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Zusammenfassung

Thema:

Schizophrenie ist eine schwere, komplexe neuropsychiatrische Erkrankung, von
der weltweit circa 1 % der Bevolkerung betroffen ist. Die Atiologie der Erkran-
kung scheint multifaktorieller Natur zu sein: Mit einem Anteil von etwa 80 %
bezeugt die Erblichkeit eine starke genetische Komponente. Trotz vieler Studien
ist aber nicht bekannt, welche genauen genetischen Veranderungen zu der hohen
Erblichkeit fuhren. Daruber hinaus bestehen zahlreiche Assoziationen der Erkran-
kung mit Stress auslosenden Umweltfaktoren.

Das Zusammenspiel von Genetik und Umweltfaktoren kdnnte auf eine epigeneti-
sche Krankheitsursache hindeuten: Epigenetische Mechanismen wirken an der
Genregulation mit und prégen so den Phénotyp auf der Grundlage des Genotyps.
Epigenetik wirkt unter anderem in Form von Modifikationen an der DNA (z.B.
DNA-Methylierungen) oder in Form von nicht-kodierenden RNAs (ncRNAs), die
von genomischer DNA transkribiert werden. Epigenetische Verdnderungen sind
zeitlebens durch Umweltfaktoren beeinflussbar. Jede Zellpopulation entwickelt

ein spezifisches, epigenetisches Profil.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit numerischen und epigenetischen Verande-
rungen der neuronalen und glialen Zellkerne in den Brodmann-Arealen 10 und
17/18 bei Schizophrenie. Die Darstellung beginnt mit der im Kortexgewebe ge-
messenen Anzahl neuronaler und glialer Zellkerne. Darauf aufbauend befasst sich
der zweite Teilbereich mit der DNA-Methylierung, die im zweiten GRE des Int-
rons 7 im FKBP5-Gen untersucht wird. Das FKBP5-Protein ist in die Stressregu-
lation involviert. Der Fokus des dritten Teilbereichs liegt auf der Expressionsana-

lyse von 90 nicht-kodierenden RNAs.

Methode:

Die Extraktion der neuronalen und glialen Zellkerne aus dem Hirngewebe erfolgte
mittels Durchflusszytometrie unter Verwendung des neuronenspezifischen Anti-

korpers NeuN. Die DNA-Methylierung am FKBP5-Gen wurde anhand von Bisul-



fit-Konvertierung und Sanger-Sequenzierung untersucht. Bei der Expressionsana-
lyse von 90 ncRNAs kam die Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion zur An-
wendung. Die Entwicklung einer Auswertungsstrategie der generierten Expres-
sionsdaten stellte einen Schwerpunkt der Arbeit dar.

Ergebnisse und Schlussfolgerung:

Die vorliegende Arbeit zeigt keine veranderte Anzahl der neuronalen Zellkerne in
den untersuchten Hirnarealen bei Schizophrenie. Die glialen Zellkerne hingegen
sind in den untersuchten Arealen bei Schizophrenie vermindert. Dieser Befund ist

jedoch statistisch nicht signifikant.

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit wird die DNA-Methylierung am FKBP5-Gen
in den neuronalen und glialen Zellkernen der untersuchten Hirnareale nicht von
der Erkrankung Schizophrenie beeinflusst. Diese Aussage steht jedoch unter Vor-
behalt, da die Ergebnisse einer genomweiten Untersuchung der DNA-

Methylierung noch ausstehen.

Die Expressionsanalyse von 90 ncRNAs weist eine veranderte Expression von 14
NcRNAs bei Schizophrenie nach: In den neuronalen Zellkernen des Brodmann-
Areals 10 sind Jpx, ST7OT und p53 mRNA bei Schizophrenie verstarkt expri-
miert. In den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 sind
LOC285194, RNCR3 und TEA ncRNAs bei Schizophrenie vermindert und Malat
1 verstarkt exprimiert. In den glialen Zellkernen des Brodmann-Areals 10 ist
HarlB bei Schizophrenie vermindert exprimiert; in den glialen Zellkernen der
Brodmann-Areale 17/18 sind IPW, Kncqglotl, mascRNA und SNHG6 bei Schizo-
phrenie vermindert und BACE1AS (family) und DHFR upstream transcripts (fa-
mily) verstarkt exprimiert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es einen Zu-
sammenhang zwischen der Erkrankung Schizophrenie und einer verdnderten
Expression bestimmter ncRNAs gibt. Fir weiter reichende Schlussfolgerungen ist

eine Replikation der Daten mit einem unabhangigen Studienkollektiv notwendig.



Abstract

Introduction

Schizophrenia is a serious and complex psychiatric disorder. Worldwide, about
1 % of the population is affected. The aetiology of schizophrenia seems to be mul-
tifactorial: Heritability is around 80 % and certifies a strong genetic component.
Despite many studies, it remains unknown, which exact genetic variants cause the
high heritability. Schizophrenia is also associated with a number of environmental
and stress-inducing factors.

The interaction between genetic and environmental factors suggests epigenetic
causes. Epigenetic modifications participate in gene-regulation. Thus, epigenetics
shapes the organism’s phenotype based on its genotype. Epigenetic mechanisms
include modifications of the DNA (like DNA-methylation) and non-coding RNAs
(ncRNAs), which are transcribed from genomic DNA. Epigenetic modifications

are specific for different cell types and modifiable by environmental factors.

The present study examines specific epigenetic modifications in schizophrenia in
neuronal and glial cell nuclei of Brodmann-areas 10 and 17/18. Firstly, the
amount of cell nuclei was analysed. Secondly, DNA-methylation of a part of the
FKBP5-gene was analysed — the second GRE of Intron 7. FKBP5-protein is in-
volved in stress regulation. Finally, the expression of 90 ncRNAs in schizophrenia

is investigated.
Method:

Neuronal and glial cell nuclei were isolated and separated from brain tissue by
flow cytometry using the antibody NeuN that binds specifically to neuronal nu-
clei. Bisulfit conversion and Sanger sequencing were used to analyse DNA-
methylation. NCRNAs expression was investigated by real-time-PCR. The devel-
opment of an evaluation strategy for the ncRNA expression was a main focus of

this study.



Results and conclusion:

The present study shows that the amount of neuronal cell nuclei in schizophrenia
is not altered either in Brodmann area 10 or in Brodmann areas 17/18. The
amount of glial cell nuclei is decreased in schizophrenia in both regions. Howev-
er, the latter findings are not statistically significant.

The results of this study show that DNA-methylation of second GRE of intron 7
in the FKBP5-gene is not altered in schizophrenia neither in neuronal or glial cell
nuclei in investigated brain regions. However, data from genome wide analysation

of DNA-methylation are pending.

Fourteen of 90 analysed ncRNAs are expressed differently in schizophrenics
compared to controls. In neuronal cell nuclei of Brodmann area 10 the expression
of Jpx, ST70T and p53 mMRNA is increased in schizophrenia. In neuronal cell
nuclei of Brodmann areas 17/18 the expression of LOC285194, RNCR3 and TEA
NncRNAs is decreased in schizophrenia and the expression of Malatl is increased.
In glial cell nuclei of Brodmann area 10 HarlB is decreased expressed in schizo-
phrenia; in glial cell nuclei of Brodmann areas 17/18 the expression of IPW,
Kncglotl, mascRNA and SNHG6 is decreased in schizophrenia and the expres-
sion of BACE1AS (family) and DHFR upstream transcripts (family) is increased.
However, independent data replication with a different sample set is necessary to
further confirm the observed relation between altered ncRNA-expression and

schizophrenia.
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1 Einleitung

1.1 Schizophrenie

1.1.1 Krankheitsbild und Therapie

Schizophrenie ist eine komplexe neuropsychiatrische Erkrankung [1-3] unter der
weltweit etwa 1 % der Bevolkerung leidet [3-7].

Das Krankheitsbild setzt sich im Wesentlichen aus drei Symptomkategorien zu-
sammen: Positivsymptome, Negativsymptome und kognitive Stérungen [8]. Die
Positivsymptome, wie Wahnvorstellungen, Halluzinationen und formale Denksto-
rungen [9, 10], fihren zu einer gestdrten und exaltierten Wahrnehmung der Reali-
tat [6, 10]. Im Gegensatz dazu &uliern sich die Negativsymptome als Abflachung
von Motorik, Sprache und Gefiihlsregungen [6, 10]. Die kognitiven Stdérungen
manifestieren sich als Defizit im kognitiven Leistungsbereich und als verminderte
soziale Intelligenz [11]. Letztere fuhrt zu einer gestdrten Wahrnehmung der eige-

nen Person und wirkt einschrdnkend auf die soziale Interaktion [3].

Die Symptome aus den Kategorien der Positiv- bzw. Negativsymptome treten in
unterschiedlichen Zeitraumen des phasenhaften Krankheitsverlaufs auf [9]. In der
Regel dominieren in der Prodromalphase die Negativsymptome [9, 10], in akuten
Krankheitsphasen die Positivsymptome und in chronischen Krankheitsphasen
wiederum die Negativsymptome [10]. Die kognitiven Stérungen bestehen typi-
scherweise schon in der Prodromalphase und persistieren unabhéngig von den
Krankheitsphasen [6]. Erkrankte zeigen interindividuell unterschiedliche Symp-
tome aus den drei Symptomkategorien, die auch in Bezug auf den Auspragungs-
grad variieren kénnen [10]. Schizophrenie kann sich folglich vielgestaltig darstel-

len; das heterogene Krankheitsbild erschwert die Diagnosestellung [10].

Schizophrenie wird anhand des Auftretens typischer Symptome diagnostiziert. Da
Atiologie und Pathogenese weitgehend ungeklart sind, fehlen Biomarker [12]. So
werden zur Diagnostik die Kriterien anerkannter Klassifizierungssysteme wie
beispielsweise des ,,Diagnostischen und statistischen Leitfadens fur psychische
Stoérungen (DSM-V) angewandt [5, 13, 14]. Meistens wird die Diagnose zwi-
schen dem 20. und 35. Lebensjahr gestellt [2, 6], wenn das erste Mal eine akute

Krankheitsepisode auftritt. Mé&nner scheinen im Durchschnitt friiher und mit ei-




1 Einleitung

nem Verhaltnis von 1,4:1 haufiger als Frauen zu erkranken [3, 6, 15, 16]. Die aku-
te Krankheitsphase zu Beginn der Erkrankung wird in der Regel von einer chroni-
schen Krankheitsphase abgeldst [6]. Diese wiederum kann stagnieren, von weite-
ren akuten Phasen unterbrochen werden oder remittieren [6, 9]. Zu einer

Ausheilung der Erkrankung kommt es nur selten [10].

Schizophrenie wird in allen Krankheitsphasen pharmakologisch und psycholo-
gisch therapiert, wobei in akuten Krankheitsphasen meistens eine stationdre Auf-
nahme notwendig ist [9]. Zur medikamentdsen Therapie haben sich Préparate aus
der heterogenen Gruppe der Antipsychotika bewéhrt; die Wahl des Praparats und
der Dosis wird individuell bestimmt [9, 17]. Die Antipsychotika bewirken vor
allem Gber die Linderung der Positivsymptome eine generelle Verbesserung des
Krankheitszustandes [17]. Bei circa 30 % der Patienten tritt nur eine unzu-
reichende Wirkung der Medikation ein. Neben dem verminderten Ansprechen auf
den Wirkstoff kdnnte daflir auch eine mangelhafte Kooperation der Patienten ur-
séchlich sein [6]. Bei therapieresistenten Patienten besteht die Mdéglichkeit Gber
eine Elektrokrampftherapie (EKT) eine Verbesserung der Symptome zu erzielen.
Bei der EKT wird im Gehirn des Patienten ein kurzzeitiger epileptischer Anfall
ausgelost, der sich h&ufig lindernd auf die Symptomatik auswirkt. Der genaue
Wirkmechanismus der EKT ist nicht abschlieRend geklart. Wahrscheinlich beruht
die therapeutische Wirkung auf einer Konzentrationsanderung einiger Neuro-

transmitter im Gehirn, die durch den Anfall ausgeldst wird [6].

Insgesamt scheinen die therapeutischen Malinahmen bei einigen Patienten eine
Linderung der Krankheitssymptomatik zu bewirken. Eine Verbesserung der
Langzeitprognose oder eine Heilung kann derzeit iber die Medikation nicht er-
reicht werden [3]. Die Lebenserwartung der Erkrankten ist im Durchschnitt um
circa 20 Lebensjahre vermindert [6, 9, 10]. Eine Verbesserung der Therapieop-
tionen und damit der Prognose setzt profundere neurobiologische Erkenntnisse
uber die bislang weitgehend ungeklarte Atiologie und Pathogenese der Schizo-

phrenie voraus [18].
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1.1.2 Pathologie

Die Deskription pathologischer Verédnderungen ist ein wichtiger Prozess, um sich
der bislang wenig geklarten Atiologie und Genese der Erkrankung Schizophrenie

Zu nahern.

1.1.2.1 Makroskopische Veranderungen im Gehirn schizophrener Probanden

Die Erkrankung Schizophrenie scheint mit einer Verminderung des Hirngewebes
[5, 19-23] und einer VergrofRerung der Hirnventrikel [5, 20, 22, 24] einher zu ge-
hen. Die Gewebeminderung ist in verschiedenen Hirnarealen unterschiedlich stark
ausgepréagt; besonders deutlich tritt sie im préfrontalen Kortex, im Temporallap-
pen und im Hippocampus zu Tage [5, 21]. Noch ist unbekannt, ob die Verminde-
rung des Hirngewebes und die VergroBerung der Hirnventrikel Ausloser oder
Folge der Erkrankung bzw. der Therapie sind [22]. Eine Korrelation zwischen
dem Auspragungsgrad der Veranderungen und der Schwere der Erkrankung

scheint nicht zu bestehen [25].

Auch zu diagnostischen Zwecken lassen sich die makroskopischen Veranderun-
gen nicht nutzten [20, 21]: Zum einen variiert die GroRe des Hirnvolumens und
der Ventrikel in der Gesamtbevolkerung so stark, dass Uberschneidungen zwi-
schen dem Normalbereich und den krankheitsbedingten Veranderungen bestehen
[5, 22]. Zum anderen sind die Befunde nicht spezifisch fur Schizophrenie, da sie

auch bei anderen psychiatrischen Erkrankungen beobachtet werden [21].

1.1.2.2 Mikroskopische Veranderungen im Gehirn schizophrener Probanden

Viele Studien deuten darauf hin, dass Schizophrenie mit Veranderungen in der
Anzahl der Zellen des Zentralen Nervensystems (ZNS) einhergeht [2, 20, 21, 26,
27].

Die vorherrschenden Zellpopulationen im ZNS sind die Neurone und die Gliazel-
len. Neurone Ubertragen durch elektrische und chemische Signale Informationen
zwischen dem Gehirn und der Peripherie des Organismus. Sie bestehen aus einem
Zellkorper, der den Zellkern enthdlt, Dendriten, die Signale zum Zellkern des

Neurons leiten, und einem Axon, das Signale vom Neuron weiterleitet. Uber
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Dendriten, Axone und Synapsen stehen Neurone miteinander und mit weiteren
Zellen, beispielsweise Muskelzellen, in Kontakt. So kdnnen Signale weitergeleitet
und Reaktionen, beispielsweise Muskelkontraktionen, ausgeldst werden [28].

Die Gliazellen sind eine heterogene Gruppe, die in die Untergruppen Astrozyten,
Oligodendrozyten und Mikrogliazellen unterteilt wird [29]. Die Funktion der
Gliazellen scheint im Wesentlichen in der Aufrechterhaltung und Regulation neu-
ronaler Funktionen zu liegen [27]: Oligodendrozyten bilden im ZNS die Myelin-
scheiden um die Axone und erméglichen dadurch die hohe Signaliibertragungsge-
schwindigkeit der Neurone. Astrozyten scheinen unter anderem an der Regulation
des Wasser- und lonenhaushalts, der Ernahrung der Neurone sowie der Aufrecht-
erhaltung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt zu sein [27]. Mikrogliazellen sind,
schlagwortartig, die Immunzellen (Makrophagen) des ZNS [20, 29].

Die Abbildung 1.1 gibt einen Uberblick tiber die funktionelle Beziehung zwischen

Neuronen und Gliazellen.

Im Gehirn betragt die Anzahl der Neurone nach aktuellem Wissensstand in etwa
86,1 £ 8,1 Milliarden, die Anzahl der Gliazellen in etwa 84,6 + 9,8 Milliarden [30,
31]. Das Verhéltnis von Gliazellen und Neuronen scheint, bezogen auf das gesam-
te Gehirn, ausgewogen zu sein, wobei in einzelnen Hirnarealen (z.B. Kleinhirn:
19 % Gliazellen) deutliche Abweichungen beobachtet werden [30]. Im grauen
Kortexgewebe, das in der vorliegenden Arbeit untersucht wird, Uberwiegen mit
etwa 58 % die Gliazellen [30, 32]; die Oligodendrozyten sind in diesem Bereich

mit 75 % die dominierende Subpopulation der Gliazellen [30].
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Neuron Oligodendrozyt

Synapse

Blutgefal}

Abbildung 1.1: Zusammenspiel zwischen einem Neuron und den Gliazellen

Die Graphik stellt die funktionelle Beziehung zwischen einem Neuron
und den Gliazellen (Oligodendrozyten, Mikrogliazellen und Astrozyten)

dar. Die Graphik ist der Arbeit von Jasen et al. entnommen [33].

Studien, die sich mit der Anzahl der Neurone in einzelnen Hirnregionen bei Schi-
zophrenie beschaftigen, zeigen unterschiedliche Ergebnisse [5]: Einige Studien
belegen eine Abnahme der Neurone bei Schizophrenie [20, 34-36], wahrend ande-
re keine Abweichung der Neuronenanzahl bei Schizophrenie nachweisen [2, 3, 5,
34, 37, 38]. Daruiber hinaus gibt es Hinweise auf eine Verkleinerung der Neurone
[5], neuronale Dysfunktionen [38] und Normabweichungen in der Neurogenese
[2] bei Schizophrenie. Insgesamt ist noch unklar, ob neuronale Verédnderungen
typisch flr Schizophrenie sind und ob sie eine Ursache oder eine Reaktion auf die

Erkrankung darstellen.

Ein Verlust von Oligodendrozyten [2, 36, 39, 40] und eine verédnderte Expression
von Genen, die spezifisch fir die Funktion der Oligodendrozyten sind [27, 41], ist
bei Schizophrenie mehrfach publiziert. Dariiber hinaus gibt es Hinweise auf eine

gestorte Myelierung der Nervenfasern bei Schizophrenie [39, 42]. Die Abnahme
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der Myelierung konnte durch einen Verlust von Oligodendrozyten bei Schizo-
phrenie ausgelost werden [27]. Die Myelierung von Nervenfasen wird erst im
frihen Erwachsenenalter abgeschlossen. Dies fallt zeitlich mit dem typischen Er-
krankungsausbruch der Schizophrenie in der frithen Adoleszenz zusammen [20,
27].

Der Zusammenhang zwischen Astrozyten bzw. Mikrogliazellen und Schizophre-
nie ist weit weniger erforscht: Es gibt Hinweise darauf, dass bei schizophrenen
Probanden die Expression von Genen verdndert ist, die fir die Funktion der Ast-
rozyten relevant sind [27, 43]. Ob auch die Anzahl der Astrozyten bei Schizo-
phrenie verdndert ist, ist nicht bekannt [20, 43]. Hinsichtlich der Mikrogliazellen
legen einige Studien nahe, dass Schizophrenie mit einer erhdhten Dichte der
Mikrogliazellen in einigen Hirnregionen einhergeht [20].

Eine Gliose, also die pathologische Zunahme von degenerierten Gliazellen im
ZNS, ist bei Schizophrenie nicht beobachtet worden [2, 5, 21, 44].

1.1.2.3 Veranderungen in den Brodmann-Arealen 10 und 17/18 bei Schizophrenie

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Untersuchung des grauen Kortexgewebes
der Brodmann-Areale 10 und 17/18.

Das Brodmann-Areal 10 gehort zum préafrontalen Kortex (PFC), der die Brod-
mann-Areale 8-13, 24, 32, 46 und 47 umfasst [45] (vgl. Abbildung 1.2). Die
grundlegenden Funktionen des PFC werden in der Gedéchtnisbildung sowie in der
Planung und Ausfiihrung von Handlungen gesehen [11, 45]. Schizophrenie
scheint mit einer deutlich ausgepréagten Volumenminderung [19, 21], einer unzu-
reichenden Durchblutung und einem eingeschrénkten Stoffwechsel [11] sowie
einer fehlerhaften Aktivierung des PFC bei einigen Gedachtnisleistungen assozi-
iert zu sein [38, 46].

Das Brodmann-Areal 10 (BA 10) ist bei Menschen, im Vergleich zu anderen Pri-
maten, ein grofRes Hirnareal, dessen Entwicklung mindestens bis in die Adoles-
zenz andauert. Wahrscheinlich spielt das BA 10 eine wichtige Rolle fir Teile des
Langzeitgedachtnisses, Multitasking, Selbstreflexion [47] und insbesondere fir

das prospektive Gedachtnis. Das prospektive Gedachtnis ermdglicht das Ausfih-
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ren von Tétigkeiten zu der rechten Zeit in der geplanten Art und Weise [48]. Ein
Zusammenhang zwischen Schizophrenie und einer Stérung im BA 10 wird im
Wesentlichen aus zwei Griinden vermutet: Zum einen scheint das BA 10 bei schi-
zophrenen Probanden verkleinert zu sein [47, 49]. Zum anderen betrifft das Sto-
rungsbild der Schizophrenie, insbesondere die kognitiven Storungen, viele Funk-
tionen, die dem BA 10 zugeordnet werden [6, 11, 50].

Die untersuchten Brodmann-Areale 17/18 (BA 17/18) gehdren zum occipitalen
Kortex (OC), der auBerdem das Brodmann-Areal 19 umfasst (vgl. Abbildung 1.2).
Der OC wird auch als visueller Kortex bezeichnet, weil die Funktion dieser Hirn-
region in der Verarbeitung visueller Reize liegt [13]. Im Zusammenhang mit der
Erkrankung Schizophrenie ist eine Volumenabnahme des OC vor allem bei Pati-
enten mit stark ausgepragten Symptomen und schlechter Prognose beschrieben
worden. Dieses Phdnomen wird auch als Posteriorisierung bezeichnet. Posteriori-
sierung bedeutet: Je schlechter die Prognose eines Erkrankten, desto geringer ist
das Hirnvolumen in den Hirnarealen, die weiter posterior liegen [23]. Dartiber
hinaus gibt es Hinweise darauf, dass die haufig auftretenden Halluzinationen mit

Veranderungen im occipitalen Kortex zusammenhangen kénnten [51].

Insgesamt ist der Zusammenhang zwischen Schizophrenie und pathologischen
Veranderungen im PFC deutlich besser belegt und hdufiger untersucht als der

Zusammenhang mit Veranderungen im OC [13].
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Abbildung 1.2: Topologie der Brodmann-Areale [52]

Dargestellt ist die Einteilung des Gehirn in Brodmann-Arale (obere
Abbildung: laterale Ansicht des Gehirns, untere Abbildung: medialer
Sagittalschnitt).
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1.1.2.4 Mdgliche Zusammenhange zwischen Pathologie und Pathogenese

Schizophrenie ist, wie in den vorherigen Kapiteln dargestellt, mit VVeranderungen
auf makroskopischer und zellulérer Ebene im Gehirn korreliert [20]. Ob die Ver-
anderungen eine Ursache oder eine Folge der Erkrankung sind und welche Rolle
sie fur die Pathogenese spielen, ist nach wie vor unbekannt. Zu diesen Fragestel-
lungen werden in der Wissenschaft unterschiedliche, teils kontroverse Theorien

vertreten:

Die heute als Schizophrenie bekannte Erkrankung definierte Emil Kraeplin 1893
zum ersten Mal unter dem Namen ,,dementia praccox” als eigenstandiges Krank-
heitsbild [2, 53]. Die zugrunde liegende Beobachtung war, dass die Erkrankung zu
einem Demenz-dhnlichen Krankheitsbild fuhrt, aber schon im frithen Erwachse-
nenalter beginnt [2, 9]. Die Einordnung der Schizophrenie als klassische neurode-
generative Erkrankung wird heute kritisch gesehen, da auf zellularer Ebene typi-
sche Anzeichen fur neurodegenerative Prozesse wie eine Gliose fehlen [2, 5, 21,
44]. Begleitende, aber untergeordnete neurodegenerative Prozesse sind trotzdem
nicht auszuschlielRen, da sich die morphologischen Veranderungen, insbesondere
die Volumenabnahme des grauen Kortexgewebes, bei Schizophrenie progressiv
verhalten kénnen [44]. Die Progredienz kdnnte allerdings auch die Folge der the-

rapeutischen Intervention sein [20].

Falkai et al. vertreten die These, dass Einschrankungen von regenerativen Prozes-
sen — vor allem im Gehirn — ein wichtiger Bestandteil der Pathogenese sein konn-
ten. Die eingeschrankte Regenerationsfahigkeit konnte unter anderem auf eine
Dysfunktion der Oligodendrozyten oder auf Defizite in der Neurogenese zuriick-

gehen, die die Kommunikationsprozesse im Gehirn stéren [2, 44].

Eine heute gangige These ist, dass Stdrungen in der (Hirn)-entwicklung eine kau-
sale Rolle fiir Schizophrenie spielen kénnten [20, 44], denn die makroskopischen
Veranderungen, wie die Volumenminderung des Gehirns, kénnen schon bei der
Diagnosestellung beobachtet werden [20, 44]. Gegen diese Hypothese lasst sich
einwenden, dass die Erkrankung erst im friihen Erwachsenenalter ausbricht. Somit
wirden pranatal entstehende, pathologische Verédnderungen mehrere Jahre im

Verborgenen bleiben, ohne die Erkrankung auszultsen [5, 20]. Allerdings dauern
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einige Entwicklungsprozesse, wie schon beispielsweise angefiihrt die Myelierung
von Nervenfasern und die Entwicklung des Brodmann-Areals 10, bis in das friihe
Erwachsenenalter an [20, 47]. Der Abschluss dieser Entwicklungsprozesse kdonnte

durchaus mit dem Erkrankungsausbruch zusammen fallen.

1.1.3 Atiologie der Schizophrenie

1.1.3.1 Genetische Pradisposition

Die genetische Pradisposition scheint fur die Erkrankung Schizophrenie ein &u-
Rerst wichtiger &tiologischer Faktor zu sein [5, 54].

Schizophrenie tritt intrafamiliar gehduft auf [54]. Das Erkrankungsrisiko von Fa-
milienmitgliedern erkrankter Personen korreliert positiv mit dem Verwandt-
schaftsgrad (vgl. Tabelle 1.1) [16].

Tabelle 1.1: Risikofaktoren fir Schizophrenie

Verwandtschaftsgrad Erkrankungsrisiko Verwandtschafts-
koeffizient

Monozygote Zwillinge 50-70 % 100 %

Kinder: beide Eltern erkrankt 40-60 %

Dizygote Zwillinge 9-18 % 250 %

Kinder: ein Elternteil erkrankt 13-17 % 50 %

Geschwister ca. 9% 250 %

Grolieltern ca. 5% 25 %

Onkel, Tanten 2-3% 325%

Allgemeinbevélkerung ca. 1%

Die Tabelle enthalt Informationen aus den Arbeiten von Tandon et al.
[16] und Moises et al. [54].

Verwandtschaftskoeffizient: Wahrscheinlichkeit dieselbe Erbinformati-

on geerbt zu haben [55]
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Um die Bedeutung der genetischen Komponente flr eine Erkrankung einschatzen
zu kénnen, wird die Erblichkeit bestimmt. Erblichkeit (h?) ist der Anteil der Vari-
anz der Auspragung eines Merkmals (bzw. einer Erkrankung), der durch die gene-
tische Varianz innerhalb einer Population erklart werden kann [56, 57]. Fir Schi-
zophrenie liegt die Erblichkeit (h?) bei etwa 80 % [2, 9, 16, 57-62]. Damit ist die
Erblichkeit der Schizophrenie vergleichbar mit der Erblichkeit der Korpergrofie
(h* Manner = 87 % - 93 %; h? Frauen = 68 % - 90 %) [62] oder mit der Erblich-
keit psychischer Stérungen, wie Autismus-Spektrum-Storungen ( h” = 80 %) oder
Bipolaren Stérungen (h? = 75 %) [57]. Viele neurodegenerative Erkrankungen,
wie Morbus Alzheimer (h* = 58 %) [57] oder Parkinson (h? = 34 %) [62], oder
psychiatrische Erkrankungen, wie Depression (h® = 37 %) [57, 62], weisen eine
geringere Erblichkeit als Schizophrenie auf.

Welche genetischen Verdnderungen die hohe Erblichkeit von Schizophrenie be-
grinden, ist bislang nicht geklart [5, 63]: Keine der zahlreich beobachteten, gene-
tischen Veranderungen bei Schizophrenie tritt bei allen Erkrankten auf [16] oder
scheint spezifisch fir die Erkrankung zu sein [57]. Zu den beobachteten geneti-
schen  Veranderungen zdhlen Polymorphismen, wie Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNP = Single Nucleotide Polymorphism) oder Kopiezahlvaria-
tionen (CNV = Copy Number Variation) [7, 57], an Gber 100 Genloki [2, 7, 64].
Die detektierten Genloki sind auf verschieden Chromosomen lokalisiert, wobei
auf einzelnen Chromosomen lokale Haufungen vorkommen (Uberblick bei Tan-
don et al. [16]). Auch Chromosomenaberrationen, wie die Deletion von 22g11,
die Translokation von 1g42/11g14 und Verénderungen am X-Chromosom, wur-
den gezeigt [16]. Deren Auftreten scheint aber auf einzelne Familien begrenzt zu
sein [57].

1.1.3.2 Umweltfaktoren

Neben der genetischen Pradisposition scheinen Umweltfaktoren in die Atiologie
der Schizophrenie involviert zu sein [61]. Dizygote Zwillinge haben beispielswei-
se ein leicht erhdhtes Risiko an Schizophrenie zu erkranken als andere Geschwis-

ter (siehe Tabelle 1.1). Die genetische Ahnlichkeit liegt in beiden Fallen durch-
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schnittlich bei 50 %; aber es liegt in der Natur der Sache, dass dizygote Zwillinge
mehr Umweltfaktoren teilen als andere Geschwister [54].

Mehrere Studien belegen Assoziationen der Erkrankung Schizophrenie mit Um-
weltfaktoren wie Infektionen oder Fehlerndahrung der Mutter wahrend der
Schwangerschaft [16, 65], Geburtskomplikationen, Trennung der Eltern, Viktimi-
sierung durch Gewaltverbrechen, Vernachléssigung, Tod eines Verwandten [16,
66], stadtisches Leben, Migration oder Cannabis-Konsum [16, 60, 67, 68]. Allen
genannten Umweltfaktoren ist gemein, dass sie im Organismus Stress ausldsen.
Stress wird als Zustand definiert, indem die Homgostase/das Gleichgewicht eines
Organismus bedroht ist [69] und der Kdrper durch Aktivierung verschiedener
korpereigener Regulationsmechanismen versucht, die Homgostase wieder herzu-
stellen (Stressreaktion) [69]. Starke existentielle Stressexpositionen inshesondere
in der Entwicklungsphase eines Organismus scheinen allgemein mit dem Risiko

fur psychiatrische Erkrankungen zu korrelieren [70].

Ein Bindeglied zwischen hoher Erblichkeit und dem Einfluss der Umweltfaktoren,
kdnnte in einer stressinduzierten Veranderung des Epigenoms (siehe unten) lie-
gen. Von Gottesmann, Shields und Hanson wurde eine epigenetische Causa erst-
mals 1982 in ihrer Monographie ,,Schizophrenie: Das epigenetische Ratsel* dis-
kutiert (zitiert nach: [71, 72]).
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1.2 Epigenetik

Conrad Hal Waddington pragte 1940 den Neologismus Epigenetik [73, 74], um
die bis dahin getrennten Fachbereiche Entwicklungsbiologie und Genetik zusam-
menzufuhren [71]. Waddington versprach sich von dieser Verbindung ein besse-
res Verstandnis der Mechanismen, die zur Auspragung des Phanotyps in der Emb-
ryonalentwicklung fihren [71, 74, 75]. Seither hat sich die Begriffsdefinition
erweitert und prézisiert. Heute verstent man unter Epigenetik verschiedene mole-
kulare Mechanismen, die an der Regulation der Genexpression ber die gesamte
Lebenszeit mitwirken. Zu diesen epigenetischen Mechanismen z&hlen zum einen
DNA-Methylierungen und Histonmodifikationen, die zusatzlich zur genetischen
Informationen an der DNA vorkommen, und zum anderen nicht-kodierende
RNAs (ncRNAs), die von genomischer DNA transkribiert werden [57, 75-77].
Kurz zusammengefasst scheinen die epigenetischen Mechanismen Gber die Akti-
vierung bzw. Inaktivierung von Genen zu beeinflussen, wie die genetische Infor-
mation ,,genutzt” wird [78-80], und dadurch den Phanotyp entscheidend zu prégen
[81].

Die Gesamtheit aller epigenetischer Variationen eines Individuums wird als Epi-
genom bezeichnet [82]. Wéhrend die DNA eines Individuums grundsétzlich in
allen Zellen Uber die Lebensdauer (Ausnahme: Auftreten von Mutationen) iden-
tisch ist, unterscheidet sich das Epigenom zwischen verschiedenen Zellpopulatio-
nen und verschiedenen Geweben [80]. Das zelltypspezifische epigenetische Profil
scheint innerhalb der Zellpopulation stabil zu sein [77, 78] und eine Zellpopulati-
on durch Genregulation an ihre jeweiligen Funktionen anzupassen (Zelldifferen-

zierung) [73].

Das Epigenom scheint sich im Laufe des Lebens zu verandern [78]. Zum einen
sind die Veranderungen genetisch angelegt und korrelieren mit den Entwick-
lungsphasen des Organismus [81]. Zum anderen kdnnen Verdnderungen am Epi-
genom durch Umweltfaktoren, insbesondere Stress, ausgeldst werden [79, 81, 83].
Dazu passend unterscheiden sich selbst monozygote Zwillinge, die per se hin-

sichtlich des Genotyps identisch sind, mit zunehmendem Lebensalter immer deut-

14



1 Einleitung

licher hinsichtlich ihres Epigenoms [77]. Wie weit sich der Einflussbereich der
Umweltfaktoren erstreckt, ist noch nicht bekannt [78].

Gerade bei Erkrankungen wie Schizophrenie, die mit einer hohen Erblichkeit aber
unklarer genetischer Causa einhergehen, konnten epigenetische Studien auf-
schlussreich sein [80]: Die epigenetische Analyse konnte die sachgerechte Inter-
pretation genetischer Varianz ermdglichen, da neben die Information Gber den
Genotyp die Information tiber den Aktivitatszustand der Gene tritt [78]. Epigene-
tische Verdnderungen kénnten dabei sowohl an der Ursache der Erkrankung betei-
ligt sein als auch eine regulatorische Kompensationsreaktion auf die Erkrankung
sein [77]. Die detaillierte Analyse epigenetischer Modifikationen kann somit hel-
fen die Atiologie einer Erkrankung zu verstehen, Biomarker zu identifizieren, die
die Diagnostik und die Kontrolle der Therapie erleichtern, oder die Therapieopti-
onen zu verbessern [12, 80, 84-87].

Zwei epigenetische Mechanismen, DNA-Methylierung und ncRNAs, die in der

vorliegenden Arbeit untersucht wurden, werden im Folgenden naher besprochen.
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1.2.1 DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung ist ein gut dokumentierter epigenetischer Mechanismus.
Sie wirkt an der DNA-Base Cytosin. Modifizierte Cytosin-Basen sind an der Posi-
tion 5 ihres Pyrimidinrings methyliert und werden 5-Methylcytosin (5mC) ge-
nannt [70, 73, 76, 78, 79, 88, 89]. Enzyme aus der DNMT-Familie katalysieren
die DNA-Methylierung (Abbildung 1.3) [73, 76, 89].

Cytosin Methylcytosin
NH , NH2
| N \lfkw
N N
Dnmt1
Dnmt3a
Dnmt3b

Abbildung 1.3: DNA-Methylierung [90]

Die Abbildung zeigt die Reaktionsgleichung der DNA-Methylierung.

DNA-Methylierungen kénnen an allen Cytosin-Basen im Genom auftreten. Die
DNA-Sequenz als solche bleibt von der Methylierung unbeeinflusst [91, 92]; d.h.
unabhéngig von der Methylierung enthdlt ein Gen die Information fiir dieselbe
RNA bzw. dasselbe Protein [73]. DNA-Methylierungen bewirken im Wesentli-
chen eine lokale Verdichtung des Chromatins (Heterochromatin), sodass die Tran-

skriptionsrate des methylierten DNA-Abschnitts vermindert wird [93].

Cytosin-Basen, die im Genom innerhalb von Cytosin-Phosphat-Guanin-
Dinukleotiden (CpGs) vorkommen, sind zu etwa 80 % methyliert [83, 90, 93].
CpGs liegen haufig in repetitiven DNA-Sequenzen auBerhalb von Protein-
kodierenden Genabschnitten [73, 94]. Im Gegensatz dazu sind Cytosin-Basen, die

sich innerhalb von CpG-Inseln befinden, in der Regel nicht methyliert (Ausnah-
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me: Vorwiegend methylierte CpG-Inseln am inaktivierten X-Chromosom [76]).
CpG-Inseln sind Cytosin-Guanin-reiche Sequenzen, die im Promotorbereich von
etwa 60 % aller Gene auftreten [73, 76, 83, 89, 92]. Nicht-methylierte CpG-Inseln
sind erforderlich daftr, dass ein nachfolgendes Gen abgelesen werden kann [73];
dementsprechend scheint das verstarkte Auftreten von DNA-Methylierungen in-
nerhalb der CpG-Inseln eine transkriptionelle Genstilllegung auszulésen [91-93].

DNA-Methylierungen entwickeln sich im Genom bereits in der friihen Phase der
Embryogenese [76] und scheinen an der Regulation wichtiger Prozesse der
menschlichen Entwicklung, etwa X-Chromosom-Inaktivierung, Zelldifferenzie-
rung und Imprinting, beteiligt zu sein [83, 92, 95]. Imprinting (auch genomische
Pragung genannt) bedeutet, dass epigenetisch reguliert wird, ob das mitterliche
oder das vaterliche Allel eines Genes exprimiert wird [73]. Dem Imprinting unter-
liegen etwa 50 Gene [96]. Die Wirkung des Imprintings kann auf die Embryonal-
entwicklung beschrénkt sein oder die gesamte Lebenszeit andauern; auch eine

Begrenzung der Wirkung auf bestimmte Gewebe kommt vor [97].

Im Laufe des Lebens nimmt die Anzahl der DNA-Methylierungen wohl physiolo-
gischerweise tendenziell ab [76]. Trotzdem kommen den DNA-Methylierungen
auch im erwachsenen Organismus wichtige Aufgaben zu, etwa bei der Regulation
bestimmter Hirnfunktionen [76, 90] und bei der Reparatur und Stabilisierung des
Genoms [76, 98]. Fehlregulationen der DNA-Methylierung scheinen mit zahlrei-

chen Erkrankungen, allen voran Tumorerkrankungen, assoziiert zu sein [76, 98].

1.2.2 DNA-Methylierung und Schizophrenie

Schizophrenie scheint mit Veranderungen der DNA-Methylierung insbesondere
an den Genen GAD67, RELN, COMT, SOX10, FOXP2, HTR2A, BDNF und
FKBP5 zu korrelieren [8, 41, 64]. Die vorliegende Arbeit thematisiert den Zu-
sammenhang zwischen der DNA-Methylierung am FKBP5-Gen und der Erkran-

kung Schizophrenie.

Das FKBP5-Gen kodiert flr ein Protein, das an der Stressregulation im Kdrper
beteiligt ist [99, 100]. Das FKBP5-Protein ist intrazellular an den Glucocorti-

coidrezeptor gebunden. Bei Stressreaktionen werden Glucocorticoide in die Blut-

17



1 Einleitung

bahn ausgeschuttet. Intrazellulér binden die Glucocorticoide an Glucocorticoidre-
zeptoren, wodurch unter anderem die FKBP5-Proteine an den Glucocorticoidre-
zeptoren durch FKBP4 ausgetauscht werden [77, 101, 102]. Die Glucocorti-
coidrezeptoren translozieren in den Zellkern und flhrt Uber die Bindung an
Glucocorticoid-Response-Elemente (GREs), die spezifische Gensequenzen zur
Bindung von Glucocorticoidrezeptoren darstellen [103], zu einer verstérkten
Transkription des FKBP5-Proteins [77, 101, 102]. Die Erhéhung der intrazellula-
ren FKBP5-Konzentration setzt sodann die Sensitivitat der Glucocorticoidrezepto-
ren fir Glucocorticoide herab [77, 100-102].

Unter anderem von Klengel et al. wurden einige SNPs (Einzelnukleotid-
Polymorphismen) im Intron 2 des FKBP5-Gens erforscht [57, 67, 100]. Bei einer
genetischen Variante, die als Risikovariante bezeichnet wird, ist die Konformation
des Gens am Intron 2 verdndert. Die veradnderte Konformation fiihrt zu erhdhten
Glucocorticoid-Spiegeln im Blut und zur verstérkten Expression von FKBP5 nach
einer Glucocorticoidrezeptor-Aktivierung durch Glucocorticoide bei einer Stress-
reaktion [100, 101, 104]. In der Folge ist auch die Glucocorticoidrezeptor-
Sensitivitat starker herabgesetzt, sodass weniger Glucocorticoide binden kdnnen.

Dadurch werden Stressreaktionen erheblich verlangert [70, 101, 102].

Bei einigen Trégern der Risikovariante wurde zusétzlich eine epigenetische
Demethylierung im zweiten GRE des Introns 7 des FKBP5-Gens beobachtet [67,
99, 101]. Studien weisen auf eine Korrelation zwischen dem Auftreten der Deme-
thylierung und einem erlebten Trauma in der Kindheit hin. Die Daten der Studie
von Klengel et al. zeigen bei Trégern der genetischen Risikovariante, die ein
Trauma in der Kindheit erlitten haben, eine Demethylierung um 12,3 % im zwei-
ten GRE am Intron 7 [67, 77, 99-101]. Es wird vermutet, dass die Demethylierung
durch das Trauma in der Kindheit ausgeldst wird. Ein Trauma scheint sich nur bei
Tragern der Risikovariante auszuwirken [67, 99, 100]. Bei Trégern von geneti-
schen Nicht-Risikovarianten, die ein Trauma erlebt haben, wurde keine Deme-
thylierung beobachtet [100]. Auch ein Trauma im Erwachsenenalter scheint sich,
selbst bei Tragern der Risikovariante, nicht als Demethylierung am Intron 7 aus-
zuwirken [77, 100].
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Die Demethylierung scheint die Transkription des FKBP5-Proteins bei einer
Stressreaktion noch zusétzlich zu verstéarken, obgleich die Transkription durch die
genetische Risikovariante ohnehin schon erhoht ist [67]. Haufig entsteht eine Glu-
cocorticoidrezeptor-Resistenz [100, 102].

Das Risiko einer psychiatrischen Erkrankung scheint fir Tréger der Risikovarian-
te am Intron 2 mit zusétzlicher Demethylierung im Intron 7 deutlich erhoht zu
sein [67, 99-101]. Daskalaskis et al. halten eine Stérung des Stresssystems in
Form einer epigenetischen Modifikation des FKBP5-Gens auch bei der Erkran-
kung Schizophrenie fiir einen moglichen &tiologischen Faktor [67].

1.2.3 Nicht-kodierende RNAs

Nicht-kodierende RNAs (ncRNA = non-coding RNA) sind Transkripte von DNA-
Abschnitten, die nicht fur Proteine kodieren [8].

Das menschliche Genom besteht nach aktuellem Kenntnisstand aus 3,3 x 10° Ba-
senpaaren [62]. Es enthélt in etwa 21.000 Protein-kodierende Gene [62, 105], die
nur einen sehr kleinen Teil des Genoms ausmachen [62, 106, 107]. Zum groRten
Teil besteht das Genom aus ncRNAs [62, 108]. Den ncRNAs wurde frither keine
Funktion zugeschrieben [109], weil die Aufgabe einer RNA nur in der Informa-
tionsibermittlung von der DNA zur Proteinherstellung gesehen wurde. Mittler-
weile gibt es Hinweise darauf, dass die Anzahl nicht-kodierender Sequenzen mit
der biologischen Komplexitat einer Spezies korreliert [110] und Unterschiede
hinsichtlich der ncRNAs entscheidend flr interindividuelle Unterschiede inner-

halb einer Spezies sein konnen [111].

Die Gruppe der nicht-kodierenden RNAs ist grof} und heterogen. Eingeteilt wer-
den die ncRNAs nach dem formalen Kriterium der Lange ihrer Basenpaare. Kurze
ncRNAs sind bis zu 200 Nukleotide lang. Zu ihnen gehdren die microRNAs, die
vermutlich an der Regulation von ungefahr 60% aller Protein-kodierender Gene
beteiligt sind [108]. Die mittleren ncRNAs sind zwischen 60 und 300 Nukleotide
lang. Zu dieser Gruppe gehéren die small nucleolar RNAs (snoRNA). Die langen
NcRNAs (IncRNASs) sind mehr als 200 Nukleotide lang [108, 112, 113]; sie sind
ein Schwerpunktthema der vorliegenden Arbeit (siehe Kapitel 1.2.4).
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NcRNAs scheinen viele verschiedene, wichtige Funktionen im Organismus zu
erfullen. Dazu gehdren die Beeinflussung der Proteinbiosynthese, der DNA-
Methylierung und des Chromatinstatus [108, 114]. Dadurch scheinen ncRNAs
sowohl an der Regulation wichtiger Entwicklungsprozesse im Organismus, wie
Imprinting und Zelldifferenzierung, als auch an der epigenetischen Regulation der
Genexpression mitzuwirken [108]. Auch fur die Gehirnentwicklung und die Re-
gulation von Gehirnfunktionen, beispielsweise Erinnerungsvermdgen und Stress-

antwort, sollen ncRNAs eine entscheidende Rolle spielen [108].

1.2.4 LncRNAs

Die Anzahl der IncRNAs im Genom wird auf ungefahr 59.000 geschatzt [115],
wobei Uber viele IncRNAs bislang wenig bekannt ist.

Die grolie Gruppe der IncRNAs wird nach ihrer Lage im Genom weiter unterteilt
[116]: Eine Subgruppe bilden die INcRNAsS, die entweder in Introns, Promotoren
oder Enhancern von Protein-kodierenden DNA-Sequenzen vorkommen. Die zwei-
te Subgruppe bilden die Antisense-Transkripte, die parallel zu einer Protein-
kodierenden Sequenz auf dem gegenlaufigen DNA-Strang vorkommen. [116]. Die
dritte Subgruppe bilden die IncRNAs, die zwischen Protein-kodierenden Gense-
quenzen liegen; sie werden als lincRNA (,,long intergenic non-coding RNAs®)
bezeichnet [116].

LncRNAs scheinen im Anschluss an die Transkription meistens im Zellkern zu
bleiben [117] und mit RNAs, DNA-Abschnitten und/oder Proteinen zu interagie-
ren [113, 116, 118]. Die Interaktion soll mit kodierenden und nicht-kodierenden
DNA-Abschnitten sowie mit benachbarten oder weiter entfernten Regionen des
Genoms moglich sein [119]. Hauptséchlich scheinen IncRNAs ihre Wirkung Gber
die Regulation des Chromatinstatus (Heterochromation/Euchromatin) zu entfalten
[108].

Insgesamt scheinen IncRNAs wichtig fir die Entwicklung eines Organismus, ins-
besondere fur das Imprinting, zu sein [108]. Im Gehirn sind INcRNAs vergleichs-

weise stark exprimiert, weswegen den IncRNAs eine wichtige Rolle fur zentrale
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Hirnfunktionen zukommen kdnnte. Beispielweise scheinen INcCRNAs an der Zell-
differenzierung von neuronalen und glialen Subtypen beteiligt zu sein [108].

1.2.5 Nicht-kodierende RNAs und Schizophrenie

Bis jetzt wurde vor allem die Expression von microRNAs in postmortalem Gewe-
be schizophrener Probanden untersucht. Es sind einige Korrelationen zwischen
verandert exprimierten microRNAs und Schizophrenie publiziert worden (Einzel-
heiten: [8]): Mehrfach repliziert ist die erhdhte Expression der miR-15 family im
frontalen Kortex [108].

Die Expression von IncRNAs bei Schizophrenie ist bislang nur wenig analysiert
worden: Nur eine Studie untersuchte die INcRNA Gomafu im Hirngewebe schizo-
phrener Probanden und fand eine verdnderte Expression im Temporallappen
[120]. Fir weitere INcCRNAs, wie DISC-2, Evf2 und BDNF-AS, sind zwar Assozi-
ationen mit Schizophrenie publiziert [121], Untersuchungen tber das Expressi-
onsverhalten dieser INcRNAs im Gehirn schizophrener Probanden fehlen aber.
Auf diesem Gebiet besteht also Forschungsbedarf, um die Rolle der INcRNAs bei

Schizophrenie zu kléren.
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1.3 Fragestellung

Schizophrenie geht mit starken sozialen Einschrdnkungen, einem hohen Leidens-
druck und einem langwierigen Krankheitsverlauf einher. Da die Atiologie der
Erkrankung bis heute weitgehend unbekannt ist, sind sowohl die diagnostischen
Parameter als auch die therapeutischen Mdoglichkeiten beschrankt. Die vorliegen-
de Arbeit stellt Untersuchungen in drei Bereichen an, von denen sich &tiologische
Erkenntnisse erhofft werden.

Die gesamte Arbeit ist als Fall-Kontroll-Studie aufgebaut. Jede Gruppe umfasst
sieben Probanden. Die schizophrenen Probanden leiden alle an einer Schizophre-
nie residualen Typs (DSM-1V: 295.60); die Probanden der Kontrollgruppe sind
nach den Regeln des H&aufigkeitsmatchings ausgewahlt.

Die Arbeit basiert auf der Untersuchung postmortalen Hirngewebes aus den
Brodmann-Arealen 10 und 17/18. Das Brodmann-Areal 10 gilt wegen zahlreich
beobachteter pathologischer Verdnderungen als duf3erst relevant fur die Pathoge-
nese der Schizophrenie. In den Brodmann-Arealen 17/18 werden pathologische
Veranderungen dagegen vorwiegend im Sinne einer ,,Posteriorisierung* bei Pati-

enten mit starken Symptomen und schlechter Prognose beschrieben.

Zu den beobachteten pathologischen Verdnderungen bei Schizophrenie zahlt die
Volumenminderung einzelner Hirnareale. Diese konnte auf eine veranderte An-
zahl der Neuronen und/oder der Gliazellen zuriickzufuihren sein. Deswegen unter-
sucht die vorliegende Arbeit die Anzahl der neuronalen und glialen Zellkerne in
den Brodmann-Arealen 10 und 17/18.

Die Bedeutung von Genetik und Umweltfaktoren fiir die Atiologie der Erkran-
kung kdénnte auf Veranderungen im Epigenom zurilickzufithren sein. Die vorlie-
gende Arbeit untersucht zwei epigenetische Aspekte — die DNA-Methylierung
und die nicht-kodierenden RNAs. Hierflr bildet die extrahierte DNA bzw. RNA
aus den neuronalen und glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 10 und 17/18 die

Untersuchungsgrundlage.
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Mit der vorliegenden Arbeit soll zum einen die Frage beantwortet werden, ob die
epigenetische DNA-Methylierung in einem Teilbereich des FKBP5-Gens bei
Schizophrenie verandert ist. Das Protein des FKBP5-Gens ist in die Stressregula-
tion involviert; Publikationen weisen auf eine Korrelation zwischen einer vermin-
derten DNA-Methylierung am FKBP5-Gen, Stress-induzierenden Umwelteinflis-
sen und dem Auftreten psychiatrischer Erkrankungen hin. Fir die Erkrankung
Schizophrenie ist diese Korrelation bislang nicht untersucht worden.

Zum anderen wird in der vorliegenden Arbeit die Expression von 90 ncRNASs bei
Schizophrenie analysiert. Hiermit soll ein erster Uberblick geschaffen werden,
welche ncRNAs flr Schizophrenie relevant sein konnten. Daran ankntpfend wird
der Frage nachgegangen, mit welchen Merkmalen des schizophrenen Phanotyps

die veréndert exprimierten ncRNAs in Zusammenhang stehen kdnnten.
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2 Material und Methoden

Die Reihenfolge, in der die Methoden im Folgenden vorgestellt werden,
entspricht der Reihenfolge der Durchfiihrung der Versuche. Um das
Kapitel Gbersichtlich zu halten, sind die Bestellnummern der verwende-
ten Materialien und Gerdate im Anhang dargestellt (vgl. Tabelle 5.1 und
Tabelle 5.2).
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2.1 Studienkollektiv und Probengewinnung

2.1.1 Studienkollektiv

Das Studienkollektiv setzte sich aus neun schizophrenen Probanden und neun
Kontrollfallen zusammen (vgl. Tabelle 2.1). Fir alle Probanden galten folgende
Ausschlusskriterien: Neurologische, neuropathologische und neurodegenerative
Erkrankungen, Entziindungsprozesse, Tumorerkrankungen, Blutungen und Infark-

te im Gehirn, Alkohol- und Drogenabusus und Suizid.

Alle schizophrenen Probanden litten zu Lebzeiten an einer Schizophrenie residu-
alen Typs (295.60 nach DSM-1V), die von erfahrenen Psychiatern diagnostiziert
worden war. Alle Probanden zeigten demnach einen Monat lang eindeutig schizo-
phrene Symptome, darunter Wahn, Halluzinationen, desorganisierte Sprechweise,
katatones Verhalten oder Negativsymptome, und mindestens eine Jahr andauernde
Negativsymptome [14]. Hinsichtlich der therapeutischen MalRnahmen unterschie-
den sich die untersuchten schizophrenen Probanden. In der Tabelle 2.2 sind die
wichtigsten Daten zum Krankheitsverlauf der schizophrenen Probanden zusam-

mengefasst.

25



2 Material und Methoden

Tabelle 2.1: Charakteristika der Probanden

Fall  Alter’ Geschlecht Todesursache PMI?
K1 77 W unbekannt 10
K2 46 M Herzinfarkt unbekannt
K3 91 w Herz-Lungen-Insuffizienz 16
K4 66 M Herzinfarkt 16
K5 41 M Herzinfarkt 7

K6 69 w Lungenembolie 96
K7 57 M Herzinfarkt 24
K8 63 M Herzinfarkt 13
K9 79 M Herzinfarkt 24

S1 51 M Herzinfarkt 12

S2 64 W Herzinfarkt 23

S3 63 wW Herzinfarkt 31
S4 51 M Herzinfarkt 7

S5 81 M Cor pulmonale 4

S6 71 M Herzinfarkt 28

S7 73 M Herzinfarkt 20

S8 43 M Herzinfarkt 18

S9 77 wW Lungenembolie 32

K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband

- erreichtes Lebensalter in Jahren

W: Weiblich; M: Méannlich

2: PMI = Postmortem Intervall; alle Angaben in Stunden
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Tabelle 2.2: Krankheitsverlauf der schizophrenen Probanden

Fall | Diagnose® Alter? Dauer® | Medikation zum Todeszeitpunkt Dauer* EKT®  Krankenhaus®
S1 | 295.60 23 28 Clozapin 500 mg 25 Nein 17

S2 | 295.60 24 41 Zotepin 150 mg, Olanzapin 10 mg 40 Ja 5

S3 | 295.60 24 40 Olanzapin 15 mg 30 Ja 30

S4 | 295.60 19 25 Flupenthixol 15 mg 25 Nein 20

S5 | 295.60 19 62 Haloperidol 4 mg, Prothipendyl 80 mg 50 Nein 48

S6 | 295.60 30 40 Haloperidol 32 mg, Pipamperon 40 mg 35 Nein 12

S7 | 295.60 30 43 Perphenazin 32 mg, Promethazin 150 mg 40 Nein 33

S8 | 295.60 20 22 Zuclopenthixol 40 mg, Valproat 1200 mg, Tiaprid 300 mg 20 Nein 13

S9 | 295.60 28 49 Clozapin 400 mg, Benperidol 25 mg, Chlorprothixen 150 mg 48 Ja 48

1

: nach DSM-4; ?: Alter bei Diagnosestellung; *: Dauer der Krankheit in Jahren

*: Dauer der Medikation in Jahren; °: EKT = Elektrokonvulsionstherapie; °: Krankenhausaufenthaltsdauer in Jahren
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2.1.2 Zielregion und Gewebegewinnung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde graues Kortexgewebe aus dem Brod-
mann-Areal 10 und aus den Brodmann-Arealen 17/18 untersucht. Das Gewebe

der drei Hirnareale stammte aus der linken Hemisphére.

Alle Gewebeproben wurden von Professor Dr. Andrea Schmitt (Klinik und Poli-
Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie der Universitdt Minchen Innenstadt)
zur Verfugung gestellt. Die Proben wurden entsprechend den Richtlinien der loka-

len Ethikkommission verwendet und vor Einschluss in die Studie anonymisiert.

Eine Autorisierung zur Obduktion wurde von den Patienten zu Lebzeiten oder von
hinterbliebenen Verwandten eingeholt. Nach einem Postmortem-Intervall (PMI)
von bis zu 94 Stunden (vgl. Tabelle 2.1) wurden alle Patienten einem allgemein-
medizinischen Screening unterzogen und makroskopisch sowie mikroskopisch
untersucht. Im Anschluss erfolgte die Sezierung in Hirnregionen und die Gewebe-
asservierung in flissigem Stickstoff bei -160 °C. Das Gewebe wurde bis zur Ver-

wendung bei -80 °C aufbewabhrt.

2.1.3 Aufbau der Arbeit als Fall-Kontroll-Studie

Die vorliegende Arbeit ist als Fall-Kontroll-Studie aufgebaut. Die Kontrollgruppe
wurde so ausgewahlt, dass die Gruppe der Kontrollfalle durchschnittlich ein ver-
gleichbares Alter und das gleiche Geschlechterverhaltnis aufweist wie die Gruppe

der schizophrenen Probanden (H&aufigkeitsmatching).

Je Hirnareal wurden jeweils nur sieben Kontrollfalle und sieben schizophrene
Probanden aus dem Studienkollektiv untersucht. Urséchlich war, dass von einigen
Probanden nur Gewebe aus einer Region zur Verfugung stand. Im Brodmann-
Areal 10 wurden die Kontrollfalle K1 bis K3 und K5 bis K8 sowie die schizo-
phrenen Probanden S2, S3 und S5 bis S9 untersucht. In den Brodmann-Arealen
17/18 wurden die Kontrollfalle K3 bis K9 und die schizophrenen Probanden S1
bis S4 und S6 bis S8 analysiert.
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In der Tabelle 2.3 sind sowohl das Durchschnittsalter als auch das Geschlechter-

verhéltnis der untersuchten Kontrollfalle und schizophrenen Probanden in den

Hirnregionen Brodmann-Areal 10 und Brodmann-Areale 17/18 dargestellt.

Tabelle 2.3: Durchschnittswerte in den untersuchten Regionen

Fall  Region Alter (Jahre)*  Geschlechterverhaltnis
@ K  Brodmann-Areal 10 63,4 £ 16,1 4M:3W
@S Brodmann-Areal 10 67,4 +11,6 4M:3W
@ K  Brodmann-Areale 17/18 66,7 + 14,7 5M:2W
@S Brodmann-Areale 17/18 59,4 + 10,4 5M:2W

Die Tabelle fasst das durchschnittliche Alter (* Mittelwert mit Stan-

dardabweichung) sowie das Geschlechterverhaltnis (W: Weiblich; M:

Mannlich) der Kontrollgruppe (K) und der schizophrenen Probanden

(S) zusammen.
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2.2 Extraktion der neuronalen und glialen Zellkerne und
Extraktion der DNA und RNA

2.2.1 Extraktion der neuronalen und glialen Zellkerne

Im ersten Arbeitsschritt wurden die neuronalen und glialen Zellkerne aus dem
Kortexgewebe extrahiert. Die hier verwendete Methode der Zellkernextraktion
folgt im Wesentlichen den Protokollen von Jiang et al. [122] und Iwamoto et al.
[88]. Im Vergleich mit den erwéhnten Protokollen wurden in der vorgelegten Ar-
beit kleine Abweichungen vorgenommen, die die Reinheit der Zellkerne verbes-
sern sollten. Die Verdnderungen basieren auf den Ergebnissen der noch nicht ver-
oOffentlichten Dissertation von Julia Vlicek (Zentrum fur Neuropathologie und

Prionforschung der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen).

Die Betreuung der methodischen Schritte am Durchflusszytometer ibernahm Dr.
Sebastian Bultmann (Biomedizinisches Zentrum der Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen).

2.2.1.1 Puffer

Lysispuffer: 0,32 M Sucrose, 5 mM CaCl,, 3 mM Mg(Ac)2, 10 mM Tris-HCI (pH
8), 0,1 mM PMSF, 0,16 mM DTT, 0,1 % Igepal, 0,1 mM EDTA (alle: Merck), 1
x Protease Inhibitor Cocktail (Pic-Tablette) (Roche)

Zellkern-Separations-Puffer: 1,8 M Sucrose, 3 mM Mg(Ac),, 10 mM Tris-HCI
(pH 8), 0,1 mM PMSF, 0,16 mM DTT (alle: Merck), 1 x Protease Inhibitor Cock-
tail (Pic-Tablette) (Roche)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS): 2,7 mM KCI, 137 mM NacCl, 1,8 mM
KH,PQO,4, 10 mM NayHPO, (alle: Merck)
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2.2.1.2 Zellkernextraktion aus dem Hirngewebe

Alle Arbeitsschritte zur Extraktion der Zellkerne aus dem kortikalen Hirngewebe
erfolgten bei 0 - 4 °C.

Je Gewebeprobe wurden 2 x 400 mg Kortexgewebe prépariert und die Lepto-

meninx entfernt.

400 mg Kortexgewebe wurden in 7,5 ml Lysispuffer geldst und mit Hilfe eines
Dounce-Homogenisators [(Clearance: 0.07 bis 0.127 mm), (Kimble)] homogeni-
siert. Das entstandene Homogenisat wurde in Ultrazentrifugenréhrchen (Thermo
Fisher Scientific) uberfuhrt. Unter das Gemisch von Homogenisat und Lysispuffer
wurden 13,5 ml Zellkern-Separations-Puffer pipettiert.

Das Homogenisat wurde 60 Minuten bei 24.400 rpm und 4 °C in der Ultrazentri-
fuge mit einem Rotor (beide: Sorvall) zentrifugiert. Dies bewirkte eine Sedimen-
tation der Zellkerne auf den Boden der Zentrifugenréhrchen. Nach der Zentrifuga-
tion wurde der Uberstand in den Zentrifugenrohrchen verworfen. Zum Kernpellet
am Boden des Zentrifugenréhrchens wurden 2 ml PBS pipettiert. Nach einer 20-

minutigen Inkubationszeit wurden die Zellkerne resuspendiert.

2.2.1.3 Zelltypspezifische Auftrennung der isolierten Zellkerne

Die Immunfluoreszenzfarbung erfolgte bei Raumtemperatur. Verwendet wurde
der Antikérper Anti-NeuN (Mouse-anti-NeuN, Millipore). Anti-NeuN bindet an
ein neuronenspezifisches Protein; nur Purkinjezellen, Mitralzellen und Fotorezep-

torzellen werden nicht durch den Antikdrper Anti-NeuN gefarbt [123].

Zu den resuspendierten Zellkernen wurden 4 pl des monoklonalen Antikorpers
Anti-NeuN (1 mg/ml) pipettiert. Nach einer einstiindigen Inkubation wurden 4 pl
des sekundéren Antikorpers (2 mg/ml) (Alexa Fluor 546 goat-anti-mouse, Invitro-
gen) und 2 ul des Fluoreszenzfarbstoffs DAPI (4’°,6-Diamidin-2-phenylindol,
Roth) zugefiigt. Nach einer einstiindigen Inkubation im Dunklen erfolgte eine 30-
sekiindige Zentrifugation bei 8.000 rpm. Der Uberstand wurde entfernt und das

Zellkernpellet mit 2 ml PBS resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellkerne im
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Durchflusszytometer (Becton Dickinson Biosciences) analysiert und in neuronale
und gliale Zellkerne aufgetrennt.

Das Durchflusszytometer bestimmt zur Separation der Zellkerne die Oberflachen-
eigenschaften und das Fluoreszenzsignal. Die Oberflacheneigenschaften werden
durch das Vorwaérts- und Seitwértsstreulicht ermittelt: Vom Durchflusszytometer
wird die Ablenkung eines Laserstahls durch die einzelnen Zellkerne am Analyse-
punkt gemessen. Die Ablenkung entlang der Lichtachse wird als VVorwértsstreu-
licht bezeichnet und die Ablenkung im 90° Grad Winkel zum Lichtstrahl als Seit-
wartsstreulicht. Die Lichtbrechung veréndert sich mit der ZellkerngroRe, der
Zellkerndichte und der Oberflachenbeschaffenheit [124]. Die Bestimmung des
Vorwadrts- und Seitwértsstreulichtes ermoglicht die gezielte Erkennung von Zell-
kernen, wahrend andere Partikel auf diese Weise aussortiert werden (vgl. Abbil-
dung 2.1 A). Die Auftrennung der Zellkerne in neuronale und gliale Zellkerne
erfolgt anhand der Immunfluoreszenzfarbung. Ein positives DAPI-Signal zeigt
intakte Zellkerne an, wéhrend Zellfragmente, die kein DAPI-Signal zeigen, vom

Durchflusszytometer aussortiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Zellkerne mit positivem Anti-NeuN-
Signal und positivem DAPI-Signal zu den neuronalen Zellkernen gruppiert; alle
Zellkerne mit negativem Anti-NeuN-Signal und positivem DAPI-Signal zahlten
zu den nicht-neuronalen Zellkernen. Da die nicht-neuronalen Zellkerne im We-
sentlichen den Gliazellen zugeordnet werden, werden sie im Folgenden als ,.gliale

Zellkerne* bezeichnet.

Um eine moglichst hohe Reinheit zu erzielen, wurden nur Zellkerne, die eindeutig
den neuronalen oder glialen Zellkernen zuzuordnen waren, fir die weitere Analy-
se verwendet. Die Zuordnung (Gating) wurde manuell anhand des Histogramms
fur jeden Probandenfall einzeln vorgenommen (vgl. Abbildung 2.1 B). Alle Zell-

kerne ohne eindeutige Zuordnung wurden verworfen.
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Abbildung 2.1: Graphen der Durchflusszytometrie

Dargestellt sind die Graphen der Durchflusszytometrie des Kontroll-
falls 3 im Brodmann-Areal 10.

Graph A zeigt eine Lichtstreuungsanalyse als Punktdiagramm. Das
Vorwartsstreulicht — die Lichtablenkung entlang der Laserlichtachse —
ist auf der X-Achse aufgetragen, das Seitwartsstreulicht —die Lichtab-
lenkung im 90 °-Winkel zur Laserlichtachse — auf der Y- Achse.

Graph B zeigt die Fluoreszenzfarbung als Histogramm und das Gating.
Die Zellkerne im Bereich 1 wurden den nicht-neuronalen (glialen)
Zellkernen zugeordnet und die Zellkerne im Bereich 3 den neuronalen
Zellkernen. Die Zellkerne in Bereich 2 wurden verworfen, da keine

eindeutig Zuordnung moglich war.

Im Anschluss an die Durchflusszytometrie wurde die Reinheit kontrolliert. Hier-
fur wurden die neuronalen und glialen Zellkerne nach der Durchflusszytometrie,
getrennt voneinander, nochmal im Durchflusszytometer analysiert. Bei allen ge-
testeten Proben wurden bei der zweiten Durchflusszytometrie mehr als 98% der
Zellkerne den neuronalen bzw. den glialen Zellkernen zugeordnet. Somit musste

keine Analyse wegen unzureichender Reinheit wiederholt werden.
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2.2.1.4 Normalisierung und statistische Auswertung der Zellkerne

Um die gemessenen Zellkerne der einzelnen schizophrenen Probanden und Kon-
trollfélle vergleichen und statistisch auswerten zu kdnnen, wurden die gemessenen

Zellkerne nach folgender Formel normalisiert:

o gemessene Zellkerne
normalisierte Zellkerne= — *100 mg
eingesetzte Kortexgewebemenge

Zur statistischen Auswertung wurde der nicht-parametrische U-Test nach Mann-
Whitney angewandt [125, 126] (vgl. hierzu auch Kapitel 3.3.1.4.2).

2.2.2 DNA-Extraktion aus den neuronalen und glialen Zellkernen

Aus den neuronalen und glialen Zellkernen, die aus 400 mg Kortexgewebe ge-
wonnen wurden, wurde DNA extrahiert. Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem
DNA-Extraktionskit Qlamp DNA Micro Kit (Qiagen) in dem alle verwendeten
Puffer enthalten waren. Im Vergleich zum Herstellerprotokoll wurde DNA aus
einer deutlich vergréRerten Ausgangsmenge extrahiert. VVon daher musste das
Herstellerprotokoll methodisch modifiziert werden. Die vorgenommenen Ande-
rungen im Vergleich zum Herstellerprotokoll sind der noch nicht veréffentlichten
Dissertation von Julia Vicek (Zentrum fir Neuropathologie und Prionforschung
der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen) enthommen und werden im Fol-
genden beschrieben. Insgesamt wurden in der vorliegenden Arbeit gréRere Men-
gen der Puffer ATL und AL und der Proteinase K bendtigt als im Qlamp DNA
Micro Kit (Qiagen) enthalten waren; deswegen wurden die beiden Puffer und die

Proteinase zusétzlich bestellt.

Das Volumen der neuronalen und glialen Zellkerne wurde im Anschluss an die
Durchflusszytometrie mit ATL-Puffer (Qiagen) verdoppelt. Je zugegebenem 1 pl
ATL-Puffer wurden 0,016 ul Proteinase K (Qiagen) zugefugt. Die Mischung aus
Zellkernen, ATL Puffer und Proteinase K inkubierte tiber Nacht bei 56 °C in ei-

nem Wasserbad.
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Am Folgetag wurde das 1,1-fache Volumen des am Vortag zugegebenen ATL-
Puffers an AL-Puffer (Qiagen) und 99,9 %-igem Ethanol zugegeben, vermischt
und funf Minuten inkubiert. Die gesamte Mischung aus Zellkernen, Pufferlosun-
gen, Proteinase K und Ethanol wurde in 750-ml-Schritten auf eine Saule (Qlamp
DNA Micro Kit, Qiagen) pipettiert und der Durchfluss jeweils verworfen. Das
weitere Vorgehen entsprach den Protokollangaben des Qlamp DNA Micro Kits
(Qiagen). Lediglich zur abschliel}enden Elution wurden, abweichend vom Herstel-
lerprotokoll, 52 pl erwérmtes nukleasefreies Wasser (Qlamp DNA Micro Kit,
Qiagen) verwendet.

Die Proben wurden bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.2.3 RNA-Extraktion aus den neuronalen und glialen Zellkernen

Aus den neuronalen und glialen Zellkernen, die aus weiteren 400 mg Kortexge-
webe gewonnen wurden, wurde RNA extrahiert. Die RNA-Extraktion erfolgte mit
dem RNA-Extraktionskit miRNAeasy Micro Kit (Qiagen), das die verwendeten
Puffer enthdlt. Im Vergleich zum Herstellerprotokoll wurde auch die RNA aus
einer deutlich vergrolRerten Ausgangsmenge extrahiert, weswegen das Hersteller-
protokoll angepasst werden musste. Die Modifikationen sind der noch nicht verof-
fentlichten Dissertation von Julia Vicek (Zentrum fur Neuropathologie und Prion-
forschung der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen) enthommen und wer-

den im Folgenden beschrieben.

Im Anschluss an die Durchflusszytometrie wurde das VVolumen der Zellkerne mit
dem QIAzol Lysis Reagens (Qiagen) verdoppelt und vermischt. Ein Funftel des
Gesamtvolumens wurde an Chloroform zugegeben. Nach einer dreiminitigen
Inkubationszeit wurden die Zellkerne fir 15 Minuten bei 9.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Durch die Zentrifugation bildeten sich drei Phasen; die oberste, farb-
lose Phase enthielt die Zellkerne und wurde in ein neues Reaktionsgefal3 Uber-
fuhrt, wahrend die restliche Flussigkeit verworfen wurde. Zum Volumen des Re-
aktionsgefalRes wurde das 1,5-fache Volumen an 99,9 %igem Ethanol zugegeben.
Das komplette Volumen wurde mittels Vakuumpumpe durch eine Séule, die im
miRNeasy Micro Kit (Qiagen) enthalten ist, filtriert. Das weitere VVorgehen ent-

sprach den Angaben des Herstellerprotokolls.
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Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.4 DNA- und RNA-Konzentration

2.2.4.1 Messung der DNA- bzw. RNA-Konzentration

Die Konzentration der DNA bzw. RNA wurde mit einem Spektralphotometer
(Nanodrop, Thermo Fisher Scientific) gemessen.

Das Spektralphotometer wurde zundchst mit der verwendeten Elutionslosung
(DNA-Extraktion: Nukleasefreies Wasser; RNA-Extraktion: RNAse-freies Was-
ser) geeicht. Zur Konzentrationsmessung wurde jeweils 1 pl der extrahierten
DNA bzw. RNA eingesetzt.

Das Spektralphotometer misst den Absorptionsgrad der DNA bzw. RNA bei 260
nm und errechnet daraus Uber das Lambert-Beersche Gesetz die Konzentration der
DNA bzw. RNA in ng/ul [127].

Bei der gemessenen RNA handelt es sich um eine Mischung unterschiedlicher
RNA-Molekile. Diese Mischung besteht aus messenger RNAs (mRNA) und
nicht-kodierenden RNAs wie zum Beispiel ribosomalen RNAs (rRNA), transfer-
RNAs (tRNA), microRNAs (miRNA) und langen nicht-kodierenden RNAs
(IncRNAS).
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2.2.4.2 Normalisierung der DNA- bzw. RNA-Konzentration

Um die DNA- und RNA-Mengen der schizophrenen Probanden und Kontrollfalle
miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde die DNA- bzw. RNA-Menge pro Zell-
kern mithilfe folgender Formel berechnet:

extrahierte DNA/RNA-Menge (pg)
Menge der neuronalen/glialen Zellkerne

normalisierte DNA/RNA-Menge=

Zur statistischen Auswertung wurde wegen der geringen StichprobengréRe der
nicht-parametrische U-Test nach Mann-Whitney angewandt [125, 126] (vgl. hier-
zu auch Kapitel 3.3.1.4.2).

2.2.5 Qualitatskontrolle der RNA

Die Qualitat der RNA wurde mittels Mikrokapillarelektrophorese im Agilent-

Bioanalyzer gemessen (Agilent Technologies) [128].

Zunéchst wurden je Proband 10 mg Kortexgewebe aus den Brodmann-Arealen 10
und 17/18 prépariert. Daraus wurde mittels miRNeasy Micro Kit (Qiagen) gemaf
den Protokollvorgaben RNA extrahiert. Anschlielend wurde die Qualitat der
extrahierten RNA mit Hilfe des Agilent RNA 6000 Pico Kits und des Agilent-
2100-Bioanalyzers (beide Agilent Technologies) bestimmt. Das Vorgehen ent-
sprach den Protokollangaben des RNA 6000 Pico Kits. Abschlielend erfolgte
durch den Agilent-2100-Bioanalyzer automatisch die Berechung der RIN-Werte
(RIN = RNA Integrity Number) unter anderem auf der Grundlage der 28S- und
18S rRNA-Untereinheiten, sowie deren Verhaltnis [128, 129].

Die RIN-Werte liegen auf einer Skala von 1 bis 10. Kleine RIN-Werte stehen fr
degenerierte RNA, groRe RIN-Werte fir gut erhaltene RNA. Insgesamt gilt die
RIN-Wert-Messung als sehr zuverlassige und nutzerunabhdngige Messmethode
der RNA-Qualitat [128, 129].
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2.3 DNA-Methylierung am Intron 7 des FKBP5-Gens

Zur Analyse der DNA-Methylierung wurde die extrahierte DNA aus den neuron-
alen und glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 10 und 17/18 der schizophrenen
Probanden und der Kontrollfélle eingesetzt. Die extrahierte DNA jedes Probanden

wurde geteilt und fir zwei unterschiedliche Untersuchungen verwendet:

Zum einen fand eine genomweite Sequenzierung mit genomweiter Analyse der
DNA-Methylierung an der Universitat Saarbriicken statt. Die Auswertung der
Daten wird am Zentrum fur Neuropathologie und Prionforschung der Ludwig-
Maximilians-Universitdat Minchen durchgefihrt, ist aber noch nicht abgeschlos-

sen.

Zum anderen wurde in der vorliegenden Arbeit die DNA-Methylierung speziell
am FKBP5-Genabschnitt untersucht. Hierflir wurden die Methoden Bisulfit-
konvertierung, Polymerase-Ketten-Reaktion und Sanger-Sequenzierung einge-

setzt.

2.3.1 Bisulfitkonvertierung

Die Methode der Bisulfitkonvertierung wird verwendet, um nach der Sanger-
Sequenzierung (siehe unten) methylierte Cytosin-Basen von nicht-methylierten
Cytosin-Basen unterscheiden zu kdnnen: Methylierte Cytosin-Basen (5mC) re-
agieren nicht mit Bisulfit und bleiben in der DNA-Sequenz als Cytosin-Base er-
halten. Nicht-methylierte Cytosin-Basen (C) werden durch die Bisulfitbehandlung
in eine Uracil-Base umgewandelt, die in der DNA-Sequenz einer Thymin-Base
(T) entspricht (vgl. Abbildung 2.2).

Zur Bisulfitkonvertierung wurde das EpiTect Fast Kit (Qiagen) verwendet. Das
Vorgehen entsprach dem Protokoll fur Standard-DNA-Konzentrationen. Je Probe

wurden 150 ng DNA eingesetzt.
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A DNA-Sequenz B
= A x G=x T = C =5mCs
o Base | Sequenz IBK-Sequenz
lBisulﬂt- C C I T
konvertierung
5mC @ C

= AxGxT«Tax«xCa»

s

Abbildung 2.2: Prinzip der Bisulfitkonvertierung [130]

Abbildung A zeigt einen DNA-Abschnitt vor und nach der Bisulfit-
konvertierung (BK). Die Abbildung B fasst das Prinzip der BK schema-

tisch zusammen.

2.3.2 Amplifizierung des zweiten GRE des Introns 7 im FKBP5-Gen

Im ndchsten Schritt wurde der zu untersuchende DNA-Abschnitt, das zweite GRE
(Glucocorticoid-Response-Element) im Intron 7 des FKBP5-Gens, mittels Poly-
merase-Ketten-Reaktion (PCR) nach Mullis amplifiziert [131, 132].

Die benétigten Primer wurden von Janina Mielke (Zentrum flir Neuropathologie
und Prionforschung der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen) designt (sie-
he Tabelle 2.4).

Tabelle 2.4: PCR-Primer

Primer Sequenz
Vorwaértsprimer GTTTAGTGGTTTTCGAGGATTTGT
Rickwartsprimer ATACAACGAAAAAACTCCGTATTCT

Zur PCR wurde das Muliplex PCR Kit (Qiagen) verwendet: Der Reaktionsansatz
setzte sich aus 12,5 pl Qiagen Multiplex PCR Master Mix (2 x), 2,5 ul Primer
Mix, 7 pl Wasser und 3 pl DNA zusammen. Die PCR wurde im Mastercycler EP
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Gradient (Eppendorf) durchgefiihrt. Die PCR-Zyklen sind in der Tabelle 2.5 auf-
gefihrt.

Tabelle 2.5: PCR-Zyklen

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Aktivierung 95 °C 15Min. 1
Denaturierung 94 °C 30 Sek.

Annealing 54 °C 1 Min. 48
Extension 72 °C 2 Min.

Finale Extension 72 °C 10 Min. 1

2.3.3 PCR-Kontrolle: Gelelektrophorese

Im Anschluss an die PCR wurde eine Erfolgskontrolle durchgeftihrt. Dazu wurden
die PCR-Produkte auf ein Gel mit elektrischem Feld aufgetragen (= Gelelektro-
phorese). Im elektrischen Feld sollen die PCR-Produkte auf Grund ihrer negativen
Ladung zum entgegengesetzten, positiven Pol des Gels wandern [75]. Um die
Grolke von PCR-Produkten bestimmen zu kdnnen, wurde zusétzlich Gber einen

Marker eine Skalierung auf das Gel aufgebracht.

Zur Gelkontrolle wurde das Flash Gel System (Lonza) verwendet. Der systemei-
gene Farbstoff, 5 x Flash Gel Loading Dye (Lonza), wurde von der fiinffachen
Konzentration auf die zweifache Konzentration verdunnt: Hierfiir wurde zunachst
die 40 x Running Buffer Stock Solution (Serva) im Verhaltnis von 1:40 mit destil-
liertem Wasser verdiinnt; dadurch entstand ein 1 M Tris-Acetat-EDTA (TAE)-
Puffer. Der TAE-Puffer wurde dem 5 x Flash Gel Loading Dye (Lonza) im Ver-
haltnis 2,5:1 zugegeben, sodass ein 2 x Flash Gel Loading Dye entstand.

Zur Gel-Kontrolle wurden 1,5 ul des verdinnten Farbstoffs 2 x Flash Gel Loading
Dye (Lonza) mit 1,5 pl eines PCR-Produkts vermischt und auf das Flash Gel
(Lonza) aufgetragen. Neben den Proben wurde auch eine Leerkontrolle auf das
Gel aufgetragen. Die Leerkontrolle setzte sich aus Farbstoff und Wasser statt des

PCR-Produktes zusammen. AuBerdem wurde 1 pl des systemeigenen Markers,

40



2 Material und Methoden

Flash-Gel DNA Marker (Lonza), aufgetragen. Dieser zeigte Banden bei 50 bp,
100 bp, 150 bp, 200 bp, 300 bp, 500 bp, 800 bp und 1500 bp. Das Flash Gel wur-
de geméR den Herstellerangaben aktiviert. Der Gellauf erfolgte bei einer Span-
nung von 275 V und endete nach 2-7 Minuten, sobald der Marker aufgetrennt
war. Das Ergebnis wurde fotodokumentiert; eine beispielhafte Fotographie ist in
der Abbildung 2.3 dargestelit.

Die PCR-Produkte sollten nach einer erfolgreichen PCR die gleiche Hohe wie die
Markerbande von 300 bp erreichen. Die PCR-Produkte sollten dem zweiten GRE
am Intron 7 im FKBP5-Gen entsprechen und dieser Abschnitt hat eine bekannte
Lange von 304 bp [100]. AuRerdem durfte die Leerkontrolle keine Bande zeigen,
da sie keine DNA enthielt. Sie dient zum Ausschluss von Kontaminationen.
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PCR-Produkte
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Abbildung 2.3: PCR-Kontrolle: Fotodokumentation

Dargestellt ist die Gelelektrophorese von sieben PCR-Produkten und
einer Leerkontrolle. Die Markerbande von 300 bp war in diesem Ver-

such die Zielbande und ist in der Abbildung mit einem Pfeil markiert.

2.3.4 Aufreinigung

Als nachster Schritt folgte die Aufreinigung, die zur Entfernung Uberschissiger

PCR-Reagenzien dient.

Die Aufreinigung erfolgte mit dem DNA Clean & Concentratorkit (Zymo Rese-
arch). Hierfur wurden 20 pl PCR-Produkt und 100 ul DNA Binding Puffer (DNA

Clean & Concentratorkit, Zymo Research) eingesetzt. Das weitere VVorgehen ent-
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sprach den Protokollangaben. Zur abschlieRenden Elution wurden 18 pl Elutions-
Puffer (DNA Clean & Concentratorkit, Zymo Research) eingesetzt.

2.3.5 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung ermdglicht es die Basenabfolge einer DNA-Probe zu
ermitteln. In dieser Arbeit wurde hierfur die Didesoxymethode nach Sanger (San-
ger-Sequenzierung) [132, 133] angewandt; die Versuchsausfiihrung oblag Janina
Mielke (Zentrum flir Neuropathologie und Prionforschung der Ludwig-

Maximilians-Universitat Manchen).

2.3.5.1 Sequenzierreaktion

Die Sequenzierreaktion basiert auf der Synthese neuer DNA-Strdnge an einem
DNA-Einzelstrang. Zur DNA-Synthese von komplementéren Strangen stehen bei
der Methode nach Sanger neben den DNA-Basen (Nukleotidtriphosphate) auch
chemisch modifizierte DNA-Basen (Didesoxynukleotide) in geringer Konzentra-
tion zur Verfligung. Der Einbau von Didesoxynukleotiden in einen komplementa-
ren DNA-Strang fihrt zum Abbruch der weiteren DNA-Synthese an diesem
Strang. Da die Didesoxynukleotide zuféllig und an verschiedenen Stellen in die
DNA-Strange eingebaut werden, entstehen unterschiedlich lange DNA-Molekiile.
Die Didesoxynukleotide sind farbstoffmarkiert — jede der vier Basen (Adenin,
Cytosin, Guanin und Thymin) mit einem eigenen Farbstoff. So kann spéter Uber
die unterschiedliche Lange der DNA-Fragmente und die farbstoffmarkierte letzte
Base die DNA-Basenabfolge bestimmt werden [132].

Es wurde nur ein DNA-Strang mittels Vorwartsprimer analysiert. Die Sequenzier-
reaktion wurde mit dem BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequenzingkit (Thermo
Fisher Scientific) ausgefiihrt. Der Reaktionsansatz setzte sich aus 3,5 pl 5 x Se-
quenzierpuffer, 3,2 ul Primer, 1 pl BigDye, 10,3 pl Wasser und 2 pl PCR-
Amplifikat zusammen. Die Sequenzierreaktion erfolgte im Mastercycler EP Gra-

dient (Eppendorf); die Reaktionszyklen sind in Tabelle 2.6 dargestellt.
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Tabelle 2.6: Zyklen der Sequenzierungsreaktion

Schritt Zeit Temperatur Zyklen
Initiale Aktivierung 1 Min. 96 °C 1
Denaturierung 10 Sek. 96 °C

Annealing 5 Sek. 50 °C 25
Extension 4 Min. 60 °C

2.3.5.2 Aufreinigung

Der Sequenzierreaktion folgte eine Aufreinigung zur Entfernung von tberschussi-

gen Reagenzien der Sequenzierreaktion.

Dafur wurde das DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellerproto-
kolls verwendet. Im finalen Elutat befand sich die gereinigte Sequenzierreaktion.

2.3.5.3 Sequenzierung

Im letzten Schritt, der eigentlichen Sequenzierung, erfolgt die Ermittlung der Ba-
senabfolge des Genabschnitts. Hierfir werden im Sequenzer zum einen die DNA-
Strange nach der unterschiedlichen GréRRe aufgetrennt. Zum anderen werden die
Farbsignale der jeweils letzten Base, der unterschiedlich langen DNA-Fragmente,
Uber einen Laser detektiert. Aus der Lange der DNA-Fragmente und deren Farb-

markierung kann die DNA-Basenabfolge bestimmt werden [132].

Methodisch wurden hierfir auf eine Probenplatte mit 96 Vertiefungen (Micro
Amp Opitcal 96-Well Reaction Plate) 15 pl HiDi Formamid (beide: Applied Bio-
systems) und 5 pl gereinigte Sequenzierreaktion je Vertiefung pipettiert. Die Pro-
benplatte wurde mit einer Septa (96-Well Plate Septa, Applied Biosystems) ver-
schlossen und kurz zentrifugiert. Im Anschluss wurde die Probenplatte mit 30 ml
1 x Sequenzierpuffer (BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencingkit, Thermo Fis-
her Scientific) in den Sequenzer (Applied Biosystems) gegeben und die Kapillar-

elektrophorese gestartet.
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Die Bestimmung der Basensequenz erfolgte am Sequenzer durch die Sequencing
Analysis Software 6 (Applied Biosystems). Die Basenabfolge wurde als Sequenz-
Chromatogramm dargestellt: Cytosin-Basen erscheinen blau, Thymin-Basen rot,
Guanin-Basen schwarz und Adenin-Basen griin (vgl. Abbildung 2.4).

2.3.6 Auswertung der Sequenz-Chromatogramme

In der vorliegenden Arbeit sollte der Methylierungsstatus der drei Cytosin-Basen,
die in den Cytosin-Guanin-Dinukleotiden (CpGs) der untersuchten Sequenz
(zweites GRE im Intron 7 des FKBP5-Gens) vorkommen, bestimmt werden.

Hierflr wurde die ermittelte Sequenz (nach Bisulfit-Konvertierung und Sanger-
Sequenzierung) mit der bekannten DNA-Sequenz des untersuchten zweiten GRE
im Intron 7 des FKBP5-Gens verglichen (vgl. Abbildung 2.4). Dabei wurden nach
der bekannten DNA-Sequenz die drei Cytosin-Basen, die innerhalb von CpGs
liegen, im Sequenz-Chromatogramm aufgesucht. Erschien an einer Stelle im Se-
quenz-Chromatogramm eine Cytosin-Base, war die Cytosin-Base der untersuch-
ten DNA-Ausgangssequenz methyliert (methylierte Cytosin-Basen werden durch
die Bisulfitbehandlung nicht in Thymin umgewandelt). Erschien im Sequenz-
Chromatogramm eine Thymin-Base, war die Cytosin-Base in der untersuchten

DNA-Ausgangssequenz nicht methyliert.
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A:

5>
GGCCTCTTCGTGACTCCTGTGAAGGGTACAATCCGTTCAGCTCTGAAAA
GCTGCACCCCACTCCCCCAAGGAGCCACTTGGCAGAACGTGAACC

>3’
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Abbildung 2.4: Sequenz des untersuchten FKBP5-Genabschnitts

Abgebildet ist die DNA-Sequenz des zweiten GRE im Intron 7 des
FKBP5-Gens (A) und die entsprechenden Ausschnitte aus den Sequenz-
Chromatogrammen des Kontrollfalls 1 (B und C). Die Chromatogram-
me zeigen die ermittelte DNA-Sequenz aus den neuronalen Zellkernen
(B) und glialen Zellkernen (C) des Brodmann-Areals 10. Die drei Cyto-
sin-Basen der CpG-Dinukleotide sind mit einem schwarzen Pfeil mar-
kiert. AuBerhalb von CpGs gemessene Cytosin-Basen sind mit gelben

Pfeilen markiert.
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In den Sequenz-Chromatogrammen zeigten sich an einigen Stellen Uberlagerun-
gen zwischen dem blauen Peak der Cytosin-Base und dem roten Peak der Thy-

min-Base.

Fur die Auswertung der Sequenz-Chromatogramme wurden daher Kriterien auf-
gestellt, die anhand der Abbildung 3.2 verdeutlicht werden. Eindeutige blaue
Peaks im Sequenz-Chromatogramm standen fiur die Base Cytosin und damit fur
methylierte Cytosin-Basen in der Ausgangssequenz (gruner Pfeil). Blaue Peaks
wurden auch dann als Cytosin-Base gewertet, wenn sie genau so gro3 oder um bis
zu 10% Kleiner als der gleichzeitig auftretende rote Peak waren (blaue Pfeile).
Kleinere blaue Peaks wurden als Thymin-Base gewertet (rote Pfeile); sie stehen
damit fur nicht-methylierte Cytosin-Basen in der Ausgangssequenz.

l“lﬂ

Abbildung 2.5: Auswertungskriterien

Abgebildet ist ein Auszug aus dem Sequenz-Chromatogramm der DNA-
Sequenz des zweiten GRE im Intron 7 des FKBP5-Gens. Die dargestell-
te DNA-Sequenz stammt aus den neuronalen Zellkernen der Brodmann-
Areale 17/18 vom Kontrollfall 1.
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2.4 Expressionsanalyse von 90 ncRNAS

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Expression von 90 nicht-kodierenden
RNAs (ncRNA). Die Grundlage bildete die RNA, die aus den neuronalen und
glialen Zellkernen aus den Brodmann-Arealen 10 und 17/18 der Kontrollfélle und
der schizophrenen Probanden extrahiert wurde. Die Expression wurde mit Hilfe
der Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) am Light Cycler (Roche) er-
mittelt.

2.4.1 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription ist die Ubersetzung eines RNA-Strangs in einen kom-
plementéren DNA-Strang (cDNA).

Die Reverse Transkription erfolgte nach den Protokollangaben des LncProfiler
gPCR Array Kits (BioCat). Die Menge der eingesetzten RNA betrug bei allen
Proben 50 ng.

2.4.2 Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

Die cDNA wurde durch eine Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion vervielfaltigt.
Als Fluoreszenzfarbstoff wurde in dieser Arbeit Sybr Green | (Bioline) verwen-
det, der an doppelstrangige DNA bindet. Sybr Green | wird in jedem Amplifizie-
rungszyklus der RT-PCR in die DNA eingebaut, sodass das Fluoreszenzsignal

parallel zur Zunahme der cDNA mit jedem Zyklus starker wird.

Vor Beginn der RT-PCR wurde aus 875 pl Sybr Green, 865 ul Nuklease-freiem
Wasser (LncProfiler gPCR Array Kits, BioCat) und 20 pul cDNA eine Mischung
erstellt. Die Mischung wurde auf eine RT-PCR Platte (96 well Frame Star Plate,
4titude) mit 96 Vertiefungen zu je 15 ul pro Vertiefung aufgetragen.

Als Primer wurden die systemeigenen, vordesignten und vorvalidierten Primer aus
dem LncProfiler gPCR Array Kit (BioCat) verwendet. Diese waren auf einer Pri-
mer-Platte aufgetragen (vgl. Tabelle 2.8). Die Primer-Platte wurde mit 44 pl Nu-
klease-freiem Wasser pro Vertiefung resuspendiert. Im Anschluss wurde 1 pl je-
des Primers auf die entsprechende Vertiefung in der RT-PCR-Platte (4titude)
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ubertragen. Mit jeder RT-PCR wurden 95 unterschiedliche ncRNAs eines Pro-
banden analysiert, also 95 verschiedene Primer verwendet. In die letzte Vertiefung
wurde Wasser statt eines Primers pipettiert (Leerkontrolle); die Leerkontrolle soll-
te in der RT-PCR keine Amplifizierung zeigen. Ein Amplifizierungssignal der
Leerkontrolle wére ein Hinweis auf eine Kontamination. Kotaminationen kamen
bei keiner durchgefiihrten RT-PCR vor.

Die RT-PCR-Platte wurde mit einer selbstadhdsiven Klarsichtfolie (96 well Frame
Star Plate, 4titude) verklebt und 1 Minute bei 1200 rpm zentrifugiert (Zentrifuge,
Eppendorf). Danach wurde die RT-PCR im Light Cycler (Roche) mit den Einstel-
lungen aus Tabelle 2.7 gestartet.

Tabelle 2.7: Einstellungen des Light Cyclers

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Carry-over-Verdau 50 °C 2 Min. 1
Polymeraseaktivierung 95 °C 2 Min. 1
Denaturierung 95 °C 5 Sek.

Annealing 60 °C 30 Sek. 45
Elongation 60 °C 30 Sek.

Abkuhlung 40 °C 1

2.4.3 Auswertung der generierten ncRNA Daten

Vom Light Cycler wurde fir jede der 95 ncRNAs eines Probanden eine Fluores-
zenz-Amplifizierungskurve aufgezeichnet. Die Auswertung der generierten Fluo-
reszenz-Amplifizierungskurven stellte einen Schwerpunkt der Arbeit dar und wird

deswegen im Ergebnisteil prasentiert (vgl. Kapitel 3.3.1).
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Tabelle 2.8: Vordesignte, vorvalidierte Primer

1 2 3 4
A 21A 7SK 7SL Air
B CAR DHFR Dio3os DISC2
Intergenic = upstream
C H19 H19 anti- H19 HAR1A
sense upstream
D IGF2AS IPW Jpx Kcnglotl

E Malatl mascRNA  MEG3 MEG9

F PCGEM1 PR anti- PRINS PSF in-
sense hibiting
G SNHG5 SNHG6 Sox2ot SRA

H WTI1-AS  Xist Y-RNA-  Zeb2NAT
1

Darstellung der Primer-Platte des LncProfiler gPCR Array Kits.

5 6

AK023948 = Alpha
280

DLG2AS E2F4
antisense

HAR1B HOTAIR

KRASP1 L1PAL6

MER11C  ncR-
UPAR
PTENP1 RNCR3

ST70T TEA
NncRNAs
Zfasl Zfhx2as

7
Alpha 250

EgoA
HOTAIRM1
p21

NDM29
SAF
Tmevpg

18S rRNA

8
ANRIL

EGO B

HOTTIP

RoR

NEAT1

SCA8

TncRNA

RNU43

9

anti-
NOS2A
Emx20s
Hoxallas
SFMBT2
Nespas
snaR

Tsix

GAPDH

10
anitPegl1

Evfl and
EVF2
HOXA3as
VLDLR
NRON
SNHG1

TUG1

LAMIN
A/IC

11
BACE1AS

GASS

HOXA®b6as

LOC

285194

NTT

SNHG3

UCA1l

u6

12
BC200

Gomafu
HULC
LUST
p53mRNA
SNHG4
UMO9-5

Kontrolle
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3.1 Durchflusszytometrie und DNA- und RNA-Extraktion

3.1.1 Anzahl der neuronalen und glialen Zellkerne bei Schizophrenie

Die vorliegende Arbeit analysiert die Anzahl der neuronalen und glialen Zellkerne
in den Brodmann-Arealen 10 und 17/18, um potentielle Veradnderungen in der
Anzahl dieser Zellkerne bei Schizophrenie zu ermitteln.

Die Zellkerne wurden aus den Brodmann-Arealen 10 und 17/18 der schizophre-
nen Probanden und der Kontrollfalle mit der Methode der Durchflusszytometrie,
unter Verwendung des Antikorpers Anti-NeuN, extrahiert. Um die gemessene
Anzahl der Zellkerne vergleichen zu kdnnen, wurde die Zellkernmenge pro 100
mg eingesetztem Gewebe berechnet. Die gemessene sowie die normalisierte An-
zahl der neuronalen bzw. glialen Zellkerne sind je Proband in der Tabelle 5.3 auf-
gefihrt.

Die normalisierten Kernzahlen, die durchschnittlich in den untersuchten Hirnarea-
len und Zelltypen gemessen wurden, sind in der nachstehenden Tabelle 3.1 zu-

sammengefasst.

Tabelle 3.1: Anzahl der neuronalen und glialen Zellkerne

Anzahl der Zellkerne (Mio./100 mg)* Statistik
Region Zelltyp | Kontrollgruppe Schizophrene Probanden | p-Wert
BA 10 NeuN + | 0,47 £ 0,24 0,45+0,19 0,902
BA 17/18 NeuN + | 0,73 £ 0,20 0,71 +0,25 0,902
BA 10 NeuN - | 0,42 £ 0,16 0,25 +0,05 0,098
BA 17/18 NeuN- |0,34+0,12 0,24 £ 0,08 0,098

Die Tabelle stellt die durchschnittliche Anzahl der normalisierten,
neuronalen (NeuN +) und glialen (NeuN -) Zellkerne in den Brodmann-
Arealen 10 (BA 10) und 17/18 (BA 17/18) dar und gibt das Ergebnis

der statistischen Berechung (U-Test von Mann-Whitney) wieder.

* Mittelwerte mit Standardabweichung (STABW.N Funktion in Excel)
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3 Ergebnisse

Die Untersuchung der vorliegenden Arbeit ergibt in der Kontrollgruppe pro Milli-
gramm Kortexgewebe im Brodmann-Areal 10 durchschnittlich 4.700 neuronale
und 4.200 gliale Zellkerne, in den Brodmann-Arealen 17/18 durchschnittlich
7.300 neuronale und 3.400 gliale Zellkerne. In der Gruppe der schizophrenen Pro-
banden zeigt die vorliegende Arbeit im Brodmann-Areal 10 durchschnittlich
4.500 neuronale und 2.500 gliale Zellkerne, in den Brodmann-Arealen 17/18
7.100 neuronale und 2.400 gliale Zellkerne pro Milligramm Kortexgewebe.

Das Verhdltnis der neuronalen zu den glialen Zellkernen (N:G) liegt in der Kon-
trollgruppe im Brodmann-Areal 10 bei 1,1 und in den Brodmann-Arealen 17/18
bei 2,1. In der Gruppe der schizophrenen Probanden liegt das N:G im Brodmann-
Areal 10 bei 1,8 und in den Brodmann-Arealen 17/18 bei 3,0.

Insgesamt zeigt die vorliegende Arbeit, dass sich die Anzahl der neuronalen Zell-
kerne in den untersuchten Hirnregionen zwischen der Gruppe der schizophrenen
Probanden und der Kontrollgruppe auf einem vergleichbaren Niveau befindet
(vgl. Abbildung 3.1 und Tabelle 3.1). Allerdings scheint die Anzahl der glialen
Zellkerne bei Schizophrenie in beiden Hirnarealen vermindert zu sein (vgl. Abbil-
dung 3.1). So lasst sich auch die Divergenz zwischen dem N:G der Kontrollgrup-
pe und dem N:G der schizophrenen Probanden vor allem auf die unterschiedliche
Anzahl der Gliazellkerne zuriickfuhren. Obwohl die verminderte Anzahl der Glia-
zelle in dieser Arbeit nicht statistisch signifikant ist (vgl. Tabelle 3.1), kann sie als

Trend zur Abnahme der Gliazellkerne bei Schizophrenie gedeutet werden.
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Abbildung 3.1: Verteilung der normalisierten Zellkerne

In der Abbildung sind die normalisierten Zellkerne (Y-Achse: Mio./100
mg Kortexgewebe) je untersuchter Hirnregionen und Zelltyp (X-Achse)
dargestellt. Die horizontalen Linien geben die Mittelwerte, die vertika-
len Linien die Standardabweichungen an. Die normalisierten Kernzah-
len, die der Graphik zugrunde liegen, sind im Anhang in der Tabelle

5.3 zu finden.
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3.1.2 DNA- und RNA-Menge

Neben der Analyse der Zellkerne befasst sich die vorliegende Arbeit mit der ge-
messenen DNA- bzw. RNA-Menge pro Zellkern. Hierfir wurde aus der Halfte
der neuronalen bzw. glialen Zellkerne mit validierten Aufbereitungsmethoden der
Firma Qiagen DNA und aus der anderen Hélfte RNA extrahiert.

Die Messung hat pro Zellkern durchschnittlich 1,09 £ 0,5 pg DNA und 0,59 *
0,40 pg RNA ergeben (vgl. Tabelle 5.4 bzw. Tabelle 5.5).

Eine Zelle enthélt durchschnittlich 6 pg DNA und 10-30 pg RNA [134], wenn die
Menge der Nukleinséuren unter optimalen Bedingungen gemessen wird. Da die
DNA zum groRiten Teil im Zellkern lokalisiert ist, ist der Wert von 6 pg DNA pro
Zelle auch der Referenzwert fiir die Messungen in dieser Arbeit. Die RNAs hin-
gegen sind nur zu ungefahr 14 % im Zellkern lokalisiert [134]. Daraus folgt, dass
der Referenzwert fur die Messungen dieser Arbeit in etwa zwischen 1,4 und 4,2
pg liegt. Das Verhaltnis von DNA zu RNA im Zellkern liegt bei 2:1 [134].

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit einen deutlichen Verlust der DNA
und der RNA im Vergleich zu den Referenzwerten. Eine Ursache konnte sein,
dass das untersuchte Gewebe lange gelagert und fur mehrere Studien aufgetaut
und wieder eingefroren wurde. Dies ist dem Seltenheitswerts des verwendeten
Gewebes geschuldet. Studien zeigen, dass sich lange und unterbrochene Lagerung
von postmortalem Gewebe negativ auf die extrahierte Menge an Nukleinséuren
auswirkt [135]. Des Weiteren konnten methodische Probleme bei der Extraktion
der Nukleinsduren urséchlich fiir den Verlust der Nukleinsduren im untersuchten
Gewebe sein. Beispielsweise flhrt eine unvollstdndige Zelllyse zur verminderten

Extraktion von Nukleinséuren [135].
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3.1.3 Qualitatskontrolle der RNA

Die Qualitat der RNA wurde mittels RIN-Wert-Messung kontrolliert. Die Skala
der RIN-Werte reicht von 1 bis 10. Der RIN-Wert 1 steht fur vollstandig degra-
dierte RNA, wahrend der RIN-Wert 10 fir vollig intakte RNA steht [128, 129].

In der vorliegenden Arbeit liegt der durchschnittlich gemessene RIN-Wert bei 3,4
(vgl. Tabelle 5.6).

Das Kapitel 3.3.1.2.1 befasst sich ndher mit den RIN-Werten und deren Einfluss
auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.
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3.2 DNA-Methylierung am Intron 7 des FKBP5-Gens

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich mit der DNA-
Methylierung am zweiten Glucocorticoid-Response-Element (GRE) im Intron 7
des FKBP5-Gens. Im Mittelpunkt steht dabei die Frage, ob sich die Methylierung
der drei Cytosin-Basen, die in diesem Abschnitt in Cytosin-Guanin-Dinukleotiden
(CpGs) vorkommen, zwischen den schizophrenen Probanden und der Kontroll-
gruppe unterscheidet. Die inhaltliche Basis fiir diese Untersuchung leitet sich von
den Ergebnissen der Studie von Klengel et al. zum FKBP5-Gen ab (vgl. Kapitel
1.2.2) [100].

Zur Untersuchung der Methylierung am zweiten GRE im Intron 7 des FKBP5-

Gens wurden Bisulfitkonvertierung und Sanger-Sequenzierung angewandt.

3.2.1 Ergebnis der Auswertung

Die Auswertung der Sequenz-Chromatogramme gibt keinen Anhaltspunkt dafir,
dass die Methylierung des untersuchten Abschnitts bei Schizophrenie abweichen
kdnnte: Sowohl in der Gruppe der schizophrenen Probanden als auch in der Kon-
trollgruppe sind die drei Cytosin-Basen, die in den CpGs des untersuchten
FKBP5-Genabschnitts vorkommen, methyliert (vgl. Tabellen 5.7-5.10).

In den neuronalen Zellkernen erweisen sich auflerdem weitere Cytosin-Basen,
auflerhalb der drei CpGs, als methyliert. In den glialen Zellkernen sind nur einzel-
ne Cytosin-Basen, auBerhalb von CpGs, methyliert (vgl. Abbildung 2.4). Diese
zelltypspezifischen Beobachtungen treten unabhéngig davon auf, ob die DNA-
Sequenz von einem Kontrollfall oder von einem schizophrenen Probanden

stammt.

Beispielhaft sind in der Tabelle 3.2 die Auswertungsergebnisse eines Kontrollfalls
und eines schizophrenen Probanden in den unterschiedlichen Hirnregionen und

Zelltypen gegeniibergestellt.
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Tabelle 3.2: Auswertung der Sequenz-Chromatogramme

GGCCTCTTCGTGACTCCTGTGAAGGGTACAATCCGTTCAGCTCTGAAAAGCTGCACCCCACTCCCCCAAGGAGCCACTTGGCAGAACGTGAACC

A: Kontrollfall 3

Region Zeltyp CC C € C Cc C C CcCC ccCccccccceccecceccecceccecceccecceccecceccecceoc
10 Neuwn+ - m - m m - - m - m - - - - m m - - m- - - - - - - m - - mMm -
17188 NeuN+ - m - m m - - m - m - - - - mm - - m - - - - - - - - - - m -
10 NeuN- - - - m - - - - - m - - - - m - - - - - - - - - - - - - - m -
17/18 NeuN- - - - m - - - - - m - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ' m -
B: Schizophrener Proband 2

Region Zeltyp CC C € C Cc C Cc Cc CcCc cccccccccecceccecceccecceccecec c ccc
10 NeuUN+ - m - m m- - m - m - - - - mm- - m- - - - - - - m - - m -
1718 NeuN+ - m - m m - - m - m - - - - m m - - m - - - - - - - - - - m -
10 NeuN- - - - m - - - - - m - - - - - - - - - - - - - - - - - - - m -
17/18 NeuN- - - - m - - - - - m - - - - m - - - - - - - - - - - - - - 'm -

Dargestellt ist der Methylierungsstatus (m= methyliert;

= nicht-methyliert) der Cytosin-Basen in den neuronalen (NeuN +)
und glialen (NeuN -) Zellkernen der Brodmann-Areal 10 (10) und 17/18 (17/18). Die drei CpGs sind hellblau unterlegt.
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3.2.2 Datenqualitat

Um die Qualitat von Sequenz-Chromatogrammen zu bestimmen, wird die Signal-
intensitat gemessen. Die Signalintensitat soll bei Messungen mit optimaler Sensi-
tivitdt und geringem Hintergrundrauschen zwischen 500 und 2000 liegen [136].
Die durchschnittlichen Signalintensitaten der Sequenz-Chromatogramme dieser
Arbeit liegen bei 200. Dies macht sich auch als Hintergrundrauschen bemerkbar
(vgl. Abbildung 3.2; lila Pfeil). Die verringerte Signalintensitat und das Hinter-
grundrauschen fihren wahrscheinlich zu einer Verminderung der Sensitivitat der
Messungen [136].

I
‘ LU

Abbildung 3.2: Auszug aus einem Sequenz-Chromatogramm

Abgebildet ist ein Auszug aus einem Sequenz-Chromatogramm. Die
DNA-Sequenz stammt aus den neuronalen Zellkernen der Brodmann-
Areale 17/18 von Kontrollfall 1. Der lila Pfeil zeigt das Hintergrund-

rauschen an, der orange Pfeil heterozygote Doppelpeaks.

Wie bereits im Kapitel 2.3.6 angesprochen, zeigen sich an einigen Stellen in den
Sequenz-Chromatogrammen heterozygote Doppelpeaks an Cytosin-Basen (vgl.
Abbildung 3.2; oranger Pfeil). Solche heterozygote Peaks konnten Hinweise auf
SNPs geben [136]. Da aber in der vorliegenden Arbeit nur ein DNA-Strang unter-
sucht wurde, sind SNPs als Ursache so gut wie auszuschlieBen. Wahrscheinlich
sind die heterozygoten Doppelpeaks ein Anzeichen fir eine unvollstandige Bisul-

fitkonvertierung (siehe unten).
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Auch die Messung von Cytosin-Methylierungen auf3erhalb von CpGs kdnnte einer
unvollstandigen Bisulfitkonvertierung geschuldet sein. In der Literatur wird das
Vorkommen von Cytosin-Methylierungen aullerhalb von CpGs als sehr seltenes
Ereignis beschrieben [137, 138].

Eine unvollstandige Bisulfitkonvertierung bedeutet, dass nicht-methylierte Cyto-
sin-Basen durch die Behandlung mit Bisulfit nicht zu Thymin konvertieren, wie es
bei einer korrekten Bisulfitkonvertierung der Fall ware. In solchen Fallen werden
nicht-methylierte Cytosin-Basen mit der Sanger-Sequenzierung als Cytosin-Basen
dargestellt. Die Sanger-Sequenzierung ergibt dann féalschlicherweise zu viele Me-
thylierungen [137, 138]. Ursachlich konnten eine ungeniigende DNA-Qualitat,
eine unvollstandige Auftrennung der DNA-Stringe, zu hohe eingesetzte DNA-
Konzentrationen, eine unglinstige Sekundarstruktur der DNA, eine kontaminierte
Bisulfit-Losung oder Probleme bei der PCR sein [137].

In der vorliegenden Arbeit werden in der DNA aus neuronalen Zellkernen deut-
lich mehr Cytosin-Methylierungen auBerhalb von CpGs gemessen als in der DNA
aus glialen Zellkernen. Da Bisulfitkonvertierung und PCR fiir beide Zellkernarten
zeitgleich erfolgten, scheint die Ursache nicht bei den technischen und chemi-
schen Komponenten von Bisulfitkonvertierung und PCR zu liegen. Moglicher-
weise reagiert die DNA-Struktur von Neuronen und Gliazellen unterschiedlich
sensibel auf aullere Einflisse (z.B. Zeitraum der Gewebelagerung), sodass hierin

die Ursache fur die Unterschiede zwischen den Zellarten liegen konnte.

Auf Grund der dargestellten Problematik sind die Ergebnisse der vorgelegten Stu-
die ohne Replikation nicht verwertbar. Eine Wiederholung des Versuchs im Rah-
men dieser Arbeit war nicht mdéglich, weil das postmortale Gewebe aufgebraucht
war. Wie im Material und Methodenteil beschrieben, wurde eine genomweite Se-
quenzierung mit Methylierungsanalyse durchgefihrt, deren Auswertung noch
aussteht. Die Auswertung dieser Daten soll zur Beantwortung der eingangs ge-
stellten Frage, ob die Methylierung im zweiten GRE des Introns 7 am FKBP5-
Gen bei Schizophrenie verédndert ist, in Abgleich mit den Daten der vorliegenden

Arbeit, beitragen.
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3.3 Expressionsanalyse von 90 nicht-kodierenden RNAS

Der Fokus des dritten Kapitels liegt auf der Expressionsanalyse von 90 nicht-
kodierenden RNAs (ncRNAs). Die Fragestellung konzentriert sich darauf, wie
sich die Expression der ncRNAs in der Gruppe der schizophrenen Probanden ge-
geniiber der Expression in der Kontrollgruppe verhalt.

Die Grundlage bildet die extrahierte RNA aus den neuronalen und glialen Zell-
kernen der Brodmann-Areale 10 und 17/18. Die Expression der 90 ncRNAs wur-
de durch die Echtzeit-PCR (RT-PCR) analysiert. Da die Entwicklung einer Aus-
wertungsstrategie einen  Schwerpunkt der Arbeit darstellt, wird die

Datenauswertung im Ergebnisteil présentiert.

3.3.1 Auswertung

3.3.1.1 Ermittlung der Kalkulationseinheit ,, Cq-Wert

In der RT-PCR wird die Ausgangsmenge der zu untersuchenden ncRNA verviel-
faltigt. Unter idealen Bedingungen verdoppelt sich die Ausgangsmenge der
ncRNA mit jedem RT-PCR-Zyklus [131]. Die Zunahme der ncRNA-Menge mit
jedem RT-PCR Zyklus wird durch das Fluoreszenzsignal verbildlicht, das als
Amplifizierungskurve mit den Zyklen auf der X-Achse und dem Fluoreszenzsig-
nal auf der Y-Achse dargestellt wird. Der Verlauf der Amplifizierungskurve lasst
sich in vier Phasen einteilen: In der ersten Phase wird die Ausgangsmenge der
ncRNA exponentiell vervielféltigt; die gemessene Fluoreszenz liegt jedoch unter-
halb der Hintergrundfluoreszenz. In der zweiten Phase verlauft die Amplifizierung
ebenfalls exponentiell, die gemessene Fluoreszenz Ubersteigt aber die Hinter-
grundfluoreszenz. In der dritten Phase verlauft die Amplifizierung der ncRNA nur
mehr linear, wéhrend in der vierten Phase die Amplifizierung fast zum Erliegen
kommt und die Amplifizierungskurve als Plateau verlauft [139-141]. Die vier
Phasen der RT-PCR werden in der Abbildung 3.3 veranschaulicht [139].
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Abbildung 3.3: Vier Phasen einer RT-PCR

Die Abbildung zeigt die vier Phasen einer Amplifizierungskurve; das
Fluoreszenzsignal liegt auf der Y-Achse und die RT-PCR-Zyklen liegen
auf der X-Achse [139].

Weil die Fluoreszenz nur in der zweiten Phase der RT-PCR exponentiell steigt
und oberhalb der Hintergrundfluoreszenz liegt, besteht nur in dieser Phase eine
direkte Proportionalitét zwischen der Ausgangsmenge der ncRNA und der gemes-
senen Menge der ncRNA. Da es das Ziel der RT-PCR ist eine Aussage Uber die
Ausgangsmenge der ncRNA zu treffen, kann zur Auswertung der Amplifizie-
rungskurve nur die zweite Phase der RT-PCR genutzt werden [139-141]. Folglich
wird zur Auswertung ein Wert in der zweiten Phase definiert, der bei allen zu un-
tersuchenden Probanden und ncRNAs bestimmt werden kann. Dieser Wert wird
in der vorliegenden Arbeit, gemaR den von Bustin et al. aufgestellten Richtlinien
fur Publikationen Uber RT-PCRs, als Cg-Wert (Cq = quantification cycle) be-
zeichnet [142]. Andere Publikationen nutzen synonym die Begriffe Ct-Wert (Ct =
cycle threshold) oder Cp-Wert (Cp = crossing point) [142].
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3.3.1.1.1 Berechung des Cqg-Werts

Zur Bestimmung des Cg-Werts kdnnen verschiedene Methoden angewandt wer-
den [143, 144]. Bei einigen Methoden entspricht der Cq-Wert dem RT-PCR-
Zyklus, bei dem die Amplifizierungskurve einen festgelegten Schwellenwert
uberschreitet (z.B. Fit Point Methode oder Threshold Cycle Methode) [139, 140].
Der Nachteil dieser Methoden liegt darin, dass viele Festlegungen, wie der
Schwellenwert oder die Hintergrundfluoreszenz, manuell vorgenommen werden
mussen [140, 145].

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Cq-Wert-Bestimmung die Second Derivati-
ve Maximum-Methode (SDM-Methode) gewahlt. Der grundlegende Gedanke der
SDM-Methode ist, dass der Kurvenverlauf ein guter und stabiler Marker fur die
Ausgangskonzentration der ncRNA ist [144]. Bei der SDM-Methode wird der Cg-
Wert aus dem Maximum der 2. Ableitung der Amplifizierungskurve berechnet.
Das Maximum der zweiten Ableitung liegt dort, wo die Amplifizierungskurve die
grofte Beschleunigung aufweist. Der Cg-Wert liegt also bei der SDM-Methode
am Ubergang der zweiten, exponentiellen Phase der Amplifizierungskurve zur
dritten, linearen Phase [139, 144, 146]. Dieser Zusammenhang zwischen dem
Maximum der zweiten Ableitung und dem Cqg-Wert wird in der Abbildung 3.4
veranschaulicht [147]. Die Berechnung nach der SDM-Methode erfolgt automa-
tisch und die Korrektur der Cg-Werte um das Hintergrundsignal ist integriert. Die
SDM-Methode ist flr die Light Cycler Software von Roche urheberrechtlich ge-
schitzt [144].

Der in der zweiten Phase der RT-PCR bestimmte Cg-Wert ist indirekt proportio-
nal zur Ausgangsmenge der ncRNA. Je starker ein Gen in der Zelle exprimiert ist,
desto friiher entsteht ein deutliches Fluoreszenzsignal. Der ermittelte Cq-Wert ist
dann niedrig [148].
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Abbildung 3.4: Cg-Wert Bestimmung nach der SDM-Methode

In der Abbildung sind eine Amplifizierungskurve (blau) sowie deren
erste (grin) und zweite Ableitung (rot) mit dem Fluoreszenzsignal auf
der Y-Achse und den RT-PCR-Zyklen auf der X-Achse dargestellt. Der
Pfeil zeigt auf der Amplifizierungskurve den Punkt an, an dem die
zweite Ableitung ihr Maximum erreicht. Dieser Punkt wird in der vor-

liegenden Arbeit zur Bestimmung des Cq-Wertes verwendet [147].

3.3.1.1.2 Umgang mit nicht berechneten Cg-Werten

In der vorliegenden Arbeit wurde die RT-PCR nach 40 Zyklen abgebrochen, weil
nach 40 Zyklen die RT-PCR-Effizienz stark absinkt [142]. Wenn es wéhrend der
40 RT-PCR-Zyklen zu keiner nennenswerten Amplifizierung der ncRNA kommt,
wird vom Light Cycler fiir die betreffende ncRNA kein Cg-Wert berechnet.

Die Expressionsanalyse kann nicht durchgefiihrt werden, wenn Cg-Werte einzel-
ner ncRNAs fehlen [149]. Deswegen wurden in dieser Arbeit fehlende Cq-Werte
durch konstruierte Cg-Werte ersetzt. Zu Grunde liegt die Hypothese, dass der Cg-
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Wert nicht gemessen wurde, weil die RT-PCR nach 40 Zyklen abgebrochen wur-
de; hatte die RT-PCR mehr als 40 Zyklen gehabt, wére es zu einer Amplifizierung
und somit zu einer Berechnung des Cg-Werts gekommen. Ein fehlender Cq-Wert
wird bei diesem L6sungsansatz als letzter moglicher Cg-Wert plus ein RT-PCR-
Zyklus konstruiert [149]. Der konstruierte Cg-Wert betragt in dieser Arbeit 41.

Der Light Cycler kann Cg-Werte auch dann nicht berechnen, wenn das Hinter-
grundsignal zu stark ist oder enorm schwankt [144]. Félle mit starkem Hinter-
grundsignal sind anhand des Light Cycler Ergebnisses nicht von Fallen zu unter-
scheiden, bei denen wegen des RT-PCR Abbruchs kein Cg-Wert berechnet wurde.
Also wird, wie oben ausgefuhrt, auch fir Félle mit starkem Hintergrundsignal
falschlicherweise der Cq-Wert 41 konstruiert. Solche Proben mit falsch konstru-
ierten Cg-Werten fuhren unausweichlich zu Irrtimern in der Analyse und Inter-

pretation der Daten.

In der vorliegenden Arbeit wurde angenommen, dass die Bestimmung der Cg-
Werte wegen eines unginstigen Hintergrundsignals fehlerhaft ist, wenn bei mehr
als 35 % aller ncRNAs eines Probanden kein Cg-Wert vom Light Cycler berech-
net werden konnte. Solche Félle wurden von der weiteren Expressionsanalyse
ausgeschlossen. Im Brodmann-Areal 10 waren in den neuronalen Zellkernen der
Fall S7 und in den glialen Zellkernen die Falle K7, K8 und S3 betroffen. In den
Brodmann-Arealen 17/18 wurden in den neuronalen Zellkernen die Félle K7 und

S1, inden glialen Zellkernen die Falle S2 und S8 eliminiert.

Die Tabellen mit den gemessenen und konstruierten Cg-Werten sind im Anhang
aufgefuhrt (vgl. Tabellen 5.11-5.14).
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3.3.1.2 Quantifizierungsstrategien

Der Cg-Wert wird von Storfaktoren biologischer und technischer Art beeinflusst.
Deswegen kann der Cg-Wert nicht ohne weiteres genutzt werden, um eine Aussa-
ge Uber die Menge einer ncRNA im Ausgangsgewebe zu treffen [150]. Der Cqg-
Wert ist vielmehr eine Kalkulationseinheit fir die weitere Expressionsanalyse
[140].

Zur Analyse der ncRNA-Expression stehen zwei Quantifizierungsstrategien zur
Auswahl — die Methode der absoluten Quantifizierung und die Methode der rela-

tiven Quantifizierung.

Bei der absoluten Quantifizierung wird die absolute Anzahl der Startkopien oder -
konzentrationen der untersuchten ncRNA angegeben [151]. Dafiir muss eine
Standardkurve erstellt werden. Hierin liegt auch der Nachteil der absoluten Quan-
tifizierung, denn das Erstellen einer Standardkurve beinhaltet per se eine Vielzahl
von moglichen Fehlerquellen. Potentielle Fehlerquellen liegen zum einen im bio-
logischen Ausgangsmaterial, das fiir die Standardkurve verwendet wird, und zum
anderen darin, dass die Standardkurve unabhéngig von den Amplifizierungskur-
ven der anderen Proben erstellt wird; methodische Fehler kdnnen also nicht aus-

geglichen werden [152].

Diese Fehlerquellen entfallen bei der relativen Quantifizierung, die als ,,Goldstan-
dard* gilt, und in der vorliegenden Arbeit als Auswertungsmethode gewahlt wur-
de [152]. Relative Quantifizierung bedeutet, dass die Expression jeder zu untersu-
chenden ncRNA eines Probanden in Bezug auf die Expression einer Referenz-
RNA des selben Probanden (internes Referenzgen) angegeben wird [148]. Die
relative Quantifizierung bewirkt, dass Schwankungen zwischen verschiedenen
Proben ausgeglichen werden (Normalisierung) [145]. Schwankungen entstehen
unausweichlich und kdénnen biologische, methodische oder technische Ursachen
haben. Biologische Ursachen sind beispielsweise Unterschiede in der Probenqua-
litdt wie unterschiedliche postmortale Bedingungen oder unterschiedliche RNA-
Integritaten (vgl. Kapitel 3.3.1.2.1). Potentielle methodische Schwankungen kon-
nen wahrend der Probenbearbeitung durch unterschiedlich eingesetzte RNA-

Mengen und nicht beeinflussbare Pipettierfehler verursacht werden. Technisch
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bedingte Schwankungen entstehen zum Beispiel durch unterschiedliche Effizien-
zen bei der RNA-Extraktion, bei der reversen Transkription oder der Amplifizie-
rung [129, 142, 153, 154].

Da von solchen Schwankungen die zu untersuchenden ncRNAs und die internen
Referenzgene eines Probanden gleichermalRen betroffen sind, werden die
Schwankungen durch die Normalisierung ausgeglichen [151].

3.3.1.2.1 Exkurs: Zusammenhang zwischen RIN-Werten und Cg-Werten

Von Fleige et al. wurde gezeigt, dass die RNA-Qualitit die Cq-Werte der RT-
PCR beeinflusst. Die RNA-Integritat wird durch die RIN-Werte angegeben, die
sich auf einer Skala von 1 (degradierte RNA) bis 10 (intakte RNA) bewegen. Bei
RNA mit kleineren RIN-Werten scheinen hohere Cg-Werte gemessen zu werden
als bei RNA mit grofReren RIN-Werten. Besonders deutlich scheint sich dieser
Effekt bei RNA mit RIN-Werten, die kleiner als fnf sind, auszuwirken [129].

Fleige et al. zeigen, dass die Normalisierung der Cg-Werte den Einfluss der RNA-
Qualitat auf die Cg-Werte deutlich zu verringern scheint (vgl. Abbildung 3.5)
[129]. Wenngleich der Einsatz von Proben mit verminderter RNA-Qualitat die
Aussagekraft der Ergebnisse mindert, ist es dennoch vertretbar, dass im Rahmen
dieser Arbeit auch RNA mit unginstigen RIN-Werten verwendet wurde (vgl. Ta-
belle 5.6).
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Abbildung 3.5: Normalisierte Cg-Werte in Abhdngigkeit von den RIN-Werten

Die Abbildung aus der Arbeit von Fleige et al. [129] stellt eine Bezie-
hung zwischen den normalisierten Cg-Werten (Y-Achse) und den ge-
messenen RIN-Werten (X-Achse) der einzelnen Proben her. Gemessen
wurde diese Beziehung bei den drei Genen 18S, 28S, IL-15.

3.3.1.2.2 Auswahl der Referenzgene

Gene, die zur Normalisierung verwendet werden, werden als Referenzgene be-
zeichnet. Da es keine ubiquitaren Referenzgene gibt, muss bei jedem Experiment
getestet werden, welche Gene als Referenzgene im untersuchten Gewebe in Frage
kommen. Die Literatur stellt an Referenzgene die Anforderungen, dass sie im un-
tersuchten Gewebe konstant und stabil exprimiert sind [142, 153] und dass sie ein
deutliches Amplifizierungssignal, das Uber das Hintergrundfluoreszenzsignal hin-
ausgeht, zeigen [153]. Des Weiteren wird zur Normalisierung die Verwendung

eines Mittelwerts aus mehreren Referenzgenen empfohlen [142, 153].

In der vorliegenden Arbeit sollen die Ergebnisse der ncRNA-Expression in unter-
schiedlichen Hirnregionen (Brodmann-Areale 10 und 17/18) und Zelltypen (neu-

ronale und gliale Zellkerne) miteinander verglichen werden. Deswegen ist es not-
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wendig, in den untersuchten Hirnregionen und Zelltypen jeweils dieselben Gene

als Referenzgene zu verwenden.

Die Referenzgene, die diesen Anforderungen entsprechen, wurden mit dem
Normfinder-Programm von Andersen et al. ausgewahlt [153].

Mit dem Normfinder-Programm kdnnen fnf bis zehn Gene auf deren Eignung als
Referenzgene getestet werden [153, 154]. Daher wurde zundchst eine VVorauswahl
von zehn potentiellen Referenzgenen anhand einer Literaturrecherche getroffen
[154]. Die Vorauswahl beinhaltete die Gene 18s rRNA, RNU43, GAPDH, LA-
MIN A/C und U6 snRNA. Diese funf Gene werden in vielen Publikationen als
Referenzgene verwendet [140, 145, 148] und auch vom verwendeten Kit (LncPro-
filer gPCR Array Kit, BioCat) als Referenzgene vorgeschlagen. Diese finf Gene
wurden zusétzlich zu den 90 ncRNAs, die untersucht werden sollten, analysiert.
AuBerdem wurden die finf ncRNAs 7SK, LUST, HOXA6as, NDM29 und
IGF2AS in die Vorauswahl aufgenommen. Die funf ncRNAs wurden in einer
Studie mit einem ahnlichen Studiendesign von Kraus et al. als potentielle Refe-

renzgene im Gehirn ermittelt [109].

Die potentiellen Referenzgene wurden anschlieRend danach selektiert, ob sie bei
allen untersuchten Probanden (Kontrollfadlle und schizophrene Probanden) ein
Fluoreszenzsignal zeigten, das oberhalb der Hintergrundfluoreszenz lag [153]. In
der Folge wurden 18S rRNA, LAMIN A/C, IGF2AS und NDM29 aussortiert,
weil sie bei mindestens einem schizophrenen Probanden oder Kontrollfall den

konstruierten Cg-Wert von 41 zeigten.

Im Anschluss wurden mit Hilfe des Normfinder-Programms die Referenzgene auf
die Stabilitat ihrer Expression Uber alle Kontrollfalle und schizophrene Proban-
den, Hirnregionen (Brodmann-Areale 10 und 17/18) und Zelltypen (neuronale und
gliale Zellkerne) getestet. Das Normfinder-Programm errechnet als Beurteilungs-
kriterium den Stabilitatswert (siehe Kapitel 3.3.1.2.4). Je kleiner dieser Wert, des-

to stabiler ist ein Gen in allen untersuchten Proben exprimiert [153].

In der vorliegenden Arbeit wurden anhand der Normfinder-Analyse die drei Gene
RNU43, GAPDH und U6 snRNA als Referenzgene ausgewéhlt. Aus den Cqg-

Werten der drei Referenzgene wurde ein Mittelwert gebildet. Die Stabilitat des
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Mittelwertes wurde im Normfinder in Gegentiberstellung mit den einzelnen po-
tentiellen Referenzgenen getestet. Diese Testung sollte Sicherheit geben, die
bestmogliche Referenz fir die weitere Analyse zu verwenden (vgl. Tabelle 3.3).

3.3.1.2.3 Normalisierung

Rechnerisch wurde die Normalisierung wie folgt vorgenommen: Zunéchst wurde
der Mittelwert aus den drei ausgewahlten Referenzgenen RNU43, GAPDH und
U6 probandenspezifisch, also fiir jeden schizophrenen Probanden und jeden Kon-
trollfall, berechnet. Dieser probandenspezifische Mittelwert wurde von allen 90
gemessenen Cg-Werten des Probanden subtrahiert. Dies l&sst sich in der folgen-
den Formel ausdriicken [148, 150]:

ACanRNA = CqncRNA - CintteIwert der Referenzgene
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Tabelle 3.3: Stabilitatswerte der potentiellen Referenzgene nach Normfinder je Hirnregion und Zelltyp

Brodmann-Areal 10
Neuronale Zellkerne

Brodmann-Areale 17/18

Neuronale Zellkerne

Brodmann-Areal 10
Gliale Zellkerne

Brodmann-Areale 17/18
Gliale Zellkerne

Referenzgen Sw Referenzgen Sw Referenzgen Sw Referenzgen Sw

MW 0,093 MW 0,176 MW 0,136 U6 snRNA 0,103
U6 snRNA 0,214 RNU43 * 0,258 U6 snRNA 0,212 MW 0,251
RNU43 * 0,214 U6 snRNA 0,421 GAPDH 0,273 RNU43 * 0,368
GAPDH 0,252 7SK 0,449 RNU43 * 0,286 GAPDH 0,376
LUST 0,272 GAPDH 0,488 7Sk 0,325 HOXAG6as 0,407
7Sk 0,302 LUST 0,508 LUST 0,419 7SK 0,486
HOXA®6as 0,337 HOXA®6as 0,686 HOXA®6as 0,550 LUST 0,613

Die potentiellen Referenzgene sind nach dem errechneten Stabilitatswert (Sw) aufsteigend geordnet. Der Mittelwert der Refe-

renzgene RNU43, GAPDH und U6 snRNA (MW) erwies sich als bester Referenzwert tber alle untersuchten Hirnregionen und

Zelltypen.

* Name abgekirzt
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3.3.1.2.4 Exkurs: Normfinder

Das Normfinder-Programm basiert auf dem von Andersen at al. entwickelten

,Model-based-approach to estimation of expression variance* [153].

Fur die Berechnung mit dem Normfinder-Algorithmus mussten die Cg-Werte
zunéchst in relative Konzentrationen, sogenannte Relative Quantities (RQ), um-
gewandelt werden. Hierfur wurde zundchst flir jede ncRNA der jeweils kleinste
gemessen Cq-Wert (ber alle Probanden bestimmt (Cqmin). Dann konnten alle Cg-
Werte nach folgender Formel in einen RQ-Wert umgewandelt werden [154]:

1
2~ (Cgmin - CqProband)

RQ

COproband = CQg-Wert eine Probanden, der in ein RQ umgewandelt wer-
den soll (der Cqprobana muss sich auf dieselbe ncRNA beziehen wie der
Cqmin)

Zusétzlich wurden die RQs jeweils mit einer Gruppenkennung entweder fir die

Kontrollgruppe oder flir die Gruppe der schizophrenen Probanden versehen.

Durch den Normfinder-Algorithmus wird die Streuung der RQs innerhalb der
Gruppe der schizophrenen Probanden bzw. der Kontrollfalle (Intra-
gruppenvarianz) und zwischen der Gruppe der schizophrenen Probanden und der
Kontrollgruppe (Intergruppenvarianz) berechnet. Sowohl die Intragruppenvarianz
als auch die Intergruppenvarianz sollen bei einem guten Referenzgen moglichst
klein sein. Im Vergleich zu anderen Berechnungsprogrammen zeichnet das Norm-
finderprogramm die besondere Berlicksichtigung der Intergruppenvarianz aus.
Diese soll verhindern, dass ein Referenzgen gewahlt wird, das durch die Erkran-

kung reguliert wird [153].

Aus Intergruppenvarianz und Intragruppenvarianz wird durch das Normfinder-
Programm der Stabilitatswert berechnet. Der Stabilitatswert ist die zentrale GroRe
im Normfinder-Programm, nach dem geeignete Referenzgene ausgewahlt werden.
Als bestes Referenzgen wird vom Normfinder-Programm das Gen mit dem ge-

ringsten Stabilitatswert vorgeschlagen, da es die glinstigste gemessene Kombina-
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tion aus Inter- und Intragruppenvarianz besitzt [153]. AuBerdem gibt der Stabili-
tatswert als Zahlenwert an, welcher Fehler begangen wird, wenn das entsprechen-

de Referenzgen zur Normalisierung verwendet wird [153].

3.3.1.3 Effizienzkorrektur

Die Cg-Werte werden in der exponentiellen Phase der RT-PCR bestimmt (vgl.
Kapitel 3.3.1.1). Zur statistischen Berechnung missen die normalisierten Cg-
Werte folglich um die PCR-Effizienz in dieser exponentiellen Phase korrigiert
werden; die Korrektur erfolgte nach folgender Formel [148, 150, 151]:

Expression = E
ACq = normalisierte Cq-Werte
E = PCR-Effizienz

Durch das Minus-Zeichen im Exponenten der Formel wird der inverse Charakter
der Cg-Werte aufgehoben. Ein niedriger berechneter Expressionswert bedeutet
also eine niedrige relative Genexpression; ein hoher berechneter Expressionswert

steht flr eine hohe relative Genexpression [148].

Die Effizienz-korrigierten, normalisierten Cg-Werte werden als normalisierte,

individuelle Expressionsdatenpunkte bezeichnet [148].

In der vorliegenden Arbeit wurden, wie auch bei Schmittgen et al. und Livak et
al., optimale RT-PCR Bedingungen (E = 2) angenommen [148, 150]. Damit ver-
zichtet die Arbeit auf eine Berechung der tatsachlichen RT-PCR-Effizienz (Ein-
zelheiten: [141, 151]), denn der Schwerpunkt liegt darauf, die Expression mog-
lichst vieler ncRNAs bei Schizophrenie zu testen. So soll im Sinne des ,,initialen
Screenings® festgestellt werden [141], ob bzw. welche ncRNAs bei Schizophrenie

ein interessantes Feld fr weitere Forschung darstellen.
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3.3.1.4 Statistik

AbschlieRend soll die Expression der 90 ncRNAs zwischen den schizophrenen
Probanden und der Kontrollgruppe verglichen und auf statistisch signifikante Un-
terschiede Uberprift werden.

3.3.1.4.1 Fold Change

Der Fold Change (FC) drickt aus, in welcher Gruppe (Kontrollgruppe oder Grup-
pe der schizophrenen Probanden) eine ncRNA starker exprimiert ist. Zur Bestim-
mung des FC wird der Mittelwert aus den normalisierten, individuellen Expressi-
onsdatenpunkten der schizophrenen Probanden mit dem Mittelwert der
Kontrollfalle in Relation gesetzt [148].

MW (5z)

FC= s

MW = Mittelwert der normalisierten Expressionsdatenpunkte
War ein FC kleiner als 1, wurde der negative Kehrwert berechnet [148]:

-1

FC
Ein negativer FC legt eine verringerte relative Expression der ncRNA bei Schizo-
phrenie nahe. Ein positiver FC deutet auf eine starkere Expression der ncRNA in

der Gruppe der schizophrenen Probanden verglichen mit der Kontrollgruppe hin
[150].

Die Hohe des FC-Werts lasst jedoch keine zuverlassige Aussage darlber zu, ob
der Expressionsunterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe der

schizophrenen Probanden statistisch signifikant ist.
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3.3.1.4.2 Mann-Whitney U-Test

Um die Expressionsunterschiede zwischen den Probandengruppen auf ihre Signi-
fikanz zu testen, wird in der vorliegenden Arbeit der nicht-parametrische, zweisei-
tige Mann-Whitney U-Test (Abk.: U-Test) verwendet.

Der nicht-parametrische U-Test wurde gewahlt, da die StichprobengréRe sehr
Klein ist [155] und eine Normalverteilung, die fur parametrische Tests notwendig
ist, nicht angenommen werden konnte [125, 155].

Folgende Testhypothesen wurden fiir den U-Test aufgestelit:

e Nullhypothese: Es gibt keinen Unterschied in der Expression der ncRNAs
zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe der schizophrenen Proban-
den.

e Alternativhypothese: Die Expression der ncRNAs ist zwischen der Kon-

trollgruppe und der Gruppe der schizophrenen Probanden unterschiedlich.

e Signifikanzniveau: 5%

Der U-Test berlcksichtigt im Gegensatz zum FC die Verteilung der normalisier-
ten, individuellen Expressionsdatenpunkte. Daraus wird der p-Wert bestimmt (p =
probabilite) [126, 155]. Der p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der ein
Ergebnis erzielt wird, das gleich wahrscheinlich oder unwahrscheinlicher ist als
das Beobachtete [155, 156]. Bei p-Werten, die tiber dem Signifikanzniveau liegen
(> 0,05), kann keine Aussage dartiber getroffen werden, ob die Nullhypothese
oder die Alternativhypothese zutrifft. Bei p-Werten unter dem Signifikanzniveau
(< 0,05) gilt die Alternativhypothese als sehr wahrscheinlich [155].

Ein signifikanter U-Test bedeutet, dass der Unterschied in der Verteilung der in-
dividuellen Expressionsdatenpunkte zwischen den Probandengruppen sehr deut-
lich ausgefallen ist [126, 155]. Es gilt daher als unwahrscheinlich, dass der Ex-
pressionsunterschied zwischen den schizophrenen Probanden und der
Kontrollgruppe nur dem Zufall geschuldet ist. Es wird dann von einem ,,statistisch
signifikanten Expressionsunterschied* einer ncRNA zwischen der Kontrollgruppe

und der Gruppe der schizophrenen Probanden gesprochen [155].
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Durch den zweiseitigen U-Test wird getestet, ob sich die Expression einer ncRNA
zwischen der Kontrollgruppe und den schizophrenen Probanden unterscheidet.
Die Alternativhypothese ist ,,ungerichtet*; das heif3t, dass bei einer gultigen Alter-
nativhypothese keine Angabe dazu gemacht werden kann, in welcher Probanden-
gruppe die relative Expression niedriger oder hoher ist [155]. Diese Entscheidung
ist sowohl durch den FC als auch graphisch durch die Verteilung der normalisier-
ten, individuellen Expressionsdatenpunkte in den beiden Probandengruppen még-
lich.
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3.3.2 Resultate der Expressionsanalyse von 90 nicht-kodierenden RNAs

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse aller 90 ncRNAs sind tabellarisch im An-
hang aufgefiihrt (vgl. Tabellen 5.15 bis 5.18).

Im folgenden FlieRtext werden ausgewahlte ncRNAs vorgestellt. Alle Angaben
zur Lokalisation von ncRNAs im Genom stiitzen sich auf die IncRNA-Datenbank
[157] oder auf die Gendatenbank der Internet-Literaturdatenbank Pubmed.

3.3.2.1 NcRNAs mit statistisch signifikantem Expressionsunterschied zwischen

den schizophrenen Probanden und der Kontrollgruppe

Die Expressionsanalyse von 90 ncRNAs weist bei 14 ncRNAs einen statistisch
signifikanten Expressionsunterschied zwischen den schizophrenen Probanden und
der Kontrollgruppe nach. Die 14 ncRNAs sind im Folgenden nach der Hirnregion
und dem Zelltyp gruppiert, in der/dem der statistisch signifikante Unterschied in
der relativen Expression der ncRNA gemessen wurde (vgl. Tabelle 3.4).
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Tabelle 3.4: NcRNAs mit statistisch signifikantem Unterschied zwischen der

Kontrollgruppe und den schizophrenen Probanden

NcRNA Region Zelltyp  p-Wert FC Expression
Jpx BA 10 NeuN + 0,022 256 S>K
p53 mMRNA BA 10 NeuN + 0,034 298 S>K
ST70T BA 10 NeuN + 0,034 1,15 S>K
LOC285194 BA17/18 NeuN+ 0,042 -297 S<K
RNCR3 BA 17/18 NeuN + 0,026 -754 S<K
TEA ncRNAs * BA 17/18 NeuN + 0,042 -461 S<K
Malatl BA 17/18 NeuN + 0,042 519 S>K
HarlB BA 10 NeuN - 0,018 -2,60 S<K
IPW BA 17/18 NeuN - 0,048 -1,83 S<K
Kcnglotl BA 17/18 NeuN - 0,048 -6,67 S<K
mascRNA BA 17/18 NeuN - 0,048 -448 S<K
SNHG6 BA17/18 NeuN- 0,030 277 S<K
BACE1AS* BA17/18 NeuN- 0,030 195 S>K
DHFR ** BA17/18 NeuN- 0,048 245 S>K

* family; ** upstream transcripts family

In der Tabelle sind die ncRNAs zusammengefasst, deren Expression
sich zwischen der Kontrollgruppe (K) und der Gruppe der schizophre-
nen Probanden (S) statistisch signifikant unterscheidet. Dargestellt ist
der p-Wert (U-Test von Mann-Whitney) und der Fold Change (FC) in
der Hirnregion (BA 10: Brodmann-Areal 10; BA 17/18: Brodmann-
Areale 17/18) und dem Zellkerntyp (NeuN +: neuronale Zellkerne;
NeuN -: gliale Zellkerne), in der/dem der Expressionsunterschied vor-

liegt.
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3.3.2.1.1 Expressionsunterschied der RNAs Jpx, ST70T und p53 mRNA in den
neuronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10

Die Expressionsanalyse von 90 ncRNAs in den neuronalen Zellkernen des Brod-
mann-Areals 10 kommt zu folgendem Ergebnis: Die Expression von drei RNAs
weicht bei den schizophrenen Probanden statistisch signifikant von der Kontroll-
gruppe ab (vgl. Tabelle 3.4 und Tabelle 5.15).

Eine der drei RNAs ist die INCRNA Jpx. Die genetische Information von Jpx ist
am X-Chromosom lokalisiert und liegt nahe der Information der ncRNA Xist.
Dieser lokalen Beziehung tragt der fur Jpx synonym gebrauchte Namen Enox

(,,expressed neighbour of Xist* ) Rechnung [158].

Zu den drei RNAs gehort auch ST7OT. Unter der Bezeichnung ST70T werden
vier InCRNAs zusammengefasst [159]. Der Name ST70T setzt sich aus ST7, das
fiir den Genlokus ST7 (,,suppressor of tumorigenicity*) steht, und OT (,,overlap-
ping transcript) zusammen. Die vier IncRNAs sind auf dem Chromosom 7 loka-
lisiert. ST7OT1 und ST7OT2 sind Antisense-Transkripte vom Genlokus ST7; die
genetische Information fir ST7OT3 und ST70T4 liegt auf demselben DNA-
Strang wie das Gen ST7 [118, 159].

Die dritte RNA ist p53 mRNA. Die genetische Information fir p53 mRNA ist am
Chromosom 17 lokalisiert. P53 mRNA gehort nicht zu den ncRNAs, weil p53
MRNA die mRNA ist, die zum Protein p53 translatiert wird. P53 mRNA wird im
Rahmen dieser Arbeit untersucht, weil ihr in neuen Studien neben der Funktion
als mRNA auch eine regulatorische Funktion fur die Expression des Proteins p53

zugesprochen wurde [160].

Bei allen drei RNAs legen die positiven FC-Werte (vgl. Tabelle 3.4 und Tabelle
5.15) und die Einzelwertdiagramme eine erhéhte Expression bei Schizophrenie
nahe (vgl. Einzelwertdiagramme: Jpx: Abbildung 3.6, ST70T: Abbildung 5.1
p53mRNA: Abbildung 5.2).
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Abbildung 3.6: Einzelwertdiagramm der relativen Expression von Jpx

Darstellung der relativen Expression von Jpx (Y-Achse) in den unter-
suchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind die
individuellen Expressionsdatenpunkte der einzelnen Probanden (blaue
Vierecke: Kontrollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die
Mittelwerte (horizontale Linien) und die Standardabweichungen (verti-
kale Linien).

In den neuronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10 unterscheidet
sich die relative Expression von Jpx zwischen den schizophrenen Pro-

banden und der Kontrollgruppe statistisch signifikant (**).
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3.3.2.1.2 Expressionsunterschied der ncRNAs LOC285194, RNCR3, TEA ncR-
NAs (family) und Malatl in den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale
17/18

Die Expressionsanalyse von 90 ncRNAs in den neuronalen Zellkernen der Brod-
mann-Areale 17/18 zeigt bei vier ncRNAs einen statistisch signifikanten Expres-
sionsunterschied zwischen den schizophrenen Probanden und der Kontrollgruppe
(vgl. Tabelle 3.4 und Tabelle 5.16).

Eine der vier ncRNAs ist die INCRNA LOC285194, deren genetische Sequenz auf
dem Chromosom 3 liegt. Der Name LOC285194 geht auf die Gen-Kennnummer
285194 zurick [161].

Eine weitere ncRNA ist RNCR3, die ebenfalls den IncRNAs zugeordnet wird. Die
genetische Information fir RNCR3 liegt am Chromosom 8. Die Bezeichnung
RNCR3 (,retinal non-coding RNA 3°) leitet sich davon ab, dass die INcRNA zu-

erst im Zusammenhang mit der retinalen Entwicklung beschrieben wurde [162].

Auch die ncRNAs, die unter der Bezeichnung TEA ncRNAs (family) zusammen-
gefasst werden, zeigen eine veranderte Expression bei Schizophrenie. Die geneti-
sche Information der TEA ncRNAs (family) liegt am Chromosom 14. Mit ,,TEA*
wird ein Promotor (,,T early a“) im Bereich eines Genes Tcra (,,t-cell rezeptor
alpha“) bezeichnet; dieser Promotor enthélt nicht-kodierende Sequenzen, die die
Bezeichnung TEA ncRNAs (family) erhalten haben [163].

Die letzte hier zu erwéhnende ncRNA ist Malatl, deren genetische Sequenz am
Chromosom 11 liegt [164, 165]. Die Bezeichnung Malat1 (,,metastasis associated
lung adenocarcinoma transcript 1) bezieht sich darauf, dass die INCRNA zuerst

im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen publiziert wurden.

Die negativen FC-Werte der IncRNAs LOC285194, RNCR3 und TEA ncRNAs
(family) und die Einzelwertdiagramme driicken eine verminderte Expression der
drei IncRNAs in der Gruppe der schizophrenen Probanden gegeniiber der Kon-
trollgruppe aus (vgl. Einzelwertdiagramme: LOC285194: Abbildung 5.3, RNCR3:
Abbildung 3.7, TEA ncRNAs (family): Abbildung 5.4).
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Der positive FC-Wert und das Einzelwertdiagramm der IncRNA Malatl zeigen
eine erhohte relative Expression in der Gruppe der schizophrenen Probanden ge-
geniiber der Kontrollgruppe (vgl. Einzelwertdiagramm: Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.7: Einzelwertdiagramm der relativen Expression von RNCR3

Darstellung der relativen Expression von RNCR3 (Y-Achse) in den un-
tersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind die
individuellen Expressionsdatenpunkte der einzelnen Probanden (blaue
Vierecke: Kontrollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die
Mittelwerte (horizontale Linien) und die Standardabweichungen (verti-
kale Linien).

In den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 unterschei-
det sich die relative Expression der IncRNA RNCR3 zwischen den schi-

zophrenen Probanden und der Kontrollgruppe statistisch signifikant

(**) .
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Abbildung 3.8: Einzelwertdiagramm der relativen Expression von Malatl

Darstellung der relativen Expression von Malatl (Y-Achse) in den un-
tersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind die
individuellen Expressionsdatenpunkte der einzelnen Probanden (blaue
Vierecke: Kontrollféalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die
Mittelwerte (horizontale Linien) und die Standardabweichungen (verti-

kale Linien).

In den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 unterschei-
det sich die relative Expression der IncRNA Malatl zwischen den schi-

zophrenen Probanden und der Kontrollgruppe statistisch signifikant

(**) .

83



3 Ergebnisse

3.3.2.1.3 Expressionsunterschied der IncRNA HarlB in den glialen Zellkernen

des Brodmann-Areals 10

Die Analyse der Expression von 90 ncRNAs in den glialen Zellkernen des Brod-
mann-Areals 10 ergibt nur bei einer InNCRNA, HarlB, eine statistisch signifikant
veranderte Expression bei Schizophrenie (vgl. Tabelle 3.4 und Tabelle 5.17).

HarlB ist eine IncCRNA, deren genetische Information auf dem Chromosom 20
liegt. HarlB ist das Antisense-Transkript der INCRNA HarlA [166]. Die Bezeich-
nung Harl leitet sich von der Region Harl (,,human accelerated region 1) ab, die
sich innerhalb der Sequenz der IncRNAs befindet. Die Har-Regionen sind fur
Menschen spezifisch [167].

In bereits publizierter Literatur wurde tber einen Zusammenhang der IncRNAs

vom Harl-Lokus mit Schizophrenie spekuliert [119].

In der hier vorgelegten Arbeit verhélt sich die relative Expression von HarlB und
HarlA in den untersuchten Probandengruppen, Hirnregionen und Zelltypen ahn-
lich: In den neuronalen Zellkernen bewegt sich die relative Expression beider
INcRNAs in der Kontrollgruppe und in der Gruppe der schizophrenen Probanden
auf vergleichbarem Niveau. In den glialen Zellkernen manifestiert sich eine ver-
ringerte relative Expression beider INcRNAs in der Gruppe der schizophrenen
Probanden. Diese Tendenz tritt im Brodmann-Areal 10 deutlich hervor; in den
Brodmann-Arealen 17/18 ist die Aussagekraft durch die starkere Streuung der
Werte in der Kontrollgruppe vermindert (vgl. Abbildung 3.9 und Abbildung 3.10).
Trotz der beobachteten, verringerten Expression der IncRNAs HarlA und HarlB
in den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 10 und 17/18, ist nur der Expres-
sionsunterschied der IncRNA HarlB in den glialen Zellkernen des Brodmann-

Areals 10 statistisch signifikant.
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Abbildung 3.9: Einzelwertdiagramm der relativen Expression von Har1lA

Darstellung der relativen Expression von HarlA (Y-Achse) in den un-
tersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind die
individuellen Expressionsdatenpunkte der einzelnen Probanden (blaue
Vierecke: Kontrollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die
Mittelwerte (horizontale Linien) und die Standardabweichungen (verti-

kale Linien).
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Abbildung 3.10: Einzelwertdiagramm der relativen Expression von HarlB*

Darstellung der relativen Expression von HarlB (Y-Achse) in den un-
tersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind die
individuellen Expressionsdatenpunkte der einzelnen Probanden (blaue
Vierecke: Kontrollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die
Mittelwerte (horizontale Linien), die Standardabweichungen (vertikale

Linien) und die statistische Signifikanz (**).

*Die Standardabweichungen sind bei der relativen Genexpression der
IncRNA HarlB relativ grof3. Im dargestellten Streudiagramm fehlt ein
stark abweichender Wert (K5 in den neuronalen Zellkernen der Brod-
mann-Areale 17/18), weil die starke Deviation des einzelnen Wertes

keine Differenzierung der anderen Messwerte zulassen wirde.
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3.3.2.1.4 Expressionsunterschied der ncRNAs IPW, Kcnglotl, mascRNA,
SNHG6, BACE1AS (family) und DHFR upstream transcripts (family) in den glia-

len Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18

Die Expressionsanalyse der ncRNAs in den glialen Zellkernen der Brodmann-
Areale 17/18 zeigt, dass sich die Expression von sechs ncRNAs statistisch signifi-
kant zwischen den schizophrenen Probanden und der Kontrollgruppe unterschei-
det (vgl. Tabelle 3.4 und Tabelle 5.18).

Eine der ncRNAs ist die InNCRNA IPW. Die genetische Information von IPW ist
am Chromosom 15 lokalisiert [118] und befindet sich in einer Region, die bei
Patienten mit Prader-Willi-Syndrom verandert ist [168]. Davon leitet sich die Be-

zeichnung IPW (,,Imprinted gene in the Prader-Willi Syndrom region®) ab [169].

Eine weitere ncRNA ist die IncRNA Kcnglotl, deren genetische Information am
Chromosom 11 liegt und vom paternalen Allel exprimiert wird. Kcnglotl
(,,Kenql overlapping transcript 1°) ist das Antisense-Transkript vom Genlokus
Kcngl (offizielle Bezeichnung: ,,potassium voltage-gated channel subfamily Q
member 1°). Der Genlokus Kcngl beinhaltet acht bis zehn Gene, die vom mater-

nalen Allel exprimiert werden [170].

Die dritte hier vorzustellende ncRNA ist die mascRNA. Die mascRNA ist eine
ncRNA, die von der IncRNA Malatl abgespalten wird. Darauf geht die Bezeich-
nung mascRNA (,,Malat1-associated small cytoplasmic RNA®) zurlick [171, 172].

Eine weitere ncRNA dieser Gruppe ist SNHG6. Die IncRNA SNHGS6 ist ein Anti-
sense-Transkript, deren genetische Sequenz am Chromosom 8 liegt. Wie aus der
Bezeichnung SNHG6 (,,small nucleolar RNA host gene 6*) hervorgeht, beher-
bergt SNHG6 eine snoRNA [165]. SnoRNAs sind mittlere ncRNAs [108].

Die funfte zu erwdhnende ncRNA ist BACE1AS (family). Die genetische Se-
quenz der IncRNA BACE1AS (family) ist als Antisense-Transkript zum Gen
BACE!1 (“B-site of APP cleaving enzyme®, Beta-Sekretase) am Chromosom 11
lokalisiert [119].

Die letzten hier vorzustellenden ncRNAs werden unter der Bezeichnung DHFR

upstream transcripts (family) zusammengefasst. Die genetische Information der
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DHFR upstream transcripts (family) liegt auf dem Chromosom 5 im Promotorbe-
reich des Gens fur die Dihydrofolatreduktase (DHFR) [173].

Die Expression der ncRNAs IPW, Kcnglotl, mascRNA und SNHG6 ist in der
Gruppe der schizophrenen Probanden verglichen mit der Kontrollgruppe vermin-
dert. Dies ist sowohl an den negativen FC-Werten (vgl. Tabelle 3.4 und Tabelle
5.18) als auch an der Verteilung der Datenpunkte in den Einzelwertdiagrammen
zu erkennen (Einzelwertdiagramme: IPW: Abbildung 5.5, Kcnglotl: Abbildung
5.6, mascRNA: Abbildung 5.7, SNHG6: Abbildung 3.11).

Die FC-Werte der IncRNAs BACE1AS (family) und DHFR upstream transcripts
(family) liegen im positiven Bereich (vgl. Tabelle 3.4 und Tabelle 5.18) und wei-
sen, wie auch die Verteilung der Expressionsdatenpunkte der Einzelwertdia-
gramme, auf eine erhdhte Expression bei Schizophrenie hin (Einzelwertdiagram-
me: BACE1AS (family): Abbildung 3.12, DHFR upstream transcripts (family):
Abbildung 5.8).

88



3 Ergebnisse

0.4
< o
=z **
% 0.3
£ { \
,_ o
©
0.2 1
5 o
‘@
> o
e
o 0.1
x
[]
: : .E., e
= 0.0
-
ht
-0.1 T T T T
BA 10 BA 17/18 BA 10 BA 17/18
NeuN + NeuN + NeuN - NeuN -
o Kontrollfall

o Schizophrener Proband

Abbildung 3.11: Einzelwertdiagramm der relativen Expression von SNHG6

Darstellung der relativen Expression von SNHG6 (Y-Achse) in den un-
tersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind die
individuellen Expressionsdatenpunkte der einzelnen Probanden (blaue
Vierecke: Kontrollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die
Mittelwerte (horizontale Linien) und die Standardabweichungen (verti-

kale Linien).

In den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 unterscheidet
sich die relative Expression der IncRNA SNHG6 zwischen den schizo-

phrenen Probanden und der Kontrollgruppe statistisch signifikant (**).
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Abbildung 3.12: Einzelwertdiagramm der relativen Expression von BACE1AS

(family)

Darstellung der relativen Expression von BACE1AS (family) (Y-Achse)
in den untersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet
sind die individuellen Expressionsdatenpunkte der einzelnen Proban-
den (blaue Vierecke: Kontrollfalle; rote Kreise: Schizophrene Proban-
den), die Mittelwerte (horizontale Linien) und die Standardabweichun-

gen (vertikale Linien).

In den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 unterscheidet
sich die relative Expression der IncRNA BACE1AS (family) zwischen
den schizophrenen Probanden und der Kontrollgruppe statistisch signi-
fikant (**).
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3.3.2.2 LncRNAs im Zusammenhang mit der Erkrankung Schizophrenie

Im folgenden Kapitel werden drei IncRNAs vorgestellt, die gemal? einzelner Pub-
likationen in die Pathogenese der Erkrankung Schizophrenie involviert sein konn-
ten [119, 121, 166].

Eine der drei IncRNAs ist DISC-2. Die genetische Sequenz fir die IncRNA
DISC-2 liegt als Antisense-Transkript des Gens DISC-1 auf dem Chromosom 1.
In zahlreichen Studien wurden Veranderungen des DISC-1 Gens mit der Erkran-
kung Schizophrenie belegt [121, 174]. Davon leitet sich auch die Abkirzung
DISC (,,disrupted in schizophrenia*) ab.

Eine weitere INCRNA ist Gomafu, die synonym die Bezeichnung MIAT (,,myo0-
cardial infarction associated transcript™) tragt. Die genetische Information der
INcRNA Gomafu liegt auf dem Chromosom 22. Eine Studie von Barry et al. zeigt,
dass die IncRNA mit Genen (beispielsweise DISC-1) interagiert, die mit Schizo-
phrenie assoziiert sind. Neben dieser indirekten Verbindung zur Erkrankung Schi-
zophrenie publizierten Barry et al. eine verminderte Expression der InCRNA
Gomafu im grauen Kortexgewebe des Gyrus temporalis superior bei Schizophre-
nie [120, 121].

Die dritte IncRNA ist Evf2. Die genetische Information der INCcRNA Evf2 ist am
Chromosom 7 lokalisiert [173]. Evf2 scheint Gene zu regulieren, die mit der Pa-
thogenese der Schizophrenie assoziiert werden. Deswegen wird auch Uber eine
potentielle Rolle von Evf2 bei der Erkrankung Schizophrenie spekuliert [121]. In
der vorliegenden Arbeit wurden die INcRNAs Evfl und Evf2 gemeinsam unter-
sucht. Evfl und Evf2 haben die gleiche genetische Sequenz, sind aber unter-
schiedlich gesplei3t [175].

Vorliegend kann kein Unterschied der relativen Expression der INCRNAs DISC-2,
Gomafu und Evfl und Evf2 zwischen der Gruppe der schizophrenen Probanden
und der Kontrollgruppe in den untersuchten Hirnregionen und Zelltypen beobach-
tet werden (vgl. Tabelle 5.15 bis 5.5.18).

Auch die Verteilung der Expressionsdatenpunkte in den Einzelwertdiagrammen

zeigt keinen erkennbaren Verteilungsunterschied zwischen den schizophrenen
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Probanden und der Kontrollgruppe (Einzelwertdiagramm: DISC-2: Abbildung
3.13, Gomafu: Abbildung 5.9, Evfl und Evf2: Abbildung 5.10).
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Abbildung 3.13: Einzelwertdiagramm der relativen Expression von DISC-2

Darstellung der relativen Expression von DISC-2 (Y-Achse) in den un-
tersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind die
individuellen Expressionsdatenpunkte der einzelnen Probanden (blaue
Vierecke: Kontrollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die
Mittelwerte (horizontale Linien) und die Standardabweichungen (verti-

kale Linien).
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3.3.2.3 Weitere untersuchte ncRNAs

Bei weiteren 72 ncRNAs zeigt die Expressionsanalyse keinen statistisch signifi-
kanten Expressionsunterschied zwischen der Gruppe der schizophrenen Proban-
den und der Kontrollgruppe (vgl. Tabelle 5.15 bis 5.18).

Bei den ncRNAs 7SK, 21A, Air, AK023948, antiPegll, Alpha 280, Alpha 250,
ANRIL, anti-NOS2A, BC200, CAR Intergenic 10, Dio3os (family), DLG2AS
(family), Ego A, Ego B, Emx20s, GAS5-family, H19, H19 antisense, H19 up-
stream conserved 1 &2, HOTAIR, HOTAIRM1, HOTTIP, Hoxallas, HULC,
IGF2AS (family), KRASP1, L1PA16, lincRNA-p21, lincRNA-RoR, lincRNA-
SFMBT2, lincRNA-VLDLR, Lust, MEG3 (family), MER11C, NDM29, NEAT1
(family), Nespas, NRON, NTT, PCGEM1, PR antisense transcripts, PRINS, PSF
inhibiting RNA, PTENP1, SAF, SCAS, snaR, SNHG1, SNHG4, SNHG5, Sox2ot,
SRA, Tmevpgl, TncRNA, Tsix, TUG1 (family), UCAL, UM9-5, Xist, Y RNA-1,
Zeb2NAT und Zfasl liegt in keiner untersuchten Hirnregion und in keinem unter-
suchten Zelltyp der berechnete p-Wert unter 0,1.

Bei 13 der 72 IncRNAs kann zumindest eine tendenziell verédnderte Expression
gezeigt werden: Die berechneten p-Werte liegen zwischen 0,05 und 0,1. In den
neuronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10 trifft dies auf die ncRNAs Air,
BC200, KRASP1, ncR-uPAR und SNHG6 zu und in den neuronalen Zellkernen
der Brodmann-Areale 17/18 auf die ncRNAs HOXA3as, HOXA6as und WT1-
AS. In den glialen Zellkernen des Brodmann-Areals 10 kdnnen bei den ncRNAs
7SL, E2F4 antisense, MEG9 und TEA ncRNAs (family) niedrige p-Werte beo-
bachtet werden und in den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 bei den
ncRNAs 7SK, H19 und SNHG3.

Besonders hervorzuheben sind in diesem Zusammenhang die IncRNAs SNHG6
und TEA ncRNAs (family), weil bei beiden IncRNAs in einer anderen Hirnregion
bzw. einem anderen Zelltyp die Expression statistisch signifikant verandert ist
(vgl. SNHG6: Kapitel 3.3.2.1.4 und TEA ncRNAs (family) Kapitel 3.3.2.1.2).
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4.1 Allgemeine Erwagungen zu Fall-Kontroll-Studien bei

Schizophrenie

Schizophrenie ist eine seltene Erkrankung [3, 4, 6, 7]. Deswegen steht postmorta-
les Gewebe zu Studienzwecken von vornherein nur stark limitiert zur Verfugung
[5, 8]. So konnte auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur eine kleine Pro-
bandengruppe untersucht werden. Bei der Interpretation der Daten muss bertck-
sichtigt werden, dass bei kleinen Probandengruppen einzelne Probanden, deren
Werte stark abweichen, besonders ins Gewicht fallen. So kdnnen tatsachlich bei
Schizophrenie bestehende Verdnderungen tbersehen werden [176] oder Verande-
rungen detektiert werden, die nicht real sind [155, 176].

Die Erkrankung Schizophrenie zeichnet sich durch ein unscharfes und breitgefa-
chertes Spektrum an Symptomen aus. Einige Wissenschaftler vermuten, dass die
interindividuell unterschiedlichen Symptome auf verschiedene pathologische Pro-
zesse zuriuckzufiihren sein konnten [5, 43]. Um diese Problematik einzugrenzen,
wurden in die vorliegende Arbeit nur Probanden mit einer Schizophrenie residua-
len Typs (DSM-1V: 295.60) eingeschlossen. Ob dieses diagnostische Kriterium
ausreichend ist, um eine hinsichtlich der Erkrankung homogene Probandengruppe
zu erhalten, ist noch nicht nachgewiesen. Dazu kommt, dass die schizophrenen
Probanden zu Lebzeiten unterschiedlich therapiert wurden. So kdnnten sich auch
Unterschiede in der medikamentdsen Therapie auf die Studienergebnisse auswir-
ken [5].

In diesem Sinne soll die vorliegende Arbeit als initiales Screening auf interessante
Tendenzen im Zusammenhang mit epigenetischen Verdnderungen bei Schizo-
phrenie aufmerksam machen und Ausgangspunkte fur weitere Untersuchungen

aufzeigen.
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4.2 Anzahl neuronaler und glialer Zellkerne bei Schizo-

phrenie

Die vorliegende Arbeit analysiert die Anzahl neuronaler und glialer Zellkerne in
den Brodmann-Arealen 10 und 17/18 mittels Durchflusszytometrie. Die Untersu-
chungsergebnisse zeigen keine Abweichung in der Anzahl der neuronalen Zell-
kerne, aber einen statistisch nicht signifikanten Verlust der glialen Zellkerne bei
Schizophrenie.

Insgesamt gibt es zu dieser Thematik wenig Vergleichsliteratur. Die im Folgenden
zitierten Studien, sind — wie die vorliegende Arbeit — als Fall-Kontroll-Studien
aufgebaut und basieren auf der Untersuchung von postmortalem Gewebe. Abwei-
chend von der vorliegenden Arbeit, befassen sich die Studien nicht mit der Anzahl
der neuronalen bzw. glialen Zellkerne sondern mit der Anzahl der Zellen (Neuro-
nen bzw. Gliazellen). AuRerdem untersuchen die zitierten Studien die Anzahl der
Hirnzellen im préafrontalen bzw. occipitalen Kortex oder in einzelnen Brodmann-
Arealen, die diesen Regionen zugeordnet werden. So sind die zitierten Studien mit
der vorliegenden Arbeit zwar hinsichtlich der Hirnregion (prafrontaler bzw. occi-
pitaler Kortex) kongruent, unterscheiden sich aber teilweise hinsichtlich der unter-

suchten Brodmann-Areale.

Die Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick tiber die verschiedenen Studien.
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Tabelle 4.1: Studieniiberblick- Anzahl der Neuronen und Gliazellen im prafrontalen oder occipitalen Kortex bei Schizophrenie

Autor Falle' Hirnregion Zellpopulation Methode Ergebnis bei Schizophrenie

Akbarian et al. 10:10  Dorsolateraler Neurone Stereologische Analyse Kein Verlust von Neuronen

1995 prafrontaler Kortex*

Thune et al. 8:10 Préafrontalen Kortex* Neurone Stereologische Analyse Geringer Verlust von Neuronen

2000

Stark et al. 12:14  Préfrontaler Kortex: Neurone & Stereologische Analyse Kein Verlust von Neuronen

2004 BA 24 und 32 Gliazellen BA 24: Verlust von Gliazellen
BA 32: Kein Verlust von Gliazellen

Uranova et al. 16:16 BA10 Oligodendrozyten  Stereologische Analyse Abnahme der Oligodendrozyten

2007

Vostikov et al. 12:12  BA9und 10 Oligodendrozyten  Stereologische Analyse Verlust von Oligodendrozyten-

2004-2008 Subgruppen

Dorph-Petersen et 10:10 BA17 Neurone Stereologische Analyse Verlust von Neuronen

al. 2007

Eigene Daten 77 Brodmann-Areale 10 Neurone & Durchflusszytometrie Kein Verlust von Neuronen

2017 und 17/18 Gliazellen Geringer Verlust von Gliazellen

*umfasst mehrere Brodmann-Areale; *: Schizophrene Probanden : Kontrollfalle; BA = Brodmann-Areal
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4.2.1 Anzahl der Neurone im prafrontalen Kortex bei Schizophrenie

Akbarian et al. [177], Thune et al. [37] und Stark et al. [178] untersuchten die An-
zahl der Neurone im prafrontalen Kortex bei Schizophrenie.

Wéhrend Thune et al. Gewebe aus dem gesamten préfrontalen Kortex verwende-
ten [37], beschrankten sich Akbarian et al. auf den dorsolateralen, préafrontalen
Kortex (Brodmann-Areale 8, 9 und 46) [45, 177] und Stark et al. auf die Brod-
mann-Areale 24 und 32 [178], die ein Teilgebiet des prafrontalen Kortex sind
(vgl. Abbildung 1.2).

Alle drei Studien verwendeten stereologische Methoden, wobei Thune et al. und
Stark et al. die optische Disektor Methode anwandten [37, 178].

Obwohl Thune et al. eine statistisch nicht signifikante Abnahme der Neurone um
etwa 11 % bei Schizophrenie zeigten [37], kamen alle drei Arbeitsgruppen zu dem
Endergebnis, dass die Gesamtanzahl der Neurone im préfrontalen Kortex bei
Schizophrenie nicht statistisch signifikant verandert ist [37, 177, 178].

4.2.2 Anzahl der Neurone im occipitalen Kortex bei Schizophrenie

Dorph-Petersen et al. untersuchten die Anzahl der Neurone im Brodmann-Areal
17 des occipitalen Kortex und verwendeten die stereologische Methode ,,Optical

Fractionator*.

Die Studie von Dorph-Petersen et al. beobachtete eine statistisch signifikante Ab-
nahme der Neurone um 25% bei Schizophrenie, die mit einer Volumenminderung

des Brodmann-Areals 17 einherging [35].

4.2.3 Anzahl der Gliazellen im préfrontalen Kortex bei Schizophrenie

Stark et al. [178] und Uranova und Vostrikov et al. [179-182] analysierten die

Anzahl der Gliazellen im prafrontalen Kortex bei Schizophrenie.

Stark et al. untersuchten die Brodmann-Areale 24 und 32 [178], Uranova et al. das
Brodmann-Areal 10 [179] und Vostrikov et al. die Brodmann-Areale 9 und 10

[181, 182]. Stark et al. analysierten, wie auch die vorliegende Arbeit, die hetero-
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gene Gruppe der Gliazellen [178], Uranova et al. die Oligodendrozyten [179] und
Vostrikov et al. die perikapillaren [181] und perineuronalen Oligodendrozyten
[182].

Alle drei Gruppen arbeiteten mit stereologischen Untersuchungen; Stark et al. mit
der Disektor-Methode [178] und Uranova et al. und Vostrikov et al. mit elektro-
nenmikroskopischen Untersuchungen [179, 181, 182].

Stark et al. wiesen mit ihrer Studie im Brodmann-Areal 24 einen statistisch signi-
fikanten Verlust von 33 % der Gliazellen bei Schizophrenie nach; im Brodmann-
Areal 32 beschrieben sie hingegen keine Abnahme der Gliazellen bei Schizophre-
nie [178].

Uranova et al. stellten im Gewebe der schizophrenen Probanden degenerative An-
zeichen der Oligodendrozyten wie Apoptose und Nekrose fest. Zusammenfassend
vermuteten sie deswegen eine Abnahme der Oligodendrozyten [179].

Vostrikov et al. beschrieben eine Abnahme der perikapillaren und perineuronalen
Oligodendrozyten bei Schizophrenie [181, 182].

4.2.4 Anzahl der Gliazellen im occipitalen Kortex bei Schizophrenie

Vergleichsliteratur ist nicht vorhanden.

4.2.5 Unterschiede in der Methodik

Alle Studien, die im Literaturvergleich zitiert werden, verwendeten Methoden aus
dem Spektrum der stereologischen Methoden. Diese gelten als Goldstandard fiir

Zellzahlzéhlungen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Aufteilung der Zellkerne in die Population
der neuronalen und glialen Zellkerne die Methode der Durchflusszytometrie an-
gewandt. Die Methode wurde vor allem verwendet, weil mit den extrahierten
Zellkernen weitere epigenetische Untersuchungen durchgefihrt werden sollten.
Dabei ermdglicht die Durchflusszytometrie die Analyse vieler Zellkerne in kurzer
Zeit. So stand eine groRRe Datenmenge zur hier vorgestellten quantitativen Analyse

zur Verfligung.
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Aus der Verwendung unterschiedlicher Methoden ergibt sich die Frage, ob die
Methoden ebenbiirtig und vergleichbar sind. Mit dieser Fragestellung setzten sich
Collin et al., Miller et al. und Young et al. [183-185] auseinander. Unabhangig
voneinander analysierten die Gruppen jeweils Gewebeproben der gleichen Pro-
banden mit unterschiedlichen Methoden — darunter stereologische Methoden und
die Methode der Durchflusszytometrie. Alle drei Gruppen zeigten, dass die Men-
ge der gemessenen Hirnzellen unabhéngig von den angewandten Messmethoden
ist, und konstatierten eine Vergleichbarkeit der verschiedenen getesteten Metho-
den [183-185].

4.2.6 Interpretation und Empfehlungen fiir weitere Studien

4.2.6.1 Analyse: Anzahl der Neurone bei Schizophrenie

Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit und die Ergebnisse der zitierten Studien
von Akbarian et al. [177], Thune et al. [37] und Stark et al. [178] erhérten die
These, dass die Anzahl der Neurone bei Schizophrenie nicht verandert ist. Im Wi-

derspruch dazu stehen die Ergebnisse von Dorph-Petersen et al. [35].

Auch publizierte Metaanalysen, wie die Arbeiten von Heckers [26] und Harrison
[5], kommen zu einem &hnliche ambivalenten Ergebnis wie der hier vorgestellte
Literaturvergleich: Obwohl die Mehrzahl der Studien keine Abnahme der Neuro-
ne zeigt, belegen einzelne Studien — darunter auch manche Replikationsstudien —

eine Abnahme der Neurone bei Schizophrenie [5, 26].

Dorph-Petersen et al. diskutieren die Hypothese, dass eine Abnahme der Neurone
bei Schizophrenie nur in einzelnen Hirnarealen auftreten kdnnte. Mdglicherweise
werde die Abnahme der Neurone in einem Brodmann-Areal durch eine Zunahme
der Neurone in einem anderen Areal kompensiert [35]. Folgt man der Hypothese
von Dorph-Petersen et al. kdnnten bei Studien, die grofRe Hirnregionen untersu-

chen, Veranderungen in einzelnen Brodmann-Arealen tibersehen werden.

Maoglicherweise ist die Anzahl der Neurone aber auch kein grundlegender Aspekt
in der Pathogenese der Erkrankung Schizophrenie [26]. Vielmehr kdnnten poten-

tielle GroRenveranderungen oder Dysfunktionen der Neurone eine Rolle spielen

[5].
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An dieser Stelle empfiehlt sich eine weitere Untersuchung mit mdglichst vielen
Probanden, von denen Gewebe aus verschiedenen Hirnregionen zur Verfiigung
steht. So konnten die Anzahl und die Grol3e der Neurone in verschiedenen Brod-
mann-Arealen mit der gleichen Methodik und dem gleichen Studienkollektiv be-
stimmt werden. Eine solche Studie konnte die Interpretation der bereits publizier-
ten, teilweise widerspriichlichen Ergebnisse aus verschiedenen Studien

erleichtern.

4.2.6.1 Analyse: Anzahl der Gliazellen bei Schizophrenie

Die vorliegende Arbeit belegt einen statistisch nicht signifikanten Verlust an glia-
len Zellkernen in den Brodmann-Arealen 10 und 17/18 bei Schizophrenie. Der
Verlust der Gliazellen in der vorliegenden Arbeit kénnte zum Grofteil auf einen
Verlust von Oligodendrozyten zuriickzufiihren sein, da die Oligodendrozyten mit
75 % die dominierende Subpopulation der Gliazellen im grauen Kortexgewebe
darstellen [30, 32]. Es wére sogar moglich, dass der Verlust der Oligodendrozyten
groRer ist als die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vermuten lassen, denn eine
potentielle Zunahme der Astrogliazellen oder Mikrogliazellen kénnte sich kom-

pensatorisch niederschlagen [64].

Auch die Arbeiten von Uranova und Vostrikov et al. [179-182] und aktuelle Stu-
dien aus anderen Hirnregionen (beispielsweise von Falkai et al. [2]) vertreten die
These, dass Schizophrenie mit einer Abnahme der Oligodendrozyten korreliert. In
der Literatur wird folglich den Oligodendrozyten eine essentielle Rolle in der Pa-
thogenese der Schizophrenie eingerdumt [27, 43]. Darlber hinaus wurde auch
eine Abnahme der Myelierung der Nervenfasern bei Schizophrenie beobachtet.

Diese konnte eine Folge des Verlusts von Oligodendrozyten darstellen [27].

Insgesamt bekraftigen das Ergebnis der vorliegenden Arbeit sowie die Ergebnisse
der zitierten Studien von Stark et al. [178] und Uranova und Vostrikov et al. [179-
182] die These, dass die Gliazellen, insbesondere die Oligodendrozyten, ein inte-
ressantes und wichtiges Forschungsfeld fir die Erkrankung Schizophrenie darstel-
len. Die Arbeit konnte als Anknlpfungspunkt fur weitere Untersuchungen dienen,
die sich naher mit der Anzahl der Subpopulationen der Gliazellen bei Schizophre-

nie in den Brodmann-Arealen 10 und 17/18 befassen.
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4.3 Veranderte ncRNA-Expression bei Schizophrenie

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Expression von 90 ncRNAs mittels RT-
PCR und weist eine verénderte Expression von 14 ncRNAs bei Schizophrenie
nach.

Wie im Kapitel 1.1.2.4 angesprochen, gibt es zahlreiche Hypothesen tiber die Ati-
ologie der Erkrankung Schizophrenie. VVor allem werden Stérungen der (Hirn-)
Entwicklung [20, 44], der Myelierung von Nervenfasern [39, 42] und der regene-
rativen Prozesse [2, 44] als sehr relevant flr die Pathogenese eingeschétzt. Im
Folgenden wird diskutiert wie die ncRNAs, deren Expression vorliegend bei
Schizophrenie veréndert ist, mit diesen Theorien in Zusammenhang stehen konn-

te.

4.3.1. Veranderte RNA-Expression in den neuronalen Zellkernen des Brod-

mann-Areals 10

4.3.1.1 Jpx und Schizophrenie

Die IncRNA Jpx ist am X-Chromosom lokalisiert [158] und vor allem in der

Embryonalentwicklung hoch exprimiert [158].

Jpx wird neben der INcCRNA Xist eine Funktion bei der Inaktivierung eines X-
Chromosoms im weiblichen Organismus zugesprochen [164, 186]. Auf molekula-
rer Ebene soll Jpx die Regulation der Transkription von Xist beeinflussen. Beide

IncRNAs sind auf dem X-Chromosom, das inaktiviert werden soll, aktiviert [173].

Die vorliegende Arbeit zeigt bei Schizophrenie eine erhéhte Expression von Jpx
in den neuronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10. Mdglicherweise steht
dieses Ergebnis mit den haufig publizierten strukturellen Verédnderungen am X-
Chromosom bei Schizophrenie in Zusammenhang [16]. AulRerdem konnte die
veranderte Expression von Jpx darauf hindeuten, dass die Erkrankung Schizo-

phrenie mit Stérungen in der Embryonalentwicklung zusammenhangt [20, 44].
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4.3.1.2 ST70T und Schizophrenie

ST70T soll eine regulatorische Funktion fur das ST7-Gen haben. ST7 wird eine
Bedeutung in der Pathogenese von Tumorerkrankungen und Autismus zugespro-
chen [118, 159]. Wie diese Regulation des ST7-Gens durch ST7OT aussieht und
wie sie auf molekularer Ebene verwirklicht wird, ist noch nicht geklart [187].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen eine verstarke Expression von
ST70T in den neuronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10 bei Schizophrenie
nach. Aus &tiologischer Sicht konnte die Assoziation von Autismus und Schizo-
phrenie mit demselben Genlokus interessant sein, denn fir beide Erkrankungen
gelten Stérungen in der Individualentwicklung als potentielle Ausléser [188].

4.3.1.3 p53 mRNA und Schizophrenie

P53 mRNA ist die mMRNA, die zum Protein p53 translatiert wird. Das Protein p53
scheint Zellen mit DNA-Schaden zu erkennen, Reparaturmechanismen einzuleiten
und, falls nétig, die Apoptose zu induzieren. Studien zufolge ist das Protein p53
bei vielen Tumoren stark angereichert [62]. In neuen Studien wurde der p53
MRNA eine regulatorische Funktion fur die Expression von p53 zugesprochen, da
Veranderungen der p53 mRNA zu einer verminderten Aktivitadt von p53 fiihren
[160].

Parallel zur erhbhten p53-Expression bei Tumorerkrankungen zeigt die vorliegen-
de Arbeit eine verstarke Expression der p53 mRNA bei Schizophrenie in den neu-
ronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10. Dies konnte als Indiz fiir eine Sto-

rung von regenerativen Prozessen der Neurone gedeutet werden (vgl. [2]).

4.3.2 Verdnderte ncRNA-Expression in den neuronalen Zellkernen der
Brodmann-Areale 17/18

4.3.2.1 LOC285194 und Schizophrenie

Die IncRNA LOC285194 scheint vom Protein p53 reguliert zu werden und soll

das Wachstum von entarteten Tumorzellen unterdriicken (vgl. Kapitel 4.3.1.3).
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Eine verringerte Expression der InNcRNA LOC285194 wurde bei Colonkarzino-
men beobachtet [161], gilt aber auch bei anderen Tumoren als Marker fir eine

ungunstige Prognose [189].

Parallel dazu ist in dieser Arbeit eine verminderte Expression von LOC285194 in
den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 mit der Erkrankung Schi-
zophrenie assoziiert. Auch dieses Ergebnis kénnte die Hypothese stutzen, dass

Schizophrenie mit einer Stérung von regenerativen Prozessen der Neurone einher
geht (vgl. [2]).

4.3.2.2 RNCR3 und Schizophrenie

Die IncRNA RNCR3 scheint eine wichtige Rolle fir das ZNS und fir die Ent-
wicklung von Neuronen und Oligodendrozyten zu spielen. Des Weiteren soll die
INcRNA RNCR3 einen protektiven Effekt auf das vaskulare System ausiiben [162,
190].

Eine niedrige RNCR3-Expression scheint Arteriosklerose zu beschleunigen, be-
stehende Hypercholesterindmien zu verschlimmern und Defekte im ZNS zu ver-
ursachen [162].

Auch in der vorliegenden Arbeit korreliert eine verringerte RNCR3-Expression in
den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 mit der Erkrankung Schi-
zophrenie. Da RNCR3 in die Differenzierung der Neurone involviert zu sein
scheint, kdnnte eine veranderte Expression von RNCR3 bei Schizophrenie ein

Anzeichen flr eine Stérung der Differenzierungskreislaufe der Neurone sein [38].

4.3.2.3 TEA ncRNAs (family) und Schizophrenie

Studien zufolge bewirken die TEA ncRNAs (family) durch die Beeinflussung der
Transkription die Vielféltigkeit der T-Zell-Rezeptoren [173]. Diese sind ein wich-

tiger Bestandteil der Immunabwehr.

Es wird diskutiert, ob die TEA ncRNAs (family) in die Pathogenese der Erkran-
kung Multiple Sklerose involviert sind [163, 191, 192]. Multiple Sklerose ist eine
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Autoimmunerkrankung, die die Myelinscheiden im ZNS zerstort und die Nerven-
fasern angreift [193].

Die Untersuchungsergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einen Zusammen-
hang zwischen der Expression von TEA ncRNAs (family) und Schizophrenie. In
den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 sind die TEA ncRNAs bei
Schizophrenie vermindert exprimiert; in den glialen Zellkernen des Brodmann-
Areals 10 sind die TEA ncRNAs (family) tendenziell (nicht statistisch signifikant)

verstérkt exprimiert.

Uber einen Zusammenhang zwischen Multipler Sklerose und Schizophrenie wird
schon seit 1988 spekuliert [194]. Eine Studie von Andreassen et al. zeigte, dass
bestimmte Allele mit beiden Erkrankungen assoziiert sind [195]. Weitere For-
schung tiber die molekulare Wirkweise der TEA ncRNAs (family) kénnte sowohl
fur Multiple Sklerose als auch fur Schizophrenie aus &tiologischer und therapeuti-

scher Sicht interessant sein.

4.3.2.4 Malatl und Schizophrenie

Die IncRNA Malatl ist in Neuronen hoch und in Gliazellen niedrig exprimiert
[196]. In Neuronen wird Malatl eine Rolle in der Entwicklung neuer Synapsen
und flr deren Funktion zugesprochen [197]. Malatl scheint auch eine regulatori-
sche Rolle im Prozess des Spleilens und der Genregulation zu spielen [119, 173,
198].

Fehlregulationen der Expression von Malatl werden mit zahlreichen Tumorer-
krankungen und neurologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht [119, 166,
172, 198].

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen in den neuronalen Zellkernen der Brod-
mann-Areale 17/18 eine erhohte Expression von Malat 1 bei Schizophrenie. Diese
kdnnte als Dysregulation in der Entwicklung der Neurone bei Schizophrenie in-

terpretiert werden [38].
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4.3.3 Veradnderte Expression der ncRNAs HarlA und HarlB in den glialen

Zellkernen des Brodmann-Areals 10

Die IncRNAs HarlA und HarlB sind vor allem in der frithen Entwicklungsphase
des Neocortex hoch exprimiert. Har1lA wird dabei zeitgleich mit dem Protein Ree-
lin in den Cajal-Retzius-Neuronen exprimiert [166, 167]. Der Expressionszeit-
punkt liegt in einer wichtigen Phase fir die Entwicklung und Migration der Neu-
rone, wofir das Protein Reelin eine entscheidende Rolle zu spielen scheint [199].
Im adulten Gehirn soll Reelin wichtig fir die Funktion der Synapsen sein [200].

Uber die Funktion der InNcRNAs Har1A und HarlB ist bislang sehr wenig bekannt
[167]. Teilweise wird die These vertreten, dass die INCRNA HarlA die Expression
des Reelin-Proteins beeinflussen kénnte [201].

Da ein Zusammenhang zwischen dem Protein Reelin mit der Erkrankung Schizo-
phrenie publiziert ist [8, 166, 200], stellt sich die Frage, ob die InCcRNAs HarlA
und HarlB in die Pathogenese der Schizophrenie involviert sein kénnten [119].
Eine Studie von Tolosa et al. wies keinen Zusammenhang zwischen der InCRNA
HarlA und der Erkrankung Schizophrenie nach [201]. Bei Chorea-Huntington,
einer autosomal-dominant vererbten, neurodegenerativen Erkrankung, wurde eine
Abnahme der IncRNAs in der Har1-Region publiziert [202].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bekraftigen eine Assoziation zwischen
einer verminderten Expression der IncRNAs HarlA und HarlB in den glialen
Zellkernen und der Erkrankung Schizophrenie, wenngleich nur die verminderte
Expression der IncRNA Har1B in den glialen Zellkernen des Brodmann-Areals 10

statistisch signifikant ist.

4.3.4 Veranderte ncRNA-Expression in den glialen Zellkernen der Brod-

mann-Areale 17/18

4.3.4.1 IPW und Schizophrenie

Die IncRNA IPW wird vom paternalen Allel transkribiert. IPW scheint eine wich-

tige Rolle beim epigenetischen Imprinting einzunehmen [203] und an der Regula-
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tion von maternal exprimierten Genen am Chromosom 14 mitzuwirken [204,
205].

Die IncRNA IPW ist vor allem mit dem Prader-Willi-Syndrom assoziiert. Das
Prader-Willi-Syndrom st eine seltene genetische Erkrankung mit korperlichen
und geistigen Einschrankungen. Bei Patienten, die am Prader-Willi-Syndrom lei-
den, ist Studien zufolge IPW nicht exprimiert [159, 169].

Die Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit zeigt eine verringerte Expression
von IPW in den glialen Zellkernen den Brodmann-Areale 17/18 bei Schizophre-
nie. Die veranderte Expression von IPW bei Schizophrenie kdnnte ein Anzeichen
fur Stérungen in der Embryonalentwicklung, insbesondere beim Imprinting, sein
[20, 44].

4.3.4.2 Kenglotl und Schizophrenie

Kcnglotl ist eine IncCRNA, die ebenfalls vom paternalen Allel exprimiert wird
und dem Imprinting unterliegt. Die IncRNA Kcnglotl scheint eine transkriptio-
nelle Stilllegung des Kcngl-Genlokus zu bewirken [170]. Diese Stilllegung soll
Uber verschiedene Wege ablaufen, unter anderem (ber die Rekrutierung eines
Protein-Komplexes (Polycomb-Komplex) [159] und/oder (ber eine Verénderung
der Chromatinstruktur [170].

Veranderungen an der DNA-Sequenz der IncRNA Kcnglotl wurden mit Tumor-
erkrankungen und mit dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom, einer genetischen
Erkrankung mit Fehlbildungen und einer erhéhten Tumorpradisposition, in Zu-

sammenhang gebracht [206].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine verringerte Kcnglotl-Expression in den
glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 bei Schizophrenie. Die verénderte
Expression von Kcnglotl konnte, wie schon die veranderte Expression von IPW,

ein Anzeichen fur eine Stérung beim Imprinting sein (vgl. [20, 44]).

107



4 Diskussion

4.3.4.3 mascRNA und Schizophrenie

Die mascRNA wird von der IncRNA Malatl abgespalten und nach der Abtren-
nung in das Zytoplasma transportiert. Die Menge der mascRNA konnte im Zyto-
plasma ein Signal dafur sein, wie viel Malatl exprimiert wird. Inwieweit

mascRNA eine eigenstéandige Funktion hat, ist weitgehend unbekannt [171, 172].

In der vorliegenden Arbeit stellt sich eine verminderte Expression der mascRNA
in den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 bei den schizophrenen Pro-
banden heraus. Die Expression von Malatl bei Schizophrenie ist in der gleichen
Hirnregion und Zellpopulation jedoch nicht verdndert. Um diesen Zusammenhang
interpretieren zu konnen, sind weitere Studien, die sich mit der Funktion und

Wirkweise von Malatl und mascRNA beschéftigen, notwendig.

4.3.4.4 SNHG6 und Schizophrenie

SNHG6 scheint an der Regulierung der Translation verschiedener Gene beteiligt
zu sein [173], wenngleich insgesamt wenig Uber die Funktion der IncCRNA be-

kannt ist.

Leberkarzinome scheinen mit einer erhohten Expression von SNHG6 einher zu
gehen [207].

Nach den in dieser Arbeit generierten Daten stellt sich die Expression von
SNHGE6 in den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 bei Schizophrenie
vermindert, aber in den neuronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10 tendenzi-
ell (nicht statistisch signifikant) verstarkt heraus. Da selbst Uber die allgemeine
Funktion und Wirkweise von SNHG6 sehr wenig bekannt ist, ist weitere For-
schung zu dieser Thematik notwendig. Zum jetzigen Zeitpunkt kdénnen deswegen
keine Hypothesen zur Rolle von SNHG6 in der Pathogenese von Schizophrenie

aufgestellt werden.

4.3.4.5 BACE1AS (family) und Schizophrenie

Die IncRNA BACE1AS (family) scheint die Expression des Gens BACE1 zu re-

gulieren. Das Protein BACEL soll mehrere wichtige Funktionen erfillen: Zum
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einen scheint BACE1 an der Spaltung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins in zwei
Peptidasen mitzuwirken, die unter dem Namen Beta-Amyloid zusammengefasst
werden [208]. Zum anderen scheint BACEL in die Regulation der Myelierung von

Nervenfasern im zentralen und peripheren Nervensystem involviert zu sein [208].

BACE1AS (family) und BACE1 sind Studien zufolge bei der Alzheimer-
Erkrankung erhoht exprimiert. BACEL1AS (family) scheint (ber eine post-
transkriptionelle Regulation bei der Alzheimer-Erkrankung zu einer erhéhten Sta-
bilitat der mRNA von BACEL zu flhren. Moglicherweise tragt dies zu der Anrei-
cherung des Beta-Amyloids im Gehirn bei, die fur die Alzheimer-Erkrankung
charakteristisch ist [112, 113, 119, 159, 173, 209].

Vorliegend ist die Expression von BACE1AS (family), parallel zur erhghten Ex-
pression bei Morbus Alzheimer, in den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale
17/18 bei den schizophrenen Probanden verstarkt. Weil BACE1 wichtig fur die
Regulation der Myelierung der Nervenfasern zu sein scheint [208], kdnnte dieses
Ergebnis ein Hinweis auf eine verminderte Myelierung bei Schizophrenie sein
[27, 41, 42].

Die genetische Sequenz von BACEL1AS (family) ist auf 11g23.3 lokalisiert. Die-
ser Aspekt ist interessant, weil in einer Metaanalyse von Lewis et al. unter ande-
rem die Gene der chromosomalen Region von 1122 bis 11g24 als Suszeptibili-

tatsgene flr Schizophrenie eingestuft wurden (zitiert nach Tandon et al. [16]).

4.3.4.6 DHFR upstream transcripts (family) und Schizophrenie

Die genetische Information der DHFR upstream transcripts (family) liegt im Pro-
motorbereich des Gens der Dihydrofolatreduktase (DHFR) [173]. DHFR scheint
in allen Geweben vorzukommen, das Vitamin Folséure zu aktivieren und essenzi-
ell fur die DNA-Synthese zu sein [210].

Die Expression der IncRNAs der DHFR upstream transcripts (family) scheint sich
hemmend auf die Transkription des Gens DHFR auszuwirken [159, 173]. Eine
niedrige DHFR-Expression wiederum korreliert mit einem erhéhten Risiko fur

Tumorerkrankungen [210].
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Analog dazu stellt die vorliegende Arbeit eine verstérkte Expression der IncCRNAs
DHFR upstream transcripts (family) in den glialen Zellkernen der Brodmann-
Areale 17/18 bei Schizophrenie fest. Diese geht wahrscheinlich mit einer vermin-
derten Expression von DHFR einher. Diese Beobachtung konnte ein Hinweis auf
eine Storung der regenerativen Prozesse der glialen Zellkerne bei Schizophrenie
sein [2].

4.3.5 Unveranderte Expression der ncRNAs DISC-2, Gomafu und Evf2 bei
Schizophrenie

Die vorliegende Arbeit beschreibt bei weiteren 72 ncRNAs keine statistisch signi-
fikante, krankheitsspezifische Veranderung der Expression.

Die Expressionsergebnisse von drei dieser 72 ncRNAs werden im Folgenden dis-
kutiert, weil teilweise von einer Korrelation dieser ncRNAs mit Schizophrenie

ausgegangen wird [121].

4.3.5.1 DISC-2

Die IncRNA DISC-2 ist das Antisense-Transkript des Gens DISC-1. DISC-1 ist
vor allem im Gehirn stark exprimiert. Die Funktion des DISC-1-Proteins ist bis-
lang unklar, moglicherweise spielt DISC-1 eine Rolle bei der Reifung von Neuro-
nen und bei der Regulation des Dopamin-Signals. Es wird vermutet, dass DISC-2
die Expression des Gens DISC-1 beeinflusst [121, 191, 211].

Da Verédnderungen des DISC-1-Genlokus bei der Erkrankung Schizophrenie pu-
bliziert sind [121, 174, 212], wird auch ein Zusammenhang von DISC-2 mit der
Erkrankung vermutet. Allerdings ist kein direkter Zusammenhang zwischen

DISC-2 und der Erkrankung Schizophrenie belegt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist weder im Brodmann-Areal 10 noch in den
Brodmann-Arealen 17/18 eine veranderte Expression von DISC-2 beobachtet

worden.
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4.3.5.2 Ev2

Die IncRNA Evf2 soll auf molekularer Ebene (ber eine Regulierung der Tran-
skription [173] von Genen wirken, die fur die Entwicklung von Interneuronen
notwendig sind [159].

Evf2 scheint unter anderem die Transkription von Genen zu regulieren, die mit
der Pathogenese der Schizophrenie assoziiert werden. Deswegen wird Uber eine
Rolle von Evf2 bei der Erkrankung Schizophrenie spekuliert [121].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen keinen Anhaltspunkt fur eine ver-
anderte Expression von Evf2. Da die Expression der IncRNAs Evfl und Evf2
jedoch gemeinsam getestet wurde, kann mit dieser Arbeit keine Aussage uber die

einzelne Expression von Evf2 getroffen werden.

4.3.5.3 Gomafu

Die IncRNA Gomafu ist vor allem in den Neuronen exprimiert [120]. Barry et al.
zeigten, dass die IncRNA Gomafu Spleiling-Faktoren reguliert [121] und Verbin-
dungen zu Genen eingeht, die mit Schizophrenie assoziiert sind, beispielsweise
DISC-1. Neben dieser indirekten Verbindung zur Erkrankung Schizophrenie
publizierten Barry et al. auch eine direkte Verbindung, bei der die InCRNA
Gomafu im grauen Kortexgewebe des Gyrus temporalis superior, einem Teilbe-

reich des Temporallappens, bei Schizophrenie vermindert exprimiert war [120].

In der vorliegenden Arbeit kann weder im Brodmann-Areal 10 noch in den Brod-

mann-Arealen 17/18 eine veranderte Expression von Gomafu detektiert werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen insofern nicht im Widerspruch mit
den Ergebnissen von Barry et al., da unterschiedliche Hirnareale untersucht wur-
den [120]. Gomafu kénnte in einzelnen Hirnarealen bei Schizophrenie verandert

und gleichzeitig in anderen Hirnarealen unverandert exprimiert sein.
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4.3.6 Interpretation

4.3.6.1 Analyse der vorliegenden Arbeit

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse von 90 ncRNAs bestétigen einen Zusam-

menhang zwischen der Erkrankung Schizophrenie und der Expression von ncR-

NAs. Zusammenfassend lassen sich folgende Schlussfolgerungen aus der vorlie-

genden Arbeit ableiten:

1.

Die Arbeit belegt bei 14 ncRNAs einen statistisch signifikanten Expressi-
onsunterschied zwischen der Gruppe der schizophrenen Probanden und
der Kontrollgruppe. Bei 13 weiteren ncRNAs zeigen sich ebenfalls Ex-
pressionsunterschiede, die jedoch nicht statistisch signifikant sind.

Es scheint keinen generellen Trend zu einer erhdhten oder verminderten
Expression von ncRNAs bei Schizophrenie zu geben: Die relative Expres-
sion von acht ncRNAs ist in der Gruppe der schizophrenen Probanden ge-
genliber der Kontrollgruppe erhdht und die relative Expression von sechs
ncRNAs vermindert.

Von der verédnderten ncRNA Expression bei der Erkrankung Schizophre-
nie scheint sowohl der prafrontale als auch der occipitale Kortex betroffen
zu sein. Die Expression von vier ncRNAs unterscheidet sich im Brod-
mann-Areal 10 zwischen den schizophrenen Probanden und der Kontroll-
gruppe; im Brodmann-Areal 17/18 ist die Expression von zehn ncRNAs
unterschiedlich.

Die Expression der hier untersuchten ncRNAs scheint zelltypspezifisch zu
sein: Bei sieben ncRNAs liegt der gemessene Expressionsunterschied in
den neuronalen und bei sieben ncRNAs in den glialen Zellkernen.

Der statistisch signifikante Expressionsunterschied zwischen den schizo-
phrenen Probanden und der Kontrollgruppe wird bei allen 14 ncRNA je-
weils nur in einem Zelltyp und einer Hirnregion gemessen. Nur die IncR-
NAs SNHG6 und TEA ncRNAs (family) zeigen in einem weiteren Zelltyp
bzw. einer weiteren Hirnregion zumindest einen p-Wert unter 0,1.

Die genetischen Sequenzen der 14 ncRNAs kommen im gesamten Genom

und auf unterschiedlichen Chromosomen vor. Aufféllig ist allerdings die
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H&aufung am Chromosom 11, auf dem vier der 14 ncRNAs lokalisiert sind
(Malat1, mascRNA, Kcnglotl und BACE1AS).

4.3.6.2 Empfehlung fiir weitere Studien

Die vorliegend beobachtete, verdnderte Expression von 14 ncRNAs bei Schizo-
phrenie belegt, dass ncRNAs im Gehirn schizophrener Probanden ein interessan-
tes Feld fur weitere Forschungsarbeit darstellen.

Da die vorliegende Arbeit hinsichtlich ihrer Gberblicksartigen Untersuchung der
Expression von 90 ncRNAs bei Schizophrenie bislang einzigartig ist, ist eine Rep-
likation mit einem unabhangigen Studienkollektiv notwendig.

Daruber hinaus empfehlen sich Cross-Over-Studien, die die Expression der ncR-
NAs auch in anderen Geweben untersuchen. Hierfiir eignen sich besonders Blut-
zellen wie beispielsweise Lymphozyten [85], da eine Untersuchung des Blutes
auch zu Lebzeiten komplikationslos durchgefthrt werden kann. Womdglich kann
dadurch eine ncRNA als Biomarker fur die Erkrankung Schizophrenie identifi-

ziert werden.
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5.1 Abklirzungen

5mC

BA 10
BA 17/18
BK

C

cDNA
CNV
CpG
Cg-Wert
DHFR
DNA
DSM-4

DSM-5

EKT

FC
GRE

h2

K
lincRNA
INcRNA
MW
N:G
NcRNA
NeuN -
NeuN +
oC

PBS
PCR
PFC

Methylcytosin

Brodmann-Areal 10

Brodmann-Areale 17 und 18

Bisulfitkonvertierung

Cytosin-Base

komplementare DNA

Copy Number Variation
Cytosin-Guanin-Dinukleotid

Quantification cycle

Dihydrofolatreduktase

Desoxyribonukleinsdure

Diagnostischer und statistischer Leitfaden psychiatrischer Sto6-
rungen, 4. Auflage

Diagnostischer und statistischer Leitfaden psychiatrischer Sto-
rungen, 5. Auflage

Elektrokonvulsionstherapie

Fold Change

Glucocorticoid-Response-Element

Erblichkeit

Kontrollfall

long intergenic non-coding RNA

lange nicht-kodierende RNA

Mittelwert

Verhaltnis der neuronalen zu den glialen Zellkernen
nicht-kodierende RNA

gliale Zellkerne

neuronale Zellkerne

occipitaler Kortex

Phosphat-gepufferte Salzlésung
Polymerase-Kettenreaktion

préafrontaler Kortex
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PMI
RIN
RNA
RT-PCR
S

SD
SDM
SNORNA
SNP

T
U-Test
ZNS

postmortales Intervall

RNA Integrity Number
Ribonukleinsdure

real-time-PCR

schizophrener Proband
Standardabweichung

Second Derivative Maximum Methode
small nucleolar RNAs

Single Nucleotide Polymorphism
Thymin-Base

Mann-Whitney U-Test

Zentrales Nervensystem
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5.2 Materialien

In den folgenden Tabellen sind die verwendeten Materialien, sowie die Herstellerfirmen und die Bestellnummern zusammengefasst.

Tabelle 5.1: Materialien

Kapitel Material Firma Bestellnummer
2.2 Sucrose Merck, Miinchen, Deutschland S7903

2.2 CaCl, Merck, Miinchen, Deutschland C5080

2.2 Mg(Ac). Merck, Munchen, Deutschland M2545

2.2 Tris-HCI Merck, Miinchen, Deutschland PHGO0002
2.2 PMSF Merck, Miinchen, Deutschland P7626

2.2 DTT Merck, Miinchen, Deutschland D0632

2.2 Igepal Merck, Munchen, Deutschland 13021

2.2 EDTA Merck, Miinchen, Deutschland E5134

2.2 Protease Inhibitor Cocktail Tabs Roche, Basel, Schweiz 04693124001
2.2 KCI Merck, Minchen, Deutschland P9333

2.2 NaCl Merck, Minchen, Deutschland S7653

2.2 KH,PO4 Merck, Minchen, Deutschland P5655

2.2 NaHPO, Merck, Minchen, Deutschland S7907

2.2 Dounce-Homogenisator Kimble, Meiningen, Deutschland 885300-0002
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2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2

2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3

Ultrazentrifugenrdhrchen
Mouse anti-NeuN, clone A60
Alexa Fluor® 546 goat anti-mouse 1gG (H+L)
DAPI

Qlamp DNA Micro Kit
ATL-Puffer

Proteinkinase K

AL-Puffer

miRNeasy Micro Kit

QIAzol Lysis Reangens
Agilent RNA 6000 Pico Kit

EpiTect® Fast DNA Bisulfite Kit

Muliplex PCR Kit

5x Flash Gel ®Loading Dye

40 x Running Buffer Stock Solution

Flash Gel ® DNA Marker

DNA Clean & Concentratorkit
BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequenzingkit
Dye Ex 2.0 Spin Kit

Micro Amp Optical 96-Well Reaction Plate

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Millipore, Eschborn, Deutschland

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Serva, Heidelberg, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Zymo Research, Irvine, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Applied Biosystems, Waltham, USA

3699
MAB 377
A11003
6335.1
56304
19076
19133
19075
217084
79306
5067-1513

59824
206143
50462
3031.01
57033
D4014
4337455
63206
8010560
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2.3
2.3

24
24
24

96-Well Plate Septa
HiDi Formamid

LncProfiler gPCR Array Kit
SensiFAST™ SYBR No-ROX
96well FrameStar Platte

Applied Biosystems, Waltham, USA
Applied Biosystems, Waltham, USA

BioCat, Heidelberg, Deutschland
Bioline, Luckenwalde, Deutschland
4titude, Berlin, Deutschland

4315933
4311320

RA900A-1-SBI
B10-98020
4ti-0952
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Tabelle 5.2: Verwendete Gerate

Kapitel Bezeichnung Firma
2.2 Ultrazentrifuge: Sorvall Discovery 90 SE Sorvall, Breda, Niederlande
2.2 Rotor der Ultrazentrifuge: Sorvall TH-641 Sorvall, Breda, Niederlande
2.2 Durchflusszytometer: BD FACSAria ™ I Becton Dickinson Biosciences, Frankin Lakes, USA
2.2 ND-1000 Spektrophotometer (Nanodrop) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
2.2 Agilent-2100-Bioanalyzer Agilent Technologies, Santa Clara, USA
2.3 Mastercycler EP Gradient Eppendorf, Hamburg, Deutschland
2.3 Flash Gel System Lonza, Basel, Schweiz

inkl. Dock und Kamera und Flash Gel DNA Cassette
2.3 Sequenzierer: ABI 3130 Applied Biosystems, Waltham, USA
2.3 Sequencing Analysis Software 6 Applied Biosystems, Waltham, USA
2.4 Light Cycler 488 11 device Roche, Basel, Schweiz
2.4 Zentrifuge fir INcRNA-Platten: Centrifuge 5430 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
2.2;23;24 Zentrifuge: Centrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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5.3 Ergebnisse der Durchflusszytometrie und der DNA/RNA-Extraktion

Tabelle 5.3: Ermittelte Zellkernanzahl, eingesetzte Gewebemenge und normalisierte Zellkernmenge

Brodmann-Areal 10

Brodmann-Areale 17/18

Fall NeuN + NeuN -  Gewebemenge NeuN + NeuN — | NeuN + NeuN -  Gewebegewebe NeuN + NeuN —
[Mio.] [Mio.] [ma] norm. norm. [Mio.] [Mio.] [mo] norm. norm.

K1 3,96 5,31 1200 0,33 0,44 * * * * *

K2 10,25 5,67 1000 1,03 0,57 * * * * *

K3 2,84 2,06 800 0,36 0,26 5,38 1,48 800 0,67 0,19
K4  * * * * * 4,31 2,47 800 0,54 0,31
K5 3,02 2,82 800 0,38 0,35 7,12 3,3 800 0,89 0,41
K6 2,7 3,49 740 0,36 0,47 4,88 3,47 800 0,61 0,43
K7 4,4 5,48 800 0,55 0,69 4,62 4,43 800 0,58 0,55
K8 1,72 1,05 600 0,29 0,18 5,26 1,98 800 0,66 0,25
K9 * * * * * 9,25 2,17 800 1,16 0,27
S1 * * * * * 2,31 1,19 800 0,29 0,15
S2 2,92 2,37 800 0,37 0,30 4,28 1,66 800 0,54 0,21
S3 2,97 2,09 800 0,37 0,26 4,37 1,29 800 0,55 0,16
S4 * * * * * 8,21 2,03 800 1,03 0,25
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S5
S6
S7
S8
S9

1,79
51
3,33
6,5
0,34

1,6
2,54
2,3
1,77
0,1

800
800
800
800
129

0,22
0,64
0,42
0,81
0,33

0,20
0,32
0,29
0,22
0,19

6,46
7,89
6,48

3,32
2,12
1,61

800
800
800

0,81
0,99
0,81

0,42
0,27
0,20

In der Tabelle sind die am Durchflusszytometer gemessenen Zellkernmengen (NeuN +: Neuronale Zellkerne; NeuN -: Gliale

Zellkerne), die dafur eingesetzte Gewebemenge der einzelnen Probanden (K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband;*: Nicht

untersucht) sowie die Ergebnisse der Normalisierung (norm.: Zellkerne (Mio.) je 100 mg eingesetztes Kortexgewebe (vgl. Kapi-

tel 2.2.1.4)) zusammengefasst.
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Tabelle 5.4: Ermittelte Zellkernanzahl und extrahierte und normalisierte DNA-Menge

Brodmann-Areal 10

Brodmann-Areale 17/18

Fall NeuN + DNA NeuN + | NeuN - DNA NeuN- NeuN + DNA NeuN + | NeuN - DNA NeuN —
[Mio.] [ua] norm. [Mio.] [ng] norm. [Mio.] [ng] norm. [Mio.] [ng] norm.

K1 2,16 3,38 1,56 1,81 1,34 0,74 * * * * * *

K2 3,74 3,29 0,88 2,10 1,25 0,60 * * * * * *

K3 1,54 3,45 2,24 1,43 1,68 1,17 2,85 3,01 1,06 0,31 0,32 1,03
K4 * * * * * * 3,30 3,27 0,99 1,22 1,23 1,01
K5 1,80 2,38 1,32 0,70 0,48 0,69 3,02 2,97 0,98 1,09 0,83 0,76
K6 1,90 2,14 1,13 1,70 0,63 0,37 3,09 5,2 1,68 2,04 0,86 0,42
K7 2,60 3,4 1,31 3,50 3,24 0,93 4,26 2,62 0,62 2,26 1,18 0,52
K8 1,47 3,05 2,07 0,87 1,99 2,29 2,13 1,59 0,75 1,2 1,93 1,61
K9 * * * * * * 4,03 2,01 0,50 1,18 1,18 1,00
S1 * * * * * * 0,74 1,50 2,03 0,42 0,30 0,71
S2 2,03 2,52 1,24 1,68 1,17 0,70 1,49 2,38 1,60 0,38 0,38 1,00
S3 1,69 2,3 1,36 1,41 1,8 1,28 2,54 1,26 0,50 0,43 0,31 0,72
S4 * * * * * * 3,78 4,06 1,07 1,29 1,4 1,09
S5 1,09 2,15 1,97 0,70 1,11 1,59 * * * * * *

S6 3,1 4,59 1,48 1,60 1,82 1,14 5,18 0,44 0,08 1,72 0,54 0,31
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S7 2,45 1,97 0,80 1,76 1,52 0,86 3,62 2,94 0,81 1,02 1,05 1,029
S8 4,5 7,13 1,58 0,73 1,54 2,11 3,31 2,88 0,87 0,78 0,75 0,962
S9 1,60 1,72 1,08 0,80 0,88 1,10 * * * * * *

In der Tabelle sind die Menge der Zellkerne, die zur DNA-Extraktion verwendet wurde (NeuN +: Neuronale Zellkerne; NeuN -:
Gliale Zellkerne), die extrahierte DNA-Menge, sowie die normalisierte DNA-Menge (norm.: DNA-Menge [pg] pro Zellkern) je
Proband (K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband; *: Nicht untersucht) zusammengefasst.
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Tabelle 5.5: Ermittelte Zellkernanzahl und extrahierte und normalisierte RNA-Menge

Brodmann-Areal 10

Brodmann-Areale 17/18

Fall  NeuN + RNA NeuN + | NeuN - RNA NeuN — NeuN + RNA NeuN + | NeuN - RNA NeuN —
[Mio.] [ua] norm. [Mio.] [ng] norm. [Mio.] [ng] norm. [Mio.] [ng] norm.
K1 1,8 0,93 0,52 3,50 0,64 0,18 * * * * * *
K2 6,51 5,23 0,8 3,57 0,45 0,13 * * * * * *
K3 1,3 0,59 0,45 0,63 0,31 0,49 2,53 1,87 0,74 1,17 0,37 0,32
K4 * * * * * * 1,01 1,12 1,11 1,25 0,34 0,27
K5 1,22 0,94 0,77 2,12 0,82 0,39 4,10 1,87 0,46 2,21 0,77 0,35
K6 0,80 0,58 0,73 1,79 0,72 0,4 1,79 1,51 0,84 1,43 0,61 0,43
K7 1,80 0,39 0,22 1,98 0,46 0,23 0,36 0,31 0,86 2,17 0,12 0,06
K8 0,25 0,18 0,72 0,18 0,09 0,5 5,22 1,58 0,3 0,78 0,20 0,26
K9 * * * * * * 3,13 2,30 0,73 0,99 0,31 0,31
S1 * * * * * * 1,57 1,24 0,79 0,77 1,46 1,9
S2 0,89 0,53 0,6 0,69 0,40 0,58 2,79 1,35 0,48 1,28 0,46 0,36
S3 1,28 0,42 0,33 0,68 0,48 0,71 1,83 1,40 0,77 0,86 0,28 0,33
S4 * * * * * * 4,43 2,24 0,51 0,74 0,42 0,57
S5 0,70 0,52 0,74 0,90 0,48 0,53 * * * * * *
S6 2,00 1,67 0,84 0,94 0,26 0,28 1,28 0,49 0,38 1,6 0,19 0,12
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S7 0,88 1,17 1,33 0,54 0,43 0,8 4,27 3,23 0,76 1,1 2,66 2,42
S8 2,00 0,69 0,35 1,04 0,82 0,79 3,17 0,67 0,21 0,83 0,28 0,34
S9 0,36 0,19 0,53 0,34 0,18 0,53 * * * * * *

In der Tabelle sind die Menge der Zellkerne, die zur RNA-Extraktion verwendet wurde (NeuN +: Neuronale Zellkerne; NeuN -:
Gliale Zellkerne), die extrahierte RNA-Menge, sowie die normalisierte RNA-Menge (norm.: RNA-Menge [pg] pro Zellkern) je
Proband (K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband; *: Nicht untersucht) zusammengefasst.
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Tabelle 5.6: RNA-Menge** und RIN- Werte

Brodmann-Areal 10 Brodmann-Areale 17/18

Fall RNA** [ug] RIN RNA** [ug] RIN
K1 5,02 2,8 * *
K2 5,69 5,8 * *
K3 6,01 4,3 5,64 2,6
K4 * * 9,83 2,3
K5 2,75 3,5 7,66 2,0
K6 4,29 2,5 5,59 2,1
K7 3,80 2,8 6,21 2,7
K8 4,48 4,5 9,36 3,3
K9 * * 8,03 3,2
S1 * * 6,15 2,4
S2 9,09 3,9 6,34 2,2
S3 5,23 4,0 8,72 2,9
S4 * * 9,30 2,2
S5 3,80 5,4 * *
S6 7,71 6,4 5,32 34
S7 4,96 2,3 5,74 2,8
S8 6,81 6,1 6,00 3,1
S9 5,96 2,6 * *

Die Tabelle fasst die RNA-Menge (**: Extrahiert aus Kortexgewebe)
und die gemessenen RIN-Werte je Proband (K: Kontrollfall; S: Schizo-

phrener Proband; *: Nicht untersucht) zusammen.
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5.4 DNA-Methylierung am Intron 7 des FKBP5-Gens

Tabelle 5.7: Methylierung des FKBP5-Gens (Intron 7; 2. GRE) in den neuronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10

Region C

cC C C C

C

C

c Cc CccCCcCZC

C

K1 -
K2 -
K3 -
K4 *
K5 -
K6 -
K7 -
K8 -
K9 *

S1 *
S2 -
S3 -
S4 *
S5 -
S6 -

C
m
m
m

3 3 3 3 *

*

3 3 310
3 3 310

*3 3 f *3 3 3 3 *

3

3

3 3 3 3 *

*

3 3 3 3 *3 3 310

*

*3 3 0F *3 3 3 3 *3 3 310

3

3

3 3 3 3 *»*3 3 310

*

3 3 3 3 *»*3 3 310

*

3 3 3 3 *»*3 3 310

*

3 3 3 3 *»*3 3 310

*

*3 3 0F *3 3 3 3 *3 3 310

3

3

128



5 Anhang

S7 - m- mm~=- - m- m=- - - - mm~- - m~=- - - - - - - - - - m - -
S8 - m- mm~=- - m- m=- - - - mm~- - m~=- - - - - - - - - - m - -
S9 - m- mm~=- - m- m=- - - - mm~- - m~=- - - - - - - m~=- - m - -
Die Tabelle stellt die Methylierung (m= methyliert; - = nicht methyliert) aller Cytosin-Basen (C) der Ausgangssequenz dar. Die

Cytosin-Basen der CpGs sind hellblau unterlegt.

K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband; *: Nicht untersucht

129



5 Anhang

Tabelle 5.8: Methylierung des FKBP5-Gens (Intron 7; 2. GRE) in den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18

Regon C C ¢ € ¢ C €C C C € cccccccccecccecceccecceccecceccccecece C
K1 ok ook ok ok ok Kk kxR ok kR Rk kxR R Rk k% * *
K2 ok ook ok ok k ok ok ko k ok k kR Rk kxR ok Rk R % * *
K3 - m - mm-=- - m - m~=- - - - mm~=- - m~- - - - - - - - m -
K4 - m--mm- - m- - m~=- - - - mm- - m~=- - - - - - - - m -
K5 - m--mm- - m- - m~=- - - - mm~- - m~=- - - - - - - - m -
K6 - m - mm-=- - m - m~=- - - - mm~= - - m~- - - - - - - m m -
K7 - m--mm=- - m-m- - - - m-=- - - m~- - - - - - - m m -
K8 - m--mm=- - m-m- - - - m-=- - - m~- - - - - - - m m -
K9 - m--mm=- - m-m- - - - mm~- - m~- - - - - - - m m -
S1 - m--mm=- - m-m- - - - mm~- - m~- - - - - - - m m -
S2 - m--mm=- - m-m~- - - - mm~- - m~- - - - - - - - m -
S3 - m--mm=- - m-m~- - - - m- - - m~- - - - - - - - m -
S4 - m--mm=- - m-m=- - - - m-=- - - m~- - - - - - - m m -
85 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
S6 - m - mm-=- - m - m~=- - - - mm=- - m~- - - - - - - m m -
S7 - m - mm-=- - m - m~=- - - - mm=- - m~- - - - - - - m m -
S8 - m - mm-=- - m - m~=- - - - m~- - - m- - - - - - - - m -
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Sg * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Die Tabelle stellt die Methylierung (m= methyliert; - = nicht methyliert) aller Cytosin-Basen (C) der Ausgangssequenz dar. Die
Cytosin-Basen der CpGs sind hellblau unterlegt.

K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband; *: Nicht untersucht
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Tabelle 5.9: Methylierung des FKBP5-Gens (Intron 7; 2. GRE) in den glialen Zellkernen des Brodmann-Areals 10

Region C C C cC C C CC c cccccccceccceccecccecceccceccecoc

K2 - - -
K3 - - -
K 4 * * *
K5 - m -

C C

Kt - - -m- - - - - "m - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
m m
m m

3 3 310

>(.
>(.
>(.
>(.
>(.
>(.
>(.
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
)(.

K6 - - - m- - - - - m=- - - - m~- - - - - - - - - - - - - - m - -
K7 - - - m- - - - - m=- - - - m~- - - - - - - - - - - - - - m - -
K8 - - - m- - - - - m=- - - - m~- - - - - - - - - - - - - - m - -

)(.
)(.
)(.
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
)(.

K9 * * *

)(.
)(.
)(.
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*

s1 ok x
S2 - - -
S3 - m -
S4 ok x
S5 - - -

3 3
3 3
3 3

*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*

S6 - - - m- - - - - " m- - - - - - - - - - - - - - - - - - - m - -
S7 - - - m- - - - - " m-- - - - " mMm-- - - - - - - - - - - - - - m - -
S8 - - - m- - - - - " m- - - - - - - - - - - - - - - - - - - m - -
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9 - - - m - - - - - m - - - - M - - - - - - - - - - - - - - 'm - -

Die Tabelle stellt die Methylierung (m= methyliert; - = nicht methyliert) aller Cytosin-Basen (C) der Ausgangssequenz dar. Die
Cytosin-Basen der CpGs sind hellblau unterlegt.

K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband; *: Nicht untersucht
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Tabelle 5.10: Methylierung des FKBP5-Gens (Intron 7; 2. GRE) in den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18

Region C C C € €C C C C c £ cCccCcccccccccccecceccecceccecoceccecece C
K1 0 A AN AN AR * *
K2 SO T T T T T T * *
K3 - - - m - - - - - " m - - - - - - - - - - - - - - - - - m -

K4 - - - m- - - - - " m- - - - m - - - - - - - - - - - - m -

K5 - - - m- - - - - m~- - - - " mMm - - - - - - - - - - - - m -

K6 - m - m- - - - - m - - - - M - - - - - - - - - - - - m -

K7 - - - m- - - - - m- - - - m - - - - - - - - - - - - m -

K8 - - - mm- - - - m~- - - - mMm - - - - - - - - - - - - m -

K9 - m - m- - - - - m- - - - mm- - - - - - - - - - - m -

S1 - - - m - - - - - " m - - - - - - - - - - - - - - - - - m -

S2 - - - m- - - - - m- - - - m - - - - - - - - - - - - m -

S3 - - - m- - - - - m- - - - m - - - - - - - - - - - - m -

S4 - - - m- - - - - m- - - - m - - - - - - - - - - - - m -

S5 Xk x ok Kk kK X %k x k Kk x k Kk Kk Kk Kk *x *x Kk *x *x K x * % * *
S6 - - -m=- - - - - m- - - - mm=- - m- - - - - - - - m -

S7 - - -m=- - - - - m=- - - - m=- - - m- - - - - - - - m -

S8 - - - m- - - - - " m- - - - mMm - - - - - = == == - - - - m -
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Sg * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Die Tabelle stellt die Methylierung (m= methyliert; - = nicht methyliert) aller Cytosin-Basen (C) der Ausgangssequenz dar. Die
Cytosin-Basen der CpGs sind hellblau unterlegt.

K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband; *: Nicht untersucht
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5.5 Expressionsanalyse von 90 ncRNAs: Gemessene Cg-Werte

Tabelle 5.11: Gemessene Cg-Werte in den neuronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10

NcRNA K1 K2 K3 K5 K6 K7 K8 S2 S3 S5 S6 S7 S8 S9
21A 19,54 22,01 22,76 22,87 24,1 23,47 20,47 |23,9 22,39 22,12 22,74 24,87 23,77 19,84
7SK 26,18 26,55 24,82 28,68 30,2 28,71 24,46 | 27,95 28,24 26,14 27,03 33,89 29,02 27,18
7SL 24,03 26,05 25,68 25,82 23,98 24,8 23,73|29,05 27,19 2589 27,23 3545 29,62 23,24
Air 32,27 33,23 31,82 32,67 36,72 34,91 3051|3253 32,71 3158 32,6 41 35,71 31,53
AK023948 32,7 33,67/ 34,01 3589 34,51 36,82 3194|3573 342 3232 345 376 37,06 32,87
Alpha 280 33,45 35,68 38,08 35,7 32,73 36,72 36,69 |41 3595 41 41 34,62 41 33,45
Alpha 250 31,53 32,63 41 41 41 41 30,26 | 41 41 41 32,12 36,68 41 30,26
ANRIL 33,69 34,82 35 41 37,7 39,41 36,35|38,79 38,41 3566 3595 41 41 32,42
anti-NOS2A 32,05 33,86 34,95 33,26 32,05 36 35,34 | 39,34 36,47 41 41 32,9 36,37 30,62
antiPegl11 36,07 33,15 3547 33,12 33,99 33,3 35,73 36,58 32,98 33,75 33,69 34,95 335 32,59
BACE1AS (family) 33,11 34,09 31,74 34,65 36,61 3568 30,66 3521 3481 32,71 33,55 41 36,5 325
BC200 2391 25,12 25,83 26,88 28,57 28,82 22,28 |27,29 249 24,67 26,45 26,11 24,57 24,28
CAR Intergenic 10 33,97 3586 33,51 36,68 36,43 37,41 32,72 |37,32 36,67 3545 36,41 41 36,4 32,02
DHFR upstream transcripts (family) 30,95 32,3 32,16 33,56 35,62 35,08 29,18 | 34,74 34,02 32,84 34,71 36,65 37,59 30,16
Dio3os (family) 28,06 30,64 29,62 32,95 31,93 31,94 27,84|33,42 30,8 29,48 31,16 36,81 34,05 28,88
DISC2 (family) 33,44 34,14 34,21 35,73 36,26 37,62 32,05| 34,68 36,39 33,97 35,68 41 41 32,86
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DLG2AS (family)
E2F4 antisense
EgoA

EGO B

Emx20s

GASS-family

33,07 34,63 41 36,15 41 36,48 32,3
30,93 33,43 36,68 32,77 31,31 35,24 35,94
29,27 29,1 30,54 32,19 30,63 33,554 28,5
29,44 29,18 31,15 32,57 30,41 32,68 28
31,78 32,32 31,44 33,78 37,78 35,11 29,46

25,66 27,08 24,03 27,99 29,55 28,06 24,25

41 41 41 41 34,55 39,38 31,59
37,32 41 41 41 32,82 36,4 29,63
33,86 31,41 30,66 32,16 36,96 34,11 27,3

33,29 30,58 30,19 32,08 36 34,81 26,81
34,63 33,75 31,32 34,21 36,39 34,43 30,02

26,85 26,57 25,06 2592 33,24 28,58 27,3

H19
H19 antisense

H19 upstream conserved 1 & 2

32,91 34,48 31,79 36,69 36,79 35,19 32,57
31 29,12 29,62 30,88 29,43 30,53 28,73
26,89 26,67 27,11 28,76 26,12 26,72 25,65

3513 37,45 32,19 3524 41 36,12 32,65
31,04 30,61 28,81 32,12 35,58 34,07 25,88
29,19 28,7 26,57 29,03 33 29,88 24,44

HOTAIR
HOTAIRM1
HOTTIP
Hoxallas
HOXA3as
HOXAGas
HULC

IGF2AS (family)

32,98 30,28 35,1 34,32 3459 33,26 31,17
30,77 31,11 30,52 32,52 33,04 32,59 28,88
37,79 29,03 3459 37,96 39,44 37,61 33,03
28,06 31,27 28,41 30,58 32,99 32,47 27,7

38,48 37,62 3531 41 41 37,89 35,81
26,1 26,29 27,62 26,84 30,94 29,95 24,08
3592 35,62 32,65 34,64 36,77 3592 33,03
31,44 31 30,3 32,62 32,22 32,43 31,21

34,06 33,72 32,97 32,66 36,39 33,65 32,79
34,27 3155 29,5 31,67 3512 32,25 29,86
38,14 36,11 346 37,84 41 38,38 34,85
31,5 32,21 29,62 31,79 37,96 32,79 29,86
37,67 37,2 36,85 41 41 38,8 36,8

31,02 25,59 26,99 28,83 36,69 30,49 27,61
34,57 34,42 32,94 34,12 41 36,75 35,03
31,67 33,2 29,72 32,68 3556 3544 30,89
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IPW

Jpx

Kcnglotl
KRASP1
L1PA16
lincRNA-p21
lincRNA-RoOR
lincRNA-SFMBT2
lincRNA-VLDLR
LOC285194
LUST

Malatl
mascRNA
MEG3 (family)
MEG9
MER11C
ncR-uPAR
NDM29

NEAT1 (family)
Nespas

NRON

36,15
38,99
38,61
34,9

32,28
31,49
31,41
34,82
30,19
33,72
24,97
33,09
37,75
38,19
31,65
32,55
25,29
29,06
33,51
32,19
33,08

33,88
35,19
34,64
34,43
34,47
32,73
31,21
41
28,56
34,55
26,17
32,08
33,79
37,71
28,52
31,29
27,02
30,45
32,64
33,24
32,3

34,48
35,08
33,15
33,07
41
29,49
34,09
37,12
31,04
32,89
24,49
30,92
31,63
34,95
31,26
31,68
27,1
30,6
32,52
34,49
32,14

33
36,55
36,83
34,57
35,11
31,45
32,88
34,56
28,52
34,76
28,83
34,09
34,31
41
29,77
32,88
27,86
21,7
34,42
33,98
31,94

35,16
37,15
41
37,24
33,91
33,97
31,31
34,21
30,95
36,98
28,06
39,5
35,3
38,54
31,47
33,84
28,6
29,57
34,08
37,29
34,4

34,7
36,78
36,78
35,81
34,09
31,7
33,02
33,76
31,53
36
28,04
33,59
34,59
38,52
30,61
34,92
28,08
30,71
34,6
37,87
35,67

33,4
33,45
31,95
32,23
34,99
30,47
31,79
41
30,76
31,95
23,31
30,46
32,1
34,52
27,4
29,77
25,63
30,4
29,91
30,45
30,18

34,59
36,88
33,24
34,48
38,36
33,11
34,6
41
31,94
36,91
26,27
35,06
33,16
37,77
31
33,67
27,26
33,43
35,02
36,79
35,54

34,62
35,59
35,56
35,54
37,58
32,21
33,93
36,64
31,86
34,89
25,91
34,06
33,11
36,26
31,24
33,72
25,97
29,29
33,32
34,82
33,75

31,45
33,04
34,08
32,52
41

30
33,29
41
31,14
34,02
25,05
30,28
30,84
34,59
29,04
30,64
27,07
29,9
32,05
33,55
33,03

35,89
36,12
35,22
34,47
41

31,18
35,11
34,67
31,32
35,55
25,99
34,26
33,87
36,85
30,92
32,72
27,66
30,93
33,85
35,52
36,56

41

41

41

41
32,86
36,86
31,26
35,57
29,48
39,04
33,85
34,93
38,36
41

41
37,4
31,48
41
37,1
38,65
38,34

37,69
36,71
36,99
35,98
35,71
32,82
33,18
36,13
29,5
35,85
28,78
35,6
36,09
41
32,78
33,58
27,58
31,88
36,99
36,55
33,95

32,45
33,76
33,46
31,91
29,76
32,02
30,16
33,19
30,09
33,41
24,72
33,23
33,41
35,52
27,19
33,89
23,85
28,28
30,78
31,18
30,25
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NTT

p53 mMRNA
PCGEM1

PR antisense transcripts
PRINS

PSF inhibiting RNA
PTENP1

RNCR3

SAF

SCAS8

snaR

SNHG1

SNHG3

SNHG4

SNHG5

SNHG6

Sox2ot

SRA

ST70T

TEA ncRNAs (family)
Tmevpgl

33,57
35,66
35,55
41
36,98
42,12
37,1
32,24
33,97
35,6
31,31
33,31
27,72
24,95
41
37,24
38,76
40,19
35,08
33,97
32,88

34,44
34,03
34,65
34,75
34,3
38,14
34,63
32,98
34,76
34,19
33,14
32,86
29,6
27,59
41
32,84
37,51
32,46
34,52
34,29
32,76

33,75
33,4

34,67
37,58
36,6

37,17
36,94
32,07
34,3

33,05
32,97
32,06
28,87
25,28
37,33
33,87
36,86
33,86
33,64
35,82
31,69

35,82
35,58
34,92
38,5
37,36
41
37,9
33,4
34,46
35,96
31,83
33,22
28,58
28,22
41
34,01
37,27
35,52
35,49
36,94
35,02

37,05
41

36,82
38,91
41

41

41

33,98
41

37,06
32,83
36,47
29,55
28,46
37,62
34,44
41

36,51
33,64
38,88
36,84

37,12
37,57
34,45
39,41
41

41

41

33,62
38,14
35,64
33,69
35,64
29,13
27,14
41

33,94
37,07
37,12
35,64
36,63
36,49

32,19
31,1
32,84
35,18
33,43
36,37
34,74
30,79
33,09
31,83
30,05
30,09
26,89
23,23
41
31,44
35,73
32,64
32,71
32,02
30,66

41

34,97
37,71
38,46
37,44
36,86
41

32,92
41

36,81
34,65
33,85
32,14
26,12
38,71
33,19
37,75
35,89
35,47
36,05
36,02

35,88
34,42
36,8
37,47
37,15
41
38,96
32,3
36,8
35,44
31,71
34,21
29,52
26,21
39,29
33,18
36,02
35,57
33,47
34,91
34,06

35,2
33,12
33,1
37,32
35,43
37,18
34,79
33,18
33,64
33,01
31,01
33,25
29,06
24,47
35,53
31
34,84
32,46
32,31
35,73
32,47

36,2
35,31
35,45
41
39,02
41
37,77
33,49
36,51
35,55
33,67
35,44
29,5
25,85
37,21
35,25
39,01
35,99
34,48
36,68
34,94

41

41

41

41

41

41
37,12
38,36
39,36
36,82
37,92
34,65
34,13
41
37,33
41
36,72
37,8
38,03
38,02

36,94
35,88
37,01
39,06
37,13
41
38,16
34,12
35,77
37,65
34,58
34,67
31,85
28,69
41
35,69
39,1
36,94
35,68
36,73
35,29

32,19
32,87
32,94
41

35,48
36,42
35,87
30,32
33,94
33,41
30,48
31,95
217,28
26,53
41

31,25
36,07
33,94
32,52
31,81
30,78

139



5 Anhang

TncRNA 33,44 33,12 32,27 34,87 3595 34,559 30,81|36,04 33,44 32,71 35,07 37,18 36,97 31,04
Tsix 30,08 29 31,22 30,22 30,24 31,53 24,76 | 32,98 29,47 29,44 32,72 36 33,03 24,87
TUGL1 (family) 34,98 34,95 35,88 34,27 36,94 3588 32,84|39,17 3546 3548 38,55 41 36,47 34,02
UCAL 36,54 36,08 35,58 37,64 41 41 33,77 | 38,15 38,21 41 36,75 41 37,19 35,76
UM9-5 3456 34,6 33,01 33,7 3522 34,19 31,43|34,05 33,24 32,08 34,57 41 36,43 31,97
WT1-AS 3593 3565 36,4 36,53 37,04 36,51 32,29 | 36,69 3569 33,15 35,08 41 41 33,64
Xist 36,76 34,06 33,96 34,57 36,63 34,54 31,89 |34,16 34,28 31,74 35,13 41 36,9 325
Y RNA-1 28,92 2797 2794 27,1 24,97 25,08 27,08|26,6 2571 2567 26,86 3091 26,83 27,29
Zeb2NAT 34,18 32,03 32,55 34,77 31,1 34,19 30,22 | 34,41 32,7 32,56 34,09 41 35,69 27,72
Zfasl 34,72 33,98 34,62 37,17 34,55 3494 32,7 |37,08 341 33,58 3531 41 35,79 30,08
Zfhx2as 22,27 23,26 24,77 26,02 26,03 2573 21,28 |25,63 22,51 23,99 24,57 38,22 25,08 41
18S rRNA 24,09 23,09 22,82 24,14 25,44 22,99 21 28,21 23,08 24,17 22,81 26,87 25,12 19,62
RNU43 (snoRNA) 26,8 26,41 27,7 27,87 28,92 28,03 2512|3118 27,88 26,71 28,06 34,7 31,73 24,85
GAPDH 32,13 31,51 32,65 33,79 36,44 34,69 29,45 |36,45 31,91 32,05 34,48 37,43 3551 30,78
LAMIN A/C 37,13 37,66 36,49 38,14 41 41 34,19 | 41 38,39 36,07 37,09 41 37,28 35,73
U6 snRNA 2549 26,2 24,44 2592 289 27,74 23,76 | 27,42 26,83 25,68 25,68 32,42 28,48 26,03

Die Tabelle fasst die gemessenen Cqg-Werte aller Probanden (K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband) zusammen. Die ncR-
NAs mit statistisch signifikantem Expressionsunterschied in der vorliegenden Arbeit sind gelb unterlegt. Die ncRNAs, die in der

Literatur mit der Erkrankung Schizophrenie assoziiert wurden, sind blau unterlegt.
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Tabelle 5.12: Gemessene Cg-Werte in den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18

NcRNA K1 K5 K6 K7 K8 K9 K4 S2 S7 S8 S3 S6 S4 S1
21A 24,79 25,43 24,89 27,66 20,26 21,08 2547|2359 19,01 21,69 22,57 24,95 19,57 24,89
7SK 27,28 33,41 31,15 33,73 25,24 27,67 28,8 |27,25 22,91 27,97 28,87 30,42 26,88 32
7SL 25,99 27,28 25,69 27,09 22,75 24,62 27,73 |27,4 22,09 2547 27,07 28,83 22,45 30,86
Air 33,01 35,06 36,89 41 29,67 34,57 41 37,61 29,05 32,96 358 41 30,59 41
AK023948 33,69 36,58 36,41 41 31,06 33,58 37,35|37,96 29,93 33,82 36,92 37,6 31,55 38,11
Alpha 280 41 31,26 30,91 30,16 34,71 37,29 32,75 |41 32,87 37,1 37,49 36,69 36,21 39,39
Alpha 250 34,19 35555 34,31 37,62 29,71 33,85 3792|3586 286 31,81 30,86 3591 30,98 36,05
ANRIL 37,36 41 41 41 34,72 41 41 41 31,08 37,04 41 41 36,04 41
anti-NOS2A 35,75 29,88 29,96 29,58 33,57 36,03 36,92 | 38,36 30,81 38,61 37,32 35,08 3572 41
antiPegl11 36,43 35,54 3555 34,63 35,03 3549 34,72 |3496 3568 34,89 36,76 34,48 35,93 36,44
BACE1AS (family) 36,43 37,36 41 41 33,1 36,72 34,84 |37,64 30,07 353 35,74 41 33,93 41
BC200 2546 31,28 30,88 3542 24,53 27,86 27,19|29,15 22,99 27,77 26,4 29,09 25,75 31,08
CAR Intergenic 10 38,66 41 41 41 33,51 38,54 41 36,45 31,29 36,46 41 38,87 336 41
DHFR upstream transcripts (family) 34,97 37,18 41 41 35,61 41 36,6 | 34,27 28,66 33,28 41 36,16 36,67 37,11
Dio3os (family) 32,42 32,76 33,17 36,21 28,46 31,07 33,13 |31,87 26,76 30,29 33,4 33,66 28,44 38,23
DISC2 (family) 35,04 37,62 37,28 41 32,14 35,82 41 36,14 30,82 35,18 41 37,93 34,04 41
DLG2AS (family) 41 29,6 30,59 30,32 33,57 36,14 41 41 31,73 37,77 36,78 41 36,46 41
E2F4 antisense 36,71 34 34,58 28,71 34,06 35,57 36,04 | 356 30,17 41 41 349 41 35,2
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EgoA
EGO B
Emx20s

32,11 32,3 31,67
31,95 32,71 32,26
31,99 34,67 37,6

31,27 23,99 29,86 32,72
32,43 242 304 325
38,21 29,74 33,65 33,14

31,52 26,11 29,5 27,68 33,83 26,73 32,45
33,86 26,31 29,05 29,94 33,43 27,25 32,5
3496 27,96 33,46 34,67 36,43 31,43 36,56

GAS5-family

H19
H19 antisense

H19 upstream conserved 1 & 2

29,27 29,86 31,19

36,74 36,16 36,75
30,22 30,19 29,51
27,61 27,56 27,2

32,94 259 30,58 28,15
41 37,93 34,65 41

34,79 29,57 29,88 34,14
29,63 24,27 26,66 30,42

31,44 24,1 2855 27,6 31,1 2598 33,43
35,43 29,83 3492 36,01 38,16 30,71 41
32,07 26,16 30,52 30,62 33,66 27,17 34,93

29,96 22,73 26,74 27,21 30,06 23,11 30,87

HOTAIR
HOTAIRM1
HOTTIP
Hoxallas
HOXA3as
HOXAGas
HULC

IGF2AS (family)
IPW

Jpx

33,82
36,76 37,85 41
31,64 30,51
37,47 41 41
29,51 34,46
36,45 36,98
33,81 34,3

33,58 37,44 41

34,7

34,58 41 41

36,51 29,04 32,25
41 31,95 36,86 36,59
34 28,26 31,41 31,09
41 35,45 37 41

35,53 20,58 27,94 31,99
41 32,73 35,83 38,75
37,21 31,08 32,43 41

41 33,6 34,48 37,26
38,03 41 41 37,33

35,6
33,06

35,76 32,54
33,86 28,06
41 32,29 36,54 37,07 41
358 26,76 31,19 3592
41 34,1 41 41 41
28,67 24,15 28,4 24,78
41 32,02 36,68 34,19
41 28,42 32,56 32,19 41
30,26 34,61 35,14
41 30,7 37,13 41

31,2 41
32,21 3141

3551 41

31,16
34,54 41
28,72
37,31 41
23,6
32,72 41
29,07 41
31,86 41
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Kcnglotl
KRASP1
L1PA16
lincRNA-p21
lincRNA-RoR

lincRNA-SFMBT2

lincRNA-VLDLR
LOC285194
LUST

Malatl
mascRNA
MEG3 (family)
MEG9
MER11C
ncR-uPAR
NDM29

NEAT1 (family)
Nespas

NRON

NTT

p53 MRNA

34,18
33,67
35,85
34,44
34,54
39,98
32,86
33,99
27,15
31,73
32,73
36,07
28,78
31,56
29,12
41

32,45
32,41
31,74
34

33,06

34,43
35,79
28,43
34,91
29,15
31,16
29,7
36,54
30,06
41
34,77
37,29
32,82
34,47
28,08
41
35,55
35,51
33,83
35,61
35,41

36,05
35,9
29,22
32,93
29,56
30,67
29,62
36,4
28,57
37,31
35,08
41
31,9
33,75
28,23
41
35,01
34,95
35,99
35,62
37,73

39,33
41
28,14
34,7
29,31
30,78
28,83
41
34,57
41

41

41

41
39,26
35,05
31,02
38,48
36,98
38,92
41

41

30,47
30,68
32,68
29,43
31,08
32,63
30,93
30,93
24,29
32,62
31,62
32,61
24,95
29,3
23,65
41
26,69
29,27
28,86
30,23
31,47

33,87
35,04
34,6
32,28
33,5
35,45
32,47
34,56
26,63
32,07
33,15
36,49
28,79
32,22
25,63
41
32,19
32,82
31,06
35,56
33,56

37,15
41
35,03
32,88
34,05
36,69
29,64
35,57
25,49
36,68
37,15
41

41
34,55
217,77
35,78
34,83
34,6
41

41
36,06

36,51
35,61
36,28
34,58
33,58
35,62
29,41
38,52
30,22
31,94
35,55
41

41
34,53
35,7
34,42
35,72
35,74
36,71
39,38
37,68

29,98
29,64
32
28,94
29,72
33,5
30,29
31,02
22,82
217,75
29,96
34,51
26,54
28,23
24,23
26,07
28,73
29,52
29,75
31,45
30,64

35,28
35,11
37,01
33,45
30,29
a1

29,67
35,81
26,66
33,15
34,15
37,04
29,04
32,57
27,46
32,22
33,49
34,47
33,16
35,95
35,07

35,84
33,42
35
30,96
34,44
36,39
32,65
33,76
26,2
32,27
33,45
35,09
27,89
31,29
26,3
41
31,23
32,72
31,89
33,04
33,74

38,06
38,15
35,14
34,67
32,63
34,02
28,98
37,72
31,62
35,98
36,44
41

41

34,82
31,52
33,79
35,18
36,73
41

38,42
41

31,79
31,68
35,74
29,62
36,66
35,99
32,85
33,07
23,99
28,4
30,01
32,03
27,62
29,21
23,93
41
28,75
29,89
29,57
32,54
31,17

41
38,51
36,14
36,38
32,59
38
29,71
41
28,67
37,95
38,05
41

41
37,31
32,3
34,08
36,52
39,04
36,84
41

41
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PCGEM1

PR antisense transcripts
PRINS

PSF inhibiting RNA
PTENP1

RNCR3

SAF

SCAS8

snaR

SNHG1

SNHG3

SNHG4

SNHG5

SNHG6

Sox2ot

SRA

ST70T

TEA ncRNAs (family)
Tmevpgl

TncRNA

Tsix

34,83
34,89
34,59
37,22
35,44
32,21
35,83
34,07
33,65
33,24
29,15
27,23
41

31,87
36,59
33,58
33,69
34,44
36,15
33,63
29,84

41
35,6
41

41

41
33,76
36,43
36,73
34,22
35,13
32,22
30,45
41
35,92
41
36,03
36,6
36,05
36,89
37,87
32,08

36,8

41
41
37,14
34,22
36,93
41
32,94
36,79
30,83
30,07
41
35,63
41
41
34,31
37,38
38,43
38,82
29,95

41
41
41
41
41
41
41
36,75
38,44
37
33,69
41
41
41
41
41
41
41
41
33,62

33,22
34,56
32,91
34,25
34,05
29,86
32,58
29,16
27,76
30,5

25,89
25,52
34,17
30,79
33,75
31,06
30,79
31,57
31,82
28,93
24,8

34,06
38,69
36,13
39,12
38,85
31,62
34,72
34,14
31,52
32,49
28,87
27,02
41

33,93
36,92
34,82
38,51
35,11
35,05
34,44
30,99

41

41
38,9
41

41
34,08
36,54
35,75
34,63
35,07
31,23
27,53
41
37,36
41
38,72
37,43
36,51
34,25
35,21
34,24

36,38
41
37,27
41
41
38,49
37,98
37,67
37
37,69
33,05
30,06
41
35,23
37,63
35,61
34,96
41
36,78
41
33,65

30,83
34,45
31,48
34,68
32,49
29,08
30,9
30,72
28,54
29,7
26,54
23,47
41
29,25
32,7
30,4
30,07
31,83
29,57
29,64
26,07

35,29
36,85
36

41
35,57
33,13
36,12
34,48
31,29
33,12
29,08
27

41
33,12
37,8
35,72
35,19
33,96
33,95
33,5
29,27

33,52
a1
34,9
a1
36,8
34,42
35,06
32,62
31,77
33,58
27,47
27,09
38,69
34,74
36,68
34,65
35,43
36
33,66
34,53
30,43

37,71
41

41

41

41
36,44
37,22
36,68
37,22
36,48
32,62
29,85
41
37,19
41
36,7
36,62
39,23
38,71
37,01
33,07

31,85
35,21
32,86
36,43
33,98
31,54
32,69
31,15
29,94
31,1

28,14
24,19
34,72
30,13
34,76
32,8

30,94
33,29
31,68
31,25
28,64

39,13
41
41
41
41
37,84
41
41
38,63
39,14
32,8
32,07
41
38,44
41
41
37,93
41
41
37,88
36,53
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TUG1 (family)
UCA1

UM9-5
WT1-AS

Xist

Y RNA-1
Zeb2NAT
Zfasl

Zfthx2as

18S rRNA

RNUA43 (snoRNA)

GAPDH
LAMIN A/C
U6 snRNA

35,72
35,66
33,32
36,6
32,99
25,84
32,84
34,48
27,8
26,58
29,98
32,81
41
24,55

35,82
39,55
36,19
41
35,81
25,75
32,6
34,79
26,11
26,1
33,44
34,69
41
33,66

37,69
41

39

41
37,08
26,05
31,83
34,3
27,07
24,63
31,61
35,96
41
29,99

41 32,99
41 34,08
41 30,93
41 33,69
41 32,86
28,04 25,2

41 30,08
41 31,43
41 22,73
24,22 22,72
37,7 24,03
41 29,32
41 36,38
34,02 21,71

36,03
41
34,43
35,06
35,15
26,8
32,64
36,42
24,62
24,55
28,03
33,7
37,23
25,74

35,65
38,55
35,05
41

41
28,44
37,93
36,74
38,76
217,26
31,47
34,54
41
26,9

37,84
41

37,11
38,08
34,99
41

36,27
36,72
38,24
27,02
31,96
36,75
41

217,52

31,48
32,62
30,42
30,67
30,25
24,69
29,14
30,8

21,31
20,78
24,5

28,55
34,6

22,61

33,93
36,62
34,58
34,75
32,97
26,02
33,77
34,22
24,11
24,55
28,95
32,04
41
26,1

36,91
37,72
34,55
36,88
34,75
27,16
32,98
35,23
25,2
23,69
27,8
34,81
41
25,54

36,84
41
37,06
39,18
37,9
28,06
38,05
39,03
41
29,29
31,08
36,01
41
28,13

34,5
35,08
41
33,6
32,49
24,6
30,79
32,55
22,11
21,47
25,76
31,03
37,29
24,08

37,95
41
37,05
41
38,14
28,44
41
41
41
28,54
30,76
38,3
41
28,65

Die Tabelle fasst die gemessenen Cqg-Werte aller Probanden (K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband) zusammen. Die ncR-

NAs mit statistisch signifikantem Expressionsunterschied in der vorliegenden Arbeit sind gelb unterlegt. Die ncRNAs, die in der

Literatur mit der Erkrankung Schizophrenie assoziiert wurden, sind blau unterlegt.
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Tabelle 5.13: Gemessene Cqg-Werte in den glialen Zellkernen des Brodmann-Areals 10

NcRNA K2 K1 K3 K5 K6 K7 K8 S2 S7 S8 S3 S5 S6 S9
21A 22,69 18,82 24,56 23,14 26,8 25,44 24,96 | 2516 24,7 24,92 27,14 19,83 24,83 22
7SK 26,97 25,58 28,26 29,13 31,54 31,11 30,89 | 28,48 29,46 27,91 33,21 23,81 28,66 29,67
7SL 25,71 23,02 27,63 26,46 26,79 26,26 28,77 |33,75 29,87 28,22 31,78 23,8 28,45 25,69
Air 34,46 32,3 32,76 34,67 36,47 41 41 33,54 3584 34,81 41 28,82 34,75 33,53
AK023948 34,89 32,73 35,52 34,57 3581 41 41 36,69 38,15 36,05 37,79 29,69 35,65 34,53
Alpha 280 33,52 33,65 38,02 35,85 32,94 30,84 35,68 |41 36,97 37,22 41 36,85 41 30,12
Alpha 250 33,76 30,82 41 41 41 37,11 35,96 | 41 41 41 41 28,716 32,76 32,75
ANRIL 32,9 34,98 37,44 41 37,42 41 41 38 41 41 41 34,71 37,98 31,45
anti-NOS2A 32,1 33,16 36,15 33,79 31,9 30,82 34,85 39,17 38,04 38,39 37,47 3531 34,09 28,54
antiPegl11 36,11 36,5 3519 34,09 32,96 34,82 3514|351 3585 33,89 33,23 35,32 33,18 35,34
BACE1AS (family) 35,02 32,72 32,65 34,9 36,11 39,35 37,81 |3593 36,78 36,66 41 29,41 33,87 35,14
BC200 2561 2297 28,21 28,84 30,99 282 2895|2983 29,09 27,46 30,88 2517 28,65 26,92
CAR Intergenic 10 35,56 34,24 34,86 41 41 41 41 41 37,67 37,11 41 30,44 37,02 34,58
DHFR upstream transcripts (family) 35,46 30,02 35,41 36,24 37,18 37,66 36,48 | 34,78 36,42 3586 41 27,67 35,46 33,55
Dio3os (family) 30,27 27,27 31,61 32,67 34,65 34,76 35,41 |32,86 33,97 32,12 34,85 25,85 31,98 33,69
DISC2 (family) 35,71 32,58 35,51 34,93 39,41 41 41 36,65 41 36,57 41 29,14 36,81 35,57
DLG2AS (family) 33,81 34,75 37,7 41 35,66 32,6 34,98]41 32,92 38,52 41 35,69 41 31,2
E2F4 antisense 30,81 32,42 34,14 3291 30,98 29,65 34,9 |37,64 41 41 41 33,59 41 27,91
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EgoA
EGO B
Emx20s

30,95 27,63 32,67 32,86 32,5 29,62 33,68
30,78 27,6 31,51 32,01 32,78 29,95 33,13
33,82 31,28 33,65 33,89 38,03 36,87 36,95

29,89 33,67 32,57 3521 34,01 34,07 29,8
31,17 34,62 32,93 3562 2519 33,48 29,51
32,3 34,48 3512 37,31 27,61 345 3341

GAS5-family

H19

H19 antisense

H19 upstream conserved 1 & 2

HAR1B
HOTAIR
HOTAIRM1
HOTTIP
Hoxallas
HOXA3as
HOXAGas
HULC
IGF2AS (family)
IPW

Jpx

28,28 25,44 25;76 27,77 30,53 31,32 30,99

3549 31,88 3258 34,3 41 37,39 37,88
29,51 27,75 31,65 30,98 30,88 30,88 32,95
27,17 245 28,19 27,6 28,44 28,75 29,48

31,48 28,59 30,75 29,76 32,62 32,7 31,88
33,44 33,04 33,69 33,09 33,01 353 34,09
31,6 31,06 30,72 34,74 35,06 36,43 34,98
38,76 36,81 35,57 37,23 41 41 41
31,43 28,69 30,9 31,63 32,58 33,59 34,87
39,01 358 357 3825 41 41 41
29,46 23,99 28,19 25,96 32,23 31,58 31,26
41 34,17 33,68 35,74 41 41 41
32,27 30,81 30,22 32,1 3491 38,81 41
3526 32,7 36,79 35,44 38,97 41 41
41 37,22 34,68 34,96 37,42 41 38,94

26,87 29,46 28,22 31,01 22,67 26,78 29,12

33,82 37,63 34,28 37,13 28,87 35,77 34,64
29,26 34,27 31,06 33,87 25,41 30,83 28,56
30,8 31,84 28,71 31,43 23,32 28,43 26,65

30,98 35,73 32,93 32,87 28,3 31,88 31,56
3459 33,01 35,23 31,13 33,13 36,91 32,72
32,02 32,24 33,15 3584 27,1 33,61 32,96
37,09 41 41 41 31,12 37,21 36,03
29,97 32,07 33,6 33,73 26,2 3161 31,6

36,71 41 41 37,76 33,25 41 37,83
29,75 32,12 30,54 29,66 25,08 31,09 27,96
35,78 34,77 37,3 41 30,85 35,6 36,45
30,8 34,48 31,79 33,66 26,86 32,61 31,89
34,57 41 35,66 41 30,62 36 35,47
37,13 41 3547 41 30,24 37,71 36,04
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Kcnglotl
KRASP1
L1PA16
lincRNA-p21
lincRNA-RoR

lincRNA-SFMBT2

lincRNA-VLDLR
LOC285194
LUST

Malatl
mascRNA
MEG3 (family)
MEG9
MER11C
ncR-uPAR
NDM29

NEAT1 (family)
Nespas

NRON

NTT

p53 MRNA

34,9

34,81
32,21
33,71
31,23
31,91
29,13
35,88
26,61
32,98
34,15
37,62
32,87
33,93
21,22
29,94
34,17
33,97
34,66
37,57
36,02

32,96
34,22
35,65
32,31
31,78
36,46
29,96
34,91
23,58
31,85
31,55
42,62
29,89
32,77
25,44
27,31
31,92
32,66
32,65
34,09
33,45

33,95
33,9
37,95
30,62
31,83
41
31,94
34,01
26,43
30,5
33,19
36,86
32,71
32,28
28,23
29,66
31,64
34,07
32,58
35,46
34,23

34,58
34,58
33,5
33,95
32,76
34,29
31,21
34,99
29,7
33,94
34,89
41
32,93
34,03
28,07
30,41
33,32
34,89
33,19
36,73
37,74

38,65
38,22
33,97
34,57
31,51
32,5
30,9
38,05
31,27
39,17
36,91
41
36,37
38,62
31,51
31,6
35,7
38,19
36,16
38,76
41

41

41
29,52
33,23
30,87
31,84
29,32
41

31
37,3
37,77
41

41
38,93
31,82
32,74
37,42
36,68
41

41

41

41
39,5
33,87
34,32
32,91
41
29,94
41
31,78
35,2
36,53
41

41
35,7
32,22
33,85
35,7
36,88
38,08
41

41

34,89
35
36,57
30,24
33,83
41
31,2
36,97
27,56
32,73
32,76
39,42
33,62
33,94
26,94
28,58
32,18
33,19
34,02
38,08
36,17

38,03
39,43
36,47
32,82
32,87
41
31,45
37,22
29,16
36,5
37,62
41
37,58
39,17
27
32,13
33,93
36,08
34,63
41
37,82

37,25
41
37,63
32,54
33,99
41
30,84
37,27
27,54
32,31
34,69
41
34,77
34,15
29,9
32,56
36,42
36,61
36,82
39,43
36,61

38,49
41
41
35,46
34,84
38,52
30,72
41
30,49
38,75
36,82
41
38,19
36,69
31,54
31,99
36,94
37,35
41
41
41

29,87
30,74
33,62
28,02
31,44
36,58
30,67
30,49
21,74
26,45
28,87
32,41
28,68
28,12
23,79
27,77
27,99
28,65
28,54
33,14
29,22

35,64
35,97
41
33,11
33,87
41
31,83
36,89
27,67
33,47
33,85
37,64
35,26
34
29,03
31,26
35,18
36,1
34,81
38,5
36,79

35,81
34,73
30,49
34,07
29,66
31,49
29,13
36,59
27,24
35,8
35,16
38,42
32,79
33,53
27,19
29,26
33,51
41
33,61
34,99
34,92
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PCGEM1

PR antisense transcripts
PRINS

PSF inhibiting RNA
PTENP1

RNCR3

SAF

SCAS8

snaR

SNHG1

SNHG3

SNHG4

SNHG5

SNHG6

Sox2ot

SRA

ST70T

TEA ncRNAs (family)
Tmevpgl

TncRNA

Tsix

36,68
37,7
36,47
39,06
36,49
34,3
35,61
34,63
32,57
33,09
30,59
27,83
41
34,56
39,17
35,45
41
37,1
34,57
34,2
29,27

34,32
41

38

39,64
37,58
32,43
34,25
32,45
31,51
31,05
27,19
23,99
41

31,26
43,93
32,92
37,44
34,74
32,27
33,09
28,83

34,71
37,86
35,12
36,91
38,08
32,69
35,06
33,56
32,78
32,95
30,5
26,66
36
33,14
36,93
34,71
34,66
37,23
33,47
31,08
31,04

36,03
38,86
37,41
41
39,2
32,9
38,24
34,65
30,67
34,68
29,65
29,52
36,02
34,42
37,12
35,8
35,01
36,41
37,43
34,1
29,24

41
41
38,47
41
41
35,99
41
38,68
32,23
38,86
32,15
30,49
41
37,23
41
41
36,11
41
37,48
37,08
31,41

41
41
41
41
41
38,03
41
41
36,11
39,03
33,92
30,42
41
38,37
41
41
39,31
41
41
38,22
32,91

41
41
41
41
41
39,52
41
41
35,92
41
34,79
30,14
41
36,84
41
41
37,43
41
39,38
36,48
31,72

36,14
41
41
41
38,37
32,81
36,09
34,31
30,7
34,24
31,7
27,16
35,84
32,87
37,8
41
34,96
35,32
34,89
33,19
28,94

41

41

41

41

41
33,12
36,47
36,11
32,97
35,44
32,58
29,21
41
36,65
41

41

41
36,79
37,25
34,24
31,7

36,74
a1

36,69
a1

38,77
35,96
38,01
38,22
32,89
38,09
31,42
27,12
41

34,74
37,73
36,96
35,53
38,16
37,05
36

31,95

41
41
41
41
41
36,22
41
38,88
33,15
41
35,44
30,87
41
38,17
41
41
41
39,17
41
41
31,27

30,28
33,47
30,47
33,9
32,55
28,74
30,99
29,13
28,72
27,99
26,71
22,5
41
28,09
32,19
29,8
30,19
30,45
28,87
27,87
24,11

37,73
41
37,58
41

41
34,21
37,82
37,9
34
35,77
31,76
27,46
41
35,27
41
36,6
35,55
37,68
36,04
35,56
31,51

34,57
37,82
36,12
41
37,62
33,42
36,78
34,2
29,99
33,4
29,26
28,82
41
33,78
38,06
35,21
34,78
35,51
33,8
33,9
27,2
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TUGL1 (family) 38,55 34,27 37,03 36,84 36,49 41 41 37,91 37,18 37,84 39,01 326 36,81 35,67
UCAL 39,43 36,2 36,8 39,31 41 41 41 41 41 37,83 41 33,47 41 41
UM9-5 35,63 32,44 33,93 3597 36,84 38,08 37,05|351 3655 3553 36,95 29,24 3584 3438
WT1-AS 349 33,79 345 36,38 37,65 41 41 3458 36,85 36,09 369 29,04 36,2 34,86
Xist 34,88 32,72 34,29 36,1 41 41 41 33,69 41 36,43 41 29,13 355 34,86
Y RNA-1 28,73 31,59 26,33 25,72 24,63 28,58 31,78 | 27,07 26,96 257 25,7 2593 2591 27,75
Zeb2NAT 32,33 29,68 33 33,83 32,52 41 41 34,07 38,09 35,07 37,08 27,71 35,12 30,89
Zfasl 36,75 35,7 34,75 36,08 36,79 41 41 36,2 41 36,38 37,26 29,48 35,62 32,97
Zfhx2as 41 22,91 25,7 26,12 28,46 41 41 24,94 25,45 27,41 28,74 20,72 26,31 23,92
18S rRNA 41 21,01 23,15 23,43 22,56 20,01 24,68 | 22,46 26,51 2526 27,44 19,72 23,85 21,23
RNU43 (snoRNA) 28,14 25,92 28,95 28,01 30,3 31,29 315 |27,6/ 30,79 28,81 31,43 22,88 30,45 27,11
GAPDH 32,63 32,54 33,64 34,09 36,17 37,97 37,85 33,45 36,73 34,83 37,46 28,42 34,53 32,98
LAMIN A/C 38,76 37,27 39,03 41 41 41 41 41 41 41 41 32,53 41 37,4
U6 snRNA 2596 23,85 25,95 25,72 29,64 29,51 28,62 |26,84 29,42 25,47 31,59 22,29 26,32 26,66

Die Tabelle fasst die gemessenen Cqg-Werte aller Probanden (K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband) zusammen. Die ncR-
NAs mit statistisch signifikantem Expressionsunterschied in der vorliegenden Arbeit sind gelb unterlegt. Die ncRNAs, die in der

Literatur mit der Erkrankung Schizophrenie assoziiert wurden, sind blau unterlegt.
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Tabelle 5.14: Gemessene Cg-Werte in den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18

ncRNA K3 K5 K6 K7 K8 K9 K4 S2 S7 S8 S3 S6 S4 S1
21A 22,8 22,92 243 22,73 23,62 21,69 23,06| 26,93 22,44 24,45 20,12 22,54 20,99 23,48
7SK 28,78 28,11 29,91 28,68 28,61 28,51 28,19|30,49 27,56 30,65 25,2 27,14 2558 29,56
7SL 24,75 41 24,06 22,54 27,11 25,6 28,06 | 30,69 25,83 27,77 23,83 25552 25,6 28,02
Air 31,25 32,81 33,31 31,56 37,93 37,13 41 39,1 37,77 41 31,22 37,3 31,86 41
AK023948 33,68 32,17 33,63 31,87 36,84 35,66 35,09 |41 38,16 38,555 31,7 36,53 32,45 37,13
Alpha 280 36,56 41 30,67 36,88 34,11 31,77 41 37,02 33,22 41 33,44 31,03 41 38,39
Alpha 250 33,67 31,3 33,88 30,82 36,84 34,17 34,78 | 36,05 3451 356 30,14 34,68 30,69 36,4
ANRIL 35,66 37,11 41 351 41 41 41 41 41 41 33,18 41 36,13 41
anti-NOS2A 37,75 37,18 30,67 34,27 34,65 31,75 37,9 |3507 33,58 3598 32,72 30,16 36,63 36,94
antiPegl11 37,09 35,78 3522 35,76 34,62 3565 34,65|34,86 32,86 34,49 3545 34,78 35,78 3555
BACE1AS (family) 33,81 36,59 3595 34,93 38,66 3527 36,54 38,53 3566 37,45 32,02 35,82 33,26 37,44
BC200 252 30,42 30,79 29,97 30,69 28,47 29,17 |33,62 29,49 30,83 2531 28,75 27,28 29,67
CAR Intergenic 10 35,89 34,45 37,21 35,89 36,77 36,05 36,64 |41 36,62 41 33,05 36,73 32,87 41
DHFR upstream transcripts (family) 38,87 37,69 41 37,34 33,56 3511 36,61 |41 34,55 36,69 30,88 33,45 30,72 36,23
Dio3os (family) 29,95 30,47 3143 32,68 32,28 32,1 32,16|33,73 31,3 34,2 28,75 31,63 28,65 33,25
DISC2 (family) 34,86 36,12 35,44 34,02 37,27 36,43 36,12 | 41 37,47 41 32,55 3554 34,14 41
DLG2AS (family) 36,91 41 31,01 37,34 3582 41 41 41 35,77 41 36,38 30,63 41 41
E2F4 antisense 38,5 36,79 3511 34,76 31,92 30,83 34,76 | 34,06 41 35,54 31,79 29,23 35,68 34,62
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EgoA
EGO B
Emx20s

29,44 25,75 29,89 23,01 30,16 28,75 29,9
28,92 2559 30,21 23,5 29,53 27,64 29,9
30,83 31,85 34,54 30,65 37,26 33,26 34,63

32,56 31 33,58 28,11 30,52 28,55 31,59
33,14 30,62 33,4 28,21 29,94 27,92 31,58
3521 34,48 35,75 31,43 33,68 30,91 36,06

GAS5-family

H19
H19 antisense

H19 upstream conserved 1 & 2

28,02 28,47 28,99 27,25 32,4 27,63 2891
32,22 32,88 34,04 31,98 36,45 34,62 35,62
29,4 26,2 27,69 25,07 32,47 33,92 31,69
2551 23,76 2544 24,26 28,25 26,99 34,68

30,18 27,98 32,29 26,42 28,14 26,2 30,48
37,46 36,74 37 31,8 41 32,76 36,43
33,21 31,45 32,53 27,53 34,43 29,7 32,68

31 27,74 29,86 248 29,76 25,72 29,58

HOTAIR
HOTAIRM1
HOTTIP
Hoxallas
HOXA3as
HOXAGas
HULC

IGF2AS (family)
IPW

Jpx

32,55 36,96 36,06

30,82 31,57 32,92 31,45 354 34,16 34,24
35,77 3554 36,51 33,85 41 37,69 38,14
29,89 31,65 30,93 28,11 3519 30,83 32,1
36,6 41 41 36,56 41 41 41
27,25 24,67 28,64 28,14 27,53 2522 29,51
35,08 34,09 3517 33,43 41 36,86 41
32,85 30,05 32,44 30,28 41 36,13 41

33,43 33,71 35,42 32,83 36,83 36,83 36,95

37,98 37,47 36,89

35,21 34,27 3496 32,44 34,2 33,71 36,52
33,03 33,63 37,02 30,74 33,45 31,23 35,01
41 38,24 41 35,06 36,87 35,08 41

41 31,7 34,26 28,51 31,24 28,6 33,44
41 41 41 36,14 39,55 37,05 41
33,41 27,72 28,25 23,94 25,99 26,65 28,86

41 36,56 41 34,15 35,57 3491 41
30,01 41 29,88 41
39,17 36,99 37,79 33,04 37,32 34,14 37,85

37,47 37,31 41 34,21 36,7 33,13 38,92
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Kcnglotl
KRASP1
L1PA16
lincRNA-p21
lincRNA-RoR

lincRNA-SFMBT2

lincRNA-VLDLR
LOC285194
LUST

Malatl
mascRNA
MEG3 (family)
MEG9
MER11C
ncR-uPAR
NDM29

NEAT1 (family)
Nespas

NRON

NTT

p53 MRNA

31,03
32,14
355
31,13
34,23
34,16
31,09
32,79
24,16
29,14
31,61
34,16
29,73
29,77
25,26
41
31,08
31,25
29,98
32,81
33,87

33,16
33,49
37,1
30,85
31,75
35,84
31,28
35,45
26,76
35,18
31,64
34,24
33,43
32,13
25,54
41
28,75
31,59
30,79
33
33,77

32,31
33,61
30,13
31,9
29,74
30,44
29,94
34,95
27,95
37,36
32,53
36,79
31,98
34,85
27,73
41
33,7
32,24
31,63
33,18
33,46

31,42
31,54
32,22
29,41
31,27
32,07
30,43
33,56
26,48
34,01
30,12
33,98
30,15
29,94
27,1
41
30,21
30,12
29,74
33,69
31,76

37,13
37,09
33,05
34,03
32,84
35,04
29,32
38,63
30,42
35,02
36,22
41

41

36,49
29,62
30,02
34,63
41

37,29
37,18
41

36,56
41
30,81
32,42
31,14
32,92
29,27
36,16
24,43
34,25
35
39,52
41
34,78
27,01
29,71
33,4
34,66
34,77
39,56
37,17

36,58
36,13
35,01
33,44
33,17
37,25
28,08
37,22
33,7
34,16
35,57
41

41
35,97
29,55
32,92
35,15
35,64
35,99
37,42
41

41
36,76
41

41

41

41
29,73
37,82
31,2
41

41

41

41

41

41

41

41
36,64
41

41

41

36,6

37,31
33,04
32,73
32,15
35,89
26,64
36,78

34,5
35,77
41

41
35,28
28,54
32,26
33,99
34,82
35,23
36,86
37,33

38,17
35,85
32,74
32,54
36,2
29

41
31,87
36,66
37,41
41

41
36,57
31,77
35,02
36,17
36,71
37,15
38,27
41

33,13
32,53
33,91
30,55
31
34,69
30,47
34,18
24,76
30,87
32,58
36,17
30,84
32,58
26,29
27,1
31,47
31,54
31,72
33,51
33,22

39,15
36,65
30,64
32,24
30,09
31,86
29,06
35,63
29,11
41

37,48
41

41

34,62
29,13
32,13
32,44
34,05
34,16
36,13
36,52

33,05
32,7

36,13
31,65
30,92
36,56
31,27
34,24
25,7

31,03
32,63
35,85
31,87
31,46
26,15
28,13
31,06
32,64
32,28
34,11
33,18

41

37,15
36,51
34,62
33,28
35,64
28,56
37,96
26,24
34,73
36,92
41

41

36,03
29,48
31,83
35,66
36,58
36,99
37,39
41
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PCGEM1

PR antisense transcripts
PRINS

PSF inhibiting RNA
PTENP1

RNCR3

SAF

SCAS8

snaR

SNHG1

SNHG3

SNHG4

SNHG5

SNHG6

Sox2ot

SRA

ST70T

TEA ncRNAs (family)
Tmevpgl

TncRNA

Tsix

33,48
37,22
33,53
36,89
33,95
30,65
34,14
31,99
30,96
32,02
28,54
24,65
38,03
32,03
35,51
33,72
32,68
34,77
35,82
30,6

28,28

37,32
37,31
35,08
38,25
37,62
31,92
35,87
32,63
29,25
34,13
29,66
21,27
41
31,54
35,89
36,47
32,31
34,4
34,03
30,71
26,76

35,11
37,02
39,44
41
36,9
33,12
37,19
34,66
29,98
33,59
29,53
28,65
37,47
33,02
37,27
35,09
33,96
36,03
35,61
35,25
28,75

33,69
34,16
33,57
37,31
33,92
31,86
33,92
32,11
30,27
31,2
29,65
26,66
41
30,71
36,51
31,98
31,64
34,06
33,06
33,71
27,03

37,11
41
41
41
41
37,23
41
38,47
41
38,34
32,49
31,18
41
35,22
38,69
37,41
36,13
38,35
37,02
36,05
30,88

36,79
41
37,31
41

41
33,92
37,34
35,47
32,47
35,04
29,7
28,26
36
34,61
39,2
37,75
34,97
36,88
35,5
33,63
27,82

37,01
41
39,31
41

41
36,13
38,44
36,71
34,64
36,41
32,8
29,59
41
35,57
41
37,36
35,76
36,95
37,07
35,8
32,02

41

41

41

41

41

41

41

41
35,94
41
33,31
29,86
41
36,5
41

41

41

41
36,97
41
32,93

37,61
41
37,42
41

41
34,95
37,11
35,9
33,63
35,16
31,14
27,66
41
35,29
38,76
38,16
35,9
38,19
36,21
35,46
30,09

38,26
41
41
41
41
36,38
41
38,24
33,86
37,71
30,92
30,68
41
37,16
41
41
36,67
41
37,97
36,76
32,48

33,02
36,98
34,09
37,71
35,14
31,8
35,6
32,17
28,66
32,49
26,02
25,2
41
31,66
35,26
33,16
32,94
33,94
32,2
31,78
25,3

41
41
37,78
41
41
34,11
36,64
34,66
34,44
34,65
31,56
27,79
41
38,8
36,89
38,69
34,8
36,58
35,63
34,04
27,73

34,53
38,9
33,96
36,99
34,43
31,96
35,13
32,16
30,45
31,52
217,73
25,65
41
32,23
36,5
33,5
33,57
33,83
32,81
31,67
26,88

38,46
41
41
41
41
35,97
41
38,05
34,55
37,6
32,17
29,88
41
36,55
41
41
37,3
41
37,44
36,68
31,73
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TUG1 (family)
UCA1

UM9-5
WT1-AS

Xist

Y RNA-1
Zeb2NAT
Zfasl

Zfthx2as

18S rRNA

RNUA43 (snoRNA)

GAPDH
LAMIN A/C
U6 snRNA

35,71
35,78
32,67
33,55
32,43
26,58
31,67
34,11
23,65
41

27,49
31,96
36,67
23,66

36,46
37,92
32,27
35,28
41
23,95
30,66
31,65
41
20,3
25,42
33,42
41
24,17

37,47
37,31
35,78
37,88
34,89
22,86
30,84
32,97
26,29
21,89
27,61
34,63
41

27,05

36,47
35,46
31,01
34,04
32,68
21,83
30,51
30,16
24,85
17,87
25,69
32,59
37

26,32

41

41
36,43
36,37
38,37
26,64
37,01
37,37
38,14
23,78
29,99
35,9
41
21,2

37,63
41

35,23
36,55
36,71
26,24
35,77
36,23
37,09
21,92
26,92
33,02
41

25,53

39,13
41

36,39
38,11
36,75
27,62
36,67
36,92
41

24,77
29,78
35,61
41

28,26

41

41
36,8
38,79
41

41
37,78
41

41
32,28
41
36,89
41
29,51

37,87
41

35,61
37,48
39,05
26,17
37,16
37,71
41

23,55
29,57
36,22
41

26,89

39,1
41
36,85
38,75
41
28,08
41

41

41
28,07
31,16
38,91
41
30,08

34,08
35,03
32,67
32,01
32,72
23,98
30,04
31,46
22,51
20,43
24,55
30,99
35,59
22,74

37,31
37,87
34,46
41

41

26,57
39,54
35,66
37,42
23,54
29,49
35,44
41

26,57

34,11
36,59
34,94
33,1

34,04
24,16
31,43
33,12
23,73
22,26
25,51
31,29
36,94
24,64

41

41
37,35
38,5
37,76
27,74
41

41

41
25,79
30,48
37,18
41
27,11

Die Tabelle fasst die gemessenen Cqg-Werte aller Probanden (K: Kontrollfall; S: Schizophrener Proband) zusammen. Die ncR-

NAs mit statistisch signifikantem Expressionsunterschied in der vorliegenden Arbeit sind gelb unterlegt. Die ncRNAs, die in der

Literatur mit der Erkrankung Schizophrenie assoziiert wurden, sind blau unterlegt.
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5.6 Expressionsanalyse von 90 ncRNASs: Ergebnisse

Tabelle 5.15: Ergebnis der Expressionsanalyse in den neuronalen Zellkernen des

Brodmann-Areals 10

Schizophrene

Kontrollgruppe Probanden Statistik

NcRNA MW SD MW SD FC p-Wert

21A 127,319 112,385 | 154,095 77,018 | 1,21 0,366
7SK 3,885 2,938 5414 4,128 | 1,39 0,534
7SL 36,761 57,132 6,563 4,213 | -5,60 0,138
Air 0,053 0,024 0,158 0,179 | 3,00 0,052
AK023948 0,034 0,036 0,036 0,016 | 1,08 0,180
Alpha 280 0,065 0,138 0,004 0,005 | -15,93 0,234
Alpha 250 0,028 0,035 0,046  0,065| 1,66 0,836
ANRIL 0,008 0,007 0,009 0,009| 1,13 0,836
anti-NOS2A 0,117 0,217 0,025 0,035 | -4,66 0,234
antiPegl11 0,055 0,060 0,087  0,110| 1,56 0,628
BACE1AS* 0,036 0,023 0,045 0,023| 1,25 0,534
BC200 8,665 5,322 37,489 55,718 | 4,33 0,052
CAR Intergenic 0,015 0,010 0,020 0,015| 1,36 0,628

10
DHFR upstream 0,074 0,038 0,060 0,046 | -1,22 0,294

transcripts*

Dio3os* 0,426 0,317 0,300 0,052 | -142 0,836
DISC2* 0,018 0,009 0,031 0,043 | 1,73 0,836
DLG2AS* 0,011 0,010 0,009 0,018 | -1,20 0,294
E2F4 antisense 0,195 0,364 0,042 0,067 | -4,62 0,234
EgoA 0,469 0,533 0,313 0,284 | -1,50 0,946
EGO B 0,507 0,628 0,416 0,414 | -1,22 0,946
Emx2os 0,061 0,034 0,105 0,053 | 1,72 0,138
Evfl und EVF2 0,002 0,004 0,002 0,004 | 1,06 0,730
GASS5-family 5,741 5,451 10,688 8,671 1,86 0,234
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H19
H19 antisense

H19 upstream

conserved 1 & 2

HOTAIR
HOTAIRM1
HOTTIP
Hoxallas
HOXA3as
HOXAGas
HULC
IGF2AS*
IPW

Jpx
Kcnglotl
KRASP1
L1PA16
lincRNA-p21
lincRNA-RoR
lincRNA-
SFMBT?2
lincRNA-
VLDLR
LOC285194
LUST
Malatl
mascRNA
MEG3*
MEG9
MER11C

0,029
0,888
8,588

0,077
0,178
0,077
0,474
0,002
2,968
0,019
0,197
0,033
0,008
0,011
0,019
0,047
0,191
0,221
0,038

0,641

0,021
7,025
0,061
0,039
0,004
0,529
0,089

0,026
1,274
12,948

0,067
0,069
0,174
0,334
0,002
1,466
0,014
0,168
0,028
0,005
0,011
0,008
0,059
0,137
0,353
0,051

0,573

0,008
3,968
0,047
0,031
0,003
0,307
0,046

0,042
0,900
3,664

0,115
0,312
0,008
0,415
0,005
3,079
0,045
0,277
0,052
0,021
0,071
0,055
0,043
0,268
0,126
0,017

1,132

0,025
14,007
0,080
0,114
0,007
0,709
0,148

0,030
0,871
2,113

0,101
0,228
0,003
0,354
0,005
3,037
0,042
0,341
0,048
0,011
0,120
0,043
0,063
0,165
0,137
0,019

1,882

0,018
12,88
0,072
0,118
0,005
0,475
0,111

1,41
1,01
-2,34

1,48
1,75
-9,47
-1,14
2,13
1,04
2,39
1,41
1,57
2,56
6,32
2,90
-1,11
1,40
-1,76
-2,21

1,77

1,19
1,99
1,30
2,88
1,98
1,34
1,66

0,628
0,946
0,946

0,628
0,294
0,730
0,730
0,294
0,730
0,294
0,836
0,366
0,022
0,138
0,052
0,628
0,534
1,000
1,000

0,730

0,628
0,366
0,836
0,294
0,138
0,730
0,628
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ncR-uPAR
NDM29
NEAT1*
Nespas
NRON
NTT

p53 MRNA
PCGEM1
PR antisense
transcripts
PRINS
PSF inhibiting
RNA
PTENP1
RNCR3
SAF

SCAS8
snaR
SNHG1
SNHG3
SNHG4
SNHG5
SNHG6
Sox2ot
SRA
ST70T
TEA ncRNAs*
Tmevpgl
TncRNA
Tsix
TUG1*
UCA1
UM9-5

3,809
1,152
0,060
0,030
0,073
0,016
0,014
0,019
0,003

0,004
0,001

0,003
0,074
0,012
0,018
0,124
0,045
1,448
6,226
0,002
0,045
0,003
0,018
0,043
0,011
0,038
0,038
0,942
0,015
0,003
0,037

2,250
1,333
0,043
0,019
0,044
0,006
0,011
0,014
0,003

0,004
0,001

0,003
0,043
0,008
0,009
0,111
0,019
1,058
2,931
0,005
0,038
0,002
0,014
0,070
0,005
0,025
0,013
0,938
0,008
0,002
0,022

10,801
0,532
0,062
0,031
0,085
0,015
0,043
0,019
0,003

0,01
0,006

0,005
0,157
0,019
0,020
0,120
0,079
0,806
14,847
0,003
0,115
0,007
0,027
0,050
0,025
0,055
0,042
1,189
0,013
0,008
0,069

7,545
0,268
0,024
0,017
0,079
0,012
0,031
0,009
0,003

0,009
0,010

0,005
0,133
0,023
0,009
0,034
0,078
0,185
14,969
0,003
0,112
0,005
0,019
0,019
0,017
0,027
0,016
1,756
0,014
0,009
0,057

2,84
-2,17
1,03
1,05
1,16
-1,07
2,98
1,03
1,11

2,32
6,54

1,68
2,13
1,62
1,11

-1,03
1,78

-1,80
2,38
1,46
2,57
2,55
1,50
1,15
2,39
1,45
1,12
1,26

-1,16
2,44
1,86

0,074
0,946
0,446
0,836
1,000
0,446
0,034
0,628
0,946

0,294
0,366

0,446
0,234
1,000
0,946
0,534
1,000
0,446
0,180
0,294
0,074
0,138
0,534
0,034
0,234
0,234
0,628
1,000
0,534
0,730
0,366
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WT1-AS 0,009 0,006 0,017 0,011| 1,85 0,366
Xist 0,022 0,013 0,060 0,058 | 2,74 0,138
Y RNA-1 18,394 30,308 14,828 13,634 | -1,24 0,294
Zeb2NAT 0,217 0,422 0,181 0,238 | -1,20 0,366
Zfasl 0,029 0,036 0,049 0,043| 1,69 0,102
Zfhx2as 28,296 16,065 51,443 39,431 | 1,82 0,366
*: family

Die Tabelle fasst die errechneten Mittelwerte der relativen Genexpres-
sion (MW), mit Standardabweichung (SD; STABW.N Funktion in Excel)
sowie die Ergebnisse der statistischen Berechung (Fold Change (FC)

und p-Wert nach U-Test von Mann-Whitney) zusammen. Die ncRNAs

mit statistisch signifikantem Expressionsunterschied in der vorliegen-

den Arbeit sind gelb unterlegt. Die ncRNAs, die in der Literatur mit

der Erkrankung Schizophrenie assoziiert wurden, sind blau unterlegt.
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Tabelle 5.16: Ergebnis der Expressionsanalyse in den neuronalen Zellkernen der
Brodmann-Areale 17/18

Schizophrene
Kontrollgruppe Probanden Statistik
NcRNA MW SD MW SD FC p-Wert
21A 153,745 132,006 | 164,204 92,666 1,07 0,818
7SK 2,624 1,223 6,733 9,760 2,57 1,000
7SL 43,399 45,563 13,557 7,800 -3,20 0,588
Air 0,106 0,158 0,042 0,031 -2,53 0,938
AK023948 0,057 0,049 0,026 0,013 -2,21 0,240
Alpha 280 1,619 2,387 0,008 0,011 | -200,77 0,818
Alpha 250 0,122 0,132 0,132 0,106 1,08 0,240
ANRIL 0,003 0,002 0,004 0,006 1,69 0,700
anti-NOS2A 3,750 6,121 0,023 0,034 | -160,65 0,394
antiPegl11 0,091 0,115 0,052 0,065 -1,75 0,700
BACE1AS* 0,030 0,037 0,015 0,011 -1,98 0,818
BC200 6,596 4,884 5,197 2,264 -1,27 0,938
CAR Intergenic 0,003 0,002 0,014 0,016 5,14 0,132
10
DHFR upstream 0,024 0,037 0,069 0,074 2,81 0,394
transcripts®
Dio3os* 0,595 0,762 0,433 0,342 -1,37 0,818
DLG2AS* 3,989 7,343 0,004 0,003 | -984,39 0,700
E2F4 antisense 0,207 0,344 0,039 0,045 -5,35 0,394
EgoA 1,329 1,071 1,232 0,991 -1,08 >0,938
EGO B 1,034 0,805 0,592 0,258 -1,75 0,588
Emx20s 0,178 0,200 0,073 0,049 -2,42 0,700
| boor 0001]-2599 0515
GAS5-family 4,697 5,875 2,015 0,692 -2,33 0,938

H19 0,049 0,076 0,042 0,033 -1,17 0,484

160



5 Anhang

H19 antisense
H19 upstream

conserved 1 & 2

HAR1A
HAR1B
HOTAIR
HOTAIRM1
HOTTIP
Hoxallas
HOXA3as
HOXAGas
HULC
IGF2AS*
IPW

Jpx
Kcnglotl
KRASP1
L1PA16
lincRNA-p21
lincRNA-RoR
lincRNA-
SFMBT?2
lincRNA-
VLDLR
LOC285194
LUST
Malatl
mascRNA
MEG3*
MEG9
MER11C
ncR-uPAR
NDM29

3,773
22,38

0,116
2,181
0,009
0,232
0,018
2,147
0,003
4,429
0,028
0,336
0,029
0,004
0,150
0,075
9,200
0,285
5,910
1,744

4,823

0,058
14,338
0,061
0,149
0,020
1,216
0,259
16,923
0,008

5,141
30,211

0,103
2,567
0,014
0,192
0,022
3,839
0,002
7,751
0,042
0,431
0,030
0,005
0,250
0,095
16,518
0,265
10,048
2,623

6,766

0,050
14,505
0,063
0,19
0,035
0,646
0,228
19,219
0,013

0,572
6,158

0,066
0,813
0,063
0,153
0,004
0,188
0,001
8,765
0,013
0,096
0,051
0,006
0,026
0,043
0,031
0,154
0,231
0,051

2,319

0,019
5,343
0,314
0,062
0,010
0,807
0,165
3,804
0,184

0,27
3,75

0,033
0,472
0,078
0,086
0,002
0,116
0,001
7,837
0,011
0,080
0,052
0,008
0,014
0,026
0,034
0,093
0,213
0,076

3,010

0,013
2,621
0,366
0,033
0,011
0,963
0,062
3,305
0,189

-6,60
-3,63

-1,76
-2,68
7,42
-1,52
-4,02
-11,45
-2,71
1,98
-2,16
-3,52
1,74
1,69
-5,78
-1,75
-298,83
-1,85
-25,6
-34,33

-2,08

-2,97
-2,68

5,19
-2,39
-2,08
-1,51
-1,57
-4,45
23,76

0,938
0,938

1,000
0,938
0,240
0,818
0,310
0,310
0,094
0,094
0,938
0,938
0,394
0,588
0,240
0,938
0,240
0,818
0,818
0,394

0,818

0,042
0,310
0,042
0,818
0,700
0,310
1,000
0,132
0,132
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NEAT1*
Nespas
NRON
NTT

p53 MRNA
PCGEM1
PR antisense
transcripts
PRINS
PSF inhibiting
RNA
PTENP1
RNCR3
SAF

SCA8
snaR
SNHG1
SNHG3
SNHG4
SNHG5
SNHG6
Sox2ot
SRA
ST70T
TEA ncRNAs*
Tmevpgl
TncRNA
Tsix
TUG1*
UCA1
UM9-5
WT1-AS
Xist

0,185
0,139
0,277
0,084
0,090
0,019
0,056

0,008
0,003

0,011
0,314
0,047
0,051
0,339
0,121
1,679
6,045
0,002
0,097
0,004
0,053
0,087
0,056
0,047
0,044
1,949
0,060
0,007
0,063
0,006
0,067

0,101
0,097
0,365
0,109
0,121
0,018
0,115

0,007
0,002

0,014
0,372
0,060
0,044
0,318
0,142
1,128
3,794
0,002
0,086
0,002
0,082
0,105
0,078
0,049
0,020
2,132
0,095
0,007
0,068
0,005
0,094

0,145
0,069
0,080
0,023
0,027
0,032
0,002

0,015
0,001

0,006
0,042
0,017
0,043
0,114
0,045
1,104
4,485
0,002
0,065
0,007
0,033
0,049
0,012
0,036
0,033
0,488
0,017
0,004
0,022
0,013
0,048

0,099
0,038
0,066
0,026
0,018
0,017
0,001

0,008
0,001

0,003
0,018
0,005
0,030
0,071
0,013
1,205
1,138
0,002
0,036
0,007
0,025
0,042
0,010
0,014
0,017
0,181
0,011
0,002
0,010
0,007
0,041

-1,27
-2,01
-3,45
-3,64
-3,29
1,65
-25,34

1,81
-2,47

-1,88
-7,54
-2,69
-1,17
-2,98
-2,66
-1,52
-1,35
-1,33
-1,49

1,75
-1,61
-1,75
-4,61
-1,29
-1,34
-3,99
-3,43
-1,92
-2,85

2,19
-1,40

0,310
0,180
0,394
0,310
0,310
0,240
0,938

0,240
0,180

0,938
0,026
0,484
0,700
0,310
0,240
0,132
0,588
0,700
0,818
0,818
0,588
1,000
0,042
0,700
0,484
0,484
0,818
0,818
0,484
0,094
0,818

162



5 Anhang

Y RNA-1 66,686 104,436 5352 4,232 | -12,46 0,310
Zeb2NAT 0,722 0,984 0,054 0,023 | -13,38 0,394
Zfasl 0,150 0,206 0,022 0,010 -6,80 0,818
Zfhx2as 50,046 80,12 15,377 12,122 -3,25 0,700
*: family

Die Tabelle fasst die errechneten Mittelwerte der relativen Genexpres-
sion (MW), mit Standardabweichung (SD; STABW.N Funktion in Excel)
sowie die Ergebnisse der statistischen Berechung (Fold Change (FC)

und p-Wert nach U-Test von Mann-Whitney) zusammen. Die ncRNAs

mit statistisch signifikantem Expressionsunterschied in der vorliegen-

den Arbeit sind gelb unterlegt. Die ncRNAs, die in der Literatur mit

der Erkrankung Schizophrenie assoziiert wurden, sind blau unterlegt.
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Tabelle 5.17: Ergebnis der Expressionsanalyse in den glialen Zellkernen des

Brodmann-Areals 10

Schizophrene

Kontrollgruppe Probanden Statistik

NcRNA MW SD MW  SD* FC p-Wert
21A 121,192 136,755 | 72,775 64,909 -1,67 0,428
7SK 2,472 1,113 | 3,024 2,135 1,22 >0,930
7SL 15,846 12,566 | 3,876 2,980 | -4,09 0,082
Air 0,046 0,031| 0,052 0,018 1,12 0,330
AK023948 0,031 0,021| 0,019 0,008 | -1,68 0,662
Alpha 280 0,120 0,207 0,08 0,159 | -1,50 0,246
Alpha 250 0,027 0,037 | 0,054 0,070 2,04 0,536
ANRIL 0,019 0,023 | 0,031 0,064 1,59 0,536
anti-NOS2A 0,256 0,423 | 0,233 0,477| -1,10 0,330
antiPegl11 0,118 0,205| 0,063 0,052 | -2,21 0,930
BACE1AS* 0,047 0,037 | 0,034 0,029 | -1,37 0,428
BC200 7,569 7,895 | 3,809 2,924 -1,99 0,331
CAR Intergenic 10 0,009 0,009 | 0,013 0,008 1,41 0,536
DHFR upstream 0,046 0,061 | 0,047 0,033 1,01 0,330
transcripts®

Dio3os* 0,401 0,374 | 0,228 0,135| -1,76 0,331

jbisczr 0016 000B| 0013 0013|415 0536
DLG2AS* 0,025 0,030 | 0,144 0,241 5,79 0,930
E2F4 antisense 0,500 0,795| 0,336 0,748 | -1,49 0,052
EgoA 0,408 0,328 | 0,304 0,248 | -1,34 0,536
EGO B 0,433 0,275| 0,334 0,229 | -1,30 0,331
Emx20s 0,043 0,019 | 0,099 0,067 2,29 0,178
GAS5-family 4,940 4,342 | 5428 3,772 1,10 0,930
Gomafu 0026 002] 0023 0008] 410 0830,

H19 0,042 0,042 | 0,034 0,012| -1,22 0,930
H19 antisense 0,846 0,724 | 0,712 0,359 | -1,19 0,930
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H19 upstream con-
served 1 & 2
HAR1A
HAR1B
HOTAIR
HOTAIRM1
HOTTIP
Hoxallas
HOXA3as
HOXAGas
HULC
IGF2AS*
IPW

Jpx

Kcnglotl
KRASP1
L1PA16
lincRNA-p21
lincRNA-RoR
lincRNA-SFMBT?2
lincRNA-VLDLR
LOC285194
LUST

Malatl
mascRNA
MEG3*
MEG9
MER11C
ncR-uPAR
NDM29
NEAT1*
Nespas
NRON

5,157

0,071
0,485
0,140
0,163
0,005
0,372
0,004
4,981
0,016
0,217
0,013
0,015
0,024
0,023
0,085
0,149
0,396
0,177
0,736
0,018
6,066
0,132
0,043
0,002
0,097
0,050
2,679
0,859
0,088
0,027
0,058

3,656

0,043
0,195
0,185
0,142
0,005
0,185
0,005
4,498
0,020
0,199
0,007
0,012
0,012
0,014
0,096
0,166
0,526
0,278
0,774
0,014
5,008
0,187
0,022
0,002
0,047
0,049
0,867
0,347
0,073
0,010
0,036

2,479

0,028
0,186
0,125
0,273
0,006
0,467
0,002
0,951
0,041
0,227
0,015
0,010
0,018
0,013
0,068
0,274
0,246
0,029
0,634
0,013
5,611
0,118
0,051
0,003
0,044
0,051
8,911
0,734
0,107
0,038
0,066

1,513

0,010
0,114
0,221
0,350
0,004
0,370
0,002
0,481
0,064
0,068
0,008
0,007
0,008
0,007
0,122
0,250
0,280
0,062
0,587
0,010
2,079
0,082
0,032
0,002
0,015
0,026
13,864
0,551
0,106
0,029
0,063

-2,32

-2,58
-2,6
-1,12
1,67
1,20
1,26
-1,87
-5,24
2,59
1,05
1,14
-1,50
-1,35
-1,69
-1,25
1,84
-1,61
-6,16
-1,16
-1,46
-1,08
-1,11
1,17
1,24
-2,18
1,01
3,33
-1,17
1,22
1,42
1,14

0,126

0,126
0,018
0,536
0,792
0,536
1,000
0,792
0,126
0,330
0,246
0,536
0,331
0,536
0,428
0,331
0,536
0,536
0,246
0,792
0,330
0,930
0,428
0,930
0,536
0,052
0,428
0,331
0,792
1,000
0,930
0,930
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NTT

p53 MRNA
PCGEM1
PR antisense
transcripts
PRINS
PSF inhibiting
RNA
PTENP1
RNCR3
SAF

SCA8
snaR
SNHG1
SNHG3
SNHG4
SNHG5
SNHG6
Sox2ot
SRA
ST70T
TEA ncRNAs*
Tmevpgl
TncRNA
Tsix
TUG1*
UCA1
UM9-5
WT1-AS
Xist

Y RNA-1
Zeb2NAT
Zfasl

0,009
0,013
0,010
0,002

0,008
0,002

0,002
0,062
0,009
0,029
0,299
0,052
0,740
4,802
0,005
0,045
0,003
0,015
0,022
0,005
0,029
0,090
0,815
0,013
0,002
0,027
0,017
0,018
38,338
0,230
0,016

0,005
0,013
0,009
0,001

0,007
0,002

0,002
0,032
0,007
0,017
0,310
0,032
0,307
3,729
0,005
0,025
0,002
0,009
0,022
0,002
0,020
0,124
0,444
0,016
0,002
0,015
0,008
0,012
65,823
0,249
0,013

0,005
0,018
0,011
0,001

0,007
0,001

0,002
0,141
0,015
0,030
0,290
0,052
0,456
5,344
0,002
0,053
0,003
0,010
0,018
0,016
0,027
0,084
1,357
0,011
0,002
0,028
0,027
0,025
14,549
0,081
0,023

0,005
0,011
0,006
0,001

0,005
0,001

0,001
0,194
0,019
0,023
0,221
0,039
0,259
2,514
0,004
0,023
0,001
0,009
0,008
0,014
0,013
0,085
0,987
0,011
0,001
0,013
0,013
0,017
14,23
0,084
0,020

-1,94
1,34
1,03

-1,32

-1,23
-2,02

-1,08
2,26
1,71
1,03

-1,03

-1,01

-1,62
1,11

-1,87
1,17
1,05

-1,42

-1,22
3,42

-1,07

-1,07
1,67

-1,22
-1,6
1,05
1,53
1,38

-2,64

-2,86
1,46

0,126
0,246
0,930
0,792

0,930
0,930

0,930
0,930
0,331
0,930
0,792
1,000
0,178
0,331
0,792
0,246
0,930
0,331
0,930
0,082
1,000
0,792
0,536
1,000
0,536
0,792
0,330
0,428
0,792
0,178
0,331
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Zfthx2as 11,587 7,471 | 34,256 37,623 2,96 0,246

*: family

Die Tabelle fasst die errechneten Mittelwerte der relativen Genexpres-
sion (MW), mit Standardabweichung (SD; STABW.N Funktion in Excel)
sowie die Ergebnisse der statistischen Berechung (Fold Change (FC)
und p-Wert nach U-Test von Mann-Whitney) zusammen. Die ncRNAs
mit statistisch signifikantem Expressionsunterschied in der vorliegen-
den Arbeit sind gelb unterlegt. Die ncRNAs, die in der Literatur mit

der Erkrankung Schizophrenie assoziiert wurden, sind blau unterlegt.
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Tabelle 5.18: Ergebnis der Expressionsanalyse in den glialen Zellkernen der

Brodmann-Areale 17/18

Schizophrene

Kontrollgruppe Probanden Statistik

NcRNA MW SD MW SD FC p-Wert
21A 101,735 89,327 | 201,993 115,086 | 1,99 0,148
7SK 2,474 2,810 5,850 3,600 | 2,36 0,074
7SL 20,269 20,069 | 16,919 13,079 -1,2 0,876
Air 0,044 0,040 | 0,017 0,014 | -2,57 0,756
AK023948 0,043 0,027 0,018 0,007 | -2,41 0,268
Alpha 280 0,109 0,180 | 0,181 0,266 | 1,67 0,638
Alpha 250 0,063 0,049 0,064 0,018 | 1,02 0,638
ANRIL 0,002 0,003 0,002 0,002 | 1,05 0,756
anti-NOS2A 0,107 0,178 0,291 0,490 | 2,73 0,530
antiPegl11 0,031 0,037 0,075 0,094 | 244 0,876
BACE1AS* 0,011 0,007 0,022 0,008 | 1,95 0,030
BC200 1,859 2,000 2,485 1,063 1,34 0,432
CAR Intergenic 10 0,010 0,007 0,012 0,007 | 1,21 0,638
DHFR upstream 0,030 0,059 0,074 0,034 | 245 0,048
transcripts*

Dio3os* 0,248 0,164 | 0,408 0,198 | 1,64 0,202
DISC2* 0,014 0,010 0,012 0,010 | -1,13 0,756
DLG2AS* 0,066 0,146 0,190 0,362 | 2,88 0,530
E2F4 antisense 0,123 0,182 0,511 0,951 | 4,16 0,202
EgoA 6,665 12,23 0,708 0,326 | -9,41 0,756
EGO B 5501 8450| 0,901 0,444 | -6,10 0,876
Emx20s 0,076 0,054 | 0,067 0,03| -1,13 0,202
Evfl und EVF2 0,001 0,002 0,001 0,001 | -2,26 0,638
GAS5-family 1,738 1,434| 3,510 2,470 | 2,02 0,148
Gomafu 0,015 0,007 0,020 0,006 | 1,33 0,202
H19 0,040 0,018 0,019 0,011 | -2,16 0,074
H19 antisense 2,451 2,946 0,351 0,218 | -6,98 0,756
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H19 upstream con-
served 1 & 2
HAR1A
HAR1B
HOTAIR
HOTAIRM1
HOTTIP
Hoxallas
HOXA3as
HOXAGas
HULC
IGF2AS*
IPW

Jpx

Kcnglotl
KRASP1
L1PA16
lincRNA-p21
lincRNA-RoR
lincRNA-SFMBT?2
lincRNA-VLDLR
LOC285194
LUST

Malatl
mascRNA
MEG3*
MEG9
MER11C
ncR-uPAR
NDM29
NEAT1*
Nespas
NRON

9,252

0,149
0,991
0,055
0,084
0,007
0,370
0,001
5,259
0,010
0,089
0,019
0,004
0,063
0,040
0,195
0,181
0,273
0,119
1,989
0,016
5,533
0,087
0,090
0,007
0,106
0,098
3,525
0,393
0,152
0,094
0,143

6,962

0,162
0,702

0,12
0,037
0,006
0,330
0,001
3,961
0,010
0,095
0,010
0,007
0,059
0,032
0,253
0,117
0,317
0,208
2,965
0,010
5,719
0,122
0,082
0,006
0,117
0,110
1,072
0,682
0,146
0,088
0,124

3,947

0,048
0,497
0,046
0,094
0,005
0,400
0,001
8,860
0,012
0,044
0,010
0,010
0,009
0,016
0,235
0,158
0,433
0,097
6,012
0,014
11,216
0,060
0,020
0,001
0,016
0,043
2,976
0,512
0,105
0,046
0,040

2,589

0,022
0,221
0,035
0,041
0,004
0,162
0,000
7,400
0,011
0,059
0,003
0,005
0,007
0,004
0,347
0,111
0,470
0,148
7,171
0,009
14,902
0,039
0,009
0,001
0,018
0,016
1,542
0,181
0,083
0,025
0,022

-2,34

-3,13
-1,99
-1,21
1,12
-1,33
1,08
1,10
1,68
1,14
-2,02
-1,83
2,34
-6,67
-2,51
1,21
-1,14
1,59
-1,23
3,02
-1,16
2,03
-1,45
-4,48
5,63
-6,76
-2,30
-1,18
1,30
-1,44
-2,06
-3,56

0,202

0,106
0,268
0,148
0,756
0,876
0,530
0,756
0,530
0,756
0,268
0,048
0,106
0,048
0,202
0,876
0,756
0,530
0,530
1,000
0,876
0,638
0,876
0,048
0,202
0,530
0,756
0,432
0,106
0,756
0,530
0,432

169



5 Anhang

NTT

p53 MRNA
PCGEM1
PR antisense
transcripts
PRINS
PSF inhibiting
RNA
PTENP1
RNCR3
SAF

SCA8
snaR
SNHG1
SNHG3
SNHG4
SNHG5
SNHG6
Sox2ot
SRA
ST70T
TEA ncRNAs*
Tmevpgl
TncRNA
Tsix
TUG1*
UCA1
UM9-5
WT1-AS
Xist

Y RNA-1
Zeb2NAT
Zfasl

0,028
0,028
0,015
0,004

0,008
0,001

0,006
0,061
0,007
0,031
0,242
0,043
0,498
2,836
0,002
0,074
0,003
0,020
0,043
0,011
0,015
0,057
1,442
0,003
0,003
0,042
0,011
0,020
36,513
0,130
0,068

0,028
0,034
0,008
0,005

0,009
0,001

0,007
0,039
0,006
0,020
0,273
0,040
0,290
2,366
0,002
0,048
0,002
0,023
0,024
0,005
0,009
0,045
0,616
0,001
0,002
0,042
0,008
0,016
42,468
0,155
0,085

0,014
0,010
0,007
0,001

0,006
0,001

0,002
0,049
0,007
0,029
0,123
0,037
0,742
4,780
0,001
0,027
0,004
0,006
0,024
0,007
0,021
0,044
2,482
0,006
0,002
0,027
0,010
0,007
13,666
0,027
0,016

0,006
0,005
0,003
0,000

0,003
0,000

0,002
0,021
0,006
0,016
0,037
0,019
0,193
2,798
0,001
0,015
0,004
0,004
0,015
0,005
0,005
0,023
2,193
0,003
0,002
0,022
0,006
0,005
7,560
0,026
0,010

-2,08
-2,74
-2,22
-5,06

-1,26
-1,10

-2,67
-1,25
-1,03
-1,09
-1,97
1,17
1,49
1,69
-3,03
2,77
1,27
-3,29
-1,78
-1,46
1,36
1,3
1,72
2,01
-1,12
-1,54
1,1
2,78
-2,67
-4,91
-4,34

0,344
1,000
0,148
0,202

0,638
0,876

0,638
0,876
1,000
0,876
1,000
0,756
0,074
0,202
0,268
0,030
1,000
0,202
0,202
0,432
0,202
1,000
0,756
0,148
0,756
0,638
0,756
0,432
0,876
0,148
0,432
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Zfhx2as 5,417 6,520 4,535 5,565 | -1,19 1,000

*: family

Die Tabelle fasst die errechneten Mittelwerte der relativen Genexpres-
sion (MW), mit Standardabweichung (SD; STABW.N Funktion in Excel)
sowie die Ergebnisse der statistischen Berechung (Fold Change (FC)
und p-Wert nach U-Test von Mann-Whitney) zusammen. Die ncRNAs
mit statistisch signifikantem Expressionsunterschied in der vorliegen-
den Arbeit sind gelb unterlegt. Die ncRNAs, die in der Literatur mit
der Erkrankung Schizophrenie assoziiert wurden, sind blau unterlegt.
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Abbildung 5.1: ST70T: Einzelwertdiagramm der relativen Genexpression
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Darstellung der relativen Expression von ST7OT (Y-Achse) in den un-
tersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind die
individuellen Datenpunkte der Probanden (blaue Vierecke: Kontroll-
falle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die Mittelwerte (horizon-

tale Linien) und Standardabweichungen (vertikale Linien).

Die individuellen Datenpunkte der schizophrenen Probanden liegen in
den neuronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10 im Bereich einer

hdheren relativen Genexpression verglichen mit der Kontrollgruppe

(**) .
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Abbildung 5.2: p53 mRNA: Einzelwertdiagramm der relativen Genexpression
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Darstellung der relativen Expression von p53mRNA (Y-Achse) in den
untersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind
die individuellen Datenpunkte der Probanden (blaue Vierecke: Kon-
trollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die Mittelwerte (ho-

rizontale Linien) und Standardabweichungen (vertikale Linien).

Die individuellen Datenpunkte der schizophrenen Probanden liegen in
den neuronalen Zellkernen des Brodmann-Areals 10 im Bereich einer

hdheren relativen Genexpression verglichen mit der Kontrollgruppe

(**) .
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Abbildung 5.3: LOC285194: Einzelwertdiagramm der relativen Genexpression
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Darstellung der relativen Expression von LOC285194 (Y-Achse) in den
untersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind
die individuellen Datenpunkte der Probanden (blaue Vierecke: Kon-
trollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die Mittelwerte (ho-

rizontale Linien) und Standardabweichungen (vertikale Linien).

Die individuellen Datenpunkte der schizophrenen Probanden liegen in
den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 durchschnitt-
lich im Bereich einer geringeren relativen Genexpression als die Werte

der Kontrollgruppe (**).
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Abbildung 5.4: TEA ncRNAs (family): Einzelwertdiagramm der relativen Gen-
expression
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Darstellung der relativen Expression von TEA ncRNAs (family) (Y-
Achse) in den untersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Ab-
gebildet sind die individuellen Datenpunkte der Probanden (blaue
Vierecke: Kontrollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die
Mittelwerte (horizontale Linien) und Standardabweichungen (vertikale

Linien).

In den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 liegen die
individualisierten Datenpunkte der schizophrenen Probanden im Be-
reich einer niedrigeren relativen Expression als die Werte der Kon-

trollgruppe (**).
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Abbildung 5.5: IPW: Einzelwertdiagramm der relativen Genexpression
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Darstellung der relativen Expression von IPW (Y-Achse) in den unter-
suchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind die
individuellen Datenpunkte der Probanden (blaue Vierecke: Kontroll-
falle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die Mittelwerte (horizon-

tale Linien) und Standardabweichungen (vertikale Linien).

Dem Diagramm ist in den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale
17/18 eine niedrigere relative Expression in der Gruppe der schizo-

phrenen Probanden verglichen mit der Kontrollgruppe zu entnehmen

(**) .
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Abbildung 5.6: Kcnglotl: Einzelwertdiagramm der relativen Genexpression*
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Darstellung der relativen Expression von Kcnqlotl (Y-Achse) in den
untersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind
die individuellen Datenpunkte der Probanden (blaue Vierecke: Kon-
trollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die Mittelwerte (ho-
rizontale Linien) und Standardabweichungen (vertikale Linien). In den
glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 liegen die individuellen
Datenpunkte der schizophrenen Probanden im Bereich einer niedrige-
ren relativen Genexpression als die Werte der Kontrollgruppe (**).
*Im dargestellten Diagramm fehlt ein stark abweichende Werte (K5 in
den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18), da die starke
Deviation die Skala der Y-Achse beeinflusst und das Diagramm keine

Aussage Uber die anderen Messwerte zulassen wirde.
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Abbildung 5.7: MascRNA: Einzelwertdiagramm der relativen Genexpression

0.6

**

°

0.4

0.2

O_O_$°° Bk %%0

relative Expression der RN A

-0.2 T T T T
BA 10 BA 17/18 BA 10 BA 17/18
NeuN + NeuN + NeuN - NeuN -

o Kontrollfall

° Schizophrener Proband

Darstellung der relativen Expression von mascRNA (Y-Achse) in den
untersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind
die individuellen Datenpunkte der Probanden (blaue Vierecke: Kon-
trollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die Mittelwerte (ho-

rizontale Linien) und Standardabweichungen (vertikale Linien).

In den glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 liegen die indi-
viduellen Datenpunkte der schizophrenen Probanden auf einem niedri-

geren Niveau der relativen Genexpression als die Werte der Kontroll-

gruppe (**).
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Abbildung 5.8: DHFR upstream transcripts (family): Einzelwertdiagramm der

relativen Genexpression
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Darstellung der relativen Expression von DHFR upstream transcripts
(family) (Y-Achse) in den untersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-
Achse). Abgebildet sind die individuellen Datenpunkte der Probanden
(blaue Vierecke: Kontrollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden),
die Mittelwerte (horizontale Linien) und Standardabweichungen (verti-
kale Linien). Im Diagramm ist deutlich zu erkennen, dass die Mehrzahl
der individuellen Datenpunkte der schizophrenen Probanden in den
glialen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18 einer hohere relative
Genexpression zuordenbar ist als die Werte der Kontrollgruppe (**).
Eine ahnliche, nicht statistisch signifikante Tendenz lasst sich auch in

den glialen Zellkernen des Brodmann-Areals 10 erkennen.
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Abbildung 5.9: Gomafu: Einzelwertdiagramm der relativen Genexpression
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Darstellung der relativen Expression von Gomafu (Y-Achse) in den un-
tersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet sind die
Daten der einzelnen Probanden (blaue Vierecke: Kontrollféalle; rote
Kreise: Schizophrene Probanden), die Mittelwerte (horizontalen Li-

nien) und Standardabweichungen (vertikale Linien).

Die Abbildung zeigt eine vergleichbare relativen Genexpression der
INcRNA Gomafu zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe der

schizophrenen Probanden in den untersuchten Hirnregionen und Zell-

typen.
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Abbildung 5.10: Evfl und Evf2: Einzelwertdiagramm der relativen Genexpressi-
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Darstellung der relativen Expression von Evfl und Evf2 (Y-Achse) in
den untersuchten Hirnregionen und Zelltypen (X-Achse). Abgebildet
sind die individuellen Datenpunkte der Probanden (blaue Vierecke:
Kontrollfalle; rote Kreise: Schizophrene Probanden), die Mittelwerte

(horizontalen Linien) und Standardabweichungen (vertikale Linien).

Im dargestellten Streudiagramm fehlt ein stark abweichende Werte (K5
in den neuronalen Zellkernen der Brodmann-Areale 17/18), da die
starke Deviation die Skala der Y-Achse beeinflusst und das Diagramm

keine Aussage Uber die anderen Messwerte zulassen wirde.

Die gemeinsame Expression der IncRNAs Evfl und Evf2 verhdlt sich
zwischen der Kontrollgruppe und den schizophrenen Probanden ver-

gleichbar.
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