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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Schizophrenie

1.1.1 Definition

Der Begriff Schizophrenie umfasst eine heterogene Gruppe von schwerwiegenden
psychischen Storungen, die allesamt durch grundlegende und charakteristische
Veranderungen von Denken (formale und inhaltliche Denkstorungen), Wahrnehmung sowie
inadaquatem Affekt gekennzeichnet sind. Bezlglich Erkrankungsalter und Atiopathogenese,
Symptomatik und Erkrankungsschwere, Verlauf und Prognose herrscht eine grof3e Bandbreite
(DIMDI, 2018).

1.1.2 Historische Entwicklung

Die Geschichte der Schizophrenie ist von drei gro3en Personlichkeiten gepragt worden: Emil
Kraepelin, Eugen Bleuler und Kurt Schneider.

Emil Kraepelin (1856-1926) entwickelte seine Krankheitslehre zur ,dementia praecox” gegen
Ende des 19. Jahrhunderts. Diese war von einem friihen Beginn (praecox), gefolgt von einem
chronisch-progressiven Verlauf mit einer tiefgreifenden und andauernden intellektuellen
Beeintrdchtigung (dementia), gekennzeichnet. Dabei formulierte er neun verschiedene
klinische Unterformen, welche bis dahin als eigenstandige Erkrankungen betrachtet wurden,
die er jedoch unter dem gemeinsamen Uberbegriff der ,dementia praecox* zusammenfasste
(Jager et al., 2004).

1911 anderte der Psychiater Eugen Bleuler (1857-1939) Kraepelins Bezeichnung der
.dementia praecox‘ in den Begriff ,Schizophrenie® ab. Sein Ziel war, den scheinbar
unvermeidlichen Langzeitverlauf von Kraepelins ,dementia praecox” von der initialen
Symptomatik zu Beginn der Erkrankung zu trennen, da er diesen bei Krankheitsbeginn noch
nicht festgelegt sah (Katschnig, 2018).

Als wesentlichen Bestandteil der Erkrankung definierte Bleuler die Trennung einer
Grundsymptomatik und einer akzessorischen Symptomatik. Zu den Grundsymptomen z&hlte
er ,Affektstorung®, ,Autismus®, ,Ambivalenz* und ,Assoziationslockerung®.

Diese ,4 A's“ waren obligatorisch nétig fur die Diagnose ,Schizophrenie®. Die akzessorische
Symptomatik aus Sinnestauschungen, Wahnideen, katatonen Symptomen und Stérungen von

Sprache und Schrift war fakultativ (Jager et al., 2004).
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Kurt Schneider (1887-1967) fiuhrte die Trennung von Grund- und akzessorischer Symptomatik
in dem Sinne fort, dass er die Symptomatik bzgl. ihrer Wichtigkeit zur Diagnose
»ochizophrenie® einordnete. So unterschied er Symptome 1. Ranges (Wahnwahrnehmung,
akustische Halluzinationen in Form von Stimmen horen, Gedankeneingebung und
Gedankenentzug) von Symptomen 2. Ranges (nicht akustische Halluzinationen, bzw. sonstige
akustische Halluzinationen, Wahneinfall, Affektveranderungen) (Jablensky, 2010).

Die aktuell gultigen Schizophreniekonzepte sind im DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders, Fifth Edition) und im ICD-10 (International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems, 10th revision) dargelegt, und stellen eine
Weiterentwicklung der historischen Erklarungen dar.

Das ICD-10 differenziert Symptome mit unterschiedlicher Wertigkeit, und die genaue
Einordnung zum entsprechenden Subtypen erfolgt nach dem vorherrschenden
Symptomenkomplex (DIMDI, 2018). Das DSM-V nennt funf Hauptkriterien, wovon zwei oder
mehr innerhalb eines Monats auftreten mussen. Zusatzlich missen Zeichen des
Stoérungsbildes durchgehend fir 6 Monate anhalten (Falkai and Wittchen, 2018).

1.1.3 Epidemiologie

Um das Auftreten der Schizophrenie zu verstehen, ist es wichtig, Umweltfaktoren und Genetik
gemeinsam zu betrachten, da diese miteinander und nicht getrennt voneinander agieren
(Tandon et al., 2008).

Die Pravalenz, d.h. das Lebenszeitrisiko, an Schizophrenie zu erkranken, betragt 0,3-2,0%,
mit einem Durchschnitt von 0,7% (Saha et al., 2006; Tandon et al., 2008). Die Inzidenz, d.h.
die Anzahl der Neuerkrankungen in einem Jahr, betragt 0,016% (Tandon et al., 2008). Eine
Metaanalyse der diesbeziiglichen Studien aus den Jahren 1965-2001 ermittelte einen Median
von 0,0152% (McGrath et al., 2004).

Méanner und Frauen weisen unterschiedliche Ersterkrankungsalter auf. So erkranken Manner
im Schnitt 3,2 bis 4,1 Jahre friiher als Frauen. Das durchschnittliche Ersterkrankungsalter beim
Mann liegt bei 26,7 Jahren und bei der Frau bei 30,1 Jahren, ein deutlich friherer Beginn ist
jedoch bei beiden Geschlechtern mdglich (Hambrecht et al., 1992).

Zusatzlich bestatigen mehrere Metaanalysen, dass Manner zu Frauen ein relatives Risiko
von 1.54 (1.37-1.72) haben an Schizophrenie zu erkranken (Aleman et al., 2003; Castillejos et
al., 2018; McGrath et al., 2004). Diese Ergebnisse konnten dadurch beeinflusst sein, dass bei
Frauen Schizophrenie aufgrund eines milderen Verlaufs oftmals spater erstdiagnostiziert wird

als bei Mannern. Zuséatzlich wird bei Frauen ein schitzender Effekt des Ostrogens vermutet
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(Kao and Liu, 2010). Sicher ist, dass das mannliche Geschlecht ein Hauptrisikofaktor dafir ist,

einen deutlich schwereren Verlauf zu zeigen (Aleman et al., 2003).

Bei Betrachtung der geographischen Verteilung der Erkrankung wird das Ph&anomen des
,social drifts“ deutlich: in der Stadt treten mehr Erkrankungen an Schizophrenie auf als auf
dem Land (Castillejos et al.,, 2018; McGrath et al., 2004). Noch immer besteht eine
Kontroverse, ob eine Manifestation der Schizophrenie in der Stadt beginstigt wird (,breeder
hypothesis®), oder ob Schizophrenie-Patienten eher in die Stadt ziehen (,selection
hypothesis®). Zum einen ist ein Leben in der Stadt billiger und anonymer. Zum anderen stehen
folgende, mogliche Einflussfaktoren im Raum, welche die erhdhten Patientenzahlen in der
Stadt erklaren konnten: der hdhere soziale Stress, der wahrscheinlichere Cannabiskonsum
oder anderer Substanzmissbrauch, Armut, Infektionen oder vorherrschender Vitamin D-
Mangel. Keiner dieser Faktoren ist jedoch fur sich allein ausreichend flir die deutlichen
Manifestationsunterschiede zwischen Stadt und Land (Chiang et al., 2016; Heinz et al., 2013).
Der ,social drift” wird auch bei Betrachtung der Manifestation der Erkrankung innerhalb der
sozialen Schichten deutlich. Es findet sich eine erhdhte Pravalenz von Erkrankungen in der
niedrigen sozialen Schicht. Auch hier gibt es verschiedene mdgliche Erklarungen. So kann die
niedrige soziale Schicht Ursache sein, d.h. die Manifestation der Schizophrenie wird durch
schlechte Lebensbedingungen gefordert, oder sie ist eine Folge eines sozialen Abstieges im
Laufe der Erkrankung. Forschungsergebnisse sprechen fur letztgenannten Erklarungsansatz
(Castillejos et al., 2018).

1.1.4 Symptomatik und Subtypen

Die Schizophrenie mit ihren Unterformen bildet ein sehr heterogenes Erscheinungsbild, da alle
psychischen Funktionen betroffen sein konnen. Psychopathologisch fiihrend sind
Wahrnehmungsstorungen, inhaltliche Denkstérungen und Ich-Stérungen. Aber auch
Veradnderungen im Affekt, Stérungen des formalen Denkens bis hin zur Schizophasie,
Antriebsverdnderungen, vegetative und katatone Symptomatiken treten auf (Tandon et al.,
20009).

Die Tabellen 1 und 2 geben eine Ubersicht iiber die derzeit giiltigen Diagnosekriterien nach
ICD-10 und DSM-V.
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Tabelle 1: Diagnosekriterien der Schizophrenie nach ICD-10

- Gedankenlautwerden, Gedankenentzug, Gedankeneingebung, | Eindeutige Symptome,

Gedankenausbreitung jedes fir sich alleine ist
- Kontrollwahn, Beeinflussungswahn, Geflhl des Gemachten, | ausreichend fur die
Wahnwahrnehmungen Diagnosestellung

- kommentierende oder dialogisierende Stimmen
- anhaltender, kulturell unangemessener, bizarrer Wahn

- anhaltende Halluzinationen anderer Sinnnesmodalitaten Mindestens zwei dieser
- formale Denkstérungen Symptome sind zur
- katatone Symptomatik Diagnosestellung nétig

- Negativsymptomatik

Nach ICD-10 muss die Symptomatik mindestens einen Monat oder auch langer vorhanden
sein (DIMDI, 2018).

Tabelle 2: Diagnosekriterien der Schizophrenie nach DSM-V (Falkai and Wittchen, 2018)

- Wahn Mindestens zwei Symptome innerhalb eines
- Halluzinationen Monats sind zur Diagnosestellung nétig.

- desorganisierte Sprechweise Zusétzlich missen Zeichen des

- katatones Verhalten Stoérungsbildes durchgehend fur 6 Monate

- Negativsymptomatik anhalten.

Die Diagnosestellung mittels DSM-V verlangt dartiber hinaus, dass seit Beginn der Erkrankung
ein Funktionsbereich wie Arbeit oder zwischenmenschliche Beziehungen deutlich unter dem
friheren Funktionsniveau liegen muss. Liegt der Erkrankungsbeginn bereits im Kindheits- oder
Jugendalter, darf das zu erwartende berufliche, geistige oder zwischenmenschliche Niveau
nicht erreicht werden. Zuséatzlich besteht die Mdoglichkeit, das Vorhandensein einer
komorbiden Katatonie und den aktuellen Schweregrad zu kodieren. Eine Einteilung in
Subtypen wird im Gegensatz zur vorherigen Version, dem DSM-IV, nicht mehr vorgenommen
(Falkai and Wittchen, 2018).

Nach ICD-10 erfolgt die genaue Einordnung zum entsprechenden Subtyp nach dem
vorherrschenden Symptomenkomplex. So st bspw. die paranoid-halluzinatorische
Schizophrenie gepragt von Wahnvorstellungen und Halluzinationen. Bei der Hebephrenie,
einem insbesondere im Jugendalter auftretender Subtyp, stehen affektive Stérungen im Sinne
von lappischer Grundstimmung, leerer Heiterkeit, formalen Denkstorungen und ein oft
enthemmtes Sozialverhalten mit einem schulischen Leistungsabfall im Vordergrund. Der
katatone Typ, als relativ seltener Subtyp, ist durch psychomotorische Stérungen wie z.B.
Erregung, Haltungsstereotypien, wachserne Biegsamkeit, Negativismus, Verstummen
(Mutismus) oder einem Starrezustand (Stupor) gekennzeichnet. Besonders risikoreich bei
diesem Subtypen, ist die Mdglichkeit der vegetativen Entgleisung in eine pernizidse Katatonie.

Der Residualtyp tritt haufig im Verlauf der Erkrankung auf, und ist gepragt von einer
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Personlichkeitsveranderung, sozialem Ruckzug, chronischer Negativsymptomatik und evtl.
leichter Positivsymptomatik. Werden die allgemeinen diagnostischen Kriterien einer
Schizophrenie erfillt, ohne jedoch die spezifischen Merkmale einer Unterform aufzuweisen
(im Sinne von zu geringer, aber auch von zu hoher Anzahl einzelner Symptome), kann das
Erscheinungsbild als undifferenzierte Schizophrenie bezeichnet werden (DIMDI, 2018).

Im ICD-11 soll, wie im DSM-V, die Subtypeneinteilung verlassen werden, da zum einen ein
gewisser Anteil der Erkrankten schwer genau zuzuordnen ist. Zum anderen kann sich das
Erscheinungsbild im Krankheitsverlauf wandeln, sodass der Betroffene von einem Subtyp in
den nachsten wechselt. An Stelle dessen ist ein System aus 6 Hauptdomé&nen der
Psychopathologie geplant, deren Schweregrad von 1-4 zu bewerten ist. Diese Domé&nen sind:
Positivsymptomatik, Negativsymptomatik, depressive Symptomatik, manische Symptomatik,

psychomotorische und kognitive Stérungen (Keeley and Gaebel, 2018).

Derzeit ist eine Einteilung in Positiv- und Negativsymptomatik, diagnostisch erfassbar mittels
der PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) mdglich, und hilft, die Wirksamkeit der
Behandlung zu beurteilen (Dragioti et al., 2017). Bei vorherrschender Positivsymptomatik, wie
Wahn und Halluzinationen sind Neuroleptika die Mittel der Wahl und gut wirksam. Die
Negativsymptomatik in Form von Affektverflachung, Alogie, Apathie, Anhedonie, Asozialitat
und Aufmerksamkeitsstorung ist damit kaum beeinflussbar. Dies &@ufRert sich auch in den

unterschiedlichen Prognosen der einzelnen Subtypen (Liechti et al., 2017).

1.1.5 Verlaufsformen und Prognose

Der Krankheitsverlauf der Schizophrenie zeigt ebenfalls groRe Unterschiede und ist nicht von
Anfang an unvermeidlich als chronisch oder sich verschlechternd anzusehen (DIMDI, 2018).
In der pramorbiden Phase zeigen sich unspezifische kognitive und motorische Stérungen,
sowie Auffalligkeiten im Sozialverhalten. Danach folgt die Prodromalphase, die durch eine
leichte Positivsymptomatik und Affektverdnderungen gekennzeichnet ist. Sie kann Wochen bis
Jahre dauern. Die erste psychotische Episode wird formal als Beginn der Erkrankung
Schizophrenie angesehen. Diese erste Episode kann akut auftreten oder, wie oben erwahnt,
schleichend in Form von Prodromalerscheinungen. Die akute Krankheitsphase dauert Wochen
bis Monate, mit der Mdglichkeit, nach symptomfreien Intervallen erneut aufzutreten. Nach
einer akuten Krankheitsepisode koénnen sich postpsychotische Depressionen bzw.
postpsychotische Erschopfungszustande entwickeln (Tandon et al., 2009).

Der weitere Verlauf nach Erstmanifestation ist vielgestaltig. Ein mdglicher episodischer Verlauf

kann in remittierend, mit stabilem Residuum oder mit zunehmendem Residuum unterschieden
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werden. Jedoch ist auch eine vollstandige bzw. unvollstandige Remission mdglich (Jager et
al., 2014). Ein geringer Anteil der Erkrankten entwickelt zeitlebens eine chronisch bestehende
produktiv-schizophrene Symptomatik, beim gréReren Teil jedoch bildet sich ein
Residualzustand vorwiegend aus Negativsymptomatik, mit unterschiedlich starker
Beimischung von Positivsymptomatik, aus (Tandon et al., 2009).

Der individuelle Verlauf ist v.a. von medikamentdser und psychosozialer Therapie, sowie
frihestmoglicher Diagnosestellung abhangig, da eine kurze Dauer der ersten Psychose eine
der wichtigsten Variablen fur einen giinstigen Verlauf darstellt. Die heutigen medikamenttsen
Therapiemdglichkeiten, welche insbesondere die Symptomatik lindern, haben jedoch wenig
Einfluss auf den endgultigen Ausgang der Erkrankung (Fusar-Poli et al., 2017).

Zusatzlich begehen 5,6% der Schizophrenie-Patienten im Laufe ihrer Erkrankung Suizid.
Besonders geféhrdet ist der Zeitraum um den Erkrankungsbeginn herum, weshalb in der
Behandlung erhthte Achtsamkeit beziglich suizidalem Verhaltens notwendig ist (Palmer et
al., 2005).

Die Prognose der Schizophrenie wird durch allgemeine, psychopathologische und soziale
Faktoren sowie auch den Erkrankungstyp beeinflusst.

So deuten méannliches Geschlecht, eine pramorbide Persodnlichkeitsstérung und eine positive
Familienanamnese auf eine schlechtere Langzeitprognose hin. Psychopathologisch ungiinstig
sind ein Beginn mit negativer, katatoner oder hebephrener Symptomatik, sowie ein schlechtes
Ansprechen auf Psychopharmaka. Psychische Komorbiditaten wie z.B.
Abhangigkeitserkrankungen (Nikotin, Drogenabhangigkeit) oder affektive Stdrungen,
verschlechtern den Ausgang der Erkrankung (Kao and Liu, 2010).

1.1.6 Atiopathogenese

Derzeit wird von einem multifaktoriellen Entstehungsmodell ausgegangen, wobei eine
genetisch bedingte Vulnerabilitdt im Mittelpunkt steht. Die genauen Mechanismen der
Entstehung der Schizophrenie konnten bisher nicht geklart werden.

Die ,Two-hit“-Hypothese erklart die Entstehung der Schizophrenie damit, dass wahrend der
neuronalen Entwicklung Umweltfaktoren vielfaltiger Art mit genetischen Faktoren interagieren.
Diese Interaktion fuhrt zu einer Vorschadigung (,first hit*) der neuronalen Gehirnentwicklung
und macht die Betroffenen anféllig fur eine weitere Schadigung. Der sog. ,second hit* folgt
meist in der Pubertat (z.B. bedingt durch Cannabiskonsum), welcher als Voraussetzung fur die

Entwicklung einer schizophrenen Symptomatik gilt (Davis et al., 2016).
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Zusatzlich entstand der Begriff des Vulnerabilitats-Stress-Modells, welcher von Zubin und
Spring 1977 gepragt wurde. Demnach besitzen schizophreniegeféhrdete Individuen eine
vermehrte Vulnerabilitdt und Sensibilitat im Sinne einer Schwellensenkung gegeniber
Stressfaktoren multifaktorieller Art. Diese Schwellensenkung wiederum ist mit einem Defizit
der Gegenregulation der Betroffenen zur Herstellung ihres psychischen Gleichgewichts
verbunden (Stamm and Buhler, 2001).

So fuhrt letztlich die Interaktion aus der genetischen Anlage, den neuroanatomischen und
biochemischen Veranderungen sowie den biologischen- und Umweltfaktoren im Sinne einer
gestorten pré-, peri- oder postnatalen Entwicklung und einer gestérten Entwicklung in der
Adoleszenz zur Manifestation der Erkrankung (Owen et al., 2016).

1.1.6.1 Biologische Faktoren

Verschiedene Faktoren, die an der Entwicklung einer Schizophrenie beteiligt sind, konnten
identifiziert werden.

Den signifikantesten Einfluss auf die Manifestation der Erkrankung haben dabei Geburts- und
Schwangerschaftskomplikationen. Dazu gehdren insbesondere  Frihgeburtlichkeit,
Notkaiserschnitt, Hypoxie, Praeklampsie, Blutungen und Gestationsdiabetes. Zudem wurden
gehauft ein kleiner Kopfumfang, ein geringes Geburtsgewicht und kongenitale Malformationen
bei Schizophrenie-Patienten in der Anamnese gefunden (Schmitt et al., 2014). Auch pra- und
perinatale Komplikationen wie Stress, Unterernahrung und Infektionen der Mutter sind mit
einem erhohten Risiko fur den Fotus assoziiert (Rapoport et al., 2005).

Zu den wichtigsten Infektionen gehdren Viren wie Influenza, Masern, Mumps, Roételn, Polio
und Herpes Simplex Virus Typ 2. Ein erhdhtes Krankheitsrisiko wurde ebenfalls bei
bakteriellen Erkrankungen und Parasiten wie Toxoplasma gondii festgestellt (Brown and
Derkits, 2010; Penner and Brown, 2007). Es scheint jedoch nicht der direkte Einfluss der
Krankheitserreger auf das fetale Gehirn, sondern die indirekte Immunreaktion der Mutter auf
den Erreger fur das erhdhte Risiko verantwortlich zu sein (Feigenson et al., 2014).

Darlber hinaus fuhrt auch ein hohes vaterliches Alter zum Zeitpunkt der Befruchtung fast zu
einer Verdoppelung des Erkrankungsrisikos. Der genaue Mechanismus hierftr ist noch unklar,
es wird eine erh6hte Mutationsrate wahrend der Spermatogenese angenommen (Tandon et
al., 2008).
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1.1.6.2 Umweltfaktoren

Die Inzidenz der Schizophrenie scheint durch die Jahreszeit der Geburt beeinflusst zu sein,
wobei eine Geburt im Fruhjahr, Sommer oder Spatsommer ein hoheres Risiko beinhaltet
(Falkai and Wittchen, 2018).

Auch die ,Life-event-Forschung® berichtet Uber einen wesentlichen Einfluss auf die
Manifestation einer Schizophrenie. Unter einem ,Life-event” versteht man einschneidende
Erlebnisse in der Kindheit und Adoleszenz, wie z.B. Scheidung der Eltern, Todesfalle oder
Migration sowie psychische oder korperliche Gewalt von Seiten der Eltern oder nahen
Bezugspersonen. Je mehr Kindheits- und Jugendtraumata ein Individuum erlebt, desto hoher
das Risiko, an Schizophrenie zu erkranken. Besonders aufféllig ist, dass meist ein zeitlicher
Abstand von 6 Monaten bis zu einem Jahr zwischen ,Life-event” und Manifestation liegen
(Mansueto and Faravelli, 2017).

Daruber hinaus ist Cannabismissbrauch in der Adoleszenz ein weiterer Risikofaktor fur die
Entwicklung einer schizophrenen Symptomatik, wobei die genaue Wirkung auf die
Gehirnstrukturen noch diskutiert wird. Im Zentrum stehen dabei das Glutamat-, das Dopamin-
und das GABAerge-System (Hasan et al., 2014). Eine besondere Gefahr fiir die Auslésung
einer Manifestation ist ein regelmafiger Cannabismissbrauch. Bei manchen Erkrankten
reichte bereits der einmalige Missbrauch (Malchow et al., 2013). AuRerdem scheint sich durch
Cannabismissbrauch der Beginn der ersten Psychose um 2,7 Jahre nach vorne zu
verschieben. Anhaltender Cannabiskonsum beeinflusst zudem das Krankheitsbild negativ.
Dies aufiert sich in Form von einer starkeren Auspragung der Positivsymptomatik, einer
langeren stationaren Behandlung, einer hoheren Riuckfallrate und einer niedrigeren
Compliance bzgl. der Medikamenteneinnahme (Davis et al., 2016).

Im Gegensatz zu Cannabis, konnte zwischen Nikotin- sowie Alkoholkonsum und der
Manifestation einer Schizophrenie kein Zusammenhang hergestellt werden (Hiemstra et al.,
2018).

Zusatzlich ist eine niedrige soziale Herkunft in Kombination mit den dbrig genannten
Umweltfaktoren (Drogenkonsum, ,Life-event®) mit der Manifestation einer Schizophrenie
assoziiert (Gallagher et al., 2016).

Ein Versuch, das Rezidivrisiko zu erklaren, wird durch das ,Expressed-emotion-Konzept*
unternommen. Unter ,expressed-emotion” wird eine Uberprotektive Einstellung oder das
Ausmaf einer emotionalen AuRerung im Sinne von Kritik, Ablehnung oder Feindschaft der
Umwelt dem Patienten gegeniiber verstanden. Unabhéngig von Geschlecht und
geographischer Verteilung steigt die Rezidivwahrscheinlichkeit mit héherem ,expressed-
emotion-score®, sodass die Notwendigkeit besteht, auch den betroffenen Familien im Umgang

mit den Erkrankten Coping-Strategien zu vermitteln (Gogoi, 2017).
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1.1.6.3 Genetische Faktoren

Genetische Faktoren tragen mit bis zu 80% entscheidend zum Erkrankungsrisiko bei (Schmitt
et al., 2015). Der Vererbungsmodus ist komplex und folgt nicht den Mendelschen Regeln. Dies
bedeutet, nicht ein einzelnes Gen ist fiir die Manifestation einer Schizophrenie verantwortlich,
sondern mehrere Gene tragen gemeinsam mit unterschiedlich groRer Relevanz zur
Risikosteigerung bei. Die erste Evidenz einer genetischen Grundlage basierte auf Familien-,
Zwillings- und Adoptionsstudien und wurde spater durch molekulargenetische
Untersuchungen weiter bestétigt (Kendler, 2015).

Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien:

Eine der friihesten Erkenntnisse in der Schizophrenieforschung war die auffallende familiare
Haufung der Erkrankung. Liegt das Lebenszeitrisiko an Schizophrenie zu erkranken in der
Allgemeinbevolkerung bei 0,5-1%, so zeigen Familien- und Zwillingsstudien hingegen, dass
die Morbiditat mit steigendem Verwandtschaftsgrad zunimmt (Schmitt et al., 2016).

So zeigt sich bei drittgradig Verwandten ein Erkrankungsrisiko von 2-4%, bei zweitgradig
Verwandten liegt dieses bei 4-6% und bei erstgradig Verwandten bei 6-17% (Gottesman and
Erlenmeyer-Kimling, 2001).

Die Konkordanzrate eineiiger Zwillinge liegt bei 48%, die von zweieiigen Zwillingen bei 17%
(Gottesman and Erlenmeyer-Kimling, 2001). Dies erlaubt die Schlussfolgerung, dass bei 100%
genetisch gleicher Information noch weitere Faktoren, wie Umweltfaktoren, an der
Atiopathogenese der Schizophrenie beteiligt sind (Gottesman and Erlenmeyer-Kimling, 2001).
Auch Adoptionsstudien heben die genetische Bedeutung hervor: Adoptierte Kinder, deren
leibliche Eltern an Schizophrenie leiden, aber bei gesunden Adoptiveltern aufwachsen, weisen
ein um 6-10-fach hoheres Risiko zu erkranken auf als die Allgemeinbevélkerung (Tienari et al.,
2003).

Aufgrund dieser Studien wird von einer Heritabiliat von ungeféahr 80% ausgegangen und somit
von einem grolReren Einfluss dieser auf die Entstehung der Schizophrenie, als dem von
Umweltfaktoren (Sullivan et al., 2003).

Molekulargenetik:

Ziel der Molekulargenetik ist es, in Frage kommende Genloci oder zumindest die in Frage
kommenden Chromosomen zu identifizieren. Dies geschieht unter Zuhilfenahme von
Kopplungs- und Assoziationsstudien.

Das Genom des Menschen gleicht sich zu 99,9%. Darum scheinen in den ubrigen 0,1%
diejenigen Unterschiede zu liegen, welche genetische Krankheiten bedingen (Venter et al.,

2001). Ein Grof3teil dieser Unterschiede wird durch SNPs (single nucleotide polymorphism)
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hervorgerufen. Diese entstehen durch einen einzelnen Basenaustausch in einer Gensequenz
und kommen etwa alle 100 bis 300 Basenpaare (bp) im menschlichen Genom vor (Rujescu,
2010). Auf Basis der Ergebnisse von genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) wurde bereits
2012 prognostiziert, dass mehrere tausend SNPs in ihrer Gesamtheit etwa 23% der
phanotypischen Varianz der Schizophrenie erklaren (Lee et al.,, 2012). Ein Jahr spater
schatzten Ripke et al. dass etwa 8300 unabhangige SNPs zu einem Gesamtrisiko von 32%
beitragen (Ripke et al., 2013).

Kopplungsuntersuchungen:

Fur Kopplungsuntersuchungen werden Familien mit erkrankten Geschwisterpaaren oder
mehreren an Schizophrenie Erkrankten verschiedener Generationen untersucht. Hintergrund
des Kopplungsprinzips ist, dass fUr genetische Varianten oder Gene die Wahrscheinlichkeit
eines ,crossing overs“ umso geringer ist, je naher sie auf einem Chromosom zusammenliegen.
Somit kann bei Uberzufallig haufiger gemeinsamer Vererbung eines genetischen Markers,
dessen chromosomale Lage bekannt ist, nach mdglicherweise krankheitsrelevanten Regionen
in dessen Nahe gesucht werden (Haraldsson et al., 2011). Die gefundenen Regionen werden
als Kandidatenregionen bezeichnet.

Ein Nachteil dieser Untersuchung ist, dass die gefundenen Kandidatenregionen meist sehr
grof3 sind (etwa 30 Mb) und eine Vielzahl an Genen beinhalten (Rujescu, 2010).

Zudem weisen einzelne Kopplungsuntersuchungen eine zu geringe Fallzahl auf. Um diesen
Nachteil zu umgehen, existieren genomweite Kopplungsuntersuchungen, welche deutlich
hohere Fallzahlen aufweisen.

Eine genomweite Meta-Analyse von 32 unabhéngigen, genomweiten Kopplungsanalysen
erbrachte Hinweise fur eine Kopplung auf den Chromosomen 5q (142—168 Mb) und 2q (103—
134 Mb) und einen sicheren Kopplungsbefund mit Schizophrenie auf Chromosom 8p (16-
33Mb) (Ng et al., 2009). Eine weitere genomweite Meta-Analyse ergab Hinweise einer
Kopplung auf den Chromosomen 6p24-22, 6q21-22.3, 13932, 1g21-22 und ebenfalls auf
Chromosom 8p21-22 (Lewis et al., 2003). Zusatzlich verweist die Meta-Analyse von Vieland
et al. von 2014 auf eine moégliche Kopplung mit Schizophrenie auf den Chromosomen 5p14.1
und 10926.12 (Vieland et al., 2014).

Assoziationsstudien:

Assoziationsstudien werden als Fall-Kontrollstudien durchgefuhrt. Hierbei werden nach der
Genotypisierung die Allelhdufigkeiten in der Patienten- und der Kontrollgruppe miteinander
verglichen. Zeigt sich eine signifikante Assoziation eines Allels mit dem Ph&notyp, deutet dies
auf eine maogliche Beteiligung des Gens an der Krankheitsentstehung hin. Ein solches Gen

wird als Suszeptibilitadtsgen bezeichnet.
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Ein Vorteil der Assoziationsstudie gegeniuber einer Kopplungsuntersuchung ist, dass
Zusammenhange auch zwischen nicht verwandten Individuen analysiert werden kénnen, da
sie auf dem statistischen Vergleich der Allelfrequenzen zwischen Betroffenen und
Nichtbetroffenen basieren. Durch sie kdnnen auch Genvarianten ermittelt werden, die nur
einen geringen Einfluss auf die Schizophrenie zeigen (Rujescu, 2010).

Allerdings bergen Assoziationsstudien ein héheres Risiko fur falsch positiv und falsch negativ
Resultate, welche die Gutekriterien der Zuverlassigkeit und Wiederholbarkeit der Studienform
in Frage stellen (Cariaga-Martinez et al, 2016). Im Rahmen von genomweiten
Assoziationsstudien konnen mittlerweile Informationen von mehr als 10 Millionen SNPs in
einer einzelnen Untersuchung erhoben werden. Dabei kann nur eine Assoziation und keine
Kausalitat eines Allels mit einem Phanotyp nachgewiesen werden.

Die ersten GWAS umfassten Stichprobengrof3en von 178 bis 871 Probanden und nur wenige
SNPs erreichten dabei tatsachliche Signifikanz (Schwab and Wildenauer, 2013). Dazu zéhlten
die Ergebnisse von einer in 2008 durchgefiihrten GWAS von O‘Donovan et al. mit 479 an
Schizophrenie erkrankten Probanden und 2937 gesunden Kontrollteilnehmern. Sie zeigten
einen Zusammenhang von Schizophrenie und rs1344706 auf Chromosom 2g32.1 (ZNF804A,
Zink Finger Protein 804A), rs1602565 auf Chromosom 11pl4.1 (Intergenregion) und
rs7192086 auf Chromosom 16p13.12 (Intergenregion) (O'Donovan et al., 2008). 2009 wiesen
Stefansson et al. in einer GWAS mit 2663 Schizophrenie-Patienten und 13.498 Kontrollen
signifikante Zusammenhange von Schizophrenie und dem MHC-Komplex (major
histocompatibility complex) auf Chromosom 6p21.3-22.1, auf Chromosom 11q24.2 (NRGN,
Neurogranin) und auf Chromosom 18g21.2 (TCF4, Transkriptionsfaktor-4) nach (Stefansson
et al., 2009). Vor allem die SNP-Variabilitat des Allels der C4A Region, Teil des MHCs, zeigte
eine hohe Assoziation des Risikos flr Schizophrenie mit dem genetischem Marker (Rees et
al., 2015; Sekar et al., 2016). Die Assoziation mit dem MHC-Komplex deutet auf einen
Zusammenhang von Schizophrenie und dem Immunsystem hin. Das NRGN-Gen und das
TCF4-Gen spielen eine Rolle in der Gehirnentwicklung, dem Gedéachtnis und der
Wahrnehmung (Stefansson et al., 2009).

Das Psychatric Genomics Consortium (PGC) konnte in einer 2011 mit 21.856 Européern
durchgefihrten GWAS finf neue mit Schizophrenie in Zusammenhang stehende
Chromosomenregionen ermitteln (1p21.3, 2932.3, 8p23.2, 8921.3 und 10g24.32-q24.33), und
zusatzlich die beiden schon gefundenen Assoziationen auf Chromosom 6p21.3-22.1 und
Chromosom 18g21.2 bestatigen (The Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association
Study (GWAS) Consortium, 2011).

Eine weitere groRe GWAS bzgl. Schizophrenie umfasste 36.989 Erkrankte und 113.075
gesunde Kontrollen. Diese wurde von der ,Schizophrenia Working Group of the Psychiatric

Genomics Consortium“ 2014 durchgefuhrt und konnte 128 Assoziationen auf 108
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unabhangigen chromosomalen Regionen nachweisen (Schizophrenia Working Group of the
Psychiatric Genomics Consortium, 2014). In dieser Studie erreichten erstmals Varianten in
Genen genomweite Signifikanz, die bereits im Rahmen von Neurotransmitternypothesen der
Schizophrenie als Kandidatengene galten und dadurch Teile dieser bestéatigten, u.a. der
Dopamin-2-Rezeptor (DRD2) und Gene aus der glutamatergen Neurotransmission (GRMS3,
GRIN2A, SRR, GRIAL). Zusatzlich deuteten die Ergebnisse auf Gene hin, welche zuvor
bereits als mogliche Kandidaten diskutiert wurden oder welche aufgrund Therapieerfolge bei
der Behandlung der Schizophrenie in den Fokus gertickt waren.

In einer folgenden GWAS konnte in einer Metaanalyse aus 40.675 Patienten und 64.643
Kontrollen 93 der durch das PGC identifizierten Loci bestétigt werden, sowie 50 neue

identifiziert werden (Pardifias et al., 2018).

Neben der Identifizierung einzelner Kandidatengene flr die Schizophrenie existieren auch
Studien, welche sich auf die Suche nach méglichen Gen-Gen Interaktionen des DRD1-Gens
und deren Auswirkungen auf eine Schizophrenie konzentrieren. Hervorzuheben sind
Wechselwirkungen mit dem DNMT3B-Gen (DNA-Zytosin-5-Methyltransferase-3-beta), dem
DRD3-Gen (Dopamin-3-Rezeptor) und dem COMT-Gen (Catechol-O-Methyltransferase).
Das DNMT3B-Gen liegt auf Chromosom 20gl11.21, kodiert fir die DNA-Zytosin-5-
Methyltransferase-3-beta und ist fur die DNA-Methylierung zustandig. Mutationen des Gens
konnen zu schwerwiegenden Immundefiziten fihren, im Speziellen zu einem Syndrom mit
Immunschwéche, Instabilitdt der Zentromerregion einiger Chromosomen und fazialen
Anomalien (Gagliardi et al., 2018). Die Interaktion des DRD1-Gens mit dem DNMT3B-Gen
fuhrt zu einem erhohten Risiko, an Schizophrenie zu erkranken (Yao et al., 2014).

Das Zusammenspiel des DRD1-Gens mit dem DRD3-Gen wurde von Hwang et al. in einer
Assoziationsstudie beschrieben (Hwang et al., 2011). Das DRD3-Gen befindet sich auf
Chromosom 3g13.31 und kodiert fir den Dopamin-3-Rezeptor, welcher tUber den G-Protein
Mechanismus die Adenylatcyclase hemmt, und somit das Zellwachstum begiinstigt. Hwang et
al. konnten in einer europaischen Stichprobe Zusammenhange von G-Alleltragern (A/G und
G/G) von rs686 des DRD1-Gens und Ser9Gly (G/G) des DRD3-Gens feststellen. So reagierte
diese Gruppe besser auf Clozapingabe als die restlichen Genotypengruppen (Hwang et al.,
2011).

Auch Wechselwirkungen zwischen dem DRD1-Gen und dem COMT-Gen wurden beschrieben
(Hoenicka et al.,, 2010). Das COMT-Gen liegt auf Chromosom 22q11.21, kodiert fur die
Catechol-O-Methyltransferase, und existiert in einer membrangebundenen und einer im
Zytosol befindlichen frei beweglichen Form. Der im Zytosol befindlichen Form fehlen die ersten
50 Aminosauren. Normalerweise deaktiviert das Enzym v.a. in den sympathischen

Nervenenden die Neurotransmitter Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin (Weinshilboum et
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al., 1999). Ein erhthtes Risiko, an Schizophrenie zu erkranken konnte zwischen beiden Allelen
und allen Genotypen von rs11749676 (A/G) des DRD1-Gens und den homozygoten
Valintragern des COMT-Gens nachgewiesen werden. So fihrte die Expression von Valin
(Vall58) im Gegensatz zu Methionin (Metl58) zu erniedrigten Dopaminspiegeln und
insbesondere bei homozygoten Valintragern zu einer schwacheren prafrontalen Aktivitat, einer
herabgesetzten kognitiven Leistungsfahigkeit und einem erhdhten Schizophrenierisiko
(Hoenicka et al., 2010).

Ein Nachteil der Bestimmung von SNPs zeigt sich darin, dass sich viele in Regionen zwischen
einzelnen Genen befinden, deren Funktionen noch unbekannt sind. Darum beschéftigt sich
die Molekulargenetik zusatzlich mit chromosomalen Mikrodeletionen und -duplikationen, den
,COpy number variants“ CNVs, welche deutlich groRere DNA Abschnitte betreffen. Sie treten
zwar seltener als SNPs auf, weisen aber andererseits einen ausgepragteren Effekt auf (Zhang
and Malhotra, 2013).

Eine groRe CNV Studie konnte 2016 mit 41.321 Probanden durchgefihrt werden. Dabei
fanden sich genomweite signifikante Assoziationen mit Schizophrenie bei den folgenden
Regionen: 1g21.1, 2p16.3, 3929, 7qll.2, 15q13.3, distal und proximal auf 16g11.2 und
22g11.2. Eine Analyse der Regionen zeigte, dass es sich dabei insbesondere um Gene
handelte, die an der Synapsefunktion beteiligt waren und mit aus Mausmodellen bekannten
neurobehaviouralen Phanotypen in Vebindung gebracht werden kdnnen (Marshall et al.,
2017).

Fur die Schizophrenie zeigen GWAS, dass die genetische Suszeptibilitdt auf einer Vielzahl
von SNPs mit jeweils kleinen Effekten beruht und weniger auf CNVs, welche ausgepragtere
Effekte aufweisen (Schmitt et al., 2015). Um einen Uberblick tiber samtliche Ergebnisse der
gefundenen genetischen Daten (SNPs, CNVs, GWAS etc.) zu haben, und diese in
Ubersichtlicher Form flir die weitere Forschung darzustellen, wurde die ,Schizophrenia Genetic
Database“ geschaffen. Laut dieser liegen zum DRD1-Gen und Assoziationen mit
Schizophrenie zwar Kopplungs- und Assoziationsstudien vor, jedoch wurde bisher kein

genomweiter Zusammenhang gefunden (Long Fan & Yong-Gang Yao, 2018-2019).

1.1.6.4 Neuroanatomische und biochemische Veranderungen

Neben den biologischen Faktoren und den Umweltfaktoren sowie der dargestellten
genetischen Komponente finden sich auch neuroanatomische und biochemische

Veranderungen bei Schizophrenie-Patienten. Die neuroanatomischen Auffalligkeiten bei den

17



1 Einleitung

Patienten sind vermutlich Folgen der Erkrankung, die ihrerseits im Verlauf jedoch die
Symptomatik moglicherweise beeinflussen (Cariaga-Martinez et al., 2016; Heilbronner et al.,
2016).

Veranderungen der Neuroanatomie:

In zahlreichen Studien wurde eine VergroRerung der Hirnventrikel, insbesondere der
Seitenventrikel, festgestellt. Zusatzlich fielen auch erweiterte &uf3ere Liquorrdume auf. Hierbei
konnte ausgeschlossen werden, dass diese Auffalligkeiten eine Folge der Neuroleptikadosis
oder der Dauer der Neuroleptikabehandlung waren. Jedoch kénnte die Volumenzunahme der
inneren und &ufReren Liquorraume Folgen der Dauer der Erkrankung oder auch des Alters bei
Erkrankungsbeginn sein (Cariaga-Martinez et al., 2016).

Eine weitere Differenz zu gesunden Kontrollprobanden offenbart sich im verminderten
Volumen und verandertem Aussehen des Hippocampus (Cariaga-Martinez et al., 2016).
Dieser ist besonders vulnerabel fiir Stresserfahrung und bei Patienten mit Schizophrenie wird
eine erhOhte Stresssensitivitat beschrieben. Die Volumenverdnderung des Hippocampus ist
mdoglicherweise mit Dauer und Schweregrad der Erkrankung sowie mit einer verminderten
sozialen Funktionsfahigkeit assoziiert (Schmitt et al., 2015).

Darlber hinaus sind die graue Substanz und das Gesamtvolumen des Gehirns an
Schizophrenie erkrankter Patienten vermindert. Es scheint jeweils eine Korrelation zwischen
dem Volumen an grauer und wei3er Substanz und dem Schweregrad der Erkankung zu
existieren. Je groRer der Rickgang von grauer Substanz, desto schwerer die klinischen
Symptome. Je grofRer der Verlust an weil3er Substanz im frontalen Bereich, desto schwerer
die Negativsymptomatik (Heilbronner et al., 2016). Ebenfalls verringertes Volumen wird bei
Thalamus, Inselrinde, vorderem und mittlerem Temporallappen sowie dem vorderen

cinguléaren Cortex beschrieben (Bakhshi and Chance, 2015).

Veranderungen der neurobiochemischen Transmittersysteme:

1973 wurde das erste Mal von Matthysse die Dopaminhypothese zur Schizophrenie formuliert.
Sie postuliert eine Uberaktivitat zentralnervoser dopaminerger Strukturen im mesolimbischen
System und in subcortikalen Strukturen. Diese werden als wichtigste Korrelate akuter
schizophrener Psychosen betrachtet (Edwards et al., 2016).

Zwei klinische Beobachtungen stiitzen diese Uberlegung: Erstens zeigten Studien, dass eine
Antagonisierung mit Neuroleptika, im Sinne einer Dopaminrezeptor-Blockade, zu einer
Abnahme des Psychoseerlebens fuhrten. Hier fiel ein deutlicher Zusammenhang zwischen der
Affinitat des Neuroleptikums zum D2-Rezeptor und der klinischen Wirksamkeit auf. Je starker

der Antagonismus, desto besser die antipsychotische Wirkung. Zweitens kann eine Psychose
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durch Stimulanziengabe (z.B. Kokain), welche die synaptische Dopaminausschittung fordert,
provoziert werden (Howes et al., 2017).

Die differenzierte Betrachtung der dopaminergen Fehlfunktion fuhrte zu der Theorie der
regionalen Spezifitit. Demnach entsteht psychotisches Erleben aufgrund der Uberfunktion
dopaminerger mesolimbischer Strukturen, welches, wie oben beschrieben, gut mit D2-
Rezeptor-Antagonisten behandelt werden kann. Negativsymptomatik bleibt dabei aber
bestehen. Diese beruht, so die Theorie, auf einer Unterfunktion fronto-corticaler Strukturen
und deren miteinander verbundener Areale (Hypofrontalitat) (Maia and Frank, 2017). Dabei
soll bei Schizophrenie eine striatale dopaminerge Uberfunktion die Folge einer frontalen
dopaminergen Unterfunktion sein. Dazu kommt, dass besonders im fronto-cortikalen Bereich
nicht der D2-Rezeptor, sondern der D1-Rezeptor vorkommt, weshalb ein Zusammenhang
zwischen diesem und der Negativsymptomatik vermutet wird. Dieser Umstand ist auch in der
klinischen Praxis nachzuvollziehen: Eine gleichzeitige Remission von Positiv- und
Negativsymptomatik bei den Patienten ist weder bei Behandlung mit typischen Neuroleptika,
(typischerweise reine Dopamin-D2-Rezeptor-Antagonisten) zu beobachten, noch mit
atypischen Neuroleptika, die neben der Dopamin-D2-Rezeptorblockade Einfluss auf
Rezeptoren weiterer Transmittersysteme aufweisen (Hasan et al., 2014).

Das dopaminerge Gleichgewicht wird zudem von der glutamatergen Neurotransmission
beeinflusst. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine NMDA-Rezeptor (N-Methyl-D-
Aspartat) Unterfunktion in subcortikalen Regionen zu einer erhéhten Ausschittung von
Dopamin fuhrt (Howes et al., 2017). Weitere Hinweise, welche die Glutamat-Hypothese der
Schizophrenie stitzen, liefert die Beobachtung, dass bestimmte Antagonisten am
Glutamatrezeptor, z.B. Phencyclidin (PCP) oder Ketamin, bei gesunden Probanden die
Symptome einer Schizophrenie auslésen kénnen (Duarte and Xin, 2019). Neben dem
Auftreten von Positiv- und Negativsymptomatik, wurden auch kognitive Stérungen beobachtet
(Hasan et al., 2014).

Als drittes dysfunktionales Neurotransmittersystem in der Krankheitsentwicklung der
Schizophrenie wird eine Uberfunktion des serotonergen Systems angenommen. Belegt wird
dies durch klinische Studien. So konnte beobachtet werden, dass atypische Neuroleptika,
welche serotonerge 5-HT2A-Rezeptoren (5-Hydroxytryptamin-2A-Rezeptor) und dopaminerge
D2-Rezeptoren Dblockieren, nicht nur die Symptome linderten, sondern auch den
Krankheitsprozess verlangsamten. Im Gegenzug dazu minderten typische Neuroleptika,
welche nur D2-Rezeptor-Antagonisten sind, lediglich die Symptome der Erkrankung (Eggers,
2013).
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1.2 Das dopaminerge System

1.2.1 Dopaminsynthese, Abbau und Vorkommen

Dopaminsynthese:

Dopamin, als biogenes Amin, gehdrt zusammen mit Adrenalin und Noradrenalin zu der Gruppe
der Katecholamine. Allen dreien gemeinsam ist die Synthese aus der Aminosaure Tyrosin, die
wiederum durch Hydroxylierung von Phenylalanin, einer essentiellen Aminosaure, entsteht.
Sie werden auch als Monoamine bezeichnet. Mit Hilfe der Tyrosin-Hydroxylase entsteht aus
Tyrosin Dihydroxyphenylalanin (DOPA) und aus diesem tber Decarboxylierung mittels der
DOPA-Decarboxylase Dopamin. Weitere Stoffwechselprozesse ermdglichen die Bildung von
Noradrenalin und Adrenalin aus Dopamin (Christen et al., 2016).

Der Syntheseprozess der Neurotransmitter findet im Zytosol der prasynaptischen Zelle statt.
Die Speicherung erfolgt in den synaptischen Vesikeln, bis die Transmitter durch Stimulation

der Zelle in den synaptischen Spalt ausgeschuttet werden (Christen et al., 2016).

Dopaminabbau:

Zur Inaktivierung werden die Neurotransmitter zum gré3ten Teil wieder in das prasynaptische
Neuron aufgenommen. Ein kleiner Teil wird jedoch durch eine extrazellulare Catechol-O-
Methyltransferase methyliert oder durch Monoaminoxidasen (MAO-A und B) oxidativ
desaminiert. Ein weiterer kleiner Teil der Katecholamine wird unverandert Gber den Urin

ausgeschieden (Christen et al., 2016).

Dopaminvorkommen:

Im Zentralnervensystem gibt es im Wesentlichen vier dopaminerge Verarbeitungspfade. Dies
bedeutet, dass in diesen Bahnsystemen Dopamin als Neurotransmitter wirkt.

Folgende Tabelle (3) veranschaulicht die dopaminergen Transmitterwege (Beaulieu and
Gainetdinov, 2011; Brisch et al., 2014).
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Tabelle 3: Die vier wichtigsten dopaminergen Bahnsysteme im Uberblick:

Systemname

dopaminerge Projektion

Bedeutung

mesostriatales oder
nigrostriales System

Ursprung in der Substantia nigra,

Projektion zum Striatum
(Nucleus caudatus und
Putamen)

Motorik:
Bewegungsinitialisierung
und Koordination

mesolimbisches System

Ursprung in der Area tegmentalis

ventralis, Projektion zum
limbischen System
(Hippocampus, Amygdala,
Corpora mamillaria, Fornix)

mesocortikales System

Ursprung in der Area
tegmentalis, Projektion zum
prafrontalen Cortex

Belohnungssystem,
Sucht, Motivation,
Lernen, Gedachtnis

tuberoinfundibulares
System

Ursprung im Hypothalamus,
Projektion zum
Hypophysenvorderlappen

Hormonregulation:
Hemmung der
Freisetzung von

Prolaktin

Bei der Schizophrenie wird eine Stdérung des mesolimbischen und des mesocortikalen
Systems angenommen (Dandash et al., 2017). Dem mesolimbischen System wird im
Wesentlichen die Positivsymptomatik zugeordnet. Das mesocortikale System wird, im Sinne
einer Unteraktivitat, mit den kognitiven Stérungen der Schizophrenie in Verbindung gebracht.
Das nigrostriatale System gewinnt bei einer Neuroleptikabehandlung an Bedeutung, da der
dort ausgeloste Dopaminmangelzustand die extrapyramidalen Nebenwirkungen hervorruft
(Beaulieu and Gainetdinov, 2011).

Zusatzlich nimmt Dopamin auch wichtige Funktionen beim Geruchssinn, dem Sehen, dem
kardiovaskularen System, der Nierenfunktion und dem Immunsystem ein. Nicht nur bei der
Schizophrenie, sondern auch bei anderen Erkrankungen wie Morbus Parkinson, dem
Tourette-Syndrom,  ADHS,
Hyperprolaktinamie wird eine gesttrte dopaminerge Transmission angenommen (Beaulieu
and Gainetdinov, 2011).

Chorea  Huntington,  Abhéangigkeitserkrankungen und

1.2.2 Einteilung, Struktur und Vorkommen der Dopamin-Rezeptoren

Einteilung:
Dopamin-Rezeptoren gehéren in die Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Diese

werden in der Neurobiologie auch als metabotrope Rezeptoren bezeichnet, die sich von den
ligandengesteuerten lonenkanalen (lonotropen Rezeptoren) unterscheiden (Undieh, 2010).
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind biologische Rezeptoren mit einer extrazellularen oder

transmembranéren Bindungsdomé&ne. Ein G-Protein besteht aus drei Komponenten, diese
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werden als a-, B- und y-Untereinheiten bezeichnet. Durch Bindung eines Liganden am
extrazellularen Bereich des Rezeptors erfolgt eine Aktivierung und Konformationsanderung
des Rezeptors, die auf der intrazellularen Seite einen Austausch von dem an der a-
Untereinheit gebundenen GDP (Guanosindiphosphat) in GTP (Guanosintriphosphat) zur
Folge hat. Dies wiederum fuhrt zu einer Abspaltung des aktivierten G-Proteins mit der a-
Untereinheit des Rezeptors. Durch Bindung dieses Komplexes an intrazellulare Liganden
konnen zwei mogliche Stoffwechselwege ausgelost werden: die Aktivierung der
Adenylatcyclase und der darauffolgenden cAMP-Kaskade (cyclisches
Adenosinmonophosphat) oder die Phosphoinositidkaskade (Undieh, 2010).

Aufgrund ihrer Struktur und ihrer pharmakologischen und biochemischen Eigenschaften
kénnen die Dopamin-Rezeptoren in zwei Subgruppen eingeteilt werden: D1-Rezeptoren und
D2-Rezeptoren. Die D1-Gruppe besteht aus dem D1- und dem D5-Rezeptor, welche primar
stimulierend auf die Adenylatcyclase wirken. Die D2-Gruppe umfasst D2-, D3- und D4-

Rezeptoren, welche die Adenylatcyclase hemmen (Beaulieu et al., 2015).

Struktur:

Trotz ihrer unterschiedlichen Wirkung auf die Adenylatcyclase besitzen die D1- und die D2-
Gruppe eine fast identische Primarstruktur. Sie bestehen aus Untereinheiten mit sieben, die
Zellmembran durchspannenden Helixstrukturen, die fur die Verankerung in der Zellmembran
sorgen. Sie werden darum 7-Transmembrandomanen-Rezeptoren (7-TM-R) oder auch
heptahelikale Rezeptoren genannt. Die Membrandomdanen sind untereinander mit drei
extrazellularen und drei intrazellularen Schleifen verbunden, wobei der N-Terminus auf der
extrazellularen Seite und der C-Terminus auf der intrazellularen Seite lokalisiert ist (Jackson
and Westlind-Danielsson, 1994).

Die Aminosauresequenz am extrazellularem N-Terminus ist bei allen Rezeptoren vergleichbar
lang (bis 2800 Aminoséauren). Haufig sind die extrazellularen Doméanen glykosyliert. Der ins
Zytoplasma reichende C-Terminus weist bei der D1-artigen Gruppe im Vergleich zur D2-
artigen Gruppe ein langeres COOH-Ende auf (Missale et al., 1998).

Der Dopamin-1-Rezeptor und der Dopamin-5-Rezeptor &hneln sich zu 80% in ihren
Transmembrandomé&nen und sind ausschlief3lich auf der Postsynapse Dopamin empfindlicher
Zellen zu finden. Ihr extrazellularer N-Terminus besteht aus 446 Aminosauren (Beaulieu and
Gainetdinov, 2011).

Zusatzlich tritt der Dopamin-1-Rezeptor nicht nur als Monomer auf, sondern kann mit
folgenden Rezeptoren Heteromere ausbilden: dem D2-Rezeptor, dem D3-Rezeptor, dem
Histamin3-Rezeptor, dem Adenosinl-Rezeptor, dem NMDA-Rezeptor und dem p-Opiod-
Rezeptor (Beaulieu et al., 2015; Casad6-Anguera et al., 2019).
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Vorkommen der verschiedenen Dopamin-Rezeptoren:

Folgende Tabelle (4) veranschaulicht Vorkommen und Bedeutung der verschiedenen

Dopamin-Rezeptoren:

Tabelle 4. Vorkommen und Funktion der Dopamin-Rezeptoren (Beaulieu and Gainetdinov,
2011; Sealfon and Olanow, 2000):

Rezeptor mit Wirkung

Vorkommen

Funktion

D1: aktiviert die
Adenylatcyclase

Striatum, Nucleus
accumbens, Tuberculum
und Bulbus olfactorius,
Substantia nigra, Amygdala,
frontaler Cortex, Thalamus,
Hypothalamus,
Hippocampus, Cerebellum

Niere

Bewegung (stimulierend),
Lernen und Gedachtnis,
Belohnungssystem

Renin-Sekretion

D5: aktiviert die
Adenylatcyclase

prafrontaler Cortex,
pramotorischer Cortex,
Substantia nigra,
Hippocampus, Gyrus
dentatus, Hypothalamus

grofitenteils unbekannt

D2: hemmt die
Adenylatcyclase

Striatum, Nucleus
accumbens, Substantia
nigra, Tuberculum
olfactorius, ventrales
Tegmentum, Amygdala,
Hippocampus,
Hypothalamus

Hypophyse
Nebenniere

Bewegung (stimulierend und
inhibierend),

Lernen und Gedé&chtnis,
Belohnungssystem,
psychotisches Erleben

Prolaktin-Sekretion
Aldosteron-Sekretion

D3: hemmt die
Adenylatcyclase

Striatum, Nucleus
accumbens, Tuberculum
olfactorium, Calleja-Inseln,
Substantia nigra pars
compakta, ventrales
Tegmentum, Hippocampus,
cortikale Areale

Bewegung (inhibierend),
Belohnungssystem

D4: hemmt die
Adenylatcyclase

frontaler Cortex, Amygdala,
Bulbus olfactorius,
Hypothalamus
Hippocampus, Globus
pallidum, Substantia nigra
pars reticulata, Thalamus

grofRtenteils unbekannt

Zusatzlich sind alle Untertypen des Dopamin-Rezeptors in unterschiedlicher Menge im

gastrointestinalen Trakt, in den Blutgefalen und im Herzen vorhanden. Auch spielen

Dopamin-Rezeptoren eine wichtige Rolle beim Nervenwachstum und Differenzierung der
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Nervenzellen, der Impulskontrolle, dem Schlaf, dem Hunger- und Sattigungsgefihl, der
Aufmerksamkeit, der Entscheidungsfindung und dem Erlernen motorischer Prozesse
(Beaulieu and Gainetdinov, 2011).

1.2.3 SighalUbertragung des Dopamin-1-Rezeptors

Wie alle Dopamin-Rezeptoren wirken DRD-1-Rezeptoren Uber eine G-Protein-gesteuerte
Signaltransduktion auf die Zelle. Diese Signaltransduktion kann, je nach Art des G-Proteins,
Uber die Aktivierung der Adenylatcyclase oder tber die Phosphoinositidkaskade fortgesetzt

werden.

Die Adenylatcyclase wird durch die Bindung des aktivierten Komplexes aus G-Protein und der
a-Untereinheit des Rezeptors stimuliert und bildet aus ATP den ,second messenger cAMP.
Cyclisches AMP aktiviert seinerseits das Schlisselenzym Proteinkinase A (PKA), welche in
der Zielzelle fur weitere Prozesse verantwortlich ist. Je nach Art des G-Proteins kann das
ankommende Signal hemmend oder aktivierend auf den cAMP-Spiegel und den PKA-Spiegel

der Zelle wirken (Gerfen and Surmeier, 2011).

Eine andere Mdglichkeit der Signaltransduktion ist die Phosphoinositidkaskade. Wie bei der
cAMP-Kaskade werden Signale aus der Umgebung Uber den G-Protein gesteuerten Dopamin-
Rezeptor in das Zellinnere geleitet. Hier handelt es sich jedoch um ein G-Protein, das in der
Folge die Phospholipase CpB aktiviert. Diese spaltet in aktiviertem Zustand das Phospholipid
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die ,second messenger” Diacylglycerin (DAG)
und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). PIP2 kommt, wie die Adenylatcyclase, in der
Zellmembran vor. Der ,second messenger” IP3 erhoht durch Offnung der lonenkanale des
endoplasmatischen Reticulums die Konzentration des Calciums in der Zelle, welches
wiederum als Botenstoff dient. Gleichzeitig kommt es durch die Bindung von freiem DAG mit
Calcium zur Aktivierung einer Proteinkinase C. Diese vermittelt durch Phosphorylierung

spezifischer Proteine die Zellsignale (Undieh, 2010).

1.2.4 Die Bedeutung des Dopamin-1-Rezeptors fur Schizophrenie

Der Dopamin-1-Rezeptor spielt bei der Symptomatik einer Schizophrenie eine besondere
Rolle. Dieser ist, verglichen mit den anderen Subtypen des Dopamin-Rezeptors, in besonders

hoher Dichte im prafrontalen Cortex aufzufinden. Negativsymptomatik und kognitive Defizite
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von den Schizophrenie-Patienten scheinen einer verminderten Signaliibertragung von
Dopamin auf D1-Rezeptoren, bzw. einem Mangel an Dopamin, im préafrontalen Cortex
zuzuordnen zu sein (Dandash et al., 2017; Laruelle, 2014).

Speziell fur die kognitive Symptomatik scheint die exakte Menge des vorhandenen Dopamins
wichtig zu sein: zu wenig, aber auch zu viel Dopamin an den D1-Rezeptoren im prafrontalen
Cortex, fuhrt zu einer Verschlechterung der kognitiven Symptomatik (Leuner and Mduller,
2007).

Die auffalig hohe Dichte der D1-Rezeptoren im préafrontalem Cortex sowie der
Zusammenhang vorhandener Negativsymptomatik und kognitiven Defiziten bei einer
insuffizienten Signaltransduktion an D1-Rezeptoren wirde auch erklaren, warum géangige D2-
Antagonisten in der Therapie der Negativsymptomatik und der kognitiven Defizite mangelnde
Wirkung zeigen (Brisch et al., 2014).

Auch Studien an Schizophrenie Erkrankten, welche post mortem durchgefihrt wurden,
bestétigten einen Mangel an Dopamin-1-Rezeptoren im prafrontalen Cortex. Zusatzlich
zeigten Studien an unbehandelten Schizophreniepatienten eine erhdhte Bindung von
Dopamin an Dopamin-1-Rezeptoren, im Sinne einer kompensatorischen Hochregulation als

Antwort auf zu niedrige Dopaminspiegel (Leuner and Mdller, 2007).

1.2.5 Kopplungs- und Assoziationsstudien des DRD1-Gens mit Schizophrenie

Das DRD1-Gen liegt auf Chromosom 5 in einer Region, von der verschiedene Studien schon
Hinweise auf eine Kopplung mit Schizophrenie erbrachten (Kendler, 2015; Schwab et al.,
1997; Sklar et al., 2004). Die Forschergruppe um Sklar beschaftigte sich mit portugiesischen
Familien und konnte eine Kopplung mit Schizophrenie und der Region 5q31-5g35 nachweisen.
In der Studie von Schwab et al. war die Region 5931 mit Schizophrenie gekoppelt. An dieser
Studie nahmen deutsche und israelische Familien teil.

Eine Studie, welche Familien aus Mexiko und Zentralamerika untersuchte, bestatigte eine
Kopplung mit Schizophrenie und der Region 5935 (Escamilla et al., 2007).

Eine weitere Studie wurde von Zaharieva et al. im Jahr 2008 durchgefihrt. Die Stichprobe
umfasste 615 bulgarische Eltern-Kind-Trios und untersuchte gezielt die Chromosomenregion
5g31.1-5g32. Signifikante Ergebnisse zeigten sich bei den SNPs rs7715300 und rs6897690.
Die Polymorphismen rs17169180 und rs7443175 wiesen eine Tendenz bzgl. einer Assoziation
mit Schizophrenie auf (Zaharieva et al., 2008).

In verschiedenen Assoziationsstudien wurden Polymorphismen des DRD1-Gens und der

Schizophrenie untersucht.
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In einer Metaanalyse von 2014 von Pan et al. wurden die SNPs rs4532 und rs5326, beide
Polymorphismen liegen auf dem DRD1-Gen, in Bezug auf eine Assoziation mit Schizophrenie
untersucht. Insgesamt wurden 10 Studien eingeschlossen, 9 davon fur rs4532 mit 1941
Erkrankungsfallen und 2480 Kontrollen und 4 Studien fir rs5326 mit 1285 Erkrankungsféllen
und 1195 Kontrollen. Bei rs4532 zeigte sich kein signifikantes Ergebnis, daflir war der Genotyp
G/A (Guanin-Adenin) von rs5326 mit einem erhohten Risiko fur Schizophrenie assoziiert (Pan
et al., 2014).

Eine weitere Studie aus dem Jahr 2014 analysierte 11 verschiedene SNPs (rs267410,
rs10078866, rs10063995, rs10078714, rs146439723, rs35916350, rs201089398, rs265981,
rs193082222, rs5326, rs4532) des DRD1-Gens in Zusammenhang mit der Schizophrenie. Die
Stichprobe bestand aus 173 Schizophrenie-Probanden und 213 gesunden Kontrollen aus der
chinesischen Han-Bevdlkerung. Es kristallisierten sich jedoch keinerlei signifikante
Zusammenhange zwischen dem DRD1-Gen und Schizophrenie heraus (Yao et al., 2014).
Diese Analysen bestatigten die Ergebnisse vorheriger Studien. So konnte in einer
Assoziationsstudie mit 208 Schizophrenie-Patienten und 288 gesunden Kontrollprobanden
aus Holland keine Assoziation des DRD1-Gens und Schizophrenie gezeigt werden
(Hoogendoorn et al., 2005). Zu dem selben Schluss kamen Dmitrzak-Weglarz und Kollegen
bei polnischen Studienteilnehmern. Sie untersuchten den Polymorphismus rs4532 bei 407
Erkrankten und 399 Gesunden und fanden keine Assoziation mit Schizophrenie (Dmitrzak-
Weglarz et al.,, 2006). Eine weitere Studie, welche die SNPs rs4532, rs5326, rs2168631,
rs6882300 and rs267418 des DRD1-Gens analysierte, konnte ebenfalls keine Assoziation mit
Schizophrenie bestatigen. Es nahmen 373 Schizophrenie-Patienten und 379 gesunde
Kontrollen teil (Zhang et al., 2010).

2011 untersuchte die Forschungsgruppe um Zhu et al. 9 verschiedene SNPs des DRD1-Gens
(rs4867798, rs686, rs1799914, rs4532, rs5326, rs265981, rs10078714, rs10063995,
rs10078866) an 385 an Schizophrenie erkrankten Probanden und 350 gesunden
Studienteilnehmern. Sie fanden ebenfalls keine Assoziation mit Schizophrenie. Jedoch
konnten sie in dieser Studie einen ersten Zusammenhang zwischen rs686 (senkt das
Erkrankungsrisiko an Schizophrenie) und rs10063995 (erhdht das Erkrankungsrisiko) ableiten
(Zhu et al., 2011).

Die Studie von Allen et al. aus dem Jahr 2008 bestatigte hingegen eine Assoziation von rs4532
mit Schizophrenie. Die Forschungsgruppe konnte diese bei einer Metaanalyse von 118
Studien Uber insgesamt 24 Polymorphismen aus 16 verschiedenen Genen nachweisen (Allen
et al., 2008). Eine weitere Studie, welche koreanische Studienteilnehmer (270 Patienten und
350 Kontrollprobanden) untersuchte, zeigte eine Assoziation des Polymorphismus rs1799914
des DRD1-Gens mit Schizophrenie (Lee et al., 2011). Auch Hoenicka und Kollegen, welche
die SNPs rs11746641, rs11749676, rs251937, rs12518222 und rs4867798 des DRD1-Gens
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analysierten, konnten bei den mannlichen Studienteilnehmern und den SNPs rs11746641 und
rs11749676 eine Assoziation mit Schizophrenie feststellen (Hoenicka et al., 2010).

Dagegen konnte in der 2014 durchgefihrten GWAS des PGC mit 36.989 Schizophrenie-
Patienten und 113.075 gesunden Teilnehmern keine signifikante Assoziation des DRD1-Gens
mit der Schizophrenie nachgewiesen werden (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics Consortium, 2014)

1.3 Fragestellung

Die Atiopathogenese der Schizophrenie ist vielgestaltig. Genetische Faktoren spielen hierbei
eine wichtige Rolle, jedoch konnten die detaillierten Mechanismen der Krankheitsentstehung
bisher nicht geklart werden. Durch den Fortschritt der molekulargenetischen
Untersuchungsmethoden erdffnen sich neue Mdglichkeiten, ein besseres Verstandnis der
zugrundeliegenden Mechanismen zu entwickeln. Fall-Kontroll-Assoziationsstudien erlauben
die Suche von Vulnerabilititsgenen mit kleinen Geneffekten, welche mdglicherweise an der

Atiopathogenese dieser komplexen Erkrankung beteiligt sind.

Dem Dopamin-1-Rezeptorgen wird durch zahlreiche Studienergebnisse ein hoher Stellenwert
diesbeziglich eingeraumt und es kann so als Suszeptibilititsgen bezeichnet werden.

Verschiedene Assoziationsstudien, welche Polymorphismen des DRD1-Gens und der
Schizophrenie untersuchten, lieferten jedoch widersprichliche Ergebnisse, sodass

Replikationen in weiteren Stichproben zur Klarung dieses Zusammenhangs notwendig sind.

Ziel dieser Arbeit ist es, mittels einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie fuinf verschiedene SNPs
des DRD1-Rezeptorgens zu untersuchen und deren moglichen Zusammenhang mit der
Atiopathogenese der Schizophrenie zu diskutieren. In dieser Studie wurden die
Allelfrequenzen und die Genotypverteilungen von insgesamt 614 gesunden Kontrollprobanden
und 512 an Schizophrenie erkrankten Patienten miteinander verglichen. Dabei wurden die
Ergebnisse auf Differenzen bzw. Gemeinsamkeiten in den Allelfrequenzen und den
Genotypverteilungen  zwischen den Schizophrenie-Patienten und den gesunden

Kontrollprobanden untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Vorbedingungen der Studie

Vor der Realisierung der Studie, wurde die Erlaubnis zur Durchfiihrung bei der lokalen
Ethikkommission eingeholt. Alle Teilnehmer wurden zu Beginn umfangreich (ber den
Hintergrund und Zweck dieser Studie aufgeklart. Des Weiteren wurde ihnen erklart, worauf sie
sich einstellen miissen, wenn sie an dieser Studie teilnehmen (Gespréach uber ihre Lebens-
und Krankengeschichte und eine Blutentnahme). Auch Uber Risiken, Versicherung,
Schweigepflicht sowie Anonymisierung ihrer Daten und ihrer Blutproben wurde gesprochen.
Betont wurde, dass die Teilnehmer jederzeit ohne Angabe von Grinden ihr Einverstandnis
widerrufen und sich somit gegen eine weitere Teilnahme entscheiden konnten. Anschliel3end

unterschrieben sie eine Einverstandniserklarung.

2.2 Studienteilnehmer

2.2.1 Kontrollstichprobe

Die Gesamtstichprobe der Studie umfasste 1126 Probanden, davon bestand die
Kontrollstichprobe aus insgesamt 614 neuropsychiatrisch gesunden Personen aus Minchen
und Umgebung. Die Rekrutierung der Kontrollprobanden verlief in mehreren Schritten. Zuerst
wurden per Post Personen aus dem Gebiet Minchen angeschrieben und zu der Studie
eingeladen. Die dafir nétigen Informationen stellte das Einwohnermeldeamt auf Antrag bereit.
Zeigten sich die angeschriebenen Personen interessiert, folgte ein standardisiertes
Telefonscreening, in dem psychiatrische und neurologische Erkrankungen abgeklart wurden.
Litten die moglichen Probanden oder deren Verwandte an psychiatrischen Erkrankungen,
erfolgte der Ausschluss. Zudem wurde die Herkunft erfragt, da diese in genetischen Studien
aufgrund der Heterogenitat verschiedener ethnischer Gruppen von grofRer Bedeutung ist. An
dieser Studie konnten nur europaisch-stammige Personen teilnehmen.

Nach dem Telefonscreening bekamen die potentiellen Studienteilnehmer auf schriftlichem
Wege einen ausfiihrlichen Anamnesebogen zugeschickt, der nach Riicksendung ausgewertet
wurde. In diesem Bogen wurde nach allgemeinen Dingen wie Herkunft, Familienstand und
schulischer Bildung gefragt. Des Weiteren waren vor allem detaillierte Auskinfte Uber
somatische und psychiatrische Erkrankungen wie beispielsweise affektive Stoérungen,
Erkrankungen aus dem schizophrenem Formenkreis, Belastungs- und Anpassungsstorungen,

Angststorungen, Essstorungen, Missbrauch- und Abh&angigkeitserkrankungen sowie
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Suizidalitat von groRer Bedeutung. Wichtige Informationen dazu lieferten auch die Angaben
Uber Medikamenteneinnahme und die Frage nach ambulanter oder stationarer
nervenarztlicher Behandlung. Auch hier erfolgte der Ausschluss aus der Studie, falls positive
Angaben iber die Person selbst oder tiber einen Angehdrigen gemacht wurden. Lagen bis zu
diesem Zeitpunkt keine Anhaltspunkte fur neuropsychiatrische Erkrankungen vor, und war der
potentielle Proband mindestens 18 Jahre alt, wurde er zu einem persénlichen Gespréach in das
Studienzentrum eingeladen.

In diesem Interview wurden die Teilnehmer mittels SKID | und SKID Il (Strukturiertes klinisches
Interview nach DSM-IV, Achse | und Achse Il) gescreent (Minster, 1999). Beides sind
semistrukturierte klinische Interviews, um Symptome und Syndrome ausgewéahlter DSM-IV
Diagnosen entsprechend den expliziten diagnostischen Kriterien des DSM-IV abzuleiten. SKID
| umfasst alle psychopathologischen Achse I-Stérungen mit den Sektionen A bis J: Affektive
Syndrome und ihre Differentialdiagnosen, psychotische Syndrome und ihre
Differentialdiagnosen, Missbrauch und Abhangigkeit von psychotropen Substanzen,
Angststérungen, somatoforme Stérungen, Essstérungen sowie Anpassungsstérungen. Das
SKID Il ist ein eigenstandiges Zusatzinterview zur Erfassung von Personlichkeitsstérungen
gemal der Achse Il des DSM-IV. SKID | und SKID Il sind mit ihrem Spektrum und ihrer
Sprache an Erwachsene angepasst und sollten demnach nicht an unter 18-jahrigen
angewendet werden. Des Weiteren wurde mit Hilfe des FHAM (Family History Assessment
Modules) erneut gepruft, ob auch die Verwandtschaft (bis zum dritten Grad) des Probanden
psychiatrisch unauffallig war. AufRerdem wurde der LEBI (Leibziger Ereignis- und
Belastungsinventar) zur Erfassung bisher erlebter belastender Lebensereignisse
durchgefihrt.

Mittels eines zweiten Anamnesebogens wurde in detaillier Form der schulische und berufliche
Werdegang, Kindheits- und Jugenderlebnisse, soziale und finanzielle Situation sowie familien-
und partnerschaftliche Problematiken erfragt.

Probanden, die nach diesen Schritten als unaufféllig eingestuft werden konnten, und eine
negative Familienanamnese aufweisen konnten, wurden als gesunde Kontrollprobanden in die

Studie eingeschlossen.

2.2.2 Schizophrenie-Patienten

Die Patientengruppe setzte sich aus insgesamt 512 an Schizophrenie leidenden Probanden
zusammen. Wie bei der Kontrollstichprobe, gab es auch bei den Patienten ein mehrstufiges
Auswabhlverfahren. Am Telefon wurden Herkunft und andere mogliche Ausschlusskriterien

abgefragt. Die Patienten mussten ebenfalls européischer Abstammung sein, und sie durften
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keine Hirnschadigung oder auslésende Faktoren flr psychotische Symptome vor Beginn der
Erkrankung aufweisen. Ausschlusskriterien waren somit beispielsweise Erkrankungen wie
Enzephalitis, Meningitis, Epilepsie, Multiple Sklerose, ALS (Amyotrophe Lateralsklerose),
Morbus Creutzfeld-Jakob oder Lues, aber auch Unféalle mit Schadel-Hirn-Traumata und
Drogen- oder Alkoholabhangigkeit vor Erkrankungsbeginn. Die psychotischen Symptome
mussten eindeutig der Diagnose Schizophrenie zuzuordnen sein und durften keinen anderen
Ursprung (z.B. Drogen) haben.

Bei Interesse der potentiellen Probanden wurden sie zu einem personlichen Gesprach in die
Klinik eingeladen. Zu Beginn erfolgte, wie auch bei der Kontrollstichprobe, die ausfihrliche
standardisierte Anamnese.

Im gesamten folgenden Interview war das Alter zu Beginn der Prodromalphase (Age at Onset,
AaO) und das Alter bei Erstmanifestation von psychotischen Symptomen von groRRer
Bedeutung. Deshalb wurde besonderes Augenmerk auf vorangegangene stationare
psychiatrische Aufenthalte und den Zeitpunkt der ersten Konsultation eines ambulanten oder
stationdren Psychiaters gelegt. Aufgrund eines moglichen friihen Erkrankungsbeginns, vor
allem bei ménnlichen Jugendlichen, wurden auch Zeichen wie ein typischer Leistungsknick in
der Schule, die Wiederholung einer Klasse oder der Wechsel auf eine Schule niedrigeren
Ausbildungsstandes beachtet.

Zur Anwendung kam zudem das SKID I. Es galt, die diagnostizierte Schizophrenie nach der
Definition des DSM-IV zu Uberprifen und die Unterteilung des phdnomenologischen Subtypus
in paranoid, kataton, desorganisiert, undifferenziert oder residual vorzunehmen. Wichtig davon
abzugrenzen waren die schizoaffektive Storung, die affektive Stdrung mit psychotischen
Symptomen, die schizophrenieforme Stérung und die kurze psychotische Stérung. Auch durfte
die Storung keine direkte physiologische Folge einer Substanz (Drogen oder Medikamente)
oder eines allgemeinen medizinischen Krankheitsfaktors (beispielsweise neurologische
Erkrankungen, endokrine Faktoren, Stoffwechselerkrankungen etc.) sein.

Zusatzlich wurde mit Hilfe des SKIDs der Langzeitverlauf der Schizophrenie eingeschatzt.
Lag nach SKID | der Verdacht einer Personlichkeitsstorung nahe, wurde der Patient dariiber
hinaus mittels SKID Il gescreent. Das Vorliegen einer Personlichkeitsstorung bedeutete den
Ausschluss aus der Studie.

Den Abschluss des Interviews bildete die PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) zur
Einschatzung des schlimmsten und des derzeitigen Schweregrades der Erkrankung. Sie
besteht aus jeweils 7 Fragen zu Positiv- und Negativsymptomen und 16 Fragen zur
allgemeinen Psychopathologie. Bei jeder Frage schétzt der Untersucher den Schweregrad von

0 bis 7 des vorliegenden Symptoms ein (Kay et al., 1987).
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2.3 Laborverfahren

Die angewendeten Laborverfahren wurden im molekularbiologischen Labor der Arbeitsgruppe
nach standardisierten Protokollen durchgefihrt.

2.3.1 DNA-Extraktion

Mit Hilfe von EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) Monovetten wurde von allen
Studienteilnehmern vendses Blut abgenommen. Das Blut wurde bei nuchternen Probanden
zu Beginn und bei nicht-nlichternen Probanden am Ende des Gesprachs entnommen.

Die Extraktion der genomischen DNA aus dem Blut der Probanden erfolgte mittels dem
QIlAamp Blood Maxi Kit nach entsprechendem Protokoll (Qiagen, 2005).

Zuerst wurde das EDTA-Blutvolumen auf 10 ml mit dem PBS-Puffer (Phosphat gepufferte
Salzlésung) in 50 ml Zentrifugenréhrchen adjustiert. Zur Freisetzung der Nucleinsauren und
zur Lyse weiterer Blutbestandteile, die die spatere DNA-Vervielfaltigung storen konnten,
wurden 500 pl Proteinase K und je 5 bis 10 ml Vollblut gemischt. Um die Bindung der DNA auf
einer Silicagelmembran zu ermdglichen, wurde dem Reaktionsansatz zusatzlich 12 ml AL-
Puffer beigefugt. AnschlieBend wurde diese Ldsung fir 60 Sekunden auf dem Vortexer
gemischt und danach fur 30 Minuten im Wasserbad bei 70°C inkubiert, um der Proteinase
einen ausreichenden Zeitraum zu Verdauung der Proteine zur Verfugung zu stellen. Zur
Fallung der Nucleinsauren aus dieser Mischung wurden 10 ml 96-100% Ethanol hinzugefligt
und die Probe erneut fir zwei Minuten auf dem Vortexer gemischt. Als nachstes wurde die
Losung auf die Silicagelmembran pipettiert und bei Raumtemperatur fir drei Minuten bei 3000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Dadurch wurde ein Binden der DNA auf die Membran
ermoglicht, wahrend Proteinbestandteile sowie RNA ungebunden blieben und somit verworfen
werden konnten.

Durch die Zugabe von 5 ml Guanidin-HCL haltigem Waschpuffer AW1 auf die Membran und
eine weitere Zentrifugation fir zwei Minuten bei 4000 rpm und Raumtemperatur wurden
storende Proteine und RNA von der Sadule gespult. AnschlieRend folgte ein weiterer
Waschschritt von 5 ml ethanolhaltigem Waschpuffer AW2 und eine erneute Zentrifugation fuir
15 Minuten bei 4000 rpm und Raumtemperatur. In diesem Schritt wurden Guadiniumsalze
entfernt und die Silicagelmembran getrocknet.

Die Elution der DNA von der Silicagelmembran erfolgte durch zweimalige Zugabe von
insgesamt 1,5 ml des basischen TRIS-haltigen AE-Puffers. Nach jeweils funfminatiger
Inkubation bei Raumtemperatur und weiteren zwei Minuten Zentrifugation bei 5000 rpm konnte

die auf diesem Wege gewonnene DNA flur Analysen verwendet werden.
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Die fur die DNA-Extraktion verwendeten Materialien veranschaulicht folgende Tabelle (5).

Tabelle 5: verwendete Materialien fur die DNA-Extraktion

Material

Verwendungszweck

Hersteller

EDTA-Monovette

Blutentnahme

Sarstedt, NUrnberg

50 ml Zentrifugenréhrchen

Herstellung der Blut-Puffer-
Suspension

Sarstedt, NUrnberg

Micro-Schraubrohre, 2 ml

Lagerung der DNA

Sarstedt, Nirnberg

1x PBS-Puffer aus:
8 g NaCl
0,2 g KCI
1,44 g NazHPO4
0,24 g KH2PO4
Ad 1 | mit Aqua dest.
Mit NaOH auf pH 7,4

Resuspendierung des
Blutkuchens

Eigene Herstellung:
Reagenzien von Carl Roth,
Hamburg

Qiagen DNA Blood Maxi Kit

DNA-Extraktion

Qiagen, Hilden

Ethanol Rotipuran (>98%
p.A)

Entfernen der Hydrathille

Carl Roth, Karlsruhe

Vortex Genie

Durchmischung der Blut-
Puffer-Suspension

Scientific Industries, New
York, USA

Wasserbad WNB 22

Inkubation bei 70°C der
Blut-Puffer-Suspension

Memmert, Schwabhausen

Kihlzentrifuge CF108-GR

alle Zentrifugationsschritte

VWR Life Science
Competence Center,
Erlangen

Eppendorf Research Pipette
(100-1000 ph

Pipettierung der DNA

Eppendorf, Hamburg

Puffer, pH>9,0), 1 ml

Sammelgefalie Auffangen der DNA Qiagen, Hilden
Proteinkinase K, 500 ul Abbau der Zellproteine Qiagen, Hilden
AL-Lysepuffer, 12 ml Zelllyse Qiagen, Hilden
Wasch-Puffer AW1 Entfernen von Qiagen, Hilden
(Guanidin-HCL), 5 ml Zellrickstédnden

Wasch-Puffer AW2 Entfernen von Qiagen, Hilden
(ethanolhaltig), 5 ml Zellriickstdnden

Elutionspuffer AE (TRIS- Elution der DNA Qiagen, Hilden

2.3.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Bevor die PCR durchgefuhrt werden konnte, musste die Konzentration der vorliegenden DNA
in den einzelnen Proben bestimmt und auf einen einheitlichen Wert eingestellt werden. Mit
Hilfe der Eigenschaften von PicoGreen, einem fluoreszierenden Farbstoff, der selektiv an
doppelstrangige DNA bindet, kdnnen selbst kleinste Mengen von DNA quantitativ bestimmt
werden.

Die fur die DNA-Konzentrationsbestimmung verwendeten Materialien und Geradte werden in

Tabelle 6 aufgefuhrt.
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Tabelle 6: Verwendete Materialien und Geréte fir die Bestimmung der DNA-Konzentration

Material Verwendungszweck Hersteller
Human Genomic DNA Standardverdinnungsreihe | Clontech, Mountain View,
100 ng/ul USA
Quant iT PicoGreen dsDNA Fluoreszenzmessung der Invitrogen GmbH,
reagent DNA Karlsruhe
96 Well Flat Bottom Plate | Vorlagenplatte fir Standard- | Greiner Bio-One,
Black und Proben-DNA Frickenhausen
Thermo Fast 96 well Plate Vorverdinnung der Proben- | ABgene, Hamburg
DNA,
Standardverdinnungsreihe
Janus Automated Workstation | Durchfiihrung aller Perkin Elmer Inc.,
Pipettierschritte Massachusetts, USA
Victor®  Multilabel Counter | Fluoreszenzmessung der Perkin Elmer Inc.,
1420 DNA Massachusetts, USA
Optiplex GX620 Pentium 4HT | Berechnung des Mittelwerts | Dell
50 ml konische PP-R6hrchen | Vorbereitung der PicoGreen | Sarstedt, Nirnberg
Mischung
1 xTE (pH 7,4), TRIS Base, Vorbereitung der PicoGreen | Carl Roth, Karlsruhe
EDTA Mischung

Im ersten Schritt wurde mittels einer humanen genomischen Standard-DNA bekannter
Konzentration (100 ng/pl, Clontech) eine Verdinnungsreihe hergestellt, um spéter eine
Eichkurve fir die zu messende DNA zur Verfigung zu haben. Diese Standardreihe bestand
aus 8 Konzentrationen, beginnend mit 100 ng/ul, und dann absteigend: 50; 25; 12,5; 6,25;
3,125; 1,5625; 0 ng/ul. Zudem wurde die DNA der Studienteilnehmer mit H.O bidest.
(bidestillatus) im Verhaltnis 1:10 vorverdinnt, um innerhalb des Messbereichs des
verwendeten Fluoreszenzmessgerats zu verbleiben.

Der nachste Schritt umfasste die Vorbereitung der Picogreen-Mischung. In einem
lichtundurchlassigen Behélter wurde das gefrorene Reagenz fir 60 Minuten bei
Raumtemperatur aufgetaut. Anschlielend wurde dieses mit einem TRIS-EDTA-Puffer im
Verhéltnis 1:156 in mit zum Lichtschutz aluminiumumwickelten 50 ml Reagenzréhrchen
verdunnt. Erst danach war die Mischung zur DNA-Konzentrationsbestimmung einsetzbar.

Mit der Hilfe eines Roboters (Janus Automated Workstation), der auch alle folgenden
Pipettierschritte durchfihrte, wurden auf einer Messplatte (96 well flat bottom plate, black) in
jede Vertiefung 50 ul autoklaviertes, destilliertes H,O vorgelegt.

AnschlieRend pipettierte der Roboter jeweils 5 pl der Proben-DNA in die Vertiefungen. Auch
die Proben der Verdinnungsreihe der Standard-DNA wurden, beginnend bei 100 ng/ul in
absteigender Konzentration, in Vertiefungen der Messplatte pipettiert. Sowohl mit der
Standardverdiinnungsreihe als auch mit der Probanden-DNA wurde jeweils 2 Vertiefungen
bestiickt. Abschlie@end wurden in jede Vertiefung 145 pl des photosensiblen Picogreen-

Reagenz hinzugefigt.
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Danach legte ein Greifarm der Janus Workstation die Messplatte in das Fluoreszenzmessgerét
(Victor® 1420 Multilabelcounter) ein. Im Gerat wurde die Platte noch fur 30 Sekunden, in
horizontaler Ebene, in Doppelellipsen geschuttelt. Ein Lichtstrahl mit der Wellenl&ange 485 nm
regte die PicoGreen Mischung an und bei 520 nm wurde fur 0,1 Sekunden pro well die
Fluoreszenz gemessen.

Alle Proben wurden als Doppelmessungen analysiert und vom Messgerat an den Computer
Ubermittelt. AbschlieBend berechnete ein Computer die Mittelwerte aus den Vertiefungen
gleicher  Konzentration und ermittelte anhand der  Fluoreszenzwerte  der
Standardverdinnungsreihe die DNA-Konzentration in den Proben der Studienteilnehmer.
Zuletzt stellte der Roboter mit Hilfe von H>O bidest. die DNA-LGsungen auf eine Konzentration

von 50 ng/ul ein.

2.3.3 Genotypisierung

2.3.3.1 Auswahl der Polymorphismen

Die in dieser Arbeit analysierten Polymorphismen wurden zusammen mit ca. 1000 weiteren
Varianten genotypisiert. Die Auswahl der SNPs wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, mdglichst
informative, voneinander unabhéngige Polymorphismen einzuschliel3en, ohne andererseits
Lucken in der Abdeckung des Gens zuzulassen. Zusatzlich zu einer Recherche in der
Datenbank PubMed (NCBI) zu bereits publizierten Polymorphismen, wurden folgende
Kriterien, mit abnehmender Prioritat, fur die Auswahl der zu untersuchenden SNPs
angewendet:
1. Funktionelle SNPs
a. Exonisch, zu einem Aminoséureaustausch im Protein fuhrend
b. Lokalisiert im 5-Bereich des Gens (potentielle Promotorregion), mit mdglicher
Veranderung der Proteindosis
c. Exonisch, ohne nachfolgenden Aminoséureaustausch im betreffenden Protein
2. Abdeckung des Gens
a. Haplotype tag SNPs: Haplotype tag SNPs (htSNPs) sind Polymorphismen in einer
Genomregion, welche mit  anderen Polymorphismen in hohem
Kopplungsungleichgewicht (Linkage desequilibrium, LD) liegen wund als
stellvertretend fur diese Region verwendet werden kdnnen. Die Bestimmung der
htSNPs erfolgte mittels Tagger-pairwise Methode auf Basis der CEU Population mit
einer Minorallelfrequenz von 25% und ein Kopplungsungleichgewicht von r?=1,0
(Bakker et al., 2005).
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b. Um eine vollstandige Abdeckung des Gens zu erreichen, wurde zusatzlich gepruft,
ob die ausgewahlten SNPs bezuglich ihrer chromosomalen Position gleichméssig
verteilt waren. War dies nicht der Fall und gab es groRRere Licken im Gen, wurden
noch weitere, im Intronbereich liegende SNPs, mit einer Minorallelfrequenz von
mindestens 0,25, hinzugenommen.

Folgende Polymorphismen des DRD1-Gens wurden genotypisiert: rs4867798, rs5326,
rs267418, rs2453741 und rs1508765. Einen Uberblick der untersuchten Einzel-
Nucleotid-Polymorphismen zeigt Tabelle 7.

Tabelle 7: Analysierte SNPs des DRD1-Gens auf Chromosom 5¢g35.1

SNP Chromosomenposition Allele Funktion

rs4867798 175.440.896 CT 3' UTR, Exon 2

rs5326 175.443.193 A:G 5 UTR, Exon 2

rs267418 175.453.642 C.G 5' potentielle Promoterregion
rs2453741 175.464.618 A:.C 5' potentielle Promoterregion
rs1508765 175.467.138 C.T 5' potentielle Promoterregion

2.3.3.2 iPLEX-Verfahren

Im Anschluss an die DNA-Konzentrationsbestimmung konnte die Genotypisierung der
ausgewahlten SNPs erfolgen. Sie beruht im Wesentlichen auf zwei Methoden: dem iPLEX-
Verfahren und der MALDI-TOF Massenspektrometrie  (Matrix-Assisted  Laser
Desorbtion/lonisation-Time of Flight). Das iPLEX-Verfahren kann in drei Einzelschritte
untergliedert werden: die klassische Polymerase Kettenreaktion (PCR), die Behandlung des

Reagenzes mit Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) und die iPLEX-Extensionsreaktion.

Konventionelle Polymerase Kettenreaktion

Um eine ausreichende Menge an Ausgangssubstanz fiir die nachfolgenden Reaktionen zu
erhalten wurde eine konventionelle PCR durchgefuhrt, bei der &hnlich einer Replikation
innerhalb einer Zelle mittels einer DNA-Polymerase der komplementare Strang zum
gewunschten DNA-Abschnitt synthetisiert wird. Dabei werden Zielsequenz-spezifische
Oligonukleotide (Primer) als Startpunkt fir die Polymerase zur Verfigung gestellt, und die
einzelnen Schritte Denaturierung der DNA in Einzelstrdnge, Anlagerung der Primer
(Annealing) und Synthese des komplementdren DNA Strangs (Elongation) in Zyklen
wiederholt, so dass sich eine ausreichend hohe Amplifikationsrate des gewlnschten DNA
Abschnitts ergibt.

Die bendtigten Materialien und Gerate beinhaltet folgende Tabelle (8):
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Tabelle 8: Materialien und Gerate fur die Multiplex-PCR

Hersteller

ABgene, Hamburg

ABgene, Hamburg

Applied Biosystems, Foster City, USA

Materialien und Geréte
Thermo Fast 96 well Plate
Thermo Fast 384 well Plate
Gene Amp PCR System 9700

Die verwendeten Reagenzien zur Erstellung des Mastermixes fur die Multiplex-PCR zeigt
Tabelle 9:

Tabelle 9: Reagenzien und Volumina der Multiplex-PCR

Reagenz Volumen pro Reaktion Hersteller
autoklaviertes H,O 1,850 pl Purelab ultra, ELGA
PCR-Puffer,10x, mit MgCl 0,625 ul Qiagen, Hilden
MgCl, (25 mM) 0,325 ul Qiagen, Hilden

dNTP Mix, (25mM) 0,100 ul Abgene, Hamburg
Primer Mix (je 500 nM) 1,000 pl Metabion, Martinsried
Hotstar Taq DNA-Polymerase | 0,100 pl Qiagen, Hilden

(5 U/

Zu Beginn wurden die in die Genotypisierung einzuschlie@enden SNPs mit der Software
AssayDesign 3.1 (Sequenom, San Diego) zu Multiplexen zusammengestellt. So wurde fir
jeden SNP ein Primerset aus zwei PCR Primern und einem Extensionsprimer entworfen.

Tabelle 10 fuhrt die verwendeten Primer auf.

Tabelle 10: verwendete Primer fir die Genotypisierung

SNP Primer 1 Primer 2 Lange (bp)

rs4867798 | ACGTTGGATGGGACACAG | ACGTTGGATGCCCTGGGA | 157
ATAAATGCAAGG AAGTCATTTGTC

rs5326 ACGTTGGATGGTCAGTCA | ACGTTGGATGGGTCCTCT | 119
GATTTCCAGGAG CATGGAATGTTG

rs267418 ACGTTGGATGTGGAGGTA | ACGTTGGATGGCAATCCC | 117
CAGCTAATCAGG CTGCTATCTTAC

rs2453741 ACGTTGGATGCTTGCATAG | ACGTTGGATGGGCCTTTTT | 125
GAAGAAGTCCC CCTCAAGGAAG

rs1508765 | ACGTTGGATGCCACATTTG | ACGTTGGATGTAAGATGC | 119
TGCTTTGCCAG AGACAGGAAGGG

Mittels eines Pipettierroboters wurden jeweils 4 pl des Mastermixes (siehe Tabelle 9) in die
Vertiefungen der 384 Thermo Fast well Plate vorgelegt. Dazu kamen in jede Vertiefung 12,5 ng
(2,5 pl) DNA. Diese Platten wurden abzentrifugiert, verschlossen und in einem Thermocycler

(Applied Biosystems, Foster City) zur Reaktion gebracht.
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Die fur die PCR verwendeten Einstellungen bestanden aus den folgenden drei Schritten:

Denaturierung:

Um die doppelstrangige DNA in ihre Einzelstrange zu trennen, wurde sie fir 5 Minuten auf ca.
95°C erhitzt (initiale Denaturierung). Bei dieser Temperatur diffundierten die beiden Strange
auseinander, da die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen geldst wurden. Fir
die weiteren Zyklen wurde die Dauer der Denaturierung 20 Sekunden reduziert.

Annealing:

Durch Abkiihlen des Reaktionsansatzes auf 56°C fur 30 Sekunden, war die Voraussetzung fur
die Bindung der spezifischen Oligonucleotidprimer an die Einzelstrange der DNA gegeben. Da
Primer kleiner sind (meist etwa 20 bis 30 Nucleotide) und zudem im Uberschuss vorliegen,

binden sie schneller an die DNA als der komplementére Einzelstrang.

Elongation:
Fur eine Minute erfolgte ein erneutes Erhitzen auf ca. 72°C. Die DNA-Polymerase
synthetisierte ausgehend von den Primern mittels der Nucleotide die komplementaren

Strange.

Diese drei Reaktionsschritte wurden 45x wiederholt, um genigend DNA-Material im
Reaktionsansatz zu erzeugen. Im Anschluss an den letzten Zyklus wurde die Temperatur fur
drei Minuten auf 72°C gehalten und danach auf 12°C abgekuihlt. Bei dieser Temperatur wurden
die Proben bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

SAP-Behandlung:

Da bei der PCR nicht alle Nucleotide eingebaut werden, diese aber spater bei der
Massenspektrometrie storen wirden, folgte als nadchster Schritt die Behandlung des
Reagenzes mit SAP. Diese dephosphoryliert die freien Nucleotide und inaktiviert sie somit.

Die folgende Tabelle (11) zeigt die verwendeten Materialien fur die SAP-Reaktion:

Tabelle 11: Materialien fur die SAP-Reaktion

Material Verwendungszweck Hersteller
SAP-Puffer Herstellung der Sequenom, San Diego, USA
Reaktionsbedingung der
Enzyme
Shrimp Alkalische Dephosphorylierung nicht Sequenom, San Diego, USA
Phosphatase inkorportierter dNTPs
Gene Amp PCR System | Multiplex-PCR Applied Biosystems, Foster
9700 City, USA
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Der SAP-Mastermix setzte sich aus den folgenden Reagenzien zusammen (Tabelle 12):

Tabelle 12: Zusammensetzung des SAP-Mastermix:

Reagenz Volumen fiir 1 Reaktion (incl. 25%
Uberhang)

Wasser 1,530 pl

10x SAP-Puffer 0,170 pl

SAP-Enzym 0,300 pl

Mittels Pipettierroboter wurden 2 pl SAP-Mastermix zu den PCR-Produkten gegeben,
gemischt und abzentrifugiert. Im Anschluss wurde das Gemisch in einem Thermocycler erst
bei 37°C fur 40 Minuten inkubiert. Weitere 10 Minuten bei 85°C inaktivierten das SAP-Enzym
irreversibel und die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung auf 4°C hinuntergekuhlt.

iPLEX-Extensionsreaktion:

Auch bei dieser Reaktion handelt es sich um eine Art Kettenreaktion und zwar der
sogenannten Einzelbasenextensionsreaktion (SBE, single base extension). Anders als bei der
PCR ist der Primer so konzipiert, dass er sich unmittelbar an das 5° Ende des zu
untersuchendem SNP anlagert. Zudem werden diesem Reaktionsansatz Didesoxynucleotide
(ddNTP) hinzugefligt, sodass jeweils nur eine einzige Base angehangt werden kann. Diese
einzelnen angehangten Basen sind somit komplementdr zu dem probandenspezifischen
Allelen der untersuchten SNPs. Aufgrund der biochemischen Struktur der ddNTP (fehlende 3'-
OH-Gruppe) kommt es danach zum Kettenabbruch.

AuBerdem besalRen die eingesetzten ddNTPs spezielle funktionelle Gruppen. Ohne diese
Gruppen ware die Massendifferenz zwischen den einzelnen Basen zu gering, um sie sicher
im Massenspektrometer zu unterscheiden.

Nachfolgende Tabelle (13) zeigt die eingesetzten Extensionsprimer fir das iPLEX-Verfahren

auf.

Tabelle 13: Eingesetzte Extensionsprimer fiir das iPLEX-Verfahren

SNP Extensionsprimer

rs4867798 TGAACACAGTAGTAGCTATACTTT
rs5326 CCAATCTGGCTGTGCAAAGTGCTGCCT
rs267418 CTATCTTACCTGGAATCATCA
rs2453741 TTACGCAACAGCCAAC

rs1508765 GTCTTTCCTCCCTCCC

Die folgende Tabelle (14) listet die verwendeten Reagenzien fur die Multiplex-

Extensionsreaktion auf.
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Tabelle 14: Verwendete Reagenzien fur die Multiplex-Extensionsreaktion

Material Volumen  fir eine | Hersteller

Reaktion
Wasser 0,755 ul
iPLEX Puffer Plus 0,200 pl Sequenom, San Diego, USA
iPLEX Enzym 0,041 pl Sequenom, San Diego, USA
iPLEX Terminationsmix 0,200 ul Sequenom, San Diego, USA
Extensionsprimer 0,804 ul Metabion, Martinsried
Total 2,000 pl

Zu der vervielfaltigten, mit SAP behandelten DNA wurden 2 pl des Gemisches (Tabelle 14)
zugegeben und in einem Thermocycler (Gene Amp PCR System 9700; Applied Biosystems,
Foster City, USA) prozessiert. Das PCR-Programm bestand aus zwei Zyklusschleifen, sodass
letztlich 200 Zyklen resultierten. Die initiale Denaturierung dauerte 30 Sekunden bei 94°C. Die
Denaturierung im weiteren Verlauf dauerte lediglich funf Sekunden, es folgte eine fiunf
Sekunden dauernde Primeranlagerung bei 52°C und fur weitere fiinf Sekunden die Anlagerung
der komplementaren ddNTP bei 80°C. Die Schritte zur Anlagerung der Primer und zur
Extension wurden jeweils 5x wiederholt. Die Denaturierung und anschlielende
Primeranlagerung und Extension wurde 40x wiederholt. Am Ende erfolgte eine finale
Extension fur drei Minuten bei 72°C. Im Anschluss daran wurden die Proben auf 4°C
herabgekdhilt.

2.3.3.3 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die MALDI-TOF Methode besteht aus zwei Schritten: der Laser gepulsten Anregung der Probe
zur Desorption und lonisation der Analytmolekile sowie der anschlie3enden Beschleunigung
der ionisierten Teilchen in einem (nahezu) Vakuum. Dabei werden die Teilchen gemaR ihrer
Ladung und Masse aufgetrennt. Uber die benétigte Zeit im Flugkanal kann auf die Masse
zuriickgeschlossen werden. Es gilt: Je schwerer das Teilchen, umso langsamer fliegt es und
desto langer braucht es.

Tabelle 15 fuhrt die verwendeten Materialien fur die Messung der Extensionsprodukte im
MALDI-TOF-Massenspektrometer auf.
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Tabelle 15: Materialien fur die Messung der Extensionsprodukte im MALDI-TOF-MS

Material Verwendungszweck Hersteller

3-Punkt Kalibrant Kalibrierung der Sequenom, San Diego, USA
Massenspektren

SpectroCHIP Probentrager der Sequenom, San Diego, USA
Matrixdroplets

MassARRAYPOINT Applikation der Sequenom, San Diego, USA

Nanodispenser Extensionsprodukte auf
SpectroCHIPs

MassARRAY Analyzer 4 Massenspektrometrische Agena Bioscience, Hamburg
Analyse der
Extensionsprodukte

TyperAnalyzer 3.4.0.18 Spektrenauswertung Sequenom, San Diego, USA

Vor der weiteren Bearbeitung wurden die Proben entsalzt, damit bei der folgenden
Massenspektrometrie  keine  Storsignale  auftraten. Dies erfolgte mit einem
lonenaustauschharz (Clean Resin, Sequenom, San Diego).

Bevor die Probe jedoch mit einem Laser beschossen werden konnte, musste sie auf eine
Matrix aufgebracht werden. Dies sollte zum einen ein Auskristallisieren der Proben-DNA
verhindern, zum anderen konnten dadurch alle Analytmolekiile mit der gleichen Laserenergie
angeregt werden.

Die Primerextensionsprodukte wurden mit dem MassARRAYPOINT Nanodispenser auf
Siliziumchips mit einer 384er Matrix aufgebracht und anschlieBend in das Vakuum des
Massenspektrometers Uberflihrt. Dort wurde die Matrix mit einem gepulsten Laser
beschossen. Die so entstandenen lonen wurden mit Hilfe eines elektrischen Feldes
beschleunigt. Es wurde die Zeit bestimmt, welche die lonen brauchten, um durch den
Flugkanal zu fliegen. Je nach der in der iPLEX-Reaktion angehangten Base, unterschieden
sich die Massen und damit die Flugzeit, wodurch die jeweiligen Allele und Genotypen

zugeordnet werden konnten.

2.4 Qualitatskontrolle

Samtliche Polymorphismen, welche in die statistische Auswertung aufgenommen wurden,
mussten entsprechende Qualitatskriterien erfullen. Kontrollproben, d.h. Proben derselben
DNA an einer anderen Paosition auf jeder 96 well Platte, mussten alle die selben Genotypen
aufweisen. Zudem existierten Blindproben ohne DNA, die entsprechend keine Genotypen
enthalten durften. Die Genotypencluster (homo- und heterozygot) mussten eindeutig
voneinander getrennt sein.

Der Grenzwert flr die Probanden-Callrate wurde mit 0,8 festgelegt, d.h mindestens 80% aller

untersuchten Polymorphismen in einem Plex mussten flr einen Probanden einen
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auswertbaren Genotypen ergeben. Zudem musste die SNP-Callrate bei 0,9 liegen, d.h.
mindestens 90% aller untersuchter Probanden mussten fir einen Polymorphismus
auswertbare Genotypen ergeben. Zusatzlich wurden CEU-Proben mitprozessiert, diese
mussten die zu erwartenden Genotypen aufweisen. Diese erwarteten Genotypen wurden
durch das Internationale HapMap Konsortium zur Verfligung gestellt (The International
HapMap Consortium, 2003). Probanden-DNA oder SNPs, die diese Kriterien nicht erfiillten
wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Des Weiteren wurde das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) Uberpruft. Ergaben sich
Abweichungen mit p<10~° (p=Signifikanzwert), so wurde das Ergebniss verworfen, geringer

signifikante Abweichungen wurden im weiteren Verlauf genau tberpruft.

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe der PASW (Predictive Analytics SoftWare) Statistics
18.0 Software (Statistical Package for Social Sciences, Inc Chicago, 2009) durchgefihrt.

Die Haufigkeit der Genotypen und Allele wurde zwischen der Gruppe der Kontrollprobanden
und der der Schizophrenie-Patienten mittels des zweiseitigen x2-Test verglichen. Eine
Assoziation der Allele und der Genotypen der SNPs des DRD1-Gens mit der Schizophrenie
galt bei p<=0,05 als nominal signifikant und bei p<=0,1 als Tendenz.

Auf eine Korrektur fur multiples Testen wurde aufgrund des explorativen Charakters verzichtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Stichprobe

Die Gesamtstichprobe der Studie umfasste 1126 Probanden. Die Kontrollstichprobe bestand
aus insgesamt 614 neuropsychiatrisch gesunden Personen aus Minchen und Umgebung.
45,4% der Teilnehmer waren mannlichen und 54,6% weiblichen Geschlechts. Ihr Alter lag
zwischen 20 und 72 Jahren, im Mittel bei 45 Jahren.

Die Patientengruppe setzte sich aus insgesamt 512 an Schizophrenie leidenden Probanden
zusammen. Die Alterspanne reichte vom 18. bis 70. Lebensjahr, im Mittel waren die Patienten
37,82 Jahre alt. 65,0% der Erkrankten waren Manner, 35,0% Frauen.

Dies veranschaulicht folgende Tabelle (16).

Tabelle 16: Alters- und Geschlechtsverteilung der Stichprobe

Gruppe Alter (Jahren) | Geschlecht n (%) Gesamt n
Mittelwert (SD) | mannlich weiblich

Kontrollen 45,20 (15,23) 279 (45,4) 335 (54,6) 614

Patienten 37,82 (11,35) 333 (65,0) 179 (35,0) 512

Gesamt n(%) 612 (54,4) 514 (45,6) 1126

Anders als bei der Kontrollgruppe gab es bei den Patienten signifikant mehr ménnliche als
weibliche Personen (x?=43,226; df=1; p<0,05). Dartiber hinaus waren die erkrankten Patienten
signifikant jinger als die Kontrollprobanden (t=9,308; df=1110,583; p<0,05).

Zusatzlich zu Alter und Geschlecht wurden die Gruppen hinsichtlich Schulbildung miteinander
verglichen. Dabei wurde zwischen niedriger Schulbildung (=1), mittlerer (=2) und hoher
Schulbildung (=3) unterschieden. Die Gruppe ,niedrige Schulbildung® umfasste alle
Probanden ohne Schulabschluss bis maximal einem qualifizierten Hauptschulabschluss.
,Mittlere Schulbildung® wurde definiert als Besuch einer Real- oder Volksschule ohne oder mit
Abschluss oder des Gymnasiums ohne Abschluss. Unter ,hoher Schulbildung® wurde der
Besuch des Gymnasiums mit Abschluss definiert. Die Verteilung der Kontrollen und Patienten

auf diese Gruppen zeigt Tabelle 17.

Tabelle 17: Schulbildungsverteilung der Stichprobe

Gruppe niedrige mittlere hohe Gesamt
Schulbildung Schulbildung Schulbildung n
n (%) n (%) n (%)
Kontrollen | 120 (19,5) 206 (33,6) 288 (46,9) 614
Patienten 223 (43,6) 139 (27,1) 150 (29,3) 512
Gesamt 343 (30,5) 345 (30,6) 438 (38,9) 1126
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Die Datenauswertung zeigte Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Signifikant
mehr Schizophrenie-Patienten wiesen eine niedrigere Schulbildung als die gesunden
Kontrollen auf (x?=78,828; df=2; p<0,05).

3.2 Beschreibung der Polymorphismen

Das DRD1-Gen liegt auf Position 5g35.1 und umfasst die Chromosomenposition von
175.440.038 bp bis 175.444.218 bp. Es besteht aus zwei Exons, welche durch ein Intron
getrennt werden. Der zu translatierende Bereich befindet sich in Exon 2. Die Polymorphismen
rs1508765, rs2453741 und rs267418 liegen in der Intergenregion und somit in der potentiellen
Promoterregion fiir das DRD1-Gen. Der Polymorphismus rs5326 befindet sich in der 5UTR-
Region, der Polymorphismus rs4867798 in der 3'UTR-Region. Diese beiden Bereiche werden

nicht translatiert, sondern lediglich transkribiert (Abbildung 1).

Exon Exon | Kodierter Exon
5’Ende, pot. Promoterregion 1 12 Bereich 2 3
----- (1)-(2) 3) - (4) 5)

Abbildung 1: Exon-Intronstruktur des DRD1-Gens, sowie Lage der untersuchten SNPs
(1): rs1508765, (2): rs2453741, (3): rs267418, (4): rs5326, (5): 4867798

3.3 Uberprufung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts

Die Genotypverteilung wurde mit Hilfe des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts Uberprift. Die
folgende Tabelle (18) zeigt, dass sich die Genotypen dieser Population im Gleichgewicht
befanden, mit Ausnahme von SNP rs2453741. Die genauere Uberprifung dieses Ergebnisses
lie keinen technischen Mangel erkennen, der SNP wurde in die weitere Auswertung mit

einbezogen.
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Tabelle 18: Ergebnisse der Uberprifung der Genotypverteilung der Gesamtstichprobe

SNP HWE (F) HWE (p-Wert)
rs4867798 0,031 0,313

rs5326 0,003 0,924
rs267418 -0,020 0,504
rs2453741 -0,067 0,025
rs1508765 0,006 0,832

df=1

3.4 Analyse des Polymorphismus rs4867798

3.4.1 Allelverteilung

Die folgende Tabelle (19) veranschaulicht die Verteilung der Allele innerhalb der Patienten-

und der Kontrollgruppe.

Tabelle 19: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs4867798

Gruppe C-Allel T-Allel Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 352 (30,2) 814 (69,8) 1166

Patienten 262 (27,0) 708 (73,0) 970

Gesamt 614 (28,7) 1522 (71,3) 2136

Es wurde kein signifikanter Unterschied in

der Allelverteilung zwischen Patienten und

Kontrollen nachgewiesen. Das T-Allel war in beiden Gruppen deutlich haufiger vertreten als
das C-Allel (x2=2,612; OR=1,169; Cl 95% =0,967-1,412; df=1; p=0,106).

3.4.2 Genotypverteilung

Tabelle 20 zeigt die Aufteilung der Genotypen in der Kontroll- und Patientengruppe.

Tabelle 20: Darstellung der Genotypverteilung des Polymorphismus rs4867798

Gruppe Genotyp C/C Genotyp C/T Genotyp T/T Gesamt n
n (%) n (%) n (%)

Kontrollen 49 (8,4) 254 (43,6) 280 (48,0) 583

Patienten 46 (9,5) 170 (35,0) 269 (55,5) 485

Gesamt 95 (8,9) 424 (39,7) 549 (51,4) 1068
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Die Frequenzen der Genotypen zeigten nominal signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen (x?=8,032; df=2; p=0,018). Trager des heterozygoten Genotypen C/T fanden sich
haufiger in der Kontrollgruppe, wahrend beide homozygoten Genotypen haufiger in der
Patientengruppe auftraten (Abbildung 2).

Haufigkeitsverteilung der Genotypen C/C, C/T und T/T des
Polymorphismus rs4867798

60
50
40

30
m Kontrollen

20 W Patienten

10

0 -

c/c o/ /T
Genotypen

Patienten- und Probandenanzahl in Prozent

Abbildung 2: Graphische Darstellung der Genotypverteilung des Polymorphismus rs4867798
Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob sich das seltenere Allel dominant verhalt, wurden die
Tréager des selteneren C-Allels (C/C, C/T) in einer Gruppe zusammengefasst und mit den

Homozygoten fir das T-Allel verglichen (Tabelle 21).

Tabelle 21: Darstellung der C-Alleltdger versus der T-Alleltrédger von SNP rs4867798

Gruppe Genotyp C/Cund C/T Genotyp T/T Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 303 (52,0) 280 (48,0) 583

Patienten 216 (44,5) 269 (55,5) 485

Gesamt 519 (48,6) 549 (51,4) 1068

Auch bei dieser Analyse konnte ein nominal signifikanter Unterschied zwischen gesunden
Kontrollen und den erkrankten Probanden gezeigt werden. Die Kontrollprobanden waren
haufiger C-Alleltrager (Genotyp C/C und C/T) als die Schizophrenie-Patienten (x2=5,861;
OR=1,348; CI=1,058-1,716; df=1; p=0,015) (Abbildung 3).

45



3 Ergebnisse

Haufigkeitsverteilung der gruppierten Genotypen C/C + C/T versus T/T
des Polymorphismus rs4867798

60
50
40
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H Kontrollen

20 M Patienten

10

Patienten- und Probandenanzahl in Prozent

Cc/C+C/T /T
gruppierte Genotypen

Abbildung 3: Genotypverteilung von rs4867798 im dominanten Modell
Im nachsten Schritt wurden Genotypen C/T und T/T als Trager des haufigeren Allels in einer
Gruppe zusammengefasst und den Tragern des Genotypen C/C im rezessiven Modell

gegenubergestellt (Tabelle 22).

Tabelle 22: Darstellung der gruppierten T-Trager versus der C-Trager von SNP rs4867798

Gruppe Genotyp C/T und T/T Genotyp C/C Gesamt
n (%) n (%)

Kontrollen 534 (91,6) 49 (8,4) 583

Patienten 439 (90,5) 46 (9,5) 485

Gesamt 973 (91,1) 95 (8,9) 1068

Hier fand sich kein Unterschied in der Verteilung zwischen den beiden Gruppen (x2=0,381;

OR=0,876; CI=0,574-1,335; df=1; p=0,537).

3.5 Analyse des Polymorphismus rs5326

3.5.1 Allelverteilung

Die Allele A und G des SNP rs5326 waren folgendermafRen auf die Kontroll- und
Patientengruppe verteilt (Tabelle 23).
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Tabelle 23: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs5326

Gruppe A-Allel G-Allel Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 179 (14,9) 1025 (85,1) 1204

Patienten 137 (13,6) 867 (86,4) 1004

Gesamt 316 (14,3) 1892 (85,7) 2208

Die statistische Analyse ergab eine gleichmaRige Verteilung zwischen den beiden Gruppen.
Zudem war in beiden Gruppen das G-Allel deutlich haufiger vorhanden (x2=0,666; OR=1,105;
CI=0,869-1,405; df=1; p=0,414).

3.5.2 Genotypverteilung

Die Datenauswertung der drei moglichen Genotypen, homozygot A/A, heterozygot A/G,
homozygot G/G wird in Tabelle 24 anschaulich dargestellt.

Tabelle 24: Darstellung der Genotypverteilung des Polymorphismus rs5326

Gruppe Genotyp A/A Genotyp A/G Genotyp G/G Gesamt n
n (%) n (%) n (%)

Kontrollen 13 (2,2) 153 (25,4) 436 (72,4) 602

Patienten 10 (2,0) 117 (23,3) 375 (74,7) 502

Gesamt 23 (2,1) 270 (24,4) 811 (73,5) 1104

Die Genotypen zeigten in ihrer Verteilung zwischen den gesunden Kontrollen und den
Schizophrenie-Patienten keinen signifikanten Unterschied. In Bezug auf das seltenere A-Allel
(siehe Tabelle 23) war auch der Genotyp homozygot A/A im Vergleich zu den anderen beiden
Genotypen deutlich seltener (x2=0,727; df=2; p=0,695).

In Tabelle 25 wurden die Genotypen A/A und A/G in einer Gruppe zusammengefasst und den

homozygoten G-Tragern (G/G) gegentbergestellt.

Tabelle 25: Darstellung der gruppierten A-Trager versus der G-Trager von SNP rs5326

Gruppe Genotyp A/A und A/G Genotyp G/G Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 166 (27,6) 436 (72,4) 602

Patienten 127 (25,3) 375 (74,4) 502

Gesamt 293 (26,5) 811 (73,5) 1104

Zwischen den beiden Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung
(x2=0,727; OR=1,124; CI= 0,859-1,471; df=1; p=0,394).
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Darlber hinaus wurden alle G-Alleltrager (Genotyp A/G und G/G) zusammengefasst und den
homozygoten A-Alleltragern (A/A) gegenubergestellt. Diese Aufteilung ist in Tabelle 26
dargestellt.

Tabelle 26: Darstellung der gruppierten G-Trager versus der A-Trager von SNP rs5326

Gruppe Genotyp A/G und G/G Genotyp A/A Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 589 (97,8) 13(2,2) 602

Patienten 492 (98,0) 10 (2,0) 502

Gesamt 1081 (97,9) 23 (2,1) 1104

Auch hier ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den gesunden Kontrollen und

den Patienten (x?=0,038; OR=1,086; CI=0,472-2,498; df=1; p=0,846).

3.6 Analyse des Polymorphismus rs267418

3.6.1 Allelverteilung

Die Allelverteilung des Polymorphismus rs267418 innerhalb der Patienten- und der

Kontrollgruppe veranschaulicht Tabelle 27.

Tabelle 27: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs267418

Gruppe C-Allel G-Allel Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 522 (43,9) 666 (56,1) 1188

Patienten 475 (46,8) 541 (53,2) 1016

Gesamt 997 (45,2) 1207 (54,8) 2204

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Allelverteilung zwischen Kontrollen und
Schizophrenie-Patienten. Beide Allele waren ungefahr gleich haufig vorhanden (x2=1,749;
OR=0,893; CI=0,754-1,056; df=1; p=0,186).

3.6.2 Genotypverteilung

Die Datenauswertung zu den drei moglichen Genotypen (C/C, C/G, G/G) ergab die in Tabelle
28 gezeigten Haufigkeiten.
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Tabelle 28: Darstellung der Genotypverteilung des Polymorphismus rs267418

Gruppe Genotyp C/C Genotyp C/G Genotyp G/G Gesamt n
n (%) n (%) n (%)

Kontrollen 109 (18,4) 304 (51,1) 181 (30,5) 594

Patienten 111 (21,9) 253 (49,8) 144 (28,3) 508

Gesamt 220 (20,0) 557 (50,5) 325 (29,5) 1102

Hier konnte kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der jeweiligen Genotypen zwischen
Gesunden und Erkrankten festgestellt werden (x2=2,202; df=2; p=0,333).
Es erfolgte zudem eine Gegeniberstellung von C-Alleltragern (C/C und C/G) gegen

homozygote G-Alleltrager (G/G), dargestellt in Tabelle 29.

Tabelle 29: Darstellung der gruppierten C-Trager versus der G-Trager von SNP rs267418

Gruppe Genotyp C/C und C/G Genotyp G/G Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 413 (69,5) 181 (30,5) 594

Patienten 364 (71,7) 144 (28,3) 508

Gesamt 777 (70,5) 325 (29,5) 1102

Auch hier zeigten sich keine signifikanten Differenzen zwischen den gesunden Kontrollen und
den Schizophrenie-Patienten (x2=0,595; OR=0,903; CI=0,696-1,171; df=1; p=0,441).

Die umgekehrte Gegenuberstellung (G-Alleltrager C/G und G/G gegen homozygote
C-Alleltrager C/C) wird in Tabelle 30 dargestellt.

Tabelle 30: Darstellung der gruppierten G-Trager versus der C-Trager von SNP rs267418

Gruppe Genotyp C/G und G/G Genotyp C/C Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 485 (81,6) 109 (18,4) 594

Patienten 397 (78,1) 111 (21,9) 508

Gesamt 882 (80,0) 220 (20,0) 1102

Auch diese Analyse

zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

untersuchten Gruppen (x2=2,100; OR=0,804; CI=0,598-1,080; df=1; p=0,147).

3.7 Analyse des Polymorphismus rs2453741

3.7.1 Allelverteilung

Tabelle 31 stellt die Allelverteilung des A-Allels und des C-Allels fir den Polymorphismus
rs2453741 dar.
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Tabelle 31: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs2453741

Gruppe A-Allel C-Allel Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 741 (60,3) 487 (39,7) 1228

Patienten 626 (61,1) 389 (38,9) 1024

Gesamt 1367 (60,7) 885 (39,3) 2252

Die statistische Auswertung zeigte keinen Unterschied zwischen den Kontrollprobanden und
den Schizophrenie-Patienten. Die beiden Allele waren auf die Gruppen etwa gleich verteilt,
wobei das A-Allel im Vergleich zum C-Allel jeweils innerhalb der Gruppe héaufiger auftrat
(x3=0,146; OR=0,967; CI=0,816-1,147; df=1; p=0,702).

3.7.2 Genotypverteilung

Die Genotypverteilungen (A/A, A/C, C/C) in der Kontroll- und Patientengruppe sind aus Tabelle
32 ersichtlich.

Tabelle 32: Darstellung der Genotypverteilung des Polymorphismus rs2453741

Gruppe Genotyp A/A Genotyp A/C Genotyp C/C Gesamt n
n (%) n (%) n (%)

Kontrollen 205 (33,4) 331 (53,9) 78 (12,7) 614

Patienten 192 (37,5) 242 (47,3) 78 (15,2) 512

Gesamt 397 (35,2) 573 (50,9) 156 (13,9) 1126

Hier zeigte die Auswertung eine Tendenz zu einem Unterschied in der Genotypverteilung
zwischen gesunden Kontrollen und den Patienten. Die Kontrollprobanden wiesen haufiger den
heterozygoten Genotypen A/C als die erkrankten Patienten auf (x2=5,051; df=2; p=0,080). Dies
wird in Abbildung 4 graphisch dargestellt.
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Abbildung 4: Graphische Darstellung der Genotypverteilung des Polymorphismus rs2453741

Die Genotypen A/A und A/C wurden als nachstes zusammengefasst und dem homozygoten

Genotyp C/C gegentbergestellt (Tabelle 33).

Tabelle 33: Darstellung der A-Alleltrager versus CC-Tréager von SNP rs2453741

Gruppe Genotyp A/A und A/C Genotyp C/C Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 536 (87,3) 78 (12,7) 614

Patienten 434 (84,8) 78 (15,2) 512

Gesamt 970 (86,1) 156 (13,9) 1126

Dieser Vergleich wies keine signifikante Differenz zwischen den Kontrollprobanden und den
Schizophrenie-Patienten auf (x2=1,498; OR=1,235; CI=0,880-1,732; df=1; p=0,221).
AnschlieRend erfolgte erneut die umgekehrte Zuordnung: Die Gegentberstellung von

samtlichen C-Alleltragern (Genotypen A/C und C/C) gegen homozygote A-Alleltrager (Genotyp

A/A) (Tabelle 34).

Tabelle 34: Darstellung der C-Alleltrager versus AA-Trager von SNP rs2453741

Gruppe Genotyp A/C und C/C Genotyp A/A Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 409 (66,6) 205 (33,4) 614

Patienten 320 (62,5) 192 (37,5) 512

Gesamt 729 (64,8) 397 (35,2) 1126
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Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden untersuchten

Gruppen (x?=2,068; OR=0,835; CI=0,654-1,068; df=1; p=0,150).

3.8 Analyse des Polymorphismus rs1508765

3.8.1 Allelverteilung

Der Polymorphismus rs1508765 weist ein C-Allel und ein T-Allel auf. Die folgende Tabelle (35)
veranschaulicht die Verteilung der Allele auf die Kontrollen und die erkrankten Patienten.

Tabelle 35: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs1508765

Gruppe C-Allel T-Allel Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 542 (43,9) 694 (56,1) 1236

Patienten 471 (46,5) 541 (53,5) 1012

Gesamt 1013 (45,1) 1235 (54,9) 2248

Die Verteilung von C-Allel und T-Allel zwischen den beiden Gruppen zeigte keine signifikanten
Unterschiede. Beide Allele traten in etwa gleich héaufig auf (x2=1,627; OR=0,897;

CI=0,759-1,060; df=1; p=0,202).

3.8.2 Genotypverteilung

Aus dem C-Allel und dem T-Allel des SNP rs1508765 ergeben sich die drei Genotypen
homozygot C/C, heterozygot C/T und homozygot T/T. Tabelle 36 zeigt die Genotypfrequenzen

der drei Gruppen.

Tabelle 36: Darstellung der Genotypverteilung des Polymorphismus rs1508765

Gruppe Genotyp C/C Genotyp C/T Genotyp T/T Gesamt n
n (%) n (%) n (%)

Kontrollen 116 (18,8) 310 (50,2) 192 (31,0) 618

Patienten 114 (22,5) 243 (48,0) 149 (29,5) 506

Gesamt 230 (20,5) 553 (49,2) 341 (30,3) 1124

Zwischen den Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden

(x2=2,421; df=2; p=0,298).

Die Tabelle (37) ist eine Zusammenstellung der Trager des C-Allels (Genotypen C/C und C/T)

versus den homozygoten T-Alleltrédgern (Genotyp T/T).
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Tabelle 37: Darstellung der gruppierten C-Tréager versus der T-Trager von SNP rs1508765

Gruppe Genotyp C/Cund C/T Genotyp T/T Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 426 (69,0) 192 (31,0) 618

Patienten 357 (70,5) 149 (29,5) 506

Gesamt 783 (69,7) 341 (30,3) 1124

Auch bei diesem Vergleich konnte zwischen den gesunden Kontrollprobanden und den
Erkrankten kein signifikanter Unterschied gezeigt werden (x2=0,346; OR=0,926;
CI=0,717-1,196; df=1,; p=0,556).

In der Tabelle (38) wurden alle T-Alleltrager (Genotypen C/T und T/T) in einer Gruppe
zusammengefasst und den homozygoten C-Alleltrdgern (Genotyp C/C) gegenibergestellt.

Tabelle 38: Darstellung der gruppierten T-Trager versus der C-Trager von SNP rs1508765

Gruppe Genotyp C/Tund T/T Genotyp C/C Gesamt n
n (%) n (%)

Kontrollen 502 (81,2) 116 (18,8) 618

Patienten 392 (77,5) 114 (22,5) 506

Gesamt 894 (79,5) 230 (20,5) 1124

Bei dieser Gegeniberstellung konnte ebenfalls keine signifikante Differenz zwischen
Kontrollen und Patienten nachgewiesen werden (x2=2,416; OR=0,795; Cl=0,594-1,062; df=1;
p=0,120).
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4. Diskussion

Die vorliegende Arbeit analysiert mittels einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie funf SNPs des
DRD1-Rezeptorgens und diskutiert deren mdglichen Zusammenhang mit der
Atiopathogenese der Schizophrenie. Dazu wurden die Allel- und Genotypfrequenzen
insgesamt 614 gesunder Kontrollprobanden und 512 an Schizophrenie erkrankter Patienten

miteinander verglichen, und auf Gruppenunterschiede hin untersucht.

Von den in der vorliegenden Studie untersuchten Polymorphismen des DRD1-Gens, zeigte
der Polymorphismus rs4867798 (C/T) bei dem Vergleich der Genotypen (C/C versus C/T
versus T/T) und bei der Analyse der zusammengefassten C-Alleltrager (C/T+C/C) versus der
T-Alleltrager (T/T) nominal signifikante Ergebnisse. Die Kontrollprobanden waren haufiger
Trager des selteneren C-Allels (Genotyp C/C und C/T) als die Schizophrenie-Patienten.

Bei dem Polymorphismus rs2453741 (A/C) zeichnete sich beim Vergleich der Genotypen
miteinander (A/A versus A/C versus C/C) eine Tendenz zu einem Zusammenhang ab. Die
gesunden Kontrollen wiesen 6fter den Genotypen A/C auf.

Die Analyse der restlichen drei Polymorphismen (rs5326 (A/G), rs267418 (C/G) und
rs1508765 (C/T)) erbrachte keine signifikanten Unterschiede in den Allel- und
Genotypfrequenzen zwischen den gesunden Kontrollen und den an Schizophrenie erkrankten

Studienteilnehmern.

4.1 Diskussion der Methoden

Fur die vorliegende Arbeit wurde als Studiendesign eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie
gewahlt. Dabei kdnnen genetische Varianten in Kandidatengenregionen (z.B. SNPs) von nicht
verwandten Probanden hinsichtlich ihrer Allel- und Genotypenfrequenz auf Abweichungen
untersucht werden. Bei der Studienplanung und Durchfihrung missen verschiedene
Variablen bertcksichtigt werden, um die Wahrscheinlichkeit falsch positiver oder negativer
Ergebnisse mdglichst gering zu halten. Hervorzuheben sind die Stichprobengrof3e, die
ethnische Herkunft, Alter und Geschlecht der Teilnehmer, sowie die Einschlusskriterien und

die verwendeten Testverfahren.
Der Stichprobenumfang hat eine zentrale Bedeutung fur die Aussagekraft einer Studie. Ist

dieser zu gering, wird die Grundgesamtheit einer Population mdglicherweise nicht exakt

abgebildet. Auch eine selektierte Stichprobe, d.h. wenn eine Zufallsanordnung der
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Grundgesamtheit nicht gegeben ist, fuhrt zu Verzerrungen des Ergebnisses (Hedderich and
Sachs, 2016).

Da zusétzlich meist die Effektstarke der einzelnen genetischen Marker (SNPs) sehr gering ist,
muss die Studie, um ein solch geringes Risiko aufzudecken, einen sehr grof3en
Stichprobenumfang aufweisen (Foraita et al., 2015; Zhang and Malhotra, 2013).

Bei der vorliegenden Arbeit umfasste die Stichprobe 1126 Teilnehmer, davon waren 614
gesund und 512 an Schizophrenie erkrankt. Andere Studien, welche ebenfalls positive
Befunde bzgl. einer Assoziation zwischen DRD21-Polymorphismen und Schizophrenie
erbrachten, beschaftigten sich mit Stichprobengréf3en von 123 bis 725 Patienten und 298 bis
1075 Kontrollen (Allen et al., 2008; Lee et al., 2011, Yao et al., 2014; Zhu et al., 2011). Studien,
welche keine Assoziation zwischen DRD1-Polymorphismen und der Schizophrenie fanden,
wiesen kleinere Stichprobengréf3en von 173 bis 407 Patienten und von 213 bis 399 Kontrollen
auf (Dmitrzak-Weglarz et al., 2006; Hoogendoorn et al., 2005; Yao et al., 2014; Zhang et al.,
2010; Zhu et al., 2011). Die heterogene Studienlage spricht aber dafir, dass die
StichprobengréRe als zu gering einzuschétzen ist, um replizierbare Ergebnisse zu erhalten.
Da sich in der bislang gréf3ten GWAS zur Schizophrenie keine genomweite Assoziation mit
dem untersuchten Locus nachweisen lieR (PGC 2014), ist es denkbar, dass entweder die
Effektstarke der untersuchten Variationen zu gering ist, oder aber die hier vorliegende

Assoziation ein falsch positives Ergebnis darstellen kénnte.

Eine weitere wichtige Variable der Assoziationsstudien ist die Ethnizitdt. Um die potentielle
Gefahr von ,Confounding“ durch unbericksichtigte genetische Heterogenitat im Sinne der
Populationsstratifikation zu umgehen, wurden ausnahmslos européisch-stammige Individuen
in die Studie aufgenommen. Verschiedene Populationen weisen aufgrund ihrer voneinander
unabhangig betriebenen Evolution unterschiedliche Krankheitshaufigkeiten auf. Diese so
entstandenen Unterschiede zwischen den Ethnizitaten konnten statistisch zu falsch positiven
Ergebnissen fuhren (Qin and Zhu, 2017).

Die Wichtigkeit der Herkunft der Studienteilnehmer wird durch ethnisch ubergreifende,
genomweite Studien deutlich. So konnte in einer Analyse von 53 verschiedenen Populationen
und 25 SNPs gezeigt werden, dass Risikogene einer bestimmten Population nicht
zwangslaufig identisch mit den Risikogenen einer anderen Population sind (Myles et al., 2008).
Dies findet sich auch in einer Studie bestatigt, die sich mit einer weiteren komplexen
Erkrankung, Diabetes mellitus Typ 1, beschéaftigte und verschiedenen Populationen
Differenzen bzgl. der krankheitsassozierten SNPs identifizierte (Li and Keating, 2014). Auch
eine Studie, welche verschiedene Polymorphismen betreffend chronisch-metabolischer
Erkrankungen in ethnisch unterschiedlichen Populationen untersuchte, kam zu diesem

Ergebnis. Verglichen wurden die Allelfrequenzen von 101 SNPs in 30 verschiedenen Genen
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bei Lateinamerikanern und Angloamerikanern, wobei die Lateinamerikaner mehr
Risikovarianten und weniger protektive Allele fur chronisch-metabolische Erkrankungen
aufwiesen (Mattei et al., 2009).

Einen weiteren Hinweis auf die Notwendigkeit, die ethnische Herkunft in der Studie zu
bertcksichtigen, ergibt sich aus dem Vergleich der Allelfrequenzen der vorliegenden Studie
mit den aus o6ffentlich zugéanglichen Datenbanken extrahierten Angaben zu verschiedenen
Populationen. So lassen sich leichte Abweichungen auch bei dem Vergleich mit der ebenfalls
europaisch-stammigen Subpopulation des 1000 Genomes Project feststellen. Grof3ere
Abweichungen gibt es bei einem Vergleich von Probanden aus Ostasien (i.d.R. Han-Chinesen)
und Européern bei drei von fiunf untersuchten Varianten (Tabelle 39) (1000 Genomes Project,
2019).

Um diese moglichen Unterschiede zwischen den verschiedenen Ethnizitaten zu umgehen,
wurde auf die Herkunft der Studienteilnehmer besonderes Augenmerk gelegt und eine
weitestgehend homogene Population aus europaisch-stammigen Individuen in die Studie
eingschlossen, sodass falsch postive Assoziationen zwischen genetischen Varianten und der
Erkrankung aufgrund ethnischer Heterogenitat als gering eingeschatzt werden koénnen.
Dennoch lassen sich durchaus deutliche Unterschiede bei einem Vergleich der hier
untersuchten Stichprobe und der europaischen Referenzpopulation identifizieren (bis zu etwa
5%). Es ist davon auszugehen, dass es sich dabei um echte populationsspezifische
Unterschiede handelt, da sich die Genotypen der CEU-Stichprobe, die sowohl als Teil der
europaischen Stichprobe des 1000 Genome Projects waren, also auch hier als
Qualitatskontrolle mitbestimmt wurden, identisch waren. Dies weist unter anderem darauf hin,
dass die vorliegenden Ergebnisse nur innerhalb eines begrenzten geographischen bzw.
ethnischen Raums interpretiert werden kdnnen. Tabelle 39 macht die Differenzen zwischen

den ethnienspezifischen Allelfrequenzen deutlich.

Tabelle 39: Ethnienspezifische Allelfrequenzen der untersuchten SNPs

rs4867798 rsb5326 rs267418 rs2453741 rs1508765

C T A G C G C A C T
MUC 28,7 | 71,3 |143 |85,7 |452 |548 |399 |60,7 |451 |54,9
Europaisch 324 |676 |144 |856 |406 |59,4 |428 |57,2 |40,2 |59,8
Ostasiatisch | 47,1 |529 |26,8 |73,2 |457 |543 |155 |845 |46,1 |539
Siudasiatisch | 30,0 |70,0 |16,0 |84,0 |31,0 |69,0 |430 |570 |32,0 |68,0
Amerikanisch | 27,0 73,0 10,0 | 90,0 (43,0 |570 |290 |71,0 |48,0 |52,0
Afrikanisch 289 | 711 |156 |84,4 |13,0 |87,0 |55 945 48,0 |52,0

MUC - vorliegende Studie, Allelfregenzen in % (1000 Genomes Project, 2019)

Weitere Variablen, welche das Studienergebnis beeinflussen kénnen, sind Unterschiede in

den beiden Stichproben bzgl. Durchschnittsalter der Schizophrenie-Patienten und der
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Kontrollen bei Ausbruch der Erkrankung sowie die Geschlechterverteilung. In die vorliegende
Studie wurden Patienten mit einem Alter von 18 bis 70 Jahren, mit einem Median von 37,82
Jahren eingeschlossen. Das Alter der gesunden Kontrollprobanden lag zwischen 20 und 72
Jahren, im Mittel bei 45 Jahren. Somit waren die gesunden Teilnehmer é&lter als die
Schizophrenie-Patienten, mit dem Vorteil, dass bei den gesunden Probanden das Risiko einer
moglichen spateren Schizophrenieerkrankung als sehr gering einzustufen war.

Die Geschlechterverteilung zwischen gesunden und erkrankten Teilnehmern zeigte ebenfalls
ein Ungleichgewicht. Die Gruppe der gesunden Probanden bestand aus 279 (45,4%) Mannern
und 335 (54,6%) Frauen. Im Gegensatz dazu setzte sich die Gruppe der Schizophrenie-
Patienten aus 333 (65,0%) Mannern und 179 (35,0%) Frauen zusammen. Somit nahmen mehr
erkrankte mannliche Patienten als gesunde Méanner an der Studie teil. Auch innerhalb der
Gruppe der Schizophrenie-Patienten entspricht die Verteilung nicht der zu erwartenden Norm.
Manner zu Frauen haben ein relatives Risiko von 1.54 (1.37-1.72) an Schizophrenie zu
erkranken (Aleman et al., 2003; Castillejos et al., 2018; McGrath et al., 2004). Demnach
nahmen etwas mehr erkrankte Ménner als erkrankte Frauen an der Studie teil.

Aufgrund der Unterschiede in Alter und Geschlecht wurden diese beiden als Covariablen in
die Berechnungen miteingeschlossen. Zusatzlich ware es sinnvoll, die Gruppen
geschlechtsabhéngig getrennt zu betrachten. Davon wurde jedoch wegen des geringen

Stichprobenumfangs abgesehen.

Auch die verwendeten Testverfahren fir die Diagnosestellung, sowie die Ein- und
Ausschlusskriterien kénnen Einfluss auf die Ergebnisse einer Assoziationsstudie nehmen. In
der vorliegenden Studie erfolgte die Diagnosestellung der Schizophrenie nach den Kriterien
des DSM-1V, dem zur Zeitpunkt der Datenerhebung aktuellen Klassifikationssystem unter
Verwendung des SKID.

Das DSM-IV zeigt eine hohe Reliabilitat fur die Diagnosestellung, indem es durch genau
definierte Kriterien sicherstellt, dass fur einen Patienten, unabhdngig vom Untersucher
weitgehend eine identische Diagnose gestellt wird. Zudem verhilft die Vorgabe von genauen,
konkreten Kriterien, die fur die Diagnose einer Storung erfillt sein mussen, zu einer
einheitlichen, vergleichbaren Diagnosestellung. Dazu tragt auch die rein deskriptive, neutrale
Fachsprache bei, die klare Richtlinien vorgibt. Dies fuhrt zu verlasslicheren Diagnosen. Die
Validiat des DSM-IV ist dagegen eher gering, da die im DSM-1V gelisteten Syndrome nur einen
Teil der klinischen Bandbreite abdecken (Flaum, 1991; Fusar-Poli et al., 2016). Somit erlaubt
die Verwendung des DSM-1V in der hier vorliegenden Studie eine Vergleichbarkeit mit weiteren
Studien, da auch in anderen verschiedenen Assoziationsstudien (z.B. Cichon et al., 1994;
Dmitrzak-Weglarz et al., 2006; Lee et al., 2011; Zhang et al., 2010; Zhu et al., 2011), die

Diagnosestellung damit oder mit dem DSM-IIl erfolgte. Entsprechend kann eine
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unterschiedliche Zusammensetzung der Stichproben durch variierende Diagnostikmethoden
nicht als Erklarungsmodell fir abweichende Ergebnisse zwischen den einzelnen Studien
dienen.

Die Verwendung von SKID | (Psychopathologie) und Il (Personlichkeitsstérungen) erlaubt die
Erfassung von Langs- und Querschnittsdiagnosen. Aufgrund von Sprungregeln kann die
Durchfiihrung des Interviews deutlich abgekurzt werden. Das dazu vorliegende Manual zum
Gebrauch ist verstandlich, detailliert geschrieben und verweist auf haufige Fehler bei der
Durchfiihrung des Interviews. Nachteilig ist jedoch ein aufwéndiges Training des Interviewers.
Zudem miussen die Interviewer uber Erfahrung mit dem Krankheitsbild der Schizophrenie
verfugen und die notwendigen Kenntnisse uber das DSM-IV besitzen (Minster, 1999).
Zusatzlich wurde bei den Patienten die PANSS erhoben, die 1987 von Kay et al. als Methode
zur Verlaufsbeobachtung von Positiv- und Negativsymptomatik aus den damalig existierenden
Diagnosesystemen entwickelt wurde. Fir eine leichtere Einschétzung des Schweregrades von
0 bis 7 des vorliegenden Symptoms liegt dem Untersucher eine ausfiihrliche Definition des
jeweiligen Grades vor (Kay et al., 1987). Die einfache, praktische Handhabung mit zugleich
hoher Validitat und Reliabilitat dieses Testinstrumentes wird hoch bewertet (Dragioti et al.,
2017; Edgar et al., 2014).

Die Durchfuihrung von SKID und PANSS hintereinander diente zur Absicherung der Diagnose,
eine Kombination, welche schon 1991 empfohlen wurde (Kay et al., 1991).

Um zusatzliche psychische oder neurologische Erkrankungen bei den gesunden
Kontrollprobanden und deren Familienangehérigen auszuschlieBen, wurden diese mit Hilfe
von LEBI und FHAM untersucht. Dadurch wurde sichergestellt, dass die Probanden der
Kontrollgruppe nicht an psychischen oder neurologischen Erkrankungen litten, und das
Ergebnis verfalschen konnten. Als nachteilig ist der erhebliche Zeitaufwand zu sehen.

Mittels standardisierter Interviews in Form von Anamnesebdgen, SKID, PANSS, LEBI und
FHAM wurden so gut charakterisierte Vergleichsgruppen gebildet, bei denen eine gesicherte
Diagnose der Schizophrenie einerseits und die Abwesenheit psychischer Probleme inkl.

familiarer Belastung vorausgesetzt werden kann.

Einen Einfluss auf die Datenqualitdt hat zudem die Qualitdt des biologischen Materials
(Bammann and Wawro, 2006). In der vorliegenden Studie besteht dieses aus genomischer
DNA, die aus Vollbllut der Probanden extrahiert wurde. Die Blutentnahme wurde nach den
vorgeschriebenen Hygiene- und Qualitdtsmal3stdben des Robert-Koch-Institutes
durchgefiihrt, sodass eine gleichbleibend hohe Qualitat der Proben sichergestellt werden
konnte (Bundesgesundheitsblatt, 2016, 2011).

Strenge Qualitatskriterien bei der Genotypisierung (Blind- und Kontrollproben, CEU-Proben,
Probanden-Callrate bei 0,8, SNP-Callrate bei 0,9, Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit p<10-®)
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sicherten die Qualitat der Genotypen, welche in die statistische Auswertung aufgenommen
wurden. Neben der Qualitat der DNA ist besonders der menschliche Faktor ein Risiko fur
Fehler bei der Genotypisierung, sodass besonders die exakten und standardisierten
Ablaufschritte in Form von SOPs (standard operating procedures) dazu beitrugen, diese
Fehlerquelle auf ein Minimum zu reduzieren. Auch die Verwendung von Laborautomaten (z.B.
der Pipettierroboter Janus Automated Workstation) trug zu Vereinheitlichung des
Laborprozesses bei. Somit kann von einer hohen Reliabilitat und Validitat der verwendeten
Daten dieser Studie ausgegangen werden.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Das in dieser Studie naher analysierte DRD1-Gen steht méglicherweise in enger Beziehung
zur Schizophrenie. Sowohl seine Lage auf Chromosom 5, fur die ein Kopplungssignal
beschrieben wurde, als auch seine Beteiligung an der dopaminergen Neurotransmission legen
diese Vermutung nahe.

In genomweiten Kopplungsstudien konnten insbesondere Chromosom 5q, Chromosom 2qg und
Chromosom 8p als Kandidatengene fur Schizophrenie detektiert werden (Giegling et al., 2017,
Ng et al., 2009). Des Weiteren kodiert das DRD1-Gen fur den DRD-1-Rezeptor, der eine
bedeutende Rolle in der dopaminergen Neurotransmission spielt. Die Dopaminhypothese geht
von einem Ungleichgewicht des Neurotransmitters Dopamin aus. Zum einen ist dieses durch
die therapeutische Wirkung der D2-Antagonisten im mesolimbischen System und subcortikal
bei florider Psychose belegt (Edwards et al., 2016), zum anderen scheint der Dopamin-D1-
Rezeptor, welcher in auffalig hoher Dichte im prafrontalem Cortex auftritt, mit
Negativsymptomatik und kognitiven Defiziten zu korrelieren (Allen et al., 2008; Dandash et al.,
2017). Diese beiden Beobachtungen filhrten zu der Einschatzung des DRD1-Gens als
positionellem und funktionellem Kandidatengen und zu nachfolgenden Untersuchungen
verschiedener Polymorphismen des DRD1-Gens, mit dem Ziel, kausale oder modulierende
Varianten zu bestimmen, um damit einen weiteren Teil der Pathophysiologie der
Schizophrenie zu erklaren und mdglicherweise neue Ansatzpunkte fir Therapien,

insbesondere der Negativsymptomatik zu erhalten (Lee et al., 2011).

Untersucht wurden die SNPs rs4867798 (C/T), rs5326 (A/G), rs267418 (C/G), rs2453741
(A/C) und rs1508765 (C/T). Bei einem Vergleich der Genotyp- und Allelfrequenzen zwischen
den Patienten und Kontrollen ergaben sich fir rs4867798 und rs2453741 Zusammenhange

zum Erkrankungsstatus, wahrend die restlichen 3 Varianten nicht assoziiert waren.
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Funktionelle Relevanz der untersuchten SNPs:

Aufgrund der Lage der Polymorphismen in Bezug zum Gen, sowie der LD-Blockstruktur
besteht die Moglichkeit, auf ihre potentielle Funktion zu schliel3en.

Der in dieser Studie untersuchte Polymorphismus rs5326 liegt auf Chromosomenposition
175.443.193 und befindet sich in der 5’UTR-Region, welche sich vom Transkriptionsstartpunkt
bis zum Startcodon der Translation erstreckt. Dieser Bereich wird nicht translatiert, sondern
lediglich transkribiert und es werden dort regulatorische Sequenzen vermutet.

Dies konnen Bindungsstellen fur Proteine sein, welche die Stabilitét der mRNA oder deren
Translation beeinflussen kénnen. Mdglich waren auch Sequenzen, welche die Initiation der
Translation einleiten oder regulatorische Elemente, welche unabhdngig von Proteinen
arbeiten. Diese Region koénnte demnach Auswirkungen auf die Expression des DRD-1-
Rezeptors haben (Re et al., 2016).

Mit den Polymorphismus rs12518222 (C/T) liegt der SNP rs5326 in einem
Kopplungsungleichgewicht von r?=0,98 bei Europ&ern. Ebenfalls werden die Polymorphismen
rs60470315 (G/A; r?=0,90) und rs35916350 (C/G; r?=0,82) Uberzufallig haufig mit dem SNP
rs5326 vererbt. Somit ware eine mdgliche Interaktion der Polymorphismen untereinander,
welche Einfluss auf die DRD-1-Rezeptorexpression hatte, vorstellbar. Die folgende Abbildung

(5) veranschaulicht das Kopplungsungleichgewicht des SNP rs5326 (Arnold M. et al., 2014).
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Abbildung 5: LD-Plot fiir rs5326

Der SNP rs4867798 liegt auf Chromosomenposition 175.440.896. Dies bedeutet, er befindet
sich in der 3'UTR-Region. Wie auch die 5’UTR-Region, wird dieser Bereich in mRNA
transkribiert, jedoch nicht weiter translatiert, und codiert somit nicht fiir ein eigentliches Protein.
Nur der Bereich zwischen dem Translationsstartcodon und dem Translationsstopcodon wird
von mMRNA in eine Aminosaurensequenz umgeschrieben. Der 3'UTR-Bereich beginnt hinter
dem Translationsstopcodon und reicht bis zum Transkriptionsendpunkt. Im Gegensatz zur
5’'UTR-Region, welche einige hundert Nucleotide lang sein kann, kann die 3'UTR-Region Uber
tausend Nucleotide beinhalten (Jia et al., 2013).

Den 3‘-untranslatierten mRNA-Transkripten werden verschiedene wichtige Aufgaben
zugeordnet, so werden dort regulatorische Sequenzen vermutet. Es wird angenommen, dass
sich dort Bindungsstellen fiir Proteine befinden, welche die Stabilitdt oder den Transport der
MRNA beeinflussen. Auch kann von dort wahrscheinlich auf die Initiation, die Elongation und
die Termination der Translation eingewirkt werden, d.h. Veranderungen in diesem Bereich
kénnten Einfluss auf die Menge und die Art von entstehenden Proteinen haben (Jia et al.,
2013). Jedoch sind die eigentlichen Interaktionen der verschiedenen regulatorischen
Mechanismen so komplex und umfangreich, dass nur wenige nachvollziehbar und verstanden
sind. Somit stellt dies weiterhin einen Gegenstand der aktuellen Forschung dar (Re et al.,

2016). Fur den Polymorphismus rs4867798 kdnnte dies bedeuten, dass er einen Einfluss auf
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die Expressionprozesse des DRD-1-Rezeptors hat. Diese konnten z.B. direkt ablaufen, d.h.
eine Veranderung des SNPs hat direkten Einfluss auf die Initiation, Elongation oder
Termination des folgenden zu translatierenden Bereiches des DRD-1-Rezeptorgens. Dies
konnte bereits fur den ebenfalls in der 3’UTR-Region liegenden Polymorphismus rs686 des
DRD1-Gens nachgewiesen werden. Trager des A-Allels wiesen eine hohere
Expressionsmenge des DRD-1-Rezeptors auf als G-Alleltrdger (Huang et al., 2008). Es ist
jedoch davon auszugehen, dass der Einfluss dieser beiden Varianten mit einem
Kopplungsungleichgewicht von r?=0,29 in Europdern im Wesentlichen unabhangig
voneinander ist.

Aber auch eine indirekte Wirkung des Polymorphismus wére denkbar, zum Beispiel in Form
einer Interaktion des DRD1-Gens mit anderen mit der dopaminergen Neurotranmission in
Zusammenhang stehenden Genen, welche z.B. den Stoffwechsel, die Synthese oder den
Transport von Dopamin betreffen (Yao et al., 2014).

Da der Polymorphismus rs4867798 mit anderen Polymorphismen in einem
Kopplungsungleichgewicht von r>>0,5 bei Européaern liegt, ist es wahrscheinlicher, dass eine
mdogliche funktionelle Konsequenz nicht unabhangig von diesen auftritt (Arnold M. et al., 2014).

Das Kopplungsungleichgewicht des SNP rs4867798 zeigt die folgende Abbildung (6) (Arnold
M. et al., 2014).
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Abbildung 6: LD-Plot fur rs4867798

Die Polymorphismen rs267418 (Chromosomenposition 175.453.642), rs2453741
(Chromosomenposition 175.464.618) und rs1508765 (Chromosomenposition 175.467.138)
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liegen in der Intergenregion und somit in der potentiellen Promoterregion fir das DRD1-Gen.
Auch von diesem Bereich wird vermutet, dass er auf die Genexpression einwirkt.

Bei Betrachtung des Kopplungsungleichgewichts bei Europdern wird deutlich, dass der
Polymorphismus rs267418 mit vielen weiteren SNPs gekoppelt ist, beginnend mit dem SNP
rs267405 mit r>=0,98 (Arnold M. et al., 2014). Folgende weitere Polymorphismen sind bei
Europaern mit rs267418 und einem LD von r>>=0,8 gekoppelt: rs1508761, rs2662179,
rs2457089, rs267407, rs267409, rs267412, rs267410, rs1355077 und rs2644645.
Hervorzuheben ist der Polymorphismus rs267412 (A/G) mit r’=0,97. Mdglicherweise hat dieser
Polymorphismus Einfluss auf die Aktivitdt der Promoterregion und somit auf die Expression
des DRD-1-Rezeptors (Mottagui-Tabar et al., 2005). Dies wirde die Wichtigkeit der
potentiellen Promoterregion, in welcher die drei untersuchten Polymorphismen (rs267418,
rs2453741 und rs1508765) liegen, unterstreichen. Nachstehende Abbildung (7) zeigt das
Kopplungsungleichgewicht fur rs267418.
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Abbildung 7: LD-Plot fir rs267418

Ahnliches gilt fiir den Polymorphismus rs1508765. Auch dieser ist mit einer Vielfalt anderer
SNPs bei Européern mit r>>=0,8 gekoppelt. Beginnend mit einem Kopplungsungleichgewicht
von r?=0,97 ist dies der Polymorphismus rs931939, gefolgt von den SNPs rs2662179,
rs1355077, rs267409, rs267410, rs267400, rs267407, rs2662180, rs2644645, rs267412 und
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rs267418 (Arnold M. et al., 2014). Besonders hervorzuheben ist die Kopplung mit rs267418
mit r?=0,87. Bei beiden Polymorphismen (rs1508765 und rs267418) konnten keine
Zusammenhange mit Schizophrenie in dieser Studie gefunden werden, und auch die
vorhandene Studienlage entspricht diesem negativen Ergebnis (Cui and Jiang, 2012; Zhang
et al., 2010).

Ebenso wie der Polymorphismus rs267418 ist auch der SNP rs1508765 mit rs267412
gekoppelt (r?=0,84). Von diesem wiederum wird ein mdglicher Einfluss auf die Aktivitat der
Promoterregion und auf die Expression des DRD-1-Rezeptors diskutiert (Mottagui-Tabar et
al., 2005). Das Kopplungsungleichgewicht fur den Polymorphismus rs1508765
veranschaulicht Abbildung 8.
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Abbildung 8: LD-Plot fur rs1508765

Auch der letzte Polymorphismus rs2453741 ist mit einer Reihe von anderen Polymorphismen
gekoppelt. Diese sind bei Europdern und einem Kopplungsungleichgewicht mit r?>=0,8
folgende: rs2471020 (r?=0,99), rs2453740, rs1496133, rs267421 und rs2457090 (Arnold M. et
al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit zeigte der Polymorphismus rs2453741 eine Tendenz bzgl. des
Genotypenvergleiches. Gesunde Probanden wiesen haufiger den Genotyp A/C auf. In diesem

Zusammenhang erscheint die Kopplung mit dem Polymorphismus rs11749676 (A/G) mit
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r’=0,68 des DRD1-Gens interessant. Bei diesem Polymorphismus (rs11749676) konnten

Hoenicka et al. bei ménnlichen Studienteilnehmern einen signifikanten Zusammenhang mit
Schizophrenie nachweisen (Hoenicka et al., 2010). Auch Han et al. konnten diese Assoziation

bestatigen, wobei G-Alleltrager ein erhthtes Erkrankungsrisiko hatten (Han et al., 2017). Somit
kénnte die gemeinsame Vererbung von rs2453741und rs11749676 mdglicherweise Einfluss
auf das Risiko an Schizophrenie zu erkranken nehmen.

Zudem ist der Polymorphismus rs2453741 mit den Polymorphismen rs4532 (T/C, r?>= 0,71)
und rs686 (A/G, r’=0,68) gekoppelt. Diese beiden SNPs haben in sich widerspriichliche
Ergebnisse bzgl. einer Assoziation mit Schizophrenie, scheinen jedoch wichtige Rollen in der
DRD1-Rezeptorexpression einzunehmen (Allen et al., 2008; Huang et al., 2008; Zhu et al.,

2011).

Nachstehende Abbildung (9) zeigt das Kopplungsungleichgewicht von rs2453741.
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Abbildung 9: LD-Plot fur rs2453741

Assoziationen von DRD1-SNPs mit Schizophrenie
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Bereits publizierte Untersuchungen zu einem Zusammenhang zwischen Varianten des DRD1-

Gens und Schizophrenie zeigten bislang heterogene Ergebnisse.
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Die Studien von Huo et al.,, Yang et al., Yao et al.,, und Zhang et al. konnten keinen
Zusammenhang mit Schizophrenie und dem DRD1-Gen nachweisen (Huo et al., 2015; Yang
et al., 2016; Yao et al., 2014; Zhang et al., 2010). Dem gegenuber stehen die Untersuchungen
von Hoenicka et al., Zhu et al., Pan et al. und Lai et al., welche bei einigen Polymorphismen
des DRD1-Gens Assoziationen mit Schizophrenie herstellen konnten (Hoenicka et al., 2010;
Zhu et al., 2011; Pan et al., 2014; Lai et al., 2010) (siehe Tabelle 41).

Bei dem Polymorphismus rs5326 konnte in der vorliegenden Arbeit keine Assoziation mit
Schizophrenie nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit mehreren anderen
Assoziationsstudien, welche Han-Chinesen untersuchten (Yang et al., 2016; Yao et al., 2014;
Zhang et al., 2010; Zhu et al., 2011).

Somit konnte, unabhéngig von der unterschiedlichen Allel- und Genotypverteilung bei den
Ethnizitaten (siehe Tabelle 39), kein Zusammenhang nachgewiesen werden.

Pan et al., welche flir den Genotyp G/A von rs5326 ein erhéhtes Schizophrenierisiko in einer
Metaanalyse aufzeigen konnten, empfahlen weiterflihrende Forschung, um die genaue Rolle
von rs5326 zu verstehen. Sie vermuteten einen vermeintlich hemmenden Einfluss auf die
DRD-1-Rezeptor Translation, jedoch betonten sie, dass der Einfluss anderer Gene oder
Polymorphismen und die genaue Regulation von Transkription und Translation noch
unbekannt seien. Zudem seien mdogliche Interaktionen zwischen Umweltfaktoren und Genetik
nicht bertcksichtigt worden (Pan et al., 2014).

Eine Studie, welche mogliche Zusammenhange zwischen den Polymorphismen rs5326,
rs4532 und rs265975 und Spatdyskinesien, hervorgerufen durch antipsychotische Medikation
bei Schizophrenie-Patienten, analysierte, fihrten Lai und Kollegen durch (Lai et al., 2010). Sie
vermuteten, dass Spatdyskinesien die Konsequenz eines Ungleichgewichtes zwischen
DRD-1- und DRD-2-Rezeptoren sind. Ihre Studie umfasste 382 Schizophrenie-Patienten,
davon 220 mit und 162 ohne Spatdyskinesien. Der G/G-Genotyp von rs4532 und der Haplotyp
CGC von rsb326-rs4532-rs265975 zeigten eine Assoziation mit den Spatdyskinesien (Lai et
al., 2010). Moglicherweise ist dies ein Beispiel fir Wechselwirkungen von verschiedenen
Polymorphismen des DRD1-Gens untereinander mit Folgen auf die antipsychotische

Medikation und das Rezeptorengleichgewicht.

Bei dem Polymorphismus rs4867798 findet sich in dieser Arbeit, durchgefiihrt an européischen
Probanden, eine nominal signifikante Assoziation mit Schizophrenie. Im Vergleich dazu konnte
bei der Studie von Zhu et al. keine Assoziation des Polymorphismus gezeigt werden (Zhu et
al., 2011). Diese Fall-Kontrollstudie befasste sich mit der Han-Chinesischen Population und
nutzte als Diagnoseinstrument das DSM-IV. An der Untersuchung beteiligten sich 385 an

Schizophrenie Erkrankte und 350 gesunde Kontrollprobanden. Das widersprtchliche Ergebnis
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zur vorliegenden Arbeit konnte durch die verschiedenen Ethnizitaten, und damit einer anderen

zu Grunde liegenden Allel- und Genotypverteilung (Tabelle 40) begriindet sein.

Tabelle 40: Allel- und Genotypfrequenzen der Kontrollgruppe im Vergleich mit Stichproben
des Hapmap-Projektes von SNP rs4867798

Population | n Allelfrequenz (in %) Genotyp (in %)

C T CiC CIT TIT
Vorliegende | 583 30,2 69,8 8,4 43,6 48
Studie
HapMap- 503 32 68 12 41 47
EUR
(Européaer)
HapMap- 208 44,8 55,2 19,7 49,5 30,8
CHB+CHS
(Han-
Chinesen)

Auch eine Studie bzgl. einer Assoziation von Polymorphismen des DRD1-Gens und einer
Monotherapie mit Risperidon bei Schizophrenie- Patienten konnte keinen Zusammenhang
herstellen (Huo et al., 2015). Insgesamt nahmen 185 Patienten, eingeteilt in zwei unabhéngige
Stichproben von an Schizophrenie erkrankten Han-Chinesen, an der Studie teil. Untersucht
wurden die SNPs rs4867798, rs5326, rs4532 und rs686, und die klinische Symptomatik wurde
mittels PANSS Uber einen Zeitraum von vier Wochen dokumentiert. Eine Verbesserung der in
der PANSS abgefragten Symptomatik wurde als positive Therapieantwort auf Risperidon
gewertet. Dieses negative Assoziationsergebnis der Studie bzgl. rs4867798 wirde sich mit
dem oben genannten Ergebnis von Zhu et al. decken, da dieses ebenfalls keinen
Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und einer Schizophrenie nachweisen konnte.
Ob dies aber auch fir européisch-stammige Probanden zutrifft, ist aufgrund der

unterschiedlichen Ethnizitaten und der hier vorliegenden Ergebnisse unsicher.

Bei dem am nachsten am 5’UTR-Bereich befindlichen SNP, rs267418, konnte in dieser Studie
keine signifikante Assoziation nachgewiesen werden. Auch die Forschergruppen um Zhang et
al. sowie Cui und Jiang konnten keine Differenzen zwischen Schizophrenie-Patienten und

gesunden Studienteilnehmern finden (Cui and Jiang, 2012; Zhang et al., 2010).

Der Polymorphismus rs2453741 zeigte in der vorliegenden Arbeit eine Tendenz bzgl. des
Genotypenvergleiches (x2=5,051; df=2; p=0,080). Gesunde Probanden wiesen haufiger den
Genotyp A/C auf. In der Literatur findet sich bislang keine Studie, in der der SNP rs2453741
im Zusammenhang mit Schizophrenie untersucht worden ist. Im Rahmen genomweiter

Studien wurde bislang weder SNP selbst noch die DRD1-Region als signifikant assoziiert
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beschrieben (Ripke et al. 2014). Dies schliel3t eine reminale-Assoziation jedoch nicht aus und
sollte zukunftig geprift werden.

Ahnlich zeigt sich die Datenlage bei dem Polymorphismus rs1508765. In dieser Studie konnte

keine Differenz zwischen Gesunden und Erkrankten festgestellt werden.

Somit besitzen besonders die beiden letztgenannten Polymorphismen (rs2453741 und
rs1508765) explorativen Charakter.

Einen Uberblick Uber die genannten Studien, welche eine Assoziation der in dieser Studie

analysierten Polymorphismen des DRD1-Gens mit Schizophrenie untersuchten,

nachfolgende Tabelle (41).

Tabelle 41: Assoziationsstudien von DRD1-SNPs mit Schizophrenie

gibt

Referenz

Studiendesign,
Diagnosemittel

Stichprobe

Untersuchte DRD1-
Polymorphismen

Yao et al., 2014

Assoziationsstudie,
DSM-IV

Han-Chinesen: 173
SCZ/213 Kontrollen

rs5326, rs267410,
rs10078866,
rs10063995,
rs10078714,
rs146439732,
rs35916350,
rs201089398,
rs265981
rs193082222,
rs4532

Huo et al., 2015

Kohortenstudie,
PANSS

Han-Chinesen: 185
SCZ, eingeteilt in
zwei unabhangige
Stichproben

rs4867798,
rs5326, rs4532,
rs686
Ansprechen auf
Risperidon

Yang et al., 2016

Assoziationsstudie,
DSM-IV

Han-Chinesen: 893
SCZ/611 Kontrollen

rs5326, rs179991

Zhang et al., 2010

Assoziationsstudie

Han-Chinesen: 373
SCZ/379 Kontrollen

rs5326, rs267418,
rs4532, rs2168631,

rs6882300,
Hoenicka et al., Assoziationsstudie Spanier: mannlich: rs4867798,
2010 (nach Geschlechtern | 226 SCZ/171 rs251937,
aufgeteilt), DSM-IV Kontrollen, weiblich: | rs12518222,
und SKID | 111 SCZ/193 rs11746641
Kontrollen mannl. +,
rs11749676
mannl. +,

Assoziation mit SCZ
und deren
Zusammenhang mit
COMT Vall158Met
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Tabelle 41 Fortsetzung: Assoziationsstudien von DRD1-SNPs mit Schizophrenie

Referenz

Studiendesign,
Diagnosemittel

Stichprobe

Untersuchte DRD1-
Polymorphismen

Zhu et al., 2011

Assoziationsstudie,
DSM-IV

Han-Chinesen: 385
SCZ/350 Kontrollen

rs4867798,
rs5326, rs1799914,
rs4532 rs265981,

\Y%

Flr rs5326: 1285
SCZ/1195 Kontrollen
aus China, Japan,
Frankreich, Polen,
Deutschland

rs10078714,
rs10078866,
rs686 +,
rs10063995 +
Pan et al., 2014 Metaanalyse von 10 | Fir rs4532: 1941 rs5326+,
Assoziationsstudien, | SCZ/2480 rs4532
DSM-IIl bzw. DSM- Kontrollen;

Lai et al., 2010

Kohortenstudie,
DSM-IV

Han-Chinesen: 382
SCZ, davon 220 mit
und 162 ohne
Spatdyskinesien

rs5326, rs265975,
rs4532+,
Assoziation mit
Spéatdyskinesien bei
SCZ

Vorliegende Studie

Assoziationsstudie,
DSM-1V

Europder: 512
SCZ/614 Kontrollen

rs4867798+,
rs2453741 Tendenz,
rs5326,

rs267418,
rs1508765

SCZ=Schizophrenie, +/=positiver/kein Zusammenhang mit Schizophrenie, fett
gedruckt=in dieser Studie untersuchte Polymorphismen

Andere im Rahmen der Schizophrenieforschung haufig untersuchte Polymorphismen des
DRD1-Gens sind auf3erdem die SNPs rs4532, rs686 und rs11749676. Diese Polymorphismen
sind mit rs2453741, welcher in vorliegender Studie explorativen Charakter aufweist und
moglicherweise mit Schizophrenie in Zusammenhang steht, gekoppelt (rs4532, r?=0,71; rs686,
r’= 0,68; rs11749676, r’=0,68).

Der Polymorphismus rs4532 liegt ebenso wie der schon beschriebene SNP rs5326 in der
5’'UTR-Region (Pan et al., 2014). In einer Doppelblindstudie von Potkin et al., konnte gezeigt
werden, dass die homozygoten Genotypen von rs4532 (A/A und G/G) starker auf eine
antipsychotische Behandlung mit Clozapin reagierten, als die heterozygote Form (Potkin et al.,
2003). Es existieren jedoch auch Studien, die diesen Zusammenhang nicht bestatigen konnten
(Matos et al., 2015).
Ebenso scheint der

rs4532 mit Verhalten und dem

Arbeitsgedachtnis in Zusammenhang zu stehen. So hatten in einer Kohortenstudie

Polymorphismus Kognition,

Schizophrenie-Patienten mit einem G/G-Genotyp bei rs4532 deutlich schlechtere Ergebnisse
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im WCST (Wisconsin Card Sorting Test), verglichen mit Patienten mit einem A/A- oder A/G-
Genotyp (Rybakowski et al., 2005).

Zhu et al. untersuchte mittels einer Assoziationsstudie die Polymorphismen rs686 und
rs10063995 des DRD1-Gens und konnte bei G-Alleltragern und den A/G- und G/G-Genotypen
von rs686, verglichen mit den A-Alleltragern und dem A/A-Genotyp, ein signifikant niedrigeres
Schizophrenierisiko zeigen. Ein erhdhtes Risiko an Schizophrenie zu erkranken trat bei T-
Alleltragern des SNP rs10063995 auf (Zhu et al., 2011).

Eine weitere Fall-Kontrollstudie, welche 690 an Schizophrenie erkrankte Probanden und 430
gesunde Kontrollteilnehmer untersuchte, konnte bei dem Polymorphismus rs11749676 (G>A)
des DRD1-Gens einen signifikanten Zusammenhang mit Schizophrenie darstellen. A-

Alleltrager wiesen ein niedrigeres Schizophrenierisiko auf (Han et al., 2017).

Assoziation von DRD1-SNPs (rs4867798, rs5326) zu weiteren psychiatrischen und

neurologischen Erkrankungen

Verschiedene Studien untersuchten zudem die in dieser Studie analysierten Polymorphismen
rs4867798 und rs5326 auf mdogliche Assoziationen mit anderen psychiatrischen oder
neurologischen Erkrankungen hin.

Beide Polymorphismen (rs4867798 und rs5326) scheinen bei Morbus Parkinson eine wichtige
Rolle zu spielen. Bei an Morbus Parkinson Erkrankten, welche im Vorfeld mit
Dopaminagonisten und L-Dopa behandelt wurden, wiesen die C-Alleltrager gegeniiber den T-
Alleltragern von rs4867798 ein erhdhtes Risiko fiir eine gestérte Impulskontrolle auf. In der
vorliegenden Studie, welche ein positives Assoziationsergebnis mit Schizophrenie fir
rs4867798 ergeben hat, waren dagegen die gesunden Kontrollprobanden im Allelvergleich
oOfter Trager des C-Allels (C/T und C/C). Aus diesen gegensatzlichen Ergebnissen lasst sich
der Schluss ziehen, dass der Polymorphismus rs4867798 in den Dopaminhaushalt der beiden
Erkrankungen eingreift, jedoch sind noch weitere Studien notig, um die Wirkung des Eingriffes
zu verstehen. In der selben Studie wurden ebenfalls die SNPs rs4532 und rs265981 des
DRD1-Gens beziglich einer gestorten Impulskontrolle untersucht. Bei rs4532 zeigten T-
Alleltrager ein erhohtes Risiko fiir eine gestorte Impulskontrolle, der Polymorphismus rs265981
zeigte keine Assoziation. Insgesamt nahmen an dieser Fall-Kontrollstudie 91 Morbus
Parkinson Patienten aus Malaysia teil. Die Forscher vermuteten, dass die beiden signifikanten
Polymorphismen (rs4867798 und rs4532) moglichweise auf die Stabilitat der mRNA
einwirkten, und dadurch die Expression von DRD-1-Rezeptoren senkten (Zainal Abidin et al.,
2015).

Uber den Polymorphismus rs5326, welcher in vorliegender Studie keine Assoziation mit

Schizophrenie hatte, und einen Zusammenhang mit einer Stérung der Impulskontrolle bei
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Morbus Parkinson Patienten berichtete eine Kohortenstudie aus Norwegen. Bei 119 Morbus
Parkinson Patienten wurde bei den G-Alleltragern des SNP rs5326 ein erhohtes Risiko fir
Impulskontrollstérungen nachgewiesen (Erga et al., 2018).

Ebenso konnte das DRD1-Gen bei an ADHS erkrankten Kindern und Jugendlichen als
mogliches Kandidatengen identifiziert werden (Bobb et al., 2005). Eine weiterfiihrende Cross-
Overstudie konnte eine signifikante Assoziation der Polymorphismen rs4867798 und rs5326
bzgl. dem Ansprechen auf eine Therapie mit Methylphenidat nachweisen. So reagierten die
C-Alleltrager von rs4867798 (im Gegensatz zu vorliegender Studie, in welcher die
Kontrollprobanden haufiger C-Alleltrager von rs4867798 waren) und die T-Alleltrager von
rs5326 (in vorliegender Studie kein Zusammmenhang mit Schizophrenie) starker auf
Methylphenidat. Die Autoren vermuteten, dass die beiden Polymorphismen
Transkriptionsfaktoren beeinflussen. Bei dem in dieser Studie ebenfalls untersuchten
Polymorphismus rs686 des DRD1-Gens wurde kein Zusammenhang mit einer Therapie mit
Methylphenidat hergestellt (McCracken et al., 2014).

Die Polymorphismen rs4867798 und rs5326 scheinen auch bei Abhangigkeitserkrankungen
eine wichtige Rolle zu spielen. Zhu et al. konnte eine Assoziation bei Han-Chinesen mit
Opioiden aufzeigen. So hatten Probanden mit dem Genotypen T/T von rs4867798 ein hdheres
Risiko, eine Abhangigkeit zu entwickeln, als die Genotypen C/C und C/T. Die Vulnerabilitat der
T-Alleltrager fur eine Abhangigkeit &hnelt dem vorliegenden Studienergebnis fur rs4867798,
da die Schizophrenie-Patienten ebenso 6fter den Genotypen T/T, aber auch den Genotypen
C/C aufweisen. Gleiches wies auch der Genotyp G/G von rs10078866 versus den Genotypen
A/A und A/G auf. Dagegen schienen die Minorallelfrequenzen der Polymorphismen rs4532 (C)
und rs686 (G) ein geringeres Abhangigkeitsrisiko zu haben. An der Fall-Kontrollstudie nahmen
425 opioidabhangige und 514 gesunde Probanden teil (Zhu et al., 2013).

Eine weitere Assoziationsstudie mit 844 Han-Chinesen berichtete, dass heroinabhangige
Probanden mit dem Genotypen C/C von rs5326, ein Polymorphismus, welcher bei
vorliegender Studie keinen Zusammenhang mit Schizophrenie aufwies, und/oder dem
Genotypen A/A von rs6882300 schneller eine Abhéngigkeit ab Erstkontakt mit Heroin
entwickelt hatten, als solche ohne diese Varianten (Peng et al., 2013). Bestatigt wurde dieses
Ergebnis von Liu und Kollegen durch eine Assoziationsstudie mit 367 heroinabh&ngigen
Probanden und 372 gesunden Kontrollteilnehmern aus der han-chinesischen Bevdlkerung.
Sie konnten den Zusammenhang des Polymorphismus rs5326 und zusatzlich dem SNP
rs265981 mit Heroinabhangigkeit ebenfalls nachweisen. Verglichen mit der gesunden

Kontrollgruppe, wiesen die Patienten mit der Heroinabhangigkeit bei dem Polymorphismus
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rs5326 seltener den G/G-Genotypen und das G-Allel und bei dem Polymorphismus rs265981
haufiger das G-Allel auf. (Liu et al., 2015).

Eine andere Assoziationsstudie mit 801 heroin- und/oder kokainabhangigen Afroamerikanern
konnte dagegen keinen mdglichen Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus rs5326
mit Heroinabh&ngigkeit aufzeigen, ein Ergebnis, welches sich mit dem dieser Studie bzgl.
Schizophrenie deckt. Jedoch konnten Levran et al. eine Verbindung zwischen dem SNP rs686
(A-Allel) und Kokainabhangigkeit herstellen (Levran et al., 2015).

Als letztes sei noch eine Assoziationstudie von Tsang und Kollegen erwdhnt. Diese
untersuchten den DRD-1-Rezeptor bzgl. der kognitiven Leistungsfahigkeit. A-Alleltrager des
Polymorphismus rs5326, welche in vorliegender Studie bzgl. Schizophrenie unaufféllig waren,
wiesen eine schlechtere Kognition auf und zeigten eine geringere DRD-1-Rezeptorexpression

im vorderen, oberen Temporallappen als die Vergleichsgruppe (Tsang et al., 2015).

Diese Studienlage zeigt, dass die beiden Polymorphismen rs4867798 und rs5326 des DRD1-
Gens eine enge Verknipfung mit verschiedenen Erkrankungen aufweisen. Diesen gemeinsam
sind vermutete Veranderungen der Dopamintransmission (durch Anderung des
Neurotransmitterhaushaltes oder der DRD-1-Rezeptorenmenge) im mesocorticalen System
(Morbus  Parkinson, Schizophrenie), oder Dopamin wird erfolgreich bei der
Symptombehandlung eingesetzt (ADHS). Bei der Heroin- und/oder Kokainabhangigkeit
scheint der Dopamin-1-Rezeptor die suchterzeugende Wirkung der Drogen zu verstarken
(Levran et al., 2015). Ebenso sind bei der Wahrnehmungsfahigkeit Veranderungen in der
Dopamintransmission anzunehmen, sodass Unterschiede der Polymorphismen rs4867798
und rs5326 des DRD1-Gens mdglicherweise eine Rolle in deren Athiopathogenese spielen.
Einen Uberblick iber genannte Studien liefert die folgende Tabelle (42).
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Tabelle 42: rs4867798 und rs5326 und andere psychiatrisch/neurologische Erkrankungen

Patienten

Referenz Studiendesign Stichprobe Untersuchte DRD1-SNPs
Zainal Abidin et | Fall-Kontrollstudie | Malaysianer: 91 rs4867798: C-Alleltrager
al., 2015 Morbus Parkinson | und

rs4532: T-Alleltrager
erhdhtes Risiko flr gestorte
Impulskontrolle

rs265981

Erga et al., 2018

Kohortenstudie

Norweger: 119
Morbus Parkinson
Patienten

rs5326: G-Alleltrager
erhdhtes Risiko fir gestorte
Impulskontrolle

Bobb et al., 2005

Assoziationsstudie

63 an ADHS
erkrankte Kinder
und
Jugendliche/192
Eltern/129
Kontrollen

rs4532: C-Alleltrager
und

rs265981: A-Alleltrager
assoziiert mit ADHS

McCracken et al.,
2014

Cross-over-Studie

64 an Autismus/
ADHS erkrankte
Kinder

rs4867798: C-Alleltrager
und

rs5326: T-Alleltrager
starkeres Ansprechen auf

Methylphenidat
rs686
Peng et al., 2013 | Assoziationsstudie | Han- rs5326: C/C
Chinesen: 465 und
heroinabhangige | rs6882300: A/A schnellere
Patienten/379 Entwicklung einer
Kontrollen Abhangigkeit ab Erstkontakt

mit Heroin

Chinesen: 367
heroinabhangige

Levran et al., | Assoziationsstudie | Afroamerikaner: rs686: A-Alleltrager

2015 801 heroin- und/ | Assoziation mit
oder Kokainabhangigkeit
kokainabhéngige
Patienten rs5326

Liu et al., 2015 Assoziationsstudie | Han- rs5326: G/G seltener bei

Heroinabh&ngkeit

Patienten/372 rs265981: G-Alleltrager
Kontrollen Assoziation mit
Heroinabhéngigkeit
Zhu et al., 2013 Fall-Kontrollstudie Han- rs4867798: T/T
Chinesen: 425 und
opioidabhangige | rs10078866: G/G hdoheres
Patienten/514 Abhangigkeitsrisiko
Kontrollen
rs4532: C-Alleltrager
und
rs686: G-Alleltrager
geringeres
Abhangigkeitsrisiko
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Tabelle 42 Fortsetzung: rs4867798 und rs5326 und andere psychiatrisch/neurologische
Erkrankungen

Referenz Studiendesign Stichprobe Untersuchte DRD1-SNPs
Tsang et al., 2015 | Assoziationsstudie | Européaer: 727 | rs5326: A-Alleltrager
Hirnproben von | schlechtere Kognition und

Alzheimer  oder | geringere DRD-1-
SCZ-Patienten, Rezeptorexpression im
post mortem/ | vorderen, oberen

1493 Kontrollen Temporallappen
fett gedruckt=in dieser Studie untersuchte Polymorphismen

Assoziation von weiteren DRD1-SNPs zu psychiatrischen und somatischen

Erkrankungen

Auch bei weiteren Polymorphismen des DRD1-Gens fallen Assoziationen mit psychiatrischen,
aber auch somatischen Erkrankungen auf. Insbesondere Zusammenh&nge mit
Abh&ngigkeitserkrankungen sind hervorzuheben. Die Polymorphismen rs4532 und rs686
waren in mehreren Studien mit Nikotin-Abhangigkeit assoziiert (Huang et al., 2008; Novak et
al., 2010). Die Assoziationsstudie von Huang et al., durchgeftihrt an 2037 Amerikanern, konnte
ein positives Assoziationsergebnis bei dem T-Allel von Polymorphismus rs4532 und dem A-
Allel von Polymorphismus rs686 nachweisen. Novak et al. konnte in einer Assoziationsstudie
mit an 341 Schizophrenie erkrankten Patienten, davon 217 Raucher und 124 Nichtrauchern
zeigen, dass die Probanden mit dem Genotyp G/G von rs4532 und dem Genotyp G/G von
rs686 signifikant quantitativ mehr rauchen, als die Teilnehmer mit den entsprechenden
Genotypen A/A und A/G.

Bei dem Polymorphismus rs686 des DRD1-Gens konnte in einer Assoziationsstudie zudem
auch ein Zusammenhang mit Alkoholabhéngigkeit nachgewiesen werden. T-Alleltrager dieses
Polymorphismus waren deutlich haufiger unter schwer Alkoholabhangigen zu finden und
ebenfalls unter den Patienten mit schwereren Komplikationen beim therapeutisch begleiteten
Entzug (Batel et al., 2008).

Das DRD1-Gen ist auch bei ADHS ein Kandidatengen. So waren an ADHS erkrankte
Probanden haufiger C-Alleltrager des SNP rs4532 und A-Alleltrager des SNP rs265981, als
gesunde Kontrollprobanden (Bobb et al., 2005).

Der Polymorphismus rs4532 des DRD1-Gens scheint auf3erdem mit einer Autismus-
Spektrum-Stérung assoziiert zu sein. Eine Fall-Kontrollstudie mit 50 erkrankten und 50
gesunden Teilnehmern zeigte einen Zusammenhang von erhohten A/G- und A/A-
Genotypfrequenzen bei Betroffenen im Vergleich zu den nicht betroffenen Probanden (Aziz
Azzam et al., 2018).
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Ebenso konnten in einer Fall-Kontrollstudie Zusammenhéange des Polymorphismus rs4532 (G-
Alleltragern) des DRD1-Gens und vermehrten visuellen Halluzinationen bei Morbus Parkinson
Patienten nachgewiesen werden (Comi et al., 2016).

Eine Assoziation zwischen depressiver Symptomatik und dem Polymorphismus rs686 des
DRD1-Gens konnte in einer kolumbianischen Stichprobe aufgezeigt werden. Die Probanden
mit den Genotypen A/G oder G/G wiesen vermehrt eine depressive Symptomatik auf als die
Teilnehmer mit dem Genotypen A/A. Der Polymorphismus scheint in die DRD-1-
Rezeptorexpression einzugreifen (Jiménez et al., 2018). Schon 2005 konnte ein
Zusammenhang des Polymorphismus rs4532 des DRD1-Gens und der Bipolaren Stérung in
einer Assoziationsstudie bei sardischen Probanden aufgedeckt werden. G-Alleltrager fanden
sich signifikant haufiger bei erkrankten Studienteilnehmern (Severino et al., 2005). Dieses
Ergebnis konnte 2006 eine Assoziationsstudie bei einer polnischen Stichprobe aus 1186
Teilnehmern bestatigen. Das G-Allel und der G/G Genotyp des SNP rs4532 des DRD1-Gens
waren ofter bei den bipolaren Probanden vertreten (Dmitrzak-Weglarz et al., 2006).

Da der DRD-1-Rezeptor nicht nur im Gehirn, sondern auch z.B. in den KoronargefaRen und
dem Myokard vorkommt, wurde auch hier nach méglichen Assoziationen gesucht. So konnte
eine Assoziation des Polymorphismus rs4532 (G-Alleltrager) und einem erhdhten
Herzinfarktrisiko bei einer han-chinesischen Stichprobe nachgewiesen werden (Zhao et al.,
2012).

Ebenso konnte eine Assoziationsstudie mit 665 an Lungenkrebs Erkrankten und 774
gesunden, europaisch-stammigen Teilnehmern einen Zusammenhang des SNP rs686 des
DRD1-Gens herstellen. G-Alleltrager hatten ein geringeres Risiko an Lungenkrebs zu
erkranken (Robles et al., 2014)

Diesen Ergebnissen zufolge, scheint das DRD1-Gen nicht nur bei Schizophrenie, sondern
auch bei Abhangigkeitserkrankungen, ADHS, Autismus-Spektrum-Stérung, Morbus Parkinson
und depressiven Symptomatiken, aber auch bei somatischen Erkrankungen wie Herzinfarkt
und Lungenkrebs eine wichtige Rolle zu spielen.

Tabelle 43 gibt einen Uberblick tiber die vorgestellten Studien, welche Assoziationen des

DRD1-Gens mit den genannten Erkrankungen aul3er der Schizophrenie analysieren.
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Tabelle 43: Zusammenfassung der Studien von SNPs des DRD1-Gens und deren Assoziation

mit verschiedenen Erkrankungen

Probanden/514 Kontrollen

Referenz Stichprobe untersuchte
Polymorphismen des
DRD1-Gens
Huang et al., 2008 Amerikaner: 2037 rs265973, rs265975,
rs2168631, rs4532, rs686
und Assoziation mit
Nikotinabhangigkeit
Novak et al., 2010 Kanadier: 341 SCZ, davon | rs4532, rs686 und
217 Raucher und 124 | Assoziation mit
Nichtraucher Nikotinabhangigkeit
Zhu et al., 2013 Chinesen: 425 rs4532, rs686, rs10078866,
Opioidabhéngige rs4867798, rs5326,

rs10063995, rs1799914 und

Kinder und Jugendliche/192
Eltern/129 Kontrollen

Assoziation mit
Opioidabhéngigkeit
Batel et al., 2008 Europaer: 134 rs686 und Assoziation mit
alkoholabhéngige Alkoholabhangigkeit
Probanden/96 Kontrollen
Bobb et al., 2005 63 an ADHS erkrankte | rs4532, rs265981 und

Assoziation mit ADHS

Aziz Azzam et al., 2018

Agypter: 50 autistische
Patienten (36 maénnlich/ 14
weiblich)/50 Kontrollen

rs4532 und Assoziation mit
Autismus

Comi et al., 2016

ltaliener: 42 mit  und
42 ohne visuelle
Halluzinationen mit Morbus

Parkinson

rs4532 und Assoziation mit
vermehrten visuellen
Halluzinationen bei Morbus
Parkinson Patienten

Jiménez et al., 2018

Kolumbianer: 239

rs686 und Assoziation mit
depressiver Symptomatik

Severino et al., 2005

Sarden: 107 mit Bipolar I-
Storung/129 Kontrollen

rs4532 und Assoziation mit
Bipolarer Stdrung

Dmitrzak-Weglarz

et

al.,

Polen: 407 SCZ, 380 mit

rs4532 und Assoziation mit

Lungenkrebs Erkrankte/774
Kontrollen

2006 Bipolar [I-Stérung/399 | Bipolarer Stérung
Kontrollen

Zhao et al., 2012 Han-Chinesen: 255 mit | rs4532 und Assoziation mit
Myokardinfarkt/347 Herzinfarkt
Kontrollen

Robles et al., 2014 Europaer: 665 an | rs686, rs4809294,

rs2292975 und Assoziation
mit Lungenkrebs

Die genannten Studien zeigen, dass die Komorbiditaten, welchen der behandelnde Arzt in der

klinischen Praxis begegnet, moglicherweise teilweise genetisch mitbedingt sind (Corvin and

Sullivan, 2016).

76



4 Diskussion

4.3 Ausblick

Die Schizophrenie prasentiert ein sehr heterogenes Erkrankungsbild und weist eine
multikausale Atiologie mit erheblichem genetischen Anteil auf.

Speziell das in dieser explorativen Arbeit untersuchte DRD1-Gen zeigt in Kopplungs- und
Assoziationsstudien einen Zusammenhang mit Schizophrenie, jedoch konnte es bislang noch
nichtin GWAS als genomweit signifikant identifiziert werden. Eine genauere Untersuchung der
unterschwellig signifikanten Ergebnisse aus den GWAS in Hinblick auf eine Uberzufallige
H&aufung in bestimmten Genen konnte in naher Zukunft diesbezuglich Aufklarung bringen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen rs4867798 und rs5326 sind nachweislich
auch mit Morbus Parkinson und ADHS assoziiert (McCracken et al., 2014; Zainal Abidin et al.,
2015). Zusatzlich wird eine gestdrte dopaminerge Transmission bei Erkrankungen wie Morbus
Parkinson, ADHS, aber auch dem Tourette-Syndrom, Chorea Huntington,
Abhangigkeitserkrankungen und  Hyperprolaktinamie angenommen (Beaulieu and
Gainetdinov, 2011). Dies zeigt einen moglichen gemeinsamen genetischen Hintergrund dieser
Erkrankungen.

In einer groRen GWAS zu diesem Thema wurden die SNPs von 33.332 psychisch Erkrankten
und 27.888 gesunden Kontrollen analysiert. Nachgewiesen wurden signifikante genetische
Uberlappungen der finf psychiatrischen ,Haupterkrankungen®: Schizophrenie, Autismus-
Spektrum-Stérungen, ADHS, Bipolare Stérung und schwere depressive Stérung. Auch dieses
Ergebnis spricht fiir eine mogliche gemeinsame genetische Atiologie (Lee et al., 2013; Smoller,
2013).

Im gesamtem letzten Jahrhundert wurden psychische Stérungsbilder anhand der klinischen
Symptomatik klassifiziert (Anttila et al., 2018). Das koénnte sich in Zukunft aufgrund der
maoglichen gemeinsamen genetischen Basis &ndern.

Derzeit wird eine Erkrankung mittels ihrer Hauptsymptome definiert. Bei der Schizophrenie
liegt der Hauptschwerpunkt auf der Positivsymptomatik und einer gestdrten
Dopamintransmission. Auch die Therapie stitzt sich hauptsachlich darauf. Die Tatsache, dass
das Lebenszeitrisikio fir Schizophrenie-Patienten an einer Depression zu erkranken bei 30 bis
35%, an einer Alkoholabhéangigkeit zu leiden bei 34% wund das Risiko fir
Substanzmittelabhangigkeit bei 47% liegt, und das mdéglicherweise durch einen gemeinsamen
genetischen Ursprung erklarbar ware, kénnte die Definition beeinflussen (Kirkpatrick et al.,
2014). Auch die oft mit Schizophrenie einhergehende Angstsymptomatik und die kognitiven
und neurologischen Stérungen sollten mitberticksichtigt werden. Unter diesen Aspekten ware

die Schizophrenie nicht mehr eine rein psychotische Stérung, die es zu behandeln gilt, sondern
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eine Erkrankung der Hirnfunktionen mit Beteiligung des gesamten Kdérpers. Das bedeutet,
mogliche Komorbiditaten waren Bestandteile der Erkrankung (Kirkpatrick et al., 2014). Unter
diesem Gesichtspunkt wiirde sichtbar werden, dass es nicht ausreicht, die Positivsymptomatik
allein zu behandeln, und Betroffene und Familienangehérige koénnten ein besseres
Verstandnis fir andere moéglich auftretende Symptome entwickeln. Somit sollte die Forschung
einer moglichen gemeinsamen Atiologie psychiatrischer und neurologischer Erkrankungen,
wie schon begonnen, weiter betrieben werden.

Ein anderer Aspekt einer mdglichen tbereinstimmenden genetischen Komponente betrafe
zudem die Nosologie der psychiatrischen Storungsbilder, denn die derzeitige existierende
klinische Einteilung bertcksichtigt diese Tatsache nicht. Moglicherweise wére es sinnvoll, eine
eigene Klassifikation fir die Forschung zu erstellen, mit der dieser gemeinsame Ursprung
abgebildet wird. Fir die klinische Diagnosestellung wére jedoch eine rein genetische
Einteilung der Stérungsbilder nicht ausreichend und somit ist die derzeit gebrauchliche
Gliederung in Form des DSM-V und des ICD-10 relevant (Anttila et al., 2018; Smoller, 2013).
Trotzdem sollte sich besonders der behandelnde Arzt bei der Behandlung und Begleitung
eines Erkrankten eines mdglichen gemeinsamen Ursprungs der psychiatrischen Stérungen

bewusst sein, um so adaquat, rechtzeitig und erfolgreich handeln zu kénnen.

Ein weiterer Forschungspunkt ware zudem der Umstand, dass eine genetische Assoziation
nichts Uber den kausalen Zusammenhang der Erkrankung mit dem gefundenen
Polymorphismus aussagt. Erst Giber das Wissen der biologischen Funktionen der genetischen
Loci wird es moglich sein, die zugrundeliegenden Mechanismen der Polymorphismen, bzw.
die dahinterliegenden kausalen Varianten und deren Auswirkungen auf die Atiopathogenese
der Schizophrenie zu verstehen. Dadurch kénnten neue Angriffspunkte fir Medikamente

entstehen und fir die Betroffenen auch eine gofRere Bandbreite an Therapiemoglichkeiten.

Es existieren erste Studien, welche versuchen, die biologischen Funktionen der mit
Schizophrenie in Zusammenhang stehenden Gene zu entschlusseln. Ein Beispiel ist das
ZNF804A-Gen (Zink-Finger-Protein-804A-Gen), welches als erstes Gen aus GWAS mit
Schizophrenie in Assoziation gebracht werden konnte, wobei die Funktion des Genes noch
vollig unbekannt war (Avramopoulos, 2018). Hill und Kollegen konnten belegen, dass das
ZNF804A-Gen fur ein Protein mit C2H2-Zink-Finger codiert und damit moglicherweise
regulierend tGber DNA- oder RNA-Ebene auf die Genexpression wirkt. Das ZNF804A-Gen
kénnte eine Rolle in der neuronalen Migration, dem Neuritenwachstum und der
Synapsenbildung spielen, und tber diese Mechanismen Einfluss auf die Entwicklung einer

Schizophrenie nehmen (Hill et al., 2012).

78



4 Diskussion

Eine ahnliche Fragestellung hat eine Untergruppe des Psychiatric Genomics Consortium
verfolgt (Network and Pathway Analysis Subgroup of Psychiatric Genomics Consortium,
2015). Sie suchten nach den gemeinsamen biologischen Wegen von Schizophrenie,
Depression und Bipolarer Storung, mit den aus GWAS ermittelten Daten des Psychiatric
Genomics Consortium. Die meisten Gemeinsamkeiten der drei Erkrankungen auf biologischer
Ebene waren in der Metyhlierung von Histonen, verschiedenen immunologischen- und
neuronalen Signalwegen und der postsynaptischen Dichte zu finden (Network and Pathway
Analysis Subgroup of Psychiatric Genomics Consortium, 2015). Dieses Ergebnis zeigt, dass
sich die Stdorungen nicht nur auf genetischer Ebene gleichen, sondern sich auch auf der
biologischen Ebene gemeinsame Wege teilen.

Somit ware ein wichtiger Ansatzpunkt weiterfihrender Studien, die Auswirkungen der
genetischen Veranderungen auf biologischer und somit klinischer und therapeutischer Ebene

zu erfassen.

Die molekulargenetische Forschung schafft neue Wege, die Atiologie der Schizophrenie
besser zu verstehen. Auf der Basis dieses Wissens eroffnet sich die Mdglichkeit flr neue
Therapieansétze. Dabei kénnte das DRD1-Gen ein weiterer Baustein fur die Behandlung der

Negativsymptomatik werden.
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5. Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine schwerwiegende psychiatrische Erkrankung mit multikausaler
Atiologie, heterogenem Erscheinungsbild und variablem, unvorhersehbarem Verlauf. Die
Lebenszeitpravalenz in der Allgemeinbevdélkerung betragt etwa 1%. Neben biologischen und
psychosozialen Faktoren spielen verédnderte biochemische Neurotransmittersysteme,
vorrangig Dopamin, Glutamat und Serotonin, eine Rolle. Als Ursache dafur spielen neben
Umweltfaktoren auch genetische Faktoren eine entscheidende Rolle, wie bereits in Familien-
und Zwillingsstudien gezeigt werden konnte. Dazu zahlt das durch seine Beteiligung an der
dopaminergen Neurotransmission als Kandidatengen definierte Dopamin-D1-Rezeptor-Gen.
Dieses kodiert fir den DRD-1-Rezeptor, welcher eine wichtige Stellung bei der Transmission
dopaminerger Signale innehat, in besonders hoher Dichte im prafrontalen Cortex vorkommt
und eine entscheidende Rolle bei der Verhaltens- und Antriebssteuerung, Motivation,
Aufmerksamkeit und Entscheidungsfindung spielt. Polymorphismen des DRD1-Gens fiihren
mdoglicherweise zu einer verdnderten Expression und damit auch zu einer insuffizienten
Dopamintransmission  Uber die Dopamin-1-Rezeptoren. Dies scheint mit der
Negativsymptomatik und den kognitiven Defiziten bei Schizophrenie im Zusammenhang zu
stehen.

Mittels einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie untersuchte diese Arbeit finf verschiedene
Polymorphismen des DRD1-Rezeptorgens und diskutiert deren moglichen Zusammenhang
auf die Atiopathogenese der Schizophrenie. Es wurden die Allelfrequenzen und die
Genotypverteilungen von insgesamt 614 gesunden Kontrollprobanden und 512 an
Schizophrenie erkrankten Patienten miteinander verglichen und auf Differenzen bzw.
Gemeinsamkeiten hin gepruft. Bei dem Polymorphismus rs4867798 konnte eine nominal
signifikante Differenz beim Genotypvergleich nachgewiesen werden. Der heterozygote
Genotyp C/T fand sich haufiger in der Kontrollgruppe, wahrend beide homozygoten Genotypen
Ofter in der Patientengruppe auftraten. Zudem waren die Kontrollprobanden haufiger C-
Alleltrager (Genotyp C/C und C/T) als die Schizophrenie-Patienten. Bei SNP rs2453741 zeigte
die Auswertung der Daten eine Tendenz zu einem Unterschied in der Genotypverteilung. Die
Kontrollprobanden wiesen haufiger den heterozygoten Genotypen A/C als die erkrankten
Patienten auf. Bei den Polymorphismen rs5326, rs267418 und rs1508765 waren keine
signifikanten Unterschiede zu eruieren.

Die Assoziationsergebnisse festigen die Stellung des DRD1-Gens als Suszeptibilitatsgen. Ein
weiterer Schritt wére, die biologischen Mechanismen der Polymorphismen zu erforschen. Dies
konnte das Wissen um die Atiopathogenese der Schizophrenie erweitern und neue

Ansatzpunkte fir eine bessere medikamentdse Therapie liefern.
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6. Abkurzungsverzeichnis

Abktlrzung Erklarung
5-HT2A-Rezeptor | 5-Hydroxytryptamin-2A-Rezeptor
A Adenin

AaO Age at onset

ADHS Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Syndrom

ALS Amyotrophe Lateralsklerose

bidest. bidestillatus (doppelt destilliert)

C Cytosin

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

Cl Confidence Interval 95% (Konfidenzintervall)

COMT Catechol-O-Methyltransferase

CNV Copy Number Variation

DAG Diacylglycerin

ddNTP didesoxy-Nucleotid-Triphosphat

Df Freiheitsgrad

DNMT3B DNA-Zytosin-5-Methyltransferase-3-beta

dNTP desoxy-Nucleotid-Triphosphat

DRD1-Gen Dopamin-Rezeptor-1-Gen

DRD3-Gen Dopamin-Rezeptor-3-Gen

DSM-IV bzw. V Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth
Edition bzw. fifth Edition

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FHAM Family History Assessment Module

G Guanin

GWAS Genomweite Assoziationsstudie

htSNP haplotype tag SNP

HWE Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

ICD-10 International Classification of Diseases, tenth Edition

IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat

LEBI Leibziger Ereignis- und Belastungsinventar

MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorbtion/lonisation-Time of Flight

MHC-Komplex Major Histocompatibility Complex

NMDA-Rezeptor

N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor

NRGN

Neurogranin-Gen

OR Odds Ratio

P Signifikanzwert

PANSS Positive And Negative Syndrome Scale

PASW Predictive Analytics SoftWare

PCP Phenylcyclidin

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion)
PGC Psychiatric Genomics Consortium
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PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

SBE single base extension (Einzel-Basen-Extensionsreaktion)

SCZz Schizophrenie

SD Standardabweichung

SFXN1-Gen Sideroflexin1-Gen

SKID Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-IV

SNP Single Nucleotide Polymorphism
(Einzel-Nucleotid-Polymorphismus)

T Thymidin

TCF4-Gen Transkriptionsfaktor-4-Gen

UTR Untranslatierter Bereich, untranslated region

ZNF804A-Gen Zink-Finger-Protein-804A-Gen
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