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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine chronische psychiatrische Erkrankung, Patienten sind durch sie in ihrer
Lebensqualitit und oft auch Lebenserwartung stark eingeschrinkt. Die Atiologie der Erkrankung ist
multifaktoriell, die genauen Ursachen sind weitgehend ungeklart. Bei ausgepriagter Heritablitdt
betrdgt das Lebenszeiterkrankungsrisiko anndhernd 1%. Bei der Suche nach kausalen genetischen
Loci konnten in den vergangenen Jahren mehrere Gene mit jeweils nur geringem Beitrag an der
Entstehung gefunden werden. Die Neurokinine (Synonym: Tachykinine) mit ihren bekanntesten
Vertretern Substanz P, Neurokinin A und Neurokinin B, sind mit ihren Rezeptoren NK1, NK2 und
NK3, Teil eines Neurotransmittersystems, das im zentralen- und peripheren Nervensystem sowie in
nicht neuronalen Geweben nachgewiesen wird. Die Physiologie, Pathologie und Anatomie des
Neurokininsystems ist nicht vollstindig geklart. Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte
Neurokinin-3-Rezeptor Gen (TAC3R) ist auf Chromosom 4q24 lokalisiert. Das Genprodukt ist der
Neurokinin-3-Rezeptor (NK3-Rezeptor). Nach Stimulation des Rezeptors kommt es im Tierversuch
zu einer gesteigerten Dopaminausschiittung im zentralen Nervensystem mit dopamin- und
serotoninvermittelten Verhaltensweisen, die durch den jeweiligen Antagonisten inhibiert werden. In
klinischen Studien mit schizophrenen Patienten konnte eine Verbesserung der Positivsymptomatik
durch die Gabe von NK3-Rezeptor Antagonisten gezeigt werden. Es ist daher naheliegend, dass der
NK3-Rezeptor die Pathogenese der Schizophrenie beeinflusst und ein funktionelles Kandidatengen
darstellt.  Fall-Kontroll-Assoziationsstudien = zur  Schizophrenie, die Single Nukleotid
Polymorphismen (SNPs) des NK3-Rezeptor Gens untersuchten, wurden nur an einer japanischen
Population von Saito et al. 2008 durchgefiihrt. Die japanischen Stichprobe ergab keine Hinweise fiir
eine Assoziation mit Schizophrenie. Man kam zu dem Schluss, dass das NK3-Rezeptor Gen selbst
keine Rolle bei der Entwicklung einer Schizophrenie bei Patienten japanischer Abstammung spielt,
die untersuchten SNPs jedoch moglicherweise nicht alle Haplotypen abdeckten und es andere
Varianten sind, die mit Schizophrenie assoziiert sein konnen. In der vorliegenden Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie zu fiinf SNPs des Gens an 506 Patienten und 600 Kontrollen kaukasischer
Abstammung ergab sich bei der Verteilung der Allel- und Genotypenfrequenzen kein Hinweis fiir
eine Assoziation der Polymorphismen mit Schizophrenie. Die negativen Ergebnisse der hier
vorliegenden Studie, sowie einer bereits veroffentlichten Studie zum NK3 Rezeptorgen als auch
fehlende Hinweise aus groBlen genomweiten Assoziationsstudien legen nahe, dass das

Kandidatengen eine eher untergeordnete Rolle bei der Schizophrenie spielt.
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2.1 Schizophrenie

Schizophrene Psychosen gehdren zur Hauptgruppe der endogenen Psychosen (Moller, 2005). Es
kommt zum Auftreten von charakteristischen, interindividuell oftmals sehr variablen
psychopathologischen Querschnittsbefunden mit den Hauptmerkmalen Wahn, Halluzinationen,
formalen Denkstorungen, Ich-Stérungen, Affektstorungen sowie psychomotorischen Stérungen.

Die Intensitdt der einzelnen Symptome sowie der zeitliche Verlauf der Erkrankung konnen sich
zwischen den Patienten stark unterscheiden.

Die Entstehung der Erkrankung ist multifaktoriell bedingt, wobei eine starke genetische

Komponente als auch Umweltfaktoren eine zentrale Rolle spielen (Tandon et al., 2009).

2.1.1 Epidemiologie und Verlauf

Der Anteil von Personen einer Population, die zum Zeitpunkt der Erhebung an schizophrenen
Psychosen erkrankt sind (Lebenszeitprivalenz), liegt weltweit durchschnittlich bei ca. 0,4%.

Die Anzahl der Neuerkrankungen/Jahr (Inzidenzrate) betrégt ca. 0,2 bis 0,4 pro 1000 Einwohner,
unabhingig von ethnischer Abstammung und 6konomischen Status.

Die durchschnittliche Wahrscheinlichkeit, an Schizophrenie zu erkranken, betrdgt ca. 0,72% (Saha
et al., 2005). Ménner haben ein ca. 1,4-fach hoheres Risiko als Frauen, an einer Schizophrenie zu
erkranken (Aleman et al,. 2003). Das Manifestationsalter fiir den Ausbruch der Erkrankung liegt bei
Mainnern mit einem durchschnittlichen Ersterkrankungsalter von 26,7 Jahren um drei bis vier Jahre
frither als bei Frauen mit einem durchschnittlichen Alter von 30,1 Jahren bei Ersterkrankung
(Hambrecht et al., 1992). Bei Frauen ist jedoch ein zweiter Erkrankungsgipfel in der Menopause zu
beobachten (Aleman et al., 2003). Der spdtere Beginn sowie der zweite Gipfel in der Menopause
bei Frauen wird mit einer protektiven Wirkung von Ostrogen auf D2-Rezeptoren erklirt (Hifner,
2003; Boerma et al., 2005). Die Lebenszeitprivalenz zeigt sich mit einem etwa 1,4-fachen
Erkrankungsrisiko fiir Médnner gegeniiber Frauen erhoht (McGrath et al., 2004). Die meisten
schizophrenen Erkrankungen beginnen zwischen der Pubertit und dem 30. Lebensjahr. Die

jahreszeitliche Verteilung der Geburtsdaten schizophrener Patienten zeigt eine iiberdurchschnittliche
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Haufung im Winter und Friihjahr (Héafner, 2003). Ca. 45% der Schizophreniepatienten gehoren der
untersten  sozialen Klasse an. Die sogenannte ,Selektionshypothese oder auch
,Drifthypothese*/“social-drift“ besagt, dass Patienten mit einer Schizophrenie aufgrund ihrer
Erkrankung und der damit verbundenen kognitiven und sozialen Einschrankungen einen beruflichen
und sozialen Abstieg durchlaufen (Sariaslan et al., 2016). Dass eine soziale Schicht, in der ein
Patient geboren ist, per se die Erkrankung begiinstigt (,,Milieuhypothese®) ist durch
epidemiologische Studien widerlegt (Sariaslan et al., 2016). Der Verlauf einer Schizophrenie ist
individuell sehr unterschiedlich. Das Vollbild einer Schizophrenie kann akut auftreten oder sich
langsam iiber Tage, Monate oder Jahre entwickeln (Tandon et al., 2009). Eine fakultative
Prodromalphase kann der produktiv psychotischen Phase um mehrere Jahre vorausgehen und ist
durch eine langsame Entwicklung mit Verhaltensauffilligkeiten, sozialem Riickzug,
Leistungsminderung, fremdartigen Ideen und uncharakteristischen affektiven Symptomen
gekennzeichnet (Tandon et al., 2009). Auch schizophrenietypische Symptome kénnen zu diesem
Zeitpunkt unter Umstdnden bereits beobachtet werden. Der Prodromalphase kann sich eine
Vollremission und ein symptomloses Intervall anschlieBen, oder sie kann auch sofort in eine aktive,
produktive Phase iibergehen (Tandon et al., 2009). Die aktive, produktiv psychotische Phase tritt
typischerweise akut oder per akut innerhalb von Stunden, Tagen oder wenigen Wochen in
Erscheinung, kann aber auch primér chronisch oder subchronisch im Verlauf von Wochen oder
Monaten mit einer zunehmenden Verschlechterung der Symptome oder direktem Ubergang von der
Prodromalsymtomatik verlaufen (Mdller et al., 2008). Eine Residualphase ist symptomatisch der
Prodromalphase dhnlich, oft wird das Niveau der gesunden prapsychotischen Personlichkeit nicht
mehr erreicht. Bei einem geringen Prozentsatz der Patienten kann eine chronisch aktiv psychotische
Symptomatik bestehen bleiben. Bei einem Grof3teil der Erkrankten bildet sich ein Residualzustand
aus, der durch vorwiegend negative Symptome und kognitive Defizite gekennzeichnet ist (Tandon
et al., 2009). Der Langzeitverlauf ldsst sich anhand der Drittelregel wie folgt charakterisieren: ein
Drittel erfahrt eine Remission oder leichte uncharakteristische Residuen mit gelegentlichen
Exazerbationen, ein Drittel erleidet mittelschwere uncharakteristische Residuen mit gelegentlichen
Exazerbationen, ein Drittel erleidet schwere charakteristische Residuen mit dauernden typischen
schizophrenen Symptomen, schwere ,,Defekte* mit ausgepriagter Minus- bzw. Negativsymptomatik
sowie Personlichkeitsveranderungen (Mdller et al., 2010). Als zusétzliche schwere Komplikation
zeigen sich suizidale Krisen, vor allem zu Beginn der Episoden und bei Ausbildung depressiver

Phasen. Metastudien zu Folge werden 2% bis 12% aller Suizide von schizophrenen Patienten
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begangen (Popovic et al., 2014). Auch zeigt sich eine erhohte Komorbiditét fiir weitere psychische
Storungen wie Suchterkrankungen (Modller et al., 2008). Im Laufe der Zeit haben sich fiir die
Schizophrenie glinstige sowie ungiinstige Prognosefaktoren gezeigt, iiber den individuellen
Verlaufstyp sind aber keine exakten Vorhersagen moglich. Die Prognose ist vermutlich um so
ungiinstiger, je frilher das Ersterkrankungsalter, je schleichender der Beginn, je niedriger das
pramorbide Funktionsniveau und die Schulbildung, je hoher die genetische Belastung, je mehr
strukturelle hirnmorphologische Auffalligkeiten und neurologische Zusatzbefunde zu erkennen
sind, sowie je ldnger die produktiven Episoden dauern (Moller et al., 2010). Prognostisch giinstigere
Priadiktoren stellen weibliches Geschlecht, akut auslosende Ereignisse, Ehe, Krankheitseinsicht und
gute soziale Integration dar (Moller et al., 2010). Prognostisch wichtig scheint auch die Dauer bis
zum Ansprechen der antipsychotischen Therapie sowie Dauer der unbehandelten produktiven

psychotischen Phase zu sein (Emsley et al., 2008).

2.1.2 Klassifikation

Die Klassifikation der schizophrenen Subtypen wird anhand der vorherrschenden klinischen
psychopathologischen Symptomatik vorgenommen. Es existieren zwei international giiltige
Klassifikationssysteme: ICD-10 und DMS-IV. Im ICD-10 der WHO (International Classification of
Deseases, Tenth Edition 2013/World Health Organisation) werden die paranoide, hebephrene,
katatone, undifferenzierte, die postschizophrene Depression, das schizophrene Residuum sowie die
Schizophrenia simplex im Kapitel F20 bis F29 ,Schizophrenie, schizotype und wahnhafte
Storungen* voneinander unterschieden. Im DMS-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, fourth Edition 2013), herausgegeben von der American Psychiatric Association (APA),
hingegen werden im Gegensatz zum DSM-IV und ICD-10 keine Subtypen der Schizophrenie mehr
unterschieden, da sich diese bei den jeweiligen Patienten als nicht stabil erwiesen haben (Tan et al.,
2014). Die Schizophrenie wird im DSM-V im Kapitel ,,Schizophrenie-Spektrum und andere
psychotische Storungen® beschrieben. Grundlegende Verdnderung zum DSM-IV ist, dass nun
mindestens zwei der geforderten charakteristischen Symptome (Tabelle 5, Seite 9) vorhanden sein
miissen, anstatt einem geforderten Symptom im DSM-IV, wobei ein Symptom davon Wahn,
Halluzinationen oder desorganisierte Sprechweise beinhalten muss (Schultze-Lutter et al., 2014).

Die Katatonie ist diagnoseunabhingiges Merkmal der Schizophrenie im DSM-IV und kann zudem
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als eigenstindige Diagnose auftreten. Sie ist dadurch von der Diagnose Schizophrenie abgetrennt
und es kann von einer "Schizophrenie mit Bewegungsstorungen" anstelle einer katatonen
Schizophrenie  gesprochen  werden, bei Depression von einer "Depression mit
Bewegungsstorungen" oder einer ,,bipolaren Stérung mit Bewegungsstérung (Schultze-Lutter et
al., 2014). Weiterhin wird in beiden Diagnosesystemen eine bestimmte Mindestdauer der
Symptome gefordert. Im DSM-IV betrigt die Mindestdauer durchgehend sechs Monate, wobei
dieser Zeitraum mindestens einen Monat einschlieft, in dem Symptome einer akuten Episode erfiillt
sind. Im ICD-10 wird eine Mindestdauer von vier Wochen gefordert, wobei in dieser Zeit die
Symptome die meiste Zeit vorhanden sein miissen. Zur besseren Ubersicht der Unterschiede und
Gemeinsamkeiten sind Symptome, Symptomdauer und Ausschlusskriterien aus DSM-IV und ICD-
10 in Tabelle 1-3 (Tabelle 2 und 3, Seite 6) gegeniibergestellt.

Tabelle 1: Charakteristische Symptome der Schizophrenie nach ICD-10/DMS-IV
Charakteristische Symptome nach ICD 10 Charakteristische Symptome nach DMS-1V

Kontrollwahn, Beeinflussungswahn, Gefiihl des | Wahnvorstellungen (Beziehungswahn,

Gemachten, Wahnwahrnehmung Verfolgungswahn, Grofenwahn,

korperbezogener Wahn, u.a.)

Halluzinationen jeder Sinnesmodalitét Halluzinationen jeder Sinnesmodalitét

Desorganisierte Sprechweise Zerfahrenheit oder Danebenreden

Katatone Symptome Grob desorganisiertes Verhalten oder katatones
Verhalten

Apathie, Sprachverarmung, Affektverarmung, | Antriebshemmung, Alogie, Affektverflachung
Aftfektverflachung, inadidquate Affekte (Negativsymptome)

(Negativsymtome)
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Tabelle 2: Dauer der Symptome nach ICD-10/DMS-IV

Dauer der Symptome nach ICD 10

Dauer der Symptome nach DMS-1V

Symptome miissen mindestens vier Wochen die

meiste Zeit bestehen.

Durchgehend fiir mindestens sechs Monate.
Zeitraum muss mindestens einen Monat
einschlieBen, in dem Symptome einer akuten
Episode erfiillt sind.

Wihrend Prodromal- und Residualphase konnen
auch nur negative Symptome oder
abgeschwichte Symptome einer akuten Episode

auftreten.

Tabelle 3: Ausschlusskriterien nach ICD-10/DMS-1V

Ausschlusskriterien nach ICD 10

Ausschlusskriterien nach DMS-1V

Schizoaffektive Storungen und Stérungen mit
psychotischen Merkmalen miissen nicht

ausgeschlossen werden

Schizoaffektive Storungen und Stérungen mit

psychotischen Merkmalen

Symptome konnen durch keine organische

Storung erklért werden.

Storungsbild geht nicht auf die direkte
korperliche Wirkung einer Substanz (Drogen,
Medikamente) oder eines medizinischen

Krankheitsfaktors zuriick

2.1.3 Symptomatik und Diagnose

Um die komplexe Symptomatik schizophrener Erkrankungen zu erfassen wurden in der

Vergangenheit verschiedene Einteilungen und Systeme entwickelt. Schon 1896 teilte Emil Kraeplin

in Bezug auf Verlauf und vorherrschender Symptomatik die Schizophrenien, von Kraeplin als

Dementia preacox bezeichnet, in die verschiedene Subtypen hebephrene-, katatone- und paranoid-

halluzinatorische Dementia praecox ein (Kraepelin, 1913). 1908 unterschied Eugen Bleuler

zwischen Grund- und akzessorischen Symptomen. Zu den Grundsymptomen zéhlte Bleuler

Assoziationsstorungen, Autismus, Ambivalenz und Affektstorungen. Die akzessorischen Symptome

beinhalteten Wahn, Halluzinationen und die katatone Symptomatik (Bleuler, 1911). Kurt Schneider

unterschied Symptome ersten und zweiten Ranges abhéngig von ihrer Wichtigkeit fiir die Diagnose

Schizophrenie (Schneider, 1957) (Tabelle 4, Seite 7).
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Tabelle 4: Symptome ersten- und zweiten Ranges nach Kurt Schneider

Erstrangsymptome Zweitrangsymptome
Gedanken-Lautwerden Alle tibrigen Sinnestduschungen
Dialogische Stimmen Wahneinfille

Kommentierende Stimmen Depressive und frohe Verstimmung
Gedankenentzug Erlebte Gefiihlsverarmung
Gedankenausbreitung

Wahnwahrnehmung

Gefiihl des ,,Gemachten

Es werden bei schizophrenen Psychosen sog. Negativ- und Positivsymptomatik unterschieden.
Unter dem Bergriff der negativen Symptome werden Affekt- und Sprachverarmung/Alogie,
Aufmerksamkeitsstorungen, Anhedonie und sozialer Riickzug subsumiert und sie bezeichnen einen
Mangel oder ein Fehlen psychischer Eigenschaften (Andreasen, 1982). Bei den positiven
Symptomen werden Halluzinationen, Wahn, formale Denkstorungen und bizarres oder
desorganisiertes Verhalten unterschieden und bezeichnen Symptome, die eine Ubersteigerung oder
Verzerrung von Erleben und Verhalten darstellen (Andreasen, 1982). Um die Diagnose
Schizophrenie nach ICD-10 und DSM-IV zu stellen, bedarf es keiner pathognomonischen
Symptome. Es lassen sich aber charakteristische psychopathologische Merkmale wie formale
Denkstorungen, Halluzinationen, Ich-Stérungen, psychomotorische Storungen und Stérungen des
Affekts regelhaft beobachten, die je nach Konstellation einem Subtyp der Schizophrenie nach ICD-
10 entsprechen. Um die Diagnose Schizophrenie (F 20) nach ICD-10 stellen zu konnen, muss
mindestens ein eindeutiges Symptom der Symptomgruppen 1-4 oder mindestens zwei Symptome
der Symptomgruppe 5-8 aus der Tabelle 5 diagnostiziert werden, wobei diese Symptome fiir einen

Monat die meiste Zeit bestanden haben mussen.

Tabelle 5: Charakteristische Symptome nach ICD 10
Charakteristische Symptome nach ICD 10

. Gedankenlautwerden, -eingebung, -entzug, -ausbreitung

. Kontroll- und Beeinflussungswahn; Gefiihl des Gemachten; Wahnwahrnehmungen

. Dialogische oder kommentierende Stimmen; Stimmen aus einem Korperteil

. Bizarrer, vollig ,,unrealistischer Wahn*

. Sonstige anhaltende Halluzinationen jeder Sinnensmodalitit begleitet von Wahn

. Gedankenabreissen, Zerfahrenheit, Danebenreden, Neologismen

. Katatone Symptome

0N AN N WIN |

. Negative Symptome
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2.1.4 Atiologie

In der Athiopathogenese der Schizophrenie wird von einer multifaktoriellen Entstehung der
Erkrankung mit einer gesicherten, starken genetischen Komponente ausgegangen (Gottesman et al.
1987; Cardno et al. 1999).

Genetische Prédisposition in Kombination mit neuropsychologische und biochemische
Veranderungen, Umweltfaktoren wie zum Beispiel stresserfiillte Lebensereignisse, niedriger
sozioOkonomischer Status, Geburt im stiddtischen Umfeld (van Os et al, 2000) sowie
Komplikationen in der prd- und perinatalen Schwangerschaftsphase (Cannon et al. 2002) fiihren
nach Uberschreitung einer individuellen Belastungsschwelle zur Manifestation der Schizophrenie

(Sawa et al., 2002).

2.1.4.1 Umweltfaktoren

Es gibt Hinweise, dass Virusinfektionen der Mutter wéhrend der Schwangerschaft die spétere
Manifestation der Schizophrenie beim Kind begiinstigen kdnnte (Brown et al., 2009). Vor allem
eine Infektion mit dem Influenzavirus im zweiten Trimenon der Schwangerschaft wurde mit einer
Erhohung des Erkrankungsrisikos assoziiert (Brown et al., 2009). Das zweite Trimenon scheint
auch beziiglich anderer Virusinfektionen der Mutter eine vulnerable Phase der Gehirnentwicklung
des Kindes darzustellen. Diskutiert werden unter anderem prénatale Infektionen mit Varizella-
Zoster-Viren, Herpes simplex, Polio, Masern und Rételn sowie Toxoplasmose und Erkrankungen
der Atemwege (Brown et al., 2009). Auch andere Umweltfaktoren in der prd- und perinatalen Phase
werden als Risikosteigerung fiir die Entwicklung der Schizophrenie beim Kind diskutiert. Hierunter
fallen Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen (Byrne et al., 2007), emotionaler Stress
wihrend der Schwangerschaft (Clarke et al., 2006), der Geburtsort (van Os et al., 2005) aber auch
ein erhohtes viterliches Alter (Hui et al., 2015). Ein weiterer Risikofaktor, eine Schizophrenie zu
entwickeln, besteht durch Drogenkonsum, insbesondere bei Cannabis wihrend der Pubertit,
wenngleich nicht klar ist, ob Drogenabusus in dieser vulnerablen Lebensphase einen ursédchlichen
oder auslosenden Charakter einnimmt (Degenhardt et al., 2003; DeLisi und Fleischhacker, 2015;).

Auch psychosoziale Risikofaktoren oder sogenannte ,,stressful-life-events* mit starker, negativer

Stressbelastung der Patienten und Uberschreitung einer individuellen emotionalen Belastungsgrenze
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werden als dtiologische Faktoren diskutiert (Amaresha et al., 2012). Ein eindeutiger Zusammenhang
als dtiologischer Faktor konnte aber bisher nicht detektiert werden. Es wird jedoch angenommen,
dass bei bestehender Pradisposition, insbesondere in einer Prodromalphase der Schizophrenie, die
Copingfahigkeit der Patienten in kritischen Lebenssituationen herabgesetzt ist und somit weiter
Prodromalsymptome f{ordert, was letztlich in der Manifestation der Erkrankung enden kann
(Olbrich et al., 2004). Zusammenfassend belegen oben genannte Faktoren den é&tiologischen
Zusammenhang von Umweltfaktoren und schizophrenen Erkrankungen. Der genaue Mechanismus

dieser moglicherweise epigenetischen Faktoren ist jedoch weiterhin ungeklart (Nestler et al., 2015).

2.1.4.2 Veranderungen der Neuroanatomie

Untersuchung an post mortem Gehirnen von Patienten mit Schizophrenie sowie Befunde aus
Magnet Resonanz Tomographischer (MRT) Bildgebung zeigten strukturelle Verdnderungen bei den
Patienten. Es wurden insgesamt zahlreiche strukturelle Verdnderungen im Hirngewebe
schizophrener Patienten beschrieben, jedoch stellen sich die erhobenen Befunde als uneinheitlich
dar, da in den verschiedenen Krankheitsstadien unterschiedliche Strukturen betroffen sein kénnen
(DeLisi, 2008). Ebenso ist bisher nicht geklért, ob die verschiedenen strukturellen Verdnderungen
Folge einer Entwicklungsstorung oder als degenerative Prozesse durch die Erkrankung zu verstehen
sind. Einerseits spricht das Fehlen einer Gliose in post mortem Gehirnen schizophrener Patienten
gegen einen neurodegenerativen Prozess (Harrison, 1999), andererseits sind im Erkrankungsverlauf
zum Teil fortschreitende Verdnderungen zu beobachten (Rapaport et al., 2005; Jarskog et al., 2007).

Auch bei Patienten, die vor ihrem zwolften Lebensjahr an einer Schizophrenie erkranken (COS,
Childhood Onset Schizophrenia), sind Anderungen der Neuroanatomie in der MRT feststellbar. In
Zwillingsstudien zu neuroanatomischen Verdnderungen der COS, mit jeweils einem erkrankten und
einem gesunden Zwilling, zeigen sich diese Veranderungen jedoch auch bei beim Gesunden, so dass
auch von einer genetischen Komponente dieser Verdnderungen ausgegangen werden muss (Gogtay,

2008)
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2.1.4.3 Verinderungen der Neurobiochemie

In der Schizophrenie werden bestimmte Verdnderungen der Neurotransmitter-regulierten
Signaltransduktion postuliert. Diese betreffen bisherigen Untersuchungen nach, vor allem das

dopaminerge, serotonerge und glutamaterge System (Steeds et al., 2015).

Dopaminhypothese

Eine gut untersuchte neurobiochemisch und pathophysiologische Erkldrung psychotischer
Symptome ist die sogenannte Dopaminhypothese, nach der die Symptomatik der Schizophrenie u.a.
auf einer Dysbalance des Dopaminsystems im priafrontalen Kortex und subkortikalen
mesolimbischen System beruht (Howes et al., 2009).

Dopamin zdhlt zu den Katecholaminen und stellt im ZNS ein wichtiges Neurotransmittersystem dar,
welches unter anderem entscheidend an der Regulation von neuroendokrinen Funktionen,
Kognition und Emotion beteiligt ist (Steeds et al., 2015). Dass die klassischen Neuroleptika, die zur
Behandlung psychotischer Symptome eingesetzt werden, selektiv postsynaptische D2-Rezeptoren
blockieren (Carlsson und Lindqvist, 1963; Creese et al., 1976; Boschen et al., 2015) oder daraus
eine verminderte Aktivitit dopaminerger Neurone folgt und damit eine Steigerung oder Auslosung
psychotischer Symptome durch Stimulation mit vermehrter Dopamninausschiittung bewirkt werden
kann, macht die Dopaminhypothese plausibel (Popovic et al., 2016). Obwohl diese Hypothese eine
multifaktoriell bedingte Erkrankung wie die Schizophrenie nicht alleine erkldren kann, besteht eine
direkte Beziehung zu den Symptomen und ihrer Behandlung. Jedoch erklédrt die klassische
Dopaminhypothese nicht die bei vielen Patienten zu beobachtende Dopamin D2-Antagonisten
resistente und oftmals anhaltende Negativsymptomatik wie Alogie, Affektverarmung, sozialer
Riickzug und Aufmerksamkeitsstorungen (Stone et al., 2010). Die verschiedenen
Dopaminrezeptorsubtypen sind grundsétzlich in allen Hirnregionen zu finden, wobei jedoch DI-
Dopaminrezeptoren im priafrontalem Kortex und D2-Dopaminrezeptoren im Striatum iiberwiegen
(Seeman und Seeman, 2013). Die These der Hypofrontalitit geht davon aus, dass Areale im
priafrontalen Kortex mit iiberwiegend Dopamin DI1-Rezeptor bei dieser Symptomenlage
unteraktiviert sind (Davis et al, 1991). Als Ergebnis dieser beiden Thesen resultiert ein
Ungleichgewicht von Dopamin mit Uberaktivierung subkortikaler mesolimbischer Strukturen mit

iiberwiegend Dopamin D2-Rezeptoren und Positivsymptomatik sowie eine Unteraktivierung
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prifrontaler Areale mit tiberwiegend Dopamin D1-Rezeptoren und Negativsymptomatik (Abi-

Dragham et al., 2003; Stone et al., 2010).

Serotoninhypothese

Der Einfluss des serotonergen Systems auf die Schizophrenie folgt der Beobachtung, dass einerseits
schizophreniedhnliche Positivsymptome durch die Einnahme von Halluzinogenen, auch bekannt als
sogenannte  Modellpsychose, wie z.B. Lysergsdurediethylamid (LSD), einem 5-HT
Rezeptoragonisten (5-Hydroxy-Tryptamin), ausgelost werden konnen (Meltzer et al., 2011,
Halberstadt et al., 2013) und andererseits die antipsychotische Wirkung atypischer Neuroleptika
iiber die Hemmung von Dopamin-D2 sowie Serotonin-5-HT-Rezeptoren vermittelt wird (Terry et
al., 2008). In Metaanalysen zeigten Varianten des 5-HT-2A Rezeptorgens positive Assoziation mit
Schizophrenie und anderen psychiatrischen Erkrankungen (Serreti et al., 2007). In diesem
Zusammenhang stellen Gene welche in Zusammenhang mit dem Serotoninstoffwechsel und
serotonerger Signaltransduktion stehen, plausible Suszeptibilititsgene der Schizophrenie dar und

sind Ansatzpunkt genetischer Assoziationsstudien (Reynolds et al., 2014).

Glutamathypothese

Die Glutamathypothese der Schizophrenie postuliert eine Unterfunktion des glutamtergen Systems.

Ahnlich wie bei der Dopamin- und Serotoninhypothese zeigt sich, dass verschiedene halluzinogen
wirkende Substanzen wie Phencyclidin (PCP) und Ketamin tiber ihre Wirkung als Antagonisten an
NMDA-Rezeptoren eine schizophreniedhnliche Symptomatik bei gesunden Personen verursachen
(Krystal et al., 1994; Sapkota et al., 2016). Uber eine NMDA-Rezeptorunterfunktion und der
Lokalisation dieser Rezeptoren auf GABAergen inhibitorischen Neuronen, welche glutamaterge
Pyramidenzellen hemmen, folgt eine ungehemmte Glutamatfreisetzung, die letztendlich toxisch auf
GABAerge Neuronen wirkt (Stone et al., 2007). Als Konsequenz folgt eine eine verminderte Dichte
GABAerger Neurone bei schizophrenen Patienten (Reynolds et al., 2004; Sapotka et al., 2016). Ob
ein Glutamatdefizit mit daraus konsekutiv folgender Dopaminiiberfunktion fiir die Atiologie der
Schizophrenie in Frage kommt, ldsst sich letztendlich nicht sicher bestimmen, da einerseits
GABAerge Neuronen von Dopamin beeinflusst werden, andererseits Glutamat dopaminerge
Neuronen moduliert (Stone et al., 2007). Moglich ist jedoch, dass die unterschiedlichen Symptome

der Schizophrenie durch Dysfunktionen der sich gegenseitig modulierenden Transmittersysteme
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verursacht ~ werden und  Negativsymptomatik  durch ~ NMDA-Rezeptorendysfunktion,
Positivsymptomatik hingegen durch verstarkte Aktivitit von Dopamin verursacht wird (Stone et al.,
2007). Die genannten Transmittersysteme nehmen bei komplexen Erkrankungen wie Schizophrenie
eine wichtige Rolle hinsichtlich Atiologie, Symptomatik, Verlauf und Therapiemdglichkeiten ein.
Das genaue Zusammenspiel der einzelnen Systeme ist jedoch nicht ausreichend bekannt und bedarf

weiterer intensiver Forschungsarbeit.

Neurobiochemische Modulation des Nervensystems durch Tachykinine

Die Familie der Tachykinine z&hlt zu den Neuropeptiden, tritt im Gehirn in groer Menge auf und
ist in der Lage, dhnlich wie Dopamin, Serotonin und Glutamat, die zentrale Regulation vegetativer
Funktionen wie Blutdruck und Atmung aber auch Affekt und Emotion sowie Lern- und
Gedichtnisfunktion zu beeinflussen (Severini et al., 2002; Ebner et al., 2009).

Aufgrund der Verkniipfung zum neuronalen System sowie von Erfolgen in plazebokontrollierten
klinischen Studien mit Tachykininrezeptorantagonisten, legen die Vermutung nahe, dass diese
Neuropeptidfamilie in der Atiologie psychiatrischer Erkrankungen eine bedeutende Rolle spielt
(Smith und Dawson, 2008).

2.1.4.4 Genetik in der Schizophrenieforschung

Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien

Aus Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien ist bekannt, dass Schizophrenie eine starke
genetische Basis hat (Tsuang et al., 2001). Im Vergleich zur Durchschnittsbevolkerung nimmt die
Morbiditét flir Schizophrenie mit steigenden Verwandtschaftsgrad zu Erkrankten stetig zu (Tsuang
et al., 2001). Wihrend das durchschnittliche Risiko an Schizophrenie zu erkranken in der
Allgemeinbevolkerung bei ca. 1% liegt, betrdgt es fiir Kinder eines betroffenen Elternteils bis zu
13%, sind beide Eltern an Schizophrenie erkrankt, steigt das Risiko der Kinder auf bis zu 40% an
(Moller, 2005). Besonders deutlich wird die genetische Komponente anhand von Zwillingsstudien.
In Zwillingsstudien werden die Konkordanzraten von monozygoten Zwillingen (100% genetisch
identisch), mit dizygoten Zwillingen (50% genetisch identisch), verglichen. Dabei ergibt sich bei

eineiigen Zwillingen eine Konkordanz von 31-78%, bei zweieiigen Zwillingen eine Konkordanz
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von nur 6-28%, was als starker Hinweis fiir eine genetische Ursache gewertet werden kann, aber
auch den Einfluss nicht genetischer Faktoren nahe legt, da ansonsten monozygote Zwillinge eine
vollstdndige Heritabilitit der Schizophrenie aufweisen wiirden (Gottesman et al., 1994; Sullivan et
al., 2003). In Ergédnzung zu Familien- und Zwillingsstudien kann bei Adoptionsstudien zwischen
genetischer Disposition und Umweltfaktoren als Beitrag zur Manifestation einer Schizophrenie
differenziert werden. In Adoptionsstudien wurde gezeigt, dass das Erkrankungsrisiko fiir adoptierte
Kinder von an Schizophrenie erkrankten Eltern grofer ist als das Risiko adoptierter Kinder von
nicht an Schizophrenie erkrankten Eltern (Moller, 2005). Adoptierte Kinder eines an Schizophrenie
erkrankten leiblichen Elternteils zeigten demnach auch im gesunden Umfeld einer Adoptivfamilie
dasselbe Erkrankungsrisiko wie Kinder mit einem an Schizophrenie erkrankten Elternteil, welche in
ithrer origindren Familie aufwuchsen. Dariiber hinaus zeigen im umgekehrten Fall Kinder gesunder
Eltern, welche in Adoptivfamilien mit einem an Schizophrenie erkrankten, nicht leiblichen

Elternteil aufwuchsen, kein erhohtes Erkrankungsrisiko (Kendler et al., 1994).

2.1.4.5 Molekulare Genetik in der Schizophrenieforschung

Ziel der genetischen Forschung ist es Suszptibilititsgene, deren Allele oder Allelkombinationen zu

detektieren, welche maBgeblich Schizophrenie verursachen oder diese beglinstigen.

Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Single Nucleotide Polymorphism oder  kurz SNPs, bezeichnen genetische
Basenaustauschpolymorphismen der DNA, welche die Grundlage genetischer Variabilitdt bilden.
Ein SNP entspricht der Variabilitit einer einzelnen DNA-Base eines Allels an einer definierten
Stelle. Da ca. 99,9% der DNA-Sequenzen im Genom aller Menschen identisch sind und demnach
genetische Unterschiede zwischen Individuen in den verbleibenden 0,1% des Genoms liegen
miissen, wird bei der Suche nach genetisch bedingten Erkrankungen oder genetischem Beitrag an
einer Erkrankung wie Schizophrenie, nach solchen SNPs gefahndet, die mit der jeweiligen
Erkrankung assoziiert sind (Cichon et al., 2009). SNPs sind genomweit mit einem Abstand von
durchschnittlich 100 bis 300 Basenpaaren, in codierenden und nicht codierenden Bereichen zu

finden (Rujescu und Giegling, 2010). Der Austausch eines Nukleotids in der DNA-Sequenz eines
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Gens hat in den meisten Fillen der vermutlich mehreren Millionen SNPs im menschlichen Genom
keinen Krankheitswert, er kann jedoch die Information eines Aminosdure-Codons dndern und so
das Genprodukt, was dann durch eine verdnderte Proteinzusammensetzung physiologische Defekte
nach sich ziehen kann. Die meisten Effekte von SNPs sind aber indirekt, indem sie entweder mit
einer funktionellen Variante im Kopplungsungleichgewicht liegen oder regulatorische Sequenzen

verandern.

Haplotyp-Blockstrucktur

Die Haplotyp-Blockstrucktur bezeichnet ein Organisationsprinzip des menschlichen Genoms und
beruht auf dem Prinzip der sog. Kopplung (Linkage) bzw. dem Kopplungsungleichgewicht
(Linkage-disequilibrium = LD). Sind Loci nahe auf einem Chromosom benachbart, werden sie
abhingig ihrer Entfernung zueinander oft zusammen vererbt und nicht durch ,,Crossing over* bei
der Meiose getrennt. Treten Allele abhidngig von ihrer Entfernung zueinander gemeinsam auf,
bezeichnet man dies als Kopplungsungleichgewicht oder LD. So kann bei Kenntnis einer
bestimmten Sequenzvariante auf das Vorliegen weiterer gekoppelter Sequenzvarianten
riickgeschlossen werden. DNA Abschnitte mit ausgepriagtem Kopplungsungleichgewicht werden als
sogenannte LD-Blocke bezeichnet. Die Anzahl der Allelkombinationen innerhalb dieser Blocke ist
aufgrund des LD limitiert. Haplotypen sind Nukleotidsequenzen, die fiir ein bestimmtes
Chromosom, Gen oder eine DNA Sequenz in einer Population anhand von Bestimmungen der
Genotypensequenzen in diesem Bereich vorkommender SNPs und dem beobachteten gemeinsamen
Auftreten der Allele geschitzt werden, so dass die Detektion eines bestimmten Haplotypen mit
charakteristischen SNPs ausreicht, um auf die DNA Sequenz des Blocks schliefen zu konnen
(Freudenberg et al., 2002). Mit der so gewonnenen Haplotyp-Blockstruktur ist die Eingrenzung von

DNA Bereichen mit krankheitsassoziierten Genen wesentlich schneller durchzufithren.

CNV (Copy Number Variation)

CNVs stellen wie SNPs eine Variationsmdglichkeit des Genoms dar, welche die Anzahl der Kopien
eines oder mehrerer DNA-Abschnitte im Erbgut beeinflussen.
Die Liange von CNVs betrdgt definitionsgemi3 1000 bis drei Megabasen (Mb). Die Zahl der

vorkommenden CNVs im Genom kann sich individuell durch Duplikation oder Deletion
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unterscheiden (Rujescu et al., 2008). Der Einfluss von CNVs auf Schizophrenie wurde bisher in
mehreren Studien untersucht. In der Studie von Murphy et al. (1999) wurde bereits iiber den
Zusammenhang einer Deletion auf Chromosom 22ql1, welche fiir das sogenannte Velo-Cardio-
Faziale Syndrom verantwortlich ist und dartiber hinaus auch das Risiko, an einer Schizophrenie zu
erkranken, stark erhoht, berichtet (Green et al., 2009). Kirov et al. (2008) beschrieben sowohl eine
de novo Duplikation auf Chromosom 15 als auch eine Deletion mit Auswirkungen auf das
Neurexin-1-Gen. Diese stehen in Verbindung zu Autismus und dem Syndrom der mentalen
Retardierung und werden {iiber eine erhohte Rate von CNVs in Exons des Neurexin Gens in
Zusammenhang mit Schizophrenie gebracht (Rujescu et al., 2008). In den Studien von Stefansson et
al. (2008) und des Schizophrenia Consortiums (2008) wurde {iber seltene CNVs an den Positionen
1g21.1 und 15q13.2 mit jeweils starken Effektstirken auf das schizophrene Erkrankungsrisiko,
mentale Retardierung und Autismus berichtet (Owen et al., 2009; Zhou et al., 2016). Rees et al.
untersuchten den Beitrag von CNVs an 15 mit Schizophrenie assoziierten Genloci an 6882
Patienten mit Schizophrenie und verglichen diese mit 6316 gesunden Kontrollprobanden wobei 13
der 15 CNVs bei Patienten mit Schizophrenie héufiger auftraten und davon 6 CNVs eine
signifikante Assoziation zur Schizophrenie zeigten (Rees et al., 2014). Auch die genomweite Studie
von Marshall et al. an 21094 Patienten mit Schizophrenie und 20227 gesunden Kontrollprobanden,
zeigte eine erhohtes Vorkommen von CNVs bei Patienten mit Schizophrenie mit signifikanter
Assoziation zur Schizophrenie von CNVs an acht Genloci (Marshall et al., 2017). Insgesamt muss
jedoch festgehalten werden, dass eine Steigerung des Erkrankungsrisikos durch das Vorhandensein
von CNVs nicht pathognomonisch ist, da auch bei gesunden Personen, mit leerer Anamnese
hinsichtlich psychotischer Erkrankungen, CNVs gefunden werden (Owen et al., 2009; Shishido et
al., 2014; Takumi et al., 2018). Molekulargenetische Untersuchungen verfolgen das Ziel, die
Erblichkeit direkt nachzuweisen, indem Suszeptibilitdtsgene und Gen-Regionen auf Chromosomen
bestimmt werden. Dabei kommen hauptsichlich Kopplungs- und Assoziationsstudien

komplementéir zum Einsatz.

Kopplungsstudien

In Kopplungsstudien wird untersucht, ob Markerallele mit bekannter Lokalisation und Phénotypen
bzw. Krankheiten wie Schizophrenie innerhalb einer Familie {iberzufillig oft miteinander vererbt

werden. Trifft dies zu, spricht man von Kopplung des Allels zum krankheitsverursachenden Gen
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und hat damit einen Marker fiir den entsprechenden Phinotyp. Einbezogen in dieses Studiendesign
werden aufgrund der anzunehmenden Homogenitdt genetischer Ursachen Geschwisterpaare, Trios
(Erkrankte und deren Eltern) und Multiplexfamilien (Familien mit mehr als einem Betroffenen)
(Maier et al., 1999). Initial wurde bei der Entwicklung dieses Studiendesigns propagiert, dass
einzelne Gene als Hauptverursacher existieren. Jedoch konnten erste vielversprechende Ergebnisse
zur Kopplung nicht bestitigt werden, da einzelne Mutationen als alleinige Verursacher vermutlich
nicht existieren (Owen et al.; 2004). Bei systematisch durchgefiihrten Kopplungsstudien tiber das
gesamte Genom konnten zwar Kopplungen detektiert werden, welche jedoch mit einem Abstand
von ca. 30 Centimorgan sehr grof3 sind und dariiber hinaus von anderen Studiengruppen oft nicht
bestitigt werden konnten. Die Metaanalyse von 20 genomweiten Kopplungsstudien zur
Schizophrenie mit mehr als 1200 Stammbdumen =zeigte jedoch mehr signifikante
Kopplungsergebnisse als erwartet (Lewis et al. 2003), welche bei Betrachtung kleinerer, einzelner
Kopplungsstudien nicht hitten beobachtet werden konnen. Am stérksten signifikant zeigt sich unter
anderem der Abschnitt p12-q22.1 auf Chromosom 2 (Mowry et al. 2000; Lewis et al., 2003). In der
Metaanalyse von Ng et al. (2008), in der insgesamt 32 genomweite Kopplungsstudien zur
Schizophrenie untersucht wurden, zeigten sich nach Eingrenzung der Metaanalyse auf 22
Kopplungsstudien mit Personen ausschlieBlich europédischer Herkunft keine signifikant positiven
Kopplungsergebnisse zur Schizophrenie, wohingegen in der Gesamtstichprobe eine genomweite
signifikante Kopplung fiir den Chromosomenabschnitt 2q (118.7-152 Mb) festgestellt werden
konnte und es fiir die Abschnitte 2q (103.3-134.0 Mb) sowie 5q (141.8-167.7 Mb) in der
Gesamtstichprobe Hinweise fiir Kopplung gibt, sowie sich in der europdischen Teilstichprobe
Kopplungshinweise fiir den Abschnitt 8p (15.7-32.7 Mb) finden lassen (Ng et al., 2008). Insgesamt
sind die Ergebnisse der Metaanalysen stark divergierend und stiitzen dadurch die Hypothese, das
mehrere genetische Loci mit jeweils geringem Einfluss bei der Entwicklung der Schizophrenie eine
Rolle spielen (Rujescu et al., 2009; Aberg et al., 2013). Der Nachteil von Kopplungsstudien liegt in
der aufwendigen Durchfiilhrung und der Verfiigbarkeit ausreichend groBer Stichproben, da mit
diesem Studiendesign vor allem Gene und deren Varianten detektiert werden, die eine groBere
Effektstirke aufweisen als dies bei Schizophrenie der Fall ist. Auf der Basis von
Kopplungsanalysen konnen jedoch SNPs detektiert und die damit weiterentwickelten Techniken

durchgefiihrt werden.
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Assoziationsstudien

Assoziationsanalysen vergleichen Patienten- mit gesunden Kontrollstichproben und haben zum
Ziel, ein mit einer Erkrankung assoziiertes genetisches Merkmal nachzuweisen, bzw. ob eine
bestimmte genetische Allelvariationen bei Erkrankten héufiger oder seltener vorkommt, als bei
gesunden Kontrollen und dies mit einem erhohtem Erkrankungsrisiko einhergeht. Im Gegensatz zu
Kopplungsuntersuchungen konnen mit Hilfe von Assoziationsstudien auch Gene mit nur geringem
Beitrag zur Atiologie einer komplexen, multifaktorielle bedingten Erkrankung wie Schizophrenie
untersucht werden (Rujescu, 2009). Historisch wurden vor allem funktionelle Kandidatengene
untersucht, von denen aufgrund einer pathophysiologischen Relevanz angenommen wird, dass sie
eine entscheidende Rolle in der Atiologie der zu untersuchenden Krankheit spielen, sowie
positionelle Kandidatengene, die in der chromosomalen Region liegen, welche in Kopplungsstudien
als Suszeptibilitdtsloci eingegrenzt werden konnen. Diese Assoziationsstudien zur Schizophrenie
konzentrieren sich aufgrund der Dopaminhypothese in der Atiologie der Erkrankung als auch
aufgrund der Tatsache, dass Dopaminrezeptoren von antipsychotischen Medikamenten blockiert
werden, stark auf Gene des Dopaminhaushalts. Eine Assoziation zur Schizophrenie liegt
Metaanalysen zufolge u.a. fir Homozygotie eines SNP, welcher eine Variation in der
Aminosdurezusammensetzung (Ser9Gly) im Exon 1 des Dopamin-3-Rezeptorgens verursacht, vor
(Williams et al., 1998). Weitere positive Assoziationsbefunde zeigen die Gene welche fiir die
Catechol-O-Methyltransferase (COMT) (Shifman et al.,, 2002), sowie fir das DRD2
(Dopaminrezeptor D2) Gen kodieren (Gu et al., 2015). Zur systematischen Untersuchung des
ganzen Genoms werden genomweite Assoziationsstudien (GWAS) durchgefiihrt, die aus der
Bestimmung mehrerer hunderttausender bis zu mehreren Millionen SNPs pro Proband bestehen.
Mit GWAS ist zudem eine hypothesenfreie Untersuchung und Detektion neuer Suszeptibilitdtsgene,
deren pathophysiologischer Beitrag bisher unbekannt war, moglich (Cichon et al., 2009).

In der GWAS von Shifman et al. (2008) aus gepoolter DNA =zeigt sich eine fiir Frauen
geschlechtsspezifische Assoziation eines Markers fiir das Reelin-Gen auf Chromosom 7, welche in
mehreren unabhingigen Replikationsstudien bestétigt werden konnte (Shifman et al. 2008). In einer
GWAS aus insgesamt mehr als 2300 Personen zur Schizophrenie von Kirov et al. (2008) konnte
eine Assoziation eines Markers zum CCD60 Gen auf Chromosom 12 nachgewiesen werden. In
einer von Sullivan et al. (2008) durchgefiihrten genomweiten Fall-Kontroll-Studie aus 738 Patienten
und 733 Kontrollen konnte keine genomweite signifikante Assoziation zur Schizophrenie

beschrieben werden. In der genomweiten Assoziationsstudie von O 'Donnovan et al. (2008) aus 479
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Patienten und 2937 Kontrollprobanden wurden die zwolf am stérksten signifikanten Marker in zwei
Replikationsstudien aus 16726 Teilnehmern gemischter ethnischer Abstammung untersucht und fiir
drei Marker (2q32.1, 11pl4.1, 16pl13.12) eine signifikante Assoziation zur Schizophrenie
beschrieben. In einer GWAS von Shi et al. (2009) wurde keine genomweite Assoziation zur
Schizophrenie gefunden. Shi et al. fiihrten an einer vom International Schizophrenia Consortium
durchgefiihrten GWAS mit Assoziation des Locus ZNF804A (2q32.1) zur Schizophrenie (Purcell et
al., 2009) sowie aus den Ergebnissen der GWAS von Molecular genetics of Schizophrenia eine
Metaanalyse durch, welchen signifikante Assoziationen zur Schizophrenie flir mehrere SNPs
bestdtigen konnte (Shi et al., 2009). Eine von Stefansson et al. (2009) durchgefiihrte GWAS konnte
keine signifikanten Assoziationen zur Schizophrenie belegen. In einer Metaanalyse der Marker aus
den GWAS von Stefansson et al. (2009), Purcell et al. (2009) und des International Schizophrenia
Consortium sowie Shi et al. (2009) erbrachte allerdings eine genomweite signifikante Assoziation
mehrerer Marker, unter anderem aus dem MHC Bereich (Major Histocompatibility Complex), wie
auch in der Studie von Purcell et al. (2009) (Stefansson et al. 2009). 2014 wurde von der
Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium GWAS zur Schizophrenie
verdffentlicht. Die Ergebnisse der Untersuchung aus 36989 Patienten und 113075 gesunden
Kontrollen zeigten 108 Genloci als signifikant mit Schizophrenie assoziiert, wobei 83 Loci bisher
unbekannt waren. Positive Assoziation zeigten vor allem Gene, die im Gehirn exprimiert werden,
am dopaminergen und glutamatergen System beteiligt sind und die synaptische Plastizitit
modulieren. Da auch Tachykininrezeptoren in Hirnregionen von dopaminproduzierenden Zellen zu
finden sind und diese Regionen ein neuronales Substrat psychiatrischer Erkrankungen darstellen,
liegt die Hypothese einer Beteiligung der Tachykinine und ihrer Rezeptoren an der Atiologie
psychiatrischer Erkrankungen nahe (Meltzer und Stahl, 1976; Spooren et al. 2005; Steinhoff et al.,
2014).

2.2 Tachykinine

Tachykinine (Synonym: Neurokinine) sind eine Familie von einander dhnlichen Neuropeptiden, die
als Transmitter im zentralen, peripheren und autonomen Nervensystem fungieren (Almeida et al.,
2004). Tachykinine repriasentieren wie z.B. Opioide mit Encephalin, Endorphin und Dynorphin eine
Hauptklasse der Neurotransmitter (Hoyle, 1998). Die am besten bekannten Mitglieder dieser
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Familie sind Substanz P (SP), Neurokinin A (NKA) und Neurokinin B (NKB) (Tatemoto et al.,
1985; Pennefather et al., 2004; Steinhoff et al., 2014). Des Weiteren existieren die Peptide
Neuropeptid K (NPK) und Neuropeptid y (NPy), welche eine am N-Terminus verldngerte Form des
NKA darstellen (Saffroy et al., 2003), sowie die Peptide Hemokinin-1 (HK-1, Synonym: EKA) und
deren am N-Terminus verldngerte Formen Endokinin B (EKB), Endokinin C (EKC) und Endokinin
D (EKD), die ebenfalls zu den Tachykininen gerechnet werden (Page et al., 2003; Steinhoff et al.,
2014). Gemeinsames Merkmal der Tachykinine ist die Aminosduresequenz am carboxyterminalen
Ende, die aus den Aminosduren Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2 besteht. X steht dabei fiir eine variable
hydrophobe Aminoséure, die von entscheidender Rolle fiir die Bindung am jeweils spezifischen
Rezeptor ist (Chang et al., 1971; Severini et al., 2002; Steinhoff et al., 2014). Ausnahmen bilden
dabei die Tachykinine Endokinin-C und Endokinin-D, deren Aminosdurestruktur etwas abweicht
(Page et al., 2003). Das erste und bekannteste Mitglied dieser Peptidfamilie wurde 1931 von Euler
und Gaddum im Darm und Gehirn von Pferden durch alkoholische Extraktion gewonnen und erhielt
den Namen ,,Preparation P*“, welches im atropinisierten Hasen eine periphere Vasodilatation sowie
eine Vasokonstriktion des Darms verursachte. Der Name ,,Substanz P* sowie die Charakterisierung
der pharmakologischen Eigenschaften wurden von Gaddum und Schild 1935 beschrieben (Gaddum
und Schild, 1935). Erst 50 Jahre nach Entdeckung von SP wurden zwei weitere Séduger-
Tachykinine, NKA und NKB, beschrieben (Maggio, 1985; Kimura et al., 1984; Kangawa et al.,
1983). Es folgte die Entdeckung von Neuropeptid K (Tatemoto et al., 1985) und Neuropeptid y
(Kage et al., 1988) sowie eines Gens, dem Prédprotachykinin-C, das fiir die Tachykinine Hemokinin-
1 (HK-1), Endokinin B, Endokinin C und Endokinin D codiert (Zhang et al., 2000; Kurtz et al.,
2002; Page et al., 2003).

2.2.1 Synthese der Tachykinine

Neuropeptide werden vor allem in Neuronen synthetisiert und aus unmyelinisierten afferenten C-
Fasern, myelinisierten A-delta-Fasern (Ad-Fasern) sowie autonomen efferenten Nervenfasern
sezerniert (Beaujouan et al., 2004). Die Synthese der Neuropeptide unterliegt im Vergleich zu
anderen Transmittern, deutlich komplexeren Vorgingen. Die Translation der reifen mRNA aus
Praprotachykinin-A Gen (PPT-A), Priaprotachykinin-B Gen (PPT-B) oder Praprotachykinin-C Gen
(PPT-C) generiert jeweils ein grofles Polypeptid, das als Pripropeptid bezeichnet wird, ein
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Signalpeptid, ein oder mehrere Kopien des Neuropeptides und ein oder mehrere Platzhalterpeptide
beinhaltet (Page et al., 2003). Das Signalpeptid ist dabei am N-Terminus lokalisiert, wohingegen
das eigentliche Neuropeptid und die Platzhalterpeptide, abhingig vom jeweiligen Priapropeptid,
zufdllig angeordnet sind (Pennefather et al., 2004; Steinhoff et al., 2014). Das Signalpeptid
ermoglicht dem Peptid dabei das Anheften und die Passage in das endoplasmatische Reticulum
wihrend der Synthese, wird dann jedoch rasch entfernt, um die korrekte Formation des Peptides zu
ermoglichen. Dieses Peptid wird sodann in den Golgi-Apparat transportiert wo nun die
Platzhalterpeptide entfernt werden und dann das aktive Peptid vorliegt (Page et al., 2003). Die
aktiven Peptide werden am Golgi-Apparat in sekretorische Granula verpackt und entlang des Axons
in die Nervenendigungen transportiert. Das Vorkommen der einzelnen mRNAs (a, B, v, 8) ist dabei
spezies- und gewebeabhdngig (Nakanishi, 1987; Carter und Krause, 1990). Die einmal
synthetisierten Tachykinine werden bis zum Eintreffen eines adiquaten Stimulus in den grofBen
Granula der Nervenenden gespeichert (Floor et al., 1982). Beim Saduger wurden bisher die
Tachykinine Substanz P (SP), Neurokinin A (NKA), Neurokinin B (NKB), Neurokinin K (NKA)
sowie Neuropeptid y (NKy) nachgewiesen, wohingegen bei Nicht-Sdugern weitere Tachykinine
bekannt sind (Pennefather et al., 2004). Das PPT-A Gen, bestehend aus 7 Exons, kodiert dabei fiir
die Tachykinine SP (Exon 3 und 6), NKA (Exon 3 und 6), Neuropeptid y (Exon 3, 5 und 6) sowie
Neuropeptid K (Exons 3, 4, 5 und 6). Das PPT-B Gen besteht ebenfalls aus 7 Exons und kodiert
ausschlieBlich fiir NKB, wobei die Sequenz, die fiir das NKB kodiert, in Exon 5 enthalten ist (Nawa
et al., 1983; Kotani et al., 1986; Steinhoff et al., 2014). Durch alternatives Spleilen der PPT-A pri-
mRNA entstehen drei verschiedenen mRNAs: a-PPT, aus welchem SP entsteht, B-PPT aus welchem
sich SP, NKA und Neuropeptid K ableiten und y-PPT aus welchem sich SP, NKA und Neuropeptid
v ableiten (Nawa et al., 1984; Krause et al., 1987; MacDonald et al., 1989). Das PPT-C Gen besteht
aus 5 Exons, wobei die Sequenz fiir Hemokinin-1 in Exon 2 lokalisiert ist, und durch alternatives
Spleiflien des PPT-C Transkriptes ausserdem vier weitere spezifische mRNAs (a, B, y, 6) generiert
werden konnen, aus denen sich EKA (Endokinin A), EKB (Endokinin B), EKC (Endokinin C) und
EKD (Endokinin D) ableiten (Page et al., 2003). Tachykinine wurden bisher in vielen verschiedenen
Spezies gefunden, was dafiir spricht, dass es sich bei diesen Peptiden um ein in der Evolution weit
verbreitetes Prinzip handelt (Severini et al., 2002). Abbildung 1 auf Seite 21 zeigt schematisch die
Tachykininsynthese aus den PPTA-, PPTB-, und PPTC-Genen. Tabelle 6 auf Seite 22 zeigt einen
Uberblick der Tachykinine, ihrer Prikursoren und deren Aminosiurenzusammensetzung. Abbildung

2 auf Seite 22 zeigt die chemische Strukturformel von Tachykinin B.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Tachykininsynthese aus den PPTA-, PPTB- und PPTC-Genen (modifiziert nach
Pennefather et al., 2004)
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Tabelle 6: Tachykinine (Auswahl), Prakursorgene und Aminoséduren der Proteine

Tachykinin Priikursor Aminosduresequenz
SP a-, B-, y-Préprotachykinin A | Arg-Pro-GlIn-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2
NKA -, y-Préprotachykinin A | His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH>

Asp-Ala-Asp-Ser-Ser-1Ile-Glu-Lys-Gln-Val-Ala-Leu-
Neuropeptid K B-Praprotachykinin A | Leu-Lys-Ala-Leu-Tyr-Gly-His-Gly-Gln-Ile-Ser-His-
Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2

Asp-Ala-Gly-His-Gly-Gln-Ile-Ser-His-Lys-Arg-His-

Neuropeptid y y-Priaprotachykinin A
Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2

NKB Priprotachykinin B Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2

Hemokinin-1 Praprotachykinin C Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2

Nicht aufgelistet sind die Endokinine

Abb. 2: Chemische Strukturformel Tachykinin B (Topaloglu et al., 2008)
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2.2.2 Gewebedistribution von Tachykininen

Die meisten immunhistochemisch und molekularbiologischen Studien zur Distribution der
Tachykinine vor allem im Gehirn, stammen aus Versuchen an Nagern und Schweinen. SP zeigt
dabei eine weite Verbreitung in neuronalen Zellen und Nervenfasern in vielen Bereichen des ZNS
wie Striatum (Bolam et al., 1983), limbisches System (Roberts et al., 1984), Medulla oblongata,
Pons und Cerebellum (Menetrey und Basbaum, 1987) sowie im Cortex und Hippocampus (Iritani et
al., 1989). Die hochste Konzentration von SP im ZNS zeigen Substantia nigra und Hinterhorn des
Riickenmarks (Douglas et al., 1982). Eine Co-Lokalisation von SP mit Serotonin und GABA (y-
Aminobuttersdure) konnte fiir Neurone der Raphe Kerne in der Medulla oblongata gezeigt werden
(Magoul et al.,, 1986). Im peripheren Nervensystem konnte SP in Hinterwurzelganglien und
sensorischen Neuronen sowie in den meisten autonomen Ganglien als auch in Neuronen des
intrinsisch-enterischen Systems nachgewiesen werden (Davis et al., 1985; Costa et al., 1985). Die
Verteilung von SP in Neuronen und Nervenfasern des menschlichen Gehirns ist dem des
Rattengehirns sehr &hnlich und zeigt eine eine hohe Dichte im Nucleus caudatus, Putamen,
Substantia nigra und Hirnstamm (Halliday et al., 1990, Satake et al., 2013). Im Cortex und
Hippocampus zeigt sich beim Menschen, verglichen mit dem Rattengehirn, in dem die hochste
Dichte an SP in Substantia nigra zu finden ist, eine hohere Dichte an Zellen und Fasern mit SP
(Cooper et al., 1981; Satake et al., 2013). Die anderen klassischen Tachykinine NKA und NKB,
werden im Nervensystem in wesentlich geringerer Dichte nachgewiesen als SP (Chahl, 2006;
Satake et al., 2013). Studien, die auf Grundlage von molekularbiologischen Techniken wie der
Polymerasekettenreaktion (PCR) den Nachweis von DNA oder RNA verfolgen, zeigen dass sowohl
PPT-A mRNA als auch PPT-B mRNA stark im ZNS exprimiert werden (Satake et al., 2013). Da
sich NKA von B-PPT mRNA und y-PPT mRNA ableiten lassen, tritt NKA nur in Co-Lokalisation
mit SP auf, welches sich ebenfalls von diesen mRNAs ableiten ldsst (Pennefather et al., 2004;
Satake et al., 2013). NKB leitet sich von der PPT-B mRNA ab, ist somit unabhédngig vom Auftreten
von SP zu lokalisieren und wird vor allem im ZNS und enterischen Nervensystem nachgewiesen
(Kotani et al. 1986; Pennefather et al., 2004; Satake et al., 2013). Da die klassischen Tachykinine im
Zellsoma synthetisiert und anschlieBend in die Nervenenden transportiert werden, findet sich die
jeweilige mRNA vor allem dort, wohingegen die jeweiligen Peptide in den Nervenfasern
nachgewiesen werden (Chahl, 2006). Daher findet man mit immunhistochemischen Methoden

Tachykinine auch in Geweben, die keine dazugehorige mRNA enthalten (Chahl, 2006). Die
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Hauptquelle der Tachykinine scheint molekularbiologischen Studien zufolge das zentrale ZNS zu
sein. PPT-A mRNA findet sich dabei fast ausschlieBlich im Gehirn, wohingegen andere alternative
Transkriptionsprodukte (vor allem Neuropeptid K und Neuropeptid y) in peripheren Geweben
iiberwiegen, jedoch ebenfalls im ZNS zu finden sind (Nakanishi et al., 1987; Pennefather et al.,
2004; Satake et al., 2013). SP und NKA sind innerhalb des gesamten ZNS weit verbreitet,
wohingegen NKB und PPT-B mRNA hauptsdchlich im Hypothalamus und im Hinterhorn des
Riickenmarks zu finden sind (Nakanishi et al., 1987; Goubillon et al., 2000). Tachykinin mRNAs
sind ebenfalls in verschiedenen peripheren Nervengeweben, wie z.B. Capsaicin-sensitiven und
Capsaicin-resistenten Neuronen anzufinden (Maggi et al, 1988; Myers et al.,, 2002). Im
Gastrointestinaltrakt werden PPT-A y-mRNA (80-90%) und PPT-A B-mRNA (10-20%) v.a. im
intrinsisch-enterischen Neuronen angetroffen, wohingegen in intrinsisch-sensorischen Neuronen so
gut wie nur SP nachgewiesen wird (Holzer und Holzer-Petsch, 1997; Pennefather et al. 2004;
Satake et al., 2013). Auch der Nachweis von Tachykininen in unterschiedlichen nicht-neuronalen
Geweben ist gut belegt. In Sdugetieren z.B. werden SP und NKA in Speicheldriisen, Herzmuskel,
Haut, Milz, Nebennieren, Uterus, Hoden und Leydig-Zellen, Zellen des Immunsystems, in der
Arteria pulmonalis sowie in den Nieren und der Schilddriise gefunden (Page et al., 2003; Pinto et
al., 2004; Pennefather et al., 2004), sowiec PPT-B mRNA in Nieren, Plazenta, Hoden, Uterus und
Bronchien und PPT-C mRNA vor allem in Herz, Muskeln, Schilddriise, Haut und Nebennieren
(Page et al., 2003; Pinto et al., 2004; Pennefather et al., 2004; Satake et al., 2006). Allein die
Tatsache, dass eine Substanz in Neuronen und/oder Axonen nachgewiesen wird, stellt noch keinen
ausreichenden Beweis fiir seine Funktion als Neurotransmitter oder Neuromodulator dar. Jedoch der
Nachweis, dass spezifische Rezeptoren fiir Tachykinine existieren, sowie der Befund, dass
Tachykinine von Nervenzellen durch physiologische und nicht physiologische Reize (Kalium,
Capsaicin, elektrisch) iiber einen Calcium abhédngigen Mechanismus freigesetzt werden und

ihrerseits Neuronen erregen konnen, etabliert diese Peptide als Neurotransmitter (Chahl, 2006).

2.2.3 Tachykininrezeptoren

Tachykinine vermitteln ihren biologischen Effekt iiber spezifische Membranrezeptoren, die zur
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) der Klasse 1 (,,rhodopsin-like*) zdhlen und
dhnliche Strukturen sowie Funktionsprinzipien zeigen (Nakanishi et al., 1991, Pennefather et al.,

2004, Almeida et al., 2004; Steinhoff et al., 2014). Die GPCRs stellen eine Protein Superfamilie dar,
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deren DNA Sequenzen ca. 1% des gesamten Genoms einnehmen und in der zelluldren
Signaltransduktion eine Schliisselrolle spielen (Almeida et al., 2004). Das Prinzip dieser Rezeptoren
besteht in der Signaltransduktion eines extrazelluldren Stimulus in eine intrazelluldre Antwort. Auf
diesem Weg vermitteln wichtige Neurotransmitter wie Noradrenalin, Adrenalin, Acetylcholin,
Dopamin, Serotonin, Glutamat und Tachykinine ihre Wirkung. Die GPCRs werden nach
funktionellen Gesichtspunkten in fiinf Klassen (A-E) eingeteilt. Die Rezeptoren sind aus sieben
transmembrandren Helixstrukturen aufgebaut, welche iiber drei intra- und extrazellulire Loops
verbunden sind. Das extrazellulire Andocken eines Liganden fiihrt =zu einer
Konformationsdnderung des Rezeptors, wodurch intrazelluldr iiber Stimulation des G-Proteins eine
Signalkaskade in Gang gesetzt wird (Severini et al., 2002). GDP (Guanosindiphosphat) wird von
der a-Untereinheit des G-Proteins abgespalten und GTP (Guanosintriphosphat) gebunden, was zur
Loslosung des G-Proteins vom Rezeptor fiihrt. Das geloste G-Protein dissoziiert anschlieend in
eine o-Untereinheit und eine Py-Untereinheit, welche beide weitere Signalkaskaden auslosen
kénnen (Knall und Johnson, 1998). Uber diese Signalkaskade wird im niichsten Schritt die
Phospholipase C aktiviert und durch diese PIP2 (Phosphatidyl-Inositol-4,5-bisphosphat) in DAG
(Diacylglycerin) und IP3 (Inositol-1,4,5-trisphosphat) gespalten. Es kommt so zur IP3 vermittelten
intrazelluldren Erhohung der Calciumkonzentration aus dem Endoplasmatischen Retikulum (Knall
und Johnson, 1998). Die erhohte Calciumkonzentration aktiviert als Second-Messenger zusammen
mit DAG letztendlich die Proteinkinase C und iiber diese vermittelt kommt es zur zelluldren
Antwort (Nakanishi et al., 1990; Knall & Johnson, 1998). Abhéingig von der
Tachykininkonzentration wird auch die Adenylatcyclase aktiviert, was letztendlich zur cAMP
(cyclisches Adenosin Mono-Phosphat) Produktion aus ATP (Adenosintriphosphat) fithrt. cAMP
kann an die regulatorische Untereinheit der Proteinkinase A binden und deren katalytische Funktion
aktivieren, was zur Ubertragung von Phosphatresten auf andere Enzyme fiihrt und Einfluss auf
deren Aktivitét hat (Maggi et al., 1997). Beendet wird der aktive Rezeptorzustand durch die GTPase
der a-Untereinheit via Hydrolyse des gebundenen GTPs, was zur Reassoziation mit der der PBy-
Untereinheit fiithrt und eine Refraktdrphase nach sich zieht (Knall und Johnson, 1998).
Tachykininrezeptoren sind nicht nur beim Menschen an der zelluliren Kommunikation beteiligt,
sondern konnten in verschiedenen Spezies nachgewiesen werden (Almeida et al., 2004). Bis 2020
wurden beim Menschen drei verschiedene Tachykinin-Rezeptoren (NK1, NK2, NK3) identifiziert
(Nakanishi, 1991; Gerard et al., 1993; Maggi et al., 1995; Almeida et al., 2004; Satake et al., 2013;

Steinhoff et al., 2014). Der humane NK1-Rezeptor setzt sich aus 407 Aminosduren zusammen, der
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humane NK2-Rezeptor aus 398 Aminosduren. Der humane NK3-Rezeptor ist am Aminoterminus
langer als die beiden anderen und zdhlt 465 Aminosduren (Maggi et al., 1995; Steinhoff et al.,
2014). Bei anderen Spezies finden sich z.T. abweichende Léangen (Almeida et al., 2004). Die
humanen Tachykininrezeptoren 1 bis 3 weisen untereinander eine zu anndhernd 50% dhnliche
Aminoséurestruktur auf (Almeida et al., 2004). Die Rezeptoraffinitit zum jeweiligen Agonisten
wird durch den N'-Terminus der Proteinsequenz bestimmt (Almeida et al., 2004). Die hochste
Affinitdit zum NK1-Rezeptor weist SP auf, gefolgt von NKA und NKB, die hochste Affinitit zum
NK2-Rezeptor zeigt NKA, gefolgt von NKB und SP (Regoli et al., 1994; Garcia-Recio und Gascon,
2015). Der NK3-Rezeptor bindet NKB am selektivsten, gefolgt von NKA und SP (Regoli et al.,
1994; Garcia-Recio und Gascon, 2015). Die Selektivitidt der Tachykinine zu ihren Rezeptoren ist
nicht auBlerordentlich hoch und sie konnen deshalb konzentrationsabhingig jeweils an allen drei
Rezeptoren als Agonisten auftreten, was sich jedoch abhidngig von Ligand und Rezeptortyp, die
aufeinandertreffen, in der Intensitit der zelluldren Antwort widerspiegelt (Regoli et al., 1994,
Almeida et al., 2004; Satake et al., 2013; Garcia-Recio und Gascon, 2015). Tabelle 7 zeigt die

Affinitdt der verschiedenen Tachykinine abhéngig vom jeweiligen Tachykininrezeptor.

Tabelle 7: Affinitdt der Neurokinine zum jeweiligen Rezeptor aus (Garcia-Recio und Gascén, 2015)

Rezeptor Affinitiit
Neurokinin 1 Rezeptor Substanz P > Tachykinin A > Tachykinin B
Neurokinin 2 Rezeptor Neurokinin A > Neurokinin B > Substanz P
Neurokinin 3 Rezeptor Neurokinin B > Neurokinin A > Substanz P

Tachykinin-Rezeptor-Gene

Die Gene, welche fiir Tachykininrezeptoren codieren, sind jeweils dhnlich aufgebaut. Sie bestehen
aus finf Exons sowie vier Introns, welche die proteincodierenden Sequenzen, in identischer
Position unterbrechen (Krause et al., 1993; Almeida et al., 2004). Dabei ist die Familie der
Tachykininrezeptoren eine der wenigen innerhalb der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, welche
noch Introns beinhalten (Pennefather et al. 2004; Garcia-Recio und Gascon, 2015). In Tabelle 8 auf
Seite 27 sind die bekannten humanen Tachykinin Rezeptoren 1 bis 3 mit dem jeweils codierenden
Gen und chromosomaler Position zusammengefasst. Die Affinitdt des Rezeptors ist von Variationen

im 5' Ende abhingig.
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Tabelle 8: Uberblick der bekannten humanen Tachykinin Rezeptoren mit genetischer Lokalisation

Rezeptor Gen chromosomale Position
NK1 TACIR 2pl3.1-pl2
NK2 TAC2R 10gq11-g21
NK3 TAC3R 4q24

2.2.4 Distribution des NK3-Rezeptors im zentralen Nervensystem

Neurokinin-3-Rezeptoren (NK3-Rezeptor) werden vor allem in Gehirn und Riickenmark gefunden,
wobei sie im Vergleich zu den NK1- und NK2-Rezeptoren in geringerer Dichte vorkommt (Almeida
et al., 2004). Studien am Tiermodell zur Distribution des NK3-Rezeptor zeigten speziesabhidngig
unterschiedliche Verteilungsmuster innerhalb des ZNS (Massi et al., 2000; Nagano et al., 2006).

Jedoch besteht Konsens iiber das Vorkommen von NK3-Rezeptor mRNA im ZNS (Buell et al.,
1992; Langlois et al., 2001), sowie iiber die Hirnregionen, die Senktide binden (Spooren et al.,
2005). Senktide sind synthetische Peptide, die eine hohe Affinitit zum NK3-Rezeptor aufweisen
und dort als selektive Agonisten fungieren (Spooren et al., 2005). Der Einfluss dieses NK3-
Rezeptor Agonisten auf emotionales Verhalten sowie verschiedener Lern- und Gedachtnisprozesse
bei Sdugetieren wurde in mehreren Studien bestdtigt (Ukai et al., 1996; Saito et al., 2008). Eine
Senktidebindung beim Sduger wurde im frontalen und parietalen Kortex, dem Cingulum, der
Amygdala, dem Hippocampus, der Substantia Nigra, dem ventralen Tegmentum und den
Raphekernen nachgewiesen (Stoessl, 1994; Langlois et al., 2001; Spooren et al., 2005). Die
zelluldre Lokalisation der NK3-Rezeptoren im Mesencephalon wurde im Tierversuch mittels
Liasionstechnik untersucht, wobei ein Neurotoxin, 6-Hydroxydopamin, in das mediale
Vorderhirnbiindel infundiert wird und es so zu einer retrograden Degeneration von Axonen und
Zellen kommt, welche die Senktide-Bindung im ventralen Mesencephalon stark reduziert (Stoessl et
al., 1994). Daraus kann geschlossen werden, dass NK3-Rezeptoren unter anderem auf der
Oberfliche von dopaminergen Zellen innerhalb der hauptsidchlich dopaminproduzierenden
Zellgruppen im Mesencephalon lokalisiert sind (Langlois et al., 2001). Uberdies hinaus konnte in
neurochemischen Untersuchungen von Marco et al. (1998) und Nalivaiko et al. (1997) eine
Steigerung der Dopaminsekretion in Nucleus accumbens, Striatum und prifrontalen Cortex durch
Senktide beobachtet werden. Im Tiermodell zeigten sich verstirkte dopaminvermittelte
Verhaltensweisen wie Schniiffeltrieb und Bewegungsdrang nach Gaben von NK3-Rezeptor

Agonisten (Stoessl et al., 1991).
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2.2.5 Rolle des NK3-Rezeptors in der Atiologie von Erkrankungen

NK3-Rezeptor und hypogonadotroper Hypogonadismus

Mutationen im NK3-Rezeptor Gen sowie im NKB Gen scheinen fiir eine Form des familidren
hypogonadotropen Hypogonadismus verantwortlich zu sein (Topaloglu et al., 2009; Guran et al.,
2009; Gianetti et al., 2010). Wie bereits beschrieben, wird der NK3-Rezeptor im ZNS, und hier
auch in Bereichen, die fiir Regulierung der GnRH (Gonadotropin-Releasing-Hormon) Ausschiittung
verantwortlich sind, exprimiert (Topaloglu et al., 2009; Guran et al., 2009; Gianetti et al., 2010).
Das NK3-Rezeptor Gen einer tiirkischen Familie mit Drillingen, welche alle von einer Form des
hypogonadotropen Hypogonadismus betroffen waren, wurde von Guran et al. (2009) sequenziert.
Es zeigte sich bei allen drei betroffenen Kindern dieselbe Mutation im NK3-Rezeptor Gen
(His148Leu), die einen extrazelluldr lokalisierten Rezeptoranteil des NK3-Rezeptors verdndert und
so zu einer inaddquaten Rezeptorantwort durch die Stimulation mit NKB fiihrt. Alle drei
Tachykininrezeptoren sind dariiber hinaus an der Regulation des Urogenitalsystems beteiligt.
Ureterperistaltik, Kontraktion der Harnblase und glatten Muskulatur der Genitalien sowie
Steroidsekretion, Hoden und Ovarien werden iiber die Tachykininrezeptoren beeinflusst (Candenas

et al., 2005; Steinhoff et al., 2014).

NK3-Rezeptor/NKB und Prieklampsie

Der Beitrag von NKB und seines Rezeptors in der Prieklampsie als &tiologischer, diagnostisch-
pradiktiver und moglicherweise auch therapeutischer Faktor ist schon seit mehr als zehn Jahren
Gegenstand durchgefiihrter Studien. Die genauen Ursachen dieser Erkrankung sind noch immer
unklar, jedoch scheint eine multifaktorielle Athiopathogenese als wahrscheinlich (Page et al., 2010).
In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass es bei priaeklamptischen
Schwangerschaften, vor allem im letzten Trimenon, zu einem signifikantem Anstieg von NKB im
maternalen Blutkreislauf kommt (Page et al., 2010). Die genaue Atiologie dieses NKB Anstiegs ist
unklar, der Befund kann jedoch als Indikator fiir den weiteren Verlauf der Erkrankung genutzt
werden und eine Behandlung mit Neurokinin-Rezeptor-Antagonisten eine therapeutische Option

darstellen (Page et al., 2010).
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Der NK3-Rezeptor und Alkoholabhingigkeit

Auch scheint der NK3-Rezeptor mit Alkohol- und Kokainabhéngigkeit assoziiert zu sein (Foroud et
al., 2009). In mehreren genetischen Studien zur Atiologie der Alkoholabhiingigkeit wurde bereits
eine breite Region von Chromosom 4 auf diese Erkrankung hin untersucht und das NK3-Rezeptor
Gen als positionelles Kandidatengen identifiziert (Foroud et al., 2008). Pharmakologische Studien
konnten zeigen, dass die Gabe von NK3-Rezeptor-Agonisten zu vermindertem Craving und damit
zu reduziertem Alkoholkonsum bei Abhidngigen fiihrt und iiber dies hinaus die akuten und
chronischen Verhaltensidnderungen, die durch Kokainkonsum verursacht werden, dimpfen kann
(Foroud et al., 2008). Foroud et al. genotypisierten 30 SNPs des NK3-Rezeptor Gens in einer
familienbasierten Assoziationsstudie zur Alkohol- und Kokainabhéngigkeit und konnten sieben von
neun SNPs in der 3'Region des Gens mit einer signifikanten Assoziation (p </= 0,05) zu dieser

Erkrankung identifizieren (Foroud et al., 2008).

2.2.6 Rolle des NK3-Rezeptors in der Atiologie der Schizophrenie

Die Lokalisation der NK3-Rezeptoren in Hirnregionen der dopaminproduzierenden Zellen, ist fiir
das Verstehen der Wirkungsweise des NK3-Rezeptors von Bedeutung, da diese Hirnregionen ein
neuronales Substrat von psychiatrischen Erkrankungen bilden (Meltzer und Stahl, 1976; Spooren et
al. 2005; Steinhoff et al., 2014). Interaktionen des NK3-Rezeptorsystems mit dem ZNS wurden in
mehreren pharmakologischen Studien untersucht (Massi et al., 2000). Dabei konnten Tachykinine
und ihre Rezeptoren in Regionen fiir Verhalten wie Stress, Emotion, Angst und Stimmung
lokalisiert werden, welche wiederum in enger Beziehung zu serotonergen, dopaminergen und
noradrenergen Transmittersystemen stehen (Ebner et al., 2009). Die Erfolge in klinischen Studien
mit zwei nicht peptidischen NK3-Rezeptor Antagonisten, Osanetant und Talnetant, bei
schizophrenen Patienten mit ausgepragter Positivsymptomatik sprechen ebenfalls fiir eine
Beteiligung des NK3-Rezeptors an der Pathophysiologie der Schizophrenie (Steinhoff et al., 2014).
Osanetant ist der erste nicht peptidische, potente Antagonist, der selektiv am NK3-Rezeptor bindet
und aus dem der selektive NK2-Rezeptor Antagonist Saredutant (SR48968) weiterentwickelt
wurde. Er zeichnet sich pharmakokinetisch im Tierversuch durch eine hohe Clearance aus, ist
jedoch oral nur schlecht bioverfligbar (Spooren et al., 2005; Steinhoff et al., 2014). Talnetant ist

ebenfalls ein potenter und selektiver NK3-Rezeptor-Antagonist und wurde urspriinglich konzipiert,
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um Liganden am NK1-Rezeptor zu untersuchen, zeichnet sich im Gegensatz zu Osanetant durch
eine gut orale Bioverfiigbarkeit aus, besitzt jedoch eine schlechte Clearance (Spooren et al., 2005).
Meltzer et. al. zeigten 2004 in einer Placebo kontrollierten Studie bei schizophrenen Patienten ein
signifikante Verbesserung positiver Symptome durch den selektiven, nicht peptidischen NK3-
Rezeptor-Antagonisten Osanetant (SR142801), mit weniger unerwiinschten Nebenwirkungen als
bei herkdmmlichen Dopamin-Rezeptor Antagonisten. Eine Metastudie zur Anwendung von NK3-
Rezeptor Antagonisten bei schizophrenen Patienten zeigte ein positives Wirkungsprofil dieser
Substanzklasse (Simonsen et al., 2010). Das Vorkommen von NK3-Rezeptoren auf Dopamin
produzierenden Zellen im ventralen Mesencephalon legt die Vermutung nahe, dass NK3-
Rezeptoren den Dopaminstoffwechsel beeinflussen. Diese Vermutung wurde bereits durch Humpel
et al. (1991) erhértet, die im Tierversuch nachweisen konnten, dass eine Infusion von Substanz P in
hohen Dosen, das dabei aufgrund der niedrigen Rezeptorselektivitdt auch an NK3-Rezeptoren als
Agonist auftritt, im ventrale Mesencephalon zu einer neuronalen Aktivierung und einer Anderung
der Dopamninausschiittung fiihrt, was im Tierversuch dopaminvermittelte Verhaltensweisen wie
Gédhnen und Kauen erzeugte, sowie zur Beobachtung, das dieses Verhalten durch Dopamin-
Rezeptor Antagonisten wie z.B. Haloperidol teilweise antagonisiert werden kann (Stoessl et al.,
1991). Ebenso konnte gezeigt werden, dass Senktide dopaminsensitive Zellen der Substantia Nigra
erregen, wohingegen selektive NK1-Rezeptor und NK2-Rezeptor Agonisten dazu nicht in der Lage
sind (Seabrook et al., 1995). Diese Beobachtungen werden von der Tatsache untermauert, dass die
Erregung von dopaminergen Zellen durch selektive NK3-Rezeptor Agonisten wie Senktide auch
nur durch selektive NK3-Rezeptor Antagonisten, wie z.B Osanetant, aber nicht durch selektive
NK1-Rezeptor oder NK2-Rezeptor Antagonisten, blockiert werden kann (Nalivaiko et al., 1997).

Zusammenfassend zeigen die angefiihrten Ergebnisse, dass durch selektive NK3-Rezeptor
Agonisten die Dopaminausschiittung im ventralen Mesencephalon sehr wahrscheinlich erhoht
werden kann, sowie dadurch die Dopaminfreisetzung im ventralen und dorsalen Striatum und
prafrontalen Cortex und dies eine direkte Folge der Erregung dopaminerger Neuronen durch den
NK3-Rezeptor darstellt (Marco et al., 1998; Nalivaiko et al., 1997; Dawson et al., 2008). Neben der
Interaktion des NK3-Rezeptors mit dopaminergen Zellen, beeinflusst der NK3-Rezeptor auch den
Serotonin- und Noradrenalinhaushalt (Spooren et al., 2005). Wird ein NK3-Rezeptor Agonist
intracerebroventiculdr (ICV) oder direkt in die Raphae Kerne eingebracht, fiihrt dies im Tierversuch
zu Serotonin vermittelten Verhaltensweisen wie z.B. Kopfzucken und letztlich zum sogenannten

Serotoninsyndrom mit seinen Symptomen (Stoessl et al., 1988). Unterstiitzt wird diese Tatsache
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durch die Beobachtung, dass Teile des durch NK3-Rezeptor Agonisten ausgeldsten
Serotoninsyndroms durch Antagonisten wie z.B. Ketanserin, Pindolol oder Ritanserin an 5-
HT1a/2a/2¢ Rezeptoren, unterdriickt werden konnen (Stoessl et al., 1988). Serotonerge Neurone
modulieren kognitive Fahigkeiten und ihre Rezeptoren sind iiber selektive Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer Ansatzpunkt in der Behandlung von psychiatrischen Erkrankungen wie
Depression (Cifariello et al., 2008). Ebenso wird im Tierversuch bei einer ICV- oder lokalen
Infusion von NK3-Rezeptor Agonisten wie Senktide ein steigender Noradrenalin- und GABA-
Spiegel (y-Aminobuttersdure) im priafrontalen Cortex beobachtet, welcher durch Vorbehandlung mit
Antagonisten am NK3-Rezeptors deutlich geringer ausfallt (Bert et al., 2002). Analog zu den
Versuchen mit NK-3-Rezeptor Agonisten und Antagonisten im Tiermodell wurden eine deutliche
Erhohung des extrazelluldren Acetylcholins im Hippocampus beschrieben (Marco et al., 1998). In
Zusammenfassung dieser Beobachtungen kann folglich geschlossen werden, das es durch
Aktivierung der NK3-Rezeptoren zur Freisetzung der biogenen Amine Dopamin, Serotonin,
Acetylcholin, GABA und Noradrenalin kommt und durch selektive NK3-Rezeptor Antagonisten die
Freisetzung dieser Neurotransmitter vermindert wird. Dies schlie3t insbesondere auch Dopamin im
ventralen und dorsalen Striatum sowie Serotonin mit ein, die beide eine zentrale Rolle in der
Pathophysiologie der Schizophrenie spielen (Meltzer et al., 1976, Spooren et al., 2005; Steinhoff et
al., 2014). Aufgrund der aufgefiihrten Beobachtungen wurde auch von einer japanischen
Forschergruppe das NK3-Rezeptor Gen als plausibles, funktionelles Suszeptibilititsgen der
Schizophrenie angesehen. Es wurde eine Assoziationsstudie zu neun SNPs des NK3-Rezeptor Gens
an einer japanische Population mit 384 schizophrenen Patienten und 385 gesunden Kontrollen
durchgefiihrt, welche jedoch keine signifikante Assoziation der untersuchten SNPs nachweisen

konnte (Saito et al., 2008).
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2.3 Fragestellung

In der Atiologie der Schizophrenie gilt eine starke genetische Komponente als gesichert.

Die genauen Ursachen dieser lebenslangen und mit weitreichenden Konsequenzen verbundenen
Erkrankung bleiben jedoch weiterhin ungeklart.

Eine geeignete Methode, um den genetischen Ursachen dieser komplexen Erkrankung nédher zu
kommen, ist die Suche nach Suszeptibilititsgenen mit Hilfe von Fall-Kontroll-Assoziationsstudien.
Das NK3-Rezeptor Gen erweist sich hinsichtlich der Pathophysiologie der Schizophrenie als
wichtiges funktionelles Kandidatengen.

Ziel dieser Studie ist es, einen Zusammenhang von fiinf SNPs des NK3-Rezeptor Gens mit
Schizophrenie zu bestitigen oder auszuschlieBBen.

Dafiir wurden Allel- und Genotypenfrequenzen von 506 Patienten mit Schizophrenie kaukasischer

Abstammung, mit denen von 600 gesunden kaukasischen Kontrollprobanden verglichen.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeine Vorbedingungen

Alle Probanden (Kontrollen/Patienten) wurden iiber die Ziele dieser Studie sowie die vertrauliche
und streng anonymisierte Verwendung ihrer erhobenen Daten und der gewonnenen Blutproben in
Kenntnis gesetzt. Die Teilnahme an dieser Studie erfolgte auf freiwilliger Basis. Vor der Teilnahme
wurde von jedem Probanden eine schriftliche, unterschriebene Einverstindniserkldrung eingeholt.
Das Einverstdndnis konnte zu jedem Zeitpunkt der Studie auch ohne Begriindung widerrufen
werden. Die lokale Ethikkommission stimmte der Durchfiihrung dieser Studie zu. Alle Gespriche
und Untersuchungen fanden in der Universitétsklinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie der

Ludwigs-Maximilians-Universitdt Miinchen statt.

3.2 Studienteilnehmer

Die Studie umfasste zwei Kollektive: gesunde Probanden als Kontrollgruppe sowie Patienten mit
der Diagnose Schizophrenie nach DMS-IV. Neben der eigenen Rekrutierung von 86 Patienten,
wurden weitere Probanden aus dem stetig erweiterten Pool der Arbeitsgruppe zugegriffen, um eine

addquate Anzahl fiir die geplanten Analysen zu erhalten.

3.2.1 Kontrollprobanden

Als Kontrollgruppe aus gesunden Probanden diente eine Stichprobe von 600 deutschstimmigen
Personen aus der Bevdlkerung Miinchens, welche durch Zufallsauswahl mit Hilfe des
Einwohnermeldeamtes ausgewidhlt wurden. In das Kollektiv der Kontrollprobanden wurden
Personen aufgenommen, die nicht miteinander blutsverwandt und gesund waren und deren
Rekrutierung durch ein mehrstufiges Auswahlverfahren erfolgte. Die Probanden erhielten per Post
eine schriftliche Einladung zur Studie und im Falle einer positiven Riickantwort erfolgte zunéchst

ein standardisiertes Telefoninterview, bei dem nach psychiatrischen, psychischen sowie
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neurologischen Erkrankungen des Probanden und seiner Familie gefragt wurde. War dieses erste
Screening negativ hinsichtlich relevanter Vorerkrankungen und Ausschlusskriterien, erfolgte in der
nidchsten Stufe die Zusendung eines standardisierten Anamnesebogens, der von den Probanden
ausgefiillt werden musste. Neben allgemeinen Daten wie Schulbildung, Familienstand und
Abstammung wurde nach relevanten somatischen Erkrankungen und vor allem psychiatrischen
Erkrankungen wie Angststorungen, Essstorungen, affektive Storungen wie Manien und
Depressionen, Erkrankungen aus dem schizophrenen Formenkreis, Alkohol-, Nikotin- und
Drogenmissbrauch sowie nach Suizidalitit beim Probanden und seiner Familie gefragt. Im nichsten
Schritt wurden die Probanden zu einem ausfiihrlichen, personlichen Interview eingeladen. Bei
diesem personlichen Gesprach wurde das Strukturierte Klinische Interview (SKID I; Wittchen et al.,
1997) in einer Screeningversion zur Exploration gemdll der American Psychiatric Association in der
fiinften Revision 2013 eingesetzt (DSM-IV). Beim SKID I handelte es sich um ein halb
strukturiertes klinisches Interview zur Erhebung von Achse-I-Storungen nach DSM-IV. Ebenso kam
das SKID II (Wittchen et al., 1997) zur Diagnose von Personlichkeitsstorungen (Achse-II Stérungen
nach DSM-1V) zum Einsatz. Zur Exploration psychiatrischer Erkrankungen bei Verwandten ersten
Grades wurde das Family History Assessment Modul (FHAM; Rice et al., 1995) verwendet. Des
Weiteren wurde Daten zu Verhaltensweisen in der Adoleszenz, des beruflichen Werdegangs und zur
finanziellen Situation des Probanden in einem weiteren Anamnesebogen erhoben. Mit dem
Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI; Richter & Guthke, 1996), als strukturiertes
Interview wurde nach bisherigen belastenden Lebensereignissen der Probanden gesucht. Um die
kognitive Leistungsfahigkeit der Probanden einschitzen zu kénnen wurde bei Probanden die élter
als 60 Jahren waren der Mini-Mental-Status-Test (MMST) durchgefiihrt. Der Wortschatztest (WST)
sowie der Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fiir Erwachsene in der revidierter Form (HAWIE-R)

als neuropsychologischen Testverfahren, kam bei allen Probanden zur Anwendung.

3.2.2. Ausschlusskriterien fiir das Kontrollkollektiv

Lagen Anhaltspunkte fiir eine psychiatrische Familienanamnese und/oder Storungen der Achse I &
IT und/oder relevante neurologische/somatische Storungen vor, fiihrte dies zum Ausschluss. Als
relevante neurologische Erkrankungen galten unter anderem FSME

(Frithsommermeningoenzephalitis), Neurolues, Neuroborreliose, Chorea Huntigton, Epilepsie,
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Multiple Sklerose, Morbus Parkinson, Folgeschdden durch Meningitis/ Enzephalitis und Apoplex.
Als relevante somatische Ausschlusskriterien galten Morbus Cushing, Morbus Wilson, Morbus

Addison, Leberzirrhose, Lupus erythematodes, Z.n. Gehirnerschiitterung/ Schiadel-Hirn-Trauma mit
stationirem  Krankenhausaufenthalt =~ >24  Stunden, intravendser = Drogenmissbrauch/
Drogenanamnese, infektiose Erkrankungen wie HIV, Hepatitis C und Hepatitis B. Bei der
Abstammung wurden Kontrollprobanden ausgeschlossen, deren Vorfahren nicht deutschstimmig
waren und deren Muttersprache seitens Eltern und GroBeltern nicht deutsch ist oder war. Ebenso
zum Ausschluss fiihrten ein Ergebnis von weniger als 26 Punkten im MMST und/ oder ein 1Q-

Gesamtwert von weniger als 81 Punkten im HAWIE-R.

3.2.3 Patienten

Die Patientengruppe bestand aus 506 schizophrenen, nicht verwandten Personen kaukasischer
Abstammung, bei einem Altersdurchschnitt von 37,8 Jahren (von 18 Jahren bis 70 Jahren). In einer
am Anfang stehenden standardisierten Anamnese wurden die Lebensgeschichte seit der Kindheit,
schulische und berufliche Laufbahn, die familidre Situation sowie die Wohnsituation,
Erkrankungen, Alkohol- und Drogenmissbrauch, Medikamenteneinnahme, ambulante
psychiatrische Therapien, stationédre psychiatrische Behandlungen und Suizidversuche des Patienten
als auch der erst-, zweit-, und drittgradigen Blutsverwandten exploriert. Das anschlieBende
standardisierte klinische Interview (SKID-I, klinische Version) zur Diagnosefindung gemafl DSM-
IV ermoglichte die Zuordnung der Patienten zur Studie. Aus dem charakteristischen
Symptomenkomplex Wahnvorstellungen, Halluzinationen, desorganisierte Sprechweise, stark
desorganisiertes Verhalten oder katatones Verhalten bzw. Negativsymptomatik (flacher Affekt,
Alogie, Antriebshemmung, Anhedonie, Willensschwéche) mussten mindestens zwei Symptome
anamnestizierbar sein. Handelte es sich um bizarre Wahnvorstellungen oder Halluzinationen aus
kommentierenden oder dialogisierenden Stimmen, reichte eines dieser Merkmale aus. Dabei sollten
diese Symptome fiir mindestens einen Monat bestanden haben und dariiber hinaus
Negativsymptome fiir mindestens sechs Monate persistiert haben, um eine Schizophrenie
diagnostizieren zu konnen. AuszuschlieBen waren demgegeniiber affektive- und schizoaffektive
Storungen, die im SKID-I erfasst werden. AuBlerdem wurden, um die Diagnose Schizophrenie

stellen zu konnen, der Konsum psychotroper Substanzen und somatische Erkrankungen wie z.B.
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eine hepatische Enzephalopathie oder endokriner Erkrankungen, welche &hnliche Symptome
erzeugen konnen, ausgeschlossen. Die Erstmanifestation der Erkrankung, die Verlaufsform sowie
der Remissionsgrad wurden ebenfalls mit dem SKID-I erfasst. Mit der GAS-Skala (0-100 Punkte)
wurde das momentane Leistungsniveau sowie das Leistungsniveau wihrend der ausgeprigtesten
Krankheitsphase eingeschétzt. Dies wird durch Fragen zur Alltagsbewéltigung, beruflichen

Situation, familidren Situation und zur Situation im personlichen Freundeskreis wihrend oben

genannter Zeitpunkte evaluiert.

3.2.4 Ausschlusskriterien fiir das Patientenkollektiv

In die Studie aufgenommen wurden nur Patienten bei denen eine schizoaffektive Storung, andere

Storungen aus dem schizophrenen Formenkreis nach DSM-IV  sowie

medikamenteninduzierte Psychosen ausgeschlossen werden konnten.

Ebenfalls zum Ausschluss fiihrten bestimmte organische Erkrankungen,

Infektionserkrankungen und Tumoren, welche als Atiologie fiir Psychosen prinzipiell in Frage

kommen und eine Schizophrenie imitieren konnen (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht Ausschlusskriterien fiir das Patientenkollektiv

Infektionskrankheiten

Neurologische Erkrankungen

Lues-II-Infektion

FSME

HIV Meningitis

Toxoplasmose Enzephalitis/Enzephalopathie
Hepatitis C Neuroborreliose

Floride Hepatits B Poliomyelitis

Toxoplasmose Amyotrophelateralsklerose

Morbus Creutzfeld-Jakob

Chorea Huntington

1.v. Drogenkonsum (>1x)

Apoplex

Internistische Erkrankungen

Multiple Sklerose

Leberzirrhose

Muskeldystrophie

Neurochirurgische Erkrankungen

Restless-legs-Syndrom

Z.n. Gehirntumor,
Z.n. schwerem Schadel-Hirn-Trauma

Fibromyalgie
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3.3 Laborverfahren

Die Bearbeitung des Bluts, DNA-Extraktion und Genotypisierung wurde im Labor der
Arbeitsgruppe durch geschultes Personal durchgefiihrt.

3.3.1 DNA-Gewinnung

Von allen Kontrollprobanden und Patienten der Studie wurde vendses Blut in EDTA Monovetten
entnommen und anonymisiert durch einen siebenstelligen alphanumerischen Code bei -80°C
gelagert. Zur Gewinnung der genomischen DNA wurde ein Kit der Firma Qiagen
(Venlo/Niederlande) gemidll der Anleitung verwendet (QIAamp DNA Blood Maxi Handbook,
2005). Dafiir wurden jeweils 5-10ml Blut bei Raumtemperatur aufgetaut und mit 500ul Qiagen
Protease versetzt, um eine leichtere Trennung von Proteinen und Nukleinsduren zu erreichen. Im
zweiten Schritt erfolgte die Zugabe von 12ml eines Guanidin-HCl Lysepuffers. Zur
Homogenisierung wurde die Losung fiir zwei Minuten auf dem Vortexer durchmischt. Anschlieend
wurde unter gleichzeitigem, gleichmifligem Schiitteln im 70°C Wasserbad fiir 30 Minuten
inkubiert. Die so vorbereiteten Proben wurden in einem weiteren Schritt zur Fillung der DNA auf
das Saulenmaterial mit 10ml Ethanol ( >99,8%; Carl Roth, Karlsruhe/Deutschland) versetzt und
wieder fiir zwei Minuten gevortext. Anschliefend wurde die Suspension auf eine Silikatmembran
pipettiert und flir drei Minuten zentrifugiert (3000rpm). Die bei diesem Vorgang herrschenden Salz-
und pH-Bedingungen unterbinden dabei die Anlagerung von RNA und Nukleinsduren bindenden
Proteinen. Um die DNA von RNA und verbliebenen Proteinen zu reinigen, wurde die Séule mit
einem Guanidin-HCI Puffer versetzt und dieser wiederum in einem weiteren Schritt mit einem
ethanolhaltigen Waschpuffer entfernt. Im letzten Schritt folgte nun die Elution der gewonnen DNA
von der Silikatmembran durch die Zugabe von 1,5ml Tris-Puffer (AL-Puffer pH>9,0). Dazu wurde
die DNA-haltige Membran bei Raumtemperatur fiinf Minuten inkubiert und anschlieend fiir
weitere fiinf Minuten zentrifugiert (5000rpm). Da die DNA zuvor im sauren Milieu an die Membran
gebunden wurde, liel sie sich nun mittels des basischen Puffers, welcher direkt auf die Membran
pipettiert wird, von der Membran eluieren. Die so gewonnene, reine DNA wurde bei -80°C gelagert

oder sofort fiir die PCR verwendet.
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3.3.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Um auch kleinste Mengen genomischer DNA detektieren und quantitativ bestimmen zu konnen,
wurde die PicoGreen-Methode verwendet. PicoGreen® ist ein fluoreszierendes Farbemittel hoher
Selektivitit welches ausschlieBlich an dsDNA (doppelstridngige DNA) bindet. Das zugrunde
liegende Prinzip dieser Methode ist eine Fluoreszenzzunahme, die von der jeweiligen DNA-
Konzentration der zu messenden Probe abhdngig ist. Die Fluoreszenzzunahme wird photometrisch
gemessen und die sich daraus ergebende DNA-Konzentration der Probe kann dann mit Hilfe einer
Eichkurve (100ng/ul; 50ng/ul; 25ng/ul; 12,5ng/ul; 6,25ng/ul; 3,125ng/ul; 1,5625ng/ul; Ong/ul )
bestimmt werden. Fiir die Eichkurve wurde eine 1:2 Standard-Verdiinnungsreihe aus DNA mit
bekannter Konzentration (100ng/ul; Clontech, Mountain View/USA) hergestellt. Das tiefgefrorene
PicoGreen Reagenz (Molecular Probes Inc., Eugene/USA) wurden fiir 60 Minuten bei
Zimmertemperatur in einem lichtundurchldssigen Gefdl3 aufgetaut und dann eine Verdiinnung von
1 : 156 PicoGreen mit Aqua bidest (pH 7,4) in einem lichtundurchldssigen 50ml Gefal3 erstellt. Zur
Vorbereitung der lichtundurchlédssigen 96 well Messplatten (Greiner, Frickenhausen/Deutschland)
wurde mit dem Pipettierroboter Janus Automated Workstation (PerkinElmer, Waltham/USA) jede
Mulde zunédchst mit 50ml H20 bestiickt und dazu Duplikate von je Sul der Standard-DNA
Verdiinnungsreihe in Vertiefung A1 und A2 der Spalte 1 und 2 der Platte gegeben. Danach wurden
Duplikate der Probanden DNA von je 5ul einer 1:10 Verdiinnung mit H20 bidest in die Positionen
A3 und A4 pipettiert. In jedes well der DNA- und Standard-Probe wurden zusétzlich 145ul der
PicoGreen-Verdiinnung gegeben, so dass eine Verdiinnung von 1:200 des PicoGreen vorlag. Der
Transport der so vorbereiteten Messplatten zur DNA-Messstation Victor 3 Multilablecounter 1420
(PerkinElmer, Waltham/USA) erfolgte durch den Greifarm des Pipetierroboters. Durch Schiitteln
der Messplatten im Messgerdt fiir 30 Sekunden in Doppelellipsen wurde die notwendige
Durchmischung der Losung erreicht. Die verwendete Anregungswellenlinge des Lichts fiir das
PicoGreen betrug 485nm, die Messung der Fluoreszenzintensitit fand bei 540nm statt. Die
Emissionsmessung fiir jedes well betrug 0,1 Sekunden. Anhand aller Messergebnisse wurden die
DNA Konzentration der Proben durch den Vergleich mit der Standardkurve ermittelt. Die
Qualititspriifung der Standartkurve musste dabei einen Pearson’schen Korrelationskoeffizienten
von r = 0,99 ergeben. Die Genauigkeit von +/- 10% fiir die qualitative SNP-Genotypisierung wurde
dabei als ausreichend anerkannt. Alle Proben wurden auf eine Konzentration von 50ng/ul

eingestellt.

38



3 Material und Methoden

3.3.3 Genotypisierung

In der vorliegenden Studie wurden 5 SNPs des NK3-Rezeptor Gens auf Chromosom 4q24
genotypisiert. Alle 5 untersuchten Polymorphismen liegen in Intronbereichen des Gens (Tabelle 10).
Die Auswahl der zu genotypisierenden SNPs erfolgte zunédchst durch Recherche von bereits
publizierten SNPs in der PubMed Datenbank (NCBI 2001). Ziel war es moglichst informative SNPs
zu genotypisieren. Kriterien dafiir waren eine minimale Allelfrequenz von 10% in Europdern, sowie
moglichst exonische SNPs, die zu einem Austausch der Aminosduren in der Proteinsequenz fiihren
als auch exonische SNPs, die zu keinem Aminosdurentausch fiihren (sog. stille Mutationen) sowie
funktionelle SNPs in der Promotorregion des Gens. Das Gen wurde mit Hilfe von haplotype tag
SNPs (htSNPs) nahezu vollstandig abgedeckt. htSNPs sind Polymorphismen einer Genomregion
mit hohem Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD) mit anderen SNPs der
jeweiligen Region. Sind diese bekannt, kann auf Polymorphismen die mit den SNPs im LD liegen,
riickgeschlossen werden. Der Vorteil dieses Auswahlverfahrens ist, dass mit einer geringen Anzahl
genotypisierter SNPs, maximaler Informationsgehalt generiert wird. Selektionskriterien fiir die
htSNPs war ein LD von 1,0 und eine minore Allelfrequenz (MAF) von 0,25. Es wurde die Tagger
Methode (de Bakker et al., 2005) zur Bestimmung der htSNPs verwendet. Um eine vollstindige
Abdeckung des Gens zu erreichen, wurden die SNPs auch auf die physikalisch gleichmifBige
Verteilung im Gen {berpriift. Bei groBeren Liicken im Gen, wurden weitere SNPs, mit einer MAF

von mindestens 0,25, in das Assaydesign tibernommen.

Tabelle 10: Uberblick der untersuchten Polymorphismen im NK3-Rezeptor Gen

Acession No. Position Chromosom Allel Funktion
rs17033903 104763051 4q24 C/T Intron
rs17303520 104763340 4q24 A/C Intron
rs17033923 104764495 4q24 C/T Intron
rs3796972 104775240 4924 G/T Intron
156854678 104793002 4q24 C/T Intron

Die Assays fiir die untersuchten SNPs wurden mit der Spectro Designer Software (Sequenom, San

Diego/USA) entworfen. Die Datenbank des NCBI (National Center of Biotechnology Information)
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lieferte die dazu bendtigten Sequenzinformationen. Die Genotypisierung der SNPs erfolgte mit dem
iPLEX-Verfahren (Increased Plexing Efficiency and Flexibility for MassARRAY) der Firma
Das 1PLEX-Verfahren fiir Allel
Primerextensionsprodukte, die {iber die Bestimmung der Masse mit dem MassARRAY MALDI-

Sequenom. erzeugt jedes untersuchte spezifische
TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/ lonisation Time Of Flight Mass Spectrometry) der
Firma Sequenom identifiziert werden konnen (Tabelle 11). Die so bestimmten Massen der
Primerextensionsprodukte identifizieren die Genotypen der SNPs eindeutig. Das iPLEX-Verfahren
ermdglicht dabei durch die Verwendung mehrerer verschiedener Primer in einer DNA-Probe die

gleichzeitige Untersuchung verschiedener SNPs und so die Genotypisierung im Hochdurchsatz.

Tabelle 11: Primersequenzen fiir das iPLEX-Verfahren

Acession No. Primer 1 Primer 11 Liinge Extensionsprimer
rs17033903 |ACGTTGGATGAGG |ACGTTGGATGCAA | 132 |CACCGTGCCTGGCCTTTC
AAGTGCCAAGGAT |ACTGCTGGGATTG
ACAG CAGG
rs17303520 |ACGTTGGATGCAG |ACGTTGGATGTGT | 132 [ TCCAAAAATATGTGGCCAA
TTCTTCTCTGGTAC | TCAGAGTGAGTCT TTGA
CTG AGCC
rs17033923 |ACGTTGGATGACC |ACGTTGGATGCTC | 116 |GGATGATGGAGACCTGGCT
CTGGAGAACTAGA |ACAGCTAGAAGGT TATAT
AGTC AGAC
rs3796972 |ACGTTGGATGACC |ACGTTGGATGAAT | 145 |GAAGTTAAATTCACTTTAG
TCTTGCTGCATATG |GAGGACGCTATTG GAAAA
AAC ACAG
1s6854678 |ACGTTGGATGTGG |ACGTTGGATGCAG | 122 |GTCTAACAATTGCTGTCCT
AGAGAGAATCTTT |GCATCAGCTAGAT
GCCC TTGG

Das iPLEX-Verfahren

Das iPLEX-Verfahren lduft in zwei wesentlichen Reaktionsschritten ab. In einer initialen,
konventionellen PCR-Reaktion des ausgesuchten Genombereichs werden zuerst die den SNPs
angrenzende genomischen Bereiche amplifiziert, um geniligend Untersuchungsmaterial zu haben. In
einer weiteren PCR-Reaktion, entsteht fiir jedes Allel des jeweiligen SNPs ein massenspezifisches
Produkt. Die PCR-Reaktionen, welche in 384 well Mikrotitterplatten (Abgene, Portsmouth/USA)

durchgefiihrt werden, wurden unter Verwendung des Pipettierroboters Microlab 4000 (Hamilton,
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Grifelfing/Deutschland) angelegt. In jedes well der Mikrotitterplatten wurde ein PCR-Cocktail,
bestehend aus 1,85ul H20, 0,625ul PCR-Puffer (Qiagen, Venlo/Niederlande), 0,325ul MgCl2 (25
nM) (Qiagen, Venlo/Niederlande), 0,1ul ANTP (25 nM) (Abgene, Portsmouth/USA), 1ul Primer
Mix (je 500nM) (Qiagen, Venlo/Niederlande), 1ul DNA (5-10ng/pl) sowie 0,1ul Hotstar Taq
(5U/ul) (Qiagen, Venlo/Niederlande) pipettiert. Die DNA-Platten mit den oben beschriebenen
DNA-Cocktail wurden anschlieBend durch Wenden vorsichtig gemischt. Im Anschluss daran folgte
die eigentliche PCR-Reaktion mittels Thermocycler (GeneAmp, PCR Sytem 9700, Applied
Biosystems). Um die initiale Denaturierung der DNA zu ermdéglichen, wurde der Thermocycler
zuerst fiir 15 Minuten auf 94°C erhitzt und im Anschluss die Proben fiir 20 Sekunden auf 94 °C
gehalten. Um das Annealing der forward- und reverse-Primer an die DNA-Einzelstringe zu
ermoglichen, wurden die Proben sodann fiir 30 Sekunden auf 56°C abgekiihlt. Damit die Tag-
Polymerase fiir die Elongation die einzelnen Nukleotide an die Primer anfiigen kann, wurde im
letzten Schritt die Temperatur der Proben fiir eine Minute auf 72°C erhoht. Der beschriebene
Reaktionsablauf wurde insgesamt 45mal wiederholt, um geniigend Template fiir das weitere
Vorgehen zu erhalten. Zur finalen Extensionsreaktion wurden die Proben fiir drei Minuten auf 72°C
gehalten, dann auf 4 °C abgekiihlt und bei dieser Temperatur fiir das weitere Vorgehen aufbewahrt.
Um die Messung im Massenspektrometer durch bei der PCR nicht eingebaute Nukleotide nicht zu
verfilschen, wurden die iiberschiissigen Nukleotide mit Hilfe des Enzyms SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase) inaktiviert. Der SAP-Cocktail bestand dabei pro Reaktion aus 0,17ul SAP, 10x Puffer,
0,3ul SAP Enzym (1U/ul) und 1,53ul H20 (Tabelle 12).

Tabelle 12: Zusammensetzung des SAP-Cocktails

Reagenz Volumen | Hersteller
Autoklaviertes H20 1,53ul | Sequenom, San Diego/USA
SAP Puffer 10x 0,17ul | Sequenom, San Diego/USA
SAP Enzym (1U/ul) 0,30 | Sequenom, San Diego/USA

Zu jeder PCR-Reaktion wurden jeweils 2ul des beschriebenen SAP-Cocktails gegeben und
vorsichtig gemischt. Die so modifizierten PCR-Reaktionen wurden dann mittels Thermocycler bei
37°C fiir 20 Minuten inkubiert und das Enzym im Anschluss fiir 5 Minuten bei 85°C inaktiviert.
AbschlieBend wurden die Proben auf 4°C abgekiihlt. Fiir die Primer-Extensionsreaktion wurde ein
zusdtzlicher Extensionsprimer benétigt, der so konzipiert wurde, dass er unmittelbar vor dem zu

untersuchenden SNP an das PCR-Produkt bindet (Tabelle 11, Seite 40). Die fiir diese Reaktion
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verwendeten vier Didesoxynukleotide kdnnen nach dem Einbau nicht mehr verldngert werden.
Somit wird an jeden Extensionsprimer nur eine Base angekniipft und es entstehen DNA-Fragmente
mit unterschiedlichen Massen. Im ersten Schritt wurde der iPLEX-Cocktail, pro Probe bestehend
aus 0,755ul H20, 0,2ul iPLEX-Puffer, 0,2ul iPLEX-Abbruch-Mix, 0,8ul Primer-Mix (7uM-14uM)
sowie 0,041ul iPLEX-Enzym, in jedes well pipettiert. Die Polymerasekettenreaktion wurde mittels
eines Thermocyclers durchgefiihrt. Das zweistufige Programm arbeitete mit zwei
Durchlaufschleifen, bestehend aus einer duBeren und fiinf inneren Schleifen, welche insgesamt
40mal durchlaufen wurden. Fiir die initiale Denaturierung wurden der Thermocyclers auf 94°C fiir
30s erhitzt. Als nachster Schritt folgen 5 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C fiir 5s und 5 mal die
innere Schleife, bestehend aus Annealing bei 52°C fiir 5s und Extensionsreaktion bei 80°C fiir 5Ss.
Insgesamt wurden diese Reaktionsschritte aus Annealing und Extension 40mal durchgefiihrt, bis die

finale Extension bei 72°C fiir drei Minuten stattfindet und die Proben auf 4°C abgekiihlt wurden.

MALDI-TOF MS Analyse

Durch die Affinitdt von Nukleinsduren zu Alkali- und Erdalkaliionen miissen die Proben im
Anschluss mit einem Ionenaustauschharz (SpectroClean; Sequenom, San Diego/USA) aufbereitet
werden, um so storende Kationen zu entfernen, die die MALDI-TOF-Messung beeinflussen
wiirden. Das Analysegemisch wurde mit Hilfe eines MassARRAY-Nanodispensers (Sequenom, San
Diego/USA) auf Siliziumchips iibertragen. Diese Chips bestehen mit einer 384er Matrix aus der
organischen Sdure 3-Hydroxypicolinsdure (3-HPA). Zur Kalibrierung des Analysesystems wurden
zu den 384 Proben Kalibranten, bestehend aus einer Olinukleotid Mischung bekannter Masse,
aufgetragen. Die Siliziumchips wurden dann durch eine Vakuumschleuse im Massenspektrometer
plaziert und in dessen Hochvakuum mit einem Laserpuls fiir wenige Nanosekunden beschossen. Bei
dieser Desorption/lonisation wurden einfach geladene Molekiilionen erzeugt, welche in die
Gasphase iibertraten. Die erzeugten lonen wurden im elektrischen Feld beschleunigt und erreichten
eine feldfreie Driftstrecke, das sog. Flugrohr, in dem sie abhingig vom Masse-/ Ladungsverhéltnis
(m/z) aufgetrennt wurden. Durch die unterschiedlichen Massen, welche in den vorangegangenen
Extensionsreaktionen erzeugt wurden, konnten die DNA-Fragmente an der Latenz der Flugdauer
(Time-of-flight) mit Hilfe der TYPER Analyzer 3.3.0 Software (Sequenom, San Diego/USA) einem

spezifischen Genotyp zugeordnet werden.
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3.3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe von PLINK (PLINK v1.07, Purcell et al. 2007) und R
v2.13.0 (R Development Core Team, 2011) durchgefiihrt.

Die Allel- und Genotypenverteilung bei Kontrollprobanden und Patienten mit Schizophrenie wurde
mittels des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (HWE) tiberpriift.

Das HWE wurde mit dem Exakten Test nach Fisher bestimmt. SNPs mit signifikanten
Abweichungen (p<0,05) in der Kontrollstichprobe wurden aus der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Der Exakte Test nach Fisher wurde zur Signifikanzpriifung der unterschiedlichen
Allele- und Genotypenverteilung der Allelverteilungen (Allel 1 (Al) vs. Allel 2 (A2)) und
Genotypenverteilungen im dominanten (A1A1+A2A2) und Genotyp- Model (AT1A1 vs. ATA2 vs.
A2A2) zwischen Kontrollbrobanden und Patienten verwendet.

Fiir alle statistischen Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 zugrunde gelegt. Ein

Trend zur Signifikanz wurde ab p<0,10 gesehen.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurden fiinf Polymorphismen des
NK3-Rezeptor Gens untersucht. Ziel der Studie war es einen moglichen Unterschiede in
Genotypen- und Allelverteilung der Polymorphismen rs17033903, rs17303520, rs17033923,
rs3796972 und rs6854678 des NK3-Rezeptor Gens in einem ausgewdhlten Patienten- und
Kontrollkollektiv zu untersuchen, um so eine mogliche Assoziation zur Schizophrenie erkennen zu

konnen.

4.1 Stichprobenbeschreibung

In die Stichprobe der folgenden Analysen zu Polymorphismen des NK3-Rezeptorgens gingen
insgesamt 600 gesunde Kontrollprobanden und 506 an Schizophrenie erkrankte Patienten ein. Der
Altersdurchschnitt der Kontrollgruppe lag bei 45,18 Jahren (von 18 Jahren bis 72 Jahren). Der
Altersdurchschnitt der Patientengruppe lag bei 37,8 Jahren (von 18 Jahren bis 70 Jahren). Die
Geschlechtsverteilung der beiden Kollektive und der untersuchten SNPs zeigt Tabelle 13.

Tabelle 13:Aufteilung der Studienteilnehmer nach Geschlecht

SNP. Teilnehmer mdénnlich Teilnehmer weiblich
rs17033903 613 490
rs17303520 559 536
rs17033923 544 509

rs3796972 552 488
rs6854678 581 515
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4.2 Analyse des Markers rs17033903 des NK3-Rezeptor Gens

Allelverteilung
Die Datenauswertung ergab die in Tabelle 14 dargestellte Allelverteilung innerhalb des Patienten-

und Kontrollkollektivs. Es fanden sich mit p=0,203 keine signifikanten Unterschiede in der

Allelverteilung zwischen der Kontrollgruppe und der Patientengruppe.

Tabelle 14:Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs17033903

Gruppe C-Allel T-Allel Gesamt
n(%) n(%) n
Kontrollen 286 (23,91%) 910 (76,10%) 1196
Patienten 218 (21,58%) 792 (78,41%) 1010
Gesamt 504 (22,84%) 1702 (77,15%) 2206

Genotypenverteilung

In der Analyse des Patienten- und Kontrollkollektivs waren die Genotypen des Polymorphismus
rs17033903 innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt. Tabelle 15 zeigt die
Genotypenverteilung von rs17033903. Die Frequenz der Genotypen zeigte mit p=0,422 keine

signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der Patientengruppe.

Tabelle 15: Darstellung der Genotypenverteilung von rs17033903

Gruppe Genotyp-C/C Genotyp-C/T Genotyp-T/T Gesamt
n (%) n(%) n (%) n
Kontrollen 31 (5,18%) 224 (37,46%) 343 (57,36%) 598
Patienten 22 (4,36%) 174 (34,46%) 309 (61,12%) 505
Gesamt 53 (4,81%) 398 (36,08%) 652 (59,11%) 1103
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In Tabelle 16 werden die Triager des C-Allels (C/C und C/T) mit den homozygoten Triagern des

T-Allels verglichen dargestellt. Es konnte mit p=0,215 keine Assoziation zur Schizophrenie

gefunden werden.

Tabelle 16: Vergleich der Triger des C-Allels mit homozygoten Trigern des T-Allels des Markers rs17033903

Gruppe Genotyp C/C und C/T Genotyp T/T Gesamt
n (%) n (%)
Kontrollen 255 (42,64%) 343 (57,36%) 598
Patienten 196 (38,81%) 309 (61,19%) 505
Gesamt 451 (40,89%) 652 (59,11%) 1103

In Tabelle 17 werden die homozygoten Trager des C-Allels mit den Triagern des T-Allels (T/T und
C/T) verglichen dargestellt. Es konnte auch hier mit p=0,573 keine Assoziation zur Schizophrenie

beobachtet werden.

Tabelle 17: Vergleich der homozygoten Triger des C-Allels mit Tragern des T-Allels des Markers rs17033903

Gruppe Genotyp C/C Genotyp T/T und C/T Gesamt
n(%) n(%) n
Kontrollen 31 (5,18%) 567 (94,82%) 598
Patienten 22 (4,36%) 483 (95,64%) 505
Gesamt 53 (4,88%) 1050 (93,25%) 1126

4.3 Analyse des Markers rs17303520 des NK3-Rezeptor Gens

Allelverteilung

Die Datenauswertung ergab die in Tabelle 18 (Seite 47) dargestellte Allelverteilung innerhalb des
Patienten- und Kontrollkollektivs. Es konnten mit p=0,282 keine signifikanten Unterschiede

beziiglich der Allelverteilung zwischen Patientengruppe und Kontrollgruppe gefunden werden.
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Tabelle 18: Allelverteilung des Markers rs17303520

Gruppe A-Allel C-Allel Gesamt
n(%) n(%) n
Kontrollen 817 (69,00%) 367 (31,00%) 1184
Patienten 716 (71,17%) 290 (28,83%) 1006
Gesamt 1533 (70,00%) 657 (30,00%) 2190
Genotypenverteilung

In der Analyse des Patienten- und Kontrollkollektivs waren die Genotypen des Basenaustauschpoly-
morphismus rs17303520 innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt. Die Genotypen-
verteilung in der Patienten- und Kontrollgruppe sind in Tabelle 19 aufgegliedert. Auch hier ist mit
p=0,498 kein signifikanter Unterschied in den Genotypenfrequenzen zwischen den beiden Gruppen

erkennbar.

Tabelle 19: Genotypenverteilung rs17303520

Gruppe Genotyp A/A Genotyp A/C Genotyp C/C Gesamt
n (%) n (%) n (%) n
Kontrollen 283 (47,80%) 251 (42,40%) 58 (9,80%) 592
Patienten 253 (50,30%) 210 (41,75%) 40 (7,95%) 503
Gesamt 536 (48,95%) 461 (42,10%) 98 (8,95%) 1095

In der folgenden Tabelle 20 wurden die Trager des A-Allels (A/A und A/C) mit den homozygoten
Tragern des C-Allels des SNP rs17303520 verglichen. Auch hier konnte mit p=0,431 keine

Assoziation zur Schizophrenie beobachtet werden.

Tabelle 20: Tréger des A-Allels und homozygote Trager des C-Allels des SNP rs17303520

Gruppe Genotyp A/A und A/C Genotyp C/C Gesamt
n (%) n(%) n
Kontrollen 534 (90,20%) 58 (9,80%) 592
Patienten 463 (92,05%) 40 (7,95%) 503
Gesamt 997 (91,05%) 98 (8,95%) 1095
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In der Tabelle 21 wurden nun die homozygoten Trager des A-Allels mit den Trigern des C-Allels
(A/C und C/C) des Markers rs17303520 verglichen. Auch diese Kombination konnte mit p=0,339

eine Assoziation zur Schizophrenie nicht bestétigen.

Tabelle 21: Homozygote Triger A-Allel und Triager C-Allel des SNP rs17303520

Gruppe Genotyp A/A Genotyp A/C und C/C Gesamt
n(%) n(%) n
Kontrollen 309 (52,20%) 283 (47,80%) 592
Patienten 250 (49,70%) 253 (50,30%) 503
Gesamt 559 (51,05%) 536 (48,95%) 1095

4.4 Analyse des Markers rs17033923 des NK3-Rezeptor Gens

Allelverteilung

Tabelle 22 zeigt die Allelverteilung des Polymorphismus rs17033923 in der Patienten- und

Kontrollgruppe. Die statistische Auswertung ergab mit p=0,16 keinen signifikanten Unterschied

beziiglich der Allelverteilung zwischen Patienten und Kontrollprobanden.

Tabelle 22: Allelverteilung des SNP rs17033923

Gruppe C-Allel T-Allel Gesamt
n(%) n(%) n
Kontrollen 111 (9,54%) 1053 (90,46%) 1164
Patienten 110 (11,90%) 832 (90,04%) 942
Gesamt 221 (10,49%) 1885 (89,51%) 2106

48




4 Ergebnisse

Genotypenverteilung

In der Analyse des Patienten- und Kontrollkollektivs waren die Genotypen des Markers rs17033923
innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt. Die Verteilung der Genotypen auf das
Patienten- und Kontrollkollektivs sind in Tabelle 23 dargestellt. Auch in der Gentontypenfrequenz
der beiden verglichenen Gruppen konnte mit p=0,224 keine Signifikanz zur Schizophrenie

beobachtet werden.

Tabelle 23: Genotypenverteilung des SNP rs17033923

Gruppe Genotyp C/C Genotyp C/T Genotyp T/T Gesamt
n (%) n(%) n(%) n
Kontrollen 6 (1,03%) 99 (17,01%) 477 (81,96%) 582
Patienten 5 (1,06%) 100 (21,23%) 366 (77,71%) 471
Gesamt 11 (1,04%) 199 (18,90%) 843 (80,06%) 1053

In Tabelle 24 wurden die Triger des C-Allels des Markers rs17033923 (C/C und C/T) zu-
sammengefasst und mit den homozygoten Triagern des T-Allels verglichen. In dieser
Vergleichskombination konnte keine Signifikanz, jedoch mit p=0,089 ein Trend, mit erhGhtem
Risiko der C-Alleltrdger an Schizophrenie zu erkranken, beobachtet werden. C-Alleltrager
(Genotyp C/C und C/T) sind in Gruppe der Patienten mit Schizophrenie (22,22%) um ca. 4% hoher
als in der Kontrollgruppe (18,04%).

Tabelle 24: Tréger des C-Allels (C/C und C/T) verglichen mit homozygoten Trigern des T-Allels

Gruppe Genotyp C/C und C/T Genotyp T/T Gesamt
n(%) n(%) n
Kontrollen 105 (18,04%) 477 (81,96%) 582
Patienten 105 (22,29%) 366 (77,71%) 471
Gesamt 210 (19,94%) 843 (80,06%) 1053
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In der Tabelle 25 wurden die Triager des T-Allels (C/T und T/T) mit den homozygoten Trigern des

C-Allels des  Basenaustauschpolymorphismus  rs17033923  dargestellt. In  diesem
Genotypenvergleich der beiden untersuchten Kollektive konnte mit p=1,0 eine Assoziation zur

Schizophrenie nicht bestétigt werden.

Tabelle 25: Triager des T-Allels verglichen mit homozygoten Trigern des C-Allels

Gruppe Genotyp C/C Genotyp C/T und T/T Gesamt
n (%) n(%) n
Kontrollen 6 (1,03%) 576 (98,97%) 582
Patienten 5 (1,06%) 466 (98,94%) 471
Gesamt 11 (1,04%) 1042 (98,96%) 1053

4.5 Analyse des Markers rs3796972 des NK3-Rezeptor Gens

Allelverteilung

Tabelle 26 beschreibt die Allelverteilung des Basenaustauschpolymorphismus rs3796972 des NK3-
Rezeptor Gens in den beiden untersuchten Kollektiven. Die statistische Auswertung ergab auch bei
diesem Polymorphismus beziiglich der Allelverteilung in den untersuchten Gruppen mit p=0,565

unserer Studie keinen signifikanten Unterschiede und somit keine Assoziation zur Schizophrenie.

Tabelle 26: Allelverteilung SNP rs3796972

Gruppe G-Allel T-Allel Gesamt
n(%) n(%) n
Kontrollen 335 (29,54%) 799 (70,46%) 1134
Patienten 291 (31,76%) 655 (69,24%) 946
Gesamt 626 (23,13%) 1454 (53,73%) 2706
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Genotypenverteilung

In der untersuchten Kontroll- und Patientengruppe waren die Genotypen des Markers rs3796972 in-

nerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt. Die Genotypenverteilung in diesen Gruppen

ist in Tabelle 27 dargestellt. Die Frequenzen der Genotypen in den untersuchten Kollektiven zeigten

mit p=0,831 keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und Patientengruppe.

Tabelle 27: Genotypenverteilung des SNP rs3796972

Gruppe Genotyp G/G Genotyp G/T Genotyp T/T Gesamt
n (%) n (%) n (%) n
Kontrollen 49 (8,64%) 237 (41,80%) 281 (49,56) 567
Patienten 45 (9,51%) 201 (42,49%) 227 (47,99%) 473
Gesamt 94 (9,04%) 438 (42,12%) 508 (48,85%) 1040

In Tabelle 28 folgt die Darstellung der Triger des T-Allels (G/T und T/T) verglichen mit den

homozygoten Tragern des G-Allels. Die Genotypenfrequenzen wiesen mit p=0.665 zwischen den

beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede auf.

Tabelle 28: Trager T-Allel und homozygote G-Alleltrdger rs3796972

Gruppe Genotyp G/G Genotyp G/T und T/T Gesamt
n(%) n(%) n
Kontrollen 49 (8,67%) 516 (91,33%) 565
Patienten 45 (9,51%) 428 (90,49%) 473
Gesamt 94 (9,06%) 944 (90,94%) 1038
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In Tabelle 29 wurden nun die Trager des G-Allels (G/G und G/T) zusammengefasst und mit den

homozygoten Triagern des T-Allels verglichen. Auch in dieser Zusammenfassung der Allel-Trager

konnte mit p=0,619 kein signifikanter Unterschied in der Genotypenfrequenz der untersuchten

Kollektiven bestitigt werden.

Tabelle 29: Triager des G-Allels und homozygote Triager des T-Allels SNP rs3796972

Gruppe Genotyp G/G und G/T Genotyp T/T Gesamt
n (%) n (%)
Kontrollen 286 (50,44%) 281 (49,56%) 567
Patienten 246 (52,01%) 227 (47,99%) 473
Gesamt 532 (34,37%) 508 (32,82%) 1548

4.6 Analyse des Markers rs6854678 des NK3-Rezeptor Gens

Allelverteilung

Aus Tabelle 30 ergibt sich die Allelverteilung innerhalb der Kontroll- und Patientengruppe. Es

konnten mit p=0,493 keine signifikanten Unterschiede in der Allelverteilung zwischen Kontroll-

und Patientengruppe gefunden werden.

Tabelle 30: Allelverteilung SNP rs6854678

Gruppe C-Allel T-Allel Gesamt
n(%) n(%) n
Kontrollen 382 (32,05%) 810 (67,95%) 1192
Patienten 335 (33,50%) 665 (66,50%) 1000
Gesamt 719 (32,77%) 1475 (67,23%) 2194
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Genotypenverteilung

Die Genotypen des Polymorphismus rs6854678 waren in der Kontroll- und Patientengruppe
innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt. Tabelle 31 auf Seite 55 zeigt die
Genotypenverteilung der beiden Gruppen. Die Genotypenfrequenz in beiden Gruppen zeigte mit

p=0,655 keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 31: Genotypenverteilung des Basenaustauschpolymorphismus rs6854678

Gruppe Genotyp C/C Genotyp C/T Genotyp T/T Gesamt
n (%) n (%) n (%) n
Kontrollen 62 (10,40%) 258 (43,29%) 276 (46,31%) 596
Patienten 53 (10,60%) 229 (45,80%) 218 (43,60%) 500
Gesamt 116 (10,33%) 497 (44,26%) 510 (45,41%) 1123

Tabelle 32 ist eine Zusammenstellung der Trager des T-Allels (C/T und T/T) gegeniiber der
homozygoten Trager des C-Allels. Die beschriebenen Genotypenfrequenzen wiesen zwischen den

untersuchten Gruppen mit p=0,922 keine signifikanten Unterschiede auf.

Tabelle 32: Tréger des T-Allels (C/T und T/T) verglichen mit homozygoten Trégern des C-Allels des Polymorphismus

156854678

Gruppe Genotyp C/C Genotyp C/T und T/T Gesamt
n(%) n(%) n
Kontrollen 62 (10,40%) 534 (89,60%) 596
Patienten 53 (10,60%) 447 (89,40%) 500
Gesamt 115 (10,49%) 981 (89,51%) 1096
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In der Folgenden Tabelle 33 wurden nun die Homozygoten Tréger des T-Allels mit den Tragern des

C-Allels (C/C und C/T) des SNP rs6854678 verglichen. Auch in dieser Kombination der Genotypen

waren mit p=0,394 keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Gruppen zu

erkennen.

Tabelle 33: homozygote Triager T-Allel und Tréger C-Allel von rs6854678

Gruppe Genotyp C/C und C/T Genotyp T/T Gesamt
n (%) n(%) n
Kontrollen 320 (53,69%) 276 (46,31%) 596
Patienten 282 (56,40%) 218 (43,60%) 500
Gesamt 602 (54,93%) 494 (45,07%) 1096
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Die vorausgegangenen Befunde zur Funktion und anatomischen Lage des NK3-Rezeptors im ZNS
und Riickenmark (Almeida et al., 2004) fithren zur Hypothese, dass das Rezeptorgen einen
funktionelle Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie spielen konnte. Auch die
Studienergebnisse zur Physiologie des Rezeptors, mit Nachweis einer Interaktion des NK3-
Rezeptors im dopaminergen, serotonergen und glutamatergen System, mit gesteigerter
Dopaminausschiittung im ventralen und dorsalem Striatum und préafrontalem Cortex (Humpel et al.,
1991; Keegan et al., 1992), den dopaminvermittelten Verhaltensreaktionen nach Stimulation von
NK3-Rezeptor im ventralen Mesencephalon sowie der konsekutiven Inhibierung dieser Befunde
durch Dopaminantagonisten wie Haloperidol (Stoessl et al., 1991; Spooren et al., 2005) legen diese
Vermutung nahe. Der Einfluss des Rezeptors auf das serotonerge System, mit serotoninvermittelten
Verhaltensweisen nach Verabreichung eines NK3-Rezeptor Agonisten in die Raphe Kerne mit
konsekutiver Inhibierung durch Gabe von HT2A/5-HT2C Antagonisten (Sotessl et al., 1991, Stoessl
et al., 1988) und den Erfolgen aus klinischen Studien mit NK3-Rezeptor Antagonisten bei Patienten
mit Schizophrenie (Meltzer et al., 2004) untermauern die Hypothese, dass das NK3-Rezeptor Gen
moglicherweise eine Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie spielt und so ein funktionelles
Kandidatengen darstellt. In den bisher durchgefiihrten GWAS zur Schizophrenie zeigten sich
Polymorphismen des NK3-Rezeptor Gens nicht genomweit signifikant.

Weltweit gab es bis 2020 nur eine publizierte Fall-Kontroll-Assoziationsstudie zu Polymorphismen
des NK3-Rezeptor Gens mit Schizophrenie an einer japanischen Population von Saito et al. (2008).
In der vorliegenden Fall-Kontroll-Assoziationsstudie auf der Basis von unterschiedlichen Genotyp-
und Allelverteilungen an einer Stichprobe aus 600 gesunden Kontrollprobanden und 506 Patienten
wurde untersucht, ob die Allel- oder Genotypverteilungen von fiinf SNPs des NK3-Rezeptor Gens
eine Assoziation zur Schizophrenie zeigen. Mit diesem Studiendesign ist ein Zusammenhang
zwischen vorausgewdhlten Variationen in definierten Regionen auf dem Genom und einem
Phinotypen, zu dem sie mdglicherweise auch nur geringen Beitrag leisten, iiberpriifbar. Die
gewonnen Untersuchungsergebnisse lassen sich wie folgt interpretieren: Es konnten keine
signifikanten Assoziationen beziiglich der untersuchten Marker zur Schizophrenie bestitigt werden.
Bei einem der untersuchten Basenaustauschpolymorphismen, rs17033923, wurde mit einem p-Wert
von 0,089 ein Trend in Richtung einer Assoziation mit der Schizophrenie beobachtet.

Weiterfithrende Untersuchungen dieses Polymorphismus an einer gréferen Stichprobe konnten
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moglicherweise eine Assoziation zur Schizophrenie bestitigen. Uber dies hinaus, ist anzunehmen,
dass die hier vorliegende Studie, als auch die StrichprobengrofBe der Studie von Saito et al. mit 384
schizophrenen Patienten und 384 gesunden Kontrollprobanden zu klein ist, um eine Assoziation der
untersuchten SNPs mit der Schizophrenie zu bestétigen oder auszuschlieBen. Es ist jedoch davon

auszugehen, dass das NK3-Rezeptor Gen eine eher untergeordnete Rolle spielt.

5.1 Diskussion der Methoden

Den methodischen Gesichtspunkte kommt hinsichtlich der statistischen Aussagekraft der
Ergebnisse und somit auch der Vergleichbarkeit mit anderen Studien, eine grundlegende Bedeutung
zu. Die ethnische Zusammensetzung und den Verwandtschaftsbeziehungen der Studienteilnehmer
innerhalb der Studie, das Alter sowie Geschlecht der Studienteilnehmer, die Stichprobengréfe der
Studie als auch die einheitliche Diagnosestellung und Ein- sowie Ausschlusschlusskriterien zur
Studie, stellen die allgemeinen Rahmenbedingungen der Aussagefihigkeit der Ergebnisse dar.

Bei genetischen Fall-Kontroll-Assoziationsstudien besteht in der heterogenen ethnischen
Zusammensetzung des Patienten- und Kontrollkollektivs erhebliches Confoundingpotential, da die
Allelauspridgungen im Genom abhidngig von der ethnischen Abstammung deutliche Unterschiede
zeigen (Owen, 2000; Riley et al., 2006; Hu et al., 2008). Auch ungleichmiBige Verteilung der
ethnischen Populationen innerhalb einer Fall-Kontroll-Studie koénnen zu falsch-positiven und
falsch-negativen Ergebnissen fithren (Cardon et al., 2003). Im Rahmen der vorliegenden Studie
wurden nur Patienten und Kontrollen kaukasischer Abstammung rekrutiert. Die Ethnizitdt der
Patienten wurde bis in die dritte, blutsverwandte Generation tiberpriift. Bei den Teilnehmern der
Kontrollgruppe musste die Muttersprache, sowohl der Eltern als auch der GrofBeltern, deutsch sein.
In der Studie von Saito et al. wurde die Abstammung der Teilnehmer als "japanisch" angegeben.
Eine genauere Definition der ethnischen Abstammung wurde nicht durchgefiihrt. Bis in welche
Generation die japanische Abstammung zuriickverfolgt wurde, ist nicht bekannt, so dass eine
genetisch uneinheitlichen Zusammensetzung der Probanden denkbar ist. Dies fiihrt bei der
bekannten Populationsstratifikation genetischer Merkmale zu einer Einschrinkung der
Aussagefahigkeit, insbesondere in Studien auf genetischer Basis, da nicht von einer gleichméfBigen
Verteilung der unterschiedlichen Populationen auf Fille und Kontrollen ausgegangen werden kann

(Cardon et al., 2003). Da die genetischen Risikofaktoren fiir Schizophrenie und anderen
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Erkrankungen auch von der ethnischen Abstammung abhingig sind, werden weiterfithrende
Replikationsstudien der gleichen SNPs aber auch anderer SNPs des NK3-Rezeptor Gens mit
Patienten und Kontrollen anderer ethnischer Herkunft n6tig sein, um diese Ergebnisse zu validieren
und um den Beitrag von Polymorphismen des NK3-Rezeptor Gens an der Pathophysiologie der
Schizophrenie zu klidren. In der Summe konnen Populationsstratifikationen zu einer schlechten
Replizierbarkeit von genetischen Assoziationsstudien fithren (Cardon et al., 2003; Redden et al.,
2003). Wacholder et al. (2002) entgegen propagieren, dass Populationsstratifikationen bei strengen
Rekrutierungsrichtlinien fiir Kontrollen und Patienten, innerhalb grofl angelegter genetischer
Assoziationsstudien mit hohen Fallzahlen insgesamt wenig nennenswerte Auswirkungen haben oder
durch ein entsprechendes Studiendesign minimiert werden konnen. In kleinen Stichproben kdnnen
bei genetisch bedingten Erkrankungen, innerhalb der untersuchten Fall- und Kontrollgruppen
unentdeckte Verwandtschaftsbeziehungen bestehen, die zu Populationsstratifikation fithren und
ebenfalls beriicksichtigt werden miissen. Bei ausreichend groBer Zahl der untersuchten SNPs, wie
dies insbesondere bei den GWAS zur Schizophrenie, mit mehreren hunderttausend untersuchten
Polymorphismen der Fall ist, konnen demgegeniiber genetische Verwandtschaftsbeziehungen
entdeckt und ausgeschlossen werden. In der vorliegenden Studie fiihrte eine Blutsverwandtschaft in
der Patienten- und Kontrollstichprobe mit weiteren Teilnehmern zum Ausschluss. Werden jedoch
lediglich z.B. Blutspender als Blindkontrollen eingesetzt, wie dies bei einigen Assoziationsstudien
beobachtet werden kann, ist mit einer Einschriankung von Validitdt und Reliabilitdt zu rechnen, da
bei genetisch basierten Erkrankungen die  Wahrscheinlichkeit einer  unentdeckten
Blutsverwandtschaft erhdht ist. Populationsstratifikationen bergen somit die Gefahr der Produktion
falsch-positiver und falsch-negativer Befunde wund schrinken die Vergleichbarkeit mit
Assoziationsstudien aus unterschiedlichen Ethnien erheblich ein (Pritchard et al., 2001). Da der
typische Erkrankungsbeginn der Schizophrenie, mit geschlechtsabhingigen Unterschieden, im
Mittel zwischen dem 22. und 32. Lebensjahr liegt (Moller, 2005), spielt auch das Alter der
Studienteilnehmer ein Rolle als mdglicher Confounder. Liegt das durchschnittliche Alter der
rekrutierten Kontrollprobanden unter dem des typischen Erkrankungsbeginns der Schizophrenie,
kann eine spitere Manifestation der Erkrankung im Verlauf bei einzelnen Teilnehmern dieser
Gruppe nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden und so zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren.
Auch zeigen Gene unter Umsténden eine altersabhiangige Aktivitét, bei der es im Verlauf zu einer
Reduktion des genetischen Produktes kommt, wie dies beispielsweise bei Subtypen der

Serotoninrezeptoren der Fall ist, bei dem es mit zunehmendem Alter zu einem Verlust der
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Rezeptordichte von bis zu 70% kommt (Papassotiropoulos et al., 2005). Bei einem zu hohem
Durchschnittsalter der Probanden konnen dann Phinotypeneffekte tibersehen werden, die nur in
einer fritheren Lebensphase messbar gewesen wiren. Ob dies auch auf den NK3-Rezeptor zutrifft,
ist jedoch nicht bekannt. Um mogliche Storgrofen im Vorfeld der Studie zu minimieren, sollte das
durchschnittliche Alter der beiden Kollektive anndhernd gleich sein, um eine maximale
Vergleichbarkeit zu erreichen und die Validitit der Studie nicht einzuschrinken. In der vorliegenden
Arbeit betrug das durchschnittliche Alter des Patientenkollektivs 37,75 Jahre, die des
Kontrollkollektivs 45,18 Jahren und lag somit iiber dem statistischen Pradilektionsalters der
Schizophrenie. In der Studie von Saito et al. war in beiden untersuchten Kollektiven das
Durchschnittsalter der Patienten und Kontrollprobanden unausgeglichen. Das Durchschnittsalter der
223 weiblichen, gesunden Kontrollprobandinnen wird in der Studie mit 39,5 Jahren und einer
Standardabweichung von 13,8 Jahren angegeben, so dass rechnerisch ein Teil der Probandinnen die
Menopause noch nicht erreicht hat. Hier wire eine postmenopausale Ersterkrankung nach
Wegfallen des protektiven Ostrogeneffektes auf Dopamin D2-Rezeptoren und somit eine falsch
negative Ergebnisabweichung theoretisch denkbar (Héfner, 2003). Im umgekehrten Fall ist bei
jingeren Patientinnen die Entwicklung einer Schizophrenie zu einem spdteren Zeitpunkt nicht
auszuschlieBen und somit ebenfalls eine falsch negative Ergebnisabweichung moglich.

In der vorliegenden Studie und der Studie von Saito et al. (2008) war innerhalb des
Patientenkollektivs als auch im Kontrollkollektiv, das Verhéltnis von ménnlichen zu weiblichen
Teilnehmern inkonsistent, was zu geschlechtsabhidngigem Confounding fiihren kann. Bei einem im
Mittel insgesamt 1,4fach hoherem Risiko fiir Médnner an einer Schizophrenie zu erkranken (Aleman
et al., 2003; Hifner, 2003), scheint eine Uberreprisentation von méinnlichen Patienten, wie in der
vorliegenden Studie, im Vergleich zu weiblichen Patientinnen aus statistischer Sicht prinzipiell gut,
um falsch negative Ergebnisse zu vermeiden. Im Kontrollkollektiv waren die ménnlichen
Teilnehmer im Vergleich zu den weiblichen Teilnehmern in beiden Studien deutlich
unterreprasentiert. Der Stichprobengréffe kommt hinsichlich der Aussagefdhigkeit eine entscheidene
Bedeutung zu. Eine zu geringer Umfang der Stichprobe kann, insbesondere bei Assoziationsstudien,
zu falsch-positiven und auch zu falsch-negativen Assoziationen fiithren (Propping et al., 1994). Die
japanische Studie mit 384 Patienten und 384 Kontrollen scheinen fiir dieses Studiendesign deutlich
zu gering, um zuverldssig signifikante Assoziationen aufdecken oder ausschlieBen zu konnen. Die
Stichprobengrofle der vorliegenden Studie mit 600 Kontrollprobanden und 506 Patienten liefert

deutlich zuverldssigere Ergebnisse, erscheint im Riickblick, vor allem im Vergleich zu den groflen
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GWAS aber ebenfalls zu gering. Die Ergebnisse beider Studien geben jedoch den deutlichen
Hinweis, dass Polymorphismen des NK3-Rezeptorgens nicht mit der Schizophrenie assoziiert sind
und konnen als Erginzung fiir weiterfithrende Studien genutzt werden.

Faktoren, die die Ergebnisse von Assoziationsstudien entscheidend beeinflussen kénnen, sind die
Definition von einheitlichen Diagnose-, sowie Ein- und Ausschlusschlusskriterien anhand derer die
Teilnehmer in eine Studie aufgenommen werden. Um Vergleichbarkeit, Reliabilitdt und Validitét
von genetischen Studien gewdhrleisten zu konnen, ist eine moglichst homogene Patienten- und
Kontrollgruppe zu rekrutieren. Dazu ist ein exakte Diagnosefindung zu gewihrleisten. Dies ist aber
insbesondere bei Erkrankungen aus dem psychiatrischen Formenkreis erschwert, da hier meist keine
konkret messbaren neurobiologischen Variablen vorliegen, die es ermoglichen, eine Einteilung
anhand pathognomonischer Befunde vorzunehmen. Dariiber hinaus ist die phénotypische
Auspriagung der Schizophrenie ausgesprochen heterogen und Symptome konnen sich mit anderen
psychiatrischen Erkrankungen, wie beispielsweise bipolaren Storungen, iiberschneiden (Keshavan
et al., 2011). In Assoziationsstudien zur Schizophrenie unterscheiden sich die Einschlusskriterien
der verschiedenen Studien bei der Rekrutierung der Patientenkollektive mdglicherweise und es
werden andere Entititen aus dem schizophrenen Formenkreis, wie zum Beispiel schizoaffektive
Storungen, die bei Diagnosestellung nach ICD-10, im Gegensatz zum DSM-IV nicht als
Ausschlusskriterium gelten, miteinbezogen. Ebenso bestehen bei der geforderten Dauer der akuten
psychotischen Symptome, mit sechs Monaten im DSM-IV und DSM-V gegeniiber vier Wochen
nach ICD-10, deutliche Unterschiede, so dass inkonsistente Ergebnisse durch eine heterogene
Patientenrekrutierung entstehen konnen. Die in der vorliegenden Arbeit eingeschlossene
Patientengruppe wurde mit Hilfe des Diagnosesystems DSM-IV ausgewdhlt. Zur Auswahl der
Patienten erfolgte die Diagnosestellung der Schizophrenie mit Hilfe des standardisierten klinischen
Leitfadens SKID I und II (strukturiertes klinisches Interview fiir DSM-IV Achse I und II; Wittchen
et al., 1997). Auch bei der Auswahl der Kontrollprobanden kamen in unserer Studie strukturierte
Interviews wie der SKID zur Anwendung, um eine noch nicht diagnostizierte Schizophrenie oder
neurologische Erkrankungen mdéglichst auszuschlieBen. Standardisierte Leitfaden sind ein wichtiges
Werkzeug bei der Diagnostik, bergen jedoch auch Fehlermdglichkeiten, da der Untersucher
einerseits auf wahrheitsgemife Angaben des Patienten angewiesen ist und andererseits bestimmte
Symptome selbst objektiv einschdtzen muss, was bei der Diagnosestellung durch unterschiedliche
Untersucher zu abweichenden Ergebnissen fiihren kann. Zusédtzliche Sicherheit bei der korrekten

Diagnosefindung bieten dabei weitere strukturierte Interviews wie die PANSS (Positive and
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Negative Syndrome Scale; Kay et al.,, 1987). Die PANSS ist ein formalisiertes psychiatrisches
Interview iiber 30 bis 40 Minuten, in dem 30 Symptome anhand einer siebenstufigen Skala (von 1 =
nicht vorhanden, 7 = extrem ausgeprigt) bewertet werden. Durch die ausfiihrliche Definition der zu
untersuchenden Symptome sowie exakte Kriterien fiir deren Bewertung, ergibt sich somit eine hohe
Interrater- und Retest-Reliabilitdt (Kay et al.,, 1989). Das stufenweise Screenen der Fall- und
Kontrollkollektive verursacht zwar einen deutlichen Mehraufwand, fithrt aber tiber eine einheitliche
Diagnosestellung zur Verbesserung von Objektivitdt, Reliabilitdt und Validitit einer Studie. Auch
der Auswahl der Kontrollprobanden kommt eine groBe Bedeutung zu. Zur Teilnahme sollten nur
Probanden mit leerer psychiatrischen Anamnese rekrutiert werden, das alleinige Fehlen einer
Schizophrenie oder das Heranziehen von Blutspendern als Kontrollen ohne jegliche psychiatrische
Anamnesemoglichkeit ist v.a. in kleinen Stichproben nicht ausreichend, da es sich vermutlich nicht
um eine einzelne Erkrankung handelt, sondern um ein Mischbild aus einander dhnlichen Stérungen.
Dariiber hinaus konnen auch andere psychiatrische Erkrankungen vorliegen, die moglicherweise
eine gemeinsame genetische Basis mit der Schizophrenie aufweisen (Stefansson et al., 2007). In
unserer Studie wurde bei der Rekrutierung der Kontrollprobanden relevante somatische
Erkrankungen ausgeschlossen, eine negative psychiatrische- und neurologische Anamnese und
Familienanamnese noch zusitzlich mit miindlichen und schriftlichen Interviews, wie beispielsweise
dem SKID gescreent, um fehlerhafte Einschliisse zu vermeiden. In der Studie von Saito et al. wurde
nicht beschrieben, was zum Einschluss bzw. Ausschluss in das Kontrollkollektiv fiihrte. Als
Auswahlkriterium fiir das Kontrollkollektiv wurde lediglich das Fehlen einer psychiatrischen
Behandlung in der Anamnese der Teilnehmer vorausgesetzt. Dies kann jedoch unter Umstédnden
auch bedeuten, dass eine psychiatrische Erkrankung vorliegt aber nicht erkannt ist und so zu falsch-
negativen Ergebnissen beim Vergleich der Patienten- mit der Kontrollgruppe fiihrt. Eine stufenweise
Rekrutierung der Kontrollen und Patienten ist um so wichtiger, da das ohnehin sehr heterogene
Erscheinungsbild der schizophrenen Erkrankungen zum einen darauf hindeutet, dass es sich nicht
um eine einzelne Entitit handelt, sondern moglicherweise um verschiedene Krankheitsbilder mit
dhnlicher Symptomatik. Dies ist verbunden mit der Tatsache, dass den heterogenen Phéinotypen
ebenso heterogene Genotypen mit bisher noch unentdeckten pathophysiologischen Konzepten
zugrunde liegen, welche jeweils durch viele unterschiedliche genetische Polymorphismen bedingt
sein konnen (Keshavan et al., 2011). Die heterogene Zusammensetzung der Probanden scheint ein
entscheidendes Problem hinsichtlich valider und replizierbarer Ergebnisse genetischer Studien zu

sein. Genetische Faktoren spielen bei der Pathophysiologie der Schizophrenie aufgrund der

60



5 Diskussion

familidren Haufung der Erkrankung eine entscheidende und unumstrittene Rolle. Insgesamt scheint
es aber keine einzelnen genetischen Loci und Allele zu geben, die étiologisch verantwortlich sind.
Vielmehr handelt es sich sehr wahrscheinlich um eine Kombination verschiedener genetischer
Effekte, die sich gegenseitig beeinflussen und im Zusammenspiel mit Umweltfaktoren die
Erkrankung bedingen (Tandon et al., 2009). Die im klinischen Alltag angewendete Einteilung und
Subtypisierung von Phénotypen unter der Diagnose Schizophrenie anhand von klinischen
psychopathologischen Symptomen scheint somit der heterogenen Atiologie der Erkrankung nicht
angemessen (Nasrallah et al., 2011; Gottesman et al., 2003). In der Praxis folgt daraus eine
Subsummierung von Patienten unter einer Diagnose mit &hnlichen Phanotyp aber differenten,
komplexen genetischen und umweltbedingten dtiologischen Faktoren und letztendlich inhomogene
Patienten- und Kontrollkollektive in genetisch basierten Studien. In groBen Studien sind die
allgemeinen Rahmenbedingugnen der Durchfiilhrung von entscheidender Bedeutung, um
verldssliche Ergebnisse zu erhalten. Das Confounding durch Populationsstratifikationen wie nicht
erkannte Verwandtschaftsbeziehungen, unausgeglichenes Alter der teilnechmenden Patienten und
Kontrollprobanden sowie indifferente Geschlechtsverteilung, zu geringer Stichprobengréfie und
nicht sorgfiltig ausgewéhlten Kontrollen und Féllen, kann so deutlich minimiert werden

(Wacholder et al., 2002).

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Hypothese einer Beteiligung des NK3-Rezeptor Gens an der Pathogenese der Schizophrenie
beruht auf den Ergebnissen verschiedener pharmakologischer- und tierexperimentieller Befunde,
sowie aus Expressionsanalysen, die eine Lokalisation des Rezeptors im ZNS und Riickenmark
belegen und eine Rolle des NK3-Rezeptors im Dopamin-, GABA- und Serotonin-Haushalt nahe
legen (Spooren et al., 2005; Dawson et al., 2008). Insgesamt gesehen ist die Datenlage zum System
der Neurokinine und seiner Rezeptoren jedoch noch sehr liickenhaft. Vielversprechende Erfolge
klinischer Studien mit NK3-Rezeptor Antagonisten zur Behandlung der Schizophrenie,
insbesondere der Positivsymptomatik, erreichten noch nicht die Endphase der pharmakologischen
Zulassung (Malherbe et al., 2011). Assoziationsstudien zu Polymorphismen des NK3-Rezeptor
Gens mit Schizophrenie wurden bis jetzt nur an einer japanischen Population von Saito et al. (2008)

publiziert. Die von dieser Studiengruppe untersuchten neun Polymorphismen zum NK3-Rezeptor
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Gen zeigten dabei keine Signifikanz hinsichtlich der Allel- und Genotypenverteilung in der
untersuchten Kohorte. Drei der von Saito et al. (2008) untersuchten SNPs zeigten mit Hilfe des
1000 Genombrowsers (Phase 3) des IGSR (The International Genome Sample Resource;
http://www.1000genomes.org/) Unterschiede in der Allelverteilung abhidngig von der ethnischen
Abstammung. Ob die unterschiedliche, populationsabhiingige Allelverteilung eine Assoziation zur
Schizophrenie aufweist, ist nicht bekannt. Generell sind negative Kopplungs- und/oder
Assoziationsbefunde eines SNPs oder der gebildeten Haplotypen noch keine ausreichenden
Befunde, um eine Beteiligung des untersuchten Gens an der Pathogenese der Schizophrenie
ausschliefen, da auch andere genetische Varianten dafiir verantwortlich sein kdnnten. Positive
Befunde miissen demgegeniiber erst in anderen Stichproben auf ihre Reliabilitdt und Validitit hin
iiberpriift werden. Zudem konnten die untersuchten Polymorphismen der japanischen Kohorte in
Assoziationsuntersuchungen bei Patienten anderer ethnischer Abstammung zu anderen Ergebnisen
kommen. Einer der SNPs aus der genannten japanischen Studie, rs3796972, wurde auch in dieser
Studie auf Assoziation mit Schizophrenie untersucht, zeigte aber auch wie in der japanischen
Stichprobe keine signifikante Assoziation hinsichtlich Genotyp- und Allelverteilung. In der
statistischen Auswertung des Polymorphismus rs17033923 zeigte sich in dieser Studie bei der
Allelverteilung keine signifikanten Unterschiede. Ein Trend in Richtung einer Assoziationen zeigte
sich jedoch bei einem Vergleich der Trager des C-Allels beider Gruppen mit homozygoten Tragern
des T-Allels bei Kontrollen und Patienten mit Schizophrenie. C-Alleltrager traten in der Gruppe der
Patienten mit 22,29% im Vergleich zu den Kontrollen mit 18,04% etwas hédufiger auf. Die anderen
im Rahmen dieser Studie untersuchten Basenaustauschpolymorphismen rs17033903, rs17303520
und rs6854678 zeigten beim Vergleich der beiden untersuchten Stichproben weder in Allel- noch in
Genotypenverteilung oder einen signifikanten Zusammenhang. Wie in der japanischen Studie ist es
auch hier moglich, dass die untersuchten Allel- und Genotypenverteilung nicht alle Haplotypen des
Gens erfassen und dass es andere Polymorphismen sind, die in einer kaukasischen Patientengruppe
eine Assoziation belegen wiirden und umgekehrt die von uns untersuchten SNPs eine Assoziation
zur Schizophrenie in genetisch anderen Populationen zeigen. Durch die enge Beziehung des NK3-
Rezeptor Gens mit dem dopaminergen-, serotonergen- und GABAergen Systems, die eine
entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der Schizophrenie spielen, ist jedoch auch weiterhin
nicht auszuschlieBen, dass Varianten des Gens zur Entwicklung der Erkrankung beitragen.
Assoziationsstudien von Polymorphismen des Tachykinin-1-Rezeptor- und Tachykinin-2-Rezeptor

Gens mit Schizophrenie wurden bisher noch nicht durchgefiihrt oder zumindest noch nicht

62



5 Diskussion

publiziert, konnten jedoch durch die enge Verbindung des Neurokininsystems mit Dopamin-
GABA- und Serotoninhaushalt ebenfalls funktionelle Kandidatengene darstellen. Polymorphismen
des NK3-Rezeptor Gens konnen vermutlich das Risiko an Schizophrenie zu erkranken erhdhen,
sind jedoch mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit, nicht alleine causal fiir eine Maniphestation der
Erkrankung. Die 2014 durchgefiihrte GWAS zur Schizophrenie, mit mehreren hunderttausend
untersuchten Polymorphismen, konnte mindestens 108 genetische Loci mit genomweiter
Signifikanz detektieren, die aber jeweils auch nur einen kleinen Teil des genetischen Risikos fiir die
Entwicklung der Schchizophrenie erkldren. Es ist davon auszugehen, dass weitere, bislang
unterschwellige genetische Varianten und Regionen existieren, die jeweils einen kleinen aber
additiven Effekt auf das Erkrankungsrisiko zeigen.

Schizophrenie ist eine komplexe Erkrankung, die nach heutigen Erkenntnissen durch einen
Beteiligung mehrerer Gene mit jeweils geringem Beitrag sowie zusdtzlicher Umwelteinfliisse

bedingt wird (Davis et al., 2016).

5.3 Ausblick auf zukiinftige Untersuchungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten eine Assoziation der untersuchten Polymorphismen
des NK3-Rezeptor Gens mit Schizophrenie nicht bestitigen. Die Datenlage in Bezug des NK3-
Rezeptor Gens zur Schizophrenie, als auch insgesamt der Physiologie, Biochemie und Anatomie
des Neurokininsystems ist bis jetzt unklar und es sind noch viele Fragen offen. Der Einfluss der
Neurokinine und ihrer Rezeptoren v.a. auf den Dopamin- und Serotoninhaushalt und damit auch
den Zusammenhang zur Schizophrenie, legen eine Beteiligung an der Pathogenese der Erkrankung
nahe. Der fehlende Nachweis liegt in der moglicherweise noch immer fehlenden Power der
bisherigen Stichproben. Ein Teil der genetischen Variationen, die unterhalb der Signifikanzgrenze
liegen, konnten Schitzungen der SNP-basierten Heritabilitdit zufolge ebenfalls zum
Erkrankungswahrscheinlichkeit beitragen (Network and Pathway Analysis Subgroup of Psychiatric
Genomics Consortium, 2015). Durch die Analyse von Signalkaskaden, in die alle beteiligten Gene
in die Gewichtung der Kaskade miteinbezogen werden, wire eine Moglichkeit die echten Signale
herauszufiltern. Dabei muss auf eine angemessene Grofle der untersuchten Stichprobe wert gelegt
werden, um auch bei seltenen Allel- und Genotypen statistisch aussagefdhige Ergebnisse zu

erhalten. Die ethnischen Herkunft von Kontrollprobanden und Patienten der Studie muss
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berticksichtigt werden, um Populationsstratifikationseffekte bei der Allel- und Genotypenverteilung
zu vermeiden. In vielen Assoziationsstudien zur Schizophrenie, wie auch hier und in der
Referenzstudie von Saito, wurden nur isolierte Basenaustauschpolymorphismen untersucht. Auch
wenn sich hierbei die Moglichkeit ergibt, Gene und deren Assoziation zu untersuchen, um die
Folgen genetischer Variationen besser zu verstehen, ist der Einfluss einzelner SNPs quantitativ
meist wenig ausgeprigt und kommt oft nur in Kombination mit anderen SNPs zum Tragen (Zhao
und Castellanos, 2016). Daher ist die funktionelle Relevanz bei der Analyse einzelner SNPs in vitro
kritisch zu hinterfragen, da in vivo durch Kombination weiterer Polymorphismen im selben und
anderen Genen eine Beeinflussung der Funktion erfolgen kann. Als Beeinflussung der
Funktionalitidt wére eine protektive Wirkung von Allelen aber auch eine additive Wirkung einer
SNP-Kombination auf das Gen denkbar. Mogliche Kombinationseffekte einzelner genetischer
Variationen, eine Gen-Gen Interaktion, ggf. auch iiber verschiedene chromosomale Abschnitte
hinweg, miissen bei zukiinftigen Studienansétzen beriicksichtigt werden, um so zur Verbesserung
des pathophysiologischen Verstindnis beizutragen. Ziele der molekulargenetischen Forschung ist
das bessere Verstindnis von Erkrankungen und deren Pathogenese und somit der Therapie.
Langfristig gesehen wire es durchaus denkbar, dass dies die Detektion von klinisch gesunden
Tragern eines Risikoallels ermoglicht oder bei bestehender familidrer Disposition zur
Schizophrenie, eine Einleitung von PréventivmaBnahmen erfolgen kann, die den Ausbruch der
Schizophrenie verhindert. Auch eine individuell auf den Patienten angepasste medikamentdse
Behandlung mit gezieltem Wirkspektrum scheint ein erreichbares Ziel zu sein. Dazu ist es jedoch
notwendig, die Folgen von Variationen im Genom, die sich in Risikoallelen und Haplotypen
widerspiegeln, sowie deren funktionelle Auswirkung auf die Expression der Proteine zu
untersuchen. Insgesamt muss zum jetzigen Zeitpunkt festgehalten werden, dass die Schizophrenie
eine dulerst komplexe sowie schwerwiegende Erkrankung darstellt, deren Pathogenese nur in ihren
Grundziigen verstanden wird und deren Aufklidrung noch weiterer, intensiver Grundlagenforschung

bedarf.
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