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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Die Schizophrenie stellt eine der schwerwiegendsten psychischen Erkrankungen des
Menschen dar. Die Atiologie der Schizophrenie ist noch weitgehend ungeklirt. Es wird von
einer multifaktoriellen ~Atiopathogenese ausgegangen, wobei der Anteil genetisch
pradisponierender Faktoren bis zu 80% des Erkrankungsrisikos betragen kann.

Ein als Kandidatengen der Schizophrenie diskutiertes Gen stellt CHRNA7 (Cholinergic
Receptor Nicotinic Alpha 7 Subunit) dar. Es befindet sich auf Chromosom 15q13.3-14 und
kodiert fiir den nikotinischen Acetylcholinrezeptor a7 (nAChRa7). Genetische Studien zu
Markern im Genbereich CHRNA7 erbrachten signifikante Kopplungen und Assoziationen mit
der Schizophrenie. Auch biochemische, pharmakologische und histologische Studien deuten
auf einen Zusammenhang des Rezeptors mit der Erkrankung hin. Es finden sich jedoch auch
widerspriichliche Ergebnisse, so dass bis zum jetzigen Zeitpunkt keine endgiiltige Aussage
iiber das Gen und seine Rolle bei der Schizophrenie getroffen werden kann.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, genetische Marker im Genbereich von CHRNAT7 auf eine
Assoziation mit der Schizophrenie hin zu untersuchen. Als Marker dienten fiinf SNPs
(Einzelnukleotidpolymorphismen) aus Intron 1 und 2 von CHRNA7: rs11071503, rs6494211,
1s6494212, rs7175581 und rs12440480. Diese wurden bei 508 Patienten und 617 Kontrollen
kaukasischer Herkunft genotypisiert und auf statistisch signifikante Unterschiede tiberpriift.
Die Genotypverteilung des Markers rs7175581 wies eine statistisch signifikante Assoziation
zur Schizophrenie auf (p=0,019). In der Allelverteilung ergaben sich keine positiven
Assoziationen mit der Erkrankung. Die anderen vier Marker zeigten weder eine Signifikanz in
der Genotyp- noch in der Allelverteilung.

Die vorliegende Studie unterstiitzt die These einer genetischen Beteiligung von CHRNA7 bei
der Erkrankung Schizophrenie, muss jedoch aufgrund der negativen Ergebnisse einiger
Referenzstudien und aktueller genomweiter Assoziationsstudien (GWAS) und der im
Vergleich dazu sehr geringen Probandenzahl mit groer Vorsicht betrachtet werden.

Mehrere Faktoren kommen als Erklirung fiir die inkonsistenten Ergebnisse der
Referenzstudien in Frage. Die Heterogenitét der klinischen Diagnose Schizophrenie stellt eine
mogliche Ursache dar. In einigen Studien wurde eine ethnisch inhomogene Population
untersucht oder unklar definierte Ein- und Ausschlusskriterien angewandt. Eine zu geringe

Studiengrofle sowie eine ungeniigende Markerdichte kdnnten weitere Faktoren fiir fehlerhafte
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ZUSAMMENFASSUNG

Ergebnisse sein. AuBBerdem stellt die niedrige Penetranz der Einzelgene und Unterschiede im
Studiendesign (Kopplungs- bzw. Assoziationsstudien) eine zusitzliche Ungenauigkeit bei der
Auswertung der verschiedenen Studienergebnisse dar.

Weitere genetische Studien sind erforderlich, um CHRNA7 in seiner Rolle als Kandidatengen

der Schizophrenie zu bestitigen.
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2 Einleitung

Schizophrenie ist eine der schwerwiegendsten psychischen Erkrankungen des Menschen.
Nach Kurt Schneider, einem bedeutenden deutschen Psychiater, ist sie charakterisiert durch
»Storungen, die Empfinden und Wahrnehmen, Vorstellungen und Denken, Fiihlen und
Werten, Streben und Wollen sowie das Ich-Erlebnis betreffen™ (Brunnhuber 2004).
Schizophrenie zédhlt weltweit zu den zehn am meisten die Lebensqualitdt beeintrachtigenden
Erkrankungen (Porcelli et al. 2018). Aufgrund der verminderten Arbeitsfahigkeit betroffener
Personen und einer langen Hospitalisierungsdauer gilt die Schizophrenie laut WHO als eine
der teuersten Erkrankungen weltweit (Ripke et al. 2014).

Die Ursache der Schizophrenie ist noch weitgehend unbekannt. Die derzeitige Forschung
griindet sich auf der Annahme einer multifaktoriellen Genese. Der Ausbruch der Erkrankung
wird hierbei durch das Vulnerabilitéts-Stress-Modell erklért, bei der sowohl genetische als
auch entwicklungsbedingte Faktoren und Umwelteinfliisse eine Rolle spielen (Ripke et al.

2014, Thibaut et al. 2015). Eine kausale Therapie steht bisher nicht zur Verfligung.

2.1 Das Krankheitsbild der Schizophrenie

2.1.1 Medizinhistorische Entwicklung

Die systematische, wissenschaftliche Erforschung psychischer Erkrankungen begann Anfang
des 19. Jahrhunderts. Das Krankheitsbild der Schizophrenie wurde erstmals 1893 von dem
deutschen Psychiater Emil Kraepelin als abgegrenzte psychische Stérung unter dem Namen
,Dementia praccox“ beschrieben (Ebert 2005). Der Begriff bezog sich auf die schweren
kognitiven EinbuBlen mit konstanter Verschlechterung im Sinne eines dementiellen Abbaus
im Verlauf der Erkrankung und auf das junge Erstmanifestationsalter (Mdller et al. 2004).

Wihrend Kraepelin stirker den Verlauf der Erkrankung hervorhob, betonte der Schweizer
Psychiater Eugen Bleuler die im Querschnitt erfassbare Symptomatik. Er unterschied
Grundsymptome (Assoziationslockerung, Affekt- und Antriebsstorungen) von akzessorischen

Symptomen (Wahn, Halluzination, katatone Stérung), wobei fiir ihn die Grundsymptome die
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charakteristischen Symptome der Schizophrenie darstellten. Entgegen der Bezeichnung
,Dementia praccox‘ beobachtete er Félle mit spitem Beginn und ohne Progredienz und fiihrte
fir das Krankheitsbild den Begriff ,,Schizophrenie® ein. Der Begriff Schizophrenie
(altgriechisch fiir ,,gespaltenes Bewusstsein®) sollte das Nebeneinander von gesundem und
kranken Verhalten im Sinne einer fehlenden geistigen Einheit ausdriicken (Ebert 2005).

Kurt Schneider, ein deutscher Psychiater, grenzte 1938 die Symptome ersten Ranges
(dialogische und kommentierende Stimmen, Wahnwahrnehmung, Ich-Stérungen, leibliche
Beeinflussungserlebnisse) von Symptomen zweiten Ranges (Zonésthesien, Wahneinfillen,
optische, olfaktorische oder gustatorische Halluzinationen) ab (Ebert 2005). Die von
Kraepelin, Bleuler und Schneider beschriebenen Symptome und Kategorien bilden bis heute

die Grundlage fiir die Klassifikation der Schizophrenie.

2.1.2 Epidemiologie

Symptome einer Schizophrenie treten in allen bisher untersuchten Landern und Kulturen mit
einer Lebenszeitpridvalenz von 0,5-1 % etwa gleich hiufig auf (Giegling et al. 2017). Die
Inzidenz liegt bei 0,05% (Ripke et al. 2014). Minner zeigen eine leicht erhdhte Vulnerabilitat
fiir die Erkrankung. Erstmanifestationen wurden vom 1. bis zum 7. Lebensjahrzehnt
beobachtet. Das Erstmanifestationsalter liegt bei Ménnern durchschnittlich im Alter von 21
und bei Frauen im Alter von 26 Jahren. 90% aller schizophrenen Minner erkranken vor dem
30. Lebensjahr, jedoch nur 66% der schizophrenen Frauen. Zusétzlich zeigt sich bei diesen
eine zweite Haufung erstmaliger Krankheitsausbriiche um das 49. Lebensjahr (Héfner 1991).
Grund dafiir ist moglicherweise ein hemmender Effekt von Ostrogen in Bezug auf die

Genexpression und die Funktion der Neurotransmitter (Hafner 2003).

2.1.3 Symptomatik

Die Symptomatik der Schizophrenie ist inter- und intraindividuell sehr variabel und abhéngig

vom Subtyp und dem Stadium der Erkrankung. Wihrend in der akuten Krankheitsphase
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meistens Positivsymptome (produktiv-psychotisch) vorhanden sind, ist die chronische

Krankheitsphase vor allem von Negativsymptomen gepragt.

Folgende typische Symptome kdnnen bei einer Schizophrenie auftreten:

® [nhaltliche Denkstorungen: Wahnwahrnehmungen, Wahnstimmung, Wahneinfille (z.B.
Verfolgungs-, Vergiftungs-, GroBenwahn)

® Formale Denkstorungen: Gedankensperrung, Gedankenabrei3en, umstiandliches Denken,
Neologismen, Denkzerfahrenheit

® Halluzinationen: dialogisierende, kommentierende und imperative Stimmen, optische
Halluzinationen, Leib-, Geruchs- oder Geschmackshalluzinationen

® [ch-Storungen: Storungen des Denkens, Wollens und Handelns; Gedankeneingebungen,
Gedankenentzug, Gedankenausbreitung, Gedankenlautwerden, Willensbeeinflussung

® Storungen der Affektivitdt: Anhedonie, Affektverflachung, Affektlabilitit, Angst,
Ambivalenz, parathymer Affekt, lappischer Affekt (v.a. bei hebephrenem Verlauf)

® Storungen der Psychomotorik und des Antriebs: Antriebslosigkeit oder motorische
Unruhe, manirierte, bizarre Bewegungen, Sprach- oder Bewegungsstereotypien, Rigiditét,

Mutismus, Negativismus, Echopraxie und Echolalie

2.1.4 Diagnostik

2.1.4.1 Diagnosekriterien

Die Diagnose einer Schizophrenie griindet sich auf den psychopathologischen Befund, die
Verlaufsbeobachtung und den Ausschluss einer anderen psychischen oder korperlichen
Erkrankung. Es gibt keinen Parameter und kein psychopathologisches Symptom, das
ausschlieBlich bei der Schizophrenie oder bei allen schizophrenen Erkrankten anzutreffen
wiére (Schmitt et al. 2016). Zur Abgrenzung einzelner psychischer Krankheitsbilder
voneinander existieren operationalisierte Klassifikationssysteme. Diese definieren durch
explizite Vorgaben Ein- und Ausschluss-, sowie Zeitkriterien fiir die jeweilige Erkrankung.
Die Rekrutierung der Teilnehmer fiir die vorliegende Studie erfolgte anhand des ,,Diagnostic

and Statistical Manual of Mental Disorders® (4. Fassung) (DSM-IV) der American
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Psychiatric Association (dt.: Saf} et al. 1996) (Tabelle 1). Die aktuellste 5. Fassung des

Buches war zum Zeitpunkt der Studiendurchfiihrung noch nicht vorhanden.

Tabelle 1: Erforderliche Diagnosekriterien einer Schizophrenie nach DSM-IV (Saf et al. 1996)

A. Charakteristische Symptome: mindestens 2 der folgenden, jedes bestehend fiir einen erheblichen
Teil der Zeitspanne von 1 Monat:

1. Wahn

2. Halluzinationen

3. desorganisierte Sprache

4. grob desorganisiertes oder katatones Verhalten

5. negative Symptome

Nur eines der A-Symptome ist erforderlich, wenn ein bizarrer Wahn oder kommentierende und

dialogische Stimmen vorhanden sind.

B. Soziale/berufliche Einbufe: seit Beginn der Storung mindestens ein Funktionsbereich des téglichen

Lebens deutlich unter dem fritheren Niveau

C. Dauer: mindestens 6 Monate mit 1 Monat florider Symptomatik und die restliche Zeit mit

abgeschwéchter oder negativer Symptomatik

D. Ausschluss von schizoaffektiver oder affektiver Storung

E. Ausschluss von Substanzeinfluss/ medizinischem Krankheitsfaktor

F. Beziehung zu einer tiefgreifenden Entwicklungsstorung: bei vordiagnostizierter autistischer
Storung darf eine Schizophrenie nur diagnostiziert werden, wenn mindestens 1 Monat ausgeprégter

Wahn oder Halluzinationen vorhanden sind.

2.1.4.2 Subtypisierung

Anhand der vorherrschenden Symptome unterscheidet das DSM-IV fiinf Subtypen der
Schizophrenie: paranoider Typus (Wahnphdnomene, Halluzinationen), desorganisierter
Typus (desorganisierte Sprache und Verhalten, verflachter, inadidquater Affekt), katatoner
Typus (psychomotorische Hyper- oder Hypokinesen, Negativismus, manirierte Bewegungen,
Echolalie, Echopraxie), undifferenzierter Typus (A-Kriterien ohne Kriterien der anderen

Subtypen), residualer Typus (keine floride Psychose, aber Hinweise auf Schizophrenie in
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Form von abgeschwichten A-Kriterien oder Negativsymptomen). Die vorherrschende

Symptomatik kann im Verlauf der Erkrankung wechseln.

2.1.5 Krankheitsverlauf

Der Krankheitsverlauf der Schizophrenie gliedert sich in die Prodromalphase, die aktive
Krankheitsphase und die Residualphase. Die Prodromalphase kann der Akuterkrankung fiir
einige Wochen bis zu ca. 6 Jahren vorausgehen und duflert sich vor allem in unspezifischen
Negativsymptomen wie depressiver Verstimmung, erhdhter Reizbarkeit, Interessensverlust
und Leistungsabfall (Héafner et al. 1995).

Schizophrene Psychosen konnen selten monophasisch, in den meisten Féllen aber
rezidivierend mit unvollstindiger Remission oder chronisch verlaufen. Eine einzige Episode
tritt nur bei etwa 11,5% der Erkrankten auf (Marneros et al. 1991).

Die Residualphase duBert sich in Negativsymptomen, kognitiven Stérungen und einzelnen
abgeschwiéchten produktiven Symptomen (Moller et al. 2017). Davon abgegrenzt wird die
postschizophrene Depression, bei der depressive Symptome im Vordergrund stehen.
Schizophreniekranke Patienten zeigen im Vergleich zur Normalbevolkerung eine 2,5fach
hohere Mortalitit (Saha 2007). Urséchlich ist vor allem eine Suizidrate von 4-13%, wobei 25-
50% aller Schizophrenen mindestens einen Suizidversuch im Lauf ihres Lebens durchfiihren
(Meltzer 2005). Je lidnger die erste Psychose unbehandelt bleibt, desto 6fter entwickelt sich
ein ungiinstiger Verlauf (Bottlender et al. 2003, Haan et al. 2003). Seit der Einfilhrung der

Psychopharmaka hat sich die Individualprognose deutlich verbessert.

2.1.6 Sozialmedizinische Aspekte

Die Schizophrenie zéhlt zu den zehn Krankheiten mit der hochsten Anzahl der durch
Behinderung verlorenen Lebensjahre, gemessen an dem Verlust von Lebensqualitit und
aufgrund verfriihter Sterblichkeit durch Suizid. Sie rangiert somit vor nicht-psychiatrischen

Erkrankungen wie Krebs- oder Herzerkrankungen (Porcelli et al. 2018).
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Symptomchronifizierung, soziale Behinderung und Stigmatisierung sind héufige, schwere
Folgen von Schizophrenie (Gaebel und Wolwer 2010).

Die fiir die medizinische und rehabilitative Versorgung schizophrener Kranker anfallenden
direkten Kosten sowie insbesondere die bis zu fiinffach héheren indirekten Kosten, die durch
den Verlust an Produktivitit (z.B. durch Erwerbsunfihigkeit, Frithberentung, vorzeitige
Mortalitét) verursacht werden, sind mit denen somatischer Volkskrankheiten wie Diabetes
mellitus oder Herz-Kreislauferkrankungen vergleichbar. Die Erkrankung gilt laut WHO somit
als eine der teuersten Erkrankungen weltweit. Schitzungen zufolge werden ca. 2% bis 4% der
Gesamtkosten fiir Gesundheitsleistungen in Deutschland fiir an Schizophrenie Erkrankte

aufgewendet (Gaebel und Wolwer 2010).

2.1.7 Atiopathologie

Die Atiologie der Schizophrenie ist bis heute weitgehend ungeklirt (Thibaut et al. 2015).
Neuropathologische Befunde zeigen ein erweitertes Ventrikelsystem bei ca. 30% der
Patienten (Steen et al. 2006, Hirayasu 2007) sowie eine Volumenverminderung vorwiegend
des Frontal- und Temporallappens und des Amygdala-Hippocampus-Komplexes bei einem
GrofBteil schizophrener Patienten (Wright et al. 2000, Schmitt et al. 2016). Im subzelluldren
Bereich wurden Verluste von Synapsen, Axonen und Dendriten vor allem bei inhibitorischen
Interneuronen entdeckt (Bogerts 2002, Méller et al. 2017). Dies betrifft vor allem den Gyrus
cinguli (Benes 1995), den frontalen Kortex und den Hippocampus (Glantz et al. 2000, Sawada
et al. 2005). Beziiglich der Neurotransmitter wurde in PET- und SPECT-Untersuchungen eine
verminderte dopaminerge Aktivitit im Frontalhirn und eine Uberfunktion im striatalen und
limbischen System beschrieben. Des Weiteren fanden sich in Magnetresonanzspektroskopie-
Studien erhohte Glutamatspiegel im priafrontalen, parietalen und occipitalen Kortex, sowie im
Thalamus und den Basalganglien. GABA war im préfrontalen Kortex schizophrener Patienten
vermindert nachweisbar (Schmitt et al. 2016). Die genannten anatomischen, histologischen
und biochemischen Verdnderungen sind nur bei einem Teil der Patienten nachweisbar und
somit nicht pathognomonisch verwertbar (Schmitt et al. 2016).

Das derzeitige Wissen iiber die Atiopathogenese wird durch das Konzept des Vulnerabilitiits-

Stress-Modells am besten abgebildet (Ripke et al. 2014). Genetische Faktoren fiithren zu
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Hirnentwicklungsstorungen, synaptischen Fehlverkniipfungen, Rezeptorstérungen und
pathologischen Neurotransmitterkonzentrationen, die eine Anfilligkeit fiir die Erkrankung
darstellen. Diese Pradisposition kann im Laufe des Lebens durch spéter aktivierte Gene
verstarkt werden. Die genetischen Faktoren werden durch exogene Einfliisse (Stressoren) wie
Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen, Virusinfektionen, Drogenmissbrauch,
belastende Lebensereignisse oder ,,high expressed emotion‘- Familien verstérkt (Tarrier 1994,
(Nakane 2007)). Auch das ménnliche Geschlecht, ein fortgeschrittenes Alter des Vaters bei
Geburt sowie Hormonverdnderungen werden als risikosteigernde Faktoren angesehen (Lang
et al. 2007, Thibaut et al. 2015). Zur Krankheitsmanifestation kommt es, wenn das bereits
vorgeschédigte Gehirn weitere Belastungen nicht mehr zu kompensieren vermag. Fiir die
genannten neuropathologischen und biochemischen Verdnderungen des Gehirns werden

verschiedene genetische Defekte postuliert.

2.2 Genetik der Schizophrenie

2.2.1 Gen- und Umweltfaktoren

Die familidre Haufung der Schizophrenie weist deutlich auf eine Beteiligung genetischer
Faktoren bei der Krankheitsentstehung hin. Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien
konnten zeigen, dass das Erkrankungsrisiko mit der genetischen Verwandtschaft zu einer
erkrankten Person steigt. Der erblich bedingte Anteil des Erkrankungsrisikos wird derzeit auf
60-80% geschitzt (Thibaut et al. 2015). Familidre Umgebungsfaktoren scheinen
demgegeniiber von untergeordneter Relevanz, wie Adoptionsstudien nachwiesen (Ingraham et
al. 2000, Shih et al. 2004).

Im Verwandtenkreis schizophreniekranker Menschen finden sich gehduft Personen mit einer
schizoiden bzw. schizotypischen Personlichkeitsstorung (Giegling et al. 2017). Diese
Tatsache sowie die mit dem Verwandtschaftsgrad zu einer erkrankten Person ansteigende
familidre Haufung der Schizophrenie spricht gegen eine monogene und fiir eine polygene
Vererbung mit mehreren interagierenden Genkonstellationen, von denen jede nur einen
kleinen Teil zum Erkrankungsrisiko beitrdgt. Durch Addition oder Potenzierung der Wirkung
vieler Loci in einem oder unterschiedlichen Genen wird das Krankheitsrisiko erhoht (Schmitt

et al. 2016). Da die Vererbung nicht den rezessiven oder dominanten Ubertragungsregeln
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nach G. Mendel folgt, wird sie als ,komplex* bezeichnet. Dabei liegen die
krankheitsverursachenden Mutationen wahrscheinlich sowohl in kodierenden Bereichen des
Genoms als auch an SpleiB3-Stellen (regulieren das Zusammenfiigen der Exons) oder in
regulativen Regionen (steuern die Expression eines Gens, z.B. Promotor).

Zwillingsstudien untersuchen die Konkordanz zwischen monozygoten Zwillingen mit nahezu
identischem Genom und dizygoten Zwillingen, die eine ca. 50%ige genetische
Ubereinstimmung zeigen. Die Heritabilitit der Schizophrenie bei eineiigen Zwillingen betrigt
50 - 80 % und ist damit doppelt so hoch wie bei zweieiigen Zwillingen (Schmitt et al. 2016,
Giegling et al. 2017). Dies unterstreicht die Relevanz genetischer Faktoren fiir das Auftreten
der Schizophrenie. Die maximal 80%ige Konkordanzrate bei eineiigen Zwillingen spricht
jedoch auch fiir den Einfluss zusétzlicher nicht-genetischer Faktoren.

Um genetische von umweltbedingten Faktoren zu trennen, sind Adoptionsstudien die am
besten geeignete Methode. Friih adoptierte Kinder schizophreniekranker leiblicher Eltern, die
bei gesunden Adoptiveltern aufwachsen, zeigen dasselbe Erkrankungsrisiko wie Kinder
betroffener Eltern ohne Adoption. Kinder nicht erkrankter leiblicher Eltern, die von einer
erkrankten Person adoptiert werden, weisen keine erhohte Erkrankungsrate gegeniiber der
Normalbevolkerung auf (Tienari et al. 2004, Giegling et al. 2017). Adoptions- wie
Zwillingsstudien weisen somit eine genetische Teildetermination der Schizophrenie nach.
Neben deutlichen genetischen Einfliissen spielen auch Umweltfaktoren eine entscheidende
Rolle fiir den Ausbruch der Erkrankung, wie in einer finnischen Adoptionsstudie
nachgewiesen werden konnte (Tienari et al. 2004). Diskutierte Umweltfaktoren sind
Geburtskomplikationen, ein steigendes Alter des Vaters, Kannabiskonsum, &uBere
Stressfaktoren wie schwierige familidre Verhiltnissen, z.B. eine unsichere Familiensituation,
ein wenig liebevoller zwischenmenschlicher Umgang, fehlende Anerkennung, hohes
Konfliktpotential beziehungsweise emotionales Uberengagement (sog. ,high expressed
emotion families*) oder das Aufwachsen in stddtischer Umgebung (Owen et a. 2016, Giegling
et al. 2017). Bei genetisch vorbelasteten Kindern kam es in der finnischen Studie von Tienari
in Adoptivfamilien mit schwierigen familidren Verhéltnissen signifikant hiufiger zu einem
Auftreten von Erkrankungen aus dem schizophrenen Formenkreis als bei Adoptivkindern aus

intakten Adoptivfamilien.
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2.2.2 Genetische Heterogenitat

Aufgrund des é&uBerst variablen klinischen und pathophysiologisch-morphologischen
Erscheinungsbildes ist von einer genetischen Heterogenitdt der Schizophrenie auszugehen.
Bisher wurden keine Hauptgene fiir die Schizophrenie identifiziert. Es ist nicht bekannt, ob es
eine bestimmte Anzahl obligater, pradisponierender Gene gibt und welches anteilige Risiko
jeweils iibertragen wird. Es wird von einer Vielzahl moglicher pathologischer
Genkombinationen ausgegangen, die sich zwischen den erkrankten Personen und zwischen
verschiedenen Ethnien unterscheiden (Lokus-Heterogenitit). Dabei sind unterschiedliche
Mutationen desselben Gens als Risikofaktoren denkbar (allelische Heterogenitét) (Harrison et
al. 2005, Thibaut et al. 2015). Moderatorgene konnen die Symptomatik der Erkrankung
steuern, ohne selber eine risikosteigernde Wirkung auszuiiben (Mdller et al. 2017).

Die klassische Unterteilung der Schizophrenie in klinisch definierte Subtypen zeigt keine
reproduzierbare familidre oder genetische Homogenitit (Kendler et al. 1993). Die Erkrankung

der Schizophrenie tritt somit zwar gehéduft in Familien auf, nicht aber die jeweilige Unterform.

2.2.3 Endophanotypen

Die Diagnosekriterien von DSM-IV stellen eine Krankheitseinteilung nach klinischen
Gesichtspunkten dar. Sie lassen keine Riickschliisse auf zugrunde liegende genetische
Faktoren zu. Auf der Suche nach Vulnerabilititsindikatoren mit einem direkteren Bezug zu
Geneffekten entstand das Konzept der Endophdnotypen. Wesentliche Kriterien fiir diese
Indikatoren waren der Nachweis der genetischen Verursachung dieser Normabweichung, das
Vorliegen messbarer neurophysiologischer Defizite, die nicht nur bei Erkrankten, sondern
auch bei nicht betroffenen Familienmitgliedern iiberzufillig hdufig auftraten, sowie das
zeitstabile Auftreten dieser Parameter. Diese Krankheitsindikatoren werden als intermediére
Phénotypen oder Endophénotypen bezeichnet (Schmitt et al. 2016). Es wird angenommen,
dass Endophidnotypen von einer kleineren Zahl von Genen und auf direktere Weise

beeinflusst werden als die genetisch komplexe Erkrankung der Schizophrenie.
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Gut bestitigte Endophénotypen der Schizophrenie sind:
e Sensorisches P50-Gating-Defizit (elektrophysiologisch messbare Bahnung eines
akustischen Reizes (P50) nach einem Vorreiz) (Schmitt et al. 2016)
e Sakkadierte Augenfolgebewegungen bei der Beobachtung sich gleichméaBig
bewegender Objekte (Thibaut et al. 2015)
e Storungen des Arbeitsgeddchtnisses (Schmitt et al. 2016)
e Storungen des deklarativen bzw. episodischen Gedéchtnisses (Cannon 2005)
Die genannten Normabweichungen finden sich mit iiberzufélliger Haufigkeit nicht nur bei
Schizophrenen, sondern auch bei einem Teil ihrer gesunden Verwandten. Im Gegensatz zu
fluktuierenden psychotischen Symptomen zeigen sie ein zeitstabiles Auftreten und gehen der

Erkrankung zeitlich voraus (Thibaut et al. 2015).

2.2.4 Kandidatengene der Schizophrenie

Als Kandidaten- oder Suszeptibilititsgene werden Gene bezeichnet, von denen ein
Zusammenhang mit polygen verursachten Erkrankungen vermutet wird. Der Begriff grenzt
sich ab von den kausalen Genen, die fiir eine monogene Stérung verantwortlich sind.
Genetische Mutationen in Kandidatengenregionen konnten auf verschiedene Weisen das
Erkrankungsrisiko flir Schizophrenie modulieren. Befinden sie sich in einem kodierenden
Bereich der DNA, so kann die Struktur eines Proteins verdndert sein. In nicht-kodierenden
Bereichen konnten sie regulatorischen Einfluss auf die Expression des Gens haben, indem sie
die Transkriptions- und Translationsraten, das Spleilen oder die mRNA-Stabilitdt
beeinflussen.

Das Auffinden krankheitsverursachender, chromosomaler Regionen gelingt entweder iiber
genetische Riickschliisse aufgrund der Pathophysiologie der Erkrankung (funktionelle
Kandidatengene) oder orientiert sich an den Ergebnissen genetischer Kopplungs- und
Assoziationsuntersuchungen (positionelle Kandidatengene). Hierfiir sind genetische Marker
notwendig. Als mogliche funktionelle Kandidatengene der Schizophrenie werden unter

anderem folgende Gene diskutiert:
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e RGS4 auf Chromosom 1q21-q22 (Mirnics et al. 2001, Chowdari 2002)

e DISCI auf Chromosom 1g42 (Schmitt et al. 2016, Giegling et al. 2017)

e GRIA1 auf Chromosom 5q33 (Ripke et al. 2014)

e GRM3 auf Chromosom 7q21-q22 (Schmitt et al. 2016)

e NRGI auf Chromosom 8p12-p21 (Schmitt et al. 2016, Giegling et al. 2017)

e PPP3CC auf Chromosom 8p21(Yamada et al. 2007)

e CACNB?2 auf Chromosom 10p12 (Ripke et al. 2014)

e DRD2 auf Chromosom 11g23.1 (Giegling et al. 2017)

e CACNAIC auf Chromosom 12p13.33 (Ripke et al. 2014)

e (72 auf Chromosom 13q32-q34 (Harrison et al. 2005)

e CHRNA7 auf Chromosom 15q13.3-14 (Luo et al. 2014, Bertelsen et al. 2015, Schmitt
et al. 2016)

e GRIN2A auf Chromosom 16p13.2 (Ripke et al. 2014)

e COMT auf Chromosom 22q11 (Schmitt et al. 2016, Giegling et al. 2017)

e (CACNAII auf Chromosom 22q13.1 (Ripke et al. 2014)

Es wird vermutet, dass das Zusammenspiel unterschiedlicher Mutationen in einem oder
mehreren dieser Gene fiir das genetische Risiko der Schizophrenie verantwortlich ist. Die
Gene spielen eine Rolle bei der Neurogenese, der Zellmigration, der Bildung und dem

Transport von Neurotransmittern sowie der Synapsenbildung und Plastizitét des Gehirns.

2.2.4.1 Genetische Marker

Genetische Marker sind eindeutig identifizierbare DNA-Sequenzen, die in mindestens zwei
Varianten in einer Population vorkommen. Die unterschiedlichen Ausprigungen treten
jeweils zusammen mit einer bestimmten Form eines Gens (z.B. gesund oder mutiert) auf. Die
Auswahl genetischer Marker erfolgt tiber den Kandidatengenansatz oder einen systematischen
Genomscan. Beim Kandidatengenansatz werden Polymorphismen von Genen als Marker
eingesetzt, die wahrscheinlich fiir die Pathophysiologie der Erkrankung relevant sind. Bei der

Schizophrenie sind dies zum Beispiel Gene von Neurotransmittern oder deren Rezeptoren.
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Der Genomscan hingegen deckt Polymorphismen im gesamten Genom auf. Angewandte
Markertypen sind unter anderem Mikrosatellitenmarker, Copy Number Variants (CNVs) und
Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs). Genomweite Kopplungsanalysen benétigen eine
ausreichende Anzahl gleichméBig iiber das Genom verteilter polymorpher Marker. Die
Anzahl der Marker ist von der jeweiligen Informativitdt abhéngig. Da Mikrosatelliten eine
Abfolge von Nukleotiden darstellen, kann ein erfolgreicher Genomscan mit ca. 400
Mikrosatellitenmarkern durchgefiihrt werden. SNPs bestehen hingegen nur aus einem
einzigen Nukleotid (2 Allele), so dass ca. 500.000-1.000.000 SNPs notwendig sind, um das
gesamte Genom abzudecken. Um den geringeren Informationsgehalt auszugleichen, konnen
benachbarte SNPs kombiniert ausgewertet (Haplotyp- und Multipoint-Analyse) (Hoffmann
2009). Um eine stabile Kosegregation (gemeinsame Vererbung) zwischen einer Stérung und
einem Gen iiber das gesamte Genom hinweg feststellen zu konnen, wird eine Markerdichte
von 1 Marker/3kb empfohlen (Carlson et al. 2003). Auf der Suche nach aussagekriftigen
Markern in einer vermuteten Kandidatenregion werden zuerst Marker untersucht, die sich
iiber den gesamten suszeptiblen Genbereich verteilen. Diese vermitteln stichprobenartig einen
Eindruck der Assoziationswahrscheinlichkeit in den verschiedenen Regionen. In einem
zweiten Schritt wird dann ein begrenzter Genabschnitt, der initial eine hohe

Wabhrscheinlichkeit fiir positive Assoziationen aufwies, detaillierter untersucht,.

2.2.4.2 SNPs

Als Einzelnukleotidpolymorphismen (Single Nucleotide Polymorphisms = SNPs) werden
Basen bezeichnet, die sich an derselben genetischen Position befinden und verschiedene
Allele zwischen Individuen aufweisen. Ein interindividuelles Abweichen von Allelen kommt
in 0,1% des menschlichen Genoms vor, wihrend 99,9% identisch sind. An der 0,1%igen
Variabilitit des Genoms zwischen Individuen haben SNPs einen Anteil von ca. 90%
(Buselmaier 2007). Sie kommen in einer Frequenz von ca. 1 SNP / 1000 Basen vor. Im
menschlichen Genom existieren ca. 10 Millionen SNPs, die bis auf einige seltene Varianten
durch de novo-Sequenzierung und Sequenzvergleich prinzipiell alle genotypisiert wurden

(1000 Genomes Project, 2019). Sie liegen sowohl in kodierenden als auch in nicht-
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kodierenden Bereichen. Mit der Schizophrenie assoziierte SNPs konnen entweder selbst die

verursachende genetische Variation darstellen oder Marker fiir eine solche Sequenz sein.

2.2.5 Kopplungsstudien

Als Kopplung wird die gemeinsame Vererbung von eng benachbarten Regionen (Loci) auf
einem Chromosom bezeichnet. Je enger zwei Bereiche zusammenliegen, desto
unwahrscheinlicher ist die Trennung der Loci bei der Rekombination durch Crossing-over.
Bei der Aufkldarung genetisch verursachter Erkrankungen wird das Prinzip der Kopplung
angewandt. Einer der beiden Loci ist der ,,Phinotyp“ mit unbekannter genetischer
Lokalisation. Der andere Lokus wird durch einen polymorphen Marker (DNA-Abschnitt mit
mehr als einer Variante innerhalb einer Familie oder Population) reprisentiert, dessen
Position im Genom bekannt sein muss. Die unterschiedlichen Varianten eines Markers
werden Allele genannt. Die Anzahl der positiven Kopplungsereignisse gibt Auskunft iiber die
Néhe des Markers zu der gesuchten Gensequenz (Hoffmann 2009).
Kopplungsstudien werden iiber das gesamte Genom durchgefiihrt. Sie eignen sich vor allem
fiir Krankheiten mit klarem Mendelschen Erbgang und fiir groe Familien. Sie kdnnen aber
auch zur Identifikation von Kandidatengenregionen oder zur Suche von Genen mit starkem
Einfluss auf die Entstehung einer Erkrankung (Hauptgene) eingesetzt werden (Forstl et al.
2006). Meist sind die Kandidatengenregionen in Kopplungsstudien sehr gro3 (>1Mb) und
enthalten viele Gene (Weiland et al. 2000). Daher gestaltet sich die Suche nach
Kandidatengenen selbst bei positiven Kopplungsergebnissen oft als schwierig.
Zahlreiche Regionen konnten in Kopplungsstudien identifiziert werden, die zur
Pathophysiologie einer Schizophrenie beitragen konnten.

e 1q21-22 (Brzustowicz 2000), 1p13.3-g23.3 (Arinami 2005)

e 2pl2-23.3 (Giegling et al. 2017)

e 3p25.3-22.1 (Lewis 2003)

e 5g21-31 (Giegling et al. 2017)

e 6p24-22 (Schwab 2003, Harrison 2005)

e 8p22-21.1 (Giegling et al. 2017)

e 10pl4 (De Lisi 2002), 10g25.3-26.3 (Giegling et al. 2017)
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o 11g22.3-24.1 (Lewis 2003)

e 13q32-34 (Faraone et al. 2002a), 13q13-14 (Maziade et al. 2009)

o ldpter-13.1 (Lewis 2003)

e 15ql13.3-14 (Fallin et al. 2004, Leonard et al. 2006), 15926 (Vazza 2007)
e 20p12.3-11 (Lewis 2003)

e 22ql1 (Giegling et al.2017)

2.2.6 Assoziationsstudien

In Assoziationsstudien macht man sich das Vorhandensein von Polymorphismen in der DNA
zu Nutze. In einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie werden Trager eines Merkmals mit einer
Kontrollgruppe, die dieses Merkmal nicht aufweist, verglichen. Eine Assoziation liegt vor,
wenn ein spezifischer genetischer Marker iiberzufillig hiufig bei den Merkmalstrigern
auftritt. Als genetische Marker werden biallelische Sequenzvariationen (z.B. SNPs)
verwendet. Assoziationsuntersuchungen benétigen optimalerweise grofle Stichproben von
mehreren tausend Teilnehmern. Sie sind sehr empfindlich gegeniiber einer geringen
Genwirkung und kénnen Allele mit nur miBigem Erkrankungsrisiko aufdecken (N&then et al.
1993, Sullivan et al. 2005). Assoziationsstudien zeigen eine hohe Sensitivitit und eine geringe
Spezifitit (Forstl et al. 2006).

In Bezug auf die Schizophrenie wurden in genomweiten Assoziationsstudien bisher folgende
Regionen am haufigsten repliziert und als krankheitsrelevant eingestuft.

1g21.1 (Schmitt et al. 2016)

e 2q32.3 (O’'Donovan et al. 2008)

e 5ql4.1 (Chenetal.2011a)

o 6p21.32-p22.1 (Yue et al. 2011, Williams et al. 2011)

e 8p23.2,8g21.3 (Ripke et al. 2011)

e 9qg33.1 (Wang et al. 2010), 9p22.3 (Loe-Mie et al. 2010)

e 10g24.32-q24.33 (Ripke et al. 2011)

e 1Ipll.2(Yueetal 2011)

e 14q31.3 (Chenetal. 2011)
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e 15q13.3-14 (Schmitt et al. 2016, Giegling et al. 2017)
e 18g21.2 ( Duan et al. 2010, Williams et al. 2011)

Sind Kopplung und Assoziation gemeinsam vorhanden, so segregiert der Phénotyp liber
verschiedene Familien hinweg mit dem gleichen Allel (Boddeker et al. 2000).

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) ermoglichen die Detektion von Polymorphismen
zwischen Individuen ohne eine vorherige Festlegung auf eine bestimmte Zielregion zu
bendtigen, indem sie das komplette Genom verschiedener Individuen analysieren und
miteinander vergleichen. Sie geben Hinweise auf bisher unbekannte Kandidatengenregionen.

Die groe Anzahl an Genloci, die in Kopplungs- und Assoziationsstudien mit der
Schizophrenie in Zusammenhang gebracht werden, sprechen fiir eine multifaktorielle und
polygene Vererbung dieser Erkrankung. In der vorliegenden Arbeit wurden genetische
Marker der Genregion CHRNA7 mit Hilfe einer Assoziationsstudie in Bezug auf die

Schizophrenie untersucht.

2.3 Das Gen CHRNA?7 und dessen Genprodukt

2.3.1 Das Gen CHRNA7

Das Gen CHRNA?7 liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 15 auf dem codogenen Strang
mit der Position 15q13.3-14, Genlokus 30110017-30248525 (Gen ID 1139; MIM 118511)
(Chini et al. 1994). Die offizielle Nomenklatur (Human Genome Organisation: Gene
Nomenclature Committee) des Gens lautet CHRNA7 (cholinergic receptor, neuronal
nicotinic, alpha-7 subunit). Es kodiert fiir den nikotinischen Acetylcholinrezeptor a7.

Das Gen ist eines von elf Genen fiir die Kodierung der Untereinheiten von nikotinischen
Acetylcholinrezeptoren. Entwicklungsgeschichtlich wird es als das dlteste Gen dieser Gruppe
angesehen, da es bereits in Archaebakterien vorliegt (Sinkus et al. 2015).

Es enthélt 10 Exons und besitzt eine Grofle von ca. 138.523 Basen. Der Core-Promotor von
CHRNAY7 befindet sich am 5" Transkriptionsstart von Exon 1. Er enthélt keine TATA-Box
und zeichnet sich durch einen hohen GC-Gehalt von 77% aus (Gault et al. 1998). Es konnten
Bindungsstellen fiir die Transkriptionsfaktoren SP1 (Specificity protein 1), EGR1 (Early
growth response factor 1), AP-2 (Activating enhancer-binding protein 2-a) und CREBI1
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(cAMP response element-binding protein 1) nachgewiesen werden (Bertrand et al. 2015).
Exon 1 kodiert die Signalsequenz fiir den Transport in das endoplasmatische Retikulum. Die
Exons 2-6 enthalten Informationen fiir die Bildung der extrazelluldren Ligandenbindugsstelle.
Exon 7 und 8 kodieren die ersten drei transmembrandren Regionen des Rezeptors, M1-M3.
Exon 9 und 10 sind fiir die Bildung der vierten transmembranéren Region, der extrazelluldren
C-terminalen Doméne und des intrazelluldren, zytoplasmatischen Anteils notwendig (Sinkus
et al. 2009).

Die Exons 5-10 von CHRNAY7 finden sich in einer duplizierten Form 1,6 Mb aufwirts von
CHRNAY7 in Richtung Zentromer gelegen wieder. Das Duplikat hat eine Linge von ca. 250kb
und besitzt eine >99,9%ige Homologie zu der Ursprungsregion (Gault et al. 1998).
Gemeinsam mit Kopien der Gene ULK4 (Chromosom 3p22.1) und GOLGASB (2,5Mb
strangabwirts von CHRNA7), die das Gen FAM7A darstellen, bildet es die Genregion
CHRFAM7A (Abb.3) (Sinkus et al. 2015). Das Gen wurde bisher ausschlieBlich im
menschlichen Genom, jedoch nicht bei allen Individuen, nachgewiesen (Flomen et al. 2008,
Kunii et al. 2015). Die Genabfolge von CHRFAMT7A tritt normalerweise in spiegelverkehrter
Orientierung zu CHRNA7 auf (Flomen et al. 2008). Exon 6 von CHRFAM7A enthélt jedoch
teilweise eine 2bp-Deletion (CHRFAM7AA2), welche assoziiert ist mit einer Inversion des
Gens, so dass dieses wie CHRNA7 ausgerichtet ist (Abb.3) (Flomen et al. 2008, Sinkus et al.
2009). Folge der 2 bp-Deletion sind drei UGA-Stopcodons in Exon 6 (Gault et al. 2003).

Die Genregion 15q11-14 enthilt eine groBe Zahl von Deletionen, Duplikationen, Inversionen
und Translokationen, so dass sie eine sehr dynamische Region innerhalb des menschlichen

Genoms darstellt (Bertrand et al. 2015, Gillentine et al. 2015).
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Abbildung 1: Genetische Karte der Genregion um CHRNA7 und der teilduplizierten Region
CHRFAMT7A (Sinkus et al. 2015). (A) CHRNA7 (rot) ohne teilduplizierte Region; FAM7A (blau) mit Exons
A-F findet sich in mindestens vierfacher Ausfiihrung auf Chr. 15; (B) Duplikat der Exons 5-10 von CHRNA7
mit den Exons A-F (1) von FAM7A bildet das Gen CHRFAM7A spiegelverkehrt zu CHRNA7; (C) 2bp-

Deletion in Exon 6 von CHRFAMT7A in einer invertierten Form des Gens

2.3.2 Nikotinische Acetylcholinrezeptoren

Acetylcholinrezeptoren sind membranstindige Rezeptoren, die als Substrat Acetylcholin
(ACh) binden. ACh ist einer der wichtigsten Neurotransmitter des menschlichen Gehirns.
Neben Acetylcholin ist Nikotin ein weiterer Agonist am ACh-Rezeptor, woraus sich der
Name des nikotinischen ACh-Rezeptors (nAChR) ableitet (Bertrand et al. 2015). ACh-
bindende Rezeptoren sind ligandengesteuerte Ionenkandle und bestehen aus flinf
Untereinheiten (a, P, 8, y/€). Diese besitzen jeweils eine grofle extrazelluldre N-terminale
Domine, die an der Bildung der Ligandenbindungsstelle beteiligt ist und hauptsichlich aus p-
Faltblatt-Strukturen sowie am N-Terminus aus einer a-Helix aufgebaut ist. Es finden sich vier
membrandurchspannende Segmente (M1-M4), die aus a-Helices bestehen. Mit ihrem M2-

Segment im Zentrum bilden die Untereinheiten gemeinsam einen lonenkanal (Karlin et al.
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1986, Law et al. 2005). Eine intrazelluldire Region trdgt zur Selektivitit des Kanals bei
(Corringer et al. 2000). Das kurze C-terminale Ende befindet sich extrazelluliar (Abb.2). Die
Bindung eines passenden Substrats findet zwischen zwei Untereinheiten statt und bewirkt eine
Konformationsédnderung aller Untereinheiten, wodurch der Kanal ge6ffnet wird. Es kommt
zum Einstrom von hauptséchlich Kationen und zur Depolarisation der Zelle (Bertrand et al.
2015).

Nikotinische ACh-Rezeptoren konnen anhand ihrer Untereinheiten und ihrer Lokalisation im
Korper in drei Gruppen eingeteilt werden: die heteromeren muskuldren (o-, Bi-, o-, y/e-
Einheiten), die heteromeren neuronalen (0.-1o-, f24--Einheiten) und die homomeren neuronalen
(02-10- oder Bo4-Einheiten) Rezeptoren (Bertrand et al. 2015). Nikotinische ACh-Rezeptoren
vom neuronalen Typ finden sich prd- und postsynaptisch im peripheren und zentralen
Nervensystem (Seguela et al. 1993, Rubboli et al. 1994).

Neuronale nikotinische ACh-Rezeptoren sind beteiligt an Aufmerksamkeits- und
Lernprozessen,  Gedéchtnisbildung,  Erregung  (Arousal),  Sinneswahrnehmungen,
Schmerzverarbeitung, inflammatorischen Prozessen und der Regulation der Kdrpertemperatur
(Gotti et al. 2007). Diese Prozesse werden meist von prasynaptischen nACh-Rezeptoren durch
die Freisetzung von Glutamat, GABA, Acetylcholin und Dopamin beeinflusst (Wonnacott
1997). Postsynaptische nACh-Rezeptoren spielen im Hirn vor allem bei der schnellen
synaptischen Transmission im Hippocampus und im sensorischen Kortex eine Rolle (Jones et

al. 1999, Chu et al. 2000).

—)
o

M3 \M4

Abbildung 2: A: Modell eines ACh-gesteuerten Ionenkanals: fiinf Untereinheiten (o,0,B,y,0) mit extra (EX)-
und intrazelluldrer (IN) Doméne. B: Schematische Darstellung einer Untereinheit: membrandurchspannende

Segmente M1-M4; Innenseite des lonenkanals M2 (Wilson and Karlin 2001)
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2.3.3 Aufbau des nikotinischen Acetylcholinrezeptors a7

Der nikotinische Acetylcholinrezeptor a7 (nAChRa7) ist ein Subtyp aus der Gruppe der
homomeren, neuronalen nACh-Rezeptoren. Er besteht aus fiinf identischen a7-Untereinheiten
und wird vom dem Gen CHRNA7 kodiert (Bertrand et al. 2015).

Der Rezeptor besteht aus 479 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 56 kDa und ist
der Hauptvertreter der nACh-Rezeptoren mit niedriger Affinitdt zu Nikotin im Hirn. Der
nAChRa7 ist ein allosterischer Rezeptor mit Bindungsstellen fiir die Agonisten Acetylcholin,
Nikotin und Cytisin und fiir spezifische Antagonisten wie das Schlangengift a-Bungarotoxin
(Bertrand et al. 2015). Die Substrat-Bindungsstellen befinden sich jeweils zwischen den a-
Untereinheiten.  Des ~ Weiteren  besitzt der  Rezeptor  Bindungsstellen  fiir
Acetylcholinesterasehemmer, durch deren Wirkung es zu einem vermehrten Einstrom von
Ionen in die Zelle kommt. Negativ allosterische Préparate sind Chlorpromazin, Barbiturate
und Alkohole (Lloyd et al. 2000). Nach Bindung aktivierender Liganden findet eine
Konformationsdnderung mit Beteiligung aller Untereinheiten statt,
so dass die Kationen Natrium, Kalium und Calcium in den Intrazellularraum gelangen. Der
nAChRa7 weist eine schnelle Phase der Aktivierung und Desensibilisierung, also der
Abnahme der Empfindlichkeit fiir Neurotransmitter, auf. Er zeigt eine besonders hohe
Permeabilitdt fiir den Transport von Calciumionen, welche eine entscheidende Rolle bei der
Freisetzung von Neurotransmittern und fiir die neuronale Exzitabilitdt spielen (Bertrand et al.
2015).

Das Genprodukt der teilduplizierten Region CHRFAM7A lautet dupa7. Eine Expression
findet im menschlichen Gehirn vor allem im préfrontalen Kortex statt (Bertrand et al. 2015,
Kunii et al. 2015). Das Peptid enthilt alle transmembrandren Anteile wie nAChRa7. Es fehlen
jedoch die Signalpeptide und ein Teil der Ligandenbindungsstelle (Wang et al. 2014). Enthilt
des Gen CHRFAM7A die 2bp-Deletion in Exon 6 (CHRFAM7AA2bp), so verursacht dies
eine Leserasterverschiebung bei der Translation, was zu einem verkiirzten Genprodukt mit
fehlender Ligandenbindungsstelle, dupAa7, und zu einer verminderten Expression von
CHRFAM7A-mRNA fiihrt (Wang et al. 2014, Kunii et al. 2015). Sowohl dupa7- als auch
dupAa7-Untereinheiten konnen gemeinsam mit nativen a7-Einheiten einen funktionsfiahigen
Rezeptor bilden. Je nach Anzahl der integrierten Untereinheiten von dupa7 oder dupAa7

kommt es jedoch aufgrund fehlender Bindungsstellen zu einer verminderten Sensitivitit des
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Rezeptors gegeniiber Acetylcholin (Wang et al. 2014). CHRFAM7A fungiert somit als
negativer Regulator der Genfunktion von CHRNA7 (Kunii et al. 2015, Akbarian et al. 2015).

2.3.4 Verteilung und Wirkung des nikotinischen ACh-Rezeptors a7 im
Gehirn

Der nAChRa7 ist einer der hdufigsten Acetylcholinrezeptoren des Hirns (Baranowska et al.
2017). Uber Immunfluoreszenz und Messung der Bindung des spezifischen Antagonisten a-
Bungarotoxin konnte die Verteilung des nAChRa7 im Hirn studiert werden. Er ist sowohl
pra- als auch postsynaptisch lokalisiert. Prasynaptisch moduliert er die Freisetzung anderer
Neurotransmitter wie Glutamat, GABA, Dopamin oder Noradrenalin (Baranowska et al.
2017). Postsynaptische nikotinische a7 ACh-Rezeptoren sind an der Phosphorylierung z.B.
von Transkriptionsfaktoren und somit der Regulation der Genexpression beteiligt (Kunii et al.
2015).

Die hochste Dichte des Rezeptors findet sich im prafrontalen Kortex, im Hippocampus, im
Nucleus reticularis des Thalamus, im Corpus geniculatum laterale et mediale, in den Nuclei
olivares, dem Nucleus basalis Meynert, im auditorischen Kortex, dem Broca-Areal, den
primdren optischen Rindenfeldern, im mesokortikal-mesolimbischen System und im
Zerebellum (Jones et al. 1999, Bertrand et al. 2015, Kunii et al. 2015).

Im Gyrus dentatus findet sich eine grole Anzahl des Rezeptortyps an Interneuronen der
Molekularschicht, des Hilus und der glutamatergen Mooszellen (Freedman et al. 1993). Die
Aktivierung dieser Rezeptoren an hildren Interneuronen ruft postsynaptisch GABAerge,
inhibitorische Kreisldufe in benachbarten Granulazellen hervor (Buhler und Dunwiddie 2002,
Liu et al. 2006, Morita et al. 2014).

Der nAChRa7 wurde an nahezu allen GABA- und glutamatergen Synapsen prid- und
postsynaptisch im CA1l Stratum radiatum des Hippocampus nachgewiesen (Radcliffe et al.
1999, Fabian-Fine 2001) . Der nAChRa7 zeigt eine besonders starke Expression in der CA1-
Region von Feten, welche nach der Neonatalperiode stark abfdllt und lebenslang etwa
konstant bleibt (Court et al. 1999, Kunii et al. 2015). Auch im Tiermodell erreicht der

Rezeptor in der frilhen Embryonal- und Neonatalzeit seine hochste Dichte, was fiir seine
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zentrale Rolle bei der Dendritenformation und neuronalen Migration spricht (Hohmann 1998,
Broide and Leslie 1999).

Im mesolimbischen Bereich ist der nAChRa7 in dopaminergen Schaltkreisen vertreten (Biton
et al. 2007). Der Neurotransmitter Dopamin spielt eine zentrale Rolle bei dem
Erkrankungsbild der Schizophrenie. Eine D, -Rezeptorblockade fiihrt zu einer erheblichen
Verbesserung der produktiv-psychotischen Symptome (Weinberger 1997).

Der nAChRa7 vermittelt selbst eine direkte und durch Aktivierung der Ryanodin- und der
spannungsabhidngigen L-Typ InsPs;-Kanédle (Inositoltriphosphatkinase) eine indirekte
intrazelluldire Calciumerhohung. Dies flihrt zur Aktivierung von Enzymen und
Transkriptionskaskaden, die neuroprotektiv wirken und an kognitiven Prozessen wie Lernen
und Gedéchtniskonsolidierung beteiligt sind (Bertrand et al. 2015, Gillentine et al. 2015).
Nachgewiesen ist dieser Zusammenhang beispielsweise fiir die Proteinkinase C, die
Januskinase und die ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase). Als Folge davon kommt
es zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB, welcher Einfluss auf die
Konsolidierung des Langzeitgeddchtnisses hat (Salehi et al. 2004, Bertrand et al. 2015).

Der nAChRa7 ist involviert in die Differenzierung, die Migration und die Synapsenbildung
von Nervenzellen. Er findet sich auBBerdem in Astrozyten, Oligodendroglia und Microglia

(Slotkin 1998, Bertrand et al. 2015).

2.3.5 Die Rolle von CHRNAY7 bei der Erkrankung der Schizophrenie

2.3.5.1 Expression des nikotinischen ACh-Rezeptors a7 bei Schizophrenie

In Postmortem-Studien lieB sich eine verringerte Anzahl des nikotinischen ACh-Rezeptors a7
im Hippocampus und im Gyrus cinguli von an Schizophrenie erkrankten Menschen
nachweisen (Freedman et al. 1995, Leonard et al. 2000, Mexal et al. 2010). Es wurde eine
Reduktion der Bindungsstellen des spezifischen a7-Rezeptorantagonisten a-Bungarotoxin in
der hippocampalen CA1- und CA3-Region um 50% beschrieben (Freedman et al 1995).

Verminderte o-Bungarotoxin-Bindung wurde auch im frontalen Kortex und im Nucleus
reticularis thalami (NRT) gefunden (Bertrand et al. 2015). Eine verminderte Expression des

nAChRo7 im Nucleus reticularis thalami wurde auflerdem von Leonard und Court und im
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gesamten Kortex von Guan gemessen (Guan et al. 1999, Leonard et al 2000, Court et al.
1999).

In einigen Postmortem-Studien gelang der Nachweis einer verminderten Menge von
CHRNA7-mRNA im Hippocampus, im Nucleus reticularis thalami und im préifrontalen
Kortex bei an Schizophrenie erkrankten Patienten (Martin-Ruiz et al. 2003, Kunii et al. 2015,
Akbarian et al. 2015). Die Ergebnisse waren unabhidngig von einer vorangegangenen

psychiatrischen Medikation oder dem Rauchverhalten der Patienten.

2.3.5.2 Nikotinkonsum und Schizophrenie

Der Anteil an Rauchern unter schizophrenen Patienten iibertrifft mit knapp 85% deutlich den
Raucheranteil in der Normalbevolkerung von ca. 25% (Kalman et al. 2005, Kunii et al. 2015).
Die Behandlung mit Neuroleptika stellt nicht den Grund des massiv erhohten Nikotinkonsums
dar, da dieser bei unbehandelten Ersterkrankten genauso hoch ist (McEvoy et al.1997). Der
Beginn des Nikotinkonsums liegt zudem meist vor Ausbruch der Erkrankung und wird nicht
durch diese ausgeldst. Schizophrene Patienten zeichnen sich durch ein besonders massives
Rauchverhalten mit einem hohen Zigarettenkonsum (Dalack 1998, Kalman et al. 2005) und
tiefer Inhalation des nikotinhaltigen Rauches aus (Olincy et al. 1997). Entwohnungsversuche
fithren meist zu einer schweren Depression oder einer Exazerbation der Psychose (Glassman
1992). Eine Involvierung von Nikotinrezeptoren in den Krankheitsprozess der Schizophrenie
ist daher wahrscheinlich (Leonard 2001).

Raucher mit der Erkrankung Schizophrenie zeigen ein signifikant friiheres
Ersterkrankungsalter als Nichtraucher, erreichen eine deutlich héhere Punktzahl bei der BPRS
(Brief Psychiatric Rating Scale), zeigen stirkere Positiv- und Negativsymptome in der
PANSS (Positive And Negative Syndrome Scale) und bediirfen durchschnittlich ofter einer
stationdren Behandlung (Goff et al. 1992, Covey et al. 1998).

Eine Blockade der a7-Rezeptorfunktion fithrte im Mausmodell zu einem steigenden
Verlangen nach Nikotin, wihrend die Gabe eines selektiven a7-Agonisten dieses herabsetzte
(Brunzell und MclIntosh 2012). In Studien wurde eine positive Wirkung von Nikotin
beziiglich kognitiver Fihigkeiten und einer verbesserten Filterfunktion sensorischer Reize bei

schizophrenen Patienten sowie am Tiermodell beobachtet (Adler et al. 1993, Mirza 1998,
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Levin et al. 2000, Sacco et al. 2005, Leonard et al. 2007, Hambsch et al. 2014). Der selektive
a7-Agonist AR-R17779 {ibertraf beziiglich der Verbesserung von Lernen und Gedéchtnis bei
an Schizophrenie erkrankten Personen sogar die Wirkung von Nikotin (Levin 1999). Auch der
a7-Agonist Vareniclin wies eine positive Wirkung auf kognitive Funktionen auf und fiihrte zu
einer Verringerung des Nikotinkonsums (Smith et al. 2009, Williams et al 2012). Rezeptoren
mit den Genprodukten dupa7 und dupAa7 hatten eine verminderte Sensitivitét fiir Vareniclin
(Wang et al. 2014).

Chronischer Nikotinkonsum iibt Einfluss auf die Expression zahlreicher Gene beim Menschen
aus. Die Genexpression fiir CHRNA?7 ist bei schizophrenen Nichtrauchern deutlich erniedrigt,
steigt jedoch nach Nikotinkonsum auf Werte psychisch gesunder Raucher an (Mexal et al.
2010). Trotzdem weisen Menschen, die an Schizophrenie erkrankt sind und rauchen, eine
50% geringere Dichte an nAChRa7 im Hirn auf (Freedman et al. 1995). Als Grund hierfiir
wird eine fehlerhafte Zusammensetzung oder ein falscher Einbau des Rezeptors in die
Zellmembran angenommen (Sinkus et al. 2015). Ursache dafiir kdnnte ein Gendefekt in der
Genregion CHRNA?7 z.b. durch Einbau der fehlerhaften Genprodukte dupa7 und dupAa7 bei

schizophrenen Menschen sein.

2.3.5.3 Sensorische und kognitive Prozesse bei an Schizophrenie Erkrankten

Venables vermutete als Ausloser der schizophrenen Erkrankung defekte Filtermechanismen
fiir sensorische Reize. Die Reiziiberflutung des Hirns durch ungeniigend gefilterte
Sinneseindriicke fithre zu den typischen paranoiden Zustinden und Sinnestiuschungen
(Venables 1964).

Zur Festigung dieser Hypothese wurden Messungen verschiedener Parameter der
sensorischen Reizverarbeitung durchgefiihrt. Abweichungen zu gesunden Personen wurden
beziiglich des auditorischen Filterprozesses festgestellt. Mit Hilfe
elektroencephalographischen Monitorings wird dabei an der Kopthaut eine Reizantwort von
zwel im Abstand von 50 msec présentierten Lauten aufgezeichnet, wobei die Verarbeitung
des zweiten Reizes aufgrund der geringen Latenzzeit nicht der bewussten Kontrolle
unterworfen ist. Die Reizantwort ist das Ergebnis unbewusster Filterprozesse des Hirns. Bei

gesunden Kontrollprobanden ist die Amplitude des zweiten Reizes im Vergleich zu dem
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ersten Konditionierungsreiz um mehr als 40% erniedrigt oder nicht nachweisbar (Leonard et
al. 2002). Bei schizophrenen Patienten findet dieses inhibitorische Gating das zweiten Reizes
nicht statt (Adler et al. 1998, Clementz et al. 1998, Freedman et al. 2003). Dieses sogenannte
P50-Gating-Defizit findet sich bei 85% der schizophrenen Patienten und 50% ihrer
Erstgradangehorigen (Freedman et al. 1997, Clementz et al. 1998, Waldo et al. 2000).
Zwillingsstudien belegen die Erblichkeit dieses sensorischen Defizits (Myles-Worsley et al
1996). Das P50-Defizit weist ein dominantes Vererbungsmuster auf und stellt eine
Prédisposition fiir die Erkrankung der Schizophrenie dar (Clementz et al. 1998).

Das auditorische Gating-Defizit bei schizophrenen Patienten und bei davon betroffenen
nichtrauchenden, nicht an Schizophrenie erkrankten Verwandten wird durch Nikotinkonsum
normalisiert (Adler et al. 1992, 1993; Lloyd 2000). Die partiellen nAChRa7-Agonisten
Tropisetron und DMXB-A [3-(2,4-Dimethoxybenzyliden)-anabasein] fiihren zu einer
signifikanten Verbesserung der P50-Welle und kognitiver Féhigkeiten bei schizophrenen
Patienten (Koike et al. 2005, Olincy et al. 2006, Zhang et al. 2012). Auf fMRT-Bildern konnte
eine verringerte hippocampale Aktivitdit bei schizophrenen Patienten unter DMXB-A-
Einnahme wéhrend ruhiger Augenfolgebewegungen festgestellt werden, was fiir eine
verbesserte inhibitorische Leistung spricht (Tregellas et al. 2010). Der Hippocampus ist eine
der Hirnregionen, die eine besonders hohe Zahl an nAChRa7 aufweist (Radcliffe et al. 1999,
Fabian-Fine 2001). Des Weiteren konnten in genetischen Studien positive Assoziationen des
P50-Defizits mit Polymorphismen in der Genregion des nikotinischen ACh-Rezeptors a7
belegt werden (Lai et al. 2001, Leonard et al. 2002, Raux et al. 2002).

In Tiermodellen mit Méusen wurde die Involvierung des nAChRa7 bei sensorischen
Filterprozessen bestdtigt. Der nACh-Rezeptor a7 weist bei Méusen eine 90% Homologie zum
Menschen auf, weshalb sie sich als Versuchstiere fiir diesen Rezeptor gut eignen (Chini et al.
1994). Eine Rezeptorblockade mit a-Bungarotoxin resultierte in einem Verlust des
auditorischen Gatings dhnlich dem des Menschen (Luntz-Leybman et al. 1992), wohingegen
GTS-21, ein spezifischer a7 Rezeptors-Agonist, das Gating-Defizit normalisierte (Stevens et
al. 1998). Antagonisten muskarinerger oder hochaffiner nACh-Rezeptoren zeigten keinen
Effekt (Leonard et al. 2000). Polymorphismen im Chrna7-Gen der Maus resultierten in einer
verringerten Expression der Rezeptoren (Stitzel et al. 1996) und gleichzeitig in einem
signifikant reduzierten auditorischen Gating (Stevens et al 1996).

An nAChRa7- Knockout-Méusen konnte eine verringerte Leistung des Arbeitsgedidchtnisses,

des episodischen Gedéchtnisses und der P50-Inhibition festgestellt werden (Fernandes et al.
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2006, Freund et al. 2016, Baranowska et al. 2017). Diese Funktionseinschrankungen zdhlen
zu den Endophénotypen der Schizophrenie. Die Tiermodelle unterstiitzen somit die These

eines Zusammenhangs von CHRNA7 mit der Schizophrenie.

2.3.5.4 Genetische Studien

Genetische Studien des Gens CHRNA7 sind erschwert durch das Vorliegen der
teilduplizierten Region CHRFAMT7A. Diese liegt nur 1,6 Mb von CHRNA7 entfernt und
weist eine 99,9%ige Homologie zu den Exons 5-10 der Ursprungsregion auf (Gault et al.
1998). Die Bindung von Markern an diese Exons muss daher genau lokalisiert und zugeordnet
werden, um Verwechslungen auszuschlieBen. Das CHRNA7-Gen weist mit Intron 2 und 4
zwei grof3e, nicht duplizierte Introns auf, die sich gut fiir SNP-Analysen eignen (Sinkus et al.

2015).

Kopplungsstudien

Hinweise auf ein sensorisches Gating-Defizit bei schizophrenen Patienten und die Vermutung
einer Beteiligung des nAChRa7 an der Erkrankung veranlassten Freedman und Kollegen
1997 zur Durchfithrung einer Multipoint-Kopplungsanalyse der Genregion CHRNA?7. Die
Studie mit kaukasischer Studienpopulation untersuchte den Marker D1557360 in Intron 2 von
CHRNA7 und die flankierenden Marker L76630 und ACTC. Alle drei Polymorphismen
bestehen aus Dinukleotidrepeats. Die hochste Signifikanz erreichte der Marker D15S51360
bezogen auf das sensorische Gating-Defizit. Eine Kopplung mit der Diagnose Schizophrenie
konnte nicht gefunden werden (Freedman et al. 1997).

Das National Institute of Mental Health (NIMH) untersuchte in einer genetischen Studie 71
schizophrene und 8 schizoaffektive Storungsbilder. In einer genomweiten Kopplungsanalyse
ergaben sich zwei Marker, die bei Amerikanern afrikanischer Herkunft eine Kopplung zum
P50-Defizit aufwiesen, D155128 (p=0,027) und ATC3C11 (p=0,358) (Kaufmann et al 1998).
Die von diesen Markern eingeschlossene Region beinhaltet den Marker D7557360, welcher
bei Freedman ebenfalls eine positive Kopplung zum P50-Defizit aufwies. Eine Kopplung bei

Amerikanern européischer Abstammung wurde nicht gefunden (Faraone et al. 1998).
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Eine Feinkartierung dieser Region mit den Markern D15S1360, D15S165 und D15S5144,
welche sich innerhalb einer Million Basenpaare sowohl zu CHRNA7 als auch zu der
teilduplizierten Region befinden, erbrachte eine signifikante Kopplung von D1551360 (p=
0,0024) zur Schizophrenie (Leonard et al. 1998).

Weitere Kopplungsstudien konnten die Kandidatengen-These der Genregion CHRNA?7 fiir
Schizophrenie replizieren. Riley untersuchte 20 Marker im Abstand von 0,5-1 cM {iber eine
Strecke von 58cM in einer Gruppe von Bantu-sprechenden Siidafrikanern. Er berichtet von
einer signifikanten Kopplung der Allel- und Genotypverteilung des Markers D1551360
(p=0,038), D15S1043 (p=0,037) und D15S1010 (p=0,039) mit der Schizophrenie (Riley et al.
2000).

Eine Studie der Marker D15S1010 und D15S165 erbrachte in einer kaukasischen, nicht aber
in einer afrikanischen Bevolkerung signifikante Kopplungen in Bezug auf schizophrene und
schizoaffektive Storungen (Tsuang et al. 2001). Die Marker liegen in einer Entfernung von
ungefdhr 1cM zu dem héufigsten als positiv befundeten Marker D7551360.

Gejman untersuchte in einer Kopplungsstudie 20 Mikrosatelliten-Marker des Chromosoms 15
iiber eine Distanz von 122 ¢cM und erhielt signifikante Werte fiir die Marker D155144, ACTC,
D155659, D1551039 und D15S1036 mit p<0,05 (Gejman et al. 2001).

Fiinf Marker der Genregion CHRNA?7, unter ihnen D/557360 und D15S5165, erbrachten in
einer Studie mit Han-Chinesen eine signifikante Kopplung zur Schizophrenie (Liu et al.
2001).

Freedman deckte eine signifikante Kopplung (p=0,0069) der Genotypverteilung des Markers
D155165 zu CHRNA7 bei schizophrenen Patienten auf (Freedman et al. 2001). Die
Studienpopulation bestand aus Amerikanern europdischer und afrikanischer Abstammung.
Eine Kopplung des Markers D155144 war nur bei der Gruppe mit europédischer Abstammung
in der Genotypverteilung feststellbar (p=0,012), wohingegen D1551360 keinerlei Hinweise
einer Kopplung lieferte. Xu berichtete in 31 azorischen Familien, die durch ihre rdumliche
Isolation einen hohen Grad an genetischer Homogenitit aufweisen, iiber eine Kopplung des
Markers L76630 (p=0,0004) zur Schizophrenie (Xu et al. 2001). D1551360 war mit p=0,078
nicht signifikant.
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Assoziationsstudien

Neben Kopplungsstudien erbrachten auch Assoziationsstudien der Region 15q13-ql4 in
Bezug auf die Schizophrenie positive Ergebnisse. Eine Arbeitsgruppe um Stephens
untersuchte 35 Polymorphismen in einer 2kb umfassenden regulatorischen Region aufwirts
des Gens CHRNA7, von denen der SNP rs3087454 (-1831 bp oberhalb von Exon 1, C/A)
eine signifikante Assoziation zur Schizophrenie aufwies (Stephens et al. 2009). In der
kaukasischen Population war der Genotyp ,,C/C* und in der afroamerikanischen Population
der Genotyp ,,A/A* mit jeweils p=0,0009 und p=0,013 signifikant mit der Schizophrenie
assoziiert. In der Allelverteilung ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Des Weiteren
fand die Arbeitsgruppe um Stephens bei Amerikanern afrikanischer Abstammung eine
signifikante Assoziation der SNPs rs//071532 und rs2651415 zur Schizophrenie (Stephens et
al. 2012).

Eine Arbeitsgruppe um Stassen fand hochsignifikante Assoziationen der Marker D1551360
(p<0,0001) und L76630 (p<0,0007) in der Allel- und Genotypverteilung bei 50
schizophrenen, 29 schizoaffektiven und 48 bipolaren Kaukasiern (Stassen et al. 2000). Die
Signifikanz der Marker wurde in absteigender Reihenfolge durch die schizoaffektiven, die
bipolaren und am wenigsten durch die schizophrenen Patienten ausgeldst.

Es gibt Hinweise darauf, dass der vermehrte Nikotinkonsum schizophreniekranker Patienten
mit einem Defekt des nAChRa7 in Zusammenhang stehen konnte. In einer kanadischen
Kohorte von 108 an Schizophrenie erkrankten Rauchern und 69 erkrankten Nichtrauchern
beobachtete De Luca eine signifikante Assoziation des Haplotyps aus dem Marker D1551360
in CHRNA7 und dem SNP -23444/C im benachbarten Gen des cholinergen
Muskarinrezeptors 5 zu Rauchen (p=0,015) (De Luca 2004). Der signifikante Unterschied
zwischen Rauchern und Nichtrauchern spiegelte sich stirker unter den schizophrenen als
unter den gesunden Personen wider. Faraone untersuchte in einer Gruppe von 98
schizophrenen Rauchern europdischer und afrikanischer Abstammung 16 Gene, die jeweils
fiir Untereinheiten verschiedener nikotinischer ACh-Rezeptoren kodieren (Faraone et al.
2004). Er nahm an, dass nicht die Mutation eines einzelnen Gens, sondern die Kombination
von Mutationen dieser Gene eine Préadisposition fiir Rauchen bei schizophrenen Patienten
darstelle. Es ergab sich eine signifikante Assoziation der Gesamtheit der Gene bei
schizophrenen Rauchern. Bei der Einzelgenanalyse fanden sich nur fiir CHRNA2 und
CHRNB?2 signifikante Assoziationen. CHRNAT7 erreichte einen p-Wert von p=0,095. In

genomweiten Assoziationsstudien zur Schizophrenie wurden bisher keine signifikanten
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Assoziationen im Genbereich von CHRNA7 entdeckt (O'Donovan et al. 2008, Ripke et al.
2011, 2013, 2014).

Studien zum Promotorbereich

Einige Studien suchten nach genetischen Variationen im Promotorbereich von CHRNA?7,
welcher eine grofle Anzahl von polymorphen Bereichen vereint. Einzelstranganalysen auf
Konformationspolymorphismen sowie die DNA-Sequenzierung des CHRNA7-Core-
Promotors wiesen 21 Mutationen nach, die gehduft bei schizophrenen Patienten auftraten und
in in-vitro-Analysen in einer verminderten Transkription des Gens resultierten (Leonard et al.
2014, Fan et al. 2006). Leonard und Mitarbeiter fanden eine signifikante Assoziation der
-86T-Variante des Promotor-Polymorphismus -86C/T (rs149637464) mit dem P50-Defizit
(p=0,041) sowohl bei Patienten als auch bei Kontrollen in einer Population mit vorwiegend
europdischer Abstammung (Leonard et al. 2002). Dieses Ergebnis konnte in weiteren Studien
mit kaukasischen Populationen nicht repliziert werden (Bertelsen et al. 2015, Cabranes et al
2013, Houy et al. 2004). Die -/194C-Variante des Promotorpolymorphismus -/94G/C (231bp
aufwirts des Transkriptionstartpunkts) wies bei Houy einen protektiven Effekt beziiglich des
P50-Defizits auf (Houy et al. 2004). Bertelsen beobachtete eine signifikante Assoziation
dieses Polymorphismus mit der Schizophrenie (Bertelsen et al. 2015). Eine weitere Studie zu
-86C/T in einer kaukasischen Bevolkerung mit 750 Patienten erbrachte keinen Hinweis einer
Assoziation zur Schizophrenie oder zum Rauchverhalten (Zammit et al. 2007). Weitere
Polymorphismen im Promotorbereich (g.-213 und g.-324) sowie in Intron 2 (rs2337980,
rs1909884, rs883473) in Han-chinesischen Populationen wiesen keine Assoziationen zur
Schizophrenie auf (Li et al. 2004, Liu et al. 2013). Eine aktuelle Studie beziiglich des SNPs
rs2337980 und rs11071511 konnte keine Assoziation zur Schizophrenie nachweisen,
berichtete jedoch iiber eine signifikante Assoziation in Bezug auf das Ansprechen auf
neuroleptische Behandlung (gemessen mit der PANSS) in einer koreanischen Kohorte

(rs2337980: p=0,014; rs11071511: p=0,02) (Calabro et al. 2018).

Studien zu kodierenden Regionen

Anhand von Sequenzanalysen wurde die DNA schizophrener und gesunder Menschen auf
Polymorphismen in kodierenden Bereichen untersucht. Dabei wurden 21 polymorphe

Varianten in den zehn Exons und zwdlf an Exon-Intron-Ubergiingen gefunden. Gault konnte
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jedoch keine korrelierenden Verdnderungen in der Struktur des Rezeptors oder Assoziationen
zum P50-Defizit oder der Schizophrenie nachweisen (Gault et al. 2003).

Einer Arbeitsgruppe um Tsuneki gelang der erste Nachweis einer verdanderten Funktionsweise
des Rezeptors aufgrund eines Polymorphismus in einer kodierenden Region bei 100
schizophrenen Japanern (Tsuneki et al. 2007). Die Allelvariation -/267G/A auf Position 423
(G423S) in Exon 10, welche sich in der groBen zytoplasmatischen Schleife des Rezeptors
befindet, resultiert in einer Substitution von Glycin durch Serin. Es konnte gezeigt werden,
dass der mutierte Rezeptor bei Behandlung mit einem Proteinkinase-C-Aktivator vermindert
elektrische Ladung transportiert. Ob und in welchem Mall dies Auswirkungen auf das

Erkrankungsbild der Schizophrenie hat, wurde nicht untersucht.

Studien zur teilduplizierten Region CHRFAM7A

Ein Screening auf Mutationen in der teilduplizierten Region CHRFAM7A identifizierte eine
Deletion zweier Basenpaare in Exon 6 (CHRFAM7AA2bp). Diese verursacht eine
Leserasterverschiebung bei der Translation, was zu einem verkiirzten Genprodukt, dupAa7,
mit fehlender Ligandenbindungsstelle fiihrt (Wang et al. 2014). CHRFAM7AA2bp ist bei
Kaukasiern deutlich hédufiger vertreten (42%) als bei Afroamerikanern (14%) (Sinkus et al.
2009). Beide Ethnizititen wiesen eine Assoziation der 2bp-Deletion zur Schizophrenie, nicht
jedoch zum P50-Defizit auf (Sinkus et al. 2009). In einer Studie mit Han-chinesischen
Teilnehmern zeigte die Deletion eine Assoziation zum P50-Defizit, jedoch nicht zur
Schizophrenie (Lai et al. 2001). Raux konnte diese Ergebnisse in einer kaukasischen
Population in Bezug auf das P50-Defizit replizieren (p<0,2) (Raux et al. 2002). Eine
kaukasische Bevdlkerung aus Schottland wies keine signifikante Assoziation der Deletion zur
Diagnose der Schizophrenie oder zu Psychosen im Rahmen bipolarer Storungen auf (Flomen
et al. 2006). Dempster untersuchte die 2bp-Deletion bei schizophrenen Patienten mit
englischer Muttersprache und fand eine signifikante Assoziation des Markers zu Stérungen

des Arbeitsgedéchtnisses als einem Endophinotyp der Schizophrenie (Dempster et al. 2006).

Studien mit negativen Ergebnissen

Einige Studien erzielten bei der Analyse der Genregion 15q13-ql4 in Bezug auf die
Schizophrenie negative Ergebnisse. Eine Fall-Kontroll-Studie aus Han-Chinesen wies
beziiglich des (AC)n-Dinukleotidrepeats D1551360 keine Assoziation mit dem
Erkrankungsbild der Schizophrenie auf (Fan et al. 2006). Curtis untersuchte die drei in der
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Studie von Freedman (1997) bereits erwdhnten Marker D1551360, L76630 und ACTC in
einer kaukasischen Population schizophrener und schizoaffektiver Patienten (Curtis et al.
1999). Er fand keine Kopplung der Marker mit den Diagnosen, ebenso wenig wie Neves-
Pereira, der ausschlieBlich den Marker D7557360 bei 36 schizophrenen und schizoaffektiven
kanadischen Patienten untersuchte (Neves-Pereira et al. 1998). In derselben Population wurde
jedoch eine Assoziation des Haplotyp D1551360/-2344A4/C in Intron 2 bei 177 groBtenteils
kaukasischen Patienten zu Rauchen beschrieben (De Luca et al. 2004).

Eine Studie mit 254 schizophrenen Patienten koreanischer Herkunft konnte beziiglich der
SNPs 752337506, rs6494233 und rsi2916879 ebenso wenig eine Assoziation zur
Schizophrenie nachweisen (Joo et al. 2010) wie Sanders an einer kaukasischen Population mit
1870 Patienten und den SNPs rs/0438342 und rs2221223 (Sanders et al. 2008).

Iwata untersuchte 14 polymorphe Marker bei Han-Chinesen, die im Abstand von 10-20 kb
iiber das CHRNA7- und das CHRFAM7A-Gen verteilt waren. Unter ihnen befanden sich 11
SNPs und drei Mikrosatellitenmarker (D1551360, D15S165, D15S1043) (Iwata et al. 2007).
Es wurde keine Assoziation zur Schizophrenie gefunden.

Eine Gruppe um Fallin untersuchte bei 59 an Schizophrenie (83%) oder schizoaffektiver
Storung (17%) erkrankten Familienmitgliedern aus 29 aschkenasischen Familien
verschiedene Marker der Genregion um CHRNA?7, konnte jedoch fiir keinen der Marker eine
signifikante Kopplung zu den Erkrankungen feststellen (Fallin et al. 2003).

In einer Studie mit 510 an Schizophrenie erkrankten Personen spanischer Herkunft und 793
Kontrollen wurden die intronischen SNPs rs883473, rs6494223, rs904952 und der Promotor-
Polymorphismus -86C/T genotypisiert ohne signifikante Ergebnisse zu erhalten (Ancin et al.
2010).

In der Zusammenschau bisheriger genetischer Studien zu Markern im Genbereich von
CHRNA7 fanden sich sowohl Studien mit positiven als auch mit negativen Ergebnissen
beziiglich einer Assoziation oder Kopplung zur Schizophrenie (Tabelle 2 und 3). Einige
Studien wiesen positive Assoziationen oder Kopplungen von Markern dieser Genregion mit
Endophénotypen der Schizophrenie (P50-Defizit, Arbeitsgeddchtnis) oder mit Rauchen auf.
15 der 37 untersuchten Studien erbrachten sowohl in Zusammenhang mit Endophénotypen als
auch mit der Schizophrenie negative Ergebnisse. Positive Studienergebnisse zur Genregion
CHRNA7 fanden sich in verschiedenen ethnischen Gruppen, darunter Kaukasier, Afrikaner,

Azorer, Han-Chinesen und aschkenasische Juden.
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Tabelle 2: Assoziationsstudien zu CHRNA7

I . Anzahl Einschluss- .
Marker Signifikanz Population Patient/Kontrolle |diagnose Studie
D1551360 Rauchen (-), Schiz. (+) Deutschspr. Schweiz 127 Pat. Schiz., Stassen et al.,
L76630 Rauchen (-), Schiz. (+) 129 Kon. Schizoaff., 2000
Bipolar

Haplotyp Rauchen (+) 92% kaukasisch 177 Pat. Schiz. de Luca et al.,
(D15S1360/ (Kanada) 2004
-2344A/C)
D15S51360 Schiz. (-) Han-Chinesisch 432 Pat. Schiz. Fan et al.,

284 Kon. 2006
D15S1360 Schiz. (-) Han-Chinesisch 188 Pat. Schiz. Iwata et al.,
D15S165 Schiz. (-) 188 Kon. 2007
D1551043 Schiz. (-)
Promotor kaukasisch 111 Pat. Schiz. Houy et al.,
-86 C/IT P50-Defizit (-) (Normandie) 85 Kon. 2004
Promotor kaukasisch 153 Pat. Schiz. Cabranes et al.,
-86 C/IT P50-Defizit (-) (Spanien) 95 Kon. 2013
rs883473 P50-Defizit (-)
rs6494223 P50-Defizit (-)
rs904952 P50-Defizit (-)
Promotor kaukasisch 95 Pat. Schiz. Bertelsen et al.,
-86 C/IT Schiz. (-), P50-Defizit (-) (Danemark) 450 Kon. 2015
-194 G/C Schiz. (+), P50-Defizit (-)
Promotor kaukasisch 510 Pat. Schiz. Ancin et al.,
-86C/T Schiz. (-) (Spanien) 793 Kon. 2010
Promotor -86 C/T |P 50-Defizit (+) kauk. (65%) 195 Pat., 165 Kon.  |Schiz. Leonard et al. 2002
Promotor Kaukasisch 750 Pat. Schiz. Zammit et al.,
-86 C/IT Schiz. (-), Rauchen (-) (England, Irland) 688 Kon. 2007
g9.-213G>A Schiz. (-) Han-Chinesisch 249 Pat. Schiz. Liet al.,
g.-324A>G Schiz. (-) 273 Kon. 2004
2bp Deletion Schiz. (-), P50-Defizit (+) Han-Chinesisch 146 Pat. Schiz. Lai et al.,
CHRFAM7AA2bp 151 Kon. 2001
2bp Deletion Schiz. (-), P50-Defizit (+) kaukasisch 70 Pat. Schiz. Raux et al.,
CHRFAM7AA2bp (Normandie) 77 Kon. 2002
2bp Deletion Arbeitsgedachtnisstrg. (+)  |[Englische 96 Pat. Schiz. Dempster et al.,
CHRFAM7AA2bp Muttersprache 155 Kon. 2006
2bp Deletion Schiz. (+) bei Kauk., AfrfA, |kaukasisch, AfrA 396 Pat. Schiz. Sinkus et al.,
CHRFAM7AA2bp  |P50-Defizit (-) 289 Kon. 2009
2bp Deletion Schiz. (-) kaukasisch 450 Pat. Schiz., Flomen et al.,
CHRFAM7AA2bp (Schottland) 197 Kon. Schizoaff. 2006

Bipolar

33 Marker in Schiz. (-), P50-Defizit (-), kauk., AfrA, HispA 171 Pat. Schiz. Gault et al.,
kodierenden Rezeptoneranderungen (-) 185 Kon. 2003
Regionen
-1267G/A Schiz. (-), japanisch 100 Pat. Schiz. Tsuneki et al.,
(kodierend) Rezeptoreranderungen (+) 100 Kon. 2007
rs2337506 Schiz. (-) koreanisch 254 Pat. Schiz. Joo et al,,
rs6494223 Schiz. (-) 349 Kon. 2010
Rs12916879 Schiz. (-)
rs10438342 Schiz. (-) kaukasisch 1870 Pat. Schiz. Sanders et al.,

2002 Kon. 2008
rs3087454 Schiz. (+) kaukasisch, AfrA 410 Pat. Schiz. Stephens et al.,

144 Kon. 2009
rs11071532 Schiz. (+) bei AfrA, kaukasisch, AfrA 468 Pat. Schiz. Stephens et al.,
rs2651415 Schiz. (+) bei AfrA, 144 Kon. 2012
rs8028396 Rauchen (+) bei Kauk.
rs2337980 P50-Defizit (-) Han-Chinesisch 138 Pat. Schiz. Liu et al.,
rs1909884 P50-Defizit (-) Keine Kon. 2013
Rs883473 P50-Defizit (-)
rs2337980 Ansprechen auf koreanisch, 176 korean. Pat. Schiz. Calabro et al. 2018
rs11071511 Neuroleptika: kauk. (italienisch) 83 kauk. Pat.

Koreaner (+), Kaukasier (-) 326 korean.Kon.

194 kauk. Kon.

D155128 Rauchen (-) kaukasisch, AfrA 98 Pat. Schiz. Faraone et al. 2004
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Tabelle 3: Kopplungsstudien zu CHRNA7

- . Anzahl Einschluss- .
Marker Signifikanz Population Patient/Kontrolle |diagnose Studie
D15S1360 |P50-Defizit (+), Schiz. (-) |EuA (Utah) 104 Pat. Schiz. Freedman et al.,
L76630 P50-Defizit (-), Schiz. (-) 1997
ACTC P50-Defizit (-), Schiz. (-)
D15S1360 |Schiz. (+) 65% kaukasisch, 52 Pat. Schiz. Leonard et al.,
D15S165 Schiz. (+) 30% AfrA, 1998
D15S144 Schiz. (-) 40% indigen
D15S1360 |Schiz. (+) Han-Chinesisch 109 Pat. Schiz. Liu et al.,
D15S165 Schiz. (+) 133 Kon. 2001
D15S144 Schiz. (+)
D15S113 Schiz. (+)
D15S976 Schiz. (+)
D15S1043  |Schiz. (-)
D15S1360 |Schiz. (+) slidafrikanisch (Bantu) 15 Multiplexfam. Schiz. Riley et al.,
D15S165 Schiz. (-) 2000
D15S144 Schiz. (-)
D15S1010 |Schiz. (+)
D15S118 Schiz. (-)
D15S641 Schiz. (-)
D15S1043 |Schiz. (+)
D15S1360 [Schiz. (-) EuA, AfrA 62 Eltemn-Kind-Trios Schiz. Freedman et al.,
D15S165 Schiz. (+) 2001
D15S144 Schiz. (+) bei EuA
D15S1360 |Schiz./Schizoaff. (-) amerikanisch 54 Familien Schiz., Curtis et al.,
L76630 Schiz./Schizoaff. (-) (ethnische Herkunft: n.n.) Schizoaff. 1999
ACTC Schiz./Schizoaff. (-)
D15S1360 |Schiz./Schizoaff. (-) kanadisch 36 Pat. Schiz., Neves-
(ethnische Herkunft: N.N.) 66 Kon. Schizoaff. Pereira et al.,
1998
D15S1360 |Schiz. (-) azorisch 41 Pat. Schiz. Xu et al.,
D15S165 Schiz. (-) 97 Kon. 2001
L76630 Schiz. (+)
D15S165 Schiz. (+) bei Kauk. 37% kaukasisch 392 Pat. Schiz., Tsuang et al.,
D15S1010 |Schiz. (+) bei Kauk. 36% afrikanisch 366 Kon. Schizoaff. 2001
27% andere
D15S128 P50-Defizit (+) AfrA 79 Pat. Schiz., Kaufmann et al.,
ATC3C11 P50-Defizit (+) Schizoaff. 1998
Promotor 65% EUuA 195 Pat. Schiz. Leonard et al.,
-86 C/T P50-Defizit (+) 31% AfrA 165 Kon. 2002
-194 G/C P50-Defizit (+) 4% HispA
D15S659 Schiz. (+) N.N. 68 Familien Schiz. Gejman et al.,
ACTC 2001
D15S1039
D15S1036
D15S128 Schiz. (-) aschkenasisch 59 Pat. Schiz., Fallin et al. 2003
in 29 Multiplexfam. Schizoaff.

Erléduterung zu Tabelle 2 und 3: +/-: positive bzw. negative Signifikanz. Kauk.: kaukasisch. EuA: Amerikaner

europdischer Abstammung. AfrA: Amerikaner afrikanischer ~Abstammung. HispA: Amerikaner

siidamerikanischer oder spanischer Herkunft. Schiz.: Schizophrenie. Schizoaff.: schizoaffektive Stérung. N.N.:

nicht genannt.
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3 Fragestellung

Bei der Erkrankung der Schizophrenie wird dtiologisch von einer multifaktoriellen Genese
ausgegangen. Bis zu 80% des Erkrankungsrisikos werden genetischen Faktoren
zugeschrieben. Obwohl bisher einige genomweite Assoziationsstudien durchgefiihrt und auf
ihren Zusammenhang mit der Schizophrenie hin untersucht wurden, konnten noch keine
klaren Ergebnisse erzielt werden.

Der nikotinische ACh-Rezeptor o7 und dessen Gen stellen auf der Suche nach
Pathomechanismen der Schizophrenie einen interessanten Kandidaten dar. Angesichts des
hohen Anteils an Rauchern unter schizophreniekranken Personen liegt die Vermutung einer
gestorten Funktion von Nikotinrezeptoren nahe (Leonard 2001). Pharmakologische und
biochemische Studien deuten auf eine Beteiligung des nAChRa7 sowohl bei kognitiven
Prozessen als auch bei der Filterung sensorischer Reize hin (Zhang et al. 2012, Bertrand et al.
2015). Beide Fahigkeiten sind bei schizophrenen Patienten in ihrer Funktion eingeschrénkt.
Auch genetische Studien weisen unter Verwendung unterschiedlicher Marker signifikante
Kopplungsungleichgewichte und Assoziationen von CHRNA7 mit der Schizophrenie auf (Liu
et al. 2001, Tsuang et al. 2001, Leonard et al. 2002, Sinkus et al. 2009, Tsuneki et al. 2007,
Stephens et al. 2012). Einige Studien erzielten diesbeziiglich jedoch auch negative Ergebnisse
(Flomen et al. 2006, Joo et al. 2010, Liu et al. 2013). Somit ldsst sich bisher keine endgiiltige
Aussage tiber die Rolle von CHRNA7 als Kandidatengen der Schizophrenie treffen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Analyse fiinf bisher noch nicht untersuchter
Marker im Genbereich des nACh-Rezeptors a7 (Gen CHRNA7). Die polymorphen
Abschnitte wurden bei 508 an Schizophrenie erkrankten Patienten und 617
Kontrollprobanden genotypisiert. Es wurden jeweils sowohl die Allelfrequenz als auch der
Genotyp der beiden Gruppen bestimmt. Ziel der Arbeit ist es zu iiberpriifen, ob erkrankte
Personen bestimmte Marker héufiger oder seltener exprimieren als gesunde
Kontrollprobanden und ob diese Marker als Hinweis fiir ein erhohtes Schizophrenierisiko
dienen kdonnen. Die Studie soll einen Beitrag zur Identifizierung genetischer Risikofaktoren

der Schizophrenie leisten.
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4 Material und Methoden

4.1 Klinisches Material

4.1.1 Standardisierte Anamnese

Die Anamnese der Patienten- und Kontrollgruppe erfolgte anhand eines standardisierten
Anamnesebogens. Dieser beinhaltete Fragen zur Abstammung, zu psychischen
Auftilligkeiten, zu Verhaltensweisen als Kind und Jugendlicher und zu partnerschaftlichen
Erfahrungen. Eruiert wurden schulische, berufliche, familidre und soziale Probleme sowie
Alkohol-, Nikotin- und Drogenkonsum. Des Weiteren erfragt wurden bisherige Erkrankungen
mit besonderem Schwerpunkt des nervendrztlichen Spektrums, Unfille mit Beteiligung des
Kopfes, Bewusstlosigkeit und Suizidversuche sowie bisher erfolgte ambulante und stationire
Behandlung. Der aktuelle Medikamentenstatus wurde erhoben. Den Abschluss bildete eine
Familienanamnese, die vor allem neurologisch-psychiatrische Erkrankungen erfasste sowie

Suizidversuche und erfolgte Suizide in der Familie abkléarte.

4.1.2 SKID

Das SKID (Strukturiertes Klinisches Interview fiir DSM-IV) (Wittchen et al. 1997) ist ein
standardisierter, operationalisierter Interviewleitfaden, der zur Erfassung psychischer
Syndrome und Storungen dient. Er besteht aus standardisierten Untersuchungsfragen, die sich
an den Diagnosekriterien des DSM-IV fiir die jeweilige Storung orientieren. Entsprechend der
dortigen Systematisierung psychiatrischer Erkrankungen in Achse I- bis Achse V-Stérungen
spiegelt auch das SKID diese Untergliederung wider. Demnach werden im SKID I (Teil A-J)
psychopathologische Zustandsstérungen gemil3 Achse I erfasst, wohingegen das SKID II der
Kodierung von dauerhaften Personlichkeitsstorungen nach Achse II dient. Die Erfassung der
Achse III- (medizinische Krankheitsfaktoren), IV- (psychosoziale und Umgebungsfaktoren)
und V-Kriterien (Global Assessment of Functioning: GAF-Skala) findet innerhalb von SKID
[ und II statt.
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Das SKID ist in zwei Versionen im Gebrauch: eine fiir den klinischen Einsatz gekiirzte
Klinikversion sowie eine umfassende, fiir die jeweilige Studie anpassbare Forschungsversion.
Letztere in dieser Arbeit angewandte Version bietet die Moglichkeit der Kodierung fast aller
Storungen des DSM-IV und ihrer Subtypen sowie der Beurteilung des Schweregrads und des
Verlaufs der jeweiligen Erkrankung.

Der A-Teil des SKID I kodiert affektive, der B-Teil psychotische Symptome sowie deren
jeweiligen Verlauf. Eine Diagnosestellung findet hier noch nicht statt. Der C-Teil beschéftigt
sich mit der Differentialdiagnostik psychotischer Stérungen und dient der Diagnosesicherung.
Psychosen, verursacht durch psychotrope Substanzen oder durch allgemeine medizinische
Krankheitsfaktoren wie zerebrale Neoplasien, Stoffwechselerkrankungen oder endokrine
Storungen, werden ebenso ausgeschlossen wie schizoaffektive Storungen. Der C-Teil kodiert
auBBerdem den Subtyp der Schizophrenie (paranoid, kataton, desorganisiert, undifferenziert),
den Schweregrad zum aktuellen und zum schlimmsten Zeitpunkt der Erkrankung, das Alter
bei Beginn der Prodromalsymptomatik, das Erstmanifestationsalter, die Anzahl psychotischer
Episoden und den Zeitpunkt der letzten Psychose. AuBerdem wird eine einmalige Episode
von einem episodischen und kontinuierlichen Verlaufsmuster unterschieden und der jeweilige
Remissionsgrad beziiglich Residualsymptomatik und Negativsymptomatik beriicksichtigt.

Der D-Teil dient der differentialdiagnostischen Einordnung der im A-Teil erhobenen
affektiven Symptome (Major Depression, Bipolare Storung I oder II, prodromale- bzw.
postpsychotische depressive Storung). Der E-Teil erfragt Missbrauch und Abhingigkeit
psychotroper Substanzen. Der F-Teil kodiert Angststorungen, der G-Teil somatoforme
Storungen, der H-Teil Essstorungen, der I-Teil Anpassungsstdorungen und der J-Teil optionale

Storungen wie z.B. Stressstorungen.

4.1.3 PANSS

Die PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) (Kay et al.; 1987) ist ein
Messinstrument zur dimensionalen Erfassung schizophrener Symptome. Sie bildet 7 Positiv-,
7 Negativ- und 16 Allgemeinsymptome der Schizophrenie ab und ermdglicht auf einer Skala
von 0 bis 7 Punkten (0 = nicht vorhanden, 7 = extrem) eine Einordnung der Auspragung des

jeweiligen Symptoms. Dabei werden jeweils der Schweregrad zum derzeitigen Moment und
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anhand von Anamnese und Arztbriefen der Schweregrad zum schlimmsten Zeitpunkt

festgehalten.

4.2 Klinische Methoden

4.2.1 Studiendesign

Die Daten der vorliegenden Arbeit wurden auf der Basis einer Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie erhoben. Die Durchfithrung der Studie geschah mit Zustimmung der
lokalen Ethikkommission. Alle Teilnehmer wurden {iber die Zielsetzung der Studie und die
angewandten Methoden und Risiken in einem personlichen Gespriach informiert. Die
Teilnahme der Patienten und Kontrollen erfolgte nach deren Unterzeichnung einer
Einverstdndniserkldrung auf freiwilliger Basis. Alle erhobenen Daten und Blutproben wurden
anonymisiert verarbeitet.

In die Studie eingeschlossen wurden 508 Patienten und 617 Kontrollprobanden. Die Studie
basierte auf speziellen Auswahlverfahren, welche die Teilnahme fiir die Kontroll- und fiir die
Patientengruppe regelten.

Des Weiteren beinhaltete die Studie eine vendse Blutentnahme zur Gewinnung von DNA. Im
Genabschnitt des nACh-Rezeptors a7 wurden fiir diese Arbeit fiinf polymorphe Marker bei
beiden Gruppen genotypisiert und einer statistischen Signifikanzpriifung beziiglich ihres

Zusammenhangs mit der Schizophrenie unterzogen.

4.2.2 Studienteilnehmer

4.2.2.1 Patienten

In die Patientengruppe eingeschlossen wurden ausschlieBlich kaukasische Personen zwischen
dem 18. und dem 70. Lebensjahr, bei denen von érztlicher Seite eine Schizophrenie nach

ICD-10 oder DSM-IV diagnostiziert worden war.
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In die Auswertung flossen Daten von 508 schizophrenen Patienten ein. Der Anteil médnnlicher
Patienten betrug 65,0% (330 Teilnehmer) und iibertraf damit den Frauenanteil von 35,0%
(178 Teilnehmerinnen). Der Altersdurchschnitt lag bei 37,7 Jahren.

Die Rekrutierung fand in verschiedenen psychiatrischen Kliniken, Heimen und Arztpraxen
statt. Der zum Studienzeitpunkt giiltige Wohnort aller Teilnehmer beschrinkte sich auf

Bayern.

Einschlusskriterien

Die Zulassung zur Studie erfolgte bei positiver Diagnose einer Schizophrenie nach ICD-10
oder DSM-1V, die mit Hilfe standardisierter Anamnesebdgen, des SKID und anhand von

Patientenakten gestellt wurde.

Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterien waren schwere Kopfverletzungen, Schiadel-Hirn-Traumata (ab II. Grad),
degenerative neurologische Storungen, zerebrovaskuldre Erkrankungen sowie sidmtliche
organische Erkrankungen, die als Ursache fiir eine Psychose in Frage kommen und zeitlich
vor dem Ausbruch der ersten Psychose lagen (z.B. Meningitis, Enzephalopathie, Lues, offene
Tuberkulose, FSME, Epilepsie, Schlaganfall oder TIA). AuBlerdem ausgeschlossen wurden
Patienten mit einer Hepatitis C- oder HIV-Infektion auf Grund des Infektionsrisikos im Labor
und Patienten mit intravendsem Heroingebrauch (> 2 Mal).

Ein Ausschluss von der Studie erfolgte bei schizoaffektiven, schizophrenieformen,
wahnhaften und kurzen psychotischen Storungen. Patienten mit Psychosen nach
Alkoholmissbrauch sowie nach Konsum psychotroper Substanzen wurden ebenso

ausgeschlossen wie Patienten mit einer Borderline-Personlichkeitsstorung.

4.2.2.2 Kontrollprobanden

In die Studie eingeschlossen wurden Kontrollprobanden deutschen Ursprungs, deren
Abstammung bis in die 2. Generation zuriickreichte. Die Rekrutierung erfolgte mittels
schriftlicher Studieneinladung nach dem Zufallsprinzip an beim Einwohnermeldeamt

Miinchen gemeldete Personen. Es wurden Daten von 617 Personen erfasst mit einer
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Geschlechterverteilung von 281 (45,5%) miénnlichen zu 336 (54,5%) weiblichen
Teilnehmern. Das Altersspektrum reichte von 20 bis 72 Jahren, der Altersdurchschnitt lag bei
45,2 Jahre.

Einschlusskriterien

Bei einer positiven Riickantwort auf das Anschreiben erfolgte telefonisch ein erstes
Auswahlverfahren, in dem anhand eines standardisierten Fragenkatalogs Herkunft,
psychiatrische und neurologische Erkrankungen, Alkohol- und Drogenkonsum sowie
Suizidversuche in der Familie eruiert wurden. Aulerdem erfasst wurden wichtige organische
Ausschlussdiagnosen (siche Ausschlusskriterien). War die Person deutschstimmig und
verneinte ein familidres Auftreten psychiatrischer Erkrankungen, so wurden dieselben
Anamnesebodgen zugesandt, die auch bei den Patienten verwendet wurden. Ergab sich kein
Hinweis auf Studienausschluss, wurde ein Gespriachstermin vereinbart. Bei diesem wurde
nach einer ausfiihrlichen Aufkldrung iiber die Studie die Einverstdndniserkldrung zur
Teilnahme unterzeichnet.

Zu Beginn des Interviews erfolgte eine orientierende neurologische Untersuchung. Es
schlossen sich das SKID I und II an, womit ein Ausschluss aller Achse I- und -II-Stérungen
erreicht werden sollte.

AnschlieBend folgten ein Test auf belastende Lebensereignisse (Leipziger Ereignis- und
Belastungsinventar, LEBI: Richter & Guthke, 1996) sowie auf zwanghaftes Verhalten
(Maudsley Obsessional-Compulsive Inventory, MOCI: Hodgson & Rachman 1977; dt.
Kallinke et al.1979). Zur Einordnung der Personlichkeit des Probanden wurden das Minnesota
Multiphasic Personality Inventory-2 (MMPI-2: Hathaway et al., 2000), das State-Trait-
Argerausdrucks-Inventar (STAXI: Schwenkmezger et al., 1992) und der Fragebogen zur
Erfassung von Aggressivitdtstaktoren angewandt (FAF: Hampel & Selg, 1998).

Um psychiatrische Erkrankungen in der Familie detailliert erfassen zu konnen, kam das

Family History Assessment Module (FHAM: Rice et al., 1995) zur Anwendung.

Ausschlusskriterien

Ein Ausschluss erfolgte bei Erfiillung der Diagnosekriterien einer Achse I-oder II-Stérung
sowie bei neurologischen und anderen organischen Erkrankungen mit moglicher
Beeinflussung der Hirnfunktion (z.B. Meningitis, Encephalitis, Neuroborreliose, Lues, Chorea

Huntington, Toxoplasmose, Multiple Sklerose, Parkinson, Epilepsie, Gehirntumor, Schidel-
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Hirn-Trauma ab II. Grad, Apoplex, M. Cushing, M. Wilson, M. Addison, FSME, Lupus
erythematodes, Muskeldystrophie, Amyotrophe Lateralsklerose, M. Creutzfeld-Jakob,
Fibromyalgie). Auflerdem galt eine positive psychiatrische Familienanamnese als

Ausschlusskriterium.

4.3 Laborverfahren

4.3.1 DNA-Isolierung

Zur Bestimmung der Einzelnukleotidpolymorphismen in der Patienten- und der
Vergleichsgruppe war die Gewinnung von DNA notwendig. Dies erfolgte mittels einer
vendsen Blutentnahme in EDTA-RShrchen der Firma Sarstedt (Sarstedt, Niimbrecht). Das
Blut wurde bis zum Zeitpunkt der Probenverarbeitung bei -80 °C konserviert.

Zur Isolierung der DNA wurde der QIAamp Blood Maxi Kit (Qiagen, Hilden 2005) gemil3

der angegebenen Anleitung verwendet.

Zelllyse

Zur Freisetzung der DNA aus den Zellen wurde jedes R6hrchen mit 7,5ml vendsen Bluts bei
Raumtemperatur mit 500ul Qiagen-Proteinase K (Qiagen, Hilden) und 12ml AL-Puffer
(Qiagen, Hilden) versetzt und mit einem Vortexer gemischt (Vortexer Reax, Heidolph,
Schwabach). AL-Puffer enthilt ein Salz auf Guanidium-Basis, das Zellmembranen degradiert
und Proteine denaturiert. Proteinase K hydrolysiert enzymatisch Peptidbindungen und leistet
so den Abbau von intrazelluldren Proteinen (z.B. Himoglobin, Histone, DNA etc.). Sie dient
damit nicht nur der DNA-Freisetzung, sondern beugt auch einer Verunreinigung der
Nukleinsdurepriaparation durch Proteine in der PCR vor. Fiir einen maximalen DNA-Gewinn

erfolgte anschlieBend eine Inkubation der Losung bei 70 °C fiir 30 Minuten.

DNA-Aufreinigung
Zur DNA-Aufreinigung wurde eine QIAamp-Siule verwendet (QIAamp Maxi Spin Columns;

Firma Qiagen, Hilden). Diese enthilt eine Silicagel-Membran, die DNA zuriickhdlt. DNA
bindet bei einem pH-Wert < 7,5 in Gegenwart von 10ml Ethanol (96-100%) und hohen
Salzkonzentrationen an Silica (Vogelstein, B; Gillespie, D. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1979,
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76, 615-619.), wobei der genaue Mechanismus unbekannt ist. RNA und nukleinsédurebindende
Proteine bleiben ungebunden. Die ethanolhaltige Losung wurde fiir 2 Minuten mit einem
Vortexer durchmischt (Vortexer Reax, Heidolph, Schwabach), auf die Séule gegeben und bei
3000 Umdrehungen pro Minute (rpm: revolutions per minute) fiir 3 Minuten zentrifugiert.
AnschlieBBend folgte der erste Waschschritt mit Sml AW 1-Puffer (Qiagen, Hilden), der ein
guanidinhaltiges Salz enthélt, so dass die Proteine in der Probe denaturiert und aus der Sdule
gespiilt wurden. Um verbliebene Salze auszuwaschen, erfolgte ein erneuter Waschschritt mit
S5ml AW2-Puffer (Qiagen, Hilden) auf Ethanolbasis. Zuletzt wurde die gereinigte DNA mit
1,5ml basischem Tris-haltigem AE-Puffer (pH >9,0) (Qiagen, Hilden) versehen, fiinf Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und zwei Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert. Die bei saurem
Milieu an die Silicamembran gebundene DNA wurde durch den basischen Puffer aus der
Saule eluiert. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. AnschlieBend wurde die gewonnene

DNA bei -80 °C bis zur Weiterverarbeitung verwahrt.

4.3.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der DNA fiir die PCR wurde mittels einer photometrischen
Messung mit dem Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen® dsDNA Quantitation-Reagent
(PicoGreen Molecular Probes, Eugen, USA) in einem Mikrotiterplatten-Fluoreszenzleser
(Tecan GENios Workstation 150, Tecan, Méannedorf, Schweiz) durchgefiihrt. Der Farbstoff
bindet ausschlieBlich an doppelstringige DNA und eignet sich auf Grund seiner hohen
Sensitivitdt zur Quantifizierung geringer DNA-Konzentrationen (1-80 ng/ul). Fluoreszierende
Molekiile sind in der Lage, Licht zu emittieren, nachdem sie durch Energiezufuhr angeregt
wurden. Die Intensitét der Fluoreszenz gibt dabei Riickschliisse auf die Menge an DNA. Als
Standard der Messreihe wurde eine Kalibrierung aus humaner, genomischer DNA (Clontech
Human Genomic DNA 100ng/ul; Firma Clontech, Mountain View, USA ) mit abgestuften
Konzentrationen (100 — 50 — 25 — 12,5 — 6,25 — 3,125 — 1,5625 — Ong/ul) in 1x Tris-EDTA-
Puffer (TE) pH 7,5 eingesetzt.

Das PicoGreen®-Reagenz (PicoGreen Molecular Probes, Eugen, USA) wurde 1:156 in
Wasser verdiinnt und in einem lichtundurchldssigen 50ml Polypropylen-Rohrchen auf Eis

aufbewahrt. Von der zu bestimmenden DNA-Probe (Stammlésung) wurden je Sul mit je 45ul
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H,O (aqua bidestillata) mit Hilfe des Pipettierroboters Janus Automated Workstation (Perkin
Elmer Inc., Massachusetts, USA) verdiinnt, um eine im Messbereich liegende Konzentration
zu erhalten. AnschlieBend pipettierte der Roboter die Standard DNA-Verdiinnungsreihe in
eine Messplatte mit 96 Vertiefungen in Reihe eins und zwei (96 well flat bottom plate, black;
Greiner Bio-one, Frickenhausen). Replikate von je Sul der verdiinnten Stammldsung wurden
in die restlichen zehn Reihen iibertragen. Vor Verwendung des PicoGreen®-Reagenz
(PicoGreen Molecular Probes, Eugen, USA) fiir die Fluoreszenz wurde es zur
Homogenisierung in einem Vortexer (Vortexer Reax, Heidolph, Schwabach) gemischt.
AnschlieBend wurden je 145ul des Reagenz auf alle Proben gegeben, die Platten mit Hilfe
eines Grippers in das Fluoreszenzmessgerit (Victor® 1420 Multilabel Counter; Firma Perkin
Elmer Inc., Massachusetts, USA) transportiert und anschlieBend durch Kreisen fiir 30
Sekunden gut gemischt.

Zur Energiezufuhr wurde eine Anregungswellenlinge von 485 nm verwendet und die
Emission bei 535 nm gemessen. Die Detektion der einzelnen Photonen fand mit Hilfe eines
Sekundirelektronenvervielfachers (Photomultiplier) statt. Die Messergebnisse wurden direkt
von einem Computer (Optiplex GX620 Pentium 4 HT) ausgewertet.

Die gewonnenen Werte wurden in einer 8-Punkt-Kalibrierung mit der Kurve der
Standardwerte abgeglichen. Dabei sollte diese einen Pearson-Korrelationskoeffizienten von
mindestens r =0.99 ergeben. Fiir die qualitative SNP-Genotypisierung wurde eine Genauigkeit

von +/- 10% akzeptiert.

4.3.3 Genotypisierung

Die in dieser Arbeit untersuchten fiinf SNPs befinden sich in Intron 1 und 2 des Gens
CHRNA7 im chromosomalen Abschnitt 15q13.3 (National Center for Biotechnology
Information NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

Die Positionen der einzelnen SNPs und deren Allelauspridgung sind in Tabelle 4 aufgelistet.
Die Genotypisierung der SNPs wurde mit Hilfe des iPLEX-Verfahrens und einer sich
anschlieBenden MALDI-TOF Massenspektrometrie durchgefiihrt.
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Tabelle 4: SNP-Positionen, Chromosomale Position nach Reference assembly, Build 36.3

ID/Accession Contig. Position Chromosom. Intron Allele
Number Position
rs11071503 3125513 30122248 1 C/IT
rs6494211 3168145 30164880 1 A/T
rs6494212 3175676 30172411 1 C/IT
rs7175581 3176024 30172759 1 A/G
rs12440480 3181948 30178683 2 A/G

4.3.3.1 IPLEX-Verfahren

Das iPLEX-Verfahren (increased Plexing Efficiency and Flexibility for MassARRAY®
System through Single Base Primer Extension with Mass-Modified Terminators) besteht aus
zweil nacheinander stattfindenden PCR-Schritten (Polymerase Chain Reaction). Es wurde mit
dem MassARRAY System der Firma Sequenom (Sequenom, San Diego, USA) nach dem
Schema der Sequenom iPLEX Application Note durchgefiihrt. Im ersten Schritt findet eine
Standard-PCR der den jeweiligen SNP umgebenden genomischen Bereiche statt. Nachfolgend
wird eine spezielle PCR der vervielfiltigten Sequenzen angeschlossen, die ausschlieBlich der
Verlangerung der DNA um die gesuchte Base dient. Fiir die PCR werden fiir jeden SNP
eigene Primer bendtigt. Primer sind Oligonukleotide, die sich spezifisch an die DNA vor die
zu bestimmende Sequenz anlagern. Von diesem Startpunkt aus verldngert eine Polymerase

dann den gesuchten DNA-Abschnitt. In Tabelle 5 sind die Primer der jeweiligen SNPs

aufgefiihrt.
Tabelle 5: Primersequenzen der zu bestimmenden SNPs
ID/Accession No. PCR-Primer forward PCR-Primer reverse Fragmentlinge

rs11071503 ACGTTGGATGGTTCCTGATG |ACGTTGGATGAGTTCATCC |138 bp
CAAGAAGCTC TGTGTGTTCCC

rs6494211 ACGTTGGATGGTGCTAAGTT |ACGTTGGATGCATTAGAGT |118 bp
TCTTTGTATGC GCCTGACATTG

rs6494212 ACGTTGGATGCCCACAAATG |ACGTTGGATGAGGACCCCA | 125 bp
CCTTGGTTAC ATTGTGATGAG

rs7175581 ACGTTGGATGTCACTACCCA |ACGTTGGATGTCAAAGGAC | 129 bp
TTGTCAGCTC CTACCTCTTGG

rs12440480 ACGTTGGATGGAAGATGAGT | ACGTTGGATGTGTTTGCAG | 129 bp
AGAGGACAGC TGACAAGGTCC
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Die bendtigten Primer wurden mit Hilfe der Spectrodesigner Software von Sequenom
(Sequenom, San Diego, USA) entworfen. Es wurde sichergestellt, dass jeder Primer nicht mit
anderen Primern interagiert.

Das Besondere am iPLEX-Verfahren ist die Genotypisierung im Hochdurchsatz mit Hilfe von
Multiplex-Reaktionen. In jeder Vertiefung einer 384well Mikroplatte (ABgene, Hamburg)
konnen gleichzeitig bis zu 36 unterschiedliche PCR-Reaktionen ablaufen. Zur schnelleren
Bewiltigung anfallender Analysen und zur Verringerung der Kontaminationsgefahr wurde ein
Pipettierroboter (Microlab 4000; Firma Hamilton) eingesetzt. Die fiir die PCR bendétigten

Reagenzien sind im Folgenden aufgefiihrt.

Standard-PCR

Fiir die initiale PCR wurden folgende Komponenten in jede Vertiefung pipettiert:

1. 1,850ul H2O, steril (Purelab ultra, ELGA)

2. 0,625ul PCR-Puffer mit MgCl, (Qiagen, Hilden)

3. 0,325ul MgCl, (25nM) (Qiagen, Hilden)

4. 0,100ul ANTP Mix (Desoxyribonukleosidtriphosphate ) (25nM) (ABgene, Hamburg)
5. 1,000ul Primer Mix (je 500nM) (Qiagen, Hilden)

6. 1,000ul zu bestimmende DNA (5-10ng/ul)

7. 0,100ul Hot Start Taq (Thermus aquaticus)-Polymerase (5U/ul) (Qiagen, Hilden)

Die Platte wurde vorsichtig fiir eine Minute gevortext (Vortexer Reax, Heidolph, Schwabach)

und fiir die PCR in einen Thermocycler gegeben (GeneAmp, PCR System 9700, Firma

Applied Biosystems) mit folgendem Reaktionsablauf:

1. Initialisierung: Erhitzen des Reaktionsansatzes auf ca. 95°C fiir 5 Minuten zur
Aktivierung der Hot Start Tag-Polymerase

2. Denaturierung: Halten der Temperatur von 95°C fiir 30 Sekunden; dadurch Trennung der
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen DNA-Doppelstrang und Erzeugung von
Einzelstrangen

3. Annealing (Primerhybridisierung): Abkiihlen auf ca. 56°C fiir 30 Sekunden; Primer
(forward bzw. reverse, Tabelle 5) lagern sich jeweils an Matrizenstrang (5°-3’-Richtung)

und an Komplementirstrang (3’-5"-Richtung) an
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4. Elongation: Temperaturerhohung auf 72°C fiir eine Minute (Arbeitsoptimum der Tag-
Polymerase); Polymerase fligt Nukleotide an Primer an (Zweitstrangsynthese)

5. Finale Elongation: bei einer Temperatur von 72°C fiir 10 Minuten
Schritt zwei bis vier wurden 45 Mal wiederholt, um eine ausreichend hohe Zahl an Templates
(Matrizen) fiir das weitere Vorgehen zu haben. Bei einer Temperatur von 4°C wurden die

Proben bis zur Weiterverarbeitung autbewahrt.

Entfernen freier Nukleotide (Dephosphorylierung)

Bei der initialen PCR werden nicht alle freien Nukleotide des Reaktionsansatzes eingebaut.
Da sie bei der Messung des Massenspektrometers storenden Einfluss hétten, wurden sie mit
Hilfe der Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) dephosphoryliert. In dieser Form kénnen sie
nicht mehr von der Polymerase verwendet werden.

Die Reaktion benétigt folgenden Ansatz:

e 1,530ul HyO, steril

e 1,700ul SAP-Puffer (Sequenom, San Diego, USA)

e 0,300ul SAP-Enzym (Sequenom, San Diego, USA)

In jede Vertiefung wurden 2ul des obigen Ansatzes gegeben und vorsichtig gevortext
(Vortexer Reax, Heidolph, Schwabach). Ein Thermocycler kontrollierte den Reaktionsablauf
des kalteresistenten und hitzeempfindlichen Enzyms SAP. Es wurde bei 37°C fiir 20 Minuten
inkubiert und bei 85°C fiir 5 Minuten inaktiviert. Der Ansatz wurde anschlieBend zur

Aufbewahrung auf 4°C herabgekiihlt.

Die iPLEX-Reaktion

Drei Eigenschaften charakterisieren diese PCR-Reaktion:

1. Die Extensionsprimer (Tabelle 6) lagern sich unmittelbar vor den zu untersuchenden SNP
an.

2. Zur Basenverlidngerung stehen anstatt der iiblichen Desoxynukleosidtriphosphate vier
Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTP) zur Verfiigung. Diese besitzen keine 3'-
Hydroxygruppe, liber welche die Polymerase Phosphodiesterbindungen zu weiteren

Nukleotiden kniipfen konnte. Wurde der Primer also um ein einziges Nukleotid
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verlidngert, erfolgt ein Kettenabbruch (Prober et al. 1987). Die ddNTPs tragen aulerdem
spezielle funktionelle Gruppen, die spéter die Massenunterscheidung erleichtern.

3. Eswird eine spezielle Polymerase verwendet, die ddNTP anhidngen kann.

Reaktionsansatz pro Vertiefung:

e  0,755ul H,O, steril

e  0,200ul iPLEX-Puffer 10x(Sequenom, San Diego, USA)

e  0,200ul iPLEX Abbruch-Mix (Sequenom, San Diego, USA)

e  0,800ul Primer-Mix (7uM-14uM) (Sequenom, San Diego, USA)
e 0,041 ul iPLEX Enzyme (Sequenom, San Diego, USA)

Tabelle 6: Sequenzen der Extensionsprimer

ID/Accession Number Extensionsprimer
rs11071503 ATCCTGTGTGTTCCCCTCTTAG
rs6494211 ccCTCTGCTACTTTATATATTTTCTGT
rs6494212 ggTTGTTGCAGCTAGCTTT
rs7175581 gGGATCATGAGAGCAGAC
rs12440480 gccgGCTGCCCCTATGCACA

Nach Zugabe des Reaktionsgemisches wurde die DNA nach folgendem Schema im
Thermocycler prozessiert:

1. Initiale Denaturierung: bei 94°C fiir 30 Sekunden

2. Denaturierung: bei 94°C fiir 5 Sekunden

3. Annealing: bei 52°C fiir 5 Sekunden (5-fache Durchfiihrung)

4. Extension: bei 80°C fiir 5 Sekunden (5-fache Durchfiihrung)

5.  Finale Extension: beil 72°C fur 3 Minuten

Schritt drei und vier wurden jeweils fiinf Mal wiederholt und gemeinsam mit Schritt zwei bis
fiinf 40 Mal durchgefiihrt. Nach Durchfiihrung des gesamten Programms wurden die Proben
auf 4°C abgekiihlt.

Zur Probenaufbereitung fiir das Massenspektrometer wurden alle Alkali- und Erdalkaliionen

entfernt, die aufgrund ihrer hohen Affinitdt zur DNA storende Signale aussenden. Die
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Reinigung geschah mit dem Ionenaustauscherharz SpectroClean™ (Sequenom, San Diego,

USA).

Messung der Extensionsprodukte im MALDI-TOF
Der MALDI-TOF Massenspektrometer (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization—Time-

of-Flight) (Sequenom, San Diego, USA) dient zur Massenanalyse von chemischen
Verbindungen. Laserbeschuss fiihrt bei der zu analysierenden Substanz je nach Masse und
Ladung zur Entstehung von Ionen, die von einem Detektor aufgefangen und in ein
elektrisches Signal umgewandelt werden (Abbildung 4). Aufgrund der spezifischen Massen
von DNA-Basen erlaubt dieses Verfahren bei sehr hoher Sensitivitit (Fehlerrate <0.5%) eine
automatisierte Genotypisierung im Hochdurchsatz. Fiir eine genauere Differenzierung der
Basen wurden die im iPLEX-Verfahren angehidngten Didesoxynukleotide so modifiziert, dass
zwischen ihnen mindestens ein Massenunterschied von 15 Dalton lag. Massenspektren aller
nicht eindeutigen Genotypen wurden individuell gepriift und mehrdeutige Genotypen
verworfen.

Zur Messung der basenspezifischen Massen wurden die Extensionsprodukte mit dem
MassARRAY  Nanodispenser (Sequenom, San Diego, USA) auf Siliziumchips
(SpectroCHIP®bioarray; Sequenom, San Diego, USA) aufgebracht. Auf je einem Chip
befanden sich 384 Aussparungen fiir die zu analysierenden Proben. Auf jeder Position wurde
die Probe einer Person analysiert. Jede Vertiefung war mit einer organischen Saure (2-
Hydroxypicolinsdure) beladen. Diese verhinderte das Auskristallisieren der DNA-Probe, was
die Messung stark erschweren wiirde. Zur Kalibrierung der unbekannten Basenprodukte
wurden Oligonukleotide bekannter Massen aufgetragen.

Die Genchips wurden durch eine Vakuumschleuse in das Massenspektrometer eingefiihrt.
Mittels eines gepulsten Lasers von Nanosekundendauer wurden die Analyten im
Hochvakuum beschossen. Das Probenmaterial verdampfte explosionsartig und wurde
gleichzeitig ionisiert. Die Ionen wurden in einem elektrischen Feld beschleunigt und deren
Flugzeit mittels eines TOF (Time-Of-Flight)-Analysators durch einen
Sekundarelektronenvervielfacher (Detektor) gemessen. Das Auftreffen der Ionen erzeugte in
ihm einen Sekundirelektronenstrom, dessen Signal an einen Computer weitergegeben wurde.
Dieser berechnete in Abhéngigkeit von Flugzeit (tof) und Ladungszahl (z) die Masse (m) des
Analyten.
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Dabei gilt: tof ~ \/ ? .

Die Flugzeit ist demnach umso lénger, je groer der m/z-Quotient ist. Somit gelangen leichte
Molekiile mit hoher Ladung schneller an den Detektor als schwere, wenig geladene Molekiile.
Aufgrund der unterschiedlichen Massen und Ladungen der angehéngten Didesoxynukleotide

konnten mit Hilfe der TYPER Analyzer 3.3.0 Software (Sequenom, San Diego, USA) die

Basen der einzelnen SNPs identifiziert werden.

Probentriger Detektor

L TET
Ot
|.-;_,.‘,fr’ - —

Beschleunigungs-
elektrode

o

elektrisches Feld Flugbahn

Abbildung 3: Schema zum Aufbau eines Massenspektrometers

4.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der in dieser Arbeit untersuchten 5 SNPs des Gens CHRNA7
erfolgte mit der Software SPSS /4.0 (Statistical Package for Social Sciences 14.0; SPSS Inc
Chicago, USA, 2005). Die Genotypverteilung der Patienten und Kontrollprobanden wurde fiir
jeden SNP mit der Hardy-Weinberg-Formel iiberpriift. Eine Population liegt aulerhalb des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichts, wenn bei einem Freiheitsgrad von eins (df=1) der Wert von
¥>>3,84 erreicht wird. Anschlieend erfolgte die Signifikanzpriifung der Unterschiede in der
Allel- und Genotypverteilung zwischen Patienten und Kontrollen mittels Chi-Quadrat-Test.
Fiir alle statistischen Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 und ein Trend

zur Signifikanz ab p<0,10 angenommen.
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5 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Analyse fiinf verschiedener Marker in Intron 1
und 2 des Gens des nikotinischen Acetylcholinrezeptors a7 (CHRNA7). Die in dieser Studie
verwendeten Marker waren Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs). Die polymorphen
Abschnitte wurden bei schizophreniekranken Personen und einem gesunden Kontrollkollektiv
genotypisiert und einer statistischen Signifikanzpriifung unterzogen. Als Signifikanzniveau
wurde p<0,05 und als Trend zur Signifikanz p<0,10 gewertet.

Die genotypisierten Marker auf dem Plusstrang waren: rs11071503, rs6494211, rs6494212,
rs7175581 und rs12440480. Das Studienkollektiv bestand aus 1125 Personen, von denen 508

an Schizophrenie erkrankte Patienten und 617 gesunde Kontrollprobanden waren.

5.1 Analyse des Markers rs11071503 im Gen CHRNA7

5.1.1 Allelverteilung

Der SNP rs11071503 auf Intron 1 von CHRNA7 zeigt im menschlichen Genom die
Auspriagung eines C- oder T-Allels. Das C-Allel zeigte mit ca. 77,9% bei den Kontrollen und
75,9% bei den Patienten ein deutlich hdufigeres Auftreten als das T-Allel (Tabelle 7)

Tabelle 7: Allelverteilung des SNP rs11071503

C-Allel n (%) T-Allel n (%) Gesamt n (%)
Kontrollen 950 (77,9) 270 (22,1) 1220 (100)
Patienten 757 (75,9) 241 (24,1) 998 (100)
Gesamt 1707 (77,0) 511 (23,0) 2218 (100)

Die Berechnung der Allelverteilung ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen der

Patienten- und der Kontrollgruppe (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Statistische Auswertung der Allelverteilung des SNP rs11071503

XZ

OR

CI

df

1,260

0,916

5.1.2 Genotypverteilung

| 0,787-1,067 |

1

0,262

Der am hidufigsten anzutreffende Genotyp war der Genotyp C/C mit 61,5% bei den
Kontrollen und 57,3% bei den Patienten (Tabelle 9).

Tabelle 9: Genotypverteilung des SNP rs11071503

Genotyp C/C Genotyp C/T Genotyp T/T Gesamt
n (%) n (%) n (%) n (%)
Kontrollen 375 (61,5) 200 (32,8) 35(5,7) 610 (100)
Patienten 286 (57,3) 185 (37,1) 28 (5,6) 499 (100)
Gesamt 661 (59,6) 385 (34,7) 63 (5,7) 1109 (100)

Die Genotypverteilung befand sich bei den Patienten, bei den Kontrollen und in der

Gesamtstichprobe entsprechend der Hardy-Weinberg-Formel im Gleichgewicht (Tabelle 10).

Tabelle 10: Ergebnisse der Hardy-Weinberg-Berechnung des SNP rs11071503

xr df p
Kontrollen 1,452 1 0,228
Patienten 0,073 1 0,787
Gesamt 0,491 1 0,484

Die Genotypverteilung zwischen Patienten und Kontrollen war statistisch nicht signifikant

(Tabelle 11).

Tabelle 11: Statistische Auswertung der Genotypverteilung des SNP rs11071503

df

2
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5.2 Analyse des Markers rs6494211 im Gen CHRNA7

5.2.1 Allelverteilung

Der SNP rs6494211 auf Intron 1 von CHRNA7 =zeigt im menschlichen Genom die
Ausprigung eines A- oder eines T-Allels. Das A-Allel war bei den Kontrollen und Patienten

mit 64,3% bzw. 66,1% fast doppelt so hiufig vertreten wie das T-Allel (Tabelle 12).

Tabelle 12: Allelverteilung des SNP rs6494211

A-Allel n (%) T-Allel n (%) Gesamt n (%)
Kontrollen 785 (64,3) 435 (35,7) 1220 (100)
Patienten 670 (66,1) 344 (33,9) 1014 (100)
Gesamt 1455 (65,1) 779 (34,9) 2234 (100)

Bei der Berechnung der Allelverteilung dieses Markers ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe (Tabelle 13).

Tabelle 13: Statistische Auswertung der Allelverteilung des SNP 6494211
e ‘ OR ‘ CI ‘ df ‘ p
0730 | 1051 | 09381178 | 1 | 0393

5.2.2 Genotypverteilung

Die Genotypen mit der Allelauspragung A/A und A/T waren bei Patienten und Kontrollen am
hiufigsten vertreten. Der Anteil der beiden Genotypen bei den Kontrollen betrug zusammen

87,4%. Bei den Patienten belief er sich auf 87,2% (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Genotypverteilung des SNP rs6494211

Genotyp A/A Genotyp A/T Genotyp T/T Gesamt

n (%) n (%) n (%) n (%)
Kontrollen 252 (41,3) 281 (46,1) 77 (12,6) 610 (100)
Patienten 228 (45,0) 214 (42,2) 65 (12,8) 507 (100)
Gesamt 480 (43,0) 495 (44,3) 142 (12,7) 1117 (100)

Die Genotypverteilung befand sich bei den Patienten, bei den Kontrollen und in der

Gesamtstichprobe entsprechend der Hardy-Weinberg-Formel im Gleichgewicht (Tabelle 15).

Tabelle 15: Ergebnisse der Hardy-Weinberg Berechnung des SNP rs6494211

' df p
Kontrollen 0,01 1 0,920
Patienten 1,738 1 0,187
Gesamt 0,663 1 0,415

Die Genotypverteilung zwischen Patienten und Kontrollen war statistisch nicht signifikant

(Tabelle 16).

Tabelle 16: Statistische Auswertung der Genotypverteilung des SNP rs6494211

df

5.3 Analyse des Markers rs6494212 im Gen CHRNA?7

5.3.1 Allelverteilung

2

0,407

Der SNP rs6494212 auf Intron 1 von CHRNA7 zeigt im menschlichen Genom die

Auspriagung eines C- oder eines T-Allels. Das C-Allel ist mit 69,5% bei den Kontrollen und

66,6% bei den Patienten doppelt so hdufig vorzufinden wie das T-Allel (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Allelverteilung des SNP rs6494212

C-Allel n (%) T-Allel n (%) Gesamt n (%)
Kontrollen 848 (69,5) 372 (30,5) 1220 (100)
Patienten 675 (66,6) 339 (33,4) 1014 (100)
Gesamt 1523 (68,2) 711 (31,8) 2234 (100)

Die Berechnung der Allelverteilung ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen der

Patienten- und der Kontrollgruppe (Tabelle 18).

Tabelle 18: Statistische Auswertung der Allelverteilung des SNP rs6494212
e ‘ OR ‘ CI ‘ df ‘ p
2206 | 0912 | 0808-1,030 | 1 0137

5.3.2 Genotypverteilung

Genotyp C/C und C/T fanden sich bei der Patienten- und der Kontrollgruppe ungefdhr gleich

hiufig mit insgesamt 45,7% (homozygot fiir C) und 45,0% (heterozygot) (Tabelle 19).

Tabelle 19: Genotypverteilung des SNP rs6494212

Genotyp C/C Genotyp C/T | Genotyp 3 T/T Gesamt
n (%) n (%) n (%) n (%)
Kontrollen 288 (47,2) 272 (44,6) 50 (8,2) 610 (100)
Patienten 222 (43,8) 231 (45,6) 54 (10,7) 507 (100)
Gesamt 510 (45,7) 503 (45,0) 104 (9,3) 1117 (100)

Die Genotypverteilung befand sich bei den Patienten, bei den Kontrollen und in der

Gesamtstichprobe entsprechend der Hardy-Weinberg-Formel im Gleichgewicht (Tabelle 20).
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Tabelle 20: Ergebnisse der Hardy-Weinberg-Formel des SNP rs6494212

x df p
Kontrollen 1,645 1 0,200
Patienten 0,284 1 0,594
Gesamt 1,590 1 0,207

Die Genotypverteilung zwischen Patienten und Kontrollen war statistisch nicht signifikant

(Tabelle 21).

Tabelle 21: Statistische Auswertung der Genotypverteilung des SNP rs6494212
” ‘ df ‘ p
2,258 | 2 | 0,323

5.4 Analyse des Markers rs7175581 im Gen CHRNA7

5.4.1 Allelverteilung

Der SNP rs7175581 auf Intron 1 von CHRNA7 zeigt im menschlichen Genom die
Ausprdgung eines A- oder eines G-Allels. Das G-Allel zeigte sich etwas haufiger in der
Patienten- als in der Kontrollgruppe. Im gegenseitigen Vergleich der beiden Allele war das G-

Allel insgesamt leicht liberreprasentiert (Tabelle 22).

Tabelle 22: Allelverteilung des SNP rs7175581

A-Allel n (%) G-Allel n (%) Gesamt n (%)
Kontrollen 546 (44,7) 676 (55,3) 1222 (100)
Patienten 433 (43,4) 565 (56,6) 998 (100)
Gesamt 979 (44,1) 1241 (55,9) 2220 (100)

Die Berechnung der Allelverteilung ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen der

Patienten- und der Kontrollgruppe (Tabelle 23).
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Tabelle 23: Statistische Auswertung der Allelverteilung des SNP rs7175581

OR |

Cl

df

0,977

5.4.2 Genotypverteilung

| 0907-1,052 |

1

0,541

Das hidufigere Auftreten des G-Allels bei den Patienten dufBlerte sich auf der Ebene der

Genotypen in einem deutlichen Uberwiegen des homozygoten Genotyps G/G, wohingegen

der heterozygote Genotyp A/G bei den Kontrollen sehr stark vertreten war (Tabelle 24).

Tabelle 24: Genotypverteilung des SNP rs7175581

Genotyp A/A Genotyp A/G Genotyp G/G Gesamt
n (%) n (%) n (%) n (%)
Kontrollen 113 (18,5) 320 (52,4) 178 (29,1) 611 (100)
Patienten 107 (21,4) 219 (43,9) 173 (34,7) 499 (100)
Gesamt 220 (19,8) 539 (48,6) 351 (31,6) 1110 (100)

Die Genotypverteilung befand sich bei den Kontrollen und in der Gesamtstichprobe im

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, wich bei den Patienten jedoch leicht davon ab (Tabelle 25).

Tabelle 25: Ergebnisse der Hardy-Weinberg-Formel des SNP rs7175581

x df p
Kontrollen 2,16 1 0,142
Patienten 5,671 1 0,017
Gesamt 0,253 1 0,615

Die Genotypverteilung dieses Einzelnukleotids zeigte zwischen Patienten und Kontrollen

statistisch signifikante Unterschiede (Tabelle 26).

Tabelle 26: Statistische Auswertung der Genotypverteilung des SNP rs7175581

df

2
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5.4.3 A-Alleltrager

Die deutliche Uberreprisentanz des homozygoten Genotyps G/G bei den Patienten war Grund

fiir die Gegentiberstellung dieses Genotyps mit den Genotypen A/A und A/G (Tabelle 27).

Tabelle 27: Hiufigkeitsverteilung von Genotyp A/A+A/G und Genotyp G/G des SNP rs7175581

Genotyp A/A+A/G Genotyp G/G
Gesamt n (%)
n (%) n (%)
Kontrollen 433 (70,9) 178 (29,1) 611 (100)
Patienten 326 (65,3) 173 (34,7) 499 (100)
Gesamt 759 (68,4) 351 (31,6) 1110 (100)

Bei der Zusammenfassung aller A-Allel-Trager (A/A+A/G) gegen die homozygoten G-Allel
Triager fiel eine leichte statistische Signifikanz auf. An Schizophrenie erkrankte Personen
wiesen signifikant hdufiger den homozygoten Genotyp G/G auf als gesunde Kontrollen

(Tabelle 28).

Tabelle 28: Statistische Auswertung der Hiiufigkeitsverteilung von Genotyp A/A+A/G und Genotyp G/G
des SNP rs7175581

" | OR | CI | df | p
3804 | 0840 | 0,707-0.999 | 1 | 0048

5.5 Analyse des Markers rs12440480 im Gen CHRNA7

5.5.1 Allelverteilung

Der SNP rs12440480 auf Intron 2 von CHRNA7 zeigt im menschlichen Genom die
Ausprigung eines A- oder eines G-Allels. Das G-Allel war in beiden Gruppen deutlich
hiufiger vertreten und liberwog leicht in der Patientengruppe (Tabelle 29).
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Tabelle 29: Allelverteilung des SNP rs12440480

A-Allel n (%) G-Allel n (%) Gesamt n (%)
Kontrollen 187 (15,2) 1047 (84,8) 1234 (100)
Patienten 130 (12,8) 886 (87,2) 1016 (100)
Gesamt 317 (14,1) 1933 (85,9) 2250 (100)

Die Berechnung der Allelverteilung ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen der

Patienten- und der Kontrollgruppe (Tabelle 30).

Tabelle 30: Statistische Auswertung der Allelverteilung des SNP rs12440480

L ‘

OR ‘

Cl

df

2561 |

0,973

5.5.2 Genotypverteilung

Der homozygote Genotyp G/G iiberwog in beiden Gruppen deutlich mit 74% mit einer

| 0941-1,006 |

1

verstarkten Auspriagung bei den Patienten (76%) (Tabelle 31).

Tabelle 31: Genotypverteilung des SNP rs12440480

| o110

Genotyp A/A Genotyp A/G Genotyp G/G Gesamt
n (%) n (%) n (%) n (%)
Kontrollen 17 (2,8) 153 (24,8) 447 (72,4) 617 (100)
Patienten 8 (1,6) 114 (22,4) 386 (76) 508 (100)
Gesamt 25 (2,2) 267 (23,7) 833 (74) 1125 (100)

Die Genotypverteilung befand sich bei den Patienten, bei den Kontrollen und in der

Gesamtstichprobe entsprechend der Hardy-Weinberg-Formel im Gleichgewicht (Tabelle 32).
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Tabelle 32: Ergebnisse der Hardy-Weinberg-Formel des SNP rs12440480

x df P
Kontrollen 0,785 1 0,376
Patienten 0,016 1 0,899
Gesamt 0,432 1 0,511

Die Genotypverteilung des SNP rs12440480 war zwischen Patienten und Kontrollen nicht
von statistischer Signifikanz (Tabelle 33).

Tabelle 33: Statistische Auswertung der Genotypverteilung des SNP rs12440480
e ‘ df ‘ p
2,870 | 2 | 0,238

5.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Bestimmung der Allel- und Genotypverteilung der in dieser Arbeit untersuchten
polymorphen Marker ergab nur fiir den Marker rs7175581 auf Intron 1 einen statistisch
signifikanten Unterschied (p=0,019) in der Genotypverteilung zwischen Patienten und
Kontrollen. Der Genotyp G/G war bei den Patienten héufiger vertreten als in der
Kontrollgruppe. Zusitzlich konnte festgestellt werden, dass die A-Alleltrager signifikant
hiufiger in der Kontrollgruppe vertreten waren (p=0,048). In der Allelverteilung lieBen sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen nachweisen (p=0,541). Die
Marker rs11071503, rs6494211, rs6494212 und rs12440480 wiesen keine signifikanten

Differenzen in der Allel- oder Genotypauspragung zwischen Patienten und Kontrollen auf.
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6 Diskussion

Die vorliegende Fall-Kontroll-Assoziationsstudie ergab eine signifikante Assoziation des
Markers rs7175581 im Bereich von Intron 1 des Gens CHRNA7 mit der Schizophrenie. Der
Befund ist vereinbar mit einer Beteiligung des nikotinischen Acetylcholinrezeptors a7 bei
dieser Erkrankung. Zahlreiche Studien haben in den letzten Jahren unterschiedliche Marker
des Gens CHRNA7 im Zusammenhang mit der Schizophrenie untersucht und diesbeziiglich

abweichende Ergebnisse erhalten, siche Kapitel 2.3.5.4 Genetische Studien.

Ethnische Zusammensetzung der Studienpopulation

Menschen verschiedener Herkunft zeigen hinsichtlich der Allelausprdgung an polymorphen
Loci deutliche Differenzen. Dies belegt das internationale HapMap-Projekt, das der
Aufzeichung menschlicher Haplotypen in verschiedenen Bevolkerungsgruppen dient. Der
Genotyp A/A einer der hier untersuchten SNPs (rs7175581) ist bei Japanern mit 51%
vertreten, wohingegen er bei Europdern mit 15% und bei Afrikanern mit 1,7% auftritt. Der bei
Afrikanern mit 87% am stirksten vertretene Genotyp G/G ist bei Han-Chinesen mit 9%
deutlich seltener nachweisbar (Hapmap 2019). Ahnlich divergierende Ergebnisse beziiglich
der Genotypauspragung zeigen sich auch bei Betrachtung der anderen vier SNPs. Um
aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten, sollte die Untersuchung von SNPs somit innerhalb
einer genetisch moglichst homogenen Population durchgefiihrt werden. Eine
Zusammenfassung verschiedener Bevolkerungsgruppen in einer Stichprobe kann durch die
stark variierende Frequenz der Marker zu falschen Ergebnissen fiihren.

Die ethnischen Auswahlkriterien sollten in jeder Studie genau beschrieben werden, um eine
richtige Interpretation der Daten zu ermdglichen. In diesem Punkt liefern einige der
Referenzstudien keine Klarheit. In der Studie von de Luca und Mitarbeitern {iber den Marker
D15S1360 wird als Ethnizitit der Patienten fiir 92% kaukasisch angegeben. Die Ethnizitdt der
restlichen 8% bleibt unklar (de Luca et al. 2004). Die Studienbeschreibung von Curtis liefert
keine genetische Differenzierung der untersuchten amerikanischen Population (Curtis et al.
1999). Dempster gab bei der Beschreibung der Studienteilnehmer als deren gemeinsames
Merkmal die englische Muttersprache an, was keine Aussage iiber die ethnische Herkunft der
Teilnehmer zuldsst (Dempster et al. 2006). Auch die Studienbeschreibung von Neves-Pereira

und Mitarbeitern liefert keine genetische Prézisierung der von ihnen untersuchten
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kanadischen Bevolkerung (Neves-Pereira et al. 1998). Die Ergebnisse der oben erwihnten
Studien miissen in Hinblick auf die unklare ethnische Herkunft der Studienpopulation mit
Vorbehalt betrachtet werden. Eine Replikation der Ergebnisse in klar definierten,
einheitlichen ethnischen Gruppen wiirde die Aussagekraft der Studien deutlich steigern.
Stephens und Kollegen konnten zeigen, dass in unterschiedlichen ethnischen Populationen
verschiedene Allele eines SNPs mit der Erkrankung der Schizophrenie assoziiert sein konnen
(Stephens et al. 2009). So wies eine kaukasische Population beziiglich des SNPs rs3087454
(-1831 bp C/A) mit dem Genotyp ,,C/C* eine signifikante Assoziation zu Schizophrenie auf
(p=0,009), eine afroamerikanische Population jedoch mit dem Genotyp ,,A/A* (p=0,013). Es
wird vermutet, dass in verschiedenen genetischen Populationen variierende Loci und
Allelvarianten fiir die Erkrankung verantwortlich sind (Calabro et al. 2018). Assoziationen
verschiedener Allele des gleichen Genlokus in unterschiedlichen Ethnizititen sind auch bei
anderen Erkrankungen, wie zum Beispiel dem Morbus Parkinson bekannt (Singleton et al.
2003, Tan et al. 2003). Allerdings gibt es auch Berichte positiver Assoziationen verschiedener
Allele eines SNPs innerhalb einer Ethnizitit (Chen et al. 2004, Sanders et al 2005).
Moglicherweise stellen diese Allele keine fiir die Krankheit ursédchlichen Genvarianten dar,
sondern stehen selbst nur in unvollstindigem Kopplungsungleichgewicht mit einem
krankheitsverursachenden Genlokus (Lin et al. 2007). Dadurch erscheinen sie selbst als
positiv mit der Erkrankung assoziiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich Personen kaukasischer Abstammung
rekrutiert. Es besteht somit eine einheitliche Ethnizitdt innerhalb des untersuchten genetischen
Materials. Allerdings weist die Bevolkerung von Nordamerika und Zentraleuropa hinsichtlich
ihrer Allelfrequenzen eine besonders grofle Bandbreite auf (Weiland et al. 2000). Kaukasische
Studienpopulationen besitzen demnach keine optimale genetische Homogenitit, was die

Aussagekraft von Assoziationsstudien einschrinkt.

PopulationsgrofBe

Neben der genetischen Homogenitdt ist eine ausreichend grofle Studienpopulation ein
wichtiger Faktor bei der Identifizierung suszeptibler Gene multigenetischer Erkrankungen.
Um mit 80%iger Wahrscheinlichkeit in Kopplungsstudien einen Lokus identifizieren zu
konnen, der mit 5% Varianz zu der Erkrankungswahrscheinlichkeit beitrdgt, bedarf es einer
Untersuchung von 4.900 Familien. Weniger optimistische Berechnungen fiir Loci mit einem

niedrigeren Beitrag flir die Erkrankung flihren zu einer Studiengrofie von 1 Million
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verwandter Individuen (Sullivan et al. 2005). Keine der bisher durchgefiihrten Studien weisen
diese GroBenordnung auf. Die erste Kopplungsstudie zu CHRNA7 von Freedman (1997)
schloss 9 Familien mit 104 Mitgliedern ein. Alle tibrigen Kopplungsstudien bewegten sich in
einem Spektrum von 36 bis 392 untersuchten Patienten (arithmetisches Mittel 126 Patienten).
Diese PopulationsgroBen liegen deutlich unter den oben geforderten Werten. Um die
Aussagekraft genetischer Kopplungsstudien zu erhéhen, muss die Grofle der
Studienpopulationen demnach deutlich angehoben werden.

Assoziationsstudien dienen der Detektion von Genen mit sehr geringer Auswirkung auf die
gesuchte Erkrankung und untersuchen nicht-verwandte Personen. Es werden deutlich mehr
Studienteilnehmer bendtigt als bei Kopplungsstudien. Auch bei Assoziationsstudien steigt die
Aussagekraft mit der Anzahl der Studienteilnehmer. Studienpopulationen sollten mindestens
einige tausend Patienten und Kontrollen aufweisen, um Allele mit einem mittleren
Risikopotential fiir die Schizophrenie reliabel detektieren zu konnen (Giegling et al. 2017).
Eine der groBiten Assoziationsstudien zu CHRNA7 und Schizophrenie umfasste 1870
Patienten und 2002 Kontrollen (Sanders et al. 2008). Alle iibrigen Assoziationsstudien zu
diesem Gen schlossen wesentlich weniger Patienten ein (70 bis 750, arithmetisches Mittel
324). Einen deutlichen Fortschritt in der genetischen Erforschung der Schizophrenie stellen
genomweite Assoziationsstudien (GWAS) dar. Diese ermoéglichen die Detektion von
Allelunterschieden zwischen zwei Gruppen iliber das gesamte humane Genom, bendtigen
jedoch grofBe Studienpopulationen, um aussagekréftig zu sein (mindestens 10.000 Probanden).
Der Nachteil dieser groBangelegten Studien ist die schwierigere Durchfiihrbarkeit einer
detaillierten Phénotypisierung (Calabro et al. 2018). Ein internationaler Zusammenschluss
von Forschern (International Psychiatric Consortium) untersuchte in der bisher groften
genomweiten Assoziatiossstudie zur Schizophrenie iiber 20.000 Patienten und ca. 40.000
Kontrollen, konnte jedoch fiir CHRNA7 keinen Nachweis der Assoziation mit der
Schizophrenie erbringen (Ripke et al. 2013).

Mit 508 Patienten und 617 Kontrollprobanden stellt unsere Studie eine relativ kleine Fall-
Kontroll-Assoziationsstudie zu CHRNA7 dar. Die Ergebnisse sollten demnach unter
Vorbehalt betrachtet werden. Eine Replikation der Ergebnisse in groBeren Studien wire

erstrebenswert.
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Einschlussdiagnosen

Die Aussagekraft einer genetischen Studie wird nicht allein durch die Stichprobengrofle
bestimmt. Von besonderer Wichtigkeit ist die Gewihrleistung einer homogenen
Einschlussdiagnose. Von den 35 Referenzstudien zu CHRNA7 untersuchten 28 Studien
ausschlieBlich schizophrene und 7 Studien zusétzlich schizoaffektive oder bipolare Patienten
(Tabelle 2 und 3). Fraglich ist, inwiefern Studien mit verschiedenen Einschlussdiagnosen
miteinander verglichen werden konnen. Eine Assoziationsstudie von Stassen und Kollegen
lieferte dazu folgende Ergebnisse: Sie beobachteten einen signifikanten Zusammenhang
zweier Marker im Genbereich von CHRNA7 bei schizophrenen, schizoaffektiven und
bipolaren Patienten. Die hochste Korrelation von Marker und Erkrankung ergab sich bei
schizoaffektiv Erkrankten, gefolgt von schizophrenen und zuletzt von bipolaren Patienten
(Stassen et al. 2000). Weitere Kopplungs- und Assoziationsstudien konnten bei bipolar
Erkrankten einen signifikanten Zusammenhang zu CHRNA7 nachweisen (Craddock 1999;
Turecki 2001; Neves-Pereira et al. 1999; Hong et al. 2004). Die Vermutung liegt nahe, dass
schizophrene, schizoaffektive und bipolar erkrankte Patienten in der Genregion von CHRNA7
einen gemeinsamen Suszeptibilititslokus aufweisen. Das Konzept der Endophédnotypen triagt
dieser Beobachtung Rechnung. Diese stellen neurobiologische, zeitstabile Korrelate mit
messbaren Dysfunktionen dar (z.B. auditorisches P50-Inhibitionsdefizit, Stérungen des
Arbeitsgeddchtnisses). Es wird angenommen, dass sie eine unmittelbarere Auswirkung eines
Defekts auf Genebene darstellen als beispielsweise die Diagnose Schizophrenie. Sekundér
konnten sie so zur Entstehung unterschiedlicher, psychopathologisch definierter
Krankheitsbilder fithren (Schmitt et al. 2016). Sollten Endophédnotypen von Geneffekten
direkter beeinflusst werden, kdnnten sie die Suche nach Kandidatengenen fiir Erkrankungen
mit &dtiologischer Heterogenitdt erleichtern. Eine Endophénotypenstudie, die sich mit
Storungen des Arbeitsgeddchtnisses beschiftigte, stellte eine signifikante Assoziation der
2bp-Deletion im Fusionsgen CHRFAMT7A bei an Schizophrenie Erkrankten fest (Dempster et
al. 2006). Es fanden sich jedoch auch positive Assoziationen von Polymorphismen in
CHRNA7 mit kognitiven Defiziten bei der bipolaren Stérung, der Trisomie 21 und dem
Morbus Parkinson (Quik et al. 2013, Deutsch et al. 2014)

Der Endophidnotyp des auditorischen Gating-Defizits wurde nicht nur bei schizophrenen
Patienten und deren nahen Verwandten gefunden (Clementz et al. 1998, Freedman 1997).
Auch bipolar Erkrankte zeigten ein P50-Gating-Defizit wihrend manischer Phasen (Baker et
al. 1987). Sanchez-Morla fand in einer Studie eine Haufung des P50-Inhibitionsdefizits bei
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schizophrenen Patienten von 69% und bei bipolar Erkrankten mit psychotischen Symptomen
von 66% (Sanchez-Morla et al. 2008). In einer Studie von Martin bewegte sich der mittlere
P50-Wert schizoaffektiver Patienten zwischen dem gesunder und dem schizophrener
Teilnehmer. Die Studie wies eine Assoziation eines Markers in CHRNA7 bei
schizoaffektiven Patienten mit dem P50-Defizit nach (Martin et al. 2007). Weitere Studien
zeigten bei bipolar Erkrankten signifikante Kopplungen und Assoziationen von Markern aus
CHRNA7 mit dem auditorischen Gating-Defizit (Craddock 1999; Turecki 2001, Neves-
Pereira et al. 1999, Hong et al. 2004).

Der Endophdnotyp des auditorischen P50-Defizits findet sich demnach bei bipolaren,
schizoaffektiven und schizophrenen Patienten und bei gesunden Verwandten. Dies unterstiitzt
die Annahme, dass sich genetische Variationen in Form eines Endophinotypen duflern und
zum Ausbruch verschiedener Erkrankungen beitragen konnen. AuBBerdem lédsst sich vermuten,
dass das Auftreten eines einzigen Endophénotypen nicht ausreicht, um eine psychiatrische
Erkrankung zu verursachen. Psychopathologische Symptome finden sich erst nach dem
Zusammentreffen mehrerer Endophénotypen. Bipolare, schizoaffektive oder schizophrene
Storungen weisen dhnliche Symptome, wenn auch in unterschiedlicher Gewichtung, auf.
Patienten aus dem affektiven Spektrum kénnen psychotische Symptome entwickeln, ebenso
wie schizophrene Patienten hidufig affektive Storungen aufweisen (Ebert 2005). Ein hédufig
replizierter Befund ist die These, dass gleiche Kandidatengene fiir die Pathogenese von
Psychosen bei schizophrenen, schizoaffektiven und bipolaren Erkrankungen verantwortlich
sein konnten (Craddock et al. 2006). So fand sich in mehreren Studien eine positive Kopplung
der Genregion CHRNA7 mit der bipolaren Erkrankung bei dem Subtyp, der psychotische
Symptome aufwies (Edenberg et al. 1997, Faraone et al. 2004a, Turecki et al. 2001). Dies
deutet auf Uberschneidungen genetischer Mutationen bei diesen psychiatrischen Stérungen
hin (Schmitt et al. 2016, Giegling et al. 2017).

Ahnliche Symptome bei unterschiedlichen Erkrankungen konnten somit auf gemeinsamen
genetischen Ursachen beruhen. Ein Vergleich genetischer Studien mit den Krankheitsbildern
Schizophrenie, schizoaffektive und bipolare Stérung erscheint vor allem dann als sinnvoll,
wenn die Gegeniiberstellung an gemeinsamen Symptomkomplexen ausgerichtet ist. In dieser
Studie wurden ausschlielich Patienten mit der Einschlussdiagnose Schizophrenie untersucht.
Fiir zukiinftige Kandidatengenstudien scheint es ratsam, die Auswahl des Patientenkollektivs
unter Berlicksichtigung von Endophénotypen anstelle von klinisch-psychiatrischen Diagnosen

vorzunechmen, da erstere ein direkteres Abbild der genetischen Ebene darstellen.
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Moglicherweise ist die Ausrichtung an Endophdnotypen auch bei der Suche nach

wirksameren Medikamenten hilfreich (Wallace und Bertrand 2013).

Giitekriterien

Objektivitit, Reliabilitit und Validitdt stellen die wichtigsten Giitekriterien empirischer
Untersuchungen dar. Obwohl die Diagnosesysteme ICD-10 und DSM-IV zur Verbesserung
der Objektivitdt und Reliabilitdt bei der Diagnosestellung beitragen, existieren fiir die meisten
psychischen Erkrankungen wie die Schizophrenie keine messbaren Laborwerte oder
pathognomonischen Indizien. Die Diagnose beruht auf der Einschitzung des jeweiligen
Untersuchers. Um das Risiko einer Fehldiagnose mdglichst gering zu halten, erfolgte in
unserer Studie eine zweifache Diagnoseabsicherung. Erstens wurden nur Patienten in die
Studie eingeschlossen, bei denen schon mindestens einmal im Vorfeld die Diagnose
Schizophrenie von einem Psychiater gestellt worden war. In einem zweiten Schritt wurde die
Diagnose mit Hilfe des standardisierten Interviewleitfadens fiir DSM-IV (SKID) iiberpriift.
Die hierfiir notwendigen Informationen wurden vom Untersucher durch Anamnese und
Verhaltensbeobachtung gewonnen. Dies erforderte die Mithilfe des Patienten und von Seiten
des Untersuchers eine Einschidtzung des Wahrheitsgehalts der Angaben. Bei psychisch
Erkrankten ist dies mit besonderen Schwierigkeiten verbunden. Zum einen féllt es vielen
Patienten — vor allem Ersterkrankten — schwer, offen {iber ihre Symptome zu sprechen. Zum
anderen liegt es am Wesen der schizophrenen Erkrankung, dass psychotische Symptome oft
nur ungeniigend erinnert werden konnen. Dies kann in einer fehlerhaften Diagnosestellung
seitens des Untersuchers resultieren. Auch das Verhiltnis zwischen Untersucher und Patient
bestimmt den Wabhrheitsgehalt der Angaben und hat so Auswirkungen auf die
Diagnosestellung.

Bei einigen Fragen des SKID ist der Untersucher aufgefordert, das Vorliegen bestimmter
Symptome nach eigener Meinung zu beurteilen, wie etwa das Ausmall der Denkzerfahrenheit,
des desorganisierten Verhaltens oder des inaddquaten Affektes. Schwierigkeiten der
Objektivierung eines Symptoms ergeben sich am ehesten bei Merkmalen mit flieBendem
Ubergang von gesund zu krank, z.B. bei der Beurteilung der Affektivitit. Fiir die Mehrzahl
der Befundmerkmale ist die Grenze zum Gesunden nicht eindeutig definiert. Sie ist vielmehr
unscharf wie z.B. bei Konzentrationsstorungen. Um so mehr nimmt der subjektive
Ermessensspielraum des Untersuchers zu, was sich in abweichenden Diagnosen zwischen den

Untersuchern dullern kann (Arbeitsgemeinschaft fiir Methodik und Dokumentation in der
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Psychiatrie, 2007). Auch die Angaben in Arztbriefen beruhen auf subjektiven Einschitzungen
des betreuenden Arztes und entziehen sich einer nachtriiglichen Uberpriifung.

Das Instruktionsmanual des SKID fordert fiir dessen Durchfithrung ,klinisch erfahrene
Untersucher, die vertraut sind mit der DSM-IV Klassifikation und der Anwendung der
entsprechenden diagnostischen Kriterien* (Wittchen et al. 1997). Um dies zu gewihrleisten,
wurden alle Untersucher einheitlich in die Bedienung des SKID eingearbeitet und intensiv
geschult. Vor Zulassung zur selbststindigen Durchfiihrung des SKID wurden alle Interviewer
von der Studienleitung auf moglichst objektive Durchfiihrung und Einhaltung der
Diagnosevorgabe gepriift. Trotz ausfiihrlicher Schulung und standardisierter Fragebogen
bleibt ein Rest an Subjektivitit bei der Diagnosestellung bestehen. Differierende
Einschitzungen zwischen den einzelnen Interviewern konnen nicht vollstindig
ausgeschlossen werden. Unklare oder grenzwertige Félle wurden jeweils von derselben
Person aus der Studienleitung beurteilt, um so eine weitgehend einheitliche Stichprobe zu
garantieren.

Eine Erkldrung fiir die Inhomogenitit der Studienergebnisse zu CHRNA7 stellt also unter
anderem die Schwierigkeit einer objektiven und reliablen Diagnosestellung in der Psychiatrie

dar.

Studiendesign

Ein Teil der Referenzstudien basierte auf Kopplungsanalysen, andere wendeten bei der
Untersuchung der Genregion CHRNA7 die Technik der Assoziation an (Tabelle 2 und 3).
Beide Studiendesigns dienen der Suche nach Kandidatengenen, haben aber verschiedene
Ansitze. Kopplungsstudien werden innerhalb moglichst groBer Familien durchgefiihrt und
eignen sich vor allem fiir Krankheiten mit klarem Mendelschen Erbgang. Sie kénnen aber
auch bei heterogen verursachten Erkrankungen zur Suche von Genen mit erhohter
Suszeptibilitat fiir das Ausbrechen der Erkrankung eingesetzt werden (Forstl et al. 2006). Die
Chance, dabei ein Kandidatengen zu identifizieren, steigt mit der Anzahl an Informationen zu
dem gesuchten Gen wie beispielsweise zu dem wahrscheinlich vorliegenden
Vererbungsmodus, der Genfrequenz und der Hohe der Penetranz des Gens (Weiland et al.
2000). Diese Angaben konnen beziiglich der Gene fiir die Schizophrenie nur gemutmalt
werden. Falsche Annahmen bei der Durchfithrung der Kopplungsanalysen wirken sich jedoch
auf das Ergebnis der Studie aus. Meist sind die Kandidatengenregionen in Kopplungsstudien

sehr grol (>1Mb) und enthalten viele Gene (Weiland et al. 2000). Daher gestaltet sich die
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Suche nach Kandidatengenen selbst bei positiven Kopplungsergebnissen oft als schwierig.
Kopplungsanalysen haben also gewisse Schwichen, die beim Einsatz fiir die
Kandidatengensuche heterogener Erkrankungen berticksichtigt werden miissen.
Assoziationsstudien sind hilfreich bei der Eingrenzung der Suche eines Kandidatengens in
einer erfolgversprechenden Region. Thr Vorteil ist die hohere statistische Aussagekraft
verglichen mit Kopplungsstudien bei der Identifikation von Regionen mit geringerem Einfluss
auf die Erkrankung.

Wie aus Tabelle 2 und 3 ersichtlich, haben sowohl Kopplungs- als auch Assoziationsstudien
widerspriichliche Ergebnisse beziiglich der Frage nach einem Zusammenhang von CHRNA7
und der Erkrankung Schizophrenie geliefert. In genomweiten Assoziationsstudien wurde
CHRNA7 bisher nicht als Kandidatengen bestétigt. Grund flir diese Ergebnisse ist wohl
weniger das Studiendesign als vielmehr die Schwierigkeit, Suszeptibilititsgene komplexer
genetischer Erkrankungen nachzuweisen. Moglicherweise besteht fir CHRNA7 keine
genomweite Signifikanz. Sollten Polymorphismen in CHRNA?7 eher seltenere Varianten der
Erkrankung Schizophrenie darstellen, muss die StichprobengroBe zur Bestimmung der
Genotypen noch erhoht werden. Fehlende Genotypen werden in genomweiten
Assoziationsstudien meist geschitzt und stellen somit eine Quelle der Ungenauigkeit dar, die
ebenfalls die fehlende Signifikanz von CHRNA?7 erkldren konnte. Die Durchfiihrung sowohl
von Kopplungs- als auch von Assoziationsstudien stellt eine sinnvolle Kombination dar, um

jeweils die Vorteile der beiden Studiendesigns auszunutzen.

Heterogenitit der Schizophrenie

Eine Schwierigkeit bei der Suche nach Kandidatengenen fiir Schizophrenie bildet das
heterogene Erscheinungsbild der Erkrankung. Das Spektrum der Symptome beinhaltet
affektive  Storungen, hyper- und hypomotorische Bilder, Halluzinationen und
Wahnvorstellungen. Dabei variieren die Symptome nicht nur zwischen den Erkrankten,
sondern kdnnen bei demselben Individuum neben- oder nacheinander existieren.
Abweichende Studienergebnisse beziiglich der Kandidatengene der Schizophrenie konnten
durch folgende Uberlegungen erklirt werden:

1. Verschiedene Symptome der Schizophrenie konnten Mutationen unterschiedlicher Gene

als Ursache haben (Tsuang et al. 1995).
2. Gleiche Symptome konnten durch Gendefekte unterschiedlicher Gene hervorgerufen

werden (Lokus-Heterogenitit) (Tsuang et al. 1995).
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3. Die genetischen Variationen fiir Schizophrenie weisen eine inkomplette Penetranz auf
(Freedman et al. 1997).
4. Verschiedene Mutationen im gleichen Gen konnten dieselben Symptome hervorrufen

(Allel-Heterogenitét) (Tsuang et al. 1995).

Die in der klinischen Diagnostik iibliche Unterteilung in paranoide, hebephrene und
desorganisierte Subtypen der Schizophrenie erbrachte beziiglich der genetischen
Homogenisierung keine Fortschritte (Zobel et al. 2004). Auch Einzelsymptome oder
Kernsymptome schizophrener Patienten wiesen keine stirkere Heritabilitit auf als die
klinisch-psychiatrische Diagnose der Schizophrenie (Cardno et al. 2002). Das Konzept der
Endophidnotypen ist eine Moglichkeit, die Probleme einzugrenzen, die das heterogene
Erscheinungsbild der Schizophrenie mit sich bringt. Der Vorteil im Vergleich zur Diagnose
Schizophrenie liegt in der Annahme, dass weniger Gene mit einer hoheren Penetranz die
Endophinotypen bedingen und dass Umwelteinfliisse eine geringere Rolle bei deren
Entstehen spielen (Gottesmann et Gould 2003). Der Endophdnotyp und die ihm
zugrundeliegende genetische Variation erlauben im Idealfall Riickschliisse auf die genetische
Konstellation der tibergeordneten Erkrankung. Das Konzept der Endophénotypen als
neurobiologisch orientierte Klassifikation verspricht demnach bessere Chancen, geeignete
Kandidatengene fiir die Schizophrenie zu finden als die atiologisch heterogene klinische
Diagnose der Schizophrenie (Schmitt et al. 2016).

Wihrend einige Forscher Schizophrenie als eine heterogene Stérung beurteilen, die zur
besseren Diagnostik in einzelne Subtypen aufgegliedert werden miisse (Tsuang und Faraone
1995), argumentieren andere fiir das Zusammenfassen schizophrenieartiger Storungen zu
einem breiteren Spektrum schizoider Storungen (McGue und Gottesman 1989). Als
Begriindung wird die These angefiihrt, dass sich die Auswirkung einer einzelnen Mutation auf
ein Kontinuum von Symptomen von leichter bis starker Ausprigung erstreckt. Am Beispiel
der formalen Denkstérung kann dies von Aufmerksamkeitsproblemen bis hin zu starker
Denkzerfahrenheit reichen. Der unterschiedliche Schweregrad der Symptome hédngt dabei
nicht nur von der Aktivierung verschiedener mutierter Gene oder Allelvarianten ab, sondern
wird auch durch epigenetische und Umweltfaktoren beeinflusst. Epigenetik bezeichnet die
zelluldre Weitergabe von nicht in DNA-Sequenzen gespeicherter Information mit Effekten
auf molekulargenetischer Ebene (Szyf 2015). Dazu gehoren z.B. DNA-Methylierungen oder

die Anderung von Histon- und Chromatinstrukturen, was zu Uber- oder Unterexpression
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entsprechender Gene flihren kann. Der epigenetische Status wird moglicherweise zum Teil
vererbt, teilweise jedoch auch im Lauf des Lebens erworben durch Umweltfaktoren wie
Erndhrung, Medikamente, Toxine oder Stress (Giegling et al. 2017). Neben den DNA-
Sequenzvariationen versprechen epigenetische Faktoren wichtige Impulse fiir das Verstindnis
der Entstehung der Schizophrenie (Owen et al. 2016). Diese Mechanismen konnten die
unvollstindige Penetranz der Erkrankung bei genetisch identischen Zwillingen im Sinne einer
nur 80%igen Erkrankungswahrscheinlichkeit neben Umwelteinfliissen erkldren. Bei eineiigen
Zwillingen mit und ohne Schizophrenie fanden sich deutliche Hinweise auf eine
intraindividuelle epigenetische Varianz relevanter Krankheitsgene (Petronis et al. 2003,

Giegling et al. 2017).

Marker

Positive Kopplungen und Assoziationen zur Schizophrenie wurden auf fast allen
menschlichen Chromosomen gefunden (Vazza 2007, Maziade et al. 2009, Ripke et al. 2011,
Chen et al. 2011, Williams et al. 2011, Stephens et al. 2012, Rees et al. 2014, Ripke et al.
2014, Schmitt et al. 2016, Giegling et al. 2017). Eine Replikation der Ergebnisse in
nachfolgenden Studien fiel jedoch teilweise negativ aus (Tsuang et al. 1999, Sanders et al.
2008, Iwata et al. 2007, Cabranes et al. 2013). Die untersuchten Regionen sind meist grof3
(>1Mb) und enthalten viele Gene, was die Suche nach Kandidatengenen erschwert. Bisher
gab es keinen Marker, der in allen Studien positive Ergebnisse erzielte.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Referenzstudien untersuchten insgesamt iiber 100
verschiedene Marker in der Genregion 15q13-14. Am vielversprechendsten erschienen
Marker von Studien im teilduplizierten Gen CHRFAM7A und in Intron-Regionen von
CHRNA7, wobei sich das Intron 2 mit den meisten positiven Ergebnissen besonders abhob. In
dieser Region befindet sich der am héufigsten untersuchte Marker D15S1360. Weitgehend
negative Befunde beziiglich Assoziation oder Kopplung fanden sich bei Markern im
Promotorbereich und in Exons (Tabelle 2 und 3).

Der am haufigsten untersuchte Marker D15S1360 wies in kaukasischen Bevolkerungen
sowohl positive als auch negative Kopplungsergebnisse beziiglich der Schizophrenie auf
(Freedman et al. 1997, Leonard et al. 1998, Stassen et al. 2000, Freedman et al. 2001). Han-
chinesische Studien erbrachten ebenfalls divergierende Ergebnisse bei Verwendung des

gleichen Markers (Liu et al. 2001, Fan et al. 2006, Iwata et al. 2007). Die Kopplungs- und
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Assoziationsereignisse der Marker variieren also nicht nur zwischen unterschiedlichen
Populationen, sondern auch in gleichen ethnischen Gruppierungen.

Die vorliegende Arbeit untersuchte fiinf bisher nicht publizierte Marker in Intron 1 und 2:
rs11071503, rs6494211, rs6494212, rs7175581 und rs12440480. Die Bestimmung der Allel-
und Genotypverteilung ergab nur fiir den Marker rs7175581 auf Intron 1 eine statistisch
signifikante Assoziation in der Genotypverteilung der Patientengruppe (p=0,019). Die
Allelverteilung erbrachte keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und
Kontrollprobanden (p=0,541). Das Ergebnis dieser Arbeit unterstiitzt, wenn auch nur
schwach, die Annahme, dass CHRNA?7 einen suszeptiblen Genort fiir Schizophrenie darstellt.
Dabei sind verschiedene Wege der Einflussnahme durch den Polymorphismus rs7175581
denkbar. Der in der Patientengruppe signifikant hiufiger aufgetretene Genotyp G/G konnte in
einem regulatorischen DNA-Bereich liegen und somit Einfluss auf die Genexpression haben
(Greenwood et Kelsoe 2003). Der Genotyp konnte sich auch in einem
Kopplungsungleichgewicht mit einem benachbarten, krankheitsverursachenden Genlokus
befinden (Lin et al. 2007). Des Weiteren wiire iiber epigenetische Mechanismen eine Uber-
oder Unterexpression des Gens CHRNA7 bei der Genotypkonstellation G/G des SNP
rs7175581 denkbar.

Die unterschiedlichen Studienergebnisse zu Markern im Genbereich CHRNA7 lassen sich am
ehesten auf die intra- und interfamilifire Heterogenitdt der Schizophrenie zuriickfiihren (Lin et
al. 2007). Die Erkrankung wird ausgelost durch ein komplexes Zusammenspiel von
Mutationen multipler Loci und durch duflere Einfliisse (Howes et al. 2004, Thibaut et al.
2015). Es wird angenommen, dass jeweils Kombinationen verschiedener Kandidatengene
gemeinsam mit pradisponierenden Umweltfaktoren zum Ausbruch der Erkrankung fiihren
(Lin et al. 2007). Faraone gelang es, fiir eine Kombination von 16 Genen, die gemeinsam fiir
das Funktionieren von nikotinischen Acetylcholinrezeptoren verantwortlich sind, eine
signifikante Kopplung bei schizophrenen Rauchern nachzuweisen (Faraone et al. 2004). Bei
einer individuellen Testung jedes einzelnen Gens ergaben sich jedoch nur fiir das Gen
CHRNAZ2 und CHRNB?2 signifikante Kopplungen. Die bisher {iblichen Kandidatengenstudien
zu Schizophrenie befassen sich mit der Analyse einzelner Gene. Die Studie von Faraone legt
jedoch nahe, die Gene biologisch interagierender Einheiten in Zukunft gemeinsam zu
untersuchen, um zugrundeliegende Pathomechanismen der Schizophrenie zu erkennen.
Stephens und Mitarbeiter fanden eine positive Assoziation der Gene TRPM1, KLF13, RYR3
und CHRNA7 in der Region 15q13-14 mit der Schizophrenie. Sie vermuten daher, dass eine
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Interaktion der Gene in dieser Region krankheitsverursachend wirkt (Stephens et al. 2012).
Nicht alle an Schizophrenie erkrankten Menschen weisen Mutationen in den gleichen Genen
auf. Viele verschiedene Konstellationen unterschiedlicher Mutationen sind denkbar, die sich
in der klinisch inhomogenen Diagnose der Schizophrenie dullern (Thibaut et al. 2015)

Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass verschiedene Allele eines Kandidatengens mit
dem Erkrankungsrisiko assoziiert sind (Lewis et al. 2003). Freedman erbrachte in einer Studie
den Nachweis, dass jeweils verschiedene Allele eines Gens fiir Unterschiede bei der
Ausprigung der Erkrankung verantwortlich sind, wie beispielsweise fiir das
Erstmanifestationsalter oder die Schwere der Symptomatik (Freedman et al. 2006). Dies
wiirde bedeuten, dass nicht nur verschiedene Konstellationen von Kandidatengenen bei
schizophrenen Patienten untersucht werden miissten, sondern auch verschiedene
Allelkombinationen innerhalb eines Genlokus.

Variable Kopplungsungleichgewichte identischer genetischer Regionen bei Individuen
derselben Ethnizitéit fiihren ebenfalls zu ambivalenten Studienergebnissen (Schneider et al.
2003, Nielsen et al. 2004, Faraone et al. 2002). Kopplungsungleichgewichte werden
beeinflusst durch lokale Rekombinationsraten, das Gleichgewicht zwischen Mutation und
Selektion und dem genetischen Drift einer Population. Sie zeigen starke Unterschiede
zwischen verschiedenen Populationen, auch innerhalb einer Ethnizitdt (Miillerova et Hozak
2004). Somit ist es denkbar, dass eine Studienpopulation bei einem bestimmten Marker eine
positive Krankheitsassoziation aufweist, wihrend der gleiche Marker in einer anderen

Population derselben Ethnizitdt nicht mit der Krankheit assoziiert ist.

Sensorische und kognitive Prozesse

Die Genregion CHRNA?7 zeigt als eine der wenigen bekannten Regionen des Genoms eine
direkte Assoziation zu einem Phdnotypen, der beim Menschen einfach gemessen werden
kann, dem auditorischen P50-Inhibitionsdefizit (Freedman et al. 2000). Dieses stellt einen
anerkannten Endophénotyp der Schizophrenie dar. Ein GroBteil schizophrener Patienten und
threr nahen Verwandten weisen eine verminderte zerebrale Filterreaktion auf auditorische
Reize auf, die mit einer Verzogerung von 50 msec auf einen Erstreiz angeboten werden
(Schmitt et al. 2016).

Verschiedene Studien bestitigen die Involvierung des nikotinischen Acetylcholinrezeptors a7
bei diesem auditorischen Gating-Defizit. Der nAChRa7 findet sich vor allem in Hirnarealen,

denen bei der Filterung sensorischer Reize eine wichtige Aufgabe zukommt, wie
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beispielsweise dem Thalamus, dem Hippocampus und dem Corpus geniculatum mediale
(Bertrand et al. 2015). Dieses vermittelt als Teil der Horbahn zwischen dem Colliculus
inferior und dem auditorischen Kortex. Es spielt somit eine entscheidende Rolle bei der
Prozessierung sensorischer Informationen, was sich gut mit dem P50-Gating-Defizit
auditorischer Reize bei an Schizophrenie erkrankten Menschen vereinbaren ldsst.

Des Weiteren ist der Rezeptor zerebral verstdrkt in inhibitorischen Kreisldufen integriert
(Morita et al. 2014). Féllt durch eine verminderte Anzahl des Rezeptors diese Inhibition
geringer aus, konnte dies zu einer verstirkten Weiterleitung sensorischer Reize in kortikale
Areale fiithren. Die elektroencephalographisch gemessene, erhohte auditorische Reizantwort
wire ein Korrelat dafiir.

Eine Verbesserung dieses Gating-Defizits wurde bei der Verabreichung von Nikotin
beobachtet (Adler et al. 1992, 1993; Lloyd et al. 2000; Raux et al. 2002). Das atypische
Neuroleptikum Clozapin fiihrt ebenso wie die partiellen nAChRa7-Agonisten Tropisetron und
DMXB-A [3-(2,4-Dimethoxybenzyliden)-anabasein] zu einer signifikanten Verbesserung der
P50-Welle und kognitiver Leistungen bei schizophrenen Patienten (Koike et al. 2005, Olincy
et al. 2006, Zhang et al. 2012). Auf fMRT-Bildern konnte eine verringerte hippocampale
Aktivitdit bei schizophrenen Patienten unter DMXB-A-Einnahme wihrend ruhiger
Augenfolgebewegungen festgestellt werden, was fiir eine verbesserte inhibitorische Leistung
spricht (Tregellas et al. 2010). Diese Daten unterstiitzen die Annahme einer Beteiligung des
Rezeptors nAChRa7 an dem P50-Inhibitionsdefizit und in diesem Zusammenhang an der
Schizophrenie.

Im Mausmodell konnte bei einer Blockade des Rezeptors eine auditorische Filterstorung
nachgewiesen werden, wihrend der selektive, positive allosterische Modulator PNU-120596
zu einer Verbesserung des Gating-Defizits fiihrte (Stevens et al. 1998, Stevens et al. 2015).
Antagonisten muskarinerger oder hochaffiner nACh-Rezeptoren zeigten keinen Effekt
(Leonard et al. 2000). Polymorphismen in CHRNA7 bei der Maus resultieren in einer
verringerten Expression der Rezeptoren (Stitzel et al. 1996) und gleichzeitig in einem
signifikant reduzierten auditorischen Gating (Stevens et al 1996). Eine Studie an a7-knock-
out Mausen stellte eine leichte Verschlechterung des Arbeitsgedédchtnisses dieser Tiere fest
(Fernandes et al. 2006). Tierstudien bekriftigen demnach die These einer Beteiligung von
nAChRa7 bei auditorischen Gating-Prozessen und bei kognitiven Aufgaben. Diese beiden

Eigenschaften stellen Endophénotypen der Schizophrenie beim Menschen dar (Cannon et al.
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2005, Freedman et al. 2001b). Die Ergebnisse dieser Studien sprechen fiir eine Involvierung
des Gens CHRNA7 und seines Rezeptors bei dem Krankheitsprozess der Schizophrenie.

In genetischen Studien wurden wiederholt positive Kopplungen und Assoziationen des P50-
Defizits mit Polymorphismen in der Genregion des nikotinischen ACh-Rezeptors o7
nachgewiesen (Leonard et al. 2002). Unter anderem fanden sich positive Assoziationen mit
der 2bp-Deletion der teilduplizierten Region CHRFAMT7A (Lai et al. 2001, Raux et al. 2002).
Die vorliegende Arbeit ergab eine signifikante Assoziation des SNPs rs7175581 in Intron 1
von CHRNA7 mit der Schizophrenie. Auf eine Assoziation mit Endophanotypen wurde nicht

getestet.

Rauchen und Schizophrenie

Die Erkrankung der Schizophrenie und der Nikotinabhingigkeit sind eng miteinander
verbunden. Dies wird deutlich durch die hohe Privalenz an starken Rauchern unter
schizophrenen Patienten (Kalman et al. 2005, Kunii et al. 2015), das deutlich friihere
Ersterkrankungsalter von Rauchern (Goff et al. 1992), eine ausgeprigtere Positiv- und
Negativsymptomatik und die durchschnittlich hohere stationdre Aufenthaltsdauer von
Rauchern unter Schizophrenie-Kranken (Covey et al. 1998). Fiir einen Zusammenhang der
beiden GroBen sprechen auBBerdem die verminderte Anzahl und Funktion nikotinischer ACh-
Rezeptoren a7 im Hippocampus, im Nucleus reticularis thalami und prifrontalen Kortex bei
schizophrenen Patienten (Mexal et al. 2010, Bertrand et al. 2015, Kunii et al. 2015), die
Verminderung von Negativsymptomen unter Nikotinkonsum (Smith et al. 2002) und eine
Verbesserung von Aufmerksamkeit, Arbeitsgeddchtnis und ruhiger Augenfolgebewegungen
nach Nikotinkonsum (Mirza 1998, Olincy et al. 1998, Levin et al. 2000, Sherr et al. 2002,
Depatie et al. 2002, Sacco et al. 2005, Smith et al .2006, Leonard et al. 2007, Hambsch et al.
2014).

Der idtiologische Zusammenhang beider Grofen ist bisher nicht geklirt. Es werden vier
Modelle diskutiert, von denen das erste eine voneinander unabhingig erhohte Vulnerabilitdt
fir beide Storungen postuliert — beispielsweise im Rahmen eines gestorten
Stressbewiltigungsmechanismus oder einer pradisponierenden Personlichkeitsauspragung.
Das Modell der sekundidren Substanzstorung betrachtet den Nikotinkonsum als
Selbstmedikation zur Verbesserung schizophrener Symptome. Das dritte Modell sieht den
Substanzkonsum als Ausloser der psychotischen Erkrankung an, wéhrend das bidirektionale

Modell von einer Aufrechterhaltung beider Stérungen durch die gemeinsame
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neurobiologische oder psychologische Interaktion ausgeht (Miiser et al. 1998, Wobrock et al.
2005).

Mehrere Studien unterstiitzen die These der Selbstmedikation und plédieren fiir einen
Zusammenhang beider Faktoren auf biologischer Ebene (Leonard 1998, Akbarian et al.2015).
Dieser konnte unter anderem iiber den nACh-Rezeptor a7 bestehen. Das auditorische Gating-
Defizit, ein Endophédnotyp der Schizophrenie, der nachweislich mit obigem Rezeptor in
Zusammenhang steht, normalisiert sich bei schizophrenen Patienten und bei nichtrauchenden,
nicht an Schizophrenie erkrankten Verwandten unter Nikotinkonsum (Adler et al. 1992, 1993;
Lloyd et al. 2000, Raux et al. 2002). Das atypische Neuroleptikum Clozapin fiihrt einerseits
zu einer Verminderung des Rauchverhaltens unter Schizophrenie-Kranken (McEvoy 1999)
und bewirkte andererseits eine Normalisierung des P50-Defizits (Nagamoto et al. 1996). Als
Antagonist des SHT3-Rezeptors vermittelt Clozapin unter anderem die Ausschiittung von
Acetylcholin (Shirazi 2000). Dessen Wirkung iiber den nAChRa7 stellt eine mogliche
Erkldrung fiir die Reduktion des Rauchverhaltens und die verbesserte Prozessierung
sensorischer Reize dar. Die beschriebene Wirkung von Clozapin unterstiitzt die Hypothese
der Selbstmedikation schizophrener Patienten mit Rezeptor-Agonisten wie Nikotin. Die
genannten Effekte konnten bei dem Neuroleptikum Haloperidol, das hauptsichlich iiber eine
Blockade des D,-Rezeptors wirkt, nicht nachgewiesen werden (Adler et al. 1986). Auch der
a7-Agonist Vareniclin fitlhrte zu einer Verringerung des Nikotinkonsums und wies eine
positive Wirkung auf kognitive Funktionen auf (Smith et al. 2009, Williams et al 2012). Eine
Studie zum selektiven a7-Agonisten AR-R17779 lasst vermuten, dass die Verbesserung von
Lernen und Gedichtnis bei schizophrenen Patienten {iber den nACh-Rezeptor a7 beeinflusst
wird, da der Rezeptoragonist die Wirkung von Nikotin diesbeziiglich iibertraf (Levin 1999).
Mexal konnte im Hirn von schizophrenen Nichtrauchern sowohl eine Verminderung der
Transkription als auch der Translation des Rezeptors nAChRa7 im Vergleich zu
Kontrollprobanden feststellen. Durch Nikotinkonsum der schizophrenen Patienten stieg die
Genexpression auf den Level der Kontrollen an (Mexal et al. 2010). Trotzdem weisen
Menschen, die an Schizophrenie erkrankt sind und rauchen, eine 50% geringere Dichte an
nAChRa7 im Hirn auf (Freedman et al. 1995, Breese et al. 2000). Grund hierfiir konnte eine
fehlerhafte Zusammensetzung oder ein falscher Einbau des Rezeptors in die Membran der
Nervenzellen sein (Sinkus et al. 2015). Als mdgliche Ursache kommt beispielsweise ein
Gendefekt in der Genregion CHRNAT7 z.b. durch Einbau der fehlerhaften Genprodukte dupa7
und dupAa7 der teildupilzierten Region CHRFAMT7A in Frage.
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Das Rauchverhalten scheint durch eine familidre Vulnerabilitit fiir Schizophrenie beeinflusst
zu sein. So wies eine Zwillingsstudie bei nicht erkrankten Zwillingen schizophrener Patienten
eine erhohte Anfilligkeit fiir Nikotinkonsum nach (Lyons et al. 2002). Genetische Studien
erbrachten bisher keine einheitlichen Ergebnisse beziiglich einer Kopplung oder Assoziation
von Rauchen bei Schizophrenie zu der Genregion CHRNA7. De Luca und Mitarbeiter
berichteten von einer signifikanten Assoziation des Haplotyps (D15S1360/-2344A/C) in
CHRNA7 zu Rauchern, der bei schizophrenen Rauchern besonders stark ausgepriagt war (De
Luca et al. 2004). Die Arbeitsgruppe um Stassen fand eine Assoziation verschiedener Marker
in CHRNA7 mit Schizophrenie, wies aber keinen Unterschied zwischen Rauchern und
Nichtrauchern nach (Stassen et al. 2000). Eine weitere Studie zu CHRNA7 erbrachte keinen
Hinweis einer Assoziation zum Rauchverhalten der schizophrenen Patienten (Zammit et al.
2007). Faraone gelang es, fiir eine Kombination von Genen, die gemeinsam fiir das
Funktionieren von nACh-Rezeptoren verantwortlich sind, eine signifikante Kopplung bei
schizophrenen Rauchern nachzuweisen (Faraone et al. 2004). Bei einer individuellen Testung
jedes einzelnen Gens ergaben sich jedoch nur fiir das Gen CHRNA2 und CHRNB2
signifikante Kopplungen. CHRNA7 erreichte einen p-Wert von p=0,095.

Die genannten Ergebnisse lassen einen Zusammenhang zwischen dem Verlangen nach
Nikotin und einer Minderfunktion des nACh-Rezeptor a7 vermuten. In der vorliegenden

Studie wurden Raucher und Nichtraucher nicht gesondert evaluiert.

Anatomische und funktionelle Korrelate

Eine Arbeitsgruppe um Breese untersuchte Verdnderungen der nACh-Rezeptor a7-Dichte im
Hirn von schizophrenen Patienten (Breese et al. 1997). Sie erbrachte eine verminderte
Rezeptordichte vor allem in den Hirnregionen des Hippocampus, Thalamus, Striatum, Gyrus
cinguli und des frontalen Kortex. In einer Postmortem-Studie fand sich eine Reduktion der
Bindungsstellen des spezifischen a7-Rezeptorantagonisten o-Bungarotoxin in der
hippocampalen CA1- und CA3-Region um 50% (Freedman et al 1995). Eine verminderte a-
Bungarotoxin-Bindung und eine verminderte nAChRa7-Immunreaktivitdt wurden auerdem
im prafrontalen Kortex und im Nucleus reticularis thalami gefunden (Bertrand et al. 2015).
Eine verminderte Expression des nAChRa7 im Nucleus reticularis thalami wurde auch von
Leonard und Court und im gesamten Kortex von Guan gemessen (Leonard et al 2000; Court
et al. 1999; Guan et al. 1999). Mexal und Kollegen gelang der Nachweis, dass die verminderte

Rezeptordichte mdoglicherweise Folge einer gestdrten Anordnung der Rezeptoren an der
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Zelloberflaiche der Neuronen sei, welche durch eine Mutation in CHRNA7 bedingt sein
konnte (Mexal et al. 2010). Die Integration von Genprodukten der teilduplizierten Region
CHRFAMT7A (dupa7- und dupAa7-Untereinheiten) in den Rezeptor resultiert zusétzlich in
einer verminderten Sensitivitit des Rezeptors gegeniiber Acetylcholin und dem a7-Agonisten
Vareniclin (Wang et al. 2014).

Ein Funktionsverlust der betroffenen Areale fiihrt zu Symptomen, wie sie bei einer
Schizophrenie typisch sind. Der Hippocampus wird als entscheidende Hirnregion fiir die
Gedichtniskonsolidierung und die Koordinierung von Gedéchtnisinhalten angesehen. Er
iibernimmt eine wichtige Aufgabe bei Lernprozessen und der Generierung von Informationen
fiir das Langzeitgedédchtnis (Behrends et al. 2009). Die verminderte Expression des nAChRa7
in diesem Bereich bei schizophrenen Patienten wére eine Erklirung fiir die kognitiven
Defizite dieser Personen.

Der Thalamus erfiillt im Zusammenspiel mit Striatum und Pallidum eine wichtige Aufgabe
bei der Reizfilterung sensorischer Eindriicke (Bertrand et al. 2015). Die vom Kortex als
unwichtig eingestuften Reize filhren zu einer Inhibition des Thalamus. Dadurch wird der
Reizeinstrom unterbrochen (Behrends et al. 2009). Sinn des komplexen Filtermechanismus
konnte ein Schutz des Kortex vor Uberlastung durch irrelevante Stimuli sein. Bei
schizophrenen Patienten scheint diese Filterfunktion gestort zu sein, was zu entsprechenden
Symptomen im Sinne einer Reiziiberflutung fiihrt (Moller et al. 2017).

Die vorgefundene, verminderte Anzahl von nAChRa7 im Thalamus schizophrener Patienten
ist gut vereinbar mit der Hypothese einer inaddquaten Prozessierung sensorischer Reize, an
welcher der Rezeptor beteiligt zu sein scheint (Koike et al. 2005, Olincy et al. 2006, Bertrand
et al. 2015). Der Nucleus reticularis thalami ist der wichtigste Knotenpunkt fiir inhibitorische
Impulse im Thalamus, umgibt alle Kerne des Thalamus und wird von allen thalamo-kortiko-
thalamischen Schleifen durchlaufen (De Biasi 1986, Mitrofanis 1993). Er erhidlt durch
abzweigende Faserbiindel Kopien aller Projektionen des Kortex auf den Thalamus in Form
von erregenden Signalen. Reziprok inhibiert er das vom Kortex erregte thalamische Areal mit
zeitlicher Verzogerung (Behrends et al. 2009). Der Nucleus reticularis thalami ist eines der
Hauptzentren der nAChRa7-Expression bei Gesunden (Breese et al. 1997). Die in diesem
Kern vorgefundene, verminderte Rezeptoranzahl schizophreniekranker Menschen resultiert
moglicherweise in einem Funktionsverlust inhibitorischer Impulse, welcher fiir die verringerte
Filterfunktion auditorischer Reize verantwortlich sein konnte (Leonard et al 2000, Court et al.

1999, Freedman et al. 2000).
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Das Frontalhirn hat eine enge Verbindung zu sensorischen Assoziationsgebieten, dem
limbischen System und den Basalganglien. Es dient der emotionalen Integration sensorischer
Signale und ist das oberste Kontrollzentrum fiir eine situationsangemessene
Handlungssteuerung (Behrends et al. 2009). Stérungen im Frontalhirn flihren zu
Funktionsverlusten des Kurzzeitgedachtnisses und der Langzeitplanung sowie zu
perseverierendem und unflexiblem Verhalten. Da diese Symptome einer gestdrten
Frontalhirnfunktion bei einem Grofteil der schizophrenen Patienten anzutreffen sind, deutet
der Befund einer verminderten Expression des nAChRa7 in dieser Region auf eine
Beteiligung des Rezeptors bei der Schizophrenie hin (Brunnhuber 2004, Freedman et al.
2000).

Eine Studie von Zell- und Kortexdichte im dorsolateralen préafrontalen Kortex schizophrener
Patienten ergab eine Gewebeschrumpfung bei erhaltener Zellzahl, was auf einen Verlust von
Nervenfasern, Synapsen, Axonen und Dendriten hinweist. Dies war nicht Folge einer
neuroleptischen Behandlung. Unter Neuroleptikagabe wurden entgegengesetzte Effekte
beobachtet. Bei den Verdanderungen handelte es sich nicht um Zellausfille wie bei klassischen
neurodegenerativen Krankheiten, sondern um subtile Alterationen im subzelluléren,
synaptischen und dendritischen Bereich (Mdller et al. 2017). Eine Verminderung
dendritischer Ausldufer an frontalen Pyramidenzellen und im Hippocampus zeigte sich vor
allem an Interneuronen und in inhibitorisch wirkenden Kreisldufen (Glantz et al. 2000;
Sawada et al. 2003). In diesen ist der nACh-Rezeptor a7 besonders héufig vertreten
(Freedman et al. 1993, Morita et al. 2014). Die verringerte Arborisierung von Neuronen im
frontalen Kortex wird demnach moglicherweise durch einen Funktionsverlust von nAChRa7
an Interneuronen und in inhibitorischen Kreisldufen ausgelost. Der nACh-Rezeptors a7 hat
eine wichtige Funktion bei der Kontrolle des intrazelluldren Calciumhaushalts (Ren et al.
2005, Bertrand et al. 2015). Eine erniedrigte oder zu hohe intrazelluldre Calciumkonzentration
kann zu Neuritenretraktion, Wachstumsinhibition, Dendritenverkiirzung und im schlimmsten
Fall zur Apoptose fiihren (Bertrand et al. 2015). Neben Storungen in dopaminergen
Kreisldufen scheinen Fehlfunktionen von Calciumkanilen bei der Atiologie der Schizophrenie
eine entscheidende Rolle zu spielen (Ripke et al. 2013, Schmitt et al. 2016).

Der Rezeptor wird in besonders hoher Zahl in der fetalen Hirnentwicklungsphase exprimiert
(Hohmann 1998). Dies unterstreicht seine wichtige Funktion bei der Differenzierung, der

Migration und der Synapsenbildung von Nervenzellen (Bertrand et al. 2015).
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Perspektiven

Die vorliegende Arbeit ergab eine signifikante Assoziation in der Genotypverteilung des
SNP-Markers rs7175581 in Intron 1 des Gens CHRNA7 zur Schizophrenie. Dies deutet auf
einen Zusammenhang des Gens mit der Erkrankung hin. Insgesamt fielen die Ergebnisse
genetischer Studien diesbeziiglich jedoch ambivalent aus. Zahlreiche Studien zu

Rezeptorexpression und Agonisten/Antagonisten-Wirkung unterstiitzen die These einer

Beteiligung des nikotinischen Acetylcholinrezeptors a7 bei der Schizophrenie. Ob das

genannte Gen ein Kandidatengen der Schizophrenie darstellt, kann noch nicht abschlieBend

beurteilt werden. Fiir aussagekréftige Ergebnisse bei der Erforschung von Kandidatengenen
der Schizophrenie sollten in zukiinftigen Studien folgende Kriterien beachtet werden:

1. Die Studienpopulation muss ausreichend gro3 sein. Assoziationsstudien sollten
mindestens jeweils tausend Patienten und Kontrollen aufweisen, um Allele mit einem
mittleren Risikopotential flir die Schizophrenie reliabel detektieren zu kdnnen (Giegling et
al. 2017). Nur in grof3en Populationen ist es mdglich, die Effekte von Sequenzvariationen
mit geringer, aber vorhandener Auswirkung auf die Erkrankung zu messen. Die aktuellen
GWAS stellen einen Schritt in diese Richtung dar.

2. Die genetische Herkunft der untersuchten Population muss homogen sein. Einige wenige
Studien konzentrierten sich auf die Untersuchung genetisch &uBlerst spezifischer
Populationen (z.B. azorische oder aschkenasisch-jiidische Bevdlkerung (Xu et al. 2001,
Fallin et al. 2003). Die meisten Studien orientierten sich bei der Rekrutierung jedoch an
groBen Volksgruppen (Afrikaner, Kaukasier, Han-Chinesen, indigene Bevolkerung
Amerikas), die eine Vielzahl verschiedener Volker subsumieren. Da Menschen gleicher
Ethnizitdit jedoch Unterschiede bei Kopplungsungleichgewichten in identischen
genetischen Regionen aufweisen, konnte eine genauere Beachtung der Subpopulationen
exaktere Daten beziiglich genetischer Marker fiir die jeweilige Bevolkerung liefern
(Schneider et al. 2003, Nielsen et al. 2004, Miillerova et Hozak 2004).

3. Genetische Kopplungs- oder Assoziationsanalysen sollten nicht nur auf klinisch-
psychiatrischen Diagnosen nach ICD-10 oder DSM-V fundieren. Die Studienpopulation
muss auf neuropsychologische und neurophysiologische Normabweichungen, sogenannte
Endophénotypen, hin untersucht und genetisch getestet werden. Endophénotypen scheinen

ein ndheres Abbild der Wirkung bestimmter Gene zu sein und konnten somit das
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Auffinden suszeptibler Gene erleichtern. Einige der Referenzstudien konnten signifikante
Kopplungen und Assoziationen bestimmter Marker der Genregion CHRNA7 mit dem
Endophdnotyp des verminderten auditorischen Gatings (P50-Defizit) nachweisen
(Freedman et al. 1997, Kaufmann et al. 1998, Lai et al. 2001, Leonard et al. 2002, Raux et
al. 2002). Da auch biochemische und pharmakologische Studien eine Beteiligung des
nACh-Rezeptors a7 bei der Filterung sensorischer Reize nahelegen, eignen sich
Endophdnotypen moglicherweise auch fiir die Entwicklung neuer medikamentdser
Behandlungsansitze (Wallace und Bertrand 2013). Weitere Studien sind nétig, um den
Zusammenhang des Gens CHRNA7 und seines Rezeptors mit dem auditorischen Gating-
Defizit zu kléren.

. Bei der Auswahl der Marker sollte die Abdeckung des Gens im Sinne des
Kopplungsungleichgewichts berticksichtigt werden. Je enger die Markerdichte ist, desto
hoher ist die Wahrscheinlichkeit, die Rolle von CHRNA7 als Suszeptibilitdtslokus der
Schizophrenie bestitigen zu kdnnen. Um eine stabile Kosegregation zwischen einer
Storung und einem Gen iiber das gesamte Genom hinweg feststellen zu kdnnen, wird eine
Markerdichte von 1 Marker/3kb empfohlen (Carlson et al. 2003).

. Gene von funktionell zusammenhéngenden Einheiten, die moglicherweise zum Ausbruch
der Schizophrenie beitragen, sollten gemeinsam untersucht werden. Dies konnte die
Chance erhohen, relevante Kandidatengene aufzudecken.

. Es muss sowohl auf funktionelle Sequenzvariationen als auch auf epigenetische
Phanomene und Mutationen in regulatorischen DNA-Bereichen geachtet werden (Giegling

et al. 2017).

Die bisherigen Ergebnisse zu CHRNA7 als Kandidatengen der Schizophrenie sind

uneinheitlich. Neue Erkenntnisse iiber eine Verdnderung der Rezeptorfunktion oder -anzahl

bei an Schizophrenie Erkrankten sind Voraussetzung fiir die Entwicklung von Medikamenten

mit gezielterem Wirkspektrum. SNP-Analysen erdffnen je nach Auswirkung der Mutation

dabei die Moglichkeit einer personalisierten Medizin (Bertrand et al. 2015).

Die erste klinische Studie einer Medikamentenwirkung am nAChRa7 erfolgte mit DMXB-A

[3-(2,4-Dimethoxybenzyliden)-anabasein], einem partiellen Agonisten des Rezeptors (Olincy

et al. 2006). Dieser verbesserte sowohl das P50-Defizit als auch die Aufmerksamkeit bei an

Schizophrenie erkrankten Menschen. Eine Studie mit dem a7-Agonisten Vareniclin fiihrte bei

Patienten mit einer Schizophrenie zu einer Abnahme des Nikotinkonsums sowie zu einer
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Verbesserung der kognitiven Funktionen (Smith et al. 2009, Williams et al 2012). Bei dem
a7-Agonisten RG3487 wurde eine erhohte Dopamin- und ACh-Freisetzung im préfrontalen
Kortex und Hippocampus der Ratte beobachtet. Bei schizophrenen Patienten fiihrte dessen
Gabe zu einer leichten Abnahme der Negativsymptomatik. In einer weiteren randomisierten,
Placebo-kontrollierten Phase 2-Doppelblindstudie mit Enceniclin und Tropisetron, zwei o7-
Agonisten und SHT3-Rezeptor-Antagonisten, konnte eine Verbesserung der Aufmerksamkeit
und des sensorischen Gating-Defizits bei schizophrenen Patienten nachgewiesen werden
(Bertrand et al. 2015).

Mogliche Ansatzpunkte fiir weiterfiihrende Studien im Genbereich von CHRNA?7 stellen die
teilduplizierte =~ Region CHRFAM7A sowie die teils auftretende 2bp-Deletion
CHRFAM7AA2bp dar, welche in mehreren Studien positive Assoziationen mit dem P50-
Defizit, Storungen des Arbeitsgedidchtnisses und mit der Schizophrenie aufwiesen (Lai et al.
2001, Raux et al. 2002, Sinkus et al. 2009). Die Schwierigkeit von Medikamentenstudien zu
der teilduplizierten Region besteht darin, dass sich diese nur im menschlichen Genom
wiederfindet und somit eine Testung an Tieren nicht moglich ist (Sinkus et al. 2015). In einer
Arbeit von Kalmady und Kollegen wurde ein signifikanter Anstieg der Genexpression von
CHRFAM7A in Lymphozyten bei 38 Neuroleptika-naiven Patienten nach Beginn einer
antipsychotischen Behandlung gemessen (Kalmady et al. 2018). Die Genexpression stand in
inverser Assoziation mit der bei den Patienten gemessenen Negativsymptomatik. Calabro und
Kollegen wiesen ein besseres Ansprechen auf Neuroleptika gemessen an den Positiv- und
Negativsymptomen bei Koreanern im Vergleich zu Kaukasiern in Assoziation mit
verschiedenen Markern des Gens CHRNA7 nach (Calabro et al. 2018).

Die Studienergebnisse zu Agonisten und positiven allosterischen Modulatoren am
nikotinischen ACh-Rezeptor a7 sprechen fiir eine Beteiligung des Rezeptors an kognitiven
Prozessen (Baranowska et al. 2017). Die medikamentdse Behandlung kognitiver Defzite,
welche ein wichtiger Pradiktor fiir eine positive Langzeitprognose schizophreniekranker
Menschen sind, gestaltet sich aktuell noch als dulerst schwierig. Es bleibt abzuwarten, ob sich
der nikotinische ACh-Rezeptor a7 tatsdchlich als ,eine der vielversprechendsten
Zielstrukturen fiir Medikamente bei kognitiver Beeintrdchtigung im Rahmen der

Schizophrenie* (Bertrand et al. 2015) herausstellt.
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7 Abkurzungsverzeichnis

5-HT 5-Hydroxy-Tryptamin (Serotonin)

A Adenin

ACh Acetylcholin

AL Aluminium

AMDP Arbeitsgemeinschaft fiir Methodik und Dokumentation in der Psychiatrie

AP2 Activating enhancer-binding protein 2-a

bp Basenpaare

BPRS Brief psychiatric rating scale, kurze psychiatrische Bewertungs-Skala

C Cytosin

C-terminal Carboxyl/Kohlenstoff-haltiges Ende eines Proteins

CA Cornu ammonis, Ammonshorn, anatomische Struktur im Hippocampus

CHRFAM7A Hybrid aus dem Gen CHRNA7 und FAM7A

CHRNA7 cholinergic receptor, neuronal nicotinic, alpha-7 subunit; Gen des neuronalen
nikotinergen Acetylcholinrezeptors a7

CI Konfidenzintervall

cM centi Morgan, Masseinheit fiir Basenabstiande auf der DNA

CREBI1 cAMP response element-binding protein 1

D Dopamin

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat

df degree of freedom, Freiheitsgrad

DISCI1 Disrupted-In-Schizophrenia-1, vermutetes Kandidatengen der Schizophrenie

DNasen Enzyme fiir den Abbau der DNA

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

ds Doppelstrang

DSM-1V Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Diagnostischen und
Statistischen Manuals psychischer Stérungen

DTNB, Gen fiir Dysbindin

DTNBPI Dystrobrevin bindendes Protein 1, Kandidatengen der Schizophrenie

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGRI1 Early growth response factor 1

FAF Fragebogen zur Erfassung von Aggressivitatsfaktoren

FAM7A family with sequence similarity 7A

FHAM Family History Assessment Module

81




ABKURZUNGSVERZEICHNIS

FSME Friihsommermeningoenzephalitits

G Guanin

GABA v-Aminobuttersiure

GABAAR bestimmter Subtyp unter den GABA-Rezeptoren

GAD Glutaminsiuredecarboxylase, katalysiert die Synthese von GABA im Gehirn

GAF global assessment of functioning, globale Erfassung des Funktionsniveaus

GTS-21 spezifischer a7 Rezeptors-Agonist

ICD-10 International Classification of Diseases, Internationale Klassifikation von
Krankheiten

InsP; Inositoltriphosphatkinase

kb Kilobasen, entspricht tausend Basen der DNA

LD linkage disequilibrium, Kopplungsungleichgewicht

LEBI Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar

m Masse

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization—Time-of-Flight

MMPI-2 Minnesota Multiphasic Personality Inventory-2

MOCI Maudsley Obsessional-Compulsive Inventory, Maudsley Zwangs-Inventar

mRNA messenger ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsiure

N-terminal Ende eines Proteins, das eine Aminosdure mit freier Aminogruppe besitzt

nAChRa7 nikotinerger Acetylcholinrezeptor, Subtyp a7

NCBI National Center for Biotechnology Information

NIMH National Institute of Mental Health

nm Nanometer

NRG-1 Gen fiir Neuregulin 1

NRT Nucleus reticularis thalami

OR Odds Ratio

p (statistisch)

p-Wert, probability, Wahrscheinlichkeit; Wert fiir Signifikanzniveau

p (chromosomal)

kurzer Arm eines Chromosoms

P50

akustisch evoziertes, elektrisches Potenzial eines Reizes, der 0,5s nach einem

ersten Reiz angeboten wird

PANSS Positive and negative syndrome scale, Skala zur Messung der Positiv- und
Negativsymptome
PCR polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion

q (chromosomal)

langer Arm eines Chromosoms

r

Pearson-Korrelationskoeffizient

I'pm

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute

SAP

Shrimp Alkaline Phosphatase
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SKID I Strukturiertes Klinisches Interview fiir DSM 1V, Achse I-Stérungen

SKID II Strukturiertes Klinisches Interview fiir DSM IV, Achse II-Storungen

SNP single nucleotide polymorphism, Einzelnukleotidpolymorphismus

SP1 Specificity protein 1

SPSS Statistical Package for Social Sciences

STAXI State-Trait-Argerausdrucks-Inventar

T Thymin

Taq Thermus aquaticus, Bakterium, aus dem die Taq-Polymerase stammt
TATA-Box Thymin-Adenin reiche Region; DNA-Sequenz im Promotorbereich eines Gens
TE Tris-EDTA-Puffer

TIA Transitorisch ischdmische Attacke

tof time of flight, Flugzeit

WHO World Health Organisation

z Ladung

ZNS Zentrales Nervensystem

ul Mikroliter

us Mikrosekunden

c Sigma, Variable der Standardabweichung

1 Chi-Quadrat-Test; Test zur Uberpriifung der Unabhiingigkeit zweier (oder mehr)

Variablen
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