Aus der Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie und Psychotherapie
der Universitat Wirzburg
Direktor: Professor Dr. med. J. Deckert

Haplotypenbasierte Assoziationsanalyse der COMT-Gen-Region bei

schizophrenen Psychosen in einem polydiagnostischen Ansatz

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultét
der

Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von
Putz Evelyn

aus Wurzburg

Wirzburg, Mai 2008



Referent: Prof. Dr. med. Stdber
Koreferent:  Prof. Dr. med. Riederer
Dekan: Prof. Dr. med. Frosch

Tag der mindlichen Prifung: 27.05.2008

Die Promovendin ist Arztin



“The magnitude of the problem of schizophrenia is matched by our ignorance

about it” (Matthysse & Kety, 1975)



INHALTSVERZEICHNIS

1.1

111
1.1.2
1.2

1.2.1
1.2.2
1.2.3
1.2.4
1.2.5

3.1
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2

5.1
5.2

Einfithrung
Einteilung schizophrener Erkrankungen
ICD und DSM
Klassifikation nach Leonhard
Atiologie schizophrener Erkrankungen
Dopaminhypothese
Das COMT-Gen
Struktur und Funktion der Catechol-O-Methyltransferase
Befunde zum Val*®**®Met-Polymorphismus im COMT-Gen
Weitere Polymorphismen am COMT-Locus
Fragestellung
Material und Methoden
Auswahl des Patientenkollektivs
Auswahl der SNPs
DNA-Extraktion
Bestimmung der Genotyp- und Allelverteilungen der SNPs
Polymerasekettenreaktion
RFLP-Gelelektrophorese
Auswertung
Ergebnisse
Einzelmarkeranalyse und LD-Struktur
Haplotypanalysen
Diskussion
Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

© o1 W N P

11
12
14
19
24
25
25
26
27
27
27
28
31
33
33
43
47
55
57



ANHANG

DANKSAGUNG

LEBENSLAUF



1 Einfiihrung

Schizophrenien gehoren fir Betroffene und deren Angehérige zu den schwer-
wiegendsten Krankheiten iberhaupt. Die Erfahrungen klinischer Forschungsarbeiten der
letzten Jahre lassen vermuten, dass ein friihzeitiges Erkennen einen besseren Verlauf
begunstigen kann (Simon et al., 2001). Aufgrund einer postulierten und zwischen-
zeitlich belegten genetischen Komponente bei der Ausldsung der Erkrankung, soll die
folgende Arbeit einen Beitrag zur Identifizierung schizophrenierelevanter Genabschnitte

leisten.

1.1 Einteilung schizophrener Erkrankungen

Bereits zu Beginn des 19. Jahrhunderts bestanden grofRe Meinungsunterschiede
hinsichtlich einer Differenzierung schizophrener Zustandbilder. Wéhrend Autoren wie
Heinrich Neumann (1814 - 1884) und Wilhelm Griesinger (1817 — 1868) von einer
Einheitspsychose sprachen, postulierten Forscher wie Kahlbaum (1828 - 1899)
hinsichtlich der endogenen Psychosen eine Vielzahl nosologischer Entitaten. Erst
Kraepelin erstellte 1896 ein diagnostisch-nosologisches Klassifikationsschema, in dem
er den grossen Kreis der Dementia praecox mit ungunstiger vom manisch-depressiven
Formenkreis mit ginstiger Prognose abgrenzte. Die Dementia praecox verstand er dabei
als noch unbekannte Stoffwechselstorung, die unausweichlich zum Verlust psychischer
Fahigkeiten fihren soll. Den Begriff der manisch-depressiven Krankheit fasste er
dagegen sehr weit; er sah darin eine aus einer gemeinsamen Wurzel erwachsene
Krankheitsgruppe mit fliessenden Ubergingen zwischen den einzelnen Formen.

Kraepelins bidimensionales Konzept wurde 15 Jahre spéter von Eugen Bleuler durch
die Einfuhrung eines umfassenderen Schizophreniekonzepts und ausgepragter
theoretischer Arbeit verlassen. Im Gegensatz zu Kraepelin glaubte er weder an den
durchgéngig friihen Beginn der Stérung, noch an deren unumgangliches Fortschreiten
bis zum vollstandigen Intelligenzverlust und schlug 1908 den Begriff der
»Schizophrenie® vor, um damit das eigentliche Wesen der Stdrung, eine Aufspaltung

des ,,Geistes” (schizo = ich spalte, phren = Geist) gezielt zu erfassen. Bleuler



differenzierte zwischen dem primaren Symptom der Lockerung und Nivellierung
assoziativer Zusammenhange in einem Gedankengang und sekunddren Symptomen, die
er in Grund- (u.a. Stérungen des Denkens, der Affektivitat und der Ambivalenz) und
akzessorische  Symptome (wie Sinnestdauschungen, Wahnideen, funktionelle
Gedachtnisstorungen und katatone Symptome) unterteilte. Bleuler’'s Konzept hat die
amerikanische Auffassung der Schizophrenie stark beeinflusst und erfuhr zahlreiche
Erweiterungen von Autoren wie Adolf Meyer (1866 — 1950) und Jacob Kasanin (1897 —
1946). Nach Leonhard ist die wissenschaftliche Auseinandersetzung mit dem
Krankheitsbild Schizophrenie in den folgenden Jahrzehnten ohne den Einfluss von
Kraepelin und Bleuler undenkbar (Leonhard, 1995).

1.1.1 1CD und DSM

In den letzten Jahren hat man versucht, das Dilemma unterschiedlicher theoretischer
Ansatze durch eine atheoretische, operationalisierte Diagnostik zu l6sen, bei der
ausschliesslich auf der Syndromebene klassifiziert wird. Eines der heute international
gebréauchlichsten Diagnosesysteme ist die ,,International Classification of Diseases der
WHO. Sie geht auf Kurt Schneider (1887 — 1967) zurlick, der zu den Symptomen der
Schizophrenie einerseits die ,,abnormen Erlebnisweisen®, namlich die Symptome ersten
und zweiten Ranges, wie akustische Halluzinationen, Leibhalluzinationen,
Halluzinationen auf anderen Sinnesgebieten, schizophrene Ich-Stérungen und Wahn
zahlte, andererseits den ,,abnormen Ausdruck®, unter dem er (akute) Denkstorungen,
schizophrene  Affekt- und  Kontaktstérungen, katatone  Symptome  und
Ausdrucksstérungen im eigentlichen Sinne subsummierte.

Alternativ zur ICD wurde in den USA von der ,,American Psychiatric Association* das
»Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders* entwickelt, dass die definierten
Merkmale eines Patienten auf fiinf voneinander unabhangigen Achsen kodiert. Die
Achsen umfassen das Kklinische Syndrom, Personlichkeitsstorungen, korperliche
Erkrankungen oder Bedingungen, die Schwere und das Ausmass psychosozialer
Stressoren, sowie das hdchste Niveau adaptiver Anpassung im vergangenen Jahr.



Die Dbeiden atheoretischen, auf ,,Expertenkonsens” basierenden, operationalisierten
Klassifikationssysteme haben sich international weitgehend durchgesetzt, so dass die
Diagnose Schizophrenie in der Klinik berwiegend nach einem der beiden Modelle
erfolgt (Rey & Thum, 1994).

1.1.2 Klassifikation nach Leonhard

Unabhangig von diesen Entwicklungen fuhrte Leonhard (1904 - 1988) die klinisch-
empirische Forschungsrichtung weiter, indem er, ausgehend von der physiologisch-
pathologischen Sichtweise Wernickes (1848 - 1905) und den neuro- und psychopatho-
logischen Vorstellungen Kleists (1879 - 1960), Kraepelins Konzept integrierte und eine
hochst differenzierte Nosologie der endogenen Psychosen schuf (Leonhard, 1956,
1995). Im Gegensatz zu Bleuler behielt er Kraepelins prognostische Dichotomie bei,
unterteilte die grossen Formenkreise aber unter Berticksichtigung von Querschnittsbild,
Verlauf und Ausgang in verschiedene eigenstdndige Krankheitseinheiten (siehe Tab.
1.1.2). So fand der ehemals manisch-depressive Formenkreis eine Unterteilung in
monopolar phasische Psychosen, bipolar phasische Psychosen und zykloide Psychosen.
Die Dementia praecox zerfiel in die nach Kleist wie auch Leonhard nosologisch
eigenstandigen unsystematischen und systematischen Schizophrenien.

Als besonders zukunftsweisend gilt die Prognoseorientiertheit seiner Klassifikation
(Bochnik, 2004). Bei den zykloiden Psychosen, die eine Differenzierung in die Angst-
Glucks-Psychose, Verwirrtheitspsychose und Motilitatspsychose findet, beschreibt
Leonhard, ahnlich dem manisch-depressiven Krankheitsbild, eine gute Prognose. Im
Gegensatz zur letztgenannten ist die familiare Belastung mit homotypischen Psychosen
allerdings gering.

Bei den unsystematischen Schizophrenien unterschied Leonard ebenfalls drei Formen:
Die periodische Katatonie, die affektvolle Paraphrenie und die Kataphasie. Sie
verlaufen zumeist schubférmig und (teil-)remittierend mit psychischen Residuen unter-
schiedlicher Ausprédgung im Langzeitverlauf. Leonhard ging hier von einer tiberwiegend
genetischen Ursache aus, da er eine hohe familiare Belastung mit gleichartigen
Erkrankungen fand (Leonhard, 1975).



Die systematischen Schizophrenien unterteilte er in die systematischen Hebephrenien,
die systematischen Katatonien und die systematischen Paraphrenien. Sie zeigen nach
Leonhard einen meist schleichenden Beginn, verlaufen chronisch ohne Remission und
flihren durchwegs zu schweren, stabilen psychischen Defektzustdnden. Im Gegensatz zu
den unsystematischen Schizophrenien Ubertrifft das familidre Risiko kaum das
Erkrankungsrisiko der Allgemeinbevolkerung, hier scheinen pra-, peri- oder postnatale
Umwelteinflusse die grossere Rolle zu spielen.

Das Konzept der zykloiden Psychosen liel} sich zwischenzeitlich in verschiedenen
Untersuchungen bestétigen und validieren (Brockington et al., 1982, Beckmann et al.,
1990, Pfuhlmann et al., 2004). Ebenso die unterschiedliche genetische Belastung der
systematischen und unsystematischen Schizophrenien, die durch Untersuchungen von
Stober, Franzek und Beckmann (Franzek & Beckmann, 1991; Franzek & Beckmann,
1998; Stober et al., 1995; Beckmann et al., 1996; Stober et al., 1998; Stober, 2001), vor
allem hinsichtlich der katatonen Unterformen, mehrfach bestétigt werden konnte. Unter
der Voraussetzung methodisch sorgfaltiger Einlbung erwies sich Leonhards
differenzierte Klassifikation zudem als hoch reliabel (Franzek & Beckmann, 1991).

Tab. 1.1.2: Einteilung schizophrener Psychosen nach Leonhard

Einteilung schizophrener Psychosen nach Leonhard

Form Zykloide Psychosen Unsystematische Systematische
Schizophrenien Schizophrenien
Unterformen | Angst-Glucks-Psychose | Periodische Katatonie Systematische Hebephrenien
Verwirrtheitspsychose Affektvolle Paraphrenie Systematische Katatonien
Motilitatspsychose Kataphasie Systematische Paraphrenien
Prognose Gut Psychische Residualzustande | Schwere stabile psychische

unterschiedl. Schweregrads Defekte

Familiare Gering Hoch Sehr gering
Belastung




1.2 Atiologie schizophrener Erkrankungen

Suchte man in friheren Jahren nach der einen Ursache von schizophrenen
Erkrankungen, so geht man heute von einer multifaktoriellen Genese aus, bei der
genetisch-biologische und psychosoziale Faktoren gemeinsam fir Ausbruch und
Aufrechterhaltung der Erkrankung verantwortlich sind. Als Ursachen werden
Vererbung, morphologische und biochemische Veranderungen des Gehirns, Stérungen

des Neurodevelopments und psychosoziale Faktoren vermutet.

Die Vorstellungen Gber Natur und Atiologie der Schizophrenie wurden nicht nur vom
wissenschaftlichen Fortschritt beeinflusst, sondern auch von den politischen und
sozialen Veranderungen des 20. Jahrhunderts. Wahrend in den frihen Jahrzehnten
Ubereinstimmung darin bestand, dass es sich um eine erbliche Erkrankung handelt,
liesen die Unmassigkeiten der eugenischen Bewegung in den 30er und 40er Jahren,
zusammen mit der in Nordamerika aufgekommenen Popularitdt psychoanalytischer
Theorien, sowie der um 1960 stattgefundenen Verbreitung antipsychiatrischer
Einstellungen, die psychiatrische Genetik dusserst unmodern erscheinen. Die Haufung
schizophrener Erkrankungen in bestimmten Familien wurde allerdings nicht ernsthaft
bestritten, so dass sich das Forschungsinteresse seit Mitte der 1980er Jahre, auch
aufgrund der dramatischen Fortschritte in der molekularen Diagnostik, wieder vermehrt
auf genetischen Faktoren gerichtet hat.

Heute geht man davon aus, dass das Erkrankungsrisiko in der weltweiten Bevolkerung
bei etwa 1 % liegt. Familienstudien haben gezeigt, dass Verwandte schizophrener
Patienten eine signifikant hoéhere Erkrankungswahrscheinlichkeit aufweisen, die in
Abhangigkeit von der Enge der verwandtschaftlichen Beziehung steigt. So beschrieb
Gottesman (1991) in einer Zusammenfassung von 40 Familienstudien ein Risiko von 48
% bei eineiigen Zwillingen und 46 % bei den Nachkommen von zwei schizophrenen
Elternteilen. Das Schizophrenierisiko zweieiiger Zwillinge und das von Geschwistern
mit einem schizophrenen Elternteil lag dagegen nur bei ca. 17 %. Im Gegensatz zu
Familienstudien, erlauben Untersuchungen mono-/dizygoter Zwillinge auch die
Trennung von gen- und umweltbedingten Effekten. Trotz zu machender

Einschrankungen, die darauf beruhen, dass die Unterbringung von Adoptivkindern nicht



zufallsverteilt ist und Vermittlungsstellen auf die Auswahl gut passender Familien
achten, sprechen auch Adoptivstudien fir einen genetischen Beitrag. Die friiheste Studie
(Heston, 1966) untersuchte 47 Adoptivpersonen, die innerhalb der ersten drei
postnatalen Tage von ihren schizophrenen Miittern getrennt wurden. Verglichen mit der
Kontrollgruppe, in der es zu keinem Erkrankungsfall kam, entwickelten fiinf Personen
der Fallgruppe eine Schizophrenie. Die Ergebnisse bestatigten sich auch in spateren
Studien von Rosenthal (Rosenthal et al., 1968) und Tienari (1991).

Obwohl die gerade angesprochenen Methoden Uberzeugende Belege fir die familiare
H&aufung schizophrener Erkrankungen liefern, stellen sie doch nur einen indirekten
Beweis fir die genetische Ubertragung dieser Krankheit dar. Untersuchungen, die sich
mit genetischen Markern beschéftigen, ermdglichen dagegen einen direkten Zugang zur

Identifizierung und Lokalisierung von Genen.

Seit 1985 wurden weltweit eine Vielzahl von Assoziations- und Kopplungsstudien
durchgefihrt, die sich u. a. mit Genorten auf den Chromosomen 1, 2, 3, 5, 6, 8, 10, 13,
15 und 22 beschaftigen (Blouin et al., 1998; Kaufmann et al., 1998; Wildenauer &
Schwab, 2004).

Bei sogenannten Kopplungsuntersuchungen wird nach einer Uberzufallig h&ufigen
gemeinsamen Vererbung von Allelen eines polymorphen Markergens oder eines
Markergenorts und eines Krankheitsgenorts innerhalb von Familien gesucht (Deister
und Mdller, 1998). Mit ihrer Hilfe konnten auf den Chromosomenabschnitten 1q, 2,
18p, im wesentlichen aber auf den Chromosomen 5g, 6p, 8p, 10p, 13q und 22q
Kandidatengenregionen flr schizophrenen Psychosen angenommen werden (Bahn,
2002). Bei Betrachtung der einzelnen Kandidatenregionen ergibt sich jedoch ein
uneinheitliches Bild. Wéhrend Brzustowicz et al. (2000) aufgrund eines Lod-Scores von
6.5 in betroffenen kanadischen Familien ein Kandidatengen auf dem langen Arm des
Chromosoms 1 (1921-22) vermuteten, ergaben sich in einer islandischen
Familienuntersuchung Hinweise darauf, dass der Chromosomenabschnitt 2q12-13 eine
Rolle spielen konnte. In Folgeuntersuchung lieBen sich die beiden Befunde jedoch nicht
durchgehend bestatigen (Waterworth et al., 2002). Ein positives Resultat fir eine

Kopplung im Chromosomenabschnitt 5q22-q31 zeigte sich in einer irischen Kohorte.



Auch wenn sich der Zusammenhang in einer breiter angelegten Studie unter Einschluf}
dieser Kohorte nicht replizieren lieR, sprechen irische, islandische und finnische Studien
fiir eine Kandidatenregion auf Chromosom 5q (Levinson et al., 2000). Widersprichliche
Ergebnisse ergeben sich auch fur den Chromosomenabschnitt 6p, auf dem Marker des
NOTCHA4-Gens unter Einbeziehung eines SNPs in der Promotorregion und ein
Trinucleotid-Repeat gehduft bei schizophrenen Patienten auftraten, ebenso ein
funktioneller SNP im Gen fir TNF-a (Waterworth et al., 2002). In einem irischen,
amerikanischen, kanadischen und britischen Kollektiv lieB sich dagegen eine
Assoziation der Erkrankung mit dem Chromosomenabschnitt 8p21-22 finden. Gestitzt
wird dieser Befund durch eine weitere Studie, in der in betroffenen Familien ein
Zusammenhang zwischen Chromosom 8p und dem Auftreten formaler Denkstérungen,
einem schlechteren Verlauf und einer geringeren depressiven Symptomatik bestand
(Kendler et al., 2000). Eine Reihe von Regionen auf Chromosom 10 wurden ebenfalls
fir ein erhdhtes Schizophrenierisiko verantwortlich gemacht, wobei nur fir 10p11-15
eine Replikation in mehreren Studien gelang (Waterworth et al., 2002). Eine
Assoziation konnte auch fur den Chromosomenabschnitt 13q gezeigt werden, die
Ergebnisse sind hier jedoch auch uneinheitlich (Bailer et al., 2002). Weiterhin lieR3 sich
in Familien mit einer Haufung von Schizophreniekranken ein Polymorphismus am
Genort des Alpha-7-Nikotinrezeptors (CHRNA7Y) auf Chromosom 15 finden, der mit
einer Storung der P50-vermittelten Informationsverarbeitung einhergeht (Freedman et
al., 1997). Parallel hierzu konnte in post-mortem Gewebe eine verminderte Expression
des Nikotinrezeptors auf Interneuronen des Hippocampus nachgewiesen werden.
Zudem ergaben sich Anhaltspunkte fir einen Lokus auf Chromosom 15 und der
periodischen Katatonie, einer Unterform der Schizophrenie nach der Leonhard
Klassifikation (Stober et al., 2000). Besondere Bedeutung hat in den vergangenen
Jahren auch das Chromosomen 22 erlangt, da bei Bassett et al. (2000) bei 26 % der
Erwachsenen mit einer Mikrodeletion auf Chromosomenabschnitt 22g11.2 eine
organische schizophrenieartige oder bipolare Psychose gefunden werden konnte, und
ca. 1 % der schizophrenen Patienten bzw. 6 % derer mit einer in der Kindheit
beginnenden Schizophrenie eine solche Mikrodeletion aufweisen. Die Ergebnisse sind
jedoch auch hier widersprichlich (Arinami et al., 2001). Zudem weisen Untersuchungen

vermehrt auf eine Assoziation zwischen dem Auftreten verschiedener Polymorphismen



auf dem Chromosomenabschnitt 22q11-12 und schizophrenen Storungsbildern hin. Da
dieser Chromosomenabschnitt im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht, wird er in
Kapitel 1.2.2 gesondert behandelt.

Assoziationsanalysen liefern einen alternativen Ansatz zur Identifizierung von
Risikogenen. Ziel ist es, durch Vergleich einer Patienten- mit einer Kontrollstichprobe,
ein mit der Erkrankung assoziiertes genetisches Merkmal nachzuweisen.
Assoziationsuntersuchungen sind besonders anféllig fur falsch-positive Befunde wenn
Patienten- und Kontrollgruppen aus verschiedenen Bevolkerungsgruppen stammen, und
erfordern eine groRe Anzahl geeigneter Marker, um das menschliche Genom
systematisch zu durchsuchen, besitzen im Gegensatz zu Kopplungsstudien aber die
Maoglichkeit des Nachweises von Risikogenen mit geringem Beitrag zur
Krankheitsentstehung (Bailer et al., 2002). Die meisten Assoziationsstudien beruhen auf
pathobiologischen Modellen der Schizophrenie, wie dem der dopaminergen
Dysfunktion. So wurden bei schizophrenen Patienten geh&uft Polymorphismen des
DRD3-Gens (Dopaminrezeptor-3-Genvariante) auf Chromosom 3q13.3 beobachtet,
welches in Hirnregionen exprimiert wird, die Bedeutung flr die emotionale Kontrolle,
Motivation und Belohnung besitzen (Davidson et al., 1999). Eine der mdglichen
Polymorphismen ist die Ser9Gly-Substitution, die sich in einer japanischen Stichprobe
signifikant mit Schizophrenie assoziiert zeigte (Ishiguro et al., 2000). Die gleiche
Veranderung des D3-Rezeptorgens stand in  mehreren Untersuchungen in
Zusammenhang mit der Haufigkeit tardiver Dyskinesien nach Neuroleptikabehandlung.
Von der Arbeitsgruppe um Krebs wurde dagegen ein verstarkter Dinucleotid-Repeat des
172-176 Basenpaar-Allels im Brain Derived Neurotropic Factor (BDNF)-Gen auf
Chromosom 11p13, einer fur das Zustandekommen und die Aufrechterhaltung der
DRD3-Expression verantwortlichen Stelle, mit einer spaten, auf Neuroleptika besser
respondierenden Form der Schizophrenie (late onset) in Zusammenhang gebracht
(Krebs et al., 2000).

Genetische Studien des serotonergen Systems erbrachten ebenfalls widerspriichliche
Befunde. So zeigten sich in einer Metaanalyse tberdurchschnittlich hdufig Mutationen
der Serotonin (5-HT-2A)-Rezeptorgens (Exonvariante 102T>C) auf Chromosom



13g14.2 bei Schizophreniekranken, Uber verschiedene Lander hinweg liel3 sich dies

jedoch nicht sicher replizieren (Williams et al., 1997).

Insgesamt ist eine ldentifikation der risikomodulierenden Gene im Rahmen der
Entstehung schizophrener Erkrankungen bisher nicht gelungen. Da die Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) den ersten Schritt in einem der Hauptabbauwege von
Katecholaminen katalysiert und die Dopaminhypothese nach wie vor eine der
wichtigsten Erklarungsansatze fur die Entstehung schizophrener Psychosen darstellt,
wurde das COMT-Gen auf Chromosom 22 in den vergangenen Jahren vermehrt als
Risikogen schizophrener Erkrankungen diskutiert. Aufgrund des bisher inkonsistenten
Ergebnisse haben wir es uns im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Aufgabe gemacht,
mehrere Marker dieses Chromosomenabschnitts auf einen Zusammenhang mit
schizophrenen Storungsbildern hin zu prifen. In den folgenden Kapiteln soll deshalb
naher auf die Dopaminhypothese, das COMT-Gen, sowie die bisher vorliegenden

Untersuchungsergebnisse zu diesem Chromosomenabschnitt eingegangen werden.

1.2.1 Dopaminhypothese

Die Dopaminhypothese stellt eine der bekanntesten und am meisten diskutierten
pathophysiologischen Erklarungsansétze schizophrener Psychosen dar. In Anbetracht
der Tatsache, dass Dopaminagonisten, wie Amphetamine, einen paranoid-
halluzinatorischen Zustand erzeugen konnen, der eine bestehende Schizophrenie-
Symptomatik verstarken kann, geht man davon aus, dass die mit der Schizophrenie
assoziierten Symptome auf ein relatives Uberwiegen der dopaminergen Synapsen-
aktivitat, entweder durch vermehrte Dopamin-Ausschittung oder durch erhohte
Empfindlichkeit der postsynaptischen Dopamin-Rezeptoren, zurlickzufiihren sind
(Davison & Neale, 1996; Mdller, 1999). Man nimmt an, dass die Wirkweise der
Amphetamine dabei entweder auf einer Freisetzung von Katecholaminen im
synaptischen Spalt oder auf deren Inaktivierung beruht.

Weitere Unterstiitzung erfahrt die Theorie durch die Wirkweise antipsychotisch

wirkender Medikamente. Phenothiazine, wie Chlorpromazin und Haloperidol, hemmen



die Dopaminaufnahme vor allem an D2-Rezeptoren im menschlichen Gehirn und fuhren
zu einer Reduktion psychotischer Symptome, im Zuge einer Langzeitbehandlung aber
auch zu extrapyramidalen Nebenwirkungen. Diese beruhen nach heutigem
Kenntnisstand auf einer unklaren Degeneration melaninhaltiger dopaminproduzierender
Zellen in der Substantia nigra mit konsekutivem Dopaminmangel in den
Stammganglien (Davison & Neale, 1996; Poeck & Hacke, 2001).

Zwischenzeitlich wurde festgestellt, dass sich das Neurotransmitter-Ungleichgewicht
regional unterschiedlich gestaltet. Wahrend in préafrontalen Hirnregionen und im
mesolimbischen System eine dopaminerge Unterfunktion vorliegt, welche die
Negativsymptomatik erklart, soll es in tieferen Hirnregionen des mesolimbischen
Systems aufgrund verminderter Hemmfunktionen, zur dopaminergen Uberaktivitat
kommen, woraus die positiven Symptome resultieren (Miller, 1999).

Zusétzlich mehren sich in post-mortem-Untersuchungen die Hinweise darauf, dass
glutamaterge Parameter in Gehirnen Schizophrener vermindert sind. Ausserdem stellen
die durch hochaffine NMDA-Antagonisten (PCP, Ketamin) induzierten schizophrenen
Symptome die derzeit am besten verfligbaren Modellpsychosen dar, die im Gegensatz
zur Amphetaminpsychose, schon nach kurzer Zeit und mittleren Dosen das Vollbild
einer akuten schizophrenieartigen Psychose auslésen kénnen (Hippius, 2004). Auch der
Nachweis des atypischen Wirkungsprofils von Clozapin brachte neue Impulse, da
Clozapin nicht nur eine hohe Affinitat zu D2, sondern auch zu verschiedenen anderen
Dopamin-Rezeptor-Subtypen sowie dem 5HT2-Rezeptor, alpha-adrenergen und
muskarinergen Rezeptoren zeigt (Moller & Muller, 1998).

Die Dopaminhypothese kann zwar Fragen wie die nach der Diskrepanz zwischen der
unmittelbar nach der Neuroleptika-Gabe einsetzenden Rezeptorblockade und der Latenz
der antipsychotischen Wirkung, sowie die nach dem Auftreten von Residuen und
Therapieresistenzen, nicht oder nur unzureichend beantworten, wurde bislang aber noch
von keiner anderen Hypothese an Erklarungskraft ubertroffen. Auch wenn dem
Antagonismus an 5-HT2-Rezeptoren eine wichtige Rolle zugeschrieben wird, ist eine
antipsychotische Wirkung nur im Zusammenhang mit einer Dopamin-Rezeptorblockade
zu erreichen (z.B. durch das selektiv D2/D3-rezeptorantagonistische Amisulprid) und
bedarf keines 5-HT2-Antagonismus (Machleidt, Garlipp & Haltenhof, 2004).

10



1.2.2 Das COMT-Gen

Seit den 90er Jahren haben sich die molekulargenetischen Studien aus zwei Grinden
vermehrt auf die Chromosomenregion 22gl11 konzentriert, in der das COMT-Gen
kartiert ist. Erstens berichten Studien zum velokardialen Syndrom (VCSF), einem
kongenitalen Malformationssyndrom mit erhohter Pravalenz fir Psychosen (Shprintzen
et al., 1992), von einer Assoziation mit einer Mikrodeletion auf Chromosom 22qg11
(Scambler et al., 1992; Kelly et al., 1993), die nach lvanov und Karayiorgou bis zu 2 %
der schizophrenen Patienten tragen (Karayiorgou et al., 1995; Ivanov et al., 2003).
Zweitens unterstutzen mehrere Kopplungsstudien aus dem Jahre 1995 die Annahme
einer Verbindung zwischen genetischen Markern auf Chromosom 22g11-13 und
Schizophrenie (Lasseter et al., 1995; Schwab et al., 1995; Vallada et al., 1995a).

Der strukturelle Aufbau des humanen COMT-Gens wurde ausfihrlich von Lundstrém
et al. (1995) beschrieben. Menschen, aber auch Ratten, besitzen nur ein Gen fir COMT,
welches fir zwei COMT-Formen, eine I6sliche (S-COMT) und eine
membrangebundene Form (MB-COMT) kodiert. Das menschliche COMT-Gen wurde
auf Bande g11.2 des Chromosoms 22 lokalisiert und beinhaltet sechs Exone, von denen
die ersten zwei nicht kodierend sind. Die fur die Translationsinitiierung
verantwortlichen Codone MB-ATG und S-ATG der membrangebundenen und l6slichen
Form sind auf Exon 3 lokalisiert. Die Expression des COMT-Gens wird durch zwei
unterschiedliche Promotoren kontrolliert (Salminen et al., 1990, Lundstrém et al., 1991,
Tenhunen et al., 1994). Der distale 5"-Promotor (P2) reguliert die Synthese der 1,9 kb
mMRNA in der Ratte und der 1,5 kb mRNA im Menschen, welches fir das MB-COMT
wie auch das S-COMT Protein kodiert. Die Expression des kiirzeren mRNA-Transkripts
(1,6 kb bei der Ratte, 1,3 kb beim Menschen) wird von Promotor 1 gesteuert, der sich
zwischen den ATG-Startcodons von S-COMT und MB-COMT befindet und die
kodierende Sequenz von MB-COMT teilweise Uberlappt. Da das Translations-
Initiationscodon AUG von MB-COMT nicht innerhalb dieser Transkripte liegt, kann es
nur fur das S-COMT Polypeptid kodieren (Mannistd & Kaakkola, 1999).

Beide mRNA-Transkripte sind in den meisten menschlichen Geweben zu finden, in den

bisher untersuchten Hirnregionen allerdings nur das 1.5 kb Transkript. Die
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unterschiedliche Expression kurzer und langer Transkripte in den verschiedenen
Geweben l&sst sich durch eine Vielzahl regulatorischer Elemente erkléren, welche im
COMT-Gen entdeckt wurden. So beinhaltet das COMT-Gen zahlreiche 6strogene
Reaktionselemente (Xie et al., 1999), Ostradiol wiederum senkt nachgewiesenermassen
die COMT-Expression in Zellkulturen (Jiang et al., 2003).

Ergebnisse von in-situ-Hybridisierung belegen, dass sich COMT-mRNA konzentriert
im préafrontalen Kortex befindet, hier vor allem in den Schichten I, Ill, und VI, mit
signifikant niedrigeren Mengen im Striatum und dusserst geringen Konzentrationen im
ventralen Tegmentum und der Substantia nigra. Daten am Rattenhirn sind konsistent
mit dieser Verteilung und sprechen ausserdem fir hohe COMT-mRNA-Mengen im
Hippocampus und choroidalen Plexus. Auf zellularer Ebene befindet sich COMT-
MRNA bei beiden Spezies hauptsachlich in neuronalen und ependymalen, nicht aber in
glialen Struktuen, im préfrontalen Kortex vor allem in den Pyramidenzellen
(Matsumoto et al., 2003).

1.2.3 Struktur und Funktion der Catechol-O-Methyltransferase (COMT)

Catechol-O-Methyltransferase gilt als eine der enzymatischen Hauptinaktivatoren der
Neurotransmitter Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin. Urspriinglich wurde der
Catechol-O-Methyltransferase hauptsachlich Bedeutung bei der Umwandlung von 3,4-
Dihydroxyphenylessigsdure (DOPAC) in Homovanillinsdure (HVA) zugeschrieben.
Mittlerweile mehren sich jedoch die Belege dafiir, dass COMT eine unerwartet wichtige
Funktion beim Dopaminabbau, speziell im prafrontalen Kortex, einnimmt. Uber O-
Methylierung wird Dopamin dabei in 3-Methoxytyramin umgewandelt, welches im
weiteren zu Homovanillinsdure abgebaut wird (Bohlen und Hallbach & Dermietzel,
2001). S-Adenosyl-I-Methionin (SAM) dient als Methyl-Donor. Alternativ dazu kann
der katecholaminerge Neurotransmitter Uber die Monoaminoxidase (MAQO) und
Aldehyddehydrogenase zu DOPAC inaktiviert werden, welches, wie auch 3-
Methoxytyramin, im weiteren zu Homovanillinsdure abgebaut wird (Abb. 1).
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Abb. 1: Abbau von Dopamin zu Homovanillinessigsaure (Wikimedia, 2006)
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Zusétzlich beeinflusst COMT die Aktivitat dopaminerger Neurone im Mittelhirn Gber
einen indirekten, (ber prafrontales Feedback vermittelten Effekt. Es wird dabei
angenommen, dass die prafrontale Aktivitét striatale dopaminerge Projektionen mittels
inhibitorischer GABAerger Neurone im Mittelhirn oder Striatum hemmt (Carr &
Sesack, 2001).

Das menschliche S-COMT Protein besitzt 221 Aminosduren, 50 AS weniger als die
membrangebundene Form, und dominiert in den meisten Geweben um den Faktor 3.
MB-COMT besitzt einen Anteil von ca. 5 % an der COMT-Gesamtaktivitat, Gbertrifft
S-COMT aber mengenmadssig mit einem Anteil von 70 % im ZNS (Zhu, 2002).
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Ungeachtet der Tatsache, dass die beiden Formen einen Grossteil ihrer Sequenzen
teilen, unterscheiden sich MB-COMT und S-COMT in ihrer Substratkapazitat und —
affinitat. Obwohl die membrangebundene Form eine geringere Leistungsfahigkeit
besitzt als S-COMT, zeigt sie eine zehnfach stérkere Affinitit zu Dopamin und
Noradrenalin (Lotta et al., 1995). MB-COMT gilt deshalb als effektiver bei der
Metabolisierung von Katecholaminkonzentrationen, wie sie im ZNS gefunden werden,
wahrend sich S-COMT als wirkungsvoller bei hdheren Konzentrationen in der
Peripherie erweisen soll (Bohlen und Hallbach & Dermietzel, 2001; Roth, 1992).
Neueste Untersuchungen (Tunbridge et al., 2006b) sprechen flr zwei Varianten des
MB-COMT-Proteins im menschlichen préafrontalen Kortex und der Mdglichkeit, dass
diese bei Schizophrenie und bipolarer Storung einer unterschiedlichen Steuerung
unterliegen und in Assoziation zu einem speziellen Genotypen, dem Val*®'%®\jet-

Genotypen stehen.

Die insgesamt hochsten COMT-Level sind in der Leber zu finden, gefolgt von Niere
und Gastrointestinaltrakt. Auch in Milz, Pankreas, Lunge, Herz, Augen und
Spinalmembran ist COMT vorhanden, wobei ihre Aktivitdt in einigen peripheren
Geweben alters- und geschlechtsabhéngig differiert. Verglichen mit Mannern haben
Frauen eine 20-30 % niedrigere COMT-AKktivitét in Erythrozyten und in der Leber. Die
zellulére, wie auch die subzelluldre Lokalisation des COMT-Protein ist aufgrund des
Mangels an Allozym-spezifischen Antikdrpern allerdings noch unklar (Tunbridge et al.,
2006a).

1.2.4 Befunde zum Val**®**¥Met-Polymorphismus im COMT-Gen

Bereits in friheren Studien zur COMT-Enzymaktivitat in Erythrozyten und der Leber
fand man eine Ubereinstimmung zwischen trimodaler Verteilung des Aktivitatslevels
und der Vererbung zweier kodominanter Allele auf einem autosomalen Locus
(Weinshilboum, 1978). Die Differenz in der Enzymaktivitat wird dabei durch eine
Aminosauresubstitution verursacht. Wie weiter unten beschrieben, resultiert ein

einfacher Basenpaar-Wechsel auf Exon 4 des COMT-Gens in einem Aminosaure-
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austausch, welcher die Aktivitdt und Thermostabilitdt des COMT-Enzyms erniedrigt.
Das COMT-H-Allel (bzw. Val-Allel) kodiert dabei das thermostabile Enzym mit hoher
Aktivitdt, COMT-L (bzw. Met-Allel) das thermolabile Enzym mit niedriger Aktivitéat.
Nach Lachman et al. (1997) flihrt eine Homozygotitat des Met-Allels zu einer 3-4fachen
Reduktion der Enzymaktivitat, verglichen mit dem homozygoten Auftreten des Val-
Allels, sowie einer mittleren Aktivitdt bei Heterozygotitdt. Ein dquivalenter
Polymorphismus liel sich, nichtmenschliche Primaten eingeschlossen, bisher bei keiner
anderen Spezies finden (Palmatier et al., 1999). Die Met-Variante konnte somit
spezifisch fur den Menschen sein, und es scheint so, als habe sich die COMT-Aktivitat
im Laufe der Evolution verringert (Palmatier et al., 1999; Chen et al., 2004). Die
Arbeitsgruppe um Palmatier wies zudem auf ethnische Unterschiede in der
Enzymaktivitat der COMT-Polymorphismus hin. In einer Studie (Palmatier et al., 1999)
an 1314 Personen aus 30 unterschiedlichen Populationen untersuchten sie weltweit die
Allelhdufigkeiten von COMT-L und COMT-H. Die Allelhdufigkeiten variierten
signifikant zwischen den einzelnen geographischen Regionen und Populationen, aber
auch signifikant innerhalb jeder Region mit Ausnahme von Ostasien. Wéhrend sich in
den européischen Populationen ein nahezu gleichstarkes Auftreten der beiden Allele
fand, war das COMT-Allel mit hoher Enzymaktivitdt in allen anderen Populationen
weltweit wesentlich haufiger vertreten.

Neben COMT ist auch die Expression der Tyrosinhydroxylase (TH), dem
geschwindigkeitslimitierenden Enzym der Dopaminbiosynthese, in den dopaminergen
Projektionskernen des Mittelhirns, mit dem Val'®**®Met-Genotypen assoziiert. Val-
Homozygote, bei denen man eine relativ hohe COMT-Aktivitdt und damit niedrige
prafrontale Dopaminlevel erwartet, zeigen eine starkere TH mRNS-Expression im
Mittelhirn und damit vermutlich eine héhere Dopaminbiosynthese als Val**®**®Met-
Heterozygote (Akil et al., 2003). Der Val'®**®Met-Polymorphismus vermag die
dopaminerge Funktion anderer Hirnregionen somit auch indirekt zu beeinflussen,
wahrscheinlich im Sinne flussabwaértsgerichteter Manifestationen kortikaler Prozesse
(Tunbridge et al., 2006).

Der genetische Polymorphismus des menschlichen COMT-Gens fur thermolabile

niedrige und thermostabile hohe Aktivitat wird einer G-zu-A-Transition an Position 472
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der langen und 322 der kurzen mRNA auf Exon 4 des COMT-Gens zugeschrieben,
welche in einer Substitution von Valin, dem Allel mit hoher Aktivitat, durch Methionin,
dem Allel mit niedriger Aktivitat, auf Codon 158 von MB-COMT und Codon 108 von
S-COMT resultiert und eine Nlalll-Restriktionsstelle erzeugt, die die PCR-basierte
RFLP-Genotypisierung erleichtert. Dabei fuhrt das G-Allel in Abhangigkeit von den
gewéhlten Primern zu DNA-Fragmenten, die sich von denen des A-Allel in ihrer Lange
unterscheiden. Dieser funktionelle Polymorphismus vermag den Katecholamin-
metabolismus zu beeinflussen, was ihn insbesondere im Hinblick auf die Dopamin- und
Transmethylierungshypothese der Schizophrenie als genetischen Marker interessant
erscheinen lasst. Einerseits konnte COMT als Bestandteil des Dopaminabbauwegs bei
erniedrigter Aktivitat zu einem DopaminUberschuss fihren, andererseits konnte auch ein
Mangel der fir die COMT-Aktivitdit noétigen Methylgruppen fir die fehlende
Dopaminreduktion und damit den hyperdopaminergen Zustand verantwortlich sein
(Kety, 1967).

Entsprechend den Erwartungen ergab die Untersuchung von Ohmori et al. (1998) an
150 japanischen schizophrenen Patienten ein signifikant haufigeres Auftreten des Met-
108-Allels in der Patienten-, als in der Kontrollgruppe. Auch in einer weiteren
Assoziationsstudie von Kotler et al. (1999) bestétigte sich ein signifikant positiver
Zusammenhang zwischen dem Auftreten des weniger aktiven Met-Allels und
Schizophrenie. Insgesamt erweist sich die Datenlage im Bereich von Assoziations-
studien jedoch als &ulerst inkonsistent. So berichten Strous et al. (1997) zwar Uber eine
leicht erhohte Frequenz des Met-Allels bei schizophrenen Patienten, statistische
Signifikanz erreichte sie jedoch nicht. Auch in einer Replikationsstudie von Lachman et
al. (1998) sowie in Studien von Liou et al. (2001) und Strous et al. (2006) zum
Zusammenhang zwischen Polymorphismus und klinischen Symptomen, erwies sich der
Polymorphismus auf Codon 158 nicht als spezifisch fur die Gruppe der schizophrenen
Patienten. In einer Fall-Kontroll-Studie von Herken und Erdal (2001) erwies sich der
Zusammenhang zwischen dem COMT-Polymorphismus ebenfalls als nicht signifikant,
dabei fand man aber innerhalb der schizophrenen Gruppe héhere Werte in der Brief
Psychiatric Rating Scale (BPRS) und damit schwerere klinische Symptome sowie eine
hohere Hospitalisierungsrate beim L/L-Genotypen.
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Im Gegensatz dazu legen die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Malhotra (Malhotra et
al., 2002) einen Zusammenhang zwischen dem Met-Allel und guter
Gedachtnistestleistung nahe. Auch bei Goldberg et al. (2003) wurde die beste
Arbeitsgedéchtnisleistung bei Tragern des Met/Met-Genotypen gefunden, die
schlechteste bei Probanden des Val/Val-Genotyps. Ahnlich zeigen COMT-Gen-
Knockout-Mause unter Umweltstress bessere Geddachtnisleistungen (Kneavel et al.,
2000). Auch Klinische Versuchsdaten weisen darauf hin, dass die pharmakologische
Hemmung von COMT mittels Tolcapon die kognitive Leistungsfahigkeit in
Abhangigkeit vom Genotyp beeinflusst (Gasparini, 1997, Tunbridge et al., 2006a).
Mattey et al. (2003) berichten in ihrer Assoziationsstudie von einer signifikanten
Leistungssteigerung nach Einnahme des Dopamin-Agonisten bei Trégern des Val-
Allels, wéhrend sich Met-Homozygote in einigen Gedéachtnistests verschlechterten. Die
Autoren erklaren dies mit einem umgekehrt U-férmigen Zusammenhang zwischen
Leistung und Dopaminlevel, bei dem das optimale Aktivierungsniveau bei Trégern des
Met-Allels, aufgrund ihrer subopimalen COMT- und damit hoheren Dopaminaktivitat,
durch  Aktivierung des Dopaminsystems mittels Gedéchtnistestbelastung und
Amphetamin Gberschritten wird.

Zusétzlich gibt es aber auch Studien, die keinen Zusammenhang zwischen dem
Val'%®%8\jet-Polymorphismus und Gedéchtnisleistung belegen konnten (Hywel et al.,
2005; Syvénen et al., 1997; Thompson et al., 1997).

Als inkonsistent erweisen sich auch die Ergebnisse aus familienbasierten
Assoziationsanalysen. Lie et al. (1996) fanden in ihrer Studie an chinesischen Familien
zwar signifikante Ergebnisse hinsichtlich eines gehduften Auftretens des Met-Allels bei
schizophrenen Patienten sowie eine Verstarkung des Effekts beim Einschluss von Daten
aus einer Untersuchung mit kaukasischen und japanischen Familien von Kunugi et al.
(1997), das Val-Allel wurde jedoch hdufiger von den Eltern auf die betroffenen
Nachkommen Ubertragen, als das Met-Allel. Egan et al. (2001) untersuchten die
Beziehung zwischen dem Val'®***®Met-Polymorphismus und prafrontaler Gedachtnis-
leistung sowie der mittels MRT gemessenen prafrontalen Aktivitdt wahrend eines
Arbeitsgedéchtnistests, und fanden einen positiven Zusammenhang zwischen dem Val-

Allel und schizophrenietypischen Charakteristika, wie schlechter Leistung im
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Arbeitsgedéchtnistest und ineffizienterer physiologischer Aktivitat im préafrontalen
Kortex. Die Vermutung, dass das COMT-Val-Allel lber einen gesteigerten prafrontalen
Dopaminkatabolismus zu einer leichten Steigerung des Schizophrenierisikos fihrt
(Weinberger, 2005), liel sich in weiteren Studien jedoch nicht durchgéngig bestatigen.
Weder in der familienbasierten Untersuchung von Fan et al. (2002) noch in der von Tsai
et al. (2006) - beide mit chinesischen Probanden — fand sich eine Assoziation zwischen
dem COMT-Val*®**8Met-Polymorphismus und Schizophrenie. Auch eine bevorzugte

Ubertragung eines bestimmten Allels von Eltern auf ihre Kinder liess sich nicht zeigen.

Die von Glatt et al. (2003) vorgelegte Metaanalyse von 18 zwischen 1996 und 2002
publizierten Fall-Kontroll- und familienbasierten Studien zur Rolle des Val'®*"*®Met-
Polymorphismus bei Schizophrenie bestatigt die Inkonsistenz der Ergebnisse. Nur in
zwei der insgesamt 14 Fall-Kontroll-Studien zeigte sich zwischen Patienten und
Kontrollen eine signifikante Differenz in der Allel-Frequenz, beide Male im Sinne eines
verstarkten Auftretens des Met-Allels in der Patientengruppe, wobei sich flr das
gepoolte Odds-Ratio Uber alle Studien kein signifikanter Wert ergab. Im Gegensatz
dazu konnte in zwei der insgesamt funf analysierten Familienuntersuchungen eine
signifikant gehaufte Ubertragung des Val-Alles von den Eltern auf ihre Betroffenen
Nachkommen gefunden werden. Geschichtet nach ethnischer Herkunft zeigte sich in der
europdischen Stichprobe, vor allem in den familienbasierten Studien, aber auch in den
Fall-Kontroll-Studien, ein starkerer Zusammenhang zwischen dem Val-Allel und der
Gruppe der Schizophrenen. Fur einen Einfluss des Polymorphismus auf das Risiko in
asiatischen Populationen gab es in beiden Studiendesigns nur geringen Anhalt. Glatt
und Kollegen schlussfolgern daraus, dass familienbasierte Untersuchungen fir derartige
Fragestellungen die préazisere Methode darstellen konnten, da sie das Risiko einer
Populationsschichtung vermeiden.

Munafo et al. (2005), deren Metaanalyse sich auf 18 Fall-Kontroll-Studien aus den
Jahren 1996 bis einschliellich 2003 bezieht, fanden nur dann einen Zusammenhang
zwischen dem Val-Allel und Schizophrenie, wenn alle Fall-Kontroll-Studien in die
Metaregressions-Analyse einbezogen wurden. Die Signifikanz verschwand jedoch,
wenn nur Studien eingeschlossen wurden, die nicht signifikant vom Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht abwichen, so dass sich eine Assoziation zwischen dem COMT-Val-Allel
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und einem erhéhten Schizophrenierisiko nicht halten lieR. Wie die Arbeitsgruppe um
Glatt (2003) sehen aber auch Tsai et al. (2006) aufgrund des bei Fall-Kontroll-Studien
erhdhten Risikos von Konfundierungseffekten durch Populationsschichtung familien-
basierte Designs als die moglicherweise reliablere Methode zur Testung solcher

Zusammenhange.

1.2.5 Weitere Polymorphismen am COMT-Locus

Eine zunehmend akzeptierte Tatsache ist die des komplexen Zusammenspiels
verschiedener genetischer Faktoren bei der Entstehung schizophrener Erkrankungen,
was die Suche nach verantwortlichen Genomabschnitten erheblich erschwert (Levinson,
1999) und die Betrachtung mehrerer Polymorphismen und deren Interaktionen
notwendig macht (Licinio, 2003). Im Jahr 2002 berichteten Shifman und Mitarbeiter in
einer grossen israelischen Fall-Kontroll-Studie einer relativ gut definierten, homogenen
Population von ber 700 Patienten und 4000 Kontrollpersonen als Erste von einem hoch
signifikanten Zusammenhang zwischen Schizophrenie und einem COMT-Haplotypen,
der nicht nur den Val'®**®Met-Polymorphismus einschloss, sondern zusétzlich zwei
nicht kodierende SNPs am Ende des COMT-Gens. Interessanterweise fanden sie einen
hur massigen Zusammenhang zwischen Schizophrenie und dem Val'®%¥\jet-
Polymorphismus, aber eine extrem hohe statistische Signifikanz, wenn dieser als Teil
eines Haplotypen untersucht wurde, der die SNPs rs737865 (im ersten Intron des MB-
COMT-Transkripts) und rs165599 (welches sich neben 3"-UTR befindet) beinhaltete.
Der G-G-G Haplotyp (rs4680-rs165599-rs737865) erreichte mit einem p von 9.5 x 107
den starksten Zusammenhang mit Schizophrenie. Eine Erklarung dafir ware die
Existenz von mehr als nur einem funktionellen Polymorphismus, der die Anfélligkeit
fur Schizophrenie beeinflusst.

Im Gegensatz dazu ermittelten Chen et al. (2004) in einer irischen Population A-G-A
(rs4680-rs165599-rs737865) als den risikobehafteten Haplotypen, wogegen Funke et al.
(2005) wvon einer signifikanten Unterreprasentation des Haplotypen G-A-A-A
(rs2097603-rs737865-rs4680-rs165599) in einer Stichprobe von 394 psychotischen

Personen berichteten.
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In Anlehnung an Shifman et al. (2002) untersuchten Bray et al. (2003) die COMT-
Expression des Haplotypen quantitativ mit Hilfe von mRNA aus dem menschlichen
Kortex. Die Stichprobe wurde fiir die SNPs rs737865, rs165599, rs4680 (Val'%*8Met-
Polymorphismus) und rs4633 genotypisiert, wobei sich SNP rs4680 und rs4633 im
Kollektiv (n = 60) in komplettem LD befanden (D" = 1; r2 = 1). Rs737865 und
rs4680/rs4633 wiesen ein hohes LD auf (D= 0.84; r2 = 0.24), zwischen rs165599 und
rs4680/rs4633 war LD weniger stark ausgepragt (D" = 0.46; r2 = 0.12). Die Autoren
fanden flr den G-G-G-Haplotypen eine niedrigere Expression von COMT-mRNA. Die
Studie belegt ausserdem die Transkription von SNP rs165599 im menschlichen Gehirn,
sowie signifikante Unterschiede in der Allelexpression; im Vergleich zum A-Allel
zeigte das G-Allel (welches in der Studie von Shifman et al. bei Schizophrenen
Uberreprasentiert war) eine insgesamt signifikant niedrigere Expression.

Die Ergebnisse sprechen somit fiir eine funktionelle Bedeutung der COMT-Varianten
fiur das menschliche Gehirn. Es ist wahrscheinlich, dass der genannte Haplotyp seine
Wirkung dabei durch Herunterregulierung der COMT-Expression erzielt.

Die Arbeitsgruppe um Handoko (2005) untersuchte die vier SNPs in einer
hochselektiven Gruppe australisch-kaukasischer Familien mit 107 schizophrenen
Patienten. Wahrend rs4680 und rs4633 in nominal signifikantem Zusammenhang mit
Schizophrenie standen, war dies fir die Gbrigen einzelnen SNPs nicht der Fall. Anders
in der Haplotypenanalyse, wo sich starke Hinweise auf einen Zusammenhang ergaben.
Mit einem p von 0.0022 war der A-G-A Haplotyp (rs737865-rs4680-rs165599) der
signifikanteste. Konditionsanalysen wiesen dabei auf zwei getrennte und interagierende
Effekte innerhalb des Haplotypen hin (einer in strengem LD mit rs737865 und ein
weiterer in strengem LD mit rs4633/rs4680). Die Autoren schliessen daraus, dass der
Val*® 8 Met-Polymorphismus selbst nicht krankheitsverursachend ist, aber in starkem
Kopplungsungleichgewicht zu einem verursachenen Effekt steht, der mit einer weiteren,
bisher unbekannten Variante ca. 20kb davon entfernt, interagiert. Wie Shifman et al.
(2002) fanden auch sie geschlechtsspezifische Effekte. Rs737865 war hauptséchlich bei
Frauen, rs4633, rs4680 und rs165599 bei Ménnern mit Schizophrenie assoziiert.
Wahrend der G-C-G-G Haplotyp (rs737865-rs4633-rs4680-rs165599) bei Frauen
uberzufallig haufig tbertragen wurde (p = 0.0027), war dies bei den Mé&nnern der
Haplotyp A-T-A-A (p = 0.0071).
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Von einem weiteren Haplotypen berichten Li und Kollegen bereits im Jahre 2000 in
einer familienbasierten Untersuchung an 198 schizophrenen Patienten und deren Eltern
aus Suid-West-China. Sie genotypisierten sechs SNP-Polymorphismen auf dem COMT-
Gen sowie zwei Mikrosatellitenmarker auf dem benachbarten ARVCF-Gen und
unterzogen sie einer TDT-Analyse (transmission disequilibrium test). Zwischen einem
Grossteil der SNP-Marker bestand ein signifikantes Kopplungsungleichgewicht,
dagegen nicht zwischen dem Val'®***®Met-Polymorphismus und den Mikrosatelliten-
markern, bzw. zwischen den beiden Mikrosatellitenmarkern untereinander. Als
signifikant erwies sich die Ubertragung der gepaarten SNP-Marker Val'®**¥Met und
rs4633, sowie Val'®®*®Met und 900Ins/DelC, wobei Haplotypen, welche das Val- und
das 900Ins-Allel besaRen, in fast allen Haplotypen auftraten, die gehauft tbertragen
wurden. Im Gegensatz dazu waren Met158 und 900DelC vermehrt in den Haplotypen
zu finden, die ein Ubertragungsdefizit aufwiesen. Da der SNP-Marker rs4818 nicht zur
Signifikanz des Multi-Marker-Haplotypen beitrug, konnte der Flnf-Marker-Haplotyp
G-C-G-InsC-C (rs2097603-rs4633-rs4680-900Ins/DelC-ARCVF930) in Zusammen-
hang mit der Ubertragung eines schizophrenieempfanglichen Allels stehen.

In einer Folgestudie von Fan et al. (2002) zur Testung der SNP-Marker rs2097603,
rs4633, rs4818, rs4680 und 900Ins/DelC an 155 chinesischen Familientrios liel sich
allerdings fir keinen der Marker ein signifikantes Ubertragungs-Ungleichgewicht

finden.

Um die Nlalll-Region zu einem genumfassenden Haplotypen zu erweitern, untersuchten
DeMille et al. (2002) an 32 Populationen aus Afrika, Amerika, Sud- und Ostasien,
Europa, dem Pazifik und Nordostsibirien (n = 1727) den -1217 Hindlll-
Polymorphismus am 5°-Ende von COMT, den Bgl-RFLP auf Exon 6 und ein
Tetranucleotid-STRP (short tandem repeat polymorphism) in Intron 1. Der HindlI1-RSP
liegt in der Ostrogensensitiven P2-Promotor-Region und steuert die Transkription der
membrangebundenen COMT-Form. Unabhdngig davon, dass der Nlalll-
Polymorphismus in den meisten nicht-afrikanischen Populationen mittleres bis starkes
Ungleichgewicht aufwies, zeigen die Ergebnisse, dass dieser nicht immer als reliabler
Préadiktor der allelischen Variation an den anderen Stellen herangezogen werden kann;

bei 15 von 32 Populationen ergab sich bei einem p von < 0.01 kein signifikanter LD-
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Wert zwischen dem Nlalll- und HindlII-SNP. Unter den nicht-afrikanischen
Populationen mit signifikanten LD war das COMT-L-Allel des Nlalll-SNPs zudem nur
unvollstandig mit dem Vorhandensein der Hindl11-Stelle gekoppelt (0.35 <| D[ < 0.9).

Auch Palmatier et al. (2004) untersuchten die Haufigkeitsverteilung des von der
Arbeitsgruppe um Shifman (2002) berichteten COMT-Haplotypen in 38 weltweit
verteilten Populationen. lhre Ergebisse zeigen eine signifikant unterschiedliche
Auftretenshaufigkeit des schizophrenieassoziierten Haplotypen in den einzelnen Popu-

lationen und unterstiitzen die Relevanz des COMT-P2-Promotors flir Schizophrenie.

Wie oben bereits erwéhnt, wurden auch Mikrosatellitenmarker des COMT-Gens im
Rahmen von Kopplungs- oder Assoziationsstudien auf ihren Zusammenhang mit dem
Auftreten schizophrener Erkrankungen hin untersucht. Vorteil ist deren hdherer
Heterozygotitatsgrad. In einer Studie von Varilo et al. (2003) erwiesen sich
hochpolymorphe Mikrosatellitenmarker sogar als starker bei der Ermittlung des LD als
einzelne SNPs oder SNP-Haplotypen. Allerdings sind die Ergebnisse auch hier dusserst
inkonsistent. Wahrend einige Studien fir einen Zusammenhang zwischen dem Marker
D22S278 und Schizophrenie sprechen (Polymeropoulos et al., 1994; Moises et al.,
1995; Vallada, et al., 1995b; Gill et al., 1996) wurde von anderen Forschungsgruppen
eine Assoziation zwischen D22S283 und Schizophrenie berichtet (Vallada et al., 1995a;
Shaw et al., 1998; DeLisi et al., 2002). Takahashi et al. (2003) erhielten dagegen
signifikante Resultate fur D22S683, einem Mikrosatellitenmarker, der sich zwischen
D22S278 und D22S283 befindet. Sie vermuten deshalb, dass ein Gen, welches sich im
Koppplungsungleichgewicht mit den Markern befindet, die Auftretenswahrschein-
lichkeit von Schizophrenie beeinflusst. Eine Assoziationsstudie von Horowitz et al.
(2005) untersuchte 15 Mikrosatellitenmarker in einer 600 kb Region beidseits des
COMT-Gens. Nur zwei der getesteten Marker (D22S944, BV079567) zeigten massige
Signifikanz fir eine Assoziation mit Schizophrenie. Nach der Korrektur fir multiple
Testung erreichte jedoch keiner der Marker statistische Signifikanz. Zuséatzlich
benutzten die Autoren die Genotypisierungen aus der Studie von Shifman et al. (2002)
um das LD zwischen den Mikrosatellitenmarkern und den schizophrenieassoziierten
SNPs rs737865, rs4680 und rs165599 zu evaluieren. Auch hier ergab sich nur fir
D22S944 ein gering signifikantes LD mit den drei SNPs, so dass der Einbezug von
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Mikrosatellitenmarkern auf dem COMT-Locus nicht zur Klarung der Datenlage
beizutragen scheint.
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2 Fragestellung

Nachdem der COMT-Genlocus auf Chromosom 22qgll aufgrund seiner Schlussel-
funktion beim Katecholaminabbau im menschlichen préafrontalen Cortex als starker
Marker fur die VVorhersagbarkeit schizophrener Stérungen diskutiert wird, untersuchten
wir finf SNPs der COMT-Gen-Region hinsichtlich eines Zusammenhangs mit dem
Auftreten schizophrenen Psychosen.

Fragestellung war, ob sich fiir eine Gruppe von 459 schizophren erkrankter Personen
aus dem deutschsprachigen Raum eine Assoziation zwischen den ausgewahlten
Polymorphismen und der Erkrankung finden 1&ft.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Zuordnung dieser Personen zu den von Leonhard
vorgeschlagenen Formen und Unterformen zu einem gehduften Auftreten einzelner oder
mehrerer Polymorphismen in diesen Gruppen und Subgruppen fiihrt.

Neben einer getrennten Betrachtung mannlicher und weiblicher Untersuchungs-
teilnehmer wurde auch die Allel- und Genotypverteilung der SNPs bei den sporadisch
bedingten Schizophrenien im Vergleich zu den familidr gehduft auftretenden
Schizophrenien untersucht.

Letztendlich veranlaliten uns die bisher publizierten Untersuchungen anderer Forscher-
gruppen zu der Fragestellung, ob sich auch in einer deutschen Population fur die
Gesamtgruppe der Schizophrenen oder fur nach Leonhard Klassifizierte klinische

Phanotypen Haplotypen ermitteln lassen, die als risikorelevant erachtet werden kénnen.
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3 Material und Methoden

Die in der Untersuchung verwendeten Gerdte und Chemikalien sind in Tab. 3 des

Anhangs aufgefuhrt.

Die Fall-Kontroll-Assoziationsstudie basiert auf 459 Indexféllen, die die DSM IV-
Kriterien (American Psychiatric Association) flir Schizophrenie erfillen, sowie auf 150
Blutspendekontrollen. Von beiden Gruppen wurde die Genotypverteilung der finf
systematisch ausgewahlten Polymorphismen im Bereich des COMT-Gens mittels PCR
und RFLP-Gelelektrophorese bestimmt. Anschliessend wurden die beobachteten
Genotyp- und Allelverteilungen fur die einzelnen Polymorphismen statistisch ermittelt

und Haplotypanalysen durchgefihrt.

3.1 Auswahl des Patientenkollektivs

Als Stichprobe wurden Patienten aus dem Krankengut der Klinik fur Psychiatrie der
Universitdt Wirzburg herangezogen. Die diagnostische Einschatzung erfolgte anhand
der DSM IV-Kriterien fur schizophrene Psychosen der American Psychiatric
Association. Von den insgesamt 459 Patienten erfiillten 142 die Einschlusskriterien fir
die Gruppe der systematischen Schizophrenien, 170 fir die Gruppe der
unsystematischen Schizophrenien und 147 Personen fiir die der zykloiden Psychosen.
Die Indexfalle hatten zum Zeitpunkt der Ersthospitalisation ein mittleres Alter von 28.0
Jahren (SD 10.4) und bei Rekrutierung ein Alter von durchschnittlich 37.8 Jahren (SD
13.3). In 20 % der Félle befand sich ein weiterer Verwandter ersten Grades aufgrund

einer Psychose in stationdrer Behandlung (Tab. 3.1.1).
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Tab. 3.1.1: Alter bei Ersthospitalisierung in der Gesamtstichprobe und den diagnosti-
schen Untergruppen, getrennt nach Geschlecht

Geschl | Anzahl Alter bei Familienanamnese
echt Ersthospitalisierung
M* SD2?| Positiv (%) | Negativ (%)
Gesamt Frauen 120 29.6 11.7| 23(19.2) 97 (80.8)
Manner 339 27.4 99| 69(20.4)| 270(79.7)
Gesamt 459 28.0 10.4| 92(20.1)| 367 (80.0)
Zykloide Frauen 53 28.7 11.2 8 (15.1) 45 (84.9)
Psychosen Manner 94 26.6 7.9 7(7.5) 87 (92.6)
Gesamt 147 27.3 9.2| 15(10.2)| 132(89.8)
Unsystematische |Frauen 39 35.3 13.0] 12(30.8) 27 (69.2)
Schizophrenien | Manner 130 30.8 11.1] 56 (43.1) 74 (56.9)
Gesamt 169 31.8 11.7| 68(40.2)| 101 (59.8)
Systematische Frauen 26 23.4 5.6 1(3.9) 25 (96.2)
Schizophrenien | Manner 115 24.3 8.8 6(5.2)] 109 (94.8)
Gesamt 141 24.1 8.3 7(5.0)] 134 (95.0)

m: Mittelwert; 2 SD: Standardabweichung

Die Kontrollpersonen (n= 150; 87 Manner) wurden bei einem durchschnittlichen Alter
von 29.2 Jahren (SD 8.9) Uber das Blutspendezentrum der Universitat Wirzburg
rekrutiert. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Wirzburg
genehmigt. Alle Probanden wurden schriftlich ber die Untersuchung aufgeklart und

erteilten in schriftlicher Form ihr Einverstandnis.

3.2 Auswahl der SNPs

Die Auswahl der SNPs erfolgte anhand der Offentlichen Datenbanken UCSC und
dbSNP Home Page. Einschlusskriterium war eine MAF (minor allel frequency) von
uber 0.3. Da sich die SNPs rs769223 (Exon 4), rs769224 (Exon 5) und rs165631 (Exon
5) in einer Screeningstichprobe von 46 deutschen Kontrollpersonen als nicht polymorph
erwiesen, wurden diese aus weiteren Analysen ausgeschlossen und die SNP rs2097603
(5"-UTR), rs740603 (Intron 1), rs4818 (Exon 4) und rs4680 (aktualisierter doSNP 1D
des ehemaligen rs165688, Exon 4) und rs165599 (3"-UTR) ausgewadhit.
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3.3 DNA-Extraktion

Zur DNA-Analyse wurde allen Probanden EDTA-BIlut entnommen. Erster Schritt zur
Aufreinigung der DNA stellt die Praparation der Leukozyten dar. Dazu wurde das in
EDTA-L6sung befindliche Blut in ein 50 ml Eppendorfréhrchen gebracht, zur Lyse der
Erythrozyten mit Lysispuffer auf 40 ml aufgefillt und fur 10 Minuten in Eis gekuhlt.
Durch Zentrifugation bei 4 °C und 1500 rpm dber 15 Minuten wurden die
Erythrozytenbestandteile von den verbliebenen Zellen getrennt. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zentrifugat fur 10 Minuten luftgetrocknet. Zum Aufschluss der
Leukozyten wurde dem Uberstand anschlieBend 500 ml Pronase, 10 ml Kernlysispuffer
und 660 pl 10 % SDS zugefugt und die Lésung bei 37 °C fiir 12 Stunden im Wasserbad
inkubiert. Zum Ausféllen der Proteine wurde der Ansatz nach Zugabe von 3,5 ml 6 M
NaCl vermischt und erneut zentrifugiert (iber 20 Minuten bei Raumtemperatur und
4000 rpm). Der Uberstand wurde in Eppendorfrohrchen gefiillt, der Bodensatz
verworfen. Danach wurde der Uberstand mit 70 % Isopropanol auf 25 ml aufgefiillt und
die DNA zur Ausféllung gebracht. Die DNA-Pelets wurden schliesslich mittels einer
Glas-Pipette in ein NUNC-R6hrchen gebracht, in 500 ul TE™ geldst und drei Tage
mittels Schattler durchmischt. Fir die weitere Verwendung wurde die geléste DNA
tiefgekuhlt aufbewahrt. Die Reinheit der DNA wurde mit Hilfe eines Spektrometers

bestimmt.

3.4 Bestimmung der Genotyp- und Allelverteilungen der SNPs
3.4.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ist ein Verfahren zur direkten Amplifizierung kurzer
Genomabschnitte. Durch neu entwickelte Modifikationen, wie die Verwendung einer
DNA-Polymerase aus einem thermophilen Bakterium, ist es mittlerweile mdglich, eine
bestimmte Sequenz in 25 Zyklen um den Faktor 4 x 10° zu vervielfachen (Lewin,
2002).

Pro Primerpaar wurde fur jede DNA-Probe der insgesamt 601 Probanden eine PCR

durchgefiihrt. Dazu wurden 40 ng (4 ul) genomische DNA und 21 ul MasterMix-Ansatz
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unter Eiskihlung in einen der PCR 8er-Soft- und Capstrips gegeben, zentrifugiert und
im Thermocycler unter definierten Bedingungen zur Reaktion gebracht. Der MasterMix
setzte sich aus 200 uM jedes dNTP, 0,5 U Tag-DNA-Polymerase, je 20 pmol Vorwarts-
und Rickwartsprimer, 75 mM Tris-HCL (pH 8.8 bei 25 °C), 20 mM (NH,4),SO,, 0.01 %
(v/v) Tween 20 und 1.5 mM Magnesiumchlorid zusammen. Zur Auftrennung der zu
amplifizierenden Genabschnitte in Einzelstrange startete die PCR mit einer
Denaturierungphase von 5 Minuten bei 95 °C, gefolgt von einer 30sekiindigen
Denaturierung bei 94 °C. Nach einer 30sekundigen Abkuhlung auf 57 °C und
Hybridisierung mit den Oligonucleotiden schloss sich die Elongationsphase zur DNA-
Synthese mittels Tag-Polymerase und den vier Desoxyribonucleotid-Triphosphaten an.
Sie erfolgte in 30 Sekunden bei 72 °C. Dieser Zyklus wurde insgesamt 36 mal
durchlaufen. Mit der abschliessenden 7minutigen Extension bei 72 °C wurde das
Programm beendet und das PCR-Produkt auf 4 °C abgekdihlt.

Die erfolgreiche Amplifizierung der DNA-Aschnitte wurde mit Gelelektrophorese
Uberpraft.

3.4.2 RFLP-Gelelektrophorese

Das Prinzip der RFLP-Analyse besteht in der Herstellung unterschiedlich grosser DNA-
Fragmente mittels Restriktionsenzymen, die spezifische Sequenzen von Nukleotiden
erkennen und die DNA je nach Vorhandensein dieser Schnittstellen in Fragmente
unterschiedlicher Grosse schneiden. Die Lange eines Restriktionsfragments wird durch
Mutationen beeinflult, bei denen eine Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym
entsteht oder verloren geht. Das Verfahren ermdglicht somit die Erkennung veranderter
Basenabfolgen bekannter DNA-Abschnitte und folglich die Bestimmung der
Verteilungsmuster der Polymorphismen im Patienten- und Kontrollkollektiv.

Nach erfolgreicher Amplifizierung wurde dazu fir jedes Enzym ein Verdauansatz
hergestellt, in einem Capstrip mit einer definierten Menge PCR-Rrodukt vermischt und
flir einige Stunden bei der flr das jeweilige Enzym vorgegebenen optimalen Temperatur
im Warmeschrank inkubiert. Die eingesetzten Enzymkonzentrationen, deren

Restriktionsschnittstellen sowie die jeweils zugefugten Mengen an PCR-Produkt sind
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Tab. 3.4.2.1 zu entnehmen. Pro Ansatz wurden 1.5 ul des zugehtrigen NEB-Puffers, fur
Pmll und Nlalll zusétzlich 0.15 ul BSA zugefugt und bei einberechneter PCR-Produkt-
Menge mit doppeltdestilliertem Wasser auf 15 ul aufgefullt.

Tab. 3.4.2.1: Enzymkonzentrationen und Restriktionsschnittstellen der eingesetzten Res-
triktionsenzyme sowie Menge an zugefugtem PCR-Produkt

Enzym Enzymkonzentration | PCR-Produktmenge | Restriktionsschnittstelle
(units/ml) (ul)

Hindlll 20000 5 v
5...AAGCTT ..3
3..TTCGAA .5

A

Pmil 20000 1 v
5...CACGTG ..3
3..GTGCAC..5

A

Bcll 15000 5 v
5.. TGATCA ..3
3... ACTAGT ...5

A

Nlalll 10000 2 v
5..CATG ..3
3..GTAC..%

A

Mspl 20000 5 v
5...CCGG ..3
3..GGCC..5

A

Zur Herstellung der RFLP-Gele wurden pro Gel 18,75 ml 10 % PAA mit 178,5 ul APS
unter einem Abzug gemischt, zwischen die dafiir vorgesehenen Glasplatten gegossen,
mit den zugehorigen Kdmmen bestlickt und trocknen lassen.

Im Anschluss an den Verdau wurden die Gelkammern und einzelnen Proben zur Gel-
Elektrophorese vorbereitet. Dazu wurden die Kammern mit 5 x TBE-Puffer gefiillt, je
zwei der zwischen Glasplatten befindlichen Gele eingesetzt und je eine der Taschen mit
7 ul einer 100 bp Leiter versehen. Daraufhin wurde in die freien Taschen eine Mischung
aus 5 ul Verdauprodukt und 5 pl Blau-Puffer eingebracht und die Elektrophorese bei

einer Spannung von 15V/cm gestartet.
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Zur Darstellung der Banden wurden die RFLP-Gele nach ca. 2 Stunden aus den
Kammern entfernt und einer Silbernitratfarbung unterzogen. Dazu wurden jeweils 4
Gele fur 10 Minuten in 300 ml 10 %iges Ethanol gelegt, danach fiir 5 Minuten in 300
ml 1 %iger Salpetersdure und anschliessend fiir 20 Minuten in einer Mischung aus 300
ml Silbernitrat und 300 ul 37 %ige Formaldehylésung geschwenkt. Zum Auswaschen
der Silbernitratlésung wurden die Gele mehrfach in einfachdestilliertem Wasser
geschwenkt, um die entstandenen Banden danach in einer LOsung aus
Natriumbicarbonat (75 g in 2,5 | ddH,O) und Formaldehyd (3 Mal 300 ml
Natriumbicarbonat plus 300 ul Formaldehyd) sichtbar zu machen. Am Ende des
Farbevorgangs wurden die Gele in 10 %iger Essigséaure fixiert, auf Gel-Blotting-Papier

gelegt und flr 3 Stunden bei 78 °C auf dem Geltrockner getrocknet.

Zur Auswertung wurden entsprechend der Tabelle 3.4.2.2 die Bandenmuster aller
Probanden kodiert. Dabei entspricht 11 dem Wildtyp, 12 den heterozygoten Individuen
und 22 den homozygoten Mutanten. Die Tabelle enthalt die fir Wildtyp und Mutante zu

erwartenden Fragmentlangen der eingesetzten Verdauenzyme.

Tab. 3.4.2.2: Fragmentlangen der mit den Restriktionsenzymen erzeugten Bandenmuster
fir Wildtyp und Mutante

Enzym DNA-Fragmentléangen (bp)
Wildtyp (11) Mutante (22)
Hindlll 96 204
108
Pmli 63 191
128
Bcll 115 299
184
Nlalll 18 26
26 29
29 114
96
Mspl 218 54
164
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4 Auswertung

Die statistische Auswertung umfasste eine Prifung der Falle und Kontrollen auf Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht, einen Vergleich der beobachteten Genotyp- und Allelver-
teilungen fir die einzelnen Polymorphismen, sowie die Ermittlung des paarweisen
Kopplungsungleichgewichts der SNPs bei Fall- und Kontrollgruppe. Weiterhin wurden
Maximum-Likelihood-Schétzungen fir die Haplotypanalyse durchgefiihrt.

Fur den Vergleich der Allel- und Genotypverteilungen zwischen Fallen und Kontrollen
wurde Fisher’s exakter Test und der Trend Test von Armitage herangezogen. Die
Signifikanz-Berechnungen flr den Armitage Trend Test basierten dabei auf den von
Jackson et al. (2002) beschriebenen N&herungen. Verglichen wurden jeweils die Allel-
und Genotyphdufigkeiten der Gesamtgruppe der Indexféalle sowie der einzelnen
Untergruppen der Leonhard-Klassifikation (zykloide Psychosen, unsystematische
Schizophrenien und systematische Schizophrenien) mit denen der Kontrollen getrennt
nach Geschlecht. Neben den P-Werten fiir den Genotyp- und Allelvergleich, wurden
auch die P-Werte der y2Tests fur die Vierfeldertafeln ermittelt, die man durch
Zusammenlegung der Genotypen A/G und A/A bzw. durch Zusammenlegung der
Genotypen G/G und A/G erhdlt.

Zusétzlich wurde ein Vergleich von Manner und Frauen, der sporadischen und familiar
auftretenden Krankheitsbilder, sowie der schizophrenen Unterformen innerhalb der

Indexfalle vorgenommen.

Die Schéatzung der Haplotyphaufigkeiten und die Berechnung des paarweisen
Kopplungsungleichgewichts wurde mit dem Programm FAMHAP (Becker & Knapp,
2004) durchgefiihrt. Das Programm ermoglicht fir alle moéglichen Markerkombi-
nationen (2°-1 = 31) einen Vergleich der Haplotypfrequenzen von Féllen und
Kontrollen (Becker et al., 2005). Unter Annahme der Nullhypothese, dass keine der
Markerkombinationen eine Assoziation zur Krankheit aufweist, wurde fiir jede
Markerkombination durch 100.000fache Replikation der beobachteten Daten ein
unkorrigierter und ein fur multiple Vergleiche korrigierter p-Wert ermittelt. Zusatzlich
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wurden fir die auffalligsten Markerkombinationen (,,beste Kombination®) und den
auffalligsten Marker die unkorrigierten P-Werte berechnet.
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5 Ergebnisse

Um den Zusammenhang zwischen dem COMT-Gen-Locus und Schizophrenie zu
uberprufen, untersuchten wir funf die COMT-Region umspannende SNPs bei 459
Schizophrenen und 150 Kontrollpersonen (siehe Abb. 2).

5.1 Einzelmarkeranalyse und LD-Struktur

Mit Ausnahme von SNP5 sind alle Forderungen nach Unabhédngigkeit der
Allelkombinationen erfillt, in den ersten vier SNPs somit Genotyp-Verteilungen, wie
sie nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz flir in sich geschlossene Populationen zu
erwarten sind (Tab. 5.1.1 im Anhang). Genlocus SNP5 weist mit einem p von 0.0008

eine hochsignifikante Haufung heterozygoter Individuen in der Fallgruppe auf.

Unter den Kontrollen (Tab. 5.1.2 im Anhang) befanden sich die SNPs in einem
massigen paarweisen Kopplungsungleichgewicht (LD) mit D"= 0.17 zwischen rs4818
und rs165599 und D"= 0.70 zwischen rs2097603 und rs740603. Rs4818 und rs4680,
die, 64 Basenpaare voneinander entfernt, beide auf Exon 4 lokalisiert sind, waren in
annahernd vollstandigem LD (D"=0.96).

Ein &hnliches Ergebnis zeigte sich bei den Index-Fallen (Tab. 5.1.3 im Anhang). Hier
lag das paarweise Kopplungsungleichgewicht zwischen rs4818 und rs165599 bei D=
.20 und zwischen rs2097603 und rs740603 bei D"= 0.58. Das hdchste LD ergab sich fiir
rs4818 und rs4680 mit einem D" von 0.81.

Als starkster Marker beim Vergleich der Gesamtstichprobe der Schizophrenen mit den
Kontrollen (Tab. 5.1.4) présentierte sich rs 740603. Fir den auf Intron 1 lokalisierten
Marker ergab sich in der Allel- (paier = 0.0071) wie auch in der Genotypverteilung
(Pcenotyp = 0.0053) ein signifikanter Zusammenhang zwischen schizophrenen Psychosen
und Allel bzw. Genotyp.
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Frequency
Controls Cases

Haplotypes
A A G G A 25.0 16.6
G G G G A 124 13.7
G G cC A A 14.0 123
G G CcC A G 10.7 11.8
G A G G A 6.5 6.5
G G G A G 49 6.8
A A cC A A 6.7 3.9

others 19.8 284

SNPs ™ *
[=] (2] 0w 9O [=2]
w o — [=2]
P~ w w W wn
o = = = wn
& N o p >
2 i H 4

I Exon 1 2 3 4 5 6
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Abb. 2: Lokalisation der untersuchten SNPs auf dem COMT-Gen-Locus von Chromosom 22911 und geschatzte Haplotyphdufigkeiten von
beobachteten schizophrenen Patienten und Kontrollpersonen (schwarze Balken: Exons; weille Balken: Nichttranslatierte Exons und 3"-UTR,;
die mutmallichen Promotorregionen von P1 und P2 sind durch eine Wellenlinie dargestellt).

*dbSNP rs4680 (G/A) kodiert die Val'®*®Met-Substitution.

Abstande sind in exaktem Verhaltnis wiedergegeben, mit Ausnahme von Intron 1 mit einer Spanne von 19.3 kb und Intron 5 mit 4.2 kb.

Die geschétzten Haplotyphaufigkeiten fir Falle (n = 459) und Kontrollen (n = 150) sind fiir die sieben h&ufigsten Haplotypen angegeben (> 5 %
bei Fallen und Kontrollen).
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Tab. 5.1.4: Allel- und Genotypverteilung bei Schizophrenen (n = 459) und Kontrollen (n = 150)

SNP Allel p-Wert Genotyp p-Wert2 | HWE?
1 2 11 12 22
152097603 | Falle 332 (36.17%) | 586 (63.83%) | 0.0744 | 67 (14.60%) | 198 (43.14%) | 194 (42.27%) | 0.0729 | 0.15906
Kontrollen | 126 (42.00%) | 174 (58.00%) 22 (14.67%) | 82 (54.67%) | 46 (30.67%) 0.13494
rs740603 |Falle 373 (40.63%) | 545 (59.37%) | 0.0071 | 73 (15.90%) | 227 (49.46%) | 159 (34.64%) | 0.0053 | 0.59086
Kontrollen | 149 (49.67%) | 151 (50.33%) 34 (22.67%) | 81 (54.00%) | 35 (23.33%) 0.32690
rs4818 | Falle 359 (39.11%) | 559 (60.89%) | 0.7850 | 50 (10.89%) | 259 (56.43%) | 150 (32.68%) | 0.7153 | 0.00008
Kontrollen | 114 (38.00%) | 186 (62.00%) 24 (16.00%) | 66 (44.00%) | 60 (40.00%) 0.41739
rs4680 | Falle 457 (49.78%) | 461 (50.22%) | 0.8943 | 106 (23.09%) | 245 (53.38%) | 108 (23.53%) | 0.8630 | 0.14779
Kontrollen | 151 (50.33%) | 149 (49.67%) 34 (22.67%) | 83 (55.33%) | 33 (22.00%) 0.19121
rs165599 | Falle 634 (69.06%) | 284 (30.94%) | 0.1098 | 212 (46.19%) | 210 (45.75%) | 37 (8.06%) | 0.0909 | 0.13003
Kontrollen | 222 (74.00%) | 78 (26.00%) 79 (52.67%) | 64 (42.67%) | 7 (4.67%) 0.18268

! Fisher’s Exakter Test; 2 Armitage’s Trend Test; 3 HWE: Hardy-Weinberg-Gleichgewicht




In Tabelle 5.1.5 sind, analog der Tabelle bei Shifman et al. (2002), die
Einzelmarkeranalysen fur die 5 SNPs zusammengefasst. Ausser den y2-Werten flr den
Allel- und Genotypvergleich sind die P-Werte der y2-Tests aufgefiihrt, die man durch
Zusammenlegung der Genotypen A/G und A/A (,,G/G*) bzw. der Genotypen G/G und
AlG (,,GIG, AIG*) erhélt. Der starkste Zusammenhang ergab sich auch hier fir den
Marker rs740603, mit einem p von 0.0099 (OR 1.74; 95 % CI 1.14-2.66, Tab. 5.1.6)
unter Annahme eines rezessiven Modells (G/G versus A/G und A/A).

Der getrennte Vergleich beider Geschlechter zeigt, dass dies nur fur die mannlichen
Studienteilnehmer (339 Falle, 63 Kontrollen) zutrifft (paier = 0.0100, pgenotyp = 0.0083,
Tab. 5.1.7), in der 120 Personen umfassenden Gruppe der Frauen mit schizophrener
Psychose und den 63 weiblichen Kontrollen erreichte rs740603 keine Signifikanz (Tab.
5.1.8). Entsprechend den Ergebnissen des Allel- und Genotypvergleichs fand sich dieser
Effekt auch unter Annahme eines rezessiven Modells mit einem p = 0.0021 (OR 2.46;
95 % CI 1.37-4.43, Tab. 5.1.5 und 5.1.6) nur in der mannlichen Stichprobe.
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Tab. 5.1.5: Allel- und Genotypverteilung, P-Werte (alle Schizophrenien)

Héaufigkeit (%)
SNP Stichprobe G G/G AlG? A/A° p?
Kontr | Félle | Kontr| Falle | Kontr | Falle | Kontr | Félle | Kontr | Falle | Genotyp | Allel | G/G | G/G,
A/G?
rs2097603
Frauen 63 120 | 595 | 63.3 | 30.2 | 433 | 58.7 | 40.0 11.1 16.7 .054 48 082 | .31
Manner 87 339 | 56.9 | 640 | 31.0 | 419 | 51.7 | 44.2 17.2 13.9 .18 .084 | .065 | .43
Gesamt 150 459 | 58.0 | 63.8 | 30.7 | 423 | 54.7 | 43.1 14.7 14.6 .028 .070 012 | .98
rs740603
Frauen 63 120 | 524 | 583 | 30.2 | 317 | 444 | 53.3 254 | 15.0 21 .28 .83 | .086
Manner 87 339 | 48.9 | 59.7 184 | 357 | 60.9 | 48.1 20.7 16.2 .0086 0096 |.0021| .32
Gesamt 150 459 | 50.3 | 594 | 233 | 346 | 54.0 | 495 22.7 15.9 .019 .0060 |.0099 | .059
rs4818
Frauen 63 120 | 635 | 60.8 | 429 | 317 | 41.3 | 58.3 15.9 10.0 .085 .62 13 .25
Manner 87 339 | 609 | 609 | 379 | 330 | 46.0 | 558 16.1 11.2 22 1.0 .39 21
Gesamt 150 459 | 62.0 | 60.9 | 40.0 | 32.7 | 440 | 564 16.0 10.9 .024 73 10 | .097
rs4680
Frauen 63 120 | 49.2 | 53.8 | 206 | 242 | 57.1 | 59.2 22.2 16.7 .63 41 59 .36
Manner 87 339 | 51.1 | 484 24.1 22.7 | 54.0 51.3 21.8 26.0 73 51 .78 43
Gesamt 150 459 | 50.3 | 498 | 227 | 231 | 553 | 534 220 | 235 .90 .87 91 .70
rs165599
Frauen 63 120 | 19.0 | 34.6 3.2 9.2 | 31.7 | 50.8 65.1 | 40.0 .0044 .0019 13 | .0013
Manner 87 339 | 31.0 | 29.6 5.7 7.7 | 506 | 44.0 437 | 484 51 72 54 43
Gesamt 150 459 | 26.0 | 30.9 4.7 81 | 427 | 458 52.7 | 46.2 22 10 .16 17

2 C/G fiir rs4818; ° C/C fiir rs4818; * y2-Test




8¢

Tab. 5.1.6: Odds ratios (OR) und 95 %-Konfidenzintervalle (Cl) (alle Schizophrenien)

SNP GIG vs. AIG?, AIA° G/G, AIG* vs. AIA
OR 95 % ClI OR 95 % CI

rs2097603

Frauen 1.77 0.93-3.39 0.63 0.25-1.57

Manner 1.60 0.97-2.65 1.29 0.25-1.57

Gesamt 1.66 1.12-2.45 1.01 0.69-2.44
rs740603

Frauen 1.07 0.55-2.08 1.93 0.90-4.11

Manner 2.46 1.37-4.43 1.35 0.74-2.44

Gesamt 1.74 1.14-2.66 1.55 0.98-2.45
rs4818

Frauen 0.62 0.33-1.16 1.70 0.69-4.18

Manner 0.81 0.50-1.32 1.52 0.78-2.95

Gesamt 0.73 0.50-1.07 1.56 0.92-2.64
rs4680

Frauen 1.23 0.59-2.57 1.43 0.67-3.07

Manner 0.92 0.53-1.61 0.80 0.45-1.40

Gesamt 1.02 0.66-1.59 0.92 0.59-1.43
rs165599

Frauen 3.08 0.66-14.34 2.80 1.48-5.27

Manner 1.36 0.51-3.66 0.83 0.52-1.33

Gesamt 1.79 0.78-4.11 1.30 0.90-1.88

4 C/G fiir rs4818; ® C/C flir rs4818
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Tab. 5.1.7: Vergleich der Allel- und Genotypverteilung bei den mannlichen Schizophrenen (n = 339) und mannlichen Kontrollen (n = 87)

SNP Allel p-Wert* Genotyp p-Wert?
1 2 11 12 22

152097603 | Falle 244 (35.99%) | 434 (64.01%) | 0.0952 | 47 (13.86%) | 150 (44.25%) | 142 (41.89%) | 0.0872
Kontrollen | 75 (43.10%) | 99 (56.90%) 15 (17.24%) | 45 (51.72%) | 27 (31.03%)

rs740603 Falle 273 (40.27%) | 405 (59.73%) | 0.0100 | 55 (16.22%) | 163 (48.08%) | 121 (35.69%) | 0.0083
Kontrollen | 89 (51.15%) | 85 (48.85%) 18 (20.69%) | 53 (60.92%) | 16 (18.39%)

rs4818 Falle 265 (39.09%) | 413 (60.91%) | 1.0000 | 38 (11.21%) | 189 (55.75%) | 112 (33.04%) | 0.9990
Kontrollen | 68 (39.08%) | 106 (60.92%) 14 (16.09%) | 40 (45.98%) | 33 (37.93%)

rs4680 Falle 328 (48.38%) | 350 (51.62%) | 0.5521 | 77 (22.71%) | 174 (51.33%) | 88 (25.96%) | 0.5059
Kontrollen | 89 (51.15%) | 85 (48.85%) 21 (24.14%) | 47 (54.02%) | 19 (21.84%)

rs165599 Falle 477 (70.35%) | 201 (29.65%) | 0.7116 | 164 (48.38%) | 149 (43.95%) | 26 (7.67%) | 0.7099
Kontrollen | 120 (68.97%) | 54 (31.03%) 38 (43.68%) | 44 (50.57%) | 5 (5.75%)

! Fisher’s Exakter Test; 2 Armitage’s Trend Test
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Tab. 5.1.8: Vergleich der Allel- und Genotypverteilung bei den weiblichen Schizophrenen (n = 120) and weiblichen Kontrollen (n = 63)

SNP Allel p-Wert* Genotyp p-Wert?
1 2 11 12 22

152097603 | Falle 88 (36.67%) | 152 (63.33%) | 0.4977 | 20 (16.67%) | 48 (40.00%) | 52 (43.33%) | 0.4786
Kontrollen | 51 (40.48%) | 75 (59.52%) 7 (11.11%) | 37 (58.73%) | 19 (30.16%)

rs740603 Falle 100 (41.67%) | 140 (58.33%) | 0.3183 | 18 (15.00%) | 64 (53.33%) | 38 (31.67%) | 0.2701
Kontrollen | 60 (47.62%) | 66 (52.38%) 16 (25.40%) | 28 (44.44%) | 19 (30.16%)

rs4818 Falle 94 (39.17%) | 146 (60.83%) | 0.6518 | 12 (10.00%) | 70 (58.33%) | 38 (31.67%) | 0.5980
Kontrollen | 46 (36.51%) | 80 (63.49%) 10 (15.87%) | 26 (41.27%) | 27 (42.86%)

rs4680 Falle 129 (53.75%) | 111 (46.25%) | 0.4415 | 29 (24.17%) | 71 (59.17%) | 20 (16.67%) | 0.3637
Kontrollen | 62 (49.21%) | 64 (50.79%) 13 (20.63%) | 36 (57.14%) | 14 (22.22%)

rs165599 Falle 157 (65.42%) | 83 (34.58%) | 0.0024 | 48 (40.00%) | 61 (50.83%) | 1l (9.17%) | 0.0013
Kontrollen |102 (80.95%) | 24 (19.05%) 41 (65.08%) | 20 (31.75%) | 2 (3.17%)

! Fisher’s Exakter Test; 2 Armitage’s Trend Test




Der Polymorphismus weist vor allem in der Untergruppe der zykloiden Psychosen (paiel
= 0.0105, pgenotyp = 0.0067) und der der systematischen Schizophrenien (paie = 0.0197,
Pcenotyp = 0.0124) signifikante Unterschiede in der Allel- und Genotypverteilung auf, in
der Gruppe der unsystematischen Schizophrenien erreichte er keine Signifikanz (Tab.
5.1.9, 5.1.10 und 5.1.11 im Anhang). Bei den zykloiden Psychosen lies sich unter
Annahme eines dominanten Modells ein hoch signifikanter Effekt mit einem p vom
0.0014 (OR 8.68; 95 % CI 1.89-39.79) in der weiblichen Stichprobe finden (Tab. 5.1.12
und 5.1.13 im Anhang), der Vergleich des Genotypen G/G mit A/G und A/A (p = 0.042;
OR 1.69; 95 % CI 1.02-2.82) erreichte vor allem unter den Mannern Signifikanz (p =
0.025; OR 2.18; CI 95 % 1.09-4.36). Auch in der Gruppe der unsystematischen
Schizophrenien (Tab. 5.1.14 und 5.1.15 im Anhang) ergab sich fur rs740603 bei
rezessivem Modell ein signifikanter Zusammenhang (p = 0.015; OR 1.84; 95 % CI
1.13-3.01), der in der ménnlichen Stichprobe hohe Signifikanz erreichte (p = 0.0016;
OR 2.77; 95 % CI 1.45-5.30). Bei den systematischen Schizophrenien (Tab. 5.1.16 und
5.1.17 im Anhang) kam es durch Zusammenlegung der Genotypen G/A und A/A zu
einem schwachen Zusammenhang (p = .047; OR 1.68; 95 % CI 1.00-2.80) der nur in
der mannlichen Gruppe signifikant wurde (p = 0.01; OR 2.37; 95 % CI 1.22-4.60).

Im Gegensatz dazu, erhielten wir fiir den vieldiskutierten Val*®®**®Met-Polymorphismus
(rs4680) kein positives Ergebnis (Tab. 5.1.4, 5.1.5 und 5.1.6). Weder die Testung des
Genotypen G/G (welcher fiir das hoch aktive Protein kodiert) gegen die Genotypen A/G
und A/A (p = 0.91; OR 1.02; 95 % CI 0.66-1.59), noch der Vergleich der Genotypen
G/G und A/G gegen A/A im dominanten Modell (p = 0.70; OR 0.92; 95 % CI 0.59-
1.43) ergab einen Zusammenhang zwischen schizophrenen Psychosen und
untersuchtem genetischen Marker.

Unter der Annahme, dass das krankheitsassoziierte Allel eine Populationshaufigkeit von
0.5 besitzt und ein dominanter Effekt des Allels mit einem relativen Risiko von 2.4
sowie eine Krankheitspravalenz von 1 % vorliegt, besal3 unsere Stichprobe bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 0.05 eine Starke von 80% eine Assoziation zu

entdecken.
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Exon 6 (rs165599) zeigte dagegen einen hoch signifikanten, auf die Gruppe der Frauen
beschréankten Zusammenhang in der Genotyp- und Allelverteilung (painer = 0.0024,
Pcenotyp = 0.0013, Tab. 5.1.8), der unter der Annahme eines dominanten Modells ein p
von 0.0013 (OR 2.80; 95 % CI 1.48-5.27) erreichte (Tab. 5.1.5). In der Gruppe der
Frauen mit zykloiden Psychosen (Tabelle 5.1.12 und 5.1.13 im Anhang) flhrte die
Zusammenlegung der Genotypen G/G und A/G zu einen signifikanten Effekt mit einem
p von .0033 (OR 3.08; 95% CI 1.44-6.57), die Zusammenlegung der Genotypen A/G
und AA wurde ebenfalls signifikant, allerdings mit einem p von nur .044 (OR 4.64; 95
% CI 0.92-23.39). Bei getrennter Betrachtung der systematischen Schizophrenien
(Tabelle 5.1.16 und 5.1.17 im Anhang) kam es unter Annahme eines rezessiven Modells
ebenfalls zu einem auf die Gruppe der Frauen beschrankten Effekt mit einem p = .042
(OR 5.30; 95 % CI 0.91-30.95) im rezessiven, sowie einem p = 0.002 (OR 4.43; 95 %
Cl 1.67-11.73) im dominanten Modell.

Bei dem in der MB-COMT-Promotor-Region lokalisierten Marker rs2097603 ergab
sich nur fur den homozygoten Genotypen G/G ein schwacher Zusammenhang mit der
Erkrankung (p = 0.012; OR 1.66; 95 % CI 1.12-2.45, Tab. 5.1.5). Bei getrennter
Betrachtung der Untergruppen lieR3 sich fir die zykloiden Psychosen unter Annahme
eines rezessiven Modells ein signifikanter Effekt mit einem p = 0.011 (OR 1.84; 95 %
Cl 1.15-2.96, Tab. 5.1.12 und 5.1.13 im Anhang) ermitteln, bei den unsystematischen
Schizophrenien zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang mit einem p = 0.0333 in
der Allel- und p = 0.0232 in der Genotypverteilung (Tabelle 5.1.11 im Anhang). Der
Vergleich der Genotypen G/G versus A/G und A/A im rezessiven Modell fiihrte zu
einem p von 0.013 (OR 1.78; 95 % CI 1.13-2.83; Tab. 5.1.14 und 5.1.15 im Anhang).

Fur den SNP rs4818 kam es lediglich in der Gruppe der Frauen mit zykloider Psychose
zu einem schwach signifikanten Effekt fur den Genotypen G/G vs. A/G und A/A (p =

.022; OR 0.39; 95 % C1 0.17-0.88, Tab. 5.1.12 und 5.1.13 im Anhang).

Zwischen den Untergruppen, zwischen den Geschlechtern sowie zwischen den

sporadisch und familidar aufgetretenen Schizophrenien war die Allel- und
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Genotyphaufigkeit fir keinen der SNPs signifikant unterschiedlich (Tab. 5.1.18, 5.1.19
und 5.1.20 im Anhang).

5.2 Haplotypanalysen

Die Maximum-Likelihood-Schatzung von 5-Locus-Haplotypen ergab fir 29 der 31
theoretisch moglichen Haplotypen eine geschatzte Frequenz Gber null (Tab. 5.2.1 im
Anhang).

Dabei weisen die ersten sieben aufgefiihrten Haplotypen bei den Féllen eine Frequenz
von insgesamt 71.6 %, bei den Kontrollen eine Haufigkeit von 80.1 % auf. Der
héufigste Haplotyp stellte in beiden Gruppen der Haplotyp rs2097603A-rs740603A-
rs4818G-rs4680G-rs165599A mit einer Haufigkeit von 25 % bei den Kontrollen und
16.6 % bei den Fallen dar. Die sieben h&ufigsten Haplotypen kénnen durch die SNPs
rs2097603, rs740603, rs4818 und rs165599 eindeutig identifiziert werden. Zugleich
sind die vier SNPs ausreichend, um die ersten neun Haplotypen aus der Tabelle
eindeutig zu identifizieren. Mit einer kumulierten Frequenz von 80.1 % stellen sie die
haufigsten Haplotypen in der Gesamtgruppe dar. Die genannten neun Haplotypen sowie
Haplotyp A-G-C-A-G sind die haufigsten Haplotypen bei den Féllen mit einer Frequenz
von insgesamt 81.16 %. Auch sie sind durch die SNPs rs2097603, rs740603, rs4818 und
rs165599 eindeutig identifizierbar.

Tab. 5.2.2: 5-Locus-Genotypfrequenzen bei Fallen und Kontrollen

5-Locus-Genotypen Kontrollen Falle
rs2097603/rs740603/rs4818/rs4680/rs165599

Absolut % Absolut %
12/12/12/12/11 13 8.67 32 6 .97
12/12/12/12/12 9 6.00 28 6.10
12/12/22/11/11 12 8.00 22 4.79
22/22/12/12/12 7 4.67 26 5.66
12/12/22/12/12 7 4.67 13 2.83
22/22/12/22/12 1 0.67 19 4.14
11/11/12/12/11 7 4.67 8 1.74
22/22/11/22/11 7 4.67 6 1.31
12/12/11/22/12 6 4.00 4 0.87
Andere 81 54.00 301 65.58
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In der Gesamtgruppe der Schizophrenien ergab sich flr keine der Markerkombinationen
ein  Hinweis auf einen signifikanten Zusammenhang mit Schizophrenie. Die
Betrachtung von Haplotypen fiihrte zu keiner stérkeren Evidenz fiir eine Assoziation der
SNPs mit der Krankheit, als die Betrachtung der einzelnen Marker. Allein in der Gruppe
der Frauen kam es zu einer signifikanten Assoziation (p = 0.00069) der
Markerkombination rs165599 und rs4680 mit der Erkrankung. Als bester Marker erwies
sich dabei rs165599 mit einem unkorrigierten p-Wert von 0.015 (Tab. 5.2.3).

Tab. 5.2.3: Haplotypanalysen (alle Schizophrenien) fiir Manner und Frauen

Gruppe | Test' Globales |Beste Unkorr. P | Bester Unkorr. P
P Kombination? Marker
Gesamt | hapcc .054 SNP4 .0060
hapccmax |.073 SNP4 .0060
htr 072 SNP4 .0060
Frauen hapcc .0068 SNP2- SNP3 |.00069 SNP2 .0015
hapccmax |.018 SNP2 .0015
htr .019 SNP2 .0015
Ménner | hapcc .073 SNP4 .0088
hapccmax |.097 SNP4 .0088
htr 095 SNP4 .0088

'Permutationstests des Programms FAMHAP fir Fall-Kontroll-Studien (ausfhrliche
Beschreibung in Becker et al., 2005)
2SNP1: rs2097603; SNP2: rs165599; SNP3: rs4680; SNP4: rs740603; SNP5: rs4818

Tendenziell anders stellte sich dies fir die Subgruppe der systematischen
Schizophrenien (Tab. 5.2.5) und in noch starkerem MaRe flr die Subgruppe der
zykloiden Psychosen (Tab. 5.2.4) dar. Auch hier scheinen die Haplotypen jedoch am
ehesten von Bedeutung zu sein, wenn zusétzlich eine Differenzierung nach dem
Geschlecht stattfindet, wahrend fiir die gesamte Subgruppe ein Haplotyp kaum bzw.
nicht ersichtlich ist.

Bei den zykloiden Psychosen war die 4-Marker-Kombination rs740603-rs4818-rs4680-
rs165599 mit einem p von 0.031 mit der Erkrankung assoziiert. Dabei stellte rs740603
bezlglich der Allel- (p = 0.0097) und Genotypverteilung (p = 0.023) der stérkste
Einzelmarker dar. Wahrend in der weiblichen Stichprobe die gunstigste

Markerkombination bereits in dem Einzelmarker rs165599 (p = .0018) bestand, kam es
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bei den mannlichen Probanden zu rs2097603-rs740603-rs4818-rs4680 als gunstigste
Markerkombination (p = 0.024) mit rs740603 als bestem Marker (p = 0.074).

Tab. 5.2.4: Haplotypanalysen (zykloide Psychosen) fur Méanner und Frauen

Gruppe | Test! Globales | Beste Kombination?2 | Unkorr. | Bester Unkorr. P
P P Marker
Gesamt | hapcc 031 SNP2-SNP3-SNP4- |.0033 |SNP4 .0076
SNP5
hapccmax |.084 SNP4 .0067
htr .036 SNP3-SNP4-SNP5 .0028 |SNP4 .0076
Frauen |hapcc 017 SNP2 .0018
hapccmax |.0024 SNP2-SNP4-SNP5 .00018 |SNP2 .0018
htr 021 SNP2 .0018
Manner | hapcc .024 SNP1-SNP3-SNP4- |.0025 |SNP4 074
SNP5
hapccmax |.064 SNP4-SNP5 .0057 | SNP4 074
htr .0058 SNP1-SNP3-SNP4- .00043 |SNP4 074
SNP5

'Permutationstests des Programms FAMHAP fiir Fall-Kontroll-Studien (ausfiihrliche
Bescheibung in Becker et al., 2005)
2SNP1: rs2097603; SNP2: rs165599; SNP3: rs4680; SNP4: rs740603; SNP5: rs4818

In der Untergruppe der systematischen Schizophrenien (Tab. 5.2.5) bestand die beste
Markerkombination in der Gesamtgruppe in dem Einzelmarker rs740603 (p = 0.011).
Die getrennte Betrachtung der Geschlechter flihrte bei den Frauen zu dem
signifikanteren 3-Marker-Haplotypen rs4818-rs4680-rs165599 (p = 0.0044) mit
rs165599 als starkstem Genabschnitt.
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Tab. 5.2.5: Haplotypanalysen (systematische Schizophrenien) fir Manner und Frauen

Gruppe | Test' Globales | Beste Kombination? | Unkorr. P | Bester |Unkorr. P
P Marker
Gesamt | hapcc 011 SNP4 015
hapccmax |.14 SNP4 015
htr 14 SNP4 015
Frauen |hapcc .0044 SNP2- SNP3-SNP5 |.0004 SNP2 |.0015
hapccmax |.018 SNP2 .0015
htr .0060 SNP1-SNP2 .00044 SNP2 |.0015
Manner | hapcc 13 SNP4 .018
hapccmax |.15 SNP4 .018
htr 15 SNP4 .018
'Permutationstests des Programms FAMHAP fir Fall-Kontroll-Studien (ausfhrliche

Beschreibung in Becker et al., 2005)

2SNP1: rs2097603; SNP2: rs165599; SNP3: rs4680; SNP4: rs740603; SNP5: rs4818

In der Gruppe der unsystematischen Schizophrenien (Tab. 5.2.6) konnten Kkeine

assoziierten Haplotypen definiert werden.

Tab. 5.2.6: Haplotypanalysen (unsystematische Schizophrenien) fir Méanner und Frauen

Gruppe | Test' Globales | Beste Kombination2 | Unkorr. P | Bester |Unkorr. P
P Marker
Gesamt | hapcc 19 SNP1 .029
hapccmax |.23 SNP1 .029
htr 24 SNP1 .029
Frauen |hapcc 37 SNP3- SNP4 .070 SNP3 |.125
hapccmax | .45 SNP2-SNP3-SNP4 |.082 SNP3 |.125
htr 32 SNP3-SNP4 .046 SNP3 |.125
Ménner | hapcc .09 SNP1 012
hapccmax |.11 SNP1-SNP4 011 SNP1 ].012
htr 12 SNP1 012
'Permutationstests des Programms FAMHAP fir Fall-Kontroll-Studien (ausfihrliche

Beschreibung in Becker et al., 2005)

2SNP1: rs2097603; SNP2: rs165599; SNP3: rs4680; SNP4: rs740603; SNP5: rs4818
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6 Diskussion

Aufgrund vielféltiger Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien, die fur einen
wesentlichen Einfluss genetischer Faktoren bei der Entstehung schizophrener
Psychosen sprechen, hat sich in den vergangenen Jahrzehnten eine grosse Zahl an
Studien mit den genetischen Grundlagen des Erkrankungsbildes beschaftigt (McGuffin
et al., 1995; Owen & Cardno, 1999). Im Hinblick auf die Dopaminhypothese als eine
der pathophysiologischen  Uberlegungen zur Atiopathogenese schizophrener
Erkrankungen von besonderem Interesse ist das COMT-Gen, da es fir ein Enzym
kodiert, welches eine zentrale Rolle in einem der Hauptabbauwege von Dopamin
einnimmt. Neben zahlreichen Regulatoreinheiten findet sich eine trimodale Verteilung
der COMT-AKktivitat, die auf einem funktionellen Polymorphismus in der kodierenden
Sequenz beruht. Der Polymorphismus auf Position 472 von Exon 4 beinhaltet eine G/A-
Substitution, der zu einem Aminosaurenaustausch (Valin durch Methionin) auf Codon
108/158 in der S-COMT-/MB-COMT-Peptidsequenz fiihrt und mit einer deutlichen
Reduktion der Thermostabilitdt und Enzymaktivitdt von COMT einhergeht. In neueren
Studien zeigte sich, dass dieser Polymorphismus auch die Gedé&chtnisleisung und -
aktivitat im prafrontalen Kortex wéhrend Arbeitsgeddchtnisleistungen beeinflussen
kdnnte, eine Funktion, fur die sich die Dopaminkonzentration im préafrontalen Kortex
als wichtig herausgestellt hat. Trotz des viel diskutierten Zusammenhangs zwischen
dem Val*®**®Met-Polymorphismus und schizophrenen Psychosen ist die Datenlage
inkonsistent. Neben Geschlecht und ethischer Herkunft scheint auch die Art des

schizophrenen Krankheitsbildes zur Variabilitat der Ergebnisse beizutragen.

Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit waren finf SNPs auf dem COMT-
Genabschnitt, die den Bereich zwischen der P2-Promotorregion und 3"-UTR umfassen
und an einer Stichprobe von 459 schizophrenen Patienten und 150 Kontrollpersonen -
getrennt nach Alter, Geschlecht und schizophrenen Untergruppen nach Leonhard -
untersucht wurden.

Wie Dbereits in friheren Fall-Kontroll- und familienbasierten Untersuchungen
(Lachmann et al., 1998; Herken & Erdal, 2001; Liou et al., 2001; Fan et al., 2005;

Munafo et al., 2005) lieR sich ein Zusammenhang zwischen dem funktionellen
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Val'%®%8\jet-Polymorphismus und der Erkrankung weder in der Allel- (p = 0.8943)
noch in der Genotypverteilung (p = 0.8630) replizieren. Auch eine differenzierte
Betrachtung schizophrener Subgruppen, wie von Strous et al. (2006) vorgeschlagen,
erbrachte keine signifikanten Gruppenunterschiede.

Bei der von Glatt et al. (2003) vorgelegten Metaanalyse zeigte sich nur bei zwei der
insgesamt 14 Fall-Kontroll-Studien eine signifikante Differenz in der Allel-Frequenz
zwischen Patienten und Kontrollen, beide Male im Sinne eines verstarkten Auftretens
des Met-Allels in der Patientengruppe, wobei sich flr die gepoolte Odds-ratio tber alle
Studien kein signifikanter Wert ergab. Im Gegensatz dazu lies sich aber bei Schichtung
nach ethnischer Herkunft in der européischen Stichprobe ein starkerer Zusammenhang
zwischen dem Val-Allel und Schizophrenie finden, als in den asiatischen Populationen,
wo es in beiden Studiendesigns nur geringen Anhalt flir eine Assoziation zwischen dem
Polymorphismus und der Erkrankung gab. Ein solcher Zusammenhang lie8 sich in
unserer Stichprobe nicht bestatigen.

Auch fir den ebenfalls auf Exon 4 befindlichen SNP rs4818 liesen sich weder in der
Allel- noch in der Genotypverteilung signifikante Unterschiede zwischen schizophrenen
und gesunden Probanden ermitteln.

Lee et al. (2005) berichteten kirzlich von einem positiven Zusammenhang zwischen
Schizophrenie und einem kodierenden SNP (rs6267) auf Codon 72/22 (membran-
gebundene/losliche Form) in einer koreanischen Population, welcher eine Ala-zu-Ser-
Substitution (A72S) bewirkt. Mit dem Ala/Ala-Genotyp als Referenzgruppe fanden sie
eine kombinierte genotypspezifisch (Ala/Ser und Ser/Ser) korrigierte Odds-ratio von
1.82, was fir das Ser-Allel als Risiko-Allel spricht. Die A72S-Substitution war dabei
korreliert mit einer reduzierten COMT-Enzymaktivitdt und unterstutzt damit
vorausgehende Berichte, die einen Zusammenhang zwischen den fir schizophrene
Psychosen verantwortlichen Haplotypen und niedrigerer COMT-Expression sehen (Lee
et al., 2005).

Auch die von Palmatier et al. (2004) hervorgehobene Relevanz der P2-Promotor-Region
aufgrund der Steuerung des MB-COMT-Transkripts durch den distalen P2-Promotor
sowie der in mehreren Studien belegten Assoziation des SNP rs2797603 (Lie et al.,
2000; DeMille et al., 2002) mit erhdhtem Schizophrenierisiko lies sich in unserer Studie

nicht eindeutig belegen. Rs2097603 erreichte nur in der Untergruppe der
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unsystematischen Schizophrenien schwach signifikante Werte in der Allel- (p = 0.0333)
und Genotypverteilung (p = 0.0232) und konnte nicht als Teil eines schizophrenie-
relevanten Haplotypen identifiziert werden.

Nachdem von mehreren Autoren (Shifman et al., 2002; Chen et al., 2004; Funke et al.,
2005; Handoko et al., 2005; Lee at al., 2005) Intron 1 als fir die COMT-Expression
interessante  Genregion hervorgehoben wurde, der SNP rs737865 jedoch zu
kontroversen Ergebnissen hinsichtlich einer Assoziation des G- oder A-Allels mit der
Erkrankung fuhrte, entschieden wir uns fir rs740603 als Kandidaten fir diesen
Genabschnitt. Interessanterweise ergab sich fur ihn der insgesamt starkste Zusammen-
hang im Allel- und Genotypvergleich, mit dem grossten Effekt unter Annahme eines
rezessiven Modells. Fur ihn fand sich nicht nur bei der Betrachtung der Gesamtgruppe
der Schizophrenen, sondern auch bei getrennter Berechnung der Allel- und
Genotypverteilung fir die Gruppe der systematischen und unsystematischen Schizo-
phrenien ein signifikant positiver Zusammenhang mit der Erkrankung.

Dagegen konnte fur den von verschiedenen Arbeitsgruppen (Shifman et al., 2002; Chen
et al., 2005; Funke et al., 2005) als Teil eines Haplotypen untersuchten SNP rs165599
auf Exon 6 nur flr die Gruppe der Frauen unter dem dominanten Modell (p = 0.0013;
OR 2.80; 95 % KI 1.48-5.27) eine Assoziation zwischen Allel G und Schizophrenie
ermittelt werden. Damit ist unser Ergebnis in Ubereinstimmung mit dem bei Shifman et
al. (2002) gefundenen geschlechtsspezifischen Effekt fur rs165599. Der Marker war
dort auf Allel- (p = 1 x 10°®) sowie auf Genotypniveau (p = 1 x 10”®) hochsignifikant.
Wahrend bei Shifman et al. (2002) das G-Allel Teil des hochsignifikanten Haplotypen
G-G-G (rs4680-rs165599-rs737865) war, fanden Chen et al. (2004) in einer irischen
Population A-G-A (rs4680-rs165599-rs737865) als den risikobehafteten Haplotypen,
wogegen Funke et al. (2005) von einer signifikanten Unterreprasentation des
Haplotypen G-A-A-A (rs2097603-rs737865-rs4680-rs165599) in einer Stichprobe von

394 psychotischen Personen berichteten.

In unserer Studie lies sich fir die Gesamtgruppe der Schizophrenen dagegen kein
Hinweis auf eine Markerkombination mit einem signifikanten Zusammenhang zu
schizophrenen Psychosen finden. Die beste Markerkombination bestand, mit einem

globalen p von 0.054, in dem Einzelmarker rs740603, so dass die Haplotypanalyse zu
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keiner stérkeren Evidenz fur eine Assoziation der SNPs mit der Krankheit flhrte, als die
Betrachtung dieses Markers allein.

Nur innerhalb der Gruppe der Frauen kam es zu einer signifikanten Assoziation (p =
0.00069) der Markerkombination rs165599 und rs4680 mit der Erkrankung. Damit
lassen sich auch in unserer Stichprobe geschlechtsspezifische Effekte finden, deren

Wertigkeit derzeit ungeklart bleibt.

Anders stellt sich dies fur die Subgruppe der zykloiden Psychosen dar. Hier fanden wir
mit einem p = 0.031 die 4-Marker-Kombination rs740603-rs4818-rs4680-rs165599,
welche die Region zwischen Intron 1 und 3"-UTR (berspannt. Dabei stellte rs740603
bezlglich der Allel- (p = 0.0076) und Genotypverteilung (p = 0.015) der stérkste
Einzelmarker dar. Der Haplotyp beinhaltet Allel rs4680, welches fiir die Val'®®**Met -
Variante kodiert, nicht aber rs2097603 in der MB-COMT-Promotor-Region. Unter der
Annahme eines Einflusses dieser Region auf die COMT-Expression, bleibt die Frage,
ob nicht, wie u.a. von Handoko et al. (2005) vermutet, ein weiterer Polymorphismus
oder eine regulatorische Einheit zwischen Intron 1 und 3"-UTR involviert ist, der oder
die sich in hohem LD mit den schizophrenierelevanten Markern befindet bzw. befinden.
Nachdem der P2-Promotor fir die Steuerung der Synthese des 1,5 kb mRNA-
Transkripts verantwortlich gemacht wird und in verschiedenen Geweben eine
unterschiedliche Promotoraktivitat vorliegt, kann angenommen werden, dass
gewebsspezifische Transkriptionsfaktoren an der COMT-Promotor-Regulation beteiligt
sind. So besitzen Promotoren im menschlichen Genom mehrere mutmassliche Sp1l-
Faktor-Bindungsstellen, die fir die Basislevel der menschlichen COMT-Promotor-
Aktivitat verantwortlich sein kdnnten (Tenhunen et al., 1994). Zuséatzlich beinhalten
Promotoren im Humangenom multiple potentielle Bindungsstellen fir AP-2 und andere
Faktoren, welche maoglicherweise zur Variabilitit der COMT-Expression in den
unterschiedlichen Geweben beitragen (Tenhunen et al., 1994). Imagawa und Mitarbeiter
berichteten bereits 1987 von Adenylatzyklase-aktivierenden Substanzen, die die
Expression des AP-2 Faktors induzieren (Imagawa et al., 1987), allerdings gibt es zum
jetzigen Zeitpunkt noch keine Befunde, wie sich diese Verbindungen auf die Expression

des menschlichen COMT-Proteins auswirken.
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Wie eingangs erwahnt, sind die Charakteristika der zykloiden Psychosen ein
phasenhafter Verlauf mit bipolarer und polymorpher aber dennoch typischen Struktur
der Symptomatik. Innerhalb der zykloiden Psychosen beschrieb Leonhard drei
Subgruppen, die von der Angst-Gliicks-Psychose tber die Verwirrtheitspsychose bis zur
Motilitatspsychose reichen und eine durchweg gute Prognose zeigen (Franzek &
Beckmann, 1998). Wie bereits in der Zwillingsstudie von Franzek und Beckmann
(Franzek und Beckmann, 1998) fand sich auch in der Familienuntersuchung von Jabs
und Mitarbeitern (Jabs et al., 2006) eine nur geringe Heretabilitat. Zwillings— und
Familienuntersuchungen deuten Ubereinstimmend darauf hin, dafl es vorwiegend
nichtgenetische Faktoren sein missen, die in der Atiologie zykloider Psychosen eine
Rolle spielen. So zeigten sich bei Stober und Mitarbeitern (1997) eine Haufung von
Schwangerschaftsdelikten im ersten Trimenon bei Muttern von Patienten mit zykloiden
Psychosen, bei Franzek und Beckmann (Franzek und Beckmann, 1998) hatten die
erkrankten Zwillinge signifikant h&ufiger und signifikant schwerwiegendere
Geburtskomplikationen erlitten als die gesunden Ko-Zwillinge. Im Gegensatz zu
Kontrollen zeigen zykloide Psychosen in evozierten Potentialen zudem signifikant
hohere P300-Amplituden, und eine Abweichung der P300-Spitzen von der Mittellinie in
Richtung linke Hemisphare (Strik et al.,, 1996). Wahrend akuter Phasen fanden
Warkentin et al. (1992) mittels Xenon-Inhalations-Cerebrographie, v.a. rechts okzipital,
eine globale Hyperperfusion auf Kosten der frontalen Durchblutung, die sich unter
neuroleptischer Behandlung wieder auf ein Normalmass verringerte (Jabs et al., 2002).

Das Konzept der zykloiden Psychosen konnte zwischenzeitlich mehrfach bestatigt und
validiert werden (Brockington et al. 1982, Beckmann et al. 1990, Strik et al. 1993,
Pfuhlmann et al., 2004) und besitzt gegenuber der ICD10-Klassifikation den Vorteil
einer wesentlich préaziseren Differenzierung von Symptomclustern und klarer
prognostischer Aussagen. Was den therapeutischen Aspekt angeht, hat die klinische
Erfahrung demonstriert, dass die spezifische Subform eine erhebliche Rolle spielt und
die phasischen, volistandig remittierenden Stoérungsbilder keiner neuroleptischen
Dauermedikation bedurfen, aufgrund deren langfristiger Nebeneffekte sogar als
ungeeignet gelten. Um so wichtiger und interessanter gestaltet sich die Frage nach

zuverlassigen diagnostischen Mdglichkeiten, bei der, trotz des im Vergleich zu anderen
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schizophrenen  Untergruppen geringeren Beitrags genetischer Faktoren, die

Haplotypenanalyse einen wertvollen Beitrag leisten konnte.

Wahrend sich in der Untergruppe der unsystematischen Schizophrenien kein
signifikanter Haplotyp finden lies, scheint eine Assoziation mit Haplotypen bei den
systematischen Schizophrenien am ehesten von Bedeutung zu sein, wenn zusétzlich
eine Differenzierung nach dem Geschlecht stattfindet. Wahrend die beste
Markerkombination in der gesamten Untergruppe (p = 0.11) und bei den mannlichen
Probanden (p = 0.13) in dem Einzelmarker rs740603 bestand, flhrte die getrennte
Betrachtung der Frauen zu der signifikanten 3-Marker-Kombination rs4818-rs4680-
rs165599 (p = .0044) mit rs165599 als starkstem Genabschnitt. Damit bestétigt sich das
Ergebnis von Shifman et al. (2002), die ebenfalls einen spezifischen Zusammenhang
zwischen dem Markers rs165599 und der Gruppe der Frauen mit schizophrener
Psychose fanden. Bei Handoko et al. (2005) waren die Marker rs4633, rs4680 und
rs165599 hauptsachlich bei den ménnlichen Probanden, rs737865 bei den Frauen mit
schizophrenen Erkrankungen assoziiert. Einschrankend muss jedoch auf die geringe
Stichprobengrosse unserer Fallgruppe (n = 27) hingewiesen werden, die eine

weiterflihrende Interpretation dieses Befundes nicht zul&sst.

Vor kurzem wurde berichtet, dass auch epigenetische Faktoren eine Schlisselrolle bei
der Entwicklung der Schizophrenie spielen, und deren Prozesse die inkonsistenten
Ergebisse hinsichtlich der COMT-Gen-Varianten erklaren kénnten. Von besonderem
Interesse war dabei das Phdnomen der Cytosinmethylierung von CpG-Stellen, einem
molekularen Prozess, der in indirekter Verbindung mit der Regulation der
Genexpression steht. Die Methylierung von CpG-Stellen, die prinzipiell auf CpG-Inseln
in den promotorregulierenden Regionen vieler Gene lokalisiert sind, unterbricht die
Bindung von Transkriptionsfaktoren und zieht methylgruppenbindende Proteine an, die
mit der Stillegung von Genen und Chromatinkompaktierung verbunden sind (Dempster
et al., 2006). Murphy et al. (2005) haben unlangst die Methylierung von sechs CpG-
Stellen in der COMT-Promotorregion untersucht, indem sie die genomische DNA aus
31 Hirnregionen und 51 Blutproben Schizophrener und Gesunder vor der

Sequenzierung einer Sodium-Bisulfit-Behandlung unterzogen. CpG-Inseln von
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transkriptorisch  aktiven ~ Genen besitzen unmethylierte  Cytosine, wahrend
transkriptionell inaktive Gene methylierte Cytosine aufweisen, so dass eine
abweichende Methylierung direkte Auswirkungen auf die Transkription haben konnte.
Murphy et al. (2005) fanden in vier der untersuchten Stellen bei allen Individuen eine
vollstandige Methylierung, in zwei angrenzenden CpG-Stellen aber nur eine partielle
Methylierung (Cytosin 23) und Abstufungen zwischen den einzelnen Personen (Cytosin
27). Das einzige komplett methylierte Cytosin 23 wurde bei einem schizophrenen
Patienten beobachtet. Auch wenn der Einzelfall keine Ursache-Effekt-Beziehung
rechtfertigt, konnte die vollstdndige Methylierung auf Cytosin 23 mit der Transkription
und Expression von COMT im Sinne einer Reduktion der COMT-Gen Expression bei
diesem Patienten interferieren. Damit konnte eine abweichende COMT-Promotor-
Methylierung, zumindest fur eine Teilgruppe der Schizophrenen, einen neuen
Erklarungsansatz bieten, der sicher weiterer Forschung bedarf. Die Tatsache, dass das
Methylierungsmuster im Gehirn und im Blut nahezu identisch war, stellt dabei eine
wesentliche Erweiterung der Stichprobengrésse in Aussicht.

Dempster et al. (2006), die die COMT-mRNA-Expression und Methylierung zweier
COMT-Promotor CpG-Stellen (Cytosin 23 und 27) im Kleinhirngewebe psychiatrischer
Patienten (davon 15 Patienten mit Schizophrenie, 15 mit bipolarer Stérung, 15 mit
Depression und 15 Kontrollpersonen) post mortem untersuchten, fanden in keiner der
psychiatrischen Gruppen einen Hinweis auf eine veranderte COMT-Expression oder
Methylierung. Dagegen fanden sie aber Hinweise darauf, dass Val-Homozygote
niedrigere Methylierungsraten an den ausgewéhlten CpG-Stellen aufweisen, als Met-
Homozygote. Zusatzlich korrelierten sie die COMT-mRNA-Expression mit den SNPs
rs4680, rs737865 und rs165599. Dabei fand sich eine Assoziation zwischen den
Genotypen aller drei SNPs und der COMT-Expression im Sinne eines positiven
Zusammenhangs zwischen dem jeweiligen G-Allel und verminderter COMT-mRNA.
Dies bestétigte sich auch in der Haplotypanalyse, in der der G-G-G Haplotyp mit
signifikant niedrigerer COMT-mRNA korreliert war. Bei den Frauen zeigte sich eine
insgesamt hohere COMT-mRNA-Expression.

Alternativ, wenn auch hinsichtlich des Analogieschlusses viel kritisiert, ware das

Mausmodell in Betracht zu ziehen. Als potentiell geeingetes Tiermodell zum Studium
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der funktionellen Bedeutung des COMT-Metabolismus beim Menschen gelang Gogos
et al. (1998) die Herstellung einer neuen Linie der COMT-Knockout-Maus. Mannliche
Mause hatten in bestimmten Hirnregionen einen dreifach erhohten Dopaminspiegel, der
bei den weiblichen Tieren nicht gefunden werden konnte. Trotz des Fehlens des
COMT-Gens und des entsprechenden Proteins konnten in mehreren Hirnregionen
immer noch messbare Mengen an Homovanillinmandelsaure (HVA), und damit einem
Methylisierungsprodukt von Dopamin, ermittelt werden, was die Frage nach einem
weiteren, noch unentdeckten Catechol-O-Methylisierungsweg im Maushirn aufwirft. In
zukinftigen Studien wird sich herausstellen missen, inwieweit sich diese Linie der
Knockout-Maus zum besseren Verstdndnis der COMT-Metabolismus als hilfreich

erweist.
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7 Zusammenfassung

Bei der Gruppe der schizophrenen Psychosen handelt es sich um eine klinisch und
atiologisch heterogene Krankheit endogener Psychosen, die weltweit ca. ein Prozent der
Bevolkerung betrifft.

Die Beteiligung genetischer Faktoren an der Entstehung des Krankheitsbildes wurde
durch Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien vielfach belegt. Bei der Mehrzahl
dieser heterogenen Krankheitsgruppen geht man von einer multifaktoriellen Genese mit
oligo- oder polygener Vererbung sowie starker Beteiligung von Umweltfaktoren aus
(Gottesmann et al., 1991). Auch wenn die Bedeutung von Umwelteinflissen, wie
Virusinfektionen der Mutter, Geburtskomplikationen, Jahreszeit der Geburt und
Infektionen mit Hilfe von epidemiologischen Studien nur schwer einzuordnen sind,
machen die Fortschritte in der Molekulargenetik Arbeiten zur Identifizierung
genetischer Faktoren aussichtsreich.

In den letzten Jahren wurde in der Schizophrenieforschung vermehrt das COMT-Gen
auf Chromosom 22q11 in den Mittelpunkt des Forschungsinteresses gertickt. Grund
dafur ist einerseits die Assoziation dieser Region mit dem Velokardiofazialen Syndrom,
einem Mikrodeletionssyndrom mit heterogenem Malformationsmuster, welches ein
erhdhtes Psychoserisiko aufweist und vermehrt mit einer Mikrodeletion auf Chromosom
22911 einhergeht. Andererseits aber auch die zentrale Rolle der Catechol-O-
Methyltransferase beim Katecholaminabbau sowie der Val/Met-Polymorphismus auf
Exon 4 des menschlichen COMT-Gens, der fir thermolabile niedrige oder
thermostabile hohe Enzymaktivitat kodiert. Der Val'®®**®Met-Polymorphismus stellt
einer der im Zusammenhang mit Schizophrenie am h&ufigsten diskutierten Marker dar,
fuhrte aber in Fall-Kontroll-, wie auch in Assoziationsstudien zu einer Vielfalt recht
inkonsistenter Ergebnisse.

Aufgrund der zunehmend akzeptierten Tatsache, dall die singuldre Betrachtung
einzelner Marker bei der komplexen genetischen Textur von Kandidatengenen nur
wenig zur Erhellung komplexer Erkrankungen beizutragen vermag (Licinio, 2003),
untersuchten wir neben dem Val'®***®Met-Polymorphismus (rs4680) vier weitere, die
COMT-Gen-Region umspannende SNPs (rs2097603, rs740603, rs4818, rs165599) an
einer Stichprobe von 459 Schizophrenen und 150 Kontrollpersonen. Zwar ergab sich fur
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den Marker rs740603 auf Intron 1 eine signifikante Allel- (p = 0.0060) und
Genotypassoziation (p = 0.019), der funktionelle Val*®*®Met-Polymorphismus
(rs4680) zeigte aber keinen signifikanten Zusammenhang mit der Erkrankung. Zudem
fand sich in unserer Haplotypanalyse keine Markerkombination, die in
uberdurchschnittlichem Zusammenhang mit schizophrenen Psychosen stand. Fir die
Untergruppe der zykloiden Psychosen konnte allerdings bei einem p-Wert von 0.031
eine 4-Marker-Kombination ermittelt werden, die die SNPs rs740603, rs4818, rs4680
und rs165599 einschliesst und die Region von Intron 1 bis 3-UTR umspannt.
Zusatzlich ergab sich in der Subgruppe der zykloiden Psychosen ein
geschlechtsspezifischer Effekt im Sinne eines signifikanten 3-Marker-Haplotypen
(rs4818-rs4680-rs165599) (p = .0044) in der Gruppe der Frauen (n = 27) mit rs165599

als starkstem Einzelmarker.

Aufgrund des komplexen genetischen Zusammenhangs zwischen den untersuchten
Markern und der Erkrankung sollte auch in der zukinftigen Forschung eine differen-
zierte Betrachtung der verschiedenen schizophrenen Zustandsbilder angestrebt werden,
wie dies die Klassifikation nach Leonhard ermdglicht. Neben dem von Lee (Lee et al.,
2005) an einer koreanischen Stichprobe untersuchten SNP rs6267 auf Codon 72/22
erscheint es sinnvoll, auch gewebsspezifische Transkriptionsfaktoren mit potentiellem
Einfluss auf die COMT-Expression vermehrt in den Mittelpunkt des Forschungs-
interesses zu ricken. Zudem konnte auch die von Murphy (Murphy et al., 2005) und
Dempster (Dempster et al., 2006) angeregte Auseinandersetzung mit epigenetischen
Faktoren, wie die Cytosinmethylierung von CpG-Stellen in promotorregulierenden
Regionen, ein vielversprechender Ansatzpunkt fur die zukinftige Erforschung
schizophrenierelevanter Einflussfaktoren darstellen.
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Tab. 3: Eingesetzte Materialien

Geriite Hersteller
Autoklav
Easypen Eppendorf, Kdln
Gel-Blotting-Papier (GB002 580 x 600 mm) Schleicher & Schuell,
Dassel
Gelkammer (fir RFLP-Gele) mit K&mmen Biometra, Gottingen
Gelkammer (ComPhor Mini fur Agarosegele) mit Biozym, Oldendorf
Kéammen
Gelkammer (ComPhor Midi fur Agarosegele) mit Biozym, Oldendorf
Kéammen
Geltrockner Biometra, Gottingen
Glasplatten Biometra, Gottingen
Mehrfachpipette (Biozym PreCision 5-100 ul) Biozym, Oldendorf
Nunc Cryo Tube™ Vials (1.0 ml) NUNC™ Brand Products,
Déanemark
Pasteur-Pipetten (Kunststoff, Flint glass) Chase Instruments Corp.,
Glens Falls/INY
Pasteur-Pipetten (Glas, 3 ml) Hartenstein, Wirzburg
PCR-Maschine (Biometra Uno-Thermoblock) Biometra, Gottingen
PCR-Maschine (T Gradient) Biometra, Gottingen
PCR 8er-Soft- und Capstrips (0.2 ml, farblos) Biozym, Oldendorf
Photometer Eppendorf, Hamburg
Pipetten (0.5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)  Corning Lambda
Pipettenspitzen gelb, blau Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefésse (1.5 ml) Eppendorf, Hamburg
Réhre (50 ml) Sarstedt, Numbrecht
Riittler (Vortex Genie 2) Scientific Industries
Schittler Vibrax IKA-Labortechnik, Staufen
Serologische Pipetten (10 ml, 25 ml) Sarstedt, NUmbrecht
Spannungsquelle (Consort Power Supply E844) PegLab, Erlangen
Spannungsquelle (Standard Power Pack P25) Biometra, Gottingen
Thermo-Cycler ,,Uno-Thermoblock* Biometra, Gottingen

Tisch-Zentrifuge (5417R)
UVette (220-1600 nm)
UV-Leuchttisch (312 nm)
Waage (Scaltec SAS 62)
Wasserbad

96-Well Plate Round Bottom

Zentrifuge Rotana 96 RS

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
PegLab, Erlangen
Scaltec, Gottingen
GFL, Burgwedel
Sarstedt, Newton/USA
Hettich

Heraeus



Tab. 3: Fortsetzung

Chemikalien

Acrylamid (CsHsNO)

Ammoniumchlorid (NH4CI)
Ammoniumperoxidisulfat ((NH4)2S,0s)
Bisacrylamid

Borsaure (BH303)

PeqGOLD 100 bp DNA-Leiter incl. Ladepuffer
EDTA-L6sung pH 8.0 (0.5 M)

Essigsaure 100 % (C,H40,)

Ethanol 100 % (C,HsOH)

Ethidiumbromid > 98,5 % (C,1H20BrN3)
Ficoll

Formaldehydlésung mind. 37 % (CH-0)
Formamid (NH,CHO)

Isopropanol (CH3CH(OH)CHj5)

Natriumbicarbonat (Na,COs)
Natriumchlorid (NaCl)
N,N"-Methylenbisacrylamid (C;H10N20,)
2-Propanol (CH3CH(OH)CHj3)

SeaKem LE Agarose

Salpetersaure 65 % (HNO3)
Natriumdodecylsulfat 10 % (C12H25NaO4S)
Silbernitrat 0.05 % (AgNO3)

TEMED p.a. 99 % (C6H16N2)

Tris (C4H11NO3)

Wasser doppeldestilliert (ddH,0)

Nucleotide

PeqGOLD dNTP-Set (je 12,5 ul dATP, dTTP,
dGTP, dCTP)

Enzyme

Tag-DNA-Polymerase
Pronase E von Streptomyces
HindIll (20000 U/ml)

Mspl (20000 U/ml)

Nlalll (10000 U/ml)

Pmll (20000 U/ml)

Bcell (15000 U/ml)

Hersteller

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
PeqgLab, Erlangen
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Apotheke des Klinikums
der Universitat Wirzburg
Roth, Karlsruhe

Sigma, Schnelldorf
Merck, Darmstadt
Amresco, USA
Apotheke des Klinikums
der Universitat Wirzburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Cambrex, Rockland/USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Schnelldorf

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Hersteller

PegLab, Erlangen

Hersteller

Peglab, Erlangen
SERVA, Heidelberg
BioLabs, Frankfurt
BioLabs, Frankfurt
BioLabs, Frankfurt
BioLabs, Frankfurt
BioLabs, Frankfurt



Tab. 3: Fortsetzung
Puffer und Losungen

Kernlysispuffer 10 ml 1 M TrisHCI pH 8, 80 mI 5 M NaCl, 4 ml 0,5 M EDTA

Ladepuffer
Lysispuffer

PAA 10 %

Stop-Puffer
TAE 25 %

TBE 5%

TE*-Puffer

add 1000 ml ddH,O

100 ul Blau-Puffer, 600 ul Formamid

155 ml 1 M NH,4CI, 10 ml 1 M KHCO3, 200 ul 0,5 M EDTA
add 1000 ml ddH,O

98 g Acrylamid, 2 g Bisacrylamid, 1 ml TEMED

add 1000 ml 0,5 TBE

10 ml 5 x TBE, 20 ml 20 % Ficoll, 5 ml Bromphenol, 15 ml ddH,0O
28,55 ml Essigséure, 121 g Tris, 50 ml 0,5 M EDTA

add 1000 ml ddH,0O

210 Tris, 110 g Borsaure, 80 ml 0,5 M EDTA

add 4000 ml ddH,O

2ml 1M Tris HCl pH 8, 40 ul 0,5 M EDTA

add 200 ml ddH,0



Tab. 3: Fortsetzung

Primer
SNP

rs2097603
(5-UTR)

rs740603
(Intron 1)

rs4818
(Exon 4)

rs4680
(Exon 4)

rs165599
(3’-UTR)

Primer

Vorwértsprimer: 5-GCATTATCCCCCTAAGTCTCG
Ruckwartsprimer: 5"-GCATCAAAAGGAGGAAAAAGG
PCR-Produktlange: 204 bp

Restriktionsenzym: Hindll1

WT 96 + 108

MT 204

Vorwaértsprimer: 5-AGGTGTCAAGCCCAGCTG
Ruckwartsprimer: 5"-AGGTCCACATTCCCTCCTCT
PCR-Produktlange: 191 bp

Restriktionsenzym: Pmil

WT 63 + 128

MT 191

Vorwaértsprimer: 5-CCTGGGGATCCAAGTTCC
Rickwartsprimer: 5"-CCCTTTTTCCAGGTCTGACA
PCR-Produktlange: 299 bp

Restriktionsenzym: Bcll

WT 115 + 184

MT 299

Vorwaértsprimer: 5-ACTGTGGCTACTCAGCTGTG
Ruckwartsprimer: 5"-TACTGGAATGCCTGGCTCTT
PCR-Produktlange: 169 bp

Restriktionsenzym: Nlalll

WT 18 + 26 + 29 + 96

MT 26 + 29 + 114

Vorwaértsprimer: 5"-TGTTGTATAGGTGTGTAGGGATGG
Rickwartsprimer: 5"-TACTGGAATGCCTGGCTCTT
PCR-Produktlange: 218 bp

Restriktionsenzym: Mspl

WT 218

MT 54 + 164

Tm=60.4
Tm =60.2

Tm =60
Tm =59.9

Tm =60.3
Tm =60.1

Tm =60.2
Tm =60.0

Tm =60.1
Tm =59.8



Tab. 5.1.1: Test auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

SNP HWE"
12 p-Wert
rs2097603 Félle 1.98 0.15906
Kontrollen 2.23 0.13494
rs740603 Félle 0.29 0.59086
Kontrollen 0.96 0.32690
rs4818 Félle 15.67 0.00008
Kontrollen 0.66 0.41739
rs4680 Félle 2.09 0.14779
Kontrollen 1.71 0.19121
rs165599 Félle 2.29 0.13003
Kontrollen 1.78 0.18268

HWE: Hardy-Weinberg-Gleichgewicht



Tab. 5.1.2: Paarweises Kopplungsungleichgewicht. LD bei Kontrollen.
Obere Halfte: |D’|, unter Hélfte: p

SNP rs2097603 | rs740603 rs4818 rs4680 rs165599
rs2097603 |- .70 23 37 53
rs740603 |.60 - 54 49 33
rs4818 .16 42 - .96 17
rs4680 31 49 .76 - .62
rs165599 |.27 19 13 37 -
Tab. 5.1.3: Paarweises Kopplungsungleichgewicht. LD bei Fallen.

Obere Hélfte: |D’|, unter Halfte: p
SNP rs2097603 |rs740603 |rs4818 rs4680 rs165599
rs2097603 |- 58 32 .38 32
rs740603 |.53 - 50 43 35
rs4818 19 .33 - 81 .20
rs4680 28 .36 .65 - 55
rs165599 |.16 19 17 37 -




Tab. 5.1.9: Vergleich der Allel- und Genotypverteilung bei zykloiden Psychosen (n = 147) und Kontrollen (n = 150)

SNP

Allel

p-Wert"

Genotyp

p-Wert?

1

2

11

12

22

rs2097603

Falle

Kontrollen

103 (35.03%)
126 (42.00%)

191 (64.97%)
174 (58.00%)

0.0918

22 (14.97%)
22 (14.67%)

59 (40.14%)
82 (54.67%)

66 (44.90%)
46 (30.67%)

0.0809

rs740603

Falle

Kontrollen

115 (39.12%)
149 (49.67%)

179 (60.88%)
151 (50.33%)

0.0105

18 (12.24%)
34 (22.67%)

79 (53.74%)
81 (54.00%)

50 (34.01%)
35 (23.33%)

0.0067

rs4818

Falle

Kontrollen

118 (40.14%)
114 (38.00%)

176 (59.86%)
186 (62.00%)

0.6144

17 (11.56%)
24 (16.00%)

84 (57.14%)
66 (44.00%)

46 (31.29%)
60 (40.00%)

0.5819

rs4680

Falle

Kontrollen

142 (48.30%)
151 (50.33%)

152 (51.70%)
149 (49.67%)

0.6235

28 (19.05%)
34 (22.67%)

86 (58.50%)
83 (55.33%)

33 (22.45%)
33 (22.00%)

0.5933

rs165599

Falle

Kontrollen

198 (67.35%)
222 (74.00%)

96 (32.65%)
78 (26.00%)

0.0866

66 (44.90%)
79 (52.67%)

66 (44.90%)
64 (42.67%)

15 (10.20%)
7 (4.67%)

0.0666

! Fisher’s Exakter Test; 2 Armitage’s Trend Test




Tab. 5.1.10: Vergleich der Allel- und Genotypverteilung bei systematischen Schizophrenien (n = 142) und Kontrollen (n = 150)

SNP Allel p-Wert" Genotyp p-Wert?
1 2 11 12 22

rs2097603 Falle 115 (40.49%) | 169 (59.51%) | 0.7370 | 26 (18.31%) | 63 (44.37%) | 53 (37.32%) | 0.7082
Kontrollen | 126 (42.00%) | 174 (58.00%) 22 (14.67%) | 82 (54.67%) | 46 (30.67%)

rs740603 Falle 113 (39.79%) | 171 (60.21%) | 0.0197 | 19 (13.38%) | 75 (52.82%) | 48 (33.80%) | 0.0124
Kontrollen | 149 (49.67%) | 151 (50.33%) 34 (22.67%) | 81 (54.00%) | 35 (23.33%)

rs4818 Falle 108 (38.03%) | 176 (61.97%) | 1.0000 | 12 (8.45%) | 84 (59.15%) | 46 (32.39%) | 0.9941
Kontrollen | 114 (38.00%) | 186 (62.00%) 24 (16.00%) | 66 (44.00%) | 60 (40.00%)

rs4680 Falle 147 (51.76%) | 137 (48.24%) | 0.7411 | 35 (24.65%) | 77 (54.23%) | 30 (21.13%) | 0.7168
Kontrollen | 151 (50.33%) | 149 (49.67%) 34 (22.67%) | 83 (55.33%) | 33 (22.00%)

rs165599 Falle 104 (68.31%) | 90 (31.69%) | 0.1436 | 64 (45.07%) | 66 (46.48%) | 12 (8.45%) | 0.1122
Kontrollen |222 (74.00%)| 78 (26.00%) 79 (52.67%) | 64 (42.67%) | 7 (4.67%)

! Fisher’s Exakter Test; 2 Armitage’s Trend Test




Tab. 5.1.11: Vergleich der Allel- und Genotypverteilung bei unsystematischen Schizophrenien (n = 170) und Kontrollen (n = 150)

SNP Allel p-Wert" Genotyp p-Wert?
1 2 11 12 22

152097603 | Falle 114 (33.53%) | 226 (66.47%) | 0.0333 | 19 (L1.18%) | 76 (44.71%) | 75 (44.12%) | 0.0232
Kontrollen | 126 (42.00%) | 174 (58.00%) 22 (14.67%) | 82 (54.67%) | 46 (30.67%)

rs740603 Falle 145 (42.65%) | 195 (57.35%) | 0.0807 | 36 (21.18%) | 73 (42.94%) | 61 (35.88%) | 0.0799
Kontrollen | 149 (49.67%) | 151 (50.33%) 34 (22.67%) | 81 (54.00%) | 35 (23.33%)

rs4818 Falle 133 (39.12%) | 207 (60.88%) | 0.8073 | 21 (12.35%) | 91 (53.53%) | 58 (34.12%) | 0.7679
Kontrollen | 114 (38.00%) | 186 (62.00%) 24 (16.00%) | 66 (44.00%) | 60 (40.00%)

rs4680 Falle 168 (49.41%) | 172 (50.59%) | 0.8741 | 43 (25.29%) | 82 (48.24%) | 45 (26.47%) | 0.8131
Kontrollen | 151 (50.33%) | 149 (49.67%) 34 (22.67%) | 83 (55.33%) | 33 (22.00%)

rs165599 Falle 242 (71.18%)| 98 (28.82%) | 0.4780 | 82 (48.24%) | 78 (45.88%) | 10 (5.88%) | 0.3967
Kontrollen |222 (74.00%)| 78 (26.00%) 79 (52.67%) | 64 (42.67%) | 7 (4.67%)

! Fisher’s Exakter Test; 2 Armitage’s Trend Test




Tab. 5.1.12: Allel- und Genotypverteilung, P-Werte (zykloide Psychosen)

Héufigkeit (%)
Stichprobe G G/G AlG? A/A° p?
SNP Kontr | Félle | Kontr| Falle | Kontr | Falle | Kontr | Félle | Kontr | Falle | Genotyp | Allel | G/G | G/G,
A/G?

rs2097603

Frauen 63 53 | 595 | 67.0 | 30.2 | 47.2 | 58.7 | 39.6 11.1 13.2 11 24 060 | .73

Manner 87 94 | 56.9 | 638 | 31.0 | 436 | 51.7 | 404 17.2 16.0 .20 18 .081 | .82

Gesamt 150 147 | 58.0 | 65.0 | 30.7 | 449 | 547 | 40.1 14.7 15.0 .026 .081 011 | .94
rs740603

Frauen 63 53 | 524 | 66.0 | 30.2 | 358 | 444 | 604 25.4 3.8 .0056 .035 52 | .0014

Manner 87 94 | 48.9 | 58.0 184 | 33.0 | 60.9 | 50.0 20.7 17.0 .082 .082 .025 53

Gesamt 150 147 | 50.3 | 23.3 60.9 | 340 | 54.0 | 53.7 22.7 12.2 .023 0097 | .042 | .018

rs4818

Frauen 63 53 63.5 | 54.7 429 | 226 | 41.3 64.2 15.9 13.2 .038 .18 .022 .69

Manner 87 94 60.9 | 62.8 379 | 36.2 | 46.0 53.2 16.1 10.6 A7 12 81 .28

Gesamt 150 147 | 62.0 | 59.9 40.0 | 31.3 | 44.0 57.1 16.0 11.6 .075 .59 12 27
rs4680

Frauen 63 53 49.2 | 48.1 20.6 17.0 | 57.1 62.3 22.2 20.8 .84 .87 .62 .85

Manner 87 94 51.1 | 48.4 241 | 20.2 | 54.0 56.4 21.8 23.4 .81 .60 .52 .80

Gesamt 150 147 | 50.3 | 48.3 22.7 19.0 | 55.3 58.5 22.0 22.4 74 .62 44 .93
rs165599

Frauen 63 53 19.0 | 37.7 3.2 13.2 | 31.7 49.1 65.1 37.7 .0067 .0015 | .044 | .0033

Manner 87 94 31.0 | 29.8 5.7 8.5 50.6 42.6 43.7 48.9 .50 .80 47 .48

Gesamt 150 147 | 26.0 | 32.7 4.7 10.2 | 42.7 44.9 52.7 44.9 A3 .075 .068 .18

2 C/G fiir rs4818; ® C/C fuir rs4818; ! y2-Test



Tab. 5.1.13: ORs und 95 %-Konfidenzintervalle (zykloide Psychosen)

SNP GIG vs. AIG?, AIA° GI/G, AIG* vs. AIA
OR 95 % CI OR 95 % ClI

rs2097603

Frauen 2.07 0.97-4.43 0.82 0.27-2.51

Manner 1.72 0.93-3.16 1.10 0.50-2.40

Gesamt 1.84 1.15-2.96 0.98 0.51-1.85
rs740603

Frauen 1.29 0.59-2.82 8.68 1.89-39.79

Manner 2.18 1.09-4.36 1.27 0.60-2.68

Gesamt 1.69 1.02-2.82 2.10 1.13-3.92
rs4818

Frauen 0.39 0.17-0.88 1.24 0.44-3.52

Manner 0.93 0.51-1.70 1.61 0.67-3.85

Gesamt 0.68 0.42-1.10 1.46 0.75-2.84
rs4680

Frauen 0.79 0.31-2.02 1.09 0.45-2.66

Manner 0.80 0.39-1.61 0.91 0.46-1.84

Gesamt 0.80 0.46-1.41 0.97 0.56-1.68
rs165599

Frauen 4.64 0.92-23.39 3.08 1.44-6.57

Manner 1.53 0.48-4.85 0.81 0.45-1.45

Gesamt 2.32 0.92-5.87 1.37 0.87-2.16

3 CIG fiir rs4818; ° C/C fiir rs4818




Tab. 5.1.14: Allel- und Genotypverteilung, P-Werte (unsystematische Schizophrenien)

Héufigkeit (%)
Stichprobe G/G AlG? A/A° p?
SNP Kontr | Félle | Kontr | Félle | Kontr | Falle | Kontr | Falle | Kontr | Falle | Genotyp | Allel | G/G | G/G,
A/G?

rs2097603

Frauen 63 40 59,5 | 588 | 30.2 | 40.0 | 58.7 | 375 11.1 | 225 .085 91 .30 12

Manner 87 130 | 56.9 | 68.8 | 31.0 | 454 | 51.7 | 46.9 17.2 7.7 .029 011 .034 | .031

Gesamt 150 170 | 58.0 | 66.5 | 30.7 | 44.1 | 547 | 447 14.7 11.2 .046 .027 013 | .35
rs740603

Frauen 63 40 524 | 475 30.2 27.5 44.4 40.0 25.4 32.5 g4 49 A7 43

Manner 87 130 | 489 | 604 | 184 | 385 | 60.9 | 43.8 | 20.7 17.7 .0063 .018 |.0016| .58

Gesamt 150 170 | 50.3 | 574 | 233 | 359 | 540 | 429 | 227 | 21.2 .043 .075 015 | .75
rs4818

Frauen 63 40 63.5 | 68.8 42.9 45.0 41.3 47.5 15.9 7.5 45 A4 .83 21

Manner 87 130 | 60.9 | 585 | 379 | 30.8 | 46.0 | 554 16.1 13.8 .39 .61 27 .65

Gesamt 150 170 | 620 | 60.9 | 40.0 | 341 | 44.0 | 535 16.0 12.4 23 77 .28 .35
rs4680

Frauen 63 40 49.2 | 600 | 206 | 325 | 571 | 550 | 222 12.5 27 13 18 22

Manner 87 130 | 51.1 | 46.2 | 241 | 23.1 | 540 | 46.2 21.8 | 30.8 .33 31 .86 15

Gesamt 150 170 | 50.3 | 49.4 | 22.7 | 253 | 553 | 48.2 220 | 26,5 44 .82 .58 .35
rs165599

Frauen 63 40 19.0 | 25.0 3.2 0.0 31.7 | 50.0 | 65.1 | 50.0 12 31 .26 13

Manner 87 130 | 31.0 | 30.0 5.7 7.7 50.6 | 44.6 | 43.7 | 471.7 .65 .82 .58 .56

Gesamt 150 170 | 26.0 | 28.8 | 4.47 5.9 427 | 459 | 52.7 | 48.2 .70 42 .63 43

2 C/G fiir rs4818; ® C/C fiir rs4818; * y2-Test




Tab. 5.1.15: ORs und 95 %-Konfidenzintervalle (unsystematische Schizophrenien)

SNP G/G vs. AIG?, AIAP GI/G, AIG* vs. AIA
OR 95 % CI OR 95 % CI

rs2097603

Frauen 1.54 0.67-3.54 0.43 0.15-1.27

Manner 1.85 1.04-3.27 2.50 1.07-5.86

Gesamt 1.78 1.13-2.83 1.37 0.71-2.64
rs740603

Frauen 0.88 0.37-2.11 0.71 0.30-1.69

Manner 2.77 1.45-5.30 1.21 0.61-2.41

Gesamt 1.84 1.13-3.01 1.09 0.64-1.85
rs4818

Frauen 1.09 0.49-2.42 2.33 0.60-9.04

Manner 0.73 0.41-1.29 1.19 0.56-2.55

Gesamt 0.78 0.49-1.22 1.35 0.72-2.54
rs4680

Frauen 1.85 0.75-4.56 2.00 0.66-6.07

Manner 0.94 0.50-1.79 0.63 0.33-1.18

Gesamt 1.16 0.69-1.93 0.78 0.47-1.31
rs165599

Frauen - - 1.86 0.83-4.18

Manner 1.37 0.45-4.15 0.85 0.49-1.47

Gesamt 1.28 0.47-3.44 1.19 0.77-1.85

3 C/G fur rs4818; ° C/C fiir rs4818




Tab. 5.1.16: Allel- und Genotypverteilung, P-Werte (systematische Schizophrenien)

Héufigkeit (%)
Stichprobe G/G AlG? A/A° p?
SNP Kontr | Félle | Kontr | Félle | Kontr | Falle | Kontr | Falle | Kontr | Falle | Genotyp | Allel | G/G | G/G,
A/G?

rs2097603

Frauen 63 27 595 | 63.0 | 30.2 | 40.7 | 58.7 | 444 11.1 14.8 46 .67 .33 .62

Manner 87 115 56.9 | 58.7 31.0 36.5 51.7 44.3 17.2 19.1 .58 12 42 73

Gesamt 150 142 | 58.0 | 595 | 30.7 | 37.3 | 54.7 | 44.4 14.7 18.3 21 71 23 40
rs740603

Frauen 63 27 524 | 59.3 | 30.2 | 296 | 444 | 593 | 254 | 111 .26 40 .96 13

Manner 87 115 | 489 | 604 | 184 | 348 | 60.9 | 51.3 | 20.7 13.9 .031 .020 010 | .20

Gesamt 150 142 | 50.3 | 60.2 | 233 | 33.8 | 540 | 528 | 227 13.4 .043 .016 047 | .040
rs4818

Frauen 63 27 635 | 61.1 | 429 | 296 | 413 | 63.0 15.9 7.4 .16 .76 24 .28

Manner 87 115 | 60.9 | 622 | 379 | 333 | 46.0 | 58.3 16.1 8.7 13 .80 47 A1

Gesamt 150 142 | 620 | 62.0 | 40.0 | 324 | 440 | 59.2 16.0 8.5 .020 .99 18 | .050
rs4680

Frauen 63 27 492 | 556 | 206 | 259 | 57.1 | 59.3 | 222 14.8 .68 43 .58 42

Manner 87 115 | 511 | 509 | 241 | 243 | 540 | 530 | 218 | 226 .99 .96 97 .90

Gesamt 150 142 | 50.3 | 51.8 | 22.7 | 246 | 553 | 54.2 220 | 21.1 .92 73 .69 .86
rs165599

Frauen 63 27 19.0 | 42.6 3.2 148 | 317 | 55.6 | 65.1 | 29.6 .0042 .0010 | .042 | .0020

Manner 87 115 | 31.0 | 29.1 5.7 7.0 50.6 | 44.3 | 43.7 | 48.7 .67 .68 73 48

Gesamt 150 142 26.0 | 31.7 4.7 8.5 42.7 46.5 52.7 45.1 .26 13 19 .19

4 C/G fur rs4818; ® C/C fiir rs4818; * y2-Test




Tab. 5.1.17: ORs und 95 %-Konfidenzintervalle (systematische Schizophrenien)

SNP G/G vs. AIG?, AIAP GI/G, AIG* vs. AIA
OR 95 % CI OR 95 % ClI

rs2097603

Frauen 1.59 0.62-4.07 0.72 0.19-2.69

Manner 1.28 0.71-2.31 0.88 0.43-1.82

Gesamt 1.35 0.83-2.19 0.77 0.41-1.43
rs740603

Frauen 0.98 0.36-2.61 2.72 0.72-10.27

Manner 2.37 1.22-4.60 1.61 0.77-3.38

Gesamt 1.68 1.00-2.80 1.90 1.02-3.51
rs4818

Frauen 0.56 0.21-1.47 2.36 0.48-11.58

Manner 0.81 0.45-1.44 2.01 0.85-4.78

Gesamt 0.72 0.44-1.16 2.06 0.99-4.30
rs4680

Frauen 1.35 0.47-3.87 1.64 0.49-5.55

Manner 1.01 0.53-1.94 0.96 0.49-1.87

Gesamt 1.12 0.65-1.92 1.05 0.60-1.84
rs165599

Frauen 5.30 0.91-30.95 4.43 1.67-11.73

Manner 1.23 0.39-3.89 0.82 0.47-1.43

Gesamt 1.89 0.72-4.93 1.36 0.86-2.15

3 C/G fiir rs4818; *:C/C fiir rs4818




Tab. 5.1.18: Vergleich der Allel- und Genotypverteilung bei zykloiden Psychosen (n = 147), unsystematischen Schizophrenien (n = 170)
und systematischen Schizophrenien (n = 142)

Syst. Schizo.

Unsyst. Schizo.

242 (71.18%)
194 (68.31%)

98 (28.82%)
90 (31.69%)

82 (48.24%)
64 (45.07%)

78 (45.88%)
66 (46.48%)

10 (5.88%)
12 (8.45%)

SNP Allel p-Wert" Genotyp p-Wert?
1 2 11 12 22

152097603 | Zykl. Psych. | 103 (35.03%) | 191 (64.97%) | 0.1773 | 22 (14.97%) | 59 (40.14%) | 66 (44.90%) | 0.3540
Unsyst. Schizo. | 114 (33.53%) | 226 (66.47%) 19 (11.18%) | 76 (44.71%) | 75 (44.12%)
Syst. Schizo. | 115 (40.49%) | 169 (59.51%) 26 (18.31%) | 63 (44.37%) | 53 (37.32%)

rs740603  |Zykl. Psych. | 115 (39.12%) | 179 (60.88%) | 0.6240 | 18 (12.24%) | 79 (53.74%) | 50 (34.01%) | 0.1343
Unsyst. Schizo. | 145 (42.65%) | 195 (57.35%) 36 (21.18%) | 73 (42.94%) | 61 (35.88%)
Syst. Schizo. | 113 (39.79%) | 171 (60.21%) 19 (13.38%) | 75 (52.82%) | 48 (33.80%)

rs4818 Zykl. Psych. | 118 (40.14%) | 176 (59.86%) | 0.8723 | 17 (L1.56%) | 84 (57.14%) | 46 (31.29%) | 0.7674
Unsyst. Schizo. | 133 (39.12%) | 207 (60.88%) 21 (12.35%) | 91 (53.53%) | 58 (34.12%)
Syst. Schizo. | 108 (38.03%) | 176 (61.97%) 12 (8.45%) | 84 (59.15%) | 46 (32.39%)

rs4680 Zykl. Psych. | 142 (48.30%) | 152 (51.70%) | 0.6967 | 28 (19.05%) | 86 (58.50%) | 33 (22.45%) | 0.3818
Unsyst. Schizo. | 168 (49.41%) | 172 (50.59%) 43 (25.29%) | 82 (48.24%) | 45 (26.47%)
Syst. Schizo. | 147 (51.76%) | 137 (48.24%) 35 (24.65%) | 77 (54.23%) | 30 (21.13%)

15165599 | Zykl. Psych. | 198 (67.35%) | 96 (32.65%) | 0.5512 | 66 (44.90%) | 66 (44.90%) | 15 (10.20%) | 0.7053

! Fisher’s Exakter Test; 2 Armitage’s Trend Test




Tab. 5.1.19: Vergleich der Allel- und Genotypverteilung bei schizophrenen Mannern (n = 339) und Frauen (n = 120)

SNP Allel p-Wert* Genotyp p-Wert?
1 2 11 12 22

rs2097603 | Frauen 88 (36.67%) | 152 (63.33%) | 0.8759 | 20 (16.67%) | 48 (40.00%) | 52 (43.33%) | 0.8555
Méanner | 244 (35.99%) | 434 (64.01%) 47 (13.86%) | 150 (44.25%) | 142 (41.89%)

rs740603 Frauen | 100 (41.67%) | 140 (58.33%) | 0.7030 | 18 (15.00%) | 64 (53.33%) | 38 (31.67%) | 0.7005
Manner | 273 (40.27%) | 405 (59.73%) 55 (16.22%) | 163 (48.08%) | 121 (35.69%)

rs4818 Frauen 94 (39.17%) | 146 (60.83%) | 1.0000 | 12 (10.00%) | 70 (58.33%) | 38 (31.67%) | 0.9804
Manner | 265 (39.09%) | 413 (60.91%) 38 (11.21%) | 189 (55.75%) | 112 (33.04%)

rs4680 Frauen | 129 (53.75%) | 111 (46.25%) | 0.1545 | 29 (24.17%) | 71 (59.17%) | 20 (16.67%) | 0.1385
Manner | 328 (48.38%) | 350 (51.62%) 77 (22.71%) | 174 (51.33%) | 88 (25.96%)

rs165599 Frauen | 157 (65.42%) | 83 (34.58%) | 0.1673 | 48 (40.00%) | 61 (50.83%) | 11 (9.17%) | 0.1402
Manner | 477 (70.35%) | 201 (29.65%) 164 (48.38%) | 149 (43.95%) | 26 (7.67%)

! Fisher’s Exakter Test; 2 Armitage’s Trend Test




Tab. 5.1.20: Vergleich der Allel- und Genotypverteilung bei sporadisch (n = 367) und familiar bedingten Schizophrenien (n = 92)

SNP Allel p-Wert" Genotyp p-Wert?
1 2 11 12 22

152097603 | Familiar | 268 (36.51%) | 466 (63.49%) | 0.7315 | 57 (15.53%) | 154 (41.96%) | 156 (42.51%) | 0.6723
Sporadisch | 64 (34.78%) | 120 (65.22%) 10 (10.87%) | 44 (47.83%) | 38 (41.30%)

[s740603 | Familiar | 299 (40.74%) | 435 (59.26%) | 0.9332 | 56 (15.26%) | 187 (50.95%) | 124 (33.79%) | 0.8969
Sporadisch | 74 (40.22%) | 110 (59.78%) 17 (18.48%) | 40 (43.48%) | 35 (38.04%)

rs4818 Familiar | 284 (38.69%) | 450 (61.31%) | 0.6131 | 36 (9.81%) | 212 (57.77%) | 119 (32.43%) | 0.5690
Sporadisch | 75 (40.76%) | 109 (59.24%) 14 (15.22%) | 47 (51.09%) | 31 (33.70%)

rs4680 Familiar | 366 (49.86%) | 368 (50.14%) | 0.9345 | 81 (22.07%) | 204 (55.59%) | 82 (22.34%) | 0.9185
Sporadisch | 91 (49.46%) | 93 (50.54%) 25 (27.17%) | 41 (44.57%) | 26 (28.26%)

rs165500  |Familiar | 503 (68.53%) | 231 (3L.47%) | 0.5327 | 167 (45.50%) | 169 (46.05%) | 31 (8.45%) | 0.4679
Sporadisch | 131 (71.20%) | 53 (28.80%) 45 (48.91%) | 41 (44.57%) | 6 (6.52%)

! Fisher’s Exakter Test; 2 Armitage’s Trend Test




Tab. 5.2.1: 5-Locus-Haplotypfrequenzen bei Fallen, Kontrollen und gepoolter Stichprobe

Allel! Frequenz

rs2097603 | rs740603 |rs4818 |rs4680 |rs165599 |Gesamt |Kontrollen |Falle

0.1828 [0.2497 0.1661

0.1349 ]0.1241 0.1373

0.1275 ]0.1396 0.1234

0.1151 |0.1067 0.1176

0.0668 |0.0649 0.0649

0.0639 [0.0490 0.0684

0.0464 |0.0667 0.0385

0.0357 [0.0240 0.0374

0.0276 |0.0074 0.0337

0.0241 ]0.0286 0.0231

0.0226 |0.0176 0.0243

0.0213 ]0.0214 0.0242

0.0186 [0.0114 0.0202

0.0164 ]0.0274 0.0131

0.0158 |0.0000 0.0205

0.0128 |0.0000 0.0149

0.0127 ]0.0097 0.0141

0.0126 |0.0257 0.0087

0.0095 ]0.0000 0.0128

0.0080 [0.0076 0.0080

0.0059 ]0.0090 0.0038

0.0057 ]0.0074 0.0060

0.0056 |0.0000 0.0079

0.0034 0.0000 0.0052

0.0025 |0.0000 0.0033

0.0010 ]0.0000 0.0011

0.0009 [0.0000 0.0008

0.0000 |0.0020 0.0000

RRRRPRRPRINNR RPN RN NN R R R RPN N N N -
N RINERN R RPN RN R RR N R RN NN N R RN RN N N -
N RINFRRPIRPIR|RIN NN NN RN RN R RN RN R R NN
NNRRRIRIN RN N R RN RN NN N R R NN RN N R -
NN R RN N R(R RN R RN R RPN RN R R -

0.0000 ]0.0000 0.0006

11: Allel des Wildtyps; 2: Allel der Mutante
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