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1 Einleitung
1.1 Grundlagen der bipolaren affektiven Stérung

1.1.1 Historischer Hintergrund

.Die Schonheit der Welt hat zwei Schneiden, dieldas zerteilen. Eine ist Gelachter,
die andere Seelenqual” [1]. Die britische Schedtstin Virginia Woolf, welche bis zu
threm Suizid im Jahre 1941 selbst unter der bigolaaffektiven Stérung litt,
charakterisierte die Erkrankung auf diese Weise.

Bereits im 5. Jahrhundert verwendete Hippokrateskams die beiden Begriffe ,Mania“
und ,Melancholie”. Letzterer wurde spater durch #@chbegriff ,Depression” ersetzt.
Noch im 1. Jahrhundert n. Chr. erkannte der Arzétédeus von Kappadokien die
Zusammengehdrigkeit dieser dualistischen Krankbiisr. Jedoch geriet im
Mittelalter der rationale Zeitgeist der Antike inekgjessenheit und erst im 19.
Jahrhundert wurde die Begrifflichkeit von Jean-féefFalret als ,la folie circulaire®
(zirkulares Irresein) und von Emil Kraepelin alsgnisch-depressives Irresein”

wieder aufgegriffen. Nach der NS-Zeit, in der vigisychiatrische Patienten dem
»Euthanasie-Programm® der Nationalsozialisten zupieDfielen, etablierte sich durch
Jules Angst und Carlo Perris die DifferenzierungseWwen unipolarer und bipolarer
Depression.

Uberdies ziehen sich die Beschreibungen maniscredsiper Krankheitszustande
berGhmter Personlichkeiten wie ein roter Faden ldwiee Geschichte der letzten
Jahrhunderte. Insbesondere Kinstler aller Richtunged Epochen, wie Virginia
Woolf, aber auch Robert Schumann, Vincent van Gdgimest Hemingway, Kurt
Cobain und viele weitere Personlichkeiten drickieses Krankheitsbild expressiv und
somit sehr sichtbar aus. Phasen (bersteigerternimgshochs lassen Angste und
Zweifel schwinden, bringen gesellschaftliche Normerd Tabus zum Einsturz und
befdrdern eine scheinbar unerschopfliche Schaffafisku Tage. Erlangen bipolare
Patienten auf diese Weise Zugang zu einer ,hOhElmme der Kreativitat“? Studien
geben maoglicherweise Hinweise auf das gehaufte réteft der Erkrankung bei
kreativen Personlichkeiten [2] oder belegen zumshd eine gewisse

Produktivitatssteigerung in (hypo-)manischen Phasen



Angesichts vieler groRer Werke, welche psychidtrisdkrankte Kinstler schufen, und
ohne die die Menschheit gewiss ein Stick armer vededt sich die Frage, ob es falsch
ist, diese Patienten als ,krank® zu stigmatisien@md ihnen z.T. ihre scheinbare
Selbstbestimmung zu entreil3en. Bedenkt man allgsdilen Preis, den diese Kreativitat
und Genialitat abverlangt und bedenkt man fernassdder durch die Krankheit
geleitete Mensch ebenso wenig Selbstbestimmungzhesiird diese Frage wohl

hinfallig.

Abgesehen von Robert Schumann, der wenige Jahrb eaem gescheiterten

Suizidversuch in einer Heilanstalt verhungerte, dé&an alle oben erwahnten
Personlichkeiten an einem gewissen Punkt keineerand,Ausweg” mehr, als ihrem

Leben mit eigener Hand ein Ende zu setzen.

1.1.2 Definition, Klassifikation und Epidemiologie

Die zum Formenkreis der affektiven Erkrankungeneddhe bipolare Stdrung ist durch
einen phasenhaften Verlauf zwischen depressivermamdschen bzw. hypomanischen
Zustdnden gekennzeichnet. Dazwischen liegen meler @ceniger symptomfreie
Intervalle. Es lassen sich sowohl Auswirkungen &timhmung, als auch auf Antrieb
und Kognition beobachten.

Erfillen die Phasen gehobener Stimmung und gestergéAntriebs Kriterien einer
Manie, spricht man von einer Bipolar-1-Stérung. Giediglich hypomane Phasen, in
welchen die Kennzeichen einer Manie in abgeschwédhtispragung vorhanden sind,
zu beobachten, lasst sich nach DSM-IV [3] eine Bipdl-Stérung diagnostizieren.
Neuere wissenschaftliche Publikationen legen awpereéine weitere Einteilung in
Bipolar-11I- und Bipolar-1V-Stérung nahe [4]. Erste bezeichnet eine rezidivierende
depressive Storung bei zu Grunde liegendem hypmehyTemperament — alternativ
auch hypomane Phasen ausschliel3lich unter antsb®pee Behandlung —, letztere
rezidivierende Depressionen mit bipolarer Familiferanese. Dartber hinaus kdnnen
auch gemischte Episoden, mit gleichzeitigem Bestetiepressiver und manischer
Teilaspekte, auftreten.

Zu erwahnen sei noch, dass das DSM-IV im Gegengatz ICD-10 auch die
Zyklothymia in den Formenkreis der bipolaren Erkamgen aufnimmt. Diese zeichnet



sich durch leichtere Stimmungsschwankungen ausche&ejedoch noch nicht die

Kriterien einer Depression bzw. (Hypo-)Manie eréill

Eine klare Abgrenzung zu schizoaffektiven Stérunged insbesondere zur unipolaren
Depression stellt die derzeitigen diagnostischenglMikeiten immer noch vor
Probleme [5]. Nicht zuletzt daher sowie durch dahdn Dunkelziffer an Erkrankten
divergieren die epidemiologischen Schatzungen hbaept. Haufigkeit der Erkrankung
relativ stark. Es werden je nach DiagnosekriteRe@ivalenzen von 0,5% bis Gber 10%
[6] angegeben, wobei fur diese Zahlen u.a. die ijeyeeAbgrenzung zur unipolaren
Depression oder Major Depression ausschlaggebend aguelle Studiendaten
ergaben bei breiter Diagnosestellung eine Lebetmsagalenz von 4% [7]. Betrachtet
man eine 2011 verdffentlichte groRangelegte Metgiaaeelf europaischer Studien, ist
jedoch eine Lebenszeitpravalenz von knapp 1% wishtealistischer Wert anzusehen
[8].

Das durchschnittliche Erkrankungsalter bewegt siciBereich der spaten Adoleszenz
und des friihen Erwachsenenalters. Eine interndtiangelegte Studie mit 1566
Patienten bezifferte das mittlere Erkrankungsaitér24 Jahren fir die Bipolar-1- und
mit 30 Jahren fur die Bipolar-II-Storung [9] (s. Bbl1.1), wobei interessanterweise
weiterfihrende Studien ergaben, dass ein famili&lietergrund bzgl. der bipolaren
Stérung gehauft bei frihem Auftreten der Erkrankangbeobachten ist [10]. Andere
aktuelle Studien gehen, bei Betrachtung aller laiggsi Patienten, oftmals von einem
noch friheren Erkrankungsgipfel aus [11]. Mit eineausgeglichenen
Geschlechterverteilung unterscheidet sich die brneolStorung von der unipolaren
Depression, bei welcher mehr Frauen betroffen sind.

Obige epidemiologische Zusammenfassung lasst eekenwvelche Schwierigkeiten die
Abgrenzung des breiten Spektrums der bipolaren aBkung zur unipolaren
Depression, dem ADHS oder Psychosen bereitet. Wiresv.a. durch symptomatische
und syndromale Uberschneidungen hervorgerufen anchdgative Auswirkungen auf
die Friherkennung und damit die friihzeitige Behangll Die L6sung des Problems

wird allein auf klinischer Ebene wohl nur schwerfinden sein.
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Abb. 1.1: Erkrankungsalter bei Bipolar-I- und Bipol ar-1I-Stérung (entnommen aus [9])

1.1.3 Atiologie

Die bipolare affektive Storung stellt eine multifakelle Erkrankung mit vielfaltigen
Ursachen dar. Nicht zuletzt auf Grund dieser Hgfendat und dem Zusammenwirken
von genetischer Pradisposition und Umweltfaktoreind wmmer noch nach einem

umfassenden atiologischen Erklarungsansatz gesucht.

Eine besondere Bedeutung kommt dabei den genatisckaktoren der
Krankheitsentstehung zu, da bei der bipolaren &trzusammen mit dem adulten
ADHS und Autismus-Spektrumerkrankungen die hoclestdichkeit im Bereich der
psychiatrischen Erkrankungen angenommen wird. Viele der Vergangenheit
publizierten Daten untermauern diese Hypotheseeungeben eine Heritabilitat von bis
zu 0,80 [12]. Die bislang grofldte Studie wurde im@eden an Hand von Uber 2
Millionen Familien durchgefiihrt und konstatierteeiErblichkeit von 0,59 [13]. Des
Weiteren ist das Erkrankungsrisiko fur einen Verdtan 1. Grades im Vergleich zur
Allgemeinbevdlkerung um das 10-fache erhéht [14pbai bemerkenswerter Weise
auch das Risiko flr eine unipolare Depression uné 8chizophrenie ansteigt, was auf

sich Uberschneidende pathogenetische Faktorenutetde



Auf molekulargenetischer Ebene wurden zur Idenéfimg &atiopathogenetisch
relevanter Risikogenvarianten sowohl Kopplungs- agch Assoziationsstudien
durchgefuhrt. Dabei sind momentan zwei Modelle, clvel die komplexe polygene
Vererbung erklaren sollen, in der Diskussion. De@mmon variant, common disease"-
Modell geht davon aus, dass eine Ansammlung zahkei hdufig vorkommender
DNA-Varianten die Ursache der Erkrankung darst&libhingegen das ,multiple rare
variant, common disease“-Modell wenige, selten workiende Varianten als
Krankheitsursache verantwortlich macht [15] [16].

Im Zuge von Kopplungsanalysen wurde zwar die Kopgluerschiedener Loci sowohl
belegt als auch haufig widerlegt, jedoch konntenafs das zu Grunde liegende Gen
nicht identifiziert werden und nur wenige Ergebaishielten grol3 angelegten
Metaanalysen stand. So waren bei einer Metaanatyséiber 5000 Individuen in Gber
1000 Familien von McQueen et al. [17] die Regior@R1-25, 8924 und 11q
replizierbar. Dartber hinaus konnten auch Loci,rdiein wenigen Familien gekoppelt
waren, identifiziert werden, so z.B. 12q22-24. Bredeinhaltet das Gen P2RX7,
welches einen ATP-Rezeptor codiert, dem mdglichemveine Rolle im Immunsystem
zukommt [18]. Ein Vorteil der Kopplungsanalysen dtbei, dass seltene genetische
Varianten, die jedoch eine relativ hohe Effektstddufweisen, nachgewiesen werden
kbnnen. Diese wuirden bei der Kombination vieler Ham oder bei grof3en
Assoziationsstudien aufgrund ihrer Seltenheit @aieen.

Bei Assoziationsstudien erfolgt eine gezielte, higpsengeleitete Analyse einzelner
Kandidatengene bzw. Genregionen, wobei die Ergsbnisder Vergangenheit oftmals
ahnlich erniichternd waren. Evidenz fir eine Asgamamit der Erkrankung zeigten
jedoch bspw. das Gen fur den ,brain-derived neapdtic factor* BDNF [19], sowie
das Dopamintransporter-Gen SLC6A3 [20], welche$de schizophrenen Psychosen
von Bedeutung ist. Der Genort des Dopamin-abbauenfliezyms ,Catechol-O-
Methyltransferase® COMT war ebenfalls Gegenstanchrerer Assoziationsstudien
[21], wobei bei der assoziierten Met-Variante desd-108/158-Met-Polymorphismus
ein verstarkter Abbau von Dopamin im Frontalhirnbaobachten ist. Aus dem Problem
der haufig nicht zu replizierenden Ergebnisse kaisn Schlussfolgerung gezogen
werden, dass eine grof3e und grindlich charaktaast&tichprobe von fundamentaler

Bedeutung fur die wissenschaftliche VerwendbartteitDaten ist.



In jingerer Vergangenheit ruckten hypothesenfreaaogiweite Assoziationsstudien
(GWAS) angesichts neuer technologischer Maogliclekeit in  den Fokus
wissenschaftlicher Forschung. Dieses Verfahren tiginéine sehr grof3e Stichprobe,
um die auf Grund der hohen Anzahl an parallel @oigiten Polymorphismen
maoglicherweise resultierenden falsch-positiven Bnggse zu vermeiden. Es kdnnen in
einem hypothesenfreien Ansatz derzeit 1 bis 2 dhiin Polymorphismen genotypisiert
werden, wobei sich die GWAS besonders gut zum Nahwogenannter ,common
variants eignet, die zwar haufig vorkommen, aber einen kleinen Beitrag zur
Krankheitsentstehung leisten. Im Zuge dieser GWASonnken einige
Suszeptibilitatsgene identifiziert werden [22], wol®DZ4 [23], NCAN [24], DGKH
[25], CACNALC und ANK3 [26] die wohl groRte Evidemufweisen. DGKH kodiert
das Enzym Diacylglycerol-Kinase eta, welches eirhli&selprotein im Lithium-
sensitiven Phosphatidyl-Inositol-Signalweg dars{@¥V]. CACNALC kodiert fur einen
spannungsabhangigen Kalziumkanal und Ankyrin-G,@asprodukt von ANK3 ist in
Axonen und Ranvierschen Schnirringen lokalisiertl wspielt eine Rolle in der
neuronalen Informationsubertragung [28]. Néhere hgraechanistische
Zusammenhange dazu sollen im Kapitel 1.2.2 bedotmigverden.

Zu erwahnen ist jedoch, dass diese Risikogenvarmanicht nur mit der bipolaren
Stbrung assoziiert sind, sondern z.T. auch beeR&nkohorten anderer Erkrankungen
des psychiatrischen Formenkreises zu finden sindis&z.B. DGKH mit unipolarer
Depression und aADHS [29], ANK3 mit Schizophren8®][ und CACNA1C sowohl
mit Schizophrenie [31] als auch unipolarer Dep@s$82] assoziiert. Dies spricht also
daflr, dass die Suszeptibilitatsgene zum Auftréestimmter gemeinsamer Symptome
und Syndrome beitragen und nicht spezifisch mitjeeriligen Erkrankung assoziiert
sind.

Durch den Zugewinn neuer, exakterer Moglichkeit@nBereich der Genom-Analyse
wird den sogenanntercgpy number variants(CNV) immer mehr Aufmerksamkeit
geschenkt. Diese strukturellen Veranderungen deso@g, wie Duplikationen und
Deletionen, zeichnen sich haufig durch eine hoHekiidtarke, jedoch ein eher seltenes
Auftreten aus, was dem ,common disease, multipie variant“-Modell entspricht. Die
Studienlage ist hierbei jedoch noch durftig. Zhatgal. [33] beobachteten bei einer

Kohorte von 1001 bipolaren Patienten im Vergleian Kontrollgruppe ein signifikant



haufigeres Auftreten spezifischer Deletionen, waxld Grozeva et al. [34] anhand von
1697 Patienten nicht bestatigt werden konnte. Bdedwidersprichlichen Ergebnissen
und da CNVs im Allgemeinen nur bei einzelnen Familivorkommen, muss man
momentan von einem — wenn Uberhaupt — geringenilAtee CNVs an den bipolaren

Krankheitsfallen ausgehen.

Zusammenfassend scheinen wohl beide Theorien ikisteBzberechtigung zu haben
und sowohl seltene DNA-Veranderungen mit hoher Ki$térke als auch die

Ansammlung vieler haufiger Genvarianten mit nurirgger Effektstarke tragen zur

Pathogenese der bipolaren Stérung bei.

Daneben spielen aber auch Umweltfaktoren eine niztt vernachlassigende
atiologische Rolle. So kdénnen zum einen aktuellgcipgsoziale Belastungsfaktoren
eine Episode anstof3en, zum anderen konnen auchatiaahe Ereignisse in der
Lebensgeschichte das Risiko, an einer bipolareruSgozu erkranken, erhbhen. Bspw.
lasst sich bei Patienten anamnestisch gehauft Bexwdissbrauch in der Kindheit

beobachten, welcher sich zuséatzlich negativ auPdognose der Erkrankung auswirken
kann [35]. Des Weiteren wird auch ein Anteil bestitar Personlichkeitsfaktoren an der
Krankheitsentstehung diskutiert.

Abschlie3end lasst sich anmerken, dass man sictewam klaren Trennung zwischen
genetischen und umweltbedingten Ursachen immer whshanziert und vielmehr eine
Krankheitsentstehung im Sinne einer Gen-Umweltrtkiion (GXE) propagiert.
Besteht bei einem Individuum eine genetische Ppaédison, bedarf es héaufig
unginstiger Umweltbedingungen, wie oben beschriecbem die Erkrankung
auszulésen. Umgekehrt kann ein Individuum aus mgsteoch nicht bekannten Griinden
eine Resilienz gegentber psychosozialen Belastungeh verschiedenen Traumata
aufweisen. Auch epigenetische Phanomene, wie DN#Mierungen oder die
Modifikation von Histonen, kénnten hierbei von Batieng sein. Bzgl. psychiatrischer
Erkrankungen konnen bspw. akute Stresssituatiomedregleichgewicht in der Histon-
Acetylierung hervorrufen. FuUr weiterfihrende Infatonen zur Epigenetik
psychiatrischer Stérungen soll hier auf Tsankoval.€2007 [36] verwiesen werden. Die



Rolle der GXxE ist bei einer Heritabilitdt der BPDrwv0,8 nattrlich begrenzt und darf
nicht als alleiniges Erklarungsmodell zur Krankbeisache dienen.

Die pathogenetischen Muster, die sich aus dieseogischen Ansatzen ergeben,
sollen im Rahmen der Beschreibung mdglicher Biomyader bipolaren Stérung (s.

Kapitel.1.2.2) umrissen werden

1.1.4 Klinisches Bild und Differentialdiagnosen

Das Krankheitsbild der bipolaren Stérung kann b&yimptomatik, Verlauf, Prognose
und dem Ansprechen auf medikamentdse Therapiessatkrvariieren. Bemerkenswert
ist dabei, dass die Krankheit zwischen den manmsdizsv. depressiven Phasen nicht
unbedingt voll remittiert. Wahrend bei einem Teilerd Patienten keinerlei
Einschrankungen in remittierten Intervallen zu kastitten sind, gehen manche Studien
davon aus, dass bis zu 50% der Erkrankten chronistdr subklinischen Symptomen
der bipolaren Stérung leiden [37, 38]. Dieser Umdtast neben der erheblichen
Minderung der Lebensqualitdit des Betroffenen ntiirlauch von nicht zu
vernachlassigender sozio6konomischer Bedeutung.

Neben der Heterogenitat des klinischen Bildes/|tstidé Abgrenzung verschiedener
anderer psychiatrischer Erkrankungen eine diagswsti Schwierigkeit dar. Als
Differentialdiagnosen sind u.a. das adulte Aufmenkiseitsdefizit-
/Hyperaktivitatssyndrom (aADHS) und die unipolarediession [39] von Bedeutung.
Da bei der medikamentdésen Therapie der unipolareprd3sion in erster Linie
Antidepressiva und bei adultem ADHS Psychostimiganeingesetzt werden, bei der
bipolaren Stérung hingegen bevorzugt Stimmungdgatmren verwendet werden,
kann eine Fehldiagnose die Einleitung einer ad&guaherapie erheblich verzégern.
Bei der Abgrenzung zur unipolaren Depression gestaich v.a. eine Frihdiagnose
schwierig, da die Patienten haufig noch keine ndu@dzw. hypomane Phase durchlebt
haben und so eine bipolare Storung lediglich aufn@rpositiver Familienanamnese
vermutet werden kann. Ein weiterer Hinweis fur ebigolare Erkrankung kann das
sehr plétzliche Eintreten einer depressiven Phaserihalb einer Woche sein, was eher

ein Charakteristikum der bipolaren im Gegensatz unipolaren Depression darstellt



[40]. Bei inadaquater Monotherapie mit einem Anpidssivum besteht die Gefahr,
dass eine erste manische bzw. hypomanische Prasezart wird.

Patienten mit aADHS weisen gehéuft komorbide dejpresEpisoden auf [41], zudem
ist bei einem grof3en Anteil der Patienten eine @nate Dysregulation zu beobachten.
Stimmungsschwankungen dieser Art kénnen differiigignostische Uberlegungen
erschweren. Hinzu kommt, dass bei bipolar Erkrankiei 10 bis 20% ein adultes
ADHS als Komorbiditat diagnsotiziert werden kanr2][4 Abschlieend lasst sich

bemerken, dass eine eindeutige Diagnosestellungklaischer Sicht schwierig sein

kann, jedoch von groR3er Bedeutung fur die daralgefale Therapie ist. Dies stellt, wie
auch die genetische Heterogenitat, einen Grundr dk#fi) nach weiteren Kriterien zur

korrekten Diagnosestellung zu forschen.

1.2 Entwicklung neuer Diagnosekriterien der bipolaren Ekrankung

Wie bereits oben erwahnt, ist die klinische Pré&s@m der bipolaren Erkrankung sehr
inhomogen. Klassifikationssysteme wie das DSM-I\érodie ICD-10 stellen lediglich

theoretische Konstrukte dar, die anhand psychofmjischer Faktoren, also des
klinischen Erscheinungsbildes, entworfen wurden mewrobiologische Gesichtspunkte
aul3er Acht lassen. Um diese Kluft zwischen Genetild Symptomatologie zu

schlie3en, wird nach neuen Kriterien gesucht, weekihe Diagnosestellung mit héherer
Spezifitat und Sensitivitdt erlauben und zugleigheesventuelle Untergliederung der
Erkrankung in verschiedene Subtypen ermdglicheme Hierartige Subtypisierung
erscheint daher sinnvoll, da logischerweise auderachiedliche Pathomechanismen
wirken koénnten. Dies kann eine friihe und exaktegBase vereinfachen, was sowohl

die therapeutischen als auch die prognostischetelNdbsitiv beeinflussen wirde.

121 Endophanotypen

Traditionelle Diagnosekriterien psychiatrischer farkkungen basieren gewohnlich auf
klinischen Parametern. Allerdings lasst die allgéniBetrachtung des Kklinischen
Erscheinungsbildes eine objektive Diagnosefindufimals nur schwer zu. Da Gene
ihre direkte Wirkung im Bereich der Zelle entfalterst es naheliegend, nach
neurobiologischen Krankheitskorrelaten zu suchea,bé&sser mit den Ursachen der



psychiatrischen Erkrankung assoziiert sind als klagsche Erscheinungsbild. Die
daraus entstehende Einteilung in sogenannte Endoplpen oder intermediare
Phanotypen stellt somit eine Verkntipfung zwischemd@yp und klinischem Phanotyp
dar. Diese Endophanotypen erfassen sowohl Biomagtesr den Bereichen der
Biochemie, Endokrinologie, Neurophysiologie undaimmie als auch kognitive und
neuropsychologische Messparameter.

1.2.2 Biomarker und Pathomechanismen

Biomarker lassen sich also in kognitive (neuropsiatische oder

neurophysiologische) und fluide (v.a. proteomischnel genetische) unterteilen. Im
kognitiven Bereich sind insbesondere Tests zur Mags verschiedener
neuropsychologischer Parameter [43],[44] sowiedalibnde Verfahren zum Nachweis
neurophysiologischer  Veranderungen von Bedeutung5]. [4 Weiterfihrende

Informationen kdnnen den angegebenen Quellen em@omverden.

Bzgl. der fluiden Biomarker wurden ebenfalls diwerélterationen bei bipolaren
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen unal wu differentialdiagnostisch
relevanten Erkrankungen nachgewiesen. Sowohl inP&hogenese als auch in der
Therapie psychiatrischer Erkrankungen scheinen chiezdene intrazelluléare
Signaltransduktionswege von zentraler Bedeutungein. So wurden, wie bereits im
Zusammenhang mit DGKH als Risikogen erwahnt, Ves&migen im Phosphatidyl-
Inositol-System beobachtet. Auch beeinflusst Litmiudurch Inhibition der
Inositolmonophosphatase die Signaltransduktion. [B&} therapeutische Angriffspunkt
von Lithium legt eine Dysregulation dieses Secoresténger-Wegs bei bipolaren
Patienten nahe. AulRerdem sprechen einige Befundeirié entscheidende Rolle des
intrazellularen Kalziumhaushalts bei der Pathogené&alzium kommt nicht zuletzt
durch die Aktivierung der Schlisselenzyme Proteiake C und Adenylatzyklase eine
entscheidende Rolle in der Zellhoméostase zu. &defa sich in lymphoblastoiden
Zelllinien bipolarer Patienten z.T. erhohte intladére Kalziumkonzentrationen [47]
und einige in GWAS gefundene Risikogene, wie CACRAtodieren fur lonenkanéle.
Ferner konnte die kalziumantagonistische Wirkung @&immungsstabilisatoren
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Lithium, Valproat, Lamotrigin und Carbamazepin inmklehrschluss einen moglichen

Wirkmechanismus dieser Substanzen darstellen [48].

Besondere Aufmerksamkeit kam in den vergangenemedablem Fachgebiet der
Psychoneuroimmunologie zu, welches sich mit derhselseitigen Interaktion von
Immunsystem und Nervensystem befasst. Dabei konnterunologische Prozesse zu
psychiatrischen Stérungen pradisponieren und pgathologische Vorgéange kdonnten
ihrerseits, durch Beeinflussung des Immunsystenes, Adhfalligkeit fir somatische
Erkrankungen erhdhen. Auch der haufig schub- odtesenhafte Verlauf stellt eine
Gemeinsamkeit zwischen affektiven Stérungen undo#wnunerkrankungen dar.
Dariber hinaus weisen ZNS und Immunsystem bemenater Weise die
Besonderheit eines Gedachtnisses auf, was sie waht allen anderen
Funktionssystemen des menschlichen Organismus sehtsdet. Auf molekularer
Ebene stellt das Immunsystem des Menschen einbdenssleichgewicht verschiedener
Faktoren dar, welches je nach Bedarf angepassewdwhn. Viele Befunde weisen auf
eine Storung dieses Gleichgewichts bei psychidteis&Erkrankungen hin. Insbesondere
bei affektiven Storungen wurde eine proinflammaidie Immunlage beobachtet. So
scheint ein Ubergewicht der Typ-1-lmmunantwort pesteigerten Aktivierung von
Monozyten und zur Ausschittung von Akut-Phase-Rreteund Zytokinen zu fuhren
[49]. Den proinflammatorischen Zytokinen, wie IL4&;10 oder TNFe, kommt dabei
eine zentrale Rolle zu. Neben der Beeinflussundraieervéser Immunprozesse und
der Regulierung der Blut-Hirn-Schranke nehmen &iB, Uber Zytokinrezeptoren auf
Nervenzellen, direkten Einfluss auf neuronale Pssee Des Weiteren konnten auch
Zusammenhange zwischen erhohten IL-6-Plasmaspiegalrd verminderter
Serotoninsynthese im ZNS, als ein depressionsarslés Faktor, hergestellt werden
[50].

Neueste Erkenntnisse deuten auf erhohte IL-10-Seyoeentrationen sowohl bei
bipolarer Stérung als auch bei Schizophrenie hirj.[Blr den Einfluss von Zytokinen
auf molekulare Pathomechanismen psychiatrischeraBkkingen spricht auch, dass
Patienten unter Zytokintherapie, z.B. mit Interfetobei viraler Hepatitis, haufig als
Nebenwirkung ein depressives Syndrom angeben. Feaieinen auch einige bzgl.

psychiatrischer Erkrankungen relevante Stoffweatsgeé durch Immunmechanismen
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beeinflusst zu werden. So bewirkt die gesteigeyte-T-Immunantwort im Tryptophan-

Kynurenin-Stoffwechselweg einen gesteigerten Trgpbtmabbau, was zur

Dysregulation im serotonergen System beitragen te&)nmvelches u.a. bei der
Depression eine Rolle spielt [49]. Schlielich kignauch die bei bipolaren Patienten
hochregulierte Arachidonsaurekaskade von Bedeutdiig die Suche nach

immunologischen Biomarkern sein, da die Hochreguig zu einem Anstieg von

Prostaglandin f£und Zytokinen fuhrt. Gestitzt wird dies auch dudas Ansprechen

depressiver Patienten auf selektive COX2-Inhibipreelche die Hemmung dieser
Kaskade bewirken [52, 53]. Die Evidenzlage ist beerjedoch noch ungentigend und
bedarf weiterer Untersuchungen.

Da auch neuroendokrinologische PathomechanismerBedeutung zu sein scheinen,
gilt es auch in diesem Bereich nach Biomarkern uthen. Insbesondere konnte eine
erhohte Aktivitat der Hypothalamus-Hypophysen-Neberenrinden-Achse (HHN-
Achse) bei Patienten mit bipolarer Erkrankung bebbet werden. Dies wird im
erhohten basalen Kortisolspiegel und der vermiete8uppression im Dexamethason-
Suppressionstest messbar. Zugleich fanden sich \zefanderungen hippokampaler
Glukokortikoidrezeptoren sowie eine Down-Regulation zentraler
Glukokortikoidrezeptoren. Das mogliche Bestehen erirdaraus resultierenden
Steroidresistenz wird auch durch die Befunde vopgRecht et al. [54] gestlitzt, dass
trotz Hyperkortisolismus keine Cushing-Symptome tratén. Andererseits weisen
Patienten mit Cushing-Syndrom haufig ahnliche Symma wie bei einer affektiven
Storung, zum Beispiel Gedachtniseinbul3en, gedrigkiteamung, Libidoverlust oder
Einschlafstérungen, auf [55]. Ferner scheint eingdapressive Pharmakotherapie die
Aktivitat der HHN-Achse zu dampfen. Somit kdnntereuroendokrinologische
Mechanismen nicht nur in Bezug auf Biomarker flagiostische Zwecke, sondern
auch fur therapeutische Ansatze, wie bspw. die dortsierung von CRH- oder
Glukokortikoid-Rezeptoren, von Bedeutung sein. Atis®end lasst sich noch anfligen,
dass die HHN-Achse interessanterweise auch eineluMbon durch das Immunsystem
unterliegt und Kortisol seinerseits nattrlich ebregleutende immunologische Stellgro3e
darstellt. Immunopeptide wie Interleukine oder ifgone beeinflussen die

verschiedenen Ebenen des Hormonsystems, welcheb daime Mediatorrolle einen
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weiteren maoglichen Verknlpfungspunkt zwischen Imaystem und
Zentralnervensystem darstellt.

Des Weiteren wurde in den vergangenen Jahren nacinderungen im Bereich der
adulten Neurogenese und der Umgestaltung von nalemorStrukturen gesucht. Die
rezeptorvermittelte Wirkung von Neurotransmitternndu Neurotrophinen auf
intrazellulare Signalkaskaden ist hierbei von dmgtender Bedeutung fur die
neuronale Plastizitat, v.a. fur den Schutz existider Neurone und der Bildung neuer
Synapsen. Storungen in diesem Bereich kdnnten, Idoimostruktureller als auch in
funktioneller Hinsicht, zu mangelnder Anpassungsfi@éhit an veranderte
Umweltfaktoren filhren. Diese Hypothese wird auchduwleh gestitzt, dass
Stimmungsstabilisatoren, wie Lithium und Valproagurotrophe und neuroprotektive
Teilwirkungen zeigen [56, 57]. Niedrige Plasmakarizationen des Neurotrophins
BDNF konnten u.a. bei Patienten mit bipolarer Stgrnachgewiesen werden [58] und
konnten somit als moéglicher Biomarker der bipolaEgkrankung in Betracht gezogen

werden.

Schliel3lich konnte die Arbeitsgruppe um Bahn et dirch Untersuchungen des
Proteinprofils euthymer, bipolarer Patienten im u8er und in peripheren
mononukledren Blutzellen mégliche PathomechanisdeenErkrankung aufzeigen. So
fanden sich intrazellular v.a. Proteine des Zyttek® und der Stressantwort
differentiell exprimiert. Dagegen sind die im Serugkentifizierten Analyte, wie Fas-
Ligand, CD40-Ligand, TNFe oder verschiedene Chemokine, v.a. von Relevanddsir
Immunsystem, was dessen Bedeutung bei der Patrsmgelee bipolaren Erkrankung
zusatzlich untermauert. Ferner ist den gefundemeteifen gemeinsam, dass sie Uber

apoptotische Prozesse regulierend auf das Uberladre#ellen wirken [59].

Zusammenfassend lasst sich allerdings bemerkers das momentane Stand der
Forschung noch keinen validen Einsatz von Biomarkeur Diagnosestellung, zur
Vorhersage von Therapieansprechen oder gar zumpstigchen Verlaufsbeurteilung
erlaubt, was weitere Bemuhungen auf diesem Gebtetamdig macht.
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1.3 Progranulin als méglicher Biomarker der bipolaren S6rung

Progranulin stellt ein Protein dar, welches versdbénste Vorgange im menschlichen
Organismus beeinflusst. In jlingster Vergangenheitder es im Rahmen der Suche
nach moglichen Pathomechanismen und Biomarkern atlder bipolar affektiven

Stérung in Verbindung gebracht (s. Kapitel 1.364)]].

1.3.1 Protein- und Genstruktur

Das Glykoprotein besteht aus 593 Aminosauren undtveee Molekilmasse von 88
kDa auf. Es beinhaltet eine sekretorische Signakserjund 7,5 Tandem-Repeats des
Granulinriickgrats. Die Repeats enthalten jeweil$ltmal die Aminosaure Cystein.
Diese hochkonservierte Cysteinanordnung (s. Tab) hildet das Fundament der
Tertiarstruktur des Proteins. Die wesentliche bamlsche Bedeutung kommt dabei der
Thiolgruppe des Cysteins zu, welche die Bildung \isulfidgruppen ermdoglicht.
Diese kovalente Bindung zweier Schwefelatome fidurt parallelen Anlagerung der
cysteinhaltigen Tandemrepeats in sogenapsti@irpins und verleiht dem Protein seine
Stabilitat. Das Progranulingen (GRN) erstreckt ditler eine Lange von 3700 bp und
liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 17 (17d21Bs enthalt 13 Exons, wobei
Exon 0 nicht-codierend ist [61].

Tab. 1.1: Evolutionéare Konservierung der Aminosaursequenz verschiedener Granuline

(modifiziert nach Bateman et al. [62])

Granulin A(Mensch) C.DMEVEPDGYTRLQSGAWGPFTQAVLC(EDHIHC(PAGFTCDTQKGTEQ
Granulin B(Mensch) CPDARSRPDGST(ELPSGKYG(PMPNATCSDHLKECPQDTYDLIQSKCLS
Granulin 1(Karpfen) C.DAATI CPDGTCASPYGVWE(PFSMGQRDGIHC(RHGYKHEDSTSTHLR

PMP-D1(Heuschrecke) C.TEKT CPGTETCCTTPQGEEG(PYKEGZA.DGIHC(PSGT\CDEDHRRIQ
Granulin 1(C.elegans) C.DAETECSDDET.(KLGDNTWE&EPMPNAZMDRSKMPTGTICDPQGARIG

Ubereinstimmung G-D——CPD—TCG—G—GCP——CGD—HCP——CD——-C—
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1.3.2 Granuline

Die fur Progranulin synonym verwendetete Bezeiclgny@ranulin-Precursor-Protein”
impliziert bereits die Eigenschaft des ProgranuéitssVorlaufer der Granuline, welche
durch Spaltung des Granulinriickgrats entstehen. daie 6kDa grofien Fragmente
bestehen aus 4 Uubereinander liegengieHairpins, axial durch Disulfidbricken
verbunden und in einer linksgedrehten Superhelgeardnet [62] (s. Abb. 1.2). Bisher
konnten sieben verschiedene Granuline im Menscldentifiziert werden, wobei
lediglich Granulin A, C und F eine fur die Funktaitét bedeutsame wohldefinierte
3D-Struktur aufweisen [63]. Grundsétzlich sind sbWwdorlaufer als auch Endprodukt
Proteine mit physiologischer Funktion. Auffalligt idabei auch die Analogie in der
Sekundar- und Tertiarstruktur zum Epidermalen Wharhsfaktor (epidermal growth
factor, EGF) bzw. dessen Vorlaufer, trotz deutlich&nterschiede in der
Aminosauresequenz. Dies konnte Ausdruck einer kgeveen Evolution
verschiedenartiger Proteine als ahnliche Ldsungeseigemeinsamen biologischen
Problems sein. Eine vergleichbare Rezeptorwirkunfy gemeinsame Zielproteine

konnte die Folge daraus sein [64] (s. Kapitel 4.1).

Bemerkenswerterweise findet sich dieses Motiv deshkonservierten cysteinreichen
Granulinstruktur nicht nur im Menschen, sonderrstl&sch phylogenetisch sehr weit
zurtckverfolgen. Es konnten Granuline bei Wirbedtre aller Klassen und auch bei
Insekten und Nematoden nachgewiesen werden [655@&#)st bei Pflanzen wurde eine
Untereinheit einer Thiolprotease identifiziert, @i@iCysteinanordnung eine erstaunliche
Ubereinstimmung zu den Granulinen aus Tiergewebgez§69]. Die Entstehung des

Granulin-Motivs scheint sich also bereits vor dewufdpaltung von Tier- und

Pflanzenreich vollzogen zu haben. Dieses Erdzeitaltberdauernde Bestehen der
Verbindung deutet also auf eine unentbehrliche eRiil verschiedensten Organismen
hin und kénnte demnach einen weiteren Hinweis auén Bedeutung im Menschen

darstellen.
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Abb. 1.2: Dreidimensionale Struktur des Granulin 1beim Karpfen (entnommen aus [62])

1.3.3 Funktion

Seit der Entdeckung der Proteinfamilie um 1990 klBateman et al. [70] und Shoyab
et al. [71] wurde auch intensiv versucht, die Fiorlen der Granuline und deren
gemeinsamen Vorlaufer Progranulin aufzuklaren. Eoestitutive Expression konnte
v.a. in epithelialen Zellen, in mesenchymalen Imgaliinien und in bestimmten
Neuronen des Gehirns gefunden werden [72]. Inshieserscheint nach dem heutigen
Stand der Forschung Progranulin als eine Art auiekr Wachstumsfaktor das
Zellwachstum zu regulieren. Dabei kommt ihm v.aedrolle in der Tumorgenese, der
Immunabwehr und Wundheilung, aber auch in neurondkeozessen zu. Eine
Uberexpression des Proteins wurde in verschiedefiemorentitaten, wie dem

Nebennierenkarzinomen [73], dem Mammakarzinom [@ddi schlie3lich in glialen
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Tumoren des Gehirns [75], nachgewiesen, wobei temmuierender Effekt sowohl auf
die maligne Transformation [76] als auch auf daliiiBerleben, die —proliferation und
die —invasion beobachtet werden konnte [77]. Ulssrdbeeinflusst Progranulin in
physiologischer Weise die Wundheilung. Die ProglanmRNA-Expression wird
dabei im entzundlichen Infiltrat, im Epithel unddermalen Fibroblasten induziert, was
zu einer Migration und Proliferation dieser Zellamd zum Einsprossen von

BlutgefalRen ins geschadigte Gewebe fiihrt [78].

134 Mutationen im Progranulin-Gen

Wahrend bei der Tumorgenese v.a. eine UberexpresiEis Gens von Bedeutung ist,
kénnen sich Mutationen auch auf ganz andere Weifsdia Physiologie des Menschen
auswirken. Sowohl Baker et al. [79] als auch Caital. [80] konnten 2006 zeigen, dass
Nullmutationen im Progranulin-Gen ursachlich an Betstehung der zweith&aufigsten
Early-onset-Demenz, der frontotemporalen Lobardegdion (FTLD), beteiligt sind.
Die hierbei vorkommende Form der frontotemporaleeménz, die FTLD-U,
unterscheidet sich von der Pick-Krankheit durch dastologische Fehlen der
intrazellularen tau-positiven Pick-Bodies und skastsen durch das Vorkommen
ubiquitin-positiver und TDP-43-positiver Zelleindakse. Ubiquitin ist ein Protein,
welches durch Anlagerung an andere Proteine bendeecycling eine Rolle spielt. Bei
der FTLD-U kommt es zu pathologischen Ablagerunges ubiquitinierten TDP-43.
Eine Multicenter-Studie [81] konnte 2010 eine Ehldzung Uber die Frequenz der
pathogenen GRN-Mutationen bei betroffenen Patiergeben. Im gesamten FTD-
Spektrum wiesen 7% eine derartige Mutation auf, imgdgen 21% der ubiquitin-
positiven Falle Mutationen zeigten. Kam dabei nedaie positive Familienanamnese
hinzu, waren es sogar 56%. Dies lasst darauf fdrie dass GRN-Mutationen
insbesondere flr die familiare ubiquitin-positiverf der FTLD charakteristisch sind.
Bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie Bek-Krankheit, der
amyotrophen Lateralsklerose (ALS) oder der Multisysatrophie, konnte diese
Anhaufung von Mutationen nicht beobachtet werddawahl bei den beiden letzteren

ebenfalls eine TDP-43-Pathologie eine Rolle spielt.
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Daruber hinaus konnte ein SNP in der 3'UTR-Regies &Gens identifiziert werden,
welcher ebenfalls das FTLD-U-Risiko erhohte. DiBsgjion ist eine Bindungsstelle der
microRNA-659 (MIR659), welche als Translationssuggsor fungiert. Funktionelle
Studien zeigten, dass Mutationstrager eine erhBhtdungsrate aufwiesen, was einer
Loss-of-function-Mutation des GRN gleichkommt. [82Db Nonsense-Mutation,
Deletion, Insertion oder Mutation an einer Splielst alle scheinen im Sinne eines
Nullallels zum Verlust von 50% des funktionsfahigeroteins zu fihren, was eine
Haploinsuffizienz des Progranulin-Gens als Ursafilredie Entstehung einer FTLD

nahelegt.

Ghidoni et al. [83] und Finch et al. [84] untermdaa die Hypothese der
Haploinsuffizienz, indem sie Progranulinspiegel iBlutplasma bei GRN-
Mutationstragern im Vergleich zu Patienten oderugden Kontrollen ohne Mutation
bestimmten. Sowohl bei gesunden Individuen als d&TLD-Patienten wiesen die
Mutationstrager drei- bis vierfach niedrigere Kamzationen auf. Diese Werte sind
somit niedriger als die durch Haploinsuffizienzezwartende Reduktion von 50%. Dies
konnte dadurch begrindet werden, dass die mutaiR&Andie Expression der
Wildtyp-mRNA negativ beeinflusst und somit den Nildleffekt verstarkt. Ein
weiterer Grund konnte eine Dysbalance im GRN-Mdiabmus und eine damit

einhergehende verstarkte Umwandlung von Programul@ranuline sein.

Auf der Suche nach weiteren neuropsychiatrischedraBkungen, bei denen GRN-
Risikogenvarianten zur Pathophysiologie beitragénnken, fanden Galimberti et al.
[60] kdrzlich Auffalligkeiten bei der bipolaren a#tiven Stérung. Bei der
Genotypisierung mehrerer SNPs im Progranulin-Geolarer Patienten waren einige
Allele signifikant haufiger vertreten als in gesendKontrollen (s. Tab.1.2). Dartber
hinaus wurden auch hier die Progranulinkonzentnatioim Blutplasma bestimmt. Dies
ergab zwar keine signifikanten Unterschiede algé&aler genetischen Varianz, jedoch
deutlich erniedrigte Werte beim bipolaren Patiektdiektiv i. Ggs. zur
Kontrollstichprobe (p<0,001, s. Abb.1.3).
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Tab. 1.2: Genotyp-Haufigkeit bei bipolaren Patienta und gesunden Kontrollen
(maodifiziert nach Galimberti et al. [60])

SNP n Genotypverteilung in %

rs2879096 CC CT TT

Patienten 237 59,5 37,1 3,4

Kontrollen 574 46,7 38,2 15,1 (p<0,001)
rs4792938 GG GC CcC

Patienten 237 48,5 43,9 7,6

Kontrollen 574 38,5 43,6 17,9 (p<0,001)
rs5848 CC CT TT

Patienten 237 48,5 41,3 10,2
Kontrollen 574 39,9 46,5 13,6
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Abb. 1.3: Progranulin-Plasmakonzentrationen in bipdaren Patienten und Kontrollen
(nach [60])
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1.4 Fragestellung

Betrachtet man die in Kapitel 1.1 umrissenen Gragelh der bipolaren Stérung, wird
offenkundig, welch grofRer Anteil der Erkrankung,sbesondere hinsichtlich des
atiologischen Hintergrunds und der Abgrenzung vomdeaen psychiatrischen
Syndromen, immer noch im Dunkeln liegt. Dies ersetiw sowohl
differentialdiagnostische Uberlegungen als auchagheutische Ansatze. Um dieses
Problem zu l6sen, werden die Kriterien der Diagfindang immer mehr von
klinischen Parametern auf das Feld der molekulargischen und kognitiven
Biomarker erweitert. Die daraus entstehende Eumgilin sogenannte Endophanotypen
soll durch die Verknipfung von Genotyp und klinisoh Phanotyp eine prazisere
Diagnostik und demgemal eine adaquate Therapie ghamén. Einen mdglichen
Biomarker der bipolaren Stérung stellt das ubiquitdirkommende Progranulin dar.
Wie in Kapitel 1.3 erlautert, tragt es zu einer I¥ahl verschiedener Vorgadnge im
menschlichen Organismus wie der Entstehung neucbpgyischer Erkrankungen bei.
Im Folgenden soll insbesondere die Beteiligung an ldpolaren Stérung untersucht
werden. Die Ergebnisse von Galimberti et al. [683sen bereits eine erhohte Frequenz
verschiedener Allele und signifikant niedrigere dremulinspiegel bei bipolaren
Patienten nach, entbehren dabei aber noch ausndidre3er Fallzahlen. Vorrangiges
Ziel dieser Arbeit soll sein, diese Ergebnisse eufizieren, indem die Progranulin-
Plasmaspiegel anhand einer grolReren Fall-Kontmip@e bestimmt werden. Als
weiteres Ziel soll die Assoziation auf genetisdBbene bestatigt werden. Daflr wurden
die Probanden bzgl. der in Tab.1.2 aufgefihrten SStEhotypisiert. Ferner sollen die
gemessenen Progranulinkonzentrationen hinsichtlierschiedener Parameter, wie

Alter, Geschlecht oder Genotyp, untergliedert uadhlichen werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Stichprobe

Als Ausgangsmaterial zur Messung der Progranulin&atration mittels ELISA diente

Blutplasma. Die Blutentnahme, bei der u.a. dasnRdagur Progranulinbestimmung
entnommen wurde, fand bei den Probanden im nudmnefnstand zwischen 7 und 11
Uhr vormittags statt.

Es wurde eine Stichprobe von 104 Patienten mitlaipo affektiver Stérung rekrutiert,

davon 56 Frauen und 48 Manner. Des Weiteren kamrStichprobe in 64 Bipolar-I-

und 40 Bipolar-II-Erkrankte unterteilt werden. DBairchschnittsalter + SD betrug

48,1+12,56 Jahre, mit einer Altersspanne von 20 6i3ahren.

Die Stichprobe der Kontrollpersonen umfasste 8Gvidden, darunter 46 Frauen und
34 Manner. Hier lag das Durchschnittsalter £ SD ®gj7+13,93 Jahren, mit einer
Spanne von 20 bis 71 Jahren. Somit ist es signifikeedriger als das der Patienten.

Es wurden lediglich Personen kaukasischer Herkiandlie Studie eingeschlossen, um
eine homogene Stichprobe in Bezug auf die Ethnie erhalten. Euthyme

Stimmungslage bzw. Symptomfreiheit waren kein @ibg Einschlusskriterium. Zum
Zeitpunkt der Blutentnahme zeigten 48 der 104 Rtdre eine euthyme, 26 eine
depressive, sieben eine hypomanische, zwei eineisole acht eine manisch-
psychotische, sieben eine gemischte, einer eindasghtmpsychotische und drei eine
Stimmungslage vom Rapid Cycling Typ. Bei zwei Rate ist die Phase zum
Zeitpunkt der Blutenthahme unbekannt.

Ausschlusskriterien stellten Minderjahrigkeit uraghwere internistische Erkrankungen,
wie bspw. bestehende maligne Tumorerkrankunger,sihwere Herzinsuffizienz oder
chronische Infektionen mit HBV, HCV oder HIV dar.

Auf die Durchfihrung der Rekrutierung soll im Kagi2.2.1 im Einzelnen eingegangen

werden.
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2.1.2 ELISA-Kit

Zur Durchfuhrung des Immunoassays wurde das Prafgnaghuman) ELISA Kit von
Adipogen (Incheon, Korea) verwendet. Als gebrawtids und von kooperierenden
Instituten verwendetes Kit wurde es denen andemstiller vorgezogen, um eine
bessere Vergleichbarkeit der Daten mit der von r@adirti et al. untersuchten
Stichprobe zu gewahrleisten. Folgende Komponentemim Kit enthalten:

Tab. 2.1: Komponenten des Progranulin ELISA Kits

Progranulin-Standard (lyophilisiert)

Progranulin-Sample als Qualitatskontrolle (lyophért)

Polyklonaler Detektions-Antikorper (biotinyliert)

Detektor 100x (HRP-markiertes Streptavidin)

Substrat (Tetramethylbenzidin)

Phosphorsaure zum Abstoppen der Reaktion

Waschpuffer 10x

Diluent 5x (Verdinnungsmittel)

96-Well-Mikrotiterplatte (beschichtet mit ProgramidAntikorper)

Plastikfolie zum Versiegeln
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2.1.3 Gebrauchs- und Verbrauchsgegenstande

Tab. 2.2: Gebrauchs- und Verbrauchsgegenstande ntitersteller

Messzylinder 50-1000 ml

Marienfeld-Superior, Lautiigshofen,
Deutschland

Glasflaschen 250-1000 ml

Schott Duran, Mainz, Dehiénd

Falcon Rohrchen Cellstar® Tubes
15 ml/50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhause
Deutschland

Pipetten 10, 20, 100, 200, 1000 pl

Eppendorf, Hagdbeutschland

Elektronische Pipette Finnpipette®
30-300 pl

Thermo Scientific, Waltham, USA

Multipipette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Serologische Pipette

Boeco, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Combitips fur Multipipette 1 ml

Eppendorf, HambuBgutschland

Serologische Pipettenspitzen

Greiner Bio-One, Enblausen
Deutschland

Protein LoBind® Tubes 1,5 ml

Eppendorf, Hamburguf3ehland

S-Monovette® EDTA K-Gel

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland
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214 Gerate

Tab. 2.3: Verwendete Gerate mit Typenbezeichnung whHersteller

Reinstwasseraufbereitungssyst

eMANOpureDiamond™

Thermo Scientifi

Waltham, USA

Vortex-Mixer

Vortex Genie 2™

Bender & Hobein A(
Zurich, Schweiz

Spektrophotometer Multiskan® Spectryrmhermo Scientific,
Microplate Waltham, USA
Spectrophotometer
Multi-Reagenz-Waschgerat GB-3285 Dynatech  Laboiegor
El Paso, USA
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus Instruments,
Hanau, Deutschland
Inkubator 37°C B-5042 E Heraeus Instruments,
Hanau, Deutschland
2.1.5 Software

Tab. 2.4: Verwendete Software

Microsoft® Excel® 2000

Microsoft® Excel® 2007

Multiskan® Spectrum Software

IBM® SPSS® Statistics 20

Haploview 4.2

2.1.6 Sonstiges

Tab. 2.5: Sonstige verwendete Materialien

Entionisiertes Wasser

Merck, Darmstadt, Deutschland
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2.2 Methodik der Materialgewinnung

221 Versuchspersonenrekrutierung

Die Rekrutierung der Patienten und Kontrollen gtielausnahmslos an der Klinik far
Psychiatrie, Psychosomatik und Psychotherapie deselsitatsklinikums Wuirzburg.
Ausschlie3lich Individuen, die ihr schriftlichesnnZerstandnis gaben, wurden in die
Studie aufgenommen. Diese steht im Einklang mit Dieklaration von Helsinki und
wurde durch die Ethikkommission der Universitat \Ahurg bewilligt.

Es wurden sowohl ambulante als auch stationarejes®atienten, die zu einem
friheren Zeitpunkt in stationdrer Behandlung gewesearen, in die Studie
aufgenommen. Bei allen war zuvor eine bipolare kéiffe Stbrung durch zwei
Facharzte fur Psychiatrie und Psychotherapie gel@BR10 unabhangig voneinander
diagnostiziert worden. Um an der Studie teilnehman kénnen, mussten die
Versuchspersonen psychisch und physisch in der Isegg ihr Einverstandnis zur
Teilnahme zu geben. Sie wurden dariber hinaus Abkwuf, Dauer, Bedeutung und
maogliche Risiken der Studie aufgeklart.

Voraussetzung war aul3erdem eine vorhergehende @fiibkit von zwolf Stunden.
Daher erfolgte die Blutentnahme einheitlich morgensormittags, wodurch als
positiver Nebeneffekt ein evtl. Fehler durch zirkke@ Veranderungen im
Progranulinspiegel ausgeschlossen werden konnte.

Des Weiteren wurde vor jeder Blutentnahme eine hpmyetrische Untersuchung
mittels Montgomery Asberg Depression Scé@ADRS)sowie Young Mania Rating
Scale (YMRSYurchgefiihrt, um die momentane Krankheitsphase Rigenten zu
dokumentieren. Bei den Kontrollpersonen wurde zunusskhluss jeglicher
psychiatrischer Erkrankungen ein diagnostischezikterview(Mini-DIPS) gefuhrt.

31 der 104 Patienten, die friher bereits an eihedi& im Haus teilnahmen und einer
erneuten Kontaktierung zugestimmt hatten, wurdemeaotirekten Zusammenhang zu
einer aktuellen Behandlung kontaktiert und in dimiK fiir Psychiatrie, Psychosomatik
und Psychotherapie eingeladen an der Studie telruen. Bei dieser Gruppe wurden
zusatzlich zu MADRS und YMRS noch dinagebogen zum Chronotyp (D-MEQ)as
Beck-Depressions-Inventar (BDI Ilsowie ein Fragebogen zum individuellen
Schlafverhaltemurchgefuhrt.
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2.2.2 Blutentnahme und Aliguotierung des Plasmas

Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten nach derhRinien zur Verarbeitung von
Patientenproben der ,PsyNova“ des ,Cambridge Cenfivse Neuropsychiatric
Research”. Die Blutentnahme wurde mit Hilfe von HEDTK,-Gel Monovetten
durchgefuhrt. Dikalium-EDTA dient durch Bindung véfalzium als Antikoagulans.
Blutplasma wurde aus verschiedenen Grinden einestilB®aung aus Serum
vorgezogen. Zum einen werden gerinnungsbedingteanderungen des Mediums
vermieden, wodurch dieses Verfahren somit wohl ethen in vivo-Bedingungen
entspricht. Zum anderen fand Plasma als Mediumdié@rProgranulinbestimmung in
vorangegangenen Publikationen bereits Verwendugistndaher breit evaluiert. Pro
Patient wurden 9 ml Blut entnommen, worauf es B€ vhaximal eine Stunde gelagert
wurde. Die darauf folgende Zentrifugation erfolge 2300 rpm Uber 15 Minuten bei
ebenfalls 4°C. Nach Zentrifugation entsteht einezahzellfreier Uberstand, der in
Lobind® Tubes zu je 0,5 ml aliquotiert und direldrd_agerung bei -80°C zugefuhrt

wurde.

2.3 Methodik des Enzyme Linked Immunosorbent Assays (EISA)

2.3.1 Grundlagen des ELISAs

Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay stellt ein lekaarbiologisches
Nachweisverfahren dar. Da er auf der spezifischedubhg von Antikdrpern beruht und
mit Hilfe einer enzymatischen Reaktion einen Farbcimag hervorruft, wird er zu den
enzymatischen Immunadsorptionsverfahren (EIA) okzaBr findet v.a. breite
Anwendung beim Nachweis von Proteinen, z.B. Anpledn bei Infektionskrankheiten
oder Blutplasmabestandteilen, wie z.B. dem ProdmanAuch ist es mdglich, Viren
direkt nachzuweisen, so z.B. bei HIV-Tests neu&eneration. Des Weiteren ist der
ELISA beim Nachweis niedermolekularer Verbindungem Bedeutung. So findet er
Anwendung in Testverfahren auf Allergene, Toxin®eraauch Medikamente im
Rahmen von Screening-Verfahren. Als Medium konnenschiedenste Substanzen wie

Blutplasma, Serum, Speichel, Muttermilch, Urin odech Zellkulturtiberstand dienen.
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Das fur die Progranulinbestimmung gebrduchliche fAfgen ist der sogenannte
Sandwich-ELISA, auf den im Folgenden noch nahegegangen werden soll (s.2.3.3).
Andere Formen des ELISAs sind bspw. der kompetdoer auch der indirekte ELISA.

2.3.2 Vorbereitung des ELISAs

Zur Vorbereitung des ELISAs wurde zuerst die gewlbites Arbeitskonzentration von
Waschpuffer und Verdinnungsmittel hergestellt. Sode mit 50 ml Waschpuffer 10x
und 450 ml entionisiertem Wasser eine 1:10 Verdigrhergestellt, 50 ml Diluent 5x
wurde mit 200 ml entionisiertem Wasser 1:5 zu Dhlix verdinnt.

Ferner wurden Progranulin-Standard und die Qusktittroll-Probe mit 1 ml
entionisiertem Wasser rekonstituiert. Beide Reagenmussten daraufhin mindestens
15 Minuten ruhen. Durch die Rekonstitution entstagide Progranulin-Standard-
Konzentration von 8 ng/ml, die als Ausgangspunkt die Verdinnungsreihe der
Standardkurve diente, welche wie folgt hergestalitde.

Tab 2.6 Herstellung der Standard-Verdinnungsreihe

Gewulnschte Bendtigte Menge an Standard | Bendtigte Menge an Dignt
Konzentration

4 ng/mi 300 pl Progranulin (8 ng/ml) 300 pl Diludnt

2 ng/ml 300 ul Progranulin (4 ng/ml) 300 pl Diludmxt

1 ng/ml 300 pl Progranulin(2 ng/ml) 300 pl Diluant

0,5 ng/ml 300 ul Progranulin(1 ng/ml) 300 pl Diltéx

0,25 ng/ml 300 pl Progranulin(0,5 ng/ml) 300 plugiht 1x

0,125 ng/ml 300 pl Progranulin(0,25 ng/ml 300 gluBnt 1x

0,063 ng/ml 300 pl Progranulin(0,125 ng/ml)  30M@illent 1x

0 ng/ml (Blank) - 300 pl Diluent 1x

27



Um eine Standardkurve hoher Gute zu erhalten, warkarzes ,Vortexen® der

jeweiligen Verdinnung noétig, bevor wiederum ein |Tefir die nachste

Verdinnungsstufe entnommen wurde. Da das Reaktioesle optimale Sensitivitat

nur im Bereich der Standardkurve von 0,063 ng/raldbing/ml gewéhrleistete und die
zu erwartenden Progranulinspiegel bei etwa 50 —r@@tnl lagen [84], mussten die
Plasmaproben ebenfalls verdinnt werden. Anhandr édagientenprobe wurde eine
Verdunnungsreihe durchgefuhrt, um das ideale Varisdvon Plasma und Diluent zu
erlangen. Daraufhin wurde bei der Durchfiihrung BEESAS eine 1:200 Verdinnung
gewahlt. 5 pl Plasma wurden mit 995 ul Diluent vemt und anschlie3end kurz
~gevortext®.

2.3.3 Durchfiihrung des ELISAs

Als Veranschaulichung des im folgenden Abschnitscbeebenen Vorgangs soll
Abbildung 2.1 dienen. Fir die Durchfihrung des Sacdd ELISAs wurden 96-Well-

Mikrotiterplatten verwendet, welche mit polyklonaléntikbérpern gegen Progranulin
beschichtet waren. Darauf wurde je Well 100 ul &ad, Qualitatskontroll-Probe bzw.
verdiunntes Plasma pipettiert. Bei der Standardreibede eine Doppelbestimmung
durchgefihrt. Bei Plasmaproben wurde, bis auf eietén zwei Wells der Platte und
einigen  Wiederholungsmessungen, die zweifach gesnesswurden, eine

Dreifachbestimmung durchgefuhrt (vgl. Tab. 2.7)sMeiteren wurde darauf geachtet,
dass auf jeder Mikrotiterplatte sowohl Patientels @ich Kontrollproben gemessen

wurden, um einen Batch-Fehler zu vermeiden.

Tab. 2.7 Beispielschema einer 96-Well-Mikrotiterplée:

S Standard, QC Qualitatskontroll-Probe, P Patiqutihe, K Kontrollprobe
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A S 4 ng/ml QC P8 K1 K 10
B S 2 ng/mi P1 P9 K2

C S 1 ng/mi P2 P10 K3

D S0,5ng/ml |P3 P11 K4 K11
E S 0,25 ng/ml | P4 P12 K5

F S 0,125 ng/m| P5 P13 K6

G S 0,063 ng/m| P6 P14 K7 K12
H Blank P7 P15 K8
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Daraufhin wurde die Platte mit Folie versiegelt, die Wells vor Austrocknung zu
schitzen und anschlieBend bei 37°C eine Stundebiitu In dieser Zeit sollte das
enthaltene Progranulin vollstandig an den festpigedeoppelten priméaren Antikérpern
binden. Als nachstes folgte ein Waschschritt, ugtighe ungebundene Bestandteile zu
entfernen. Dabei wurde mit Hilfe eines Multireagéiaschgerats die Flussigkeit in
jedem Well abgesaugt und mit 300 ul Waschpuffepigkes Dieser Vorgang wurde
insgesamt dreimal durchgefihrt. Vollstandige Emifieig der Flissigkeit war essentiell
fur ein gutes Ergebnis. Nun wurden unter Verwendeingr Multipipette in jedes Well
100 pl des Detektionsantikorpers gegeben. Dieséunsiére Antikérper bindet
spezifisch an ein anderes Epitop des Progranulissder primare Antikdrper. An
seinem Fc-Stick ist Biotin kovalent gebunden, wedckpater fur die Bindung zum
Detektor von Bedeutung ist.

Auf diesen Schritt folgten dann wieder das Verdiegend eine Inkubationszeit von
einer Stunde bei 37°C. Wahrenddessen wurde auBetektorlésung die gewunschte
Arbeitskonzentration hergestellt, indem 120 pl Ri&ge 100x mit 11,88 ml Diluent 1x
um den Faktor 1:100 verdiinnt wurden. Der Detekestdnd aus Streptavidin und dem
Enzym Meerrettichperoxidase, welches spater die &mdung des Substrats
katalysiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit scklegch wieder der oben beschriebene
dreimalige Waschzyklus an. Dadurch wurden die uagdbnen Bestandteile wieder
entfernt und zuriick blieb das an den priméren wkiirsdaren Antikérper gebundene
Progranulin. AnschlieRend wurden 100 pl der Detei@iinnung zu jedem Well
hinzugefiigt und nach Versiegeln eine Stunde inktibie dieser Zeit kommt es zur
Bindung des Detektors an den sekundaren Antikorpabei kommt die Rolle von
Biotin und Streptavidin als ,Vermittler* zwischenelsindarem Antikérper und
Meerettichperoxidase maf3geblich zum Tragen. Swigitaist ein Protein, dessen vier
Untereinheiten mit sehr hoher Affinitat jeweils einichtkovalente Bindung zu Biotin
eingehen [85]. Somit entsteht eine sehr stabileaugleich in einem festen Verhéltnis
vorliegende Bindung, was man sich zum Nachweis Amotigenen bei verschiedensten
Detektionsverfahren zu Nutze macht. Daraufhin ®ldgr letzte Waschzyklus, welcher
funfmal wiederholt wurde, um keinerlei Verfalschengauf Grund von Ruckstanden
des ungebundenen Detektors zu erlauben.
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Schliel3lich wurde in jedes Well 100 pl Tetrametleylbidin als Substrat hinzugefigt.
Die Enzym-Substrat-Reaktion vollzog sich bei Raungeratur im Dunkeln, wobel
nach 10 Minuten die Reaktion durch Zugabe von 1l0Rhosphorsaure beendet wurde.
Je nach Menge an vorhandener Meerrettichperoxiddisiet Tetramethylbenzidin
(TMB) ein blaues Produkt, worauf nach Abstoppen &&aktion ein gelblicher
Farbkomplex entsteht. Um den Farbumschlag quamtieafassen und somit auf die
vorhandene Progranulinmenge schliel3en zu kénnerdewinnerhalb von 30 Minuten

die Absorption bei 450 nm mittels Spektrophotomgtmnessen.

w2
=

S
£ ) Enzym ._ ( Substrat

Streptavidin = | a

J Biotin (—j’ :gg

Detection Ab

Target [Progranulin)

Coated Microwells

Abb.2.1: Schema zum Progranulin-Sandwich-ELISA

(modifiziert nach http://www.epitomics.com/images/poducts/sandwich_dual.jpg)

2.4 Methodik der Genotypisierung

Uberdies wurde bei 102 Patienten und 79 Kontrotlen unter 2.1.1 beschriebenen
Kohorte am Institut fir Neurowissenschaften dervdrsitdt Mailand, Italien eine
Genotypisierung der friher als mit der bipolareror@®tg assoziiert gefundenen
Polymorphismen rs2879096, rs4792938 und rs5848hdeftihrt. Die ersten beiden
SNPs liegen in zentralen Anteilen des Progranukms> Rs5848 ist in der 3'UTR-
Region lokalisiert und Dbeeinflusst nach neueren etsnichungen die
posttranskriptionelle Bildung des Progranulins tuncicroRNA-659- Regulation [82].

Galimberti et al. konnten kurzlich nachweisen, ddss diesen drei SNPs ein

30



signifikanter Unterschied in der Verteilung bei ddgren Patienten und Kontrollen
besteht [60].

2.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mittels IBM®SS® Statistics 20.

Unterschiede in den Progranulinkonzentrationen @was Fall- und Kontrollgruppe
wurden unter Einbeziehung der Kovariaten ,Geschifechittels Kovarianzanalyse

(ANCOVA) auf Signifikanz gepruft. Dadurch konnteedrehlervarianz von der durch
das Geschlecht verursachten Varianz bereinigt ondtslie Power der Analyse erhéht
werden. Eine einseitige Testung war dabei mdglad, man auf Grund von zuvor
publizierten Daten [60] davon ausgehen konnte, daasBenten im Mittel einen

niedrigeren Progranulinspiegel als Kontrollen ausee. Post Hoc wurde der ANOVA-
aquivalente T-Test durchgefuhrt. AuRerdem wurdeenuié Korrelation nach Pearson
zwischen Alter und Progranulinspiegel der Individggetestet.

Genotyp- und Allelfrequenzen der Polymorphismer878®96, rs4792938 und rs5848
konnten durch direktes Auszahlen ermittelt und etsttChi2-Test konnten Fall- und
Kontrollgruppe verglichen werden. Ferner wurde lda@w 4.2 dazu verwendet, auf
unterschiedliche Haplotypenverteilung zu testenbev@benfalls mittels Chi>-Test die

beiden Gruppen verglichen wurden.
Schliellich sollte auch der Einfluss bestimmter @wpen der jeweiligen SNPs auf den

Progranulinspiegel im Blutplasma gepruft werden,deim eine univariate

Varianzanalyse (ANOVA) durchgefihrt wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Progranulinkonzentrationen von Patienten und Kontrdlen

Basierend auf der Hypothese, dass sich Programuzgntrationen bei bipolaren
Patienten im Durchschnitt auf einem niedrigerenediy befanden, wurde ein ELISA
durchgefuhrt, um diesen Sachverhalt zu repliziedem. Patientenkollektiv (n=104)
ergab sich eine mittlere Progranulinkonzentratioon v141,29 ng/ml bei einer
Standardabweichung von 31,50 ng/ml. Die Werte bésvegich zwischen 77,11 ng/ml
und 273,89 ng/ml. Die Kontrollen (n=80) wiesen dgge im Mittel eine hdhere
Konzentration von 152,41 ng/ml auf. Die Werte wahggr auch breiter gestreut, was
sich in der gro3eren Standardabweichung von 493h6lwiderspiegelt. Minimum und
Maximum betrugen hier 45,27 ng/ml und 292,48 ng/ml.

Zur statistischen Analyse der Werte wurde eine ANBOmMiIt der Kovariate
»Geschlecht” durchgefuhrt, welche einen Unterscétiehd zwischen Patienten und
Kontrollen ergab (F(1, 181)=3,38, p=0,068). Daldigothese jedoch einen niedrigeren
Progranulinspiegel bei Patienten vorhersagt undtseime bestimmte Richtung vorgibt,
konnte der p-Wert der zweiseitigen Testung in eieérseitigen p-Wert von 0,034
umgewandelt werden. Somit wurde ein signifikantégeBu kleiner 0,05 erreicht. Die
Kovariate  ,Geschlecht nimmt hingegen keinen  Eigflu auf die
Progranulinkonzentration (F(1, 181)=0,070, p=0,792)

Der im Anschluss durchgefiihrte Post-Hoc-T-Test lerghenfalls einen signifikanten

Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen @§£81.753, p=0.041(einseitig)).
Abbildung 3.1 dient zur Veranschaulichung der dgasvonnenen Ergebnisse.
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Abb. 3.1: Progranulinkonzentrationen und Standardalweichungen bei Patienten und
Kontrollen

Ferner wurde die Korrelation zwischen Progranulieggl und Alter der Individuen
untersucht. Es ergab sich, dass das zunehmende d&itelndividuen mit steigenden
Progranulinspiegeln hochsignifikant korrelierte Q@301) (vgl. Abb. 3.2). Auf Grund
der signifikant divergierenden Altersmittel der IFddzw. Kontrollgruppe muss dieser
Sachverhalt bei der Auswertung der Daten Beachiindgn (s. Kapitel 4.2).

Progranulinkonzentration (ng/ml)
350,00

300,00

250,00

200,00

150,00
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0,00 T T T T T T
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Abb. 3.2: Altersabhéngigkeit des Progranulinspiegealim Blutplasma
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Das Patientenkollektiv wurde aul3erdem in Subgruppemerteilt und auf
unterschiedliche Progranulinspiegel mittels unatsi ANOVA und post-hoc T-Test
untersucht. Dabei konnte aber weder bei der Difiaerung nach Bipolar Typ-I und —IlI
(F=1,6, p=0,2), noch nach den momentanen PhaserBlogntnahme (F<1) ein
signifikanter Unterschied gefunden werden. Dies nkajedoch auch in der
ungentgenden Grol3e der jeweiligen Subgruppen umit o der zu geringen Power

der Analyse begrindet liegen.

3.2 Genotypisierung der GRN-Polymorphismen

Daruber hinaus wurde die Stichprobe des Immunoesbagl. der Polymorphismen
rs2879096, rs4792938 und rs5848 genotypisiert.

Mittels Chi2-Test wurde nun die Genotypverteilungf andgliche Unterschiede
zwischen Patienten und Kontrollen untersucht. Rieai ermittelte Diskrepanz erreichte
aber in keinem der drei Félle Signifikanzniveal8&3096 wies in beiden Gruppen
nahezu gleiche Verteilung auf (Chi2=0,243, p=0,8&%)i rs4792938 und rs584t3
sich bei den bipolaren Patienten eine leichte \feefting zu Gunsten des Wildtyps mit
Abnahme des heterozygoten Anteils erkennen, jedbete signifikante Aussagekraft
(rs4792938: Chi?=0,996, p=0,608, rs5848: Chi?=1,46%,481).

Eine Ubersicht der prozentualen und absoluten Weng und die errechneten p-Werte

sind in Tabelle 3.1 dargestellt.
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Tab. 3.1: Genotypenverteilung bei bipolaren Patiergn und gesunden Kontrollen
(*p=0,886,p=0,608,p=0,481)

SNP n Genotypverteilung in % (n)

rs2879096 CC CT 1T
Patienten 102| 59,8 (61) 32,4 (33) 7,8 (8)
Kontrollen |79 | 63,3 (50) 29,1 (23) 7,6 (6)
rs4792938 GG GC cC
Patienten 102| 54,9 (56) 33,3 (34) 11,8 (12)
Kontrollen 79 |49,4 (39) 40,5 (32) 10,1 (8)
rs584¢ CC CT 1T
Patienten 102| 48,0 (49) 44,1 (45) 7,8 (8)
Kontrollen |79 | 40,5 (32) 53,2 (42) 6,3 (5)

Uberdies wurde auch nach Unterschieden in der Kgmaverteilung der beiden
Gruppen gesucht. Da lediglich rs2879096 und rs43828uf einem gemeinsamen
Haploblock liegen, konnten nur diese beiden SNRiarBerechnungen eingeschlossen
werden. Rs5848 befindet sich im Bereich eines amdétaploblocks und wie bereits
oben erwahnt nicht im Progranulingen, sondern ssde 3'UTR-Region. Aus Grinden
der Ubersichtlichkeit ist die Verteilung der vorkerenden Haplotypen in Tabelle 3.2
dargestellt. Es ergaben sich auch hier bei keinean ldaplotypen signifikante

Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen.

Tab. 3.2: Haplotypenverteilung bei bipolaren Patieten und gesunden Kontrollen

Allel Frequenz Chi2 p-Wert

rs2879096 rs4792938 Bipolar Kontrollen

C G 0,700 0,696 0,01 0,921
T C 0,225 0,221 0,008 0,928
C C 0,059 0,083 0,758 0,384
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3.3 Auswirkungen der GRN-Polymorphismen auf den Programlinspiegel

Neben der getrennten Untersuchung der Progranidigsip bzw. der GRN-
Polymorphismen sollten diese beiden Parameter ncin i@ Beziehung gesetzt werden.
Die Fragestellung dabei lautete, ob bestimmte Ggeot der drei getesteten
Polymorphismen die Progranulinkonzentration im Blasma beeinflussen. Die dafir
durchgefihrte Varianzanalyse (ANOVA) fand jedoch keinem der drei getesteten
SNPs einen Genotyp, der mit signifikant verandeR&smaspiegeln vergesellschaftet
war (rs2879096: F(2,167)=0,211, p=0,810; rs47929B&,167)=0,242, p=0,785;
rs5848: F(2,167)=0,717, p=0,490).

Daraufhin wurde die Patientengruppe separat alwdedieZusammenhang untersucht.
Hierbei war auf Grund der kleinen Gruppen keinem&lverteilung der Daten gegeben,
weshalb eine nonparametrische Testung anstelle ¥aréanzanalyse erfolgte. Bei den
beiden im Progranulingen liegenden SNPs rs2879086rs4792938 fanden sich dabei
keine signifikanten Unterschiede. Der in der 3'URRgion Ilokalisierte
Polymorphismus rs5848 wies hingegen genotypspeh#is Unterschiede auf.
Interessanterweise zeigten sich beim mutanten ATET signifikant niedrigere
Progranulinspiegel als bei Wildtyp- und heterozeggotAllel (s. Tab. 3.3). Die mittels
Kruskal-Wallis-Test errechneten Unterschiede ergabé Chf(2)=8,97 und eine
asymptotische Signifikanz p=0,011. Als nonpararselrer post-hoc Test wurde der
Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. Zwischen C/C u@T war dabei kein
signifikanter Unterschied zu erkennen (Chi2<1), imgkgen die Unterschiede zwischen
C/C und T/T (p=0,003) sowie zwischen C/T und T/Fq®05) signifikant waren.

Tab. 3.3: Auswirkungen von rs5848 auf die Progranuhkonzentration bei Patienten

rs5848 n Mittelwert + Standardabweichung (ng/ml)
C/C 49 145,45+32,89
CIT 45 142,20+28,78
T/T* 8 108,44+24,33

36



4 Diskussion

4.1 Progranulinmangel als Pathomechanismus der bipolareErkrankung

Betrachtet man die Ergebnisse der Progranulinbessing mittels ELISA, wurden bei
bipolaren Patienten im Vergleich zu gesunden Kdietno signifikant niedrigere
Konzentrationen beobachtet. Dabei stellt sich Hhahir die Frage, welchen
pathophysiologischen Stellenwert diese erniedrigi@ogranulinspiegel bzgl. der
bipolaren Stérung haben. Wie bereits in der Einlgt erwahnt, spielen
immunologische und entzindliche Vorgange bei psdaschen Erkrankungen eine
Rolle, wobei die Familie der Granuline auf ebensdi®rozesse scheinbar regulierend
einwirkt. Zhu et al. [86] konnten 2002 erstmalsmaeisen, dass die Granuline eine Art
Gegenspieler zu ihrem Vorlaufer Progranulin dalestelGranuline fihren u.a. durch
Stimulation der IL-8-Sekretion zur Neutrophilenagggition, zur Degranulation und zur
Freisetzung reaktiver Spezies und fordern dadunflammatorische Prozesse. Das
Vorlauferprotein Progranulin wirkt hingegen durchhibition dieser Prozesse anti-
inflammatorisch. Darliber hinaus wird das Enzym @&kses, welches die Umwandlung
von Progranulin zu Granulinen katalysiert, physijidcherweise durch neutrophile
Granulozyten vermehrt bei Entziindungsreaktionerersgzt [87]. Dies unterstreicht
die proinflammatorische Rolle der Granuline undtletahe, dass verminderte
Progranulinspiegel Ausdruck eines Ungleichgewichtszu Gunsten
entziindungsférdernder Prozesse sein konnten. Febwnhaltet die GRN-
Promoterregion regulatorische Elemente, welcheBaeinflussung durch Zytokine wie
IL-6, das ebenfalls in die Pathophysiologie derolapen Stérung impliziert ist,
unterliegen [88].

Dass erniedrigte Progranulinspiegel im Blutplasre@ lkauf die Peripherie begrenztes
Pha&nomen sind, sondern auch Auswirkungen auf dasraleervensystem bestehen,
zeigten Liquormessungen von Progranulin bei FTLDeRgen mit GRN-Mutationen.

Mutationstrager wiesen dabei im Liquor durchschaitt2,4-fach niedrigere Spiegel als
die Kontrollgruppe auf [83]. Diese Patienten wiesdrenfalls erniedrigte periphere
Progranulinkonzentrationen auf. Somit kdnnte digsebindung zu zentralnervosen

Prozessen auch bei bipolar erkrankten Patientdelrrs
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Expressionsanalysen konnten GRN-mRNA u.a. in kaleik und hippokampalen
Pyramidenzellen nachweisen [72]. Des Weiteren findieh auffallend hohe Spiegel
wahrend der Embryonalentwicklung in neuroepithehaZellen. Diese Befunde deuten
auf eine Beteiligung sowohl an héheren geistigefgalien wie der Gedachtnisbildung
als auch an neuronalen Entwicklungsprozessen tber Auch im adulten ZNS scheint
der Progranulinspiegel fir neuronales WachstumBeaheutung zu sein. In kultivierten
Neuronen begtinstigte Progranulin das ZellUberleimehférderte die Aussprossung von
Nervenzellfortsatzen [89]. Wie bereits einleitendv@&hnt, wurden bei bipolaren
Patienten Aufféalligkeiten in Proteinen, wie Fasdmgl, CD40-Ligand oder TNE&;
gefunden, die Uber apoptotische Prozesse regulieneindas Zelliberleben wirken [59].
Folglich konnte das Fehlen neurotropher Impulse cldur verminderte
Progranulinkonzentrationen zur Krankheitsentstethgigragen. Ein weiterer Beleg fur
die neurotrophe Wirkung ist die erhOhte Genexposssvon Progranulin nach
zentralnervosen Traumata. Interessanterweise erfiilgse vermehrte Bildung von
MRNA im Gegensatz zu den meisten anderen Wachsautosgn verzogert, was eher
fur Effekte auf das langfristige Uberleben neurenabtrukturen als auf eine akute

Antwort auf Verletzung spricht [90].

Die GRN-Expression kann zwar in einigen Neuronepgem des ZNS beobachtet
werden, findet aber in deutlich groRerem Ausmagomenannten Mikrogliazellen statt.
Diese mononukleéaren Phagozyten bilden den maRgehli¢eil der Immunantwort im
ZNS. Ihnen kommt die wesentliche Aufgabe zu, dehnhregenerationsfahigen Neurone
vor pathogenen Einflissen zu schiitzen, ohne dabl@at&ralschaden zu erzeugen. Des
Weiteren begunstigen sie nach Verletzungen die magdon von Neuronen durch
inflammatorische Reaktionen [91]. Sie stammen vonl&ufern der hamatopoietischen
Zellen des Mesoderms ab, was mit der Tatsache, Riagganulin auch peripher von
mesodermalen Zellen vermehrt gebildet wird, in Enlg steht. Insbesondere bei der
Aktivierung von Mikroglia, z.B. durch Infektionender Neurodegeneration, wird
Progranulin-mRNA vermehrt gebildet [87]. Die Akvung geht mit einer Produktion
von Zytokinen, Mediatoren und antigenpréasentieran@berflachenproteinen einher
und stellt einen Vorgang der Neuroinflammation d&omit lasst sich erneut eine

Beziehung zwischen Progranulin und immunmodulatbes Vorgadngen herstellen.
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Betrachtet man die Wirkung von Progranulin bei Entiungen in peripheren Geweben
und die Mechanismen der Mikrogliaaktivierung, ighee prazise Regulation der
Progranulinexpression im ZNS von grol3er Bedeutungdie Zellhomdostase aufrecht
zu erhalten. Ist dieses sensible Gleichgewichtogeskommt es zu pathologischen
Prozessen der Neuroinflammation und Neurodegeperatdie zur Entstehung

neuropsychiatrischer Syndrome beitragen kdénnten.

Diese Befunde stitzen also sowohl die Theorie eirgeteiligung von
Entzindungsprozessen bei der Genese psychiatrifckeankungen und bekréftigen
auch die immunmodulatorische und neuroprotektivibeRtes Progranulins.

Dass Progranulin zwar v.a. von Mikroglia exprimiaevird, aber dennoch direkte
Auswirkungen auf Neuronen des ZNS hat, konnten Hal.g92] kurzlich bestatigen.
Sie identifizierten das Protein Sortilin (SORT13$ &8lindungsstelle fir Progranulin auf
kortikalen Neuronen. Progranulin kann dadurch nsittEndozytose in die Zellen
aufgenommen werden. Daruber hinaus konnten bei &éwgelchen SORTL1 fehlt, 2,5
bis 5-fach erh6hte Progranulinkonzentrationen belaled werden. SORT1 scheint also
Progranulinspiegeh vivo kontrollieren zu kénnen und ware daher als moglidraktor
der Progranulinregulation fir weitere Untersuchumgeirchaus von Interesse. Auch
beeinflusst Sortilin neurotrophe Prozesse u.a. diiBDNF-Sekretion in Neuronen
[93] und kdénnte somit auch im Zusammenhang mithileolaren Stérung stehen. Eine
kurzlich veroffentlichte Studie [94] konnte jedozkigen, dass Progranulin neuronales
Wachstum auch Sortilin-unabhéangig induzieren kamas eine Beteiligung weiterer
Rezeptoren im Progranulin-Wirkmechanismus nahelegt.

So konnte interessanterweise im Jahr 2011 der Té#egor als ein weiterer Rezeptor,
der an das Progranulin bindet, identifiziert werd@a] und Bahn et al. fanden ein
differentielles Expressionsmuster von TNFA bipolaren Patienten (s. Kapitel 1.2.2).

Wie bereits einleitend erwahnt (s. Kapitel 1.3.2hdét sich eine auffallige
Ubereinstimmung der Sekundar- und Tertiarstruktws dProgranulins und des
epidermalen Wachstumsfaktors EGF. Dies lasst ehmdiche Funktionsweise und

somit auch eine gemeinsame Rolle in verschiedemkrafikungen wie der bipolaren
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Stérung vermuten. Tatsachlich konnte in GWAS [96eAssoziation von EGFR zur
BPD hergestellt werden. Dieser Rezeptor dient alsduggsstelle fur EGF und
interagiert somit direkt mit dem Protein. Uber deéP3K/Akt- sowie den
RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg [97] steuert der Tyrosinkse-Rezeptor u.a.
Zellproliferation und —Uberleben und reguliert iresem Zuge auch die neuronale
Stammzellproliferation [98, 99] und —migration [JO0@erner werden EGF-gesteuerte
Signalwege durch CMTM8 reguliert. Dieses Proteim imeeiner groRangelegten Studie
des WTCCC ebenfalls mit der bipolaren Stérung asstvf101].

Geht man von einer vergleichbaren Rezeptorwirkurfggameinsame Zielproteine aus,
unterstreichen diese Befunde nicht nur dir Rolle 86&Fs in neuronalen Prozessen,

sondern auch die des Progranulins.

Zusammenfassend lassen sich bei einem Mangel agradrdin also v.a. Stérungen
neurotropher und immunmodulatorischer Regulatiosraeismen des
Zentralnervensystems vermuten. Diese Befunde deskdnauch mit der in Kapitel
1.2.2 formulierten Hypothese, dass derartige Patfobianismen an der Entstehung der

bipolaren Stdrung beteiligt sind.

4.2 Altersabhéngigkeit des peripheren Progranulinspiegis

Eine weitere Auffalligkeit der Messwerte war diechsignifikante positive Korrelation
zwischen Lebensalter und Progranulinkonzentratines wurde ebenfalls von Ghidoni
et al. [83] beobachtet (p=0,01) und auch weiteréetdnchungen [60] lielien zumindest
einen Trend hin zu obigem Ergebnis sowohl bei lapsl Patienten als auch bei
Kontrollen erkennen. Somit kénnte der natirlichéeAlngsprozess des Menschen eine
Modifikation der zirkulierenden Menge im Laufe défbens verursachen. Des
Weiteren koénnten erhohte Progranulinspiegel Auddrueiner Antwort auf
neurodegenerative oder -inflammatorische Prozesie, mit steigendem Alter
einhergehen, darstellen. Aufgrund dieser Korrefatiéisst sich eine Erklarung daftr
ableiten, warum die Unterschiede zwischen Patientewl Kontrollgruppe bzgl. der
Progranulinkonzentrationen im Vergleich zur Studien Galimberti et al. [60]
verhaltnismalig gering ausfielen. Wahrend in besadgbtudie die Kontrollen
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durchschnittlich 18,6 Jahre é&lter als die Patientesren, ist das Verhaltnis in
vorliegender Arbeit genau umgekehrt (Patienten:1#R2,56 Jahre, Kontrollen:
37,7£13,93 Jahre) und der Konzentrationsunterscldedhzufolge geringer. Der
Altersunterschied der beiden Gruppen sollte alsmeke negativen Effekt auf die

Aussagekraft haben, sondern vielmehr die Signitikder Ergebnisse unterstreichen.

4.3 Genetische Untersuchungen des Progranulin-Gens

Sowohl beim Vergleich der Genotypen- als auch daplétypenverteilung konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen Patientsrd Kontrollkollektiv gefunden
werden. Dies lasst einen Einfluss der untersuchBRotymorphismen auf die
Krankheitsentstehung eher fraglich erscheinen. Dadoiss aber die mit 102 Patienten
und 79 Kontrollen verhaltnismafig geringe Zahl anb@nden bedacht werden, die
maoglicherweise aufgrund zu geringer Power kein agsisraftiges Ergebnis zuldsst und
falsch-negative Ergebnisse produzieren kann. Sbdpw. der Studie von Galimberti et
al. [60], bei der sich signifikante Unterschiedgadren, eine deutlich groRere Stichprobe
von 574 Kotrollen und 237 bipolaren Patienten zwr@e. Eine Weiterfihrung der
Untersuchungen anhand grofRerer Fallzahlen ist samtitSicherheit sinnvoll, um

Widerspriche dieser Art zu klaren.

Im Patientenkollektiv konnte ein Zusammenhang ziesc dem Polymorphismus
rs5848 und dem gemessenen Progranulinspiegel heligegerden. Zwar scheint das
mutante Allel bei bipolaren Patienten nicht sidafit haufiger aufzutreten als bei
Kontrollen, allerdings geht das Auftreten insbesardbei Patienten, nicht jedoch bei
Kontrollen, mit einem erniedrigten Proteinspiegeinher. Dieser Sachverhalt
unterstreicht die Rolle einer niedrigen Prograrkdimzentration flr die Ausbildung
einer bipolaren Stérung zusatzlich.

Kein Einfluss auf die gemessenen Progranulinkomagahen fand sich hingegen bei
den beiden anderen untersuchten SNPs, die im Pradgrgen lokalisiert sind.

Sowohl die positiven als auch negativen Ergebnisgessten hier allerdings noch

anhand groR3erer Fallzahlen Uberprift werden. Mbgheeise spielen auch andere
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genetische Faktoren sowie nicht genetische FaktatérmRNA- oder Proteinebene
bzw. epigenetische Phanomene eine modulierende.Roll

43.1 Krankheitswert der untersuchten SNPs

Neben der errechneten Genotypenverteilung spidiirlidh auch die Betrachtung der
einzelnen Polymorphismen aus funktioneller Perspeldine entscheidende Rolle, um
ihren Krankheitswert beurteilen zu konnen. Untensuman die drei SNPs aus
molekulargenetischer Sicht, liegen rs2879096 umtV92938 in nicht codierenden
Bereichen (Introns) des Progranulingens und habemtszumindest keinen direkten
Einfluss auf die Proteinstruktur. Jedoch sprecheated daflir, dass letzterer als
regulatorischer Polymorphismus Einfluss auf die nSkaiption und folglich die

Proteinkonzentration nehmen kénnte [102]. Bzgl. 87&@D96 ist bislang keine
funktionelle Bedeutung, wie z.B. ein Einfluss auk dsenregulation oder RNA-

Prozessierung, bekannt. rs5848 hingegen liegt irBdéTR-Region des Gens, welche,
wie bereits oben erwéhnt, dem Translationssuprdd#R659 als Bindungsstelle dient.
Daher konnten Mutationen durch eine erhthte Bindratg von MIR659 [82] und

somit durch Translationshemmung schliel3lich fumeite Auswirkungen auf die

GRN-Expression zur Folge haben. Dies wird auch ldurgige Befunde bestéarkt, da
Patienten, die Trager des mutanten Allels sindiikgant niedrigere Progranulinspiegel

aufweisen als Patienten mit Wildtyp- oder heteratgm Allel.

Die Datenlage zu Assoziationen der drei Polymorpkis zu neuropsychiatrischen
Erkrankungen ist insbesondere in Bezug auf dieldipdErkrankung noch relativ dinn.
So konnte bzgl. rs2879096 und rs4792938 ein ged@EufAuftreten der
Risikogenvariante bei der primar progressiven Niigtn Sklerose beobachtet werden
[103], wohingegen diese bei der bipolaren Stoérumg IGalimberti et al. [60] einen
protektiven Effekt aufweist. rs4792938 ist aulR3erdemt gehduftem Auftreten der
FTLD-U assoziiert [102]. Dagegen finden sich in déeratur mehr Daten zu rs5848.
Insbesondere konnte eine Assoziation zur FTLD-Wéstellt werden [82], aber auch
bei neuropsychiatrischen Pathologien wie der Higpapussklerose [104, 105] oder der
Alzheimer-Demenz [106] zeigten sich Auffalligkeiten
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Interessanterweise wiesen verschiedene Befunde hiodhemische Auswirkungen
bestimmter rs5848-Genotypen nach. So zeigten Feneglal. [107], dass mit dem
homozygoten Auftreten des mutanten Allels eine wederte Produktion von
Progranulin-mRNA, sowohl im Liquor als auch in mankledren Blutzellen dementer
Patienten vom Alzheimer-Typ, einhergeht. Dies kennHsiung et al. [108] auf
Proteinebene bestatigen, indem sie Progranulingpi|g Serum von Patienten mit
Demenzerkrankungen und gesunden Kontrollen besemnih beiden Gruppen wiesen
homozygote Trager des mutanten Allels signifikaetirigere Konzentrationen auf. Die
vorliegenden Befunde konnten diesen Einfluss b@olaren Patienten belegen, da hier
ebenfalls erniedrigte Progranulinspiegel mit demtanten Allel einhergingen. Dies

betont die Relevanz des Progranulins bei diversemapsychiatrischen Erkrankungen.

4.3.2 Assoziation von GRN-Mutationen zur bipolaren St@run

Auch wenn bzgl. der drei untersuchten SNPs in @gdnder Arbeit keine Assoziation
gefunden wurde, konnten zumindest in genomweiteppKmgsanalysen signifikante
Werte bzgl. einer Kopplung des langen Armes vono@tosom 17 mit der bipolaren
Erkrankung hergestellt werden [109]. Fur die Redi@n21, in der GRN lokalisiert ist,
wurde eine Assoziation zur bipolaren Stérung naelegen [110], wobei dies relativ
unspezifisch auch bei anderen neurologischen upchizrischen Erkrankungen, wie
der FTLD oder der Schizophrenie, der Fall war.

Diese Tatsache koénnte natirlich auch in gemeinsaP@homechanismen begrindet
liegen. Es scheint dartber hinaus auch eine bioidtte Interaktion zwischen dem fur
die ubiquitin-positive FTLD verantwortlichen TDP-48nd dem Progranulin zu
bestehen. Forschungsergebnisse deuten daraufdss, Rtogranulin die intrazellulare
Verarbeitung des TDP-43 beeinflusst, wobei eineusig) des Progranulinstoffwechsels
eine TDP-43-Translokation und Akkumulation im Zyegma zur Folge haben kdnnte
[87]. Die gemeinsame Rolle des TDP-43-Stoffwechsetd auch durch Post-Mortem-
Untersuchungen von Velakoulis et al. [111] gestldie zeigten, dass bei FTLD-
Patienten mit schizophreniformen oder bipolarertidlsymptomen alle von diesen
Symptomen betroffenen Studienteilnehmer typischigjuitin-positive bzw. TDP-43-
Ablagerungen aufwiesen.
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Im Ubrigen konnte auch ein Zusammenhang zwischem aiatersuchten SNP rs5848
und dem Auftreten von TDP-43-Pathologien hergdstedrden [104, 112]. Fir eine
gemeinsame Rolle des GRN-Locus bzw. einen gememsdPathomechanismus bei
der frontotemporalen Demenz und psychiatrischemaBkungen sprechen auch die fur
die FTD typischen Symptome aus dem psychiatrischiéormenkreis, wie
Verhaltensauffalligkeiten oder Personlichkeitsvelgmngen. Ferner treten gehauft
komorbide psychiatrische Erkrankungen, wie affekt8&térungen oder Schizophrenie,
auf. Dies untermauert auch die kurzlich publizidraistudie zweier FTLD-Patienten
mit GRN-Mutationen, die eine bipolare Stérung ireihVorgeschichte aufwiesen [113].
Es lassen sich also auch abgesehen von den Ergebnier vorliegenden Arbeit
durchaus Verbindungen zwischen Progranulin und bileolaren Stérung herstellen,
wobei eine strikte Abgrenzung von anderen Erkragkannicht méglich ist, da unter
Umstanden pathomechanistische Parallelen oderkitenen bestehen kdnnen.

Auf Grund der gefundenen Auffalligkeiten ware eshetadurchaus von Interesse,
weitere SNPs im Progranulingen zu untersuchen aiks Gen bei einzelnen
Versuchspersonen gar zu sequenzieren, um weitembindengen zwischen der

bipolaren Stérung und dem Progranulingen zu kntpfen

4.4 Grenzen und Fehlerquellen der Arbeit

Da unvermeidlich bei der praktischen Durchfihrumgee wissenschaftlichen Arbeit
limitierende Faktoren auftreten, soll auch auf nubgd Fehlerquellen, die die
Aussagekraft der Ergebnisse einschranken konntemgeWwiesen werden.

Selbstverstandlich sind gewisse UngenauigkeitenGauhd labortechnischer Ablaufe,
wie dem Auftauen oder Pipettieren der Proben, midiistandig zu vermeiden. Das
verwendete Progranulin-ELISA-Kit erkennt auf3erdenmur ndie vollstandige

Progranulinsequenz und keine Spaltprodukte odéitivete Proteine [84]. Dies kdnnte,
neben dem in Kapitel 1.3.4 erwéhnten fehlgestend?tegranulinmetabolismus, einen
weiteren Grund flir den mehr als um die Halfte emgten Progranulinspiegel bei
Loss-of-Function-Mutationstréagern darstellen, dighnhallein durch Haploinsuffizienz

erklarbar ist.

44



Ferner sollte eine moglichst grof3e Stichprobe argj@s werden, um ein hohes
Signifikanzniveau zu erreichen und somit das Ris#wer Fehleinschatzung durch
falsch-positive Befunde zu minimieren.

Wie bereits erwahnt scheinen viele der identifieiler Suszeptibilititsgene und
Pathomechanismen unspezifisch bei verschiedenen mefor psychiatrischer
Erkrankungen vorzuliegen. So kénnten auch erniggrRyogranulinspiegel eher zu
pathologischen Veranderungen und bestimmten phaisetyen Merkmalen fihren, die
mehreren Erkrankungen gemeinsam sind. Jedoch dieditsicherlich eine besondere
Herausforderung an die Wissenschaft dar, durch effeme Herangehensweise einen
umfassenden Erklarungsansatz zu finden. InsbesewikeiEinbeziehung schizophrener
Patienten in die Untersuchungen kdnnte dabei vtardase sein.

Der veranderte Progranulinspiegel koénnte auch lietdigein Epiphanomen eines
zugrunde liegenden pathologischen Prozesses sdirselbst keine kausale Wirkung
haben. So kdnnte ein bei bipolaren Patienten gestStoffwechselweg als Nebeneffekt
zu verminderten Progranulinspiegeln fuhren, di@gbdkeinerlei pathophysiologischen
Wert aufweisen und maximal diagnostischen, nicldogh therapeutischen Nutzen
aufweisen.

Auch konnte die bipolare Storung mdglicherweise bastimmten Lebensumstanden
der Patienten einhergehen. Dies hatte zur Folges dan krankheitsspezifisches
Spektrum an Umweltfaktoren den Progranulinspiegelitflusst. Bspw. kdnnte dies in
Form von andersartigen Ernahrungsgewohnheiten ddererhéhten Exposition von
Noxen, wie Alkohol und Nikotin, geschehen. Ebenéarken im Zuge der Erkrankung
auftretende veranderte Schlafgewohnheiten, mangekiitperliche Aktivitat oder
sozialer Stress Einfluss auf den Progranulinspieggimen. Schliel3lich muss auch
angemerkt werden, dass ein Grof3teil der Patientam Zeitpunkt der Rekrutierung
unter psychopharmakologischer Behandlung stand.naemkann eine medikamenttse
Alteration der Progranulinkonzentrationen nichtgaschlossen werden.
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5 Zusammenfassung

Durch Messung der Progranulinspiegel im Blutplasmdtels ELISA konnte in

vorliegender Arbeit ein signifikanter Unterschiedigchen bipolaren Patienten und
Kontrollen nachgewiesen werden. Dabei wies daseR@inkollektiv durchschnittlich

niedrigere Konzentrationen auf. Befunde vorausgggaer Studien deuten darauf hin,
dass ein peripherer Progranulinmangel auch mit raervésen Verdnderungen
einhergehen kann und somit einen Anteil an derdpdiysiologie der bipolaren Stdrung
haben konnte. Insbesondere eine immunologisch-edlizie Dysregulation sowie

fehlende neurotrophe Impulse kdnnten dabei einentkshe Rolle spielen.

Uberdies fiel bei der Auswertung der Daten einehs@nifikante Korrelation zwischen
Progranulinspiegel und Lebensalter der Probandénabei nahm mit steigendem
Alter auch die periphere Progranulinkonzentrationvgas im Zuge des physiologischen
Alterungsprozesses oder aber auch als Folge vorrodegenerativen bzw. -

inflammatorischen Vorgéngen auftreten konnte.

Bei der molekulargenetischen Untersuchung der Palgmsmen rs2879096,

rs4792938 und rs5848 konnten keine signifikantetekdchiede in der Genotypen- und
Haplotypenverteilung zwischen Patienten und Kofldrolgefunden werden, was sich
maoglicherweise auf die relativ kleine Stichprob& @1 Probanden zurlckfuhren lasst.
Zumindest existieren Hinweise auf eine Rolle dewxeiigen Polymorphismen bei

verschiedenen neuropsychiatrischen Erkrankungengliché@rweise auch bei der

bipolaren Stdrung.

AulRerdem fand sich bei den im Progranulingen lidgen SNPs rs2879096 und
rs4792938 keine  Assoziation einer Risikogenvarianteu  veranderten
Progranulinspiegeln, das heil3t keiner der beiddgniophismen scheint funktionelle
Bedeutung zu haben. Somit liel3e sich kein Effeld @enotyps auf die periphere
Progranulinkonzentration nachweisen, wobei wiededienverhaltnismafig niedrigen
Fallzahlen beachtet werden mussen.

Der in der 3'UTR liegende SNP rs5848 scheint hiegegn Patientenkollektiv zu

deutlich erniedrigten Proteinspiegeln zu fihrereder Befund steht auch im Einklang
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mit einer Vielzahl von Studien, die rs5848 eine &&dng bei verschiedenen
neuropsychiatrischen Erkrankungen beimessen unerairdicht die Rolle niedriger

Progranulinkonzentrationen in der bipolaren Stérung

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Ipalaben Patienten signifikant
niedrigere Progranulinkonzentrationen als in demtikaligruppe gemessen wurden.
Weitere Studien, welche die zu Grunde liegenderchamischen Vorgange und
Pathomechanismen erforschen, waren nun von Ingsress ein besseres Verstandnis
der Erkrankung zu erlangen. Langfristig wéare digzNng des Progranulinspiegels als
diagnostisches Werkzeug erstrebenswert, wobei diels auf Grund des grof3en
Overlaps zwischen Patienten- und Kontrollgruppe Ivedter schwierig gestalten wird.
Die relativ unkomplizierte Progranulinbestimmung inBlutplasma konnte
madglicherweise im Rahmen einer Messung vieler veesiener Parameter als Baustein
eines diagnostischen Apparates zur Erkennung gefdven affektiven Stérung dienen.
Somit waren weiterfihrende Untersuchungen anhand3eger Fallzahlen und
funktionelle Studien der pathomechanistischen Zumsanhange des Progranulins ein
interessantes Feld, um einige der zahlreichen uégek Fragen rund um die bipolare

Stérung weiter aufzuklaren.
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