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Zusammenfassung

Diese Dissertation beschiftigt sich mit der Identifizierung von Biomarkern fiir eine
biologische Subgruppe chronisch mental erkrankter Patienten.

Die schizophrenen Stérungen bilden eine biologisch heterogene Gruppe psychiatrischer
Erkrankungen, gekennzeichnet durch charakteristische Verdnderungen im Denken, in der
Wahrnehmung sowie im Bereich der affektiven Reaktionen der betroffenen Individuen.
Aufgrund des aktuellen Mangels an Biomarkern, als objektiv messbare Indikatoren
spezifischer pathophysiologischer Regulationsprozesse, beruht die Diagnosestellung und
Einordnung dieser Storungen bislang ausschlieBlich auf klinischen Kriterien. Die
pharmakologische Therapie dieser Erkrankungen erfolgt daher rein entlang der
Symptomkontrolle und -reduktion. Die ,,DISClopathien beinhalten eine Subgruppe von
symptomatisch heterogenen chronisch mental kranken Patienten mit dem gemeinsamen
Merkmal von unldslichem Disrupted-in-Schizophrenia 1 (DISC1) Protein im Gehirn.
Anhand dieser Arbeit wurden mithilfe unterschiedlicher Methoden verschiedene
Kandidatengene und -proteine fiir DISC1opathien identifiziert.

Im Rahmen eines revers-translationalen Forschungsansatzes wurde anhand eines transgenen
Rattenmodels (tgDISC1), welches nicht-mutiertes DISC1 Protein iiberexprimiert, Blut und
Liquor analysiert. Mononucleare Zellen des peripheren Bluts transgener DISC1-Ratten
zeigen ein verdndertes Genexpressionsmuster im Vergleich mit ihren nicht transgenen
Wurfgeschwister. Eine Analyse schizophrener Patienten und gesunden Kontrollen bestétigte
dhnliche Expressionsunterschiede.

Im Liquor von tgDISCI1-Ratten gelang der Nachweis von DISCI-Protein, was eine
intrazerebrale DISC1-Ausscheidung iiber den Liquor und eine sekundire Verdnderung des
intrathekalen Proteoms, wie wir es in tgDISC1-Ratten feststellen konnten, nahelegt. Zudem
zeigen DISC1-Ratten ein insgesamt vergroflertes Ventrikelvolumen, passend zum Phénotyp
schizophrener Patienten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen verdnderte Regulationsprozesse in DISClopathien,
welche sich sowohl im Blut als auch im Liquor von tgDISC1 Ratten nachweisen lassen. Es
lieBen sich einzelne Kandidatengene im Blut nachweisen, die einen wichtigen Schritt zur
Entwicklung von Biomarker-Kombinationen darstellen.

Der Nachweis phinotypischer Ubereinstimmungen, wie dem  vergroBerten
Ventrikelvolumen und &hnliche Expressionsunterschiede im Blut legen nahe, dass dieses
Rattenmodel auch eine gute Maoglichkeit zur Entwicklung einer zielgerichteten

pharmakologischen Therapie darstellen konnte.



Abstract

This thesis focuses on the identification of biomarkers for a biological subset of chronic
mental illnesses (CMISs).

Schizophrenic disorders are a biological heterogenic group of psychiatric illnesses, marked
by characteristic changes considering the thinking, perception, as well as the affective
reactions of the patients. Up to now, the diagnosis and classification of mental disorders
relied exclusively on clinical criteria, due to the absence of distinct biomarkers as objective
measurable indicators for a specific pathophysiological regulation process. Therefore, the
pharmacological therapy of these diseases therefore only aims for symptom control.
,DISClopathies* are a subgroup of symptomatically heterogenic chronic mental illnesses
with the common feature of insoluble Disrupted-in-Schizophrenia 1 (DISC1) protein in the
brain.

In this thesis, we identified several candidate genes and -proteins for DISC1opathies through
different methods. Using a reverse translational approach, we analysed blood and cerebral
fluid of transgenic rats, overexpressing non-mutant, full-length human DISC1 (tgDISC1).
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of tgDISCI rats show a different gene
expression pattern than their non-transgenic littermates. The analyses of schizophrenic
patients and healthy controls confirmed similar differences in gene expression.

We could detect DISCI in the cerebral fluid of tgDISCI rats, suggesting an intracerebral
excretion of DISC1 as well as a secondary change of the intrathecal proteome.

In addition, tgDISCI1 rats showed an increased overall ventricle volume, similar to the
phenotype of schizophrenic patients.

The results of this thesis show modified regulation processes in DISC1opathies, which can
be detected in the blood and the cerebral fluid of tgDISCI rats. We could identify candidate
genes in the blood, which constitute an important step in the development of combinations
of biomarkers. The proof of phenotypical characteristics, such as the enlarged ventricle
volume and the similar differences in gene expression in tgDISCI rats and schizophrenic
patients, suggests, that this rat model may also offer a promising opportunity to develop

targeted therapies.
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1 Einleitung

1.1 Chronische mentale Erkrankungen

1.1.1 Definition von chronischen mentalen Erkrankungen

Chronische mentale Erkrankungen (aus dem Englischen: chronic mental illnesses (CMlIs))
sind Storungen, die progressiv und wenn zum Teil auch intermittierend, so doch fortwédhrend
verlaufen. Zu ihnen gehdren Untergruppen der Schizophrenie, aber auch Untergruppen
rekurrenter affektiver Storungen wie zum Beispiel bipolare affektive Stérungen oder

monopolarer, rezidivierender depressiver Storungen (Horst Dilling, 2015).

1.1.2 Schizophrenie als Beispiel einer chronisch mentalen Erkrankung
Schizophrene Storungen sind eine heterogene Gruppe psychiatrischer Storungen,
gekennzeichnet durch charakteristische Storungen im Denken, der Wahrnehmung sowie der
affektiven Reaktionen (Leucht, 2019).

Bislang beruht die Diagnosestellung rein auf der Anamneseerhebung anhand eines
Interviews sowie klinischen Kriterien gemid3 den Diagnosestandards der ICD-10
(Internationale  statistische  Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme 10. Revision, WHO 1992).

Dies liegt vor allem an fehlenden Biomarkern, zur objektiven Messung biologischer
Prozesse, die sowohl eine diagnostische als auch eine prognostische Aussagekraft haben
konnen. Validierte Biomarker kdnnen die Diagnosesicherheit erhéhen, und ein wichtiger

Bestandteil der Arzneimittelentwicklung und einer zielgerichteten Therapie werden.

Krankheitsbild

Schizophrene Stérungen sind gekennzeichnet durch ein vielseitiges Erscheinungsbild. Sie
beinhalten meist sog. Positivsymptome, die vorwiegend in der akuten Erkrankungsphase
dominieren, wie Wahnvorstellungen, Halluzinationen, Ich-Stérungen und formale
Denkstérungen. Zu den Negativsymptomen, die vor allem in der chronischen Phase im
Vordergrund stehen, gehoren Antriebslosigkeit, soziale Isolation, depressive
Verstimmungen und Affektverflachung (Arolt, 2006, Leucht, 2019). Zudem kommen
kognitive Symptome wie Aufmerksamkeitsdefizite, Storungen des Kurzzeitgedédchtnisses,
u.a. Schwierigkeiten in der selektiven Filterung verschiedener Reize, gezielter

Aufmerksamkeitsverlagerung und  Aufrechterhaltung einer Daueraufmerksamkeit.



Beziiglich der exekutiven Funktionen zeigen sich vor allem Defizite in der Problemldsung
und Konzeptbildung (Leucht, 2019). Diese Beeintrachtigungen weisen aus
neuropsychologischer Sicht auf eine Dysfunktion in den frontalen und mediotemporalen
Hirnregionen hin.

Ein wichtiges Kriterium in der Differenzialdiagnostik der Schizophrenie ist das Fehlen einer
weiteren eindeutigen Gehirnerkrankung, Intoxikation oder anderer bereits vorher
diagnostizierten psychischen Erkrankung (Leucht, 2019).

Der Verlauf der Schizophrenie kann sehr unterschiedlich sein. Der Krankheitsbeginn duf3ert
sich meist gegen Ende des jugendlichen Alters bzw. im frithen Erwachsenenalter mit einer
sogenannten Prodromalphase, in welcher die betroffenen Patienten oft an emotionaler
Labilitit oder auch Interessensverlust leiden. Es kommt zu einer zunehmenden sozialen
Isolation aufgrund einer fortschreitenden Positivsymptomatik mit Wahnvorstellungen. Im
akuten Schub breiten sich die Symptome dann schnell aus und meist kommen zu den bereits
verstirkt auftretenden Wahnvorstellungen, Halluzinationen und Unruhezustinde hinzu.
Nach einem akuten Schub nehmen die Symptome gewohnlich wieder ab. Bei manchen bleibt
lediglich eine Restsymptomatik vorhanden, wéhrend es bei anderen zu einer Chronifizierung
gepragt von Negativsymptomen wie Antriebsarmut, Depression und Affektverflachung

kommt (Leucht, 2019).

Atiologie:

Es gibt verschiedene Faktoren, denen eine erhohte Vulnerabilitét fiir die Manifestation der
Schizophrenie zugesprochen wird.

Die Relevanz erblicher Faktoren wurde in zahlreichen Familien- und Zwillingsstudien
bereits verdeutlicht und betridgt ca. 50% (Leucht, 2019, Erlenmeyer-Kimling et al., 1995).
Linkage-Studien untersuchen, ob Merkmale in einer Familie liberzufillig auftreten und die,
fiir diese Merkmale relevanten Gene auf dem gleichen Chromosom nahe aneinander liegen.
In einer Reihe solcher Studien wurden bereits einige Chromosomenregionen
herausgefunden, deren Verdanderung mit hoher Wahrscheinlichkeit mit dem Entstehen einer
der oben genannten Erkrankungen assoziiert werden kann (Harrison and Owen, 2003, Arolt,
2006, Leucht, 2019).

Die Dopamin-Hypothese der Schizophrenie beschreibt eine prd- oder postsynaptische
Regulationsstorung des Dopaminstoffwechsels mit resultierender dopaminbedingter
Uberaktivitit in limbischen Hirnregionen und Unteraktivitit im Frontalhirn (Howes and

Kapur, 2009, Leucht, 2019).



Weinberger, Murray und Lewis diskutierten bereits 1987 Anomalien in der neuronalen
Entwicklung als Schliisselfaktor in der Pathophysiologie der Schizophrenie (Weinberger,
1987, Murray and Lewis, 1987). Demnach fiihren pathogenetische Faktoren prd- und
postnatal zu einer verdnderten Gehirnentwicklung, welche sich in einer verdnderten
kortikalen Zytoarchitektur und verdnderten anatomischen und funktionellen Schaltkreisen
fiihrt. Diese Storung der neuronalen Entwicklung fiihrt zu einem erhohten Krankheitsrisiko.
Letztlich mitentscheidend ob es zum Ausbruch der Erkrankung kommt, ist das
Vulnerabilitits-Stress-Verhéltnis. Dieses wird beeinflusst von Personlichkeitsfaktoren,
kritischen Lebensereignissen, dem familidren Umfeld und entsprechender ,,Expressed

Emotion®, sprich der familidren Kommunikation (Leucht, 2019).

Therapie:

Aufgrund der groBen Heterogenitit sowohl der vermuteten Atiologie als auch der
Symptomatik fehlt es aktuell an kausaler Therapie.

Mit Einfilhrung der zufillig entdeckten Antipsychotika in der Behandlung schizophrener
Patienten in den 1950er Jahren, ging die Hospitalisierungsrate stark zuriick (Davis et al.
1989). Trotzdem ist der Einsatz von Neuroleptika mit einer Reihe von unerwiinschten
Nebenwirkungen verbunden. Vor allem die typischen Nebenwirkungen auf das
extrapyramidalmotorische System wie die Entwicklung eines Parkinsonoids mit Rigor und
Hypokinese, akut-dystone Reaktionen (20% der Félle) oder Akathisie in 30% werden von
den Betroffenen meist als sehr beeintrachtigend empfunden. Hier zeigen Antipsychotika der
2. Generation zwar einen erheblichen Vorteil gegeniiber denen der 1. Generation,
demgegeniiber steht jedoch das erhohte Risiko von Gewichtszunahme und damit
verbundenen erhohten vaskuldren und diabetogenen Risikofaktoren bei der Behandlung
durch Antipsychotika der 2. Generation (Leucht, 2019).

Wihrend die Positivsymptome in ca. 2/3 der Fille erfolgreich durch antipsychotische
Pharmaka therapiert werden konnen, gelingt dies bei der Negativsymptomatik und den
resultierenden kognitiven Defiziten der Erkrankung meist nicht. Hinzukommt eine
Therapieresistenz bei ca. 20-30% der Patienten.

In solchen Fillen hat sich hdufig eine Therapie mit Clozapin als wirkungsvoll erwiesen. Dies

geht jedoch mit dem lebensbedrohlichen Risiko einer Agranulozytose einher (Leucht, 2019).



1.1.3 Die Relevanz von Biomarkern in der Diagnostik von chronischen
mentalen Erkrankungen

Bislang beruht die Diagnose Schizophrenie rein auf den klinischen Symptomen der
Patienten, die anhand von Patientengesprachen erhoben werden und eine gro3e heterogene
Bandbreite aufweisen.

Es besteht eine groBe Uberlappung zwischen den moglichen Symptomen einer
Schizophrenie und denen der hauptsédchlichen Differenzialdiagnosen bipolare Stérung mit
psychotischen Symptomen und Depression mit psychotischen Symptomen (Owen et al.,
2016).

Die im Lancet 2016 veroffentliche Tabelle verdeutlicht die Symptomiiberschneidung
zwischen den einzelnen Differentialdiagnosen und zeigt, dass lediglich die Gewichtung der
einzelnen Symptome zusammen mit dem zeitlichen Auftreten der Symptomatik eine

Differenzierung der einzelnen Erkrankungen erlaubt.

Schizophrenie Bipolare Schizoaffektive Autismus ADHS
Storungen Storungen
Hauptsymptome Wahnhafte depressive und Wahnhafte Soziale und Hyperaktivitat,
Episoden, hochgestimmte Episoden, interaktive verminderte
Halluzinationen, Episoden Halluzinationen, Stérungen, Konzentration,
Motivations- Stimmungs- repetitives impulsives
verlust, schwankungen Verhalten Verhalten
verminderte
Sprache, sozialer
Ruckzug
Nebensymptome depressive und Wahnhafte Kognitive Wahnhafte Kognitive
hochgestimmte Episoden, Beeintrachtigung Episoden, Beeintrachtigung
Episoden, Halluzinationen Halluzinationen,
Kognitive Kognitive

Beeintrachtigung

Beeintrachtigung

Vererblichkeit Ca. 80% 85% 85% 58% 75%
Durchschnittliches 16-30 Jahre 18-40 Jahre 25-35 Jahre < 3 Jahre 7-12 Jahre
Manifestationsalter
Pharmakologische Antipsychotika Antidepressiva, Antidepressiva, Stimulanzien
Therapie Stimmungs- Stimmungs-

stabiliisierer stabilisierer

Tabelle 1:

schizoaffektiven Stoérungen, Autismus, ADHS

Klinische Symptome von Schizophrenie, bipolaren Stérungen,

Die oben abgebildete Tabelle verdeutlicht die Symtomiberschneidung der einzelnen

Differenzialdiagnosen

der

Schizophrenie.

ADHS =

Aufmerksamkeits-Defizit-

Hyperaktivitats-Syndrom. Es erfolgte eine sinngemaRe Ubersetzung aus dem
Englischen (Owen et al., 2016).

Die Heterogenitdt der klinischen Prédsentation schizophrener Patienten legt bereits eine

Heterogenitit in der Pathogenese der Krankheit nahe.

Ein Losungsansatz fiir zunéchst

eindeutigere Diagnostik und dementsprechend

zielgerichtetere Therapien konnte eine Aufteilung des Symptomkomplexes Schizophrenie




in einzelne Subgruppen der Erkrankung anhand von biologisch definierten Fillen und deren
Pathogenese sein.

Biomarker sind objektiv messbare biologische Indikatoren, die die ausschlaggebenden
pathophysiologischen Regulationswege einer spezifischen Erkrankung widerspiegeln und
somit sowohl in der Diagnostik als auch in der Therapie und Prognose entscheidend sein
konnen. Somit lédsst sich je nach ihrer Funktion zwischen diagnostischen, prognostischen
und arzneimittelbezogenen Biomarkern unterscheiden.

Diagnostische und prognostische Biomarker sind krankheitsbezogene Risikoindikatoren und
konnen zu einer objektiveren Diagnostik als die symptombezogene Diagnostik es derzeit
hinsichtlich der Schizophrenie leisten kann, fiihren.

Der aktuell noch vorherrschende Mangel an Biomarkern in der Diagnostik von chronischen
mentalen Erkrankungen liegt zum einen an der oben beschriebenen Heterogenitit der
einzelnen Subgruppen, welche bislang unter dem Begriff Schizophrenie zusammengefasst
sind, als auch von der multifaktoriellen Krankheitsgenese basierend sowohl auf genetischer
Pradisposition, als auch exogenen Einflussfaktoren.

Arzneimittelbezogene Biomarker messen den Therapieerfolg spezifischer Medikamente.
Uberdies fiihrt die Entwicklung von Biomarkern zu mehr Verstindnis und Wissen
hinsichtlich der Pathophysiologie, wodurch auch die Entwicklung krankheitsspezifischer
Medikation erleichtert werden kann.

Eine sichere Diagnosestellung anhand von Biomarkern ist ein weiterer Schritt in Richtung
personifizierter Medizin mit groBerem Nutzen fiir die Patienten.

Wichtig fiir den klinischen Nutzen von Biomarkern ist deren leichte und gut reproduzierbare
Gewinnung durch mdglichst gering invasive Eingriffe sowie deren klinische Wertigkeit,
welche sich im Wesentlichen aus der diagnostischen Accuracy (dt. Richitgkeit), der
Féahigkeit  eines  diagnostischen  Verfahrens,  zwischen = zwei  alternativen
Gesundheitszustdnden zu unterscheiden (Zweig and Campbell, 1993), ergibt. Idealerweise
sollte ein Biomarker eine hohe Sensitivitit als auch Spezifitit haben. Alternativ ergibt eine
Kombination aus zwei Biomarkern, einer mit hoher Sensitivitit plus einer mit hoher
Spezifitit, einen geeigneten diagnostischen Test mit hoher Accuracy.

Korperfliissigkeiten wie zum Beispiel Blut, Urin oder Liquor ergeben sich zum einen als gut
zugéngliche Quellen, zum anderen ermoglichen sie den Zugang zu molekularen Biomarkern,
die auf Grundlage der biophysiologischen Verdnderungen der Krankheit oder auch
Behandlung beruhen. Beispiele fiir etablierte molekulare Biomarker, sowohl diagnostisch,
pradiktiv, als auch fiir zielgerichtete Therapien, gibt es bereits zahlreich in der Onkologie,

aber auch in der Immunologie. Meist handelt es sich hierbei um Stoffwechselprodukte,



Antigene oder Genprodukte. Choriongonadotropin (hCG) ist ein Peptidhormon, welches
physiologisch in der Schwangerschaft, jedoch auch von Tumoren der Keimdriisen gebildet
wird und als Verlaufsparameter unter Therapie dient. Das Medikament Herceptin® ist ein
Beispiel der zielgerichteten Therapien. Es basiert auf dem monoklonalen Antikorper
Trastuzumab, der an den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor HER2/neu (Humaner
Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor) bindet, welcher sich auf der Zelloberflacher
bestimmter Krebszellen befindet und so deren Wachstum hemmt. Als Indikation fiir eine
solche Therapie wird der Nachweis von HER2-Uberexpression bei Mamma- und
Magenkarzinom Patienten gewertet (Untch, 2006).

Blutzellen und speziell Lymphozyten wurden als Quelle von Biomarkern bereits
umfangreich untersucht. RNA- und Protein basierende Studien basieren auf der Annahme,
dass chronische mentale Erkrankungen auf Verdnderungen im Proteinlevel im Gehirn
zuriick zu fiihren sind und diese sich in den peripheren Korperfliissigkeiten, wie zum
Beispiel dem Blut, widerspiegeln.

Diese Annahme fiihrt zu dem Ziel, Schliisselproteine in chronischen mentalen Erkrankungen
zu identifizieren, welche im klinischen Alltag gut zu analysieren wéren und somit als

diagnostisches und prognostisches Kriterium dienen konnen.

1.1.4 Revers-translationale Medizin zur Entdeckung biologischer Marker

Der Begriff Translationale Medizin beinhaltet den diszipliniibergreifenden Teil der
Biomedizin, der anhand von effizienter Integration préklinischer Forschung in die
Behandlung von Patienten im klinischen Alltag geprigt ist.

Das Konzept stammt aus den 1990er Jahren und war zuerst unter dem Namen ,,bench to

bedside* bekannt.
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Abbildung 1: Die Revers-translationale Methode zur Etablierung von Biomarkern

(Trossbach et al., 2019)

Die Heterogenitat der Symptome von chronisch mental erkrankten Patienten fihrt zu
einem Mangel an klar definierten Kategorisierungskriterien, welche fur die Biomarker
Entwicklung notwendig ist. Die Definierung von Untergruppen basierend auf
menschlicher Neuropathobiochemie, in unserem Fall fehlgefaltetes DISC1 Protein in
post mortem Gehirnen schizophrener Patienten (Leliveld et al., 2008), ermdglichte uns
die Entwicklung eines Rattenmodel fiir diese spezifische Untergruppe schizophrener
Patienten (Trossbach et al., 2016), welches ein verandertes Proteinnetzwerk zeigte
(Sialana et al., 2018). Anhand dieses Tiermodels lassen sich Veranderungen in der
Signaltransduktion analysieren, die fir die in der Schizophrenie bekannten
Verhaltensveranderungen verantwortlich sind und biologische Marker identifizieren,
welche mithilfe der revers-translationen Methode zurlick in eine Subgruppe
schizophrener Patienten transferiert werden kénne.

Die revers-translationale Medizin beinhaltet den bidirektionalen Prozess. In unserem Fall
von dem Patienten- zu einem Rattenmodel, um anhand von diesem Rattenmodel biologische
Marker zu eruieren, die in der klinischen Diagnostik von Patienten einzusetzen sind. Revers-
translationale Medizin startet mit einem Patienten, der in unserem Fall die klinische
Diagnose Schizophrenie hat. Anhand von postmortem Untersuchungen der Gehirne solchen
Patienten hinsichtlich spezieller Neuropathologie, konnte eine Untergruppe der Patienten

mit unldslichen DISC1-Proteinen identifiziert werden. Diese Patienten zeigten zu Lebzeiten



Symptome passend zu der klinischen Diagnose einer Schizophrenie oder einer affektiven
Storung.

Es wurde ein Rattenmodel mit der Protein-Pathologie entwickelt, welche zu einem Phénotyp
mit unldslichem DISC1-Protein fiihrt (Trossbach et al., 2016). Anhand dieses Rattenmodels
wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt mit dem Ziel einen biologischen Marker zu
finden, der eine Unterscheidung von tgDISC1-Ratten zu ihren Wurfgeschwistern erlaubt.
Im néchsten Schritt sollte ein Transfer der identifizierten biologischen Marker auf Patienten
erfolgen, um eine die Untergruppe der DISC1-Patienten anhand eines Bluttests identifizieren
zu konnen.

Im néchsten Schritt konnte diese Entdeckung einer definierten Pathologie die Herstellung

einer kausalen Pharmakotherapie bedeuten.

1.1.5 Volumetrische Vorstudien des Ventrikelsystems bei Schizophrenen
Patienten
Die Erweiterung der Seitenventrikel bei Schizophrenen Patienten ist einer der hdufigsten
replizierten Befunde in der Literatur betreffend die Neurophysiologie bei Schizophrenie.
Bereits 1955 zeigten sich pneumencephalographisch vergroferte innere Liquorrdume, bei
Patientin mit fortgeschrittener Erkrankung (Huber, 1955). In den 70er Jahren wurde durch
Computertomographie (CT) eine Vergroferung der Seitenventrikel bei schizophrenen
Patienten (Johnstone et al., 1976) festgestellt. Shelton und Weinberger iiberpriiften 1986 CT
Aufnahmen schizophrener Patienten und fanden in 75% der Fille eine VergroBerung der
Seitenventrikel (Shelton RC, 1986). Auch wenn dies kein spezifisches Symptom der
Schizophrenie ist, eine Ventrikelvergroferung ist bei einer Vielzahl von mentalen
Erkrankungen wie zum Beispiel Alzheimer Erkrankungen, Hydrozephalus, Chorea
Huntington oder auch Medikamentenassoziiert zu finden, so liegt doch die Vermutung nahe,
dass eine VergroBerung der Seitenventrikel mit einer Volumenverminderung des Gehirns
einhergeht.
Durch die Vorteile der Technik der Magnetresonanztomographie (MRT) gelangen in den
folgenden Jahren zahlreiche Studien, die eine strukturelle Anderung des Gehirns von
schizophrenen Patienten bestétigten.
Shenton und seine Kollegen verdffentlichten 2001 eine Zusammenfassung von 55 MRT-
Studien (Shenton et al., 2001) von denen 44, sprich 80%, eine Vergroferung der
Seitenventrikel dokumentierten. In den meisten Studien, die diese VergroBerung nicht

dokumentierten, fiel zumindest eine VergroBBerung des Temporalhdrnern der Seitenventrikel



auf. Am héaufigsten fiel eine Prominenz des linken Seitenventrikels im Vergleich zum
rechten auf.

Post mortem Studien an Gehirnen betroffener Patienten ergaben die gleichen Befunde wie
diese MRT-Ergebnisse. Hier fanden sich in zahlreichen Studien sowohl verminderte
Hirnvolumina als auch vergroBBerte Temporalhorner der Seitenventrikel.

In 33 untersuchten Studien beziiglich der Grofle des dritten Ventrikels fand sich in 24
Studien, sprich 73%, eine VergroBerung des dritten Ventrikels. Letzteres ldsst eine

Volumenminderung des Thalamus vermuten.

1.2 Das Konzept der DISC1opathien

1.2.1 Proteinaggregation in neurodegenerativen Erkrankungen

In einer Vielzahl von neurodegenerativen Erkrankungen konnte bereits eine Akkumulation
von unloslichen intra- und extrazelluldiren Proteinen im zentralen Nervensystem
nachgewiesen werden. Beispiel fiir Proteinakkumulation ist die Alzheimer Erkrankung, in
der extrazelluldre 3-Amyloid Plaques und intrazelluldr Tau Fibrillen zu finden sind. Beim
Parkinson sind es alpha-Synuclein positive Lewy-Korperchen, die sich intrazelluldr
ansammeln. In Prionenerkrankungen wie der Creuzfeld-Jakob-Krankheit findet sich eine
Ansammlung von PrP5¢-Plaues (Prion Protein Scrapie; pathogene Form des Prion-Proteins,
zuerst bei an Scrapie erkrankten Tieren gefunden). Ein weiteres Beispiel ist die Amyotrophe
Lateralsklerose, in der in etwa 20% der familidren Fille eine Mutation im Superoxid-
Dismutase codierenden SOD1-Gen zu finden ist (Taylor et al., 2002).

Meist ist es wie im letzten Fall eine Mutation eines proteincodierenden Gens, welches durch
eine Proteinfehlfaltung zu einer toxischen Ablagerung und somit Dysfunktion des
entsprechenden Proteins fiihrt (Kopito, 2000). Die Mutationen in den familidren Formen der
jeweiligen Krankheiten fiihren interessanterweise meist zu Verdnderungen in denselben
Proteinen, wie die, welche auch in den sporadischen Formen nachgewiesenen wurden
(Prusiner, 2001). Die Idee ist, dass aberrante Proteinhomdostase, Proteostase, ein Zeichen
fir eine dysfunktionelle Zellpathologie ist. Wenngleich bei neurodegenerativen
Erkrankungen dies so bedeutend ist, dass es zum Zelltod kommt, koénnte aberrante
Proteostase auch in subtileren Formen existieren, die nicht zum Zelltod fiihren, z.B. bei
chronischen mentalen Erkrankungen (Bradshaw and Korth, 2019).

Auf Grundlage diese Forschungserkenntnisse erfolgten bereits 2008 die ersten Studien, ob
Proteinfehlfaltung und -akkumulation auch in chronischen mentalen Erkrankungen eine

Rolle spielen. Leliveld und seinen Kollegen analysierten hierzu post mortem Gehirngewebe,
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von Patienten mit Phidnotypen einer affektiven Storung oder Schizophrenie. Es gelang ihnen
bei 15% der untersuchten Patientenhirne signifikante Mengen an unldslichem DISCI
Protein zu isolieren (Leliveld et al., 2008). Diese Erkenntnis legt die Hypothese nahe, dass
die Ansammlung von spezifischen Proteinen ein wichtiger Aspekt in der Erforschung von
Biomarkern einer Subgruppe von chronischen mentalen Erkrankungen darstellen konnte.
Eines der aussichtsreichsten Kandidatengene in der Forschung von chronischen mentalen

Erkrankungen stellt das Gen dar, welches fiir das DISC1 Protein kodiert.

1.2.2 Disrupted-in-Schizophrenia 1 (DISC1)

Das DISCI-Gen, Disrupted-in-Schizophrenia 1, wurde erstmals in einer schottischen
Familie mit zahlreichen chronischen mentalen Erkrankungen unterschiedlicher Phianotypen
identifiziert.

Hier zeigte sich eine hohe Korrelation zwischen einer  balancierten
Chromosomentranslokation t(1;11) (q42.1;q14.3) sowie verschiedenen chronischen
mentalen Erkrankungen wie der Schizophrenie, Bipolarer Storung und wiederkehrenden
depressiven Storungen.

In einer klinischen Studie von Blackwood in 2001 wurden von 87 untersuchten
Familienmitglieder 37 als Trager der Translokation identifiziert. 29 der 37 Mutationstriger
wiesen eine psychiatrische Diagnose auf. Sieben der Mutationstrager litten an einer
Schizophrenie, einer an einer bipolaren Stérung und 10 an einer relevanten wiederkehrenden

Depression (Blackwood et al., 2001)
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Abbildung 2: Stammbaum einer schottischen Familie, in welcher das DISC7 Gen
entdeckt wurde. Blackwood et al. (2001) AJHG 69:428 Brandon & Sawa (2011) Nat
Rev Neurosci 12:707

Diese Entdeckung fiihrte zu der Annahme, dass eine Verédnderung in einem oder mehreren
Genen an dem Bruchpunkt oder in seiner unmittelbaren Nihe zu einem erhdhten Risiko
hinsichtlich der Entstehung einer Psychose fiihrt. Ein Maximum von LOD 7.1 (logarithm
oft the odds: Wahrscheinlichkeit, dass zwei Loci auf demselben Chromosom nah beieinander
liegen und somit gekoppelt sind) bestétigte eine Verbindung der Chromosomentranslokation
mit den klinischen Phénotypen bestehend aus Schizophrenie, bipolarer Stérung und
rezidivierenden massiven Depressionen. Aufgeteilt in die einzelnen Subgruppen lag der
LOD beziiglich affektiver Stérungen bei 4.5, die Assoziation zwischen einer Translokation
in dem Bereich und Schizophrenie bei LOD 3.6

Die neu entdeckte Chromosomentranslokation fiihrte zu einem bis dahin unbeschriebenes
Gen, welches heute Disrupted-in-Schizophrenia 1 (discl) genannt wird, sowie zu dem
entsprechenden nicht kodierenden Antisense-Strang, Disrupted-in-Schizophrenia 2 (disc2).
Durch die balancierte Translokation t(1;11) (g42,;q14) kommt es zu einem Bruchpunkt im
Intron 8, zwischen Exon 8 und 9, wodurch hochstwahrscheinlich ein C-Terminal verkiirztes
Proteinprodukt entsteht, welches statt 854 nur 597 Aminosduren enthdlt (Millar et al., 2000).
All die untersuchten Familienmitglieder der oben beschriebenen schottischen Familie
enthielten eine heterozygote Mutation, sprich ein intaktes DISC1-Protein plus eine verkiirzte
Proteinvariante (Blackwood et al., 2001).

Der wenn auch einpriagsame Name Disrupted-in-Schizophrenia 1 birgt den Irrtum, dass eine
Mutation in diesem Gen rein mit der Krankheit Schizophrenie zu assoziieren ist. Dass dies

nicht der Fall ist, zeigen die oben genannten Studien, in denen die Mutationstréger eine grof3e
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Bandbreite von chronischen mentalen Erkrankungen aufwiesen. Vielmehr scheint das Gen

einen vulnerablen Lokus fiir diverse mentale Erkrankungen darzustellen.

1.2.3 Konzept der DISC1opathien

Proteinfehlfaltungserkrankungen, wie sie bereits als Tauopathien oder Synucleinopathien
bekannt sind, umfassen eine Reihe von phédnotypisch und/ oder pathophysiologisch
voneinander abzugrenzenden Krankheitsbildern mit demselben Grundprinzip. Aufgrund
von Proteinfehlfaltung kommt es entweder zur toxischen Ablagerung oder zu einem
Funktionsverlust des entsprechenden Proteins. Wahrend Proteinaggregationen im Rahmen
neurodegenerativer Erkrankungen meist zum Zelltod fiihrt, so kann eine aberrante
Proteostase in subtiler Form auch nur zu einer dysfunktionellen Zellpathologie fiihren ohne
dabei zum Zelltod zu fithren (Bradshaw and Korth, 2019). Entsprechend des betroffenen
Proteins erfolgt die Zuteilung zu verschiedenen Proteinopathien.

Die ,,DISClopathien* beinhalten eine Subgruppe von symptomatisch heterogenen chronisch
mental kranken Patienten mit dem gemeinsamen Merkmal von unldslichem DISC1-Protein
im Gehirn. Untersucht wurden 15 post mortem Gehirne von chronisch mental erkrankten
Patienten, von denen ca. 47 Prozent; zwei Patienten mit der Diagnose Schizophrenie, zwei
mit der Diagnose Bipolare Stérung und drei Patienten mit Depressiver Storung, grofere
Mengen aggregiertes DISC1 aufwiesen, wihrend sich weder in den gesunden Kontrollen
noch im Gewebe der Patienten mit anderen neurogenerativen Erkrankungen wie zum
Beispiel Alzheimer oder frontotemporale Demenz DISCI1-Aggregate zu finden waren.
Einem eindeutigen Phidnotypen konnten die DISC1-Aggregate dabei nicht zugeteilt werden,
was die Heterogenitit der DISClopathien, die man auch schon in der Schottischen
Ursprungsfamilie beobachten konnte, unterstreicht (Korth, 2012).

Ein weiteres Merkmal von Proteinopathien ist die Fahigkeit der angesammelten Proteine zur
interzelluldren Transmission. Dies zeigte sich sowohl in den Prionenerkrankungen (Prusiner,
2001) als auch in anderen Erkrankungen mit Proteinakkumulationen wie zum Beispiel den
Tauopathien (Clavaguera et al., 2009) und Synucleinopathien (Kordower et al., 2008,
Desplats et al., 2009).

Ottis und seine Kollegen zeigten, dass DISC1-Fragmente, welche in E.coli Zellen exprimiert
wurden, interzelluldre Transmission vergleichbar mit der von synthetisch hergestelltem
oligomerischem alpha-Synuclein zeigte. In der Zelle fiihrten die DISC1-Aggregate neben
threr eigenen Unlosbarkeit durch Bindung weiterer zuvor 16slicher Proteine zu deren

verminderten Loslichkeit (Zhu et al., 2017).
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Das Konzept der DISClopathien beinhaltet also eine Untergruppe von Patienten mit
chronischer mentaler Erkrankung, die sich zwar klinisch heterogen prisentieren, deren

Gemeinsamkeit jedoch eine DISC1 abhingige Proteinaggregation im Gehirn ist.

1.2.4 Funktion und Interaktionspartner von DISC1
DISCI1 ist ein zytoplasmatisches Strukturprotein, welches in verschiedenen Bereichen des
Gehirns, vor allem wihrend der neuronalen Entwicklung, aber auch im adulten Gehirn
exprimiert wird (Seshadri et al., 2010).
DISCI interagiert mit iiber 150 Proteinen (Camargo et al., 2007) ohne enzymatische
Aktivitdt, sondern vielmehr als Strukturprotein, welches durch intermolekulare Protein-
Protein-Interaktion die Funktion der bindenden Proteine reguliert (Yerabham et al., 2018).
Am N-terminalen Ende von DISC1 befindet sich eine dimetrische D Region (Yerabham et
al., 2017). An seinem C-terminalen Ende enthdlt DISC1 multiple coiled-coil-
Proteindominen (umeinandergewundene alpha-Helices), sowie zwei Leucin-Zipper-Motive
und bietet somit wichtige Interaktionsmoglichkeiten mit anderen Proteinen (Millar et al.,
2000, Yerabham et al., 2017).
Durch die Regulation von neuronaler Proliferation und Migration hat DISC1 eine wichtige
Rolle in der neuronalen Entwicklung (Kamiya et al., 2005, Mao et al., 2009), welche
bekannterweise in der Entstehung von chronischen mentalen Erkrankungen, wie zum
Beispiel der Schizophrenie, eine entscheidenden Rolle spielt (Lewis and Levitt, 2002, Jaaro-
Peled et al., 2009).
Der enge Zusammenhang von DISC1 und der neuronalen Entwicklung konnte durch eine
Expressionsanalyse von DISC1 in Miusegehirnen wihrend der Embryonalphase gezeigt
werden. An den Embryonaltagen 14. Und 15. (E14 - E15) zeigt sich eine erhdhte Expression
von DISCI. Eine zweite Phase der erh6hten Expression zeigte sich um den 35. postnatalen
(P35) Tag. In beiden Phasen besteht eine hohe Aktivitdt hinsichtlich der neuronalen
Entwicklung (Mao et al., 2009, Schurov et al., 2004).
In der erwachsenen Maus zeigte sich eine hauptsdchliche Expression von DISC1 in den
Regionen des Gyrus Dentatus und im olfaktorischen Bulbus, welche beide eine hohe
Neurogenese aufweisen (Mao et al., 2009).
Einer der ersten Schritte der Cortigogenese, nach der Induktion der Neuralplatte, ist die
neuronale Proliferation. DISCI interagiert mit dem Wnt-Signalweg (Wingless-Int-1-
Signalweg), welcher eine wichtige Rolle in der Embryogenese hat, indem es den Abbau von
B3-Catenin reguliert. Bindet Wnt an seinen Rezeptor und Co-Rezeptor wird eine
Aktivierungskaskade gestartet, welche die Glykogensynthase-Kinase 3 beta (GSK3-beta)
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inaktiviert. GSK3-beta ist eine Serin/Threonin-Protein-Kinase und wichtiger Bestandteil des
B-Catenin abbauenden Komplexes indem es unter anderem [B-Catenin phosphoryliert. Die
Phosphorylierung von 3-Catenin flihrt zur Ubiquitinylierung und dem Abbau von -Catenin.
Wird der Abbau B-Catenin jedoch verhindert, akkumuliert dieses und gelangt so in den
Zellkern, wo es an andere Transkriptionsfaktoren bindet und diese aktiviert.

Neben Wnt-aktivierten Proteinen, konnte gezeigt werden, dass auch DISC1 GSK3-beta
inhibieren und somit den Abbau von B-Catenin verhindert kann. Die Inhibierung von GSK3-
beta durch DISCI, bestdtigte sich nicht nur in embryonalen Zellen, sondern auch in adulten
Zellen des Gyrus dentatus (Mao et al., 2009).

Die Stabilisierung von B-Catenin ermoglicht DISC1 somit die Regulation der neuronalen
Proliferation durch die Transkription der Wnt-Signalweg abhéngigen Gene.

Dariiber hinaus konnten Mao und seine Kollegen zeigen, dass ein gestorter DISC1/GSK3-
beta Signalweg zu pathologischem Verhalten fithrte. Die Méuse, in denen die Expression
von DISC1 im Gyrus Dentatus ausgeschaltet wurde, zeigten hyperaktives Verhalten in neuer

Umgebung und depressives Verhalten (Mao et al., 2009).

Der neuronalen Proliferation folgen die neuronale Migration, Aggregation und
Differenzierung. Die neuronale Migration ist abhéngig von der korrekten Lokalisation der
zentrosomalen Proteine sowie der Mikrotubulusorganisation. Es konnte gezeigt werden,
dass in utero Expression von short-hairpin RNAs (shRNAs) gegen discl sowie auch die
Expression einer verkiirzten Mutation von disc/ an E14,5. zu verspiteter neuronaler
Migration und fehlgeleiteten Dendriten kortikaler Neurone fiihrte (Kamiya et al., 2005).
DISCI fungiert hier als ein wichtiges Verankerungsprotein, welches in Wechselwirkung mit
Dynein/Dynactin-Motorproteinen, Nuclear Distribution Factor E-like (NDEL1) und
Lissencephaly 1 (LIS1) an das Zentrosom bindet (Ishizuka et al., 2011, Bradshaw et al.,
2008).

Im adulten Gehirn spielt DISC1 eine wichtige Funktion bei Lern- und Gedéchtnisprozessen
indem es den Transport iiber die Miktrotubuli, sowie die Signaliibertragung iiber Synapsen
und neuronale Plastizitdt beeinflusst. 2007 zeigten Duan und seine Kollegen, dass DISC1
knockdown (Herunterregulierung eines Gens) in neuentstandenen Zellen des Gyrus Dentatus
des Hippocampus’ zu Hypertrophie des Zellsoma, beschleunigtem dendritischem Wachstum
mit Fehlpositionierung der einzelnen Dendriten sowie erhohter intrinsischer Erregbarkeit
und beschleunigter Synaptogenese fiihrt (Duan et al., 2007). Eine wichtige Rolle scheint
hierbei die Interaktion von DISC1 mit Gridin (zuvor als KIAA1212 bezeichnet), einem AKT

(einer Serin/Threonin-Kinase) bindenden und dies inaktivierendem Protein, zu spielen,
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wodurch der Signalweg von AKT und mammalian target of rapamycin (mTOR) maf3geblich
beeinflusst wird (Kim et al., 2009, Enomoto et al., 2009).

Des Weiteren findet man DISC1 in der Postsynapse ausgereifter Neurone (Kirkpatrick et al.,
2006), wo es die Signaliibertragung durch die Aktivierung und Blockade einzelner
Synapsen-Proteine beeinflusst. So fiihrt DISC1 zum Beispiel zu einer Blockade des Kal-
7/Racl Signalweges (Kalirin-7/Ras-related C§ botulinum toxin substrat). Kal-7 agiert,
ungebunden an DISC1 als GDP/GTP-Austauschfaktor
(Guanosindiphosphat/Guanosintriphosphat). Durch Kal-7 aktiviertes Racl flihrt wiederum
zu einem vermehrten Wachstum dendritischer Dornfortsitze, jedoch bei Uberaktivitit
gleichzeitig auch zu vermehrtem Dentritenverlust im Gehirn (Hayashi-Takagi et al., 2010).
Eine weitere Interaktion zeigt DISC1 mit TNIK (Traf2 and Nck-interacting kinase), eine
weiteren Serine/Threonine Kinase, welche sowohl die Rezeptordichte von Glutamat, als
auch die anderer Synapsen-Proteinen aufrechterhilt. DISC1 bindet TNIK und inaktiviert
seine Kinaseaktivitdt, wodurch es zu einer Degeneration spezifischer postsynaptischer

Proteine kommt (Wang et al., 2011).

Zusammenfassend lédsst sich anhand der multiplen Funktionen von DISC1 im Gehirn in
Zusammenhang mit dem Wissen, dass der grofite Teil der Bindungspunkte sich am C-
terminalen Ende befindet, zum einen die grofe Bandbreite der DISCl-assoziierten
Erkrankungen erkléren, als auch die klinische Bedeutsamkeit einer C-Terminall verkiirzten

Mutation, wie sie in der schottischen Familie gefunden wurde.

1.3 tgDISC1-Ratten Modell

Das transgene Rattenmodell, das nicht-mutiertes humanes DISC1 Protein hinter dem PrP
Promoter leicht iiberexprimiert, wurde entwickelt, um die Fehlfaltung oder die
Fehlassemblierung des DISC1 Proteins abzubilden und somit die gestorte DISCI1
Signaltransduktion, die moglicherweise bei vielen Patienten mit sporadischer,

Schizophrenie eine Rolle spielt.
Um die Auswirkungen fehlerhafter Proteostase besser untersuchen zu kénnen, wurde das

erste transgene Rattenmodell fiir ein Kanditatengen einer chronischen mentalen Erkrankung

generiert. Die Ratten zeigten eine erhdhte Expression von humanem, nicht mutiertem
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DISCI1, welches verglichen mit endogenem Ratten Discl-Proteinlevels etwa um das 11-
fache erhoht war (Trossbach et al., 2016).

Die Vorteile eines Ratten- gegeniiber einem Mausmodell sind vor allem deren grofB3ere
physiologische, genetische und morphologische Ahnlichkeit zum Menschen im Vergleich
mit denen der Méuse (Do Carmo and Cuello, 2013).

Da in chronischen mentalen Erkrankungen auch die kognitive Entwicklung eine grof3e Rolle
spielt, ist es ein weiterer Vorteil, dass Ratten sowohl intelligenter als auch sozial kompatibler
sind als Méuse und somit in der Lage sind, komplexere Aufgaben besser und Lernprozesse
schneller zu absolvieren.

AuBlerdem erleichtert die grofere Korpergrole sowohl Interventionen als auch die

Gewinnung von Korperfliissigkeiten wie Blut oder Liquor zur Analyse von Biomarkern.

Dopamin-abhingige Verhaltensauffilligkeiten der tgeDISC1-Ratte

Die tgDISC1-Ratten weisen perinukledre Proteinaggregate vor allem in Gehirnregionen mit
erhohtem Dopaminniveau wie zum Beispiel dem Striatum auf. TgDISC1-Ratten zeigen eine
Amphetamine-Hypersensitivitit (Trossbach et al., 2016), welche auch bei Patienten mit der
Diagnose Schizophrenie bekannt ist.

Desweitern zeigten die tgDISCI-Ratten hyperexploratives Verhalten sowie Defizite im
Rotarod, sprich in der Koordination und Konzentrationsausdauer (Trossbach et al., 2016).
In ex vivo Analysen der Dopaminrezeptoren konnte gezeigte werden, dass tgDISC1-Ratten
80% mehr Dopaminrezeptoren des Typs D2 haben. AuBerdem konnte eine vermehrte
Translokation von Dopamintransportern in die Plasmamembran und somit ein erhdhter
Einstrom von Dopamin in die Zelle beobachtet werden. Die erhdhte Konzentration von
Dopamin im Zytosol fiihrte wiederum zu DISC1 Multimerisierung und dem vermehrten

Anfall unloslicher DISC1-Aggregate (Trossbach et al., 2016).

Neuropathologische Veridnderungen in der tgDISC1 Ratte

Es konnte nachgewiesen werden, dass tgDISC1-Ratten sowohl weniger TH-positive Fasern,
als auch ein vergroflertes Striatum und somit eine reduzierte Dichte Tyrosinhydroxylase
(TH)-positiver Fasern im Striatum aufweisen. Des Weiteren konnte eine reduzierte Dichte
TH-positiver Zellen in der Substantia nigra, Pars compacta, gefunden werden (Hamburg et
al., 2016).

Der nigrostriatale Signalweg besteht aus dopaminergen Neuronen in der Pars compacta der

Substantia nigra, deren Neurite ins Striatum reichen. Eine reduzierte Dichte dopaminerger
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Fasern im Striatum ist im Zusammenhang mit verschiedenen neurologischen Erkrankung
bereits als Ursache fiir Stimmungsschwankungen assoziiert (Calabresi et al., 2014).

Des Weiteren zeigten tgDISC1-Ratten eine Verschiebung von Paravalbumin (PV)-positiven
Interneuronen von oberfldchlicheren Kortexschichten (II, III), in tiefer gelegenere Schichten
(V, VI). Diese Verschiebung zeigte sich sowohl in der forelimb region (Bereich der vorderen
Extremititen) des primér somatosensiblen Cortex, als auch in dem sogenannten barrel field
des primér somatosensiblen Cortex. Ein Bereich mit besonderer Sdulen-Organisation, deren
Verteilungsmuster mit dem der Spiirhaare iibereinstimmt. In beiden Regionen zeigte sich
keine Verdnderung in der Gesamtmenge PV-positiver Interneurone (Hamburg et al., 2016).
AuBlerdem zeigte sich eine signifikante Reduktion PV-positiver Zellen im dorsalen Striatum,
sowie im CA1 Feld des Hippocamps (Hamburg et al., 2016).

Als eine mogliche Ursache fiir die Verschiebung der PV-positiven Interneurone kommt die
in der Schizophrenie bereits vorbekannte Migrationsstorung wéhrend der

Gehirnentwicklung in Frage.

1.4 Ziele der Arbeit

Schizophrenie ist ein Krankheitsbild geprdgt von biologischer Heterogenitit. Diese
Erkenntnis bedeutet, dass zunichst eine Unterteilung in einzelne Subgruppen erfolgen muss,
um reprisentative Studienergebnisse hinsichtlich des biologischen Ursprungs, deren
Mechanismen und letztendlich der Forschung an neuen Medikamenten zu erlangen.

Jeglicher Versuch einheitliche Ergebnisse fiir den Symptomkomplex Schizophrenie zu
erlangen, wird dem vernichtenden Verdiinnungseffekt durch die biologische Heterogenitit

unterliegen.

Ziel dieser Arbeit ist anhand von revers-translationaler Medizin einen Biomarker fiir eine
Subgruppe schizophrener Patienten, der DISC1opathien, zu identifizieren.

Die Notwendigkeit von Biomarkern besteht nicht nur um die bislang rein klinische Diagnose
mittels objektiver Methoden zu sichern, sondern auch zur besseren Unteilbarkeit der

einzelnen Subgruppen, als auch fiir die Entwicklung gezielter Pharmakotherapie.
Untersucht wurden sowohl mononukleédre Zellen des peripheren Blutes (engl.: Peripheral

Blood Mononuclear Cell = PBMC), Liquor, als auch Auffilligkeiten der Hirnmorphologie

als potenzielle Quellen eines Biomarkers.
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1. Die PBMCs von tgDISCI1-Ratten und deren Wurfgeschwistern (engl. littermates =

LM) wurden hinsichtlich Unterschiede
AnschlieBend wurde getestet, ob die dort gewonnen Ergebnisse auch in PBMCs

in der Genexpression analysiert.

schizophrenen Patienten und deren gesunden Kontrollen validierbar sind und somit

als Biomarker fiir DISC1opathien dienen.

2. Im Liquor erfolgte eine Untersuchung des Materials hinsichtlich unterschiedlicher

Proteinlevels in tgDISC1-Ratten und deren Wurfgeschwistern.

3. Die durchgefiihrte bildgebende Untersuchung der tgDISCI1-Ratten und deren

Wurfgeschwistern diente der volumetrischen Analyse des

Ventrikelsystems.

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

100 bp plus DNA Marker "ready-to-load"

100% Isofluran

DMSO

EDTA

Ethanol

Kaliumchlorid

Ketavet (Ketamin)

Methanol

Midori Green Advance DNA Stain
Milchpulver (Skim Milk Powder)
Ni-NTA Agarose

Phosphorsédure

TRIS

TWEEN

Biobudget
Actavis
Sigma-Aldrich
AppliChem
VWR Chemicals
Sigma-Aldrich
Pfizer

Merck

Nippon Genetics
Oxoid

Qiagen

Merck

Merck
Sigma-Aldrich

intrazerebralen
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2.1.2 Basispuffer
PBS
NaCl
KCl
KH2PO4
Na2HPO4

PBS-T
NaCl

KCl1
KH2PO4
Na2HPO4

Tween

HAC-Losung

Essigsédure

Milli Q Wasser

TAE
TRIS

Essigsdure

EDTA

2.1.3 Kits
Coomassie blue
D-PBS
dNTP Set

Ficoll-Paque PREMIUM

Ladepuffer

137 mM TRIS, pH 6,8
2,7 mM SDS
2 mM Glycerin
10 mM Bromphenol blue
Beta-Mercaptoethanol
137 mM Laufpuffer
2,7 mM TRIS
2 mM Glycin
10 mM SDS
0,05%
Transferpuffer
TRIS
1 ml Glycin
11 Methanol
40 mM
20 mM
I mM
Expedeon
Invitrogen
Quiagen

HotStarTag® DNA-Polymerase

NuPAGE™ MES SDS Buffer Kit

NuPAGE™ Sample Reducing Agent (10X)
PageRuler Prestained Protein Ladder 0-170 kDa
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG

QIAshredder

100 mM
4%

20 %
0,2 %
4%

25 mM
250 mM
0,1%

48 mM
39 mM
20%

GE Healthcare Life Sciences

Qiagen

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Qiagen



Rat Hemoglobin (HM) ELISA Kit
RevertAid First Strand cDNA-Synthese Kit
RNase Free DNasel Set

RNeasy Mini Kit

Seppro Rat Spin Columns

WT Plus Reagent Kit, Affymetrix

GenWay Biotech
Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Qiagen

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

2.1.4 Versuchsgerate und weitere Verbrauchsmaterialen

Glaskapillare (OD.:1mm; 1.D.: 0,78 mm)
Tecan Safire Plattenlesegerit

Mini Spin Tischzentrifuge

Affymetrix WT Plus Reagent Kit
Nanodrop-ND-1000-Spektrophotometer

NuPAGE 4-12%, Bis-Tris, 1.0 mm, Protein Gel,

Safe-lock tubes 1,5 mL
Speed Vac Zentrifuge
Thermocycler T3000

XCell SureLock Mini-Cell
Eppendorf Centrifuge 5417R

2.1.5 Software
Anatomist/ BrainVisa program version 4.3.0
GeneSpring GX Software
MaxQuant Software
StepOne Software v2.3
XFluor4 Software

2.1.6 Tiere und Tierhaltung

Tecan

Eppendorf AG

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Eppendorf AG
Eppendorf AG

Biometra

Thermo Fisher Scientific

Eppendorf AG

NeuroSpin,

Agilent Technologies
Max Planck Universitét
Thermo Fisher Scientific

Tecan, Mannedorf

Alle Experimente erfolgten in Ubereinstimmung mit den behdrdlichen Richtlinien des
Nationalen Ausschusses zum Schutz von fiir wissenschaftliche Zwecke verwendete Tiere —
kurz Nationaler Ausschuss Tierschutzgesetz der Bundesrepublik Deutschland und nach

Genehmigung des Tierversuchsantrages zur Organentnahme 022/03. Es wurden alle
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Bemiihungen unternommen, die Anzahl an Versuchstieren méglichst gering zu halten und
Unannehmlichkeiten fiir die Tiere zu minimieren.

Die Generierung der transgenen Ratten erfolgte durch die Injektion eines linearisiertem
CosCHa.tet Vector Fragments mit dem full-length, non-mutant humanan DISCI als
Transgen mit den Polymorphismen F607 und C704 in die Pronuclei von Sprague Dawley
Ratten. Die volle Integration des Transgens in das Rattengenom wurde anhand der
Schwanzspitze der Tiere, durch Polymerasekettenreaktion (PCR) und Southern Blotting der
genomischen DNA kontrolliert.

Es wurden jeweils drei Tiere pro Kéfig unter Standardbedingungen mit zwolf Stunden Tag-
Nacht-Rhythmus (Licht von 7 bis 19 Uhr, Dunkelheit von 19 bis 7 Uhr) und Futter- und
Wasserzufuhr ad [libitum gehalten. Alle Experimente erfolgten mit ausgewachsenen

tgDISC1 Ratten und deren /ittermates im Alter von 8-9 Monaten.

2.1.7 Patientenkollektiv

Neben der Analyse der Genexpression von tgDISC1-Ratten und ihren littermates erfolgte
anhand derselben Methode eine Analyse von gesunden Kontrollen und Patienten mit der
Diagnose Schizophrenie. Die ausgewihlten schizophrenen Patienten des LVR-Klinikums
Diisseldorf der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf waren zum Zeitpunkt der
Blutentnahme klinisch stabil fiir mehr als sechs Wochen. Alle Patienten und negativen
Kontrollen unterzogen sich einem strukturierten Interview (SCID-1). Die Diagnose wurde
anhand der DSM-IV Kriterien (New York State Psychiatric Institute, 1995) erneut bestitigt.
Aus der untersuchten Patientenkohorte erhielten 78,4% eine antipsychotische Monotherapie
mit Amisulprid, Ariprazol, Fluphenazin, Olanzapin, Paliperidon, Quetiapin, Risperidon oder
Ziprasidon. Einige der restlichen 21,6% Patienten erhielten eine Kombination aus zwei
Antipsychotika. Die ausgewidhlten gesunden Negativkontrollen durften bislang keine
Schizophreniediagnose, sowie lebenslang keine Alkoholabhingigkeit oder Abhingigkeit
illegaler Drogen aufweisen. Desweitern durften die gesunden Negativkontrollen keine
begleitende neurologische Erkrankung oder einen dhnlichen Gesundheitszustand aufweisen,
der als potentieller Konfounder der Studie, wie zum Beispiel Drogenkonsum innerhalb der
letzten sechs Monate, in Betracht gezogen wurde. Die aktuelle Psychopathologie der
schizophrenen Patienten wurde durch den Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS)
(Kay et al., 1987) erhoben. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen
Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf (EudraCT-Number: 2006-006329-19)
genehmigt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Analyse der Blutproben

2.2.1.1 Blutentnahme
Die Blutentnahme wurde in der Neuropathologie der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

durch Herzpunktion am narkotisierten Tier vorgenommen.

1. Zur Narkose wird 1 mL Ketavet (100 mg/mL) Injektionslosung intraperitoneal
verabreicht.

2. In Riickenlage wird der Processus Xyphoideus des Sternums ertastet und unmittelbar
kaudal davon eine Kaniile in der Medianlinie eingefiihrt. Diese wird in Richtung kranial
links lateral, dorsal ca. 2 — 3 cm weiter eingefiihrt.

3. Erst wird das Blut passiv in eine EDTA enthaltende Spritze flieBen gelassen, dann weiter
langsam und vorsichtig abgezogen, um einen Herzkollaps oder eine Zelllyse zu verhindern.
Noch am selben Tag wurden die Proben mit Ficoll-PREMIUM weiterbehandelt und bis
dahin bei + 4°C gelagert.

2.2.1.2 Isolierung von mononuclearen Zellen aus peripherem Blut
Zur Isolierung der PBMCs aus dem EDTA angereicherten Blut wurde die Losung Ficoll-
Paque PREMIUM der Firma GE Healthcare Life Science verwendet. Es wurde nach

Herstellerangaben gearbeitet.

1. Das mit EDTA angereicherte Blut wird 1:1 mit D-PBS-L6sung verdiinnt.

2. Je 4 mL des verdiinnten Blutes werden auf je 3 mL Ficoll-Paque PREMIUM geschichtet.

3. Nach einer Zentrifugation (400 x g, 40 min, 19°C, ohne Bremse) wird das tiberschiissige
Plasma abpipettiert, und die Interphase (ca. 1 mL) aus mononukledren Zellen
anschliefend mit einer sterilen Pipette in ein frisches 15 mL Zentrifugenréhrchen
transferiert

4. Nachdem 7 mL D-PBS - Losung zu den Zellen gegeben und vorsichtig mit einer Pipette
vermischt werden, werden die Zellen erneut zentrifugiert (100 x g, 10 min, 19°C, ohne
Bremse).

5. Der Uberschuss wird abpipettiert und die Zellen wiederholt in 7 mL D-PBS - Losung

gewaschen und unter vorherigen Bedingungen zentrifugiert.
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Nach erneuter Abpipettierung des Uberstandes wurden die isolierten PBMCs bis zur
weiteren Verarbeitung in drei Aliquots schockgefroren und bis zur weiteren Behandlung bei

-80°C gelagert.

2.2.1.3 RNA-Extraktion von PBMCs

Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem Qiagen-Kit, sowie dem dazu gehorigen RNAse freiem
DNAsel Set.

Vorab erfolgt der Ansatz einer DNAse-I-Stammldsung der Firma Quiagen nach
Herstellerprotokoll fiir die gesamte Anzahl der Proben. Die Stammlosung wurde in
einzelnen Aliquots aufgeteilt, um ein mehrmaliges Auftauen der Proben zu verhindert und
bei -80°C gelagert.

Die Proben werden mit Hilfe des QIAshredders und dem Lysepuffer RLT lysiert und

homogenisiert. Es wurde nach Herstellerangaben gearbeitet.

1. 600 uL RLT-Puffer wird auf die gefrorenen Zellenpellets gegeben und bei
Raumtemperatur innerhalb von 5 Minuten vollstindig aufgetaut.

2. Das Lysate wird auf eine QIAshredder Sdule pipettiert und fiir 2 Minuten auf héchster
Stufe zentrifugiert.

3. Das Reaktionsgemisch wird mit demselben Volumen (600 pL) 70%igem Ethanol
aufgefiillt und durch Pipettieren gut durchmischt.

4. 600 uL der Probe werden auf eine RNeasy Séule geladen und bei 8000 g 15 Sekunden
zentrifugiert.

5. Der Durchfluss wird verworfen und Schritt 4 mit den verbleibenden 600 pL wiederholt.

6. 350 pL des Waschpuffers RW1 werden auf die Sdule geladen, bei 8000 g 15 Sekunden
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.

7. Zum Verdau der DNA werden 10 pL. der im Vorfeld angesetzten DNase-I-Losung
vorsichtig mit 70 uL des RDD-Puffers vermischt und direkt auf die Silicagel-Membran
pipettiert. Das Reaktionsgemisch wird fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

8. Danach wird die Sdule wieder mit 350 uL. RW1-Puffer gewaschen (Zentrifuge: 8000 g,
15 Sekunden) und der Durchfluss verworfen.

9. Es folgen zwei weitere Waschgénge mit je 500 uL des RPE-Puffers (Zentrifuge: 8000 g,
15 Sekunden).

10. Nach der zweiten Waschung wird die Auffangrohre mitsamt des Durchflusses verworfen

und die Membranséule auf ein neues 2 mL Reaktionsgefall gesetzt.
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11. Um die Silicagel-Membran zu trocknen, wird diese fiir 1 Minute bei 8000 g zentrifugiert
und anschlieend auf ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal3 gesetzt.

12. 40 uLL RNase freies Wasser werden auf die Mitte der Membran pipettiert und fiir 1
Minute bei 8000 g zentrifugiert.

13. Um eine griindliche Auswaschung der Membran und somit eine hohere RNA-
Konzentration zu erreichen, wird das Eluat erneut auf die Sdule pipettiert und fiir 1
Minute bei 8000 g zentrifugiert.

14. Die gewonnene RNA wird auf Eis gestellt und die Konzentration mittels quantitativer

Nukleinsdureanalyse ermittelt.

2.2.1.4 Quantitative Nukleinsaurenanalyse

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA-Proben erfolgte mit dem NanoDrop-
ND-1000-Spektrophotometer.

Nach einer Nullung des Geréts durch RNAse freies Wasser, reicht jeweils 1 pL der einzelnen
RNA-Proben zur Bestimmung der RNA-Konzentration aus.

Die RNA-Konzentration wird durch Absorptionsmessung bei der Wellenldnge 260 nm
bestimmt. Eine Absorptionseinheit A entspricht 40 ug ssRNA/mL.

Daraus folgt: ¢ (ug RNA/ ml) = A260 x 40

2.2.1.5 Genexpressionsanalyse durch Affymetrix GeneChip® Microarrays
Die Genexpressionsanalyse der totalen RNA mittels Affymetrix GeneChip® Microarrays
erfolgte durch das BMFZ (Biologisch-Medizinisches Forschungszentrum der Heinrich-
Heine-Universitét Diisseldorf). Alle Arbeiten erfolgten geméfl den Angaben des Herstellers.
Zunichst erfolgte die Qualitdtskontrolle der Gesamt-RNA mittels dem Agilent 2100
Bioanalyzer. Alle in der Auswertung beriicksichtigten Proben zeigen eine hohe RNA-
Qualitdt (RIN >9) (Schroeder et al., 2006).

Mit Hilfe des WT Plus Reagent Kit der Firma Affymetrix erfolgte die Amplifikation Biotin
markierter cDNA. Dabei wird 100 ng der totalen RNA mittels Reverser Transkriptase zu
cDNA synthetisiert, fragmentiert und mittels Desoxyribonukleotidyltransferase mit Biotin
markiert.

Die biotin-markierte cDNa wird anschliefend fiir 16 Stunden bei 45°C an Affymetrix Rat
Gene 2.0 ST Gene Expressions Microassays im GeneChip Hybridization Oven 645
hybridisiert, gewaschen, mit einem Streptavidin/ Phycoerythrin Konjugat gefarbt und durch
den Scanner 3000 7G (Affymetrix) ausgelesen.
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Drei Proben (2x TG, 1x LM) passierten nicht die Hybridisierungs-Qualitdtskontrolle, zwei
weitere Proben (1x TG, 1x LM) mussten aufgrund von post mortem detektierten, nicht-
transgen-assoziierten Malformationen ausgeschlossen werden, so dass letztendlich 5
transgene DISC1 Ratten und 7 nicht transgene Wurfgeschwister analysiert wurden.

Die Datenanalyse erfolgte durch die GeneSpring GX Software (Vers. 12.5; Agilent
Technologies).

Differenzierte Genexpression wird statistisch durch einen moderaten T-test ermittelt, wobei

eine Signifikanzschwelle von p = 0,01 festgelegt wurde.

2.2.1.6 Etablierung der optimalen Bedingungen der real-time quantitativen
PCR

2.2.1.6.1 Primerdesign

Die Validierung einiger, anhand von Literaturrecherche ausgewéhlter, Gene erfolgte durch

quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) (siche 2.2.1.6.3, S. 28).

Das Primerdesign, sowie die anschlieBende Primeroptimierung, stellen wichtige Parameter

fiir das Ergebnis der qPCR dar.

1. Zunichst wurde die Nukleotidsequenz des zu untersuchenden Gens mit Hilfe einer
offentlichen Datenbank (National Center for Biotechnology Information) herausgesucht.
Um die Amplifikation genomischer DNA zu vermeiden, wurde eine Intron-
iiberspannende Primersequenz von ca. 200 bp (Basenpaar) Lange gewéhlt.

2. Aus dieser Intron-iiberspannenden Primersequenz wurden mit Hilfe der Freeware
Primer3 nach folgenden Kriterien geeignete Primer erstellt:

e Primerlinge: ca. 20 Nukleotide

e GC-Gehalt: wenn moglich iiber 60%

e Schmelztemperatur: 55 — 60°C

o moglichst gleiche Schmelztemperatur von Forward- und Reverse-Primer

e keine intern komplementdren Sequenzen, um die Bildung von Sekundérstrukturen
zu vermeiden

e wenn moglich G- oder C-reiche 3’Enden, um die Primerhybridisierung zu erleichtern

e keine komplementiren Basen an den 3’Enden, um die Bildung von Primer-Dimeren
zu vermeiden

3. Mit Hilfe der ,,BLAST* Funktion (blast.ncbi.nlm.nih. gov/) wurde die Spezifitit der

Primer gepriift.
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2.2.1.6.2 Primertest mittels PCR und Gelelektrophorese
Die initialen Primertests der designten Primer erfolgten durch mehrere Durchldaufe der
klassischen PCR mit jeweils unterschiedlichen Bedingungen durch unterschiedliche

Reaktionszusitze.

Klassische PCR

Die PCR ist eine Methode zur selektiven Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen. Die
Reaktion lduft in drei sich wiederholenden Schritten ab. Der Auftrennung der Doppelhelix
in seine Einzelstringe (Denaturierung), der Anlagerung der Primer, die den Startpunkt der
DNA-Polymerase markieren (Annealing) und der Verldngerung (Extension) der beiden
DNA-Doppelhelices durch den Anbau neuer Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)
durch die DNA-Polymerase.

Hierzu wurde die HotStarTaq® DNA-Polymerase (Quiagen, Hilden, Germany) verwendet.

Je nach addiertem Reaktionszusatz ergaben sich dabei folgende Reaktionsanséitze:

Menge

Komponente ohne Zusatz 5% DMSO 5x Faktor Q
cDNA 5uL 5puL 5L
Forward Primer 1L 1 uL 1L
Reverse Primer 1L 1 yL 1yl
10mM dNTP 0,5 yL 0,5 uL 0,5 uL
10x PCR Puffer 2,5 L 2,5 uL 2,5 L
HotStarTaq® DNA-Polymerase 0,125 uL 0,125 uL 0,125 pL
5% DMSO - 1,25 pL -
5x Faktor Q - - 5L
steriles PCR Wasser 14,875 uL 13,625 uL 9,875 uL
Gesamtvolumen 25 uL 25 uL 25 uL

Tabelle 2: HotStarTaq®-PCR-Ansatz mit verschiedenen Reaktionszusatzen

Die zu amplifizierende cDNA, die Menge der
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), des PCR-Puffers, sowie der HotStarTag®
DNA-Polymerase und der Primer bleibt in jedem Ansatz gleich. Lediglich die Menge
des sterilen PCR Wassers andert sich, je nach hinzugegebenen Reaktionszusatz,
sodass in jedem Fall ein Gesamtvolumen von 25 uL entsteht.
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Als Reaktionsbedingungen wurde im Thermocycler folgendes PCR-Programm eingestellt:

PCR-Schritt Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Initiale Aktivierung der DNA- 95°C 15 min 1
Polymerase
Denaturierung 95°C 30s 35
Annealing 60°C 30s
Extension 72°C 20s
Finale Extension 72°C 5 min 1
Kihlung 4°C unbegrenzt 1

Tabelle 3: Reaktionsbedingungen (PCR Programm) fir die PCR mit der
HotStarTaq® DNA-Polymerase

Die drei Schritte der PCR (Denaturierung, Annealing, Extension) wurden in 35 Zyklen
wiederholt, bevor es zur finalen Extension und somit zum Abschluss der PCR-Reaktion
kommt. AnschlieRend wurden die Proben bei 4°C bis zur weiteren Verarbeitung im
Thermocycler gekihilt.

1. Zunichst wurde jeder Primer mittels HotStarTag®-PCR ohne weitere Zusitze getestet.
2. Die Darstellung des PCR-Produkts erfolgte durch Gelelektrophorese.

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von DNA-

Fragmenten nach der FragmentgrdB3e.
Ein Agarosegel besteht durch Quervernetzung einzelner Molekiile aus einer
Siebstruktur, deren Porengréfle von der Konzentration des Gels abhingt. Durch das
Anlegen einer elektrischeren Spannung wandern die negativ geladenen DNA-Fragmente
in Richtung des Pluspols. Hierbei sind kleinere DNA-Fragmente einem geringeren
Widerstand ausgesetzt als grole Fragmente, wodurch eine Auftrennung der Proben nach
threr GroBBe moglich ist.
Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen fiir ein 2,5%iges Agarose Gel:

e Elektrophoresepuffer: TRIS-Essigsdure-EDTA-Puffer (TAE)

e Agarosemenge: 3,75 g auf 150 mL Gesamtmenge

e Gel-Farbstoft: 3,5 uLL Midori Green

e 10x Ladepuffer: 5 uLb

e Volumen pro aufgetragene Probe inkl. Ladepuffer: 25 uL

e Spannung: 180 V

e Laufzeit: 23 Min

e Marker: 5 uL 100 bp Marker (Biobudget)
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3. Einige wurden durch erneute HotStarTaq®-PCR Durchliufe mit den Zusitzen Faktor Q
und 5% DMSO, welche die Synthesemenge steigern und Inhibitoren der PCR beseitigen,
getestet  (sieche Tabelle 2: HotStarTag®-PCR-Ansatz mit verschiedenen
Reaktionszusétzen S. 26). Die Reaktionsbedingungen blieben unverindert (siehe Tabelle
3: Reaktionsbedingungen (PCR Programm) fiir die PCR mit der HotStarTaq® DNA-
Polymerase, S. 27).

4. Die Darstellung erfolgte durch Auftragung der Proben auf 2,5%igen Agarose-Gel (siehe
Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen fiir ein 2,5%iges Agarose Gel, S. 27).

2.2.1.6.3 Primeroptimierung durch Primermatrix und quantitative PCR
Nachdem die beste Bedingung fiir jeden Primer in der HotStarTaq®-PCR gefunden wurde,
wurde das ideale Primer-Verhéltnis durch die real-time quantitative PCR (RT-qPCR) mit
SYBR®-Green ermittelt.

RT-gPCR mit SYBR®-Green

Die qPCR ermdglicht zusitzlich zur selektiven Amplifikation von spezifischen DNA-
Sequenzen die Quantifizierung des PCR-Produkts. Hierbei wird die Methode der
herkdémmlichen PCR mit einer Fluoreszenzdetektion kombiniert.

SYBR-Green I ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der hiufig in der qPCR eingesetzt wird. Dabei
handelt es sich um einen asymmetrischen Cyanin-Farbstoff, der sich an doppelstringige
DNA bindet und bei Absorption von blauem Licht fluoresziert. Mit jeder Amplifikation
durch die DNA-Polymerase entstehen weitere DNA-Doppelstringe als PCR-Produkt, an die
SYBR-Green I bindet. Somit steigt die Fluoreszenz proportional mit dem PCR-Produkt,
sodass eine Berechnung der spezifischen RNA in der Ausgangsprobe moglich ist. Bei der
real-time qPCR (RT-qPCR) erfolgt die Fluoreszensdetetektion in der exponentiellen Phase.
In dieser Phase erfolgt, ausgehend von 100%iger Reaktionseffektivitit mit jedem PCR-
Zyklus, eine exakte Verdopplung des PCR-Produkts.

Verwendet wurde das Platinum® SYBR®-Green 1 qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen,
Germany), welches die Reagenzien zur Amplifikation (Platinum® Taq DNA Polymerase,
dGTP, dATP, dCTP, dUTP) und Detektion (SYBR®-Green I) bereits in einer Losung
kombiniert. Des Weiteren enthilt die Losung Uracil-N-Glycosylase (UDG), ein Enzym zur
Qualitdtssteigerung der PCR, indem es die Reamplifikation von Verunreinigungen
verhindert.

Der Reaktionsansatz fiir eine RT-qPCR mit dem verwendeten Platinum® SYBR®-Green 1

qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Germany) setzt sich wie folgt zusammen:
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Komponente
cDNA
Forward Primer
Reverse Primer
5% DMSO
5x Faktor Q
SYBR®-Green
steriles PCR Wasser

Gesamtvolumen

ohne Zusatz

5uL
0,75 uL*
0,75 uL*

12,5 L
6 uL*
25 uL

Menge
5% DMSO
5uL
0,75 uL*
0,75 uL*
1,25 uL
12,5 uL
4,75 uL*
25 uL

5x Faktor Q
5L
0,75 uL
0,75 uL
5uL
12,5 L
1 uL*

25 uL

Tabelle 4: Reaktionsansatz der RT-qPCR mit SYBR®-Green

Hier aufgefiihrt sind die drei méglichen Reaktionsansatze fiir die RT-gPCR mit SYBR®-
Green, ohne Zusatz, mit 5% DMSO und 5x Faktor Q, die jeweils ein Gesamtvolumen von
25 uL ergeben. * Hier dargestellt ist der Reaktionsansatz fir ein haufig versendetes
Primer-Verhaltnis von 1:1 je 300nM. Das jeweils optimale Primer-Verhaltnis zwischen dem
Forward und dem Reverse Primer wird mit Hilfe der Primermatrix (29Tabelle 5:
Primermatrix zur Optimierung der Primer-Verhaltnisse, S.26) ermittelt. Daraus resultiert
jeweils die entsprechende Menge an sterilem PCR Wassers, um ein einheitliches
Gesamtvolumen von 25 yL zu erreichen.

Hierbei wurden folgende Primer-Verhiltnisse getestet:

Gesamtvolumen

Forward Primer Reverse Primer

Primerpaar
nM ML nM ML ML
1 50 0,13 50 0,13 0,26
2 50 0,13 300 0,75 0,88
3 50 0,13 900 2,25 2,38
4 300 0,75 50 0,13 0,88
5 300 0,75 300 0,75 1,5
6 900 2,25 50 0,13 2,38

Tabelle 5: Primermatrix zur Optimierung der Primer-Verhiltnisse

Es wurden flr jedes zu untersuchende Primerpaar sechs verschiedene Konstellationen
zwischen Forward und Reverse Primer getestet.
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Als Reaktionsbedingungen wurde im Thermocycler folgendes PCR-Programm eingestellt:

PCR-Schritt Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Initiale Aktivierung der 95°C 15 min 1
DNA-Polymerase
Denaturierung 95°C 15s 30
Annealing + Elongation 60°C 1 min
Kidhlung 4°C unbegrenzt 1

Tabelle 6: Reaktionsbedingungen (PCR-Programm) mit SYBR®-Green

Die Testung der verschiedenen Primer-Verhiltnisse erfolgte flir jeden Primer jeweils in
Triplikaten. Jede PCR beinhaltete eine Positiv- (Referenzgen) und eine Negativ- (Probe ohne
DNA) Kontrolle.

Nach der abgelaufenen PCR wurde fiir jede Konstellation eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt, um zusétzliche PCR-Produkte zu detektieren und somit die Spezifitit der
Primer zu bestimmen.

Die Datenverarbeitung erfolgte durch die StepOne Software v2.3 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

2.2.1.6.4 Auswahl des Referenzgens

Ein Referenzgen ist ein Gen, welches konstant exprimiert wird und sich daher als positive
Kontrolle fiir die PCR eignet. Fiir die Validierung der Microarray Resultate durch
quantitative PCR wurden f-actin und ARF'1 getestet. Die Testung und Optimierung der
Primer erfolgte wie unter 2.2.1.6.2 auf S. 26 und 2.2.1.6.3 auf S. 28 beschrieben.

Die konstant besten Ergebnisse lieBen sich mit einem Primerpaar fiir f-actin erzielen. Die
schlussendlich gewéhlte Primersequenz, -verhéltnis und gewéhlten Bedingungen finden sich

in der Tabelle 7 auf S.31 und Tabelle 8 auf S.34.

2.2.1.7 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem RevertAid First Strand cDNA-Synthese Kit
(Fermentas). Hierbei dient die Sequenzabfolge der zuvor gewonnenen total RNA als
Vorlage, sodass mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase durch reverse Transkription
eine komplementdre DNA erstellt wird. Die Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhingige
DNA-Polymerase, die zur Synthese einen Primer benotigt. Der Primer, ein kurzer

komplementidrer DNA-Abschnitt, bindet an die RNA und dient der Reversen Transkriptase
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als Startpunkt der Synthese. Wir nutzten einen Random Hexamer Primer bestehend aus

einem Mix von diversen sechs zufillig zusammengesetzten Nukleotiden.

1. Zum Aufschmelzen der RNA, damit die Primer binden konnen, werden 1 pg der total
RNA zusammen mit 0,5 pl random hexamer primer 5 min im Thermocycler auf 65°C
erhitzt und dann sofort auf Eis gekiihlt.

2. AnschlieBend werden 4 pL 5x Reaktionspuffer, 0,5 L. RNase Inhibitor, 2 pL. dNTPs
(10mM) und 1 pL ReverdAid H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase hinzugegeben.

3. Die Reverse Transkription wird fiir 5 Minuten bei 25°C und anschlieBend fiir 60 Minuten
bei 42 °C durchgefiihrt.

4. Durch Erhitzung des Reaktionsgemisches auf 70°C fiir 5 Minuten wird das Enzym
inaktiviert und die Reaktion somit gestoppt.

5. Es werden 10 pL. RNasel freies Wasser hinzugefiigt, sodass eine Gesamtmenge von
30 pL entsteht.

6. Die gewonnene cDNA wird 1:25 mit DNasel freiem Wasser verdiinnt und bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.1.8 Validierung der Microarray Resultate durch quantitative PCR mit
optimierten Primern

Die Validierung der Microarray-Resultate erfolgte durch quantitative PCR mit optimierten

Primern. Die Durchfiihrung erfolgte wie in S. 49 beschrieben.

Die einzelnen Gene wurden unter folgenden Bedingungen amplifiziert und die Quantitdt

anschlieBend gemessen:
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Gen primer forward 5'-3' primer reverse 5'-3' PK cDNA Zusitze LM TG

Symbol Verd. (n) (n)
(Ratte)
Ccl4 CTCTCTCCTCCTGCTTGTGG CACAGATTTGCCTGCCTTTT 6 1:25 5% 8 6
Konzentration: 900 nM Konzentration: 50 nM Factor Q
C3 GAGAGCTGGTTGTGGACCAT CAGTCGCAGGTCAATGAAGA 2 1:25 5% 7 5
Konzentration: 50 nM Konzentration: 300 nM Factor Q
112rb2  AGCCTCTTAACAGCACATCCT TGAAATTCATATTCTGTGAATGGTCT 5 1:25 - 8 5
Konzentration: 300 nM Konzentration: 300 nM
SIc27a2  GCAGGAAATACAACGCCACT TCTTCCAACAGCTCCGATTT 2 1:25 5% 8 5
Konzentration: 50 nM Konzentration: 300 nM Factor Q
1M13ra1 GAAACATGGAGGGTGCAAGT CACTGCGACAAAGACTGGAA 5 1:25 5% 7 5
Konzentration: 300 nM Konzentration: 300 nM Factor Q
Ifng GCCCTCTCTGGCTGTTACTG CTGATGGCCTGGTTGTCTTT 2 1:25 5% 7 3
Konzentration: 50 nM Konzentration: 300 nM Factor Q
Sod1 CCACTGCAGGACCTCATTTT CACCTTTGCCCAAGTCATCT 5 1:25 5% 8 6
Konzentration: 300nM Konzentration: 300nM Factor Q
Ywhab | CTGTGTCAAACTCCCAGCAG CAGGCTACAGGCCTTTTCAG 2 1:25 5% 8 6
Konzentration: 50nM Konzentration: 300nM Factor Q
Actin GAGAGGGAAATCGTGCGTG CATGGATGCCACAGGATTCC 5 jenach -
Konzentration: 300 nM Konzentration: 300 nM Target

Tabelle 7: Optimale Primerbedingungen

Die untersuchten Gene wurden unter den oben genannten Bedingungen amplifiziert
und die Menge der Amplifikation anschliefend gemessen. Die Basenfolge der
einzelnen Primer findet sich entsprechend unter primer forward 5’-3’ und primer reverse
5’-3. Das Verhaltnis zwischen forward und reverse Primer, die Primer Konstellation
(PK), lasst sich anhand der Primerverhaltnis mithilfe der Tabelle 5: Primermatrix zur
Optimierung der Primer-Verhaltnisse, S. 29 ermitteln. Je nach genutzten Zusatzen
(Spalte 6) finden sich die jeweiligen Reaktionsansatze unter Tabelle 4: Reaktionsansatz
der RT-gPCR mit SYBR®-Green, S.34. ,n“ bezeichnet die Nummer an Tieren, welche
jeweils von den littermates (LM) und transgenen Tieren (TG) in die Ergebnisse mit
einbezogen wurden.

Jede Probe wurde jeweils im Triplikat getestet. Die Reaktionsbedingungen sind in der
Tabelle 6: Reaktionsbedingungen (PCR-Programm) mit SYBR®-Green, S.30 aufgefiihrt.
Die Datenanalyse erfolgte durch die AACt Methode. Der C; (threshold cycle) Wert ist
festgelegt als Zyklusanzahl, ab welcher die Amplifikationskurve einen Schwellenwert NTC
(No Template Conrtol) liberschreitet, welcher im linearen Abschnitt der Amplifikation liegt.
Zunichst erfolgte die Normalisierung aller C; Werte eines Kandidatengens auf derselben
qPCR-Platte anhand einer endogenen Kontrolle, dem Referenzgen f-actin (siehe 2.2.1.6.4 ,
S.30) wodurch man den delta C; Wert erhilt (delta C; = AC; - C; Kandidatengen - C;
Referenzgen). AnschlieBend wird die Differenz der dC; Werte zwischen den tgDISC1 Tiere
(TG) und littermates (LM) zu einer Kontrollprobe gebildet, welches den delta-delta C-Wert
(AACY) darstellt, um eine Normalisierung zwischen den Platten zu ermoglichen. Der Fold
Change (FC), sprich relative Expressionsunterschied, ergibt sich mittels Delogarithmierung,
aus folgender Gleichung FC = 2 “2A¢t, Die weitere statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des
IBM SPSS Statistik Programms (IBM, Ehningen, Germany) und GraphPad Prism Version
6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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2.2.1.9 Validierung der identifizierten Genveranderungen von tgDISC1-Ratten
in humanen Proben

Einige Kandidatengene, die sich auch mittels quantitativer PCR validieren lieen, wurden
zudem auch in humanen PBMCs bestimmt. Hierzu stellte uns die Klinik und Poliklinik fiir
Psychiatrie und Psychotherapie freundlicherweise PBMCs von Patienten mit der Diagnose
Schizophrenie und Kontrollen zur Verfiigung.

Zur Analyse der humanen Proben wurden dieselben Verfahren verwendet wie bei der
Analyse der PBMCs von tgDISC1-Ratten und deren /ittermates, um einen moglichst exakten
Vergleich der Expressionsunterschiede der Kandidatengene ziehen zu konnen. Als
Referenzprobe wurde in allen Optimierungsschritten und finalen Analysen stets das Blut

eines gesunden Probanden verwendet.

Isolierung von mononuklearen Zellen aus peripherem Blut

Zur Isolierung der mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut wurde die Losung Ficoll-
Paque Plus der Firma GE Healthcare Life Science verwendet, welches speziell fiir die
Isolation humaner PBMCs entwickelt wurde. Es wurde nach Herstellerangaben gearbeitet,

wie in 2.2.1.2 Isolierung von mononuclearen Zellen aus peripherem Blut beschrieben.

RNA-Extraktion
Die RNA-Extraktion erfolgte nach den Herstellerangaben, wie in 2.2.1.3 (S.23) mit dem

Qiagen-Kit, sowie dem dazu gehorigen RNasel-freien DNasel Set. Als einzige Abweichung
erfolgte die Verdiinnung in Schritt 12 nicht mit 40 pL, sondern mit 20 pL, so dass am Ende

eine RNA-Konzentration von ca. 100 ng/pL resultierte.

cDNA-Synthese

Aus der gewonnenen RNA wurde je 1pg, wie in 2.2.1.7 beschrieben, cDNA synthetisiert,

welche am Ende 1:10 verdiinnt wurde.

Etablierung der optimalen Bedingungen der real-time quantitativen PCR mit humaner cDNA

Die Optimierung der Bedingungen erfolgte genau wie bei der Optimierung der Bedingungen
fiir die Ratten cDNA. Zundchst wurden wie in 2.2.1.6.1 (S.25) beschrieben, Primer fiir die
zu untersuchenden Gene im Humanen Genom herausgesucht. Dabei galten dieselben
Kriterien wie unter Punkt 2 (2.2.1.6.1) beschrieben. Die Primer wurden wie in 2.2.1.6.2
(S.26) beschrieben zunichst mittels PCR und Gelelektrophorese getestet und dann wie in

2.2.1.6.3 (S.28) beschrieben, entsprechend durch die Zugabe von Zusétzen (Tabelle 4:
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Reaktionsansatz der RT-qPCR mit SYBR®-Green, S.29) und Variationen hinsichtlich
verschiedener Primer-Verhéltnisse (Tabelle 5: Primermatrix zur Optimierung der Primer-

Verhiltnisse, S.29) optimiert.

cDNA-Synthese
Die cDNA Synthese erfolgte wie in 2.2.1.7 (S.30) beschrieben mit dem RevertAid First

Strand cDNA-Synthese Kit (Fermentas). Hierbei diente 1 pg der zuvor gewonnenen RNA
als Synthese Vorlage. Es wurden auch hier Random Hexamer Primer verwendet. Die

gewonnene cDNA wurde 1:10 verdiinnt.

Quantitative PCR mit SYBR®-Green unter optimierten Bedingungen

Die Durchfiihrung erfolgte wie auf S.49 beschrieben.
Die einzelnen Gene wurden unter folgenden Bedingungen amplifiziert und die Quantitét

anschliefend gemessen:

Gen primer forward 5'-3' primer reverse 5'-3' PK  cDNA Zusitze CTRL SCz
Symbol Verd. (n) (n)
(human)

C3 GCTCCAGACACAGATGACCTG GCGTAGACCTTGACTGCTCCA 2 1:10 - 44 15

Konzentration: 50 nM G
Konzentration: 300 nM
IL13RA1 = CCACCCGAGGGAGCCAGCTC CTTCTGGGGGTGAGATC 1 1:10 - 50 16
Konzentration: 50 nM Konzentration: 50 nM
ARF1 GACCACGATCCTCTACAAGC TCCCACACAGTGAAGCTGATG 5 jenach -
Konzentration: 300 nM Konzentration: 300 nM Target

Tabelle 8: Optimale Primerbedingungen fiir humane Primer

Die untersuchten Gene wurden unter den oben genannten Bedingungen amplifiziert
und die Menge der Amplifikation anschliefend gemessen. Die Basenfolge der
einzelnen Primer findet sich entsprechend unter primer forward 5’-3’ und primer reverse
5°-3. Das Verhaltnis zwischen forward und reverse Primer lasst sich anhand der
Primerverhaltnis mithilfe der Tabelle 5: Primermatrix zur Optimierung der Primer-
Verhaltnisse, S. 29 ermitteln. Je nach genutzten Zusatzen (Spalte 6) finden sich die
jeweiligen Reaktionsansatze unter Tabelle 4: Reaktionsansatz der RT-qPCR mit
SYBR®-Green, S.29

Jede Probe wurde jeweils im Triplikat getestet. Die Reaktionsbedingungen sind in der

Tabelle 6: Reaktionsbedingungen (PCR-Programm) mit SYBR®-Green, S.30 aufgefiihrt.
Die Datenanalyse erfolgte durch die AACt Methode.
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2.2.2 Analyse der Liquorproben

2.2.2.1 Liquor Entnahme
Die Liquor Entnahme wurde im Anschluss an die terminale Herzpunktion in der
Neuropathologie der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf durch Punktion der Cisterna

magna am toten Tier vorgenommen.

1. Der Kopf des Tieres wurde in leicht erhohter Position so fixiert, dass der Nackenbereich
leicht {iberstreckt und gut einsehbar war.

2. Zunichst erfolgte die Freilegung des Subokzipitalraumes. Mit einem Scherenschnitt
erfolgte die Durchtrennung der Haut. AnschlieBend wurde die Nackenmuskulatur mit
einem sterilen Skalpell durchtrennt und die Membrana atlantooccipitalis posterior
vorsichtig frei pripariert.

3. Im Anschluss wurde die zwischen dem Kleinhirn und dem Riickenmark liegende
Cisterna Magna mit einer Glaskapillare (OD.:lmm; L.D.: 0,78 mm) punktiert. Die
Glaskapillare ist dabei auf einer Kaniile (0,45 mm x 25 mm) fixiert, an deren Ende eine
1 mL Spritze angebracht ist. Bei der Liquorabnahme wurde &ufBlerst penibel darauf
geachtet, keine Gefédfle zu verletzten, wodurch eine Blutkontamination erfolgen konnte.

4. Die Probe wurde unmittelbar nach Abnahme bei 27¢ fiir 3 Minuten zentrifugiert, um den
Liquor von moglichen Kontaminationen durch feste Bestandteile zu trennen.

5. Der klare Liquor wurde mit einer sterilen Pipette abpipettiert und in einem 60 pL plus je
nach gewonnener Liquorgesamtmenge ein bis zwei weiteren 10 pL Aliquots

schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.
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Abbildung 3: Liquorentnahme aus der Cisterna magna

Nach der Herzpunktion erfolgte durch Punktion der Cisterna magna die
Liqguorentnahme am leblosen Tier. Die Cisterna magna (Synonym: Cisterna
cerebellomedullaris) ist eine mit Liquor geflillte Erweiterung des Subarachnoidalraums,
die zwischen dem Kleinhirn und dem Ruckenmark liegt. Der Liquor wird von den Plexus
choroidei, welche an der Innenseite des Unterhorns der Seitenventrikel (LV = lateral
ventricle) und im Dach des 3. (lll) und 4. (IV) Ventrikels liegen, produziert. Aus den
beiden Seitenventrikeln gelangt der Liquor Uber die Foramina interventricularia in den
3. Ventrikel und von hier Uber den Aquadukt zum 4. Ventrikel, der sich in den
Zentralkanal fortsetzt. Aul3erdem steht der 4. Ventrikel Uber die Foramen Luschkae
sowie dem Foramen Magendii mit dem Subarochnoidalraum in Verbindung. Das
Foramen Magendii miundet in die Cisterna magna, aus welcher die Liquorenthahme
erfolgte.

2.2.2.2 Uberpriifung der Liquorproben auf Blutverunreinigungen

Um mogliche Blutverunreinigungen in den Liquorproben quantifizieren zu kénnen, wurde
eine auf Antikorperreaktionen basierende Analyse mit Hilfe des Rat Hemoglobin (HM)
ELISA Kit (GenWay Biotech) durchgefiihrt. Es wurde nach Herstellerangaben gearbeitet.

Vorbereitung:

1. Die 5-fach konzentrierte Verdiinnungslosung wurde 1:5 mit destilliertem Wasser zur
einfach konzentrierten Arbeitslosung verdiinnt.

2. Die 20-fach konzentrierte Waschlosung wurde 1:20 mit destilliertem Wasser verdiinnt.

3. Pro verwendetem Teststreifen wurden 10 pL des Meerrettichperoxidase-konjugierten
Anti-Rat HM Antikorpers zu 990 pL der einfach verdiinnten Arbeitslosung gegeben und

vorsichtig vermischt.
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4. 1 mL destilliertes Wasser wurde dem Rat HM Calibrator hinzugefiigt und auch dies
vorsichtig vermischt, sodass der der Rat HM Calibrator in einer Konzentration von 1,067
ug/mL vorlag.

5. Die zu analysierenden Liquorproben wurden in einem Verhédltnis von 1/5000 mit
destilliertem Wasser verdiinnt.

6. Die Standardmischungen wurden frisch direkt vor Beginn des Experimentes nach

folgender Tabelle angefertigt:

Standard Hamoglobinkonzentration @ Zusatz zur  Arbeitslosung

[ng/pL] Arbeitslosung [uL]

A 1920 5 uL Rat HM 495
Calibrator

6 200 100 pL 746
Standard A

5 100 300 uL 300
Standard 6

4 50 300 uL 300
Standard 5

3 25 300 uL 300
Standard 4

2 12,5 300 uL 300
Standard 3

1 6,25 300 uL 300
Standard 2

0 0 600

Tabelle 9: Standardmischungen

Die Standards 0 bis 6 wurden nach Herstellerangaben angefertigt. Dabei wurde zur
Anfertigung des Standard A 5 pyL Rat HM Calibrator zu 495 pL der einfach
konzentrierten Arbeitslosung gegeben. Fir den Standard 6 wurden 100 pL des
Standard A zu 746 pL der einfach konzentrierten Arbeitslosung gegeben. Daraus
resultierte eine Hamoglobinkonzentration von 200 ng/uL. Fir die folgenden Standards
5 bis 1 wurden jeweils 300 puL des vorherigen Standards zu 300 pL der einfach
konzentrierten Arbeitslésung gegeben und somit eine immer groflere Verdinnung
erzeugt. Standard 0 bestand nur aus der einfach konzentrierten Arbeitslésung und
somit einer Hdmoglobinkonzentration von 0 ng/uL.

ELISA:

1. Je 100 pL der Standardmischungen 0 bis 6, sowie je 100 uL der einzelnen Liquorproben

wurden in ein Duplikat pipettiert.
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10.

Anschliessend wurde die mit Anti-Rat HM beschichtete Mikrotiterplatte bei
Raumtemperatur fiir 60 Minuten waagerecht und abgedeckt inkubiert. Hierbei bindet das
Héamoglobin der Liquorproben bzw. der Standardmischungen an die Anti-Rat HM
Antikorper auf der Mikrotiterplatte.

. Nach Ablauf der 60 Minuten wurde der Inhalt der einzelnen Wells komplett aspiriert.

Um eine gegenseitige Kontamination der einzelnen Proben zu vermeiden, wurde pro
Duplikat jeweils eine neue, sterile Pipettenspitze verwendet.

Um ungebundene Proteine zu entfernen, wurde die gesamte Mikrotiterplatte
anschliefend in vier Waschschritten filir je 5 Minuten gewaschen. Hierbei wurde jedes
Well komplett mit der einfach konzentrierten Waschlosung gefiillt. Nach 5 Minuten
wurde die gesamte Waschlosung mitsamt der ungebundenen Proteine durch rasches
Wenden und Ausschiitteln der Mikrotiterplatte verworfen. Dieser Waschvorgang wurde
noch weitere drei Mal wiederholt.

Nach Abschluss der Waschschritte wurde in jedes Well je 100 puL. des verdiinnten
Meerrettichperoxidase-konjugierten Anti-Rat HM Antikdrpers hinzugefligt und die
Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur weitere 30 Minuten waagerecht und in Dunkelheit
inkubiert. Diese Enzyme gebundenen Antikorper binden wiederum an die bereits in
Schritt 2 entstandenen Hamoglobin-Anti-Himoglobin Komplexe.

AnschlieBend wurde die Platte erneut wie in Schritt 4 beschrieben in vier Waschschritten
fiir je 5 Minuten gereinigt.

Nach dem erneuten Waschvorgang wurden je 100 pL einer chromogenen Ldsung,
bestehend aus 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid in einer
Zitronensdure (pH 3,3), in jedes Well pipettiert und fiir exakt 10 Minuten bei
Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert.

Nach 10 Minuten wurde die Reaktion durch Beifiigen von je 100 pL der Stopplosung,
bestehend aus 0,3 M Schwefelsdure, beendet.

Es erfolgte die Absorptionsbestimmung jedes einzelnen Wells bei 450 nm.

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde der durchschnittliche Hintergrundwert von jeder
einzelnen Probe subtrahiert und die Werte anhand der durch die Standardwerte erstellten

Standardkurve analysiert.
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2.2.2.3 Proteinnachweis mittels SDS-Gelelektrophorese und Western Blot
Primédrantikérper mAB ,,14F2“a-DISC PFHM-Konz.10 mM NaN3, Korth lab (Ottis et
al., 2011)
Verdiinnung 1:500
Sekundirantikorper  goat a mouse IgG + IgM 0,8 mg/mL
Verdiinnung 1:50000
Marker PageRuler Prestained Protein Ladder 0-170 kDa
Gel 4-12 % Invitrogen

Als Western Blot wird ein Verfahren zur Detektion von Proteinen bezeichnet. Zunéchst
werden die Proteine ihrer MolekiilgroBBe nach durch eine diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS PAGE) aufgetrennt. AnschlieBend werden die
Proteine durch Elektroblotting-Verfahren auf eine Proteinbindende Membran iibertragen

und durch einen spezifischen Antikdrper angeférbt.

1. Je 10 pL der einzelnen Proben und 2 pL. des Markers wurden in die Gelkammern
aufgetragen und bei 120 V durch Gelelektrophorese aufgetrennt.

2. Nach der Auftrennung erfolgte die Ubertragung der Proteine im Gel auf eine
Nitrocellulose- Membran. Dies geschieht durch einen sogenannten Blot-Sandwich,
der wie folgt aufgebaut ist: Anode — Schwamm — Filterpapier — Nitrocellulose-
Membran —Polyacrylamidgel — Filterpapier — Schwamm — Kathode.

3. Anschliefend wurde das Sandwich iiber Nacht bei 4 °C in einer Blotting Transfer
Apparatur bei 130 mA in Transferpuffer geblottet. Durch die oben genannte
Anordnung verlief das elektrische Feld so senkrecht zum Gel, so dass die Proteine

vom Gel auf die Membran transferiert wurden.

4. Anschlieend wurde die Membran erneut iiber Nacht in PBS-T mit 5 % Milchpulver
geblockt, um unspezifische Proteinbindungen auf der Membran zu verhindern.

5. Am néchsten Tag wurde die Membran fiir 10 Minuten mit PBS-T gewaschen und
anschliefend erneut iiber Nacht bei 4°C mit dem Primérantikorper 1:500 verdiinnt in
PBS-T inkubiert.

4. Am folgenden Tag erfolgte erneut eine Waschung der Membran in drei Zyklen von
je 10 Minuten in PBS-T.

5. Anschliefend wurde der Meerrettichperoxidase-konjugierte Sekundéirantikdrper in
einer Verdiinnung von 1:50000 aufgetragen, wodurch eine Markierung des an die

Proteinbanden gebundenen Priméarantikorpers entsteht.
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6. Die Membran wurde erneut in drei Zyklen von je 10 Minuten in PBS-T gewaschen.

7. Zur Detektion der Proteinbanden wurde 800 pL eines Enhanced chemical
luminescence detection reagent (ECL) verwendet, welches im Verhéltnis von 1:1
aus Reagenz 1 und 2 besteht. Dieses Reagenz dient als Substrat der
Meerrettichperoxidase, welche die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form
katalysiert, sodass eine detektierbare Lumineszenz entsteht.

8. AnschlieBend wird der Blot in Klarsichtfolie eingeschweilt und in einer
Dunkelkammer entwickelt. Die durch ECL und Meerrettichperoxidase entstandene
Lumineszenz belichtet einen Hyperfilm, wodurch die Proteinbanden detektiert

werden konnen.

2.2.2.4 GeLC-MS/MS basierte Proteomic-Analyse

2.2.2.4.1 Protein Depletion und Probenkonzentration

Bevor die Liquorproben fiir die weitere Proteomic-Analyse auf ein SDS-Gel aufgeladen
wurden, erfolgte eine Protein Depletion und Probenkonzentration, um eine spezifischere
Proteomic-Analyse zu ermoglich. Hierfiir wurden die Seppro Rat Spin Columns der Firma
Sigma Aldrich verwendet. Die Methode beruht auf Antikorper-Antigen Interaktion,
wodurch die sieben am meisten vorkommenden Proteine der Ratte aus dem Liquor

herausgefiltert werden.

Reaktionsvorbereitung:

1. Die einzelnen Puffer wurden nach Herstellerangeben verdiinnt.
2. 10 pL der Proben wurden in 1x Dilution Puffer auf 500-650 pL verdiinnt. GroBere
Partikel wurden durch zentrifugieren (10000 g, 1 Min) in einem 0,45 pm Spin Filter

entfernt.

Immunocapture Verfahren

3. Vor dem ersten Gebrauch wurde die untere Spitze der Spin Séule entfernt und die
Sdule in ein 2 ml Reaktionsgefdl gesetzt.

4. Zum Trocknen der Membran wurde die Sdule fiir 30 Sekunden bei 268 g
zentrifugiert.

5. Nachdem die Verschlusskappe auf die untere Spitze gesetzt wurde, wurden sofort
0,5 mL der verdiinnten Probe hinzugefiigt und die Sdule oben mit einem

Verschlussdeckel verschlossen.
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6.

Die Membran und die Probe wurden durch Schitteln und Wenden der Saule

vermischt und bei Raumtemperatur 15 Min auf einem Rotator inkubiert.

. Nach erneutem Wenden der Séule, wurde die untere Verschlusskappe entfernt und

die Sdule in ein mit DF1 (depleted fraktion) beschriftetes 2 mL Reaktionsgefal3
gesetzt und bei 268 g fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss (DF1) wurde
gesammelt und auf Eis gestellt.

Anschlieend wurde die Sdule auf ein Neues, mit DF2 beschriftetes 2 mL
Reaktionsgefal3, gesetzt, 0,5 mL des 1x Verdiinnungspuffers hinzugefiigt und die
Probe mit der Membran erneut durch Schiitteln und Wenden vermischt. Es erfolgte
eine erneute Zentrifugation bei 268 g flir 30 Sekunden. Der Durchfluss DF2 und DF 1

wurden vorsichtig gemischt und bei -80°C eingefroren.

Auswaschen der gebundenen Proteine:

9.

10.

1.

Um die nicht spezifisch gebundenen Proteine zu entfernen, wurde die Membran
anschlieBend in 3 Waschgénge mit 1x Verdiinnungspuffer gewaschen. Dazu wurde
fiir jeden Waschschritt erst die untere Verschlusskappe angebracht, anschlieend
0,5mL 1x Verdinnungspuffer hinzugefligt, die Sdule mit dem oberen
Verschlussdeckel verschlossen und die Membran mit dem Puffer durch Schiitteln
und Wenden vermischt. AnschlieBend wurde die untere Verschlusskappe bei
umgedrehter Sdule entfernt und die Sdule in eine neues, mit NSP (non-specifically
binding proteins) beschriftetes 2 mL Reaktionsgefdl3 platziert. Die Sdule wurde 30
Sekunden bei 268 g zentrifugiert und der Durchfluss gesammelt.
Die gebundenen Proteine wurden durch 4 Waschgiinge mit dem 1x Stripping Puffer
innerhalb von 15 Minuten eluiert. Hierzu wird die untere Verschlusskappe auf die
Sdule gesetzt, 0,5 mL des 1x Stripping Puffers hinzugefiigt, die Sdule durch den
oberen Verschlussdeckel verschlossen und die Membran mit dem Puffer durch
Schiitteln und Wenden vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 3 Minuten wird
die Verschlusskappe bei umgedrehter Saule entfernt und die Séule in ein neues 2 ml
Reaktionsgefdl3 gesetzt. Die Sdule wird 30 Sekunden bei 268 g zentrifugiert und der
Durchfluss BF (bound fraction).
AnschlieBend wurden die Sdulen sofort durch folgende Schritte neutralisiert:

a. 0,6 mL des 1x Neutralisationspuffer wurden hinzugegeben und durch

Schiitteln  vermischt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 15 Minuten.

b. Es erfolgte eine Zentrifugation fiir 30 Sekunden bei 268 g.
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c. AnschlieBend erfolgte eine erneute Suspension in 0,5mL mit 1x
Verdiinnungspuffer. Zur weiteren Lagerung der Sdulen bei 2 - 8°C wurde ein

Puffer mit 0,02% Natriumazid verwendet.

12. Alle vier Durchfliisse der gebundenen Proteine werden zusammengefiigt (4 x 0,5 mL

BF =2mL), mit 200 uL des 10 x Neutralisationspuffer neutralisiert und bei -80°C

bis zur weiteren Verwendung weggefroren.

Konzentration der Proben:

I.

Die depletierten Probe (DF) und die der gebundenen Proteine (BF) wurden auf Eis
aufgetaut.

Pro Probe wurde ein Amicon Filter mit 1 mL Mili-Q Wasser gefiillt und 10 Minuten
bei 3000 g zentrifugiert.

Das restliche Wasser wurde entfernt, die Liquorproben aufgetragen und erneut 10
Minuten bei 3 000 g zentrifugiert.

Dieser Zentrifugationsschritt wurde so oft wiederholt, bis das Volumen 250 pL
entsprach.

I mL 25 mM Ammonium Bicarbonat Puffer wurde hinzugefiigt und erneut so oft fiir
10 Minuten bei 3000 g zentrifugiert bis das Volumen wieder 250 pL entsprach.
Diese 250 pL. wurden in ein neues Reaktionsgefdl3 liberfithrt und so lange auf den
Speed Vac gestellt, bis die konzentrierte Proteinmenge exakt 20 uL entsprach. Dabei
wurde genau darauf geachtet, dass die Probe nicht austrocknet.

20uL Proben wurden mit 7 L. SDS 4-fachem Probenpuffer und 3 pL reducing agent
(10x) vermischt. 5 Minuten bei 100 ° C gekocht und dann bei -20°C weggefroren.

2.2.2.4.2 Eindimensionale SDS-Elektrophorese

Zur Proteomanalyse erfolgten zwei verschiedenen Experimente mit derselben Analyse-

Methode, aber unterschiedlichem Experimentaufbau.

Im ersten Umlauf erfolgte die Analyse von einzelnen Liquor-Proben der trangsenen DISC1

Ratten und deren Wurfgeschwister mit N = 5 je Gruppe, 60 ul pro Probe. Im zweiten Umlauf

wurden die einzelnen Proben (N = 6 je Gruppe, 70 ul pro Probe) der beiden Gruppen (TG

vs. LM) gepoolt (dt.: zusammengefasst) und die Analyse erfolgte anhand von jeweils 2 Pools

der beiden Gruppen.

Hier wird exemplarisch das Verfahren des ersten Umlaufs, der Analyse der einzelnen Proben

beschrieben:
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Die

eindimensionale SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis = Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ist eine Methode

zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer MolekiilgroB3e. Je kleiner die Proteine sind, desto

weiter ist deren relative Wanderungsstrecke durch das Gel. Diese Methode wurde zur

Vorfraktionierung der Proteine verwendet.

Puffer SDS 4-fachem Probenpuffer + Reducing Agent (10x)
Gel 4- 12 % NuPage Novex Midi Bis-Tris Gel, Invitrogen
Féarbung Coomassie blue
Marker PageRuler Prestained Protein Ladder O - 170 kDa
1. Hierfiir wurden die eingefrorenen Proben, die bereits 7 uL des SDS 4-fachen

Probenpuffer und 3 pL des reducing agent (10x) enthielten (Gesamtmenge: 30 pL),
zundchst fiir 5 Minuten bei 100° C zur Denaturierung der Proteine erhitzt.
AnschlieBend wurden die Proben auf ein Gel (Invitrogen NuPage Novex 4-12% Bis-
Tris-Midi Gel, ThermoFischer) aufgetragen und dabei immer zwei Reihen Abstand
zwischen den einzelnen Proben gelassen.
Das Gel wurde bei 100 V solange laufen gelassen, bis alle Proben vollstindig im Gel
waren. Hierdurch entstand einen Vorfraktionierung der einzelnen Proteine.
Anschlielend erfolgte eine Fixierung fiir fiinf Minuten durch folgendes Gemisch:

250mL Ethanol

17,65 mL Phosphorsdure

232,35 mL Milli Q Wasser

Gesamtmenge: 500 mL

. Anschlieend wurde das Gel durch Instant Blue, ein Fertig-Coomassie-Gemisch, der

Firma expedeon bestehend aus Coomassie R250, G250, Ethanol, Phosphorsdure und
destilliertem Wasser iiber Nacht gefarbt und fixiert.

Am nichsten Tag wurde das Gel in drei Waschschritten fiir je 20 Minuten mit 1 mL
einer 30%igen Ethanol-Losung gewaschen.

Die einzelnen Gelspuren wurden unter einer Reinraumwerkbank unter Kreatinin-
freien Bedingungen mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel geschnitten und in ein
steriles Eppendorf Tube platziert. Zum Versand nach Amsterdam wurde in jedes
Eppendorf Reaktionsgefdl3 eine 0,1% HAc-Losung (1 mL Essigsdure auf 1L Milli Q

Wasser) hinzugefiigt und die Proben auf Trockeneis lagernd verschickt.
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2.2.2.5 GeLC-MS/MS basierte Proteomanalyse

Die Analyse der Proben erfolgte durch das Onco Proteomics Laboratory des VUmc (Vrije
Universiteit Medical Center) Department for Medical Oncology in Amsterdam und nach der
GeLC-MS Methode, zusammengesetzt aus einer eindimensionalen Elektrophorese (siehe
2.2.2.4.2,5.42), gefolgt von einer Fliissigchromatographie (/iquid chromatography, LC) mit
Massenspesktrometrie (MS) -Kopplung.

Hierbei wurden die mittels eindimensionaler Elektrophorese (SDS-PAGE) bereits
vorfraktionierten Proteine zunédchst durch tryptischen In-Gel-Verdau (Rosenfeld et al., 1992)
in Peptide gespalten und somit fiir die massenspektrometrische Analyse vorbereitet.

Die Aufspaltung in Peptide vor der Massenspektrometrie hat folgende Vorteile. Zunéchst
erleichtert es die Extraktion der Proben aus dem Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel.
Des Weiteren entstehen dadurch Peptide mit einem C-terminalenen Ende, was die
anschlieBende Datenbank-Suche deutlich erleichtert. Es verhindert die Detektion von
Isoformen eines Proteins, sowie posttranslationale Proteinmodifikation und ermoglicht die
Kopplung der Fliissigchromatographie mit der Massenspektrometrie durch hochauflésende
Tandem Massenspektrometrie (nanoLC-MC/MC).

Die anschlieBende Analyse der Werte erfolgte mit Hilfe der Software MaxQuant fiir Peptid/

Protein Identifikation und Qualifikation.

2.2.3 Volumetrische Analyse der intrazerebralen Ventrikel von tgDisc1-

Ratten durch zerebrale Magnetresonanztomographie

2.2.3.1 Vorbereitung und Durchfiihrung der zerebralen
Magnetresonanztomographie

Die Durchfiihrung der Magnetresonanztomographie (MRT) erfolgte dankenswerterweise

durch die Mercator Research Group, "Functional Architecture of Memory Unit", der Ruhr-

Universitiat Bochum.

Die Versuchstiere werden wéahrend der MRT-Untersuchung mit 2% Isofluran narkotisiert.
Wihrend der gesamten Untersuchung erfolgt eine Uberwachung und engmaschige Kontrolle
von Atmung und Korpertemperatur.

Die cMRT-Aufnahmen wurden mit einem 7.0 Tesla MR-Tomographen der Firma Bruker
BioSpin (Billerica, MA, USA) durchgefiihrt. Es wurde eine spezielle Ratten-Kopfspule
(Bruker BioSpin) mit 20 mm Oberfldache, sowie eine quadratische Senderspule (Bruker

BioSpin) mit einem inneren Durchmesser von 86 mm verwendet.
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Es wurden folgende Sequenzpunkte in koronarer Schichtfiihrung akquiriert T2-RARE
(Repetitionszeit (TR) = 7080 864 ms; Echozeit (TE) = 14.370 ms; 256x256 Matrix; RARE-
Faktor = 4, Sichtfeld (FOV) = 4cmx4cm, Scandauer 906 Sekunden). Pro Versuchstier
wurden 48 Schnitte (0.156x0.156x0.5mm) erstellt.

2.2.3.2 Datenanalyse

Die Analyse der MRI Scans erfolgte mit Hilfe des Anatomist/ BrainVisa Programms,
Version 4.3.0 (NeuroSpin, GIF-sur-Yvette, Frankreich).

Hierbei wurden die Pixel in jedem einzelnen Schnittbild hinsichtlich ihrer anatomischen
Zugehorigkeit markiert. Fiir unsere Arbeiten wurden nur die einzelnen Ventrikel als Region
of Interest (ROI) markiert und je nach Ventrikel-Zugehorigkeit (rechter Seitenventrikel =
rLV, linker Seitenventrikel = 1LV, 3. Ventrikel = III, 4. Ventrikel = IV) unterschiedlich
benannt. AnschlieBend erfolgte mit Hilfe einer 3D Rekonstruktion die Volumenbestimmung

in mm?,

3 Ergebnisse

3.1 Genexpressionsanalyse von PBMCs transgener Disc1 Ratten

3.1.1 Genexpressionsanalyse durch Affymetrix GeneChip® Microarrays

Mit dem Ziel mogliche Expressionsunterschiede von Kandidatengenen als Biomarker von
DISClopathien zu finden, fiihrten wir eine Genexpressionsanalyse von PBMCs tgDISC1
tgDISC1-Ratten und deren /ittermates durch.

Hierfiir extrahierten wir zunidchst PBMCs von tgDISC1-Ratten und deren littermates und
transkribierten anschlieBend daraus mRNA, anhand derer wir mittels Affymetrix
GeneChip® Microarrays und der GeneSpring GX software (Agilent Technologies) die
Genexpression analysierten.

Drei Proben (2x TG, 1x LM) passierten nicht die Hybridisierungs-Qualitdtskontrolle, zwei
weitere Proben (1x TG, 1x LM) mussten aufgrund von post mortem detektierten, nicht-
transgen-assoziierten Malformationen ausgeschlossen werden, so dass letztendlich 5
transgene DISC1 Ratten und 7 nicht transgene Wurfgeschwister analysiert wurden.

Die Microarray Analyse ergab eine Reihe von Genen mit signifikanter Expressionsdifferenz.
Meist lag eine Unterregulierung, gemessen als Fold Change (FC), in den PBMCs der
tgDISC1-Ratten vor,
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TG versus LM

Eingangsname Gensymbol Gen- FC P-Wert
[Ratte] expression
1 RGS1_RAT Rgs1 Regulator of G-protein signaling 1 v -2.03 0.0062
2 CCL4_RAT Ccl4 Chemokine (C-C motif) ligand 4 v -1.67 0.0001
D4A8L8_RAT  Fpr2|Fpr2l Formyl peptide receptor 2 | Formyl v -1.65 0.0053
peptide receptor 2-like
4 CO3_RAT C3 Complement component 3 A4 -1.63 0.0037
5 QO9WVLY_RAT Nkg7 Natural Killer Cell Group 7 v -1.60 0.0004
6 FILRH7_RAT 1112rb2 Interleukin 12 receptor, beta 2 v -1.59 0.0095
7 ILEUA_RAT Serpinb1a Serine proteinase inhibitor, clade B, v -1.52 0.0071
member 1a
8 Q5MPU9_RAT Ly49si3 Immunoreceptor Ly49si2 v -1.51 0.0060
9 Q5M7T7_RAT Pla2g7 Phospholipase A2, group VII v -1.48 0.0056
10 H2A2A_RAT LOC690131] Similar to H2A histone family, A4 -1.47 0.0002
Hist2h2aa3 member O | Histone cluster 2, H2aa3
11 Q66HN6_RAT Slc27a2 Solute carrier family 27 (fatty acid v -1.46 0.0089
transporter), member 2
12 Q561K3_RAT I13ra1 Interleukin 13 receptor, alpha 1 v -1.45 0.0074
13 CP4F3_RAT  Cyp4f18 Cytochrome family 4, \4 -1.44 0.0038
subfamily f, polypeptide 18
14  RL10_RAT Rpl10 Ribosomal protein L10 A4 -1.41 0.0059
15 D3ZPB4_RAT Oilr428 Olfactory receptor 428 4 141 0.0092
16 IFNG_RAT Ifng Interferon gamma v -1.38 0.0014
17 D1MF50_RAT RGD1561778 Similar to dendritic cell-derived v -1.38 0.0055
immunoglobulin (Ig)-like receptor 1
F1LYV1_RAT Scimp SLP adaptor and CSK interacting \4 -1.37 0.0018
membrane protein
TSN31_RAT  Tspan31 Tetraspanin 31 v -1.36  0.0041
D4AC93_RAT Tmem223 Transmembrane protein 223 v -1.35 0.005

Tabelle 10: Top 20 Gene mit unterschiedlicher Expression in PBMCs von
tgDISC1-Ratten verglichen mit deren Wurfgeschwistern (Trossbach et al., 2019)

Die Genexpressionsanalyse der totalen RNA erfolgte durch das BMFZ (Biologisch-
Medizinisches Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf). Durch
einen moderaten T-test wurde die differenzierte Genexpression ermittelt. Dabei wurde
eine Signifikanzschwelle bei p = 0,01 festgelegt. Pfeil nach unten, steht fir eine
reduzierte Genexpression, Pfeil nach oben flir eine erhohte Genexpression. Der ,Fold
Change® (FC) zeigt das Verhaltnis zwischen den normalisierten Expressionsraten der
untersuchten Gene in den Proben der transgenen DISC1 Ratten (TG, n = 5) und den
Proben der nicht transgenen Wurfgeschwister (LM, n = 7).

Sowohl Rgsl, als auch Ccl4 (chemokine (C-C motif) ligand 4) sind Regulatoren des
G Protein basierenden Signalwegs mit einer Co-Expressionsrate von 0.669 im Menschen.

1112rb2, Ifng, Ccl4 und [l13ral sind Teil des Zytokin-Zytoki-Rezeptor-Interaktions-
Signalweg. I/12rb2, Ifng, und 1/13ral spielen gleichzeitig eine groe Rolle im JAK-STAT-
STAT = Signal Transducers

Signalweg (JAK = Januskinase, and Activators of
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Transcription). Beides Signalwege, welche eine groBle Rolle in der intrazelluldren und
extrazelluldren Signaliibertragung spielen.

Vier der Top 20 Gene, Rgs!I, Ccl4, 1112rb2 und Ifng, werden vor allem in den T-Zellen, und
NK-Zellen exprimiert. Gene Ontology und Ingenuity Pathway Analysis (Quiagen) weisen
auf eine positive Regulation der toll-like Rezeptoren-, T-Zell-Aktivierung und -
Proliferation-Signalwege hin sowie auf eine positive Regulation der Kommunikation

zwischen dem angeborenen und erworbenen Immunsystem (Trossbach et al., 2019).

3.1.2 Validierung der Microarray Resultate durch quantitative PCR
Zur Validierung der Microarray Resultate erfolgte eine quantitative PCR mit optimierten

Primern und etablierten Bedingungen der zellulér interessantesten Kandidatengene.

:ﬂ‘l‘:k'«’ei’; c3 Ccl4 Ifng  MM2rb2  113ral  Rgst Sod1  Ywhab Slc27a2 o Actin,

Abbildung 4: Gelelektrophorese der optimierten Primer

Darstellung der optimierten Primer auf einem 2,5%iges Agarose Gel unter den in Tabelle
7: Optimale Primerbedingungen (S. 31) aufgefuhrten Bedingungen. Der Reaktionsansatz
und die Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 4 (S. 29) und Tabelle 6 (S. 30) aufgefihrt.
Aufgetragen wurden jeweils 20 pL der Probe plus 5 pL des 10x Ladepuffers. Als Farbstoff
wurden 3,5 pL Midori Green verwendet. Die Laufzeit des Gels betrug 23 Min. bei 180 V.
Als Marker wurden 5 pL eines 100 bp Marker der Firma Biobudget verwendet.

Aus den Top 20 Genen mit unterschiedlicher Expression in PBMCs von tgDISC1-Ratten
und deren Wurfgeschwister wurden sechs zelluldr interessante Gene zur Validierung mittels
Realtime-PCR Analyse ausgewihlt. Zudem erfolgte die Validierung noch an zwei weiteren
Kandidatengenen. Sod! (Superoxid-Dismutase 1) mit einem Fold Change (FC) von 1,29 und
p = 0,004, dessen Unterregulierung bereits zuvor bei Schizophrenie Patienten kurz nach
Symptombeginn berichtet wurde (Coughlin et al., 2013). Ywhab (14-3-3 Protein beta/alpha)
mit einem FC von 1,14 und p = 0,009, dessen Proteingruppe als Biomarker im Liquor von
Creutzfeldt-Jakob Patienten zu finden ist.

Die reduzierte Genexpressionsdifferenz bestitigte sich sechs der acht untersuchten

Kandidatengene.
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Abbildung 5: Verifizierung der Microarray-Ergebnissen durch quantitative
Realtime-PCR

Littermates (LM, weilRer Balken, n = 5-7) und transgener DISC1 Ratten (TG, grauer
Balken, n = 3-6) zeigten in der Realtime-PCR eine unterschiedliche Genexpression bei
einem Teil der getesteten Kandidatengene. Die Darstellung erfolgt anhand einer
belieben Einheit (engl. Arbitary units = AU) (A) Die relativen mRNA Levels in C3 waren
signifikant reduziert in tgDISC1-Ratten T-test *P = 0,035. (B) Es konnte kein
signifikanter Unterschied in der Genexpression von 1112rb2 in tgDISC1-Ratten detektiert
werden. T-test P = 0,244. (C) Slc27a2 war nicht wesentlich unterschiedlich exprimiert
in PBMCs von tgDISC1-Ratten. T-test P = 0,129. (D) Eine reduzierte Expression von
[113ra1 konnte in tgDISC1-Ratten gesehen werden. T-test P = 0,085. (E) Die Expression
von Ifng war signifikant reduziert in tgDISC1-Ratten. Mann-Whitney U-test *P = 0,053.
(F) Die Genexpression von Sod1 war in tgDISC1-Ratten hochreguliert Mann-Whitney
U-test P=0,1419 (G) Es konnte kein signifikanter Unterschied in der der
Genexpression von Ywhab zwischen tgDISC1-Ratten und deren littermates gefunden
werden. T-Test P = 0,4136
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Abbildung 6: Re-Analyse der Verifizierung der Microarray-Ergebnissen durch
quantitative Realtime-PCR

Littermates (LM, weil3er Balken, n = 5-7) und transgener DISC1 Ratten (TG, grauer
Balken, n = 3-6) zeigten in der Realtime-PCR (Re-Analyse durch Dr. Trossbach) eine
unterschiedliche Genexpression der Gene Rgs1 und Ccl4. Die Darstellung erfolgt
anhand einer belieben Einheit (engl. Arbitary units = AU) (A) Die Expression von Rgs1
in tgDISC1-Ratten war reduziert. T-test *P = 0,043. (B) Eine signifikant reduzierte
Expression von Ccl4 konnte in tgDISC1-Ratten gesehen werden. T-test *P = 0,043. Die
Re-Analyse erfolgte durch Dr. Trossbach mit Isolierung neuer RNA und cDNA
Synthese. Die Daten wurden mit freundlicherweise zur Verfugung gestellt (Trossbach
et al., 2019).

3.2 Validierung der Genexpressionsanalyse in schizophrenen
Patienten

Um zu testen, ob die im Rattenmodel fiir eine Subgruppe zutreffende Verdnderungen der
Genexpression auch erfolgreich fiir die Identifizierung einer Subgruppe von schizophrenen
Patienten geeignet ist, erfolgte eine Genexpressionsanalyse mittels qPCR der zellular
interessantesten Kandidatengene, aufgelistet in

Tabelle 10: Top 20 Gene mit unterschiedlicher Expression in PBMCs von tgDISC1-Ratten
verglichen mit deren Wurfgeschwistern (S. 46) in einer limitierten Patientenkohorte des
LVR-Klinikums Diisseldorf der Heinrich-Heine-Universitédt Diisseldorf mit der Diagnose

Schizophrenie nach DSMIC/SCID und entsprechenden Kontrollen.
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Unserer Hypothese nach, sollten die Kandidatengene in der besagten Untergruppe von
schizophrenen Patienten mit einer moglichen DISC1 Pathologie eine dhnlich reduzierte
Genexpression derselben Gene aufweisen, wie in der Analyse der DISC1 Ratten.

Sowohl die Top-Kandidatengene RGS/ und CCL4, als auch weitere der Top 20 Gene
zeigten, wie Dbereits in der Analyse der tgDISCIl-Ratten, ein vermindertes
Expressionsmuster, sodass die Hypothese durch ein dhnliches Expressionsmuster bestatigt

wurde. Ein Teil der Analysen erfolgte durch Dr. Trossbach.

Ratten
Gen Microarray qPCR humane
Symbol qPCR
Rgs1 v v WV (T. etal.)
CCL4 v v WV (T. etal.)
C3 v v 7
IL12RB2 v n.s. n.s. (T. etal.)
SLC27A2 v n.s. n.s. (T. etal.)
IL13RA1 v n.s. n.s.
IFNG v v n.s. (T. etal.)
Sod1 v n.s. n.g.
Ywhab v n.s. n.g.

Tabelle 11 Uberblick iiber die Gene, welche in Ratten und im Menschen getestet
wurden

Pfeil nach unten, steht fiir eine reduzierte Genexpression, Pfeil nach oben fir eine
erhohte Genexpression in tgDISC1-Ratten oder Schizophrenen Patienten verglichen zu
den jeweiligen Kontrollen. Abklirzungen: n.s., nicht signifikant unterschiedlich; n.g.,
nicht getestet; T. et al. die Analyse erfolgte durch Dr. Trossbach.
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Abbildung 7: Validierung der Genexpressionsanalyse in schizophrenen Patienten
mittels qPCR

Patienten mit der Diagnose Schizophrenie nach DSMIC/SCID (SCZ, grauer Balken)
zeigten in der Realtime-PCR eine unterschiedliche Genexpression gegenuber der
Kontrollgruppe (CTRL, weiler Balken). Das Genexpressionsmuster entsprach dabei
dem der in tgDISC1-Ratten bereits nachgewiesene Genexpressionsmuster. Die
Darstellung erfolgt anhand einer belieben Einheit (engl. Arbitary units = AU) (A) Die
Patientengruppe (SCZ, n = 15) zeigte eine reduzierte Expression von C3 im Vergleich
zut Kontrollgruppe (CTRL, n = 44). T-test *P = 0,016. (B) Die Expression von |l113ra1
war in schizophrenen Patienten (SCZ, n = 16) reduziert im Vergleich zu Kontrollgruppe,
n =50). T-test P = 0,077.

3.3 Hamoglobinkonzentration der einzelnen Liquorproben

Mit Hilfe des Rat Hemoglobin (HM) ELISA Kit (GenWay Biotech) erfolgte die
Quantifizierung der Himoglobinkonzentration in den einzelnen Liquorproben, um mdgliche
Blutverunreinigungen so identifizieren und von der weiteren Analyse ausschlieen zu
konnen.

Hierbei handelt es sich um ein Double-Antibody-Sandwich-ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent-Assay), ein immunologisches Verfahren zum Nachweis von spezifischen
Substanzen in Korperfliissigkeiten, in unserem Fall Himoglobin in Liquorproben. Das
Hémoglobin bindet an einen spezifischen Antikorper, sodass ein Hamoglobin-Anti-
Héamoglobin Komplexe entsteht, an welchen wiederum ein zweiter, Enzym gebundener
Antikorper bindet. Durch die Hinzugabe einer chromogenen Losung reagiert das Enzym und
ermOglicht die Absorption bei 450 nm, welche direkt mit der Himoglobinkonzentration der

Proben korreliert.
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Abbildung 8: Hamoglobinkonzentration der einzelnen Liquorproben

Die Werte der einzelnen Liquorproben wurde anhand der, durch die Standartwerte
erstellte, polynomische Standardkurve 2. Grades berechnet. Hierfir wurde fur jedes
Duplikat der Mittelwert berechnet und der durchschnittlichen Hintergrundwert
subtrahiert. Anhand der Standardwerte wurde eine polynomische Standardkurve 2.
Grades mit folgender Gleichung erstellt: mittlere korrigierte
Absorption = -5*(-05*x"2)+0,0163*x+0,2085.  Mittels dieser Gleichung wurde
ausgehend von der mittleren korrigierten  Absorption  (y-Achse) die
Hamoglobinkonzentration (x-Achse) der einzelnen Liquorproben ermittelt.

Die mittlere Héimoglobinkonzentration lag bei 4,9549 ng/mL. Die maximale
Himoglobinkonzentration lag bei 20,642 ng/mL, sodass alle Proben in die weitere Analyse

inkludiert werden konnten.

3.4 DISC1-Nachweis im Liquor von tgDISC1-Ratten mittels
Western Blot

Um nachzuweisen, dass sich DISC1 im Liquor von tgDISC1-Ratten befindet, erfolgte die
Liquoranalyse tgDISC1-Ratten und deren Wurfgeschwister mittels SDS-Gelektrophorese
und Western Blot.

Hier zeigte sich ein eine DISC1 Expression im Liquor von tgDISC1-Ratten, wéahrend diese
im Liquor der nicht-trangenen Wurfgeschwister fehlt, wodurch eine intrazerebrale DISC1-

Ausscheidung iiber den Liquor naheliegend ist. Der intrathekale Nachweis von DISC1 ist
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ein wichtiger Bedingungsfaktor fiir weitere Liquor-Proteomik-Analysen in tgDISC1-Ratten,

hinsichtlich der Hypothese, dass DISC1 einen Einfluss auf das intrathekale Proteom hat.

M= = = = = = 4+ + + + + + Hom

170
DISC1

130 Pl

100

70
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Abbildung 9: DISC1-Nachweis Western Blot

Mittels SDS-Gelektrophorese und Western Blot wird die DISC1 Expression und
Aggregation zwischen tgDISC1-Ratten der Foundergruppe 1 (+) und deren nicht
transgenen Wurfgeschwistern (-) verglichen. Full-lenght humanes DISC1 Transgen
Expression konnte in heterozygoten tgDISC1-Ratten mittels anti-DISC1 Antikdrper
14F2 (Ottis et al., 2011) festgestellt werden. In den Wurfgeschwistern konnte kein
huDISC1 detektiert werden. In der letzten Spalte wurde ein 2,5%iges TG-Homogenat
(Hom.) als positive Probe aufgetragen. Als Marker (M) diente der PageRuler Prestained
Protein Ladder 0 - 170 kDa. Die Proben wurden auf ein 4 - 12 % NuPage Novex Midi
Bis-Tris Gel der Firma Invitrogen aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V.

3.5 GeLC-MS/MS basierte Proteomanalyse

Um die Auswirkung von DISCI1 auf das intrathekale Proteom zu verstehen und darauf
basierend der Identifizierung eines Biomarkers ndher zu kommen, wurde die GeLC-MS/MS
Methode angewandt um eine eingehende Liquoranalyse von tgDISC1-Ratten und deren
nicht-trangenen Wurfgeschwistern durchzufiihren.

Die Liquorproben wurden unmittelbar nach der Abnahme auf niedriger Stufe zentrifugiert,
um mogliche Kontaminationen durch feste Bestandteile zu beseitigen und anschlieend
durch eine Antikorperreaktion basierende Analyse auf Blutkontaminationen tiberpriift.

Zur Vorbereitung auf die massenspektrometrische Analyse erfolgte eine Protein Depletion
und Probenkonzentration sowie die Auftrennung bereits depletierter Proteine durch
tryptischen In-Gel-Verdau in einzelne Peptide mittels SDS-PAGE. Die anschlielende

Féarbung erfolgte mittels Coomassie Blue Farbung.
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Es erfolgten zwei verschiedenen Experimente mit derselben Methode, aber
unterschiedlichem Experimentautbau.

Die Fliissigkeitschromatographie gekoppelte Massenspektroskopie erfolgte
dankenswerterweise durch das OncoProteomics Laboratory (OPL), des VUmc (Vrije
Universiteit Medical Center, Amsterdam).

Im ersten Experiment wurden die Proben (LM = 5; TG = 5) separat und fiir OPL verblindet

analysiert.

M M sp sp 427 sp sp 446 sp sp 457 sp sp 458 sp sp 463 sp sp  sp

M M sp sp sp 477 sp sp 484 sp sp 499 sp sp 509 sp sp 514 sp sp

Abbildung 10: Auftrennung und Farbung der Liquorproben durch SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung

Die dargestellten Banden zeigen die einzelnen Liquorproben mit den jeweiligen
Probennummern durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Die Proben
427, 458, 477, 499 und 514 gehoéren der Gruppe 1, den nicht trangsgenen
Wurfgeschwistern, der Kontrollgruppe an. Proben 446, 457, 463, 484 und 509 gehoéren
der Gruppe 2 an, den tgDISC1-Ratten. Jeweils an den Randern der beiden Gele
befindet sich der Marker (M) PageRuler Prestained Protein Ladder 0 - 170 kDa. Die
einzelnen Proben sind jeweils durch mindestens zwei space lines (sp) voneinander
getrennt. Die Auftragung der jeweils 20 uL Probe erfolgte jeweils mit 7 pL eines SDS 4-
fachem Probenpuffer, sowie 3 pL eines 10-fachen Reducing Agent. Die Proben wurden
auf ein 4 - 12 % NuPage Novex Midi Bis-Tris Gel der Firma Invitrogen aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei 100 V. Die anschlieRende Farbung und Fixierung erfolgte
uber Nacht durch die Coomassiemischung Instant Blue der Firma expedeon.

In dem ersten Experimenten Aufbau wurde die nicht-transgene Probe 427 aufgrund der
unsupervised (dt. uniiberwachte) Clusteranalyse von der weiteren Datenanalyse entfernt.
Unsupervised Lernverfahren werden in Clusteranalysen verwendet um mehrere

Datenpunkte, ohne Ausgabevariablen, einer bestimmten Gruppe (sog. Cluster) zuzuordnen.
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Abbildung 11: Unsupervised hierarchische Clusteranalyse

Sample (J) — Group 1

Sample (H) — Group 1

Sample (F) — Group 1

Sample (E) — Group 2

Sample (B) — Group 2

Sample (A) — Group 1

Zur Vorauswahl der Proben erfolgte eine unsupervised hierarchische Clusteranalyse,
basierend auf der Proteinexpression von Ratten-Liquorproben. Die unsupervised
Clusteranalyse von log2-transfomierter Protein Expression Ratio (orange: hohe
Expression, blau: niedrige Expression) zeigte in der Probe 427 (Sample A) eine
ungewohnt hohe Protein Expression, sodass diese Probe aus der weiteren
Datenanalyse ausgeschlossen wurde.

Mittels GeLC-MS/MS mit einer MS Toleranz von 6 ppm (engl.: parts per million), einer
minimalen Peptide Lédnge von 7 Aminosduren und einer Peptide-, wie auch Protein FDR
(engl.: false discovery rate) von 0,01 konnten insgesamt 700 verschiedene Proteine in den
Liquorproben identifiziert werden. Der differenzierte Proteingehalt zwischen beiden
Gruppen wurde anhand des beta binominal tests (Pham et al., 2010) ermittelt. Mit einem FC
von 10000,0 zeigten 21 der 700 Proteine eine alleinige Expression in der Gruppe der
tgDISC1-Ratten. Darunter zwei Rab Proteine, monomere G-Proteine, welche das Nukleotid
GTP binden und an der Regulation des vesikuldren Transportes im Endomembransystem

beteiligt sind.
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TG versus LM

Eingangsname Gensymbol Protein Regulation FC P-Wert
[Ratte]

1 CAH3_RAT Ca3 Carbonic anhydrase 3 1 10000,0 0,0076

2 KCRM_RAT Ckm Creatine kinase M-type 1 10000,0 0,0101

3 CLH1_RAT Cltc Clathrin heavy chain 1 1 10000,0 0,0228

4 MYG_RAT Mb Myoglobin 1 10000,0 0,0241

5 CAH1_RAT Cal Carbonic anhydrafse 1 1 10000,0 0,0254

6 RAB1A_RAT Rab1A Ras-related protein Rab-1A 1 10000,0 0,0305

7 BOBNK1_RAT Rab5c RAB5C, member RAS 1 10000,0 0,0462
oncogene family

8 ACPH_RAT Apeh Acylamino-acid-releasing 1 10000,0 0,0462
enzyme

9 CH10_RAT Hspe1 10 kDa heat shock protein, 1 10000,0 0,0467
mitochondrial

10 G3V9R8_RAT Hnrnpc Heterogeneous nuclear 1 10000,0 0,0467
ribonucleoprotein C

11 ENOB_RAT Eno3 Beta-enolase ) 10000,0 0,0807

12 TMED9_RAT Tmed9 Transmembrane emp24 1 10000,0 0,0841
domain-containing protein 9

13 D3ZVA5_RAT Fbll1 Fibrillarin-like 1 1 10000,0 0,0841

14  MOR907_RAT Snrpd3 Small nuclear ) 10000,0 0,0876
ribonucleoprotein Sm D3

15 Q5U362_RAT Anxa4 Annexin ) 10000,0 0,0876

16 BOBMY7_RAT Twf2 Protein tyrosine kinase 9- 1 10000,0 0,0876
like (A6-related protein)
(Predicted), isoform CRA_b

17 IDHP_RAT Idh2 Isocitrate dehydrogenase 1 10000,0 0,0876
[NADP], mitochondrial

18  Q4KLI7_RAT Sf3a3 splicing factor 3a, subunit 3 1 10000,0 0,0876

19 CBPE_RAT Cpe Carboxypeptidase E 0 10000,0 0,0885

20 ANXA6_RAT Anxa6 Annexin A6 1 10000,0 0,0900

21 Q499Q4 RAT Pgm1 Phosphoglucomutase 1 1 10000,0 10,0970

22 MFGM_RAT Mfge8 Lactadherin 1 4,9 0,0895

23 COF1_RAT Cfl1 Cofilin-1 1 2,3 0,0657

24 HBB1_RAT Hbb Hemoglobin subunit beta-1 1 1,7 0,0764

25 KPYM_RAT Pkm Pyruvate kinase PKM 1 1,6 0,0452

26 A1I3_RAT A1i3 Alpha-1-inhibitor 3 ! -1,4 0,0840

27 APOE_RAT Apoe Apolipoprotein E ! -1,4 0,0573

28 MUG1_RAT Mug1 Murinoglobulin-1 ! -1,5 0,0582

29 A1AG_RAT Orm1 Alpha-1-acid glycoprotein ! -1,6  0,0991

30 F1LMO5_RAT LOC299282 Serine protease inhibitor ! -1,6 0,0532
A3N

31  F2Z3T9_RAT U2af2 U2 snRNP auxiliary factor ! -5,9 0,0618
large subunit

32 F1LMM9_RAT Gfm1 Elongation factor G, ! -10000,0 0,0528
mitochondrial

33 THIC_RAT Acat2 Acetyl-CoA ! -10000,0 10,0528

acetyltransferase, cytosolic

Tabelle 12: Ergebnisse der Proteomanalyse im Liquor von tgDISC1-Ratten und

deren Wurfgeschwister
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Die Proteomanalyse der Liquorproben erfolgte durch das OncoProteomics Laboratory
(OPL), des VUmc (Vrije Universiteit Medical Center, Amsterdam). Durch einen beta
binominal tests (Pham et al., 2010) wurde der differenzierte Proteingehalt ermittelt. Der
Fold Change (FC) zeigt das Verhaltnis zwischen dem Proteingehalt in den Proben der
transgenen DISC1 Ratten (TG) und den Proben der nicht transgenen Wurfgeschwister
(LM) an. Ein FC von 10000,0 indiziert den alleinigen Proteinnachweis in einer der
beiden zu differenzierenden Gruppen an. Der Pfeil nach unten, steht flr einen
reduzierten Proteinnachweis. Der Pfeil nach oben steht flr einen erhdhten
Proteinnachweis. In der Tabelle aufgefiihrt werden alle Proteine p < 0,1. Die grau

hinterlegten Proteine fanden sich in beiden Analysen wieder.

Zur besseren Einteilung der betroffenen Proteine beziiglich

threr zugehorigen

Zellkompartimente erfolgte eine String-Analyse der in den tgDISC1-Ratten hochregulierten

Proteine mit einem p-Wert von <0, 1.

GOID Zellkompartiment Anzahl der p-Wert p-Wert p-Wert

Gene FDR bonferroni

GO0:0070062 Exosomen 9 0,0000175 0,0076500 0,0223000

GO0:0031982 Vesikel 9 0,0001900 0,0603000 0,2410000

GO0:0044421 Extrazellulare Struktur 9 0,0003520 0,0892000 0,4460000

GO0:0005793 ER-Exit-Sites (ERES) 2 0,0012100 0,2200000 1,0000000

GO:0005905 Clathrin umhiillte 2 0,0017600 0,2510000 1,0000000
Membranvertiefungen

GO:0005576 Extrazellularraum 9 0,0017800 0,2510000 1,0000000

GO0:0030658 Transportvesikel 2 0,0024800 0,3150000 1,0000000
umhillende Membran

GO0:0042470 Melanosom 2 0,0069900 0,7390000 1,0000000

GO0:0030133 Transportvesikel 2 0,0083200 0,8120000 1,0000000

GO0:0031410 Zytoplasmatische Vesikel 4 0,0102000 0,9230000 1,0000000

Tabelle 13: String-Analyse zu den betroffenen Zellkompartimenten

Eine Vielzahl der in tgDISC1-Ratten hochregulierter Liquorroteine mit einem p-
Wert < 0,1 befindet sich in Zellkompartimenten, die an dem intra- und interzellularen
Transport beteiligt sind. FDR = False Dicovery Rate

Im zweiten Experiment wurden die Proben der einzelnen Gruppen (LM, TG) in jeweils 2

Gruppen gepoolt, um das Probenvolumen zu erhdhen und dadurch die Assay-Durchfiihrung

zu verbessern. Zudem erwarteten wir durch das Pooling eine Reduktion der einzelnen

Probenvariationen.
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Abbildung 12: Auftrennung und Farbung der gepoolten Liquorproben durch SDS-
PAGE und Coomassie-Farbung

Die dargestellten Banden zeigen die gepoolten Liquorproben in ihren jeweiligen
Gruppen durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Die gepoolten
Liquorproben der tgDISC1-Ratten wurden in zwei Gruppen, A und C, aufgeteilt. Die
gepoolten Liquorproben der nicht trangsgenen Wurfgeschwistern wurden in die
Gruppen B und D aufgeteilt. In der ersten Spalte befindet sich der Marker (M) PageRuler
Prestained Protein Ladder O - 170 kDa. Die einzelnen Proben sind jeweils durch drei
space lines (sp) voneinander getrennt. Die Auftragung der jeweils 20 pL Probe erfolgte
jeweils mit 7 yL eines SDS 4-fachem Probenpuffer, sowie 3 uL eines 10-fachen
Reducing Agent. Die Proben wurden auf ein 4 - 12 % NuPage Novex Midi Bis-Tris Gel

der Firma Invitrogen aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V. Die
anschlieende Farbung und Fixierung erfolgte Uber Nacht durch die
Coomassiemischung Instant Blue der Firma expedeon.
TG versus LM
Eingangsname Gensymbol Protein Regulation FC P-
[Ratte] Wert
1 BOBNN4_RAT Cfp Complement factor properdin i 10000,0 0,0267
2 CH60_RAT Hspd1 60 kDa heat shock protein, 1 10000,0 0,0274
mitochondrial
3 D4AB87_RAT Gstm6l Protein Gstmé6l 1 10000,0 0,0696
4 PHKG2_RAT Phkg2 Phosphorylase b kinase gamma 1 10000,0 0,0696
catalytic chain, liver/testis isoform
5 CAH3 RAT Ca3 Carbonic anhydrase 3 1 6,2 0,0039
6 ITGBL_RAT Itgbl1 Integrin beta-like protein 1 1 3,5 10,0288
7 IGF2_RAT Igf2 Insulin-like growth factor Il 1 2,8 0,0666
8 MYG_RAT Mb Myoglobin 1 2,7 10,0580
9 D3ZEOO_RAT N/A Ig-like domain-containing protein 1 2,5 0,0793
10 ZP1_RAT Zp1 Zona pellucida sperm-binding 1 2,2 0,0467
protein 1
11 Q5I0M1_RAT Apoh Apolipoprotein H 1 2,1 0,0981
12 TPIS_RAT Tpi1 Triosephosphate isomerase 1 1,9 0,0262
13 IBP2_RAT Igfbp2 Insulin-like growth factor-binding 1 1,9 0,0314
protein 2
14 CFAI_RAT Cfi Complement factor 1 1,9 0,0325
15 Q68FY4_RAT Gce Group specific component 1 1,7 0,0004
16 KNT2_RAT N/A T-kininogen 2 1 1,7 0,0162
17 KCRM_RAT Ckm Creatine kinase M-type 1 1,7 0,0652
18 AFAM_RAT Afm Afamin 1 1,6 0,0042
19 KNT1_RAT Map1 T-kininogen 1 1 1,6 0,0866
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Npc2
Ctsl
Serpinc1
Mfge8
Anxa2
Col1a1
Ggh
Galns
C9
Htra1
Nrxn3
Prdx1
Pla2g7
Ace
Pltp
Itih4
Fn1
Enpp5

lgg-2a
Hp
Atp1a1

Ezr
Cpe
Folr1

Mrc1

Fetuin-B

Prostaglandin-H2 D-isomerase
Cystatin-C

Hemoglobin subunit alpha-1/2
Apolipoprotein E
Serotransferrin
Alpha-2-macroglobulin
Complement C4

Serum albumin

Contactin-1

Da1-24

Clusterin

Contactin 2

Fibulin 1

Epididymal secretory protein
Cathepsin L1

Protein Serpinc1

Lactadherin

Annexin A2

Collagen alpha-1(l) chain
Gamma-glutamyl hydrolase
N-acetylgalactosamine-6-sulfatase
Complement component C9
Serine protease HTRA1
Isoform 14 of Neurexin-3
Peroxiredoxin-1
Phospholipase A2, group VII
Angiotensin-converting enzyme
Protein Pltp

Protein Itih4

Isoform 4 of Fibronectin

Ectonucleotide

pyrophosphatase/phosphodiesterase

family member 5
lg gamma-2A chain C region

Haptoglobin

Sodium/potassium-transporting
ATPase subunit alpha-1

Ezrin
Carboxypeptidase E

Folate receptor 1 (Adult), isoform
CRA_b

Mannose receptor, C type 1
(Predicted)

D R e e e S R e e I T R e T e T el e e e R R T e R R e e e R e e e T

1,5

1.4

1,3

1,2
-1,2
-1,3
-1,3
-1,3
-1,3
-1,5
-1,7
-1,8
-1,8
-1,8
-2,0
-2,4
-2,5
-2,5
-2,7
-2,9
-3,5
-3,7
-5,0
-5,0
-5,1
-5,1
-5,5
-6,0
-6,4
-6,7
-6,9
-71

-9,3
-10,1
-11,4

-10000,0
-10000,0
-10000,0

-10000,0

0,0298
0,0289
0,0104
0,0893
0,0905
0,0100
0,0196
0,0541
0,0692
0,0129
0,0824
0,0183
0,0372
0,0626
0,0583
0,0798
0,0345
0,0919
0,0384
0,0790
0,0714
0,0275
0,0926
0,0926
0,0545
0,0545
0,0068
0,0024
0,0278
0,0334
0,0020
0,0164

0,0011
0,0013
0,0016

0,0111
0,0130
0,0167

0,0283
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60
61
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63
64

65
66
67
68
69
70

AT2B3_RAT Atp2b3 Isoform ZF of Plasma membrane l -10000,0 0,0283
calcium-transporting ATPase 3
Q6AYQ9_RAT Ppic Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase l -10000,0 10,0317
GRP78_RAT Hspab 78 kDa glucose-regulated protein l -10000,0 0,0338
LAMP1_RAT Lamp1 Lysosome-associated membrane l -10000,0 0,0338
glycoprotein 1
ANXA6_RAT Anxab Annexin A6 ! -10000,0 0,0338
IRK13_RAT Kenj13 Inward rectifier potassium channel | -10000,0 0,0364
13
AQP1_RAT Aqgp1 Aquaporin-1 l -10000,0 0,0364
E9PTX9_RAT Slc12a2 Protein Slc12a2 l -10000,0 0,0627
F7EUB6_RAT  Fga Fibrinogen alpha chain l -10000,0 0,0627
D3ZUM4_RAT Glb1 Beta-galactosidase l -10000,0 0,0627
NPTX1_RAT Nptx1 Neuronal pentraxin-1 l -10000,0 0,0627
NRCAM_RAT  Nrcam Isoform 2 of Neuronal cell adhesion l -10000,0 0,0627
molecule

Tabelle 14: Proteomanalyse im Liquor von tgDISC1-Ratten und deren
Wurfgeschwister mit gepoolten Liquorproben

Die Proteomanalyse der Liquorproben erfolgte erneut durch das OncoProteomics
Laboratory (OPL), des VUmc (Vrije Universiteit Medical Center, Amsterdam). Durch
einen beta binominal tests (Pham et al., 2010) wurde der differenzierte Proteingehalt
ermittelt. Der Fold Change (FC) zeigt das Verhaltnis zwischen dem Proteingehalt in den
Proben der transgenen DISC1 Ratten (TG) und den Proben der nicht transgenen
Wurfgeschwister (LM) an. Ein FC von 10000,0 indiziert den alleinigen Proteinnachweis
in einer der beiden zu differenzierenden Gruppen an. Der Pfeil nach unten, steht fur
einen reduzierten Proteinnachweis. Der Pfeil nach oben steht fur einen erhdhten
Proteinnachweis. In der Tabelle aufgefiuihrt werden alle Proteine p < 0,1. Die grau
hinterlegten Proteine fanden sich in beiden Analysen wieder. Die kursiv gedruckten
Proteine fanden sich aufgrund einer erfolgreichen Depletion nicht in der ersten Analyse.

In beiden Runden konnten einzelne Kandidaten Proteine fiir DISClopathien identifiziert
werden. Trotzdem war die Uberschneidung (Ca3, Mb, Ckm, Apoe) der identifizierten
Proteine beider Analysen nicht besonders groB3. Einige Proteine (Mfge8, Anxa6, Cpe)
konnten zwar in beiden Analysen identifiziert werden, jedoch mit umgekehrtem Fold
Change, sodass eine Tendenz der Expressionsrate nicht verifiziert werden konnte. Die
Identifikation von herkdmmlichen Proteinen wie Serotransferrin, Albumin und Haptoglobin,
im zweiten Experimentenaufbau impliziert eine ineffektivere Depletion der gepoolten
Proben als bei der Analyse einzelner Liquorproben. Unsere Hypothese, dass ein Poolen der
Proben zu reduzierter Probenvariation fithrt, wurde durch die reduzierte Anzahl von 350
identifizierten Liquorproteinen im zweiten Experimentenaufbau bestdtigt. Die erhdhte
Anzahl von 77 Liquorproteinen mit p <1 spricht fiir eine erhohte Signifikanz der
analysierten Proteine. Jedoch legt die Identifizierung von in der ersten Analyse erfolgreich
depletierter Proteine eine ineffiziente Depletierung im zweiten Experimentenaufbau nahe,
wodurch unspezifische Proteine moglicherweise die Analyse von unspezifischen tiberdeckt

hat.
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3.6 Volumetrische Analyse der intrazerebralen Ventrikel

transgener DISC1-Ratten

Mittels MRT erfolgte eine volumetrische Analyse der intrazerebralen Ventrikelgrof3e der
tgDISC1-Ratten im Vergleich zu nicht transgenen Wurfgeschwistern als Kontrolle. Unserer
Hypothese nach weisen tgDISC1-Ratten ein insgesamt vergroflertes Ventrikelvoumen als
die nicht transgenen Kontrollen auf. Diese Hypothese bestitigte sich und die transgenen
DISC1 Ratten zeigten mit 20,75 £ 2,5 mm?® einen starken Trend (p =0,052) zur
VergroBBerung des intrazerebralen Ventrikelvolumens gegeniiber dem der Negativkontrollen

durch nicht transgene Wurfgeschwister mit 15,54 + 0,9 mm?.
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Abbildung 12: Intrazerebrales Ventrikelvolumen
Die Analyse des intrazerebralen Ventrikelvolumens erfolgte mittels MRT. Transgene

DISC1 Ratten (TG, n = 8) zeigten ein signifikant vergrofRertes (p = 0,052) totales
Ventrikelvolumen gegenuber den littermates (LM, n = 10).
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels revers-translationaler Medizin ein transgenes
Rattenmodel zur Identifizierung von Biomarkern fiir eine Subgruppe schizophrener
Patienten untersucht. Biomarker dienen nicht nur als objektive Diagnostikkriterien und
Prognosemarkern, sondern dienen auch der Entwicklung gezielter Therapien.

Hierfiir wurden sowohl PBMC, Liquor als auch hirnmorphologische Auffélligkeiten
mittels Kernspintomographie von tgDISC1-Ratten und deren Wurfgeschwister analysiert.
Die wesentlichen Ergebnisse dieser Arbeit sind:

1. Es erfolgte eine Genexpressionsanalyse von tgDISCI-Ratten und ihren nicht-
transgenen Wurfgeschwister. Hierfiir wurden zunichst mononukledre Zellen des
peripheren Blutes isoliert, RNA extrahiert und anschliefend eine Micoarray-Analyse
durchgefiihrt. Es zeigte sich ein verdndertes Genexpressionsmuster in PBMC
tgDISC1-Ratten gegeniiber ihren nicht transgenen Wurfgeschwister.

2. Es erfolgte eine Expressionsanalyse einiger in Punkt 1 identifizierten
Kandidatengene in mononukleédre Zellen des peripheren Blutes von schizophrenen
Patienten. Hier zeigte sich ein dhnlich verdndertes Genexpressionsmuster.

3. Mittels SDS-Gelektrophorese und Western Blot ldsst sich DISC1 im Liquor von
tgDISC1-Ratten nachweisen, was eine intrazerebrale DISC1-Ausscheidung liber den
Liquor nahelegt.

4. Mithilfe der GeLC-MS/MS Methode konnte ein verdndertes intrathekales Proteom
in tgDISCI-Ratten gegeniiber dem ihrer nicht transgenen Wurfgeschwister
festgestellt werden und einzelne Kandidatenproteine identifiziert werden.

5. Es erfolgte eine volumetrische Analyse des intrazerebralen Ventrikelvolumens
transgener DISC1 Ratten und deren nicht transgenen Wurfgeschwistern. Hier zeigte
sich eine VergroBerung des Ventrikelvolumen in tgDISC1-Ratten, wie sie auch in
schizophrenen Patienten zu finden ist und somit eine Ubereinstimmung eines

phanotypischen Merkmals darstellt.

4.1 Genexpressionsanalyse von PBMC transgener DISC1 Ratten

und schizophrener Patienten

Mit dem Ziel einen molekularen Biomarker fiir DISC1opathien zu finden, analysierten wir
PBMCs transgener DISC1  Ratten wund deren  Wurfgeschwistern  mittels

Genexpressionsanalyse.
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In tgDISC1-Ratten lieBen sich mittels Affymetrix GeneChip® Microarrays eine Reihe von
Genen mit signifikanter Expressionsdifferenz nachweisen, deren Ergebnisse wir

anschliefend mittels qPCR validierten konnten.

Da vier der Top 20 Gene, Rgsl, Ccl4, 1112rb2 und Ifng, vor allem in T-, und NK-Zellen
exprimiert werden, wére auch eine generelle Fehlregulation immunregulierender Zellen in
tgDISCI-Ratten mdglich. Dies konnte jedoch im Anschluss an diese Arbeit mittels
Durchflusszytometrie ausgeschlossen werden (Trossbach et al., 2019). Es konnte zwar eine
Vermehrung von T-Zellen und eine signifikant erhdhte Expression von Cd3g, einem T-Zell
Marker, in PBMCs von tgDISC1-Ratten nachgewiesen werden, jedoch zeigte sich keine
Korrelation zwischen der Expressionshohe von Cd3g und Rgs/ oder Ccl4.

Mittels WGCNA* (Weighted Gene Co-expression Network Analysis), einem von Langfelder
und Horvath entwickelten Skript (Langfelder and Horvath, 2008), erfolgte die Konstruktion
gewichteter Netzwerke der normalisierten Affymetrix Genexpressionsdaten. Unter den 104
konstruierten Modulen, zeigten 10 Module eine signifikante (p < 0,05) Verdnderung der
Netzwerktopographie in tgDISC1-Ratten. In dem Modul hotpink4, mit der hochsten
Korrelation von p = 0.7429, bei einer Signifikanz von p = 0,0056, konnten die beiden
Kandidatengene Rgs/ und Ccl/4 als sogenannte Hub-Gene identifiziert werden. Hubs sind
die zentralen Knotenpunkte eines Netzwerkes, welche am stirksten im Netzwerk verkniipfte
sind und somit einen Hinweis fiir eine wichtige biologische Funktion im Netzwerk geben.
Zusammenfassend konnte eine spezifische Dysregulation eines Netzwerkes aus
immunvermittelten Genen ermittelt werden, welches die beiden Gene Rgs/ und Ccl4, mit

dem hochsten FC, im Zentrum der Interaktion hat.

Nach der Identifizierung eines verdnderten Genexpressionsmusters in tgDISC1-Ratten
zeigte sich auch in schizophrenen Patienten ein &hnlich verdndertes Expressionsmuster.
Insbesondere die beiden Top-Kandidatengene RGS/ und CCL4, aber auch einige der
anderen Gene, zeigten ein reduzierte Expressionsrate, dhnlich dem der in tgDISCI1-Ratten
gefundenen Expressionsmuster.

Eine Genexpressionsanalyse mittels qPCR an einer zweiten Patientengruppe mit der
Diagnose Schizophrenie, aus der Ludwig-Maximilians-Universitit (LMU) in Miinchen
bestitigte ebenfalls das in dieser Arbeit identifizierte verdnderte Genexpressionsmuster.
Auch hier zeigte sich eine signifikant verminderte Expression der vielversprechendsten

Kandidatengene RGS7 und CCL4 sowie weiterer Kandidatengene (Trossbach et al., 2019).
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Bereits im Vorfeld dieser Arbeit konnten in schizophrenen Patienten Verdnderungen von
DISCI1 Proteinlevels nachgewiesen werden (Trossbach et al., 2014), was fiir die weitere
Analysen von DISC1 spezifischen molekularen Verdnderungen zur Identifizierung eines
Biomarkers fiir schizophrene Patienten signifikant ist.

Wie in der Einleitung schon beschrieben ist neben der gut reproduzierbaren
Materialgewinnung die diagnostische Accuracy ein wesentlicher Aspekt fiir den klinischen
Nutzen von Biomarkern. Idealerweise sollte eine hohe Sensitivitit als auch Spezifitét
erreicht werden, welche vor allem bei einer derart heterogenen Gruppe von schizophrenen
Patienten durch die Kombination von zwei Markern zu erreichen ist. Im Anschluss an diese
Arbeit konnte fiir die Marker Kombination der beiden Top-Kandidatengenen RGS/ und
CCL4 eine Sperzifizitdt von 97% bei einer Sensitivitdt von 27% ermittelt werden, sodass
circa ein Viertel der Patientenkohorte mit dieser Marker Kombination identifiziert werden
konnte (Trossbach et al., 2019). Dies legt die Uberlegung nahe, dass die Kombination von
RGS1 und CCLA4 fiir eine Subgruppe von schizophrenen Patienten zutrifft. Aufgrund einer
umfangreichen Phéinotypisierung der zweiten Patientenkohorte, inklusiver Testung der
kognitiver Fahigkeiten mittels Verbal Learning and Memory Test (VLMT) (Muller et al.,
1997), zwei Teiltests des Hamburg—Wechsler Intelligenztests, Digit Symbol Substitution
Test (DSST) und Digit Symbol Substitution Test (DSST)) (Tewes, 1994) und dem Trial
Making Test A and B (TMT-A, TMT-B) (Tombaugh, 2004), sowie der Ermittlung der
aktuellen Symptomlast anhand des PANSS, der aktuellen Medikation, der medizinischen
Vorgeschichte sowie der demographischen Daten, gelang eine Zuteilung der Marker
Kombination zu spezifischen Subgruppen. So konnte im Anschluss an diese Arbeit fiir eine
Subgruppe von schizophrenen Patienten (27%), die einen spéteren Krankheitsbeginn und
einen niedrigen PANSS Score aufwiesen, eine spezifische Dysregulation immunvermittelter
Gene mittels der Marker Kombination von RGS/ und CCL4 ermittelt werden (Trossbach et
al.,2019). Zudem zeigte sich in der Patientengruppe der RGS/ und CCL4 positiven Patienten
hdufiger eine Clozapin Therapie (Trossbach et al., 2019), was fiir eine Therapieresistenz
gegeniiber der sonst liblichen reinen Dopaminantagonisten Therapie spricht (Sinclair and
Adams, 2014).

Ob die Dysregulation immunvermittelter Gene in der Subgruppe von RGS1/CCL4-positiven
Patienten aufgrund einer Fehlfaltung von DISC1 oder durch einer verdnderte
Regulationsfunktion des Proteins, entweder direkt oder immunvermittelt, zustande kommt,
ist bislang unklar. Hierfiir wire eine post mortem Untersuchung mittels biochemischer
Fraktionierung unldslicher DISC1 Proteine der Marker-positiven Patienten notwendig

(Leliveld et al., 2008). In jedem Fall spricht die gravierende Dysregulation des Netzwerkes
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bei relativ moderater DISCI Uberexprimierung fiir eine regulierende Rolle von DISC1 in
neuroimmunologischen Abldufen, neben seiner bereits bekannten Rolle in der
neurologischen Entwicklung und synaptischer Funktionen (Brandon and Sawa, 2011)

RGSI, ein Regulator des G-Protein Signalweges, ist ein Transkript des Chromosoms 1q31,
welches sich auf der zytosolischen Seite der inneren Plasmamebran befindet. Es ist das
einzige der Affymetrix Genexpressionsdaten, welches im Gehirn, in den Mikrogliazellen,
exprimiert wird. RGSI wurde bereits mit chronischen mentalen Erkrankungen, v.a
depressiven Erkrankungen und Angststorungen, in Verbindung gebracht (Hettema et al.,
2013). Eine direkte Assoziation zu Schizophrenie ist bislang nicht berichtet. Fiir RGSY,
ebenfalls ein Regulationsprotein des G-Protein-Signalweges kodierendes Gen, wenn auch
mit wenigen liberlappenden konservierten Regionen mit RGS/, wurde ein Zusammenhang
mit Schizophrenie bereits publiziert (Schwarz, 2018). Einzelnukleotid-Polymorphismen von
RGS1 wurden im Zusammenhang mit Multiple Sklerose, einer autoimmun, chronisch-
entziindlichen Erkrankung des Zentralennervensystems, in Verbindung gebracht (Johnson

et al., 2010) (International Multiple Sclerosis Genetics, 2010)

Da RGSI jedoch auch in Zusammenhang bei Erkrankungen auBlerhalb es Spektrum
chronischen mentaler Erkrankungen, wie Melanomen (Rangel et al., 2008) und
Spondylarthritis (Gu et al., 2009) als prognostischer Marker berichtet wurde, scheint eine
Kombination mit einem weiteren Marker, wie CCL4 fiir die Etablierung eines Biomarkers
erneut sinnvoll.

CCL4 wird vor allem NK-, CD8+T-Zellen und CD14+ Monozyten exprimiert, welche in der
zweiten Patientenkohorte der LMU ebenfalls reduziert waren. Zudem ergab eine
Kovarianzanalyse einen signifikanten Einfluss von NKp46 auf die Expression von CCL4.,
sodass insgesamt nicht sicher belegt werden kann, ob der reduzierte CCL4 Nachweis in der
Genexpressionsanalyse durch eine tatsdchliche Suppression der Expression oder durch eine
generelle Reduktion der exprimierenden Zellen zustande kommt. Zwar konnten Karpinski
und Kollegen ebenfalls eine Reduktion von NK-Zellen in schizophrenen Patienten
nachweisen (Karpinski et al., 2016), jedoch ist es fraglich, ob sie mit 10% der PBMCs einen
signifikanten Einfluss auf die CCL4 Expression haben, wihrend CD8+T T Zellen und
CD14+ Monozyten, in denen CCL4 ebenfalls exprimiert werden, jeweils 30 bzw. 20% der
PBMCs ausmachen (Burel et al., 2017). Zudem zeigte liel dich keine Reduktion der NK-
Zellen in tgDISCI1-Ratten nachweisen, wéihrend wir auch hier reduzierte CCL4

Expressionsraten detektierten.
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Zusammenfassend gelang es uns in dieser mittels revers-translationaler Medizin den
Grundstein zur Definition eine Subgruppe von schizophrenen Patienten mit einer
spezifischen Dysregulation immunvermittelter Zellen zu legen

Die molekularen Einzelheiten der DISC1 abhingigen Signalwege und deren Beeinflussung
auf immunregulierende Gene muss noch weiter untersucht werden.

Zur Untersuchung der Accuracay der Markerkombination RGS1/CCL4 sollte auch eine
Untersuchung weiterer chronischen mentaler Erkrankungen erfolgen. Dies scheint

besonders wichtig im Hinblick auf die mogliche Pleiotropie von DISC1

4.2 Liquoranalyse durch Western Blot

Mittels SDS-Gelektrophorese und Western Blot konnten wir DISC1 im Liquor von
tgDISC1-Ratten nachweisen und somit einen wichtigen Bedingungsfaktor fiir die folgende
Liquor-Proteomik-Analysen tgDISC1-Ratten erfiillen. Der Nachweis von DISC1 im Liquor
von tgDISC1-Ratten erhértet unsere Hypothese, dass DISC1 Einfluss auf das intrathekale
Proteom hat und Liquor somit als Biomarker in der Schizophrenie Diagnostik eine Rolle
spielen konnte. Der Nachweis von DISC1 im Liquor von tgDISC1-Ratten mittels SDS-
Gelektrophorese und Western Blot ist bislang nicht publiziert.

4.3 GeLC-MS/MS basierte Proteomic-Analyse

Mittels GeLC-MS/MS konnten wir einige interessante Kandidatenproteine hinsichtlich
eines veridnderten intrathekalen Proteoms von tgDISC1 ermitteln. Trotz einer insuffizienten
Albumin Depletion im zweiten Experiment, konnten einige Uberlappungen (Ca3, Mb, Ckm,
Apoe) beider Experimente gefunden werden. Die {iiblichen Protokolle zur Albumin
Depletion von Liquorproben sind auf humane Proben und somit auf gréBere Volumina
ausgelegt. Der Mangel an verfligbaren Protokollen fiir Ratten Liquor fiithrte uns zu zwei
verschiedenen Experimentaufbauten, aus deren Ergebnissen wir den Schluss ziehen, dass
eine Untersuchung individueller Proben zu einer besseren Albumin Depletion und somit zu
einem spezifischeren Ergebnis fiihren. Trotzdem sollte auch diese Albumin Depletion fiir
eine groBBere Reliabilitdt noch weiterentwickelt und verbessert werden.

In beiden Analysen wurde ein reduzierter Nachweis (1. Analyse: p = 0,057; 2. Analyse:
p=0,091) von Apolipoprotein E (ApoE) in tgDISCI-Ratten im Vergleich zu deren nicht
transgenen Wurfgeschwistern ermittelt. Apolipoproteine dienen im Korper als
Lipidtransporter und haben eine wichtige Rolle im Fettstoffwechsel. Dysregulationen der

Apolipoproteine sind mit zahlreichen kardiovaskuldren Krankheiten als auch dem
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metabolischen Syndrom und Diabetes mellitus 2 assoziiert ApoE ist das wichtigste
Lipidprotein im Gehirn und der Haupttransporter von Cholesterin, einem essentiellen
Baustein von Myelin und Steroidhormonen, im Gehirn, wodurch es in zahlreiche komplexe
biologische Prozesse wie auch der intrazelluldren und extrazelluldren Signaliibertragung,
immunregulatorische Prozesse und der Zellproliferation involviert ist. Es wird hauptsédchlich
in Astrozyten, Microglia, GefaBwanden und in Zellen des Plexus Choroideus synthetisiert
(Yamazaki et al., 2019). Das Vorkommen von ApoE-Polymorphismen stellt einen
Risikofaktor fiir /late-onset Alzheimer-Erkrankungen dar (Yamazaki et al., 2019).
Dysregulationen von Apolipoproteinen im Serum (Levin et al., 2010) als auch im Liquor
(Huang et al., 2008) schizophrener Patienten wurden bereits zuvor berichtet. Wechselnde
Berichte in der Literatur zwischen erhohten und erniedrigten Proteinlevels legten bereits
zuvor die Hypothese nahe, dass Apolipoproteine auch durch antipsychotische Medikamente
beeinflusst werden. Dean und Kollegen konnten zeigen, dass ApoE in unbehandelten
schizophrenen Patienten, kongruent zu unseren Ergebnissen, erniedrigt ist, wahrend
Patienten, die Stimmungsaufheller erhielten, erhohte Serumspiegel aufweisen (Dean et al.,
2008).

Auch die Carbonanhydrase 3 (Ca3) wurde in beiden Experimenten p = 0,008 bzw. p = 0,004
in einem signifikant erhdhten Level identifiziert. Die Ca3 ist bislang vor allem mit
neuromuskuldren Erkrankungen wie der Myastenia gravis oder Muskeldystrophien
assoziiert. Eine Erhdhung der Carboanhydrase 1 (Cal), welche im ersten Experiment mit
einem FC von 10000,0 auch signifikant erhoht p = 0,0254 war, ist jedoch bereits mit
psychiatrischen Erkrankungen assoziiert. Johnston-Wilson und Kollegen berichten von einer
signifikanten Cal Erhdhung im frontalen Kortex depressiver Patienten (Johnston-Wilson et
al., 2000). Dies ist besonders interessant vor dem Hintergrund, dass bereits zuvor berichtet
wurde, dass Carboanhydrase Hemmer als antipsychotische Substanzen dienen, was eine
Involvierung der Proteine in die Pathophysiologie psychiatrischer Erkrankungen impliziert
(Erzengin et al., 2014, Hayes, 1994)

Insgesamt fielen in dieser Studie drei verschiedene Annexine auf, welche mit einer
Signifikanz von p < 0,1, verdnderte Proteinlevels in tgDISC1-Ratten, im Vergleich zu deren
Wurfgeschwister zeigten. Annexine sind eine Gruppe von Proteinen, Annexin A1-A11 und
A13 (Gerke and Moss, 2002), die als wichtiger Bestandteil der kalziumabhédngigen
Membrankanélen, durch zahlreiche zelluldre Funktionen, die Antikoagulation, Endozytose,
Exozytose, Signaltransduktion, zelluldre Proliferation und Apoptose involvierend
(Mussunoor and Murray, 2008, Ernst et al., 1990, Comera et al., 1989, Moss and Morgan,

2004), Teil der Zellreperaturmechanismes sind. In unserem ersten Experiment konnte mit

67



einem FC von 10000 ein erhohtes Level von Annexin A6 (Anxa6) (p = 0,0900) und
Annexin A4 (Anxa4) (p = 0,0876) festgestellt werden. Im zweiten Experiment zeigte sich
ein reduziertes Proteinlevel fiir Anxa6 mit einem FC von -10000 und p = 0,0338, sodass das
Ergebnis fiir Anxa6 nicht reproduziert werden konnte, jedoch in beiden Fillen eine
Dysregulation in den tgDISC1-Ratten vorlag. Ein weiteres Annexin Protein, Annexin A2
(Anxa2) zeigte sich in dem zweiten Experiment in reduzierter Menge mit einem FC von -
2,7 und p = 0,0384. Bislang ist ein Zusammenhang von psychiatrischen Erkrankungen mit
Anxa4 und Anxa6 noch nicht bekannt. Dysregulationen von Anxa2 wurden als p11/Anxa2
Komplex, ein Komplex mit dem Protein S100A10 (pl1), bereits in der Literatur mit
depressiven Erkrankungen, bipolarer Storung und PTSD (posttraumatic stress disorder =
posttraumatische Belastungsstorung) assoziiert (Su et al., 2009, Jin et al., 2019, Milosevic
et al., 2017). Eine Studie von Joaquim und Kollegen, identifizierte mittels Western Blot
Analyse signifikant reduzierte Proteinlevels von Annexin A3 (Anxa3) im Blut schizophrener
Patienten im Vergleich zu bipolaren Patienten und der Kontrollgruppe (Joaquim et al.,
2019). Wie bereits in der Einleitung berichtet, beruht das Konzept der DISClopathien auf
eine Proteinfehlfaltung und -Akkumulation des Proteins DISC1, welches eine tragende Rolle
in der Zellproliferation und intra- wie extrazelluldren Signaliibertragung hat, alles

Mechanismen bei denen Annexine bereits in Verbindung gebracht wurden.

Zusammenfassend stellt die Liquor-Proteomik-Analyse ein interessantes, noch weiter
ausbaubares Verfahren, zur Identifizierung moglicher Biomarker von DISC1opathien und
zum Verstindnis der Pathophysiologie einer Untergruppe schizophrener Patienten dar. Um
dieses Verfahren fortzufiihren, ist zundchst eine Verbesserung der Protein-Depletions -
Methode zur Etablierung eines standardisierten Protokolls wichtig, welches auch fiir die
kleinen Volumina von Rattenliquor geeignet ist. Zudem wire eine Wiederholung des
Experimentes mit einzelnen Liquorproben, ohne Pooling, bei einer erhéhten Probenanzahl
sinnvoll, sowie eine Verifizierung der Proben mittels Western-Blot Analyse. Die
Schwierigkeit dieses Verfahrens liegt in dem limitierten Probenmaterial einzelner
Versuchstiere. Dennoch zeigt diese Studie, dass tgDISCI1-Ratten ein verdndertes

intrathekales Proteom aufweisen und weitere Studien zur Vertiefung vielversprechend sind.
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4.4 Volumetrische Analyse der intrazerebralen Ventrikel

transgener DISC1-Ratten
Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass tgDISC1-Ratten im Vergleich zu ihren nicht
transgenen Wurfgeschwistern, kongruent zu ca 80% der vorherigen MR-Studien bei
schizophrenen Patienten (van Haren et al., 2008, Berger et al., 2017, Rimol et al., 2010,
Shenton et al., 2001) und DISC1 Maéusen (Pletnikov et al., 2008, Hikida et al., 2007), ein
signifikant erweitertes Ventrikelvolumen aufweisen.
Auch wenn die Ventikelerweiterung kein spezifisches Symptom ist, so gehort es doch zu
den am haufigsten replizierten Befunden in der Literatur die Neurophysiologie
schizophrener Patienten. Eine Vergroferung des Ventrikelvolumens legt eine Reduktion des
Hirnvolumens nahe. Im Anschluss an diese Arbeit zeigte sich mittels automatischer
Voxelmessung tensor-based morphometry (TBM) ein Trend zur Corpus-Callosum- und
Capsula-Externa-Hypoplasie sowie eine Hippocampus-Hyperplasie in tgDISCI-Ratten,
welcher anschlieend, durch mikroskopische Volumenanalyse post mortem, bestitigt
werden konnte (Hamburg et al., 2016). Del Re und Kollegen konnten 2016 passend dazu
eine Korrelation zwischen dem Ventrikelvoumen und Corpus Callosum Volumen in
schizophrenen Patienten nachweisen, welche in gesunden Kontrollen nicht zu sehen war
(Del Re et al., 2016).
Ein limitierender Faktor dieser Ergebnisse ist die, wenn auch verblindete, manuelle
Markierung der Pixel in jedem einzelnen Schnittbild hinsichtlich ihrer anatomischen
Zugehorigkeit welche fiir die anschlieBende, automatisierte 3D Rekonstruktion und darauf
basierende Volumenbestimmung ausschlaggebend ist.
Zusammenfassend unterstiitzt der Befund struktureller Hirnverdnderungen bei
schizophrenen Patienten die Hypothese einer verdnderten Hirnentwicklung bei einer
Subgruppe von schizophrenen Patienten und ist ein weiterer Fortschritt hinsichtlich des
Verstdndnisses der Neuropathologie von Schizophrenie und DISC1opathien im Besonderen.
Als Biomarker, im Sinne einer Differenzierung zwischen kranken und gesunden Patienten,

reichen die bislang recht unspezifischen MR-Veridnderung jedoch nicht aus.
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6 Anhang

Probennummer mittlere, korrigierte Hamoglobinkonzentration
Absorption bei 450 nm [ng/uL]

463 0,256 2936
484 0,486 17,024
509 0,334 7,699
446 0,545 20,642
457 0,161 0,596
477 0,233 1,503
499 0,217 0.815
514 0,231 1,381
458 0,140 0.564
427 0,231 1.381
1439 0,350 8,681
1445 0,425 13,284
1438 0,247 2.362
1480 0,324 7.086
1446 0,218 0,828
1462 0,204 0.716
1463 0,304 5859
1453 0,135 0,557
1481 0,184 0,645
1520 0,244 2178
1441 0,295 5307
1482 0,322 6,963

Tabelle 15: Hamoglobinkonzentration der einzelnen Liquorproben

Nach Abschluss der ELISA Reaktion wurde die Absorption der einzelnen Wells mit Hilfe
eines Mikrotiterplatten-Spektralphotometer der Firma ... (...) bei einer Wellenlange von
450 nm gemessen. Nach Berechnung des Mittelwertes eines jeden Duplikates wurde
der durchschnittlichen Hintergrundwert subtrahiert. Anhand der durch die Standartwerte
erstellte polynomische Standardkurve 2. Grades ergab sich folgende Gleichung zur
Berechnung der Hamoglobinkonzentration: mittlere, korrigierte Absorption = -5*(-05*x"?
+0,0163*x + 0,2
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