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Zusammenfassung

Einleitung: Die vorliegende Diplomarbeit beschaftigt sich mit zwei Themen: der
molekularen Uhr und dem Endoplasmatischen Retikulum-Stress (ER-Stress) in
Bezug auf die bipolare affektive Erkrankung (BD, engl. ,bipolar disorder®).

Bipolare Patienten leiden haufig unter einem gestorten circadianen Rhythmus. Die
circadiane Zeitgebung erfolgt durch eine rhythmische Expression von
Uhrengenen. Die vorliegende Diplomarbeit untersucht Aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator-like (ARNTL), eines der essentiellen Uhrengene und die
Monoaminooxidase A (MAO-A). MAO-A stellt die Verbindung der molekularen Uhr
und der Stimmungsregulation dar, da ARNTL die Transkription von MAO-A
aktiviert. Das Enzym Monoaminooxidase A baut die Neurotransmitter Serotonin,
Noradrenalin und Dopamin ab. Eine Dysbalance dieser kann zu affektiven Phasen
der BD fuhren.

Durch eine Anstauung fehlgefalteter und ungefalteter Proteine kommt es zum ER-
Stress. Die in Folge aktivierte Unfolded Protein Response (UPR) repariert die
Zelle oder leitet eine Apoptose ein. Diese Arbeit untersucht Schlisselgene der
UPR, namlich das Chaperon Binding immunoglobulin protein (BiP) und C/EBP

homologous protein (CHOP), welches eine Apoptose einleitet.

Methoden: ARNTL, MAO-A, BiP und CHOP wurden mittels quantitativer
Polymerasekettenreaktion (QPCR, engl. quantitative polymerase chain reaction)
untersucht. Die Expression der genannten Gene wurde zwischen der BD- (n = 81)
und der Kontrollgruppe (n = 54) verglichen. Aullerdem wurden die
Genexpressionsunterschiede in den verschiedenen Phasen der BD (depressiv: n
= 23, manisch: n = 10, euthym: n = 46) analysiert. Ebenso wurde untersucht, ob

die Genexpression von ER-Parametern, ARNTL und MAQO-A Kkorrelieren.

Ergebnisse: Die BD-Gruppe hatte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant
hdhere BiP-Expression im peripheren Blut (p = .01). BD-Patientinnen in einer
depressiven Phase verfigten des Weiteren Uber eine signifikant erniedrigte
ARNTL-Expression im Vergleich zur euthymen Gruppe (p = .047). Die
Genexpression von ARNTL korrelierte positiv mit MAO-A (p < .001) und BIiP (p =
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.02). Die Nullhypothesen der weiteren Fragestellungen konnten gegen die

Erwartungen nicht verworfen werden.

Konklusion: Ein veranderter circadianer Rhythmus und Veranderungen der UPR
scheinen eine entscheidende Rolle der Pathogenese der BD zu spielen. Die
Genexpressionsergebnisse zeigen erstmalig eine Verbindung der molekularen Uhr
und der Stimmungsregulation auf Genexpressionsebene im peripheren Blut von
BD-Studienteilnehmerinnen. Des Weiteren verdeutlichen die Resultate eine

Verbindung zwischen dem ER-Stress und dem circadianen Rhythmus.
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Abstract

Introduction: The presented final thesis focuses on two main topics: the molecular
clock and the endoplasmic reticulum stress (ER stress) in connection with bipolar
disorder (BD).

Bipolar patients often suffer from disturbed circadian rhythms. The circadian
timekeeping is based on the rhythmic expression of clock genes. This final thesis
analyses aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like (ARNTL), one of the
essential clock genes, and monoamine oxidase A (MAO-A). The latter represents
the connection between the molecular clock and mood regulation, since ARNTL
activates MAO-A. The enzyme monoamine oxidase A degrades the
neurotransmitters serotonin, noradrenalin and dopamine. A dysbalance of these
can lead to affective episodes of BD.

An accumulation of misfolded and unfolded proteins leads to ER stress. The
thereby activated Unfolded Protein Response (UPR) repairs the cell or initiates
apoptosis. This study investigates major players of the UPR, namely the
chaperone Binding immunoglobulin protein (BiP) and C/EBP homologous protein
(CHOP), which leads to apoptosis.

Methods: ARNTL, MAOA, BiP and CHOP were analysed with a quantitative
polymerase chain reaction (qQPCR). The expression of these genes was analysed
in patients with BD (n = 81) and the control group (n = 54). Gene expression
differences were also measured in different affective episodes (depression: n = 23,
mania: n = 10 and euthymia: n = 46). Furthermore, a possible correlation of
ARNTL, MAOA, BiP and CHOP was investigated.

Results: BD patients had a significantly higher expression of BiP in peripheral
blood (p = .01). Furthermore, the expression of ARNTL was significantly lower in
depressed BD patients compared to euthymic patients (p = .047). The expression
of ARNTL correlated positively with MAO-A (p < .001) and with BiP (p = .02). The

other null hypothesis could not be rejected.
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Conclusion: Disturbed circadian rhythms and alterations in the UPR seem to play
a major role in the disease’s pathogenesis. For the first time, the gene expression
results display the connection between the molecular clock and mood regulation
on gene expression level in peripheral blood of study participants with BD.

Furthermore, the results show the connection between ER stress pathways and

circadian rhythms.
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Glossar und Abkiirzungen

ANCOVA: Kovarianzanalyse (engl. ,Analysis of covariance®)

ARNTL: Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like

ATF4: Activating transcription factor 4

ATF®6: Activating transcription factor 6

ATPase: Adenosintriphosphatase

BAX: BCL2 associated X

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

Bcl-X: B-cell lymphoma X

BD: Bipolare affektive Erkrankung (engl. ,bipolar disorder®)

BiP: Binding immunoglobulin protein

Ca?*: Calcium-lon

CCG: uhrenkontrollierte Gene (engl. ,Clock-controlled Genes”)

cDNA: copy Desoxyribonukleinsaure (engl. ,copy deoxyribonucleic acid®)
CHOP: C/EBP homologous protein

CLOCK: Circadian locomotor output cycles kaput

CMF-PBS: Calcium and Magnesium Free Phosphate Buffered Saline
COPD: chronisch obstruktive Lungenerkrankung

(engl. ,Chronic obstructive pulmonary disease)

Cq: Quantification Cycle

CREB: cAMP response element-binding protein

CRY1: Cryptochrome 1

CRY2: Cryptochrome 2

CSNK1E: Casein-Kinase 1 epsilon

dCq: DeltaCq

DNA: Desoxyribonukleinsaure (engl. ,Deoxyribonucleic acid®)

dNTPs: Desoxyribonukleotidtriphosphate

DOC1/4/6: Downstream von CHOP 1, Downstream von CHOP 4, Downstream
von CHOP 6

DSM-IV: 4. Version des diagnostischen und statistischen Leitfadens psychischer
Storungen (engl. ,Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders®)
dt: Deutsch

elF2a: eukaryotic Initiation Factor of Translation
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elF2a-P: phosphoryliertes elF2a

Engl.: Englisch

ER: Endoplasmatisches Retikulum

ERAD: ER-assoziierte Proteindegradierung

(engl. ,ER associated protein degradation®)

ERO1a: ER-Oxidase 1a

ER-Stress: Stress des Endoplasmatischen Retikulums
GADD34: Growth arrest and DNA damage-inducible protein 34
GRP94: Glucose-regulated protein 94

GSK-3B: Glykogen-Synthase-Kinase 3 beta

GWAS: Genomweite Assoziationsstudien

(engl. ,Genome-wide association studies”)

H202: Wasserstoffperoxid

HAMD: Hamilton Rating Scale for Depression

HIV: Humaner Immundefizienz-Virus

HPA-Achse: Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse
(engl. ,hypothalamic—pituitary—adrenal axis®)

HPRT1: Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1

ICD-10: 10. Version der Internationalen Klassifikation von Krankheiten
(engl. ,International Classification of Disease”)

IRE1a: Inositol-Requiring Protein 1 Alpha

JNK-Pathway: c-Jun N-terminal kinase Pathway

Konz.: Konzentration

MAO-A: Monoaminooxidase A

MAO-B: Monoaminooxidase B

MAO-Hemmer: Monoaminooxidase-Hemmer

min: Minuten

min.: mindestens

mRNA: Boten-Ribonukleinsaure (engl. ,messenger ribonucleic acid®)
NPAS2: Neuronal PAS Domain Containing Protein 2 (PAS...period aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator single-minded domain)
NTC: No-Template-Control

PBMCs: mononuklearen Zellen des peripheren Blutes

(engl. ,peripheral blood mononuclear cells®)
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PER1-3: Period homolog 1-3

PERK: double stranded RNA dependent protein kinase like ER kinase

gPCR: quantitative Polymerase-Kettenreaktion

(engl. ,quantitative polymerase chain reaction”)

Rev-erba: syn. Nuclear receptor subfamily 1 group D member 1(NR1D1)
RHT: Retinohypothalamischer Trakt

RNA: Ribonukleinsaure (engl. ,ribonucleic acid®)

RNase: Ribonuklease

RORE: ROR-responsive element

RORa: RAR-related orphan receptor a (RAR...retinoic acid receptor)

ROS: reaktive Sauerstoffspezies (engl. ,reactive oxygen species®)

RT-: reverse Transkriptase negative Proben

RT: reverse Transkriptase

RT-PCR: reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

(engl. ,real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction”)
SCID-I: strukturierten klinischen Interview fur DSM-IV (engl. ,Structural Clinical
Interviews")

SCN: Suprachiasmatischer Nucleus

SERCA2: sarkoplasmatische/endoplasmatisches-Retikulum-Ca?*-ATPase 2
SNPs: Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. ,single nucleotide polymorphisms®)
SOP: Standard Operating Procedure (dt. ,Arbeitsanleitung”)

SSRIs: Serotonin-Wiederaufnahmehemmer

(engl. ,selective serotonin reuptake inhibitors®)

Tm: Schmelztemperatur

TRB3: Tribbles-related protein 3

UPR: Unfolded Protein Response (dt. ,ungefaltete Protein Reaktion®)

WHO: Weltgesundheitsorganisation (engl. ,World Health Organization®)
XBP1: X-box binding protein 1

YMRS: Young Mania Rating Scale
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1 Einleitung

1.1 Die bipolare Erkrankung

Die BD ist eine chronische Erkrankung, bei der Betroffene neben euthymen
Perioden (ausgeglichene Stimmungslage) manische und depressive Phasen
erleiden (Tolle & Windgassen 2014). Die Sterblichkeit von BD-Patientinnen ist
sowohl durch Suizide als auch somatische Begleiterkrankungen erhoéht. Dazu
kommt, dass BD-Patientinnen statistisch gesehen eine signifikant reduzierte
Lebensqualitat aufweisen, was einerseits durch die Erkrankung an sich und
andererseits durch Begleiterkrankungen erklart werden kann. Des Weiteren ist zu
beachten, dass die medikamentose Therapie durch etwaige Nebenwirkungen
negative Auswirkungen auf das alltagliche Leben (z.B. durch Auftreten von
Mudigkeit) oder die somatische Situation der Patientlnnen haben kann. Die
Schwierigkeit, soziale Beziehungen aufrecht zu erhalten, mit Geld umzugehen und
adaquat auf Ausnahmesituationen zu reagieren, tragt zusatzlich zu einer
reduzierten Lebensqualitat bei (Young & Grunze 2013). Nicht zu vergessen ist
auch das Stigma psychiatrischer Erkrankungen in der Gesellschaft, das sich in
den letzten Jahren zwar vermindert hat, aber nicht verschwunden ist.

Um diesen Problemen entgegenzuwirken ist es von enormer Bedeutung, die
Pathomechanismen der BD ganzheitlich zu verstehen und auf diese Weise die
Behandlung und Pravention optimieren zu kdnnen. Der wissenschaftliche Konsens
geht heute pathogenetisch vom Vulnerabilitats-Stress-Modell aus — polygene
Risikofaktoren und chronischer Stress in Kombination mit Episoden auslésenden
Triggern fuhren zu affektiven Episoden. Unter anderem wird eine Stérung der
circadianen Uhr und des ER-Stress, bei dem es zu einer Anstauung fehlgefalteter
Proteine kommt, diskutiert. Diese Arbeit zielt auf das Verstandnis der molekularen

Uhr und des ER-Stress im Zusammenhang mit BD ab.

1.1.1 Definition, Einteilung und Symptome

Die BD gehort zum Formenkreis der affektiven Erkrankungen, zu denen ebenfalls

unipolare Verlaufe einer Depression oder Manie zahlen. Im Gegensatz zu
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unipolaren affektiven Erkrankungen kommt es bei der BD zum Auftreten sowohl
depressiver als auch manischer Phasen. Neben den affektiven Phasen kann es

auch euthyme Intervalle geben (Tdlle & Windgassen 2014; Jann 2014).

Die BD wird in der zehnten Version der Internationalen Klassifikation von
Krankheiten der WHO (ICD-10, engl. ,International Classification of Disease®) wie
folgt definiert:

.Eine Erkrankung mit zwei oder mehr Episoden, in denen die Stimmungslage und
das Aktivitatsniveau der Betroffenen deutlich gestért sind. Zu einigen
Gegebenheiten treten bei dieser Erkrankung eine gehobene Stimmung und ein
erhdohtes Energie- und Aktivitatslevel auf (Hypomanie oder Manie), an anderen
eine gesenkte Stimmungslage sowie verminderte Energie und Aktivitat
(Depression)” - (World Health Organisation 2016; Tolle & Windgassen 2014).

Neben einer Anderung der Stimmung und Befindlichkeit, des Antriebes und der
Affizierbarkeit kommt es des Weiteren zu einem veranderten Biorhythmus (Lenz &
Kufferle 2008; Gastpar et al. 2003).

Tabelle 1-1 Unterteilung der BD in Gruppen (Rothenhéusler & Taschner 2013; SaB3 et al.
2003; Young & Grunze 2013; Arolt et al. 2011)

Gruppen der BD ‘
Bipolar-l-Stérung: zumindest eine manische oder gemischte Episode,

zudem (meist) Auftreten von depressiven Phasen
Bipolar-lI-Stérung: eine oder mehrere Episoden einer schweren

Depression und mindestens eine hypomane

Episode
Nicht naher Erkrankung mit bipolaren Merkmalen
bezeichnete bipolare (Stimmungslabilitat, Hypomanie, depressive
Storung: Phasen), die aufgrund ihrer zeitlichen Dauer

und/oder Intensitat nicht die Kriterien der Bipolar-II-

Stérung erfullen
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Zyklothyme Storung: zahlreiche depressive und hypomane Episoden
uber einen Zeitraum von zwei Jahren, die nicht die
Kriterien einer schweren Depression oder Manie

erfillen, symptomfreies Intervall unter zwei Monaten

1.1.1.1 Manie und Hypomanie

Das Hauptmerkmal der Manie ist eine gehobene und/oder gereizte
Stimmungslage Uber den Zeitraum von mindestens einer Woche (Lenz & Kufferle
2008; American Psychiatric Association 2000). Schon beim Auftreten einer
manischen Phase geht die 4. Version des diagnostischen und statistischen
Leitfadens psychischer Storungen (DSM-IV, engl. ,Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders®) von einer BD aus (Gastpar et al. 2003). Folgend sind
die diagnostischen Leitlinien fir die Diagnose einer Manie nach DSM-IV

zusammengefasst:

Tabelle 1-2 Diagnosefindung der Manie und Hypomanie (Moller 2015; American
Psychiatric Association 2000).

Manie Hypomanie ‘
Abnorme, anhaltend gehobene oder Abnorme, anhaltend gehobene oder
gereizte Stimmung und gesteigerte gereizte Stimmung und gesteigerte
Aktivitat, die klar von der normalen Aktivitat, die klar von der normalen
Stimmung des Betroffenen abgrenzbar Stimmung des Betroffenen abgrenzbar
ist ist
min. eine Woche min. vier aufeinanderfolgende Tage
Min. drei (bzw. vier bei alleinig gereizter Stimmung) der folgenden Symptome
mussen erfullt sein:

e Erhohtes Selbstwertgefiihl und/oder Groflenideen

Vermindertes Schlafbedurfnis

e Logorrhoe
e Ideenflucht oder Gedankenrasen
e Erhohte Ablenkbarkeit

e Gesteigerte, zielgerichtete Aktivitat oder psychomotorische Unruhe
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e Vermehrte Teilnahme an freudvollen Aktivitaten, die zu unangenehmen
Konsequenzen fuhren (z.B. unbedachte Investitionen)

Beeintrachtigung der sozialen oder Fur den/die Patientin untypische
beruflichen Funktionstuchtigkeit, Veranderungen des Funktionsniveaus
Hospitalisierung oder psychotische und der Stimmung, die fur andere
Symptome beobachtbar sind
Enthemmtes, risikoreiches Verhalten Kein vollig enthemmtes, risikoreiches
(z.B. schnelles Autofahren, Verhalten
unbedachte Geldausgaben,...)
Symptome sind nicht durch Substanzwirkung oder eine somatischen Grundlage

erklarbar

Die Konzentration und Aufmerksamkeit kdnnen gesenkt sein, das Interesse an der
Aktivitat ist aber im Gegensatz zur Depression meist gesteigert (Gastpar et al.
2003).

Die pathologische Auspragung der Hypomanie ist nicht immer eindeutig.
Hinweisend auf eine hypomane Episode sind personlichkeitsfremde, Ubersteigerte
Verhaltensmuster (Moller 2015). Im Gegensatz zur manischen Phase ist es
Patientinnen in der Hypomanie oft mdglich, ihr Sozial- und Arbeitsleben zu
erhalten (Gastpar et al. 2003). Oft wird die Hypomanie selbst nicht
wahrgenommen und ist nur durch eine Fremdanamnese diagnostizierbar (Mdller
2015).

1.1.1.2 Depression

Die  Depression ist durch eine gedrickte  Stimmungslage und
Antriebsverminderung gekennzeichnet (Lenz & Kifferle 2008). In der folgenden
Tabelle werden die Diagnosekriterien fir eine Depression nach DSM-IV

zusammengefasst:

Seite | 19



Tabelle 1-3 Diagnosefindung der schweren Depression (Moller 2015; American
Psychiatric Association 2000)

Schwere Depression

depressive Verstimmung oder Interessens- und Freudverlust
Zusatzlich mussen min. 5 der folgenden Symptome Uber einen Zeitraum von 2
Wochen bestehen:
e Gedruckte Stimmung, die fast den ganzen Tag anhalt
e Vermindertes Interesse und Anhedonie
e Deutliche Veranderungen des Korpergewichts
e Insomnie oder Hypersomnie
e Psychomotorische Unruhe oder Verlangsamung
e Mudigkeit oder Energieverlust
e Wertlosigkeitsgeflihle oder inadaquate Schuldgeflihle
e Verminderte Denk-, Konzentrations- und/oder Entscheidungsfahigkeit
e Suizidgedanken, Suizidplane, Suizidversuche
Klinisch bedeutsames Leiden, soziale oder berufliche Beeintrachtigung
Die Symptome lassen sich nicht auf Trauer (z.B. nach Verlusten geliebter
Menschen) zurlckfihren
Symptome sind nicht durch Substanzwirkung oder eine somatischen Grundlage

erklarbar

1.1.1.3 Gemischte Episoden

Meist treten gemischte Episoden beim Ubergang der beiden Extreme -
Depression und Manie — auf, kdnnen aber auch als isolierte, eigene Phase
bestehen. Charakteristisch ist ein zeitgleiches Auftreten manischer und
depressiver Symptome fast jeden Tag Uber mindestens eine Woche. So kann
beispielsweise eine gesteigerte Stimmungslage mit einer Antriebs- und
Denklahmung assoziiert sein, einem sogenannten manischen Stupor (Tolle &

Windgassen 2014; American Psychiatric Association 2000).
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1.1.2 Epidemiologie

Rothenhausler und Taschner geben die Pravalenz der BD fir Bipolar-I-
Erkrankungen mit 0,3 - 1,5% und fur Bipolar-1l-Erkrankungen mit 5,5% an. Diese
liegen unter der Lebenszeitpravalenz unipolarer Verlaufe (Rothenhausler &
Taschner 2013). Es ist allerdings zu beachten, dass in der Literatur flr die BD
sehr unterschiedliche Pravalenzwerte angegeben werden. Carlborg et al. (2015)
gibt eine Lebenszeitpravalenz von 1 - 2,4% an. Im Allgemeinen wird von einer
hoheren Pravalenz ausgegangen, da BD generell unterdiagnostiziert wird
(Carlborg et al. 2015). Die Unterdiagnostizierung kann einerseits durch
Fehldiagnosen (z. B. als unipolare Depression) erklart werden und andererseits
durch das erschwerte Abgrenzen zu nicht pathologischen Personlichkeitszugen.
Gerade bei leicht ausgepragten hypomanen Phasen wird die BD oft
falschlicherweise als unipolare Depression diagnostiziert (Carlborg et al. 2015;
Young & Grunze 2013). Das Erkrankungsverhaltnis von Mann und Frau ist
ausgeglichen. Im Gegensatz zur Depression ist die Erkrankungswahrscheinlichkeit

in unteren sozialen Schichten nicht erhoht (Lenz & Kufferle 2008).

1.1.3 Atiologie

Die Entstehung der BD ist auf eine multifaktorielle Genese zuruckzufuhren. Nach
dem Vulnerabilitats-Stress-Modell fluhrt Distress zu biologischen Veranderungen,
wie beispielsweise epigenetischen Veranderungen und/oder einer Dysregulation
der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse, engl.
~hypothalamic—pituitary—adrenal axis“), die bei einer vorliegenden genetischen
Pradisposition zum Ausbrechen der Erkrankung fuhren (Jaworska-Andryszewska
& Rybakowski 2016; Miklowitz & Chang 2008).

Noch nicht alle Wege der Krankheitsentstehung sind erforscht. Um die Erkrankung
ganzheitlich therapieren zu koénnen, ist es von enormer Bedeutung, die

Pathogenese weiter zu untersuchen und zu verstehen.

1.1.3.1 Genetik

Die BD weist einen starken Zusammenhang mit genetischen Faktoren auf. Man

geht im Gegensatz zu unipolaren affektiven Erkrankungen von einer geringeren
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psychosozialen Komponente der Pathogenese aus (Rothenhausler & Taschner
2013). Bei erkrankten Verwandten ersten Grades steigt die Wahrscheinlichkeit an
BD zu erkranken auf ein 10-faches der Allgemeinbevdlkerung an. Bei
monozygoten Zwillingen liegt die Konkordanzrate bei 80%, bei dizygoten hingegen
nur bei 20%. Dies lasst auf eine genetische Komponente schlief3en. Es wird von
einem polygenen Erbgang ausgegangen (Moller 2015; Tolle & Windgassen 2014).
Interessanterweise wurden auch bei den in dieser Diplomarbeit untersuchten
Genen (ARNTL, MAO-A und BIP) bereits in der Literatur genetische als auch
epigenetische Veranderungen bei BD beschrieben (Bengesser & Reininghaus
2013; Mansour et al. 2006; Bengesser, Reininghaus, et al. 2016; Kakiuchi et al.
2005; Le-Niculescu et al. 2009).

1.1.3.2 Neurobiologische Faktoren

Eine Balancestorung verschiedener  Neurotransmitter zahlt zu den
neurobiologischen Faktoren, die zur Entstehung der BD beitragen. Sehr
vereinfacht ausgedriickt, vermutet man bei der Depression eine Verminderung an
Serotonin, Dopamin und Noradrenalin. Serotonin-Wiederaufnahmehemmer
(SSRIs, engl. ,selective serotonin reuptake inhibitors“) und Monoaminooxidase-
Hemmer (MAO-Hemmer) greifen in dieses Ungleichgewicht ein und fihren zu
einer erhdhten Konzentration der beiden Neurotransmitter im synaptischen Spalt.
Bei der Manie vermutet man ein Uberangebot an Dopamin und Noradrenalin
(Lenz & Kufferle 2008). Die Synthese und Sekretion von Serotonin, Noradrenalin
und Dopamin unterliegt dabei dem circadianen Rhythmus, was fur diese

Diplomarbeit von besonderer Relevanz ist (McClung 2007b; Mcclung 2007a).

1.1.3.3 Neuroanatomische Faktoren

Durch strukturelle und funktionelle Bildgebung konnten Veranderungen der
Hirnstruktur bei BD festgestellt werden (Blond et al. 2012). So konnte eine
verminderte Konnektivitat zwischen limbischen Gehirnstrukturen, allen voran der
Amygdala, und dem ventralen prafrontalen Kortex festgestellt werden (Strakowski
et al. 2012). Bei unbehandelten Patientinnen kommt es zu einer Verminderung
des Volumens und gleichermallen zu einer vermehrten Aktivitat der Amygdala

(Blond et al. 2012). Des Weiteren werden eine Ventrikelerweiterung, Reduktion
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der grauen Substanz und Hippokampusdegeneration beschrieben (Moéller 2015).
Insgesamt gibt es sehr viele cross-sectionale Neuroimaging-Studien mit nicht
immer einheitlichen Ergebnissen. Longitudinale Studien sind in der Literatur kaum

zu finden.

1.1.3.4 Psychoneuroendokrinologie

Die psychoneuroendokrine Komponente der Pathogenese der BD weist auf eine
Dysregulation der HPA-Achse hin. Es kommt zu einer UberschieRenden
Stresshormonreaktion bei gestortem Feedback-Mechanismus (Moller 2015; Murri
et al. 2016). Bei BD liegen erhdhte Cortisolwerte im Blut vor (Murri et al. 2016).
Dabei geht die typische Tagesrhythmik der Sekretion verloren. Dies lasst auf eine
Fehlfunktion der inneren molekularen Uhr schliefen (McQuade & Young 2000;
McClung 2007a).

1.1.3.5 Circadiane Rhythmik und ER-Stress

Anhaltspunkte flr eine Assoziation der circadianen Rhythmik und dem ER-Stress
mit der BD werden in den Kapiteln 1.2.1 ,Uhrengene und die bipolare Erkrankung*

und 1.4.1 ,ER-Stress und die bipolare Erkrankung® naher beschrieben.

1.1.4 Prognose und Krankheitsverlauf

Das Erstmanifestationsalter liegt zwischen dem 25. und 30. Lebensjahr und ist
somit geringer als bei der unipolaren Depression (Gastpar et al. 2003;
Rothenhausler & Taschner 2013). Unbehandelt kommt es mit Fortschreiten der
Erkrankung zu einem vermehrten Auftreten affektiver Phasen mit immer kurzer
werdenden euthymen Intervallen (Moller 2015). In Langzeitstudien starben bis zu
11% der Patientinnen an Suizid, ein Drittel Ubte mindestens einen Suizidversuch
in ihrem Leben aus. Bezieht man frihere Suizidversuche, die nicht zu einem
Kontakt mit dem Gesundheitssystem fuhrten mit ein, steigt die Zahl weiter an
(Pallaskorpi et al. 2017). Die Sterblichkeitsrate ist neben Suiziden durch eine
Reihe  weiterer Faktoren wie Unfélle, Substanzmissbrauch  sowie
Begleiterkrankungen erhoht (Angst et al. 2002). Zu den Begleiterkrankungen

zahlen beispielsweise das metabolische Syndrom, kardio- sowie zerebrovaskulare
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und respiratorische Erkrankungen (Carlborg et al. 2015; Young & Grunze 2013;
Jann 2014; Angst et al. 2002). Die Prognose ist individuell sehr unterschiedlich,
kann aber vor allem durch frihzeitige therapeutische Malinahmen und aktive
psychoedukative Strategien positiv beeinflusst werden (Gastpar et al. 2003).
Durch eine Kombination von regelmallig eingenommener Medikation und weiteren
Therapiemoglichkeiten wie gezielter Psychoedukation kann diese chronische
Erkrankung in vielen Fallen besser unter Kontrolle gebracht und die

Lebensqualitat der Betroffenen wiederhergestellt werden.

1.1.5 Behandlung

Die Behandlung der BD ist aufgrund des chronischen Verlaufes und der
Schwankungen zwischen den beiden Extremen Manie und Depression schwierig.
Der Therapieerfolg ist geringer als bei einer schweren unipolaren Depression
(Jann 2014). Die BD kann als lebenslang bestehende, chronische Krankheit
bezeichnet werden. Die Therapie lasst sich in eine akute Behandlung der
Depression oder der Manie und eine Rezidivprophylaxe mit Phasenprophylaktika
unterteilen (Belmaker 2004; Rothenhausler & Taschner 2013; Moller 2015). Eine
medikamentése Uberflihrung der Depression in eine Manie oder umgekehrt, das
sogenannte "Switchen", ist bei der Therapie zu beachten und sollte nach

Maglichkeit vermieden werden (Méller 2015).

1.1.5.1 Medikamentose Behandlung

Das effektivste Phasenprophylaktikum ist Lithium (Geddes & Miklowitz 2013).
Lithium senkt sowohl die Haufigkeit als auch die Lange der affektiven Phasen
(Shan et al. 2016). Des Weiteren sinkt das Suizidrisiko unter Lithiumtherapie um
80% (Baldessarini et al. 2006). Die beiden Phasenprophylaktika Lithium und
Valproat beeinflussen sowohl die innere molekulare Uhr als auch den ER-Stress.
Lithium, und zu einem geringeren Anteil auch Valproat, inhibiert die Glykogen-
Synthase-Kinase 3B (GSK-3B), einen Bestandteil der inneren molekularen Uhr
(Valvassori et al. 2017; Lamont et al. 2010). Lithium degradiert auRerdem Nuclear
receptor subfamily 1 group D member 1 (Rev-erba) und fuhrt zu einer vermehrten
Expression von ARNTL (Yin et al. 2006). Des Weiteren wirken Lithium und

Valproat positiv regulatorisch auf die beiden Chaperone BiP und Glucose-
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regulated protein 94 (GRP94), die dem ER-Stress entgegenwirken (Kakiuchi et al.
2009; Chen et al. 2000; Shao et al. 2005). Valproat unterdrickt auRerdem das
proapoptotische CHOP (Li et al. 2017).

Nicht zu vergessen sind aber auch die moglichen Nebenwirkungen von Lithium,
namlich Polyurie sowie Polydipsie, Gewichtszunahme, gastrointestinale
Nebenwirkungen und ein feinschlagiger Tremor. Des Weiteren ist die
therapeutische  Breite  von Lithium  gering, weshalb  regelmaliige
Blutspiegelkontrollen erforderlich sind (Dellas 2011; Shan et al. 2016).

Neben Lithium werden auflerdem Antikonvulsiva, Antipsychotika und
Antidepressiva zur Behandlung der BD eingesetzt (Jann 2014; Geddes &
Miklowitz 2013).

1.1.5.2 Nicht medikamentése Behandlung

FUr eine optimale Therapieeinstellung sollte eine medikamentose Therapie mit
einer nicht medikamentdsen Therapie kombiniert werden. Einen wichtigen
Grundpfeiler stellt die Psychotherapie dar, hier im Speziellen die kognitive
Therapie und die Psychoedukation (Geddes & Miklowitz 2013; Mdller 2015).

Von besonderer Relevanz fur diese Studie ist, dass viele Therapiemdglichkeiten
der BD erfolgreich in die molekulare Uhr eingreifen. Sie werden als
chronotherapeutische Interventionen zusammengefasst (Lamont et al. 2010).
Schlafentzugstherapien und Lichttherapien bewirken eine neuerliche Einstellung
der molekularen Uhr (McClung 2007a). Verlangerte Bettperioden in Dunkelheit
(Dunkeltherapie) wirken antimanisch (Barbini et al. 2005; Wehr et al. 1998). Bei
der interpersonellen und sozialen Rhythmustherapie wird ein Zeitplan gemeinsam
mit dem/der Patientin erstellt, der einen geregelten Tagesablauf ermdglichen soll.
Beispielsweise werden die Schlafenszeit und Sportzeiten im Zeitplan festgelegt.
Diese Regelmaligkeiten im Tagesablauf senken die Rezidivwahrscheinlichkeit
(Frank 2007; Geddes & Miklowitz 2013; Frank et al. 2005). Die interpersonelle
Psychotherapie hilft bei der Bewaltigung psychosozialer Stressoren, wie

beispielsweise Rollenkonflikten (Mdller 2015).
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1.2 Die molekulare Uhr

Die innere molekulare Uhr regelt den kérpereigenen Rhythmus und stimmt ihn mit
externen Stimuli Uberein. Auf diese Weise wird eine bestmdgliche Anpassung der
korpereigenen Prozesse an Tages- und Nachtphasen ermdglicht. Durch eine
Ubereinstimmung der inneren molekularen Uhr mit der Umwelt ist eine Anpassung
an diese moglich, was einen entscheidenden Selektionsvorteil mit sich bringt. Aus
diesem Grund verfligen nahezu alle bekannten Lebewesen (Eukaryoten und
Bakterien) Uber einen inneren ,Zeitgeber” (Lowrey & Takahashi 2004). Eine
Entstehungstheorie besagt, dass mithilfe der inneren molekularen Uhr die
vulnerable Phase der Desoxyribonukleinsaure (DNA, engl. ,Deoxyribonucleic
acid“) -Synthese vermehrt in der Nacht stattfinden kann, was zu weniger
Zellschaden und damit fur den Organismus vorteilhaft ist. Nachts finden
hauptsachlich anabole Prozesse statt, wohingegen am Tag katabole Prozesse
ablaufen (Lowrey & Takahashi 2004; Hastings et al. 2003). Der Schlafrhythmus,
aber auch etliche endokrine, metabolische als auch immunologische Prozesse
werden durch die innere molekulare Uhr bestimmt (Charrier et al. 2017).
Spezifisch werden die Korpertemperatur, die Cortisol- und Melatoninproduktion,
der Blutzuckerwert, der Blutdruck, aber auch Neurotransmittermengen von der
molekularen Uhr beeinflusst. Veranderungen der inneren molekularen Uhr fihren
zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit fur Krebserkrankungen, Diabetes, Adipositas
und affektive Storungen (Valenzuela et al. 2016; Agostinelli et al. 2016).

Das Zentrum der internen Zeitgebung (die sogenannte ,Master-Clock®) befindet
sich im Suprachiasmatischen Nucleus (SCN) des Hypothalamus (Shearman et al.
2000). Das Geflecht aus Nervenzellen im SCN Ubernimmt die Funktion eines
circadianen Oszillators (Porterfield & Mintz 2009). Bei dem wohl bedeutendsten
auleren Faktor, der die molekulare Uhr beeinflusst, handelt es sich um Licht
(Charrier et al. 2017). Neben dem Stabchen- und Zapfensystem zur visuellen
Informationsdetektion gibt es eine weitere Form von retinalen Ganglienzellen, die
bei Lichteinwirkung depolarisieren und zu einer Freisetzung von Melanopsin
fuhren (Hastings et al. 2003). Melanopsin wiederum fuhrt zu einer Aktivierung von
Glutamat, welches als primarer Neurotransmitter des Retinohypothalamischen
Trakts (RHT) fungiert (Porterfield & Mintz 2009; Travnickova-Bendova et al. 2002).
Der RHT stellt eine direkte, monosynaptische Informationsverbindung zwischen
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der Netzhaut und dem SCN her (Abrahamson & Moore 2001; Crosio et al. 2000).
Besonders eindrucksvoll ist die Anpassung der inneren molekularen Uhr an die
Aulenwelt bei den zweimal jahrlich erfolgenden Zeitumstellungen zu beobachten.
Im Oktober, wenn die Uhren um eine Stunde zurlckversetzt werden, wachen viele
Menschen bereits vor dem Lauten des Weckers auf, da sie noch an die bisherige
Zeitgebung angepasst sind. Bereits innerhalb weniger Tage gleicht sich der innere
Rhythmus jedoch wieder an die aullere Zeitgebung an (Dunlap 1999).
Bemerkenswert ist, dass der SCN auch in kompletter Dunkelheit, ohne
stimulierende Lichtreize, einen ungefahren 24-Stundenrhythmus beibehalt (Crosio
et al. 2000). Der Bereich der inneren molekularen Zeitgebung bei gesunden
Erwachsenen liegt bei 24 Stunden und 11 Minuten mit einer Standardabweichung
von 16 Minuten. Durch den Input externer Stimuli wird der kdrpereigene Rhythmus
auf exakt 24 Stunden abgestimmt (Charrier et al. 2017). Eine Lichteinwirkung in
der spaten Nacht beschleunigt die innere molekulare Uhr, wohingegen Licht in der
fruhen Nacht den Rhythmus verzogert (Travnickova-Bendova et al. 2002). Die
interne Zeitgebung des SCN ohne Einfluss auferer Stimuli wird durch einen
transkriptionalen-translationalen-Feedbackkreis ermoglicht, der anschliel3end noch
ausfuhrlicher beschrieben wird. Neben Licht gibt es noch weitere Zeitgeber wie
soziale Einflusse, die Aullentemperatur oder korperliche Betatigung, die die
molekulare Uhr beeinflussen, allerdings in einem weitaus geringeren Mal} (Lowrey
& Takahashi 2004). Dass Licht den primaren Zeitgeber fur Menschen darstellt,
lasst sich gut an Schichtarbeitern erkennen. Selbst wenn diese ausschliellich in
der Nacht arbeiten, kommt es zu einer fehlenden Anpassung des inneren
Rhythmus (Mistlberger & Skene 2004). Bei manchen blinden Individuen scheint
der Schlaf-Wach-Rhythmus zum primaren Zeitgeber zu werden und ermdglicht auf
diese Weise einen angepassten 24-Stundenrhythmus. Die genauen Mechanismen
dieser Zeitgebung sind allerdings noch nicht bekannt (Klerman et al. 1998).
Soziale Zeitgeber bei beidseitiger Enukleation konnten nicht nachgewiesen
werden (Mistlberger & Skene 2004).

Neben dem SCN gibt es noch viele weitere periphere Zeitgeberzentren,
sogenannte ,Extra-SCN-Oszillatoren® oder ,Sklaven-Oszillatoren®. Diese sind
allerdings auf Signale vom SCN angewiesen und verlieren nach 2-7 Tagen ihren
eigenstandigen 24-Stundenrhythmus. Es ist nach wie vor nicht vollstandig geklart,

was den SCN von den peripheren Oszillatoren abhebt. Im Gegensatz zu den
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peripheren Oszillatoren erhalt der SCN durch den RHT direkt Informationen Uber
den Lichtstand. Allerdings bleibt der Rhythmus des SCN selbst bei andauernder
Dunkelheit erhalten und klingt im Gegensatz zu den peripheren Oszillatoren nicht
ab. Es wird vermutet, dass im SCN andere Proteinkonzentrationen und kinetische
Verhaltnisse vorliegen als in den ,Extra-SCN-Oszillatoren* (Reppert & Weaver
2002; Crosio et al. 2000; Lowrey & Takahashi 2004). Ein wichtiger Botenstoff, der
vom SCN angeregt wird und von der Glandula pinealis produziert wird, ist
Melatonin. Dieses synchronisiert die ,Extra-SCN-Oszillatoren® und stellt einen
wichtigen Regelmechanismus des Schlaf-Wach-Rhythmus dar (Charrier et al.
2017).

Die innere Zeitgebung wird durch einen transkriptionalen-translationalen-
Feedbackkreis ermoglicht. Von zentraler Bedeutung sind die beiden Uhrengene
Circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK) und ARNTL. Bei CLOCK und
ARNTL handelt es sich um zwei Transkriptionsfaktoren, die heterodimerisieren
und folglich zur Transkription der drei Period Gene (PER1-3) sowie der zwei
Cryptochrome Gene (CRY1-2) fuhren (Shearman et al. 2000). Dazu bindet das
CLOCK-ARNTL-Heterodimer an sogenannte E-box Enhancer in den
Promotorregionen der Gene und aktiviert diese somit (Reppert & Weaver 2002).
Alternativ kann ARNTL mit dem Neuronal PAS Domain Containing Protein 2
(NPAS2) dimerisieren (Debruyne et al. 2007). Morgens liegt nur eine kleine Menge
an PER- und CRY-Proteine im SCN vor. Im Laufe des Tages steigt die Menge an,
bis sie nach etwa 12 Stunden - in der frithen Nacht — ihr Maximum erreicht
(Charrier et al. 2017). Wenn die Konzentration an PER- und CRY-Proteinen
ausreichend hoch ist, bilden diese Heterodimere. Zusatzlich findet eine
Phosphorylierung durch Casein-Kinase-19, Casein-Kinase-1¢ und GSK-30 statt.
Die PER-CRY-Casein-Kinase-18/ Casein-Kinase-1¢-Heterodimere wandern in den
Nucleus der Zelle, wo sie das CLOCK-ARNTL-Heterodimer inhibieren. Durch
Inhibition der Transkriptionstatigkeit des CLOCK-ARNTL-Heterodimers inhibieren
sie ihre eigene Produktion, wodurch die Menge an CRY- und PER-Proteinen in
der Nacht sinkt. Die Phosphorylierung spielt vermutlich flr die Repressoraktivitat
eine Rolle und beschleunigt den Abbau von PER. Dies ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Zyklus. Solange PER und CRY das
CLOCK-ARNTL-Heterodimer inhibieren, kann kein erneuter Zyklus starten
(Etchegaray et al. 2009; McClung 2007a). PER1 und im geringeren Male auch
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PER?Z2 werden durch Licht aktiviert. PER3 hingegen ist nicht lichtsensitiv und spielt
vermutlich far uhrenkontrollierte Gene (CCG, engl. ,Clock-controlled Genes”) eine
Rolle (Travnickova-Bendova et al. 2002). CRY weist eine hohere
Repressionswirkung auf als PER (Langmesser et al. 2008; Bunger et al. 2000).
Die Aktivitdt des CLOCK-ARNTL-Heterodimers steigt folglich wahrend der Nacht,
da die Menge der inhibierenden CRY- und PER-Proteine immer geringer wird. In
der Fruh wird durch den CLOCK-ARNTL-Komplex erneut eine Transkription der
PER- und CRY-Gene eingeleitet, wodurch der Kreislauf fortgesetzt wird (Charrier
et al. 2017). Neben dem oben beschriebenen negativen Feedbackkreis gibt es des
Weiteren einen positiven und einen stabilisierenden Feedbackmechanismus. Der
stabilisierende Feedbackkreis wird durch Rev-erba sowie dem RAR-related
orphan receptor a (RORa) gebildet. ARNTL verfugt Uber ein ROR-responsive
element (RORE) in seinem Promotor. Sowohl Rev-erba als auch RORa kénnen an
RORE binden. RORa aktiviert die Transkription von ARNTL, wohingegen Rev-
erba diese inhibiert. Rev-erba und RORa konkurrieren im Zellkern um eine
Bindung an RORE (Charrier et al. 2017; Zhang et al. 2015). Rev-erba und RORa
regulieren auf dieselbe Weise auch NPAS2. Wahrend der Nacht sinkt die Menge
an Rev-erba, wodurch NPAS2 von RORa schlussendlich aktiviert werden kann
(Matsumura et al. 2013). Der positive Feedbackmechanismus wird durch die
inhibierende Wirkung der PER- und CRY-Proteine auf ARNTL initiiert. Die
verminderte ARNTL-Transkription flihrt zu einer Inhibierung von Rev-erba und
somit zu einer Deinhibierung von ARNTL, das normalerweise von Rev-erba
negativ reguliert wird (Becker-Weimann et al. 2004). In anderen Studien wird von
der selbst-limitierenden Wirkung ARNTL’s berichtet, da es Rev-erba aktiviert.
(Jolley et al. 2014).

Durch die Bindung des CLOCK-ARNTL-Heterodimers an die Promotorregionen
der CCG konnen diese aktiviert werden (Lowrey & Takahashi 2004).
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Phosphorylierung

Casein-Kinasen, GSK-3

Abbildung -1 Schematisierter Aufbau der molekularen Uhr: ARNTL bildet mit
CLOCK oder NPAS?2 ein Heterodimer und fiihrt zur Transkription von PER und CRY. Die
PER- und CRY-Proteinmenge steigt durch Lichteinwirkung an, wodurch ihre Anzahl
tagsiiber ansteigt und in der frithen Nacht ihr Maximum erreicht. PER und CRY bilden
Heterodimere, werden durch Casein-Kinasen sowie GSK-3f phosphorylisiert und
inhibieren ARNTL/CLOCK/NPAS2 sowie ihre eigene Produktion. Durch diese
Selbstlimitierung und die fehlende Lichtexposition in der Nacht sinkt die Menge an
inhibierenden =~ PER- und  CRY-Proteinen = wodurch  die  Aktivitit  von
ARNTL/CLOCK/NPAS2 wiéhrend der Nacht steigt. Morgens aktiviert die grole Menge an
ARNTL/CLOCK/NPAS?2 erneut die Transkription von PER und CRY. Auf diese Weise
beginnt der Kreislauf erneut und fiihrt zur rhythmischen Expression von CCG. Neben
diesem Regulationsweg gibt es einen weiteren Feedbackmechanismus — den
stabilisierenden Feedbackkreis. RORa aktiviert die Transkription von ARNTL und NPAS2,
wohingegen Rev-erbo diese inhibiert (eigene Darstellung).
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1.2.1 Uhrengene und die bipolare Erkrankung

sUnter allen psychiatrischen Erkrankungen gibt es fiir die BD die meisten Belege
fur vorliegende genetische Verdnderungen der Uhrengene* - (Lamont et al. 2010)

Psychisch erkrankte Menschen leiden zu einem hohen Anteil an Ein- und
Durchschlafstérungen. Bei der BD kommt es gehauft zu einem unregelmaligen
Tagesrhythmus mit Schlafstorungen in der Nacht und eventuellem daraus
resultierendem Mudigkeitsgefihl am Tag. Im Rahmen einer manischen Phase ist
in den meisten Fallen das Schlafbedulrfnis stark reduziert oder sogar aufgehoben
(Charrier et al. 2017). Schlafstérungen stellen auch das haufigste Vorzeichen
einer Manie dar (Jackson et al. 2003). Der Ubergang von einer (Hypo)manie in die
Depression oder Euthymie findet haufig wahrend oder nach dem Schlaf statt. Der
Ubergang von der Depression zur (Hypo)manie hingegen tritt haufiger wahrend
oder nach einer Wachphase auf. Eine Verklrzung des Schlafes geht regelmalig
einer Manie voran, wohingegen eine Verlangerung zu einer Depression flhren
kann (Lamont et al. 2010; Bamne et al. 2013). Selbst wahrend der krankheitsfreien
Intervalle kommt es bei der BD vermehrt zu Schlafstorungen (Seleem et al. 2015).
Ein geregelter Schlaf-Wach-Rhythmus und soziale Zeitgeber wirken therapeutisch
gegen affektive Phasen. Im Gegenzug kann ein ungeregelter Tagesrhythmus zum
Ausbruch affektiver Phasen fuhren (Roybal et al. 2007). Die Depression scheint
ebenfalls einer circadianen Pathogenese zu unterliegen. So steigt die Pravalenz
der Depression in den Wintermonaten an. In Landern mit langen, dunklen
Winternachten ist sie ebenfalls erhéht (Roybal et al. 2007). Die circadiane
Rhythmik fahrt zur periodischen Expression von CCG, die wahrend einer
affektiven Episode verandert sind. Es kommt dadurch zu abnormalen Melatonin-,
Adrenalin- und Cortisolwerten. Die Koérpertemperatur, der Blutdruck und der Puls
sind ebenfalls verandert. Unter Therapie gleichen sich die genannten
Abweichungen jedoch an die Normwerte an. Daraus kann geschlossen werden,
dass Fehlfunktionen der molekularen Uhr an der Pathogenese der BD beteiligt
sind (McClung 2007a). Eine weitere Mdglichkeit ware, dass eine affektive Episode
uber andere Mechanismen zu einer Fehlfunktion der molekularen Uhr fuhrt
(McClung 2007c). Ein veranderter Input der molekularen Uhr, direkte

Veranderungen des translationalen-transkriptionalen Feedbackkreises oder ein
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veranderter Output in Form von veranderten CCG kdnnte hierfur verantwortlich

sein (Nievergelt et al. 2006).

1.2.1.1 Vorstudien genetischer Veranderungen von Uhrengene bei BD

Heute werden genetische Analysen entweder hypothesengeleitet als
Assoziationsstudien  oder hypothesenfrei in  modernen genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS, engl. ,Genome-wide association studies)
durchgefuhrt. Bei jenen Studien werden Polymorphismen von Betroffenen und
einer Kontrollgruppe verglichen. Meist handelt es sich hierbei um Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs, engl. ,single nucleotide polymorphisms®) (Mansour et al.
2009). Mansour et al. konnten 2006 einen Zusammenhang zwischen bestimmten
SNPs von ARNTL und der BD herstellen, fuhrten aber keine Korrekturen fur
mehrfaches Testen durch und wiesen auf die Notwendigkeit einer Studie mit
grolierer Fallzahl hin (Mansour et al. 2006). Mansour et al. fihrten 2009 erneut
eine Assoziationsstudie mit 21 Uhrengenen durch, bei der nach der Korrektur fir
mehrfaches Testen kein Zusammenhang mit BD festgestellt werden konnte,
obwohl bestimmte SNPs von ARNTL eine signifikante Assoziation zeigten
(Mansour et al. 2009). Etliche weitere Studien wiesen ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen spezifischen SNPs von ARNTL und BD nach, konnten
aber nach der Bonferroni-Korrektur fur mehrfaches Testen keine Signifikanz
nachweisen (Gonzalez et al. 2015; Shi et al. 2008; Soria et al. 2010; Geoffroy et
al. 2015). Nievergelt et al. konnten mithilfe einer Haplotypen-Analyse spezifische
Haplotypen von ARNTL signifikant mit BD in Verbindung bringen (Nievergelt et al.
2006). Dmitrzak-Weglarz et al. fanden ebenfalls einen Haplotyp von ARNTL, der
vermutlich das Risiko fur die BD erhoht und einen, der protektiv wirkt (Dmitrzak-
Weglarz et al. 2015).

Eine spezifische Art einer Assoziationsstudie sind GWAS (Mansour et al. 2009).
Etliche GWAS-Studien fanden keinen Zusammenhang zwischen Uhrengenen und
BD (Consortium 2007; Sklar et al. 2008; Scott et al. 2009; Ferreira et al. 2008).
Durch eine Kombination der Daten vorhergegangener GWAS koénnen dabei
Genvarianten identifiziert werden, die in den einzelnen Studien beispielsweise

durch eine zu geringe Fallzahl keine Signifikanz erreichten (Le-Niculescu et al.
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2008). McCarthy et al. fuhrten eine quantitative bioinformatische Studie durch, die
auf den Daten vorhergegangener, online zuganglicher GWAS basiert. Bei 50% der
untersuchten Uhrengene konnte eine Assoziation mit mindestens einer
psychiatrischen Erkrankung hergestellt werden. Unter diesen 50% war auch
ARNTL, bei dem eine signifikante Assoziation mit BD ersichtlich war (McCarthy et
al. 2012). Le-Niculescu et al. fuhrten ebenfalls eine kombinierte Analyse der Daten
mehrerer GWAS durch. Dabei wurde ARNTL gemeinsam mit drei weiteren Genen
ein Platz an der Spitze der Liste der potenziellen Kandidatengene, die das Risiko
an BD zu erkranken erhéhen, zugesprochen (Le-Niculescu et al. 2008).

Yang et al. fihrten eine quantitative Analyse der Uhrengene an Fibroblasten
mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (qPCR, engl. quantitative
polymerase chain reaction) durch. Es ergab sich ein Trend fur eine verminderte
ARNTL-Boten-Ribonukleinsaureexpression (mMRNA, engl. ,messenger ribonucleic
acid“) mit einem p-Wert von 0.068 (Yang et al. 2009). Nakatani et al. fanden eine
signifikant erhohte ARNTL-Expression in post mortem enthommenen

Gehirnproben von Bipolar-I-Erkrankten (Nakatani et al. 2006).

Neben ARNTL sind eine Reihe weiterer Uhrengene bei BD verandert. Mutationen
des CLOCK-Gens beispielsweise fuhren zu einem verlangerten Schlaf-Wach-
Rhythmus (Charrier et al. 2017). Genetisch veranderte Mause mit einer Mutation
im CLOCK-Gen zeigen ein manieartiges Verhalten, das durch Lithiumgabe
normalisiert werden kann (Roybal et al. 2007). Des Weiteren fand Johansson et al.
(2003) einen Zusammenhang zwischen bestimmten CLOCK-Polymorphismen und
der saisonal affektiven Storung, auch als ,Winterdepression“ bekannt. Aul3erdem
zeigte sich eine erhdhte Pravalenz flr den nachtaktiven Typus, der ein erhdhtes
Risiko fur psychiatrische Erkrankungen aufweist (Johansson et al. 2003; Lamont
et al. 2007). Ein bestimmter Polymorphismus am C-Allel von CLOCK ist zudem mit
einem erhdhten Auftreten affektiver Episoden verbunden (Benedetti et al. 2003).

Mutationen von PERZ2 flihren zum ,familial advanced sleep phase syndrome*
(familiares verfrihtes Schlafphasensyndrom), bei dem Betroffene dem
eigentlichen Rhythmus voraus sind und bereits um 7:30 abends einschlafen. Sie
erwachen dafur bereits um etwa 4:30 morgens und verpassen auf diese Weise

einen wichtigen Teil der sozialen Zeit ihrer Mitmenschen (Toh et al. 2001).
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Mutationen von PER3 hingegen sind mit dem ,delayed sleep phase syndrome*
(verspatetes Schlafphasensyndrom) verbunden (Pereira et al. 2005).

Diese Ergebnisse deuten auf eine circadiane Pathogenese der BD hin. Vor allem
ein Untertyp der BD, bei dem es zu einem raschen Wechsel der Phasen kommt
(Rapid Cycling) scheint durch eine Fehlfunktion der inneren molekularen Uhr

bedingt zu sein (Bamne et al. 2013).
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1.3 MAO-A und die bipolare Erkrankung

MAO-A und die Monoaminooxidase B (MAO-B) sind Enzyme, die monoamine
Neurotransmitter oxidativ. deaminieren und somit abbauen. Serotonin,
Noradrenalin und Adrenalin werden bevorzugt von MAO-A abgebaut. Dopamin
wird sowohl von MAO-A als auch MAO-B abgebaut (Shih et al. 2011). MAO-
Hemmer werden auch in der medikamentdésen Behandlung von depressiven
Erkrankungen eingesetzt. Der Abbau der oben genannten Neurotransmitter wird
hierbei gehemmt. MAO-Hemmer wirken antidepressiv und antriebssteigernd
(Dellas 2011; Lin et al. 2008). Da vermutlich eine Balancestorung verschiedener
Neurotransmitter an der Entstehung der BD beteiligt ist, wie im Abschnitt 1.1.3.
JAtiologie* unter dem Punkt 1.1.3.2. ,Neurobiologische Faktoren“ naher
beschrieben, ist es sinnvoll, Gene, die diese Neurotransmitter metabolisch oder
kinetisch beeinflussen, zu untersuchen (Lin et al. 2008). Dies wurde in Studien an
Mausen bereits durchgefihrt. MAO-A-Knockout-Mause, bei denen das MAO-A-
Gen deaktiviert ist, zeigten Verhaltensveranderungen im Sinne einer erhdhten
Aggressivitat. Daraus kann geschlossen werden, dass MAO-A einen Einfluss auf
das Verhalten haben kann (Scott et al. 2008; Cases et al. 1995). Etliche Studien
konnten zudem einen Zusammenhang zwischen genetischen Veranderungen von
MAO-A und BD (Kawada et al. 1995; Preisig et al. 2000; Reza et al. 2015;
Rubinsztein et al. 1996) feststellen, es gab allerdings auch viele Ergebnisse, die
auf keine Korrelation schlieBen lassen (Nothen et al. 1995; Turecki et al. 1999;
Craddock et al. 1995; Huang et al. 2008). Die Uneinigkeit der Studienergebnisse
kann maglicherweise auf die multifaktorielle Genese der BD zurlckgeflhrt
werden. Eine Kombination aus vielen unterschiedlichen pradisponierenden Genen
kann zum Ausbruch der Erkrankung fiuhren. Dazu kommt noch, dass
Umwelteinflisse in Form von epigenetischen Veranderungen auch Einfluss auf die
Pathogenese nehmen kénnen (Lin et al. 2008). Weitere Studien sind nétig um die
Bedeutung von MAO-A bei der Entstehung der BD zu verstehen.

Besonders relevant fur die vorliegende Studie ist, dass MAO-A und damit auch der
Neurotransmitterabbau dem circadianen Rhythmus unterliegt. Das ARNTL-
NPAS2-Heterodimer kann die Transkription von MAO-A initiieren, was zu einem
vermehrten Abbau von Dopamin fuhrt und folglich einer Manie entgegenwirkt

(Kripke et al. 2009). Hampp et al. beschreiben des Weiteren eine Bindung des
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CLOCK-ARNTL-Heterodimers an MAO-A, sowie eine positive regulatorische
Eigenschaft von PER2. Ein Fehlen von PER?2 fuhrt zu einer geringeren MAO-A-
Expression, was zu einem Uberangebot an Dopamin und damit verbundenen
Verhaltensanderungen fuhrt (Hampp et al. 2008).

MAO-B-Inhibitoren sind wirksam gegen ER-stressinduzierten Zelltod (Sanz et al.
2009). ER-Stress fihrt iber eine gestorte Ca?*-Homoostase zur erhéhten MAO-A-
Aktivitat, durch welche vermehrt Reaktive Sauerstoffspezies (ROS, engl. ,reactive
oxygen species”) anfallen. Ein Nebenprodukt von MAO-A ist Wasserstoffperoxid
(H202), das zu den ROS zahlt (Lee et al. 2013).

In der folgenden Darstellung ist die vermutlich veranderte MAO-A-Expression bei
BD und ihre Auswirkungen schematisiert dargestellt:

mitter
CLOCK
ARNTL
NPASZ
—_—
Inhibierung

q :/ o ""--\\\

Abbildung 1-2 Schematisierter Aufbau der molekularen Uhr und ihrer Auswirkungen
auf MAO-A: Bei BD kommt es durch eine verringerte ARNTL-Expression in Folge zu
einer geringeren MAQO-A-Expression, was sich an einem Anstieg der Neurotransmitter
(Dopamin, Serotonin, Noradrenalin, Adrenalin) bemerkbar macht. Ein Anstieg der
Neurotransmitter kann zu einer Manie fithren (eigene Darstellung).
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1.4 ER-Stress

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein Netzwerk aus schlauchartigen
Membrantubuli und abgeplatteten Zisternen, das in allen eukaryotischen Zellen
das Zytoplasma durchzieht (Zhang & Kaufman 2008; Campbell & Reece 2009).
Der Name ,Endoplasmatisches Retikulum® leitet sich von den Woértern ,endos®
(innerhalb) und ,reticulum® (kleines Netz) ab (Horn 2009). Es erstreckt sich von
der Zellmembran der Zelle bis zum Zellkern und macht in vielen eukaryotischen
Zellen mehr als die Halfte der Membranoberflache aus. Elektronenmikroskopisch
kann das ER in einen ribosomenbesetzen und aus diesem Grund rau
erscheinenden Bereich und einen glatten Bereich unterteilt werden (Campbell &
Reece 2009). Im glatten ER findet die Synthese von Lipiden, ein Teil der
Glukoneogenese, die Herstellung von Bilirubin sowie eine Detoxifizierung von
Giften und Medikamenten statt. Des Weiteren werden Steroidhormone im glatten
ER produziert, wodurch Organe mit vermehrter Steroidproduktion, wie die
Nebennierenrinde und der Hoden, einen hohen glatten ER-Anteil aufweisen.
Leberzellen besitzen durch ihre Entgiftungsfunktion auch vermehrt glattes ER. Bei
Alkoholikern oder durch Barbituratmissbrauch kommt es kompensatorisch zu einer
Vermehrung des glatten ER. Aufgrund der dadurch erhdhten Entgiftungsfunktion
wird erst bei einer hoheren Dosis der Effekt der Drogen wahrgenommen
(Campbell & Reece 2009; Horn 2009). Das glatte ER ist auRerdem der grofRte
Calciumspeicher der Zelle (Sprenkle et al. 2017). An den Ribosomen des rauen
ERs findet die Proteinbiosynthese statt (Horn 2009). Die meisten sekretorischen
Proteine, aber auch Membranproteine und Lysosomen werden im rauen ER
gebildet (Horn 2009; Campbell & Reece 2009). Durch eine N-terminale
Signalfrequenz findet die Translation der auf diese Weise markierten mRNA der
sekretorischen Proteine an den Ribosomen des ERs statt und nicht an den freien
Ribosomen im Zytosol (Sprenkle et al. 2017). Ein Teil der neu synthetisierten
Proteine wird schlussendlich im Lumen des ER durch Faltungen und
posttranslationale Modifizierungen fertiggestellt (Lodish et al. 2000). Die Funktion
der Proteine wird ausschlaggebend durch ihre dreidimensionale Faltung bedingt
(Diaz-Villanueva et al. 2015). Aufgrund krankheitsbedingter mutierter Proteine,
viraler Infektionen, einer erhohten Sekretion in endokrinen und exokrinen Zellen,

ROS, Veranderungen der Ca?*-Homodstase oder Hypoxie kommt es vermehrt zu
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fehlgefalteten Proteinen (Bengesser, Fuchs, et al. 2016; Dufey et al. 2014). Selbst
im gesunden Organismus werden bis zu 30% der neusynthetisierten Proteine
wieder abgebaut, zumeist aufgrund einer inkorrekten Faltung (Glembotski 2007).
Eine Anstauung von fehlgefalteten oder ungefalteten Proteinen im ER behindert
dessen Funktionen und fuhrt zu ER-Stress. In Folge wird eine Reihe an
Copingmechanismen aktiviert. Einen essentiellen Teil dieser Copingmechanismen
bildet die Unfolded Protein Response (UPR, dt. ungefaltete Protein Reaktion). Die
UPR wird durch drei Proteine gebildet, die eine Signalkaskade zur Beseitigung

des ER-Stresses aktivieren (Sprenkle et al. 2017).

1. double stranded RNA dependent protein kinase like ER kinase (PERK)
2. Inositol-Requiring Protein 1 Alpha (IRE1a)
3. Activating transcription factor 6 (ATF6)

Im stressfreien Zustand sind die Proteine der UPR an ihrer luminalen Seite an das
ER-stressassoziierte Protein BiP gebunden und liegen somit inaktiv vor. BiP ist ein
Chaperon, das ausschlaggebend an der Faltung von Proteinen beteiligt ist
(Malhotra & Kaufman 2007). Unter ER-Stress 16st sich BiP von PERK, IRE1a
sowie ATF6 ab und wandert zu den angesammelten, funktionsunfahigen
Proteinen, wo es bei deren Faltung assistiert. Die UPR wird durch diese
Dissoziation von BiP initiiert (Glembotski 2007).

1. PERK ist ein ER-Transmembranprotein und liegt im stressfreien Zustand
als Monomer gebunden an BiP vor. Dies entspricht dem inaktiven Zustand
von PERK. Bei einem Anstieg der fehlgefalteten Proteine 16st sich BiP von
PERK ab und assistiert als Chaperon bei deren Faltung. Durch die
Abspaltung von BiP kann PERK nun dimerisieren und autophosphorylisiert
sich ebenfalls. Das auf diese Weise aktiviete PERK-Protein
phosphorylisiert den eukaryotic Initiation Factor of Translation (elF2a)
(Glembotski 2007). Phosphoryliertes elF2a unterdriickt den Zusammenbau
von eukaryotischen 80s-Ribosomen und in Folge die Translation. Auf diese
Weise wird einer Anstauung von fehlgefalteten Proteinen im ER
entgegengewirkt (Saito et al. 2011). Des Weiteren fuhrt elF2a zu einer

vermehrten Expression von Activating transcription factor 4 (ATF4), einem
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Transkriptionsfaktor, der zur Aktivierung und Herstellung UPR-spezifischer,
protektiver Proteine fuhrt. Durch ATF4 werden beispielsweise Gene
aktiviert, die an der Proteinfaltung sowie an der Aminosaurensynthese
beteiligt sind und deren Transport, aber auch die Aktivierung von
Antioxidantien initiiert. Auf diese Weise wird die Zellhomdostase erhalten.
ATF4 reguliert aulerdem die Expression von CHOP (Sprenkle et al. 2017).

2. Durch die Abspaltung von BiP von dem Transmembranprotein ATF6 kommt
es zu dessen Translokalisation zum Golgi-Apparat, wo es durch zwei
Proteasen aktiviert wird (Sprenkle et al. 2017; Glembotski 2007). Die
aktivierte Form von ATF6 wandert folglich zum Nucleus und initiiert dort die
Expression verschiedener ER-stressrelevanter Gene, wie BiP, CHORP,
X-box binding protein 1 (XBP1) und cAMP response element-binding
protein (CREB) (Sano & Reed 2013; Tabas & Ron 2011; Kakiuchi et al.
2005).

3. IRE1a wird neben der Dissoziation von BiP auch durch direkte Bindung von
ungefalteten Proteinen aktiviert (Sano & Reed 2013; Tabas & Ron 2011). In
Folge fuhrt IRE1a durch dessen Ribonuklease (RNase) Aktivitat zum
Splicing von XBP1, das wiederum eine Menge an UPR- und ER-
assoziierter-Proteindegradierung (ERAD, engl. ER associated protein
degradation) -spezifischen Genen kontrolliert (Hetz & Glimcher 2009; Li et
al. 2014).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die auf das Uberleben der Zelle
gerichtete UPR-Antwort drei Wege verfolgt (Saito et al. 2011):

1. Unterdrickung der Translation um die Anstauung von Proteinen zu
minimieren

2. Herstellung optimaler Bedingungen flr die Proteinfaltung und Aktivierung
von Chaperonen, die bei der Faltung fehlgefalteter Proteine assistieren

3. Abbau fehlgefalteter Proteine durch den Ubiquitin-Proteasom-Pathway
(ERAD)
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Wenn die UPR insuffiziente Ergebnisse erzielt, wie es durch andauernden ER-
Stress der Fall sein kann, kommt es zur Einleitung des kontrollierten Zelltodes
(Saito et al. 2011; Glembotski 2007). Ein Weg, der zum Zelltod fuhrt, verlauft Gber
den Transkriptionsfaktor CHOP, der eine ganze Reihe an Downstreamgenen
moduliert. Eines davon ist das pro-survival Protein B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), das
durch CHOP gehemmt wird. Das pro-apoptotische B-cell lymphoma X (Bcl-X), das
zur selben Familie gehort, wird im Gegensatz nicht unterdruckt (Li et al. 2014). Ein
weiterer Mechanismus uUber den CHOP in den Zelltod fuhrt, ist der oxidative
Stress. In einem physiologischen Umfeld flhrt die ER-Oxidase 1a (ERO1a) zur
Bildung von Disulfidbriicken der neu synthetisierten Proteine. Unter prolongiertem
ER-Stress hingegen wird durch ERO71a vermehrt H202 im ER gebildet, das
schlussendlich ins Zytosol gelangt, wo es zur Bildung von ROS fuhrt und den
Zelltod begulnstigt (Tabas & Ron 2011). Aktiviertes, phosphorylisiertes elF2a
verlangsamt die Translation und verhindert somit eine Anstauung ungefalteter
Proteine. Growth arrest and DNA damage-inducible protein 34 (GADD34),
welches durch CHORP aktiviert wird, dephoshorylisiert e/F2a, wodurch es zu einer
Anstauung fehlgefalteter Proteine und schlussendlich zur Apoptose kommt (Tabas
& Ron 2011). Han et al. konnten ebenfalls einen Anstieg der Proteinsynthese
durch CHOP und ATF4 nachweisen, welche in weiterer Folge zu einer
Uberproduktion fehlgefalteter Proteine fiihrt (Han et al. 2013). Des Weiteren flhrt
CHOP uber Downstream von CHOP 1 (DOCT), DOC4 und DOC6 zum
programmierten Zelltod. DOC1 fuhrt zu einem Anstieg der Protonenkonzentration
und einem Abfall des pH-Wertes. DOC6 fuhrt zu einem Abbau des
Aktinzytoskeletts. DOC4 Ubernimmt vermutlich eine Signalfunktion zwischen
verschiedenen Bereichen der Zelle (Li et al. 2014). AuRerdem kommt es zu einem
Anstieg an BCL2 associated X (BAX) und Tribbles-related protein 3 (TRB3) durch
CHORP (Li et al. 2014).

Neben CHOP konnen der c-Jun N-terminal kinase Pathway (JNK-Pathway) und
die ER-standige Caspase-12 eine Apoptose initieren (Nakagawa et al. 2000;
Rasool et al. 2017).
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ER-Stress
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Abbildung 1-3 ER-Stressreaktion: Durch eine Anstauung fehlgefalteter Proteine kommt
es zum ER-Stress. BiP 16st sich von PERK, IREla und ATF6 um bei der Proteinfaltung zu
assistieren. PERK, IREla und ATF6 werden durch die Abspaltung von BiP aktiviert und
leiten ihrerseits Prozesse zur Bewéltigung des ER-Stress ein. Kann die Zelle den ER-Stress
nicht beseitigen, wird eine Apoptose eingeleitet. Dies geschieht unter anderem durch den
in dieser Studie untersuchten Parameter CHOP (eigene Darstellung).
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1.4.1 ER-Stress und die bipolare Erkrankung

Viele Wege der multimodalen Entstehung der BD sind noch nicht erforscht. Einen
Hinweis auf den Zusammenhang zwischen BD und ER-Stress lieferte das
Malariamedikament Mefloquin, das bei vulnerablen Patientinnen manische
Symptome und ER-Stress als Nebenwirkung verursachen kann (Dow et al. 2005;
Pfaffenseller et al. 2014). Auch die Droge Metamphetamin fihrt zu einem
manisch-psychotischen Zustand und zugleich zu einem Anstieg der ER-
stressassoziierten Proteine BiP und CHOP (Kakiuchi et al. 2005; Jayanthi et al.
2004). Dies deutet auf einen Zusammenhang zwischen BD und ER-Stress hin,
beantwortet aber nicht die Frage nach Ursache und Folge.

Ein weiterer Anhaltspunkt fur einen Zusammenhang von ER-Stress und BD ist
Darier's Disease, bei der eine Mutation in dem Gen vorliegt, das die
sarkoplasmatische/endoplasmatisches-Retikulum-Ca?*-ATPase 2 (SERCA2)
kodiert. Neben dermatologischen Symptomen liegt bei dieser Erkrankung ein
erhohtes Risiko an BD zu erkranken vor (Jacobsen et al. 1999).
Phasenprophylaktika, die fur die medikamentdse Therapie der BD in Verwendung
sind, Uben eine Wirkung auf ER-stressrelevante Gene aus. Kakiuchi et al. und
Chen et al. wiesen einen positiv regulatorischen Effekt von Valproat auf GRP94
nach, einem Protein, das an der Proteinfaltung und Degradierung beteiligt ist. Das
Medikament Valproat, das bei BD zum Einsatz kommt, wirkt sich somit positiv auf
Prozesse aus, die dem ER-Stress entgegenwirken (Kakiuchi et al. 2009; Chen et
al. 2000). Chen. et al. und Bown et al. konnten auflerdem eine Hochregulation von
BiP durch Valproat nachweisen (Chen et al. 2000; Bown et al. 2002). CHOP
hingegen wird durch Valproat unterdruckt (Li et al. 2017). Shao et al. konnten
zudem einen Anstieg der Chaperone BiP und GRP94 durch Lithium nachweisen
(Shao et al. 2005). An dieser Stelle stellt sich die Frage, ob sie gerade wegen ihrer
Wirkung auf ER-stressrelevante Proteine eine wirkungsvolle Therapie bei BD
darstellen oder ob andere Mechanismen im Vordergrund stehen. Da es sich bei
der Entstehung der BD allen Annahmen nach um eine multifaktorielle Genese
handelt, ist es wichtig, jeden Weg, der zur Pathogenese beitragt zu erforschen, um
BD schlussendlich auch ganzheitlich therapieren zu konnen.

Eine der aktuellsten Studien, die ER-stressassoziierte Proteine und/oder Gene im

peripheren Blut von Patientinnen misst, ist von Pfaffenseller et al. erstellt worden
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und widmet sich dem Zusammenhang zwischen BD und ER-Stress auf
Proteinebene. Pfaffenseller et al. versetzten Lymphozyten in vitro durch
Tunicamycin in ein Zellstressstadium und stellten die UPR-assoziierten Proteine
BiP, phosphoryliertes elF2a (elF2a-P) und CHOP von BD-Patientinnen und einer
Kontrollgruppe gegenuber. Tunicamycin unterband die Glykosylierung neu
synthetisierter Proteine und fuhrte somit zu einer Anstauung dieser im ER, an dem
Ort, an dem die Glykosylierung eigentlich stattfinden sollte. In der Kontrollgruppe
war eine adaquate UPR-Antwort zu erkennen: Anfanglich kam es zu einem
Anstieg an BIiP und elF2a-P, nach prolongiertem Zellstress zu einem Anstieg an
CHOP. In der BD-Gruppe hingegen konnte kein signifikanter Anstieg von BiP
sowie elF2a-P nachgewiesen werden. Dies lasst auf eine gestorte UPR-Antwort
bei BD schlie3en, oder zumindest auf eine gestorte Antwort des PERK-Pathways.
Des Weiteren war in der BD-Gruppe kein Anstieg an CHOP zu erkennen.
Trotzdem kam es zu einem vermehrten Zellsterben gegenuber der Kontrollgruppe.
Dies kann durch die Existenz zusatzlicher Mechanismen der Apoptoseeinleitung
neben CHORP erklart werden. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
euthymen und affektiven Phasen der Erkrankung gefunden werden. Dies konnte
aber madglicherweise an der geringen Anzahl an Patientinnen in affektiven
Phasen, die in die Studie eingeschlossen wurden, liegen (euthym = 20, depressiv
= 6, hypomanisch = 4) (Pfaffenseller et al. 2014). In einer anderen Studie wurden
B-Lymphoblasten durch Tunicamycin und Thapsigargin (SERCA-Inhibitor) von
Bipolar-I-Patientinnen sowie einer gesunden Kontrollgruppe in ein ER-Stress-
Stadium versetzt (So et al. 2007). In der Gruppe der Bipolar-I-Erkrankten blieb ein
adaquater Anstieg an CHOP- und XBP1-mRNA aus, der aber in der
Kontrollgruppe deutlich zu beobachten war. Fir BiP konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen nachgewiesen werden (So et al. 2007).
Hayashi et al. verwendeten dieselben ER-Stressoren wie So et al., konnten aber
keinen signifikanten Unterschied zwischen der BD-Gruppe und der Kontrollgruppe
bezlglich der BiP- und CHOP-Expression in lymphoblastoiden Zellen mittels
reverser Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR, engl. “real-time
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction”) nachweisen. XBP1-
und GRP94-mRNA waren unter Thapsigargin-Gabe in der BD-Gruppe signifikant
verringert (Hayashi et al. 2009). Kakiuchi et al. untersuchten ebenfalls die

Auswirkungen von Thapsigargin auf BiP sowie XBP1 und beobachtete einen
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geringeren Anstieg der beiden Proteine in der BD-Gruppe. Gearbeitet wurde mit
lymphoblastoiden Zellen von Zwillingen. Valproat unterstutzte die UPR-
Mechanismen, indem es zur Erhdhung der ATF6-Menge fuhrte. Im Gegensatz zu
anderen Studien kam es dabei nicht zu einer Induktion von BiP, was aber an der
verwendeten Konzentration an Valproat liegen kann. Kakiuchi et al. konnten einen
Polymorphismus in der Promotorregion von XBP1 ausmachen, der zu einer
erhohten Wahrscheinlichkeit fur BD fuhrt (-116C—G) (Kakiuchi et al. 2003).
Bengesser et al. untersuchten die basale Expression von BiP und CHOP ohne
medikamentds induzierten ER-Stress. In der BD-Gruppe war eine signifikante
Erhéhung der BiP-Expression vorhanden (Bengesser et al., 2016). Die Expression
von CHOP unterschied sich nicht signifikant zwischen der BD- und Kontrollgruppe
(Bengesser 2016).

Tabelle 1-4 Ubersichtsdarstellung der Studien beziiglich der CHOP- und BiP-

Expression im peripheren Blut nach ER-Stressinduktion. Unterschiede zwischen den
Studien konnen auf eine unterschiedliche PatientInnenpopulation sowie unterschiedliche
Kulturbedingungen zuriickgefiihrt werden (Hayashi et al. 2009; Pfaffenseller et al. 2014).

Studie CHOP bei BD BiP bei BD
Pfaffenseller et al. 2014 verringert verringert

So et al. 2007 verringert Kein sign. Unterschied
Hayashi et al. 2009 Kein sign. Unterschied Kein sign. Unterschied
Kakiuchi et al. 2003 Nicht untersucht verringert

Tabelle 1-5 Ubersichtsdarstellung der Studien beziiglich der Genexpression von
CHOP und BiP im peripheren Blut ohne ER-Stressinduktion

Studie CHOP bei BD BiP bei BD

Bengesser et al. 2016 Kein sign. Unterschied erhoht

Die vorliegende Studie setzt an den in den Tabellen 1-4 und 1-5 genannten
Studien an und untersucht einen Zusammenhang zwischen ER-Stress und BD auf

Transkriptionsebene ohne ER-Stressinduktion.
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1.5 Hypothesen und Ziele der Studie

Die Ubergestellten Fragestellungen dieser Studie lauten:
1. Unterscheiden sich BD-Patientlnnen signifikant von gesunden Kontrollen in
den untersuchten Genexpressionsmarkern (ARNTL, MAO-A, BiP, CHOP)?
2. Gibt es eine Korrelation zwischen ER-Stress, ARNTL und MAO-A?

Spezifisch wurden folgenden Hypothesen aufgestellt:

1. Bei BD kommt es zu einer signifikant erniedrigten Expression von ARNTL und
MAO-A im Vergleich zu gesunden Kontrollen.

a. In affektiven Phasen der BD kommt es zu einer signifikant
erniedrigten Expression von ARNTL und MAO-A im Vergleich zur
euthymen Phase.

2. Bei BD kommt es zu einer signifikant erhéhten Expression von BiP im
Vergleich zu gesunden Kontrollen.

a. In affektiven Phasen der BD kommt es zu einer signifikant erh6hten
Expression von BiP im Vergleich zur euthymen Phase.

3. Bei BD kommt es zu einer signifikant erniedrigten Expression von CHOP im
Vergleich zu gesunden Kontrollen.

a. In affektiven Phasen der BD kommt es zu einer signifikant erhbhten

Expression von CHOP im Vergleich zur euthymen Phase.

4. ER-Stressmarker korrelieren mit der Genexpression von ARNTL und MAO-A.
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2 Material und Methoden
2.1 Studiendesign

Die Datenerhebung der vorliegenden Kohortenstudie erfolgte im Rahmen der
“BIPFAT” (EK Nr. 24-123 ex 11/12) und ,BIPGEN“-Studien (EK Nr. 23-199 ex
10/11) an der Universitatsklinik fur Psychiatrie und Psychotherapeutische Medizin
der Medizinischen Universitat Graz, Osterreich. Die BIPGEN-Studie beschéftigt
sich mit genetischen Grundlagen, die eine Rolle fur den Pathomechanismus der
BD spielen. Die BIPFAT-Studie versucht einen Zusammenhang zwischen dem
Pathomechanismus der BD und metabolischen Prozessen zu finden. Beide
Studien weisen gemeinsame Teilgebiete auf. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz, Osterreich, freigegeben. Vor
der Rekrutierung wurden die Ausschlusskriterien definiert. Schwere medizinische
Erkrankungen wie die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD, engl.
»Chronic obstructive pulmonary disease®), der systemische Lupus erythematodes,
chronisch  entzindliche  Darmerkrankungen, aktive  Krebserkrankungen,
neurokognitive und neurodegenerative Erkrankungen sowie laufende Therapien
wie beispielsweise eine Hamodialyse oder Interferon-a-Immuntherapie fiuhrten
zum Ausschluss aus der Studie. Alle Studienteilnehmerlnnen wurden uber den
Ablauf der Studie sowie deren Risiken und Vorteile vor Teilnahme an der Studie
ausfuhrlich aufgeklart und haben vor dem Einschluss in die Studie eine
Einverstandniserklarung unterschrieben. Alle Studienteilnehmerinnen waren
volljahrig.

Die BD-Kohorte umfasst 84 Teilnehmerinnen. Diese wurden sowohl ambulant als
auch stationar Uber die Spezialambulanz fur BD der Universitatsklinik fr
Psychiatrie und Psychotherapeutische Medizin der Medizinischen Universitat Graz
rekrutiert. Die Diagnose wurde durch ein arztliches Gesprach anhand des
strukturierten klinischen Interviews fur DSM-IV (SCID-I, engl. ,Structural Clinical
Interview") verifiziert. Der Schweregrad der aktuellen affektiven Symptomatik der
Patientinnen wurde mithilfe der Hamilton Rating Scale for Depression (HAMD) und
der Young Mania Rating Scale (YMRS) bestimmt. Schwerwiegender

Substanzmissbrauch fihrte zum Ausschluss aus der BD-Kohorte.
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Die Kontrollgruppe wurde aus der Allgemeinbevdlkerung rekrutiert, umfasst 54
Teilnehmerlnnen und wird in Kapitel 3.1. ,Kohortenbeschreibung“ deskriptiv naher
beschrieben. Stattgefundene oder gegenwartige psychiatrische Erkrankungen,
Verwandtschaft ersten Grades zu Personen mit psychiatrischer Diagnose sowie
an schweren Erkrankungen leidenden Personen wurden aus der Kontrollgruppe
ausgeschlossen.

Eine standardisierte Anamnese beider Gruppen wurde von geschulten
Mitarbeiterlnnen, Psychiaterlnnen und Psychologlnnen der BD-Forschungsgruppe
der Medizinischen  Universitdt Graz  erhoben. Gesammelt wurden
demographische, psychiatrische und medizinische Daten.

Die statistische Analyse wurde mit einem Probandinnenkollektiv von insgesamt
138 Personen durchgefuhrt. Um den bisher gesammelten Datensatz zu erweitern,

wurden im Rahmen dieser Diplomarbeit 31 weitere Proben im Labor analysiert.

2.2 Workflow

Die Blutentnahmen erfolgten an nichternen Studienteilnehmerlnnen zwischen
8:30 und 9:30 morgens. Aus dem abgenommenen Vollblut wurden die
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs, engl. ,peripheral blood
mononuclear cells®) isoliert. Dies geschah nach dem Prinzip der
Dichtegradientenzentrifugation mittels Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Bis zur weiteren Aufbereitung wurden die isolierten PBMCs bei -
20°C gelagert. Die Ribonukleinsaure (RNA, engl. ,ribonucleic acid®) -Isolation
erfolgte mittels TRI Reagent RT® (MRC Inc., Cincinnati, OH, USA). Die
gewonnene RNA wurde anschlielend mit dem High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA,
USA) in copy-Desoxyribonukleinsaure (cDNA, engl. ,copy deoxyribonucleic acid®)
umgewandelt. Mit der synthetisierten cDNA war es folgend mdglich, eine
quantitative Genexpressionsanalyse durchzufuhren. Dazu wurde eine qPCR
verwendet. Flir ARNTL und MAO-A sowie das ribosomale Referenzgen 18s
wurden die TagMan®-Sonden als Detektionsfarbstoff fur die gqPCR gewahlt. Fir
die ER-stressassoziierten Parameter CHOP und BiP sowie das Referenzgen
Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) wurde SYBR® Green

verwendet.
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2.3 Hintergrundwissen

2.3.1 PBMC-Isolation mit Ficoll-Histopaque®

Die Gliederung der Blutbestandteile erfolgte aufgrund der Histopaque®-Losung
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), die aus Polysaccharose und
Natriumdiatrizoat besteht. Diese weist eine Dichte von ca. 1,077 g/ml auf und
lagert sich nach dem Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation unter den PBMCs

ab. Diese konnen dann vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgehoben werden.

Vor Zentrifugation: Nach Zentrifugation:

Plasma-
. Phosphatpuffer-
Verdinnte Gemisch
Zellsuspension
= Interphase mit
PBMCs
“ Ficoll-Histopaque®

Ficoll-Histopaque®

Erythrozyten,
Granulozyten,
tote Zellen

Abbildung 2-1 Ficoll-Histopaque®-Dichtegradientenzentrifugation: Als unterste
Schicht lagern sich nach der Zentrifugation Erythrozyten, Granulozyten sowie
abgestorbene Zellen ab. Dariiber befindet sich eine Phase aus Histopaque®, das sich unter
den PBMCs ablagert. Uber den PBMCs bildet sich eine Schicht aus Plasma und dem
Phosphatpuffer. Die Interphase mit den PBMCs kann auf diese Weise vorsichtig
abgehoben werden (eigene Darstellung).
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2.3.2 cDNA-Synthese

Die gewonnene RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Die synthetisierte cDNA
wurde fur die weitere Analyse mittels qPCR bendtigt. RNA-abhangige DNA-
Polymerasen sind in der Lage, RNA in DNA umzuschreiben. Sie werden als
reverse Transkriptasen (RT) bezeichnet und kommen in der Natur beispielsweise
bei dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV), der zur Gruppe der Retroviren
gehort, vor. Mit Hilfe der RT wandelt der Virus sein RNA-Genom in DNA um,
welche anschliefend in das Genom der infizierten Zelle eingebaut wird (Thiemann
et al. 2015). Zur Markierung der gewilnschten Sequenz werden Primer verwendet,
die an die RNA binden und somit einen DNA/RNA-Hybrid bilden. Von diesem
Startpunkt ausgehend synthetisiert die RT den komplementaren DNA-Strang zur
RNA-Matrize (Muller 2001). AnschlieBend ist eine qPCR maoglich, bei der die
synthetisierte cDNA durch die DNA-abhangige DNA-Polymerase nun vervielfaltigt

werden kann.

Folgend werden die Bestandteile des Mastermixes besprochen, der fur die
Reaktion notwendig ist. Der genaue Ablauf ist in Kapitel 2.4.4 ,cDNA-Synthese mit
dem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit von Applied
Biosystems/Thermo Fisher” beschrieben.

Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs) dienen als Bausteine fur die
Polymerase, die mit diesen den komplementaren Strang bildet. Es gibt vier

verschiedene dNTPs:

e Desoxyadenosintriphosphat (dATP)
e Desoxycytidintriphosphat (dCTP)

e Desoxyguanosintriphosphat (dGTP)
e Desoxythymidintriphosphat (dTTP)

Der Puffer bietet den DNA-Polymerasen das richtige Milieu um selbst bei den
extremen Temperaturschwankungen einer PCR arbeiten zu konnen. Jede
Polymerase bendtigt eine andere Zusammensetzung der Pufferflissigkeit. Diese

legen den pH-Wert fest und beinhalten meist ein- oder zweiwertige Kationen.
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Random-Hexamer-Primer sind unspezifische Primer, die sich sowohl an
ribosomale als auch genomische DNA anlagern und als Startpunkt dienen. Durch
ihre Unspezifitat bedingt kommt es zu einer Umwandlung verschiedener RNA
Sequenzen in DNA. Es ergeben sich verschiedenen Start- und Endpunkte und
folglich ein Langenunterschied der Sequenzen. Flr eine gezielte Amplifikation

wahrend der gPCR sind spezifische Primer notwendig (Thiemann et al. 2015).

2.3.3 qPCR

Mit Hilfe der PCR lassen sich spezifische DNA-Zielsequenzen in vitro, ohne die
Beteiligung lebender Zellen, vervielfaltigen (Campbell & Reece 2009). Um eine
spezifische Vervielfachung zu erreichen, ist es notig, die Nukleotidsequenz des
gewunschten Abschnitts zu kennen. Zur Festlegung des Startpunktes der PCR
werden, analog zur DNA-Replikation, Primer verwendet (Horn 2009). Primer sind
einzelstrangige, komplementare Sequenzen zur gewahlten DNA-Sequenz, die an
diese binden und als Startpunkt fir die Polymerase dienen (Newton & Graham
1994). Um eine Bindung der Primer zu ermoglichen, wird in der ersten Phase der
PCR, der Denaturierungsphase, die doppelstrangige cDNA durch Hitzeeinwirkung
getrennt, sodass schlussendlich zwei Einzelstrange vorliegen. Die Trennung
erfolgt Ublicherweise bei 95°C, da hitzestabile Polymerasen diese Temperatur
uberstehen konnen (Scientific 2014). In der nachsten Phase der PCR, der
Hybridisierungsphase (auch Annealingphase genannt), wird die Temperatur auf
60°C abgekuhlt, sodass die Primer an die einzelstrangigen DNA-Abschnitte
binden konnen. Diese binden meist schneller als der komplementare DNA-
Abschnitt, da sie im Uberschuss vorliegen und durch ihre geringere GroRke
wendiger sind (Horn 2009). Bei der darauffolgenden Extensionsphase setzt die
DNA-Polymerase bei 70-72°C an die Primer an und synthetisiert von diesen
ausgehend die komplementaren Strange zum markierten DNA-Abschnitt
(Scientific 2014). Die eben beschriebenen Schritte werden wiederholt, bis eine
ausreichende Menge an DNA vervielfaltigt wurde. Meist sind dazu 30 bis 40
Zyklen notwendig, wodurch der gewahlte DNA-Abschnitt theoretisch etwa 230- bis
240-fach vervielfaltigt wird (Horn 2009). In der Praxis wird jedoch keine

hundertprozentige Ausbeute erreicht. Dies lasst sich durch die Denaturierung der
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Polymerase, einem Unterangebot des Enzyms sowie der steigenden
Hybridisierung der erzeugten DNA-Strange untereinander erklaren (Newton &
Graham 1994). Bei der klassischen Endpoint-PCR kénnen die PCR-Produkte erst
nach Abschluss der PCR quantifiziert werden. Dazu wird meist eine
Gelelektrophorese verwendet (Scientific 2014). Durch spezielle Thermocycler, die
neben der Temperaturkontrolle zudem noch Uber ein Modul zur Detektion
fluoreszierender Farbstoffe verfigen, kann die Amplikon-Menge in Echtzeit, also
wahrend der laufenden Reaktion, gemessen werden. Dies wird durch einen
fluoreszierenden Farbstoff erreicht, der proportional zur Menge der cDNA ansteigt
(BIO-RAD 2006). Eine Evaluierung der Amplikon-Menge zu jeder Zeit der
Reaktion und ein aulerst praziser Ruckschluss auf die Startmenge der Probe
wird dadurch ermdglicht (Scientific 2014). Es handelt sich somit um einen
quantitativen Nachweis. Qualitative Nachweise finden vor allem bei
Erregernachweisen statt. Diese beantworten die Frage, ob ein Krankheitserreger
nachweisbar ist, liefern aber keine genaue Mengenangaben (Bustin et al. 2009).

Es gibt verschiedene Methoden, DNA mithilfe von fluoreszierenden Farbstoffen
sichtbar zu machen. Fur die Analyse von ARNTL und MAO-A wurde die
TagMan®-Methode angewandt, fur CHOP und BIP die SYBR® Green-Methode.

2.3.3.1 TagMan®-Methode

Bei der TagMan®-Methode entsteht ein spezifisches Fluoreszenzsignal, das nur
bei einer erfolgreichen Amplifikation der Zielsequenz ausgesendet wird. Die
Fluoreszenzquelle ist an ein Oligonukleotid gebunden, das komplementar zu der
Zielsequenz ist und an diese bindet. Dadurch wird die Spezifitdt der Reaktion
ermoglicht (Dale et al. 2012). Zusatzlich werden wie gewohnlich zwei spezifische
Primer verwendet um die Zielsequenz, die amplifiziert werden soll, zu markieren.
Am 5°-Ende der Oligonukleotidsequenz, der sogenannten TagMan®-Sonde,
befindet sich ein fluoreszierender Farbstoff, der nach Aktivierung ein Signal abgibt.
Er wird als Reporter bezeichnet. Am 3’-Ende hingegen befindet sich der
Quencher, der das Signal des Reporters bis zu dessen Aktivierung unterdruckt
(BIO-RAD 2006). Dies geschieht nach dem Prinzip des
Fluoreszenzresonanzenergietransfers: Der Reporter sendet kurzwellige Strahlung

aus, die eine hohere Emissionsenergie aufweist als langwellige Strahlung. Der
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Quencher hingegen sendet langwellige Strahlung aus. Wenn Reporter und
Quencher raumlich nah beieinander liegen, findet eine Ubertragung der Energie
des Reporters auf den Quencher statt, wodurch die kurzwellige Lichtemission
unterdrickt wird (Scientific 2014; Clark 2006). Durch die 5> 3’
Exonukleaseaktivitat der Taqg-Polymerase kommt es wahrend der
Elongationsphase zu einer Abspaltung des Quenchers vom cDNA-Strang. Durch
den folglich erhohten Abstand des Reporters vom Quencher kann kein
Fluoreszenzresonanzenergietransfer mehr stattfinden, sodass der Reporter nun
ein fluoreszierendes Signal abgibt, das detektiert werden kann (Thiemann et al.
2015). Die 5> 3" Exonukleaseaktivitat ist noétig, um den bereits bestehenden
DNA-Strang der Tag-Probe abbauen zu konnen. Gleichzeitig wird der DNA-Strang

anhand seiner Vorlage vervollstandigt (Thiemann et al. 2015).

During annealing, the TagMan probe binds to the
target sequence

)—( ! During extension, the probe is partially displaced
and the reporter is cleaved. The free reporter

', fluoresces

Abbildung 2-2 Wirkmechanismus der TagMan®-Probe: Reporter und Quencher sind
an eine Oligonukleotid-Sequenz gebunden, die komplementdr zu einem Abschnitt der Ziel-
DNA ist und an diesen spezifisch bindet. Der Quencher unterdriickt das Signal des
Reporters. Durch die Taq-Polymerase (dargestellt als roter Pfeil) kommt es wahrend der
Elongation zu einer Loslosung des Reporters vom Quencher. Das Signal des Reporters

wird nicht mehr vom Quencher unterdriickt und kann gemessen werden (BIO-RAD 2006,

p.13).
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2.3.3.2 SYBR® Green-Methode

SYBR® Green ist ein interkalierender, fluoreszierender Farbstoff, der sich
unspezifisch an doppelstrangige DNA anlagert (Dale et al. 2012; Thiemann et al.
2015). Die Intensitat des Signals steigt auf einen bis zu 1000-fachen Wert, wenn
SYBR® Green an doppelstrangige DNA bindet (BIO-RAD 2006). Die
Fluoreszenzintensitat ist demnach proportional zur Menge an doppelstrangiger
DNA und steigt im Laufe der PCR an. Bedingt durch die interkalierenden
Eigenschaften von SYBR® Green ist dieses universell einsetzbar und
vergleichsweise kostengunstig (Dale et al. 2012; Thiemann et al. 2015). Da an
jede doppelstrangige DNA mehrere SYBR® Green-Molekiile binden, kommt es zu
einer hohen Signalstarke. SYBR® Green bindet allerdings nicht spezifisch an die
Ziel-DNA. Ein Anstieg der Fluoreszenz aufgrund einer Vermehrung anderer DNA-
Sequenzen als der Zielsequenz ist daher moglich. Um derartige Verfalschungen
der Ergebnisse (beispielsweise durch Primerdimere) auszuschlie®fen, wird am
Ende der PCR eine Schmelzkurve angefertigt. Durch eine schrittweise
Temperaturerhohung kommt es zur Auftrennung der doppelstrangigen DNA
(Thiemann et al. 2015). Da der Schmelzpunkt verschiedener DNA-Abschnitte von
ihrer LAnge und ihrer Basensequenz abhangt, kann die Anzahl der amplifizierten
Produkte erfasst werden. ldealerweise weist die Schmelzkurve lediglich einen
Peak auf. Wenn die Kurve mehrere Peaks aufweist, wurde neben der Ziel-DNA
ein nicht gewulnschter Abschnitt amplifiziert (Dale et al. 2012). Primerdimere
entstehen, wenn zwei Primer aneinander binden, anstatt sich an die Ziel-DNA
anzulagern. Sie sind in der Schmelzkurve durch eine geringere
Schmelztemperatur (Tm) detektierbar (Scientific 2014). Als Tm ist jene Temperatur
definiert, bei der 50% der Basenpaare eines Amplikons getrennt vorliegen (BIO-
RAD 2006). Am haufigsten findet eine Primerdimerbildung in No-Template-
Controls (NTC) statt, da sie keine DNA beinhalten, an die die Primer binden
konnten (Scientific 2014). Bei vorgefundenen Artefakten oder Primerdimeren ist
eine weitere Optimierung der PCR und/oder Verwenden neuer Primer notwendig
(Dale et al. 2012).
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Abbildung 2-3 SYBR® Green-Wirkweise: SYBR® Green sendet ein fluoreszierendes
Signal aus, sobald es an doppelstrangige DNA bindet. Es ist demnach unspezifischer als
die TagMan®-Probe. Um eine Vermehrung anderer DNA-Sequenzen als der Zielsequenz

auszuschlieBen wird eine Schmelzkurve angefertigt (BIO-RAD 2006, p.10).

2.3.3.3 Primerdesign

FUr eine erfolgreiche spezifische Vermehrung der Zielsequenz ist es wichtig, diese
zu begrenzen. Dies geschieht mit Hilfe von Primern. Das Design der Primer ist
ausschlaggebend fur eine erfolgreiche qPCR und muss flir jede Zielsequenz
angepasst werden.

Der Gehalt der Basen Guanin und Cytosin sollte bei ungefahr 50% liegen (Innis et
al. 1990). AuRerdem sollten die verwendeten Primer eine ahnliche Annealing-
Temperatur aufweisen. Sie sollten sich demnach in ihrer Lange und

Basenzusammensetzung ahneln, wobei darauf zu achten ist, dass sie keine
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komplementaren Sequenzen zueinander aufweisen. Sonst kommt es zu einer
Bildung von Primerdimeren (Dale et al. 2012). Eine Lange von 18 bis 24
Nukleotiden ist aufgrund geeigneter Annealing-Temperaturen als ideal anzusehen
(Scientific 2014).

Um in jedem PCR-Durchgang die Amplikonmenge zu verdoppeln, ist es notwendig
jeweils zwei Primer zu verwenden. Diese werden forward (left hand) und reverse
(right hand) Primer genannt. Der forward Primer bindet an den 3'>5" Strang und
wird von links nach rechts gelesen, weshalb er auch als ,left hand“ Primer
bezeichnet wird. Seine Leserichtung geht demnach von 5> 3°, da er
komplementar an den 3'>5" DNA-Strang bindet. Der reverse Primer bindet an
den zweiten Strang der DNA-Matrize, dem 5°->3" Strang und wird von rechts nach
links gelesen, also vom 5°-Ende des Primers zum 3°-Ende desselben (Dale et al.
2012).

In den folgenden Analysen werden Primer verwendet, die tUber zwei Exon-Exon-
Grenzen reichen und somit zwei Introns Uberspannen. Dies soll eine Amplifikation

genomischer DNA ausschliel3en.

2.3.3.4 Amplification Plot

Bei einem Amplification Plot werden die Anzahl der PCR-Zyklen auf der x-Achse
der Fluoreszenz auf der y-Achse entgegengestellt. Er dient zur Auswertung der
gPCR Ergebnisse. Die Anfangsphase, bei der es noch zu keinem wesentlichen
Anstieg der Fluoreszenz kommt, bezeichnet man als Baseline (Biosystems 2008).
Um einen eindeutigen Ruckschluss auf die Ausgangsmenge treffen zu konnen, ist
es unumganglich einen Punkt zu definieren, ab dem das Floureszenzsignal
einheitlich gewertet wird. Dieser Zeitpunkt wird im Amplification Plot als Threshold
bezeichnet. Der Quantification Cycle (Cq) gibt Aufschluss dartber, wie viele PCR-
Zyklen notwendig sind, um den konstant definierten Threshold zu Uberschreiten
(Pfaffl 2004). Der Cq verhalt sich indirekt proportional zur Ausgangsmenge des
Amplikons. Er ist demnach hdher bei einer geringen Ausgangsmenge, da mehr
Zyklen notwendig sind um eine ausreichende Fluoreszenz zu erreichen, die den
Threshold uUberschreitet (Scientific 2014). Nach einem exponentiellen Anstieg
kommt es zu einem Abflachen der Kurve. Dies geschieht unter anderem durch

eine Limitation der Reaktionsprodukte. Ruckschlisse auf die Ausgangsmenge an
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DNA lassen sich deshalb ausschliel3lich wahrend der exponentiellen Phase treffen
(BIO-RAD 2006).

2.3.3.5 Relative Quantifizierung und Referenzgen

Bei der relativen Quantifizierung wird die Genexpression des Zielgens auf ein
Referenzgen bezogen (Pfaffl 2004). Dies geschieht um experimentelle
Unterschiede, wie eine unterschiedliche Ausgangsmenge an RNA, rechnerisch
ausgleichen zu koénnen. Am haufigsten werden ,Housekeeping-Gene® als
Referenzgene verwendet. Housekeeping-Gene sind fur grundlegende Ablaufe der
Zelle verantwortlich. Sie werden in jeder Zelle exprimiert. Referenzgene sollten
durch Umwelteinflisse, wie beispielsweise Medikamentengabe, nicht beeinflusst
werden und eine ahnliche Expressionsrate aufweisen wie das Zielgen. Eine
ahnliche Expressionsrate ist durch ahnliche Cq-Werte erkennbar (Chapman &
Waldenstrom 2015). Bei der relativen Quantifizierung macht im Gegensatz zur
absoluten Quantifizierung nicht die absolute Anzahl der PCR-Produkte das
Ergebnis aus. Dieses wird hingegen anhand eines Verhaltnisses ausgedruckt.
Beispielsweise kann die Aussage getroffen werden, dass das Zielgen nach einer
Therapie zweimal haufiger vorliegt als vor der Therapie (Livak & Schmittgen
2001). Fur ARNTL und MAO-A wurde das ribosomale Referenzgen 18s
verwendet, fir CHOP und BiP HPRTT1.

2.3.3.6 DeltaCq

FUr die anschlieRende statistische Analyse werden die DeltaCq (dCq)-Daten

herangezogen. Diese lassen sich nach folgender Formel berechnen:

dCq = Cq (Zielgen) — Cq (Referenzgen)

Dies dient, wie in Kapitel 2.3.3.5 ,Relative Quantifizierung und Referenzgen“ naher
beschrieben, zu einer Normalisierung der Ungenauigkeiten der cDNA-Synthese
sowie experimenteller Unterschiede. Bei einem negativen dCq-Wert wurde das

Zielgen haufiger exprimiert als das Referenzgen. Dies lasst sich aus der Formel
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herleiten: Um einen Minuswert zu ergeben, muss der Cg-Wert des Referenzgens
hoher sein als der des Zielgens. Ein hoherer Cg-Wert steht flr eine geringere
Ausgansmenge der Zielsequenz. Demnach wurde das Zielgen haufiger exprimiert

als das Referenzgen.

2.3.3.7 Effizienz und wichtige Qualitatskriterien

Die Effizienz der qPCR lIasst sich anhand folgender Formel berechnen:

Cn=Cix(1+E)

Cn...Menge der DNA-Kopien zum Zeitpunkt ,n“
Ci...Ausgangsmenge der DNA

E...Effizienz

n... Zyklus der gqPCR

Durch Einsetzen der maximalen Effizienz (namlich 1, dies entspricht 100%) erhalt

man folgende Gleichung:

Cn=Cix(1+1)" 2Cn=Cix2

Wie aus der Gleichung ersichtlich verdoppelt sich die DNA bei jedem Zyklus, wenn
eine Effizienz von 100% angenommen wird (Biosystems 2008). Fur ein optimales
gPCR-Ergebnis ist eine Effizienz nahe 100% anzustreben. Um zuverlassige
Ergebnisse zu erzielen, sollte sich die Effizienz zwischen 95 und 105% bewegen.
Suboptimale gPCR-Bedingungen sowie eine schlechte Optimierung der Primer
spiegeln sich in einer geringen Effizienz wider. Zu einer Effizienz von tuber 105%
kann es durch Primerdimere oder Verunreinigung der Proben kommen (BIO-RAD
2006). Zur Uberpriifung der Effizienz wird eine Verdiinnungsreihe angefertigt, aus

der sich eine Standardkurve berechnen lasst.
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2.4 Durchfiihrung

2.4.1 Blutentnahmen

Die Blutentnahmen erfolgten an nlchternen Studienteilnehmerlnnen zwischen
8:30 und 9:30 morgens. Es wurden Lithium-Heparin Rohrchen verwendet. Diese
wurden alsbald (spatestens aber eine Stunde nach der Blutentnahme) fur die
weitere Analyse zum Institut fur Pathophysiologie und Immunologie der

Medizinischen Universitat Graz, Osterreich, gebracht.

2.4.2 PBMC-Isolation mit Ficoll-Histopaque®

Fir die anschlieBende RNA-Isolation wurden die PBMCs aus dem
abgenommenen Vollblut mithilfe der Histopaque®-Losung (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) von den anderen Blutbestandteilen getrennt. Der Vorgang
richtete sich nach der ,Standard Operating Procedure® (SOP) des Instituts fur
Pathophysiologie und Immunologie in Graz, Osterreich.

Die PBMC-Gewinnung erfolgte unter sterilen Bedingungen. Es wurde unter der
Lamina gearbeitet. Die Arbeitsflache wurde vor Beginn zwanzig Minuten zum
Desinfektionszwecke mit UV-Licht bestrahlt. Der Arbeitsplatz wurde mit
hochprozentigem Alkohol gereinigt. Gearbeitet wurde mit sterilen Handschuhen
um eine Kontamination mit RNase zu vermeiden. 9 ml Histopaque®-1077 (Sigma
Aldrich) wurden in ein 50 ml Réhrchen (Sarstedt®) pipettiert. Das abgenommene
Vollblut wurde in ein weiteres 50 ml Réhrchen uberfihrt und mit 8 ml Calcium and
Magnesium Free Phosphate Buffered Saline (CMF-PBS) verdinnt. Der Inhalt
wurde in das 50 ml Rohrchen (Sarstedt®) mit Vollblut Ubertragen, wodurch das
Blut 1:1 mit CMF-PBS verdunnt war. 16 ml Vollblut-CMF-PBS-Mischung wurden
uber die Histopaque®-Losung geschichtet. Das 50 ml Réhrchen mit Histopaque®
wurde schrag gehalten, um eine Vermischung zu vermeiden. Anschlielend wurde
bei 400 g ungekuhlt fir 30 min ohne Bremse zentrifugiert, um die gewlnschte
Schichtaufteilung zu erhalten. Folgend konnte die Interphase, die die PBMCs
enthalten hat, mit einer sterilen Einmalpasteurpipette (Sarstedt®) abgehoben
werden. Diese wurde mit geringen Teilen der dartber befindlichen Phase aus

Plasma und Phosphatpuffer in ein 50 ml Roéhrchen Ubertragen. Das 50 ml
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Roéhrchen wurde anschlieBend auf 30 ml mit CMF-PBS befullt. Die weiteren
Schritte dienten zur bestmoglichen Entfernung anderer Bestandteile wie Plasma
und Thrombozyten. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei 400 g fur 10 min mit
schwacher Bremse bei einer Kiihlung auf 4°C. Der Uberstand wurde abdekantiert
und das Uberbleibende Zellpellet mit 30 ml CMF-PBS resuspendiert. Erneute
Zentrifugation bei 400g fur 10 min mit schwacher Bremse bei einer Kihlung auf
4°C. Der Uberstand wurde abgegossen und das Zellpellet mit 1 ml CMF-PBS
resuspendiert und in ein 1,5 ml Roéhrchen dberflhrt, abzentrifugiert und der
Uberstand sorgféltig abgehoben. Das Zellpellet wurde bis zur RNA Isolation bei

minus 20°C gelagert.

2.4.3 RNA-Isolation mit TRI Reagent RT®

Die RNA-Isolation erfolgte nach der SOP des Instituts fur Pathophysiologie und
Immunologie der Medizinischen Universitat Graz, Osterreich. Die SOP befindet

sich im Anhang. Aus ihr sind die genauen Arbeitsschritte ersichtlich.

2.4.4 cDNA-Synthese mit dem High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit von Applied Biosystems/Thermo Fisher

Die mRNA wurde mit Hilfe des ,High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit*
(Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA) in cDNA
umgeschrieben. Gearbeitet wurde in zwei Durchgangen zu je 16 Proben. Um einer
Degradierung der RNA entgegenzuwirken wurde auf Eis gearbeitet.

Die RNA wurde auf 100 ng/ul verdinnt und mit nukleasefreiem Wasser auf 15 pl
Gesamtvolumen gebracht. Dabei wurde auf eine ausgeglichene Verteilung der
RNA in der Flussigkeit geachtet, was durch dreimaligen Pipettenhochzug sowohl
im Ursprungs- als auch im Endgefal® erreicht wurde. Die Proben mit der Kennziffer
2, 4, 23 sowie 30 wurden unverdunnt verwendet, da ihre RNA-Konzentration unter

100 ng/pl liegt und somit bereits ohne Verdlinnung gering war.
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Tabelle 2-1 Mischungsverhiltnis von nukleasefreiem Wasser und RNA um eine
Konzentration von 100 ng/pl bei einem Endvolumen von 15 pl zu erreichen

Kennziffer

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Konz. [ng/pl]

185,26
43,57

461,31
45,61

175,67
223,4

415,86
224,44
206,76
246,97
334,84
291,86
234,61
218,5

282,95
183,23
382,22
192,45
202,77
414,13

162,19

RNA [pl]

8,10

3,25

8,54
6,71
3,61
6,68
7,25
6,07
4,48
5,14
6,39
6,86
5,30
8,19
3,92
7,79
7,40
3,62

9,25

6,90

11,75

6,46
8,29
11,39
8,32
7,75
8,93
10,52
9,86
8,61
8,14
9,70
6,81
11,08
7,21
7,60
11,38

5,75
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

254,3
83,8
346,08
281,86
239,06
390,48
141,4
203,35
61,12

218,53

5,90

4,33
5,32
6,27
3,84
10,61

7,38

6,86

9,10

10,67
9,68
8,73
11,16
4,39

7,62

8,14

10 pl der verdinnten RNA wurden aus den 15 pl entnommen und in fur den

Thermocycler passende 0,2 ml Eppendorftuben Ubertragen.

Der Mastermix wurde fur 16,5 Proben erstellt. 0,5 ul dienten als Reserve.

Tabelle 2-2 Volumina des Mastermixes fiir 16,5 Proben fiir die cDNA-Synthese. Die
einzelnen Bestandteile sind in Kapitel 2.3.2. ,,cDNA-Synthese* niher beschrieben.

Fur 16,5 Proben

10x RT Puffer

25x dNTP-Mix (100 mM)

10x Random Primer

Enzym
H20

Gesamtvolumen

1]
33
13,2
33
16,5
69,3

165

Seite | 61



Revere Transkriptase negative Proben (RT-) bezeichnen eine Negativkontrolle
ohne Enzym, die als Kontrolle dient. Sie wurde nach folgendem Schema erstellt:

Tabelle 2-3 RT- Pipettierschema

10x RT Puffer 2,00
25x dNTP-Mix (100 mM) 0,80
10x Random Primer 2,00
Enzym 0,00
H20 5,20
Gesamtvolumen 10,00

Jeweils 10 yl Mastermix wurden zu den 0,2 ml Eppendorfgefalen, die die RNA
beinhalten, hinzugeflgt. Die RT- Proben wurden ebenfalls in zwei der 0,2 ml
Eppendorfgefalle hinzugeflgt (da in zwei Durchgangen gearbeitet wurde). Eine
anschliellende Zentrifugation trug dazu bei, alle Bestandteile auf den Boden des
Roéhrchens zu bringen. Danach wurd der Thermocycler C1000 (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) mit den 0,2 ml Eppendorf GefalRen beladen und mit folgendem

Temperaturprogramm gestartet:

Tabelle 2-4 Thermocycler-Programm der cDNA-Synthese

Thermocycler-Programm

10 min 25°C
120 min 37°C
5 sek 85°C
oo 4°C
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2.4.5 qPCR

2.4.5.1 TagMan®-qPCR von ARNTL, MAO-A sowie dem ribosomalen
Referenzgen 18s

Die gewonnene cDNA wurde von 50 ng/pl auf 5 ng/pl verdunnt. 4 pl der cDNA
wurden nach dem in der Tabelle 2-5 ersichtlichen Schema auf eine 96-Well-Platte

aufgetragen.

Tabelle 2-5 Pipettierschema der qPCR mit TagMan® zur Analyse von ARNTL, MAO-
A sowie dem ribosomalen Referenzgen 18s: Die Zahl ,,1* vor jeder Zahl ist
kennzeichnend fiir ,,1 mal. Jede Probe wurde dreimal aufgetragen um anschlieend einen
Mittelwert berechnen zu konnen. Bei der NTC handelt es sich um eine Negativkontrolle.
Anstelle der cDNA wurde lediglich destilliertes H2O verwendet. Falls es zu einem
positiven Ergebnis der NTC gekommen wire, wire von einer Verunreinigung der Proben
ausgegangen worden. In den RT- Proben befand sich RNA, da sie nicht mit dem Enzym
RT versehen wurden und somit die cDNA-Synthese nicht initiiert worden war. Da die
cDNA in zwei Durchgéngen generiert wurde, liegen zwei RT- Proben vor. RT- dienen
ebenfalls als Kontrolle und diirfen erst 5 Zyklen nach den cDNA-Proben den Threshold
tiberschreiten um die Qualitdt der gPCR zu gewihrleisten.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 111111 19 19 19 117 117 117 125 125 125
B 12 12 12 110 110 110 118 118 118 126 126 126
c 13 13 13 111 111 111 119 119 119 127 127 127
D 14 14 14 112 112 112 120 120 120 128 128 128
E 15 15 15 113 113 113 121 121 121 129 129 129
F 16 16 16 114 114 114 122 122 122 130 130 130
G 17 17 17 115 115 115 123 123 123 131 131 131

H 18 18 18 116 116 116 124 124 124 1rr- 1nCc  1RT-

Der Mastermix wurde, wie in Tabelle 2-6 ersichtlich, fir die 96 Reaktionen der 96-
Well-Platte pipettiert. Die cDNA und ihre Negativkontrollen befanden sich bereits
auf der 96-Well-Platte und wurden nach Fertigstellung des Mastermixes mit

diesem zusammengefuhrt.

Seite | 63



Tabelle 2-6 Volumina des Mastermixes fiir die qPCR von ARNTL, MAO-A sowie dem
ribosomalen Referenzgen 18s.

Pro Reaktion [ul] Fur 96 Reaktionen [pl]

20x Genexpression

Assay 0,5 48
2x TagMan® MM 5 480
cDNA 20ng 1:10 4 384
H20 0,5 48
Gesamt: 10 960

Der Thermocycler “CFX96 real-time PCR detection System” (Bio-Rad) wird mit

folgendem Programm gestartet:

95.0C 95.0C

10:00 0:15

60.0C
1:00

oO-00m

2
44 x

Abbildung 2-4 Thermocyclerprogramm fiir ARNTL, MAO-A und dem ribosomalen
Referenzgen 18s

95°C fur 10 min
95°C fur15s
60°C fur 1 min

b-c wird 44 x wiederholt

o o T o

Die qPCR mit TagMan® wurde insgesamt dreimal anhand dieses Protokolls
durchgefuhrt: fur ARNTL, MAO-A sowie das ribosomale Referenzgen 18s.
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2.4.5.2 SYBR® Green-qPCR von CHOP, BiP und dem Referenzgen
HPRT1

Die cDNA wurde auf 5 ng/ul verdinnt. Jeweils drei Teile cDNA zu je 4 pl der
Proben 1-31 wurden auf die 96-Well-Platte pipettiert.

Tabelle 2-7 Pipettierschema der qPCR von CHOP, BiP sowie dem Referenzgen
HPRTI

1M1 11 11 19 19 19 117 117 117 125 125 125
12 12 12 110 110 110 118 118 118 126 126 126
13 13 13 111 111 111 119 119 119 127 127 127
14 14 14 112 112 112 120 120 120 128 128 128
15 15 15 113 113 113 121 121 121 129 129 129
16 16 16 114 114 114 122 122 122 130 130 130
17 17 17 115 115 115 123 123 123 131 131 131
18 18 18 116 116 116 124 124 124 1Rrr- 1nc 1RT-

A
B
C
D
E
F
G
H

Der SYBR® Green-Mastermix wurde nach folgender Tabelle hergestellt.

Tabelle 2-8 Volumina des Mastermixes fiir die qPCR von CHOP, BiP sowie dem
Referenzgen HPRTI1

Pro Reaktion [pl] Fur 97 Reaktionen [ul]
iQ SYBR Green Supermix 7,5 727,5
Forward Primer 0,2 pM 0,3 29,10
Reverse Primer 0,2 uM 0,3 29,10
cDNA 5 ng/pl 1:10 4 388,00
H20 29 281,30
Gesamt: 15 1455,00

Fur CHOP, BiP und das Referenzgen HPRT1 wurden unterschiedliche Primer
verwendet, die sich an die jeweils gewiunschte Region der cDNA anlagerten und in

Folge zu einer spezifischen Vermehrung fuhrten.
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Tabelle 2-9 Primersequenzen von CHOP, BiP und HPRTI1

CHOP

BiP

HPRT1

Primer
Forward: 5-GCCTTTCTCTTCGGACACTG-3'
Reverse: 5-TCACCATTCGGTCAATCAGA-3'
Forward: 5-TGCAGCAGGACATCAAGTTC-3'
Reverse: 5-CGCTGGTCAAAGTCTTCTCC-3'

Forward: 5-GACCAGTCAACAGGGGACAT-3’

Reverse: 5-CTGCATTGTTTTGCCAGTGT-3'

159 bp

111 bp

GroRe ‘
380 bp

11 pl des SYBR® Green-Mastermixes wurden zu den Proben der 96-Well-Platte

pipettiert. Somit wurde ein Reaktionsvolumen von insgesamt 15 pl erreicht.

Der Thermocycler ,CFX96 real-time Detection System® (Bio-Rad) wurde mit

folgendem Programm gestartet:

2

39x

1 2 3 4 5 6 7
95.0C 95.0C 95.0C 95.0C
300 010 030
s 65.0C 65.0C
010 G ! !
goz.g—c 5 030 005
n T
0

Abbildung 2-5 Thermocyclerprogramm fiir CHOP, BiP und HPRT1

Die qPCR mit SYBR® Green wurde insgesamt dreimal anhand dieses Protokolls
durchgefuhrt: fir CHOP, BiP und HPRTT1.

Seite | 66



2.5 Statistische Analyse

Alle statistischen Analysen wurden mit SPSS Version 23 (IBM Corp., Armonk, NY)
durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde mit p < .05 gewahlt. Fur die deskriptive
Statistik wird der Mittelwert + Standardabweichung angefuhrt, bei fehlender
Normalverteilung der Median. Die Daten wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-
Test auf Normalverteilung geprift. Zuséatzlich fand eine visuelle Uberprifung
mittels Histogrammen, Q-Q-Plots und Boxplots statt. Um sowohl die Fragestellung
zu behandeln ob es einen Unterschied zwischen der BD- und der Kontrollgruppe
als auch ob es einen Unterschied zwischen den affektiven Phasen der BD
(depressive Phase, manische Phase) und der euthymen Phase gibt, wurde der
Kolmogorov-Smirnov-Test zweimal angewandt. Der Levene-Test wurde zur
Uberprifung der Homogenitat der Varianzen eingesetzt.

Um die Hypothesen 1 ,Bei BD kommt es zu einer signifikant erniedrigten
Expression von ARNTL und MAO-A im Vergleich zu gesunden Kontrollen®, 2 ,Bei
BD kommt es zu einer signifikant erhbhten Expression von BiP im Vergleich zu
gesunden Kontrollen“ und 3 ,Bei BD kommt es zu einer signifikant erniedrigten
Expression von CHOP im Vergleich zu gesunden Kontrollen“ zu prifen, wurde bei
einer Inhomogenitat der Varianzen der nicht parametrische Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Um auch die Kovariaten zu bertcksichtigen, wurde das robuste
Verfahren der Kovarianzanalyse (ANCOVA, engl. ,Analysis of covariance®) auch
bei nicht parametrischer Verteilung durchgefuhrt. Relevante Kovariaten wurden
aus der Literatur Ubernommen. Des Weiteren werden Einflisse der
Kohortenzusammensetzung in Kapitel 3.1 ,Kohortenbeschreibung“ beschrieben
und wurden gegebenenfalls in die Analyse miteinbezogen. Folgendes ANCOVA-

Model wurde zur Analyse der Daten angewandt:

e unabhangige Variable: Gruppe (BD- und Kontrollgruppe)
e abhangige Variable: Genexpressionsmarker
e Kovariaten: Geschlecht (m/w), Alter (metrisch), BMI (metrisch), Lithium

(ja/nein) und Antiepileptika (ja/nein)

Um die Hypothesen 1a ,In affektiven Phasen der BD kommt es zu einer signifikant

erniedrigten Expression von ARNTL und MAO-A im Vergleich zur euthymen
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Phase*, 2a ,In affektiven Phasen der BD kommt es zu einer signifikant erh6hten
Expression von BIiP im Vergleich zur euthymen Phase® und 3a ,In affektiven
Phasen der BD kommt es zu einer signifikant erhbhten Expression von CHOP im
Vergleich zur euthymen Phase“ zu untersuchen, wurde bei einer Homogenitat der

Varianzen folgendes ANCOVA-Model zur Analyse der Daten angewandt:

e unabhangige Variable: Gruppen (euthyme, depressive, manische Phase)
e abhangige Variable: Genexpressionsmarker
e Kovariaten: Geschlecht (m/w), Alter (metrisch), Lithium (ja/nein) und

Antiepileptika (ja/nein)

Bei nicht gegebener Normalverteilung wurde zusatzlich der Kruskal-Wallis-Test
durchgefihrt.

Die Unterteilung der Gruppen erfolgte nach folgendem Schema:
e Euthym: HAMD <9, YMRS < 8, n =44
e Depressiv: HAMD =29, YMRS <8, n =25
e (Hypo)man: HAMD <9, YMRS 28, n=15

Um die 4. Hypothese ,ER-Stressmarker korrelieren mit der Genexpression von

ARNTL und MAO-A* zu untersuchen, wurde der Spearman-Korrelationskoeffizient

verwendet.
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3 Ergebnisse — Resultate

3.1 Kohortenbeschreibung

Die Kohorte besteht aus 135 Studienteilnehmerinnen. Die BD-Gruppe umfasst 81,
die Kontrollgruppe 54 Teilnehmerinnen. Von den 81 BD-Teilnehmerlnnen waren
zum Zeitpunkt der Blutentnahme 46 euthym, 23 depressiv und 10 manisch. Fur
drei Personen lagen zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine HAMD- und YMRS-
Werte vor, weshalb sie durch Voruntersuchungen zwar der BD-Gruppe, nicht aber
einer bestimmten Phase zugeordnet werden konnten. Vorab wurden die Daten auf
ihre Plausibilitat mittels Haufigkeitstabellen und Graphiken geprift. Ein Messwert
von MAO-A wich dabei stark von der Grundgesamtheit ab, wurde aber wegen

seiner Plausibilitat beibehalten.

In der folgenden Tabelle ist die erfolgte Kohortenanalyse ersichtlich. Unterschiede

der Gruppen werden aufgezeigt.

Tabelle 3-1 Kohortenanalyse der BD- und Kontrollgruppe: Signifikante
Gruppenunterschiede sind in der rechten Spalte mit dem Zusatz p < .05 vermerkt.

BD-Gruppe Kontrollgruppe Unterschiede

Probandinnen (n) 81 54

Alter [Jahre] 41+ 13 39116

Manner (n) 45 17 p <.05
Frauen (n) 36 37

BMI [kg/m?] 28.05 £ 5.01 25.26 + 4.33 p< .05
Raucher (n) 39 19

Lithium (n) 37 0

Antiepileptika (n) 26 0

Atypische Neuroleptika (n) 49 0

SSRI (n) 22 0
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Tabelle 3-2 Kohortenanalyse der verschiedenen Phasen der BD

Euthymie

Depressive

Phase

Manische

Phase

Probandlnnen (n) 46 23 10
Alter [Jahre] 42 + 14 39+12 40+ 16
Manner (n) 28 10 S
Frauen (n) 18 13 5
BMI [kg/m?] 28+5 28+5 29 £5
Raucher (n) 22 11 5
Lithium (n) 19 15 3
Antiepileptika (n) 16 6 4
Atypische Neuroleptika (n) 25 18 4
SSRI (n) 13 7 2
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3.2 Hypothese 1,,Bei BD kommt es zu einer signifikant
erniedrigten Expression von ARNTL und MAO-A im Vergleich
zu gesunden Kontrollen*

Die Genexpression von ARNTL und MAO-A ist nicht normalverteilt. Die Varianzen

von ARNTL sind im Gegensatz zu MAO-A zudem nicht homogen.
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Abbildung 3-1 Boxplot der Genexpression von ARNTL in der BD- und Kontrollgruppe.
ARNTL unterschied sich nicht signifikant zwischen Individuen mit BD und Kontrollen (p =
57).

Der Mann-Whitney-U-Test zeigte keinen signifikanten Unterschied der ARNTL-
Expression zwischen der BD-Gruppe (mittlerer Rang = 68.54, n = 80) und der
Kontrollgruppe (mittlerer Rang = 64.67, n = 53), (Mann-Whitney U = 1996.5, z = -
57, p = .57, 2-seitig). Relativiert zum ribosomalen Referenzgen 18s betrug der
Median der dCqg-Werte von ARNTL in der BD-Gruppe 16.16. Der Median der dCqg-
Werte von ARNTL der Kontrollgruppe lag bei 16.05. Die zusatzlich durchgefihrte
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ANCOVA erzielte ebenfalls kein signifikantes Ergebnis (F(1/126) = 1.49, p = .22).
Die ARNTL-Expression unterschied sich demnach nicht signifikant zwischen

Individuen mit BD und Kontrollen.
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Abbildung 3-2 Boxplot der Genexpression von MAO-A der BD- und Kontrollgruppe. Die
Genexpression von MAO-A zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Individuen
mit BD und Kontrollen (p = .16).

Mittels ANCOVA konnte kein signifikanter Unterschied der Genexpression von
MAO-A zwischen der BD- und Kontrollgruppe festgestellt werden (F(1/126) = 1.99,
p = .16). Der zusatzlich durchgefuhrte Mann-Whitney-U-Test zeigte ebenfalls
keinen signifikanten Unterschied der MAO-A-Expression zwischen der BD-Gruppe
(mittlerer Rang = 63.37, n = 81) und der Kontrollgruppe (mittlerer Rang = 69.54, n
= 52), (Mann-Whitney U = 1974, z = -61, p = .54, 2-seitig). Relativiert zum
ribosomalen Referenzgen 18s hatten BD-Patientinnen einen Median der dCqg-
Werte von MAO-A von 23.34, der Median der Kontrollgruppe lag bei 23.94.
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Demnach zeigte die Genexpression von MAO-A keinen signifikanten Unterschied

zwischen Individuen mit BD und Kontrollen.

3.2.1 Hypothese 1a ,,In affektiven Phasen der BD kommt es zu einer
signifikant erniedrigten Expression von ARNTL und MAO-A im
Vergleich zur euthymen Phase*

Sowohl ARNTL als auch MAO-A waren nicht normalverteilt, wiesen aber
homogene Varianzen auf. Eine ANCOVA wurde zur Analyse der Daten gewahlt.

Der nicht parametrische Kruskal-Wallis-Test wurde zusatzlich durchgefuhrt.
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Abbildung 3-3 Boxplot der Genexpression von ARNTL. Unterteilung der BD-Gruppe in
eine euthyme, depressive sowie manische Gruppe. BD-PatientInnen in einer affektiven

Phase unterschieden sich signifikant von BD-PatientInnen in einer euthymen Phase
(p =.047).
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Mittels ANCOVA konnte ein signifikanter Unterschied der ARNTL-Expression
zwischen affektiven und euthymen Phasen der BD festgestellt werden (F(2/78) =
3.20, p = .047). Der Median der dCqg-Werte von ARNTL der euthymen Gruppe (n
= 45) betrug 15.63, jener der depressiven Gruppe (n = 23) 16.71 und jener der
manischen Gruppe (n = 10) 16.53. Der Post-hoc-Test (Tukey) zeigte einen
signifikanten (p = 0.03) Unterschied der Genexpression von ARNTL zwischen der
euthymen und der depressiven Gruppe (-1.38, 95% - Kl [-2.64, -0.13]). Der
Kruskal-Wallis-Mediantest bei unabhangigen Stichproben konnte ebenfalls einen
signifikanten Unterschied der Genexpression von ARNTL zwischen affektiven und

euthymen Phasen nachweisen (x?(2) = 6.61, p = .04).
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Abbildung 3-4 Boxplot der Genexpression von MAO-A. Unterteilung der BD-Gruppe in
eine euthyme, depressive sowie manische Gruppe. Die Genexpression von MAO-A zeigte
keinen signifikanten Unterschied zwischen BD-PatientInnen in affektiven Phasen und BD-
PatientInnen in einer euthymen Phase (p = .32).
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Die durchgefiihrte ANCOVA konnte keinen signifikanten Unterschied der
Genexpression von MAO-A zwischen den drei Gruppen nachweisen (F(2/79) =
1.16, p = .32). Der Median der dCg-Werte der euthymen Gruppe (n = 46) betrug
22.86, jener der depressiven Gruppe (n = 23) 23.66 und jener der manischen
Gruppe (n = 10) 25.07. Der Kruskal-Wallis-Mediantest bei unabhangigen
Stichproben war ebenfalls nicht signifikant (x?(2) = 2.87, p = .24). Demnach
unterschieden sich BD-Patientinnen in einer affektiven Phase nicht von BD-

Patientlnnen in einer euthymen Phase.

3.3 Hypothese 2 ,,Bei BD kommt es zu einer signifikant erhéhten
Expression von BiP im Vergleich zu gesunden Kontrollen*
und Hypothese 3 ,,Bei BD kommt es zu einer signifikant
erniedrigten Expression von CHOP im Vergleich zu gesunden
Kontrollen*

Die Genexpression von CHOP wies eine Normalverteilung, aber keine
Homogenitat der Varianzen auf. Aus diesem Grund wurde der nicht parametrische
Mann-Whitney-U-Test gewahlt. Die Genexpression von BiP wies keine
Normalverteilung auf, verfugte aber Uber homogene Varianzen. Die ANCOVA
wurde zur Analyse der Daten verwendet. Zusatzlich wurde Mann-Whitney-U-Test

angewandt.
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Abbildung 3-5 Boxplot der Genexpression von BiP. Die Genexpression von BiP zeigte
einen signifikanten Unterschied zwischen Individuen mit BD und Kontrollen (p =
.01).

Die ANCOVA zeigte einen signifikanten Unterschied der BiP-Genexpression
zwischen der BD- und der Kontrollgruppe (F(1/128) = 10.08, p = .01). Relativiert
zum Referenzgen HPRT1 hatten BD-Patientinnen einen Median von -1.57 der
dCqg-Werte von BiP, die Kontrollgruppe -1.28. Der zusatzlich durchgeflihrte Mann-
Whitney-U-Test zeigte ebenfalls einen signifikanten Unterschied der
Genexpression von BiP zwischen der BD-Gruppe (mittlerer Rang = 60.40, n = 81)
und der Kontrollgruppe (mittlerer Rang = 79.40, n = 54), (Mann-Whitney U =
1571.5, z = -2.77, p = .01, 2-seitig). Die Genexpression von BiP zeigt demnach

einen signifikanten Unterschied zwischen Individuen mit BD und Kontrollen.
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Abbildung 3-6 Boxplot der Genexpression von CHOP. Die Genexpression von CHOP
zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Individuen mit BD und Kontrollen (p =
29).

Der Mann-Whitney-U-Test zeigte keinen signifikanten Unterschied bezuglich der
dCqg-Werte von CHOP zwischen der BD-Gruppe (mittlerer Rang = 70.88, n = 81)
und der Kontrollgruppe (mittlerer Rang = 63.68, n = 54), (Mann-Whitney U =
1953.5, z = -1.05, p = .29, 2-seitig). Relativiert zum Referenzgen HPRT1 hatten
BD-Patientinnen einen dCg-Mittelwert von CHOP von 8.19 = 0.68, die
Kontrollgruppe von 8.05 £ 0.94. Die zusatzlich durchgefihrte ANCOVA zeigte
ebenfalls kein signifikantes Ergebnis (F(1/128) = 0.39, p = .54). Demnach zeigte
die Genexpression von CHOP keinen signifikanten Unterschied zwischen

Individuen mit BD und Kontrollen.
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3.3.1 Hypothese 2a ,,In affektiven Phasen der BD kommt es zu einer
signifikant erhohten Expression von BiP im Vergleich zur
euthymen Phase‘ und Hypothese 3a ,,In affektiven Phasen der
BD kommt es zu einer signifikant erhohten Expression von
CHOP im Vergleich zur euthymen Phase*“

CHOP und BiP waren beide normalverteilt. Zudem lagen homogene Varianzen
vor. Zur Analyse der Genexpression der verschiedenen Phasen der BD wurde aus
diesem Grund eine ANCOVA angewandt.
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Abbildung 3-7 Boxplot der Genexpression von BiP. Unterteilung der BD-Gruppe in eine
euthyme, depressive sowie manische Gruppe. Es war kein signifikanter Unterschied
zwischen affektiven und euthymen Phasen der BD erkennbar (p = .78).

Die Genexpression von BiP zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
drei Gruppen. Die ANCOVA st nicht signifikant (F(2/79) = .26, p = .78). Die
Mittelwerte + Standardabweichung der dCqg-Werte von BiP betrugen in der
euthymen Gruppe (n = 46) -1.62 £ 0.72, in der depressiven Gruppe (n = 23) -1.69
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+ 1.13 und in der manischen Gruppe (n = 10) -1.45 + 0.72. Demnach war kein
signifikanter Unterschied der BiP-Genexpression zwischen affektiven und

euthymen Phasen der BD erkennbar.

10.00 05 _
i

5.00
S
T 5.00
o
o
O
=

4.00

2.00+

.00 T T I
euthym depressiv manisch

Phasen

Abbildung 3-8 Boxplot der Genexpression von CHOP. Unterteilung der BD-Gruppe in
eine euthyme, depressive sowie manische Gruppe. Die Genexpression von CHOP zeigte
keinen signifikanten Unterschied zwischen den affektiven Phasen (depressive Phase,
manische Phase) und der euthymen Phase der BD (p = .80).

Die ANCOVA zeigte kein signifikantes Ergebnis der CHOP-Genexpression
zwischen affektiven Phasen und euthymen Phasen (F(2/79) = .22, p = .80). Die
Mittelwerte + Standardabweichung der dCqg-Werte von CHOP betrugen in der
euthymen Gruppe (n = 46) 8.25 + 0.69, in der depressiven Gruppe (n = 23) 8.22 +
0.62 und in der manischen Gruppe (n = 10) 8.14 + 0.51. Die Genexpression von
CHORP zeigte demnach keinen signifikanten Unterschied zwischen den affektiven

Phasen der BD und der euthymen Phase.
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3.4 Korrelation

Die Parameter ARNTL, MAO-A, BiP und CHOP wurden mittels dem Spearman-
Korrelationskoeffizient fur nicht parametrische Daten auf einen Zusammenhang
gepruft. Es zeigte sich ein mittelstarker positiver Zusammenhang zwischen der
Genexpression von ARNTL und MAO-A, der sich als signifikant herausstellte

(rsp=10.708, p < .001). Das Streudiagramm veranschaulicht die Korrelation.
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Abbildung 3-9 Streudiagramm der Genexpression von ARNTL und MAO-A (rsp = 0.708, p
<.001). Ein linearer Zusammenhang ist erkennbar.

Weiters zeigte sich ein schwacher positiver Zusammenhang zwischen der
Genexpression von ARNTL und BiP, der sich als signifikant herausstellte

(rsp = 0.207, p = .02). Das Streudiagramm veranschaulicht die Korrelation.
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dCq BiP

Abbildung 3-10 Streudiagramm der Genexpression von ARNTL und BiP (tsp = 0.207, p =

.02).
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Zwischen den Uubrigen Parametern konnte kein signifikanter Zusammenhang

nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich ein signifikanter Unterschied

der BiP-Genexpression zwischen der BD- und Kontrollgruppe abgebildet hat.

Aulerdem zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Genexpression von

ARNTL zwischen der euthymen und depressiven Gruppe. Des Weiteren bestand

eine mittelstarke Korrelation zwischen ARNTL und MAO-A sowie eine schwache

Korrelation zwischen ARNTL und BiP. Die Nullhypothesen konnten gegen die

Erwartungen bei den anderen Fragestellungen nicht verworfen werden.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Ein veranderter circadianer Rhythmus bei BD gilt als gesichert. Es ist jedoch
fraglich, welche Mechanismen diese Veranderung bewirken. In dieser Studie
wurden ARNTL, MAO-A, BiP und CHOP mittels gPCR untersucht und ihre
Genexpression zwischen BD-Patientinnen und einer Kontrollgruppe, ebenso wie
Unterschiede zwischen depressiven, manischen Phasen und der euthymen Phase
innerhalb der Gruppe der BD, verglichen.

Gegen die Erwartungen konnte jedoch die Nullhypothese der Hypothese 1 ,Bei
BD kommt es zu einer signifikant erniedrigten Expression von ARNTL und MAO-A
im Vergleich zu gesunden Kontrollen® nicht verworfen werden. Sowohl die
Genexpression von ARNTL als auch von MAO-A waren gleichmaRig Uber die
Gruppen verteilt. Etliche Studien weisen auf eine genetische Veranderung von
ARNTL bei BD hin (Dmitrzak-Weglarz et al. 2015; McCarthy et al. 2012; Le-
Niculescu et al. 2008; Nievergelt et al. 2006). Es gibt allerdings nur wenige
Studien, welche die Expression von ARNTL quantitativ untersuchen. Yang et al.
analysierten die ARNTL-Expression quantitativ in Fibroblasten und konnten
lediglich einen Trend fir eine verringerte Expression nachweisen (Yang et al.
2009). Nakatani et al. hingegen fanden eine erhohte ARNTL-Expression in post
mortem entnommenen Gehirnproben von Bipolar-I-Erkrankten (Nakatani et al.
2006). Maglicherweise stehen andere Uhrengene flr einen veranderten
circadianen Rhythmus bei BD im Vordergrund (Roybal et al. 2007; Sjéholm et al.
2010; Rocha et al. 2017). Hochstwahrscheinlich handelt es sich aber um eine
Kombination aus Fehlfunktionen mehrerer Uhrengene. Neben einer Veranderung
der Uhrengene an sich kann auch eine veranderte Informationstbertragung des
Lichtstandes an die Uhrengene fir eine Veranderung des circadianen Rhythmus
verantwortlich sein. Zudem ist eine Veranderung der CCG moglich und konnte die
circadianen Rhythmusveranderungen erklaren. Alternativ ist in Betracht zu ziehen,
dass Mechanismen, die die molekulare Uhr beeinflussen, zu einer Veranderung

dieser flUhren. Beispielsweise bewirkt eine Veranderung des ER-Kalziums eine
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Veranderung der circadianen Uhr (Pluquet et al. 2014). Zu beachten ist auch, dass
Querschnittsstudien, gerade bei sich schnell wandelnden Prozessen wie im Falle
der molekularen Uhr, eine geringere Wahrscheinlichkeit haben, die gewlnschten
Endpunkte bei der Probenentnahme anzutreffen als Langsstudien, im Zuge derer
mehrere Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgen. Weitere
Limitationen und Starken der vorliegenden Studie werden in Absatz 4.2
,Limitationen und Starken der Studie“ angefuhrt. Bei der Analyse der Hypothese
1a ,In affektiven Phasen der BD kommt es zu einer signifikant erniedrigten
Expression von ARNTL und MAO-A im Vergleich zur euthymen Phase® zeigten
sich signifikant erhéhte dCqg-Werte der ARNTL-Expression von BD-Patientlnnen in
einer depressiven Phase im Vergleich zu der euthymen Phase. Erhohte dCqg-
Werte stehen fur eine erniedrigte ARNTL-Expression. Dies ist nicht mit dem
Modell im Einklang, bei dem eine erhdhte ARNTL-Expression in der depressiven
Phase angenommen wurde. Die vermehrte ARNTL-Expression fuhrt laut diesem
Modell wiederum zu einer erhdhten MAO-A-Expression. Auf diese Weise kommt
es zu einem vermehrten Abbau der Neurotransmitter (Dopamin, Serotonin,
Noradrenalin, Adrenalin) und folglich zu einer gedrickten Stimmungslage. Die
Genexpression von MAO-A zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
einzelnen Phasen der BD.

Da MAO-A sowohl durch das ARNTL-NPAS2/CLOCK-Heterodimer als auch durch
PER2 aktiviert wird, wurde eine veranderte MAQO-A-Expression bei BD-
Patientinnen im Vergleich zu gesunden Kontrollen angenommen (Kripke et al.
2009). Es konnte allerdings bei dieser Studie kein signifikanter Unterschied
zwischen BD-Probandinnen und der Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
Madglicherweise sind epigenetische Veranderungen von MAO-A, durch welche

dessen Expression unterdrickt wird, ausschlaggebend.

Bei der Untersuchung der beiden ER-Stressparameter BiP und CHOP konnte in
der vorliegenden Studie ein signifikanter Unterschied der BiP-Expression
zwischen der BD- und der Kontrollgruppe gezeigt werden. Bei der 2. Hypothese
,Bei BD kommt es zu einer signifikant erhbhten Expression von BiP im Vergleich
zu gesunden Kontrollen® wurde die Nullhypothese somit als verworfen
angenommen. Die dCqg-Werte von BiP waren in der BD-Gruppe signifikant

niedriger als in der Kontrollgruppe. Dies spricht fur eine vermehrte Expression von
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BiP bei BD, da sich die dCqg-Werte invers zur Genexpression verhalten. Bei der
Hypothese 2a ,In affektiven Phasen der BD kommt es zu einer signifikant
erhéhten Expression von BiP im Vergleich zur euthymen Phase” zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Phasen der BD und der
Kontrollgruppe. Die Nullhypothese konnte nicht verworfen werden. Entgegen der
Erwartungen konnte die Nullhypothese der Hypothese 3 ,Bei BD kommt es zu
einer signifikant erniedrigten Expression von CHOP im Vergleich zu gesunden
Kontrollen“ und 3a ,In affektiven Phasen der BD kommt es zu einer signifikant
erhbéhten Expression von CHOP im Vergleich zur euthymen Phase“ nicht
verworfen werden.

Vorhergegangene Studien zeigten, dass es nach ER-Stressinduktion zu einer
verringerten BiP- und CHOP-Expression bei BD-Probandinnen kommt
(Pfaffenseller et al. 2014; So et al. 2007; Kakiuchi et al. 2003). Ohne ER-
Stressinduktion zeigte sich eine erhdhte BiP-Genexpression und kein signifikanter
Unterschied der CHOP-Expression zwischen der BD- und Kontrollgruppe
(Bengesser 2016). Das Ergebnis von Bengesser (2016) wurde von dieser
Diplomarbeit bestatigt. Dies kdnnte dafir sprechen, dass BD-Patientinnen basal
eine erhdhte BiP-Expression aufweisen, da sie einer andauernden ER-
Stressreaktion ausgesetzt sind. Durch diese Uberbelastung der UPR kommt es
bei einer induzierten ER-Stressreaktion zu einer geringeren UPR-Antwort als bei
der Kontrollgruppe. Sie sind nach dieser Theorie sowohl in ihrer basalen
Expression als auch nach ER-Stressinduktion, durch vermehrten andauernden
ER-Stress und/oder eine inadaquate ER-Stressreaktion, vermehrt durch die
Anstauung fehlgefalteter Proteine betroffen. Mehrere Studien fanden einen positiv
regulatorischen Effekt von Lithium und Valproat auf BiP (Kakiuchi et al. 2009;
Chen et al. 2000; Shao et al. 2005). Dies konnte eine Erhdéhung der BiP-
Expression bei BD-Patientinnen unter medikamentoser Therapie erklaren.
Valproat unterdrickt aulerdem das proapoptotische CHOP, was den fehlenden
Anstieg der CHOP-Expression ohne ER-Stressinduktion trotz einer Erhdhung der
BiP-Expression bei BD-Patientinnen erklaren kénnte (Li et al. 2017). Sowohl
Lithium als auch Valproat wurden allerdings bei der durchgefihrten ANCOVA als
Kovariaten berlcksichtigt und zeigten keinen signifikanten Einfluss auf das
Ergebnis. Ein weiterer Grund fur eine Erhdhung der BiP-Expression kdnnte eine

Erhéhung des Leptinspiegels bei adipdsen Probandinnen sein. ER-Stress fuhrt zu
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einer Leptinresistenz und ist somit an der Entstehung einer Adipositas beteiligt, da
Leptin nicht mehr in ausreichendem Male den Appetit zUgeln kann (Ozcan et al.
2009). Bei einer Leptinresistenz steigt der Leptinspiegel im Blut folglich an. ER-
Stress wiederum tritt durch Ubergewicht vermehrt auf. Interessanterweise fanden
Thon et al. 2014 eine hochregulierte BiP-Expression durch Leptin, die protektiv bei
adipositasassoziiertem ER-Stress wirkt (Thon et al. 2014). Bei der durchgefuhrten
ANCOVA wurde allerdings auch der BMI der Patientinnen miteinbezogen,
wodurch ein anderer Mechanismus der BiP-Expressionserhohung angenommen
werden kann. Des Weiteren ist anzumerken, dass die CHOP-Expression trotz
einer erhdhten BiP-Expression, also einem vermehrten Auftreten von ER-Stress,
in dieser Studie nicht erhoht war. Pfaffenseller et al. fanden trotz einer verringerten
CHOP-Expression ein vermehrtes Zellsterben in der BD-Gruppe vor. Dies kann
durch zusatzliche Wege, die zur Apoptose fuhren, erklart werden und spiegelt eine
inadaquate Reaktion auf ER-Stress wider. Da sowohl BiP als auch CHOP nach
ER-Stressinduktion beeintrachtigt sind, spricht dies fur eine verringerte ER-
Stressreaktion bei BD (Pfaffenseller et al. 2014). Es gilt zu ergriunden, welche
Mechanismen zur Unterdrickung von BiP und CHOP nach ER-Stressinduktion als
auch zu einer Erhdhung der basalen BiP-Expression bei BD im Vergleich zu

gesunden Kontrollen ohne ER-Stressinduktion fuhrt.

Bei der Fragestellung der 4. Hypothese ,ER-Stressmarker korrelieren mit der
Genexpression von ARNTL und MAO-A“ zeigte sich ein mittelstarker
Zusammenhang zwischen ARNTL und MAQO-A. Dies ist mit den Publikationen von
Kripke et al. (2009) sowie Hampp et al. (2008) im Einklang, die eine Aktivierung
von MAO-A durch das ARNTL-NPAS2-Heterodimer und das CLOCK-ARNTL-
Heterodimer beschreiben (Kripke et al. 2009; Hampp et al. 2008). Des Weiteren
zeigte sich ein schwacher positiver Zusammenhang zwischen der Genexpression
von ARNTL und BiP, der sich als signifikant herausstellte. Aufgrund der
schwachen Auspragung der Korrelation sind weitere Studien nétig, die diese
Fragestellung behandeln. Vorstudien, die eine Korrelation der Expression von
ARNTL und BiP nachweisen, sind nicht vorhanden. Ein Zusammenhang zwischen
dem ER-Stress und dem circadianen Rhythmus wird jedoch angenommen. So
zeigte sich sowohl eine Regulierung der circadianen Uhr durch ER-Kalzium als

auch eine circadiane Regulierung des ER-Kalziums durch Uhrengene (lkeda et al.
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2003; Baez-Ruiz & Diaz-Munoz 2011; O’Neill & Reddy 2012; Pluquet et al. 2014).
Aulerdem wurde eine Regulierung der Expression mehrerer Uhrengene durch
UPR-Gene und umgekehrt, eine rhythmische Beeinflussung UPR-spezifischer
Gene durch Uhrengene, nachgewiesen (Koyanagi et al. 2011; Pluquet et al. 2013;
Pluquet et al. 2014; Cretenet et al. 2010). Interessanterweise zeigte BiP eine
robuste rhythmische Expression in verschiedenen Geweben wie der Leber, den
Nieren und dem Herz (Hughes et al. 2009). Dies spricht fur eine Beeinflussung der
BiP-Expression durch Uhrengene und steht somit in Einklang mit der in dieser

Studie nachgewiesenen schwachen Korrelation von ARNTL und BIiP.

4.2 Limitationen und Stédrken der Studie

Dieser Abschnitt soll Limitationen der vorliegenden Studie aufzeigen sowie
Durchfuhrungsratschlage fur zukunftige Folgestudien liefern.

Es ist fraglich, ob Ergebnisse von Genanalysen aus peripherem Blut von
Probandlnnen reprasentativ fur die Verhaltnisse im Gehirn sein kénnen. Tsuang et
al. untersuchten diese Fragestellung und kamen zu dem Schluss, dass isolierte
RNA aus dem Blut fUr diagnostische Versuche verwendet werden kann. Blut
ermdglicht gegenuber Gehirngewebsproben eine groRere Fallzahl und spiegelt
vermutlich die Verhaltnisse im Gehirn zureichend wider (Tsuang et al. 2005). Es
wird demnach angenommen, dass ER-stressspezifische Veranderungen im
peripheren Blut das Verhaltnis im ZNS reprasentieren (Pfaffenseller et al. 2014).
Es gibt nur eine geringe Anzahl an in-vivo Studien. Bown et al. (2000)
untersuchten die ER-Stressproteinexpression post mortem an Patientlnnen, die
Suizid begangen hatten. In depressiven Individuen konnte eine Erhéhung der BiP-
Expression im temporalen Cortex nachgewiesen werden, nicht aber bei BD oder
Schizophrenie (Bown et al. 2000). Eine zusatzliche Schwierigkeit bei der ER-
Stressanalyse ist eine etwaige kurzlebige Auspragung des ER-Stress, die durch
Querschnittsstudien schwer erfassbar ist.

Die isolierte RNA aus dem peripheren Blut wurde anschlielend dem Standard
entsprechend in cDNA umgewandelt. Mit der stabileren cDNA ist eine qPCR im
Gegensatz zur RNA moglich, da die cDNA hitzeunempfindlicher ist. Diese

Methode ist der Goldstandard zur quantitativen RNA-Analyse (Jung et al. 2013).
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Andere Methoden, wie beispielsweise der Northern Blot, stolien bei der Analyse
geringer RNA-Mengen an ihre Grenzen, da keine Vervielfaltigung der Zielsequenz
wie im Falle der gPCR stattfindet (Thiemann et al. 2015).

Es ist vorteilhaft, bei der g°PCR Gene zu untersuchen, die auch tatsachlich aktiv
sind. Im Gegensatz zur genomischen DNA besteht mRNA naturlicherweise nur
aus Exons. Auf diese Weise ist es moglich, auf die Aktivitat der einzelnen Gene
ruckzuschlieRen. Kommt es beispielsweise zu keiner mRNA-Bildung, sind die
gesuchten Gene nicht aktiv. lhre Information dient zu dem Zeitpunkt nicht als
Vorlage flr die Proteinsynthese. Nach diesem Prinzip ist es ebenfalls mdglich zu
analysieren, welche Umweltfaktoren zur Expression verschiedener Gene flihren
(Clark 2006). Um einer Verunreinigung mit genomischer DNA entgegenzuwirken,
sollte das Amplikon mindestens ein Intron Uberspannen. Auf diese Weise ist es
mdglich, eine Amplifikation genomischer DNA auszuschlieRen, da das Amplikon
sonst erheblich grélRer und somit als Nebenprodukt ersichtlich ware. In vielen
Fallen kommt es durch die erhdhte Grole zu gar keiner Amplifikation (Dale et al.
2012). Bei der vorliegenden Diplomarbeit wurde auf ein derartiges Amplikon-
Design zuruckgegriffen.

Die Wahl der TagMan®-Methode fir die Analyse der Genexpression von ARNTL
und MAO-A und der SYBR® Green-Methode bei BiP und CHOP beruht auf
Vorstudien mit den jeweiligen Methoden.

Die Kovariaten wurden mittels Literaturrecherche ermittelt. Diese wurden sowohl
deskriptiv als auch graphisch gepruft. Unterschiede zwischen den Kohorten sind in
Kapitel 3.1. ,Kohortenbeschreibung® angefuhrt und wurden bei der statistischen
Auswertung berucksichtigt. Da der BMI zwischen BD-Patientinnen und der
Kontrollgruppe einen signifikanten Unterschied aufwies, wurde er bei der
ANCOVA bericksichtigt. Eine weitere Limitation dieser Studie ist das nicht
erhobene Schlafverhalten der Probandinnen. Etwaige Auswirkungen des
Schlafverhaltens auf das Uhrengen ARNTL flieRen demnach nicht in die
statistische Analyse ein. Weiters wurden keine Daten zur Lichtexposition erhoben.
Da Licht den primaren Zeitgeber darstellt, konnen verschiedene
Lichtexpositionsdauern auch zu unterschiedlichen Expressionsmustern der
Uhrengene fuhren.

Bei der statistischen Analyse wurde, um auch die Kovariaten zu berlcksichtigen,

das robuste Verfahren der ANCOVA auch bei nicht parametrischer Verteilung
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durchgefiuihrt. Parametrische Tests, wie die ANCOVA, sind ab einer Gruppenzahl
von n = 30 nach dem zentralen Grenzwerttheorem selbst bei nicht gegebener
Normalverteilung stabil. Die Aussagekraft parametrischer Tests liegt Uber derer
von nicht parametrischen Tests. Bei der statistischen Analyse der
Gruppenunterschiede zwischen den einzelnen Phasen der BD wies die euthyme
Gruppe der ARNTL- und MAO-A-Expression keine Normalverteilung auf, verfugte
aber uber eine Probandinnenanzahl von n > 30. Die Patientinnenanzahl in einer
depressiven oder manischen Phase war zwar gering, aber normalverteilt. Dies ist
auch eine weitere Schwache der vorliegenden Studie: Moglicherweise ist die
Patientinnenanzahl, die sich in einer manische Phase befanden, zu gering um
einen signifikanten Effekt nachzuweisen.

Des Weiteren ist zu beachten, dass es sich bei der vorliegenden Diplomarbeit um
eine Querschnittsstudie handelt. Folgestudien mit mehreren Messpunkten sind
noétig, um die Ergebnisse zu verifizieren. Auch die Epigenetik ist nicht zu
vernachlassigen und bietet Raum fur eventuelle Nachfolgestudien.

Eine Starke der Studie ist, dass fortlaufend Daten gesammelt werden und fur
spatere Analysen mit einem gréfderen Probandlnnenkollektiv verwendet werden
konnen. Da aus den gesammelten Daten jeweils mehrere Fragestellungen
bearbeitet werden, kann auf viele Parameter zuruckgegriffen werden. Auch
retrospektive Studien konnen durchgefuhrt werden. Da die Rekrutierung vieler
Patientinnen in einer affektiven Phase mit einem hohen Zeitaufwand verbunden
ist, ist eine Studie auf einen langeren Zeitraum anzulegen. Im Vergleich zu
anderen Studien verfugte die vorliegende Studie Uber eine hohere Fallzahl an zum
Zeitpunkt der Blutentnahme affektiven Probandinnen. Mdglicherweise ist aber eine
noch héhere Fallzahl nétig, um ein signifikantes Ergebnis nachweisen zu kénnen.
Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass es bis dato nicht viele vergleichbare Studien
gibt und diese Diplomarbeit somit als Vorlage fur weitere Studien dieser Art dienen
kann. AuBRerdem stellt sie eine Vergleichsmaoglichkeit fur die wenigen ahnlichen
Studiendesigns dar. Genexpressionsstudien im peripheren Blut von Patientinnen
sind wichtig, um eventuell Biomarker fur affektive Phasen der BD im Blut

bestimmen zu konnen. Bisher sind keine solcher Blutmarker bekannt.
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4.3 Konklusion

Diese Diplomarbeit untersuchte die molekulare Uhr und den ER-Stress bei BD. Es
zeigte sich eine erhodhte BiP-Expression von BD-Patientlnnen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis wird von Bengesser 2016 (Bengesser 2016) und
einer weiteren, sich gerade im Publikationsprozess befindlichen Studie
(Bengesser et al. 2018), unterstutzt. Da Studien ohne ER-Stressinduktion rar sind,
sind weitere Studien notig um dieses Ergebnis zu verifizieren. Des Weiteren
konnte eine signifikant erniedrigte ARNTL-Expression in depressiven Phasen im
Vergleich zur euthymen Phase festgestellt werden. Dies ist nicht mit dem
angenommenen Modell im Einklang, laut dem es in der Depression zu einer
erhohten ARNTL-Expression mit folglich erhohter MAO-A-Expression kommen
sollte. Die Expression von MAO-A unterschied sich nicht zwischen den einzelnen
Phasen der BD. Da es sich bei der vorliegenden Studie um eine
Querschnittsstudie handelt, sind weitere Longitudinalstudien mit gréRerer Fallzahl
notig, um dieses Ergebnis zu bestatigen. Aullerdem konnte eine positive
Korrelation zwischen ARNTL und MAO-A sowie eine schwache Korrelation
zwischen ARNTL und BiP nachgewiesen werden. Die Korrelation zwischen
ARNTL und MAO-A ist mit den Publikationen von Kripke et al. (2009) sowie
Hampp et al. (2008) im Einklang, die eine Aktivierung von MAO-A durch das
ARNTL-NPAS2-Heterodimer und das CLOCK-ARNTL-Heterodimer beschreiben
(Kripke et al. 2009; Hampp et al. 2008). Die schwache Korrelation zwischen
ARNTL und BiP kann durch eine Beeinflussung des ER durch Uhrengene erklart
werden. Eine rhythmische Expression von BiP spricht flir einen vorhandenen
Zusammenhang der BiP-Genexpression mit Uhrengenen (Hughes et al. 2009).
Vorstudien bezuglich der Korrelation der Genexpression zwischen ARNTL und BiP
fehlen. Diese Studie konnte keinen signifikanten Unterschied des Uhrengens
ARNTL und MAO-A bei BD-Patientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe
feststellen. Wie wichtig ein regelmafliger Tagesrhythmus dennoch ist, wird in der
Einleitung dieser Diplomarbeit durch eine Zusammenfassung der Literatur
verdeutlicht. Fir die Fragestellungen, ob sich die Expression von MAO-A, BiP und

CHOP von BD-Patientinnen in affektiven Phasen von BD-Patientlnnen in einer
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euthymen Phase unterscheidet, ist mdglicherweise ein groReres Sample
notwendig und bietet Raum fur eventuelle Nachfolgerstudien. ARNTL konnte
moglicherweise einen geeigneten Indikator im peripheren Blut von Patientinnen fur
affektive Phasen der BD darstellen.

Diese Diplomarbeit ermdglicht einen Einblick in die beiden Themen der
Uhrengene und des ER-Stress und liefert neben signifikanten Ergebnissen eine
Zusammenfassung der vorhandenen Literatur sowie eine genaue Beschreibung
der angewandten Methoden fur nachfolgende Studien. Bei einer Verifikation der
Ergebnisse kdnnen in weiterer Folge eine Optimierung der medikamentdsen
Behandlung der BD oder eine neue Diagnosemethode entwickelt werden. In Folge
ist es moglich, weitere Prozesse, die durch ER- oder uhrenspezifische Gene
beeinflusst werden, auf eine Veranderung bei BD zu untersuchen.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass beide in dieser Arbeit bearbeiteten
Themengebiete von groRRer Bedeutung flr die Pathogenese der BD sind und

durch nachfolgende Studien genauer beleuchtet werden sollten.
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6 Anhang

6.1 PBMC-Isolierung

Tabelle 6-1 Mischungsverhéltnisse zum Herstellen von CMF-PBS

CMF-PBS fiir 5 Liter ‘

409 NaCl

1,59 KCI

01g KH2PO4

0,457 g Na2HPO4+2H20
109 Glukose

6.2 RNA-Isolation mittels Tri Reagent RT®: Standard Operating
Procedures (SOP) des Instituts fir Pathophysiologie und
Immunologie der Medizinischen Universitat Graz, Osterreich

6.2.1 Ziel
Ziel ist die Gewinnung von RNA aus Zellen bzw. Gewebe humanen und tierischen

Ursprungs.

6.2.2 Durchfuhrungsort
Da das Reagenz toxisch ist, ist die Durchfuhrung unter dem Abzug notwendig.

6.2.3 Durchfiihrung
Das Prinzip beruht auf den unterschiedlichen Loslichkeiten von RNA, DNA und

Proteinen in einem zweiphasigen Gemisch aus wassriger und organischer
Losung. Zur Phasentrennung kommt es durch Zugabe eines chaotropen
Denaturierungsreagenz. RNA befindet sich in der wassrigen Phase, DNA und
Proteine in der Interphase und organischen Phase. Entwickelt wurde diese

Methode von Piotr Chomczynski und Nicoletta Sacchi.
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6.2.4 Protokoll

Vorbereitung:

Zentrifuge vorkuhlen

Thermoschuttler auf 55°C vorheizen

Eisbehalter Filterspitzen (grof3, mittel)
1,5 ml Eppendorf beschriften: Name, RNA, Datum

Reagenzien zusammentragen: Tri Reagent RT, BAN, Isopropanol, Ethanol 75%

RNase freies Wasser

Tri Reagent enthalt Phenol und ist daher giftig. Nitrilhandschuhe verwenden!

Durchfuhrung:

fur Gewebe: Mit 1 ml Tri Reagent RT 50 mg - 100 mg Gewebe mit dem
UltraTurax 3x10 Sekunden zerkleinern. Zwischen den Schritten immer
wieder auf Eis stellen. Verwendung von 15 ml Rundbodenréhrchen und
anschlie3end in 1,5 ml Eppis Uberfuhren.

fur Zellen: 5-10 x 106 Zellen mit 1 ml Tri Reagent RT grundlich mit der
Pipettenspitze resuspendieren.

fur Zellkulturflaschen: 1 ml fir 10 cm? Oberflache verwenden und 5 Minuten
auf den Vortexer stellen. Suspension in 1,5 ml Eppi (je 1 ml) Uberfuhren.

50 ul BAN einspulen und Eppis 20x kraftig kippen, 5 Min bei RT.
Phasentrennung bei 12.000 g fir 15 Minuten bei 4°C.

500 pl des klaren Uberstandes in ein neues Eppi tiberfiihren und mit 500 pl
Isopropanol mischen, 20x kippen, 10 Minuten RT (den Rest aufbewahren
fur DNA und Proteinisolierung). Zentrifugation 8 Min 12.000g 4°C.

Ab hier sollte ein Pellet (meist zart am Rand) zu sehen sein. Uberstand
abdekantieren und mit 1 ml 75% EtOH waschen. Zentrifugation 5 Min 7500
g4°C.

Uberstand abdekantieren und kurz bei 12.000 g abzentrifugieren.
Restlichen EtOH mit Pipette grindlich entfernen (Vorsicht! Pellet nicht mit
aufsaugen!).

Uber Kopf 3-5 Minuten lufttrocknen bis die RNA von einem weilllichen

Pellet in ein klares Ubergeht. Je nach Grolie des Pellets mit 50 pl — 100 pli

Seite | 110



RNase-freies Wasser resuspendieren und 10 Minuten bei 55°C I6sen bei
300 rpm am Thermoschuttler. AnschlieRend auf Eis geben und abkuhlen

lassen. Vermessung am NanoDrop.
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