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1 Einleitung

Die Schizophrenie ist eine sehr komplexe und heterogene psychiatrische Erkrankung,

deren meist chronischer Verlauf zu großen Beeinträchtigungen der Patienten und ihrer

Angehörigen führt, letztlich - beispielsweise über hohe Gesundheitskosten, bzw.

Krankenkassenbeiträge - aber auch zu einer Belastung der Allgemeinbevölkerung

(Giegling et al. 2008; Rössler et al. 2005).

In den vergangenen Jahrzehnten gab es große Fortschritte in  der

Schizophrenieforschung, dennoch gibt es noch zahlreiche Wissenslücken, unter anderem

was weitere mögliche Suszeptibilitätsgene für Schizophrenie betrifft.

Diese Arbeit untersucht vor diesem Hintergrund vier Einzelnukleotidpolymorphismen

(Single Nucleotide Polymorphisms = SNPs), die in Bezug zu dem Gen GLRB (Glyzin

Rezeptor, beta) stehen, auf ihre mögliche Assoziation mit Schizophrenie.

1.1 Schizophrenie

Nach der International Classification of Diseases, Tenth Edition (ICD-10) sind die

schizophrenen Störungen meist durch Denk- und Wahrnehmungsstörungen sowie

inadäquate und verflachte Affekte gekennzeichnet.

Dabei sind die intellektuellen Fähigkeiten und die Bewusstseinsklarheit nur selten

beeinträchtigt, es können sich mit der Zeit aber gewisse Defizite entwickeln.

Psychopathologisch im Vordergrund stehen Gedankenlautwerden, Gedanken-

eingebung oder Gedankenentzug, Gedankenausbreitung, Wahnwahrnehmung,

Kontrollwahn, Beeinflussungswahn oder das Gefühl des Gemachten, Stimmen, die in der

dritten Person den Patienten kommentieren oder über ihn sprechen, Denkstörungen und

Negativsymptome (DIMDI 2005).

Historisch betrachtet gab es bereits verschiedene Einteilungsmodelle für die

vielschichtige Symptomatik der Schizophrenie.

Schon 1896 beschrieb Emil Kraepelin die „Dementia praecox“, die er in einzelne

Subtypen - hebephren, kataton oder paranoid-halluzinatorisch - unterteilt sah. Sie galt als

Gesamtveränderung der Persönlichkeit mit fortschreitender Verschlechterung (Kraepelin

1896).

1908 wurde von Eugen Bleuler die Bezeichnung Schizophrenie, von altgriechisch

„schizein“ = abspalten und „phren“ = Seele, mit einem stärkeren Bezug auf das
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psychopathologische Querschnittsbild geprägt und eine Einteilung in Grund- und

akzessorische Symptome erarbeitet.

Zu den Grundsymptomen zählte er Assoziations- und Affektstörungen, Autismus und

Ambivalenz, zu den akzessorischen  Symptomen Halluzinationen, Wahn und Katatonie

(Bleuler et al. 1986; Fusar-Poli et al. 2008).

Mitte des 20. Jahrhunderts begann mit der Theorie von Kurt Schneider über die

Symptome ersten und zweiten Ranges die diagnostische Operationalisierung der

Schizophrenie-Symptomatik. Dabei gelten Wahnwahrnehmung, Stimmenhören,

Gedankenausbreitung, Gedankenentzug, Gedankeneingebung, Gedankenlautwerden

und Beeinflussungserleben als Symptome ersten Ranges; Affektveränderungen,

Wahneinfälle und nicht-akustische Halluzinationen als Symptome zweiten Ranges

(Brunnhuber et al. 2005).

In den 70er Jahren kam es dann zu einer Differenzierung in so genannte positive und

negative Symptome, zu den positiven Symptomen zählen zum Beispiel Halluzination,

Wahn, formale Denkstörungen und desorganisiertes Verhalten, zu den negativen Alogie,

Affektverarmung, sozialer Rückzug und Aufmerksamkeitsstörungen (Möller et al. 2008).

1.1.1 Klassifikation

In den vergangenen Jahrzehnten wurde begonnen, einheitlichere Klassifizierungssysteme

zu entwickeln, da durch Vergleichbarkeit und genaue Definitionen die

Ursachenforschung erleichtert wird und damit das Ziel näher rückt, Prävention betreiben

zu können und eine verbesserte Behandlung zu ermöglichen.

Momentan existieren zwei anerkannte Klassifikationssysteme. Zum einen die International

Classification of Diseases, Tenth Edition (ICD-10) der Weltgesundheitsorganisation (WHO)

und zum anderen das System der American Psychiatric Association (APA), das

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth Edition (DSM-IV).

Die ICD-10 wird meist im klinischen Bereich eingesetzt, das DSM-IV mit seinen etwas

präziseren und strengeren Kriterien – als Beispiel sei genannt, dass die ICD-10 für die

Diagnose einer Schizophrenie das Vorliegen entsprechender Symptome für die Dauer

von einem Monat fordert, während im DSM-IV mindestens sechs Monate verlangt

werden – dient vor allem der Forschung (Möller et al. 2008).

In der ICD-10 wird zwischen einer paranoiden, hebephrenen, katatonen, und einer

undifferenzierten Schizophrenie, außerdem dem schizophrenen Residuum, der
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Schizophrenia simplex und der postschizophrenen Depression unterschieden (DIMDI

2005).

Das DSM-IV unterscheidet die fünf Typen paranoid, kataton, desorganisiert – letzteres

entspricht der hebephrenen Form des ICD-10 -, undifferenziert und residual (Saß et al.

1996).

Beide legen die Diagnose der Schizophrenie über diverse Kriterien fest, die sich teilweise

ähneln.

1.1.2 Subtypen

Am häufigsten ist die paranoide Schizophrenie, deren wesentliche Merkmale

Wahnvorstellungen, Ich-Störungen und akustische Halluzinationen sind.

Der hebephrene bzw. desorganisierte Typ beginnt meist im Jugendalter, hier stehen

Affekt-, Denk- und Antriebsstörungen im Vordergrund.

Beim katatonen Typ sind psychomotorische Störungen kennzeichnend, die vom Stupor

bis zur Hyperkinesie reichen können.

Der undifferenzierte Typ liegt vor, wenn allgemeine Schizophreniekriterien erfüllt sind,

ohne einer der anderen Schizophrenieformen zu entsprechen.

Das Schizophrene Residuum (ICD-10) bzw. der residuale Typ (DSM-IV) ist geprägt durch

Negativsymptomatik und es müssen zu einem vorangegangenen Zeitpunkt Symptome

einer Schizophrenie vorgelegen haben.

Eine depressive Episode, die an eine eindeutige Phase der Schizophrenie anschließt,

kann, wenn sie bestimmte weitere Kriterien erfüllt, als postschizophrene Depression

diagnostiziert werden.

Die Schizophrenia simplex schließlich ist eine Ausschlussdiagnose mit langsamem,

chronisch-progredientem Verlauf ohne typisch psychotische Symptome (Brunnhuber et

al. 2005; Möller et al. 2008).

1.1.3 Verlauf

Ebenso vielfältig wie die Erscheinungsformen der Schizophrenie sind die möglichen

Verläufe. Die Krankheit kann akut oder schleichend auftreten, sie kann singulär, phasisch

– mit guter bis schlechter Remission - oder chronisch verlaufen, sodass es für den Einzelfall

unmöglich ist, zu Beginn der Erkrankung eine Prognose zu erstellen (Berger 2008).
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Dennoch lassen sich grob drei Phasen unterscheiden (Comer 2001):

1. Die Prodromalphase: Sie geht der akuten Phase voraus und kann Monate bis Jahre

dauern. Typisch sind vor allem Negativsymptome und eventuell ein „Knick“ in der

Lebenslinie, häufig charakterisiert durch Interessenverlust, Leistungsabfall und

Zurückgezogenheit. Diese Phase wird oft nicht erkannt.

2. Die Aktive Phase: In dieser treten die Positivsymptome in den Vordergrund, was sowohl

akut als auch über einen längeren Zeitraum hinweg geschehen kann.

3. Die Residualphase: Ähnelt in gewisser Weise der Prodromalphase, häufig bestehen

Negativsymptome oder depressive Episoden.

1.1.4 Epidemiologie

Weltweit liegt die Lebenszeitprävalenz der Schizophrenie zwischen 0,5 und 1,6% (Rössler

et al. 2005), die Prävalenzzahlen in den verschiedenen Kulturen und Ethnitäten der Welt

weisen kaum Unterschiede auf (Häfner 1993) und sind nicht geschlechtsabhängig

(Häfner et al. 1991).

Das Prädilektionsalter liegt zwischen dem 22. und 32. Lebensjahr, wobei es bezüglich des

Erkrankungsalters (Age at Onset = AaO), das bei Männern etwa 3-4 Jahre vor dem der

Frauen liegt, einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Geschlechtern gibt

(Häfner et al. 1999).

1.1.5 Ätiopathogenese

Heutzutage wird von einer multifaktoriellen Genese der Schizophrenie ausgegangen

(Andreasen 2000).

Unter anderem spielen genetische, psychosoziale sowie einige weitere, wie

beispielsweise biochemische Faktoren eine Rolle.

In neueren Konzepten wird dabei von der „Two-Hit“-Hypothese gesprochen, bei der

angenommen wird, dass genetische und Umweltvariablen im Sinne eines „First Hit“ zu

Hirnentwicklungsstörungen führen, welche dann wiederum – auch im Zusammenspiel mit

psychosozialen Faktoren – im Rahmen einer erhöhten Vulnerabilität zum Auftreten der

Erkrankung prädisponieren. Treten dann Stressoren auf („Second Hit“), wie beispielsweise
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psychische Belastung, Drogenkonsum und andere, kommt es zur Schizophrenie

(Maynard et al. 2001) (Abb. 1).

Abbildung 1: Die Ätiopathogenese der Schizophrenie, modifiziert nach Deister und Möller

unter Einbezug der „Two-Hit“-Hypothese (Bayer et al. 1999; Deister et al. 1997; Maynard et

al. 2001; Möller et al. 2008)

1.1.5.1 Psychosoziale Faktoren

Diverse psychosoziale Faktoren wurden schon mit der Entstehung oder dem Verlauf der

Schizophrenie in Zusammenhang gebracht (Tandon et al. 2008; Walker et al. 2004; Zubin

et al. 1977), unter anderem zeigt die Life-Event-Forschung, dass ein Zusammenhang

zwischen Stressoren und der jeweiligen Symptomstärke bei schizophrenen Patienten
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besteht (Norman et al. 1993). Außerdem gibt es Hinweise, dass lebensverändernde

Ereignisse zur Auslösung einer Episode beitragen können (Cullberg 2003).

Die familiäre Atmosphäre spielt eine Rolle für die Rezidivprophylaxe. Für schizophrene

Patienten, die in so genannten „High-Expressed-Emotions“-Familien - was bedeutet, dass

innerfamiliär häufig kritische Bemerkungen gemacht werden oder ein überprotektives

Verhalten dem Patienten gegenüber gezeigt wird - leben, besteht ein höheres Risiko ein

Rezidiv zu bekommen (Rosenfarb et al. 2004).

Aber auch bei der Entstehung schizophrener Erkrankungen spielt die Familie eine Rolle,

was sich beispielsweise daran erkennen lässt, dass Kinder schizophrener Mütter, die in

dysfunktionale Familien adoptiert werden, ein größeres Risiko haben, an Schizophrenie zu

erkranken, als jene Kinder, welche in Familien mit positiver familiärer Atmosphäre geraten

(Tienari et al. 1994).

Die Tatsache, dass in den unteren sozialen Schichten ein erhöhtes Erkrankungsrisiko

festgestellt werden kann, wird heutzutage meist mit der „Drift-Hypothese“ erklärt, die

besagt, dass schizophrene Patienten aufgrund einer beeinträchtigten Lebenskompetenz

schon vor der Ersterkrankung in niedrigere soziale Schichten absteigen, was sich nach

Auftreten der Erkrankung weiter fortsetzt (Löffler et al. 1999).

1.1.5.2 Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen

Es wurde beobachtet, dass Patienten mit Schizophrenie besonders häufig in den

Wintermonaten geboren werden (Torrey et al. 1997).

Eine gängige Annahme ist, dass Virusinfektionen der Mütter in einer vulnerablen Phase

der Schwangerschaft und eine daraus resultierende Schädigung neuronaler Strukturen

des ungeborenen Kindes die Ursache dieser Häufung sein könnten.

Allerdings konnte in einer großen Studie von Battle et al. weder für die häufig als

signifikant diskutierte Influenza noch für Masern ein signifikanter Zusammenhang

hergestellt werden (Battle et al. 1999). Dafür wurden in einer neueren Studie positive

Ergebnisse bezüglich des Rubella-Virus erzielt (Brown et al. 2001).

Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen, wie beispielsweise Sepsis, Präeklampsie,

Geburtsstillstand und viele andere, führen häufig zu hypoxischen Zuständen des Kindes

und sind – wohl deshalb – sehr stark mit dem Auftreten von Schizophrenie assoziiert

(Walker et al. 2004).
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1.1.5.3 Genetische Faktoren

Eine der gängigsten Erkenntnisse der Schizophrenie-Forschung ist, dass die Vulnerabilität

für die Erkrankung vererbbar ist (Walker et al. 2004).

Etliche Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien konnten zeigen, dass es eine familiäre

Häufung schizophrener Psychosen gibt und dass das Risiko daran zu erkranken,

exponentiell mit der genetischen Verwandtschaft zu einem betroffenen Menschen

ansteigt (Giegling et al. 2008).

Während die Allgemeinbevölkerung nur ein Risiko von etwa 1% hat, an einer

Schizophrenie zu erkranken, haben Verwandte dritten Grades, die etwa 12,5% ihrer Gene

teilen, ein Risiko von ca. 2%, Zweitgradangehörige, die etwa 25% ihrer Gene teilen, ein

Risiko von etwa 6% und Verwandte ersten Grades, die etwa 50% ihrer Gene teilen, tragen

ein Risiko von 9%.

Eineiige Zwillinge, die genetisch nahezu identisch sind haben ein Risiko von ca. 50%

(Tsuang et al. 2001).

Der starke Einfluss der Gene auf die Schizophrenie konnte vor allem durch

Zwillingsstudien, welche die Konkordanz für Schizophrenie bei eineiigen Zwillingen – ca.

50% - mit der Konkordanz bei zweieiigen Zwillingen – ca. 9% - vergleichen, gezeigt

werden (Cannon et al. 1998; Farmer et al. 1987; Franzek et al. 1996).

Schon intrauterin kommt bei den eineiigen Zwillingen durch ihre gemeinsame Plazenta

hinzu, dass nicht nur ihr Genom nahezu identisch ist, sondern auch die

Umweltbedingungen (Reiss et al. 1991). Dies setzt sich postnatal fort, da eineiige Zwillinge

gleichgeschlechtlich sind und sich in hohem Maße ähneln, weshalb sie

höchstwahrscheinlich durch ihre Mitmenschen annähernd gleiche Reaktionen erfahren

und somit eine beinah identische Umgebung teilen.

Andererseits weist die durchschnittlich nur etwa 50%ige Konkordanz für Schizophrenie bei

eineiigen Zwillingen darauf hin, dass auch nichtgenetische Faktoren beteiligt sind.

Um genetische von umweltbedingten Faktoren zu trennen, werden Adoptionsstudien

angewandt. Darin konnte gezeigt werden, dass die Erkrankung durchaus eine

genetische Determinante hat, aber auch, dass Umweltfaktoren einen relevanten Einfluss

auf die Entstehung der Schizophrenie haben (Tienari et al. 2004).

Unbelastete Kinder, die früh in Familien mit einem schizophrenen Elternteil adoptiert

wurden, litten nicht unter einem erhöhten Schizophrenierisiko, während Kinder mit

genetischer Vorbelastung auch in schizophreniefreien Adoptivfamilien ein erhöhtes

Erkrankungsrisiko hatten (Kety et al. 1994).
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Erkrankungen des schizophrenen Spektrums traten vor allem auf, wenn erstens ein

erhöhtes familiäres Risiko – beispielsweise ein erkranktes Elternteil - und zweitens ein

ungünstiges psychosoziales Adoptionsmilieu vorlag.

Der Anteil, den genetische Faktoren auf die Entstehung der Schizophrenie haben, wird

auf etwa 80% geschätzt (Giegling et al. 2008).

1.1.5.3.1 Molekulargenetik und Schizophrenie

Durch die Methoden der Molekulargenetik hat sich die Forschung in den letzten Jahren

deutlich weiterentwickelt.

Die Schizophrenie gehört ebenso wie affektive Störungen oder Diabetes Mellitus zu den

genetisch komplexen Erkrankungen (Corsico et al. 2001; Lander et al. 1994).

Das Vererbungsmuster folgt nicht den Mendelschen Vererbungsregeln (McGue et al.

1989); das aktuelle Modell der Schizophrenie geht von einer polygenen Übertragung aus,

also davon, dass Mutationen an mehreren unterschiedlichen Genloci zusammenspielen,

die dann jeweils einen kleinen Beitrag zur Schizophrenieentstehung leisten (Owen 2000).

Außerdem wird angenommen, dass eine genetische Heterogenität besteht, also

dasselbe Merkmal – z.B. Schizophrenie – durch verschiedene Mutationen an

unterschiedlichen Genloci hervorgerufen werden kann.

Um diese in Frage kommenden Genorte komplexer Erkrankungen zu identifizieren,

werden Kopplungs- und Assoziationsstudien als prinzipiell komplementäre Ansätze

genutzt (Maier et al. 1999).

Bei Kopplungsstudien wird getestet, ob ein Markerallel in einer Familie überzufällig häufig

gemeinsam mit einem bestimmten Phänotyp bzw. einer Krankheit, vererbt wird. Dabei

kommt die Tatsache zum tragen, dass zwei verschiedene DNA-Abschnitte eines

Chromosoms mit umso geringerer Wahrscheinlichkeit durch Rekombination voneinander

getrennt werden, je näher beieinander die beiden auf dem Chromosom liegen.

Als Stichprobe dienen Familien mit zwei oder mehr erkrankten Mitgliedern, idealerweise

erkrankte Geschwisterpaare, da sich bei diesen eher Homogenität für genetische

Faktoren annehmen lässt als bei Großfamilien (Maier et al. 1999).

Da erste Kopplungsuntersuchungen zur Schizophrenie, die noch unter der Annahme

stattfanden, es gäbe Gene mit Hauptwirkung, nicht repliziert werden konnten (Moldin

1997) – was impliziert, dass Mutationen mit sehr hoher Penetranz selten sind – wurden in

den vergangenen Jahren einige Genom-Scans durchgeführt, die systematisch das

gesamte menschliche Genom untersuchten. Allerdings waren die gefundenen
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Kandidatenregionen sehr breit (etwa 20-30 Centimorgan) und die Ergebnisse konnten

häufig nicht repliziert werden (Giegling et al. 2008).

Große Meta-Analysen (Lewis et al. 2003; Ng et al. 2008), dieser Daten fanden jedoch

eine größere Übereinstimmung der Ergebnisse, als bisher angenommen und konnten

einige Hinweise auf Kopplungen bestätigen.

Die Studie von 2003 (Lewis et al. 2003), mit 20 eingeschlossenen genomweiten

Kopplungsstudien, ergab die folgenden chromosomalen Regionen: 1p13.3-q23.3, 2p12-

q22.1, 2q22.1-q23.3, 3p25.3-p22.1, 5q23.2-q34, 6pter-p22.3, 6p22.3-p21.1, 8p22-p21.1,

11q22.3-q24.1, 14pter-q13.1, 20p12.3-p11, 22pter-q12.3.

In einer weiteren Meta-Analyse von 2008 (Ng et al. 2008) die 32 Kopplungsstudien

einschloss, wurden Hinweise auf eine Verbindung von Schizophrenie und Loci auf

Chromosom 1, 2q, 3q, 4q, 5q, 8p und 10q gefunden.

Assoziationsstudien bieten eine empfindliche Methode zum Nachweis von

Suszeptibilitätsgenen mit geringem Einfluss auf eine Krankheit.

Sie überprüfen, ob ein statistisch signifikanter Unterschied in der Allelverteilung eines

genetischen Polymorphismus zwischen Fall- und Kontrollgruppe besteht (Maier et al.

1999; Porteous 2008).

Bei der Auswahl der Gene, die untersucht werden sollen, können entweder solche

gewählt werden, für die bereits in Kopplungsstudien ein positives Ergebnis erzielt wurde,

oder solche, die ätiopathologisch mit der entsprechenden Krankheit in Zusammenhang

gebracht werden können, im Falle der Schizophrenie beispielsweise Gene der

dopaminergen und glutamatergen Neurotransmission (Owen 2000), aber auch Gene die

mit der neuronalen Entwicklung verbunden werden (Williams et al. 2009).

Zu möglichen Suszeptibilitätsgenen der Schizophrenie gibt es inzwischen viele

Assoziationsstudien, beispielsweise Studien zu DTNBP1 (Dysbindin) (Stefansson et al. 2002;

Van Den Bogaert et al. 2003), G72 und DAAO (Schumacher et al. 2004), bei denen eine

Assoziation gefunden wurde.

Es gibt jedoch auch Studien zu den genannten Genen, die keine oder eine sehr geringe

Assoziation zeigen (Goldberg et al. 2006; Hall et al. 2004; Morris et al. 2003).

Allen et al. konnten 2008 in einer groß angelegten Meta-Analyse zeigen, dass auf den 16

Genen APOE, COMT, DAO, DRD1, DRD2, DRD4, DTNBP1, GABRB2, GRIN2B, HP, IL1B,

MTHFR, PLXNA2, SLC6A4, TP53 und TPH1, 24 Polymorphismen mit signifikanter Assoziation

zur Schizophrenie liegen (Allen et al. 2008).
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Auch bei den Assoziationsstudien gibt es inzwischen einige genomweite Studien zur

Schizophrenie. In der ersten, von 2007, die etwa 500 000 Marker einschloss, wurde eine

Assoziation zu dem Locus rs4129148 in der Nähe des Gens CSF2RA welches in der

pseudoautosomalen Region des X- bzw. Y-Chromosoms liegt, gefunden.

Eine anschließende Sequenzierung dieses Gens und des benachbarten Gens IL3RA in

einer unabhängigen Fall-Kontroll-Kohorte, führte zur Identifikation weiterer Assoziationen

mit Schizophrenie. Aus diesen Ergebnissen könnten sich aufgrund des Zusammenhangs

der signifikanten Ergebnisse mit dem Immunsystem interessante Erklärungen für die

epidemiologischen Daten beispielsweise zu pränatalen Erkrankungen und dem Auftreten

von Schizophrenie ergeben (Lencz et al. 2007).

Die zweite genomweite Assoziationsstudie zur Schizophrenie erfolgte im Rahmen der

CATIE-Studie. Hier wurden 492 900 SNPS von 738 nach den Kriterien des DSM-IV an

Schizophrenie erkrankte Personen und 733 Kontrollprobanden genotypisiert, ohne dass

sich eine signifikante Assoziation ergab. Einige vielversprechend erscheinende SNPs aus

dieser Studie könnten jedoch unter etwas anderen Studienbedingungen zur Identifikation

weiterer Suszeptibilitätsloci führen (Sullivan et al. 2008).

Mit 479 ebenfalls nach Kriterien des DSM-IV an Schizophrenie Erkrankten und 2937

Kontrollen begann eine weitere genomweite Assoziationsstudie. 362 532 SNPs wurden

dabei auf eine Assoziation zur Erkrankung untersucht und dann die Loci mit einem P-Wert

< 10-5  in weiteren 16 726 Studienteilnehmern einem gründlichen Follow-Up, einschließlich

einer Meta-Analyse, unterzogen. Drei der zwölf in Frage kommenden Loci hielten dem

Follow-Up stand, wobei die stärkste Assoziation bei ZNF804A auf Chromosom zwei zu

liegen schien (O'Donovan et al. 2008).

Stefansson et al rekrutierten 2663 schizophrene Patienten und 13 498 Kontrollprobanden

an insgesamt acht verschiedenen europäischen Standorten in Finnland, Deutschland,

Island, Italien und Schottland. Es wurden 314 868 SNPs in die Analyse eingeschlossen und

die Marker mit den besten Ergebnissen mit den Ergebnissen für diese Marker in

vergleichbaren Studien kombiniert. Zusätzlich erfolgte ein Follow-Up mit weiteren 4999

Patienten und 15 555 Kontrollen. Die signifikanten Ergebnisse zu Markern in der Region

des Major Histocomatibility Complex passen zu den Theorien über eine Beteiligung des

Immunsystems an der Entstehung der Schizophrenie, während die zusätzlich gefundenen

Assoziationen mit NRGN und TCF4 die These der gestörten Hirnentwicklung stützen

(Stefansson et al. 2009).

Für die Theorien zu einem Zusammenhang zwischen dem Immunsystem und

Schizophrenie sprechen auch die Ergebnisse von Shi et al (Shi et al. 2009), die ebenfalls

signifikante Ergebnisse in der Region des Major Histocomatibility Complex fanden.
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Zusätzlich zu den SNPs werden auch die sogenannten Copy Number Variants, also

Genkopiezahlvarianten in Hinblick auf ihre Assoziation zur Schizophrenie untersucht, eine

genomweite Studie zu seltenen Copy Number Variants des Internationalen Schizophrenie

Konsortiums ergab Deletionen in der Region die für das Velo-cardio-faciale Syndrom

codiert, welches in 30% der Fälle auch psychotische Symptome erzeugt, aber auch

große Deletionen auf Chromosom 15q13.3 and 1q21.1, die zuvor noch nie gezeigt

werden konnten (The International Schizophrenia Consortium 2008).

Es besteht Hoffnung, dass die immer größer werdenden Fall-Kontroll-Zahlen zur sicheren

Identifizierung weiterer Schizophrenie-relevanter Loci beitragen werden (Williams et al.

2009).

1.1.5.4 Weitere Faktoren im Zusammenhang mit Schizophrenie

Verschiedene weitere Faktoren werden im Zusammenhang mit Schizophrenie diskutiert,

dazu zählen beispielsweise Veränderungen der Hirnarchitektur und einige biochemische

Hypothesen, auf die im Folgenden eingegangen wird.

1.1.5.4.1 Hirnstrukturelle Veränderungen bei schizophrenen Patienten

Hirnveränderungen struktureller Art konnten bei schizophrenen Patienten wiederholt

nachgewiesen werden. Typisch sind dabei eine starke Ventrikelerweiterung bei

gleichzeitig reduziertem Gesamthirnvolumen, wobei die größte Volumenreduktion im

Bereich der Frontallappen, der medialen Temporallappen und im Bereich

hippocampaler Strukturen zu finden war (Wright et al. 2000).

Zahlreiche weitere Studien konnten auch im Thalamus schizophrener Patienten

strukturelle und metabolische Unterschiede im Vergleich mit gesunden Kontrollen zeigen

(Brickman et al. 2004; Danos 2004; Hazlett et al. 1999; Hazlett et al. 2004; Meador-

Woodruff et al. 2003).

Als Ursache für diese Veränderungen wird eine Hirnentwicklungsstörung in der Reifungs–

und Entwicklungsphase des Gehirns diskutiert (Keshavan et al. 1994; Murray et al. 1991),

was durch die Tatsache gestützt wird, dass man das typische Zeichen

neurodegenerativer Prozesse, die Astrogliose, welche beim Untergang von Nervenzellen

entsteht, in Post-mortem-Gehirnen schizophrener Patienten nicht findet (Falkai et al.

1999).
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Die These der Hirnentwicklungsstörung stützt ebenfalls, dass sich auch histologisch eine

reduzierte Zellzahl und Zellgröße sowie eine gestörte hippocampale Zytoarchitektur

zeigen lässt (Kovelman et al. 1984; Port et al. 1995; Sweatt 2004).

Diverse Untersuchungen deuten darauf hin, dass ein Kernproblem der Schizophrenie eine

Störung der Konnektivität zwischen Neuronen ist; entweder resultierend aus

Veränderungen der Axonmyelinisierung oder aus einer Abnormalität von Synapsen und

Dendriten (McGlashan et al. 2000; Möller et al. 2008).

1.1.5.4.2 Endophänotypen

Das Konzept der Endophänotypen ist bei komplexen Erkrankungen wie der Schizophrenie

sehr bedeutsam. Es wird davon ausgegangen, dass psychische Störungen

neurobiologisch verursacht werden und dass phänomenologisch identische bzw.

ähnliche Störungen nicht automatisch dieselbe neurobiologische Ursache haben

müssen. Daher werden neurobiologisch definierbare Variablen gesucht - die

Endophänotypen -, um psychiatrische Erkrankungen fundiert klassifizieren und Erbgänge

einfacher entschlüsseln zu können.

Endophänotypen müssen einfach zu erfassen, der zugrunde liegende Genotyp eindeutig

sein und unterschiedliche Häufigkeiten zwischen Gesunden und Erkrankten aufweisen.

Um als Endophänotyp zu bestehen, müssen die Normabweichungen bei den Erkrankten

in aktiven und nichtaktiven Phasen der Erkrankung vorhanden sein; vererbbar sein –

wobei in Familien Endophänotyp und Erkrankung gemeinsam mendeln sollten.

Außerdem sollten potentielle Endophänotypen bei Angehörigen eines Patienten in

höherem Maß als in der Allgemeinbevölkerung vorkommen

Da die genetische Determination für die Endophänotypen weniger komplex ist als für die

Krankheitsphänotypen können auf diese Weise auch für eigentliche Erkrankung

möglicherweise relevante Gene einfacher identifiziert werden.

In der Schizophrenie vielfach validierte Endophänotypen sind beispielsweise Störungen

des Arbeitsgedächtnisses, Störungen des episodischen bzw. deklarativen Gedächtnisses,

langsame Augenfolgebewegungsstörungen und die Prepulse Inhibition – auf die im

nächsten Abschnitt genauer eingegangen wird (Gottesman et al. 2003; Zobel et al.

2004).
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1.1.5.4.3 Startle-Reflex und Prepulse Inhibition (PPI)

Der Startle-Reflex ist die Reaktion des Körpers auf plötzliche, intensive Reize akustischer,

visueller oder taktiler Natur und dient vermutlich dem Schutz des Organismus vor

Verletzungen. Typisch ist dabei ein schnelles Zucken der Gesichts- und Körpermuskulatur

mit Lidschluss, Anspannung von Gesichts-, Nacken- und restlicher Skelettmuskulatur sowie

eine Beschleunigung des Herzschlages (Koch 1999; Swerdlow et al. 2000).

Er lässt sich beim Menschen und bei den meisten Tieren nachweisen, ist zwischen den

Spezies vergleichbar und daher in der Neurobiologie ein beliebtes Werkzeug um die

Plastizität der sensomotorischen Informationsverarbeitung zu studieren (Koch et al. 1997).

Sowohl eine Verstärkung, als auch eine Abschwächung des Startle-Reflexes sind möglich;

ersteres beispielsweise drogeninduziert oder durch Sensibilisierung, zweiteres

beispielsweise durch Habituation, ebenfalls drogeninduziert oder durch die sogenannte

Prepulse Inhibition (PPI) (Kemp et al. 1993; Koch 1999; Thomson 1989).

Unter der PPI versteht man die Reduktion der Startle-Reaktion, wenn 30-500 Millisekunden

vor dem eigentlichen Startle-Reiz ein erster, nicht-Startle-Reiz erfolgt (Koch et al. 1997). Sie

gilt als ein Beispiel für die sensomotorische Bahnung.

Bei einigen neuropsychiatrischen Erkrankungen, wie beispielsweise Morbus Huntington,

Tourette Syndrom, Aufmerksamkeitsdefizitsyndrom und in der Schizophrenie lassen sich

Defizite in der Prepulse Inhibition feststellen (Koch 1999; Swerdlow et al. 2000; Swerdlow et

al. 2008). Schizophrene Patienten zeigen jedoch auch eine abnormale Startle-Reaktion

an sich (Howard et al. 1992).

1.1.5.4.4 Biochemische Faktoren

Eine gestörte Neurotransmission steht im Mittelpunkt der biochemischen

Schizophrenieforschung. Das Hauptaugenmerk wird dabei auf das dopaminerge und

das glutamaterge System gelenkt.

Die Dopaminhypothese entstand als beobachtet wurde, dass einerseits die bei

schizophrenen Psychosen wirksamen Neuroleptika Dopamin-D2-Rezeptoren blockieren

und dass andererseits mithilfe von Dopaminagonisten wie beispielsweise Amphetaminen,

schizophrenieähnliche Psychosen auslösbar sind (Baumeister et al. 2002).

Die Dopaminhypothese geht ursprünglich von einer allgemeinen Überaktivität

dopaminerger Neuronen aus  (Carlsson et al. 1963).
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Diese Theorie wurde bald in Frage gestellt, da klassische Neuroleptika zwar die

Positivsymptomatik bessern, die Negativsymptomatik jedoch kaum beeinflussen (Meltzer

1997). Daher wurde 1991 postuliert, dass ein dopaminerges Ungleichgewicht zwischen

frontalen dopaminergen Neuronen und mesolimbischen dopaminergen Neuronen

herrscht. Bei dieser etwas erweiterten Dopaminhypothese wird davon ausgegangen,

dass frontal eine dopaminerge Hypoaktivität besteht, die die Negativsymptomatik

erklärt, während die mesolimbische dopaminerge Hyperaktivität die Positivsymptomatik

hervorruft (Davis et al. 1991).

Seither hat sich auf Seiten der Forschung viel getan, es wurde deutlich, dass diese Theorie

allein nicht reicht, um die komplexe Symptomatik der Schizophrenie zu erklären (Howes

et al. 2009).

Selbstverständlich gab es in letzter Zeit weitere Befunde - beispielsweise die  SPECT- und

PET- Untersuchungen von Laruelle (Laruelle et al. 1999) - die die Beteiligung von Dopamin

bestätigen, inzwischen hat sich jedoch die Ansicht durchgesetzt, dass eher das gestörte

Gleichgewicht verschiedener Neurotransmitter und deren Wechselwirkungen

untereinander die Symptomatik erklären (Carlsson et al. 2001).

Die Glutamathypothese der schizophrenen Psychosen geht von einer Unterfunktion des

glutamatergen Systems aus; als klinischer Beleg dafür werden die von Phencyclidin (PCP;

„angel dust“) und Ketamin induzierten Psychosen angeführt, die noch stärker dem Bild

schizophrener Psychosen ähneln als Amphetaminpsychosen (Javitt et al. 2004; Krystal et

al. 1994).

Hirnregionen, wie der frontale Kortex und der Hippocampus, welche beide häufig bei

schizophrenen Patienten alteriert sein sollen, besitzen besonders viele glutamaterge

Neuronen, sodass diese Befunde gut mit einer glutamatergen Unterfunktion vereinbar

wären (Coyle 2004).

Ebenso konnte schon 1980 gezeigt werden, dass Schizophreniepatienten verminderte

Glutamatspiegel im Liquor haben könnten (Kim et al. 1980).

Insgesamt wird die Neurotransmitterveränderung inzwischen immer mehr als Ausdruck

einer gestörten neuronalen Entwicklung betrachtet, der pathogenetische Faktoren

zugrunde liegen (Howes et al. 2009; Thome et al. 1998).
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1.2 Glutamat, Schizophrenie und die Rolle des NMDA-Rezeptors

Glutamat spielt vermutlich eine große Rolle bei der Schizophrenie. Diese Theorie wird

davon gestützt, dass die bei Schizophrenen häufig veränderten Hirnareale wie der

Hippocampus relativ viele glutamaterge Neurone enthalten. Vor allem aber sprechen

die durch PCP und Ketamin auslösbaren Symptome dafür, die in jeder Hinsicht stark

denen der Schizophrenie ähneln und denen eine Unterfunktion der glutamatergen

Neurotransmission zugrunde liegt (Coyle 1996; Möller et al. 2008).

Da Glutamat ubiquitär als primärer exzitatorischer Neurotransmitter im Gehirn vorkommt,

ist es eher unwahrscheinlich, dass bei der Schiozphrenie generalisierte Abweichungen

der glutamatergen Aktivitäten vorliegen.

Auf diese Weise ist der NMDA-Rezeptor (N-methyl-D-Aspartat-Rezeptor = NMDAR) ins

Zentrum des Interesses geraten (Goff et al. 2001); genau dieser nämlich wird von PCP

und Ketamin blockiert (Javitt et al. 2004).

1.2.1 Der NMDA-Rezeptor

Der NMDA-Rezeptor spielt eine entscheidende Rolle in der Hirnentwicklung, beim Lernen,

dem Gedächtnis und neuronalen Prozessen allgemein (Javitt et al. 2004).

Rujescu et al. konnten im Tiermodel die Theorie einer NMDAR-Hypofunktion bei

Schizophrenie bekräftigen (Rujescu et al. 2006). Bei den Tieren, die unter dem Einfluß des

NMDA-Antagonisten MK-801 standen, zeigten sich auf molekularer, zellulärer und

funktioneller Ebene Veränderungen ähnlich denen schizophrener Patienten.

Sowohl Positiv- wie auch Negativsymptomatik lassen sich durch NMDA-

Rezeptordysfunktion erklären beziehungsweise durch NMDAR-Antagonisten auslösen

(Javitt et al. 2004; Tsai et al. 1998).

Der NMDA-Rezeptor gehört gemeinsam mit den AMPA- (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazol-propion-säure) und den Kainat-Rezeptoren zur Gruppe der ionotropen

Glutamat-Rezeptoren. NMDARs sind Heteromere aus Kombinationen der Untereinheiten

NR1, NR2 (Lynch et al. 2001) und NR3 (Jansen et al. 2003). Zentral sitzt ein Ionenkanal, der

bei Ruhemembranpotential von Mg2+ blockiert ist (Coyle 2006).

Außerdem besitzt der NMDAR Bindungsstellen für verschiedene Stoffe (Jansen et al. 2003;

Wood et al. 1990); darunter auch eine Bindungsstelle für Glyzin ( glycine modulatory site =

GMS bzw. Glyzin-B-Rezeptor = GlyB ) (Abb. 2).

Ist der NMDAR geöffnet, strömt Ca2+ ein und es kann bei längerer Aktivierung des

NMDARs - beispielsweise im Rahmen einer Langzeitpotenzierung - zur Proliferation von
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Dendriten, zu trophischen Effekten der postsynaptischen Neuronen (Llado et al. 1999)und

zur Rekrutierung von AMPA-Rezeptoren aus intrazellulären Speichern hin zur Synapse

kommen (Coyle et al. 2004).

Daher wird der NMDAR als ein zentraler Faktor für die synaptische Plastizität angesehen.

Abbildung 2:  Der Aufbau des NMDA-Rezeptors mit seinen Bindungsstellen (Goethe

Universität 2008).

Andererseits kann übermäßige direkte Aktivierung von NMDA-Rezeptoren auch zu

oxidativem Streß und neuronalem Zelltod führen (Coyle 2006).

Dies ist beides sehr gut mit der bereits weiter oben beschriebenen These vereinbar, nach

der das Kernproblem eine Störung der Konnektivität zwischen Neuronen sein könnte

(McGlashan et al. 2000), da oxidativer Streß und neuronaler Zelltod sowohl zu einer

veränderten Axonmyelinisierung als auch zu abnormen Synapsen und Dendriten führen

können.
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1.2.1.1 Die Glyzinbindungsstelle des NMDA-Rezeptors

Der NMDA-Rezeptor besitzt eine strychnin-insensitive Bindungsstelle, die sogenannte

glycine modulatory site (GMS), welche ein Bestandteil des NMDA-Rezeptors ist (Abb. 2).

Eines der Synonyme für die GMS lautet Glyzin-B-Rezeptor (GlyB) und wird daher, aufgrund

der Verwechslungsgefahr mit dem Gen Glyzin-Rezeptor, Beta (GLRB), das in dieser Arbeit

behandelt wird, aber nicht für die Glyzinbindungsstelle des NMDARs zuständig ist, nicht

verwendet, obwohl es in der Literatur häufiger benutzt wird, als das Synonym GMS.

Vor der Entdeckung der strychnin-insensitiven Glyzinbindungsstelle der NMDAR war Glyzin

nur als inhibitorischer Neurotransmitter bekannt, der an strychnin-sensitive

Glyzinrezeptoren (GlyRs) bindet (Salt 1989).

Inzwischen ist bekannt, dass, um NMDARs überhaupt aktivieren zu können, nicht nur die

Glutamat- sondern auch die GMS besetzt sein muss (Coyle et al. 2004; Eulenburg et al.

2005; Kemp et al. 1993).

Es konnte gezeigt werden, dass gebundenes Glyzin die Bindung von Glutamat und damit

die Funktion der NMDARs fördert und umgekehrt (Kemp et al. 1993; Thomson 1989).

Hinzu kommt, dass präklinische Studien ergaben, dass Agonisten der GMS –

beispielsweise Glyzin, D-Serin, partiell D-Cycloserin und D-Alanin (Jansen et al. 2003; Kim

et al. 2009) – die Effekte von dissoziativen Anästhetika wie Ketamin oder PCP aufheben

können, dabei aber nicht neurotoxisch wirken (Javitt et al. 1999).

Daher rückt bei dem Versuch die glutamaterge Neurotransmission zu verbessern, die

Glyzinbindungsstelle aufgrund der sich bietenden Möglichkeit, NMDARs indirekt

anzuregen, ins Zentrum des Interesses.

Eine Gefahr der direkten Stimulation der NMDARs ist nämlich, dass sie zu Exzitotoxizität

und neuronaler Degeneration führen kann (Coyle 2006; Jansen et al. 2003; Kim et al.

2009).

Das meiste Glyzin, welches an die NMDARs bindet, stammt aus Glia-Zellen, ein weiterer

Teil kommt allerdings aus angrenzenden glycinergen Nervenendigungen und ist

eigentlich für inhibitorische GlyRs gedacht. Zu diesen hat Glyzin jedoch eine deutlich

niedrigere Affinität als zur GMS (Eulenburg et al. 2005; Millan 2002).

Ein Glyzintransporter (GlyT) reguliert die synaptischen Glyzin-Konzentrationen (Coyle et al.

2002); dessen astrozytärer Subtyp Gly-T1 sorgt dafür, dass die Glyzinbindungsstelle des

NMDAR nie gesättigt ist (Eulenburg et al. 2005).

Wenn die NMDAR-Funktion tatsächlich über die Menge an verfügbarem Glyzin moduliert

werden kann, sollte die Aktivität der NMDA-Rezeptoren steigen, wenn man diesen
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Transporter inhibiert. Momentan werden daher einige GlyT-1-Inhibitoren auf ihre Wirkung

überprüft (Kim et al. 2009).

Wie bereits erwähnt bindet Glyzin im ZNS außer an die GMS der NMDA-Rezeptoren auch

noch an inhibitorische Glyzinrezeptoren, welche aus verschiedenen Untereinheiten

bestehen. Eine davon, die Beta-Untereinheit, wird von dem Gen GLRB (Glyzin Rezeptor,

Beta) codiert, das in dieser Arbeit auf seine Assoziation mit der Schizophrenie untersucht

wird (Salt 1989).

1.3 Glyzin Rezeptor, Beta (GLRB)

Das Gen GLRB, kurz für Glyzin Rezeptor, Beta liegt beim Menschen auf Chromosom 4.

Abbildung 3: Die Lage des Gens GLRB auf Chromosom 4 (Mapview 2008).

Es codiert für die Beta-Untereinheit des inhibitorischen Glyzinrezeptors (GlyR), welcher

aufgrund der Tatsache, dass Strychnin die Glyzinbindung an den Rezeptor

antagonisieren kann, auch Strychnin-sensitiver Glyzinrezeptor genannt wird (OMIM 2005).

1990 wurde die Beta-Untereinheit zum ersten Mal kloniert (Grenningloh et al. 1990).

Handford et al. lokalisierten GLRB 1996 an Position 4q32 (Handford et al. 1996), zwei Jahre

später gaben Milani et al. 4q31.3 als Position für GLRB an (Abb. 3). Dabei zeigte sich

auch, dass sich der codierende Anteil von GLRB über neun Exons erstreckt (Milani et al.

1998).

Der Startpunkt des Gens auf Chromosom 4 liegt bei 158 216 788 Basenpaaren, der

Endpunkt bei 158 312 304 Basenpaaren (GeneCards 2009).
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Abbildung 4: Die Lage der in dieser Arbeit untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismen

rs10001962, rs6812324, rs11100093 und rs4618360 in Bezug auf das  Gen GLRB (Mapview

2008).

1.3.1 Inhibitorische Glyzinrezeptoren (GlyRs) und ihre Beta-Untereinheit

Die inhibitorischen Glyzinrezeptoren des Menschen sind Pentamere aus α1-3 und β

Untereinheiten, die – unterschiedlich kombiniert – einen Chlorid-Kanal bilden (Abb. 5).

Sie gehören zu den ionotropen Rezeptoren (Breitinger et al. 2002).

Den Untereinheiten der inhibitorischen Glyzinrezeptoren ist gemeinsam, dass sie aus einer

großen extrazellulären Domäne (N) und vier transmembranalen Segmenten (TM1-TM4)

bestehen (Handford et al. 1996; Langosch et al. 1990; Milani et al. 1998).

Die Beta-Untereinheit kann, anders als die Alpha-Untereinheiten, an das intrazelluläre

Ankerprotein Gephyrin binden, wodurch ermöglicht wird, dass sich Cluster aus GlyRs

bilden können (Milani et al. 1998).

Ein weiterer Unterschied zur Alpha-Unterheit ist, dass die Beta-Untereinheit alleine keinen

Chloridkanal formen kann, sondern nur gemeinsam mit Alpha-Untereinheiten heteromere

GlyR bildet.

Im Zusammenspiel mit Alpha-Untereinheiten jedoch erhöht sie die Effizienz des Rezeptors

(Zafra et al. 1997) und scheint außerdem in heteromeren GlyRs entscheidend für deren

Ligandenbindungsverhalten (Grudzinska et al. 2005) zu sein.

Klassischerweise sind GlyRs dafür bekannt, dass sie - vor allem in Rückenmark und

Hirnstamm auf postsynaptischen Neuronen - inhibitorische Signale vermitteln und so bei
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der Muskelbewegung und Reflexaktivität eine Rolle spielen (Aragon et al. 2003; Lynch

2009).

Abbildung 5: Die Struktur des inhibitorischen Glyzinrezeptors (Moss et al. 2001)

In höher gelegenen Hirnarealen gilt GABA als der vorherrschende inhibitorische

Neurotransmitter; dennoch, die Beta-Untereinheit des GlyR wird im gesamten Gehirn und

Rückenmark im Überfluss exprimiert, während die Alpha-Untereinheiten je nach Subtyp

eher in bestimmten Bereichen des ZNS anzutreffen sind, alpha-2 beispielsweise unter

anderem in Cortex, Hippocampus und Thalamus (Bechade et al. 1994; Malosio et al.

1991; Zafra et al. 1997).

GlyRs scheinen in der grauen Substanz des Rückenmarks, in der Medulla oblongata, in

Hypothalamus und Thalamus vorzukommen (Rajendra et al. 1997).

Brackmann et al. konnten zeigen, dass GlyRs in etlichen Neuronen, Interneuronen und

Pyramidenzellen des Hippocampus exprimiert werden und sogar Einfluss auf

hippocampale Langzeitpotenzierung haben können, ein Vorgang der mit der Plastizität

des Gehirns in Zusammenhang gebracht wird (Brackmann et al. 2004).

Ebenso ist inzwischen bekannt, dass auch die Basalganglien – besonders die Substantia

nigra – GlyRs enthalten. Man nimmt an, dass sie dort Einfluß auf dopaminerge, cholinerge

und GABAerge Nervenbahnen haben (Waldvogel et al. 2007).

Die inhibitorischen Chloridkanäle sitzen üblicherweise in postsynaptischen Membranen,

es scheint jedoch zumindest im Nucleus trapezoidalis medialis (mittlerer

Trapezkörperkern), auch präsynaptische GlyRs zu geben (Turecek et al. 2001), dort führen

sie zu einem erhöhten exzitatorischen postsynaptischen Potential und vermehrter

Transmitterausschüttung.
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In utero steht den corticalen GlyRs noch wenig Glyzin zur Verfügung, dennoch scheinen

sie aktiviert zu werden. Höchstwahrscheinlich wirkt das zu diesem Zeitpunkt noch reichlich

im Neocortex vorhandene Taurin statt des fehlenden Glyzins als Ligand an den GlyRs.

Die Folge einer Ligandenbindung in diesem Stadium der Entwicklung ist eine

Depolarisation der Zelle mit anschließendem Calciumeinstrom anstelle einer

Hyperpolarisation, für die ein GlyR später im Leben bekannt ist (Aragon et al. 2003; Flint et

al. 1998).

Diese Depolarisation wird dadurch bedingt, dass in den prä- und neonatalen Neuronen

aufgrund eines noch fehlenden Kalium-Chlorid-Cotransporters hohe intrazelluläre

Chloridkonzentrationen vorliegen, ein Zustand der bis etwa zum 10. postnatalen Tag

anhält.

Besonders interessant ist, dass die Taurin- und GlyR-Expression genau dann stattfindet,

wenn die Synaptogenese ihren Höhepunkt erreicht und da intrazelluläre

Calciumanstiege als Folge von Depolarisationen während der Hirnentwicklung als

wichtig für die Migration und Differenzierung erachtet werden, könnten GlyRs eine

wichtige Rolle bei der Synapsenbildung und – stabilisierung spielen (Aragon et al. 2003;

Flint et al. 1998).

Dies ist eine sehr spannende Beobachtung, wenn man bedenkt, dass

Hirnentwicklungsstörungen eine entscheidende Rolle in der Schizophrenie zu spielen

scheinen.

1.3.2 Genetische Abweichungen in GLRB und ihre Folgen

Zu GLRB gibt es bisher noch nicht viele Untersuchungen; trotzdem wurde der ein oder

andere Zusammenhang zwischen GLRB betreffenden genetischen Veränderungen und

neurologischen oder psychiatrischen Erkrankungen gefunden.

Ramanathan et al. schildern beispielsweise den Fall eines autistischen Kindes, welches

eine Deletion des Chromosoms 4 zwischen 4q31.3 und 4q33 vorwies, also derjenigen

Region, in der sich auch das Gen GLRB befindet (Ramanathan et al. 2004).

Dazu ist zu bemerken, dass Autismus und Schizophrenie nicht nur ähnliche Defizite in

Bereichen der sozialen Wahrnehmung aufweisen (Couture et al. 2009), sondern häufig

auch dieselben genetischen Variationen teilen (Burbach et al. 2009; Guilmatre et al.

2009).
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Eine andere Arbeitsgruppe fand einen signifikanten Zusammenhang zwischen zwei

Polymorphismen von GLRB und Essstörungen sowie Zwangserkrankungen (Gratacos et al.

2008).

Genetische Veränderungen von GLRB wurden auch bezüglich eventueller Suszeptibilität

für die Idiopathische Generalisierte Epilepsie in Erwägung gezogen, es ließ sich aber

keine  Assoziation finden (Sobetzko et al. 2001).

In einer weiteren Studie, die indirekt an GLRB denken lässt, wurde getestet, ob ein

Zusammenhang zwischen Mutationen des Glyzin Rezeptor, Alpha2, ebenfalls ein Gen

des inhibitorischen Glyzinrezeptors und Schizophrenie ein Zusammenhang besteht, es

konnte jedoch keiner nachgewiesen werden (Feng et al. 2001).

Die vielversprechendsten Daten gibt es momentan für GLRB und Hyperekplexie bzw. den

Startle-Reflex. Bei Hyperekplexie handelt es sich um eine autosomal dominant vererbte,

neurologische Erkrankung, die sich vor allem durch einen extrem verstärkten Startle-

Reflex und neonatale Hypertonie charakterisieren lässt (Rees et al. 2002; Zhou et al. 2002).

Verschiedene Mausmodelle konnten zeigen, dass eine gestörte glycinerge

Neurotransmission bei Startle-Syndromen eine entscheidende Rolle spielt {(Koch et al.

1996; Rajendra et al. 1997) Es handelt sich dabei um die Mausmodelle „spasmodic“, bei

dem eine Misssensemutation in der Alpha1-Untereinheit des GlyR vorliegt, „oscillator“, bei

dem eine Leserasterverschiebung die Alpha1-Untereinheit verändert und „spastic“, bei

dem eine Insertion in GLRB zu irregulärem Spleißen führt (Koch et al. 1996; Rajendra et al.

1997).

Unter anderem deshalb deutet vieles darauf hin, dass nicht nur GLRA1 (Glyzin Rezeptor,

Alpha1), sondern auch GLRB mit Hyperekplexie assoziiert ist (Rees et al. 2002; Zhou et al.

2002).

Zu dem Zusammenhang zwischen glycinerger Neurotransmission und Startle-Syndromen

ist zu bemerken, dass eine gestörte Startle-Reaktion beziehungsweise eine gestörte

Prepulse Inhibition (PPI) - also eine Störung der sensomotorischen Bahnung - vielfach bei

schizophrenen Patienten gefunden wurde (Howard et al. 1992; Swerdlow et al. 2008).
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1.4 Fragestellung

Es gilt heute als gesichert, dass eine genetische Komponente an der Entstehung der

Schizophrenie beteiligt ist, dennoch ist aufgrund der Komplexität der Erkrankung bisher

wenig bekannt.

Assoziationsstudien bieten dabei eine gute Möglichkeit, um weitere Suszeptibilitätsgene

mit kleinen Effekten zu finden.

Weder für GLRB an sich, noch für die genannten Polymorphismen wurde bisher ein

Zusammenhang mit Schizophrenie untersucht.

Der Neurotransmitter Glyzin wirkt sowohl an NMDA-Rezeptoren als auch an

inhibitorischen Glyzinrezeptoren, welche im ZNS des Menschen viel weiter verbreitet sind,

als früher angenommen wurde. Über ihre Funktion ist noch längst nicht alles bekannt, sie

scheinen jedoch an der Gehirnentwicklung und neuronalen Plastizität beteiligt zu sein.

Außerdem könnten neurophysiologische Befunde bei schizophrenen Patienten, wie die

gestörte Prepulse Inhibition, mit den inhibitorischen Glyzinrezeptoren in Verbindung

stehen.

Daher scheinen der inhibitorische Glyzinrezeptor und damit natürlich die für ihn

codierenden Gene interessante Kandidaten für einen Zusammenhang mit Schizophrenie

zu sein.

Ziel dieser Arbeit ist es, festzustellen, ob zwischen den untersuchten Polymorphismen

rs10001962, rs6812324, rs11100093 und rs4618360 des Gens GLRB und Schizophrenie eine

Assoziation besteht.
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2 Material und Methoden

Es handelt sich bei dieser Arbeit um eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie; insgesamt

wurden 613 Kontrollprobanden und 511 Patienten eingeschlossen.

Von diesen wurden jeweils die SNPs rs10001962, rs6812324, rs11100093 und rs4618360 des

Gens GLRB genotypisiert und geprüft, ob für diese SNPs eine Assoziation zu Schizophrenie

besteht.

Tabelle 1: Untersuchte Single Nucleotide Polymorphisms

Gen SNP_ID Chromosom Allele Funktion Contig Chrom_pos

GLRB rs10001962 4q32.1 A:G 5´ Genregion NT_016354.18 158208000

GLRB rs6812324 4q32.1 C:T 5´ Genregion NT_016354.18 158211042

GLRB rs11100093 4q32.1 A:T 5´ Genregion NT_016354.18 158213492

GLRB rs4618360 4q32.1 A:C Intron 2 NT_016354.18 158259160

2.1 Vorbedingungen der Studie

Die Studie wurde mit der Zustimmung der lokalen Ethikkommission durchgeführt.

Alle Studienteilnehmer wurden ausführlich über Ziel und Inhalt der Studie, über die

Anonymisierung der Daten sowie ihrer Blutproben aufgeklärt und unterschrieben

anschließend eine Einverständniserklärung.

Zu jedem Zeitpunkt der Studie durften sie sich gegen eine weitere Teilnahme entscheiden

ohne dafür Gründe angeben zu müssen.
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2.2 Studienteilnehmer

2.2.1 Kontrollprobanden

Die Rekrutierung der Kontrollprobanden verlief in mehreren Phasen. Mit Hilfe des

Einwohnermeldeamtes wurden nicht verwandte Personen aus München und Umgebung

randomisiert ausgewählt und per Post zu einer Teilnahme an der Studie eingeladen.

Kam eine positive Rückmeldung, folgte daraufhin ein standardisiertes Telephoninterview

um mögliche psychiatrische, neurologische oder psychische Erkrankungen des

potentiellen Probanden und seiner Familie auszuschließen, da nur neuropsychiatrisch

unauffällige Kontrollprobanden eingeschlossen werden sollten.

Zusätzlich wurde überprüft, ob die Probanden deutschstämmig waren.

War dies der Fall und das Telephoninterview unauffällig, wurden mittels eines

Anamnesebogens (Anamnese 1) allgemeine Daten, wie beispielsweise Schullaufbahn,

Familienstand und Abstammung, sowie noch einmal besonders detailliert somatische

und psychiatrische Vorerkrankungen – insbesondere Angststörungen, Essstörungen,

affektive Störungen, Erkrankungen aus dem schizophrenen Spektrum, Alkohol- und

Drogenkonsum, - missbrauch oder  - abhängigkeit, Rauchverhalten und Suizidalität –

sowohl des Probanden als auch in dessen Familie, erhoben.

Lagen keinerlei Anhaltspunkte für neuropsychiatrische Erkrankungen bei ihm oder in

seiner Familie vor, wurde der Proband zu einem ausführlichen Interview eingeladen.

Hierbei kam das Strukturierte Klinische Interview für DSM-IV (SKID), Achse I und II zum

Einsatz (Wittchen et al. 1997).

SKID I und II sind halbstrukturierte klinische Interviews, deren hohe Reliabilität sie zu einem

geeigneten Instrument in der psychiatrischen Forschung machten (Segal et al. 1994; Skre

et al. 1991).

Das SKID I dient der Diagnostik von Achse I Störungen nach dem DSM-IV, es können

affektive Syndrome, psychotische Syndrome, psychotische Störungen, affektive

Störungen, Missbrauch und Abhängigkeit von psychotropen Substanzen, Angst-

störungen, somatoforme Störungen und Essstörungen diagnostiziert werden.

Das SKID II dient der Diagnostik von Persönlichkeitsstörungen gemäß der Achse II des

DSM-IV.
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Des Weiteren wurde mittels des Family History Assessment Modules (FHAM; (Rice et al.

1995)) noch einmal überprüft, ob auch in der Verwandtschaft des Probanden keine

psychiatrischen Diagnosen vorlagen.

Mithilfe des Leibziger Ereignis- und Belastungsinventars (LEBI; (Richter et al. 1996)) wurden

bisher erlebte belastende Lebensereignisse strukturiert erfasst. Zusätzlich wurde mit einem

zweiten Anamnesebogen (Anamnese 2) die genaue berufliche Karriere,

Verhaltensweisen in Kindes- und Jugendalter, finanzielle Mittel und Partnerschaften

abgefragt.

Nur wenn sich auch nach diesem Interview keine Hinweise auf eine neurologische oder

psychiatrische Erkrankung bei den Probanden oder ihrer Verwandtschaft zeigten,

wurden die Kontrollprobanden in die Studie eingeschlossen.

Insgesamt konnten so 613 gesunde deutschstämmige Kontrollprobanden für die Studie

gewonnen werden; 281 (45,8%) davon waren männlich, 332 (54,2%) weiblich.

Die Altersspanne reichte von 20 bis zu 72 Jahren, wobei der Mittelwert bei 45,25 Jahren

lag (Standardabweichung: 15,25) (Tab. 3).

2.2.2 Schizophrene Patienten

Bei der Rekrutierung der Patientengruppe war das Ziel, Personen kaukasischen Ursprungs

auszuwählen, bei denen die lifetime-Diagnose einer Schizophrenie vorlag.

Wie bei den Kontrollprobanden wurde auch mit den Patienten eine einführende

standardisierte Anamnese durchgeführt (Anamnese 1+2), die eigene und familiäre

somatische, neurologische und psychiatrische Erkrankungen, die bisherige

Lebensgeschichte, Besonderheiten in Kindheit und Jugend, Medikamenteneinnahme,

Alkohol- und Drogenkonsum, vorangegangene psychiatrische Behandlung und

stationäre Aufenthalte, eventuelle Suizidversuche, schulische und berufliche Laufbahn

sowie die familiäre Situation aufzeigte.

Anschließend wurde anhand des SKID I die vorliegende Diagnose einer Schizophrenie

nach der Definition des DSM-IV (Saß et al. 1996) überprüft und die Unterteilung des

phänomenologischen Subtypus in paranoid, kataton, hebephren (desorganisiert) und

undifferenziert vorgenommen.
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Das DSM-IV fordert für die Diagnose einer Schizophrenie mindestens zwei der fünf

charakteristischen Merkmale Wahnvorstellungen, Halluzinationen, desorganisierte

Sprechweise, grob desorganisiertes oder katatones Verhalten und Negativsymptomatik

wie Antriebshemmung, Alogie und flacher Affekt.

Lediglich ein Merkmal reicht aus, wenn es sich dabei um bizarre Wahnvorstellungen oder

Halluzinationen in Form von kommentierenden  oder dialogisierenden Stimmen handelt.

Diese Symptome müssen über einen Zeitraum von mindestens sechs Monaten bestehen,

wobei die Positivsymptomatik mindestens einen Monat lang angehalten haben muss.

Der Schweregrad der Erkrankung wurde hinsichtlich des aktuellen Zustandes, aber auch

bezüglich des schlimmsten Ausmaßes das jemals vorgelegen hatte, beurteilt.

Weiterhin war das Alter bei Einsetzen der Prodromalsymptomatik, das Alter bei

Erstmanifestation von psychotischen Symptomen und das Verlaufsmuster, vor allem

hinsichtlich Remission, Residualsymptomen und Negativsymptomatik, von Interesse.

Eventuell vorliegende Komorbiditäten, w ie  beispielsweise Alkohol- und

Drogenmissbrauch/- Abhängigkeit, Posttraumatische Belastungsreaktion, Affektive

Störungen, Panik-, Zwangs-, Angst-, Anpassungstörungen sowie Somatoforme- und

Essstörungen der Patienten wurden durch die unterschiedlichen Sektionen des SKID I

ebenfalls abgefragt.

Bei entsprechendem Verdacht konnte sich daran auch noch der SKID II anschließen, um

eine Persönlichkeitsstörung auszuschließen.

Differenzialdiagnostisch musste definitiv eine Schizophrenie vorliegen; war das Ergebnis

des SKID I eine schizoaffektive oder schizophreniforme Störung, eine affektive Störung mit

psychotischen Merkmalen oder lag die Störung bisher für die Kriterien des DSM-IV zu kurz

vor, war dies ein Ausschlusskriterium.

Zusätzlich zu Anamnese 1, Anamnese 2 und dem SKID wurde bei der Patientengruppe

die Positive And Negative Syndrome Scale (PANSS) angewandt.

Die PANSS ist ein formalisiertes psychiatrisches Interview, das von Kay et al. veröffentlicht

wurde (Kay et al. 1987; Kay et al. 1986).

30 Symptome werden anhand einer siebenstufigen Skala von 1 (nicht vorhanden) bis 7

(extrem ausgeprägt) bewertet. Die Symptome sind drei Skalen zugeordnet: der

Positivskala, der Negativskala und der Skala der Allgemeinpsychopathologie (Tab. 2).

Die Bewertung verlief nicht nur bezüglich des derzeitigen Schweregrades, es wurde auch

versucht, eine Einschätzung bezüglich des Zeitpunktes vorzunehmen, zu dem die stärkste

Ausprägung der Erkrankung vorgelegen hatte.
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Nur diejenigen Patienten wurden schließlich in die Studie aufgenommen, bei denen die

schizophrene Symptomatik nicht die Folge von Substanzmissbrauch bzw. – abhängigkeit

oder anderer körperlicher Erkrankungen war.

Entsprechend wurden beispielsweise alle Patienten, bei denen vor Beginn der

Prodromalphase eine Epilepsie, eine Enzephalopathie oder ein Schädel-Hirntrauma

vorlag, aber auch Patienten mit HIV- oder Hepatitis C-Infektion bzw.

lifetime–i.v.–Drogenkonsum von der Studie ausgeschlossen.

Tabelle 2: Die Symptome der PANSS und ihre Zuordnung zu den drei Skalen (Kay et al.

1986)

Positivskala Negativskala Skala der Allgemeinpsychopathologie

Wahnideen Affektverflachung
Sorge um die

Gesundheit

ungewöhnliche

Denkinhalte

formale

Denkstörungen
emotionaler Rückzug Angst Desorientiertheit

Halluzinationen
mangelnder

affektiver Rapport
Schuldgefühle

mangelnde

Aufmerksamkeit

Erregung
soziale Passivität und

Apathie
Anspannung

mangelnde Urteilsfähigkeit

und Einsicht

Größenideen

Schwierigkeiten

beim abstrakten

Denken

Manierismen und

unnatürliche

Körperhaltung

Willensschwäche

Misstrauen/

Verfolgungsideen

Mangel an

Spontaneität und

Flüssigkeit der

Sprache

Depression
mangelnde

Impulskontrolle

Feindseligkeit
stereotype

Gedanken

motorische

Verlangsamung
Selbstbezogenheit

   
unkooperatives

Verhalten

aktives soziales

Vermeidungsverhalten
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Auf diese Weise konnten 511 schizophrene Patienten kaukasischen Ursprungs rekrutiert

werden, wovon 332 (65%) männlich und 179 (35%) weiblich waren.

Die Altersspanne der Patienten reichte von 18 bis zu 70 Jahren, mit einem Mittelwert von

37,8 Jahren (Standardabweichung: 11, 353) (Tab. 3).

Tabelle 3: Übersicht Studienteilnehmer

 

Alter MW (SD) in

Jahren

Geschlecht n (%)                 

männlich           weiblich Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 45,25 (15,250) 281 (45,8) 332 (54,2) 613 (100,0)

Patienten 37,80 (11,353) 332 (65,0) 179 (35,0) 511 (100,0)

Gesamt -  613 (54,537) 511 (45,463) 1124 (100,0)

2.3 Laborverfahren

2.3.1 DNA-Extraktion

Von allen Studienteilnehmern wurde mithilfe von EDTA-Monovetten, um die Gerinnung

des Blutes zu vermeiden, venöses Blut abgenommen.

Anschließend erfolgte die Extraktion der genomischen DNA mit dem QIAamp Blood Maxi

Kit, entsprechend dem vorgegebenen Protokoll (QIAamp 2005).

Zu Beginn werden dabei 500µl Proteinase K vorgelegt und mit 5-10ml Vollblut versetzt, um

die darin befindlichen Nukleinsäuren freizusetzen und weitere Blutbestandteile, die später

die Polymerasekettenreaktion (PCR) stören könnten, zu lysieren.

Da die DNA für die Extraktion an eine Silicamembran binden soll und ihr dazu die

Hydrathülle entzogen werden muß, werden 12ml eines Guanidin-HCL-Puffers (Puffer AL,

Qiagen) hinzugegeben und die Lösung zwei Minuten lang auf einem Vortexer gemischt.

Anschließend wird die Mischung bei 70°C für 30 Minuten im Wasserbad inkubiert, um den

DNA-Gewinn zu maximieren.
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Für die Fällung der DNA aus diesem Gemisch wird die Probe nun mit 96-100% Ethanol

(10ml) versetzt und wieder für zwei Minuten auf dem Vortexer gemischt.

In einem nächsten Schritt wird diese Lösung dann nach und nach auf eine

Silicamembran pipettiert und für jeweils 3 Minuten bei 3000 Umdrehungen pro Minute

(rpm) zentrifugiert. Hierbei bindet die DNA an die Silicamembran, während RNA und

Nukleinsäure-bindende Proteine durch die vorherrschenden Salz- und pH-Bedingungen

ungebunden bleiben und über das Filtrat verworfen werden können.

Um letzte Proteinverunreinigungen zu beseitigen folgt nun die Zugabe von 5ml eines

zweiten, Guanidin-HCL-haltigen Puffers (Waschpuffer AW1, Qiagen) und eine weitere

Minute bei 5000 rpm in der Zentrifuge.

Nach Zugabe eines dritten, ethanolhaltigen Puffers (Waschpuffer AW2, Qiagen) wird

anschließend noch einmal 15 Minuten lang bei 5000 rpm zentrifugiert um entstandene

Verunreinigungen durch Guanidiniumsalze zu entfernen.

Abschließend erfolgt die Eluation der DNA von der Silicamembran durch Zugabe von 1ml

des basischen TRIS-Puffers (Puffer AE, Qiagen, pH>9,0).

Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur wird für 5 Minuten bei

5000 rpm zentrifugiert und die unter den zuvor sauren Bedingungen an die

Silicamembran gebundene DNA so eluiert.

2.3.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA, die auf dem oben beschriebenen Weg gewonnen wurde, hat zu diesem

Zeitpunkt noch eine unbekannte Konzentration, daher wurde selbige mithilfe von

PicoGreen (Invitrogen) bestimmt.

Dabei handelt es sich um ein fluoreszierendes Färbemittel, das hochselektiv mit

doppelsträngiger DNA interkaliert und dessen Fluoreszenz direkt von der in der Probe

enthaltenen Menge an DNA abhängt (Invitrogen 2009). Dadurch können selbst kleinste

Mengen quantifiziert werden.

Zunächst wird dazu eine Verdünnungsreihe mit einer humanen genomischen Standard

DNA bekannter Konzentration (100ng/µl, Clontech) gebildet, die später als Eichkurve für

die DNA unbekannter Konzentration dienen wird (Tab. 4).



36

Auch die DNA aus unseren Blutproben wird 1:10 mit H2O bidest. vorverdünnt, damit die

Konzentration den Messbereich nicht übersteigt.

Zusätzlich wird das PicoGreen-Gemisch vorbereitet. Dazu wird das gefrorene PicoGreen-

Reagenz etwa sechzig Minuten bei Raumtemperatur in einem lichtundurchlässigen

Behälter aufgetaut und anschließend in einem mit Aluminiumfolie umhüllten 50ml-

Röhrchen mit Tris-EDTA-Puffer im Verhältnis 1:200 verdünnt.

Auf eine Messplatte (96 well flat bottom plate, black, Greiner) werden mithilfe eines

Roboters (Janus Automated Workstation, Perkin Elmer), der sämtliche folgenden

Pipettierschritte übernimmt, zunächst in jedes well (Vertiefung) 50µl H2O vorgelegt.

Jeweils 5µ l der absteigenden Konzentrationen (beginnend mit der höchsten

Konzentration: 100ng/µl) der Standard DNA Verdünnungsreihe werden dann in die wells

A-H der Spalten 1 und 2 pipettiert, sodass die Verdünnungsreihe zweifach vorhanden ist

(Tab. 4).

Tabelle 4: DNA-Verteilung auf die 96-well Messplatte am Beispiel der ersten 16 wells

genomische Standard DNA Verdünnungsreihe (jeweils 5µl)

1 2

A 100ng/µl 100ng/µl

B 50ng/µl 50ng/µl

C 25ng/µl 25ng/µl

D 12,5ng/µl 12,5ng/µl

E 6,25ng/µl 6,25ng/µl

F 3,125ng/µl 3,125ng/µl

G 1,5625 ng/µl 1,5625 ng/µl

H 0 ng/µl 0 ng/µl

Die vorverdünnte DNA unbekannter Konzentration wird nun ebenfalls 5µl-weise in die

wells  A-H der beiden nächsten Spalten der Messplatte pipettiert, sodass auch sie

doppelt vorliegt.
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Nun werden pro well noch 145µl PicoGreen-Gemisch pipettiert und die Messplatte

mithilfe eines Greifers in ein Fluoreszenzmessgerät (Victor3 1420 Multilabelcounter)

transportiert.

Dort wird die Messplatte für 30 Sekunden in Doppelkreisen geschüttelt und dann das

PicoGreen durch Licht der Wellenlänge 485nm angeregt und die Fluoreszenz bei 535nm

für 0,1 Sekunde pro well gemessen.

Ein Computer (Optiplex GX620 Pentium 4 HT, Dell) berechnet den Mittelwert aus den

Messergebnissen der wells gleicher Konzentration (also zum Beispiel well A1 und A2; s.

Tabelle 4) und ermittelt über die Konzentrationen der Standard DNA Verdünnungsreihe

die Konzentration in der DNA Probe unbekannter Konzentration.

Als letztes wird die DNA mithilfe des Roboters und H2O (bidest.), auf eine Konzentration

von 50ng/µl eingestellt.

2.3.3 Genotypisierung

2.3.3.1 iPLEX-Verfahren

Bei iPLEX handelt es sich um eine Methode zur Einzelbasenextension (SBE= Single Base

Extension), die in Kombination mit der MALDI TOF MS (Matrix Assisted Laser

Desorption/Ionisation Time Of Flight Mass Spectrometry) der Firma Sequenom, bei sehr

hoher Sensitivität und Exaktheit, der automatisierten Genotypisierung von SNPs dient.

Das Verfahren basiert auf drei Schritten. Zunächst erfolgt eine klassische PCR des

Genombereichs in dem die SNPs liegen, dann eine Behandlung mit SAP (Shrimp Alkaline

Phosphatase) um überschüssige Nukleotide zu dephosphorylieren, die später die

Messung stören würden und schließlich die spezielle iPLEX-Extensionreaktion, bei der für

jedes Allel der SNPs ein massenspezifisches Produkt resultiert.

2.3.3.1.1 Klassische PCR

1983 wurde die „polymerase chain reaction“ von Kary Mullis und seinen Mitarbeitern

entwickelt (Mullis 1990; Saiki et al. 1988) und ist inzwischen, vor allem seit der Entdeckung

thermostabiler DNA-Polymerase (Taq-Polymerase, nach dem Eubakterium Thermophilus
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aquaticus, aus dem sie stammt) zu einer unentbehrlichen Methode der Forschung

geworden, mit der sich selbst winzigste Mengen DNA nachweisen lassen.

Dies wird dadurch ermöglicht, dass bei der PCR durch das Enzym DNA-Polymerase

Abschnitte der DNA vervielfältigt werden können.

Dafür werden zwei sogenannte Primer benötigt, Oligonukleotide, die komplementär an

jeweils ein Ende der erwünschten DNA-Sequenz binden.

Zusätzlich werden Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) im Überschuß benötigt, die dann

durch die DNA-Polymerase an die 3´-OH-Enden der Primer angehängt werden.

Die Reaktion muss unter geeigneten Pufferbedingungen stattfinden und basiert auf drei

Unterschritten, die zyklisch wiederholt werden.

Denaturierung

Bei ca. 94°C wird die DNA denaturiert, also in ihre Einzelstränge zerlegt.

Annealing der Primer

Nach Abkühlen auf etwa 50-70°C können die ausgewählten Primer spezifisch an den

komplementären DNA-Strang binden.

Extension

Bei ca. 70°C werden die Primer dann von der DNA-Polymerase als Startpunkte für den

Anbau von dNTPs genutzt, was zu einer Kopie der Matrizenstränge führt.

Auf diese Weise kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung des gewünschten DNA-

Abschnittes, da die entstandenen Matrizenstrangkopien (Elongationsprodukte) im

nächsten Zyklus selbst als Matrix (template) für eine neue Kopie dienen.

Innerhalb dieser initialen, „klassischen“ PCR wird der den jeweiligen SNP umgebende

Bereich amplifiziert.

Um für gute Reaktionsbedingungen zu sorgen wurde dazu ein Gemisch aus

autoklaviertem H2O (1,850µl), PCR Puffer mit MgCl2 (0,625µl; Qiagen), MgCl2  (0,325µl à

25nM; Qiagen), dNTP (0,1µl à 25nM; Abgene), Primer Mix (1µl; Qiagen), genomischer

DNA (1µl à 5-10ng/µl) und Hotstar Taq (0,100µl à 5U/µl; Qiagen) vorbereitet.

Nun erfolgt die PCR in einem Thermocycler, in welchem die Proben zunächst für 15

Minuten auf 94°C erhitzt (initiale Denaturierung) und dann auf dieser Temperatur für 20

Sekunden gehalten werden (Denaturierung).
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Daraufhin werden die Proben für 30 Sekunden auf 56°C abgekühlt (Annealing der Primer)

und anschließend für eine Minute auf 72°C erhitzt (Extension).

Die drei letzten Schritte werden insgesamt 45mal durchgeführt, um genügend templates

zu erzeugen.

Nach dem 45. Zyklus wird die Temperatur für weitere drei Minuten auf 72°C gehalten, die

Proben dann auf 4°C abgekühlt und bei dieser Temperatur bis zur Weiterverwendung

gelagert.

2.3.3.1.2 SAP Behandlung

Bei der PCR werden nicht alle hinzugegebenen Nukleotide für die Amplifikation

verbraucht, überflüssige Nukleotide würden aber später die Messung im

Massenspektrometer stören.

Daher werden sie durch Zugabe des Enzyms „shrimp alkaline polymerase“ (SAP)

dephosphoryliert und dadurch inaktiviert.

Konkret wird dazu ein Gemisch aus autoklaviertem H2O (1,530µl), SAP 1U/µl (0,300µl) und

10x SAP Puffer (0,170µl) angesetzt und dieses 2µl-Gemisch vorsichtig mit 5µl des PCR-

Produktes gemischt (Vortex).

Dann werden die Proben für 20 Minuten bei 37°C inkubiert und anschließend für fünf

Minuten auf 85°C erhitzt um die SAP zu inaktivieren.

In einem letzten Schritt werden die mit SAP behandelten PCR-Produkte wieder auf 4°C

heruntergekühlt.

2.3.3.1.3 iPLEX-Extensionsreaktion

Bei der iPLEX-Extensionreaktion handelt es sich um eine Einzelbasenextension, bei der

statt dNTPs, Didesoxynukleotide (ddNTPs) dem Gemisch hinzugefügt werden. Die Primer

müssen so konzipiert sein, dass sie unmittelbar vor dem zu untersuchenden SNP an die per

PCR amplifizierte DNA binden.

Das Besondere dabei ist, dass die DNA-Polymerase die Primersequenz immer nur um ein

ddNTP verlängern kann, da dieses aufgrund seiner biochemischen Struktur zum Abbruch

der Polymerisationsreaktion führt.
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Wie schon bei der klassischen PCR kommt es also zur Verlängerung von DNA, die

Extension ist jedoch auf jeweils ein Nukleotid beschränkt, welches komplementär zu dem

gesuchten SNP ist.

Da die vier verschiedenen Basen der DNA unterschiedliche Massen haben, kann man

nach der Amplifizierung mithilfe eines Massenspektrometers feststellen, um welche Base

der Primer verlängert wurde. Die dazu jeweils komplementäre Base entspricht dem

gesuchten SNP.

Das iPLEX-Gemisch für diese Extensionsreaktion besteht aus autoklaviertem H2O (0,755µl),

iPLEX Puffer (0,200µl; Sequenom), iPLEX Abbruch-Mix (0,200µl; Sequenom), Primer Mix

(0,804µl à 7:14µM; Sequenom) und iPLEX Enzym (0,041µl; Sequenom).

Zusammen mit der zuvor mithilfe der klassischen PCR amplifizierten DNA kommt diese

Mischung in einen Thermocycler, in dem nochmal eine PCR stattfindet.

Diesmal besteht das Programm für die unterschiedlichen Stufen der PCR aus zwei

Zyklusschleifen, sodass letztendlich 200 Zyklen resultieren.

Zuerst wird die Probe dabei für 30 Sekunden auf 94°C erhitzt und bei dieser Temperatur

dann für weitere fünf Sekunden zur Denaturierung gehalten. Anschließend erfolgt bei

52°C für fünf Sekunden das Annealing und bei 80° C für erneute fünf Sekunden die

Extension.

Dieses Annealing und die Extension werden daraufhin noch viermal wiederholt, dann

springt das Thermocyclerprogramm zurück zur Denaturierung für fünf Sekunden bei 94°C.

Dieses Muster wird insgesamt 40mal wiederholt, anschließend erfolgt noch eine

dreiminütige finale Extension bei 72°C, bevor die Proben zur Lagerung auf 4°C

herabgekühlt werden.

Vor der Verwendung für die Massenspektrometrie muß die Probe mit einem

Ionenaustauschharz (SpectroClean; Sequenom) gereinigt werden, damit keine

Störsignale auftreten.

2.3.3.2 MALDI TOF Massenspektrometrie

Mit dem MassARRAY Nanodispenser (Sequenom) wird die Probe dann auf Siliziumchips

mit einer 384er Matrix (SpectroCHIP bioarray; Sequenom) aufgebracht und in das
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Vakuum des Massenspektrometers überführt, wo der Chip einem intensiven Laserpuls

ausgesetzt wird.

Das führt zur Desorption/Ionisation der Probe, wodurch gasförmige Ionen entstehen, die,

durch ein elektrisches Feld beschleunigt, nach ihrem Masse-/Ladungsverhältnis

aufgetrennt werden.

Da die in der iPLEX-Extensionreaktion erzeugten DNA-Fragmente je nach letzter

angehängter Base unterschiedliche Massen haben, kann so anhand ihrer Flugdauer

dieser letzten Base ein spezifischer Genotyp zugeordnet werden.
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2.4 Statistische Auswertung

Um die Unterschiede in der Allel- und Genotypverteilung zwischen den schizophrenen

Patienten und den gesunden Kontrollprobanden darzustellen, wurde eine statistische

Auswertung mittels SPSS 15.0 (Statistical Package for Social Sciences 15.0) vorgenommen

und die Verteilung der Genotypen hinsichtlich des Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

geprüft.

Anschließend wurde mithilfe des χ2- Tests die Assoziation sowohl der Allele als auch der

Genotypen mit Schizophrenie überprüft, wobei ein Signifikanzniveau von p<0,05

festgelegt wurde und p<0,1 als Trend galt.
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3 Ergebnisse

Um die Assoziation von GLRB mit Schizophrenie zu untersuchen, wurden die vier

Polymorphismen rs10001962, rs6812324, rs11100093 und rs4618360 genotypisiert und einer

statistischen Analyse bezüglich ihrer Allel- und Genotypfrequenzen unterzogen.

Insgesamt konnten 613 Kontrollprobanden und 511 schizophrene Patienten in die Studie

eingeschlossen werden (Tab. 3).

Tabelle 5 :  Ergebnisse der Überprüfung der Genotypverteilung mithilfe des Hardy-

Weinberg-Gleichgewichtes.

SNP   F df p-Wert

rs10001962   F=-0.02226 df=1 p=0.470882 (Pearson)

rs6812324   F=0.02495 df=1 p=0.404842 (Pearson)

rs11100093   F=0.03358 df=1 p=0.269053 (Pearson)

rs4618360   F=0.01925 df=1 p=0.523454 (Pearson)

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die Genotypen in unserer Population im

Hardy-Weinberg- Gleichgewicht befinden.
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3.1 Analyse des Polymorphismus rs10001962

3.1.1 Allelverteilung

Die statistische Auswertung der Allelverteilung in Patienten- und Kontrollgruppe ergab die

in Tabelle 6 gezeigten Häufigkeiten.

Tabelle 6: Allelverteilung rs10001962

A-Allel n (%) G-Allel n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 1078 (93,7) 72 (6,3) 1150 (100,0)

Patienten 867 (91,5) 81 (8,5) 948 (100,0)

Gesamt 1945 (92,7) 153 (7,3) 2098 (100,0)

Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Allelhäufigkeiten in Patienten- und

Kontrollgruppe festgestellt werden (χ2=4,008; OR=1,399 (1,006-1,945); df=1; p=0,045). In

der Gruppe der Patienten was das seltene G-Allel überrepräsentiert.
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der Allelhäufigkeiten des SNP rs10001962 auf

Patienten- und Kontrollgruppe.
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3.1.2 Genotypverteilung

Die Verteilung der Genotypen A/A, A/G und G/G des SNP rs10001962 auf Patienten und

Kontrollprobanden zeigt Tabelle 7.

Tabelle 7: Genotypverteilung rs10001962

Genotyp A/A n

(%)

Genotyp A/G n

(%)

Genotyp G/G n

(%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 506 (88,0) 66 (11,5) 3 (0,5) 575 (100,0)

Patienten 394 (83,1) 79 (16,7) 1 (0,2) 474 (100,0)

Gesamt 900 (85,8) 145 (13,8) 4 (0,4) 1049 (100,0)

Auch hier war ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen vorhanden

(χ2=6,438; df=2; p=0,040), in der Gruppe der Patienten was der heterozygote Genotyp

A/G höufiger vorhanden.
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der Genotypverteilung des SNP rs10001962 auf

Kontrollprobanden und Patienten.

In Tabelle 8 wurden die Genotypen A/A und A/G und somit sämtliche Träger des A-Allels

zusammengefasst und den homozygoten G-Allelträgern gegenübergestellt.
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Tabelle 8: Vergleich der A-Allelträger mit den homozygoten G-Trägern

Genotypen A/A

und A/G n (%) Genotyp G/G n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 572 (99,5) 3 (0,5) 575 (100,0)

Patienten 473 (99,8) 1 (0,2) 474 (100,0)

Gesamt 1045 (99,6) 4 (0,4) 1049 (100,0)

Hier konnte kein signifikanter Unterschied in der Verteilung auf die beiden Gruppen

festgestellt werden (χ2=0,661; OR=0,403 (0,042-3,888); df=1; p=0,416).

Homozygotie für das G-Allel ist aufgrund der niedrigen Frequenz des G-Allels an sich (Tab.

6), in beiden Gruppen sehr selten.

Die umgekehrte Gegenüberstellung; homozygote A-Allelträger versus sämtliche G-

Allelträger wird aus Tabelle 9 ersichtlich.

Tabelle 9: Vergleich der homozygoten A-Träger mit den G-Allelträgern

Genotyp A/A n (%)

Genotyp A/G

und G/G n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 506 (88,0) 69 (12,0) 575 (100,0)

Patienten 394 (83,1) 80 (16,9) 474 (100,0)

Gesamt 900 (85,8) 149 (14,2) 1049 (100,0)

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den homozygoten A/A-Trägern und

G-Trägern (χ2=5,072; OR=1,489 (1,051-2,109); df=1; p=0,024). In der Patientengruppe

waren seltener homozygote A-Träger.
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der Verteilung der homozygoten A/A-Träger und

der G-Träger auf Kontrollprobanden und Patienten.
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3.2 Analyse des Polymorphismus rs6812324

3.2.1 Allelverteilung

Die Allele C und T des SNP rs6812324 waren folgendermaßen auf die beiden Gruppen

der Studienteilnehmer verteilt (Tab. 10):

Tabelle 10: Allelverteilung rs6812324

C-Allel n (%) T-Allel n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 225 (18,5) 991 (81,5) 1216 (100,0)

Patienten 196 (19,3) 818 (80,7) 1014 (100,0)

Gesamt 421 (18,9) 1809 (81,1) 2230 (100,0)

Bei der Allelverteilung gab es zwischen den Kontrollprobanden und den Patienten keine

signifikanten Unterschiede (χ2=0,246; OR=0,948 (0,766-1,172); df=1; p=0,620). Insgesamt

überwiegt in beiden Gruppen deutlich das T-Allel.

3.2.2 Genotypverteilung

Wie die Genotypen C/C, C/T und T/T des SNP rs6812324 auf die schizophrenen Patienten

und die Kontrollprobanden verteilt waren, lässt sich aus Tabelle 11 ablesen.

Tabelle 11: Genotypverteilung rs6812324

Genotyp C/C n

(%)

Genotyp C/T n

(%)

Genotyp T/T n

(%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 18 (3,0) 189 (31,1) 401 (66,0) 608 (100,0)

Patienten 26 (5,1) 144 (28,4) 337 (66,5) 507 (100,0)

Gesamt 44 (3,9) 333 (29,9) 738 (66,2) 1115 (100,0)

Die Genotypverteilung zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

Gruppen (χ2=3,969; df=2; p=0,137).
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Genotyp C/C und C/T wurden nun zusammengefasst und dem homozygoten Genotyp

T/T gegenübergestellt.

Tabelle 12: Vergleich der C-Allelträger mit den homozygoten T-Trägern

Genotyp C/C

und C/T n (%) Genotyp T/T n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 207 (34,0) 401 (66,0) 608 (100,0)

Patienten 170 (33,5) 337 (66,5) 507 (100,0)

Gesamt 377 (33,8) 738 (66,2) 1115 (100,0)

Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten- und Kontrollgruppe

(χ2=0,033; OR=1,023 (0,798-1,313); df=1; p=0,856).

Anschließend wurden die homozygoten C-Allelträger denjenigen gegenübergestellt, die

das T-Allel in ihrem Genotyp tragen (Tab. 13).

Tabelle 13: Vergleich der homozygoten C-Träger mit den T-Allelträgern

Genotyp C/C n (%)

Genotyp C/T

und T/T n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 18 (3,0) 590 (97,0) 608 (100,0)

Patienten 26 (5,1) 481 (94,9) 507 (100,0)

Gesamt 44 (3,9) 1071 (96,1) 1115 (100,0)

Es zeigte sich ein Trend in den Genotypfrequenzen zwischen Kontrollen und Patienten

(χ2=3,427; OR= 0,564 (0,306-1,042); df=1; p=0,064). Die Patientengruppe hatte häufiger

den Genotyp C/C.
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Verteilung der homozygoten C-Träger und der

T-Allelträger des SNP rs6812324 auf die beiden Gruppen der Studienteilnehmer.
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3.3 Analyse des Polymorphismus rs11100093

3.3.1 Allelverteilung

Bei dem SNP rs11100093 lag die in Tabelle 14 veranschaulichte Allelverteilung in den

beiden untersuchten Studienteilnehmergruppen vor.

Tabelle 14: Allelverteilung rs11100093

A-Allel n (%) T-Allel n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 177 (15,0) 1005 (85,0) 1182 (100,0)

Patienten 154 (15,7) 830 (84,3) 984 (100,0)

Gesamt 331 (15,3) 1835 (84,7) 2166 (100,0)

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Allelverteilung gefunden werden (χ2=0,189;

OR=0,949 (0,751-1,200); df=1; p=0,663).

Das T-Allel ist in beiden Gruppen deutlich stärker vertreten als das A-Allel.

3.3.2 Genotypverteilung

In Tabelle 15 werden die Häufigkeiten der Genotypen A/A, A/T und T/T des SNP

rs11100093 in Bezug auf die beiden Studienteilnehmergruppen wiedergegeben.

Tabelle 15: Genotypverteilung rs11100093

Genotyp A/A n

(%)

Genotyp A/T n

(%)

Genotyp T/T  n

(%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 11 (1,9) 155 (26,2) 425 (71,9) 591 (100,0)

Patienten 19 (3,9) 116 (23,6) 357 (72,6) 492 (100,0)

Gesamt 30 (2,8) 271 (25,0) 782 (72,2) 1083 (100,0)
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Es zeigte sich ein Trend für die Verteilung der Genotypen in den beiden

Studienteilnehmergruppen (χ2=4,648; df=2; p=0,098). In der Patientengruppe war der

Genotyp A/A häufiger vorhanden.
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der Genotypverteilung des SNP rs11100093 auf die

beiden Studienteilnehmergruppen.

Die A-Allelträger wurden nun zusammengefasst und mit homozygot T-tragenden

Kontrollprobanden bzw. Patienten verglichen (Tab. 16).

Tabelle 16: Vergleich der A-Allelträger mit den homozygoten T-Trägern

Genotyp A/A

und A/T n (%) Genotyp T/T n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 166 (28,1) 425 (71,9) 591 (100,0)

Patienten 135 (27,4) 357 (72,6) 492 (100,0)

Gesamt 301 (27,8) 782 (72,2) 1083 (100,0)

Es konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden werden (χ2=0,056; OR=1,033

(0,791-1,349); df=1; p=0,812).
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Anschließend erfolgte wieder der umgekehrte Weg; es wurde geprüft, wie die Verteilung

der homozygoten A-Allelträger gegenüber T-Allelträgern in beiden Gruppen ausfällt

(Tab. 17).

Tabelle 17: Vergleich der homozygoten A-Träger mit den T-Allelträgern

Genotyp A/A n (%)

Genotyp A/T

und T/T n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 11 (1,9) 580 (98,1) 591 (100,0)

Patienten 19 (3,9) 473 (96,1) 492 (100,0)

Gesamt 30 (2,8) 1053 (97,2) 1083 (100,0)

Hier fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollprobanden und Patienten

(χ2=3,990; OR=0,472 (0,222-1,002); df=1; p=0,046). Die Patientengruppe hatte häufiger

den Genotyp A/A als die Kontrollprobanden.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der Verteilung von homozygoten A-Trägern und T-

Allelträgern in den beiden Studienteilnehmergruppen.
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3.4 Analyse des Polymorphismus rs4618360

3.4.1 Allelverteilung

Die Häufigkeiten der Allele A und C des SNP rs4618360 bei schizophrenen Patienten und

gesunden Kontrollprobanden zeigt Tabelle 18.

Tabelle 18: Allelverteilung rs4618360

A-Allel n (%) C-Allel n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 841 (69,9) 363 (30,1) 1204 (100,0)

Patienten 684 (69, 0) 308 (31,0) 992 (100,0)

Gesamt 1525 (69,4) 671 (30,6) 2196 (100,0)

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Allelverteilung gefunden werden (χ2=0,207;

OR=1,043 (0,869-1,252); df=1; p=0,649).

3.4.2 Genotypverteilung

Aus den beiden vorhanden Allelen A und C des SNP rs4618360 können sich die drei

verschiedenen Genotypen bilden, A/A, A/C und C/C. Tabelle 19 zeigt die

Genotypfrequenzen in beiden Studienteilnehmergruppen.

Tabelle 19: Genotypverteilung rs4618360

Genotyp A/A n

(%)

Genotyp A/C n

(%)

Genotyp C/C n

(%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 297 (49,3) 247 (41,0) 58 (9,6) 602 (100,0)

Patienten 237 (47,8) 210 (42,3) 49 (9,9) 496 (100,0)

Gesamt 534 (48,6) 457 (41,6) 107 (9,7) 1098 (100,0)



55

In der Genotypverteilung ergab sich kein signifikanter Unterschied bei Kontrollprobanden

und Patienten (χ2=0,264; df=2; p=0,877).

Wie schon bei den vorangegangenen Polymorphismen, wurden auch hier die

Genotypen A/A und A/C zusammengefasst und dem Genotyp C/C gegenübergestellt

(Tab. 20).

Tabelle 20: Vergleich der A-Allelträger mit den homozygoten C-Trägern

Genotypen A/A

und A/C n (%) Genotyp C/C n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 544 (90,4) 58 (9,6) 602 (100,0)

Patienten 447 (90,1) 49 (9,9) 496 (100,0)

Gesamt 991 (90,3) 107 (9,7) 1098 (100,0)

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollprobanden und Patienten

(χ2=0,018; OR=1,028 (0,689-1,534); df=1; p=0,892).

Nun erfolgte noch die umgekehrte Gegenüberstellung, also Genotyp A/A versus

Genotyp A/C und Genotyp C/C.

Tabelle 21: Vergleich der homozygoten A-Träger mit den C-Allelträgern

Genotyp A/A n (%)

Genotypen A/C

und C/C n (%) Gesamt n (%)

Kontrollprobanden 297 (49,3) 305 (50,7) 602 (100,0)

Patienten 237 (47,8) 259 (52,2) 496 (100,0)

Gesamt 534 (48,6) 564 (51,4) 1098 (100,0)

Auch hier gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe der

Kontrollprobanden und der Gruppe der Patienten (χ2=0,263; OR=1,064 (0,839-1,350);

df=1; p=0,608).
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Abbildung 12: Verteilung der p-Werte in Bezug auf die chromosomale Position der

untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismen. Dabei bezieht sich die Bezeichnung

„homozygote Allelträger 1“ jeweils auf die p-Werte zu Tabelle 8, 12, 16, 20 und die

Bezeichnung „homozygote Allelträger 2“ jeweils auf die p-Werte zu Tabelle 9, 13, 17 und

21.



57

4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war  es, festzustellen, ob zwischen den vier untersuchten

Polymorphismen, die in Bezug zu dem Gen GLRB stehen und Schizophrenie eine

Assoziation besteht.

Dabei zeigten sich bei rs10001962, einem SNP aus der 5´Genregion von GLRB sowohl in

der Allel- als auch der Genotypverteilung zwischen Patienten- und Kontrollgruppe

signifikante Unterschiede.

Der Polymorphismus rs6812324, ebenfalls in der 5´Genregion von GLRB gelegen, zeigte

bezüglich der Allelverteilung keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden

Gruppen, beim Vergleich der homozygoten C-Trägern mit den T-Allelträgern ließ sich

jedoch ein Trend bezüglich der Verteilung auf die Patienten und Kontrollen erkennen.

Bei dem Polymorphismus rs11100093, wie schon die beiden erstgenannten aus der

5´Genregion des Gens, waren die beiden Allele A und T nicht signifikant unterschiedlich

auf beide Gruppen verteilt, aber in der Genotypverteilung zeigte sich ein Trend und beim

Vergleich der homozygoten A-Träger mit den T-Allelträgern fand sich ein signifikanter

Unterschied zwischen Kontrollprobanden und Patienten.

Keinerlei signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Studienteilnehmergruppen gab

es bezüglich des Polymorphismus rs4618360, der im Intron 2 des Gens GLRB liegt.

4.1 Diskussion der Methoden

Assoziationsstudien sind eine gute Methode, wenn es um die Aufdeckung von Faktoren

mit nur geringem Einfluss auf die Krankheitsentstehung geht (Maier et al. 1999; Owen

2000).

In unsere Studie wurden 613 Kontrollprobanden und 511 schizophrene Patienten

eingeschlossen. Ein Vergleich dieser Zahlen mit anderen Assoziationsstudien, die sich mit

möglichen Suszeptibilitätsgenen für Schizophrenie beschäftigen, zeigt, dass der Trend zu

immer größeren Teilnehmergruppen geht, die hier vorhandenen Teilnehmerzahlen aber
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im Kontext der anderen Fallzahlen eine gute Position einnehmen (Allen et al. 2008; Owen

2000; Schumacher et al. 2004; van den Bogaert et al. 2003).

Je seltener die untersuchten Marker in einer Population sind, umso wichtiger ist es, eine

große Fallzahl zu haben.

Eine vergleichbare Ethnizität ist ebenso wie eine ausreichende Gruppengröße wichtig für

die Aussage einer Studie; werden unterschiedliche Ethnizitäten miteinander verglichen,

können sich aufgrund unterschiedlicher Häufigkeiten der untersuchten Merkmale in den

Gruppen, Verzerrungen oder falsch-positive Ergebnisse ergeben (Maier et al. 1999; Owen

2000).

Aus diesem Grund wurden in die vorliegende Untersuchung nur Menschen kaukasischer

Abstammung eingeschlossen.

Das International HapMap Project (HapMap 2007) hat es sich zum Ziel gemacht, die

genetischen Varianten in verschiedenen Populationen zu identifizieren und zu

katalogisieren. Bei Betrachtung dieser Daten wird deutlich, wie unterschiedlich die

Häufigkeiten eines Merkmals in verschiedenen Ethnizitäten sein können (Tab. 22).

Tabelle 22: Die Genotyp und Allelfrequenzen in der untersuchten Patienten- und

Kontrollgruppe im Kontext der International HapMap - Daten zu den entsprechenden

Polymorphismen (HapMap 2007) (Fortsetzung auf der nächsten Seite).

 P = Patientengruppe

 K = Kontrollgruppe

 E = Europäer (Bewohner von Utah, nord- und westeuropäischer Herkunft)

 C = Han Chinesen (Peking)

 J = Japaner (Tokyo)

 A = Afrikaner (Nigeria)

  Genotyp

Frequenz

in % Genotyp

Frequenz

in % Genotyp

Frequenz

in % Allel

Frequenz

in % Allel

Frequenz

in %

rs10001962
 

P G/G 0,2 A/G 16,7 A/A 83,1 G 8,5 A 91,5

K G/G 0,5 A/G 11,5 A/A 88 G 6,3 A 93,7
 

E G/G 3,3 A/G 15 A/A 81,7 G 10,8 A 89,2

C G/G 0 A/G 15,9 A/A 84,1 G 8 A 92

J G/G 2,3 A/G 27,3 A/A 70,5 G 15,9 A 84,1

A G/G 25 A/G 48,3 A/A 26,7 G 49,2 A 50,8
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  Genotyp

Frequenz

in % Genotyp

Frequenz

in % Genotyp

Frequenz

in % Allel

Frequenz

in % Allel

Frequenz

in %

 

rs6812324
 

P C/C 5,1 C/T 28,4 T/T 66,5 C 19,3 T 80,7

K C/C 3 C/T 31,1 T/T 66 C 18,5 T 81,5
 

E C/C 6,7 C/T 36,7 T/T 56,7 C 25 T 75

C C/C 17,8 C/T 31,1 T/T 51,1 C 33,3 T 66,7

J C/C 8,9 C/T 51,1 T/T 40 C 34,4 T 65,6

A C/C 28,3 C/T 55 T/T 16,7 C 55,8 T 44,2
 

rs11100093
 

P T/T 72,6 A/T 23,6 A/A 3,9 T 84,3 A 15,7

K T/T 71,9 A/T 26,2 A/A 1,9 T 85 A 15
 

E T/T 66,7 A/T 30 A/A 3,3 T 81,7 A 18,3

C T/T 77,3 A/T 18,2 A/A 4,5 T 86,4 A 13,6

J T/T 75,6 A/T 22,2 A/A 2,2 T 86,7 A 13,3

A T/T 54,2 A/T 42,4 A/A 3,4 T 75,4 A 24,6
 

rs4618360
 

P A/A 47,8 A/C 42,3 C/C 9,9 A 69 C 31

K A/A 49,3 A/C 41 C/C 9,6 A 69,9 C 30,1
 

E A/A 33,3 A/C 48,3 C/C 18,3 A 57,5 C 42,5

C A/A 33,3 A/C 46,7 C/C 20 A 56,7 C 43,3

J A/A 31,8 A/C 45,5 C/C 22,7 A 54,5 C 45,5

A A/A 3,3 A/C 40 C/C 56,7 A 23,3 C 76,7

Auch das Alter der Studienteilnehmer kann die Ergebnisse verfälschen, beispielsweise

wenn die zu vergleichenden Teilnehmergruppen ein stark unterschiedliches

Durchschnittsalter haben. Besonders wenn das Durchschnittsalter der Studienteilnehmer

unterhalb des typischen Alters bei Krankheitsbeginn liegt, bei der Schizophrenie also

zwischen dem 22. und 32. Lebensjahr (Häfner et al. 1999), ist die Gefahr erhöht, dass bei

einigen der für gesund erklärten Kontrollprobanden die Erkrankung noch nicht

ausgebrochen ist, was vor allem bei genetischen Untersuchungen zu falsch-negativen

Ergebnissen beim Vergleich der Kontrollprobanden mit den Patienten führen kann.

In dieser Arbeit lag das Durchschnittsalter beider Gruppen oberhalb des 32. Lebensjahres

und damit über dem Prädilektionsalter der Schizophrenie. Dadurch ist zwar auch nicht

ausgeschlossen, dass unter den Kontrollprobanden Menschen sind, denen ein

Erkrankungsausbruch noch bevorsteht, schließlich kann die Schizophrenie auch in einem
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höheren Lebensalter ausbrechen, zumindest wird aber das Risiko für Fehler aufgrund

derartiger falsch-negativer Ergebnisse dadurch niedrig gehalten.

Die von uns angewandte Klassifikation nach dem DSM-IV ist aufgrund seiner präzise und

streng formulierten Kriterien ein in der psychiatrischen Forschung weit verbreitetes System

(Giegling et al. 2008).

Zur Diagnosestellung ist das eigens dafür entwickelte SKID aufgrund seiner hohen

Reliabilität ein gut geeignetes Instrument, das auch in anderen Studien mit ähnlicher

Zielsetzung genutzt wird (Goldberg et al. 2006; Segal et al. 1994; Skre et al. 1991; van den

Bogaert et al. 2003).

Dass die Kontrollprobanden nicht nur anamnestisch keine psychiatrischen oder

neurologischen Erkrankungen bei sich oder in der Familie haben durften, sondern auch

SKID, LEBI und FHAM (Rice et al. 1995; Richter et al. 1996; Wittchen et al. 1997)

durchlaufen und sich damit einer Objektivierung ihres psychiatrischen Zustandes stellen

mussten, diente der Rekrutierung einer möglichst maximal „gesunden“ Kontrollgruppe.

Nachteil dieser relativ strengen Vorgehensweise ist der große zeitliche Aufwand, sowohl

für die Probanden, als auch für die Rekrutierenden, besonders, wenn hohe

Probandenzahlen das Ziel sind. Ein klarer Vorteil ist die daraus entstehende

Kontrollgruppe, in der wenige Fehler zu erwarten sind.

Durch die zusätzliche Anwendung der PANSS (Kay et al. 1987) in der Patientengruppe

sollte die Diagnose erhärtet werden, um sicherzugehen, dass tatsächlich eine

Schizophrenie vorlag und nicht etwa andere Störung des schizophrenen Spektrums.

Das ist von Bedeutung, da die Abgrenzung der Schizophrenie zu anderen, ähnlichen

Krankheitsbildern nicht leicht ist. Außerdem ist die Schizophrenie nicht nur eine sehr

heterogene Erkrankung, es bleibt weiterhin Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen,

ob sie als eigene Krankheitsentität existiert oder eher eine Gruppe verschiedener

Erkrankungen die Entität „Schizophrenie“ bildet (Möller et al. 2008; van Praag 1976).

Klare und strenge Abgrenzungen sollen möglichst unverzerrte Ergebnisse liefern.

Andere Assoziationsstudien zur Schizophrenie integrieren oft auch Patienten mit

Erkrankungen des schizophrenen Spektrums (Goldberg et al. 2006; van den Bogaert et al.

2003), mit dem Vorteil, dass dadurch die Rekrutierung hoher Patientenzahlen erleichtert

wird.

Andererseits werden auf diese Weise wenig differenzierte Ergebnisse produziert.

Dadurch, dass in dieser Arbeit die Kontrollprobanden und Patienten stufenweise rekrutiert

wurden und bis zum Einschluss in die Studie mehrfach und sehr ausführlich über
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Fragebögen (Anamnese 1+2; FHAM (Rice et al. 1995)) zu bestimmten Themen wie

Krankheitsgeschichte, Herkunft und Familienanamnese befragt wurden, sollte eine

möglichst große Homogenität innerhalb der jeweiligen Gruppe erreicht werden.

Außerdem wurde damit abgesichert, dass tatsächlich keine Ausschlusskriterien vorlagen.

Grundsätzlich sollte für eine gültige statistische Aussage eine hohe Strukturgleichheit

zwischen den beiden beobachteten Gruppen vorliegen (Gaus 1991). Randomisierung

führt dazu, dass höchstens zufällige Unterschiede auftreten und dient damit der

Strukturgleichheit und somit der statistischen Vergleichbarkeit.

Die Interpretation gefundener positiver und negativer Assoziationen zur Schizophrenie

wird durch die Heterogenität der Erkrankung erschwert.

Da es sich zusätzlich auch noch um eine multifaktorielle und vermutlich polygenetische

Erkrankung handelt (Andreasen 2000; Owen 2000), so dass einzelne Gene nur einen

kleinen Effekt haben und eventuell sogar von Patient zu Patient unterschiedliche Gene

zur Krankheitsentstehung beitragen, wird leicht verständlich, dass es diverse

widersprüchliche Studien gibt.

Außerdem gilt es zu bedenken, dass grundsätzlich mehrere Möglichkeiten bestehen,

wenn eine Assoziation zwischen einem Allel und einem Merkmal gefunden wird. Solch ein

Ergebnis kann zum einen bedeuten, dass dieses Allel tatsächlich das entsprechende

Merkmal – hier die Schizophrenie – beeinflusst oder dass es zumindest an ein weiteres Allel

oder Gen gekoppelt ist, welches eigentlich das Krankheitsverursachende ist (Goldberg et

al. 2004). Es  kann aber auch ein falsch-positives Ergebnis sein, beispielsweise

hervorgerufen durch systematische oder zufällige Fehler während der Datenerhebung.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Bei der statistischen Untersuchung des Polymorphismus rs10001962 fällt zunächst auf, dass

ein sehr großer Unterschied in der Häufigkeit der beiden Allele A und G besteht, bei

starkem Überwiegen des A-Allels.

Es zeigten sich in der Allelverteilung, der Genotypverteilung und beim Vergleich der

homozygoten A-Träger mit den G-Allelträgern signifikante Unterschiede zwischen

Patienten- und Kontrollgruppe. Einzig der Vergleich der A-Allelträger mit den

homozygoten G-Trägern führte zu keinem signifikanten Unterschied der beiden Gruppen.

Die Aussagekraft des letzteren Ergebnisses ist jedoch ein wenig fragwürdig, wenn die

unterschiedliche Allelfrequenz betrachtet wird; hier stehen bei den Kontrollprobanden 3
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homozygote G-Träger 572 A-Allelträgern gegenüber, bei den Patienten ist das Verhältnis

1/473.

Trotzdem kann festgehalten werden, dass es bei rs10001962 signifikante Unterschiede

zwischen den Kontrollprobanden und den Patienten gab; das G-Allel könnte demnach

an Schizophrenie beteiligt sein, dennoch sollten weitere, genauere Tests in diese

Richtung folgen.

Eine Betrachtung der Ergebnisse von rs6812324 ergibt, dass keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden konnten und dass auch hier wieder starke Unterschiede

in der Gruppengröße vorhanden sind. Es zeigte sich jedoch beim Vergleich der

homozygoten C-Träger mit den T-Allelträgern ein Trend zu den homozygot C-tragenden

Patienten.

Der Polymorphismus ist aufgrund dieser Ergebnisse vermutlich eher nicht an der

Schizophrenie beteiligt.

Was den SNP rs11100093 betrifft, zeigte sich beim Vergleich der homozygoten A-Träger zu

den T-Allelträgern ein signifikanter Unterschied, sowie ein Trend in der Verteilung der

Genotypen.

In der Allelverteilung und beim Vergleich der A-Allelträger mit den homozygoten T-

Trägern waren keine statistisch signifikanten Unterschiede vorhanden.

Diese Ergebnisse könnten auf einen Zusammenhang von homozygoten A-Trägern und

Schizophrenie hinweisen, da die statistischen Unterschiede genau da vorhanden waren,

wo die homozygoten A-Träger separat betrachtet wurden.

Auch hier ist zwar erneut eine sehr unterschiedliche Gruppengröße gegeben, trotzdem

scheint dieser Polymorphismus zumindest ein interessanter Ansatzpunkt für weitere

Untersuchungen zu sein.

Bei dem Polymorphismus rs4618360 wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden,

sodass auf keinen Zusammenhang mit der Schizophrenie geschlossen werden kann.

Wie bereits erwähnt sind die hier untersuchten Polymorphismen bisher wenig erforscht,

unsere Ergebnisse – besonders zu rs10001962 – werfen nun weitere Fragen auf.

Grundsätzlich wäre bei einem Abstand von ca. 9kb zwischen rs10001962 und GLRB

durchaus eine Beeinflussung beispielsweise der Genexpression möglich, selbiges gilt für
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die anderen drei Polymorphismen. Da bisher über diese Region wenig bekannt ist, wäre

eine genaue Untersuchung, vor allem in Hinblick auf ihre Funktion, sehr interessant.

GLRB und mit diesem Gen in Zusammenhang zu bringende Polymorphismen sind aus

vielen Gründen ein guter Ansatzpunkt bezüglich Schizophrenie.

Dass sich in einer Studie, die den Zusammenhang zwischen Glyzin Rezeptor, alpha 2 und

Schizophrenie testete, keine signifikanten Ergebnisse ergaben (Feng et al. 2001),

ermöglicht noch keine abschließende Aussage, vor allem bei einer Patientenzahl von nur

113, sondern ist eher der Aufruf zu weiteren Studien in diese Richtung.

Zudem handelt es sich hier auch nur um ein funktionell betrachtet dem GLRB verwandtes

Gen.

Ng et al. fanden 2008 in ihrer Metaanalyse von 32 Kopplungsstudien zur Schizophrenie

unter anderem Hinweise auf Chromosom 4q (Ng et al. 2008), dem Chromosom auf dem

das Gen GLRB und die vier untersuchten Polymorphismen liegen.

Auch in der vorliegenden Arbeit konnten signifikante Assoziationen zwischen

Schizophrenie und Single Nucleotide Polymorphisms des Gens GLRB auf Chromosom 4

gefunden werden.

Dann ist da die Tatsache, dass Glyzin – und damit auch Glyzingene – über die

Glyzinbindungsstelle der NMDA-Rezeptoren zu einem interessanten Ansatz in der

Schizophrenieforschung geworden ist. Das liegt darin begründet, dass Glyzin für die

Funktion der NMDAR essentiell ist und an NMDAR gebunden deren Funktion fördert

(Coyle et al. 2004; Eulenburg et al. 2005; Kemp et al. 1993; Thomson 1989).

Hinzu kommt, dass Agonisten der NMDAR-Glyzinbindungsstelle die Effekte von

dissoziativen Anästhetika wie Ketamin oder PCP aufheben können, ohne neurotoxisch zu

wirken (Javitt et al. 1999).

NMDA-Rezeptoren selbst spielen eine große Rolle in der Hirnentwicklung und bei

neuronalen Prozessen im allgemeinen (Javitt et al. 2004).

GLRB codiert für die Beta-Untereinheit inhibitorischer Glyzinrezeptoren, welche ebenfalls

mit der neuronalen Plastizität in Verbindung gebracht werden (Brackmann et al. 2004)

und wie die NMDAR Glyzin binden.   

Sie konkurrieren mit der Glyzinbindungsstelle der NMDA-Rezeptoren um das vorhandene

Glyzin, wobei dieses mit einer wesentlich höheren Affinität an letztere bindet.
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Hier liegt natürlich die Frage nach möglichen Wechselwirkungen zwischen den

inhibitorischen Glyzinrezeptoren, für deren Beta-Untereinheit GLRB codiert und der

Glyzinbindungsstelle der NMDAR nahe.

Zwar sind die GlyRs in erster Linie für ihre Rolle bei der Muskelbewegung und

Reflexaktivität bekannt (Aragon et al. 2003; Lynch 2009), die Beta-Untereinheit wird

jedoch im gesamten ZNS exprimiert (Malosio et al. 1991).

Ein weiterer Aspekt, der die Untersuchung von GLRB rechtfertigt, ist das Mausmodel

„spastic“, bei dem eine Insertion in GLRB durch irreguläres Spleißen zu einer gestörten

glycinergen Neurotransmission und damit zu einem Startle-Syndrom führt (Koch et al.

1997; Rajendra et al. 1997).

Auch bei schizophrenen Patienten konnte vielfach eine ungewöhnliche Startle-Reaktion

gemessen werden (Howard et al. 1992), sodass durchaus ein Zusammenhang bestehen

könnte.

Bei Zebrafischen konnte eine fehlende glycinerge Transmission an den Synapsen

derjenigen Mutanten festgestellt werden, bei denen Mutationen der Glyzinrezeptor-Beta-

Untereinheit vorlagen. Diesen Fischen fehlte das typische synaptische Cluster der GlyRs

und sie wiesen motorische Störungen auf (Hirata et al. 2005), was zeigt, dass die Beta-

Untereinheit entscheidend für eine physiologische Verteilung der GlyRs ist.

Hierfür sorgt die Bindung der Beta-Unterheit an das Ankerprotein Gephyrin (Milani et al.

1998).

Lokalisiert sind die inhibitorischen Glyzinrezeptoren unter anderem in Gebieten wie dem

Thalamus und dem Hippocampus (Brackmann et al. 2004; Rajendra et al. 1997).

Regionen, die bei schizophrenen Patienten häufig strukturell verändert sind (Brickman et

al. 2004; Danos 2004; Hazlett et al. 2004; Kovelman et al. 1984; Meador-Woodruff et al.

2003; Port et al. 1995; Wright et al. 2000).

Betrachtet man nur die Beta-Untereinheit, finden sich sogar noch mehr

Übereinstimmungen, da diese wie bereits erwähnt, ubiquitär im Zentralnervensystem

(ZNS) vorkommt (Malosio et al. 1991).

Die Frage nach der Funktion der Beta-Untereinheit in den Gebieten, in denen keine

Alpha-Untereinheiten und daher auch keine GlyR nachweisbar sind, ist immer noch

offen.

Obwohl GlyR meist in postsynaptischen Membranen sitzen, konnten auch präsynaptische

GlyR nachgewiesen werden, die zu erhöhten exzitatorischen postsynaptischen
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Potentialen und vermehrter Transmitterausschüttung führen (Turecek et al. 2001) – auch

wenn dies bisher nur in einer sehr kleinen Region, dem Nucleus trapezoidalis medialis, des

ZNS gefunden wurde - ist es dennoch ein interessanter Ansatz, auch in Bezug auf

mögliche Auswirkungen auf NMDA-Rezeptoren und ihre Funktion.

Die genannten Punkte machen deutlich, dass GLRB viele mögliche Überschneidungen

mit den bisherigen Erkenntnissen zur Schizophrenie zeigt; hauptsächlich aber spricht die

mutmaßliche Rolle der inhibitorischen Glyzinrezeptoren in der Synaptogenese, mit

möglichen Auswirkungen auf Migration, Differenzierung, Synapsenbildung und

–stabilisierung (Aragon et al. 2003; Flint et al. 1998), für eine Untersuchung von GLRB und

verwandten Genen.

Hinzu kommt, dass inhibitorische Glyzinrezeptoren über ihre Beeinflussung der

hippocampalen Langzeitpotenzierung bei der Plastizität des Gehirns mitwirken können

(Brackmann et al. 2004).

Assoziationen von Genen oder Polymorphismen des GlyR mit Schizophrenie, wie in der

vorliegenden Arbeit, lassen sich vor diesem Hintergrund ganz ausgezeichnet im Sinne

eines „First Hit“ (Bayer et al. 1999; Maynard et al. 2001), mit der vielfach vertretenen

Theorie einer neuronalen Entwicklungsstörung (Keshavan et al. 1994; Murray et al. 1991;

Thome et al. 1998) in Einklang bringen.

Diese Theorie wird unter anderem auch durch die Ergebnisse einer der aktuellsten

genomweiten Assoziationsstudien gestützt (Stefansson et al. 2009), in welcher erneut eine

Assoziation des Schizophrenierisikos mit einer Störung der Hirnentwicklung, von

Gedächtnis und Kognition sowie dem Immunsystem und der Schizophrenieentstehung

gefunden wurde.

Dennoch gibt es noch keine Hinweise auf GLRB an sich oder benachbarte Regionen in

den bisherigen genomweiten Assoziationsstudien.

Diese stellen momentan die vielversprechendste Herangehensweise zur Identifikation von

Genomabschnitten, welche mitverantwortlich für die Entstehung der großen

psychiatrischen Erkrankungen sind, dar.

Auch wenn keine biologischen Kriterien zur Diagnosestellung Schizophrenie bekannt sind,

haben die vorhandenen genomweiten Assoziationsstudien gezeigt, dass bei dieser

Erkrankung dieselben genetischen Ansätze erfolgreich sind, wie bei anderen häufigen

Erkrankungen.
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Zwar sind die Effektgrößen klein, doch die Hoffnung besteht, dass durch die immer größer

werdenden Stichproben viele weitere spezifische Risikofaktoren für die Entstehung der

Schizophrenie identifiziert werden und damit auch die Pathophysiologie deutlicher wird

(O'Donovan et al. 2008).

Eine statistisch signifikante Assoziation mit GLRB ist bisher nur bei Essstörungen und

Zwangserkrankungen gefunden worden (Gratacos et al. 2008).

GLRB liegt zudem in einer Region, die im Zusammenhang mit einem Fall von Autismus

beschrieben wurde (Ramanathan et al. 2004) Letzteres ist vor allem deshalb interessant,

da Autismus und Schizophrenie zum Teil ähnliche Defizite aufweisen und häufig

diesselben genetischen Variationen teilen (Burbach et al. 2009; Couture et al. 2009;

Guilmatre et al. 2009).

Dies lässt zumindest die Vermutung zu, dass GLRB durchaus Einfluss auf

neuropsychiatrische Erkrankungen hat und auch auf die Schizophrenie haben könnte –

inwieweit gilt es noch umfassender zu klären.

4.3 Ausblick

Bei der Suche nach mit Schizophrenie assoziierten Merkmalen steht der Wunsch im

Vordergrund, das Wissen um pathogenetische Faktoren der Schizophrenie zu mehren.

Ein sehr umfangreiches Projekt, wenn man die Heterogenität der Erkrankung und die

Vielzahl der möglichen Faktoren die zu ihrem Ausbruch führen könnten - und sich

wohlmöglich auch noch untereinander beeinflussen - betrachtet.

Viele Aspekte deuten auf eine interessante Rolle der inhibitorischen Glyzinrezeptoren und

ihrer Beta-Untereinheit bei der Entstehung der Schizophrenie hin.

Wir konnten in dieser Studie einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen

Polymorphismen die mit GLRB in Verbindung stehen und Schizophrenie zeigen.

Das ist allerdings erst ein Anfang, weitere Studien sollten folgen, um unser Ergebnis zu

überprüfen, auch in Hinblick auf andere ethnische Populationen.

Diesbezüglich sind besonders die genomweiten Assoziationsstudien von großer

Bedeutung.

Vor allem die Region upstream von GLRB, in der drei der untersuchten SNPs liegen, birgt

noch viel Unbekanntes und könnte Thema weiterer Untersuchungen sein.
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Was die Polymorphismen anbelangt, wäre von großem Interesse, herauszufinden, in

welcher Weise sie GLRB beeinflussen können, oder ob sie an andere Marker gekoppelt

sind.

Möglicherweise existieren weitere Polymorphismen von GLRB die ebenfalls mit

Schizophrenie assoziiert sind, eine ausführlichere Untersuchung von GLRB in Bezug zu

Schizophrenie sollte erfolgen.

Außerdem sind noch einige Fragen zu der von GLRB codierten Beta-Untereinheit offen,

beispielsweise zu ihrer Funktion in den Bereichen des ZNS, in der keine GlyRs nachweisbar

sind.

Ebenso ist die Rolle der GlyRs in der Gehirnentwicklung und im Wechselspiel mit

glutamatergen Vorgängen erst ansatzweise erforscht, sie scheint jedoch einen

vielversprechenden Ansatz in der Schizophrenieforschung zu bieten.

Insgesamt bleibt zu bemerken, dass die Schizophrenieforschung so komplex ist wie die

Erkrankung selbst und Assoziationen zwischen einzelnen Polymorphismen und der

Schizophrenie nur kleine Puzzleteilchen eines großen Ganzen darstellen.

Erst der Zusammenhang vieler solcher Puzzleteile ergibt gemeinsam mit weiteren

Faktoren ein Bild – die Ätiopathogenese der Schizophrenie.
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5 Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine sehr komplexe und heterogene psychiatrische Erkrankung,

deren Ätiopathogenese noch weitgehend ungeklärt ist.

Die Lebenszeitprävalenz liegt in der Allgemeinbevölkerung im Durchschnitt bei ca. 1%,

mit einer ausgeprägten genetischen Komponente.

Daher stellt die Suche nach möglichen Suszeptibilitätsgenen für Schizophrenie einen

Schwerpunkt der Forschung dar.

Die Identifikation solcher Gene hilft, das Wissen um die Pathogenese der Schizophrenie

zu erweitern, was letzten Endes zu Fortschritten in der Behandlung, Diagnose und

Prävention führen soll.

GLRB ist ein Gen auf Chromosom 4, das bisher noch nicht bezüglich einer Assoziation zu

Schizophrenie untersucht wurde.

Es codiert für die Beta-Untereinheit der inhibitorischen Glyzinrezeptoren, deren

Verbreitung im ZNS Überschneidungen mit bei Schizophrenie veränderten Gebieten

zeigt.

Außerdem könnten inhibitorische Glyzinrezeptoren eine Rolle in der Hirnentwicklung und

Neuroplastizität spielen.

Für die vorliegende Arbeit wurde eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie zur Beziehung

zwischen vier mit GLRB in Verbindung stehenden Einzelnukleotidpolymorphismen und

Schizophrenie an einem kaukasischen Kollektiv aus 511 schizophrenen Patienten und 613

gesunden Kontrollen durchgeführt.

Bei der Untersuchung von Allel- und Genotypfrequenzen fand sich bei rs10001962 und

rs11100093 eine Assoziation zu Schizophrenie. Bei den Polymorphismen rs6812324 und

rs4618360 ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

untersuchten Gruppen.

Um zweifelsfrei von einer Beteiligung des GLRB und seiner Polymorphismen bei der

Schizophrenie sprechen zu können, bedarf es weiterer Studien, sowohl in kaukasischen

Populationen als auch in anderen Ethnizitäten.

Die Effekte der untersuchten Polymorphismen zu klären, könnte ein zusätzlicher,

weiterführender Ansatz sein.

Außerdem sollten auch das Genprodukt von GLRB und der inhibitorische Glyzinrezeptor

noch ausführlicher untersucht werden – vor allem im Hinblick auf einen möglichen Einfluss

auf die Schizophrenie.
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6 Abkürzungsverzeichnis

AaO Age at Onset

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propion-säure

ANA1 Anamnesbogen 1

ANA2 Anamnesbogen 2

ddNTPs Didesoxynukleotidtriphosphate

dNTPs Desoxynukleotidtriphosphate

DNA Desoxyribonukleinsäure

DSM-IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth Edition

DTNBP1 Dysbindin

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

FHAM Family History Assessment Module

GLRA Glyzin Rezeptor, Alpha

GLRB Glyzin Rezeptor, Beta

GlyB Glyzin B Rezeptor (= Glycine Modulatory Site = GMS)

GlyR inhibitorischer Glyzinrezeptor (= strychnin-sensitiver Glyzinrezeptor)

GlyT Glyzintransporter

GMS Glycine Modulatory Site (= Glyzin B Rezeptor = GlyB)

HCL Salzsäure

H2O Wasser

ICD-10 International Classification of Diseases, Tenth Edition

LEBI Leibziger Ereignis- und Belastungsinventar
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MALDI TOF MS

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation Time Of Flight Mass

Spectrometry

NMDA N-methyl-D-Aspartat

NMDAR N-methyl-D-Aspartat-Rezeptor

PANSS Positive And Negative Syndrome Scale

PCP Phencyclidin ("angel dust")

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)

PPI Prepulse Inhibition

rpm revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

SBE Single Base Extension

SKID Strukturiertes Klinisches Interview für DSM-IV

SNP Single Nucleotide Polymorphism

SPSS Statistical Package for Social Sciences

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation)

ZNS Zentralnervensystem
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