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FUr meine Familie

Wir bleiben Schiffe auf dem Meer
Uberhaupt nicht Enten auf einem Teich

Sail On

(Lawrence Weiner)
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1 Einleitung

Die Schizophrenie ist eine sehr komplexe und heterogene psychiatrische Erkrankung,
deren meist chronischer Verlauf zu groBen Beeintrédchtigungen der Patienten und ihrer
Angehdrigen fUhrt, letztlich - beispielsweise Uber hohe Gesundheitskosten, bzw.
Krankenkassenbeitrdge - aber auch zu einer Belastung der Allgemeinbevolkerung
(Giegling et al. 2008; Rdssler et al. 2005).

In den vergangenen Jahrzehnten gab es groBe Fortschritte in  der
Schizophrenieforschung, dennoch gibt es noch zahlreiche Wissenslicken, unter anderem
was weitere mogliche SuszepfibilitGtsgene fir 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 mégliche Assoziation mit Schizophrenie.

1.1 Schizophrenie

Nach der International Classification of Diseases, Tenth Edition (ICD-10) sind die
schizophrenen Stérungen meist durch Denk- und Wahrnehmungsstérungen sowie
inaddqguate und verflachte Affekte gekennzeichnet.

Dabei sind die intellektuellen Fahigkeiten und die Bewusstseinsklarheit nur selten
beeintréchtigt, es kdnnen sich mit der Zeit aber gewisse Defizite entwickeln.
Psychopathologisch im Vordergrund stehen Gedankenlautwerden, Gedanken-
eingebung oder Gedankenentzug, Gedankenausbreitung, Wahnwahrnehmung,
Kontrollwahn, Beeinflussungswahn oder das GefUhl des Gemachten, Stimmen, die in der
dritten Person den Patienten kommentieren oder Uber ihn sprechen, Denkstérungen und
Negativsymptome (DIMDI 2005).

Historisch betrachtet gab es bereits verschiedene Einteilungsmodelle fur 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
Gesamtverdnderung der Persénlichkeit mit fortschreitender Verschlechterung (Kraepelin
1896).

1908 wurde von Eugen Bleuler die Bezeichnung Schizophrenie, von altgriechisch

»schizein” = abspalten und ,phren" = Seele, mit einem starkeren Bezug auf das



psychopathologische Querschnittsbild geprdgt und eine Einteilung in Grund- und
akzessorische Symptome erarbeitet.

Zu den Grundsymptomen zdhlte er Assoziations- und Affektstérungen, 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 Uber die
Symptome ersten und zweiten Ranges die diagnostische Operationalisierung der
Schizophrenie-Symptomatik. Dabei gelten Wahnwahrnehmung, Stimmenhoren,
Gedankenausbreitung, Gedankenentzug, Gedankeneingebung, Gedankenlautwerden
und Beeinflussungserleben als Symptome ersten Ranges; Affektverdnderungen,
Wahneinfdlle und nicht-akustische Halluzinationen als Symptome zweiten Ranges
(Brunnhuber et al. 20095).

In den 70er Jahren kam es dann zu einer Differenzierung in so genannte positive und
negative Symptome, zu den positiven Symptomen zdhlen zum Beispiel Halluzination,
Wahn, formale Denkstérungen und desorganisiertes Verhalten, zu den negativen Alogie,

Affektverarmung, sozialer RUckzug und Aufmerksamkeitsstérungen (Moller 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 ndher rOckt, Prévention betreiben

zu kdnnen und eine verbesserte Behandlung zu ermdglichen.

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
praziseren und strengeren Kriterien — als Beispiel sei genannt, dass die ICD-10 fUr die
Diagnose einer Schizophrenie das Vorliegen entsprechender Symptome fir die Dauer
von einem Monat fordert, wéhrend im DSM-IV mindestens sechs Monate verlangt

werden — dient vor allem der Forschung (Moller et al. 2008).

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

undifferenzierten Schizophrenie, auBerdem dem schizophrenen Residuum, der



Schizophrenia simplex und der postschizophrenen Depression unterschieden (DIMDI
2003).
Das DSM-IV unterscheidet die funf Typen paranoid, kataton, desorganisiert — letzteres
entspricht der hebephrenen Form des ICD-10 -, undifferenziert und residual (Sal et al.
1996).
Beide legen die Diagnose der Schizophrenie Uber diverse Kriterien fest, die sich teilweise

Ahneln.

1.1.2 Subtypen

Am hdaufigsten ist die paranoide Schizophrenie, deren wesentliche Merkmale
Wahnvorstellungen, Ich-Stérungen und akustische Halluzinationen sind.

Der hebephrene bzw. desorganisierte Typ beginnt meist im Jugendalter, hier stehen
Affekt-, Denk- und Antriebsstérungen im Vordergrund.

Beim katatonen Typ sind psychomotorische Stérungen kennzeichnend, die vom Stupor
bis zur Hyperkinesie reichen kdnnen.

Der undifferenzierte Typ liegt vor, wenn allgemeine Schizophreniekriterien erfillt sind,
ohne einer der anderen Schizophrenieformen zu entsprechen.

Das Schizophrene Residuum (ICD-10) bzw. der residuale Typ (DSM-IV) ist gepréagt durch
Negativsymptomatik und es mUssen zu einem vorangegangenen Zeitpunkt Symptome
einer Schizophrenie vorgelegen haben.

Eine depressive Episode, die an eine eindeutige Phase der Schizophrenie anschlieBt,
kann, wenn sie bestimmte weitere Kriterien erfUllt, als postschizophrene Depression
diagnostiziert werden.

Die Schizophrenia simplex schlieBlich ist eine Ausschlussdiagnose mit langsamem,
chronisch-progredientem Verlauf ohne typisch psychotische Symptome (Brunnhuber et
al. 2005; Méller et al. 2008).

1.1.3 Verlauf

Ebenso vielfaltig wie die Erscheinungsformen der Schizophrenie sind die mdéglichen
Verldufe. Die Krankheit kann akut oder schleichend auftreten, sie kann singulér, phasisch
— mit guter bis schlechter Remission - oder chronisch verlaufen, sodass es fUr den Einzelfall

unmaéglich ist, zu Beginn der Erkrankung eine Prognose zu erstellen (Berger 2008).



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, hd&ufig charakterisiert durch Interessenverlust, Leistungsabfall und

ZurUckgezogenheit. Diese Phase wird oft nicht erkannt.

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

akut als auch Uber einen lGngeren Zeitraum hinweg geschehen kann.

3. Die Residualphase: Ahnelt in gewisser Weise der Prodromalphase, hdufig bestehen

Negativsymptome oder depressive Episoden.

1.1.4 Epidemiologie

Weltweit liegt die Lebenszeitprdvalenz der Schizophrenie zwischen 0,5 und 1,6% (R&ssler
et al. 2005), die Pravalenzzahlen in den verschiedenen Kulturen und EthnitGten der Welt
weisen kaum Unterschiede auf (Hafner 1993) und sind nicht geschlechtsabhdngig
(Hofner et al. 1991).

Das Pradilektionsalter liegt zwischen dem 22. und 32. Lebensjahr, wobei es beziglich des
Erkrankungsalters (Age at Onset = AaQ), das bei M&nnern etwa 3-4 Jahre vor dem der
Frauen liegt, einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Geschlechtern gibt
(Hafner et al. 1999).

1.1.5 Atiopathogenese

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
Hirnentwicklungsstérungen fUhren, welche dann wiederum — auch im Zusammenspiel mit
psychosozialen Faktoren — im Rahmen einer erhéhten VulnerabilitGt zum Aufireten der

Erkrankung préadisponieren. Treten dann Stressoren auf (,Second Hit"), wie beispielsweise



psychische Belastung, Drogenkonsum und andere, kommt es zur Schizophrenie

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

Pradisponierende
. First Hit" Faktoren
Genetische Umweltbedingung
Faktoren en (z.B. Erndhrung,
Geburtskomplikat-
ionen, prenatale
Infektionen)
Neuronale Psychosoziale
Entwicklungs- Faktoren (soziale
_> stérung/ o Umgebung,
hirnstrukturelle familiére
Verdnderung Interaktion)

v v v

Pradisposition; Vulnerabilitat

- Hirnfunktionsstérung
- prémorbide Persdnlichkeit
- Ich-Desintegrationsstérung

Auslésende Faktoren
(z.B.: Psychosoziale
Stressoren wie
Lebensereignisse;
Stoffwechsel; Drogen;

\ 4 Genetik)
»Second Hit"

Psychose

VerlaufsbeeinfluBende
Faktoren (z.B.:

v neurotoxische
. . . "~ Faktoren)
Remission, episodischer Verlauf, chronifizierte Verldufe, evtl. ., Third Hit"

neurodegeneratives Defizitsyndrom

Abbildung 1: Die Atiopathogenese der Schizophrenie, modifiziert nach Deister und Mdller
unter Einbezug der ,,Two-Hit"-Hypothese (Bayer et al. 1999; Deister et al. 1997; Maynard et
al. 2001; Mdéller 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 Symptomstarke bei schizophrenen Patienten
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besteht (Norman et al. 1993). AuBerdem gibt es Hinweise, dass lebensverdndernde

Ereignisse zur Auslésung einer Episode beitragen kdnnen (Cullberg 2003).

Die familiGre Atmosphdre spielt eine Rolle fUr die Rezidivprophylaxe. FUr schizophrene
Patienten, die in so genannten ,High-Expressed-Emotions"-Familien - was bedeutet, dass
innerfamiliar haufig kritische Bemerkungen gemacht werden oder ein Uberprotektives
Verhalten dem Patienten gegenUber gezeigt wird - leben, besteht ein héheres 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 |asst, dass Kinder schizophrener MUtter, die in
dysfunktionale Familien adoptiert werden, ein gréBeres Risiko haben, an Schizophrenie zu
erkranken, als jene Kinder, welche in Familien mit positiver familiGrer Atmosphdre geraten

(Tienari et al. 1994).

Die Tatsache, dass in den unteren sozialen Schichten ein erhdhtes Erkrankungsrisiko
festgestellt werden kann, wird heutzutage meist mit der ,Drift-Hypothese” erkl&rt, die
besagt, dass schizophrene Patienten aufgrund einer beeintréchtigten Lebenskompetenz
schon vor der Ersterkrankung in niedrigere soziale Schichten absteigen, was sich nach

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

1.1.5.2 Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen

Es wurde beobachtet, dass Patienten mit Schizophrenie besonders hdufig in den
Wintermonaten geboren werden (Torrey et al. 1997).

Eine gdngige Annahme ist, dass Virusinfektionen der Mutter in einer vulnerablen Phase
der Schwangerschaft und eine daraus resultierende Schédigung neuronaler Strukturen
des ungeborenen Kindes die Ursache dieser Hdufung sein k&nnten.

Allerdings konnte in einer groBen Studie von Battle et al. weder fUr die haufig als
signifikant diskutierte Influenza noch fUr Masern ein signifikanter Zusammenhang
hergestellt werden (Battle et al. 1999). Dafur wurden in einer neueren Studie positive

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

Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen, wie beispielsweise Sepsis, Praeklampsie,
Geburtsstillstand und viele andere, fUhren hdufig zu hypoxischen Zustinden 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 Fakioren

Eine der gangigsten Erkenntnisse der Schizophrenie-Forschung ist, dass die Vulnerabilitat
fUr die Erkrankung vererbbar ist (Walker et al. 2004).

Etliche Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien konnten zeigen, dass es eine familiére
Haufung schizophrener Psychosen gibt und dass das Risiko daran zu erkranken,
exponentiell mit der genetischen Verwandtschaft zu einem betroffenen Menschen
ansteigt (Giegling et al. 2008).

Wdahrend die Allgemeinbevdlkerung 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%, Zweitgradangehdrige, die etwa 25% ihrer Gene teilen, ein
Risiko von etwa 6% und Verwandte ersten Grades, die etwa 50% ihrer Gene teilen, tfragen
ein Risiko von 9%.

Eineiige Zwilinge, 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 fUr Schizophrenie bei eineiigen Zwilingen - ca.
50% - mit der Konkordanz bei zweieiigen Zwilingen - ca. 9% - vergleichen, gezeigt
werden (Cannon et al. 1998; Farmer et al. 1987; Franzek et al. 1996).

Schon intrauterin kommt bei den eineiigen Zwilingen 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 MaBe d&hneln, weshalb sie
héchstwahrscheinlich durch ihre Mitmenschen anndhernd gleiche Reaktionen erfahren
und somit eine beinah identische Umgebung teilen.

Andererseits weist die durchschnittlich nur etwa 50%ige Konkordanz fUr 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 fr0h in Familien mit einem schizophrenen Elternteil adoptiert
wurden, litten nicht unter einem erhdhten Schizophrenierisiko, wdhrend Kinder mit
genetischer Vorbelastung auch in schizophreniefreien Adoptivfamilien ein erhéhtes

Erkrankungsrisiko hatten (Kety et al. 1994).

12



Erkrankungen des schizophrenen Spektrums traten vor allem auf, wenn erstens ein
erhohtes familiGres Risiko — beispielsweise ein erkranktes Elternteil - und zweitens ein
ungunstiges psychosoziales Adoptionsmilieu vorlag.

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

auf etwa 80% geschatzt (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 gehort ebenso wie affektive Stérungen 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 Ubertragung aus,
also davon, dass Mutationen an mehreren unterschiedlichen Genloci zusammenspielen,
die dann jeweils einen kleinen Beitrag zur Schizophrenieentstehung leisten (Owen 2000).
AuBerdem wird angenommen, dass eine genetfische Heterogenitdt 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 identfifizieren,
werden Kopplungs- und Assoziationsstudien als prinzipiell komplementdre Ansétze

genutzt (Maier et al. 1999).

Bei Kopplungsstudien wird getestet, ob ein Markerallel in einer Familie Gberzufdllig h&ufig
gemeinsam mit einem bestimmten Phdnotyp 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 ndher 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 Homogenitat fur genetische
Faktoren annehmen Iasst als bei GroBfamilien (Maier et al. 1999).

Da erste Kopplungsuntersuchungen zur Schizophrenie, die noch unter der Annahme
stattfanden, es gdbe 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 durchgefuhrt, 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

h&ufig nicht repliziert werden (Giegling et al. 2008).

GroBe Meta-Analysen (Lewis et al. 2003; Ng et al. 2008), dieser Daten fanden jedoch
eine gréBere Ubereinstimmung der Ergebnisse, als bisher angenommen und konnten
einige Hinweise auf Kopplungen bestatigen.

Die Studie von 2003 (Lewis et al. 2003), mit 20 eingeschlossenen genomweiten
Kopplungsstudien, ergab die folgenden chromosomalen Regionen: 1p13.3-923.3, 2p12-
q22.1, 2922.1-923.3, 3p25.3-p22.1, 50923.2-934, épter-p22.3, 6p22.3-p21.1, 8p22-p21.1,
11922.3-g24.1, 14pter-gq13.1, 20p12.3-p11, 22pter-gq12.3.

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, 29, 39, 49, 59, 8p und 10g gefunden.

Assoziationsstudien bieten eine empfindliche Methode zum Nachweis von
SuszeptibilitGtsgenen mit geringem Einfluss auf eine Krankheit.

Sie Uberprifen, ob ein statistisch signifikanter Unterschied in der Allelverteilung eines
genetischen Polymorphismus zwischen Fall- und Kontroligruppe besteht (Maier et al.
1999; Porteous 2008).

Bei der Auswahl der Gene, die untersucht werden sollen, kbnnen entweder solche
gewdhlt werden, fUr die bereits in Kopplungsstudien ein positives Ergebnis erzielt wurde,
oder solche, die &tiopathologisch mit der entsprechenden Krankheit in Zusammenhang
gebracht werden kénnen, 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 mobglichen SuszeptibilitGtsgenen 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 groB 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 Ndhe des Gens CSF2RA welches in der
pseudoautosomalen Region des X- bzw. Y-Chromosoms liegt, gefunden.

Eine anschlieBende Sequenzierung dieses Gens und des benachbarten Gens IL3RA in
einer unabhdngigen Fall-Kontroll-Kohorte, fUhrte zur Identifikation weiterer Assoziationen
mit Schizophrenie. Aus diesen Ergebnissen kéonnten sich aufgrund des Zusammenhangs
der signifikanten Ergebnisse mit dem Immunsystem interessante ErklGrungen for die
epidemiologischen Daten beispielsweise zu pranatalen 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 Konftrollprobanden genotypisiert, ohne dass
sich eine signifikante Assoziation ergab. Einige vielversprechend erscheinende SNPs aus
dieser Studie kébnnten jedoch unter etwas anderen Studienbedingungen zur Identifikation
weiterer Suszeptibilittsioci fUhren (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% in weiteren 16 726 Studienteiinehmern einem grindlichen Follow-Up, einschlieBlich
einer Meta-Analyse, unterzogen. Drei der zwdlf in Frage kommenden Loci hielten dem
Follow-Up stand, wobei die starkste 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 europdischen Standorten in Finnland, Deutschland,
Island, Italien und Schottland. Es wurden 314 848 SNPs in die Analyse eingeschlossen und
die Marker mit den besten Ergebnissen mit den Ergebnissen fur diese Marker in
vergleichbaren Studien kombiniert. Zusatzlich 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 Uber eine Beteiligung des
Immunsystems an der Entstehung der Schizophrenie, wdhrend die zusatzlich gefundenen
Assoziationen mit NRGN und TCF4 die These der gestdrten Hirnentwicklung stUtzen
(Stefansson et al. 2009).

FUr 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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Zusatzlich 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 fur das Velo-cardio-faciale Syndrom
codiert, welches in 30% der Fdlle auch psychotische Symptome erzeugt, aber auch
groBe Deletionen auf Chromosom 15913.3 and 1g21.1, die zuvor noch nie gezeigt
werden konnten (The International Schizophrenia Consortium 2008).

Es besteht Hoffnung, dass die immer gréBer werdenden Fall-Kontroll-Zahlen zur sicheren
Identifizierung weiterer Schizophrenie-relevanter Loci beitragen werden (Wiliams et al.
2009).

1.1.5.4 Weitere Faktoren im Zusammenhang mit Schizophrenie

Verschiedene weitere Faktoren werden im Zusammenhang mit Schizophrenie diskutiert,
dazu z&hlen beispielsweise Verdnderungen der Hirnarchitektur und einige biochemische

Hypothesen, auf die im Folgenden eingegangen wird.

1.1.5.4.1 Hirnstrukturelle Veranderungen bei schizophrenen Patienten

Hirnverdnderungen struktureller Art konnten bei schizophrenen Patienten wiederholt
nachgewiesen werden. Typisch sind dabei eine starke Ventrikelerweiterung bei
gleichzeitig reduziertem Gesamthirnvolumen, wobei die gréBte 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 fUr diese Ver@nderungen wird eine Hirnentwicklungsstérung in der Reifungs—
und Entwicklungsphase des Gehirns diskutiert (Keshavan et al. 1994; Murray et al. 1991),
was durch die Tatsache gestUfzt 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).

16



Die These der Hirnentwicklungsstérung stUtzt ebenfalls, dass sich auch histologisch eine
reduzierte Zellzahl und ZellgréBe sowie eine gestérte hippocampale Zytoarchitektur

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

Diverse Untersuchungen deuten darauf hin, dass ein Kernproblem der Schizophrenie eine
Stérung der Konnektivitdt zwischen Neuronen ist; entweder resultierend aus
Verdnderungen der Axonmyelinisierung oder aus einer Abnormalitdt von Synapsen und
Dendriten (McGlashan et al. 2000; Mdller et al. 2008).

1.1.5.4.2 Endophdnotypen

Das Konzept der Endophdnotypen ist bei komplexen Erkrankungen wie der Schizophrenie
sehr bedeutsam. Es wird davon ausgegangen, dass psychische Stérungen
neurobiologisch verursacht werden und dass phdnomenologisch identische bzw.
dhnliche Stérungen nicht automatisch dieselbe neurobiologische Ursache haben
muUssen. Daher werden neurobiologisch definierbare Variablen gesucht - die
Endophdnotypen -, um psychiatrische Erkrankungen fundiert klassifizieren und Erbgdnge
einfacher entschlUsseln zu k&nnen.

Endophdnotypen mussen einfach zu erfassen, der zugrunde liegende Genotyp eindeutig
sein und unterschiedliche Haufigkeiten zwischen Gesunden und Erkrankten aufweisen.
Um als Endophdnotyp zu bestehen, mUssen die Normabweichungen bei den Erkrankten
in aktiven und nichtaktiven Phasen der Erkrankung vorhanden sein; vererbbar sein —
wobei in Familien Endophdnotyp und Erkrankung gemeinsam mendeln sollten.
AuBerdem sollten potentielle Endophdnotypen bei Angehdérigen eines Patfienten in
héherem MaB als in der Allgemeinbevdlkerung vorkommen

Da die genetische Determination fur die Endophd&notypen weniger komplex ist als fOr die
Krankheitsph&dnotypen kénnen auf diese Weise auch fur eigentliche Erkrankung
moglicherweise relevante Gene einfacher identifiziert werden.

In der Schizophrenie vielfach validierte Endophdnotypen sind beispielsweise Stérungen
des Arbeitsgeddchtnisses, Stdrungen des episodischen bzw. deklarativen Geddchtnisses,
langsame Augenfolgebewegungsstdrungen und die Prepulse Inhibition — auf die im
ndchsten Abschnitt genauer eingegangen wird (Gotftesman 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 Kérpers auf plotzliche, 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 Kérpermuskulatur
mit Lidschluss, Anspannung von Gesichts-, Nacken- und restlicher Skelettmuskulatur sowie
eine Beschleunigung des Herzschlages (Koch 1999; Swerdlow et al. 2000).

Er 1asst sich beim Menschen und bei den meisten Tieren nachweisen, ist zwischen den
Spezies vergleichbar und daher in der Neurobiologie ein beliebtes Werkzeug um die
Plastizitdt der sensomotorischen Informationsverarbeitung zu studieren (Koch et al. 1997).
Sowohl eine Verstdrkung, als auch eine Abschwdchung des Starfle-Reflexes sind mdglich;
ersteres beispielsweise drogeninduziert oder durch Sensibilisierung, zweiteres
beispielsweise durch Habituation, ebenfalls drogeninduziert oder durch die sogenannte
Prepulse Inhibition (PPl) (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 Starfle-Reiz ein erster, nicht-Startle-Reiz erfolgt (Koch et al. 1997). Sie
gilt als ein Beispiel fUr die sensomotorische Bahnung.

Bei einigen neuropsychiatrischen Erkrankungen, wie beispielsweise Morbus Hunfington,
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 gestdédrte 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,
schizophreniedhnliche Psychosen ausldsbar sind (Baumeister et al. 2002).

Die Dopaminhypothese geht urspringlich von einer allgemeinen Uberaktivitat

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 Hypoaktivitdt besteht, die die Negativsymptomatik
erklart, wahrend die mesolimbische dopaminerge Hyperaktivitat 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 erkl@ren (Howes
et al. 2009).

Selbstverst@ndlich gab es in letzter Zeit weitere Befunde - beispielsweise die SPECT- und
PET- Untersuchungen von Laruelle (Laruelle et al. 1999) - die die Beteiligung von Dopamin
bestatigen, inzwischen hat sich jedoch die Ansicht durchgesetzt, dass eher das gestérte
Gleichgewicht verschiedener Neurotransmitter und deren Wechselwirkungen

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

Die Glutamathypothese der schizophrenen Psychosen geht von einer Unterfunktion des
glutamatergen Systems aus; als klinischer Beleg dafur werden die von Phencyclidin (PCP;
»angel dust") und Ketamin induzierten Psychosen angefthrt, die noch stérker dem Bild
schizophrener Psychosen dhneln als Amphetaminpsychosen (Javitt et al. 2004; Krystal et
al. 1994).

Hirnregionen, wie der frontale Kortex und der Hippocampus, welche beide hdufig bei
schizophrenen Patienten alteriert sein sollen, besitzen besonders viele glutamaterge
Neuronen, sodass diese Befunde gut mit einer glutamatergen Unterfunktion vereinbar
wdren (Coyle 2004).

Ebenso konnte schon 1980 gezeigt werden, dass Schizophreniepatienten verminderte

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

Insgesamt wird die Neurotransmitterverdnderung inzwischen immer mehr als Ausdruck
einer gestérten 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 groBe Rolle bei der Schizophrenie. Diese Theorie wird
davon gestitzt, dass die bei Schizophrenen hd&ufig veré@nderten Hirnareale wie der
Hippocampus relativ viele glutamaterge Neurone enthalten. Vor allem aber sprechen
die durch PCP und Ketamin ausldsbaren Symptome dafur, die in jeder Hinsicht stark
denen der Schizophrenie &hneln und denen eine Unterfunktion der glutamatergen
Neurotransmission zugrunde liegt (Coyle 1996; Mdoller et al. 2008).

Da Glutamat ubiquitdr als primdarer exzitatorischer Neurotransmitter im Gehirn vorkommt,
ist es eher unwahrscheinlich, dass bei der Schiozphrenie generadlisierte Abweichungen
der glutamatergen AktivitGten 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 ndmlich 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 Geddchtnis und neuronalen Prozessen allgemein (Javitt et al. 2004).

Rujescu et al. konnten im Tiermodel die Theorie einer NMDAR-Hypofunktion bei
Schizophrenie bekraftigen (Rujescu et al. 2006). Bei den Tieren, die unter dem EinfluB des
NMDA-Antagonisten MK-801 standen, zeigten sich auf molekularer, zelluldrer und
funktioneller Ebene Verdnderungen dhnlich denen schizophrener Patienten.

Sowohl Positiv- wie auch Negativsymptomatik lassen sich durch NMDA-
Rezeptordysfunktion erkldren beziehungsweise durch NMDAR-Antagonisten auslésen
(Javitt et al. 2004; Tsai et al. 1998).

Der NMDA-Rezeptor gehdrt gemeinsam mit den AMPA- (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazol-propion-séure) 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 lonenkanal, der
bei Ruhemembranpotential von Mg?+ blockiert ist (Coyle 2006).

AuBerdem besitzt der NMDAR Bindungsstellen fUr verschiedene Stoffe (Jansen et al. 2003;
Wood et al. 1990); darunter auch eine Bindungsstelle fur Glyzin ( glycine modulatory site =
GMS bzw. Glyzin-B-Rezeptor = GlyB ) (Abb. 2).

Ist der NMDAR gedffnet, stromt Ca2+ ein und es kann bei lGngerer Akfivierung 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 intrazellulGren Speichern hin zur Synapse
kommen (Coyle et al. 2004).

Daher wird der NMDAR als ein zentraler Faktor fUr die synaptische Plastizitdt angesehen.
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Abbildung 2: Der Aufbau des NMDA-Rezeptors mit seinen Bindungsstellen (Goethe
Universitat 2008).

Andererseits kann UbermdBige direkte Aktivierung von NMDA-Rezeptoren auch zu
oxidativem Stre8 und neuronalem Zelltod fuhren (Coyle 2006).

Dies ist beides sehr gut mit der bereits weiter oben beschriebenen These vereinbar, nach
der das Kernproblem eine Stérung der Konnektivitdt zwischen Neuronen sein kénnte
(McGlashan et al. 2000), da oxidativer StreB und neuronaler Zelltod sowohl zu einer
verdnderten Axonmyelinisierung als auch zu abnormen Synapsen und Dendriten fUhren

kdnnen.
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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 fur 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 fir die Glyzinbindungsstelle des NMDARs zusté&ndig ist, nicht
verwendet, obwohl es in der Literatur hdufiger benutzt wird, als das Synonym GMS.

Vor der Entdeckung der strychnin-insensitiven Glyzinbindungsstelle der NMDAR war Glyzin
nur als inhibitorischer Neurofransmitter bekannt, der an strychnin-sensitive
Glyzinrezeptoren (GlyRs) bindet (Salt 1989).

Inzwischen ist bekannt, dass, um NMDARs Uberhaupt akfivieren zu kdnnen, 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 fordert und umgekehrt (Kemp et al. 1993; Thomson 1989).

Hinzu kommt, dass prdklinische 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 Andsthetika wie Ketamin oder PCP aufheben
kénnen, dabei aber nicht neurotoxisch wirken (Javitt et al. 1999).

Daher rickt bei dem Versuch die glutamaterge Neurotransmission zu verbessern, die
Glyzinbindungsstelle aufgrund der sich bietenden Moglichkeit, NMDARs indirekt
anzuregen, ins Zentrum des Interesses.

Eine Gefahr der direkten Stimulation der NMDARs ist n&mlich, dass sie zu Exzitotoxizitat
und neuronaler Degeneration fUhren 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 fUr inhibitorische GlyRs gedacht. Zu diesen hat Glyzin jedoch eine deutlich
niedrigere Affinitat als zur GMS (Eulenburg et al. 2005; Millan 2002).

Ein Glyzintransporter (GlyT) reguliert die synaptischen Glyzin-Konzentrationen (Coyle et al.
2002); dessen astrozytarer Subtyp Gly-T1 sorgt dafur, dass die Glyzinbindungsstelle des
NMDAR nie gesafttigt ist (Eulenburg et al. 2005).

Wenn die NMDAR-Funktion tatsdchlich Uber die Menge an verfugbarem Glyzin moduliert

werden kann, sollte die Akfivitdt der NMDA-Rezeptoren steigen, wenn man diesen
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Transporter inhibiert. Momentan werden daher einige GlyT-1-Inhibitoren auf ihre Wirkung
Uberpruft (Kim et al. 2009).

Wie bereits erwdhnt bindet Glyzin im ZNS auBer 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 fur Glyzin Rezeptor, Beta liegt beim Menschen auf Chromosom 4.
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Abbildung 3: Die Lage des Gens GLRB auf Chromosom 4 (Mapview 2008).

Es codiert fUr 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 4932 (Handford et al. 1996), zwei Jahre
spater gaben Milani et al. 4g931.3 als Position fir GLRB an (Abb. 3). Dabei zeigte sich

auch, dass sich der codierende Anteil von GLRB Uber 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 o3 und B
Untereinheiten, die — unterschiedlich kombiniert — einen Chlorid-Kanal bilden (Abb. 5).

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

Den Untereinheiten der inhibitorischen Glyzinrezeptoren ist gemeinsam, dass sie aus einer
groBen extrazelluldren Domd&ne (N) und vier fransmembranalen 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 intrazelluldre
Ankerprotein Gephyrin binden, wodurch erméglicht wird, dass sich Cluster aus GlyRs
bilden k&dnnen (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 erhdht sie die Effizienz des Rezeptors
(Zafra et al. 1997) und scheint auBerdem in heteromeren GlyRs entscheidend fUr deren

Ligandenbindungsverhalten (Grudzinska et al. 2005) zu sein.

Klassischerweise sind GlyRs dafur bekannt, dass sie - vor allem in RUckenmark und

Hirnstamm auf postsynaptischen Neuronen - inhibitorische Signale vermitteln und so bei
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der Muskelbewegung und Reflexaktivitadt eine Rolle spielen (Aragon et al. 2003; Lynch
2009).
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Abbildung 5: Die Struktur des inhibitorischen Glyzinrezeptors (Moss et al. 2001)

In héher gelegenen Hirnarealen gilt GABA als der vorherrschende inhibitorische
Neurotransmitter; dennoch, die Beta-Untereinheit des GlyR wird im gesamten Gehirn und
RUckenmark im Uberfluss exprimiert, wéhrend 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 RUckenmarks, 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 kénnen, ein Vorgang der mit der Plastizitat
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 EinfluB auf dopaminerge, cholinerge
und GABAerge Nervenbahnen haben (Waldvogel et al. 2007).

Die inhibitorischen Chloridkandle sitzen Ublicherweise in postsynaptischen Membranen,
es scheint jedoch zumindest im Nucleus frapezoidalis medialis (mittlerer
Trapezkodrperkern), auch prasynaptische GlyRs zu geben (Turecek et al. 2001), dort fGhren
sie zu einem erhdhten exzitatorischen postsynaptischen Potential und vermehrter

Transmitterausschittung.
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In utero steht den corticalen GlyRs noch wenig Glyzin zur Verflgung, dennoch scheinen
sie aktiviert zu werden. Hochstwahrscheinlich 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 anschlieBendem Calciumeinstrom anstelle einer
Hyperpolarisation, fUr die ein GlyR spdter im Leben bekannt ist (Aragon et al. 2003; Flint et
al. 1998).

Diese Depolarisation wird dadurch bedingt, dass in den prd- und neonatalen Neuronen
aufgrund eines noch fehlenden Kalium-Chlorid-Cotransporters hohe intrazellulére
Chloridkonzentrationen vorliegen, ein Zustand der bis etwa zum 10. postnatalen Tag
anhdailt.

Besonders interessant ist, dass die Taurin- und GlyR-Expression genau dann stattfindet,
wenn die Synaptogenese ihren HOhepunkt erreicht und da infrazellul@re
Calciumanstiege als Folge von Depolarisationen wdhrend der Hirnentwicklung als
wichtig fUr die Migration und Differenzierung erachtet werden, kénnten 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
Hirnentwicklungsstérungen 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 Verdnderungen und
neurologischen oder psychiatrischen Erkrankungen gefunden.

Ramanathan et al. schildern beispielsweise den Fall eines autistischen Kindes, welches
eine Deletion des Chromosoms 4 zwischen 4g31.3 und 4933 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 &hnliche Defizite in
Bereichen der sozialen Wahrnehmung aufweisen (Couture et al. 2009), sondern haufig
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 Essstérungen sowie Zwangserkrankungen (Gratacos et al.
2008).

Genetische Veré&nderungen von GLRB wurden auch beziglich eventueller Suszeptibilitat
fUr die Idiopathische Generadlisierte Epilepsie in Erwdgung gezogen, es lieB sich aber
keine Assoziation finden (Sobetzko et al. 2001).

In einer weiteren Studie, die indirekt an GLRB denken |asst, 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 fir 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 verstarkten Startle-
Reflex und neonatale Hypertonie charakterisieren Idsst (Rees et al. 2002; Zhou et al. 2002).
Verschiedene Mausmodelle konnten zeigen, dass eine gestérte 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 Alphal-Untereinheit des GlyR vorliegt, ,,oscillator", bei
dem eine Leserasterverschiebung die Alphal-Untereinheit verdndert und ,spastic*, bei
dem eine Insertion in GLRB zu irreguldrem SpleiBen fUhrt (Koch et al. 1996; Rajendra et al.
1997).

Unter anderem deshalb deutet vieles darauf hin, dass nicht nur GLRAT (Glyzin Rezeptor,
Alphal), sondern auch GLRB mit Hyperekplexie assoziiert ist (Rees et al. 2002; Zhou et al.
2002).

Zu dem Zusammenhang zwischen glycinerger Neurotfransmission und Startle-Syndromen
ist zu bemerken, dass eine gestdrte Startle-Reaktion beziehungsweise eine gestérte
Prepulse Inhibition (PPI) - also eine Stérung 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 Komplexitdt der Erkrankung bisher
wenig bekannt.

Assoziationsstudien bieten dabei eine gute Mdglichkeit, um weitere SuszepfibilitGtsgene

mit kleinen Effekten zu finden.

Weder fUr GLRB an sich, noch fUr 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 froher angenommen wurde. Uber ihre Funktion ist noch l&ngst nicht alles bekannt, sie
scheinen jedoch an der Gehirnentwicklung und neuronalen Plastizitat beteiligt zu sein.
AuBerdem kdnnten neurophysiologische Befunde bei schizophrenen Patienten, wie die
gestdrte Prepulse Inhibition, mit den inhibitorischen Glyzinrezeptoren in Verbindung
stehen.

Daher scheinen der inhibitorische Glyzinrezeptor und damit natirlich die fur ihn
codierenden Gene interessante Kandidaten fur 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 gepruft, ob fUr diese SNPs eine Assoziation zu Schizophrenie
besteht.

Tabelle 1: Untersuchte Single Nucleotide Polymorphisms

Gen SNP_ID | Chromosom | Allele Funktion Contig Chrom_pos
GLRB |rs10001962 4932.1 A:G 5" Genregion | NT_016354.18 | 158208000
GLRB | rs6812324 4932.1 CT 5" Genregion | NT_016354.18 | 158211042
GLRB |rs11100093 4932.1 AT 5" Genregion | NT_016354.18 | 158213492
GLRB | rs4618360 4932.1 A:.C Intron 2 NT_016354.18 | 158259160

2.1 Vorbedingungen der Studie

Die Studie wurde mit der Zustimmung der lokalen Ethikkommission durchgefuhrt.

Alle Studienteilnehmer wurden ausfUhrlich Uber Ziel und Inhalt der Studie, Uber die
Anonymisierung der Daten sowie ihrer Blutproben aufgeklart und unterschrieben
anschlieBend eine Einverstdndniserkl&@rung.

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

ohne dafur Grinde angeben zu mUssen.
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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 MUnchen und Umgebung

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

Kam eine positive RGckmeldung, folgte daraufhin ein standardisiertes Telephoninterview
um maégliche psychiatrische, neurologische oder psychische Erkrankungen des
potentiellen Probanden und seiner Familie auszuschlieBen, da nur neuropsychiatrisch
unauffdllige Kontrollprobanden eingeschlossen werden sollten.

Zusatzlich wurde Gberprift, ob die Probanden deutschstGmmig waren.

War dies der Fall und das Telephoninterview unauffdllig, wurden mittels eines
Anamnesebogens (Anamnese 1) allgemeine Daten, wie beispielsweise Schullaufbahn,
Familienstand und Abstammung, sowie noch einmal besonders detailliert somatische
und psychiatrische Vorerkrankungen - insbesondere Angststérungen, Essstérungen,
affektive Stérungen, Erkrankungen aus dem schizophrenen Spektrum, Alkohol- und
Drogenkonsum, - missbrauch oder - abhdngigkeit, Rauchverhalten und Suizidalitét —

sowohl des Probanden als auch in dessen Familie, erhoben.

Lagen keinerlei Anhaltspunkte fUr neuropsychiatrische Erkrankungen bei ihm oder in
seiner Familie vor, wurde der Proband zu einem ausfUhrlichen Interview eingeladen.
Hierbei kam das Strukturierte Klinische Interview fUr DSM-IV (SKID), Achse | und Il zum
Einsatz (Wittchen et al. 1997).

SKID I und Il sind halbstrukturierte klinische Interviews, deren hohe Reliabilitdt sie zu einem
geeigneten Instrument in der psychiatrischen Forschung machten (Segal et al. 1994; Skre
etal. 1991).

Das SKID | dient der Diagnostik von Achse | Stérungen nach dem DSM-IV, es kénnen
affektive Syndrome, psychotische Syndrome, psychotische Stérungen, affektive
Stérungen, Missbrauch und Abhdngigkeit von psychotropen Substanzen, Angst-
stérungen, somatoforme Stérungen und Essstérungen diagnostiziert werden.

Das SKID Il dient der Diagnostik von Personlichkeitsstérungen gemdaB der Achse Il des
DSM-IV,
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Des Weiteren wurde mittels des Family History Assessment Modules (FHAM; (Rice et al.
1995)) noch einmal Uberprift, 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. Zusatzlich 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 deutschstdmmige Kontrollprobanden fUr die Studie
gewonnen werden; 281 (45,8%) davon waren mdannlich, 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
auszuwdhlen, bei denen die lifetime-Diagnose einer Schizophrenie vorlag.

Wie bei den Kontrollprobanden wurde auch mit den Patienten eine einfUhrende
standardisierte Anamnese durchgefUhrt (Anamnese 1+2), die eigene und familiGre
somatische, neurologische und psychiatrische Erkrankungen, die bisherige
Lebensgeschichte, Besonderheiten in Kindheit und Jugend, Medikamenteneinnahme,
Alkohol- und Drogenkonsum, vorangegangene psychiatrische Behandlung und
stationére Aufenthalte, eventuelle Suizidversuche, schulische und berufliche Laufbahn

sowie die familidre Situation aufzeigte.

AnschlieBend wurde anhand des SKID | die vorliegende Diagnose einer Schizophrenie
nach der Definition des DSM-IV (SaB et al. 1996) Gberpruft und die Unterteilung des
phdnomenologischen Subtypus in paranoid, kataton, hebephren (desorganisiert) und

undifferenziert vorgenommen.
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Das DSM-IV fordert fUr die Diagnose einer Schizophrenie mindestens zwei der funf
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 mussen Uber 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
bezOglich des schlimmsten AusmaBes 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 Komorbiditdten, wie beispielsweise Alkohol- und
Drogenmissbrauch/- Abhdngigkeit, Posttraumatische Belastungsreaktion, Affektive
Stérungen, Panik-, Zwangs-, Angst-, Anpassungstérungen sowie Somatoforme- und
Essstdrungen der Patienten wurden durch die unterschiedlichen Sektionen des SKID |
ebenfalls abgefragt.

Bei entsprechendem Verdacht konnte sich daran auch noch der SKID Il anschlieBen, um

eine Persdnlichkeitsstérung auszuschlieBen.

Differenzialdiagnostisch musste definitiv eine Schizophrenie vorliegen; war das Ergebnis
des SKID | eine schizoaffektive oder schizophreniforme Stérung, eine affektive Stérung mit
psychotischen Merkmalen oder lag die Stérung bisher fUr die Kriterien des DSM-IV zu kurz

vor, war dies ein Ausschlusskriterium.

Zus@tzlich 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. veréffentlicht
wurde (Kay et al. 1987; Kay et al. 1986).

30 Symptome werden anhand einer siebenstufigen Skala von 1 (nicht vorhanden) bis 7
(extrem ausgeprdgt) bewertet. Die Symptome sind drei Skalen zugeordnet: der
Positivskala, der Negativskala und der Skala der Allgemeinpsychopathologie (Tab. 2).

Die Bewertung verlief nicht nur bezlUglich des derzeitigen Schweregrades, es wurde auch
versucht, eine Einschd&tzung beziglich des Zeitpunktes vorzunehmen, zu dem die stérkste

Ausprdgung der Erkrankung vorgelegen hatte.
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Nur diejenigen Patienten wurden schliefllich in die Studie aufgenommen, bei denen die
schizophrene Symptomatik nicht die Folge von Substanzmissbrauch bzw. — abhdngigkeit
oder anderer koérperlicher Erkrankungen war.

Entsprechend wurden beispielsweise alle Patienten, bei denen vor Beginn der
Prodromalphase eine Epilepsie, eine Enzephalopathie oder ein Schadel-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
Sorge um die ungewodhnliche
Wahnideen Affektverflachung
Gesundheit Denkinhalte
formale
emotionaler RUckzug Angst Desorientiertheit
Denkstérungen
o mangelnder mangelnde
Halluzinationen Schuldgefuhle
affektiver Rapport Aufmerksamkeit
soziale Passivitdt und mangelnde Urteilsfahigkeit
Erregung Anspannung
Apathie und Einsicht
Schwierigkeiten Manierismen und
GroéBenideen beim abstrakten unnatUrliche Willensschwache
Denken Kérperhaltung
Mangel an
Misstrauen/ Spontaneitét und mangelnde
) Depression
Verfolgungsideen FlUssigkeit der Impulskontrolle
Sprache
) o stereotype motorische
Feindseligkeit Selbstbezogenheit
Gedanken Verlangsamung
unkooperatives aktives soziales
Verhalten Vermeidungsverhalten




Auf diese Weise konnten 511 schizophrene Patienten kaukasischen Ursprungs rekrutiert
werden, wovon 332 (65%) mdénnlich 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: Ubersicht Studienteilnehmer

Alter MW (SD) in Geschlecht n (%)
Jahren mdannlich 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-Exiraktion

Von allen Studienteilnehmern wurde mithilfe von EDTA-Monovetten, um die Gerinnung
des Blutes zu vermeiden, vendses Blut abgenommen.
AnschlieBend erfolgte die Extraktion der genomischen DNA mit dem QIAamp Blood Maxi

Kit, entsprechend dem vorgegebenen Protokoll (QlAamp 2005).

Zu Beginn werden dabei 500ul Proteinase K vorgelegt und mit 5-10ml Vollblut versetzt, um
die darin befindlichen Nukleinsduren freizusetzen und weitere Blutbestandteile, die spater

die Polymerasekettenreaktion (PCR) stéren kd&nnten, zu lysieren.

Da die DNA fur die Extraktion an eine Siicamembran binden soll und ihr dazu die
HydrathUlle entzogen werden muB3, werden 12ml eines Guanidin-HCL-Puffers (Puffer AL,
Qiagen) hinzugegeben und die Lésung zwei Minuten lang auf einem Vortexer gemischt.

AnschlieBend wird die Mischung bei 70°C fUr 30 Minuten im Wasserbad inkubiert, um den

DNA-Gewinn zu maximieren.
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FUr die Fallung der DNA aus diesem Gemisch wird die Probe nun mit 96-100% Ethanol
(10ml) versetzt und wieder fUr zwei Minuten auf dem Vortexer gemischt.

In einem ndchsten Schritt wird diese Lésung dann nach und nach auf eine
Siicamembran pipettiert und fur jeweils 3 Minuten bei 3000 Umdrehungen pro Minute
(rom) zentrifugiert. Hierbei bindet die DNA an die Silicamembran, wdhrend RNA und
Nukleins@ure-bindende Proteine durch die vorherrschenden Salz- und pH-Bedingungen

ungebunden bleiben und Uber das Filtrat verworfen werden kénnen.

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 rpom in der Zentrifuge.

Nach Zugabe eines dritten, ethanolhaltigen Puffers (Waschpuffer AW2, Qiagen) wird
anschlieBend noch einmal 15 Minuten lang bei 5000 rom zentrifugiert um entstandene

Verunreinigungen durch Guanidiniumsalze zu entfernen.

AbschlieBend erfolgt die Eluation der DNA von der Silicamembran durch Zugabe von Tml
des basischen TRIS-Puffers (Puffer AE, Qiagen, pH>9,0).

Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur wird fir 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 Farbemittel, das hochselektiv mit
doppelstradngiger DNA interkaliert und dessen Fluoreszenz direkt von der in der Probe
enthaltenen Menge an DNA abhdngt (Invitrogen 2009). Dadurch kénnen selbst kleinste

Mengen quantifiziert werden.

Zundchst wird dazu eine VerdUnnungsreihe mit einer humanen genomischen Standard
DNA bekannter Konzentration (100ng/ul, Clontech) gebildet, die sp&ter als Eichkurve fir

die DNA unbekannter Konzentration dienen wird (Tab. 4).
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Auch die DNA aus unseren Blutproben wird 1:10 mit H2O bidest. vorverdinnt, damit die
Konzentration den Messbereich nicht Ubersteigt.

Zusatzlich wird das PicoGreen-Gemisch vorbereitet. Dazu wird das gefrorene PicoGreen-
Reagenz etwa sechzig Minuten bei Raumtemperatur in einem lichtundurchlassigen
Behdlter aufgetaut und anschlieBend in einem mit Aluminiumfolie umhullten 50mi-
Réhrchen mit Tris-EDTA-Puffer im Verhdlinis 1:200 verdinnt.

Auf eine Messplatte (96 well flat bottom plate, black, Greiner) werden mithilfe eines
Roboters (Janus Automated Workstation, Perkin Elmer), der sdmtliche folgenden
Pipettierschritte Ubernimmt, zun&chst in jedes well (Vertiefung) 50ul H20 vorgelegt.
Jeweils 5ul der absteigenden Konzentrationen (beginnend mit der hdéchsten
Konzentration: 100ng/ul) der Standard DNA VerdUnnungsreihe werden dann in die wells
A-H der Spalten 1 und 2 pipettiert, sodass die Verdunnungsreihe zweifach vorhanden ist
(Tab. 4).

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

genomische Standard DNA VerdUnnungsreihe (jeweils 5ul)
1 2

A 100ng/pl 100ng/pl

B 50ng/ul 50ng/ul

C 25ng/ul 25ng/ul

D 12,5ng/ul 12,5ng/ul

E 6,25ng/ul 6,25ng/ul

F 3,125ng/ul 3,125ng/ul

G 1,5625 ng/l 1,5625 ng/l

H 0 ng/ul 0 ng/ul

Die vorverdinnte DNA unbekannter Konzentration wird nun ebenfalls 5ul-weise in die
wells  A-H der beiden ndchsten Spalten der Messplatte pipettiert, sodass auch sie

doppelt vorliegt.
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Nun werden pro well noch 145ul PicoGreen-Gemisch pipettiert und die Messplatte
mithilfe eines Greifers in ein Fluoreszenzmessgerdt (Victord 1420 Multilabelcounter)
fransportiert.

Dort wird die Messplatte fur 30 Sekunden in Doppelkreisen geschittelt und dann das
PicoGreen durch Licht der Wellenldnge 485nm angeregt und die Fluoreszenz bei 535nm

fUr 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 Uber die Konzentrationen der Standard DNA VerdUnnungsreihe
die Konzentration in der DNA Probe unbekannter Konzentration.

Als letztes wird die DNA mithilfe des Roboters und H20 (bidest.), auf eine Konzentration

von 50ng/ul 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/lonisation Time Of Flight Mass Spectrometry) der Firma Sequenom, bei sehr

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

Das Verfahren basiert auf drei Schritten. Zundchst erfolgt eine klassische PCR des
Genombereichs in dem die SNPs liegen, dann eine Behandlung mit SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase) um UberschUssige Nukleotide zu dephosphorylieren, die spd&ter die
Messung stéren wirden und schliefllich die spezielle iPLEX-Extensionreaktion, bei der fir

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 (Tag-Polymerase, nach dem Eubakterium Thermophilus

37



aquaticus, aus dem sie stammt) zu einer unentbehrlichen Methode der Forschung
geworden, mit der sich selbst winzigste Mengen DNA nachweisen lassen.

Dies wird dadurch ermdglicht, dass bei der PCR durch das Enzym DNA-Polymerase
Abschnitte der DNA vervielfdltigt werden kénnen.

Daflr werden zwei sogenannte Primer bendtigt, Oligonukleotide, die komplementdr an
jeweils ein Ende der erwUnschten DNA-Sequenz binden.

Zusatzlich werden Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) im UberschuB benédtigt, die dann
durch die DNA-Polymerase an die 3-OH-Enden der Primer angehdngt 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 Einzelstr&nge zerlegt.

Annealing der Primer
Nach AbkUhlen auf etwa 50-70°C kdnnen die ausgewdhlten Primer spezifisch an den

komplementdren DNA-Strang binden.

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

Anbau von dNTPs genutzt, was zu einer Kopie der Matrizenstrnge fGhrt.

Auf diese Weise kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung des gewiunschten DNA-
Abschnittes, da die entstandenen Matrizenstrangkopien (Elongationsprodukte) im

n&chsten Zyklus selbst als Matrix (template) fir eine neue Kopie dienen.

Innerhalb dieser initialen, ,klassischen* PCR wird der den jeweiligen SNP umgebende
Bereich amplifiziert.

Um fOr gute Reaktionsbedingungen zu sorgen wurde dazu ein Gemisch aus
autoklaviertem H20 (1,850ul), PCR Puffer mit MgCl2 (0,625ul; Qiagen), MgClz (0,325ul a
25nM; Qiagen), dNTP (0,Tul & 25nM; Abgene), Primer Mix (1ul; Qiagen), genomischer
DNA (1ul & 5-10ng/ul) und Hotstar Tag (0,100ul & 5U/ul; Qiagen) vorbereitet.

Nun erfolgt die PCR in einem Thermocycler, in welchem die Proben zun&chst fir 15
Minuten auf 94°C erhitzt (initiale Denaturierung) und dann auf dieser Temperatur fir 20

Sekunden gehalten werden (Denaturierung).
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Daraufhin werden die Proben fur 30 Sekunden auf 56°C abgekihlt (Annealing der Primer)
und anschlieBend fur eine Minute auf 72°C erhitzt (Extension).

Die drei letzten Schritte werden insgesamt 45mal durchgefUhrt, um gentgend templates
ZU erzeugen.

Nach dem 45. Zyklus wird die Temperatur fUr weitere drei Minuten auf 72°C gehalten, die
Proben dann auf 4°C abgekUhlt und bei dieser Temperatur bis zur Weiterverwendung

gelagert.

2.3.3.1.2 SAP Behandlung

Bei der PCR werden nicht alle hinzugegebenen Nukleotide fur die Amplifikation
verbraucht, Uberflissige Nukleotide wuUrden aber spdter die Messung im
Massenspektrometer stéren.

Daher werden sie durch Zugabe des Enzyms ,shrimp alkaline polymerase" (SAP)
dephosphoryliert und dadurch inakfiviert.

Konkret wird dazu ein Gemisch aus autoklaviertem H20 (1,530ul), SAP 1U/ul (0,300ul) und
10x SAP Puffer (0,170ul) angesetzt und dieses 2ul-Gemisch vorsichtig mit 5yl des PCR-
Produktes gemischt (Vortex).

Dann werden die Proben fir 20 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieBend fur fonf
Minuten auf 85°C erhitzt um die SAP zu inakfivieren.

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

heruntergekUnhilt.

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 hinzugefugt werden. Die Primer
mussen so konzipiert sein, dass sie unmitteloar 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 verléngern kann, da dieses aufgrund seiner biochemischen Struktur zum Abbruch

der Polymerisationsreaktion fUhrt.
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Wie schon bei der klassischen PCR kommt es also zur Verldngerung von DNA, die
Extension ist jedoch auf jeweils ein Nukleotid beschrankt, welches komplementar zu dem
gesuchten SNP ist.

Da die vier verschiedenen Basen der DNA unterschiedliche Massen haben, kann man
nach der Amplifizierung mithilfe eines Massenspekirometers feststellen, um welche Base
der Primer verlGngert wurde. Die dazu jeweils komplementdre Base entspricht dem

gesuchten SNP.

Das iPLEX-Gemisch fUr diese Extensionsreaktion besteht aus autoklaviertem H20 (0,755ul),
iPLEX Puffer (0,200ul; Sequenom), iPLEX Abbruch-Mix (0,200ul; Sequenom), Primer Mix
(0,804ul & 7:14uM; Sequenom) und iPLEX Enzym (0,041ul; 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 fUr die unterschiedlichen Stufen der PCR aus zwei
Zyklusschleifen, sodass letztendlich 200 Zyklen resultieren.

Zuerst wird die Probe dabei fUr 30 Sekunden auf 94°C erhitzt und bei dieser Temperatur
dann fur weitere fUnf Sekunden zur Denaturierung gehalten. AnschlieBend erfolgt bei
52°C fUr fUnf Sekunden das Annealing und bei 80° C fUr erneute fUnf Sekunden die
Extension.

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

springt das Thermocyclerprogramm zurUck zur Denaturierung fur fUnf Sekunden bei 94°C.

Dieses Muster wird insgesamt 40mal wiederholt, anschlieBend erfolgt noch eine
dreiminUtige finale Extension bei 72°C, bevor die Proben zur Lagerung auf 4°C

herabgekGhlt werden.

Vor der Verwendung fiUr die Massenspekirometrie muB die Probe mit einem
lonenaustauschharz (SpectroClean; Sequenom) gereinigt werden, damit keine

Stérsignale auftreten.

2.3.3.2 MALDI TOF Massenspekirometrie

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

mit einer 384er Maftrix (SpectroCHIP bioarray; Sequenom) aufgebracht und in das
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Vakuum des Massenspekirometers UberfUhrt, wo der Chip einem intensiven Laserpuls
ausgesetzt wird.

Das fGhrt zur Desorption/lonisation der Probe, wodurch gasférmige lonen entstehen, die,
durch ein elektrisches Feld beschleunigt, nach ihrem Masse-/Ladungsverhdltnis
aufgetrennt werden.

Da die in der IPLEX-Extensionreaktion erzeugten DNA-Fragmente je nach letzter
angehdngter 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 Konfrollprobanden 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
gepruft.

AnschlieBend wurde mithilfe des x2- Tests die Assoziation sowohl der Allele als auch der
Genotypen mit Schizophrenie Uberpriuft, 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, rsé812324, rs11100093 und rs4618360 genotypisiert und einer
statistischen Analyse bezUglich ihrer Allel- und Genotypfrequenzen unterzogen.

Insgesamt konnten 613 Kontrollprobanden und 511 schizophrene Patienten in die Studie

eingeschlossen werden (Tab. 3).

Tabelle 5: Ergebnisse der Uberprifung 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 Haufigkeiten.

Tabelle é: 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 Allelhdufigkeiten in Patienten- und
Kontrollgruppe festgestellt werden (x2=4,008; OR=1,399 (1,006-1,945); df=1; p=0,045). In

der Gruppe der Patienten was das seltene G-Allel Uberreprdsentiert.
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der Allelh&ufigkeiten 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

Konftrollprobanden 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(0.9) 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
(x2=6,438; df=2; p=0,040), in der Gruppe der Patienten was der heterozygote Genotyp
A/G houfiger vorhanden.
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der Genotypverteilung des SNP rs10001962 auf
Konftrollprobanden und Patienten.
In Tabelle 8 wurden die Genotypen A/A und A/G und somit simtliche Trager des A-Allels

zusammengefasst und den homozygoten G-Alleltrdgern gegentbergestellt.
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Tabelle 8: Vergleich der A-Alleltrdger mit den homozygoten G-Tragern

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 (x2=0,661; OR=0,403 (0,042-3,888); df=1; p=0,416).

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

6), in beiden Gruppen sehr selten.

Die umgekehrte GegenuUberstellung; homozygote A-Alleltrdger versus s@mtliche G-

Alleltré&ger wird aus Tabelle 9 ersichtlich.

Tabelle 9: Vergleich der homozygoten A-Trager mit den G-AlleltrGgern

Genotyp A/G

Genotyp A/A n (%) 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-Trdgern und

G-Trdgern (x2=5,072; OR=1,489 (1,051-2,109); df=1; p=0,024). In der Patientengruppe

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

der G-Trager auf Konfrollprobanden 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 folgendermaBen auf die beiden Gruppen

der Studienteilnehmer verteilt (Tab. 10):

Tabelle 10: Allelverteilung rsé812324

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 (x2=0,246; OR=0,948 (0,766-1,172); df=1; p=0,620). Insgesamt

Uberwiegt 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, 1&sst sich aus Tabelle 11 ablesen.

Tabelle 11: Genotypverteilung rsé6812324

Genotyp C/C n

Genotyp C/T n

Genotyp T/Tn

(%) (%) (%) 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 (x2=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 gegenUbergestellt.

Tabelle 12: Vergleich der C-Alleltfrager mit den homozygoten T-Tr&gern

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

(x2=0,033; OR=1,023 (0,798-1,313); df=1; p=0,856).

AnschlieBend wurden die homozygoten C-AlleltrGger denjenigen gegenUbergestellt, die

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

Tabelle 13: Vergleich der homozygoten C-Tradger mit den T-AlleltrGgern

Genotyp C/T

Genotyp C/C n (%) 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

(x2=3,427; OR= 0,564 (0,306-1,042); df=1; p=0,064). Die Patientengruppe hatte hdaufiger

den Genotyp C/C.
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Verteilung der homozygoten C-Tradger und der
T-Alleltrager des SNP rs6812324 auf die beiden Gruppen der Studienteilnehmer.



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 Studienteiinehmergruppen 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 (x2=0,189;
OR=0,949 (0,751-1,200); df=1; p=0,663).

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

3.3.2 Genotypverteilung

In Tabelle 15 werden die Haufigkeiten 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/An

Genotyp A/Tn

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 fUr die Verteilung der Genotypen in den beiden
Studienteilnehmergruppen (x2=4,648; df=2; p=0,098). In der Patientengruppe war der

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

beiden Studienteilnehmergruppen.

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

Konftrollprobanden bzw. Patienten verglichen (Tab. 16).

Tabelle 16: Vergleich der A-Alleltr&éger mit den homozygoten T-Trdgern

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 (x2=0,056; OR=1,033

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

der homozygoten A-Alleltrédger gegenUber T-Alleltrdgern in beiden Gruppen ausfallt

(Tab. 17).

Tabelle 17: Vergleich der homozygoten A-Trager mit den T-Alleltrgern

Genotyp A/T
Genotyp A/A n (%) 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 Konftrollprobanden und Patienten
(x2=3,990; OR=0,472 (0,222-1,002); df=1; p=0,046). Die Patientengruppe hatte hdaufiger

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

Allelfrégern in den beiden Studienteilnehmergruppen.
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3.4 Analyse des Polymorphismus rs4618360

3.4.1 Allelverteilung

Die Haufigkeiten 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 (¢2=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 kdnnen sich die drei

verschiedenen Genotypen bilden,

Genotypfrequenzen in beiden Studienteilnehmergruppen.

Tabelle 19: Genotypverteilung rs4618360

A/A, A/C und C/C. Tabelle

19 zeigt die

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)
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In der Genotypverteilung ergab sich kein signifikanter Unterschied bei Kontrollprobanden

und Patienten (x2=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 gegenUbergestellt
(Tab. 20).

Tabelle 20: Vergleich der A-AlleltrGger mit den homozygoten C-Tradgern

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

(x2=0,018; OR=1,028 (0,689-1,534); df=1; p=0,892).

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

Genotyp A/C und Genotyp C/C.

Tabelle 21: Vergleich der homozygoten A-Trager mit den C-Alleltr&gern

Genotypen A/C
Genotyp A/A n (%) 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
Kontrollprobanden und der Gruppe der Patienten (x2=0,263; OR=1,064 (0,839-1,350);

df=1; p=0,608).

keinen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe der
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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 Alleltrdger 1" jeweils auf die p-Werte zu Tabelle 8, 12, 16, 20 und die

Bezeichnung ,,homozygote Alleltrager 2" jeweils auf die p-Werte zu Tabelle 9, 13, 17 und

21.
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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 Kontroligruppe

signifikante Unterschiede.

Der Polymorphismus rsé812324, ebenfalls in der 5'Genregion von GLRB gelegen, zeigte
bezUglich der Allelverteilung keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Gruppen, beim Vergleich der homozygoten C-Trdgern mit den T-Alleltr&gern lieB sich

jedoch ein Trend bezUglich der Vertellung 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-Trdger mit den T-Alleltfrédgern fand sich ein signifikanter

Unterschied zwischen Kontrollprobanden und Patienten.

Keinerlei signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Studienteilnehmergruppen gab

es bezUglich des Polymorphismus rs4618360, der im Infron 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 Konfrollprobanden und 511 schizophrene Patienten
eingeschlossen. Ein Vergleich dieser Zahlen mit anderen Assoziationsstudien, die sich mit
moglichen SuszepftibilitGtsgenen fir Schizophrenie beschdftigen, zeigt, dass der Trend zu

immer gréBeren Teilnehmergruppen geht, die hier vornandenen 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

groBe Fallzahl zu haben.

Eine vergleichbare Ethnizitdt ist ebenso wie eine ausreichende GruppengréBe wichtig for
die Aussage einer Studie; werden unterschiedliche Ethnizit&ten miteinander verglichen,
kénnen sich aufgrund unterschiedlicher H&ufigkeiten 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

Haufigkeiten eines Merkmals in verschiedenen EthnizitGten sein kbnnen (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 n&chsten Seite).

P = Patientengruppe

K = Kontrollgruppe

E = Europder (Bewohner von Utah, nord- und westeuropd&ischer Herkunft)

C = Han Chinesen (Peking)

J = Japaner (Tokyo)

A = Afrikaner (Nigeria)

Frequenz Frequenz Frequenz Frequenz Frequenz

Genotyp| in% Genotyp in% Genotyp in% Allel in% Allel in %

rs10001962

P G/G 0,2 A/G 16,7 A/A 83,1 G 8.5 A 21,5
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
@ 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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Frequenz Frequenz Frequenz Frequenz Frequenz

Genotyp| in% Genotyp in% Genotyp in% Allel in% Allel in %

rsé6812324

C/C 51 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 |

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 |

A/A 47.8 A/C 42,3 C/C 9,9 A 69 C 31
K A/A 49,3 A/C 4] 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 Studienteilinehmer kann die Ergebnisse verfalschen, 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 (H&fner et al. 1999), ist die Gefahr erhdht, dass bei
einigen der fur gesund erklarten Kontrollprobanden die Erkrankung noch nicht
ausgebrochen ist, was vor allem bei genetischen Untersuchungen zu falsch-negativen
Ergebnissen beim Vergleich der Kontrollprobanden mit den Patienten fUhren kann.

In dieser Arbeit lag das Durchschnittsalter beider Gruppen oberhalb des 32. Lebensjahres
und damit Uber dem Prédilektionsalter der Schizophrenie. Dadurch ist zwar auch nicht
ausgeschlossen, dass unter den Konftrollprobanden Menschen sind, denen ein

Erkrankungsausbruch noch bevorsteht, schlieBlich kann die Schizophrenie auch in einem
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héheren Lebensalter ausbrechen, zumindest wird aber das Risiko fUr Fehler aufgrund

derartiger falsch-negativer Ergebnisse dadurch niedrig gehalten.

Die von uns angewandte Klassifikation nach dem DSM-IV ist aufgrund seiner prézise und
streng formulierten Kriterien ein in der psychiatrischen Forschung weit verbreitetes System
(Giegling et al. 2008).

Zur Diagnosestellung ist das eigens dafur entwickelte SKID aufgrund seiner hohen
Reliabilitdt ein gut geeignetes Instrument, das auch in anderen Studien mit dhnlicher
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 moglichst maximal ,,gesunden® Kontrollgruppe.
Nachteil dieser relativ strengen Vorgehensweise ist der groBe zeitliche Aufwand, sowohl
for die Probanden, als auch fUr die Rekrutierenden, besonders, wenn hohe
Probandenzahlen das Ziel sind. Ein klarer Vorteil ist die daraus entstehende

Konftrollgruppe, in der wenige Fehler zu erwarten sind.

Durch die zusdtzliche Anwendung der PANSS (Kay et al. 1987) in der Patientengruppe
sollfe die Diagnose erhdrtet werden, um sicherzugehen, dass tatsdchlich eine
Schizophrenie vorlag und nicht etwa andere Stérung des schizophrenen Spektrums.

Das ist von Bedeutung, da die Abgrenzung der Schizophrenie zu anderen, dhnlichen
Krankheitsbildern nicht leicht ist. AuBerdem ist die Schizophrenie nicht nur eine sehr
heterogene Erkrankung, es bleibt weiterhin Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen,
ob sie als eigene Krankheitsentitat existiert oder eher eine Gruppe verschiedener
Erkrankungen die Entitat ,,Schizophrenie" bildet (Mdller et al. 2008; van Praag 1976).

Klare und strenge Abgrenzungen sollen moglichst unverzerrte Ergebnisse liefern.

Andere Assoziationsstudien zur Schizophrenie integrieren oft auch Patienten mit
Erkrankungen des schizophrenen Spekirums (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 ausfUhrlich Gber
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Fragebdgen (Anamnese 1+2; FHAM (Rice et al. 1995)) zu bestimmten Themen wie
Krankheitsgeschichte, Herkunft und Familienanamnese befragt wurden, sollte eine
moglichst groBe Homogenitdt innerhalb der jeweiligen Gruppe erreicht werden.
AuBerdem wurde damit abgesichert, dass tatséchlich keine Ausschlusskriterien vorlagen.
Grundsatzlich sollte fUr eine guUltige statistische Aussage eine hohe Strukturgleichheit
zwischen den beiden beobachteten Gruppen vorliegen (Gaus 1991). Randomisierung
fuhrt dazu, dass hoéchstens zufdllige Unterschiede auftreten und dient damit der

Strukturgleichheit und somit der statistischen Vergleichbarkeit.

Die Interpretation gefundener positiver und negativer Assoziationen zur Schizophrenie
wird durch die Heterogenit&t der Erkrankung erschwert.

Da es sich zusatzlich 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 versté@ndlich, dass es diverse

widersprUchliche Studien gibt.

AuBerdem gilt es zu bedenken, dass grundsdtzlich mehrere Méglichkeiten bestehen,
wenn eine Assoziation zwischen einem Allel und einem Merkmal gefunden wird. Solch ein
Ergebnis kann zum einen bedeuten, dass dieses Allel tatsdchlich 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 zuféllige Fehler wéhrend der Datenerhebung.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Bei der statistischen Untersuchung des Polymorphismus rs10001962 fallt zun&chst auf, dass
ein sehr groBer Unterschied in der Haufigkeit der beiden Allele A und G besteht, bei
starkem Uberwiegen des A-Allels.

Es zeigten sich in der Allelverteilung, der Genotypverteilung und beim Vergleich der
homozygoten A-Trédger mit den G-Allelirdgern signifikante Unterschiede zwischen
Patienten- und Kontrollgruppe. Einzig der Vergleich der A-Alleltrdger mit den
homozygoten G-Trgern fUhrte zu keinem signifikanten Unterschied der beiden Gruppen.
Die Aussagekraft des letzteren Ergebnisses ist jedoch ein wenig fragwirdig, wenn die

unterschiedliche Allelfrequenz betrachtet wird; hier stehen bei den Konftrollprobanden 3
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homozygote G-Trager 572 A-Alleltrdgern gegenUber, bei den Patienten ist das Verhdltinis
1/473.

Trotzdem kann festgehalten werden, dass es bei rs10001962 signifikante Unterschiede
zwischen den Kontrollprobanden und den Patienten gab; das G-Allel kbnnte demnach
an Schizophrenie beteiligt sein, dennoch sollten weitere, genauere Tests in diese

Richtung folgen.

Eine Betrachtung der Ergebnisse von rsé6812324 ergibt, dass keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden konnten und dass auch hier wieder starke Unterschiede
in der GruppengréBe vorhanden sind. Es zeigte sich jedoch beim Vergleich der
homozygoten C-Tradger mit den T-Alleltrgern 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-Trger zu
den T-Alleltfr&égern ein signifikanter Unterschied, sowie ein Trend in der Verteilung der
Genotypen.

In der Allelverteilung und beim Vergleich der A-Alleltrdger mit den homozygoten T-
Trdgern waren keine statistisch signifikanten Unterschiede vorhanden.

Diese Ergebnisse ké&nnten auf einen Zusammenhang von homozygoten A-Tradgern und
Schizophrenie hinweisen, da die statistischen Unterschiede genau da vorhanden waren,

wo die homozygoten A-Trager separat befrachtet wurden.

Auch hier ist zwar erneut eine sehr unterschiedliche GruppengréBe gegeben, trotzdem
scheint dieser Polymorphismus zumindest ein interessanter Ansatzpunkt fUr 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 erwdhnt sind die hier untersuchten Polymorphismen bisher wenig erforschf,
unsere Ergebnisse — besonders zu rs10001962 - werfen nun weitere Fragen auf.
Grundsatzlich ware bei einem Abstand von ca. 9kb zwischen rs10001962 und GLRB

durchaus eine Beeinflussung beispielsweise der Genexpression moglich, selbiges gilt for



die anderen drei Polymorphismen. Da bisher Gber diese Region wenig bekannt ist, ware

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 GrUnden ein guter Ansatzpunkt beziglich 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),
ermoglicht noch keine abschlieBende 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 signifikaonte 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 - Uber die
Glyzinbindungsstelle der NMDA-Rezeptoren zu einem interessanten Ansatz in der
Schizophrenieforschung geworden ist. Das liegt darin begrindet, dass Glyzin fUr die
Funktion der NMDAR essentiell ist und an NMDAR gebunden deren Funktion férdert
(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 Andsthetika wie Ketamin oder PCP aufheben k&nnen, ohne neurotoxisch zu
wirken (Javitt et al. 1999).

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

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

GLRB codiert fUr die Beta-Untereinheit inhibitorischer Glyzinrezeptoren, welche ebenfalls
mit der neuronalen Plastizitdt 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 hdheren Affinitat an letztere bindet.
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Hier liegt natUrlich die Frage nach modglichen Wechselwirkungen zwischen den
inhibitorischen Glyzinrezeptoren, fUr deren Beta-Untereinheit GLRB codiert und der
Glyzinbindungsstelle der NMDAR nahe.

Zwar sind die GIlyRs in erster Linie fUr ihre Rolle bei der Muskelbewegung und
Reflexaktivitdt 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 rechftfertigt, ist das Mausmodel
wspastic, bei dem eine Insertion in GLRB durch irreguldres SpleiBen zu einer gestérten
glycinergen Neurotransmission und damit zu einem Startle-Syndrom fUhrt (Koch et al.
1997; Rajendra et al. 1997).

Auch bei schizophrenen Patienten konnte vielfach eine ungewdhnliche Startle-Reaktion
gemessen werden (Howard et al. 1992), sodass durchaus ein Zusammenhang bestehen

kdbnnte.

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 Stérungen auf (Hirata et al. 2005), was zeigt, dass die Beta-
Untereinheit entscheidend fUr eine physiologische Verteilung der GlyRs ist.

HierfUr 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 haufig strukturell verdndert 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
Ubereinstimmungen, da diese wie bereits erwd&hnt, ubiquitér 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 prdsynaptische

GlyR nachgewiesen werden, die zu erhdhten exzitatorischen postsynaptischen
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Potentialen und vermehrter Transmitterausschuttung fUhren (Turecek et al. 2001) - auch
wenn dies bisher nur in einer sehr kleinen Region, dem Nucleus trapezoidalis medialis, des
INS gefunden wurde - ist es dennoch ein interessanter Ansatz, auch in Bezug auf

mogliche Auswirkungen auf NMDA-Rezeptoren und ihre Funktion.

Die genannten Punkte machen deutlich, dass GLRB viele mdgliche Uberschneidungen
mit den bisherigen Erkenntnissen zur Schizophrenie zeigt; hauptséchlich aber spricht die
mutmagBliche Rolle der inhibitorischen Glyzinrezeptoren in der Synaptogenese, mit
moglichen Auswirkungen auf Migration, Differenzierung, Synapsenbildung und
—stabilisierung (Aragon et al. 2003; Flint et al. 1998), fUr eine Untersuchung von GLRB und

verwandten Genen.

Hinzu kommt, dass inhibitorische Glyzinrezeptoren UGber ihre Beeinflussung der
hippocampalen Langzeitpotenzierung bei der Plastizitdt des Gehirns mitwirken kdnnen
(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 veriretenen
Theorie einer neuronalen Entwicklungsstérung (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 gestUtzt (Stefansson et al. 2009), in welcher erneut eine
Assoziation des Schizophrenierisikos mit einer Stérung der Hirnentwicklung, von
Geddchtnis 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 fUr die Entstehung der groBen

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 Ansdtze erfolgreich sind, wie bei anderen hdufigen

Erkrankungen.
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Zwar sind die EffektgroBen klein, doch die Hoffnung besteht, dass durch die immer gréBer
werdenden Stichproben viele weitere spezifische Risikofaktoren fUr 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 Essstérungen 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 dhnliche Defizite aufweisen und hdaufig
diesselben genetischen Variationen teilen (Burbach et al. 2009; Couture et al. 2009;
Guilmatre et al. 2009).

Dies lasst zumindest die Vermutung zu, dass GLRB durchaus Einfluss auf
neuropsychiatrische Erkrankungen hat und auch auf die Schizophrenie haben kénnte —

inwieweit gilt es noch umfassender zu kigren.

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 Heterogenitdt der Erkrankung und die
Vielzahl der méglichen Faktoren die zu ihrem Ausbruch fUhren kénnten - und sich

wohimdglich auch noch untereinander beeinflussen - betrachtet.

Viele Aspekte deuten auf eine interessante Rolle der inhibitorischen Glyzinrezeptoren und
inrer 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
Uberprufen, auch in Hinblick auf andere ethnische Populationen.
Diesbezuglich sind besonders die genomweiten Assoziationsstudien von groBer

Bedeutung.

Vor allem die Region upstream von GLRB, in der drei der untersuchten SNPs liegen, birgt

noch viel Unbekanntes und kénnte Thema weiterer Untersuchungen sein.
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Was die Polymorphismen anbelangt, wére von groBem Interesse, herauszufinden, in
welcher Weise sie GLRB beeinflussen kbnnen, oder ob sie an andere Marker gekoppelt
sind.

Moéglicherweise existieren weitere Polymorphismen von GLRB die ebenfalls mit
Schizophrenie assoziiert sind, eine ausfUhrlichere Untersuchung von GLRB in Bezug zu
Schizophrenie sollte erfolgen.

AuBerdem 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 Vorgdngen 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 groBen Ganzen darstellen.

Erst der Zusammenhang vieler solcher Puzzleteile ergibt gemeinsam mit weiteren

Faktoren ein Bild — die Atiopathogenese der Schizophrenie.
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5 Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine sehr komplexe und heterogene psychiatrische Erkrankung,
deren Atiopathogenese noch weitgehend ungekldrt ist.

Die Lebenszeitprévalenz liegt in der Allgemeinbevélkerung im Durchschnitt bei ca. 1%,
mit einer ausgeprégten genetischen Komponente.

Daher stellt die Suche nach moglichen SuszeptibilitGtsgenen fUr 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

Pr&avention fUhren soll.

GLRB ist ein Gen auf Chromosom 4, das bisher noch nicht bezUglich einer Assoziation zu
Schizophrenie untersucht wurde.

Es codiert fUr die Beta-Untereinheit der inhibitorischen Glyzinrezeptoren, deren
Verbreitung im ZINS Uberschneidungen mit bei Schizophrenie verdnderten Gebieten
zeigt.

AuBerdem kdnnten inhibitorische Glyzinrezeptoren eine Rolle in der Hirnentwicklung und

Neuroplastizitat spielen.

FOr 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 Konftrollen durchgefUhrt.

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 kdnnen, bedarf es weiterer Studien, sowohl in kaukasischen
Populationen als auch in anderen Ethnizitaten.

Die Effekte der untersuchten Polymorphismen zu kldren, kdnnte ein zusdtzlicher,
weiterfUhrender Ansatz sein.

AuBerdem sollten auch das Genprodukt von GLRB und der inhibitorische Glyzinrezeptor
noch ausfuhrlicher untersucht werden — vor allem im Hinblick auf einen mdglichen Einfluss

auf die Schizophrenie.
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é Abkurzungsverzeichnis

AcO Age at Onset

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propion-séure
ANAT Anamnesbogen 1

ANA2 Anamnesbogen 2

ddNTPs Didesoxynukleotidtriphosphate

dNTPs Desoxynukleoftidtriphosphate

DNA DesoxyribonukleinsGure

DSM-IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fourth Edition
DTNBP1 Dysbindin

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

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)
GIyT Glyzintransporter

GMS Glycine Modulatory Site (= Glyzin B Rezeptor = GlyB)
HCL Salzséure

H20 Wasser

ICD-10 International Classification of Diseases, Tenth Edition
LEBI Leibziger Ereignis- und Belastungsinventar
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Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation Time Of Flight Mass
MALDI TOF MS |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
rom revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute
SAP Shrimp Alkaline Phosphatase
SBE Single Base Extension
SKID Strukturiertes Klinisches Interview fOr DSM-IV
SNP Single Nucleotide Polymorphism
SPSS Statistical Package for Social Sciences
WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation)
INS Zentralnervensystem
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