Aus der Klinik und Poliklinik fiir
Psychiatrie und Psychotherapie
Klinikum Innenstadt

der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

Direktor: Herr Prof. Dr. med. H.-J. Moller

Das GRIN2B-Gen und seine Bedeutung fiir die Schizophrenie

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultét der

Ludwig-Maximilians-Universitit zu Miinchen

vorgelegt von

Claudia Helmreich

aus Kaiserslautern

2011



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultét

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der miindlichen Priifung:

der Universitdt Miinchen

Prof. Dr. med. Dan Rujescu

Priv.Doz. Dr. Angela Abicht

Dr. rer. biol. hum. I. Giegling

Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser, FACR, FRCR

10.11.2011



,»50 wie die Verrucktheit, in einem hoheren Sinn, der Anfang aller Weisheit ist, so ist
Schizophrenie der Anfang aller Kunst, aller Phantasie.*
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1. Einleitung

1.1 Die Schizophrenie

1.1.1 Definition

Die Schizophrenie zéhlt zu den zehn fiir das Gesundheitssystem teuersten Erkrankungen
weltweit (Murray et al. 1996) und gehort zu den héufigsten Ursachen fiir Arbeits- und
Erwerbsunfahigkeit (Lopez und Murray 1998). Nach ICD-10 sind "die schizophrenen
Storungen im allgemeinen durch grundlegende und charakteristische Stoérungen von
Denken und Wahrnehmung sowie durch inaddquate oder verflachte Affekte
gekennzeichnet. Das Bewusstsein und die intellektuellen Fihigkeiten sind in der Regel
nicht beeintrachtigt, obwohl sich im Laufe der Zeit gewisse kognitive Defizite entwickeln
konnen".

Die Schizophrenie als eine Form der endogenen Psychose wird als sehr heterogene und
komplexe psychiatrische Erkrankung angesehen, die massive Auswirkung auf die
Lebensqualitit der Betroffenen und deren Umwelt hat. Sie ist gekennzeichnet durch
charakteristische Storungsmuster in den Bereichen Denken, der Wahrnehmung, Ich-
Funktionen, Affektivitit, Psychomotorik und Antrieb (Mdller et al. 2009, Dervaux et al.
2005, Faraone et al. 2002).

Diskutiert wird eine multifaktorielle Entstehung der Erkrankung, wobei genetische

Faktoren eine wichtige Stellung innerhalb der Atiologie einnehmen.

1.1.2 Historische Aspekte

Bereits 1896 wurden von Emil Kraepelin mehrere, bis dahin als eigenstindig betrachtete
Krankheitsbilder aus dem psychiatrischen Formenkreis unter dem Oberbegriff Dementia
praecox zusammengefasst. Es erfolgte, je nach Verlauf und vorherrschender Symptomatik,
eine Unterteilung in verschiedene Subtypen, die der heutigen Hebephrenie, Katatonie und
paranoid-halluzinatorischen Form der Schizophrenie entsprechen (Kraepelin 1896).

Im Jahre 1908 wurde von Eugen Bleuler eine weitere Einteilung der Symptomatik in
Grund- und akzessorische Symptome vorgenommen. Unter besonderer Beriicksichtigung

des psychopathologischen Erscheinungsbildes der Erkrankung gab er dieser den Namen
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Schizophrenie ("Bewusstseinsspaltung"). Er wollte damit den Zerfall der Denkprozesse,
die Spaltung zwischen Gedanken und Gefiithlen und den Riickzug von der Realitit
beschreiben (Comer 2001). Unter den  Grundsymptomen fasste  Bleuler
Assoziationsstorungen, Affektstorungen, Autismus und Ambivalenz zusammen. Zu den
akzessorischen Symptomen zdhlten Wahn, Halluzinationen und Stérungen des Ich-
Erlebens (Moller et al. 2009). Im spéteren Verlauf wurde zur Operationalisierung der
Diagnostik eine Zusammenstellung in Symptome ersten und zweiten Ranges nach Kurt
Schneider eingefiihrt (Ebert und Loew 2008), die in den siebziger Jahren zur feineren

graduellen Abstimmung in Positiv- und Negativsymptome unterteilt wurden (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Symptome 1. und 2. Ranges der Schizophrenie
modifiziert nach K. Schneider (aus Ebert und Loew 2008)

Symptom 1. Ranges Symptom 2. Ranges
Akustische e dialogische Stimmen ¢ sonstige akustische Halluzinationen
Halluzinationen e kommentierende Stimmen

¢ Gedankenlautwerden
Leibhalluzinationen e leibliche Beeinflussungserlebnisse
Halluzinationen auf o optische, olfaktorische,
anderen Sinnesgebieten gustatorische Halluzinationen
Ichstérungen ¢ Gedankeneingebung

e Gedankenentzug

¢ Gedankenausbreitung

o Willensbeeinflussung
Wahn e Wahnwahrnehmung e Wahneinfall/-gedanke

1.1.3 Kilassifikation der Schizophrenie

Aktuell werden zur Diagnostik der Schizophrenie die zehnte Fassung der International
Classification of Diseases der WHO (ICD-10) und das von der American Psychiatric
Association konzipierte Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders in der
vierten Edition (DSM-IV) herangezogen. Die Diagnosestellung erfolgt hierbei nicht
anhand eines Einzelsymptoms, sondern wird mittels einer Mindestanzahl vordefinierter
Kriterien gestellt. Die ICD-10 Klassifikation, die meist im praktischen Bereich zur

Anwendung kommt, unterteilt die Schizophrenie in sieben Subklassen. Es wird von der
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paranoiden, katatonen, hebephrenen und undifferenzierten Schizophrenie gesprochen.
Zudem wird eine postschizophrene Depression, das schizophrene Residuum und die
Schizophrenia simplex differenziert (Tabelle 1.2). Nach dem Klassifikationssystem des
DSM-1V, das als Basis fiir die Forschung dient, werden fiinf Hauptgruppen unterschieden:
der paranoide, desorganisierte, undifferenzierte, katatone und residuale Typus (Mdller et

al. 2009).

Tabelle 1.2: Typen der Schizophrenie, modifiziert nach ICD-10
(aus Ebert und Loew 2008)

1CD-10 Nr.
akut e paranoide Schizophrenie (paranoid-halluzinatorische) F20.0
e hebephrene Schizophrenie F20.1
e katatone Schizophrenie F20.2
e undifferenzierte Schizophrenie (kein eindeutiger F20.3
Subtyp)
e zoenisthetische Schizophrenie (und andere Formen) F20.8
Verlaufsformen (in deren Rahmen eine akute Episode
auftritt)
¢ kontinuierlich F20.x0
e e¢pisodisch mit zunehmendem Residuum F20.x1
e e¢pisodisch mit stabilem Residuum F20.x2
e episodisch remittierend F20.x3
e einzelne Episoden mit unvollstindiger Remission F20.x4
e cinzelne Episoden mit vollstdndiger Remission F20.x5
chronisch e schizophrenes Residuum F20.5
e (Schizophrenia simplex) F20.6
e schizotype Stérung F21
bei nur kurzer e akute schizophrenieforme psychotische Stérung F23.2
schizophrenietypischer
Symptomatik

Ein weiterer Unterschied dieser Klassifikationssysteme liegt in den geforderten zeitlichen
Gegebenheiten zur Diagnostik der Schizophrenie. Wéahrend die DSM-IV Leitlinien einen
kontinuierlichen Erkrankungszeitraum von sechs Monaten fordern, ist in der ICD-10

Klassifikation eine Symptomdauer von vier Wochen ausreichend.
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1.1.4 Krankheitsverlauf und Prognose

Der Verlauf und auch die Prognose der Schizophrenie sind individuell sehr
unterschiedlich. Das Vollbild der Schizophrenie kann sich sowohl akut, als auch iiber Jahre
hinweg schleichend, manifestieren. Grob lasst sich der Verlauf in drei Phasen unterteilen
(Comer 2001). Dabei durchleben etwa ein Drittel der Betroffenen ein Prodromalstadium
(Marneros et al. 1991). Dieses kann bis zu fiinf Jahre vor der Erstmanifestation auftreten.
Es ist gekennzeichnet durch eine Verminderung der personlichen Leistungsfahigkeit, einen
sozialen Riickzug sowie hiufig auftretende depressive oder manische Phasen (Ebert und
Loew 2008). Bei etwa 70% der Betroffenen liberwiegt die Negativsymptomatik, bei 10%
stehen positive Symptome im Vordergrund, bei den restlichen 20% kommt es zu einer
Mischung beider Symptomkomplexe (Maurer und Héfner 1995). Im Stadium der akuten,
produktiv psychotischen Phase, die in der Regel ein bis drei Monate andauert, treten die
schizophrenen Symptome in den Vordergrund. Die Entwicklung dieses Krankheitsbildes
kann entweder schnell erfolgen oder iiber mehrere Wochen hinweg entstehen. Ein
stationdrer Aufenthalt ist zu diesem Zeitpunkt meist unvermeidlich, zum einen aufgrund
der Notwendigkeit der Behandlung der betroffenen Person, zum anderen aufgrund einer in
vielen Féllen bestehenden Selbst- oder Fremdgefahrdung (Ebert und Loew 2008, Comer
2001).

Generell kann die Krankheit in Schiiben mit Ausbildung einer Restsymptomatik oder in
Phasen mit vollstindiger Remission auftreten. In wenigen Fillen kommt es zu einer
Chronifizierung der schizophrenen Symptomatik, die somit zeitlebens bestehen bleibt. Die
Mehrzahl der Betroffenen gelangt nach der akuten Erkrankungsphase in einen
Residualzustand, der dem der Prodromalphase der Schizophrenie sehr dhnlich ist. Das
Niveau der Prodromalphase oder der gesunden pripsychotischen Personlichkeit wird

allerdings in vielen Fillen im weiteren Verlauf nicht mehr erreicht (Ebert und Loew 2008).

Bei dem am hdufigsten diagnostizierten Subtyp handelt es sich um die paranoid-
halluzinatorische = Schizophrenie (Deister und Maneros 1993). Hinsichtlich der
Auftretenswahrscheinlichkeit der wunterschiedlichen Verlaufstypen ldsst sich eine
anhaltende Symptomatik in mehr als zwei Drittel der Fille bereits nach der ersten Episode,
bei etwa 20% dagegen erst im spdteren Verlauf feststellen. Eine langfristige Persistenz der

Symptome tritt nur bei knapp 7% der Betroffenen auf (Marneros et al. 1991). Im
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langjdhrigen Krankheitsverlauf durchleben iiber 90% der Betroffenen mehr als eine

abgrenzbare Krankheitsepisode (Marneros et al. 1991).

Hinsichtlich der Prognose ist eine verldssliche Abschitzung sehr schwierig zu treffen, da
der Verlauf der Schizophrenie individuell sehr unterschiedlich ist. Nach aktuellen
Erkenntnissen ist davon auszugehen, dass diese umso schlechter ist, je frither die
Erkrankung auftritt und je schleichender der Beginn ist (Ebert und Loew 2008). Nach
klinischen Erfahrungen ist die Prognose bei einem akuten Erkrankungsbeginn und bei
deutlich erkennbaren situativen Auslosern am besten, wobei Frauen mit einer
Zuordenbarkeit der auslosenden Ereignisse und lediglich wenig Residual- und/oder
Negativsymptomen die besten Erfolgsaussichten zugesprochen werden (Ebert und Loew
2008). Bei einem Teil der Patienten (ca. 20 — 35%) zeigt sich eine chronische Verlaufsform

mit Ausbildung eines Residualstadiums (Bauml et al. 2002).

Durch die aktuellen pharmakologischen Behandlungsmdglichkeiten kann hinsichtlich
Verlauf und Prognose im Durchschnitt die ,,Drittelregel” angewendet werden (Ebert und
Loew 2008). Etwa ein Drittel der Betroffenen wird geheilt bzw. weist zumindest nur noch
leichte, uncharakteristische Residuen auf. Bei einem weiteren Drittel persistieren
mittelschwere, uncharakteristische Symptome. Das letzte Drittel wird mit dauernden

typisch schizophrenen Residuen konfrontiert (Mdller et al. 2009).

1.1.5 Epidemiologie der Schizophrenie

Die Lebenszeitpravalenz, d.h. das Risiko im Verlauf des Lebens mindestens einmal an
einer schizophrenen Episode zu erkranken, liegt weltweit zwischen 0.5-1.6%. Auch bei
einem variierenden soziokulturellen Hintergrund lassen sich in unterschiedlichen Lindern
der Welt in etwa gleiche Priavalenzzahlen ermitteln (Tsuang et al. 1995). Die Anzahl der
Ersterkrankungen im Hauptrisikoalter, 15 bis 59 Jahre (Inzidenzrate), liegt zwischen 0.16
und 0.42 pro 1000 Einwohner. Die Erkrankungshéufigkeit zu einem bestimmten Zeitraum
in einer definierten Bevdlkerung schwankt zwischen 1.4 und 4.6 pro 1000 Einwohner

(Punktpriavalenz) (Wobrock et al. 2004).
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Die Erkrankungshaufigkeit bei Ménnern und Frauen ist relativ ausgeglichen. Ménner
erkranken etwa drei bis vier Jahre frither als Frauen, wobei als Ursachen hierfiir
psychosoziale, subtypologische und neurohumorale Faktoren wie eine Schutzwirkung des
Ostrogens diskutiert werden (Wobrock et al. 2004). Generell liegt das Pridilektionsalter
fiir den Ausbruch der Erkrankung bei Minnern bei 21 Jahren (Hafner et al. 1991), bei
Frauen bei 26 Jahren (Aleman et al. 2003) mit einem zusétzlichen Plateau in der
Postmenopause (Rist et al. 2005). Beriicksichtigt werden miissen dabei noch die einzelnen
Subtypen der Schizophrenie, die wiederum charakteristische Unterschiede im
Pradilektionsalter aufweisen. So beginnt der hebephrene Typ der Schizophrenie
vorwiegend im Jugendalter, widhrend sich eine Manifestation des paranoid-
halluzinatorischen Subtyps iiberwiegend im mittleren Erwachsenenalter um das vierzigste
Lebensjahr zeigt (Mdller et al. 2009).

Unter Personen mit niedrigem Bildungsabschluss und niedrigem sozialem Status sind
schizophrene Psychosen hdufiger zu finden (ca. 45% aller Schizophrenen leben in der
untersten sozialen Klasse). Dies wird auf eine durch die Schizophrenie ausgeldste
Beeintrachtigung der sozialen Entwicklung zuriickgefiihrt. Auch tritt die Schizophrenie
vermehrt bei in GroBstidten lebenden bzw. geborenen Personen auf (Ebert und Loew

2008).

1.1.6 Multifaktorielle Atiopathogenese der Schizophrenie

Die Schizophrenie ist eine komplexe Erkrankung, wobei heutzutage von einer
multifaktoriellen Entstehung mit einem Zusammenwirken genetischer, psychosozialer,
biologischer und/oder hirnanatomischer Faktoren ausgegangen wird (Abbildung 1.1). Als
gesicherte Faktoren gelten genetische Variationen und neurobiologische Verdnderungen im
Gehirn (Ebert und Loew 2008).

Beim Vorliegen verschiedener pridisponierender Faktoren und gleichzeitigem Auftreten
eines auslosenden Geschehens, wie beispielsweise eines einschneidenden, kritischen
Lebensereignisses oder durch die Einnahme von Halluzinogenen, kann es zur

Erstmanifestation einer Psychose kommen.
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Abbildung 1.1: Multifaktorielle Entstehung der Schizophrenie
(aus Ebert und Loew 2008)

Psychosoziale
Faktoren

zerebrale Schiadigung
psychosoziale Faktoren

Chronizitit

Andererseits kann sich eine Schizophrenie aber auch ohne Stressoren bei starker

Disposition ausprdgen. Bei den aufrechterhaltenden Bedingungen der Schizophrenie

kommt es auf die Abwesenheit psychosozial heilungsfordernder Faktoren an (Mdller et al.

2009).

1.2 Genetik in der Schizophrenie

In Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien konnte eine ausgeprigte genetische

Komponente (polygener Erbgang) der Schizophrenie belegt werden (Tsuang et al. 2001,

Cloninger 2002), die die unterschiedlichsten Bereiche betreffen kann. Generell weist die
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Schizophrenie ein komplexes Vererbungsschema mit einer niedrigen Penetranz auf, sodass
sich genetisch vermittelte Anlagen zur Entwicklung einer Schizophrenie auch in geringerer
Ausprigung manifestieren konnen. Fiir die familidre Haufung der Schizophrenie sind mit
hoher Wabhrscheinlichkeit mehrere untereinander agierende Genkonstellationen
verantwortlich, von denen jede nur einen kleinen Teil zum Erkrankungsrisiko beitragt

(Wobrock et al. 2004).

1.2.1 Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien

Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien veranschaulichen die hohe genetische
Komponente der Schizophrenie (Cardno et al. 1999). Das Risiko fiir die Entstehung einer
Schizophrenie erhdht sich hierbei mit zunehmender genetischer Verwandtschaft (McGuffin
et al. 1995). Vor allem bei Verwandten ersten und zweiten Grades einer an Schizophrenie
erkrankten Person ldsst sich eine Zunahme der Erkrankungshéufigkeit nachweisen (Bailer
et al. 2002). In mehreren, auf operationalisierten Diagnosesystemen beruhenden
Familienstudien, wurde bei Angehorigen ersten Grades von Schizophrenen trotz einer
breiten Variation der Lebenszeitprivalenzen von ca. 1% (Coryell 1988) bis hin zu 16%
(Parnas et al. 1993) eine signifikant vermehrte Haufung von sekundiren Erkrankungen im
Vergleich zu Angehorigen Gesunder (0-2%) gefunden (Bailer et al. 2002). In einer neueren
Veroffentlichung wird das Erkrankungsrisiko fiir erstgradig Verwandte sogar mit 10% bis
maximal 20% angegeben (Ebert und Loew 2008).

In durchgefiihrten Zwillings- und Adoptionsstudien wurden keine Hinweise auf relevante
familidre, nicht-genetische Umgebungsfaktoren gefunden. Demnach ist das gehéufte
familidre Auftreten vorwiegend auf genetische Faktoren zuriickzufiihren (Maier et al.
1999).

Mit Hilfe von Zwillingsstudien kann die Konkordanz von monozygoten Zwillingen, bei
denen eine vollstindige genetische Ubereinstimmung vorherrscht, mit der von dizygoten
Zwillingen, die sich nur etwa 50% der Gene teilen, verglichen werden. Bei eineiigen
Zwillingen ergaben sich hierbei Konkordanzraten von 45% bis 75% fiir die Entstehung
einer Schizophrenie, verglichen mit 4% bis 15% bei zweieiigen Zwillingen. Dies belegt

wiederum die Relevanz genetischer Faktoren (Maier et al. 1999, vgl. Tabelle 1.3).
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Tabelle 1.3:  Ergebnisse mehrerer Zwillingsstudien bei Schizophrenie
(Maier et al. 1999)

Autoren Anzahl untersuchter Paare Probandenweise Konkordanzraten
(Indexfall mit Schizophrenie)

Mz Dz Dz Mz
Kringlen et al. 555 90 45% 15%
(ICD-7)
Farmer et. al 21 21 48% 10%
(DSM-III-R)
Onstad et al. 31 28 48% 4%
(DSM-1II-R)
Franzek und Beckmann 21 18 75% 11%
(DSM-III-R)
Cannon et al. 134 374 46% 9%
(DSM-III-R/ICD-8)

MZ = monozygote Zwillingspaare; DZ = dizygote Zwillingspaare

Andererseits wird durch die unvollstindige Konkordanz bei monozygoten Zwillingen auf
die Relevanz nicht genetischer Ursachenfaktoren bei der Entstehung der Schizophrenie
hingewiesen. Durch Zwillingsstudien wird eine genetische Ubertragung der Schizophrenie

durch phénotypisch gesunde Personen belegt (Gottesman et al. 1989).

Adoptionsstudien ermoglichen die besten Darstellungen der genetischen Determination.
Durch die Trennung von genetischen und umweltbedingten Faktoren liefern sie Hinweise
fiir die Gewichtung der Genetik bei einer familidren Hiufung der Schizophrenie. Die aus
dem Verhiltnis der Konkordanzraten ermittelte Schédtzung fiir den Anteil der durch
genetische Faktoren erkldrbaren Heritabilitdt betrdgt zwischen 50% und 87% (Cannon et
al. 1998).

Bei Kindern ohne jegliche genetische Pridisposition fiir Schizophrenie existiert somit,
auch in einer Adoptivfamilie mit einem schizophrenen Elternteil, kein erhohtes Risiko fiir
die Entwicklung einer Schizophrenie. Hingegen bleibt das Erkrankungsrisiko bei
frithadopierten Kindern mit an Schizophrenie erkrankten, leiblichen Eltern auch in einer

gesunden Adoptivfamilie gleich (Kety et al. 1994).
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1.2.2 Molekulargenetik

Durch molekulargenetische Untersuchungen hat sich die Erforschung der Schizophrenie in
den letzten Jahren deutlich weiterentwickelt. Sie zihlt ebenso wie affektive Stérungen oder
Diabetes mellitus zu den genetisch komplexen Erkrankungen (Corsico und McGuffin
2001, Lander und Schork 1994).

Der detaillierte molekulargenetische Mechanismus der Schizophrenie ist derzeit noch
weitgehend unklar. Anhand neuerer Erkenntnisse kann ein monogener, den Mendelschen
Regeln folgender, Erbgang ausgeschlossen werden (McGue und Gottesman 1989). Neuere
Modelle gehen von einer polygenen Vererbung aus (Craddock et al. 2005), d.h. ein
Zusammenspiel unterschiedlichster Faktoren, wie Geninteraktionen und umweltbedingte
Risikofaktoren, die zur Krankheitsmanifestation fithren konnen (Maier et al. 1999).
AuBlerdem wird eine genetische Heterogenitit angenommen, sodass dasselbe Merkmal

durch verschiedene Mutationen an unterschiedlichen Genloci hervorgerufen werden kann.

Durch die im Rahmen von Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien gewonnenen
Erkenntnisse wird die substantielle genetische Komponente der Schizophrenie weiter
erhértet (Gottesmann et al. 2001). Der Beitrag eines Gens zum Erkrankungsrisiko wird mit
der so genannten Odds Ratio ausgedriickt, d.h. dem Vielfachen der normalen Chance zu

erkranken, und entspricht etwa dem relativen Erkrankungsrisiko.

1.2.3 Kopplungsstudien
Mittels Kopplungs- und Assoziationsstudien sollen einzelne Gene, die an der Pathogenese

der Schizophrenie beteiligt sind, identifiziert werden.

Bei so genannten Kopplungsuntersuchungen wird die {iiberzufillige gemeinsame
Vererbung von Allelen eines polymorphen Markergens oder eine iiberzufillige
gemeinsame Vererbung eines Markergenortes innerhalb von Familien getestet (Bodekker
und Ziegler 2000). Sie finden ihre Anwendung bei Geschwisterpaaren, Trios und
Mutliplex-Familien.

Die Grundlage der Untersuchungen ist ein Gen-Kartierungsverfahren, wobei anfangs die

mit Schizophrenie gekoppelten Loci vor der eigentlichen Identifikation des Gens bestimmt
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werden (Rujescu 2007). Theoretisch wird davon ausgegangen, dass eine dem Phanotyp
zugrunde liegende DNA-Sequenz und ein Marker mit umso geringerer Wahrscheinlichkeit
durch eine Rekombination voneinander getrennt werden, je ndher sie auf einem
Chromosom liegen.

Das zur Untersuchung erforderliche Kollektiv sind Familien mit mindestens zwei
erkrankten Mitgliedern. Bei komplexeren Erkrankungen, wie beispielsweise der
Schizophrenie, ist die Untersuchung von erkrankten Geschwisterpaaren von Vorteil, da
sich hier eher eine Homogenitét flir genetische Faktoren annehmen 146t (Maier et al. 1999).
Als MabB fiir die gemeinsame Vererbung von genetischen Markern und der Erkrankung in
Familien dient der "Transmission Disdquilibrium Test" (TDT) fiir das
Kopplungsungleichgewicht.

Durch die Verwendung genetischer Variationen, wie beispielsweise Polymorphismen mit
bekannter chromosomaler Lokalisation, ist es moglich, Hinweise auf die Lage der mit der
Erkrankung gekoppelten Gene zu erhalten. Durch eine ausreichend grofle Anzahl an
Markern lésst sich somit das gesamte Genom abdecken. Das Ausmal} der Kopplung wird
hierbei durch den Abstand der Basenpaare zwischen Genom und Marker bestimmt.

Die ersten Kopplungsstudien basierten auf der Annahme, Gene mit einer Hauptwirkung
auf die Schizophrenie zu identifizieren. Allerdings sind Mutationen mit einer sehr hohen
Penetranz hinsichtlich einer klaren phanotypischen Manifestation duf8erst selten oder nicht
vorhanden (McGuffin und Owen 1996). Resultierend aus diesen Erkenntnissen wurden
gemeinschaftliche Projekte zur Durchfilhrung genomweiter Kopplungsstudien
unternommen. Eine genaue Identifizierung eines Risikogens gestaltete sich jedoch
schwierig (Giegling et al. 2008), da sich die ermittelten Loci iiber 10 bis 30 Centmorgan
(cM) erstrecken.

In einer gro} angelegten Meta-Analyse von Lewis et al. wurden 2003 die Daten von 20
genomweiten Kopplungsstudien mit insgesamt 1208 Stammbédumen zur Schizophrenie
ausgewertet (Lewis et al. 2003). Hierdurch konnten groBere Ubereinstimmungen in den
Ergebnissen dargelegt werden, als bislang vermutet wurde. Aulerdem konnten durch diese
Meta-Analyse verschiedene Hinweise auf Kopplungen bestétigt werden, die sich aus der
Betrachtung homogener oder isolierter Bevolkerungsgruppen an einer geringen Anzahl

von Stammbdumen ergaben. Die Studie zeigte hierbei die folgenden chromosomalen



1. Einleitung 12

Regionen auf: 1p13.3-q23.3, 2p12-q22.1, 2q22.1-q23.3, 3p25.3-p22.1, 5q23.2-q34, 6pter-
p22.3, 6p22.3-p21.1, 8p22-p21.1, 11922.3-q24.1, 14pter-q13.1, 20p12.3-p11, 22pter-q12.3.

Durch eine weitere Meta-Analyse von Ng et al. (2009), mit 32 eingeschlossenen
Kopplungsstudien, konnten Hinweise auf eine Verbindung zwischen der Schizophrenie
und Loci auf den Chromosomen 1, 2q, 3q, 4q, 5q, 8q und 10q gewonnen werden.

Durch diese Meta-Analysen konnte die Hypothese, dass mehrere Genorte zur

Suszeptibilitdt fiir Schizophrenie beitragen, untermauert werden.

1.2.4 Assoziationsstudien

Ziel der Assoziationsstudien ist ein statistischer Vergleich der Allelfrequenzen genetischer
Variation, wie beispielsweise der ,,single nucleotide polymorphism*“ (SNPs) von nicht
verwandten, erkrankten Personen und einer Kontrollstichprobe (Porteous 2008). Hierbei
lassen sich auch Suszeptibilitdtsgene mit einem geringeren krankheitsinduzierenden Effekt
detektieren. Ein positives Ergebnis liegt vor, wenn der spezifische genetische Marker der
untersuchten Population hdufiger bei erkrankten als bei gesunden Personen vorkommt
(Bodekker und Ziegler 2000).

Als Marker werden in gédngigen Modellen zumeinst Einzelnukleotid-Polymorphismen
(SNPs) verwendet, die sich nur in einer Base unterscheiden. Im Falle einer Assoziation
existieren mehrere Moglichkeiten: Der SNP kann das Gen funktionell beeinflussen oder er
liegt mit dem, die Erkrankung verursachenden Polymorphismus im so genannten
Kopplungsungleichgewicht. Die Assoziation beschreibt hierbei das {iberzufillige
gemeinsame Auftreten einer genetischen Variation mit dem Vorliegen der Erkrankung.

Bei der Genauswahl kommen zum einen funktionelle und zum anderen positionelle
Kandidatengene in Frage. Bei funktionellen Kandidatengenen handelt es sich meist um
Gene, deren Funktion mit einer der bekannten Schizophreniehypothesen in Zusammenhang
steht, wie beispielsweise Gene der dopaminergen und/oder glutamatergen
Neurotransmission (Owen 2000), aber auch Gene, die mit der neuronalen Entwicklung
assoziiert werden (Williams et al. 2009). Positionelle Kandidatengene dagegen liegen in

einer Region mit einem signifikanten Kopplungsergebnis fiir Schizophrenie.
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Bei einer genetisch sehr heterogenen Population kann es zu falsch-positiven Befunden
durch "Stratifikation" kommen. In den letzten Jahren wurde daher zur Verbesserung der
Aussagekraft von Assoziations- und Kopplungsstudien u.a. die Berechnung ganzer

Haplotypenbldcke integriert (Schulze 2001).

Zu moglichen Suszeptibilititsgenen der Schizophrenie existieren bisher zahlreiche
Assoziationsstudien, u.a. Studien zu G72 und DAAO (Schumacher et al. 2004) oder zu
DTNBPI (Dysbindin) (Stefansson et al. 2002, van den Bogaert et al. 2003), bei denen eine
Assoziation ermittelt werden konnte. In anderen unabhédngigen Studien zu den genannten
Genen konnte allerdings keine bzw. nur eine sehr geringe Assoziation belegt werden

(Goldberg et al. 2006, Hall et al. 2004, Morris et al. 2003).

Straub und Weinberger benannten 2006 in einer grofl angelegten Meta-Analyse 17
Kandidatengene (RGS4, DISC1, GADI1, ERBB4, DTNBP1, MUTED, GRM3, NRGI,
PPP3CC, GRIK4, FEZ1, DAAO, DAOA, AKT1, CHRNA7, COMT und PRODH), die
eine Assoziation zur Schizophrenie aufweisen, wobei GAD1, GRM3 und GRIK4 dem
glutamatergen System zuzuordnen sind (Straub und Weinberger 2006; Tabelle 1.4).

Durch Allen et al. konnte 2008 in einer weiteren grof3 angelegten Meta-Analyse aufgezeigt
werden, dass auf 16 Genen (APOE, COMT, DAO, DRDI1, DRD2, DRD4, DTNBPI,
GABRB2, GRIN2B, HP, IL1B, MTHFR, PLXNA2, SLC6A4 TP35 und TPHI1) 24
Polymorphismen mit einer signifikanten Assoziation zur Schizophrenie liegen (Allen et al.

2008).

In einer Studie aus dem Jahr 2007, welche 500000 Marker integrierte, konnte eine
Assoziation zu dem Locus rs4129148 in der Ndhe des Gens CSF2RA, welches in der
pseudoautosomalen Region des X- und Y-Chromosoms liegt, belegt werden. In einer
anschliefenden unabhingigen Fall-Kontroll-Studie wurden bei einer Sequenzierung dieses
Gens und des benachbarten Gens ILR3 weitere Assoziationen zur Schizophrenie
identifiziert. Aufgrund des Zusammenhangs der signifikanten Ergebnisse mit dem
Immunsystem lieferten diese interessante Erkldrungsansétze fiir epidemiologische Daten,
wie beispielsweise das Auftreten von Schizophrenie nach pranatalen Erkrankungen (Lencz

et al. 2007).
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Tabelle 1.4: Kandidatengene fur Schizophrenie
adaptiert nach Straub und Weinberg 2006 (aus Rujescu 2007)

Gen Chr.region Assoziation
RGS4 Regulator of G-protein signalling 4 1923.3 4+
DISC1 Disrupted in schizophrenia 1 1g42.1 -+
GAD1 Glutamate decarboxylase 1 (brain, 67 kDa) 2q31 ++
ERBB4 v-erb-a erythroblastic leukaemia viral oncogene 2q33.3-q34 ++
homolog 4 (avian)
DTNBP1 Dystrobrevin binding protein 1 6p22.3 +HH++
MUTED Muted homolog (mouse) 6p25.1-p24.3 ++++
GRM3 Glutamate receptor, metabotropic 7q21.1-g21.2 +++
NRG1 Neuregulin 1 8pl2 -+
PPP3CC Protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic 8p21.3 +
subunit, gamma isoform
GRIK4 Glutamate receptor, ionotropic,yainite 4 11922.3 ++
FEZ1 Fasciculation and elongation protein zeta 1 (zyginl) | 11q24.2 ++
DAAO D-amino-acid oxidase 12q24 ++
DAOA D-amino-acid oxidase activator 13g34 -+
AKT1 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 14q32.32 +
CHRNA7 Cholinergic receptor, nicotinc, alpha 7 15q14 +
COMT Catechol-O-methyltransferase 22ql11.21 ++
PRODH Proline dehydrogenase (oxidase) 1 22ql1.21 +

Eine weitere genomweite Assoziationsstudie erfolgte im Rahmen der CATIE-Studie. Hier
wurden 492 900 SNPs von an Schizophrenie erkrankten Personen (Diagnosestellung nach
DSM-IV Kriterien) und 733 Kontrollprobanden genotypisiert, ohne dass sich eine
signifikante Assoziation zeigte. Allerdings konnte unter anderen Studienbedingungen bei
einigen vielversprechenden SNPs aus dieser Studie eine Identifikation weiterer
Suszeptibilitdtsloci moglich sein (Sullivan et al. 2008).

In einer weiteren genomweiten Assoziationsstudie von O'Donovan et al. (2008) wurden
479 an Schizophrenie erkrankte Personen (nach DSM-IV Kriterien) und 2937
Kontrollprobanden integriert. Hier wurden insgesamt 362532 SNPs auf eine Assoziation
zur Schizophrenie untersucht und anschliefend die Loci mit einem p-Wert < 10 von

weiteren 16726 Studienteilnehmern einem genauen Follow-Up, einschlielich einer Meta-
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Analyse, unterzogen. Basierend darauf konnten drei SNPs detektiert werden, wobei die
starkste Assoziation bei ZNF804A auf Chromosom 2 lag.

Durch Stefansson et al. (2009) wurden 2663 an Schizophrenie erkrankte Personen und
13498 gesunde Kontrollprobanden an acht unterschiedlichen europidischen Standorten in
Deutschland, Italien, Finnland, Island und Schottland rekrutiert. Insgesamt wurden 314868
SNPs in die Studie eingeschlossen, wobei die Ergebnisse der besten Marker mit weiteren
Replikationsstichproben kombiniert wurden. Zusitzlich wurde ein Follow-Up mit weiteren
4999 an Schizophrenie erkrankten Personen und 15555 Kontrollprobanden durchgefiihrt.
Die hieraus resultierenden signifikanten Ergebnisse zu Markern in der Region des Major
Histocompatibility Complex stimmen mit den Theorien einer Beteiligung des
Immunsystems an der Entstehung der Schizophrenie iiberein. Die zusétzlich detektierten
Assoziationen mit NRGN und TCF4 bestirken zudem die These der gestorten
Hirnentwicklung (Stefansson et al. 2009). Fiir eine Assoziation zwischen dem
Immunsystem und der Schizophrenie sprechen auch die Ergebnisse von Shi et al. (2009),
die ebenfalls eine Signifikanz in der Region des Major Histocompatibility Complex

belegen konnten.

Neben Untersuchungen zu SNPs werden auch die so genannten Copy Number Variants,
also Genkopienzahlen im Hinblick auf ihre Assoziation zur Schizophrenie untersucht
(Stefansson et al. 2008). In einer genomweiten Studie des Internationalen Schizophrenie
Konsortiums zu seltenen Copy Number Variants konnten Deletionen in der Region
festgestellt werden, die fiir velocardiofaciale Syndrome codieren, welche in 30% der Fille
auch psychotische Symptome verursachen. Weiterhin konnten Deletionen auf Chromosom
15q13.3 und Chromosom 1g21.1 aufgezeigt werden, die zuvor noch nicht detektiert

wurden (The International Schizophrenia Consortium 2008).

Neben diesen genetischen Faktoren werden noch weitere Komponenten fiir die Entstehung
einer Schizophrenie diskutiert, wie beispielsweise Verdnderungen der Hirnarchitektur oder

neurobiologische Faktoren.
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1.3 Hirnstrukturelle Veranderungen bei Schizophrenie

Bei einem Teil der an Schizophrenie erkrankten Personen konnten in postmortalen NMR-
Aufnahmen strukturelle  Auffilligkeiten des Gehirns nachgewiesen  werden.
Typischerweise sind dabei eine Erweiterung der Ventrikel bei gleichzeitig reduziertem
Gesamthirnvolumen, vor allem des Frontallappens, der medialen Temporallappen und im
Bereich hippocampaler Strukturen, zu finden (Wright et al. 2000). Zusitzlich wurden ein
Verlust der grauen Substanz mit globaler Atrophie, eine Reduktion von Neuropil in
Hippocampus, Amygdalae, Thalamus, Temporallappen, frontoorbital sowie préfrontal
(Ebert und Loew 2008) nachgewiesen. Im Thalamus konnten von Brickman et al. (2004)
bei schizophrenen Personen im Vergleich zu gesunden Kontrollen strukturelle und
metabolische Unterschiede dargestellt werden.

Als Ursache all dieser Veranderungen wird eine Storung in der Reifungs- und
Entwicklungsphase des Gehirns diskutiert (Keshavan et al. 1994, Murray et al. 1991).
Gestlitzt wird dies auf das Fehlen einer Astrogliose bei postmortem Gehirnen
schizophrener Personen, dem typischen Zeichen neurodegenerativer Prozesse, welche beim
Untergang von Nervenzellen entsteht (Falkai et al. 1999). Auch histologisch zeigt sich eine
reduzierte Zellzahl und Zellgroe sowie eine gestorte hippocampale Zytoarchitektur

(Sweatt 2004).

Auch eine Stérung der Konnektivitdt zwischen Neuronen, verursacht durch eine
Verdanderungen der Axonmyelinisierung oder abnorme/degenerierte Synapsen und
Dendriten wurde in diversen Studien als Ursache der Schizophrenie diskutiert (Moller et

al. 2009, McGlashan et al. 2000).

1.4 Neurobiologische Faktoren
Im Mittelpunkt der biochemischen Schizophrenieforschung steht eine gestorte
Neurotransmission, wobei das Hauptaugenmerk auf das dopaminerge und glutamaterge

System gelegt wird.
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1.4.1 Dopaminhypothese

Fir die Entstehung schizophrener Psychosen mit Positivsymptomatik  wird
neurobiochemisch vor allem eine Uberaktivitiit des mesolimbischen dopaminergen (DA)
Systems verantwortlich gemacht.

Dopamin (DA) wird biosynthetisch iiber Dihydroxyphenylalanin aus der Aminosdure
Tyrosin gewonnen und ist der dominierende Catecholamin-Neurotransmitter im zentralen
Nervensystem des Menschen (Vallone et al. 2000). Das zerebrale dopaminerge System ist
an einer Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen Prozessen beteilt
(Missale et al. 1998). Zu den physiologischen Prozessen zdhlen Emotionen, die Motorik,
die Wahrnehmung und die endokrine Sekretion (Jaber et al. 1996). Veridnderungen der
dopaminergen Neurotransmission konnen u.a. zur Auspragung einer Schizophrenie fiihren.
In der gingigen Literatur wird das Auftreten der so genannten Plussymptome der
Schizophrenie in erster Linie auf eine regionale Hyperaktivitdt des Dopaminsystems (der
dopaminergen Neurone) im Striatum zuriickgefiihrt (Ebert und Loew 2008). Die Induktion
psychotischer Symptome wird durch dopaminerge Substanzen (Dopaminagonisten), wie
beispielsweise Amphetamin (bewirkt eine DA-Freisetzung) (Laruelle et al. 1996, Breier et
al. 1997), sowie durch die antipsychotische Wirksamkeit der Neuroleptika mittels zentraler
D;-Rezeptor-Blockade gestiitzt. Diese These wird jedoch durch die Tatsache limitiert, dass
die Einnahme klassischer Neuroleptika zwar zu einer Besserung der Positivsymptomatik,
aber nur gering zu einer Beeinflussung der Negativsymptomatik fithrt (Meltzer 1997). In
weiteren fortfiihrenden Studien wurde schlieBlich eine modulierte Dopaminhypothese
prisentiert, die nicht mehr von einem generellen Uberangebot ausging, sondern eine
Imbalance zwischen kortikalen und subkortikalen Bereichen postulierte.

Eine hypothetisch auftretende phasische Hyperaktivitit im  mesolimbischen
Dopaminsystem kann somit eine Antwort sein auf eine primdre Hypoaktivitit in
mesofrontalen Dopaminbahnen mit der Entstehung von Negativsymptomen (Davis et al
1991, Ebert und Loew 2008). Wenn nun adaptiv zum Ausgleich dieses Defektes vermehrt
Dopamin ausgeschiittet wird, fiihrt dies in mesolimbischen Regionen zu einer relativen
Uberaktivierung des Dopaminsystems mit Plussymptomen. Dies wiederum wire auch eine
Erklarung, warum Neuroleptika Plussymptome vermindern, Minussymptome aber
verstirken. Diese vereinfachende Theorie wird allerdings durch die unterschiedlichen

Subtypen des Dopaminsystems kompliziert, die teilweise auch antagonistisch wirken.
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Inzwischen existieren erste Untersuchungen mit neuen D;-Rezeptor-sensitiven
Radioliganden, die teilweise eine Erhohung der Verfiigbarkeit im dorsolateralen
préifrontalen Cortex aufzeigen (Abi-Dargham et al. 2002). Dies konnte als indirekter
Hinweis auf eine Unterfunktion des Dopaminsystems interpretiert werden.

Generell ist die Dopaminsynthese mit vielen weiteren neurobiochemischen Systemen
vernetzt, bei denen auch in den letzten Jahren Anomalien bei an Schizophrenie erkrankten
Personen festgestellt wurden. So wird beispielsweise von einer Interaktion zwischen

beiden Systemen, dem Dopamin- und dem Glutamatsystem, ausgegangen.

1.4.2 Glutamathypothese

Die biologische Forschung der Schizophrenie war in den letzen Jahrzehnten im
Wesentlichen durch die Hypothese einer gestorten dopaminergen Neurotransmission
geprigt. Dennoch scheint die Moglichkeit zu bestehen, dass ein gestortes dopaminerges
System nicht die initiale und eigentliche Pathologie der Schizophrenie bildet, sondern
vielmehr die Konsequenz einer anderen Pathophysiologie darstellt. Nach der
Glutamathypothese besteht bei Schizophrenen eine Unterfunktion des hemmenden
glutamatergen Systems. Als klinischer Beleg dafiir dienen die von Phencyclidin (PCP,
»angel dust®) und Ketamin induzierten Psychosen, die noch stirker dem Bild
schizophrener Psychosen dhneln als Amphetaminpsychosen (Javitt und Coyle 2004,
Krystal et al. 1994). Aus der glutamatergen Unterfunktion ldsst sich somit wiederum eine
Dopaminiiberfunktion ableiten.

Auch die haufig bei schizophrenen Patienten alterierten Hirnregionen, wie beispielsweise
der frontale Cortex und der Hippocampus, mit besonders viel glutamaterger Neurone,
lassen sich mit einer glutamatergen Unterfunktion vereinbaren (Coyle und Tsai 2004).
Ebenso konnte bereits im Jahr 1980 durch Kim et al. eine verminderte
Glutamatkonzentration im Liquor bei Schizophrenen nachgewiesen werden (Kim et al.
1980). Diese Hypothese wurde in den folgenden Jahren durch zahlreiche weitere
Untersuchungen, wie beispielsweise durch Fallgatter et al. (2010), bestétigt, aber teilweise
auch nicht repliziert.

Basierend auf der Glutamathypothese wurden in den vergangenen Jahren zahlreiche

Kandidatengene innerhalb des glutamatergen Systems benannt. So konnte durch Straub et
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al. (2002) eine Variation des Gens Dysbindin (DTNBP1) mit der Schizophrenie und den
kognitiven Aspekten der Erkrankung assoziiert werden. Stefansson et al. beschrieben 2002
Neuregulin 1 als mogliches Vulnerabilititsgen der Schizophrenie. Dies wurde durch Mei
und Xiong (2008) bestitigt. Zudem wurden u.a. das DAAO-Gen und das Gen G72

(Chumakov et al. 2002) als weitere, das glutamaterge Systeme regulierende Gene benannt.

1.5 Glutamaterges System

1.5.1 Glutamat - Physiologie

Glutamat ist eine Aminosdure, die vorwiegend der Proteinbiosynthese dient. Dariiber
hinaus ist Glutamat (Glu) der am héufigsten vorkommende und am stirksten erregend
(exzitatorisch) wirkende kortikale Transmitter im zentralen Nervensystem (Carlsson et al.
1997), der fiir die Aktivierung exzitatorischer Neurone verantwortlich ist. Nahezu 50%
aller Neurone im Gehirn werden durch Glutamat moduliert (Snyder et al. 2000).

Nach der Freisetzung von Glutamat wird dieses von Astrozyten aufgenommen und zu
Glutamin  umgewandelt, welches wiederum zum  prisynaptischen = Neuron
zurlicktransportiert und zu Glutamat rekonvertiert. Durch Glutamat wird eine normale
synaptische Informationsiibertragung, Lernen und Gedichtnis, die Formation neuronaler
Netzwerke wihrend der Entwicklung sowie die Ausbildung neuronaler Plastizitit
gewihrleistet (Sheng und Kim 2002). Zudem sind Glutamatrezeptoren an der
Neurotoxizitit beteiligt (Konradi und Heckers 2003).

Begriindet auf den Feststellungen, dass die bei Schizophrenie hiufig verdnderten
Hirnareale, wie der Hippocampus, relativ viele glutamaterge Neurone enthalten, wird

Glutamat eine gro3e Bedeutung bei der Entstehung der Schizophrenie zugesprochen.

1.5.2 Glutamat — Rezeptoren

Glutamatrezeptoren konnen pharmakologisch, elektrophysiologisch und biochemisch in
zweil Hauptgruppen unterteilt werden: die ionotropen Rezeptoren, welche einen integralen
kationenspezifischen Ionenkanal enthalten und die metabotropen, an G-Protein gekoppelte

Rezeptoren (Nakanishi 1992, Tabelle 1.5). Zu den ionotropen Glutamatrezeptoren (iGIluR)
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werden nach ihren unterschiedlichen Liganden die a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolpropionsdure (AMPA), N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) sowie die Kainat-
Rezeptoren gezéhlt (Kim et al. 1998, Keith 2001, Hollmann und Heinemann 1994, Mori
und Mishina 1995). Durch Expressionsstudien konnte gezeigt werden, dass die Vielfalt der
ionotropen Glutamatrezeptoren weitaus grofler ist, als in pharmakologischen und
elektrophysiologischen Studien angenommen wurde. Zusitzlich beriicksichtigt werden
miissen zudem unterschiedliche Varianten durch alternatives Spleilen und ,,RNA editing*
(Ozawa et al. 1998). Veridnderungen der zerebralen Dichte und Struktur dieser Rezeptoren
werden als Hinweis fiir eine gestorte glutamaterge Neurotransmission gewertet (Gallinat
und Gudlowski 2008). In postmortem Studien wurde bei an Schizophrenie erkrankten
Personen konsistent eine erhohte priafrontale Dichte der Kainat- und AMPA-Rezeptoren im
Hippocampus festgestellt, wohingegen NMDA-Rezeptoren in ihrer Dichte bei

Schizophrenie kaum verdndert zu sein scheinen (Harrison et al. 2003, Kerwin et al. 1990).

Tabelle 1.5: Klassifikation der Glutamatrezeptoren und ihrer Untereinheiten
(aus Cherlyn et al. 2010)

lonotrope Glutamatrezeptoren

Untereinheiten NMDA AMPA Kainate
NR1 (GRIN1) GluR1 (GRIAI) GIuR5 (GRIK1)
NR2A (GRIN2A) GluR2 (GRIA2) GluR6 (GRIK2)
NR2B (GRIN2B) GIuR3 (GRIA3) GIuR7 (GRIK3)
NR2C (GRIN2C) GluR4 (GRIA4) KA1 (GRIK4)
NR2D KA2 (GRIK5)
(GRIN2D)
NR3A (GRIN3A)
NR3B (GRIN3B)
Metabotrope Glutamatrezeptoren
Untereinheiten Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
mGIluR1 (GRM1) mGIluR2 (GRM2) mGluR4 (GRM4)
mGIuR5 (GRM5) mGIluR3 (GRM3) mGluR6 (GRMS6)
mGIluR7 (GRM7)
mGIuR8 (Grm8)

Die G-Protein gekoppelten metabotropen Glutamatrezeptoren (mGluR), welche pra- und

postsynaptisch und auf Gliazellen vorkommen, bestehen jeweils aus sieben verschiedenen
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Transmembrandoménen. Aktuell sind acht Subtypen bekannt, die sich in drei Gruppen
unterteilen lassen (De Blasi et al. 2001). Die Gruppe I Rezeptoren (mGluR1, mGIuRS5) sind
fiir die Stimulierung der Aktivitit der Phospholipase C, die cAMP-Bildung und die
Freisetzung von Arachidonsdure verantwortlich (Aramori und Nakanishi 1992). Die
Rezeptoren der Gruppe II (mGluR2, mGluR3) sowie die Rezeptoren der Gruppe III
(mGluR4, mGIuR6, mGluR7, mGIuR8) hemmen die Aktivitit der Adenylatzyklase (Fagni
et al. 2000, Pelliciari und Costantino 1999). Die metabotropen Glutamatrezeptoren haben
im Gegensatz zu den ionotropen, mit ihrer schnellen exzitatorischen
Erregungsiibertragung, eher eine modulatorische Funktion im Sinne einer Feinabstimmung
der synaptischen Wirksamkeit und Regulation der Freisetzung von Glutamat (Spooren et

al. 2003).

1.5.3 Der NMDA-Rezeptor

NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptoren sind die komplexesten der ionotropen
Glutamatrezeptoren. Sie stellen Liganden-gesteuerte Ionenkanéle dar und sind im ZNS
verantwortlich fiir eine exzitatorische (erregende) Neurotransmission (Lynch und
Guttmann 2001). Anndhernd 50% aller Neurone im Gehirn werden durch L-Glutamat
moduliert (Snyder et al. 2000).

Der NMDA-Rezeptor verfiigt im Vergleich zu den beiden anderen Glutamatrezeptortypen
(AMPA- und Kainat-Rezeptor) iiber eine bedeutend héhere Ca**-Permeabilitit (Burnashev
et al. 1995). Er enthélt neben der Bindungsstelle fiir den eigentlichen Neurotransmitter
Glutamat eine weitere Bindungsstelle fiir Glyzin, das er zusétzlich fiir seine Aktivierung
benoétigt (Kleckner und Dingledine 1988, Brewer und Cotman 1989). Daneben ist er
tiberwiegend permeabel fiir Calciumionen, in geringem Male auch flir Natrium- und
Kaliumionen (Koles et al. 2001, Stark et al. 2000). Zudem existiert eine Bindungsstelle flir
Kanalblocker wie PCP oder MK-801, eine spannungsabhingige Mg”"-Bindungsstelle, an
die Zn*" bindet und eine Polyamin-Bindungsstelle (Kapur und Seeman 2002).

Nach Anlagerung von Glutamat am Rezeptor 6ffnet sich der Ionenkanal und ermdglicht
den Durchtritt von Kalzium- und Natriumionen. Hierdurch werden zahlreiche weitere
intrazelluldre Vorgédnge aktiviert. Zudem konnte in den vergangenen Jahren eine

Interaktion des NMDA-Rezeptors mit mehreren intrazelluldren, in der postsynaptischen



1. Einleitung 22

Dichte (PSD) gelegenen Proteinen nachgewiesen werden (Kornau et al. 1995).
Desweiteren spielt der NMDA-Rezeptor eine wichtige Rolle bei synaptischer Plastizitdt in
Form von LTP (,,long-term potentiation*) und LTD (,,long-term depression*) (Ozawa et al.
1998).

Der NMDA-Rezeptor ist entscheidend an der Hirnentwicklung, dem Gedéchtnis, dem
Lernen und an neuronalen Prozessen allgemein beteiligt (Javitt et al. 2004). Durch Rujescu
et al. (2006) konnte im Tiermodell die Theorie einer NMDA-Hypofunktion bei
Schizophrenie bekréftigt werden. Hierbei zeigte sich bei den Tieren, die mit dem NMDA-
Antagonisten MK-801 behandelt wurden, auf zelluldrer, molekularer und funktioneller
Ebene Verdnderungen dhnlich denen bei schizophrenen Personen.

Ebenso lassen sich Positiv- wie auch Negativsymptome durch NMDA-
Rezeptordysfunktionen bzw. durch die Verabreichung von NMDA-Rezeptoragonsiten

erklaren.

1.5.3.1 Aufbau

Der NMDA-Rezeptor ist ein heteromerer Membranproteinkomplex. Er besteht aus
mehreren Untereinheiten: NR1 als nicht-variable Untereinheit und NR2A-D als variable
Untereinheiten, die zusammen in unterschiedlicher Kombination ein Tetramer bilden. Je
nach Zusammensetzung ergeben sich hieraus verschiedene physiologische und
pharmakologische Eigenschaften (Lynch und Guttmann 2001). In einigen Féllen werden
zwei weitere Untereinheiten beschrieben, NR3A und NR3B (Misra et al. 2000), die
hauptsdchlich postnatal auftreten und von denen angenommen wird, dass sie an der
Ausbildung synaptischer Elemente durch Modulation von NMDA-Rezeptoren beteiligt
sind (Danysz und Parsons 1998).

Am Aufbau des Rezeptors sind meist zwei NR1- und zwei NR2-Untereinheiten beteiligt
(Hollmann und Heinemann 1994, Madden 2002, Millan 2002). Die NR1-Untereinheit ist
hierbei die wichtigste Untereinheit des NMDA-Rezeptors und in jedem
Entwicklungsstadium zu finden, ohne sie ist der Kanal nicht funktionsféhig (Stephenson
2001). Die NR1-Untereinheit bildet einen Teil des funktionsfahigen Rezeptors mit einigen
NMDA-Rezeptor-Eigenschaften, wie beispielsweise einer spannungsabhingigen Mg”'-

Blockade und Co-Agonismus von Glyzin (Grimwood et al. 1995, Siegel et al. 1996). Die



1. Einleitung 23

Verteilung der mRNA der NMDA-Rezeptor-Untereinheiten im ZNS weist regionale und
entwicklungsabhingige Unterschiede auf (Monyer et al. 1992, Takahashi et al. 1996, Das
et al. 1998). Die NR1- und NR2A-Untereinheiten werden im gesamten ZNS exprimiert,
mit der hochsten Dichte im Hippocampus, wihrend die NR2B-Untereinheit vorwiegend im
Cortex, im Hippocampus sowie in den Basalganglien vorkommt.

Die Untereinheiten setzen sich aus drei Transmembrandoménen und einem ,,reentrant
loop* zusammen. Der N-Terminus der Transmembrandoménen enthilt eine S1- und S2-
Region, welche die Bindungsstelle fiir die Agonisten Glutamat, Glycin und NMDA formt.
Im Zentrum eines jeden Rezeptors findet sich ein Ionenkanal, der durch den Ein- und
Ausstrom von Kationen zu intra- und extrazelluldren Reaktionen fiihrt (Rosenmund et al.

1998, Safferling et al. 2001).

Von den am Aufbau des NMDA-Rezeptors beteiligten NR1-Untereinheiten sind bisher
acht verschiedene, durch alternatives Spleilen der Exons 5, 21 und 22 entstehende
Isoformen kloniert worden (NRla-h), wéhrend fiir den NR2-Subtyp vier, auf
verschiedenen Genen codierte Untereinheiten (NR2A, NR2B, NR2C, NR2D) bekannt sind,
die sich in ihrer Aminosduresequenz unterscheiden (Ikeda et al. 1992). Insgesamt enthélt
die NR1-Untereinheit zwei Glyzinbindungsstellen (Kuryatov et al. 1994, Hirai et al. 1996,
Kew et al. 2000). Die beiden Glutamatbindungsstellen bzw. die Bindungsstellen fiir
kompetitive Antagonisten, wie beispiclsweise D-APS5, befinden sich an der NR2-
Untereinheit.

Innerhalb eines NMDA-Rezeptors konnen mehrere unterschiedliche NR2-Untereinheiten
exprimiert werden, wobei der jeweilige Subtyp das Funktionsprofil, die Kinetik des
Rezeptors sowie die Affinitit und die Effizienz der an der Glyzinbindungsstelle
interagierenden Agonisten beeinflusst (Vicini et al. 1998, Cull-Candy et al. 2001, Sheinin
et al. 2001, Madden 2002, Liu et al. 2004).

Der C-Terminus der NR2A- und NR2B-Untereinheit steht in engem Kontakt zu einer so
genannten PDZ-bindenden Domine (Proteininteraktionsdoméne), die wiederum an
zahlreiche unterschiedliche Geriistproteine in der postsynaptischen Verbindung ligieren
kann (Sheng und Pak 2000). Der C-Terminus der NR2-Untereinheit setzt sich aus ca. 630

bis 650 Aminosduren und Tyrosinresten zusammen, wéahrend der C-Terminus der NR1-
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Untereinheit sehr viel kiirzer ist (Salter und Kalia 2004). Die NMDA-
Rezeptoruntereinheiten bestehen aus 920 bis 1456 Aminosduren. Das Molekulargewicht
der NR1-Untereinheiten liegt bei etwa 100 kDa und &hnelt dem Molekulargewicht der
Non-NMDA-Rezeptoren. Die NR2-Untereinheiten besitzen bei einem Molekulargewicht
zwischen 130 und 165 kDa deutlich mehr Aminoséduren (McBain und Mayer 1994).

Azt Glutamat-, NMDA-
Bindung:stelle A Bindungsstelle
Glycin- Ca** Na*
Bindungs:felle
Folyamin-
Bindunzz:telle
H*-
Bindumgsstelle i
Io*'-
Redoz Bindungsstelle
Bindungistelle
i extrazellulir

|
M

' mtrazelulir

Mgt PCP, ME-801-
Bindung:sielle Bindungsstelle
FI

Phasphorylierungsstells

Abbildung 1.2: NMDA-Rezeptor mit Bindungsstellen

(modifiziert nach Leeson et al.)

Die aus zwei Subtypen bestehenden NR3-Untereinheiten konnen lediglich an die NRI1-
Untereinheit (Perez-Otano et al. 2001) des NR1-NR2-Komplex binden (Sasaki et al. 2002)
und somit eine Glyzinbindungsstelle bzw. einen Glyzinrezeptor bilden, dessen Funktion im
ZNS noch unbekannt ist (Prybylowski und Wenthold 2004) (Abbildung 1.2). Durch diese
Interaktion wird die NMDA-Rezeptoraktivitdt deutlich verringert.

1.5.3.2 Funktionsmechanismus
Obligat fiir die Aktivierung des Rezeptors sind zwei Co-Agonsiten, die sich an die an der

NR1- und NR2-Untereinheit lokalisierte Glyzin- und Glutamatbindungsstelle anlagern
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(Kew et al. 2000, Laube et al. 1998, Anson et al. 1998, Anson et al. 2000) und somit zu
einer gegenseitigen Funktionsbeeinflussung fithren (Danysz und Parsons 1998). So
verbessert Glyzin durch seine Fahigkeit, die Desensibilierungsphase zu verlingern und die
Dauer der Frequenz der Signaloffnung zu erhohen, die Affinitdt und die Wirksamkeit von

Glutamat (Dingledine et al. 1999).

A
Ca®
MWD& Glved
Glutamate :IIErrﬁ‘
' +
Phosphorylation Potyamines
B
Ca*
MMDA
Gldtamm& l Ghutamaie

A: Im nicht aktivierten Zustand ist der lonenkanal durch ein Mg2+-lon verschlossen.
B: Durch Depolarisation wird das Mg®*-lon aus dem NMDA-Rezeptorkomplx entfernt,

Calcium (Ca®*) stromt in die Zelle ein.

Abbildung 1.3: Funktionsmechanismus eines NMDA-Rezeptors
(aus Bading und Greenberg 1991)

Bei einem negativen Membranpotential ist der NMDA-Rezeptor durch ein Magnesium-
Ion, welches sich zwischen der NR1- und NR2-Untereinheit befindet, verschlossen (Cull-
Candy et al. 2001). Durch préasynaptisch freigesetztes Glutamat kommt es zunichst zu
einer Aktivierung des AMPA-Rezeptors, einem Einstromen von NA" und schlieBlich zu
einer Depolarisation der postsynaptischen Membran. Durch das aus dieser Depolarisation

resultierende positive Membranpotential (ca. + 40 mV) verldsst das Magnesiumion den
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Ionenkanal, Ca®” kann durch den NMDA-Rezeptor einstromen und es kommt daran
anschlieBend zu einem exzitatorischen postsynaptischen Potential (EPSP) (Nowak et al.
1984) (Abbildung 1.3).

Zusétzlich werden nach Aktivierung des NMDA-Rezeptors weitere intrazelluldre
Singanlkaskaden, Kinasen und GTPasen initiiert, die wiederum Einfluss auf das

Neuronenwachstum und die Neuronendifferenzierung nehmen.

1.5.3.3 Expression der einzelnen Untereinheiten

Die verschiedenen Untereinheiten des NMDA-Rezeptors zeigen ein deutlich
unterschiedliches Expressionsmuster (Goebel und Poosch 1999). Durch zahlreiche
postmortem Studien bei Nagetieren, vornehmlich Ratten, konnten detaillierte
Informationen iiber die regionale und altersvariable Verteilung der Untereinheiten im
zentralen Nervensystem (ZNS) gewonnen werden. Die NR1-Untereinheit ist ab der dritten
embryonalen Woche bis ins adulte Stadium ubiquitdir im ZNS und im Riickenmark
nachweisbar (Zukin und Bennett 1995), mit einer besonders hohen Dichte im
Hippocampus, Striatum und im Cerebralcortex. Von den NR2-Untereinheiten, die diskrete
Verteilungen in spezifischen Hirnarealen zeigen, sind lediglich die NR2B- und NR2D-
Untereinheit in embryonalen Stadien vertreten. Die NR2A-Untereinheit ist in einer hohen
Dichte im Cortex und Hippocampus von erwachsenen Sdugetieren vertreten (Ozawa et al.
1998). Die NR2B-Untereinheit ist in fast allen Hirnarealen, wie beispielsweise im
cerebralen Cortex, im Hippocampus, im Striatum, im Thalamus und im olfaktorischen
Bulbus, nachweisbar (Kundrotiene et al. 2004). Die Expression von NR2A-Untereinheiten
wird im Alter in kortikalen Regionen gesteigert und die NR2D-Untereinheit in besonders
hoher Dichte prd- und perinatal exprimiert. Die NR2C-Untereinheiten finden sich
bevorzugt im Cerebellum und Riickenmark. Die NR2D-Untereinheiten als seltenste der
NR2-Untereinheiten im ZNS von Erwachsenen sind im Diencephalon (Mori et al. 1995)
und im Hirnstamm (Cull-Candy et al. 2001) verstarkt lokalisiert, finden sich aber auch im
Mesencepahlon und im olfaktorischen Bulbus (Buller et al. 1994, Wenzel et al. 1995).
Durch die gednderte Zusammensetzung der NMDA-Rezeptoren verdandert sich somit auch
die Ansprechbarkeit auf verschiedene Liganden und zeigt damit eine altersabhédngige

Verianderung der Neurotransmission (Stark et al. 2000). Auch sind die NMDA-Rezeptoren,
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die in verschiedenen Hirnarealen in unterschiedlichen heteromeren Rezeptorkomplexen

vorliegen, zu hieraus resultierenden spezifischen Rezeptorantworten befahigt.

Neben der Expression im ZNS konnten weitere NMDA-Rezeptoren in extraneuronalen
Geweben wie Herz, Lunge und pankreatischen B-Zellen nachgewiesen werden (Seeber et

al. 2000, Said et al. 1996, Inagaki 1995).

1.5.3.4 Einfluss der Untereinheiten auf die Rezeptoreigenschaften

Durch den unterschiedlichen Aufbau der NMDA-Rezeptoren aus verschiedenen
Untereinheiten resultiert eine groe Heterogenitéit dieser lonenkandle. Zudem fillt beim
Vergleich der einzelnen Untereinheiten auf, dass sowohl die Affinitdt als auch die
Rezeptorantwort Ligangen-abhéngig ist (Sucher et al. 1996). So ergaben Untersuchungen
hinsichtlich der Affinitdt von Glyzin zur NR1-Untereinheit eine Abhéngigkeit dieser vom
Subtyp der NR2-Untereinheit (Avenet et al. 1996, Kew et al. 1998). Die Affinitit von
Glyzin zu NR2B-, NR2C- und NR2D-enthaltenden Rezeptoren ist hierbei zehnfach héher
als zu NR2A-enthaltenden NMDA-Rezeptoren (Laurie und Seeburg 1994, Priestley et al.
1995). Auch die Deaktivierungszeit des NMDA-Rezeptors wird von der vorliegenden
NR1-Untereinheit beeinflusst (Cull-Candy et al. 2001).

In einzelnen Studien konnte eine Beeinflussung der Deaktivierungszeit des NMDA-
Rezeptors durch die vorliegende NR1-Untereinheit belegt werden. Cull-Candy et al. (2001)
gehen hierbei von Schwankungen der Werte um den Faktor 50 aus in der Reihenfolge:
NR2A<2C=2C<<2D. So konnte bei NR1/NR2A-Rezeptoren nach Glutamatapplikation
eine Deaktivierungszeit von nur wenigen Millisekunden nachgewiesen werden,
wohingegen sich diese bei NR1/NR2D-Rezeptoren in einem Bereich von mehreren
Sekunden bewegte (Monyer et al. 1994, Wyllie et al. 1998). Weiterhin wird neben der
Rezeptorkinetik durch die jeweilige NR2-Untereinheit auch die Ionenleitfdhigkeit
beeinflusst. So verfligen NMDA-Rezeptoren mit NR2A- oder NR2B-Untereinheiten iiber
eine hohe Ionenleitfahigkeit bei einer gleichzeitig vorliegenden Sensitivitit gegeniiber
einer Mg”"-Blockade. NR2C- und NR2D-Untereinheiten besitzen demgegeniiber eine
geringere lonenleitfahigleit bei einer geringeren Sensitivitit gegeniiber extrazelluldrem

Mg®* (Misra et al. 2000, Wyllie et al. 1996). Auch konnte gezeigt werden, dass
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NRI1/NR2A-Untereinheiten, die =zusitzlich eine NR3-Untereinheit aufweisen, eine
geringere Ca”"-Leitfihigkeit aufweisen als reine NR1-/NR2A-Rezeptoren (Das et al. 1998,
Perez-Otano et al. 2001).

In weiteren Studien konnte belegt werden, dass nicht nur die NR2-Untereinheiten, sondern
auch die unterschiedlichen Splei3-Varianten der NR1-Untereinheit einen beeinflussenden
Effekt auf den NMDA-Rezeptor, wie beispielsweise Anderungen von dessen pH-

Sensitivitét, aufweisen (Traynelis et al. 1995).

1.5.3.5 NR1-Untereinheit

Das humane GRIN1-Gen, das fiir die NR1-Untereinheit codiert, befindet sich nahe des
Telomers auf dem langen Arm von Chromosom 9 (9q34.3) (Karp et al. 1993, Zimmer et al.
1995). Es besteht insgesamt aus 22 Exons und 21 Introns (Dunah et al. 1999).

Die NR1-Untereinheit ist ein ca. 120 kDA grof3es Polypeptid (Kim et al. 1998). Es besteht
aus einer im Bereich der extrazelluliren Segmente S1 oder S2 lokalisierten
Glyzinbindungsstelle, drei Transmenbrandomédnen (TM1, TM3, TM4), -einer
extrazelluldren N-terminalen Doméne und einer intrazelluldren C-terminalen Region, die
an mehreren Stellen von der Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert werden kann
(Nakanishi et al. 1992, Moriyoshi et al. 1991). Zusitzlich liegt ein viertes hydrophobes
Element (TM2) vor, das in Form einer Haarnadelschleife den lonenkanal bildet (Hollmann
und Heinemann 1994).

Die NRI-Untereinheit der NMDA-Rezeptoren besteht aus acht Isoformen (Durand et al.
1992, Sugihara et al. 1992), die durch alternatives Spleilen der Exone 5, 21 und 22
entstehen (Hollmann und Heinemann 1994). Hierbei kodiert das Exon 5 fiir eine aus 21
Aminosduren bestehende N-terminale Kassette, die den Rezeptor desensibilisiert und die
Empfindlichkeit fiir Protonen, Zink-Ionen und Polyamine beeinflusst (Zukin und Bennett
1995). Die Exons 21 und 22 kodieren fiir die 37 bzw. 38 Aminosduren umfassenden C-
terminalen Kassetten C1 und C2, die auf das Zusammenspiel der verschiedenen
Untereinheiten des NMDA-Rezeptors modulierend wirken (Sheng et al. 1994) und auch
andere intrazellulire Molekiile, wie beispielsweise die Proteinkinase C, beeinflussen

(Tingley et al. 1993).
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1.5.3.6 NR2-Untereinheit

Die NR2-Untereinheit kann eine groe Anzahl biophysikalischer und pharmakologischer
Eigenschaften des NMDA-Rezeptors, wie beispielsweise die postsynaptische
Signaliibertragung, beeinflussen (Lau und Zukin 2007).

GRIN2A und GRIN2B kodieren hierbei fiir Glutamat-bindende Untereinheiten des
NMDA-Rezeptors. 1996 erfolgte durch Hess et al. die erste Klonierung der NR2A-
Untereinheit mit einem korrespondierenden, aus 1464 Aminosiuren bestehenden Protein
(Hess et al. 1996). GRIN2A befindet sich in der chromosomalen Region 16p13 (Kalsi et al.
1998), es besteht aus 11 Exons und umfasst auf genomischer Ebene 450 kb.

In zahlreichen Studien konnte eine Assoziation zwischen einzelnen Polymorphismen der
NR2A-Untereinheit und der Schizophrenie beschrieben werden (Itokawa et al. 2003,
Iwayama-Shigeno et al. 2005, Tang et al. 2006).

Zudem konnten Hess et al. (1996) eine fiir die GRIN2B-Untereinheit kodierende cDNA
aus humanem fetalem Gehirn isolieren, die aus 1484 Aminosduren bestand (Hess et al.
1996). GRIN2B setzt sich aus 13 Exons zusammen, wobei 12 codierende Sequenzen
darstellen (Williams et al. 2002) und umfasst auf genomischer Ebene 419 kb (Zhao et al.
2011). Es liegt in der chromosomalen Region 12p13 (Mandich et al. 1994) (Abbildung 1.4)
und ist an der Langzeit-Potenzierung sowie an der aktivitdtsabhingigen Steigerung der
Effizienz von synaptischer Signaliibertragung beteiligt. Durch eine Stérung der
Funktionsfdhigkeit der GRIN2B-Untereinheit kann die Gedéchtnisentwicklung und das
Lernen beeinflusst werden (Linden 1994). Im Vergleich hierzu konnte bei einer
Uberexpression der NR2-Untereinheit eine  Verbesserung von Lern- und
Gedéchtnisprozessen bei Miusen erreicht werden (Tang et al. 1999).

Durch Liu et al. konnte 2004 in einer Studie gezeigt werden, dass die Blockade NR2B-
enthaltender NMDA-Rezeptoren die Induktion einer Langzeit-Depression authebt, aber
nicht die einer Langzeit-Potenzierung.

Eine Expression von GRIN2B wurde im Hippocampus, in den Basalganglien und im

parieto-fronto-temporalen Cortex gefunden (Schito et al. 1997).
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Abb. 1.4 Die Lage des Gens GRIN2B auf Chromosom 12 (Mapview 2011)

Studien beziiglicher der Assoziation zwischen Schizophrenie und GRIN2C haben bisher
lediglich negative Ergebnisse gezeigt, wdhrend Studien beziiglich der GRIN2D-
Untereinheit verschiedene unterschiedliche Resultate erbrachten, die bis zum jetzigen

Zeitpunkt weitere Forschungsprojekte erfordern (Makino et al. 2005).

1.5.4 Glutamat und Hirnentwicklung

Dem Glutamatsystem wird eine entscheidende Rolle bei der Hirnentwicklung
zugesprochen. Neben der Formation einer ausreichenden Anzahl von Synapsen ist die
glutamaterge Neurotransmission auch fiir deren Stabilisierung verantwortlich. Bei einer
verminderten Aktivitdit von NMDA-Rezeptoren oder zu wenig vorliegendem Glutamat in
der frithen Hirnentwicklung resultiert hieraus eine verminderte Anzahl von Synapsen.
Beim infantilen Gehirn mit einem Uberangebot an synaptischen Verbindungen, bewirkt
dies im Kindesalter keinerlei klinische Symptome. Im weiteren Verlauf der Kindheit und
auch Jugend erfolgt eine synaptische Restrukturierung «pruning», wobei gezielt Neuronen
entfernt und die Zahl der Synapsen verringert wird (Huttenlocher 1984). Dies kann in der
spiaten Jugend oder im frithen Erwachsenenalter zu entscheidenden Konsequenzen im
Aufbau funktionierender, neuronaler Strukturen und synaptischer Konnektivitit fiihren mit

dem Auftreten erster Symtome einer schizophrenen Psychose (Konradi und Heckers 2003).

Die Synaptogenese ldsst sich in zwei Phasen unterteilen: zum einen in die Phase des
initialen Kontakts von Neuronen durch Filopodien, die in der frithen neuronalen
Entwicklung zu finden sind, zum anderen in die daran anschlieBende Stabilisierungsphase.
Filopodien sind dabei ein Bestandteil von Neuronen und dienen dazu, die Umgebung nach
prasynaptischen Partnern abzusuchen (Lee und Sheng 2000, Wong und Wong 2000). Nach

der Kontaktherstellung durch ein Filpodium zu einem potentiellen Partner liefern zellulére
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Adhisionsmolekiile den initialen Stimulus zur Bildung einer Synapse (Doherty et al. 1995,
Murase und Schuman 1999). Auf der prisynaptischen Seite werden vorgefertigte
Proteinpécken eingeschlossen, die in der Lage sind, Neurotransmitter freizusetzen und der
Adhésion der Membranen zu folgen (Ahmari et al. 2000, Haas 2000).

Durch die Freisetzung von Glutamat wird die postsynaptische Membran schlieBlich dazu
stimuliert, Ankerproteine zu rekrutieren, die alle notwendigen Elemente fiir eine
funktionsfahige postsynaptische Seite befestigen (Friedman et al. 2000). Nach Bildung der
initialen Synapse miissen als nichster Schritt die Aktivitdten der pra- und postsynaptischen
Membran synchronisiert werden. So muss beispielsweise die postsynaptische Membran auf
eine prasynaptische Neurotransmitterfreisetzung reagieren. Durch eine fehlgeschlagene
Synchronisation resultiert eine instabile postsynaptische Membran, aus der die Elimination

der Synapse resultiert (Frank 1997).

Tatsdchlich konnten in zahlreichen Studien bei an Schizophrenie erkrankten Personen
Abweichungen in der Zytoarchitektur belegt werden. Hierzu zihlt u.a. eine Verminderung
der Dichte dendritischer Spines (Glantz und Lewis 2000) und eine Reduktion des
Neuropils (Selemon und Goldman-Rakic 1999). Funktionelle Folge solcher
neuroanatomischer Verdnderungen konnte die Trennung kortikaler Verbindungen sein.
Demnach sind zwei pathophysiologische Faktoren an der Stdrung beteiligt: eine Stérung
der Elimination synaptischer Verbindungen («pruning») in der spiten Kindheit bzw.
Adoleszenz und ein Mangel an ,,baseline“-Konnektivitit (Konradi und Heckers 2003). Als
Ursache der synaptischen Anomalien widre demnach ein hypoaktives glutamaterges

Systems in der frithen Hirnentwicklung denkbar.

1.5.5 Postmortem Befunde

In einer Vielzahl von postmortem Untersuchungen wurde die Expression von
Glutamatrezeptoren in Gehirnen von schizophrenen Personen untersucht. Verdnderungen
der zerebralen Dichte und Strukturen dieser Rezeptoren gelten als Hinweise fiir eine
gestorte glutamaterge Neurotransmission. Von Garey et al. konnten 1998 eine reduzierte

Anzahl an Dendriten der Pyramidenzellen des Cortex (Glantz und Lewis 2000)
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nachgewiesen werden. Selemon und Goldman-Rakic stellten 1999 zudem bei erwachsenen
schizophrenen Patienten eine Verminderung des Neuropil fest.

Zu den am héufigsten verifizierten Befunden gehoren eine verminderte Expression von
AMPA- und Kainat-Rezeptoren im Hippocampus und eine erhdhte Anzahl von NMDA-
Rezeptoren im Putamen und Cortex (Meador-Woodruff und Healy 2000). Durch eine
verminderte NMDA-Funktion konnte es hierbei zu einem Anstieg des NMDAR-Levels
kommen, wihrend AMPA-Rezeptoren aufgrund einer sekunddren Erhéhung glutamaterger

Neurotransmission reduziert sein konnten (Konradi und Heckers 2003).

1.5.6 NMDA-Rezeptor Hypofunktion und Neurotoxizitat

Zahlreiche Studien haben sich in der Vergangenheit mit der Rolle einer NMDA-
Hypofunktion bei Schizophrenie beschiftigt. Hierbei wurde die These vertreten, dass die
Schizophrenie auf einer neuronalen Entwicklungsstorung mit fehlerhaften neuronalen
Verbindungen und einer herabgesetzten Synapsendichte beruht (Lewis und Lieberman
2000, Abbildung 1.5).

So konnte eine Abnahme der Expression der NR1-Untereinheit sowie der Rezeptordichte
in der Substantia nigra (Miiller et al. 2004) und im superior-temporalen Cortex
(Nudmamud-Thanoi and Reynolds 2004) festgestellt werden. Eine solche NMDAR-
Hypofunktion, beispielsweise verursacht durch eine verminderte Synthese der NRI-
Untereinheit, fithrt zu einer Verminderung der Aktivitdt der GABAergen Neurone (Olney
et al. 1991). Eine physiologische Stimulation von Glutamatrezeptoren stellt hierbei fiir die
Nervenzellen einen optimalen Zustand dar, wéhrend durch eine exzessive Stimulation die
neuronale Lebensfahigkeit durch Behinderung struktureller und funktioneller Integritét
gefdhrdet sein kann (Olney und Farber 1995). Dieser Prozess wird Exzitotoxizitit genannt.
Eine solche Glutamat-Exzitotoxizitidt konnte als eine mogliche Ursache von Apoptose
(programmiertem Zelltod) in Neuronen bei Schizophrenie angesehen werden (Glantz et al.
2006, Konradi und Heckers 2003). Eine Dysregulation der neuronalen Apoptose lie3e sich
so mit den Theorien einer verdnderten synaptischen Konnektivitit, verminderten
synaptischen Markern, einem reduzierten Neuropil und vor allem dem progressivem
Verlust von grauer Substanz beim Ausbruch der Erkrankung in Einklang bringen (Glantz

et al. 2000).



1. Einleitung 33

In Mausmodellen von Mohn et al. (1999) mit einer nur 5%-igen Expression der NR1-
Untereinheit zeigten diese Verhaltensanomalien, die den Symptomen der PCP-induzierten
Psychose dhnelten und mittels addquater Medikation (Haloperidol und Clozapin) reversibel
waren (Mohn et al. 1999). Zudem konnte eine unregelmifige Expression der NR2B-
Untereinheit im Temporallappen von an Schizophrenie erkrankten Personen nachgewiesen

werden (Grimwood et al. 1999).

Das Phinomen, dass die NMDA-Unterfunktion zu verstirkter glutamaterger
Neurotransmission, Exzitotoxizitdt und Neurodegeneration fiihren kann, ist als NRH-
(,,NMDA receptor hypofunction*)-Modell der Schizophrenie bekannt (Olney et. Al 1999).
Hierbei resultiert aus einer Blockade von NMDA-Rezeptoren bzw. durch eine
hypothetische Unterfunktion des Rezeptors durch genetische und non-genetische Faktoren
eine verminderte Aktivierung GABAerger Neuron. Dadurch bedingt kommt es zu einer
Disinhibition postsynaptischer Glutamatneurone mit einer exzessiven Freisetzung von
Glutamat und Neurotoxizitit. In postmortem Studien konnten im Gyrus cinguli und im
prafrontalen Cortex eine Abnahme der GABAergen Interneurone sowie eine sekundir
erhohte Anzahl an GABA-Rezeptoren festgestellt werden (Benes et al. 1992). Bei
glutamatergen Pyramidenzellen ohne eine GABAerge Hemmung kam es demnach durch
den Einfluss anderer glutamaterger, dopaminerger und cholinerger Rezeptoren zu deren
Schiadigung und Degeneration kommen. Rajkowska et al. konnten in einer 1998
verdffentlichen Studie als Hinweis dieser These ein postmortal vermindertes
Pyramidenzellvolumen messen. Durch die Schiddigung der Pyramidenzellen entsteht
hierbei sekundér eine glutamaterge Unterfunktion in den langen Projektionsbahnen, welche
in Einklang mit der Glutamathypothese der Schizophrenie steht (Goff und Coyle 2001).
Zudem konnte durch Ikonomidou et al. (1999) gezeigt werden, dass eine kurzzeitige
NMDAR-Blockade zu apoptotischer Neurodegeneration bei sich entwickelnden
Rattenhirnen fiihrt. Der erste in vivo Beweis fiir Anomalien am NMDA-Rezeoptor wurde
bei nicht-medikamentds behandelten schizophrenen Personen berichtet (Pilowsky et al

2006).
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1.5.7 Einfluss des NMDA-Rezeptors auf die Neuroplastizitat

Das  zentrale Nervensystem (ZNS) ist ein System, das permanenten
Verdnderungsprozessen unterliegt. Die Féhigkeit der Neurone, sich an verschiedenste
Umweltprozesse anzupassen ist dabei entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der
Hirnfunktion. Neuroplastizitit oder synaptische Plastizitdt stellen hierbei die Eigenschaft
von Synapsen oder Neuronen dar, sich je nach Einfliissen oder Beanspruchung in ihren
Funktionen zu verdndern und sich anzupassen (Schmitt et al. 2010).

Die  Aktivierung des NMDA-Rezeptors aufgrund einer  vorangegangenen
Membrandepolarisation ermoglicht einen Einstrom von Kalzium durch den Ionenkanal
(MacDermott et al. 1986). Hierdurch wird eine LTP, eine zeitlich iiberdauernde
Erregbarkeitssteigerung und Genexpression induziert (Malenka und Nicoll 1999). Durch
das freie intrazelluldre Kalzium kommt es schlieBlich zu einer Aktivierung
kalziumabhingiger Enzyme, wie z.B. CaM Kinasen und der Phosphatase Calcineurin.
Diese Enzyme modulieren wiederum durch ihren Riickkopplungsmechanismus die
Rezeptorfunktion und sind zudem fiir die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
verantwortlich (Thompson et al. 2000).

Durch die Phosphorylierung von NMDA-Rezeptoren durch CaM-Kinasen erhoht sich der
Glutamateinstrom durch die spezifischen Ionenkanéle (Omkumar et al. 1996, Swope et al.
1999). Weiterhin wird durch die Phosphorylierung der Transport und der Einbau von
NMDA-Rezeptoren in die postsynaptische Membran beeinflusst (Nicoll und Malenka
1999, Rongo und Kaplan 1999). Durch die Phosphatase Kalzineurin resultiert eine
Verkiirzung der Offnungszeit des NMDA-Rezeptorionenkanals (Shi et al. 2000, Tong et al.
1995). Der NMDA-Rezeptor kann somit seine Affinitdt gegeniiber Glutamat, als auch

seine Rezeptoraffinitit eigenstéindig regulieren.

1.5.8 Veranderungen des NMDA-Rezeptors bei Schizophrenie

Ein Zusammenhang zwischen Glutamat und der Entwicklung einer Schizophrenie wurde
bereits 1980 von Kim et al. angenommen, die bei Untersuchungen des Liquors von an
Schizophrenie erkrankten Personen iiber eine signifikante Abnahme von Glutamat
berichteten. Diese ersten Feststellungen fithrten zu weiteren Diskussionen hinsichtlich der

Bedeutung von Glutamat in Verbindung mit dem dopaminergen System fiir die Entstehung
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einzelner psychiatrischer Erkrankungen, wie beispielsweise der Schizophrenie (Kim et al.

1980, Riederer et al. 1991).

In zahlreichen durchgefiihrten neurochemischen Studien sollte zudem die Hypothese einer
gestorten NMDA-Rezeptor-Funktion bei Schizophrenie untermauert werden. Hierbei
konnte durch Clinton und Meador-Woodruff (2004) eine bei Schizophrenie vorliegende
Fehlsteuerung des Thalamus mit einem deutlichen Abfall der fiir die NR1-Untereinheit
codierenden mRNA festgestellt werden (Ibrahim et al. 2000, Meador-Woodruff et al.
2003), was durch eine Studie von Popken und Leggio (2002) allerdings nicht bestétigt
werden konnte. Weiterhin konnte im Stratum moleculare des Cerebellums eine erniedrigte
Expression der NR2A-Untereinheit bei an Schizophrenie erkrankten Personen im
Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden festgestellt werden (Schmitt et al. 2010).

Mittels GlyzinB Radioliganden [PH]MDLI105, 519 wies Ibrahim et al. (2000) eine
verminderte Anzahl an NRI-Untereinheiten nach. Auch Untersuchungen beziiglich der
mRNA-Konzentrationen der NR2-Untereinheiten ergaben verminderte Werte fiir die

NR2B- und NR2C-Isoformen (Ibrahim et al. 2000).

Durch eine Studie von Smith et al. (2001) konnte im Umfeld des NMDA-Rezeptors eine
vermehrte Expression der Glutamattransporter EAAT1 und EAAT2 nachgewiesen werden
(Ibrahim et al. 2000). Weiterhin wurden Verdnderungen der glutamatergen Funktion durch
eine erhohte Expression des vesikuldren Glutamattransporters vGluT2 und des Enzyms

Glutaminase festgestellt (Smith et al. 2001, Meador-Woodruff et al 2003).

1.6 Assoziation von SNPs im GRIN2B-Gen mit Schizophrenie

Die von Kim et al. (1980) postulierte Unterfunktion des glutamatergen Systems bei
Schizophrenie wurde auch bekannt unter dem Namen ,,Glutamat Dysfunktions-Hypothese*
(Duncan et al. 1999). In spédteren, darauf basierenden Studien konnten die Feststellungen
von Kim jedoch nicht immer repliziert werden. Im Jahr 2001 wurde von zwei
unabhingigen Forschergruppen ein Zusammenhang zwischen der Entwicklung einer
Schizophrenie und der NR2-Untereinheit des glutamatergen Systems postuliert (Hong et
al. 2001, Ohtsuki et al. 2001), der in weiteren Studien teils bestitigt, teils allerdings nicht
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verifiziert werden konnte. Eine Assoziation zwischen dem GRIN2B-Gen und der
Entstehung einer Schizophrenie konnte hierbei u.a. bei den Polymorphismen 366C/G,
2664C/T, 4197T/C, 5806A/C und 5988T/C festgestellt werden. Die Kombination GTTAT
von 366C/G-2664C/T-4197T/C-5806A/C-5988T/C wurde hédufiger bei an Schizophrenie

erkrankten Personen als gesunden Kontrollprobanden gefunden (Ohtsuki et al. 2001).

Insgesamt konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt in mehreren Studien eine positive
Assoziation des GRIN2B-Gens zur Schizophrenie gefunden werden, wenngleich in einigen
Studien kein genetischer Zusammenhang zu der Erkrankung nachgewiesen wurde (Tabelle

1.6).

Tabelle 1.6:  Ubersicht einer Auswahl der Assoziationsstudien zum GRIN2B-Gen

Autor Jahr der Publikation Population Signifikanz
Nishiguchi et al. 2000 Japaner negativ
Hong et al. 2001 Chinesen positiv
Ohtsuki et al. 2001 Japaner positiv
Miyatake et al. 2002 Japaner positiv
Williams et al. 2002 Kaukasier negativ
Chiu et al. 2003 Chinesen positiv
Di Maria et al. 2004 Kaukasier positiv
Qin et al. 2005 Chinesen positiv
Martucci et al. 2006 Gemischt positiv

Bereits im Jahr 2000 fiihrten Nishiguchi et al. eine Studie an 164 nicht miteinander
verwandten, japanischen Personen durch, bei denen nach DSM-IV Kriterien im Vorfeld
eine Schizophrenie diagnostiziert wurde. Die Gruppe setzte sich aus 105 Ménnern und 59
Frauen zusammen mit einem mittleren Lebensalter von 51.5 Jahren. Die Vergleichsgruppe
bestand aus 171 japanischen, nicht miteinander verwandten und gesunden freiwilligen
Probanden (104 Ménner und 67 Frauen mit einem mittleren Lebensalter von 47.8 Jahren).
Untersucht wurden die Mutationen in einem grof3formatigen Exon, welches das
Carboxylende der humanen NR2-Untereinheit codiert. Hierbei wurde u.a eine stille
Punktmutation identifiziert, die auf der cDNA Position 2664 lokalisiert ist und das Codon
888 von ACC zu ACT verdndert (Tabelle 1.7). Andere Mutationen, welche die

Aminosduresequenz in der untersuchten Region verdndern, konnten nicht detektiert
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werden. Die Genotypen und Allelfrequenzen bei den untersuchten Patienten zeigten im
Vergleich zu den gesunden Kontrollprobanden keine besonderen Unterschiede (Genotyp:

x2=0.93, df= 2, p>0.10; Allele: y2= 0.08, df= 1, p>0.10).

Unter Berlicksichtigung der gewonnenen Daten, die keine Assoziation zwischen der
Schizophrenie und dem 2664C/T Polymorphismus zeigten, konnten Nishiguchi et al. somit
keinen Beitrag der humanen NR2B-Untereinheit an der Atiologie der Schizophrenie
erkennen, wenngleich sie die Rolle der NR2-Untereinheit als mogliches Kandiatengen fiir

Assoziationen mit der Schizophrenie nicht génzlich ausschlossen.

Tabelle 1.7: Genotypen und Allelfrequenzen der NMDA Rezeptor 2B Untereinheit
im Polymorphismus 2664C/T bei Patienten mit Schizophrenie und gesunden

Kontrollprobanden (aus Nishiguchi et al. 2000)

schizophrene Patienten Vergleichsgruppe
(n=164) (n=171)
Genotyp/Allel n % n %
Genotyp

c/C 41 25.0 49 28.7

C/T 89 543 84 49.1

T/T 34 20.7 38 22.2
Allel

C 171 52.1 182 53.2

T 157 47.9 160 46.8

Hong und Kollegen (2001) untersuchten in ihrer Studie 100 Patienten zur Uberpriifung der
Assoziation von Varianten des GRIN2B-Gens, psychiatrischen Symptomen und dem
Ansprechen auf eine Clozapintherapie. Sdmtliche Patienten waren chinesischer Herkunft
mit einem mittleren Lebensalter von 20.2 +/- 0.5 Jahre. Von den untersuchten Personen
erfillten 98 die Kriterien einer Schizophrenie nach DSM-IV (n= 98), zwei die Kriterien
eine schizoaffektiven Stérung (n= 2). Sdmtliche Patienten waren therapieresistent nach
einer minimalen sechswochigen pharmakologischen Therapie. Ausgangswerte fiir die
spiatere Anwendung der ,,Brief Psychiatric Rating Scale* (BPRS) wurden vor Beginn der
Clozapintherapie evaluiert. Letztendlich wurde der Polymorphismus 2664 mit seinen drei

Genotypen 2664C/C, 2664C/T und 2664T/T untersucht. Die Aufteilung der drei
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Genotypen der GRIN2B Variante C2664T war im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Der
BPRS-Wert fiir 60% der Patienten fiel wenigstens um 20% des Ausgangswertes nach einer
achtwochigen Behandlung mit Clozapin, wobei sich hierbei kein Unterschied bei der
Verteilung der drei Genotypen zeigte (56.0 % fiir 2664C/C, 69.4 % fiir 2664C/T, 46.2 %
fiir 2664T/T, P= 0.132). Bei einem Vergleich zwischen den drei Genotypgruppen konnten
keine signifikanten Unterschiede in der Brief Psychiatric Rating Scale (BPRS) festgestellt
werden (p= 0.441). Bei Patienten mit einer BPRS innerhalb von 20% nach
Clozapintherapie zeigten sich in den drei Genotypen keine Unterschiede (p= 0.132). Ein
unwesentlich hoherer Mittelwert bei der Clozapindosierung konnte bei Patienten mit einem
2664C/C Genotyp (p= 0.013) ermittelt werden. Zusammenfassend konnten Hong et al.
somit keine Beeinflussung der Clozapin-Empfindlichkeit bei Patienten mit Allelvariationen
des GRIN2B-Gens detektieren. Allerdings konnte ein gewisser Trend einer hdheren
Clozapin-Dosierung fiir Patienten mit einem 2664C/T Genotyp aufgezeigt werden. Bei den
weiterhin untersuchten Genotypen (2664C/C und 2664T/T) konnte keine Assoziation

nachgewiesen werden.

Ohtsuki und Mitarbeiter (2001) untersuchten in ihrer Studie 48 an Schizophrenie erkrankte
Personen japanischer Herkunft hinsichtlich vorliegender Mutationen in der codierenden
Region der GRIN2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors. In einer Assoziationsstudie
wurde anschlieend die identifizierte DNA-Sequenz bei 268 nicht miteinander verwandten,
japanischen Patienten mit Schizophrenie (154 Méanner und 114 Frauen mit einem mittleren
Lebensalter von 45.8 Jahren +/- 11.5 Jahre) und 332 unabhingigen, japanischen
Kontrollprobanden (194 Minner und 143 Frauen mit einem mittleren Lebensalter von 48.2
Jahren +/- 12.5 Jahre) tiberpriift. Die schizophrenen Patienten wurden aus sechs
Krankenhdusern aus der Néhe von Tokio rekrutiert und erfiillten sdmtlich die ICD-10 oder
DSM-III-R Kriterien fiir Schizophrenie. Innerhalb der Studie wurden acht verwandte SNPs
untersucht (15G/T, 366C/G, 1665C/T, 4197T/C, 4615C/T, 5806A/C und 5988T/C).
Hiervon waren die ersten fiinf Polymorphismen in der codierenden Sequenz lokalisiert,
sog. stille Polymorphismen: 15G/T (GCG/GCT, Ala5/Alas), 366C/G (CCC/CCQG,
Prol22/Pro122), 1665C/T (AGC/AGT, Ser555/Ser555), 2664C/T (ACC/ACT,
THRS888/thr888), 4197T/C (CAT/CAC, His1399/His1399). Als Resultat dieser Studie

wurde eine statistische Signifikanz fiir die Polymorphismen der 3" Region des letzten
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Exons bei an Schizophrenie erkrankten Personen (p= 0.004) und ein gehéuftes
Vorkommen des G-Allels des 366C/G Polymorphismus (p= 0.04) bei Patienten im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe festgestellt. Zudem konnte eine Assoziation
zwischen dem GRIN2B-Gen und der Entstehung einer Schizophrenie in den
Polymorphismen 366C/D, 2664T/C, 4197T/C, 5806A/C und 5988T/C nachgewiesen

werden.

Miyatake und Kollegen (2002) bestimmten in dieser Analyse die Nukleotidsequenz der
aufsteigenden 5’-Region der menschlichen NMDA-Rezeptor 2B (NR2B)-Untereinheit und
identifizierten eine neuartige T-200G Variante, lokalisiert in einer der Spl-
Bindungsstellen. Zur Uberpriifung der Effekte dieser Variante auf die Transkription des
hNR2B-Genes kamen letztlich experimentelle Reportergene unter Verwendung von PC12
phdochromozytomen Zellen zur Anwendung, die voriibergehend mit Luciferase
Reporterplasmiden transfiziert wurden. In Abwesenheit des Nervenwachstumsfaktor
(NGF) zeigten die Luciferase-Aktivititen keine signifikante Abweichung zwischen den
beiden Allelen und dem Kontrollplasmid. Allerdings zeigte die Luciferase-Reporter-
Aktivitdt beim T-Allel eine signifikant erhdhte Leistung im Vergleich zum G-Allel in
Anwesenheit des Wachstumsfaktors (p= 0.0013), als Hinweis dafiir, dass dieser
polymorphe Bereich eine kritische Region fiir die NR2B-Gen-Regulation durch NGF-
induzierte Spl-Blockierung darstellt. In einer Fall-Kontroll-Studie wurden 100 nicht
verwandte, an Schizophrenie erkrankte Japaner (55 Ménner und 45 Frauen mit einem
mittleren Lebensalter von 44.9 Jahren +/- 12.8 Jahre) aus vier Krankenhédusern in Kagawa
und Tohuskima (Japan) und eine Kontrollgruppe, ebenfalls bestehend aus 100 gesunden
Personen (42 Méinner und 58 Frauen mit einem mittleren Lebensalter von 40.2 Jahren +/-
10.2 Jahre) derselben Region (jeweils Kagawa und Tokushima) untersucht. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Héufigkeit des Auftretens des G-Allels (p=0.0164) signifikant
erhoht ist bei den 100 schizophrenen Personen im Vergleich zu den Kontrollprobanden.
Diese Resultate suggerieren eine NMDA-Rezeptor-Dysfunktion der NR2B-Untereinheit

bei einer vorliegenden T-200G Variante.

Williams et al. (2002) rekonstruierten die genomische Struktur aller fiinf Gene, die fiir die

Verschliisselung des NMDA-Rezeptors in silico verantwortlich sind. Jedes dieser Gene
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wurde anschlieBend hinsichtlich vorliegender Sequenzvariationen gescreent und die
Allelfrequenzen aller ermittelten SNPs in einer Fall-Kontroll-Studie mit 184 kaukasischen,
an Schizophrenie erkrankten Personen (nach DSM-IV-Kriterien) und 184 kaukasischen
Kontrollprobanden detektiert. Samtliche Studienteilnehmer waren nicht miteinander
verwandt und wurden in GroB3britannien oder Irland geboren. Hierbei wurden insgesamt 27
Polymorphismen in den fiinf NMDA-Rezeptor-Genen untersucht. Zehn dieser
Polymorphismen waren im Intron, 17 im Exon und 10 innerhalb der codierenden Sequenz
gelegen. Der einzige non-synonymous Polymorphismus zeigte sich im Exon 6 von
GRIN2C. Fiir GRIN2B wurde hierbei folgende Polymorphismen betrachtet: 544C>G
(P122P), IVS4 +40A>G, 1844C>T (S555S), 2843C>T (T888T), 3717C>T (H1178H),
4376T>C (H1399H), 5041T>G, 5985C>A. Zusitzlich analysiert wurde der
Polymorphismus 122C>G, um die in der Studie von Ohtsuki 2001 festgestellte Assoziation
zu Schizophrenie auf Replikation zu iiberpriifen. Letztlich konnte nur ein einzelner non-
synonymous Polymorphismus in den GRIN-Genen dargestellt werden, sodass nicht ohne
weiteres auf eine Assoziation von Schizophrenie und dem GRIN-Gen geschlossen werden
kann — alle 27 untersuchten SNPs zeigten keine Signifikanz (p< 0.1). Auch die von
Ohtsuki postulierte Assoziation zu dem 122C>G Polymorphismus konnte von Williams

nicht bestdtigt werden.

Von Chiu und Kollegen (2003) wurde in einer Assoziationsanalyse die Hypothese
hinsichtlich eines Zusammenhangs zwischen den Polymorphismen 366C/G und 2664C/T
des GRIN2B-Genes und den therapierefraktiren Formen der Schizophrenie in der
chinesischen Bevolkerung tliberpriift. Hierzu wurden 193 therapierefraktire, schizophrene
Patienten und 176 Kontrollprobanden rekrutiert. Das mittlere Alter bei den schizophrenen
Personen lag bei 39.8 Jahren +/- 7.9 Jahre, das der Kontrollprobanden bei 37 Jahren +/- 6.5
Jahre. Die Geschlechterverteilung (p= 0.69) und das Alter waren anndhernd gleich verteilt.
Bei den erkrankten Probanden wurde die Diagnose der Schizophrenie mittels DSM-IV
Kriterien gestellt. Die Studienbedingung der ,therapierefraktiren Schizophrenie® wurde
definiert als ein kontinuierliches Vorliegen von psychotischen Symptomen iiber sechs
Monate wéhrend einer addquaten pharmakologischen Therapie mit zwei unterschiedlichen
Psychopharmaka. Das erkrankte Kollektiv wurde innerhalb einer psychiatrischen Klinik

selektiert, die Kontrollprobanden stammten aus dem Kreis des dort medizinischen téitigen
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Personals und/oder Studenten. Die Resultate zeigten, dass die Genotypenverteilung
zwischen Schizophrenen und den Kontrollprobanden gleich waren bei dem
Polymorphismus  366C/G (p= 0.88) wund dem Polymorphismus 2664C/T
(p= 0.336), wobei bei Patienten mit einem 2664C/C Genotyp im Vergleich zu den
Genotypen 2664C/T und 2664T/T eine hohere Clozapindosis festgestellt werden konnte.
Chiu et al. folgerten hieraus, wunter Beriicksichtigung der negativen
Untersuchungsergebnisse, dass die Polymorphismen 366C/G und 2664C/T des GRIN2B-
Gens nicht fiir die Pathogenese der therapierefraktidren Schizophrenie in der chinesischen
Population verantwortlich gemacht werden konnen, wenngleich der Effekt von Clozapin
wihrend der Behandlung durch GRIN2B Genvariationen beeinflusst werden kann.

Di Maria et al. (2004) fiihrten eine Fall-Kontroll-Studie durch, zur Bestitigung der
Hypothese, dass das GRIN2B-Gen bestimmend ist flir die bei der Schizophrenie
festgestellte Symptomatik. Hierzu wurden fiinf single nucleotid Polymorphismen (SNPs)
bei 188 italienischen, an Schizophrenie erkrankten Personen (nach DSM-IV Kriterien) und
156 gesunden Kontrollprobanden untersucht. Das mittlere Lebensalter bei den Patienten
lag hierbei bei 41.7 Jahren mit einem Verhidltnis des ménnlichen zum weiblichen
Geschlecht von 1:1.5. Die Kontrollprobanden wurden hinsichtlich Alter, Geschlecht und
geographischer Herkunft an die schizophrenen Patienten angepasst. Bei den
Polymorphismen handelte es sich um den T-200G Genotyp und die Einzelmarker SNP366,
SNP2664, SNP3533 und SNP890. Hierbei zeigte die Studie eine geringe Signifikanz fiir
den in der 3'UTR-Region gelegenen Polymorphismus T-200G (p= 0.04), der bereits im
Vorfeld in einer Studie von Miyatake et al. festgestellt werden konnte. Eine signifikante
Assoziation konnte allerdings nicht verifiziert werden. Weitere Differenzen in den
Genotyp- und Allelfrequenzen zwischen Schizophrenen und der Kontrollgruppe konnten
nicht gefunden werden. Zudem konnten Haplotypen detektiert werden, die den Trend der
Assoziation zur Schizophrenie bestétigten (p= 0.04). Somit konnte zumindest fiir
Variationen des GRIN2B-Gens ein Trend fiir die Entwicklung einer Schizophrenie

aufgezeigt werden.

Qin et al. untersuchten 2005 in einer Assoziationsanalyse 16 bekannte SNPs auf der
NMDA-Rezeptor-Untereinheit NR1 (GRIN1) und der NR2B-Untereinheit. Fiinf der

untersuchten SNPs wurden bereits in der chinesischen Population identifiziert. Die
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untersuchten Probanden waren allesamt Han-Chinesen: 253 mit einer nach DSM-IV
diagnostizierten Schizophrenie (mittleres Lebensalter bei Erkrankungsbeginn 25.45 Jahre,
aktuelles mittleres Lebensalter 38.43 Jahre), 140 nicht miteinander verwandte, gesunde
Kontrollprobanden (mittleres Lebensalter 43.37 Jahre). Bei den untersuchten SNPs
handelte es sich beim GRIN1-Gen um die 11 SNPs: C112T, C113T, G716A, A750G,
G1001C, A290G, G301A, G308A, A1970G, G2108A und G6435A, beim GRIN2B um
folgende fiinf SNPs: G366C, C2664T, C3538T, T4197C und T5988C. Zur Untersuchung
der SNPs fand zum einen eine universale DNA Microarray und zum anderen eine Ligase
Detection Reaktion (LDR) Anwendung. Hierdurch wurde eine hohe Spezifitit, als auch ein
hoher Durchsatz an SNPs-Genotypisierung erreicht. Bei der Analyse der Allele konnten
keine signifikanten Frequenzdifferenzen gefunden werden, die sich allerdings in den
Haplotypen des GRIN2B-Gens zeigten. Die fiinf identifizierten SNPs (C1001C, G366C,
T2664C, T4197C, T5988C) waren im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Es konnte bei den
an Schizophrenie erkrankten Personen und den Kontrollprobanden keine signifikanten
Unterschiede in der Allelfrequenz festgestellt werden. Beziiglich des GRIN2B fanden
Hong et al., dass die Frequenz des CCT Haplotyps (das C-Allel von C2664T, das C-Allel
von T4197C und das T-Allel von T5988C) bei den Kontrollprobanden héher war (0.089)
als bei den Patienten (0.002) (p=0.000146).

Die Verteilung der gesamten Haplotypen zeigte eine signifikante Differenz zwischen den
schizophrenen Patienten und den Kontrollprobanden. Zusammenfassend konnte somit in
den niederfrequenten Haplotypen (CCT) und bei der Verteilung der gesamten Haplotypen
des GRIN2B-Gens eine Assoziation mit der Schizophrenie festgestellt werden. Zusétzlich
konnte eine Interaktion zwischen dem G19001C Polymorphismus des GRIN1-Gens und
den T4197C und T5988C Polymorphismen des GRIN2B-Gens dargestellt werden.

In der Studie von Martucci et al. (2006) wurden drei genetische Polymorphismen des
GRIN2B-Gens getestet: G-200T (5'UTR), A5806C und T5988C (beide in der 3'UTR-
Region). Insgesamt wurden 86 Kernfamilien bestehend aus einer an Schizophrenie
erkrankten Person und einem Verwandten ersten Grades untersucht. Die Rekrutierung
erfolgte aus dem Patientengut einzelner Krankenhéduser in Toronto, Ontario. AuB3erdem
wurden 192 an Schizophrenie erkrankte Fallkontroll-Paare untersucht. Bei allen Probanden

wurde die unabhingige Diagnose einer Schizophrenie nach DSM-IIIR/DSM-IV gestellt.
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Bei der Selektion der Kontrollprobanden wurden diese bei Vorliegen einer psychiatrischen
Erkrankung in der Familie oder in der eigenen Lebensgeschichte bzw. bei Alkohol
und/oder Drogenabusus aus der Studie ausgeschlossen. Das Alter von Kontrollprobanden
und Patienten wurde aufeinander abgestimmt mit einer Bandbreite von +/- fiinf Jahren,
ebenso das Geschlecht und die Abstammung. Das Durchschnittsalter lag bei 37 Jahren, mit
einem Anteil ménnlicher zu weiblicher Probanden von 1:1.11. Da iiber 95% der erkrankten
Personen kaukasischer ~Abstammung waren, wurden bei der Auswahl der
Kontrollprobanden lediglich Personen mit einer ebenfalls kaukasischen Herkunft
beriicksichtigt. Zudem wurden hinsichtlich der Untersuchung von bipolaren Stérungen mit
und ohne psychotische Symptome 318 Kernfamilien aus dem GroBraum Toronto
untersucht. In der Studie wurden drei GRIN2B SNPs begutachtet: G-200T, A5806C und
T5988C. Der Polymorphismus G-200T ist in der 5'UTR-Region lokalisiert, die beiden
anderen in der 3'UTR-Region. A5806C und T5998C befinden sich in einem teilweisen
Kopplungsungleichgewicht, alle drei Polymorphismen waren im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht. Die Expression der GRIN2B mRNA wurde mittels einer quantitativen PCR
bestimmt (bei Schizophrenie, bipolarere Storung und gesunden Kontrollen). Letztendlich
konnte eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus G-200T und der Schizophrenie
(p= 0.002), zwischen T5998C und einer bipolaren Stérung (p= 0.02) und zwischen
A5806C und einer bipolaren Stérung mit psychotischen Symptomen (p= 0.0038)
festgestellt werden. Der TCC Haplotyp trat hierbei hdufiger bei einer bipolaren Stérung als
bei Schizophrenie auf, wihrend der GCT Haplotyp vermehrt bei Schizophrenie detektiert
werden konnte. In allen Haplotyp-Frequenzen wurden signifikante Differenzen zwischen
an Schizophrenie erkrankten Personen und den gesunden Kontrollprobanden gefunden

(p=0.005).

Durch Li und He (2007) wurde in einer grolen Meta-Analyse alle bis zum Januar 2006
publizierten Assoziationsstudien erfasst, die sich mit der systematischen Allel- und
Genotypenanalyse der folgenden fiinf Polymorphismen des GRIN2Bgens beschiftigten:
T-200G, 366C/G, 2664C/T, 4197T/C und 5988T/C. Die Studien mussten zudem folgende
Kriterien erfiillen: (1) Publikation in einem Fachjournal, (2) ausreichende Daten zur
Berechnung der odds ratio (OR) mit Konfidenzintervall (CI) und p-Wert, (3) Untersuchung

von einem oder mehreren der fiinf aufgefiihrten Polymorphismen, (4) Beschreibung der
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Primer, Gerdte mit genauem Material- und Methodenteil, (5) Patienten mit einer nach den
giiltigen Diagnosekriterien (u.a. ICD-10) festgestellten Schizophrenie und (6) gesunde
Kontrollprobanden (Tabelle 1.8).

Unter Beriicksichtigung der oben aufgefiihrten Studienkriterien wurden aus den anfinglich

62 selektierten Studien, lediglich 9 bei der vorliegenden Meta-Analyse beriicksichtigt.

Tabelle 1.8: Beschreibung der finf untersuchten Polymorphismen
(aus Li und He 2007)

Marker | dbSNP rsid | Contig Position Region Funktion Codon Proteinrest

2664C/T | 151806201 6476482 Exon 13 synonym ACC/ACT | Thr888/Thr888

366C/G rs7301328 6777751 Exon 2 synonym CCC/CCG | Prol22/Prol122

T-200G rs1019385 6893817 5" aufwirts Lokus - -

4197T/C | rs1805247 6474949 Exon 13 synonym CAT/CAC | Hisl1399/Hisl3
99

5988T/C | 1s1805502 6473155 Exon 13 nicht - -

translatiert

Fir den Polymorphismus T-200G des GRIN2B-Gens zeigten die Ergebnisse einen
signifikanten p-Wert von 0.005 bei einer odds ratio von 0.71 (0.56 — 0.9). Auch in der
Genotyp-Analyse konnten positive Resultate ohne Heterogenitit festgestellt werden,
unabhingig davon, ob ein T-Allel oder ein G-Allel kombiniert wurde. Fiir den
Polymorphismus 4197T/C wurde eine schwache Assoziation bei der Genotypen-Analyse
mit einem p-Wert von 0.017 (odds ratio 0.47; 0.26 — 0.87) gefunden, ohne einen sicheren
Hinweis einer Heterogenitét (p= 0.57). Fiir die anderen drei SNPs konnte keine statistisch
signifikante Assoziation bei den Allel- und/oder Genotypanalysen aufgezeigt werden. Die
drei codierenden SNPs (2664C/T, 366C/G und 4197T/C) fiihren zu keiner Verédnderung
der Aminosduresequenz, sie sind als stille Polymorphismen (synonyme Mutationen) zu

bezeichnen (Abbildung 1.6).
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2. Fragestellung

Es gilt heute als gesichert, dass fiir die Atiologie der Schizophrenie eine starke genetische
Komponente verantwortlich ist. Eine genaue Entschliisselung aller beteiligten Faktoren ist
aufgrund der Komplexitét der Erkrankung bisher noch nicht moglich gewesen.

Mit Hilfe von Fall-Kontroll-Assoziationsstudien kann auf molekulargenetischer Ebene
nach Suszeptibilititsgenen mit zum Teil kleinen Effekten bei komplexen Krankheiten wie

Schizophrenie gesucht werden.

Durch zahlreiche Studien bei schizophrenen Patienten konnten Verdnderungen im
glutamatergen System festgestellt werden, wobei dem NMDA-Rezeptor eine
entscheidende Schliisselrolle zugesprochen wird. In Tiermodellen wurde eine Assoziation
zwischen einer verminderten NR2-Untereinheit und Stérungen der Gedichtnisfunktion
sowie der Lernvorgédnge festgestellt. Zudem ist das GRIN2B-Gen an der Hirnentwicklung,
der Neuroplastizitit und an neurotoxischen Vorgidngen beteiligt. In neurochemischen
Studien wurde eine verdnderte Expression von NMDA-Rezeptoren bei Schizophrenie
belegt. Gleichzeitig konnte beim Menschen durch die Gabe von NMDA-Rezeptor-
Antagonisten, wie z.B. PCP, die klinische Symptomatik einer Schizophrenie hervorgerufen
werden.

Ziel dieser Arbeit war es, mdgliche Zusammenhénge zwischen Polymorphismen des
GRIN2B-Genes und der Entstehung einer Schizophrenie zu untersuchen. Hierzu wurden
vier Polymorphismen (rs10772692, rs1806195, rs10772693, 1s3026167) auf dem
GRIN2B-Gen néher analysiert. Insgesamt wurden die Allel- und Genotypenfrequenz von
511 an Schizophrenie erkrankten Personen im Vergleich zu 611 gesunden

Kontrollprobanden gesetzt und auf Assoziation liberpriift.
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3. Material und Methoden

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie, in die 511
Patienten und 611 Kontrollprobanden eingeschlossen wurden.
Die SNPs rs10772692, rs1806195, rs10772693, rs3026167 des GRIN2B-Gens wurden

genotypisiert und im Hinblick auf eine Assoziation zur Schizophrenie iiberpriift.

3.1 Vorbedingungen der Studiendurchfiihrung
Vor Beginn der Studiendurchfiihrung wurde eine genaue Beschreibung des Studiendesigns

vorgenommen und die Zustimmung der verantwortlichen Ethikkommission eingeholt.

Alle Studienteilnehmer wurden vorab ausfiihrlich iiber das Ziel und den Inhalt der Studie,
die anonymisierte Verwendung ihrer Daten und Blutproben aufgeklart. Am Ende wurde
zudem darauf hingewiesen, dass der Teilnehmer jederzeit seine Einwilligung widerrufen
kann und somit die Datenerhebung auf freiwilliger Basis ablduft. Nachdem die Probanden
mit diesen Bedingungen einverstanden waren, bestétigten sie mit ihrer Unterschrift die

Bereitschaft zur Teilnahme.

Die Gesprache fanden jeweils in den Rédumlichkeiten der Universititsklinik fiir Psychiatrie

und Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen statt.

3.2 Studienteilnehmer

3.2.1 Kontrollprobanden

Auswahlverfahren flr das Kontrollkollektiv

Die Rekrutierung der Kontrollprobanden beruhte auf einem mehrstufigen Verfahren.
Zunichst wurden die Adressdaten der Personen randomisiert innerhalb der Stadt Miinchen
ermittelt. Die hierbei selektierten Personen erhielten auf postalischem Weg eine
Studieneinladung mit einer beigefiigten Riickantwort, in der sie ihr generelles Interesse an

einer Teilnahme angeben konnten. Bei einem positiven Bescheid wurde ein
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standardisiertes Telefoninterview durchgefiihrt, innerhalb dessen psychiatrische und
neurologische Erkrankungen des Probanden sowie bei dessen Familienangehorigen erfragt
wurden. Erbrachte diese Befragung kein negatives Resultat, wurde dem Probanden im
nichsten Schritt ein Anamnesebogen (ANA 1) zugesandt. Im diesem Bogen sollte der
Proband neben allgemeinen Angaben zu seiner Abstammung und seinem Familienstand
mogliche Geburtskomplikationen und bisher aufgetretene Erkrankungen angeben. Dariiber
hinaus wurden Rauchverhalten, Alkohol- und Drogenkonsum sowie Suizidversuche des
Probanden und mogliche Suizide innerhalb der Familie genau erfasst. Auch Phasen mit
grofler Angst, Essstorungen, affektive Storungen oder Storungen aus dem schizophrenen
Formenkreis waren anzugeben. Nachdem die Auswertung dieses Fragebogens ebenfalls
keine Anhaltspunkte fiir eine psychiatrische Erkrankung des Probanden oder innerhalb der
Familie ergab, wurde der Teilnehmer zu einem ausfiihrlichen Interview in die Klinik
eingeladen. Wiahrend dieses Gesprichs wurde ein zweiter Anamnesebogen, die so
genannte ,,ANA 2 ausgefiillt. Hierin machte der Proband Angaben hinsichtlich seiner
schulischen Laufbahn und der beruflichen Karriere. Ermittelt wurden auch
Verhaltensweisen im Kinder- und Jugendalter, Partnerschaften, die finanzielle Situation

des Probanden sowie die Einschidtzung der aktuellen Lebenslage.

Als Interviewleitfaden fiir das spdtere Gesprdch diente das Strukturierte Klinische
Interview (SKID) zur Exploration gemifl der Klassifikation des DSM-IV der American
Psychiatric Association in seiner vierten Revision, 1994 (DSM-IV dt.: Wittchen et al. 1996
(SKID I), Wittchen et al. 1997). Bei dem SKID I handelt es such um ein halbstrukturiertes
klinisches Interview, das zur Diagnosefindung von Achse I-Storungen dient. Zusétzlich
wurde das SKID II (Wittchen et al. 1997) eingesetzt. Dieses ebenfalls halbstrukturierte
klinische Interview wird zur Erfassung von Personlichkeitsstorungen der Achse II
herangezogen.

Weiterhin kam als Messinstrument zur Anwendung das Familiy History Assessment Modul
(FHAM; Rice et al. 1995), welches zur Erhebung psychiatrischer Diagnosen bei
Verwandten ersten Grades verwendet wird. Bisherige belastende Erlebnisse wurden durch
das Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI; Richter und Guthke 1996) in Form
eines strukturierten Interviews erfasst. Hierdurch ist eine Bewertung bestimmter

Lebensereignisse und Belastungen hinsichtlich des Zeitraums ihres Auftretens, der
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subjektiv erlebten Belastung, der Kontrollierbarkeit, der Vorhersagbarkeit und der
erhaltenen sozialen Unterstiitzung mdglich. Die Beurteilung von zwanghaftem Verhalten
und dessen Schwere wurde mit dem Maudsley Zwangs-Inventar (Maudsley Obsessional-
Compulsive Inventory; MOCI; deutsche Fassung: Kallinke et al. 1979) durchgefiihrt.
Mogliche Persdnlichkeitsdispositionen wurden mit dem State-Trait-Argerausdrucks-
Inventar (STAXI; Schwenkmezger et al. 1992), mit dem NEO Personlichkeitsinventar,
revidierte Form (NEO-PI-R; Ostendorf und Angleitner 2004) mit dem Fragebogen zur
Erfassung von Aggressivitatsfaktoren (FAF; Hampel und Selg 1998) und dem Minnesota
Multiphasic Personality Inventory-2 (MMPI-2; Hathaway et al. 2000) getestet.

Neuropsychologische Testverfahren

Die Daten zur kognitiven Leistungsfiahigkeit des Probanden wurden mit verschiedenen
psychologischen Testverfahren erhoben. Zum einen mit dem Mini-Mental-Status-Test
(MMST; Kessler et al. 1990), der die kognitiven Leistungseinbuflen bei Probanden mit
dementiellen und psychiatrischen Erkrankungen quantitativ erfasst und fiir die Anwendung
bei Personen im Senium und Prasenium gedacht ist. Zum anderen mit dem Wortschatztest
(WST; Schmidt und Metzler 1992) und dem Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fiir
Erwachsene in revidierter Form (HAWIE-R; Tewes 1994). Sie dienten der Erfassung der

allgemeinen Intelligenz.

Ein-/Ausschlusskriterien fur Kontrollprobanden

Ein Studieneinschluss des jeweiligen Kontrollprobanden erfolgte nur, wenn keine
Anhaltspunkte fiir eine psychiatrische Erkrankung bei ihm selbst oder innerhalb der
blutsverwandten Familienlinie bis hin zur dritten Generation ermittelt werden konnten. Des
Weiteren durften keine Achse I- oder II-Stérung und keine relevanten somatischen oder
neurologischen Erkrankungen vorliegen. Hierunter fallen unter anderem Morbus
Parkinson, Multiple Sklerose, Epilepsie, Chorea Huntington, Neuroborreliose, Neurolues,
FSME, Folgeschdden aufgrund einer Meningitis oder Enzephalitis oder ein
vorangegangener Apoplex. Relevante internistische Ausschlusskriterien sind Morbus
Cushing, Morbus Wilson, Morbus Addison, Leberzirrhose und Lupus erythematodes.
Auch eine Gehirnerschiitterung mit einem daraus resultierenden stationdren Aufenthalt von

mehr als 24 Std. sowie ein schweres Schidel-Hirn-Trauma fithren zu einem Ausschluss aus
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der Studie. Ebenfalls unberiicksichtigt blieben Probanden mit einem klaren
Drogenmissbrauch, einer generellen i.v.-Drogenanamnese oder infektiosen Erkrankungen
wie HIV, Hepatitis C oder einer floriden Hepatitis B.

Hinsichtlich der Abstammung der Probanden wurden die Personen in die Studie mit
eingeschlossen, deren Vorfahren deutschstimmig sind und deren Muttersprache von Seiten
der Eltern bzw. GroBeltern deutsch ist bzw. war.

Der Cut-off-Score beim MMST lag bei 26 Punkten und bei einem 1Q-Gesamtwert von 80
Punkten beim HAWIE-R.

3.2.2 Patientenkollektiv

Auswahlverfahren flr die Patientengruppe

Die Rekrutierung der an Schizophrenie erkrankten Patienten erfolgte mittels klinikinterner
Patientendaten. Die in Frage kommenden Personen wurden zunéchst telefonisch
kontaktiert, um ihre Bereitschaft zur Teilnahme an der Studie zu ermitteln. Sofern Interesse
an der Mitwirkung bestand, wurden die Patienten zu einem diagnostischen Interview in die
Klinik eingeladen. In der Einleitung dieses Gesprichs wurde zuerst die Abstammung des
Patienten abgekldrt, da nur Personen kaukasischer Herkunft in der Studie beriicksichtigt
wurden. Danach wurde auf eventuelle Geburtskomplikationen, vorliegende eigene
Erkrankungen, die aktuelle Medikamenteneinnahme, Alkohol- und/oder Drogenkonsum
sowie das Rauchverhalten eingegangen. Ein weiteres Augenmerk wurde auf die
Lebensgeschichte des Patienten von der Kindheit bis zum aktuellen Zeitpunkt, ambulante
sowie stationdre psychiatrische/psychologische Therapien, vorangegangene
Klinikaufenthalte, eventuelle Suizidversuche, den schulischen und beruflichen Werdegang
sowie die familidre und finanzielle Situation des Patienten gelegt. Dies wurde mit Hilfe der
zwel Anamnesebogen (ANA 1 und ANA 2) erfasst.

Anschliefend wurde zur Abkldrung der Diagnose einer Schizophrenie das Strukturierte
Klinische Interview nach den DSM-IV Richtlinien, der SKID I (Wittchen et al. 1997)
angewandt. Um eine Schizophrenie zu diagnostizieren, miissen mindestens zwei der fiinf
charakteristischen Merkmale wie Wahnvorstellungen, Halluzinationen, desorganisierte
Sprache, desorganisiertes oder katatones Verhalten bzw. Negativsymptomatik, d.h. flacher

Affekt, Willensschwiéche, Alogie, Antriebshemmung fiir mindestens einen Monat
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persistieren. Lediglich ein Merkmal wird unabdingbar gefordert, wenn es sich um bizarre
Wahnvorstellungen handelt oder eine akustische Halluzination in Form von
kommentierenden  oder  dialogisierenden  Stimmen  vorliegt. Als  zeitliche
Minimalvoraussetzung fiir die Symptome der Storung sind sechs Monate vorgegeben,
wovon mindestens fiir einen Zeitraum von einem Monat die Symptome der akuten Episode
erfiillt sein sollten. Das alleinige Vorliegen von Negativsymptomatik ist nur wahrend der
Prodromal- oder Residualphase ausreichend. AuBerdem sollte das Leiden klinisch
bedeutsam und die Leistungsfihigkeit des Patienten auf sozialer Ebene oder im

Arbeitsbereich deutlich herabgesetzt sein.

Differentialdiagnosen
Differentialdiagnostisch waren schizoaffektive Storungen, affektive Storungen mit
psychotischen Merkmalen, schizophrenieforme, rein wahnhafte, nur kurze oder nicht néher

zu bezeichnende psychotische Stérungen auszuschliefen.

Bei der schizophrenieformen Stérung miissen die Symptome (sowohl Positiv- als auch
Negativsymptomatik) fiir mindestens einen Monat vorhanden sein, diirfen aber nicht langer
als sechs Monate andauern. Bei der wahnhaften Stérung muss fiir mindestens einen Monat
eine wahnhafte Symptomatik im Vordergrund stehen. Die kurze psychotische Storung ist
dadurch gekennzeichnet, dass nur ein Symptom, wie beispielsweise ein Wahn, vorliegen
und nur maximal einen Monat andauern darf. Die gemeinsame psychotische Stérung wird
dann diagnostiziert, wenn eine Person die gleiche psychotische Symptomatik zeigt, wie

eine andere Person, mit der diejenige viel Zeit verbringt.

Zudem durften die Erstmanifestation sowie die Exazerbation der Erkrankung nicht auf den
regelmiBigen Konsum von psychotropen Substanzen wie Drogen, Medikamen-
tenmissbrauch oder Alkohol zuriickzufiihren sein. Auch ein medizinischer Krankheits-
faktor als Ursache der Erkrankung war auszuschlieBen. Demnach waren ein der
Schizophrenie vorangegangenes Schidel-Hirn-Trauma oder organische Ursachen auf
neurologischer, endokriner, somatischer, Stoffwechsel- oder autoimmuner Ebene als

Ausschlusskriterien anzusehen. AuBlerdem sollte darauf geachtet werden, dass in der
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Vorgeschichte keine autistische oder tief greifende Entwicklungsstérung (z.B. Hypoxie

wihrend der Geburt) diagnostiziert wurde.

Sektionen des SKID

Neben den oben genannten Moglichkeiten der Diagnosefestigung und genauen
Aufschliisselung der Schizophrenie bietet der SKID I zusitzlich die Moglichkeit, den
Verlauf  (episodisch, kontinuierlich, —mit/ohne  Negativsymptomatik,  mit/ohne
Residualsymptome), das Alter bei Erstmanifestation bzw. Prodromalstadium sowie den

Remissionsgrad der Schizophrenie zu klassifizieren.

Der SKID I ist in verschiedene Sektionen untergliedert:

In Sektion A wurden alle, jemals im Leben des Patienten aufgetretenen affektiven
Symptome, wie beispielsweise Anzeichen fiir Depression, Manie, Hypomanie und
Dysthymie, abgefragt und entsprechend kodiert. Sektion B befasste sich mit psychotischen
und assoziierten Symptomen und beinhaltete unter anderem Wahnvorstellungen sowie
Halluzinationen. In Sektion C ging es um die Differentialdiagnose psychotischer
Storungen sowie die einzelnen Subtypen der Schizophrenie (d.h. paranoider Typus,
katatoner Typus, desorganisierter Typus, undifferenzierter Typus und Residualtypus).
Sektion D beschiftigte sich mit der Differentialdiagnose affektiver Storungen. Hier
konnten eine Major Depression, bipolare Storungen (Bipolar I und Bipolar II) und
depressive sowie manische Symptome als Prodromalphase bzw. postpsychotische
Symptome diagnostiziert werden. Sektion E diente der Abkldrung von Missbrauch und
Abhingigkeit von psychotropen Substanzen wie Alkohol und Drogen. In Sektion F wurden
verschiedene Angststorungen (z.B. Phobien, Zwangsstorungen, Panikstérungen,
generalisierte  Angststorung) beurteilt. In Sektion G wurden somatoforme Stdrungen
anhand von Einstiegsfragen abgeklért. Fiel dieses anfingliche Screening negativ aus,
konnte mit Sektion H begonnen werden. Diese diente der diagnostischen Abkldrung von

Essstorungen (Anorexie, Bulimie, binge eating).

Zuletzt wurden die aktuelle Leistungsfahigkeit sowie die Leistungsfahigkeit wéhrend der

schlimmsten Phase der Erkrankung durch die GAS-Skala (0-100 Punkte) eingeschitzt.
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Dabei wurde der Patient unter anderem beziiglich aufgetretener Probleme im sozialen und

familidren Umfeld, bei der Arbeit oder der allgemeinen Alltagsbewiltigung befragt.

Tabelle 3.1: Ausschlusskriterien Patientenkollektiv

Liste der Ausschlusskriterien

Neurologisch: Infektids:

Polio (vor prodromal) Lues-II-Infektion

FSME Toxoplasmose
Meningitis (vor prodromal) Morbus Creutzfeld-Jakob
Enzephalitis/Enzephalopathie HIV

Neuroborreliose Floride Hepatitis B

ALS Hepatitis C

Chorea Huntington i.v. Drogenkonsum (>1x)
Apoplex (vor prodromal) Neurochirurgisch:
Multiple Sklerose schweres Schidel-Hirn-Trauma (vor prodromal)
Muskeldystrophie Z .. Gehirntumor
Restless-legs-Syndrom Internistisch:
Fibromyalgie Leberzirrhose

Ein-/Ausschlusskriterien des Patientenkollektivs

Aufgenommen in die Studie wurden grundsitzlich nur Patienten mit einer eindeutig
diagnostizierten Schizophrenie, bei denen eine schizoaffektive Storung, andere Stérungen
aus dem schizophrenen Formenkreis und drogen-, medikamenten- bzw. alkoholinduzierte
Psychosen sicher ausgeschlossen werden konnten. Zudem durfte keine organische Ursache
der Erkrankung vorliegen. Auch Patienten mit einer infektidsen Erkrankung wie HIV,
Hepatitis C oder einer floriden Hepatitis B wurden nicht in das Patientenkollektiv integriert

(Tabelle 3.1).

3.3 Laborverfahren
Die Laborverfahren wurden anhand von Standardverfahren der Sektion Molekulare und

Klinische Neurobiologie durchgefiihrt.
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3.3.1 DNA-Extraktion

Bei allen Studienteilnehmern wurde nach dem Interview eine vendse Blutentnahme
durchgefiihrt. Die Probenrohrchen wurden hierzu kodiert, um die Anonymitit des
jeweiligen Teilnehmers zu wahren. Um eine Gerinnung des Blutes nach der Abnahme zu
verhindern, kamen EDTA-Monovetten zur Anwendung. Danach erfolgte gemil3 des
vorgegebenen Protokolls mit dem QIAamp Blood Maxi Kit (QIAamp DNA Blood
Midi/Maxi Handbook, Firma Qiagen, Hilden, Germany, 2005) die Extraktion der
genomischen DNA (Tabelle 3.2).

Als erstes wurden 5 bis 10 ml des EDTA-Blutes zur Lyse der Leukozyten und Freisetzung
der Nukleinsduren mit 500 pl Proteinkinase K versetzt. Durch die einsetzende Verdauung
und Degradierung der denaturierten Proteine zu kleineren Fragmenten wurde eine leichtere
Trennung der DNA erreicht. AnschlieBend wurden 12 ml eines Guanidin-HCl-haltigen
AL-Puffers hinzugegeben, der zum Entzug der Hydrathiille der DNA fiihrte und somit die
spitere Bindung der DNA an die Silicagel-Sdule ermoglichte. Zur Vervollstindigung der
Zelllyse wurde die Losung danach zwei Minuten auf dem Vortexer durchmischt. Das
Ergebnis war eine homogene LoOsung. Fiir eine maximale DNA-Ausbeute wurde die
Losung nun fiir 30 Minuten bei 70 °C im Wasserbad unter gleichméfBigem Schiitteln
inkubiert. Zur Féllung der DNA auf das Sdulenmaterial wurde die Probe mit 10 ml Ethanol
(96-100%) versetzt und fiir zwei Minuten auf dem Vortexer vermischt. Anschliefend
wurde sie auf die Silicamembran gegeben und sukzessiv fiir drei Minuten bei 3000
Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert. Die hierbei vorherrschenden Salz- und pH-
Bedingungen sorgten dafiir, dass die RNA und die Nukleinsiure-bindenden Proteine

ungebunden blieben.

Zur Entfernung von RNA- und Protein-Verunreinigungen und zur Reinigung der DNA
wurde die Sdule anschliefend erst mit Guanidin-HCI-haltigem Puffer (5 ml) gewaschen,
danach wurden 5 ml eines ethanolhaltigen Waschpuffers hinzugegeben, um die
Guanidiumsalze zu entfernen. Die Elution der DNA von der Silicamembran erfolgte unter
der Zugabe von 1 ml AE-Puffer (Tris-Puffer, pH> 9,0). Der Puffer wurde dazu direkt auf
die DNA-haltige Membran pipettiert. Fiir einen maximalen DNA-Ertrag wurde die

Membran fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fiir weitere fiinf Minuten bei
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5000 rpm zentrifugiert. Durch den basischen AE-Puffer lieB sich die DNA an die

Silicamembran eluieren. Die hierbei gewonnene DNA wurde bei -80 °C gelagert bzw. fiir

die nachfolgende Genotypisierung verwendet.

Tabelle 3.2: Materialien zur DNA-Extraktion

Material, Reagenz, Gerét

Verwendungszweck

Hersteller

10x PBS-Puffer

Herstellung des 1x PBS-Puffers

Reagenzien zur Eigenherstellung,

Carl Roth, Hamburg

1x PBS-Puffer

Resuspendierung des Blutkuchens

Eigene Herstellung

50 ml Zentrifugenrdhre

Auffangen der Eluate

Sarstedt, Niirnbrecht

Sammelgefafie

Auffangen der DNA

Qiagen Hilden

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Herstellen des 10x PBS-Puffers

Carl Roth, Karlsruhe

(100-1000 pl)

(Titrierkomplex I1I)
EDTA Monovette Blutentnahme Sarstedt, Niirnbrecht
Eppendorf Research  Pipette | Pipettierung der DNA Eppendorf, Hamburg

Ethanol Rotipuran > 99.8% p.a.

Entfernung der Hydrathiille der
DNA

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid, KCI

Herstellung des 10x PBS-Puffers

Carl Roth, Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat,
KH,PO4

Herstellung des 10xPBS-Puffers

Carl Roth, Karlsruhe

Micro Schraubrohre, 2 ml

Lagerung der DNA

Sarstedt, Niirnbrecht

Natriumhydrogenphosphat,
NayHPO4

Herstellung des 10x PBS-Puffers

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid, NaOH

Herstellung des 10x PBS-Puffers

Carl Roth, Karlsruhe

Puffer AE Elution der DNA Qiagen, Hilden
Puffer AL Zelllyse Qiagen, Hilden
Material, Reagenz, Gerét Verwendungszweck Hersteller

Puffer AW1

Entfernung von Zellriickstinden

Qiagen, Hilden

Puffer AW2

Entfernung von Zellriickstinden

Qiagen, Hilden

QIAmp Maxi Spin Colums

Bindung der DNA

Qiagen, Hilden

Qiagen Protease, 500 pl

Abbau von Zellproteinen

Qiagen, Hilden

Rotixa RP Standzentrifuge

Alle Zentrifugationsschritte

Hettich, Tuttlingen

Vortex Genie

Durchmischung der Blut-Puffer-

Suspensionen

Scientific Industries, New York,

USA

WB Wasserbad

Inkubation bei 70 C der Blut-

Puffer-Suspension

Memmert, Schwabhausen
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3.3.2 DNA-Konzentration

Zur Konzentrationsbestimmung der DNA wurde die PicoGreen-Methode angewendet. Bei
PicoGreen handelt es sich um ein ultraselektives, fluoreszierendes Farbemittel, das in
doppelstrangiger DNA interkaliert. Mit dieser hochsensitiven Methode konnen kleinste
Mengen an DNA quantifiziert werden.

Tabelle 3.3: Materialien zur DNA-Konzentrationsbestimmung

Verbrauchsmaterialien

96 well Platte Greiner

Selbstklebende Aluminiumfolie Eppendorf, Hamburg

Konische PP-Réhrchen (a 50 ml) Sarsted, Niirnbrecht

Reagenzien

PicoGreen dsDNA quantitation reagent Molecular Probes

TE (pH 7.,4), Tris Base, EDTA Carl Roth, Karlsruhe

Clontech Human Genomic DNA 100 ng/ul Clontech

Gerate

Victor 3 Multilabel Counter 1420 Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA
Vortexer Reax Heidolph

Die Intensitdt der Fluoreszenz korreliert dabei direkt mit der Menge der in der Probe
enthaltenen DNA (invitrogen.com). Die Konzentration wird anhand einer Eichkurve aus

genomischer DNA bestimmt (Tabelle 3.3).

Die Standardkurve wurde durch eine 1:2 Verdiinnungsreihe eines 100 ng/ul DNA-
Standards (Clontech, Mountain View, USA) bestimmt. Hierzu wurden 200 pl dieses
Standards aus genomischer DNA der Vertiefung Al einer Thermo fast 96 well plate
(Firma Abgene, Hamburg) vorgelegt und in die Vertiefungen Bl bis HI mit 100 pl
autoklaviertem, destilliertem Wasser gefiillt. AnschlieBend wurde aus der Vertiefung Al
mit einer Pipette 100 pl entnommen, in die Vertiefung B1 einpipettiert und die Losung
durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette gemischt. Aus dem Well B1 wurden
wiederum 100 pl entnommen und in die Vertiefung C1 transferiert und gemischt. Die
Verdiinnungsreihe wurde bis zur Vertiefung G1 fortgefiihrt, wiahrend das Well H1
unbertiihrt blieb und somit keine genomische DNA enthielt (Tabelle 3.4).
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Tabelle 3.4: Positionen, Volumina und Konzentrationen der DNA-Verdinnungsreihe

Position Volumen Konzentration an genomischer DNA
Al 100 pl 100 ng/ ml
B1 100 pl 50 ng/ pl
C1 100 pl 25 ng/ ul
D1 100 pl 12.5 ng/ ul
El 100 pl 6.25 ng/ pl
F1 100 pl 3.125 ng/ pl
G1 200 ul 1.5262 ng/ pl
H1 100 pl o)

Die zu messenden DNA- Losungen wurden in einer 96 well plate (Firma Abgene,
Hamburg) mit autoklaviertem, destilliertem Wasser 1:10 vorverdiinnt (5 pl DNA und 45 ul
H20), wihrend die Standardkurve nicht mehr weiter verdiinnt wurde. AuBBerdem wurde in
eine 96 well flat bottom plate (Firma Greiner, Frickenhausen) 50 pl autoklaviertes,
destilliertes Wasser pro Vertiefung vorgelegt. Zu diesen wurden jeweils 5 pl der
Standardverdiinnungsreihe bzw. der vorverdiinnten DNA gegeben. Sowohl die Standard-
DNA als auch die Proben-DNA wurde jeweils aus demselben Rohrchen bzw. Vertiefung in
Replikaten in die flat bottom plate einpipettiert.

Unmittelbar vor der Messung wurde das photosensible PicoGreen (Firma Invitrogen,
Karlsruhe) unter moglichst geringem Lichteinfall mit autoklaviertem, destilliertem Wasser
1:156 verdiinnt. AnschlieBend wurde aus dieser Verdiinnung pro Vertiefung 145 ul zu der
vorverdiinnten Proben- bzw. der Standard-DNA gegeben. So resultierte eine
Endverdiinnung des PicoGreens von 1:200. Durch einen Greifarm der Janus Workstation
wurde die befiillte Platte in den Victor 3 Multilabel Counter 1420 (Firma Perkin Elmer,
Massachusetts) tiberfiihrt.

Um eine homogene Durchmischung der Losungen zu erreichen, wurde vor der Messung
die 96 well Platte im Messgerit 30s in horizontaler Ebene in Doppelellipsen geschiittelt.
Die Anregung des PicoGreens erfolgte durch Licht der Wellenlinge 485nm und die
Emissionsmessung bei 520nm. Mit Hilfe der Wallac 1420 Workstation Software (Perkin
Elmer, Massachusets) konnte die Fluoreszenzmessung online verfolgt werden. Die
ermittelten Fluoreszenzwerte wurden vom Messgerét an einen Rechner (Optiplex GX620
Pentium 4 HAT, Dell, Frankfurt) ibermittelt und die Konzentrationen der DNA-Ldsungen

anhand der Fluoreszenzwerte der Standardkurve mit einem auf Virtual Basic basierenden
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Makro berechnet. Ebenso wurden die notigen Volumina an DNA-Losung und
autoklaviertem, destilliertem Wasser, die fiir die Konzentrationseinstellung der DNA-
Losungen auf 50ng/ul nétig waren, bestimmt.

Basierend auf den  Ergebnissen der Konzentrationsmessung wurde die
Konzentrationseinstellung auf 50 ng/ul vollautomatisch mit dem Janus Pipettierroboter
durchgefiihrt, das Endvolumen betrug dabei 500 pl. Die so entstandene Arbeitslosung
wurde bei -80°C gelagert und bei Bedarf bei 4 °C aufgetaut. Fiir die
Hochdurchsatzgenotypisierung wurden die Arbeitslosungen in 96-well Platten (Abgene,
Hamburg) vorgelegt und bis zur weiteren Prozessierung sorgfaltig verschlossen und bei -

20 °C gelagert.

3.3.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung wurde mittels iPLEX an vier SNPs im GRIN2B-Gen vorgenommen
(rs10772692, rs1806195, rs10772693 und rs3026167; Internet: National Centre fiir
Biotechnology Information (NCBI, 2010, Tabelle 3.5).

Zuerst erfolgte die Amplifizierung der die SNPs flankierenden Sequenzen im
MultiplexmaBstab, danach eine allelspezifische Extension der Primer. Durch die
Bestimmung der molekularen Massen der allelspezifischen Primerextensionsprodukte
wurden die Genotypen des jeweils untersuchten SNP eindeutig identifiziert.

Die Analysen wurden mittels des MassArray MALDI TOF MS (matrix assisted laser
desorption/ionisation time of flight mass spectrometry) Systems der Firma Sequenom

durchgefiihrt.

Tabelle 3.5: Lokalisation der SNPs des GRIN2B-Gens

ID/Accession No. Contig Position Chromosom Allel Funktion
rs10772692 6480122 12p13.1 A/C Intron 9
rs1806195 6482366 12p13.1 G/T Intron 8
rs10772693 6490218 12p13.1 C/T Intron 7
rs3026167 6491978 12p13.1 A/G Intron 7
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3.3.3.1 Assaydesign

Die Assays wurden mit Hilfe der Spectro Designer Software (Sequenom, San Diego, CA)
konzipiert (Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Primersequenzen

SNP ID Primer 1 Primer 2 Fragmentlange | Extensionsprimer

rs10772692 | ACGTTGGATGCGGT | ACGTTGGATGCT | 123 caGACCTCTTCCT
GCTTTGATCACTTTA | TTTGTCTGGGAC ACTTCCT
AC CTCTTC

rs1806195 | ACGTTGGATGCACC | ACGTTGGATGGG | 119 aTGTAGGTGTTTG
TCTATCCTTGTGTTG | GATAAGTGTAGG TGTTTCAATAGA
C TGTTTG T

rs10772693 | ACGTTGGATGTCTT | ACGTTGGATGCA | 124 TTATGCCCTTGTC
AGCTGACCTAGGTG | AGGTGGAAGCTG TCAGCAATCCCA
AC CAAATC CAG

rs3026167 | ACGTTGGATGTCAG | ACGTTGGATGGA | 119 aACCAGGAGAGG
AACGACCACTGCTT | AGTCTTTAAGGT AGCAGG
TG CCTGGC

3.3.3.2 iPLEX-Verfahren

Das iPLEX-Verfahren basiert im Wesentlichen auf zwei unterschiedlichen PCR-

Reaktionen. Zum einen die konventionelle PCR-Reaktion des zu untersuchenden
Genombereichs und zum anderen eine weitere spezielle PCR-Reaktion, bei der fiir jedes
Allel des SNPs ein massenspezifisches Produkt entsteht.

Generell handelt es sich bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) um eine Methode zur
Vervielfiltigung von DNA, die 1983 von Lary Mullis und seinen Mitarbeitern entwickelt
wurde (Mullis 1990, Saiki et al. 1985).

Innerhalb der initialen PCR wurde der genomische Bereich amplifiziert, der den jeweiligen
SNP flankiert. Zur Senkung der Kontaminationsgefahr wurden die PCR-Reaktionen, die
im 384er-Format in Mikrotiterplatten (Firma Abgene) durchgefiihrt werden, mit Hilfe

eines Pipettierroboters (Microlab 4000, Firma Hamilton) durchgefiihrt. In jedes well wurde
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ein PCR-Cocktail bestehend aus den in Tabelle 7 dargestellten Reagenzien pipettiert
(Tabelle 3.7).

Tabelle 3.7: Reagenzien initiale PCR

Reagenz Volumen Hersteller
Autoklaviertes H,O 1,850 pl Purelab ultra, ELGA
PCR Puffer mit MgCl, 0,625 ul Qiagen

MgCl, (25mM) 0,325 ul Qiagen

dNTP Mix (25mM) 0,100 pl Abgene

Primer Mix (jeweils 500 nM aus Primer 1 und Primer 2) 1l Qiagen

Genomische DNA (5-10 ng/ul) 1pl

Hotstar Taq (5 U/ pl) 0,100 pl Qiagen

3.3.3.3 Polymerasekettenreaktion
Die drei Reaktionsschritte der PCR:

Denaturierung:

Die mit den PCR-Cocktails versehenen DNA-Platten wurden fiir ca. 1 Minute vorsichtig
mit dem Vortexer gemischt. AnschlieBend wurde die PCR in einem fiir die Primer
optimierten Thermocycler (GeneAmp, PCR System 9700, Firma Applied Biosystems)
durchgefiihrt. Zuerst wurde der Cycler fiir 15 Minuten auf 94 °C erhitzt (initiale
Denaturierung). In den folgenden Zyklen erfolgte die Denaturierung der DNA fiir 20
Sekunden bei 94 °C.

Annealing:

In einem zweiten Schritt wurden die Proben fiir 30 Sekunden auf 56 °C abgekiihlt, um die

Anlagerung der forward- und reverse-Primer an die Einzelstringe zu gewéhrleisten.

Elongation:

Im dritten Schritt wurde die Temperatur wiederum fiir die Dauer von 1 Minute auf 72 °C

erhoht. Dadurch konnte die Taq-Polymerase die Nukleotide an die Primer anfiigen.
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* Denaturierung bei 94 °C
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Abbildung 3.1: Systematische Darstellung der einzelnen Reaktionsschritte der PCR

Diese oben dargestellten Abldufe (vgl. Abbildung 3.1) wurden insgesamt 45mal
wiederholt, um zu gewéhrleisten, dass geniigend Template fiir das weitere Prozedere zur
Verfligung stand. Abschlieend wurden die Proben zur finalen Extension fiir weitere 3
Minuten konstant auf 72 °C gehalten, um sie dann auf 4 °C abzukiihlen. Bei dieser

Temperatur wurden die Proben fiir das weitere Vorgehen aufbewahrt.
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3.3.3.4 Dephosphorylierung

Da bei der PCR nicht alle Nukleotide eingebaut werden, diese jedoch die spitere Messung
im Massenspektrometer stdren kdnnten, wurden sie mit dem Enzym SAP (shrimp alkaline
phosphatase) inaktiviert. Hierzu wurde ein SAP-Mix bestehend aus 0,170 ul SAP 10x
Pufter, 0,300 pul Enzym (1 U/ul) und 1,530 pl H,O angesetzt (Tabelle 3.8).

Zu jeder PCR-Reaktion wurden 2 pl des SAP-Cocktails hinzugegeben und vorsichtig mit
dem Vortexer gemischt. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler bei 37 °C
fiir 20 Minuten inkubiert, das Enzym anschlieBend fiir 5 Minuten bei 85 °C inaktiviert und
auf 4 °C herabgekiihlt.

Tabelle 3.8: Zusammensetzung des SAP-Mixes

Reagenz Volumen Hersteller
Autoklaviertes H,O 1,530 wl Sequenom
SAP Puffer 10x 0,170 wl Sequenom
SAP Enzym (1 U/ pul) 0,300 pl Sequenom

3.3.3.5 Extensionsreaktion

Fiir die Extensionsreaktion wurde ein Primer, der so genannte Extensionsprimer, so
entworfen, dass er unmittelbar vor dem zu untersuchenden SNP an das PCR-Produkt
bindet. Fiir die Reaktion wurden drei Didesoxynukleotiden benutzt, die nach dem Einbau
nicht mehr verldngert werden konnten. Dadurch konnte jeder Extensionsprimer um eine
Base verldngert werden. Es entstanden somit allelspezifische DNA Fragmente mit
unterschiedlicher Masse.

Zuerst wurde ein iPLEX-Cocktail aus den in Tabelle 3.9 aufgelisteten Reagenzien in jedes
well pipettiert.

Die PCR wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt. Das zweistufige Programm
verwendet zwei Durchlaufschleifen, d.h. eine duBlere Schleife, die wiederum aus fiinf

inneren Schleifen besteht, die 40mal durchlaufen werden.
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Tabelle 3.9: Zusammensetzung des iPLEX-Cocktails

Reagenz Volumen Hersteller
Autoklaviertes HzO 0.755ul Sequenom
iPLEX Puffer 10x 0.200ul Sequenom
iPLEX Abbruch-Mix 0.200ul Sequenom
Primer Mix (7uM:14 uM) 0.800ul Sequenom
iPLEX Enzyme 0.041ul Sequenom

Fiir die initiale Denaturierung wurde die Temperatur im Cycler zuerst auf 94 °C fiir 30 s
erhoht. Anschliefend wurden 40 Zyklen aus Denaturierung bei 94 °C fiir 5 s und innerer
Schleife durchgefiihrt. Die innere Schleife bestand aus 5 Zyklen mit Annealing bei 52 °C
5 s und Extension bei 80 °C fiir 5 s.

Die finale Extension erfolgte bei 72 °C fiir 3 min. Die Proben wurden anschlieBend auf

4 °C herabgekiihlt (Abbildung 3.2).

e 94 °C fur 30 Sekunden

e 94 °C fur 5 Sekunden

e 52 °C fir 5 Sekunden 40 Zyklen
5 Zyklen

e 80 °C fur 5 Sekunden

e 72 °C fur 3 Minuten

e Abkuhlung auf 4 °C

Abbildung 3.2: Ablauf der Extensionsreaktion
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Als néchster Schritt wurden die Proben mit einem lonenaustauschharz (SpectroClean, Fa.
Sequenom) aufbereitet, um stdrende Kationen zu entfernen, die aufgrund der hohen
Affinitét der Nukleinsduren zu Alkali- und Erdalkaliionen auftraten. Ohne diese Reinigung
wiirde es zu Storungen der MALDI TOF-Messung durch zusitzlich auftretende Signale

kommen.

Anschliefend folgte die Transferierung des Analytengemischs auf Siliziumchips mittels
des MassARRAY Nanodispenser (Sequenom). Auf den Chips befindet sich eine 384er
Matrix, bestehend aus der organischen Sdure 3-Hydroxypicolinsdure (3-HPA). Hierzu
wurden Kalibranten aus einer Mischung von Oligonukleotiden bekannter Masse

aufgetragen. Dies dient der Kalibrierung des Analysesystems.

3.3.3.6 Massenspektrometrie

Ablaufe im Massenspektrometer (vgl. Abbildung 3.3)

Nach den oben aufgefiihrten Schritten wurden die Chips durch eine Vakuumschleuse in
das Massenspektrometer eingebracht und im Hochvakuum des Massenspektrometers
einem intensiven Laserpuls von 3 bis 4 Nanosekunden Dauer ausgesetzt. Bei dieser
Ionisation wurden einfach geladene Molekiilionen erzeugt, die in die Gasphase iibertraten.
Die Ionen wurden danach in einem elektrischen Feld beschleunigt und erreichten eine
feldfreie Driftstrecke (Flugrohr), in dem sie abhingig vom Masse-/Ladungsverhéltnis (m/z)
aufgeteilt wurden. Die Ionen mit hohen m/z-Werten wanderten dabei langsamer durch das
Flugrohr und trafen spiter am Detektor auf, als lonen mit niedrigeren m/z-Werten. Da die
mittels Extensionsreaktion erzeugten DNA-Fragmente unterschiedliche Massen haben,
konnen sie anhand der Dauer ihres Fluges durch das Rohr mittels der TYPER Analyzer

3.3.0 Software (Sequenom) einem spezifischen Genotyp zugeordnet werden.
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Abbildung 3.3: Komponenten eines Massenspektrometers (aus Wunderlich, IZKF Ulm)

3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung zu Allel- und Genotypenverteilung der vier Marker erfolgte
mit Hilfe der Software SPSS 17.0 (Statistical Package for Social Sciences; Inc Chicago,
2010). Die Verteilung der Genotypen wurde mittels des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts
getestet. Der Chi-Quadrat-Test diente hierbei der Signifikanzpriifung. Vor allem
interessierten die Unterschiede in der Allel- und Genotypverteilung zwischen Patienten
und Kontrollprobanden.

Fiir alle statistischen Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von p< .05 zugrunde

gelegt. Ein Trend zur Signifikanz wurde ab p<.10 gesehen.
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4. Ergebnisse

Die in dieser Arbeit untersuchten Marker des GRIN2B-Gens sind auf Chromosom 12
lokalisiert. Insgesamt wurden 611 gesunde Probanden in die Studie eingeschlossen. 54%
des Kontrollkollektivs waren hierbei weiblichen, 46% mannlichen Geschlechts. Die
Altersspanne lag zwischen 30 und 61 Jahren mit einem Mittelwert von 45.26 Jahren
(Standardabweichung 15.240).

Im Patientenkollektiv wurden insgesamt 511 an Schizophrenie erkrankte Personen
berticksichtigt. Davon waren 35% weiblichen Geschlechts. Der ménnliche Anteil lag bei
65%. Der Altersdurchschnitt lag bei 37.86 Jahren (Standardabweichung 11.361) mit einer

Altersspanne zwischen 26 und 49 Jahren.

4.1 Analyse des Markers rs10772692 des GRIN2B-Gens

4.1.1 Allelverteilung
Die statistische Auswertung veranschaulicht die Allelverteilung innerhalb der
Kontrollprobanden und der Patientengruppe mit einem Uberwiegen des C-Allels in beiden

Gruppen (vgl. Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs10772692

A-Allel n (%0) C-Allel n (%) Gesamt n (%)
Kontrollen 584 (47,9) 636 (52,1) 1220 (100,0)
Patienten 448 (44.4) 562 (55,6) 1010 (100,0)
Gesamt 1032 (46,3) 1198 (53,7) 2230 (100,0)

Es fand sich ein Trend zur Signifikanz

Kontrollprobanden und der Patientengruppe, wobei das C-Allel bei den Schizophrenen

haufiger war.

der Allelverteilung

zwischen den

X?=2,742, df= 1, p= 0,098
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Abbildung 4.1: Graphische Darstellung der Allelhdufigkeiten des SNP rs10772692 in der Patienten-
und Kontrollgruppe

4.1.2 Genotypenverteilungen
In der Kontroll- und Patientengruppe waren die Genotypen des Markers rs10772692
innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt.

Gruppe Kontrollprobanden Gruppe Patienten
x?=0,121, df=2, p= 0,941 %= 0,432, df=2; p= 0,806

Tabelle 4.2: Darstellung der Genotypenverteilung des Polymorphismus rs10772692

Genotyp A/A n (%) Genotyp A/C n (%) | Genotyp C/C n (%) | Gesamt n (%)
Kontrollen 137 (22,5) 310 (50,8) 163 (26,7) 610 (100,0)
Patienten 103 (20,4) 242 (47,9) 160 (31,7) 505 (100,0)
Gesamt 240 (21,5) 552 (49,5) 323(29,0) 1115 (100,0)

Die Frequenzen der Genotypen zeigten keine signifikanten Gruppenunterschiede.
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X?=3,363; df =2, p=10,186
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Abbildung 4.2: Graphische Darstellung der Genotypenverteilung des SNP rs10772692 in der

Patienten- und Kontrollgruppe

4.2  Analyse des Markers rs1806195 des GRIN2B-Gens

4.2.1 Allelverteilung

Aus Tabelle 4.3 ergibt

Patientengruppe.

sich die Allelverteilung

Tabelle 4.3: Darstellung der Allelverteilung des Markers rs1806195

innerhalb

der Kontroll- und

G-Allel n (%) T-Allel n (%) Gesamt n (%)
Kontrollen 606 (51,5) 570 (48.5) 1176 (100,0)
Patienten 485 (48,8) 509 (51,2) 994 (100,0)
Gesamt 1091 (50,3) 1079 (49,7) 2170 (100,0)
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Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Allelverteilung zwischen den
Kontrollprobanden und der Patientengruppe. Beide Allele sind ungefidhr gleich stark

vorhanden.

X*= 1,615, df= 1, p= 0,204
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Abbildung 4.3: Graphische Darstellung der Allelhdufigkeiten des SNP rs1806195 in der Patienten-
und Kontrollgruppe

4.2.2 Genotypenverteilungen
In der Analyse der Kontroll- und Patientengruppe waren die Genotypen des Markers

rs1806195 innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt.

Gruppe Kontrollen Gruppe Patienten
¥’=1,027, df=2, p= 0,598 ¥’=13,018, df=2, p=0,221

Tabelle 4.4 zeigt die Genotypenfrequenzen in den beiden Gruppen.
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Tabelle 4.4: Darstellung der Genotypenverteilung des Polymorphismus rs1806195

Genotyp G/G n (%) Genotyp G/T n (%) | Genotyp T/T n (%) | Gesamt n (%)
Kontrollen 150 (25,5) 306 (52,0) 132 (22,4) 588 (100,0)
Patienten 128 (25,8) 229 (46,1) 140 (28,2) 497 (100,0)
Gesamt 278 (25.6) 535 (49,3) 272 (25,1) 1085 (100,0)

Hierbei war ein Trend zur Signifikanz in den Genotypfrequenzen zwischen den beiden

untersuchten Gruppen erkennbar. Die Patienten wiesen hiufig den Genotyp T/T auf.

X?= 5,465, df=2, p= 0,065
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Abbildung 4.4 : Graphische Darstellung der Genotypenverteilung des SNP rs1806195 in der Patienten-
und Kontrollgruppe

4.3 Analyse des Markers rs10772693 des GRIN2B-Gens

4.3.1 Allelverteilung
Die Datenauswertung ergibt die in Tabelle 4.5 veranschaulichte Allelverteilung innerhalb

der Patienten- und Kontrollgruppe.



4. Ergebnisse

Tabelle 4.5: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs10772693

C-Allel n (%) T-Allel n (%) Gesamt n (%)
Kontrollen 1039 (85,6) 175 (14,4) 1214 (100,0)
Patienten 875 (86,8) 133 (13,2) 1008 (100,0)
Gesamt 1914 (86,1) 308 (13,9) 2222 (100,0)

Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Allelverteilung zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe. Nach den absoluten Zahlen zu wurteilen, ist das C-Allel

gruppeniibergreifend verstirkt vorhanden.

X’= 0,687, df= 1, p= 0,407
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Abbildung 4.5 : Graphische Darstellung der Allelhaufigkeiten des SNP rs10772693 in der Patienten-
und Kontrollgruppe

4.3.2 Genotypenverteilungen
In der Kontroll- und Patientengruppe waren die Genotypen des Polymorphismus

rs10772693 innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt.
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Gruppe Kontrollen
¥’=10,014, df=2, p= 0,993

Gruppe Patienten
¥*= 0,000, df=2, p=1

Die Genotypenverteilungen in der Kontroll- und Patientengruppe sind aus Tabelle 4.6

ersichtlich.

Tabelle 4.6: Darstellung der Genotypenverteilung des Polymorphismus rs10772693

Genotyp C/C n (%) Genotyp C/T n (%) | Genotyp T/T n (%) | Gesamt n (%)
Kontrollen 445 (73,3) 149 (24,5) 13 (2,1) 607 (100,0)
Patienten 380 (75,4) 115 (22,8) 9(1,8) 504 (100,0)
Gesamt 825 (74,3) 264 (23,3) 22 (2,0) 1111 (100,0)

Die Genotypenfrequenzen wiesen zwischen Kontroll- und Patientengruppe keinen

signifikanten Unterschied auf.

X?= 0,684, df=2, p=0,710
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Abbildung 4.6: Graphische Darstellung der Genotypenverteilung des SNP rs10772693 in der
Patienten- und Kontrollgruppe
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4.4 Analyse des Markers rs3026167 des GRIN2B-Gens

4.4.1 Allelverteilung
Aus Tabelle 4.7 ergibt sich die Allelverteilung

Kontrollgruppe.

Tabelle 4.7: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs3026167

innerhalb der Patienten- und

A-Allel n (%) G-Allel n (%) Gesamt n (%)
Kontrollen 307 (25,0) 919 (75,0) 1226 (100,0)
Patienten 251 (24,7) 767 (75,3) 1018 (100,0)
Gesamt 558 (24.,9) 1686 (75,1) 2244 (100,0)

Es fand sich kein signifikanter Unterschied in der Allelverteilung zwischen Patienten- und

Kontrollgruppe, bei einer gruppeniibergreifenden Dominanz des G-Allels.

X?=0,044, df= 1, p= 0,834
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Abbildung 4.7: Graphische Darstellung der Allelhdufigkeit des SNP rs3026167 in der Patienten-
und Kontrollgruppe
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4.4.2 Genotypenverteilungen
In der Analyse der Kontroll- und Patientengruppe waren die Genotypen des

Polymorphismus rs3026167 innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt.

X2

Gruppe Kontrollen
= 1,436, df=2, p= 0,488

Gruppe Patienten

¥’= 0,207, df=2, p= 0,902

Die Genotypenverteilungen in den beiden Gruppen zeigt Tabelle 4.8.

Tabelle 4.8: Darstellung der Genotypenverteilung des Polymorphismus rs3026167

Genotyp A/An (%) | Genotyp A/IGn (%) | Genotyp G/G n (%) | Gesamt n (%)
Kontrollen 44 (7,2) 219 (35,7) 350 (57,1) 613 (100,0)
Patienten 29 (5,7) 193 (37,9) 287 (56,4) 509 (100,0)
Gesamt 73 (6,5) 412 (36,7) 637 (56,8) 1122 (100,0)

Die Frequenzen der Genotypen zeigen keine signifikanten Gruppenunterschiede.

X*=1,325,df=2, p=0,516
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Abbildung 4.8: Graphische Darstellung der Genotypenverteilung des SNP rs3026167 in der Patienten-

und Kontrollgruppe
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4.5 Ubersicht der vier untersuchten SNPs des GRIN2B-Gens

Die folgende Tabelle 4.9 veranschaulicht die Allel- und Genotypenverteilung der vier
untersuchten Polymorphismen (rs10772692, rs1806195, rs10772693, rs3026167) des
GRIN2B-Gens. Bei dem Polymorphismus rs10772692 zeigte sich bei der Allelverteilung
ein Trend (p= 0,098) mit groBerer Haufigkeit des C-Allels bei an Schizophrenie erkrankten
Personen. Beim Polymorphismus rs1806195 bestand kein signifikanter Unterschied in der
Allelverteilung zwischen den Kontrollprobanden und der Patientengruppe, wobei ein
Trend zur Signifikanz in den Genotypfrequenzen zwischen den beiden untersuchten
Gruppen erkennbar war. Bei den {ibrigen untersuchten Polymorphismen (rs10772693 und

r$3026167) zeigten sich keine Assoziationen.

Tabelle 4.9 Zusammenfassung der untersuchten Polymorphismen

SNP Allelverteilung Genotypverteilung
rs10772692 p= 0,098 P=0186
rs1806195 P=0,204 P=0,065
rs10772693 P= 0,407 P=0,710
rs3026167 P=10,834 P=0,516
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5. Diskussion

Zahlreiche Studien (u.a. Hong et al. 2001, Ohtsuki et al. 2001, Williams et al. 2002) haben
in den letzten Jahren eine Assoziation des GRIN2B-Gens mit dem Auftreten einer
Schizophrenie untersucht und sind hierbei zu unterschiedlichen Ergebnissen gekommen.
Das Ziel dieser Arbeit war es, eine vorliegende Assoziation zwischen vier
Polymorphismen (rs10772692, rs1806195, rs10772693, rs3026167) des GRIN2B-Gens

und der Schizophrenie festzustellen.

Im Folgenden sollen die im Rahmen dieser Doktorarbeit gefundenen Ergebnisse vor dem
Hintergrund der bisher durchgefiihrten Studien erortert werden. Anhand der

Untersuchungsergebnisse lassen sich folgende Aussagen treffen:

Bei dem Polymorphismus rs10772692 zeigte sich bei der Allelverteilung ein Trend
(p=0,098) mit groBerer Haufigkeit des C-Allels bei an Schizophrenie erkrankten Personen.

Beim Polymorphismus rs1806195 fand sich zwar kein signifikanter Unterschied in der
Allelverteilung zwischen den Kontrollprobanden und der Patientengruppe, jedoch war ein
Trend zur Signifikanz in den Genotypfrequenzen zwischen den beiden untersuchten

Gruppen erkennbar.

Keinerlei signifikante Unterschiede konnten bei den Polymorphismen rs10772693 und
1$3026167 festgestellt werden.

5.1 Diskussion der Methoden

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Assoziationsstudie, bei der das Fall-
Kontroll-Design zur Anwendung kommt. Hiermit ist eine Identifizierung von Regionen auf
dem Genom mit einem geringen Einfluss auf die Erkrankung mdglich. Die Lokalisation
beruht auf der Detektion von Krankheitsassoziation mit bestimmten Einzelnukleotid

Polymorphismen (Maier et al. 1999, Owen 2000).
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Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden Fallzahlen von 611 gesunden Personen und 511 an
Schizophrenie erkrankten Probanden verwirklicht. Bei den bisher durchgefiihrten Studien
zum GRIN2B-Gen wurden solche GroBenordnungen nicht erreicht. Die im Jahr 2000 von
Nishiguchi veroffentlichte Studie untersuchte 164 an Schizophrenie erkrankte Personen
und 171 Kontrollprobanden. Die in den folgenden Jahren durchgefiihrten Studien
bewegten sich in einem Spektrum von 100 bis 268 untersuchten Patienten mit
entsprechenden Anzahlen an Kontrollprobanden. Im Vergleich zu diesen anderen Studien
liegt die Probanden-/Patientenanzahl in dieser Doktorarbeit weit oberhalb der dort
realisierten Fallzahlen und sollte damit eine hohere Aussagekraft fiir eine begrenzte

Population aufweisen.

Ethnische Abstammung

Neben einer ausreichenden Gruppengrof3e ist eine vergleichbare Ethnizitdt wichtig fiir die
Aussagekraft einer Studie. Menschen unterschiedlicher Ethnizitdt zeigen hinsichtlich der
Allelauspriagung an polymorphen Loci deutliche Differenzen. Diese Theorie lésst sich u.a.
durch die beiden unabhingig voneinander durchgefiihrten Studien von Ohtsuki et al. 2001
an einer japanischen Population und der Studie von Williams et al. 2002 an einer
kaukasischen Population belegen. Hier wurde eine abweichende Allelverteilung bei der
Untersuchung des Polymorphismus 366C/G des GRIN2B-Gens festgestellt (Oktusiki et al.
2001, Williams et al. 2002).

Bei einem Vergleich unterschiedlicher Ethnizititen innerhalb einer Studie kénnen sich
aufgrund unterschiedlicher Haufigkeiten der untersuchten Merkmale in den einzelnen
Gruppen Verzerrungen bzw. falsch-positive und falsch-negative Ergebnisse ergeben
(Maier et al. 1999, Owen 2000). Resultate von Teilnehmern heterogener ethnischer
Abstammung sind ebenfalls kritisch zu bewerten, da aus einer Populationsstratifikation
unterschiedlich falsch-positive und falsch-negative Ergebnisse resultieren konnen (Lander
und Schorck 1994). Diese Einschrinkung trifft auf die kanadische Studie von Martucci et
al. (2006) zu, in der Probanden unterschiedlicher ethnischer Herkunft untersucht wurden
(95% waren hierbei kaukasischer Abstammung). Hier wurde ein gehduftes Vorkommen
des G-Allels bei dem Polymorphismus T-200G festgestellt. Bei Untersuchungen derselben
Polymorphismen durch Di Maria et al. (2004) wurde bei Kaukasiern ein gehiuftes
Vorliegen des C-Allels und bei Ohtsuki et al. (2001) des G-Allels in der Kontrollgruppe
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bei Asiaten (Ohtsuki et al 2001) aufgezeigt, was zu einer Hinterfragung der
Studienergebnisse von Martucci fithren konnte.

In unserer Studie wurde in besonderem Mafle, unter Beriicksichtigung der Ein- und
Ausschlusskriterien, auf genetische Homogenitdt geachtet. Somit wurden ausschlieBlich
Personen kaukasischer Herkunft rekrutiert, um eine verldssliche Aussagekraft der
untersuchten SNPs in Bezug auf die Ethnizitit zu gewéhrleisten.

Durch das Internationale HapMap Project (HapMap 2011) konnten bei der Auspriagung der
einzelnen Genotypen zahlreiche ethnische Differenzen festgestellt und katalogisiert
werden. Bei Betrachtung dieser Daten wird deutlich, wie unterschiedlich die

Merkmalshiufigkeiten bei verschiedenen Ethnizitéten sein konnen (Tab. 5.1).

Tabelle 5.1 Genotyp und Allelfrequenzen der untersuchten Polymorphismen (rs10772692, rs1806195,
rs10772693, rs3026167) in der Patienten- und Kontrollgruppe im Kontext der
International HapMap (HapMap2011) (Fortsetzung auf der nachsten Seite)

P = Patientengruppe

K = Kontrollgruppe

E = Européer (Bewohner von Utah, nord- und westeuropéischer Herkunft)

C = Han Chinesen (Peking)

J = Japaner (Tokyo)
A = Afrikaner (Nigeria)

Frequenz Frequenz Frequenz Frequenz Freque

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

1510772692

P A/A 20,4 A/C 479 C/C 31,7 A 444 C 55,6
K A/A 22,5 A/C 50,8 c/C 26,7 A 47,9 C 52,1
E A/A 19,0 A/C 448 c/C 36,2 A 1.4 C 58,6
C A/A 50,0 A/C 432 C/C 6,8 A 75,6 C 24.4
J A/A 57,8 A/C 35,6 C/C 6,7 A 75,6 C 24,4
A A/A 81,7 A/C 18,3 c/C 0 A 90,8 C 92
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Frequenz Frequenz Frequenz Frequenz Frequenz
Genotyp in % Genotyp in % Genotyp in % Allel in % Allel in %
rs1806195
P T/T 25,8 G/T 46,1 G/G 28,2 51,2 G 48,8
T/T 25,5 G/T 52,0 G/G 22,4 48,5 G 51,5
E T/T 35,0 G/T 36,7 G/G 28,3 T 53,3 G 46,7
C T/T 0 G/T 8,9 G/G 91,1 T 4,4 G 95,6
J T/T 0 G/T 2,2 G/G 97,8 T 1,1 G 98,9
A T/T 25,0 G/T 53,3 G/G 21,7 T 51,7 G 48,3
rs10772693
P T/T 1,8 C/T 22,8 C/C 75,4 13,2 86,8
T/T 2,1 C/T 24,5 C/C 73,3 14,4 85,6
E T/T 1,8 C/T 22,8 C/IC 75,4 T 13,2 C 86,8
C T/T 9,1 C/T 59,1 C/C 31,8 T 38,6 C 61,4
J T/T 16,3 C/T 51,2 C/C 32,6 T 41,9 C 58,1
A T/T 333 C/T 46,7 C/C 20,0 T 56,7 C 43,3
1s3026167
P A/A 5,7 A/G 37,9 G/G 56,4 A 24,7 G 75,3
A/A 7,2 A/G 35,7 G/G 57,1 A 25,0 G 75,0
E A/A 57,9 A/G 36,8 G/G 53 A 76,3 G 23,7
C A/A 72,2 A/G 22,2 G/G 5,6 A 83,3 G 16,7
] A/A 74,4 A/G 25,6 G/G 0 A 87,2 G 12,8
A A/A 41,7 A/G 40,0 G/G 18,3 A 61,7 G 38,3

Alter der Studienteilnehmer

Auch das Alter der Studienteilnehmer kann zu einer Verfalschung der Ergebnisse fiihren.

Um dem entgegenzuwirken und etwaige Storgroflen zu eliminieren, sollten das Alter der

Kontrollprobanden und des Patientenkollektivs anndhernd gleich sein. Dies ist besonders

bei einem Durchschnittsalter

der

Kontrollprobanden unterhalb des

typischen

Erkrankungsbeginns der Schizophrenie, der zwischen dem 22. und 32. Lebensjahr liegt

(Héfner et al. 1999) entscheidend, da hier eine Manifestation der Erkrankung im weiteren
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Verlauf nicht ginzlich ausgeschlossen werden kann. Hierdurch kénnen vor allem bei
genetischen  Untersuchungen falsch-negative  Ergebnisse beim  Vergleich der
Kontrollprobanden mit dem Patientenkollektiv resultieren.

In dieser Arbeit lag das Durchschnittsalter des Probandenkollektivs mit 45.26 Jahren sowie
der Patienten mit 37.86 Jahren oberhalb des 32. Lebensjahres und damit iiber dem
Pridilektionsalter der Schizophrenie. Damit kann zwar eine spdte Manifestation nicht
ausgeschlossen werden, das Risiko fiir fehlerhafte Ergebnisse bei der Auswertung der

Daten mit falsch-negativen Ergebnissen kann allerdings minimiert werden.

Diagnosestellung mittels Rekrutierungsverfahren und Einschlusskriterien

Von groBer Bedeutung fiir die Vergleichbarkeit der verschiedenen Studienergebnisse ist
eine enge Diagnosestellung bei der Rekrutierung des Patientenkollektivs. Die wichtigsten
Giitekriterien einer empirischen Studie stellen hierbei Objektivitit, Reliabilitit und
Validitdt dar. Durch die Diagnosesysteme ICD-10 und DSM-IV wird zu einer
Verbesserung der Objektivitit und Reliabilitdt beigetragen, die zur Diagnosefindung bei
fehlenden pathognomonischen Indizien oder messbaren Laborwerten einen wichtigen
Beitrag leisten. Die Diagnose beruht allerdings mitunter auf der subjektiven Einschétzung
des jeweiligen Untersuchers. Bei einer weiten Auslegung des Schizophreniebegriffes sind
mindestens 15% bis 20% der diagnostizierten Psychosen den schizoaffektiven Stérungen

zuzurechnen (Marneros et al. 1991).

Bei der Auswahl der Probanden kam in unserer Studie der standardisierte Leitfaden fiir
DSM-IV (SKID) zur Anwendung, mit dessen Hilfe die Einschlussdiagnose
(Schizophrenie) gestellt wurde. Dabei fanden unter anderem Schilderungen des Patienten
zu seinem Befinden, Verhaltensbeobachtungen durch den Untersucher, aber auch evtl.
vorliegende Arztbriefe Bertlicksichtigung. Die Zusammenarbeit zwischen dem Untersucher
und dem Patienten erfolgte auf einer vertrauensvollen Ebene, geprigt durch Offenheit und
wahrheitsgemédfBen Angaben zur Krankengeschichte, soweit diese noch erinnerlich war.
Ein detailliertes Interview ist somit sehr wichtig zur Diagnosestellung, kann allerdings
mitunter bei unkorrekten und/oder fehlenden Angaben zu einer falschen Diagnose fiihren.
Zudem ist der Untersucher bei einigen Abschnitten des SKIDs angehalten, das Vorliegen

bestimmter Symptome nach eigenem FErmessen einzuschédtzen. Hierbei kann es zu
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Schwierigkeiten bei der Objektivierung eines Symptoms kommen, besonders bei einem
flieBenden Ubergang vom gesunden ins krankhafte Verhalten (z.B. bei der Beurteilung der
Affektivitdt) und bei fehlenden eindeutigen Definitionen der Befunde. Bei Bereichen mit
unscharfen Grenzen (z.B. bei der Einschitzuung der Konzentrationsfahigkeit des
Probanden) kann dies zu abweichenden Diagnosen bei unterschiedlichen Untersuchern
fiihren. Demnach sollte bei der Einbeziehung von Arztbriefen in die Diagnosefindung
immer deren subjektiver Charakter beriicksichtigt werden. Auch durch eine zusétzliche
Anwendung des PANSS (Kay et al. 1987) sollte im Patientenkollektiv die Diagnose einer
Schizophrenie erhértet werden bzw. andere Storungen des schizophrenen Formenkreises

ausgeschlossen werden.

Schizophrenie als multifaktorielle Erkrankung

Bei der Rekrutierung der Kontrollprobanden wurde eine anfinglich gestellte negative
Anamnese beziiglich psychiatrischer und/oder neurologischer Erkrankungen im weiteren
Verlauf noch mittels zusitzlicher Interviews/Fragebogen, wie beispielsweise mit dem
SKID, abgeklart. Somit konnte eine maximal ,,gesunde® Kontrollgruppe selektiert werden.
Als Nachteil dieser strengen Auswahlmethode ist der gro3e zeitliche Aufwand, sowohl fiir
die Studienteilnehmer, als auch fiir die Rekrutierenden, zu sehen. Dies gilt insbesondere
bei der Realisierung hoher Fallzahlen. Ein klarer Vorteil dieser aufwendigen Rekrutierung

stellt die daraus resultierende Kontrollgruppe mit wenig fehlerhaften Einschliissen dar.

Durch verschiedene klinische Diagnoseverfahren und Einschlusskriterien kann unter
Umstinden eine Beeinflussung der Assoziationsergebnisse resultieren. Allgemein ist
davon auszugehen, dass es sich bei der Schizophrenie nicht um eine einzelne Erkrankung,
sondern um eine Mischung verschiedener, miteinander verwandter Storungen handelt
(Stefansson et al. 2004). Daher sollte die Einschlussdiagnose zur Sicherstellung einer
gemeinsamen genetischen Grundlage besondere Beriicksichtigung finden. Hiufig werden
allerdings bei Assoziationsstudien zur Schizophrenie auch Patienten mit Erkrankungen des
schizophrenen Formenkreises mit eingeschlossen (Goldberg et al. 2006, van den Bogaert et
al. 2003). Dies erleichtert die Rekrutierung hoher Patientenzahlen, wenngleich wenig
differenzierte Ergebnisse zu erwarten sind. In der von Hong et al. (2001) veroffentlichten

Studie wurden neben schizophrenen Patienten zusétzlich noch Personen mit bipolarer
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Storung untersucht. Auch Martucci et al. (2006) untersucht die Assoziation von drei
genetischen Polymorphismen des GRIN2B-Gens bei Schizophrenen, Personen mit
bipolarer Storung und bei Personen mit einer bipolaren Storung und gleichzeitigem
Auftreten von psychotischen Symptomen. Letztendlich konnte hierbei eine Assoziation
zwischen dem G-200T Marker und der Schizophrenie, dem T5998C Marker und einer
bipolaren Storung sowie dem AS5806C Marker und einer schizoaffektiven Stoérung
festgestellt werden. Dies 148t vermuten, dass schizophrene, schizoaffektive und bipolar
erkrankte Personen in der Genregion von GRIN2B einen gemeinsamen

Vulnerabilitdtsmarker aufweisen.

Nach dem derzeitigen Wissensstand handelt es sich bei der Schizophrenie um eine
multifaktorielle Erkrankung, deren Phinotyp durch verschiedene pathophysiologische
Mechanismen hervorgerufen werden kann. Von einigen Forschern wird sie als eine
heterogene Storung bezeichnet, mit Unterteilung in einzelne Subtypen. Andere
Wissenschaftler vertreten wiederum die Auffassung, dass schizophrenieartige Stérungen
zu einem breiten Spektrum schizoider Stérungen zusammengefasst werden sollten (McGue
und Gottesman 1989). Als Begriindung hierfiir wird die Auswirkung einer einzelnen
Mutation auf ein Kontinuum von Symptomen in verschiedenen Schweregraden angefiihrt.
So ldsst sich beispielsweise das Symptom der ,formalen Denkstérung* mit
Aufmerksamkeitsproblemen bis hin zu Denkzerfahrenheit beschreiben. Die unterschiedlich
starke Ausprdgung der Symptome kann dabei nicht nur durch die Aktivierung
verschiedener mutierter Gene oder Allelvarianten bestimmt werden, sondern auch durch
Umweltfaktoren und/oder epigenetische Faktoren beeinflusst werden. Auch das
interindividuelle Ansprechen auf Psychopharmaka konnte wiederum fiir das Vorliegen
verschiedenster Krankheitsmechanismen auf genetischer Ebene sprechen. Unter
Beriicksichtigung dieser unterschiedlichen Erkenntnisse wird leicht verstidndlich, dass es
diverse widerspriichliche Studien zur Schizophrenie gibt.

Generell wird die Interpretation positiver und negativer Assoziationen zur Schizophrenie
durch die Heterogenitit der Erkrankung erschwert. In dieser Arbeit wurden die
Kontrollprobanden und die Patienten stufenweise rekrutiert und bis zum endgiiltigen

Einschluss in die Studie mehrfach und sehr ausfiihrlich mittels Fragebdgen zu bestimmten
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Themenbereichen, wie beispielsweise Krankengeschichte, Familienanamnese, Herkunft

0.4., befragt.

Abweichende Studienergebnisse bei den zahlreichen zur Schizophrenie durchgefiihrten
Studien konnten somit auf unterschiedliche, auf die einzelnen Populationen einwirkende
Umweltfaktoren und Mutationen in unterschiedlichen Genen, die zum Auftreten
verschiedenster Symptome fiihren, zuriickgefiihrt werden. Auch eine Locus-Heterogenitit,
d.h. auch beim Auftreten gleicher Symptome konnte der Vulnerabilitdtsmarker dennoch in
unterschiedlichen Genen vorhanden sein und eine Allel-Heterogenitdt, d.h. bei
verschiedenen Mutationen im gleichen Gen konnen die gleichen Symptome resultieren,
konnten die unterschiedlichen Resultate der einzelnen Studien erkldren. Diese schlossen
zwar, soweit erkennbar, weitestgehend Patienten mit dhnlichen Symptomen ein, gelangten
allerdings zu unterschiedlichen, ursidchlichen Verdnderungen im GRIN2B-Gen. Demnach
wire eine Kombination von Studien zu Sequenzvariationen, wie in unserer Studie erfolgt,
mit Untersuchungen zu epigenetischen Faktoren ein fiir die Zukunft durchaus weiter

verfolgbarer Ansatz in der genetischen Forschung.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Hypothese einer Beteiligung des GRIN2B-Gens an der Pathogenese der Schizophrenie
stiitzt sich u.a. auf pharmakologische- und Tiermodelle der Schizophrenie (Rujescu et al.
2008). Zudem wurden in der Vergangenheit Studien zu Einzelmarkern des GRIN2B-Gens
durchgefiihrt, die teilweise zu positiven (Hong et al. 2001, Miyatake et al. 2002), aber auch
zu negativen (Nishiguchi et al. 2000, Williams et al. 2002) oder widerspriichlichen
Ergebnissen (Ohtsuki et al. 2001, Di Maria et al. 2004) fiihrten. Bei der statistischen
Auswertung des Polymorphismus rs10772692 zeigt sich bei der Allelverteilung ein Trend
mit einem gehduften Auftreten des C-Allels bei an Schizophrenie erkrankten Personen. Der
Polymorphismus 1s10772692 konnte demnach an der Entstehung der Schizophrenie
beteiligt sein. Fiir die Zukunft sollten in diese Richtung, z.B. zur Verifizierung der

festgestellten Tendenz, weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.
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Eine Betrachtung der Ergebnisse des Polymorphismus rs1806195 zeigt keine signifikanten
Unterschiede in der Allelverteilung zwischen den Kontrollprobanden und den Patienten,
wobei ein Trend zur Signifikanz in den Genotypenfrequenzen zwischen den beiden
untersuchten Gruppen erkennbar war: Bei einem Vergleich der homozygoten T-Alleltrager
mit den C-Alleltrdgern zeigt sich bei den an Schizophrenie erkrankten Personen ein
leichtes Uberwiegen des T-Allels. Unter Beriicksichtigung der bei Schizophrenen vermehrt
vorkommenden Genotypen G/T und T/T im Vergleich zu den Kontrollprobanden, konnten
diese Ergebnisse auf einen Zusammenhang des Polymorphismus rs1806195 hindeuten.
Somit scheint dieser Polymorphismus ein interessanter Ansatzpunkt fiir weitere
Untersuchungen zu sein. Bei den weiterhin untersuchten Polymorphismen rs10772693 und

rs3026167 wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen wurden bis zum jetzigen
Zeitpunkt wenig bzw. gar nicht erforscht, wobei besonders die Ergebnisse zu den

Polymorphismen rs10772692 und rs1806195 weitere Fragen aufwerfen.

Somit sind das GRIN2B-Gen bzw. dessen Polymorphismen, auch unter Beriicksichtigung
von in der Vergangenheit durchgefiihrter Studien, ein interessanter Ansatzpunkt zur

weiteren Schizophrenieforschung.

In der von Ohtsuki et al. (2001) durchgefiihrten Fall-Kontroll-Studie konnte eine
statistische Signifikanz fiir die Polymorphismen der 3’-Region des letzten Exons bei an
Schizophrenie erkrankten Personen festgestellt werden (p= 0.004). Zusétzlich konnte ein
gehduftes Vorkommen des G-Allels des 366C/G Polymorphismus (p= 0.04) dargestellt
werden. Durch Williams et al. (2002) konnte die von Ohtsuki postulierte Assoziation zu

dem 122C>G Polymorphismus des GRIN2B-Gens nicht bestétigt werden.

Di Maria et al. konnten 2004 in einer Fall-Kontroll-Studie eine geringe Signifikanz fiir den
in der 3'UTR-Region gelegenen Polymorphismus T-200G (p= 0.04) belegen. Dieser
Polymorphismus konnte bereits 2002 von Miyatake et al. in einer ebenfalls durchgefiihrten
Fall-Kontrollstudie aufgezeigt werden. Die Haufigkeit des Auftretens des G-Allels war

hierbei im Patientenkollektiv im Vergleich zu den Kontrollprobanden signifikant erhdht
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(p= 0.0164). Auch Martucci et al. beschrieben 2006 eine Assoziation zwischen dem
Polymorphismus G-200T (5'UTR) und der Schizophrenie (p= 0.002). Zudem konnten sie
noch eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus T5998C und einer bipolaren
Storung (p= 0.02) sowie dem Polymorphismus A5S806C und einer bipolaren Stérung mit
psychotischen Symptomen feststellen (p= 0.0038).

Chiu et al. (2003) konnten in seiner Assoziationsanalyse der Polymorphismen 366C/G und
2664C/T keine Unterschiede in der Genotypenverteilung feststellen, wobei die Patienten
mit einem 2664C/C Genotyp im Vergleich zu den Genotypen 2664C/T und 2664T/T eine
hohere Clozapindosis aufwiesen. Qin et al. untersuchten 2006 in einer Assoziationsanalyse
16 bekannte SNPs auf der NMDA-Rezeptor Untereinheit NR1 und NR2B. Bei den nieder-
frequenten Haplotypen CCT (das C-Allel von C2664T, das C-Allel von T4197C und das
T-Allel von T5998C) und bei der Verteilung der gesamten Haplotypen des GRIN2B-Gens
(G366C, C2664T, C3538T, T4197C und T5988C) konnte eine Assoziation mit der
Schizophrenie festgestellt werden, neben einer Interaktion zwischen dem G19001C
Polymorphismus des GRINI-Gens und den T4197C und T5988C Polymorphismen des
GRIN2B-Gens. Im Gegensatz dazu fanden Nishiguchi et al. in ihrer Studie im Jahr 2000
bei der Untersuchung der Assoziation zwischen der Schizophrenie und dem 2664C/T
Polymorphismus des GRIN2B-Gens keine Signifikanz. Auch Hong et al. konnten 2001 bei
der Untersuchung des Polymorphismus 2664 mit ihren drei Genotypen 2664C/C, 2664C/T
und 2664T/T keine Beeinflussung der Clozapinempfindlichkeit bei Patienten mit
Allelvariationen des GRIN2B-Gens aufzeigen, wenngleich ein gewisser Trend einer
hoheren Clozapindosierung fiir Patienten mit dem 2664C/T Genotyp aufgezeigt werden

konnte.

Bei einer 2007 von Li und He durchgefiihrten Meta-Analyse zeigte sich fiir den
Polymorphismus T-200G des GRIN2B-Gens ein signifikanter p-Wert von 0.005 bei einer
odds ratio von 0.71 (0.56 — 0.9). Auch in der Genotyp-Analyse konnten positive Resultate
festgestellt werden, unabhéngig davon, ob ein T-Allel oder ein G-Allel kombiniert wurde.
Fiir den Polymorphismus 4197T/C wurde eine schwache Assoziation bei der Genotypen-
Analyse mit einem p-Wert von 0.017 (odds ratio 0.47; 0.26 — 0.87) gefunden. Fiir die
anderen drei SNPs konnte keine statistisch signifikante Assoziation bei den Allel- und/oder

Genotypanalysen aufgezeigt werden. Die drei codierenden SNPs (2664C/T, 366C/G und
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4197T/C) fiihren zu keiner Verdnderung der Aminosduresequenz, sog. stille

Polymorphismen.

Positive Ergebnisse von genetischen Studien héngen entscheidend von der Untersuchung
des richtigen Markers ab. Ein negatives Ergebnis in einer Studie in Bezug auf einen
bestimmten Marker schlieBt demnach eine Kopplung oder Assoziation eines anderen
Markers in dieser Genregion nicht aus. Ob die in dieser Arbeit als signifikant befundenen
Marker eine reliable Assoziation mit der Schizophrenie aufweisen, kann erst nach

positiven Replikationen in weiteren Studien abschlieSend beurteilt werden.

Bei der Schizophrenie handelt es sich nach dem derzeitigen Wissensstand um eine
komplexe Erkrankung, bei der eine polygene Ubertragung mit mehreren beteiligten Genen
angenommen wird, von denen jedes nur einen kleinen Teil zum Erkrankungsrisiko beitragt
(Ebert und Loew 2008, Wobrock et al. 2004). In den letzten Jahren konnte in zahlreichen
Kopplungs- und Assoziationsstudien mehrere Vulnerabilititsgene an verschiedenen
Genorten dargestellt werden (Stefansson et al. 2002). Hierbei wurden u.a. fiir das GRIN1-
und das GRIN2-Gen des glutamatergen Systems positive Ergebnisse verzeichnet. Weitere
Kandidatengene sind u.a. Neuregulin 1 und Dysbindin. Neuregulin spielt eine wichtige
Rolle bei der Expression und Aktivierung von Neurotransmitter-Rezeptoren, wie dem
NMDA-Rezeptor (Stefansson et al. 2002). Der Dystrophin-Protein-Komplex, an den das
Dysbindin bindet, ist ein Bestandteil des Zytoskeletts und wahrscheinlich auch an der
Signaltransduktion des NMDA-Rezeptors beteiligt (Benson et al. 2001). Eine weitere
signifikante Assoziation mit der Schizophrenie wurde u.a. fiir das Prolin-Dehydrogenase-
Gen (PRODH) (Willis et al. 2008) und das Catechol-O-Methyltransferase-Gen (COMT)
(Norton et al. 2006) festgestellt. Komplettiert werden die Befunde durch Untersuchungen
zur Beteiligung des dopaminergen Systems, das eng mit dem glutamatergen System
gekoppelt ist und dessen Einfluss auf die Schizophrenie als gesichert gilt (Fallgatter et al.
2010).

Da bislang die Identifikation eines Hauptgenes nicht gelungen ist, scheint es nahe liegend,
dass nicht einzelne SNPs, sondern die Interaktion verschiedener Varianten einen Einfluss
auf die Entstehung einer Schizophrenie haben konnten. In zahlreichen Gen-Gen

Interaktionsstudien konnte bereits eine Wechselwirkung zwischen multiplen Genen bei der
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Pathogenese verschiedenster anderer Erkrankungen, wie beispielsweise von Diabetes
mellitus Typ II, der Hypertonie und dem Mamma-Karzinom, nachgewiesen werden (Cho
et al. 2004, Moore und Williams 2002, Ritchi et al. 2001).

Auch durch die Ergebnisse der Studie von Qin et al. (2005) wurde durch die kombinierten
Effekte des GRIN1- und des GRIN2B-Gens auf eine Beteiligung an der Atiologie der
Schizophrenie geschlussfolgert. Dies deutet darauthin, dass auch fiir die Entstehung der
Schizophrenie Interaktionen zwischen den verschiedenen Vulnerabilitdtsgenen

verantwortlich sein konnten.

5.3 Ausblick

Die vorliegende Arbeit ergab bei der Allelverteilung des Polymorphismus rs10772692 des
GRIN2B-Gens einen Trend mit groferer Haufigkeit des C-Allels bei an Schizophrenie
erkrankten Personen. Weiterhin zeigte sich bei dem Polymorphismus rs1806195 in den
Genotypenfrequenzen zwischen beiden untersuchten Gruppen ein Trend zur Signifikanz.
Wie einige weitere genetische Untersuchungen deutet diese Studie somit auf einen
Zusammenhang des GRIN2B-Gens und der Entstehung einer Schizophrenie hin. Wie in
Kapitel 1.6 gezeigt, existieren aber auch Studien mit negativen oder inkonsistenten
Ergebnissen beziiglich genetischer Kopplung oder Assoziation weiterer Marker des
GRIN2B-Gens. Somit kann nicht abschlieBend beurteilt werden, ob das genannte Gen ein
Kandidatengen der Schizophrenie darstellt.

Durch die zentrale Rolle des NMDA-Rezeptors innerhalb des glutamatergen Systems und
seiner Beteiligung an der Hirnentwicklung (Javitt et al. 2004), der Neuroplastizitét
(Schmitt et al. 2010) und bei neurotoxischen Vorgéingen (Olney et al. 1991) sind seine
Gene auch weiterhin als interessante Suszeptibilititsgene zu sehen. Der zweifelfreie
Nachweis einer Beteiligung des GRIN2B-Gens an der Pathogenese der Schizophrenie
sollte von daher das Ziel weiterer Studien sein.

Hierbei ist auf eine ausreichend groBle Studienpopulation zu achten, um auch statistisch
aussagekriftige Ergebnisse bei seltenen Allelen oder Genotypen zu erhalten. Die
Untersuchungen sollten mit Studienteilnehmern (Probanden und Patienten) derselben
Ethnizitdt durchgefiihrt werden, um populationsspezifische Variationen innerhalb der

Allel- und Genotypenverteilung zu vermeiden. Auch konnten die einzelnen Ethnizititen
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entsprechend ihrer Herkunft weiter untergliedert werden, um auch eventuell vorliegende
geographisch bedingte Unterschiede der groBen genetischen Gruppen (z.B. Chinesen,

Kaukasier) in den Untersuchungen entsprechend zu beriicksichtigen.

Zusitzlich konnten neben dem Einschlusskriterium einer nach ICD-10 und DSM-IV
diagnostizierten Schizophrenie auch neurophysiologische und neuropsychologische
Kriterien (sog. Endophinotypen) bei der Auswahl der Studienteilnehmer beriicksichtigt
werden.  Wihrend  klassische  Phidnotypen durch  Verhaltensmerkmale  oder
Krankheitsdiagnosen definiert werden, repriasentieren Endophdnotypen neurobiologische
Krankheitskorrelate (Zobel und Maier 2004). Sie scheinen somit ein ndheres Abbild der
Wirkung bestimmter Gene darzustellen und konnten hierdurch das Auffinden suszeptibler
Gene erleichtern. Durch diese Vorgehensweise lésst sich die Sensitivitdt und Spezifitit der
Studienergebnisse moglicherweise erhohen, da erkrankte Personen zusdtzlich einen
Endophénotyp aufweisen miissen, andererseits aber auch klinisch gesunde Triager des

Endophinotyps in die Beurteilung miteinbezogen werden kénnen.

In den meisten bisher verdffentlichten Referenzstudien wurden nur isolierte SNPs des
GRIN2B-Gens untersucht (u.a. Di Maria et al. 2004). Durch die Analyse einzelner SNPs
ergibt sich die Moglichkeit, gezielt menschliche Gene und deren Assoziation zu
untersuchen, um die Signifikanz genetischer Variationen besser verstehen zu konnen. Der
Einfluss einzelner SNPs ist jedoch quantitativ oft wenig ausgeprdgt und wird erst in
Wechselwirkung mit anderen SNPs verdeutlicht (Zhao et al. 2006). So sollte die Analyse
einzelner SNPs bei in vitro Untersuchungen hinsichtlich ihrer funktionellen Relevanz
kritisch betrachtet werden, da durch weitere Polymorphismen im selben Gen eine
Beeinflussung der Funktionalitdt in vivo resultieren kdnnte. Als Konsequenzen wiren zum
einen eine additive Wirkung mehrerer SNPs, aber auch das Vorliegen von protektiven
Allelen denkbar. Durch eine Analyse von Haplotypen wird dieses Zusammenwirken von
moglichen Einzelmarkern innerhalb eines Gens beriicksichtigt. Dadurch kann die
Aussagekraft tiber mogliche Interaktionen verbessert oder demaskiert werden. Aus einer
getrennten Untersuchung einzelner SNPs konnten demnach kausale Fehlinterpretationen

oder unter Umstinden sogar eine Nichtreproduzierbarkeit von genetischen Studien
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resultieren. Somit sollten in kiinftigen Studien nicht nur Marker innerhalb eines Gens,

sondern auch vermehrt Gen-Gen-Interaktionen niaher betrachtet werden.

Als langfristiges Ziel der molekulargenetischen Forschung wire eine auf den jeweiligen
Patienten anpassbare Therapie mit Medikamenten eines gezielten Wirkspektrums zu sehen.
Im giinstigsten Fall kdnnte auch eine Einleitung von Priventivmalnahmen bei Tridgern von
Risikoallelen bzw. bei bestehender familidrer Vorbelastung das Risiko der Entstehung
einer Schizophrenie eingrenzen. Zur Erreichung dieses Ziels ist es notwendig, die
funktionellen Auswirkungen von Risikoallelen und Haplotypen auf die Genfunktion und
die Eigenschaften der exprimierten Proteine zu entschliisseln.

Insgesamt bleibt festzustellen, dass die Schizophrenie eine komplexe Erkrankung darstellt,
die hinsichtlich ihrer Entstehungsursachen noch weitergehender intensiver Forschung
bedarf. Erste Schritte zur Entschliisselung der genetischen Grundlagen der Schizophrenie
sind bereits getan und auch im Hinblick auf die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen

Erkenntnisse lésst sich fiir die weitere Zukunft ein positiver Verlauf erwarten.
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6. Zusammenfassung

Die Schizophrenie stellt eine der schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen dar
mit einer Lebenszeitpriavalenz von 0.5-1.6%. Sie fiihrt zu einer massiven Beeintrachtigung
der Lebensqualitét, der Erlebnisfidhigkeit und der Kognition der betroffenen Personen. In
den letzten Jahren gelang es vermehrt, eine Assoziation der Schizophrenie mit genetischen
Risikofaktoren nachzuweisen (Moller et al. 2009). Nach dem derzeitigen Wissensstand
wird ein Zusammenhang zwischen der Schizophrenie und einzelnen, auf unterschiedlichen
Chromosomen lokalisierten Genen und deren Interaktion mit Umweltfaktoren
angenommen. Mit Hilfe von Kopplungsanalysen und Assoziationsstudien konnten bisher

zahlreiche Kandidatengene identifiziert werden.

Auf der anderen Seite stellten zahlreiche durchgefiihrte Studien eine verminderte
Expression von glutamatergen Neuronen u.a. im frontoparietotemporalen Cortex und im
Hippocampus bei an Schizophrenie erkrankten Personen fest (Schito et al. 1997). Dieses
Modell einer Glutamat- und NMDA-Hypofunktion basiert auf genetischen und
pharmakologischen Erkenntnissen (Harrison und Owen 2003) und fiihrte neben dem
bereits lange Zeit vorliegenden Dopaminmodell zu neuen Diskussionsansitze hinsichtlich
der Auslosemechanismen einer Schizophrenie durch Verdnderungen im glutamatergen

System (Kantrowitz und Javitt 2010).

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte, auf Chromosom 12p13 lokalisierte, GRIN2B-
Gen ist eines dieser funktionellen Kandidatengene im glutamatergen System. In mehreren
Fallkontrollstudien wurde ein Zusammenhang zwischen Schizophrenie und diesem
Risikogen hergestellt (Miyatake et al. 2002, Di Maria et al. 2004, Qin et al. 2005). In einer
Studie von Grimwood et al. (1999) konnte zudem eine unregelmifBige Expression der
NR2B-Untereinheit im Temporallappen von an Schizophrenie erkrankten Personen
nachgewiesen werden.

Das GRIN2B-Gen codiert fiir eine Untereinheit des NMDA-Rezeptors. Dieser N-Methyl-
D-Aspartat-Rezeptor spielt als zentraler Bestandteil des glutamatergen Systems eine
entscheidende Rolle bei der neuronalen Entwicklung, der Neurotoxizitit sowie bei

neuronalen Vorgédngen (Monaghan et al. 1989).
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In zahlreichen Studien konnte zudem eine pharmakologisch induzierte Hypofunktion des
NMDA-Rezeptors mittels nicht-kompetitiver Antagonisten wie PCP und MK-801 belegt
werden, die zur Ausbildung von Positiv- und Negativsymptomen bei gesunden
Kontrollprobanden fiihrte (Javitt und Zukin 1991). Auf der anderen Seite wurde nach
Verabreichung von NMDA-Rezeptor-Agonisten, wie beispielsweise Glyzine und
d-Cycloserine, eine Besserung der schizophrenen Symptome festgestellt (Javitt et al. 1994,
Goff et al. 1996).

So konnten im Cortex, Thalamus und in zahlreichen weiteren Hirnregionen bei an
Schizophrenie erkrankten Personen im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen eine
verdanderte Konzentration der einzelnen Untereinheiten des NMDA-Rezeptors festgestellt
werden.

Diese unterschiedlichen Ergebnisse deuten darauthin, dass das GRIN2B-Gen an der
Entstehung der Schizophrenie beteiligt sein konnte. In der vorliegenden Arbeit wurden vier
Basenaustauschpolymorphismen innerhalb des GRIN2B-Gens in einer Fall-Kontroll-
Studie mit 511 an Schizophrenie erkrankten Personen und 611 gesunden
Kontrollprobanden kaukasischer Abstammung hinsichtlich einer Assoziation zur
Schizophrenie hin untersucht.

Bei der Untersuchung von Allel- und Genotypfrequenzen fand sich bei den
Polymorphismen rs10772692 und rs1806195 eine Assoziation zur Schizophrenie. Bei den
Polymorphismen rs10772693 und rs3026167 zeigten sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Gruppen (Patientenkollek-

tiv/Kontrollgruppe).

Somit bedarf es, zu den bereits existierenden Studien, weiterer Untersuchungen in
kaukasischen und anderen Ethnizititen, um zweifelsfrei von einer Beteiligung des
GRIN2B-Gens und seiner Polymorphismen bei der Entstehung der Schizophrenie sprechen

zu konnen.
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7. Abkurzungsverzeichnis

Abkurzung Erklarung

A Adenosin

AKTI v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsdure

ANAL Anamnesebogen 1

ANA2 Anamnesebogen 2

APOE Apolipoprotein E

CHRNA7 Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-7

C Cytosin

CaM Kinase kalmodulinabhingige Proteinkinase I1

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CATIE-Studie | Clinical Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness

cDNA complementary Desoxyribonukleinséure

cM Centmorgan

COMT Catechol-O-Methyltransferase

CSF2RA Colony stimulating factor 2 receptor alpha

D-AP5 Death associated protein 5

DA Dopamin

DAAO D-Amino-Acid-Oxidase

DAO D-Aminosdure Oxidase

DAOA D-Aminosdure Oxidase Aktivator (G72)

DISC1 Gen disrupted in schizophrenia 1

DNA Desoxyribonukleinsdure

DRD Anti-Dopamin-Rezeptor D

3-HPA 3-Hydroxypicolinsiure

DSM-III-R Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

DSM-1V Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders [4. Edition der
American Psychiatric Association (APA)]

DTNBP1 Dysbindin
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Abkulrzung

Erklarung

DZ

dizygote Zwillingspaare

D2-Rezeptor

Dopamin D2-Rezeptor

EAAT Ecxitatory amino acid transpoter

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPSE Exzitatorisches postsynaptisches Potential

ERBB4 Rezeptor tyrosine-protein kinase erbB-4

FAF Erfassung von Aggresivitéitsfaktoren

FAHM Family Assessment History Modul

FEZ1 Fasciculation and elongation protein zeta 1 (Zygin I)

FSME Frithsommer-Meningoenzephalitis

G Guanin/Guanosin

GABRB2 Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, beta 2

GADI Glutamatdecarboxylase 1

gDNA genomic Desoxyribunukleinsdure

Glu Glutamat

GRIK4 ionotroper Glutamatrezeptor 4

GRM3 metabotroper Glutamatrezeptor 3

H Wasserstoff-Ion

HAWIE-R Hamburger-Wechsler-Intelligenztest fiir Erwachsene in revidierter
Form

HIV humanes Immundefizienz-Virus

ICD-10 Internationl Classification of Disease der
Weltgesundheitsorganisation, Revision 10

iGluR ionotroper Glutamatrezeptor

mGIuR metabotroper Glutamatrezeptor

ILR3 laa-leucine resistant 3

KA1 Kainséure 1

KA2 Kainsdure 2

kb Kilobasenpaare

LTP long-term depression
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Abkulrzung Erklarung

LTP long-term potentiation

MANCOVA Multiple analysis of covariance

Mg Magnesium

MK-801 NMDA Rezeptorantagonist Dizolcipin
mmol Millimol

MMPI-2 Minnesota Multiphasic Personality Inventory 2
MMST Mini-Mental-Status-Test

MOCI Maudsley Obessional Compulsive Inventory
mRNA messenger Ribonukleinsdure

MRT Magnetresonanztomographie

MTHFR Methylentetrahydrofolat-Reduktase
MUTED Muted homolog (mouse)

MW Mittelwert

MZ monozygote Zwillingspaare

n Probandenzahl

NEO-PI-R Personlichkeitsinventar, revidierte Form
ng Nanogramm

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NMR NMR-Spektroskopie

NRGI Neuregulin 1

NRH-Model NMDA Rezeptor Hypofunktionsmodell
OR Odds Ratio

p Signifikanz, p-Wert, probability

p (Chromosom)

petit, kurzer Arm eines Chromosoms

PANSS

Positiv- und Negativ-Syndrom Skala

PCK Proteinkinase C

PCP Phencyclidin

PCR Polymerasekettenreaktion

pH Wasserstoff-lonenkonzentration
PLXNA2 Plexin A2 Antikdrper
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Abkulrzung Erklarung

PPP3CC Protein Phosphatase 3-Gen, welches die Calcineurin y katalytische
Untereinheit kodiert

Primer DNA-Oligonukleotid

PRODH Prolin Dehydrogenase

PSD postsynaptische Dichte

g (Chromosom)

queue, langer Arm eines Chromosoms

RGS4 Regulator of G protein 4

RNA Ribonukleinsdure

rpm Umdrehung pro Minute

SAP Shrimp alkaline phosphatase

SKID I/IT Strukturiertes Klinisches Interview fiir DCM-IV Achse I/I1
SNP Einzel (Single) Nukleotid-Polymorphismus
STAXI State-Trait-Argerausdrucksinventar

T Thymidin

TDT Transmission Diséquilibrium Test

TE Tris-EDTA

™ Transmembrandoméne

TPH Tryptophanhydroxylase

U Units

vGluT vesikuldrer Glutamattransporter

WHO Weltgesundheitsorganisation

ZN* Zink

ZNF804A Zinc finger protein 804A

ZNS Zentrales Nervensystem
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