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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine der schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen
verbunden mit massiven Auswirkungen auf die Lebensqualitat, die Erlebnisfahigkeit
und die Leistungsfahigkeit der Betroffenen. Die Erkrankung weist eine Pravalenz von
0,5-1% auf, und ist in allen Ethnitaten und Kulturen anzutreffen.

Die genaue Atiologie der Schizophrenie ist noch immer ungeklart. Nach dem
derzeitigen Wissensstand wird eine Beteiligung mehrerer Gene und deren Interaktion
mit Umweltfaktoren angenommen.

Mit Hilfe von Kopplungsanalysen und Assoziationsstudien konnten bisher zahlreiche
Kandidatengene identifiziert werden.

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Grin1-Gen ist ein funktionelles
Kandidatengen, lokalisiert auf Chromosom 9q34.3, das in mehreren
Assoziationstudien als Risikogen fur Schizophrenie identifiziert wurde. Dieses Gen
codiert fur die essentielle NR1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors. Dieser ist
zentraler Bestandteil des glutamatergen Systems und beteiligt an der neuronalen
Entwicklung, der Neuroplastizitat und neurotoxischen Vorgangen.

In zahlreichen Studien konnte demonstriert werden, dass eine pharmakologisch
induzierte NMDA Rezeptor Hypofunktion mittels nicht-kompetitiver Antagonisten wie
PCP oder MK-801 sowohl die Positiv- als auch die Negativsymptomatik der
Schizophrenie hervorrufen kann. Im Thalamus, im Kortex und zahlreichen anderen
Strukturen des ZNS konnten aullerdem bei schizophrenen Patienten im Vergleich zu
Kontrollen veranderte Konzentrationen der verschiedenen Untereinheiten des NMDA
Rezeptors beobachtet werden.

Diese Befunde weisen darauf hin, dass das Grin1-Gen an der Pathologie der
Schizophrenie beteiligt sein koénnte. In der vorliegenden Arbeit wurden 2
Basenaustauschpolymorphismen innerhalb des Grin1-Gens in einer Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie auf eine Assoziation mit der Erkrankung hin untersucht. Fur den
SNP -855 G/C der 5’UTR liegen bereits 2 positive Assoziationsergebnisse vor. Auch
scheint dieser Einzelmarker Uber eine Veranderung der Konsensussequenz des
Trankriptionsfaktors NF-kappa-B einen Einfluss auf die Expression der NR1-
Untereinheit auszuuben (Begni et al. 2003). Der andere untersuchte SNP 17438G/A

ist im Exon 7 des Grin1-Gens lokalisiert.
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In der vorliegenden Arbeit konnte keine Assoziation zwischen den untersuchten
Polymorphismen des Grin1-Gens mit der Diagnose Schizophrenie ermittelt werden.
Die zweifelsfreie Klarung einer Beteiligung des Grin1-Gens an der Pathogenese der
Schizophrenie bedarf weiterer unabhangiger Studien. In zuklnftigen Untersuchungen
muss darauf geachtet werden, eine moéglichst gro3e Anzahl an Polymorphismen Uber
das gesamte Gen hinweg zu untersuchen. Auch deuten erste Ergebnisse von Gen-
Gen-Interaktionsstudien darauf hin, dass die einzelnen Kandidatengene nicht
miteinander konkurrieren, sondern eher ein Zusammenspiel derselben besteht (Qin
et al. 2005).
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2 Einleitung

2.1 Definition der Schizophrenie

Die Schizophrenie ist eine psychische Erkrankung, die den endogenen Psychosen
zugeordnet wird. Charakteristisch ist ihre sowohl symptomatische als auch
neuropathologische Heterogenitat. Die Erkrankung ist gekennzeichnet durch
Veranderungen des Denkens und der Wahrnehmung, durch Affekt- und
Antriebsstorungen, durch Ich-Storungen und durch einen Verlust sozialer
Kompetenzen, ohne dass dabei die intellektuellen Fahigkeiten des Betroffenen

eingeschrankt werden.
2.2 Historische Aspekte

Der deutsche Psychiater Emil Kraepelin beschrieb 1896 das Stérungsbild der
Schizophrenie, das er unter dem Begriff ,Dementia praecox” zusammenfasste. Je
nach Verlauf und vorherrschender Symptomatik kann die hebephrene, katatone oder
paranoid-halluzinatorische Schizophrenie vorliegen (Diefendorf 1902; Kraepelin
1896). Fur Kraepelin handelte es sich um eine Gesamtveranderung der
Personlichkeit, in der vor allem die Willensfunktion beeintrachtigt ist und die durch
eine fortschreitende Verschlechterung gekennzeichnet ist.

Bleuler fihrte 1911 den Begriff Schizophrenie (Bewusstseinsspaltung) ein und leitete
diagnostische Kriterien aus einem theoretischen Konzept Uber die Art des
pathologischen Prozesses bei dieser Storung ab. Er unterschied zwischen primaren
und sekundaren Stérungen. Die primaren Storungen sah er als eine direkte Folge
eines zerebralen Prozesses (lockere Assoziationen, Bewusstseinstribungen und
Schwankungen der Stimmungslage) an. Die sekundaren Stérungen (Wahn,
Ambivalenz, Autismus, Negativismus) wertete er als Ergebnis des Versuchs, sich an
primare Stérungen anzupassen.

Kurt Schneider entwickelte in den 50er Jahren die Lehre von den Symptomen ersten
und zweiten Ranges. Diese Lehre stellte den Versuch dar, die Symptome nach der
Bedeutung fur die Diagnose einzuteilen. Wahnwahrnehmung, Gedankenentzug,

Gedankeneingebung, Gedankenlautwerden und andere Beeinflussungserlebnisse
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zahlte er zu den Symptomen ersten Ranges. Affektveranderungen, Wahneinfalle und
sonstige Halluzinationen ordnete er den Symptomen zweiten Ranges zu.

Seit den 70er Jahren erfolgt eine Unterscheidung von Positiv- und
Negativsymptomatik. Zu den positiven Symptomen zahlen Wahn, formale
Denkstérungen, Halluzinationen sowie desorganisiertes Verhalten. Affektverarmung,
sozialer Ruckzug, Alogie und Aufmerksamkeitsstorungen werden den negativen
Symptomen zugeordnet (Andreasen und Olsen 1982; Crow 1980).

2.3 Klassifikation schizophrener Psychosen

Derzeit werden flur die Diagnose der Schizophrenie die Kriterien des von der WHO
konzipierten International Classification of Diseases, 10. Fassung (ICD 10) und des
von der American Psychiatric Association herausgegebenen Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders Fourth Edition (DSM IV) herangezogen. Die
Diagnosestellung erfolgt bei beiden Systemen durch die Erfullung einer Mindestzahl
definierter diagnostischer Kriterien und nicht durch das Vorhandensein eines
Einzelsymptoms.

Nach der ICD-10-Klassifikation werden die schizophrenen Psychosen in sieben
Subtypen klassifiziert. Zu diesen gehdéren die paranoide, hebephrene, katatone und
undifferenzierte Schizophrenie, die postschizophrene Depression, das schizophrene
Residuum und die Schizophrenia Simplex. Die Klassifikation des Diagnosesystems
DSM-IV unterscheidet funf Haupttypen: den paranoiden, desorganisierten,
katatonen, undifferenzierten und residualen Typus (Mdller und Deister 2000).

Beide Systeme unterscheiden sich, neben der abweichenden Bezeichnung ahnlich
definierter Subtypen, auch in der Dauer geforderter schizophrener Symptome. Im
ICD 10 wird beispielsweise eine Dauer der Symptomatik von einem Monat, im DSM

IV ein kontinuierlicher Erkrankungszeitraum von mindestens sechs Monaten verlangt.
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2.4 Krankheitsverlauf

Mehrere Jahre vor dem Ausbruch charakteristischer Symptome, durchleben etwa
ein Drittel der Betroffenen ein Prodromalstadium (Marneros et al. 1991). Dieses ist
haufig gekennzeichnet durch eine depressive Stimmung sowie einer Minderung der
Leistungsfahigkeit einhergehend mit Unruhe und Gespanntheit.

Auf der anderen Seite gibt es auch Patienten, die einen akuten Erkrankungsbeginn
innerhalb weniger Tage bis Wochen zeigen.

Zu Beginn einer schizophrenen Erkrankung dominieren bei etwa 70% der Patienten
negative Symptome, bei 10% stehen die positiven Symptome im Vordergrund und
20% der Patienten zeigen beide (Maurer und Hafner 1995). Der am haufigsten
diagnostizierte Subtyp der ersten Krankheitsepisode ist die paranoid-
halluzinatorische Schizophrenie (Deister und Marneros 1993). Die akute
Erkrankungsphase dauert in der Regel ein bis drei Monate. Nach einer akuten
Psychose kdnnen postpsychotische Depressionen auftreten.

Im langjahrigen Krankheitsverlauf durchleben Uber 90% der Patienten mehr als eine
abgrenzbare Krankheitsepisode (Marneros et al. 1991).

Die Ergebnisse der Studien Uber den Langzeitverlauf schizophrener Psychosen
variieren stark. Der Anteil an Patienten mit eher glnstigem Krankheitsausgang
schwankt von 0-50%. In einer aktuellen Studie, bei der schizoaffektive Psychosen
nicht mit berlcksichtigt wurden, fand sich bei 148 Patienten nach einem
durchschnittichen  Krankheitsverlauf von 25 Jahren nur bei 7% eine
psychopathologische Symptomfreiheit. 48,6% der Studienteilnehmer zeigten eine
anhaltende Negativ-Symptomatik. Bei 34,4% bestanden sowohl positive als auch
negative Symptome und bei 7% fanden sich lediglich positive Symptome (Marneros
et al. 1991).

Die Prognose hangt von mehreren Parametern, wie allgemeinen, sozialen und
psychopathologischen Faktoren ab. Auch Verlaufsaspekte spielen eine Rolle. Eine
eher gunstige Prognose ist beispielsweise bei weiblichen Patienten, bei Vorliegen
des paranoiden Subtyps, bei guter pramorbider sozialer Anpassung und akutem

Krankheitsbeginn zu erwarten.
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2.5 Epidemiologie

Die Krankheitshaufigkeit der Schizophrenie, auch als Pravalenz bezeichnet, wird mit
0,5-1% angegeben (Hafner 1995). Die Inzidenz, d.h. die jahrliche Zahl der
Neuerkrankten liegt bei 0,05%.

Manner und Frauen sind von der Erkrankung etwa gleich haufig betroffen (Jablensky
und Cole 1997). Hinsichtlich der Pravalenzzahlen bestehen in den verschiedenen
Ethnitaten und Kulturen kaum Unterschiede (Hafner 1993b; Tsuang et al. 1995).

Die erstmalige Manifestation der Erkrankung erfolgt bei der Mehrzahl der Patienten
zwischen der Pubertat und dem 30. Lebensjahr. Das durchschnittliche Alter der
Ersterkrankung liegt bei Frauen etwa 5 Jahre spater als bei Mannern (Hafner et al.
1991; Jablensky und Cole 1997). Bei Erstmanifestationen nach dem 40. Lebensjahr
liegt eine Spat- und bei Erstmanifestation nach dem 60. Lebensjahr eine

Altersschizophrenie vor.
2.6 Atiologie

Die genaue Atiologie der Schizophrenie ist trotz intensiver Forschung noch immer
ungeklart.

Als gesicherte Risikofaktoren gelten eine familiare Belastung, pranatale und
perinatale Geburts- und Schwangerschaftskomplikationen, Infektionen wahrend der
Schwangerschaft und der Kindheit, Drogenabusus sowie das Aufwachsen in
Grolstadten. Nach dem derzeitigen Wissensstand handelt es sich um eine
multifaktoriell bedingte Erkrankung. Man konnte bislang lediglich ausschlieRen, dass
die Schizophrenie einem bekannten monogenen Erbgang folgt. Vielmehr scheint
kausal eine Beteiligung mehrerer Gene und deren Interaktion mit nicht-genetischen

Umweltfaktoren vorzuliegen (Maier et al. 1999).
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2.6.1 Schwangerschaftskomplikationen

Die Beobachtung einer uberdurchschnittlich haufigen Geburt von Patienten mit
Schizophrenie in den Wintermonaten (Torrey und Bowler 1990) fuhrte zu der
Uberlegung, ob dieses Phanomen mdglicherweise in Zusammenhang mit
Umweltfaktoren, wie Virusinfektionen der Mutter in einer vulnerablen Phase der
Schwangerschaft steht.

Es wird angenommen, dass die Reaktion des mutterlichen Immunsystems auf eine
virale Infektion wahrend der Graviditat die Bildung entscheidender neuronaler
Strukturen des fetalen Gehirns stort. Resultat dieser Vorgange sind
neurophysiologische Abweichungen, die das Risiko einer spateren schizophrenen
Psychose erhdhen.

Die meisten Ergebnisse liegen zum Influenzavirus vor, der erstmals 1928 von
Menninger, der die Uberlebenden der ,spanischen Grippe“ von 1918 untersuchte, mit
Schizophrenie in Verbindung gebracht wurde.

In mehreren Studien konnte eine Assoziation zwischen einer maternalen
Influenzainfektion wahrend des 2. Trimenons und Schizophrenie nachgewiesen
werden (Watson et al. 1984; Mednick et al. 1988; O "Callaghan et al. 1991; Izumoto
et al. 1999; Limosin 2003). Diese Ergebnisse konnten jedoch von anderen Studien
nicht bestatigt werden (Kendell et al. 1989; Cannon et al. 1996; Selten et al. 1994,
Mino et al. 2000).

Ein weiterer Forschungsschwerpunkt ist die Gruppe der Herpes-Viren. Die Herpes-
Simplex- Viren 1 und 2, der Varicella Zoster Virus sowie der Zytomegalievirus
wurden bereits mit der Pathogenese der Schizophrenie assoziiert (Watson et al.
1984; Dickerson et al. 2003; Leweke et al. 2004; Buka et al. 2001; Yolken 2004).

Bei Schizophrenen mit einer nachgewiesenen CMV-Infektion bewirkte eine antivirale
Therapie mit Valacyclovir eine Reduktion der Krankheitssymptome (Dickerson et al.
2003). Iwahashi et al konnten zeigen, dass Schizophreniepatienten signifikant
haufiger Borna-Virus Antikorper aufweisen als Kontrollpersonen (lwahashi et al.
1997). Nachfolgende Studien konnten diese Resultate bestatigen (Isoshima et al.
1998; Ferszt et al. 1999).
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2.6.2 Geburtskomplikationen

In der Vorgeschichte schizophrener Patienten sind haufiger Ereignisse wie
Frahgeburt, Inkubatorbehandlung, eine Rhesusfaktor-Inkompabilitat, Praeklampsie,
Sectio caesarea, Geburtsstillstande, Nabelschnurkomplikationen, niedriges
Geburtsgewicht verlangerte Geburtsdauer oder Asphyxie zu finden (Parnas et al.
1982; McNeil 1987; Lewis und Murray 1987; Owen et al. 1988; O Callaghan et al.
1992; Kunugi et al. 2001; Dalman et al. 1999; Dalman et al. 2001; Boog 2004).

Diese Komplikationen kdnnen eine perinatale Hypoxie oder Ischamie mit der Folge
einer Sauerstoffunterversorgung im Koérper verursachen.

Insbesondere beim Zusammentreffen mehrerer dieser Faktoren ist das Risiko der

spateren Entwicklung einer Schizophrenie scheinbar erhoht (Cannon et al. 1999).

2.6.3 Autoimmunerkrankungen

Von manchen Autoren werden Autoimmunerkrankungen wie der Lupus
erythematodes oder die Slerodermie als Ursache vermutet (De Lisi et al. 1987;
Brixey et al. 1993). Wright et al konnten in einer Studie zeigen, dass 50% der
Schizophreniepatienten an Autoimmunerkrankungen leiden oder Autoantikorper
besitzen (Wright et al. 1999). Man nimmt an, dass der Korper postnatal zirkulierende
Antikoérper produziert, die gegen hirnspezifische Proteine gerichtet sind und deshalb
eine Gehirndysfunktion nach sich ziehen. Antikérper gegen die Septumregion
konnten beispielsweise bei Schizophreniepatienten nachgewiesen werden (Heath et
al. 1989; Schott et al. 1999).

2.6.4 Morphologische Veranderungen des ZNS bei Schizophrenie

Die Suche nach makroskopischen Veranderungen des ZNS bei Schizophrenie wurde
bereits von Emil Kraepelin forciert, der die These vertrat, dass diesem Krankheitsbild
eine hirnmorphologische Grundlage zuzuschreiben sei. Bereits 1897 publizierte sein
Mitarbeiter Alzheimer eine der ersten Arbeiten, die qualitative Veranderungen im
Bereich des Neocortex bei schizophrenen Patienten beschrieb. In den folgenden
Jahrzehnten wurden zahlreiche weitere Arbeiten zur Neuropathologie der

Schizophrenie  publiziert.  Eindeutige @ Beweise  flir  histomorphologische
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Veranderungen des ZNS bei Schizophrenie konnten lange Zeit nicht erbracht
werden, da geeignete bildgebende Verfahren fehlten. Die Ublicherweise mit dem
Lichtmikroskop ausgewerteten post-mortem-Befunde konnten lange nicht
ausreichend valide systematisch quantifiziert werden.

Die erste computertomographische Untersuchung schizophrener Patienten durch
Johnstone et al. 1976 zeigte eine Erweiterung der inneren Liquorrdume (Johnstone
et al. 1976). In Folgestudien konnte eine Ventrikelerweiterung, insbesondere der
Temporalhorner bestatigt werden (Raz und Raz 1990; Lawrie und Abukmeil 1998;
Wright et al. 2000). Eine weitere eingehend untersuchte Struktur ist der
Temporallappen, bei dem in 70% aller Studien eine Volumenabnahme festgestellt
werden konnte. Diese ist jedoch nicht homogen Uber den gesamten Temporallappen
verteilt, sondern betrifft spezifische Substrukuren (McCarley et al. 1999; Wright et al.
2000).

Volumenminderungen im anterioren Gyrus temporalis superior korrelierten mit
akustischen Halluzinationen (Levithan et al. 1999; Rajarethinam et al. 2000).

Menon et al konnten zeigen, dass ein Verlust an grauer Substanz dieser Region sich
auch auf die allgemeine Positivsymptomatik auswirkt (Menon et al. 1995; Jacobsen
et al. 1998).

Aulerdem konnte nachgewiesen werden, dass eine Volumenreduktion im Planum
temporale mit formalen Denkstorungen assoziiert ist (Menon et al. 1995).

Auch far subkortikale Strukturen, wie den Thalamus, die Basalganglien oder das
Cerebellum konnten Veranderungen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse konnten
jedoch zum Teil nicht repliziert werden, oder stehen im Widerspruch zueinander.
Bisher konnte noch nicht abschlieBend geklart werden, ob die beobachteten
Ventrikelerweiterungen und  Volumenminderungen das Resultat einer
Hirnentwicklungsstorung oder einer progredienten Neurodegeneration sind.

Einige Studien stutzen die These einer Entwicklungsstorung (Ho et al. 2003; James
et al. 2002; Colombo et al. 1993). Andere Studienergebnisse deuten jedoch auf eine
Neurodegeneration hin (Cahn et al. 2002; Thompson et al. 2001; Woods et al. 1998).
Zunehmend wird die These vertreten, dass beide Ansatze einander nicht

ausschlieRen, sondern als komplementar gelten konnen.
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2.6.5 Genetische Faktoren

Erste Erkenntnisse zur Heritabilitat schizophrener Erkrankungen konnten bereits zu
Beginn des 20. Jahrhunderts aufgezeigt werden (Ruadin 1916). Systematische
Familien-, Zwillings-, und Adoptionsstudien lieferten weitere Hinweise auf die
Beteiligung von genetischen Faktoren (Cardno et al. 1999; Tsuang et al. 2001;
Cloninger 2002; Gottesmann 2001).

In Familienuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass das Erkrankungsrisiko
sowohl mit dem Verwandtschaftsgrad, als auch mit dem Schweregrad der
Erkrankung des betroffenen Familienmitglieds korreliert (McGuffin et al. 1995).

Das Risiko, eine Schizophrenie zu entwickeln liegt bei Kindern schizophrener Eltern
(ein Elternteil erkrankt) bei etwa 13%, wohingegen die Pravalenzrate in der
Allgemeinbevolkerung nur 1% betragt. Bei Enkelkindern ist das Erkrankungsrisiko
immerhin noch um den Faktor drei erhdht (Hafner 1995; Tsuang et al. 2001;
Gottesmann 2001).

Die Ergebnisse von Zwillingsstudien (Gottesmann 2001; Cannon et al. 1998;
Franzek und Beckmann 1996; Onstad et al. 1991) bestatigen eine starke genetische
Rolle bei der Schizophrenieentstehung. In verschiedenen Studien konnte bei
genetisch identischen eineiigen Zwillingen eine Konkordanzrate von 40-60%
festgestellt werden. Bei dizygoten Zwillingen, die nur etwa 50% ihrer Gene teilen, lag
diese dagegen nur bei 4-17% (Gottesmann 2001; Cannon et al. 1998; Franzek und
Beckmann 1996; Onstad et al. 1991) Aus der durchschnittlich etwa 50%igen
Konkordanz fur Schizophrenie bei monozygoten Zwillingen wird aber auch der
Beitrag nichtgenetischer Faktoren ersichtlich.

Adoptionsstudien liefern weitere Hinweise auf eine genetisch bedingte Determination
der Erkrankung. Kinder mit familidrer Vorbelastung behielten das erhohte
Erkrankungsrisiko auch in einer nicht mit Schizophrenie belasteten Adoptivfamilie
bei. Andererseits erhohte sich das Erkrankungsrisiko von Adoptivkindern, die in
Familien mit schizophreniekranken Eltern vermittelt wurden, nicht (Kendler et al.
1994; Kety et al. 1994).

All diese Ergebnisse deuten auf eine genetische Pradisposition hin. Der detaillierte
molekulargenetische Mechanismus ist jedoch noch immer unklar. Nach dem

derzeitigen Wissensstand konnte ein monogener Erbgang ausgeschlossen werden.
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Vielmehr scheint kausal eine Beteiligung mehrerer Gene und deren Interaktion mit
nicht-genetischen Umweltfaktoren vorzuliegen (Maier et al. 1999).
Ziel ist es, mittels Kopplungs- und Assoziationsstudien einzelne Gene, die an der

Pathogenese der Schizophrenie beteiligt sind, zu identifizieren.

2.6.6 Kopplungsanalysen

Ziel von Kopplungsanalysen ist der Nachweis der gemeinsamen Vererbung einer
Krankheit mit einem polymorphen Marker innerhalb einer Familie. Die erforderliche
Stichprobe sind Familien mit zwei oder mehr erkrankten Mitgliedern. Dabei muss es
sich nicht um Grof3familien handeln, wie sie bei monogenen Erbkrankheiten von
Vorteil sind, vielmehr eignen sich fur Kopplungsanalysen komplexer Krankheiten vor
allem erkrankte Geschwister-Paare, da sich bei diesen sogenannten Kernfamilien
eher Homogenitat fir genetische Faktoren annehmen lasst (Maier et al. 1999).

Die Verwendung von genetischen Variationen (z.B. Polymorphismen) mit bekannter
chromosomaler Lokalisation ermoglicht es nun, Hinweise auf die Lage der mit der
Erkrankung assoziierten Gene zu erhaltenen. Bei Verwendung einer ausreichend
grossen Anzahl von Markern lasst sich so das gesamte Genom abdecken. Eine
genaue ldentifizierung der Risikogene gestaltet sich jedoch schwierig, da die so
ermittelten Kandidatenregionen sich Uber 10 bis 30 Centimorgan (cM) erstrecken.

In den letzten beiden Jahrzehnten wurden signifikante Kopplungen mit Schizophrenie
fur zahlreiche chromosomale Regionen publiziert. Es konnten jedoch nur sehr
wenige Ergebnisse repliziert werden (Moldin 1997). Ursachlich hierfur ist unter
anderem eine oft zu kleine Stichprobenzahl (Owen et al. 2000).

In den letzten Jahren wurden mehrere Genom-Scans durchgefuhrt, bei denen
systematisch das gesamte menschliche Genom auf das Vorliegen einer Kopplung
hin untersucht wurde. Zwei aktuelle Metaanalysen, die von Lewis et al. und Badner
et al. durchgefuhrt wurden, versuchen die wichtigsten Kopplungssignale
herauszufinden und darzustellen (Abb 1) (Badner et al. 2002; Lewis et al. 2003).

11
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Abb.1 Ergebnisse der Metaanalysen von Lewis et al. und von Bandner et al.
Die mit einem * gekennzeichneten Chromosomen zeigen Regionen, in denen in der Metaanalyse von

Lewis et al. signifikante Kopplungsergebnisse gefunden wurden. Die Ergebnisse der Metaanalyse von

Badner et al sind mit einer # gekennzeichnet.

Obwohl die derzeitige Datenlage darauf hindeutet, dass multiple genetische Loci bei
der Pathogenese der Schizophrenie eine Rolle spielen, konnte die Suche nach

positionellen Kandidatengenen bereits deutlich eingegrenzt werden.
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2.6.7 Assoziationsstudien

In Assoziationsstudien wird Uberprift, ob ein statistisch signifikanter Unterschied in
der Verteilung der Allele eines Polymorphismus in Stichproben aus nicht verwandten
Erkrankten im Vergleich mit Kontrollpersonen besteht.

Bei der Genauswahl besteht einerseits die Moglichkeit, positionelle Kandidatengene,
d.h. Gene, die in einer Region mit einem signifikanten Kopplungsergebnis liegen, auf
eine Assoziation mit der Erkrankung hin zu untersuchen. Alternativ dazu bieten sich
Gene an, deren Funktion mit einer der bekannten Schizophreniehypothesen in
Verbindung steht. Aulerdem konnen die Wirkmechanismen der bekannten

Neuroleptika Hinweise auf potentielle Kandidatengene geben.

2.6.8 Dopaminhypothese

Die biologische Forschung der Schizophrenie wurde Uber Jahrzehnte hinweg von der
Dopamin-Hypothese gepragt, die eine Uberaktivitdt dopaminerger Neurone postuliert
(Carlsson 1967; Carllson und Lindqvist 1963). Sie basiert auf den
pharmakologischen Befunden, dass Neuroleptika Dopamin-D2-Rezeptoren
blockieren und dass durch  Dopaminagonisten  wie  Amphetaminen
schizophreniedhnliche Psychosen ausgeldst werden koénnen (Kapur et al. 1996;
Snyder 1981). Diese Hypothese wird jedoch durch die Tatsache limitiert, dass die
Medikation mit klassischen Neuroleptika zwar eine Besserung der
Positivsymptomatik bewirkt, jedoch die negativen Symptome kaum beeinflusst
(Metzler 1997). Ende der 80er Jahre des 20. Jahrhunderts wurde eine revidierte
Dopaminhypothese postuliert, die nicht mehr von einem generellen Uberangebot an
Dopamin ausging, sondern eine Imbalance zwischen kortikalen und subkortikalen
Systemen  postulierte. Durch eine  Hyperaktivitat des  mesiolimbischen
Dopaminsystems wird die Entstehung positiver Symptomatik erklart, wahrend die
dopaminerge Hypoaktivitat im  frontalen Bereich mit  schizophrener
Negativsymptomatik in Zusammenhang gebracht wird (Davis et al. 1991).
Untersuchungen zur D2-Dopaminrezeptorendichte und zu Konzentrations-
veranderungen von Hauptmetaboliten des Dopamins im Liquor erbrachten
widerspruchliche Resultate (Hietala et al. 1994; Martinot et al. 1990; Wong et al.
1990; Kornhuber und Weller 1994).
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In molekulargenetischen Studien konnte eine Assoziation des COMT-Gens mit
Schizophrenie gezeigt werden (Shifman et al. 2002; Li et al. 2000; Grossman et al.
1992). Dieses spielt eine bedeutende Rolle im Dopaminmetabolismus und liegt
aullerdem in einer Region auf Chromosom 22, fir die von beiden Metaanalysen ein
starkes Kopplungssignal vorliegt.

Da die Komplexitat der schizophrenen Symptomatik durch eine alleinige Fehlfunktion
des dopaminergen Systems nicht hervorgerufen werden konnte, setzte sich die
Betrachtungsweise durch, dass auch andere in enger Beziehung zu diesem
stehende Neurotransmittersysteme, wie das glutamaterge System, an der Genese

der Schizophrenie beteiligt sein konnten.

2.6.9 Glutamathypothese

Die Glutamathypothese der schizophrenen Psychosen geht von einer Unterfunktion
des glutamatergen Systems aus. Kim et al. konnten 1980 erstmals verminderte
Glutamatspiegel bei Schizophreniepatienten nachweisen (Kim et al. 1980). Von
zahlreichen weiteren Autoren konnte ein primar hypoaktives glutamaterges System
bei Schizophrenie bestatigt werden (Goff und Coyle 2001; Meador-Woodruff und
Healy 2000; Jentsch und Roth 1999; Olney und Faber 1995).

2.6.9.1 Gene des glutamatergen Systems

Ausgehend von der Glutamathypothese fokussierte sich in den letzten Jahren die

Suche nach Kandidatengenen auf das Umfeld des glutamatergen Systems.

2.6.9.1.1 Neuregulin1

Eines der am haufigsten untersuchten Gene ist das Neuregulin1-Gen. Es liegt
innerhalb der Region auf Chromosom 8, in der von beiden aktuellen Metaanalysen
ein Kopplungssignal gefunden wurde. Eine Assoziation von Neuregulin 1 mit
Schizophrenie konnte von zahlreichen Assoziationsstudien bestatigt werden
(Stefansson et al. 2002; Stefansson et al. 2003; Williamset al. 2003; Yang et al.
2003; Tang et al. 2004; Corvin et al. 2004; Li et al. 2004), jedoch nicht von allen
(lwata et al. 2004).
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Neuregulin spielt eine wichtige Rolle bei der Expression und Aktivierung von
Neurotransmitter-Rezeptoren. Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass
Neuregulin-mutierte Mause weniger funktionelle NMDA-Rezeptoren exprimieren als
Kontrolltiere. Aullerdem zeigen diese Tiere Verhaltensauffalligkeiten, welche durch
das atypische Antipsychotikum Clozapin teilweise wieder aufgehoben werden

konnen (Stefansson et al. 2002).

2.6.9.1.2 DTNBP1 (Dysbindin)

Straub et al. untersuchten die Region 6p22, in der von Lewis ein signifikantes
Kopplungsergebnis nachgewiesen wurde, und identifizierten innerhalb des Gens
DTNBP1 (Dysbindin) mehrere mit Schizophrenie assoziierte SNPs (Straub et al.
2002). Die Region des Dysbindin-Gens wurde zuvor schon von zahlreichen anderen
Autoren als Vulnerabilitdts-Region fir Schizophrenie beschrieben (Maziade et al.
2001; Lindholm et al. 1999; Bailer et al. 2000; Hwu et al. 2000).

Dysbindin ist ein ubiquitar exprimiertes Protein, welches an den Dystrophin-Protein-
Komplex bindet. Dieser ist als Bestandteil des Cytoskeletts an der Synapsenbildung
und wahrscheinlich auch an der Signaltransduktion von NMDA- und GABA-
Rezeptoren beteiligt (Benson et al. 2001). Die Assoziation von Schizophrenie mit
dem Dysbindin-Gen wurde in weiteren Studien bestatigt (Tang et al. 2003; Schwab et
al. 2003; Van Den Bogaert et al. 2003; Van Den Oord et al. 2003; Kirov et al. 2004;
Williams et al. 2004), jedoch nicht von allen (Morris et al. 2003).

Es konnte jedoch bisher kein funktionell relevanter SNP indentifiziert werden.

2.6.9.1.3 G72 und DAAO

Weitere Kandidatengene sind das DAAO-Gen und das Gen G72, welches von
Chumakov et al. 2002 in einem 5-Mb gro’en Segment des Chromosoms 13q34
entdeckt wurde. In einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie, die mit einer franko-
canadischen und einer russischen Population durchgefihrt wurde, konnte fir
mehrere SNPs und Haplotypen eine Assoziation mit Schizophrenie ermittelt werden
(Chumakov et al. 2002).
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Biochemische Untersuchungen lieferten den Nachweis, dass das Protein G72 das
Enzym D-Aminosaure-Oxidase (DAAO) aktiviert, welches D-Serine, einen Agonisten
der Glyzin-Seite des NMDAR oxidiert (Chumakov et al. 2002; Mothet et al. 2000).
Eine verminderte Konzentration an D-Serinen, wurde bereits bei schizophrenen
Patienten gemessen (Hashimoto et al. 2003).

Die Erkenntnis, dass das Protein G72 und das Enzym DAAO via einer Reduktion von
D-Serinen die Aktivitat des NMDA-Rezeptors herabsetzen, machten sie zu
interessanten Genen fur weitere Untersuchungen. Das Gen G72 ist auRerdem als
positionelles Kandidatengen anzusehen. (s. Abb. 1)

Die Arbeitsgruppe um Schumacher konnte flr beide Gene eine Assoziation mit
Schizophrenie nachweisen (Schumacher et al. 2004). Ebenso konnte in einer
chinesischen Studie eine Assoziation des Gens G72 gezeigt werden (Wang et al.
2004).

In einer US-amerikanischen Studie konnte jedoch nur eine grenzwertige Assoziation
fur einen SNP des G72 Gens nachgewiesen werden (Hall et al. 2004). Die Studie
von Goldberg et al. lieferte negative Ergebnisse fur beide Gene (Goldberg et al.
2004).

2.6.9.1.4 Gene des NMDA-Rezeptors (NMDAR)

Eine Assoziation eines Polymorphismus des NMDA-Rezeptors mit Schizophrenie
konnte erstmals 2001 in einer japanischen Studie von Ohtsuki gezeigt werden, der
zahlreiche SNPs des Grin2B-Gens untersuchte. Dieses Ergebnis konnte von einer
nachfolgenden chinesischen Studie nicht repliziert werden. Allerdings konnte fur
einen Haplotyp eine Assoziation mit Schizophrenie nachgewiesen werden (Qin et al.
2005).

Auch eine Untersuchung an einem Patientenkollektiv kaukasischer Abstammung
lieferte ein negatives Ergebnis (Williams et al. 2002).

Eine japanischen Studie, die das fur die NR2-Untereinheit codierende Grin2A-Gen
untersuchte, erbrachte eine schwache Assoziation eines Mikrosatelliten in der
Promotorregion (ltokawa et al. 2003). Eine nachfolgende Studie mit grol3erer
Patientenzahl konnte dieses Ergebnis jedoch nicht replizieren (Xinzhi et al. 2006).
Eine Assoziation mit Schizophrenie des Grin 1-Gens, das auch in der vorliegenden

Arbeit untersucht wurde, konnte erstmals von der italienischen Forschergruppe um
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Begni 2003 erbracht werden (Begni et al. 2003), nachdem vorhergehende Studien
negative Ergebnisse ergeben hatten (Tani et al. 2002; Williams et al. 2002; Hung et
al. 2002).

Trotz fehlender eindeutiger Assoziationsbefunde sind die Gene des NMDA-
Rezeptors weiterhin potentielle Kandidatengene, da das auf einer NMDA-Rezeptor
Hypofunktion basierende Psychosemodell derzeit zu den plausibelsten
Schizophreniehypothesen zahlt.

2.6.9.2 Pharmakologisch induzierte schizophrene Psychosen mittels NMDAR-

Antagonisten

Die Hypothese, dass eine Hypofunktion des NMDA-Rezeptors an der Pathogenese
der Schizophrenie beteiligt sein konnte, grindete sich auf der Kklinischen
Beobachtung, dass nicht-kompetitive Antagonisten des NMDA-Rezeptors wie PCP,
MK-801 oder Ketamin schizophreniedahnliche Psychosen verursachen konnen (Luby
et al. 1959; ltil et al. 1967; Jentsch und Roth 1999; Javitt und Zukin 1991; Krystal et
al. 1994; Abi-Saab et al. 1998).

Javitt und Zukin konnten 1991 zeigen, dass die Serumkonzentration von PCP, die
Psychosen verursacht derjenigen entspricht, die NMDA-Rezeptoren blockiert (Javitt
und Zukin 1991). Dieses pharmakologische Psychosemodell ist in der Lage,
psychotische Symptome beim gesunden Probanden sowie eine Exaberation beim
Patienten zu induzieren (Javitt und Jukin 1991).

Im Vergleich zur Dopaminhypothese ahmen NMDA-Rezeptor Antagonisten Modelle
der Schizophrenie sowohl das Spektrum der positiven Symptome als auch die
Negativsymptomatik nach (Lathi et al. 1995; Malhotra et al. 1997; Malhotra et al.
1996; Lipska und Weinberger 2000; Gainetdinov et al. 2001).

Die durch subanasthetische Dosen von NMDA-Antagonisten verursachten
Verhaltensweisen kdonnen durch antipsychotische Substanzen wieder aufgehoben
werden (Kilts 2001). Andererseits hat sich die Steigerung der NMDA-Rezeptorfuntion
mittels Agonisten der Glyzinseite des Rezeptors wie Glyzin, Serin oder D-Cycloserin
(Henderson et al. 1990; Hood et al. 1989; Watson et al. 1990) in klinischen Studien
als vielversprechende Komponente der Schizophrenietherapie erwiesen (Dall Olio
und Gandolfi 1993; Goff et al. 1995b und 1999b; Heresco-Levy et al. 1996a und
1999; Javitt et al. 1994; Tsai et al. 1998b).
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2.6.9.3 Auswirkungen einer NMDA-Rezeptor Hypofunktion im Tierversuch

Weiterfuhrende Studien mit Versuchstieren bestatigten und erganzten das zuvor
entwickelte, auf einer NMDA-Rezeptor Hypofunktion basierende, Psychosemodell.
Mohn et al. untersuchten die Auswirkungen einer reduzierten Expression der
essentiellen NR1-Untereinheit des NMDAR auf das Verhalten von Mausen.
Versuchstiere, die nur 5% des normalen Levels der NR1-Untereinheit aufwiesen,
waren zwar lebensfahig, zeigten aber Verhaltensauffalligkeiten wie sie beim
pharmakologisch induzierten Tiermodell der Schizophrenie beobachtet werden
(Mohn et al. 1999). Die Gabe von Haloperidol oder Clozapine bewirkte eine
Besserung der Symptomatik.

Mause mit fehlender Epsilon 1 Untereinheit, dem aquivalent der humanen NR2A-
Untereinheit, besalten einen erhdhten Dopamin- und Serotoninmetabolismus und
zeigten ebenso abnorme Verhaltensmuster (Miyamato et al. 2001).

Rujescu et al. konnten bei Ratten, die unter der Medikation des selektiven nicht
kompetitiven NMDA-Antagonisten MK-801 standen, Veranderungen auf molekularer,
zellularer und funktioneller Ebene sowie auf deren Verhalten zeigen, und somit die
Theorie einer NMDA-Rezeptor Hypofunktion bei Schizophrenie bekraftigen (Rujescu
et al. 2006). Im Hippocampus konnten sie im Einklang mit zuvor publizierten
Ergebnissen bei Schizophreniepatienten (Gao et al. 2000) eine erhdhte Expression
der NR2B-Untereinheit sowie der Exon 5 beinhaltenden Splice-Variante nachweisen.
Ubereinstimmend mit post-mortem Befunden bei Schizophrenen (Zhang und
Reynolds 2002; Torrey et al. 2005), lag bei den untersuchten Ratten eine
verminderte relative Anzahl an PV + Interneuronen vor. AuRerdem zeigten die mit
MK-801 behandelten Ratten kognitive Defizite sowie eine erhdhte
elektrophysiologische Erregbarkeit der Pyramidenzellen, hervorgerufen durch eine

Reduktion des inhibitorischen postsynaptischen Potentials (IPSP).
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2.7 Glutamat-Rezeptoren

Der am haufigsten vorkommende kortikale Neurotransmitter ist Glutamat (Mc Donald
und Johnston 1990; Nakanishi 1992; Carlsson et al. 1997). Glutamat gilt auRerdem
als der am starksten erregend wirkende Neurotransmitter (Cotman et al. 1987).

Im Gehirn existieren verschiedene Subtypen von Glutamatrezeptoren, die sich in
ionotrope und metabotrope Glutamatrezeptoren unterteilen lassen.

Die Gruppe der ionotropen Glutamatrezeptoren besteht aus 3 Rezeptoren, die nach
ihren spezifischen Bindungspartnern  N-methyl-D-Aspartat (NMDA), a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazol propion Saure (AMPA) und Kainat bezeichnet werden
(Hollmann und Heinemann 1994; Ozawa et al. 1998; Nakanishi et al. 1998; Kim et al.
1998).

Die metabotropen Glutamatrezeptoren bestehen jeweils aus 7
Transmembrandomanen und sind an ein G-Protein gekoppelt. Mittlerweile sind 8
Subtypen bekannt, die sich in 3 Gruppen einteilen lassen (De Blasi et al. 2001). Die
zur Gruppe | gehérenden Rezeptoren mGIuR1 und mGIuR5 stimulieren die Aktivitat
der Phospholipase C, die cAMP-Bildung und die Freisetzung von Arachidonsaure
(Aramori und Nakanishi 1992). Die Rezeptoren der Gruppe || (mGluR2, mGIluR3) und
der Gruppe lll (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7, mGIuR8) hemmen die Aktivitat der
Adenylat-Cyclase (Fagni et al. 2000; Pelliciari und Costantino 1999).

2.7.1 NMDA-Rezeptor

Der NMDA-Rezeptor ist einer von drei ionotropen Glutamat-Rezeptoren, an den
NMDA, ein Analog zu Glutamat, bindet (Brewer und Cotman 1989).

Der NMDA-Rezeptor, ist wie alle ionotropen Glutamat-Rezeptoren, ein Heteromer,
bestehend aus verschiedenen Untereinheiten, die zusammen einen funktionsfahigen
Rezeptor bilden. Das Zentrum jedes Rezeptors enthalt eine fur lonen durchlassige
Pore. Dieser lonenkanal ermdglicht den Aus- und Einstrom von Kationen und flhrt
somit zu extra- und intrazellularen Reaktionen (Clements und Westbrook 1991;
Rosenmund et al. 1998; Safferling et al. 2001). Charakteristisch fur diesen
Rezeptortyp ist eine spannungsabhangige Blockade durch Mg*-lonen, eine hohe
Ca*-Leitfahigkeit und eine  ungewohnlich lange  Aktivierungs-  und

Deaktivierungsphase. Der NMDA-Rezeptor besitzt zahlreiche Bindungsstellen.
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Neben den Bindungsstellen flr Glutamat und Glyzin existiert eine Bindungsstelle flr
Kanalblocker wie PCP oder Mk-801, eine spannungsabhangige Mg*-Bindungsstelle,
eine inhibitorische Bindungsstelle, an die Zn* bindet und eine Polyamin-
Bindungsstelle (Abb. 2).

Glutamat, NMDA-
Agonisten-
Bindungsstelle

Glycin- _
Bindungsstelle Na+ / Zink-

- Bindungsstelle
Polyamin-
(Spermidin-) MK-801-
Bindungsstelle und

y PCP-Bindungsstelle
extrazellular

2000 ©®
-Magnesium-
Bindungsstelle
OO00O

intrazellular 4 Fep
KP —Phosphorylierungs-

stellen
NMDA-Rezeptor

Abb. 2: Aufbau des NMDA-Rezeptors und Darstellung der Bindungsstellen fir Agonisten und
Antagonisten (aus Braus 2005)

2.7.1.1 Aufbau und Funktion

Der NMDA-Rezeptor setzt sich aus mehreren NR1 Untereinheiten und zwei oder drei
NR2 Untereinheiten zusammen (Abb. 2) (Monyer et al. 1992; Hollmann und
Heinemann 1994; Danysz und Parsons 1998; Dingledine et al. 1999; Yamakura und
Shimoh 1999; Cull-Candy et al. 2001; Madden 2002; Millan 2002).

Von der NR1-Untereinheit existieren 8 Isoformen, resultierend durch das alternative
Spleiten der Exons 5, 21 und 22. Unklar ist bisher, ob mehrere Isoformen innerhalb
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eines Rezeptors vorkommen. Als Bestandteil des lonenkanals ist die NR1-
Untereinheit eine essentielle Komponente des Rezeptors. AuRerdem befindet sich
die Glyzin-Bindungsstelle an dieser Untereinheit (Kuryatov et al. 1994; Hirai et al.
1996; Kew et al. 2000).

Die Gruppe der NR2-Untereinheiten besteht aus den vier Subtypen NR2A, NR2B,
NR2C und NR2D. Die NR2-Untereinheiten unterscheiden sich in 47-62% ihrer
Aminosauresequenz (lkeda et al. 1992).

Innerhalb eines NMDA-Rezeptors koénnen mehrere verschiedene NR2-
Untereinheiten exprimiert werden. Auf der NR2-Untereinheit ist die Neurotransmitter-
Bindungsregion mit Bindungsstellen fur Agonisten wie Glutamat und kompetitive
Antagonisten wie beispielsweise D-APS lokalisiert.

Der jeweilige NR2-Subtyp beeinflusst das Funktionsprofii und die Kinetik des
Rezeptors sowie die Affinitat und die Effizienz von Agonisten der Glycin-
Bindungsstelle (Vicini et al.1998; Cull-Candy et al. 2001; Sheinin et al. 2001;
Madden 2002; Liu et al. 2004).

Eine neue Familie von NMDA-Rezeptor Untereinheiten, bestehend aus NR3A und
NR3B, wurde kirzlich beschrieben (Sasaki et al. 2002; Nishi et al. 2001; Sucher et
al. 1995). Die Aminosauresequenz dieser beiden Subtypen ist zu etwa 50% homolog
(Ciaberra et al. 1995). NR3A hat mindestens zwei Splice-Varianten (Sun et al. 1998).
Die Integration der NR3 Untereinheit in den NMDA-Rezeptor via einer
Komplexbildung mit der NR1 Untereinheit (Perez-Otano et al. 2001), flhrt zu einer
Herabsetzung der Rezeptorfunktion. NR1/NR3 Untereinheiten bringen nur Glyzin-
sensitive aber Glutamat-unempfindliche Rezeptoren mit geringer Ca*-Permeabilitat
hervor (Chatterton et al. 2002).

Obligat fur die Aktivierung des Rezeptors sind zwei Co-Agonisten, die sich an die
Glyzin- und die Glutamatbindungsstelle anlagern, die an der NR1-Untereinheit
(Kuryatov et al. 1994; Hirai et al. 1996; Kew et al. 2000) und an der NR2-Untereinheit
lokalisiert sind (Anson et al. 1998; Anson et al. 2000; Laube et al. 1998). Trotz der
physischen Trennung dieser beiden Bindungsstellen beeinflussen sie sich
gegenseitig (Danysz und Parsons 1998). Glyzin erhoht beispielsweise die Affinitat
und die  Wirksamkeit von  Glutamat durch seine  Fahigkeit, die
Desensibilisierungsphase zu verlangern und die Dauer und Frequenz der

Kanaloffnung zu erhéhen (Dingledine et al. 1999).
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Alle  Typen von NMDA-Rezeptoren sind gekennzeichnet durch eine
spannungsabhangige Blockade des lonenkanals durch Mg? (Cull-Candy et al. 2001).
Eine neuronale Depolarisation beseitigt die Mg?*-Blockade und ermdglicht den

loneneinstrom.

2.7.1.2 Expression der verschiedenen Untereinheiten des NMDA-Rezeptors

Die Ergebnisse zahlreicher, an Nagern - meist Ratten - durchgefuhrter post-mortem
Studien liefern ein detailliertes Bild Uber die regionale Verteilung im ZNS der
verschiedenen Untereinheiten des NMDA-Rezeptors. Die NR1-Untereinheit ist in fast
allen anderen Hirnregionen nachweisbar (Zukin et al. 1995). Die Isoformen der NR1-
Untereinheit ohne das Exon 5 werden vorwiegend im Hippokampus, im Striatum und
im Cerebellum exprimiert. Die Exon 5 beinhaltenden Isoformen sind hauptsachlich im
Cerebellum lokalisiert (Laurie und Seeburg 1994).

Die Expression der NR2-Subtypen variiert stark je nach Hirnregion und Alter. Im
Embryonalstadium ist die NR2B-Untereinheit in fast allen Hirnarealen nachweisbar.
Die NR2D-Untereinheit ist zu diesem Zeitpunkt fast ausschlieBlich im Diencephalon
und Hirnstamm exprimiert.

Bei 56 Tage alten Ratten ist die NR2A mRNA in fast allen Bereichen des Gehirns
nachweisbar. Die NR2B mRNA ist zu diesem Zeitpunkt im cerebralen Cortex, im
Hippokampus, im Striatum, im Thalamus und im olfaktorischen bulbus zu finden. Die
NR2C mRNA ist fast nur im Cerebellum messbar. Das Hauptvorkommen der NR2D
mMRNA liegt im Diencephalon, im Mittelhirn und im olfaktorischen Bulbus (Buller et al.
1994; Akazawa et al. 1994; Aamont et al. 1999; Wenzel et al. 1995; Dunah et al.
1993; Monyer et al. 1994).

Generell Iasst sich sagen, dass im Laufe der Entwicklung ein Wechsel von NR2B
beinhaltenden NMDA-Rezeptoren hin zu NR2A beinhaltenden Rezeptoren vollzogen
wird. Die Expression der einzelnen Subtypen variiert jedoch stark je nach
untersuchter Region, ja sogar an den verschiedenen Synapsen einer Zelle (lto et al.
1997; Rumbaugh et al. 1999; Misra et al. 2000).
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2.7.1.3 Einfluss der NMDA-Rezeptor-Untereinheiten auf dessen Eigenschaften

Untersuchungen bezuglich der Affinitdt von Glyzin zur NR1 Untereinheit ergaben,
dass diese vom Subtyp der NR2 Untereinheit abhangig ist (Priestley et al. 1995; Kew
et al. 1998). Glyzin weist eine etwa 10-fach héhere Affinitat zu NR2B-, NR2C oder
NR2D enthaltenden im Vergleich zu NR2A enthaltenden NMDA-Rezeptoren auf
(Buller et al. 1994; Laurie und Seeburg 1994; Priestley et al. 1995).

In Xenopus Oozyten konnte gezeigt werden, dass auch die Deaktivierungszeit des
NMDA-Rezeptors von der vorliegenden NR1-Untereinheit beeinflusst wird. Diese
schwankt um den Faktor 50 in der Reihenfolge NR2A< 2C=2C<<2D (Cull-Candy et
al. 2001). Bei NR1/NR2A-Rezeptoren betrug die Deaktivierungszeit nach
Glutamatapplikation nur wenige Millisekunden, wohingegen sich diese bei
NR1/NR2D-Rezeptoren im Bereich von mehreren Sekunden bewegte (Monyer et al.
1994; Wyllie et al. 1998; Vicini et al. 1998).

Neben der Rezeptorkinetik wird auch die lonenleitfahigkeit von der jeweiligen NR2-
Untereinheit beeinflusst. NMDA-Rezeptoren, die NR2A oder NR2B-Untereinheiten
enthalten, besitzen eine hohe lonenleitfahigkeit, sind aber sensitiv gegenlber einer
Mg?*-Blockade. NR2C- oder NR2D-Untereinheiten beinhaltende Rezeptoren zeigen
eine geringere lonenleitfahigkeit, sind aber weniger sensitiv gegenuber
extrazellularem Mg* (Momiyama et al. 1996). NR1/NR2A -Rezeptoren, die
zusatzlich eine NR3-Untereinheit beinhalten, besitzen nur etwa 20% der Ca*-
Leitfahigkeit im Vergleich zu NR1/NR2A-Rezeptoren (Das et al. 1998; Perez-Otanio
et al. 2001).

In mehreren Untersuchungen konnte au3erdem gezeigt werden, dass nicht nur die
NR2B-Untereinheiten, sondern auch die verschiedenen NR1-Isoformen die
Rezeptoreigenschaften beeinflussen.

Die jeweils vorliegende Splice-Variante der NR1-Untereinheit beeinflusst die pH-
Sensitivitat des NMDA-Rezeptors. Splice-Varianten, die das Exon 5 beinhalten sind
bei einem physiologischen pH-Wert vollstandig aktiv, wohingegen diejenigen ohne
Exon 5 teilweise blockiert sind (Traynelis et al. 1995). Es wird vermutet, dass die
Exon 5 Kassette eine Oberflachenstruktur bildet, die Ahnlichkeiten zu Polyaminen
aufweist, und als Abschirmung des Protonensensors der NR1-Untereinheit fungiert
(Traynelis et al. 1995). Isoformen, die das Exon 5 beinhalten werden deshalb weder

durch Polyamine stimuliert, noch durch Zn?** inhibiert (Traynelis et al. 1998). Das
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Exon 5 beeinflusst aullerdem die Deaktivierungsgeschwindigkeit des Rezeptors. Bei
Rezeptoren, die die NR1-1b-Untereinheit, die das Exon 5 beinhaltet, besitzen, ist
diese 4 mal schneller, als bei Rezeptoren mit der NR1-1a-Untereinheit ohne das
Exon 5 (Cull-Candy et al. 2001).

2.7.1.4 NR1-Untereinheit

Das humane Grin1-Gen, das fir die NR1-Untereinheit codiert, befindet sich nahe des
Telomers auf dem langen Arm des Chromosom 9 (9 q34.3) (Karp et al. 1993; Zimmer
et al. 1995).

O DOOOo o0 O O 000 OO0 0 o OO0 0o n [im} D O Oiom
O Ooooaa o0 a o oo oa aoanada o o o0 oaoo0n o fu} OO0 mT TmTm
0 DICACI 0 CAG) O3 0 A0 ) RIRIFIRIERD BRI ORI ERY ORI BIRIRD - JEL S L L T
BORRELOGWLM R S s MMMRNR S S S ddai b 252 oo
) k== QAR = [ ) S QR TR R LT TN T B T TR ) S QST —= P P N ]
Dby = (RN % Y [ N L QY ol =

IIIIIII‘III‘IIIII 11
[A

Grin 1

Abb.3: Chromosom 9
Schematische Darstellung des Chromosoms 9; die Position des Grin1-Gens ist mit einem Pfeil

markiert

Fir diesen Abschnitt des Chromosoms 9 konnte eine schwache Kopplung mit
Schizophrenie von zwei Autoren nachgewiesen werden (Kaufmann et al. 1998; Riley
et al. 1997). Von nachfolgenden Untersuchungen, bei denen das gesamte humane
Genom untersucht wurde, konnten diese Ergebnisse jedoch nicht bestatigt werden
(Lewis et al. 2003; Badner et al. 2002), siehe dazu auch Abb.1.

Insgesamt besteht das NR1 Gen aus 22 Exons und 21 Introns (Dunah et al. 1999;

Hollnann und Heinemann 1994).

2.7.1.4.1 Aufbau der NR1-Untereinheit

Die NR1-Untereinheit ist ein ca. 120 kDA grolRes Polypeptid (Kim et al. 1998), dass
sich aus der Glyzinbindungsstelle, deren Lokalisation im Bereich der extrazellularen
Segmente S1 oder S2 angenommen wird, drei Transmembrandomanen
(TM1,TM3,TM4), einer extrazellularen N-terminalen Domane und der intrazellularen
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C-terminalen Region, die an mehreren Stellen von der Proteinkinase C (PKC)
phosphoryliert werden kann, zusammensetzt (Nakanishi 1992; Moriyoshi 1991).
Weiterhin existiert ein viertes hydrophobes Element TM2, das in Form einer

Haarnadelschleife den lonenkanal bildet (Hollmann und Heinemann 1994).

Cytoplasmic side

T™M2

C1
COOH
C2

Abb.4: Schematische Darstellung der anzunehmenden Struktur der NR1 Untereinheit, welche die
alternativen SpleiR3stellen fir Exon 5 (N1), Exon 21 (C1) und Exon 22 (C2) enthalt (nach Zukin et al.
1995).

Die Gruppe der NMDAR1-Untereinheiten besteht aus acht Isoformen (Durand et al.
1992; Sugihara et al. 1992), die durch das alternative Splicen der Exone 5, 21 und 22
entstehen (Hollmann und Heinemann, 1994). Das Exon 5 kodiert flr eine aus 21
Aminosauren bestehende N-terminale Kassette, welche die
Rezeptordesensibilisierung und Sensibilitat fur Protonen, Zink-lonen und Polyamine
beeinflusst (Zukin und Bennett 1995). Die Exons 21 und 22 kodieren fiur die 37 bzw.
38 Aminosauren langen C-terminalen Kassetten C1 und C2. Diese C-terminalen
Kassetten wirken modulierend auf die NMDA-Rezeptorfunktion, indem sie das
Zusammenspiel der verschiedenen Untereinheiten untereinander (Sheng et al. 1994)

und mit anderen intrazellularen Molekulen, wie der Proteinkinase C (Tingley et al.
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1993), Calmodulin (Ehlers et al. 1996) und mit Proteinen der postsynaptischen
Dichte (Brenman et al. 1996; Lau et al. 1996) beeinflussen.
N1 C1 C2 C2

WER 77771 NN

M1

— N

M2
=i
=
=

Exon 5 Exons 21 22

Abb. 5: Darstellung der 8 Isoformen der NR1-Untereinheit
Die weillen Boxen M1-M4 reprasentieren die vier transmembranen Doméanen. N1 dient zur
Bezeichnung von Exon 5, C1 von Exon 21 und C2 von Exon 22. Innerhalb der gestrichelten Gebiete

findet alternatives Splei3en statt (aus Dingledine et al. 1999).

2.7.1.5 Intrazelluldare Vorgange nach NMDA-Rezeptor-Aktivierung

Sobald sich Glutamat anlagert, 6ffnet sich der NMDA lonenkanal und ermoglicht den
Durchtritt von Kalzium und Natrium, was wiederum zahlreiche intrazellulare
Vorgange in Bewegung setzt. In den vergangenen Jahren wurde offensichtlich, dass
der NMDAR mit mehreren intrazellularen Proteinen, die in der postsynaptischen
Dichte (PSD) gelegen sind, interagiert.

In Abb.6 sollen diese Verbindungen veranschaulicht werden. PSD-95 Proteine
steuern die NMDAR-Funktion, indem sie den Rezeptor in der PSD anhaufen und
verankern, die NMDAR-Sensitivitat fir Glutamat modulieren und die NMDA
vermittelten intrazellularen Prozesse koordinieren (Sheng und Pak 2000).

NF-L (Neurofilament Leichtkette) und Yotiao (Ehlers et al. 1998; Lin et al. 1998),
wurden als Proteine identifiziert, die mit Exon 21-beinhaltenden NR1-Isoformen

interagieren.
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NF-L gehort mit den beiden anderen neurofilamentaren Untereinheiten NF-Schwer-
und Mediumkette zu den haufigsten cytoskelettalen Elementen und spielen eine
wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der neuronalen Struktur (Xu et al. 1994).
NF-L konnten auch daran beteiligt sein, die NMDAR an die PSD heranzuflhren
und/oder bei der Verbindung mit dem synaptischen Zytoskelett (Ehlers et al. 1998;
Ehlers et al. 1995).

NF-L interagiert mit der Proteinphosphatase 1 (PP1), einer Protein/
Serin/Threoninphosphatase, die an zahlreichen intrazellularen Prozessen beteiligt ist
(Shenolikar 1994).

Obwohl die funktionelle Signifikanz dieser NF-L:PP1-Interaktion noch nicht
vollstandig geklart ist, wird angenommen, dass NF-L PP1 bindet und es in Position
bringt um andere PSD-Proteine wie NMDAR-Untereinheiten zu dephosphorylieren
(Terry-Lorenzo et al. 2000).

Neuroligin

Exon 21 PSDos ~.

Signal Transduction Pathways

Abb. 6: NMDA-Rezeptor und assoziierte Proteine der postsynaptischen Dichte (PSD)

Dargestellt sind die Untereinheiten des NMDA-Rezeptors und ihre Verbindungen zu Proteinen der
postsynaptischen Dichte. Die PSD-Proteine NF-L und Yotiao interagieren mit Exon 21 enthaltenden
NR1-Untereinheiten und verbinden diese mit dem Cytoskelett und der Proteinphosphatase 1 (PP1).
Die Proteine PSD95, SAP102 und PSD93 binden an den C-Terminus der NR2-Untereinheit und
verbinden diesen mit intrazelluldren Molekiilen wie der neuronalen Stickoxid Synthase (nNOS) und
dem Guanylatkinase assoziierten Protein (GKAP). Diese Proteine fungieren als Bindeglied zwischen

dem NMDAR und nachgeschalteten Signaliibertragungswegen (aus Clinton et al. 2003).
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2.7.1.6 Einfluss des NMDAR auf die Hirnentwicklung

Die Synaptogenese lasst sich in die Phase des initialen Kontakts von Neuronen
mittels Filopodien und der anschlieRenden Stabilisierungsphase unterteilen.

In der frihen neuronalen Entwicklung, strecken Neurone Filopodien aus, um die
Umgebung nach prasynaptischen Partnern abzusuchen (Lee und Sheng 2000; Wong
und Wong 2000). Nachdem ein Filopodium den Kontakt zu einem potentiellen
Partner hergestellt hat, liefern zellulare Adhasionsmolekiile den initialen Stimulus zur
Bildung einer Synapse (Doherty et al. 1995; Murase und Schuman 1999).
Vorgefertigte Proteinpackchen, die in der Lage sind, Neurotransmitter freizusetzen,
folgen der Adhasion der Membranen und werden in der prasynaptischen Seite
eingeschlossen (Ahmari et al. 2000; Haas 2000).

Die Freisetzung von Glutamat stimuliert die postsynaptische Membran dazu,
Ankerproteine zu rekrutieren, die alle notwendigen Elemente fur eine funktionsfahige
postsynaptische Seite befestigen (Friedman et al. 2000). Ist die initiale Synapse
gebildet, mussen die Aktivitaten der pra- und postsynaptischen Membran
synchronisiert werden. Die postsynaptische Membran muss z.B. auf eine
prasynaptische Neurotransmitterfreisetzung reagieren. Der Fehlschlag einer
Synchronisation fuhrt zu einer instabilen postsynaptischen Membran und der
Elimination der Synapse (Frank 1997).

Dieses Zusammenspiel scheint sich anfangs nach dem Zufallsprinzip abzuspielen,
obwohl es durch eine Uberschielende Depolarisation ausgereifter benachbarter
Synapsen erleichtert werden kdnnte (Wu et al. 1996).

Die Depolarisation von NMDAR und die Aktivierung der
Kalzium/kalmodulinabhangigen Proteinkinase Il (CaM Kinase) fihrt zum Einbau von
AMPAR in die Synapse im weiteren Verlauf der Entwicklung (Wu et al. 1996).
Befinden sich schliellich beide Rezeptortypen in der Membran, dann aktiviert die
Freisetzung von Glutamat sowohl AMPA- als auch NMDAR. AMPAR bewirken eine
kurze postsynaptische Depolarisation, wodurch die Magnesiumblockade beseitigt
wird und der lonenfluss durch den NMDA-Rezeptor ermdglicht wird. Zu diesem
Zeitpunkt ist die Synchronisation zwischen prasynaptischer Glutamatfreisetzung und
reaktiver postsynaptischer Depolarisation etabliert.

Synapsen, die nur NMDAR beinhalten und keine AMPA/KainatR werden als ,stille
Synapsen® bezeichnet. Diese sind nicht in der Lage, eine elektrophysiologische
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Antwort bei einem normalen Ruhepotential auf eine Glutamatfreisetzung zu geben
(Gomperts et al. 1998; Isaac et al. 1995; Liao et al. 1995; Wu et al. 1996). Das
anfangliche Schicksal einer Synapse wird also durch die prasynaptische
Glutamatfreisetzung und durch den Einbau einer ausreichenden Anzahl an von
postsynaptischen NMDA und AMPA/KainatR bestimmt.

Eine herabgesetzte Aktivitat oder verminderte Anzahl der NMDAR oder ein zu
niedriger Glutamatspiegel bewirken eine verminderte Anzahl an Synapsen. Da im
infantilen Gehirn ein Uberangebot an synaptischen Verbindungen herrscht, bewirkt
dies im Kindesalter keine klinischen Symptome. Im Laufe der Kindheit und Jugend
erfolgt eine synaptische Restrukturierung, auch ,pruning® genannt. Bei diesem
Vorgang werden gezielt Neuronen entfernt und die Zahl der Synapsen verringert
(Huttenlocher 1984).

Sobald der Verlust an Synapsen eine kritische Marke erreicht hat, was zumeist in der
spaten Jugend oder im frihen Erwachsenenalter der Fall ist, treten die ersten
Symptome einer schizophrenen Psychose auf.

In post mortem Untersuchungen erwachsener schizophrener Patienten konnte eine
reduzierte Anzahl an Dendriten der Pyramidenzellen des Kortex (Garey et al. 1998;
Glantz und Lewis 2000) und eine Verminderung des Neuropil nachgewiesen werden
(Selemon und Goldmann-Rakic 1999).

Eine NMDAR-Hypofunktion steht somit im Einklang mit der These, dass
Schizophrenie auf einer neuronalen Entwicklungsstérung mit fehlerhaften neuronalen
Verbindungen und einer herabgesetzten Synapsendichte beruht (Lewis & Libermann,
2000).
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2.7.1.7 Einfluss des NMDAR auf die Neuroplastizitat

Beim ZNS handelt es sich nicht um ein System, dessen Organisation sich in
vorbestimmten Ablaufen entwickelt, sondern permanenten Veranderungsprozessen
unterworfen ist

Die Fahigkeit von Neuronen, sich an Umweltveranderungen anzupassen, ist
entscheidend fiir das Uberleben und ein wichtiger Aspekt der Gehirnfunktion. Diese
Adaptionsfahigkeit wird als Neuroplastizitat bezeichnet.

Die Aktivierung des NMDAR als Folge einer Membrandepolarisation ermoglicht einen
Kalziumeinstrom durch den lonenkanal (Mac Dermott et al. 1986), der eine LTP, also
eine zeitlich Uberdauernde Erregbarkeitssteigerung und Genexpressionen induziert
(Malenka und Nicoll 1999).

Das freie intrazellulare Kalzium aktiviert kalziumabhangige Enzyme wie CaM Kinasen
und die Phosphatase Calcineurin (Thompson 2000). Diese Enzyme wirken mittels
eines Ruckkopplungsmechanismus modulierend auf die Rezeptorfunktion und sie
aktivieren Transkriptionsfaktoren. Die Phosphorilierung von NMDAR durch CaM
Kinasen erhoht den Glutamateinstrom durch deren lonenkanale (Omkumar et al.
1996; Swope et al. 1999; Wang und Salter 1994).

Des Weiteren beeinflusst die Phosphorylierung den Transport und Einbau von
NMDAR in die postsynaptische Membran (Nicoll und Malenka 1999; Rongo und
Kaplan 1999).

Die Phosphatase Kalzineurin verkiirzt die Offnungszeit des NMDAR-lonenkanals
(Shi et al. 2000, Tong et al. 1995, Lieberman und Mody 1994).

Der NMDAR ist somit in der Lage, die eigene Rezeptoraktivitat und die Affinitat
gegenuber Glutamat zu steuern.

Diese kalziumabhangigen Kinasen gelangen auf’erdem in den Nukleus, wo sie
Transkriptionsfaktoren wie CREB phosphorylieren und somit aktivieren
(Rajadhyaksha et al. 1999; Schulman 1995).
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Abb. 7: Vorgédnge nach Aktivierung von CREB
Der NMDA-Rezeptor vermittelte ~Ca®**-Einstrom  aktiviert CaM-Kinasen, die wiederum

Transkriptionsfaktoren, wie CREB aktivieren. CREB stimuliert die Synthese verschiedener mRNAs
und beeinflusst dadurch die Expression von Proteinen und die synaptische Festigkeit (nach Konradi
und Heckers 2003).

2.7.1.8 NMDAR-Hypofunktion und Neurotoxizitat

Der NMDAR ist auf GABAergen inhibitorischen Neuronen lokalisiert, die
glutamaterge Pyramidenzellen hemmen. Liegt nun eine NMDAR-Hypofunktion vor,
verursacht beispielsweise durch eine verminderte Synthese der NR1-Untereinheit,
ist die Aktivitat der GABAergen Neurone vermindert (Olney et al. 1991). Dieser
verminderte inhibitorische Tonus bewirkt primar eine neuronenschadigende

exzessive Glutamatfreisetzung. Olney und Faber konnten die neuronenschadigende
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Wirkung UbermafRiger glutamaterger Aktivitat im Tierversuch nachweisen (Olney und
Faber 1995).

Von dieser zytotoxischen Zerstérung sind auch die GABA-Interneurone betroffen. In
Post-mortem-Studien zeigte sich hiermit konsistent eine Abnahme GABAerger
Interneurone im Gyrus cinguli und prafrontalen Kortex sowie eine sekundar erhdhte
Anzahl an GABA-Rezeptoren (Benes et al.1992).

Die glutamatergen Pyramidenzellen, bei denen nun die GABAerge Hemmung fehlt,
werden durch den Einfluss anderer glutamaterger, dopaminerger und cholinerger
Rezeptoren geschadigt und kdnnen degenerieren. Ein Indiz fir diese These ist ein
postmortal gemessenes vermindertes Pyramidenzellvolumen (Rajkowska et al.
1998). Sekundar entsteht durch die Schadigung der Pyramidenzellen eine
glutamaterge Unterfunktion in den langen Projektionsbahnen, welche im Einklang mit
der Glutamathypothese der Schizophrenie steht, die von zahlreichen Autoren
vertreten wird (Kim et al. 1980; Olney und Faber 1995; Goff und Coyle 2001).

™,
- Projektionen

Abb. 8: Darstellung der Folgen einer NMDAR-Hypofunktion

Der NMDA-Rezeptor sitzt auf GABAergen inhibitorischen Neuronen, die wiederum glutamaterge
Pyramidenzellen hemmen. Bei einer NMDA-Rezeptor Unterfunktion ist die GABAerge Hemmung
vermindert und die Pyramidenzelle wird durch andere exzitatorische Einflisse geschadigt. Es

resultiert eine glutamaterge Minderfunktion in den Projektionen (aus Braus 2005)
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2.7.1.9 Veranderungen des NMDAR bei Schizophrenie

Zahlreiche neurochemische Studien wurden durchgefuhrt, um die Hypothese einer
gestdorten NMDAR-Funktion bei Schizophrenie zu untermauern.

Die meisten Ergebnisse liegen flir den Thalamus, einer bei Schizophrenie
fehlgesteuerten Struktur vor (Clinton und Meador-Woodruff 2004a,b).

Es konnte ein deutlicher Abfall der fur die NR1-Untereinheit codierenden mRNA
gezeigt werden (lbrahim et al. 2000; Meador-Woodruff et al. 2003). Von einer
weiteren Studie konnte dieses Ergebnis jedoch nicht bestatigt werden (Popken und
Leggio 2002).

Ibrahim et al. konnten mittels des GlyzinB Radioliganden[*H]JMDL105,519 eine
verminderte Anzahl an NR1-Untereinheiten nachweisen (lbrahim et al. 2000).

Von besonderer Bedeutung ware hierbei eine verminderte Expression der NR1-
Isoform, die das Exon 22 beinhaltet, da dieses Exon mit der ,postsynaptic density*
interagiert. Damit im Einklang stehen zahlreiche Studien, die eine veranderte
Expression von Genen die fur mehrere dieser ,postsynaptic density“ Proteine
codieren, nachweisen konnten (Clinton et al. 2003; Meadoe-Woodruff et al. 2003;
Clinton und Meador-Woodruff 2004a,b).

Untersuchungen bezuglich der mRNA Konzentrationen der NR2 Untereinheit
ergaben verminderte Werte flr die NR2B und NR2C Isoformen (Ibrahim et al. 2000;
Popken et al. 2002).

Im Umfeld des NMDAR konnte eine vermehrte Expression der Glutamattransporter
EAAT1 und 2 nachgewiesen werden, was auf einen erhOhten Glutamatabbau
schlieRen lasst (Smith und Haroutunian 2001; Ibrahim et al. 2000).

Komplettiert wird die Palette der Veranderungen der glutamatergen Funktion durch
eine erhohte Expression des vesikularen Glutamattransporters vGIluT2 und des
Enzyms Glutamatinase (Smith und Haroutunian 2001a,b; Meador-Woodruff et al.
2003).

All diese Veranderungen deuten auf eine erhdhte Glutamatverfliigbarkeit hin.

Der Thalamus liefert wichtige afferente Bahnen zum Kortex. Dieser
Informationszufluss scheint bei Schizophrenie aufgrund einer unzureichenden
Filtertatigkeit des Thalamus erhoht zu sein (Carlsson er al. 2001; Clinton und
Meador-Woodruff 2004a,b).

Die Ergebnisse fur den Kortex variieren erheblich je nach untersuchter Region.
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Eine verringerte Konzentration der NR1-Untereinheit konnte im entorhinalen und
temporalen Kortex gezeigt werden. Die Bandbreite der Ergebnisse fur den frontalen
Kortex erstreckt sich jedoch von einer verminderten Anzahl bis zu einem Anstieg der
NR1-Untereinheit (Meador-Woodruff und Healy 2000; Millan 2002; Van Berckel
2003).

Mittels Bestimmung von quantitativer mRNA Expression konnte ein relativer Anstieg
der NR2A-Untereinheit im frontalen und occipitalen Kortex und der NR2D-
Untereinheit im prafrontalen Kortex gezeigt werden. Eine erhdhte Anzahl an NR2B-
Untereinheiten im temporalen Kortex konnte via Radioligandenbindung gezeigt
werden (Akbarian et al. 1996; Grimwood et al. 1999; Drachewa et al. 2001; Woo et
al.2004).

Grinde fur diese divergierenden Ergebnisse konnten der Einfluss der Behandlung
mit  Antipsychotika, der Krankheitsstatus zum Zeitpunkt der Messung, das
Patientenalter und Unterschiede zwischen den verschiedenen cerebralen Strukturen
sein.

Eine verminderte NMDAR Dichte konnte eine verminderte Rezeptorfunktion
widerspiegeln. Andererseits wurde eine erhdhte Rezeptorendichte als Kompensation

fur eine verminderte Stimulation durch endogene Liganden ausgelegt.
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2.8 Genetische Variationen des Grin 1 Gens

Rice et al. fUhrten als erste Forschergruppe eine grol3 angelegte Studie mit
Probanden verschiedner ethnischer Abstammung durch, mit dem Ziel das gesamte
Grin1-Gen auf Basenaustauschpolymorphismen hin zu untersuchen. Sie konnten 28
Mutationen, die Uber das gesamte Gen verteilt lagen, identifizieren (Rice et al. 2001).
Die Anzahl polymorpher Stellen im Grin1-Gen hat sich bis zum jetzigen Zeitpunkt auf
ca. 93 erhoht.

2.8.1 Auswahl der SNPs

In der 5UTR des NMDAR1-Gens wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Basenaustauschpolymorphismus von Guanin nach Cytosin an der Stelle -855
untersucht. Fur diesen SNP wurde bereits eine Assoziation mit Schizophrenie
nachgewiesen (Begni et al. 2003; Zhao et al. 2006). Das Allel mit der haufigeren
Frequenz in der Bevolkerung ist das G-Allel. Dies trifft fur unterschiedliche ethnische
Gruppen zu (Hung et al. 2002; Martucci et al. 2003). In einer kaukasischen
Stichprobe (Begni et al. 2003) von 145 Probanden wurde es mit 91% benannt, das
C-Allel mit 9%.

Dieser Basenaustauschpolymorphismus befindet sich in der Promotorregion (Rice et
al. 2001). Promotoren sind in der Lage, die Genexpression zu steuern, indem sie die
Transkription, die Stabilitat der mRNA und die Translationsleistung beeinflussen. Sie
beinhalten zahlreiche funktionelle Elemente wie Haarnadelstrukturen,
Bindungsstellen fir eisenregulierende Proteine, interne Ribosomeintrittsstellen, AUG-
Codons und offene Leseraster (Meijer und Thomas 2002; Wilkie et al. 2003). Begni
et al. konnten zeigen, dass der Basenaustausch von Guanin nach Cytosin das erste
Nukleotid der GGGG Consensussequenz fur die p50 Untereinheit des
Transskriptionsfaktors NF-kappaB verandert und somit dessen Aktivitat beeinflusst
(Begni et al. 2003).

Der zweite untersuchte Basenaustauschpolymorphismus ist in Exon 7 des NMDAR1-
Gens lokalisiert. Dieser fuhrt zu einem Austausch von Guanin (G) nach Adenin an
der Position 17438 (Rice et al. 2001). Das in der allgemeinen Bevdlkerung haufigere
Allel ist das A-Allel (Paus et al. 2004). Dies trifft auch fur andere ethnische Gruppen

zu (Rice et al. 2001). Obwohl fur diesen SNP bisher keine funktionelle Relevanz

35



Einleitung

nachgewiesen werden konnte, bestent die Madoglichkeit, dass dieser im
Kopplungsungleichgewicht mit einem kausalen Schizophrenielokus steht.
Folgende Tabelle liefert eine Ubersicht Uiber die vorliegenden Assoziationsstudien zu

Einzel Nukleotid Polymorphismen des Grin1-Gens.

Tab. 1: Ubersicht der Assoziationsstudien zum Grin1-Gen

Autor Jahr der Publikation Population Signifikanz

Sakurai 2000 Japan keine

Hung 2002 Taiwan keine

Williams 2002 Grol3britannien keine

Tani 2002 Japan keine

Begni 2003 Italien rs11146020

Martucci 2003 Kanada keine

Paus 2004 Deutschland keine

Qin 2005 China keine

Zhao 2006 China rs11146020, rs2301363,
hCV1840191, rs11146026
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3 Fragestellung

Es gilt heute als gesichert, dass eine starke genetische Komponente in der Atiologie
der Schizophrenie vorliegt. Die genaue Atiologie schizophrener Erkrankungen ist
jedoch noch nicht vollstandig geklart. Fall-Kontroll-Assoziationsstudien sind eine
empfindliche Methode, um  auf  molekulargenetischer = Ebene  nach
Suszeptibilitditsgenen mit kleinen Effekten bei komplexen Krankheiten wie
Schizophrenie zu suchen.

Zahlreiche Untersuchungen schizophrener Patienten deuten auf Veranderungen im
glutamatergen System hin. Eine Schlusselrolle scheint hierbei der NMDA-Rezeptor
zu spielen. Eine verminderte NMDAR1 Expression fuhrte im Tierversuch zu
Verhaltensauffalligkeiten, die dem pharmakologischen Psychosemodell in Realita
entsprechen. Beim Menschen konnte das klinische Erscheinungsbild der
Schizophrenie durch die Gabe von Antagonisten des NMDAR wie beispielsweise
PCP hervorgerufen werden. Des weiteren deuten die Ergebnisse neurochemischer
Studien auf eine veranderte Expression von NMDAR-Untereinheiten bei
Schizophrenie hin.

Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Zusammenhange zwischen Polymorphismen des
NMDAR1-Gens, welches an der Hirnentwicklung, der Neuroplastizitdt und an
neurotoxischen Vorgangen beteiligt ist, mit der Schizophrenie zu untersuchen.

Dazu wurden Allel- und Genotypfrequenzen bei 229 schizophrenen Patienten im
Vergleich zu einer Kontrollpopulation, bestehend aus 389 Probanden, bestimmt und

auf Assoziation Uberpruft.

37



Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerate

Tab. 2: Gerate

Gerit Typ Hersteller
Waagen Explorer Ohaus Corporation, USA
PRECISA 1620 C PRECISA Instruments AG, Dietikon

Zentrifuge Centrifuge 5804 Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Hamburg

Zentrifugenréhrchen | PP-Réhrchen steril Greiner Labortechnik

Mikrozentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Hamburg

Thermocycler Mastercycler gradient Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Hamburg

Mastercycler

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Hamburg

Tiefklhlschrank

Economic (— 20 °C)

Bosch, Miinchen

Ultra-Tiefkihlschrank

u725

New Bruinswick Scientific

Pipetten

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Hamburg

Pipettenspitzen

Sarstedt, NUmbrecht

Gelkammer

Wide Mini Sub Cell GT, Agarose

Gel Electrophoresis Systems

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Spannungsquelle

Power Pac 300

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Eagle Eye Eagle Eye Il Photosystem Stratagene, La Jolla, USA

Photometer Genequant Pharmacia Biotech

Wasserbad WB 14 Memmert GmbH u. CoKG,
Schwabhausen

Mikrowelle Privileg 9024 E Privileg

Vortexer Reax Heidolph
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4.1.2 Software

Tab. 3: Software

Anwendung Software Hersteller/ Internetadresse

Statistische Auswertung |SPSS 12.01 | Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc.,
Chicago, USA

SNP Suche SNPper http://snpper.chip.org/bio/snpper-enter

Primer Spezifitat Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Primerdesign Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi

4.1.3 Chemikalien

Tab. 4: Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Ethanol absolut Carl Roth GmbH, Karlsruhe

QlAamp DNA Blood Maxi Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Germany

Streptokinase QIAGEN GmbH, Hilden, Germany

HoO Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen

dNTP 10 mM Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg

Primer Fa. Life Technologies, Karlsruhe

BseRI-Restriktionsenzym (10.000 U/ml) (5°UTR) New England Biolabs, Frankfurt

Btg I-Restriktionsenzym (10.000 U/ml) (Exon 7) New England Biolabs, Frankfurt

Tag-DNA-Polymerase (rekombinant) 1 U /pl MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Agarose NEEO Ultra- Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Qualitat

10 x NEB-Puffer 4 New England Biolabs, Frankfurt

Tris-hydroxymethyl-aminomethan Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Borséure Carl Roth GmbH, Karlsruhe

EDTA-Dinatriumsalzdihydrat Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Ethidiumbromid Solution 10 mg /ml Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen

DNA-Ladder 100 bp, 0,5 mg DNA /ml MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Bromphenolblau Carl Roth GmbH, Karlsruhe

30% Glycerol Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Tab. 5: Oligonukleotide
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Name Orientierung Sequenz (5°- 3) Verwendung
nmutrf1 forward ggg taa ggc tct gga aaa gg rs11146020
nmutrr1 reverse ctc ccc aca agg ttc aga aa rs11146020
nm1ex7f4 forward gtg gga gtg ctg gag tcc t rs1126442
nm1ex7r4 reverse ggt cgg tga tgt tct cct tc rs1126442
4.1.5 Polymorphismen
Tab. 6: Polymorphismen
Gen Accession Nr. | SNP Position Allel Funktion
Grin 1 232772 rs11146020 -855 C/G 5UTR
Grin 1 232744 rs1126442 17438 AIG Exon 7
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4.2 Methoden

4.2.1 Studienteilnehmer

4.2.1.1 Kontrollgruppe

Die Gruppe der Studienteilnehmer umfasste 389 nicht verwandte Freiwillige aus der
allgemeinen Bevolkerung des Einzugsbereichs von Munchen. Ihr Alter lag zwischen
19 und 69 Jahren bei einem Mittelwert von 47 Jahren. 47.3% der Teilnehmer waren
mannlichen und 52.7% weiblichen Geschlechts.

Das Rekrutierungsverfahren gliederte sich in mehrere Phasen. Die potentiellen
Studienteilnehmer wurden zunachst per Post angeschrieben. Bei Interesse erfolgte
ein detailliertes Telefonscreening. In diesem wurde versucht, eventuelle
psychiatrische oder hirnorganische Erkrankungen bei den potentiellen Probanden
und bei Verwandten ersten Grades zu eruieren. Lagen keine Hinweise auf eine
Erkrankung vor, folgte eine ausfuhrliche schriftich somatische und psychiatrische
Anamnese der Studienteilnehmer und ihrer Verwandten ersten Grades, mit dem Ziel
etwaige Vorerkrankungen zu erfassen. Von Interesse waren hierbei depressive,
schizophrene oder manische Phasen, Essstérungen, Alkohol- oder Drogenabusus,
Angstzustande, Suizidversuche sowie weitere psychiatrische Erkrankungen.
Aulerdem wurde Uberpruft, ob die Teilnehmer deutschen Ursprungs waren. Die
Studienteilnehmer, die dieses Prozedere durchlaufen hatten, wurden zu einem
strukturierten klinischen Interview eingeladen.

Die Diagnostik eventuell vorhandener psychiatrischer Erkrankungen erfolgte nach
den Kriterien des von der American Psychiatric Association herausgegebenen DSM
IV. Das SKID | wurde zur Diagnosefindung von Achse |-Stérungen herangezogen.
Das SKID II diente zur Erfassung von Personlichkeitsstérungen auf der Achse Il
(First et al. 1997; Wittchen et al. 1997). Fir die psychiatrische Familienanamnese
kam das Family History Assessment Modul zur Anwendung (Rice et al. 1995)

Lagen relevante somatische Krankheiten oder Achsel/ll-Stérungen oder eine positive

psychiatrische Familienanamnese vor, erfolgte der Studienausschlul3.
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4.2.1.2 Schizophrene Patienten

Fir die Studie wurden 229 schizophrene Patienten untersucht. Deren Alter lag
zwischen 18 und 65 Jahren, bei einem Mittelwert von 38 Jahren. Die
Patientengruppe bestand zu 59.8% aus Mannern und zu 40.2% aus Frauen.

Im ersten Schritt wurde eine standardisierte Anamnese erhoben. In dieser wurde
u.a. die Lebensgeschichte, der Krankheitsverlauf, die Medikation, stationare
Aufenthalte in psychiatrischen Kliniken, der schulischen und berufliche Werdegang,
die familiare Situation und die ethnische Abstammung abgefragt. Patienten mit
organischen oder substanzinduzierten Stoérungen, die psychotische Symptome
verursachen konnen, wie zum Beispiel der Abusus von Alkohol, Drogen oder
Medikamenten sowie das Vorliegen einer Demenz, einer Epilepsie, eines Morbus
Parkinson oder ahnlichen relevanten Stérungen wurden von der Studie
ausgeschlossen.

Die Erfassung der klinischen Stérung erfolgte durch das Strukturierte Klinische
Interview | (SKID ). Differentialdiagnostisch war hier das Vorliegen einer
schizoaffektiven Storung oder schizotypischen Personlichkeitsstorung
auszuschliefden.

Mit dem SKID Il wurden Stérungen der Personlichkeit erfasst.

Mit der PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale for Schizophrenia) (Kay et al.
1987) wurden die Positiv- und Negativsymptome sowie allgemeine
psychopathologische Symptome in 7 Graduierungen bewertet.

Nur Patienten mit der Diagnose einer Schizophrenie vom paranoiden-,
desorganisierten-, katatonen-, undifferenzierten- oder residualen Typus gemaf} den

Kriterien des DSM IV wurden in die Studie aufgenommen.

4.2.1.3 DNA-Extraktion

Das bei —80°C gelagerte Blut der Probanden wurde fur die DNA-Extraktion bei
Raumtemperatur aufgetaut. Die Gewinnung der genomischen DNA aus dem mit
EDTA versetzten Blut der Probanden erfolgte mittels eines Kits der Firma Qiagen
gemal des Handbuchs (Qiagen 2001).

Die Lyse der Leukozyten und Freisetzung der Nukleinsduren wurde durch Zugabe

von 500 pul Proteinkinase K je 5 bis 10 ml Vollblut herbeigeflihrt. Die Beimengung von
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12 ml AL-Puffer (Guanidin-HCL) sorgte fur ideale Reaktionsbedingungen fir die
Proteinkinase K und entzog der DNA aulRerdem die Hydrathille, welche eine
Bindung der DNA an die Silikagel-Membran behindert. Anschlieliend wurde die
Losung 2 Minuten gevortext, um eine vollstandige Zellyse zu erhalten. Eine 30
minUtige Inkubation der Losung im Wasserbad bei 70°C gewahrleistete einen
maximalen DNA-Ertrag.

Die Extraktion der gewunschten Nukleinsduren aus der Losung erfolgte durch
Bindung an eine Silikamembran. Der Probe wurde 10 ml Ethanol (96-100%)
zugegeben, um das Gemisch auf das Saulenmaterial zu fallen. Es folgte eine 2-
minlUtige Vermischung mit dem Vortexer. Anschliefend wurde die DNA-L6sung
sukzessive auf die Silikagel-Saule Uberfuhrt und jeweils fur 3 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. Zur Entfernung von RNA und Proteinverunreinigungen wurden 5 ml
eines Guanidin-HCL haltigen Waschpuffers zugegeben und fur eine Minute bei 5000
rom zentrifugiert. Dann erfolgte die Zugabe von 5 ml ethanolhaltigem Waschpuffer
und eine 15 Minuten lange Zentrifugation bei 5000 rpm, um die Guanidiniumsalze zu
entfernen.

Die Eluation der DNA von der Silikamembran geschah durch Zugabe von 1 ml des
basischen AE-Puffer (Tris-Puffer, pH>9.0). Im letzten Arbeitsschritt wurde die DNA
fur 5 Minuten bei Raumtemperatur mit dem AE-Puffer inkubiert und anschliel3end
fur 5 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert. Die im AE-Puffer enthaltene DNA konnte

nun fur die PCR verwendet werden.

4.2.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe der Ultraviolettabsorptionsspektrometrie
ermittelt. Bei dieser Methode macht man sich die Erkenntnis zu nutze, dass die
Menge der ultravioletten Strahlung, die von einer DNA-L6sung absorbiert wird, ihrem
DNA-Gehalt direkt proportional ist. Eine DNA-LOsung von 50 pg/ml ergibt bei einer
Wellenlange von 260 nm=A1, welche dem Absorptionsmaximum fur Nukleinsauren
entspricht, eine Absorption von 1,0 (Sambook 1989).

Vor der Messung wurde das Photometer mit einer Losung aus 95 ul Aqua bidest. und
5 ul AE-Puffer geeicht. Fur die photometrische Konzentrationsbestimmung wurden
jeweils 5 pl der DNA-Losung mit 95 pyl Aqua bidest. verdunnt und in eine

Quarzglaskivette gegeben.
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Die DNA-Konzentration Iasst sich dann nach folgender Formel berechnen:

A1x Verdunnungsfaktor x 50 pg/mi

Abschlieend wurden die DNA-LOsungen auf eine Konzentration von 25 ng/ul

standardisiert.

4.2.3 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung von DNA,
die 1983 von Kary Mullis und seinen Mitarbeitern entwickelt wurde (Mullis 1990; Saiki
et al. 1985).

Mittels einer speziellen DNA Polymerase kann ein DNA-Segment amplifiziert werden,
das zwischen zwei Regionen bekannter Basensequenzen liegt. Gegen diese beiden
Regionen werden komplementare Oligonukleotide (Primer) eingesetzt, die nach ihrer
Bindung an die vorher aufgetrennten DNA Einzelstrange als Starterkennung fur die
Polymerase dienen. Die Sequenzen der Primer werden so gewahlt, dass sie an der
einen Seite an den sense-Strang und an der anderen Seite an den komplementaren
Strang hybridisieren. Stehen ausreichend Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) zu
Verfligung und liegt ein geeignetes Puffersystem vor, ist es nun moglich, exakte
Kopien der vorhandenen DNA-Fragmente zu synthetisieren.

Die PCR besteht aus drei Reaktionsschritten

Denaturierung

Im ersten Schritt werden die Doppelstrange der DNA, die das zu amplifizierende
Fragment enthalt, getrennt. Die Denaturierung erfolgt bei einer Temperatur von ca.
94°C.

Annealing

Nach dem Abkuhlen auf etwa 50-70°C kann sich wahrend der sogenannten

Annealingphase jeweils ein Primer an einen DNA- Einzelstrang anlagern.

Elongation
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Die so entstandenen kurzen doppelstrangigen DNA-Fragmente dienen der
Polymerase im dritten Schritt, der sogenannten Elongationsphase, als Startpunkte,
von denen ausgehend sie in 5°-3'-Richtung komplementare DNA-Strange
synthetisiert. Bei einer Temperatur von 72 °C entfaltet die Polymerase ihre maximale
Aktivitat.

Diese drei Reaktionsschritte, Denaturierung, Annealing und Elongation, werden in
der PCR zyklisch wiederholt.

94°C * Denaturierung

™ TTTTITTT ITITTTITITT
pomllLLLLLRIIR LD

50-70°C Annealing der
(sequenzabhangig) Primer

zyklische

'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I]IIII:I]I Wiederholung
3¢ des Temperatur-

3

m 3 programmes
5‘

72°C * Elongation der

(Temperaturoptimum Primer durch
des Enzyms) die Polymerase

AU
XA ADXADX

Abb. 9: In der Abbildung werden die einzelnen Reaktionsschritte der PCR schematisch dargestellt. Im

oberen Drittel ist die Denaturierungsphase mit den DNA-Einzelstrangen dargestellt, in der Mitte ist die
Anlagerung der Primer abgebildet, gefolgt von der Elongationsphase, die im unteren Drittel dargestellt

ist.
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Da das Elongationsprodukt eines Zyklus als Template fir den nachsten Zyklus
dienen kann, wird der von den Primern flankierte DNA Abschnitt exponentiell
amplifiziert. Theoretisch kdnnte man in der PCR von einem einzelnen DNA Molekdl

ausgehen und nach n Zyklen eine Menge von2» Molekulen vorfinden.

4.2.4 Reagenzien fur die PCR

4.2.4.1 DNA-Polymerase

Realisiert werden konnte die PCR erst mit der Entdeckung und Isolierung einer
thermostabilen DNA-Polymerase, da durch die hohen Denaturierungstemperaturen
die meisten DNA Polymerasen inaktiviert werden. Gefunden wurde diese
thermostabile DNA Polymerase in dem Eubakterium Thermophilus aquaticus,
welches in den heillen Quellen des Yellow Stone National Parks entdeckt wurde.
Nach diesem Eubakterium wurde das Enzym Taqg-Polymerase genannt.

Diese besitzt ein Temperaturoptimum von 72°C und ist auch bei einer
Denaturierungstemperatur von 94°C noch stabil.

Die Syntheseleistung der Taq Polymerase betragt etwa 1000 Basenpaare (1kb) pro
Minute. Die erforderliche Enzymkonzentration fur einen 50 pl-Ansatz liegt im Bereich
von 0.5-1.5 Units (U) Tag-Poymerase. Eine héhere Enzymkonzentration begunstigt

die Nebenproduktbildung.

4.2.4.2 Primer

In der Regel sind die Primer fir die PCR zwischen 20 und 30 Nukleotide lang. Nach
Moglichkeit sollten alle vier Basen in den Primern gleich haufig vertreten sein.
Bereiche mit ungewohnlichen Sequenzabschnitten aus Polypurin, Polypyrimidin oder
sich wiederholenden Motiven sollte man ebenso vermeiden wie Bereiche mit
ausgepragter Sekundarstruktur. Die Primerpaare sollten so beschaffen sein, dass die
Sequenzen an ihrem 3'Enden weder inter- noch intramolekular komplementar sind.
Bei Nichtbeachtung dieser VorsichtsmaRnahme besteht die Gefahr, dass sich
Primerdimere ausbilden. Diese Artefakte entstehen, wenn die Polymerase den einen

Primer komplementar zum anderen Primer oder zu sich selbst synthetisiert.
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4.2.4.3 Desoxynukleotide

Die dNTP-Stammlosung wurde durch die Mischung der Nukleotide dGTP, dATP,
dCTP und dTTP hergestellt. Besondere Sorgfalt wurde darauf gelegt, dass alle vier
dNTP-Molekule in der gleichen Konzentration vorliegen. Die Stammlésung sollte
einen neutralen pH-Wert von 7 aufweisen. Fiur die PCR setzt man die dNTPs
normalerweise in Konzentrationen von etwa 100 uM ein, obwohl die Tag-Polymerase

bei niedrigeren dNTP-Konzentrationen praziser kopiert.

4.2.4.4 Puffer

In der PCR kommen verschiedene Puffer zum Einsatz. Diese unterscheiden sich im
pH-Wert und in der MgCl,-Konzentration. Als optimal fur die Aktivitat der Tag-
Polymerase gilt ein Wert von pH 8.8. Ein saures Milieu wirkt sich negativ auf die
Enzymaktivitat aus. Die Endkonzentration von MgCl, im Reaktionsansatz kann man
Uber einen Bereich von 0.5-5,0 mM variieren. Die Mg*-lonen bilden zusammen mit
den dNTPs einen I6slichen Komplex, der fur den dNTP-Einbau ausschlaggebend ist.
Zusatzlich  stimulieren sie Aktivitdt der Polymerase und erhdhen die
Schmelztemperatur sowohl des DNA-Doppelstrangs als auch der Bindung zwischen
Primer und Matrize. Die MgCl,-Konzentration kann die Spezifitat und die Ausbeute
der PCR wesentlich beeinflussen. Eine ungentigende MgCl,-Konzentration verringert
die Ausbeute, wahrend Uberschiissige Mg*-lonen die Bildung unspezifischer

Produkte fordern.

4.2.5 PCR Optimierung

Um eine moglichst hohe Spezifitat und Ausbeute der PCR zu erzielen, mussen die
Reagenzien und die PCR-Profile optimal eingestellt werden (Linz und Degenhardt
1990; Innis und Gelfand 1990).

4.2.5.1 Puffer-Optimierung

Der beste Puffer fir den jeweiligen SNP wurde aus der in Tab.6 aufgelisteten

Optimierungsreihe ermittelt. Die Puffer dieser Testreihe enthalten 300 mM Tris-HCL
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Konzentration von 7.5 mM bis 17.5 mM (Abb10).

Tab. 7: Pufferoptimierungsreihe

Der pH-Wert variiert von 8.5-10, die MgCl,-

Puffer Tris-HCL NH*so* PH-Wert MgCl,-Konzentration
A 300 mM 75 mM 8.5 7.5 mM
B 300 mM 75 mM 8.5 10 mM
C 300 mM 75 mM 8.5 12.5 mM
D 300 mM 75 mM 8.5 17.5 mM
F 300 mM 75 mM 9.0 10 mM
G 300 mM 75 mM 9.0 12.5 mM
H 300 mM 75 mM 9.0 17.5 mM
J 300 mM 75 mM 9.5 10 mM
K 300 mM 7 5mM 9.5 12.5 mM
L 300 mM 75 mM 9.5 17.5 mM
N 300 mM 75 mM 10.0 10 mM
0] 300 mM 75 mM 10.0 12.5 mM
P 300 mM 75 mM 10.0 17.5 mM

4.2.5.2 Annealing-Temperatur

Die Wahl der optimalen Annealing-Temperatur im Anlagerungsschritt ergibt sich aus
der Sequenz der verwendeten Primer und der sich daraus ergebenden
Schmelztemperatur. Diese hangt von der Zahl der Basenpaare, dem Anteil an G/C
Paaren, der lonenstarke der Losung und deren eventuellem Gehalt an
Lésungsmitteln (Formamid) ab. Naherungsweise kann die Schmelztemperatur Uber

folgende Formel berechnet werden:

Tm =[(G + C) x 4] + [(A + T) x 2] (in °C)

FUr die Anlagerung der Primer sollten Temperaturen gewahlt werden, die 3-5°C unter

der berechneten Tm liegen.
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Die ideale Annealing-Temperatur fur eine maximale Ausbeute an spezifischem PCR-
Produkt wurde mit dem Thermocycler ,Mastercycler Gradient ermittelt. Dieses Gerat
ermoglicht es, einen Temperaturgradienten von bis zu 10°C, verteilt Uber den
Heizblock, einzustellen.

Diejenige Temperatur, die zu einer optimalen Intensitat und Spezifitat der Banden

fuhrte, wurde flr die weiteren Experimente verwendet.

4.2.5.3 Zyklen-Optimierung

Die Anzahl der Zyklen liegt Ublicherweise bei 25-35 und sollte 40 nicht Uberschreiten,
da die Aktivitat der Taqg-Poylmerase dann ermidet und keine exponentielle

Amplifikation mehr stattfindet. Aullerdem treten unspezifische Amplifikate auf.

4.2.7 Verdau der PCR-Produkte

Die amplifizierten DNA-Fragmente des Grin 1 Gens wurden im Anschluss an die
PCR mit einer geeigneten Restriktionsendonuklease inkubiert. Dieses Enzym
schneidet selektiv alle Amplifikate, die eine bestimmte Erkennungssequenz
aufweisen. Ergebnis  dieses Reaktionsschrittes  sind DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange. Die anschlielRende elektrophoretische Auftrennung
offenbart dann, ob die Restriktionsschnittstelle bei der untersuchten Person

vorhanden ist oder nicht.

4.2.8 Agarose Gelelektrophorese

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Migration geladener Molekule im
elektrischen Feld. Aufgrund ihres negativ geladenen Zucker-Phosphat-Gerustes
wandern alle DNA-Fragmente in Richtung der Kathode.

Die Wanderungsgeschwindigkeit von linearen DNA Molekulen ist umgekehrt
proportional dem log10 der Anzahl der Basenpaare bzw. dem Molekulargewicht, d.h.,
je  groBer ein DNA-Fragment  ist, desto  langsamer ist seine
Migrationsgeschwindigkeit.

Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in einem 2.5%igen Agarosegel, wobei

als Laufpuffer 0,5 x TBE-Puffer eingesetzt wurde. Fur das Gel wurde 2.5 g Agarose
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in 100 ml 0,5 x TBE-Puffer in der Mikrowelle geldst. Zur Sichtbarmachung der
Amplifikate wurde den Gelen nach Abkuhlung 2 pl Ethidiumbromid je 100 ml Puffer
zugesetzt.

Beim GielRvorgang werden durch einen entsprechenden Kunststoffkamm Taschen
zum Probenauftrag erzeugt. Jeweils 20 ul der DNA-Proben wurden mit 5 pl eines
glyzerinhaltigen Beladungspuffers versetzt, der eine hohe Dichte besitzt und es
ermoglicht, die Proben in die Taschen des bereits im Elektrophoresepuffer
befindlichen Gels zu unterschichten. Der Ladepuffer enthalt aul3erdem die Farbstoffe
Bromphenolblau und Xylencyanol.

Durch diesen kann man zum einen das Auftragen der Probe gut iberwachen und
zum anderen das Fortschreiten der elektrophoretischen Trennung verfolgen.

Als GroRenstandard wurde zusatzlich eine 100 bp DNA-Leiter aufgetragen.

Die Zusammensetzung der DNA-Leiter und der anderen fur die Gelelektrophorese

verwendeten Reagenzien wird in folgender Tabelle dargestellt:

Tab. 8: Reagenzien der Gelelektrophorese

Reagenzien Zusammensetzung

DNA-Leiter 100 uyl Gene-Ruler Stammldsung (0.5 mg DNA/mI)
166 pl 6 x Loading Dye
734 ul HoO

6 x Loading Dye 1.5 mi Bromphenolblau
1.5 ml Xylencyanol

3.0 ml 30 % ige Glycerol- Lésung
100 pl0.5M EDTA- Loésung
5.4 mi Ho0

5 x TBE-Puffer 5.4 % Trisbase
2.75 % Borsaure
0.375 % Na,EDTA

Agarose gebrauchsfertiges Pulver

Ethidiumbromid gebrauchsfertige Lésung

Die Elektrophorese lief bei einer Gleichspannung von 100 mV fur 60 Minuten in einer
horizontalen Gelkammer.
Durch Bestrahlung mit UV-Licht konnten die aufgetrennten DNA-Banden sichtbar

gemacht werden.
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Zur Dokumentation wurden die Gele mit Hilfe des ,Eagle Eye“-Gerats der Firma

Stategene photographiert.

4.3. Die Auswertung der untersuchten Polymorphismen

4.3.1 Der —855G/C Polymorphismus in der 5’UTR des Grin1-Gens

Die Region des Grin1-Gens, die den -855G/C Polymorphismus rs11146020 enthalt,

wurde mittels PCR amplifiziert.

137308678 gggtaaggctctggaaaagggggcgctgggagcgcattgcgagggggctggagagggaga

137308738 gaggagcggaagctgagggttgaaacggctggccccgaacacacctcgcecggcgctccagt
137308798 gattcctggtgtccgacctcagccccagtcagtgcgggtccagtttccaggctctcgegg
137308858 aaggcctggctgagcacatgcggcagccacggtcaccctccctattcctcttagcccgag
137308918 ga[g/c]gggggtcccaagttacatggccacgcagatggggccttctccctcatttctga
137308974 accttgtggggag

Abb. 10: Ampilifizierte Zielsequenz des -855G/C Polymorphismus rs11146020 (accession
number Z 32772)

Die Produktgrofle der amplifizierten Zielsequenz des Grin1-Gens betragt 309 bp. Der untersuchte
Basenaustauschpolymorphismus ist grau hervorgehoben. Die fett gedruckten, unterstrichenen
Sequenzen veranschaulichen die verwendeten Primer, wobei die Sequenz des nmutrf1 Primers die

Basenfolge gggtaaggctctggaaaagg und die des nmutrr1 Primers ctccccacaaggticagaaa hat.

Die PCR wurde in einem Endvolumen von 50 pl durchgefuhrt. Es wurden 50 ng
genomische DNA, je 20 pmol der Primer nmurrf1 und nmutrr1 (Sequenz siehe Tab.
8), 1 U Tag-Polymerase, 0.1 mM dNTP, 1.5 mM MgCl,, 60 mM Tris-HCI und 15 mM
Ammoniumsulfat bei einem pH von 8,5 verwendet. Auf eine anfangliche 5 minutige
Denaturierungszeit bei 94°C folgten 35 Zyklen mit je 30 s bei 94°C, 30 s bei 56°C

und 1 min bei 72°C. Danach schloss sich eine Extension von 10 min bei 72°C an.
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4.3.1.1 BseRI-Verdau

20 pyl des erhaltenen PCR-Produckts wurden mit 4 yl 10 x NEB-Puffer 4.5 U BseRl,
PCR-Wasser ad 40 pl versetzt und fir 10h bei 37°C inkubiert.

BseRI schneidet spezifisch an der Schnittstelle der Basenfolge 5-G/AGGAG-3’ und
3-CTCCT/C-5. Derartige Restriktionsschnittstellen befinden sich an Position —1033
und -855. Findet sich an Position —855 ein C, liegt nur eine adaquate Schnittstelle
fur BseRI vor. Resultat des BseRI-Verdaus sind in diesem Fall 2 Fragmente der
Lange 243bp und 66bp.

Findet sich an dieser Position Guanin, erkennt das Enzym eine weitere
Restriktionsschnittstelle. In diesem Fall resultieren aus dem BseRI-Verdau 3
Fragmente der Lange 178 bp, 66 bp und 57 bp. Das G-Allel wird als —855G Allel 2
bezeichnet. Damit ergeben sich die folgenden moglichen Genotypen: Homozygotie
fur Allel C oder Allel G oder Heterozygotie fur Allel C/Allel G.

Folgende Abbildung zeigt beispielhaft ein so erhaltenes Bild nach dem BseRI-
Verdau.

243 bp
178 bp

66 bp
57 bp

GG CG CC

Abb. 11: Auf Agarosegel dargestellter —855G/C-Polymorphismus der 5UTR des Grin-1-Gens
nach BseRI-Verdau
Das C Allel besteht aus den Banden bei 243 bp und 66 bp. Die Banden bei 178 bp, 66 bp und 57 bp

stellen das G Allel dar. Der Langenstandard (L) befindet sich am rechten Bildrand.
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Tab. 9: Darstellung der Genotypisierung des —855G/C Polymorphismus der 5’UTR des Grin1-

Gens

Primersequenzen

nmutrfl  5’ggg taa ggc tct gga aaa gg 3°
nmutrr1 5°ctc ccc aca agg ttc aga aa 3

Ausgangslésungen fir die
PCR

DNA-L8sung (50 ng/pl)

PCR geeignetes Wasser (Fa. Sigma)

Taqg-DNA-Polymerase (Fa. Fermentas)

5 x PCR-Puffer B (pH 8,5/Magnesiumchlorid10.0 mM/Ammoniumsulfat
75 mM/Tris-HCL 300 mM) (Fa. Invitrogen)

Sense Primer-Arbeitsiésung (10 pmol) (Fa. Life Technologies)

Antisense Primer-Arbeitslésung (10 pmol) (Fa. Life Technologies)
Desoxynukleotidtriphosphate (dATP, dTTP, dCTP, dGTP je 2.5 mM ) (Fa.

Amersham Biosciences)

50 ul PCR-Ansatz

20 pmol nmutrf1, 20 pmol nmutrr1 (2 pl der Arbeitsldsung), 50 ng DNA

(1 ul), 0.1 mM Desoxynukleotidtriphosphate (2 pl), 1 U Taq (1 ul), 1.5mM
Magnesiumchlorid, 15 mM Ammoniumsulfat, 60 mM Tris-HCL, PCR-
Wasser ad 50 pl

PCR-Programm

1. Denaturierung von 5 Minuten bei 94°C

2. 35 Zyklen aus Denaturierung von 30 Sekunden bei 94°C, Annealing von
30 Sekunden bei 56°C, Extension von 1 Minute bei 72°C

3. Abschlielende Extension von 10 Minuten bei 72°C

Ausgangslésungen fur
den Restriktionsverdau

PCR-Produkt

BseRI-Restriktionsenzym (10.000 U/ml) (Fa. New England Biolabs)

10 x NEB-Puffer 4 (500 mM Kaliumacetat, 200 mM Tris-Acetat, 100 mM
Magnesiumacetat, 10 mM DTT, pH 7.9 bei 25°C ) (Fa. New England
Biolabs)

PCR geeignetes Wasser

Verdaubedingungen

Dauer 10 h bei 37°C

Reaktionsansatz flr

Verdau

20 pl PCR-Produkt, 5 U BseRI(0,5 ul), 4 pl 10 x NEB-Puffer 4, PCR-
Wasser ad 40 pl

Bedingungen flr die

Gelelektrophorese

2.5% Agarosegel (2.5 g auf 100 ml 0,5 x TBE-Puffer)
Laufzeit ca.1h bei 100 mV
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4.3.2 Der 17438 G/A Polymorphismus des Exon 7 des Grin1-Gens

Die Region des Grin-1-Gens, die den 17438G/A-Polymorphismus rs1126442 enthalt,
wurde mittels PCR amplifiziert. Die folgende Abbildung zeigt die amplifizierte

Zielsequenz.

137326912 gtgggagtgctggagtcctggcccgtcatccccgtctgccccacagcgaggacgatgetg

137326972 ccactgtataccgcgcagccgcgatgctgaacatgacgggctccgggtacgtgtggetgg
137327032 tcggcgagcgcgagatctcggggaacgccctgcecgcectacgccccagacggtgagtgetggg
137327192 ccttggcggggtccccgaacggggaggaccccacgggctctgagtcgcatgctcgectag
137327152 gcatcctcgggctgcagctcatcaacggcaagaacgagtcggcccacatcagcgacgccg
137327212 T[a/glggcgtggtggcccaggccgtgcacgagctcctcgagaaggagaacatcaccgac

Abb. 12: Amplifizierte Zielsequenz des 17438G/A-Polymorphismus des Exon 7 des Grin1 -Gens
(accession number Z32744)

Die ProdukigroBe der amplifizierten Zielsequenz betragt 356 bp. Der untersuchte
Basenaustauschpolymorphismus ist grau hervorgehoben. Die fett gedruckten, unterstrichenen
Sequenzen veranschaulichen die verwendeten Primer, wobei die Sequenz des Primers nm1ex7f4 die

Basenfolge gtgggagtgctggagtcct und die des Primers nmex7r4 ggtcggtgatgttctccttc hat.

Die PCR wurde in einem Endvolumen von 50 pl durchgefihrt, es wurden 50 ng
genomische DNA, 20 pmol von jedem Primer, 1 U Tag-Polymerase, 0.1 mM dNTP,
1.5 mM MgClz, 60 mM Tris-HCI und 15 mM Ammoniumsulfat bei einem pH von 9
verwendet. Auf eine anfangliche zweiminutige Denaturierungszeit bei 94°C folgten 35
Zyklen mit je 30 sec bei 94°C, 30 sec bei 56°C und 1 min bei 72°C. Danach schloss

sich eine Extension von 10 min bei 72°C an.

4.3.2.1 Btgl-Verdau

20 pl des erhaltenen PCR-Produkts wurden mit 4 pul 10xNEB-Puffer 4, 5 U Btgl, PCR-
Wasser ad 40 ul versetzt und fur 10h bei 37°C inkubiert.

Das Restriktionsenzym Btgl schneidet spezifisch an der Schnittstelle der Basenfolge
5'C/CPuPyGG-3" und 3'GGPyPuC/C. Eine solche Basenfolge befindet sich an
Position 17353 des Grin1 Gens. Befindet sich an Position 17438 ein Adenin erkennt

das Enzym keine weitere Schnittstelle und es entstehen 2 Fragmente der Lange 212
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bp und 144 bp. Enthalt das Amplifikat an Position 17438 ein Guanin erkennt das
Enzym eine weitere Restriktionsschnittstelle und es resultieren drei DNA-Fragmente
der Lange 212 bp, 87 bp und 57 bp.

Folgende Abbildung zeigt beispielhaft ein so erhaltenes Bild nach dem Btgl-Verdau.

144 bp
87 bp
57 bp

Abb. 13: Auf Agarosegel dargestellter A-17438-G-Polymorphismus des Grin-1-Gens nach Btgl-
Verdau
Die Banden bei 212 bp und 144 bp stellen das A Allel dar. Das Bandenmuster bestehend aus den

Fragmenten von 212 bp, 87 bp und 57 bp wird als G Allel gewertet. Der Langenstandard (L) befindet
sich am rechten Bildrand.
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Tab. 10: Darstellung der Genotypisierung des 17438 G/A—Polymorphismus des Exon 7 des

Grin1-Gens

Primersequenzen

nmex7f4 5°'gtg gga gtg ctg gag tcc t 3°
nmex7r4 5°ggt cgg tga tgt tct cct tc 3°

Ausgangslésungen fir die
PCR

DNA-L8sung (50 ng/pl)

PCR geeignetes Wasser (Fa. Sigma)

Taqg-DNA-Polymerase (Fa. Fermentas)

5 x PCR-Puffer F (PH 9/Magnesiumchlorid 10 mM/Ammoniumsulfat 75
mM/Tris-HCL 300 mM) (Fa. Invitrogen)

nmex7f4-Arbeitslosung (10 pmol/ul) (Fa. Life Technologies)
nmex7r4-Arbeitslésung (10 pmol/ul) (Fa. Life Technologies)
Desoxynukleotidtriphosphate (dATP, dTTP, dCTP, dGTP je 2,5 mM ) (Fa.

Amersham Biosciences)

50 ul PCR-Ansatz

20 pmol nmex7f4, 20 pmol nmex7r4 (2 pl der Arbeitssldésung), 50 ng DNA
(1 uI), 0.1 mM Desoxynukleotidtriphosphate (2 pl), 1U Taq (1 pl), 1.5 mM
Magnesiumchlorid, 15 mM Ammoniumsulfat, 60 mM Tris-HCL, PCR-
Wasser ad 50 pl

PCR-Programm

1. Denaturierung von 5 Minuten bei 94°C

2. 35 Zyklen aus Denaturierung von 30 Sekunden bei 94°C, Annealing von
30 Sekunden bei 56°C, Extension von 1 Minute bei 72°C

3. Abschlielende Extension von 10 Minuten bei 72°C

Ausgangslésungen flr

den Restriktionsverdau

PCR-Produkt

Btgl-Restriktionsenzym (10.000 U/ml) (Fa. New England Biolabs)

10 x NEB-Puffer 4 (500 mM Kaliumacetat, 200 mM Tris-Acetat, 100 mM
Magnesiumacetat, 10 mM DTT, pH 7.9 bei 25°C ) (Fa. New England
Biolabs)

PCR geeignetes Wasser

Verdaubedingungen

Dauer 10 h bei 37 °C

Reaktionsansatz fir den

Verdau

20 pl PCR-Produkt, 5 U BTG (0,5 ul), 4 pl 10 x NEB-Puffer 4, PCR-
Wasser ad 40 pl

Bedingungen fiir die

Gelelektrophorese

2.5% Agarosegel (2,5 g auf 100 ml 0,5 x TBE-Puffer)
Laufzeit ca.1 h bei 90 mV
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4.4 Statische Auswertung

Die Statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der SPSS 12.05 Software (Statistical
Package for Social Sciences, SPSS Inc, Chicago, USA). Die Verteilung der
Genotypen wurde auf Vorliegen des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts getestet.
Mittels des zweiseitigen xz-Tests wurden Unterschiede in den Haufigkeiten der Allele
und Genotypen bei Patienten und Kontrollen verglichen. Dabei wurde ein
Signifikanzniveau von p < 0.05 festgelegt, wahrend p < 0.1 als Trend gewertet

wurde.
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5 Ergebnisse

5.1 Analyse des -855 G/C Polymorphismus der 5UTR des Grin1-

Gens

Der -855 G/C Basenaustauschpolymorphismus der 5’UTR des Grin 1 Gens wurde
erstmals von der Arbeitsgruppe um Rice beschrieben und flhrt zu einer zusatzlichen
Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease Bse RI (Rice et al. 2001).
Sowohl in der aus 196 Probanden bestehenden Kontrollgruppe, als auch bei den 178
Patienten waren die Genotypen dieses Polymorphismus innerhalb des Hardy-
Weinberg-Gleichgewichts verteilt (Patienten: F=0.050, df=1, p=0.526; Kontrollen:
F=0.134, df=1, p=0.095).

zwischen Patienten- und

511 Analyse der 5 UTR-Allelverteilung

Kontrollgruppe

Die folgende Tabelle zeigt die Verteilung der Allele innerhalb der Patienten- und
Kontrollgruppe. Dabei stellt das C-Allel die ungeschnittene Form des Grin1 Gens mit
den Fragmenten von 243bp und 66 bp Lange und das G-Allel die geschnittene Form
des Grin1-Gens mit Fragmenten von 178 bp 66bp und 57bp Lange nach Bse RI -

Verdau dar.

Tab. 11 : Darstellung der Allelverteilung des 5’UTR-Polymorphismus

5UTR
G-Allel C-Allel
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen 354 (90.8) 36 (9.2) 390
Patienten 318 (89.3) 38 (10.7) 356
Gesamt 672 74 746

Es zeigten sich keine Unterschiede der allelischen Verteilung zwischen Kontrollen
und schizophrenen Patienten (y?=0.434, OR 1,175 (0.727-1.900), df=1, p=0.510).
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5.1.2 Analyse der 5 UTR-Genotypverteilung zwischen Patienten- und

Kontrollgruppe

Die moglichen Genotypen fur den in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismus der

5'UTR des Grin1-Gens wurden folgendermalen beziffert:
Genotyp 1 = homozygot geschnitten = G/G

Genotyp 2 = Heterozygotie fur C/G
Genotyp 3 = homozygot ungeschnitten = C/C

Tabelle 12 gibt die Analyse der Verteilung der Genotypen innerhalb der Patienten-

und Kontrollgruppe wieder.

Tab. 12: Darstellung der Genotypverteilung des 5’UTR-Polymorphismus

5'UTR
Genotyp G/G Genotyp C/G Genotyp C/C
N (%) N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe | Kontrollen 163 (83.6) 28 (14.4) 4(2.1) 195
Patienten 142 (79.8) 33 (18.5) 3(1.7) 178
Gesamt 305 61 7 373

Auch hier konnte keine Assoziation zwischen den jeweiligen Genotypen und

Schizophrenie festgestellt werden (y?=1.226, df=2, p=0.542).
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In Tabelle 13 wurden C-Alleltrager (C/G, C/C) in einer Gruppe zusammengefasst und

mit den Homozygoten fur das G-Allel verglichen.

Tab. 13: Darstellung der Haufigkeit der C-Trager (Genotyp CC und CG) gegen die homozygoten
Trager fiir das G-Allel (Genotyp GG) des Grin1-Gens

5UTR

Genotyp G/G

Genotypen C/G und C/C

N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe | Kontrollen | 163 (83.6) 32 (16.4) 195
Patienten | 142 (79.8) 36 (20.2) 178
Gesamt 305 68 373

Auch hier zeigte sich kein Unterschied (x2=0.908, OR=1.291 (0.763-2.187, df=1,
p=0.341).

In Tabelle 14 wurden dann umgekehrt die Trager des G-Allels (G/G, C/G) in einer

Gruppe zusammengefasst und mit den Homozygoten flir das C-Allel verglichen.

Tab. 14: Darstellung der Haufigkeit der G-Trager (Genotyp 1 und 2) gegen die homozygoten
Trager fiir das C-Allel (Genotyp 3) des Grin1-Gens

5UTR
Genotypen G/G und C/G | Genotyp C/C
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe | Kontrollen | 191 (97.9) 4(2.1) 195
Patienten | 175 (98.3) 3(1.7) 178
Gesamt 366 7 373

Bei dieser Analyse zeigte sich ebenfalls kein Unterschied (x?=0.068, OR= 0.819

(0.181-3.709), df=1, p=0.795).
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5.2 Analyse des 17438 G/A Polymorphismus des Exon 7 des Grin1-

Gens

Der Basenaustauschpolymorphismus von Guanin nach Adenin an Stelle 17438 des
Grin1-Gens wurde erstmals von Rice et al. beschrieben und fuhrt zu einer
zusatzlichen Erkennungssequenz fur die Restriktionsendonuklease Btg |I.

In der Patienten- und Kontrollgruppe, die aus 389 bzw. 229 Personen bestand,
waren die Genotypen des Grin1-Gens innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts
verteilt (Patienten: F= -0.053, df=1, p=0.416; Kontrollen: F=-0.048, df=1, p=0.337).
5.21 Analyse der Exon 7-Allelverteilung zwischen Patienten- und

Kontrollgruppe

Bei der Analyse der Daten zum Grin1-Polymorphismus des Exons 7 wurde zunachst
die Verteilung der Allele innerhalb der Patienten- und Kontrollgruppe untersucht.
Dabei stellt das A-Allel die ungeschnittene Form des Grin1-Gens mit den
Fragmenten von 212 bp und 144 bp Lange und das G-Allel die geschnittene Form
des NR1-Gens mit 212 bp, 87 bp und 58 bp langen Fragmenten nach Btg | -Verdau

dar. Die Allelverteilung wird in Tabelle 15 veranschaulicht.

Tab. 15: Darstellung der Allelverteilung des 17438 G/A Polymorphismus des Exons 7

Exon 7
G-Allel A-Allel
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen 525 (67.5) 253 (32.5) 778
Patienten 314 (68.6) 144 (31.4) 458
Gesamt 839 397 1236

Es konnte kein Unterschied in den Haufigkeiten der Allele zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe nachgewiesen werden (x°=0.154 OR=0.952 (0.743-1.219), df=1,

p=0.695).
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5.2.2 Analyse der Exon 7-Genotypverteilung zwischen Patienten- und

Kontrollgruppe

Die mdglichen Genotypen fur den in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismus
des Exons 7 des NR1-Gens wurden folgendermalen beziffert:

Genotyp 1 = homozygot geschnitten = G/G

Genotyp 2 = Heterozygotie fur A/IG

Genotyp 3 = homozygot ungeschnitten = A/A

Tabelle 16 zeigt die Genotypfrequenzen in den beiden Gruppen.

Tab. 16: Darstellung der Genotypverteilung des Exon 7 -Polymorphismus des Grin1-Gens

Exon 7
Genotyp G/G Genotyp A/G Genotyp A/A
N (%) N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe | Kontrollen 173 (44.5) 179 (46.0) 37 (9.5) 389
Patienten 105 (45.9) 104 (45.4) 20 (8.7) 229
Gesamt 278 283 57 618

Auch in den Genotypfrequenzen war kein Unterschied zwischen den beiden

untersuchten Gruppen erkennbar (x?=0.167 df=2, p=0.920).

In der nachsten Tabelle (Tab. 17) wurden die A-Allel-Trager (A/G, A/A) in einer

Gruppe zusammengefasst und mit den Homozygoten flr das G-Allel verglichen.

Tab. 17: Darstellung der Haufigkeit der A-Trager (Genotyp AA und AG) im Vergleich zu den

homozygoten Tragern fiir das G-Allel (Genotyp GG)

Exon 7
GenotypG/G Genotypen A/G und A/A
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen 173 (44.5) 216 (55.5) 389
Patienten 105 (45.9) 124 (54.1) 229
Gesamt 278 340 618

Es konnte keine Assoziation der Trager des A-Allels mit der Schizophrenie
festgestellt werden (x?=0.111, OR=0.946 (0.681-1.313), df=1, p=0.739).
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Tabelle 18 zeigt nun entsprechend die Analyse der Genotypen, indem die Trager des
G-Allels (G/G, A/G) in einer Gruppe zusammengefasst und somit gegen die

Homozygoten fur das A-Allel verglichen wurden.

Tab. 18: Darstellung der Haufigkeit der G-Trager (Genotyp GG und AG) gegen die homozygoten
Trager fiir das A-Allel (Genotyp AA) des Exons 7 des Grin1-Gens

Exon 7
Genotypen G/G und A/G Genotyp A/A
N (%) N (%) Gesamt N
Gruppe Kontrollen 352 (90.5) 37 (9.5) 389
Patienten 209 (91.3) 20 (8.7) 229
Gesamt 561 57 618

Auch fur die Trager des G-Allels zeigte sich keine signifikante Haufung fur
Schizophrenie oder Kontrollen (x2=0.104, OR=0.910 (0.515-1.610), df=1, p=0.747).
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6 Diskussion

6.1 Inhaltliche Interpretation der Ergebnisse

Fur die vorangestellte Hypothese dieser Arbeit, dass Polymorphismen des NMDAR1-
Gens mit Schizophrenie assoziiert sein konnten, lassen sich aufgrund der
Untersuchungsergebnisse folgende Aussagen treffen:

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Assoziation zwischen den untersuchten
Polymorphismen —855G/C der 5’'UTR und 17438G/A des Exon 7 des Grin1-Gens mit

der Diagnose Schizophrenie festgestellt werden.

6.1.1 Funktionelle Relevanz der untersuchten Polymorphismen des Grin1-Gens

Ruckschlisse Uber die funktionelle Relevanz eines SNPs kdnnen von dessen
Lokalisation innerhalb des Gens gezogen werden.

Der 17438G/A-Polymorphismus im Exon 7 des Grin1-Gens fuhrt zu einem
Basenaustausch von Guanin nach Adenin. Bei diesem Marker handelt es sich um
eine stille Veranderung, da bisher kein Aminosaurenaustausch gezeigt werden
konnte. Ein direkter Einfluss dieses Polymorphismus auf die Bioaktivitat der NR1-
Untereinheit des NMDAR scheint daher unwahrscheinlich. Es besteht jedoch die
Mdglichkeit, dass diese polymorphe Stelle im Kopplungsungleichgewicht mit einem
kausalen Schizophrenielokus steht.

Fur mehrere SNPs im Promotorbereich, in der sich auch der zweite in dieser Arbeit
untersuchte —855G/C-Polymorphismus (rs11146020) befindet, konnte beispielsweise
nachgewiesen werden, dass sie einen regulativen Einfluss auf die
Genproduktsynthese ausliiben kénnen (Passarge 1994).

Begni et al konnten zeigen, dass der Basenaustausch von Guanin nach Cytosin des
—855G/C-Polymorphismus der 5’UTR eine Veranderung des ersten Nukleotids der
Konsensussequenz fur die p50 Untereinheit des Transkriptionsfaktors NF-kappaB
bewirkt (Begni et al. 2003).

An dieser Konsensussequenz lagern sich sowohl der Transkriptonsfaktor NF-kappa-
B, als auch Specificity (SP) Faktoren an (Bai et al. 2003; Hirano et al. 1998).

Die Gruppe der NF-kappa-B Transkriptionfaktoren besteht aus den Untereinheiten
p65 (ReL-A), p50, p52, C-Rel und RelB. Homo- oder Heterodimere des Faktors NF-
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kappa-B liegen in nicht stimulierten Zellen in Bindung an einen als |kB bezeichneten
Inhibitor vor. Durch extrazellulare Stimuli wird diese Bindung aufgehoben und NF-

kappa-B aktiviert.

Cytosol
1kB/NF-xB

oxidativer Stress, |
Zytokine —{+)— >
Bakterien, Toxine

NF-xB

Kernmembran

p'\-_:- p{\i

— GGGACTTTCC —

Kern

Transkriptionsaktivierung

Abb.14: Modell der Aktivierung von NF-kappaB. Das heterodimere NK-kappaB-Protein liegt im
Cytosol in Bindung an den Inhibitor IkappaB vor. Extrazellulare Stimuli fhren zu einer Veranderung
von lkappaB, was die Dissoziation des Komplexes, den Abbau von lkappaB und die Translokation von
NF-kappaB in den Zellkern auslost (aus Loffler und Petrides 1998)

NF-kappa-B Transkriptionsfaktoren des Nervensystems sind beteiligt am neuronalen
Uberleben, am Zelltod, der Neuroplastizitdt und an der Hirnentwicklung (Lipton et al.
1997; Mattson et al. 2000; Kaltschmidt et al. 1995; Kaltschmidt et al. 1994).

Charakteristisch fur die Gruppe der SP-Faktoren sind drei Zinkfinger, die die DNA-
Bindungsstelle bilden (Suske 1999). Diese Faktoren regulieren die Transkription von

Genen sowohl Uber eine Bindung an GC-Boxen und GT-Motive (Black et al. 2001; Li
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et al. 2004), als auch Uber die Bindung an die NF-kappa-B Konsensussequenz (Liu
et al. 2004).

In einer kuarzlich verodffentlichten Studie konnte mittels eines Luciferase-Reporter-
Assays gezeigt werden, dass sowohl eine Mutation der NF-kappa-B
Konsensussequenz als auch die Zugabe des NF-kappaB-Inhibitors |kB eine
signifikante Reduktion der NR1 Promotor Aktivitat bewirken (Liu et al. 2004).
Aullerdem konnten die Proteine Sp1,3 und 4 als Aktivatoren des NR1 Promotors via
einer Interaktion mit der NF-kappa-B-Bindungsstelle identifiziert werden (Liu et al.
2004).

Diese Daten deuten darauf hin, dass eine Mutation im Bereich der NF-kappa-B

Konsensussequenz einen Einfluss auf die Transkription des Grin1 Gens hat.

6.1.2 Mdglicher EinfluB des C-Allels des —855G/C Polymorphismus der 5’UTR
des Grin1-Gens auf die Funktion des NMDA-Rezeptors

Ein funktionsfahiger NMDA-Rezeptor ist ein Heterodimer, bestehend aus mehreren
NR1- und zwei oder drei NR2-Untereinheiten. Die NR1-Unterteinheit als Bestandteil
des lonenkanals ist essentiell fur die Rezeptorfunktion (Moriyoshi et al. 1991).
Bestatigen sich die in vitro Daten hinsichtlich einer verminderten Expression der
NR1-Untereinheit als Folge einer Mutation der NF-kappa-B Konsensussequenz in
vivo konnte dies zu einer NMDAR-Hypofunktion fuhren.

Die Auswirkungen einer NMDAR-Hypofunktion auf neurotoxische Vorgange, die
neuronale Entwicklung und die Neuroplastizitat, welche mit der Pathologie der
Schizophrenie in Verbindung gebracht werden (Goff und Coyle 2001; Olney und
Farber 1995), wurden bereits in der Einleitung dargestellt.

Der potentielle Einfluss des Grin1-Gens auf das glutamaterge System veranlasste
zahlreiche Autoren dazu, dieses Gen auf Mutationen und auf eine Assoziation mit
der Erkrankung hin zu untersuchen. Das folgende Kapitel soll einen Uberblick Uber

die vorhandene Referenzliteratur geben.
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6.2 Referenzstudien

6.2.1 Studie von Sakurai et al. 2000

Die tierexperimentellen Ergebnisse von Mohn et al., die einen kausalen
Zusammenhang zwischen der verminderten Expression der NR1-Untereinheit und
schizophrenen Symptomen belegte, veranlassten Sakurai und Mitarbeiter,
schizophrene Patienten auf funktionell relevante Mutationen im Grin1-Gen zu
untersuchen (Mohn et al. 1999). Das Mutations-screening  erfolgte an 48
Schizophreniepatienten mittels der Einzelstrang-Konformationsanalyse. Die
anschlieende Assoziationsstudie umfasste je 96 Patienten, die gemal} den Kriterien
des DSM-IIIR als schizophren klassifiziert wurden und 96 Kontrollen. Alle
Studienteilnehmer waren japanischer Abstammung. Die statistische Auswertung
ergab eine aulerst geringe Frequenz von 1-3% des jeweils selteneren Allels. In der
Kontrollgruppe fehlte eine polymorphe Stelle ganzlich. Fir keinen der 4 identifizierten
Einzelmarker konnte eine Assoziation mit Schizophrenie nachgewiesen werden, und

das steht in Einklang mit den Ergebnissen unserer Studie.

6.2.2 Studie von Rice et al. 2001

Rice et al. fuhrten als erste Forschergruppe ein systematisches Gen-Screening
durch, mit dem Ziel, Sequenzveranderungen im Grin1-Gen nachzuweisen. Die
Teilnehmer dieser Studie waren US-Amerikaner, die gemal den Kriterien des DSM-
[lI-R als schizophren klassifiziert wurden. Von den 114 Probanden waren 86
Kaukasier, 16 Afrikaner, 5 Asiaten und 7 amerikanische Ureinwohner. Die
untersuchten Regionen beinhalteten alle 22 Exons und die flankierenden
intronischen Sequenzen, sowie 1518 bp der 5'UTR und 64 bp der 3'UTR. Es
konnten insgesamt 28 verschiedene Sequenzveranderungen identifiziert werden.
Von den 25 SNPs waren 8 in der 5’UTR lokalisiert, 6 in codierenden Regionen
gelegen und 11 in intronischen Sequenzen. Die Ubrigen Mutationen waren
intronische Deletionen und eine Mikroinsertion/Deletion. In den vom alternativen
Splicen betroffenen Exons 5, 21 und 22 konnten keine polymorphen Stellen
festgestellt werden. Die Frequenz der Polymorphismen unterschied sich signifikant

zwischen den verschiedenen ethnischen Gruppen. Fir den -855G/C-
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Polymorphismus der 5’UTR schwankte die Haufigkeit des selteneren Allels von 6,3%
bei Afrikanern bis zu 20% bei Asiaten. Der Polymorphismus 17438G/A im Exon 7
konnte bei Asiaten nicht nachgewiesen werden. Das seltenere Allel lag bei
Kaukasiern zu 24,6 % vor, bei amerikanischen Ureinwohnern zu 20% und bei
Afrikanern zu 6,7%. Eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie mit den identifizierten
Polymorphismen wurde nicht durchgefiihrt. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen
der vorliegenden Studie, lag auch bei den von Rice et al. untersuchten US-
amerikanischen schizophrenen Patienten, das G-Allel bei den Polymorphismen

- 855G/C der 5’UTR und 17438G/A des Exon 7 signifikant haufiger vor, als das C-
Allel bzw. das A-Allel.

6.2.3 Studie von Hung et al. 2002 an einer taiwanesischen Population

Hung und Mitarbeiter versuchten in dieser Analyse die von Rice (Rice et al. 2001)
beschriebenen Einzelmarker im Grin1-Gen in einer taiwanesischen Population
nachzuweisen und in einer Fall-Konroll-Studie eine Assoziation mit Schizophrenie zu
belegen. Die diagnostischen Kriterien des DSM-IV erflllten 102 Patienten
chinesischer Abstammung. Der Kontroligruppe gehorten 94 Personen an. Alle 22
Exons und ihre umgebenden intronischen Sequenzen, sowie 1,6kb der 5UTR
wurden mit der Einzelstrang-Konformationsanalyse (SSCP) und Autosequenzierung
auf Mutationen hin untersucht. Es konnten nur die 2 Polymorphismen —855G/C und
—-1140G/A in der 5 UTR identifiziert werden. Die Analyse der Allel- und
Genotypenverteilung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und
Kontrollen. Bezogen auf unsere Studie kann man sagen, dass auch in der
taiwanesischen Bevdlkerung keine Assoziation von Polymorphismen des Grin1-Gens

mit Schizophrenie nachgewiesen werden konnte.

6.2.4 Studie von Williams et al. 2002 in GroRbritannien

Williams und Mitarbeiter fihrten an 14 nicht verwandten Schizophreniepatienten mit

der denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC) (Austin et al. 2000)

ein Mutationsscreening der Gene des NMDAR durch. Die anschliellende Fall-

Kontroll-Studie wurde mit 184 Kontrollpersonen und 184 Patienten, die die Kriterien

des DSM-IV erfillten, durchgefuhrt. Alle Studienteilnehmer waren in Grol3britannien

oder Irland geboren und kaukasischer Abstammung. Im Grin1-Gen wurden 5
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Einzelmarker genotypisiert. Darunter befanden sich auch die beiden
Polymorphismen —-855 G/C in der 5’UTR und 17438 G/A im Exon 7 des Grin1-
Gens, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden. Die fehlende Assoziation mit
Schizophrenie der untersuchten Einzelmarker, darunter auch die beiden SNPs -855
G/C der 5UTR und 17438 G/A im Exon 7, steht im Einklang mit den eigenen
Ergebnissen. Die Studie von Williams et al. liefert aufgrund des &ahnlichen
Studienaufbaus — annahernd gleiche Anzahl an Teilnehmern, kaukasiche Ethnitat
der Probanden und strenge Indikationsstellung — eine aussagekraftige Bestatigung

unserer Ergebnisse.

6.2.5 Studie von Begni et al. 2003 an einer italienischen Population

In dieser Fall-Kontroll-Studie mit Personen kaukasischer Abstammung wurde der
Einzelmarker —855G/C in der 5UTR auf eine Assoziation mit Schizophrenie
untersucht. Von den 139 Patienten litten nach den Kriterien des DSM-IV 26 an einer
schizoaffektiven Storung. Die Kontrollgruppe umfasste 145 Personen. Sowohl die
Allel-Frequenz als auch die Genotypenverteilung zeigte signifikante Unterschiede
zwischen Patienten und Kontrollen. Das C-Allel lag etwa doppelt so haufig in der
Patienten- als in der Kontrollgruppe vor. Diese zu unserer Studie widersprichlichen
Resultate konnten u.a. durch die Einbeziehung von schizoaffektiven Patienten

bedingt sein.

6.2.6 Studie von Martucci et al. 2003 an einer kanadischen Population

Martucci und Mitarbeiter unternahmen einen Replikationversuch an einer
kanadischen Population mit mehrheitlich kaukasischer Abstammung. Die Studie
umfasste 86 Familien-Trios sowie 91 Patienten und 91 Kontrollpersonen. Alle
Patienten erfullten die diagnostischen Kriterien des DSM-IV. Eine Assoziation der
beiden untersuchten Einzelmarker in der 5’UTR und im Exon 7 mit Schizophrenie
konnte nicht nachgewiesen werden. Fur den Polymorphismus —855G/C in der 5’UTR
des Grin1-Gens konnte lediglich ein Trend fur das G-Allel mit einem p-Wert von 0.14
gezeigt werden. Des Weiteren ergab die 2 Marker-Haplotypenanalyse eine
grenzwertige Assoziation. Bezogen auf die vorliegende Arbeit kann man sagen, dass

die gemischte ethnische Abstammung der von Martucci et al. untersuchten
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Probanden die Gefahr einer Populationsstratifikation birgt, und die Ergebnisse
deshalb nur bedingt mit unseren Daten verglichen werden kdnnen. Die statistische
Aussagekraft dieser Studie mit 91 Teilnehmern ist ebenfalls deutlich geringer, als in

unserer Studie.

6.2.7 Studie von Tani et al. 2002 an einer japanischen Population

In dieser Fall-Kontroll-Studie wurde die Promotorregion des Grin1-Gens auf
Einzelmarker hin untersucht. Die 194 Patienten und 216 Kontrollpersonen waren
japanischer Abstammung. Die Kriterien des DSM-IV wurden fir die Diagnosestellung
herangezogen. Von den 17 identifizierten Einzelmarkern konnten nur funf sowohl in
der Patienten-, als auch der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Unter diesen
befand sich auch der Polymorphismus an Position —855 G/C in der 5'UTR. Die
statistische Auswertung ergab, Ubereinstimmend mit der vorliegenden Arbeit, keine

Assoziation dieser Einzelmarker mit Schizophrenie.

6.2.8 Studie von Paus et al. 2004 an einer deutschen Population

Paus und Mitarbeiter fihrten ein systematisches Screening des Grin1-Gens durch,
mit dem Ziel, DNA-Sequenzveranderungen in einer deutschen Population zu
identifizieren. Die 46 untersuchten schizophrenen Patienten erfillten die Kriterien des
DSM-III-R. Die Kontrollgruppe bestand aus 54 Personen gemischter ethnischer
Abstammung. Mit der Einzelstrang-Konformationsanalyse (SSCA) gelang der
Nachweis von 4 Basenaustauschpolymorphismen. Der Vergleich der Allelfrequenzen
und Genotypenverteilung des Einzelmarkers 17438G/A des Exons 7 sowie der
ubrigen SNPs ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen und
Patienten. Diese Relultate bestatigen die Ergebnisse unserer Studie. Bezogen auf
unsere Studie ist die statistische Aussagekraft der Studie von Paus et al. mit nur 46

Patienten jedoch deutlich geringer.
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6.2.9 Studie von Qin et al. 2005 an einer chinesischen Population

Qin und Mitarbeiter versuchten in dieser Analyse, die Ergebnisse zu Einzelmarkern
des Grin 1- und Grin 2-Gens in einer chinesischen Population zu replizieren.
Weiteres Ziel war die Identifikation genetischer Wechselwirkungen zwischen den
Genen der NMDAR-Untereinheiten. Die Gruppe der Studienteilnehmer umfasste 393
Personen, von denen 253 gemass den Kriterien des DSM-IV eine Schizophrenie
diagnostiziert wurde. Der Kontrollgruppe gehdrten die tbrigen 140 Probanden an.
Fur die Studie wurden Einzelmarker verwendet, die bereits publiziert waren. Das Grin
1-Gen wurde auf 11 Einzelmarker hin untersucht, wobei nur einer in dieser
Population vorhanden war. Der andere in der vorliegenden Arbeit untersuchte SNP
17438G/A des Exons 7 lag in dem untersuchten Kollektiv nicht vor. Im Grin2B- Gen
konnten 4 SNPs identifiziert werden. Fur den Einzelmarker des Grin1-Gens
rs11146020 konnte keine Assoziation mit Schizophrenie nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit unserer Studie. Die 3-Einzelmarker-
Haplotypenanalyse des Grin2B-Gens zeigte einen signifikanten Unterschied
zwischen Patienten und Kontrollen. Die statistische Auswertung eines 3-Marker-
Models, bestehend aus den SNPs -855 G/C der 5’UTR des Grin1-Gens und zwei
Markern des Grin2B-Gens, zeigte bei der Verteilung der Genotypen signifikante
Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen.

Mittels der multifaktor-dimensionality reduction (MDR) Methode konnten Qin et al.
eine signifkante genetische Wechselwirkung zwischen dem auch in dieser Arbeit
untersuchten  Polymorphismus -855G/C des NMDAR1-Gens und den
Polymorphismen T4197C und T5988C des NMDAR2B Gens nachweisen.
Abschlieend kann man sagen, dass die Studie von Qin et al. die eigenen Daten
bestatigt, wobei der Schwerpunkt auf der Untersuchung des Grin2B-Gens und

dessen Interaktion mit dem Grin1-Gen liegt.
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6.2.10 Studie von Zhao et al. 2006 an einer chinesischen Population

Zhao und Mitarbeiter fuhrten eine kombinierte Fall-Kontroll und familienbasierte-
Studie an einer Population von Han Chinesen durch. Fur die Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie wurden 707 Patienten mit einem und 689 Kontrollpersonen
untersucht. Fur die TDT-Studie wurden 353 Patienten und ihre biologischen Eltern
rekrutiert. Die Diagnosestellung erfolgte durch zwei unabhangige Psychiater gemaf
den Kriterien des DSM-III-R.

Es wurden 7 SNPs und ein Mikrosatellit im Grin1-und Grin 2A-Gen genotypisiert.

Die Auswertung der Allelverteilung der Fall-Kontroll-Studie erbrachte eine
Assoziation mit Schizophrenie fur vier Einzelmarker des Grin1-Gens. Die Starkste
zeigte der auch in dieser Arbeit untersuchte SNP rs11146020, bei dem ein signifikant
haufigeres Vorkommen des G-Allels bei Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen
vorlag. In der Genotypenverteilung konnte fur diesen Einzelmarker ebenfalls eine
Assoziation mit der Erkrankung nachgewiesen werden.

Auch die familienbasierte Studie erbrachte flr diesen SNP ein signifikant haufigeres
Vorkommen des G-Allels bei Schizophreniepatienten.

Die Haplotypenanalyse ergab fur alle Haplotypen, die den Einzelmarker rs11146020
enthielten eine Assoziation mit Schizophrenie, wobei diese am starksten bei dem 2
Marker-Haplotyp rs11146020- rs2301363 ausgepragt war.

Die 4 in der 5’UTR lokalisierten Einzelmarker rs6560665, rs11146020, rs2301363
und hCV1840191 befanden sich aulRerdem im starken Kopplungsungleichgewicht.
Um den Anteil des SNP rs11146020 an der Assoziation herauszufinden, wurde eine
Multilokus-Assoziationsanalyse mit den 3 Uubrigen Einzelmarkern rs6560665,
rs2301363 und hCV1840191 durchgefuhrt. Das negative Resultat dieser Analyse
und die Tatsache, dass in der Umgebung des SNP rs11146020 keine weiteren
polymorphen Stellen vorlagen, werteten Zhao und Mitarbeiter als Beweis, dass die
Assoziation der 5’UTR des Grin1-Gens mit der Erkrankung hauptsachlich von
diesem Einzelmarker herruhrt.

Verglichen mit der vorliegenden Arbeit bestehen zwischen beiden Studien erhebliche
Diskrepanzen, die kausal fur die kontraren Resultate sein kdnnten.

Bezogen auf unsere Studie ist zwar die Anzahl der Studienteilnehmer deutlich

grosser, das Durchschnittsalter der chinesischen Kontrollen ist aber deutlich unter
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dem der Patienten. Auch die unterschieliche ethnische Abstammung der jeweiligen

Studienteilnehmer erschwert die Vergleichbarkeit der Ergebnisse.

Tab. 19 gibt eine Ubersicht iiber die untersuchten SNPs des Grin1-Gens. Die beiden
untersuchten SNPs, sowie SNPs, die eine Assoziation mit Schizophrenie aufwiesen sind fett
hervorgehoben.

SNP (Lokalisation) Zhao | Williams| Paus| Begni Hung | Martucci Qin | Sakurai
rs6560665 (5°UTR) X X
[rs11146020 (5°UTR) X X X X X X
rs2301363 (Intron1) X
hCV1840191 (Intron2) X
rs10870196 (Intron2) X X
rs1126430 (Exon3) X
rs1126435 (Exonb) X
rs6293 (Exon5) X X X
rs1126442 (Exon7) X X
rs10747050 (Intron10) X X
rs11146026 (Intron10) X X
rs2071644 (Intron 18) X

6.3 AbschlieBende Beurteilung der untersuchten Einzelmarker im

Kontext der Literatur

Die These, dass das Grin1-Gen an der Pathogenese der Schizophrenie beteiligt
sein konnte stutzt sich hauptsachlich auf pharmakologische- und Tiermodelle der
Schizophrenie sowie neurochemische Befunde, wie bereits in der Einleitung erwahnt.
In alteren Kopplungsanalysen konnte eine schwache Assoziation dieses Lokus mit
Schizophrenie nachgewiesen werden. In den Metanalysen von Levinson und Badner
konnten diese Ergebnisse jedoch nicht repliziert werden.

Durch ein systematisches Mutations-Screening des Grin1-Gens konnte Rice 28
SNPs bzw. Deletionen/Insertionen identifizieren (Rice et al. 2001).

Die Ergebnisse der nachfolgenden Fall-Kontroll-Assoziationstudien zu Einzelmarkern

des Grin1-Gens waren jedoch meist negativ oder widerspruchlich.
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Bisher konnte nur zwei Studien eine Assoziation des Polymorphismus —855G/C der
5'UTR des Grin1—Gens mit Schizophrenie nachweisen (Begni et al. 2003; Zhao et al.
2006). Die Ergebnisse dieser beiden Analysen sind jedoch widerspruchlich. Wahrend
in der italienischen Studie (Begni et al. 2003) eine Assoziation des C-Allels mit der
Erkrankung beschrieben wurde, war dies in der Studie von Zhao et al. fur das G-Allel
der Fall (Zhao et al. 2006) In den ubrigen Studien konnte, wie auch in der
vorliegenden Studie, kein signifikanter Unterschied in der Allel- und
Genotypverteilung zwischen Kontrollen und Patienten festgestellt werden (Qin et al.
2005; Martucci et al. 2003; Tani et al. 2002; Williams et al. 2002; Hung et al. 2002).
Die Ergebnisse der Haplotypenanalysen zu diesem Einzelmarker ergaben
Ubereinstimmend eine Assoziation mit Schizophrenie, wobei diese in der Studie von
Martucci mit p=0,049 nur schwach ausgepragt ist (Zhao et al. 2006; Martucci et al.
2003).

In den Referenzstudien zum Polymorphismus 17438 G/A des Exon 7 des Grin1-
Gens konnte Ubereinstimmend mit der vorliegenden Arbeit keine Assoziation mit
Schizophrenie nachgewiesen werden (Paus et al. 2004; Williams et al. 2002). Die
Genotypisierung dieses Einzelmarkers misslang bei allen Studien mit Teilnehmern
asiatischer Abstammung.

Mogliche Ursachen flr fehlgeschlagene Replikationsversuche und zum Tell
widerspruchliche Ergebnisse sollen im folgenden Abschnitt genauer erlautert

werden.

6.3.1 Atiologische Heterogenitit der Erkrankung

Nach dem derzeitigen Wissensstand handelt es sich bei der Schizophrenie um eine
multifaktoriell bedingte Erkrankung, deren Phanotyp durch verschiedene
pathophysiologische Mechanismen hervorgerufen werden kann.

In Familienstudien konnte gezeigt werden, dass der starkste pradisponierende Faktor
die genetische Belastung ist, dessen Einfluss an der Atiologie der Schizophrenie auf
45-75% geschatzt wird (Kendler und Gardner 1997; Cannon et al. 1998; Franzek und
Beckmann 1996). Eine nur etwa 50%ige Konkordanz fiur Schizophrenie bei
monozygoten Zwillingen verdeutlicht aber auch den Einfluss von Umweltfaktoren auf

die Pathogenese.
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Zu diesen zahlen wie Dbereits erwahnt Schwangerschafts- und
Geburtskomplikationen,  Infektionen der Mutter wahren der Schwangerschaft,
Infektionen des Gehirns wahrend der Kindheit, Drogenkonsum in der Jugend und
Adoleszenz und das Aufwachsen in Grol3stadten.

Der Einfluss und die Art dieser Umweltfaktoren koénnte je nach untersuchter
Population variieren und dadurch die Vergleichbarkeit der Studienergebnisse
vermindern. Aufllerdem besteht die Moglichkeit, dass diese genetische Effekte

abmildern, verstarken oder tUberdecken.

6.3.2 Ethnische Abstammung

Ursachlich fur die Widerspruche in der Referenzliteratur und fur die Fehlschlage bei
der Genotypisierung der in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen in anderen
Studien konnte die unterschiedliche ethnische Abstammung der jeweiligen
Studienteilnehmer sein. Rice und Mitarbeiter berichteten, dass die Allelverteilung der
identifizierten SNPs des Grin1-Gens je nach ethischer Zugehorigkeit stark variiert
(Rice et al. 2001). Resultate von Studien mit Teilnehmern heterogener ethnischer
Abstammung sind deshalb kritisch zu bewerten, da diese Populationsstratifikation zu
falsch positiven oder falsch negativen Ergebnissen fihren kann (Schaid und Sommer
1993; Lander und Schorck 1994). Diese Einschrankung trifft auf die kanadische
Studie von Martucci mit Probanden gemischter ethnischer Abstammung zu, in der ein
trendmaRig haufigeres Vorkommen des G-Allels des —855G/C Polymorphismus der
5'UTR bei Patienten berichtet wird (Matucci et al. 2003). Der Umstand, dass bei
Kaukasiern das C-Allel (Begni et al. 2003) und bei Asiaten das G-Allel (Zhao et al.
2006) signifikant haufiger bei Patienten vorliegt, kdnnte zu einer Egalisierung der
Allel-Frequenzen zwischen Patienten und Kontrollen geflhrt haben.

Die widersprichlichen Ergebnisse zum -855G/C Polymorphismus der 5 UTR
zwischen den Studien von Begni und Zhao konnten durch das unterschiedlich
haufige Vorkommen des C-Allels in der allgemeinen kaukasischen und chinesischen
Bevdlkerung bedingt sein. In der Studie von Begni lag das C-Allel bei 8,6% der
Kontrollpersonen vor, im Vergleich zu 21,6 % bei Zhao. In unmittelbarer
Nachbarschaft befindet sich in der kaukasischen Bevolkerung auRerdem ein weiterer
SNP, rs7032504, mit einer Frequenz des selteneren Allels von etwa 30%, der in der

chinesischen Bevolkerung nicht vorhanden ist. Dieses konnte eventuell als
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protektives Allel fungieren und die Wirkung des Risikoallels beeinflussen oder sogar
aufheben. Dieser Mechanismus konnte bereits bei SNPs des P-selektin-Gens, das
mit dem Myokardinfarkt assoziiert wird, nachgewiesen werden (Tregouet et al. 2002).
Das Fehlen einer polymorphen Stelle an Position 17438 des Grin1-Gens in den
vorliegenden asiatischen Studien kdnnte durch Selektionsvorgange im Laufe der
menschlichen Evolution bedingt sein. Da Kaukasier und Asiaten Uber Jahrtausende
fast isoliert voneinander lebten ist anzunehmen, dass sich diese Vorgange in beiden
ethnischen Gruppen unabhangig voneinander vollzogen haben, und deshalb im
Grin1-Gen die Anzahl und Lokalisation der SNPs je nach untersuchter Population

variiert.

6.3.3 Studiendesign

Die angefuhrten Referenzstudien unterschieden sich erheblich in der Auswahl und
Anzahl der Studienteilnehmer sowie in den Mutationsscreening-Methoden.
Problematisch hinsichtlich der Vergleichbarkeit der einzelnen Studien kdnnte die
teilweise unzureichende Reprasentativitat des ausgewahlten Kollektivs der
Kontrollpersonen und der Erkrankten sein. Teilweise manifestiert sich die
schizophrene Symptomatik erst im hoheren Lebensalter, so dass grundsatzlich nicht
ausgeschlossen werden kann, dass Probanden der Kontrollgruppe zu einem
spateren Zeitpunkt ebenfalls erkranken werden. Um Spatmanifestationen innerhalb
des Kontrollkollektivs weitgehend auszuschlielRen ist es deshalb gunstig ein relativ
hohes Durchschnittsalter dieser Gruppe zu wahlen. Das mit 46 Jahren deutlich
héhere Durchschnittsalter der Patienten im Vergleich zu 34 Jahren der Kontrollen
konnte bei der Studie von Zhao und Mitarbeitern, die eine Assoziation von mehreren
SNPs mit Schizophrenie berichten, eine Rolle spielen.

Von grofl3er Bedeutung fur die Vergleichbarkeit der verschiedenen Studienergebnisse
ist eine enge Diagnosestellung bei der Rekrutierung des Patientenkollektivs. Denn
bei einer weiten Auslegung des Schizophreniebegriffs sind mindestens 15-20% der
diagnostizierten Psychosen den schizoaffektiven Stérungen zuzurechnen (Marneros
et al. 1991). AulRerdem ist auf eine differentialdiagnostische Abgrenzung zu anderen
organischen und nichtorganischen sowie substanzinduzierten Stérungen zu achten.
Im Gegensatz zur Untersuchung von Zhao et al. wurden in der Studie von Begni et

al., in der ebenfalls eine Assoziation des Grin1-Gens mit Schizophrenie gezeigt
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werden konnte, Patienten mit schizoaffektiven Stérungen eingeschlossen. Studien
zum Vorkommen des C-Allels des —855G/C-Polymorphismus der 5’UTR des Grin1-
Gens bei schizoaffektiven Patienten liegen bisher nicht vor. Da eine gemeinsame
genetische Grundlage fur beide Erkrankungen postuliert wird (Maier et al. 1999), ist
nicht abschlieBend zu klaren, ob der Einschluss dieser Patienten das
Studienergebnis beeinflusst.

Die statistische Aussagekraft der einzelnen Referenzstudien variiert stark aufgrund
der Anzahl der untersuchten Patienten, die sich zwischen 46 und 707 bewegte. Ein
zu kleines Studienkollektiv ist besonders problematisch, wenn Marker untersucht
werden, die sehr haufig oder nur selten in der allgemeinen Bevolkerung vorkommen
oder bei denen nur eine geringe Haufigkeitsdifferenz zwischen Patienten und
Kontrollen vorliegt. Die Haufigkeit des G-Allels des -855 G/C Polymorphismus
schwankte je nach Studie zwischen 80-90%. Beim 17438 G/A Polymorphismus des
Exon 7 lag das G-Allel bei etwa 70% der untersuchten Personen vor.

Bei einer angenommenen Haufigkeit des untersuchten Markers von 90% betragt die
erforderliche StudiengrolRe je 175 Kontrollen und 175 Patienten um mit einer
Wahrscheinlichkeit von 90% und einem Signifikanzniveau mit p=0.05 ein relatives
Risiko von mindestens 5 auch tatsachlich zu detektieren. Die Fallzahlen von 178
Patienten flr den SNP -855G/C der 5’UTR bzw. 229 fur den SNP 17438 G/A des
Exon7 in der vorliegenden Studie sind somit ausreichend, um eine eventuell
vorhandene Assoziation mit der Schizophrenie mit hoher Wahrscheinlichkeit auch
nachzuweisen. Die deutlich geringeren Fallzahlen von 46 (Paus et al. 2004), 91
(Martucci et al. 2003), 102 (Hung et al. 2003) und 139 Patienten (Begni et al. 2003)
in einigen Referenzstudien konnten daher ursachlich fur falsch positive oder negative
Ergebnisse sein.

Beteiligt an der sparlichen Datenlage zum 17438G/A Polymorphismus des Exon 7
durfte auch die jeweils gewahlte Mutationsscreening-Methode haben.

Das Mutationsscreening erfolgte in den meisten Studien durch die Einzelstrang-
Konformationsanalyse (SSCA) Analyse (Paus et al. 2004; Hung et al. 2002; Sakurai
et al. 2000). Die Sensitivitat dieses Verfahrens von maximal 85% kdnnte ursachlich
fur die fehlende Identifikation einiger Mutationen des Grin1-Gens in diesen Studien
sein. Methoden mit grolerer Sensitivitat wie die denaturing high-performance
Flassigkeits-Chromatographie oder der direkten Sequenzierung kamen nur in

wenigen Studien zur Anwendung (Williams et al. 2002).
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6.3.4 Gen-Gen Interaktionen

Nach dem derzeitigen Wissensstand handelt es sich bei der Schizophrenie 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. In den vergangenen Jahren konnten in Assoziations- und
Kopplungsstudien zahlreiche Vulnerabilitatsgene an verschiedenen Genorten
identifiziert werden. Positive Ergebnisse liegen neben den Genen Grin1 und Grin2,
die fur NMDAR-Untereinheiten codieren auch fur die NMDAR modulierenden Gene
G72 und DAAO vor. Weitere Kandidatengene fur Schizophrenie sind die Gene
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 Protein bindet, ist als
Bestandteil des Cytoskeletts an der Synapsenbildung und wahrscheinlich auch an
der Signaltransduktion des NMDA-Rezeptors beteiligt (Benson et al. 2001). Eine
signifikante Assoziation mit der Erkrankung wurde auflerdem fir das Prolin-
Dehydrogenase (PRODH) Gen, das Catechol-O-Methyltransferase (COMT) Gen und
Regulator-of-G-Protein-Signaling-4 (RGS4) Protein berichtet. Komplettiert werden die
Befunde durch positive Ergebnisse flir Gene des dopaminergen Systems, das schon
lange mit Schizophrenie assoziiert wird, und eng mit dem glutamatergen System
gekoppelt ist.

Da bisher kein Hauptgen identifiziert werden konnte ist es naheliegend, dass nicht
einzelne SNPs innerhalb eines Gens, sondern das Zusammenspiel verschiedener
Varianten einen Einfluss auf den Phanotyp hat.

In zahlreichen Gen-Gen Interaktionsstudien konnte bereits nachgewiesen werden,
dass Wechselwirkungen zwischen multiplen Genen bei der Pathogenese komplexer
Erkrankungen wie essentiellem Bluthochdruck, Brustkrebs, Diabetes mellitus Typ I
und Vorhofflimmern eine entscheidende Rolle spielen (Ritchi et al. 2001; Cho et al.
2004; Moore et al. 2002; Tsai et al. 2004).

Die Ergebnisse der Studie von Qin et al, die eine signifikante genetische Interaktion
zwischen Polymorphismen der Gene Grin1 und Grin2B ergaben, deuten darauf hin,
dass auch bei Schizophrenie Interaktionen der verschiedenen Vulnerabilitatsgene an

der Pathogenese der Erkrankung beteiligt sind.

78



Diskussion

6.4 Ausblick

Bisher konnten keine eindeutigen molekulargenetischen Beweise erbracht werden,
dass das Grin1-Gen an der Pathogenese der Schizophrenie beteiligt ist. Die
bisherigen Ergebnisse sind entweder negativ, wie in der vorliegenden Studie oder
inkonsistent. Die zentrale Rolle des NMDAR innerhalb des glutamatergen Systems
und seine Beteiligung an der Hirnentwicklung, der Neuroplastizitat und
neurotoxischen Vorgangen lassen seine Gene jedoch weiterhin als interessante
Suszeptibilitatsgene erscheinen.

Der zweifelsfreie Nachweis einer Beteiligung des Grin1-Gens an der Pathogenese
der Schizophrenie muss das Ziel weiterer Studien sein. Hierbei ist auf eine
ausreichend grofRe StichprobengrofRe zu achten, um auch statistisch aussagekraftige
Ergebnisse bei seltenen Allelen oder Genotypen zu erhalten. Die Untersuchungen
sollten moglichst mit Probanden gleicher ethnischer Abstammung durchgefuhrt
werden, da die Allel- und Genotypverteilung je nach ethnischer Abstammung zum
Teil stark variiert. Aullerdem ist auf eine enge Diagnosestellung zu achten, um
schizoaffektive Patienten und Patienten mit anderen psychiatrischen Erkrankungen
auszuschliel3en.

In den meisten vorliegenden Studien wurden nur isoliert einzelne SNPs innerhalb
des GRIN1-Gens untersucht. Nach derzeitigem Wissensstand beinhaltet das GRIN1-
Gen 93 polymorphe Stellen, von denen zahlreiche im Kopplungsungleichgewicht
stehen und deshalb aus statistischer Sicht nicht unabhangig voneinander zu werten
sind (Zhao et al. 2006).

Der Einfluss eines einzelnen SNPs ist oft quantitativ gering und wird erst in
Wechselwirkung mit anderen SNPs deutlich.

Die in vitro Analyse einzelner SNPs hinsichtlich ihrer funktionellen Relevanz muss
deshalb kritisch gewertet werden, wenn noch weitere Polymorphismen im selben
Gen die Funktionalitédt in vivo beeinflussen koénnten. Denkbar ware eine additive
Wirkung mehrerer SNPs aber auch das Vorliegen von protektiven Allelen. Die
Haplotypanalyse berucksichtigt dieses Zusammenspiel von moglichen Einzelmarkern
innerhalb eines Gens und verbessert die Aussagekraft Uber mdgliche Interaktionen
oder deckt sie erst auf. Die getrennte Untersuchung einzelner SNPs kdénnte deshalb
kausal fur Fehlinterpretationen und fur die haufige Nichtreproduzierbarkeit von

genetischen Studien flr komplexe Erkrankungen wie der Schizophrenie sein.

79



Diskussion

Bekraftigt wird diese These durch die ldentifikation mehrerer Risikohaplotypen in
einer asiatischen Population (Zhao et al. 2006). Eine Replikation dieser Ergebnisse
in einer Studie mit Patienten kaukasischer Abstammung steht noch aus.

Da bisher kein Hauptgen fur die Erkrankung bekannt ist, liegt die Vermutung nahe,
dass die bisher identifizierten Vulnerabilitdtsgene nicht miteinander konkurrieren
sondern eher ein Zusammenspiel derselben besteht. Die Hypothese, dass
Wechselwirkungen zwischen multiplen Genen bei der Pathogenese komplexer
Erkrankungen eine Rolle spielen, konnte bereits bei zahlreichen Erkrankungen wie
essentiellem Bluthochdruck, Brustkrebs, Diabetes mellitus Typ Il und atrial fibrillation
nachgewiesen werden (Ritchi et al. 2001; Cho et al. 2004; Moore et al. 2002; Tsai et
al. 2004).

In zukunftigen Studien sollten deshalb nicht nur Marker innerhalb eines Gens
sondern vermehrt Gen-Gen-Interaktionen untersucht werden. Neben den Genen
Grin1 und Grin2B des NMDAR, fur die bereits eine Interaktion nachgewiesen werden
konnte (Qin et al. 2005) stellen die Gene NRG1, DNTBP1, PROHD, DAAO und G72,
die modulierend auf die Glutamat-Aktivitat bzw. den NMDAR wirken, interessante
Kandidaten dar fur weitere Gen-Gen-Interaktionsstudien.

Stark erschwert wird die molekulargenetische Erforschung der Atiologie
schizophrener Psychosen durch die Heterogenitat der Erkrankung.

Der Versuch, durch eine klinisch-psychopathologische Subtypisierung der
schizophrenen Psychosen eine atiologische Homogenisierung zu erreichen, fuhrte
nicht zum Erfolg.

Ein alternativer Ansatz um dieses Ziel zu erreichen wurde mit der Erfassung
sogenannter Endophanotypen entwickelt. Wahrend klassische Phanotypen durch
Verhaltensmerkmale oder Krankheitsdiagnosen definiert werden, reprasentieren
Endophanotypen neurobiologische Krankheitskorrelate des Gehirns.

Der Vorteil des Endophanotyps liegt in einer einfacheren genetischen Determination
und in einer direkteren Beeinflussung durch die Krankheitsgene. Diese
Vorgehensweise erhoht die Sensitivitdt und Spezifitdt von Studienergebnissen, da
Erkrankungsfalle zusatzlich einen spezifischen Endophanotyp tragen muissen und
andererseits auch klinisch gesunde Trager des Endophanotyps als ,erkrankt® gelten.
Langfristiges Ziel der molekulargenetischen Forschung ist die individuelle Therapie
der Patienten und im gunstigsten Fall die Einleitung von Praventivmalinahmen bei

Tragern von Risikoallelen oder bestehender familidrer Vorbelastung. Dieses Ziel
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kann aber nur erreicht werden, wenn es gelingt, die funktionellen Auswirkungen von
Risikoallelen- und Haplotypen auf die Genfunktion und auf die Eigenschaften der
exprimierten Proteine zu entschliusseln. Falls es in nachfolgenden Studien gelingt,
einen eindeutigen Nachweis zu erbringen, dass der Polymorphismus -855 der 5’UTR
des Grin1-Gens mit Schizophrenie assoziiert ist und eine reduzierte Expression der
NR1-Untereinheit als Folge dieses Basenaustauschs gezeigt werden kann, konnte
die Substitution der NR1-Untereinheit ein Baustein in der Schizophrenietherapie

werden.
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7 Abkurzungs- und Fachbegriffsverzeichnis

A Adenosin

AMPA a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-isoxazol

Aqua bidest. Aqua bidestillata, doppelt destilliertes Wasser

AS Aminosaure

B Blindprobe

Bp Basenpaare

C Cytosin

cAMP Zyklisches Adenosin-Monophosphat

cM Centimorgan

coMmT Catechol-O-methyltransferase

C-Terminus Carboxy-Ende

CREB Cyclic AMP response element-binding protein

DAAO D-aminoacid oxidase

D-AP5 (R)-2-amino-5-phosphonopentanoat

dATP desoxy Adenosintriphosphat

dCTP desoxy Cytosintriphosphat

dGTP desoxy Guanintriphosphat

dTTP desoxy Tymidintriphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DRD 3 Dopamin 3-Rezeptorgen

DSM- IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders of the American Psychiatric
Association

DTNBP1 Dysbindin

+E5 N-terminaler Kassetteneinschluss

-E5 N-terminaler Kassettenausschluss

EAAT Exzitatorischer Aminosauretransporter

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPSP Exzitatorische postsynaptische Potentiale

G Guanin

GABA Gamma-Amino-Buttersdure

GKAP Guanylatkinase assoziiertes Protein

GIuR lonotroper Glutamatrezeptor

Gly Glycin

G-Protein Guanin-Nukleotid Bindungsprotein

HCI Salzsaure
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5-HT2- Rezeptor Serotonin Rezeptortyp

ICD-10 International Classification of Diseases, Klassifikationssystem fir Krankheiten in der
Weltgesundheitsorganistion

IPSP Inhibitorisches postsynaptisches Potential
KA Kainat

KCI Kaliumchlorid

kb Kilobasenpaare

kDa Kilo-Dalton (Molekulargewicht)

M Molar

Mg** Magnesium

MgCl, Magnesiumchlorid

mGIuR Metabotroper Glutamatrezeptor

MK-801 Dizolcipin, ((+)-5-Methyl-10, 11-Dihydro-5H-Dibenzo (a,d) Cyclohepten-5, 10-Imin)
mM Millimolar

mRNA Boten-RNA

mV Millivolt

MW Mittelwert

n Probandenzahl

N-Terminus Amino- Ende

NfkB Nuclear Factor kB

NFL Neurofilament Leichtkette

(NH,),SO, Ammoniumsulfat

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NMDAR N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor

nNOS Neuronale Stickoxid Synthase

NO Stickstoffmonoxid

NR1 NMDA Rezeptoruntereinheit 1

NR1 +E5/-E5 Spleilvarianten der NR1 Untereinheit mit und ohne Exon 5 Einschluss
NR2A - NR2D NMDA Rezeptoruntereinheiten NR2A-NR2D
NR3A-NR3B NMDA Rezeptoruntereinheiten NR3A-NR3B
NRG 1 Neuregulin 1

p Signifikanz, p-Wert

PCP Phencyclidin

PCR Polymerase Kettenreaktion

PFC Prafrontaler Cortex

PKC Proteinkinase C

pmol Picomol

PP1 Proteinphosphatase 1

Primer DNA-Oligonukleotid

PSD Postsynaptische Dichte
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RGS 4
RNA
RNase
rpm
SD

Second messager

SKID |
SKID I
SNP
SP-Faktor
SPSS
SSCA

T

Taq

TBE

TF

™

Tris

U

vGluT
ZNS

A (lambda)
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Regulator of G-Protein signaling 4

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehung pro Minute

Standardabweichung

Intrazelluldre Botenstoffe

Strukturiertes Klinisches Interview fur DSM-IV Achse |
Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-I1V Achse Il
Einzelnukleotid-Polymorphismus

Specificity-Faktor

Statistical Package for Social Sciences
Einzelstrang-Konformationsanalyse

Thymin

Thermostabile Polymerase

Tris-Borat-Na, EDTA Puffer

Transkriptionsfaktor

Schmelztemperatur
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Trometamol
Unit, Einheit der Enzymaktivitat

Vesikularer Glutamat-Transporter
Zentralnervensystem

Wellenlange
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