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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Schizophrenie
1.1.1 Diagnostik und Klinik

Schizophrenie ist eine schwerwiegende psychiaigtkrankung, die weltweit zu den
zehn haufigsten Grinden fir eine krankheitsbedindgeeintrachtigung der
Lebensqualitat gehort und hohe 6konomische undakoKosten verursacht (Mueser
und McGurk 2004; Tandon et al. 2008b).

Es existieren mehrere wissenschaftliche Theorietibaa, wie lange es die Krankheit
Schizophrenie schon gibt. Traditionell geht marogddavon aus, dass sie so alt ist wie
der Homo sapiensselbst, was durch tber 1000 Jahre alte Beschregoungn
Psychosen unterstitzt wird (wiedergegeben in Adjga et al. 1999; Tandon et al.
2009). Im ausgehenden 19. Jahrhundert teilte Emdepelin die funktionellen
Psychosen in zwei Kategorien ein, die sich bezlighcer Prognose unterschieden. Er
grenzte das ,manisch-depressive Irresein“ mit fliidldendem Verlauf und kompletter
Genesung zwischen den Episoden von der Dementiacgraab. Unter diesem
Uberbegriff vereinte er die Katatonie, die Hebepleg zuvor beschrieben von Karl
Ludwig Kahlbaum bzw. Ewald Hecker, und die von ilraschriebene paranoide
Demenz. Kraepelin bemerkte Unterschiede hinsidhtli&rsterkrankungsalter,
Familiengeschichte und pramorbider Personlichkeisehen beiden Krankheiten und
fand Hinweise auf Vererblichkeit der Dementia paeAdityanjee et al. 1999; Nagvi
2008). Am Anfang des 20. Jahrhunderts wurde dann BRegriff Schizophrenie
(altgriechischschizein ,abspalten” unghren, ,Zwerchfell, Seele”) von Eugen Bleuler
eingefuhrt. Er betrachtete die Symptomatik im Qcfengt und formulierte sogenannte
Grund- (Assoziationslockerung, Affektstorung, Augtiss, Ambivalenz) und
Nebensymptome (Wahrnehmungsstorungen, inhaltlicemk8i6érungen, Katatonie),
wobei er die Grundsymptome allein als charaktegstifir die Schizophrenie ansah
(Adityanjee et al. 1999; Naqvi 2008). Spater fornenté Kurt Schneider die Symptome
ersten und zweiten Ranges, die Wahrnehmungsstérumgealtliche Denkstdrungen
und Ich-Stérungen beschreiben. Seiner Meinung neielsen die Symptome ersten

Ranges eindeutig auf Schizophrenie hin, allerdingd? man heute, dass sie auch bei
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anderen Zustanden auftreten kdnnen. Schneidersriént wurden zum Inhalt vieler
strukturierter Interviews und trugen entscheidend den heutigen diagnostischen
Klassifikationssystemen bei.

Heute wird die Diagnose entweder nach ICD-10 odeMBIV gestellt. Beide Systeme
definieren Symptome und Beeintrachtigungen aufiéhalArt und Weise und haben
die Diagnostik zuverlassiger gemacht (Mueser unéGik 2004). Bei ICD-10 missen
die notwendigen Diagnosekriterien fir den Zeitrauon mindestens einem Monat
bestehen, wahrend bei DSM-IV ein Auftreten der aktaristischen Merkmale von
mindestens sechs Monaten gefordert wird. Schizk@ffe und andere transiente
psychotische Storungen werden ebenfalls in der g&uer Schizophrenie klassifiziert
(Adityanjee et al. 1999; Mueser und McGurk 2004)ach ICD-10 erfolgt eine
Subtypisierung in die paranoide, hebephrene, katataund undifferenzierte
Schizophrenie, die postpsychotische Depression,sdagophrene Residuum und die
Schizophrenia simplex, welche jeweils unterschaddliPrognosen haben (Brunnhuber
et al. 2005).

Die Schizophrenie zeichnet sich durch zwei groRem@gmenkomplexe aus: positive
bzw. psychotische Symptome und negative Symptome&lezi spielen kognitive
Beeintrachtigungen eine wichtige Rolle. Zu den psyischen Symptomen gehdren der
Verlust des Realitatsbezuges, Wahnvorstellungetiutiaationen und absonderliches
Verhalten. Typischerweise kommt es zu auditorischkadluzinationen, es kénnen
jedoch auch visuelle, olfaktorische, gustatorisehd taktile Halluzinationen auftreten.
Wahnvorstellungen zeigen sich besonders in Form \d@arfolgungswahn,
Kontrollwahn, GroRenwahn und somatischem Wahn wadzeh haufig einen bizarren
Charakter. Unter negativen Symptomen versteht nedizidire Zustande, in denen es
zu einer Einschrankung oder einem Verlust grundidge Emotionen und
Verhaltensprozesse kommt. Dazu gehotren Affektvenflag, Anhedonie, Apathie,
Verarmung von Sprache, Mimik und Gestik sowie derid&ickzug. Wahrend die
psychotischen Symptome meist episodisch auftretesmd Negativsymptome
Uberwiegend konstant vorhanden und beeintrachtifierpsychosoziale Funktion des
Betroffenen schwer. Zu den kognitiven Beeintraatigen werden Einschrankungen

von Aufmerksamkeit und Konzentration, psychomotdres Geschwindigkeit, Lernen,
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Gedéachtnis und exekutiven Funktionen wie abstrakizenken und Problemlsung
gezahlt (Mueser und McGurk 2004).

Erkrankte leiden oft unter Komorbiditaten, daruntbesonders kardiovaskulare
Krankheiten. Das Risiko fur Alkohol- und Drogenpleie, Nikotinabusus, infektiose
Krankheiten oder Obdachlosigkeit ist grof3 und fidureiner erhdhten Mortalitat durch
Suizid, Unfalle und Krankheitsfolgen (Mueser und@®dck 2004).

1.1.2 Epidemiologie

Schizophrenie hat eine Lebenszeitpravalenz voi%a.die jahrliche Inzidenz liegt bei
0,2-0,4/1000 (Brzustowicz et al. 2004; Mueser urdadrk 2004; Tandon et al. 2008b).
Bisher ist man davon ausgegangen, dass die Krankieei beiden Geschlechtern
ungefahr gleich haufig auftritt, allerdings wurdeneueren Metaanalysen ein haufigeres
Auftreten beim mannlichen Geschlecht festgesudis, Verhaltnis betrug 1,4:1 (Tandon
et al. 2008a). Das Ersterkrankungsalter liegt lbauén zwischen 25 und 30 Jahren, bei
Mannern tritt die Krankheit im Durchschnitt finfhia friher auf. Dieser Unterschied
ist moglicherweise auf die protektive Wirkung vorstt@gen und die reduzierte
Sensitivitat von D2-Rezeptoren im ZNS von Fraueniekzufihren. Frauen zeigen
zudem meistens einen milderen Verlauf (Mueser ue&Gik 2004). Die Inzidenz und
die klinischen Symptome sind laut einer WHO-Studieverschiedenen Kulturen und
Landern, unabhangig vom Entwicklungsgrad, relatbndtant (Mueser und McGurk
2004; Nagvi 2008).

1.1.3 Atiologie

Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien gebenutiehe Hinweise auf einen
genetischen Hintergrund, die Heritabilitat, also denetisch bedingte Anteil fur die
Krankheitsanfalligkeit, ist sehr hoch und wird &ig zu 80% geschéatzt (Brzustowicz et
al. 2004; Tandon et al. 2008a; Tandon et al. 20@Bheng et al. 2005). Die
Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen liegt B&t78%, bei dizygoten nur bei 6-

28%. Aus Adoptionsstudien weil3 man, dass das Bkkragsrisiko eines adoptierten
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Kindes, dessen biologische Mutter an Schizophrerkeankt ist, so hoch bleibt wie das
eines Verwandten ersten Grades und nicht das adigem Risiko seiner
Adoptionsfamilie annimmt (Lewis und Levitt 2002).iel lasst den Einfluss des
familiaren Umfeldes auf die Krankheitsentstehunerejering erscheinen. Wahrend das
Erkrankungsrisiko in der Allgemeinbevolkerung bai A% liegt, haben Angehdrige
ersten Grades eines Betroffenen ein ca. zehnfdobhiss Risiko, welches mit der
Anzahl an betroffenen Verwandten steigt (Lewis usditt 2002; Mueser und McGurk
2004). Sind beide Elternteile betroffen, betrags &asiko fur das Kind 40% (Tsuang
2000). Allerdings kdnnen Schizophrenien auch spscadauftreten.

Obwohl die Genetik einen grof3en Beitrag zur Entstghder Schizophrenie liefert,
spielen auch andere Faktoren eine wichtige Rollewklise dafir sind die erwéhnte
unvollstandige Konkordanz bei eineiigen Zwillingend die Tatsache, dass das Risiko
der Kinder eines betroffenen und eines nicht bitnain Zwillings an Schizophrenie zu
erkranken jeweils gleich grol3 ist. Dies bedeutagsddie genetische Pradisposition bei
beiden Zwillingen vorhanden ist, die Erkrankungoell nur bei einem, moglicherweise
durch Umweltfaktoren oder aber auch durch epigsdeé Mechanismen, ausgel6st
wird (Craddock und Jones 1999; Tsuang 2000). Zu klekannten Risikofaktoren
gehdren pra- und perinatale Probleme wie maternéddktionen, Untererndhrung und
Rauchen wahrend der Schwangerschaft sowie Entbgs#tomplikationen, besonders
im Zusammenhang mit fetaler Hypoxie. Geburt im epawVinter oder frihen Frihling
ist mit einem 5-10% hoheren Erkrankungsrisiko assaz Auch soziodemographische
Faktoren wie Armut oder Geburt in stadtischer Geggpielen statistisch gesehen eine
Rolle (Mueser und McGurk 2004; Tandon et al. 200&atang 2000).

1.1.4 Neuropathologie

Auffallig ist ein erweitertes Ventrikelsystem miiner Reduktion von Gehirnvolumen
und grauer Substanz sowohl bei Erkrankten als bacgesunden Angehdrigen. Zu den
Regionen mit vermindertem Volumen gehdren Frorpakken, Amygdala,

Hippokampus, Parahippokampus, Thalamus, Gyrus tehgosuperior und medius

sowie Gyrus cinguli. In PET-Studien zeigte sich k&ikrankten, die Aufgaben
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beziglich exekutiver Funktion, Gedachtnis und Auksamkeit durchfuhrten,
aul3erdem ein abnormaler Blutfluss in frontalem &aortKleinhirn und Thalamus
(Mueser und McGurk 2004). Ein weiterer wichtigeurgpathologischer Befund ist das
Fehlen einer Gliose, die typisch fir neurodegeneraider inflammatorische Prozesse
ist. Generell lassen MRT-Studien eher eine Untethreg funktionaler Schaltkreise als
eine Dysfunktion einzelner Gehirnregionen vermytdneser und McGurk 2004).

1.2 Bipolar-affektive Erkrankung
1.2.1 Diagnostik und Klinik

Die bipolar-affektive Erkrankung wurde in der Gdsbke in vielen verschiedenen
Kulturen beschrieben (Belmaker 2004). Kraepelirewegte Ende des 19. Jahrhunderts
verschiedene Formen der Manie und Depression udésn Begriff ,Manisch-
depressives Irresein“ und grenzte sie im Sinnevderihm propagierten Dichotomie
von der Dementia praecox ab (Angst und Gamma 2C08kson 2005; Erfurth und
Arolt 2003). Karl Leonhard und Jules Angst etalddier spater aufgrund
epidemiologischer, klinischer und prognostischeteisthiede die ,bipolar vs. unipolar
Dichotomie* (Brieger 2007; Cookson 2005; Oswaldakt2007). Im amerikanischen
Klassifikationssystem wurde in den 70er Jahrenbdpelar-affektive Stérung, gestitzt
durch genetisch-epidemiologische Untersuchungeadevum in Bipolar | und Bipolar
Il untergliedert (Brieger 2007; Cookson 2005; Eitiunnd Arolt 2003). Als klassische
bipolar-affektive Erkrankung gilt die Bipolar-I-Sting (Belmaker 2004). Nach DSM-
IV bezeichnet die Bipolar-1-Stérung Episoden derniamit oder ohne Depression,
wobei hier bereits eine Episode der Manie ausreitfiér die Diagnose ist, wohingegen
bei ICD-10 zwei Episoden notwendig sind, von deeg® manisch, hypomanisch oder
gemischt sein muss (Belmaker 2004; Cookson 200S)B#olar-11-Stérung bezeichnet
man rekurrente depressive Phasen mit hypomanemndgpis welche vom Betroffenen
nicht unbedingt als krankhaft erkannt werden undeopsychotische und selbst- bzw.
fremdgefahrdende Symptome einhergehen. Sie falldi-10 unter ,sonstige bipolar-
affektive Stoérungen” (Cookson 2005; Belmaker 20Bdeger 2007; Erfurth und Arolt
2003). Die Dauer der einzelnen Episoden ist indigld oft stabil (Cookson 2005).
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Zwischen den Episoden kommt es in der Regel zur dReamission, ca. 20% der
Erkrankten leiden jedoch auch im Intervall untem®&tungslabilitat (Angst 2007,
Belmaker 2004; Oswald et al. 2007). Eine besonBeren ist dagapid cycling bei der
mindestens vier Episoden innerhalb eines Jahrdsetarf. Diese Form ist besonders
schwer zu behandeln und hat eine schlechte Prod@asdkson 2005; Belmaker 2004;
Erfurth und Arolt 2003; Oswald et al. 2007).

Klinisch ist die Stérung durch zwei entgegengesei?ble gekennzeichnet. In der
depressiven Episode sind eine Storung der Affditiviim Sinne eines
Nichtfuhlenkbnnens und ein massiv gehemmter Antrossen maximale Form der
depressive Stupor darstellt, charakteristisch. A udemmt es zu eingeschranktem und
unproduktivem Denken. Oft besteht in der Depressioch ein Wahnerleben, typisch
sind Schuldwahn, Verarmungswahn, Krankheitswahn nihtistischer Wahn. Zudem
treten vegetative Storungen mit verandertem SaMath-Rhythmus und Schlafmangel
auf. Charakteristisch sind auch tageszeitliche Sokwngen mit dem sogenannten
Morgentief.

In der manischen Phase ist eine Hochstimmung, efhunden mit Begeisterung oder
Reizbarkeiz ein essentielles Kriterium. Charaktiscberweise kommt es zu
Ideenflucht, Gedankenrasen und einem Rededramghdeschwachter Form fallt eine
weitschweifige Sprache auf. AuRerdem hat der Bietinef eine exzessive Energie und
ein deutlich Gberhdhtes Selbstbewusstsein, wasrameGefihl der Grandiositat mit
Uberhohter Einschatzung der eigenen Fahigkeiten iln@dlsteigertem Ehrgeiz fihren
kann. Daraus konnen auch psychotische Wahnvomstgiu und Halluzinationen
resultieren, wie z. B. die Uberzeugung von groResiciRum, einem speziellen Auftrag,
Verfolgungswahn oder unterstiitzenden und bestadeergtimmen. Auf kognitiver
Ebene ist der Betroffene leicht ablenkbar und hatzéntrationsschwierigkeiten, bleibt
aber stets zeitlich und 0rtlich orientiert. Auchder manischen Phase treten vegetative
Symptome in Form von vermindertem Schlafbedurfrisrstarktem Appetit und
vermehrtem Interesse an Sexualitdt auf (Cookso®;200lle und Windgassen 2006).
Generell kommt es oft zu einem Hochrisikoverhaltlemch Verlust der Urteilskratft.

Charakteristisch fur die manische Episode sind fshkende Krankheitseinsicht und ein
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nicht mit der normalen Personlichkeit kongruenteshdlten des Patienten (Belmaker
2004; Cookson 2005; Shastry 2005).

Erschwert wird die Krankheit durch eine hohe RatieKamorbiditaten wie Alkohol-,
Drogen- oder Medikamentenmissbrauch sowie Angstt Bersonlichkeitsstérungen,
die zu einem schlechteren Verlauf und einem ermdB&bstmordrisiko fihren (Angst
2007; Angst und Gamma 2008; Cookson 2005; Oswaldl.e2007). Die bipolar-
affektive Storung ist aul3erdem mit somatischen Kmaiien wie Diabetes mellitus,
Hypertonie und anderen kardiovaskularen Erkrankanggsoziiert, woraus auch die
hohere Mortalitatsrate im Vergleich zur Allgemeiabkxerung resultiert, die nicht
alleine auf Suizid zurtickzufihren ist (Angst 20B7ieger 2007; Shastry 2005).

1.2.2 Epidemiologie

Die weltweite Lebenszeitpravalenz der bipolar-dffedn Stérung wird auf 1,0-1,5%
geschatzt, nach einer neueren Studie liegt sie3jf8% sogar noch héher (Bauer und
Pfennig 2005; Brieger 2007). Zur Pravalenz der Bipd-Stérung gibt es nur wenige
valide Studien, sie wird aber mit 2-6% ho6her eichészt (Bauer und Pfennig 2005;
Belmaker 2004; Brieger 2007; Oswald et al. 2007¢. &rschiedenen Préavalenzzahlen
zur bipolaren Stérung schwanken im Wesentlichenhnden jeweils verwendeten
Kriterien zur Einordnung einer Erkrankung in dag.sgbipolare Spektrum®. Die
bipolar-affektive Stérung generell tritt, anderss alie unipolare Depression, bei
Mannern und Frauen gleich haufig auf (Angst und @am2008; Shastry 2005).
Dagegen kommt die Bipolar-lI-Stérung bei Frauenefvor (Brieger 2007). Die
Erkrankung tritt meistens erstmals in der Adolegzexuf, der erste Gipfel des
Ersterkrankungsalters liegt im Durchschnitt zwischi® und 20 Jahren (Oswald et al.
2007; Sanacora et al. 2008; Shastry 2005). Eserbest 5-20% aller bipolar-affektiv
Erkrankten an einem Suizid, was einem ca. 30-fatibhéen Risiko gegenuber der
Allgemeinbevdlkerung entspricht (Brieger 2007; Gurel Robins 1970; Jamison 1986;
Mclintyre et al. 2008).
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1.2.3 Atiologie

Auf die hauptsachlich genetische Komponente deolaigaffektiven Stérung weisen
diverse Zwillings- und Familienstudien hin (Le Het et al. 2007; Segurado et al.
2003). In der Halfte der Falle kommen affektive ktheiten in der Familie des
Erkrankten vor (Belmaker 2004). Die Erkrankungswaheinlichkeit liegt bei
Verwandten ersten Grades von bipolar-affektiv Brktan um ein Zehnfaches hoher als
in der Allgemeinbevdlkerung (Bauer und Pfennig 20@as Erkrankungsrisiko eines
Kindes mit einem betroffenen Elternteil betragt 208énn beide erkrankt sind, steigt es
auf 50-60% (Tolle und Windgassen 2006). Zwillingsistn zeigen bei monozygoten
Zwillingen eine Konkordanz von 40-80%, bei dizygotegt sie bei 10-20% (Belmaker
2004; Kato 2001; Shastry 2005). In Adoptionsstudstrdas Erkrankungsrisiko fur die
biologischen Eltern eines betroffenen Patientenniignt hoher als fur die
Adoptiveltern (Craddock und Jones 1999).

Wie schon fir Schizophrenie beschrieben, weist wiwollstandige Konkordanz
monozygoter Zwillinge auf die Bedeutung nicht-géswdter Faktoren hin. Bei einer
statistischen Heritabilitdt von 85% bleiben demnaah 15% Varianz fur individuelle
Umweltfaktoren (Bauer und Pfennig 2005; Craddock dones 1999). Dabei spielen

unter anderertife-eventsund das soziale Umfeld eine Rolle (Alloy et al02)

1.2.4 Neuropathologie

Neuropathologische Abnormalitaten betreffen voerallden préfrontalen Kortex, hier
finden sich ein reduzierter Blutfluss und ein verdertes Volumen der grauen
Substanz. Morphometrisch fallt eine reduzierte @rod Dichte von Neuronen und
Gliazellen sowohl prafrontal als auch temporal @Bé&lmaker 2004; Duman 2002;
Harrison 2002; Shastry 2005; Zarate et al. 2003)chA der Hippokampus ist
groBengemindert und in seiner Formation verandébereinstimmend mit der
hippokampalen Stress-Atrophie-Hypothese, ebensilitesine Atrophie in limbischen
Strukturen (Duman 2002; Harrison 2002; Shastry 20@3es Weiteren wurden
Veranderungen in subkortikalen Strukturen, synapas Endigungen und Dendriten
beobachtet (Harrison 2002). Neben den oben bebemam Pathologien wurden in
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bildgebenden und postmortalen Studien Abnormatitate Striatum, Kleinhirn,
anteriorem Cingulum, Basalganglien, subgenualen h&agrnen und Amygdala
festgestellt (Bauer und Pfennig 2005; Zarate e2@03). Wie bei der Schizophrenie
kommt es bei der bipolar-affektiven Stérung nicht einer Gliose. Es ist nicht
zweifelsfrei geklart, ob die neuropathologischenm@elerungen auf eine Stérung der
neuronalen Entwicklung zurtckgehen, kompensatogisdferanderungen anderer
pathogener Prozesse sind oder Folgekomplikationeraffektiven Episoden darstellen
(Zarate et al. 2003).

Es gibt ahnliche neuropathologische VeranderungenSchizophrenie und bipolar-
affektiver Erkrankung. So sind beispielsweise deuronale Grol3e im préafrontalen
Kortex und die neuronale Dichte im anterioren Claoguvermindert sowie synaptische
und dendritische Marker im PFC und Hippokampus zeztti Zudem besteht bei beiden
Krankheiten ein Gliadefizit. Trotzdem gibt es auspezifische Veranderungen
(Harrison 2002).

1.3 Pathophysiologie endogener Psychosen

1.3.1 Schizophrenie

1.3.1.1 Theorie der neuronalen Entwicklungsstérung

Wabhrscheinlich liegen dem klinischen Bild der Solpiarenie verschiedene
pathogenetische Ursachen zu Grunde. So gibt eseman die Theorie der neuronalen
Entwicklungsstérung. Sie basiert darauf, dass eipéliche Differenz zwischen
atiologisch relevanten Umgebungsfaktoren und demiskhen Auftreten der Krankheit
besteht. Viele Faktoren, die im Verdacht stehennerei Einfluss auf die
Krankheitsentstehung zu haben, sind Ereignissdriieen Lebens, wie beispielsweise
Geburt im Winter oder frihen Frihling, Geburt undf®achsen in urbanen Gegenden
oder pra- und perinatale Komplikationen. Auch falleei Individuen, die spéater eine
Schizophrenie entwickeln, in Kindheit und frihegdnd motorische Abnormalitaten
und Stoérungen des Sozialverhaltens auf. Damit idsmemend sind strukturelle

neuropathologische Veranderungen schon in den stéhePhasen der Schizophrenie
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vorhanden und im Verlauf nicht progredient. Sierk&n also Folgeschaden von frihen
Storungen der neuronalen Entwicklung sein (Murragl bewis 1987; Tsuang 2000).
AulRBerdem ist das Fehlen einer Gliose ebenfalls éisend auf eine neuronale
Entwicklungsstérung. Eventuell liegt eine fehletbaMigration der Neurone in der

Entwicklung vor, welche in abnormalen neuronalenmbuelungen und Schaltkreisen
resultiert (Mueser und McGurk 2004; Naqvi 2008).

Insgesamt gibt es diverse Hinweise darauf, dassui®ién der Gehirnfunktion,

zumindest bei einigen Betroffenen, schon friih inbdre vorhanden sind, bevor es

spater zu ersten Symptomen der Krankheit kommt {d.emd Levitt 2002).

1.3.1.2 Neurotransmitterhypothesen

Es wird auRerdem die Beteiligung verschiedensteurdteansmittersysteme an der
Atiologie der Schizophrenie angenommen, daruntdreneDopamin und Glutamat,
welche im Folgenden ausfuhrlicher beschrieben werdach GABA, Serotonin sowie
das cholinerge und das opioide System (Laruel. &003).

Die alteste und am langsten Uberdauernde Neuratitieghypothese ist die sog.
Dopaminhypothese. Sie grindet auf der Feststelluhmss dopaminfreisetzende
Stimulantien wie Amphetamin Psychosen auslésen d&®dnond antipsychotische
Medikamente wie Chlorpromazin dopaminerge D2-Rewmept blockieren und ihre

Affinitat zum D2-Rezeptor mit ihrer klinischen Pote korreliert (Burt et al. 1976;

Coyle et al. 2003; Creese et al. 1976; Seeman 9@b; Seeman und Lee 1975). Im
Rahmen dieser Theorie wird angenommen, dass negatid kognitive Symptome

durch eine verminderte Dopaminfunktion im préafréemakortex und Positivsymptome

durch eine subkortikale und mesolimbische dopargmedberfunktion verursacht

werden (Abi-Dargham und Moore 2003; Andreasen 18#9sham 2001; Knable und

Weinberger 1997). Die Grenzen dieser Hypotheseebest darin, dass negative und
kognitive Symptome nicht durch antipsychotische Mation gebessert werden und
Amphetamine nur eine Positivsymptomatik auslosezigiiam 2001; Coyle et al. 2003).
Trotzdem geht man heute davon aus, dass Verandaruley dopaminergen Aktivitat -

wahrscheinlich in Kombination mit anderen Transenfystemen - eine wichtige

pathogenetische Rolle spielen (Benes 2009).
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Die Glutamathypothese ist ein alternatives Erklgamodell, welches auch die
wichtigen Negativsymptome integriert (Stone et2007). 1980 wurde erstmals von
Kim et al. vorgeschlagen, dass eine vermindertetaB@iataktivitdt ursachlich an
Schizophrenie beteiligt sein kénnte, als sie eeduzierte Glutamatkonzentration im
Liquor schizophrener Patienten entdeckten (Kimlel@30). Glutamat ist im Gehirn
ubiquitar vorhanden und der wichtigste exzitatdresdNeurotransmitter. Glutamaterge
Neurone projizieren innerhalb des Kortex sowie ubkortikale Regionen wie Locus
coeruleus, Raphekerne und Substantia nigra, wo amimerge Signalwege moduliert
werden (Kugaya und Sanacora 2005). Grundlage deotHgse ist die Feststellung,
dass Phencyclidin und Ketamin, zwei nicht-kompegitiAntagonisten am NMDA-
Rezeptor, die den lonenkanal blockieren, bei Gemunzu schizophrenietypischen
Symptomen wie Halluzinationen, Wahnvorstellungeogritiven Stérungen und vor
allem auch zu Negativsymptomen fiihren (Goff und I€E&@P01; Javitt 2004; Schosser
und Aschauer 2004; Stone et al. 2007; Toro und IDe2®05). Bei Schizophrenen, die
sich in einem stabilen Zustand befinden, kdnnemsedi@ntagonisten einen Ruckfall
auslosen (Stone et al. 2007). Die Glutamathypothesk auch als NMDA-Rezeptor-
Hypofunktionshypothese bezeichnet.

Es gibt insgesamt acht verschiedene Glutamatrezmsptalarunter die ionotropen
NMDA-, AMPA- und Kainatrezeptoren sowie verschiedemetabotrope Rezeptoren
(Belsham 2001). Sie sind auf Synapsen und Gliazelekalisiert (Kugaya und
Sanacora 2005). Der NMDA-Rezeptor ist eine heteren®ruktur aus vier bzw. funf
Untereinheiten, darunter mindestens eine Kopieotiigatorischen NR1-Untereinheit
und verschiedene NR2A-D- und NR3-Untereinheiteme, ulterschiedliche Kanale in
Bezug auf physiologische und pharmakologische Eigesften bilden (Kristiansen und
Meador-Woodruff 2005; Lau und Zukin 2007).

Die Anzahl und Zusammensetzung der Rezeptorenyisardisch und hangt von der
neuronalen Aktivitdt ab (Lau und Zukin 2007). BeulHRmembranpotential ist der
NMDAR durch Md*-lonen blockiert. Um aktiviert zu werden, muss @hagt nicht nur
an den NMDAR, sondern auch an den AMPAR binden, dsss es zu einer
Depolarisation durch NeEinstrom kommt, welche zur Freigabe des NMDAR-
lonenkanals fuhrt (Javitt 2004; Lau und Zukin 200D2¢r Rezeptor wird also dual

reguliert, einerseits Uber das Potential, andeitsréber Ligandenbindung (Kugaya und

11
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Sanacora 2005). Am NMDAR gibt es zudem eine modeutiée Glycin-Bindestelle,
welche mit den endogenen Liganden Glycin oder DrRSkesetzt sein muss, damit
Glutamat den Kanal 6ffnen kann (Coyle et al. 2008yitt 2004). Der Kanal ist
hochpermeabel fir €& und zu einem geringeren Grad auch fiif -Nand K'-lonen,
wobei der Calciumeinstrom zu einer Aktivierung v@roteinkinasen und Phosphatasen
fuhrt (Belsham 2001; Coyle et al. 2003; Lau und iduR007). Der Vorgang wird
primar durch die Aufnahme des Transmitters ausSgeapse durch EAAT®Xcitatory
amino acid transportejsauf Neuronen und Gliazellen beendet (Javitt 2@¥hacora et
al. 2008).

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des NMDA-Rezep®(nach Albensi 2007)

Synaptische NMDAR sind an den postsynaptischen igletiuhgen lokalisiert, wo sie
Teil eines makromolekularen Komplexes von Glutaemdptoren, Gerist-, Signal- und
Adaptorproteinen sind (Lau und Zukin 2007; Sanacat al. 2008). Die
Adaptorproteine verankern die Rezeptoren an deéspasptischen Membran, indem sie
direkt an PDZ-Erkennungsmotive der NR2-Untereinbeiden (Lau und Zukin 2007).
Zu diesen sogenannten MAGUKmémbrane-associated guanylate kinasgshoren
PSD95, PSD93, SAP102 und NF-L (Kristiansen und Me&doodruff 2005; Toro und
Deakin 2005). Neben ihrer Funktion als Ankerpratemodulieren sie die Aktivitat des
Rezeptors, koppeln ihn an Kinasen, Phosphatasen amdkre nachgeschaltete
intrazellulare Signalwege und beeinflussen dasgeting zur Membran (Clinton und
Meador-Woodruff 2004; Lau und Zukin 2007). PSD-Bi¢ stellen somit eine Briicke

12



1 Einleitung

zwischen extrazellularen synaptischen Signalenintvdzellularer Signaltbermittiung
dar (Toro und Deakin 2005).

Der NMDAR hat eine spezielle Bedeutung bei der lzamgotenzierung (LTP) und
Langzeitdepression (LTD), welche eine wichtige Rolbei der Bildung des
Gedéachtnisses und beim Lernen spielen (Kugaya am&c®ra 2005; Lau und Zukin
2007). Entscheidend fir die Langzeitpotenzierung ame hohe prasynaptische
Glutamataktivitat, die zu einer Rekrutierung von BNMRezeptoren und konsekutivem
Calciumeinstrom ftihrt (Coyle et al. 2003; Lau untkin 2007). Des Weiteren fuhrt die
Aktivierung des NMDAR zu erhohter Expression von NBD (brain derived
neurotrophic factoy und, vermittelt durch CRER:yclic AMP response element binding
protein), zu verstarkter Genexpression (Kugaya und Sana@&f05). NMDAR-
Aktivierung hat dementsprechend trophische Effeki&ihrend Inaktivierung zu
Apoptose fihrt (Coyle et al. 2003). Die chronisckennahme von NMDAR-
Antagonisten induziert beispielsweise die Degemaraton Pyramidenneuronen (Javitt
2004). Bei Uberaktivitat des NMDAR kommt es zu eifexzitotoxizitat, die Folge
einer zu starken Aktivierung calciumabhangiger Eneyund der Generierung freier
Radikale ist. Daher ist eine exakte Kontrolle ddat&natsystems besonders wichtig
(Sanacora et al. 2008; Zarate et al. 2003).

Pradiktive Validitat erhielt die NMDAR-Hypofunkti@mypothese durch die
Entdeckung, dass die Co-Agonisten Glycin und D-@3etin in Kombination mit
konventionellen Antipsychotika zu einer Verbessgrder Negativsymptomatik flhren
(Belsham 2001; Coyle et al. 2003; Javitt 2004; kdeuet al. 2003). In einigen Studien
konnte dabei eine Korrelation der HOhe des basdlycinspiegels mit einer
Verbesserung der Negativsymptomatik festgestelitere (Javitt 2004). Doch auch die
vielfaltigen Funktionen des NMDAR, insbesonderenséiinfluss auf Lern- und
Gedachtnisprozesse, die bei Schizophrenie betroffied, und seine Rolle bei
synaptischer und neuronaler Plastizitdt, sprechén deine Beteiligung an der
Pathophysiologie (Javitt 2004; Sanacora et al. POD& Hypofunktion des NMDAR
ist vermutlich mit einer exzessiven Glutamatausdtohg und konsekutiver
Uberstimulation von postsynaptischen Neuronen d@ssbz(Belsham 2001). In
Ubereinstimmung mit dieser Theorie stimulieren NMB®Antagonisten akut die

prafrontale Glutamatausschittung (Javitt 2004).eEenthemmte Glutamataktivitat

13
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wirde auch ein aberrantes LTP ausldsen, was imderten Gedachtnisleistungen und
madglicherweise auch Wahnvorstellungen resultie@mke (Belsham 2001).

Davon ausgehend, dass Verdnderungen in der Funkisn gesamten NMDAR-
Komplexes eine Rolle in der Pathophysiologie spidténnten, wurden funktionelle
Studien durchgefiihrt, die die Expression einzelhNVIDAR-Untereinheiten und
assoziierter Molekile an der Synapse untersuchfeno(und Deakin 2005). Dabei
fanden sich eine verminderte Expression von PSDobippokampalen Gyrus dentatus
und eine reduzierte Expression von SAP102 im SmafKristiansen und Meador-
Woodruff 2005; Toro und Deakin 2005). Im Thalamusgie sich eine signifikante
Erhéhung von NR2B- und eine verminderte Expression NF-L-, PSD95- und
SAP102- Transkripten (Clinton und Meador-Woodrui02). Allerdings gibt es auch
Studien, die diesen Ergebnissen widersprechen wmdrgduzierter Expression von
NR1- und 2C-Untereinheiten sowie erhthter Expression NF-L-, PSD95- und
SAP102-Transkripten im Thalamus berichten (Clintord Meador-Woodruff 2004).
Obwohl sich aus diesen Befunden keine eindeutidgduSsfolgerung ziehen lasst, kann
man davon ausgehen, dass eine verdnderte Expreggionmit dem NMDAR
assoziierten Proteine, insbesondere PSD95, zu eaeormen Lieferung und
Verankerung des Rezeptors in der Synapse sowienden&r intrazellularer
Signaltransduktion fliihren kdnnte. Dies wirde imterein Sinne mit einer gestorten
NMDAR-Funktion tbereinstimmen (Clinton und Meadowe@druff 2004; Kristiansen
und Meador-Woodruff 2005; Toro und Deakin 2005).

Die NMDAR-Hypofunktionshypothese ware auch kongtuemt der Theorie der
neuronalen Entwicklungsstorung, da eine einges&tedRunktion des NMDAR aus
gestorten Ablaufen in der neuronalen Entwicklunguhgeren kdnnte (Belsham 2001).
Eventuell sind Abnormalitaten der NMDAR-Funktionhsa friih vorhanden, fuhren
aber erst nach Ausreifung der neuronalen Verbinermy psychotischen Symptomen
(Stone et al. 2007).

Wabhrscheinlich ist, dass die Veranderungen niclntemu Transmittersystem betreffen,
sondern dass es zu Interaktionen kommt, besondei3apamin und GABA (Belsham
2001; Howes et al. 2009). Eine veranderte Funktes NMDAR konnte z. B. eine
verstarkte Dopaminausschuttung zur Folge habenl¢Cetyal. 2003). Vorstellbar ist,
dass eine NMDAR-Hypofunktion negative und kognitsgmptome auslést, wahrend

14
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eine verstarkte dopaminerge Neurotransmission disitilsymptomatik hervorruft
(Coyle et al. 2003; Stone et al. 2007).

1.3.2 Bipolar-affektive Erkrankung

1.3.2.1 Monoaminhypothese

Die Monoaminhypothese basiert auf Erkenntnissenr G neurobiologische
Wirkungsweise von Antidepressiva, welche die Vebfirgeit von monoaminergen
Neurotransmittern im synaptischen Spalt erhdherurfizaon et al. 2003). Auch die
Beobachtung, dass das Antihypertensivum Reserpiéfiches die Konzentration von
Monoaminen in den synaptischen Vesikeln vermindgetegentlich eine depressive
Symptomatik auslost, trug zu dieser Theorie bekghbeil 2001). Heute gibt es diverse
Hinweise, die fir eine atiologische Beteiligung v@opamin, Noradrenalin und
Serotonin nicht nur an der Depression, sondern aaichder bipolar-affektiven
Erkrankung sprechen. Die Entdeckung, dass Patienteh bipolar-affektiven
Erkrankungen durch direkte oder indirekte Dopamamégien eine Manie entwickeln
konnen, deutet auf eine ursachliche Beteiligungdibgmminergen Systems hin (Minton
et al. 2009). Mdoglicherweise liegt in depressivepiseden ein reduzierter und in
manischen Episoden ein normaler oder sogar erhdbfaminerger Tonus vor (Brugue
und Vieta 2007). Damit ubereinstimmend weist der p&uoinmetabolit
Homovanillinsaure im Liquor von Erkrankten phasezfische Veranderungen auf, er
ist wahrend depressiver Episoden vermindert undreviihmanischer Phasen erhoht
(Brugue und Vieta 2007). Weiterhin gibt es Hinweema funktionelle Defizite im
noradrenergen und serotonergen System. Beispigswinden sich ein erhdhter
Noradrenalinumsatz in verschiedenen kortikalen &g und im Thalamus sowie eine
Verminderung des Serotoninmetabolits 5-Hydroxyiedeigsaure und des Serotonin-

Transporters im Kortex (Vawter et al. 2000).
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1.3.2.2 Dysfunktion der Hypothalamus-Hypophysen-NebenniererAchse

Auch eine gestorte Funktion der Hypothalamus-Hygsph-Nebennieren (HHN)-
Achse, welche eine maRRgebliche Rolle bei der Stres®rt spielt, steht im Verdacht,
an der Entstehung affektiver Stérungen beteiligseim. Man geht davon aus, dass eine
Uberaktivitat der HHN-Achse zu einer Hyperkortisola fiihrt, was toxische Effekte
auf hippokampale Neuronen hat (McEwen 1999; Sapd€l00; Vawter et al. 2000).
Wahrend nicht eindeutig geklart ist, ob bei bipa#ektiv Erkrankten die basalen
Kortisolwerte verdndert sind, konnte wiederholttdgestellt werden, dass sowohl in
depressiven als auch in manischen Phasen einaggetteAntwort auf den dex/CRH-
Test besteht. Uneinheitliche Ergebnisse gibt essititlich der Frage, ob eine
abnormale Antwort auf den dex/CRH-Test auch beieRtEn in Remission bestehen
bleibt (Rybakowski und Twardowska 1999; Schmideale1995; Watson et al. 2004).

1.3.2.3 Veranderungen der synaptischen Plastizitat

Eine weitere Theorie geht davon aus, dass Beehtigimgen der neuronalen Plastizitat
der Pathophysiologie affektiver Stérungen zugruniéegen koénnten und dass
Antidepressiva und Stimmungsstabilisatoren hauptgdicauf Signalwege wirken, die
Neuroplastizitat und Zelliberleben regulieren ($tyaR005; Zarate et al. 2003).
Wichtig fur die Vermittlung langfristiger Neuropkstat ist die MAP-Kinase-
Signalkaskade, Uber die viele endogene Wachstutoséak wie BDNF ihre Effekte
vermitteln (Zarate et al. 2003). BDNF ist wichtidy fdie Differenzierung von Neuronen
wahrend der Entwicklung, hat auch im adulten Geheuaroprotektive Wirkungen und
tragt zur synaptischen Plastizitat bei (Duman 20&2) nachgeschalteter Effekt der
MAP-Kinase ist die Phosphorylierung von CREB, wasvermehrter Genexpression
fuhrt (Zarate et al. 2003). Diese beiden Faktonagen eventuell zur Stérung der
synaptischen Plastizitat bei affektiven Stérungen Man geht davon aus, dass ihre
Expression und Funktion bei Erkrankten vermindandsund Medikamente wie
Noradrenalin- und Serotonin-Wiederaufnahmehemmen @atgegenwirken (Duman
2002).
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1.3.2.4 Hinweise auf Beteiligung des Glutamatsystems

Eine Beteiligung von Glutamat an der Atiologie &ffeer Stérungen wurde schon in
den 60er Jahren postuliert, als man beobachtets, H#berkulosepatienten, die mit D-
Cycloserin, einem Antibiotikum mit partialagonistier Wirkung am NMDAR,
behandelt wurden, eine klinische Verbesserung itheg@ressiven Symptomatik zeigten
(Crane 1961). Bei Personen mit affektiven Stérungarden aul3erdem Abnormalitaten
des Glutamatspiegels in Plasma, Serum, Liquor uabir@gewebe gefunden, wobei
diese Ergebnisse teilweise nicht repliziert werkennten (Sanacora et al. 2008; Zarate
et al. 2003). Auch pharmakologische Ergebnissezeatitdie Hypothese einer
Beteiligung des Glutamatsystems. Klinischen Studusfolge haben NMDAR-
Antagonisten antidepressive Effekte, die modglicleese auf eine Erhdhung des
extrazellularen Glutamatlevels zuriickgehen. KetamiB. hat als Einzeldosis eine ca.
72 Stunden andauernde antidepressive Wirkung, dieseheinlich durch eine erhéhte
prasynaptische Ausschittung von Glutamat, eventuetimittelt Uber GABAerge
Interneurone, zustande kommt (Javitt 2004; Kugayh $anacora 2005; Sanacora et al.
2008). Dieser erhohte Glutamatausstrom wirkt velioctutauf glutamaterge AMPA-
Rezeptoren (Kugaya und Sanacora 2005; Sanacord @0@8). Ahnlich wie bei
Schizophrenie konnten auch bei Depression Zusamémgeh mit Storungen des
hippokampalen LTP und der Neurogenese bestehewnudis eine NMDAR-Blockade
oder einen nachfolgenden Reboundeffekt verandedemekdnnten (Javitt 2004).

Auch Antidepressiva haben Auswirkungen auf das dbhattsystem. lhre chronische
Applikation wirkt modifizierend und regulierend aufie Aktivitdt glutamaterger
Neurone sowie die NMDAR-Expression und -Funktioar(&ora et al. 2008; Zarate et
al. 2003). Einige stimmungsstabilisierende Medikategz. B. das Antikonvulsivum
Lamotrigin, wirken wahrscheinlich inhibierend aufe dGlutamataktivitat (Belsham
2001; Sanacora et al. 2008). Auch Valproat undiluthreduzieren den synaptischen
Glutamatspiegel (Sanacora et al. 2008; Zarate @08B). Lithium schitzt auf3erdem in
Nagerneuronzellen vor glutamatinduzierter Exzitatét, wahrscheinlich indem es
glutamaterge Uberstimulation und den damit verbnade NMDAR-vermittelten

Calciumeinstrom verhindert (Sanacora et al. 20@8ai et al. 2003).
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H-MRS Studien geben ebenfalls Hinweise auf Abnométain des glutamatergen
Systems, so lieBen sich Veranderungen des Glut@imtamin (Glx)-Levels in
verschiedenen Hirnarealen nachweisen (Michael @08I3; Zarate et al. 2003).
Hinweise auf eine Beteiligung des NMDAR stammen haumus Studien, die
Untereinheiten des NMDAR und assoziierte Proteime dar Synapse funktionell
untersucht haben (Toro und Deakin 2005). Teilwessgaben sich dabei &ahnliche
Ergebnisse flur die bipolar-affektive Stérung wie fchizophrenie. So war auch hier
die Expression von PSD95 in speziellen Regionen Higgpokampus vermindert,
wéahrend die Expression von NR1 unverandert wardTord Deakin 2005). Ebenso
war wie bei Schizophrenie die SAP102-ExpressiorSinmatum vermindert, zusatzlich
die von PSD95 (Kristiansen und Meador-Woodruff 20@&e Ergebnisse einer Studie
im Thalamus zeigten, wiederum Ubereinstimmend mithiZdphrenie, eine
Verminderung von NF-L-, PSD95- und SAP102-Trandknp(Clinton und Meador-
Woodruff 2004). Dies kdnnten Hinweise auf eine Bigieng des NMDAR-Komplexes
und seinen assoziierten Proteinen an der Pathapbgs von affektiven Stérungen
sein. Ob die teilweise Uberschneidenden Befunde airfen gemeinsamen
Pathomechanismus hindeuten, ist allerdings unkidinton und Meador-Woodruff
2004; Kristiansen und Meador-Woodruff 2005; Toral eakin 2005).

Wie oben beschrieben besteht der Verdacht, dassrgen der synaptischen Plastizitat
eine Rolle bei affektiven Stoérungen spielen. Da Gastamatsystem die synaptische
Plastizitat, Zellwachstum und —atrophie beeinflusginnte hier ein Zusammenhang
zwischen beiden Theorien bestehen (Sanacora @0@8). Auch die Reduktion von
Gliazellen kdnnte tber eine verminderte Aufnahme der Synapse zu einem erhdhten
extrazellularen Glutamatlevel filhren und sich sd das glutamaterge System

auswirken (Kugaya und Sanacora 2005).

1.4 Genetik
1.4.1 Vererbung

Bei vielen neuropsychiatrischen Erkrankungen, dh srst im Erwachsenenalter

manifestieren, tragen sowohl genetische als audt-genetische Faktoren zur

18



1 Einleitung

Entstehung bei. Aus Familien-, Zwillings- und Adopisstudien weil3 man, dass die
genetischen Faktoren bei endogenen Psychosen dmrigere Rolle spielen (Kennedy
et al. 2003). Der genaue molekulargenetische Meshmus der Vererbung ist heute
noch immer nicht geklart, allerdings stimmt manimddiberein, dass kein mendelsches
Vererbungsmuster vorliegt (Belmaker 2004; Schosset Aschauer 2004). Fur eine
komplexe Genetik spricht die grol3e klinische Hegerotdt und das Fehlen
pathognomonischer Phanotypen (Brzustowicz et @4pR0Sowohl fur Schizophrenie
als auch fir die bipolar-affektive Storung geht nmeute von einem multifaktoriellen
Modell aus, also von einer Interaktion mehrerer &eunnd nicht-genetischer
Umweltfaktoren (Berrettini 2000; Craddock und Joh®899; Pulver 2000; Schosser und
Aschauer 2004; Shastry 2005). Bei einer solchen eMeng kommen die
Suszeptibilitatsallele in der Population haufig,valso auch bei gesunden Individuen,
wobei der Beitrag eines einzelnen Gens zur Anfédligrelativ klein ist (Brzustowicz
2008; Gershon 2000; Kennedy et al. 2003; Schosser Aischauer 2004). Die
Suszeptibilitatsallele erhdhen also das Risikorkuaeken, sind flr eine Manifestation
der Stérung jedoch weder notwendig noch kdonnerdigeKrankheit alleine auslésen
(Berrettini 2000; Schosser und Aschauer 2004). Krankheit entwickelt sich nur,
wenn genetische und umweltbedingte RisikofaktorerKembination einen gewissen
Schwellenwert Uberschreiten (Brzustowicz 2008).eAlativ hierzu kann auch eine
Vielzahl seltener Risikoallele zur Erkrankung beggen; vermutlich sind beide
Vererbungsmuster von Bedeutung. Auch epigenetialk&ren spielen wahrscheinlich
eine wichtige Rolle (Petronis 2004; Shastry 2005).

1.4.2 Kopplungsanalysen

Genkopplung bedeutet, dass Gene, die auf einem n@@s@m liegen, haufiger
gemeinsam vererbt werden, als es zu erwarten wém) sie unabhangig voneinander
vererbt werden wuirden (Buselmaier und Tariverdi@@72. Man beschreibt damit also
eine Beziehung zwischen verschiedenen Loci (Stracima Read 2005). Je weiter die
Gene voneinander entfernt liegen, desto héheiesihhrscheinlichkeit, dass sie durch
Crossing ovein der Meiose getrennt werden. Als Mal} fur dief&miung zweier Gene

dient die Rekombinationshaufigkeit, die angibt, wiaufig zwei Gene gemeinsam
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vererbt werden. Die statistische Wahrscheinlichi@it Genkopplung wird mit dem
LOD-Score ausgedruckt (Lander und Kruglyak 1995).

In Kopplungsanalysen werden genetische Marker bdkargenomischer Position bei
betroffenen und nicht betroffenen Familienmitglied@ntersucht. Ist nun ein Marker
mit dem krankheitsauslésenden Polymorphismus gekgpkann dieser haufiger bei
den erkrankten Familienmitgliedern nachgewieserdemer Auf diese Weise kann die
Lage eines krankheitsverursachenden Gens oder Bgdlismus bestimmt werden.
Typischerweise werden dabei Regionen von 10-20 Mebntifiziert, in denen
durchschnittlich 75 Gene lokalisiert sind (Bermat2000; Brzustowicz 2008; Tandon et
al. 2008a).

1.4.3 Assoziationsstudien

Assoziationsanalysen testen die Hypothese, dassbastimmte Sequenzvariante das
Risiko erhoht, eine Krankheit zu entwickeln. Isesk Hypothese wahr, sollte die
Sequenzvariante in einer Gruppe nicht verwandteroffener Erkrankter haufiger
vorkommen als in einer gesunden Kontrollgruppe i@&éni 2000; Brzustowicz 2008).
Es handelt sich hierbei also nicht um ein spezifiscgenetisches Phanomen, sondern
um eine statistische Feststellung tUber die Haufigkes gemeinsamen Auftretens von
Allel und Phanotyp. Ein wichtiger Vorteil dieser Mede ist die Moglichkeit, auch
Gene mit kleinem Effekt zu entdecken (Craddock dmages 1999; Pulver 2000). Neben
dem direkten Zusammenhang kann eine Assoziationocied auch auf
Populationsstratifizierung, Typ-I-Fehler oder Kappgsungleichgewicht zurtickgehen
(Buselmaier und Tariverdian 2007). Assoziationgstud basieren auf der
Voraussetzung, dass die fur die Anfélligkeit vewnatliche DNA-Veranderung
erstmals vor langer Zeit in einem gemeinsamen Voefa aufgetreten ist und sich im
Laufe der Zeit unter den Betroffenen ausbreiten nken(Brzustowicz 2008).
Voraussetzung fur ein valides Ergebnis ist dahassdFalle und Kontrollen aus
derselben Subpopulation stammen (Buselmaier unigiefdran 2007).

Das HapMap-Projekt hat eine neue Generation gehetisAssoziationsstudien moglich
gemacht. In der Genomsequenz gibt es vermutlicl@aMillionen single nucleotide

polymorphisms kurz SNPs. Dies sind Orte, an denen die interiddelle
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Basensequenz differiert. Die meisten SNPs tretdmalhelischer Form auf. Es gibt ca.
einen SNP pro 100 — 300 Basen, die Frequenz figsjédlel betragt per Definition
mindestens 1%. In den letzten Jahren wurde herhustgn, dass nahe beieinander
gelegene SNPs haufiger, als es der Zufall vorg@aede, miteinander vererbt werden.
Dies nennt man Kopplungsungleichgewicht. Eine Regtark miteinander assoziierter
SNPs nennt man Haploblock (Manolio et al. 2008)edRi Blécke variieren in ihrer
GroRe von wenigen bis zu mehr als hundert Kilobg&tatkin 2008). Zwischen den
Haploblécken liegen Rekombinationshotspots, an nidast die gesamte meiotische
Rekombination geschieht. Bei hohem Kopplungsunpgtgevicht ist die Kenntnis
einiger bestimmter SNP-AlleletagSNP3¥ ausreichend, um auf die Varianten der
restlichen SNPs eines Blocks schlieRen zu kénnean@\ib et al. 2008). Auf diese
Weise kbnnen genomweite Assoziationsstudien, irenlég00.000 bis 1 Million SNPs

erfasst werden, mit relativ geringem Aufwand duediihrt werden (Slatkin 2008).

1.4.4 Vulnerabilitatsgene endogener Psychosen

1.4.4.1 Suszeptibilitdtsregionen - Ergebnisse aus Kopplungsalysen

In diversen Kopplungsanalysen wurden verschiederszeptibilitatsloci fur endogene
Psychosen identifiziert, wobei eine Replikation Begebnisse selten gelang (Berrettini
2001). In einer Metaanalyse genomweiter Kopplungish wurden deutliche Hinweise
auf die Regionen 13qg und 22q als Suszeptibilitéstir Schizophrenie und bipolar-
affektive  Stérung gefunden, zudem wurde flr Schizepie 8p als
Suszeptibilitatsregion identifiziert. Weniger starkinweise gab es fur 1q, 29, 6q und
15q als Suszeptibilitatsloci fur Schizophrenie,réuell hervorgerufen durch Ergebnisse
einzelner Analysen (Badner und Gershon 2002). Zweidere Metaanalysen
genomweiter Kopplungsstudien konnten oben genaRetgonen nicht bestéatigen. So
zeigte sich in der Metaanalyse flur die bipolardaffee Stérung fur keine Region eine
genomweite Signifikanz, die signifikantesten p-Véeldgen in den Regionen 9p, 10q
und 14q und auf Chromosom 18 (Segurado et al. 20D& Metaanalyse fir
Schizophrenie ergab genomweite Signifikanz fir Kopg auf Chromosom 2q.
Weitere Regionen konnten als KandidatenregionenBatracht gezogen werden,
insbesondere 5q, 3p, 11q, 6p, 19, 22q, 8p, 6pudddL4p (Lewis et al. 2003).

21



1 Einleitung

1.4.4.2 Suszeptibilitatsgene - Schizophrenie

In den letzten Jahren wurden durch Assoziationsstush chromosomalen Regionen,
die in Kopplungsanalysen identifiziert wurden, déesten Suszeptibilitadtsgene fur
Schizophrenie entdeckt.

Ein vielversprechendes Vulnerabilitatsgen ist Nguli@ 1 auf Chromosom 8p21-22,
das wiederholt signifikante Assoziation mit Schiaognie zeigte (Harrison und Owen
2003; Kennedy et al. 2003). Obwohl ein assoziigraplotyp, der sogenannte Hap

in verschiedenen Populationen nachgewiesen werdentd, ist bisher noch keine
ursachliche funktionelle Variante identifiziert ¢&insson et al. 2002; Tosato et al.
2005). Neuregulin 1 fordert die Proliferation vohigddendrozyten sowie neuronale
Migration und Zelldifferenzierung und ist auf diedéeise an neuronaler Entwicklung
beteiligt (Harrison und Owen 2003; Schosser undnAger 2004). Aul3erdem wird es
iIm ZNS in Synapsen exprimiert und ist an Expressiomd Aktivierung von
Neurotransmitterrezeptoren, z. B. dem NMDAR, bgaei{Harrison und Owen 2003;
Schosser und Aschauer 2004). Damit Ubereinstimnexpdimieren Mause, die eine
Mutation im Neuregulingen haben, weniger funktienllMDA-Rezeptoren (Schosser
und Aschauer 2004; Stefansson et al. 2002). Autyreeiner Funktionen in
Synaptogenese, Gliadifferenzierung, Myelinisierwmgl Neurotransmission ist es ein
interessantes Kandidatengen (Craddock et al. 2005).

Auf 6p22.3 wurde DTNBP1 (Dysbindin) als Suszepii#iisgen fur Schizophrenie
identifiziert. Dysbindin ist Bestandteil synaptiech Systeme und vor allem
postsynaptisch im Zytoskelett vorhanden. Man niramtdass es zu einer verminderten
Glutamataktivitat fihrt (Kennedy et al. 2003; Sdersund Aschauer 2004).

Weitere Suszeptibilitatsgene sind G72, auch DAOA-AfDinosaure-Oxidase-
Aktivator) genannt, auf 13q34 und DAAO (D-Aminoséudxidase) auf 12g24
(Schosser und Aschauer 2004), in denen jeweils SHRs. Haplotypen mit
Schizophrenie assoziiert sind (Craddock et al. 2@@&rison und Owen 2003). Die
Interaktion von G72 und DAAO flhrt zu einer Aktivimmg von DAAO (Craddock et al.
2005), welches dann D-Serin, einen allosterischieivator des NMDAR, oxidiert und
konsekutiv zu herabgesetzter Aktivitat des NMDARrtl Auf diese Weise kann die
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NMDAR-vermittelte glutamaterge Wirkung reguliert den (Schosser und Aschauer
2004).

Auf 22q11 fihrt eine Deletion zum velokardiofazral8yndrom, bei dem eine hohe
Inzidenz an Psychosen besteht, die manchmal nmhtSchizophrenie unterschieden
werden konnen (Kennedy et al. 2003). Hier liegt d&en PRODH
(Prolindehydrogenase), in dem mehrere SNPs mitz8phrenie assoziiert sind. Das
Enzym ist an der Bildung von Glutamat aus Proliteitigt (Craddock et al. 2005;
Schosser und Aschauer 2004).

Ein anderes Kandidatengen auf 22qll ist COMT (Qale®©-Methyltransferase),
welches ebenfalls mit Schizophrenie assoziiert @DMT ist fir den Abbau von
Katecholaminen wie Dopamin verantwortlich und hesdnders im préafrontalen Kortex
eine wichtige Funktion, da die Katecholaminwirkuanganderen Orten Uber Aufnahme
aus dem synaptischen Spalt in Nervenendigungendbeevird (Harrison und Owen
2003; Kennedy et al. 2003; Schosser und Aschau®)2Der Val158Met-SNP fiihrt zu
einer veranderten Aminosauresequenz, was Auswiduragf die Enzymaktivitat hat
und Frontallappenfunktion sowie prasynaptische Dopaktivitat beeinflusst
(Craddock et al. 2005; Harrison und Owen 2003).

Auch das RGS4-Gen auf 1g21-22 ist mit Schizophresigoziiert. Seine Funktion
besteht darin, dass es als negativer RegulatoEffiéte von Agonisten an G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren abschwécht, indem es dieasgFRktivitat und damit die
Umwandlung in die inaktive GDP-bindende G-Proteinfdoeschleunigt (Craddock et
al. 2005). Somit wird die G-Protein-gekoppelte ptische Signaltransduktion verkirzt
(Schosser und Aschauer 2004). Im Gehirn von Schispen hat mapost morteneine
verminderte Expression von RGS4 festgestellt (Gvaekidet al. 2005; Schosser und
Aschauer 2004).

In einer Familie mit haufigen Fallen von Schizopheeund affektiven Stérungen wurde
eine balancierte Translokation auf Chromosom leskitl durch die das Kandidatengen
DISC1 (disrupted in schizophrenjaunterbrochen wird. Es gibt Hinweise, dass DISC1
an Neuritenarchitektur und neuronaler Migrationebigft ist und die Anzahl an
NMDAR an der postsynaptischen Membran beeinfluggidem ist es an der
Ausbildung des LTP an der glutamatergen Synapseiliget(Craddock et al. 2005;
Stahl 2007).
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Die Gemeinsamkeit dieser Vulnerabilitdtsgene ish @usammenhang mit der
Glutamathypothese, da sie in Verbindung zur glutergan Synapse stehen, an der sie
Formation, Plastizitdt und Signalvermittiung bekis$en (Harrison und Owen 2003;
Schosser und Aschauer 2004).

1.4.4.3 Suszeptibilitatsgene - Bipolar-affektive Stérung

Fur bipolar-affektive Stérungen wurden bisher dehtiweniger Suszeptibilitdtsgene
identifiziert. Im Folgenden werden zwei Kandidateng, fur die replizierte Assoziation
besteht, beschrieben.

In mehreren Fall-Kontroll-Studien zeigten sich Adationen von SNPs und
Haplotypen im DAOA-Gen auf 13q34, jedoch wurdenhhionmer dieselben SNPs
reproduziert. Eine pathologische Variante wurde el@sprechend ebenfalls noch nicht
identifiziert (Craddock und Forty 2006; Kennedy at. 2003). Ein weiteres
Kandidatengen ist BDNF aus der Neurotrophinfamalié 11p13. Die Funktionen von
BDNF wurden oben bereits beschrieben. Durch seieteiBjung an neuronaler
Plastizitat ist es mit der Hypothese der synapéiscRlastizitat affektiver Stérungen
vereinbar. In zwei Studien, die dieses Gen untétsng zeigte sich ein
krankheitsassoziierter SNP, welcher mit einer wvae@ien Aminosauresequenz
einhergeht. Auch in einer kirzlich verdffentlichigletaanalyse konnte eine Assoziation
des Risikoallels mit der bipolaren Erkrankung, vinaasiatischen Populationen, belegt
werden. Allerdings gibt es auch hier Studien, diesel Assoziation nicht bestatigten
(Craddock et al. 2005; Craddock und Forty 2006;rtéeely et al. 2003).

1.4.4.4 Hinweise auf Uberlappung der Atiologie

Die Frage, ob es eine Uberlappung in der Atiologi@ Schizophrenie und bipolar-
affektiver Erkrankung gibt, wird kontrovers dislerti. Hinweise dafir liefern &hnliches
Ersterkrankungsalter, Lebenszeitrisiko, SuizidosikGeschlechterverhaltnis und die
geschatzte Heritabilitdt (Berrettini 2001). Kliniseverden Individuen, die Merkmale
beider Krankheiten zeigen, haufig unter der Diagng@schizoaffektive Stérung®

klassifiziert. Auch Familienstudien geben Anhaltskie fur die Theorie einer
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uberlappenden Atiologie (Craddock und Forty 20089 haben Verwandte ersten
Grades von Schizophrenen und bipolar-affektiv Hrktan ein erhdhtes Risiko, an
schizoaffektiven Stérungen oder unipolar affekti&trungen zu erkranken (Berrettini
2000; Berrettini 2003; Gershon 2000). Schizophremié bipolar-affektive Erkrankung
treten wiederum gehauft in Familien von Patienteh sohizoaffektiver Storung auf
(Craddock und Forty 2006). Allerdings erhtht Scpla@nie nicht das Risiko flr
erstgradige Verwandte, an bipolar affektiver Stgruzu erkranken und umgekehrt
(Berrettini 2003).

In Kopplungsanalysen wurden 13q, 229, 8p, 18q, 406wie 6p als Uberlappende
Suszeptibilitatsregionen  beschrieben, wobei in aties Regionen einige
Suszeptibilitatsgene fur Schizophrenie liegen (&&m 2003; Maier 2008). In einem
Genomscan, in dem Familien von schizoaffektiv Emktan untersucht wurden,
ergaben sich genomweite Signifikanz fur 1924 undiger eindeutige Ergebnisse fur
22911 (Craddock und Forty 2006).

Der beste Kandidat fur ein gemeinsames Vulneraksiijen ist G72 (DAOA), welches
sowohl mit bipolar-affektiver Erkrankung als aucht rBchizophrenie assoziiert ist.
Auch im Neuregulingen sind einige Marker mit bipeddfektiver Storung assoziiert
(Maier 2008) und es wurde Assoziation eines COMIEIAImit dem Endophanotyp
~rapid cycling festgestellt (Kato 2001). Ferner gibt es auchDISC1 aus Kopplungs-
und Assoziationsanalysen Hinweise fir eine Verbmgdau Schizophrenie, bipolar-
affektiver und schizoaffektiver Stérung (CraddockduForty 2006).

Diese Daten lassen eine gemeinsame genetischel&gandoglich erscheinen. Auf der
anderen Seite gibt es auch viele Allele mit kramkispezifischer Assoziation (Maier
2008).

1.5 Das Kandidatengen NOS1AP

1.5.1 Definition und Funktion

NOS1AP NOS1 adaptor protejn friiher als CAPONdaarboxy-terminal PDZ ligand of
neuronal NO¥ bezeichnet, ist auf Chromosom 1922 lokalisiedstizzood 2005). Das

Gen hat eine Lange von 30 Kilobasen, von denerl fiuKilobasen kodieren (Xu et al.
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2005). Das Protein wurde erstmals im Gehirn vontdRaentdeckt, wo die hdchste
Expression im Kortex und in der Medulla oblongatalag und Kolokalisierungen mit

der neuronalen NO-Synthase festgestellt wurderiré¢yaét al. 1998). NOS1AP ist ein

55 kDa grof3es zytoplasmatisches Protein, desseer@iius an die PDZ-Domane der
NOS-I binden kann, dabei konkurriert es mit PSD88 8SD93 um diese Bindestelle.
AulRerdem besitzt es eine N-terminale Phosphotyioisidene Region (Fang et al.
2000; Jaffrey et al. 2002).

Es gibt beim Menschen mindestens zwei IsoformenNOS1AP. Die lange Isoform ist

ein Protein aus 501 Aminosauren, welches aus akdm Exons gebildet wird. Das
kiirzere Protein besteht nur aus 211 Aminosaurenamsteht aus den letzten zwei
Exons (Xu et al. 2005). Es beinhaltet nicht den éMriinus, sondern nur die PDZ-

bindende Doméane (Brzustowicz 2008).
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Abb. 1.2: Genomische Konfiguration der langen (obenbzw. kurzen Isoform (unten) von NOS1AP.
Darstellung der Exons durch nummerierte Balken (nab Xu et al. 2005)
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NOS1AP bindet die NOS-I hochspezifisch, nicht hojgye die anderen Isoformen der
NO-Synthase NOS-II und NOS-III (Jaffrey et al. 199Bie NOS-I ist normalerweise
Uber PDZ-PDZ-Interaktionen mit PSD95 an den NMDAz&#or der postsynaptischen
Membran gebunden und somit unmittelbar dem Caldistrem in die Zelle durch den
NMDAR-assoziierten Kationenkanal ausgesetzt (Jaffret al. 1998). Dieser
Calciumeinstrom aktiviert die NOS-I, welche dannci&ixid (NO) bildet. Durch
Bindung von NOS1AP an die NOS-I wird diese ins Aglotransloziert, sodass es
weniger NMDAR/PSD95/NOS-I-Komplexe gibt und die Yegbarkeit von Calcium
fur die NOS-I reduziert ist. Folglich ist ein gr@Be Anteil des Enzyms katalytisch
inaktiv und es entsteht weniger Stickoxid. SomitN©OS1AP ein negativer Regulator
der NO-Produktion (Boehning und Snyder 2003; Jafeseal. 1998; Nedvetsky et al.
2002).
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Die letzten 125 Aminoséauren von NOS1AP binden netsrPDZ-Doméane von NOS-I
auch direkt eine PDZ-Domé&ne von PSD95 und blockieredie Bindestelle fur NOS-I
(Brzustowicz 2008).

Neben der NOS-1 bindet NOS1AP auch weitere Protettebei fungiert es als
Adaptorprotein fir NOS-I und bindet diese an spsaife physiologische Zielproteine
(Jaffrey et al. 2002). Da diese Bindung durch defieiminus, welcher der kurzen
Isoform fehlt, vermittelt wird, kann die kurze Isom von NOS1AP nicht als
Adaptorprotein fungieren (Brzustowicz 2008). Bindspartner von NOS1AP sind die
Synapsine I, Il und Ill. NOS1AP, NOS-I und Synapdirbilden einen ternaren
Komplex, bei dem die C-terminale PDZ-bindende Doenéon NOS1AP an NOS-I und
die N-terminale PTB-Domane an Synapsin | bindeffri@aet al. 2002). Da Synapsine
nur prasynaptisch vorkommen, ist diese Interakéieentuell ein entscheidender Faktor

beim prasynaptischebargetingder NOS-1 (Jaffrey et al. 2002).

Ca?*o

" 0,-Syntrophin

Abb. 1.3: Interaktion der NOS-I mit NOS1AP und weiteren Adaptorproteinen (nach
Nedvetsky et al. 2002)

Ein anderer Bindungspartner ist das Protein Dexragi Mitglied der Ras-Familie
kleiner monomerer G-Proteine. Es interagiert ednfait der N-terminalen PTB-
Doméane von NOS1AP und bildet zusammen mit NOS-¢reiternaren Komplex. Auf

diese Weise kann Dexrasl durch Stickoxid S-nitiedylund aktiviert werden.
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Wahrscheinlich moduliert Dexrasl in der aktivierteorm Signaltransduktionen (Fang
et al. 2000).

NOS1AP wird auch im Herzen exprimiert und interagirt ebenfalls mit NOS-I, eine

physiologische Funktion ist allerdings nicht bekiahm einer grof3en Assoziationsstudie
in einem deutschen Sample wurde entdeckt, dassnBgiismen im NOS1AP-Gen

signifikant mit Variationen des QT-Intervalls im EXassoziiert sind. Dieses Ergebnis
wurde in verschiedenen Populationen repliziert (adse et al. 2007; Arking et al.

2006; Lehtinen et al. 2008; Post et al. 2007). @echanismus, durch den NOS1AP die
Lange des QT-Intervalls beeinflusst, ist noch niezhteifelsfrei geklart, man geht

allerdings von einer Veranderung des basalen Esioreslevels aus, die zu einer
beschleunigten kardialen Repolarisation durch litibito eines L-Typ Calciumkanals

fuhrt (Chang et al. 2008). In einer weiteren Asabansstudie stellte sich zudem
heraus, dass ein SNP die Wirksamkeit von Sulfomgktaffen beeinflusst und zu

veranderten Mortalitdtsraten bei damit behandddatrenten fuhrt (Becker et al. 2008).

1.5.2 Neuronale NO-Synthase als Zielstruktur von NOS1AP

Es gibt drei verschiedene NO-Synthase-Isoformeneddotheliale NOS (NOS-II), die
induzierbare oder mitochondriale NOS (NOS-II) und deuronale NOS, auch NOS-I
genannt. Die Isoformen sind auf drei verschiedeGemen kodiert (Bernstein et al.
2005), die neuronale und endotheliale NOS werderstitoitiv exprimiert (Calabrese et
al. 2007).

Die NOS-I ist mit 160 kDa gréf3er als die anderesfdsmen, da sie eine N-terminale
PDZ-Domane besitzt, mit der sie Proteininteraktioméngeht (Bernstein et al. 2005;
Fang et al. 2000). Im ZNS ist das Enzym fir Gbé&bo@er NO-Synthese verantwortlich.
Die NOS-I kommt hauptsachlich in Kleinhirnrinde, ®leus accumbens, Hippocampus,
Préafrontalcortex, Hypothalamus und Subthalamus dabgi ist die Dichte von NOS-I-
exprimierenden Neuronen von der Region abhangign@ein et al. 2005; Blum-Degen
et al. 1999). Peripher wird sie in nichtadrenerger nichtcholinergen (NANC)
Neuronen, welche glatte Muskelzellen in Gastrotitiafirakt, Corpora cavernosa,

Uterus und Prostata innervieren, exprimiert (Cadabéret al. 2007).
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Die NOS-I wird durch Erhohung des Calciumspiegelsid uanschliel3ende
Komplexierung mit Calmodulin aktiviert (Calabregeak 2007; Jaffrey et al. 1998). Die
Regulation erfolgt auRerdem Uber Phosphorylierumd) deranderung der Expression,
auf subzellularer Ebene ist die NO-Produktion aush Bindung an Proteine abhangig
(Nedvetsky et al. 2002). So kdnnen Proteinintecgden zu einer Destabilisierung der
Homodimere der NOS-I fihren und sie so inhibief¢advetsky et al. 2002).

Die Hauptfunktion von NOS-I ist die Bildung von Ndurch die Konversion von L-
Arginin zu L-Citrullin in Anwesenheit von SauerdtdBernstein et al. 2005; Calabrese
et al. 2007). Wie oben beschrieben ist die NOSdrBSD-Proteine an den NMDAR
gekoppelt und beeinflusst uber Proteininteraktionenzytosolische
Signaltransduktionswege (Bernstein et al. 2005yafige Proteininteraktionen fihren
auch zu einer Kopplung der Stickoxidsynthese dINCGIS-I an die Zielstruktur l6sliche
Guanylatcyclase (sGC) (Nedvetsky et al. 2002). We#teren kann die NOS-I durch S-
Nitrosylierung den NMDA-Rezeptor direkt negativ udigren (Bernstein et al. 2005;
Hata und Takai 1999).

Stickoxid (NO), das Produkt der NOS-I, ist ein wigkr autokriner und parakriner
Botenstoff mit diversen Funktionen in Immunsysterkardiovaskularem und
neuronalem System (Calabrese et al. 2007; Jaffrey. 2002). NO ist ein fluchtiger,
hochreaktiver Stoff, der Membranen passieren urtdazellular von Metallionen,
Glutathion und Superoxid schnell abgebaut werdem KBernstein et al. 2005; Jaffrey
et al. 2002). Daher ist eine durch Proteinintecalén vermittelte raumliche Nahe der
NOS-I zu den Zielstrukturen von NO wichtig (Jaffrey al. 2002). Die wichtigste
Zielstruktur von NO ist die sGC, die bei Aktiviegirden second messenger cGMP
bildet, welcher wiederum Kinasen aktiviert (Bermstet al. 2005; Boehning und Snyder
2003; Calabrese et al. 2007). Ein weiterer Wirkna@ctmus ist die S-Nitrosylierung
durch kovalente Bindung an Thiolgruppen (Boehnind 8nyder 2003; Calabrese et al.
2007). Mittels dieser nachgeschalteten Reaktioneeinflusst NO synaptische
Plastizitdt, Relaxation des glatten Muskels, Zefisiisierung sowie Kontrolle von
Schlaf, Appetit und Korpertemperatur (Calabresale2007). Des Weiteren fuhrt NO
zu GefalRdilatation und Zerstérung von Tumorzellemd uBakterien durch
Makrophagenaktivierung (Boehning und Snyder 2003ng- et al. 2000). NO
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beeinflusst aul3erdem die Ausschuittung der ,klassist Transmitter wie GABA,
Dopamin, Serotonin, Glutamat und Noradrenalin glan Gebieten des Gehirns und ist
an der Regulation der neurosekretorischen Aktiviiés Hypothalamus beteiligt
(Calabrese et al. 2007). Ein neuroprotektiver Hffedsteht in der Beendigung einer
verlangerten Stimulation des NMDA-Rezeptors, dieexaitotoxischem Zelltod fiihren
kann, durch Nitrosylierung der NR1- und NR2-Untehsiit. Auf diese Weise wird der
Calciumeinstrom, welcher den Zelltod verursachtmiedert. Auch eine verlangerte
NOS-Aktivierung, die zur Produktion von toxischemp®roxidradikalen fihrt, wird
durch NO-vermittelte Nitrosylierung beendet. Danliltenaus reguliert NO einige
Faktoren, die neuroprotektive Effekte haben, damu@REB (Calabrese et al. 2007).
Allerdings kann NO als freies Radikal in h6herennKentrationen auch zytotoxische
Effekte haben, vor allem durch das aus der Konjagatit Superoxid entstehende
Peroxynitrit (ONNQO). Dieses wirkt oxidierend und nitrierend und karnu
Lipidperoxidation und Zerstérung von Proteinen, Aosauren und Nukleinsduren
fuhren (Bernstein et al. 2005). Eine Uberschiel3@d@eBildung ist moglicherweise
auch an neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimmed Parkinson beteiligt
(Calabrese et al. 2007; Guix et al. 2005).

1.5.3 NOS1AP als Kandidatengen: bisherige Studienergebrss

Es gibt sowohl aus Kopplungs- und Assoziationsa®alyals auch aus funktionellen
Studien diverse Anhaltspunkte, die NOS1AP zu eimgaressanten Kandidatengen fur
endogene Psychosen machen. Dabei haben sich dierstisher auf Schizophrenie
konzentriert.

Der starkste Hinweis auf Kopplung im Bereich 1g2lstammt von Brzustowicz et al.
aus dem Jahr 2000. Diese parametrische Kopplumtiestueinem kanadischen Sample
von Familien, in denen gehauft Schizophrenie umizeaffektive Stérung vorkommen,
zeigte eine signifikante Kopplung mit einem maxieml LOD-Score von 6,5
(Brzustowicz et al. 2000). In einer nachfolgendare-mappingAnalyse wurde die
Region auf eine Lange von ca. 1 Mb eingegrenzty&mwicz et al. 2002). Unterstiitzt
wurde dieses Ergebnis durch weitere Studien. Sodevurin einer genomweiten

Kopplungsanalyse schwach positive LOD-Scores fiiscleedene Regionen, darunter
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1922-23 gefunden (Shaw et al. 1998). In einer amgenomweiten Kopplungsstudie
fand sich ein signifikanter Wert fir den Marker B8 im Bereich 1g22.1-23 (Gurling
et al. 2001). Aus einer Kopplungsstudie in einenwdaesischen Sample gibt es
ebenfalls Hinweise auf eine Kopplung fur Marker R6%9 im Bereich 1g21-31 (Hwu
et al. 2003). Auch eine Metaanalyse weist auf eiB@iszeptibilitatsort auf 1q hin
(Lewis et al. 2003). Allerdings gibt es auch diee&udien, die diese Ergebnisse nicht
bestéatigen (Faraone et al. 2006; Suarez et al.)2D0€s ist nicht verwunderlich, da die
Replikation bei einer genetisch komplexen Krankiseitr schwierig ist (Brzustowicz
2008).

Auch Assoziationsstudien liefern Hinweise auf einus&ptibilitditsgen flr

Schizophrenie im Bereich von NOS1AP. In der erséssoziationsstudie in dieser
genomischen Region wurden sechs Mikrosatellitenarark einem Sample spanischer
Kernfamilien untersucht. Dort zeigte sich signifika allelische Assoziation zu dem
Marker D1S1679, welcher 25 kb von NOS1AP entferiggtl Um Klinische,

pathophysiologische und atiologische Heterogemtavermindern, wurde die gleiche
Analyse mit dem Endophanotyp ,Realitatsdistortignssom* durchgefiihrt, dabei

zeigte sich wiederum eine bevorzugte Transmissimiger Allele des D1S1679-

Polymorphismus. Hieraus lasst sich schliel3en, dimsAffinitatsgen an dieser Stelle an
der Pathophysiologie dieses Syndroms beteiligt k@imte (Rosa et al. 2002). Auch in
einem Sample kolumbianischer Trios wurde signiftkaAssoziation zu dem Marker
D1S1679 gefunden (Miranda et al. 2006). In eineud®t des oben genannten
kanadischen Samples waren sechs SNPs und zweiddtlktbtenmarker signifikant mit

Schizophrenie assoziiert, diese Marker lagen atle genomischen Bereich von
NOS1AP (Brzustowicz et al. 2004). Eine Studie in d@inesischen Han-Bevdlkerung
fand signifikante Assoziation zu einem SNP und dsrraervorgehenden Haplotypen,
wobei dieser SNP in der kanadischen Studie undigfiééwesen war. Die Ergebnisse
der kanadischen Studie konnten hingegen nicht degarert werden (Zheng et al. 2005).
Auch in einem stidamerikanischen Patientenkollekbinnte eine Assoziation von acht
SNPs innerhalb des NOS1AP-Gens mit Schizophrestgdstellt werden (Kremeyer et
al. 2009). Kirzlich wurde auf3erdem herausgefundass eine Deletion von 1,38 Mb

im Bereich 1g21.1 signifikant mit Schizophrenieagert ist, allerdings ist diese sehr
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selten und wahrscheinlich nicht fir die positiveopiilungsbefunde verantwortlich. Es
waren keine SNPs in diesem Bereich signifikant r8ithizophrenie assoziiert
(Stefansson et al. 2008).

Der Versuch einer Reproduktion der Ergebnisse vomnufowicz et al. in einem
britischen Sample gelang nicht. Keiner der im kas@ten Sample assoziierten Marker
zeigte hier Assoziation mit Schizophrenie (Puralet2006). Auch eine familienbasierte
Assoziationsstudie in der chinesischen Hanbevoiigeriand keine Assoziation von

Einzelmarkern oder Haplotypen mit Schizophrenien{fat al. 2008).

Die Rolle von NOS1AP als Kandidatengen wird auch vfanktionellen Studien

unterstitzt. Eine Sequenzierung der kodierendenoReg von NOS1AP deckte keine
Mutationen auf, die mit der Krankheit assoziiemdsi jedoch gibt es Hinweise auf
veranderte Expression bei Schizophrenie und bigdfaktiver Erkrankung (Xu et al.

2005).
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NOS1AP st ein interessantes Kandidatengen fur ge® Psychosen. Diverse
Kopplungs- und Assoziationsstudien unterstreichen allem seine Bedeutung bei
Schizophrenie. Insbesondere bei Betrachtung spmesiologischen Funktion zeigt sich
eine madgliche Beteiligung an der KrankeitsentstghurNOS1AP steht im
Zusammenhang mit dem NMDAR und spielt durch seieebMidung zur NOS-I eine
wichtige Rolle bei der NO-Synthese. Somit ist esvigiteren Sinne mit neuronaler
Signaltransduktion und synaptischer Plastizitatomeden (Brzustowicz et al. 2004;
Hata und Takai 1999).

Wie oben beschrieben, gibt es auch diverse Hinweisk eine Beteiligung des
Glutamatsystems und des NMDAR-Komplexes an derldgie der bipolar-affektiven
Stérung. Daher ist es mdglich, dass NOS1AP auchdieser Erkrankung eine Rolle
spielt.

Fur komplexe genetische Krankheiten wie Schizoghremd die bipolar-affektive
Erkrankung sind Assoziationsstudien mit Fall-Kotit&amples besonders geeignet, um
Suszeptibilitatsgene mit geringem Effekt zu identfren (Brzustowicz 2008).

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob éimsoziation von 14 SNPs und den
daraus entstehenden Haplotypen im NOS1AP-Gen rhiz&ghrenie und der bipolar-
affektiven Stérung besteht. Dazu wurde eine FaliKal-Studie in einem

unterfrankischen Kollektiv durchgefihrt.
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3.1 Probanden

Fir die Studie wurden 335 nicht miteinander verwan@atienten aus Unterfranken
rekrutiert, darunter 174 Frauen und 161 Méanner. madere Alter betrug 42,6 £ 13,9
Jahre. Im Verlauf ihrer Erkrankung waren alle Rdaga mindestens einmal in der
Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie, Psychosomiatiund Psychotherapie des
Universitatsklinikums Wdurzburg hospitalisiert. Zubiagnosestellung wurde ein
ausfuhrliches, semi-strukturiertes klinisches W&y analog dem AMDP-Interview
(Arbeitsgemeinschaft fur Methodik und Dokumentatinrder Psychiatrie 2000) durch
einen erfahrenen Psychiater vorgenommen, aul3erd®igte eine Durchsicht der
Krankenakte und auswartiger Arztbriefe und es wuardengehdrigeninterviews
durchgefuhrt. Erfasst wurden zudem Familienanamnesechtmittelabusus und
Ersterkrankungsalter. Die Diagnosestellung erfohgteh den ICD-10-Kriterien.
Dementsprechend litten 245 Patienten an einer gghienen Stérung, darunter 135
Méanner und 110 Frauen. Alle Patienten wiesen eiobronischen Verlauf der
Erkrankung ohne dauerhafte Remissionen auf. Auerdehmen 90 Patienten mit
einer bipolar-affektiven Stérung an der Studie, tddrunter waren 64 Frauen und 26
Manner. Es wurden nur Patienten mit mindestens &ilm@sch manifesten manischen
und einer depressiven Episode, die zu einer Bebagdfihrte, eingeschlossen, das
heil3t es wurden strenge Bipolar-I-Kriterien angedtan

Keiner der Patienten hatte signifikante neuroldgeskomorbiditaten wie beispielweise
Epilepsie, Retardierung oder somatische Stérundienzu einer organischen Psychose
fuhren konnten. Patienten mit substanzinduziersgccRose wurden nicht in die Studie

aufgenommen.

Die Kontrollproben wurden von 360 gesunden Blutsigen (188 Manner, 172 Frauen)
gewonnen, die aus derselben Gegend stammten wialienten und den gleichen
genetischen Hintergrund wie die Patienten aufwie§#a Kontrollpersonen wurden
nicht hinsichtlich psychiatrischer Stoérungen Gbéfipr jedoch nahm keine der

Kontrollpersonen Medikamente ein und die Studiedguausfihrlich erklart, so dass
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die Wahrscheinlichkeit einer schweren psychiatescKrankheit unwahrscheinlich ist
(Reif et al. 2006). Das mittlere Alter der Kontgslippe lag bei 33,0 £+ 10,5 Jahren.
Patienten und Kontrollen waren kaukasischer Abstangn

Entsprechend den Regeln der Deklaration von Helswmkden nur Patienten und

Freiwillige, die nach ausfuhrlicher Information séitich ihre Zustimmung gaben, in

die Studie aufgenommen. Vor Beginn der Studie wudigeUntersuchung durch die

Ethik-Kommission der Universitat Wirzburg genehmigt

3.2 Material

3.2.1 Reagenzien

Primer:

SNP 4 (rs1415263)
Primer-forward 5-TGT CAACTG CTT CTG GGT TG- 3
Primer-reverse S-GTTTGG TTG ATACCACGC TC-3’
Produktgréf3e: 150 bp

SNP 7 (rs4145621)
Primer-forward 5- AGT CTT CGG GGA CCC ATC- 3’
Primer-reverse 5’- CAA GGG GTG ATG GAC AAT AGA- 3
Produktgrdf3e: 126 bp

SNP 13 (rs348624)
Primer-forward 5-ACC AGT TGG CTG CTG AGG- 3’
Primer-reverse 5'- GCA AGA GCT GGA ACT GAAGC- 3

Produktgrof3e: 132 bp

Hersteller samtlicher Primer: MWG-Biotech AG, Elimrsy
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Enzyme und Oligonukleotide:

dNTP (100 mM dGTP, dATP, dCTP, dTTP) Promega Gnidalanheim

Hotstar-Tag-Polymerase Qiagen, Hilden

iPlex® Enzym Sequenom, San Diego, USA

Pronase E AppliChem, Darmstadt

Shrimp Alkalische Phosphatase (1U/l) Sequenom,[Bago, USA

Tag-DNA-Polymerase Biorad, Minchen

Chemikalien:

Agarose Biozym, Rockland, USA

Bromphenolblau Merck, Darmstadt

100 bp DNA-Leiter Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Ethidiumbromid 10 mg/ml Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Glycerol Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

H.O Nanopure, Klagenfurt

Isopropylalkohol AppliChem, Darmstadt

iPlex®-Puffer 10x Sequenom, San Diego, USA

iPlex®-Extension Primer Mix Sequenom, San Diego, USA

iPlex®-Termination Mix Sequenom, San Diego, USA

iPlex®-lonenaustauschharz Sequenom, San Diego, USA

KCI AppliChem, Darmstadt

MgCl, AppliChem, Darmstadt

MgCl,, 25mM Qiagen, Hilden

NaCl 6M AppliChem, Darmstadt

NaEDTA AppliChem, Darmstadt

SAP-Reaktionspuffer Sequenom, San Diego, USA

SDS 10% Sigma, Steinheim
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Tris-Acetat
Tris-HCI
Tween-20
Lichrosolv

Xylen Cyanol FF

Puffer aus eigener Herstellung:

1x TAE-Puffer

Blaupuffer

TE-Puffer (pH = 8,0)
SE-Puffer (pH = 8,0)

Lysispuffer (pH = 7,4)

PCR-Puffer mit MgGl

3 Material und Methoden

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

40 mM Tris-Acetat

1 mM EDTA (pH = 8,0)
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylen Cyanol FF
30% Glycerol in Wasser
Tris-EDTA in wassriger LLigy
75 mM NaCl

0,5M EDTA
155 mM NiEI

10 mM KHCG;

0,1 mM EDTA

500 mM KCI

100 mM Tris-HCI (pH = 8,3)

0,25% Tween-20

0,25 mg/ml BSA

15 mM MgC}

3.2.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Biometra T-Gradient Thermocycler
Biometra UNOII Thermoblock
Chemie Doc

Chip

Biometra, Gdgén
Biometra, Gottingen
Biorad, Minchen

Sequenom, San Diego, USA
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Filterspitzen Sarstedt, Numbrecht
Gelkammern, Kdmme, Spacer, Spatel Peglab BiotechrolGmbH,
Erlangen
Glaskolben Schott-AG, Mainz
MALDI-ToF Autoflex 1-Massenspektrometer Bruker alik, Bremen
Nano Dispenser Sequenom, San Diego, USA
Personal Spin-Vortex, Microspin FV-2400 lab-4-yomkiH, Berlin
Pipetten Eppendorf AG, Hamburg
Reaktionsgefale:
8er Ketten 0,2 ml PCR-GefalRe Brand GmbH & Co. M&rtheim
Safe Lock 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg
Software: TYPER 3,4 Sequenom, San Diego, USA
Spannungsgeréat: Power Supply LKB, Bromma, Schwede
Thermo fast 384er-Platten ABgene, Hamburg
Tischzentrifuge Mikroliter Hettich GmbH& Co. KGuttlingen
Ultraviolet Transilluminator UVP, Upland CA, USA
Waage Toledo Mettler, Giel3en

3.3 Methoden
3.3.1 Methodischer Uberblick

In dieser Arbeit wurde die Genotypisierung der SNftsels einer Primerextension und
anschlieBender Analyse in der MALDI-ToFmdtrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight Massenspektrometrie durchgefiihrt. Bei SNP 4 (5283), 7
(rs4145621) und 13 (rs348624) wurde zunachst ei@R Rund anschlieRende
Gelelektrophorese durchgefuhrt, wahrend SNP 1 T[2495), 2 (rs1538018), 3
(rs945713), 5 (rs4306106), 6 (rs3924139), 8 (rs8@8), 9 (rs1508263), 10
(rs3751284), 11 (rs7521206), 12 (rs905721) und r$4964052) mittels des iPIEx
Protokolls amplifiziert wurden.

Danach folgten jeweils die Primerextension und Armalyse mit MALDI-ToF. Die

Primerextension ist eine haufig angewandte Methote die Allele von SNPs zu
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genotypisieren. Nach Amplifikation der DNA-Zielfregnz mittels PCR dient das PCR-
Produkt als Vorlage fiir die Primerverlangerung. igér Nukleotide und
Primerriickstande werden entfernt. Der Primer férRlimerextension bindet mit seiner
3’-terminalen Base direkt oberhalb des SNPs an dilsequenz. Die
Primerverlangerung mit einem Nukleotid (ddNTP) fihnun zu Produkten
unterschiedlicher Masse, die sich in der Spektrameinterscheiden lassen (Tost und
Gut 2002; Tost und Gut 2005).

3.3.2 DNA-Extraktion

Es wurde eine DNA-Extraktion aus dem Vollblut deolBanden entsprechend der
Methode nach Miller durchgefiihrt (Miller et al. E)8Hierfir wurden die Leukozyten
durch Zentrifugieren abgetrennt und anschlieRendhdbypotone Lésung, Pronase E
und SDS-Detergenz lysiert. Peptide und andere e&siimdteile wurden durch
Erh6hung der Salzkonzentration ausgefallt und abhegiert. Die DNA konnte dann
mit Isopropanol aus dem wéssrigen Uberstand ptigipiverden. Danach erfolgte eine
photometrische Konzentrationsbestimmung bei einelléilange von 260 nm. Hierbeli
entsprach eine Konzentration von 50 pg/ml doppeigiiger DNA einer optischen

Dichte von 1.

3.3.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion, kurz PCR, wurde 19&» Kary B. Mullis erfunden
(Garcia und Ma 2005). Sie ist eine in vitro Methodie die Produktion grof3er Mengen
spezifischer DNA-Fragmente einer definierten Langel Frequenz aus einer kleinen
Menge VorlageTemplatg erlaubt (White et al. 1989).

Die PCR beruht auf enzymatischer Amplifikation aif@NA-Fragments, welches von
zwei Oligonukleotidprimern flankiert wird. Zunachstfolgt die Denaturierung, das
heilt die DNA-Vorlage wird auf 90-95°C erhitzt, dansich die Einzelstrange
voneinander trennen. Im zweiten Schritt, dAmmealing wird das Gemisch auf eine

primerabhangige Temperatur von 50-60°C heruntefgekliisodass sich die
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Oligonukleotidprimer an die Einzelhelices bindennkén. Im dritten Schritt, der
Extension, wird die Temperatur auf ca. 73°C erhébtlass die DNA-Polymerase aus
den Desoxynukleotiden einen komplementaren DNAfgtraufbauen kann. Das
Extensionsprodukt jedes Primers fungiert dann wigdeals Vorlage fir eine weitere
Amplifikation. Die drei Schritte - Denaturierungnnealingund Extension - werden ca.
30-40-mal wiederholt. Dabei entsteht eine expoe#atiMenge des DNA-Segments,
ungefahr 2, wobei n fur die Anzahl der Zyklen steht.

Als DNA-Polymerase wird die thermostabile Tag-Potyase des Thermus aquaticus

benutzt.

Zur Amplifizierung der SNPs 4, 7 und 13 wurden &rige PCR-Ansatze angewendet:

SNP 4 (rs1415263): DNAemplate 1,5 pl
Nukleotide 2,5 mM 1,5 ul
Primer forward(10 pmol/ul) 1,5 pl
Primer reversg10 pmol/ul) 1,5 pl
Tag-Polymerase 0,15 pl
PCR-Puffer mit 15 mM MgGl 3,75 ul
Destilliertes Wasser 27,6 pl

Es wurden 45 Zyklen mit einédmnealingTemperatur von 56,4°C durchgefuhrt.

SNP 7 (rs4145621): DNAemplate 1,5 pl
Nukleotide 2,5 mM 1,5 pl
Primer forward(10 pmol/ul) 1,5 pl
Primer reversg10 pmol/pl) 1,5 pl
Tag-Polymerase 0,15 pl
PCR-Puffer mit 15 mM MgGl 3,75 ul
Destilliertes Wasser 27,6 ul

Es wurden 45 Zyklen bei ein@nnealingTemperatur von 62,2°C durchgefihrt.
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SNP 13 (rs348624): DNAemplate 1,5 pl
Nukleotide 2,5 mM 1,5 ul
Primer forward(10 pmol/ul) 1,5 pl
Primer reversg10 pmol/ul) 1,5 pl
Tag-Polymerase 0,1 pl
PCR-Puffer mit 15 mM MgGl 3,75 pul
Destilliertes Wasser 27,65 pul

Es wurden 45 Zyklen bei ein@nnealingTemperatur von 59,8°C durchgefihrt.

Um eine Verunreinigung ausschlieBen zu koénnen, svubei jeder PCR eine

Negativkontrolle, in der alle Reagenzien auRerX¢A enthalten waren, mitgefihrt.

3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist der gangigste Weg das PCR-Produkt zu
analysieren. Durch Variation des Agaroseanteilsnkder Trennbereich der Matrices
verandert werden. Je hoher das Agarosegel konednisit, desto weiter wird der

optimale Trennbereich in Richtung kleinerer DNA-gireente verschoben.

Mithilfe von Ethidiumbromid, einem Stoff, der fesih die DNA bindet, indem er

zwischen den Basen interkaliert, kann das ampffiei Produkt durch Fluoreszenz
sichtbar gemacht werden, da Ethidiumbromid unsaeth ultraviolettes Licht in

sichtbares Licht konvertieren kann. Auf diese Wé#sst sich sofort feststellen, ob das
PCR-Produkt die erwartete Grof3e hat und ob ebenfaplifizierte Fremd-DNA

enthalten ist.

Bei der Herstellung der Gele und der Gelelektropber wurde folgendermal3en
vorgegangen: Die Gele wurden aus 100 ml TAE-Puffedt 2 g Agarose hergestellt.
Das Gemisch wurde in der Mikrowelle ca. drei Mimuerwéarmt. Nach Abkuhlen auf
50-60°C wurden 3ul Ethidiumbromid hinzugefugt und das Gel wurde ineemit
Kammen versehene Gelkammer gegossen. Nach Erkalteden jeweils 1Qul PCR-

Produkt, versetzt mit pl Blaupuffer, in die Kammern pipettiert und eineaBpung von
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110 Volt fur 30 Minuten angelegt. Dadurch wanderte® negativ geladenen DNA-
Fragmente zur Anode, je nach Lange unterschiedbtimell. Eine 100 bp Leiter wurde
mitgefuhrt, um spéater die GroRe der PCR-Produkteveblen zu konnen. Die
Negativkontrolle der PCR wurde ebenfalls untersuthiter UV-Licht wurden die

Grol3e des PCR-Produkts und die Negativkontrolleitaeiptet.

3.3.5 Amplifizierung nach dem iPlex®-Protokoll

Die Amplifikationen von SNP 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9,10, 12 und 14 wurden nach dem
iPlex®-Protokoll angefertigt. Es erfolgte eine initialeematurierung bei 94°C fiir 15
min. Danach schlossen sich 44 Zyklen mit einer Dererung bei 95°C fir 20 sec,
einemAnnealingbei 56°C fur 30 sec und einer Extension bei 721CLlfmin an. Nach
dem letzten Zyklus erfolgte eine finale Elongatien 72°C flr 3 min.

3.3.6 Verdau mit Alkalischer Phosphatase

Nach der PCR erfolgte ein enzymatischer VerdauShiimp Alkalischer Phosphatase
(SAP), um Reste von DesoxynukleotidtriphosphatenclduDephosphorylierung zu
entfernen. Je Probe wurden 10x SAP-Puffer (0,17 1yH3 pl HO und 0,30 pl SAP
(1U/ul) verwendet. Die Reaktion wurde im Thermoeychuf 384 well Platten fir 40
min bei 37°C durchgefihrt. Um die SAP zu inaktierefolgten 5 min bei 85°C.

3.3.7 iPlex® Reaktion

Fur die auf den SAP-Verdau folgende Einzelbasensidga wurde folgender iPI&x
Reaktionsmix erstellt: 412 pl Nanopure@Hwurden mit jeweils 109 pl iPI&Puffer
Plus (10x) und iPlé%Termination Mix, auRerdem 438 pl Extension Prifex (mit
steigender Konzentration und Masse) und 21,8 18xfPEnzym gemischt. Zu den
gereinigten PCR-Produkten wurden jeweils 2 pl Mipegtiert. Daraufhin erfolgten
nachstehende Schritte der Primer-ExtensionsreaktionThermocycler: Nach einer
initialen Denaturierung fur 30 sec bei 94°C erfelgd0 Zyklen mit jeweils 5 sec bei
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94°C, dann eirAnnealingbei 52°C fur 5 sec. Die Elongation, d. h. die ¥agderung
des Primers um eine Base, erfolgte bei 80°C. lerjeder 40 Zyklen wurden letztere
zwei Schritte finfmal wiederholt. Abschliel3end telg 3 min bei 72°C.

3.3.8 Reinigung durch lonenaustauschharz

Um die MALDI-Analyse nicht zu beeinflussen, wurdedalze aus dem iPI&x
Reaktionsprodukt folgendermalRen entfernt: In jedlarsatz wurden 16 pl 0
pipettiert. Daraufhin wurden 6 mg lonenaustauschhamzugefiigt, die Platten wurden
verschlossen und 20 min gewendet. Als nachsteritSdbigte eine Zentrifugation
(3000 rpm) von 5 min. Danach wurden 25 nl des gagtEn iPleX Ansatzes mittels
eines Nano Dispensers auf einen SpectroCaigigebracht, es folgte die weitergehende
Analyse mittels eines Bruker Autoflex MALDI-ToF Msenspektrometers.

3.3.9 MALDI-ToF Massenspektrometrie

Die MALDI-Methode wurde 1988 von Tanaka, Karas utilenkamp entwickelt, um
grof3e Biomolekile zu ionisieren und ihre Masse malysieren (Griffin und Smith
2000; Tost und Gut 2002). Sie kann zur Analyse \Rmoteinen, Peptiden und
Nukleinséduren benutzt werden. Die MALDI-ToF Masgmdrometrie ist mittlerweile
eine haufig angewandte Methode, um SNPs zu gersidypn. GroRe Vorteile sind die
extrem kurze Analysezeit sowie die absoluten Ergslen welche als Verhaltnis
zwischen Masse und Ladung der jeweiligen Molekuiéggdstellt werden koénnen
(Griffin und Smith 2000).

Bei der MALDI-ToF wird der zu analysierende Sto#f. 8. DNA) mit einer Matrix
vermischt, dieses Gemisch kristallisiert dann absrch Laserbeschuss mit einer
Wellenlange von ca. 337 nm wird das Analysat i@ntsund gasférmig. Es liegt eine
gewisse Spannung an, welche die lonen beschleuDigei erreichen lonen mit
kleinerem Verhaltnis von Masse zu Ladung den Detekthneller als solche mit
groRerem Quotienten. Die jeweilige Flugzeit wirdmgssen und dartber das Masse-
Ladungs-Verhaltnis berechnet (Griffin und Smith @00
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung eines MALDI-ToMMassenspektrometers (nach Sauer 2007)

3.3.1(tatistische Analyse

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Rnogn Haploview (Barrett et al.
2005). Zunéchst wurde das Kopplungsungleichgewmhbischen den untersuchten
SNPs ermittelt. Eine mogliche Assoziation einzelidiele bzw. Haplotypen mit

Schizophrenie und bipolar-affektiver Erkrankung deimittels CHiTest berechnet.

Zur genaueren Beurteilung signifikanter Ergebnisseurde weiterhin ein

Permutationstest mit 10.000 Permutationen durclgefDie Signifikanzgrenze wurde
bei einem p-Wert von 0,05 festgelegt.

3.3.11Qualitatssicherung

Es wurden 14 verschiedene SNPs im NOS1AP-Gen imi&eron Intron 1, 2, 3, 4, 8

und 9 sowie Exon 6 und 9 untersucht. Fir SNP &6%218) wurde in allen Fallen nur
das Allel C gefunden, es handelt sich daher fir dadiegende Patienten- und
Kontrollkollektiv nicht um einen polymorphe Vari@tso dass er von den weiteren
Analysen ausgeschlossen wurde.

Bei Schizophrenie betrug die beobachtete Heterdeygate 16,3% bis 52,5%. Die
minore Allelfrequenz lag zwischen 9,6% und 45,4%e €all rate der 13 untersuchten

SNPs lag zwischen 87,1% und 99,6%. SNP 13 befaimdrscht im Hardy-Weinberg-
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Gleichgewicht (p = 0,0065), was am ehesten auf neiGenotypisierungsfehler
zuruckzufiahren ist, weshalb er ebenfalls von werneknalysen ausgeschlossen wurde.
Bei der bipolar-affektiven Erkrankung lag die becitate Heterozygotenrate zwischen
15,1% und 54,9%. Die minore Allelfrequenz betrug®,bis 45,1%. Dieall rate lag
bei 87,0% bis 99,5%. AulRer SNP 13 befanden sieh SNPs im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht.
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4 Ergebnisse
4.1 Schizophrenie
4.1.1 Kopplungsungleichgewicht

Das Kopplungsungleichgewicht wurde nach slelid spineMethode berechnet. Dabei
ergab sich in der Gesamtstichprobe fiir die 13 saotditen SNPs eine Struktur mit zwei
Haploblocken. Block 1 bestand aus SNP 4-7, die sithD’-Werten zwischen 0,87 und
1,0 im Kopplungsungleichgewicht befanden. Der zev@tock bestand aus den SNPs
11-14 mit D’-Werten von 0,98 bis 1,0.
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Abb. 4.1: LD Struktur Schizophrenie Gesamtstichprote (D’)
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4.1.2 Assoziationsanalyse

Acht Individuen wurden von der Analyse ausgesclanssveil weniger als 85% der
Allele bestimmt werden konnten. Zunachst wurde éissoziation der einzelnen Allele
untersucht (Tab. 4.1), dabei ergab sich fir SNP2538018) ein p-Wert von 0,0085,
fur SNP 3 (rs945713) ein p-Wert von 0,0072 undSMP 5 (rs4306106) ein p-Wert von
0,0466 im Chi2-Test. Somit zeigte sich bei dieseei iSNPs eine signifikante
Assoziation zu Schizophrenie.

Darlber hinaus wurde eine mogliche Assoziation kierespondierenden Haplotypen
untersucht (Tab. 4.2). Dabei zeigte sich jedoch k&gnifikant mit Schizophrenie
assoziierter Haplotyp. Nach VergroRerung des Hgphtocks 1 auf SNP 3-7 ergab
sich allerdings eine signifikante nominelle Asstinia des Haplotyps CTAGC mit
einem p-Wert von 0,0172 (Tab. 4.3). Dieser Hapldtgm bei 18% der Erkrankten und
13% der Kontrollen vor.

Zur weiteren Analyse der signifikant assoziiertdield bzw. des Haplotyps wurde ein
Permutationstest mit 10.000 Permutationen durclgefiddanach fand sich weder fir
die Allele noch fur den Haplotyp eine signifikardssoziation. Allerdings zeigte sich
fur SNP 2 mit einem p-Wert von 0,0924 und fur SNmi8einem p-Wert von 0,0788
immerhin noch ein statistischer Trend.

Anschlie3end wurde die Analyse geschlechtsspehifisecchgefihrt. Bei den Mannern
wurden drei Individuen ausgeschlossen. In der Aatonsanalyse der einzelnen SNP-
Allele mittels Chi2-Test zeigten SNP 2 (p = 0,00881 SNP 3 (p = 0,005) signifikante
Assoziationen mit Schizophrenie (Tab. 4.4). In Haplotypanalyse zeigten in Block 1
die Haplotypen TCGAT mit einem p-Wert von 0,036 d TAGC mit einem p-Wert
von 0,0467 nominelle Assoziation mit Schizophrefiiab. 4.5). Der Haplotyp TCGAT
kam bei 41% der Patienten und 50% der Kontrollen @TIAGC hatten 20% der
Patienten und 14% der Kontrollen. Im Permutaticsiseegab sich eine grenzwertige
Signifikanz fir SNP 3 mit einem p-Wert von 0,058&Iein Trend fur SNP 2 mit einem
p-Wert von 0,0706. Die Haplotypen waren im Permaretest nicht mehr signifikant.
Bei den Frauen wurden funf Individuen ausgeschiosseder Analyse der SNPs zeigte
sich keine signifikante allelische Assoziation (T&h6). In keinem der Haploblécke

zeigte sich ein signifikant mit Schizophrenie asisoer Haplotyp (Tab. 4.7).
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4.2 Bipolar-affektive Storung

4.2.1 Kopplungsungleichgewicht

Nach Berechnung der Daten nsiblid spineergab sich eine Blockstruktur aus zwei
Haploblocken (Abb. 4.2). Haploblock 1 beinhaltet®lPS 4-7, es zeigte sich ein

Kopplungsungleichgewicht mit D’-Werten von 0,86 Qi®. Block 2 bestand aus SNP
11-14 mit D’-Werten von 0,98 bis 1,0.
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Abb. 4.2: LD Struktur bipolar-affektive Storung Gesamtstichprobe (D’)

4.2.2 Assoziationsanalyse

Zwei Individuen wurden von der Assoziationsanalgssgeschlossen, da weniger als
85% der Allele bestimmt werden konnten. In der Asstionsanalyse der SNPs mit

dem Chi2-Test zeigte sich keine signifikante adlgie Assoziation mit der bipolar-
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affektiven Storung (Tab. 4.8). Die Haplotypenanalgsgab ebenfalls keine signifikante
Assoziation (Tab. 4.9). Auf eine nach Geschlechtgetrennte Assoziationsanalyse

wurde bei unzureichender Subgruppengrol3e verzichtet

4.3 Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse

Tab. 4.1: Schizophrenie Gesamtstichprobe - Einzelmiger

SNP Nr. | Marker LD-Block | Allele Falle Kontrollen

1 rs1572495 T 45 (10%) 59 (9%)
C 403 (90%) 575 (91%)
v* = 0,165
p = 0,6847
P-p = 0,9999

2 rs1538018 C 109 (32%) 152 (24%)
G 233 (68%) 480 (76%)
v* = 6,919
p = 0,0085
P-p = 0,0924

3 rs945713 C 206 (46%) 248 (38%)
T 244 (54%) 410 (62%)
v°=7,228
p =0,0072
P-p= 0,0788

4 rs1415263 | 1 T 190 (43%) 240 (37%)
C 256 (57%) 406 (63%)
x°= 3,282
p =0,07
P-p = 0,5074

5 rs4306106 | 1 A 109 (24%) 126 (19%)
G 339 (76%) 526 (81%)
v°=3,96
p = 0,0466
P-p = 0,3762

6 rs3924139 | 1 G 174 (39%) 205 (33%)
A 270 (61%) 407 (67%)
v° = 3,624
p = 0,057
P-p = 0,4378

7 rs4145621 | 1 C 199 (48%) 279 (44%)
T 217 (52%) 357 (56%)
v*= 1,598
p = 0,2062
P-p = 0,8946
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9 rs1508263 A 205 (46%) 299 (45%)
G 245 (54%) 365 (55%)
v*=0,03
p = 0,8627
P-p=1,0

10 rs3751284 G 289 (66%) 399 (64%)
A 151 (34%) 229 (36%)
v*=0,52
p = 0,4707
P-p = 0,9976

11 rs7521206 G 146 (35%) 216 (34%)
C 274 (65%) 420 (66%)
x°= 0,072
p = 0,7887
P-p=1,0

12 rs905721 T 146 (35%) 217 (34%)
C 272 (65%) 419 (66%)
v*=0,073
p = 0,7869
P-p=1,0

13 rs348624 T 47 (11%) 55 (10%)
C 385 (89%) 515 (90%)
v*= 0,407
p =0,5235
P-p = 0,9988

14 rs1964052 T 56 (12%) 82 (12%)
C 394 (88%) 582 (88%)
x*= 0,002
p =0,9623
P-p=10

Tab. 4.2: Schizophrenie Gesamtstichprobe - Haplotym

Haplotyp LD-Block Frequenz Falle Kontrollen
(Gesamtkollektiv) | pos.:neg. (ges.)| pos.:neg. (ges.)
CGAT 1 0,513 219:231 (450) | 352:312 (664)
(49%) (53%)
x° = 2,091
p =0,1482
P-p = 0,9242
TAGC 1 0,212 107:343 (450) | 129:535 (664)
(24%) (19%)
v* = 3,065
p =0,08
P-p =0,7561

50



4 Ergebnisse

TGGC 1 0,114 53:397 (450) | 75:589 (664)
(12%) (11%)
v* = 0,057
p =0,8107

CGAC 1 0,074 31:419 (450) |52:612 (664)
(7%) (8%)
v* = 0,406
p = 0,5242

TGAC 1 0,044 22:428 (450) | 27:637 (664)
(5%) (4%)
v* = 0,431
p =0,5114

TGGT 1 0,017 8:442 (450) | 11:653 (664)
(2%) (2%)
v'=0,0
p = 0,9975

CGGC 1 0,012 6:444 (450) | 8:656 (664)
(1%) (1%)
v* = 0,045
p = 0,8313

CcccC 2 0,531 236:214 (450) | 355:307 (662)
(52%) (54%)
v*=0,19
p = 0,6631

GTCC 2 0,338 153:297 (450) | 223:439 (662)
(34%) (34%)
¥* = 0,019
p =0,8918

CCTT 2 0,121 54:396 (450) | 81:581 (662)
(12%) (12%)
¥* = 0,008
p = 0,9297

Tab. 4.3: Schizo

phrenie Gesamtstichprobe — Haplotym (vergroRerter Block 1

Haplotyp LD-Block Frequenz Falle Kontrollen
(Gesamtkollektiv) | pos.:neg. (ges.)| pos.:neg. (ges.)
TCGAT 1 0,451 188:262 (450) | 314:348 (662)
(42%) (47%)
¥ = 3,592
p = 0,0581
CTAGC 1 0,148 80:370 (450) | 84:578 (662)
(18%) (13%)
v° = 5,677
p=0,0172
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CTGGC 1 0,113 53:397 (450) | 73:589 (662)
(12%) (11%)
v* = 0,156
p =0,6932
TTAGC 1 0,065 27:423 (450) | 46:616 (662)
(6%) (7%)
v* = 0,419
p=0,5174
CCGAT 1 0,062 31:419 (450) | 38:624 (662)
(7%) (6%)
xz =0,72
p = 0,396
TCGAC 1 0,058 24:426 (450) | 41:621 (662)
(5%) (6%)
v* = 0,476
p = 0,4903
CTGAC 1 0,044 22:428 (450) | 27:635 (662)
(5%) (4%)
v* = 0,449
p = 0,5027
CCGAC 1 0,016 7:443 (450) 10:652 (662)
(2%) (2%)
v* = 0,004
p=0,951
CTGGT 1 0,015 7:443 (450) 10:652 (662)
(2%) (2%)
v* = 0,065
p =0,7985
TCGGC 1 0,013 6:444 (450) 9:653 (662)
(1%) (1%)
v*=0,0
p =0,9995
Tab. 4.4: Schizophrenie Manner - Einzelmarker
SNP Nr. | Marker LD-Block | Allele Falle Kontrollen
1 rs1572495 T 25 (10%) 27 (9%)
C 223 (90%) 289 (91%)
v* = 0,392
p=0,5313
P-p = 0,9996
2 rs1538018 C 65 (35%) 77 (24%)
G 121 (65%) 249 (76%)
v* = 7,581
p = 0,0059
P-p = 0,0706
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3 rs945713 C 121 (48%) 123 (37%)
T 129 (52%) 211 (63%)
v°= 7,874
p = 0,005
P-p = 0,0588

4 rs1415263 T 111 (44%) 124 (38%)
C 139 (56%) 206 (62%)
v°= 2,749
p =0,0973
P-p = 0,639

5 rs4306106 A 60 (24%) 66 (20%)
G 188 (76%) 266 (80%)
v*= 1,554
p=0,2126
P-p =0,9017

6 rs3924139 G 102 (41%) 109 (35%)
A 146 (59%) 203 (65%)
x°= 2,257
p=0,133
P-p = 0,7624

7 rs4145621 C 113 (50%) 138 (42%)
T 115 (50%) 188 (58%)
v°=2,83
p = 0,0925
P-p = 0,6256

9 rs1508263 G 136 (54%) 177 (52%)
A 114 (46%) 163 (48%)
¥’ = 0,317
p =0,5734
P-p=10

10 rs3751284 G 159 (65%) 195 (61%)
A 87 (35%) 127 (39%)
v*= 0,986
p = 0,3206
P-p = 0,979

11 rs7521206 C 157 (69%) 209 (64%)
G 71 (31%) 117 (36%)
v*=1,35
p = 0,2453
P-p = 0,9335

12 rs905721 C 154 (68%) 208 (64%)
T 72 (32%) 118 (36%)
v*=1,113
p =0,2915
P-p = 0,9653
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13 rs348624 T 26 (11%) 23 (8%)
C 212 (89%) 273 (92%)
v°=1,575
p =0,2095
P-p = 0,8967

14 rs1964052 T 34 (14%) 37 (11%)
C 216 (86%) 303 (89%)
=1
p=0,

P-p =0,9778
Tab. 4.5: Schizophrenie Manner - Haplotypen
Haplotyp LD-Block Frequenz Falle Kontrollen
(Gesamtkollektiv) | pos.:neg. (ges.) pos.:neg. (ges.)
TCGAT 1 0,46 102:148 (250) | 168:170 (338)
(41%) (50%)
K = 4,364
p = 0,0367
P-p = 0,4407
CTAGC 1 0,162 49:201 (250) | 46:292 (338)
(20%) (14%)
¥ = 3,957
p = 0,0467
P-p = 0,5411
CTGGC 1 0,111 32:218 (250) | 33:305 (338)
(13%) (10%)
¥°=1,268
p = 0,2602
P-p = 0,9958
TTAGC 1 0,059 11:239 (250) | 23:315 (338)
(4%) (7%)
v° = 1,452
p =0,2282
P-p = 0,9883
CCGAT 1 0,049 15:235 (250) | 14:324 (338)
(6%) (4%)
¥* = 0,892
p =0,3451
TCGAC 1 0,046 12:238 (250) | 15:323 (338)
(5%) (4%)
¥* = 0,048
p = 0,826
CTGAC 1 0,046 13:237 (250) | 14:324 (338)
(5%) (4%)
v*=0,294
p = 0,5877
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CCGAC 1 0,022 6:244 (250) 7:331 (338)
(2%) (2%)
¥* = 0,015
p = 0,902
CTGGT 1 0,018 5:245 (250) 5:333 (338)
(2%) (1%)
¥* = 0,184
p =0,6676
TCGGC 1 0,011 3:247 (250) 4:334 (338)
(1%) (1%)
¥* = 0,002
p = 0,9659
CCcCcC 2 0,539 136:114 (250) | 181:159 (340)
(54%) (53%)
v* = 0,083
p=0,7737
GTCC 2 0,337 78:172 (250) | 121:219 (340)
(31%) (36%)
v*=1,391
p =0,2383
P-p = 0,992
CCTT 2 0,115 32:218 (250) | 36:304 (340)
(13%) (11%)
v* = 0,635
p =0,4255
Tab. 4.6: Schizophrenie Frauen - Einzelmarker
SNP Nr. | Marker LD-Block Allele Falle Kontrollen
1 rs1572495 C 180 (90%) 286 (90%)
T 20 (10%) 32 (10%)
x* = 0,001
p =0,9815
2 rs1538018 C 44 (28%) 75 (25%)
G 112 (72%) 231 (75%)
v*=0,738
p = 0,3904
3 rs945713 1 C 85 (43%) 125 (39%)
T 115 (57%) 199 (61%)
v*=0,791
p =0,3737
4 rs1415263 | 1 T 79 (40%) 116 (37%)
C 117 (60%) 200 (63%)
v*= 0,664
p =0,4152
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5 rs4306106 A 49 (25%) 60 (19%)
G 151 (75%) 260 (81%)
1=
p =

6 rs3924139 G 72 (37%) 96 (32%)
A 124 (63%) 204 (68%)
1=
p =

7 rs4145621 C 86 (46%) 141 (45%)
T 102 (54%) 169 (55%)
1=
p =

9 rs1508263 A 91 (46%) 136 (42%)
G 109 (54%) 188 (58%)
x°= 0,626
p =

10 rs3751284 G 130 (67%) 204 (67%)
A 64 (33%) 102 (33%)
1=
p =

11 rs7521206 G 75 (39%) 99 (32%)
C 117 (61%) 211 (68%)
v°= 2,659
p =

12 rs905721 T 74 (39%) 99 (32%)
C 118 (61%) 211 (68%)
¥ = 2,291
p =

13 rs348624 C 173 (89%) 242 (88%)
T 21 (11%) 32 (12%)
1=
p =

14 rs1964052 C 178 (89%) 279 (86%)
T 22 (11%) 45 (14%)
x=
p =

Tab. 4.7: Schizophrenie Frauen - Haplotypen

Haplotyp LD Block Frequenz Falle Kontrollen

(Gesamtkollektiv) | pos.:neg. (ges.] pos.:neg. (ges.)

TC 1 0,529 100:100 (200)| 177:147 (324)

(50%)

(55%)

x°=1,182
p = 0,277
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CT 1 0,312 66:134 (200) | 97:227 (324)
(33%) (30%)
v*= 0,54
p =0,4623
CC 1 0,089 19:181 (200) | 28:296 (324)
(10%) (9%)
v*=0,112
p=0,7373
TT 1 0,07 15:185 (200) | 22:302 (324)
(8%) (7%)
x°=0,174
p=0,6763
GAT 2 0,529 103:97 (200) | 175:151 (326)
(52%) (54%)
v*=0,208
p = 0,648
AGC 2 0,203 46:154 (200) | 60:266 (326)
(23%) (18%)
v°=1,627
p =0,2021
GGC 2 0,132 24:176 (200) | 45:281 (326)
(12%) (14%)
v°=0,27
p =0,6032
GAC 2 0,121 22:178 (200) | 42:284 (326)
(11%) (13%)
v*=0,479
p =0,4889
CCcCcC 3 0,523 99:101 (200) | 176:148 (324)
(50%) (54%)
v*=1,125
p =0,2888
GTCC 3 0,339 76:124 (200) | 102:222 (324)
(38%) (31%)
v°= 2,473
p=0,1158
CCTT 3 0,125 22:178 (200) | 44:280 (324)
(11%) (14%)
v*= 0,696
p =0,4043
Tab. 4.8: Bipolar-affektive Erkrankung Gesamtstichprobe - Einzelmarker
SNP Nr. | Marker LD-Block Allele Falle Kontrollen
1 rs1572495 T 14 (10%) 59 (9%)
C 132 (90%) 575 (91%)
x*=0,011
p =0,9157
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2 rs1538018 C 35 (28%) 152 (24%)
G 91 (72%) 480 (76%)
v*=0,785
p = 0,3755

3 rs945713 C 58 (40%) 248 (38%)
T 88 (60%) 410 (62%)
x2= 0,21
p = 0,6467

4 rs1415263 T 57 (39%) 240 (37%)
C 89 (61%) 406 (63%)
x°=0,181
p =0,6702

5 rs4306106 A 36 (25%) 126 (19%)
G 110 (75%) 526 (81%)
v°= 2,096
p =0,1476

6 rs3924139 G 51 (34%) 205 (33%)
A 97 (66%) 407 (67%)
v*= 0,049
p=0,824

7 rs4145621 C 65 (46%) 279 (44%)
T 77 (54%) 357 (56%)
x°=0,171
p=0,6791

9 rs1508263 A 67 (45%) 299 (45%)
G 81 (55%) 365 (55%)
v*= 0,003
p =0,9577

10 rs3751284 G 97 (69%) 399 (64%)
A 43 (31%) 229 (36%)
v*= 1,655
p =0,1983

11 rs7521206 G 58 (39%) 216 (34%)
C 90 (61%) 420 (66%)
% =1,443
p = 0,2297

12 rs905721 T 57 (39%) 217 (34%)
C 89 (61%) 419 (66%)
v°=1,264
p=0,261

13 rs348624 T 14 (10%) 55 (10%)
C 126 (90%) 515 (90%)
v*=0,016
p = 0,9001
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14 rs1964052 | 2 T 22 (15%) 82 (12%)
C 126 (85%) 582 (88%)
v*= 0,686
p =0,4076
Tab. 4.9: Bipolar-affektive Erkrankung Gesamtstichprobe - Haplotypen
Haplotyp LD Bock Frequenz Falle Kontrollen
(Gesamtkollektiv) | pos.:neg. (ges.) pos.:neg. (ges.)
CGAT 1 0,527 76:72 (148) 352:312 (664)
(51%) (53%)
x°= 0,144
p =0,7043
TAGC 1 0,203 36:112 (148) | 129:535 (664)
(24%) (19%)
v*= 1,566
p =0,2109
TGGC 1 0,102 9:139 (148) 74:590 (664)
(6%) (11%)
v°=3,3
p = 0,0693
CGAC 1 0,079 12:136 (148) | 53:611 (664)
(8%) (8%)
v*= 0,004
p =0,9478
TGAC 1 0,045 9:139 (148) 27:637 (664)
(6%) (4%)
v*= 1,056
p = 0,304
TGGT 1 0,018 3:145 (148) 12:652 (664)
(2%) (2%)
x°=0,118
p=0,7312
CGGC 1 0,012 2:146 (148) 8:656 (664)
(1%) (1%)
v*= 0,04
p=0,8417
CCcCC 2 0,523 68:80 (148) 357:307 (664)
(46%) (54%)
v°=2,97
p = 0,0848
GTCC 2 0,346 58:90 (148) 223:441 (664)
(39%) (34%)
v°=1,674
p =0,1957
CCTT 2 0,122 20:128 (148) | 79:585 (664)
(14%) (12%)
v*= 0,257
p=0,6121
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5.1 Starken und Schwéachen von Assoziationsstudien

Das Ziel von genetischen Assoziationsstudien isstgistische Assoziation zwischen
genetischen Polymorphismen und einem Phanotyp oaeigen und so genetische
Risikofaktoren zu identifizieren, die spater uméster analysiert werden kdnnen
(Lunetta 2008).

Ein groRer Vorteil von populationsbasierten Asstarsstudien ist die einfache
Rekrutierung von Fall-Kontroll-Samples im Vergleizh familienbasierten Daten. Auf
diese Weise kann man groRe Samples aufbauen, iendeie Frequenz des
Krankheitsallels und das ihm zuschreibbare Risikeichzeitig geschatzt werden
kénnen. Auch wird es durch diese Art von Studierglet, Krankheiten mit einem
spaten Ersterkrankungsalter zu analysieren, beerdéamilienbasierte Studien nicht
mehr moglich wéren, da altere Angehorige eventbn verstorben sind. Man kann
in Assoziationsstudien Krankheitsallele, vor allanch haufig vorkommende Allele mit
geringem Einfluss auf die Krankheitsentstehung tifleireren. Durch den
technologischen Fortschritt sind mittlerweile kogfénstige Methoden mit hohem
Durchsatz verfugbar, sodass viele SNPs im Genonersutht werden kdnnen
(Rodriguez-Murillo und Greenberg 2008). Inzwischkfinnen Assoziationsstudien
einige grol3e Erfolge nachweisen, die nicht nur psgdsche Krankheiten betreffen. So
konnten beispielsweise SNPs identifiziert werdeme dnit Multipler Sklerose,
Mammakarzinom und altersabhangiger Makuladegewerassoziiert sind (Easton et
al. 2007; Hafler et al. 2007; Klein et al. 2005).

Assoziationsstudien haben jedoch auch einige Néeht®esonders schwierig ist es,
Assoziation eines bestimmten Gens in ethnisch @denen Samples zu replizieren,
da diese aufgrund unterschiedlicher Herkunft genktdifferieren. Falls im Laufe der
Zeit in verschiedenen Populationen unterschiedlichefalligkeitsvermittelnde
Veranderungen innerhalb eines Gens auftreten,sistxérem schwer bis unmdglich,
Assoziation zu entdecken. Selbst wenn die gleictierinderungen geschehen sind,
jedoch zu unterschiedlichen Zeitpunkten, kann esndiziert sein, Assoziation

nachzuweisen. Da sich in einem solchen Fall dienkflezenden Regionen
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wahrscheinlich unterscheiden, besteht unter Umsténd kein
Kopplungsungleichgewicht zur kausalen Variante mebdass man exakt die kausale
Variante untersuchen misste, um Assoziation féististeu kénnen (Brzustowicz 2008;
Rodriguez-Murillo und Greenberg 2008).

Es hat sich gezeigt, dass der Grad einer Assoaiatider ersten Studie meist viel hoher
eingeschatzt wird als in nachfolgenden Replikastudien, ein Ph&dnomen, das als
.winner’'s cursé bezeichnet wird. Dies kann zum einen darauf bemyhdass die
originale Studie ein falsch positives Ergebnis endiert oder die Assoziation
Uberschatzt, andererseits ist es moglich, dassGeeeffekt in einer Subpopulation
groRer ist als in anderen (loannidis et al. 20(¢lbst in scheinbar ahnlichen
Subpopulationen herrscht teilweise grofRe Varidgttilih der Starke einer Assoziation,
was auf Differenzen in unbekannten Parametern wheischen Unterschieden und
verschiedenen Gen-Umwelt-Interaktionen zurlckzudiihist. Die Bewertung solcher
Subgruppeneffekte ist schwierig und erfordert gréfiehproben (loannidis et al. 2001).
Ein weiteres Problem ist, dass genetische Assoniatit von geringem Ausmall ist und
einzelne Studien nicht genug Power haben, um senilecken (loannidis et al. 2001).
Zudem haben einzelne assoziierte Allele im Vergleia Haplotypen eher eine geringe
Aussagekraft (Petronis 2004; Zheng et al. 2005)ycbulie Analyse von Haplotypen
kann man die Datenmenge verkleinern, wodurch wemtghrfachtests nétig sind. Auf
diese Weise vergroRRert sich die Power, selteneleAlte entdecken (Malhotra et al.
2004). Was die Interpretation eines positiven Enggdes erschwert, ist die schon oben
beschriebene Tatsache, dass Assoziation keineiggreBeziehung, sondern lediglich
ein statistisches Phanomen beschreibt. Dementsddlt auch trotz eines statistisch
negativen Ergebnisses eine Assoziation nicht ashfie8en (loannidis et al. 2001).

Es ergeben sich bei vielen Assoziationsstudien |Bnmod mit dem Studiendesign,
insbesondere durch die fehlende Vergleichbarkeit ¥@llen und Kontrollen. Ein
solches schlechtes Matchen von Féllen und Kontradidoht die Gefahr eines Typ-1-
Fehlers und kann beispielsweise durch familienbsi&tudiendesigns verhindert
werden, die weniger anfallig fur Stratifikation gdimnd den Einfluss nicht genetischer
Risikofaktoren stérker bertcksichtigen. Nachteibyy dabei wiederum die geringere
statistische Power und die eingeschréankte Verflkgitar ausreichend grofler

Familiensamples im Vergleich zu Fall-Kontroll-Stedi nicht verwandter Individuen
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(Abou-Sleiman et al. 2006; Chanock et al. 2007 d@ogk und Jones 1999; Kennedy et
al. 2003; Malhotra et al. 2004; Petronis 2004).

Trotz der genannten Probleme macht die Vielzahl fraglichen Genotyp-Phénotyp-
Assoziationen gute Replikationsstudien notwendign wlie Aussagekraft von

Ergebnissen zu Uberprufen (Chanock et al. 2007).

5.2 Vergleich mit anderen Studien

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von NOS1AP Hy2 als Kandidatengen bei
Schizophrenie und bipolar-affektiver Erkrankung austicht. Der funktionelle
Zusammenhang zwischen NOS1AP und Schizophrenie ewvund der Einleitung
ausfuhrlich beschrieben und basiert in erster Leug der Verbindung zu NMDA-
Rezeptor und NO-Synthese. Die Rolle von NOS1APan Rlathogenese der bipolar-
affektiven Erkrankung ist hingegen weniger gut estht, es ist jedoch vorstellbar, dass
auch affektive Storungen auf Abnormalitdten dest&@hatsystems beruhen und eine
Beziehung zum NMDAR besteht.

Es gibt verschiedene Kopplungsstudien, die Hinweasé den Genort 1922 als
Kandidatenregion fur Schizophrenie geben (Brzustowet al. 2000; Brzustowicz et al.
2002; Gurling et al. 2001; Hwu et al. 2003; Shawakt1998). In insgesamt sechs
Assoziationsstudien wurden Marker innerhalb des N&FSGens bei Schizophrenen
untersucht. lhre Ergebnisse sind allerdings eheatemsprichlich. Wahrend in vier
Studien Assoziation von SNPs mit Schizophrenie gesliesen werden konnte
(Brzustowicz et al. 2004; Kremeyer et al. 2009; ¢ et al. 2009; Zheng et al. 2005),
zeigten die anderen zwei Studien negative ErgebniBang et al. 2008; Puri et al.
2006). Es gibt bisher also keine sicheren Hinwe#m€ eine Bedeutung von
Polymorphismen in diesem Gen fiir eine Krankheiti#igkeit. Die vorliegende Arbeit
stellt eine weitere Fall-Kontroll-Studie dar. Urpglich wurden 14 SNPs im NOS1AP-
Gen untersucht, die auch Gegenstand vorherigere®twearen. Ein SNP (rs2661818)
wurde von der Analyse ausgeschlossen, da es siclliaeem Patienten- und
Kontrollkollektiv nicht um einen Polymorphismus Iumite. Ein weiterer SNP
(rs348624) befand sich nicht im Hardy-Weinberg-Gigewicht, sodass dieser SNP

ebenfalls von weiteren Analysen ausgeschlossenavurd
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Fur die SNPs rs1538018 (p = 0,0085), rs945713 ®0672) und rs4306106 (p =
0,0466) ergab sich eine nominelle Assoziation ndhiZphrenie. Da es bei Fall-
Kontroll-Studien durch die Kombination vieler Eiasts zu einem erhgdhten Risiko fur
falsch positive Ergebnisse kommt, wurde anschlidResin Permutationstest
durchgefihrt (Lunetta 2008). Hierbei verfehlten diezor nominell assoziierten SNPs
rs1538018 (p = 0,0924) und rs945713 (p = 0,0788)Signifikanzniveau von p = 0,05
knapp, was jedoch nicht ungewohnlich ist und eirssoZXiation dieser Varianten mit
Schizophrenie nicht ausschliel3t. Der Haplotyp CTAG@®Iock 1, der das assoziierte
C-Allel von SNP rs945713 beinhaltet, war ebenfallsninell assoziiert (p = 0,0172),
wobei sich auch hier kein signifikanter Wert im fatationstest ergab. Dies
unterstreicht trotzdem eine mdogliche Relevanz deAll€ls in SNP rs945713 als
Risikofaktor flr Schizophrenie.

In der nach Geschlechtern unterteilten Analyse terigbei den Mannern SNP
rs1538018 (p = 0,0059) und rs945713 (p = 0,005¢ @iominelle Assoziation. Nach
dem Permutationstest wies SNP rs945713 noch earegertige Signifikanz auf (p =
0,0588) und auch rs1538018 verfehlte die Signifigmanze nur sehr knapp (p =
0,0706). In Block 1 ergaben sich fur zwei Haplotypd CGAT (p = 0,0367) und
CTAGC (p = 0,0467), nominell signifikante Ergebmissvobei der Haplotyp TCGAT
haufiger bei Gesunden vorkam, wahrend CTAGC, welehederum das assoziierte C-
Allel aus SNP rs945713 enthalt, mit Schizophrerssoaiiert war. Allerdings hielten
erneut beide Haplotypen dem Permutationstest siteimd. SNP rs1538018 steht nicht
im Kopplungsungleichgewicht mit den anderen untgmsen SNPs, sodass es keine
resultierenden Haploblocke gibt. In der Analyse firauen lieRen sich keine
signifikanten Assoziationen nachweisen.

Beim Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit dederen Assoziationsstudien fallt
zunédchst auf, dass die SNPs rs1538018 und rs945vdl8he in der vorliegenden
Studie nominell mit Schizophrenie assoziiert waienger urspringlichen Studie von
Brzustowicz et al. ebenfalls signifikant assozimedren, wobei sie nicht zu den drei
Markern gehorten, die genomweite Signifikanz etrn (Brzustowicz et al. 2004).
Eine aktuelle Assoziationsstudie konnte ebenfalie esignifikante Assoziation des
Markers rs945713 in einer kolumbianischen Populateststellen, der SNP rs1538018

war hingegen nicht assoziiert (Kremeyer et al. 200%r dritte nominell assoziierte
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SNP dieser Arbeit, rs4306106, war lediglich Gegamsteiner weiteren Studie (Wratten
et al. 2009). In dieser aktuellen, mit einer neNthode durchgefiihrten Untersuchung
des kanadischen Samples, in welchem urspriinglisbZAation festgestellt worden war,
zeigten sich fur rs4306106, wie auch fur rs15380h8 rs945713, keine deutlichen
Hinweise auf eine Assoziation mit Schizophreniedén Studie von Puri et al. wiesen
rs1538018 und rs945713 ebenfalls kein signifikarEegebnis auf, bei Zheng et al.
wurde nur SNP rs945713 untersucht, der ebenso imegat. Keiner dieser beiden

SNPs wurde in der Assoziationsstudie von Fang. etrallysiert.
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Abb. 5.1: Assoziation der untersuchten SNPs (rot)nd SNPs anderer, ausgewéhlter Studien mit
Schizophrenie. Umgekehrt logarithmische Auftragungsignifikant: -log(p;10) > 1,3)

Unterstitzung der vorliegenden Ergebnisse findeth méso im kanadischen und
kolumbianischen Sample, allerdings muss man erwghaa&ss bei Brzustowicz et al.
drei weitere Marker signifikante Ergebnisse aufwieszwei davon sogar genomweite
Signifikanz (rs1415263 und rs4145621), die in diedatersuchung negativ waren.
Auch die Marker rs348624 bzw. rs1964052, die in 8ardie von Zheng et al. im
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kompletten Kopplungsungleichgewicht waren und digante Assoziation mit
Schizophrenie aufwiesen, waren in der vorliegen8emie nicht signifikant assoziiert
bzw. bei fehlendem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht hhic auswertbar. Die
Assoziationsstudie im kolumbianischen Sample zeifjie acht SNPs nominell
signifikante Ergebnisse, darunter wiederum rs143586d rs4145621 sowie zwei
weitere SNPs (rs3924139, rs3751284), die in ddireganden Untersuchung ebenfalls
negativ waren (Kremeyer et al. 2009). Die Studia Vdratten et al. lieferte mit einer
anderen Methode erneut ein positives Ergebnis fiér Marker rs1415263 und
rs4145621. Zudem wurde fur den signifikant assdeie SNP rs12742393, der nicht
Gegenstand der vorliegenden Arbeit war, eine fonldile Variante identifiziert
(Wratten et al. 2009).

Insgesamt lassen sich aus den vorliegenden Ergeloniseine eindeutigen Schlisse
ziehen, jedoch weisen die nominell signifikantersiriate fur die SNPs rs1538018 und
rs945713 insbesondere bei Mannern auf eine Assmziavton NOS1AP mit
Schizophrenie hin. Allerdings ist es mdglich, dad®e geschlechtergetrennten
Untergruppen zu klein sind, um ein aussagekraftigegebnis zu liefern, sodass das
Ergebnis der Gesamtstichprobe im Vordergrund steht.

Im bipolar-affektiven Kollektiv wurden dieselben BBl untersucht, jedoch ergab die
Assoziationsanalyse der einzelnen SNPs keine #ignien Werte. Einschrankend
muss allerdings gesagt werden, dass das Kollektiwdtienten relativ klein war. Da es
bisher keine Assoziationsstudien gibt, die NOS1&Pdgmem Kollektiv bipolar-affektiv
Erkrankter untersucht haben, ist ein Vergleich hmbglich.

5.3 Ursachen fur Unterschiede zu anderen Assoziationsstien

Beim Vergleich der Ergebnisse fir Schizophrenie amteren Fall-Kontroll-Studien

fallt auf, dass die Studien nicht zu einem einlgdiin Ergebnis kommen und selbst in
den Studien, die Assoziation nachweisen konntemerschiedliche SNPs assoziiert
waren. Die Ursachen hierflr kdnnen vielféltig sétmen Hauptgrund stellen ethnische
Unterschiede in den verschiedenen Samples dar.cMetene Populationen weisen

auch unterschiedliche Verteilungen von Geno- unédnBtypen auf (Abou-Sleiman et
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al. 2006; Lunetta 2008). Obwohl beispielsweise gehdavon ausgegangen wird, dass
Europa und der mittlere Osten einen relativ homegeGenpool darstellen, wurde
festgestellt, dass sogar innerhalb Europas erlbligenetische Variation besteht
(Thomas und Witte 2002). In dieser Studie wurdekahektiv kaukasischen Ursprungs
aus Unterfranken in Deutschland untersucht. Diehdrigen Assoziationsstudien
arbeiteten mit Samples Han-chinesischen, kolumbdden, keltischen und britischen
(d. h. englischen, schottischen, walisischen ursthen) Ursprungs und differierten
somit zum Teil deutlich. Einen Hinweis auf unteiiscliche Allelfrequenzen zwischen
diesen Populationen liefert beispielsweise der imlukbianischen und Han-
chinesischen Sample biallelische (C/G) SNP rs26818ang et al. 2008; Kremeyer et
al. 2009), der in der vorliegenden Studie auch msotht wurde, jedoch nicht
polymorph war, weil in allen Fallen nur das Allel g=funden wurde. Auch die
unterschiedliche Blockstruktur in verschiedenen Wagmnen kann differierende
Ergebnisse zur Folge haben, wenn man davon ausdass, die Assoziation eines
Markers auf Kopplungsungleichgewicht zu der ,echt&uszeptibilitats-Variante
beruht. Falls dieses Kopplungsungleichgewicht ineeianderen Population nicht
auftritt, ist auch keine Assoziation des Markerskrankheit nachweisbar.

Ein weiteres Phanomen, welches den Vergleich wtiadlicher Fall-Kontroll-Studien
bei so komplexen Krankheiten wie Schizophrenie umplolar-affektiver Stdrung
erschwert, stellt die genetische Heterogenitat dBa ein multifaktorielles,
polygenetisches Vererbungsmuster vorliegt, konmenden betroffenen Individuen
verschiedene Gene fiur die Krankheitsentstehungchilish sein. Auf3erdem kdnnen
selbst im gleichen Gen unterschiedliche VariantenAmfalligkeit vermitteln (Alaerts
und Del-Favero 2009; McClellan et al. 2007). Digmhkte erklaren, warum in den
einzelnen Studien verschiedene Marker von NOS1ARIeri Krankheit assoziiert sind.
Allerdings sind die assoziierten SNPs Uberwieganeiner Region, ndmlich im Intron 2
lokalisiert. Sie stehen teilweise im Kopplungsumdigewicht miteinander und
maoglicherweise auch mit einem weiteren, bisher kabeten Suszeptibilitéatslocus
(Kremeyer et al. 2009). Somit ist es wahrscheiglichdass die differierenden
Haploblockstrukturen in  den verschiedenen Studipafaionen fir die
unterschiedlichen Ergebnisse verantwortlich sind.
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Des Weiteren besteht auch eine Heterogenitat Mitisic des Phanotyps. Es ist
vorstellbar, dass unterschiedlichen Phanotypen auwcterschiedliche Gene bzw.
Polymorphismen zu Grunde liegen und viele der gothten Patientenkollektive zu
heterogen sind (Abou-Sleiman et al. 2006). So k&mnauch die verschiedenen
Diagnosekriterien eine Ursache flr die untersciibdh Ergebnisse sein. Die heutigen
Standard-Diagnosekriterien sind ICD-10 und DSM-IM. der vorliegenden Studie
wurden die Diagnosen entsprechend ICD-10 gestiliei wurden auch schizoaffektiv
Erkrankte in die Fall-Gruppe mit einbezogen. All&kfankten wiesen jedoch einen
chronischen Verlauf auf. In der Assoziationsstwdi® Brzustowicz war DSM-III-R
Grundlage der Diagnose, auch in dieser Studie h#gte die Patientengruppe
Schizophrenie und chronisch schizoaffektive Erkeengk In den Studien von Zheng et
al., Fang et al. und Kremeyer et al. wurden DSMRIlbzw. DSM-IV als
Diagnosekriterien verwendet. Puri et al. wiederuelliten die Diagnosen mit Hilfe der
Research Diagnostic Criteria und SADS-L Interviewstztere vier Studien schlossen
schizoaffektiv Erkrankte aus. Die Diagnosekriterigrterscheiden sich demnach nicht
erheblich und folgen den Standardkriterien. Dennash es denkbar, dass die
Beschrankung einiger Studien auf die Diagnose ffirenie” im Gegensatz zur
Ausweitung der Fallgruppe mit Einbeziehung der zahifektiven Stérung, wie in der
vorliegenden Studie, zu verschiedenen Ergebnidgan f

Ein weiterer Faktor, der potentiell zu unterschidtn Ergebnissen flhren kann, ist das
Studiendesign. In dieser Studie wurde eine poprabasierte Fall-Kontroll-
Untersuchung nicht verwandter Individuen durchgefutieselbe Methode wurde bei
Puri et al. gewahlt. Hingegen waren die Studien Barustowicz et al., Wratten et al.,
Kremeyer et al. und Fang et al. familienbasiermBdatte die vorliegende Studie eine
groRere statistische Power, seltene Allele zu ektde gleichzeitig aber auch ein
erhohtes Risiko fur Populationsstratifikation (Matlta et al. 2004).

5.4 Andere Kandidatengene auf 1922

Es ist moglich, dass trotz der nominellen Assoaratvon Markern innerhalb des
NOS1AP-Gens keine kausale Beziehung zu Schizoghréeistent. Das positive

Kopplungssignal der Region 1922 kdnnte demzufolgesan anderes Kandidatengen in
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diesem Bereich hindeuten, insbesondere weil diepKmgsregion nach derfine-
mapping auf einen Bereich von 3 Mb eingegrenzt wurde, elchem ca. 50 Gene
enthalten sind (Brzustowicz et al. 2002; Brzustaw008). Selbst die positiven
Assoziationsergebnisse waren durch ein anderesitt@edgen zu erklaren, da sich
Assoziation Uber grof3ere genomische Segmente ekstréann, die teilweise mehrere
Gene enthalten (Brzustowicz 2008). Sogar ein ubekdentfernt liegender SNP kann
im Kopplungsungleichgewicht mit einer funktionell®ariante stehen (Shinkai et al.
2002). Zudem kénnen regulatorische DNA-Regionerr hstanzen von bis zu 1 Mb
wirken und sogar mehrere Gene beeinflussen. Digg dee Mdoglichkeit auf, dass
krankheitsassoziierte Sequenzen in einem Gen dmeBEgion eines oder mehrerer
anderer Gene regulieren, wodurch diverse Gene zanKKeitsanfalligkeit beitragen
kénnten (Brzustowicz 2008).

Tats&chlich wurden bisher zwei andere Kandidatemgander Nahe von NOS1AP
entdeckt. Das eine Kandidatengen ist RGS4, wel@@8skb von NOS1AP entfernt
liegt und bereits in mehreren Assoziations- und kiionsstudien untersucht wurde
(Erdely et al. 2006; Levitt et al. 2006; Mirnicsat 2001). Seine Funktion wurde oben
bereits beschrieben. Da die Effekte vieler Neursnaitter, die potentiell fir die
Pathophysiologie von Schizophrenie relevant sindyert G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren vermittelt werden, ist die Rolle von RGi8eressant und eine Bedeutung
fur die Krankheitsentstehung gut vorstellbar (Talkki et al. 2006). Dementsprechend
zeigte sich in einer Studie, in der mehrere Pomrah untersucht wurden (u. a.
kaukasischer, indischer und afroamerikanischer tdtk signifikante Assoziation von
verschiedenen SNPs mit Schizophrenie (Chowdaril.e2092). Obwohl auch einige
weitere Studien Assoziation feststellten, warenadigoziierten SNPs und Haplotypen in
den verschiedenen Samples unterschiedlich. Bisimel lseine Polymorphismen in
kodierenden Regionen bekannt, sodass man auchGfe Ravon ausgehen kann, dass
die assoziierten SNPs zu verédnderter Transkrippider Translation und weniger zu
strukturell veranderten Proteinen flihren und so Eahophysiologie beeinflussen
(Talkowski et al. 2006). So wurde beispielsweisstdestellt, dass eine signifikant
verminderte Expression von mRNA und Protein in dfénen Individuen besteht
(Mirnics et al. 2001; Erdely et al. 2006). Einigd\F%s sind dartber hinaus mit
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funktionellen Veranderungen, wie dem veréndertenluMen des dorsolateralen
prafrontalen Kortex, assoziiert (Prasad et al. 2005

Auch das Gen UHMK1 auf 1g23.3 ist ein potentieKemdidatengen fur Schizophrenie
und liegt 129 kb von NOS1AP entfernt. Es zeigtezimei Studien allelische und
haplotypische Assoziation mit Schizophrenie (Puriaé 2007; Puri et al. 2008).
UHMK1 kodiert fur eine Proteinkinase, die in sicmtwickelnden und adulten
Neuronen exprimiert wird und verschiedene Substrate beispielsweise Stathmin
phosphoryliert. Stathmin reguliert die Dynamik vdikrotubuli und eine Ausschaltung
fuhrt zu Verhaltensabnormalitaten. Beim Menschenrd@ueine Assoziation von
Stathmin mit emotionsregulierter Schreckreaktiorguidtizismus und Panikstérung
gefunden (Reif et al., in Vorbereitung). Es ist stelibar, dass eifKnock-outvon
UHMK1 bei Mausen ebenfalls zu derartigen Auffallggen fihren konnte (Puri et al.
2008). Die positiven Assoziationsergebnisse fur SMANOS1AP und RGS4 sowie flr
den Marker D1S1679, der zwischen NOS1AP und UHMigdt] kdnnten daher auch
auf ein Kopplungsungleichgewicht mit einer anfdégsvermittelnden Variante im
UHMKZ1-Gen zuriickgehen. Dies wird unterstitzt dudad Entdeckung, dass D1S1679
ein starkes Kopplungsungleichgewicht zum Promotaibk von UHMK1 aufweist,
was Auswirkungen auf die Expression des Gens hiafyente (Puri et al. 2007).

Die Erklarungen sind aber keinesfalls exklusivikann es gut sein, dass Varianten in
allen drei Risikogenen zu deminkagepeakauf Chromosom 1 beitragen; generell
konnten solche Phanomene haufiger sein als gedaokt auch bei anderen

psychiatrischen Erkrankungen eine Rolle spielen.

5.5 Bedeutung des nitrinergen Systems

Das nitrinerge System ist an mehreren Signalkaskbdeeiligt, die im Verdacht stehen,
eine Rolle bei der Entstehung endogener Psychosespielen. So agiert das NO-
generierende Enzym NOS-I als nachgeschaltetes I8iglekil des NMDAR und ist

daher Bestandteil der glutamatvermittelten Neurstnaission. Moéglicherweise flhrt
eine Unterfunktion des Glutamatsystems zu einehfoégend eingeschrankten NOS-I-
Funktion. Des Weiteren steht die NOS-I nicht nut dem Glutamatsystem, sondern

auch mit dem serotonergen und dopaminergen Systérerbindung. So inhibiert NO
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Uber S-Nitrosylierung monoaminerge Transporter (BHDAT, NET) und bedingt
dadurch eine grolRere Verfugbarkeit der Transm{gss und Vizi 2001). Es wurde
zudem festgestellt, dass ein NOKdeck-outin einer veranderten Serotoninfunktion
resultiert (Chiavegatto et al. 2001). Auch funkgthle Studien haben gezeigt, dass
nitrinerge Neurone bei Schizophrenie verandert.ddatiiber hinaus wurde Assoziation
von Schizophrenie mit einem funktionellen SNP i @&omotorregion von NOS1
festgestellt, der mit verschlechterter prafrontaBahirnfunktion in Verbindung steht
(Reif et al. 2006).

Insgesamt scheint das nitrinerge System eine Veubig zwischen glutamatergem und
monoaminergem System darzustellen und konnte se 8chllusselfunktion in der
Pathogenese sowohl von schizophrenen als auchtiaéiekStorungen innehaben.
NOS1AP als Adaptorprotein der NOS-I mit einer diegk Auswirkung auf die
Produktion von NO steht damit im Mittelpunkt die3éreorie (Reif et al. 2006).

5.6 Funktionelle Studien

Prinzipiell gibt es zwei Moglichkeiten, wie geneti® Variation Krankheitsanfalligkeit

vermitteln kann. Zum einen kann die Struktur dediéden Proteins durch den Einbau
einer falschen Aminosaure verandert werden und anderen kann die Expression und
somit die verfugbare Menge des betroffenen Protegesnflusst werden. Im Endeffekt
bewirken beide Mechanismen eine veranderte Funkdies Proteins und fihren zu
einem veranderten Phanotyp (Harrison und Weinbe&f#5; Kleinjan und van

Heyningen 2005). In dieser Arbeit wurde keine Asastian zu kodierenden SNPs in
Exons festgestellt. Eine verdnderte Aminosaureagu die zu einem Protein mit
eingeschrankter Funktion fuhrt, ist also eher umaaheinlich, obwohl theoretisch

Kopplungsungleichgewicht zu einer kodierenden \fagabestehen kdnnte (Harrison
und Weinberger 2005). Dies ist jedoch keine Ubehasde Entdeckung, da es viele
potentielle Mechanismen gibt, die Auswirkungen dig normale Genfunktion und

somit pathologische Folgen haben (Kleinjan und Mayningen 2005). Auch bei den
meisten anderen Kandidatengenen sind die Auswikkurier assoziierten SNPs noch

nicht bekannt, man geht jedoch davon aus, dasswdEr@nderte Genexpression der
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genetischen Assoziation unterliegt (Harrison unde®®&003; Harrison und Weinberger
2005).

Um zu verstehen, auf welche Art und Weise sich folphismen in der DNA auf ein
Protein auswirken, sind funktionelle Studien wightDiese untersuchen z. B. eine
veranderte Expression, welche auf unterschiedlioch@NA- und Proteinspiegel,
strukturelle Veranderungen der primaren RNA bzwotéinsequenz oder abnorme
Proteinmodifikationen zurtickgehen kann (Brzustov#098).

Ein wichtiger Bestandteil der Regulationsmechanismist die transkriptionale
Kontrolle, bei der neben dem Promotor noch divensdere regulatorische Elemente
komplex miteinander interagieren. Viele Gene beaitiflr die korrekte Expression
diese sogenannten cis-regulatorischen Elementehevehan auch alssphancet oder
~repressot bezeichnet und die Bindestellen fur Transkripsitaktoren sind (de Laat
und Grosveld 2003; Kleinjan und van Heyningen 20@¢ kénnen bis zu 1 Mb in 5'-
oder 3’-Richtung entfernt liegen und sich z. B.Introns benachbarter Gene befinden
(Kleinjan und van Heyningen 2005). Varianten im rRotorbereich oder aber auch
SNPs in Introns kénnen also solche regulatoriscB&mente betreffen und die
Transkriptionsaktivitat beeinflussen (Duan et &02a; Greenwood und Kelsoe 2003;
Harrison und Weinberger 2005). Synonyme, d. h.llgstiSNPs in kodierenden
Regionen und SNPs in Introns kénnen dariber hisglising und mRNA-Stabilitét,
zwei weitere wichtige Regulatoren der Genexpressierandern und so die Expression
eines Gens beeinflussen. Auch SNPs in UTRs wirl@mauf mRNA-Stabilitat aus und
kbnnen zu eingeschréankter Translationsinitiationréia (Duan et al. 2003b). Zudem
zeigen sich mitunter die Effekte einzelner Allefstan Kombination miteinander und
unter Beriicksichtigung der Haplotypen (Duan eR@03a; Duan et al. 2003b; Harrison
und Weinberger 2005).

Der Nachteil an funktionellen Studien ist, dassvaklrscheinlich nicht ausreicht, sie nur
in vitro oder als Tiermodelle durchzufiihren, wetbghcherweise die Genregulation im
menschlichen Gehirn einzigartig ist und somit westaaufwandigergost mortem
Studien erfordert. Ein weiteres Problem ist, dassamderte Expression eines
Anfalligkeitsgens nicht nur auf eine genetische i&@e im kodierenden Gen
zurickgehen kann, sondern auch Veranderungen ier@mdGenen beteiligt sein
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konnen, welche fur Proteine kodieren, die am selb8mnalweg bzw.

Pathomechanismus beteiligt sind.

Mehrere funktionelle Studien bestédtigen die moglicBedeutung von NOS1AP
insbesondere fir die Krankheitsentstehung von $phiznie und analysieren den
Mechanismus, tUber den sich genetische Polymorphismswirken kdnnten.

In einer post mortenStudie wurde von signifikant erhéhter mRNA-Expressder
NOS1AP-Kurzform im dorsolateralen préafrontalen Kart bei Patienten mit
Schizophrenie und bipolar-affektiver Stérung beethDarlber hinaus fand sich bei
den Varianten der SNPs, die im kanadischen SampleSahizophrenie assoziiert
waren, eine hohere Expression der Kurzform von N&SI1FUr die lange Isoform
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. regsanterweise war die Expression
der Kurzform-mRNA nicht verdnderbar durch antipotdche Medikation, die
Expression der langen Isoform hingegen schon, zdesinbei der bipolar-affektiven
Stérung. Die Uberexpression von NOS1AP und die tlararbundene vermehrte
Entkopplung der NOS-I vom NMDAR-Komplex ware mit rdeNMDAR-
Hypofunktionshypothese vereinbar (Xu et al. 2005).

In einer weiterfihrenden Studie wurden bildgebetttgersuchungen an gesunden
Probanden, die entsprechend der DNA-Sequenz inmeiN®S1AP-SNP unterteilt
wurden, durchgefiihrt. Dabei zeigten gesunde TrdgerRisikoallels flr Schizophrenie
eine starkere Aktivierung des DLPFC wahrend deriBsitung von Aufgaben, die das
Arbeitsgedachtnis involvierten. Mdglicherweise dtutdies auf eine ineffektive
Informationsverarbeitung bei Tragern des krankbsgeziierten Allels hin (Callicott et
al. 2007, wiedergegeben in Brzustowicz 2008). Wratet al. analysierten in einer
weiteren Studie eine Vielzahl an SNPs und evalenedie drei am starksten assoziierten
SNPs, die miteinander in nahezu vollstandigem Kapgsungleichgewicht standen,
hinsichtlich ihrer Funktion. Dabei war ein SNP @3%42393) mit einer erhthten
Expression von NOS1AP im DLPFC und in neuronaldfidien assoziiert, vermutlich
vermittelt durch eine erhdhte Bindungsaffinitat vadmanskriptionsfaktoren. Dieser
spezielle SNP wurde bisher noch nicht in andererudi®h untersucht.
Erstaunlicherweise fihrten die beiden anderen SN#etz des hohen

Kopplungsungleichgewichts nicht zu einer verandaeenexpression (Wratten et al.
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2009). Hinweise auf die Bedeutung einer solchenréimession liefert eine aktuelle
Studie, die darstellen konnte, dass eine erhohygdssion von NOS1AP zu einer
reduzierten Anzahl und Verzweigung von Dendritenkuitivierten hippokampalen

Neuronen fihrt. Wahrend der langen Isoform hierseimutlich eine langfristige

Bedeutung fir Bildung, Wachstum und Erhalt der Deed zukommt, hat die kurze
Isoform  wahrscheinlich eher eine regulative Funktio beziglich  der

Dendritenverzweigungen. Diese Entdeckung stehtdmit Beobachtung verminderter
dendritischer Ausbreitung bei Schizophrenie in Enlg (Carrel et al. 2009). Ein
maogliches Modell ware also eine Beeinflussung dendditischen Verzweigungen
durch NOS1AP wéhrend der neuronalen Entwicklung.

5.7 Neue Studienansatze

Moglicherweise sind die klassischen, symptombamierKrankheitsphanotypen zu
komplex und heterogen und die Diagnose nach stdistleten Methoden in binarer
Form, also betroffen vs. nicht-betroffen, zu simpehd mit zu grof3em

Informationsverlust verbunden, um Kandidatengenademntifizieren. Bei komplexen

Krankheiten stellen Phanotypen die Zusammenfasgersghiedener Merkmale dar, die
wiederum die Effekte multipler kausaler und modgiender Faktoren sind. Studien,
die mit sogenannten Endophanotypen arbeiten, Jeesiicdiesem Problem zu
begegnen.

Zu Grunde liegt die Annahme, dass die Dysfunktioreinem bestimmten neuronalen
System weniger komplex ist als der Krankheitsphgmansgesamt. Endophanotypen
stehen also unmittelbarer mit den genetisch basierteurobiologischen Defiziten
(Genexpression, Storung neuronaler Kreislaufe)erbihdung als die Krankheit selber,
da diese dem Einfluss vieler Kandidatengene undfubisionen in verschiedenen
neuronalen Systemen unterliegt (Braff et al. 2008nnon und Keller 2006). Da
bestimmte Endophanotypen in mehreren Krankheiterkomomen konnen, ist es
auBerdem moglich, pleiotrope Gene mit Auswirkungerd mehrere Stérungen zu
identifizieren (Cannon und Keller 2006). Endoph§penh muissen gewisse Kriterien
erfullen: das Merkmal muss in der Population kaus#élder Krankheit assoziiert und

nicht Folge einer Therapie sein, es muss erblidh, sgarf nicht vom aktuellen
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Krankheitszustand abh&ngig sein, muss in Famili@nder Krankheit kosegregieren
und bei nicht-betroffenen Familienmitgliedern hgefi vorkommen als in der Ubrigen
Bevolkerung (Kennedy et al. 2003; Naqvi 2008; Reg@004).

Als Endophéanotyen fir Schizophrenie eignen sichzifipehe bildgebende sowie
neurophysiologische, -kognitive oder -chemische Kvele, die zuverlassig und
objektiv messbar sind (Cannon und Keller 2006).eRitlle Kandidaten sind unter
anderem neurophysiologische Parameter wie zenmfabitorische Defizite, z. B.
Abnormalitaten der Okulomotorik.  Auf neurokognitive Ebene  kommen
Einschrankungen der Aufmerksamkeit und Vigilanz isotles deklarativen und verbal
episodischen Gedéachtnisses in Frage. Im Bereichndaronalen Bildgebungind
Abnormalitaten in polaren und dorsolateralen pritliten Regionen sowie die
Reduktion von temporalem kortikalen und hippokarapalVolumen interessante
Parameter (Braff et al. 2008; Cannon und Keller&@®@aqvi 2008).

Einer der ersten Erfolge von Endophanotypenstuiieter Schizophrenieforschung ist
die Identifikation eines SNPs in der Promotorregies alpha-7-nikotinergen Rezeptors
durch die Analyse der P50-Suppression, welche digwiEklung spezifischer
Rezeptoragonisten ermdglichte (Braff et al. 2008).

Allerdings bringen Analysen von Endophanotypen aBocbbleme mit sich. So muss
unbedingt vermieden werden, dass generell akzépt@iagnosekriterien umgangen
werden. Des Weiteren finden sich in vielen Studianureichende Beschreibungen der

Endophanotypen, was an ihrer Zuverlassigkeit zwelésst (Chanock et al. 2007).

Ein anderer Forschungsschwerpunkt, der weitere tigelErkenntnisse verspricht, ist
die Epigenetik. Mit diesem Begriff bezeichnet maerdhderungen der Genexpression,
die nicht in der DNA selbst kodiert sind und dermasowohl meiotisch als auch
mitotisch vererbt werden. Drei verschiedene Medraen bewirken epigenetische
Regulation von Genen, namlich DNA-Methylierung, RNérmitteltes ,,Ausschalten*
von Genen und Histonmodifikation (Egger et al. 20@bwohl fur Schizophrenie als
auch fur die bipolar-affektive Erkrankung hat dregesatz viel Beachtung gefunden
(Petronis 2004). Epigenetische Faktoren im Zusamspieh mit genetischer
Anfalligkeit waren eine Erklarung fur einige Merklmader Krankheiten, die bisher

nicht komplett verstanden sind. So ist die Rolle Wmweltfaktoren, die nicht immer
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phanotypische Unterschiede erklaren konnen, utestritda sogar in isogenen
Modellpopulationen trotz gleicher genetischer undféter Bedingungen eine
phanotypische Variation persistieren kann (Cho let2@04). Auf3erdem ist unklar,
warum sich das Krankheitsrisiko eines genetisctadteten, adoptierten Kindes in
seiner neuen, ,gesunden“ Umgebung nicht verrin@@etronis 2004). Moglicherweise
beruht auch die Diskordanz monozygoter Zwillingeelalie gleiches Erbmaterial
aufweisen und ahnlichen Umgebungsfaktoren ausdesetd, auf epigenetischen
Mechanismen (Petronis 2003). Altersabhéangige epiighe Verdnderungen waren
eine Erklarung fir das spate Ersterkrankungsaltet die epigenetische Dynamik
konnte klinische Veranderungen wie Remission unakRille begriinden (Petronis
2003). Inzwischen gibt es Hinweise, dass epigertetisMechanismen auf die
Genexpression Einfluss nehmen und andauernde Matdmgen der Gehirnfunktion
bewirken konnen (Tsankova et al. 2007). Besonders\ktivitat der Transkription ist
von einer Interaktion der Transkriptionsfaktorert dem Chromatin abhangig und kann
durch epigenetische Faktoren, wie Methylierung dd&indestellen oder
Histonmodifikation, beeinflusst werden (Petroni®20Tsankova et al. 2007).

Eine Hypothese zur Schizophrenie ist eine epigscie Fehlfunktion, die zu
Hypermethylierung und konsekutiver verminderter &gmession in GABAergen
Neuronen fuhrt. Dies wirde das Zusammenspiel ndean neuronalen Schaltkreisen
behindern (Tsankova et al. 2007).

Auch fur einige andere Krankheiten, z. B. in deelgentstehung, sind epigenetische
Prozesse von Bedeutung. Dementsprechend wird whtihg in die Entwicklung und
Etablierung von Medikamenten gelegt, die epigeaktd-aktoren beeinflussen. Durch
Inhibitoren der DNA-Methylierung ist es moglich, @ die durch epigenetische
Einflisse ausgeschaltet sind, wieder zu induzieré&tuch HDACs fistone
deacetylasgs die Histone deacetylieren und auf diese Weisee@aisschalten, kbénnen
medikament6s inhibiert werden. So ist beispielsav@falproat, welches bei bipolar-
affektiv Erkrankten als Stimmungsstabilisator eswjet wird, ein HDAC-Inhibitor und
kann die Transkription verschiedener Promotorenvigken (Gottlicher et al. 2001;
Phiel et al. 2001). Selbstverstandlich ist es zhstianbedingt notwendig, zu wissen,
welche Gene bei Schizophrenie und der bipolar-affek Erkrankung epigenetisch

modifiziert werden, bevor man sichere Mittel findge therapeutisch zu beeinflussen.
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5.8 Soziotkonomische Folgen und Ausblick

Schizophrenie und die bipolar affektive Erkrankurglnd schwere mentale

Erkrankungen, die bei Menschen zwischen 15 undadved weltweit der acht- bzw.

neunthaufigste Grund fir behinderungsbedingt begihtigte Lebensjahre sind. Sie
fuhren zu einer Reduktion der Lebenserwartung umetieg mit einer erhohten

Suizidrate einher (World Health Organization 200Bgide Erkrankungen fuhren zu
einer Stigmatisierung und stellen neben dem peadien Schicksal des Betroffenen
auch eine hohe sozio6konomische Burde dar. In wieti Landern machen die
direkten, also mit Diagnose, Therapie und Rehalitih verbundenen Kosten fir
Schizophrenie mit 1,3-2,5% der gesamten Gesundlsigaben den gréf3ten Anteil an
direkten Kosten flr eine mentale Stérung aus. Demumen hohe indirekte Kosten
durch Verlust an Produktivitat des einzelnen Bég&roén bedingt durch Behinderung
und vorzeitigen Tod (Roéssler et al. 2005; Seredttl. 2009). Die totalen Kosten fir die
bipolar-affektive Erkrankung werden in den USA 4&f Mrd. $ pro Jahr (Zahlen fir

1991) geschatzt (Wyatt und Henter 1995).

Trotz der groRen Belastung des Einzelnen und deangeen Gesellschaft durch
endogene Psychosen sind die Behandlungsmoglichkethveise eingeschrankt und
bei einigen Patienten unzureichend. So liegt dgenaieine Rezidivrate Schizophrenie-
Kranker im ersten Jahr nach Erstmanifestation tB#handlung bei ca. 40% (Mduller

2004). Auch unter der Therapie mit Clozapin tritteeBesserung der Symptome nur bei
30 - 60% der Betroffenen ein (Arranz et al. 200@).Langzeitstudien zur bipolar-

affektiven Erkrankung haben weniger als 50% derieRtn einen guten

Behandlungserfolg gezeigt (Kleinman et al. 2003ucl unter Dauertherapie mit
Lithium liegt das Rezidivrisiko bei ca. 40% (Geda¢sl. 2004).

In einer jungeren Studie Uber die Effektivitat asgher Neuroleptika und eines
klassischen Neuroleptikums brachen ca. 70% derdpden die Studie vorzeitig ab
(Lieberman et al. 2005). Auch in einer alteren Matdyse lag die durchschnittliche
Compliance-Rate bei antipsychotischer Medikationb®i 58% (Wahlbeck et al. 2001).
Dies betont die Notwendigkeit, das Ansprechen deerdpie und das Auftreten von
Nebenwirkungen besser vorhersagen zu kénnen, wasZigh der Forschung nach

spezifischen, auf genetischen Informationen basiEne Therapien ist (Nnadi und
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Malhotra 2007). Die Entdeckung, dass Patienten viddelle Reaktionen auf
medikamentose Behandlungen zeigen, ist die Gruadldgr Pharmakogenetik.
Diesbeziglich gibt es verschiedene Kandidatengetie, zum einen auf dem
pharmakodynamischen und zum anderen auf dem phaknakischen Ansatz
basieren. Bei ersterem stehen hauptséachlich Mediktenrezeptoren und deren
nachgeschaltete Signalsysteme im Mittelpunkt, wédhreletzterer vor allem
metabolisierende Enzyme oder Proteine der Blut#Sichranke betrachtet (Nnadi und
Malhotra 2007). Bisher wurden besonders Rezeptades dopaminergen und
serotonergen Systems, zu denen Clozapin eine htfimt& hat, und das Cytochrom-
Enzym CYP2D6 untersucht (Malhotra et al. 2004; Réy®m 2007). Nicht nur das
Ansprechen auf Medikamente ist individuell, auck daftreten von Nebenwirkungen
wird wahrscheinlich von genetischen Mechanismen infleest. Zu den
Nebenwirkungen von Antipsychotika und Antidepreasréhlen Hyperprolaktinamie,
extrapyramidalmotorische Symptome und anticholieefgfekte bzw. Sedierung und
Gewichtszunahme (Malhotra et al. 2004; Nnadi undhdtaa 2007; Reynolds 2007).
Ziel der Forschung ist es, vorhersagen zu konnezicher Patient unter solchen,
teilweise schweren Nebenwirkungen leiden wird uredMedikation dementsprechend
anzupassen (Malhotra et al. 2008 wird es zukiinftig z. B. einen Test geben, der da
Risiko von Clozapin-induzierter Agranulozytose duen Nachweis des genetischen
Markers HLA-DQBL1 einschatzt (Nnadi und Malhotra ZR0

Aufgrund des moderaten Effekts einzelner Gene afMedikamentenantwort sind
genomweite Assoziationsstudien, in denen viele Geve. SNPs untersucht werden,
notwendig (Nnadi und Malhotra 2007). Die Replikati@ler Ergebnisse ist hier
wiederum der entscheidende Faktor, um in Zukurdzgigchere Therapien entwickeln
zu kénnen (Malhotra et al. 2004).
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6 Zusammenfassung

Schizophrenie und die bipolar-affektive Erkrankwngd mit einer Lebenszeitpravalenz
von ca. 1% haufige psychiatrische Krankheitshildere genaue Atiologie beider
Krankheiten ist bisher noch nicht eindeutig geklalierdings ist aus Familien-,
Zwillings- und Adoptionsstudien bekannt, dass demejische Komponente mit einer
Heritabilitat von jeweils ca. 80% die entscheidet@le spielt. Generell nimmt man
fur beide Krankheiten eine multifaktorielle Geneaa, bei der eine genetische
Anfalligkeit im Zusammenspiel mit Umweltfaktorenragrankheitsentstehung fihrt.

Es bestehen fir beide Krankheiten diverse pathoplogische Modelle, besonders
interessant ist dabei eine Dysregulation der Neamstitter. Neben Dopamin und
GABA steht auch Glutamat, der haufigste exzitatbrgsNeurotransmitter im ZNS, im
Verdacht, eine entscheidende Rolle bei der Entstghier Schizophrenie zu spielen.
Bei der bipolar-affektiven Erkrankung stehen besosd Veranderungen der
monoaminergen Neurotransmission im Vordergrund. eEiBeteiligung des

Glutamatsystems ist hier zwar weniger gut beleglogh auch vorstellbar.

Inzwischen sind sowohl fir Schizophrenie als auchdfe bipolar-affektive Erkrankung

verschiedene Kandidatengene gefunden worden, digylichérweise an der

Krankheitsentstehung beteiligt sind. In dieser Arb&urde das Kandidatengen
NOS1AP untersucht. NOS1AP interagiert mit der NOSwid fuhrt zu einer

Translokation dieses Enzyms ins Zytosol, wodurckdexa Calciumeinstrom durch den
NMDAR entzogen wird. Auf diese Weise ist es zu gngeringeren Grad aktiv und
produziert weniger NO. NOS1AP ist also ein negatiRegulator der NOS-I. Diese
funktionelle Verbindung mit dem NMDAR und der NOSdie beide im Verdacht

stehen, an der Pathogenese der Schizophrenieiggtereil sein, machen NOS1AP zu
einem interessanten Kandidatengen. Bestarkt wirdes didurch positive

Kopplungsbefunde fur den Genlocus 1922, auf denGaasfir NOS1AP liegt. Auch in

Assoziationsstudien konnte allelische und haplatype Assoziation mit Schizophrenie
innerhalb des NOS1AP-Gens nachgewiesen werdent Rightzt stammen auch aus
funktionellen Studien Hinweise, die eine mdglichathmgenetische Bedeutung von
NOS1AP untermauern. Bisher wurden keine Assoziasituien beziglich NOS1AP

bei Patienten mit bipolar-affektiver Erkrankung chgeftihrt, allerdings wies eine
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funktionelle Studie auf eine erhdhte Expression M@S1AP bei betroffenen Patienten
hin.

In der vorliegenden Arbeit wurden 14 SNPs im Bdrales NOS1AP-Gens und daraus
resultierende Haplotypen in einem unterfrankisckaili-Kontroll-Sample untersucht.
Dabei konnte fur rs1538018, rs945713 und rs4306j@6eils eine nominelle
Assoziation mit Schizophrenie festgestellt werdéwoch nach Durchfiihrung eines
Permutationstestes blieb fur rs1538018 und rs945iit 3-Werten von 0,0924 bzw.
0,0788 ein statistischer Trend bestehen. Bei Bletunag der Haplotypen lie3 sich
lediglich eine nominelle Assoziation des Haploty@®TAGC (SNP 3-7) mit
Schizophrenie nachweisen. Die geschlechtsspezafisénalyse ergab fir die
mannlichen Patienten im Permutationstest eine @reriig signifikante Assoziation
von rs1538018 und rs945713 mit p-Werten von 0,0B69&. 0,0588, wahrend die
Haplotypen TCGAT bzw. CTAGC aus Block 1 nur einenireelle Assoziation zeigten.
Bei den weiblichen Patienten liel3 sich weder eilfdische noch eine haplotypische
Assoziation nachweisen. Fur die bipolar-affektiverkrBnkung wurden keine
Assoziationen, weder auf Einzelmarker- noch auf leigp-Ebene festgestellt, eine
Erklarung dafur ist die moglicherweise unzureichee@tRe des Samples.

Die grenzwertige Assoziation der SNPs mit Schizepla macht eine pathogenetische
Beteiligung von NOS1AP an Schizophrenie denkbammBéergleich der vorliegenden
Ergebnisse mit anderen Studien zeigen sich Ubestaggm hinsichtlich der assoziierten
SNPs. Manche Untersuchungen lieferten jedoch aedative Befunde. Grinde dafir
konnen die differierenden genetischen Hintergriidde Probanden sein, andererseits
auch die phanotypische Heterogenitat der Schizoprelm Allgemeinen sind
Assoziationsstudien mit Fall-Kontroll-Samples zvggreignet, um Gene mit geringem
Effekt aufzudecken, allerdings sind sie auch selfidllig fir Populationsstratifikation,
welche man auch bei der vorliegenden Studie niaksehlieRen kann. Dennoch sind
Replikationsstudien von positiven Assoziationsbdem notwendig, um besser
einschatzen zu konnen, welchen Einfluss das eiezattersuchte Gen tatsachlich fur

die Krankheitsentstehung hat.
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Hardy-Weinberg-Equilibrium und minore Allelfrequenz der untersuchten SNPs

Tab. 10.1: HWE und MAF Schizophrenie Gesamtstichprbe — Einzelmarker

SNP Nr. | Marker Hardy-Weinberg-Equilibrium Minore Allelfrequenz
p-Wert

1 rs1572495| 0,214 0,096
2 rs1538018| 0,4001 0,268
3 rs945713 0,7768 0,41
4 rs1415263| 1,0 0,394
5 rs4306106| 0,8917 0,214
6 rs3924139| 0,9071 0,359
7 rs4145621| 0,2199 0,454
9 rs1508263| 0,8126 0,452
10 rs3751284| 0,4479 0,356
11 rs7521206| 0,76 0,343
12 rs905721 0,5477 0,344
13 rs348624 0,0065 0,102
14 rs1964052| 1,0 0,124

Tab. 10.2: HWE und MAF Schizophrenie Manner - Einzémarker

SNP Nr. | Marker Hardy-Weinberg-Equilibrium Minore Allelfrequenz
p-Wert

1 rs1572495| 0,1417 0,092
2 rs1538018| 0,3624 0,277
3 rs945713 0,7458 0,418
4 rs1415263| 0,2217 0,405
5 rs4306106| 0,1811 0,217
6 rs3924139| 0,4645 0,377
7 rs4145621| 0,4324 0,453
9 rs1508263| 0,7081 0,469
10 rs3751284| 0,7398 0,377
11 rs7521206| 0,8447 0,339
12 rs905721 0,8042 0,344
13 rs348624 0,1767 0,092
14 rs1964052| 0,4621 0,12
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Tab. 10.3: HWE und MAF Schizophrenie Frauen - Einznarker

10 Anhang

SNP Nr. | Marker Hardy-Weinberg-Equilibrium Minore Allelfrequenz
p-Wert
1 rs1572495| 0,9734 0,1
2 rs1538018| 0,9151 0,258
3 rs945713 0,3618 0,401
4 rs1415263| 0,2303 0,381
5 rs4306106| 0,2844 0,21
6 rs3924139| 0,6042 0,339
7 rs4145621| 0,4263 0,456
9 rs1508263| 0,3719 0,433
10 rs3751284| 0,555 0,332
11 rs7521206| 0,8949 0,347
12 rs905721 0,6115 0,345
13 rs348624 0,0719 0,113
14 rs1964052| 0,3371 0,128

Tab. 10.4: HWE und MAF Bipolar-affektive Erkrankung Gesamtstichprobe - Einzelmarker

SNP Nr. | Marker Hardy-Weinberg-Equilibrium Minore Allelfrequenz
p-Wert

1 rs1572495| 0,0777 0,094
2 rs1538018| 1,0 0,247
3 rs945713 0,4448 0,381
4 rs1415263| 0,6583 0,375
5 rs4306106| 0,7126 0,203
6 rs3924139| 0,5669 0,337
7 rs4145621| 0,0522 0,442
9 rs1508263| 0,5662 0,451
10 rs3751284| 0,0972 0,354
11 rs7521206| 0,8679 0,349
12 rs905721 0,8893 0,35
13 rs348624 0,0513 0,097
14 rs1964052| 0,3907 0,128
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Kopplungsungleichgewicht Schizophrenie
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