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1 Einleitung

Schizophrene Psychosen gehéren mit einer Erkrankungswahrscheinlichkeit von ca.
1% in der Durchschnittsbevélkerung zu den héufigsten psychiatrischen
Erkrankungen. Bislang blieb die Atiologie dieser Psychosen jedoch ungeklart und die
Ergebnisse verschiedener Forschungsgruppen differieren teilweise sehr stark
untereinander. Der Vererbungsmodus erscheint sehr komplex, wobei sowohl
genetische als auch Umweltfaktoren eine Rolle zu spielen scheinen.

Eine Sonderstellung im Formenkreis schizophrener Psychosen nimmt die
periodische Katatonie, die zur katatonen Schizophrenie gezahlt wird, ein. Bei der
Entstehung dieser Erkrankung kann von einem entscheidenden genetischen Einfluss
ausgegangen werden, da sie in einer autosomal dominanten Form vererbt zu werden
scheint (Stéber G, 2001). Hierdurch ruckt diese Schizophrenieform ins Interesse der
genetischen Forschung, nachdem es nun mdglich erscheint, mit Hilfe
molekulargenetischer Untersuchungen die Pathogenese dieser Erkrankung
aufzudecken.

In einer von Stober et al. durchgefihrten genomweiten, nicht-parametrischen
Kopplungsanalyse wurde die Region 15914-15 zwischen den Markern D15S144 und
D15S1028 mit einem LOD-Score von 3,57 (p = 2.6 x 10° ) (GENEHUNTER-PLUS) als
Kandidatenregion fur periodische Katatonie ermittelt (Stober G, 2000). Auch andere
Forschungsgruppen gehen davon aus, dass der Bereich des Chromosoms 15q13-15
eine Suszeptibilitdtsregion fur erbliche schizophrene Psychosen und bestimmte
Schizophrenieformen, bei denen die Fortleitung eines akustisch evozierten Potentials
(P50) beeintrachtigt ist, darstellt (Freedman R, 1997; Gejman PV, 2001; Riley BP,
2000).

Auf dem Genabschnitt 15914 findet sich das Gen SLC12A6, das fur den Kalium-
Chloridkanal KCC3 kodiert und fur elektroneutrale Bewegung von lonen durch die
Zellmembran zustandig ist (Hiki K, 1999; Mount DB, 1999; Race JE, 1999). Daneben
scheint dieser Kanal, dessen Isoform KCC3A hauptsachlich im ZNS exprimiert ist, in
der Regulation der Zellproliferation eine wichtige Rolle zu spielen (Shen MR, 2001).
Erst kiarzlich konnte nachgewiesen werden, dass die Zellproliferation neuronaler
Stammzellen bei schizophrenen Patienten gestort ist (Reif A, 2006). Es zeigte sich
auBerdem, dass Mutationen dieses Gens involviert sind in der Pathogenese des

sogenannten  Andermann-Syndroms, einer progressiven sensomotorischen
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Neuropathie mit Agenesie des Corpus callosum, die neben einer geistigen
Retardierung auch zu psychotischen Episoden fihren kann (Casaubon LK, 1996;
Filteau MJ, 1991; Howard HC, 2002; Howard HC, 2003; Uyanik G, 2006). SLC12A6
erscheint somit nicht nur aufgrund seiner Position auf Chromosom 15g14, sondern
auch aufgrund der physiologischen Bedeutung des Genprodukts, insbesondere
dessen Vorkommen im Bereich des Gehirns, ein &ulerst interessantes
Kandidatengen fur schizophrene Psychosen darzustellen.

Mutationsanalysen des Gens SLC12A6 fuhrten zur Detektion zweier seltener G-
Varianten im Bereich des Promotors und der 5-UTR (untranslated region), sowie
einer Thymidininsertion im Intron 4 des Gens. Untersucht wurden hierbei zwei an
periodischer Katatonie erkrankte Mitglieder eines als Familie 11 bezeichneten
Stammbaums (Meyer J, 2005).

Ziel dieser Arbeit ist es, mit Hilfe einer Assoziationsstudie zu klaren, ob die zwei
seltenen G-Varianten im Bereich des Promotors und der 5-UTR, sowie die
Thymidininsertion im Intron 4 des SLC12A6-Gens in der Pathogenese schizophrener
Psychosen involviert sind.

Daruber hinaus soll jedoch auch das Augenmerk auf bipolare Erkrankungen gerichtet
werden, da nach Berretini bipolare Erkrankungen und schizophrene Psychosen
neben einigen klinischen Merkmalen maoglicherweise auch Suszeptibilitaitsgene
gemein haben (Berettini W, 2000). In einer von Turecki et al. durchgeflihrten
Kopplungsanalyse zeigte sich eine Assoziation von bipolaren Erkrankungen, die
positiv auf das Psychopharmakon Lithiumgabe reagieren, mit der chromosomalen
Region 15914 (Turecki G, 2001). Auch Ferreira et al. gehen in einer aktuellen Studie
davon aus, dass der chromosomale Abschnitt 15914 eine Kandidatenregion fur
bipolare Erkrankungen darstellt (Ferreira M, 2008).

Im Rahmen dieser Assoziationsstudie soll somit geklart werden, ob die zwei seltenen
G-Varianten im Bereich des Promotors und der 5-UTR, sowie die Thymidininsertion
im Intron 4 des SLC12A6-Gens bei der Entwicklung schizophrener Psychosen und

bipolarer Erkrankungen eine Rolle spielen.



2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Katatone Schizophrenie

2.1.1 Historischer Uberblick der Schizophreniekonze pte

Beschreibungen einzelner Symptome, die denen entsprechen, die wir heute bei
schizophrenen Psychosen antreffen, lassen sich bereits in Aufzeichnungen aus dem
Altertum finden. Bis zum 19. Jahrhundert bestand jedoch keine geschlossene
Konzeption, die alle bislang verstreut beobachteten Symptome zusammengefasst
hatte.

Ende des 19. Jahrhunderts gelang dem deutschen Psychiater EmiL KRAEPELIN (1856-
1926) die systematische Klassifikation psychischer Stérungen. In der 4. Auflage
seines Lehrbuches aus dem Jahre 1893 sprach KRAEPELIN erstmals von Dementia
praecox. Der Begriff Dementia praecox stand fur eine "subakute Entwicklung eines
eigenartigen geistigen Schwachezustandes im jugendlichen Alter" (Baer R, 1998).

Im 20. Jahrhundert wurde die Kritik an KRAEPELINS Begriff der Dementia praecox
immer groRer. Der Schweizer EUGEN BLEUER (1857-1939) fuhrte den Ausdruck
~Schizophrenie* in die psychiatrische Terminologie ein. Dabei legte er einen
Schwerpunkt auf die durch die Erkrankung verursachte Lockerung integrierter
psychischer Funktionen, wobei er die Desintegration des Denkens als Hauptproblem
ansah (Baer R, 1998; Gottesman Il, 1993). Nach Bleuer existieren sogenannte
Grundstorungen, und aus diesen resultieren sogenannte akzessorische Stérungen
(siehe Tabelle 1).

Grundstérungen Akzessorische Symptome
- Assoziationslockerung - Wahnbildung

- Gefuhlsambivalenz - Halluzination

- Affektstérung - Katatonie

- Autismus

Tabelle 1: Bleuers Schizophreniebegriff



Bleuers Ansicht widersprach zwar der von Kraepelin nicht grundsatzlich, dennoch
loste sie Kraepelins Dementia praecox-Auffassung ab (Baer R, 1998; Boyle M,
2002).

Das katatone Syndrom (griechisch: kara = herab, révo¢ = (An-)Spannung), das eine
Storung der Motorik und des Antriebs beschreibt, war sowohl fir Bleuer als auch fr
Kraepelin eine eigenstandige klinische Form der Schizophrenie, was zur offizielle
Doktrin wurde und 1977 durch ICD-9 und 1980 durch DSM-IIl zum Ausdruck kam.
Neben Bleuer entwickelte auch KURT ScCHNEIDER (1887-1967) seine eigene
Vorstellung des Schizophreniebegriffes. Flr Schneider entschied der Querschnitt der
Symptome uUber die Diagnose Schizophrenie, wobei der defiziente Verlauf als
Kriterium aufgegeben wurde. Er entwickelte Symptome ersten und zweiten Ranges,
die bei der Diagnose der Schizophrenie helfen sollten. Wenn auch nur ein einziges
dieser Symptome ersten Ranges beim Patienten zu finden sei, handle es sich - nach
Schneiders Worten - "in aller Bescheidenheit" um Schizophrenie (Schneider K,
2007/S.62).

Symptome 1.Ranges Symptome 2. Ranges uncharakteristische
Symptome
Wahrnehmungs- - dialogische, - optische, olfaktorische, - sensorische Stérungen
stdrungen kommentierende, gustatorische, taktile - illusionare Verkennung
imperative Stimmen Halluzinationen
- Gedankenlautwerden, - Zonasthesien
leibliche
Beeinflussungs-
erlebnisse
(Leibhalluzinationen)
Ich-Stérungen - Gedankeneingebung - Depersonalisation
- Gedankenentzug - Derealisation
Gedankenausbreitung
Willensbeeinflussung

Inhaltliche - Wahnwahrnehmung - Wahneinfall
Denkstdrung (Personenverkennung)

Tabelle 2: Symptome 1. und 2. Ranges nach K. Schneider

In der deutschsprachigen Psychiatrie entstand eine weitere Entwicklungslinie, die
vom grol3en Gegenspieler Kraepelins, CARL WERNICKE (1848-1905) ausging und
welche die grobe Einteilung psychiatrischer Stérungen nach Kraepelin und seinen

Nachfolgern nicht akzeptierte. Wernicke arbeitete auf dem Gebiet der deskriptiven



Psychiatrie und der zentralen Neurologie, der sogenannten Aphasie-Lehre.
(Leonhard K, 2003).

Sein Schuiler, KARL KLEIST (1879-1960) vertiefte die Betrachtungen Wernickes
anhand von Studien an Patienten mit Hirntraumen. Karl Kleist spaltete aus der
Gruppe der manisch-depressiven Erkrankungen und einem Bereich der
Schizophrenien die sogenannten zykloiden Psychosen ab.

KARL LEONHARD (1904-1988), dem Schiiler Kleists, gelang schliel3lich im Jahre 1957
eine aullerst differenzierte Aufteilung endogener Psychosen (Moéller HJ, 1998).
Leonhard teilte die Gruppe der Schizophrenien in systematische und
unsystematische Schizophrenien ein, wobei unsystematische Schizophrenien
phasenhaft, nicht schleichend progredient wie systematischen Schizophrenien
verlaufen und spontane Remissionen auftreten kdnnen (siehe Abbildung 1). Mit Hilfe
dieser Einteilung, die sich in zahlreichen Studien als valide herausgestellt hat, ist
eine sehr genaue diagnostische und prognostische Beurteilung der jeweiligen
Psychose ermdglicht worden (Beckmann H, 1996; Pfuhlmann B, 1997; Tolna J,
2001).

Unsystematische Schizophrenien

el v ~a

affektvolle Paraphrenie Kataphasie periodische Katatonie

Systematische Schizophrenien

e v Sa
systematische Paraphrenien: Hebephrenien: systematischen Katatonien:
phonemische Paraphrenie l&ppische Hebephrenie parakinetische Katatonie
hypochondrische Paraphrenie flache Hebephrenie manierierte Katatonie
phantastische Paraphrenie autistische Hebephrenie negativistische Katatonie
inkoharente Paraphrenie verschrobene Hebephrenie  proskinetische Katatonie
konfabulatorische Paraphrenie sprechbereite Katatonie
expansive Paraphrenie sprachtrage Katatonie

Abbildung 1: Aufteilung schizophrener Psychosen nach K. Leonhard



2.1.2 Diagnose und klinisches Bild

Allgemeine Diagnosekriterien

Die Diagnose Schizophrenie stitzt sich im Allgemeinen auf zwei Pfeiler. Zum einen
muss eine korperliche Erkrankung ausgeschlossen werden, zum anderen ein
psychopathologischer Befund vorliegen. Im historischen Uberblick wurden bereits die
Symptome bzw. Diagnosekriterien der Schizophrenie nach E. Bleuer und K.
Schneider dargestellt.

Tabelle 3 zeigt die Diagnosekriterien der Schizophrenie nach ICD-10 und DSM-IV im
Uberblick.

ICD-10 DSM-IV
(internationale Klassifikation psychischer (diagnostisches u. statistisches Manual
Stérungen) psychischer Stérungen)
(21 der ersten 4 oder =2 der letzten 4 genannten
Symptome)
1 Monat lang
Wahn Wahn

Kontroll-, Beeinflussungswahn
Leibliche Beeinflussungserlebnisse,
Wahnwahrnehmung
Kulturell unangemessener Wahn, bizzarer Wahn

Dialogisierende/ kommentierende Stimmen Halluzinationen
Anhaltende Halluzinationen jeglicher
Sinnesmodalitét

Gedankenabrei3en oder Einschiebungen in Desorganisierte Sprechweise
den Gedankenfluss

Ich-Stérungen
Gedankenentzug, -lautwerden, -eingebung
Gedankenausbreitung

Katatone Symptome

Negative Symptome Negative Symptome
Verflachter Affekt, Apathie, sozialer Riickzug Verflachter Affekt, Apathie, sozialer Riickzug
(Autismus) (Autismus)
Eindeutige und durchgéangige Grob desorganisiertes oder katatones
Verhaltensdnderung Verhalten

Tabelle 3: Zusammenfassung der ICD-10 und DSM-IV Diagnosekriterien der Schizophrenie

Im Folgenden soll nun auf einen eigenstandigen Subtyp der Schizophrenien, auf die
periodischen Katatonie und deren klinisches Bild eingegangen werden. Diese
Schizophrenieform scheint einem starken genetischen Einfluss zu unterliegen und in

einer autosomal dominanten Form vererbt zu werden (Stéber G, 2001).




Periodische Katatonie

Die periodische Katatonie zeichnet sich durch einen akuten Beginn und einen
phasenhaften Verlauf aus, welcher jedoch weniger stark ausgepragt ist als z.B. bei
manisch depressiven Erkrankungen.

Im Vordergrund der periodischen Katatonie stehen psychomotorische Stérungen, die
durch einen bipolaren Charakter gekennzeichnet sind.

Der Pol des Erregungszustandes zeigt sich durch Unruhe und Hyperkinesien, die
nicht zweckgerichtet oder durch auf3ere Einflisse beeinflusst sind. Es finden sich
Stereotypien in Form von lIterativbewegungen, d.h. stereotype Wiederholungen von
rhythmischen Bewegungen und Verbigerationen, stereotype Wiederholung einzelner
Silben und Worte.

Auf der anderen Seite findet sich der Pol der psychomotorischen Hemmung , der
sich u.a. in Form von Akinesien zeigt. Der Patient kann einen Stupor aufweisen, d.h.
seine Reaktionen auf die Umgebung sind vermindert, ebenso wie spontane
Bewegungen und Aktivitat. AuRerst bizarr empfindet der AuRenstehende die
Flexibilitas cerea, die wachsartige Biegsamkeit, wobei der Patient in eine von aul3en
auferlegte Stellung der Glieder oder des Korpers verharrt. Die sogenannten
Haltungsstereotypien zeichnen sich durch ein freiwiliges Einnehmen und
Beibehalten verzerrter Haltungen aus. Eine Begleiterscheinung der Akinesie ist der
Negativismus. Hierbei handelt es sich um ein triebhaftes Widerstreben, Anregungen
von aufRen werden in einen Gegenimpuls verwandelt.

Wichtig ist die Tatsache, dass die Zustande der Akinese und Hyperkinese selten in
einer reinen Form auftreten, meist finden sich Symptome des anderen Pols
beigemischt. So kann bei einer Hyperkinese durch die Beimengung von Akinese ein
Bewegungsmuster entstehen, das aul3erst starr, ruckartig und unharmonisch im
Ablauf erscheint. Das Bewegungsspiel wirkt demnach parakinetisch. Umgekehrt
kénnen sich in einem akinetischen Zustand hyperkinetische Ziige entwickeln. Der
Kranke liegt z.B. starr im Bett, schlagt aber iterierend mit einem Arm auf die
Bettkante. Des Weiteren kann es zum Ausbruch von impulsiven Handlungen bei
bewegungsarmen Patienten kommen. Diese Ausbriche sind haufig mit Aggressivitat
verbunden. In seltenen Féallen entwickeln sich auch &ngstliche und ekstatische
Zusténde (Leonhard K, 2003).

Nach akuten katatonen Schiben kommt es haufig zu Remissionen, wobei der

Defektzustand umso ausgepragter ist, je haufiger die Schibe aufgetreten sind.



Prinzipiell ist jedoch zu vermerken, dass die bleibenden Ausfallerscheinungen bei der
periodischen Katatonie meist gering sind. Es handelt sich oft um eine vorwiegend
psychomotorische und affektive Verlangsamung, die sich in schweren Graden auch
als generelle Stumpfheit zeigen kann. Es kann eine Reizbarkeit bestehen bleiben,
die schnell zu aggressiven Verhalten fuhrt (Stéber G, 1995).

Abbildung 2 zeigt zusammenfassend die wichtigsten Symptome der periodischen

Katatonie.
Zentrales Syndrom:
Psychomotorische Stérung
Hyperkinese Akinese
\4 Vermischung beider Pole /
Hyperkinese mit akinetischen Zigen: Akinese mit Hyperkinetischen Zigen:
- hyperkinetische Erregung mit - Stupor mit Negativismus
Stereotypien,lterationen - Haltungsstereotypien
- Parakinesen,Grimassieren - steifes Bewegungsmuster
Residualstatus:
-psychomotorische und affektive Verlangsamung
-Grimasieren
-Verlust des harmonischen Ablaufs einer Bewegung
-Apathie
-generelle Reizbarkeit

Abbildung 2: Zusammenfassung der wichtigsten Symptome der periodischen Katatonie aus Stéber et
al. (Stober G, 2001).



2.1.3 Epidemiologie

Gottesman fasste die von 1921 bis 1987 veréffentlichten Daten aus europaischen
Familienstudien zum Thema Schizophrenie zusammen und konnte somit das
durchschnittliche Erkrankungsrisiko verschiedener Personengruppen ermitteln
(Gottesman II, 1991). Das Lebenszeitrisiko an Schizophrenie zu erkranken betragt in
der Gesamtbevolkerung 1% und es ist umso groRRer, je mehr Verwandte an dieser
Erkrankung leiden, bzw. je ndher der Verwandtschaftsgrad zu betroffenen Personen
ist. So liegt z.B. das Risiko fur eine Erkrankung von Geschwistern bei 9%, wenn
eines der Geschwister betroffen ist und bei 17%, wenn zusatzlich ein Elterntell
erkrankt ist. Am hdchsten ist das Risiko unter monozygoten Zwillingen, wenn ein
Zwilling an Schizophrenie erkrankt ist (48%) und bei Nachkommen von Eltern, die
beide an dieser Psychose leiden (46%) (Gottesman Il, 1991).

Andere Autoren gehen davon aus, dass das Risiko an Schizophrenie zu erkranken in
der Gesamtbevolkerung lediglich bei 0,5% liegt und bei Verwandten von
Schizophrenen bei 4,8% (Kendler KS, 1993).

Schizophrene Psychosen sind keine Zivilisationskrankheiten, d.h. sie kommen in
allen Kulturkreisen mit etwa gleicher Haufigkeit vor. Ebenso treten sie in den
unterschiedlichen sozialen Schichten mit gleicher Haufigkeit auf.

Manner und Frauen sind etwa gleich haufig betroffen, wobei Manner durchschnittlich
einige Jahre friher erkranken. Das Ersterkrankungsalter liegt bei Mannern zwischen
20 und 25, bei Frauen zwischen 25 und 30 Lebensjahren (Muller P, 1999).

Im Rahmen epidemiologischer Untersuchungen wurde auch die Komorbiditat der
Schizophrenie untersucht. Die Ergebnisse der einzelnen Studien differieren teilweise
sehr stark untereinander. In finf von sieben durchgefuhrten Studien zeigte sich, dass
das Risiko, schizoide oder paranoide Personlichkeitsstorungen zu entwickeln, bei
Verwandten von schizophrenen Personen im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung 4
bis 4,5-fach erhoht ist. Ebenso ist auch das Risiko, an schizoaffektiven und
schizophreniformen Erkrankungen, Wahnerkrankungen und atypischen Psychosen
zu erkranken, im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung signifikant erhéht. Sechs von
neun Studien sehen kein erhéhtes Risiko bei Verwandten von schizophrenen oder
schizoaffektiven Personen fur die Entwicklung affektiver Erkrankungen. Drei von
neun Studien zeigen hingegen ein deutlich erhdhtes Risiko flur die Entwicklung uni-
und bipolarer affektiver Erkrankungen (Kendler KS, 1993; Riley BP, 2000).



2.1.4 Neuropathologie

2.1.4.1 Forschungsergebnisse

Bislang konnten keine spezifischen neuropathologischen Veranderungen ausfindig
gemacht werden, die sich ausschlie3lich bei schizophrenen Patienten finden lassen.
Es gelang jedoch, eine Reihe unspezifischer makroskopischer Veradnderungen,
welche gehauft bei schizophrenen Patienten auftreten, aufzudecken. Dazu gehoren
erweiterte Liqguorraume, insbesondere Erweiterungen der beiden Seitenventrikel und
des 3. Ventrikels (Brown R, 1986; Crow TJ, 1989; Pakkenberg B, 1987),
GroRRenreduktion des Corpus callosum (Schenton ME, 2001), eine Volumenreduktion
im Bereich des Temporallappens, v.a. des Hippocampus, Gyrus parahypocampalis
und Gyrus amygdaloideum (Bogerts B, 1990; Bogerts B, 1985; Brown R, 1986) und
eine Volumenvermehrung im Bereich der Basalganglien (Heckers S, 1991).

Die Volumenreduktion wird als Folge einer geringeren Neuropil- und Neuronengrél3e
gesehen, weniger als Folge eines Neuronenverlustes. Immunozytochemische
Versuche zeigten weiterhin, dass die reduzierte Neuronengrol3e aus Verdnderungen
im Bereich der synaptischen, dentritischen und axonalen Organisation resultiert
(Harrison PJ 1999).

Daneben zeigten sich in post mortem Studien auch zytoarchitektonische
Veranderungen bei Patienten mit schizophrenen Psychosen. Es fanden sich
atypische Nervenzellen und Heterotypien im Bereich des Hippocampus, der Regio

entorhinalis, im temporalen und frontalen Cortex (Harrison PJ 1999).

2.1.4.2 Neuropathologische Erklarungsmodelle

Es existieren zahlreiche Theorien, welche versuchen, die Pathogenese
schizophrener Psychosen zu erklaren. Im Folgenden werden die wichtigsten Modelle
kurz beleuchtet.

Gehirnentwicklungsmodell:

Das Gehirnentwicklungsmodell geht von einer gestdrten Gehirnentwicklung, bzw. -
reifung als Ursache fir die Entwicklung schizophrener Psychosen aus (Jakob H,
1986; Jakob H, 1994; Marenco S, 2000; Weinberger D, 1987). So wird angenommen,

dass eine intrauterine Schadigung des Gehirns, z.B. im Rahmen von Infektionen zur
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Entwicklung schizophrener Psychosen fuhren kann (Marenco S, 2000). Post mortem
Studien zeigten Nervenzellveranderungen, Malformationen und zytoarchitektonische
Abweichungen bei schizophrenen Patienten, die durch eine gestbrte neuronale
Migration wahrend des zweiten Trimenons der Gestation erklarbar sind (Stdber G,
2002a).

Neurotransmittermodell:

Nicht nur im Bereich der Neuroanatomie, auch im Bereich der Neurochemie konnten
bislang keine spezifischen, fur schizophrene Psychosen typischen Veranderungen
nachgewiesen werden. Im Fokus der Forschung stehen hierbei Neurotransmitter, wie
Dobutamin, 5-Hydroxytryptamin, Glutamat, sowie das GABA-System.

Die Dopamin-Hypothese geht davon aus, dass die Symptome der Schizophrenie
aufgrund einer dopamininduzierten Uberaktivitat entstehen. Dies kann durch einen
Uberschuss an Dopamin oder durch eine erhohte Sensivitat auf Dopamin, z.B.
infolge vermehrter Dopaminrezeptoren bedingt sein. Diese Hypothese entstand, da
mit Hilfe von Dopamin (D,)- Antagonisten eine antipsychotische Therapie mdglich ist,
und nach Gabe von Amphetaminen, die zu einer Dopaminausschittung fihren,
paranoide Psychosen entstehen (Roberts GW, 1997). Untersuchungen zeigten, dass
es bei schizophrenen Patienten nach Gabe von Amphetaminen zu einer erhdhten
prasynaptischen Ausschittung von Dopamin kam, was fir eine erhdhte
Empfindlichkeit der dopaminergen Neuronen bei schizophrenen Patienten spricht
(Abi-Dargham A, 1998; Breier A, 1997).

LSD, ein 5-Hydroxytryptamin(5-HT)-Agonist, verursacht paranoide Psychosen,
weshalb vermutet wurde, dass 5-HT in der Pathogenese der Schizophrenie involviert
ist. Verdnderungen des 5-HT,a- und 5-HTia-Rezeptors wurden in post mortem
Untersuchungen von nicht medikamentdés behandelten schizophrenen Patienten
ausfindig gemacht (Trichard C, 1998).

Nicht  kompetitive  Antagonisten des  N-Methyl-D-Aspartat-Subtyps  des
Glutamatrezeptors verursachen schizophreniedhnliche Psychosen, was ebenfalls zur
Annahme fuihrte, dass der Rezeptor in die Pathogenese involviert ist (Hashimoto K,
2002; Volk DW, 2002).

Bislang unbekannt bleibt, welche Neuronen bzw. Synapsen von den beobachteten
neurochemischen Veranderungen betroffen sind. Ebenfalls unklar ist die Verbindung

zwischen den neuroanatomischen und neurochemischen Ergebnissen.
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Diskonnektivitatstheorie:

Zahlreiche Autoren gehen von einer gestdrten Konnektivitat kortikaler Neurone,
insbesondere im prafrontalen und temporalen Cortex als Ursache schizophrener
Psychosen aus. Neben der Hyperkonnektivitatstheorie infolge fehlender Eliminierung
von Synapsen wahrend der Entwicklung des Gehirns und der
Hypokonnektivitatstheorie infolge einer zu starken Eliminierung axonaler Aste und
Synapsen existiert die sogenannte Dyskonnektivitatstheorie (Innocenti GM, 2003).
Diese Theorien sind kompatibel mit dem Modell einer gestdrten Gehirnentwicklung
bei schizophrenen Patienten (Jakob H, 1986; Marenco S, 2000; Weinberger D,
1987). Eine fehlerhafte Regulation der Produktion oder Eliminierung axonaler Aste
und Synapsen kdnnte zu einer abnormen Konnektivitat unter kortikalen Neuronen
fuhren und dadurch zur Hyper-, Hypo- oder Dyskonnektivitat, wobei die Ergebnisse
zahlreicher Studien fur die Theorie der Hypokonnektivitat sprechen. Die Theorie der
Hypokonnektivitat ist des Weiteren vereinbar mit der morphologischen Beobachtung
erweiterter  Ventrikel, sowie auf Transmitterebene mit beeintrachtigter
frontotemporalen Interaktionen und reduzierter glutamaterger Transmission bei
schizophrenen Patienten (Innocenti GM, 2003).

In einem von Schenton et al. verdffentlichten Ruckblick Gber zwischen 1986 und
2000 erschienenen Studien von Corpus callosum-Veréanderungen bei schizophrenen
Patienten zeigte sich in der Mehrzahl der Félle eine Reduktion des Corpus callosum,
der Verbindungsstruktur zwischen den beiden GroRRhirnhemisphéaren (Schenton ME,
2001). Diese Feststellung wéare ebenfalls mit der Hypokonnektivitatstheorie
vereinbar. Die Verkleinerung des Corpus callosum bei schizophrenen Patienten
koénnte infolge eines Verlustes interhemispharischer Axone oder einer Reduktion des
Axondurchmessers bzw. des Durchmessers der Myelinscheide, z.B. aufgrund von
Demyelinisierung aufgetreten sein. Daneben sprechen auch neuropathologische
Tests, die eine eingeschrankte interhemispharische Integration beweisen, wie z.B.
eine verlangerte interhemispharische Fortleitungszeit bei schizophrenen Patienten fur
die Hypokonnektivitdtshypothese. Mdoglicherweise tritt  jedoch parallel zur
Verminderung der callosalen Verbindungen eine Reorganisation der verbliebenen
Axone und eine Bildung abnormer axonaler Verbindungen auf, was schlief3lich die
Hypothese der Dyskonnektion als Ursache schizophrener Psychosen untermauern
wuirde (Innocenti GM, 2003).
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2.1.5 Populationsgenetik

Zahlreiche Familien-, Zwillings-, und Adoptionsstudien gehen davon aus, dass die
Erkrankung der Schizophrenie eine genetische Komponente besitzt, wobei bislang
keine genetische Variante gefunden wurde, die zur Entwicklung dieser Psychose
fuhrt (Karayiorgou M, 1997; Riley BP, 2000). Betrachtet man das Erkrankungsrisiko
von Verwanden, deren Familien von Schizophrenie betroffen sind, wird klar, dass
dieses Risiko nicht mit einem durch ein einfaches Mendelsches Vererbungsmodell
vorhergesagtem Risiko zu vergleichen ist (McGuffin P, 1995). Der Vererbungsmodus
scheint vielmehr aul3erst komplex zu sein, wobei die Art der Vererbung unklar und
die Penetranz inkomplett ist. Zudem handelt es sich bei der Schizophrenie
hdchstwahrscheinlich um eine heterogene Erkrankung (Riley BP, 2000; Risch N,
1990; Tsuang M, 1993). Zwillingsstudien zeigen, dass die Neigung zur Entwicklung
der Schizophrenie nicht ausschlie3lich genetischer Natur ist, sondern dass es sich
vielmehr um eine Erkrankung handelt, bei der zusatzlich Umweltfaktoren eine Rolle
zu spielen scheinen, die schlie3lich zur Manifestation der Erkrankung fuhren (Riley
BP, 2000).

Eine Sonderstellung im Formenkreis schizophrener Psychosen nimmt die
periodische Katatonie ein, da bei dieser Erkrankung von einem entscheidenden
genetischen Einfluss auf das Krankheitsbild ausgegangen werden kann.

Mit Hilfe von Familienstudien konnte gezeigt werden, dass Verwandte ersten Grades
von Patienten mit periodischer Katatonie ein kumulatives Morbiditatsrisiko von 26,9%
haben, ebenfalls diese Psychose zu entwickeln (Beckmann H, 1996; Stober G,
1995). Geschwister eines an periodischer Katatonie erkrankten Patienten haben ein
auf das Alter korrigiertes Morbiditatsrisiko von 24,4%, wobei das Morbiditatsrisiko
unter den Geschwistern fir Manner bei 18,1% und fur Frauen bei 23,7% liegt. Das
Risiko fur Mutter liegt bei 33,7% und fur Vater bei 15,4% an dieser Psychose zu
erkranken (Beckmann H, 1996; Stober G, 2001). Die periodische Katatonie betrifft
beide Geschlechter mit gleicher Haufigkeit, ohne signifikante Unterschiede was das
Alter der Erstmanifestation betrifft (Stéber G, 1998).

Aufgrund der Haufigkeit von Stammbaumen mit &hnlichen klinischen Bild dieser
Psychose, der unilinearen vertikalen Transmission und dem Morbiditétsrisiko von

26,9% wird vermutet, dass es sich bei der periodischen Katatonie um eine eigene
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nosologische Entitat innerhalb der Gruppe schizophrener Psychosen handelt, der ein

autosomal dominanten Vererbungsmodus zugrunde zu liegen scheint (Stéber, 2001).

2.1.6 Molekulargenetik

2.1.6.1 Studienergebnisse der Schizophrenieforschun g im Uberblick

Wie Dbereits beschrieben, handelt es sich bei schizophrenen Psychosen
wahrscheinlich um oligo-, wenn nicht sogar polygene Erkrankungen, bei deren
Manifestation auch Umweltfaktoren eine Rolle zu spielen scheinen. Hierdurch wird
die Suche nach dem genetischen Hintergrund erschwert (McGuffin P, 1995; Riley
BP, 2000; Risch N, 1990; Tsuang M, 1993).

Mit Hilfe genetischer Marker wurden seit Mitte der 80iger Jahre sogenannte
Kopplungsuntersuchungen  durchgefihrt, wodurch chromosomale Regionen
eingegrenzt werden konnten, in denen sich madglicherweise Dispositionsgene
befinden, die zur Entstehung schizophrener Psychosen beitragen kdnnten.

Tabelle 4 zeigt eine Zusammenstellung mdoglicher Suszeptibilitdtsloci der
vergangenen 20 Jahre. Es handelt sich hierbei um eine Zusammenfassung aus
Daten einer Metaanalyse von Lewis et al. und Badner et al., Suarez et al., sowie
Daten von Owen et al., Riley et al., Harrison et al., Kirov et al. und weiteren Quellen.
(Badner JA, 2002; Crow TJ, 2007; Harrison PJ, 2005; Kirov G, 2005; Lewis CM,
2003; Owen M, 2000; Riley BP, 2000; Suarez BK, 2006).
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Chromosom

Genlocus

(Kandidatengene)

Kopplungs-/Assoziationsstudien

Negatives Ergebnis

Positives Ergebnis

1 1g32-g41 Hovatta et al. 1998
1q44 Blovin et al. 1998
1p35-p32 Garver et al. 1998
1922-923 Shaw et al. 1998
1p13.3-923.3 Lewis et al 2003
19233-g31.1 Lewis et al 2003
DISC1: 1942 Millar et al.2000

Miyoshi et al. 2003
RGS4: 1g21-22 Chowdari et al. 2002
Morris et al. 2004
2 2012-913 Moises et al. 1995
Levinson et al. 1998
2p22-g21 Hallmeyer et al. 1999
Aschauer et al 1993
2p13-p12 Coon et al. 1998
2p12-g22.1 Lewis et al 2003
2922.1-23.3 Lewis et al 2003
3 3p24 Levinson et al. 1996 Pulver et al. 1994,1995
DRD3: 3g13 Crocq et al. 1992
Williams et al. 1998
3p25.3-p22.1 Lewis et al. 2003
4 4024-q32 Kaufmann et al. 1998
Hovatta et al. 1999
5 5911-913 Aschauer et al. 1990 Sherrington et al. 1988
Crowe et al. 1998,1999 | Kennedy et al. 1988
Moises et al. 1995 Schwab et al. 1997
5022-g31 Straub et al. 1997
5023.2-g34 Lewis et al 2003
6 6p24-p22 Mowry et al. 1995 Levinson et al. 1996
Riley et al. 1996 Moises et al. 1995
Straub et al. 1995
6021-922.3 Cao et al. 1997
Martinez et al. 1999
6pter-p22.3 Lewis et al. 2003
6p22.3-p21.1 Lewis et al. 2003
DTNBP1: 6p22 Van Den Bogaert et al. | Straub et al. 2002
2003 Schwab et al. 2003
Numakawa et al. 2004
Funke et al. 2004

7 7921.1-921.3 Blouin et al. 1998
7921.3-g22 Faraone et al. 1998
GRMS3: 7p21-22 Tochigi et al. 2006 Fujii et al. 2003

Marti et al. 2002 Mossner et al. 2008

8 8p22-p21 Pulver et al. 1995

Levinson et al. 1996
Dombroski et al. 1997
Brzustowicz et al. 1999
8p Badner et al. 2002
8p22-p21.1 Lewis et al. 2003
8p23.3-p21.2 Suarez et al. 2006
NRG1: 8pl2-p21 Steffanson H et al.
2002, 2003
PPP3CC: 8p21 Gerber et al. 2003
9 9934.3 Meszaros et al. 1996 Riley et al. 1997

D9S175

Kaufmann et al. 1998
Moises et al. 1995
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Chromosom | Genlocus Kopplungs-/Assoziationsstudien
e Negatives Ergebnis Positives Ergebnis
10 10p15-g21 Faraone et al. 1998
Straub et al. 1998
10pter-p14 Lewis et al. 2003
11 11q Gill et al.1993 St.Clair et al. 1990
DRD2: 11923 Zhe Wu et al. 1993
Mulcrone et al. 1995
11922.3-q24.1 Kalsi et al. 1995 Lewis et al. 2003
11p13.1-q14.1 Suarez et al. 2006
13 13q14.1-q32 Straub et al. 1997 Lin et al. 1995,1997
Jensen et al. 1998 Antonarakis et al. 1996
Barden et al. 1999 Brzustowicz et al. 1999
Blouin et al. 1998
Riley et al. 1998
Curtis and Sham 1995
13q Badner et al. 2002
5HT,a: 13g11 Williams et al 1997
DAOA, DAO: Chumakov et al. 2002
13g22-34 Schumacher et al.2004
WangX et al. 2004
14 14pter-q13.1 Lewis et al. 2003
Staal et al. 1988
AKT1: 14932 Boyd et al. 2002
15 15q13-15 Neves- Pereira et al. Freedman et al. 1997
1998 Gejman et al. 2001
Riley et al. 2000
15915 Stober et al. 2000
15¢g21.3-g26.1 Curtis et al.1999 Lewis et al. 2003
CHRNA7: 15913-14 Riley et al. 1997
16 16p13-ql2.2 Lewis et al. 2003
18 18q11.2 Van Broeckhoven et al. | Wildenauer et al. 1997
18qg22.1-gter 1998, 1999 Lewis et al. 2003
20 20p12.3-pll Lewis et al. 2003
22 22q12-q13.1 Kalsi et al. 1995 Pulver et al. 1994
Riley et al. 1996 Coon et al. 1994
Shaw et al. 1998
Hallmeyer et al. 1998
Badner et al. 2002
22q Lewis et al. 2003
22pter-q12.3 Shiffmann et al. 2002
COMT: 22q11 Chen et al. 2004
Gogos et al. 1999
PRODH2: 22911 Williams et al. 2003 Liu et al. 2002
Ohtsuki et al. 2004 Li et al. 2004
X DXYS14 Asherson et al. 1992 Collinge et al. 1991
Wang et al. 1993 D Amato et al. 1992
Crow et al. 1994
Barr et al. 1994
Maier et al. 1995
Kalsi et al. 1995

Tabelle 4: Zusammenfassung: Suszeptibilitdtsloci und Kandidatengene (dick gedruckt) schizophrener
Psychosen. Zusammenfassung und Literaturzitate aus Lewis et. al., Badner et al., Suarez et al., Owen et al.,
Riley et al., Harrison et al., Kirov et al. (Badner JA, 2002; Crow TJ, 2007; Harrison PJ, 2005; Kirov G, 2005; Lewis
CM, 2003; Owen M, 2000; Riley BP, 2000; Suarez BK, 2006) und weiteren im Literaturanhang vermerkten

Quellen. Diese Tabelle erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.
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2.1.6.2 Kandidatengene

Den nachsten Schritt bei der Suche nach dem molekulargenetischen Hindergrund
schizophrener Psychosen stellt die Sammlung mdglicher Kandidatengene dar. Unter
einem Kandidatengen versteht man ein Gen, welches flir ein Protein kodiert, das
maoglicherweise in der Pathogenese einer Erkrankung involviert ist. Moises fasste
Kriterien bei der Auswahl mdglicher Kandidatengene zusammen. Zunéchst missen
sich Kandidatengene in einer chromosomalen Region befinden, fir welche eine
Kopplung zur Erkrankung nachgewiesen ist. Die Gene sollten weiterhin flr Proteine
kodieren, die in der Pathogenese der Erkrankung eine Rolle zu spielen scheinen
(Moises H, 2001).

Da von einigen Neurotransmittersysteme angenommen wird, dass sie in der
Pathogenese schizophrener Psychosen involviert sind, stellen Gene, die z.B. flr
dopaminerge und serotonerge Rezeptoren kodieren, vielversprechende
Kandidatengene dar. So konnte im Rahmen einer europaischen Multicenter-
Assoziationsstudie eine  Assoziation zwischen  Schizophrenie und dem
Polymorphismus T102C im HTR2a-Rezeptor-Gen (HTR2a) gefunden werden
(Williams J, 1996). Daneben wurde Uber eine Assoziation zwischen Schizophrenie
und einem Polymorphismus in Exon 1 des Dopamin-Rezeptor D3-Gens (DRD3)
berichtet (Crocqg MA, 1992). Interessante Kandidatengene stellen weiterhin das auf
Chromosom 6 lokalisierte Dysbindin-Gen (DTNBP1), welches eine Rolle in der
Synapsenbildung und Signaltransduktion im Gehirn zu spielen scheint (Straub RE,
2002) und das auf Chromosom 8 gelegene Neuregulinl-Gen (NRG1), welches die
glutamaterge Neurotransmission und somit die Entwicklung von Glia- und
Nervenzellen zu beeinflussen scheint dar (Steffanson H, 2002).

Tabelle 4 bietet einen Uberblick Uber einige wichtige Kandidatengen und den

jeweiligen zugehdrigen chromosomalen Regionen.

In einer von Stober et al. durchgefiihrten Kopplungsanalyse wurden 12 Familien mit
insgesamt 135 Individuen untersucht. 57 Personen zeigten das Bild der periodischen
Katatonie. Es wurden 356 Marker mit einem durchschnittlichen Abstand von 11 cM
verwendet. Nach Durchfihrung einer nicht-parametrischen, genomweiten
Kopplungsanalyse wurde neben einem Locus auf Chromosom 22q13 mit einem

LOD-Score von 1,85 (p = 1.8 x 10®), ein Locus auf Chromosom 15q14-15 mit einem
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LOD-Score von 3,57 (p = 2.6 x 10™ ;:GENEHUNTER-PLUS) als Kandidatenregion fiir
periodische Katatonie ermittelt (Stéber G, 2000).

Auch andere Forschungsgruppen gehen davon aus, dass Chromosom 15q13-15
eine Suszeptibilitatsregion fur erbliche schizophrene Psychosen und Schizophrenie
in Verbindung mit bestimmten neurophysiologischen Defiziten (mangelnde Inhibition
eines akustisch evozierten Potentials P50) darstellt (Freedman R, 1997; Gejman PV,
2001; Riley BP, 2000).

Betrachtet man die chromosomalen Region 15q13-15, so lassen sich in diesem
Bereich einige Kandidatengene finden.

Vielversprechende Kandidatengene wie das Gen, das fur den nikotinergen a7-
Rezeptor kodiert und CX36, beide auf der chromosomalen Region 15q13-15
gelegen, konnten bereits durch Meyer et al. als Kandidatengene ausgeschlossen
werden (Meyer J, 2002a; Meyer J, 2002b).

Gene, die fur die eukaryotische Translationsinitiationsfaktor 3al-Untereinheit
(EIF3S1), die Phospholipidase C [32- Untereinheit (PLCB2) und die eukaryotische
Translationsinitiationsfaktor 2a Kinase 4 (EIF2AK4) kodieren, wurden ebenfalls als
mdogliche Kandidatengene fir erbliche Schizophrenien von Moises et al.

vorgeschlagen (Moises H, 2001).

Interessanterweise (qilt die chromosomale Region 15914 zudem auch als
Kandidatenregion flr bipolare Erkrankungen, die positiv auf das Psychopharmakon
Lithium reagieren (Turecki G, 2001). Erst kirzlich konnte die Region 15g14 auch von
Ferreira et al. als Kandidatenregion fur bipolare Erkrankungen bestatigt werden
(Ferreira M, 2008)

Da bereits eine gemeinsame Kandidatenregion von bipolaren Erkrankungen und
schizophrenen Psychosen exsistiert, ist es mdoglich, dass sich auch weitere
Parallelen zwischen bipolaren Erkrankungen und schizophrenen Psychosen - im
speziellen der periodischen Katatonie - finden lassen und diese Erkrankungen
maoglicherweise auch Kandidatengene gemein haben.

Im folgenden soll daher nun der Focus auf bipolare Erkrankungen gerichtet und die
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu schizophrenen Psychosen herausgestellt

werden.
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2.1.7 Zusammenhange zwischen bipolaren Erkrankungen und schizophrenen
Psychosen

2.1.7.1 Definition bipolarer Erkrankungen

Als bipolare affektive Storung (auch bekannt unter dem Begriff "manisch-depressive
Erkrankungen™) bezeichnet man eine Untergruppe von Erkrankungen aus der
Gruppe der affektiven Stérungen. Es handelt sich hierbei um seelische
Erkrankungen, bei denen die Betroffenen unter willentlich nicht kontrollierbaren,
extremen Auslenkungen ihres Antriebs, ihrer Aktivitat und ihrer Stimmung leiden, die
weit aul3erhalb des Normalniveaus in Richtung einer Depression oder einer Manie
schwanken.

Bipolare affektive Storungen sind gekennzeichnet durch einen phasischen Verlauf
mit depressiven, manischen oder hypomanischen Episoden, bei denen sowohl die
Kriterien einer Manie als auch einer Depression erfillt sind. Depressionen zeichnen
sich durch gedriickte Stimmung und drastisch verminderten Antrieb aus. Manische
Phasen gehen immer mit einem abnorm und anhaltend gehobenen Antrieb und
Rastlosigkeit, oft mit inaddquat euphorischer oder gereizter Stimmung einher,
mitunter aber auch mit depressiver Symptomatik (bis hin zu gemischten Phasen).
Unter einer Hypomanie versteht man eine weniger stark ausgepragte Manie. Eine
Hypomanie liegt jedoch bereits deutlich Gber einem normalen Aktivitats- und/oder
Stimmungsausschlag. Zwischen den Krankheitsepisoden tritt in der Regel eine
Besserung des klinischen Bildes ein. Bei langerem Verlauf mit mehreren Episoden

kénnen jedoch Residualsymptome bestehen bleiben (Sal3 H, 2003).

2.1.7.2 Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen b  ipolaren und

schizophrenen Erkrankungen

Bipolare Erkrankungen und schizophrene Psychosen sind enger miteinander
verbunden als lange Zeit angenommen wurde. Dieser Vorstellung tragt schon K.
Leonhard 1957 Rechnung (Leonhard K, 2003).

Sowohl bipolare als auch schizophrene Erkrankungen betreffen jeweils 1% der
Bevolkerung und weisen weltweit in etwa dieselbe Haufigkeit auf. Eine Manifestation
findet im frihen Erwachsenenalter statt, wobei bei bipolaren Erkrankungen und
schizophrenen Psychosen kaum Kinder im prapubertdren Alter betroffen sind.
Manner und Frauen sind gleichermal3en betroffen. Eine familiare Haufung konnte
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sowohl fur bipolare Erkrankungen als auch fir schizophrene Psychosen
nachgewiesen  werden, wobei  Zwillingsstudien eine nahezu gleiche
Vererbungswahrscheinlichkeit aufzeigten (fur bipolare Erkrankungen ~65%, fur
schizophrene Psychosen ~50%). Des Weiteren findet sich ein erhdhtes Risiko fur
Verwandte betroffener Familien an schizoaffektiven Erkrankungen und
rekurrierenden unipolaren Episoden zu erkranken.

Auch der Verlauf der Erkrankungen ist sehr &ahnlich. Die Erkrankten sind meist
lebenslang betroffen, wobei es zu partiellen und kompletten Remissionen kommen
kann, denen meist Exazerbationen folgen (Berrettini W, 2000).

Insbesondere die periodische Katatonie teilt wesentliche Grundziige mit bipolaren
Erkrankungen, wie den bipolaren Charakter und den phasenhaften Verlauf der
Erkrankung (Leonhard K, 2003). Die periodische Katatonie kann ebenso bei
Stérungen der Stimmung, insbesondere bei bipolaren Erkrankungen auftreten (Taylor
MA, 2003).

Was die Atiologie bipolarer Erkrankung bzw. schizophrener Psychosen anbelangt, ist
letztendlich bei beiden Erkrankungen unklar, welche die auslésenden Faktoren sind.
Empirische und genetische Studien weisen auf hereditare Faktoren insbesondere bei

der manisch-depressiven Krankheit hin (Stober G, 2003).

Die Unterschiede zwischen bipolaren Erkrankungen und schizophrenen Psychosen
betreffen zum einen das klinische Bild, zum anderen die Therapie der Erkrankungen.
Bipolare Erkrankungen sind Erkrankungen der Stimmung, wohingegen schizophrene
Psychosen Erkrankungen des Denkens darstellen (siehe auch 2.1.2). Obgleich der
Gesundheitszustand einzelner Patienten mit schizophrener Psychose durch die
Gabe von Lithium gebessert werden kann, ist dies bei Weitem nicht mit den Erfolgen
vergleichbar, die dieses Medikament bei bipolaren Erkrankungen erzielt. Auch
bestimmte elektrophysiologische Besonderheiten finden sich nur bei schizophrenen
Patienten (Freedman R, 1997)

Molekulargenetische Gemeinsamkeiten bipolarer und schizophrener Erkrankungen:

Da zahlreiche Gemeinsamkeiten zwischen bipolaren Erkrankungen und
schizophrenen Psychosen existieren, kann vermutet werden, dass diese
Erkrankungen auch einige genetische Risikofaktoren gemein haben, und somit

gemeinsame Suszeptibilitatsloci fur beide Erkrankungen existieren.
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Auf den chromosomalen Regionen 18q22, 21921, 4p16 und 12924 fanden sich
Suszeptibilitatsloci, die ausschliel3lich mit bipolaren Erkrankungen, und umgekehrt
Loci auf 6p22, 6921 und 8p22, die ausschliel3lich mit schizophrenen Psychosen
assoziiert sind. Es konnten jedoch auch einige Uberschneidende chromosomale
Regionen ausfindig gemacht werden, die sowohl mit bipolaren Erkrankungen als
auch mit schizophrenen Psychosen assoziiert sind. Es handelt sich hierbei um
genetische Loci auf 18p11.2, 22q11-13, 13932 und 10p14 (Berrettini W, 2000).

Im Rahmen einer Metaanalyse von Badner und Gershon zeigten sich
Suszeptibilitatsloci, die mit bipolaren Erkrankungen assoziiert sind auf Chromosom
13g und 22q, die mit schizophrenen Psychosen assoziierten auf 8p, 13qg, and 22q
(Badner JA, 2002). Eine Metaanalyse von Segurado et al., bei der Patienten mit
bipolaren Erkrankungen untersucht wurden, konnten die Ergebnisse von Badner et
al. jedoch nicht bestatigen. Suszeptibilitatsloci, die moéglicherweise mit bipolaren
Erkrankungen assoziiert sind, fanden sich auf den chromosomalen Regionen 14q,
9p-q, 10q, 18p-q, and 8q (Segurado R, 2003).

In einer von Turecki et al. durchgefuihrten Kopplungsanalyse zeigte sich weiterhin
eine Assoziation von bipolaren Erkrankungen, die positiv auf Lithiumgabe reagieren,
mit dem chromosomalen Abschnitt 15914 (Turecki G, 2001). Auch Ferreira et al.
gehen davon aus, dass die Region 15914 eine Kandidatenregion fir bipolare
Erkrankungen darstellt (Ferreira M, 2008). Die chromosomale Region 15q13-15 wird,
wie bereits erwahnt, ebenfalls in Verbindung gesetzt mit der periodischen Katatonie
(Meyer J, 2002b; Stbber G, 2000; Stober G, 2002b), vererbbaren schizophrenen
Psychosen (Gejman PV, 2001; Riley BP, 2000) und schizophrenen Psychosen mit
neurophysiologischem Defizit (d.h. mit einem Defizit, das akustisch evozierte
Potential P50 zu inhibieren) (Freedman R, 1997).

Im Folgenden soll nun das Kandidatengen SLC12A6, welches auf der gemeinsamen

Suszeptibilitatsregion 15914 zu finden ist, sowie dessen Genprodukt néher

beleuchtet werden.
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2.2 SLC12A6

Das humane Gen SLC12A6 (Solute carrier family 12, member 6; Gen Bank
accession number AF108831; MIM *604878) wurde im Jahr 1999 von Hiki et al.,
Mount et al. und Race et al. unabhangig voneinander isoliert und kloniert. Es gehort
zur Genfamilie SLC12A1-9, kodiert fir den Kalium-Chlorid-Kanal KCC3 (Kalium-
Chlorid-Cotransporter 3) und befindet sich auf Chromosom 15q14 (Hiki K, 1999;
Mount DB, 1999; Race JE, 1999).

2.2.1 Genstruktur des SLC12A6

Hiki et al. fihrten mit RNA aus HUVECs (human umbilical vein endothelial cells), die
4 Stunden mit VEGF (vascular endothelial cell growth factor) behandelt wurden
Polymerasenkettenreaktionen (PCRs) durch. Nach dieser Behandlung wurde das
PCR-Produkt einer Bande, die durch VEGF-Behandlung verstarkt hervortrat,
analysiert, was zur Identifikation einer cDNA fuhrte, deren Sequenz starke
Ahnlichkeit zur Sequenz des Gens KCC1 aufwies. Das von dem Gen kodierte Protein
wurde als Kalium-Chlorid Kanal KCC3 bezeichnet und das Gen somit als KCC3-Gen
(bzw. SLC12A6). Mit Hilfe von Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurde SLC12A6
auf Chromosom 15 zwischen den genetischen Markern D15S1010 und D15S1040
kartiert (Hiki K, 1999). Mount et al. kartierten etwa zeitgleich mittels Radiation-Hybrid-
Analysen das zunéchst als KCC4 bezeichnete, spater jedoch auf KCC3 umbenannte
Gen auf Chromosom 15 zwischen den genetischen Markern D15S1040 und
D15S118 (Mount DB, 1999). Auch Race und Mitarbeiter lokalisierten das KCC3-Gen
mittels Radiation-Hybrid-Kartierung auf Chromosom 15, ca. 7,58 centi-Rays entfernt
vom genetischen Marker D15S144 (Race JE, 1999).

SLC12A6 besteht aus 104,5 - 85,28 kb und 25 Exons. Zunachst wurde die Existenz
zweier alternativer erster Exons, Exon la und Exon 1b nachgewiesen, die von
separaten Promotoren kontrolliert werden, so dass zwei unterschiedliche KCC3-
Proteine, KCC3a und KCC3b entstehen (Hiki K, 1999; Mount DB, 1999; Pearson
MM, 2001; Race JE, 1999). Bislang konnten jedoch neben den bereits erwahnten
KCC3a- und KCC3b-Proteinen weitere Transkripte des SLC12A6 nachgewiesen
werden, die durch Beginn der Transkription an verschiedenen Exons und/oder
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alternatives splicing entstehen kénnen (Siehe auch Abbildung 5) (Mercado A, 2005;
Moser D, 2008).

Die von Mount et al. klonierte menschliche KCC3-cDNA hat eine Lange von 4237
Nukleotiden mit einer 5-UTR (untranslated region) von 165 bp und einer 3"-UTR von
622 bp (Mount DB, 1999).

2.2.2 Allgemeines, Proteinstruktur und Lokalisation des K*-CI Kanals KCC3

Allgemeines
Wie bereits erwahnt, kodiert das Gen SLC12A6 fur den Kalium-Chlorid-Cotransporter

KCC3. K'-CI-Cotransporter (KCCs) gehoren zur Familie der Kation-Chlorid-
Cotransporter. Ebenfalls zu dieser Familie gehorig ist die Gruppe der Na'-
abhangigen Kation-Chlorid-Cotransporter, die aus einem Na'-Cl-Cotransporter
(NCC) und zwei Na'-K*-2CI-Cotransporter (NKCC1 und NKCC?2) bestehen (Delpire
E, 2002; Mount DB, 1999).

Abbildung 3 zeigt die Familie der Kation-Chlorid-Cotransporter mit den jeweiligen
Untergruppen im Uberblick.

Cation-Chlorid-Cotransporter (CCCs)

/N

Ha® -unabhiingige CCCs Ha*-abhingige CCCs

| RN

K*CI-Cotransporter  Ma'Cl-Cotransporter  Ma'K'2CI-Cotransporter

{KCCs) (HCC) {HKCCs)
KCC1 KCC2 KCC3 KCC4d HKCCA HKCC2

Abbildung 3: Die Familie der Kation-Clorid-Cotranporter im Uberblick

Kation-Chlorid-Cotransporter sind, allgemein gesprochen, fur elektroneutrale
Bewegungen von lonen durch die Plasmamembran zusténdig, wodurch die ionische

und osmotische Homoostase verschiedener Zelltypen geregelt wird. Sie haben eine
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wichtige Funktion in der Modulierung neuronaler Kommunikation und der Kontrolle
der Erregbarkeit des ZNS (Pearson MM, 2001).

Alle Mitglieder dieser Familie sind Membranproteine, bestehend aus 10 bis 12
transmembranaren Segmenten. Die transmembrandre Domane 2 ist fur die
lonenbindung zustandig (siehe auch Abbildung 4) (Delpire E, 2002). Neben diesen
Gemeinsamkeiten gibt es jedoch zahlreiche Unterschiede zwischen den einzelnen
Untergruppen. Die Cotransporter unterscheiden sich zum einen in ihren
physiologischen Eigenschaften, zum anderen sind sie in den verschiedensten
Geweben des Korpers exprimiert und werden durch unterschiedliche Gene der
SLC12- Familie kodiert.

Im folgenden soll der Blick auf den Kalium-Chlorid-Cotransporter KCC3 gerichtet

werden.

Proteinstruktur

Der KCC3 besteht aus 12 transmembranaren Domé&nen mit langen intrazellularen
NH,- und COOH-Termini und einer grof3en, zwischen den transmembranaren
Domanen 5 und 6 gelegenen extrazellularen Schleife mit funf mdglichen N-
Glycosylierungsstellen (Dupré N, 2003; Hiki K, 1999; Mount DB, 1999; Pearson MM,
2001; Race JE, 1999). Die grol3e extrazellulare Schleife ist ein gemeinsames
Kennzeichen der KCC-Familie. Die primare Aminosaurensequenz des KCC3-
Proteins ist zu 77% mit der Sequenz des KCC1- und zu 73% mit der des KCC2-
Proteins identisch. Unterschiede zu KCC1 finden sich im N-terminalen Bereich des
Proteins, im extrazellularen Anteil zwischen den transmembranaren Doménen 3 und
4 und zwischen 5 und 6, und schlie3lich im Bereich des C-Terminus. Anders als
KCC2 findet sich bei KCC3 keine Glutaminsaure zu Beginn der transmembranaren
Domane 2, die fur die verstarkte Kaliumbindung des Kalium Chlorid-Kanals KCC2
verantwortlich sein soll (Hiki K, 1999). Abbildung 4 zeigt den schematischen Aufbau
des K*-CI -Kanals KCC3.
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Extrazellularer Raum
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Intrazellularer Raum

Abbildung 4: Das KCC3 Protein mit 12 transmembrandren Domé&nen und intrazellularen Amino- und Carboxy-
Termini. Die groRRe extrazellulare Schleife liegt zwischen der transmembranaren Domane 5 und 6 (Delpire E,
2002; Dupré N, 2003).

Das KCC3a-Protein (1150 Aminosauren) mit einem Molekulargewicht von etwa 128
kDa ist ca. 10- 20 kDa groRRer ist als KCC3b-Protein (1099 Aminosauren) (Hiki K,
1999; Mount DB, 1999; Pearson MM, 2001; Race JE, 1999).

Dartber hinaus zeigten sich kurzlich, wie bereits erwahnt, weitere Transkripte des
SLC12A6, die durch Beginn der Transkription an verschiedenen Exons oder durch
alternatives SpleiRen entstehen koénnen (Mercado A, 2005; Moser D, 2008).

Abbildung 5 zeigt eine Zusammenfassung der moéglichen Transkripte.
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Exon: 1d e 1a 1b 2 3
[ TT 7 [ I I | 1 T SLCT2AG
Transkripte:
(INFE— O | KCC3a
1a 2 3
1 | KCC3a-x2M
T1a ¥
3 1] ] ] KCC3a-52
14 1a 2 3
1 1 1 ] KCC3a-51
1¢ 1a 2 3
1 ] ] KCC3b
b 2 ¥
1 M KCC3b-x2M
b 3

Abbildung 5: Schematische Darstellung von SLC12A6 bis zu Exon 3 mit Transkripten des SLC12A6: KCC3a,
KCC3a-x2M (d.h. durch alternatives Splei3en entsteht KCC3a ohne Exon 2), KCC3a-S2, KCC3a-S1, KCC3b,
KCC3b-x2M (d.h. durch alternatives Splei3en entsteht KCC3b ohne Exon 2);

Aufgefiihrt sind die Exons 1d, 1c, 1a, 1b, Exon 2 und Exon 3; Exon 1a und 1b sind die ersten codierenden Exons.
Exon 1d und 1c sind alternative nicht-codierende Exons (5’ von Exon la gelegen). Die KCC3a-S1/S2-Transkripte
haben den 3' mRNA-Acceptor Bereich des ersten codierenden Exons 1a gemein, so dass ein im Vergleich zum
KCC3a- Transkript verkiirzter NH,- terminaler Bereich resultiert (S=short) (Mercado A, 2005).

Expression des K -CI" Kanals KCC3 im menschlichen Gewebe

Verschiedene Gewebe des menschlichen Korpers kdnnen KCC3 exprimieren. Mit
Hilfe von Nothern-blot-Analysen konnte bereits 1999 gezeigt werden, dass KCC3 im
Bereich des Gehirns, des Herzens, des Skelettmuskels, der Lunge und der Niere
exprimiert ist (Hiki K, 1999; Mount DB, 1999; Race JE, 1999). Weitere Nothern-blot-
Analysen ergaben, dass KCC3a im Gehirn, Muskel und der Niere gefunden werden
kann, wohingegen KCC3b insbesondere in der Niere stark vertreten ist (Pearson
MM, 2001). Dieses Verteilungsmuster konnte mit Hilfe von Western-blot-Analysen,
die sich die unterschiedlichen ProteingroRe von KKC3a und KCC3b zu Nutze
machten, bestatigt werden (Delpire E, 2002).

Im Bereich des zentralen Nervensystems konnte KCC3 am basalen Epithel der

Plexus Choroidei nachgewiesen werden. Hierbei kamen spezifische polyklonale
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Antikdrper gegen den aminoterminalen Bereich des Kalium-Chlorid-Kanals KCC3
zum Einsatz (Pearson MM, 2001). KCC3 konnte ebenso in Strangen der weil3en
Substanz der Capsula interna, des Corpus callosum und des Riickenmarks gefunden
werden; des Weiteren in den grof3en, weit reichenden Neuronen, genauer in CA1l-
CA3-Neuronen des Hippocampus, in pyramidalen Neuronen des Cortex und
cerebellaren Purkinje-Zellen. Im Bereich des peripheren Nervensystems konnte
keine KCC3-Expression nachgewiesen werden. Immunologische Farbungen zeigten
eine Coexpression von KCC3 mit Myelin und 2°,3"-zyklischer Nucleotid-3’-
Phophodiesterase, was fir eine Expression von KCC3 in Zellen der Oligodendroglia
spricht. Interessanterweise andert sich das Expressionsmuster des K'-Cl'-Kanals
KCC3 im Verlauf der Entwicklung, so dass bei Geburt eine geringere und in der
postnatalen Phase eine deutlich hohere Expression mit Hilfe von Western-blot-
Analysen nachgewiesen werden konnte. Diese Entwicklung verlauft parallel zur
Reifung und der Myelinisierung des Nervensystems. Es kann somit die Vermutung
geéaulert werden, dass der Kalium-Chloridkanal KCC3 mit der Myelinisierung des
Nervensystems in Verbindung steht (Pearson MM, 2001).

Mit Hilfe von KCC3-spezifischen Antikérpern konnte der Cotransporter im Bereich der
basolateralen Membran des proximalen Tubulus von Segment S; bis Ss
nachgewiesen werden (Mount DB, 2000). KCC3 ist hierbei mit KCC4 koexprimiert,
wobei KCC4 im Gegensatz zu KCC3 auch in den distal gelegenen Nephronen zu

finden ist.

2.2.3 Funktion des K *-Cl" Kanals KCC3

Der Na'-unabhangige gekoppelte Transport von K*- und Cl-lonen durch die
Zellmembran wird primar mit Hilfe von K-Cl-Cotransporter (KCCs) bewerkstelligt. Die
treibende Kraft dieser Bewegung ist dabei nach auf3en gerichtet, so dass es unter
physiologischen Bedingungen zu einem Ausstrom von Kalium und Chlorid vom
Intrazellularraum in den Extrazellularraum kommt. Allgemein gesprochen sind KCCs
involviert in den epithelialen Transport, in die Regulation des Zellvolumens und der
lonenhomoostase. Bislang existieren jedoch noch zahlreiche Unklarheiten, was die
Funktion der K-Cl-Cotranporter, insbesondere des K-Cl-Cotransporters KCC3

anbelangt.
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Race et al. zeigten, dass der Cotransporter KCC3 aktiv ist unter isotonen
Bedingungen und des Weiteren durch eine hypotone Zellschwellung aktiviert werden
kann (Race JE, 1999).

Die Rolle von KCC3 im Bereich der Niere ist noch unklar. Es wird angenommen,
dass KCC3 und KCC4 wichtige Eigenschaften im transepithelialen Salztransport
besitzen und im Falle von Zellschwellung eine Ausschleusung von K und CI
bewirken (Mount DB, 2001).

Auch im Bereich des zentralen Nervensystems ist die Funktion von KCC3 bislang
nicht eindeutig geklart. Tiermodelle sollten zur Klarung dieser Frage beitragen. So
wurden in einer Studie von Delpire E. et al. Stammzellen von Mausen derart
prapariert, dass Mause mit einem Mangel an KCC3 entstanden. Hierbei war Exon 3
des KCC3-Gens Ziel einer Deletion. Heterozygote Mause (KCC3 ™) konnten kaum
vom Wildtyp (KCC3*") unterschieden werden, wohingegen homozygote Knock-out-
Mause (KCC3™) zahlreiche Auffalligkeiten aufwiesen. Diese Mause waren nur
schwerlich in der Lage, ihre Koérper in eine aufrechte Stellung zu bringen, sie
bewegten sich unkoordiniert und streckten oft unerwartet ihre Glieder. Auch in
zahlreichen Tests zeigte sich, dass Knock-out-Mause Probleme mit ihrer
Koordination hatten. Sowohl heterozygote als auch homozygote Mause fielen durch
eine verminderte spontane Aktivitat auf. Bei Untersuchungen der peripheren Nerven
stie3 man auf nur teilweise myelinisierte Axone, was auf eine Demyelinisierung der
Axone schlie3en lasst (Delpire E, 2001). Auch andere Forschungsgruppen sind der
Meinung, dass der K-Cl-Kanal KCC3 mit der Myelinisierung des Nervensystems in
Verbindung steht (Pearson MM, 2001).

In einer Studie von Boettger et al. wurde ebenfalls das KCC3-Gen bei Mausen
manipuliert, wodurch es zu einem Verlust des Cotransporters KCC3 bei diesen
Mausen kam. Das erste Exon, welches in beiden Splice-Varianten vorkommt, wurde
dabei mit —Galactosidase fusioniert, so dass ein zytoplasmatisches Fusionsprotein
entstand, dessen gesamter transmembranarer Anteil und der C-Terminus des KCC3-
Proteins zerstort wurde (Boettger T, 2003). Der Verlust des KCC3-Proteins fuhrte zu
zahlreichen, zum Teil erstaunlichen Phanotypen.

Es konnte gezeigt werden, dass KCC3 eine wichtige Funktion bei der Regulierung
des Zellvolumens erfillt. Zellschwellung infolge von Hypotonitat kann durch regulierte
Volumenabnahme rickgangig gemacht werden. Dabei kommt es zu einem zellularen

Verlust von organischen Osmolyten, von K* und CI". Dieser Ausstrom von K* und CI
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wird durch K*- und CI" -Kanale bewerkstelligt, die durch Zellschwellung aktiviert
werden oder durch direkt gekoppelten K*-CI" Cotransport (O'Neill, 1999). An zwei
sehr unterschiedlichen Zelltypen, Neuronen des Hippocampus und Zellen des
proximalen Tubulus der Niere, konnte nun gezeigt werden, dass KCC3 eine sehr
wichtige Aufgabe in dieser regulierten Volumenabnahme erflllt. In beiden Zelltypen
fuhrte der Verlust des KCC3-Proteins zu einer ernsten Beeintrdchtigung der
regulierten Volumenabnahme, wobei KCC3 wichtiger fur die neuronale als fiir die
renale Zellvolumenabnahme zu sein scheint (Boettger T, 2003).

Diese Beeintrachtigung der Reaktionsmaoglichkeiten der Zelle auf osmotischen Stress
im Bereich des ZNS kann schlie3lich eine Neurodegeneration zur Folge haben.

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass bei KCC3"-Mausen die
Anfallsschwelle reduziert ist. Mit Hilfe eines Elektrocorticogramms wurden bei sich
frei bewegenden Mausen erhohte irregulére elektrische Aktivitaten, d.h. spontane
Hoch-Volt-Spike-Wave-Komplexe festgestellt. Diese Komplexe sind typisch fir
bestimmte Formen von Epilepsie, wie z.B. die generalisierten Absencen und werden
einer abnormalen, synchronisierten Aktivitat in thalamocorticalen Bereichen
zugeschrieben. Unterschiedliche Modelle der Absence-Epilepsie zeigen, dass CI*-
abhangige synaptische Hemmung, vermittelt iber GABAAs-Rezeptoren in Regionen
des Thalamus und des Neocortex, beteiligt sind an der Entstehung von Spike-Wave-
Komplexen (Crunelli V, 2002). Da der K*-CI'-Cotransporter die zytoplasmatische CI'-
Konzentration regelt, ist er somit beteiligt an der synaptischen Inhibition . Die
Veranderte ZNS-Erregbarkeit bei KCC3” Mausen koénnte somit Folge der
verminderten synaptischen Inhibition sein, verursacht durch die Zunahme der

neuronalen zytoplasmatischen Cl'-Konzentration (siehe auch Abbildung 6).

KCC3 Verlust Abbildung 6: Zusammenhang zwischen
U Mangel an KCC3 und Zuname der ZNS-
L CI"-Eflux Erregbarkeit;
U t=Zunahme; | =Abnahme;
Lextrazellulare ClI “- Konzentration
U
{ Inhibition via GABA
U
1 ZNS-Erregbarkeit
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Analysen des Nervus Ischiadicus und der ventralen und dorsalen Wurzel des
Ruckenmarks zeigte eine Degeneration des Axons des Motoneurons und des
sensorischen Neurons. Neben der bereits erwdhnten Beeintrachtigung der
regulierten Volumenabnahme bei Zellschwellung, kénnte die Degeneration ebenfalls
mit der ZNS-Ubererregbarkeit im Zusammenhang gebracht werden, da auch bei
Epilepsien eine Neurodegeneration beobachtet werden kann. Es ist verstandlich,
dass Neuronen, die die Fahigkeit verloren haben, ihr Zellvolumen zu regulieren,
vulnerabel gegentber Veréanderungen der lonenkonzentration sind, die bei einer
Zunahme der neuronalen Aktivitat auftreten.

Eine weitere mdgliche Funktion des K-Cl-Kanals KCC3 im ZNS ist die Beteiligung an
der K*-Resorption im Bereich des Plexus choroideus. Mittels Na'/K*-Pumpen und
Na’-K*-2CI-Cotransporter wird Kalium an der apikalen Membran des Plexus
choroideus resorbiert. Der K*-CI'-Cotransporter KCC3 an der basolateralen Membran
des Plexus choroideus konnte schlieBlich am Ausstrom des Kaliums in den
Blutkreislauf und somit an der Kaliumzusammensetzung der cerebrospinalen
Flussigkeit, die fur die elektrische Aktivitat innerhalb des ZNS von groR3er Wichtigkeit
ist, mitbeteiligt sein (Pearson MM, 2001).

Neben beschriebener renaler und cerebraler Funktionen konnten auch andere
mogliche physiologische Eigenschaften des K-Cl-Kanals KCC3 beobachtet werden.
Shen et al. (2001) untersuchten die Funktion von KCC3 mit Hilfe von NIH/3T3-
Zelllinien, die von NIH/3T3-Fibroblasten (etablierte Zelllinie aus Fibroblasten des
national institute of health) aus Mausen gewonnen wurden. Sie zeigten, dass der
Insulin-like growth factor 1 (IGF1) die KCC3-Expression ansteigen lasst und das
Zellwachstum anregt, wohingegen der Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) die KCC3
Expression vermindert und zu Wachstumsstillstand fuhrt. Des Weiteren gehen Shen
und Kollegen davon aus, dass die Aktivierung Cyclin-abhéangiger Kinasen, die den
Verlauf des Zellzyklus regulieren, empfindlich auf lonenkonzentrationen reagiert und
mit der Aktivitit des K'-Cl-Kanals KCC3 gekoppelt ist. Dies zeigt, dass KCC3
empfindlich auf Wachstumshormone reagiert und in Verbindung steht mit bestimmten
Zytokinen, die wiederum in direkter Verbindung mit dem Zellwachstum stehen. KCC3
scheint somit ebenfalls eine regulierende Funktion in der Zellproliferation
bestimmter Gewebe einzunehmen. Shen et al. gehen weiter davon aus, dass KCC3
im Gegensatz zu anderen K*-CI'-Cotransportern keine Funktion in der Regulation des
Zellvolumens besitzen (Shen MR, 2001).

30



Eine weitere Beobachtung bei KCC3"-Mausen war die allmahliche Entwicklung von
Taubheit aufgrund einer Degeneration der sensorischen Haarzellen der Cochlea
(Boettger T, 2003). Des Weiteren litten KCC3" Mause unter arterieller Hypertension.
Die Pathogenese dieser Erkrankung ist bisweilen noch unklar, doch es wird davon
ausgegangen, dass KCC3 einen Einfluss auf zellulare Chloridkonzentration
vaskularer glatter Muskelzellen hat, auf denen der Kanal exprimiert ist. Die
Hypertension koénnte jedoch auch Folge der Neurodegeneration sein (Boettger T,
2003).

Piechotta et al. (2002) zeigten, dass einige Kation-Chlorid-Cotransporter, darunter
KCC3 mit SPAK (Stress-related serine-threonine kinase Ste20-related proline-
alanine-rich kinase) und/oder OSR1 (oxidative stress respond 1) interagieren. Sie
vermuten, dass diese Interaktion bei der Initiierung der zellularen Stressantwort
involviert ist (Piechotta K, 2002).

2.2.4 Assoziation von Polymorphismen des  SLC12A6 mit Erkrankungen

SLC12A6 ist, wie bereits erwdhnt, zwischen den genetischen Markern D15S1040
und D15S118 auf Chromosom 15 lokalisiert (Mount DB, 1999). Diese Region ist
genetisch gekoppelt mit dem sogenannten Andermann Syndrom, sowie zwei Formen
idiopathischer Epilepsien, der juvenilen myoklonischen Epilepsie und der familiaren
rolandischen Epilepsie und schliel3lich mit der rezessiven familidren spastischen
Paraparese (Delpire E, 2002). Versuche, Varianten von SLC12A6 zu finden, welche
fur die Entwicklung von Epilepsien verantwortlich sind, waren bislang erfolglos
(Steinlein O, 2001). Im Folgenden soll auf das Andermann-Syndrom né&her

eingegangen werden.

Andermann-Syndrom

Es zeigte sich, dass Mutationen im Bereich des Gens SLC12A6, welcher fir den
Kalium-Chlorid-Kanal KCC3 kodiert, in der Pathogenese von ACCPN (= Agenesis of
the corpus callosum with perpheral neuropathie, Andermann-Syndrom) involviert sind
(Howard HC, 2002; Howard HC, 2003; Howard HC, 2002; Uyanik G, 2006). Bereits
im Jahre 1972 wurde diese autosomal rezessive Erkrankung von Andermann und

seinen Mitarbeitern beschrieben, weshalb sie auch Andermann-Syndrom genannt
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wurde (Andermann F, 1972). Ursprunglich wurde das Andermann-Syndrom einzig in
einer Provinz von Quebec, Kanada beobachtet und beschrieben, mittlerweile ist
jedoch bekannt, dass sich die Erkrankung auch in anderen Populationen,
insbesondere in solchen mit hohen Raten an Konsanguinitat finden lasst (Deleu D,
1997). ACCPN ist eine Erkrankung, die sich durch eine progressive sensomotorische
Neuropathie mit geistiger Retardierung, psychotischen Episoden, dysmorphen Zigen
und variabler Agenesie des Corpus callosum gekennzeichnet ist (Casaubon LK,
1996; Filteau MJ, 1991).

Die wichtigsten klinischen Merkmale dieser Erkrankung sind in der folgenden

Ubersicht (Abbildung 7) zusammengefasst.

Kognitive Funktionen:
- milde bis schwere geistige

Dys morpe Ziige: Retardierung Motorik:

- Hypertelorismus - psychotische Episoden - progressive distal und

- Brachycephalie meist wahrend der proximal symmetrische

- Syndaktylie (2. und 3. Zeh) Adolescens Schwache der

- Stark gebogener Gaumen Gliedmal3en mit

- 1. Zeh liegt Uiber dem 2. Zeh Muskelatrophie

ﬁ - diffuser Tremor der
Gliedmalien
: : (wahrscheinlich infolge

Kraniale Nerven: AccePn Polyneuropathie)

Weiterhin:
- Skoliose
- restriktive Lungen-

- Ptosis der Augenlider
- Eso-/Exotropie ﬂ
- horizontaler Nystagmus

- Fazialisparese

- obere Blickparese Sensorik: Reflexe: erkrankungen
Alle Modalitaten sind von Pathologische - Krampanfalle
Kindheit auf leicht bis Reflexmuster

schwer beeintrachtigt

Abbildung 7:  Klinische Merkmale der ACCPN

Anhand dieser Erkrankung zeigt sich sehr eindrucksvoll, wie ein Kanaldefekt sowohl
zu Entwicklungsstoérungen als auch zu neurodegenerativen Problemen fihren kann,

die neben dem zentralen auch das periphere Nervensystem betreffen. Die Agenesie

32



des Corpus callosum zum einen deutet auf eine Stérung der axonalen Migration
wahrend der Embryogenese hin, wohingegen die progressive Neuropathie mit
geistiger Retardierung und psychotischen Episoden auf eine degenerative
Erkrankung hinweist. Durch diese Beobachtungen kann die Vermutung geauf3ert
werden, dass der KCC3 zumindest indirekt in der frihen axonalen Migration durch
das Corpus callosum involviert ist und in der Erhaltung der Integration des peripheren
Nervensystems eine Rolle spielt (Dupré N, 2003). Auch bei Patienten mit
Andermann-Syndrom, bei denen makroskopisch keine Agenesie des Corpus
callosum nachgewiesen werden konnte, fand sich in der Autopsie ein Axonverlust,
was darauf hindeutet, dass in den meisten, wenn nicht sogar in allen Fallen des
Andermann-Syndroms verschiedene Schweregrade einer Corpus callosum-
Abnormitét zu finden sind (Dupré N, 2003). Strukturelle Analysen von Nerven- und
Muskelgewebe zeigten des Weiteren eine Demyelinisierung mit axonaler
Degeneration und eine neurogene Muskelatrophie bei Patienten mit Andermann-
Syndrom (Deleu D, 1997).

Ein aulRerst wichtiger Aspekt ist die Assoziation von ACCPN mit Psychosen, da
Mutationen im Bereich des KCC3-Gens auch fur Erkrankungen aus dem

psychiatrischen Formenkreis verantwortlich sein kénnten.

Im Folgenden soll nun der Fokus auf die Assoziationsstudie bzw. die im Rahmen

dieser Studie gestellten Fragen und Hypothesen gerichtet werden.
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2.3 Assoziationsstudien bei komplex vererbten Erkra nkungen

Es zeigte sich in den letzten Jahrzehnten, dass sogenannte Kopplungsanalysen fir
die Untersuchung von psychischen Erkrankungen meist nicht geeignet sind, da diese
Erkrankungen meist einen komplexen Vererbungsmechanismus besitzen, d.h. der
Vererbungsmodus ist im Einzelnen unbekannt, und meist findet sich auch kein Gen,
welches den Haupteffet auf den Phanotyp austben kdnnte.

Um komplex vererbte Erkrankungen genetisch untersuchen zu kénnen, verwendet
man sogenannte nicht-parametrische Methoden, wie z.B. Assoziationsstudien.
Assoziationsstudien kénnen im Falle von komplex vererbten Erkrankungen in
Kombination mit plausiblen Kandidatengenen oder Kandidatenregionen angewendet
werden. Um eine statistisch signifikante H&aufung des Markerallels bei einer
Erkrankung aufzuspuren, wird hierbei eine Gruppe von nicht verwandten Patienten
mit einer Kontrollgruppe aus einer ethnisch &hnlichen allgemeinen Bevdlkerung
verglichen. Kommt das Markerallel in der Fallgruppe signifikant haufiger vor als in der
Kontrollgruppe, dann ist ein Markerallel ein Risikoallel fur eine bestimmte
Erkrankung, d.h. es handelt sich um eine positive Assoziation (Hardy J, 2002).

Der Marker kann dabei direkt eine Anfélligkeit fir eine Erkrankung verursachen, da er
z.B. als funktionelle Variante des Gens an der Pathogenese der Erkrankung beteiligt
ist. Eine positive Assoziation findet sich jedoch auch bei einem
Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium), wodurch der Marker und der
Anfalligkeitslokus so eng verbunden ist, dass ihre Verwandtschaft Uber mehrere
Stufen der Rekombination erhalten bleibt (Lander E, 1994).

Aufgrund von Stratifizierungseffekten einer Population kénnen ebenfalls falsch
positive Assoziationen entstehen. Mit Hilfe von statistischen Methoden wie z.B. dem
Transmission Disequilibrium Test (TD-Test) und dem Haplotype Relative Risk Test
(HRR-Test) kann diesem Problem begegnet werden (Lander E, 1994; Schulze TG,
2002).



3 Fragestellungen und Hypothesen

Im Rahmen einer nicht-parametrischen, genomweiten Kopplungsanalyse wurde die
Region 15q14-15 mit einem LOD-Score von 3,57 (p = 2.6 x 10 ; GENEHUNTER-PLUS)
als Kandidatenregion fir periodische Katatonie ermittelt. Diese chromosomale
Region zeigte ebenfalls eine Kopplung zu bipolaren Erkrankungen.

Das Gen SLC12A6, welches auf der chromosomalen Region 15914 zu finden ist,
stellt aufgrund seiner Position und der funktionellen Bedeutung seines Genprodukts
ein vielversprechendes Kandidatengen fur katatone Schizophrenie und bipolare
Erkrankungen dar.

Mit Hilfe von Mutationsanalysen wurden zwei seltene Polymorphismen (G/A, G/A) in
der Promotor- und der 5-UTR-Region des SLC12A6-Gens und eine Thymidin-
Insertion im Intron 4 (IVS4-1008ins(T)) des SLC12A6-Gens detektiert. Untersucht
wurden hierbei zwei an katatoner Schizophrenie erkrankte Patienten aus einer
grofR3en Familie (Familie 11, siehe Abbildung 8) und drei gesunde Individuen (Meyer
J, 2005).
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Anhand dieser Arbeit soll nun im Rahmen einer Assoziationsstudie geklart werden,
ob diese seltenen Varianten bei Patienten mit katatoner Schizophrenie und/oder
bipolaren Erkrankungen gehéauft auftreten.

Wenn dies der Fall ist, miissen weiterhin folgende Hypothesen geklart werden:
1. Es handelt sich hierbei um falsch positive Ergebnisse, die sich aufgrund der
Bevolkerungs-Stratifikation ergeben. Somit ist die Assoziation der Polymorphismen

mit katatoner Schizophrenie bzw. bipolarer Erkrankung lediglich Zufall.

2. Die seltenen G-Varianten und das 1VS4-1008ins(T)-Allel befinden sich im
Kopplungsungleichgewicht mit der eigentlichen, wahren Mutation, welche die
Erkrankung erzeugt.

Stober et al. beschrieb und untersuchte im Jahr 2001 und 2002 einen als Familie 9
bezeichneten Stammbaum, von dessen Mitgliedern sechs Personen an katatoner
Schizophrenie erkrankt sind. Im Rahmen eines Genom-Scans zeigten sich fur die
betroffenen Personen gemeinsame Markerallele zwischen D15S1042 und D15S182
(Stéber G, 2001b, 2002b).

Die wahre Mutation wirde somit im Falle der periodischen Katatonie distal des
SLC12A6-Genlocus vermutet werden, da auch der als Familie 9 bezeichnete
Stammbaum die Region distal des SLC12A6-Genlocus unterstitzt, die durch die
Marker D15S1042 und D15S182 flankiert wird (Siehe Abbildung 9) (Meyer J, 2003).

3. Die seltenen G-Varianten und das IVS4-1008ins(T)-Allel sind moglicherweise fur
bipolare Erkrankungen bzw. fir katatone Schizophrenie bei Familie 11 verantwortlich,
indem sie z.B. die Genexpression direkt beeinflussen.

Trifft diese Annahme zu, wirde man im Falle der periodischen Katatonie allerdings
ein zweites Kandidatengen distal des SLC12A6-Gens erwarten, welches urséchlich
fur die Erkrankung bei Familie 9 ist (Siehe Abbildung 9).
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Chromosom 15q14-15 3’
ECC3 Gen Polymorphizmen

— D158144 |Oberer Marker, Faomlie 11|

Variante
Wildtye-Allel

T— D158132 |Unterer Marker, Faomlie 11|
5°
Familie O Familie 11

i st
St LI

O Hxhtbetroffenie Famihenmitpheder

‘ Betroffenne Fanuhenmutgheder
@ Verctorbene Fammhenmitpheder

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Chromosoms 15g14-15 und der untersuchten Polymorphismen;

schematische Darstellung des Stammbaums der Familie 11 und 9
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4 Patienten, Material und Methoden

4.1 Patienten und Kontrollgruppe

Die vorliegende Arbeit knupft an die Studien von Stdber et al. an (Stober G, 2001;
Stéber G, 2000; Stober G, 2002b) und ist als Fortsetzung der unter der Leitung von
Herrn Prof. Dr. Lesch und Herrn Prof. Dr. Meyer bereits begonnen Assoziationsstudie

zu sehen.

Untersucht wurde ein als Familie 11 bezeichneter Stammbaum (3 Generationen), der
bereits von Stober et al. und Meyer et al. beschrieben wurde (siehe auch Abbildung
9) (Meyer J, 2002b; Stober G, 2001). Zur Verfigung standen Blutproben von 10
gesunden und 7 an katatoner Schizophrenie erkrankten Mitglieder der Familie 11.

Insgesamt bestand die Patientengruppe aus 186 Individuen, deren Erkrankung durch
die Abteilung fur Psychiatrie und Psychotherapie der Universitat Wirzburg, zum Teill
auch durch die psychiatrische Abteilung des Krankenhauses Werneck diagnostiziert
wurde.

114 Personen litten nach den Kriterien des ICD-10 an Erkrankungen des
schizophrenen Formenkreises. Davon litten 31 Individuen an einer paranoiden Form,
14 an einer hebephrenen Form der Schizophrenie, 23 Individuen an einem
Residualzustand, 5 an einer undifferenzierten Form der Schizophrenie, 4 Personen
an katatoner Schizophrenie, 4 an Schizophrenia simplex, 10 an Wahnerkrankung
und schlie3lich 23 Personen an schizoaffektiver Erkrankung.

Eine zweite Gruppe bestehend aus 72 Individuen litten nach den Kriterien des ICD-
10 an bipolarer Erkrankung (66 Patienten) oder schwerer Depression mit
psychotischen Episoden (6 Patienten).

In der Patientengruppe lag das durchschnittliche Lebensalter bei 46 + 15 Jahren.

Alle schizophrenen Patienten wurden durch einen erfahrenen Psychiater untersucht.
Ausgedehnte semistrukturierte Interviews wurden durchgefuhrt und, soweit méglich,
weitere Informationen Uber den Patienten mit Hilfe von Familienangehorigen oder

Berichten aus anderen Kliniken eingeholt, um ein vollstdndiges Bild der Erkrankung
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zu erhalten und somit eine genaue Diagnose gemafl der ICD-10 und der
Leonhard schen Klassifikation treffen zu kénnen.

Die Patienten mit bipolarer Erkrankung hatten bislang zumindest an einer manischen
und einer depressiven Episode gelitten. Patienten mit Major Depression sind bislang
an mindestens zwei depressiven Episoden erkrankt und zeigten auf3erdem
psychotische Symptome wahrend dieser Episoden. Keines der Individuen litt an einer
Epilepsie, angeborenen geistigen Retardierung, einer signifikanten zusatzlichen

neurologischen Erkrankung oder einer Drogenabhangigkeit.

Die Kontrollgruppe bestand aus 350 Individuen mit einem durchschnittlichen
Lebensalter von 32 £ 10,5 Jahren.
Die Blutproben wurden von der Abteilung fur Bluttransfusion der Universitatsklinik
Wirzburg zur Verfigung gestellt.
Die Kontrollgruppe bestand ausschlieBlich aus gesunden Blutspendern, die

hinsichtlich psychiatrischer Erkrankungen nicht untersucht wurden.

Sowohl die Patienten- als auch die Kontrollgruppe sind kaukasischer Abstammung
und stammen zudem aus der ndheren Umgebung Wirzburgs.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Wirzburg genehmigt. Die
Teilnahme der Personen an dieser Studie erfolgte freiwillig und nach Aufklarung tber
Ziel und Ablauf der Studie.
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4.2 Verwendete Materialien

4.2.1 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden von

synthetisiert.

MWG-Biotech (Eberstadt)

Primer Primersequenz (5 —3’) Tm (T) |GC-Anteil | Produkt-
(in %) GroRRe (bp)

PromG/A-F CCTGAATCAAGAAACCCAGAC 62 47,6 424

PromG/A-R ATCCATTCCATGTTTTCACCA 58 38,1

g-a /K3-F TGTGGGGTATTCACCTG 52,8 52,9 157

G-K3-R TTTCCTGTCGAGGTAGC 52,8 52,9

A-K3-R TTTCCTGTCGAGGTAGT 50,4 47,1

INS-T-F TTTCTGCTTGGAGGTTAATATGG 64 39,1 145/146

INS-T-R GAGGTAGACACCCATGAAGG 62 55

CX36 EX2-4F |ATTGGGAACACTGACCCTTG 60 50

CX36 EX2-4R | TGTCCCAGGGTTGTATGAGTG 64 52,4

Tabelle 5: Verwendete Primer, Primersequenz, T, GC-Anteil und ProduktgréRe

4.2.2 Enzyme

Restriktionsenzyme:

Enzym | Hersteller |Bezeichnung |Erkennungsstelle |Verwendung

Hinf | BioLabs®),. | RO155S 5...GOANTC ...3" |PCR: CX36-Ex2

3...CTNALCG...5

Tabelle 6: Restriktionsenzyme und deren Hersteller, ndhere Bezeichnung, Erkennungsstelle(=0) und

Verwendung

weitere Enzyme:

Enzym Hersteller Verwendung

Taq DNA Eurogentec (Seraing, PCR-

Polymerase Belgien) Reaktionslosungen
Pronase E AppliChem (Darmstadt) DNA-Extraktion

Tabelle 7: sonstige verwendete Enzyme, deren Hersteller und Verwendung
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4.2.3 Chemikalien

Substanz

Hersteller

Verwendung

0,5 M EDTA (pH 8,0)

AppliChem (Darmstadt)

TAE-Puffer, TBE-Puffer

100-Basenpaarleiter (DNA-
Langenstandards XIV)

Roche Molecular

Biochemicals (Mannheim)

Gelelektrophorese

2-Propanol

Merck (Darmstadt)

DNA—Extraktion

Acrylamid

Roth (Karlsruhe)

Herstellung der PAA-
LOsung
(fur PAA-Gele)

Amoniumchlorid (NH4CI)

AppliChem (Darmstadt)

DNA—Extraktion

Ammoniumpersulfat (10 %)

AppliChem (Darmstadt)

Herstellung der APS-
Lésung
(fir PAA-Gele)

Bromphenolblau Pharmacia Biotech “Blue Buffer”
(Freiburg)

BSA (bovines New England BioLabs PCR-Puffer

Serumalbumin) (Schwabach)

dNTP-Mix (je 2,5 mM
dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

Promega (Mannheim)

PCR-Reaktionslésung

Eisessig

AppliChem (Darmstadt)

TAE-Puffer

Ethidiumbromidlésung (1%)

Roth (Karlsruhe)

Anfarben der
Agarosegele

Formamid AppliChem (Darmstadt) Herstellung des Proben-
.loading“-Puffers

Glycerol Sigma (Steinheim) “Blue Buffer”

H,O (Aqua dest.) Merck (Darmstadt) Puffer- und

Stammldsungen,;
molekularbiologische
Reaktionsansatze

KCI AppliChem (Darmstadt) PCR-Puffer
KHCO3 AppliChem (Darmstadt) DNA-Extraktion
(Kaliumhydrogencarbonat)

MgCl, AppliChem (Darmstadt) PCR-Puffer
NaCl Pharmacia Biotech Puffer- und

(Freiburg)

Stammlésungen

N’N’- Methylbisacrylamid
2x (BAA)

Merck (Darmstadt)

Herstellung der PAA-
Lésung
(fir PAA-Gele)

QIAquick Gel Extraction Kit
(50) ®

Quiagen (Hilden)

DNA-Extraktion

QIAquick PCR-Purification
Kit (250) ®

Quiagen (Hilden)

Reinigung des PCR-
Produkts

SDS (sodium deodecyl
sulfate)10%

Sigma (Steinheim)

DNA—Extraktion

SeaKem LE Agarose

BMA (Bio Whittaker
Molecular Applications)

Herstellung der
Agarosegele

SYBR-Gold® nucleic acid
gel stain

Molecular Probes
(Leiden, Niederlande)

Anfarben der PAA-Gele

TEMED

Sigma (Steinheim)

Herstellung der PAA-
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(N,N,N’,N’-Tetra- Ldsung
methylethylendiamine) (fir PAA-Gele)
Tris-Base AppliChem (Darmstadt) | TBE-Puffer,Tae-Puffer
Tris-HCI AppliChem (Darmstadt) Puffer- und
Stammlésungen
Tween 20 Sigma (Steinheim) PCR-Puffer
Xylenecyanol Sigma (Steinheim) “Blue Buffer”

Tabelle 8: Chemikalien-, Herstellerangabe und Verwendungszweck

4.2.4 Puffer und Losungen

In Tabelle 9 und 10 werden die angewendeten Puffer und Lésungen aufgefihrt und
deren Zusammensetzung und Verwendung ndher beschrieben. Wurde ein Puffer
nicht eigenstandig im Labor hergestellt, sondern gebrauchsfertig geliefert, ist statt der

Zusammensetzung der Hersteller des Puffers genannt.

Puffer:

Puffer

Zusammensetzung/
Hersteller*

Verwendung

0,5xTBE-Puffer
(Tris-Borat)

0,045 M Tris-Borat
0,001M EDTA (pH 8)

Elektrophorese-Puffer

1XTAE-Puffer
(Tris-Acetat)

0,04 M Tris-Acetat
0,001 M EDTA (pH 8)

Elektrophorese-Puffer

10 mM MgCl,-Puffer

500 mM KCI

100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
0,25% Tween 20

0,25 mg/ml BSA

10 mM MgCl,

PCR-Puffer

7,5 mM MgCl,-Puffer

500 mM KCI

100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
0,25% Tween 20

0,25 mg/ml BSA

7,5 mM MgCl,

PCR-Puffer

PB-Puffer QIAQuick® PCR Purification Reinigung des PCR-
Kit, Qiagen* Produkts

PE-Puffer QIAQuick® PCR Purification Reinigung des PCR-
Kit, Qiagen* Produkts

EB-Puffer QIAQuick® PCR Purification Reinigung des PCR-

(Elutions-Puffer) Kit, Qiagen* Produkts

NE Buffer 2 BioLabs®nc * Restriktion mit Enzym

Hinfl
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Proben-“loading-
buffer”

600 pl Formamid
100 pl “Blue-buffer”

SSCP:
Elektrophorese

“Blue-buffer”

25 mg Bromphenolblau

Xylenecyanol
1,5 ml Glycerol (100%)
10 ml Aqua dest.

Elektrophorese

Lysispuffer

155 mM NH,CI
10 mM KHCOg3
0,1 mM Nax,EDTA

DNA-Extraktion

Kernlysispuffer:

10 mM Tris-HCI (pH 8)
400 mM NacCl
2 mM Na,EDTA

DNA-Extraktion

1XTE-Puffer

10 mM Tris-HCI (pH8)
0,1 mM Na,EDTA

DNA-Extraktion

Tabelle 9: Angabe der Puffer, der Zusammensetzung (bzw. des Herstellers*) und der Verwendung.

*=die Hersteller wurden bei Puffern, die nicht eigenstandig im Labor produziert wurden angegeben

LOosungen:
LOsung Zusammensetzung Verwendung
10 % PAA 1g N'N"-Methylbisacrylamid 2x (BAA) SSCP:Ldsung fur
(Polyacrylamid)- 49 g Acrylamid 2x(AA) [BAA:AA=1:49] |PAA-Gele
Ldsung 500 pul TEMED mit 0,5xTBE-Puffer auf
500 ml auffullen
APS-L6sung 4g Amoniumpersulfat SSCP: Losung fur
40ml H,O PAA-Gele
SYBR-Gold®- 25 pl SYBR-Gold® SSCP: Farbebad

Farbeldsung

250 ml 1xTBE-Puffer

Tabelle 10: Angabe der verwendeten Lésungen, des Herstellers und des Verwendungszweckes

4.2.5 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Verwendung

Abstandhalter

Peqglab (Erlangen)

SSCP-Gele

Collection tubes

Qiagen

Reinigung des PCR-
Produkts

Glasplatten Peglab (Erlangen) SSCP-Gele

Handschuhe Sanger Alfatex Nitril, PCR, Restriktion
Safeskin

Kamme Peglab (Erlangen) Agaroseelektrophorese-

SSCP-Gele

Messbecher, -zylinder

Marienfeld Superior

Herstellung der Gele,
Losungen, Puffer

Mikrotiterplatten 96-fach |Hartenstein

PCR, Restriktion

Nunc-Réhrchen

Nalgene

DNA-Extraktion




Photometrie-Kiivetten

Eppendorf

Konzenrations-
bestimmung

Pipettenspitzen

Greiner BioOne,
Hartenstein

PCR, Restriktion

Pipettenspitzen mit Filter

Peglab, Hartenstein

PCR, Restriktion

PCR-Reaktionsgefalie

Hartenstein

PCR

Reaktionsgefale

Greiner Labortechnik

PCR, Restriktion

SYBR-Gold® Filter

Bio-Rad

Ablichtung der SSCP-Gele

QIAquick spin-columns | Qiagen Reinigung des PCR-
Produkts
Zentrifugen- Rohrchen Sarstedt 50 ml Zentrifugation
Tabelle 11: Verbrauchsmaterialien
4.2.6 Gerate
Gerat Modell Hersteller(Ort) Verwendung
Autoklav Ohne Bezeichnung MWG Biotech Sterilisierung
Elektrophorese- | Easy Cast (TYP: B2) | OWL Separation Agarosegel-
kammern Systems (Portsmouth, |elektrophorese
USA)
TYP:P9 DS peglab Biotechnologie |SSCP
GmbH (Erlangen)
TYP:45-2020- peglab Biotechnologie |SSCP
GmbH (Erlangen)
Inkubatoren TYP:1012 GFL (Burgwedel) Enzymverdau
TYP: 1083 GFL (Burgwedel) DNA-Extraktion,
Denaturierung
der DNA
Kamera Polaroid Gel Cam Polaroid (Offenbach) | Ablichtung der
Model:EPH7 gefarbten Gele
Pipetten Univapo 150H Eppendorf PCR, Restriktion
Reference 0,5-10 Eppendorf PCR, Restriktion
Reference 10-100 Eppendorf PCR, Restriktion
Reference 100-1000 |Eppendorf PCR, Restriktion
Spannungs- Gene Power Supply |Pharmacia (Freiburg) |Agarosegel-
gerate GPS 200/400 elektrophorese
Elektrophorese- Biometra (Gottingen) | Agarosegel-
Powerpack P24 elektrophorese,
SSCP
E 835 Consort SSCP
Schuttel- VX8 Jahnke & Kunkel DNA-Extraktion
wasserbad
Thermocycler | Thermocycler Biometra (Gottingen) |PCR
T-Gradient Biometra (Gottingen) |PCR
UV-Trans- Fluo_Link (TFL-20M, |MWG Biotech Betrachtung der
illuminator 312 nm) (Eberstadt) gefarbten Gele
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Division

Waage SAC 64 SAC Herstellung der
Gele, Lésungen
PM 300 Mettler Herstellung der
Losungen
Zentrifugen RC5C Sorvall Instruments DNA-Extraktion
TDX Zentrifuge ABBOTT Diagnostics | Reinigung des

PCR-Produkts

IKA- COMBIMAG
RGO

IKA-Werk (Staufen)

Agaroseelektroph
orese

Tabelle 12: Gerate-, Hersteller-, und Verwendungsangabe

4.2.7 Software

Experimentelle Arbeit:

Statistische Auswertung:

FastEHPIus

Gene Runner Version 3.05

SAS package 8.1

Finetti
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4.3 Methoden

4.3.1 DNA-Extraktion

Allgemein:
Um in einer genetischen Untersuchung mit Nukleinsauren in Form von DNA arbeiten

zu kdnnen, mussen diese Molekile zunéachst sicher aus Zellen isoliert werden.

Ein relativ einfaches Verfahren, DNA zu gewinnen, besteht darin, sie aus Vollblut
bzw. den darin enthaltenen Leukozyten zu extrahieren.

Den ersten Schritt einer DNA-Extraktion stellt das Aufbrechen des Zellmaterials dar.
Wichtig ist hierbei, dass dieser Schritt vorsichtig vollzogen wird, um die DNA-
Molekile nicht zu zerstéren. Durch Zentrifugieren kdnnen nun die gelosten
Zellbestandteile entsprechend ihrer Gro3e und ihren Gewichtes voneinander
getrennt werden. Grol3ere und schwerere Komponenten, wie z.B. Kerne oder nicht
aufgebrochene Zellen wandern durch die Wirkung der Zentrifugalkraft schneller zum
Boden des Zentrifugalrohrchens und bilden dort einen Niederschlag, das Sediment.
Leichtere Komponenten, wie kleine freie Proteine und das Zytoplasma bleiben
hingegen im Uberstand zuriick, welcher verworfen werden kann. Die Zellproteine
kbnnen mit Hilfe von Enzymen gespalten und durch eine Salzlosung ausgefallt
werden. Durch Zentrifugation kdnnen die Proteine von den Nukleinséuren, die
Uberwiegend in der oberen wassrigen Phase zuriickbleiben, getrennt werden. Der
Uberstand, der die Nukleinsduren enthalt wird mit Propranol versetzt, wodurch der
DNA-Faden kondensiert und sichtbar wird. Zuletzt wird der DNA-Faden in einem
geeigneten Puffer geldst und kann, nachdem eine photometrische Konzentrations-
bestimmung und eine anschlieBende Verdinnung durchgefihrt wurde, fur

analytische Zwecke genutzt werden.

Durchfiihrung:

Die DNA-Isolation erfolgt aus Leukozyten nach der Aussalzungsmethode von Miller
(1988). Verarbeitet wird peripheres vendses Blut, welches mit EDTA vermengt wird
um eine Koagulation des Blutes zu verhindert.

Zunachst mischt man in einem Falconrohrchen ca.10 ml frisches Vollblut mit 30 ml
Lysispuffer, wodurch die Zellen lysiert werden. Das Gemisch wird nun 15 Minuten auf
Eis gelegt und im Anschluss 15 Minuten bei 1500 rpm und 4<C zentrifugiert. Der

Uberstand wird verworfen. Das Sediment, in dem sich unter anderem die Zellkerne
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und die DNA-haltigen Mitochondrien befinden, wird mit 10 ml Kernlysispuffer
versehen und vermischt, anschlielend mit 650 pl 10 % SDS und schlie3lich mit
500ul Pronase E versehen, welche die in dem Gemisch befindlichen Proteine
abbaut. Nachdem das Gemisch bei 37T in einem Schiittelwasserbad tber Nacht
inkubiert worden ist, werden 3,5 ml gesittigte NaCl-L6ésung hinzugeflgt und das
Falconrohrchen 15 Sekunden kraftig geschuttelt. Im Anschluss zentrifugiert man das
Gemisch bei Raumtemperatur 2-4 mal je 20 Minuten bei 4000rpm, wobei der
Uberstand jeweils umgefillt und erneut zentrifugiert wird. Dadurch werden die im
Sediment befindlichen Proteinen, die durch die Salzlésung ausgeféllt wurden, von
den im Uberstand befindlichen DNA-Molekiilen getrennt. Der Uberstand wird nun in
einem neuen Falconréhrchen mit ca. 7,5 ml 2-Propranol versetzt. Mit Hilfe von 2-
Propranol kann die Nukleinsdure ausgefallt werden und der DNA-Faden wird
sichtbar. Dieser DNA-Faden wird mit einer 10 pl Pipette in ein autoklaviertes
Nuncréhrchen gegeben, wobei der Deckel des R6hrchens nicht vollig geschlossen
werden darf, damit die verbleibenden Reste des Propranols verdunsten kénnen und
der DNA-Faden trocknen kann.

Die DNA-Extraktion ist schlieBlich durch Hinzufigen von 500 pl 1XTE-Puffer

abgeschlossen. Die Nukleinsaure liegt nun in geldster Form vor.

DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung und die Bestimmung des Reinheitsgrades der DNA

erfolgte mit Hilfe eines UV-Spektrophotometers bei 260 nm.

4.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Allgemein:
Im Jahre 1985 entwickelte Kary Mullis das Verfahren der Polymerasenkettenreaktion

(PCR = engl.: polymerase chain reaction), mit dessen Hilfe die in vitro Amplifikation
von spezifischen DNA-Sequenzen madglich ist. Mittlerweile gehort diese Technik zu
den Standartmethoden der Molekularbiologie.

Folgende Schritte werden bei der PCR durchlaufen:

Zunachst wird der DNA-Doppelstrang durch Erhitzen auf ca. 90C denaturiert, wobei
er sich in seine beiden Einzelstrange aufspaltet. Im Anschluss erfolgt eine Abkuhlung

des Ansatzes auf eine Temperatur, die eine komplementédre Bindung zweier
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synthetischer Oligonukleotide, sogenannter Primer, an je ein 5-Ende der

Nukleinsaureeinzelstrange ermdglicht. Eine DNA-Polymerase verlangert in

Gegenwart von  Desoxynukleosid-Triphosphaten  (dNTP) unter richtigen

Reaktionsbedingungen die Primer entlang der einzelstrangigen, denaturierten DNA-

Matrix und lasst somit neue DNA-Stange entstehen, deren Sequenz komplementér

zur Matrize ist.

Dieser Reaktionszyklus bestehend aus

- Denaturierung des DNA-Doppelstranges durch Erhitzung auf 90C,

- Primer-Anlagerung bei ca. 50C,

- Extension zu neuen Doppelstrdngen mit Hilfe einer DNA-Polymerase unter
erneuter Erwarmung auf ca. 70C

wird nun mehrfach wiederholt. Es ergibt sich daraus eine exponentielle Zunahme der

amplifizierten DNA-Molekile. Mit Hilfe hitzestabiler DNA-Polymerasen und der

Entwicklung von Geraten, die fiur einen zyklischen Temperaturwechsel sorgen, wurde

es mdoglich, die PCR zu automatisieren, was den Arbeitsaufwand erheblich reduziert

und entscheidend zum Erfolg der PCR beigetragen hat.

Standard-PCR
Der Standard-PCR-Reaktionsansatz zur Vervielfaltigung des IVS4-1008ins(T)/del(T)

tragenden Abschnittes im Rahmen enthielt folgende Reagenzien:

Reagenzien Menge:
7,5 mM MgCl2-Puffer 2,5 ul
dNTPs (je 2,5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 1l
Tag-Polymerase (0,5 U) 1ul
Primer forward: K-T ins 4F (10 pmol/ul) 0,7 ul
Primer reverse: K-T ins 4R (10 pmol/pul) 0,7 ul
DNA 2 ul
H20 17,1 pl
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In einem Thermocycler wurde der Reaktionsansatz folgendem Temperaturprofil

ausgesetzt:
Temperatur Zeit Zyklen
95°C 3 min 1x
95°C 45 sec
59°C 45sec 35X
72°C 45 sec
72°C 3 min 1x

Der PCR-Reaktionsansatz zur Vervielfaltigung des 304192G/A tragenden
Abschnittes lautete folgendermal3en:

Reagenzien Menge:
7,5 mM MgCl2-Puffer 2,5 ul
dNTPs (je 2,5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 1l
Tag-Polymerase (0,5 U) 1l
Primer forward: PromG/A-F (10 pmol/ul) 1l
Primer reverse: PromG/A-R (10 pmol/ul) 1l
DNA 2 pl
H20 16,5 pl

Das Temperaturprofil im Thermocycler wurde folgendermalRen ausgewahlt:

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 3 min 1x
94°C 45 sec

60,6°C 45sec 39X
72°C 45 sec

72°C 3 min 1x
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Der PCR-Reaktionsansatz zur Vervielfaltigung des Cx36 Ex2 tragenden Abschnittes

enthielt folgende Reagenzien:

Reagenzien Menge:
7,5 mM MgCl2-Puffer 2,5 ul
dNTPs (je 2,5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 1 pl
Tag-Polymerase (0,5 U) 1l
Primer forward: Ex2 -4F (10 pmol/ul) 1l
Primer reverse: Ex2- 4R (10 pmol/ul) 1l
DNA 1 pl
H20 17,5 pl

Das Temperaturprofil im Thermocycler wurde folgendermaf3en ausgewahlt:

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 3 min 1x
95°C 45 sec

58,4°C 45 sec 39X
72°C 45 sec

72°C 3 min 1x

ARMS (amplification refractory mutation system)-PCR:

Die ARMS-PCR stellt eine Mdoglichkeit dar, eine bereits bekannte Mutation zu
analysieren. Dieselbe DNA wird in zwei getrennten Reaktionen amplifiziert, wobei
jeweils ein Primer fur eines von zwei Allelen spezifisch ist, d.h. die 3'-Nukleotide
dieser Primer sind nur zu je einem Allel komplementér.

Die PCR-Produkte werden anschlie3end in einer Agaroseelektrophorese aufgetrennt
und durch eine Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht. Auf diese Weise lasst
sich ohne Anwendung aufwendiger Verfahren erkennen, welche Allele in den DNA—
Proben vorhanden sind.
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Der Reaktionsansatz der ARMS-PCR zur Detektierung der Punktmutation
306377G/A lautete folgendermalen:

Reagenzien Menge:
7,5 mM MgCl2-Puffer 2,5 ul
dNTPs (je 2,5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 1ul
Tag-Polymerase (0,5 U) 1l
Primer forward: UTR-F (10 pmol/ul) 1l
Primer reverse: UTR-C-R (10 pmol/ul) 1l

UTR-T-R (10pmol/pul) 1pl
DNA 1ul
H20 17,5 ul

Der reverse Primer UTR-C-R enthielt am Ende der Sequenz ein C, wohingegen der

UTR-T-R reverse Primer am Ende ein T enthielt.

Die Temperatureinstellung im Termocycler wurde wie unten beschrieben gewabhilt:

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 3 min 1x
95°C 45 sec

52,2°C 45 sec 35X
72°C 45 sec

72°C 3 min 1x

4.3.3 Reinigung des PCR-Produkts

Allgemein:
Mit Hilfe verschiedener Waschpuffer werden die amplifizierten DNA-Fragmente von

Puffersalzen und anderen Zusatzen, die sich ebenfalls im PCR-Endprodukt befinden,
befreit.

Die DNA-Fragmente bleiben schlieBlich an einem Filter, der sich innerhalb
sogenannter Spinsaulen befindet, gebunden und werden dann in ein Sammelgefaf}

eluiert.

52



Durchfiihrung:

Die Reinigung der Amplikons erfolgte unter Verwendung des Quiaquick PCR-
Purification Kit® der Firma QIAGEN. Das PCR-Endprodukt wird mit 125 ul (5faches
Volumen des PCR-Ansatzes) PB-Puffer (Bindungspuffer) vermischt, der Ansatz auf
eine Spinsaule gegeben und bei 13000 rpm fur 60 sec zentrifugiert. Das Eluat wird
verworfen. 750 pl PE-Puffer (Waschpuffer) werden dem Sediment hinzugegeben und
bei 13000 rpm flr 60 sec zentrifugiert. Nachdem das Eluat erneut verworfen wurde,
wird die scheinbar leere Saule bei 13000 rpm fur 2-3 min zentrifugiert und das Eluat
verworfen. Nun tragt man vorsichtig 30 ul EB-Puffer (Elutionspuffer) auf die Membran
der Spinsaule auf und lasst den Puffer ca. 60 sec bei Raumtemperatur wirken. Die
Elution der gereinigten DNA-Fragmente erfolgt durch Zentrifugation bei 13000 rpm

fur 60 sec in ein sauberes Sammelgefal.

4.3.4 Restriktion

Allgemein:
Ein wichtiger Fortschritt fir die Analyse von DNA war die Entdeckung von

Restriktionsenzymen. Mittlerweile sind Uber 100 derartiger Enzyme bekannt. Es
handelt sich hierbei um aus Bakterien isolierte Endonukleasen, die als Teil eines
Schutzmechanismus eingedrungene, artfremde DNA zerstéren. Jedes Enzym
erkennt dabei eine spezifische DNA-Zielsequenz. Die Erkennungssequenzen
verschiedener Restriktionsenzyme kdnnen unterschiedliche Langen besitzen, wobei
sie meist aus 4-8 Basen bestehen. Mit Hilfe von Restriktionsenzymen ist es mdglich,
Punktmutationen zu detektieren. Eine Punktmutation kann entweder eine neue
Schnittstelle erzeugen oder eine zerstoren, indem sie die Erkennungsregion des
Enzyms verdndert. Nach Restriktion und anschlieRender Agaroseelektrophorese
lassen sich folglich unterschiedlich gro3e DNA-Fragmente auftrennen, die einen
Ruckschluss auf das Vorhandensein einer Mutation erlauben.

Fur die Analyse der jeweiligen Punktmutationen mit Hilfe der Restriktionsenzyme ist
es somit wichtig zu wissen, ob ein Enzym bei Vorliegen einer Mutation bzw. des
jeweiligen Wildtyps das PCR-Produkt schneidet. Somit ist die Kenntnis der durch den
Enzymverdau entstehenden FragmentgrbRen notig, um nach elektrophoretischer
Auftrennung der DNA-Fragmente beurteilen zu konnen, ob eine bestimmte

Punktmutation vorliegt.
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Die jeweiligen FragmentgrofRen des durch die Endonukleasen geschnitten bzw. nicht

geschnittenen PCR-Produkts werden in folgender Tabelle aufgezeigt:

Untersuchter Polymorphismus CX36 Ex2
Restriktionsenzym Hinf |
Fragmentgrof3e | Ungeschnittenes | 256 bp
PCR-Produkt
Homozygoter 220 bp
Wildtyp 36 bp
Heterozygot 256 bp
220 bp
36 bp
Far Mutation 256 bp
homozgot

Tabelle 13: Fragmentlangen in Basenpaaren

Durchfiihrung:

Fur den jeweiligen Restriktionsansatz wird das Enzym und das zu untersuchende
PCR-Produkt auf Eis gelegt. Folgende, in Tabelle 14 dargestellten Substanzen
werden fur die Restriktion verwendet. Im Anschluss wird der Restriktionsansatz in

einem Wasserbad inkubiert.

Polymorphismus CX36 Ex2
Enzym Hinf |
Enzymmenge 1pl

PCR CX36 Ex2-PCR
Menge des PCR-Produktes 10 pl

Puffer NE-Buffer 2
Puffermenge 2ul

Aqua dest. 7 ul
Inkubations- 37C
temperatur

Inkubationsdauer 1lh

Tabelle 14: Fir Restriktion verwendete Substanzen, Inkubationstemperatur und -dauer. Die

Mengenangaben beziehen sie jeweils auf einen 20 pl-Reaktionsansatz.



4.3.5 Elektrophoretische Auftrennung und Nachweis v on DNA- Fragmenten

4.3.5.1 Agarosegelelektrophorese

Allgemein:
Die Agarosegelelektrophorese ist eine der einfachsten Mdglichkeiten, die per PCR

amplifizierten und bei Bedarf im Anschluss restringierten DNA-Fragmente
aufzutrennen und mit Hilfe bestimmter Farbstoffe und UV-Bestrahlung direkt sichtbar
zu machen, um ihre GréRe zu beurteilen.

Prinzipiell macht sich die Elektrophorese die Eigenschaft geladener Substanzen
zunutze, die in einem elektrischen Feld zum Pol entgegengesetzter Ladung wandern.
Das elektrische Feld wird in einer Elektrophoresekammer zwischen zwei Elektroden
erzeugt. Die DNA-Fragmente, welche durch PCR und eventuell durch eine
anschlieRende Restriktion gewonnen wurden, werden auf das Tragermaterial, das
Agarosegel aufgetragen. DNA-Molekiile sind bei neutralem pH-Wert negativ geladen,
da jedes Nukleotid eine negativ geladene Phosphatgruppe tragt, und bewegen sich
somit im elektrischen Feld zur Anode. Die Agarose, ein pflanzliches Polysaccharid,
bildet im Gel netzartige Strukturen und setzt somit den wandernden DNA-
Fragmenten einen Widerstand entgegen. Die Wanderungsgeschwindigkeit im
elektrischen Feld ist daher auch von verschiedenen Faktoren, wie Grol3e der DNA-
Fragmente, molekulare Eigenschaften des Elektrophoresesystems (z.B. Porengro3e
der Agarose-Gelmatrix) und Ladungsstarke abhangig.

Da bei der Gelelektrophorese eine gerichtete Diffusion der Molekile stattfindet,
bilden sich Banden aus DNA-Fragmenten gleicher GroRRe, die mit Hilfe des
interkalierenden Fluoreszensfarbstoffs Ethidiumbromit sichtbar gemacht werden.
Anhand sogenannter DNA-Leitern, welche zeitgleich mit den DNA-Proben
aufgetragen werden, wird die GroRe der jeweiligen DNA-Fragmente beurteilt. Um
bereits wahrend der Elektrophorese zu erkennen, wie weit die DNA-Fragmente auf
dem Agarosegel gewandert sind, und um die DNA-Produkte zu ,beschweren*, damit
sie in den Geltaschen bleiben, gibt man bereits vor Beginn der Elektrophorese den
DNA-Proben einen sogenannten ,loading—buffer* hinzu.

Bromphenolblau bewegt sich 2,2 mal schneller, Xylenecyanolblau etwa genauso
schnell wie ein 200bp-DNA-Fragment.
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Durchfiihrung:

Die Elektrophorese der per PCR amplifizierten, bzw. durch Restriktion gewonnenen
DNA-Fragmente wird in 1,5%-igen Agarosegelen durchgefihrt.

1,5 g Agarose wird mit 100 ml 1XTAE-Puffer gekocht, bis sich die Agarose vollstéandig
auflost. Das entstandene Agarosegel wird auf ca. 50C abgekihlt und mit 2 pl
Ethidiumbromid versehen. Nun wird das Gel in eine GielBwanne mit eingesetztem
Kamm gegeben, bis eine Schichththe von 1 cm erreicht ist. Bei Raumtemperatur
kihlt das Gel weiter ab und erstarrt nach ca. 30 min. Die Kdmme werden nun
entfernt und die Agarosegele kdonnen in eine Gel-Elektrophorsekammer die mit 1x
TAE-Puffer geflllt ist gelegt werden. 25 ul PCR-Produkt werden mit 5 ul Gel-loading-
buffer versehen und 17 pl dieses Gemisches in die nach Entfernung des Kammes
entstandenen Taschen geflllt. Ein Fragmentgréfienmarker, die sogenannte DNA-
Leiter, wird in je eine Tasche pro Taschenreihe aufgetragen, um die Grol3e der
aufgetrennten DNA-Fragmente am Ende der Elektrophorese beurteilen zu kdénnen.
Bei einer Spannung von 110 V werden die DNA-Fragmente ca. 60 min

elektrophoretisch aufgetrennt.

Dokumentation:

Das mit Ethidiumbromid versetzte Gel wird nach Abschluss der Elektrophorese auf
den UV-Transilluminator gelegt und die entstandenen Banden durch UV-Bestrahlung
sichtbar gemacht. Eine Photographie des Gels dokumentiert die experimentellen

Ergebnisse.

4.3.5.2 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)-Analyse

Allgemein:
Der Nachweis von Punktmutationen und Polymorphismen in der DNA einzelner Gene

ist eine wichtige Technik der Molekularbiologie.

Durch die SSCP-Analyse, die einen weiteren Typ der Gelelektrophorese darstellt, ist
es mdaglich, Punktmutationen und Polymorphismen nachzuweisen, ohne sie ndher zu
beschreiben.

Das Prinzip dieser Methode basiert darauf, dass sich ein Molekdl in einer Gelmatrix
in Abh&ngigkeit von seiner Grél3e, Ladung und Form elektrophoretisch bewegt.

Einzelstrangige DNA wandert durch ein nicht denaturierendes Polyacrylamidgel,
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wobei der DNA-Einzelstrang unter nativen, d.h. nicht denaturierenden Bedingungen
durch intramolekulare Basenpaarung eine Konformation ausbildet, die durch ihre
Primarstruktur bestimmt ist. Eine Anderung der Primérstruktur durch eine einzelne
Punktmutation, in diesem Fall eine Insertion der Base Thymin, bedingt eine
unterschiedliche Faltung des DNA-Einzelstranges und somit auch eine Anderung
seiner Wanderungseigenschaften im Gel.

Die SSCP-Methode wird in Kombination mit der PCR-Technik durchgefiihrt, wobei
die Amplikons eine Lange von 400 bp nicht Gberschreiten sollten und sie — vor der
Durchfihrung der Elektrophorese - mit sogenannten ,loading-buffer® versetzt und
denaturiert werden mussen.

Da die Konformation eines DNA-Einzelstranges von der Temperatur, der lonen- und
Lésungsmittelkonzentration abhéngig ist, missen die Bedingungen fur die SSCP-
Analyse wahrend der Elektrophorese konstant bleiben. Besonders wichtig ist, dass
die Temperatur wéhrend des Vorgangs nicht ansteigt, was z.B. durch die
Verwendung dunner Gele, die nur geringe Strommengen durchlassen, sowie eine

Kidhlung wahrend der Elektrophorese maglich ist.

Durchfiihrung:

Bei der Herstellung der PAA-Gele werden N,N-Bisacrylamid- und
Acrylamidmonomere mit Hilfe von Amoniumpersulfat und TEMED quervernetzt,
wobei Gele mit definierter Porengrof3e entstehen. Durch Variation der Anteile von
Bisacrylamid und Acrylamid kann die Porengréf3e beeinflusst werden. In diesem Fall
wurden ausschlie3lich 10-prozentige PAA-Gele (40 ml) mit einem Verhaltnis von
Bisacrylamid:Acrylamid von 1:49 verwendet.

Diese Losung fur die PAA-Gele wird zwischen zwei durch sogenannten Spacer
auseinandergehaltenen Glasplatten gegossen, und ein Kamm zur Erzeugung von
Taschen fir die PCR-Produkte zwischen die Glasplatten geklemmt. Nach c.a.1 h
sind die Gele polymerisiert, die Glasplatten konnen in das Elektrophoresesystem
gespannt und die Elektrophoresekammer kann mit 0,5xTBE-Puffer geflllt werden.

8 ul PCR-Produkts wird nun mit 12 pl “loading-buffer” versetzt und bei einer
Temperatur von 95°C 10 min denaturiert und anschlieBend auf Eis gelegt. Nun
kénnen die entstandenen DNA-Einzelstrdnge in die Taschen der getrockneten Gele

aufgetragen werden, nachdem die eingesetzten Kamme entfernt worden sind. Als
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Referenzwert dient eine DNA-Probe, welche sicher die zu untersuchende Insertion
aufweist.

Die Elektrophorese lauft bei einer Spannung von 70 V und einer konstanten
Temperatur von 4°C (im Kihlraum). Nach Ablauf von ca.14 h I6st man die Gele von
den Glasplatten und farbt sie mit SYBR-Gold®, einem Farbstoff der sich an die

einzelstrangige DNA bindet und sensitiver als Ethidiumbromid ist.

Dokumentation:

Im UV-Licht des UV-Transilluminators werden die Gele unter Verwendung eines
speziellen Farbfilters fotografiert und die entstandenen Banden mit dem
Referenzwert verglichen. Auf diese Weise kann beurteilt werden, welche Probe die

Insertion ebenfalls aufweist.
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4.4 Statistische Methoden

Mit Hilfe des Programmes FastEH (estimated haplotype), welches auf einem
Permutationstest basiert, wurden Genotypfrequenzen geschéatzt (Zhao JH, 2000;
Zhao JH wund Sham PC, 2002). Nachdem anhand von Allelfrequenzen
Genotypfrequenzen geschatzt wurden, wurde mittels Simulation kalkuliert, ob ein
Genotyp signifikant héaufiger in der Fallgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe

vorkommt.

Bei der Einzelanalyse aller Allele kam der Chi-Test und der Armitage Trend Test
zur Anwendung. Bei beiden Tests wurde das SAS statistical package SAS/STAT,
version 8.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) verwendet.

Chi’>-Tests dienen zur Analyse von Haufigkeitsunterschiede beziiglich der
Auspragung eines oder mehrerer Merkmale. So kann mit Hilfe einer logistischen
Regression ermittelt werden, wie stark das Vorhandensein bzw. Nicht-Vorhandensein
bestimmter Faktoren die Wabhrscheinlichkeit einer Erkrankung- bzw. Nicht-
Erkrankung beeinflusst.

Der Cochran-Armitage-Test pruft einen Trend fir eine binominal verteilte Variable
(ja/nein- Variable) Uber die Levels einer zweiten Variable (Freidlin B, 2002; Slager
SL, 2001).

Um das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht der Genotypen in der Fall- und
Kontrollgruppe zu bestimmen, kam das Programm Finetti (Wienker TF, personliche
Mitteilung) zur Anwendung. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde fur alle
Varianten bei Patienten- und Kontrollgruppe bestimmt. Ein p-Wert < 0,0042 gilt

hierbei als signifikant.
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5  Ergebnisse

Mutationsanalysen des Gens SLC12A6 fuhrten zur Detektion zweier seltener G-
Varianten im Bereich des Promotors und der 5-UTR-Region, sowie einer
Thymidininsertion in Intron 4 des Gens (Meyer J, 2005). Im Rahmen dieser
Assoziationsstudie wurden diese Varianten an Patienten- und Kontrollgruppe
untersucht und die Ergebnisse miteinander verglichen. Die aufgefiihrten Ergebnisse
sind eingebettet in den Forschungsresultaten unserer gesamten Arbeitsgruppe

(Meyer J, 2005), da sie auch in der Gesamtheit zu beurteilen und zu verstehen sind.

5.1 Promotor- und 5’-UTR-Variante

Die durch Mutationsanalysen gefundenen zwei seltenen Varianten 32416574G
(ICTTTAC(A/G)TTAGGA], 5-UTR)" und 32418760G ([TAAAGG(A/G)CTACCT],
Promotor)” fanden sich bei allen betroffenen Familienmitgliedern der Familie 11
(siehe Abbildung 8). Weiterhin wurde je ein an katatoner Schizophrenie erkranktes
Mitglied der restlichen 11 Familien, die an der im Jahre 2000 und 2001 durch Stober
et al. durchgefiihrten Genomuntersuchung teilnahmen, bezlglich dieser Varianten
genotypisiert (Stober G, 2001; Stéber G, 2000). Die zwei seltenen Varianten konnten
jedoch bei keinem Patienten der tbrigen 11 Familien gefunden werden.

Insgesamt wurden hinsichtlich 32416574G 186 Patienten und 346 Kontrollpersonen,
hinsichtlich 32418760G 186 Patienten und 318 Kontrollpersonen genotypisiert.

5.2 Thymidininsertion im Intron 4

Die seltene Thymidininsertion [1VS4+1008ins(T) wurde bei sieben erkrankten
Mitgliedern der Familie 11 nachgewiesen, weshalb wir davon ausgingen, dass sie
neben den genannten Varianten 32416574G und 32418760G eine mogliche
funktionelle Relevanz bei der Entstehung der Erkrankung besitzen kénne.

’ Nummerierung nach UCSC Browser Golden Path 05.2004, Gen Bank accession number AF108831;
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Insgesamt wurden 181 Patienten und 266 Kontrollpersonen beziglich der seltenen

Thymidininsertion untersucht.

5.3 Zusammenfassung

Die Varianten 32416574G, 32418760G und die seltene Thymidininsertion
IVS4+1008ins(T) weisen ein starkes Kopplungsungleichgewicht (LD=linkage
disequilibrium) auf. Somit wurde vermutetet, dass eine Assoziation zwischen den
Haplotypen und beiden Erkrankungen existiert.

Tabelle 15 fasst die Ergebnisse des paarweise berechneten

Kopplungsungleichgewichtes zwischen allen 3 Polymorphismen des SLC12A6

Zzusammen.

Marker 32418760G 32418760G 32416574G

In LD mit 32416574G IVS4+1008ins(T)  IVS4+1008ins(T)

Anzahl der Patienten und Kontrollen 503 410 416

Standardisierte Messung fur LD, D’ (S.E) 1.0000 0.7884 0.9056
(+0.0002) (+0.1061) (+0.0875)

Test fir LD ¥2 d.f., p- Wert x?=706.55,1d.f., X>=146.79, 1d.f.,  x°=143.88,1d.f.,
p=0,0000 p=0.0000 p=0.0000

x2-Statistik fir Marker-Marker Assoziation LR x?=92.92,1 d.f., X?=41.66,1d f., x>=40.52,1 d.f.,

X2 p- Wert p=0,0000 p=0.0000 p=0.0000

Tabelle 15: Das paarweise berechnete Kopplungsungleichgewicht (LD=linkage disequilibrium) zwischen allen 3
Polymorphismen des SLC12A6; D’, Standardisierte Messungen des Kopplungsungleichgewichts;
Wahrscheinlichkeitsrate (LR=likehood ratio), x-Statistik fiir Marker- Assoziation aller drei Marker: LR x*>=135.13,
d.f.=4, p- Wert=0.0000

Tabelle 16 fasst die Assoziationen des Haplotyps der SLC12A6-Polymorphismen mit

Schizophrenie und bipolaren Erkrankungen zusammen.
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Haplotypen

32418760G(G/A)-
32416574G(G/A)

32418760G(G/A)-
IVS4+1008ins(T)/del(T)

32416574G(GIA)-
IVS4+1008ins(T)/del(T)

32416574G(GIA)-
32418760G(G/A)-
IVS4+1008ins(T)/del(T)

Assoziation mit

schizophrenen
Psychosen

Test fiur Heterogenitat.

Empirischer p-Wert

Assoziation mit

bipolaren Erkrankungen

Test fur Heterogenitat.

Empirischer p- Wert

Assoziation mit

schizophrenen
Psychosen und _mit

bipolaren Erkrankungen

Test fiur Heterogenitat.

Empirischer p-Wert

Patienten (n=114)
Kontrollen (n=317)
P=0.2467

Patienten (n=72)
Kontrollen (n=317)
P=0.0016

Patienten ( n=186)
Kontrollen(n=317)
P=0.0064

Patienten ( n=111)
Kontrollen(n=229)
P=0.075

Patienten (n=70)
Kontrollen (n=229)
P=0.0017

Patienten ( n=181)
Kontrollen(n=229)
P=0.0042

Patienten ( n=111)
Kontrollen(n=235)
P=0.2176

Patienten (n=70)
Kontrollen (n=235)
P=0.0175

Patienten ( n=181)
Kontrollen(n=235)
P=0.0266

Patienten ( n=111)
Kontrollen(n=228)
P=0.1382

Patienten ( n=70)
Kontrollen(n=228)
P=0.0022

Patienten ( n=181)
Kontrollen(n=228)
P=0.0118

Tabelle 16: Assoziation der oben genannten Haplotypen mit schizophrenen Psychosen und bipolaren

Erkrankungen. n= Anzahl der Individuen

Der Haplotyp bestehend aus allen drei Varianten ist assoziiert mit der untersuchten

Untergruppe bestehend aus Patienten mit bipolaren Erkrankungen.

Fur die Haplotypen, die 2 Varianten beinhalten wurde eine Assoziation mit bipolaren

Erkrankungen gefunden, wenn die Variante 32418760G beinhaltet ist (in Tabelle 16

dick gedruckt). Weiterhin zeichnet sich eine Assoziation dieses Haplotyps mit beiden

Gruppen, d.h. der Gruppe bestehend aus Patienten, die an schizophrener Psychose

erkrankt sind und der Untergruppe bestehend aus Patienten, die an bipolaren

Erkrankungen leiden ab.

Tabelle 17 und 18 zeigt die Assoziation der Allele und Genotypen der SLC12A6-

Polymorhismen mit Schizophrenie und bipolaren Erkrankungen.
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Allele Kontrollen Schizophrenie Statistik Bipolare Statistik Bipolare Alle Falle Statistik
n (%) n(%) Schizophrenie vs. Erkrankungen Erkrankungen v.s. n(%) Alle Félle v.s. Kontrollen

Kontrollen n(%) Kontrollen

32418760A 632 (99,4) 223 (97,8) Exakter Test, 136 (94,4) Exakter Test, 359 (96,5) X? Test, 1d.f., X°=11,63;
p= 0,0596 p<0,0001 p=0,0007
Odds ratio Odds ratio 0Odds ratio

32418760G 4 (0,6) 5(2,2) 3,54 (0,94-13,31) 8 (5,6) 9,29 (2,76-31,31) 13 (3,5) 5,72 (1,85-17,68)

32416574A 686 (99,6) 224 (98,2) Exakter Test, 139 (96,5) Exakter Test, 363 (97,6) Exakter Test,
p=0,0678 p= 0,0051 p=0,0053

32416574G 3(0,4) 4(1,8) Odds ratio 5(3,5) Odds ratio 9(2,4) Odds ratio
4,10 (0,91-18,46) 8,26 (1,95-34,97) 5,69 (1,53-21,16)

IVS4+1008 del(T) 505 (94,9) 205 (92,3) x* Test1d.f,, x=1,90; 125 (89,3) x> Test, 1d.f.,, x=6,02; 330 (91,2 X’ Test, 1d.f., x*=4,95;
p=0,1680 p=0,0142 p=0,0260

IVS4+1008ins(T) 27 (5,1) 17.(7,7) Odds ratio 15 (10,7) Odds ratio 32(8,8) Odds ratio

3,54 (0,94-13,31)

2,24 (1,16-4,35)

1,81 (1,07-3,08)

Tabelle 17: Assoziation der Allele der SLC12A6-Polymorhismen mit Schizophrenie und bipolaren Erkrankungen

Odds ratio, Heterozygotie als Risiko v.s. Homozygotie (95% Konfidenzintervall) .
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Genotypen Kontrollen Schizophrenie Statistik Bipolare Statistik Bipolare Alle Falle Statistik
n (%) n(%) Schizophrenie vs. Erkrankungen Erkrankungen v.s. n(%) Alle Félle v.s. Kontrollen
Kontrollen n(%) Kontrollen
32418760A/A 314 (98,7) 109 (95,6) Exakter Test, 64 (88,9) Exakter Test, 173 (93,0) Armitage trend test,
p= 0,0586 p= 0,0000 Z=-3,44 | p=0,0006
32418760A/G 4(1,3) 5(4,4) QOdds ratio 8(11,1) Odds ratio 13 (7,0) Odds ratio
3,60 (0,95-13,65) 9,81 (2,87-33,57) 5,9 (1,89-18,37)
32418760G/G 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0
32416574A/A 343 (99,1) 110 (96,5) Exakter Test, 67 (93,1) Exakter Test, 177 (95,2) Exakter Test,
p= 0,0671 p= 0,0049 p= 0,0051
32416574AIG 3(0,9) 4(3,5) QOdds ratio 5(6,9) QOdds ratio 9(4,8) Odds ratio
32416574G/G 0(0,0) 0(0,0) 4,12 (0,92-18,86) 0(0,0) 8,53 (1,99-36,56) 0(0,0) 5,81 (1,55-21,74)
IVS4+1008ins(T)/ins(T) 0 (0,0) 0 (0,0) Armitage trend test, 0 (0,0) Armitage trend test, 0 (0,0) Armitage trend test
7=-1,42 Z=-2,54 7=-2,31
IVS4+1008ins(T)/del(T) 27 (10,1) 17 (15,3) p=0,1546 15 (21,4) p=0,0111 32 (17,7) p=0,0210
Odds ratio Odds ratio
IVS4+1008del(T)/del(T) 239 (89,9) 94 (84,7) 1,6 (0,83-3,07) 55 (78,6) 2,41 (1,20-4,84) 149 (82,3) 1,90 (1,10-3,30)

Tabelle 18: Assoziation der Genotypen der SLC12A6-Polymorhismen mit Schizophrenie und bipolaren Erkrankungen

Odds ratio, Heterozygotie als Risiko v.s Homozygotie (95% Konfidenzintervall).
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Wie Tabelle 17 und 18 zeigen, sind die beiden G- Varianten seltener vertreten als die
Thymidininsertion 1VS4+1008ins(T), was wiederum zu einem selteneren Auftreten
eines kombinierten Haplotyps fuhrt.

Aufgrund der unterschiedlichen Haufigkeit der Varianten wurde weiterhin eine
Einzelmarkeranalyse durchgefuhrt.

Diese zeigte eine Assoziation der Variante 32418760G mit bipolaren Erkrankungen
und der Gruppe der schizophrenen Psychosen und bipolaren Erkrankungen (Tabelle
17 und 18). Weiterhin zeigte sich ein Tendenz fur eine Assoziation zwischen diesen
Gruppen und der Variante 32416574G.

Zur Uberprifung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes, wurde zusatzlich ein stiller
SNP-Marker (GAG/GAA) in Codon 296 des Connexin 36-Gens (CX36) (gemal Gene
Bank accession number XM_007605), der von Meyer et al. im Jahre 2002 bereits
ausfuhrlich beschrieben wurde, bei 82 Patienten und 80 Kontrollpersonen untersucht.
Das Cx36-Gen ist distal von SLC12A6 gelegen (siehe auch Abbildung 9) und wurde
von Meyer et al. Dbereits als Kandidatengen fur katatone Schizophrenie
ausgeschlossen (Meyer J, 2002).

Es zeigte sich eine nahezu identische Verteilung beider Allele des CX36 bei
Patienten (G/G: 65, G/A: 16, A/A: 1) und Kontrollpersonen (G/G: 63, G/A: 16, A/A: 1),
so dass ein perfektes Hardy-Weinberg-Gleichgewicht bei der Patienten- und

Kontrollgruppe resultiert (unveréffentlichte Daten).
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6 Diskussion

Die Ergebnisse zahlreicher Forschungsgruppen lassen schizophrene Psychosen als
genetisch komplexe Erkrankungen erscheinen, die keinem monogenen
Vererbungsmodus folgen. Neben genetischen Faktoren scheinen dartber hinaus
auch Umweltfaktoren bei der Entstehung dieser Psychosen eine Rolle zu spielen
(Riley BP, 2000; Risch, 1990; Tsuang, 1993).

Die periodische Katatonie, ein Subtyp schizophrener Psychosen, scheint hingegen in
einem autosomal dominantem Modus vererbbar zu sein (Stéber, 2001). Aufgrund
des dominierender EinfulRes hereditarer Faktoren bei der Ausbildung des
Krankheitsbildes ist die periodische Katatonie von besonderem Interesse, da es nun
maoglich erscheint, mit Hilfe molekulargenetischer Untersuchungen die Pathogenese
dieser Erkrankung aufzudecken.

In einer von Stober et al. durchgefihrten genomweiten, nicht-parametrischen
Kopplungsanalyse wurde die Region 15q14-15 zwischen den Markern D15S144 und
D15S1028 mit einem LOD-Score von 3,57 (p = 2.6 x 10™) (GENEHUNTER-PLUS) als
Kandidatenregion fur periodische Katatonie ermittelt (Stober G, 2000). Desweiteren
ergab sich in dieser Studie ein zweiter Locus auf Chromosom 22g13 mit einem LOD-
Score von 1,85 (p = 1.8 x 10°®), was fiir eine genetische Heterogenitat spricht (Stober
G, 2000). Nach den strengen Kopplungskriterien von Lander und Kruglyak ist somit
eine Kopplung zu Chromosom 15q signifikant (LOD-score =~3.6 oder nominaler p-
Wert =~0.00002), wohingegen sie zu Chromosom 22q nur zu vermuten ist (Lander E,
1995; Lander E, 1994). Parametrische Kopplungsanalysen unter einem autosomal
dominanten Model bestatigten die Ergebnisse der nicht-parametrischen
Kopplungsanalyse auf Chromosom 15qg. Der Vorteil bei nicht-parametrischen
Kopplungsanalysen ist die Tatsache, dass diese nicht die Kenntnis des
Vererbungsmodus voraussetzen, sie sind somit modellfrei. Da auch bei der
Schizophrenie kein klassischer Vererbungsmodus bekannt ist, sind nicht-
parametrische Kopplungsanalysen fur die Untersuchung dieser Erkrankung sehr gut

geeignet.

Auch andere Forschungsgruppen gehen davon aus, dass der Bereich des
Chromosoms 15q13-15 eine Suszeptibilitatsregion fir erbliche schizophrene

Psychosen und Schizophrenien in Verbindung mit dem Defizit, das akustisch
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evozierte Potential P50 zu inhibieren, darstellt (Freedman R, 1997; Gejman PV,
2001; Riley BP, 2000).

Dariber hinaus gilt die chromosomale Region 1514 als Kandidatenregion fur
bipolare Erkrankungen, die positiv auf das Psychopharmakon Lithium reagieren
(Turecki G, 2001). Auch Ferreira et al. betrachten die chromosomale Region 15q14
als eine Kandidatenregion fir bipolare Erkrankungen (Ferreira M, 2008).

Bereits im Jahre 2000 hatte Berrettini gezeigt, dass zahlreiche uberlappende
chromosomale Regionen existieren, die sowohl fur schizophrene Psychosen als
auch fur bipolare Erkrankungen als Suszeptibilititsregionen gelten (Berrettini W,
2000). Hierzu gehdort neben der chromosomalen Region 18p11.2, 22g11-13, 13932
und 10pl4 auch der chromosomale Abschnitt 15q14-15 (Berrettini W, 2000;
Freedman R, 1997; Gejman PV, 2001; Riley BP, 2000; Stéber G, 2000; Turecki G,
2001; Ferreira M, 2008).

Es finden sich auch weitere Gemeinsamkeiten zwischen schizophrenen Psychosen
und bipolaren Erkrankungen, wie z.B. ein nahezu gleiches Manifestationsalter
(Berrettini W, 2000). Weiterhin stellt die Bipolaritit sowohl bei bipolaren
Erkrankungen als auch bei der periodischen Katatonie ein charakteristisches
klinisches Merkmal dar (Taylor MA, 2003).

Aufgrund der zahlreichen Gemeinsamkeiten zwischen bipolaren Erkrankungen und
der periodischen Katatonie (siehe auch 2.1.7.2) ist es durchaus denkbar, dass im
Bereich der gemeinsamen Kandidatenregion auf Chromosom 15q14-15
Polymorphismen existieren, die in der Pathogenese beider Erkrankungen involviert

sind.

Auf der chromosomalen Region 15914 befindet sich das Gen SLC12A6 (Hiki K.,
1999; Mount D.B., 1999; Race JE, 1999). Mutationsanalysen des Gens SLC12A6
fuhrten zur Detektion zweier seltener G-Varianten (32416574G, 32418760G) im
Bereich der 5-UTR-Region und des Promotors, sowie einer Thymidininsertion
IVS4+1008ins(T) in Intron 4 des Gens. Untersucht wurden hierbei 2 an periodischer
Katatonie erkrankte Patienten, die von einer grol3en Familie (Familie 11, siehe
Abb.8) abstammen und 3 gesunde Kontrollpersonen (Meyer J, 2005).

Mit Hilfe dieser Assoziationsstudie soll nun aufgedeckt werden, ob diese
Polymorphismen des KCC3-Gens in der Pathogenese der Schizophrenie oder/und

bipolarer Erkrankungen involviert sind.
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Da schizophrene Psychosen und bipolare Stérungen Erkrankungen mit komplexen
Vererbungsmodus sind, sind vor allem Assoziationsstudien zur Erforschung der

genetischen Grundlagen sehr gut geeignet.

Im Folgenden soll das KCC3-Gen im Hinblick auf seine Rolle als Kandidatengen fir
schizophrene Psychosen und bipolare Erkrankungen beleuchtet werden.
Anschliel3end werden die Ergebnisse dieser Assoziationsstudie, deren Deutung und

schlie3lich die Einschréankungen dieser Studie diskutiert.

6.1 SLC12A6 als Kandidatengen

Das Gen SCL12A6 kodiert fiir den Kaliumchloridkanal KCC3 und ist fur den Na®-
unabhangigen Transport von K'- und Cl-lonen durch die Zellmembran
verantwortlich. Der Kaliumchloridkanal KCC3 ist u.a. im Bereich des zentralen
Nervensystems, insbesondere des Hippocampus, in pyramidalen Neuronen des
Cortex und cerebellaren Purkinje-Zellen, des Plexus choroideus, der weil3en
Substanz der Capsula interna, des Corpus callosum und des Rickenmarks
exprimiert.

Somit scheint das Gens nicht nur aufgrund seiner Lokalisation auf Chromosom
15914, sondern auch aufgrund der Position seines Genproduktes im Bereich des
zentralen Nervensystems ein sehr vielversprechendes Kandidatengen fir bipolare

Erkrankungen und schizophrene Psychosen darzustellen.

In einer von Howard et al. durchgefuhrten Studie zeigte sich, dass Mutationen des
KCC3-Gens in der Pathogenese des sogenannten Andermann-Syndroms, einer
progressiven sensomotorischen Neuropathie mit Agenesie des Corpus callosum
involviert sind (Howard HC, 2002). Diese Erkrankung geht oft einher mit geistiger
Retardierung und psychotischen Episoden (Casaubon LK, 1996; Filteau MJ, 1991;
Howard HC, 2002).

Auch bei schizophrenen Patienten konnte eine Abnahme der Grol3e des Corpus
callosum nachgewiesen werden (Highley JR, 1999; Innocenti GM, 2003).

Das Corpus callosum stellt eine Verbindungsstruktur zwischen den Hemisphéaren des

GrofRRhirns dar und dient dem Informationsaustausch und damit der Koordination

68



zwischen den beiden Hemispharen. Somit unterstreicht die beobachtete
GroRRenreduktion des Corpus callosum bei schizophrenen Patienten die
Hypokonnektivitatstheorie als Erklarungsmodell fir die Entstehung schizophrener
Psychosen (siehe 2.1.4.2). Da auch die Agenesie des Corpus callosum im Rahmen
des Andermann-Syndroms mit Psychosen assoziiert ist, liegt die Vermutung nahe,
dass Varianten des KCC3-Gens mdglicherweise auch zu einer isolierten Entstehung

einer Psychose, wie der Schizophrenie beitragen kénnten.

Die beschriebene GroRRenreduktion des Corpus callosum bei Patienten mit
Schizophrenie konnte infolge eines Verlustes interhemisphérischer Axone oder auch
infolge einer Reduktion des Axondurchmessers bzw. des Durchmessers der
Myelinscheide, z.B. aufgrund von Demyelinisierung aufgetreten sein (Innocenti GM,
2003). Der Verlust interhemispherischer Axone wiederum ist moglicherweise infolge
einer Neurodegeneration verursacht worden.

Auch  Funktionsstérungen des Kalium-Chloridkanals KCC3 kénnen eine
Neurodegeneration zur Folge haben.

Es konnte gezeigt werden, dass KCC3 eine wichtige Funktion bei der Regulierung
des Zellvolumens erfiillt. Eine Zellschwellung infolge Hypotonitat kann mit Hilfe einer
regulierten Volumenabnahme durch K*- und CI-Kanéle riickgangig gemacht werden.
Hierbei kommt es zu einem Ausstrom von organischen Osmolyten, von K* und CI
aus der Zelle. (O'Neill WC, 1999). Unter anderem an Neuronen des Hippocampus
konnte gezeigt werden, dass KCC3 eine sehr wichtige Rolle in dieser regulierten
Volumenabnahme erfillt. Ein Verlust des KCC3-Proteins fuhrt zu einer
Beeintrachtigung der regulierten Volumenabnahme und somit zu einer Reduktion der
Reaktionsmoglichkeit der Zelle auf osmotischen Stress, was eine Neurodegeneration

zur Folge haben kann (Boettger T, 2003).

DNA-Microarray-Untersuchungen von post mortem Gewebe des dorsolateralen
prafrontalen Cortex von schizophrenen Patienten zeigten, dass die Expression von
bestimmten Genen verandert ist. Vor allem bei Genen, die involviert sind in
neuronalen Myelinisierungsprozessen, neuronaler Entwicklung, Signaltransduktion,
und Neurotransmission fand sich eine veranderte Expression in diesem Gewebe
(Hakak Y, 2001). Gene, die in neuronalen Myelinisierungsprozessen involviert sind,

werden vor allem in Oligodentrozyten exprimiert, so dass die Vermutung geéufliert
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wurde, dass madglicherweise Oligodentrozyten bei schizophrenen Patienten einen
funktionellen Defekt aufweisen (Davis KL, 2003; Hakak Y, 2001). Oligodentrozyten
vergrof3ern durch ihre isolierende Eigenschaften die neuronale
Fortleitungsgeschwindigkeit und liefern des Weiteren trophische Faktoren, welche
die neuronale Reifung und das Uberleben der Axone gewahrleisten. Da die
myelinisierende Glia das axonale Zytoskelett reguliert, ist es moglich, dass
Verdnderungen der myelinisierenden Glia zu Abnormitdten im Bereich des
Zytoskeletts fuhren, wie sie bereits bei Schizophrenen beschrieben sind (Hakak Y,
2001; Harrison PJ, 1999).

Unterstrichen wird die Vermutung einer Assoziation von schizophrenen Psychosen
mit Myelininisierungsstorungen durch eine von Leegwater et al. durchgefiihrte
Studie. Hierbei zeigte sich unter anderem, dass die Erkrankung der
Megalenzephalischen Leukoenzephalopathie mit subcorticalen Zysten mit einer
Demyelinisierunsstorung in Verbindung steht. Kennzeichen dieser autosomal
rezessiven Erkrankung sind neben der Makrozephalie und motorischer Dysfunktion
in Form von Ataxie und Spastik auch Schizophrenie—ahnliche Symptome (Leegwater
PAJ, 2001).

Erst kirzlich konnte bestatigt werden, dass sich bei Patienten, die an schizophrenen
Psychosen litten, Stérungen im Bereich der Mikrostrukturen der weiRen Substanz
nachweisen lassen, die mit einer Dysfunktion von Genen die im
Myelinisierungsprozess involviert sind, verbunden sein kénnten (Andreone N, 2007).
Die Vorstellung, dass es sich bei schizophrenen Psychosen um eine durch eine
Myelinisierungsstorung verursachte Erkrankung handelt, wird durch folgende
Beobachtung untermauert. Die Myelinisierung des prafrontalen Cortex findet im
frihen Erwachsenenalter und spéter Jugend statt, dem Alter in dem sich auch die
Schizophrenie manifestiert (Hakak Y, 2001).

Auch bei Patienten mit bipolaren Erkrankungen konnten Demyelinisierungsstérungen
festgestellt werden, die moglicherweise in der Pathogenese dieser Erkrankung
involviert sind (Chambers JS, 2004; Tkachev D, 2003).

Interessanterweise scheint  auch der Kaliumchloridkanal KCC3 in
Myelinisierungsprozessen des zentralen Nervensystems involviert zu sein. Im
Rahmen einer Studie mit Knock-out-Mausen wurden Stammzellen von Mausen

derart prapariert, dass Mause mit einem Defizit an KCC3 entstanden. Es zeigte sich,
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dass die Nervenfasern der Knock-out-Mause nur teilweise myelinisierte Axone
aufwiesen, was auf eine Demyelinisierung der Axone schlie3en lasst (Delpire E,
2001). Auch Pearson et al. gehen davon aus, dass der K-Cl-Kanal KCC3 mit der
Myelinisierung des Nervensystems in Verbindung steht (Pearson MM, 2001).

Im Rahmen der von Delpire et al. initiierten Studie an Knock-out-Mausen zeigten sich
neben des Nachweises der nur teilweise myelinisierten Axone auch motorische
Auffalligkeiten bei den homozygote Knock-out-Mause (KCC3”). Diese Mause
konnten ihre Kérper kaum in eine aufrechte Stellung zu bringen. lhre Koordination
war durch unerwartete Extensionsbewegungen der Extremitaten stark eingeschrankt.
Bei heterozygoten als auch bei homozygoten Mause fiel eine verminderte spontane
Aktivitat auf (Delpire E, 2001).

Auch Patienten, die an katatoner Schizophrenie leiden, zeigen eine Reihe von
motorischer Auffalligkeiten, wie z.B. psychomotorische Verlangsamung, Verlust des
harmonischen Ablaufs einer Bewegung und Haltungsstereotypien, die sich durch das
Einnehmen und Beibehalten verzerrter Haltungen auszeichnen.

Bislang ist die Ursache dieser motorischen Auffalligkeiten unbekannt, jedoch ist ein
Kanaldefekt der diese motorischen Stérungen auslésen kénnte, wie von Delpire et al.

an Knock-out-Mausen gezeigt, durchaus denkbar.

Weiterhin scheint der Kaliumchloridkanal KCC3 in der Regulation der Zellproliferation
eine wichtige Rolle zu spielen.

Shen et al. zeigten, dass der Insulin-like growth factor 1 (IGF1) die KCC3-Expression
ansteigen lasst und das Zellwachstum anregt, wohingegen der Tumor-Nekrose-
Faktor a (TNFa) die KCC3-Expression vermindert und zu Wachstumsstillstand fuhrt.
Des Weiteren wird vermutet, dass die Aktivierung Cyclin-abhangiger Kinasen, die
den Verlauf des Zellzyklus regulieren, empfindlich auf lonenkonzentrationen reagiert
und mit der Aktivitat des K-Cl-Kanals KCC3 gekoppelt ist.

Somit kann angenommen werden, dass KCC3 zum einen empfindlich auf
Wachstumshormone reagiert und zum anderen in Verbindung steht mit bestimmten
Zytokinen, die wiederum in direkter Verbindung mit dem Zellwachstum stehen (Shen
MR, 2001).

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Zellproliferation neuronaler Stammzellen
bei schizophrenen Patienten gestort ist, so dass moglicherweise diese Veranderung

zur Entwicklung einer schizophrenen Psychose fiihrt (Reif A, 2006). Da bislang
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unklar bleibt, welche Ursache die verdnderte Zellproliferation bei neuronalen
Stammzellen bewirkt, ist es mdoglich, dass hierbei auch Kanalproteine in der
Pathogenese involviert sind, die, wie der Kalium-Chloridkanal KCC3 tber Cyclin-
abhéangige Kinasen die Zellproliferation regulieren kénnen.

Einschrdnkend muss erwéhnt werden, dass sich im Rahmen der Studie von Reif et
al. auch zeigte, dass die Zellproliferation neuronaler Stammzellen bei affektiven
Erkrankungen nicht gestort ist, wobei, wie der Autor selbst einwendet, eine
Replikation seiner Ergebnisse notwendig ist, da die Studie moderate Verdnderungen
der Zellproliferation neuronaler Stammzellen nur zum Teil aufdecken konnte (Reif A,
2006). Gaughan et al. zeigten im Rahmen einer post mortem Studie, dass die Menge
bestimmter Wachstumsfaktoren, die insbesondere die neuronale
Stammzellproliferation regulieren und fiir das Wachstum und das Uberleben adulter
Neuronen wichtig sind, bei Patienten mit bipolaren Erkrankungen und schizophrenen
Psychosen reduziert ist (Gaughran F, 2006). Auch andere Autoren gehen davon aus,
dass bei affektiven Erkrankungen die Proliferation neuronaler Zellen beeintrachtigt ist
(Duman, 2004), was wiederum die Bedeutung des KCC3-Gens in der Pathogenese

bipolarer Erkrankungen unterstreicht.

6.2 Varianten des KCC3-Gens und deren Assoziation mit
bipolaren Erkrankungen/ schizophrenen Psychosen

Die im Rahmen dieser Assoziationsstudie untersuchten Patientengruppen, die zum
einen aus Individuen mit schizophrenen Psychosen und zum anderen aus Patienten
mit bipolaren Erkrankungen bestanden, wurden hinsichtlich zweier seltenen G-
Varianten ~ 32416574G  ([CTTTAC(A/G)TTAGGA], 5-UTR), 32418760G
((TAAAGG(A/G)CTACCT], Promotor), sowie der seltenen Thymidininsertion
IVS4+1008ins(T) untersucht, wobei die zwei Patientengruppen im Einzelnen und in
der Gesamtheit mit einer Kontrollgruppe, bestehend aus nicht erkrankten Individuen

verglichen wurden.

" Nummerierung nach UCSC Browser Golden Path 05.2004 Gen Bank accession humber AF108831;
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Es zeigte sich, dass der Haplotyp, bestehend aus allen drei Varianten, assoziiert ist
mit bipolaren Erkrankungen. Der Haplotyp, der aus 32418760G und einer zweiten
Varianten besteht, ist ebenfalls mit bipolaren Erkrankungen assoziiert. Ferner
zeichnet sich eine Assoziation dieses Haplotyps mit der aus bipolaren Erkrankungen
und schizophrenen Psychosen bestehenden Gruppe ab.

Der Promotor-Polymorphismus oder die Haplotypen die den Promotor-
Polymorphismus beinhalten, kdnnten somit die Pathogenese bipolarer Erkrankungen
direkt beeinflussen.

Der 5-UTR-SNP zeigt einen Trend in Richtung einer Assoziation mit bipolaren
Erkrankungen. Dies konnte jedoch durch ein Kopplungsungleichgewicht zu beiden
G-Varianten bedingt sein.

Im Rahmen der Einzelmarkeranalyse zeigte sich die starkste Assoziation zwischen
bipolaren Erkrankungen und dem Polymorphismus 32418760G/A. Weiterhin fand
sich eine Assoziation dieses Polymorphismus mit der aus bipolaren Erkrankungen
und schizophrenen Psychosen bestehenden Gruppe (siehe auch Tabelle 17 und 18).
Ein Tendenz fur eine Assoziation zeichnete sich zwischen diesen Gruppen und der
Variante 32416574G ab.

Betrachtet man die Ergebnisse der Assoziationsstudie, so kdnnen die in Kapitel 3

bereits aufgefiihrten Hypothesen wie folgt diskutiert werden.

Diskussion der Hypothesen:

Im Rahmen von Assoziationsstudien kénnen falsch positive Ergebnisse, die sich
aufgrund der Bevolkerungsstratifikation ergeben auftreten, d.h. die Assoziation der
Polymorphismen mit bipolarer Erkrankung bzw. katatoner Schizophrenie ist lediglich
Zufall (Lander E, 1994). Gegen diesen Einwand spricht, dass sowohl die Patienten
als auch die Kontrollgruppe aus einer Region um Wirzburg stammen, die flr eine
niedrige Migrationsrate bekannt ist. Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
zusatzlicher Marker im Bereich des Gens CX36, welches distal von SLC12A6
gelegen ist, untersucht (siehe auch Abbildung 9). Hierbei zeigte sich ein perfektes
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht bei Patienten und Kontrollgruppe, so dass von keiner
Verfalschung der Ergebnisse aufgrund der Bevolkerungsstratifikation ausgegangen

werden kann (Meyer J et al., unverdéffentlichte Daten).
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Weiterhin kénnten sich die beiden seltenen G-Varianten und die Thymidininsertion im
Kopplungsungleichgewicht mit der eigentlichen, wahren Mutation, welche die
Erkrankung erzeugt, befinden.

Unter Kopplungsungleichgewicht versteht man die nicht zuféllige Assoziation von
Allelen, die auf Kopplung der Loci im Chromosom zurtickgefuhrt werden kann.
Stober et al. fanden im Rahmen eines Genom-Scans 2001 und 2002 fir sechs
Familienmitglieder eines als Familie 9 bezeichneten Stammbaumes, welche an
periodischer Katatonie erkrankt waren, gemeinsame Markerallele zwischen
D15S1042 und D15S182 (Stéber G, 2001b, 2002b).

Bezogen auf die periodische Katatonie wirde somit - im Falle des Vorhandenseins
eines Kopplungsungleichgewichtes - die wahre Mutation distal des SLC12A6-
Genlocus vermutet werden, da auch der als Familie 9 bezeichnete Stammbaum, eine
Region distal des SLC12A6-Genlocus untersttitzt, welche proximal durch den Marker
D15S1042 und distal durch den Marker D15S182 flankiert wird (Meyer J., 2003)
(siehe auch Abbildung 9).

Die Ausdehnung von SLC12A6 bis zum proximalen Grenzmarker D15S1042
entspricht ca. 1,6 Megabasen. Ein Kopplungsungleichgewicht ist jedoch zwischen
einer Lange von 3 bis 100 Kilobasen zu erwarten (Kruglyak L, 1999; Ott J, 2000;
Reich DE, 2001). Somit erscheint die Vermutung eines Kopplungsungleichgewichtes
der G-Varianten mit einer distal, zwischen den Markern D15S1042 und D15S182

gelegenen Mutation unwahrscheinlich.

Die dritte und wahrscheinlichste Hypothese ist, dass das KCC3-Gen mdglicherweise
in der Pathogenese schizophrener Psychosen, insbesondere der periodischen
Katatonie involviert ist. Zwar zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse, die fir eine
Assoziation zwischen den untersuchten Varianten des KCC3-Gens und
schizophrenen Psychosen sprechen wirden, jedoch zeichnete sich ein Trend in
Richtung Assoziation in der Patientengruppe, die sowohl Patienten mit bipolaren als
auch schizophrene Erkrankungen beinhaltet ab, wodurch das KCC3-Gen als
Suszeptibilitatsgen bei schizophrenen Psychosen méglich erscheint.

Hinsichtlich der periodischen Katatonie exsistiert moglicherweise neben
beschriebenem KCC3-Gen ein zweites Suszeptibilitdtsgen, das in der Pathogenese
der Erkrankung bei Familie 9 involviert ist und zwischen den genetischen Markern
D15S1042 und D15S182 gelegen ist.
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Aufgrund des signifikanten Ergebnisses und somit positiven Assoziation des
Haplotyps bestehend aus allen 3 Varianten (den zwei seltenen G-Varianten und der
Thymidininsertion) und 2 Varianten (der seltenen G-Variante im Bereich des
Promotors und einer weiteren Variante) zu bipolaren Erkrankungen, scheint das
KCC3-Gen in der Pathogenese bipolarer Erkrankungen involviert zu sein.

Somit haben die periodische Katatonie und bipolare Erkrankungen neben dem
wesentlichen klinischen Merkmal der Bipolaritat (Taylor MA, 2003) auch SLC12A6
als Kandidatengen gemein.

Diese Erkenntnis unterstreicht die Hypothese, dass zwischen bipolaren
Erkrankungen und der periodische Katatonie eine enge Verwandtschaft besteht, wie
bereits Karl Leonhard postulierte (Leonhard K, 2003).

Die Rolle der seltenen Promotor-G-Variante des SLC12A6 bei der Entstehung
bipolarer Erkrankungen bzw. schizophrener Psychosen wurde kirzlich in einer
Studie von Moser et al. bestatigt. Es zeigte sich, dass durch die seltene G-Variante
im Bereich des Promotors des SLC12A6 eine zusatzliche Methylierungsstelle
entsteht. Durch die DNA-Methylierung zeigte sich eine reduzierte Genexpression des
KCC3. Interessanterweise ist die Methylierung von Umweltfaktoren, wie z.B.
Lebenskrisen beeinflussbar, so dass die Entstehung einer bipolaren Erkrankung bzw.
schizophrenen Psychose, die ebenfalls von Umweltfaktoren abhéngig ist, durchaus
mit der Entstehung einer zusatzlichen Methylierungsstelle, in diesem Fall durch die
seltene G-Variante im Bereich des Promotors in Zusammenhang zu bringen ist
(Moser D, 2008).

Mit Hilfe eines SNP, in diesem Fall der seltenen Promotor-G-Variante, ist somit nicht
nur eine Beeinflussung der Genexpression auf Genebene durch Veranderung der
Priméarstruktur des Gens madglich, sondern ebenfalls eine epigenetische
Beeinflussung durch die Entstehung einer zusatzlichen Methylierungsstelle, so dass

auch Umweltfaktoren die Genexpression beeinflussen kénnen.
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6.3 Einschrankungen der Studie

Wie anhand der Zahlenangabe der jeweils untersuchten Patienten und
Kontrollgruppen ersichtlich ist, sind die Gruppen, insbesondere die Gruppe der
bipolaren Erkrankungen, relativ klein. Es bedarf einer Replikation der Ergebnisse
durch weitere Forschungsgruppen, insbesondere auch aufgrund der grenzwertigen
Assoziation der G-Varianten im Bereich des KCC3-Gens zu schizophrenen
Psychosen.

In die Gruppe der schizophrenen Psychosen wurden zahlreiche Erkrankungen, die
gemalR der Diagnosekriterien des ICD-10 nahezu das gesamte Spektrum der
schizophrenen Psychosen umfassen, eingeschlossen. Mdoglicherweise ware die
Untersuchung einer Patientengruppe mit Patienten, die ausschlie8lich an
periodischer Katatonie erkrankt sind, in Anbetracht der Sonderstellung dieses
Erkrankungsbildes mit einem eindeutigerem Ergebnis verbunden, was die
Assoziation der G-Varianten bzw. der Thymidininsertion des KCC3-Gens zur
periodischen Katatonie anbelangt. Da die Erkrankung jedoch relativ selten im
Formenkreis der schizophrenen Psychosen zu finden ist, und dariber hinaus es
einer groRen klinisch-psychiatrischen Erfahrung bedarf, um die Erkrankung

diagnostizieren zu kénnen, fehlen hierzu die entsprechend grof3e Patientenzahlen.

Kritisch muss auch die Rolle des KCC3-Gens im Hinblick auf die Dynamik bipolarer
Erkrankungen bzw. schizophrener Psychosen gesehen werden. Eine Mutation des
Gens kann, wie bereits beschrieben eine strukturelle cerebrale Veranderung, z.B.
eine Agenesie des Corpus callosum oder eine Myelinisierungsstérung nach sich
ziehen. Die Symptome der Schizophrenie bzw. bipolarer Erkrankungen sind nicht
konstant, sondern kdnnen zyklisch verlaufen, d.h. im Verlauf der Erkrankung an
Intensitdt zu- bzw. abnehmen. Diese Tatsache lasst sich nur schwerlich mit der
Vorstellung einer strukturellen kortikalen Veranderungen in Einklang bringen, wie
z.B. der Hypo- bzw. Miskonnektivitat als pathophysiologisches Erklarungsmodell der
Schizophrenie (Innocenti GM, 2003). Im Einklang mit der zyklisch verlaufenden
Symptomatik waren unter anderem Anderungen auf Neurotransmitterebene, die z.B.
mit unterschiedlicher Transmitterkonzentration einhergehen und damit die zyklisch
verlaufende Symptomatik erklaren kénnten.
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Interessanterweise bestehen jedoch die Psychosen, die bei dem bereits
beschriebenen Andermann Syndrom beobachtet werden kénnen nicht kontinuierlich,
sondern verlaufen in Episoden. Somit kénnen Mutationen im Bereich des KCC3-
Gens auch zyklisch verlaufende Symptome, wie sie bei schizophrenen Psychosen
und bipolaren Erkrankungen vorkommen, nach sich ziehen. Dies unterstreicht
wiederum die Rolle des KCC3-Gens als mdgliches Kandidatengen flr schizophrene
Psychosen und bipolare Erkrankungen, auch wenn das pathophysiologische Korrelat
der zyklisch verlaufenden Symptomatik bislang im Unklaren liegt.

Eine mdgliche Erklarung der zyklisch verlaufenden Symptomatik koénnten die
wechselnden osmotischen Bedingungen auf zellularer Ebene darstellen, da diese
einen Einfluss auf die Aktivierung des KCC3-Cotransporters besitzen. Diese
Vermutung bedarf jedoch weiterer molekulargenetischer Untersuchungen.

Denkbar sind weiterhin neben oben bereits erwahnter Entstehung einer zusatzlichen
Methylierungsstelle durch einen SNP (Moser D, 2008) auch weitere Veranderungen
der DNA auf epigenetischer Ebene, die zur Entstehung des Krankheitsbildes und der

zyklischen Symptomatik beitragen kdnnten.
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7 Ausblick

In den letzten Jahrzehnten konnten zahlreiche Suszeptibilititsgene ausfindig
gemacht werden, die mdglicherweise in der Pathogenese schizophrener Psychosen
involviert sind (Badner JA, 2002; Crow TJ, 2007; Harrison PJ, 2005; Kirov G, 2005;
Lewis CM, 2003; Owen M, 2000; Riley BP, 2000; Suarez BK, 2006). Es zeigte sich
jedoch, dass die Ergebnisse zum Teil stark untereinander differieren (siehe auch
Tabelle 4). Eine Ursache der zum Teil &ufBerst unterschiedlichen
Forschungsergebnisse scheinen die gelaufigen diagnostischen Kriterien zu sein, die
sehr breit gefasst sind, so dass eine Reihe von Erkrankungen, denen mdglicherweise
unterschiedliche molekulargenetische Pathomechanismen zugrunde liegen, unter
dem Begriff ,Schizophrenie* zusammengefasst werden (Owen M, 2000).

Hier zeigt sich, dass die psychiatrische Forschung auch in der Zukunft praziser
Diagnosekriterien bedarf, um anhand genau definierter nosologischer Entitaten die
Basis erfolgversprechender molekulargenetischer Untersuchungen schaffen zu
konnen. Aufgrund seiner prazisen Einteilung hat sich hierbei Leonhards
Klassifikationssystem endogener Psychosen als valide herausgestellt (Leonhard,
2003; Pfuhlmann B, 1997; Tolna J, 2001).

Anhand dieses Klassifikationssystems wird es mdoglich sein, unterschiedliche
Subgruppen endogener Psychosen, wie z.B. die periodische Katatonie abzugrenzen,
um so mit Hilfe molekulargenetischer Untersuchungen replizierbare Ergebnisse zu

gewinnen und damit den zugrundeliegenden Pathomechanismus aufzudecken.

Im Rahmen dieser Studie wurde ein besonderes Augenmerk auf die Verwandtschaft
bipolarer Erkrankungen und periodischer Katatonie gerichtet (siehe Kapitel 2.1.7.2).

Mit Hilfe des gemeinsamen Kandidatengens SLC12A6 und weiterer gemeinsamen
Kandidatengene, die in der Pathogenese beider Erkrankungen eine Rolle spielen,
wird es moglich sein, einen Beitrag zu einem neuen nosologischen Verstandnis zu
leisten, in dem der Verwandtschaft bipolarer Erkrankungen und schizophrener

Psychosen Rechnung getragen wird.

In diesem Zusammenhang erscheinen z.B. die Gene RasGRP1 (G-Protein
regulierender Faktor) und MEIS2 (Inhibitionsfaktor in der Entwicklung des

Telencephalons) als Kandidatengene fir bipolare Erkrankungen und periodische
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Katatonie interessant, da sie auf Chromosom 15q14-15 lokalisiert sind und ihr
Genprodukt im Bereich des zentralen Nervensystems exprimiert wird. Weiterhin
stellen Gene, die in Myelinisierungsprozessen des zentralen Nervensystems

involviert sind, vielversprechende Kandidatengene fiir beide Erkrankungen dar.

Mittels genauer Diagnosekriterien und grol3 angelegter, auch internationaler
Assoziationsstudien wird schlie3lich anhand der Untersuchung geeigneter Gene ein
Zugang zu einem besseren Verstandnis der Atiologie bipolarer Erkrankungen und

schizophrener Psychosen eroffnet.
Das langfristige Ziel, eine neue, mdglicherweise auch kausale Therapie bipolarer

Erkrankungen bzw. schizophrener Psychosen zu entwickeln, scheint somit in die

nahe Zukunft gerickt zu sein.
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8 Zusammenfassung

Mutationen im Bereich des KCC3-Gens (Kalium-Chlorid-Kanal 3; SLC12A6) fuhren
zur Entwicklung des sogenannten Andermann-Syndroms, einer progressiven
sensomotorischen Neuropathie, die assoziiert ist mit einer Agenesie des Corpus
callosum und psychotischen Episoden (Casaubon LK, 1996; Filteau MJ, 1991;
Howard HC, 2002; Howard HC, 2003; Uyanik G, 2006).

Das Gen ist lokalisiert auf Chromosom 15914 und kodiert fur den Kalium-
Chloridkanal KCC3, der fur eine elektroneutrale Bewegung von lonen durch die
Zellmembran zustandig ist (Hiki K, 1999; Mount DB, 1999; Race JE, 1999). Weiterhin
zeigte sich, dass dieser Kanal, dessen Isoform KCC3a hauptséchlich im ZNS
exprimiert ist, in der Regulation der Zellproliferation eine wichtige Rolle zu spielen
scheint (Shen M-R, 2001).

In einer von Stober et al. durchgefihrten genomweiten, nicht-parametrischen
Kopplungsanalyse wurde die Region 15q14-15 zwischen den Markern D15S144 und
D15S1028 mit einem LOD-Score von 3,57 (p = 2.6 x 10° ) (GENEHUNTER-PLUS) als
Kandidatenregion fur periodische Katatonie ermittelt (Stober G, 2000).

Auch andere Forschungsgruppen gehen davon aus, dass der Bereich des
Chromosoms 15q13-15 eine Suszeptibilitatsregion fir erbliche schizophrene
Psychosen und Schizophrenien in Verbindung mit neurophysiologischem Defizit (d.h.
mit einem Defizit, das akustisch evozierte Potential P50 zu inhibieren) darstellt
(Freedman R, 1997; Gejman PV, 2001; Riley BP, 2000).

Chromosom 1514 gilt weiterhin als Kandidatenregion fur bipolare Erkrankungen, die
positiv auf das Psychopharmakon Lithium reagieren (Turecki G, 2001). Auch im
Rahmen einer aktuellen Studie von Ferreira et al. wird die chromosomale Region
15914 als eine Kandidatenregion fur bipolare Erkrankungen angesehen (Ferreira M,
2008).

Aufgrund der Position des SLC12A6 im Bereich der Kandidatenregion fur
Erkrankungen aus dem schizophrenen Formenkreis und bipolarer Erkrankungen und
aufgrund der physiologischen Rolle des Genprodukts im zentralen Nervensystem
erscheint SLC12A6 als ein aul3erst interessantes Kandidatengen sowohl fir katatone

Schizophrenie, als auch fur bipolare Erkrankungen.

Im Rahmen von Mutationsanalysen des KCC3-Gens konnten zwei seltenen G-

Varianten im Bereich des Promotors und der 5-UTR, sowie eine seltene
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Thymidininsertion in Intron 4 des Gens detektiert werden. Untersucht wurden hierbei
2 an periodischer Katatonie erkrankte Individuen eines als Familie 11 bezeichneten
Stammbaums und 3 gesunde Individuen.

Mit Hilfe dieser Assoziationsstudie sollte nun gezeigt werden, ob diese
Polymorphismen in der Pathogenese schizophrener Psychosen und/oder bipolarer

Erkrankungen involviert sind.

Es zeigte sich, dass der Haplotyp bestehend aus allen drei Varianten, den zweli
seltenen G-Varianten und der Thymidininsertion, und der Haplotyp bestehend aus 2
Varianten mit bipolaren Erkrankungen assoziiert ist, fur den Fall, dass die seltene G-
Variante im Bereich des Promotors beinhaltet ist. Im Rahmen der
Einzelmarkeranalyse zeigte sich eine Assoziation der G-Variante im Bereich des
Promotors mit bipolaren Erkrankungen.

Hinsichtlich der schizophrenen Psychosen zeichnete sich bei nicht-signifikanten
Ergebnissen ein Trend in Richtung Assoziation zwischen den untersuchten Varianten
des KCC3-Gens und der Patientengruppe, die aus Patienten mit bipolaren und

schizophrenen Erkrankungen bestand, ab.

Zusammenfassend kann schlie3lich behauptet werden, dass SLC12A6 ein
maogliches Risiko-Gen darstellt, welches die Entwicklung bipolarer Erkrankungen
beglnstigt.

Die Rolle des SLC12A6-Gens fur die Entwicklung einer schizophrenen Psychose
scheint hingegen nicht eindeutig geklart zu sein. Es ist jedoch durchaus denkbar,
dass das SLC12A6-Gen moglicherweise in der Pathogenese schizophrener

Psychosen, insbesondere der katatonen Schizophrenie involviert ist.
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9 Anhang

9.1 Abkilrzungsverzeichnis

ACCPN
Aktl

Ca2+
CHRNA7
cM

DAO
DAOA
ddNTP
DISC1
DSM-IV

DNA
dNTP
DRD3
dsDNA
DTNBP1
EEG

G
GRM3
ICD-10
IGF

K+

kb

Agenesie des Corpus callosum mit peripherer Neuropathie
V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 gene
Grad Celsius

Corpus callosum

Catechol-0-methyl transferase gene

Mikroliter

Adenin

Ammoniumpersulfat

Basenpaare

Cytosin

Kalzium

Cholinergic receptor, nicotinic, alpha 7 gene
Zentimorgan

D-amino acid oxidase gene

D-amino acid oxidase activator gene
Didesoxynukleotidtriphosphat

Disrupted in schizophrenial gene

Diagnostisches und Statistisches Handbuch Psychischer
Stérungen, Version IV

Desoxyribonukleinsaure

Desoxynukleotidtriphosphat

Dopamine receptor D3 gene

Doppelstrang-DNA

Dystrobrevin binding protein 1 gene
Elektroenzephalogramm

Guanin

Metabotropic glutamate receptor type 3 gene
Internationale Klassifikation der Krankheiten, 10. Revision
Insulin-like growth factor

Kalium

Kilobasen (1000bp)
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KCC
kDa
LOD

mA

MBq

min

ml

mm

MRNA

MRT

MtDNA

Na+
NIH/3T3-Fibroblasten

NRG1
nm
NMDA
NO

OR

PAA
PAGE
PCR
PET
PPP3CC
PRODH2
RACE
RGS4
RNA
rpm

Sek
SLC12A6
SNP

Kalium-Chlorid-Cotransporter
Kilo Dalton

logarithm of the odds
Méannlich

Mol

Milliampere

Mega-Becquerel

Minuten

Milliliter

Millimeter

Messenger-RNA
Magnetresonanztomographie
Mitochondriale DNA

Natrium

Etablierte Fibroblastenzellinie des national institute of

health

Neuregulin 1 gene

Nanometer

N-Methyl-D-Aspartat

Nitroxid

Odds ratio

Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Positronenemissionstomographie

Protein phosphatase 3 catalytic subunit gene
Proline dehydrogenase 2 gene

Rapid amplification of conserved ends
Regulator of the G-protein signaling 4 gene
Ribonukleinsaure

Rounds per minute

Sekunden

Solute carrier family 12 member 6

Single nucleotide polymorphism
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SSCP Single Straint Conformation Polymorphism

SsDNA Einzelstrang-DNA

STS Sequence tagged site

T Thymin

TA Annealing-Temperatur

TC Threshold cycle

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamine
tRNA Transfer-RNA

UTR Untranslated region

\% Volt

VEGF Vascular endothelial cell growth factor
w Weiblich

W Watt

ZNS Zentrales Nervensystem

SHT2a 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A gene
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