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1. Einleitung

1.1  Schizophrenie

1.1.1 Definition und historischer Uberblick

Unter dem Oberbegriff der Schizophrenie werden psychische Erkrankungen mit
einer Storung des Denkens, der Wahrnehmung und der inadaquaten oder
verflachten Affektivitat zusammengefasst. Die Bezeichnung leitet sich aus dem

Griechischen schizo = ich spalte und phren = Geist ab.

Die wechselhafte Begriffsgeschichte der Schizophrenie beginnt Ende des 19.
Jahrhunderts durch Emil Kraepelins beschreibende Zweiteilung der Psychosen.
Der Heidelberger Arzt und Psychiatrieforscher grenzte 1893 das episodisch und
eher gunstig verlaufende ,manisch-depressive Irrsein“ von der fortschreitenden
und eher ungunstig verlaufenden Dementia praecox ab. Mit den
Hauptsymptomen Halluzinationen, Wahnvorstellungen, Negativismus, gestorter
Aufmerksamkeit und emotionaler Dysfunktion handelt es sich bei letzterer um
die Vorlauferin unserer heutigen Schizophrenie.

Der Begriff der ,Schizophrenie” wurde erst 1911 durch den Schweizer Arzt und
Forscher Eugen Bleuler eingefuhrt. In der Kraepelinschen Dementia praecox
erkannte er gemeinsame Grundsymptome wie Wahn, Halluzinationen und
Stérungen des Affektes und Denkens und beschrieb die Erkrankung als eine
~Spezifisch geartete, sonst nirgends vorkommende Alteration des Denkens und
Fuhlens und der Beziehung zur Auf3enwelt® (Bleuler 1911). Das zentrale
Merkmal hierbei war fir Bleuler der gespaltene Geist, der ein zielgerichtetes,
effizientes Denken und Kommunizieren nicht mehr zulie3. Aufgrund dieser
Spaltung pragte er den heutigen Namen Schizophrenie, hielt jedoch den Begriff
Dementia praecox fir entbehrlich, da er auf zahlreiche Falle mit spatem Beginn
und ohne geistigen Verfall verweisen konnte.

Die Werke Kraepelins und Bleulers flhrten zu einem umfassenden
Schizophrenie-Konzept, von dem sich die heute gangigen
Klassifikationssysteme in wesentlichen Aspekten ableiten. Erganzt wurden die

Vorschlage durch Kurt Schneiders akzessorische Symptome des ersten und



zweiten Ranges, mit denen er spezifische Manifestationen von Halluzinationen
und Wahn beschreibt.

1.1.2 Kilinik, Klassifikation und Diagnostik

Treffend beschreibt Asmus Finzen die Schizophrenie als ,die schillernste aller
psychischen Erkrankungen“ (Finzen 1993). Gemeinsam ist den vielfaltigen
klinischen Erscheinungsbildern der Schizophrenien eine Stdérung des Ich-
Erlebens, des Denkens, der Realitdtsauffassung und Wahrnehmung sowie des
Affektes. Hingegen sind Bewusstseinsklarheit und intellektuelle Fahigkeiten in
der Regel nicht beeintrachtigt, obwohl sich im Krankheitsverlauf gewisse

kognitive Defizite entwickeln kdnnen.

Basierend auf Kraepelins erstem systematischem Ansatz zur Ordnung der
vielfaltigen Erscheinungsbilder der Schizophrenie werden vier grof3e klinische
Subtypen mit allerdings flieRenden Ubergangen differenziert, bei denen jeweils
unterschiedliche Hauptsymptome fihrend sind.

Im Vordergrund der Hebephrenie, die vor allem junge Erwachsene betrifft,
stehen affektive Veradnderungen, Auffalligkeiten des Verhaltens und des
formalen Denkens mit flichtig und bruchstiickhaft auftretenden Wahneinfallen
und Halluzinationen.

Bei der am haufigsten vorkommenden paranoid-halluzinatorischen
Schizophrenie herrschen eindrucksvolle Wahnvorstellungen und vielféltige
Halluzinationen vor, das formale Denken hingegen ist weniger beeintrachtigt.
Sie manifestiert sich typischerweise etwas spater im Lebensalter und hat eine
recht gute Prognose ohne die Ausbildung schwerer Residuen.

Im Gegensatz hierzu ist die Schizophrenia simplex durch sich langsam und
chronisch entwickelnde Negativsymptome mit Antriebsminderung und
Affektverflachung gekennzeichnet.

Charakteristisch fur die katatone Schizophrenie ist ein eindrucksvolles Bild mit
ausgepragten psychomotorischen Stérungen wie Stupor und

Erregungszustanden, Haltungsstereotypien, Negativismus und Kataplexie.



Von einer undifferenzierten Schizophrenie spricht man bei Vorherrschen
uncharakteristischer Symptome, die sich keinem der beschriebenen Subtypen
zuordnen lassen.

Einige dieser Krankheitsverlaufe enden in einem so genannten schizophrenen

Residuum, welches klinisch der Schizophrenia simplex ahnelt.

Die weit verbreitete ICD-10-Klassifiaktion unterscheidet insgesamt acht
Symptomgruppen, denen fir die Diagnose der Schizophrenie eine besondere
Bedeutung zukommt (siehe Tabelle 1). Zur Diagnosestellung wird das Vorliegen
mindestens eines Symptoms aus den Symptomgruppen 1 - 4 oder mindestens
zweier Symptome aus den Gruppen 5 - 8 gefordert. Zwecks Abgrenzung zur
schizophreniformen Stérung missen diese Symptome fir mindestens einen
Monat bestehen. Hierbei ist eine zugrunde liegende organische Ursache wie

zum Beispiel eine akute Intoxikation auszuschliel3en.

Tabelle 1: Diagnostische Kriterien der Schizophrenie nach ICD-10.

1. Gedankenlautwerden, -eingebung, -entzug, oder -ausbreitung

N

Kontrollwahn, Beeinflussungswahn oder Gefuihl des Gemachten,

Wahnwahrnehmungen

kommentierende oder dialogische Stimmen

Anhaltender, kulturell unangemessener, bizarrer Wahn

Anhaltende Halluzinationen jeder Sinnesmodalitat

Zerfahrenheit oder Danebenreden (Neologismen, Gedankenabreil3en)

Katatone Symptome

© N o 0 & W

Negativsymptome (= Minussymptome) wie Apathie, Sprachverarmung,

verflachte oder inadéaquate Affekte

Gemall der eher im angloamerikanischen Raum  verwendeten
DSM-IV-Klassifikation ist zur Diagnose einer Schizophrenie eine mindestens
sechsmonatige Phase mit schizophrenen Symptomen notwendig. Hierbei muss
eine aktive Phase von mindestens einem Monat eingeschlossen sein, die

Ubrige Zeit kann aus einer Prodromal- oder Residualphase bestehen.




Obwohl die Wernicke-Kleist-Leonard-Klassifikation international weniger
verbreitet ist, handelt es sich bei der von Karl Leonard Mitte des 20.
Jahrhunderts weiterentwickelten Systematik der endogenen Psychosen um
eine sehr prézise Beschreibung der Erkrankungen nach nosologischen
Kriterien, nach der sowohl Verlauf, Genetik als auch therapeutisches
Ansprechen vorausgesagt werden kénnen. Nach Leonard unterteilen sich die
endogenen Psychosen in die als prognostisch gunstig einzustufenden
phasischen und zykloiden Psychosen auf der einen Seite, und die Gruppe der
Schizophrenien auf der anderen Seite. Hierbei grenzt Leonard die
systematischen Schizophrenien mit schleichender Progredienz, geringer
erblicher Komponente und eher unginstiger Prognose von den
unsystematischen Schizophrenien mit phasischem Verlauf, hoher genetischer
Belastung und eher guinstigem Verlauf ab. Zu letzteren gehdrt unter anderem

auch die periodische Katatonie.

Eine diagnostische Herausforderung stellt die differentialdiagnostische
Abgrenzung der reinen Schizophrenie von organischen Stérungen und
schizophreniformen Stérungen mit teils sehr ahnlicher klinischer Préasentation
dar. Die ausfuhrliche Anamnese inkl. Familienbefragung und klinisch-
neurologische Untersuchung wird hierzu durch Laboruntersuchungen,
testpsychologische Verfahren und geeignete bildgebende Untersuchungen

erganzt.

1.1.3 Epidemiologie

Das Vorkommen der Schizophrenie ist altersabhangig und unterscheidet sich in
verschiedenen ethnischen Gruppen und sozialen Gefligen.

Mit einem Erstmanifestationsalter zwischen 17 und 30 Jahren handelt es sich
um eine Erkrankung des frihen Erwachsenenalters. Obwohl Manner und
Frauen bei einer Lebenszeitpravalenz von ca. 1% etwa gleich héaufig erkranken
(McGue et al. 1983), liegt das Ersterkrankungsalter bei Mannern im Mittel zwei

Jahre friher als bei Frauen (Franzek und Beckmann 1992).



Interessanterweise zeigte sich bei Untersuchungen zum sozio6konomischen
Status von Schizophrenie-Patienten ein gehauftes Erkrankungsvorkommen in
unteren sozialen Schichten. Kontrovers diskutiert wird die Drifthypothese, nach
der man davon ausgeht, dass Schizophrene im Verlauf ihrer Erkrankung einen
beruflichen und sozialen Abstieg erfahren und so aus ihrer bisherigen sozialen
Umgebung herausfallen (Silverton und Mednick 1984, Cooper 2005). Auch in
Abhangigkeit der geographischen Region finden sind unterschiedliche
Pravalenzraten (Jablensky et al., 1992). Ahnlich wie zum Beispiel bei der
Multiplen Sklerose ist eine hdhere Erkrankungspravalenz mit zunehmender
Entfernung vom Aquator zu beobachten (Torrey 1980). Des weiteren konnte in
verschiedenen Studien, insbesondere bei in der Grof3stadt geborenen und
aufgewachsenen Schizophrenie-Patienten, eine Haufung der Geburtenrate in
Frihjahrs- und Wintermonaten nachgewiesen werden (Torrey et al. 1997).
Ursachlich fir dieses Phanomen werden gehauft vorkommende virale
Infektionen wahrend der Schwangerschaft diskutiert, die mit einer erhdhten

Rate gestorter Hirnentwicklung verbunden sind.

1.1.4 Pathophysiologie

Trotz intensiver Anstrengungen zahlreicher Forschergruppen und in
zunehmendem Mal3e auch grol3er internationaler Konsortien Uber die letzen
Jahrzehnte hinweg, ist eine vollstandige Aufklarung der Ursachen der
Schizophrenie bislang nicht gelungen (Baron 2001, Owen et al. 2005). Wahrend
dieser Bemuhungen wurden vielfaltige Erklarungsmodelle fir ein préazises
pathophysiologisches  Verstandnis dieser facettenreichen  Erkrankung
aufgestellt, von denen einige mittlerweile widerlegt, andere hingegen vielfach

bestétigt werden konnten.

Weitgehende Einigkeit besteht mittlerweile jedoch dariber, dass es sich um
eine multifaktoriell bedingte Erkrankung handelt, bei der komplexe genetische,
neurobiologische,  psychosoziale und weitere  Umwelteinflisse in

unterschiedlicher Gewichtung zusammenwirken.



Nach dem bereits friih formulierten Vulnerabilitats-Stre3-Modell (Zubin 1977)
wird eine genetisch angelegte Krankheitspradisposition durch
neuropathologische und biochemische Veranderungen so moduliert, das unter
bestimmten Umstanden das  Hinzutreten  weiterer, beispielsweise
psychosozialer Stressoren ausreicht, um zum Ausbruch der Erkrankung zu
fuhren.

Im Gegensatz zu friheren Uberlegungen, nach denen Faktoren wie
Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen (Cannon et al. 2002, Clarke et
al. 2006), Geburten in Fruhjahrs- und Wintermonaten, gehaufte Infektionen
(Torrey et al. 1997) oder toxische Einflisse wie zum Beispiel Cannabis-Konsum
(Moore et al. 2007) eine groRe Bedeutung in der Krankheitsentstehung
zugeschrieben wurden, ist heute bekannt, dass diese Umweltfaktoren nur zu
einem geringen Prozentsatz zur Pathogenese der Schizophrenie beitragen
(McGuffin et al. 1994).

Hingegen rdumen Cardno und Gottesman den genetischen Einflissen einen
ursachlichen Anteil am Erkrankungsrisiko von mindestens 80% ein (Cardno und
Gottesman 2000). Ausgehend von der Beobachtung einer familiaren Haufung
schizophrener Erkrankungsfélle, aber auch anderer psychiatrischer Krankheiten
und Personlichkeitsvarianten in den Familien Schizophrener (Kety et al. 1994,
Kendler et al. 1995) wurden zahlreiche systematische Familienuntersuchungen
sowie Zwillings- und Adoptionsstudien durchgefuhrt. So besteht bei
erstgradigen  Verwandten Schizophrener ein ca. 10-fach erhohtes
Erkrankungsrisiko im Vergleich zur Normalbevdélkerung. Auch die hoéhere
Konkordanzrate fir Schizophrenie bei eineiigen Zwillingen von ca. 50% im
Vergleich zu ca. 15% bei zweieiigen Zwillingspaaren belegt eindeutig die
Relevanz genetischer Faktoren (Kendler et al. 1993a, Wong et al. 2005).
Familiare Umgebungsfaktoren scheinen hingegen keine wesentliche Rolle zu
spielen (Kendler et al. 1994).

Obwohl B66k bereits 1953 einen dominanten Erbgang fur die Schizophrenie mit
katatonen Elementen und der Neigung zur Periodizitat postulierte und hierftr
eine einzelne Mutation verantwortlich machte (Book 1953), liel3 sich bis heute
kein eindeutiger monogener Vererbungsmodus fur die Schizophrenie

nachweisen. Eine Ausnahme scheint die unten naher beschriebene familiare



periodische Katatonie darzustellen, die laut Beckmann und Mitarbeitern einem
dominanten Erbgang folgt (Beckmann et al. 1996).

Das derzeitig favorisierte Ubertragungsmodell nimmt, ahnlich  wie
beispielsweise beim Diabetes mellitus, einen komplexen heterogenen
Ubertragungsmodus an (Gottesman und Shields 1967, Risch und Baron 1984).
Hierbei tragen mehrere gleichzeitig vorliegende genetische Veranderungen als
sog. Risikoallele an verschiedenen Genorten mit einem jeweils nur kleinen
Einfluss zum Erkrankungsrisiko bei (Risch 1990). Je nach Zusammenwirkungen
der einzelnen genetischen Verdnderungen untereinander, kommt es unter dem

Einfluss anderer ungunstiger Faktoren zur Krankheitsmanifestation.

Im Rahmen intensiver Forschung mit Fortschritten auf dem Gebiet der
genetischen Diagnostik konnten in genomweiten Kopplungsanalysen zunéachst
zahlreiche chromosomale Regionen identifiziert werden, die mutmalliche
Suszeptibilitats- oder Dispositionsgene fur die Schizophrenie enthalten
(Berretini 2001, O’'Donovan et al. 2003, Riley und McGuffin 2000, Owen et al.
2005). Durch mehrere Studien bestatigte Befunde fanden sich insbesondere fir
Kandidatengenregionen auf den Chromosomen 1, 6, 8, 13 und 22 (Badner und
Gershon 2002, Lewis et al. 2003), wobei die meisten der anfangs Erfolg
versprechenden Befunde jedoch nicht repliziert werden konnten. Ursachlich
hierfir ist wahrscheinlich ein sehr geringer Beitrag der einzelnen Gene zum
Krankheitsrisiko oder eine zu kleine untersuchte Stichprobe (Suarez et al.
1994).

Aufgrund  ihrer chromosomalen Lage sowie der mutmallichen
pathophysiologischen Funktion, insbesondere an Wirkorten bestimmter, zur
Therapie  eingesetzter Pharmaka, wurden  mittlerweile  zahlreiche
krankheitsbegunstigende Suszeptibilitatsgene identifiziert. Als aussichtsreichste
Kandidatengene seien an dieser Stelle das auf Chromosom 6 gelegene
Dysbindin-Gen (DTNBP1) (Straub et al. 2002, Riley und Kendler 2006) sowie
das auf Chromosom 8 lokalisierte Neuregulin 1 (NRG1) (Stefansson et al. 2002,
Riley und Kendler 2006) genannt. Ebenso wie viele weitere interessante
Suszeptibilitatsgene, kodieren diese Gene flr Proteine, die eine entscheidende
Rolle in der Aufrechterhaltung insbesondere der glutamatergen Synapse im

reifen Gehirn bzw. vielfaltigen Prozessen der Hirnentwicklung spielen. So



konnte unter anderem gezeigt werden, dass Neuregulin 1 eine
Schlusselposition in der neuronalen Differenzierung und Migration, der
Synaptogenese und der Myelinisierung einnimmt (Buonanno und Fischbach
2001, Harrison und Weinberger 2005). Des weiteren weisen Trager bestimmter
Risikoallele des Neuregulin 1 ein signifikant kleineres Hippokampusvolumen im
Vergleich zu Personen auf, die dieses Allel nicht tragen (Stefansson et al.
2002).

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts veroffentlichte Alzheimer erste Studien tUber
hirnstrukturelle Veranderungen bei Schizophrenie und anderen psychiatrischen
Erkrankungen (Alzheimer 1897). Im Rahmen des Fortschritts der Forschung in
den Bereichen der Neuroanatomie und der funktionellen Bildgebung konnten
mittels histologischer post-mortem Untersuchungen sowie durch fMRT Studien
zahlreiche hirnstrukturelle Veranderungen nachgewiesen werden (Lawrie und
Abukmeil 1998). So findet sich bei Schizophreniepatienten und teilweise auch
bei deren gesunden Angehdorigen eine Reduktion des Neuropils insbesondere
im préafrontalen Kortex, dem Temporallappen und der Hippokampusregion,
welches sich in den Bildgebungen unter anderem in einer Erweiterung des
Ventrikelsystems und der &uf3eren Liquorrdume widerspiegelt. Aus diesen
Beobachtungen leitet sich zum Beispiel die pathogenetische Hypothese der
fronto-temporo-limbischen Netzwerkstérung und lokalen Dyskonnektivitat ab
(Vogeley und Falkai 1998). Passend hierzu konnten in biochemischen
Befunden komplexe  Stérungen  verschiedener  Transmittersysteme
nachgewiesen werden (z. B. Konradi und Heckers 2003), die ebenso wie die
zahlreichen neuroanatomischen und funktionellen Untersuchungen letztlich auf

die genetische Grundlage der Schizophrenie verweisen.

Insbesondere bei komplexen genetischen Erkrankungen wie auch der
Schizophrenie stellt die Suche nach Suszeptibilititsgenen eine schwierige
Herausforderung dar. In Anlehnung an die erfolgreichen Bemuihungen bei
vielen monogen vererbten Erkrankungen, wird auch bei der Schizophrenie eine
mehrstufige Strategie zur Risikoallelsuche verfolgt. Mittels genomweiter
Kopplungsanalysen an Multiplexfamilien erfolgt im ersten Schritt die

Identifizierung von Kandidatengenregionen, die dann im Rahmen



anschlieBender systematischer Feinkartierungen weiter eingegrenzt werden.
Die nun in Uberschaubarer Anzahl vorliegenden Kandidatengene kdnnen mittels
Mutationsanalysen, Assoziationsstudien oder funktionellen Untersuchungen
weiter analysiert werden. Ziel dieses Prozesses ist am Ende die ldentifizierung

einer oder mehrerer krankheitsverursachender Genvarianten.

1.1.5 Periodische Katatonie

Einige Autoren vermuten, dass sich hinter der Ubergeordneten Erkrankung
.Schizophrenie® eine heterogene Gruppe zahlreicher eigenstandiger
Krankheitsentitaten verbirgt (Mirnics und Lewis 2001). Wie oben beschrieben,
unterschied bereits Leonard verschiedene Untergruppen der Schizophrenien in
Abhangigkeit ihrer Symptome, der Prognose und des Therapieansprechens.
Seine Klassifikation und die insbesondere auf klinischen Beobachtungen
basierende Differenzierung zwischen systematischer Katatonie und der zu den
unsystematischen Schizophrenien gehotrenden periodischen Katatonie
(SCzD10, OMIM 9%605419) konnten von mehreren Forschergruppen als
diagnostisch valide bestatigt werden (Stdber et al. 1995, Peralta et al. 2001).

Die klinische Unterform der periodischen Katatonie zeichnet sich durch einen
meist akuten Beginn mit schubférmigem bipolarem Verlauf aus. Bei im
Vordergrund stehenden psychomotorischen Beeintradchtigungen kommt es zu
einem oft abrupten Wechsel mit Episoden eines hyperkinetischen
Erregungszustands und Phasen eines akinetischen Stupors, wobei beide Pole
auch parallel vorliegen kénnen. Hyperkinetische Krankheitsphasen sind durch
psychomotorische Erregung, Bewegungsstereotypien und Iterationen, d. h. sich
wiederholende motorische und sprachliche Entauf3erungen, gekennzeichnet.
Des weiteren finden sich eindrucksvolle Manierismen mit teils bizarrem
Grimassieren und sprachliche Stereotypien (Echolalie). Das Bewegungsspiel
kann steif und ruckartig wirken (Parakinesen). Wahrend akinetischer Phasen
imponiert hingegen ein antriebsgeminderter bis stuporéser Patient mit einer
eindrucklichen wachsernen Biegsamkeit unter passiver Bewegung (Flexibilitas

cerea), die den Kranken oft stundenlang in einer unbequemen bizarren



Korperposition verharren lasst (Katalepsie). Das Krankheitsbild kann zusatzlich
mit vermehrter Aggressivitdt sowie mit psychotischen Elementen wie
Halluzinationen und Wahn vergesellschaftet sein. Obwohl Leonard eine eher
gunstige Prognose beschreibt, mindet die Erkrankung meist in einem

akinetischen Defektzustand (Leonard 1995).

Fur die psychiatrische Genetik ist das Krankheitsbild von besonderer
Bedeutung, da eine deutliche familiare Haufung mit starker genetischer
Determination beobachtet wurde. Stéber und Beckmann postulieren fur die
periodische Katatonie einen dominanten Mendelschen Erbgang mit einem
gesteigerten Erkrankungsrisiko fir Verwandte ersten Grades von 26,9% (Stober
et al. 1995, Beckmann et al. 1996). Auf dem Boden dieser Erkenntnisse wurden
mehrere genomweite Kopplungsanalysen durchgefihrt (Stober et al. 2000 und
2001).

Das klinische Bild der Katatonie, welches bislang tblicherweise eng mit der
Schizophrenie verbunden wurde, ist nach aktuellen Beobachtungen jedoch
keinesfalls auf diese Erkrankungsgruppe beschrankt, sondern kommt weit
haufiger insbesondere auch bei den bipolaren Erkrankungen vor. Von Taylor
und Fink wird daher ein Ubergreifender und eigenstandiger Eintrag in der

Klassifikation psychiatrischer Erkrankungen gefordert (Taylor und Fink 2003).
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1.2. Bipolare Erkrankungen

1.2.1 Definition und historischer Uberblick

Bereits in der Antike wurden affektive Erkrankungen prazise beschrieben.
Hippokrates unterschied im 4. Jahrhundert v. Chr. zwischen der Melancholie
und der Manie, die er auf humorale Stérungen der schwarzen und gelben Galle
zuruckfuhrte. Erst mit Kahlbaum wurde Ende des 19. Jahrhunderts der Begriff
der Zyklothymie eingefuhrt, um zu verdeutlichen, dass es sich bei den beiden
Polen Melancholie und Manie um unterschiedliche Zustande der gleichen
Erkrankung handelte (Kahlbaum 1874). Wie bereits anfangs erwahnt (s. 1.1.1),
stellte Kraepelins wenige Jahre spater beschriebenes ,manisch-depressives
Irrsein® den Gegenpol der Dementia praecox, der spateren Schizophrenie, dar.
Unter dieser grol3en Gruppe der affektiven Psychosen fasste er nicht nur die
unipolaren Depressionen zusammen, sondern auch Mischzusténde, bei denen
sowohl manische als auch depressive Symptome in Erscheinung treten. Lange
Zeit wurde diese heterogene Erkrankungsgruppe nicht weiter unterteilt.

Im Zuge von Verlaufsbeobachtungen erfolgte erst im 20. Jahrhundert unter
anderem durch Karl Leonard eine weitere Differenzierung der phasischen und
zykloiden Psychosen in unipolare rein melancholische oder manische
Krankheitsbilder oder die manisch-depressive Erkrankung, die beide
Symptompole in sich vereint (Leonard 1979). Diese differenzierten

Uberlegungen bilden die Grundlage fir die heute verwendeten Klassifikationen.

1.2.2 Kilinik, Klassifikation und Diagnostik

Psychische Erkrankungen mit im Vordergrund stehender Beeintrachtigung der
Stimmung und der Affektivitdit werden Ubergeordnet als affektive Stérungen
bezeichnet. In den meisten Fallen lassen sich depressive, manische,

hypomanische oder auch gemischte Krankheitsphasen abgrenzen.

Wahrend bei der depressiven Phase eine gedrickte Stimmung mit

Antriebsminderung und Interessensverlust, oft verbunden mit vegetativen
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Storungen und vermindertem Selbstwertgefuhl im Vordergrund stehen, ist die
Manie durch eine inadaquat gehobene euphorische bis gereizte Stimmung
sowie eine starke Antriebssteigerung gekennzeichnet. Hinzutreten oft ein
gesteigertes Selbstwertgefiihl und GroRRenideen. In deutlich abgeschwéachter
Form finden sich diese Charakteristika auch bei der Hypomanie. Je nach
Auspragung konnen in Analogie zur Schizophrenie zu beiden Polen auch
psychotische Symptome wie Wahn oder Halluzinationen hinzutreten.

Die Unterform der bipolaren Storung, die synonym auch als manisch-
depressive Erkrankung bezeichnet wird, ist durch einen Verlauf mit
rezidivierenden depressiven, manischen oder hypomanischen Phasen
gekennzeichnet. Unterbrochen werden diese in der Regel durch Episoden

ausgeglichener Stimmungslage.

Gemal der ICD-10-Klassifiaktion werden zur Diagnose einer bipolaren Stérung
mindestens zwei in Dauer und Auspragung definierte Episoden gegensatzlicher
Stimmungslagen, entweder Depression oder Manie, gefordert. Zusatzlich wird
unterschieden, ob die gehobene Stimmungslage das Vollbild der Manie
(bipolar 1) erreicht, oder als Hypomanie (bipolar 1l) zu bezeichnen ist.

Eine besondere Verlaufsform der bipolaren Stérung stellt das rapid cycling dar.
Hierbei handelt es sich um eine Spielart, bei der ein rascher Wechsel mit
mindestens vier Stimmungsumschwiingen in einem Jahr zu verzeichnen ist.
Ahnlich wie auch die Schizophrenie, ist die bipolare Stérung haufig mit
Komorbiditaten wie Alkohol- und Drogenabhangigkeit, aber auch mit Angst- und
Personlichkeitsstérungen vergesellschaftet (Evans 2000).

Durch die oft mehrmonatige Episodendauer mit starker psychosozialer
Beeintrachtigung, hoher Tendenz zur Chronifizierung und betrachtlicher
Suizidrate von ca. 15 bis 20% je nach Verlaufsform (Jamison 2000) erhalt diese
Krankheitsgruppe zusammen mit den Schizophrenien eine wichtige

gesundheitsbkonomische Bedeutung.

12



1.2.3 Epidemiologie

Interessanterweise finden sich im Vergleich der epidemiologischen Fakten der
bipolaren Erkrankung deutliche Parallelititten mit der Gruppe der
Schizophrenien (Craddock und Jones 1999). Bei einer identischen
Lebenszeitpravalenz von ca. 1% und einer Erstmanifestation im frihen
Erwachsenenalter meist zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr bestehen auch
hier — anders als bei den unipolaren Depressionen- keine Unterscheide in der
Erkrankungshaufigkeit zwischen den Geschlechtern. Eine Ausnahme jedoch
stellt die prognostisch ungunstigere Verlaufsform der rapid cycler dar, die
Uberzufallig haufig bei Frauen gefunden wird. In Analogie zur Schizophrenie ist
auch bei der manisch-depressiven Erkrankung eine Geburtenhaufung im Winter
und Frohjahr (Boyd et al. 1986) zu verzeichnen, was ahnliche
pathophysiologische Prozesse der Krankheitsentstehung vermuten Iasst.

Die seltener vorkommende bipolare Verlaufsform manifestiert sich im Vergleich
zur unipolaren Storung friher, verlauft oft schwerer und ist mit einer héheren

Suizidrate assoziiert (Jamison 2000).

1.2.4 Pathophysiologie

Ahnlich wie auch bei der Gruppe der Schizophrenien ist das Wissen um die
Pathogenese der bipolaren Stérung trotz intensiver Forschungsbemihungen
noch liickenhaft. Auch hier wird ein multifaktoriell bedingtes Krankheitsmodell
aus einem Zusammenspiel komplexer genetischer, neurobiologischer und nicht
zuletzt psychosozialer Faktoren angenommen. Anders als bei den unipolaren
Depressionen, wo psychosozialen Umgebungsfaktoren wie zum Beispiel
traumatischen Lebens- oder Kindheitserinnerungen eine grél3ere &tiologische
Bedeutung zukommt (Kendler et al. 1993c), stehen insbesondere bei den

bipolaren Verlaufsformen genetische Faktoren im Vordergrund.

Bereits der frihen psychiatrischen Forschung war eine erhdhte familiare
Belastung bipolarer Stérungen bekannt. In alteren und aktuellen

Familienuntersuchungen konnte ein 5- bis 10-fach erhdhtes Erkrankungsrisiko
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fur bipolare Erkrankungen bei Verwandten ersten Grades im Vergleich zur
Normalbevolkerung nachgewiesen werden. Zwillings- und Adoptionsstudien
belegen eine hohere Konkordanzrate fur bipolare Stérungen bei eineiigen
Zwillingen zwischen 40-70% im Vergleich zu ca. 15-20% bei zweieiigen

Zwillingspaaren (Bertelsen et al. 1977, Craddock und Jones 1999).

Auch wenn die Datenlage zur Ursachenerforschung bipolarer Stérungen im
Vergleich zu den Bemuhungen bei der Schizophrenie etwas geringer ist,
konnten mittels genomweiter Kopplungsanalysen und Assoziationsstudien
mehrere  chromosomale Regionen mit einer Vielzahl  mdglicher
Suszeptibilitatsgene identifiziert werden (Berrettini 2003, Kato 2007, Craddock
und Sklar 2009). Durch mehrere Studien und Metaanalysen bestétigte
Regionen wurden insbesondere auf den langen Armen der Chromosomen 6,
13, 18 und 22 (Badner und Gershon 2002, Lewis et al. 2003) identifiziert. Trotz
allem finden sich in Folgeuntersuchungen auch kontréare Ergebnisse (Segurado
et al. 2003), was die genetische Komplexizitat der Erkrankungsgruppe mit einer
wahrscheinlich individuellen Kombination verschiedener Risikoallele, die in
Wechselwirkung miteinander treten (Epistasis) und in einzelnen Familien zur
Erkrankungspradisposition beitragen, unterstreicht. Insbesondere aufgrund ihrer
neurobiologischen  Funktion  ruckten  mehrere  viel  versprechende
Suszeptibilitatsgene in das Zentrum des Forschungsinteresses. Augenmerk sei
an dieser Stelle exemplarisch auf den auf Chromosom 13q gelegenen Genort
G72/DAOA gerichtet, der fur einen D-Aminosaure-Oxidase-Aktivator codiert und
indirekt den Glutamat-Stoffwechsel beeinflusst (Schumacher et al. 2004). Auch
bei den bereits im Zusammenhang mit der genetischen Grundlage der
Schizophrenie erwahnten Genen Dysbindin (DTNBP1) und Neuregulin 1
(NRG1) handelt es sich um interessante Kandidatengene (Green et al. 2005,
Raybould et al. 2005).

Interessanterweise finden sich - passend zu den bereits beschriebenen
klinischen Parallelitaten - auch deutliche Uberlappungen in der genetischen
Grundlage der Schizophrenie und der bipolaren Stérungen (Berrettini 2003,
Craddock et al. 2006), so dass von verschiedenen Forschergruppen unter der

Annahme pleiotroper Geneffekte eine Uberarbeitung der bislang giiltigen
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Einteilung psychiatrischer Krankheiten gefordert wird (Taylor und Fink 2003,
Craddock et al. 2006). Auch die bei Schizophrenen beschriebenen anatomisch-
morphologischen Hirnverdnderungen finden sich teilweise, wenn auch in
milderer Form, bei vielen bipolar Erkrankten wieder (Manji und Lenox 2000).
Erst kdrzlich wurde in mehreren genomweiten Assoziationsstudien eine
signifikante Assoziation bestimmter Allele des auf Chromosom 10 gelegenen
Gens ANK3 sowohl mit bipolaren Stérungen als auch mit Schizophrenien
gefunden (Ferreira et al. 2008, Green et al. 2009). Dieses Gen kodiert fur das
axonale Adapterprotein Ankyrin G, welches unter anderem die Struktur von
spannungsabh&ngigen Natrium-Kandalen reguliert (Poliak und Peles 2003). Des
Weiteren fand sich in den gleichen Studien auch eine starke Assoziation der
beiden Erkrankungen mit Varianten des Gens CACNAILC fir die alpha-
Untereinheit des ebenfalls spannungsabhangigen langsamen Calcium-Kanals
CACNAI1C. Einen dritten wichtigen Genlocus stellt zusatzlich die unter Punkt
1.4 ndher beleuchtete Region 1514 dar.

Vor dem Hintergrund dieser nachgewiesenen Varianten in lonenkanal-
codierenden Genen, deren Untereinheiten oder lonenkanal-assoziierten
Proteinen u. a. bei bipolar Erkrankten, wurde die interessante Hypothese
aufgestellt, insbesondere bei der bipolaren Erkrankung handele es sich
mindestens teilweise um eine lonen-Kanalerkrankung. So wurden u. a. auch
Verdanderungen in den Kanal-codierenden Genen KCNQ5 und SK3 bei
bipolaren Stérungen und bei der Schizophrenie gefunden (Gargus 2006).
Ahnliche Erkenntnisse konnten bereits hinsichtlich der Pathogenese anderer
neurologischer Erkrankungen wie z. B. besonderer Formen der Migrane, der

Epilepsie oder der Ataxien gewonnen werden (Montagna 2000).
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1.3 Kopplungsanalysen und Assoziationsstudien bei k omplex-

vererbten Erkrankungen

Insbesondere bei komplexen genetischen Erkrankungen wie auch der
Schizophrenie stellt die Suche nach Suszeptibilitatsgenen eine schwierige
Herausforderung dar (Baron 2001). In Anlehnung an die erfolgreichen
Bemuhungen bei vielen monogen vererbten Erkrankungen, wird auch bei der
Schizophrenie eine mehrstufige Strategie zur Risikoallelsuche verfolgt. Mittels
genomweiter Kopplungsanalysen an Multiplexfamilien erfolgt im ersten Schritt
die Identifizierung von Kandidatengenregionen, die dann im Rahmen
anschlieBender systematischer Feinkartierungen weiter eingegrenzt werden.
Die nun in Uberschaubarer Anzahl vorliegenden Kandidatengene kénnen mittels
Mutationsanalysen, Assoziationsstudien oder funktionellen Untersuchungen
weiter analysiert werden. Ziel dieses Prozesses ist am Ende die ldentifizierung
einer oder mehrerer krankheitsverursachender Genvarianten (McGuffin 1999,
van Camp 1999).

Im Rahmen genomweiter Kopplungsanalysen wird die gemeinsame Vererbung
polymorpher genetischer Marker mit einer Erkrankung untersucht. Hierzu
werden meist groRe Familien mit mehreren Erkrankten herangezogen.
Basierend auf dem Prinzip des Crossing Over in der Meiose, spricht man von
Kopplung, wenn ein polymorpher Marker und der gesuchte Krankheitsgenort
gemeinsam  vererbt und nicht im Rahmen von  meiotischen
Rekombinationsereignissen voneinander getrennt werden. Die
Wahrscheinlichkeit einer gekoppelten Vererbung ist abhangig vom Abstand
zwischen Marker- und Genort und sinkt, je weiter diese voneinander entfernt
liegen. Ausgedrickt wird die Wahrscheinlichkeit fur Kopplung im sog.
LOD score, dem Logarithmus der Wahrscheinlichkeit von Kopplung gegenuber
Nichtkopplung. Ein Wert Uber 3,0 gilt hierbei als beweisend fur Kopplung, ein
Wert zwischen 2,0 und 3,0 lediglich als Hinweis fir Kopplung (Lander und
Kruglyak 1995). Als Marker werden meist polymorphe Marker, zum Beispiel
Mikrosatellitenmarker mit repetitiven Basensequenzen von 2-10 bp, verwendet,
die in regelmaRigen Abstdnden von 5-20 cM Uber das gesamte Genom verteilt

liegen, so dass eine verhaltnismallig geringe Anzahl von 300-400 Markern fur
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die genomweite Analyse des ca. 3300 cM umfassenden menschlichen Genoms
ausreicht (Holmans und Craddock 1997). Als parameterabhangige Methode
missen bei Kopplungsanalysen jedoch Angaben Gber den zu Grunde liegenden
Erbgang, die Penetranz und die Frequenz der Marker- und Krankheitsallele in
der Bevolkerung vorliegen.

Sind diese wie in vielen Fallen nicht bekannt, stellt beispielsweise eine
parameterfreie Untersuchungsmethode wie die Affected-Sib-Pair Analyse eine
sinnvolle Alternative dar (Weeks und Lathrop 1995). Hierbei werden die
genetischen Marker erkrankter Geschwisterpaare miteinander verglichen und
eine Abweichung der zu erwarteten Verteilung analysiert.

Da sich bei komplexen Erkrankungen mit mehreren zu erwartenden additiven
Geneffekten selten sehr hohe LOD scores erzielen lassen, kommt
Replikationsstudien eine besondere Bedeutung zu. Hierbei ist die Bestatigung
eines falsch-positiven Befundes sehr unwahrscheinlich, so dass die Aussage
einer solchen Bestatigungsstudie hoch einzustufen ist (Plomin et al. 1994).

Eine ergdnzende Methode zur Identifizierung krankheitsverursachender
genetischer Varianten stellen Assoziationsstudien dar. Hierbei wird die
Frequenz eines bestimmten Allels in einer Gruppe von Erkrankten mit der in
einer gesunden Kontrollgruppe verglichen und statistisch ausgewertet. Unter
Assoziation versteht man in diesem Zusammenhang das Uberzufallig haufige
Auftreten eines Risikoallels in einem der Kollektive. Meistens werden im
Rahmen von Fall-Kontroll-Studien verschiedene SNPs (single nucleotide
polymorphisms) eines Kandidatengens auf Assoziation mit einer Erkrankung
analysiert. Besondere Bedeutung haben hierbei SNPs, die Uber eine
Veranderung der Genexpression eine funktionelle Auswirkung haben.

Dem Nachweis einer positiven Assoziation kdnnen unterschiedliche Ursachen
zugrunde liegen. Zum einen kann das gefundene Risikoallel selbst durch eine
Verdanderung der Aminosauresequenz oder Genexpression zum erhohten
Erkrankungsrisiko beitragen. Denkbar ist auch eine sehr eng benachbarte Lage
des Risikoallels zu einem bislang noch unbekannten krankheitsverursachenden
Allel, mit dem es im Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium) steht. In
Folge der raumlichen Nahe zueinander werden diese Allele nicht durch

Rekombinationsereignisse voneinander getrennt. Auch Stratifikationseffekte
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aufgrund einer unterschiedlichen ethnischen und geographischen Herkunft der
untersuchten Kollektive kénnen zu einem falsch-positiven Assoziationsergebnis
fuhren. Letztlich ist auch eine rein zufallige Assoziation des Risikoallels mit der
untersuchten Erkrankung denkbar (McGuffin 1999, van Camp 1999).

Obwohl Assoziationsstudien aus genannten Grinden anfallig fur falsch-positive
Ergebnisse sind, gelingt im Gegensatz zu den Kopplungsanalysen mit ihnen
auch der Nachweis von Risikoallelen mit nur geringerem Beitrag zur
Krankheitsentstehung wie bei polygenen und komplex-vererbten Erkrankungen
der Fall (Risch und Merikangas 1996).

Seit einigen Jahren lassen sich im Rahmen genomweiter Assoziationsstudien
unter Verwendung neuer Analyseverfahren und sog. SNP arrays eine grofie
Anzahl verschiedener Allele gleichzeitig und zeitsparend untersuchen
(Psychiatric GWAS Consortium Coordinating Committee 2009).
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1.4 Die Region 15g13-22 als Kandidatengenregion fir  psychiatrische
und neurologische Erkrankungen

Im Rahmen einer genomweiten Kopplungsanalyse der Woirzburger
Arbeitsgruppe (Stober et al. 2000) konnten anhand einer Sammlung von DNA-
Proben von Familien mit periodischer Katatonie zwei mdgliche chromosomale
Loci fur periodische Katatonie gefunden werden. Basierend auf einem
autosomal-dominanten Vererbungsmodus wurden 12 Multiplexfamilien mit
insgesamt 135 Individuen, davon 57 an periodischer Katatonie Erkrankte,
mittels 354 Mikrosatellitenmarkern genotypisiert. Neben einem Locus auf
Chromosom 2213, der in der Folge ebenfalls durch die Arbeitsgruppe weiter
untersucht wurde (Meyer et al. 2001, Devaney et al. 2002), konnte unter
anderem eine 40 cM umfassende Region auf Chromosom 15 identifiziert
werden (GENEHUNTER PLUS lod score bei Koordinate 35.3 cM: 3.57,

p = 0,000026), die durch jeweils mehrere groRe Familien unterstitzt wurde.

Insbesondere dieser Region auf dem langen Arm von Chromosom 15 wurde
von mehreren Arbeitsgruppen bereits eine besondere Bedeutung in der
Pathogenese verschiedener psychiatrischer und neurologischer Erkrankungen
beigemessen. Unter anderem liegen positive Kopplungsbefunde fur hereditare
Schizophrenien (Riley et al. 2000, Gejman et al. 2001) sowie fur
Schizophrenien mit neurophysiologischen Auffalligkeiten (Freedman et al. 1997,
2000, 2001) vor. So konnten beispielsweise Freedman und Kollegen Uber eine
positive Kopplung der verminderten Unterdriickung der Antwort auf einen
zweiten von zwei identischen auditorischen Stimuli (P50-Defizit) bei
Schizophrenen mit dem Marker D15S1360 berichten. Insbesondere aufgrund
seiner Lage in unmittelbarer Nahe dieses Markers, wurde das Gen CHRNA?7,
welches  fir die a7-Untereinheit des  neuronalen  nikotinischen
Achetylcholinrezeptors codiert, von dieser Arbeitgruppe als viel versprechendes
Kandidatengen fur die Pathogenese der Schizophrenie gehandelt.
Interessanterweise wiesen Turecki und Mitarbeiter eine positive Kopplung des
Therapieansprechens bipolar Erkrankter auf die Behandlung mit Lithium mit
dem ebenfalls in dieser Region von Chromosom 15 gelegenen Marker ACTC
nach (Turecki et al. 2000, 2001).
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Auch fur die Pathogenese mehrerer neurologischer Erkrankungen spielt die
genannte chromosomale Region eine bedeutende Rolle. So konnte auf
Chromosom 15014 einerseits ein Suszeptibilitdtslocus fur die juvenile
myoklonische Epilepsie, eine Unterform der generalisierten idiopathischen
Epilepsie, gefunden und andererseits ein positiver Zusammenhang mit der
ebenfalls im Kindesalter auftretenden Rolando-Epilepsie festgestellt werden
(Sander et al. 2000, Steinlein et al. 2001).

Durch Genotypisierung weiterer polymorpher Marker im Rahmen einer
vorangegangenen medizinischen Doktorarbeit unserer Arbeitsgruppe wurde die
urspriunglich ca. 40cM umfassende Kandidatengenregion auf 20,3 cM
zwischen den Markern D15S144 und D15S132 weiter eingeengt, so dass unter
anderem das oben genannte viel versprechende Kandidatengen CHRNA7 als
Risikogen fur die periodische Katatonie definitiv ausgeschlossen werden konnte
(Meyer et al. 2002a). Die verbleibende Kandidatengenregion 15q13-15 ist
schematisch in Abb.1 dargestellt. Nahezu zeitgleich zur praktischen
Durchfihrung der vorliegenden Arbeit konnten Stéber und Mitarbeitern die
Kandidatengenregion weiter auf 11 cM zwischen den Markern D155S1042 und
D15S659 (Stober et al. 2002) verkleinern.
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Zentromer

L D15S165 (20.24)
L CHRNA7?

—— D1551010 (23.89)
——— D15S144 (25.3)
—— RYR3

| SLC12A6/KCC3
— CX36

—— ACTC (31.46)

—— D1551042 (32.58)
15p L SPRED1

- DLL4

L D15S5194 (35.95)

15q13
—— TYRO3

| D15S146 (39.72)

D1551044 (39.72)

L SNAP23

- D15S968 (40.25)

—— D15S994 (40.25)

- D15S182 (40.25)

—— EIF3S1

| D15S659 (43.47)

—— D15S132 (44.9)

—— D15S153 (62.4)

15915

Telomer

Abb. 1: Schematische Darstellung ausgewahlter polymorpher Marker und potentieller
Krankheitsgene (kursiv) der Kandidatengenregion 15g13-15. Die Angaben in Klammern geben
die Position in cM gemaR Marshfield Map, 2001 an. Der markierte Bereich von 20.3 cM
kennzeichnet die in Meyer et al. 2002a beschriebene Kandidatengenregion zwischen den
Markern D15S144 und D15S132.
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Ferner gelang mittels Mutationsanalyse auch der Ausschluss des Gens CX36
(Meyer et al. 2002b), welches als Mitglied der Familie der Connexine flur ein
kanalbildendes gap junction Protein codiert und so unter anderem an der
neuronalen elektrischen und metabolischen Signallibertragung beteiligt ist
(Teubner et al. 2000, Gildenagel et al. 2001). Wie auch CHRNA7, wird CX36
vor allem im Gehirn und zusatzlich in der Retina exprimiert (Rash et al. 2000,
Teubner et al. 2000).

Interessanterweise Uberlappt die auf 20,3 cM verkleinerte Region, in der noch
ca. 140 Gene verbleiben, um ca. 15cM mit dem von Turecki et al. (2001)
beschriebenen chromosomalen Abschnitt. Aufgrund ihrer chromosomalen Lage,
ihrer Expression vor allem im Gehirn sowie ihrer Funktion stellen einige dieser
Gene besonders interessante Kandidaten dar.

Ahnlich wie auch CX36, spielt die vor allem im Gehirn aktive Tyrosinkinase 3,
fur die das Gen TYRO3 codiert, eine wichtige Rolle in der neuronalen
Differenzierung und Zell-Zell-Interaktion (Prieto et al. 2000) und fungiert daher
ebenso als potentielles Kandidatengen.

Ebenfalls auf Chromosom 15ql14, jedoch etwas weiter zentromerisch als
TYROZ3, liegt das Gen DLL4, welches dem Delta-Gen von Drosophila homolog
ist und, fur einen NOTCH1/NOTCH4-Liganden codierend, eine wichtige Rolle
im NOTCH-Signaltransduktionsweg spielt. Shutter und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass DLL4 nicht nur im Endothel arterieller Gefal3e exprimiert wird,
sondern auch in Strukturen des sich entwickelnden Frontalhirns nachweisbar ist
(Shutter et al. 2000) und somit ebenfalls fir die Pathogenese der Schizophrenie
von Interesse sein konnte. Auch bei der autosomal-dominant vererbten
CADASIL-Erkrankung, einer cerebralen Arteriopathie, die mit subcortikalen
Infarkten und Leukenzephalopathie einhergeht, wurde eine missense Mutation
in einem NOTCH Gen nachgewiesen (Joutel et al. 1997). Eine positive
Assoziation von NOTCH4-Varianten mit Schizophrenie konnte bereits von
einigen Forschergruppen gezeigt werden (Wei und Hemmings 2000). Obwohl
nicht alle Arbeitsgruppen diese Befunde bestéatigen konnten (Sklar et al. 2001),
bleibt DLL4 aufgrund seiner Position und Funktion viel versprechend.

Das Protein SNAP23, codiert durch das Gen SNAP23, bildet zusammen mit
anderen Membranfusionsproteinen den SNARE Komplex (Low et al. 1998), der

eine zentrale Rolle beim vesikelvermittelten Transport von Transmittern durch
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Zellmembranen spielt und insbesondere auch durch sein Vorkommen in
verschiedenen Neuronen eine Bedeutung fur die Pathogenese verschiedener
neurologischer und psychiatrischer Erkrankungen einnimmt. So wiesen Saito
und Mitarbeiter zum Beispiel eine positive Assoziation eines Polymorphismus in
SNAP29, einem Mitglied der SNARE-Familie, mit Schizophrenie nach (Saito et
al. 2001). Nicht zuletzt die Pathogenese der Tetanus- und Botulismus-
Erkrankung, hervorgerufen durch verschiedene, den SNARE-Komplex
zerstorende bakterielle Toxine, verdeutlicht die zentrale Bedeutung dieser
Genfamilie.

Die obere Grenze der 20,3 cM messenden Kandidatengenregion wird durch
das RYR3 Gen gebildet, welches fur den vor allem im Gehirn und der glatten
Muskulatur exprimierten Ryanodinrezeptor 3 codiert. Als lonenkanal, der an der
intrazellularen Kalziumfreisetzung beteiligt ist, spielt RYR3 eine entscheidende

Rolle in verschiedenen Signalibertragungswegen (Nakashima et al. 1997).

Neben den exemplarisch beschriebenen Genen ist in dieser chromosomalen
Region noch eine Vielzahl weiterer moglicher Kandidatengene lokalisiert, deren
Expressionsmuster und funktionelle Bedeutung noch Gegenstand weiterer

Forschung ist.
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1.5 SLC12A6 und seine Bedeutung fur psychiatrische und
neurologische Erkrankungen

Wegen seiner grundlegenden Bedeutung fir die Fragestellung dieser Arbeit sei
das im Folgenden beschriebene Gen SLC12A6 (OMIM *604878) detaillierter

beleuchtet.

Ahnlich wie auch bei RYR3, handelt es sich bei SLC12A6 um ein auf 15913-14
gelegenes Gen, welches ebenfalls fur einen lonenkanal codiert, ndmlich den
Kalium-Chlorid Kotransporter 3 (Mount et al. 1999). Die alternative Bezeichnung
des Gens, welches sich aus insgesamt zwolf Exons zusammensetzt, lautet
KCC3.

Als wichtiges Mitglied der Familie der Kationen-Chlorid Kotransporter, auch
solute carrier family 12 genannt, weist SLC12A6 zwolf Transmembrandoménen,
funf N-Glykosilierungsstellen und eine grol3e extrazellulare Schleife auf, die
unter anderem die Bindungseigenschaften fur unterschiedliche lonen bestimmt
(Race et al. 1999). Erstmals 1999 durch drei Forschergruppen unabhangig
voneinander Kloniert (Hiki et al. 1999, Mount et al. 1999, Race et al. 1999),
wurden zunéachst nur zwei Isoformen von KCC3 beschrieben, die als KCC3a
und KCC3b durch alternatives Spleil3en entstanden sind (Mount et al. 1999).
Hierbei findet sich das 1150 Aminoséaure grofde KCC3a vor allem im Gehirn,
aber auch in Niere, Muskel, Herz und Lunge. Die 1099 Aminosédure messende
Isoform KCC3b hingegen kommt nahezu ausschlie3lich in der Niere und in
peripheren Geweben vor (Pearson et al. 2001). Dartber hinaus sind mittlerweile
weitere Transkripte von SLC12A6 bekannt (Moser et al. 2009). Die Expression
von KCC3 im Gehirn lasst sich insbesondere in den Zellen des Plexus
choroideus, Kleinhirns, Hirnstamms, Hypothalamus sowie der weil3en Substanz
nachweisen (Pearson et al. 2001).

Neben den weiteren drei bislang identifizierten Mitgliedern der Kalium-Chlorid
Kotransporter (SLC12A4-7;KCC1-4), ist SLC12A6 insbesondere am
elektroneutralen Transport von lonen durch Plasmamembranen beteiligt und
gewahrleistet so eine osmotische Homdostase in verschiedenen Zelltypen (Hiki
et al. 1999, Mount et al. 1999, Race et al. 1999). Shen und Mitarbeiter konnten
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ferner nachweisen, dass die Expression von SLC12A6 eine Steigerung der
Proliferationsrate bestimmter Zellen zur Folge hat (Shen et al. 2001).

In  Ergédnzung zu den Dbereits unter 1.4 aufgeflihrten positiven
Kopplungsbefunden der Region 15g13-14 mit verschiedenen psychiatrischen
und neurologischen Erkrankungen, weckt der Locus um SLC12A6 verstarktes
Interesse, insbesondere seit Casaubon und Mitarbeiter eine positive Kopplung
des Markers D15S971 mit dem autosomal-rezessiv vererbten Andermann
Syndrom (ACCPN, OMIM 218000) nachgewiesen haben (Casaubon et al.
1996). In der Folge konnte gezeigt werden, dass rezessive Mutationen im
SLC12A6 Gen in der Tat ursachlich fir diese 1972 in Quebec erstbeschriebene
neurologische Erkrankung sind (Howard et al. 2002). Beim Andermann
Syndrom handelt es sich um eine meist schwer verlaufende hereditare
sensomotorische Neuropathie mit oder ohne Agenesie des Corpus callosum.
Neben Dysmorphien und Entwicklungsverzégerungen sind bei den betroffenen
Patienten typischerweise auch schizophrenieahnliche psychotische Stérungen
beschrieben (Filteau et al. 1991, Dupré et al. 2003). Ahnliche morphologische
Auffalligkeiten des Corpus callosum mit messbar veranderter Konnektivitat
fanden Narr und Mitarbeiter auch bei vielen Schizophrenie-Patienten (Narr et al.
2002), des weiteren sind monozygote Zwillinge beschrieben worden, die beide
an Schizophrenie erkrankt sind und gleichzeitig eine Agenesie des Balkens
aufweisen (Motomura et al. 2002). Uyanik und Mitarbeiter konnten 2006 weitere
missense Mutationen in SLC12A6 bei Patienten mit Andermann Syndrom

nachweisen (Uyanik et al. 2006).

Auch der strukturell &hnliche Kalium-Chlorid Kotransporter SLC12A5/ KCC2
wird fast ausschliel3lich im Gehirn exprimiert und Ubt im Tiermodell eine
wichtige Rolle bei der GABA-vermittelten Informationsweiterleitung zwischen
Neuronen aus. Die weiteren Mitglieder der KCC-Familie werden vorzugsweise
aulRerhalb des Gehirns gefunden (Mercado et al. 2004).
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2. Fragestellung

Von mehreren Arbeitsgruppen (u. a. Freedman et al. 1997, 2000, 2001, Riley et
al. 2000, Gejman et al. 2001, Sander et al. 2000, Steinlein et al. 2001, Howard
et al. 2002) wurde eine besondere Bedeutung der chromosomalen Region
15913-15 sowohl fur Erkrankungen des schizophrenen Formenkreises als auch
fur bipolare Stérungen und verschiedene neurologische Erkrankungen
beschrieben. Im Rahmen einer genomweiten Kopplungsanalyse der
Wirzburger Arbeitsgruppe sowie einer weiteren medizinischen Doktorarbeit
konnte die Kandidatengenregion bereits auf 20,3 cM zwischen den Markern
D15S144 und D15S132 verkleinert werden, durch Stober und Mitarbeiter
nahezu zeitgleich zur praktischen Durchfihrung der vorliegenden Arbeit
wiederum auf eine Region von ca. 11 cM zwischen den Markern D1551042 und
D15S659.

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit ist die weitere Einengung des Genlocus fir
periodische Katatonie durch Feinkartierung einer weiteren groRen Familie mit
familiarer katatoner Schizophrenie (Familie 9) mittels Genotypisierung

zusatzlicher polymorpher Marker.

Das fur den Kalium-Chorid-Kotransporter 3 codierende Gen SLC12A6 ist
aufgrund seiner Lage in der Region 15914 sowie bei Nachweis einer positiven
Assoziation von Mutationen dieses Gens mit verschiedenen neurologischen
Erkrankungen und auch der periodischen Katatonie ein vielversprechendes
Kandidatengen. Im Rahmen einer vorangegangenen Mutationsanalyse wurden
unter anderem zwei seltene Varianten von SLC12A6, zwei SNPs (G/A, G/A),
gefunden, die eine Kosegregation mit periodischer Katatonie in einer anderen
grof3en Familie 11 zeigten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollen diese seltenen Varianten anhand einer Fall-
Kontroll-Studie auf Assoziation mit Erkrankungen des schizophrenen

Formenkreises und bipolaren Stérungen untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Patienten und Kontrollpersonen

Patienten (Feinkartierunq):

Die bereits bei Stober et al. 2001 beschriebene und hier weiter untersuchte
Familie 9 umfasst drei Generationen mit elf gesunden und sechs an
periodischer Katatonie erkrankten Familienmitgliedern. Die Diagnose
periodische Katatonie wurde nach ausfihrlicher klinischer Exploration der
Patienten durch einen erfahrenen Psychiater sowie unter Einbeziehung von
Krankenunterlagen, medizinischer Vorgeschichte, Fremd- und
Familienanamnese gemalR der Diagnosekriterien nach ICD-10 bzw. der

Klassifikation nach Leonhard (Leonhard 1995) gestellit.

Patienten (Assoziationsstudie):

In die Fall-Kontroll-Studie wurden 186 unterfrAnkische Patienten
eingeschlossen, bei denen in der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie und
Psychotherapie der Universitat Wirzburg bzw. dem Psychiatrischen
Bezirkskrankenhaus Werneck die Diagnose einer Erkrankung des
schizophrenen Formenkreises oder eine bioplare Stérung diagnostiziert wurde.
Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 46 + 15 Jahre.

Gemall ICD-10-Diagnosekriterien lieRen sich die 114 Patienten mit
Schizophrenie-Spektrum-Erkrankungen folgenden Unterformen zuordnen:
Paranoid-halluzinatorische Schizophrenie (31), hebephrene Schizophrenie (14),
katatone Schizophrenie (4), undifferenzierte Schizophrenie (5), residuelle
Schizophrenie (23), Schizophrenia simplex (4), schizotype Stérung (1),
wahnhafte Stérung (9) und schizoaffektive Stérung (23).

Eine zweite Untergruppe bestand aus 72 Patienten, die nach ICD-10-Kriterien
entweder an einer bipolaren Stérung (66) oder einer schweren depressiven
Stérung mit psychotischen Symptomen (6) litten.

Bei keinem der Patienten waren relevante Vor- oder Begleiterkrankungen

bekannt.
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Kontrollpersonen:

Die Kontrollgruppe bestand aus insgesamt 317 gesunden unterfrnkischen
Blutspendern, deren Durchschnittsalter bei 32 + 10,5 Jahren lag. Eine
Anamnese insb. beziglich psychiatrischer Vorerkrankungen wurde nicht
erhoben.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Universitat Wirzburg

genehmigt. Alle beteiligten Personen nahmen informiert und freiwillig teil.

3.1.2 Enzyme

Taqg DNA Polymerase (5 U/ul)
Pronase E
Hpy CH4 1V (5 U/ul)

EUROGENTEC, Seraing, Belgien
APPLICHEM, Darmstadt
BIOLABS, Beverly, USA

3.1.3 Synthetische Oligonukleotide

3.1.3.1 Primer fur Mikrosatelliten-Marker Chromosom 15

(basierend auf Marshfield Map, Stand 21.03.2001, Synthese durch
MWG-BIOTECH AG, Eberstadt)

Marker- Koordinaten Produktgréf3e T Primersequenzen
bezeichnung (cM) (pb) (©)

D15S194 35.95 251 58,8 | 5-GCA CTC TAG CCT GGG CTAT-3'
55,9 | 5-ATG ACA CTG CAA ATT GCA CAG-3

D15S146 39.72 198 58,0 | 5-TTT ATC CCA AAT CCC TGG TG-3
62,0 | 5-GGC CATTTG TATGTCTTCTTT G-3

D15S1044 39.72 181 60,0 | 5-CAG GAA CAA GGC AAA GGT TC-3
62,0 | 5-AAT TTC CGATGC AAACAATTAC-3

D15S968 40.25 198 62,0 | 5-TCA GCC ACA GTG CTT ACC TG-3’
60,0 | 5-GGA GCAGTT TTT CCC CTT TC-3

D15S994 40.25 167 62,0 | 5-TCC AGG AAG TAG TGC AGG TG-3
60,0 | 5-TGC ATC TCC TAA GGG CAA AG-3’

D15S182 40.25 289 58,8 | 5-GGT GAC AGA GTAAGG TCC C-3
57,3 | 5-TCACCT TGT TGC TCA GAC TG-3'
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3.1.3.2 Primer fur Assoziationsstudie:

(Nukleotid-Positionen basierend auf UCSC browser (Golden Path)
Stand Marz 2006, Synthese durch MWG-BIOTECH AG, Eberstadt)

Bezeichnung Produktgrof3e T Primersequenzen
(pb) (T)
SLC12A6 Promotor 424 60,6 | 5-CCT GAA TCA AGA AAC CCA GAC-3
32418760 G/A 5'-ATC CAT TCC CAT GTT TTC ACC A-3’
SLC12A6 5-UTR 157 52,2 | 5-TGT GGG GTATTC ACC TG-3
32416574 G/IA 5-TTT CCT GTC GAG GTA GC-3' (UTR-C-r)
5-TTT CCT GTC GAG GTA GT-3' (UTR-T-r)
3.14 Radionukleotide

[a 32 P]-Desoxycytidintriphosphat (10 MBg/ml)

3.1.5 Nukleotide
Desoxy-Ribonukleosid-5’-Triphosphate
(100 Mm; dGTP, dATP, dTTP, dCTP)
3.1.6 Chemikalien

Agarose
Ammoniumpersulfat (10 %)

Acrylamid

AgNO3

BSA (N,O-Bis-(trimethylsilyl)-acetamid)
Bromphenolblau

DMSO

DNA-100 bp Molekulargewichtsstandard
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HARTMAN ANALYTIC,

Braunschweig

GENECRAFT, Munster

BIOZYM, Rockland, USA
SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH, Steinheim
APPLICHEM, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
PEQLAB, Erlangen




Essigsaure

Ethanol
Ethidiumbromid

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Formamid deionisiert
FBS

Formaldehyd
Gel Slick Solution

Gentamycin

Glycerol

HCI

HNO3

Isopropanol

KCI

KHCOj3; (Kaliumhydrogencarbonat)

L- Glutamin

MgCl;

NaCl (Natriumchlorid)
Natriumcarbonat

NH4CL (Ammoniumchlorid)
Neopress HC® (Entwickler)

N’,N’-Methylbisacrylamid
Protease

PBS

QIAamp® Blood Midi Kit
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SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH, Steinheim

BAKER, Deventer, Holland
SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH, Steinheim
SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH, Steinheim
APPLICHEM, Darmstadt
INVITROGEN GmbH,
Karlsruhe

APPLICHEM, Darmstadt
BIOZYM SCIENTIFIC GmbH,
Oldendorf

INVITROGEN GmbH,
Karlsruhe
SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH, Steinheim
APPLICHEM, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
INVITROGEN GmbH,
Karlsruhe

APPLICHEM, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
TETANAL PHOTOWERK
GmbH &Co, Norderstedt
APPLICHEM, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
QIAGEN, Hilden



QIAquick® Gel Extraction Kit
QIAquick® PCR Purification Kit
RPMI 1640-Medium

SDS (sodium deodecyl sulfate)
Sequenziergel Konzentrat
Sequenziergel Puffer
Sequenziergel Verdinner

Superfix® (Fixierer)

Silikon

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
INVITROGEN GmbH,
Karlsruhe

APPLICHEM, Darmstadt
ROTH, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe
TETANAL PHOTOWERK
GmbH &Co, Norderstedt
BMA, Rockland ME, USA

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamine) SIGMA-ALDRICH CHEMIE

Tris-Acetat, Tris-Borat, Tris-HCI
Tween 20
Wasser zur Chromatographie

Xylen Cyanol FF

3.1.7 Lésungen und Puffer

APS Losung 10 %

PAA Losung 10 %:

Nahrmedium:

GmbH, Steinheim

MERCK, Darmstadt
APPLICHEM, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
SIGMA-ALDRICH CHEMIE
GmbH, Steinheim

4 g Ammoniumpersulfat,

aufgefullt mit H,0 auf 40 ml

1 g N',N’-Methylbisacrylamid

49 g Acrylamid

500 ul TEMED

aufgefullt auf 500ml mit 0,5 x TBE

100 ml RPMI-1640

15 ml 15% FBS

200 mM 1% L-Glutamin

1 % Gentamycin (50 mg/ml)
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TAE-Puffer (1 x): 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
(pH 8,0)

TBE-Puffer (1 x): 89 mM Tris-Borat
2 mM EDTA
(pH 8,0)

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA

TE “-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0
0,1 mM EDTA

Ladepuffer fir native Gele: 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylen Cyanol FF
30 % Glycerol in Wasser

Ladepuffer fir denaturierende Gele: 97,5 % deionisiertes Formamid
0,03 % Bromphenolblau
0,03 % Xylen Cyanol FF
10 mM EDTA
(pH 7,5)

PCR-Puffer: 500 mM KCI
100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
0,25 % (v/v) Tween 20
0,25 mg/ml BSA
10 mM oder 15 mM MgCl,

Lysispuffer: 155 mM NH,CL
10 mM KHCO3
0,1 mM EDTA
(pH 7,4)
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Kernlysispuffer:

3.1.8 Gerate

Autoklav Typ 3850 ELV

Biometra T-Gradient Thermocycler

Biometra UNOII Thermoblock
Geiger-Muller-Zahlrohr
Geiger-Muller-Zahlrohr

Heizrihrplatte

Hybridisierungsofen

Pipetten
Pipetten serologisch
Photometer
Polaroid Kamera
Reagenzglasmixer
Rontgenfilmkassetten
Schittelgerat
Spannungsgerat Power Supply
Ultraviolett Transluminator
Vakuumtrockner
Waagen: Toledo
PM 300
Wasserbad
Zentrifugen: Mikroliter
Megafuge

Rotanda 96 RS

Vakuumzentrifuge

10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
400 mM NacCl
2 mM Na;EDTA (pH 8,2)

TUTNAUER SYSTEC, Darmstadt
BIOMETRA, Gottingen

BIOMETRA, Gottingen

MORGAN, Burnham-on-Crouch, UK
BERTHOLD TECHNOLOGIES,

Bad Wildbad

Gesellschaft fur Laborbedarf, Wirzburg
HERAEUS INSTRUMENTS GmbH,
Osterrode

EPPENDORF, Hamburg

SARSTEDT, Numbrecht
EPPENDORF, Hamburg

POLAROID, Offenbach

SCIENTIFIC INDUSTRIES, Inc. USA
KODAK, Stuttgart
IKA-LABORTECHNIK, Staufen

LKB, Bromma, Schweden

UVP, Upland, USA

BIOTEC FISCHER GmbH, Reiskirchen
METTLER, Giel3en

METTLER, Giel3en

Gesellschaft fur Laborbedarf, Wirzburg
HETTICH, Tuttlingen

HERAEUS INSTRUMENTS GmbH,
Osterrode

HETTICH, Tuttlingen

UNIEQUIP, Martinsried
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3.1.9 Verbrauchsmaterialien

Filterspitzen GREINER LABORTECHNIK,
Frickenhausen

FlieRpapier (0,3mm) SCHLEICHER & SCHUELL, Dassel

Fuji Medical X-Ray Film FUJI, Dusseldorf

Gelkammern, Kamme, Kammern, PEQLAB, Erlangen

Spacer, Spatel

Haushaltsfolie WENTUS KUNSTSTOFF GmbH,
Hoxter

Kulturflaschen 25cm? und 75cm? INVITROGEN GmbH, Karlsruhe

Polaroid Film 667 POLAROID, Offenbach

Reaktionsgeféalie BIOZYM, Oldendorf

EPPENDORF, Hamburg

APPLIED BIOSYSTEMS,

Foster City, USA
Spitzbodenréhrchen 15ml und 50ml SARSTEDT, Numbrecht

3.1.10 Software

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Sequenzanalyse)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

PRIMERS3 (Oligonukleotidkonstruktion)
http://www.genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html
MARSHFIELD MAP (Marker Chromosom 15)

http://research.marshfieldclinic.org/getics/MAP Markers/maps/indexMapFrame

s.html

FastEH (Zhao et al. 2000, Zhao and Sham 2002) (Haplotypen-Analyse)
SAS/STAT, Version 8.1, Cary, NC: SAS Institute Inc. 1999 (statistische
Auswertung)

FINETTI (Wienker TF, unpublished) (statistische Auswertung)



3.2. Methoden

3.2.1 Kultur lymphoblastoider Zellen

Von einem Tell der Patienten mit periodischer Katatonie existierten aus der Zeit
der Blutprobensammlung lymphoblastoide Zelllinien, welche durch
Transformation der Lymphozyten mit Epstein-Barr-Virus angelegt wurden.
Zwecks anschlieRender DNA-Extraktion wurden diese Zellen kultiviert. Hierzu
wurden die in 1 ml Kryoréhrchen gefrorenen Zellen vorsichtig aufgetaut und bei
+4 C in 40 ml N&hrmedium, bestehend aus RPMI-1640, FBS, L-Glutamin und
Gentamycin, gegeben. Nach Zentrifugation bei 1000 rpm fir 5 min erfolgte die
Trennung des Uberstands von den pelletierten Zellen und die Uberfiihrung der
Zellen in eine 25 cm? Kulturflasche unter Zugabe von 6 ml Nahrmedium.

Die Zellen wurden bei 37 € im Brutschrank kultivie rt. In Abhangigkeit der
Zellvermehrung erfolgte alle 24 bis 48 Stunden ein Wechsel des Nahrmediums.
Hierzu wurde ein Grol3teil des alten Mediums vorsichtig entfernt und durch
frisches ersetzt. Bei schrittweiser Erhohung der Menge an Nahrmedium im
Verlauf der Zellvermehrung konnten die Zellen nach einigen Wochen in 75 cm?2

Kulturflaschen uberfuhrt werden.

3.2.2 Isolierung und Aufreinigung von DNA

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Proben wurden entweder aus den

beschriebenen lymphoblastoiden Zelllinien oder aus EDTA-Vollblutproben

isoliert. Die DNA-Extraktion aus Vollblut sowie die Betreuung der Zellkulturen

erfolgten grof3tenteils durch Frau Gabriela Ortega.

3.2.2.1. DNA-Extraktion aus lymphoblastoiden Zelle n

Zur Extraktion von DNA aus den kultivierten lymphoblastoiden Zellen wurden

die Zellen mit 1 x PBS gewaschen und bei 1000 rpm zentrifugiert. Gemal3
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Herstellerprotokoll erfolgte die weitere Extraktion mittels QIAamp® Blood Midi
Kit.

3.2.2.2 DNA-Extraktion aus Vollblut

Die DNA-Gewinnung aus kleineren Mengen vendsen EDTA-Blutes erfolgte
ebenfalls mittels QlAamp® Blood Midi Kit gema&l Herstellerprotokoll.

GroRRere Mengen DNA wurden aus Frischblut entsprechend der durch Miller et
al. 1988 beschriebenen Methode der Proteinaussalzung isoliert. Hierzu wurden
10 ml Vollblut mit 30 ml Lysispuffer (+4 ) in ein 50 ml Réhrchen tberfuhrt und
unter vorsichtigem Mischen 15 min auf Eis inkubiert. Nach Pelletierung der
Leukozyten fir 15 min bei 1500 rpm und +4 T wurden die Zellen durch Zugabe
von 10 ml Kernlysispuffer lysiert. Zur Proteolyse wurde die Suspension unter
Zugabe von 660 pul 10 % SDS und 500 ul Pronase E (20 mg/ml, -20 <C) Uber
Nacht bei 37 T inkubiert. Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur wurden am
Folgetag 3,4 ml gesattigte 6 M NaCl-Lésung hinzugegeben, das Gemisch fur
15 s kraftig geschuttelt und anschlieBend fur 20 min bei 4000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues
Rohrchen erfolgte die Fallung mit 7,5 ml Isopropanolol. Das entstandene DNA-
Préazipitat wurde in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt und nach vollstandiger
Trocknung mit 400-500 pl TE™“-Puffer vermischt und erneut (iber Nacht

geschuttelt. Die isolierte DNA wurde gekuhlt oder gefroren aufbewabhrt.

3.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Genotypisierung des im Promotor gelegenen Polymorphismus 32418760
G/A (Nukleotidpositionen gemall UCSC browser (Golden Path), Stand Marz
2006, keine rs-Nummer verfugbar) wurde zunachst eine Standard-PCR
(s. 3.2.3.1) durchgefuhrt, bei der 424 bp groRe PCR-Produkte amplifiziert
wurden. Nach Aufreinigung (s. 3.2.4) erfolgte mittels RFLP-Analyse und
Restriktionsverdau (s. 3.2.5) eine Spaltung der PCR-Produkte in
unterschiedliche Restriktionsfragmente, die dann in einer Agarose-
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Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht
wurden (s. 3.2.6.1).

Die Genotypisierung des in der 5-UTR-Region gelegenen Polymorphismus
32416574 G/A (Nukleotidpositionen gemal? UCSC browser (Golden Path),
Stand Marz 2006, keine rs-Nummer verfigbar) erfolgte mit Hilfe einer
allelspezifischen PCR (s. 3.2.3.2), in der in Abhangigkeit der spezifischen
reverse Primer je nach polymorpher Nukleotidsequenz PCR-Produkte einer
GroRe von 157 bp amplifiziert wurden. Auch hier schloss sich die
elektrophoretische Auftrennung und Farbung mit Ethidiumbromid (s. s. 3.2.6.1)

an.

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Vervielfaltigung bestimmter
DNA-Abschnitte, die anschlieBend fur weitere Untersuchungen zur Verfligung
stehen. Es handelt sich um ein durch Mullis et al. erstmals 1985 beschriebenes
zyklisches Verfahren, welches mit Hilfe definierter Oligonukleotid-Primer die
Vermehrung spezifischer DNA-Sequenzen in vitro selbst bei Vorliegen geringer
DNA-Ausgangsmengen ermdglicht.

Jeder sich wiederholende Zyklus setzt sich aus drei Schritten zusammen, die in
Dauer und Temperatur aufeinander abgestimmt sind. Im ersten Schritt, der
Denaturierung, werden die DNA-Doppelstrange bei 95 T voneinander getrennt,
um in Form von Einzelstrangen als Matrize zu dienen. AnschlieBend binden im
zweiten Schritt, dem Annealing, kurze einzelstrangige komplementare DNA-
Sequenzen, die sogenannten Primer, an die zu amplifizierenden DNA-
Abschnitte. Das Temperaturoptimum dieses Annealings richtet sich nach der
Basenzusammensetzung der Oligonukleotid-Primer, fur die eine individuelle
Schmelztemperatur Ty  berechnet werden kann. Ausgehend von den
Oligonukleotid-Primern erfolgt im dritten Schritt, der Extension, die DNA-
Synthese in 5'—3-Richtung durch das hitzestabile Enzym Tag DNA
Polymerase. Hierbei handelt es sich um ein bis ca. 95 C stabiles Enzym,
welches aus dem Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wird und bei einem
Temperaturoptimum von 72 C am besten wirkt.  Entsc heidend fir die

Polymerasewirkung ist neben der Temperatur auch die Mg®*-Konzentration. Sie
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hat Einfluss auf die Spezifitat der Polymerase. Die Taq DNA Polymerase hat ihr
Syntheseoptimum bei einer Mg®*-Konzentration von 1,5 mM.

Diese beschriebenen drei Teilschritte wurden wie folgt 35 Mal wiederholt:

1. Denaturierung 95 C 45 s
2. Annealing Ta 45s
3. Extension 72 C 45 s

Zu Beginn des ersten Zyklus erfolgte ein einmaliger Denaturierungs-Schritt von
3 min bei 95 . Die PCR wurde mit einer abschlie3e nden Extension von 3 min
bei 95 T beendet. Nach n-facher Wiederholung der Zyklen erhéalt man
theoretisch eine Anzahl von 2" neusynthetisierten DNA-Abschnitten, in der
Praxis jedoch betragt die tatsachliche Ausbeute nur ca. 85 %.

3.2.3.1 Standard-PCR

Der PCR-Ansatz fiur die Assoziationstudie der hier untersuchten seltenen
SLC12A6-Polymorphismen 32418760 G/A und 32416574 G/A enthielt folgende

Komponenten:

DNA 2 pl (80-100 ng)

Primer forward 1l (20 pmol/ml)

Primer reverse 1l (20 pmol/ml)

Nukleotide 1l (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
MgCl,-Puffer 2,5 ul (7,5 mm)

dH,0 16,5 pl

Tag- Polymerase 1 pl (0,5 U/ul)

Das Volumen des Reaktionsansatzes betrug 25 ul. Die Annealing-Temperatur
war spezifisch fur jeden Primer. Als PCR-Maschine wurde der Biometra T-

Gradient Thermocycler verwendet.
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3.2.3.2 Allelspezifische PCR (ARMS)

Fur die Amplifikation der den 5’-UTR-Polymorphismus 32416574 G/A tragenden
DNA-Sequenzen wurde eine spezielle PCR-Technik, eine allelspezifische PCR,
angewandt, die insbesondere auch zum Mutationsnachweis geeignet ist
(Newton et al. 1989). Bei dem auch ARMS-PCR (amplification refractory
mutation system) genannten Verfahren werden allelspezifische Primer, die sich
in nur einem Nukleotid am 3’-Ende voneinander unterscheiden, verwendet. Fir
jeden spezifischen Primer wird pro DNA-Probe eine getrennte PCR-Reaktion
angesetzt. Nur bei exakt komplementdren Basen am 3’-Ende kann eine
Amplifikation stattfinden, bei Vorliegen einer Fehlpaarung, zum Beispiel in Folge
einer polymorphen Nukleotidsequenz, erfolgt hingegen keine Vervielfaltigung.
Im vorliegenden Fall des Polymorphismus 32416574 G/A
([CTTTAC(A/G)TTAGGA]) wurden zwei unterschiedliche reverse Primer
(s. 3.1.3.2) benutzt, die je nach Nukleotidsequenz des zu amplifizierenden
DNA-Abschnitts binden.

Nach Auftrennung der amplifizierten DNA mittels unten beschriebener
Gelelektrophorese und Farbung mit Ethidiumbromid (s. 3.2.6.1) lassen sich so
die beiden polymorphen Abschnitte zuverlassig unterschieden.

Der verwendete Reaktionsansatz entsprach dem Standard-PCR-Ansatz
(s. 3.2.3.1).

3.2.3.3 Radioaktiv-PCR

Fur die Feinkartierung des Genlocus fur periodische Katatonie auf Chromosom
15 mit Hilfe polymorpher Marker wurden dem Standard-PCR-Ansatz (s. 3.2.3.1)
zwecks radioaktiver Markierung der zu amplifizierenden DNA pro 25 ml
Reaktionsvolumen 0,2 pl [a-P**JdCTP mit einer Aktivitit von 10 MBg/ml
hinzugefigt. Als PCR-Maschine diente das Modell Biometra UNOII
Thermoblock von Biotron.

AnschlieRend erfolgte wie unten beschrieben die Auftrennung mittels
Polyacrylamidgelelektrophorese und Darstellung durch Autoradiographie
(s. 3.2.6.2).
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3.24 DNA-Aufreinigung

Bevor die den Promotor Polymorphismus 32418760 G/A tragenden DNA-
Abschnitte im Rahmen der RFLP-Analyse weiterverwendet wurden, erfolgte
eine Aufreinigung der amplifizierten DNA mit dem QIAquick® PCR Purification
Kit der Firma QIAGEN gemalR Herstellerprotokoll. Nach einem
saulenchromatographischen Prinzip bindet hierbei die DNA als Anion selektiv
an eine Silikatsaule, wahrend kleinere Molekile keine Bindung eingehen und
abgetrennt werden. Eine Losung der DNA von der Saule erfolgt nach Zugabe
eines Losungspuffers.  Zur Uberprufung von Lange und Reinheit der
amplifizierten und gereinigten DNA wurden 2-4 ul DNA und 4 pl Ladepuffer
zusammen mit einer 100 bp-DNA-Leiter als Langenstandard elektrophoretisch
aufgetrennt.

Ohne diesen zusatzlichen Aufreinigungsschritt der im Rahmen der RFLP-
Analyse verwendeten DNA erschwerte ein unscharfes Bandenmuster in der

Gelelektrophorese die anschliel3ende Auswertung.

3.25 Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFL P)-Analyse

mittels Restriktionsverdau

Die weitere Analyse der den Promotor Polymorphismus 32418760 G/A
tragenden amplifizierten und gereinigten DNA-Sequenzen erfolgte mittels
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)-Analyse mit Restriktions-
verdau durch das Restriktionsenzym Hpy CH4 V.

Mithilfe eines Restriktionsverdaus lassen sich Ruckschlisse auf die genaue
Nukleotidsequenz innerhalb eines DNA-Abschnittes ziehen. Die zu
untersuchenden PCR-Produkte  werden hierzu mit  spezifischen
Restriktionsendonukleasen versetzt. Hierbei handelt es sich um DNA-
schneidende Enzyme, die in Abhangigkeit des Vorhandenseins spezifischer
Erkennungssequenzen  Restriktionsfragmente  unterschiedlicher  Gréle
erzeugen. Im Falle des im Promotor gelegenen Polymorphismus 32418760 G/A
entsteht durch die geadnderte Nukleotidsequenz (A—G) eine zusatzliche

Erkennungssequenz fir das aus Helicobacter pylori isolierte Restriktionsenzym
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Hpy CH4 1V, so dass das urspringlich 424 bp groRe PCR-Produkt in zwei
Fragmente von 58 bp und 366 bp GrtRe geschnitten wird. Bei Fehlen dieser
Schnittstelle erhalt man den ungeschnittenen DNA-Abschnitt von 424 bp.

Die Restriktionsspaltung erfolgte nach folgendem Ansatz:

DNA 18 ul
10 x NE-Puffer 2 ul (mitgelieferter Reaktionspuffer)
Hpy CH4 IV 1u (B5U/p)

Das Volumen des Reaktionsansatzes betrug 21 pl. Dieser wurde gemaR
Herstellerangaben tber Nacht bei 37 T im Wasserbad inkubiert.
Die Auftrennung der Restriktionsprodukte erfolgte mittels unten beschriebener

Gelelektrophorese und Farbung mit Ethidiumbromid.

3.2.6 Elektrophoretische Auftrennung und Nachweis v on DNA-

Fragmenten

Eine elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren ist aufgrund ihrer
unterschiedlichen Wanderungseigenschaften im elektrischen Feld mdglich. Als
Tragersubstanzen dienen meist Agarose- oder Polyacrylamidgele, die sich in
Konzentration und Vernetzungsgrad unterscheiden. Hierdurch sowie durch
Ladung, MolekilgroRe, Stromstarke und Pufferbedingungen werden die
Wanderungseigenschaften der Nukleinsauren beeinflusst. Aufgrund ihrer
negativen Ladung bewegen sich die DNA-Fragmente im elektrischen Feld zur
Anode, wobei die Geschwindigkeit der Wanderung umgekehrt proportional zum
Logarithmus ihrer GroRe ist. Uber die Konzentration der Gele lassen sich ihre
Trenneigenschaften beeinflussen. Hoher konzentrierte Gele eignen sich
insbesondere  zur  Auftrennung kleinerer DNA-Fragmente. Eine
Sichtbarmachung der aufgetrennten DNA-Fragmente erfolgt entweder mittels

Autoradiographie oder Anfarbung (Sambrook und Russell 2001).

41



3.2.6.1 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektropho rese und
Nachweis mittels Autoradiographie

Die PCR-Produkte der polymorphen Marker fir die Genotypisierung der Familie
9 mit einer Fragment-Grof3e von ca. 200 bp wiesen teils nur sehr geringen
Langenunterschiede auf und wurden daher mit Hilfe eines hochauflésenden
denaturierenden Polyacrylamidgels aufgetrennt.

Durch Polymerisation von Acrylamid und Methylenbisacrylamid entsteht hierbei
ein stabiles dreidimensionales engmaschiges Netzwerk, welches wie ein
Molekularsieb die DNA-Fragmente weniger nach ihrer Ladung, sondern
vielmehr nach ihrer GroRRe auftrennt. Die Polymerisation wird durch Zugabe von
Ammoniumpersulfat und TEMED Kkatalysiert. Das Verhaltnis der Gel-
Bestandteile  beeinflusst die  Porengrol3e, welche wiederum die
Trenneigenschaften bestimmt.

Um die ca. 200 bp grol3en PCR-Produkte der polymorphen Marker fir die
Genotypisierung der Familie 9 aufzutrennen, wurde ein 6 %iges Gel verwendet,
Bei einem Ansatzvolumen von 100 ml, einer Grof3e von 37 x 41 cm und einer

Dicke von 0,4 mm enthielt es folgende Bestandteile:

24 ml Sequenziergel-Konzentrat (Acrylamid 237,5 g, Harnstoff 500 g,
Methylenbisacrylamid 12,5 @)

66 ml Sequenziergel-Verdinner (50% (g/v; 8,3 M) Losung von Harnstoff
in Wasser)

10 ml Sequenziergel-Pufferkonzentrat  (50% (g/v; 8,3 M) Harnstoff in
(1 M TRIS-Borat + 20 mM EDTA Puffer)
pH 8,3 (10 x TBE)

700 yl APS LAsung 10 %

100 yl TEMED

Die Gellésung wurde ztigig und luftblasenfrei zwischen zwei ethanolgesauberte,
silikonisierte und mit Abstandshaltern versehene Glasplatten gegossen. Nach
vollstandig erfolgter Polymerisation wurde die Gelkammer mit 1 x TBE-Puffer
befiillt und das Gel bei 1500V vorgewarmt. Die mittels [a-P%] radioaktiv

markierten PCR-Produkte wurden mit denaturierendem Ladepuffer versetzt und
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in die Geltaschen geflllt. Die Auftrennung erfolgte bei 1500 V fur ca. drei
Stunden. Im Anschluss wurde das Gel auf Fliel3papier transferiert, mit
Klarsichtfolie bedeckt und bei 80 T fur drei Stund en auf einem Vakuumtrockner
getrocknet. FlUr ca. 24 Stunden erfolgte eine Exposition des Gels mit einem
Rontgenfilm in  einer ROntgenkassette bei -70<C. Nach erfolgter
Autoradiographie mit Schwarzung des Rontgenfiims durch den R-Strahler a-P>?

konnten die aufgetrennten DNA-Fragmente als Banden lokalisiert werden.

3.2.6.2 Agarose-Gelelektrophorese und Nachweis mitt  els
Ethidiumbromid

Die Auftrennung der PCR-Produkte fur die Assoziationstudie seltener
SLC12A6-Polymorphismen erfolgte mithilfe von nicht-denaturierender Agarose-
Gelelektrophorese. Die Grolen der amplifizierten DNA-Fragmente lagen etwa
zwischen 50 und 450 bp, so dass die Agarosekonzentration je nach
Fragmentgrol3e zwischen 2-4 % betrug. Hierfir wurden 2-4 g Agarose in 100 ml
1x TAE-Puffer gegeben wund unter Erhitzen gelést. Wahrend des
Abkuhlungsprozesses wurden zuséatzlich 10 pg/ml des interkalierenden
Farbstoffs Ethidiumbromid hinzugefuigt. Nach Befullung der Geltaschen mit den
DNA-Proben und 1/5-Volumen Ladepuffer erfolgte nach Anlegen einer
Gleichspannung von 80-100 V die elektrophoretische Auftrennung uber ca. 30-
60 min. Als Laufpuffer wurde 1x TAE-Laufpuffer verwendet. Da sich
Ethidiumbromid als interkalierende Substanz wahrend der Elektrophorese in die
DNA einlagert, lieBen sich die aufgetrennten DNA-Fragmente unter UV-Licht
mit einer Wellenlange von 365 nm als fluoreszierende Banden lokalisieren. Als
Langenstandard diente eine 100 bp DNA-Leiter. Die Ergebnisse wurden auf

Polaroidfotos dokumentiert.
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3.2.7 Statistische Methoden / Datenauswertung

Mit Hilfe verschiedener statistischer Testverfahren wurden die ermittelten
Varianten der beiden seltenen SLC12A6-Polymorphismen 32418760 G/A und
32416574 G/A im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie auf Assoziation mit
Erkrankungen des schizophrenen Formenkreises bzw. mit bipolaren

Erkrankungen tberpruft.

Miteinander verglichen wurden die Allel-, Genotypen- bzw.
Haplotypenfrequenzen der beiden Stichproben (Patientengruppe und
Kontrollgruppe). Hierbei erfolgte einerseits eine getrennte Auswertung fur jede
einzelne Patienten-Untergruppe (Schizophrenie-Patienten und bipolar erkrankte
Patienten) und separat auch eine Analyse fir das zusammengefasste
Patientenkollektiv, jeweils im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Da es sich bei den untersuchten SLC12A6-Polymorphismen um SNPs (single
nucleotide polymorphisms) handelt, die durch einfache Basensubstitution
gekennzeichnet sind und demnach je zwei verschiedene Allele aufweisen, gilt
fur die Allelhaufigkeiten dieser biallelischen Loci das Hardy-Weinberg-
Aquilibriumsprinzip. Hierbei ergeben sich die Allelhaufigkeiten aus der Formel
(p + g)° = 1, wobei p der Haufigkeit des Allels A und q der Haufigkeit des
Allels a entspricht. Abweichungen dieser in grof3en Populationen konstanten
Allelverteilung konnen entweder eine zu kleine Population, eine Anderung der

Mutationsfrequenz, Selektion oder Migration zugrunde liegen.
Diese Abweichungen lassen sich mittels Xz-Test-baSierter Methoden statistisch

untersuchen und die Allelhaufigkeiten verschiedener Populationen
untereinander  vergleichen. Die  statistischen  Auswertungen der
Assoziationsstudie wurden von Frau Christine Freitag vom Institut fr
Medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie der Universitat Bonn
durchgefuhrt.

Mit Hilfe des durch Zhao wund Mitarbeiter in mehreren Fassungen
weiterentwickelten Programms FastEHPLUS (Zhao et al. 2000, Zhao et al.
2002) wurden anhand der ermittelten Allelfrequenzen die
Haplotypenfrequenzen auf der Basis von Permutationstests
geschatzt (EH = estimating haplotypes). Es wurde errechnet, ob bestimmte
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Haplotypen in einer der untersuchten Populationen signifikant haufiger
vorkommen. Das Programm ist insbesondere fir die Analyse hochpolymorpher
Marker bei komplex vererbten Erkrankungen geeignet (Sasieni 1997). Ein p-

Wert kleiner 0,0042 wurde als signifikant gewertet.
Fir die Analyse der einzelnen Allelfrequenzen wurden XZ-TeStS, far kleine

Stichproben der Exact-Test und der Trend-Test nach Cochran-Armitage
herangezogen. Dabei wurde das Programm SAS/STAT package 8.1 verwendet.
Mit Hilfe dieser Tests lasst sich analysieren, ob die Unterschiede der
Allelfrequenzen der einzelnen Stichproben zuféllig entstanden sind und ob
durch das Vorliegen bestimmter Allele die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten
einer Erkrankung beeinflusst wird bzw. ob ein Zusammenhang zum
wahrscheinlichen Auftreten einer Erkrankung besteht.

Die ermittelten Genotypen wurden mit Hilfe des Programms FINETTI (Wienker
TF, unveréffentlicht, persdnliche Mitteilung) auf Vorliegen des Hardy-Weinberg-
Aquilibriums untersucht. Unter Verwendung so genannter de Finetti-Diagramme
lassen sich dabei die Allelhaufigkeiten in einem trilinearen Koordinatensystem

darstellen und die Genotypenfrequenzen ablesen.
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4. Ergebnisse

4.1. Feinkartierung Chromosom 15q 14-15

Im Rahmen einer genomweiten Kopplungsanalyse sowie einer weiteren
medizinischen Doktorarbeit wurde der Genlocus flr periodische Katatonie auf
Chromosom 15q 13-15 bereits auf eine Region von 20,3 cM eingeengt, nahezu
parallel zur praktischen Durchfihrung der vorliegenden Arbeit erfolgte eine
weitere Verkleinerung der Kandidatengenregion auf ca. 11 cM durch die
Arbeitsgruppe Stéber.

Mittels Feinkartierung einer weiteren, drei Generationen umfassenden Familie
mit insgesamt sechs an periodischer Katatonie erkrankten Familienmitgliedern
durch Genotypisierung zusatzlicher polymorpher Marker konnte im ersten Teil
der vorliegenden Arbeit die chromosomale Kandidatenregion auf 7,7 cM
zwischen den Markern D15S1042 und D15S182 verkleinert werden. Hierzu
wurden die radioaktiv markierten PCR-Produkte mittels Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt, anschlieRend mittels Autoradiographie
nachgewiesen und die Auswertungen in den Stammbaum eingetragen.

Abb. 2 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der Genotypisierung der Mitglieder
der Familie 9 mit dem polymorphen Marker D155194.

Im Stammbaum (siehe Abb. 3) sind die gemeinsamen Haplotypen aller
erkrankten Familienmitglieder aufgefuihrt. Das zentromerisch gelegene Ende
der Krankheitsregion wird durch ein Rekombinationsereignis zwischen den
Markern D15S1042 und D15S194 bei Patientin 568 und deren Nachkommen
gebildet. Eine Rekombination zwischen den Markern D15S994 und D15S182
bei Patientin 653 begrenzt die Krankheitsregion in Richtung Telomer.

Die verkleinerte Kandidatengenregion mit den verbleibenden Genen st in
Abb. 4 schematisch dargestellt (siehe Abb. 4).
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uii:

Allel 1 —
Allel 2 —
Allel 3 — — —

659 658 653 662 657 705 1024 568 706 1122 663 654 677

Abb. 2: Autoradiogramm der Genotypisierung von 13 Mitgliedern der Familie 9 fir den Marker
D15S194. Dieser weist aufgrund unterschiedlicher Nukleotid-Wiederholungen drei verschiedene
Allele 1 - 3 auf, die aufgrund ihres unterschiedlichen Wanderungsverhaltens im Gel

voneinander unterschieden werden kénnen.
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659 , 658 -1, 22 2-5 , 653 662 2-6

74 7 K

D158118 300 304 302 [292 (294) (292) (300)( ? ) 292| 292 (294)
D1551042 183 185 189|199 (191) (195) (187)( ? ) 199| 185 (183)
+D155194 001 003 001001 (002) (001) (002)¢ ? ) 001 002 (002)
D1551012 001 005 002 (002 (005) (002) (005)( ? ) 002| 002 (003)
D15S641 001 002 002 (002 (002) (002) (002)( ? ) 002| 002 (003)
*D155146 002 002 003 |002 (003) (002) (002)( ? ) 002| 002 (002)
+D1581044 001 004 003 [004 (002) (004) (004)( ? ) 004| 001 (003)
D15S214¢ 001 001 002 [001 (001) (001) o1)( ? ) 001/ 001 (002)
*D15S968 003 001 004|002 (003) (002) (003)( ? ) 002| 004 (004)
D158537 001 004 003 004 (004) (004) (004)( ? ) 004| 003 (004)
*D155994 002 003 003|004 (001) (004) (002)( ? ) 004| 003 (003)
+D155182 004 001 002 (001 (004) (001) (004) (005) 001| 004 (004)
D158659 003 005 004 002 (002) (002) (005)( ? ) 002| 002 (003)

657 705 1024 ?568 706 1122 663

D155118 300|292 292304 292 300 300 300 300 300 292| 294
D1551042 183|199 199185 191 195 187 195 187 195 199 183
* D15S194 001|001 001|003 001 002 002 002 002 002 001/ 002
D15S1012 001|002 002|005 002 005 005 002 005 002 002| 003
D15S641 001|002 002|002 ? ? 002 002 002 002 002/ 002
*D15S146 002|002 002|002 001 002 002 001 002 001 002| 002
*D15S1044 001|004 004|004 ? ? 004 003 004 003 004/ 003
D158214 001|001 001|001 001 001 001 001 001 001 001/ 001
* D15S968 003|002 002|001 003 005 003 004 003 004 002/ 004
D158537 001|004 004|004 003 002 004 001 004 004 004/ 004
*D155994 002|004 004003 003 002 002 003 002 003 004/ 003
*D15S182 004|001 001|001 004 002 2005 004 004 003 001| 004
D158659 003|002 002|005 004 001 005 004 005 005 002] 003
654 677

D158118
D1581042
* D158194
D1581012
D15S641
* D155146
* D1551044
D15S214
* D15S968
D158537
*D158994
*D15§182
D15S659

Abb. 3: Stammbaum der Familie 9 mit sechs erkrankten Familienmitgliedern. Die schwarz
eingefarbten Symbole kennzeichnen erkrankte Familienmitglieder, die durchgestrichenen
Symbole weisen bereits verstorbene Personen aus. Die links aufgelisteten polymorphen Marker
basieren auf Marshfield Map, Stand 21.03.2001. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Marker sind durch * gekennzeichnet. Die Haplotypen der Krankheitsregion sind eingerahmt
dargestellt. Durch Rekombinationsereignisse zwischen den Markern D15S1042 und D15S194
bei Patient 568 und deren Nachkommen bzw. zwischen den Markern D15S994 und D15S182

bei Patient 653 wird die Krankheitsregion in beide Richtungen begrenzt.
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Zentromer

—— D15S165 (20.24)
—— CHRNA7Y
D15S1010 (23.89)
—— D155144 (25.3)
L RYR3

L SLC12A6/KCC3
— CX36

ACTC (31.46)
—— D1551042 (32.58)

— SPRED1
— DL L4

—— D155194 (35.95)
- TYRO3

L D155146 (39.72) 77 cM
____ D1551044 (39.72)
____ SNAP23

—— D15S968 (40.25)
——— D155994 (40.25)
—— D155182 (40.25)
—— EIF3S1

L D15S659 (43.47)
e D155132 (44.9)
L D155153 (62.4)

203 cM

Telomer

Abb. 4: Schematische Darstellung ausgewahlter polymorpher Marker und potentieller
Krankheitsgene (kursiv) der im Rahmen dieser Arbeit verkleinerten Kandidatengenregion
15q13-15. Die Angaben in Klammern geben die Position in ctM gemaR Marshfield Map, 2001
an. Der markierte Bereich von 7,7 cM kennzeichnet die verkleinerte chromosomale
Kandidatenregion zwischen den Markern D15S1042 und D15S182.
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4.2. Fall-Kontroll-Studie zur Assoziation seltener SLC12A6-
Polymorphismen mit Schizophrenie und bipolarer Erkr ankung

Im Rahmen von Vorarbeiten wurden in einer Mutationsanalyse unter anderem
zwei seltene Varianten von SLC12A6 gefunden, die in einer weiteren grof3en
Familie mit der periodischen Katatonie kosegregierten. Diese im Promotor und
der 5’'UTR-Region von SLC12A6 gelegenen Polymorphismen 32418760 G/A
und 32416574 G/A wurden im zweiten Teil der Arbeit anhand einer Fall-
Kontroll-Studie auf Assoziation mit Erkrankungen des schizophrenen
Formenkreises und bipolaren Stérungen tberprift.

Hierzu erfolgte die Genotypisierung von insgesamt 186 Patienten und 346
Kontrollpersonen im Falle des im Promotor gelegenen SNPs sowie die
Untersuchung von 186 Patientenproben und 318 Kontrollproben fir den in der

5'UTR -Region lokalisierten SNP beziglich ihrer verschiedenen Allele.

Bei dem Promotor SNP handelt es sich um eine biallelische Variante, die
entweder als A- oder G-Variante vorliegt. Zur Genotypisierung wurden die
424 bp grolBen PCR-Produkte mittels Restriktionsverdau in unterschiedlich
grof3e Restriktionsfragmente geschnitten, die dann in einem Agarosegel ihrer
GrofRe nach aufgetrennt wurden. Bei Vorliegen der G-Variante wird fur das
verwendete Restriktionsenzym eine zusatzliche Schnittstelle geschaffen, so
dass zwei Fragmente von 58 bp und 366 bp GroRe entstehen. Im Falle der A-
Variante fehlt diese zusatzliche Erkennungsstelle und das 424 bp groRe PCR-
Produkt bleibt ungeschnitten. Anhand des Bandenmusters im Agarosegel kann
so eine Differenzierung der Allele erfolgen. Abb.5 zeigt exemplarisch das
Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung fir einige der Patienten des

Schizophrenie-Kollektivs.
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MG 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Abb. 5: Varianten des im Promotor von SLC12A6 gelegenen Polymorphismus 32418760 (G/A)
nach elektrophoretischer Auftrennung der Restriktionsprodukte im Agarosegel. Dargestellt sind
die Genotypen von n Schizophrenie-Patienten auf den Spuren 3 - 24 mit einem Mitglied der
Familie 11 (834) als positive Kontrolle auf Spur 2. Auf Spur 2 und 6 lassen sich zwei Banden,
entsprechend 58 bp und 366 bp GréRRe, zuordnen, so dass hier die G-Variante vorliegt. Auf den
restlichen Spuren ist lediglich eine Bande, entsprechend 424 bp Grol3e (A-Variante), sichtbar.
Links wurde ein 100 bp Molekulargewichtsstandard (MG) aufgetragen. Die GroéRen der

Fragmente sind in bp angegeben.

Auch der zweite untersuchte SNP, der sich in der 5’-UTR-Region befindet, liegt
als biallelische Variante (G/A) vor. Die Genotypisierung erfolgte mittels
allelspezifischer PCR (s. 3.2.3.2). Bei Vorliegen der G-Variante wurde bei
Verwendung des spezifischen Primers ein 157 bp groRes PCR-Produkt
amplifiziert, welches nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel
nachgewiesen werden konnte. Im Falle der A-Variante fand keine Amplifikation
statt. Abb. 6 zeigt exemplarisch das Ergebnis der elektrophoretischen

Auftrennung flr einige der Patienten des Schizophrenie-Kollektivs.
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Abb. 6: Varianten des in der 5-UTR-Region von SLC12A6 gelegenen Polymorphismus
32416574 (G/A) nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte im Agarosegel bei
Verwendung des G-Allel-spezifischen Primers. Dargestellt sind die Genotypen von n
Schizophrenie-Patienten auf den Spuren 2 - 19 mit einem Mitglied der Familie 11 (834) als
positive Kontrolle auf Spur 20. Auf Spur 15 lasst sich eine Bande nachweisen, die 157 bp
entspricht, so dass hier die G-Variante vorliegt. Auf den restlichen Spuren ist lediglich die
genomische Ausgangs-DNA sichtbar, da hier die A-Variante vorliegt und keine Amplifikation
erfolgt ist. Gleichzeitig mit jeder PCR wurde eine zweite PCR mit dem A-Varianten-spezifischen
Primer angesetzt, in der bei allen Proben eine entsprechende Amplifikation erfolgte (Ergebnis

nicht dargestellt).
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In der statistischen Auswertung wurden die beiden Patienten-Kollektive
(Schizophrenie-Patienten und bipolar erkrankte Patienten) zunéchst getrennt
voneinander mit der gesunden Kontrollgruppe verglichen, dann erfolgte eine
Auswertung fur das Gesamtkollektiv. Miteinander verglichen wurden jeweils die
ermittelten Allel-, Genotypen- und Haplotypenfrequenzen, des Weiteren wurden
die beiden Varianten auf das Vorliegen eines Kopplungsungleichgewichtes
Uberpruft.

In Tabelle 2 ist die Assoziation der Haplotypen der SLC12A6-Varianten mit den
verschiedenen Erkrankungen dargelegt, in den Tabellen 3 und 4 sind die
Verteilung und Frequenz der Allele und Genotypen der beiden Varianten in den
einzelnen Kollektiven aufgefiihrt. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt

hervorgehoben.

Tabelle 2: Assoziation der Haplotypen der SLC12A6-Varianten mit Schizophrenie und

bipolarer Erkrankung. Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt hervorgehoben.

Haplotypen Assoziation mit Assoziation mit Assoziation mit
Schizophrenie bipolarer Erkrankung Schizophrenie und

bipolarer Erkrankung

Promotor n (Schizophrene) = 114 | n (Bipolare) = 72 n (Schizophrene +
32418760 (G/A) | n (Kontrollen) = 317 n (Kontrollen) = 317 Bipolare) = 186
5-UTR n (Kontrollen) = 317

32416574 (G/A)
p = 0,2467 p = 0,0016 p = 0,0064
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Tabelle 3: Verteilung und Frequenz der Allele der SLC12A6 -Varianten bei Schizophrenie und bipolarer Erkrankung.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt hervorgehoben.
Allele Kontrollen Schizophrene Bipolare Gesamtkollektiv Schizophrene Bipolar Erkrankte Gesamtkollektiv
n n n (Schizophrene versus Kontrollen versus Kontrollen versus Kontrollen
und Bipolare) (Exact-Test) (Exact-Test) (x*-Test)
n
Promotor
32418760 A 632 223 136 359
Promotor p = 0,0596 p = 0,0000 p = 0,0007
32418760 G 4 5 8 13
5-UTR
32416574 A 689 224 139 363
5-UTR p =0,0678 p = 0,0051 p = 0,0053
32416574 G 3 4 5 9

n = Anzahl der Patienten oder Kontrollen




Tabelle 4:

Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt hervorgehoben.

Verteilung und Frequenz der Genotypen der SLC12A6 -Varianten bei Schizophrenie und bipolarer Erkrankung .

Genotypen Kontrollen Schizophrene Bipolare Gesamtkollektiv Schizophrene Bipolar Erkrankte Gesamtkollektiv

n n n (Schizophrene versus Kontrollen versus Kontrollen versus Kontrollen
und Bipolare) (Exact-Test) (Exact-Test) (Armitage-Trend-
n Test)

Promotor

32418760 AJ/A 314 109 64 173

Promotor p = 0,0586 p = 0,0000 p = 0,0006

32418760 A/G 4 5 8 13

Promotor

32418760 GI/G 0 0 0 0

5-UTR

32416574 AJA 343 110 67 177

5-UTR p =0,0671 p = 0,0049 p = 0,0051

32416574 AIG 3 4 5 9

5-UTR

32416574 GIG 0 0 0 0

n = Anzahl der Patienten oder Kontrollen
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Die Verteilung der allelischen Varianten in allen Patienten- und Kontrollgruppen
entsprach der erwarteten Genotypenverteilung des Hardy-Weinberg-
Aquilibriumsprinzips. Die beiden SNPs befanden sich im

Kopplungsungleichgewicht zueinander (LR XZ = 92,92, p = 0,0000). Zuerst

erfolgte eine Uberprufung der Haplotypen der beiden SNPs auf mégliche
Assoziation mit den verschiedenen Erkrankungen. Es konnte eine positive
Assoziation der Haplotypen der SNPs 32418760 G/A und 32416574 G/A mit
dem Kollektiv der bipolar Erkrankten nachgewiesen werden (p = 0,0016), des
weiteren ein Trend zur Assoziation mit dem Gesamtkollektiv (p = 0,0064). Keine

Assoziation ergab sich hingegen fir das Kollektiv der Schizophrenie-Patienten.

In der Einzelanalyse der Allele konnte eine positive Assoziation der G-Variante
des im Promotor gelegenen SNP 32418760 mit der bipolaren Stérung
nachgewiesen werden (p = 0,0000, OR 9,29 (2,76 - 31,13) und ebenfalls mit
dem Gesamtkollektiv der Schizophrenen und bipolar Erkrankten zusammen
(XZ: 11,63, p = 0,0007, OR 5,72 (1,85 - 17,68). Erneut keine Assoziation ergab
sich fur das Kollektiv der Schizophrenie-Patienten. Fiur die G-Variante des in
der 5-UTR-Region gelegenen SNP 32416574 wurde lediglich ein Trend zur
Assoziation mit dem bipolaren Teilkollektiv und dem Gesamtkollektiv gefunden.
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5. Diskussion

Die hohe pathogenetische Bedeutung der chromosomalen Region 15q13-15 fur
zahlreiche psychiatrische und neurologische Erkrankungen, insbesondere fir
die periodische Katatonie (SCZD10, OMIM %605419), konnte in zahlreichen
Untersuchungen der letzten Jahre wiederholt bestétigt werden (Freedman et al.
1997, 2001, Riley et al. 2000, Gejman et al. 2001, Steinlein et al. 2001, Howard
et al. 2002, Stober et al. 2000, Meyer et al. 2002a), nicht zuletzt im Rahmen
mehrerer Kopplungsanalysen und Mutationsuntersuchungen verschiedener

Wirzburger Arbeitsgruppen.

Die periodische Katatonie und die bipolare Stérung teilen nicht nur eine
betrachtliche Anzahl wichtiger Kandidatengene wie zum Beispiel DTNBP1 und
NRG1 (Craddock et al. 2006), dariber hinaus existieren auch erstaunliche
klinische Uberschneidungen mit Nachweis von Bipolaritait und katatonen
Elementen bei beiden Erkrankungen, so dass pleiotrope Geneffekte als
pathogenetisch relevant diskutiert werden (Taylor und Fink 2003). Hierbei wird
vermutet, dass unterschiedliche Mutationen des gleichen Gens verschiedene

Erkrankungen hervorrufen.

Obwohl einige interessante Kandidatengene insbesondere flr die Entstehung
der periodischen Katatonie mittels Genotypisierungsuntersuchungen und
Mutationsanalysen bereits erfolgreich ausgeschlossen werden konnten (Stéber
et al. 2002, Meyer et al. 2002a, Meyer et al. 2002b), stellt das Gen SLC12A6,
welches fur den Kalium-Chlorid Kotransporter 3 codiert, aufgrund seiner Lage
und Funktion ein vielversprechendes Kandidatengen nicht nur fur
Schizophrenien und bipolare Erkrankungen dar (Delpire und Mount 2002).

Auch konnte gezeigt werden, dass rezessive SLC12A6-Mutationen eine
schwere periphere Neuropathie mit oder ohne Agenesie des Corpus callosum
sowie Psychosen hervorrufen (Andermann Syndrom, ACCPN, OMIM 218000)
(Howard et al. 2002, Filteau et al. 1991).

Basierend auf vorangegangenen Arbeiten (Meyer et al. 2002a, Stéber 2000 und
2001), wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit die Kandidatengenregion
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fur periodische Katatonie auf Chromosom 15q13-15 mittels Feinkartierung
zusatzlicher polymorpher Marker anhand der grol3en Familie 9 auf ca. 7.7 cM
zwischen den Markern D15S1042 und D15S182 verkleinert (Meyer et al. 2003).
Nahezu parallel zum experimentellen Teil dieser Arbeit gelang auch der
Arbeitsgruppe von Stober und Mitarbeitern eine Verkleinerung des Genlocus
auf ca. 11 cM (Stober et al. 2002). Durch die Kartierungsergebnisse konnten
bereits mehrere  bislang  vielversprechende, zuvor  beschriebene
Kandidatengene wie zum Beispiel RYR3, CX36 und auch SLC12A6 als
krankheitsverursachend in der untersuchten Familie ausgeschlossen werden.
Unter den noch verbleibenden, weiterhin interessanten Genen befindet sich
unter anderem auch das oben (siehe 1.4) beschriebene SNAP23, welches
ebenso wie der NOTCH-Ligand DLL4 eine wichtige Rolle in der neuronalen
Signaltransduktion spielt. Zwischenzeitlich konnte DLL4 jedoch mittels
Mutationsanalyse als Kandidatengen fir die periodische Katatonie
ausgeschlossen werden (McKeane et al. 2005).

Die beschriebene weitere Verkleinerung der Kandidatengenregion stellt eine
wichtige Voraussetzung fur eine gezielte und somit effektive Auswahl einzelner,
in diesem chromosomalen Abschnitt gelegener Gene als interessante

Kandidaten fir Mutationsanalysen oder funktionelle Experimente dar.

Obwohl durch obige Feinkartierung unter anderem auch das Gen SLC12A6 als
Kandidat fur die periodische Katatonie durch seine Lage auf3erhalb der
Kandidatengenregion formal ausgeschlossen werden konnte, stellt es
insbesondere aufgrund der funktionellen Bedeutung weiterhin ein
untersuchenswertes Gen dar, nicht zuletzt auch in Bezug auf die Pathogenese
der bipolaren Storung.

Auf der Grundlage einer vorangegangenen Mutationsanalyse von SLC12A6
wurden im zweiten Teil dieser Arbeit zwei seltene, im Promotor und der 5’-UTR-
Region gelegene Varianten von SLC12A6 im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie
auf Assoziation mit Erkrankungen des schizophrenen Formenkreises und
bipolaren  Stérungen hin  untersucht. Bemerkenswerterweise konnte
insbesondere fur die G-Variante des im Promotor gelegenen SNP 32418760
eine positive Assoziation mit der bipolaren Stérung und dem Gesamtkollektiv

aus bipolar Erkrankten und Schizophrenen nachgewiesen werden, des weiteren
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bestand jeweils ein Trend zur Assoziation fur die G-Variante des weiter distal
gelegenen SNP 32416574 (Meyer et al. 2005).

Somit tragt SLC12A6 als eines von wahrscheinlich mehreren Risikogenen fir
die bipolare Stérung einen Teilbeitrag zum erhéhten Erkrankungsrisiko dieser
polygen bedingten und komplex-vererbten Erkrankung bei. In Anlehnung an die
Uberlegungen von Taylor und Fink (Taylor und Fink 2003) stiitzen diese
Erkenntnisse ebenfalls die Vermutung einer atiologischen Nahe von
Schizophrenie und bipolarer Erkrankung.

Die positiven Assoziationsergebnisse lassen dariber hinaus die Hypothese zu,
dass die Veradnderungen im weiter proximal gelegenen Promotor-
Polymorphismus 32418760 G/A die Pathogenese der bipolaren Erkrankung
direkt beeinflussen; die Resultate fir den in der 5-UTR-Region gelegenen
Polymorphismus 32416574 G/A lassen nicht nur auf eine funktionelle
pathogenetische Bedeutung schlie3en, sondern waren ebenfalls durch das
deutliche Kopplungsungleichgewicht der beiden Polymorphismen zueinander

erklarbar.

Obwohl sich gerade Risikoallele, die einen nur geringen Beitrag zur Entstehung
einer polygen bedingten Erkrankung leisten, besonders gut mittels
Assoziationsstudien nachweisen lassen (Risch und Merikangas 1996, Baron
2001), ist das Ergebnis einer solchen Studie anfallig fur falsch-positive
Ergebnisse (vgl. 1.5).

Die vorliegende positive Assoziation kénnte durch eine enge nachbarschaftliche
Lage der untersuchten polymorphen Allele zu einem bislang unentdeckten
krankheitsverursachenden Allel begrindet sein, bei der sich das wirkliche
Risikoallel im Kopplungsungleichgewicht zu den hier untersuchten
Polymorphismen befindet. Somit waren weitere Mutationsanalysen und
Assoziationsuntersuchungen mit zusatzlichen, insbesondere weiter telomerisch
gelegenen potenziellen Risikoallelen vonndéten.

Weiterhin ist ein Missverhaltnis beziglich der  Alters- und
Geschlechterzusammensetzung von Fall- und Kontrollkollektiv denkbar,
welches eine Ergebnisverfalschung zur Folge haben kann. Der Vergleich
zwischen den verschiedenen Untergruppen zeigt jedoch ein weitgehend

ausgewogenes Alters- und Geschlechterverhaltnis der Kollektive untereinander
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mit einem lediglich geringfligig erhdhten Alter im Gesamtkollektiv der Patienten
gegeniber dem gesunden Kontrollkollektiv.

Auch Stratifizierungsphdnomene als Ursache fur ein falsch-positives
Studienergebnis sind prinzipiell zu erwagen (Lander und Schork 1994),
scheinen im vorliegenden Fall jedoch keine Rolle zu spielen, da sowohl
Patienten als auch gesunde Kontrollpersonen aus der gleichen geographischen
Region Unterfrankens stammen.

Eine ebenfalls denkbare zufallige Assoziation ist nicht wahrscheinlich, zumal fur
die vorliegende chromosomale Region bereits mehrere positive
Kopplungsbefunde fur psychiatrische und neurologische Erkrankungen
vorliegen und der untersuchte Chromosomen-Abschnitt nicht nur durch die hier
untersuchte Familie 9 unterstitzt wird, sondern auch durch eine weitere grol3e
Mehrgenerationen-Familie (Meyer et al. 2002a).

Letztlich handelt es sich bei den untersuchten Kollektiven um eher kleinere
Gruppen, so dass eine Wiederholung der Assoziationsstudie anhand gréRRerer

Fallzahlen im Sinne einer Bestatigungsuntersuchung notwendig ist.

Da es sich sowohl bei den Schizophrenien und auch den bipolaren Stérungen
um komplexe, atiologisch heterogene Erkrankungen mit teils deutlich variabler
Klinischer  Présentation  handelt, setzen sich die untersuchten
Patientenkollektive trotz sicherer Diagnose gemald ICD-10-Klassifikation aller
Wahrscheinlichkeit nach aus einer Bandbreite verschiedener Krankheits-
Unterformen zusammen, denen maoglicherweise unterschiedliche
pathogenetische Prinzipien und Risikoallele zugrunde liegen. Die Beschrankung
auf bestimmte, klinisch eindeutig definierte so genannte Endophanotypen
konnte hierbei ein homogeneres Patientenkollektiv schaffen. Anstelle komplexer
klinischer Ph&notypen konzentriert man sich dabei auf neurobiologische
Krankheitskorrelate wie zum Beispiel neurophysiologische,
neuropsychologische oder strukturelle Aufféalligkeiten, die einfach zu messen,
stabil Uber die Zeit und ebenfalls genetisch beeinflusst sind (Gottesman und
Gould 2003). In Anlehnung an den erfolgreichen Einsatz dieses
Endophéanotypen-Konzeptes bei der Erforschung genetisch bedingter
psychiatrischer Erkrankungen (z. B. Freedman et al. 1999, Chen und Faraone

2000) ware beispielsweise die Beschrankung auf das klinisch zuverlassig zu
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diagnostizierende Symptom der Katatonie denkbar, das sich als
Gemeinsamkeit sowohl bei der bipolaren Stérung als auch bei einigen, aber

eben nicht bei allen Schizophrenieformen findet.

Neben der Ausweitung der vorliegenden Studie auf grol3ere Fallzahlen stehen
zukunftig vor allen Dingen funktionelle molekulargenetische Ansatze und grol3e
genomweite Assoziationsstudien im Mittelpunkt des Forschungsinteresses.
Aufbauend auf den im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Erkenntnissen,
untersuchten Moser und Kollegen mogliche funktionelle Konsequenzen der
beiden seltenen Promotor- und 5-UTR-Polymorphismen (Moser et al. 2009).
Sie konnten unter anderem eine reduzierte Promotor-Aktivitat in Gegenwart der
G-Variante des im Promotor gelegenen Polymorphismus 32418760 G/A
nachweisen, welche vermutlich durch eine zusatzlich entstandene DNA-
Methylierungsstelle im Falle der G-Variante begrindet ist. Somit Ubt diese
seltene SLC12A6-Varinate eine mutmaliliche regulatorische Funktion aus und
stellt einen Briuckenschlag zwischen genetischen Veranderungen und

epigenetischen Faktoren dar.

In Zusammenschau der bisherigen Untersuchungen und der vorliegenden
Ergebnisse stellt SLC12A6 ein interessantes Risikogen fur die Pathogenese der
bipolaren Stérung und moéglicherweise auch der Schizophrenie mit bipolaren
Elementen dar. Die Aufschlisselung der exakten pathogenetischen
Mechanismen steht jedoch zum gegenwartigen Zeitpunkt noch aus.

Interessanterweise haufen sich positive Nachweise, dass insbesondere
genetische Varianten in anderen lonenkanal-codierenden Genen oder deren
Untereinheiten eine bedeutende Rolle in der Pathogenese sowohl der bipolaren
Erkrankung als auch der Schizophrenien spielen (Ferreira et al. 2008, Green et
al. 2009). Diese Erkrankungen werden mdglicherweise weniger durch eine
reine Entwicklungs- oder Anlagestérung mit im Vordergrund stehenden
hirnstrukturellen Veranderungen hervorgerufen, sondern kdnnen, wie viele
andere neuropsychiatrische Erkrankungen auch, als eine Art lonen-
Kanalerkrankung verstanden werden. Weitere Untersuchungen werden zeigen,
in wie fern sich aus diesen pathophysiologischen Uberlegungen heraus

vielversprechende alternative Therapieansatze ergeben.
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Das von Kraepelin im 19. Jahrhundert favorisierte und lange Zeit
aufrechterhaltene Konzept der Dichotomie der Psychosen mit klarer
atiologischer und diagnostischer Trennung der bipolaren Stérung und der
Schizophrenie muss durch die Erkenntnisse der letzten Jahre kritisch hinterfragt
werden (Craddock und Owen 2005), auch die vielfach verwendete Klassifikation
nach Leonard stol3t mitunter an ihre Grenzen. Stattdessen ware zum Beispiel
die Ablésung durch ein so genanntes Spektrum-Konzept der Psychosen mit
Beriicksichtung der variablen klinischen Krankheitsauspragungen bei jedoch
gemeinsamer genetischer Grundlage eine sinnvolle Alternative, welche sich mit

fortschreitendem pathophysiologischen Krankheitsverstandnis entwickeln wird.
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6. Zusammenfassung

Sowohl die zu den Schizophrenien zahlende periodische Katatonie als auch die
bipolare Erkrankung werden gegenwartig als multifaktoriell polygen bedingte
Erkrankungen mit komplexem Vererbungsmodus verstanden.

Fur die periodische Katatonie wurden im Rahmen vorangegangener
Kopplungsanalysen zwei chromosomale Loci auf Chromosom 15 und 22 bestatigt. Im
ersten Teil dieser Arbeit wurde die Kandidatengenregion auf Chromosom 15q13 -15
mittels Feinkartierung einer Mehrgenerationsfamilie mit familidrer katatoner
Schizophrenie (SCzZD10, OMIM %605419) durch Genotypisierung zusatzlicher
polymorpher Marker auf 7,7 cM zwischen den Markern D15S1042 und D15S182
verkleinert. Hierdurch konnten viele interessante Kandidatengene fur die periodische
Katatonie wie zum Beispiel RYR3, CX36 und auch SLC12A6 als
krankheitsverursachend ausgeschlossen werden.

Trotz Ausschluss in der untersuchten Familie stellt das fur den Kalium-Chlorid-
Kotransporter 3 codierende Gen SLC12A6 aufgrund seiner funktionellen Eigenschaften
und vermuteten Bedeutung in der Pathogenese einiger neuro-psychiatrischer
Erkrankungen wie zum Beispiel dem Andermann Syndrom (ACCPN, OMIM 218000)
ein interessantes Kandidatengen fur die periodische Katatonie und die bipolare Stérung
dar. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden zwei seltene SLC12A6-Varianten,
die im Promotor bzw. der 5-UTR-Region gelegenen SNPs 32418760 (G/A) und
32416574 (G/A), im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie auf Assoziation mit
Erkrankungen des schizophrenen Formenkreises und der bipolaren Stérung hin
untersucht. Der Nachweis einer signifikanten Assoziation der G-Variante des proximal
gelegenen SNP 32418760 mit der bipolaren Erkrankung und auch dem
Gesamtkollektiv einerseits und einem Trend zur Assoziation fir die G-Variante des
zweiten SNP 32416574 andererseits, unterstitzt die Hypothese, dass SLC12A6 eines
von mehreren Risikogenen insbesondere fir die bipolare Stérung darstellt. In
anschlielenden funktionellen Untersuchungen als Teil einer naturwissenschaftlichen
Doktorarbeit konnte eine mutmalliche regulatorische Funktion der G-Variante des SNP
32418760 nachgewiesen werden.

Zukunftig ist die weitere Untersuchung der verbleibenden Kandidatengene und deren
funktioneller Bedeutung notig, des weiteren unterstiitzen die hier erhobenen
Ergebnisse die Forderung nach der Weiterentwicklung des géngigen
pathophysiologischen Krankheitsverstandnisses der endogenen Psychosen und deren

aktuell verwendeter Klassifikation.
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