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I Einleitung

In den vergangenen Jahrzehnten konnte eine groBe Anzahl von Erkrankungen auf eine
genetische Disposition zurlickgefithrt werden. Viele Krankheitsbilder, die héiufig nur
ungeniigend therapierbar sind und deren Atiopathogenese nahezu unbekannt war, konnten
mithilfe von molekularbiologischen Untersuchungen mit Mutationen in bestimmten Genen in
Verbindung gebracht werden. Es wire eine Idealsituation, wenn alle bisher ungeklirten
Erkrankungen mit einem genetischen Defekt erkldrt werden kdnnten und ein frithes Screening
auf Mutationen mdglich wére. So ist auch Schizophrenie als psychiatrische Erkrankung noch
weitgehend ungeklirt. Auch in der Gegenwart kann weder eine Vorhersage einer Schizophrenie
getroffen noch die Ursachen bestimmt werden. Das ist vor allem durch die Komplexitit der
Erkrankung bedingt, die sowohl durch multiple genetische Varianten wie auch externe Faktoren

und deren Interaktion verursacht wird.

1.1 Schizophrenie

1.1.1 Diagnostik/Symptome

Schizophrenie wird den endogenen Psychosen zugeordnet und es besteht eine
Wahrscheinlichkeit von etwa 1%, daran zu erkranken. Das breite Spektrum des klinischen Bildes
bietet die Moglichkeit, Symptome unterschiedlich zu gruppieren. Zu den klassischen
Einteilungen im deutschsprachigen Raum gehdren die Lehre Bleulers und Schneiders.

Nach Bleulers Auffassung konnten Grundsymptome von akzessorischen Symptomen abgegrenzt
werden. Schneider verfolgte eine dhnliche Strategie, indem er eine Gruppe von Symptomen
ersten Rangs und zweiten Rangs bildete (Tab. 1).

In der moderneren Diagnostik wird das Symptomspektrum in zwei gegeniibergestellte Gruppen
geteilt: die so genannten Positiv-Symptome und Negativ-Symptome.

Kennzeichnend fiir die erste Gruppe sind Wahnvorstellungen, Halluzinationen und Ich-Erlebnis-
Storungen. Wahnvorstellungen konnen sich als Wahneinfall oder als Wahnwahrnehmung
manifestieren. Der Patient beurteilt seine real existierende Umwelt auf eine falsche Weise, die
jeden Lebensaspekt betreffen kann. So konnen Krankheitswahn, Verfolgungswahn sowie

Eifersuchtswahn auftreten.



Halluzinationen sind in 50% der Fille von auditorischer Natur. Vor allem das Vernehmen von
Stimmen ist ein typisches Symptom der Schizophrenie. Dabei konnen imperative Stimmen,
dialogisierende Stimmen und kommentierende Stimmen auftreten. Visuelle und auch taktile
Halluzinationen treten jeweils zu 15% und 5% der Félle auf.

Eine weitere Untergruppe der Positivsymptome sind die Ich-Erlebnis-Stérungen. Sie zeichnen
sich durch eine scheinbar fehlende Grenze zwischen dem Ich und der Umwelt darin aus, dass das
Ich-Erleben verdndert ist. Beispiele sind Gedankeneingebung, Gedankenentzug oder
Gedankenausbreitung. Es wird vom Patienten das Gefiihl des ,,von auBlen Gemachten*
beschrieben. Haufig kommt es in diesem Zusammenhang zu einem Riickzug aus der realen Welt.
Affektverflachung, Antriebsarmut, Anhedonie, sozialer Riickzug und
Aufmerksamkeitsstorungen sind typische Negativsymptome.

Die affektiven Storungen umfassen eine Vielzahl von unterschiedlichen Formen. Der emotionale
Ausdruck kann vermindert, aber auch inaddquat sein. Besonders der emotionale Kontakt zu
anderen Personen ist verdndert und es konnen sozialer Riickzug und Interessenminderung
auftreten. Auch die Sprache kann in Form von Sprachverarmung und Verldngerung der
Antwortlatenz beeintréchtigt sein.

Die fiir die Schizophrenie charakteristischen formalen Denkstérungen lassen sich sowohl den
Positiv- als auch den Negativsymptomen zuordnen. Patienten neigen dazu, unprézise Begriffe zu
verwenden oder logische Argumentationen zu verzerren. Auf Fragen konnen unpassende und im
Gedankengang abgebrochene Antworten gegeben werden. Typisch sind auch Neologismen oder

der Drang abstrakte Formulierungen konkret zu interpretieren bzw. konkrete Begriffe zu

abstrahieren.
Einteilung nach Bleuler | Einteilung nach Schneider
Grundsymptome | - formale Denkstdrung - Wahnwahrnehmung Symptome 1. Rangs
- Storung der Affektivitdt | - dialogisierende akustische
- Antriebsstorung Halluzinationen
- Autismus - Gedankenlautwerden, -entzug, -
ausbreitung
- Beeinflussungserlebnisse mit
dem Charakter des Gemachten
akzessorische - Wahn - Wahneinfall Symptome des 2. Rangs
Symptome - Halluzination - sonstige Halluzinationen
- katatone Symptome - Affektveranderung
- Ratlosigkeit

Tab. 1: Gegeniiberstellung der Symptomeinteilung nach Bleuler und Schneider



In der modernen klinischen Praxis werden zwei verschiedene Klassifikationssysteme angewandt,

um Schizophrenie zu diagnostizieren: das ICD-10-System, welches von der WHO verdffentlicht

wurde, und das DSM-IV-System, das in den USA seinen Ursprung hat.

Sowohl in der ICD-10 als auch im DSM-IV werden verschiedene Subtypen der Schizophrenie

beschrieben. Obwohl beide Klassifikationen Ahnlichkeiten in

Ausschlusskriterien zeigen, unterscheiden sie sich z.B.

Erkrankungsdauer (Tab. 2).

Hinsicht auf Einschluss- und

hinsichtlich der minimalen

ICD-10 Diagnosekriterien DSM-1V Diagnosekriterien
Symptome mindestens 1 von mindestens 1 von
- Gedankenlautwerdung - Wahn
- Gedankeneingebung/Gedankenentzug - Stimmenhalluzinationen
- Beeinflussungserlebnisse - kommentierende Stimmen
- Zerfahrenheit
- Gedankenabreiflen 2 oder mehr von
- Halluzinationen - Wahn
- Kontrollwahn, Beeinflussungswahn, - Halluzinationen
Wahnwahrnehmung - Zerfahrenheit
- Passivitét - Negativsymptome
- stark beeintrichtigtes
2 oder mehr von Verhalten
- persistierende Halluzinationen
- Negativsymptome
- Katatonie
- signifikante Verhaltensdanderung
Dauer - mindestens 1 Monat - mindestens 1 Monat
charakteristische Symptome
- 6 Monate soziale bzw.
berufliche Beeintrichtigung
Ausschlusskriterien - affektive Erkrankungen - schizoaffektive bzw. affektive
- schizoaffektive Erkrankungen Erkrankungen
- offenkundige Gehirnerkrankungen - Folgen einer
- Drogenmissbrauch, Drogenentzug Wirkstoffeinwirkung
- tief greifende
Entwicklungsstorung

Tab. 2: Gegeniiberstellung der Diagnosekriterien nach ICD-10 und DSM-IV




1.1.2 Strukturelle Verinderungen

Weitere Fortschritte in der Erkennung und Erforschung der Schizophrenie konnten mithilfe der
weiterentwickelten bildgebenden Verfahren erzielt werden. Die Computertomographie, ein
Rontgenverfahren, das schichtweise Querschnittsbilder anfertigt, erlaubte die erste systematische
Untersuchung der Gehirnstruktur, insbesondere von Schizophreniepatienten. Weitere
Untersuchungsmoglichkeiten konnten durch die Entwicklung von Magnetresonanztomographie
(MRT), Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und Single-Photon-
Emissionscomputertomographie (SPECT) wahrgenommen werden.

Das MRT basiert auf der Kernmagnetresonanz. Durch ein angelegtes statisches Magnetfeld
werden die Atomkerne ausgerichtet. Ein zusitzliches hochfrequentes Wechselstromfeld
iiberfiihrt die Kerne in eine Rotation. Bei der Entfernung des Wechselstromfeldes kehren die
Protonen in ihren Ruhezustand zuriick und senden dabei eine geringe Energie aus. Diese von
Gewebe zu Gewebe unterschiedliche Signalstirke wird empfangen und resultiert in einem Bild
mit verschiedenen Helligkeitsstufen. Eine Weiterentwicklung des klassischen MRT-Verfahrens
ist das fMRT — das funktionelle MRT. Hier wird eine erh6hte bzw. verringerte Neuronenaktivitat
anhand von Anderungen des Blutflusses, der Blutmenge und des Sauerstoffgehalts des Bluts und
der damit einhergehenden Anderung des lokalen Magnetfelds detektiert. So ist es mdglich,
Gehirnaktivititen aufgrund von Informationsverarbeitung bzw. jeglicher Art von mentaler
Aktivitdt zu messen.

Eine Mehrzahl von Studien konnten bisher verschiedene strukturelle Verdnderungen bei
Schizophrenie-Erkrankten zeigen. Es wurden wiederholt verdnderte laterale Ventrikel, kortikale
und subkortikale Strukturen beschrieben (Tab. 3).

Eine weitere Gehirnanomalie ist eine funktionelle ,,Hypofrontalitit®, die als Ausdruck einer
verminderten Durchblutung bzw. eines Hypometabolismus in der funktionellen Bildgebung
gefunden wurden. Sie soll Korrelat einer kognitiven Stérung sein. Um Storfaktoren wie
Medikation und Chronizitdt auszuschlieBen, untersuchten Andreasen et al. unmedizierte
Patienten hinsichtlich prefrontaler Hypoaktivitit. Sie konnten auch bei diesen Patienten weniger
intensive Signale im Areal des prefrontalen Kortex detektieren [1]. In einer PET-Studie, die das
gleiche Areal bei unmedizierten Patienten und Kontrollprobanden beziiglich D1- bzw. D2-
Rezeptoren untersuchte, fiel eine verringerte Anzahl von DI-Rezeptoren auf, die im
Zusammenhang mit der Krankheitsschwere und dem Ergebnis im Wisconsin-Card-Sorting-Test
stand. Die Arbeitsgruppe proklamierte einen Zusammenhang zwischen dem Dopamin-

Transmitter-System und Negativ-Symptomatik [2].



Gehirnareal Ergebnis Studie

Gesamtvolumen Patienten | Lawrie et al. [3]

Ventrikel Patienten 1 Johnstone et al. [4]
Wright et al. [5]
Suddath et al. [6]

Frontallappen Patienten | Shenton et al. [7]
Amygdala Patienten | Lawrie et al. [3]
Hippokampus Patienten | Nelson et al. [8]

Velakoulis et al. [9]

Thalamus Patienten | Lawrie et al. [3]

Andreasen et al. [10]

Basalganglien Patienten 1 Wright et al. [5]

Tab. 3: Studieniibersicht zur makroskopischen Strukturverinderung bei Schizophrenie-Patienten im
Vergleich zu anderen Probanden, | entspricht kleiner als bei anderen Probanden, 1 entspricht grofier als bei
anderen Probanden

Neuropathologische Untersuchungen von Gehirnen schizophrener Patienten weisen auf
pathologisch verdnderte Zellanordnung und verringerte Neuronenzahl besonders in zentralen
limbischen Strukturen hin. Sehr widerspriichlich erscheinen die Ergebnisse hippokampaler
Untersuchungen. So wird eine verdnderte Zellanordnung pyramidaler Neurone im Hippokampus,
pathologische Clusterbildung sowie Reduktion hippokampaler Neurone beschrieben, die
aufgrund aberranter neuronaler Migration entstanden sein sollen [11], [12][13],. Allerdings
konnten diese Entdeckungen in anderen Untersuchungen nicht detektiert werden [14], [15][16],.
Weitere strukturelle Verdnderungen des Hippokampus wurden in Form von verminderter
Expression synaptischer Proteine und verringerter Anzahl von dendritischen Ausldufern
gefunden [17]. Auch prefrontal wurde eine verringerte Anzahl synaptischer Verbindungen bzw.
eine reduzierte Synaptophysin-Expression beschrieben. Weitere Untersuchungen ergaben, dass
Projektionsbahnen zwischen Thalamus und prefrontalem Kortex bei Patienten mit Schizophrenie
vermindert auftraten [18].

Die beschriebenen Strukturabweichungen sprechen fir die Theorie der
Neuroentwicklungsstérung als Ursache fiir die Schizophrenie. Jedoch kann Schizophrenie, eine
Erkrankung, die in der Mehrzahl der Fille im jungen Erwachsenenalter ausbricht, nicht auf ein

einfaches Ursache-Wirkungsschema reduziert werden.
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1.1.3 Atiopathogenese

1.1.3.1 Epidemiologische Faktoren und Umwelteinfliisse

Verschiedene Umwelteinfliisse wurden identifiziert, die einen Einfluss auf die Entwicklung und
Ausprigung von Schizophrenie haben. Es handelt sich dabei um psychosoziale Risikofaktoren,
die in allen Lebensabschnitten auftreten konnen: prianatale Entwicklung und Geburt, frithe bis
spate Kindheit, Adoleszenz und friithes Erwachsenenalter.

Verschiedene Studien zeigten eine Beziehung zwischen Infektionskrankheiten und
Mangelversorgung der Mutter wéhrend der Schwangerschaft und einem erhohten Risiko fiir
Schizophrenie der Kinder [19]. Schwerwiegende Lebensereignisse in der Zeit des 1. Trimesters
konnten ebenfalls mit einem erhdhten Krankheitsrisiko assoziiert werden [20]. Andere Autoren
beschrieben Komplikationen wéhrend des Geburtsvorgangs als mogliche Risikofaktoren fiir die
Entwicklung einer Schizophrenie beim Nachwuchs. Als Ursache wird vor allem ein akuter
Sauerstoffmangel diskutiert [21]. Interessanterweise scheint auch der Zeitpunkt der Geburt einen
Einfluss auf das Erkrankungsrisiko zu haben. Eine haufig wiederkehrende Assoziation mit dem
Geburtszeitpunkt innerhalb der Winter-Friihlings-Periode ldsst auf einen Zusammenhang
schlieBen [22]. Es konnte bisher nicht befriedigend geklart werden, welche Ursachen diesem
Zusammenhang zu Grunde liegen. Es wurden unter anderem prédnatale Infektionen und
Mangelversorgung als Mediatoren angefiihrt. Verschiedene Gruppen postulierten auflerdem
Einflussfaktoren wihrend der Kindheit, wie z.B. Kindheitstraumen, Kopfverletzungen, den
Verlust eines Elternteils als traumatisierendes Erlebnis oder einen widerspriichlichen
Erziehungsstil, deren Echtheit kontrovers diskutiert wurde [23],[24],[25],[26].

In der anschlieBenden Phase des Heranwachsens scheint vor allem der Missbrauch von Cannabis
die Auspriagung einer Psychose aus dem schizophrenen Formenkreis zu beeinflussen [27],[28].
Allerdings sollte beachtet werden, dass die Ursache-Wirkungsbeziehung noch nicht abschlieBend
geklart worden ist. Es existiert ebenso die Lehrmeinung, dass der Genuss von Cannabis die
Entwicklung von Schizophrenie beschleunigt, bzw. dass Frithsymptome der Psychose durch
Cannabis ,,therapiert™ werden [29]. Besonders bei der Frage nach dem Zusammenhang zwischen
Cannabis-Missbrauch und Schizophrenie darf man den Einfluss eines weiteren wichtigen
Risikofaktors nicht vergessen. Die zunehmende Urbanisierung und das Heranwachsen in Stidten
scheint aufgrund noch nicht vollstindig geklarter Faktoren, z.B. erhohter Drogenkonsum,

ebenfalls die Krankheitsentwicklung zu beeinflussen [30] [31]. Zwei Hypothesen werden
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proklamiert: Das Stadtleben verursacht Schizophrenie oder Schizophreniepatienten ziehen
vermehrt in Stidte, da hier eine relative Anonymitdt und eine preiswertere Lebensfithrung
moglich sind — die so genannte ,,breeder-hypothesis* bzw. ,,selection hypothesis®. Fiir beide
Thesen fanden sich unterstiitzende Forschungsberichte[32],[33]. Die Arbeitsgruppe unter
Cantor-Graae beschrieb in ihrer 2005 verdffentlichten Meta-Analyse den Zusammenhang
zwischen Migrationshintergrund und einem erhdhten Erkrankungsrisiko fiir Schizophrenie. Sie
konnten ein relatives Risiko von 2,7 in der ersten Generation und 4,5 in der zweiten Generation
feststellen. Es ist allerdings noch nicht befriedigend geklért, ob soziale Isolation,
Diskriminierung oder andere Sozialfaktoren, mit denen v.a. Migranten konfrontiert werden, die
entscheidenden Ursachen sind [34]. Interessanterweise wurden u.a. 2 Studien verdffentlicht, die
das Geschlecht in den Fokus der Schizophrenie-Risikoforschung stellen. Aleman et al. und
McGrath et al postulieren ein erhohtes Risiko fiir das ménnliche Geschlecht, in ihrem Leben an
Schizophrenie zu erkranken [35],[36].

Es ist deutlich erkennbar, dass Umwelteinfliisse eine nicht zu unterschitzende Rolle in der
Pathogenese von Schizophrenie spielen. Allerdings liegen keine Ergebnisse vor, die eine direkte
Kausalkette zwischen Schizophrenie, die ungefihr 1 % der Weltbevdlkerung betrifft, und einem

bzw. mehreren epidemiologischen Faktoren préasentieren.

1.1.3.2 Genetik

Verschiedene Zwillings- und Adoptionsstudien konnten in den letzten Jahrzehnten eine
genetische Basis von Schizophrenie bestétigen. Unter anderen konnte bereits 1971 Rosenthal et
al. oder 1983 Kety et al. mithilfe von Adoptionsstudien einen Zusammenhang zwischen
Schizophrenie und Genetik zeigen [37][38],. In der 2003 verdffentlichten Metaanalyse
untersuchten Sullivan et al. 12 ver6ffentlichte Zwillingsstudien, die von 1941 bis 1999 in
Europa, Japan, in den USA durchgefiihrt wurden. Sie zeigten die genetische Basis der
Schizophrenie, aber sie verdeutlichten auch, dass ebenso Umweltfaktoren einen Beitrag zur
Krankheitsauspragung leisten [39]. Kendler et al. erfassten in ihrer Studie, dass Verwandte ersten
Grades von Schizophrenie-Patienten ein 15fach erhohtes relatives Risiko haben, eine

Schizophrenie zu entwickeln.[40]

Das Ziel genetischer Studien ist die Identifizierung von Genen oder Genabschnitten, die in einem

direkten Zusammenhang mit der Erkrankung Schizophrenie stehen.
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Die beiden Hauptmethoden zur Lokalisierung von krankheitsverursachenden Genen sind die
Kopplungsanalysen und die Assoziationsstudien. Die beiden sich ergidnzenden Verfahren

untersuchen DNA-Proben, um Genen Krankheiten zu zuordnen.

Kopplungsanalyse

In der Kopplungsanalyse werden vor allem DNA-Proben von Familien genutzt. Mithilfe von
bekannten Marker-Loci im Genom wird die Vererbung von Kandidatengenen kontrolliert.
Liegen Kandidatengen und Marker auf dem Chromosom nahe beieinander, steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass der Marker gehéuft bei betroffenen Familienmitgliedern nachgewiesen
werden kann. So kdnnen Genomabschnitte identifiziert werden, die erkrankte Familienmitglieder
teilen, und dementsprechend eine Verbindung zur Krankheit darstellen kdnnten, wobei davon
ausgegangen wird, dass eine Kosegregation von Marker-Lokus und angenommenen Krankheits-
Lokus stattfindet. Mogliche Marker sind Mini- und Mikrosatelliten. Bei den Mikrosatelliten
handelt es sich sowohl um nicht-kodierende als auch kodierende Genabschnitte, die sich durch
das wiederholte Auftreten kurzer Basensequenzen charakterisieren. Die Anzahl der Basen (Di-,
Tri- oder Tetranukleotide), die wiederholt werden, und die Lange des ,Repeats sind
unterschiedlich. Am haufigsten treten AC-Wiederholungen auf, durchschnittlich alle 30kB [41].
Da die Auspriagung der Mikrosatelliten individuell verschieden ist, sind sie als Marker sehr gut
geeignet.

Die Methode der Kopplungsanalyse detektierte in verschiedenen Schizophrenie-
Kopplungsstudien einen Bereich von zusammengefasst ungefahr 4000 Genen, was die
Schwierigkeit der Fokussierung auf einen bestimmten Bereich erkennen ldsst [42].

Zwei Meta-Analysen von jeweils 20 bzw. 18 verdffentlichten Kopplungsstudien [43][44],
konnten verschiedene Chromosomen und Chromosomabschnitte identifizieren, die viel
versprechende Kandidatengene beinhalten. Badner and Gershon isolierten die chromosomalen
Regionen 8p, 13q und 22q, die stark auf eine kausale Verbindung zur Schizophrenie hinwiesen
[43].

Lewis und Mitarbeiter weiteten den Bereich ein Jahr spéter aus. Sie fiihrten in ihrer Arbeit unter
anderem auch die Regionen 2p12 — q22, 16p13 —q12 an [44].

Allerdings muss der Nachteil der Kopplungsanalyse beachtet werden, denn mit dieser Methode

konnen keine direkten Kandidatengene identifiziert werden.
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Assoziationsstudien

Anders als bei der Kopplungsanalyse konnen bei Assoziationsstudien DNA-Proben von sowohl
verwandten als auch nicht-verwandten Personen untersucht werden. Haufig handelt es sich bei
Assoziationsstudien um Fall-Kontroll-Studien, in die sowohl gesunde Probanden als auch
Patienten eingeschlossen werden. Diese Untersuchung hat das Ziel, eine Abhingigkeit zwischen
einer bestimmten genetischen Variante und dem Risiko, eine Krankheit zu entwickeln, zu
identifizieren. Dabei wird die Ausprigung der genetischen Variation bei einzelnen Proben
charakterisiert und festgestellt, ob bestimmte Auspridgungen mit der Erkrankung assoziiert sein
konnten. Es werden bei dieser Methode verschiedene Arten dieser Variationen genutzt.

Die am hiufigsten eingesetzten Marker sind einzelne Polymorphismen — single-nucleotid-
polymorphismus — SNPs. Sie machen ungefdhr 90% der genetischen Variationen im
menschlichen Genpool aus und kommen durchschnittlich alle 1000 Basen vor, wobei sie nicht
gleichmdfBig iiber das Genom verteilt liegen. Es handelt sich dabei um Punktmutationen, die
abhédngig von ihrer Lage und Art des Basenaustauschs einen unterschiedlichen Effekt haben

konnen.

Verdnderungen in der kodierenden Sequenz

synonyme Mutation der Basenaustausch hat keinen Einfluss
missense Mutation der Basenaustausch fiihrt zur Aminosdureverdnderung
nonsense Mutation der Basenaustausch fiihrt zu einer Stopmutation

Funktionsverlust-Mutation

Deletion Mutation Verlust einer Base
Frameshift Mutation die Basenveridnderung (Verlust/Einfiigung) fiihrt zu einem neuen
Aminosdureraster

Verdnderungen in der nicht kodierenden Sequenz

Intron kein direkter Effekt, Kopplungsgleichgewicht mit relevanten
SNP moglich
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Intron-Exon-Grenze Beeinflussung des Splice-Vorgangs moglich

Promoter-Bereich Storung der Transkription moglich

UTR-Region Stabilitaitsverminderung der mRNA moglich

Es ist davon auszugehen, dass gerade bei komplexen Krankheitsbildern, wie es bei der
Schizophrenie zutrifft, nicht nur ein einzelner SNP einen Einfluss auf den resultierenden
Phénotyp ausiibt, sondern dass mehrere SNPs, teilweise sogar in verschiedenen Genen, die
Auspriagung der Eigenschaft bewirken. Zur genotypischen Charakterisierung von Individuen
konnen Haplotypen erstellt werden. Ein Haplotyp eines Individuums stellt die Abfolge
spezifischer Allele auf einem Chromosom dar. Aufgrund von Kopplungen zwischen den
einzelnen SNP-Loci ist die Zahl der mdglichen Haplotypen, die theoretisch bei n bi-allelischen
SNP 2" Haplotypen betragen wiirde, begrenzt. Nach Betrachtung der Genotypdaten des zu
untersuchenden Kollektivs konnen die wahrscheinlichsten Haplotypen erstellt werden.

Assoziationsstudien haben im Vergleich zur Kopplungsanalyse den Vorteil, Gene aufzuspiiren,
die eventuell nur einen kleinen Effekt haben, dennoch aber fiir sich oder in Interaktion mit

anderen Genen wichtig fiir die Auspragung der Erkrankung sein konnen.

Kandidatengene

Neurotransmittersysteme

Dopaminerges System

Es wird seit lingerem ein Zusammenhang zwischen einer gestorten Dopamin-Neurotransmission
und pathologischen Dopaminrezeptoren postuliert. Besonders die Wirksamkeit der angewandten
Neuroleptika, insbesondere Dopamin-D,-Antagonisten, sprechen fiir eine Involvierung des
dopaminergen Systems in der Pathogenese. Aus diesem Grund erscheinen zum Beispiel die
kodierenden Gene fiir Dopaminrezeptoren als viel versprechende Ziele, um eine Assoziation mit
Schizophrenie zu iiberpriifen. Zwei gegensitzliche Rezeptoren konnten bisher identifiziert

werden: der D1-Rezeptor, der die Adenylatcyclase unterdriickt, und der D2-Rezeptor, der die
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Adenylatcyclase aktiviert. Die Gene fiir den Dopamin-D1-Rezeptor (DRD1), Dopamin-D2-
Rezeptor (DRD2), Dopamin-D3-Rezeptor (DRD3) und Dopamin-D4-Rezeptor (DRD4) wurden
bisher in Assoziationsstudien untersucht. Unter anderem wurden auch COMT, ein Enzym, das
den Transfer einer funktionellen Gruppe auf Katecholamine, u.a. der Neurotransmitter Dopamin,
katalysiert mit Schizophrenie assoziiert. Auch DAT, als synaptischer Dopamintransporter und -

regulator der Dopamintransmission, konnte in Verbindung mit Schizophrenie gebracht werden..

(Tab. 4).

Serotonerges System

Ein weiteres potentielles Kandidatengen ist das Gen fiir den 5-HT,a-Rezeptor. Er ist eines der
Wirkungsziele fiir die so genannten atypischen Neuroleptika und spielt auch wegen der engen
Kopplung an das dopaminerge System moglicherweise eine Rolle in der Pathogenese der
Schizophrenie. Unter anderem konnte in zwei Studien eine Assoziation festgestellt werden, die

zwischen bestimmten Genotypen und der Erkrankung an Schizophrenie bestand (Tab. 4).

Glutamerges System

Ein weiteres Neurotransmittersystem, das eine Bedeutung in der Schizophrenieforschung hat, ist
das glutamerge System. Glutamat ist der wichtigste exitatorisch wirkende Neurotransmitter des
zentralen Nervensystems und aktiviert sowohl ionotrope als auch metabotrope Rezeptoren. Unter
anderem wurde das Gen GRM 3 untersucht, das fiir den metabotropen Glutamatrezeptor 3
kodiert. Ergebnisse iliber dessen mogliche Assoziation mit Schizophrenie brachten jedoch

kontroverse Erkenntnisse (Tab. 4).
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Neurotransmittersystem Gen Studie

dopaminerges System DRDI Allen et al. 2008 [45]

DRD2 Schindler et al. [46]
Arinami et al. [47]
Jonnson et al. [48]

DRD3 Crocq et al 1992 [49]
DRD4 Nakajima et al. 2007[50]
COMT Shifman et al. 2002 [51]
DAT Talkowski et al.[52]
serotonerges System Gen fiir den 5-HT,4-Rezeptor Inayama et al. 1996 [53]
Williams et al. [54]
glutamerges System GRM3 Schwab et al.. 2008 [55]

Norton et al 2005 [56]
Fujii u. a. 2003 [57]

Tab. 4: Kandidatengene aus dem Bereich der Neurotransmittersysteme

Neuronenmigration

Verdnderungen in den Neurotransmittersystemen ist nur ein Erkldrungsansatz fiir die
Pathogenese von Schizophrenie. Pathologische Abwandlungen in der Zytoarchitektur des
Gehirns unterstiitzen die Annahme, dass Gene und dessen Genprodukte, die in der
Kortexformation, beim Synapsenaufbau, bei der Neuronenmigration u.d. eine Rolle spielen, auf
eine Assoziation mit Schizophrenie iiberpriift werden sollten. Vor allem die drei Gene
Neuregulin (NRG1), Dysbindin (DTNBP1) und Disrupted-in-Schizophrenia 1 (DISC-1) sind von
besonderem Interesse.

DISC 1, erstbeschrieben von St. Clair et al. in einer groflen schottischen Familienuntersuchung
[58], spielt in der neuronalen Migration eine wesentliche Rolle und konnte als wichtiger Faktor
fiir die korrekte Neuronenausrichtung und Formation insbesondere der hippokampalen
Strukturen identifiziert werden. In mehreren Studien wurden SNPs beschrieben, die eine
Assoziation mit der Diagnose Schizophrenie aufwiesen.

Das Gen NRGI kodiert fiir das Protein Neuregulin, das an den Rezeptor ERB4 bindet. Der
NRG1-ERB4-Signalweg soll eine wichtige Rolle in der Neuroentwicklung spielen und unter
anderem die Proliferation neuronaler Progenitorzellen sowie Neuronenmigration und Bildung
der Synaptogenese beeinflussen. Somit wird auch ein Zusammenhang zwischen einem

verdandertem NRG1-Gen und Schizophrenie proklamiert. Es konnten bisher tiber 80 verschiedene
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SNPs beschrieben werden, die in unterschiedlichen Populationen eine Assoziation mit
Schizophrenie aufwiesen.

Ein weiteres Kandidatengen, das in der Synaptogenese und damit in der Gehirnentwicklung eine
fiilhrende Rolle spielt, ist DTNBP1. Es kodiert das Protein Dysbindin, das in Neuronen
vorkommt, und besonders im Bereich des Hippokampus und Cerebellums expremiert wird.
Unter anderem konnte durch Messung der mRNA-Expression in verschiedenen Gehirnarealen
bei Schizophrenie-Patienten und gesunden Kontrollen eine signifikant verringerte Expression bei

erkrankten Probanden detektiert werden (Tab. 5).

Kandidatengen Studie

DISC-1 St Clair, D. et al. 1990 [58]
Hennah, W. et al. 2003 [59]
Chubb, I.E. et al. 2008 [60]
Callicott, J.H. et al. 2005 [61]

NRG1 Mei, L. & Xiong, W. 2008 [62]
Walss-Bass, C. u. a. 2006 [63]
DTNBP1 Weickert, C.S. u. a. 2004 [64]

Duan, J. u. a. 2007 [65]
Li, D. & He, L. 2007 [66]

Tab. 5: Kandidatengene aus dem Bereich der Neuronenmigration

Zusammenfassend kann man sagen, dass selbst die meistversprechendsten Kandidatengene kaum
reproduzierbare Ergebnisse zeigen, so dass weitere Untersuchungen von Genen, die
beispielsweise nachweislich im Prozess der Gehirnentwicklung involviert sind, angestrebt
werden. So konnen mdgliche Assoziationen mit Schizophrenie gefunden und ein zusétzlicher

Beitrag zur Aufklarung von Schizophrenie geleistet werden.

1.2 Dynaktin

Ein solcher Kandidat ist Dynaktin. Das Protein Dynaktin spielt eine Schliisselrolle im axonalen
Transport, in der Neuronenauswanderung und Chromosomenausrichtung wéhrend der Mitose
und konnte eine genetische Basis flir die nachgewiesene neuronale Strukturanomalie bei der

Schizophrenie sein.
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1.2.1 Struktur

Dynaktin ist ein Proteinkomplex, der aus 11 unterschiedlichen Untereinheiten aufgebaut ist

(Abb.1).

~. Bindungsstelle fir
Mikrotubuli

Bindungsstelle fiir
Dynein

Arp1 polymer

Bindungsstelle fiir Kargos

Abbildung 1: Darstellung eines Modells des Dynaktin-Komplex, bestehend aus der Basis mit Arp 1 (actin
related protein 1), Arp 11 (actin related protein 11), CapZ (conventional actin-capping protein), p62, p25,
p26, Dynamitin als Tetramer und p24/22 sowie der Projektionsarm aufgebaut durch die p150%"*-
Untereinheit [67]

Die Basis des Proteins wird aus einem Zusammenschluss mehrerer Teilproteine gebildet. Das
actin-related protein 1 (Arpl) kommt hier als Polymer vor und bildet den Hauptteil. Es konnte
gezeigt werden, dass diese Untereinheit in der Lage ist, ATP zu spalten und Filamente zu bilden,
dhnlich dem Aktin [68]. Weitere, den Dynaktin-Komplex bildende Proteine sind CapZ
(conventional actin-capping protein) und Arpl1, die beide jeweils die Enden der Basis bilden.
Die p62-Untereinheit verbindet die Arpll-Untereinheit mit den beiden kleinsten Dynaktin-
Teilstliicken: der p25- und p27-Untereinheit. Die Proteinbasis scheint insbesondere die Stabilitét
des Gesamtproteinkomplexes zu gewihrleisten.

Der ,,Projektionsarm® von Dynaktin wird groBtenteils von den wohl wichtigsten Untereinheiten
pl50 und Dynamitin gebildet. Das Dynamitintetramer als Verbindungsstiick zwischen
Proteinbasis und pl50-Kopfstick sowie zwei pl50-Untereinheiten bilden diesen
Dynaktinabschnitt. Sowohl Eckley et al. [69] als auch Karki et al. [70] fanden heraus, dass

freilosliches Dynamitin zu einer Losung der pl150-Unteinheit und der kleinsten Untereinheit
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p24/22 von der Dynaktin-Basis fiithrt. Im N-Terminus der Dynamitin-Untereinheit wurden
Interaktionsstellen mit einem Kinetochor-Protein, mit Calmodulin und einem Golgi-Apparat
assoziiertem Protein nachgewiesen [71], [72][73]..

Das p150-Polypeptid ist der groBte Bestandteil und ist in 3 Hauptabschnitte gegliedert. Das
kodierende Gen ist DCTNI1. Bereits 1996 formulierte die Arbeitsgruppe Holzbaur et al. die
Annahme, dass die Dynein-Dynaktin-Interaktion iiber die p150-Untereinheit eine mafigebliche
Schliisselrolle im axonalen Transport spielt [74].

Das glycinreiche n-terminale Ende, das so genannte CAP-Gly-Motiv (cytoskeleton associated
protein, glycine-rich) fungiert als Bindungsstelle fiir Mikrotubuli, Interphasezentrosomen und
den Spindelapparat wéhrend der Mitose [75], [76][77],. Es handelt sich dabei um eine stark
konservierte Aminosduresequenz, die einen der wichtigsten Aspekte der Dynaktin-Funktion
erfillt. Hier interagieren auch verschiedene Partnerproteine EB1 und CLIP-170, ebenfalls
Mikrotubuli bindende Proteine [78][67],. Unter anderem konnten Studien demonstrieren, dass
Fehler in diesem Abschnitt z.B. zu einer erblichen Form einer Motoneuronerkrankung fiihren
kann [79]. AuBerdem wurde beschrieben, dass eine Phosphorylierung der Position S19 die
Affinitdt zu Mikrotubuli reduzierte [75].

Die anschlieBende mittlere Sequenz beinhaltet die Dyneinbindungsstelle. Unterschiedliche
Studien konnten mehrere Dynein-Dynaktin-Interaktionsstellen identifizieren. Auch der Protein-
Protein-Kontakt mit Kinesin II findet hier statt [80].

Der c-terminale Abschnitt ist weniger intensiv untersucht. Es wurde vermutet, dass dieser
Abschnitt die Voraussetzung fiir eine direkte Verbindung mit Arpl schafft. Zusitzlich sollte hier
das Huntingtin-associated Protein 1 (HAP-1) mit Dynaktin interagieren [81]. Insgesamt scheint

die p150-Untereinheit die Hauptfunktion des Dynaktinkomplexes zu vermitteln.

1.2.3 Funktion

Dynaktin fungiert als Bindungspartner fiir multiple Mikrotubuli-basierte Motorproteine. Das
neuronale Netzwerk baut sich aus Aktin, Neurofilamenten und Mikrotubuli auf. Die Mikrotubuli
sind fiir die Stabilitit und Ausrichtung des Netzwerks verantwortlich, indem sie mit ihrem
langsam wachsenden minusgerichteten Ende in Richtung Zellkdrper und mit ihrem schnell
wachsenden peripher gerichteten Ende die Neuronenpolarisation vornehmen. Zwei verschiedene
Motorproteinkomplexe iibernehmen den Cargotransport in der Zelle. Man unterscheidet Kinesin,

das als Motorprotein fiir den anterograden Transport in die Peripherie verantwortlich ist, und
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Dynein, ein groBes Protein, das sich aus mehreren Untereinheiten zusammensetzt, das den

retrograden Transport aus der Peripherie zum Zellkdrper vornimmt (Abb. 2 und 3).

Dynamitin

Capping
protein

Arpi Arpii

Abbildung 2: Darstellung des Dynein-Dynaktin-Komplexes, HC
heavy chain, IC intermediate chain, Arp1 (actin related proein 1),
Arpl1 (actin related proein 11) [82]

Dynein

Abbildung 3 Darstellung des Transportsvorgangs von Kargos mit dem Dynaktin-Dynein-Komplex entlang
der Mikrotubuli (MT) [83]

Im Gegensatz zu Dynaktin ist Dynein féhig, zelluldre Bestandteile selbststindig zu binden.
Trotzdem scheint Dynaktin die Dyneinrekrutierung oder —Zielmarkierung zu regulieren und
spielt somit eine Schliisselrolle im retrograden Transport. Der korrekte Versand von
Golgivesikeln, Endozytoseorganellen und Mitochondrien scheint von einer funktionsfihigen

Dynein-Dynaktin-Zusammenarbeit abzuhéngen. Zusitzlich interagiert Dynaktin mit Kinesin II,
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was die Arbeitsgruppe unter Deacon demonstrieren konnte [80]. Somit scheint Dynaktin als
Bindungspartner fiir multiple Mikrotubuli-basierte Motorproteine zu fungieren.
Interessanterweise ist Dynaktin auBBerdem in der Kernverschiebung integriert. Wie Dujardin &
Vallee in ihrem Review beschrieben, scheint der Proteinzusammenschluss von Dynaktin,
Dynein, Lis 1, NudE/Nudel und DISC-1 zu einem Komplex die Bewegung von gréBeren
Strukturen, u.a. vom Nukleus zu bewirken. Dieser Prozess spielt bei der Zellreorientierung und
Neuronenmigration eine substanticlle Rolle [84]. Weitere Studien berichteten von einer
verstirkten Prisenz Dynaktins am Spindelpol wéhrend der Interphase und sprechen Dynaktin
eine wichtige organisatorische Rolle beim Mitosevorgang zu.

Abe et al. konnten nicht nur das Vorhandensein von Dynaktin im neuronalen Wachstumsbereich,
dem so genannten "growth cone", zeigen, sondern auch die Voraussetzung einer Funktionalitit

fiir das Wachstum der Zelle demonstrieren [85].

1.2.3 Dynaktin 1 (DCTN1)

Das fiir die p150-Untereinheit kodierende Gen DCTNI1 liegt auf dem p-Arm des Chromosoms 2
(Abb. 4). Die Arbeitsgruppe Holzbaur et al. lokalisierten bereits 1996 DCTNI1 via Fluoreszenz-

in-situ-Hybridisierung (FISH) auf dem Chromosom 2. Es besteht aus 32 Exons und erstreckt sich
auf 19,4 kb des Genoms.

[0 W WY NN HE N W NN TN Nl T

Abbildung 4: Darstellung von Chromosom 2 mit der Position von dem Gen DCTNI1 (rote Markierung), Bild
aus Ensembl Datenbank [86]

Bisher konnten nur im Gen DCTNI1 Mutationen gefunden werden, die mit klinischen
Symptomen assoziiert werden konnten.

Eine missense-Mutation der Base 957 (C—>T), die von der Arbeitsgruppe Puls et al. in einer
nordamerikanischen Familie detektieren werden konnte, resultiert in einer G59S-Substitution.
Dieser Basenaustausch liegt im Cap-Gly Bereich der p150-Untereinheit, wo die Bindungsstelle
zu Mikrotubuli liegt. Die betroffenen Familienmitglieder leiden an einer autosomal dominanten
Motoneuronerkrankung, die sich mit friih einsetzender Stimmenlippenldhmung und spéter
hinzutretender Schwiéche wie auch Atrophie im Gesichtsbereich, der Hinde und der distalen

Beinbereiche prisentierte [79].
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Die Arbeitsgruppe Miinch et al. identifizierte bei einer Patientin mit ALS &hnlichen Symptomen
eine heterozygote Auspriagung einer Cytosin/Thymin-Transition der Base 2512, die zu einem
Aminosdureaustausch fiihrte. Eine weitere identifizierte Transition der Base 3153 wurde bei
einem Patienten, der ebenfalls an einer nicht gesicherten ALS litt, gefunden. Auch hier kam es
zu einer Anderung der Aminosiuresequenz. Die Arbeitsgruppe identifizierte zusitzlich bei
einem anderen Patienten eine Mutation der Base 4546, die einen Aminosdureaustausch von
Threonin zu Isoleucin verursachte. Interessanterweise blieben die Mutter und Schwester bei
gleicher Basenausprigung unauffillig, wihrend der Bruder des Patienten andere Symptome
zeigte. Die Arbeitsgruppe ging daher von einer unvollstindigen Penetranz aus. In einer
zusdtzlichen Patientenfallstudie mit ALS-Betroffenen wurde eine heterozygote C- zu T-
Transition der Base 4102 gefunden, die ebenfalls eine Aminosduresubstitution verursachte. Der
Bruder des ALS-Patienten, der ebenfalls die Sequenzidnderung aufwies, litt an einer

frontotemporalen Demenz ohne Motoneuronenbeteiligung [87][88].

Lai et al. generierten eine transgene G59S knock-in-Maus, in der sie eine Beeintrachtigung des
funktionellen Dynein-Dynaktin-Komplexes demonstrieren konnten. Homozygote
Mausnachkommen zeigten eine frithe embryonale Sterblichkeit. Heterozygote Nachkommen
wiesen im Vergleich zum Wildtyp pathologische Neuronenverdnderungen auf [89]. Eine
pathologisch veridnderte Untereinheit p150 verursacht nachweislich einen Defekt im Dynaktin-

Dynein-Komplex und stort damit den axonalen Transport und die Versorgung des Neurons.

1.3 Lisl

Dynaktin interagiert nicht nur mit dem Motorprotein Dynein. Wie schon beschrieben,
kommuniziert Dynactin auch mit weiteren Mikrotubuli bindenden Proteinen, wie z.B. CLIP-170

oder EB1. Ein besonders interessanter Partner ist das Protein Lis1.

1.3.1 Aufbau und Funktion

Lisl fungiert als alpha-Untereinheit der platelet-activating-factor Acetylhydrolase (PAF-
Acetylhydrolase), welche u.a. Dynein positiv reguliert. Lisl spielt ebenso wéhrend der

Gehirnentwicklung eine Rolle, indem es die Proliferation neuronaler Precursor-Zellen und die
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Wanderung neu geformter Neuronen aus der ventrikuldren Zone in Richtung kortikaler Platte
beeinflusst.

Mutationen im Lis1-Gen verursachen die klassische Lissenzephalie [90], eine Missbildung des
Gehirns, die sich durch eine Verringerung bzw. sogar ein Fehlen der Gyrisierung des Gehirns
sowie eine gestorte Laminierung und vergroBerte dysmorphe Ventrikel auszeichnet. Als Ursache
wird eine abnorme Neuronenauswanderung diskutiert. Hirotsune et al. konnten sowohl in vivo
als auch in vitro Migrationsstérungen in heterozygoten Lis1-knock-out-Mausen nachweisen [91]

(Abb. 5).

Abbildung 5: In-Vitro-Analyse der neuronalen Migration bei

a) Wildtyp-Neuronen und b) heterozygoten Lis1-KO-Neuronen nach
24-h-Zellkultivierung. Erkennbar ist der Unterschied in der Migrationsdistanz,
die bei mutierten Lis1-Zellen signifikant kiirzer als bei Wildtypzellen ausfiel [91]

1.3.2 Interaktion mit Dynaktin

Die Arbeitsgruppe von Faulkner et al. konnte sowohl die Koimmunoprezipitation von Dynaktin,
Dynein und Lisl als auch eine zeitweise Kolokalisierung am Kinetochor demonstrieren.
AuBerdem beschrieben sie in Zellen mit gesteigerter Lis1-Expression eine verdnderte Dynaktin-
Verteilung. So erschien Dynaktin in unorganisierter Form und die Untereinheit p150 war von
den Mikrotubuli-Enden verdringt [92]. In der verdffentlichten Studie von Dujardin et al. konnte
die Prdsenz von Dynein, Dynaktin und Lis]l im Bereich der aussprossenden Zellseite wihrend

des Heilungsprozess nachgewiesen werden [93]. (Abbildung 6 und 7)
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Abbildung 6: Co-Lokalisation von der p150-Untereinheit von
Dynaktin und dem Protein Lisl, von links nach rechts: p150-
Untereinheit, Lis1, p150-Untereinheit und Lis1 [94]

Abbildung 7: Markierung der p150-Untereinheit von Dynaktin und Lis1 per Antikorper
im Bereich der auswachsenden Zellspitze wihrend des Heilungsprozesses 1 h nach
Zellverwundung; von links nach rechts: p150 markiert, Lis1 markiert, p150 und Lis1
zusammen markiert [93]

Dynaktin und Lis1 scheinen in einem direkten und starken Kontakt miteinander zu stehen. Jede
Storung des Gleichgewichts konnte zu Konsequenzen fiir die Zellorganisation fiihren.

Die Verbindung von Dynaktin mit Lis] sowie Dynaktins Rolle im zelluldren Kargotransport
macht deutlich, dass eine pathologische Verdnderung dieses Polypeptids nicht nur die zelluldre

Versorgung, sondern auch die Zellteilung und Zellentwicklung beeintrachtigen konnte.
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II Arbeitshypothese und Zielsetzung

Mehrere Studien konnten zeigen, dass Schizophrenie mdglicherweise aufgrund einer
Gehirnentwicklungsstorung entsteht. Verdnderte Gehirnstrukturen, die durch bildgebende
Verfahren und histologische Untersuchungen detektiert wurden, weisen unter anderem auf eine
pathologische Neuronenmigration bzw. allgemeine Neuronenorganisationsstorungen hin.
Mehrere Gene, die fiir in der Synaptogenese oder Neuronenmigration involvierte Proteine
kodieren, wurden auf Assoziationen mit Schizophrenie hin gepriift. Trotz positiver Ergebnisse
bleiben die Daten widerspriichlich und es fehlen weitere Erkenntnisse, welche die
Kausalitétskette schlieBen konnten.

Dynaktin als wichtiger Proteinkomplex des axonalen Transports spielt nachweislich eine
essenzielle Rolle in der Neuronenmigration und Mitoseorganisation. Die Fahigkeit der direkten
Bindung von Mikrotubuli und anderen strukturrelevanten Proteinen macht Dynaktin zu einem
wichtigen Bestandteil der Zellorganisation.

Das Gen DCTNI, das die Untereinheit pl150 von Dynaktin kodiert, soll in dieser Studie
hinsichtlich genetischer Varianten bei Schizophreniepatienten und gesunden Kontrollen
untersucht werden. Zur Ermittlung von Haplotypen sollen 7 SNP innerhalb des DCTN1-Gens bei
gesunden Probanden und Patienten genotypisiert werden. Um eine mogliche Assoziation
zwischen Genotyp und Erkrankung zu ermitteln, soll sowohl eine mdgliche Assoziation
zwischen einzelnen SNPs und Krankheit als auch der Einfluss des Haplotypen untersucht
werden.

Als weiterer Schritt erfolgt die Untersuchung einer Assoziation zwischen SNPs bzw. Haplotypen
mit Volumetriedaten. Es liegen Volumendaten verschiedener Gehirnareale, sowohl kortikale als
auch subkortikale Strukturen vor. Volumenabweichungen sollen einerseits auf eine Korrelation
mit der Diagnose, andererseits auch mit dem Genotyp analysiert werden.

Zuséatzlich stellt sich die Frage, ob ein strukturell verdndertes Dynaktin direkt einen
Erklarungsansatz flir Schizophrenie liefert oder ob die gestorte Interaktion zwischen
Partnerproteinen und Dynaktin Ursache fiir Verdnderungen ist. Dafiir soll in einem DCTNI-
cKO-Mausmodell Verdanderungen des Zellaufbaus und der Lisl-Expression ermittelt werden.
Die Folgen einer Inaktivierung der p150-Untereinheit-Expression in den genetisch verdnderten
Maiusen sollen tberpriift werden. Dafiir werden die Zellorganellen und die Zellproliferation

mutierter Zellen mit Wildtypzellen verglichen. Die Lis-Expression und Lokalisation wird
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ebenfalls vergleichend betrachtet, um Verdnderungen, die durch die Wirkung der pl150-
Unterexpression erkldrt werden konnten, zu beobachten.
Ziel der Studie ist die Entdeckung einer molekulargenetischen und/oder makroskopischen

Assoziation zwischen DCTN1 und der Diagnose Schizophrenie.
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IIT Material und Methoden

3.1 Probanden

3.1.1 Klinische Charakterisierung der Stichprobe

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer sowie die Erfassung klinischer Daten, Blutentnahme
und Bildgebung erfolgte durch die Arbeitsgruppe ,,Bildgebung* aus der Klinik fiir Psychiatrie
und Psychotherapie der Charit¢ Berlin. Fiir diese Studie wurde im Vorfeld ein Ethikvotum

eingeholt. Alle Teilnehmer unterschrieben eine Einverstdndniserklarung.

e Diagnose paranoid halluzinatorische Schizophrenie nach DSM-IV und ICD-10
unmediziert (Erstmanifestation)
mediziert (vorhergehende Episoden) (Abb. 8)

e psychopathologische Tests wurden durchgefiihrt (positive and negative Syndrome Scale
(PANSS), Clinical Global Impression Score (CGI))

e Ausschluss bei Konsum psychogener Substanzen aktuell oder in der Vergangenheit

e Ausschluss bei Diagnose weiterer Erkrankungen der Achse I und II

W ATYPIKA
W TYPIKA
[JUNMEDIZIERT

Abbildung 8: Medikamentiose Einstellung der eingeschlossenen Patienten; 24 Patienten mit atypischen
Neuroleptika, 28 Patienten mit typischen Neuroleptika, 22 Patienten blieben ohne medikamentose
Behandlung
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Kontrollkollektiv:
e keine Diagnose einer psychiatrischen Erkrankung der Achse I und I1
e keine Verwandten ersten Grades mit einer Diagnose der Achse [ und I1

e Ausschluss von aktuellem Drogenkonsum (Kontrolle mittels Urin-Drogen-Screening)

PANSS (positive and negative syndrome scale)

Bei diesem formalisierten psychopathologischen Test werden 30 Symptome, die in 3
Untergruppen eingeteilt sind, bewertet. Die eingesetzte Skala verlduft von 1, was als ,nicht
vorhanden® interpretiert wird, aufsteigend bis zur 7, was ,,extrem ausgeprigt* bedeutet. Es ergibt
sich eine theoretische Summe von mindestens 30 bzw. maximal 210.

Die 3 Symptomgruppen unterteilen sich in ,,Positivskala®, , Negativskala* und ,,Globalskala“.
Zur ,Positivskala®“ zédhlen Illusionen, formale Denkstorungen, Halluzinationen, Erregung,
Grofenwahn, Feindseligkeit und Misstrauen/Verfolgungswahn. Negativsymptome wie die
Affektverarmung, emotionale Isolation, mangelnde Beziehungsfihigkeit, passiv-apathische
soziale Isolation, erschwertes abstraktes Denkvermdgen, mangelnde Spontaneitdt und
Gesprachsfahigkeit sowie stereotypes Denken werden in der ,,Negativskala®“ zusammengefasst.
Letztendlich enthdlt die ,,Globalskala® Fragen nach Angst, Schuldgefiihlen, Gespanntheit,
Manieriertheit, Depression, verlangsamter Motorik, Unkooperativitit, ungewdhnlichen
Denkinhalten, Desorientiertheit, Aufmerksamkeitsschwiache, mangelnder Urteils- und
Einsichtsfiahigkeit, Storung der Willensbildung, mangelnder Impulskontrolle, Selbstbezogenheit,

aktiver sozialer Vermeidung und leiblicher Befindlichkeitsstorung.

3.1.2 Bildgebung

Bei dem groBten Teil der Probanden (50 Patienten und 60 gesunde Kontrollpersonen) wurde eine
funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT) mit dem Magnetom Vision, 1,5T von Siemens
durchgefiihrt (MPRAGE repetition time (TR) = 9.7 ms; echo time (TE) = 4 ms; a=12°; Matrix=
256 x 256 pixels, VoxelgroBe 1x1xImm?) und volumetrisch erfasst. Es wurden 14 Gehirnareale
jeweils links und rechts vermessen, wobei sich die statistischen Berechnungen in dieser Arbeit
nur auf bestimmte Areale beschrénkten:

e kortikale Strukturen: Gyrus frontalis medius, Gyrus temporalis superior, Insula

e subkortikale Strukturen: Basalganglien (Ncl. Caudatus, Pallidum, Putamen), Thalamus

e limbische Strukturen : Amygdala, Gyrus parahippocampalis, Cingulum

29



3.2 Genetische Charakterisierung

3.2.1 SNP-Auswahl

Die Sequenz des fiir die pl150-Untereinheit kodierende Gens Dynactin 1 (DCTN1) wurde der
Datenbank des UCSC Genome Browser (AC005041.2, UCSC Genome Browser on Human Mar.
2006 Assembly, genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) entnommen.

Die Auswahl der SNP erfolgte nach verschiedenen Kriterien. Ein allgemeines Ziel war die
genomische und physikalische ,,Abdeckung® des Gens. Des Weiteren wurden die SNPs
rs13420401, rs17721059 und rs17009890 aufgrund ihrer Lage im Exonbereich des Gens
ausgewdhlt. Der Heterozygosity-Index, der eine Aussage Tlber die Verteilung in der
Allgemeinbevolkerung trifft, war bei den SNP rs3815241 und rs2268426 ausschlaggebend. Die
beiden weiteren Polymorphismen rs740277 und 1s909177 wurden als Tagging-SNPs (=
repriasentative SNPs flir diese genomische Region) mithilfe des SNP-Browsers von ABI
identifiziert. Die Lage der SNP wurde der SNP-Ubersicht aus der ,,Entrez-SNP“-Datenbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp) entnommen (Tab. 6).

SNP Position Allel 1 | Allel 2 Heterozygosity Allelverteilung der rekr.
(ancestral) Index Probanden

rs3815241 Intron 2 G A A 0,908 A 0,85

bp 157531 G 0,092 GO0,15
rs13420401 | Exon 10, missense A C A 0,066 A 0,01

bp 164489 C 0,934 C 0,99
rs740277 Intron 11 T C C 0,908 C0,8

bp 164899 T 0,092 T0,2
rs17721059 | Exon 14, missense A G G 0,957 Gl

bp 165899 A 0,043 A0
rs909177 Intron 17 T C Cc0,9 C 0,79

bp 167412 T0,1 T0,21
1s2268426 | Intron 29 A C A 0,008 A 0,05

bp 172529 C 0,992 C0,95
rs17009890 | Exon 32, 3’UTR C A A 0,120 A0

bp 174072 C 0,880 Cl

Tab. 6: Darstellung der SNPs mit der jeweiligen Position im Gen DCTNI1, der Allelausprigung und der
Verteilung in européiischer Bevolkerung (dem jeweiligen refSNP Cluster Report www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP
entnommen) und innerhalb des untersuchten Kollektivs, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin, A = Adenin,
bp = Basenpaar
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3.2.2 Primerermittlung

Die Primersequenzen wurden anhand der DCTN1-Sequenzvorlage und des Programms ,,Blast 2

(13
Sequences*,

welches von NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi)

bereitgestellt wird, nicht-automatisiert ermittelt (Tab. 7).

Dabei wurden folgende Design-Bedingungen eingehalten:

e Das gesamte PCR-Produkt sollte 18 bis 22 bp lang sein.

e Bevorzugt sollte die Base C oder G am Ende stehen.

e Tripletts oder Repeats wie CTCT etc. sollten vermieden werden.

e 50 bis 70% der Basen sollten Cytosin oder Guanin sein.

Die Primer fiir die SNP rs3815241, rs909177 und 17009890 mussten mutiert werden, damit

passende Restriktionsenzyme gefunden werden konnten.

In diesen Fillen wurde die

Primersequenz des Forward-Primers direkt vor der SNP-Position bzw. des Reverse-Primer direkt

hinter der Mutationsstelle ausgewéhlt und die vorhergehende bzw. folgende Base ausgetauscht.

Ziel dieser Sequenzveridnderung ist es, eine Restriktionsstelle zu schaffen, die vorher nicht

vorhanden war. Durch diese Verdnderung verkiirzten sich die Gesamtprodukte und es konnten

nicht alle Primerdesign-Richtlinien eingehalten werden.

SNP Sequenz F Sequenz R g::;rr:llzﬁitl;g(;p(;es DNA-
740277 CgeTCAgeTeAgAACCATEC CCTTgAgCTCATCAATgTeC 400
909177 CCTggCAgACTCTACCTC C (A) | CTTeTeCAgCAgTTCAATeAge 152
2268426 | CTCeCACCAg CCCTgeTATg ¢TgAAgTgAeCTCTeCCTag 393
3815241 | CAgCCeTCCTTgATCTgeC C (T) | ggACTCCTCCTgeCTATeg 189
13420401 | CTggAgCAgeTeCAgeAATE gTCAgTAgTgAgCTCgTCCAC 405
17009890 | CCTCTeeTgCCCeCTCTeC ggACCTCACTTAACCTTTegTe A(g) | 258
17721059 CgACCTCATgATCCgCCTgC gAggTggCTgCTgTTgCCTC 455

Tab. 7: Darstellung der Primersequenzen und Sequenzlingen der Primer fiir die jeweiligen SNPs. Die
mutierten Primer sind herausgestellt. Die urspriingliche Base steht in Klammern, die neue Base ist fett
gedruckt, F (Forward), R (Reverse), G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin, A = Adenin, bp = Basenpaar

Die Primer wurden auf eine Zielkonzentration von (10 uM) geldst.
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3.2.3 DNA-Extraktion

Zur DNA-Extraktion aus den gesammelten Blutproben der Probanden wurde ein Kit der Firma

Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) genutzt.

e 15ml Lyse Puffer (FG1) auf 8 ml EDTA-Probandenblut geben
Zentrifugation der Mischung bei 5000U (Hettich-Zentrifuge)

e Verwerfen des roten Uberstands

e nach ca. 2 min Zugabe von 4 ml Puffer-Qiagen-Protease-Losung (4 ml Puffer
FG2 mit 4ul Qiagen-Protease)

e nach Homogenisierung des Pellets Inkubation bei 65°C fiir 15 min bis zu einem
Farbwechsel

e Zugabe von 4 ml Isopropanol und Schwenken bis zum Erscheinen der DNA-
Stringe

e Zentrifugation bei 4000U fiir 3 min

e Abtrennen des Uberstands

e Losung in 4 ml 70%igem Ethanol

e Zentrifugation bei 4000U fiir 3 min

e Entfernung des Ethanols mit anschlieBender 1 Stunde Trocknungsphase

e Zugabe von 1 ml Qiagen-Puffer (FG 3)

e Inkubation bei 65°C fiir 60 min

Die Losung der DNA erfolgte im Qiagen-Puffer.

3.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR — Polymerase chain reaction)

Die Amplifikation des DNA-Abschnitts des entsprechenden SNPs erfolgte mittels
Polymerasenkettenreaktion. Bei diesem in-vitro-Verfahren ist es moglich, spezifische Genom-
Abschnitte exponentiell zu vervielfdltigen.

Als erster Schritt erfolgt die Denaturierung der Doppelstrang-DNA bei 94°C in Einzelstrange (1.
in Abb. 9). AnschlieBend kommt es bei flir die jeweiligen Primer optimalen
Anlagerungstemperatur zur Hybridisierung (Annealing) der ,Sense‘ (forward)- und ,Antisense’

(reverse)- Primer an die denaturierte Einzelstrang-DNA (ss-DNA) (2. in Abb. 9). Die
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Temperatur wird daraufthin auf 72°C erhoht und es werden komplementire DNA-Stringe von
einer Polymerase in Gegenwart aller vier ANTPs neu synthetisiert (Extension) (3. in Abb. 9). Ein
Zyklus ist beendet (4. in Abb. 9). AnschlieBend steigt die Temperatur wieder auf 94°C und es

kommt erneut zur Denaturierung. Es beginnt ein neuer PCR-Zyklus (Abb. 9).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung eines PCR-Zyklus, P = Polymerase [95]

Auf 1ul DNA wurden 2ul Pufferlosung (10xPCR-Puffer, Gene Craft Liidinghausen
Deutschland), 1pul Dedesoxynukleotide (10mM, Rapidozym GmbH)und 0,5ul Snmolare Primer
(TIB Molbiol) hinzugefiigt. Die Menge an MgCl, (Bio Therm, Gaithersburg USA) variierte von
0,8 bis 1,1l und Aqua dest. von 14 bis 13,7pul.

Mithilfe einer Gradienten-PCR konnte die optimale Annealing-Temperatur und MgCl,-Volumen
ermittelt werden. Die Temperatur wurde dabei von 53°C bis 73°C abgestuft. Die Temperatur
wihrend der Denaturierung betrug 94°C, die Extension-Temperatur wurde auf 72°C eingestellt.

Die eingesetzte Menge an MgCl, lag bei 0,6, 0,8, 1,0 und 1,2ul. Es erfolgten 35 Zyklen.
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Die ermittelten optimalen Bedingungen wurden im PCR-Protokoll der einzelnen SNPs

beriicksichtigt (Tab. 8).

SNP MgCl, in pl | Denaturierung Annealing Extension Final Extension
Temperatur und Dauer | Temperatur und Dauer | Temperatur und Dauer | Temperatur und Dauer
1574077 0,8 94°C (1 min) 64°C (1 min) 72°C (1min) 72°C (7 min)
1s909177 0,8 94°C (1 min) 62°C (1 min) 72°C (1min) 72°C (7 min)
152268426 1 94°C (1 min) 69°C (1 min) 72°C (1min) 72°C (7 min)
rs3815241 1,1 94°C (30 sec) 61°C (30 sec) 65°C (30 sec) 65°C (5 min)
rs13420401 0,8 94°C (1 min) 65°C (1 min) 72°C (1min) 72°C (7 min)
rs17009890 |1 94°C (1 min) 65°C (1 min) 72°C (1min) 72°C (7 min)
rs17721059 | 1,1 94°C (1 min) 70°C (1 min) 72°C (1min) 72°C (7 min)

Tab. 8: Darstellung der PCR-Bedingungen fiir die einzelnen SNPs.

Die eingesetzte Polymerase war eine Tag-Polymerase (Bio Therm, Gaithersburg USA, 5U/ul).

3.2.5 Enzymatische Restriktion — Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismen

(RFLP)

Zur Auswertung der verschiedenen Genotypen wurde die enzymatische Restriktion als Methode

der Wahl angewandt. Dabei werden Enzyme — Restriktionsendonukleasen - eingesetzt, die

spezifische Basenmuster erkennen und an bestimmten Positionen die Bindung innerhalb des

DNA-Strangs enzymatisch auftrennen. Dabei ist entscheidend, welches Allel des Ziel-SNP

ausgepragt ist. (Abb. 10)
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5'...CCATC(N),...3'
3'...GGTAG(N)s...5'

Enzymatischer
—» DNA-Strang-

Bruch
5:...CCATY(N)a...3" A
3...GGTAR(N)s...5"
T~ 5. .CCATT(N)s...3 Kein
3'...GGTAA(N)s...5 —» Enzymatischer
DNA-Strang-
Bruch

Abbildung 10: Schematische Darstellung der enzymatischen Spaltung am Beispiel Enzym Bccl. Das
Vorhandensein des C-Allels fiihrt zu ein Wiedererkennung des Enzyms und einer DNA-Spaltung 4
Basenpaare entfernt. Ein T-Allel fiihrt zu keiner enzymatischen Spaltung. Pfeile markieren die Schnittstelle
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Anhand der dabei entstehenden DNA-Teilstiicke kann eine Aussage iiber die Basenabfolge
getroffen werden. Kommt es zu der Bildung von Bruchstiicken, war die spezifische
Restriktionsstelle, also eine bestimmte Base, genotypisch ausgepragt.
In der vorliegenden Arbeit wurden Sul des PCR-Produkts mit 1pl Enzym, 2 ul spezifischem
Enzympuffer und 7ul Aqua dest. behandelt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubationsphase von
16h bei einer fiir das Enzym charakteristischen Temperatur (Tab. 9).

Die Auswahl der Restriktionsenzyme erfolgte mittels NEBcutter 2.0, einer von New England
Biolabs (NEB) angebotenen Suchmaschine fiir Restriktionsenzyme

(tools.neb.com/NEBcutter2/index.php).

SNP Enzym Konz. Puffer Genotyp mit Bandenmuster
(Teilstiicke in Bp)
740277 Becl (NEB) | 10000 U/ml | NEBI (NEB) TT (homozygot 1): 354/46
schneidet bei C CT (heterozygot): 354/205/149/46
CC (homozygot 2): 205/149/46
909177 Bsrl (NEB) | 5000 U/ml NEB3 (NEB) TT (homozygot 1): 152
schneidet bei C CT (heterozygot): 152/132/20
CC (homozygot 2): 132/20
2268426 Cac8l (NEB) | 4000 U/ml NEB3 (NEB) AA (homozygot 1): 393
schneidet bei C AC (heterozygot): 393/240/153
CC (homozygot 2): 240/153
3815241 Mscl  (NEB) | 3000 U/ml NEB4 (NEB) GG (homozygot 1): 189
schneidet bei A AG (heterozygot): 189/173/16
AA (homozygot 2): 173/16
13420401 Hin6l 10 U/ul Tango AA (homozygot 1): 343/62
(Fermentas) (Fermentas) AC (heterozygot): 343/187/156/62
schneidet bei C CC (homozygot 2): 187/156/62
17009890 Bec I (NEB) 10000 U/ml | NEB1 (NEB) CC (homozygot 1): 258
schneidet bei A AC (heterozygot): 258/242/16
AA (homozygot 2): 242/16
17721059 BspMI (NEB) | 2000 U/ml NEB3 (NEB) GG (homozygot 1): 455
schneidet bei A AG (heterozygot): 455/256/199
AA (homozygot 2): 256/199

Tab. 9: Darstellung der eingesetzten Enzyme, Enzymkonzentrationen und eingesetzten Puffer fiir die
jeweiligen SNPs. Auflistung der erwarteten Linge der Restriktionsfragmente. Inkubationszeit betrug bei
allen Enzymen 16 h. Inkubationstemperatur lag bei 37°C (Enzym Bsr1: 65°C), G = Guanin, C = Cytosin, T =
Thymin, A = Adenin, bp = Basenpaar

Nach erfolgreicher Restriktion entstehen in einer Gelelektrophorese identifizierbare
unterschiedliche Restriktionsfragmente, deren Lingen fiir die jeweiligen Allele spezifisch sind.
Es sind 3 verschiedene Auspriagungen moglich. Es liegt ein homozygoter Genotyp (homozygot
1) vor, wenn die entscheidende Sequenz so ausgeprigt ist, dass das Enzym keine Spaltung
vornimmt. Bei einer heterozygot ausgeprigten Wiedererkennungssequenz spaltet das Enzym nur
einen DNA-Strang. Die dritte Moglichkeit entsteht, wenn das Restriktionsenzym beide DNA-

Strénge ,,schneidet. In diesem Fall liegt die spezifische Sequenz homozygot vor.
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3.2.6 Elektrophoretische Auftrennung

PCR-Produkte und Restriktionsfragmente lassen sich hinsichtlich der Grof3e, Konzentration und
Spezifitit der Amplifikationsreaktion mittels einer Gelelektrophorese liberpriifen.

In der Gelelektrophorese wandert die DNA aufgrund ihrer negativen Ladung in einem Gel unter
angelegter Spannung in Richtung der Anode. Die zuriickgelegte Laufstrecke ist abhidngig von der
MolekiilgroBBe der applizierten Probe. Aufgrund des Siebeffekts des Agarosegels steigt die
Streckenldnge mit Abnahme der Molekiilgrof3e.

Die PCR-Produkte sowie die enzymatisch hergestellten Teilstiicke wurden in einem 2%igen
bzw. 3%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Fiir die Agarosegele wurde Agarose-
Pulver (SERVA 11404, SERVA electrophoresis GmbH, Heidelberg Deutschland) in 1xTBE-
Puffer (10xTBE-Puffer) durch Aufkochen gelost. Das fliissige Gel erstarrte in einem
horizontalen Gel-Elektrophorese-Schlitten und wurde anschlieend in eine mit 1xXTBE-Puffer
gefiillte Elektrophorese-Kammer iiberfithrt. Nun wurde eine Mischung des eingesetzten
Laufpuffers und PCR-Produkts bzw. Restriktionsprodukts bei einem Verhiltnis von 10ul zu 8-
10ul in die Geltaschen appliziert. Zur Einschdtzung der DNA-Linge erfolgte die parallele
Zugabe eines 50 bp groBen Markers (0,5pg/pl, MBI Fermentas GmbH, St. Leon Roth) in einer
Extrageltasche.

Die angelegte Spannung lag bei der Auftrennung der PCR-Produkte bei etwa 120 bis 130V. Die
Auftrennung erfolgte in 40 bis 60 min. Zur Auftrennung der RFLP-Teilstiicke wurde die
Spannung auf 100 — 120 V gesenkt und die Auftrennungsdauer auf 80 bis 100 min erhoht.
AnschlieBend folgte die Anfarbung der Banden mit ,,SYBR-Gold nucleic acid gel stain®
(Invitrogen molecular probes, Karlsruhe Deutschland) in einem Férbebad fiir ca. eine Stunde.
Zur Geldokumentation wurde ein UV-Licht-Kamerasystem ,,Gel Imager UST-20M-8E* (INTAS,

Gottingen Deutschland) verwandt.

3.3 Zellbiologische Untersuchung

3.3.1 Tiermodell

Die Arbeitsgruppe unter Dr. Huaibin Cai stellte freundlicherweise das von ihnen generierte

conditional Knock-out-DCTN1-Mausmodel (cKO-DCTN1) fiir die Untersuchungen zur
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Verfiigung (Aktenzeichen: 06-038, 323-H4C-Mi; Genehmigung am 06.12.2006) Grundlage
dieses Mausmodells ist das angewandte LoxP/CRE-System, das zur Entfernung der Exone 2 bis
4 aus dem DCTN1-Gen eingefiigt wurde.

Cre (causes recombination) ist eine Rekombinase, die zwischen 2 loxP-Sequenzen (locus of X-
ing over) eine spezifische Rekombination vornimmt. Dafiir werden die loxP-Sequenzen beidseits
der auszuschneidenden Sequenz eingefiigt, das Gen wird ,,gefloxt. Durch Anwendung von
Fusionsproteinen aus Cre und mutierten Ligandenbindungsdoménen von Steroidrezeptoren kann
eine Hinzugabe von Tamoxifen als synthetischen Liganden die Aktivierung der Rekombinase
bewirken. Auf diesem Weg ist eine zeitlich kontrollierte und gewebespezifische Deletion

méglich [96] (Abb.11).

TAMOXIFEN
‘_

Cre negativ
l ( l (
Knock-out DCTNL1 bleibt
von DCTN1 erhalten

Abbildung 11: Tiere bzw. Zellen, die fiir Cre positiv sind, zeigten nach Behandlung mit Tamoxifen
eine reduzierte DCTN1-Expression. Cre-negative Tiere bzw. Zellen zeigten keine Verinderung.

3.3.2 Gewebeentnahme, Zellkultur

e Entnahme eines Gewebestiicks vom Riicken (0,5cm x 0,5¢cm) am Tag der Geburt
(p-p.0)

e Ausplattierung der Gewebeprobe auf eine unbehandelte 6-well-Platte

e Kultivierung fiir 3 bis 4 Wochen in DMEM-L&sung (high glucose, Gibco
Invitrogen) - angereichert mit 4,5g/l D-Glukose, L-Glutamin, 110mg/l
Natriumpyruvat, 1% Penicillin/Streptomycin-Losung (alles Gibco Invitrogen) und
10% FS

e Inkubation bei 37°C und 5% CO2

e  Wechsel von 75% des Kulturmediums alle 2-3 Tage
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Nach der Kultivierungszeit wurden die Zellen mit 4-OH-Tamoxifen (Sigma) 5 Tage lang
behandelt. Es wurden 1uM an 2 aufeinander folgenden Tagen appliziert.

Am 7. Tag nach der abgeschlossenen 4-OH-Tamoxifen-Behandlung wurden 10uM EdU (Click-
iT EdU- Zellproliferationsassay, Invitrogen) einmalig hinzugefiigt. Die Zellfixierung wurde mit

4%igem PFA fiir 15 min durchgefiihrt.

Die primédren Neurone wurden ebenfalls von neugeborenen Méiusejungen entnommen. Die
Jungtiere wurde dekaptiert, das Kortexgewebe schnell entnommen und anschliefend in 35mm
Petrischalen mit sterilem Hank-Puffer iibertragen. Der Puffer beinhaltete (alle Angaben in mM):
2,5 HEPES, 35 Glukose, 1 CaCl,, 1 MgSO4 und 4 NaHCO;, bei einem pH von 7,4. Die
Meningen wurden entfernt. Anschliefend erfolgte die Neuronendissoziation per Papain-
Digestion (Sigma). Die Zellen wurden mit einer Dichte von 10° pro Well in einer 6-Well-Platte
(mit Poly-D-Lysin iiberzogen, Becton Dickinson, San Jose, CA) ausgebreitet. Das
Kulturmedium war ein Basal-Medium-Eagle-Medium (Sigma), das mit B27, N2, 1 mM L-
Glutamine und Penicillin/Streptomycin-Losung (Gibco Invitrogen) angereichert wurde.
Arabinosylcytosin bzw. D-Arabinofuranosidcytosin (Sigma) wurde zur Wachstumshemmung
von Gliazellen eingesetzt. Diese Versuche wurden unter Anleitung und Betreuung von PhD Lai,

Chen (Arbeitsgruppe NIA Cai, NIH Bethesda, USA) durchgefiihrt.

3.3.3 Immunfluoreszenzmarkierung

Die Markierung mit Immunfluoreszenzfarbstoffen erfolgte in mehreren Schritten:

e 3 mal Spiilen der Zellproben mit 1x PBS

e anschlieBend Inkubation mit 0.1% Triton fiir 10 min

e Zugabe eines Puffers zur Blockierung unspezifischer Reaktionen (1x PBS plus 10%
Ziegenserum (Sigma)) fiir 1 h

e erneut 3 mal Spiilen mit 1x PBS

e Inkubation der Proben mit dem ersten Antikorper (geldst in Ziegenserum) liber Nacht

¢ 1 h Inkubation bei Raumtemperatur

e 3 mal spiilen mit 1xPBS

e Inkubation der Proben mit dem 2.Antikorper (gelost in Ziegenserum) fiir 1 h (abgedeckt)

e 3 mal spiilen mit 1x PBS
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e Spiilen mit Aqua dest.

3.3.4 Bildgebung

Die Fluoreszenzbilder wurden mithilfe des Laserscan-Confocal-Mikroskop (LSM 510, Zeiss,
Thornwood, NJ) aufgenommen. Die angewandte VergroBerung erfolgte mit einem 63x1,4 NA

Olobjektiv. Fiir eine maximale Auflsung von 100xBildern wurde ein Zoomfaktor von 2 genutzt.

3.3.5 Proteinanalyse

Zur quantitativen und qualitativen Proteinanalyse wurde ein Westernblot durchgefiihrt. Dabei
werden Proteingemische durch eine Gelelektrophorese in ihre Komponenten aufgetrennt.
AnschliefSend erfolgt der Transfer der Proteine aus dem Gel auf einen weiteren Tréger, der dann
in den Folgereaktionen eingesetzt wird. Als Trdger konnen Papier, Zellulosenitrat- bzw.
Zelluloseacetatfolien benutzt werden. Nun erfolgte die Behandlung mit spezifischen
Antikorpern. Diese binden an die gesuchten Antigene und identifizieren so Proteinbanden.
Unspezifisch gebundene Antikdrper werden aufgrund von Waschschritten mit Puffern wieder
entfernt. AnschlieBend erfolgt die Behandlung mit einem Sekundér-Antikoérper, an dem zur
Sichtbarmachung der detektierten Antigen-Antikdrper-Kombination beispielsweise ein
katalytisches Enzym oder Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist.

Fiir den durchgefiihrten Westernblot wurden die Fibroblasten durch die Lyse im RiPa-Puffer
vorbereitet. Nach der Sonifikation und Zentrifugation (14000rpm fiir 15 min) wurde der
abgetrennte Uberstand entnommen und weiterverarbeitet.

Es wurde zu 6 verschiedenen Zeitpunkten Zellen gesammelt: 1. Tag, 3. Tag, 7. Tag, 10.Tag, 14.
Tag und 21. Tag nach abgeschlossener 4-OH-Tamoxifen-Behandlung. Die Proteine wurden auf
einem 4-12% Bis-Tris-Minigel (NuPage Invitrogen) getrennt und fiir den Westernblot auf eine
Nitrozellulosemembran (iBlot® Gel Transfer Device, iBlot® Transfer Stack , Invitrogen)
iibertragen. AnschlieBend erfolgte die Behandlung mit Antikorpern.

Diese umfassten den polyklonalen anti-Lisl-Antikdrper, den polyklonalen (beide Abcam,
Cambridge, UK) als auch monoklonalen anti-p150-Antikorper (BD, Transduction Laboratories,
Lexington, KY) und den anti-Actin-Antikérper (Sigma, St. Louis, MS). Fiir das Anfarben des
Golgi-Apparats wurden 2 unterschiedliche priméire Antikorper genutzt: der GM130-Antikorper
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sowie der GRG1-Antikorper (beide Sigma-Aldrich, St. Louis USA). Topro3 (Invitrogen) wurde
zur Kernfiarbung verwendet. Weitere Antikorper waren 104B (DSHB - Developmental studies
hybridoma bank) zur Lysosomenmarkierung, pmp70 (Sigma-Aldrich, St. Louis USA) zur
Anfiarbung von Peroxisomen sowie anti-p50-Antikdrper und anti-Dynein-Antikdrper (beide
Chemicon, Temecula, CA) fiir die Darstellung im Westernblot.

Die sekundéren Antikdrper waren ebenfalls von Abcam.

3.4 Statistische Auswertung

Das angewandte Statistikprogramm SPSS lag in der 14.0-Version vor (Statistical Package for
Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, 2007).

Folgende Testverfahren wurden durchgefiihrt:

e Kolmogorov-Smirnov-Test

e Deskriptive Statistik (Mittelwert, Minimum, Maximum)
e Haufigkeitsvergleich mit dem Chi-Quadrat-Test

o cinfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)

e t-Test nach Student

e post-hoc-Test nach Bonferroni

Ergebnisse wurden bei allen Untersuchungen als signifikant ab einem p-Wert < 0,05 (2-seitig)
betrachtet.

Nach Bestimmung der einzelnen genotypischen Auspriagung der SNPs erfolgte die Berechnung
der Haplotypen. Dabei wurde das Haplotypen-Analyse-Programm HAP
(http://research.calit2.net/hap) genutzt.
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3.5 Ubersicht weiterer eingesetzter Chemikalien und Gerate

(soweit nicht im Text aufgefiihrt)

Gerit/Chemikalie Typ Hersteller
PCR-Thermo-Cycler 2720 Thermal Cycler Applied Biosystems,
Kalifornien USA
Gradienten-Cycler Mastercycler Gradient Eppendorf Vertrieb
Deutschland GmbH Hamburg
Gelkammer fiir Elektrophorese Maxi Large 480000 Harnischmacher
Midi 2 Carl Roth, Karlsruhe
Deutschland
Spannungsquelle Elite 300 Wealtec, Johannesburg
Stidafrika
Unipack 250 Harnischmacher
Inkubator Thermocenter Salvis Lab Salvis Lab, Schweiz
Zentrifuge Laboratorian Medical | Lab 4 you, Gessthacht
centrifuge (LMC 3000)
Mikrozentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf, Vertrieb
Deutschland GmbH, Hamburg
Waage OWA Labor OWA Labor, Deutschland
Wippschiittler Unitwist RT G-Kisker, Steinfurth
Deutschland
Pipetten Eppendorf, Vertrieb
Deutschland GmbH, Hamburg
Pipettenspitzen Sarstedt, Niirnberg Deutschland
Mikrowelle, Kiihlschrank Bosch, Miinchen Deutschland
Chemikalien Hersteller
Ethanol absolut Carl Roth, GmbH Karlsruhe Deutschland
Loading Buffer BioTherm, Gaithersburg USA
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IV Ergebnisse

4.1 Demographische Daten der Probanden

Es standen insgesamt 135 Probanden zur Verfiigung, deren genotypische Auspriagung der
ausgewdihlten SNPs des Gens DCTNI analysiert wurde.

Insgesamt konnten wir zusétzlich auf Volumetrie-Daten von 110 Probanden zugreifen.

4.1.1 Geschlechterverteilung

Probandengruppe Frauen Minner
Patienten 20 (30,8%) 45 (69,2%)
Patienten (mit Volumetrie) 16 (32%) 34 (68 %)
gesunde Kontrollen 11 (15,7%) 59 (84,3%)
gesunde Kontrollen (mit Volumetrie) 11 (18,3%) 49 (81,7%)

Tab. 10: Ubersicht der Geschlechterverteilung

In der Gesamtgruppe waren die Volumina der Areale Pallidum rechts und links, Putamen rechts
und links sowie Thalamus rechts und links unabhédngig vom Geschlecht. Die anderen Areale
waren bei den ménnlichen Probanden signifikant groBer als bei den weiblichen Probanden
(sdmtliche p < 0,05).

In der Kontrollgruppe zeigten nur die Areale Gyrus temporalis sup., Gyrus parahippokampalis,
Insula sowie die Amygdala (alles beidseits) signifikante Geschlecht-Volumen-Korrelationen
(ménnlich > weiblich, simtliche p < 0,05).

In der Patientengruppe waren nur die Areale Pallidum, Putamen und Thalamus unabhéngig vom
Geschlecht. Alle anderen Gehirnabschnitte zeigten bei ménnlichen Patienten grofere Volumina

(sdmtliche p < 0,05).

42



4.1.2 Altersverteilung

Probandengruppe Alter pin Alter,,.x | Alterpie | Standardabweichung
alle Probanden 18 65 36,09 10,77
alle Probanden (mit Volumetrie) 18 65 36,12 11,09
Patienten 18 65 33,59 10,94
Patienten (mit Volumetrie) 18 65 33,52 11,25
gesunde Kontrollen 22 59 38,48 10,12
gesunde Kontrollen (mit Volumetrie) | 22 59 38,28 10,57

Tab. 11: Ubersicht der Altersverteilung

Das Alter war im untersuchten Kollektiv normal verteilt.

Als einzige Probandengruppe zeigte die Patientengruppe eine Alter-Geschlecht-Assoziation.
Mainnliche Patienten waren signifikant dlter als weibliche Patienten (p = 0,007, df =63, T = -
2,78).

4.1.3 PANSS

Bei 57 Patienten wurde der PANSS erfasst.

Minimum | Maximum | Mittelwert | Standardabweichung
Positivskala 7 39 19,74 7,798
Negativskala 7 37 21,81 8,09
Skala der generellen Psychopathologie | 17 75 38,04 12,578
Gesamt 31 135 79,75 25,825

Tab. 12: Darstellung der erreichten PANSS-Werte. Skala ist eingeteilt von 1 bis 7, wobei 1 ,,nicht ausgeprigt*
und 7 ,,sehr start ausgeprigt“ entspricht. Einteilung der erfassten 30 Symptome in 3 Untergruppen.

4.2 Einfluss der Diagnose auf das Volumen der Gehirnareale

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen gesunden Probanden und Patienten
hinsichtlich der gemessenen Gehirnvolumina festgestellt werden. Es muss die Hy-Hypothese

angenommen werden, d.h. dass keine Diagnose-Struktur-Korrelation besteht.
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4.3 SNP-Einfluss

4.3.1 Einfluss der SNPs auf die Diagnose

Die betrachteten SNPs entsprachen dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Mithilfe des
Vierfelder-y*-Tests wurde die Hypothese iiber einen Zusammenhang zwischen der
genotypischen SNP-Ausprigung und der Erkrankung an Schizophrenie liberpriift. Es konnte kein
p-Wert < 0,05 ermittelt werden. Somit muss fiir rs3815240, rs13420401, rs740277, rs17721059,
1909177, 152268426 und rs17009890 Hy angenommen werden (Tab. 13).

SNP Probanden homozygot 1 heterozygot homozygot 2 p-Wert
153815241 Kontrollen 0 GG 13 GA 57 AA p=0,53
Patienten 1 GG 10 GA 54 AA =13
df=2
1513420401 Kontrollen 0 AA 0AC 70 CC p=03
Patienten 0 AA 1 AC 64 CC =11
df=1
15740277 Kontrollen ITT 19 TC 50CC p=037
Patienten 0OTT 13 TC 52 CC r=2
df=2
rs17721059 Kontrollen 70 GG 0 GA 0AA a
Patienten 65 GG 0 GA 0AA
rs909177 Kontrollen 2TT 20 TC 48CC p=0,23
Patienten 0TT 14 TC 51CC =3
df=2
1s2268426 Kontrollen 0AA 4 AC 66 CC p=0,77
Patienten 0 AA 3AC 62 CC 1 =0.1
df=1
rs17009890 Kontrollen 70 CC 0CA 0CA a
Patienten 65 CC 0CA 0CA

Tab. 13: Verteilung der Genotypen innerhalb des Patienten- und Kontrollkollektivs; ermittelte p-Werte — a
entspricht der nicht durchfiihrbaren statistischen Berechnung, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin, A =

Adenin

Zur Einschitzung der Verteilung der Allele und eines moglichen Einflusses auf die Diagnose

wurden SNP-Dominanz-Modelle eingesetzt.
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Im ersten SNP-Dominanzmodell wurden die heterozygoten Merkmalstriger den homozygoten
Trégern des Allels 1 zugeordnet. Auf diese Weise werden alle Trager des Allel 1 Probanden
gegeniibergestellt, die dieses Allel nicht aufweisen.

Im zweiten Dominanzmodell erfolgt die Zuteilung der heterozygoten Merkmalstrager zu den
homozygoten Trigern des Allel 2, sodass jeweils zwei Gruppen, Triager des Allels 2 und
Probanden ohne Allel 2, entstehen. Im Vordergrund dieser Umverteilungen steht die Annahme,
dass das Vorhandensein bzw. das Fehlen eines Allels von Bedeutung ist.

Alle Probanden waren homozygot fiir die SNPs rs17721059 und rs17009890, so dass eine
Zuordnung der Probanden nach den beschriebenen SNP-Dominanzmodellen entfllt.

Kein Proband war homozygoter Trager des Allels 1 der SNPs rs13420401(A/A) und rs2268426
(A/A). Daher entfiel hier eine Zuordnung nach dem 2. SNP-Dominanzmodell.

Auch bei Anwendung dieser Modelle konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen

Alleltragerstatus und Diagnose festgestellt werden (Tab. 14 und 15).

SNP Probanden | Allel 1-Tréiger (homoz. & heteroz.) Allel 2-Triger (homozygot) | p-Wert
153815241 Kontrollen 13G 5TA p=0,8
Patienten 11G 54 A ¥ =0,1
df=1
rs13420401 | Kontrollen 0A 70 C p=03
Patienten 1A 64 C r¥=1,1
df=1
rs740277 Kontrollen 20T 50C p=0,25
Patienten 13T 52C Y=13
df=1
1s909177 Kontrollen 22T 48 C p=0,2
Patienten 14T 51C =17
df=1
rs2268426 Kontrollen 4A 66 C p=0,77
Patienten 3A 62 C Y =0,1
df=1

Tab. 14: SNP-Dominanzmodell 1,Verteilung der Merkmalstriger anhand des SNP-Dominanzmodells 1, G =

Guanin, C = Cytosin, T = Thymin, A = Adenin, homoz = homozygot, heteroz. = heterozygot
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SNP Probanden | Allel 1-Triger (homoz. & heteroz.) Allel 2-Triger (homozygot) | p-Wert
rs 3815241 Kontrollen 0G 70 A p=03
Patienten 1G 64 A v¥=1,1
df=1
s 740277 Kontrollen 1T 69 C p=03
Patienten 0T 65C =1
df=1
rs 909177 Kontrollen 2T 68 C p=0,17
Patienten 0T 65C Y=1,9
df=1

Tab. 15: SNP-Dominanz-Modell 2,Verteilung der Merkmalstriger anhand des SNP-Dominanzmodells 2, G =

Guanin, C = Cytosin, T = Thymin, A = Adenin, homoz. = homozygot, heteroz. = heterozygot

4.3.2 Einfluss der SNPs auf die Volumetriedaten

Als weiteren analytischen Schritt erfolgte die Berechnung des Einflusses des Genotyps auf das
Volumen bestimmter Gehirnareale. 110 Probanden wurden analysiert. Kortikale (Gyrus frontalis
medius, Gyrus temporalis superior, Insula), subkortikale (Basalganglien, Thalamus) und zum
limbischen System zdhlende (Amygdala, Gyrus parahippocampalis, Cingulum) Gehirnareale
wurden auf eine Assoziation untersucht. Diese Strukturen werden wiederholt in anderen Studien
in eine Korrelation mit Schizophrenie gebracht und sind aufgrund ihrer Funktion im Fokus der
Schizophrenie-Forschung. Die Volumina waren im untersuchten Probandenkollektiv normal
verteilt.
Die Untersuchung auf eine Gen-Volumen-Korrelation erfolgte

e in der Gesamtgruppe (Patienten und gesunde Kontrollpersonen)

¢ in der Patientengruppe

e in der Kontrollgruppe
Zur Assoziationsiiberpriifung zwischen SNP und Volumen sowie Haplotyp und Volumen wurde
ANOVA eingesetzt, fiir die Uberpriifung von den SNP-Dominanzmodellen und Volumen sowie
Haplotypenkombination und Volumen wurde der T-Test nach Student verwendet.
Aufgrund der Allelverteilung im betrachteten Kollektiv wurde keine Assoziationsiiberpriifung
zwischen den SNP 1s13420401, 1s17721059, 1s17009890 wund ihren jeweiligen
Dominanzmodellen durchgefiihrt, da alle Probanden die gleiche genotypische Ausprigung

aufzeigten.
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Wiederkehrende signifikante Korrelationen zwischen Gehirnarealen und mehreren SNP sowie

Haplotypen sind in Form von farbigen Boxplots dargestellt:

Gyrus frontalis
O med. links

Gyrus frontalis
c med. rechts

B Pallidum links
B Putamen rechts
B Thalamus links
O Thalamus rechts

4.3.2.1 SNP rs3815241

Fiir den SNP rs3815241 konnte kein signifikanter Unterschied der Volumina der betrachteten
Gehirnareale zwischen den verschiedenen Alleltragern im Gesamtkollektiv und der

Patientengruppe allein festgestellt werden (p > 0,05).

Es zeigte sich bei der isolierten Betrachtung der gesunden Kontrollpersonen im Bereich des
linken Thalamus und mittleren Gyrus frontalis beidseits ein Zusammenhang zwischen der
genotypischen Auspriagung des SNP rs3815241 und dem Volumen (Tab. 16, Abb. 12).

Bei der Gegeniiberstellung der gesunden G-Allel-Trdger zu gesunden G-Allel-Nichttrigern,
gemil dem 1. SNP-Dominanzmodell konnten Volumenunterschiede in den gleichen
Gehirnarealen bestétigt werden. (Tab. 16).

Es konnte kein Unterschied zwischen A-Allel-Trdgern und Nicht-A-Allel-Tragern festgestellt

werden.
Gehirnareal rechts | links | Probanden | p-Wert p-Wert
Dominanzmodell
rs3815241 Thalamus X | Kontrollen 0,049 (df=1,F =4,03) | 0,049 (df=58;T=2)
rs3815241 Gyrus frontalis med. X | Kontrollen 0,046 (df=1,F =4,16) | 0,046 (df=58; T=2,04)
rs3815241 Gyrus frontalis med. X Kontrollen 0,045 (df=1,F =4,2) 0,045 (df=58; T =2,05)

Tab. 16: Ubersicht der signifikanten rs3815241-Volumen-Korrelationen
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Abbildung 12 Boxplots signifikante SNP-Volumen-Korrelation rs3815241 mit den Arealen Thalamus links
und Gyrus frontalis med. beidseits, gesunde 3815241-A/A-Triger > gesunde 3825241-A/G-Triger

4.3.2.2 SNP rs740277

Die verschieden Alleltrager des SNP rs740277 zeigten bei Betrachtung des Gesamtkollektivs ein
signifikant unterschiedliches Pallidum-Volumen (Tab. 17, Abb. 13). Auch im rs740277-
Dominanzmodell 1 im Gesamtkollektiv bestétigte sich ein signifikanter Volumenunterschied des
linken Pallidums. T-Allel-Trager wiesen ein durchschnittlich groBeres Volumen auf als
Probanden, die kein T-Allel trugen (Tab. 17). Der Vergleich zwischen C-Allel-Tragern und
Nicht-C-Allel-Triagern zeigte keine Volumenunterschiede. (p-Wert > 0,05)

Im isolierten Patienten- und Kontrollkollektiv konnte bei der SNP-Analyse kein

Volumenunterschied in Abhingigkeit vom Genotyp gefunden werden (p-Wert > 0,05).

Gehirnareal | rechts | links | Prohanden p-Wert p-Wert
Dominanzmodell
rs740277 Pallidum X | alle Probanden 0,028 df=3,69,F=2) | 0,023(df=108, T=-2,3)

Tab. 17: Ubersicht der signifikanten rs740277-Volumen-Korrelationen
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Abbildung 13 Boxplots signifikante SNP-Volumen-Korrelation rs740277 mit dem Areal Pallidum links,
rs740277-C/T-Trager > rs740277-CC-Trager

4.3.2.3 SNP rs909177

Innerhalb der Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Volumenunterschied des Gyrus frontalis
med. auf der linken und rechten Seite und im Bereich des rechten Putamens identifiziert werden
(Abb. 14, Tab. 18).

In der Gesamtgruppe bestitigte sich im Bereich des Putamens das Volumendefizit der

homozygoten C-Allel-Trager im Vergleich zu homozygoten T-Allel-Trégern (Tab. 18).

Bei Betrachtung des 2. Dominanzmodells waren die gleichen Gehirnareale in der Gesamtgruppe
und in der Kontrollgruppe unterschiedlich groB. C-Alleltrager wiesen in allen genannten
Bereichen kleinere Volumina als Nicht-C-Allel-Trager auf (Tab. 18).

Beim 1. Dominanzmodell zeigte sich in der Gesamtgruppe im Bereich des linken Pallidums ein
Volumenunterschied (T-Allel-Tragern > Nicht-T-Allel-Tagern, p = 0,029; df= 108, F =-2,21).

Die Uberpriifung auf einen Zusammenhang zwischen dem rs 909177-Genotyp und dem
Volumen ausgewdhlter Gehirnareale blieb bei Betrachtung der Patientengruppe ohne signifikante

Assoziation (p>0,05).
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Gehirnareal rechts | links | Prohanden p-Wert p-Wert Dominanzmodell

rs909177 | Gyrus frontalis med. X | Kontrollen 0,024 (df=2,F=3,96) | 0,02 (df=58, T=2,45)
X | alle Probanden 0,02 (df=108, T =2,36)

rs909177 | Gyrus frontalis med. X Kontrollen 0,036 (df=2,F=3,53) | 0,02 (df=58, T=2,33)
X alle Probanden 0,03 (df=108, T =2,36)
rs909177 | Putamen X Kontrollen 0,03 (df=2,F =3,73) 0,008 (df =58, T =2,75)
X alle Probanden 0,031(df =2, F = 3,45) 0,01 (df=108, T =2,36)

Tab. 18: Ubersicht der signifikanten rs909177-Volumen-Korrelationen
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Abbildung 14 Boxplots signifikante SNP-Volumen-Korrelation rs909177 mit den Arealen Putamen rechts,
Gyrus frontalis med. beidseits,

links: gesunde rs909177T/T-Triger > gesunde rs909177-C/T-Triger,

rechts: gesunde rs909177T/T-Triger > rs909177-T/C-Triager, rs909177T/T-Triger > rs909177C/C-Trager

4.3.2.4 SNP rs2268246

Innerhalb der Gesamtgruppe konnte kein Zusammenhang zwischen Genotyp und

Gehirnvolumina festgestellt werden (p > 0,05).

In der Kontrollgruppe konnte gezeigt werden, dass im Bereich des linken Pallidums und
Thalamus beidseits ein signifikanter Volumenunterschied in Abhéngigkeit vom Genotyp
besteht(Abb. 15, Tab. 19).

Bei Anwendung des Dominanzmodells bestitigten sich diese Assoziationen (rs2268426-A/A-

Tréger > rs2268426-A-Allel-Nichttrdger) (Tab. 19).
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Gehirnareal | rechts | links | Prohanden | p-Wert p-Wert Dominanzmodell
rs 2268426 | Pallidum X Kontrollen 0,036 (df =1,F=4,62) | 0,036 (df=58, T=-2,15)
rs 2268426 Thalamus X Kontrollen 0,023 df =1,F=4,62) | 0,023 (df=58, T=-2,32)
rs 2268426 Thalamus X Kontrollen 0,020 (df =1,F=4,62) | 0,022 (df=58, T=-2,34)

Tab. 19: Ubersicht der signifikanten rs2268426-Volumen-Korrelationen

rs2268426

Heterozygot (AC)

Homozygot 2 (CC)
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Abbildung 15: Boxplots signifikante SNP-Volumen-Korrelation rs2268426 mit den Arealen Pallidum links,

T T
Thalamus links Thalamus rechts

Volumen

Heterozygot (AC)

rs2268426
Homozygot 2 (CC)

350,00

300,00

250,00

200,00

150,004

100,004

50,00

T
Pallidum links

T
Pallidum links

Thalamus beidseits, gesunde rs2268426-A/C-Triger > gesunde rs2268426C/C-Allel-Triger

Unter den Patienten war nur ein Proband Tréager des A-Allels, der deutlich verringerte Volumina

in den Arealen rechtes Putamen (p = 0,046, df = 1, F = 4,2) und Thalamus beidseits (Piinks =

0,042, df =1, F = 4,3; precnts = 0,009, df = 1, F = 7,35) im Vergleich zu anderen Patienten zeigte.

4.4 Haplotyp-Einfluss

Aus den vorliegenden genotypischen SNP-Daten kann die Abfolge der Allele auf beiden

Chromosomen ermittelt werden. Mithilfe des HAP-Tools wurden die wahrscheinlichsten

Haplotypen eines jeden Probanden erstellt. Es ergaben sich 8 verschiedene Haplotypen (Tab.
20). Die Allel-Abfolge ergibt sich aus der Position der SNPs innerhalb des Gens (Abb. 16).
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Abbildung 16: Graphische Darstellung des Gens DCTN1 mit Abfolge der untersuchten SNP; rote Zahlen
bezeichnen Exons.

rs3815241 | rs13420401 | rs740277 | rs17721059 | rs909177 | rs2268426 rs17009890

A/G C/A C/T G/A C/T C/A C/A
Haplotyp1 | A C C G C C C
Haplotyp2 | G C T G T C C
Haplotyp3 | A C T G T C C
Haplotyp4 | A C C G C A C
Haplotyp5 | A C C G T C C
Haplotyp6 | G C C G C C C
Haplotyp7 | G C C G T C C
Haplotyp 8 | G C T G C C C

Tab. 20: Aufschliisselung der Haplotypen; Abfolge der Basen in Abhiingigkeit der genotypischen SNP-
Ausprigung, G = Guanin, C = Cytosin, T = Thymin, A = Adenin

4.4.1 Einfluss auf die Diagnose

Das quantitative Auftreten eines Haplotyps innerhalb der Patientengruppe war nicht signifikant

unterschiedlich im Vergleich zur Kontrollgruppe (p > 0,05) (Tab. 21).
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Haplotyp Patienten (n = 65) Kontrollen (n = 70) Gesamt (n = 135) p-Wert
ACCGCCC | 46 homozygot (70%) 44 homozygot (62,8%) 90 homozygot (66,7%) p=10,48
18 heterozygot (24,6%) | 23 heterozygot (32,8%) | 41heterozygot (30,4%) =147
df=2
GCTGTCC | 0 homozygot 0 homozygot 0 homozygot p=0,6
9 heterozygot (13,8%) 12 heterozygot (17,1%) | 21 heterozygot (15,6%) | x*=0,28
df=1
ACTGTCC | 0 homozygot 1 homozygot (1,4%) 1 homozygot (0,7%) p=03
3 heterozygot (4,6%) 7 heterozygot (10%) 10 heterozygot (7,4%) Y'=24
df=2
ACCGCAC | 0 homozygot 0 homozygot 0 homozygot p=0,77
3 heterozygot (4,6%) 4 heterozygot (5,7%) 7 heterozygot (5,2%) ¥ =0,1
df=1
ACCGTCC | 0 homozygot 0 homozygot 0 homozygot p=0,35
1 heterozygot (1,5%) 3 heterozygot (4,2%) 4 heterozygot (3%) x¥'=0,8
df=1
GCCGCCC | 0 homozygot 0 homozygot 0 homozygot p=0,96
1 heterozygot (1,5%) 1 heterozygot (1,4%) 2 heterozygot (1,5%) ¥ =0,003
df=1
GCCGTCC | 0 homozygot 0 homozygot 0 homozygot p=03
1 heterozygot (1,5%) 0 heterozygot 1 heterozygot (0,7%) Y=11
df=1
GCTGCCC | 0 homozygot 0 homozygot 0 homozygot p=03
1 heterozygot (1,5%) 0 heterozygot 1 heterozygot (0,7%) Y=1,
df=1

Tab. 21: Verteilung der erstellten Haplotypen innerhalb der Patienten- und Kontrollgruppe, n entspricht der
Probandenzahl

4.4.2 Einfluss auf die Volumetriedaten

Zur ldentifizierung einer Haplotyp-Volumen-Korrelation wurde der Einfluss der

Haplotypenauspriagung auf das Gehirnvolumen untersucht, wobei dass einmalige Vorkommen
(heterozygote Ausprigung), das zweimalige Vorkommen (homozygote Ausprigung) und das
Nichtvorhandensein verglichen wurden.

Die Haplotypen 1, 2, 4, 5 und 7 zeigten dabei einen Einfluss auf bestimmte Arealvolumina. So

zeigten sich wie bereits bei der Betrachtung der SNPs auch Korrelationen zwischen Genotyp und
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Volumen des mittleren Frontalhirns, Thalamus, Putamens und Pallidums. Die anderen

Haplotypen werden daher im Folgenden nicht mehr aufgefiihrt.

4.4.2.1 Haplotyp ACCGCCC

Bei der Betrachtung aller Probanden konnte bei mehreren Arealen auf beiden Hemisphiren

signifikante Volumenunterschiede festgestellt werden (Tab. 22).

Die haufigsten Korrelationen bestétigten sich auch in der Kontrollgruppe (Tab. 22).

Die isolierte Untersuchung der Patientengruppe ergab keine Hinweise auf eine Abhingigkeit der

Gehirnarealvolumina und der Haplotypenauspragung (p-Wert > 0,05).

Gehirnareal

rechts

links

p-Wert (Gesamt)
df=2

p-Wert (Kontrollen)
df=2

Vergleich

Cingulum anterior X 0,005 (F =5,49) 0,002 (F = 6,78) Nicht-Tréger > Heterozygote Triger
Nicht-Tréger > homozygote Triager
Cingulum anterior X 0,009 (F =4,88) 0,006 (F =5,65) Nicht-Tréger > Heterozygote Trager
Nicht-Trager > homozygote Triger
Gyrus frontalis med. X 0,001 (F =6,94) 0,0003 (F =9,39) Nicht-Trager > Heterozygote Tréger
Nicht-Trager > homozygote Triger
Gyrus frontalis med. X 0,002 (F =6,74) 0,0003 (F =9,56) Nicht-Tréger > Heterozygote Triger
Nicht-Triager > homozygote Triger
Insel X 0,017 (F =4,23) 0,002 (F =6,69) Nicht-Tréger > Heterozygote Triger
Nicht-Trager > homozygote Triger
Insel X 0,013 (F =4,54) 0,005 (F =5,93) Nicht-Tréger > Heterozygote Trager
Gyrus temporalis sup. X p > 0,05 0,009 (F=5,1) Nicht-Tréger > Heterozygote Trager
Gyrus temporalis sup. X p > 0,05 0,012 (F =4,75) Nicht-Trager > Heterozygote Trager

Tab. 22 Haplotyp 1 (ACCGCCC) Darstellung der signifikanten Haplotyp-Volumen-Korrelation, p-Werte aus
dem Gesamtkollektiv und Kontrollgruppe gegeniibergestellt.

4.4.2.2 Haplotyp GCTGTCC

Die Untersuchung aller Probanden ergab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen

Gehirnvolumina und Haplotypenauspragung (p-Wert > 0,05).
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In der Kontrollgruppe waren die Gehirnvolumina des Gyrus frontalis med. links und rechts in

Abhingigkeit vom Trigerstatus des 2. Haplotyps GCTGTCC signifikant unterschiedlich (Abb.

17, Tab. 23).
In der Gruppe der Patienten konnten keine dhnlichen Assoziationen nachgewiesen werden
(p>0,05).

Gehirnareal rechts | links | Probanden p-Wert
Haplotyp GCTGTCC Gyrus frontalis med. X Kontrollen 0,039 (df =1, F=4,47)
Haplotyp GCTGTCC Gyrus frontalis med. X Kontrollen 0,048 (df =1, F=4,07)

Tab. 23: Haplotyp 2 (GCTGTCC) Darstellung der signifikanten Haplotyp-Volumen-Korrelation

HaploGCTGTCC

Haplotyp nicht vorhanden

Heterozygot

240007
220007 8
20.000

16,000

Volumen

16,000

14,000

12,000+

10.000+

e

T T
Gyrus frontalis  Gyrus frontalis

med. links

Abbildung 17: Boxplots signifikante Haplotyp-Volumen-Korrelation Haplotyp GCTGTCC mit dem Areal

med. rechts

T T
Gyrus frontalis  Gyrus frontalis
med. links med. rechts

Gyrus frontalis med. beidseits, gesunde HaplotypGCTGTCC-Triger < gesunde HaplotypGCTGTCC-Nicht-

Triger

4.4.2.4 Haplotyp ACCGCAC

Wie beim Haplotyp 2 zeigten sich auch in der Gesamtgruppe keine Haplotyp-Volumen-

Korrelationen.

Allerdings zeigte sich in der Kontrollgruppe ein signifikanter Volumenunterschied im Bereich

des Pallidums links und Thalamus beidseits (Abb. 18, Tab. 24).

In der Patientengruppe fanden sich keine Volumenunterschiede.
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Gehirnareal rechts links Probanden p-Wert
Haplotyp ACCGCAC | Pallidum X Kontrollen 0,036 (df=1,F =4,62)
Haplotyp ACCGCAC | Thalamus X Kontrollen 0,023 (df=1,F=541)
Haplotyp ACCGCAC | Thalamus X Kontrollen 0,022 (df=1,F =5,49)

Tab. 24: Haplotyp 4 (ACCGCAC) Darstellung der signifikanten Haplotyp-Volumen-Korrelation

HaploACCGCAC HaploACCGCAC
Haplotyp nicht vorhanden Heterozygot Haplotyp nicht vorhanden Heterozygot
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= c
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Thalamus links Thalamus rechts Thalamus links Thalamus rechts Pallidum links Pallidum links

Abbildung 18: Boxplots signifikante Haplotyp-Volumen-Korrelation Haplotyp ACCGCAC mit den Arealen
Pallidum links und Thalamus beidseits, gesunde Haplotyp ACCGCAC-Triger > gesunde Haplotyp
ACCGCAC-Nichttriger

Ein Patient war heterozygoter Triger des Haplotyp 4 und zeigte deutlich verringerte Volumina in
den Arealen Putamen rechts (p = 0,046, df = 1, F = 4,2) und Thalamus beidseits (Pjinks = 0,042, df =
1, F =4.3; Prechts = 0,009, df = 1, F = 7,35) im Vergleich zu anderen Patienten. Es handelte sich dabei

um den gleichen Patienten, der bereits mit einer rs2268426-Volumen-Korrelation auffiel.

4.4.2.5 Haplotyp ACCGTCC

Auch bei der Untersuchung von Haplotyp 5 zeigten sich keine Volumenunterschiede zwischen

homozygoten und heterozygoten Haplotypentridgern in der Gesamtgruppe.

In der Gruppe gesunder Kontrollprobanden wurde ein signifikanter Volumenunterschied im
Bereich des Putamens rechts festgestellt (Abb. 19, Tab. 25).
Innerhalb der Patienten-Gruppe wurde keine Assoziation zwischen dem Genotyp des Haplotyps

ACCGTCC und Volumendifferenzen deutlich (p-Wert > 0,5).
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Gehirnareal rechts links | Probanden p-Wert

Haplotyp ACCGTCC Putamen X Kontrollen 0,04 (df=1,F=4,33)

Tab. 25: Haplotyp 5 (ACCGTCC) Darstellung der signifikanten Haplotyp-Volumen-Korrelation

HaploACCGTCC

Haplotyp nicht vorhanden Heterozygat
3500,001
]
300000
c
]
§ 2500,001
o°
=
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1500,00]
1 I
Putamen rechts Putamen rechts

Abbildung 19: Boxplots signifikante Haplotyp-Volumen-Korrelation Haplotyp ACCGTCC mit dem Areal
Putamen rechts, gesunde Haplotyp ACCGTCC-Triger > gesunde Haplotyp ACCGTCC-Nichttriger

4.4.2.6 Haplotyp GCCGTCC

Der Haplotyp 7 GCCGTCC kam nur einmal bei einem Patienten vor. Dieser zeigte im Vergleich
sowohl zu allen anderen Probanden als auch zu anderen Patienten signifikant hohere Volumina
in den Hirnarealen Gyrus parahippocampalis links, Gyrus temporalis sup. links, Thalamus links

(alle p <0,05).

4.5 Haplotypenkombination

Die heterozygote  Ausprigung von Haplotypen Dbasierte auf unterschiedlichen
Haplotypenkombinationen, wobei die meisten heterozygoten Probanden Kombinationen mit dem
hiufigsten Haplotyp ACCGCCC aufwiesen. Zur Einschitzung eines Zusammenhangs zwischen
Haplotypenkombination und Diagnose bzw. Haplotypenkombination und Gehirnvolumen
wurden Kombinationstrager mit Kombinations-Nichttragern verglichen.

Aufgrund der geringen Probandenzahl mit bestimmten Haplotypkombinationen wurden nur die 3

hiufigsten Kombinationen untersucht.
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ACCGCCC/ACCGCCC
ACCGCCC/GCTGTCC
ACCGCCC/ACTGTCC

4.5.1 Einfluss auf die Diagnose

Es wurde kein Zusammenhang zwischen den drei hdufigsten Haplotypenkombinationen und der

Diagnose Schizophrenie gefunden. Es muss die Hp-Hypothese angenommen werden (Tab. 26).

Haplotypenkombination | Patienten Kontrollen insgesamt p-Wert
(n=65) (n=70) (n=135)
ACCGCCC/ACCGCCC | 46 (70,7%) 44 (62,8%) 90 (66,67%) | 0,21 (y° =1,57 ; df=1)
ACCGCCC/GCTGTCC | 8(12,3%) 12 (18,5%) 20 (14,8%) 0,65 (y° =0,21; df=1)
ACCGCCC/ACTGTCC | 3 (4,6%) 5(7,1%) 8 (5,9%) 0,24 (y° = 1,37, df =1)
ACCGCCC/ACCGCAC | 3 (4,6%) 3 (4,2%) 6 (4,4%)
ACCGCCC/ACCGTCC | 1(1,5%) 2 (2,8%) 3(2,2%)
ACCGCCC/AACGCCC | 1(1,5%) 0 1 (0,74%)
ACCGCCC/GCCGCCC | 0 1 (1,4%) 1 (0,74%)
ACCGCCC/GCCGTCC | 1(1,5%) 0 1 (0,74%)
ACCGCCC/GCTGCCC | 1(1,5%) 0 1 (0,74%)
GCTGTCC/GCCGCCC | 1(1,5%) 0 1 (0,74%)
ACTGTCC/ACTGTCC |0 1 (1,4%) 1 (0,74%)
ACTGTCC/ACCGCAC |0 1 (1,4%) 1 (0,74%)
ACTGTCC/ACCGTCC | 0 1 (1,4%) 1 (0,74%)

Tab. 26: Verteilung der Haplotypenkombination auf Patienten und gesunde Kontrollen, n entspricht
Probandenzahl

4.5.2 Einfluss auf Volumetriedaten

4.5.2.1 ACCGCCC/ACCGCCC

Die Analyse der Bildgebungsdaten aller Probanden ergab, dass Probanden, die genotypisch die
Haplotypenkombination ACCGCCC/ACCGCCC nicht aufwiesen, ein signifikant grofReres
Volumen im Bereich des Pallidums linkshemisphérisch besaflen als Probanden mit dieser
Kombination. Diese Assoziation bestétigte sich auch bei der Betrachtung des Kontrollkollektivs

(Tab. 27).
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Gehirnareal | rechts | links | n_Wert (alle Probanden) | p-Wert (Kontrollen)

Haplotypenkombination Pallidum X 10,029 0,039
ACCGCCC/ACCGCCC (df =108, T =2,58) (df=108, T=2,16)

Tab. 27: Haplotypenkombination 1 (ACCGCCC/ACCGCCC) Darstellung der signifikanten
Haplotypenkombination-Volumen-Korrelation

Es konnten keine weiteren signifikanten Assoziationen bei der isolierten Betrachtung von

Patienten und gesunden Kontrollen festgestellt werden (p-Wert > 0,05).

4.5.2.2 ACCGCCC/GCTGTCC

Die Analyse aller Probanden erbrachte keinen Zusammenhang zwischen Auspridgung der
Haplotypenkombination und Gehirnvolumina (p>0,05).

Nur in der Kontrollgruppe zeigte sich, dass gesunde Probanden, die die Kombination aus den
Haplotypen ACCGCCC und GCTGTCC besallen, in den Gehirnarealen Gyrus frontalis med.
links und rechts ein geringeres Volumen aufwiesen als Kontrollprobanden, die nicht Triger
dieser Kombination waren (Tab. 28).

In der Patientengruppe fand sich keine Assoziation (p>0,05).

Gehirnareal rechts | links | Probanden | p-Wert
Haplotypenkombination Gyrus frontalis med. X Kontrollen 0,039 (df=58,T=2,11)
ACCGCCC/GCTGTCC
Haplotypenkombination Gyrus frontalis med. X Kontrollen 0,048 (df =58, T=2,01)
ACCGCCC/GCTGTCC

Tab. 28: Haplotypenkombination 2 (ACCGCCC/GCTGTCC) Darstellung der signifikanten
Haplotypenkombination-Volumen-Korrelation

4.5.2.3 ACCGCCC/ACTGTCC

Es konnte festgestellt werden, dass in keiner Probandengruppe der Trégerstatus der
Haplotypenkombination ACCGCCC/ACTGTCC einen Einfluss auf die Volumenauspriagung der

einzelnen Gehirnareale hat. Es muss die Ho-Hypothese angenommen werden.

59



4.6 Zellbiologische Untersuchung

4.6.1 Expressionsanalyse

Es wurde ein Westernblot durchgefiihrt zur Uberpriifung

1. der Expression der Dynaktinuntereinheit p150
2. der Expression weiterer Untereinheiten des Dynaktin-Proteinkomplex und Dyneins

3. der Expression von Lis1

in Gehirnproben von sowohl Cre-positiven als auch Cre-negativen Méusen.

Wie bereits oben beschrieben, ist die genotypische Auspriagung des Cre-Gens entscheidend, ob
eine 4 OH-Tamoxifen-Behandlung die Entfernung der Exone 2 bis 4 von DCTNI1, das Knock-
Out des Gens DCTNI, aktiviert oder nicht.

Als erstes Untersuchungsmaterial diente Gehirnlysat von Cre-negativen und Cre-positiven
Maiusen. Die pl150-Untereinheit war in den CRE-positiven Zellen deutlich vermindert. Im

Gegensatz dazu erschien Lis 1 leicht verstiarkt expremiert zu sein (Abb. 20 a).

Weitere Untersuchungen erfolgten anhand von Fibroblasten-Samples, die zur Einschédtzung der
Abnahme der pl150-Untereinheit iiber einen gewissen Zeitverlauf in Abhdngigkeit zur 4 OH-
Tamoxifen-Behandlung an verschiedenen Zeitpunkten gesammelt wurden.

In den Cre-negativen Fibroblasten konnte im gesamten Zeitverlauf keine Abnahme der p150-
Expression festgestellt werden. Im Gegensatz dazu erschien in den Cre-positiven Zellen schon
am ersten Tag nach 4-OH-Tamoxifen-Behandlung die Expression der Dynaktin-Untereinheit
deutlich vermindert, bis sie schlieBlich nach wenigen Tagen nicht mehr expremiert wurde.

Die Untereinheit pS0 (Dynamitin) zeigte im gesamten Zeitverlauf eine schwichere Auspragung
in den Cre-positiven Zellen als in den CRE-negativen Zellsample.

Die Untereinheit Dynaktins p25 (kodiert durch DCTNS) zeigte in beiden Fibroblastenvarianten
keine Verdnderungen in ihrer Expression.

Die beiden Interaktionspartner Dynein und Lis 1 zeigten keine auffilligen Verdnderungen in

threm Expressionsmuster iiber die Zeit (Abb. 20 b).
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Abbildung 20: Westernblots; a) zeigt die Proteinexpression von p150 und Lis 1 in CRE negativen (links) und
CRE positiven (rechts) Proben (Gehirnlysate); b) zeigt die Proteinexpression zu verschiedenen Zeitpunkten
nach 4-OH-Tamoxifen-Behandlung in Fibroblasten (links CRE negative Zellen, rechts CRE positive Zellen);

Aktin wurde als Ladekontrolle eingesetzt, Dynein reprisentiert durch Dynein intermediate chain, d = Tag

4.6.2 Einfluss des DCTN1-knock-out auf die Zellstruktur

4.6.2.1 Zellorganellen

Nukleus
Die Markierung des Zellkerns der Fibroblasten erfolgte mit Topro3. In keiner Zelldarstellung
konnte ein Unterschied der Nuklei der Cre-negativen Zellen bzw. Cre-positiven Zellen

festgestellt werden.

Golgiapparat

Die Konfiguration des Golgiapparats war in Cre-positiven Fibroblasten im Vergleich zu den
Wildtypzellen (Cre-negativ) veréndert. Der Golgikomplex wies in den Cre-positiven DCTNI-
cKO-Fibroblasten eine verstirkt diffuse, weniger strukturierte Auspriagung auf. Dieser Effekt
konnte nur im reiferen Golgiapparat beobachtet werden, der mit GRG1 angefdrbt wurde (Abb.
21 — 22). Es konnte keine Strukturunterschiede in jiingeren Zellen mit einem unreiferen

Golgisystem, das mit GM130 markiert wurde, gefunden werden (Abb. 23 — 24).

61



Abbildung 21: CRE-negativer Fibroblast, Kern blau Abbildung 22: CRE-positiver Fibroblast, Kern blau
angefirbt mit Topro3, Golgiapparat griin angefirbt angefirbt mit Topro3, Golgiapparat griin angefirbt
mit GRG1 mit GRG1

Abbildung 23: CRE-negativer Fibroblast, Kern blau Abbildung 24: CRE-positiver Fibroblast, Kern blau
angefirbt mit Topro3, Golgiapparat griin angefirbt angefirbt mit Topro3, Golgiapparat griin angefirbt
mit GM130, p-150 rot mit GM130, p-150 rot

ER
Das ER wurde mit Calnexin in den Cre-negativen und Cre-positiven Fibroblasten markiert. In
der Immunofluoreszenzdarstellung zeigten die cKO-Fibroblasten aufgelockertes und scheinbar

vermindertes ER im Vergleich zu den Cre-negativen Fibroblasten (Abb. 25-26).
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Abbildung 25: CRE-negativer Fibroblast, ER griin Apbildung 26: CRE-positiver Fibroblast, ER griin
angefirbt mit Calnexin angefirbt mit Calnexin

Lysosom
Im Vergleich der CRE-positiven Fibroblasten und CRE-negativen Fibroblasten konnte keine

Verianderung der Lysosomenkonfiguration bzw. Konzentration festgestellt werden.

Peroxisom
Es konnte keine Verdnderung der Peroxisom-Organisation in CRE-positiven Fibroblasten

festgestellt werden.

4.6.2.2 Proliferation

Die Markierung der Zellen mit EdU (5-ethynyl-2"-deoxyuridine, Click-iT™ EdU assay kit
Invitrogen) erfolgte zur Einschitzung der Zellproliferationsrate. Dabei zeigten sich leichte
Unterschiede zwischen CRE-positiven und CRE-negativen Zellen. Die Anzahl EdU-positiver
Zellen war in DCTN1-cKO-Fibroblasten niedriger als bei den Wildtypzellen (Abb. 27 - 28).
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Abbildung 27: CRE-negativer Fibroblast, Kern Abbildung 28: CRE-positiver Fibroblast, Kern
blau angefirbt mit Topro3, EdU-markierte Kerne blau angefirbt mit Topro3, EdU-markierte
griin angefirbt, p-150 rot Kerne griin angefirbt, p-150 rot

4.6.2.3 Lis 1 Expression

Die Lis 1-Verteilung wurde sowohl in CRE-positiven als auch in CRE-negativen Fibroblasten
und hippokampalen Neuronen untersucht.

Die Lis 1-Konzentration war in der {iberwiegenden Zahl der Zellen in CRE-positiven und CRE-
negativen Zellen (Fibroblasten und hippokampale Neurone) dhnlich stark.

Vereinzelt zeigten CRE-positiven Fibroblasten ein verstirktes Signal im perinukledren Bereich
im Vergleich zu CRE-negativen Zellen, bei denen sich Lis-1 gleichméBig verteilt markierte
(Abb. 29 - 32).

In den untersuchten Neuronen konnte keine strukturelle Umverteilung des Lis 1-Proteins in den

Cre-positiven Neuronen festgestellt werden.
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Abbildung 29: CRE-negativer Fibroblast, Lis1 griin Abbildung 30 CRE-positiver: Fibroblast, Lis1 griin
angefirbt, p-150 rot angefirbt, p-150 rot

Abbildung 31: CRE-negativer Fibroblast, Lisl griin Abbildung 32: CRE-positiver Fibroblast, Lis1 griin
angefirbt — isoliert dargestellt angefirbt — isoliert dargestellt
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V Diskussion

5.1 Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war die Untersuchung eines moglichen pathologischen Effekts von Dynaktin.
Dabei wurden 3 inhaltliche Schwerpunkte gesetzt:
e auf molekulargenetischer Ebene: die genetische Assoziation zwischen DCTNI1 und
Schizophrenie anhand eines Patienten-Kontroll-Kollektivs
e auf makroskopischer Ebene: eine Gen-Volumen-Korrelation anhand von Volumendaten
des gleichen Patienten-Kontroll-Kollektivs
e auf mikroskopischer Ebene: der zellbiologische Einfluss des DCTNI1-Gens auf die
Organellorganisation der Zelle und auf die Prdsenz eines weiteren Proteins aus dem

Bereich der Neuronenmigration, Lis1

Es konnte keine Assoziation zwischen den ausgewihlten Markern des Gens DCTNI1 und der
Ausprigung der Krankheit gefunden werden. Auch die konstruierten Haplotypen und
Haplotypkombinationen zeigten keinen Einfluss auf die Diagnose.

Auf makroskopischer Seite zeigte sich eine Gen-Volumen-Korrelation im Bereich des Gyrus
frontalis, Gyrus temporalis, Insula, Cingulum, Pallidum, Putamen, Thalamus. Insbesondere der
Haplotyp 1 (ACCGCCC) zeigte in mehreren Gehirnarealen eine Assoziation. Probanden, die
diesen Haplotyp nicht trugen, wiesen signifikant groere Gehirnareale auf als Probanden, die
heterozygote oder homozygote Trager waren.

Auf der mikroskopischen Ebene konnte festgestellt werden, dass das Ausschalten des Gens
DCTNI1 zu einer Strukturverdnderung des Golgi-Apparats fiihrt, dariiber hinaus aber keine
auffilligen Zellverdnderungen ausloste. Die Expression weiterer Untereinheiten des Dynaktin-
Komplexes und des Interaktionpartners Lisl blieb nach der Inaktivierung von DCTNI1

unverandert.
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5.2 Uberblick Design und Ergebnisse thematisch &hnlicher Studien im Vergleich
zur vorliegenden Arbeit

5.2.1 DCTN1-Mutationen bei weiteren Erkrankungen

DCTN1-Mutationen bei Patienten mit dem Perry-Syndrom — Farrer et al. [97]

Das Perry-Syndrom ist eine schnell fortschreitende neurodegenerative Krankheit, die sich
hauptsédchlich durch ein Parkinsonoid, Gewichtverlust, begleitet von Depression und sozialem
Riickzug auszeichnet. Der Krankheitsausbruch liegt iberwiegend in der 5. Lebensdekade und es
kommt innerhalb von 2-10 Jahren zum Tod aufgrund der Hypoventilation als Spatsymptom.
Farrer et al. konnten in einer Kopplungsanalyse von 8 Familien unterschiedlicher Herkunft mit
dem Perry-Syndrom DCTNI1 als Kandidatengen identifizieren. Die anschlieBende Sequenzierung
erbrachte 5 neue Mutationen innerhalb Exon 2. Diese Mutationen lagen alle im Bereich des n-
terminalen CAP-Gly Abschnitts. In diesem Bereich findet die direkte Bindung von Mikrotubuli
statt, eine der wichtigsten Funktionen von Dynaktin.

In einer weiteren Untersuchung konnte die Arbeitsgruppe durch Transfektion von Hek293T-
Zellen mit Plasmiden, die fiir ein Wildtypprotein p150 oder fiir mutierte p150-Proteine (G598,
G71R und Q74P) kodierten, intrazytoplasmatische Einschlusskorper in den mutierten Zellen
demonstrieren. Die G59S-Mutation, ein Austausch von Glycin durch Serin im Bereich des CAP-
Gly-Abschnitts, wurde bereits in der Arbeit von Puls et al. als Ursache fiir eine
Motoneuronerkrankung identifiziert. Zellen, die mit der G59S-Mutation transfiziert wurden,
zeigten groBere und mehr Einschlusskorper als Zellen mit Perry-Syndrom-Mutationen.

Man schloss aus den Untersuchungen eine Pathogenizitét der entdeckten Mutationen.
DCTN1-Mutation bei Patienten mit Motorneuronerkrankung — Puls et al [79]

Puls et al. konnten per Kopplungsanalyse in einer Familie mit einer langsam fortschreitenden
Motoneuronerkrankung, die sich u.a. durch Stimmlippenldhmung und Handmuskelatrophie
auszeichnete, DCTNI als passendes Kandidatengen identifizieren. Die Sequenzanalyse des Gens
zeigte einen Basenaustausch an Position 59 (G59S) bei allen betroffenen Familienmitgliedern.
Diese Mutation lag im Bereich des CAP-Gly Abschnitts. Kontrollpersonen zeigten diese

Mutation nicht. Durch Demonstration der verminderten Mikrotubuli-Affinitidt der G59S-Variante
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konnte ein kausaler Zusammenhang zwischen der Motoneuronenerkrankung und der

identifizierten DCTN1-Mutation angenommen werden.

DCTN1-Mutationen bei Patienten mit ALS und FTD — Munch et al [98][87]

Miinch et al. konnten in zwei Studien 5 Mutationen im DCTNI1-Gen bei Patienten mit
amyotropher Lateralsklerose (ALS) bzw. Frontotemporaler Demenz (FTD) feststellen.

Bei der ALS handelt es sich um eine rasch progrediente degenerative Erkrankung, der eine
Degeneration des 1. und 2. motorischen Neurons zugrunde liegt. Der Manifestationsgipfel liegt
in der 5. Lebensdekade und Hauptsymptome wie Faszikulationen, atrophische und spastische
Paresen sowie bulbdre Symptome charakterisieren das klinische Bild. Die FTD zeichnet sich
durch Personlichkeitsverdnderung und Sprachstérung basierend auf einer primdr progredienten
Frontotemporallappenatrophie aus.

Folgende missense-Mutationen wurden identifiziert:

Studie Nukleotidinderung Aminosdureinderung Exon Phenotyp Geschlecht
2004 C4546T T12491 31 V.a. ALS weiblich
2004 T2512C MS71T 15 ALS weiblich
2004 C3153T R785W 20 ALS ménnlich
2004 C3153T R785W 20 ALS ménnlich
2005 G4102A R1101K 27 ALS ménnlich
2005 G4102A R1101K 27 FTD ménnlich

Tabelle 29 Uberblick identifizierter missense-Mutationen in den Studien von Miinch et al. [87][88],

Keine dieser Mutationen konnte bei gesunden Probanden nachgewiesen werden.
Sequenzabweichungen der ALS- bzw. FTD-spezifischen Gene Tau und SODI wurden
ausgeschlossen. Die Arbeitsgruppe schloss aus ihren Ergebnissen auf eine genetische

Assoziation zwischen DCTN1 und ALS.

Einordnung der vorliegenden Studie iiber DCTN1 bei Patienten mit Schizophrenie

Die bis zum aktuellen Zeitpunkt identifizierten Mutationen im Gen DCTNI1 konnten mit
neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert werden. Erst die Verbindung zum Perry-Syndrom
erweiterte den Kreis der Motoneuronenerkrankung um eine Krankheit mit affektiver Stérung.

Das Ergebnis unserer Studie hinsichtlich der DCTN1-Schizophrenie-Assoziation anhand von
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Polymorphismen blieb negativ. So kann die Schizophrenie bislang nicht direkt in den Kreis der
assoziierten Erkrankungen eingefiigt werden. Allerdings ist bei der Komplexitit der Erkrankung
nicht mit einer direkten Verbindung zu einem einzelnen SNP zu rechnen. Die unten
beschriebenen Limitationen der Studie konnen ebenfalls eine Rolle bei der fehlenden

Assoziation spielen.

5.2.2 Suszibilititsgene und ihre Assoziation mit Gehirnstrukturverinderungen

Disrupted-in-schizophrenia 1 (DISC1)- Takahashi et al. [99]

Takahashi et al. untersuchten 33 Schizophrenie-Patienten und 29 gesunde Kontrollpersonen
hinsichtlich eines Zusammenhangs zwischen dem Ser704Cys-DISCI1-Genotyp und
Gehirnstrukturunterschieden. Trager des Ser704Cys-DISC1-Polymorphismus zeigten bereits in
einer fritheren Studie ( [61]) verminderte Hippokampus-Volumina.
Verschiedene Gehirnareale wiesen in dieser Studie Volumenunterschiede auf.
- Gyrus frontalis superior med. und Insular-Kortex: bei gesunden Cys-Allel-Triger groB3er
als bei gesunden Ser/Ser-Allel-Trager
- Gyrus supramarginalis: bei Patienten mit dem Cys-Allel kleiner als bei Patienten mit
Ser/Ser-Genotyp.
Zusatzlich wiesen die Autoren eine Korrelation zwischen der téglichen Einnahme von

Antipsychotika und dem Volumen des Gyrus frontalis sup. medialis nach.

Neuregulin 1 (NRG1)- Gruber et al. [100]

Bei 30 Patienten mit Schizophrenie und 52 gesunden Verwandten wurde der sog. Risiko-
Haplotyp HAPcg (bestehend aus 1 SNP und 2 Mikrosatelliten) genotypisiert und der Effekt auf
das Hippokampus-Volumen bestimmt. Trager des Risiko-Haplotyps, sowohl Patienten als auch
gesunde Verwandte, wiesen ein verringertes Volumen auf.

Catechyl-O-Methyltransferase (COMT) — Ohnishi et al. [101]

Ohnishi et al. untersuchten in einem japanischen Kollektiv den Einfluss der Vall58Met-Variante

des COMT-Gens auf die Gehirnstruktur. Die Probanden wurden nach ihrer genotypischen
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Auspriagung des Vall58Met-Polymorphismus in homozygote Val-COMT-Trdager und Met-
COMT-Tréger (heterozygot und homozygot) unterteilt. Patienten zeigten unabhéngig von ihrem
Genotyp Volumenreduktionen des parahippokampalen Gyrus, Amygdala-Unkus, Inselrinde und
anterioren Cingulus-Cortex (ACC), linken Thalamus und frontal- sowie temporal-assoziierter
Gebiete. Lateraler Ventrikel sowie weitere kleinere Liquorrdume waren signifikant vergrofert.

Homozygote Val-COMT-Gentrédger, unabhidngig von der Diagnose, hatten u.a. ein signifikant
verringertes ACC-Volumen links als Met-COMT-Triger. Dieses Ergebnis wurde auch beim
Vergleich zwischen gesunden und kranken homozygoten Val-COMT-Trédgern sowie im internen
Vergleich zwischen erkrankten homozygoten Val-COMT-Tréigern und erkrankten Met-COMT-

Tragern bestitigt, hierbei war zusitzlich auch der linke Amygdala-Unkus reduziert.

Dopamin D3 Rezeptor (DRD3) und brain derived neurotrophic factor (BDNF )- Takahashi et al.
[102]

Takahashi et al. verglichen die Lidnge der adhesio interthalamica (AI) und das Volumen des
medialen Temporallappens, bestehend aus Amygdala, Hippokampus und parahippokampalen
Gyrus. Dabei war der mogliche Einfluss der genotypischen Ausprigung des DRD3 Ser9Gly -
und BDNF Val66Met-Polymorphismus von Interesse. Beide SNPs wiesen eine signifikante
Assoziation zur Schizophrenie auf. Zusitzlich konnte bereits ein signifikanter Effekt der
Interaktion beider SNPs auf das Ausbruchalter von Schizophrenie-Patienten gezeigt werden.
Takahashi et al. unterteilten die Probanden in ihrer Arbeit in Triger des ,high-risk“-Genotyps,
homozygot fiir DRD3-9Ser-Allel und Trager des BDNF66Met-Allels, die nachweislich ein
hoheres Risiko fiir Schizophrenie tragen sollen, und in ,,non-high-risk*“-Probanden, die jeden
anderen Genotyp ausprédgten und so eine geringeres Risiko fiir eine Erkrankung haben sollen.

Es konnte kein Effekt der einzelnen SNPs auf die ausgewihlten Strukturen festgestellt werden.
Es fiel auf, dass gesunde ,,high-risk“-~Probanden kiirzere Al zeigten als gesunde ,,non-high-risk*-
Probanden. Zusitzlich zeigten Probanden, unabhingig von der Diagnose, mit dem ,,high-risk*-

Genotyp ein kleineres posteriores Hippokampusvolumen als Probanden ohne diesen Genotyp.

Serotonintransporter (5HTT) und brain derived neurotrophic factor (BDNF) - Dutt et al. [103]

In der Studie von Dutt et al. wurden verschiedene Gehirnareale mit der Konstellation der Gene

SHTT und BDNF verglichen.
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Volumina der Hippocampi und Seitenventrikel wurden untersucht. Dabei war eine mogliche
Korrelation mit der genotypischen Ausprdgung der 5-HTT-Promoterregion und des BDNF
Val66Met-Polymorphismus von Interesse.

Es konnte keine Gen-Volumen-Assoziation festgestellt werden. Nur beim Vergleich der
Patienten und ihrer Angehdrigen mit den unabhédngigen Kontrollpersonen wurde eine

Volumenminderung festgestellt, die unabhéngig vom Genotyp war.

Einordnung der vorliegenden Studie tiber den DCTN1 — Einfluss auf die Gehirnstruktur

Wie bereits beschrieben, wurden bereits in mehreren Studien verschiedene Kandidatengene der
Schizophrenie hinsichtlich eines Genotyp-Volumen-Zusammenhangs untersucht. Dabei wurden
entweder bereits bekannte Polymorphismen mit Aminoséureaustausch oder Risikohaplotypen
ausgewdhlt, deren genotypische Auspriagung einen Einfluss auf das Volumen haben sollte.

In unserer Studie wurde der Genotyp-Struktur-Zusammenhang von Dynaktin untersucht. Die
identifizierten signifikanten SNPs in der vorliegenden Studie liegen alle im Intron-Bereich. Die
beschriebene  SNP-Struktur-Korrelation kann so nicht als Folge einer direkten
Aminosduresequenzinderung interpretiert werden. Es ist allerdings moglich, dass ein
Kopplungsgleichgewicht zu einem im Exon liegenden SNP besteht. Ebenso liegen die
untersuchten SNP nahe der Intron-Exon-Grenze, so dass auch ein Einfluss auf den Splice-
Vorgang angenommen werden kann. So konnten die signifikanten SNPs trotz ihrer Lage einen
Einfluss auf die entstehende Aminosduresequenz und damit Proteinfunktionalitit haben. Im
Weiteren bleibt es abzuwarten, inwiefern Sequenzverinderungen in Introns einen noch

weiterreichenden Einflul auf Proteinexpression und —funktion haben kénnen.

Es konnte zunichst kein Einfluss der Diagnose auf Strukturabweichungen festgestellt werden.
Volumina einzelner Areale waren im Vergleich zwischen Patienten und gesunden Probanden
nicht unterschiedlich. In Referenzstudien wurden Volumenabweichungen des Hippokampus und
der Ventrikel in Abhéngigkeit von der Diagnose beschrieben [103], [100], [101], [102]. Es zeigte
sich zusédtzlich in den Arbeiten von Gruber et al. [100] bzw. Takahashi et al. [102] eine
Assoziation des Hippokampusvolumen mit NRG1 bzw. mit dem DRD3-BDNF-Haplotyp. In
einer Metaanalyse im Jahr 2008 von Nelson et al [8] konnte bestétigt werden, dass eine
Volumenreduktion sowohl des Hippokampus als auch der Amygdala mit der Erkrankung
Schizophrenie assoziiert ist. In der vorliegenden Arbeit konnte im Gegensatz dazu keine

Korrelation des Hippokampusvolumens oder Amygdalavolumen zu SNP, Haplotypen oder
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klinischen Daten festgestellt werden. Der Hippokampus spielt eine entscheidende Rolle im
Prozess des Erinnerns. Da unter anderen eine eingeschriankten Aufmerksamkeit, Lang- und
Kurzzeitgedédchtnis und erschwerte Entscheidungsfindung typische Defizite von Schizophrenie-
Patienten sind, also Prozesse, die abhéngig vom funktionsfahigen Erinnerungsprozess sind, liegt
ein Zusammenhang nahe [104]. Obwohl makroskopisch keine Gen-Volumen-Korrelation fiir den
Hippocampus in der vorliegenden Studie gefunden worden ist, konnte auf zelluldrer Ebene ein
Geneinfluss vorhanden sein, der in einer zytoarchitektonischen Abweichung resultiert.
Verdnderte zelluldre Strukturen in post-mortem-Gehirnen von Schizophrenie-Patienten wurden
bereits in anderen Studien beschrieben [105][11],. Solche mikroskopischen Abweichungen
miissen nicht in makroskopisch wahrnehmbare Volumenreduktionen resultieren. In der
vorliegenden Studie wurde das Volumen von Amygdala und Hippokampus getrennt erfasst. In
anderen Studien wurden beide Hirnareale als ein Bereich zusammengefasst. Resultierende
Volumenunterschiede zwischen gesunden Kontrollen und Patienten konnen dabei auf einen
additiven Effekt basieren [8], der in unserer Studie nicht entstand.

In der Metaanalyse von Wright et al. 2000 [5] konnte gezeigt werden, dass das Gesamtvolumen
des Ventrikelsystems bei Patienten mit Schizophrenie grofer ist als bei Kontrollprobanden,
insbesondere die Seitenventrikel. Volumenverdanderung des Ventrikelsystems wird als Ausdruck
eines Hirnverlusts interpretiert. Sie ist nicht spezifisch fiir die Schizophrenie und wird auch im
Zusammenhang mit anderen Erkrankungen beschrieben. Das Ventrikelvolumen der untersuchten
Probanden dieser Studie wurde nicht erfasst. Da im Vordergrund unserer Studie die Annahme
stand, dass eine Hirnentwicklungsstorung Ursache der Schizophrenie ist und nicht die

Neurodegeneration, war die Hirnsubstanz im Fokus der Untersuchung.

Das Volumen des Gehirnareals Cingulus anterior zeigte sowohl in der vorliegenden Studie als
auch in Referenzarbeiten eine Assoziation zum Genotyp. In unserer Studie war das Cingulum
anterior mit dem Haplotyp 1, dem héaufigsten Haplotyp von DCTNI, korreliert. Trager des
Haplotypl zeigten im Vergleich zu Nicht-Trégern eine Volumenminderung in dieser Region in
der Gesamtgruppe und bei den Kontrollen, jedoch nicht in der Patientengruppe. In der
Metaanalyse von Baiano et al. [106] konnten Hinweise auf eine Volumenabnahme des Cingulum
anterior bei Patienten gefunden werden. Die Arbeit {iber eine DISCI1-Volumen-Korrelation
demonstrierte diesen Unterschied auch und présentierte zusétzlich eine Volumenminderung bei
Tragern des Risikogenotyps (alle Probanden wie auch Patienten) [99]. Das Cingulum ist ein
funktioneller Bestandteil des limbischen Systems, welches maligeblich an der Entstehung von

Emotionen, Affektverhalten, Gedichtnis und Antrieb beteiligt ist. Der anteriore Gyrus cinguli
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spielt hier beim psychomotorischen und lokomotorischen Antrieb sowie bei der Regulation
vegetativer Funktionen eine wesentliche Rolle. Ein vermindertes Volumen konnte Ausdruck
einer Hypofunktionalitit sein oder als Hinweis einer Entwicklungsstorung dieses Areals gewertet
werden. Die gefundene Volumendifferenz zwischen Haplotypl-Trigern und Nichttragern in
dieser Arbeit konnte Hinweis auf einen potentiellen pathologischen Einfluss der genotyischen
Auspriagung von DCTNI sein, der die Entwicklung des Cingulums negativ beeinflussen konnte.
Das Cingulum ein wesentliches Schliisselareal in der Schizophrenieforschung und unterstreicht

die Wichtigkeit der beobachteten Korrelation.

In der Metaanalyse von Wright et al. [5] konnte gezeigt werden, dass das relative Volumen der
Basalganglien bei Patienten grofer war als bei Kontrollen. In der vorliegenden Arbeit zeigte
sich, dass das Vorhandensein vom rs909177-T-Allel offensichtlich mit einem groferen Volumen
im Bereich des Pallidums assoziiert ist. Auch das rs740277-T-Allel und rs2268426-A-Allel
wurden im Zusammenhang mit einer Pallidum-Volumen-Erh6hung gesehen. Ebenso scheint der
Haplotyp 4 und sowie das Fehlen der Haplotypenkombination Haplotypl/Haplotypl mit einem
erhohten Pallidumvolumen korreliert zu sein.

Als weitere Bestandteile der Basalganglien zeigte sich auch im Bereich des Putamen eine Gen-
Volumen-Korrelation. Auch in diesem Bereich waren das 909177-T-Allel sowie der Haplotyps 5
mit einem groBeren Volumen assoziiert. Die Basalganglien stehen wegen ihrer wichtigen
Funktion im Dopamin-Transmitter-System im Fokus der Schizophrenie-Forschung. Vor allem
die Wirkung von typischen Neuroleptika als Dopaminantagonisten mit Frith- und
Spétdyskinesien sowie einem Parkinsonoid als Nebenwirkung ist in diesem Zusammenhang zu
beachten. Es konnte gezeigt werden, dass eine Volumenerhdhung bei Patienten mit einer Typika-
Behandlung im Bereich der Basalganglien stattfand [107]. In der vorliegenden Studie sind keine
Volumendifferenzen bei Patienten allein festzustellen, sodass ein Medikamenteneinfluss als
Storfaktor vernachldssigt werden kann. Dass Nichttrager des rs909177-T-Allels, rs740277-T-
Allels und rs2268426-A-Allels im Vergleich zu Probanden mit diesen Allelen kleinere Areale
aufwiesen, konnten Zeichen einer Entwicklungsstérung der genannten Strukturen sein, so dass
kleinere Volumina resultierten. VergroBerte Basalganglien konnten Resultat einer verstirkten
Stimulation in diesem Bereich sein, der zu einer kompensatorischen GroBenzunahme dieses

Bereichs fiihrte, wobei nicht klar ist, ob die Neuronenzahl, Synapsendichte o.4. verdndert ist.

In der Metaanalyse von Wright et al. [5] wurde ein kleineres Thalamusvolumen bei Patienten als

bei Kontrollen festgestellt. Auch in der COMT-Studie [101] konnte diese Differenz festgestellt
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werden, jedoch keine Gen-Volumen-Korrelation. In der vorliegenden Studie konnten die SNPs
rs3815241, rs2268426 und der Haplotyp 4 dagegen einen Einfluss auf das Thalamusvolumen
zeigen. Der Thalamus ist als Sammelstelle fiir ankommende Impulse und Umschaltstation zum
GroBhirn sowie Integrations-und Koordinationsorgan das wichtigste Element fiir das
Bewusstsein. Als moglicher Zusammenhang zwischen Schizophrenie und Thalamusmalfunktion
wird eine Minderintegration- und Verarbeitung diskutiert, die Symptome wie Halluzinationen
und Ich-Erlebnisstorungen erkldren konnten. Ein Volumendefizit konnte Hinweis auf eine

Unterfunktion sein.

Wie bereits in der Mehrzahl der Referenzstudien bestitigt, fielen in kortikalen Arealen
Assoziationen zwischen Genotyp und Volumen auf. Beispielsweise zeigten Insula und Gyrus
frontalis in der DISCI1-Studie [99] einen Gen-Volumen-Zusammenhang innerhalb der
Kontrollgruppe. Das Gyrus-frontalis-Volumen in dieser Arbeit zeigte eine Korrelation mit
mehreren SNPs (rs3825241, rs909177) und Haplotypen (Haplotyp 1, Haplotyp 2 und
Haplotypkombinationen Haplotyp 1/1 und 1/2). Inselkortex und Gyrus temporalis zeigten
ebenfalls Gen-Volumen-Assoziationen mit dem Haplotyp 1.

Bereits Goldstein et al. [108] demonstrierten Volumendefizite kortikaler Areale bei Patienten,
insbesondere des Gyrus frontalis med. und der Insel. Sie argumentieren, dass durch die Rolle der
Insel als Integrationsorgan des limbischen Systems sowie die Involvierung in sensorische
Funktionen eine Strukturverdnderung Hinweis auf eine Abnahme der Verarbeitung sensorischer
Stimuli sein kénnte. Besonders interessant ist dabei, dass die Insel als Assoziationszentrum fiir
akustisches Denken diskutiert wird. Auch die Lokalisierung des Arbeitsgedidchtnisses und
exekutiver Funktionen in dem Bereich des Frontallappens geben Anlass, auch kortikale
strukturelle Abweichungen bei Probanden in diesen Arealen hervorzuheben. Geméal dieser
Vorstellung konnte die in unserer Arbeit beschriebene kortikale Volumenabnahme,
beispielsweise bei Haplotyp-1-Nichttrdgern oder rs3815241-A/G-Trégern, Zeichen einer
verminderten Funktionalitdt bzw. Aktivititsabnahme dieser Areale sein. Eine damit assoziierte
Storung der exekutiven Funktionen, wie z.B. Planen und Problemldsen, spielt bei der
Schizophrenie eine wesentliche Rolle. In Bezug auf die Inselregion kdnnte das zur fehlerhaften
Verarbeitung akustischer Reize fithren, was ganz besonders in der Schizophrenie-Forschung zur

Erklarung akustischer Halluzinationen herangezogen werden konnte.

Auffillig bei unserer Arbeit ist, dass im Patienten-Kollektiv keine Gen-Volumen-Assoziation

gefunden werden konnte. Es konnte ein Hinweis darauf sein, dass der pathologischen Einfluss
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von Dynaktin nicht in einer Volumenidnderung der untersuchten Areale resultiert sondern den
zelluldren Aufbau und damit die Funktionalitit der Hirnstrukturen verdndert. Die beobachteten
Volumendifferenzen in der Gesamt- bzw. Kontrollgruppe wiirden daher die physiologische
Dynaktin-Struktur-Regulation aufzeigen, die bei Schizophrenie-Patienten versagt hat. Eine
weitere Moglichkeit ist, dass pathologische Mechanismen einsetzen, die den Einfluss von
Dynaktin beeinflussen. Es konnten zum Beispiel Interaktionspartner oder andere Proteine hoch-
bzw. runterreguliert werden, so dass ein positiver durch Dynaktin ausgeloster
Neuronenmigrationsimpuls gestoppt wird bzw. verstiarkt wird, was wiederum pathologische
Verianderungen bewirken kann, die makroskopisch nicht immer erfasst werden konnen. Weitere
Erklarungsansitze sind mogliche Einflussfaktoren, wie z.B. Medikation. Bereits entstehende
Volumenverdnderungen werden durch die Wirkung von Psychopharmaka, die insbesondere
Wirkung auf die Neurotransmittersysteme und damit beispielsweise auf die Basalganglien haben,
beeinflusst. Ebenso konnen Symptome/Verhaltensweisen, die erst im Verlauf der Krankheit
entstehen, z.B. sozialer Riickzug, durch verstirkte bzw. verminderte Stimulation der Hirnareale
Strukturverdnderungen  hervorrufen und damit vorhandene  Volumenabweichungen

kompensieren.

5.2.3 Interaktion Dynaktin und Lis1

Interaktion zwischen Dynaktin und Lis1 — Smith et al. ( [94])

Smith et al. untersuchten die Interaktion zwischen Lisl und Dynaktin. Zur Uberpriifung eines
Einflusses der Lis1-Konzentration auf den Dynaktin-Spiegel stellte die Arbeitsgruppe Zellen mit
einer Uberexpression von Lisl her. Dafiir konstruierten sie rekombinante AdLis1-Adenoviren
(mit Lisl und green fluorescent protein (GFP)) zur Transfektion von nicht-neuronalen Zellen.
Zur weiteren Untersuchung von Lis1-Dynaktin-Interaktion wurden auBerdem Fibroblasten von

Lis1-heterozygoten (Lis1"") Miusen eingesetzt (Tab. 30).
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Lis-iiberexpremierende

Zellen (AdLis1)

Lis-unterexpremierende

Zellen (Lis1"")

p150-unterexpremierende

Zellen (DCTN1-cKO)

p150-Konzentration

keine Verdnderung der

Gesamtexpression

keine Verdnderung der

Gesamtexpression

keine Verdnderung der

Gesamtexpression

Lis1-Konzentration

p150-Verteilung

- verstérkt zentrosomale
Verteilung
- Abnahme der Loslichkeit

weniger starke

perinukledre Verteilung

Fibroblasten:
- dezent verstérkte

zentrosomale Konzentration

Lis1-Verteilung

Golgiapparat

stirker kondensiert

stirker zerteilt

weniger strukturiert, mehr

Golgiapparat

diffuse Verteilung

Tab. 30: Zusammenfassung der Ergebnisse der Studie Smith et al. [94] und Darstellung der Ergebnisse der
zellbiologischen Untersuchungen bei DCTN1-cKO-Zellen

DCTNI1 — Einfluss auf Lis1 und Zellorganisation

Die Dynaktin-p150-Untereinheit und Lisl sind Interaktionspartner und spielen eine Rolle im
Transport und der Zellmigration. Smith et al. [94] konnten demonstrieren, wie eine Lisl-
Konzentrationsabnahme bzw. —zunahme die p150-Verteilung beeinflusst.

Sie zeigten, dass bei einer Zunahme von Lis1 p150 verstéarkt zentrosomal konzentriert vorliegt —
es kommt zur Aktivierung des Transportprozesses. Sinkt die LisI-Konzentration, kommt es zur
peripheren Verteilung und zur ,Down-Regulation. In unserer Studie konnten wir
demonstrieren, dass auch die Konzentration der p150-Untereinheit einen Einfluss auf das Lisl-
Gleichgewicht hat. Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass bei einer Abnahme der p150-
Untereinheit-Konzentration Lisl vermehrt perinukledr konzentriert vorkommt. Auch dieses
Wechselspiel konnte Ausdruck einer verdnderten Transportaktivitdt sein, bei dem eine
verminderte Anzahl aktiver Dynaktin-Komplexe zur Abnahme von axonalen Transportprozessen
fiihrt. Die Interaktion mit Lis 1 vermindert sich, so dass Lisl verstérkt fiir andere Zellprozesse
zur Verfligung steht. Es konnte sich bei der Neuverteilung von Lis1 ebenfalls um eine Reaktion
der Zelle handeln, einerseits um verbleibende pl50-Untereinheiten zu mobilisieren oder
andererseits um noch zu kldrende Aufgaben im Transportprozess zu iibernehmen und einen
Ausfall Dynaktins zu kompensieren. Ein weiteres Indiz eines Einfluss der Lisl- bzw. p150-
Untereinheit auf die Zellorganisation ist die strukturelle Verdnderung des Golgi-Apparats. Der
Golgikomplex fallt in der Arbeit von Smith et al. durch eine diffusere Verteilung der
Golgimembranen bei Lis1-Abnahme und stirkerer Kondensation bei Lis1-Zunahme auf. Auch in
unserer Arbeit erscheint der Golgikomplex bei pl150-Abnahme diffuser verteilt als bei einer

normalen pl150-Konzentration. Diese Verdnderung konnte von einer Aktivititsabnahme des

Komplexes selbst oder Golgi-regulierender Prozesse, z.B. durch Abnahme des axonalen
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Transports, zeugen. Unsere Studie konnte bestitigen, dass ein beidseitiges Wechselspiel

zwischen Lis1 und Dynaktin, vertreten durch die p150-Untereinheit, besteht.

5.3 Limitationen der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal eine Assoziation zwischen Dynaktin und
Schizophrenie untersucht. Die Auswahl dieses Kandidatengens fiir Schizophrenie erfolgte
aufgrund der nachgewiesenen Rolle, die Dynaktin in der Neuronenmigration und damit in der
Gehirnentwicklung spielt. Bildgebende Verfahren und pathologische Untersuchungen geben
Hinweise auf eine mogliche Gehirnentwicklungsstdrung als Ursache fiir Schizophrenie. Die
vorliegende Studie versuchte eine direkte Verbindung zwischen einem pathologisch veridnderten
axonalen Transport und der Ausprigung einer Schizophrenie nachzuweisen.

Die Auswahl von 7 SNP iiber 32 Exons und Introns verteilt charakterisiert das Gen DCTN1 nur
minimal. Die identifizierten Mutationen in den beschriebenen Referenzstudien liegen
hauptsédchlich im Bereich des 2. Exons, das die CAP-Gly-Region n-terminal mitkodiert, sowie
im Bereich der Exone 13 — 20. Die vorliegende Arbeit kann so keine absolute Aussage iiber eine
mogliche Gen-Diagnose-Korrelation zwischen DCTN1 und Schizophrenie treffen, da nur die
Genotypen der betrachteten SNPs auf eine signifikante Verteilung innerhalb des
Probandenkollektivs untersucht wurde. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag allerdings auf der
Assoziationsanalyse von Haplotypen und nicht auf dem Screening des gesamten Gens. Vor allem
fir die Untersuchung von Gen-Struktur-Korrelationen war eine Reduktion auf einzelne
Polymorphismen sinnvoller. Dafiir wurden in der vorliegenden Arbeit nicht nur ein einzelner
SNP eingesetzt, sondern die 7 ausgewéhlten Polymorphismen einzeln, in Kombination als
Haplotyp und Haplotypen-Kombinationen untersucht. Der Vorteil dieses Wegs ist die
Beriicksichtigung von Genabschnitten. Dieses Vorgehen steht im Kontrast zur Risiko-SNP- bzw.
Risiko-Haplotypen-Untersuchung in einigen Referenzstudien.

Die Auswahl der untersuchten Gehirnareale erstreckte sich tliber eine Vielzahl von kortikalen und
subkortikalen Strukturen, die in anderen Arbeiten nur zum Teil berilicksichtigt wurden. Dieses
Vorgehen ermdglicht einerseits das Erfassen bereits assoziierter Strukturen, bietet jedoch
andererseits die Moglichkeit, neue Zusammenhédnge festzustellen. Fiir eine vollstindigere
Aussage iiber einen Einfluss von DCTN1 auf das Volumen wéren zusitzliche Volumenangaben
des Ventrikelsystems und des Gesamtvolumens vorteilhaft gewesen, um typische

Strukturabweichungen bei Schizophrenie-Patienten iiberpriifen zu kénnen. Zusétzlich reduziert
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sich die Charakterisierung der Gehirnstruktur der Probanden auf Volumenangaben und es liegen
daher keine Information iiber funktionelle Gehirnarealdifferenzen zwischen den einzelnen
Probandengruppen vor, wie es z.B. beim Einsatz von fMRT moglich wire. Aussagen liber
Verianderungen der Interaktion zwischen Gehirnarealen sowie signifikante Abweichungen der
mikroskopischen Struktur konnen nicht getroffen werden. Ein weiterer Einflussfaktor auf die
Gehirnstruktur ist die Einnahme von Neuroleptika der Patienten. Eine mdgliche Korrelation
zwischen Volumina der Gehirnareale und der Einnahme von typischen bzw. atypischen
Pharmaka wurde nicht untersucht, da keine weiteren Informationen iiber Einnahmedauer,
Konzentration bzw. Compliance vorlagen.

Die vorliegende Arbeit ist eine Fall-Kontroll-Studie, deren Probanden in keinem
verwandtschaftlichen Verhiltnis stehen. Dieses Vorgehen entspricht der am héufigsten
eingesetzten Methode in Studien zu Gen-Struktur-Korrelationen. Mit 110 eingeschlossenen
Probanden liegt diese Studie im Mittelfeld der vergleichbaren Gen-Volumen-Untersuchungen.
Probanden mit einer nachgewiesenen nicht-kaukasischen Herkunft wurden aus der Studie
ausgeschlossen, um eine Homogenitdt zu erreichen. Nur in der Patientengruppe wurde eine
Alter-Geschlecht-Assoziation festgestellt: médnnliche Patienten waren signifikant dlter als
weibliche. Da keine wesentlichen Gen-Volumen-Korrelationen in dieser Gruppe festgestellt
worden sind, ist diese Korrelation kein wesentlicher Storfaktor. Als weiteren Einflussfaktor wirkt
die Geschlechterverteilung. Es gab insgesamt weniger Frauen als Minner. Auflerdem konnte ein
Einfluss des Geschlechts auf die Gehirnvolumina festgestellt werden. Folgende Areale, die eine
Gen-Volumen-Korrelation zeigten, waren bei minnlichen Probanden groBer als bei den
weiblichen Probanden: Gyrus frontalis med., Gyrus temporalis, Insula, Cingulum, Ncl. Caudatus.
Die Volumina der weiteren auffédlligen Areale Pallidum rechts und links, Putamen rechts und
links sowie Thalamus rechts und links zeigten keine Assoziation zum Geschlecht. Bei
Bertiicksichtigung des Geschlechtseinflusses kann in der Gesamtgruppe kein signifikanter
Volumenunterschied mehr im Bereich des linken Precuneus zwischen Trigern und Nichttrigern
des Haplotyp! festgestellt werden, alle anderen Ergebnisse blieben unverindert.

Ein Problem stellt die Analyse von Bildgebungsdaten mit genetischen Befunden hinsichtlich des
multiplen Testens dar. Vor allem zur Untersuchung einer Gen-Struktur-Korrelation wurden die
SNPs, Haplotypen und Haplotypkombinationen einzeln iiberpriift. Durch die Vielzahl an Tests
konnen falsch positive Ergebnisse entstehen.

Ein Erkldrungsansatz fiir die Genese der Schizophrenie ist die Multifaktorialitit und auch
Polygenitit der Erkrankung. Es stehen mehrere Faktoren unter dem Verdacht, Schizophrenie mit

zu verursachen. Es besteht ebenfalls die Vermutung, dass mehrere Gene mit kleinen Effekten zur
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Genese von Schizophrenie beitragen. Es kann auch eine Interaktion zwischen Genen Einfluss
haben, bei der ein pathologisch verdnderter Partner die Wirkung des anderen einschrénkt oder
sogar verhindert. In der durchgefiihrten Studie wurde Lis 1 als beispielhafter Interaktionspartner
von Dynaktin ausgewihlt. Der Vorteil der Lisl-Auswahl war die bekannte Involvierung in
Neuronenmigration und die Erkrankung Lissenzephalie als Folge einer Mutation. Die
Ahnlichkeit der strukturellen Gehirnverinderungen bei Lissenzephalie-Patienten, wie z.B.
Ventrikelerweiterung, mit den beobachteten strukturellen Verdnderungen bei Schizophrenie-
Patienten spricht ebenfalls fiir die gezielte Untersuchung einer Interaktion.

Insgesamt wird in der vorliegenden Arbeit zwar deutlich, dass die Verminderung der p150-
Untereinheit die Zellorganisation nicht vollstindig und schwerwiegend verdndert bzw. zum
Funktionsverlust der Zelle fiihrt, wie man erwarten wirde, wenn die Rolle eines
funktionstiichtigen Dynaktinkomplex im axonalen Transport betrachtet wird. Andererseits
spricht auch gegen eine schwerwiegende Verdnderung des Systems, dass der iiberwiegende Teil

der schizophrenen Patienten bis zum Ausbruch der Krankheit klinisch unaufféllig bleiben.

Mit dieser Arbeit wurde der Versuch unternommen, eine pathologische Zellmigration, verursacht
durch genetische Varianten von DCTNI1 als mdglichen Erklirungsansatz fiir die Atiogenese der
Schizophrenie darzustellen. Weitere Untersuchungen miissen unternommen werden, um eine

direkte Assoziation nachweisen zu konnen.

5.4 Ausblick

Es spricht dafiir, DCTNI1 in die Gruppe der Kandidatengene fiir Schizophrenie aufzunehmen, da

es gelungen ist

e cine Volumen-DCTNI1-Korrelation zu identifizieren, die Schizophrenie-typische
Gehirnareale betrifft.

o Zellverdnderungen festzustellen, die durch Expressionsverminderung von pl50
hervorgerufen worden sind und Hinweise auf eine Fehlfunktion des axonalen Transports
geben.

e die Wechselwirkung zwischen Lisl, einem weiteren in den Prozess der
Neuronenmigration involvierten Proteins, und der p150-Untereinheit von Dynaktin zu

bestdtigen.
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Zur vollstindigen Kliarung eines Zusammenhangs zwischen DCTNI1 und der Auspridgung einer
Schizophrenie ist es notig, die SNP-Auswahl auf die bekannten Mutationen zu erweitern sowie
auf kodierende Abschnitte zu konzentrieren, um so zusitzliche Hinweise zu erhalten. Noch
weiterfilhrender konnte die komplette Sequenzierung von DCTNI sein. Zusitzlich wire die
Ausweitung dieser Sequenzierung auf Lisl vorteilhaft, um einerseits auch dieses Gen auf eine
Assoziation zu Uberpriifen und andererseits Interaktionen zwischen beiden Genen und deren
Einfluss auf die Diagnose Schizophrenie zu untersuchen Auch andere Interaktionspartner wie
Dynein, NudC, Kinesin II oder DISC1 als schon bekanntes Kandidatengen flir Schizophrenie
wiren Kandidaten, um einen Einfluss der DCTNI1-Expression zu {iberpriifen. Besonders
interessant wire eine Sequenzierung des DCTN1-Gens wie auch eine Expressionsstudie bei den
beiden Patienten mit der deutlichen Gen-Volumen-Korrelation (Vgl. rs2268426 und Haplotyp 4
bzw. Haplotyp 7), da hier eine fehlerhafte Expression von Dynaktin eine mdgliche Ursache fiir
die Auspragung der Schizophrenie sein konnte. Ein weiterer Schritt, um den Einfluss Dynaktins
oder auch Lisl einzuschétzen, wire eine Expressionsanalyse in postmortem-Materialien von
Patienten. So kdnnten nachweislich verdnderte Strukturen bei Schizophrenie-Patienten direkt auf
eine Minderexpression bzw. Uberexpression untersucht werden. Auf diese Weise wire die
Verbindung zwischen molekulargenetischer Ebene, Zellebene und makroskopisch-klinischer
Ebene noch besser verbunden, wie es bereits in dieser Arbeit demonstriert worden ist.

Eine VergroBerung der Fall-Kontroll-Gruppe sowie die Erweiterung der Volumetriedaten um
Ventrikelvolumen und Gesamtvolumen sind zusidtzliche mogliche Studiendesignidnderungen.
Vor allem zur Vermeidung falsch positiver Ergebnisse aufgrund des multiplen Testens sollten
die signifikanten Resultate anhand eines unabhingigen neuen Probandenkollektivs iiberpriift
werden. Des Weiteren bietet es sich an, statistische Analyseverfahren, die in den letzten Jahren
zur Minimierung des multiplen Testens entwickelt worden sind, einzusetzen.

Es konnten Verdnderungen beobachtet werden, die eine Neuordnung der Lis1-Molekiile und eine
Veranderung des Golgikomplex zeigten, deren Konsequenz in weiteren Experimenten geklart
werden muss. Zelliiberlebenszeit, Zellstabilitédt, Zellreproduktionsrate und Zellmigration wéren
wichtige Vergleichsparameter zwischen pl50-verminderten Zellen und Wildtyp-Zellen.
Interessant wére auch der Versuch, pl50-iiberexpremierende Zellmodelle zu entwickeln, um
eventuelle Folgen in der Zelle zu beobachten und mit den bekannten Verdnderungen zu
vergleichen. Weiterhin wiére auch die in-vivo-Behandlung Cre-positiver Mduse mit Tamoxifen
und die Analyse der Gehirne postmortem in Hinsicht auf Volumenverminderung bzw.
Verdnderung ein weiterer Schritt, um die mdogliche pathologische Folge eines pl150-Ausfalls

einschitzen zu konnen. Dabei konnte man besonders die Gehirnareale betrachten, die in der
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vorliegenden Studie und in anderen Schizophrenie-Arbeiten auffillige Kontroll-Patienten-

Differenzen aufzeigten.

Es ist sinnvoll, zur weiteren Klirung der Atiopathogenese der Schizophrenie Gene und Proteine,
die eine Rolle in der Neuronenmigration spielen, zu analysieren, um eine mogliche Kausalkette
zu prasentieren. Das Ziel einer Friihdiagnostik durch z.B. Screeningverfahren und die
Verbesserung der Behandlung kann nur durch Fortfiihrung der Schizophrenieforschung und die

Identifikation weiterer Risikogene erreicht werden.
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VI Zusammenfassung

Schizophrenie ist eine psychiatrische Erkrankung aus dem Formenkreis der endogenen
Psychosen, die ca. 1% der Weltbevdlkerung betrifft. Zur Klirung der Atiopathogenese miissen
sowohl epidemiologische als auch genetische Faktoren betrachtet werden. In verschiedenen
Studien konnten fiir die Schizophrenie typische strukturelle Gehirnverdnderungen beschrieben
werden, die sowohl kortikale als auch subkortikale Areale betreffen. Mehrere Kandidatengene
waren ebenfalls mit dem Auftreten von Schizophrenie assoziiert, z.B. DISC-1 oder NRGI.

In der vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal versucht, eine Assoziation zwischen dem
Mikrotubuli- bindenden Proteinkomplex Dynaktin, u.a. kodiert durch DCTNI1, und
Schizophrenie zu finden. Dafiir standen uns sowohl DNA-Proben als auch Gehirnvolumetrie-
Daten von 135 Patienten und Kontrollen zur Verfiigung. Durch die Genotypisierung von 7 SNPs
im Verlauf des Gens DCTNI1 und die Erstellung von Haplotypen konnte eine Korrelation
zwischen Genotyp und Volumenausprigung verschiedener Gehirnareale untersucht werden.
Zusitzlich wurde die Konsequenz einer verminderten DCTNI-Expression auf Zellorganellen
und Expression des Partnerproteins Lisl in einem Zellmodell betrachtet. Lisl als wichtiges
Protein der neuronalen Migration, das im Zusammenhang mit der klassischen Lissenzephalie,
einer Hirnentwicklungsstorung, steht, ist vor allem in Hinsicht auf seine potentielle Rolle als
Interaktionspartner im Mikrotubuli-assoziierten Transportprozess von Interesse.

Es konnte zwar keine Assoziation zwischen dem Gens DCTNI und der Auspridgung der
Krankheit gefunden werden, doch zeigte sich bei der Analyse der Bildgebungsdaten eine Gen-
Volumen-Korrelation im Bereich verschiedener Gehirnareale, welche bereits in fritheren Studien
als auffallig bei schizophrenen Patienten beschrieben wurden. Insbesondere ein Haplotyp zeigte
zu mehreren Gehirnarealen eine Assoziation. Probanden, die diesen Haplotyp nicht trugen,
wiesen signifikant groBere Gehirnareale auf als Probanden, die heterozygote oder homozygote
Trager waren. In einem in vitro-Modell konnte zudem gezeigt werden, dass das Ausschalten des
Gens DCTNI1 zu einer Strukturverdnderung des Golgi-Apparats fiihrte. Die Expression weiterer
Untereinheiten des Dynaktin-Komplexes und des Interaktionpartners Lisl blieb nach der
Inaktivierung von DCTN1 unverédndert.

Diese Arbeit unterstreicht die potentielle Rolle Dynaktins in der Zellorganisation und
Gehirnentwicklung. Weitere Untersuchungen miissen folgen, um die Rolle dieses

Kandidatengens fiir Schizophrenie genauer zu untersuchen.
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VII Abkiirzungen und Fachbegriffe

5-HTT
A

Abb.
ABI
ACC
AdLis1
Al

ALS
ANOVA

Aqua dest.

Arp
BDNF
Bp
Coderc
CA
CAP-Gly
CapZ
CGI
cKO
CLIP-170
COMT
Cre

Cys
DAT
DCTNI
DISC-1
DMEM
DNA
dNTPs
DRDI1
DRD2
DRD3
DRD4
ds-DNA
DSM
DTBPN1
EB-1
EDTA
EdU
FISH
fMRT
FTD

Serotonin

Adenin

Abbildung

Applied Biosystems™

anteriorer cinguldrer Cortex
rekombinantes Adenovirus mit Lisl
adhesio interthalamica

amyotrophe Lateralsklerose
analysis of variance

destilliertes Wasser

actin-related protein 1
brain-derived neurotrophic factor
Basenpaar

Cytosin

Kalifornien

cytoskeleton associated protein, glycine-rich
conventional actin-capping protein
Clinical Global Impression Score
conditional Knock-out

cytoplasmic linker protein 170
Catechyl-O-Methyltransferase
causes recombination

Cystein

Dopamine transporter

Dynaktin 1

Disrupted in schizophrenia 1
Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNS, Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dopaminrezeptor D 1
Dopaminrezeptor D 2
Dopaminrezeptor D 3
Dopaminrezeptor D 4
Doppelstrang-DNA

Diagnostic and Statistical Manual
Dysbindin

Ankyrin repeat and sterile alpha motif domain-containing protein 1B
Ethylendiamintetraessigsiure
5-ethynyl-2" -deoxyuridine
Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung
funktionelle Magnetresonanztumogrphie
frontotemporale Demenz
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Goderg
G59S
GFP
GRM3
HAP-1
HAPicg
heteroz.
homoz.
ICD
inf.

KY

Lis 1
LoxP
med.
Met
mRNA
MRT
MS
NCBI
Ncl.
NEB
NRG1
NUDC
orb.
p-p-
PAF
PANSS
PBS
PCR
PET
rekr.
RFLP
RNA
Ser
SNP
SODI1
SPECT
ss-DNA
sup.

T

Tab.
TBE
UCSC
UK

Guanin

Basenaustausch von Glycin durch Serin an Position 59
green fluorescent protein

Glutamat Rezeptor

Huntingtin-associated Protein 1

Haplotyp, erstmals in einer isldndischen Population beschrieben wurde
heterozygot

homozygot

international classification of diseases
inferior

Kentucky

Lissencephaly 1

locus of X- over P1

medius

Methionin

messenger RNA
Magnetresonanztumographie

Missouri

National center for Biotechnology Information
Nucleus

New England Biolabs®

Neuregulin 1

Nuclear distribution gene C

orbitalis

post partum

platelet-activating-factor

Positive and Negative Syndrome Scale
phosphate buffered saline

Polymerase Chain Reaction
Positronenemissiontumographie

rekrutiert
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus
Ribonukleinsédure

Serin

Single Nucleotid Polymorphism

superoxide dismutase

Single Photon Emission Computed Tomography
single strang DNA

superior

Thymin

Tabelle

TRIS-Borat-EDTA-Puffer

University of California, Santa Cruz

United Kingdom
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Verdacht auf
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world health organization
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