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1 Einleitung

Bei der bipolar affektiven Storung handelt es sich um eine der am frithesten beschriebenen
psychischen Erkrankungen. So schilderte schon Hippokrates 400 v. Chr. bei Patienten das
gemeinsame Auftreten von Manie und Melancholie, die er aber noch als zwei verschiedene
Erkrankungen betrachtete. Der Terminus ,,manisch-depressive Erkrankung® wurde erst 1921 von
dem deutschen Psychiater Emil Kraeplin eingefiihrt, der auch die schizophrenen und bipolar
affektiven Stérungen in zwei unterschiedliche Erkrankungen einteilte (Begrift der ,,Dichotomie®).
Auch wenn sich die Definition und diagnostischen Kriterien der bipolar affektiven Storung
weiterentwickelt haben, wird in jlingerer Zeit wieder diskutiert, ob bipolar affektive und
schizophrene Storungen tatséchlich zwei unterschiedliche Krankheitsentititen darstellen oder ob
es sich um ein kontinuierliches Spektrum handelt, das sich von der unipolar affektiven Stérung
iiber die bipolare und schizoaffektive Stérungen bis hin zu schizophrenen Stérungen erstreckt

(Moller 2003).

Die familidre Belastung bipolar affektiver Storungen ist seit langem bekannt. Sie ist auf das
Vorliegen von genetischen Dispositionsfaktoren zuriickzufiihren, bei denen es sich auch um die
starksten bislang erkannten priadisponierenden Faktoren handelt. Somit konnte die psychiatrische
Genetik einen entscheidenden Beitrag zur Erforschung der Ursachen bipolar affektiver Stérungen
leisten. Da es sich um eine genetisch komplexe Erkrankung handelt, stellt sie die genetische
Forschung allerdings vor eine grole Herausforderung. Mit den Fortschritten der modernen
Molekulargenetik ergeben sich jedoch immer mehr methodische Maoglichkeiten zur

Identifizierung der pradisponierenden Krankheitsgene.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Bipolar affektive Storungen

2.1.1 Klinisches Erscheinungsbild, Einteilung und Epidemiologie

Die bipolar affektiven Storungen zdhlen zu den affektiven Erkrankungen und sind durch das
Alternieren von depressiven und (hypo-)manischen Episoden mit Intervallen ausgeglichener,
normaler Stimmungslage gekennzeichnet (Laux 2003). Aufgrund des psychopathologischen
Erscheinungsbildes sind bipolar affektive von unipolaren Stérungen abzugrenzen, bei denen
entweder nur depressive oder nur manische Phasen auftreten. In seltenen Féllen konnen

depressive und manische Symptome gleichzeitig vorhanden sein (sog. gemischte Episode).

Typisch fiir eine depressive Episode sind die depressive Stimmung (gekennzeichnet durch Trauer
und Verzweiflung) einhergehend mit Verlust von Interesse und Freude, Antriebshemmung oder
angstlicher  Agitiertheit, ein reduziertes Energieniveau, auBlerdem  Schlaf- und
Konzentrationsstorungen, Appetitlosigkeit, Gefiihle von Wertlosigkeit oder Schuld und
Suizidgedanken. Charakteristika der Manie sind eine inaddquat gehobene Stimmung,
Antriebssteigerung, psychomotorische Erregung, beschleunigtes Denken (Ideenflucht) und

Selbstiiberschétzung bis hin zu wahnhaften GroéBenideen.

Die klinische Einteilung der bipolar affektiven Stérungen erfolgt nach den DSM-IV-Kriterien der

American Psychiatric Association (1994). Nach diesen ergibt sich eine Unterteilung in

e Bipolare | Storungen (voll ausgebildete wechselnde Episoden von Depressionen und

Manien)

e Bipolare 1l Storungen (depressive Storungen und lediglich hypomanische Episoden
(milderer Verlauf))

e Zyklothyme Stérungen (andauernde Instabilitdt der Stimmung mit zahlreich wechselnden
Perioden leichtgradiger Depression und leicht gehobener Stimmung iiber mindestens zwei

Jahre)

e Nicht ndher bezeichnete Stoérungen (NNB, weisen keine Charakteristika der oben

genannten Unterformen auf)
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Epidemiologisch zdhlen die bipolar affektiven Stérungen mit einem von Geschlecht, Kulturkreis
und ethnischer Zugehdrigkeit unabhidngigen Lebenszeitrisiko von 0,5-1,5% zu den hiufigen
psychiatrischen Erkrankungen. Das Erstmanifestationsalter liegt typischerweise zwischen dem

15. und 30. Lebensjahr und im Mittel im 21. Lebensjahr (Weissman et al 1988).

Die medizinische und soziale Bedeutung bipolar affektiver Stérungen ist in der hohen Rezidiv-
und Mortalititsrate begriindet. So betrug die Rezidivrate in einer Studie 75% innerhalb von 5
Jahren (Faedda et al 1993). Angst et al (1998) konnten in einer Langzeitstudie eine deutlich
erhohte Mortalitdt bipolarer Patienten durch Suizid, Unfille und kardiovaskuldre Erkrankungen

nachweisen.

2.1.2 Empirisch-genetische Untersuchungen

Bei der Beurteilung, ob genetische Faktoren am Entstehungsprozess einer Erkrankung beteiligt
sind, kommt Familienuntersuchungen eine besondere Bedeutung zu. Speziell durch
Zwillingsuntersuchungen lassen sich hierbei die Erblichkeitsanteile abschétzen, wohingegen
Adoptionsuntersuchungen den Ausschluss von Umweltfaktoren ermdglichen. Im Folgenden sind

die Ergebnisse dieser formalgenetischen Untersuchungen kurz dargestellt.

2.1.2.1 Familienstudien

Schon der élteren psychiatrischen Forschung war eine familidre Belastung bipolar affektiver
Storungen bekannt (Tsuang und Faraone 1990). In den letzten 30 Jahren wurden dann insgesamt
21 Familienstudien unter Verwendung moderner Konzepte der Diagnostik und Epidemiologie
durchgefiihrt. Die tiberwiegende Mehrheit der Familienstudien zeigte eine deutliche Erhohung
der Lebenszeitpravalenz fiir bipolare Stérungen bei Angehdrigen ersten Grades von Patienten mit
bipolar affektiver Erkrankung (3-10%). Eine Meta-Analyse von Craddock und Jones (1999)
ergab fiir Verwandte ersten Grades eines an einer bipolar affektiven Stérung erkrankten Patienten
ein relatives Risiko von 7 gegeniiber der Allgemeinbevolkerung. Fiir die Morbidititsrisiken von
Verwandten zweiten Grades bipolar erkrankter Patienten liegen bisher keine zuverldssigen Daten
vor. Das Risiko diirfte sich aber zwischen denen von Verwandten ersten Grades und denen der

Allgemeinbevolkerung bewegen (Tabelle 1).

Den Familienstudien liel sich zudem entnehmen, dass auch andere affektive Storungsformen
gehduft in den Familien der Indexfille auftreten. So haben Verwandte ersten Grades von

Patienten mit einer bipolaren Storung ein relatives Risiko von 2 im Vergleich zur
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Allgemeinbevolkerung, an einer unipolaren Depression zu erkranken (Andrew et al 1998). Dabei
ist das absolute Risiko, an einer unipolaren Stérung zu erkranken, sogar hoher als fiir eine
bipolare Storung. Allerdings lédsst sich dies auf die hohere Pravalenz unipolarer Depressionen
gegeniiber bipolaren Erkrankungen in der Allgemeinbevolkerung zuriickfithren (10% versus 1%).
Dennoch schitzt man, dass zwei Drittel bis drei Viertel beider Storungsformen auf die gleichen

genetischen Dispositionsfaktoren zuriickzufiihren sind (Blacker et al 1993).

Tabelle 1: Abstufung der Lebenszeitrisiken fiir affektive Stérungen (aus Craddock und Jones,
1999)

Grad der Verwandtschaft zum Risiko fir bipolar affektive Risiko fir unipolare Depression
bipolaren Probanden Storung in % in %
Eineiiger Zwilling 40-70% 15-25%
Verwandter 1. Grades 5-10% 10-20%
Allgemeinbevdlkerung 0,5-1,5% 5-10%

Auch fiir schizoaffektive Stérungen kann eine Koaggregation mit der bipolar affektiven Stérung
als gesichert angesehen werden (Gershon et al 1982, Kendler et al 1986, Maier et al 1993).
Entsprechend beobachteten Maier et al (1993) fiir einen Verwandten ersten Grades eines an einer
schizoaffektiven Storung erkrankten Indexfalles auch eine Erhohung des Risikos (8-23%), an
einer bipolar affektiven Stérung zu erkranken.

Doch nicht nur fiir affektive Stérungsformen, sondern auch fiir andere psychiatrische Krankheiten
gibt es Hinweise auf ein iiberzufillig hdufiges Auftreten in Familien bipolar affektiv Erkrankter.
Zudem wurden bipolar affektive Storungen gehduft in Familien beobachtet, in denen der
Indexpatient an einer anderen nicht-affektiven psychiatrischen Erkrankung litt. Im Einzelnen
handelt es sich um:

e Schizophrene Stérungen: Bisher liegen zwar keine tiberzeugenden Ergebnisse vor, die auf
ein erhohtes Vorkommen schizophrener Erkrankungen bei Angehdrigen mit bipolar
affektiven Storungen hinweisen, jedoch ergaben sich Anhalte fiir eine Kosegregation
(gemeinsame Vererbung) zwischen unipolar depressiven und schizophrenen Stdrungen.

Hierbei zeigten Verwandte von schizophrenen Probanden ein hoheres Risiko, an
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affektiven Stoérungen zu erkranken, als Verwandte von Kontrollen aus der
Allgemeinbevolkerung (Erlenmeyer-Kimling et al 1997, Gershon et al 1988, Maier et al
1993, Taylor 1992). Da ein solcher Zusammenhang fiir bipolar affektive Erkrankungen
aufgrund der geringeren Prdvalenz im Vergleich zu unipolaren Stérungen statistisch
erschwert nachweisbar ist, werden deutlich groBere Datensétze zur Klarung dieser Frage
notwendig sein. Weitere Studien zeigen ein erhohtes Vorkommen von affektiven
Storungen bei so genannten obligaten Carriern (Verwandte von Schizophrenen, die
aufgrund ihrer Position im Stammbaum zwischen zwei Erkrankten vermutlich einen
genetischen Risikofaktor fiir schizophrene Storungen tragen), was auf gemeinsame
genetische Risikofaktoren fiir schizophrene und affektive Storungen bei Verwandten von
Schizophrenen hinweist (Maier et al 1999).

e Panik-Storungen: Es gibt Hinweise darauf, dass in Familien mit hoher Belastung an
Panik-Stérungen unipolar depressive und bipolar affektive Storungen héaufiger

vorkommen als in der Allgemeinbevélkerung (Birmaher et al 2002, Hudson et al 2003).

2.1.2.2 Zwillingsstudien

Auch Zwillingsstudien belegen, dass die Entstehung bipolar affektiver Stérungen von
genetischen Faktoren mitbestimmt wird (Propping 1989). Insgesamt zeigten sich in acht
Zwillingsuntersuchungen, die unter Differenzierung bipolarer und unipolarer Verlaufsformen
durchgefiihrt wurden, deutlich héhere Konkordanzraten fiir die bipolar affektive Storung bei
monozygoten im Vergleich zu dizygoten Zwillingen (Allen et al 1974, Bertelsen et al 1977,
Cardno et al 1999, Kendler et al 1993, Kieseppa et al 2004, Kringlen 1967, McGuffin et al 2003,
Torgersen 1986). Die von Craddock und Jones (1999) ermittelten Lebenszeitrisiken eineiiger
Zwillinge, die auf den ersten sechs der genannten Zwillingsstudien basieren, sind in Tabelle 1
dargestellt. In der dénischen Studie von Bertelsen et al (1977), die hinsichtlich Fallzahl und
Methodik sehr aussagekriftig ist, erwiesen sich 62% der eineiigen Zwillingspaare als konkordant
betroffen gegeniiber 8% bei zweieiigen Zwillingspaaren. Dariiber hinaus konnten die Autoren
belegen, dass sich durch FEinbeziehen unipolar depressiver Verlaufsformen in den
Betroffenenstatus die Beteiligung genetischer Komponenten ebenfalls erfassen liel (Konkordanz
von 79% bei monozygoten und 19% bei dizygoten Zwillingspaaren). Durch die bislang grofite
Zwillingsuntersuchung (McGuffin et al 2003) konnten diese Ergebnisse bestitigt werden. Hierbei

ergaben sich Konkordanzraten von 40% bei monozygoten Zwillingspaaren gegeniiber 5,4% bei
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dizygoten Zwillingspaaren, wéhrend die Konkordanzraten unter Einbeziehen von unipolaren
Verlaufsformen in den Betroffenenstatus 67% bei monozygoten und 19% bei dizygoten

Zwillingen betrugen.

Die neueste Zwillingsstudie (Kieseppa et al 2004) an einem finnischen Kollektiv mit Patienten,
die an einer Bipolaren I Storung erkrankt waren, ergab iibereinstimmende Ergebnisse. Die
Autoren erhielten Konkordanzraten von 43% bei monozygoten und 6% bei dizygoten

Zwillingspaaren. Unipolare Verlaufsformen wurden in diese Studie nicht miteinbezogen.

Bei allen Untersuchungen zeigte sich jedoch auch, dass nichtgenetischen Faktoren eine grofle
Bedeutung bei der Entstehung von bipolar affektiven Stérungen zukommt; dies belegt die

unvollstindige Konkordanz eineiiger Zwillingspaare.

2.1.2.3 Adoptionsstudien

In den letzten Jahrzehnten wurden nur zwei Adoptionsstudien durchgefiihrt, von denen keine
besonders grof war (Mendlewicz und Rainer 1977, Wender et al 1986). Beide Studien zeigten,
dass das Erkrankungsrisiko fiir bipolar affektive Stérungen bei biologischen Verwandten von
Probanden mit bipolarer Storung groBer ist als bei Adoptiv-Verwandten, und wiesen damit
ebenfalls auf eine Beteiligung genetischer Faktoren bei der bipolar affektiven Stérung hin. Die
groBere Studie von Mendlewicz und Rainer (1977) untersuchte die biologischen und die Adoptiv-
Eltern von 29 bipolar affektiv Erkrankten und 22 gesunden Probanden; auflerdem die
biologischen Eltern von 32 nicht-adoptierten bipolaren Patienten. Es ergab sich ein signifikant
hoheres Risiko fiir eine affektive Stérung bei den biologischen Eltern der bipolar affektiv

Erkrankten (18% gegeniiber 7% bei den Adoptiv-Eltern).

2.1.3 Formalgenetischer Ubertragungsmechanismus

Es muss angenommen werden, dass bipolar affektive Storungen einem genetisch komplexen
Erbgang unterliegen. Dabei wird von mehreren Genvarianten bzw. Genverdnderungen
ausgegangen, die der Erkrankung zu Grunde liegen, wobei das Gewicht der einzelnen
Genvarianten unterschiedlich sein diirfte. In unterschiedlicher und individueller Kombination
sowie in Wechselwirkung (Epistase) tragen sie zur Krankheitsdisposition bei (Craddock et al
1995). Das klinische Erscheinungsbild diirfte hierbei als Endzustand aufzufassen sein, zu dem
auch nicht-genetische Faktoren beigetragen haben (multifaktorielles Ubertragungsmodell)

(Propping 1989).
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Ausgehend von einem komplex genetischen Ubertragungsmodus werden hinsichtlich der
disponierenden genetischen Faktoren gegenwirtig zwei Modelle diskutiert: Beim oligogenen
Modell geht man von einer relativ geringen Anzahl an Dispositionsgenen mit jeweils starkem
Krankheitseffekt aus, wihrend beim polygenen Modell eine Vielzahl von Genverdnderungen mit
jeweils geringem Einfluss angenommen wird. Bei letztgenanntem Modell miissten die jeweiligen
Genvarianten in der Bevdlkerung sehr haufig sein, sonst konnte man die empirischen
Wiederholungsziffern unter den Verwandten ersten Grades (5-10%) nicht erkldren. Das
oligogene Modell wird im Allgemeinen deshalb favorisiert, weil es eher mit dem hohen
Erkrankungsrisiko bei Verwandten ersten Grades im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung

vereinbar ist.

Zudem wird vermutet, dass die einzelnen Dispositionsgene in verschiedenen Populationen einen
unterschiedlich starken Einfluss haben (populations-spezifischer Effekt). AuBBerdem konnten den
verschiedenen phédnotypischen Dimensionen bipolar affektiver Stérungen unterschiedliche Gene
zu Grunde liegen. Die Segregationsanalysen aus jiingster Zeit weisen auch auf unterschiedliche
Krankheitsmechanismen in Abhéngigkeit vom Ersterkrankungsalter hin. Unter anderem lie3 sich
in eciner Studie von Grigoroiu-Serbanescu et al (2001) bei Familien mit frithem
Erstmanifestationsalter (< 25 Jahre) ein Hauptgeneffekt nachweisen, d.h. eine Genwirkung, die
an einen beinahe autosomal-dominanten Erbgang denken ldsst. Bei hoherem Erkrankungsalter (>
25 Jahre) war die Familiaritit hingegen eher mit einem polygenen Modell vereinbar. Zusitzlich
konnte in dieser wie auch in anderen Studien gezeigt werden, dass Verwandte von Probanden mit
early-onset ein hoheres Risiko fiir affektive Storungen tragen (Rice et al 1987, Strober et al 1988,
Weissman et al 1988). Theoretisch ist es auch denkbar, dass das Risiko fiir eine bipolar affektive
Storung vom Geschlecht des tlibertragenden Elternteils abhingt. So konnten zwei Studien eine
Abhidngigkeit des Ausmafles familidrer Haufung affektiver Storungen vom Geschlecht des
tibertragenden Elternteils nachweisen (Gershon et al 1996, McMahon et al 1995). Die Autoren
vermuten, dass in ihren untersuchten Kollektiven eine maternale Transmission vorliegt.

AbschlieBend muss festgehalten werden, dass — abgesehen davon, dass den meisten bipolar
affektiven Storungen ein genetisch komplexer Erbgang zu Grunde liegt — die genauen
genetischen Ubertragungsmechanismen noch unklar sind. Erst wenn das Segregationsmuster
identifizierter Krankheitsvarianten in Familien beobachtbar sein wird, kdnnen oben genannte

Hypothesen tliberpriift werden.
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2.2 Methoden zur Identifizierung von Krankheitsgenen

Derzeit werden zwei molekulargenetische Methoden favorisiert, um Dispositionsgene bei
genetisch komplexen Erkrankungen zu identifizieren. Es handelt sich um Kopplungs- und

Assoziationsuntersuchungen.

2.2.1 Kopplungsuntersuchungen

Kopplungsanalysen ermdglichen die Identifikation von Genorten, in denen Dispositionsgene
vermutet werden miissen. Sofern sie genomweit durchgefiihrt werden, bezeichnet man sie als
Genome-Scans. Bei diesen Untersuchungen ist es nicht notwendig, Hypothesen iiber die

Pathophysiologie einer Erkrankung zu Grunde zu legen.

Ziel ist es, innerhalb von Familienstammbdaumen die gemeinsame Vererbung (Kosegregation)
zwischen einem polymorphen genetischen Marker, dessen genomische Lokalisation bekannt ist,
und einem bestimmten Krankheitsphinotyp nachzuweisen. Werden der Marker und der Phénotyp
iiberzufillig hédufig gemeinsam vererbt, so liegt Kopplung vor. Das Prinzip der
Kopplungsuntersuchungen beruht auf Rekombinationsereignissen (crossing over) in der Meiose.
Je geringer die genetische Distanz zwischen Marker und Krankheitsgen ist, desto gréf3er ist die
Wahrscheinlichkeit, dass sie gemeinsam vererbt und nicht durch ein Rekombinationsereignis
getrennt werden. Positive Kopplungsbefunde geben also Hinweise auf die chromosomale Lage
eines potentiellen Krankheitsgens. Eine Aussage iiber das Krankheitsgen selbst ist jedoch nicht

moglich.
2.2.2 Assoziationsuntersuchungen

2.2.2.1 Prinzip von Assoziationsuntersuchungen

Unter Assoziation versteht man allgemein das iiberzufillig haufige Vorkommen eines

Risikofaktors in einem Patientenkollektiv.

Ziel ist es, das iiberzufillig hiufige Auftreten eines Risikofaktors, wie zum Beispiel einer
bestimmten DNA-Sequenzvariante, in einem Patientenkollektiv durch Vergleich mit einem
Kollektiv ~ gesunder = Kontrollpersonen = nachzuweisen. = Bei  molekulargenetischen
Assoziationsuntersuchungen finden als Varianten vor allem Single Nucleotide Polymorphisms

(SNPs) Verwendung. Es handelt sich hierbei um durch einfache Basenpaarsubstitutionen
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gekennzeichnete biallelische Polymorphismen, die im menschlichen Genom sehr héufig vertreten
sind. Sie kdnnen sowohl in kodierenden als auch in nicht-kodierenden Bereichen vorkommen.
Aber auch Mikrosatelliten- bzw. Short-Tandem-Repeat- (STR-) Marker — dies sind kurze,

repetitive Nukleotidsequenzen — werden fiir Assoziationsanalysen verwendet.

Der Grad der Assoziation zwischen einem Allel und einer Krankheit wird als ,,relatives Risiko*
(RR) ausgedriickt. Es trifft eine Aussage dartiber, wie viel mal wahrscheinlicher eine bestimmte
Krankheit bei Tragern des Risikoallels auftritt als bei Personen, die das Risikoallel nicht tragen.
Unter bestimmten Voraussetzungen (geringe Frequenz der Krankheit in der
Allgemeinbevolkerung) lédsst sich das relative Risiko mittels Berechnung der ,,0dds ratio” (OR)

abschitzen:
OR=ae*b/ced

a = Anzahl erkrankter Alleltriger

b = Anzahl gesunder Allelnichttriger
¢ = Anzahl erkrankter Allelnichttriager
d = Anzahl gesunder Alleltriger

Um die Bedeutung eines Allels fiir die Krankheitshdufigkeit in der Allgemeinbevodlkerung
abzuschétzen, wurde die ,,itiologische Fraktion* eingefiihrt (Khoury et al 1993). Sie gibt den
Anteil der Krankheitsfélle in der Bevolkerung an, den es ohne das assoziierte Allel nicht gibe.

Eine Formel zur Berechnung der étiologischen Fraktion lautet:
AF = f (OR-1) / [1+f (OR-1)]
Dabei entspricht f der Haufigkeit des Allels in der Population insgesamt.

Liegt eine Assoziation zwischen einem Allel und einer Erkrankung vor, so konnen prinzipiell drei

Mechanismen dazu gefiihrt haben:

(1) Die Variante selbst tragt funktionell zum Beispiel durch eine Verdnderung der
Aminosduresequenz des Genproduktes oder eine verdnderte Genexpression zum

Krankheitsgeschehen bei.

(2) Die Variante ist nicht selbst funktionell wirksam, liegt aber genomisch in so grofler Ndhe zu
einer an der Erkrankung beteiligten Variante, dass beide in der Evolution nicht durch
Rekombinationsereignisse ~ getrennt  wurden. Es liegt dann ein so  genanntes

Kopplungsungleichgewicht vor. Dieses entsteht, wenn eine Mutation, die bei einer
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erstbetroffenen Person entsteht, {iber Generationen hinweg zusammen mit der in der Néhe
liegenden Variante vererbt wird (so genannter ,,Griindereffekt™). Es bleibt in der Evolution
jedoch nur erhalten, wenn keine hdufigen Rekombinationen zwischen den beiden Genorten
stattgefunden haben, nicht wiederholt die gleiche Mutation bei unabhingigen Personen
aufgetreten und den Trigern der Mutation kein Selektionsnachteil entstanden ist. In den letzten
Jahren wurden in Untersuchungen zum Organisationsprinzip des Kopplungsungleichgewichts im
menschlichen Genom Hinweise auf eine Blockstruktur gefunden. Hierbei liegen ausgedehntere
genomische Bereiche hintereinander vor, in denen nahezu keine Rekombinationsereignisse
stattgefunden haben, und werden durch so genannte Hotspots von Rekombinationen getrennt
(Freudenberg et al 2002). Zwischen den genomischen Regionen variiert dabei der
Auspragungsgrad des Kopplungsungleichgewichtes und damit die Distanz, iiber die sie sich
erstrecken. In der europdischen Population fanden Ardlie et al (2002) eine durchschnittliche
Distanz eines Kopplungsungleichgewichtes von durchschnittlich 10-30 kb. Je nach genomischer
Region kann sich aber ein Kopplungsungleichgewicht auch iiber sehr viel grofere Distanzen

erstrecken (Abecasis et al 2001, Reich et al 2001).

(3) Die Assoziation zwischen einem Allel und einer Erkrankung kann auch durch zufillige
Unterschiede in der Allelfrequenz zwischen der Patienten- und der Kontrollstichprobe zustande
gekommen sein. Man spricht dann von einem Fehler 1. Art bzw. von einem falsch positiven
Befund. Hierin liegt die Ursache, weshalb Replikationsuntersuchungen an unabhéingigen
Kollektiven bei molekulargenetischen Assoziationsuntersuchungen eine grofle Bedeutung

zukommt.

2.2.2.2 Positionelle und funktionelle Assoziationsuntersuchungen

Bei molekularen Assoziationsuntersuchungen kann man einen positionellen und einen
funktionellen Ansatz unterscheiden. Bei positionellen Assoziationsanalysen untersucht man
systematisch in zuvor identifizierten chromosomalen Kopplungsregionen nach Assoziation.
Hypothesen zur zelluldren Funktion von mdglichen Krankheitsgenen sind hierbei nicht
Voraussetzung. Im Gegensatz dazu werden bei funktionellen Assoziationsanalysen Hypothesen
zur zelluldren Funktion des putativen Kandidatengens beziehungsweise zur Pathophysiologie der
Erkrankung zu Grunde gelegt. Dabei werden Kandidatengene untersucht, von denen man
annimmt, dass sie pathophysiologisch einen Beitrag zur Krankheitsentstehung leisten konnten.

Beide Ansdtze konnen aber auch kombiniert werden, indem man unter funktionellen
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Gesichtpunkten bestimmte Kandidatengene in zuvor identifizierten Kopplungsregionen

untersucht.

2.2.2.3 Fall-Kontroll- und Familienbasierte Assoziationsuntersuchungen

Alternativ zu den klassischen Fall-Kontroll-Assoziationsanalysen konnen Familienbasierte
Assoziationsanalysen durchgefiihrt werden. Dabei werden nicht Kollektive nicht-verwandter
Patienten und gesunder Kontrollen, sondern Erkrankte und deren Eltern (so genannte ,, Trios®)
untersucht. Hierbei betrachtet man, ob bei Vorliegen von Heterozygotie bei einem Elternteil ein
bestimmtes Allel einer genetischen Variante haufiger als nach zufélliger Mendelscher Vererbung
zu erwarten an erkrankte Kinder weitergegeben wird. In einem solchen Fall liegt eine Assoziation
zwischen einem Markerallel und der Erkrankung vor. Dabei spielt der Phénotyp der Eltern keine
Rolle. Ein diesbeziiglich hdufig angewendeter statistischer Test ist der Transmission
Disequilibrium Test (TDT, Spielman et al 1993). Ein entscheidender Vorteil der
Familienbasierten gegeniiber den Fall-Kontroll-Assoziationsuntersuchung ist das Vermeiden
falsch-positiver Assoziationsergebnisse auf Grund von genetischen Unterschieden zwischen dem
Patienten- und dem Kontroll-Kollektiv, die zum Beispiel durch ethnische Unterschiede der
Kollektive entstehen konnen. Vorteile der Fall-Kontroll-Assoziationsstudien sind demgegentiber

die einfachere Rekrutierung der Probanden und die kostengiinstigere Genotypisierung.

2.3 Molekulargenetische Befunde bei bipolar affektiven Stérungen

2.3.1 Kopplungsbefunde

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Kopplungsanalysen durchgefiihrt. Insgesamt sind
zum gegenwdrtigen Zeitpunkt mehr als 20 genomweite Kopplungsuntersuchungen an
Familienkollektiven mit bipolar affektiver Storung abgeschlossen. Weitere Arbeitsgruppen haben
Teile ihrer noch nicht abgeschlossenen Studien publiziert. Fiir folgende chromosomale Regionen
wurden dabei stark replizierte Kopplungsbefunde bei bipolar affektiven Stérungen erhoben und
bei unabhidngigen Untersuchungen bestitigt: 4pl16, 6q23-q24, 8p21, 10925-q26, 12q23-q24,
13932-q33, 18pll-qll und 22ql2-ql3. Hier ist die Wahrscheinlichkeit groB,
krankheitspriadisponierende Gene identifizieren zu konnen (u. a. Badner und Gershon 2002,

Craddock et al 2005).
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2.3.2 Assoziationsbefunde

In den letzten Jahren wurde eine grole Anzahl an Assoziationsanalysen bei bipolar affektiven
Storungen durchgefiihrt, die zumeist keine positiven Ergebnisse erbrachten. Zum Teil fanden sich
jedoch positive Assoziationsbefunde (Ubersicht in Craddock et al 2005, Maier et al 2003), die

nachfolgend kurz dargestellt werden sollen:

(1) Serotonin-Transporter-Gen (5-HTT oder SLC6A4): Dieses auf Chromosom 17ql1-q12
liegende Gen kodiert fiir den Serotonin-Transporter, der von Interesse ist, da er der
pharmakologische Angriffspunkt selektiver Serotonin-Reuptake-Hemmer (SSRI) ist. Bisher
wurden zwei funktionelle Genvarianten beschrieben, ein Mikrosatellitenmarker (5-HTTVNTR) im
Intron 2 und ein SNP im Promotor des Gens (5-HTTLPR). Fiir beide Varianten wurden sowohl
positive als auch negative Assoziationen gefunden. Eine Metaanalyse von 11 durchgefiihrten
Assoziationsanalysen (1288 bipolar affektive Patienten versus 2163 Kontrollprobanden) ergab fiir
beide Varianten keine signifikante Assoziation (Craddock et al 2001). Jedoch zeigten sich in dem
britischen Subkollektiv (685 bipolar affektive Patienten versus 936 Kontrollprobanden) Hinweise
auf eine Assoziation. Die Befunde konnten darauf hin deuten, dass das 5-HTT-Gen nur einen
geringen Krankheitseffekt besitzt und nur in bestimmten ethnischen Populationen von Bedeutung
ist. In einer Fall-Kontroll-Studie an 96 Frauen mit bipolar affektiver Storung, deren
Krankheitsverlauf durch eine puerperale Psychose gekennzeichnet war, zeigten sich zudem
signifikante Assoziationsergebnisse fiir den 5-HTTVNTR. Dies kdnnte den Schluss zulassen, dass
diese Variante speziellen Subgruppen bipolar affektiver Stérungen zu Grunde liegt (Coyle et al
2000). Die neueste Metaanalyse von Lasky-Su et al (2005), die fiir den 5-HTTVNTR 11 Studien
(2713 bipolar affektive Patienten versus 4578 Kontrollprobanden) und fiir den 5-HTTLPR 15
Studien (5540 bipolar affektive Patienten versus 7260 Kontrollprobanden) analysierten, ergab fiir
den 5-HTTVNTR-Polymorphismus keine signifikante Assoziation, wéhrend die 5-HTTLPR-
Variante eine zwar geringe, aber positive Assoziation zur bipolar affektiven Stérung zeigte. Das
konnte bedeuten, dass diese Variante mit relativ geringer Effektstirke zur Disposition der bipolar
affektiven Storung beitrdgt. Insgesamt sind die Ergebnisse jedoch uneinheitlich, so dass derzeit
keine definitive Aussage dariiber gemacht werden kann, ob dem 5-HTT-Gen eine Bedeutung an

der Krankheitsentstehung zukommt.

(2) Catechol-O-Methyl-Transferase-Gen (COMT): Das COMT-Gen liegt auf der chromosomalen
Region 22qll, einer Region, die durch das Velokardiofaziale Syndrom fiir psychiatrische
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Erkrankungen und durch Kopplungsbefunde fiir affektive und schizophrene Erkrankungen von
Bedeutung ist. Beim Velokardiofazialen Syndrom handelt es sich um ein
Mikrodeletionssyndrom, das den chromosomalen Abschnitt 22q11 betrifft. Neben einer Vielzahl
von Symptomen ist bekannt, dass Betroffene mit einem Velokardiofazialen Syndrom gehéuft an
psychiatrischen Krankheiten leiden. Funktionell ist COMT an der enzymatischen Metabolisierung
von Neurotransmittern wie Dopamin, Adrenalin und Epinephrin beteiligt, wobei verschiedene
genetische Varianten die Enzymaktivitit unterschiedlich beeinflussen. Hierbei konnte ein
funktioneller SNP beschrieben werden, fiir den sich in einer Metaanalyse (916 bipolar affektive
Patienten versus 1069 Kontrollprobanden) eine schwache, aber signifikante Assoziation zur
bipolar affektiven Erkrankung ergab (Jones und Craddock 2001). Das assoziierte Allel bewirkt
eine verminderte Enzymaktivitét. Jedoch muss man auch hier davon ausgehen, dass von COMT
ein nur geringer Krankheitseffekt ausgeht. Dabei scheint die Assoziation beim rapid cycling,

einer Subgruppe bipolar affektiver Storungen, offenbar stirker ausgeprigt zu sein.

(3) Monoaminooxidase-A-Gen (MAO-A): Auch dieses Gen kodiert fiir ein Dopamin und
Serotonin abbauendes Enzym, das auch pharmakologischer Angriffsort der MAO-Hemmer ist. Es
liegt auf der chromosomalen Region Xpl1. Fiir eine nichtexprimierte Variante des MAO-A-Gens
liegen mehrere Replikationen, aber auch Nicht-Replikationen vor. Eine Studie und Metaanalyse
von Preisig et al (2000) an einem franzdsisch-schweizerischen Kollektiv ergab eine Assoziation
fiir den Mikrosatellitenmarker MAOA-CA mit weiblichen bipolar affektiven Patientinnen. Ebenso
wie beim 5-HTT- und beim COMT-Gen miissen auch hier weiterfilhrende Untersuchungen
kldren, inwieweit tatsdchlich von einem Beitrag des MAO-A-Gens am Entstehungsprozess bipolar

affektiver Storungen auszugehen ist.

(4) Brain-Derived-Neurotropic-Factor-Gen (BDNF): BDNF gehort zur Familie der
Neurotrophine und spielt eine wichtige Rolle beim Wachstum, der Entwicklung und dem
Uberleben von neuronalen Populationen. AuBerdem ist BDNF von Bedeutung bei der Aktivitits-
abhéngigen neuronalen Formbarkeit. Es liegt in der chromosomalen Region 11p14. Bisher wurde
maBgeblich ein SNP (Val66Met) untersucht, dem allerdings eine funktionell relevante Bedeutung
zukommen konnte. Drei Familienbasierte Assoziationsstudien berichteten iiber positive
Ergebnisse mit dem Val66Met-SNP, wobei eine an einem kleinen Kollektiv bipolar affektiver
Patienten mit friihem Ersterkrankungsalter durchgefiihrt wurde (Geller et al 2004, Neves-Pereira
et al 2002, Sklar et al 2002). Weiterhin gibt es bisher vier Fall-Kontroll-Assoziationsstudien, die
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keine signifikante Assoziation dieses SNPs mit der bipolar affektiven Stérung nachweisen
konnten (Hong et al 2003, Nakata et al 2003, Oswald et al 2004, Skibinska et al 2004). Die
Ergebnisse sind gegenwirtig noch uneinheitlich. Um die Bedeutung von BDNF als
pradisponierenden Faktor fiir die bipolar affektive Storung zu erfassen, miissen noch weitere
Studien mit mehr Polymorphismen an unabhéngigen Kollektiven durchgefiihrt werden (Craddock
et al 2005).

(5) D-Amino-Acid-Oxidase-Activator-Gen (DAOA, frither G72/G30): Die Untersuchungen zu
diesem Gen sind im anschlieBenden Abschnitt ausfiihrlich dargestellt; sie bilden die Grundlage
fiir die in vorliegender Arbeit durchgefiihrten Assoziationsuntersuchungen an ausgewéhlten

Kandidatengenen, deren Genprodukte innerhalb des DAOA/DAAO-Pathways wirksam sind.

2.4 Der D-Serin-/NMDA-Rezeptor-Pathway und dessen Bedeutung

fur psychiatrische Stérungen

2.4.1 ldentifizierung des Krankheitsgens DAOA bei schizophrenen Storungen

In 2002 fanden Chumakov et al (2002) ein Kandidatengen fiir die schizophrene Stérung, es
handelt sich um das DAOA-Gen. Von Kopplungsbefunden ausgehend, die durch mehrere Studien
beschrieben waren, untersuchten sie 191 SNPs in der Kopplungsregion 13q33. Dabei wurde ein
franzosisch-kanadisches Kollektiv mit 213 schizophrenen Patienten und 241 Kontroll-Probanden
den Untersuchungen zugrunde gelegt. In zwei Regionen, Bin A und Bin B, erhielten sie positive
Assoziationshinweise. Zwei Varianten in der Region Bin A zeigten auch in einem russischen
Kollektiv mit 183 Fillen und 183 Kontrollen Assoziation zu schizophrenen Stérungen.
AnschlieBend wurde Bin A mittels bioinformatischer Methoden auf potentielle Gene hin
untersucht. Es fanden sich Hinweise auf zwei iiberlappende Gene, DAOA und G30, wobei DAOA
komplett innerhalb von G30 liegt. Mittels yeast-two-hybrid-system konnten Chumakov et al
(2002) daraufhin nachweisen, dass das Protein, fiir das DAOA kodiert, mit dem Enzym D-Amino-
Acid-Oxidase (DAAO) interagiert. DAAO spielt im Stoffwechsel von D-Serin eine wichtige Rolle,
indem es D-Serin durch Oxidation abbaut. D-Serin ist ein Agonist an der Glyzin-bindenden
Untereinheit von NMDA-Rezeptoren, die im ZNS an der glutamatergen Neurotransmission

beteiligt sind. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das DAOA-Protein die D-Amino-Acid-
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Oxidase aktiviert. Die Ergebnisse weisen somit auf eine Beteiligung von DAOA an der
Regulation von NMDA-Rezeptoren bzw. an der glutamatergen Neurotransmission hin. Die
Untersuchungen legen Vermutungen nahe, wonach eine DAOA-Uberproduktion zu einer
verminderten NMDA-Rezeptor-Aktivitdt filhren konnte, was als Entstehungsmechanismus von
schizophrenen Storungen zuvor bereits diskutiert wurde. Chumakov et al (2002) untersuchten
auch das DAAO-Gen, das auf Chromosom 12q24 liegt, auf Assoziation mit schizophrenen
Storungen. Sie genotypisierten acht SNPs in dieser Region im franzdsisch-kanadischen Kollektiv.
Vier davon zeigten eine signifikante Assoziation. Die Ergebnisse wurden durch unabhingige
Untersuchungen repliziert. Unter anderem sind hier vier Studien zu nennen, die alle die
Assoziation von DAOA mit schizophrenen Storungen bestétigen konnten. Addington et al (2004)
untersuchten in ihrer Studie bei 98 Probanden, von denen 71 an schizophrenen Stérungen und 27
an einer nicht-spezifizierten Psychose litten, genetische Varianten in DAOA und G30 und
konnten = eine  signifikante =~ Assoziation @~ zum = Krankheitsstatus  finden.  Die
Assoziationsuntersuchungen von SNPs im DAAO-Gen erbrachten jedoch keine signifikanten
Ergebnisse. Wang et al (2004) untersuchten in einem chinesischen Kollektiv von 537
schizophrenen Patienten und 538 Kontrollen sechs SNPs am DAOA-/G30-Locus auf Assoziation.
Auch sie konnten die Ergebnisse von Chumakov et al (2002) signifikant bestitigen. Zudem
replizierten Korostishevsky et al (2004) die Assoziation am DAOA-/G30-Lokus mit
schizophrenen Storungen an 60 Patienten und 130 Kontrollen. Die Ergebnisse der Studie von

Schumacher et al (2004) werden in Kapitel 2.4.2 ausfiihrlich dargestellt.

Zusammengefasst weisen diese Studien einheitlich darauf hin, dass DAOA am

Entstehungsprozess der schizophrenen Stérungen beteiligt ist.

2.4.2 ldentifizierung des Krankheitsgens DAOA bei bipolar affektiven
Storungen

Unter der Hypothese einer iiberlappenden genetischen Disposition zwischen schizophrenen und
bipolar affektiven Stérungen wurden nach Identifikation der DAOA- und DAAO-Gene bei
schizophrenen Storungen (sieche Kapitel 2.4.1) Assoziationsuntersuchungen an beiden Loci bei
bipolar affektiven Stérungen durchgefiihrt. Beide von Chumakov et al (2002) beschriebenen
Schizophrenie-relevanten Gene liegen auch in Regionen, fiir die zuvor Kopplung mit der bipolar

affektiven Storung beschrieben wurde: 13q32-q33 (Badner und Gershon 2002, Detera-Wadleigh
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et al 1999, Kelsoe et al 2001, Stine et al 1997) und 12q24 (Dawson et al 1995, Ewald et al 1998,

Morissette et al 1999). Im Einzelnen handelt es sich um folgende Untersuchungen:

Hattori et al (2003) fiihrten cine Familienbasierte Assoziationsstudie an zwei verschiedenen
Kollektiven durch (CNG: 83 Individuen aus 22 Familien, NIMH: 474 Individuen aus 152
Familien), wobei ein Kollektiv (CNG) zuvor starke Kopplungshinweise auf Chromosom 13q32-
q33 gezeigt hatte. Im CNG-Kollektiv wurden insgesamt 16 SNPs am DAOA-Lokus untersucht,
wovon fiinf eine signifikante Assoziation zeigten. Die im NIMH-Kollektiv untersuchten SNPs
ergaben keine signifikanten Assoziationen, allerdings wurde der Risikoassoziierte Haplotyp des
CNG-Kollektivs auch in diesem Kollektiv signifikant hédufiger an erkrankte Indexfille

weitergegeben.

In einer Fall-Kontroll-Studie mit 139 bipolaren Patienten und 113 Kontroll-Probanden konnten
Chen et al (2004) die Ergebnisse replizieren. Zwei von sechs untersuchten SNPs im Bereich des
DAOA-Lokus zeigten signifikante Assoziationshinweise mit der bipolar affektiven Stérung. Auch

die Haplotyp-Analyse unterstiitzte die positiven Assoziationsergebnisse.

Green et al (2004) fiihrten eine Fall-Kontroll-Studie mit 675 bipolaren Patienten und 1349
Kontrollen durch. Sie replizierten die Assoziationsergebnisse. Drei von 10 SNPs am DAOA-
Lokus und acht SNPs im DAAO-Lokus waren signifikant assoziiert. Auch die Haplotyp-Analysen

ergaben signifikante Assoziationshinweise.

Schumacher et al (2004) untersuchten siecben SNPs am DAOA-Lokus und drei SNPs am DAAO-
Lokus an 300 bipolaren, 299 schizophrenen Patienten und 300 Kontroll-Probanden. Vier SNPs
am DAOA-Lokus ergaben signifikante Assoziationshinweise zu schizophrenen Stérungen und ein
SNP zu bipolar affektiven Storungen. Am DAAO-Lokus waren drei SNPs zu schizophrenen
Storungen und keiner zur bipolar affektiven Storung assoziiert. Durch die Haplotyp-Analysen

verstirkten sich die jeweiligen Ergebnisse der Einzelmarker-Analysen.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die genetische Variabilitit am DAOA-
Lokus zur Entstehung bipolar affektiver Stoérungen beitrdgt. Zudem scheint DAOA
wahrscheinlich iiber den gleichen pathophysiologischen Pathway zum Risiko schizophrener
Stérungen beizutragen. Auch eine Meta-Analyse (Detera-Wadleigh und McMahon 2006), der
drei der oben genannten Studien zu Grunde liegen, bestitigt die Annahme, dass Marker im

Bereich des DAOA-Lokus eine signifikante Assoziation zur bipolar affektiven Stérung aufweisen.
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2.4.3 Der Zusammenhang von schizophrenen und bipolar affektiven
Storungen

Obwohl schizophrene und bipolar affektive Storungen nosologisch zwei getrennte
Erkrankungsentitdten sind, gibt es Konzepte, die ein psychiatrisches Kontinuum von unipolaren
iiber bipolar affektive und schizoaffektive Storungen bis hin zu schizophrenen Psychosen
postulieren. Die Griinde, Gemeinsamkeiten zwischen bipolar affektiven und schizophrenen
Storungen zu vermuten, sind vielfiltig und werden nachfolgend kurz dargestellt (Ubersicht in

Berrettini 2000, Maier et al 1999):

(1) Formalgenetische Untersuchungsbefunde: Wie bereits erwihnt, gibt es zahlreiche Hinweise
auf eine familidre (genetische) Koaggregation von unipolar affektiven und schizophrenen
Storungen (Erlenmeyer-Kimling et al 1997, Gershon et al 1988, Maier et al 1993, Taylor 1992).
Auf der anderen Seite scheinen genetische Dispositionsformen gleichzeitig an der Entstehung
von unipolar und bipolar affektiven Storungen beteiligt zu sein. Daher wird vermutet, dass auch
bipolar affektive und schizophrene Storungen gehduft gemeinsam in belasteten Familien auftreten
bzw. dass gleiche genetische Dispositionsfaktoren existieren. Dabei scheinen aber die
Privalenzraten von bipolaren Storungen zu gering zu sein, um die familidre Koaggregation mit
schizophrenen Storungen in entsprechenden formalgenetischen Studien sicher darzustellen

(Maier et al 1993).

(2) Molekulargenetische Untersuchungsbefunde: Bei genomweiten Kopplungsuntersuchungen
ergaben sich in den drei Kopplungsregionen 13q32-q33, 18pll und 22ql1-ql3 fiir beide
Storungsformen positive Kopplungshinweise. Auch diese Befunde sprechen fiir das Vorliegen
gemeinsamer genetischer Faktoren. Auch auf der Ebene von Assoziationsuntersuchungen gibt es
Hinweise auf gemeinsame genetische Loci, die zu einer Pradisposition sowohl fiir bipolar
affektive als auch fiir schizophrene Storungen fiihren konnten. Neben den dargestellten Befunden

am DAOA-Lokus betrifft dies auch das COMT-Gen (Craddock et al 2005, Maier et al 2005).

(3) Pathophysiologische Untersuchungsbefunde: Vor allem weisen pharmakologische Befunde
darauf hin, das die gleichen Neurotransmittersysteme bei bipolar affektiven und schizophrenen
Storungen betroffen sind. Hier sind vor allem das dopaminerge, das serotoninerge und das
glutamaterge System zu nennen (u. a. Abi-Dargham et al 1998, Clinton und Meador-Woodruff
2004, Gold et al 1988, Laruelle et al 1993, Laruelle et al 1999, Lopez-Figueroa et al 2004,
Meltzer 1989, Nemeroff 1998, Scarr et al 2001). So finden einige Medikamente, die zur Therapie
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der schizophrenen Storungen eingesetzt werden, auch bei der bipolar affektiven Storung in der
manischen Phase Verwendung (zum Beispiel Olanzapin und Risperidon) (Ubersicht in Masan
2004). Einschrinkend muss allerdings gesagt werden, dass diese Medikamente auch relativ

unspezifisch im Sinne sedierender Effekte wirken konnten.

2.5 Pathophysiologische Konzepte bei bipolar affektiven Storungen

Aufgrund von pharmakologischen Befunden nimmt man an, dass bipolar affektiven
Erkrankungen Storungen des Neurotransmitter-Stoffwechsels zu Grunde liegen. Vor allem sind
hier  die  katecholaminergen, = dopaminergen,  glutamatergen @ und  GABAergen
Neurotransmittersysteme zu nennen, die (zumindest als Folge anderer Ursachen) wihrend der
symptomatischen Episoden an der Pathophysiologie der bipolar affektiven Stérung beteiligt sind
(Ubersicht in Clinton und Meador-Woodruff 2004, Manji und Lenox 2000).

2.5.1 Zellbiologische Funktion der NMDA-Rezeptoren und des D-Serin-
Stoffwechsels

Auf Grund der replizierten Assoziationshinweise zwischen genetischen Varianten am DAOA-
Lokus und der bipolar affektiven Storung und der funktionellen Bedeutung des DAOA/DAAO-
Pathways am glutamatergen Neurotransmittersystem sind die NMDA-Rezeptoren bei der
Erforschung der bipolar affektiven Storungen von besonderem Interesse. Der NMDA-Rezeptor
ist ein zentraler Rezeptor fiir die exzitatorische, synaptische Neurotransmission im zentralen
Nervensystem und soll dort unter anderem an Funktionsprozessen des Gedichtnisses und des
Lernens beteiligt sein. Er besteht aus mehreren Untereinheiten, NR1 als nicht-variable
Untereinheit und NR2A-D als variable Untereinheiten, die zusammen in unterschiedlicher
Kombination ein Tetramer bilden, verschiedene physiologische sowie pharmakologische
Eigenschaften haben und in unterschiedlicher Zusammensetzung im ZNS vorliegen. Aullerdem
wurden zwei weitere Untereinheiten beschrieben, NR3A und B, die hauptséchlich postnatal
auftreten und von denen angenommen wird, dass sie an der Ausbildung synaptischer Elemente
durch Modulation von NMDA-Rezeptoren beteiligt sind (Danysz und Parsons 1998). Der
NMDA-Rezeptor ldsst im aktivierten Zustand Kalzium und Natrium in die Synapse eintreten,
wenn vier Transmitter gleichzeitig an ihn binden. Dafiir miissen zwei NR2-Untereinheiten durch

Glutamat und zwei NRI-Untereinheiten durch Glyzin aktiviert werden, die jeweils eine
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Bindungsstelle besitzen. Die Glyzin-bindende Untereinheit kann jedoch nicht nur von Glyzin,
sondern auch von D-Serin aktiviert werden. Es wurde sogar festgestellt, dass D-Serin trotz der
hoheren Affinitdt von Glyzin an seine Untereinheit mehr als dreimal so effektiv wirkt. Man
nimmt an, dass dies mit einem geringeren Reuptake und einer verringerten Verstoffwechselung
von D-Serin in der Synapse zusammenhéngt. D-Serin wird in der Astroglia, die in ndchster
Nachbarschaft zu den NMDA-Rezeptoren in der Synapsenreichen grauen Substanz liegt, durch
das Enzym Serin-Racemase aus L-Serin konvertiert. Abgebaut wird es durch das bereits
beschriebene Enzym DAAO, das D-Serin in Peroxisomen zu Hydroxypyruvat oxidiert. Die
Konzentration von D-Serin im synaptischen Spalt wird hauptséchlich von seiner Synthese und
Diffusion beeinflusst, verglichen mit anderen Neurotransmittern verweilt D-Serin relativ lange in

der Synapse (Schell 2004).

Abbildung 1: Der NMDA-Rezeptor und seine Interaktionspartner.
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2.6 Kandidatengene flir die bipolar affektive Storung

Auf Grund der Untersuchungsbefunde bei bipolar affektiven Stérungen mit Identifikation des D-
Serin-/NMDA-Rezeptor-Pathways als disponierend fiir die Erkrankung waren folgende Gene,
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deren Proteine in unterschiedlicher Weise am D-Serin-/NMDA-Rezeptor-Pathway beteiligt sind,
in vorliegender Arbeit als Kandidatengene fiir die bipolar affektive Stérung von Interesse (siche

Abbildung 1 und folgend).

2.6.1 N-Methyl-D-Aspartate-Receptor Channel, Subunit 1 (GRIN1)

2.6.1.1 Genomische Lokalisation, Struktur und Funktion

GRIN1 (OMIM 138249) kodiert fiir die Glyzin-bindende Untereinheit des NMDA-Rezeptors
(NMDARUI1). Die Untereinheit NMDAR1 wurde 1993 erstmals von Karp et al (1993) kloniert, ihr

Produkt ist ein 938-Aminoséduren-langes Protein.

GRIN1 besteht aus 21 Exons, die in einem genomischen Bereich von 30 kb lokalisiert sind, und
liegt auf Chromosom 9q34 (Brett et al 1994, Collins et al 1993, Takano et al 1993, Zimmer et al
1995). Bislang wurden acht alternative Splice-Varianten beschrieben (Danysz und Parsons 1998),

so dass von einer Diversitét dieser Untereinheit auf zelluldrer Ebene auszugehen ist.

Nong et al (2003) fanden heraus, dass die Stimulation der NMDARI-Untereinheit eine
Signalkaskade durch den NMDAR-Komplex auslost, die zur Endozytose der Rezeptoren fiihrt.
Allerdings ist die Glyzin-Bindung allein noch nicht ausreichend fiir die Endozytose; auch

Glutamat muss seine Untereinheit (NMDAR?2) aktivieren.

2.6.1.2 Molekulargenetische Assoziationsbefunde

In 2003 konnten Mundo et al (2003) in einer Familienbasierten Assoziationsstudie mit 288
Probanden eine Assoziation zweier Polymorphismen des GRIN1-Gens mit der bipolar affektiven
Storung nachweisen. Fiir den einen der beiden Polymorphismen hatten die gleichen Autoren
schon zuvor Assoziation in einem unabhéingigen Kollektiv mit bipolar affektiver Storung finden

konnen (Mundo et al 2000).

AuBlerdem liegen mehrere Assoziationsbefunde vor (u. a. Begni et al 2003), die GRIN1 als
interessantes Kandidatengen bei schizophrenen Storungen erscheinen lassen. Andere Studien
konnten hingegen keine signifikanten Assoziationshinweise zu schizophrenen Stérungen finden

(Williams et al 2002).
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2.6.2 N-Methyl-D-Aspartate-Receptor Channel, Subunit 2A (GRIN2A)

2.6.2.1 Genomische Lokalisation sowie Struktur und Funktion

GRIN2A (OMIM 138253) kodiert fiir die Glutamat-bindende Untereinheit des NMDA-Rezeptors
(NMDARZ2A). Hess et al (1996) konnten NMDAR2A als Erste klonieren, das korrespondierende

Protein besteht aus 1464 Aminosduren.

GRIN2A besteht aus 11 Exons, umfasst auf genomischer Ebene 450 kb und liegt in der
chromosomalen Region 16p13 (Kalsi et al 1998).

Liu et al (2004) konnten zeigen, dass die Blockade NR2A enthaltender NMDA-Rezeptoren die
Induktion einer Langzeit-Potenzierung unterdriickt, ohne die Entstehung einer Langzeit-

depression zu beeinflussen.

2.6.2.2 Molekulargenetische Assoziationsbefunde

Itokawa et al (2003) fiihrten Assoziationsuntersuchungen mit genetischen Varianten am GRIN2A-
Lokus durch. In einem Familienbasierten Kollektiv bipolar affektiver Patienten fanden sie hierbei

Assoziation zwischen einem STR-Marker und der Erkrankung.

In einer Assoziationsstudie mit schizophrenen Patienten konnte hingegen kein signifikanter

Assoziationshinweis gefunden werden (Williams et al 2002).

2.6.3 N-Methyl-D-Aspartate-Receptor Channel, Subunit 2B (GRIN2B)

2.6.3.1 Genomische Lokalisation, Struktur und Funktion

GRIN2B (OMIM 138252) kodiert fiir die Glutamat-bindende Untereinheit des NMDA-Rezeptors
(NMDAR2B). Hess et al (1996) isolierten eine fiir NMDAR2B kodierende cDNA aus humanem

fetalem Gehirn, das Produkt bestand aus 1484 Aminosduren.

GRIN2B besteht aus 11 Exons, umfasst auf genomischer Ebene 419 kb und liegt in der
chromosomalen Region 12p13 (Mandich et al 1994).

Liu et al (2004) konnten in ihrer Studie zeigen, dass die Blockade NR2B enthaltender NMDA-
Rezeptoren die Induktion einer Langzeit-depression authebt, aber nicht einer Langzeit-

Potenzierung.
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2.6.3.2 Molekulargenetische Assoziationsbefunde

Nishiguchi et al (2000) fiihrten Assoziationsuntersuchungen durch, in denen sie einen
Polymorphismus in GRIN2B auf Assoziation mit schizophrenen Psychosen testeten. Die
Ergebnisse waren negativ. Auch andere Studien konnten keinen positiven Assoziationshinweis
zwischen genetischen Varianten im GRINZ2B-Lokus und schizophrenen Stérungen finden

(Williams et al 2002).

Eine Assoziationsuntersuchung mit Polymorphismen am GRIN2B-Lokus und bipolar affektiven

Stérungen wurde bisher nicht durchgefiihrt.

2.6.4 Phosphoserine Phosphatase (PSPH)

2.6.4.1 Genomische Lokalisation, Struktur und Funktion

PSPH (OMIM 172480) kodiert fiir das Enzym Phosphoserin-Phosphatase, das eine wichtige
Rolle bei der Synthese von L-Serin spielt, indem es den letzten Schritt, die Hydrolyse von O-
Phosphoserin zu L-Serin, katalysiert. Collet et al (1997) klonierten als Erste das humane PSP-

Gen, dessen Produkt ein Polypeptid aus 225 Aminosduren ist.

PSPH besteht aus fiinf Exons und umfasst auf genomischer Ebene 105 kb. Seine Lokalisation ist

in der chromosomalen Region 7p11 (Veiga da Cunha et al 2004).

Jaeken et al (1997) beschrieben einen Patienten mit PSP-Mangel; der betroffene Junge litt an pra-
und postnataler Wachstumsretardierung, moderater psychomotorischer Retardierung und
Gesichts-Dysmorphien. Bei diesem Jungen war die PSP-Aktivitit in Lymphoblasten und
Fibroblasten auf 25% des normalen Wertes reduziert. Obwohl bei dem Patienten im Folgenden
durch den Nachweis einer Mutation im Elastin-Gen (7q11) ein Williams-Syndrom diagnostiziert
wurde und es unklar ist, inwieweit oben genannte Symptomatik {iberhaupt auf den PSP-Mangel
zuriickzufiihren ist, verbesserte sich unter der oralen Therapie mit Serin das Wachstum des

Kopfumfangs.

2.6.4.2 Molekulargenetische Assoziationsbefunde

Bei oben beschriebenem Patienten konnten Veiga da Cunha et al (2004) eine Compound-
Heterozygotie fiir Mutationen im PSPH-Gen feststellen. Die Eltern des Jungen waren fiir beide

Mutationen heterozygot, so dass man von einem autosomal rezessiven Erbgang ausgehen kann.
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Sie zeigten weiterhin, dass das PSPH-Gen und das Elastin-Gen genomisch soweit auseinander

liegen, dass zwischen beiden kein Zusammenhang besteht.

Bislang wurden keine molekulargenetischen Assoziationsuntersuchungen mit genetischen

Varianten am PSPH-Lokus und bipolar affektiven Stérungen durchgefiihrt.

2.6.5 Glutamate/Neutral Amino Acid Transporter, Member 4
(SLC1A4/ASCT1)

2.6.5.1 Genomische Lokalisation, Struktur und Funktion

SLC1A4 (OMIM 600229) kodiert fiir den Aminosduren-Transporter ASCT1, der Alanin, Serin,
Cystein und Threonin transmembrands vom extra- in den intrazelluliren Raum transportiert.

Hofmann et al (1994) klonierten SLC1A4, das Protein ASCT1 besteht aus 524 Aminoséuren.

SLC1A4 besteht aus acht Exons und erstreckt sich iiber einen Bereich von 34 kb genomischer

DNA. SLC1A4 ist in der chromosomalen Region 2p14 lokalisiert (Hofmann et al 1994).

2.6.5.2 Molekulargenetische Assoziationsbefunde

Bislang wurden keine molekulargenetischen Assoziationsuntersuchungen mit genetischen

Varianten am SLC1A4-Lokus und bipolar affektiven Storungen durchgefiihrt.

2.6.6 Neurotransmitter/Glycine Transporter, Member 5 (SLC6A5/GLYT2)

2.6.6.1 Genomische Lokalisation, Struktur und Funktion

SLC6AS5 (OMIM 604159) kodiert fiir den Glyzin-Transporter Typ 2 (GLYT2), der verantwortlich
fiir die Beendigung der Neurotransmission an Strychnin-sensitiven glyzinergen Synapsen ist. Als
Erste fanden Liu et al (1993) eine cDNA bei Ratten, die fiir einen neuen Glyzin-Transporter
kodierte, den sic GLYT2 nannten. Morrow et al (1998) isolierten die entsprechende humane

cDNA, die fiir ein 797 Aminosduren langes Protein kodiert.

SLCG6AS besteht aus 16 Exons und erstreckt sich iiber einen genomischen Bereich von 56 kb.
SLCBAS ist auf der chromosomalen Region 11p15 lokalisiert (Morrow et al 1998). Gallagher et
al (1999) isolierten die cDNA dreier Isoformen von GLYT2.
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2.6.6.2 Molekulargenetische Assoziationsbefunde

Bislang wurden keine molekulargenetischen Assoziationsuntersuchungen mit genetischen

Varianten am SLC6A5-Lokus und bipolar affektiven Storungen durchgefiihrt.

2.6.7 Neurotransmitter/Glycine Transporter, Member 9 (SLC6A9/GLYT1)

2.6.7.1 Genomische Lokalisation, Struktur und Funktion

SLC6A9 (OMIM 601019) kodiert fir den Glyzin-Transporter Typ 1 (GLYT1), dem eine
Bedeutung bei der Regulation von Glyzin-Spiegeln im Bereich der NMDA-Rezeptor-vermittelten
Neurotransmission zukommen soll. Borowsky et al (1993) isolierten zwei Glyzin-Transporter-
Varianten mit unterschiedlicher Lokalisation im ZNS und im peripheren Gewebe, die von einem
gemeinsamen Gen kodiert werden. GLYT1a wurde sowohl in der grauen Substanz des ZNS als
auch in Makrophagen und Mastzellen im peripheren Gewebe gefunden, wahrend GLYT1b nur in
der weiflen Substanz des ZNS vorkam. Die Ergebnisse weisen auf ein Gewebe-spezifisches
alternatives Splicing oder alternative Promoter-Nutzung hin, die in zwei mRNA-Produkten

resultiert.

SLC6A9 besteht aus 15 Exons (Borowsky und Hoffman 1998), erstreckt sich iiber einen

genomischen Bereich von 20 kb und liegt in der chromosomalen Region 1p34.

2.6.7.2 Molekulargenetische Assoziationsbefunde

Bislang wurden keine molekulargenetischen Assoziationsuntersuchungen mit genetischen

Varianten am SLC6A9-Lokus und bipolar affektiven Storungen durchgefiihrt.
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3 Zielsetzung vorliegender Arbeit

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist eine Assoziationsstudie an einem Fall-Kontroll-Kollektiv,
bestehend aus 325 bipolar affektiven Patienten und 325 Kontrollpersonen. Ziel ist die
Identifizierung von Dispositionsgenen fiir die bipolar affektive Storung. Es wurden die
Kandidatengene GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, PSPH, SLC1A4, SLC6A5 und SLC6A9 auf ihre
mogliche Bedeutung am Entstehungsprozess der bipolar affektiven Storungen untersucht. Dabei
handelt es sich um funktionelle Kandidatengene, deren Produkte in unterschiedlicher Weise am
D-Serin-/NMDA-Rezeptor-Pathway im ZNS beteiligt sind. Fiir die untersuchten Varianten (19
STR-Marker und 32 SNPs) liegen mit einer Ausnahme (GRIN2A 104140, Itokawa et al 2003)

bisher noch keine Assoziationsstudien bei bipolar affektiven Stérungen vor.

Die im Rahmen vorliegender Studie durchgefiihrten Arbeiten waren nur durch das
Zusammenwirken  unterschiedlicher  Einrichtungen = mdglich.  Der  Aufbau  des
Untersuchungskollektivs erfolgte durch Mitarbeiter der Psychiatrischen Universititsklinik Bonn
und des Zentralinstituts fiir Seelische Gesundheit Mannheim. Die molekulargenetischen Arbeiten
zur Durchfithrung der Assoziationsstudien erfolgten am Institut fiir Humangenetik des
Universititsklinikums Bonn (19 STR-Marker, hierin liegt der Beitrag vorliegender Doktorarbeit),
und am Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit (GSF) in Neuherberg (32 SNP-Marker).
Die statistische Auswertung der erhobenen Untersuchungsdaten wurde am Institut fiir
Medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie (IMBIE) des Universitétsklinikums Bonn

durchgefiihrt.
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4 Material und Methoden

4.1 Untersuchungskollektiv

Die im Rahmen vorliegender Untersuchung analysierte Patienten-DNA stammt von Personen, die
an einer bipolar affektiven Stérung erkrankt sind. Es wurde ein deutsches Fall-Kontroll-Kollektiv
genotypisiert, bestehend aus 325 bipolar affektiven Patienten und 325 gesunden Kontroll-

Personen. Alle Personen sind deutscher Herkunft.

Alle Individuen waren vor der Blutentnahme iiber die geplanten molekulargenetischen
Untersuchungen informiert und hatten ihr miindliches und schriftliches Einverstindnis zur
Durchfiihrung dieser Studie gegeben. Da den Untersuchungen der Umgang mit humaner DNA zu
Grunde lag, wurden sie der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Universitdt Bonn
bzw. den Ethikkommissionen der beteiligten klinischen Zentren vorgelegt. Es wurden keine

Einwéinde erhoben.

4.1.1 Personenerfassung

Die Rekrutierung der Patienten und Kontrollen erfolgte durch die Psychiatrische Klinik des
Universitéitsklinikums Bonn und durch das Zentralinstitut fiir Seelische Gesundheit in Mannheim.
Die der Erfassung zu Grunde gelegten Standarddiagnosen entsprechen den DSM-IV-Kriterien. Es
wurden nur Patienten mit einer bipolar affektiven Stérung vom Typ I in die Untersuchungen
eingeschlossen. Samtliche in die Studie einbezogenen Individuen wurden von erfahrenen
Psychiatern der oben genannten klinischen Einrichtungen auf Grundlage des SADS-L (schedule
for affective disorders- and schizophrenia-lifetime version (Endicott und Spitzner 1987))
interviewt. Die Diagnosen basieren auf Interviews, klinischen Befunden und Informationen iiber

die Familiengeschichte.

4.1.2 Beschreibung der Kollektive

Unser Kollektiv bestand aus 325 Individuen mit bipolar affektiver Stérung, wovon 173 Personen
weiblich und 152 Personen ménnlich waren. Das Durchschnittsalter betrug 43 + 11 Jahre. Im
Kontroll-Kollektiv befanden sich 325 Personen, davon 185 Frauen und 140 Ménner. Hier betrug
das Durchschnittsalter 48 + 13 Jahre.
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4.2 l1solierung und Aufbereitung der humanen genomischen DNA

Aus eingefrorenem oder frischem Blut, dem Ethyldiamintetraessigsdure (EDTA) als

Antikoagulans zugesetzt wurde, wurde die DNA aus kernhaltigen Leukozyten gewonnen.

Dabei fand die Aussalzmethode nach Miller et al (1988) Anwendung. 10 ml Frischblut wurden
mit 30 ml Frischblutlysispuffer versetzt, geschiittelt, 15 min auf Eis lysiert und 15 min bei 4°C
und 1500 rpm zentrifugiert. Das entstandene Kernpellet wurde mit 10 ml Kernlysispuffer
resuspendiert, mit 660 pl 10% SDS und 200 pl Proteinase K (20mg/ml) versetzt und iiber Nacht
bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 3,2 ml gesittigter NaCl-Losung (6 M) wurde
die Losung kréftig geschiittelt und zweimal bei 4000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Das
Proteinpellet wurde verworfen; der Uberstand wurde mit 7,5 ml Isopropanol versetzt und leicht
geschwenkt, bis die DNA ausfiel. AnschlieBend konnte die DNA mit einer zur Angel geformten
Pasteurpipette gefischt und nach Waschen in 70%igem Ethanol in 400-600 ul TE-4 (pH 8,0)

gelost werden.
Dabei wurden folgende Reagenzien verwendet:
e Frischblutlysispuffer (pH 7,5):
0 155 mM NH4Cl
0 10 mM KHCO;
0 0,1 mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
e Kernlysispuffer (pH 8,2):
0 10 mM Tris-HCI
0 400 mM NaCl
o 2mM EDTA
e 1x Tris-EDTA (TE-4) (pH 7,5)
0 10 mM Tris

o0 1mMEDTA
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4.3 Synthetische Oligonukleotide

Insgesamt wurden in den oben beschriebenen Kandidatengenen 19 Short-Tandem-Repeat-Marker
und 32 SNPs untersucht. Die Sequenzen der in vorliegender Arbeit verwendeten STR-Marker
wurden der UCSC-Datenbank (NCBI Build 31) entnommen. Die Suche nach Short-Tandem-
Repeats wurde mit Hilfe des Programms TRF (Tandem Repeats Finder, Version 2.02)
durchgefiihrt (Benson 1999). Die Bezeichnungen der STR-Marker richten sich nach ihrer
Position im jeweiligen Gen. Die SNPs wurden am GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und
Gesundheit in Neuherberg unter Verwendung des MassARRAY-Systems (Sequenom, San Diego,
USA) auf einem modifizierten BrukerBiflex MALDI-TOF Massenspektrometer (Sequenom)
genotypisiert (Ding und Cantor 2003). Fiir die Einzelauflistung siehe Tabellen 2-9.

Die Oligonukleotide, die als Primer fiir die Amplifizierungen der STR-Marker benutzt wurden,
waren zwischen 21 bp und 23 bp lang. Der Forward-Primer war mit einem fluoreszierenden
Farbstoff markiert. Folgende zwei Farbstoffe wurden verwendet: Fam (f) und Hex (h). Die Primer

wurden von der Firma Qiagen GmbH in Hilden synthetisiert.

Nachfolgend sind die untersuchten Polymorphismen in den jeweiligen Kandidatengenen samt

ithrer Positionen und Primer-Sequenzen wiedergegeben:

Tabelle 2: STR-Marker und SNPs am GRIN1-Lokus in der chromosomalen Region 9q34

Mark Position (NCBI Inter-Marker- Forward-Primer | Reverse-Primer Repeat/Poly-
arker

Build 31) Abstand 5°-"3 5°-73 morphismus

(NGGAGAATTG | GGACCTTATA
GRIN1_131719 bp 131719000 3664 bp CATGAACGGT GAATGGGTCG AAAT,
GAG GAA

rs4880213 bp 131722664 2083 bp C/T
rs243_1001 bp 131724747 16847 bp C/G
rs6293 bp 131741594 4639 bp A/G
rslvVS11 6608 bp 131746233 A/G
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Tabelle 3: STR-Marker und SNPs am GRIN2A-Lokus in der chromosomalen Region 16p13

Position (NCBI

Inter-Marker-

Forward-Primer

Reverse-Primer

Repeat/Poly-

Marker . . . .
Build 31) Abstand 5°-73 5°-73 morphismus
rs1014531 bp 9991642 286 bp A/G
rs5765 bp 9991928 27572 bp C/T
(HGCCTGAATT | CAAACTGGAT
GRIN2A_100195 bp 10019500 7306 bp CCTGTCTGAGT | CGAGCTCCTA AC,
TT CT
rs2267792 bp 10026806 23194 bp A/C
(ICCACAACAC | GACAACCATG
GRIN2A_100500 bp 10050000 12000 bp CAACCTACCA | GTGGGGATTT GT
CTT GA
(h)CTCACTGCA | CAGTGGCTCA
GRIN2A_100620 bp 10062000 17736 bp ACCTAAACCT | TACTTGTGATG TTTA,
CCT T
rs1430 bp 10079736 85264 bp A/G
() GAGTTCCTT | CAGTCAACAA
GRIN2A_101650 bp 10165000 98819 bp CCTGATATCTG | ACCATGTTGGT CA,
GA T
rs3743833 bp 10263819 63181 bp A/C
()CCCAGACCT | GGAAATGAGA
GRIN2A_103270 bp 10327000 72500 bp ACTGAATCTG | CCACCAGCAA AC,
ACA GA
(HGGCGACAAG | CTGGGGACAG
GRIN2A_103995 bp 10399500 14500 bp AGCAAAACTC | ACATAAGAGT AAT,
TGT GA
() AGATCTCTG | ACAGGGAGAA
GRIN2A_104140 bp 10414000 CTACCGCTTCC | GCATTGGAGC AC,
T A
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Tabelle 4: STR-Marker und SNPs am GRIN2B-Lokus in der chromosomalen Region 12p13

Position (NCBI

Inter-Marker-

Forward-Primer

Reverse-Primer

Repeat/Poly-

Marker . } . .
Build 31) Abstand 5°-73 5°-73 morphismus
(h) CATTGGCCA | CCTCCATACCG
GRIN2B_139030 bp 13903000 3438 bp ATGAGACTGC | TGTTCATTATG TC, + AC,
AGA T
rs1805522 bp 13906438 3033 bp A/G
rs1805482 bp 13909471 26554 bp A/G
rs1805552 bp 13936025 31475 bp C/T
rs741360 bp 13967500 10500 bp C/T
(HGGCAGCCAA | GAGGCAGACC
GRIN2B_139780 bp 13978000 67 bp ATGCAGAAGT | ATCTGGTTTCT TG,
TCT T
rs2192971 bp 13978067 102933 bp G/T
(h)CCGCTTATA
CTAACTCTGCC
GRIN2B_140810 bp 14081000 42000 bp GGCAACAGGA GTTTT,
TATTGCTTGGA
TT
(h)GGTCATTTG | CACTCTAGCCT
GRIN2B_141230 bp 14123000 43000 bp GTCAAGCTGG | GGGCTACAAG TG,
T A
(h)CCTCCTCCC | CATCAAAGTG
GRIN2B_141660 bp 14166000 94000 bp AGAACTTAAA | GGAGAGTGGA AC,
GGA GT
(HGAACCACCT | CCAGATGCAG
GRIN2B_142600 bp 14260000 18029 bp GAGCAGCATT | CTGGAAGAAG AC,
TCA AA
rs3764030 bp 14278029 C/T
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Tabelle 5: STR-Marker und SNPs am PSPH-Lokus in der chromosomalen Region 7p11

Position (NCBI

Inter-Marker-

Forward-Primer

Reverse-Primer

Repeat/Poly-

Marker . } . .
Build 31) Abstand 5°-73 5°-73 morphismus
(HGTTGCAGTC | CCTTCTGAACT
PSPH_555080 bp 55508000 38862 bp AGCTGAAATG | ATCTGAACAA GT,
GT TT
rs4255091 bp 55546862 5009 bp C/G
rs4496923 bp 55551871 A/G

Tabelle 6: STR-Marker und SNPs am SLC1A4-Lokus in der chromosomalen Region 2p14

Position (NCBI

Inter-Marker-

Forward-Primer

Reverse-Primer

Repeat/Poly-

Marker . . . .
Build 31) Abstand 5°-73 5°-73 morphismus
rs1064512 bp 65403058 11350 bp C/G
rs3732062 bp 65414408 17129 bp C/T
rs759458 bp 65431537 758 bp A/G
rs2075209 bp 65432295 44705 bp A/G
(h)CCCTGCAGA | CCGTAATCCC
SLC1A4_654770 bp 65477000 TGATTCTGATA | AGTTACTCAG TATT,
CcC GA
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Tabelle 7: STR-Marker und SNPs am SLC6AS5-Lokus in der chromosomalen Region 11p15

Position (NCBI

Inter-Marker-

Forward-Primer

Reverse-Primer

Repeat/Poly-

Marker . } . .
Build 31) Abstand 5°-73 5°-73 morphismus
(HGAAGCCGTG | CACAACTCGT
SLC6A5_214235 bp 21423500 382 bp AAAGATAACA | ATTCACTTCCA AAG;,
CGA GA
rs2241940 bp 21423882 692 bp A/G
rs1443548 bp 21424574 13369 bp C/T
rs2289683 bp 21437943 4057 bp C/T
() ACTTCAGAG | CATGCAAATA
SLC6A5_214420 bp 21442000 7912 bp TGACAGGGTG | CCTCCTGGCGT AC,
ACA A
rs3740871 bp 21449912 10299 bp A/G
rs2000950 bp 21460211 15221 bp A/C
rs2276433 bp 21475432 A/G

Tabelle 8: STR-Marker und SNPs am SLC6A9-Lokus in der chromosomalen Region 1p34

Position (NCBI

Inter-Marker-

Forward-Primer

Reverse-Primer

Repeat/Poly-

Marker . . . .
Build 31) Abstand 5°-73 5°-73 morphismus
rs2248632 bp 43467029 13487 bp A/G
rs3791129 bp 43480516 2984 bp A/G
()CTCATTCAC | GTCACTCATCA
SLC6A9_434835 bp 43483500 ACCTCTGCCA | GACACCCAAC AC,
GCT T

4.4 Untersuchungsgerate

Folgende Gerite fanden bei der Fragmentldngenanalyse der STR-Marker Einsatz:

o PCR-Gerite:

0 MJ-Research PTC-200, Watertown, Massachusetts, USA

0 MJ-Research PTC-225, Watertown, Massachusetts, USA



40

e Automatischer Sequenzierer:
0 Modell ABI Prism"™377 (96er lane upgrade), Applied Biosystems, Weiterstadt
e PCs samt Spezialsoftware:

0 ABI Prism GeneScan Analysis Software (Version 3.7, Applied Biosystems,
Darmstadt)

0 ABI Prism Genotyper (Version 3.7 NT Software, Applied Biosystems, Darmstadt)

4.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Das Durchfiihren der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) war Voraussetzung flir die sich
anschliefende Fragmentldngenanalyse. Die PCR ermdglicht hierbei, in kurzer Zeit selektiv kleine
Mengen DNA in vitro zu amplifizieren. Dabei wird ein DNA-Abschnitt von 100 bis 3000 Basen

Léange in einer Abfolge von sich wiederholenden Zyklen exponentiell vermehrt.

Ein Synthese-Zyklus besteht aus drei Schritten: (1) Hitzedenaturierung: Bei 90-95°C wird der zu
vermehrende DNA-Abschnitt zuerst in Einzelstrange aufgetrennt, die als Matrizen fiir die DNA-
Synthese dienen. (2) Hybridisierung: Bei 45-65°C binden synthetische Oligonukleotide, die als
Startermolekiile dienen (sog. Primer), an die DNA-Matrize. (3) Synthese: Bei 72°C synthetisiert
die thermostabile Tag-Polymerase, beginnend an den 3’-OH-Enden der beiden Startermolekiile,

einen komplementidren DNA-Strang.

Dieser Synthese-Zyklus wird 30-40-mal wiederholt, so dass von dem amplifizierten DNA-

Abschnitt nach erfolgter PCR in exponentieller Anzahl Kopien vorliegen.

Die Reaktionsvolumina betrugen in der vorliegenden Arbeit 10 pl im 96er Well-Plattenformat.

Der PCR-Ansatz fiir eine Reaktion enthielt folgende Komponenten:
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Reagens Volumen in pl Konzentration/Inhalt
DNA 2,0 ul 20 ng/ul
Q-Solution 2,0 ul
Tag-Polymerase
Premix 5,0 ul Puffer
MgCl,
1,0 2,4-2,7 pl,
abhingig von Primermenge
0,3-0,6 pul,
Primer je nach Anzahl der Forward- und Reverse-Primer

verwendeten Primer

Alle Komponenten wurden in einem Reaktionsgefdl gemischt und anschlieBend in die

Mikrotiterplatten pipettiert.

Die PCR erfolgte in so genannten Thermocyclern. Hierzu wurde ein Touchdown-Programm

verwendet, bei dem die Hybidisierungstemperatur jeden vierten bzw.

sinkt, bis sie 55°C erreicht:

dritten Zyklus um ein Grad

Schritt Temperatur Dauer
1 95°C 15 min
2 95°C 30 sec
3 63-61°C 1 min 30 sec
4 72°C 30 sec
Schritt 2-4: insgesamt 12 mal
5 95°C 30 sec
6 60-55°C 1 min 30 sec
7 72°C 30 sec

Schritt 5-7: insgesamt 18 mal
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8 60°C 30 min

Folgende Materialien wurden bei der Amplifikation der STR-Marker verwendet:

e Multiplex PCR Master Mix Qiagen GmbH, Hilden
e (Q-Solution Qiagen GmbH, Hilden
e Amplifikationsprimer Qiagen GmbH, Hilden

4.6 Elektrophorese auf dem Automatischen Sequencer

Anschliefend wurden die PCR-Produkte auf einem 4,25%igen Polyacrylamidgel

elektrophoretisch aufgetrennt.

4.6.1 Prinzip

Bei dem Sequenziergerit handelt es sich um ein Mikroprozessor-gesteuertes Elektrophorese- und
Fluoreszenz-Detektionssystem. Durch ein elektrisches Feld werden die DNA-Fragmente durch
eine viskose Gelmatrix getrieben. Da kleine Fragmente schneller laufen als groere, werden sie
dadurch aufgetrennt und kommen mit zeitlicher Verschiebung am Ende der Gelmatrix an. Dort,
an einer fixen Stelle des Gels, erfasst eine Spezialkamera die durch einen Laserstrahl induzierte
Fluoreszenzstrahlung der DNA-Fragmente. Diese wird mittels eines Photomultipliers in ein
elektrisches, digitales Signal umgewandelt, welches auf einen Computer tibertragen wird und dort
ein Gelbild generiert. Fragmente gleicher Lange werden durch unterschiedliche

Fluoreszenzmarkierungen unterschieden.

4.6.2 Herstellung des 4,25%igen Polyacrylamid-Gels

Die 40%ige Acrylamid-Losung (Acrylamid : Bisacrylamid = 29 : 1) wurde in Aqua bidest.
gelost, durch einen 0,2 pm Filter abfiltriert und bei 4°C aufbewahrt. Zur Herstellung der
Gelstocklosung wurden 18 g Harnstoff (Urea) in 24,9 ml H,O dest. und 6 ml 10x TBE-Puffer
gelost, mit 5,6 ml der 40%igen Acrylamid-Losung gemischt und durch einen 0,2 pum Filter
filtriert und entgast.
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Zur Herstellung des Gels wurde die vorbereitete Gelstocklosung in einem Becherglas mit 250 ml
10%iger Ammoniumpersulfatlosung sowie 35 pl TEMED versetzt und anschlieBend sofort
zwischen die fiir die Elektrophorese vorbereiteten Glasplatten gegossen. In horizontaler Lage

polymerisierte das Gel innerhalb einer Stunde.
Folgende Reagenzien wurden hierbei verwendet:
e Acrylamid
e Bisacrylamid
e Harnstoff (Urea)
e 10x TBE-Puffer
0 500 mM Tris (Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan)
0 500 mM Borsdure
0 20 mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat), pH 8,0
e Ammoniumpersulfatlosung
0 10 g Ammoniumpersulfat
o 100 ml H,O

e TEMED (N'N'N'N’-Tetramethylendiamin)

4.6.3 Elektrophorese

Nach erfolgter Polymerisation wurde das 0,2 mm dicke Gel vertikal in den ABI-Sequencer
eingespannt und eine obere und untere Pufferkammer mit 1x TBE gefiillt. Die optimale
Lauftemperatur betrdgt 51°C, so dass das Gel zundchst vorgeheizt werden musste. In einem
Kontrolllauf (Pre-Run) mal} der Laser, ob sich Verunreinigungen auf den Glasplatten oder im Gel
befanden. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte aufgetragen. Dazu wurden 2,5 ul jedes PCR-
Produktes, die vorher mit 2 pul ROX-Standardlosung, bestehend aus einem internen DNA-
Langenstandard (GS-500-Rox) und einem farbigen Ladepuffer, versehen wurden, bei 95°C zwei
Minuten lang denaturiert. Von diesem Gemisch wurden mit einer manuellen Pipettierhilfe (Gele-

Mate, Word Precision Instrument, Berlin) 2 ul in die Geltaschen des 96-lane-Gels pipettiert. Die
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Laufzeit hingt von der Fragmentlinge der PCR-Produkte ab und betrug in der Regel zwischen

zwei und drei Stunden bei einer angelegten Spannung von 2400 Volt.
Die verwendeten Reagenzien waren:
e IxTBE

e ROX-Standardlosung

o] 250 pl Formamid
o] 80 ul blauer Puffer
(o] 35 ul ROX (GeneScan-500-Rox, Applied Biosystems, Darmstadt)

4.7 Bestimmung der Fragmentlangen

Die Bestimmung der PCR-Fragmentlangen erfolgte mit Hilfe des ABI-Genotyper-Software-
Programms. Der mit den PCR-Produkten aufgetragene interne Lingenstandard ist
fluoreszenzmarkiert, kann jedoch anhand seiner Farbe von den anders markierten Proben
unterschieden werden. Die bekannten Fragmentldngen des Standards dienen der Erzeugung einer
Kalibrierungskurve, mit deren Hilfe die exakten Langen der PCR-Produkte durch Extrapolation
ermittelt werden konnen. Zur genaueren Bestimmung der Produktlingen wurde zudem eine

Kontroll-DNA parallel analysiert, deren Fragmentlange bekannt ist.

4.8 Analyse der Genotypen

Anhand des internen Léangenstandards und der Kontroll-DNA fand eine automatische
Bestimmung der Genotypen durch das Softwareprogramm Genotyper Version 3.7 (Applied
Biosystems, Darmstadt) statt. Die so ermittelten Genotypen wurden daraufhin von zwei Personen,
die keine Kenntnis tiber den Erkrankungsstatus der untersuchten Probanden hatte, unabhéingig

ausgewertet. Bei unklaren Ergebnissen wurde die Analyse vollstindig wiederholt.
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4.9 Assoziationsanalyse

Die statistische Auswertung der Untersuchungen wurde von Herrn Dr. Becker im Institut fiir
Medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie (IMBIE) des Universitétsklinikums Bonn

durchgefiihrt.

Zundchst wurde die Héaufigkeitsverteilung der Genotypen innerhalb des Patienten- und des
Kontrollpersonenkollektivs mittels eine y*-Testes auf eine mogliche Abweichung vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht {iiberpriift. Fiir die Assoziationsuntersuchung der genotypisierten
Varianten wurde der Fisher’s exact test fiir die 2x3-Tafel der Genotypverteilung verwendet. Des
Weiteren wurde der Cochran-Armitage trend test verwendet (Armitage 1955). Die Haplotyp-
Verteilung der Félle und Kontrollen wurde mittels FAMHAP verglichen (Becker und Knapp
2004). Wie von Becker et al (2005) vorgeschlagen wurden alle Marker-Kombinationen getestet
und ein globaler P-Wert (korrigiert fiir Multiples Testen) errechnet.

Zusitzlich wurde im Fall-Kontroll-Kollektiv exemplarisch eine Berechnung des paarweisen
Inter-Marker-Kopplungsungleichgewichts fiir die genotypisierten Polymorphismen durchgefiihrt.
Als MaB fiir das Kopplungsungleichgewicht zwischen zwei Markern dienen die Koeffizienten D’

(Lewontin 1964) und A? (Devlin und Risch 1995).



46

5 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung von Varianten im Bereich von sieben Genen des D-Serin-
/NMDA-Rezeptor-Pathways auf Assoziation mit der bipolar affektiven Storung. Bei den Genen
handelt es sich um GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, PSPH, SLC1A4, SLC6A5 und SLC6A9 (siche auch
Theoretische Grundlagen und Material und Methoden). Das Untersuchungskollektiv bestand aus
einer deutschen Fall-Kontroll-Stichprobe (n = 325 bipolar affektive Patienten und n = 325

Kontrollpersonen).

Die im Rahmen der Studie ausgewihlten Varianten im Bereich der oben beschriebenen Gene
entstammen der UCSC-Datenbank und wurden bis auf einen STR-Marker in GRIN2A (Itokawa et

al 2003) noch nicht an Kollektiven bipolar affektiver Patienten untersucht.

Im Folgenden werden die Ergebnisse dargestellt. Zunédchst werden — fiir jedes Gen einzeln — die
Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse dargestellt. Dabei wurde auch die Verteilung der Genotypen
der untersuchten Varianten innerhalb des Patienten- und des Kontrollpersonenkollektivs mittels
eines y>-Tests auf eine mogliche Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht iiberpriift.
Anschliefend werden die Ergebnisse der Haplotypanalysen dargestellt. Unter einem ,,Haplotyp*
versteht man den von den Eltern vererbten Komplex gekoppelter Allele eines chromosomalen

Bereichs.

5.1 GRIN1

Es wurden ein STR-Marker und vier SNPs auf Assoziation hin untersucht. Fiir den STR-Marker
wurden insgesamt sechs Allele detektiert. Fiir die genaue Beschreibung der Marker siehe Kapitel

43.1.
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Tabelle 9: Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse der STR-Marker und SNPs in GRIN1

Allelverteilung Genotypenverteilung
Alle
Marker Kon- p-Wert Kontrollen BPAD p-Wert
le BPAD
trollen 11 12 22 11 12 22
rs4880213 C/T 0581(C) 0584(C) 0918 0368 0427 0205 0346 0476 0,178 0,782

rs243_1001 C/G 0,930(G) 0,933(G) 0,842 0,000 0,139 0,861 0,010 0,114 0,876 0,182
rs6293 A/G 0,647 (A) 0,636 (A) 0,691 0,420 0455 0,125 0421 0431 0,148 0,822
rslvS11_6608 | A/G 0,947 (A) 0,960 (A) 0,295 0,901 0,093 0,006 0,927 0,066 0,007 0,477

GRIN1_13171
9

6 0,670

Die Einzelmarkeranalyse fiir GRIN1 ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen dem

Patienten- und dem Kontrollkollektiv.

Tabelle 10: Ergebnisse der Haplotypanalyse der STR-Marker und SNPs in GRIN1

Haplotyp/Markerkombination globaler p-Wert
GRIN1_131719-rs4880213-rs243_1001 0,985
rs4880213-rs243_1001-rs6293 0,610
rs243 1001-rs6293-rsIVS11_6608 0,925

Diese 3-Marker-Haplotypen erwiesen sich nicht als signifikant mit der bipolar affektiven Stérung

assoziiert.

5.2 GRIN2A

Es wurden am GRIN2A-Lokus sieben STR-Marker und fiinf SNPs auf Assoziation hin
untersucht. Fiir den STR-Marker GRIN2A 100195 wurden neun, fiir GRIN2A 101650 16, fiir
GRIN2A 100500 13, fiir GRIN2A 103995 sieben, fir GRIN2A 100620 sieben, fiir
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GRIN2A 104140 18 und fiir GRIN2A 103270 insgesamt 16 verschiedene Allele detektiert. Fiir
die genaue Beschreibung der Marker sieche Kapitel 4.3.2.

Tabelle 11: Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse der STR-Marker und SNPs in GRIN2A

Allelverteilung Genotypenverteilung
Marker Allele Kon- p-Wert Kontrollen BPAD p-Wert
BPAD
trollen 11 12 22 11 12 22

rs1014531 A/G  0573(G) 0,580 (G) 0,811 0,196 0461 0343 0,179 0,483 0,339 1,000
rs5765 C/T 0,572 (C) 0,585 (C) 0,641 0,343 0458 0,199 0353 0465 0,183 1,000
rs2267792 A/C  0,728(C) 0,671(C) 0,029 0,065 0,413 0,522 0,099 0460 0441 0276
rs1430 A/G 0,737 (G) 0,702 (G) 0,163 0,080 0,366 0,554 0,077 0,441 0,481 0,130
rs3743833 A/C  0,844(C) 0830(C) 0,493 0,019 0273 0,708 0,035 0270 0,695 0,438
GRIN2A_100

9 0,045
195
GRIN2A_100

13 0,763
500
GRIN2A_100

7 0,961
620
GRIN2A_101

16 0,907
650
GRIN2A_103

16 0,851
270
GRIN2A_103

7 0,690
995
GRIN2A_104

18 0,912
140

Die Einzelmarkeranalyse fiir GRIN2A ergab fiir den STR-Marker GRIN2A 100195 einen
signifikanten p-Wert (p=0,045). Fiir die anderen Marker ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen dem Patienten- und dem Kontrollkollektiv.
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Tabelle 12: Ergebnisse der Haplotypanalyse der STR-Marker und SNPs in GRIN2A

Haplotyp/Markerkombination globaler p-Wert
rs1014531-rs5765-GRIN2A_100195 0,038
rs5765-GRIN2A_100195-rs2267792 0,253

Haplotypanalysen zu weiteren Markerkombinationen wurden nicht durchgefiihrt, da das
Kopplungsungleichgewicht zwischen den Markern zu gering war, um eine aussagekriftige
Analyse durchzufiihren. Die Haplotypanalyse der Markerkombination rs1014531-rs5765-
GRIN2A_100195 ergab einen signifikanten p-Wert von p=0,038. Der andere analysierte 3-

Marker-Haplotyp erwies sich nicht als signifikant mit der bipolar affektiven Stérung assoziiert.

5.3 GRIN2B

Es wurden sechs STR-Marker und sechs SNPs im Bereich von GRIN2B untersucht. Fiir den STR-
Marker GRIN2B 139030 wurden 22, fir GRIN2B 139780 17, fir GRIN2B 141230 elf, fiir
GRIN2B 141660 zehn, fiir GRIN2B 142600 18 und fiir GRIN2B 140810 insgesamt sieben
verschiedene Allele detektiert. Fiir eine genaue Beschreibung der Marker siche Kapitel 4.3.3.
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Tabelle 13: Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse der STR-Marker und SNPs in GRIN2B

Allelverteilung Genotypenverteilung
Marker Allele Kon- p-Wert Kontrollen BPAD p-Wert
BPAD
trollen 11 12 22 11 12 22

rs1805522 A/G 0,952 (G) 0,948 (G) 0,695 0,000 0,095 0,905 0,000 0,104 0,896 1,000
rs1805482 A/G 0,682 (G) 0,695 (G) 0,629 0,097 0,442 0,461 0,097 0,417 0,486 1,000
rs1805552 C/T 0,783 (C) 0,814 (C) 0,159 0,615 0,335 0,050 0,667 0,296 0,038 0,920
rs741360 C/T 0,799 (T) 0,823 (T) 0,279 0,057 0,289 0,654 0,025 0,304 0,671 0,089
rs2192971 G/T 0,829 (T) 0,837 (T) 0,711 0,037 0,268 0,695 0,029 0,268 0,703 1,000
rs3764030 C/T  0811(C) 0834(C) 0258 0,658 0,304 0,037 0688 0,294 0,019 0,311
GRIN2B_139

22 0,011
030
GRIN2B_139

17 0,326
780
GRIN2B_140

7 0,247
810
GRIN2B_141

11 0,623
230
GRIN2B_141

10 0,129
660
GRIN2B_142

18 0,069
600

Die Einzelmarkeranalyse fiir GRIN2B ergab fiir den STR-Marker GRIN2B 139030 einen
signifikanten p-Wert (p=0,011). Fiir die anderen Marker ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen dem Patienten- und dem Kontrollkollektiv.
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Tabelle 14: Ergebnisse der Haplotypanalyse der STR-Marker und SNPs in GRIN2B

Haplotyp/Markerkombination globaler p-Wert
GRIN2B_139030-rs1805522-rs1805482 0,120

rs1805522-rs1805482-rs1805552 0,279

rs1805482-rs1805552-rs741360 0,390
rs1805552-rs741360-GRIN2B_139780 0,550
rs741360-GRIN2B_139780-rs2192971 0,130

Eine Haplotypanalyse wurde nur fiir die ersten sieben Marker durchgefiihrt. Aufgrund des bei den
anderen Markern fehlenden Kopplungsungleichgewichtes zueinander schien eine
Haplotypanalyse nicht sinnvoll. Keiner der 3-Marker-Haplotypen erwiesen sich als signifikant

mit der bipolar affektiven Storung assoziiert.

5.4 PSPH

Es wurden ein STR-Marker und zwei SNPs im Bereich von PSPH untersucht. Fiir den STR-
Marker wurden insgesamt acht verschiedene Allele detektiert. Fiir eine genaue Beschreibung der

Marker siche Kapitel 4.3.5.

Tabelle 15: Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse der STR-Marker und SNPs in PSPH

Allelverteilung Genotypenverteilung
Marker Allele Kon- p-Wert Kontrollen BPAD p-Wert
BPAD
trollen 11 12 22 11 12 22

rs4255091 C/G 0,693 (C) 0,679 (C) 0,576 0,482 0,423 0,095 0456 0446 0,098 1,000
rs4496923 A/G 0,695 (G) 0,681 (G) 0,600 0,097 0417 0,487 0,099 0,439 0,462 1,000

PSPH_555

8 0,215
080
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Die Einzelmarkeranalyse fiir PSPH ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen dem

Patienten- und dem Kontrollkollektiv.

Tabelle 16: Ergebnisse der Haplotypanalyse der STR-Marker und SNPs in PSPH

Haplotyp/Markerkombination

globaler p-Wert

PSPH_555080-rs4255091-rs4496923

0,291

Dieser 3-Marker-Haplotyp erwies sich als nicht signifikant mit der bipolar affektiven Stérung

assoziiert.

5.5 SLC1A4

Es wurden ein STR-Marker und vier SNPs in SLC1A4 untersucht. Fir den STR-Marker wurden

insgesamt neun verschiedene Allele detektiert. Fiir eine genaue Beschreibung der Marker siehe

Kapitel 4.3.6.

Tabelle 17: Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse der STR-Marker und SNPs in SLC1A4

Allelverteilung Genotypenverteilung
Marker Allele Kon- p-Wert Kontrollen BPAD p-Wert
BPAD
trollen 11 12 22 11 12 22
rs1064512 C/G  0,927(G) 0917(G) 0484 0,009 0,126 0,864 0,009 0,148 0,843 0,884
rs3732062 C/T 0,827 (T) 0,842 (T) 0,467 0,022 0,302 0,676 0,035 0246 0,719 0,651
rs759458 A/G 0,748 (G) 0,733 (G) 0,563 0,063 0,378 0,559 0,080 0,373 0,557 0,826
rs2075209 A/G 0,812 (G) 0,824 (G) 0,588 0,041 0,295 0,665 0,052 0,248 0,700 1,000
SLC1A4 654
9 0,126
770

Die Einzelmarkeranalyse fiir SLC1A4

Patienten- und dem Kontrollkollektiv.

ergab keine signifikanten Unterschiede

zwischen dem
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Tabelle 18: Ergebnisse der Haplotypanalyse der STR-Marker und SNPs in SLC1A4

Haplotyp/Markerkombination globaler p-Wert
SLC1A4 -11-rs2075209 0,165
rs2075209-rs759458 0,847
rs759458-rs3732062 0,809
rs3732062-rs1064512 0,704

Die 2-Marker-Haplotypen erwiesen sich als nicht signifikant mit der bipolar affektiven Storung

assoziiert.

5.6 SLC6AS

Es wurden zwei STR-Marker und sechs SNPs in SLC6A5 untersucht. Fiir SLC6AS 214420
wurden 13, fiir SLC6AS 214235 insgesamt 19 verschiedene Allele detektiert. Fiir eine genaue
Beschreibung der Marker siehe Kapitel 4.3.7.
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Tabelle 19: Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse der STR-Marker und SNPs in SLC6A5

Allelverteilung Genotypenverteilung
Marker Allele Kon- p-Wert Kontrollen BPAD p-Wert
BPAD
trollen 11 12 22 11 12 22

rs2241940 A/G 0,672 (G) 0,634 (G) 0,154 0,118 0,419 0463 0,125 0481 0,394 0,155
rs1443548 C/T 0,746 (C) 0,779 (C) 0,162 0,536 0,421 0,043 0,613 0,331 0,056 0,093
rs2289683 C/T 0,994 (C) 0,998 (C) 0,172 0,987 0,013 0,000 0997 0,003 0,000 0,347
rs3740871 A/G 0,710 (G) 0,726 (G) 0,543 0,085 0,410 0,505 0,073 0,404 0,524 1,000
rs2000950 A/C 0,676 (C) 0,674 (C) 0,949 0,100 0,448 0452 0,102 0,447 0,450 1,000

rs2276433 A/G 0,623 (G) 0,613 (G) 0,714 0,142 0470 0388 0,124 0,525 0,351 0,663

SLC6A5 21
- 19 *
4235
SLC6A5_21
13 0,083
4420

* Berechnung nicht sinnvoll wegen fehlenden Hardy-Weinberg-Gleichgewichts

Die Einzelmarkeranalyse fiir SLC6A5 ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen dem

Patienten- und dem Kontrollkollektiv.

Tabelle 20: Ergebnisse der Haplotypanalyse der STR-Marker und SNPs in SLC6A5

Haplotyp/Markerkombination globaler p-Wert

rs2241940-rs1443548-rs2289683-rs3740871-rs2000950-
rs2276433-SLC6AS_214420

0,407

Dieser 7-Marker-Haplotyp erwies sich als nicht signifikant mit der bipolar affektiven Stérung
assoziiert. Der STR-Marker SLC6AS 214235 wurde wegen fehlenden Hardy-Weinberg-

Gleichgewichts aus der Haplotypanalyse ausgeschlossen.



5.7 SLC6A9

Es wurden ein STR-Marker und zwei SNPs in SLC6A9 untersucht. Fir den STR-Marker wurden

insgesamt neun verschiedene Allele detektiert. Fiir eine genaue Beschreibung der Marker siehe

Kapitel 4.3.8.

Tabelle 21: Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse der STR-Marker und SNPs in SLC6A9

Allelverteilung

Marker Allele Kon-

BPAD
trollen

Genotypenverteilung

BPAD p-Wert

22 11 12 22

rs2248632 A/G 0,939 (G) 0,944 (G)

rs3791129 A/G 0,731 (A) 0,723 (A)

SLC6A9_43
4835

0,891 0,016 0,082 0,903 1,000

0,071 0,544 0,358 0,098 0,452

Die Einzelmarkeranalyse fiir SLC6A9 ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen dem

Patienten- und dem Kontrollkollektiv.

Tabelle 22: Ergebnisse der Haplotypanalyse der STR-Marker und SNPs in SLC6A9

Haplotyp/Markerkombination

globaler p-Wert

SLC6A9_434835-rs3791129-rs2248632

0,682

Dieser 3-Marker-Haplotyp erwies sich als nicht signifikant mit der bipolar affektiven Storung

assoziiert.
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6 Diskussion

Zur Aufkliarung der Ursachen von erblichen Erkrankungen stellt die molekulare Genetik mit den
sich stindig weiterentwickelnden Methoden einen sehr aussichtsreichen Ansatz dar. Wichtige
Voraussetzungen zur Erforschung dieser Erkrankungen sind mit der Sequenzierung des humanen
Genoms (Lander et al 2001, Venter et al 2001) und mit dem internationalen HapMap-Projekt
(The International HapMap Consortium 2003 und 2005) geschaffen worden. Bei der Erforschung
genetisch komplexer Krankheiten kommt vor allem Assoziations- und Kopplungsuntersuchungen
eine grole Bedeutung zu. Dabei haben sich Assoziationsanalysen insbesondere zur
Identifizierung pradisponierender Gene mit moderatem Beitrag zur Krankheitsentstehung als
erfolgreiche Strategie bewihrt (Risch und Merikangas 1996). Sie fiihrten in der Vergangenheit
bereits mehrfach zur Identifikation Krankheitspradisponierender Gene, wie zum Beispiel des
Apolipoprotein E-Gens bei Morbus Alzheimer (Poirier et al 1993) und des Glukagonrezeptor-
Gens bei den late-onset-Formen des nicht-insulinabhdngigen Diabetes mellitus (NIDDM) (Hager
et al 1995).

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist eine Assoziationsstudie an einem Fall-Kontroll-Kollektiv,
bestehend aus 325 bipolar affektiven Patienten und 325 Kontrollpersonen. Ziel ist die
Identifizierung von Dispositionsgenen fiir die bipolar affektive Storung. Den Untersuchungen
wurden dabei sieben Gene zu Grunde gelegt, die in verschiedenster Weise am D-Serin-/NMDA-
Rezeptor-Pathway im ZNS beteiligt sind. Aufgrund jiingster Forschungsergebnisse mit
Identifikation der Krankheitsgene DAOA und DAAO bei bipolar affektiven Stérungen muss von
einer Beteiligung dieses Pathways am Entstehungsprozess der Erkrankung ausgegangen werden.
Fiir die untersuchten Gene liegen mit einer Ausnahme fiir GRIN2A (Itokawa et al 2003) bisher
noch keine Assoziationsstudien bei bipolar affektiven Storungen vor. Die Ergebnisse
vorliegender Arbeit werden im Folgenden zu jedem Kandidatengen einzeln diskutiert.

Abschliefend werden die Ergebnisse in einer zusammenfassenden Beurteilung betrachtet.
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6.1 Assoziationsanalysen der einzelnen Kandidatengene

6.1.1 GRIN1

GRIN1 kodiert fiir die Glyzin-bindende Untereinheit des NMDA-Rezeptors (NMDAR1), ist auf

Chromosom 9q34 lokalisiert und umfasst einen genomischen Bereich von 30 kb.

Am GRIN1-Lokus wurden vier SNPs und ein STR-Marker auf Assoziation mit der bipolar
affektiven Storung hin untersucht. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Allel-
und Genotypenverteilung zwischen dem Patienten- und dem Kontrollkollektiv (niedrigster p-
Wert p=0,295 bei SNP rsIVS11 6608). Auch in der Haplotypanalyse ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede in der Haplotyp-Verteilung (bester p-Wert p=0,610 bei der Marker-
Kombination rs4880213-rs243 1001-rs6293) (siche Tabellen 9 und 10, Kapitel 5).

Basierend auf den Daten des internationalen HapMap-Projektes liegt GRIN1 in einem
HaplotypBlock, so dass zwischen den einzelnen Markern Kopplungsungleichgewicht besteht. Bei
einem durchschnittlichen Zwischen-Marker-Abstand von 6,8 kb muss von einer ausreichenden
Marker-Abdeckung ausgegangen werden, die das Erfassen eines Kopplungsungleichgewichtes
zwischen den genotypisierten Markern und der Krankheit ermoglicht hétte. Das Vorhandensein
seltener Mutationen im GRIN1-Gen, die nur bei einer kleinen Anzahl von Patienten mit bipolar
affektiver Stérung von Relevanz ist, konnen wir jedoch nicht ausschlieen. Kopplung zur bipolar
affektiven Storung wurde in der chromosomalen Region 9934 allerdings bisher nicht beschrieben,
was gegen das Vorliegen von seltenen Mutationen mit starkem Krankheitseffekt in wenigen

Familien spricht.

6.1.2 GRIN2A

GRINZ2A kodiert fiir die Glutamat-bindende Untereinheit des NMDA-Rezeptors (NMDAR2A),

liegt in der chromosomalen Region 16p13 und umfasst auf genomischer Ebene 450 kb.

Am GRIN2A-Lokus wurden fiinf SNPs und sieben STR-Marker auf Assoziation mit der bipolar
affektiven Storung hin untersucht. Fiir den STR-Marker GRIN2A 100195 ergab sich ein
signifikanter p-Wert von p=0,045. Das Ergebnis hélt jedoch einer Korrektur auf multiples Testen
nach Bonferroni nicht stand und muss daher sehr vorsichtig interpretiert werden. Fiir die anderen
Marker ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Allel- und Genotypenverteilung

zwischen dem Patienten- und dem Kontrollkollektiv. Deshalb ist ein Krankheitsdisponierender
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Effekt der genannten Varianten fiir die bipolar affektive Storung eher unwahrscheinlich. In der
Haplotyp-Analyse zeigte sich ein Haplotyp (rs1014531-rs5765-GRIN2A 100195) mit einem p-
Wert von p=0,038 signifikant assoziiert, der jedoch ebenfalls einer Korrektur auf multiples
Testen nach Bonferroni nicht standhilt. Zudem ist die unterschiedliche Haplotyp-Verteilung
zwischen beiden Kollektiven unter anderem auf sehr seltene Haplotypen zuriickzufiihren. Die
Frequenzen von seltenen Haplotypen sind jedoch nur in sehr groflen Kollektiven sicher zu
schitzen und auch wesentlich anfélliger gegeniiber Genotypisierungsfehlern (siehe Tabellen 11

und 12, Kapitel 5).

Aufgrund der relativ groen Zwischen-Marker-Absténde im Bereich dieses sehr groen Genlokus
(450 kb) war die Marker-Abdeckung nur méBig ausreichend, um sicher ein
Kopplungsungleichgewicht zwischen den genotypisierten Markern und einer der bipolar
affektiven Stérung zu Grunde liegenden Variante detektieren zu konnen. Auch konnen wir das
Vorliegen seltener Mutationen im GRIN2A-Gen, die nur bei einer kleinen Anzahl von Patienten
mit bipolar affektiver Stérung von Relevanz ist, nicht ausschlieen. Eine Kopplung wurde in der
chromosomalen Region 16p13 allerdings bisher nicht beschrieben. Da es sich um ein funktionell
interessantes Gen handelt, sind weiterfiihrende Untersuchungen unter Verwendung der
mittlerweile vorliegenden Daten des internationalen HapMap-Projektes erforderlich, um — mit
besserer Haplotypauflosung — eine sichere Aussage iiber den Beitrag von GRIN2A am
Entstehungsprozess der bipolar affektiven Storung treffen zu konnen. Die vorliegenden Daten
deuten aber darauf hin, dass GRIN2A keine Bedeutung als Krankheitsgen bei bipolar affektiven

Storungen zukommt.

6.1.3 GRIN2B

GRIN2B kodiert fiir die Glutamat-bindende Untereinheit des NMDA-Rezeptors (NMDAR2B),

liegt in der chromosomalen Region 12p13 und umfasst auf genomischer Ebene 419 kb.

Am GRIN2B-Lokus wurden sechs SNPs und sechs STR-Marker auf Assoziation mit der bipolar
affektiven Storung hin untersucht. Fiir den STR-Marker GRIN2B 44 ergab sich ein signifikanter
p-Wert von p=0,011. Dieser Wert hélt jedoch einer Korrektur auf multiples Testen nach
Bonferroni nicht stand und muss daher sehr vorsichtig interpretiert werden. Fiir die anderen
Marker ergaben sich in der Einzelmarkeranalyse keine signifikanten Unterschiede in der Allel-
und Genotypenverteilung zwischen dem Patienten- und dem Kontrollkollektiv. Ein

Krankheitspradisponierender Effekt der genannten Varianten fiir die bipolar affektive Storung ist
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daher unwahrscheinlich. Die durchgefiihrten Haplotypanalysen ergaben ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied in der Haplotypverteilung (fiir alle Ergebnisse siehe Tabellen 13 und
14, Kapitel 5).

Aufgrund der teilweise relativ groen Zwischen-Marker-Abstinde in dem vergleichsweise
groflen Gen (419 kb) ist die Abdeckung nur {iber einen Bereich von 75 kb (erste sieben Marker)
ausreichend, um ein Kopplungsungleichgewicht zwischen den genotypisierten Markern und einer
die Krankheit verursachenden Variante sicher zu detektieren. Wie auch bei den anderen
Kandidatengenen konnen wir das Vorhandensein seltener Mutationen im GRIN2B-Gen, die nur
bei einer kleinen Anzahl von Patienten mit bipolar affektiver Stoérung von Relevanz sind, nicht
sicher ausschliefen. Dass von solchen Veridnderungen ein starker Krankheitseffekt ausgeht, ist
unwahrscheinlich; eine Kopplung zur chromosomalen Region 12p13 wurde bei bipolar affektiven
Storungen bisher nicht beschrieben. Da es sich bei GRIN2B — ebenso wie bei GRIN2A — um ein
funktionell sehr interessantes Gen handelt, sind weiterfiihrende Untersuchungen mit HapMap-
basierten Markern, die mittlerweile verfligbar sind, sinnvoll. Hierdurch wéren definitivere
Aussagen liber den Beitrag von GRIN2B am Krankheitsprozess der bipolar affektiven Stérungen

moglich.

6.1.4 PSPH

PSPH kodiert fiir das Enzym Phosphoserin-Phosphatase, ist in der chromosomalen Region 7p11

lokalisiert und umfasst auf genomischer Ebene 105 kb.

Am PSPH-Lokus wurden zwei SNPs und ein STR-Marker auf Assoziation mit der bipolar
affektiven Storung hin untersucht. Es ergaben sich in der Einzelmarkeranalyse keine
signifikanten Unterschiede in der Allel- und Genotypenverteilung zwischen dem Patienten- und
dem Kontrollkollektiv (niedrigster p-Wert p=0,576 bei dem SNP rs4255091). Auch in der
Haplotypanalyse ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung (p-Wert
p=0,291 fiir den Haplotyp PSPH 555080-rs4255091-rs4496923) (siche Tabellen 15 und 16,
Kapitel 5).

Basierend auf den Daten des internationalen HapMap-Projektes liegt das komplette Gen in einem
Haplotyp-Block. Entsprechend liegt zwischen den einzelnen Markern Kopplungsungleichgewicht
vor. Bei einem durchschnittlichen Marker-Abstand von rund 22 kb zwischen den benachbarten

Markern in vorliegender Studie kénnen wir von einer Marker-Abdeckung ausgehen, die
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ausreicht, um ein Kopplungsungleichgewicht zwischen den genotypisierten Markern und einer
der Krankheit zu Grunde liegenden Variante zu erfassen. Auf Grund unserer Ergebnisse konnen
wir jedenfalls das Vorliegen von Krankheitsvarianten mit moderatem Effekt im PSPH-Gen in der
deutschen Bevdlkerung ausschlieBen. Demgegeniiber konnen wir seltene Mutationen, die nur bei
einer kleinen Anzahl von Patienten mit bipolar affektiver Storung von Relevanz sind, im PSPH-

Gen nicht ausschlieen.

6.1.5 SLC1A4

SLC1A4 kodiert fiir den Aminosduren-Transporter ASCTI, ist in der chromosomalen Region
2p14 lokalisiert und erstreckt sich iiber einen Bereich von 34 kb genomischer DNA.

Am SLC1A4-Lokus wurden vier SNPs und ein STR-Marker auf Assoziation mit der bipolar
affektiven Storung hin untersucht. In der Allel- und Genotypenverteilung ergaben sich in der
Einzelmarkeranalyse keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Patienten- und dem
Kontrollkollektiv (niedrigster p-Wert p=0,467 bei dem SNP rs3732062). Auch in der
Haplotypanalyse ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung (niedrigster p-
Wert p=0,165 bei dem Haplotypen SLC1A4 654770-rs2075209) (sieche Tabellen 17 und 18,
Kapitel 5).

Wie auch beim PSPH-Gen liegt das SLC1A4-Gen nach den Daten des internationalen HapMap-
Projektes in einem Haplotyp-Block, so dass Kopplungsungleichgewicht zwischen den einzelnen
Markern vorliegt. Bei einem durchschnittlichen Zwischen-Marker-Abstand von 18 kb sollte die
Marker-Abdeckung des Gens ausreichend sein, um Kopplungsungleichgewicht zu einer
disponierenden Variante detektieren zu konnen. Unsere Ergebnisse sprechen dafiir, dass dem
SLC1A4-Gen kein Beitrag an der Krankheitsentstehung bipolar affektiver Storungen in der
deutschen Bevolkerung zukommt, wobei das Vorhandensein seltener Mutationen im SLC1A4-
Gen nicht auszuschlieen ist, die dann nur bei wenigen Patienten von Relevanz sind. Auch ist
denkbar, dass die statistische Power unserer Studie nicht ausreichend war, um
Dispositionsvarianten mit sehr geringem Beitrag am Entstehungsprozess der Erkrankung zu
identifizieren. Solche Varianten wiirden aber die erhobenen Kopplungsbefunde in dieser Region
nicht erkldren (u. a. Dick et al 2003, Liu et al 2003, Mclnnis et al 2003, Middleton et al 2004,
Pato et al 2004). Somit ist es wahrscheinlicher, dass ein anderes Risiko-Gen fiir bipolar affektive

Storungen in der chromosomalen Region 2p14 lokalisiert ist.
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6.1.6 SLC6A5

SLC6AS kodiert fiir den Glyzin-Transporter Typ 2 (GLYT2), ist auf der chromosomalen Region

11p15 lokalisiert und erstreckt sich iiber einen genomischen Bereich von 56 kb.

Im SLC6A5-Gen wurden sechs SNPs und zwei STR-Marker auf Assoziation mit der bipolar
affektiven Storung untersucht. Zwischen dem Patienten- und dem Kontrollkollektiv ergaben sich
in der FEinzelmarkeranalyse keine signifikanten Unterschiede in der Allel- und
Genotypenverteilung (niedrigster p-Wert p=0,154 bei dem SNP rs2241940). Auch in der
Haplotypanalyse ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung (niedrigster p-
Wert p=0,407 bei dem Haplotypen rs2241940-rs1443548-rs2289683-rs3740871-rs2000950-
rs2276433-SLC6AS 214420) (sieche Tabellen 19 und 20, Kapitel 5).

Basierend auf den Daten des internationalen HapMap-Projektes liegt SLC6A5 in einem Haplotyp-
Block. Entsprechend liegt zwischen den einzelnen Markern Kopplungsungleichgewicht vor. Bei
einem durchschnittlichen Zwischen-Marker-Abstand von 7 kb ist davon auszugehen, dass ein
mogliches Kopplungsungleichgewicht zwischen den genotypisierten Markern und einer putativen
Krankheitsvariante erfassbar ist. Aufgrund unserer Ergebnisse scheint es somit unwahrscheinlich,
dass dem SLC6A5-Gen eine starke Bedeutung an der Krankheitsentstehung der bipolar affektiven
Storung in der deutschen Population zukommt. Dabei kann das Vorliegen seltener Mutationen im
SLC6A5-Gen, die nur bei wenigen Patienten mit bipolar affektiver Stérung von Relevanz sind,
nicht ausgeschlossen werden. Dies scheint jedoch eher unwahrscheinlich, da sie die
Kopplungsbefunde in dieser Region nicht erkldren wiirden (u. a. Craddock und Lendon 1999,
Mclnnis et al 2003, Zandi et al 2003). Es ist daher davon auszugehen, dass ein anderes Risiko-
Gen in der chromosomalen Region 11pl5 an der Krankheitsentstehung beteiligt ist.
Moglicherweise handelt es sich hierbei um BDNF, das in einer groen Familienbasierten
Assoziationsstudie (Sklar et al 2002) als Risiko-Gen fiir die bipolar affektive Storung identifiziert
wurde. Mittlerweile liegen auch positive Assoziationsbefunde von acht unabhéngigen Gruppen
vor, die auf einen Beitrag von BDNF am Entstehungsprozess bipolar affektiver Storungen
hindeuten (Geller et al 2004, Green et al 2006, Kremeyer et al 2006, Lohoff et al 2005, Miiller et
al 2006, Neves-Pereira et al 2002, Okada et al 2006, Schumacher et al 2005).
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6.1.7 SLC6A9

SLC6A9 kodiert fiir den Glyzin-Transporter Typ 1 (GLYT1), liegt in der chromosomalen Region

1p34 und erstreckt sich {iber einen genomischen Bereich von 20 kb.

Am SLC6A9-Lokus wurden zwei SNPs und ein STR-Marker auf Assoziation mit der bipolar
affektiven Storung hin untersucht. In der Einzelmarkeranalyse ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede in der Allel- und Genotypenverteilung zwischen dem Patienten- und dem
Kontrollkollektiv (niedrigster p-Wert p=0,747 bei dem SNP 1rs3791129). Auch in der
Haplotypanalyse ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung (p=0,682 bei
dem Haplotypen SLC6A9 434835-rs3791129-rs2248632) (sieche Tabellen 21 und 22, Kapitel 5).

Nach den Daten des internationalen HapMap-Projektes liegt das SLC6A9-Gen in einem
Haplotyp-Block, so dass zwischen den einzelnen Markern Kopplungsungleichgewicht besteht.
Bei einem durchschnittlichen Zwischen-Marker-Abstand von 8 kb scheint die Marker-
Abdeckung daher ausreichend, um ein Kopplungsungleichgewicht zwischen den genotypisierten
Markern und einer Krankheitsvariante aufdecken zu kénnen. SLC6A9 liegt in der chromosomalen
Region 1p34, in der zuvor Kopplungshinweise bei bipolar affektiven Storungen gefunden wurden
(u. a. Curtis et al 2003, Schumacher et al 2005, Zubenko et al 2003). Auf Grund unserer
Ergebnisse ist davon auszugehen, dass ein anderes Krankheitsgen in dieser Region am

Entstehungsprozess der Erkrankung beteiligt ist.

6.2 Zusammenfassende Beurteilung

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um die bislang einzige Studie, bei der funktionell
relevante Gene untersucht wurden, deren korrespondierende Proteine am D-Serin-/NMDA-
Rezeptor-Pathway beteiligt sind. Auf Grund der in unserer Studie ermittelten Ergebnisse ist eine
Beteiligung genetischer Varianten in den von uns untersuchten Kandidatengenen an der
Entstehung bipolar affektiver Stérungen jedoch eher unwahrscheinlich. Letztendlich kénnen wir
aber nicht ausschlieen, dass in den untersuchten Genen seltene Krankheitsvarianten vorliegen,
die nur bei wenigen Patienten von Bedeutung sind. Zudem konnten die analysierten Gene am
Entstehungsprozess der bipolar affektiven Stérung in anderen Populationen beteiligt sein. Fiir
einzelne der untersuchten Varianten konnte zwar eine signifikante Assoziation nachgewiesen

werden (GRIN2B 139030 mit p=0,011, GRIN2A 100195 mit p=0,045), die jedoch einer



63

Korrektur auf multiples Testen nach Bonferroni nicht standhélt. Fiir andere Varianten im
GRIN2A- und GRIN2B-Gen ergaben sich allerdings keine Assoziationshinweise. Somit wird es
sich bei den positiven Befunden wohl eher um falsch-positive Ergebnisse handeln, auch wenn wir
letztendlich nicht ausschliefen konnen, dass es sich hierbei um schwache Hinweise auf eine
bestehende Assoziation zur bipolar affektiven Stérung handelt. Beide Gen-Varianten sollten
daher in weiterfilhrenden Untersuchungen an unabhingigen Kollektiven getestet werden,
eventuell lassen sich unsere moderaten Assoziationshinweise an  unabhdngigen
Patientenkollektiven replizieren. Weiterfilhrende Untersuchungen an beiden Gen-Loki scheinen
ohnehin notwendig, da die Zwischen-Marker-Abstdnde in vorliegender Untersuchung nicht
ausreichend waren, um das Vorliegen von Kopplungsungleichgewichten zu disponierenden
Varianten sicher zu erfassen. Mittlerweile liegen die Daten aus dem 2006 abgeschlossenen
HapMap-Projekt vor. Damit konnen nun auch in zukiinftigen Untersuchungen ausreichend valide
Varianten im Bereich der sehr grolen Gene GRIN2A (450 kb) und GRIN2B (419 kb) benannt und

untersucht werden.

Ein weiterer Grund fiir das Nicht-Auffinden von Assoziation konnte darin liegen, dass der
genetische Effekt von disponierenden Varianten in den untersuchten Genen zu gering war, so
dass die Kollektivgroe unserer Patienten- und Kontrollstichproben keine ausreichende
statistische Power hatte. Dann wire jedoch die Effektstirke von Krankheitsvarianten im Bereich

der von uns untersuchten Gene wahrscheinlich sehr gering.

Weiterhin konnten Mutationen in den untersuchten Genen vorliegen, die nur fiir wenige Patienten
von Bedeutung sind. Allerdings widerspricht dies der so genannten ,,common-disease — common-
variant“-Hypothese, wonach die hdufigen komplex genetischen Krankheiten auf jeweils auch

hiufig vorkommende Krankheitsvarianten zuriickzufiihren sind.

6.3 Perspektiven

Mit der Identifizierung des Krankheitsgens DAOA bei bipolar affektiven Storungen scheint ein
molekularer Pathway identifiziert worden zu sein, dem eine entscheidende Bedeutung bei der
Entstehung der Erkrankung zukommt. Dabei scheint das neuromodulierend wirkende D-Serin
iiber die Bindung an NMDA-Rezeptoren eine zentrale Stellung einzunehmen. Aufbauend auf

diesen Befunden haben wir die Hypothese abgeleitet, dass Kandidatengene, deren
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korrespondierende Proteine im Bereich des D-Serin-/NMDA-Rezeptor-Pathways beteiligt sind,
ebenfalls am Krankheitsprozess der bipolar affektiven Storung mitwirken. Unsere Ergebnisse
deuten darauf, dass fiinf Gene, die am D-Serin-/NMDA-Rezeptor-Pathway beteiligt sind, nicht
von pathophysiologischer Relevanz bei bipolar affektiven Patienten in der deutschen
Bevolkerung sind. Bei zwei untersuchten Genen (GRIN2A und GRIN2B) ergaben sich schwache
Assoziationshinweise, denen in weiterfilhrenden Untersuchungen nachgegangen werden muss.
Des Weiteren wird zu kldren sein, inwieweit weitere Kandidatengene, deren Produkte innerhalb
des identifizierten Pathways liegen, von Bedeutung fiir die bipolar affektive Storung sind.
Abschliefend sollten auch Gen-Gen-Interaktionsanalysen durchgefiihrt werden, um mogliche
epistatische Effekte zwischen diesen Genen nachweisen zu konnen. Gerade das Beriicksichtigen

von epistatischen Effekten konnte die Identifikation von Krankheitsgenen vereinfachen.

Allgemein ist das Gebiet der Molekulargenetik wie kaum ein anderer wissenschaftlicher Bereich
durch die stetige Entwicklung neuer analytischer Methoden einem so kontinuierlichen und tief
greifenden Wandel unterworfen. Gerade die Analyse genetisch komplexer Krankheiten wird
gegenwartig durch Innovationen beeinflusst, die sich aus der Zusammenarbeit von Genetik,
Biometrie, Bioinformatik und der Klinik ergeben. Derzeit von besonderer Bedeutung ist das
Zusammenwirken technischer Weiterentwicklungen mit Hochdurchsatz-
Typisierungsmoglichkeiten und der Fortschritte des HapMap-Projekts mit Erfassen der humanen
genetischen Variabilitdt. Hierdurch sind schon gegenwirtig systematische und genomweite
Assoziationsuntersuchungen unter Zugrundelegen von bis zu 500.000 SNP-Markern moglich, die
das genomweite Erfassen von Kopplungsungleichgewichten ermdglichen. Sofern ausreichend
grof3e Stichproben mit Patienten und Kontrollen vorliegen, die auch das Erfassen disponierender
Varianten mit geringeren Effekten ermdglichen, werden hdchstwahrscheinlich in relativ naher
Zukunft weitere Krankheitsgene bei der bipolar affektiven Stoérung identifiziert werden. Des
Weiteren werden biostatische Verfahren dann das Aufdecken von Gen-Gen- und Gen-Umwelt-
Interaktionen ermoglichen. Nach Identifikation von Dispositionsgenen werden funktionelle
Untersuchungen klidren miissen, wie und auf welchem Wege die gefundenen Genvarianten zu
einer verdnderten Proteinstruktur, Expression oder Funktion fithren. Unter anderem wird der
Einsatz transgener Tiermodelle von Bedeutung sein, da hierbei die pathophysiologisch zu Grunde

liegenden Prozesse in vivo betrachtet werden konnen.
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7 Zusammenfassung

Die bipolar affektive Storung gehort mit einer Lebenszeitprivalenz von ca. 1% zu den haufigen
psychiatrischen Erkrankungen des mittleren Erwachsenenalters und ist durch das alternierende
Auftreten von manischen und depressiven Episoden gekennzeichnet. Befunde von Familien-,
Adoptions- und Zwillingsuntersuchungen zeigen iibereinstimmend eine Beteiligung genetischer
Faktoren an der Pathogenese bipolar affektiver Erkrankungen. Dabei geht man von einer
genetisch komplexen Erkrankung aus, das heif}t, die Vererbung folgt nicht einem monogenen
Erbgang. Vielmehr ist von mehreren zu Grunde liegenden Krankheitsgenen auszugehen, die in
verschiedenen chromosomalen Bereichen liegen und in unterschiedlicher Kombination und mit
variablem Gewicht zur Krankheitspradisposition beitragen. Zudem werden auch Umwelteinfliisse

eine wichtige Rolle bei der Krankheitsmanifestation spielen.

Eine Moglichkeit, Krankheitsgene bei genetisch komplexen Erkrankungen zu identifizieren, liegt
in der Untersuchung eines Kandidatengens auf Assoziation mit der jeweiligen Stérungsform.
Unter anderem werden dabei Kandidatengene untersucht, von deren Produkten man eine

Beteiligung an der Pathophysiologie der Erkrankung vermutet.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist eine Assoziationsstudie an einem Fall-Kontroll-Kollektiv
mit 325 bipolar affektiven Patienten und 325 Kontrollpersonen. Ziel war die Identifizierung von
Dispositionsgenen fiir die bipolar affektive Stérung. Dabei wurden sieben Kandidatengene
untersucht, deren korrespondierende Proteine in unterschiedlicher Weise am D-Serin-/NMDA-
Rezeptor-Pathway im ZNS beteiligt sind. Hintergrund fiir die Auswahl dieser Gene waren
Studien, die auf eine Beteiligung des D-Serin-/NMDA-Rezeptor-Pathways am
Entstehungsprozess bipolar affektiver Storungen hindeuten. Die statistische Auswertung ergab im
Bereich von zwei Genen (GRIN2A und GRINZ2B) fiir einzelne der untersuchten Varianten
schwache Assoziationshinweise (GRIN2B 139030 p=0,011, GRIN2A 100195 p=0,045).
Allerdings halten diese Befunde nicht einer Korrektur auf Multiples Testen stand. Zudem ergaben
sich fiir andere Varianten innerhalb dieser Gene keine Assoziationshinweise, so dass die
positiven Ergebnisse sehr vorsichtig bewertet werden miissen. An unabhingigen Stichproben mit
bipolar affektiver Storung muss in zukiinftigen Studien untersucht werden, ob die erhobenen
positiven Befunde replizierbar sind. Fiir die untersuchten Varianten in den fiinf anderen Genen

(GRIN1, PSPH, SLC1A4, SLC6AS5, SLC6A9) konnte keine signifikante Assoziation mit der
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bipolar affektiven Stérung nachgewiesen werden. Somit ist deren Beteiligung an der Pathogenese

der Erkrankung in der deutschen Bevdlkerung eher unwahrscheinlich.

Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag bei der Identifizierung der genetischen Ursachen von
bipolar affektiven Storungen. Aufgrund der sich fortentwickelnden technischen Moglichkeiten
mit Hochdurchsatztypisierungen und der mittlerweile vorliegenden Informationen des HapMap-
Projekts ist davon auszugehen, dass in naher Zukunft Krankheitsgene identifiziert werden, die der

bipolar affektiven Stérung zugrunde liegen.

Teile der vorliegenden Arbeit sind bereits in Publikationen eingeflossen (siehe unten) und werden

in weiteren Veroffentlichungen Beriicksichtigung finden.
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