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Schizophrenie

1 Schizophrenie

Die Schizophrenie gehort als psychische Erkrankung zu der Gruppe der endogenen
Psychosen. Sie wird durch ein charakteristisches Storungsmuster von Wahrneh-
mung, Denken, Ich-Funktionen, Affektivitit und Antrieb beschrieben (Moller et al.,
2009). Die Erkrankung verlauft oft rezidivierend oder chronisch. Die krankheitsbe-
dingten Belastungen, die eingeschrankte Lebensqualitit der Kranken und ihrer
Umwelt und die sozialen Folgen stellen eine grofie Herausforderung fiir optimale
praventive und Interventionsmafinahmen dar. Daneben riicken gesundheitsékono-
mische Aspekte, wie die hohen Behandlungskosten von 2,8 Mrd. Euro jahrlich (Sta-
tistisches Bundesamt, 2004), in den Vordergrund. Um eine optimale Behandlung an-
bieten zu konnen, sind Erkenntnisse aus der Grundlagen- bzw. Ursachenforschung

auflerst entscheidend.

Die vorliegende Arbeit dient dem Zweck, aus der Literatur bekannte Kandidaten-
gene der Schizophrenie, die im Zusammenhang zum glutamatergen System stehen,
mit dem etablierten Konzept einer Replikationsstudie, als auch mit moderneren An-
satzen, den der Endophéanotypen und Gen-Gen-Interaktionen, hinsichtlich ihrer Be-

teiligung an der Pathogenese der Schizophrenie zu untersuchen.

1.1 Epidemiologie

Das Lebenszeitrisiko einer Person (die Wahrscheinlichkeit, mindestens einmal bis
zu einem Lebensalter von 60 Jahren an Schizophrenie zu erkranken) liegt nahe ei-
nem Prozent. Die Inzidenz (Anzahl der Neuerkrankungen innerhalb eines Jahres) er-
reicht einen Wert zwischen 0.17-0.54/1.000 Einwohner. Die Privalenz (Produkt von
Neuerkrankungen und Krankheitsdauer) wird auf 1.4-4.6/1.000 Einwohner ge-
schitzt (Jablensky, 2003). Diese hohe Pravalenzrate erkladrt sich aus dem héaufig
chronischen Verlauf der Erkrankung. WHO-Studien belegen, dass das schizophrene
Syndrom in allen Kulturen und geographischen Lagen mit dhnlichen Inzidenzraten
auftritt (Jablensky et al., 1992). Daher scheint das klinische Syndrom der Schizo-
phrenie ein, unabhingig von kulturellen Wertorientierungen und Verhaltensmus-
tern, robustes Phanomen zu sein und impliziert eine Orientierung in Richtung bio-

logischer Ursachenfaktoren.

1.2 Symptomatik

Einzelne psychotische Symptome finden sich bereits in der Literatur des antiken
Griechenlands und des Romischen Reiches (Evans et al., 2003). Als eigenstandiges
Krankheitsbild wurde sie von Emil Kraepelin (1896) unter den Namen , Dementia
Praecox” zusammengefasst. Damit beschrieb er ein Syndrom, zusammengesetzt aus

Halluzinationen, Wahn, inaddquaten emotionalen Reaktionen, stereotypischen mo-
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torischen Verhalten und gestorter Aufmerksamkeit. Der Begriff ,Schizophrenie” (im
Sinne einer Geistesspaltung) wurde 1908 von Egon Bleuler formuliert (Bleuler und
Jung, 1908). Er ging von einer Krankheit des Gehirns aus, bestehend aus den
Grundsymptomen, wie formale Denkstorungen, Storungen der Affektivitdt und des
Ich-Erlebens, sowie den akzessorischen Symptomen mit Wahn, Halluzinationen
und katatonen Symptomen. Kurt Schneider (1938) unterschied zwischen Sympto-
men ersten Ranges (bestimmte akustische und leibliche Halluzinationen, Stérungen
des Ich-Erlebens, Wahnwahrnehmung) und Symptomen zweiten Ranges (sonstige
akustische Halluzinationen, Coendsthesien i.e.S., optische, olfaktorische und gusta-

torische Halluzinationen, Wahneinfall).

In der heutigen Praxis wird das Konzept der Positiv- und Negativsymptomatik ver-
wendet (Moller et al., 2009). Die positiven Symptome sind bei Gesunden nicht vor-
handen und der Psyche , aufgelagert”. Die negativen Symptome bezeichnen Eigen-
schaften, die im Vergleich zu Gesunden, nicht oder in geminderter Form vorkom-
men. Negativsymptome konnen primdr vorhanden sein, wie Anhedonie und Af-
fektverflachung oder sekundar, wenn sie durch die (vor allem medikamenttsen)
Behandlungen herbeigefiihrt werden (Carpenter, Jr. und Kirkpatrick, 1988). Dane-
ben existieren weitere Symptomgruppen, unter anderem die kognitiven und affekti-
ven Symptome (Bell et al., 1994; Kay und Sevy, 1990; Lancon et al., 2000; Lindenmayer
et al., 1995). Die affektiven Symptome lassen sich in die Gruppe der feindseligen Er-
regung/Agitiertheit und die der depressiven Symptome unterteilen. Folgende fiinf

Symptomgruppen kénnen spezifiziert werden:

Positivsymptomatik
Wahn, ungewodhnliche Gedankeninhalte, Grofsenwahn, Misstrauen und Verfol-

gungsideen, Halluzinationen, Ich-Stérungen
Negativsymptomatik
Emotionaler Riickzug, Passivitdt und Apathie, fehlende Spontaneitit, mangelnde

Beziehungsfahigkeit, Affektverflachung, aktive Vermeidung sozialer Kontakte

Kognitive Defizite
Formale Denkstorung, Desorientierung, Schwierigkeiten beim abstrakten Denken,

Manieriertheit und abnorme Bewegungen, Konzentrationsstorungen

Feindselige Erregung/Agitiertheit

Erregung, geringe Impulskontrolle, Feindseligkeit, Anspannung

Depressive Symptome
Angstlichkeit, Schuldgefiihle, Depressivitit, Sorge um korperliche Integritit

Diese Symptome konnen mit variablem Schweregrad zu unterschiedlichen Zeit-
punkten der Erkrankung auftreten.

10
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1.3 Erkrankungsbeginn und Verlauf

Ahnlich der Symptomatik besteht kein einheitliches Bild im Verlauf der Erkran-
kung. Die AgeBeginningCourse (ABC)-Studie, durchgefiihrt von der Forschergrup-
pe um Professor Heinz Héafner, untersuchte Probanden iiber einen Zeitraum von bis
zu 14 Jahren in mehreren Follow-ups (An der Heiden und Hafner, 2000; Hafner und
An der Heiden, 2003). Fiir diese Studie wurde ein Instrument zur reliablen Erfas-
sung des zeitlichen Ablaufs von Beginn und Friihverlauf der Erkrankung, das Inter-
view fiir die retrospektive Erfassung des Krankheitsbeginns und -verlaufs bei Schi-
zophrenie, entwickelt. An einer Stichprobe von 232 Probanden, die eine erste schi-
zophrene Episode erlebt hatten, trat die Erkrankung in 77% der Falle vor dem 30.
Lebensjahr auf. Das Hauptrisiko bestand zwischen dem 15. und 35. Lebensjahr. Der
Beginn konnte sehr akut erfolgen (18% der Erkrankten), in dem die psychotische
Symptomatik voll zum Ausbruch kam oder schleichend im Sinne eines Prodromal-
stadiums mit leichten psychischen Veranderungen, Nachlassen der Leistungsfahig-
keit, Kontaktstorungen, depressiven Verstimmungen und allméahlichem Interessen-
verlust. Dies betraf die Mehrheit der schizophren Erkrankten. Mehr als 70% began-
nen mit negativen oder unspezifischen Symptomen. Nur 7% der Erkrankten zeigten
zu Beginn positive Symptome. Die akuten Manifestationen dauerten Wochen bis
Monate. In der akuten Psychose traten haufig die Kernsymptome, wie z.B. Wahn

und Halluzinationen, auf.

Aus der ABC-Studie liefsen sich folgende Erkenntnisse zum Verlauf der Erkrankung
ableiten: Dieser ist im Allgemeinen eher ungiinstig. In der Regel treten mehrwochi-
ge oder mehrmonatige Schiibe auf. Nach einem Schub kann vollige Beschwerde-
freiheit auftreten. Daneben existieren kontinuierliche Storungsverldufe. In der oben
beschriebenen Longitudinalstudie zeigten 14 Jahre nach der Erstuntersuchung 60%
der Patienten einen chronischen Verlauf, 15% zeigten zum Zeitpunkt der Untersu-
chung keine Symptome, mussten aber mit Neuroleptika behandelt werden und 25%
zeigten weder Symptome noch wurden sie mit Medikamenten behandelt. Der Resi-
dualzustand ist von einer deutlichen Negativsymptomatik mit produktiver Rest-
symtomatik geprdgt. Daneben konnen nach Abklingen einer akuten Manifestation

postremissive Zustande wie die postpsychotische Depression auftreten.

1.4 Diagnostische Kriterien und Klassifikation

Die Diagnose ,,Schizophrenie” wird anhand der Symptome mit einem psychiatri-
schen Interview erfasst. Labordiagnostische Parameter existieren bisher nicht. Um
eine gewisse Objektivitit zu gewadhrleisten, wurden teil- bzw. vollstrukturierte
Interviews entwickelt, die sich an den gangigen internationalen Klassifikationssys-
temen, dem , Internationale Klassifikation der Krankheiten (ICD-10)” der WHO
oder dem DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual der APA/USA) orientieren
(APA - American Psychiatric Association, 1994; WHO, 1993). Das DSM-1V stellt da-
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bei eine Synthese aus Kraepelins Verlauf, Schneiders typischen Wahn- und Halluzi-
nationssymptomen und Bleulers Fundamentalsymptomen, jetzt als Negativsymp-
tome bezeichnet, dar. Die Diagnostik nach ICD-10 bezieht sich im Wesentlichen auf
Kurt Schneider (1946).

Tabelle 1.4.1 Diagnostik der Schizophrenie nach ICD-10 und DSM-IV-TR (nach Méller, Laux und Deister, 2009)

ICD-10 DSM-IV-TR

Kontrollwahn, Beeinflussungswahn, Wahnwahr-

Wahn, besonders bizarrer Wahn
nehmumg

stimmungsinkongruente Halluzinationen, be-
sonders kommentierende oder dialogisierende
Stimmen

Halluzinationen, besonders kommentierende oder
dialogisierende Stimmen

Gedanken-Laut-Werden, Gedankeneingebung, Ge-
dankenentzug, Beeinflussungserlebnisse, Zerfah- Zerfahrenheit
renheit, Gedankenabreissen u.a.

katatone Symptome katatone Symptome

negative Symptome, wie Apathie, Sprachveramung,

verflachter Affekt Affektarmut, Antriebsmangel, sozialer Riickzug

Verschlechterung der sozialen Adaption

kontinuierliche Anzeichen der Erkrankung min-
charakteristische Symptomatik mindestens 1 Monat &
destens 6 Monate

keine nachweisbare organische Ursache keine nachweisbare organische Ursache

Die Mischung aus positiven und negativen Symptomen ist Hauptmerkmal der Schi-
zophrenie. Nach DSM-IV-TR-Kriterien dauert das Storungsbild mindestens sechs
Monate mit mindestens einmonatig andauernder Symptome einer floriden Phase,
verbunden mit deutlichen sozialen oder beruflichen Dysfunktionen. Keine direkte
korperlich wirkende Substanz und kein medizinischer Krankheitsfaktor sind fiir die
Erkrankung verantwortlich (Tabelle 1.4.1).

Je nach vorherrschender Symptomatik lasst sich die Schizophrenie in klinische Ty-
pen einteilen, wobei die Uberginge zwischen den verschiedenen Untergruppen und
Symptombereichen flieflend sein konnen. Dabei werden die paranoid-halluzinato-
rische, die hebephrene (desorganisierte) und die katatone Form unterschieden. Die
wenig charakteristische Symptomatik der Schizophrenia simplex aus dem ICD-10
wird sehr selten diagnostiziert. Der Typus kann sich im Laufe der Erkrankung an-
dern. Die DSM-IV-Klassifikation unterscheidet neun Verlaufstypen, ausgehend von
einer einzelnen Episode mit Vollremission bis hin zu einem kontinuerlichen Verlauf

mit und ohne Negativsymptomatik.

1.5 Kognitive Beeintrichtigungen bei Schizophrenie

Kognitive Funktionen umfassen verschiedene Hirnleistungen. Sie betreffen basale

Domainen wie Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit und Wahrnehmungsleis-
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tung sowie die hoheren Funktionen Aufmerksamkeit, Geddchtnis und exekutive

Funktionen.

Die Bedeutung kognitiver EinbufSen bei der Schizophrenie wird bereits an Bleulers
formulierten Begriff der ,Dementia Praecox”, im Sinne eines demenziellen Prozes-
ses, deutlich. Im ICD-10 wird diese Dysfunktion kurz umrissen: , Die Stérung beein-
trichtigt die Grundfunktionen, die dem normalen Menschen ein Gefiihl von Individualitit,
Einzigartigkeit und Entscheidungsfreiheit geben.” Das DSM-IV bietet auf die Schizo-
phrenie bezogen eine engere Definition und bezeichnet , die Unfihigkeit, zielgerichtete
Handlungen zu beginnen und durchzufiihren. Wenn die Willensschwiiche schwer genug ist,
um als pathologische zu gelten, ist sie tiefgreifend und hilt die Person von vielen unter-
schiedlichen Arten von Handlungen ab, z.B. Arbeit, intellektuelle Herausforderung oder
Selbstversorgung.” Gravierend sind die damit verbundenen Einschrankungen der Be-
troffenen im Alltag, die neben beruflichen Schwierigkeiten eine selbstdndige Le-

bensfithrung erschweren.

Bei schizophrenen Patienten sind insbesondere die Aufmerksamkeit, wie die selek-
tive und die Daueraufmerksamkeit (Chen und Faraone, 2000; Heinrichs und
Zakzanis, 1998), das Gedachtnis (Aleman et al., 1999; Heinrichs und Zakzanis, 1998)
und exekutive Funktionen betroffen (Kurtz et al., 2004; Rossi et al., 2002; Stratta et
al.,, 2004). Diese Dysfunktionen sind bereits im Kindesalter sowie in der Adoleszenz
anzutreffen, unabhangig von positiven oder negativen Symptomen und implizieren
eine pramorbide Eigenschaft vor Ausbruch der Erkrankung (Asarnow et al., 1994;
Goldberg et al., 1988). Zusitzlich liefern Longitudinalstudien Hinweise auf {iber-
dauernde, neuropsychologische Verdnderungen im Sinne einer stabilen Eigenschaft.
Erstmanifestierte zeigten nach einem 5-Jahres-Follow-up keine Verschlechterungen
des kognitiven Funktionsniveaus (Gold et al., 1999). Rund (1998) wertete 15 Lang-
zeitstudien, welche die Patienten zum Zeitpunkt der Ersterkrankung iiber einen
Mindestzeitraum von einem Jahr untersuchten, aus. Bei den schizophren Erkrank-
ten zeigten sich nur geringe Veranderungen und keine wesentlichen Verschlechte-
rungen in den neuropsychologischen Messungen. Lewis (2004) empfiehlt aufgrund
der Schwere und der Stabilitat der kognitiven Defizite, Funktionen der Aufmerk-
samkeit, Gedachtnis und der Exekutive als diagnostisches Kriterium der Schizo-

phrenie zu den Klassifikationssystemen hinzuzufiigen.

1.6  Storungen des Gedichtnisses bei schizophren Erkrankten
Das Gedachtnis selbst ist ein mehrdimensionales Konstrukt, unterteilt hinsichtlich

e Zeit (Ultrakurzzeitgedachtnis, Kurzzeitgeddchtnis, Arbeitsgeddchtnis, Langzeitge-
déchtnis),

e Inhalt (z.B. prozedurales, semantisches, perzeptuelles, episodisches Gedéchtnis und
Primingsystem) und

13



Schizophrenie

e Prozess (Einspeicherung, Konsolidierung und Ablagerung, sowie Abruf von Ge-
déachtnisinhalten).

Basierend auf diesen drei Ebenen wurden psychometrische Verfahren entwickelt,
welche einzelne Teilbereiche des Gedachtnisses messen (siehe auch 1.6.2). Die Me-
taanalyse von (Aleman et al.,, 1999) bestatigt verminderte Leistungen bei schizo-
phren Erkrankten sowohl bei kurzzeit- als auch in langzeitbezogenen Gedéachtnis-
aufgaben. Auf inhaltlicher Ebene wurden beim Langzeitgedachtnis Beeintrachti-
gungen im episodischen und semantischen Gedéachtnis gezeigt (Aleman et al., 1999;
Rossell und David, 2006). Ein Beispiel fiir eine Untersuchung auf Prozessebene stellt
eine Studie tiber den Einfluss semantischer Enkodierungsstrategien auf den Lerner-
folg von Schizophrenen und Gesunden beim Erlernen von unterschiedlich stark se-
mantisch organisierten Wortlisten dar. Schizophren Erkrankte reproduzierten deut-

lich weniger Worte aus allen Wortlisten als Gesunde (Brébion et al., 2004).

1.6.1 Das Arbeitsgeddchtnis und seine Komponenten

Eine bedeutende Rolle besitzt das Arbeitsgedachtnis bei der schizophrenen Erkran-
kung, welche im Folgenden beschrieben wird. Das Arbeitsgedédchtnis als ein Kons-
trukt wurde erstmals von Baddeley und Hitch (1974) vorgestellt. Positioniert zwi-
schen dem Kurzzeit- und Langzeitgedadchtnis dient es der Bearbeitung und Vorbe-
reitung der langfristigen Speicherung eingegangener Operationen und Informatio-
nen. Dies wird mit dem Bilden (active processing) und Halten (rehearsal) von In-
formationen und der Veranderung und Manipulation dieser erreicht. Das Arbeits-
gedachtnis ist nicht nur ein Speicher, sondern bietet Raum fiir Prozesse, wie Ent-
scheidungen und Problemldsen. Im urspriinglichen Modell wurden drei Subsyste-

me angenommen; eine vierte Komponente wurde spater hinzugefiigt:

e die artikulatorisch-phonologische Schleife: Sie dient der Aufrechterhaltung der ge-
sprochenen und auditorischen Information. Bestehend aus zwei Komponenten halt
der phonologische Speicher akustische Informationen fiir ein bis zwei Sekunden und
der artikulatorische Kontrollprozess formt akustische Bilder, unabhingig von der
Artikulation analog einer inneren Rede (Baddeley, 1992).

e der visuell-rdumliche Notizblock: Er ist ein temporarer Speicher fiir die Generierung
und Manipulation visuell-rdumlicher Bilder (Baddeley, 1992).

e die zentrale Exekutive, auch unter dem Namen ,supervisory attentional system”
bekannt: Sie kontrolliert die Prozesse der Selektion und Aufrechterhaltung der In-
formation der anderen Subsysteme und ermoglicht einem Individuum, planerisch
und zielorientiert und dabei flexibel und effizient zu arbeiten. Zu den Teilfunktio-
nen gehoren das Richten von Aufmerksamkeit und Unterdriicken irrelevanter In-
formationen, die zielgerichtete Planung, die entsprechende Organisation der Reihen-
folge der abzuarbeitenden Teilschritte einer Arbeitsgedacht-nisaufgabe, das standige
Vergleichen des Ist-Zustandes mit dem vordefinierten Ziel und das Kodieren der
zeitlichen Abfolge der einzelnen Informationseinheiten (Smith und Jonides, 1999).

e der episodischen Buffer: Dieser wurde erst spéter von Baddeley (2000) erganzt und
bildet das Interface zwischen der Subsysteme des Arbeitsgedachtnis und dem Lang-
zeitgedachtnis und dient als Speicher der zentralen Exekutive.
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Neben der strukturellen bzw. domanenspezifischen Betrachtung des Arbeitsge-
dachtnisses entstanden in jiingerer Zeit prozessorientierte Ansatze (Cowan, 1995).
Heute werden die Subsysteme auch in das verbale Arbeitsgedachtnis, das rdumliche
Arbeitsgedachtnis, das visuelle Form- bzw. Objekt-Arbeitsgedachtnis und das epi-
sodische Arbeitsgedadchtnis unterteilt. Interessant sind die Befunde zu hirnstruktu-
rellen Verdnderungen. Neurofunktionelle Studien mit Positronen-Emissions-
Tomografie (PET) und funktioneller Magnetresonanztomografie (fMRT), die Ar-
beitsgedachtnisprozesse untersuchten, zeigten ein bihemispharisches fronto-parie-
tales Netzwerk unter Einbeziehung des anterioren cinguldaren Kortex (ACC),
(Collette und Van der Linden, 2002; Smith und Jonides, 1999). Links parietale Akti-
vierungen wurden bei Untersuchungen der phonologischen Schleife beobachtet
(Paulesu et al., 1993; Salmon et al.,, 1996). Studien zum visuell-raumlichen Notiz-
block konnten eine {iberwiegend rechtshemispharische Aktivitat nachweisen (Joni-
des et al., 1993; Smith et al., 1996).

1.6.2 Diagnostik des Arbeitsgedichtnisses

Das Arbeitsgedachtnis ist mit seinen einzelnen Hirnleistungen als globales Phéano-
men schwer zu untersuchen. Eine Vielzahl von Messinstrumenten wird eingesetzt,
um die Leistungen der entsprechenden Komponenten zu testen. Mehrheitlich wer-
den neben den reinen Arbeitsgeddchtnisfunktionen (das ,,online” halten einer In-
formation iiber eine bestimmte Zeit) auch andere kognitive Aktivitidten untersucht.
Dies betrifft insbesondere die exekutiven Funktionen, die stark mit dem Arbeitsge-
déachtnis assoziiert sind und die eine Manipulation der Informationen einschliefSen.
Perry und Mitarbeiter (2001) empfehlen daher eine Unterscheidung in zwei Kom-
ponenten, die der transienten Informationsspeicherung (,transient online storage”)
und die der exekutiven Funktionen. Zum ersten Bereich zdhlen z.B. Gedéchtnisleis-
tungen der phonologischen Schleife. Diese konnen beispielsweise mit dem Buchsta-
ben-Zahlen-Test (Gold et al,, 1997) erfasst werden, der spater in die bekannten
Wechslerskalen integriert wurde. Der visuell-raumliche Notizblock wird haufig in
Form verzogerter Antwortaufgaben untersucht. Ein Beispiel dafiir ist der okulomo-
torische Test (Park und Holzman, 1992). Die zweite Komponente der exekutiven
Funktionen kann mittels des Wisconsin Card Sorting Tests (WCST), ein computer-
basiertes Verfahren, in dem 128 Karten in einer bestimmten Zeit gezeigt werden
und diese nach verschiedenen Regeln zugeordnet werden miissen, erfasst werden
(Heaton et al., 1993). Weitere diagnostische Instrumente der zentralen Exekutive
sind die Tower-Tests (z.B. Turm von Hanoi), in denen Gegenstande wie Balle oder
Scheiben in einzelnen Ziigen sortiert werden miissen (Miiller, 2008), der Trail Ma-
king Test (Reitan, 1958) und Dual-Task-Aufgaben, bei denen zwei unterschiedliche
Aufgaben simultan verarbeitet werden miissen (Della Sala et al., 1995). Die dicho-

tome Einteilung durch Perry und Mitarbeiter wurde bisher empirisch nicht belegt,
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aber aktuelle Daten unterstiitzen diese Konzepte und konnen bei der Entscheidung,
welche Gedachtnisprozesse untersucht werden sollen, unterstiitzend sein (Pukrop
et al., 2003).

1.6.3 Das n-back Paradigma

N-back Aufgaben werden zur Untersuchung der Arbeitsgedachtnisfunktionen ein-
gesetzt. Zahlen, Buchstaben, oder andere Reize werden sequentiell dargeboten. Der
Proband hat die Aufgabe zu entscheiden, ob ein gerade gezeigter Reiz schon vorher
dargeboten wurde. N indiziert dabei die Position des zuvor dargebotenen Reizes in
der Sequenz. Meistens wird der Versuchsreihe eine Kontrollaufgabe als 0-back Auf-
gabe vorangestellt, die einer Wahlreaktionsaufgabe entspricht. In der 1-back Bedin-
gung soll der Proband auf einen Stimulus reagieren, der zuvor prasentiert wurde, in
2-back auf den Stimulus, der zwei Reize zuvor und in der 3-back Kondition entspre-

chend drei Reize vor dem aktuellen Reiz prasentiert wurde.

Durch die kontinuierliche Reizdarbietung und die gleichzeitig geforderte Reaktion
auf n zuvor prasentierte Stimuli wird neben dem Aufrechterhalten der aktuellen In-
formation auch die kontinuierliche Aktualisierung der Inhalte im Arbeitsgedédchtnis
erforderlich. Die Aufgaben beanspruchen demnach auch die Prozesse der Manipu-
lation (Manoach, 2003). Obwohl die n-back Aufgaben neben Prozessen des Arbeits-
gedachtnisses zahlreiche andere kognitive Funktionen, wie z.B. die Encodierung der
Reize oder die Vorbereitung und Exekution von motorischen Reaktionen erfordern,
erscheinen sie im Vergleich zu den anderen dargestellten Gruppen von Arbeitsge-
dachtnis-Aufgaben weniger komplex beziiglich der zusatzlich zum Arbeitsgedacht-
nis eingesetzten kognitiven Funktionen. Die Moglichkeit einer parametrischen Va-
riation der Beanspruchung des Arbeitsgedachtnisses unter Konstanthaltung anderer
Charakteristika der Aufgabe erlaubt die Analyse von Funktionen zwischen der Be-
anspruchung des Arbeitsgeddchtnisses und den gemessenen abhédngigen Variablen,
wie Reaktionszeiten oder Messungen der Hirnaktivitat. In der Literatur finden sich
zwei unterschiedliche Versionen von n-back Aufgaben. Entsprechend den geforder-

ten Operationen lassen sich die beiden Anwendungen abgrenzen.

Die , Continuous Matching Task” (CMT, kontinuierliche Vergleichsaufgabe) wurde
von Gevins und Mitarbeitern (1990) eingefiihrt. Sie basiert auf der sequentiellen
Darbietung von Reizen, die sich in den verschiedenen Studien je nach Fragestellung
unterscheiden. In der n-back Bedingung sollen die Probanden den aktuell prasen-
tierten Stimulus mit dem n-Stimuli zuvor présentierten vergleichen. Dadurch wird
ein kontinuierlicher Vergleich der Stimuli verlangt. Meist wird der eigentlichen n-
back Aufgabe eine Kontrollaufgabe vorangestellt. In den Kontrollaufgaben, die als
Wahlreaktionsaufgaben konzipiert sind, soll im CMT entweder der erste Stimulus
als Vergleichsstandard gemerkt werden oder es wird alternativ ein Stimulus-Typ als

Vergleichsstandard vorgegeben. Das Ergebnis dieses Vergleichsprozesses (Uber-

16



Schizophrenie

einstimmung/fehlende Ubereinstimmung) bzw. die Entscheidung soll durch einen

Tastendruck signalisiert werden.

Die Forschergruppe um Weinberger (Callicott et al., 1999) modifizierten die n-back
Aufgaben zu einem Aufgabentyp, bezeichnet als , Continuous Delayed Response Task”
(CDRT, kontinuierliche verzogerte Antwortaufgaben). In der CDRT erscheinen die
Reize (Zahlen von 1-4) sequenziell auf einem rautenférmigen Feld in einem jeweils
fiir eine bestimmte Zahl pradefinierten Kreis in einer Ecke der Raute. Entsprechend
wird die Antwortbox mit vier Knopfen gestaltet, so dass die prasentierten Zahlen in
der gleichen Konfiguration auf der Antwortbox wie auf dem Display wiedergege-
ben sind. Die Antwort erfolgt in der CDRT nicht wie in der CMT basierend auf der
Entscheidung, ob eine Ubereinstimmung bzw. keine Ubereinstimmung des aktuel-
len Stimulus mit einem n-back présentierten Reiz vorliegt, sondern als direkte Ant-
wort, welche Zahl n Stimuli zuvor auf dem Display zu sehen war. Der Prasentation
der n-back Kondition kann eine Kontrollaufgabe vorangestellt werden. Die Proban-
den erhalten dabei die Anweisung, die aktuell auf dem Display sichtbare Zahl (eine
der Zahlen von 1-4) per Knopfdruck wiederzugeben.

1.6.4 Studienergebnisse zum Arbeitsgedachtnis bei schizophrenen Patienten

Die Neurowissenschaftlerin Goldman-Rakic (1994) vermutete aufgrund ihrer Unter-
suchungen an Makakenaffen eine grundlegende Storung des Arbeitsgedachtnisses
bei schizophren Erkrankten. Diese fiihrt zu desorganisiertem Verhalten und zu Po-
sitiv- und Negativsymptomen. Der prafrontale Kortex ist dabei in der Organisation
und den Prozessen des Arbeitsgeddchtnisses involviert.

Unabhingig von antipsychotischen Medikamenten bzw. von einer anticholinergen
Behandlung treten Beeintrachtigungen sowohl der phonologischer Schleife, dem vi-
suell-raumlichen Notizblock als auch der zentralen Exekutive auf (siehe Uberblicks-
artikel von Keefe (2000)). Pukrop und Mitarbeiter (2003) verglichen die Leistungen
von 66 schizophrene Patienten und 45 gesunden Kontrollprobanden mit einer Test-
batterie, bestehend aus acht Aufgaben, die das kurzzeitige Halten der Information
und die exekutiven Funktionen des Arbeitsgedédchtnisses untersuchten. Die Beein-
trachtigungen in den Leistungen zeigten sich in allen Aufgaben, mehrheitlich auch
nach Kontrolle des verbalen Intelligenzquotienten. Krieger und Mitarbeiter (2005)
untersuchten zwdlf ersterkrankte, unbehandelte Patienten und gematchte Kontroll-
probanden. Die CDRT-Methode wurde angewandt, um zwei n-back Aufgaben zu
vergleichen und so einzelne kognitive Subprozesse zu spezifizieren. Fiinf Aufgaben
mit steigender Komplexitdit wurden dargeboten. Die Patienten zeigten schlechtere
Leistungen in der Antwortgenauigkeit und langere Reaktionszeiten. Eine spatere

Arbeit bestdtigen diese exekutiven Dysfunktionen (Oram et al., 2005).
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Die Ergebnisse der bildgebenen Verfahren untermauern die Befunde der klassi-
schen psychometrischen Verfahren. Die schlechteren Leistungen in den Tests zur
Untersuchung des Arbeitsgedachtnisses spiegeln sich in der veranderten Hirnakti-

vitdt, speziell beim dorsolateralen prafontalen Kortex (DLPFC) wider.

In einer PET- Studie wurden acht Patienten und eine gematchte Kontrollgruppe mit
n-back Aufgaben untersucht. In der 0-back Situation zeigten beide Gruppen gleiche
Leistungen mit geringer Aktivierung des DLPFC bei den Patienten. In der 2-back Si-
tuation waren die Leistungen der Patienten schlechter und die anwachsende Aktivi-
tat des DLPFC und des ACC bei den Patienten geringer als in der gesunden Gruppe
(Carter et al., 1998).

Die Arbeitsgruppe um Weinberger (Callicott et al., 1999; Callicott et al., 2003b) erfor-
schten mit Hilfe des n-back Paradigmas funktionelle Hirnveranderungen. In ihren
Studien konnten sie wiederholt in fMRT-Untersuchungen eine geringere Aktivitat
des DLPFC bei schizophrenen Patienten belegen. Die Unterschiede der Arbeitsge-
dachtnis-Leistungen prasentierten sich nicht in der direkten Losung der Aufgaben,
aber sie waren bei den gesunden Geschwistern der schizophren Erkrankten anhand
physiologischer Abweichungen im DLPFC erkennbar (Callicott et al., 2003a).
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2 Genetik der Schizophrenie

2.1 Risikofaktoren der Schizophrenie

Die vermutete Anzahl von Risikofaktoren, die eine schizophrene Erkrankung auslo-
sen konnen, ist vielfdltig. Unklar bleibt bisher, wie stark die verschiedenen Ursa-
chenfaktoren wirken und wie hoch das Erkrankungsrisiko ist. Ein Risikofaktor wird
dabei als ein Ereignis beschrieben, welches das Auftreten eines spater einsetzenden
Ereignisses erhoht. Er kann ein Ereignis direkt verursachen bzw. innerhalb einer
Kausalitdtskette operieren. Risikofaktoren konnen stabil und damit nicht verander-
bar (z.B. Geschlecht) oder variabel bzw. veranderbar (beeinflussbar: z.B. Alkohol-
konsum, sich selbst verandernd: Alter), endogen (genetisch) oder exogen (z.B. Gift)
sein. Die Starke des Zusammenhangs wird mit Hilfe von statistischen Mafien, wie
z.B. dem Relativen Risiko (RR) oder der Odds Ratio (OR), berechnet.

Fiir die Schizophrenie sind folgende potenzielle Risikofaktoren untersucht worden
(Tabelle 2.1.1): Die familidre Belastung nimmt einen bedeutsamen Anteil ein. Bei ei-
nem betroffenen Erstgradangehorigen steigt das RR auf 8-10, selbst zu erkranken
(Merikangas und Risch, 2003). Die Rolle des Geschlechts wurde vielfach untersucht.
McGrath und Mitarbeiter (2004) berechneten in ihrer Metaanalyse ein Risikover-
héltnis von Mdnnern zu Frauen von 1,4 (Median). Hafner (2003) stellte allerdings
fest, dass das Lebenszeitrisiko im frithen Lebensalter fiir Manner zwar erhoht ist,
diese sich im weiteren Verlauf ausgleichen, so dass Frauen und Ménner gleich hau-
fig betroffen sind. Die Unterschiede bestehen folglich im Krankheitsverlauf.
Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen sind Ursachenfaktoren vieler Erkran-
kungen mit Verhaltensauffilligkeiten. Bei den pranatalen Risikofaktoren stehen
pranataler Stress, intrauterindre Infektionen wahrend der Schwangerschaft (In-
fluenza), defizitire Erndhrung, Praeklampsie und fetale Hypoxie im Vordergrund.
Zu den Komplikationen wahrend der Geburt zdhlen Frithgeburten und perinataler
Sauerstoffmangel, der in einer Hypoxie enden kann (McGrath und Murray, 2003). In
ihrer Metaanalyse bestehend aus 16 Fall-/Kontroll-Studien errechneten Geddes und
Lawrie (1995) einen OR um 2.0 .

Ein erhohtes Risiko (RR von 2.4) fiir die Entwicklung einer Schizophrenie scheint
auflerdem mit dem Aufwachsen in Grofistidten verbunden zu sein (Mortensen et al.,
1999). Erhohte Inzidenzraten zeigen auch Migranten. Die Metaanalyse von McGrath
und Murray (2003) zeigt ein Risikoverhaltnis von 4,6 (Median). Das RR fiir die Ge-
burt im spiten Winter/Friihling auf der Nordhalbkugel ist allerdings eher gering.
Mortensen und Mitarbeiter (1999) ermittelten Risiken von ca. 1.1, nahe dem Unab-
hangigkeitswert. Drogenkonsum bzw. Substanzmissbrauch spielt im Sinne einer
hohen Komorbiditdtsrate und der Vermutung einer gemeinsamen genetischen

Grundlage eine wichtige Rolle bei der Schizophrenie (Kendler, 1985). In diesem Zu-
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sammenhang wird der adoleszente Cannabiskonsum als Risikofaktor fiir Schizophre-
nie betrachtet (Zammit et al., 2002).

Tabelle 2.1.1 Ristkofaktoren der Schizophrenie

Risikofaktoren Risikoverhiltnis
Erkrankter Erstgradangehoriger 8-10
Geschlecht 1.4
Geburtskomplikationen 2-4
Aufgewachsen in Grofstadten 1.5-2.4
Drogenkonsum, (v.a. Cannabis) 1.5
Niedriger Intelligenzquotient (aber normgerecht) 1.5
Infektionen des Gehirns in der Kindheit 1.5
Geburt im Winter/Friihling 14
Infektionen, Untererndhrung der Mutter wahrend der Schwangerschaft 1.2-2.0
Migration (einschl. Elterngeneration) 4.6

Die Interpretation dieser Befunde ldsst viel Spielraum. So wurde z.B. die Geburt im
spaten Winter von McGrath und Murray als Effekt perinataler viraler Belastungen
oder verschiedener Erndhrungsdefizite wahrend dieser Jahreszeit interpretiert. Ge-
burtskomplikationen kénnen zu zerebralen Schaden fithren und die Entwicklung
des Gehirns beeintrachtigen. Der Vergleich der einzelnen Risikofaktoren zeigt aller-
dings, dass die Heretabilitat als einzelner Faktor die vermutlich grofite Gewichtung

hat und wesentlich an der Pathogenese der Schizophrenie beteiligt ist.

2.2 Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien

Familienstudien dienen der Abschitzung von Wiederholungsrisiken und der Rele-
vanz familidrer im Vergleich mit nichtfamilidren Ursachenfaktoren. Eine familidre
Haufung zeigt sich in den erhShten Pravalenzraten der Familienmitglieder im Ver-
gleich zur Allgemeinbevolkerung. Seit der einheitlichen Nutzung der DSM-III-
Kriterien fiir die Diagnose der Schizophrenie sind die Pravalenzzahlen &dhnlich
(Kendler et al., 1985). Mit dem ndheren Verwandtschaftsgrad zu einem schizophren

Betroffenen steigt das Lebenszeitrisiko, selbst zu erkranken (Tabelle 2.2.1).

Weitere Belege fiir ein genetisches Risiko liefern Zwillingsstudien. Sie basieren auf
dem Vergleich monozygoter mit dizygoten Zwillingen. Unter der Annahme der ge-
teilten Umwelt soll die unterschiedliche Ubereinstimmung der genetischen Informa-
tion eine Auskunft iiber das Ausmafs der genetisch determinierten Varianz geben.
Der Grad der Ubereinstimmung wird mit Konkordanzraten geschitzt. Cardno und
Gottesmann (2000) fassen die neueren Untersuchungen, bei denen operationalisierte
Diagnosen nach DSM-III-R-Kriterien angewandt wurden, zusammen. Die Schat-
zungen der Konkordanzraten ergeben bei monozygoten Zwillingen zwischen 41%

und 65%, bei dizygoten Zwillingen zwischen 0% und 28%.
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Anhand von Zwillingsstudien werden Heritabilitdtsmafie (=Erblichkeit, der Anteil
der phéanotypischen Varianz, der auf die genotypische Varianz zuriickzufiihren ist)
berechnet. Zwillingsstudien, die mit operationalisierten Diagnoseinstrumenten wie
dem DSM-III-R arbeiteten, berechneten Heritabilititen zwischen 82% und 85%
(Cardno et al., 1999). In einer Metaanalyse von Zwillingsstudien wurde eine Herita-
bilitat von 81% bei einem Konfidenzintervall (KI) von 73% bis 90% bei Schizophre-
nie geschatzt. Der Varianzanteil der Umwelt bewegt sich bei 11% mit einem KI von
3% bis 19% (Sullivan et al., 2003).

Tabelle 2.2.1 Erkrankungsrisiko fiir Schizophrenie bei Verwandten von Schizophrenen (nach Riley, Asherson und McGuffin,
2003)

Verwandtschaftsgrad Erkrankungsrisiko (%)
Normalbevolkerung 1
Erstgradangehirige

Eltern 5.6
Geschwister 10.1
Geschwister und ein schizophrenes Elternteil 16.7

Kind 12.9

Kind mit zwei erkrankten Eltern 46.3

Zweitgradangehorige

Halbgeschwister 42
Onkel/Tanten 24
Neffen/Nichten 3.0
Enkelkinder 3.7
Drittgradangehdrige

Cousin/Cousine 24

Die Annahme der geteilten Umwelt bei monozygoten und dizygoten Zwillingen ist
in Kritik geraten, weil eineiige Zwillinge aufgrund vieler gemeinsamer Interessen
oft ahnlicher behandelt werden als zweieiige. Ebenso kann die pra- und perinatale
Entwicklung bei den Zwillingen verschieden sein. Einfliisse auf die Zygote, intra-
uterindre Infektionen und Geburtskomplikationen konnen unterschiedlich auf die
Hirnentwicklung der Zwillinge wirken und die angenommene gemeinsam geteilte
Umwelt zum Artefakt werden (Riley et al., 2003).

Alternativ bieten sich Adoptionsstudien an. Sie liegen der Idee zugrunde, genetische
von Umweltanteilen zu trennen. Die erste Adoptionsstudie fiihrte Heston (1966)
durch. Er fand eine 11%ige Pravalenzrate bei biologischen Erstgradverwandten,
unabhangig ob sie innerhalb der biologischen Familie oder nicht mit den biologi-
schen Verwandten aufwuchsen. Dies sprach fiir einen eher geringen Umweltein-
fluss. Weitere Adoptionsstudien bekraftigen den Einfluss genetischer Ursachen auf
Schizophrenie (Rosenthal et al., 1971; Tienari, 1991).

Schliefilich tritt eine gehdufte Form von schizophreniedhnlichen Befunden bei biolo-

gisch Angehorigen schizophren Erkrankter auf (Kendler et al., 1993; Maier et al.,
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1994). Zu diesen sogenannten Spektrumserkrankungen gehoren neben der Schizoph-
renie schizoaffektive Storungen, schizotype Personlichkeitsstorungen und andere

Psychosen.

2.3 Die Schizophrenie als komplexe genetische Erkrankung

Die biometrische Analyse von Familienstammbaumen bzw. Segregationsanalysen
zeigen keine monogenetischen Vererbungsregeln. Ein genetischer Einfluss besteht,
ohne jedoch den Mendelschen Gesetzen zu folgen. Die Schizophrenie zahlt, basie-
rend auf den Erkenntnissen aus Kapitel 2.2, zu den genetisch komplexen Erkran-
kungen. Allgemeine Kennzeichen dieser wurden von Bailer und Mitarbeitern (2002)
formuliert:

e das relativ haufige Auftreten der Erkrankung in der Allgemeinbevédlkerung (21%),

e quantitative Unterschiede (Schweregrad von leicht bis schwer),

e schwer kranke Patienten mit mehr betroffenen Verwandten als leichter erkrankten,

e steiler Abfall des Erkrankungsrisikos in Abhéngigkeit des Verwandtschaftsgrades.
Wenn auch keine eindeutigen Aussagen zum Ubertragungsmechanismus getroffen
werden konnen, existieren verschiedene genetische Modelle, diesen zu erkldren.
Anfangs bestand die Annahme eines Single-Major-Locus-Modells (SML). Ein Gen
ist fiir die Entstehung der Krankheit verantwortlich. Die Erklarung fiir die unter-
schiedliche Ubertragung bestand in der Uberlegung einer variablen Expressivitit
und/oder einer reduzierten Penetranz (der Grad, mit dem der Phanotyp durch den
Genotyp determiniert wird). Diskutiert wurde auch die Moglichkeit, dass unter-
schiedliche einzelne Gene die Schizophrenie verursachen konnen. Im Sinne der ge-
netischen Heterogenitat fithren unterschiedliche Allele oder Allelkombinationen
unabhangig voneinander zu einem identisch klinischen Krankheitsbild (Holzman et
al., 1988). Die Idee der reduzierten Penetranz konnte aufgrund der hohen Konkor-
danzraten bei Zwillingen nicht aufrechterhalten werden (Freedman et al., 2001;
McGue und Gottesman, 1989a; McGue und Gottesman, 1989b).

Im Multifactorial-Threshold-Model (MFT, Schwellenmodell) tragen viele Gene
zur Erkrankung bei. Es existiert ein normalverteiltes genetisches Risiko zu erkran-
ken. Die Krankheit bricht jedoch erst aus, wenn ein bestimmter Schwellenwert iiber-
schritten wird. Die Kritik an dem Modell besteht in der dichotomen Einteilung der
Storung (gesund-krank). Krankheiten sind in Wirklichkeit Dimensionen mit einem
bestehenden Kontinuum zwischen normal bis krank. Freedman und Mitarbeiter
(2001) verglichen das SML-Modell mit einem polygenen Modell und stellten fest,
dass die beobachteten Daten den erwarteten im mindestens Zwei-Gen-Modell eher
entsprachen als in einem Single-Gen-Modell, wobei auch hier epistatische Effekte

unberiicksichtigt blieben.

Die Idee der Mixed Models versuchte eine Synthese zwischen SML und MFT. Die
Expression von einem einzelnen Hauptgen wird modifiziert durch die Interaktion

bzw. Koaktion vieler anderer Gene, die nur geringe Effekte besitzen (McGue und
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Gottesman, 1989b). Der Versuch diese beiden Modelle zu kombinieren, scheiterte
laut McGue und Gottesmann daran, dass die Testpower zu schwach ist, um zwi-
schen SML und MFT zu unterscheiden.

In dem bisherigen klassischen multifaktoriellen Modell wurden die Effekte addiert.
Genetische Effekte scheinen aber nicht ausschliefilich additiv zu sein. Dafiir spre-
chen zwei Arten von Wechselwirkungen. Beim ersten handelt es sich um Allel-
Allel-Interaktionen innerhalb eines einzelnen Gens (Dominanz), oder ein Allel be-
sitzt einen hoheren Effekt auf den Phanotyp als alle anderen Allele. Der zweite Typ
beschreibt epistatische Effekte, also eine multiplikative Wirkung, die besagt, dass
die totale Verantwortlichkeit von n Genen grofier als die Summe von n Genen ist.
Die Definition der Epistase ist dabei nicht eindeutig. Dieser Begriff wurde von Wil-
liam Bateson (1909) eingefiihrt und entsprach damals einer klassisch-genetischen
Definition (dominante oder rezessive Epistase). Heute ist er eine allgemeine Be-
zeichnung fiir Gen-Gen-Interaktionen. Diese Phianomene werden in Modellen mit

Interaktionseffekten zwischen Genen und Allelen beschrieben.

Das formalgenetische Modell der Schizophrenie ist nach heutiger Ansicht die multi-
faktoriell-polygene Ubertragung. Genetische Varianten an verschiedenen Genorten
tragen mit geringen bis méafligen Effekten in Kombination mit Umweltfaktoren zur
Auspragung des Phanotyps bei. Die Beteiligung mehrerer Gene an verschiedenen
Genorten erklart auch die variable phanotypische Auspragung der Erkrankung

(Expressivitat) im Sinne der klinischen Heterogenitat.

24 Intermediire Phinotypen

Die in nachfolgenden Abschnitten 2.5.3 und 2.5.4 beschriebene widerspriichliche
genetische Befundlage und die Komplexitdt der Schizophrenie fiihrten zu der Er-
kenntnis, dass klinische Diagnosen und Klassifikationssysteme, welche heterogene
Storungsbilder gut beschreiben, weniger fiir genetische Studien geeignet sind (An-
dreasen, 2000; Andreasen et al., 1999; Chakravarti und Little, 2003; Lewis, 2002).
Phanotypen mussten identifiziert werden, welche die Entdeckung von Krankheits-
genen vereinfachen. Darunter fallt die Annahme, dass die Gene diese Merkmale
eher modifizieren als die Krankheit als vollstindige Entitat (Abbildung 2.4.1). Psy-
chische Erkrankungen sind vielmehr das Endprodukt von zahlreichen interagieren-
den, pathophysiologischen Prozessen, die genetisch beeinflusst werden. Enger defi-
nierte neurobiologische Untersuchungsmethoden sollten daher den Ausgangspunkt
fiir Phanotyp-Genotyp-Interaktionen bilden.
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Abbildung 2.4.1 Gen-Endophiinotyp-Beziehung, nach (Egan et al., 2003)

Biochemische, endokrinologische, neurophysiologische, neuroanatomische und
neuropsychologische Untersuchungsmethoden werden als Endophanotypen bzw.
intermedidre Phanotypen bezeichnet. Sie sind stark assoziiert mit der Erkrankung
und sollen eine Briicke zwischen Genen und klinischer Diagnose bilden. Folgende
Kriterien miissen dabei erfiillt sein:

e Der Endophidnotyp muss mit der Krankheit innerhalb einer Population assoziiert

sein.

¢ Er muss vererbbar sein.

e Erist manifest, besteht also unabhangig davon, ob die Krankheit aktiv ist oder nicht.

e Innerhalb von Familien ko-segregiert er.

¢ Er kommt bei nicht betroffenen Familienmitgliedern eher als in der Allgemeinbevol-
kerung vor (Gottesman und Gould, 2003).

2.4.1 Klinische Charakteristika als Endophdnotypen der Schizophrenie

Bei der schizophrenen Erkrankung wird, wie bereits erwahnt, zwischen positiver
und negativer Symptomatik unterschieden. Um ein eindriickliches Bild von der Exr-
krankung zu erhalten, werden neben den klassischen diagnostischen Manualen
(ICD-10 bzw. DSM-1V) Skalen eingesetzt, wie die von Kay und Mitarbeitern (1986)
entwickelte Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS), oder die Scale for the
Assessment of Positive/Negative Symptoms (SAPS/SANS), (Andreasen, 1982), wel-
che auch bei folgenden Untersuchungen als diagnostische Instrumentarien genutzt

wurden, um die Vererbung klinischer Merkmale zu untersuchen.

Erstgradangehorige von Patienten mit starker Negativsymptomatik zeigen ein ho-
heres Morbiditatsrisiko als Angehorige mit positiven Symptomen (Kay et al., 1986;
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van Os et al., 1997). Wickham und Mitarbeiter (2001) stellten einen familidren Ein-
fluss bei den Symptomen psychomotorischer Verarmung (entspricht der Negativ-
symptomatik) fest. Zwillingsstudien weisen hohere Konkordanzraten bei monozy-
goten als dizygoten auf (Cardno und Gottesman, 2000; Dworkin und Lenzenweger,
1984). Eine familidre Aggregation konnte auch bei desorganisierten und manischen
Symptomen ermittelt werden (Cardno und Gottesman, 2000; Wickham et al., 2001),
wiahrend positive Symptome weniger genetischen Einfliissen unterliegen (Cardno
und Gottesman, 2000; Kay et al., 1986; van Os et al., 1997; Wickham et al., 2001).

Einige Studien deuten auf einen Zusammenhang zwischen frithem Ersterkran-
kungsalter bei erhchtem familidren Risiko hin (Gottesman und Shields, 1976;
Kendler und MacLean, 1990; Kendler et al., 1987; Pulver und Liang, 1991; Sham et
al., 1994; Suvisaari et al., 1998; Wickham et al., 2002). Daneben bestehen negative Be-
funde (Cannon et al., 1998; Cardno et al., 1999; Kendler et al., 1997). Insgesamt blei-
ben die signifikanten Befunde eher moderat. So erreichten Wickham und Mitarbei-
ter (2002) eine Intraclass Korrelation von 0.24 beim Ersterkrankungsalter innerhalb
von 63 Familien. Vermutet wird, dass der genetische Einfluss begrenzt ist, welches
Replikationen erschwert und ein frith beginnender Krankheitsausbruch eher schwe-
rer verlauft und ein hoheres Mafs an Familiaritat als eine spat beginnende Schizoph-

renie zeigt.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass genetische Faktoren bei der Negativsym-
ptomatik eine grofiere Bedeutung zu haben scheinen als bei der Positivsymptoma-
tik. Daher wurde fiir die Arbeit entschieden, das Konzept der klinischen Subphéano-

typen aufzugreifen und dieses in das Untersuchungsdesign zu integrieren.

2.4.2 Das Arbeitsgeddchtnis als Endophdnotyp der Schizophrenie

Die in Abschnitt 1.6.4 beschriebenen Studien weisen bei schizophren Erkrankten auf
eine deutlich hohere Fehlerrate und liangere Reaktionszeiten in verschiedenen neu-
ropsychologischen Verfahren hin. Zusatzlich konnten Abweichungen in der Aktivi-
tat von Hirnregionen bei schizophrenen Patienten gefunden werden, bei denen das
Arbeitsgedachtnis lokalisiert ist. Diese Hinweise implizieren Beeintrachtigungen in
den Leistungen des Arbeitsgeddchtnisses. Eine Assoziation mit Schizophrenie ist
damit bestdtigt. Zusatzlich erfiillen die Beeintrachtigungen im Arbeitsgedachtnis
das Kriterium einer stabilen Eigenschaft, welches in den vorher dargestellten Lang-

zeitstudien nachgewiesen werden konnte.

Ahnlich den Familienstudien zur Schizophrenie im Allgemeinen, finden sich Belege,
dass verminderte Leistungen im Arbeitsgeddchtnis ein vererbbarer Phanotyp inner-
halb von Familien sind. Bereits ,At-risk’- Kinder schizophrener Miitter zeigten Va-
rianten von Verhaltensabweichungen und eine verminderte Aufmerksamkeit (Fish,
1977; Parnas et al., 1982). Wenn auch in milderer Form und im Bereich des Norma-

len, zeigen nicht psychotische Angehorige von schizophren Erkrankten Dysfunktio-
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nen im Arbeitsgeddchtnis. Beeintrachtigungen bei Angehorigen fanden sich bei-

spielsweise im visuell-rdumlichen Arbeitsgeddchtnis (Park et al., 1995).

Goldberg und Mitarbeiter (1988) untersuchten das Arbeitsgedachtnis an monozygo-
ten Zwillingen, diskordant fiir Schizophrenie, denen gesunde Zwillingsparchen ge-
gentiibergestellt wurden. Defizite in der Performanz wurden bereits bei den gesun-
den Zwillingen der erkrankten Geschwister gefunden. Cannon und Mitarbeiter
(2000) verglichen 18 monozygote und 30 dizygote Zwillinge, diskordant fiir die
Schizophrenie mit 110 gesunden Zwillingspaaren. Die Probanden wurden einer
neuropsychologischen Testbatterie unterzogen, inklusive zwei Tests zum verbalen
und raumlichen Arbeitsgedachtnis. Die kanonische Diskriminanzanalyse zeigte eine
genetische Bedeutsamkeit beim rdumlichen Arbeitsgedachtnis (partielles R?=0.08,
p=-030). Die Intraclass Korrelation war beim raumlichen Arbeitsgeddchtnis hoher
bei monozygoten (r=.42) als bei dizygoten Zwillingen (r=.16, p<.010). Auch Egan
und Mitarbeiter (2001a) liefern Belege kognitiver Defizite im Arbeitsgedachtnis bei
einer hoheren Fallzahl schizophrener Patienten (n=147) und deren Geschwister

(n=139) im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe (n=47).

Schlussfolgernd kann festgehalten werden, dass das Arbeitsgedédchtnis einen soli-
den Endophéanotyp darstellt und sehr hilfreich zur Erforschung der Kanditatengene
der Schizophrenie sein kann. Daher wurde das Arbeitsgedachtnis als wichtiger

Baustein im Untersuchungsdesign dieser Arbeit integriert.

2.5 Identifizierung von Kandidatengenen und -regionen

Nach Abschluss der vollstindigen Gensequenzierung des Menschen liegt der Fokus
der Genomforschung in der interindividuellen Variabilitdt des menschlichen Ge-
noms. Wie hoch ist die Variation? Die zugrunde liegende Uberlegung besagt, dass
bestimmte identifizierte Sequenzunterschiede (DNA-Varianten) neben anderen
Funktionen auch fiir individuelle Krankheitsdispositionen verantwortlich sind. Die-
se Sequenzunterschiede treten als Polymorphismen auf.

2.5.1 Polymorphismen

Polymorphismen sind chromosomal bekannte Positionen in der DNA-Sequenz, von
denen zwei oder mehrere Allele, unabhingig von Allelfrequenz und phéanotypi-
scher Auspragung, existieren und deren unterschiedliche Allele relativ haufig in der
Population vorkommen. Diese Polymorphismen dienen als genetische Marker fiir
die Ermittlung der verantwortlichen Gene einer Krankheit. Diese Marker sollen
moglichst folgende zwei Eigenschaften besitzen: die gleichmaflige Verteilung iiber
das Genom, um Aussagen iiber den genetischen Einfluss aller chromosomalen Be-
reiche zu treffen und hohe Heterozygotieraten fiir die genetische Aussagekraft bzw.
Informativitat (Cichon, 2002).
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Tabelle 2.5.1 SNPs in den unterschiedlichen Regionen und ihre Funktion, iibersetzt nach Tabor und Mitarbeiter (2002)

Variante Region Funktion Hauflgkelt angenommfrnes RR
im Genom  auf den Phinotyp
itize Termination ei
Nonsense kodierend vorz.e1h§e ermination emner sehr gering  sehr hoch
Aminosaure (AS)-Sequenz
Missense/Non- . . L moderat bis sehr
synonymous (Non kodierend verdndert AS in Protein mit ver- erin hoch, abhéngig vom
ynony .u schiedenen Eigenschaften genng § 88
conservative) Lokus
Missense/Non- R verandert AS in Protein mit ver- . niedrig bl,sf sehr
synonymous (Conserva- kodierend . . gering hoch, abhédngig vom
; schiedenen Eigenschaften
tive) Lokus
verandert Leserahmen der Pro-
Insertion/Deletion (Fra- . tein kodierenden Region, ge- . sehr hoch, abhéngig
: kodierend 1 . . gering
meshift) wohnlich mit sehr negativen vom Lokus
Konsequenzen fiir das Protein
Insertion/Deletion (im kodierend/ nicht verindert AS-Sequenz erin sehr hoch, abhéngig
Frame) kodierend 4 genng vom Lokus
keine Verdnderung der ASim
Sense/Synonymous kodierend Protein — kann Spleiflen verdn-  mittel niedrig bis hoch
dern
keine Veranderung der AS,
Promoter/regulatorische Promoter, 5 kann aber das Niveau, den Ort  gering bis niedrie bis hoch
Region UTR, 3’ UTR oder die Zeit der Genexpression mittel 8
beeinflussen
Spleif3-Ort/Intron-Exon  innerhalb von 10  kann Spleifl-Muster verdandern erin erine bis hoch
Grenzen bp des Exons oder die Effizienz der Introns gering gerng
unbekannte, kann Expression
Intronisch Intron der mRNA Stabilitit beeinflus-  mittel sehr gering
sen
unbekannt, kann Expression
nicht kodieren- durch DNA-Sequenz, die das
Intergenic der Bereich zwi-  Ablesen eines Gens verstarkt, hoch sehr gering

schen den Genen

oder andere Mechanismen be-
einflussen

Bis Mitte der 70er Jahre existierten nur eine sehr beschrankte Zahl von Markern, wie

Blutgruppensysteme, HLA-Typen und wenige elektrophoretisch nachweisbare Pro-

teinpolymorphismen. Aktuell werden vier Typen genetischer Marker genutzt

(Cichon, 2002). Dazu gehoren die

e  Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen,

e  Minisatelliten,

¢ Mikrosatelliten und die

e Single Nucleotid Polymorphismen (SNP), bei denen eine einzelne Base mit einer
Auftretenshaufigkeit von mindestens einem Prozent innerhalb einer Bevolkerung
ausgetauscht ist.

In der Weltbevolkerung existieren etwa zehn Millionen SNPs. Im Durchschnitt ist

jede 300ste Base so ein Polymorphismus. Die grofie Anzahl der interindividuellen

Variabilitit erschwert die Identifizierung derjenigen, die an der Atiologie von

Krankheiten beteiligt sind. Die Bedeutung der SNPs in den unterschiedlichen Re-

gionen ist nur zum Teil geklart. Wahrend ein Polymorphismus in der Exon-Region

einen Aminosdure-Tausch zur Folge haben und sich direkt auf die Translation des
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Proteins auswirken kann, ist das Wissen iiber die Auswirkung eines SNPs in Introns

oder Promotorregionen gering.

Promotorvarianten konnen die Aktivitit des Gens auf Transkriptionsebene beein-
flussen. SNPs in der Intron Region kénnen ebenfalls auf die Transkription, das al-
ternative Spleifien oder die mRNA-Stabilitat wirken (Tabelle 2.5.1).

2.5.2 Die Haplotyp-Blockstruktur

Mit der Entdeckung der Haplotyp-Blockstruktur des menschlichen Genoms ergaben
sich neue Uberlegungen. In raumlicher Nihe gelegene SNPs werden wiahrend der
Meiose nicht getrennt voneinander und gemeinsam weitervererbt. Sie befinden sich
im Kopplungsungleichgewicht (LD=Linkage Disequlibrium), ein Synonym fiir alle-
lische Assoziation, welches das iiberzufallig haufig gemeinsame Auftreten von Alle-
len an einem genetischen Marker und einem Krankheitsgenort (Chromosom) be-
schreibt. Diese formieren sich zu Haplotypen. Kopplungsungleichgewichte findet
man auch iiber grofie Distanzen (50 bis 100 Kilobasenpaare (kb)), welche zur An-
nahme der Blockstruktur des menschlichen Genoms und zu dem Begriff Haplotyp-
Blockstruktur fiihrten. Neben ausgedehnten Blocken liegen kiirzere Regionen, auch
Hot Spots genannt, mit sehr hdufigen Rekombinationsereignissen (Abbildung 2.5.1).
Die Haplotyp-Blockstruktur ist ein Ergebnis der Evolution. Deswegen zeigt sie in

verschiedenen Populationen andere Muster (Daly et al., 2001).

Innerhalb eines Haplotyp-Blocks kann die Variabilitdt von 70 bis 90% einer Popula-
tion in der Regel durch zwei bis drei haufige Haplotypen beschrieben werden. Weil
diese haufigen Haplotypen meistens durch eine kleine Zahl von Varianten sicher
unterschieden werden kénnen, wird die Anzahl von Polymorphismen, welche einen

Haplotyp-Block charakterisieren, erheblich vermindert (Freudenberg et al., 2002).

Der Vorteil in der Blockstruktur liegt damit in einer Vereinfachung der Suche und
damit verbundenen Kostenersparnis, da die Blockstruktur erlauben wiirde, nur we-
nige der gekoppelten Varianten zu bestimmen. SchliefSlich kann man mit der Exis-
tenz einer Variante auf die zweite Variante schlieffen. Sogenannte tagging SNPs
konnen ausgewdhlt werden und damit die Identifikation der krankheitsverursa-
chenden Gene vereinfachen (Johnson et al., 2001). Der Nachteil in der Blockstruktur
liegt am Informationsverlust, wenn einzelne verantwortliche SNPs detektiert wer-
den sollen. Allerdings liefern die iiblichen Genotypisierungsverfahren keine Pha-
seninformation. Erst bei drei Generationen ist es moglich, die Haplotypen zu zah-
len. Stochastische Verfahren, wie der Expectation-Maximization-Algorithmus (Ex-
coffier und Slatkin, 1995), berechnen die Wahrscheinlichkeit der Verteilung von
Haplotypen.
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Abbildung 2.5.1 Die Haplotyp-Blockstruktur nach Goldstein (2001)

Fiir die Identifikation des Krankheitsgens bestehen zwei Strategien, Kopplungs-
und Assoziationsstudien. Die beiden Begriffe Kopplung und Assoziation unter-
scheiden sich darin, wie die Abweichung von dem dritten Mendelschen Gesetz ge-

messen wird.

2.5.3 Kopplungsuntersuchungen
Kopplung bedeutet, dass ein Phanotyp (Krankheit) und ein genetischer Marker tiber-

zufdllig haufig ko-segerieren, also gemeinsam vererbt werden. Die DNA-Sequenz
und ein genetischer Marker werden wahrend der gametischen Zellteilung mit im-
mer geringerer Wahrscheinlichkeit voneinander getrennt, je ndher sie auf einem
Chromosom liegen. Kopplungsuntersuchungen versuchen, durch genomweite
Scans die Ko-segregation eines polymorphen Markers innerhalb von Familien nach-

zuweisen.

Beim Genomscan werden Marker, wie Mikrosatelliten oder SNPs verwendet, die im
Abstand von mindestens 5-20cM iiber das Genom hinweg verteilt sind. Zur Berech-
nung wendet man parametrische Verfahren, wie die Lod-Score-Methode an. Da Pa-
rameter bei genetisch komplexen Erkrankungen nur geschitzt werden konnen,
werden zusdtzlich parameterfreie Methoden verwendet (z.B. Identical By Descent-
Methode, ausgedriickt im Non-Parametric Linkage (NPL)-Wert). Gemessen mit lo-
garithmisierten Odds Ratios (LOD), nimmt man bei klassischen Mendelschen Erb-
gangen ab einem Wert von 3 (Wahrscheinlichkeit der Nichtkopplung zu Kopplung
ist 1:1.000) eine Kopplung an. Dieser Wert ist bei genetisch komplexen Erkrankun-
gen oft schwer zu erreichen. Lander und Kruglyak (1995) geben Leitlinien fiir die
Interpretation von Kopplungsbefunden. Ab einem LOD Wert von 1.9 (2.2 bei Sib-
pair-Methode) kann von einer vermuteten Kopplung gesprochen werden. Eine sig-
nifikante Kopplung wird ab einem LOD-Wert von 3.3, (3.6 bei Sibpair-Methode) an-

genommen.
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Tabelle 2.5.2 wichtigste Kopplungsbefunde zur Schizophrenie und deren Erstautoren

Chromosom Population Genetisches Modell ~ Ergebnis Erstautoren (Jahr)
1q21-22 Kanada dominant, rezessiv hLOD=5.8 Brzustowicz et al. (2000)
1q42 Grofsbritannien Dominant LOD=3.6 Blackwood et al. (2001)
2q Finnland dominant, rezessiv Zmax=4.4 Paunio et al. (2001)
5q21-33 Island/England Dominant LOD=6.5 Sherrington et al. (1988)
6p22-24 Irland unbekannt hLOD=3.5 Straub et al. (1995)
6q13-26 USA parameterfrei MLS=3.1 Cao et al. (1997)
8p22-21 USA i;’g;;‘:?etr Jesessiv LOD=30  Pulveretal. (199)
10p15-11 USA parameterfrei NPL=3.4 Faraone et al. (1998)

Irland rezessiv hLOD=2.0 Straub et al. (1998)
13q32-34 ;;;ﬁiritamie“ dominant LOD=1.6 Lin et al. (1995)
15q13-14 USA dominant E?va;gg Freedman et al. (1997)
18p Ef:etlscmand /" dominant LOD=3.1 Schwab et al. (1998)
22q11-13 USA rezessiv LOD=2.1 Coon et al. (1994)

USA dominant MLS=1.54 Pulver et al. (1994a)

hLOD = heterogener logarithmisierter Odds Ratio, Zmaxy= LOD-Wert, MLS = Maximum LOD score, NPL = Nonpa-

rametiv linkage score

Kopplungsuntersuchungen erlebten in den 90ern aufgrund des technischen Fort-
schrittes einen grofien Aufschwung. Die ersten Untersuchungen wurden nur an
sehr kleinen und heterogenen Stichproben vorgenommen. Nicht selten trat der Fall
auf, dass ein positiver Befund eine Anzahl negativer Replikationen nach sich zog.
Um diesen Effekt zu vermeiden wurden sorgfaltigere Methoden und Strategien de-
finiert. Zum einen betraf dies die Erhchung der Stichprobengrofie, die Untersu-
chung nur einer ethnischen Gruppe und die diagnostischen Kriterien, verbunden
mit dem Einschluss eines kleineren Spektrums psychotischer Storungen. Dies gilt
fiir Kopplungsstudien ebenso wie fiir die in Kapitel 2.5.4 beschriebenen Assozia-
tionsstudien. Der unbekannte Vererbungsmodus erschwert die Interpretation der
Befunde. Abhéngig von der Auswahl des zugrunde liegenden genetischen Modelles
unterscheiden sich die Ergebnisse. Fanden zunachst zur Berechnung der Parameter
die klassischen Modelle der Vererbung Anwendung, wurden spater vermehrt pa-

rameterfreie Methoden hinzugezogen.

Tabelle 2.5.2 zeigt die signifikantesten Kopplungsbefunde und die zugrunde liegen-
den genetischen Modelle der Erstautoren. Es werden ausschliefllich die Regionen
angegeben, die bereits mehrfach in anderen Populationen repliziert wurden. Nicht
selten kamen verschiedene Forschergruppen unabhingig voneinander zu dhnlichen
Befunden, wie bei Chromosom 10 oder 22. Einen ausfiihrlichen Uberblick zu positi-
ven und negativen Befunden, auch anderer chromosomaler Regionen, geben Riley
und Mitarbeiter (Riley et al., 2003).
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Auf der Symptomebene decken sich die Befunde aus Kopplungsuntersuchungen
zum Teil mit denen der Schizophrenie. Wilcox und Mitarbeiter (2002) untersuchten
78 Geschwisterpaare und erreichten LOD-Werte iiber 3,0 auf den Chromosomen 6p,
6q, 9pter und 20q bei den desorganisierten und LOD-Werte iiber 2,0 auf Chromo-
som 12q bei den negativen Symptomen. Einschrankend fiir diese Untersuchung ist
die Qualitat der Stichprobe, die aus europdischen und afrikanischen Amerikanern
besteht. Kendler und Mitarbeiter (1996) entdeckten signifikante Befunde auf Chro-
mosom 8 fiir die klinischen Merkmale inhaltliche (positive) Denkstorungen, Affekt-

verflachung, Depression, schlechtes Anpassungsniveau.

Eine molekulargenetische Untersuchung zum Ersterkrankungsalter ergab einen
LOD-Wert von 2.54 auf Chromosom 17q und erhéhte Werte (zwischen 1.50 und
1.71) auf den Chromosomen 2, 3, 13 und 2 (Cardno et al., 2001). In einer Kopplungs-
untersuchung zum Arbeitsgedachtnis identifizierten Gasperoni und Mitarbeiter

(2003) Chromosom 1q41 als Suszeptibilitatsregion.

Zwei Metaanalysen versuchten mehr Klarheit in die inkonsistenten Befunde zu
bringen (Badner und Gershon, 2002; Lewis et al., 2003). Badner und Gershon identi-
fizierten die starksten Kopplungen auf Chromosom 8p, 13q und 22q. Der Chromo-
somenabschnitt 22q ist mehrfach repliziert worden (Gill et al., 1996; Schwab et al.,
1995; Wildenauer et al., 1996). In der Metaanalyse von Lewis und Mitarbeiter zeigte
das Chromosom 2 eine signifikante Kopplung. Offen bleibt, inwieweit grofiere
Stichproben in Metaanalysen zu Lasten der Stichprobenhomogenitit gehen.

Ein Problem der Kopplungsanalyse liegt in der Annahme eines Haupteffektes des
Gens. Das entspricht nicht dem Modell der polygenen Vererbung. Penetranzwerte
und die Haufigkeit des krankheitsverursachenden Gens miissen geschatzt werden.
Fehler in der Bestimmung dieser Werte fithren zum Verlust der Teststarke und so-
mit zu falsch negativen Ergebnissen (Clerget-Darpoux et al., 1986). Es ist moglich,
dass keine Studie die ausreichende statistische Power besitzt. Bei einer sehr konser-
vativen Betrachtung einer Testpower von 80% und einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von einem Prozent waren jedoch 4.900 Verwandte noétig (Sullivan, 2005). Aber auch
Analysen mit einer grofien Anzahl von Familien zeigen Variationen in den Schatz-
werten, welches die Interpretation der Studien erschwert (Roberts et al., 1999). Um-
gekehrt konnen unter den Umstdnden der atiologischen Heterogenitét falsch positi-

ve Befunde entstehen.

2.5.4 Assoziationsstudien

Fiir die Identifizierung geringer bis moderater Effekte potenzieller Risikogene bie-
ten sich Assoziationsuntersuchungen an. Eine Assoziation liegt vor, wenn ein spezi-
fisches Allel eines genetischen Markers in der Population haufiger bei erkrankten
als bei gesunden Probanden vorkommt. Es wird nach Unterschieden in den Allel-

frequenzen von bekannten Varianten in der DNA-Sequenz gesucht.
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Die Assoziationsstudie vergleicht eine Patienten- mit einer Kontrollstichprobe hin-
sichtlich eines mit der Erkrankung assoziierten genetischen Merkmals. Assozia-
tionsstudien untersuchen bei genetisch komplexen Erkrankungen funktionelle und
positionelle Kandidatengene. Erstere sollen eine Rolle in der Pathophysiologie der Er-
krankung spielen. Die Entdeckung solcher kann auch iiber Chromosomenanoma-
lien erfolgen. Zweitere befinden sich in chromosomalen Regionen, bei denen eine
Kopplung nachgewiesen wurde. Es ist moglich, dass die Polymorphismen in den
Kandidatengenen selbst die Expression eines Gens oder das Protein verandern oder
sich das Gen im Kopplungsungleichgewicht mit dem eigentlichen funktionellen
Gen befindet. Statistisch wird der Zusammenhang in Odds Ratios ausgedriickt. Der
Kandidatengenansatz musste sich der Kritik unterziehen, dass die Assoziationsbefun-
de oft nicht replizierbar waren und die biologische Plausibilitdt fehle, funktionelle
Kandidatengene vorherzusagen (Tabor et al., 2002). Um falsch positive Befunde zu
vermeiden, miissen die Stichproben aus der gleichen Bevolkerungsgruppe stam-
men. Eine andere effiziente Methode sind familienbasierte Verfahren, wie die Trios,
die Patienten und ihre gesunden Geschwister oder Eltern untersuchen (Spielman et
al.,, 1993). Bei diesem Design interessiert die beobachtete Ubertragungshaufigkeit
der Allele der heterozygoten Eltern auf die erkrankten Kinder. Der Erkrankungssta-
tus der Eltern ist unerheblich. Auch bei diesem Verfahren wird kein bestimmtes
Vererbungsmodell vorausgesetzt. Familienbasierte Untersuchungen bieten den Vor-
teil, dass falsch positive Assoziationen aufgrund von Populationsstratifikation ver-
mieden werden. Anderseits konnen fiir die Phaseninformation nur Eltern mit hete-
rozygotem Genotyp beim Trio-Design herangezogen werden. Das bedeutet einen
Verlust der statistischen Power, die bei einem Fall-/Kontrolldesign starker gegeben

ist.

Funktionelle Kandidatengene

Ausgehend von der Theorie der biochemischen Imbalanzen der Neurotransmitter
interessierten vor allem funktionelle SNPs (in Exonregionen mit Aminosdureaus-
tausch) innerhalb von Rezeptorgenen. Exemplarisch sollen hier einige Gene vorge-
stellt werden, die insbesondere in den 90er Jahren grofies Interesse hervorriefen
(Tabelle 2.5.3).

Tabelle 2.5.3: Ubersicht funktioneller Kandidatengene der Schizophrenie

Gen Lokus SNP Funktion Erstautoren (Jahr)

Missense Mutation von C zu G fiihrt zu
DRD2  11q22-23  Cys311Ser einer Substitution von Serin zu Cystein ~ Arinami et al. (1994)

auf Codon 311

DRD3  3q133 Ball Serin zu Glycin, Restriktionsort fiir Ball- Crocq et al. (1992)
Enzym

5-HTa  13ql4 T102C Synonymous, kodiert Serin in Promo- vy o a1 (1996)
terregion

GRM3  7q21-22 +1131C/T unbekannt Marti et al. (2002)
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Der DRD2-Rezeptor gilt als Hauptwirkungsort klassischer Neuroleptika und gehort
zum dopaminergen System. Urspriinglich wurde bei der Dopaminhypothese von einer
allgemeinen Uberfunktion dopaminerger Strukturen ausgegangen (Carlsson und
Lindquist, 1963a). Heute besteht die Vorstellung eines mesolimbisch-mesokortika-
len Ungleichgewichts, mit frontaler dopaminerger Hypoaktivitat und einer daraus
folgenden mesolimbischen dopaminergen Hyperaktivitat (Davis et al., 1991). Zum
dopaminergen System gehoren die Rezeptoren der D1 Familie (DRD1, DRD5) und die
der D2 Familie (DRD2, DRD3, DRD4, ). Im Zentrum der Aufmerksamkeit stand der
funktionelle Cys311Ser-SNP im DRD2-Gen; Cystein kommt héufiger bei schizoph-
renen Patienten vor (Itokawa et al., 1993). Es besitzt die Halfte der Rezeptoraffinitat
fiir Dopamin als der Wildtyp Serin und die Signaltransduktion ist bis zu 44% in Zel-
len, die diese Variante exprimieren, reduziert (Cravchik et al., 1996).Der Ball (oder
S9G)-Polymorphimus im Exon 1 des DRD3-Gens ersetzt Serin durch Glycin, wel-
ches zu einem Restriktionsort fiir das Ball-Enzym fiihrt (Lannfelt et al., 1992). Die
Affinitat fir Dopamin ist bei Glyzin hoher als bei Serin. Patienten zeigten haufiger
eine homozygote Genotypverteilung als gesunde Kontrollen. Eine Metaanalyse tiber
30 Fall-/Kontrollstudien bestétigte diese Verteilung mit einer Odds Ratio von 1.2. In
dem familienbasierten Design wurde besonders haufig der Ser-Ser Genotyp inner-
halb der Familien weiter vererbt (Williams et al., 1998).

Weiterhin wurden serotonerge Systeme untersucht, da Lysergsaurediethylamin, wel-
ches schizophreniedhnliche Symptome erzeugt, an den Serotonin (5-HT)-2A-Rezep-
tor bindet. Zusétzlich haben atypische Neuroleptika neben einem Dopamin-D2- vor
allem einen 5-HT-2A-antagonistischen Effekt. Innerhalb des 5-HT2a Gens wurde ei-
ne Assoziationen mit dem T102C Polymorphismus und Schizophrenie entdeckt
(Williams et al. 1996). Dieser SNP befindet sich in der Promoterregion des Exon 1
Abschnittes. Beide Allele kodieren Serin auf Codon 34. Ein Aminosdureaustauch

findet nicht statt (Warren et al. 1993). Vermutlich beeinflusst er die Genregulation.

GRM3, welches den metabotropen Glutamatrezeptor Typ 3 codiert und als Vertre-
ter der Glutamathypothese (Abschnitt 3.1.2) steht, zeigte ein signifikant haufigeres
Auftreten des T-Allels in einem SNP(+1131C/T) in Exon 3 in der Gruppe der er-
krankten Probanden. Allerdings konnte dieses Ergebnis an einer grofieren Popula-

tion nicht repliziert werden (Marti et al., 2002).

Chromosomenaberrationen

Chromosomenanomalien wurden beschrieben auf Chromosom 22ql11, im Zusam-
menhang mit dem Velokardialen Fazialen Syndrom (Scambler et al., 1992). Dieses
Syndrom geht mit Psychoseerkrankungen einher (Pulver et al., 1994b). Auf diesem
Chromosomenabschnitt befinden sich die Gene Catechol-O-Methyltransferase
(COMT), Proline Dehydrogenase (PRODH) und Zinc Finger- und DHHC Domain-
Containing Protein 8 (ZDHHCS, Tabelle 2.5.4). Diese Region zeigte ebenso hohe
Kopplungsbefunde bei Schizophrenie (siehe Kapitel 2.5.3).

33



Genetik der Schizophrenie

Besonderes Interesse galt dem Val158/108Met-Polymorphismus im COMT (Cate-
chol-O-Methyltransferase) Gen, welcher zu einem Aminosdureaustausch von Valin
zu Methionin fiihrt. COMT methyliert eine Vielzahl von Catecholsubstraten, wie die
Catecholamine und Catecholestrogene. Da es Dopamin abbaut, ist es ein attraktives
Kandidatengen zur Untermauerung der Dopaminhypothese. Das Met-Allel zeigt
dabei eine geringere Enzymaktivitat (Lachman et al., 1996). Das bisher am besten
untersuchte Gen in Bezug auf das Arbeitsgedachtnis ist COMT. Egan und Mitarbei-
ter (2001b) bringen das COMT-Gen (Val/Met-Polymorphismus) in Zusammenhang
mit verminderter Arbeitsgedédchtnisleistung. Goldberg und Mitarbeiter (2003) zeig-
ten eine hohere Leistung bei 1-back und 2-back Leistungen bei Individuen mit dem
Genotyp Met/Met, wahrenddessen der Genotyp Val/Val die schlechtesten Leistun-
gen aufwies. Dem widersprechen die Befunde von Ho und Mitarbeitern (2005), wel-
che an 159 Schizophrenen und 84 Patienten keine Assoziation zwischen dem

Val158Met-Polymorphismus und Arbeitsgedédchtnis-Leistungen entdecken konnten.

Tabelle 2.5.4 Ubersicht der Kandidatengene aufgrund von Chromosomenaberrationen

Lokus Gen Erstautoren (Jahr)

22ql1 COMT Li et al. (1996)
PRODH Jacquet et al. (2002)
ZDHHCS Mukai et al. (2004)

1q42 DISC1 Devon et al. (2001)
DISC2 Devon et al. (2001)

Eine balancierte chromosomale Translokation auf Chromosom 1q42 zeigte hohe
Kopplungswerte bei der Schizophrenie. Diese Translokation wurde auch bei Perso-
nen mit psychischen Erkrankungen entdeckt (St Clair et al. 1990) und unterbricht
zwei Gene, Disrupted In Schizophrenia 1 und 2 (DISC1, DISC2, (Millar et al., 2000).

Positionelle Kandidatengene

Regionen mit hohen Kopplungsbefunden wurden nach Genen und deren Polymor-
phismen untersucht. Die Gene, die hier vorgestellt werden, befinden sich auf sol-
chen fiir die Schizophrenie interessanten chromosomalen Regionen (Tabelle 2.5.5).
Signifikante Befunde positioneller Kandidatengene werden héaufig in dem Sinne
interpretiert, mit der wahren krankheitsverursachenden Variante im Kopplungsun-
gleichgewicht zu stehen. Wurden die Gene zunachst anhand hoher Kopplungsbe-
funde identifiziert, so existieren inzwischen bei der Mehrheit dieser Gene funktio-
nelle Studien, die weitere Belege einer Beteiligung der Gene zur Entwicklung einer

Schizophrenie liefern.

Dysbindin (DTNBP1) z.B., welches das Dystrobrevin bindende Protein 1 kodiert,
ist ein typisches positionelles Kandidatengen. Straub und Mitarbeiter (2002a) ent-
deckten signifikante Assoziationen genetischer Marker in der oftmals replizierten

Region in Chromosom 6 und Schizophrenie in einer irischen Stichprobe. Diese Mar-
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ker befanden sich auf dem Gen Dysbindin. Dysbindin gilt heute als eines der be-

deutsamsten Gene fiir die Pathologie der Schizophrenie.

RGS4 (Regulator of G-Protein Signalling 4) wurde zundchst durch eine Genexpres-
sionsanalyse endeckt und befindet sich ebenfalls auf einer interessanten chromoso-
malen Region. Sie zeigte eine verminderte Anzahl Protein kodierender Transkripte
bei RGS4 im prafontalen Cortex schizophrener Patienten, die prasynaptische Funk-
tionen regulieren (Mirnics et al., 2001). Duan und Mitarbeiter (2004) identifizierten
einen signifikanten Polymorphismus im TRAR4 (Trace Amine Rezeptor 4)-Gen auf

der chromosomalen Suszeptibilitatsregion 6q.

Tabelle 2.5.5 Ubersicht positioneller Kandidatengene

Gen Lokus Erstautoren (Jahr)
Dysbindin 6p22.3 Straub et al. (2002a)
Neuregulin 1 8p12-21 Stefansson et al. (2002)
G72 (DAOA) 13q22-34 Chumakov et al. (2002)
RGS4 1q21-22 Chowdari et al. (2002)
PPP3CC 8p21 Gerber et al. (2003)
TRAR4 6q23.2 Duan et al. (2004)

NRG1 (Neuregulinl), G72 bzw. DAOA (Aminosdureoxidase-Aktivator) und
PPP3CC sind ebenfalls positionelle Kandidatengene, welche in den nachsten Kapi-

teln ausfiihrlich beschrieben werden.
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3 Glutamat und Schizophrenie

Athiopathogenetische Modelle beschreiben genetische als auch exogene Risikofak-
toren (Abschnitt 2), welche zu einer Pradisposition mit hirnstrukturellen und bio-
chemischen Verdnderungen und schliefilich zur schizophrenen Erkrankung fiihren
konnen. Diese biochemischen Imbalanzen finden ihren Ausdruck in verschieden
Hypothesen. Die derzeit wichtigsten sind die Dopamin- und die Glutamathypo-
these (Carlsson und Lindquist, 1963; Kim et al., 1980), wobei auch Theorien anderer
Neurotransmittersysteme, wie z.B. des serotonergen und GABAergen Systems in-
tensiv erforscht werden (Guidotti et al., 2005; Huttunen, 1995). Der Fokus in dieser
Untersuchung lag dabei auf der Beteiligung von Suszeptibilititsgenen, die im Zu-

sammenhang mit dem glutamatergen System beschrieben wurden.

3.1 Das glutamaterge System

Glutamat ist neben Glyzin und Gamma-Aminobuttersaure (GABA) ein Amino-
sduretransmitter, gebildet aus der Aminosdure Glutamin oder aus alpha-
Ketuglutarsdure, einem Produkt des Zitronensaurezyklus. Diese drei Botenstoffe
kommen bei 75-90% aller Neurone des Gehirns und Riickenmarks vor (Thome und
Riederer, 2005). Typische glutamaterge Neurone sind die Pyramidenzellen des Hip-
pokampus, kortikale Motoneurone und Neurone, die in die Basalganglien projizie-
ren. Glutamat ist der am haufigsten vorkommende kortikale Neurotransmitter und
gilt als der am starksten erregend wirkende (Cotman et al., 1987). Die Besetzung
seiner Rezeptoren fiithrt zur Depolarisation. Vom Glutamatrezeptor existieren meh-
rere Unterformen, teils G-Protein gekoppelt (metabotrope Glutamatrezeptoren),
teils ionenkanalgekoppelte Rezeptoren (Kim et al., 1998). Gemeint sind Ionenkandle
in der Zellmembran, die durch die Bindung ihres Liganden Glutamat aktiviert wer-

den. Der NMDA-Rezeptor ist bisher am intensivsten untersucht.

3.1.1 Der NMDA-Rezeptor

Der N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA-)Rezeptor ist einer von drei ionotropen Gluta-
mat-Rezeptoren (Kim et al., 1998), neben dem AMPA- und dem Kainat-Rezeptor,
und befindet sich an der Postsynapse. Seine Funktion ist die Steuerung GABAerger
Neurone, um die tonische Hemmung beizubehalten (Farber et al., 1995). An diesem
Rezeptor bindet NMDA, ein Analog von Glutamat (Brewer und Cotman, 1989). Die-
ser ist mit einem Ionenkanal verbunden, der Natrium- und Calcium-Ionen den Ein-
tritt in die Zelle erlaubt und zudem leitfahig fiir Kalium-Ionen ist (Espinoza und
Parer, 1991). Der Rezeptor-lonenkanal-Komplex spielt eine kritische Rolle in der
neuronalen Entwicklung des Menschen, beim Lernen, Erinnern und der synapti-
schen Plastizitat (Fritz et al., 1999). Innerhalb des Ionenkanals befindet sich die PCP-

Bindungsstelle (Phenylciclidin), an die nichtkompetitive Glutamatantagonisten bin-

36



Glutamat und Schizophrenie

den (z.B. PCP, Ketamin, MK801=Dizocilpin). Glyzin als Co-Agonist ist fiir die Akti-
vierung des Rezeptors notwendig (Cotman et al., 1987). Die Rezeptoren sind im ge-
samten Gehirn verteilt, vor allem aber im Telencephalon, der CAl-Region des Hip-

pokampus (Cotman et al., 1987).

3.1.2 Die Glutamathypothese der Schizophrenie

Die urspriingliche Glutamathypothese der schizophrenen Psychosen geht von einer
Unterfunktion des glutamatergen Systems aus. Sie wurde von Kim und Mitarbei-
tern (1980) begriindet. Die Forschergruppe fand einen verminderten Glutamatspie-
gel im Liquor cerebrospinalis bei Schizophrenie-Patienten. Die Ausldsung postope-
rativer Halluzinationen und Psychosen durch das seit den 50er Jahren eingesetzte
Anaésthetikum PCP, ein nichtkompetetiver Antagonist des NMDA-Rezeptors, der
den Ionenkanal direkt blockiert, galt als weiterer Hinweis. PCP 16st schizophrenie-
ahnliche positive als auch negative Symptome aus (Javitt und Zukin, 1991). Die Hy-
pothese entwickelte sich weiter, aufbauend auf den Befunden in post mortem Ge-
hirnen von Schizophrenen, in denen eine veranderte Expression von Glutamatre-
zeptoren beobachtet wurde (Konradi und Heckers, 2003). Die weitreichenden Be-
funde lassen eine starke Beteiligung des NMDA-Rezeptors an der Schizophrenie
vermuten. Moderne in-vivo-Messungen von Glutamat, die mithilfe der Protonen-
Magnetresonanzspektroskopie moglich sind, zeigen neben verminderter Konzentra-
tionen von Glutamat z.B. im anterioren Zingulum (Gallinat und Gudlowski, 2008)
auch erhohte Konzentrationen im Hippokampus und rechten prafontalen Kortex
(Olbrich et al., 2008; Theberge et al., 2002; Van Elst et al., 2005). Unterschiedliche
Glutamatkonzentrationen scheinen somit Auswirkungen auf verschiedene Symp-

tome der Schizophrenie zu haben.

3.1.3 Die Rolle des glutamatergen Systems beim Arbeitsgedachtnis

Da der Neurotransmitter Glutamat entscheidend am Vorgang der , Long Term Po-
tentiation” beteiligt ist, ein Modell fiir Lernen und Gedéachtnis, tragt das gluta-
materge System wesentlich zur Plastizitdat und Kognition des menschlichen Gehirns
bei. Tiermodelle belegen diese Aussage. Ein durch Ketamin beeintrachtigtes Ar-
beitsgeddchtnis war mit einer erhdhten Freigabe von Glutamat und Dopamin in
Nagetieren verbunden (Verma und Moghaddam, 1996). Haloperidol (ein Dopamin-
2-Rezeptorantagonist) und ein mGluR2-Agonist wiederum reduzierten die kortikale
Freigabe von Glutamat und die Beeintrachtigungen im Arbeitsgedachtnis verringer-
ten sich (Moghaddam und Adams, 1998, Verma und Moghaddam, 1996). Mit
MK801 injizierte Rattenjunge zeigten eine verminderte kognitive Flexibilitat und
Dysfunktionen im Arbeitsgedédchtnis (Stefani und Moghaddam, 2005). Unter konti-
nuierlicher Verabreichung von MK801 wiesen Affen, die bei Bewusstsein waren, ei-
ne geringere Anzahl von Glutamat im préafontalen Cortex auf, gemessen mit einem
PET-Scan (Tsukada et al., 2005).
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Einige Experimente wurden mit Ketaminen an gesunden Probanden durchgefiihrt.
Durch die Gabe dieses NMDA-Antagonisten wurden die Leistungen in der verbalen
Fliissigkeit reduziert (Ghoneim et al., 1985; Krystal et al., 1994). Krystal und Mitar-
beiter (2000) untersuchten in zwei Studien den Beitrag des NMDA-Rezeptors auf
die exekutiven Funktionen. Mit 15 gesunden Probanden wurde in der ersten Studie
der WCST an zwei Testtagen mit einer Woche Unterbrechung durchgefiihrt. In der
zweiten Studie wurden an 22 gesunden Probanden ebenfalls kognitive Tests wie der
WCST an zwei Testtagen mit einer einwdchigen Unterbrechung durchgefiihrt. Da-
bei wurde vorher einer Gruppe Ketamin verabreicht und der anderen Plazebo. In
der ersten Studie konnten die Probanden beim zweiten Durchgang ihre Ergebnisse
im WCST verbessern. In der zweiten Gruppe zeigten die Probanden am ersten Tag
schlechtere Leistungen als die Kontrollgruppe, die Plazebo erhalten hatte. Dieses
Ergebnis zeigte sich allerdings nicht am zweiten Testtag. Fiir Krystal und Mitarbei-
ter war dies ein weiterer Beleg einer Assoziation des NMDA-Rezeptors mit exekuti-
ven Funktionen. Schliefdlich wurden bei der Gabe von Ketamin bei zehn gesunden
Probanden Defizite im Arbeitsgedadchtnis auf verhaltens- und elektrophysiologi-
scher Ebene, gemessen mit ereigniskorrelierten Potenzialen, identifiziert (Ahn et al.,
2003).

3.14 Die Glutamathypothese unter dem Blickwinkel genetischer Befunde

Unter der Annahme der Schizophrenie als eine Storung der Hirnentwicklung, ent-
wickelten Harrison und Owen (2003) das Modell der gestorten synaptischen Plasti-
zitat. Die Diskussion um die Schizophrenie als eine Erkrankung der Synapsen wur-
de auf den Hintergrund makroskopischer, histologischer und biochemischer Befun-
de gefestigt. Anomalien wurden im Hippokampus (Heckers, 2001; Nelson et al.,
1998), im Assoziationskortex (prdfontal und superior temporal), (Davidson und
Heinrichs, 2003) und im Thalamus (Konick und Friedman, 2001) auf makroskopi-
scher Ebene entdeckt. Veranderungen an den Axonen und Dendriten sowie des
synaptischen Endkolbens beschrieben die ,,synaptische Pathologie” (Harrison, 1999)
im histologischen Bereich. Morphologische Verdnderungen an den Synapsen traten
allerdings nur bedingt auf. Nicht sichtbare Veranderungen wurden daher vermutet,
,molekulare” Ursachen, welche die Komposition, Aktivitdt und Plastizitat der Syn-

apsen beeinflussen.

Polymorphismen, die fiir Transmitter- und Rezeptorstrukturen kodieren, tragen zu
einer Dysfunktion der glutamatergen Transmission und der zelluldren Konnektivi-
tat bei. Dies fiihrt zu einer abnormalen synaptischen Verbindung. Die glutamaterge
zentralnervose Ubertragung via NMDA-Rezeptoren spielt bei der Entstehung und
dem Erhalt synaptischer Plastizitdt eine zentrale Rolle. Eine Vielzahl weiterer Re-
views versuchte die bisherigen genetischen Befunde zusammenzufassend in ein Ge-
samtkonzept zu integrieren, wobei die Grundannahme der abnormen Veranderung

der synaptischen Plastizitit und der Neurotransmission und deren Funktionen er-
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halten blieb (Collier und Li, 2003; Harrison und Weinberger, 2005, Owen et al.,
2004).

Harrison und Weinberger bezeichnen die Schizophrenie als eine komplexe geneti-
sche Erkrankung , kortikaler Mikroschaltkreise” (engl. cortical microcircuits). Identi-
tizierte Suszeptibilitatsgene beeinflussen auf molekularbiologischer Ebene die Syn-
apsen (Abbildung 3.1.1). G72 dient als Aktivator von D-Aminosiure-Oxidase (DAO
oder DAAO), (Chumakov et al., 2002). Dieses Enzym oxidiert D-Serin, einen poten-
tiellen Aktivator des NMDA-Rezeptors (Mothet et al., 2000). Eine fehlerhafte Sig-
naltransduktion von D-Serin konnte zur Hypofunktion des NMDA-Rezeptors bei-
tragen (Abschnitt 3.3). Das Gen Neuregulin 1 (NRG1) reguliert die Expression der
Untereinheiten der Glutamatrezeptoren und aktiviert direkt den ErbB4-Rezeptor.
ErbB4 gehort zu der Familie der ErbB-Tyrosin-Kinasen. Er ist kolokalisiert mit dem
NMDA-Rezeptor (siehe Kapitel 3.2) und reguliert dessen kinetische Eigenschaften
durch Phosphorylierung der NR2-Untereinheiten des Rezeptors (Carpenter, 2003).
RGS4 ist ein negativer Regulator von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Chowdari
et al., 2002). RG54 wird durch dopaminerge Aktivitdt reguliert und regelt selbst
wiederum die Aktivitdt von serotoninergen und glutamergen Neuronen. Es intera-
giert mit ErbB3, einem Rezeptor von NRG1 (Thaminy et al., 2003). Seine Funktion
dient vermutlich der Hirnentwicklung. Dysbindin ist durch den , dystrophin associa-
ted protein complex” an den préasynaptischen Terminals lokalisiert und an der Bil-
dung und Erhaltung der Synapsen und bei der Signaltransduktion beteiligt. Es an-
dert moglicherweise die prasynaptische Funktion von Glutamat (Benson et al., 2001;
Straub et al., 2002a). Die Expression von Dysbindin war bei schizophrenen Patienten
vermindert (Weickert et al., 2004). PRODH beeinflusst die glutamatergen Synapsen
iiber verschiedene Mechanismen (Liu et al., 2002). COMT agiert direkt an der mono-
aminergen Neurotransmission und beeinflusst dadurch die Synapsen anderer Neu-
ro-transmittersysteme (Gogos et al., 1998). Das mGlu3-Rezeptorgen GRM3 beeinf-
lusst die Menge des Botenstoffs Glutamat im synaptischen Spalt, die Zahl der Glu-
tamat-Transporte auf den Gliazellen und Leistungen in der Aufmerksamkeit und im
Kurzzeitgedachtnis (Egan et al., 2004). Callicott und Mitarbeiter (2005) vermuten
beim DISCI-Gen einen Einfluss auf hippokampale Strukturen und Funktionen. Cal-
cineurin, dessen Gamma-Untereinheit vom Gen Proteinphosphatase 3, katalytische
Untereinheit, Gamma-Isoform (PPP3CC) kodiert wird, ist dem dopaminergen Sig-
nalweg nachgeschaltet (Adlersberg et al., 2004; Takeuchi und Fukunaga, 2004) und
in der vom NMDA-Rezeptor beeinflussten synaptischen Plastizitit (Lieberman und
Mody, 1994; Tong et al., 1995) involviert. Daraus wird eine wichtige Verbindung
zwischen beiden Neurotransmittersystemen abgeleitet.

Das Protein AKT1 ist eine Serine-/Threonine-Kinase (Ikeda et al., 2004). Emamian
und Mitarbeiter (2004) entdeckten eine verminderte Anzahl vom AKT1 Protein in
peripheren Lymphozyten und post mortem Gewebe des frontalen Cortex bei schi-

zophren Erkrankten. Zuséatzlich zeigten AKT1-Knockout-Mause , Gating”-Defizite
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des Startle-Reflexes unter der Behandlung mit Amphetaminen. Der Startle-Reflex,
gemessen mit Prapulseinhibitions-Aufgaben, zeigt sich verzogert bei schizophrenen

Patienten.

GRM3 G72 DAAO CHRNA7 RGS4 PRODH PPP3CC AKTL NRG1 Dysbindin DISC1

N/

Neurotransmission Plasticity

SN

Cellularneuropathology +— Dysregulated dopaminergic
transmission

Cognitive and other trait featers Psychotic symptoms

Abbildung 3.1.1 Schizophrenie als eine genetische Erkrankung der Synapsen (modifiziert nach Har-
rison und Weinberger, 2005)

Der a7-Nikotin-Rezeptor CHRNA? ist pra- und postsynaptisch an der Modulation
des dopaminergen und glutamatergen Signalwegs beteiligt (Freedman et al., 2000).
Einen direkten Effekt auf den Rezeptor zeigen nach diesem Modell die Gene GRM3,
CHRNA?, G72. Die Signaltransduktion wird durch RG54 beeinflusst, wahrend bei
der Regulation der Neuroplastizitat sowie Synaptogenese die Gene NRG1, Dysbin-
din und PPP3CC mitwirken. Diese synaptischen Verdnderungen tragen auf der ei-
nen Seite zu einer abnormen zelluldren Neuropathologie bei, welche sich in kogniti-
ven und anderen Merkmalen niederschlédgt, auf der anderen Seite wirken diese Ver-
anderungen mit Einfluss des COMT-Gens auf die dopaminerge Transmission, die

zu psychotischen Symptomen fiihrt.

Die genetischen Varianten konnen auf zwei verschiedenen Ebenen wirken. Entwe-
der wird die Struktur des zu kodierenden Proteins verdndert oder es verdndert die
Expression eines Gens. Mit Ausnahme des Val158Met Polymorphismus des COMT-
Gens fallt die Mehrheit der Polymorphismen der anderen Gene in die zweite Kate-
gorie. Beide Prozesse fithren zu einer Beeinflussung der Proteinfunktion. Die Ge-
meinsamkeit besteht darin, dass die genetischen Varianten die Funktionen im Ge-
hirn direkt beeinflussen. Ein pathophysiologischer Prozess wird vermutet, an dem

diese Gene gemeinsam wirken.

Das Modell von Harrison und Weinberger geht von der Annahme der polygenen
Vererbung und somit wirkender epistatischer Effekte aus. Ein Gen tragt nur mit ei-

nem mafigen bis moderaten Effekt bei. Viele Gene verstarken den Effekt. Die An-
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nahme dieser Arbeit beruht darauf, dass sich bei der Untersuchung von Gen-Gen-
Interaktionen die Stiarke einer Assoziation in hoheren EffektmafSen abbilden miisste.
Fiir die vorliegende Untersuchung wurden die vier Gene NRG1, G72, DAO und
PPP3CC ausgewdhlt, da diese direkt oder indirekt am NMDA-Rezeptor wirken.

3.2 Neuregulin1

Die ersten Neuregulin-Proteine wurden zwischen 1992 und 1993 von mehreren For-
schergruppen entdeckt (Falls et al., 1993; Goodearl et al., 1993; Holmes et al., 1992;
Marchionni et al., 1993; Peles et al., 1992; Wen et al., 1992). Sie sind Signalproteine,
die Zell-Zell-Interaktionen im Nervensystem, Herzen, pulmonalem und anderen
Organsystemen vermitteln. Sie werden von mehreren Genen codiert, von denen vier
(Neuregulin 1-4) bekannt sind, die ausfiihrlich im Reviews von Falls (2003) be-

schrieben sind.

NRGI, das bekannteste der vier Gene, ist ca. 1.4 Megabasenpaare (mb) lang (ca.
1/2000 des Genoms) und besitzt mehr als 20 Exons. Weniger als 0.3% dieser Spanne
kodieren das Protein Neuregulin, davon werden mindestens 15 vermutete Isofor-
men aufgrund alternativen Spleifiens produziert (Chang et al., 1997; Marchionni et
al,, 1993; Wen et al., 1992). Bekannt sind bisher die Isoformen I bis III (Meyer et al.,
1997) und die spater entdeckten Isoformen IV und V (Steinthorsdottir et al., 2004).
Die Produkte unterscheiden sich in verschiedenen Doménen, im N-Terminus, einer
Glykosylierungsdomane, der EGF-dhnlichen Doméne (EGF = epidermal growth fac-
tor) und der sich anschlieffenden Juxtamembrandomaéne sowie in der cytoplasma-
tischen Domane. Die Typen I, II, IV und V enthalten als N-Terminus eine Immuno-
globulin-Domaéne. Die Neureguline des Typ III haben eine cysteinreiche Sequenz.
Die EGF-dhnliche Doméne unterscheidet zwei Gruppen, die EGFa und B, die alter-
nativen Spleif§varianten dieser Domaéne. Die Isoformen werden als transmembrane

oder nonmembrane Proteine synthetisiert.

Die Transkriptionsprodukte von NRG1 und das Protein selbst sind in vielen Regio-
nen des bereits entwickelten sowie im sich entwickelnden Gehirns verstreut; einge-
schlossen sind der Frontalkortex, Hippokampus, Mittelhirn und das Cerebellum
(Law et al., 2004). NRG1 kommt in einer Vielzahl von Hirnzellen, wie den pyrami-
dalen und nichtpyramidalen Neuronen sowie, in einem geringeren Ausmaf’, auch
in Glia vor. Das Protein ist hdufig an den Synapsen lokalisiert. Da es gleichzeitig in
verschiedenen Zusammenhidngen und Spezien gefunden wurde, existieren viele
Namen fiir ein einziges Gen und seine Produkte, z.B. ARIA (acetylcholin receptor
inducing activity), (Falls et al., 1993), Heregulin (Holmes et al., 1992), NDF (neu dif-
ferentiation factor), (Ho et al., 1995). Spater wurden sie zu den Neuregulinen zu-

sammengefasst.

NRGI1 bindet direkt an die Rezeptor-Tyrosinkinasen ErbB3 und ErbB4 und indirekt
an den Ko-Rezeptor erbB2. Einen Uberblick bieten z.B. Carpenter (2003) und Citri
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und Mitarbeiter (2003). Sie bilden damit ein Signaltransduktionsnetzwerk wahrend
der pra- und postnatalen Entwicklung bei Wirbeltieren. Wie eingangs beschrieben,
wird den NRG1-Proteinen eine Vielzahl von Funktionen zugeschrieben. Neben Auf-
gaben im zentralen und peripheren Nervensystem, agieren sie auch im pulmonalen
und kardialen System (Falls, 2003). NRG1 ist mitverantwortlich fiir die Regulation
der Uberlebensféhigkeit der Zellen, fiir die Proliferation, Migration, Differenzierung
und Reifung von Astrozyten und Oligodendrozyten bzw. deren Vorlduferzellen im
sich entwickelnden Zentralnervensystem; aufferdem von Neuronen und Gliazellen
im sich entwickelnden Hirn (Canoll et al., 1996; Pinkas-Kramarski et al., 1994; Rio et
al., 1997; Vartanian et al., 1999). Eine Beteiligung einiger NRG1-Proteine an der syn-
aptischen Ubertragung und an der Synapsenstabilisierung wird angenommen
(Pinkas-Kramarski et al., 1994).

3.2.1 Assoziationsstudien zum NRG1-Gen

Stefansson und Mitarbeiter (2002) identifizierten als erste Forschergruppe NRGI1 als
Kandidatengen der Schizophrenie. Mit Hilfe eines genomweiten Scans an 33 islan-
dischen Familien mit 110 Patienten wurde der hochste LOD-Score von 3.06 an
Chromosom 8p beim Marker D8S532 ermittelt. Die Region um 8p wurde bereits
mehrfach in anderen Stichproben repliziert (Tabelle 3.2.1 ).

Tabelle 3.2.1 Kopplungsbefunde fiir Region 8p

Autor Region Familien si.gnifikanteste Ergeb-
nisse

Pulver et al. (1995) 8p22-p21 57 LOD =3.00 (2.35)

Kendler et al.(1996) 8p22-p21 265 LOD =2.52 (3.16), 2.34

Zi};j;}z};;gga Linkage Collaborative gp21 463 hLOD=2.22

Blouin et al. (1998) 8p21 54 NPL = 3.64 (hLOD=4.54)

Shaw et al. (1998) 8p 70 LOD =1.99

Kaufmann et al. (1998) 8pter-ql12 42

Brzustowicz et al. (1999) 8p21 21 LOD =3.49

Gurling et al. (2001) 8p22.1-22 13 LOD =3.60

Straub et al. (2002b) 8p22-p21 90 LOD =1.57, NPL =2.56

Die Feinkartierung mit einer ,Bacterial Artificial Chromosome”-Bibliothek an der
interessierenden Region 8p11-p21 und die Kopplungsanalysen innerhalb der Region
des Markers D8S278 grenzten den Lokus auf die 5° Exon-Region von NRG1 und
dem EST-Cluster mit unbekannter Funktion ein. Mehr als 1.200 SNPs konnten beim
Screening von NRG1 entdeckt werden. Alle kodierenden und die sich in der Promo-
tor-Region befindenden SNPs wurden bei 478 Patienten und 394 gesunden Proban-
den genotypisiert und die Assoziation mit Schizophrenie untersucht. Mit Ausnahme
des Markers SNP8NRG221533 (RR=1.4) zeigte kein SNP oder Mikrosatellit fiir sich
allein besondere signifikante Ergebnisse. Drei Haplotypen (HAP-A, -B, -C), beste-
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hend aus zwolf SNPs und vier Mikrosatelliten waren mit Schizophrenie assoziiert.
Davon zeigten fiinf SNPs und zwei Mikrosatelliten in allen drei Haplotypen die
gleiche Kombination und ein haufigeres Vorkommen in der Gruppe der schizo-
phren Erkrankten. Diese Kombination aus fiinf SNPs und zwei Mikrosatelliten (290
kb) bildet den Kern-Risiko-Haplotyp (,core haplotype’, Abbildung 3.2.1) in der 5'-
Region.

8p23
8p12
8p11+2
8q24+3

o”—”””ﬂg”‘j1\1.5m

| | | |
I I I l I I I I I I [ I I I I I

Typ | 2 S1 82 T}’P ”l TMC clc2e3b a

Typ iV Typ i

Abbildung 3.2.1 Illustration der NRG1-Gen-Struktur (modifiziert nach Falls 2003 und Stefansson et al. 2004)

Das NRG1-Gen befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 8. Auf der detaillierten Illustration dieser Region ist die
Position jedes Exons mit Bezug zu NRG1-Isoformen durch vertikale Linien angezeigt. Die absteigenden Linien entlang der
griinen Box geben die Grenzen des Kerns des Risiko-Haplotypen fiir die Schizophrenie an. Exons sind benannt nach der struk-
turellen Region des von ihnen kodierten NRGI-Proteins. EGF = Epidermaler Wachstumsfaktor-ihnliche Domidne; Ig = Im-
munglobulin-ihnliche Doméne; TMc = C-terminaler Abschnitt der Transmembranen Domine der EGF-dhnlichen Domiine.
EGF:bezieht sich aufdas Exon, welches den Teil der Sequenz der EGF-ihnlichen Domiine kodiert, den auch NRGs mit einer a-
Typ bzw. p-Typ dhnlichen Domiine aufweisen. Das Exon mit der Bezeichnung TMc beinhaltet auch benachbarte extrazellulire
Sequenzen des membrangebundenen Anteils sowie des zytoplasmatischen Endes. Das Exon mit der Zuweisung s kodiert das
Zwischenstiick.

Vier dieser SNPs befinden sich in der Promotorregion von NRGI. Der fiinfte SNP
(SNPSNRG433E1006) dagegen fiihrt zu einem Aminosdureaustausch von Arginin
zu Glyzin in der 5" Exon (glialer Wachs-tumsfaktor 2, einer der Spleifivarianten von
NRGT1). Dieser Kern-Haplotyp trat in 7,5% in der Kontroll- und in 14,4% der Patien-
tenstichprobe auf (RR=2.1, p<.001, Tabelle 3.2.2). Die Entdeckung des Kern-
Haplotypen bildete den Ausgang fiir eine Reihe weiterer Untersuchungen zum

NRG1-Gen. Die wichtigsten Ergebnisse sollen an dieser Stelle vorgestellt werden.

Europdische, amerikanische, australische und siidafrikanische Studien (Tabelle 3.2.2)

Stefansson und Mitarbeiter (2003) konnten die gefundenen Assoziationen und den
Risikohaplotypen grofitenteils in einer schottischen Stichprobe bestatigen (10,2% in
der Fallgruppe (FG), 59% in der Kontrollgruppe (KG), RR=1.8). In einer eng-
lisch/irischen Stichprobe wurde ein mit Schizophrenie assoziierter 3-Marker-Haplo-
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typ innerhalb des Kern-Haplotypen identifiziert (Williams et al., 2003). Dieser trat
zu 9,5% bei den schizophren Erkrankten im Gegensatz zu 7,5% bei den gesunden
Probanden (OR=1.25) auf. Eine Subgruppenanalyse, bei der 141 Patienten aus fami-
lidr belasteten Familien mit der Kontrollgruppe verglichen wurden, verstarkte den
Zusammenhang (FG 11,6%, OR=1.63). Ingason und Mitarbeiter (2006) konnten in
einer danischen Fall-/Kontrollgruppe bei einem 5-Marker-Haplotypen innerhalb des
Kern-Haplotypen ein OR nahe 1.4 (FG 12% vs. KG 9,2%) ermitteln. Dieser Wert er-
reichte aber keine Signifikanz (p=.120), obwohl damit ein groflerer Zusammenhang
beschrieben wird als beim 3-Marker-Haplotypen von Williams und Mitarbeitern.
Eine weitere irische Forschergruppe genotypisierte 17 Mikrosatelliten und drei
SNPs, die eine Region iiber 911 kb umspannt (Corvin et al., 2004). Sie fanden einen
den Kern-Haplotypen iiberlappenden 2-Marker-Haplotypen (HapBi., FG 19,4% und
KG 12,3%), welcher sich in der Intron-1-Region befindet. Der Kern-Haplotyp selbst
wurde nicht untersucht, da die irische Stichprobe eine andere Kopplungsstruktur
aufwies und sich die Marker nicht vollstaindig im Kopplungsungleichgewicht be-
fanden. Eine aktuelle Studie in einer schwedischen Gruppe identifizierte fiinf Poly-
morphismen in der Intron-2-Region und weitere Haplotypen in der Hapi.-Region,
welche mit Schizophrenie assoziiert, dennoch nicht identisch mit dem urspriingli-

chen Haplotypen waren (Alaerts et al., 2009).

In der Studie von Bakker und Mitarbeiter (2004) trat in einer kleineren niederlandi-
schen Stichprobe (208 Patienten/179 Kontrollprobanden) das T-Allel bei
SNP8NRG221533 héufiger in der Kontrollgruppe auf. Dieser Marker wurde mit
zwei weiteren Mikrosatelliten an einer grofieren Gruppe, bestehend aus 260 Patien-
ten und 585 Kontrollprobanden, weiter untersucht. Dabei wurde die Patienten-
gruppe aufgeteilt in 130 Patienten mit und 130 Patienten ohne Defizitsyndrom, er-
hoben mit dem Schedule for the Deficit Syndrome (Kirkpatrick et al., 1989), basie-
rend auf der Annahme, dass aufgrund der Heterogenitat der Erkrankung verschie-
dene Subtypen anderen genetischen Faktoren zugrunde liegen. Signifikante Ergeb-
nisse erzielte ausschliefdlich die Gruppe ohne Defizitsyndrom. Kampman und Mit-
arbeiter (2004) untersuchten den Polymorphismus SNP8NRG221533 in einer finni-
schen Fall-/Kontrollgruppe. Neben Schizophrenie diente das Ansprechen auf kon-
ventionelle antipsychotische Medikation und das Ersterkrankungsalter als Phano-
typ. Die Allelverteilung unterschied sich bei keinem der Phanotypen. Beim Ver-
gleich von den Respondern (43) vs. Non-Respondern (51) zeigte sich ein haufigeres
Vorkommen des TT-Genotypen (23,3% vs. 49,0%, p=.013). Hall und Mitarbeiter
(2004) fanden keine Assoziationen in fiinf genotypisierten Markern des Kern-
Haplotypen in ihren beiden Stichproben bestehend aus US-Amerikanern und Siid-
afrikanern europaischer Abstammung. Ein 4-Marker-Haplotyp war in der siidafri-
kanischen Stichprobe mit Schizophrenie assoziiert.
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Glutamat und Schizophrenie

Thiselton und Mitarbeiter (2004) konnten weder eine Assoziation der fiinf SNPs des
Kern-Haplotypen, noch der zwei Mikrosatelliten in der Intron-1-Region in ihrer fa-
milienbasierten irischen Studie bestatigen. Zusatzlich zeigte sich eine andere Block-
struktur in ihrer Stichprobe als in der von Stefansson und Mitarbeitern (2002). Zwei
Blocke wurden identifiziert, die ebenso wenig eine Assoziation mit Schizophrenie

aufwiesen.

Konzentrierten sich anfangs viele Forschergruppen auf Replikationen des Kern-
Haplotypen, so weitete sich in den darauffolgenden Jahren die Untersuchung weite-
rer SNPs, welche das Gen vollstandiger abbilden, aus. Duan und Mitarbeiter (2005)
untersuchten 14 SNPs, welche das Gen NRG1 von der Promotor- bis zum Ende der
Exon-5-Region, inklusive den Kern-Haplotypen, abdeckten. In der familienbasierten
US-Stichprobe, welche Probanden europdischer Herkunft einschloss, konnte keine
Assoziation auf Einzelmarker- und Haplotypenebene ermittelt werden. Petryshen
und Mitarbeiter (2005) priiften 45 SNPs und zwei Mikrosatelliten in und um NRGI.
Den Kern-Haplotypen der islandischen Bevolkerung konnten sie in ihrer portugiesi-
schen Population nicht bestatigen. Allerdings entdeckten sie einen 2-Marker-Haplo-
typen (A-T), der den Risikohaplotypen tiberlappt und zwei weitere Haplotypen in
der 3’-Region des Gens, welche in der Patientengruppe unterreprasentiert waren.
Lachmann und Mitarbeiter (2006) untersuchten den SNP von Stefansson und Mi-
tarbeitern nahe der Exon-1-Region und drei weitere polymorphe Varianten in AT-
reichen Domé&nen von NRG1, die mehrere Nukleotide umfassen und zu eine Inser-
tion oder Deletion fiithren, basierend auf der Annahme, dass AT-bindende Proteine
eine Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie spielen. In der US-Stichprobe euro-
paischer Herkunft gab es keine signifikanten Ergebnisse auf Einzelmarker-Ebene.
Dagegen zeigte die US-Gruppe afrikanischer Abstammung bei allen Markern eine

Assoziation.

Ein neuer funktioneller Polymorphismus (missense mutation, G/T) wurde von
Walss-Bass und Mitarbeiter (2006a) in der Exon-11-Region entdeckt. Dieser fiithrt zu
einer Anderung der Aminosiure von Valin zu Leukin, welches fiir die transmem-
brane Region des NRG1-Proteins kodiert. Eine weitere, von derselben Arbeitsgrup-
pe durchgefiihrte Replikationsstudie konnte bei 134 spanischen Familien keine As-
soziation mit Schizophrenie und dem Kern-Haplotypen entdecken (Walss-Bass et
al., 2006b). Dafiir trat ein anderer Haplotyp, bestehend aus zwei SNPs und zwei
Mikrosatelliten, hdufiger bei Patienten (ca. 17%) mit psychotischem Krankheitsver-
lauf auf. Das T-Allel bei NPSNRG221533 ist bei der erkrankten Gruppe beim 4-
Marker-Haplotypen haufiger vertreten, im Gegensatz zur Studie von Stefansson
und Mitarbeitern, bei der das C-Allel hdufiger in der erkrankten Gruppe auftrat.

Eine familienbasierte Studie an spanischen Familien konnte keinen Hinweis fiir den
Zusammenhang der untersuchten SNPs und der Schizophrenie erbringen (Rosa et
al., 2007). Vilella und Mitarbeiter (2008) untersuchten in einer spanischen Fall-/Kon-
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trollstichprobe 18 bekannte als auch neue SNPs und fanden keine Bestatigung einer

Assoziation mit Schizophrenie.

38 Marker des NRG1-Gens wurden von Thomson und Mitarbeitern (2007) an einer
zweiten schottischen Stichprobe untersucht. Die Blockstruktur bildete zwei Haupt-
cluster, bezeichnet als Region-A und Region-B. Ein T-T-T-Haplotyp aus der Region-
A war mit Schizophrenie assoziiert. Das Ergebnis war nach Bonferroni-Korrektur al-
lerdings nicht mehr signifikant. In der zweiten Region-B wurde ebenfalls ein signi-
fikanter Haplotyp identifiziert, welcher sich am Ende der 3’-Region von NRG1 be-
findet. Die vier untersuchten SNPs des Kern-Haplotypen zeigten keinen Unter-

schied in der Fall- und Kontrollgruppe.

Die beiden mit den grofsten Stichprobengrofien publizierten Fall-/Kontrollstudien in
der europaischen Bevolkerung erbrachten keinen Hinweis einer Assoziation mit den
untersuchten SNPs im NRG1-Gen (Jonsson et al., 2009; Sanders et al., 2008).

Asiatische Studien (Tabelle 3.2.3)

Die Replikation des Kern-Haplotypen Hapi. an einer japanischen Stichprobe zeigte
keinen signifikanten Zusammenhang zur Schizophrenie (FG 4,5% vs. 4,3% KG,
OR=1,13), (Iwata et al., 2004). Ebenso wenig konnte ein 3-Marker , at risk“-Haplotyp,
der in einer Subgruppenanalyse bei 69 Patienten mit familidrer Belastung unter-
sucht wurde, bestatigt werden. Erwédhnenswert ist, dass SNP8nrg221132 in der
Stichprobe nicht polymorph war und nur das G-Allel vorkam. Eine weitere japani-
sche Forschergruppe versuchte in einer kleineren Stichprobe drei SNPs von Stefans-
son et al. (2002) vor dem NRGI1-Gen zu replizieren und einen weiteren SNP in der
Intron-1-Region, welcher sich ndher an der Exon-1-Region befindet als die zwei
Mikrosatelliten des Hapice-Markers, zu untersuchen (Fukui et al., 2006). Die drei
SNPs des HAPice-Markers waren nicht mit Schizophrenie assoziiert. Dafiir identifi-
zierten sie einen 4-Marker-Haplotypen, bestehend aus den hdufiger vorkommenden
Allelen, der zahlreicher in der Kontrollgruppe auftrat. Drei SNPs zeigten eine Asso-
ziation bei einem homozygoten Genotypen des geringer vorkommenden Allels mit
Schizophrenie.

Tang und Mitarbeiter (2004) untersuchten rund um und innerhalb der 5-Region
vom NRGI1-Gen 13 Mikrosatelliten iiber eine Lange von 800kb, welche sie in vier
Regionen einteilten. Keiner der Marker deckt sich mit dem HAPice-Haplotypen. Sie
fanden bei einzelnen Mikrosatelliten und Haplotypen Assoziationen in der zweiten
Region (vor dem Gen) und in der dritten Region (Intron 1), welche mit der Region
von HAPice tiberlappen. Zhao und Mitarbeiter (2004) zeigten in einem Fall-
/Kontroll- als auch in einem familienbasierten Design Assoziationen in einem 5-
Marker-Haplotypen (C-G-T/4/-2) und einem 2-Marker-Haplotypen (4/-2) der 5'-
Region. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem identifizierten Haplotypen, be-
stehend aus fiinf Mikrosatelliten, von Tang und Mitarbeitern (2004). Li und Mitar-

beiter (2004) untersuchten bei einer Spanne von 1,1 mb 25 Mikrosatelliten innerhalb
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des NRG1-Gens. Sie identifizierten in ihrer Fall-/Kontrollgruppe zwei neue Haplo-
typen, HAPchina1, der sich vor HAPice befindet (11,9% FG und 4,2% KG) und HAPchi-
na2, welcher HAPice tiberlappt (8,5% FG, 4,0% KG). Der zweite Haplotyp zeigte eben-
falls ein signifikantes Ergebnis bei parenteraler Kontrolle. Ein dritter 4-Marker-
Haplotyp HAPchina3 war im familienbasierten Design mit Schizophrenie assoziiert
(23,8% FG, 13,7% parenterale KG). Kim und Mitarbeiter (2006) zeigten eine Assozia-
tion eines SNPs innerhalb des Kern-Haplotypen in einer koreanischen Fall-
/Kontrollgruppe. Das G-Allel bei SNP8NRG241930 trat hdufiger bei Patienten mit
akustischen Halluzinationen auf. Der Kernhaplotyp selbst konnte nicht repliziert

werden.

Yang und Mitarbeiter (2003) genotypisierten drei Marker, u.a. den Marker
SNP8NRG221533, der in der islandischen Population von Stefansson et al. (2002)
mit Schizophrenie assoziiert war, einen funktionellen Polymorphismus in der Exon-
2-Region, rs3924999 (Gln 38 Arg, G—>A Basenaustausch), welcher die Aminosaure
Arginin in Glutamin dndert, und ein sich in Intron-Region befindender SNP
rs2954041. Alle Marker befanden sich im Kopplungsungleichgewicht mit der Er-
krankung. Der T-A-G-Haplotyp wurde haufiger von den Eltern auf die betroffenen
Kinder tibertragen. Hong und Mitarbeiter (2004) untersuchten den von der Arbeits-
gruppe um Yang identifizierten Arg38GIn-Polymorphismus in einer taiwanesischen
Stichprobe. Im Vergleich der Patienten mit einer gesunden Kontrollgruppe konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Im familienbasierten Design
wurde eine haufigere Ubertragung des G-Allels an die schizophren erkrankten Kin-
der ermittelt. Dieses Ergebnis deckt sich auf Einzelmarker-Ebene mit dem Ergebnis
von Yang et al.(2003), steht aber im Kontrast zum identifizierten Haplotypen, bei
welchem das A-Allel hdufiger in der Patientengruppe auftrat.
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Glutamat und Schizophrenie

Metanalysen (Tabelle 3.2.4)

Die Metaanalyse von Li und Mitarbeitern (2006) integrierte 13 bis November 2005
publizierte Fall-/Kontroll- und familienbasierten Studien. Alle vier untersuchten
SNPs und zwei Mikrosatelliten des Kern-Haplotypen Hapi. wiesen schwache, aber
signifikante Ergebnisse auf. Ebenso zeigten die Haplotypenanalysen einen geringen
Zusammenhang (OR=1.22, p<.001). Die getrennte Analyse von asiatischer und euro-

pdischer Gruppe ergab zwei verschiedene Risikohaplotypen.

Tabelle 3.2.4 Metaanalysen zum NRGI1-Gen

Autor Stichproben  Popula-  Mar- 5 3*  Assoziierte Marker (OR¥, p-
(Jahr) tion ker Wert)
Lietal Fall/Kontroll =~ gemischt 6 SNPSNRG 420M9 SNP8NRG221132 (1.27,<.001),
(2006) 4341/4381 241930 -1395  SNP8NRG221533 (1.09,.007),
SNP8NRG241930 (1.18,<.001),
Trios 598 SNP8NRG243177 (1.1,.014),

478B14-848 (115, <.001),
420M9-1395 (1.12,<.001),
Hapgesamt (1 22,<001)

Munafo et 19 gemischt 1 SNPS8NRG - ns
al. (2006) 221533
Munafo 24 gemischt 1 SNPS8NRG - ns
(2008) 221533

Gongetal. Fall/Kontroll  gemischt 8 SNPSNRG 420M9 SNP8NRG221532 (1.23,.040),
(2009) 8049/8869 103492 -1395 478B14-848 (1.14,.023),
420M9-1395 (1.18,.017)
Trios 1515

OR*, wenn publiziert

In der asiatischen Bevolkerung beschrankte sich der Haplotyp auf die beiden Mik-
rosatelliten, wahrend in der europdischen Gruppe die vier SNPs eine Blockstruktur
bildeten und mit Schizophrenie assoziiert waren. Eine weitere Metaanalyse von
Munafo und Mitarbeitern (2006), welche 19 Stichproben einbezog, konnte keine As-
soziation mit dem bisher meistuntersuchten Polymorphismus SNPSNRG221533 und
Schizophrenie bestdtigen. Eine Erganzung der Analyse mit acht weiteren Stichpro-
ben (fiinf Fall-/Kontroll- und drei familienbasierte Designs) bestdtigten den voran-
gegangenen negativen Befund. Eine mit 26 bis zum Jahr 2008 eingeschlossenen Stu-
dien durchgefiihrte Metaanalyse entdeckte Assoziationen bei drei Markern des
NRG1-Gens mit der schizophrenen Erkrankung (Gong et al., 2009).

3.24 Genexpressions- und funktionelle Studien zu NRG1

Funktionelle Untersuchungen sollen Aufklarung iiber den Pathomechanismus einer
Erkrankung geben. Dazu dienen Genexpressionsstudien und tierexperimentelle De-
signs als Vorstufe. Bei den Genexpressionsanalysen wird haufig die mRNA-Kon-

zentration in verschiedenen Geweben untersucht. Studien an post mortem Gewebe
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zeigen unterschiedliche Vorkommen der mRNA bei gesunden und erkrankten men-

schlichen Gehirnen.

Zusatzlich zur eingangs beschriebenen Assoziationsstudie fiihrte die Forschergrup-
pe um Stefansson (2002) Untersuchungen am Tiermodell durch. Mutantenmause,
heterozygot fiir NRGI1, zeigten in einer neuen Umgebung hyperaktives Verhalten
sowie eine beeintrachtigte Prapuls-Inhibition, Phanotypen der Schizophrenie. Posi-
tive Befunde in Tiermodellen untermauern den Einfluss von NRG1 auf Schizophre-
nie (Karl et al., 2007; O'Tuathaigh et al., 2007).

Hashimoto und Mitarbeiter (2004) untersuchten an post mortem Gewebe von 19 Pa-
tienten und einer gematchten Kontrollgruppe die Genexpression der Isoformen von
Neuregulin, Typ I bis III im DLPFC . Wurden alle Isoformen zugleich betrachtet, be-
standen keine bedeutsamen Unterschiede zwischen Schizophrenen und Kontrollen.
Das Expressionsniveau war bei Typ I signifikant bis zu 23% in der Patientengruppe

gesteigert.

Petryshen et al. (2005) stellten bei erkrankten Probanden, im Vergleich zu ihren
nicht betroffenen Geschwistern, ein 3.8fach erhdhtes Niveau von SMDF-Varianten
(Sensory and Motor Neuron-Derived Factor = Neuregulinl) in peripheren Leukozy-
ten fest. Law und Mitarbeiter (2006) untersuchten die Hirne von 44 schizophren Er-
krankten und 84 gesunden Kontrollen. Die hippokampale mRNA von NRG1 war in
der erkrankten Gruppe haufiger exprimiert (34%) als in der gesunden Gruppe. Ne-
ben der Diagnose hatte auch der Genotyp des Markers SNPSNRG221132 Einfluss
auf die Transkriptionsprodukte. Bertram und Mitarbeiter (2007) untersuchten das
unterschiedliche Vorkommen der Transkriptionsprodukte des NRG1-Gens im men-
schlichen Hirn bei je 22 ehemals gesunden und erkrankten Probanden. Die mRNA
der NRGla-Isoform war sowohl in der weifSen als auch in der grauen Substanz des
prafontalen Cortexes in der schizophren erkrankten Gruppe reduziert. Die vorlie-
genden Daten implizieren, dass Variationen von Genexpressionen einen molekula-
ren Mechanismus fiir die genetische Assoziation von NRG1 und Schizophrenie dar-
stellen.

Hahn und Mitarbeiter (2006) betonen vor allem die Beziehungen zum ErbB4-Rezep-
tor und die Bedeutung der Signaltransduktion bei der Schizophrenie. Sie vermuten
das Vorliegen eines Ungleichgewichts der neuronalen Rezeptoraktivitaten bei der
Erkrankung. Sie fanden sowohl eine ErbB4-Rezeptoriiberaktivitat als auch eine ver-
ringerte NMDA-Aktivitat im prafontalem Cortex von post mortem Gewebe schi-
zophrener Patienten. Die veranderten NRG1-ErbB4 Signale konnten zu der NMDA-
Hypofunktion beitragen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich die Mehrheit der Untersu-
chungen auf den von Stefansson et al. identifizierten Kernhaplotypen HAPice kon-
zentrierten. Trotz vieler positiver Replikationen bleibt aufgrund ebenso vieler nega-

tiver bzw. kontrarer Befunde offen, wie stark und welche Polymorphismen von
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NRGI in den Pathomechanismus der Schizophrenie involviert sind. Des Weiteren
wurden zwei funktionelle SNPs in der Exon 2 und Exon 11-Region entdeckt, welche
mit der Schizophrenie auf Einzelmarkerebene assoziiert waren, wohingegen der
funktionelle Marker SNP8NRG433E1006 im ersten Exon nur in Verbindung mit
dem Kernhaplotypen Assoziationen zeigte. Auch die genannten Metaanalysen und
funktionellen Untersuchungen konnen keine endgiiltige Klarheit zur Beteiligung
des NRG1-Gens an der schizophrenen Erkrankung geben. Eine Replikation an einer
deutschen Stichprobe war bisher im Rahmen einer Dissertation von Zipp (2005) er-
folgt. Als Referenz wurden die Marker von der Forschergruppe um Yang (2003) he-
rangezogen. Diese Daten werden fiir die vorliegende Arbeit zur weiteren Analyse

verwendet.

3.3 G72 und D-Aminosaureoxidase

Das Gen G72 wurde von Chumakov und Mitarbeitern (2002) mit Hilfe der Kons-
truktion einer Karte von Kopplungsungleichgewichten auf Chromosom 13q34 in-
nerhalb einer 5 mb grofien ,Genwiiste” lokalisiert. Diese Region zeigte in mehreren
Kopplungsstudien signifikante Zusammenhéange mit Schizophrenie (Tabelle 3.3.1).
Mit einer Spanne von 29 Kilobasenpaaren (kb) ist G72 von dem grofieren Gen G30
umschlossen. In ihrer Untersuchung stellten Chumakov und Mitarbeiter fest, dass
G72 primatenspezifisch im Caudatus exprimiert, in der Amygdala und in ER/Golgi-
transfizierten Zellen vorhanden ist. G72 generiert mehrere Spleifivarianten. Das
LG72 Protein z.B. besteht aus 153 Aminosduren. Dessen Funktion ist bisher unbe-
kannt. Bei seiner Entdeckung wurde gleichzeitig DAO (D-Aminosdure-oxidase),

ehemals auch als DAAO bezeichnet, als neues Kandidatengen identifiziert.

Tabelle 3.3.1 Kopplungsbefunde fiir Region 13q

Autoren Region Anzahl Familien signifikanteste Ergebnisse
Pulver et al. (1996). 13q 54 hLOD=3.24

Lin et al. (1997) 13q 21 hLOD=1.54

Blouin et al. (1998) 13q32 54 NPL=4.18 (hLOD=3.19)
Shaw et al. (1998) 13q 70 hLOD=1.25

Brzustowicz et al. (1999) 13q32 21 hLOD=4.42

Mulle et al. (2005b). 13q32 159 NPL=2.95

3.3.1 Assoziationsstudien zum G72-Gen

Europdische, europiisch stimmige und gemischte Studien (Tabelle 3.3.2)

Chumakov und Mitarbeiter entdeckten in einer Population von 454 franzosischen
Kanadiern in sechs von 19 untersuchten SNPs (M6 bis M25) iiber eine Spanne von
265.7 kb, die z.T. in Abbildung 3.3.1 zu sehen sind, eine allelische Assoziation mit
Schizophrenie. Die Befunde konnten fiir den Marker M23 (T-Allel: FG 57% und KG
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49%, OR=1.37), in einer kleineren russischen Stichprobe (FG 60% und KG 51%,
OR=1,42) repliziert werden.

Schumacher und Mitarbeiter (2004) bestdtigten z.T. die Befunde der Erstpublikation
in einer deutschen Stichprobe. Korostishevsky und Mitarbeiter (2004) wiesen in ei-
ner kleinen jiidischen Stichprobe ebenfalls positive Befunde nach. Eine Studie bei
palastinensischen Familien konnten die urspriinglich assoziierten SNPs nicht repli-
zieren; dafiir wurde ein weiterer Marker (M20) identifiziert (Korostishevsky et al.,
2006). Addington und Mitarbeiter (2004) untersuchten Kinder und Jugendliche mit
einer Psychoseerkrankung. Die zwei signifikanten SNPs M14 und M15 konnten sie
neben dem Trio-Design mit klinischen Subphénotypen, wie dem Ersterkrankungsal-
ter und einem pramorbiden Phanotypen, gemessen mit dem ,Autism Screening
Questionnaire”, einem 40-Item umfassenden Fragebogen iiber das Verhalten und
die soziale Kommunikation, bestatigen. Eine familienbasierte Stichprobe, welche ein
breites Spektrum an psychotischen Erkrankungen einschloss, zeigte keinen Zu-
sammenhang mit den von Chumakov publizierten SNPs und der Erkrankung
(Goldberg et al., 2006). Allerdings wurden Assoziationen der Marker M24 mit kog-
nitiven Variablen (Continuous Performance Test=CPT, 1-back, verbaler Paar-
Assoziationstest) sowie M23 (1-back Aufgabe) identifiziert. Bei beiden Markern er-
zielten die TT-Genotyp-Trager schlechtere Leistungen als die AA-Genotyptrager.
Ma und Mitarbeiter (2006) versuchten sechs SNPs in einer schottischen Population
zu replizieren. Einzelne SNPs und Haplotypen waren ebenfalls bei Corvin und Mit-
arbeiter (2007) in ihrer irischen Stichprobe, die allerdings aus schizophrenen und
schizoaffektiven Patienten bestand, sowie bei Bass und Mitarbeiter (2009) in einer

britisch/irischen Gruppe assoziiert.

Shinkai und Mitarbeiter (2007) ermittelten, abhdngig vom Design, unterschiedliche
Ergebnisse in einer kanadischen Fall-/Kontroll- und familienbasierten Stichprobe
(Tabelle 3.3.2). Zusatzlich sind sie kontrar zu den Ergebnissen der Erstpublikation.
M-18 befand sich nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG), so dass das Er-

gebnis vorsichtig zu interpretieren ist.

Hall und Mitarbeiter (2004) untersuchten sieben SNPs in einer nordamerikanischen
und einer stidafrikanischen Stichprobe. Positive Assoziationen fanden sich nur in
der siidafrikanischen Gruppe. Die entdeckten hiufigeren Ubertragungen der Allele
und Haplotypen auf die erkrankten Kinder in beiden Bevolkerungsgruppen ent-
sprechen der Referenzsstudie von Chumakov und Mitarbeitern, mit Ausnahme von
M7 und M23.
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Abbildung 3.3.1 Der G72/G30-Lokus: genotypisierte SNPs und deren Haplotyp-Blockstruktur (nach Jamra et al., 2006)

Die eigenen positive Kopplungsbefunde am Chromosom 13932 ermutigte die Ar-
beitsgruppe um Mulle (2005a) zu einer Assoziationsstudie, in der die Befunde von
Chumakov und Mitarbeitern innerhalb von G72/G30 repliziert werden sollten. Alle
13 SNPs und deren Haplotypen zeigten keine Assoziation bei den untersuchten
nordamerikanischen Familien (84% europdischer und 9% afrikanischer Herkunft).
Die negativen Befunde werden durch weitere Fall-Kontrollstudien bestdtigt (Bakker
et al., 2007; Jonsson et al., 2009; Vilella et al., 2008; Williams et al., 2006; Wood et al.,
2007). Die Ergebnisse in einer europdisch stimmigen grof$ angelegten Stichprobe,
welche schizophren erkrankte und schizoaffektive Patienten mit einer gesunden

Kontrollgruppe verglich, zeigte keine Assoziation (Sanders et al., 2008).
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Asiatische Studien (Tabelle 3.3.3)

Replikationsstudien fanden im asiatischen Raum iiberwiegend in der chinesischen
Bevolkerung statt (Tabelle 3.3.3). Wang und Mitarbeiter (2004) zeigten in zwei von
sechs untersuchten SNPs positive Assoziationen.

Tabelle 3.3.3 asiatiasche Assoziationsstudien zum G72-Gen

Autor (Jahr) Fall/Kon- Population Mar- 5 3’  Assoziierte Marker (OR*, p-Wert)
troll ker
Wang et al. (2004) 537/538 Chinesen 6 M12 M23 Mi2(.019), M15 (.001), Hap4: M12-

M14-M15-rs1935062 (<.001), Hap3:
M12-M14-M15 (.019)

Ma et al. (2006) 588/588 Chinesen 6 M12 M23 M22(0.76,.0013), Hap2: M22-M23
(1.30,.035), Hap2: M19-M22 (1.24,.013)

Yue et al. (2006) 216/321 Chinesen 3 M15 MI19 Mi8(.012), Hap3: M15-M18-M19 (.008)

Yue et al. (2007) 359/359 Chinesen 4 M15 M23 M1i8(.004)

Shin et al. (2007) 388/367 Koreaner 9 M12 M21 M18(.030), M19 (.040)

Ohi et al. (2009) 1774/2092 Japaner 8 M12 M24 M22(1,13,.019), M23 (1,11,.030), M24
(1,10,.037)

Trios

Zou et al. (2005) 233 Chinesen 3 Mi12 Mi15 Mi2(.002), M15 (.011), Hap3: M12-
M14-M15 (<.001)

Hong et al. (2006) 216 Chinesen 1 M18 M18 (0.72,.016)

Liu et al. (2006) 218 Taiwanesen 11 M12 M23 ns

Yue et al. (2007) 237 Chinesen 4 M15 M23 M1i8(0.69,.019)

Shi et al. (2009) 561 Chinesen 2 M18 M22 M18-M22 (.049)

* OR, wenn publiziert

Die beiden Marker M12 und M15 konnten in einer weiteren chinesischen Stichprobe
repliziert werden (Zou et al., 2005). Das A-Allel kam bei beiden Polymorphismen
haufiger in der erkrankten Gruppe vor. Verschiedene Haplotypen waren zusatzlich
mit der schizophrenen Erkrankung assoziiert. Drei Untersuchungen wiesen eine po-
sitive Assoziation des A-Allels im SNP M18 nach (Hong et al., 2006; Yue et al., 2007;
Yue et al., 2006). Yue und Mitarbeiter (2006) identifizierten zusétzlich eine positive
Assoziation mit dem A-A-G-Haplotypen (M15-M18-M19) bei Patienten mit einem
frithen Erkrankungsbeginn. Weitere positive Ergebnisse erzielten Ma und Mitarbei-
ter (2006) beim Marker M22. Shi und Mitarbeiter (2009) untersuchten zwei SNPs an
561 Han-chinesischen Familien mit insgesamt 2277 eingeschlossenen Probanden. Sie
identifizierten den A-G-Haplotypen (M18-M22), welcher mit der Erkrankung asso-

zijiert scheint.

In einer koreanischen Stichprobe wurde eine Signifikanz bei M18 und M19 festge-
stellt, wobei bei M18 das C-Allel mit Schizophrenie assoziiert war, kontrar zu den
Ergebnissen der chinesischen Arbeitsgruppen (Shin et al., 2007). Ohi und Mitarbei-
ter (2009) zeigten in einer japanischen Fall-/Kontrollgruppe positive Assoziationen
in drei Markern und mehreren Haplotypen, die aber nach Bonferroni-Korrektur
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nicht beibehalten wurden. Ohne positiven Befund blieb auch eine Untersuchung an

einer taiwanesischen Stichprobe (Liu et al., 2006).

Metaanalysen (Tabelle 3.3.4)

Ma und Mitarbeiter (2006) fiihrten die erste Metaanalyse durch. Bei den Fall-/Kon-
trollstudien wurden die Daten von sieben unabhéngigen Stichproben (Chumakov et
al., 2002; Korostishevsky et al., 2006; Schumacher et al., 2004; Wang et al., 2004), in-
klusive der eigenen beiden Stichproben und beim familienbasierten Design die Da-
ten von drei Stichproben (Addington et al., 2004; Mulle et al., 2005a; Zou et al., 2005)
berticksichtigt. Aufgrund der ethnischen Heterogenitat wurde die europdische von
der asiatischen Population getrennt berechnet. Drei Marker wurden untersucht. Ei-
ne signifikante Assoziation zeigte sich bei M22 im Fall-/Kontrolldesign in der asiati-
schen Bevolkerung (zwei Stichproben). Der Marker wurde in zwei weiteren Meta-
analysen bestatigt (Shi et al., 2009; Shi et al., 2008a). Li und He (2007) identifizierten
vier von 13 Polymorphismen als mit Schizophrenie assoziiert. Die Metaanalyse von
Shi und Mitarbeitern (2009) tiber mehrere chinesische Stichproben bestétigte eine
Assoziation des Markers M18 und Schizophrenie. Mit Hinzunahme einer koreani-

schen Stichprobe war der Zusammenhang nicht mehr signifikant.

Tabelle 3.3.4 Metaanalysen zum G72-Gen

Autor Stichprobe  Population Marker 5 3’  Assoziierte Marker (OR, p-Wert)
(Jahr)
Ma et al. 938/1126 Européer 3 M12 M23 ns
(2006)
1125/1126 Asiaten 3 M12 M23 M22(0.81,.001)
480 Gemischt 2 Mi14 Mi15 ns
Liund He  Fall/Kontroll = Gemischt 13 M12 M24 M12 (1.12,.0223), M15 (1.15,.009),
(2007) 2138/2228 M23 (0.88,.014), M24 (0.91,.001)
Trios 463
Shi et al. Fall/Kontroll Asiaten 15 M12 M24 M18 (0.71, <.001)
(2008a) 4304/5423 M22 (0.81, <.001)
Trios 1384
Européder 15 M12 M24 M24(1.12,.031)
Shi et al. 1780 Asiaten 2 M18 M22 M22(Z=3.23,.001)
(2009)
1108 Chinesen 2 M18 M22 M1i8 (Z=0.79, <.001)

3.3.2 Assoziationsstudien zum DAO-Gen

Die Arbeitsgruppe von Chumakov untersuchte den Einfluss des Proteins pLG72 auf
den Mechanismus der Schizophrenie-Entstehung. Mit der Hefe-2-Hybrid-Methode
wurde ein Klon des DAO-Proteins identifiziert. DAO kommt im menschlichen Ge-
hirn mit einer Lange von 347 Aminosauren sowie einem Molekulargewicht von ca.
39 Kilodalton vor (siehe Uberblicksartikel von Verall und Mitarbeitern (2009)). Die-
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ses Enzym oxidiert D-Serin, eine D-Aminosaure, welche durch Racemisierung aus
den L-Aminosdure-Formen entsteht. D-Serin fungiert als essentieller Regulator an
Synapsen, die fiir die Impulsiibertragung Glutamat als erregenden Transmitter nut-
zen. Er wird im Gegensatz zu den iiblichen Botenstoffen nicht von den Nervenzel-
len, sondern von den Astrozyten (Gliazellen) ausgeschiittet. D-Serin konnte als en-
dogener Ligand neben Clyzin als Coaktivator fiir den NMDA-Rezeptor bedeutsam
sein (Mothet et al., 2000). Durch eine fehlerhafte Signaltransduktion von D-Serin
wird eine Hypofunktion des NMDA-Rezeptors vermutet. Diese Annahme wird
durch die folgenden Untersuchungsbefunde bestarkt: verminderte D-Serin-Mengen
wurden im Serum (Hashimoto et al., 2003; Yamada et al., 2005) und im Liquor von
schizo-phrenen Patienten (Bendikov et al., 2007; Hashimoto et al., 2005; Hashimoto
et al., 2003) beobachtet. Klinische Studien erzielten durch Hinzugabe von D-Serin zu
Antipsychotika therapeutische Effekte (Coyle et al., 2002; Tsai et al., 1998). Eine Me-
taanlayse, welche bis zu 18 pharmakologische Kurzzeit-Studien einschloss, zeigte an
132 randomisierten Patienten eine Reduktion negativer Symptome (Tuominen et al.,
2005). In Tiermodellen produziert D-Serin Verhaltensauffalligkeiten und neuroche-
mische Veranderungen, die konsistent mit klinischen Effekten der Schizophrenie
sind (Karasawa et al., 2008; Nilsson et al., 1997; Tanii et al., 1994).

Das Gen DAO, welches sich auf Chromosom 12q24 befindet, umfasst 20 kb mit elf
Exons (Fukui und Miyake, 1992). Die Co-Inkubation bestatigte eine physikalische
Interaktion; pLG72 dient als Aktivator fiir DAO, weswegen G72 heute auch als
DAOA (D-Aminosdureoxidase-Aktivator) bezeichnet wird. Einen weiteren Beleg
lieferte die statistische Interaktion zwischen Polymorphismen beider Gene. Acht
SNPs, die das Gen DAO abdecken, wurden in einer Assoziationsstudie untersucht
(Abbildung 3.3.2). Vier Marker in Intronregionen wurden in der kanadischen Stich-

probe gefunden, die mit Schizophrenie assoziiert sind (Tabelle 3.3.5).

Schumacher und Mitarbeiter (2004) bestdtigten in einer deutschen Stichprobe posi-
tive Assoziationen in drei SNPs im DAO-Gen. Allerdings zeigten diese im Gegen-
satz zur initialen Studie kontrdre Risikoallele. Die Effekte waren schwach ausge-
pragt. Drei Replikationsstudien fanden ebenfalls positive Assoziationen mit Schi-
zophrenie (Corvin et al., 2007; Liu et al., 2004; Wood et al., 2007).

Der Versuch, Marker im DAO-Gen im familienbasierten Design zu replizieren,
schlug fehl. Vier Studien mit verschiedenen ethnischen Populationen konnten den
Nachweis krankheitsverursachender Marker im DAO-Gen nicht erbringen (Tabelle
3.3.5). Die Untersuchung in einer grofien skandinavischen Fall-/Kontrollstichprobe
spricht ebenfalls gegen eine Beteiligung der von Chumakov und Mitarbeitern iden-
tifizierten Marker (Jonsson et al., 2009). Zwei Metaanalysen, welche Daten bis zum
Jahr 2007 einschlossen, lieferten den Nachweis fiir einen geringen bzw. moderaten
Effekt in SNP rs4623951. Wahrend Allen und Mitarbeiter (2008) das T-Allel als pro-
tektiven Marker identifizieren, war es das C-Allel bei Shi und Mitarbeiter (2008b).
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Abbildung 3.3.2 DAO-Gen und Transkripte und mit der Schizophrenie assoziierte SNPs (nach Verell et al.,2009)

Die berechnete Gen-Gen-Interaktion zwischen den beiden SNPs M22 von G72 und
MDAAO6 des DAAO-Gens (OR=5.02, p=.040) liefs epistatische Effekte vermuten.
Dieser Effekt konnte bisher nicht repliziert werden (Corvin et al., 2007; Schumacher
et al.,, 2004). Allerdings identifizierten Corvin und Mitarbeiter epistatische Effekte
zwischen zwei anderen Markern, M12 und MDAAOS5 (OR=9.3, p=.008).
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3.3.3 Genexpressions- und funktionelle Untersuchungen zu G72 und DAO

Der funktionelle Mechanismus von G72 ist bis heute ungeklart. Die Forschergruppe
um Korostishevsky (2004) entdeckte in ihrer Genexpressionsanalyse an post mortem
Gehirnen von 44 schizophren Erkrankten und 44 Kontrollen eine Uberexpression
von mRNA bei G72 im DLPFC der schizophren Erkrankten. Benzel und Mitarbeiter
(2008) fanden keine Unterschiede in der Konzentration von mRNA in verschiedenen
Regionen der post mortem Gehirne schizophrener Patienten und gesunder Kontrol-
len. Im Tiermodell wiederum zeigten G72Tg-transgene Mause Defizite im , senso-
rimotor gating”, einem Phéanotyp der Schizophrenie (Otte et al., 2009). Die Beeint-
rachtigungen konnten nach Gabe von Haloperidol behoben werden.

Die Annahme, dass pLG72 ein Aktivator fiir DAO ist (Chumakov et al., 2002), konn-
te bisher nicht bestatigt werden (Kvajo et al., 2008). Alternativ wurde von Kvajo und
Mitarbeitern eine neue Funktion von G72 entdeckt. Eine Spleifivariante, die Isoform
LG72, kodiert fiir ein mitochondriales Protein. Die Uberexpression von G72 fiihrte
zu einer mitochondrialen Fragmentierung in Neuronen von Saugetieren. Eine mito-
chondriale Dysfunk-tion konnte mitverantwortlich fiir den Ausbruch einer schi-
zophrenen Erkrankung sein. Kapoor und Mitarbeiter (2006) berichten von einer er-
hohten mRNA- und Enzymaktividt von DAO im Cerebellum im post mortem Ge-
webe vier schizophren Erkrankter im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe.
Gleichzeitig blieb die mRNA im zerebralen Cortex unverdndert. Diese Befunde
wurden in einer grofieren Stichprobe (post mortem Gewebe von 16 Patienten und 13
gesunden Kontrollen) repliziert (Verrall et al., 2007). Die DAO-Immunreaktivitat
zeigte einen leichten An-stieg im Cerebellum, jedoch nicht im prafrontalen Cortex.
Eine weitere Fall-/Kontrollstudie mit je 35 Gehirnproben pro Gruppe bestétigte ei-
nen Anstieg der mRNA von DAO in der schizophrenen Gruppe (Burnet et al., 2008).
Eine erhohte DAO-Aktivitit wurde auflerdem im parietalen Cortex gefunden
(Madeira et al., 2008), wahrend Bendikov und Mitarbeiter (2007) keine veranderten
Proteinmengen im prafontalen Cortex und Hippokampus fanden. Diese Daten lie-
fern einen Hinweis erhohter DAO mRNA-Mengen im Cerebellum wahrend die Be-

fundlage in anderen Hirnregionen noch unklar bleibt.

Die aktuelle Datenlage kann bisher keinen eindeutigen Nachweis einer Beteiligung
der beiden Gene G72 und DAO am Pathomechanismus der Schizophrenie liefern.
Dafiir sind sehr viele unterschiedliche Varianten von Polymorphismen mit der schi-
zophrenen Erkrankung assoziiert oder die Befunde negativ. Marker beider Gene
werden fiir die eigene Untersuchung verwendet, um mehr Klarheit {iber die Invol-

viertheit von G72 und DAO an dieser psychischen Erkrankung zu erhalten.
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3.4 Proteinphoshatase 3, katalytische Untereinheit, Gamma-Isoform

Calcineurin ist eine Ca2+/Calmodulin-regulierte Proteinphosphatase. Sie besteht
beim Menschen aus der katalytischen Untereinheit A mit drei Isoformen (o,f,y) und
der regulatorischen Untereinheit B mit einer bekannten Isoform. Durch Dephospho-
rylierung zellspezifischer Zielproteine ist Calcineurin an der Regulation wichtiger
neuronaler Zellfunktionen beteiligt, wie der Modulation synaptischer Rezeptoren
(NMDA, GABA), Ca2+-Freisetzungskandlen des Endoplasmatischen Retikulums,
Zytoskelettproteinen und Transkriptionsfaktoren. Calcineurin reguliert die dopa-
minerge und NMDA-Rezeptor gesteuerte glutamaterge Signaltransduktion. Calci-
neurin wurde insbesondere in der Hirnregion und anderen neuronalen Geweben
nachgewiesen (Jiang et al., 1997). Aufserdem befindet es sich im Herz (Strack et al.,
1996), Leber (Hanley et al., 1987), Niere (Buttini et al., 1995), Skellettmuskel (Mana-
lan et al., 1984) und den T- und B- Lymphozyten (Kincaid et al., 1987).

Das Gen PPP3CC verschliisselt die y-Isoform der katalytischen Untereinheit von
Calcineurin (Gerber et al., 2003). PPP3CC befindet sich auf Chromosom 8p, einer
signifikanten Kopplungsregion der Schizophrenie, unweit von NRG1 (Tabelle 3.2.1).

3.4.1 Assoziationsstudien zum PPP3CC-Gen

Die Forschergruppe um Gerber (2003) interessierte sich fiir Gene der Calcineurin-
Untereinheiten, calcineurinbindende Gene bzw. Gene, die in Interaktion mit Calci-
neurin stehen. Sechzehn dieser Gene befanden sich auf chromosomalen Regionen,
welche vermutlich Suszeptibilitatsloci der Schizophrenie prasentieren. Drei der Ge-
ne codieren fiir die Calcineurin Untereinheiten (PPP3R1, PPP3CA, PPP3CC) und ei-
nes fiir ein Calcineurin bindendes Protein (FKBP5). An zwdlf schizophren Erkrank-
ten wurden verschiedene Polymorphismen identifiziert. Fiir die Assoziationsunter-
suchungen an zwei familienbasierten Stichproben von 210 US-Amerikanern und 200
Siidafrikanern wurden SNPs gewadhlt, die durch direktes Sequenzieren oder aus
Gendatenbanken identifiziert wurden. Signifikante Befunde ergaben sich bei zwei
von fuinf untersuchten SNPs (CC21, CCS3) im PPP3CC-Gen und bei zwei 2-SNP-
Haplotypen in der US-amerikanischen Stichprobe.

Der in der Stichprobenpopulation am haufigsten vorkommende Haplotyp C-T-G-C-
A (OR=1,23) tiber die fiinf untersuchten Marker wurde zusatzlich als Risikohaplo-
typ der Schizophrenie identifiziert. Dieser Effekt verstarkte sich, als die stidafrikani-
sche Stichrobe in die Analyse einbezogen wurde (Tabelle 3.4.1). Der Vorteil, die
Stichproben zusammen zu analysieren, liegt in der Vergrofierung der Stichprobe
und damit der statistischen Power. Diese geht aber zu Lasten der Stichprobenho-

mogenitat.

Replikationsstudien fanden mehrheitlich in der asiatischen Bevolkerung statt. Da-
von berichten vier Publikation von einer positiven Replikation (Tabelle 3.4.1). Ya-
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mada und Mitarbeiter (2007) untersuchten 14 Gene in einer japanischen Stichprobe,

die in Beziehung zu Calcineurin stehen.

Tabelle 3.4.1 Assoziationsstudien zum PPP3CC-Gen

Autor Fall/Kontroll Population Mar- 5 3 Assoziierte Marker
(Jahr) ker (OR*, p-Wert)
Kinoshita et 457/429 Japaner 6 151049437 157430 ns
al. (2005b)
Xi et al. 1399/1255 Chinesen 9 157827093 rs1116085 ns
(2007)
619/601 Chinesen 1 - rs2461491 ns
Yamada et 570/570 Japaner 10 rs10108011 rs2469747 ns
al. (2007)
Horiuchi et 1645/1673 Japaner 5 rs10108011  rs1116085 CC21(1.15,.012),
al. (2007) 152461490 (.005)

rs2449340 (.013), Hap2 CC21-
CCS3 (.036), 5Hap (1.12,.034)

Sanders et 1870/2002 US Amerika- 21 rs10108011  rs12544288 ns
al. (2008) ner / Austra-
lier
Betcheva et 185/184 Bulgaren 1 152272080 ns
al. (2009)
Trios
Gerber et 410 US Amerika- 5 rs1049437 rs2461491  US-Stichprobe CC21 (.038),
al. (2003) ner / Stidafri- US-Stichprobe CCS3 (.041),
kaner Hap2 CC21-CC33(.013),

CC33-CCS3 (.003), Hap5 ge-
samte Stichprobe (.001)

Fallin et al. 263 Ashkenazy 9 152272080 rs7430 ns
(2005) Juden
Xi et al. 352 Chinesen 1 - rs2461491 ns
(2007)
Yamada et 124 Japaner 10 rs10108011  rs2469747  rs1049437 (.002),
al. (2007) rs2449348 (.035)
CCS3 (.020)
Liuetal. 218 Taiwanesen 10 157833266 rs2252471  rs2272080 (.024)
(2007) 2Hap (CPT, WCST)
(.027,.008)
7Hap (.029)

* OR, wenn publiziert

CC21: rs10108011, CC33: rs24493848, CCS3: rs2461491

5Hap: CC21-CCS3-rs2461490-r52449340-1s1116085, 2Hap: rs7833266-1s227280
7Hap: rs2461491-r52469758-1s2461489-r52449340-r51482337-152252471

Unter anderem konnten sie in ihrer familienbasierten Stichprobe eine Assoziation
zwischen drei SNPs in Intronregionen des PPP3CC-Gens und der Schizophrenie
entdecken. Liu und Mitarbeiter (2007) zeigten eine positive Assoziation mit einem
SNP in der Exon 1-Region und mit zwei weiteren Markern und dem Arbeitsge-
déchtnis und exekutiven Funktionen, gemessen mit dem CPT und dem WCST.
Hervorzuheben sei die Untersuchung von Horiuchi und Mitarbeitern (2007), welche
mit einer Populationsgrofie iiber 3.318 Probanden eine statistische Power {iber 0.98
erreichen. Der SNP CC21 und zwei weitere bisher nicht untersuchte Marker zeigten

eine allelische Assoziation. Zusatzlich identifizierten sie einen 5-SNP-Haplotypen
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A-G-C-G-G, welcher héufiger in der gesunden Gruppe auftrat. Acht weitere publi-
zierte Studien fithrten zu negativen Befunden. Trotz hoher Fallzahlen in einer chine-
sischen bzw. amerikanisch/australischen Stichprobe wurden keine Assoziation in
neun bzw. 21 SNPs mit der schizophrenen Erkrankung erreicht (Sanders et al., 2008;
Xi et al,, 2007). Eine Metaanlyse identifizierte einen schwachen, aber signifikanten
Zusammenhang des Markers rs2461491 (OR=1.1, p=.005) mit Schizophrenie (Shi et
al., 2008b).

3.4.2 Genexpressions- und funktionelle Untersuchungen zum PPP3CC-Gen

PPP3CC ist kein typisches positionelles Kandidatengen, da eine Reihe vorangegan-
gener funktioneller Befunde zu der Annahme fiihrten, dass Calcineurin an der Pa-
thogenese der Schizophrenie beteiligt ist. Frontalhirnspezifische Knockout-Mause
mit ausgeschaltetem PPP3R1-Gen, welches fiir die Untereinheit B von Calcineurin
(CaN B) kodiert, zeigten beeintrachtigte Arbeitsgedachtnisfunktionen (Zeng et al.,
2001). Miyakawa und Mitarbeiter (2003) fanden bei den Knockout-Mausen Verhal-
tensweisen, dhnlich denen schizophrener Symptome. An den Mausen lieflen sich
zunehmende lokomotorische Aktivitat, verminderte soziale Interaktion und eine
Beeintrachtigung in der Prapuls-Inhibition beobachten. Das in der Studie ausge-
knockte PPP3R1-Gen war in der an Menschen durchgefiihrten Studie von Gerber

und Mitarbeitern (2003) nicht mit Schizophrenie assoziiert.

Eastwood und Mitarbeiter (2005) untersuchten bei 13 schizophrenen Patienten und
12 Kontrollpersonen die Verteilung der Genexpression der drei Isoformen von Cal-
cineurin A (CaN A) in der hippokampalen Formation von post mortem Gehirnen.
CaN A wurde iiberwiegend in den exzitatorischen Neuronen des Hippokampus
entdeckt. Die beiden Isoformen a und 3 waren in allen untersuchten Gebieten der
hippocampalen Formation exprimiert. Die y-Isoform wurde nicht zuverlassig in der
CA1-Region des Hippokampus nachgewiesen. Die Expression der mRINA waren bei
allen Isoformen bei den schizophrenen Patienten geringer. Die mRNA von der y-
Isoform erreichte signifikante Unterschiede im Gyrus dentatus und in den pyrami-
dalen Zellen der CA3-Region. Zusitzlich zur Kontrolle medikamentdser Effekte
wurde die mRNA von CaN A in Ratten gemessen, die mit Haloperidol oder Chlor-
promazin behandelt wurden. Die Expression aller Isoformen im Hippokampus der
Ratten blieb nach Gabe der Medikamente unverandert, so dass ein Einfluss von
Medikamenten auf die Genexpression ausgeschlossen werden konnte. Aus den Be-
funden schlieffen die Autoren, dass die verminderte CaN-Expression bei der Schi-
zophrenie zu einer abnormen hippokampalen synaptischen Plastizitat fithrt und

damit die glutamaterge Transmission beeinflusst.

Murata und Mitarbeiter (2008) entdeckten in Blutproben von 16 Patienten Unter-
schiede in der Expression von CaN A innerhalb der psychopathologischen Auspra-
gung (gemessen mit der Brief Psychiatric Rating Scale) und in Abhangigkeit der
neuroleptischen Medikamentendosis. Der Vergleich mit einer Kontrollgruppe zeigte
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keine signifikanten Unterschiede in der Expression von CaN A und CaN B. Koz-
lovsky und Mitarbeiter (2006) verglichen post mortem die Proteinmengen von Cal-
cineurin im Gehirn, speziell im DLPFC und Hippokampus bei 15 schizophren Er-
krankten und 15 gematchten Kontrollprobanden und entdeckten keine Mengenun-
terschiede zwischen beiden Gruppen. Yamada und Mitarbeiter (2007), welche in ih-
rer beschriebenen Assoziationsstudie signifikante Ergebnisse zeigten, untersuchten
im post mortem Gewebe friiherer schizophrener (n=35), bipolarer (n=35) und ge-
sunder Probanden (n=35) mit RT-PCR Assays die mRNA-Expression der PPP3CC-
Gene, im DLPFC. Die mRNA-Menge unterschied sich in keiner der drei Gruppen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das PPP3CC-Gen die bisher am
wenigsten positiven Replikationsstudien aufweist und daher fraglich ist, wie stark

der Einfluss dieses Gens bei der Entwicklung einer schizophrenen Erkrankung ist.
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4 Fragestellung

Die Evidenz einer Assoziation mit der Erkrankung Schizophrenie variiert sehr stark
bei den vier vorgestellten Genen. Fiir jedes Gen gilt, dass mehr als ein SNP eine As-
soziation mit Schizophrenie zeigt, aber nur wenige davon hochsignifikant. In man-
chen Fallen besteht die Assoziation nicht mit den gleichen Allelen oder Haplotypen,
was die Interpretation erschwert. Keine Assoziation besitzt die hinreichende Grofse,
um die Kopplung vollstandig aufzuklaren. Limitierende Faktoren, wie inkonsistente
Befunde, schwache statistische Power, Stichprobenheterogenitit und , publication
bias” (negative Befunde werden weniger publiziert) erschweren eine endgiiltige
Aussage. Die Relevanz und Bedeutsamkeit dieser Befunde kann nur in qualitativ
hochwertigen Replikationen und in funktionellen Untersuchungen beschrieben

werden.

Das Ziel dieser Untersuchung besteht darin, positive Assoziationen bekannter Po-
lymorphismen der Gene NRGI1, G72, DAO und PPP3CC in einer deutschen Fall-
/Kontrollgruppe zu replizieren (Abbildung 3.4.1). Aufgrund der Verantwortung ge-
geniiber Leben und Ressourcen bilden Replikationsstudien einen wichtigen Be-
standteil in der epidemiologischen Forschung. Assoziationen mit den jeweiligen
SNPs bzw. Genen ziehen weitere, aufwendigere tier- respektive humanexperimen-

telle Untersuchungen nach sich.

Genotyp *  Phénotyp
| I
MRG1, GT2, DAO, Schi hreni
FPPICC Chizophrenie
| .
Single Nucleotid erkrankt: ja/nein
Palymarphismen klinische Subphinotypen
I\
I\
I L]
f \
f L
£ kY
4 %
¥4 LY

——  Endophanotyp

- Arbeitsgedachtnis

Exekutive Funktionen
‘erbale Erinnerundg

Abbildung 3.4.1 Konzeption der eigenen Assoziationsstudie

67



Fragestellung

Mit Hilfe ausgewdhlter klinischer Subphanotypen, welche stdrkeren genetischen
Mechanismen zugrunde liegen, sollen die Ergebnisse der Replikation innerhalb der

Patientengruppe verifiziert werden.

Die alleinige Replikation bleibt allerdings unzureichend fiir die Erforschung der ge-
netischen Ursachen einer Erkrankung. Ein Ausweg scheint der vorgestellte Endo-
phanotypenansatz. Eingeschrankte Funktionen des Arbeitsgeddchtnisses sind be-
zeichnende Merkmale der Schizophrenie und gelten als markante Endophanotypen
der Erkrankung. Die Assoziation der vier Gene mit intermedidren Phanotypen wird
speziell anhand verschiedener Leistungen im Arbeitsgedédchtnis innerhalb der Fall-

/Kontrollgruppe untersucht.

Unter der Annahme eines polygenen Vererbungsmodells mit epistatischen Effekten
besteht ein weiteres Ziel der Arbeit in der Identifikation von Gen-Gen-Interaktio-
nen. Alle vier Gene werden, basierend auf der Glutamathypothese der Schizophre-
nie, im Zusammenhang mit dem NMDA-Rezeptor diskutiert. Die Annahme, dass
mehrere genetische Marker die Erkrankung Schizophrenie besser erkldren, soll mit

den hier untersuchten Markern gepriift werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Stichprobe

Die Studie wurde mit Zustimmung der lokalen Ethikkomission durchgefiihrt. Die
Studienteilnehmer wurden tiber die Zielsetzung der Studie, Risiken sowie die ano-
nymisierte Verwendung von erhobenen Daten und gewonnen Blutproben durch
qualifiziertes Fachpersonal aufgeklart. Die Studienteilnahme erfolgte auf freiwilliger
Basis nach Einholung unterschriebener Einverstandniserklarungen. Die Rekrutie-

rung der beiden Gruppen fand in den Jahren 2003 und 2004 statt.

5.1.1 Fall- und Kontrollgruppe

Die Patienten wurden aus den psychiatrischen Kliniken innerhalb des Landkreises
Miinchen rekrutiert. Zum Teil waren es ehemalige Patienten, die telefonisch kontak-
tiert wurden. Eine weitere Anzahl an Patienten befand sich aufgrund akuter Be-
schwerden gerade in der Klinik oder in ambulanter Behandlung. Fiir alle Teilneh-
mer galten folgende Einschlusskriterien:

e Mindestalter von 18 Jahren,

e deutsche Herkunft,

e freiwillige Teilnahme und unterschriebene Einverstandniserklarung,

¢ Diagnosekriterien fiir die Schizophrenie nach dem DSM-IV Klassifikationssystem
(295.xx) erfiillen.

Auflerdem galten folgende Ausschlusskriterien fiir die klinische Gruppe:

e Diagnose einer schizoaffektiven Storung oder affektiven Stérung ohne Bezug zur
Schizophrenie,

e ein monozygoter Zwilling und

e intravenoser Drogenmissbrauch
Die Kontrollgruppe wurde zufillig {iber das Einwohnermeldeamt rekrutiert. Die
Probanden erhielten ein Anschreiben mit einer Einladung fiir die Teilnahme. Bei Be-
reitschaft wurden sie nach einem positiven Telefonscreening, welches psychiatri-
sche und hirnorganische Vorerkrankungen bei den Teilnehmern und ihren Ver-
wandten ersten Grades ausschloss und bei Unauffalligkeiten nach einer schriftli-
chen Befragung zu psychiatrischen Vorerkrankungen, Suizidversuchen, Interven-
tionen von Psychiatern und Neurologen bei ihnen und ihren Verwandten ersten

Grades zur Untersuchung in die Klinik bestellt.

Insgesamt wurden 365 Fall- und 368 Kontrollprobanden fiir die statistische Auswer-
tung eingeschlossen. Wahrend das Geschlechterverhiltnis in der Kontrollgruppe
ahnlich verteilt ist, tiberwiegen in der Patientengruppe die mannlichen Probanden.
Die Kontrollgruppe hat im Mittel ein hoheres Alter. Damit wird die Wahrschein-
lichkeit der Entwicklung psychischer Krankheiten im spateren Lebensalter starker

umgangen (Tabelle 5.1.1).
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Tabelle 5.1.1 Stichprobenkennwerte der Fallgruppe und Kontrollgruppe (N=733)

Fallgruppe Kontrollgruppe
Geschlecht (ménnlich/weiblich) 235/130 164/204
in % 64,2/35,8 44,6/55,4
Alter MW (SD) 38,5 (11,3) 47,3 (14,4)

5.1.2 N-Back Stichprobe

Aus dem Pool der untersuchten Stichprobe wurden freiwillige Probanden fiir die
weiterfithrenden kognitiven Untersuchungen rekrutiert. Zusatzlich zu den genann-
ten Selektionskriterien der Fall-/Kontrollgruppe sollten die Probanden beider Grup-
pen nicht alter als 65 Jahre alt sein, einen Intelligenzquotienten von mindestens 75
aufweisen, eine ausreichende Seh- und Horfahigkeit besitzen sowie Arme und Fin-
ger entsprechend bewegen konnen, um in der Lage zu sein, die Tests durchfiihren
zu konnen. Neurologische Erkrankungen waren ausgeschlossen. Die n-back Unter-
suchungen fanden im Rahmen einer zweiten Untersuchung statt, in der auch andere
kognitive Tests durchgefiihrt wurden. Zum Auswertungszeitpunkt konnten 36
Kontrollprobanden und 67 schizophren Erkrankte fiir eine Teilnahme gewonnen
werden, fiir die bereits Genotypisierungsdaten vorlagen. Patienten und gesunde
Probanden unterschieden sich weder im Geschlecht (Chi*=1.2, p=273), im Alter
(T=1.3, p=.207) noch im Ausbildungsniveau (Chi?=3.7, p=.160).

Tabelle 5.1.2 Stichprobe fiir die n-back Untersuchung

Fallgruppe (n=67) Kontrollgruppe (n=36)
Geschlecht (minnlich/weiblich) 41/26 18/18
in % 61.2/38.8 50.0/50.0
Alter MW/SD) 38.5(10.3) 41.3 (11.0)
Ausbildung
niedrig 21
mittel 23 9
hoch 22 18
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5.2 Messinstrumente

5.2.1 Klinisches Interview

Zur Validierung der Diagnose der Schizophrenie wurden anamnestische Daten er-
hoben sowie das Strukturierte Klinische Interview nach den DSM-IV-Kriterien
(SKID) durchgefiihrt. Das SKID ist ein semistrukturiertes Interview und dient der
Auswahl einer Patientenpopulation zu Studienzwecken. Das Interview basiert auf
den Kriterien des Klassifikationssytems DSM-IV (Saf8 et al., 1996). Die Durchfiih-
rung dieses Interviews erlaubt es, Symptome, Syndrome und Diagnosen entspre-
chend der expliziten diagnostischen Kriterien des DSM-IV abzuleiten. Der Schwere-
grad, der Verlauf und spezifische Auffélligkeiten vergangener Episoden psychi-
scher Storungen konnen ebenfalls mit dem SKID diagnostiziert werden. In diesem
Interview wurden zur Erfassung der Einschluss- und Ausschlusskriterien bei den
Patienten das Heft 1 (zur Erfassung der Achse I Storungen, Psychopathologie) und
bei der gesunden Vergleichsgruppe zusatzlich Heft 2 (Personlichkeitsstorungen)
angewandt. Als weitere Quelle dienten samtliche zur Verfiigung stehende Arztbrie-

fe, die in die diagnostische Bewertung einflossen.

Tabelle 5.2.1 Stichprobenkennwerte der Patientengruppe (N=365)

Charakteristika Kennwerte
Typen

Paranoid 77,6% (284)
Desorganisiert 15,0% (55)
Kataton 2,7% (10)
Undifferenziert 1,6% (6)
Residuale 3,0% (11)
Ersterkrankungsalter MW=25.1 (SD=7.9)
Mannlich MW=23.7 (SD=6.4)
Weiblich

MW=27.8 (SD=9.4)

Negative Symptome
Affektverflachung

Antriebshemmung

Verlauf
Einzelepisode
Schiibe
Chronisch

jalmein (inkl. moglich)
218/147

257/108

7,5% (27)
61,3% (222)
31,2% (113)

Aus dem SKID wurden Informationen zum Alter der Erstmanifestation, definiert als
Zeitpunkt des ersten Auftretens psychotischer Symptome (Item C44), zur Negativ-

symptomatik und zum Krankheitsverlauf entnommen. Bei den negativen Sympto-
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men Antriebshemmung (Item B20) und Affektverflachung (Item B22) sieht der SKID
die drei Antwortalternativen ,nein”, ,moglich” und ,ja” vor. Die beiden Antwort-
moglichkeiten , moglich” und ,nein” wurden zu einer Kategorie zusammengefasst,

um die Ausgewogenheit der Gruppen zu erhéhen.

Die Patientengruppe bestand aus 365 Probanden mit der Diagnose Schizophrenie.
Die Mehrheit der Patienten zeigt die paranoide Form der Schizophrenie (Tabelle
5.2.1). Die katatone Unterform ist kaum vertreten. Dies deckt sich mit der Beobach-
tung, dass dieser Typus in industrialisierten Landern immer weniger vorkommt
(Hoffler und Braunig, 1995). Das durchschnittliche Ersterkrankungsalter betrdgt in
etwa 25 Jahre. Die Mehrheit der Patienten erkrankte zwischen dem 16. und 32. Le-
bensjahr. Davor und danach waren die Anzahl der Erkrankungen wesentlich gerin-
ger. Wie erwartet ist das Erkrankungsalter bei den ménnlichen Probanden ca. 4 Jah-
re frither als bei den weiblichen Probanden (T=-4.4, p<.000). Dies entspricht den be-
kannten epidemiologischen Daten (z.B. Hambrecht et al. 1992). Die Daten zur Ant-
riebshemmung und Affektverflachung zeigen ein mehrheitliches Vorhandensein

negativer Symptome; der schubférmige Verlauf trat am haufigsten auf.

5.2.2 N-back Aufgaben

Die Leistungen des Arbeitsgeddchtnisses wurden mit dem n-back Paradigma er-
fasst. Im Speziellen waren es die CDRT-Aufgaben, modifiziert nach der Versuchs-

anordnung von Weinberger und Calicott (Calicott et al. 1999).

Abbildung 5.2.1 Beispiel fiir eine n-back Aufgabe

Dem Probanden wurden als Stimuli die Zahlen 2, 4, 6, 8 visuell auf einem rauten-

formigen Feld mit einer Zahl in jeweils einer Ecke der Raute alle 1,8 sec fiir 500 msec
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auf einem Bildschirm dargeboten. Zur Prasentation wurde ein 17 Laptop verwen-
det. Daneben befand sich eine Tastatur mit vier Tasten, welche die Zahlen in der
gleichen Anordnung abbildeten. In der Referenzsituation (0-back) sollte der Pro-
band direkt nach Zeigen des Stimulus auf das jeweilige Tastaturfeld driicken, z.B.
driickte er sofort die 4, nachdem die Zahl 4 auf dem Bildschirm prasentiert wurde.
Je nach Instruktion (1-,2- oder 3-back) sollte der vorletzte, der vorvor- oder der vor-
vorvorletzte gezeigte Stimulus auf der Tastatur gedriickt werden (Abbildung 5.2.1).
Bei der 1-back Situation wiirde das bedeuten, das nach Zeigen der Zahlen 2-4, die 2

gedriickt werden muss, nach dem die 4 prasentiert wurde.

19 Durchgénge mit je 14 Zahlen wurden durchlaufen. Mit Ausnahme der 3-back Si-
tuation durchliefen die 0 bis 2-back Versionen je sechs Durchgange (Tabelle 5.2.2).

Tabelle 5.2.2. Versuchsanordnung der n-back Aufgaben

Sektion n-back
1 0-back
2 1-back
3 2-back
4 0-back
5 1-back
6 2-back
7 1-back
8 1-back
9 0-back

10 2-back
11 0-back
12 2-back
13 1-back
14 2-back
15 0-back
16 0-back
17 3-back
18 2-back
19 1-back

a) Quantitit der Aufgaben

Als Maf fiir die Quantitat wurde die Reaktionszeit gemessen. Die Reaktionszeit war
definiert als die Zeit zwischen dem Erscheinen des Stimulus und dem Driicken auf
die Tastatur. Fiir die 0- bis 2-back Situationen wurde der Mittelwert der Reaktions-
zeit tiber die sechs Durchginge gebildet; fiir die 3-back Situation der Mittelwert

iiber einen Durchgang.
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b) Qualitit der Aufgaben

Die Qualitdt wurde durch die Anzahl der korrekten Antworten ausgedriickt. Bei 14
Zahlen je Durchgang konnten bei je sechs Durchldufen in den 0- bis 2-back Situatio-

nen maximal 84 richtige Antworten gegeben werden.

5.3 Genetische Marker

Als genetische Marker wurden biallelische SNPs gewahlt, die zum grofiten Teil in
vorangegangenen Publikationen signifikante Ergebnisse zeigten. Neben der SNP_ID
wurde ein SNP-Name frei gewihlt, um eine bessere Ubersicht zu gewdahrleisten.
Daneben sind die Chromosomenposition und deren Relation im/zum Gen, die ko-

dierenden Allele und deren Funktion, soweit bekannt, aufgelistet.

53.1 NRG1

Fiir NRG1 diente die Studie von Yang und Mitarbeitern (2003) als Vorlage. Der Po-
lymorphismus SNPSNRG221533 (N_1) am 5 Ende zeigte in der Studie von Stefans-
son und Mitarbeitern (2002) die starkste Assoziation. Der zweite assoziierte SNP
rs3924999 (N_2) befindet sich im Exon 2, ist funktionell und fiithrt zu einem Amino-
sdureaustausch von Arginin (Arg) zu Glutamin (GIn). Der dritte positive Befund,
SNP rs2954041 (N_3) ist im fiinften Intron lokalisiert (Tabelle 5.3.1).

Tabelle 5.3.1 untersuchte Polymorphismen im NRG1-Gen

SNP- SNP_ID Chromosomen-  Allel Position im/zum Gen Funktion
Name position
N_1 SNP8NRG221533 31330341 C/T 5'Region nahe Pro- unbekannt
motor
N_2 rs3924999 32309558 C/T Exon 2 Arg38GIn Base-
naustausch
N_3 rs2954041 32378826 G/T Intron 5 unbekannt

5.3.2 G72und DAO

Fiir G72 und DAO war die erste Veroffentlichung der Forschergruppe um Chuma-
kov (2002) Vorlage fiir die Auswahl der SNPs. In deren Studie sind im G72-Gen
zwei SNPs signifikant assoziiert, rs778293 (M22) und rs3918342 (M23). Rs778293 (in
dieser Untersuchung als G_1 bezeichnet) ist 25,8 kb hinter dem letzten G72-Exon
und 11,1 kb vor dem ersten G30-Exon lokalisiert, mit unbekannter Funktion. Die
Marker M22 und M23 befanden sich in der Studie von Korostishevsky und Mitar-
beitern (2004) im hohen Kopplungsungleichgewicht. Daher kann M22 bzw. G_1 als
tagSNP betrachtet werden, der den Marker M23 mit abdeckt.

Vier SNPs im DAO-Gen, rs2111902 (MDAAO4), rs3918346 (MDAAQOS), rs3741775
(MDAAO6) und MDAAQO? der Referenzstudie waren ebenfalls mit Schizophrenie
assoziierte SNPs (Chumakov et al., 2002). In dieser Studie wurden die beiden Mar-
ker rs2111902 (bezeichnet als D_1) und rs3741775 (bezeichnet als D_2) untersucht.
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Beide Polymorphismen befinden sich in der Intron-Region mit unbekannter Funkti-
on (Tabelle 5.3.2).

Tabelle 5.3.2 untersuchte Polymorphismen im G72- und DAO-Gen

SNP-Name | SNP_ID Chromosomenposition Allel  Position im/zum Funktion
Gen

G_1 rs778293 105005837 A/G Nahe zum G72 Gen unbekannt

D_1 rs2111902 109211693 T/G Intron 1 unbekannt

D 2 rs3741775 109216549 G/T Intron 4 unbekannt

5.3.3 PPP3CC

Von den fiinf assoziierten SNPs im PPP3CC-Gen in der Studie von Gerber und Mi-
tarbeitern (2003) wurden die drei Marker rs10108011 (P_1), rs2449348 (P_2) und
rs2461491 (P_3) untersucht (Tabelle 5.3.3). Alle drei SNPs befinden sich in Intron-

Regionen mit unbekannter Funktion.

Tabelle 5.3.3 untersuchte Polymorphismen im PPP3CC-Gen

SN- Name | SNP_ID Chromosomenposition  Allel  Position im/zum Gen Funktion
P_1 rs10108011 22342744 G/A Intron 1 unbekannt
P2 rs2449348 22381510 G/A Intron 4 unbekannt
P 3 rs2461491 22383190 T/C Intron 4 unbekannt

5.4 DNA-Extraktion

Von allen Studienteilnehmern wurde Blut venos abgenommen. Die Proben wurden
kodiert, um Anonymitat zu gewahrleisten und bei -80° C konserviert. Zur Extrak-
tion der genomischen DNA wurde ein Kit der Firma Qiagen gemafs der gegebenen
Anleitung verwendet (Quiagen 2001).

Nach Auftauen des tiefgefrorenen EDTA-Blutes bei Raumtemperatur wurden je-
weils 10 ml Blut zur Lyse der Leukozyten und Freisetzung der Nukleinsauren mit
500 pl Proteinase K versetzt, um durch Verdauung und Degradierung der denatu-
rierten Proteine zu kleineren Fragmenten eine leichtere Trennung von der DNA zu
erreichen. Der anschliefend zugegebene Guanidin-HCL-haltige Puffer fiihrt zum
Entzug der Hydrathiille der DNA, damit sie sich spéter an die Silikagel-Saule zu
binden vermag. Die Losung wurde fiir zwei Minuten auf dem Vortexer zur Vervoll-
stindigung der Zelllyse durchmischt und unter gleichzeitigem Schiitteln im Was-
serbad bei 70° C fiir mindestens 30 Minuten inkubiert, um einen maximalen DNA-
Ertrag zu erhalten.

Um die DNA auf das Saulenmaterial zu fillen, wurde die Probe mit 10 ml Ethanol
(100F%) versehen und fiir zwei Minuten auf dem Vortexer vermischt, auf die Sili-
kamembran gegeben und sukzessive fiir drei Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert.
Hierbei sorgen Salz- und pH-Bedingungen dafiir, dass RNA und Nukleinsaure-

bindende Proteine ungebunden bleiben. Zur Entfernung von RNA- und Protein-
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Verunreinigungen wurde die Sdule erst mit Guanidin-HCL-haltigem Puffer und zur

Entfernung der Guanidiniumsalze mit ethanolhaltigem Waschpuffer gewaschen.

Die Elution von der Silikamembran erfolgte unter Zugabe von einem ml eines Tris-
haltigen Puffers (pH > 9,0). Die DNA-haltige Membran wurde dazu fiir fiinf Minu-
ten bei Raumtemperatur inkubiert und fiir weitere fiinf Minuten bei 5000 rpm zent-
rifugiert. Die unter saurem Milieu zuvor an die Silikamembran gebundene DNA

lief3 sich so mittels des basischen Tris-Puffers eluieren.

5.5 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration jeder einzelnen Probe wurde mittels dsDNA-spezifischem
SYBR Green I Fluoreszenzfarbstoff (Molecular Probes, Eugene, Oregon) in einem
Genios Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Leser (Firma Tecan) bestimmt. Dabei wurde
fiir die qualitativen SNP-Typisierungen eine Genauigkeit der DNA-Konzentration

von ca. +/~10% als hinreichend angesehen.

Die Konzentrationsbestimmung wurde in schwarzen 96 well Platten mit flachem
Boden (Firma Greiner) durchgefiihrt. Auf jeder zu messenden Platte wurde eine

Standardkurve mitgemessen.

Die Standardkurve aus Lamda-Kontroll-DNA (100 pg/ml) wurde aus acht Punkt-
messungen (0/0.001/0.01/0.1/ 0.125/0.25/0.5/1 ng/ul) erstellt. Zur weiteren Vorberei-
tung der Messplatte wurden 99 ul 0.2 x Tris-EDTA-Puffer (TE) vorgelegt und je 1 ul
DNA zupipettiert. Je zwei wells pro Platte enthielten Kontroll-DNA definierter Kon-
zentration (50 ng/upl) sowie den Leerwert (100ul 0.2 x TE). Das lichtempfindliche
SYBR Green I wurde unmittelbar vor der Messung mit 0.2xTE verdiinnt (3.52 pl
SYBR Green I Stammlosung mit 11 ml 0.2 x TE pro Platte). Zu jeder Probe inklusive
der Lamda-Standard-DNA wurden jeweils 100 ml SYBR Green-I-Arbeitslosung zu-
pipettiert, gut gemischt und zentrifugiert.

Nach einer Reaktionszeit von fiinf bis zehn Minuten wurde die Fluoreszenz sofort
mittels Photometer gemessen, da es bereits nach etwa 15 Minuten zu einem deutli-
chen Abfall der Fluoreszenz kommt. Zur Bestimmung der Fluoreszenz wurde eine
Anregungswellenldnge von 485 nm verwendet und die Emission bei 535 nm gemes-
sen. Weitere Einstellungen des verwendeten Tecan-Genios-Gerdtes waren die Mes-
sung von zehn Lichtblitzen bei einer optimalen Steigerung und ohne Verzogerung

mit einer Integrationszeit von 40 us.

Die ermittelten Werte wurden beziiglich der Standardkurve Kkalibriert (8-Punkt-
Kalibrierung). Eine Uberpriifung der Qualitit der Standardkurve sollte mindestens
einen Pearsonschen Korrelationskoeffizienten von 0.98 ergeben. Der optimale Mess-
bereich dieser Methode liegt bei Konzentrationen zwischen 20 und 200 ng/ul. Bei
Uber- oder Unterschreiten dieses Bereiches wird eine neue Messung in anderer Ver-

diinnung verlangt. Alle Proben wurden sorgféltig auf dieselbe Konzentration von
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50 ng/ul eingestellt, anschlieffend erneut vermessen und mit 0.1xTE auf 1 ng/ul ver-

dunnt.

5.6 Genotypisierung
Die Assays fiir alle SNPs (Tabellen 5.3.1 bis 5.3.3) wurden mit Hilfe der Spectro De-

signer Software (Firma Sequenom, San Diego, CA) designed. Informationen zu den
Sequenzen sind unter der NCBI dbSNP Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/)
erhaltlich. Die Details zu den PCR und Extension Primern sind in Tabelle 5.6.1 auf-

gelistet.

Tabelle 5.6.1 Primer der untersuchten Marker

SNP_ID 2nd-PCR Primer 1st-PCR Primer Extension Primer 1
ACGTTGGATGTTGCCTGGT ACGTTGGATGCCGATTCCT

N1 GATCAGAGTTG GGCTTTTCATC TTTAGCCTTGCCTCCCC

N 2 ACGTTGGATGGGGAACACA ACGTTGGATGGTTCTTCCC GAACACACACTCGAAA
- CACTCGAAAAG CTGATGTTATAC AGAGGTTT

N 3 ACGTTGGATGATGTCTCAA ACGTTGGATGAGGCATCAG GAAGCCATGTATCTTTA
- GAGACTGGAAG TTTTCAATAGC TTTT

G1 ACGTTGGATGCTAGTTGCC ACGTTGGATGCCCTGACAG TTGCCCCCCAAAATTGT
- CCCCAAAATTG CTGACAATAAC ATTCTACA

D1 ACGTTGGATGAATGGCGCT ACGTTGGATGAATCACCAC TGGAGATGATGGTGATG
- AAGGATGATGG CACGCATTG ATGT

D2 ACGTTGGATGGGTGAGGAG ACGTTGGATGCCCAGAAGC CTGTGTGACCTTAGGAA
- AAGACCAGAGA TCCATATCACC GT

P1 ACGTTGGATGTGATGCATA ACGTTGGATGCTGCTTCTG GGACAAACAGTGGGTG-
- CTGCCGACATC GACCATAACAG AGC

P2 ACGTTGGATGAAGATTATC ACGTTGGATGAGTGAGACC TGGGAGGGCCTGATCTA-
- TTGGGAGGGCC CTGTCCCTAAA ATCAGA

P 3 ACGTTGGATGCTCCTTTTG ACGTTGGATGGCCATCAGG AGGTTTTTATTTGCTTT
- CCCAGAATTTC TTTAACTACAG TCAC

Die Genotypisierung der DNA-Proben erfolgte im Genom-Analyse-Zentrum der
Gesellschaft fiir Strahlenforschung in Miinchen. Die Analysen wurden mittels des
Mass array matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight Systems (Mass
Array MALDI-TOF System) durchgefiihrt. Die MALDI-TOF Massenspektrometrie
ist eine Technik, bei der kleine DNA Molekiile anhand differierender Massen unter-
schieden werden konnen. Aufgrund der ungleichen molekularen Massen einzelner
Nukleotide werden die unterschiedlichen Primer Extension Produkte mit dieser
Technik massenspektrometrisch ohne eine Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen
detektiert. Mit der MALDI-TOF Technologie ist eine SNP Detektion von Primer Ex-
tension Produkten im Hochdurchsatzverfahren gut moglich (ROSS et al.1998; PA-
RIS et al. 2002). Die Prozentzahl aller genotypisierten Fille lag bei den einzelnen
SNPs zwischen 0.96 und 0.99.

Zunachst wurden jeweils Proben a fiinf ng genomischer DNA durch die Polymera-
sekettenreaktion (PCR) amplifiziert. Hierzu wurde Hot Star Taq DNA-Polymerase

(Firma Qiagen) mit den PCR-Primern in einer finalen Konzentration von 167 nmol
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in einem Volumen von 6 ul zusammengefiihrt. Die PCR-Primer wurden um zehn
Basen verlangert, um ihre Masse zu erhohen, bis sie auflerhalb des Messfensters lag.
PCR-Bedingungen waren 95° C fiir 15 Minuten, Denaturierung bei 95° C fiir 30 Se-
kunden, Annealling bei 56° C fiir 30 s, Extension bei 72° C fiir eine Minuten fiir 44
Zyklen und eine abschliefSende Extension bei 72° C fiir zehn Minuten Die PCR-
Produkte wurden mit Shrimp Alkaline Phosphatase ((SAP); Amersham) bei 37° C
fiir 20 Minuten behandelt, um {iiberschiissige dNTPs zu entfernen. Danach wurde
die SAP durch Inkubation bei 85° C iiber zehn Minuten inaktiviert. Thermo seque-
nase (Amersham) wurde fiir die basalen Extensionsreaktionen verwendet. Extensi-
onsprimer wurden bis zur endgiiltigen Konzentration von 0.54 millimol in zehn ul
Reaktionsvolumen zugesetzt. Die Konditionen fiir die grundlegenden Extensions-
reaktionen waren 94° C fiir zwei Minuten, gefolgt von 94° C fiir fiinf Sekunden, 52°
C fiir finf Sekunden und 72° C fiir fiinf Sekunden bei 40 Zyklen. Simtliche Reaktio-
nen, wie Reverse Transkription, PCR-Amplifikation und basale Extension, wurden
in einem Tetrad PCR Cycler (M.]. Research) durchgefiihrt. Die Produkte der basalen
Extension wurden mit SpectroCLEAN Granulat (Firma Sequenom) behandelt, um

die Salze im Reaktionspuffer zu entfernen.

Alle Pipettierschritte wurden mit einer Multimek-96-Kanal-Autopipette (Firma
Beckman Coulter) ausgefiihrt und 16 ul der Granulat-Wasser-Suspension in jedes
well zugegeben, woraus sich ein Gesamtvolumen von 26 ul ergab. Nach Zentrifuga-
tion bei 2000 rpm fiir drei Minuten in einer Eppendorf Zentrifuge 5810 wurden 10 nl
der Reaktionsldsung mit einem ROBO Design Pintool Nanodispenser (Firma Seque-
nom) auf einem 384-Format SpectroCHIP (Firma Sequenom, www.methexis-
genomics.com/0206malditof.html) verteilt. Dieser CHIP war bereits mit einer Matrix
von 3-Hydroxypicolinsdure (3-HPA) beschichtet. Ein modifiziertes Bruker Biflex
oder Autoflex MALDI-TOF SpectroCHIP-Massenspektrometer (Firma Sequenom)
wurde fiir die Datenaquisition von dem SpectroCHIP herangezogen.

Die Genotypen wurden mit der MASS ARRAY RT Software (Firma Sequenom) be-
stimmt und manuell mit der Software SpectroTYPER RT 2.0 (Firma Sequenom)
tiberpriift. Massenspektren von konservativen Genotypen wurden auf Konsistenz
kontrolliert, Massenspektren aller nicht eindeutigen Genotypen individuell gepriift

und mehrdeutige Genotypen verworfen.

5.7 Untersuchungsdesign und statistische Auswertung

5.7.1 Replikationsstudie

Der erste Teil der Untersuchung, die Replikationsstudie, befasst sich mit dem Zu-
sammenhang zwischen dem Genotyp bekannter genetischen Marker von NRGI,
G72, DAO, PPP3CC (Abschnitt 5.3) und dem Phanotyp Schizophrenie. Zur Identifi-
zierung einer Assoziation wurde ein Fall-/Kontrollgruppendesign gewdahlt. Um
moglichst aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen, sind eine homogene und grofse
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Stichprobe erforderlich. Insbesondere bei Replikationsstudien ist die Quantitat und
Qualitat der Stichprobe ein entscheidendes Kriterium, um vorangegangene Ergeb-
nisse verifizieren zu kénnen. Die optimale Stichprobengréfie kann mittels einer Po-
weranalyse identifiziert werden. Die erforderlichen Parameter, wie die Haufigkeit
eines Risikoallels, das Relative Risiko der Genotypen sind allerdings nur geschatzte
Werte, die von Stichprobe zu Stichprobe stark variieren, so dass auf eine Powerkal-
kulation verzichtet und Wert auf eine qualitativ ,, hochwertige” Stichprobe gelegt
wurde, indem ausschliefslich deutsche Probanden untersucht wurden und in der
Kontrollgruppe keine psychiatrischen und neurologischen Vorerkrankungen bei

den Probanden und den Erstgradangehorigen aufgetreten waren.

Der Genotyp bildete die unabhéngige Variable. Untersucht wurde die Allel-
verteilung (zweifach gestuft), die Genotypverteilung (dreifach gestuft) und die Ver-
teilung der Haplotypen (27, n= Anzahl der SNPs). Der Phéanotyp und somit abhéan-
gige Variable, die Diagnose Schizophrenie, wurde dabei als diskrete Variable (er-
krankt vs. nicht erkrankt) betrachtet.

Die verwendeten statistischen Verfahren setzten voraus, dass sich die Marker im
HWG befinden. Dieses wurde anhand des Chi?Tests nach Pearson berechnet. Bei
Zellhaufigkeiten von <5 wurde Fishers exakter Test angewandt. Der Grad der Asso-
ziation wurde mit dem Odds Ratio (Kreuzprodukt) ermittelt, wobei das Risikoallel
das haufiger vorkommende in der Fallgruppe war. Der Wert 1 bedeutet die statisti-
sche Unabhingigkeit zweier oder mehrerer Variablen. Fiir die Uberpriifung der Sig-
nifikanz der Unterschiede in den Allel- und Genotypverteilungen wurden die {ibli-
chen Chi?-Verfahren eingesetzt, die Irrtumswahrscheinlichkeit auf dem 5%-Niveau

festgelegt. Die Berechnungen erfolgten mit dem Statistikprogramm SPSS 12.0.

Das Kopplungsungleichgewicht zwischen zwei Markern wurde mit Lewontins D’
berechnet, welches als stabiles Mafs und unabhéngig von den Allelfrequenzen gilt.
Es dient dazu, eine Schatzung dartiber abzugeben, inwieweit die Marker als Haplo-
typen weitervererbt wurden. Die Werte wurden mit dem Programm ,, LD” aus dem
,genetics” package des Statistikprogramms R bzw. mit dem Programm HAPLO-
VIEW berechnet.

Die Haufigkeiten der ermittelten Haplotypen in der Population wurden mit dem
Expectation-Maximization-Algorithmus geschatzt (Excoffier und Slatkin, 1995). Fiir
die weitere Analyse der Haplotypen wurden nur diejenigen mit einer geschitzten
Auftretenshaufigkeit ab 5% zugunsten der Informativitdt berticksichtigt. Fiir die
Schatzung der Haplotyp-Blockstruktur wurde das 95%-Konfidenzintervall von Ga-
briel et al. (2002) herangezogen. Zur Uberpriifung signifikanter Unterschiede zwi-
schen Fall- und Kontrollgruppe wurde eine logistische Regression, der Score-Test
von Schaid und Mitarbeitern (2002), berechnet. Die Haplotypenanalyse und der
Score-Test wurden mit dem Programm , hap.score” aus dem Paket ,gap” mit dem

Statistikprogramm R durchgefiihrt. Berechnet wurden die globale Priifgrofie der
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Haplotypenanalyse (Signifikanz iiber alle Haplotypen) und die haplotypspezifi-
schen Priifgrofien (priift, ob ein spezieller Haplotyp héufiger in einer bestimmten

Gruppe, z.B. bei Patienten oder gesunden Probanden, auftritt).

5.7.2 Genetische Assoziation mit den klinischen Charakteristika

Innerhalb der Patientengruppe wurde die Assoziation der Genotypen und der vier
Kandidatengene (unabhéangigen Variablen) mit den klinischen Subphanotypen Erst-
erkrankungsalter und den negativen Symptomen (abhédngige Variablen) untersucht
(Abschnitt 5.2.1). Das Ersterkrankungsalter wurde als quantitatives intervallskalier-
tes Merkmal betrachtet. Zusatzlich wurde als Kovariable das Geschlecht hinzugezo-
gen, da Manner i.d.R. frither erkranken als Frauen. Die negativen Symptome wur-
den als diskrete Merkmale durch die Affektverflachung (vorhanden/nicht vorhan-

den) und die Antriebshemmung (vorhanden/nicht vorhanden) abgebildet.

Zur Uberpriifung signifikanter Unterschiede in den verschiedenen genotypischen
Verteilungen beim Ersterkrankungsalter wurde eine Kovarianzanalyse (ANCOVA)
mit dem Geschlecht als Kovariable gerechnet. Zusatzlich wurde der Homogenitats-
test von Levené durchgefiihrt, um die Gleichheit der Fehlervarianzen zu tiberprii-
fen, welche die Voraussetzung fiir die Durchfithrung einer Varianzanalyse sind.
Diese sind im Anhang 1 zu finden. Der Zusammenhang zwischen Genotypvertei-
lung und den negativen Symptomen Aftfektverflachung und Antriebshemmung wur-
de mit dem Chi?Test nach Pearson ermittelt. Alle Berechnungen wurden in SPSS

12.0 durchgefiihrt, wie auch die nachfolgenden kognitiven Messungen.

Multiples Testen setzt meist die Notwendigkeit einer Korrektur voraus. Daher wur-
de die Bonferroni-Korrektur eingesetzt, auch wenn das Verfahren sehr konservativ
ist und die Moglichkeit einer Uberkorrektur besteht. 63 Hypothesen wurden be-

rechnet.

5.7.3 Genetische Assoziation mit den Leistungen in den n-back Aufgaben

Fiir jeden einzelnen Polymorphismus wurde die zweifaktorielle, multivariate Va-
rianzanalyse (2x4 MANOVA) mit den beiden Faktoren Genotypverteilung und
Gruppenzugehorigkeit (erkrankt vs. nicht erkrankt) angewandt. Die Qualitdt und
Quantitat als die abhdngigen Variablen wurden mit je vier Variablen (0-, 1-, 2- und
3-back Durchldufe) getrennt berechnet (Tabelle 5.7.1). Die statistische Signifikanz
wurde mit dem Pillai-Spur-Test ermittelt, die erklarte Varianz {iber das Wirkungs-
ausmaf eta?. Da in dieser Stichprobe die demografischen Variablen Geschlecht, Al-
ter und Bildungsgrad keinen signifikanten Einfluss zeigten, fanden diese fiir die
weitere Berechnung keine Berticksichtigung.

Die Annahme der multivariate Normalverteilung wurde indirekt {iber die univa-
riate Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test ermittelt. Die Ergebnisse zeigen,

dass alle abhédngigen Variablen in der Qualitdat und die 0-back Situation die Voraus-
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setzung der Normalverteilung nicht erfiillen. Trotz Verletzung der Annahme ver-
héalt sich hierbei der alpha-Fehler sehr robust. Die Homogenitiat der Varianz-
Kovarianz-Matritzen, berechnet mit dem Box-M-Test zeigt ebenfalls in allen Mar-
kern signifikante Unterschiede in den Kovarianzmatrizen bei der Qualitdt der n-
back Aufgaben und bei Marker D_2 bei der Quantitat der gelosten Aufgaben. Aller-
dings ist dieser Test sehr sensitiv, insbesondere dann, wenn keine multivariate
Normalverteilung gegeben ist, wie es bei den vorliegenden Daten der Fall ist. Daher
ist das Ergebnis nicht sehr aussagekraftig. Dennoch wurde zusétzlich der Kruskal
und Wallis-Test bei allen Variablen berechnet. Im Ergebnisteil wird darauf nur bei
Abweichungen im Ergebnis, die im Gegensatz zur MANOVA stehen, eingegangen.

Die Ergebnisse zu den beschriebenen Analysen sind Anhang 2 und 3 zu entnehmen.

Tabelle 5.7.1 3x4 faktorieller Versuchsplan fiir Genotypen getrennt fiir Qualitit und Quantitét in den n-back Leistungen

Patientengruppe Kontrollgruppe
Genotyp 1 | Genotyp 2 | Genotyp 3 | Genotyp 1 | Genotyp 2 | Genotyp 3
0-back
Summe der korrekten | 1-back
Antworten 2-back
3-back
0-back
Mittelwerte der 1-back
bendtigten Reaktionszeit | 2-back
3-back

Die Analyse der Rohdaten lasst erkennen, dass einzelne Probanden die Aufgaben
nicht zu Ende gelost oder zwischenzeitlich die Tasten nicht gedriickt hatten. Da die
dahinter stehende Motivation nicht klar ersichtlich wurde, wurden die Daten nach
moglichen Ausreifiern iiberpriift. In dieser Stichprobe wurden ausschliefilich nach
Ausreiflern gesucht, die unterhalb von drei Standardabweichungen vom Mittelwert
lagen. Diese konnten ein Indikator fiir ein Abbrechen einer Versuchsreihe sein. Eine
obere Grenze konnte nicht iiberschritten werden. Die Uberpriifung der Reaktions-
zeiten der verschiedenen n-back Aufgaben ergab, dass kein Fall bei der Auswertung
ausgeschlossen werden musste. Da jede n-back Situation (Ausnahme war die 3-back
Situation) sechsmal durchgefiihrt wurde, kann von reliablen Werten ausgegangen

werden.

5.74 Gen-Gen-Interaktion bei Schizophrenie

Die Genotypen aller vier Kandidatengene bilden die unabhingige Variable, die auf
die abhédngige Variable, dem Phanotyp Schizophrenie (erkrankt vs. nicht erkrankt)
Einfluss nehmen. Da der zugrunde liegende Vererbungsmodus unbekannt ist, wur-

de die Interaktion parameterfrei in einem Fall-/Kontrolldesign untersucht.
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Material und Methoden

In dieser Arbeit wurde die Methode der Multifaktoriellen Dimensions-Reduktion
(MDR) angewandt, welche von der Arbeitsgruppe um Jason Moore implementiert
wurde (Hahn et al., 2003; Ritchie et al., 2003). Der Vorteil gegeniiber anderen Model-
len, wie z.B. der logistischen Regression, ist der parameterfreie Ansatz. Kein Para-
meter muss geschdtzt werden, und es wird auf die Annahme eines zugrunde lie-
genden genetischen Modells verzichtet. Die Methode wurde aufserdem entwickelt,

um die Power zu erhohen.

Die Methode des MDR besteht aus sechs Schritten. Im ersten Schritt wird eine
Kreuzvalidierung (engl. cross validation) durchgefiihrt. Sie ist ein Testverfahren zur
Messung der Giite von Algorithmen und Methoden aus dem Data Mining (,,Daten-
schiirfen”). Dabei werden die Daten in dieser Untersuchung in zehn Datensétze un-
terteilt, neun der Teilmengen bilden die Trainingsdaten, der {ibrige Datensatz die
unabhiéngigen Testdaten. Im zweiten Schritt werden n genetische Faktoren aus dem
Pool aller genetischer Faktoren ausgewahlt. Der dritte Schritt prasentiert die n Fak-
toren und ihre multifaktoriellen Zellen in einem n-dimensionalen Raum. Bei den
neun untersuchten Markern bestehen 9x3 (27) Genotypen mit 3° (19.683) verschie-
denen Kombinationsmoglichkeiten. Die vieldimensionalen genetischen Daten wer-
den im vierten Schritt auf eine Dimension mit zwei Kategorien mit den zwei Aus-
pragungen ,hohe Risikogruppe” und ,niedrige Risikogruppe” reduziert. Die Gren-
ze bildet dabei der Schwellenwert (treshold ratio), welcher durch das Verhaltnis von
gesunden und erkrankten Probanden bestimmt ist. In dieser balancierten Stichprobe
ist es der Wert 1 (<1 ist ein niedriges Risiko). Im fiinften Schritt werden alle mogli-
chen Kombinationen der n Faktoren hinsichtlich der Fahigkeit der Klassifikation in
,erkrankt” vs. ,nicht erkrankt” {iberpriift. Im letzten Schritt wird mit den Testdaten
der Vorhersagefehler des ,besten” Modells aus Schritt fiinf geschatzt. Schritt eins
bis sechs wird zehnmal wiederholt, wobei die Daten in zehn verschiedene Trai-
nings- und Testdaten unterteilt werden. Die Anzahl der Ubereinstimmungen eines
Datensatzes aus den Faktoren ist die Kreuzvalidierungs-Konsistenz (CVC).
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6 Ergebnisse

6.1 NRGI1-Gen: Replikation
Die Ergebnisse zu NRGI1 sind fiir das Fall-/Kontroll-Design bereits in der Arbeit von

Zipp (2005) veroffentlicht. Sie sollen an dieser Stelle kurz zusammengefasst werden
(Tabelle 6.1.1). Die drei Marker des NRG1-Gens befinden sich in der untersuchten
Gesamtpopulation im HWG (N_1 p=1.000, N_2 p=.952, N_3 p=.911).

Tabelle 6.1.1 Allelverteilung der drei Marker im NRG-Gen in der Patienten- und Kontrollguppe

SNP Name SNP Allelverteilung MAF Hauptallel OR (95% KI) Chi? p
Patienten Kontrollen
N_1 C/T 465T:257C 458T:258C 0.36 T 0.99 (0.92,1.07) 0.03 .863
N_2 C/T 464C:266T 466C:268T 0.37 C 1.00 (0.92,1.08) 0 975
N_3 G/T 702G:8T 713G:7T  0.01 G 1.00 (0.99,1.01) 0.08 .775

Die Minor Allele Frequency (MAF) gibt den Anteil des geringer vorkommenden Allels
an. Bei N_1 und N_2 steht es etwa im Verhaltnis 1:3 mit dem haufiger vorkommenden
Allel. Damit ist eine hohe Informativitat gegeben. Das T-Allel beim dritten Marker N_3
kommt dagegen nur zu 1% in der Stichprobe vor und schrankt die Aussagekraft ein.

Fiir die Berechnung der Odds Ratios wurde dasjenige Allel als Risikoallel bestimmt,
welches haufiger in der Fallgruppe vorkam. Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist,
befinden sich alle Werte nahe dem Unabhéngigkeitswert von 1. Die Allelverteilung

zeigt anhand der Signifikanzwerte keine Assoziation mit der Erkrankung.

Tabelle 6.1.2 Genotypverteilung der drei Marker im NRG1-Gen in der Patienten- und Kontrollgruppe

SNP-Name Genotypverteilung Chi? p
Patienten Kontrollen
N_1 150 TT : 165 TC : 46 CC 146 TT : 166 TC : 46 CC 0.3 .986
N_2 62 TT:142 TC: 161 CC 47 TT :175 TC : 146 CC 6.2 .045
N_3 347 GG: 8 GT 354 GG:7GT 0.1 .769

Die Genotypverteilung ist bei N_1 ahnlich in Fall- und Kontrollgruppe (Tabelle
6.1.2). Beim Marker N_2 sind die homozygoten Genotypen T/T und C/C signifikant
haufiger in der Fallgruppe, wéahrend der heterozygote Genotyp T/C deutlich ver-
mehrt in der Kontrollgruppe auftritt, wobei der Wert nach Bonferroni-Korrektur
keine Signifikanz mehr zeigt (pron=1.000). In dieser Stichprobe war der Genotyp T/T
im SNP N_3 nicht vorhanden und G/T deutlich unterreprasentiert. Hier zeigte sich
kein Unterschied in beiden Gruppen.

N_1 befindet sich mit keinem anderem der SNPs im Kopplungsungleichgewicht
(LD, Tabelle 6.1.3). Vermutlich ist der physikalische Abstand zu ihnen zu grofs, um
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eine Blockstruktur zu bilden. Zwischen N_2 und N_3 besteht nach Lewontins D’ ein

maflig starkes LD. Der Korrelationskoeffizient r gibt keinen Zusammenhang an.

Tabelle 6.1.3 Intermarker-Kopplungsungsungleichgewicht beim NRG1-Gen

Marker 1 - Marker 2 D’ (95% KI) r2 p
N_1-N_2 0 0 784
N_1-N_3 0.28 0 145
N_2-N_3 0.87 (0.49,0.97) 0.01 <.001

Nach den Kriterien des 95% KI von Gabriel (2002) bildet N_2-N_3 keine Blockstruk-
tur. Die allelische Assoziation ist nur mafiig und auch wenn im Folgenden eine Ha-
plotypenanalyse berechnet wurde, kann dies nach Gabriel eine Uberschitzung der
Blockstruktur bedeuten.

Tabelle 6.1.4 Haplotypenanalyse im NRG1-Gen

Haplotyp Hiaufigkeiten Patienten Kontrollen Score p
N2_N3
C-G 0.64 0.64 0.63 0.2 .849
T-G 0.35 0.35 0.36 -0.3 797
global: 0.2 926

Der Haplotyp C-G tritt bei ca. 2/3 der Stichprobe auf und ist der am haufigsten vor-
kommende Haplotyp. Da nur acht Probanden das T-Allel bei N_3 tragen, existieren
nur zwei Haplotypen, die bei mehr als 5% der Stichprobe auftreten. Die geschétzten
Haufigkeiten in der Patienten- und der Kontrollgruppe sind fast identisch und zei-

gen keine genetische Assoziation mit der Schizophrenie Tabelle 6.1.4).

6.2 NRG1-Gen: klinische Charakteristika

Zuniachst wurde die Genotypverteilung beim Ersterkrankungsalter betrachtet. Beim
SNP N_1 ist die heterozygote Gruppe etwa ein Jahr friiher erkrankt; beim Marker
N_2 sind es die homozygoten Trédger, ohne Signifikanz zu erreichen (Tabelle 6.2.1).

Tabelle 6.2.1 Genotypverteilung der drei Marker in NRG1-Gen beim Ersterkrankungsalter

SNP Genotypen MW(SD) F P

N_1 TT=150 25.6 (8.2)
TC=165 24.6 (7.5) 0.75 475

CC=46 25.7 (8.3)

N_2 TT=62 24.6 (8.0)
TC=142 25.9 (8.6) 1.93 147

CC=161 24.7 (7.1)

N_3 GG=347 25.2 (8.0)
0.08 782

GT=8 24.0 (5.2)
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Die Untersuchungen zur Negativsymptomatik zeigen beim SNP N_1 eine starkere
Assoziation der TC- und TT-Genotypen bei bestehender Antriebshemmung (Tabelle
6.2.2). Nach Bonferroni-Korrektur (pron=.189) konnte das urspriinglich signifikante

Ergebnis nicht aufrecht erhalten werden.

Tabelle 6.2.2 Genotypverteilung der drei Marker im NRG1-Gen bei der Antriebshemmung und Affektverflachung

SNP Genotypen Chi? P Genotypen  Chi? P Genotypen
Antriebshemmung Affektverflachung
Ja Nein Ja Nein
N 1 TT=109 TT=41 TT=90 TT=60 1.40 498
TC=124 TC=41 1141  .003** TC=102 TC=63
CC=23 CC=23 CC=24 CC=22
N_2 TT=48 TT=14 TT=40 TT=22 1.87 .393
TC=96 TC=46 2.00 .368 TC=88 TC=54
CC=113 CC=48 CC=90 cc=71
N_3 GG=245 GG=102 B 446 GG=208 GG=139 - 154
GT=7 GT=1 GT=7 GT=1

Auch in der Affektverflachung bestehen keine Unterschiede zwischen den Geno-

typentragern. Die Ergebnisse zu den drei Polymorphismen sind nicht signifikant.

6.3 NRG1-Gen: n-back Aufgaben

Da der Marker N_3 in der Gruppe nicht polymorph war, wurde dieser fiir die wei-
tere Analyse ausgeschlossen. Es kann vorweggenommen werden, dass in jeder ein-
zelnen Auswertung die Gruppenzugehorigkeit den grofiten Einfluss auf die Leis-
tungen hatte. Da dies ein bekanntes Phanomen ist, wird sich im Ergebnisteil vorran-
gig auf den moglichen Einfluss der genetischen Marker auf die Gedachtnisleistun-
gen konzentriert, auch wenn die Ergebnisse zum Fall-/Kontrollvergleich mit aufge-
fithrt sind.

6.3.1 Marker N_1

Je anspruchsvoller die Bedingungen in der n-back Aufgabe sind, umso weniger
richtige Antworten werden getippt. Die besten Leistungen wurden, wie erwartet,
von allen Probanden in der 0-back Aufgabe erzielt, gefolgt von der 1-back und 2-
back Situation. Die Verschlechterung zwischen den einzelnen Aufgabentypen be-
tragt in der gesunden Gruppe in etwa 10 Punktwerte, in der schizophren erkrankten
Gruppe sogar 15 bis 20 Punkte. Da die 3-back Situation nur einmal durchlaufen
wurde, sind die Werte mit den anderen n-back Aufgaben nicht vergleichbar. Auch
in dieser Situation zeigte die Kontrollgruppe bessere Leistungen. Die Leistungen
zwischen den drei verschiedenen Genotyp-Tragern unterscheiden sich dabei kaum
(Tabelle 6.3.1).
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Tabelle 6.3.1 Summe der korrekten Antworten und Standardabweichungen in Patienten- und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des N_1 Markers im NRG-Gen

N_1 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt

TT TC cc TT TC cc TT TC cc
0-back | 82,8 (1,6) 832 (15 824 (27) |758 (139) 782 (77) 761 (141)|775 (125) 80,1 (66) 79,5 (10,1)
1-back | 742 (60) 741 (85) 730 (130) 549 (203) 550 (17,0) 593 (10,7) | 596 (197) 620 (171) 66,5 (13,6)
2-back | 642 (11,2) 585 (147) 633 (160) 389 (176) 373 (12,6) 468 (141) 451 (195 452 (168) 555 (17,0)
3-back | 96 (28 84 (31) 82 (35 |63 (G0 55 (23 68 (G2 |71 (32 66 (29 75 (33)
N 9 17 9 28 29 8 37 46 17

Die statistischen Untersuchungen zu den Genotypen TT, TC und CC zeigen keinen
Effekt des Polymorphismus auf die Qualitdt der n-back Leistungen (Tabelle 6.3.2).

Tabelle 6.3.2 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers N_1 bei der Qualitit
der n-back

F df1 df2 P
Gruppe 9,3 4 91 <.001
N_1 Genotyp 1,0 8 184 451
Gruppe * N_1 Genotyp 0,3 8 184 979

Wie erwartet, bendtigen die gesunden Probanden weniger Zeit zur Losung der Auf-
gaben als die Patientengruppe. Die Reaktionszeiten zwischen den einzelnen Geno-
typen innerhalb der gesamten Stichprobe lassen keine Tendenz erkennen (Tabelle
6.3.3).

Tabelle 6.3.3 Mittelwert und Standardabweichungen der Reaktionszeit in Patienten- und Kontrollgruppe getrennt fiir die Ge-
notypen des N_1 Markers im NRG1-Gen

N_1 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt

TT TC CcC TT TC CcC T TC CC

0-back | 559,5 (1131) 612,4 (1027) 6643 (1115 | 753,3 (157,6) 7415 (1598) 6928 (1229) | 706,2 (169,1) 692,7 (1534) 677,7 (114.2)

1-back | 478,0 (1916) 5765 (1766) 7613 (1968) | 786,2 (1843) 816,6 (1948) 7249 (2595 | 711,2 (2272) 7259 (2202) 7442 (2218)

2-back | 572,5 (2145 6129 (1734) 690,1 (1364) | 821,7 (2462) 8124 (1659) 763,9 (1441) | 761,1 (2597) 737,0 (1933) 724,8 (1408)

3-back | 5657 (3317) 624,8 (2840) 683,1 (1969) | 7254 (3824) 7150 (3192) 819,5 (387,8) | 686,5 (3727) 680,9 (3063) 747,3 (300.2)
N 9 17 9 28 28 8 37 45 17

Die multivariate Statistik zeigt keinen Haupteffekt des Genotypen auf die Reakti-

onszeit an. Ebensowenig besteht ein Interaktionseffekt (Tabelle 6.3.4).

Tabelle 6.3.4 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers N_1 bei der Quanti-
tit der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 5,6 4 90 <.001
N_1 Genotyp 0,6 8 182 .790
Gruppe * N_1 Genotyp 1,4 8 182 .206

Dennoch verdeutlicht die Einzelanalyse, dass die TT-Trager unter der 1-back Bedingung
die schnellste Reaktionszeit in der gesunden Gruppe aufwiesen, wahrend bei den schi-
zophren Erkrankten die CC-Trager am schnellsten reagierten (F=4.4, p=.015, eta®=0,09,
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pron=.945). In der 3-back Aufgabe wird dieser Trend wieder aufgehoben (Abbildung

6.3.1). Die Ergebnisse zu den univariaten Varianzanalysen sind im Anhang 3 zu finden.
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Abbildung 6.3.1 Mittlere Reaktionszeiten beim N_1 Marker in Kontroll- und Patientengruppe ge-
trennt fiir die TT-, TC und CC-Genotypen

6.3.2 Marker N_2

Die Genotypverteilung zeigt wieder dhnliche Leistungen zwischen den einzelnen
Gruppen (Tabelle 6.3.5).

Tabelle 6.3.5 Summe der korrekten Antworten und Standardabweichungen in Patienten- und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des N_2 Markers im NRG1-Gen

N_2 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt

TT TC cc TT TC cc TT TC cc
0-back | 840 (0,0) 833 (1,4) 824 (22) |739 (129 760 (133) 793 (74) | 764 (11,9) 783 (1L4) 80,6 (60)
1-back | 775 (37) 757 (54) 715 (114) | 578 (180) 525 (162) 558 (20,3) | 628 (178) 599 (17,5) 624 (186)
2-back | 663 (81) 637 (133) 574 (153) 402 (148) 356 (141) 41,7 (166) | 467 (176) 445 (191) 483 (17.7)
3-back | 108 (33) 96 (24 76 (1) |53 (L7) 55 (25 68 (32|67 (2 68 Gl 72 (31
N 4 14 18 12 30 25 16 44 43

Der multivariate Test ist ausschliefdlich fiir den Haupteffekt der Gruppenzugehorig-
keit signifikant. Es besteht kein Einfluss des Genotyps auf die Glite der n-back Leis-
tung (Tabelle 6.3.6).

Tabelle 6.3.6 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers N_2 bei der Qualitit
der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 10,7 4 94 <.001
N_2 Genotyp 0,3 8 190 .953
Gruppe * N_2 Genotyp 1,6 8 190 138

Die grafische Darstellung verdeutlicht (Abbildung 6.3.2), dass dhnlich der Allel-
verteilung die TT-Genotypen-Trager der Kontrollgruppe die besten Leistungen er-
zielten, wahrend die CC-Trager der Fallgruppe die besseren Resultate zeigten. Die
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heterozygote Gruppe lag jeweils im Mittelfeld. Der Interaktionseffekt ist nur in der
3-back Situation signifikant (F=5.2, p=.007, eta?= 0,097).
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Abbildung 6.3.2 Summe der korrekten Antworten beim N_2 Marker in Kontroll- und Patienten-
gruppe getrennt fiir die TT-, TC und CC-Genotypen

Eindeutig sind auch die Resultate bei den Leistungen in der Reaktionszeit (Tabelle
6.3.7). Die Mittelwerte innerhalb der Genotypen weichen in Patienten-, Kontroll-
und Gesamtgruppe wenig voneinander ab. Es zeigen sich ausschliefslich Unter-

schiede zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe.

Tabelle 6.3.7 Mittelwert und Standardabweichungen der Reaktionszeit in Patienten- und Kontrollgruppe getrennt fiir die Ge-
notypen des N_2 Markers im NRG1-Gen

N_2 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt
TT TC cc T TC cc T TC cC
0-back | 5842 (731) 580,3 (925) 640,8 (1243) | 730,8 (1553) 766,7 (166,1) 714,9 (1402) | 694,2 (151,8) 706,0 (169,90 6839  (137,3)
1-back | 5126 (99,1) 5522 (181,7) 660,6 (231,00 | 720,9 (1375) 8549 (2074) 764,1 (197,0) | 668,8 (1566) 756,3 (2439) 720,8 (2155)
2-back | 590,8 (490) 5925 (2167) 649,1 (1572) | 798,9 (179,9) 8429 (181,7) 7827 (2256) | 746,8 (181,3) 761,44 (2250) 7268 (208,7)
3-back | 470,0 (1526) 648,6 (2868) 6499 (278,6) | 618,0 (3157) 8239 (3464) 7170 (3754) | 581,0 (2865) 766,9 (3352) 689,0 (336,3)
N 4 14 18 12 29 25 16 43 43

Die Signifikanzpriifung bestatigt die Unabhdngigkeit zwischen dem Genotypen und
der Reaktionszeit innerhalb der n-back Aufgaben (Tabelle 6.3.8).

Tabelle 6.3.8 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers N_2 bei der Quanti-
tit der n-back Aufgaben

F dfl df2 P
Gruppe 6,9 93 <.001
N_2 Genotyp 0,6 188 .752
Gruppe * N_2 Genotyp 0,7 188 .650

6.4

Die Genotypen des Markers G_1 befinden sich im HWG (gesamt p=901). Am hau-
figsten tritt das A-Allel in der untersuchten Population auf. Mit einer MAF von 0,41

G72-Gen: Replikation
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ist das G-Allel ebenfalls stark aufgetreten. Die Allelverteilungen in Patienten- und

Kontrollgruppe unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (Tabelle 6.4.1).

Tabelle 6.4.1 Allelverteilung des Markers im G72-Gen in der Patienten- und Kontrollgruppe

SNP Name SNP Allelverteilung MAF Hauptallel OR (95% KI) Chi? p
Patienten Kontrollen
G_1 A/G 435A:289G 428A:298G 041 A 0.98 (0.90-1.07) 0.2 .661

Auch die Verteilungen in den Genotypen sind in der Gruppe der schizophren Er-
krankten und der gesunden Probanden sehr dhnlich und zeigen keine bedeutsamen
Unterschiede (Tabelle 6.4.2).

Tabelle 6.4.2 Genotypverteilung des Markers im G72-Gen in der Patienten- und Kontrollgruppe

SNP-Name Genotypverteilung Chi? P

Patienten Kontrollen
G_1 130 AA : 175 AG : 57 GG 129 AA : 172 AG : 63 GG 0.3 .850

6.5 G72-Gen: klinische Charakteristika

Die Mittelwerte des Ersterkrankungsalters liegen bei ca. 25 Jahren fiir die einzelnen
Genotypen. Die Signifikanzpriifung ergibt, dass keine bedeutsamen Unterschiede
im Ersterkrankungsalter zwischen den drei Genotypen (Tabelle 6.5.1) bestehen.

Tabelle 6.5.1 Allel- und Genotypverteilung des Markers im G72-Gen beim Ersterkrankungsalter

SNP Genotypen MW (SD) F-Wert P
G_1 AA=130 249 (7.5)
AG=175 254 (7.8) 0.27 761
GG=57 24.5 (9.0)

Ebenso lassen sich keine Effekte in der Negativsymptomatik erkennen. Die Befunde
zur Antriebshemmung lassen keine Assoziation mit dem Polymorphismus G_1 bei
Allel- und Genotypenverteilung vermuten (Tabelle 6.5.2). Die Ergebnisse zur Af-
fektverflachung bestétigen die vorherigen Befunde Die drei Genotypen AA, AG und
GG treten in der Gruppe mit Affektverflachung dhnlich héufig auf, wie in der
Gruppe ohne Negativsymptomatik.

Tabelle 6.5.2 Genotypverteilung des Markers im G72-Gen bei der Antriebshemmung und Affektverflachung

SNP Genotypen Chi? P SNP Genotypen Chi? P
Antriebshemmung Affektverflachung
Ja Nein Ja Nein
G_1 AA=96 AA=34 AA=80 AA=50
AG=121 AG=54 097 616 AG=104 AG=71 0.49 784
GG=39 GG=18 GG=32 GG=25
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6.6 G72-Gen: n-back Aufgaben

Ein Interaktionseffekt ist in der 1-back Aufgabe erkennbar, wenn auch nur als Trend
(F=2.8, p=.063, eta?=0,057). Die besten Ergebnisse erreichten die AA-Genotypen-
Trager in der Fallgruppe. Die Heterozygoten zeigten in beiden Gruppen mittlere
Leistungen (Tabelle 6.6.1).

Tabelle 6.6.1 Summe der korrekten Antworten und Standardabweichungen in Patienten und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des G_1 Markers im G72-Gen

G_1 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt

AA AG GG AA AG GG AA AG GG
0-back 824 (26) 833 (1,3) 826 (22) 780 (79) 778 (78) 723 (205) 793 (70) 80,0 (66) 752 (17,9)
1-back 69,8 (143) 746 (55 784 (50) 6L4 (159) 514 (17,3) 497 (2L,0) 640 (157) 60,7 (17,9) 57,7 (22,2)
2-back 57,3 (186) 643 (109) 592 (11,3) 421 (153) 371 (154) 348 (142) 467 (17,6) 480 (192) 41,6 (17,3)
3-back 79 (41) 90 (26) 94 (29 63 (25 56 (26 57 27 68 (G1) 70 (G1) 67 (32
N 10 20 5 23 30 13 33 50 18

Die multivariate Statistik kann diesen Trend allerdings nicht bestatigen, so dass und
es muss von einer Unabhéngigkeit des Markers mit der qualitativen Leistung aus-

gegangen werden muss (Tabelle 6.6.2).

Tabelle 6.6.2 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers G_1 bei der Qualitiit
der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 10,5 4 92 <.001
G_1 Genotyp 0,7 8 186 .664
Gruppe * G_1 Genotyp 1,0 8 186 438

Diese Befunde werden durch die Betrachtung der Mittelwerte in den Reaktionszei-
ten zwischen den drei Genotyp-Tragern AA, AG und GG bestatigt (Tabelle 6.6.3).
Allerdings ist die Anzahl der gesunden Probanden, die Trdager des Genotypen GG
sind, mit fiinf Personen sehr gering.

Tabelle 6.6.3 Mittelwert und Standardabweichungen der Reaktionszeit in Patienten und Kontrollgruppe getrennt fiir die Geno-
typen des G_1 Markers im G72-Gen

G_1 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt

AA AG GG AA AG GG AA AG GG
0-back 673,9 (1100) 5902 (1092) 581,3 (856) 7389 (1391) 736,6 (1755) 753,6 (1462) 719,2 (132,7) 676,8 (1672) 7057 (1521)
1-back 6899 (2442) 571,0 (20000 552,9 (1486) 7928 (2227) 7934 (1544) 830,8 (2375 761,6 (2306) 702,6 (2048) 753,6 (247,8)
2-back 608,7 (1887) 597,7 (1663) 700,1 (190,8) 7757 (227,00 847,3 (1695 807,7 (2105 7251 (227,00 7454 (2075) 777,8 (2057)
3-back 670,3 (3319) 641,3 (2655) b536,4 (1920) 741,5 (3086) 7122 (3634) 8455 (431,4) 7199 (3123) 6833 (3258) 759,6 (4004)
N 10 20 5 23 29 13 33 49 18

Die multivariaten Tests zeigen wieder nur einen Gruppeneffekt. Eine Assoziation
des Genotypen mit der Schizophrenie kann mit dem vorliegenden Resultat nicht be-
griindet werden (Tabelle 6.6.4).
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Tabelle 6.6.4 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers G_1 bei der Quanti-
tit der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 6,0 4 91 <.001
G_1 Genotyp 1,0 8 184 455
Gruppe * G_1 Genotyp 1,3 8 184 .260

6.7 DAO-Gen: Replikation

Die Genotypen der zwei Marker D_1 (p=.609) und D_2 (p=.901) befinden sich im
HWG. Die MAFs der beiden Marker zeigen eine hohe Informativitat. Bei beiden Po-
lymorphismen ist das T-Allel das héaufiger auftretende. Der Vergleich der Allel-
verteilungen T und G in Fall- und Kontrollgruppe zeigt ein klares Bild der Unab-
hangigkeit von den untersuchten genetischen Markern und Schizophrenie. Dies be-
kraftigen auch die OR-Werte in Tabelle 6.7.1, welche sich nahe dem Unabhéngig-

keitswert 1 befinden.

Tabelle 6.7.1 Allelverteilung der zwei Marker im DAO-Gen in der Patienten- und Kontrollgruppe

SNP Name SNP Allelverteilung MAF Hauptallel OR (95% KI)  Chi? p
Patienten = Kontrollen
D_1 T/G 504T:222G 531T:206G 0.29 T 1.14 (0.91-1.42) 1.3 252
D_2 G/T 428T:300G 421T:307G 042 T 0.98 (0.90-1.07) 0.1 710

Zwischen den drei Genotyp-Tragern TT, TG, GG und dem Phanotyp Schizophrenie
besteht ebenfalls keine Assoziation (Tabelle 6.7.2). Die Verteilung der Genotypen
von D_1 und D_2 ist in beiden Gruppen dhnlich.

Tabelle 6.7.2 Genotypverteilung der zwei Marker im DAO-Gen in der Patienten- und Kontrollgruppe

SNP-Name Genotypverteilung Chi? P
Patientengruppe Kontrollgruppe
D_1 179 TT : 148 TG : 37 GG 192 TT :147 TG : 29 GG 1.4 495
D_2 126 TT :176 GT : 62 GG 128 TT :165 GT : 71 GG 0.9 .633

Beide Marker befinden sich im mafligen Kopplungsungleichgewicht (Tabelle 6.7.3).
Dies bedeutet, dass eine Uberschitzung der Haplotyp-Blockstruktur bestehen kann.
Eine Haplotypenanalyse wurde dennoch aufgrund der Signifikanz des Ergebnisses

durchgefiihrt.

Tabelle 6.7.3 Intermarker-Kopplungsungleichgewicht im DAO-Gen

Marker 1 - Marker 2 D’ (95% KI) r P

D 1-D_2 0.56 (0.46-0.65) 0.09 <.001

Die Ergebnisse der Haplotypenanalyse in Tabelle 6.7.4 zeigen keine bedeutsamen
Unterschiede zwischen den gesunden Probanden und der Gruppe der schizophren
Erkrankten.
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Tabelle 6.7.4 Haplotypenanalyse im DAO-Gen

Haplotyp geschitzte Hiufigkeiten Patienten Kontrollen Score P
D1_D2
T-G 0.36 0.35 0.37 -0.7 478
T-T 0.35 0.34 0.35 -0.4 .680
G-T 0.24 0.25 0.23 0.9 .388
G-G 0.05 0.06 0.05 0.8 405
global: 1.6 .808

6.8 DAO-Gen: klinische Charakteristika

Beide Polymorphismen zeigen zwischen den Genotypen keine bedeutsamen Unter-

schiede in den Mittelwerten des Ersterkrankungsalters (Tabelle 6.8.1).

Tabelle 6.8.1 Genotypverteilung der zwei Marker im DAO-Gen beim Ersterkrankungsalter

SNP Genotypen MW (SD) F P
D_1 TT=179 25.1(7.1)
TG=148 25.0 (8.6) 0.02 978
GG=37 25.4 (8.5)
D2 TT=126 25.3 (7.9)
TG=176 25.1(7.5) 0.08 922
GG=62 25.1(8.7)

Die Verteilung der Genotypen unterscheidet sich in der Antriebshemmung bei bei-
den Markern D_1 und D_2 nicht signifikant voneinander (Tabelle 6.8.2). Dagegen ist
beim Marker D_2 der Anteil der heterozygoten Genotyp-Trager hoher in der Grup-
pe mit auftretender Affektverflachung, wahrend in der Gruppe ohne Affektverfla-
chung die Gruppe der TT-Trédger iiberwiegen (Tabelle 6.8.2). Nach Bonferroni-
Korrektur konnte kein bedeutsamer Zusammenhang identifiziert werden
(pron=1.000).

Tabelle 6.8.2 Genotypverteilung der zwei Marker im DAO-Gen bei der Antriebshemmung

SNP Genotypen Chi? P Genotypen Chi? P
Antriebshemmung Affektverflachung
Ja Nein Ja Nein

D1 TT=120 TT=59 TT=107 TT=72
TG=113 TG=35 4.00 133 TG=88 TG=60 0.09 955
GG=24 GG=13 GG=23 GG=14

D2 TT=86 TT=40 TT=64 TT=62
TG=127 TG=49 0.57 752 TG=116 TG=60 6.97 .031*
GG=43 GG=19 GG=37 GG=25
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6.9 DAO-Gen: n-back Aufgaben

6.9.1 MarkerD_1
Die GG-Trédger zeigen in der erkrankten Gruppe insgesamt eher schlechtere Leis-

tungen (Tabelle 6.9.1), dieser Effekt ist jedoch nicht signifikant (Tabelle 6.9.2).

Tabelle 6.9.1 Summe der korrekten Antworten und Standardabweichungen in Patienten und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des D_1 Markers im DAO-Gen

D_1 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt
TT TG GG TT TG GG TT TG GG
O-back | 826 (20) 833 (16) 840 (00) | 781 (7.6) 760 (148) 693 (129) | 798 (65 782 (128) 752 (122)
T-back | 732 (92 756 (93) 695 (35 | 557 (165 546 (194) 440 (250) | 623 (165 609 (195 542 (226)
2back | 595 (140) 632 (141) 620 (226) | 389 (149) 394 (161) 293 (1,6) | 467 /176) 465 (189) 424 (227)
3back | 87 (31) 86 (32 100 (28 | 59 (26 59 @7 77 (32 |70 (3 67 (Bl 86 (30
N 2 12 2 36 28 3 58 40 5

Hinzu kommt, dass sich in der Patientengruppe nur drei GG-Tradger befinden und

damit die Aussagekraft sehr gering ist.

Tabelle 6.9.2 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers D_1 bei der Qualitit
der n-back Aufgaben

F df1l df2 P
Gruppe 6,6 94 <.001
D_1 Genotyp 0,9 190 .516
Gruppe * D_1 Genotyp 04 8 190 .940

Die GG-Genotyp-Trdger haben tendenziell lingere Reaktionszeiten (Tabelle 6.9.3)

als die Gruppen der beiden anderen Genotyp-Tréger.

Tabelle 6.9.3 Mittelwert und Standardabweichungen der Reaktionszeit in Patienten und Kontrollgruppe getrennt fiir die Geno-

typen des D_1 Markers im DAO-Gen

D_1 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt
TT TG GG TT TG GG T TG GG
O-back | 6053 (982 6110 (1180) 6738 (2392) | 7422 (1476) 7328 (1598) 7943 (2301) | 6893 (l462) 6963 (1575 7461 (2125)
1back | 5934 (215 6075 (1801) 6635 @(121) 7783 (1688) 7957 (2232) 10083 (1976) | 7069 (2096) 7392 (2264) 8704 (2820)
2-back | 6228 (1886) 6164 (1598) 6222 (196) | 7849 (1887) 8319 (2149 9451 @78) | 7223 (032 7672 (218) 8159 (051)
3-back | 6160 (2976) 6693 (2365 5385 (425) | 7296 (3685) 7735 (3626) 6807 (1073) | 6857 (3446) 7423 (3304) 6238 (1629)
N 2 12 2 35 28 3 57 40 5

Auch in diesem Fall ist der Effekt in keiner der n-back Bedingungen signifikant

(Tabelle 6.9.4) und die Fallzahl zu gering, um reliable Aussagen treffen zu konnen.

Tabelle 6.9.4 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers D_1 bei der Quanti-

tit der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 4,4 93 .003
D_1 Genotyp 0,6 188 .795
Gruppe * D_1 Genotyp 03 188 .980
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6.9.2 MarkerD_2

Die Gruppe der gesunden Probanden erreichen in allen n-back Aufgaben bessere
Leistungen als die erkrankte Gruppe. In den drei Genotypengruppen besteht kein
Unterschied in der qualitativen Leistung (Tabelle 6.9.5).

Tabelle 6.9.5 Summe der korrekten Antworten und Standardabweichungen in Patienten und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des D_2 Markers im DAO-Gen

D_2 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt

TT TG GG TT TG GG TT TG GG
0-back | 830 (1,4) 827 (23) 835 (08) |755 (122) 767 (129) 787 (63) |78,6 (10,0) 788 (10,8) 80,0 (5,8)
1-back | 732 (50) 725 (11,5) 79,0 (43) | 555 (185) 533 (19,00 568 (16,0) 62,8 (168) 60,0 (19,0) 629 (17,0)
2-back | 59,3 (142) 60,8 (153) 64,2 (114)|423 (152) 369 (152) 38,6 (157) 493 (168) 452 (189) 456 (18,5)
3-back | 93 (22) 85 (37) 83 (26) | 61 (B1) 58 (26) 64 (25 |74 (B1) 67 (B3 69 (26)
N 12 18 6 17 34 16 29 52 2

Die Summenwerte der drei verschiedenen Genotyp-Trager TT, TG und GG unter-

scheiden sich nicht signifikant voneinander (Tabelle 6.9.6).

Tabelle 6.9.6 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers D_2 bei der Qualitit
der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 10,8 4 94 <.001
D_2 Genotyp 0,3 8 190 969
Gruppe * D_2 Genotyp 0,7 8 190 716

Zwischen den einzelnen Genotypen zeigen sich keine gravierenden Unterschiede in
der Reaktionszeit, weder in der Fall- noch in der Kontrollgruppe (Tabelle 6.9.7).

Tabelle 6.9.7 Mittelwert und Standardabweichungen der Reaktionszeit in Patienten und Kontrollgruppe getrennt fiir die Geno-
typen des D_2 Markers im DAO-Gen

D_2 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt

TT TG GG TT TG GG TT TG GG

0-back | 6354 (1316) 5869 (1073) 6344 (541) | 7350 (1897) 7557 (1428) 7125 (1409) | 693,8 (1728) 697,3 (1537) 690,2 (1263)

1-back | 606,8 (2328) 573,3 (2165) 678,6 (1009) | 776,6 (211,4) 809,5 (1740) 788,0 (240,7) | 706,3 (232,5) 727,7 (2193) 756,7 (213,7)

2-back | 6253 (1631) 570,8 (1650) 760,7 (172,6) | 787,8 (1685) 831,0 (1958) 796,7 (240,1) | 720,6 (1825) 740,9 (2225) 7864 (219,3)

3-back | 497,0 (2540) 6576 (240,1) 8100 (3045 | 700,4 (36L,1) 769,5 (3625) 7443 (3541) | 6162 (33200 730,8 (327,3) 7631 (3345)
N 12 18 6 17 34 15 29 52 21

Ein Effekt der Genotypen auf die Reaktionszeit kann beim Marker D_2 nicht in die-
ser Stichprobe festgestellt werden (Tabelle 6.9.8).

Tabelle 6.9.8 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers D_2 bei der Quanti-
tit der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 5,4 4 93 <.001
D_2 Genotyp 0,7 8 188 .660
Gruppe * D_2 Genotyp 0,8 8 188 .564
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6.10 PPP3CC-Gen: Replikation
Die drei untersuchten Marker befinden sich im HWG (P_1=.949, P_2=.631, P_3=.469).

Die Allele kommen bei allen drei Polymorphismen in etwa gleichen Anteilen in der
gesunden und erkrankten Gruppe vor (Tabelle 6.10.1), welches sich in den ORs na-
he dem Unabhiangigkeitswert 1 widerspiegelt.

Tabelle 6.10.1 Allelverteilung der drei Marker im PPP3CC-Gen in der Patienten- und Kontrollstichprobe

SNP Name SNP Allelverteilung MAF Hauptallel OR (95% KI) Chi? p
Patienten Kontrollen
P 1 G/A 417A:311G 417A:317G 043 A 0.99(0.91,1.08) 0.03  .856
P_2 G/A  373G:355A 372G:354 A 049 G 1(0.91,1.11) 0 1
P_3 T/C 341T:357C 342T:370C 0.49 X 1.04 (0.84,1.28) 0.1 .758

Die Unabhéangigkeit von genetischen Markern und der Erkrankung gilt ebenso fiir
die Genotypverteilung (Tabelle 6.10.2). Alle drei Polymorphismen des PPP3CC-
Gens zeigen keine bedeutsamen Unterschiede in der Verteilung zwischen Kontroll-

und Patientengruppe.

Tabelle 6.10.2 Genotypverteilung der drei Marker im PPP3CC-Gen in der Patienten- und Kontrollstichprobe

SNP-Name Genotypverteilung Chi? P
Patienten Kontrollen
P_1 118 AA : 181 AG: 65 GG 121 AA: 175 AG: 70 GG 0.4 .822
P 2 92 GG:189 GA : 83 AA 96 GG : 182 GA : 86 AA 0.3 .874
P_3 87 TT:183 TC:79 CC 96 TT:180 TC: 81 CC 0.4 .818

Bei der Priifung der Haplotyp-Blockstruktur konnte festgestellt werden, dass nur
der 2 Marker Haplotyp P_2-P_3 die strengen Kriterien nach dem KI von Gabriel er-
fiilllt. Dennoch, die drei Marker im PPP3CC-Gen befinden sich mit signifikantem
Ergebnis im mafiigen bis starken Kopplungsungleichgewicht (Tabelle 6.10.3). Daher
wurden fiir alle Zwei-Marker- und Drei-Marker-Haplotypen Berechnungen durch-

gefiihrt.

Tabelle 6.10.3 Intermarker-Kopplungsungleichgewicht im PPP3CC-Gen

Marker 1 - Marker 2 D’ (95% KI) r? P
P1-P2 0.92 (0.88-0.95) 0.61 <.001
P1-P_3 0.95 (0.91-0.98) 0.63 <.001
P 2-P_3 0.99 (0.97-1) 0.95 <.001

Alle identifizierten Haplotypen, die zu mindestens 5% in der Stichprobe vorkom-
men, sind in der gesunden und erkrankten Gruppe gleich haufig aufgetreten. Signi-
fikante Unterschiede liefsen sich nicht feststellen (Tabelle 6.10.4). Die Befunde der
Replikationsstudie zu den Allelen, Genotypen und Haplotypen zeigen keine Betei-
ligung der untersuchten Polymorphismen im PPP3CC-Gen an der Pathogenese der
Schizophrenie.
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Tabelle 6.10.4 Haplotypenanalyse im PPP3C-Gen in der Patienten- und Kontrollgruppe

Haplotyp geschitzte Hiufigkeiten Patienten Kontrollen Score P

P1-P2
A-T 0.47 0.47 0.47 -0.1 914
G-C 0.41 0.41 0.41 -0.3 .788
A-C 0.10 0.10 0.10 0.4 713
global: 0.7 .880

P2-P3
C-T 0.51 0.51 0.51 -0.3 790
T-C 0.48 0.48 0.48 0.3 794
global: 0.1 965

P1-P2-P3

A-T-C 0.47 0.47 0.47 0.1 .882
G-C-T 0.41 0.41 0.42 -0.5 .590
A-C-T 0.10 0.10 0.10 0.4 682
global: 0.6 .893

6.11 PPP3CC Gen: klinische Charakteristika

Das Ersterkrankungsalter beginnt bei den verschiedenen Genotyp-Tragern zu einem
ahnlichen Zeitpunkt (Tabelle 6.11.1).

6.11.1 Tabelle Genotypuverteilung der drei Marker im PPP3CC-Gen beim Ersterkrankungsalter

SNP Genotypen MW (SD) F-Wert P
P_1 AA=118 25.1 (8.2)

AG=181 254 (7.7)

GG=65 24.6 (7.9) 0.24 .787
P 2 TT=83 259 (9.1)

CT=189  24.6(7.1)

CC=92 25.5(8.2) 0.70 496
P_3 TT=87  25.1(74)

CT=183  24.7(7.3)
CC=79  25.0(9.1) 0.34 712

Keine Unterschiede lassen sich zwischen den Genotypen in der Verteilung der An-

triebshemmung erkennen (Tabelle 6.11.2).
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Tabelle 6.11.2 Genotypverteilung der drei Marker im PPP3CC-Gen bei der Antriebshemmung und Affektverflachung

SNP Genotypen Chi? P Genotypen Chi? P
Antriebshemmung Affektverflachung
Ja Nein Ja Nein
P_1 AA=88  AA=30 AA=73 AA=45 0.53 767
AG=122  AG=59 1.77 413 AG=105 AG=76
GG=46  GG=19 GG=40 GG=25
P_2 TT=61 TT=22 TT=48 TT=35 0.22 .896
TC=133  TC=56 0.78 677 TC=115 TC=74
CC=62 CC=30 CC=55 CC=37
P_3 TT=61 TT=26 TT=54 TT=33 0.26 .880
TC=127  TC=56 0.60 .970 TC=110 TC=73
CC=56 CC=23 CC=46 CC=33

Im Einklang dazu steht das Ergebnis zur Affektverflachung. Die verschiedenen Ge-
notyp-Trager unterscheiden sich in diesem klinischen Symptom nicht (Tabelle
6.12.2). Insgesamt bestdtigen die Ergebnisse zu den klinischen Charakteristika die
Befunde der Replikationsstudie und lassen keinen Zusammenhang zwischen den

Markern des PPP3CC-Gens und der Schizophrenie erkennen.

6.12 PPP3CC-Gen: n-back Aufgaben

6.12.1 MarkerP_1

Die AA-Genotyp-Trager erreichten die besten Leistungen, gefolgt von den hetero-
zygoten und dann den GG-Tragern (Tabelle 6.12.1). Dieser Effekt wird durch einen
Interaktionseffekt verstarkt (Abbildung 6.12.1). Die Leistungen in der Kontrollgrup-
pe sind unabhédngig vom Genotypen, wahrend in der Patientengruppe die AA-
Genotyp-Trager die hochsten Punktwerte erreichten, gefolgt von den heterozygoten

Tragern.

Tabelle 6.12.1 Summe der korrekten Antworten und Standardabweichungen in Patienten- und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des P_1 Markers im PPP3CC-Gen

P_1 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt
AA AG GG AA AG GG AA AG GG
0-back | 825 (25) 833 (14 8,0 (15 | 80,9 (41) 756 (106) 737 (169) | 815 (36) 784 (92) 764 (147)
1-back | 735 (107) 743 (1) 734 (58 | 650 (121) 519 (185) 461 (181) | 681 (122) 600 (190) 541  (19,9)
2-back | 589 (149) 623 (142) 61,1 (140) | 435 (148) 366 (146) 359 (162) | 492 (165) 459 (1900 433  (193)
3-back | 89 (29) 88 (32 81 (33) | 67 (3 55 (28 58 (30 | 75 @27 67 (33) 65 (32
N 13 16 7 2 28 17 35 44 24

Die multivariaten Tests ermitteln allerdings keine signifikante Assoziation des gene-
tischen Markers mit Schizophrenie (Tabelle 6.12.2), so dass die Einzelanalysen nicht
eindeutig zu interpretieren sind. Der Kruskal-Wallis-Test zeigt ein signifikantes Er-
gebnis in der 1-back Bedingung (Chi?>=7,91, p=.019, pvon=1.000), welches nach Bon-

ferroni-Korrektur nicht mehr besteht.
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Tabelle 6.12.2 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers P_1 bei der Qualitit
der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 12,3 4 94 <.001
P_1 Genotyp 1,1 8 190 .390
Gruppe * P_1 Genotyp 11 8 190 .398
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Abbildung 6.12.1 Anzahl der korrekten Antworten im P_1 SNP

Werden die gesamten Genotypen in Tabelle 6.12.3 miteinander verglichen, so bend-
tigen die AA-Genotyp-Tréager die geringste Zeit zur Losung der Aufgaben. Dieser
Unterschied ist wieder nur in der Patientengruppe anzutreffen. In der Kontroll-

gruppe dhneln sich die Reaktionszeiten zwischen den drei Genotyp-Tragern.

Tabelle 6.12.3 Mittelwert und Standardabweichungen der Reaktionszeit in Patienten- und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des P_1 Markers im PPP3CC-Gen

P_1 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt

AA AG GG AA AG GG AA AG GG

0-back | 597,5 (1160) 5944 (107,9) 6739 (923) | 6999 (1474) 7641 (1578) 7559 (1558) | 661,9 (1438) 700,9 (1626) 732,0 (1434)

1-back | 6257 (1990) 6124 (2117) 5340 (2255) | 7103 (1611) 8357 (1939) 8444 (2197) | 6789 (1781) 752,6 (2263) 753,8 (260,0)

2-back | 6253 (1987) 6105 (1646) 6350 (1749) | 756,8 (2127) 819,8 (1620) 871,4 (2224) | 707,9 (2145) 741,9 (1908) 802,5 (2333)

3-back | 6747 (2033) 701,1 (3063) 3817 (1484) | 6550 (330,7) 8029 (3500) 7735 (3928) | 662,3 (2867) 7650 (3344) 6592 (3823)
N 13 16 7 22 27 17 35 43 24

Die Signifikanzpriifung ergab, dass der Genotyp des Markers P_1 keinen geneti-
schen Einfluss auf die Reaktionszeit hat. Ebenso wenig besteht ein Interaktionseffekt
(Tabelle 6.12.4).

Tabelle 6.12.4 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers P_1 bei der Quanti-
tit der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 7,8 4 93 <.001
P_1 Genotyp 1,3 8 188 .249
Gruppe * P_1 Genotyp 1,2 8 188 .307
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6.12.2 Marker P_2

Die Leistungen bleiben in der Kontrollgruppe relativ unbeeinflusst vom Genotypen,
wahrend die CC-Trager in der erkrankten Gruppe die geringste Anzahl an richtigen
Losungen aufweist. Dieser Effekt ist allerdings ausschliefilich in der 1-back Situation
erkennbar (Tabelle 6.12.5), allerdings nach dem Kruskal-Wallis-Test nicht signifi-
kant (Chi?=3,42, p=.181).

Tabelle 6.12.5 Summe der korrekten Antworten und Standardabweichungen in Patienten- und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des P_2 Markers im PPP3CC-Gen

P_2 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt
TT TC cc TT TC ccC TT TC cc
O-back | 824 (27) 81 (15 82 (13) | 801 (43) 778 (95 733 (157 81,0 (39) 797 (81) 764 (138)
1-back | 720 (11,8) 737 (87) 758 (64) | 629 (11,2) 569 (178) 462 (191) | 665 (121) 627 (172) 555 (21,3)
2back | 57,7 (170) 609 (135 639 (126) | 407 (135 398 (152) 359 (166) | 475 (169) 471 (177) 446 (202)
3back | 86 (31) 88 (28 88 (36) | 61 (1L6) 57 (27 63 (33|71 @26 67 G 71 (35
N 10 16 10 15 30 2 25 46 32

Ein Haupt- oder Interaktionseffekt konnte anhand der multivariaten Analyse nicht
bestatigt werden (Tabelle 6.12.6).

Tabelle 6.12.6 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers P_2 bei der Qualitit
der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 12,0 94 <.001
P_2 Genotyp 09 190 490
Gruppe * P_2 Genotyp 1,2 190 .288

CC-Genotyp-Trager benotigen in der gesunden Gruppe in der 1-back Situation die
geringste Reaktionszeit (Tabelle 6.12.7). Dagegen weist die erkrankte Gruppe die
langste Reaktionszeit auf (F=3.6, p=.032, pron=1.000, eta®=0,07).

Tabelle 6.12.7 Mittelwert und Standardabweichungen der Reaktionszeit in Patienten- und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des P_2 Markers im PPP3CC-Gen

P 2 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt
T TC CcC T TC CcC T TC CcC
0-back | 587,7 (121,8) 612,3 (1022) 6322 (1162) | 704,6 (1585) 743,6 (149,70 761,1 (160,3) | 657,8 (1537) 696,9 y 720,8 (158,1)
1-back | 6189 (2153) 6431 (001) 5194 (2049) | 7441 (18L9) 760,6 (1705) 8785 (2220) | 694,1 (2015 7188 (1881) 7663 (2723)
2-back | 619,1 (185 6417 (1588) 5885 (1637) | 8069 (0L1) 7745 (1904) 8652 (2033) | 7318 (2243) 7273 (1892 7787 (2297)
3-back | 708,1 (1999) 6851 (451) 4617 (3197) | 697,1 (3457) 7269 (3456) 8045 (3838) | 7015 (9L1) 7120 (113) 6974 (3943)
N 10 16 10 15 29 2 25 45 32

Da die multivariate Teststatistik kein signifikantes Ergebnis anzeigt (Tabelle 6.12.8),
ist die Einzelanalyse nicht interpretierbar.
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Tabelle 6.12.8 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers P_2 bei der Quanti-
tit der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 8,4 4 93 <.001
P_2 Genotyp 0,4 8 188 .907
Gruppe * P_2 Genotyp 1,2 8 188 275

6.12.3 Marker P_3

Die Unterschiede der drei Genotypen sind in der gesunden Probandengruppe wie-
der nur marginal. In der Patientengruppe erzielten in der 0-,1- und 2-back Bedin-
gung die CC-Genotyp-Trager die besten Resultate, gefolgt von den heterozygoten
Tragern (Tabelle 6.12.9).

Tabelle 6.12.9 Summe der korrekten Antworten und Standardabweichungen in Patienten- und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des P_3 Markers im PPP3CC-Gen

P_3 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt

TT TC cc T TC cc TT TC cc

0-back 831 (14) 831 (L5) 84 (27) 732 (163) 781 (92) 801 (45) 764 (142) 799 (78  8L1  (39)

1-back 757 (67) 737 (87 720 (1L,8) 467 (189) 594 (160) 625 (11,5) 560 (21,0) 645 (154) 665  (124)

2-back 623 (122) 60,9 (135 577 (17,0) 360 (171) 413 (144) 406 (140) 445 (199) 483 (168) 478 (17,3)

3-back 83 (35 88 (28 86 (31) 63 (36 60 (25 62 (L7) 69 (37 70 (29 72  (26)
N 9 16 10 19 29 14 28 45 24

Ein statistisch signifikanter Unterschied lasst sich mit dem Ergebnis der multivaria-
ten Tests nicht belegen (Tabelle 6.12.10). Die Analyse des Genotyps konnte die Ver-
mutung eines Interaktionseffektes dennoch unterstiitzen. Der CC-Genotyp zeigt in
Fallgruppe in der 1-back Aufgabe eine signifikant hohere Anzahl richtiger Losun-
gen als der homozygote Genotyp TT (F=3.2, p=.045, peon=1.000, eta?=0,07). Wie auch
bei den vorangegangenen Markern bleiben die Leistungen in der Kontrollgruppe
unbeeinflusst vom Genotypen. Da der multivariate Test nicht signifikant ist und
nach Bonferroni-Korrektur kein statistisch bedeutsamer Unterschied besteht, kann
von einer Unabhangigkeit zwischen P_3 und der Qualitat der n-back Leistungen

ausgegangen werden.

Tabelle 6.12.10 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers P_3 bei der Quali-
tit der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 10,7 4 88 <.001
P_3 Genotyp 0,7 8 178 .660
Gruppe * P_3 Genotyp 1,3 8 178 234
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Die Genotypen homozygot fiir T zeigen in den 1-back Aufgaben in der Kontroll-
gruppe die schnellsten und in der erkrankten Gruppe die langsamsten Reaktions-
zeiten (Tabelle 6.12.11).

Tabelle 6.12.11 Mittelwert und Standardabweichungen der Reaktionszeit in Patienten- und Kontrollgruppe getrennt fiir die
Genotypen des P_3 Markers im PPP3CC-Gen

P_3 Kontrollgruppe Patientengruppe Gesamt

TT TC CcC TT TC CcC TT TC CcC
0-back 636,6 (1224 612,3 (1022) 5877 (121,8) 762,0 (1648) 729,3 (1431) 713,8 (160,2) 721,7 (161,5) 686,8 (1405 661,3 (156,0)
1-back 530,1 (2143) 643,1 (2001) 6189 (2153) 862,2 (2321) 7650 (180,1) 730,8 (18L,0) 7555 (2729) 720,7 (1945 6842 (199,6)
2-back 5885 (1737) 641,7 (1588) 619,1 (2185) 8750 (2153) 759,1 (1873) 809,6 (2084) 783,0 (241,7) 716,4 (1846) 7302 (229,0)
3-back 473,6 (3368) 6851 (2451) 708,1 (1999) 7254 (3825) 7326 (3653) 719,6 (3472) 6444 (3814) 7153 (3245 714,8 (1895
N 9 16 10 19 28 14 28 44 24

Dieser Effekt ist jedoch nicht signifikant (Tabelle 6.12.12).

Tabelle 6.12.12 Haupt- und Interaktionseffekte in der Fall-/Kontrollgruppe und der Genotypen des Markers P_3 bei der Quan-
titit der n-back Aufgaben

F df1 df2 P
Gruppe 7,4 4 87 <.001
P_3 Genotyp 0,7 8 176 .691
Gruppe * P_3 Genotyp 09 8 176 542

6.13 Ergebnisse der Gen-Gen-Interaktion

Die Gen-Gen-Interaktionen wurden an der rekrutierten Fall-/Kontrollstichprobe von
735 Probanden (367 Falle/368 Kontrollen) berechnet. Alle neun Marker wurden hy-
pothesenfrei im Mehr-Loci-Modell, beschrankt auf vier Dimensionen bzw. Loci, be-
trachtet (Tabelle 6.13.1).

Tabelle 6.13.1 Ergebnisse des "besten” Modells anhand der Kreuzovalidierung, p-Wert und OR der Genotypen der untersuchten
neun Marker

. ,bestes” Konsistenz Trainings- Test-
Lok R (95% KI
oKt Modell der CV genauigkeit genauigkeit OR (95% KI) P
1 N_2 10/10 0.54 0.54 1.42 (0.56, 3.59) 457
2 P 3-N_2 5/10 0.56 0.52 1.26 (0.54, 3.15) 620
3 P_1-G_1-D_2 3/10 0.60 0.44 1.0 (0.40, 2.50) 1.000
P_1-N_1-
4 G1-D2 5/10 0.66 0.52 1.01 (0.40, 2.52) 988

Das Ein-Lokus-Modell mit dem funktionellen Polymorphismus N_2 von NRG1, mit
einem OR von 1.4, ist das beste Vorhersagemodell fiir die Schizophrenie mit einer
CV Konsistenz von 10 und einer Testgenauigkeit von 0.54. Dieses Ergebnis deckt
sich mit den Berechnungen der Ein-Marker-Genotypen, wobei das Ergebnis hier

nicht signifikant ist.
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Abbildung 6.13.1 Genotypuverteilung im Zwei-Loci-Modell N_2-P_3

Im Zwei-Lokus-Modell sind die beiden Marker P_3 und N_2 das beste Modell, um
die Erkrankung Schizophrenie vorherzusagen. Es besteht eine Konsistenwert von 5
(von 10). Tabbelle 6.13.2 veranschaulicht die Verteilung in die zwei Gruppen mit
,hohem Risko” und , niedrigem Risiko”.

Tabelle 6.13.2 Verteilung der Genotypen im Zwei-Loci-.Modell

Combination Class '0' Class '1' New Class Level
TC,CC 67 85 High risk
TC,TC 104 81 Low risk
TCTT 20 34 High risk
CC,CC 35 37 High risk
CCTC 30 32 High risk
CCTT 16 10 Low risk
TT,CC 44 40 Low risk
TT, TC 41 30 Low risk
TT, TT 11 18 High risk

Das Drei-Marker-Modell zeigt nur eine CVC von 3, so dass dieses , beste” geschatz-
te Modell sehr inkonsistent ist. Insgesamt zeigen die Zwei-, Drei- und Vier-Loci-
Modelle eine sehr dhnliche Verteilung der Genotypen zwischen Fall- und Kontroll-
gruppe (Abbildung 6.13.1 und Abbildung 6.13.2, Anm. d. Verfasserin: das Vier-Loci-
Modell wurde nicht abgebildet), so dass von einer Gen-Gen-Interaktion zwischen

den untersuchten SNPs abgesehen werden kann.
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Abbildung 6.13.2 Genotypuverteilung im Drei-Loci-Modell P_1- G_1-D_2
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7 Diskussion

Ziel der Studie war es, die Assoziation bekannter Kandidatengene mit der Schi-
zophrenie an einer deutschen Stichprobe zu replizieren und anhand des Endo-
phanotypenansatzes die Beteiligung der Gene an der Pathogenese zu unterstiitzen.
Dariiber hinaus wurden Gen-Gen-Interaktionen innerhalb NMDA- modulierender
Gene untersucht, welche hypothesenfrei {iberpriift wurden. Aus vier bekannten
Genen wurden in dieser Studie ausschliefSlich signifikante SNPs vorangegangener

Studien zur Replikation gewahlt.

71 NRG1im Vergleich zu vorangegangenen Studien

Stefansson et al. (2003) stellten in ihrer Arbeit als erste eine Verbindung zwischen
dem Gen Neuregulin 1 und der Pathophysiologie der Schizophrenie her. Die Refe-
renz der Auswahl dieser untersuchten SNPs war die Untersuchung von Yang et al.
(2003), die damit als dritte Forschergruppe einen Einfluss von NRG1 auf Schizo-
phrenie bestatigten. Alle drei untersuchten Marker zeigten eine allelische Assoziati-
on in 246 chinesischen Familien. Die eigene Untersuchung konnte diese Befunde in
der deutschen Fall-/Kontrollstichprobe nicht replizieren, wobei es einige Trends zu
vermerken gibt (Tabelle 7.1.1).

Tabelle 7.1.1 Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Marker im NRG1-Gen aus der eigenen Studie, vor Bonferroni-Korrektur

Fall/Kontroll Subtypen Arbeitsgedichtnis
AAO Antrieb Affekt Quantitit Qualitdt
N_1 ns ns TT>AH ns TTWVFG,CCVKG ns
N 2 CC/TT>FG ns ns ns ns TTWVFG,CCVKG
N_3 ns ns ns ns - -

AH: Antreibshemmung, AAO: Ersterkrankungsalter (age at onset), >: haufiger, WV: schlechtere Leistungen

Der erste untersuchte Marker SNPSNRG221533 C/T (N_1) befindet sich in der 5’-
Region nahe dem Promotor. Er deckt eines der meist untersuchten Haplotypen ab.
Seine Funktion ist unbekannt. Insgesamt existieren allein auf Einzelmarkerebene Be-
lege in vier verschiedenen Populationen, islandisch, schottisch, chinesisch und afri-
kanisch stammige Amerikaner, welche das C-Allel als das Risikoallel entdeckt ha-
ben (Lachman et al., 2006; Stefansson et al., 2003; Stefansson et al., 2002; Yang et al.,
2003). Weitere Studien konnten das C-Allel innerhalb eines Risikohaplotypen besta-
tigen (Fukui et al., 2006; Stefansson et al., 2003; Stefansson et al., 2002; Williams et
al., 2003; Zhao et al., 2004); eine weitere Untersuchung ermittelte das T-Allel als Ri-
sikoallel in der niederldndischen Bevolkerung (Bakker et al., 2004). Die eigene Stu-
die ermittelte bei TT-Genotyp-Tragern eine hohere Antriebshemmung in der er-
krankten Gruppe. Dieses Ergebnis konnte den Befund von Bakker und Mitarbeitern

unterstiitzen. Erganzend dazu waren die TT-Genotypentrager in der Patienten-
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gruppe langsamer in ihren Arbeitsgeddchtnisleistungen. Allerdings zeigten beide
Ergebnisse nach der Bonferroni-Korrektur keine Signifikanz. Auch wenn dieser Ef-
fekt nur schwach ausgeprédgt war, konnte diese genetische Variante intermedidre

Phanotypen modulieren und in die Pathogenese der Schizophrenie eingreifen.

Ein genetischer Effekt wurde innerhalb der Genotypenverteilung im funktionellen
SNP rs3924999 C/T (N_2) entdeckt. Die homozygoten Genotypen beider Allele tra-
ten haufiger in der Fallgruppe auf, wahrend in der Kontrollgruppe die heterozygo-
ten Genotypen iiberwogen (ohne Signifikanz nach Bonferroni-Korrektur). Yang et
al. (2003) identifizierten das G-Allel (in dieser Studie synonym mit dem C-Allel) als
Risikomarker der Schizophrenie. Eine weitere asiatische Studie kam ebenso zu die-
sem FErgebnis in ihrer familienbasierten Studie, jedoch nicht in der Fall-
Kontrollgruppe (Hong et al., 2004). Drei weitere Untersuchungen fanden keine As-
soziation mit dem funktionellen SNP zur Schizophrenie (Duan et al., 2005; Jonsson
et al., 2009; Vilella et al., 2008). Hier decken sich die negativen Befunde mit den ei-
genen. In der Untersuchung der Qualitdt der Arbeitsgedédchtnis-Leistungen erreich-
ten die CC-Genotyp-Trager des SNPs 1rs3924999 in der erkrankten Gruppe bessere
Leistungen unter der 3-back Bedingung; (der Effekt war nach Bonferroni-Korrektur
aufgehoben). Da diese Bedingung in diesem Design nur einmal auftrat, kann dieses
Ergebnis nur mit Vorsicht interpretiert werden. Es besteht die Moglichkeit, dass das
C-Allel in den kognitiven Leistungen protektiv auf schizophren Erkrankte wirkt
und das ware kontrdr zur Assoziationsstudie von Yang et al., bei welchem das C-

bzw. G-Allel mit dem Risiko an Schizophrenie zu erkranken, verbunden ist.

Rs3924999 wurde ebenfalls im Zusammenhang mit der sensorischen , Filterfunk-
tion” bei Hong und Mitarbeitern (2008) untersucht. An 113 schizophren Erkrankten
und 63 Kontrollprobanden wurde die Pra-Puls-Inhibition (PPI) gemessen. Die PPI
war in der erkrankten Gruppe reduziert. Die geringsten Werte wurden beim Geno-
typen AA (minor Allel) ermittelt. Die Werte verbesserten sich bei heterozygoten
Tragern (AG) und erzielten die hochsten Werte bei den GG-Tragern. Dies traf so-
wohl fiir die Fall- (p=.020) als auch Kontrollgruppe (p=.020) zu. Auch dieses Ergeb-
nis widerspricht Yang et al. und wiirde die gemessenen Befunde der eigenen Unter-

suchung unterstiitzen.

Eine Assoziation mit der Schizophrenie konnte beim zuletzt untersuchten SNP
rs2954041 G/T (N_3) in keiner der durchgefiihrten Untersuchung bestatigt werden.
Dieser Marker zeigte urspriinglich in der Studie von Yang et al. (2003) eine positive
Assoziation. Das T-Allel galt dabei als das Risikoallel. Zwei Untersuchungen konn-
ten diesen Befund nicht replizieren (Duan et al., 2005; Jonsson et al., 2009). Wegen
der eingeschrankten Informativitat, da nur acht Probanden das T-Allel trugen, sind
keine sicheren Erkenntnisse abzuleiten. Moglicherweise zeigt dieses Allel in ande-
ren Populationen keine oder nur eine schwach polymorphe Auspragung.
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Insgesamt kann festgehalten werden, dass die Befunde der Replikationsstudie ge-
gen eine starke Beteiligung der untersuchten genetischen Varianten von NRGI1 an
der Pathogenese der Schizophrenie sprechen. Moglicherweise ist hier mit schwa-

chen bis moderaten Mechanismen zu rechnen.

Tabelle 7.1.2 Poweranalyse fiir die replizierten Marker im Gen NRG1

Studie Marker (Risikoallel)  Allelverteilung  Stichprobenumfang pro Gruppe nach
Poweranalyse

SNP8NRG221533 (C) FG=0,67 n=1768
KG=0,63

Yang et al. (2003) 1$3924999 (G) FG=0,31 n=1398
KG=0,36

152954041 (T) FG=0,47 n=786
KG=0,40

Wenn davon ausgegangen werden kann, dass die wahre Verteilung der Allele in
der Bevolkerung, die der Referenzstichprobe entspricht, miisste der Stichprobenum-
fang unter der Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a=0,05 und einer Po-
wer von 80%, einer Grofie zwischen 786 und 1768 Probanden pro Gruppe beim
NRG1-Gen entsprechen, um die Nullhypothese abzulehnen (Dupont und Plummer,
1998), berechnet mit dem unkorrigierten Chi?-Test, (Tabelle 7.1.2). Diese hohe Fall-
zahl wurde bisher bei Sanders und Mitarbeitern (2008) und in den Metaanalysen
(Gong et al., 2009; Li et al., 2006; Munafo et al., 2006) erreicht. Auch hier waren die

Ergebnisse nicht eindeutig und z.T. nicht signifikant.
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Diskussion

Zum Zeitpunkt der Datenerhebung dieser Studie existierte neben der Erstpublika-
tion der Forschergruppe um Stefanssohn (2002) nur die Folgeuntersuchung dersel-
ben Gruppe (2003) und die Referenzstudie von Yang und Mitarbeitern (2003), au-
flerdem drei Studien zur Genexpression (Hashimoto et al., 2004; Petryshen et al.,
2005; Stefansson et al., 2002). Inzwischen ist die Datenlage auf ein Vielfaches ange-
stiegen (Abschnitt 3.2.1). Die Anzahl der untersuchten Polymorphismen iibersteigt
die Zahl 100. Eine 2008 erschienene Studie untersuchte beispielsweise 216 Polymor-
phismen im NRG1 Gen (Sanders et al.). Damit ist eine komplette Abdeckung des
gesamten Gens in naher Zukunft voraussehbar. Die Ubersicht in Tabelle 7.1.3 zeigt
einen Ausschnitt einiger bisher untersuchten Polymorphismen. Erkennbar ist die
Inkonsistenz der Befunde. Mehr als die Halfte der Publikationen berichten von ne-
gativen Befunden; der Zusammenhang der einzelnen Marker mit Schizophrenie ist
nur schwach; viele Marker sind nur im Zusammenhang mit Haplotypen assoziiert,
die ein geringes Aufkommen in der Population aufweisen; positive Befunde ermit-
teln jeweils das andere Allel als Risikomarker. Die umrahmten Allel-Abschnitte in

der Tabelle zeigen die gefundenen Risikohaplotypen an.

72 G72und DAO im Vergleich zu vorangegangenen Studien
Das Gen G72 gehort seit der Entdeckung durch die Erstpublikation von Chumakov

und Mitarbeitern (2002) zu den am haufigsten untersuchten Genen der Schizophre-
nie. Aufgrund zwei assoziierter Marker und der funktionellen Befunde in der Erst-
publikation stieg das Aktivator-Gen von DAO zu einem sehr attraktiven Kandida-
tengen auf. Der hier untersuchte SNP rs778293 A/G (G_1), in der Literatur als M22
bekannt, mit dem identifiziertem A-Risikoallel (0,69 FG und 0,60 KG, OR=1,51,
p=-003), befindet sich in 25.8 kb vom letzten G72-Exon nachgelagert und 11.1 kb vor
dem Exon 1 des G30-Gens. Seine Funktion ist unbekannt. Bereits in der zweiten rus-
sischen Stichprobe derselben Publikation konnte der SNP nicht repliziert werden.

Tabelle 7.2.1 Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Marker im G72 und DAO-Gen aus der eigenen Studie, vor Bonferroni-
Korrektur

Fall/Kontroll Subtypen Arbeitsgedichtnis
AAO  Antrieb Affekt Quantitat  Qualitat
G7 ns ns ns Ns ns ns
D_1 ns ns ns Ns ns ns
D2 ns ns ns TG>AF ns ns

AF: Affektverflachung

Auch in der eigenen Untersuchung war der untersuchte Marker in G72 nicht mit
der Erkrankung assoziiert (Tabelle 7.2.1). Auf Einzelmarkerebene konnten 15 weite-
re Studien dieses Risikoallel nicht bestatigen (Tabelle 7.2.2). Unterschiede im Geno-
typ konnten Korostishevsky und Mitarbeiter (2004) ermitteln. Der AA-Genotyp war
in der erkrankten Gruppe haufiger prasentiert, wobei die Voraussetzung des HWGs
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nicht erfiillt war. Der C-A-T-Haplotyp (M20-M22-M23) scheint den Befund zu un-
termauern. Kontrdr dazu trat in den Assoziationsstudien von Ma und Mitarbeitern
(2006) das G-Allel sowohl in der chinesischen als auch in der schottischen Stichpro-
be hdufiger in der Fallgruppe als in der gesunden Kontrollgruppe auf. Allerdings
war das A-Allel als Haplotyp (M22-M23) in der schottischen Fallgruppe tiberrepra-
sentiert. In der chinesischen Stichprobe war jedoch der Haplotyp G-T héaufiger bei
den Patienten vertreten. Dagegen kam der A-T-Haplotyp in beiden Populationen
signifikant haufiger in der Kontrollgruppe vor. Beim M19-M22 Haplotyp zeigte sich
ein anderes Bild. Hier war der Haplotyp G-C in beiden Population haufiger in der
schizophren erkrankten Gruppe vertreten. In den Metaanalysen ist der Marker M22
vor allem in der asiatischen Bevolkerung mit Schizophrenie assoziiert (Ma et al.,
2006; Shi et al., 2009; Shi et al., 2008a).

Der Marker rs778293 (M22) befindet sich in vielen Studien im Kopplungsungleich-
gewicht mit M23. In flinf Populationen wies M23 Assoziationen auf, jedoch zu un-
terschiedlichen Anteilen. Das C-Allel war bei Schumacher und Mitarbeitern (2004)
mit 53% in der Patientengruppe tiberreprasentiert, bei Ma und Mitarbeitern (2006)
sogar mit 59% in der schottischen Patientengruppe. Dagegen ermittelten Korosti-
shevsky und Mitarbeiter (2004) ein haufigeres Vorkommen des T-Allels in der Pa-
tientengruppe. Mehrheitlich existierten keine Unterschiede in der Allelverteilung
zwischen Fall- und Kontrollgruppe. Die Metaanalysen bekréftigten eine Assoziation
in der asiatischen Fall/Kontrollgruppe (Tabelle 7.2.2). Ein 4-Marker-Haplotyp (C-G-
T-A) wurde identifiziert (Schumacher et al.,, 2004), der hdufiger in der gesunden
Kontrollgruppe vorkam und den Marker M22 umspannt. Bildgebende Untersu-
chungen zeigten wahrend der Bearbeitung verschiedener Gedachtnisaufgaben Un-
terschiede in der Hirnaktivitat im rechten Hippokampus und linken Parahippokam-
pus bei den verschiedenen Genotypentrdagern der Marker M23 bzw. M24 (Goldberg
et al., 2006; Hall et al., 2008; Jansen et al., 2009a; Krug et al., 2010). Diese Ergebnisse
konnten nicht in jeder Untersuchung bestétigt werden (Jansen et al., 2009b).

Neben den Befunden rund um M22 zeigt sich ein Cluster zwischen M12 und M15.
Diese Marker konnten in mehreren Stichproben unterschiedlicher Herkunft repli-
ziert werden (Addington et al., 2004; Chumakov et al., 2002; Corvin et al., 2007; Hall
et al., 2004; Korostishevsky et al., 2006; Li und He, 2007; Schumacher et al., 2004;
Shinkai et al., 2007; Wang et al., 2004; Zou et al., 2005). Daneben ist auch M18 ein
mehrfach replizierter Polymorphismus (Addington et al., 2004; Chumakov et al.,
2002; Corvin et al., 2007; Hall et al., 2004; Korostishevsky et al., 2004; Schumacher et
al., 2004; Shinkai et al., 2007; Wang et al., 2004; Zou et al., 2005).
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Diskussion

Trotz der hohen Anzahl positiver Assoziationsstudien (Tabelle 7.2.2) und positiver
Befunde in den bildgebenden Untersuchungen wurden wenig Genexpressionsstu-
dien publiziert (Abschnitt 3.3.3). Auch die biologische Plausibilitit von G72 bei
Schizophrenie bleibt bei einer geringen Anzahl von Studien umstritten. Bisher
konnte keine Assoziation mit einem funktionellen SNP nachgewiesen werden. Die
Attraktivitat dieses Gens besteht iiberwiegend aus der vermuteten Interaktion mit
DAO, welches D-Serin oxidiert. Der Versuch einer physikalischen Replikation
schlug bisher fehl (Kvajo et al., 2008). Zusétzlich wird eine alternative Funktion, G72
kodiert fiir ein mitochondriales Protein, diskutiert. Nur zwei statistische Analysen
belegen bisher die Hypothese der Interaktion beider Gene (Chumakov et al., 2002;
Corvin et al., 2007).

Chumakov und Mitarbeiter (2002) entdeckten DAO mit vier assoziierten SNPs als
Kandidatengen der Schizophrenie (Tabelle 7.2.3). Zwei der Marker wurden fiir die
eigene Studie naher untersucht. Dabei galten das C-Allel von rs2111902 T/G (D_1,
in der Literatur als MDAAO4 bekannt) und das T-Allel bei rs3741775 G/T (D_2,
MDAAO®b) als mogliche Risikoallele fiir Schizophrenie. Bereits Schumacher und Mi-
tarbeiter (2004) versuchten die Befunde in ihrer deutschen Stichprobe zu replizieren,
mit kontraren Resultaten. Das A-Allel bei D_1 und das G-Allel bei D_2 kamen hau-
figer in der erkrankten Gruppe vor. In dieser Replikationsstudie zeigte der Marker
D_1 keine Assoziation mit Schizophrenie (Tabelle 7.2.1). Dies deckt sich mit den ne-
gativen Befunden sieben weiterer Replikationsstudien in verschiedenen Populatio-
nen (Liu et al., 2004; Liu et al., 2006; Ohnuma et al., 2009; Shinkai et al., 2007; Wood
et al., 2007; Yamada et al., 2005) und einer Metaanalyse (Shi et al., 2008b). Die einzi-
ge Ausnahme bleibt die Assoziation auf Genotypenebene beim SNP D_2 in der Af-
fektverflachung, einem Negativsymptom. Die heterozygoten Trager waren verstarkt
in der Gruppe mit Affektverflachung vertreten. TT-Genotyp-Trager waren haufiger
in der Gruppe ohne Affektverflachung vertreten. Die Signifikanz des Effekts konnte
nach Bonferroni-Korrektur nicht beibehalten werden. Dennoch wiirde dieses Er-
gebnis das von Chumakov und Mitarbeitern identifizierte T-Allel als Risikoallel fiir
Schizophrenie unterstiitzen.

113



Diskussion

Tabelle 7.2.3 Ubersicht iiber die Ergebnisse der Assoziationsstudien ausgewdhlter Polymorphismen im DAO-Gen

154964762

MDAAO0S/9 (1s888531)

1511114083 (hCV2880389)

rs4623951

rs17041020

rs2070586

152070587

rs2070588

MDAAO4 (rs2111902)

MDAAOS (rs3918346)

MDAAOQOG (rs3741775)

rs11114086

rs11114087

153825251

MDAAOY (rs3918347)

154964281

rs3918305

154964770

Intron 0

Intron 0

Intron 0
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Chumakov et al.
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Liu et al. (2004)
Liu et al. (2006)

Yamada et al. (2005)
CcC

Yamada et al. (2005)
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Fallin et al. (2005)
Vilella et al. (2007)

Shinkai et al. (2007)
CcC

Shinkai et al. (2007)
Trio

Wood et al. (2006)
Corvin et al. (2007)

Allen et al. (2008) Me-
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Shi et al. (2008) Meta
Jonnson et al. (2009)
Ohnuna et al. (2009)
Ohnuna et al. (2010)
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ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
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G
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Q
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ns
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ns

ns

ns
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eigene Studie

ns
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CC: Fall-/Kontrolldesign, Trio: Familiendesign, Meta: Metaanalyse

Die Poweranalyse zeigt, dass der Stichprobenumfang unter der Annahme einer Irr-

tumswahrscheinlichkeit von a=0,05 und einer Power von 80%, einer Grofie von zwi-

schen ca. 400 und 500 Probanden entsprechen miisste, um die Nullhypothese abzu-
lehnen (Tabelle 7.2.4). Die ermittelte Grofle liegt etwa 100 Probanden tiiber der eige-
nen Gruppengrofle.

Beide Gene stehen seit ihrer Erstentdeckung im Fokus weiterer Untersuchungen.

Auch fiir die Chromosomen 12 und 13 existieren positive Kopplungsefunde, aller-
dings ohne vielfache Replikationen (siehe Abschnitt 3.3). Replikationsstudien, als

auch Genexpressions- und funktionelle Untersuchungen haben bisher keine eindeu-
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tigen Belege fiir eine Beteiligung der Gene bei der Krankheitsentstehung liefern

konnen.

Tabelle 7.2.4 Poweranalyse fiir die replizierten Marker der Gene G72, DAO

Studie Marker (Risikoallel)  Allelverteilung  Stichprobenumfang pro Gruppe nach
Poweranalyse
Chumakov et al. rs778293 (A) FG=0,69 n=443
(2002) KG=0,60
rs2111902 (C) FG=0,36 n=533
KG=0,28
153741775 (T) FG=0,59 n=389
KG=0,49

7.3 PPP3CC im Vergleich zu vorangegangenden Studien

Im Jahr 2003 entdeckten Gerber und Mitarbeiter eine positive Assoziation mit einem
5-Marker-Haplotypen im PPP3CC-Gen und Schizophrenie. Von diesen fiinf Mar-
kern wurden drei SNPs fiir die eigene Replikation gewahlt. Die Befunde der eige-
nen Untersuchung lassen bei der Analyse der Assoziationsstudie im Fall-/Kontroll-
design und der klinischen Subtypen keinen ursiachlichen Zusammenhang der drei
untersuchten SNPs im PPP3CC-Gen mit Schizophrenie erkennen (Tabelle 7.3.1).

Tabelle 7.3.1 Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Marker im PPP3CC-Gen aus der eigenen Studie, vor Bonferroni-Korrektur

FG/KG Subtypen Arbeitsgedichtnis
AAO Antrieb Affekt Quantitdit Qualitit
P_1 ns ns ns ns ns GGVFEG
P2 ns ns ns ns CCVFG,TTVKG ns
P 3 ns ns ns ns ns TTVEG

Negative Befunde in Fall-/Kontroll- oder familienbasierten Bevolkerungsgruppen
unterstiitzen die Befunde der eigenen Untersuchung (Tabelle 7.3.2). Auffallend ist,
dass alle nichtasiatischen Bevolkerungsgruppen mit Ausnahme der Referenzpubli-
kation keine Assoziation mit der Schizophrenie zeigen (Fallin et al. 2005, Sanders et
al. 2008, Bechtcheva et al. 2009). Ebenfalls gegen eine Beteiligung der Markers in der
Pathophysiologie der Schizophrenie sprechen mehrere Studien aus der asiatischen
Bevolkerung in den Fall-/Kontrollgruppen (Kinoshita et al., 2005a; Xi et al., 2007;
Yamada et al., 2007). Uberraschenderweise sind die Befunde fiir das Arbeitsge-
dachtnis nicht so eindeutig. GG-Genotyp-Trager des P_1 Markers, CC-Genotyp-
Trager im Marker P_2 und TT-Genotyp-Trager im P_3 SNP zeigten in der erkrank-
ten Gruppe weniger richtige Losungen und eine verlangerte Reaktionszeit an, wah-
rend die Leistungen in der gesunden Gruppe unbeeintrachtigt vom genetischen
Marker blieben. Diese Befunde erreichten nach Bonferroni-Korrektur kein signifi-
kantes Ergebnis mehr, wiirden aber Gerbers urspriingliche Vermutung der erhéhten
Vulnerabilitat durch das G-Allel in P_1 bzw. C-Allel und T-Allel (komplementir zu
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G und A) der Marker P_2 und P_3 bekriftigen. Auch die japanische Fall-
/Kontrollgruppe mit iiber 1.600 Probanden in jeder Gruppe konnte das G-Allel im
SNP P_1 replizieren (Horiuchi et al., 2007). Die familienbasierte Stichprobe von Ya-
mada und Mitarbeitern (2007) unterstiitzen die Befunde der Referenzpublikation
von Gerber und Mitarbeitern (2003) in den Markern P_2 und P_3 und Liu und Mi-
tarbeitern (2007) in P_3.

Tabelle 7.3.2 Ubersicht iiber die Ergebnisse der Assoziationsstudien ausgewihlter Polymorphismen im PPP3CC-Gen
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< [ T “HE <IN “H T < <HE < < T <IN < T <HE < T TN TN < T T <. <1
-
- o 2
— — o o (2] (2] Al ¥ <K <t A o el — — — =)
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5] 5] £ =] £ £ p=] p=] B = =] p=] = = = = = = ] U &
4 4 § § § §8 §E E & E E &£ &5 & E E E E @»a-S
Gerber et al. (2003
( ) ns ns G ns A
US-Gruppe
C T G C
Fallin et al. 2005 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Kinoshita et al. s s B ns ns ns
(2006)
Xi et al. (2006) CC1 ns ns ns ns
Xi et al. (2006) CC2 ns
Xi et al. (2006) Trio ns
Liu et al. (2007) sig ns ns ns ns ns ns ns
A C G G G A C
Horiuchi et al. (2007) G ns G T ns
A G C G G| *
Yamada et al. (2007
. ( ) ns ns ns ns G T ns ns ns
Trio
Yamada et al. (2007)
ns ns ns ns ns ns ns ns ns
CcC
Sanders et al. (2008) ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Shi et al. (2008) Meta A
Betcheva et al. (2009) ns
eigene Studie ns ns ns

*Dieser Havlotvp befindet sich haufiger in der Kontrolleruopoe

CC: Fall-/Kontrolldesign, Trio: Familiendesign, Meta: Metaanalyse

Somit existieren drei in Fachzeitschriften veroffentlichte Replikationsstudien und
eine Metaanalyse von Shi und Mitarbeitern (2008) mit positivem Ergebnis. Diese
stammen aus der asiatischen Bevolkerung und kénnen PPP3CC als , Mitspieler” bei

der Entstehung von Schizophrenie nicht ausschliefsen.

Die Ergebnisse zu PPP3CC sind an dieser Stichprobe nicht so eindeutig, wie die Er-
gebnisse der Fall-/Kontrollstudie und der klinischen Merkmale zundchst vermuten
lielen. Neben den einzelnen genetischen Markern wies auch die Haplotypenanalyse
keine positive Assoziation auf. Dagegen bestdtigen die Untersuchungen zum Ar-

beitsgedachtnis eher die eingangs publizierten Ergebnisse von Gerber und Mitarbei-
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tern (2003). Alle drei SNPs zeigen einen Interaktionseffekt. Wahrend die Arbeitsge-
dachtnis-Leistungen bei den gesunden Probanden unberiihrt von den genetischen
Markern blieben, waren die Leistungen bei den ermittelten Risikoallelen in der
Gruppe der schizophren Erkrankten in Qualitdt und Quantitit schlechter. Inwiefern
die geringe Stichprobengrofie zu falsch positiven Ergebnissen fiihrt, bleibt offen. Zu
bedenken ist die geringe Effektstarke. Ob diese Ergebnisse auch an einer grofseren
Stichprobe repliziert werden konnen, wird sich herausstellen. Ungeklart bleibt auch
die Frage, wieso dieser Effekt ausschliefslich in der 1-back Situation erkennbar war,
wihrend die Leistungen in der 2- und 3-back Situation wieder d@hnlich waren. Wie
ist der Interaktionseffekt zu interpretieren? Alternativ konnten von Miyakawa und
Mitarbeitern (2003) festgestellt werden, dass KO-Mause in den Arbeitsgedachtnis-
leistungen eingeschrankt waren. Allerdings wurde das PPP3R1-Gen ausgeknockt,
welches eine andere Calcineurin-Untereinheit kodiert. Daher bleibt dass PPP3CC-
Gen umstritten, wenn auch einige Genexpressionsstudien dafiir sprechen (Abschnitt
3.4.2). Schliefilich besteht die Annahme, dass das PPP3CC-Gen, zumindest im euro-

paischen Raum, kaum bzw. nicht in der Pathogenese der Schizophrenie beteiligt ist.

7.4 Diskussion der unterschiedlichen Ergebnisse

74.1 Stichprobe und Design

Eine sorgfaltige diagnostische Beurteilung der Erkrankung, grofie Stichprobenzah-
len und ethnische Homogenitat der Stichproben zahlen zu den Standards heutiger
Untersuchungsdesigns. In dieser Untersuchung wurde der SKID von qualifizierten
Mitarbeitern eingesetzt, so dass von einer hohen Giite der Richtigkeit der Diagnose
ausgegangen werden kann. Die gewissenhafte Auswahl der Kontrollgruppe, welche
psychiatrische Erkrankungen bis in die zweite Elterngeneration ausschloss, versuch-
te zu vermeiden, dass genetische Ursachen der Grund eines Krankheitsausbruchs
im spateren Lebensalter sein konnten. Eine Poweranalyse im Vorfeld erleichtert die
Einschatzung der optimalen Stichprobengrofie. Hier wurde sie erst im Nachhinein
durchgefiihrt. Die Stichprobengrofse befindet sich im Vergleich zu spateren Unter-
suchungen (vgl. die Abschnitte 3.2.1, 3.3.1, 3.3.2 und 3.4.1) eher im Mittelfeld. Aller-
dings kann nicht eindeutig festgestellt werden, ob die Referenzstichproben die tat-
sdachlich wahre Verteilung der genetischen Variation in der gesamten Population

prasentieren.

Die Untersuchung der klinischen Charakteristika, wie Ersterkrankungsalter und
Symptomatik, diente v.a. der Validierung der Befunde der eigenen Replikations-
studie. Die Schwierigkeit bei Untersuchungen zum Ersterkrankungsalter besteht
darin, dass es unterschiedlich festgelegt wird. Es kann den ersten psychiatrischen
Kontakt, den ersten stationdren Aufenthalt oder als dritte Alternative das Auftreten
erster Symptome bedeuten. Die DSM-IV Kriterien legen ein Ersterkrankungsalter
fest, wenn es die DSM-IV Kriterien erfiillt. Unklar blieb bisher, ob das Ersterkran-
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kungsalter einem Kontinuum im Sinne einer Gauss'schen Normalverteilung mit
verschiedenen Stufen folgt, wie es in dieser Studie angenommen wurde, oder ob
sich verschiedene biologische Subtypen beschreiben mit verschiedenen Vertei-
lungen lassen. Anhand einer Admixture Analyse identifizierten Schiirhoff und Mit-
arbeiter (2004) zwei Gruppen, einem frithen Ersterkrankungsalter mit einem MW
von 19.9 Jahren (SD=3.5) und einem spateren Ersterkrankungsalter mit einem MW
von 33.5 (SD=8.2) bei einem Schwellenwert von 28. Die friiher erkrankte Gruppe ist
eher mannlich, eher kein paranoider Typ und besitzt ein erhdhtes familidres Risiko

fiir Storungen aus dem schizophrenen Formenkreis und fiir affektive Storungen.

Gerade bei den klinischen Subphénotypen bieten sich eine Auswahl reliabler In-
strumente an. Die PANSS wurde ebenfalls erhoben. Nur bildet sie ausschliefdlich
den Zustand zum jeweiligen Messzeitpunkt ab, bietet aber keine Anhaltspunkte
verschiedener Symptome in der Vergangenheit. Daher wurde sich fiir die Items aus
dem SKID entschieden, unterstiitzt durch das Studium der Krankenakten, welche
ein besseres Gesamtbild zur Symptomatik und Verlauf der Erkrankung erlaubt. Die
grofite Einschrankung besteht dabei in der Erhebung retrospektiver Daten. Die
prospektive Messung ware eine validere, wenn auch kosten- und zeitintensive An-

gelegenheit.

Die Frage, inwiefern homogene Subgruppen einen verbesserten Beitrag zur Aufkla-
rung genetischer Risikofaktoren der Schizophrenie leisten, kann an dieser Stelle
nicht genau beantwortet werden. Maier und Mitarbeiter (1999) vermuten, dass die-
selben familidr-genetischen Anlagefaktoren alternative Varianten von Phanotypen
hervorrufen kénnen. Damit scheint durch die Bildung von Subgruppen kein grofie-
rer Beitrag zur Genotyp-Phanotyp-Interaktion gewahrleistet zu sein. Die Uber-
schneidungen assoziierter Gene zu anderen psychischen Erkrankungen, insbeson-
dere den bipolaren, aber auch Angsterkrankungen lassen diese Schliisse zu. Katego-
riale Denkmuster konnten zugunsten dimensionaler Konzepte verschwinden und
die dtiopathogenetischen Uberlegungen aufs Neue reformieren. Besonders interes-
sant sind Uberschneidungen bei bipolaren und psychotischen Stérungen. Die Ten-
denz, Kraepelins Dichotomie zugunsten eines Kontinuums bzw. dimensionalen
Modells besteht seit langerem und wird durch die genetischen Befunde bekréftigt
(Craddock et al., 2006; Craddock und Owen, 2005). So ermittelten mehrere For-
schergruppen, dass Polymorphismen von G72 auch mit bipolaren Stérungen (Chen
et al., 2004; Grigoroiu-Serbanescu et al., 2010; Hattori et al., 2003; Prata et al., 2008;
Schumacher et al., 2004; Zuliani et al., 2009), Major Depression (Rietschel et al., 2008)
und Panikstorung (Schumacher et al., 2004) assoziiert sind.

Fiir die Untersuchungen am Arbeitsgedachtnis lagen zum Zeitpunkt der Analyse
die Daten von 67 erkrankten und 36 gesunden Probanden aus dem Pool der unter-
suchten Probanden fiir die Fall-/Kontroll-Studie vor. Inzwischen diirfte sich die An-
zahl der Probanden erhcht haben und eine weitere Analyse die statistische Power

118



Diskussion

erhohen. Zur Erfassung der Arbeitsgedédchtnisleistungen wurde das n-back Para-
digma in Anlehnung an Callicott und Mitarbeiter (1999) verwendet. Es ist ein in der
Schizo-phrenieforschung etabliertes Verfahren und wurde in Kapitel 1.6.3 ausfiihr-
lich dargestellt. Dieser Test ist nur ein Verfahren, denen sich die Probanden unter-
zogen. Wahrend der Datenerhebung durchliefen sie ganze Testbatterien zu Auf-
merksamkeit, Arbeitsgedédchtnis, verbalem und visuellem Gedachtnis und Aufga-
ben zum Problemlosen. Es ware sehr aufschlussreich die Ergebnisse der anderen
kognitiven Verfahren mit den eigenen zu vergleichen. Unberiicksichtigt blieben in
dieser Arbeit die Effekte negativer und positiver Symptome sowie der formalen
Denkstorungen auf die Arbeitsgeddchtnisleistungen. Einige Studien belegen jedoch,
dass die Leistungen des Arbeitsgedachtnisses nicht konstant in Abhangigkeit von
Positiv- und Negativsymptomatik oder der generellen Psychopathologie stehen
(Morris et al. 1995, Stratta et al. 1997, Perry et al. 2001, Pukrop et al. 2003). Daten zur
aktuellen Psychopathologie wurden zum Messzeitpunkt mit der PANSS erhoben,
konnten aber zum Zeitpunkt der Fertigstellung der Arbeit nicht beriicksichtigt wer-
den. Wenn auch nicht mit testdiagnostischen Ergebnissen zu belegen, war die
Mehrheit der Probanden zu diesem Untersuchungszeitpunkt beschwerdearm,
wohnte zu Hause und befand sich somit nicht in stationdrer Behandlung. Der Ein-
fluss von Medikamenten und die Compliance flossen ebenfalls nicht in die Auswer-
tung mit ein. Meltzer und Sumiyoshi (2008) bespielsweise gehen von einem Benefit

durch bestimmte atypische Neuroleptika aus.

74.2 Die Wahl der genetischen Marker

Wie aus den Gegeniiberstellungen der einzelnen Publikationen zu entnehmen ist,
konnte bisher keine der Allel- oder Haplotypvarianten einheitlich repliziert werden.
Keine der assozierten Marker zeigte hochsignifikante Ergebnisse. Es konnte sein,
dass sich die assozierten SNPs der anderen Studien im Kopplungsungleichgewicht
mit der ,wahren” genetischen Variante befinden. Schwierig bleibt dabei die Inter-
pretation verschiedener Haplotypen auch innerhalb europdischer Populationen.
Wahrend die unterschiedlichen genetischen Varianten in der afrikanischen Bevolke-
rung aufgrund von hoher genetischer Variabilitat erklart wird, miisste sich die eu-
ropaische Bevolkerung in ihrer Struktur stark dhneln (Freudenberg et al., 2002). Im
Vergleich mit der eigenen Arbeit formieren sich allerdings andere Haplotypen als in
den vorher beschriebenen europaischen Untersuchungen. Neben der Variabilitéit
konnte alternativ die LD tiberschdtzt und somit die Haplotypstruktur in den Stich-
proben tiberschitzt werden (Gabriel et al., 2002). Die Heterogenitit der Erkrankung
und der verantwortlichen Gene wird ebenfalls gern als Argument fiir unterschiedli-
che Ergebnisse angefiihrt (Holzman et al., 1988). Diese Annahmen erschweren die
Identifikation der ,wahren” Varianten ungemein, wenn davon ausgegangen wird,

dass diese ,,wahre” Variante nicht existiert.
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7.5 Gen-Gen-Interaktion

Bei den bisherigen Studien blieb die polygene Vererbung eher unberiicksichtigt.
Kleine bis moderate Effekte sollten den Nachweis einer ,,Mitbeteiligung” an der Pa-
thogenese der Schizophrenie liefern. Die Idee dieser Arbeit bestand darin, aus der
Literatur signifikante SNPs auf Einzelmarkerebene unter der Annahme epistatischer
Effekte auf Gen-Gen-Interaktion zu untersuchen, um die Annahme der polygenen
Vererbung zu bekréftigen. Unter Beriicksichtigung der Glutamathypothese, der Be-
deutung des NMDA-Rezeptors, und in Anlehnung an dem hypothetischen Modell
von Harrison und Owen (2003) wurden die vier Gene NRG1, G72, DAO und
PPP3CC ausgewahlt.

Ein funktioneller Zusammenhang wurde bereits zwischen G72 und DAO entdeckt;
G72 (DAOA) dient als Aktivator von DAO (Chumakov et al., 2002). Die hier unter-
suchten SNPs zeigten keine Assoziation mit Schizophrenie. Auch andere Autoren
konnten die statistische Interaktion nicht bestatigen (Corvin et al., 2007; Schumacher
et al., 2004), wenngleich zum Teil andere SNP-Varianten Interaktionen aufwiesen
(Corvin et al., 2007). Moglich, dass andere Varianten an der Pathogenese beteiligt
sind. Durch Hinzunahme von NRG1 und PPP3CC wurde eine Erweiterung des
Modells versucht, mit der Annahme epistatische Effekte zu identifizieren und die
Starke der Assoziation zu erhohen. Die negativen Resultate widerlegen die eingangs
getroffene Hypothese. Eine Gen-Gen-Interaktion konnte mit den hier untersuchten
Polymorphismen nicht entdeckt werden. Ein Ein-Lokus Modell von NRG1 zeigte
das signifikanteste Ergebnis. Moglicherweise wiirden andere Polymorphismen oder
andere Gene, wie z.B. GRM3, DTNBP1, RGS4, die auf den NMDA-Rezeptor wirken
bzw. an dessen Aktivitat beteiligt sind, im Zusammenspiel mit dem NRG1-Gen die-
se Interkationen zeigen. Anderseits ist der NMDA-Rezeptor in ein breites Spektrum
physiologischer Prozesse von Hirnfunktionen, wie Hirnentwicklung, Plastizitat und
Exzitotoxizitat involviert, so dass die Rolle innerhalb der schizophrenen Erkran-
kung noch ungeklart ist (Moghaddam, 2003). Die grofie Bedeutung des NMDA-
Rezeptors bei der neuronalen Entwicklung wiirde wiederum die Annahme der

Schizophrenie als Hirnentwicklungsstorung unterstiitzen.

Hypothetische Modelle, welche Gen-Gen-Interaktionen beriicksichtigen, sind bisher
selten. So wurde beispielsweise das COMT-Gen im Zusammenhang mit weiteren
Genen untersucht (Nicodemus et al., 2007). Unter der Annahme epistatischer Effek-
te von COMT und anderen Kandidatengenen, die vermutlich prafontale Dysfunk-
tionen modulieren, konnten Interaktionen zwischen Polymorphismen des COMT-
Gens und der anderen Kandidatengene RGS4, G72, GRM3 und DISC1 festgestellt
werden. Sechs Marker von G72 wurden dafiir untersucht. Ein marginaler Effekt
konnte bei COMT und rs778293 (M22), dem in dieser Arbeit untersuchten Marker
festgestellt werden. Der zugrunde liegende pathophysiologische Mechanismus

muss mit funktionellen Untersuchungen verifiziert werden.
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In dieser Untersuchung wurde ein einfaches nonparametrisches Verfahren ange-
wendet, um mogliche Interaktionen zu identifizieren. Es besteht die Notwendigkeit,
statistische Modelle und Studiendesigns zu entwickeln, die mehr diesen Gen-Gen-
Interaktionen und Gen-Umwelt-Interaktionen entsprechen. Ansitze sind neben der
MDR-Methode, im Cellular Automata Approach oder auch in genetischen Algo-
rithmen zu finden. (Moore und Williams, 2002; Xu et al., 2004). Es bleibt fraglich, ob
die mathematischen Modelle das genetische Ubertragungsmodell gut abbilden, da
der genaue Ubertragungsmechanismus weiterhin unbekannt ist. Hinzu kommt,
dass nichtgenetische Effekte in der Mehrheit der Arbeiten (die vorliegende einge-

schlossen) unberiicksichtigt bleiben.

7.6 Gen-Umwelt-Interaktion

Die essentielle Rolle der Umwelt und deren Verkniipfung mit genetischen Faktoren
fiir die Atiologie der Schizophrenie wurde im Einfithrungsteil kurz umrissen (Ab-
schnitt 2.1). Nichtgenetische Faktoren konnten die Effekte der Gene modifizieren.
Die genetische Epidemiologe beschiftigt sich als eigenstandiges Forschungsgebiet
seit den 80er Jahren mit dem Thema genetischer und nichtgenetischer Risikofakto-
ren und deren Zusammenwirken bei der Entstehung und dem Verlauf von Erkran-
kungen (Bickeboller und Fischer, 2007). Der Umgang mit der Viehlzahl genetischer
Polymorhismen, mehreren Risikofaktoren erfordert eine komplexe statistische Mo-
dellierung in interdisziplindren Arbeitsgruppen. Bisher wurden Umwelt und gene-
tische Risikofaktoren haufig getrennt untersucht. Die Integration beider Faktoren in
experimentellen Designs sollten fiir weitere Untersuchungen mehr im Fokus stehen.
Grofs angelegte epidemiologische Projekte finden sich bereits, wie die , Swiss Etio-
logical Study of Adjustment and Mental Health (SESAM)”, (,,Schweizer &tiologische
Studie zur psychischen Gesundheit”, www.sesamswiss.ch/index.php). Sesam ist ein
Nationaler Forschungsschwerpunkt (NFS) mit dem Ziel, die komplexen Ursachen
aufzudecken, die zu einer gesunden psychischen Entwicklung {iber die Lebens-

spanne fiihren.

Eine der wenigen Studien zu Gen-Umwelt-Interaktionen aus der , klassischen” epi-
demiologischen Forschung wurde von Caspi und Mitarbeitern (2005) durchgefiihrt.
Sie untersuchten den Effekt von adeleszenten Cannabiskonsum und dem Val/Met-
Polymorphismus in COMT auf Schizophrenie. Adoleszenter Cannabiskonsum wird
als Risikofaktor fiir die Schizophrenie betrachtet (Zammit et al., 2002). Trager des
Val-Allels zeigen eher psychotische Symptome und entwickeln eine schizophrenie-
forme Storung unter Cannabiskonsum als die Trager des Met-Allels. Der Einfluss
von Geburtskomplikationen wurde unter dem Hintergrund retrospektiver Erhe-
bungen und falschen Erinnerungen, z.B. vom Horensagen der Eltern usw. nicht mit
berticksichtigt. Auch in dieser Untersuchung wurden Daten zu Schwangerschafts-
und Geburtskomplikationen anamnestisch erhoben, und dhnlich der Begriindung

von Caspi et al. nicht in der Auswertung mit berticksichtigt. Standardisierte Verfah-
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ren und eindeutige Begriffsdefinitionen zur Erfassung von Informationen zu
Schwangerschaft und Geburt, gut definierte Stichproben und eine prospektive Da-
tenerhebung sind wichtige methodische Aspekte fiir valide Daten (Cannon et al.,
2002).

Auch das Diathese-Stress-Modell (Zubin und Spring, 1977) kann bei der Identifizie-
rung von Gen-Umwelt-Interaktionen hinzugezogen werden. Gen-Stress-Interaktio-
nen wurden beim COMT-Gen, dem BDNEF-Gen (Brain-Derived Neurotrophic Fac-
tor) und Genen, die mit der HPA-Achse (Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
rinden-Achse) assoziiert sind untersucht, siehe Review von van Winkel und Mitar-
beitern (2008).

Die neurobiologische Sichtweise interessiert sich weniger fiir die klassischen epi-
demiologischen Umweltfaktoren. Epigenetische Prozesse konnen zur weiteren Auf-
klarung beitragen. Die Epigenetik untersucht Unterschiede in der Genexpression,
die nicht auf Differenzen in der DNA-Sequenz zuriickgehen. In Wechselwirkung
mit der Umwelt entstehen veranderte Genexpressionen basierend auf der Modifika-
tion der DNA und des Chromatins, sowie auf posttranskriptionelle Mechanismen.
Im Zusammenhang mit der Schizophrenie wird insbesondere die DNA-Methylie-
rung diskutiert. Befunde zu den hier untersuchten Genen wurden bereits im Einfiih-
rungsteil (Abschnitte 3.2.4, 3.3.3 und 3.4.2) beschrieben.

Bislang weniger untersucht wurden protektive Faktoren. Einer wurde im Zusammen-
hang mit dem unterschiedlichen Erkrankungsalter bei Mannern und Frauen disku-
tiert und scheint auf biologischer Ebene der Neuromodulator Ostrogen zu sein, der
die Sensitivitdt der D2-(Dopamin-) Rezeptoren im Gehirn senkt und einen ver-
gleichbaren biochemischen und genomischen Effekt auch auf Serotonin- und Gluta-
matrezeptoren und -transporter hat (Hafner, 2003). Ein giinstiges Familienmillieu
kann ebenfalls eine, wenn auch schwache, protektive Wirkung haben (Tienari,
1991).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Aussagen zu NRG1, G72, DAO
und PPP3CC nach dem bisherigen Forschungsstand bedingt moglich sind (Tabelle
7.6.1). In Anlehnung an den Uberblicksartikel von (Harrison und Law, 2006) beste-
hen gute Griinde, NRG1 als Suszeptibilitdtsgen der Schizophrenie zu betrachten; a)
In der Literatur zeigen sich mehrheitlich positive Assoziationen mit der Schizoph-
renie, b) NRGI1 befindet es sich auf dem Lokus 8p, c) die bekannten Funktionen in
Krankheitsprozessen von NRG1 (Abschnitt 3.2), d) NRG1-Mutantenmduse zeigen
schizophreniedhnliches Verhalten, und e) positive Befunde in Genexpressionsanaly-
sen (Abschnitt 3.2.2). Aufgrund der Genexpressionsdaten und der tierexperimentel-
len Befunde gilt NRG1 als eines der vielversprechendsten Gene, welches in der Pa-
thophysiologie der Schizophrenie wirken soll. NRG1 bleibt ein bedeutsamer Bau-
stein in der Schizophrenieforschung. Nach den Ergebnissen der eigenen Untersu-
chung lohnt am ehesten eine Weiteruntersuchung der SNPs N_1 und N_2.
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Gen Lokus Assoziation Linkage Expression Biolosgi:;cl?t«;tl’lau-
NRG1 8pl12-21 -~ ++++ + Tt

G72 13q32-34 /- ++ + +

DAO 12q24 +4/-- + + o
PPP3CC 8p21 +fmm T + i

Die Replikationsstudien bei G72 und DAO sind bei weitem nicht konsistent. Auch
die biologische Plausibilitdt ist bei G72 nicht hinreichend geklart, wie oben be-

schrieben. Dies scheint bei DAO eher der Fall zu sein, dafiir sind die Assoziations-

befunde nicht ausreichend. Noch fraglicher bleibt die Beteiligung von PPP3CC an

der Atiologie der Schizophrenie. Die Marker dieses Gens konnten die Annahme ei-

ner Dysfunktion im Calcineurin-Signalweg nicht bestatigen. Moglicherweise spielen

andere Isoformen von Calcineurin eine bedeutendere Rolle bei Schizophrenie

(Murata et al., 2008). Zukiinftig werden Genexpressionsanalysen und funktionelle

Studien weiteren Aufschluss geben.
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8 Ausblick

Die Suche nach Kandidatengenen hat zu Beginn des 21. Jahrhundert den bisherigen
Hohepunkt erreicht. Nahezu jede Krankheit mit mutmafslich komplexen Ursachen
ist im Fokus genetischer Untersuchungen. Bei Erkrankungen, die nicht den Mendel-
schen Gesetzen folgen, bleibt bisher der Durchbruch aus. Auch die vorliegende Ar-
beit kann die bisherige Inkonsistenz der Befunde nicht beheben. Diese Tatsache
fithrt zu verschiedenen Vermutungen. Entweder wurden die entscheidenden Gene
nicht gefunden oder die bisherigen methodischen Ansétze sind nicht geeignet, bzw.
sequentielle Unterschiede in der DNA haben keine Auswirkung auf die Krankheits-

entstehung. Diese Uberlegungen fiihren zu verschiedenen Konsequenzen:

Klidrung der Funktion des Gens

Die Mehrheit der Polymorphismen befindet sich in Intronregionen. Bisher kénnen
nur fiir die funktionellen SNPs, die mit Aminosdureaustausch einhergehen, einige
Konsequenzen erkannt werden, aber die Mechanismen der Intronregionen bleiben
vage und beziehen sich auf Annahmen regulativer Funktionen. Diese miissen besser
studiert werden, um die Funktionsweise der DNA-Struktur besser verstehen zu
konnen. Mit Hilfe bekannter Modellpsychosen werden bereits identifizierte Kandi-
datengene in tierexperimentellen Studien unter dem Aspekt ihrer Funktionalitat

und biologischen Mechanismen untersucht.

Suche nach neuen Kandidatengenen

Durch Auffinden neuer Suszeptibilitdtsloci konnen neue positionelle Kandidaten-
gene aufgesplirt werden. Auf der Ebene der Genotypen ist eine Mdglichkeit, die Be-
trachtung des einzelnen Genes in seiner vollstandigen Sequenz und Funktionalitat.
Mit den heutigen Verfahren sind genomweite Scans schnell und kostengiinstig
durchzufiihren. Regelmaflig wird in der Forschungsliteratur von neu entdeckten
Suszeptibilitatsgenen berichtet. Inzwischen sind die Forschergruppen bestrebt, das
ganze Gen in vielen verschiedenen Regionen abzudecken. Zum Zeitpunkt der Un-
tersuchung war die Genotypisierung noch ein teures Unterfangen. Die Kosten ha-
ben sich auf ein Vielfaches minimiert. Waren tagSNPs eine Uberlegung, den Auf-
wand zu reduzieren, sind Hochleistungsmaschinen heute in der Lage, in kurzer Zeit
mit weniger finanziellem Aufwand; Genotypisierungen iiber das vollstandige Ge-

nom vorzunehmen.

Die Verfeinerung der Phinotypen

Der Endophénotypenansatz gehort zu den beliebten Konzepten. Bisher wurde sich
vor allem auf kognitive und physiologische intermedidre Phanotypen konzentriert.
Biologische Marker, wie die dopaminerge Reaktionsfahigkeit oder die Glutamat-

konzentration in Bereichen des Hirns werden an Bedeutung gewinnen. Daneben
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steigen die bildgebenden Verfahren, meist fMRT-Untersuchungen zur Identifikation

von krankheitsverursachenden Genen exponentiell an.

Die zusitzliche Rolle der Umuwelt auf die schizophrenie Erkrankung

Risikofaktoren der Umwelt gelten als mitverantwortlich fiir die Entstehung von
Schizophrenie. Welche es konkret sind und wie stark ihr Einfluss ist, ist nicht gesi-
chert. Die Interaktion von Gen und Umwelt wird eine zentrale Stellung in der Ursa-
chenforschung der Schizophrenie einnehmen. Aufierdem wurden bisher nur wenige
feste Variablen bei der Suche krankheitsverursachender Mechanismen untersucht.
Die vorliegende Arbeit zeigt aber, dass die Natur der Schizophrenie komplexer ist.
Longitudinalstudien konnen an Bedeutung gewinnen. Die Epigenetik, die iiber die
reine Sequenz eines Gens hinausgeht, ist zusitzlich im Fokus der Ursachenfor-

schung.

Metaanalysen

Metaanalysen erlauben es, widerspriichliche Ergebnisse einzelner Studien zu verei-
nen und kleinste Risikoeffekte zu identifizieren. Datenbanken, in dem Forscher-
gruppen ihre Daten zur Verfiigung stellen, sind ein wichtiger Schritt (Allen et al.,
2008). Hier ist eine weltweite Kooperation zwischen den Forschergruppen notwen-
dig. Die grofse Anzahl von Publikationen erlauben inzwischen Metaanalysen. Fiir
drei der untersuchten Gene (NRGI1, G72 und DAOQ) existieren bereits einige Metaa-
nalysen (Detera-Wadleigh und McMahon, 2006; Gong et al., 2009; Li et al., 2006; Li
und He, 2007; Shi et al., 2008a; Shi et al., 2008b). Aufgrund der publication bias wer-
den iiberwiegend positive Assoziationen publiziert und eine Vielzahl negativer Be-
funde bleibt fiir den Grofteil der Offentlichkeit unbemerkt. Diese sollten in den Da-

tenbanken mit aufgenommen werden.

Pharmakogenetik

Speziell auf das glutamaterge System bezogen, verfolgen die derzeitigen pharmoko-
logischen Therapieansitze die Verbesserung der Effizienz der glutamatergen Neu-
rotransmission. Ein Ansatz basiert auf der Verabreichung positiver NMDA-
Rezeptormodulatoren, vgl. Griinder (2008). Eine weitere Uberlegung ist die indivi-
dualisierte Pharmakotherapie, also die Verabreichung von Medikamenten, welche
auf den Patienten zugeschnitten sind. Molekulare Erkrankungsprofile, die aus indi-
viduellen Genom-, Proteom- und metabolischen Werten erstellt werden, werden mit
dem Phéanotyp tausender Patienten korreliert. Schliefilich konnen durch Resequen-
zierung von Kandidatengenen ermittelte Genotyp-Profile die Grundlage fiir eine
genetische Fritherkennung schaffen, Personen mit erhohter Krankheitsdisposition,
rechtzeitig zu behandeln. Eine interessante Aussicht mit ethischen Konsequenzen:
So wiére beispielsweise zu iiberlegen, ob ein bestimmtes Risikoprofil mit praventi-

ven MafSnahmen einhergehen soll.
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9 Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine schwere psychische Erkrankung mit unterschiedlicher
Symptomatik und einer Lebenszeitpravalenz von etwa einem Prozent. Kognitive
Defizite, insbesondere Beeintrachtigungen im Arbeitsgedachtnis, sind Bestandteil
der Kernsymptomatik. Eine Vielzahl von Hinweisen, wie pharmakologische Unter-
suchungen mit NMDA-Rezeptorantagonisten, Tiermodellen, Veranderungen in der
Expression von Glutamatrezeptoren in post mortem Gewebe, bilden die Grundlage
fiir die Glutamathypothese der Schizophrenie. Bei einer Heritabilitat um die 80%

wird eine multifaktoriell-polygene Vererbung vermutet.

NRG1, D72, DAO und PPP3CC sind positionelle Kandidatengene, die direkt oder
indirekt am NMDA-Rezeptor wirken und sehr wahrscheinlich in Verbindung zum
Glutamatsystem stehen. Mehrere Assoziationsstudien konnten bisher keinen klaren
Beleg der wahren Variante im Genom liefern. Ziel dieser Arbeit war, ein tieferes
Verstandnis der Beteiligung dieser Gene an der Entstehung einer schizophrenen Exr-

krankung zu gewinnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Replikationsstudie zur Untersuchung der
Beziehung zwischen neun Markern der vier Gene und Schizophrenie an 365 deut-
schen schizophrenen Patienten und 368 deutschen gesunden Kontrollprobanden
durchgefiihrt. Aus vorangegangenen Studien wurden die signifikanten Marker
rs3924999, rs2954041, SNP8NRG221533 des Gens NRGI1, 1rs778293 von G72,
rs2111902 rs3741775 von DAQO sowie rs10108011, rs2449348 und rs2461491 von
PPP3CC ausgewdhlt, welche zusitzlich in der Fallgruppe hinsichtlich Unterschiede
in klinischen Charakteristika untersucht wurden. Mit dem n-back Paradigma sollten
an einer kleineren Stichprobe von 67 schizophrenen Patienten und 36 gesunden
Kontrollprobanden mogliche Assoziationen genetischer Varianten mit dem Arbeits-
gedachtnis, einem intermedidren Phanotypen der Schizophrenie, identifiziert wer-
den. Schliefdlich wurden die SNPs hinsichtlich Gen-Gen-Interaktionen parameterfrei

untersucht.

Weder die Fall-/Kontrollstudie, noch die Untersuchungen in den Subphanotypen
sowie im Arbeitsgedédchtnis konnten Assoziationen zwischen den neun Markern der
vier Gene NRG1, G72, DAO und PPP3CC und Schizophrenie ermitteln. Vorher sig-
nifikante Befunde zeigten nach Bonferroni-Korrektur keinen bedeutsamen Zusam-
menhang an. Die ermittelten Effektstarken deuten auf einen maximal schwachen
Einfluss der genetischen Varianten auf die schizophrene Erkrankung. Auch Gen-
Gen-Interaktionen konnten nicht identifiziert werden. Das beste Vorhersagemodell

lieferte ein einzelner Marker des NRG1-Gens.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen einen Beitrag der beschriebenen Marker an der

Entstehung einer Schizophrenie nicht bestatigen. Damit decken sich die Befunde mit
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einer Vielzahl anderer, auch europdischen Studien bis hin zu Metaanalysen mit sehr
groflem Stichprobenumfang. Dennoch kann diese Studie eine Beteiligung der vier
Gene an der Schizophrenie nicht ausschlieflen. Insbesondere fiir NRG1 existieren
viele positive Belege. Die klassische Assoziationsstudie wird allerdings an Bedeu-
tung verlieren, da ihre Befunde kaum zu replizieren und schwer zu interpretieren
sind. Anderseits bietet sie die Moglichkeit Genvarianten zu entdecken, welche fiir
weitere funktionelle Studien Relevanz haben kénnen. Auch das Endophénotypen-
konzept muss sich erst einer genauen Priifung unterziehen und relevante respektive
geeignete Merkmale identifizieren. Zur weiteren Erforschung der Atiologie sind
funktionelle Studien ebenso bedeutsam wie Longitudinalstudien, welche neben ge-

netischen Faktoren die Risikofaktoren wéahrend der Lebensspanne untersuchen.
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Anhang
Anhang

Anhang 1: Analyse der Voraussetzungen zur Berechnung der MANOVA in der n-
back Stichprobe

Anhang: Tabelle 1.1 Test auf Normalverteilung

Qualitit Quantitit
w p-Value w p-Value
0-back 0,50 0,000 0,96 0,005
1-back 0,91 0,000 0,99 0,407
2-back 0,96 0,003 0,99 0,654
3-back 0,94 0,000 0,98 0,273

Anhang: Tabelle 1.2 Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen in der Summe der korrekten Antworten bei der Genotyp-
verteilung

F dfl df2 Signifikanz
N_1 Oback 5,22 5 94 0,000
1back 5,48 5 94 0,000
2back 0,89 5 94 0,491
3back 0,41 5 94 0,839
N_2 Oback 5,38 5 97 0,000
1back 5,38 5 97 0,000
2back 0,80 5 97 0,553
3back 1,04 5 97 0,401
G_1 Oback 10,52 5 95 0,000
1back 5,27 5 95 0,000
2back 1,51 5 95 0,193
3back 1,85 5 95 0,110
D_1 Oback 5,57 5 97 0,000
1back 5,95 5 97 0,000
2back 0,34 5 97 0,886
3back 0,39 5 97 0,857
D_2 Oback 5,48 5 97 0,000
1back 5,54 5 97 0,000
2back 0,35 5 97 0,882
3back 1,42 5 97 0,226
P_1 Oback 8,98 5 97 0,000
1back 3,77 5 97 0,004
2back 0,19 5 97 0,967
3back 0,67 5 97 0,646
P_2 Oback 7,42 5 97 0,000
1back 5,04 5 97 0,000
2back 0,50 5 97 0,777
3back 1,37 5 97 0,244
P_3 Oback 6,61 5 91 0,000
1back 4,02 5 91 0,002
2back 0,60 5 91 0,701
3back 1,71 5 91 0,140
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Anhang: Tabelle 1.3 Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen in der Reaktionszeit bei der Genotypverteilung

Anhang

F dfl df2 Signifikanz
N_1 Oback 1,26 5 93 0,286
1back 0,44 5 93 0,817
2back 1,63 5 93 0,160
3back 1,39 5 93 0,235
N_2 Oback 2,19 5 96 0,062
1back 0,93 5 96 0,467
2back 1,64 5 96 0,156
3back 1,34 5 96 0,252
G_1 Oback 1,65 5 94 0,155
1back 1,45 5 94 0,215
2back 0,73 5 94 0,602
3back 1,99 5 94 0,087
D_1 Oback 1,85 5 96 0,111
1back 0,79 5 96 0,557
2back 1,22 5 96 0,304
3back 1,97 5 96 0,090
D_2 Oback 2,69 5 96 0,026
1back 1,66 5 96 0,152
2back 0,39 5 96 0,856
3back 1,29 5 96 0,273
P 1 Oback 1,30 5 96 0,272
1back 0,61 5 96 0,695
2back 0,90 5 96 0,485
3back 1,99 5 96 0,087
P_2 Oback 1,03 5 96 0,403
1back 0,71 5 96 0,615
2back 0,47 5 96 0,798
3back 1,82 5 96 0,115
P_3 Oback 0,90 5 90 0,483
1back 0,66 5 90 0,653
2back 0,39 5 90 0,856
3back 1,67 5 90 0,150
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Anhang

Anhang: Tabelle 1.4 Box-Test auf Gleichheit der Kovarianzmatrizen in der Summe der korrekten Antworten in der Genotyp-
verteilung x Fall-/Kontrollgruppen

Box-M-Test F df1 df2 Signifikanz
N_1 157,99 2,65 50 4045,46 0,000
N_2 139,26 3,10 40 9589,65 0,000
G_1 192,11 3,12 50 1980,86 0,000
D_1 127,91 3,85 30 7881,62 0,000
D_2 163,35 2,75 50 3234,06 0,000
P_1 180,30 3,10 50 4700,90 0,000
P_2 172,85 3,00 50 7213,44 0,000
P_3 160,63 2,76 50 6375,17 0,000

Anhang: Tabelle 1.1 Box-Test auf Gleichheit der Kovarianzenmatrizen in der Reaktionszeit bei der Genotypuverteilung

Box-M-Test F df1 df2 Signifikanz
N_1 59,39 1,00 50 4060,19 0,481
N_2 46,99 1,05 40 9635,80 0,391
G_1 54,16 0,88 50 1984,93 0,711
D_1 32,01 0,96 30 7916,66 0,522
D_2 87,62 1,47 50 3232,10 0,017
P_1 74,49 1,28 50 4715,88 0,090
P_2 51,40 0,89 50 7242,99 0,686
P_3 44,24 0,76 50 6402,47 0,892
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Anhang

Anhang 2: Ergebnisse des Kruskall-Wallis-Tests in der n-back Stichprobe

Anhang: Tabelle 2.2 Kruskal-Wallistest bei den Genotypen und der Reaktionszeit

Chi? df P Bonferroni
N_1 0-back 0,05 2 0,975 1,000
1-back 1,38 2 0,502 1,000
2-back 1,10 2 0,576 1,000
3-back 2,73 2 0,255 1,000
N_2 0-back 0,34 2 0,844 1,000
1-back 0,60 2 0,741 1,000
2-back 0,07 2 0,965 1,000
3-back 1,06 2 0,588 1,000
G_1 0-back 6,33 2 0,042 1,000
1-back 3,63 2 0,163 1,000
2-back 2,18 2 0,366 1,000
3-back 3,76 2 0,152 1,000
D_1 0-back 0,87 2 0,647 1,000
1-back 0,79 2 0,673 1,000
2-back 0,85 2 0,654 1,000
3-back 2,01 2 0,367 1,000
D_2 0-back 1,71 2 0,424 1,000
1-back 0,08 2 0,961 1,000
2-back 2,79 2 0,248 1,000
3-back 1,35 2 0,509 1,000
P_1 0-back 1,32 2 0,518 1,000
1-back 0,98 2 0,612 1,000
2-back 0,32 2 0,850 1,000
3-back 0,73 2 0,694 1,000
P_2 0-back 0,37 2 0,830 1,000
1-back 3,66 2 0,161 1,000
2-back 0,21 2 0,902 1,000
3-back 1,64 2 0,441 1,000
P_3 0-back 0,21 2 0,900 1,000
1-back 1,88 2 0,391 1,000
2-back 0,29 2 0,866 1,000
3-back 2,33 2 0,312 1,000
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Anhang

Anhang: Tabelle 2 .3 Ergebnisse des Kruskal und Wallis-Tests beim Genotyp und Summe der korrekten Antworten

Chi? df P Bonferroni
N_1 0-back 2,78 2 0,249 1,000
1-back 1,26 2 0,533 1,000
2-back 4,52 2 0,105 1,000
3-back 0,41 2 0,813 1,000
N_2 0-back 0,80 2 0,671 1,000
1-back 0,88 2 0,646 1,000
2-back 1,00 2 0,605 1,000
3-back 0,64 2 0,728 1,000
G_1 0-back 0,33 2 0,850 1,000
1-back 0,65 2 0,724 1,000
2-back 1,70 2 0,428 1,000
3-back 1,64 2 0,440 1,000
D_1 0-back 0,63 2 0,729 1,000
1-back 0,98 2 0,612 1,000
2-back 0,23 2 0,891 1,000
3-back 0,19 2 0,908 1,000
D_2 0-back 0,01 2 0,997 1,000
1-back 0,56 2 0,755 1,000
2-back 1,24 2 0,539 1,000
3-back 2,92 2 0,232 1,000
P_1 0-back 1,23 2 0,541 1,000
1-back 791 2 0,019 1,000
2-back 1,89 2 0,371 1,000
3-back 2,18 2 0,336 1,000
P_2 0-back 0,37 2 0,830 1,000
1-back 3,42 2 0,181 1,000
2-back 0,65 2 0,724 1,000
3-back 1,15 2 0,562 1,000
P_3 0-back 0,56 2 0,750 1,000
1-back 3,22 2 0,199 1,000
2-back 0,96 2 0,618 1,000
3-back 1,72 2 0,424 1,000
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Anhang 3: Ergebnisse der univariaten Varianzanalysen in der n-back Stichprobe

Anhang: Tabelle 3.4 univariate Varianzanalyse des Markers N_1 NRGI1-Gen und Interaktion von N_1 und Fall-

/Kontrollgruppe auf die Qualitit (Summe der korrekten Antworten) im n-back Test

e Quame T Sioniikens POTEE

Oback 46,79 2 23,39 0,26 0,771 0,006

N1 1back 34,75 2 17,37 0,07 0,931 0,002
B 2back 665,02 2 332,51 1,51 0,226 0,031
3back 15,53 2 7,76 0,94 0,392 0,020

Oback 18,20 2 9,10 0,10 0,903 0,002

CO'N 1 1back 100,99 2 50,49 0,20 0,812 0,004
2back 202,87 2 101,43 0,46 0,632 0,010

3back 8,97 2 4,48 0,54 0,581 0,011

Anhang: Tabelle 3.5 univariate Varianzanalyse des Markers N_1 im NRGI1-Gen und Interaktion won N_1 und Fall-
/Kontrollgruppe auf die Quantitit (Mittelwert der Reaktionszeit) im n-back Test

P e 9 Quame T Sigmiikens PO

Oback 8.244,26 2 4122,13 0,20 0,812 0,004

N1 1back 139.068,03 2 69534,02 1,83 0,165 0,038
B 2back 9.705,39 2 4852,70 0,12 0,880 0,003

3back 122.558,32 2 61279,16 0,55 0,575 0,012

Oback 71.445,76 2 35722,88 1,80 0,170 0,037

CO'N_1 1back 332.413,14 2 166206,57 4,39 0,015 0,086
2back 81.903,13 2 40951,56 1,08 0,343 0,023

3back 21.251,61 2 10625,81 0,09 0,908 0,002

Anhang: Tabelle 3.6 univariate Varianzanalyse des Markers N_2 im NRGI-Gen und Interaktion von N_2 und Fall-

/Kontrollgruppe auf die Qualitit (Summe der korrekten Antworten) im n-back Test

AV Quinionmneson g WS pniians "l B

Oback 47,35 2 23,67 0,28 0,760 0,006

1back 153,23 2 76,62 0,31 0,731 0,006

N2 2back 136,36 2 68,18 0,31 0,733 0,006
3back 6,68 2 3,34 0,45 0,640 0,009

Oback 147,84 2 73,92 0,86 0,427 0,017

CO*N_2 1back 282,83 2 141,42 0,58 0,562 0,012
2back 829,30 2 414,65 1,89 0,156 0,038

3back 78,15 2 39,07 5,24 0,007 0,097
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Anhang: Tabelle 3.7 univariate Varianzanalyse des Markers N_2 im NRGI-Gen und Interaktion von N_2 und Fall-
/Kontrollgruppe auf die Quantitit (Mittelwert der Reaktionszeit) im n-back Test

b Ve Quiniomnenn g WS siitions el

Oback 3.845,44 2 1.922,72 0,10 0,907 0,002

N2 1back 88.688,90 2 44.344,45 1,15 0,322 0,023
- 2back 5.091,78 2 2.545,89 0,07 0,933 0,001
3back 337.647,84 2 168.823,92 1,57 0,213 0,032

Oback 63.562,43 2 31.781,21 1,61 0,206 0,032

CO'N 2 1back 197.221,39 2 98.610,69 2,55 0,083 0,050
2back 68.580,38 2 34.290,19 0,93 0,398 0,019

3back 60.384,58 2 30.192,29 0,28 0,755 0,006

Anhang: Tabelle 3.8 univariate Varianzanalyse des Markers G_1 im G72-Gen und Interaktion von G_1 und Fall-
/Kontrollgruppe auf die Qualitit (Summe der korrekten Antworten) im n-back Test

Abh:;g;lgee Va Quadrz};}s’:r;llrlne vom .. l\é[::?r::: F  Signifikanz ParSle;:aEtta

Oback 108,06 2 54,03 0,62 0,540 0,013

1back 121,69 2 60,84 0,26 0,770 0,005

el 2back 149,04 2 74,52 0,35 0,707 0,007
3back 1,72 2 0,86 0,11 0,895 0,002

Oback 86,92 2 43,46 0,50 0,608 0,010

CC*G.1 1back 1.327,21 2 663,60 2,85 0,063 0,057
2back 648,97 2 324,48 1,52 0,224 0,031

3back 18,01 2 9,00 1,17 0,316 0,024

Anhang: Tabelle 3.9 univariate Varianzanalyse des Markers G_1 im G72-Gen und Interaktion von G_1 und Fall-
/Kontrollgruppe auf die Quantitit (Mittelwert der Reaktionszeit) im n-back Test

Abh:;g;ie Va Quadre:;;n;;;le vom df I\élilt:ilr:;r F  Signifikanz Par(tzlzilde:a]ita

Oback 34183,68 2 17091,84 0,84 0,434 0,018

1back 63234,59 2 31617,30 0,78 0,462 0,016

Gl 2back 38052,34 2 19026,17 0,52 0,598 0,011
3back 15063,64 2 7531,82 0,07 0,935 0,001

Oback 38511,09 2 19255,54 0,95 0,391 0,020

CCrG.1 1back 92789,94 2 46394,97 1,14 0,324 0,024
2back 67449,98 2 33724,99 0,92 0,404 0,019

3back 171576,67 2 85788,33 0,77 0,467 0,016
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Anhang: Tabelle 3.10 univariate Varianzanalyse des Markers D_1 im DAO-Gen und Interaktion von D_1 und Fall-
/Kontrollgruppe auf die Qualitit (Summe der korrekten Antworten) im n-back Test

Oback 64,57 2 32,28 0,37 0,689 0,008

D1 1back 297,00 2 148,50 0,61 0,547 0,012
- 2back 176,05 2 88,03 0,39 0,678 0,008

3back 11,12 2 5,56 0,68 0,508 0,014

Oback 135,08 2 67,54 0,78 0,460 0,016

CC*D_1 1back 109,77 2 54,89 0,22 0,799 0,005
2back 189,58 2 94,79 0,42 0,658 0,009

3back 0,21 2 0,11 0,01 0,987 0,000

Anhang: Tabelle 3.11 univariate Varianzanalyse des Markers D_1 im DAO-Gen und Interaktion von D_1 und Fall-
/Kontrollgruppe auf die Quantitit (Mittelwert der Reaktionszeit) im n-back Test

AV Quinionmneson g WS sgniian, el B

Oback 17.038,14 2 8.519,07 0,42 0,659 0,009

D1 1back 99.525,37 2 49.762,68 1,23 0,296 0,025
- 2back 32.162,40 2 16.081,20 0,44 0,647 0,009

3back 79.558,48 2 39.779,24 0,36 0,701 0,007

Oback 1.309,57 2 654,78 0,03 0,968 0,001

co'D.1 1back 28.700,42 2 14.350,21 0,36 0,702 0,007
2back 37.163,63 2 18.581,81 0,51 0,605 0,010

3back 1.635,69 2 817,84 0,01 0,993 0,000

Anhang: Tabelle 3.12 univariate Varianzanalyse des Markers D_2 im DAO-Gen und Interaktion von D21 und Fall-
/Kontrollgruppe auf die Qualitit (Summe der korrekten Antworten) im n-back Test

Ve Quinemheon g S St el
Oback 37,67 2 18,84 0,21 0,808 0,004
1back 317,78 2 158,89 0,65 0,526 0,013
D2 2back 112,86 2 56,43 0,25 0,779 0,005
3back 4,81 2 2,40 0,29 0,746 0,006
Oback 19,99 2 9,99 0,11 0,893 0,002
CC*D.2 1back 56,00 2 28,00 0,11 0,892 0,002
2back 274,53 2 137,27 0,61 0,546 0,012
3back 4,09 2 2,05 0,25 0,779 0,005
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Anhang: Tabelle 3.13 univariate Varianzanalyse des Markers D_2 im DAO-Gen und Interaktion von D_2 und Fall-
/Kontrollgruppe auf die Quantitit (Mittelwert der Reaktionszeit) im n-back Test

Oback 3.523,65 2 1.761,82 0,09 0,916 0,002

D2 1back 24.388,16 2 12.194,08 0,30 0,745 0,006
- 2back 80.490,88 2 40.245,44 1,13 0,329 0,023

3back 390.850,72 2 195.425,36 1,82 0,168 0,036

Oback 35.737,54 2 17.868,77 0,89 0,414 0,018

CC*D_2 1back 55.728,36 2 27.864,18 0,67 0,512 0,014
2back 164.851,82 2 82.425,91 2,31 0,105 0,046

3back 193.451,16 2 96.725,58 0,90 0,410 0,018

Anhang: Tabelle 3.14 univariate Varianzanalyse des Markers P_1 im PPP3CC-Gen und Interaktion von P_1 und Fall-
/Kontroll-gruppe auf die Qualitit (Summe der korrekten Antworten) im n-back Test

e Ve Quinimneson g WE L Stian, ™

Oback 164,22 2 82,11 0,98 0,376 0,020

P1 Iback 1.259,82 2 629,91 3,00 0,054 0,058
- 2back 99,74 2 49,87 0,22 0,798 0,005
3back 10,61 2 5,30 0,65 0,520 0,013

Oback 237,07 2 118,53 1,42 0,245 0,029

COP 1 1back 1.362,59 2 681,29 3,24 0,043 0,063
2back 534,53 2 267,26 1,20 0,303 0,024

3back 5,82 2 2,91 0,36 0,698 0,007

Anhang: Tabelle 3.15 univariate Varianzanalyse des Markers P_1 im PPP3CC-Gen und Interaktion von P_1 und Fall-
/Kontroll-gruppe auf die Quantitit (Mittelwert der Reaktionszeit) im n-back Test

e Ve Quiniomneson g WSS 5 stians el
Oback 54.711,36 2 27.355,68 1,39 0,252 0,028

m 1back 58.098,54 2 29.049,27 0,74 0,478 0,015
2back 47.734,82 2 23.867,41 0,65 0,521 0,014

3back 422.271,30 2 211.135,65 2,03 0,137 0,041

Oback 33.276,87 2 16.638,43 0,85 0,431 0,017

ccp1 1back 173.500,30 2 86.750,15 2,22 0,114 0,044
2back 42.259,20 2 21.129,60 0,58 0,561 0,012

3back 529.036,15 2 264.518,07 2,54 0,084 0,050
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Anhang: Tabelle 3.16 univariate Varianzanalyse des Markers P_2 im PPP3CC-Gen und Interaktion von P_2 und Fall-
/Kontroll-gruppe auf die Qualitit (Summe der korrekten Antworten) im n-back Test

b Ve Quiniomnevon G it

Oback 131,36 2 65,68 0,78 0,461 0,016

1back 565,44 2 282,72 1,28 0,282 0,026

P2 2back 19,72 2 9,86 0,04 0,957 0,001
3back 2,04 2 1,02 0,12 0,883 0,003

Oback 192,04 2 96,02 1,14 0,324 0,023

cCp 2 1back 1.398,49 2 699,24 3,17 0,046 0,061
2back 406,56 2 203,28 0,90 0,408 0,018

3back 2,13 2 1,06 0,13 0,878 0,003

Anhang: Tabelle 3.17 univariate Varianzanalyse des Markers P_2 im PPP3CC-Gen und Interaktion von P_2 und Fall-
/Kontroll-gruppe auf die Quantitit (Mittelwert der Reaktionszeit) im n-back Test

e Vas Quinimneson g SR it e

Oback 33.249,85 2 16.624,92 0,83 0,440 0,017

Iback 6.645,50 2 3.322,75 0,09 0,918 0,002

P2 2back 5.898,75 2 2.949,38 0,08 0,922 0,002
3back 99.525,11 2 49.762,56 0,46 0,630 0,010

Oback 829,34 2 414,67 0,02 0,980 0,000

CCP 2 Tback 276.012,70 2 138.006,35 3,57 0,032 0,069
- 2back 85.368,01 2 42.684,01 1,17 0,314 0,024
3back 507.129,55 2 253.564,77 2,37 0,099 0,047

Anhang: Tabelle 3.18 univariate Varianzanalyse des Markers P_3 im PPP3CC-Gen und Interaktion von P_3 und Fall-
/Kontroll-gruppe auf die Qualitit (Summe der korrekten Antworten) im n-back Test

b Ve Qg on S ntiang e

Oback 136,57 2 68,28 0,82 0,443 0,018

1back 565,25 2 282,63 1,42 0,247 0,030

.3 2back 81,90 2 40,95 0,18 0,831 0,004
3back 0,14 2 0,07 0,00 0,991 0,000

Oback 183,87 2 91,93 1,10 0,336 0,024

cCp3 1back 1.275,87 2 637,93 3,20 0,045 0,066
2back 284,41 2 142,20 0,64 0,528 0,014

3back 2,03 2 1,01 0,12 0,885 0,003
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Anhang: Tabelle 3.19 univariate Varianzanalyse des Markers P_3 im PPP3CC-Gen und Interaktion von P_3 und Fall-
/Kontroll-gruppe auf die Quantitit (Mittelwert der Reaktionszeit) im n-back Test

e Quinemheon g WA ¢ it e
Oback 28.631,02 2 14.315,51 0,72 0,489 0,02
3 Iback 12.758,21 2 6.379,10 0,16 0,855 0,00
2back 15.147,14 2 7.573,57 0,20 0,818 0,00
3back 219.102,03 2 109.551,01 0,99 0,376 0,02
Oback 420,80 2 210,40 0,01 0,989 0,00
CC*P3 1back 202.512,47 2 101.256,24 2,49 0,088 0,05
2back 109.492,04 2 54.746,02 1,45 0,240 0,03
3back 213.857,52 2 106.928,76 0,97 0,385 0,02
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