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meiner Familie gewidmet

Es ist besser, ein einziges kleines Licht anzuziunden,
als die Dunkelheit zu verfluchen.
(Konfuzius)
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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine der schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen, deren Atiologie
bis heute noch nicht vollstindig geklart ist. Gesichert ist eine starke genetische Beteiligung von bis
zu 80% (Tandon et al., 2008). Mit Hilfe von Kopplungsanalysen und Assoziationsstudien wurden in
den letzten Jahren zahlreiche Kandidatengene identifiziert.

Eine in den 80er Jahren entstandene Hypothese geht davon aus, dass eine glutamaterge
Unterfunktion ursdchlich fiir die Pathogenese der Schizophrenie ist (Kim et al, 1980). Seither
werden zahlreiche genetische Faktoren untersucht, welche das glutamaterge System beeinflussen
konnen. Eine wichtige Rolle hierbei spielen Glutamatrezeptoren, wie der ionotrope NMDA-
Rezeptor, aber auch metabotrope Glutamatrezeptoren.

Das GRM5-Gen auf Chromosom 11, welches flir den metabotropen Glutamatrezeptor 5 kodiert,
wurde in dieser Arbeit untersucht. Dieses Gen wird mit einer Translokation in Verbindung
gebracht, welche bei einer Familie gefunden wurde, unter deren Mitgliedern sich ungewo6hnlich

viele schizophrene Patienten befanden (Devon et al., 2001).

In dieser Fall-Kontroll-Assoziationstudie wurde die Assoziation zweier Polymorphismen zu
Schizophrenie und dem Endophénotyp Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit untersucht.
Beide Polymorphismen beschreiben nicht-funktionelle Nukleotidaustausche von Cytosin nach
Thymin.

Der erste Polymorphismus rs755530 in Intron 4 des GRM5-Gens wurde im ersten Teil der Studie
an einer Stichprobe von 318 deutschstimmigen Kontrollprobanden und 138 kaukasischen Patienten
untersucht, im zweiten Teil der Studie an 292 Kontrollprobanden und 130 Patienten. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede in der Allel- und Genotypenhéufigkeit, sowie keine Unterschiede
zwischen T-Alleltrdgern und homozygoten C-Alleltrigern, zwischen der Gruppe der
Kontrollprobanden und der Patientengruppe gefunden werden. AuBBerdem konnte keine signifikante
Assoziation des Polymorphismus mit Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit bei den Tests
Zahlen-Verbindungs-Test (ZVT; Oswald und Roth, 1987), Trail Making Test Teil B (TMT B; Army
Individual Test Battery, 1944) und Aufmerksamkeits-Belastungs-Test d2 (Brickenkamp, 1962)
gefunden werden. Allerdings gab es eine Signifikanz bei der Verteilung der Genotypen beim Trail
Making Test Teil A (TMT A, Army Individual Test Battery, 1944).
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Der zweite untersuchte Polymorphismus rs1874946 in Intron 3 des GRM5-Gens wurde im ersten
Teil der Studie an 315 Kontrollprobanden und 136 Patienten und im zweiten Teil der Studie an 290
Kontrollprobanden und 129 Patienten untersucht. Hier konnte bei keinem der Tests eine Signifikanz
festgestellt werden. Auch die Verteilung der Genotypen und Allele zwischen den verschiedenen

Gruppen zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Momentan vorliegende Forschungsergebnisse gehen ebenfalls von keiner direkten Auslosung
schizophrener Symptomatik durch GRMS5-Rezeptoren aus. Allerdings zeigen Tiermodelle, dass eine
gehemmte GRMS5-Expression die Effekte von NMDA-Rezeptor-Antagonisten auf kognitive und
Psychose-dhnliche Symptome verstarkt (Pietraszek et al., 2007). Sogenannte Positive Allosterische
Modulatoren (PAMs) werden deshalb im Moment fiir GRMS5-Rezeptoren untersucht. Diese PAMs
sollen in der Lage sein, die NMDA-Rezeptor-Antwort auf Glutamat zu erhéhen und somit auf
Positiv- und Negativsymptomatik, sowie kognitive Defizite zu wirken (Conn et al., 2009). Bisher
wurden jedoch nur Studien mit Tiermodellen durchgefiihrt.

Die signifikante Assoziation des Polymorphismus rs755530 mit einem Test, welcher zur
Uberpriifung von Aufmerksamkeit und Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit konstruiert
wurde, zeigt einen moglichen Zusammenhang von GRMS5-Rezeptoren mit diesen Parametern.
Konkrete Studien hierzu fehlen, allerdings konnten Studien mit GRMS5-Knockout-Miusen
Verinderungen der synaptischen Ubertragung hippocampaler Neurone zeigen, welche
moglicherweise mit Defiziten beim rdumlichen Lernen und Gedéchtnis assoziiert sind (Lu et al.,
1997). Wiinschenswert wéren zukiinftige Studien, welche sich mit dem Zusammenhang des GRMS5-
Gens und Parametern, wie Aufmerksamkeit und Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit

befassen.
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2 Einleitung

2.1. Schizophrenie

2.1.1. Definition

Die Bedeutung des Wortes Schizophrenie kann aus dem altgriechischem schizein ,,abspalten* und
phrén ,,Zwerchfell, Seele” abgeleitet werden, darf jedoch nicht mit einer Personlichkeitsspaltung
verwechselt werden.

Die Schizophrenie gehort zur Gruppe der endogenen, also nicht organisch begriindbaren, Psychosen
(Moller et al., 2005). Gekennzeichnet durch ein sehr heterogenes Erscheinungsbild, ist sie eine der
hiufigsten Diagnosen im stationdren Bereich der Psychiatrie. Die Entstehung der Erkrankung ist
multifaktoriell, wobei trotz langjéhriger intensiver Forschung die Ursachen schwer einzugrenzen
sind.

Typische Erscheinungsbilder der Schizophrenie sind Wahn, Halluzinationen, formale
Denkstorungen, Ich-Stérungen, Affektstorungen und psychomotorische Storungen. Nachweisbare

korperliche Ursachen fehlen.

2.1.2. Klassifikation und Verlauf

Die verschiedenen Erscheinungsbilder der Schizophrenie sind schon seit langem bekannt, wurden
jedoch erstmals 1896 von dem deutschen Psychiater Emil Kraepelin unter dem Begriff ,, Dementia
preacox‘ zusammengefasst (Kraepelin, 1896). Im Vordergrund stand hierbei die Beschreibung des
ungiinstigen Verlaufs der Erkrankung, basierend auf einer Fallbeschreibung des franzdsischen
Psychiaters Benedict Augustin Morel 1860.

Der schweizer Psychiater Eugen Bleuler bezog sich stirker auf das psychopathologische
Querschnittsbild der Erkrankung (Moller et al., 2005). Er wollte vor allem die Spaltung zwischen
Gedanken und Gefiihlen, den Zerfall der Denkprozesse und den Riickzug von der Realitit
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beschreiben (Comer, 2001) und stellte folglich 1911 den Begriff ,,Schizophrenie* vor.

Kurt Schneider unterschied 1938 zwischen Symptomen ersten Ranges, welche flir die Diagnose
einer Schizophrenie erforderlich sind (Gedankenlautwerden, interpretierende Stimmen,
Gedankenentzug, Wahnwahrnehmung etc.) und Symptomen zweiten Ranges, welche alle anderen
Erscheinungen umfassen, die bei einer Schizophrenie vorkommen konnen (andere
Sinnenstduschungen, Wahneinfille etc.) (Schneider, 1967).

Ein wichtiger Schritt hin zu einer reliablen Schizophreniediagnostik war die von Wing et al. 1974
entwickelte Present State Examination (PSE) zusammen mit dem EDV- gestiitzten CATEGO-
Algorithmus, welche sich bei der Diagnosefindung vor allem auf die Symptome ersten Ranges
stiitzen (Wing et al., 1974; Berger, 2009).

Das Konzept der Schizophrenie in den modernen Klassifikationssystemen ICD-10 und DSM-IV
basiert auf den oben genannten Wurzeln. Die International Classification of Diseases, Tenth
Edition (ICD-10) der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wird vor allem im praktischen Bereich
eingesetzt. Das Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV (DSM-1V) der American
Psychiatric Association (APA) wird vermehrt in der Forschung eingesetzt, da es striktere und

prazisere diagnostische Kriterien voraussetzt.

Das DSM-IV verlangt, dass Symptome fiir mindestens sechs Monate vorhanden sein miissen.

Davon fiir mindestens einen Monat zwei der folgenden fiinf Kriterien (aktive Phase):

Kriterium Al: Wahnideen

Kriterium A2: Halluzinationen

Kriterium A3: Desorganisierte Sprache

Kriterium A4: Grob desorganisiertes oder katatones Verhalten

Kriterium A5: Negative Symptome (Willensschwdche, flacher Affekt, Alogie, Anhedonie)

Die iibrige Zeit kann entweder aus einer Prodromalphase oder einer Residualphase bestehen.
Wiéhrend dieser Phasen kann es zu sozialem Riickzug, beeintrdchtigtem Leistungsvermogen,
flachem oder unangemessenem Affekt, vager und umsténdlicher Sprache, Beeintrdchtigung der

Hygiene etc. kommen.

Die erste Phase der Schizophrenie wird als prdmorbide Phase bezeichnet und zeichnet sich héufig

durch Verzogerung motorischer Fahigkeiten im Kindesalter, Aufmerksamkeitsdefizite, schlechte
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akademische Leistungen, soziale Isolation und emotionale Distanz aus (Schenkel et al., 2004). Bis
zu fiinf Jahre vor der ersten Psychose kann die Prodromalphase beginnen, welche sich durch
unterschwellige psychotische Symptome, sowie Negativsymptomatik, kognitive Defizite,
absinkendes Leistungsniveau und andere Verhaltensinderungen auszeichnet (Tandon et al., 2009).
Erst dann beginnt in der Regel die eigentliche akute Phase in der die schizophrenen Symptome in
den Vordergrund treten. Die sich haufig anschlieBende Residualphase ist wieder durch
Negativsymptomatik gekennzeichnet, wobei hier unbedingt auf schwere suizidale Krisen zu achten
ist. Die Prognose ist besser bei akutem und spitem Krankheitsbeginn, guter prdmorbider und
kognitiver Funktion, Nichtvorhandensein von Abhéngigkeiten und weiblichem Geschlecht (Tandon
et al., 2009).

Tabelle 1: Subtypen in der Schizophrenie nach DSM-1V

Positivsymptome priagend

Subtypen der Charakteristika Hauptsachliche Symptome
Schizophrenie
Paranoider Typ Haufigster Typ; Wahn; Halluzinationen (v.a. akustisch)

Desorganisierter Typ

(Hebephrener Typ)

Im Jugendalter auftretend;
wird oft spit erkannt;

Negativsymptome pragend

Affektive Storungen (1appische
Grundstimmung, leere Heiterkeit,
Gleichgiiltigkeit); formale Denkstérungen;

soziale Isolation

Katatoner Typ

Besonders risikoreich
(Gefahr einer pernizidosen
Katatonie mit Stupor und
Hyperthermie);

selten

Psychomotorische Stérungen, die zwischen
extremer Hyperkinese und Stupor
schwanken konnen; Befehlsautomatismen,;
Negativismen; stereotype Haltungen;

Wahn; Halluzinationen

Undifferenzierter Typ

Keine Subtypisierung moglich

Residualer Typ

Hiufig im weiteren Verlauf

schizophrener Psychosen

Personlichkeitsverdnderung;
Antriebsmangel; Affektarmut; sozialer
Riickzug; verminderte Mimik und Gestik;
Sprachverarmung; verminderte

Korperpflege
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Generell wird zwischen einer Typ-I-Symptomatik, die sich durch positive Symptome und
plotzlichen, intensiven Krankheitsverlauf auszeichnet und einer Typ-II-Symptomatik mit negativen
Symptomen und schleichendem Verlauf unterschieden.

Das Auftreten positiver Symptome ist nicht zwingend erforderlich. Nur etwa 80% der
Schizophrenen entwickeln Wahnsymptome (Méller et al., 2005).

Um zur Diagnose Schizophrenie zu gelangen miissen ferner eine schizoaffektive Stérung, eine
affektive Stérung mit psychotischen Symptomen, eine organisch bedingte Psychose,
Personlichkeitsstorungen, wie zum Beispiel eine Borderline-Erkrankung und eine autistische
Storung ausgeschlossen werden.

Schon Kraepelin hatte drei Subtypen schizophrener Erkrankungen differenziert: den paranoiden,
den hebephrenen (desorganisierten) und den katatonen Typ (Kraepelin, 1896). Das DSM-IV
unterscheidet heute fiinf verschiedene Subtypen (vgl. Tab. 1).

2.1.3. Epidemiologie

Die meisten Experten vermuten, dass es die Erkrankung Schizophrenie schon sehr lange gibt.
Uneinigkeit besteht jedoch dariiber, ob die Inzidenzrate im An- oder Absteigen ist (Tandon et al.,
2008).

Eine Metaanalyse, die 55 Studien aus 33 Lindern zwischen 1965 und 2001 betrachtete, errechnete
eine Inzidenzrate von 15,2 pro 100 000 pro Jahr (McGrath et al., 2004). Die Prdvalenz betragt
ungefdhr 4,56 pro 1000, das Risiko im Laufe des Lebens an Schizophrenie zu erkranken (Life time
risk) 0,7% (Tandon et al, 2008). Die Pridvalenzzahlen unterscheiden sich in den verschiedenen
Ethnien und Kulturen kaum (Tsuang et al., 1995).

Eine Metaanalyse liber Studien der letzten zwei Jahrzehnte zeigte, dass Méanner ein 1,42-fach
hoheres Lebenszeitrisiko haben, an Schizophrenie zu erkranken als Frauen (Aleman et al., 2003).
Das Prédilektionsalter liegt zwischen dem 22. und 32. Lebensjahr, wobei das Erkrankunsalter der

Mainner etwa 3-4 Jahre vor dem der Frauen liegt (Héfner et al., 1999).

Eine tiberproportionale Hiufigkeit besteht in niedrigen sozialen Schichten. Dies wurde meist durch
die so genannte Drift-Hypothese erklart, welche besagt, dass Schizophrene im Verlauf ihrer

Erkrankung sozial absteigen und in groBeren Stidten die relative Anonymitdt und giinstigeren
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Wohnmoglichkeiten wahrnehmen (Dohrenwend et al., 1992). Es konnte jedoch auch eine
Assoziation zwischen erhohter Inzidenzrate und stddtischer Geburt beziehungsweise Kindheit
nachgewiesen werden (Mortensen et al., 1999; Tandon et al., 2008). Als Erklarungsansitze hierfiir
werden schlechtere prid- und perinatale Gesundheit, Armut, Migration und ein Vitamin C- Defizit

angenommen (Tandon et al., 2008).

Migration in der ersten und zweiten Generation wird schon lange als Risikofaktor fiir Schizophrenie
gehandelt (Selten, 2007). Ein besonders hohes Risiko besteht fiir Migranten aus Léndern, in denen
die Mehrzahl der Bevolkerung afrikanischen Ursprungs ist. Als beitragende Faktoren hierfiir
werden unter anderem Rassendiskriminierung, hoéhere Arbeitslosigkeit und eine schlechtere

Wohnsituation angesehen.

Nur 15% der Betroffenen sind in der Lage eine langerfristigen Arbeitsstelle zu behalten und nur ca.
30% leben fiir einen ldngeren Zeitraum in einer festen Partnerschaft (Falkai et al., 2006). Ungeféhr
ein Drittel aller schizophrenen Patienten unternimmt mindestens einen Selbstmordversuch und 5%

suizidieren sich (Tandon et al, 2009).

2.1.4. Atiologie

Die Atiologie der Schizophrenie ist weitgehend ungeklirt. Es existiert ein so genannter
polyétiologischer Ansatz, wobei zwischen Ursache und Auslosung der Erkrankung unterschieden
werden muss (Frank, 2007). Als urséchlich fiir die Erkrankung werden genetische, zerebrale und
psychosoziale Faktoren angesehen, welche zu einer erhohten Vulnerabilitit fiihren. Treten dann
bestimmte Stressoren, wie einschneidende Lebensereignisse, psychische Belastung oder

Drogenkonsum auf, kommt es zur Schizophrenie (vgl. Abb. 1).
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Abbildung 1: Multifaktorielle Pathogenese der Schizophrenie (verdndert nach Moller et al., 2005)

2.1.4.1. Genetische Faktoren

Seit langem wird aufgrund von Zwillings-, Adoptions- und Familienuntersuchungen von einer
genetischen Veranlagung fiir Schizophrenie ausgegangen. Adoptionsstudien spielen eine wichtige
Rolle, da durch Adoptionen Umwelteinfliisse und genetische Einfliisse getrennt betrachtet werden
konnen. Es konnte gezeigt werden, dass zum einen Kinder schizophrener Eltern, die in eine gesunde
Familie adoptiert wurden, ihr Erkrankungsrisiko beibehielten. Zum anderen wurde gezeigt, dass
Kinder gesunder biologischer Eltern, deren Adoptiveltern schizophren waren, kein erhdhtes
Erkrankungsrisiko hatten (Kendler et al., 1994).

Das Risiko an Schizophrenie zu erkranken steigt exponentiell mit der genetischen Verwandtschaft

zu einer von der Krankheit betroffenen Person (Giegling et al., 2008). Es betrdgt fiir Angehorige
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ersten Grades oder zweieiige Zwillinge 9-18%, fiir Verwandte zweiten Grades 3-6%, fiir eineiige
Zwillinge 50-70% und falls beide Elternteile erkrankt sind 40-60% (Tandon et al., 2008).
Genetische Faktoren miissen immer im Zusammenhang mit Umweltfaktoren betrachtet werden, da
keiner der beiden Risikofaktoren alleine agiert. Gene sind allein oder durch Interaktionen mit
Umweltfaktoren fiir ca. 80% der Anfilligkeit fiir Schizophrenie verantwortlich (Tandon et al.,
2008).

An der genetischen Basis der Schizophrenie sind sehr wahrscheinlich mehrere Gene beteiligt, wobei
die genauen Grundlagen und Mechanismen der Vererbung noch immer nicht bekannt sind. Es liegt
also kein monogener (Mendelscher) Erbgang vor (Bailer et al., 2002). Vermutlich besteht zudem
eine genetische Heterogenitit; verschiedene Mutationen an unterschiedlichen Genloci rufen
denselben Phénotyp, in diesem Fall die Schizophrenie, hervor (Shi et al., 2008). Die assoziierten

Risikovarianten finden sich iiberwiegend in nicht kodierenden Bereichen (Falkai et al., 2006).

In der Molekulargenetik gibt es zwei Ansdtze um mogliche Gene, die im Zusammenhang mit
Schizophrenie stehen, zu identifizieren. Bei Kopplungsanalysen werden Stammb&dume von Familien
mit geeigneten Krankheitsphdnotypen nach gemeinsamer Vererbung eines genetischen Markers
(Polymorphismus), dessen chromosomale Lokalisation bekannt ist, durchsucht. Da die
Schizophrenie eine komplexe genetische Storung ist, kommen hierbei vor allem erkrankte
Geschwisterpaare in Frage. Bei diesen sogenannten Kernfamilien wird von einer hoheren
Homogenitit der genetischen Ursachen ausgegangen als bei Grof3familien (Bailer et al., 2002).

Bei Assoziationsanalysen wird das iiberzufallig hdufige Vorkommen eines Risikofaktors in einem
Patientenkollektiv betrachtet und iiberpriift, ob fiir diesen ein signifikanter Unterschied zwischen

Fall- und Kontrollgruppe besteht (Porteous, 2008).

Inzwischen gibt es viele Assoziationsstudien zu moglichen Suszeptibilitdtsgenen der Schizophrenie.
Signifikante Assoziationen konnten zum Beispiel mit den Genen APOE, COMT, DAO, DRDI,
DRD2, DRD4, DTNBP1, GABRB2, GRIN2B, HP, IL1B gefunden werden (Allen et al., 2008). Als
eines der wichtigsten Kandidatengene wird zur Zeit das Zinc Finger Protein 8044 Gen (ZNF 804A)
angesehen (O'Donovan et al., 2008; Van Winkel et al., 2010). Dieses Gen wird vor allem im sich
entwickelnden Hippocampus und heranreifenden Kortex, sowie dem adultem Cerebellum
exprimiert (Johnson et al., 2009) und wird mit herabgesetzten kognitiven Fahigkeiten in
Verbindung gebracht (Walters et al., 2010).
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Eine grof} angelegte europiische Assoziationsstudie, untersuchte 314 868 SNPs und verglich diese
mit Ergebnissen des [International Schizophrenia Consortium und der Molecular Genetics of
Schizophrenia study. Es konnten signifikante Assoziationen verschiedener Marker mit
Schizophrenie gefunden werden. Einige Marker befanden sich in dem MHC-Komplex (major
histocompatibility complex) auf dem Chromosomenabschnitt 6p21.3-22.1. Der MHC-Komplex wird
schon seit langem, im Besonderen wegen der immunologischen Komponente der
Schizophrenieentstehung, mit einem erhdhten Schizophrenierisiko in Verbindung gebracht. Ein
weiterer Marker war in Nihe des Neurogranin-Gens (NRGN) auf Chromosom 11q24.2 lokalisiert,
ein anderer im Intron des Transkriptionsfaktors 4 (TCF4) auf Chromosom 18q21.2. NRGN und
TCF4 sind an Signalwegen beteiligt, welche fiir die Entwicklung des Gehirns, das Gedédchtnis und
die Kognition von Bedeutung sind (Stefansson et al., 2009).

Nach aktueller Sicht der Dinge, gibt es also keinen Hauptgenort, sondern viele verschiedene
Kandidatengene, von denen keines unbedingt notwendig oder alleinig verantwortlich fiir die

Entstehung der Schizophrenie ist (Tandon et al., 2008).

2.1.4.2. Neurobiologische Faktoren

Schon Kraepelin vermutete eine neurobiologische Basis fiir die Schizophrenie, aber die genauen
Zusammenhdnge sind noch immer unklar.

Metaanalysen verschiedener MRT-Studien (Magnetresonanztomographie-Studien) zeigen, dass das
Volumen der grauen und weillen Masse des Gehirns vermindert ist (Steen et al., 2005). Quantitative
Hirnsubstanzdefizite finden sich vor allem im Bereich der Frontallappen, der medialen
Temporallappen und im Bereich hippocampaler Strukturen (Wright et al., 2000).

In post-mortem Studien findet sich eine Reduktion hemmender Interneurone, sowie eine 30%-ige
Reduktion von Oligodendroglia besonders frontotemporal, was darauf schlieBen ldsst, dass der
neuronale Verschaltungsapparat zwischen den Nervenzellen betroffen ist (Falkai et al., 2006).

In einer Vielzahl von Studien konnte eine Erweiterung der Seitenventrikel, des 3. Ventrikels und
der &dulleren Liquorrdume festgestellt werden (Modller et al., 2005). Volumetrische Norm-
abweichungen sind auch bei Angehdrigen ersten Grades nachweisbar, die lebenslang gesund waren.

Es kann also geschlossen werden, dass neurobiologische Korrelate der Schizophrenie keine
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hinreichende Voraussetzung fiir das Auftreten einer Psychose sind (Falkai et al., 2006).

Mittels funktioneller Bildgebung (PET- und SPECT-Technik) konnte eine verminderte
Durchblutung beziehungsweise ein Hypometabolismus im Bereich des dorsolateralen priafrontalen
Kortex (DLPFC) nachgewiesen werden, die so genannte Hypofrontalitit (Moller et al., 2005). Eine
Metaanalyse, die 12 funktionelle MRI Studien verglich, die den n-Back-Test verwendeten, fand
auBler der erwdhnten Hypofrontalitit eine erhdhte Aktivitdt des Gyrus cinguli, Pars anterior und des
linken Polus frontalis (Glahn et al., 2005).

Schizophrene Patienten zeigen hdufig eine Verdnderung psychophysiologischer Reaktionsmuster.
Unter Prepulse Inhibition (PPI) versteht man ein Phdnomen, bei dem ein schwacher Reiz die
Amplitude eines folgenden Reizes vermindert. Bei Patienten mit Schizophrenie ist dieses Phinomen
verringert (Braff et al., 2001).

Eine Abnormalitit zeigte sich zum Beispiel bei den P50-Amplituden. Wenn zwei auditorische
Reize mit kurzem Abstand aufeinander folgen, 16sen beide etwa 50ms nach dem Reiz eine positive
Komponente im ereigniskorrelierten Potenzial (EKP) aus, wobei die zweite signifikant verringert
ist. Diese P50-Suppression weist bei Schizophrenen robuste Defizite (Effektgrofle: 1,28) auf (de
Wilde et al., 2007). Auch die P300-Amplitude sowie Latenz ist, im Besonderen nach auditiven
Reizen, bei Schizophrenen vermindert (Jeon et al, 2003). Am deutlichsten war dies beim
Paranoiden Subtyp zu erkennen.

Eine Metaanalyse (Chouinard et al., 2004) zeigte, dass bei Schizophrenen, welche noch nie mit
Neuroleptika behandelt worden waren, die Aufwachzeit verldngert war und die Schlafphase 2
reduziert war. Alle anderen Verdnderungen des Schlafes waren auf vorherige Einnahme von
Neuroleptika zuriickzufiihren.

Auch bei Sakkaden und Antisakkaden, das heiBit schnellen Augefolgebewegungen, gibt es
Unterschiede zu gesunden Kontrollprobanden (Hong et al., 2005; Levy et al., 2004).

2.1.4.3. Psychosoziale Faktoren

Verschiedene préi-/peri-/und postnatale Umweltfaktoren wurden als Risikofaktoren fiir die

Entwicklung einer Schizophrenie untersucht.
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Die Beobachtung, dass iiberdurchschnittlich viele Patienten mit Schizophrenie in den spiten
Winter- und frilhen Friihlingsmonaten geboren wurden, fiihrte zu der Uberlegung, ob
moglicherweise eine Virusinfektion der Mutter mit einer Entwicklungsstorung neuronaler
Strukturen des fetalen Gehirns zusammenhédngt (Mortensen et al., 1999; Torrey et al., 1997).
Tatsdchlich konnten Assoziationen zwischen einer maternalen Influenzainfektion wéhrend des 2.
Trimesters (Izumoto et al., 1999), sowie einer maternalen Rételninfektion (Brown et al., 2001) mit
Schizophrenie nachgewiesen werden. Auch Néhrstoffmangel der Mutter wihrend des ersten und
zweiten Trimesters der Schwangerschaft wurden in Zusammenhang mit einem erhohten
Schizophrenierisiko gebracht (Meyer et al., 2005).

Des Weiteren wurden schwere Ereignisse im Leben der Mutter wihrend des ersten Trimesters, wie
zum Beispiel der Tod oder die Krebsdiagnose eines engen Verwandten, mit einem erhdhten Risiko
assoziiert, wihrend diese Ereignisse in spéteren Trimestern keine Risikoerhohung zeigten (Khashan
et al., 2008).

Auch eine Hypoxie wihrend der Geburt, ein Gestationsalter unter 37 Wochen, eine Praeklampsie
oder Sepsis der Mutter wihrend der Schwangerschaft, eine Brutkastenbehandlung oder eine
Reanimation des Babys erhohen das Risiko, eine Schizophrenie zu entwickeln signifikant (Geddes
et al., 1999; Byrne et al., 2007).

In der sogenannten Life-event-Forschung wird beschrieben, dass lebensverandernde Ereignisse eine
schizophrene Psychose auslosen konnen. Problematisch ist bei dieser Forschung jedoch, dass
solche Ereignisse immer nur retrospektiv betrachtet werden koénnen (Docherty, 2009). Auch
Drogenkonsum wihrend der Jugend, insbesondere Cannabiskonsum, wurde vielfach mit der
Entwicklung einer Schizophrenie in Verbindung gebracht (Semple et al., 2005).

Schizophrene Patienten, die in sogenannten ,, High-expressed-emotions “-Familien leben, haben eine
erhohte Rezidivneigung (Bebbington et al., 1994; King et al, 1999). Diese Familien sind entweder

durch eine erhohte kritische Emotionalitét oder iiberprotektives Verhalten gekennzeichnet.
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2.2. Endophénotypen in der Schizophrenie

"Wiihrend klassische Phdnotypen durch Verhaltensmerkmale oder Krankheitsdiagnosen definiert
werden, reprisentieren Endophdnotypen zugrunde liegende Hirnfunktionen bzw. ihre

krankheitsbedingten Verdnderungen. *“ (Zobel und Maier, 2004)

Endophidnotypen, auch intermedidre Phidnotypen genannt, sind Komponenten auf dem Weg
zwischen Genotyp und Phénotyp (vgl. Abb. 2). Sie bilden eine Briicke zwischen den mit der
Erkrankung assoziierten Genen und dem in Erscheinung tretenden Krankheitsbild.

Da Endophénotypen ein einfacheres Vererbungsmuster haben und von einer kleineren Zahl von
Genen kodiert werden als komplexe Phénotypen, wird davon ausgegangen, dass sie einen néheren

Bezug zum Genotyp aufweisen (Zobel et al., 2004; Allen et al., 2009).

G
ene Endophinotypen Klinischer Phanotyp

Ungiinstige
Umweltfaktoren

N
I:I / \ Krankheit

[
[
I
[
[

B P | Keine Dysfunktionen

]

/
/

—> Protektive Unterschwelli ge

Umweltfaktoren
/ Syndrome

Abbildung 2: Endophdnotypenmodel (verdndert nach Zobel und Maier, 2004)
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Die Schizophrenie ist eine sehr komplexe Krankheit, deren genetische Grundlage noch immer
weitgehend unbekannt ist. Verschiedene risikosteigernde Allele bzw. Gene kombinieren ihre
Effekte, so dass jeder Betroffene wahrscheinlich mehrere risikosteigernde Genvarianten aufweist,
wobei die individuelle Kombination hochstwahrscheinlich stark variiert. Das bedeutet, dass zwei
Erkrankte bestenfalls eine teilweise Ubereinstimmung in ihren individuellen Risikogenvarianten
aufweisen. Auflerdem werden diese Risikovarianten von unterschiedlichsten Umweltfaktoren
beeinflusst, wodurch die Krankheitsentstehung und -auspriagung vollig unterschiedlich sein kann.
Trotz intensiver Forschung, ergab sich nur eine inkonsistente Ergebnislage bei der Suche nach
Kandidatengenen (Tandon et al, 2008; Sanders et al., 2008). Assoziations- und Kopplungs-
untersuchungen erbrachten durchweg inkonsistente Befunde und auch die {iberzufillig haufig
replizierten Kandidatenregionen sind meist unscharf und schwach ausgeprigt (Zobel et al., 2004).

Genvariationen wirken sich in der Regel zuerst auf die Proteinexpression und damit auf die Enzym-
und Gewebearchitektur aus und tragen nur indirekt zu Krankheiten bei. Daher werden zunehmend
Gene untersucht, die im Zusammenhang mit neuroanatomischen bzw. neurophysiologischen
Merkmalen stehen, welche im Rahmen einer Krankheit verdandert sind. Bei schizophrenen Patienten
treten zahlreiche neurophysiologische Verdnderungen auf, welche fiir die Suche nach

endophénotypischen Markern geeignet sind (Wagner, 2004).

Ein weiterer Vorteil der Endophénotypen ist, dass sie nicht nur zusammen mit dem Krankheitsbild
vorkommen, sondern auch bei Angehorigen, bei denen die Krankheit nicht zum Ausbruch
gekommen ist, in intermedidrer Form zu erwarten sind.

Eine Metaanalyse aller Artikel, die in Pubmed {iber Endophdnotypen in der Schizophrenie
verdffentlicht wurden und in denen schizophrene Patienten mit ihren Verwandten und/oder
gesunden Kontrollprobanden verglichen wurden, =zeigte fiir die zusammengefassten
Endophidnotypen durchschnittliche abnorme Werte (>2SD vom Durchschnitt) von 39,4% fiir
schizophrene Patienten, 28,1% fiir Verwandte ersten Grades und 10,2% fiir Kontrollprobanden
(Allen et al, 2009). Es konnen also auch bei Angehorigen schizophrener Patienten kognitive

Beeintrachtigungen festgestellt werden (Sitskoorn et al., 2004; Tandon et al., 2009).

In einer weiteren Metaanalyse liber 37 Studien zeigten Angehdrige ersten Grades im Vergleich zu
Kontrollprobanden Defizite in bestimmten neuropsychologischen Leistungen, wobei die mittlere
Effektstiarke (0,28-0,54) ungefdhr halb so grol war, wie bei den schizophrenen Patienten. Die

groBBten Normabweichungen waren beim verbalen Geddchtnis und exekutiven Aufgaben zu
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erkennen (Sitskoorn et al., 2004). Allerdings miissen Endophénotypen nicht bei allen Erkrankten
beobachtbar sein und sie konnen auch zusédtzlich mit anderen Erkrankungen assoziiert sein (Zobel et

al., 2004).

Nachdem das Konzept 'Endophénotyp' erstmals 1972 von Gottesman und Shields diskutiert worden

war, wurden erst 2003 von Gottesman et al.,, die Voraussetzungen fiir einen Endophénotyp

festgelegt:

1. Der Endophdnotyp ist mit der Krankheit assoziiert.

2. Der Endophdinotyp wird vererbt.

3. Der Endophdnotyp ist weitgehend unabhdngig vom Krankheitsstadium.

4. Der Endophdinotyp und die Erkrankung werden in Familien gemeinsam weitergegeben.

5. Der bei Erkrankten gefundene Endophdnotyp tritt bei nicht erkrankten Familien-

angehorigen hdufiger auf als in der Allgemeinbevélkerung.

Beispiele fiir erfolgreiche Endophédnotypen sind unter anderem das Long-QT-Syndrom und die
Hamochromatose (Gottesman et al., 2003; Zobel et al., 2004). Das Long-QT-Syndrom ist eine
Herzrhythmusstorung, welche zu Synkopen, ventrikuldren Arrhythmien und plétzlichem Herztod
filhren kann. Die QT-Verldngerung im EKG wurde als Endophinotyp festgelegt, wodurch die
genetische Basis fiir die Erkrankung gefunden werden konnte (Zobel et al., 2004). Bei der
Hiamochromatose, einer Eisenspeicherkrankheit, wurde als Endophénotyp die Himochromatose mit
erniedrigtem Eisenserumspiegel verwendet. Hierdurch konnte eine genetische Variante im HLA/A-

Komplex als Suszeptibilitdtsgen identifiziert werden (Zobel et al., 2004).

2.2.1. Kognitive Endophénotypen

Jene Kinder, die spiter an Schizophrenie erkranken, haben im Durchschnitt einen niedrigeren
Intelligenzquotienten und eine geringere Aufmerksamkeitsfahigkeit/ -spanne als solche Kinder, die
nicht daran erkranken (Falkai et al., 2006).

Patienten mit einer Schizophrenie schneiden in zahlreichen neuropsychologischen Testverfahren
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schlechter ab, als gesunde Kontrollprobanden (O’Caroll, 2000; Heinrich und Zakzanis, 1998). Bei
bis zu 75% der schizophrenen Patienten sind kognitive Beeintrdchtigungen feststellbar, wobei diese
hdufig schon vor dem eigentlichen Krankheitsausbruch bestehen und unabhidngig von

Medikamenteneinnahme auftreten (O’Carroll, 2000).

Besonders beeintrachtigt und deshalb als Endophédnotypen geeignet sind: Aufmerksamkeit,
deklaratives Gedéichtnis, exekutive Funktionen und Arbeitsgeddchtnis (Goldman-Rakic, 1994;
Heinrichs und Zakzanis, 1998; Aleman et al., 1999; Snitz und Daum, 2001; Wagner et al., 2004).

Fehlende Krankheitseinsicht, vor allem das Ignorieren negativer Symptome, ist mit einem erhdhtem

Defizit in exekutiven Funktionen assoziiert (Mohamed, Fleming et al., 1999).

Kognitive Beeintrachtigungen haben zwar eine hohe Privalenz unter schizophrenen Patienten,
wegen der zu geringen Spezifitit wurde die Diskussion dariiber, ob sie zu einem separaten
Diagnosekriterium gemacht werden sollen, jedoch abgebrochen (Keefe et al., 2005; Tandon et al.,
2009). Allerdings haben Verdnderungen in kognitiven Bereichen durchschnittlich deutlich hohere
EffektgroBen, als strukturelle Gehirnabnormalitdten, die durch MRI-Untersuchungen gefunden
wurden (Raz und Raz, 1990; Heinrichs und Zakzanis, 1998; Keshavan et al., 2008; Tandon et al.,
2009).

Cannon et al. fanden in ihrer Studie (2000), dass prdmorbide kognitive Dysfunktionen im Alter von
4 bis 7 Jahren, einen guten Vulnerabilititmarker fiir eine spétere Erkrankung darstellen.

Durch das Ausmal} der kognitiven Beeintrdchtigungen konnen Riickschliisse auf die Schwere des
Verlaufs und den Ausgang der Schizophrenie, sowie die weitere Funktionsfahigkeit der Erkrankten
in der Gesellschaft gezogen werden (Bowie et al, 2008; Tandon et al., 2009).

Der Verlauf der kognitiven Funktionseinschrankungen bei der Schizophrenie ist noch nicht
vollstindig geklédrt. Zu Beginn steht die pramorbide Beeintrichtigung der Kognition, welche sich
bei Ausbruch der psychotischen Syndrome meist weiter verschlechtert und wihrend der
Behandlung mit antipsychotischen Medikamenten wieder leicht verbessert (Bilder et al., 2006;
Kremen et al., 2008.; Tandon et al., 2009).

Bowie et al. (2008) untersuchten 222 schizophrene Patienten und fiihrten mit ithnen eine kognitive
Testbatterie durch. Durch eine rotierte Faktorenanalyse wurden vier Faktoren bestimmt und nach
denjenigen Testkonstrukten benannt, die am hdchsten fiir sie luden. In Tabelle 2 sind nur die hier

relevanten Faktoren Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit und Aufmerksamkeit/ Arbeits-
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gedichtnis aufgelistet. Die Entwicklung und Verdnderung sozialer Féhigkeiten bei Schizophrenie
konnen laut Bowie et al. durch Testergebnisse im Bereich Informationsverarbeitungs-
geschwindigkeit und Aufmerksamkeit/ Arbeitsgedédchtnis vorhergesagt werden. Hierbei korrelieren
Aufmerksamkeit/ Arbeitsgeddchtnis mit Arbeitskompetenz, wohingegen Informationsver-
arbeitungsgeschwindigkeit mit Gemeinschaftsaktivititen, Arbeits- und Sozialkompetenz korreliert
(Bowie et al., 2008).

Tabelle 2: Rotierte Faktorenmatrix fiir eine Hauptachsenanalyse neuropsychologischer Variablen

(Bowie et al., 2008)

Tests Aufmerksamkeit/ Arbeitsgedichtnis | Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit
DSD Distraction 750 .305
DSD Nondistraction .819 305
Digit Span Forward 733 .104
Digit Span Backward 723 .051
Letter Number Sequencing .505 324
RAVLT Total Learning .307 .306
RAVLT Long Delay Recall 181 216
RAVLT Recognition Correct —.046 .077
Trail Making Test Part A .091 .600
Digit Symbol 269 153
Semantic Fluency .169 .621
Phonological Fluency 409 .560
WCST Total Errors .050 .067
Trail Making Test Part B 235 487
Constructional Praxis 273 .308
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2.2.1.1. Aufmerksamkeit

Die Verdnderung einer grundlegenden neurokognitiven Funktion, der Aufmerksamkeit, ist keine
neue Beobachtung bei Schizophrenie (Rodnick und Shakow, 1940; Mohamed et al., 1999; Snitz
und Daum, 2001). Einige Autoren bezeichnen die Aufmerksamkeit sogar als grundlegendes
kognitives Defizit bei Personen, die an Schizophrenie leiden (Fioravanti et al., 2005). Aspekte der
Aufmerksamkeit sind Daueraufmerksamkeit (Vigilanz), Orientierung auf neue Reize, selektive
Filterung relevanter gegeniiber irrelevanter Informationen und gezielte Aufmerksamkeits-
verlagerung von einer Signalquelle auf eine andere.

Spezifische neuroanatomische bzw. neurofunktionelle Korrelate zu Aufmerksamkeitsdefiziten sind
nur unzureichend belegt (Snitz und Daum, 2001). Es wird jedoch von Veridnderungen im
dorsolateralen préfrontalen Kortex (DLPFC) ausgegangen (Seidman et al. 1994; Bonilha et al.,
2007).

Auch bei anderen psychischen Erkrankungen ist die Aufmerksamkeit verdndert. So fanden sich zum
Beispiel Storungen des Aufmerksamkeitshiftings und der Vigilanz vermehrt bei Depressionen
(Lautenbacher et al., 2004; Moser et al., 20006).

Bei schizophrenen Patienten konnten Defizite in der Aufmerksamkeit in zahlreichen Tests bestatigt
werden. Unter diese Aufmerksamkeitstests fallen der Stroop Test, der Continuous Performance
Test, der Trail Making Test und die Zahlenspanne (Heinrichs und Zakzanis, 1998; Snitz und Daum,
2001; Quifiones et al., 2009).

Die 1998 von Heinrichs und Zakzanis verdffentlichte Metaanalyse zur Neurokognition der
Schizophrenie beriicksichtigte 204 Studien zu verschiedenen kognitiven Funktionen. Der am
hiufigsten durchgefiihrte Test zur Uberpriifung der Aufmerksamkeit war die Zahlenspanne, mit
einer durchschnittlichen EffektgroBe von 0.62. Interessant sind die unterschiedlichen Ergebnisse
von Teil A und B des Trail Making Tests, da sie den Vergleich eines einfachen und eines

komplexeren Tests erlauben (Heinrichs und Zakzanis, 1998; vgl. Tab. 3).
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Tabelle 3: Ergebnisse der Metaanalyse von Heinrich und Zakzanis (1998) zur Neurokognition der
Schizophrenie — Durchschnittliche Effektgrofien (M) fiir Aufmerksamkeitsvariablen

Variable Ng My SDy O/L% 95% CI1

Zahlenspanne |18 0.62 0.51 61.8 0.35-0.96
Continuous 15 1.18 0.49 37.8 0.94-1.50
Performance

Stroop 6 1.22 0.63 41.1 0.23-2.11
Trail Making-| 12 0.95 0.32 48.4 0.73-1.16
A

Trail Making- 15 1.07 0.52 41.1 0.80-1.33
B

na=Anzahl der Effektstirken, M ,=mittlere Effektstirke, SD,=Standardabweichung der Effektstirke,
O/L%=prozentuale Uberschneidung der Testscore-Verteilungen fiir Patienten und Kontrollen, 95%
CI=95% Konfidenzintervall

Auch bei symptomfreien Angehorigen konnten Aufmerksamkeitsdefizite gefunden werden
(Cornblatt und Keilp, 1994; Cornblatt et al., 1999; Saoud et al, 2000; Snitz und Daum, 2001;
Appels et al., 2003). Unterschieden werden Familienangehdrige, die einen weiteren schizophrenen
Erkrankungsfall in der Familie haben, so genannte ,,more likely carrier* (MLC), von solchen, die
familidr unbelastet sind, die ,,less likely carrier (LLC). Manche Defizite, z.B. der Aufmerksamkeit,
konnen nur bei MLC gezeigt werden, andere, wie Lernstorungen, auch bei LLC. Harris et al. (1996)
gehen davon aus, dass Storungen der Aufmerksamkeit die primdre Komponente des
neuropsychologischen Defizits seien und dass sich die sekunddre Lernstorung nur bei
Familienmitgliedern zeigt, die von der Krankheit betroffen sind.

Sitskoorn et al. verdffentlichten 2004 eine Metaanalyse {iber 37 Studien zu kognitiven Defiziten bei
Angehorigen schizophrener Patienten. Es wurden die neuropsychologischen Leistungen
Angehdriger ersten Grades mit denen gesunder Kontrollprobanden verglichen (vgl. Tab. 4). Hierbei
zeigten sich, wie auch bei schizophren Erkrankten, Beeintrachtigungen in verschiedenen kognitiven
Funktionsbereichen. Die mittleren Effektstirken lagen zwischen 0,28 und 0,54, was etwas weniger

als der Hélfte der bei schizophrenen Patienten gefunden Defizite entspricht. Beim Trail Making
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Test Teil A war die mittlere Effektstirke bei den schizophrenen Patienten 2,5-fach hoher als bei den

Angehorigen ersten Grades, beim Trail Making Test Teil B war sie bei den Patienten doppelt so

hoch (vgl. Heinrich und Zakzanis, 1998 und Sitskoorn et al, 2004).

Tabelle 4: Ergebnisse der Metaanalyse von Sitskoorn et al. (2004) zu neurokognitiven Defiziten bei

Angehorigen schizophrener Patienten

Test oder Anzahl Anzahl Anzahl Mittlere 95%
Konstrukt Studien (k) |Kontrollen Angehorige |Effektstirke |Konfidenz-
(n) (n) Md intervall
Verbales 15 397 600 0.54 0.43-0.66
Gedédchtnis
TMT B 12 608 816 0.51 0.36-0.67
TMT A 10 360 483 0.38 0.23-0.53
Zahlenspanne 10 239 391 0.35 0.19-0.50
Verbale Fliissigkeit | 13 373 514 0.35 0.14-0.56
CPT 11 406 545 0.33 0.09-0.57
WMS Visuelle | 8 401 747 0.30 0.10-0.50
Reproduktion
WCST 19 310 550 0.29 0.14-0.43
Stroop 8 798 891 0.28 0.06-0.50

TMT=Trail Making Test, CPT = Continuous Performance Test, WMS=Wechsler Memory Scale,
WCST=Wisconsin Card Sorting Test

Die Therapie von schizophren Erkrankten mit Neuroleptika scheint die Aufmerksamkeit wenig zu

beeinflussen, beziehungsweise sie eher zu verbessern (Rund und Borg, 1999; Chen et al., 2001).
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2.2.1.2. Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit

Eine weitere kognitive Komponente, die hdufig im Zusammenhang mit Schizophrenie betrachtet
wird, ist die Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit. Sie gilt als eine der wichtigsten kognitiven
Defizite bei schizophren Erkrankten (Schatz, 1998; Holthausen et al., 2003). Es wurde die
Hypothese aufgestellt, sie sei eine Kernfunktion der Schizophrenie, welche andere kognitive
Veranderungen der Erkrankung bestimmt (Rodriguez-Sanchez et al., 2007). Neurobiolgisch wurde
eine Verminderung der weillen Substanz bei schizophrenen Patienten mit einer langsameren

Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit assoziiert (Antanova et al., 2005).

Die Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit ist nach Siegfried Lehrl (1990) die Menge an Bits,
die ein Lebewesen pro Zeiteinheit mit seinen Sinnesorganen aufnehmen und in seinem Gehirn
verarbeiten kann. Sie zeigt sich also in der Schnelligkeit, mit der etwas wahrgenommen, mit
Gedédchtnisinhalten verglichen und umgewandelt werden kann.

Die Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit wird héufig bestimmt, indem die Zeit gemessen
wird, mit der Entscheidungen zwischen verschiedenen Alternativen getroffen werden. Von einer 1-
Bit-Entscheidung wird gesprochen, wenn die Entscheidung zwischen zwei Moglichkeiten getroffen
werden muss und von einer 2-Bit-Entscheidung, wenn die Entscheidung zwischen vier

Moglichkeiten getroffen werden muss (Lehrl und Fischer, 1990).

Aufmerksamkeit und Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit sind zwei neurokognitive
Dominen, die groBe Uberlappungsbereiche zeigen. Nuechterlein und Dawson (1984) beschrieben
die Aufmerksamkeit als ein limitiertes, unspezifisches Mittel, welche spezifischen Verarbeitungs-
prozessen untergeordnet werden kann. Dies bedeutet, dass bestimmte Tests, je nach Studie, einmal
als Aufmerksamkeitstest und einmal als Informationsverabeitungstest eingesetzt werden.

In zahlreichen Studien wurde zudem eine Korrelation zwischen verlangsamter Informations-

verarbeitungsgeschwindigkeit und Gedéchtnis beschrieben (Salthouse, 1996).

Die Messung der Reaktionszeit ist eine der wichtigsten Methoden, um die Informationsverarbeitung
des Menschen zu untersuchen. Galton beschrieb die Reaktionszeit 1892 als ein grundlegendes
Messinstrument fiir Intelligenz und zeigte damit erstmals die Moglichkeit, das komplizierte
Konstrukt der Intelligenz auf eine einfache Variable herunterzufahren (Lehrl und Fischer, 1990).

Bei der Messung von Reaktionszeiten wird angenommen, dass aus der Zeit, die fiir die Bearbeitung
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von Aufgaben bendtigt wird, auf die zugrunde liegenden kognitiven Informationsverarbeitungs-
prozesse geschlossen werden kann.

Bei der von Donders 1868 entwickelten Subtraktionsmethode wird die Reaktionszeit zweier
Aufgaben gemessen, die sich nur in einem Verarbeitungsprozess unterscheiden. Besteht eine
Reaktionszeitdifferenz zwischen den beiden Aufgaben, wird angenommen, dass diese Zeitdifferenz

die Dauer des zuséatzlichen Verarbeitungsschrittes widerspiegelt (Gauggel, 2008).

In den meisten Studien wird zwischen sensomotorischer Geschwindigkeit und kognitiver
Verarbeitungsgeschwindigkeit unterschieden, wobei letztere groBere Defizite bei Patienten mit
Schizophrenie aufzeigt (Holthausen et al., 2003; Morrens et al., 2007).

Negativsymptomatik, also die Einschrinkung des normalen Erlebens, wird hiufig mit
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit assoziiert (Bilder et al., 2000; Heidebrand et al., 2004,
Rodriguez-Sanchez, 2008). Auch die Féhigkeit der Patienten, sich im sozialem Leben
zurechtzufinden, steht im Zusammenhang mit der Fahigkeit, Informationen zu verarbeiten (Ojeda et
al., 2008, Bowie et al., 2008). Die Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit wird als bestes
Messinstrument zur Vorhersage der Autonomie chronisch schizophren erkrankter Personen genannt

(Sanchez et al., 2009).

2.3. Glutamathypothese

Die Glutamathypothese geht davon aus, dass eine glutamaterge Unterfunktion ursédchlich fiir die
Pathogenese der Schizophrenie ist.

Sie entstand in den 80er Jahren aus der Beobachtung, dass in der cerebrospinalen Fliissigkeit von
Patienten mit Schizophrenie weniger Glutamat vorhanden war (Kim et al, 1980).

Zahlreiche weitere Studien konnten seither eine fehlerhafte glutamaterge Erregungsiibertragung im
prifrontalen Kortex zeigen, welche wahrscheinlich durch Verdnderungen in Glutamatrezeptoren

verursacht wird (Olney und Farber, 1995; Tsai und Coyle, 2002).

Schon in den 60er Jahren wurde beobachtet, dass das Anisthetikum Phencyclidin (PCP, , angel

dust) schizophreniedhnliche Symptome beim Menschen auslosen kann (Luby et al., 1959).
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Phencyclidin und dessen Derivat Ketamin binden als nonkompetitive Antagonisten an eine Stelle
innerhalb des NMDA-lonenkanals und verhindern somit den Einstrom von Kationen (Lodge et al.,
1982; Javitt und Zukin, 1991; Abi-Saab et al., 1998; Falkai et al., 2006).

Die durch PCP oder Ketamin ausgeloste Positivsymptomatik kann durch Gabe von
antipsychotischen Substanzen wieder aufgehoben werden (Kilts, 2001). Andererseits konnen
Riickfille bei stabilisierten schizophrenen Patienten ausgelost werden, mit einer Symptomatik, die
nicht von der urspriinglichen Erkrankung zu unterscheiden ist (Rosenbaum et al., 1959; Davies und
Beech, 1960; Cohen et al., 1962; Stone et al., 2007). Unter Gabe von PCP und Ketamin kann es
zusétzlich zur Positivsymptomatik auch zum Auftreten von Negativsymptomen kommen (Malhotra
et al., 1997; Lipiska und Weinberger, 2000).

Mittels Hochfeld-MRS wurde herausgefunden, dass der Glutamatspiegel bei Patienten mit
Schizophrenie im linken Gyrus cinguli, pars anterior und im Thalamus signifikant hoher war als bei
Kontrollprobanden (Théberge et al., 2002). Die gleiche Untersuchung zeigte einen Glutamatanstieg
im anterioren Gyrus cinguli nach Ketamingabe bei gesunden Kontrollprobanden (Rowland et al.,
2005).

2.3.1. Tiermodelle

In Tierversuchen konnte die Wirkung von NMDA-Antagonisten, wie PCP, Ketamin und MK 801,
bestdtigt werden.

Wiederholte subkutane Injektionen von NMDA-Antagonisten in Ratten verursachten
neurodegenerative Verdnderungen in deren Kortizes, die sich mit kortikalen Verdnderungen bei
schizophrenen Patienten in Einklang bringen lassen kdnnen (Olney und Farber, 1995; Moghaddam
et al., 1997; Stone et al., 2007). Ratten unter Medikation mit MK-801 zeigten Verdnderungen auf
molekularer, zelluldirer und funktioneller Ebene, sowie eine erhohte Expression der NR2B-
Untereinheit und der Exon 5 beinhaltenden Spleilvariante im Hippocampus (Rujescu et al., 2006).
Nach lidngerfristiger Gabe von NMDA-Antagonisten konnte eine Reduktion des Dopamin-
Turnovers beobachtet werden (Jentsch et al., 1997). ,, Long-term PCP* stellt deshalb ein besonders
geeignetes Modell fiir die schizophrene Dysfunktion des frontalen Kortex dar.
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2.3.2. Post-mortem-Befunde

Post-mortem Untersuchungen von Schizophrenen zeigten eine reduzierte Expression von AMPA-
und Kainatrezeptoren im Hippocampus und eine erhdhte Anzahl von NMDA-Rezeptoren im
Putamen und Kortex (Meador-Woodruff und Healy, 2000; Harrison et al., 2003).

Eine erhohte Expression metabotroper Glutamatrezeptoren, GRM1la und GRM2/3, konnte im
prafrontalen Kortex nachgewiesen werden (Gupta et al., 2005; Ghose et al., 2008).

2.3.3. Kandidatengene in Verbindung mit dem Glutamatsystem

Im Zusammenhang mit der Glutamathypothese wurden verschiedene Gene des glutamatergen
Systems untersucht.

Das Protein DTNBP1 (Dysbindin) ist Bestandteil des Cytoskeletts und wahrscheinlich auch an der
Signaltransduktion von NMDA- und GABA-Rezeptoren beteiligt (Benson et al., 2001). Es spielt
auBlerdem eine Rolle bei kognitiven Prozessen des préfrontalen Kortex (Fallgatter et al., 2010).
Innerhalb des Dysbindin Gens, welches auf dem Chromosom 6p22.3 liegt, konnten mehrere mit
Schizophrenie assoziierte SNPs identifiziert werden (Straub et al., 2002).

Das Neuroregulinl-Gen (NRG-1) liegt auf Chromosom 8p21, codiert fiir mehr als 15 Proteine und
spielt eine wichtige Rolle bei der Expression und Aktivierung von Neurotransmitter-Rezeptoren.
Zahlreiche Studien zeigten eine Assoziation des Gens mit Schizophrenie (Corvin et al., 2004;
Norton et al., 2006; Li et al., 2006).

Das Protein G72 aktiviert das Enzym D-Aminosiure-Oxidase (DAAO), welches D-Serin oxidiert
und somit die Aktivitit des NMDA-Rezeptors herabsetzt. Die Gene G72 und DAAO wurden in
verschiedenen Studien mit Schizophrenie in Verbindung gebracht wurde (Chumakov et al., 2002;
Schumacher et al., 2004).

Auch das GRIN2B Gen, welches fiir eine NMDA-Untereinheit kodiert, wurde in Zusammenhang
mit Schizophrenie gebracht. Qin et al. konnten fiir Haplotypen einer chinesischen Population eine
Assoziation zu Schizophrenie nachweisen (Qin et al., 2005). Eine Metaanalyse von Li und He fasste
signifikante Assoziationen fiir GRIN2B zusammen (Li und He, 2007).

Eine genetische Variation des metabotropen Glutamatrezeptors GRM3 erhoht laut einer Studie von

Egan et al. (2004) das Risiko einer schizophrenen Erkrankung, indem sie Einfluss auf kognitive
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Féhigkeiten sowie die glutamaterge Erregungsiibertragung im préifrontalen Kortex nimmt. Falkai et
al. fassten (2006) zusammen, dass fiir das GRM3-Gen in 8 Studien eine Assoziation bestitigt
werden konnte. Andererseits konnten nicht alle Studien in diesem Zusammenhang eine Assoziation
finden (Tochigi et al., 2006).

RGS4 (Regulator of G protein signaling 4) ist ein Protein, welches die G-Protein-gekoppelte
Erregungsiibertragung reguliert, indem es als GTPase aktivierendes Protein wirkt. Unter anderem
greift es in die Aktivitit von GRMS (metabotroper Glutamatrezeptor 5) ein. In mehreren Studien
wurde es mit Schizophrenie in Verbindung gebracht (Chowdari et al., 2002; Gupta et al., 2005).
Andere Studien konnten diesen Zusammenhang jedoch nicht bestitigen (Stuart Gibbons et al.,
2008).

Dariiber hinaus wurden Gene, welche Glutamat-Transporter (z.B. SLC1A6) kodieren, als mogliche

Risikogene der Schizophrenie beschrieben (Deng et al., 2007).

Die obige Auflistung zeigt die zahlreichen moglichen Kandidatengene auf, welche die
Glutamathypothese untermauern. Insbesondere sind dies Gene, welche fiir die glutamatergen
Rezeptoren NMDA, GRM3 und GRMS5 kodieren oder Gene, welche die Aktivitdt dieser Rezeptoren

herauf- beziechungsweise herabsetzten.

2.4. Glutamatrezeptoren

Die Aminosdure Glutamat, ist der primire exzitatorische Neurotransmitter im zentralen
Nervensystem (Conn und Patel, 1994). Glutamat wird Calcium-abhédngig aus prisynaptischen
Vesikeln abgegeben, diffundiert iiber den synaptischen Spalt, bindet an spezifische
Glutamatrezeptoren und aktiviert das postsynaptische Neuron (Birnbaumer et al., 1994; Clements,
1996; Diamond und Jahr, 1997; Meldrum, 2000).

Basierend auf ihrem Signaliibertragungsweg unterteilt man Glutamatrezeptoren in zwei
Hauptgruppen.
Bei der Gruppe der inotropen Glutamatrezeptoren fiihrt die Bindung von Glutamat und dessen

Agonisten direkt zur Aktivierung rezeptorassoziierter lonenkanile. Sie dienen vor allem der
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schnellen exzitatorischen Erregungsleitung (Spooren et al., 2003). Es werden, je nach spezifischem
Bindungspartner, Rezeptoren vom NMDA- (N-methyl-D-Aspartat), AMPA- (a-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazol propion Sdure) und Kainat-Typ unterschieden (Nakanishi, 1992; Ozawa et al.,
1998). Die Rezeptoren oOffnen jedoch nicht nur Ionenkanile, sondern interagieren auch mit
Proteinen, welche auf die rdumliche und funktionelle Organisation der Postsynapse wirken oder an
der Erregungsiibertragung beteiligt sind. Der AMPA-Rezeptor aktiviert zum Beispiel eine
Tyrosinkinase, welche den MAP- Kinase-Weg (mitogen-activated protein) aktiviert (Hayashi et al.,
1999; Meldrum, 2000).

Astrocyte

Glial signaling

t

Cat' Presynaptic

inhibition

2+ + -
Ca®______ . Neuronal excitability

ca2t Translation
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Transcription /

Protein kinases

Dendritic region

Abbildung 3: Verteilung und Funktion Glutamaterger Rezeptoren (aus Eduardo et al, 2008)

Metabotrope Glutamatrezeptoren sind G-Protein gekoppelt und kommen prasynaptisch,
postsynaptisch und auf Gliazellen vor (vgl. Abb. 3). Die weitere Unterteilung erfolgt in drei
Gruppen: Gruppe I Rezeptoren (mGlul, mGlu5) aktivieren die Phospholipase C, wohingegen
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Gruppe II (mGlu2, mGlu3) und Gruppe III (mGlu4, mGlu6, mGlu7) Rezeptoren die Aktivitit der
Adenylatzyklase hemmen (Nakanishi et al., 1998; Fagni et al., 2000). Die metabotropen
Glutamatrezeptoren wirken vor allem modulierend auf die synaptischen Wirksamkeit und

Freisetzung von Glutamat (Spooren et al., 2003).

Glutamatrezeptoren sind an der Formation neuronaler Netzwerke wéhrend der Entwicklung, an
Neuroplastizitit, sowie Lernen und Gedichtnis beteiligt (Ozawa et al., 1998; Konradi und Heckers,
2003).

Jedoch kann die liberméBig anhaltende Aktivierung von Glutamatrezeptoren, vor allem unter
oxidativem Stress, zum neuronalen Zelltod fithren (Mattson, 2003; Hazell, 2007; Mattson, 2009).

Dieses Phianomen bezeichnet man als Exotoxizitit.

2.5. Metabotroper Glutamatrezeptor 5 (GRMS)

Zur ersten Gruppe metabotroper Glutamatrezeptoren zéhlt der Subtyp 5, auch GRMS oder mGIluRS
abgekiirzt.

2.5.1 Aufbau und Funktion G-gekoppelter Rezeptoren

Alle G-gekoppelten Rezeptoren bestehen aus sieben Transmembrandominen mit einem
extrazelluldren N-Terminus und einem intrazelluliren COOH-Terminus (Meldrum, 2000; vgl. Abb.
4). Heterotrimere G-Proteine setzen sich aus einer o-, -, und y-Untereinheit zusammen. Im
Moment sind iiber zwanzig verschiedene Ga-Untereinheiten bekannt, die sich in vier Klassen

unterteilen lassen: o, a., Ol und o, (Offermanns und Schultz, 1994; Bastiani und Mendel, 2006).
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Figure 1. General structure of metabotropic glutamate receptors.

Abbildung 4: Struktureller Aufbau eines metabotropen
Glutamatrezeptors (aus Pin et al., 2009)

Das G-Protein liegt in inaktiver Form vor, wenn die Go-Untereinheit GDP gebunden hat und
infolgedessen mit dem Gy-Dimer assoziiert ist. Bei Rezeptoraktivierung wird GDP gegen GTP
ausgetauscht, was zu einer Konformationsinderung in der Go-Untereinheit fiihrt. Hierauf dissoziiert
das aktivierte G-Protein in die Ga-GTP-Untereinheit und die GBy-Untereinheit. Das so aktivierte
Ga, kann nun an Effektormolekiile binden. Am Ende der Signaliibermittlung steht die Hydrolyse
von GTP durch die GTPase der Ga-Untereinheit (Ritter, 2005).

2.5.2. Vorkommen des metabotropen Glutamatrezeptors 5

Metabotrope Glutamatrezeptoren des Subtyps 5 sind im zentralen Nervensystem weit verbreitet.

Vermehrt kommen diese Rezeptoren im Striatum, Nucleus accumbens, olfaktorischen Tuberkel,
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Hippokampus und zerebralen Kortex vor (Kerner et al., 1997; Spooren et al., 2003; Pietraszek et al.,
2007).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten die hochste Dichte an GMRS5-Rezeptoren in
einem perisynaptischen Ring der Postsynapse (Nusser et al., 1994; Lujan et al., 1996, 1997;
Shigemoto et al., 1997; Lopez-Bendito et al., 2002). Weiterhin wird der GRMS5-Rezeptor in
prasynaptischen Membranen, Interneuronen, Gliazellen und nukledren Membranen exprimiert
(Gereau und Conn, 1995; van den Pol et al. 1995; van Hooft et al., 2000; Croucher et al., 2001;
O'Malley et al., 2003; Farr et al., 2004).

2.5.3. Funktionsmechanismus des GRM5-Rezeptors

Die Aktivierung prisynaptischer GRMS5-Rezeptors fordert die Glutamatfreisetzung aus der
Synapse. Eine Erregung postsynaptischer GRMS5-Rezeptoren flihrt hingegen zu einer Erhohung der
NMDA-Strome und dadurch zu einer erhohten neuronalen Erregbarkeit (Paz et al., 2008).

Der metabotrope Glutamatrezeptor 5 aktiviert zundchst die Gaq/11- Untereinheit des G-Proteins.
Hierdurch wird die Phospholipase C (PLC) stimuliert, welche Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat
(PIP2) zu den sekundéren Botenstoffen Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG)
hydrolisiert. Der sekundire Botenstoff IP; bindet an den intrazelluldren IP,-Rezeptor, wodurch
Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol freigesetzt wird (Berridge, 1993). Das
fettlosliche DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC) (Sternweis und Smrcka, 1993; Bastiani und
Mendel, 2006).

G-gekoppelte Rezeptoren konnen durch Mutation oder Uberexpression auch in Abwesenheit von
thren Agonisten aktiviert werden. Ango et al. (2001) zeigten, dass Homerproteine diese Agonisten-
unabhingige Aktivierung von GRMS5-Rezeptoren in Neuronen steuern. Homerproteine binden
direkt an den intrazelluldiren Carboxy-Terminus der Rezeptoren. Sie wurden in Zusammenhang mit
neuropsychiatrischen Erkrankungen, wie Sucht, Epilepsie, Depression, Angst und Schizophrenie
gebracht (Szumlinski et al., 2006).

Homer la kann die Bindung von GRMS5-Rezeptoren an postsynaptische Effektoren vermindern,
wobei es zu keinen groferen Verdnderungen in der subzelluldren Verteilung der Rezeptoren kommt

(Kammermeier et al., 2007).
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2.5.4. Aufgaben des GRMS5-Rezeptors

Verschiedene Studien zeigen, dass metabotrope Glutamatrezeptoren der Gruppe I (mGluRI) eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung von Neuronen und der Synapsenbildung wihrend der
Entwicklung des Kortex spielen (Lopez-Bendito, 2002).

Die Differenzierung der kortikalen Laminae wéhrend der Neurogenese geht mit einer Verdanderung
der mGluRI-Rezeptoren einher (Furuta und Martin, 1999; Muioz et al., 1999; Lépez-Bendito,
2002).

Weiterhin verursacht die endogene Aktivierung metabotroper Glutamatrezeptoren neuronale
Kalziumschwankungen, welche eine wichtige Rolle bei der Erregungsiibertragung und Regulation
der Genexpression besitzen (Flint et al., 1999; Lopez-Bendito, 2002). Es wird geschétzt, dass der
GRM5-Rezeptor 90% der spontan auftretenden Kalziumschwankungenn in unreifen kortikalen
Neuronen verursacht (Flint et al., 1999). O'Malley et al. (2003) zeigten ein Vorkommen von
GRM5-Rezeptoren in nukledren Membranen von Neuronen. Die Aktivierung dieser nukleéren
Rezeptoren fiihrte zu einer Verdnderung der Kalziumspiegel, was als Hinweis auf eine mogliche
Beteiligung an intranukledren Signalwegen gedeutet wurde.

Aullerdem ist die, durch metabotrope Glutamatrezeptoren aktivierte, Hydrolyse von
Phosphoinositiden im entwickelnden Gehirn stark erhoht (Casabona et al., 1997; Lopez-Bendito,
2002). Hannan et al. (2001) beschrieben die Aktivierung der Phospholipase- beta 1 iiber GRMS5-
Rezeptoren als bedeutsam fiir die koordinierte Entwicklung des Neokortex.

Choit et al. fanden 2009 heraus, dass Glutamatrezeptorgene mit abnehmendem Alter kontinuierlich
herunterreguliert werden, wobei das GRMS5-Gen die groften Verdnderungen in der Expression

wihrend der ersten fiinf Lebensjahre zeigt.

Vermeidung von Apoptose in Neuronen ist eine weitere wichtige Funktion der metabotropen
Glutamatrezeptoren der Gruppe I (Maiese et al., 2000). Das postsynaptische Adapterprotein Homer-
1C bindet an die GTPase PIKE-L (Phosphoinositid-3-Kinase Enhancer-L), welche die PI3 Kinase
(Phosphoinositid-3-Kinase) aktiviert. Eine Aktivierung metabotroper Glutamatrezeptoren der
Gruppe I fordern die Bildung eines mGluRI-Homer-PIKE-L-Komplexes, welcher zur Aktivierung
der PI3-Kinase fiihrt und somit die Apoptose von Nervenzellen verhindert (Rong et al., 2003).
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2.5.5. Veranderungen der GRMS5-Rezeptoren bei Schizophrenie

Es wird von einer Verbindung des glutamatergen Systems, im Besonderen der NMDA-Rezeptoren,
mit Schizophrenie ausgegangen. Die Verteilung der GRMS5- und NMDA- Rezeptoren im Gehirn
stimmt in vielen Regionen iiberein (Spooren et al., 2003). Metabotrope Glutamatrezeptoren der
Gruppe 1 sind in der Lage NMDA-Rezeptoren zu modulieren. Es konnte gezeigt werden , dass die
Stimulation von GRMS5-Rezeptoren die Funktion der NMDA-Rezeptoren in Regionen, wie dem
zerebralen Kortex, dem Striatum und dem Hippocampus, welche mit Schizophrenie in Verbindung
gebracht wurden, verstidrken (Attucci et al., 2001; Benquet et al., 2002; Mannaioni et al., 2001;
Pietraszek et al., 2007). Umgekehrt konnen NMDA-Rezeptoren die Funktion von GRMS5-
Rezeptoren regulieren, wobei bei niedrigen NMDA-Konzentrationen die GRMS- Rezeptor-
Funktion verstirkt wird und bei hohen NMDA-Konzentrationen die GRMS5-Rezeptor- Funktion
gehemmt wird (Alagarsamy et al., 1999, 2002; Pietraszek et al., 2007).

Ein Beispiel fiir diesen Mechanismus bildet das Medikament Acamprosat, welches seit iiber zwei
Jahrzehnten zur Unterstiitzung der Alkoholentwohnung bei der Behandlung der Alkoholkrankheit
eingesetzt wird (Williams, 2005). Es dimpft die durch Glutamat ausgeloste Ubererregbarkeit des
Gehirns. Noch ist der vollstindige Wirkmechanismus nicht bekannt, priaklinische Studien gehen
jedoch davon aus, dass Acamprosat die Glutamatabgabe und die Funktion der NMDA-Rezeptoren
normalisiert. Vermutlich spielt bei diesem therapeutischen Effekt eine Verdnderung der GRMS-
abhidngigen Glutamatabgabe eine Rolle (De Witte et al., 2005; Paz et al., 2008; Yuri et al., 2008).
Acamprosat bindet an NMDA-Rezeptoren und wirkt dort, abhidngig von deren Aktivitit, als
partieller Agonist. Bei niedriger NMDA-Konzentration erhoht Acamprosat die Erregbarkeit der
Rezeptoren, bei hoher NMDA-Konzentration vermindert es diese (Pierrefiche et al., 2004).

Eine Hoffnung fiir die zukiinftige Schizophreniebehandlung liegt auf Medikamenten, wie
beispielsweise Acamprosat, welche einen partiell agonistischen Effekt auf NMDA-Rezeptoren
ausiiben. Der Vorteil solcher Medikamente ist, dass die hyperglutamaterge Lage riickgingig
gemacht wird, indem die abnormale NMDA-Funktion normalisiert wird, ohne jedoch in die
synaptische und extrasynaptische Balance der glutamatergen Erregungsiiberleitung einzugreifen
(Paz et al., 2008).

Menschen die an Schizophrenie leiden, zeigten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden
erhohte GRM5-mRNA- Level in Pyramidenzellen des Brodmann Areals 11 (Ohnuma et al., 1998;
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Devon et al., 2001). Eine andere Studie zeigte hingegen verminderte GRMS-mRNA-Level im
parahippocampalen Gyrus (Ohnuma et al., 2000).

Jacobs et al. untersuchten 1970 erstmals eine groBe schottische Familie mit multiplen
psychiatrischen Erkrankungen, bei der eine balancierte Translokation t(1:11) (q43,q21) festgestellt
werden konnte. Bei 7 der 29 Mitglieder mit dieser Translokation konnte eine Schizophrenie
diagnostiziert werden (Jacobs et al., 1970).

Devon et al. zeigten 1997, dass das GRMS5-Gen mehr als 850 kb vom Translokationspunkt t(1:11)
entfernt ist. Da sich jedoch nur wenige Gene in dieser Genomregion befinden, gilt das GRM5-Gen
als wahrscheinlichstes Kandidatengen fiir eine ursdchliche Beteiligung der psychiatrischen
Erkrankungen bei dieser Familie.

Basierend auf diesen Ergebnissen, entschliisselten Devon et al. 2001 die Intron/Exon-Struktur des
GRM5-Gens. Weiterhin fiihrten sie eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie durch, die einen
signifikanten Unterschied bei der Verteilung der Allelfrequenzen zwischen schizophrenen Patienten
und Kontrollprobanden fand (p=0,04). In dieser Studie wurden Mikrosatelliten von 231
schizophrenen Patienten und 421 Kontrollprobanden verglichen. Mikrosatellit G64931 zeigte dabei
eine signifikante Assoziation zu Schizophrenie. Er befindet sich auf einem Intron des GRMS5-Gens
und konnte ein bis jetzt unerkanntes Kontrollelement enthalten, welches beim Spleilen oder der
Stabilisierung von mRNA beteiligt ist. Es ist laut Devon et al. allerdings wahrscheinlicher, dass der
Mikrosatellit in einem Kopplungsungleichgewicht mit einer ursdchlichen Mutation ist (Devon et al.,
2001).

Zahlreiche Studien mit Tiermodellen sollten eine Verbindung von GRMS5- Rezeptoren mit
Schizophrenie zeigen. Elektrophysiologische Studien bei GRMS- Rezeptor- Knockout-Méusen
zeigten Verdnderungen der synaptischen Ubertragung hippocampaler Neurone, welche
moglicherweise mit Defiziten beim rdumlichen Lernen und Gedéchtnis assoziiert sind (Lu et al.,
1997; Devon et al., 2001). Solche GRM5-Knockout-Méuse zeigten eine Verminderung der NMDA -
abhingigen Langzeitpotenzierung (LTP) in der CAl-Region und dem Gyrus dendatus des
Hippocampus (Lu et al., 1997).

Fir den GRMS5-Antagonisten 2-Methyl-6-(Phenylethynyl)-Pyridin konnte auBlerdem gezeigt
werden, dass er eine Verschlechterung des Arbeitsgedichtnisses verursacht (Homayoun et al., 2004;

Pietraszek et al., 2007).
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An Ratten konnte gezeigt werden, dass der NMDA-Antagonist MK-801 die Feuerungsaktivitit des
priafrontalen Kortex erhoht und dass MPEP diesen Effekt verstirkt (Homayoun und Moghaddam,
2006, Pietraszek et al., 2007).

Quarta et al. iberpriiften 2007 die Wirkung von Glutamat auf die Durchfithrung eines
Aufmerksamkeitstests, sowie seine Rolle bei Nikotin-induzierter Aufmerksamkeitssteigerung an 40
Ratten. Nikotin stimuliert glutamaterge Mechanismen und kann kognitive Funktionen férdern.

Eine Gabe des GMRS5-Antagonisten MPEP oder des NMDA-Rezeptor-Antagonisten (p)3-(2-
Carboxypiperazin-4-Propyl)-1-Propenyl-1-Phosphonic Acid zusammen mit Nikotin fiihrte zu einer
allgemeinen Verlangsamung der Leistung, die durch eine Erhohung von Versdumnisfehlern und
Antwortlatenzen, sowie eine verminderte antizipierte Antwort charakterisiert wurde. Dieser Effekt
konnte durch Nikotin riickgéngig gemacht werden.

Quarta et al. schlossen 2007 aus ihren Ergebnissen, dass eine tonische Aktivierung von GRMS-
Rezeptoren zur Regulierung von Aufmerksamkeitsaufgaben beizutragen scheint und dass die
Stimulation nikotinerger Rezeptoren Aufmerksamkeitsdefizite riickgingig machen kann, welche

durch eine beeintrachtigte Funktion des Glutamatsystems verursacht wurden.

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass nicht-kompetitive GRMS5-Antagonisten die
Bewegungsaktivitit erhdhen und Stereotypie bei Tieren erzeugen (Sams-Dodd, 1996; Homayoun et
al., 2004; Pietraszek et al., 2007 ). Moglicherweise korrespondieren diese Verhaltensweisen mit der
Positivsymptomatik bei Schizophrenie (Sams-Dodd, 1996; Chartoff et al., 2005; Pietraszek et al.,
2007).

Die GRMS5-Antagonisten  MPEP und MTEP verstirkten eine durch MK-801 induzierte
Bewegungsaktivitit in Méusen beziehungsweise Ratten (Henry et al., 2002; Kinney et al., 2003;
Homayoun et al., 2004; Pietraszek et al., 2004, 2005 und 2007). Allerdings zeigten frithere Studien
keine Verdnderung dieser Verhaltensweisen bei GRMS5-Knockout-Mausen und auch GRMS-
Antagonisten erzeugen weder eine verstirkte Bewegungsaktivitit noch induzierten sie Stereotypien
in Ratten ( Lu et al.,, 1997; Chiamulera et al., 2001; Henry et al., 2002; Kinney et al., 2003;
Homayoun et al., 2004; Pietraszek et al., 2007).

Nicht-kompetitive GRMS5-Antagonisten verursachen auBlerdem Defizite beim sensomotorischen
Ausblenden, welche durch die PPI (Prepulse-Inhibition) gemessen werden konnen (Henry et al.,

2002; Kinney et al., 2003; Pietraszek et al., 2007). Solche PPI-Defizite konnten auch bei
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schizophrenen Patienten (siche 2.1.4.2.), sowie bei GRMS5-Knockout-Miusen nachgewiesen werden
(Brody et al., 2004a, b; Kinney et al., 2003; Pietraszek et al., 2007).

Studien, welche die antipsychotische Wirkung verstirkter GRMS5-Funktion testeten, kamen zu
unterschiedlichen Ergebnissen (Pietraszek et al., 2007). Der positive Modulator CDPPB konnte die
durch Amphetamin hervorgerufene Bewegungsaktivitit sowie das PPI-Defizit bei Nagetieren
riickgdngig machen (Lindsley et al., 2004; Kinney et al., 2005; Pietraszek et al., 2007).
Bemerkenswert ist jedoch, dass auch MPEP, die so hervorgerufene Bewegungsaktivitit vermindert
(McGeehan et al., 2004; Pietraszek et al., 2004 und 2007).

Liu et al. untersuchten 2008 die Wirkung von ADX47273, einem positiven allosterischen
Modulator (PAM) von GRM5-Rezeptoren. PAMs des GRM5-Rezeptors verstarken die Wirkung
von NMDA-Rezeptoren und werden deshalb als neue Therapieoption fiir Schizophrenie gehandelt.
ADX47273 wurde 2006 von de Paulis et al. als neuer selektiver GRM5-Rezeptor PAM vorgestellt
und wurde von Liu et al. in vitro und in vivo getestet.

In einem fluorometrischen Ca2+-Assay menschlicher embryonaler Nierenzellen (HEK 293), welche
GRM5-Rezeptoren von Ratten exprimierten, verursachte ADX47273 eine neunfach erhohte
Antwort auf die Glutamatschwellenkonzentration (50nM).

Bei Ratten zeigte eine ADX47273-Gabe im Hippocampus und prafrontalen Kortex eine erhdhte
Phosphorylierung der extrazelluldr regulierten Kinase (ERK) und des cAMP-abhingigen
Reaktionselement-Bindungsproteins (CREB), welche beide kritisch fiir Glutamat-vermittelte
Transduktionsmechanismen sind. Weiterhin verminderte es die extrazelluliren Dopaminspiegel im
Nucleus accumbens, jedoch nicht im Striatum.

Vermeidungs- und Fluchtverhalten bei Ratten wurde in Shuttle Box Testkammern (MED
Associates, St. Albans, VT) gepriift. ADX47273 verminderte dosisabhidngig die Vermeidungs-
antwort und erhohte das Fluchtverhalten.

An Maiusen wurde Apomorphin-induziertes Klettern getestet, welches durch ADX47273- Gabe
vermindert wurde. Die durch Apomorphin-Gabe herbeigefiihrte Stereotypie und Katalepsie wurde
jedoch kaum beeinflusst. Aulerdem blockierte ADX47273, die durch Phencyclidin, Apomorphin
oder Amphetamin induzierte Bewegungsaktivitdt. Zudem wurde die Impulsivitdt im 5-CSRT-Test
(five-choice serial reaction time test) vermindert und die Wiedererkennung von Objekten in
kognitiven Modellen erhoht.

Die Studie von Liu et al. zeigt also einen Einfluss von ADX47273 auf Kognition und psychotische

Verhaltensweisen und befiirwortet eine weitere Entwicklung zur Behandlung der Schizophrenie.
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2.6. Das GRM5-Gen

In den frithen 90er Jahren wurden zwei Spleilvarianten der GRM5-cDNA gefunden (vgl. Abb. 5).
Die kiirzere Isoform wird als GRMS5A bezeichnet, die um 96 Basenpaare lingere als GRM5B
(Minakami et al., 1993; Minakami et al., 1994). Die beiden Isnoformen enthalten jeweils zwischen
1180 und 1212 Aminoséuren.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der metabotropen Glutamatrezeptoren 5a und 5b
bei Ratten (aus Hermans et al., 2001).

Das GRM5-Gen befindet sich beim Menschen auf dem Chromosomenabschnitt 11q14.2 (Acher et
al., 2009).

Devon et al. bestimmten 2001 die Intron/Exon Struktur des GRMS5-Gens. Das Gen ist mit
mindestens 494 415 Basenpaaren sehr gro3 und umfasst 8 Exons, welche zwischen 127 (Exon 6)

und 1738 (Exon 8) Basenpaare lang sind.

2.7. Fragestellung

Die Atiologie der Schizophrenie ist bis heute noch nicht abschlieBend geklirt. Gesichert ist jedoch
eine starke genetische Komponente. Fall-Kontroll-Studien sind eine sensitive Methode, um auf
molekulargenetischer Ebene nach Suzeptibilitdtsgenen mit kleinen Effekten bei komplexen

Krankheiten wie der Schizophrenie zu suchen.
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Verdnderungen im glutamatergen System wurden in zahlreichen Studien mit Schizophrenie
assoziiert. Der metabotrope Glutamatrezeptor 5 wurde mehrfach auf seine Funktionen bei
Synapsenbildung, Neuronendifferenzierung und Erregungsiibertragung untersucht. Bei GRMS5-
Knockout-Méusen konnten Verdnderungen hippocampaler Neurone gefunden werden und bei
Menschen mit Schizophrenie wurden erhohte GRMS-Rezeptor-Level in  bestimmten
Pyramidenzellen gefunden. Des weiteren wird das GRMS5-Gen mit einer Translokation auf
Chromosom 11 in Verbindung gebracht, die mit psychiatrischen Erkrankungen wie der
Schizophrenie assoziiert ist.

Patienten mit Schizophrenie schneiden in zahlreichen neuropsychologischen Testverfahren
schlechter ab als gesunde Kontrollprobanden. Besonders beeintrdchtigt sind bei ihnen die
Aufmerksamkeit, das deklarative Gedachtnis, exekutive Funktionen und Arbeitsgeddchtnis. Die
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit gilt als eine der wichtigsten kognitiven Defizite bei
schizophren Erkrankten. Besonders wichtig ist sie fiir die Voraussage der Autonomie schizophrener

Patienten, sowie fiir die Schwere der Negativsymptomatik.

Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Zusammenhdnge zwischen untersuchten Polymorphismen des
GRM5-Gens und Schizophrenie zu erfassen. Dazu wurden Allel- und Genotypfrequenzen von tiber
129 schizophrenen Patienten und iiber 290 Kontrollprobanden auf ihre Assoziation iiberpriift.
Weiterhin wurden die Polymorphismen auf eine mdgliche Assoziation mit Informations-
verarbeitungsgeschwindigkeit tiiberpriift, welche durch die neuropsychologischen Tests T7rail
Making Test Teil A und Teil B, Zahlen-Verbindungs-Test und Aufmerksamkeits- Belastungstest d2

ermittelt wurde.
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3 Material und Methoden

3.1. Studienmodalititen

3.1.1. Art der Studie

Es handelt sich bei dieser Arbeit um eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie.

Zwei SNPs aus dem GRM5-Gen (rs755530 und rs1874946) wurden genotypisiert und in Bezug auf

thre Assoziation zu Schizophrenie und Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit untersucht. Als

Messinstrumente der Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit dienten der Zahlenverbindungstest

(ZVT; Oswald und Roth, 1987), der Trail Making Test Teil A (TMT A) und Teil B (TMT B) (Army

Individual Test Battery, 1944) und der Aufmerksamkeits- Belastungstest d2 (Brickenkamp, 1962).

Zunidchst wurden die Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollprobanden beziiglich der

Hiufigkeiten der Allele und Genotypen iiberpriift. In einem zweiten Schritt wurde dann gepriift, ob

Zusammenhdnge zwischen Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit und den einzelnen SNPs

vorliegen (vgl. Abb. 6).
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Abbildung 6: Studienmodalitditen
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3.1.2. Vorbedingungen der Studiendurchfiihrung

Die Studie wurde mit Zustimmung der lokalen Ethikkommission durchgefiihrt.

Mittels einer Einverstdndniserkldrung wurden die Teilnehmer iiber die Zielsetzung der Studie
aufgeklart. Die Teilnahme war freiwillig und die gewonnenen Daten wurden anonymisiert. Mit

beiden Teilnehmergruppen wurden neuropsychologische Tests durchgefiihrt. AuBerdem wurde

thnen Blut abgenommen, um genetische Untersuchungen durchzufiihren.

3.1.3. Teilnehmer der Studie

3.1.3.1. Kontrollprobanden

Tabelle 5: Gesamtzahl der Kontrollprobanden

Gruppe (Polymorphismus) Gesamtzahl der Kontrollprobanden

Fall-Kontroll-Stichprobe | ZVT, TMT A, TMT B, D2
rs755530 318 292
rs1874946 315 290

Die Kontrollprobanden bildeten die groBere Gruppe der Teilnehmer der Studie (vgl. Tab. 5 und 6).
Die Rekrutierung erfolgte durch ein mehrstufiges Verfahren. Die per Zufall ausgewihlten
Probanden aus dem Raum Miinchen wurden zunéchst angeschrieben und gebeten bei Interesse ein
beigelegtes Formular zurlickzusenden. Die Probanden sollten deutsch-stimmig bis zur dritten
Generation und zwischen 18 und 75 Jahren alt sein. Fiir die Endophénotypenstudie lag die obere
Altersgrenze bei 65 Jahren.

Die weitere Eingrenzung erfolgte mit Hilfe eines standardisierten Telefonscreenings, bei dem die
potentiellen Probanden zu Medikamenteneinnahme, Alkohol und Drogen befragt wurden.
Weiterhin wurden sie zu psychiatrischen, psychischen und neurologischen Erkrankungen,

einschlieBlich Unfillen mit Kopfverletzungen, sowie Suizidversuchen befragt. Auch Suizide,
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psychiatrische oder psychische Erkrankungen und Abhéngigkeiten aller Blutsverwandten bis dritten
Grades wurden notiert.

Gab es keinen Grund zum Ausschluss, wurde den Probanden ein Anamnesebogen zugeschickt. In
dieser sogenannten Anamnese [ werden unter anderem Fragen zu Alter, Nationalitit,
Lebensgeschichte, eigenen Erkrankungen und Erkrankungen der Familie behandelt. Auflerdem
wurde genauer auf mogliche psychiatrische und psychische Erkrankungen, Abhéingigkeiten oder

Suizidalitdt eingegangen.

Der néchste Schritt war ein ausfiihrliches Interview mittels SKID I und SKID II (Wittchen et al.,
1997). SKID 1 ist ein halbstrukturiertes klinisches Interview, das zur Diagnose von Achse I-
Storungen, das heifit zum Beschreiben der Hauptdiagnose nach den DSM-IV Kriterien, eingesetzt
wird. SKID II wird zur Diagnose von Achse-II-Storungen, das heiit Personlichkeitsstorungen,
verwendet. Belastende Lebensereignisse wurden durch das Leipziger Ereignis- und
Belastungsinventar (LEBI; Richter und Guthke, 1996) und psychiatrische Diagnosen der
Verwandten ersten Grades durch das Family History Assesment Modul (FHAM; Rice et al., 1995)
erhoben.

Bei Probanden tliber 60 Jahren wurde der Mini-Mental-Status-Test (MMST; Kessler et al., 1990)
durchgefiihrt. Der Wortschatztest (WST; Schmidt und Metzler, 1992) und der Hamburg-Wechsler-
Intelligenztest fiir Erwachsene in revidierter Form (HAWIE-R; Tewes, 1994) dienten der Erfassung
der allgemeinen Intelligenz. Der Cut-off-Score beim MMST lag bei 26 Punkten und bei einem 1Q-
Gesamtwert von 80 Punkten beim HAWIE-R.

Die Kontrollprobanden wurden aus der Studie ausgeschlossen, falls es Anzeichen fiir Stérungen der
Achse I und II, eine psychiatrische Familienanamnese oder relevante neurologische Erkrankungen

gab.

3.1.3.2. Patienten

Die Gruppe der Patienten setzte sich aus Personen zwischen 18 und 70 Jahren kaukasischen

Ursprungs zusammen. Die Gesamtzahlen der Patientgruppe sind in Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Gesamtzahl der Patienten

Gruppe (Polymorphismus) Gesamtzahl der Patienten

Fall-Kontroll-Stichprobe | ZVT, TMT A, TMT B, D2
rs755530 138 130
rs1874946 136 129

Die Diagnose einer Schizophrenie erfolgte mit Hilfe des Strukturierten Klinischen Interviews fiir
DSM-1V SKID I (Wittchen et al., 1997). Das DSM-1V verlangt, dass die schizophrenen Symptome
seit mindestens sechs Monaten bestehen miissen, wovon mindestens fiir einen Monat die Symptome
der akuten Episode erfiillt sein sollten. Fiir die Diagnose einer Schizophrenie miissen mindesten
zwei der fiinf Merkmale Wahnvorstellungen, Halluzinationen, desorganisierte Sprache, grob
desorganisiertes oder katatones Verhalten bzw. Negativsymptome, wie flacher Affekt, Alogie oder
Antriebshemmung, vorhanden sein. AuszuschlieBen waren eine schizoaffektive Storung, eine
affektive Storung mit psychotischen Merkmalen, eine schizophreniforme, psychotische oder rein
wahnhafte Storung. AuBerdem durfte die Erkrankung keine Folge von Substanzmissbrauch,
Abhingigkeiten, neurologischen, endokrinen und anderweitigen somatischen Erkrankungen sein.
Patienten mit florider Hepatitis B und C, HIV und intravenésem Heroinkonsum wurden von der
Studie ausgeschlossen. Die familidre und berufliche Situation, Lebensgeschichte, eigene
Erkrankungen, Medikamenteneinnahme, Alkohol- und Drogenkonsum, psychiatrische Behandlung
und Therapie, einschlieBlich eventueller Suizidversuche wurde durch eine standardisierte

Anamneseerhebung erfasst.

3.2. Neuropsychologische Testverfahren

3.2.1. Zahlenverbindungstest (ZVT)

Der Zahlenverbindungstest wurde 1987 von Oswald und Roth entwickelt.
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Er ist unter anderem dafiir geeignet milieu-unabhidngige, das heillt genetisch beeinflusste,
Leistungsunterschiede zu messen und bei hirnorganischen Erkrankungen das AusmaBl von
Leistungseinbullen zu dokumentieren. Im Vergleich zu anderen Intelligenztests, wie z.B. dem
HAWIE, erwies sich der ZVT als stirker genetisch verankert und weniger milieuabhéngig. (Oswald
und Roth, 1987).

Fiir die Durchfiihrung des Zahlenverbindungstest werden nur wenige Materialien benoétigt. Er ist ein
sehr einfach durchzufiihrender Test, der in den verschiedensten Situationen durchgefiihrt werden
kann. AuBlerdem ist der ZVT fiir eine sehr grofle Altersgruppe und zwar fiir Probanden zwischen 8
und 60 Jahren konzipiert. Fiir Personen hoheren Lebensalters (55 bis 96 Jahren) existiert eine spezielle

Version (ZVT-G).

Bei der Durchfiihrung des Tests, bearbeiten die Probanden jeweils vier Blitter Papier. Auf jedem
Blatt sind Zahlen von 1 bis 50 zufillig verteilt, wobei die ndchst hohere Zahl sich immer in
unmittelbarer Nachbarschaft befindet. Die Zahlen sollen so rasch wie moglich, ohne den Stift
abzusetzen, mit Strichen verbunden werden und zwar in aufsteigender Reihenfolge. Das hei3it es
soll ein Strich von der eins zur zwei gezogen werden, dann ohne abzusetzen weiter zur drei und so
fort. Die Zeit, die zur Bearbeitung einer Blattes benotigt wird, wird vom Versuchsleiter mit einer
Stoppuhr gemessen.

Der Test kann auch im Gruppenversuch durchgefiihrt werden; in dieser Studie wurde jedoch nur der
Einzelversuch verwendet.

Aus den vier bearbeiteten Blittern wird dann die durchschnittliche Bearbeitungszeit ermittelt. Die
Normwert-Tabellen zeigen zur erreichten durchschnittlichen Zeit die T-, Standard-, C- und 1Q-
Werte an, sowie den Prozentrang nach Altersgruppen geordnet.

Der normale ZVT ist nur bis 60 Jahre normiert. Fiir die élteren Probanden wurde der Wert fiir die

60-Jdhrigen als Normwert verwendet.

3.2.2. Trail Making Test (TMT)

Der Trail Making Test ist ein Test zur Uberpriifung der allgemeinen Gehirnfunktion (Reitan, 1955).
Er wurde als Teil der Army Individual Test Battery (1944) zur Untersuchung von Rekruten in den
USA entwickelt. Der Test erfasst visuelles Scanning, riumliche Sequenzierung, Arbeitsgedéchtnis-,

Aufmerksamkeits-, motorische und konzeptuelle Fihigkeiten und ist relativ sensitiv fiir
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Hirnschéden (Lezak, 1995).

Hochstwahrscheinlich wird die Féahigkeit, sich mit den Zahlen und Buchstaben auseinanderzusetzen
von der linken Hemisphdre getragen. Die rechte Hemisphédre wird zum Scannen der Blitter, das
heiBt zur raumlichen Anordnung der Zahlen und Buchstaben bendtigt. Das addquate Funktionieren
des gesamten Gehirns ist essentiell fiir die Geschwindigkeit und Effizienz bei der Durchfiihrung des
Tests (Reitan, 1992).

Der TMT ist ein international sehr gebriuchliches Screeningverfahren zur allgemeinen Uberpriifung

von Hirnfunktionsleistungen (Tischler und Petermann, 2010).

Der Test besteht aus zwei Teilen. In Teil A miissen Zahlen von 1 bis 25 in Kreisen, die sich nicht in
unmittelbarer Nachbarschaft befinden, mit Strichen moglichst schnell verbunden werden. Hierbei
soll der Stift nicht abgesetzt werden.

In Teil B miissen Zahlen von 1 bis 13 und Buchstaben von A bis L so mit Strichen verbunden
werden, dass immer abwechselnd eine Zahl und ein Buchstabe verbunden sind und zwar die Zahlen
in aufsteigender Reihenfolge und die Buchstaben nach dem Alphabet. Das heifit, es sollen Striche

von der 1 zum A, vom A zur 2, von der 2 zum B und so weiter gezogen werden.

Sollte der Proband wéhrend der Testausfiihrung einen Fehler machen, muss der Versuchsleiter ihn
darauf hinweisen und ihm die Mdglichkeit geben diesen zu korrigieren. Das heif3t, der Proband soll
zum letzten korrekt verbunden Buchstaben oder zur letzten korrekt verbunden Zahl zuriick gehen
und dann von dort aus den richtigen Verbindungsstrich ziehen. Fehler beeinflussen das Testergebnis

nur insofern, dass die Zeit zur Korrektur der Fehler in die Bearbeitungszeit eingeschlossen wird.

Wenn Teil A nach drei und Teil B nach fiinf Minuten nicht beendet ist, sollte der Test abgebrochen

werden, da eine Differenzierungsfahigkeit oberhalb dieser Zeiten nicht mehr gegeben ist.

Teil A und B werden separat ausgewertet. Die Bewertung erfolgt durch die Anzahl der Sekunden,
die fiir jeden Teil bendtigt werden. (Reitan, 1992). Part A erfasst zundchst Visuomotorik und
visuelle Verarbeitungsgeschwindigkeit, Part B hingegen vornehmlich Arbeitsgeddchtnis, kognitive
Flexibilitdt, exekutive Funktionen und visuell-rdumliche Féhigkeiten (Tischler und Petermann,
2010).
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3.2.3. Aufmerksamkeits-Belastungs-Test d2

Der Aufmerksamkeits-Belastungs-Test d2 (Brickenkamp,1962) gehort zur Kategorie der
allgemeinen Leistungstests und stellt eine standardisierte Weiterentwicklung der so genannten
Durchstreichtests dar. Er wurde im Institut fiir Sicherheit in Bergbau, Industrie und Verkehr des
Technischen Uberwachungs-Vereins Essen entwickelt und stiitzt sich auf die Untersuchungen von
Lauer (1955) und Jenkins (1956).
Er misst das Vermdgen eines Individuums, sich bestimmten relevanten Reizen selektiv, d.h. unter
Abschirmung gegeniiber irrelevanten Stimuli, ununterbrochen zuzuwenden und diese schnell und
korrekt zu analysieren.
Nach Riitzel (1977, S.49) lautet die Definition ,,Aufmerksamkeit ist Selektion“. In diesem Sinne ist
der d2 ein Aufmerksamkeitstest (Brickenkamp, 2001).
Gepriift werden drei Verhaltenskomponenten:
1. das Tempo, d.h. die Menge (Quantitét) des bearbeiteten Materials (Antrieb)
2. die Qualitét, d.h. die Sorgfalt und Genauigkeit der Bearbeitung, die sich invers aus dem
Fehleranteil erschlieBen ldsst (Kontrolle)
3. der zeitliche Verlauf der Leistung, der Riickschliisse auf Besonderheiten des
Arbeitsverhaltens, wie Anfangserregung, Konstanz oder Instabilitdt, Ermiidung und

dergleichen ermdglichen soll

Leistung ldsst sich zurlickfiihren auf die individuelle Koordination von Antriebs- und

Kontrollfunktionen (Brickenkamp, 2001).

Der Test besteht aus den Buchstaben d und p, welche in 14 Reihen zu je 47 Zeichen angeordnet
sind und oben und/oder unten mit 1 bis 4 Strichen markiert sind. Innerhalb von 20 Sekunden sollen
moglichst viele der mit 2 Strichen markierten d (targets) innerhalb einer Reihe durchgestrichen
werden, moglichst ohne dabei d mit mehr oder weniger Strichen, beziechungsweise p
durchzustreichen. Jede Zeile enthilt in unregelméBiger Abfolge 21 oder 22 targets. Das Verfahren
zdhlt einerseits die Menge der bearbeiteten Zeichen und andererseits die Qualitit dieser Bearbeitung
(Anzahl Fehler). Die Durchfiihrung des Tests dauert 4 Minuten und 40 Sekunden.

Fiir den Test existieren Normwerte ab einem Alter von 9 Jahren bis zu einem Alter von 59 Jahren.

Fiir ltere Probanden wurden die Normwerte der 59-Jahrigen verwendet.
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Die Auswertung erfolgt mittels zweier Schablonen. Die Gesamtzahl (GZ) ist der Kennwert des
Bearbeitungstempos. Die Leistungsgiite ergibt sich aus dem Fehlerrohwert (F), der aus den
Auslassungsfehlern (F1) und den Verwechslungsfehlern (F2) besteht, die addiert werden und
prozentual auf die Leistungsmenge bezogen werden (F%). Der Konzentrationsleistungswert (KL)

besteht aus der Summe aller zutreffend durchgestrichenen Zeichen, abziiglich des Fehlerrohwerts.

3.3. Laborverfahren

3.3.1. Auswahl der SNPs

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschieden SNPs im GRMS5-Gen untersucht.

Zunéchst wurde ein Basenaustauschpolymorphismus von Cytosin nach Thymin an Stelle 87976352
auf Chromosom 11 untersucht. Das Allel mit der hdufigsten Frequenz in der Bevolkerung ist das C-
Allel. Der Basenaustauschpolymorphismus findet sich in Intron 4.

Der zweite untersuchte Basenaustasuchpolymorphismus ist in Intron 3 lokalisiert. Dieser fiihrt zu

eine Austausch von Cytosin nach Thymin an Stelle 87996550 auf Chromosom 11. Die Allele sind

in der Bevolkerung gleich verteilt.

3.3.2. DNA-Extraktion

Allen Studienteilnehmern wurde venés Blut abgenommen. Um die Gerinnung des Blutes zu
verhindern, wurden EDTA-Monovetten verwendet. Die Proben wurden kodiert, um Anonymitét zu

gewihrleisten und bei — 80°C gelagert.

Die Gewinnung der genomischen DNA erfolgte durch das QIAamp DNA Blood Maxi Kit geméal
des Handbuchs (Firma Quiagen, 2005).
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Nach Auftauen des EDTA-Blutes auf Raumtemperatur wurden jeweils 5-10ml Blut mit 500ul
Proteinase K versetzt, um die Leukozyten zu lysieren und die Nucleinsduren freizusetzen. Die
Beimengung von 12ml Guanidin-HCL haltigem AL-Puffer sorgte fiir ideale Reaktionsbedingungen
fiir die Proteinase K.

Fiir eine vollstindige Zelllyse wurde die Losung dann fiir zwei Minuten auf dem Vortexer
durchgemischt und danach fiir einen maximalen DNA-Ertrag 30 Minuten bei 70°C im Wasserbad
unter gleichméfBigem Schiitteln inkubiert.

Die Extraktion der DNA aus der Losung erfolgte durch Bindung an eine Silikamembran. Um der
DNA die Hydrathiille zu entziehen und sie so auf das Sdulenmaterial zu féllen, wurde die Probe mit
10ml Ethanol (96-100%) versehen und zwei Minuten gevortext. Dann wurde sie auf die
Silikamembran gegeben und sukzessive fiir drei Minuten bei 3000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Die hierbei vorherrschenden Salz- und pH-Bedingungen sorgen dafiir, dass die RNA-
und DNA- bindenden Proteine ungebunden bleiben.

Zur Entfernung von RNA und Proteinverunreinigungen wurden 5ml eines Guanidin-HCL- haltigen
Waschpuffers zugegeben und fiir eine Minute bei 5000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Um
die Guanidiniumsalze zu entfernen, erfolgte die Zugabe von 5ml ethanolhaltigem Waschpulver und
eine anschlieBende 15-miniitige Zentrifugation bei 5000 Umdrehungen pro Minute.

Die 5-miniitige Inkubation der DNA mit 1,2ml des basischen AE-Puffers (Tris-Puffer, pH>9.0) und
anschlieBende 5-miniitige Zentrifugation bei 5000 Umdrehungen pro Minute sorgte fiir die Elution
der DNA von der Silikamembran. Die so gewonnene DNA wurde bei -80°C gelagert und nach

Einstellung der Konzentration fiir die Genotypisierung verwendet.

3.3.3. Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die PicoGreen-Methode verwendet. Das ultraselektive
fluoreszierende Férbemittel PicoGreen ist hochsensitiv und interkaliert nur in doppelstringiger
DNA. Mit dieser Methode konnen kleinste Mengen an DNA quantifiziert werden, wobei die
Intensitit der Fluoreszenz direkt von der Menge der DNA abhéngt.

Zunidchst wurde die DNA Stammlosung (Blut, Zellen, Gewebe) 1: 10 vorverdiinnt, um den
Messbereich nicht zu iibersteigen. Dazu wurden mit dem Roboter (Janus Auto Mated Workstation,
Perkin Elmer) auf eine AB gene 96 well plate je Probe 5ul DNA und 45ul H,O (bidest.) pipettiert.
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Dann wurde eine Standard DNA Verdiinnungsreihe hergestellt (vgl. Tab. 7). Hierfiir wurde die
DNA mit bekannter Konzentration (100ng/ul, Clontech) jeweils 1:1 mit H,O verdiinnt, wobei die

jeweilige Verdiinnung als Ausgangssubstanz fiir die nachst niedrigere Konzentration diente.

Tabelle 7: Standard-DNA-Verdiinungsreihe

A B C D E F G H
conc (ng/ul) | 100 50 25 12,5 6,25 3,125 [1,5625 |0

Die PicoGreen Reagenzien wurden fiir ca. 60 Minuten bei Raumtemperatur in einem
lichtundurchlédssigen Behilter aufgetaut. Dann wurde eine Verdiinnung von 1:200 PicoGreen mit
IXTE in einem lichtundurchlidssigen 50ml RShrchen erstellt.

Die Vorbereitung der Messplatte erfolgte mit einem Pipettierroboter (Perkin- Elmer). Auf eine
Messplatte (96 well flat bottom plate, black, Greiner) wurden 50ul H,O je Vertiefung (well)
vorgelegt. In die ersten zwei Vertiefungen wurden je 5ul Standard pipettiert (100ng/ul), in die
folgenden Vertiefungen wurde die DNA-Verdiinnungsreihe (je Sul) in Duplikaten auf die
Messplatte pipettiert. Dann wurden pro Vertiefung 145ul Picogreen- Gemisch pipettiert. Die
Messplatte wurde von einem Gripper in das Fluoreszenzmessgerét transportiert.

Die DNA Konzentrationsmessung wurde im Victor® 1420 Multilabelcounter durchgefiihrt. Zur
Bestimmung der Fluroreszenz wurde eine Anregungswelle von 485nm verwendet und die Emission
bei 535nm gemessen. Die Messergebnisse wurden an den Computer (Optiplex GX620 Pentium 4
HT, Dell) weitergeleitet, der dann automatisch den Mittelwert aus den Doppelbestimmungen

berechnete.

Anhand der ermittelten Konzentrationswerte wurde automatisch das Verhéltnis von H,O zu DNA-
Volumen der Ausgangslosung bestimmt, das nétig ist, um eine Arbeitslosungskonzentration von
50ng/ul zu erreichen und die Verdiinnung fiir ein Endvolumen von jeweils 500ul mittels

Pipettierroboter durchgefiihrt.
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3.3.4. Genotypisierung

Die Assays fiir den SNP rs755530 und den SNP rs1874946 wurden mit Hilfe der Spectro Designer
Software (Firma Sequenom) konzipiert. Dabei wurden die Primer so entworfen, dass sie moglichst
nahe an dem zu amplifizierenden SNP liegen.

Die Identifizierung der verschiedenen Genotypen der untersuchten SNPs erfolgte durch
Bestimmung der molekularen Massen der Primerextensionsprodukte.

Die Analysen wurden mittels des MassArray MALDI TOF MS (matrix assisted laser

desorption/ionisation time of flight mass spectrometry) Systems der Firma Sequenom durchgefiihrt.

3.3.4.1. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion ist eine 1983 entwickelte Methode zur Vervielfdltigung von DNA.

Mittels einer thermostabilen Polymerase kann ein DNA-Segment amplifiziert werden, das zwischen
zwel Regionen bekannter Basensequenzen liegt (vgl. Tab. 8). Hierfiir bendtigt man Forward- und
Reverse-Primer (komplementédre Oligonukleotide) (vgl. Tab. 9), die als Starterkennung fiir die

Polymerase dienen, sowie Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs).

Tabelle 8: zu amplifizierende SNPs

SNP-ID Gen Chromosom | Position Allel Funktion
rs755530 GRMS5 11 87976352 C/T Intron 4
rs1874946 GRMS5 11 87996550 C/T Intron 3
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Tabelle 9: Primersequenzen

Extend Primer

ctAGTATGACTACATTTGCACCCTATC

SNP ID | Primer Primersequenz (5" - 3") Fragmentlange
rs755530 | Primer 1 ACGTTGGATGGCTATAACTAGGCTGTTTGC 133 bp

Primer 2 ACGTTGGATGTGGCCCTGAGAAAATGCTTG

Extend Primer ATGCTTGTATTTTTTTCCTTCATGG
rs1874946 |Primer 1 ACGTTGGATGTCCAGGAATCTGGAGAAAGC 121 bp

Primer 2 ACGTTGGATGTTTGGCCAGAGTATGACTAC

Um die den SNP flankierenden genomischen Bereich zu amplifizieren, wurde eine initiale

Polymerase Kettenreaktion durchgefiihrt.

Die PCR-Reaktion wurde im 384er-Format in Mikrotitterplatten (Firma Abgene) durchgefiihrt. Mit

Hilfe eines Pipettierroboters (Microlab 4000, Firma Hamilton) wurde in jedes well ein PCR-

Cocktail gemél Tabelle 10, sowie 2,5ul der genomischen DNA pipettiert.

Tabelle 10: Reagenzien der initialen PCR

Reagent Volumen
Nanopure H,O 1850l
PCR Puffer mit MgCl, (10x) 0,625ul
MgCl, (25mM) 0,325ul
dNTP Mix (25mM) 0,100ul
Primer Mix (jeweils 500nM) 1,000ul
Genomische DNA (5-10ng/pl) 1,000ul
Hotstar Taq (5U/ul) 0,100ul
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Die PCR in einem Thermocycler (GeneAmp, PCR System 9700, Firma Applied Biosystems)
durchgefiihrt.

1. Initiale Denaturierung: zunéchst wurde der Thermocycler fiir 5 Minuten auf 95°C erhitzt

2. Denaturierung: dann wurden die Proben filir 20s auf 95°C gehalten, um die Doppelstringe
der DNA zu trennen

3. Annealing: die Proben wurden nun fiir 30s auf 56°C abgekiihlt, damit sich die Primer an die
Einzelstrdnge anlagern konnten

4. Elongation: die Temperatur wurde fiir 1min auf 72°C erhoht, damit die Tag-Polymerase die

Nukleotide an die Primer anfiigen konnte

Schritte 2-4 wurden 45mal wiederholt, um geniigend Template fiir das weitere Vorgehen zu

erhalten.

5. Finale Extension: die Proben wurden fiir 3 Minuten auf 72°C gehalten und dann auf 4°C
abgekiihlt

Fiir das weitere Vorgehen wurden die Proben bei dieser Temperatur von 4°C aufbewahrt.

Um nicht mit der iPLEX-Reaktion zu interferieren, wurden die nicht bei der PCR eingebauten
Nukleotide mit dem Enzym SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) inaktiviert. Hierfiir wurden 2pul
des SAP Mix (vgl. Tab. 11) zu jeder 5ul PCR-Reaktion hinzugegeben. Danach wurde die Reaktion
vorsichtig gemischt und anschlieend fiir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Temperatur wurde
anschlieBend fiir 5 Minuten auf 85°C erhdht, um das Enzym zu inaktivieren. SchlieBlich wurde die
Reaktion wieder auf 4°C abgekiihlt.

Tabelle 11: SAP Mix

Reagent Volumen
Nonopure H,O 1,530pul
10 x SAP Puffer 0,170ul
SAP Enzym (1U/pl) 0,300ul
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3.3.4.2. iPLEX-Extensionsreaktion
Fiir diese Reaktion wurde ein weiterer so genannter Extensionsprimer entworfen, der unmittelbar
vor dem zu untersuchenden SNP (vgl. Tab. 9) bindet. Jeder Extensionsprimer wurde nur um eine

Base verlidngert, wodurch kurze DNA-Fragmente unterschiedlicher Masse entstanden.

In jedes well wurde ein iPLEX-Mix (vgl. Tab.12) pipettiert.

Tabelle 12: iPLEX-Mix

Reagent Volumen
Nanopure H,O 0,755ul
10 x iPLEX Puffer 0,200ul
iPLEX Abbruch Mix 0,200l
Primer Mix (7uM:14uM) 0,800ul
iPLEX Enzym 0,041pl

Die Primerextension wurde erneut in einem Thermocycler durchgefiihrt:

1. Initiale Denaturierung: der Cycler wurde fiir 30s auf 94°C gebracht

2. Denaturierung: die Proben wurden fiir 5s auf 94°C gehalten, um die DNA-Doppelstrange zu
trennen

3. Annealing: die Proben wurden fiir 5s auf 52°C abgekiihlt, damit sich die Primer an die
Einzelstringe anlagern konnten

4. Elongation: die Temperatur wurde fiir 5s auf 80°C erhoht, damit die Tag-Polymerase die

Nukleotide an die Primer anfiigen konnte

Schritte 3 und 4 wurden Smal wiederholt. AnschlieBend folgten 40 Zyklen von Schritt 2 bis
4. Insgesamt wurden also 200 Zyklen durchgefiihrt.

5. Finale Extension: die Proben wurden drei Minuten bei 72°C gehalten und dann auf 4°C
abgekiihlt
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3.3.4.3. Aufreinigung der iPLEX-Reaktion

Um storende Kationen zu entfernen, die eventuell in die MALDI-TOF-Messung interferiert hétten,
wurden die Proben anschlieBend mit einem Inonenaustauschharz (SpectroClean Resin10053, Firma

Sequenom) aufbereitet.

3.3.4.4. MALDI-TOF MS Analyse

Der niichste Schritt war die Ubertragung des Gemischs auf Siliziumchips. Dies geschah mit dem
MassARRAY Nanodispenser (Firma Sequenom).

Auf den Chips befindet sich eine 384er Matrix, die aus der organischen Sdure 3-
Hydroxypicolinséure (3-HPA) besteht. Um das Analysesystem zu kalibrieren, wurde zu den Proben
eine Mischung aus Oligonukleotiden bekannter Masse aufgetragen.

Die Chips wurden durch eine Vakuumschleuse in das Massenspektrometer eingefiihrt und im
Hochvakuum wenige Nanosekunden lang einem intensiven Laserpuls ausgesetzt.

Durch dieses Vorgehen treten die Proben in einfach geladene Molekiilionen iiber, die dann in einem
elektrischen Feld beschleunigt werden. Sie erreichen eine feldfreie Beschleunigungsstrecke im
Flugrohr und werden dort abhéngig vom Masse-/Ladungsverhiltnis aufgetrennt. Ionen mit einem
hohen Masse-/Ladungsverhiltnis wandern langsamer durch das Flugrohr und treffen so spéter auf
dem Detektor auf, als Ionen mit niedrigem Masse-/Ladungsverhéltnis.

Die DNA-Fragmente konnen also anhand ihrer unterschiedlichen Massen mittels der TYPER

Analyzer 3.3.0 Software (Firma Sequenom) einem spezifischen Genotyp zugeordnet werden.

3.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der SPSS 16.0 Software (Statistical Package for
Social Sciences 16.0, Inc Chicago) durchgefiihrt.
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In einem ersten Schritt wurden die Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollprobanden

beziiglich der Héaufigkeiten der Allele und Genotypen mit dem zweiseitigen y>-Test iiberpriift.

Mit einer multivarianten Varianzanalyse (MANOVA) wurde anschlieBend nach Zusammenhingen
zwischen Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit und den einzelnen SNPs gesucht. Als
Covariablen wurden Geschlecht, Schulbildung und Alter einbezogen, sowie zwischen Patienten und
Kontrollprobanden unterschieden. Die Genotypen und Allele gingen als unabhingige Variablen
(UV), die Leistung in den Tests (ZVT, TMT-A, TMT-B, d2) als abhidngige Variablen (AV) in die
statistische Berechnung mit ein.

Bei den Tests zur Ermittlung der Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit gingen nur die

Rohwerte in die Statistiken mit ein, die Normwerte wurden nicht herangezogen.

Fiir alle statistischen Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von p<=0,05 zugrunde gelegt. Ein

Trend zur Signifikanz wurde ab p<=0,10 gesehen.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Studie erfolgte die Untersuchung zweier intronischer Polymorphismen des
GRM5-Gens: SNP 15755530 und SNP rs1874946.

In einem ersten Schritt wurde iiberpriift, ob es Unterschiede in der Allel- und Genotypenhéufigkeit
zwischen der Gruppe der Kontrollprobanden und der Patientengruppe gab. AnschlieBend wurde
untersucht, ob es eine Assoziation der Polymorphismen mit Informationsverarbeitungs-
geschwindigkeit gab. Hierflir wurden vier verschiedene Tests verwendet: der Zahlenverbindungstest
(ZVT), der Trail Making Test Teil A und Teil B (TMT A und TMT B) und der Aufmerksamkeits-
Belastungstest d2.

4.1. Polymorphismus rs755530

4.1.1. Genotypverteilung

In die Fall-Kontroll-Studie wurden insgesamt 456 Personen einbezogen, davon 318
Kontrollprobanden und 138 Patienten.

Der homozygote Genotyp C/C war mit 329 (72,1%) in der Gesamtstichprobe, sowie 232 (73,0%) in
der Kontrollprobandengruppe und 97 (70,3%) in der Patientengruppe am héufigsten vertreten (vgl.
Tab.13).

Tabelle 13: Darstellung der Genotypisierung des Polymorphisus rs755530

Gruppe Genotyp C/C n(%) | Genotyp C/T n(%) | Genotyp T/T n(%) | Gesamt n
Kontrollprobanden | 232 (73,0) 80 (25,2) 6 (1,9) 318
Patienten 97 (70,3) 37 (26,8) 4(2,9) 138
Gesamt 329 (72,1) 117 (25,7) 10 (2,2) 456
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Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung zwischen Patienten- und

Kontrollgruppe festgestellt werden (¥*=0,647, df=2, p=0,724).

Mit einer multivarianten Varianzanalyse (MANOVA) wurde gepriift, ob Zusammenhénge zwischen
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit und SNP rs755530 vorliegen. Als Covariablen wurden
Code (Patienten vs. Kontrollprobanden), Geschlecht, Schulbildung und Alter einbezogen.

Die Genotypen und Allele gingen als unabhingige Variablen (UV), die Leistung der verschiedenen
Tests als abhéngige Variablen (AV) in die Berechnung mit ein.

In diesen Teil der Studie wurden insgesamt 422 Personen mit einbezogen. Davon hatten 302
Personen (71,6%) Genotyp C/C, 110 Personen (26,1%) Genotyp C/T und 10 Personen (2,4%)
Genotyp T/T.

In Tabelle 14 werden die verschiedenen Testergebnisse der Gesamtstichprobe fiir die moglichen

Genotypen dargestellt.

Tabelle 14: Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit vs. Genotypen bei SNP rs755530

Tests Genotypen F P
(df=2/408)

Genotyp C/C | Genotyp C/T | Genotyp T/T
(n=302) (n=110) (n=10)
MW (SD) MW (SD) MW (SD)

D2 (GZ-F) 382,56 372,91 391,60 0,456 0,634
(85,64) (79,59) (52,90)

ZVT (sec) 75,59 76,62 69,18 0,304 0,738
(19,98) (19,07) (19,07)

TMT A (sec) 25,88 27,81 21,10 3,309 0,038
8,77) (10,13) (5,92)

TMT B (sec) 69,69 69,14 67,00 0,240 0,787
(25,89) (27,91) (18,22)
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Das Ergebnis des Aufmerksamkeit- Belastungstests d2 (entspricht Gesamtzahl minus Fehleranzahl)
zeigt keinen signifikanten Unterschied in der Verteilung der Genotypen (F=0,456, df=2/408,
p=0,634).

Ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang konnte bei der Verteilung der Genotypen bei dem
Ergebnis des Zahlenverbindungstest (ZVT, in Sekunden) erkannt werden (F=0,304, df=2/408,
p=0,738).

Bei Teil A des Trail Making Tests (TMT A) konnte ein signifikanter Unterschied in der Verteilung
der Genotypen festgestellt werden (F=3,309, df=2/408, p=0,038). Die Trager des Genotypen T/T
zeigten hierbei die besten Ergebnisse (vgl. Abb. 7).

Trail Making Test A (TMT A)

40

30
95 125,88

+ 27,81

Sekunden

20 21,1

15

10

C/C CIT T/T
Genotypen

Abbildung 7: TMT A: Sekunden (MW + Standardabweichung) assoziiert mit den Genotypen
des SNP rs755530
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In Teil B des Trail Making Tests (TMT B) konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(F=0,240, df=2/408, p=0,787).

4.1.2. T-Alleltrager

AnschlieBend wurden Genotyp C/T und Genotyp T/T zusammengelegt. Mittels zweiseitigem y>-
Test wurden die T-Alleltrager mit den homozygoten C-Alleltrdgern verglichen (vgl. Tab. 15). Die
T-Alleltrager sind prozentual iiber alle Gruppe am geringsten verteilt; zwischen 27,0% in der

Kontrollprobandengruppe und 29,7% in der Patientengruppe.

Tabelle 15: T-Alleltrdger vs. homozygote C-Alleltriger bei SNP rs755530

Gruppe Genotyp C/C n(%) Genotypen C/T und Gesamt n
T/T n(%)

Kontrollprobanden 232 (73,0) 86 (27,0) 318

Patienten 97 (70,3) 41 (29,7) 138

Gesamt 329 (72,1) 127 (27,9) 456

Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Verteilung der T-Alleltrdger und der homozygoten

C-Alleltrager zwischen der Kontrollprobanden- und der Patientengruppe (x°=0,340, df=1, p=0,560,
OR=1,140 (CI=0,734 - 1,772)).

Auch bei der Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen den T-Alleltrdgern und den homozygoten C-Alleltrdgern erkannt werden (vgl. Tab. 16).

56



Ergebnisse

Tabelle 16: Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit bei T-Alleltréigern vs. homozygoten C-
Alleltrdgern (SNP rs755530)

Tests Genotypen F P
(df=1/412)
Genotyp C/C (n=302) Genotypen C/T und
MW (SD) T/T (n=120)
MW (SD)

D2 (GZ-F) 382,56 (85,64) 374,47 (77,72) 0,363 0,547
ZVT (sec) 75,59 (19,98) 76,00 (18,94) 0,183 0,669
TMT A (sec) 25,88 (8,77) 27,25 (10,01) 2,706 0,101
TMT B (sec) 69,69 (25,89) 68,96 (27,18) 0,572 0,450

Der Aufmerksamkeits-Belastungstest d2 zeigte keine Assoziation zwischen Informations-

verarbeitungsgeschwindigkeit und den T-Alleltragern (F=0,363, df=1/412, p=0,547).

Auch der Zahlenverbindungstest (ZVT) zeigte keine Signifikanz (F=0,183, df=1/412, p=0,669) .

Weder bei dem Trail Making Test Teil A (TMT A) (F=2,706, df=1/412, p=0,101), noch bei Teil B
(TMT B) (F=0,572, df=1/412, p=0,450) konnte ein Zusammenhang zwischen Informations-
verarbeitungsgeschwindigkeit und T-Alleltrdgern vs. homozygoten C-Alleltrigern festgestellt

werden.

4.1.3. Allelverteilung

Es wurde die Verteilung der Allele C und T betrachtet. Prozentual ist Allel C in allen Stichproben
am haufigsten verteilt; 83,7% in der Patientengruppe und 85,5% in der Kontrollprobandengruppe

(vgl. Tab.17).
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Tabelle 17: Allelverteilung bei SNP rs755530

Gruppe Allel C n(%) Allel T n(%) Gesamt n
Kontrollprobanden 544 (85,5) 92 (14,5) 636
Patienten 231 (83,7) 45 (16,3) 276
Gesamt 775 (85,0) 137 (15,0) 912

Es wurde kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Allele C und T zwischen den

verschiedenen Stichprobengruppen festgestellt (y*=0,510, df=1, p=0,475, OR=1,152 (CI=0,781-

1,699)).

Bei keinem der Tests zur Uberpriifung der Informationsgeschwindigkeit konnte eine Signifikanz bei

der Verteilung der Allele C und T festgestellt werden (vgl. Tab. 18).

Tabelle 18: Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit bei Allel C vs. Allel T (SNP rs755530)

Tests Allele F (df=1/834) |P
Allel C (n=714) Allel T (n=130)
MW (SD) MW (SD)
D2 (GZ-F) 381,07 (84,69) 375,78 (76,08) 0,146 0,703
ZVT (sec) 75,75 (19,82) 75,47 (18,81) 0,327 0,567
TMT A (sec) 26,18 (9,01) 26,78 (9,88) 0,920 0,338
TMT B (sec) 69,61 (26,17) 68,81 (26,55) 0,665 0,415

Beim Abschneiden des d2 (Gesamtzahl minus Fehler) gab es keinen signifikanten Unterschied
zwischen Allel C und Allel T (F=0,146, df=1/834, p=0,703).
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Auch beim ZVT war kein signifikanter Unterschied zu erkennen (F=0,327, df=1/834, p=0,920).

Ebenso wenig gab es eine Signifikanz beim TMT A (F=0,920, df=1/834, p=0,338) und TMT B
(F=0,665, df=1/834, p=0,415).

4.2. Polymorphismus rs1874946

Im néchsten Schritt wurden alle obig durchgefiihrten Schritte mit dem Polymorphismus rs1874946
wiederholt.

Zundchst wurden mogliche Unterschiede in der Allel- und Genotypenhdufgkeit zwischen der
Gruppe der Kontrollprobanden und der Patientengruppe iberpriift. Danach wurde mittels
MANOVA

verarbeitungsgeschwindigkeit gibt.

tiberpriift ob es eine Assoziation der Polymorphismen mit Informations-

4.2.1. Genotypverteilung

Die Genotypen der Kontrollprobandengruppe, Patientengruppe und Gesamtstichprobengruppe
wurden verglichen. Mit 29 Kontrollprobanden (9,2%), 12 Patienten (8,8%) und einer

Gesamtstichprobe von 41(9,1%) war Genotyp C/C am wenigsten prisent (vgl. Tab.19).

Tabelle 19: Darstellung der Genotypisierung des Polymorphismus rs1874946

Gruppe Genotyp C/C n(%) | Genotyp C/T n(%) | Genotyp T/T n(%) | Gesamt n
Kontrollprobanden | 29 (9,2) 129 (41,0) 157 (49,8) 315
Patienten 12 (8,8) 60 (44,1) 64 (47,1) 136
Gesamt 41 (9,1) 189 (41,9) 221 (49,0) 451
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In der Verteilung der Genotypen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen (¥*=0, 392, df=2, p=0,822).

Zwischen der Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit, ermittelt durch die vier oben genannten
Tests, konnte keine signifikante Assoziation zu den verschiedenen Genotypen ermittelt werden. In
Tabelle 20 ist das Abschneiden der Genotypen C/C, C/T und T/T bei den einzelnen Tests
dargestellt.

Tabelle 20: Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit vs. Genotypen bei SNP rs1874946

Tests Genotypen F P
(df=2/405)

Genotyp C/C | Genotyp C/T | Genotyp T/T

(n=41) (n=174) (n=204)

MW (SD) MW (SD) MW (SD)
D2 (GZ-F) 378,61 (76,97) | 383,33(80,66) | 376,55 (86,28) | 0,410 0,664
ZVT (sec) 73,93 (21,12) 74,24 (18,55) 77,72 (20,63) 1,438 0,239
TMT A (sec) | 26,49 (10,51) 25,75 (8,99) 26,84 (9,23) 0,755 0,471
TMT B (sec) | 71,22 (33,57) 67,43 (24,70) 71,30 (26,15) 1,182 0,308

Beim Aufmerksamkeits- Belastungstest d2 konnte keine signifikante Assoziation zwischen
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit und der Verteilung der Genotypen erkannt werden
(F=0,410, df=2/405, p=0,664) .

Auch beim Zahlenverbindungstest (ZVT) gab es keine signifikante Assoziation (F=1,438, df=2/405,
p=0,239).

Die Ergebnisse des Trail Making Tests Teil A (TMT A) (F=0,755, df=2/405, p=0,471) und Teil B

(TMT B) (F=1,182, df=2/405, p=0,308) waren bei den drei Genotypen nicht signifikant

verschieden.
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4.2.2. C-Alleltrager
Genotyp C/C und C/T wurden nun zusammengefasst und gegeniiber Genotyp T/T betrachtet, um
einen moglichen Unterschied zwischen den C-Alleltrigern und den homozygoten T-Alleltragern zu

erkennen.

Prozentual gesehen war die Verteilung der C-Alleltrager und der homozygoten T-Alleltrager
ausgeglichen (vgl. Tab.21).

Tabelle 21: Verteilung der C-Alleltréiger vs. den homozygoten T-Alleltriigern bei SNP rs1874946

Gruppe Genotyp C/C und C/T | Genotyp T/T n(%) Gesamt n
n(%)

Kontrollprobanden 158 (50,2) 157 (49,8) 315

Patienten 72 (52,9) 64 (47,1) 136

Gesamt 230(51,0) 221 (49,0) 451

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen festgestellt werden
(*=0,294, df=1, p=0,587, OR=0,895 (CI=0,598-1,338)).

In keinem der Tests zur Uberpriifung der Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit konnte ein

signifikanter Unterschied zwischen den C-Alleltrigern und den homozygoten T-Alleltrigern

erkannt werden (vgl. Tab. 22).
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Tabelle 22: Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit bei C-Alleltrdgern vs. homozygoten T-
Alleltrdgern (SNP rs1874946)

Tests Genotypen F (df=1/409) P
Genotypen C/C und | Genotyp T/T
C/T (n=215) (n=204)
MW (SD) MW (SD)
D2 (GZ-F) 382,43 (79,82) 376,55 (86,28) 0,568 0,451
ZVT (sec) 74,18 (19,01) 77,72 (20,63) 2,596 0,108
TMT A (sec) 25,89 (9,28) 26,84 (9,23) 0,632 0,427
TMT B (sec) 68,15 (26,58) 71,30 (26,15) 0,938 0,333

Der Aufmerksamkeit-Belastungstest d2 zeigte keine signifikante Assoziation zwischen
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit und den verschiedenen Alleltragern (F=0,568, df=1/409,
p=0,451) .

Der ZVT =zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung der C-Alleltrager und
homozygoten T-Alleltrager (F=2,596, df=1/409, p=0,108).

Ebenfalls keine Signifikanzen zeigten TMT A (F=0,632, df=1/409, p=0,427) und TMT B (F=0,938,
df=1/409, p=0,333).
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4.2.3. Allelverteilung

Die Allelverteilung des Polymorphismus rs1874946 wird in Tabelle 23 dargestellt. In absoluten

Zahlen war Allel C seltener vorhanden; in der Kontrollprobandengruppe 187 mal (29,7%), in der
Patientengruppe 84 mal (30,9%) und in der Gesamtstrichprobe 271 mal (30,0%).

Tabelle 23: Allelverteilung bei SNP rs1874946

Gruppe Allel C n(%) Allel T n(%) Gesamt n
Kontrollprobanden 187 (29,7) 443 (70,3) 630
Patienten 84 (30,9) 188 (69,1) 272
Gesamt 271 (30,0) 631 (70,0) 902

Bei Verteilung der Allele C und T konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den

verschiedenen Gruppen festgestellt werden (3*=0,130, df=1, p=0,718, OR=0,945 (CI=0,694-

1,287)).

In Tabelle 24 ist das Abschneiden der Gruppen mit Allel C und Allel T bei den vier Tests

gegeniibergestellt.
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Tabelle 24: Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit bei Allel C vs. Allel T (SNP rs1874946)

Tests Allele F (df=1/828) |p
Allel C (n=256) Allel T (n=258)
MW (SD) MW (SD)
D2(GZ-F) 381,82 (79,23) 378,58 (84,56) 0,265 0,607
ZVT (sec) 74,14 (19,32) 76,68 (20,06) 1,502 0,221
TMT A (sec) 25,99 (9,46) 26,52 (9,16) 0,104 0,747
TMT B (sec) 68, 64 (27,76) 70,15 (25,74) 0,147 0,702

Es konnte keine signifikante = Assoziation  zwischen der  Allelverteilung  und

Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit erkannt werden.

Keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung von Allel C und Allel T waren bei dem
Ergebnis des d2 (F=0,265, df=1/828, p=0,607), des ZVT (F=1,502, df=1/828, p=0,221), des TMT
A (F=0,104, df=1/828, p=0,747) und TMT B (F=0,147, df=1/828, p=0,702) zu erkennen.

4.3. Zusammenfassung der Ergebnisse

Es wurden zwei intronische Polymorphismen des GRMS5-Gens untersucht: SNP rs755530 und
SNP rs1874946.
Bei SNP

rs755530 konnten keine Allel- und

Genotypenhéufigkeit, sowie keine Unterschiede zwischen T-Alleltragern und homozygoten C-

signifikanten Unterschiede in der

Alleltragern zwischen der Gruppe der Kontrollprobanden und der Patientengruppe erkannt werden.
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AuBerdem konnte keine signifikante Assoziation des Polymorphismus mit Informations-
verarbeitungsgeschwindigkeit bei den Tests ZVT, TMT B und d2 gefunden werden.

Allerdings gab es eine Signifikanz bei der Verteilung der Genotypen beim Trail Making Test Teil A
(TMT A) ((F=3,309, df=2/408, p=0,038). Die Triager des Genotyp T/T zeigten hierbei die besten

Ergebnisse.
Bei SNP rs1874946 konnte bei keinem der Tests eine Signifikanz festgestellt werden. Auch die

Verteilung der Genotypen und Allele zwischen den verschiedenen Gruppen zeigte keine

signifikanten Unterschiede.
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5 Diskussion

5.1. Ubersicht zu den experimentellen Funden

In dieser Fall-Kontroll-Assoziationstudie wurde die Assoziation der Polymorphismen rs755530 und
rs1874946 zu Schizophrenie und Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit untersucht. Beide
Polymorphismen beschreiben nicht-funktionelle Nukleotidaustausche von Cytosin nach Thymin.

Es wurden zwischen 290 und 318 deutschstimmige Kontrollprobanden und zwischen 129 und 138
kaukasische Patienten in die Studie einbezogen. Die SNPs wurden zunéchst mittels iPLEX-
Verfahren genotypisiert und anschlieBend im MALDI-TOF Massenspektrometer analysiert. Die
Bestimmung der Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit erfolgte mittels des Zahlen-
verbindungstests (ZVT; Oswald und Roth, 1987), des Trail Making Tests Teil A (TMT A) und Teil
B (TMT B) (Army Individual Test Battery, 1944) und des Aufmerksamkeits- Belastungstests d2
(Brickenkamp, 1962).

Auferund der Studienergebnisse lassen sich folgende Aussagen treffen:

Keiner der beiden untersuchten Polymorphismen auf dem GRMS5-Gen konnte mit Schizophrenie
assoziiert werden.

Fir Polymorphismus rs755530 konnte keine signifikante Assoziation mit Informations-
verarbeitungsgeschwindigkeit bei den Tests ZVT, TMT B und d2 gefunden werden. Allerdings gab
es eine Signifikanz bei der Verteilung der Genotypen beim 7rail Making Test Teil A (TMT A).

Der Polymorphismus rs1874946 zeigte in keinem der Tests ein signifikantes Ergebnis.
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5.2. Methodische Diskussion

Unterschiedliche klinische Diagnoseverfahren und Einschlusskriterien konnen sich auf
Studienergebnisse auswirken. Zwischen den beiden Diagnosesystemen DSM IV und ICD 10
bestehen betrachtliche Unterschiede in Bezug darauf, wie viele und welche Patienten mit
Schizophrenie diagnostiziert werden (Jansson et al., 2002). Ein Patient, der laut DSM IV eine
schizophrenieforme Psychose hat, kann unter Umstinden nach ICD 10 bereits mit Schizophrenie
diagnostiziert werden (Remschmidt, 2011). Somit nehmen Studien, die verschiedene
Diagnosesysteme verwenden, eventuell auch ein anderes Patientengut auf. Auch die inkonsequente
Anwendung dieser Klassifikationssysteme oder auch anderer Einschlusskriterien konnen weitere
Storfaktoren sein.

Die Patienten der hier vorgestellten Studie wurden mit dem DSM IV Diagnosesystem bewertet,
welches aufgrund seiner prézise und streng formulierten Kriterien ein in der psychiatrischen
Forschung weit verbreitetes System ist (Giegling et al. 2008) und auf die benétigte Krankheitsdauer
einen groBBeren Wert legt als das Klassifikationssystem ICD 10.

Auch die Wahl der Kontrollprobanden kann fiir eventuelle Divergenzen von Studienergebnissen
entscheidend sein. Unterschiede in Alters- und Geschlechtsverteilung, ethnischer Zugehorigkeit,
Verwandtschaftsgrad etc. kdnnen hierbei bedeutsam sein. Werden beispielsweise iiberproportional
viele dltere Menschen mit geringerem Bildungsgrad in eine Studie eingeschlossen, kann dies eine
Auswirkung auf kognitive Parameter wie Aufmerksamkeit und Informationsverarbeitungs-
geschwindigkeit haben.

Mit dem Alter nimmt die Geschwindigkeit ab, mit der grundlegende kognitive Aufgaben
durchgefiihrt werden konnen (Glisky et al., 2007). Es wird angenommen, dass mit steigendem Alter
die Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit abnimmt und dass diese verminderte Informations-
verarbeitungsgeschwindigkeit der Grund flir verminderte Leistungen in anderen kognitiven Tests ist
(Salthouse, 1996). Allerdings ist die Abnahme der kognitiven Leistungsfahigkeit mit dem Alter
vom Individuum abhingig. Wihrend einige Menschen z.B. schon mit sechzig Jahren deutliche
Zeichen von kognitiver Leistungsminderung zeigen, erzielen andere z.B. noch mit achtzig Jahren
sehr gute Ergebnisse in kognitiven Tests (Glisky et al., 2007).

Zu beachten ist auch, dass demenzielle Prozesse mit dem Alter zunehmen. Zu Beginn solcher

Prozesse ist es moglich, dass sie unentdeckt bleiben und die betroffenen Probanden folglich nicht
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von der Studie ausgeschlossen werden. Eventuell fallen die daraus resultierenden Testergebnisse
dann schlechter aus als fiir das Alter der Betroffenen iiblich.
Deshalb miissen die oben genannten Probleme in die Interpretation der Studienergebnisse

einbezogen werden.

Probanden, die Blutsverwandte mit einer psychiatrischen Erkrankung haben, miissen vor der
Aufnahme in den Kontrollpool ausgeschlossen werden. Unsere Studie verwendete hierfiir das
FHAM (Family History Assesment Modul). Mittels dieses Moduls werden affektive Syndrome,
psychotische Storungen, Missbrauch und Abhéngigkeit von psychotropen Substanzen sowie die
antisoziale Personlichkeitsstorung im Familienkreis ermittelt. Litten Angehorige einschlieBlich
dritten Grades an einer solchen Erkrankung, wurden die Probanden aus der Studie ausgeschlossen,
da fiir sie ein erhdhtes Risiko bestand ebenfalls an einer psychiatrischen Stérung zu erkranken

(Parnas et al., 1993; Tandon et al., 2008; Dean et al., 2010).

Weiterhin kann eine ungeniigende Stichprobengrofle fiir variierende Studienergebnisse von
Bedeutung sein. Die Teilnehmerzahlen betrugen bei den Kontrollprobanden zwischen 290 und 318
und bei den Patienten zwischen 129 und 138. Damit waren sie beispielsweise geringer als bei

Devon et al. 2001, die 231 Patienten mit 421 Kontrollprobanden verglichen.

Die ethnische Studienpopulation kann fiir differierende Resultate verantwortlich sein. In dieser
Studie galt als Einschlusskriterium fiir den Pool der Kontrollprobanden die deutsche Abstammung.
Auch Eltern und GroBeltern der Kontrollprobanden mussten deutschstimmig sein. Zudem wurden
die Kontrollprobanden vornehmlich im Grofraum Miinchen rekrutiert. Fiir das Patientenkollektiv
galt die kaukasische Abstammung bis hin zu den GrofBeltern als Einschlusskriterium.

Wiéhrend der Evolution des Menschen entstanden verschiedene Haplotypen, wodurch Populationen

mit unterschiedlicher Entstehungsgeschichte auch Unterschiede in genetischer Variabilitit und
Blockstruktur aufweisen konnen (Freudenberg et al., 2002). Die Variabilitit der jlingeren
europdischen und asiatischen Populationen ist geringer ausgeprdgt, als die der
entwicklungsgeschichtlich élteren afrikanischen Populationen (Stephens et al., 2001).

Die in der Einleitung vorgestellte Studie von Devon et al. (2001) wurde bei einer schottischen
Population durchgefiihrt. Denkbar wére, dass sich das Ergebnis dieser Studie nur auf schottische
Populationen beschrinkt und somit nicht bei uns replizierbar ist. Jedoch kann davon ausgegangen

werden, dass sich die genetische Struktur der schottischen Populationen nicht allzu sehr von der
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genetischen  Struktur deutscher Populationen unterscheidet, da sich die beiden Léander
entwicklungsgeschichtlich recht nahe stehen. Von einer Ubereinstimmung der genomischen

Strukturen darf dennoch nicht ausgegangen werden.

Das International HapMap Project (HapMap 2007) hat das Ziel, die genetischen Variationen in
verschiedenen Populationen zu identifizieren und zu katalogisieren. Der Vergleich dieser Daten

zeigt die Unterschiede der Allel- und Genotypverteilung in den verschiedenen Ethnizititen (Tab. 25
und Tab. 26).

Tabelle 25: Die Genotyp- und Allelfrequenzen des SNP rs755530 der untersuchten Patienten- und
Kontrollgruppe im Vergleich zu den Daten der International HapMap (2007)

Genotyp C/C (%) | Genotyp C/T (%) | Genotyp T/T (%) | Allel C (%) | Allel T (%)
Patientengruppe 70,3 26,8 2.9 83,7 16,3
Kontrollgruppe 73,0 25,2 1,9 85,5 14,5
Européer @ewohner von utah, | 83,0 13,0 3,7 89,8 10,2
nord- & westeuropiischer Herkunft)

Im Vergleich zur europdischen Bevolkerung zeigen sowohl die Genotyp-, als auch die
Allelfrequenzen des SNP rs755530 in der Patientengruppe und der Kontrollgruppe eine relativ
dhnliche Verteilung (vgl. Tab. 25).

Fiir SNP rs1874946 zeigen sich relativ dhnliche Verteilungen der Genotyp- und Allelfrequenzen
bezogen auf die europdischen Bevdlkerung. Allerdings zeigen sich deutliche Unterschiede im
Vergleich zu den anderen Ethnizitdten. Hervorzuheben ist im Besonderen die Verteilung der
Genotyp- und Allelfrequenzen in der afrikanischen Bevdlkerung, die sich am stirksten von der

Verteilung der Frequenzen in der Patienten- und Kontrollgruppe unterscheidet (vgl. Tab. 26).
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Tabelle 26: Die Genotyp- und Allelfrequenzen des SNP rs1874946 der untersuchten Patienten- und
Kontrollgruppe im Vergleich zu den Daten der International HapMap (2007)

Genotyp C/C (%) | Genotyp C/T (%) | Genotyp T/T (%) | Allel C (%) | Allel T (%)

Patientengruppe 8,8 44,1 47,1 30,9 69,1
Kontrollgruppe 9,2 41,0 49,8 29,7 70,3
Européer (Bewohner von Utah, | 11,7 45,0 433 342 65,8

nord- & westeuropdischer Herkunft)

Han Chinesen (Peking) |25,0 47,7 27,3 48,9 51,1
Japaner (Tokyo) 22,2 48,9 28,9 46,7 53,3
Afrikaner (Nigeria) 75,0 233 1,7 86,7 13,3

Die Schizophrenie ist eine heterogene Erkrankung, fiir die eine multifaktorielle Atiologie
kennzeichnend ist. Es wird angenommen, dass genetische Faktoren bei ca. 80% der Patienten fiir
die Entwicklung einer Schizophrenie pradisponierend sind (Tandon et al., 2008). Allerdings
interagieren, wie in der Einleitung erldutert, zahlreiche Umweltfaktoren miteinander und mit den
genetischen Prédispositionen. Diese Umweltfaktoren konnen jedoch in verschiedenen Populationen

unterschiedlich ausfallen und komplizieren solch einen Vergleich.

Auch die fiir die Entstehung der Schizophrenie bedeutsamen Gene sind sehr heterogen. Es wird
kaum moglich sein den EINEN Genotyp fiir einen bestimmten Phinotyp der Erkrankung zu finden.
Hochstwahrscheinlich handelt es sich um eine polygene Krankheit, wodurch bei einigen Patienten
die einen und bei anderen Patienten teilweise oder vollstindig andere Gene fiir die
Krankheitsentstehung verantwortlich sein konnten (Tandon et al., 2008). Momentan gelten unter
anderem die Gene ZNF 804A, NRGN, TCF4 APOE, COMT, DAO, DRDI1, DRD2, DRD4,
DTNBP1, GABRB2, GRIN2B, HP, ILIB als mogliche Suszeptibilititsgene der Schizophrenie
(Allen et al., 2008; Stefansson et al., 2009; Lencz et al., 2010; Van Winkel et al., 2010).

Es ist durchaus moglich, in einigen Studien ein bestimmtes dtiologisch bedeutsames Gen zu
entdecken, wihrend dasselbe Gen in anderen Studienpopulationen nicht oder nicht in gleichem Maf}

an der Krankheitsentstehung beteiligt zu sein scheint. Beispielsweise fand eine Metaanalyse von Shi
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et al. (2008) eine signifikante Heterogenitit zwischen Asiatischen und Europdischen Populationen
fiir Polymorphismus rs1816072 des GABRB2- Gens (p=0.0009), sowie zwischen Fall-Kontroll-
Assoziationsstudien und Familien-basierten Assoziationsstudien fiir Polymorphismus rs16944 in

dem Gen IL1B (p=0.023).

Die Komplexitét der Schizophrenie erschwert die Suche nach Kandidatengenen, weshalb in dieser
Studie zusdtzlich auf das Konzept der Endophénotypen zuriickgegriffen wurde. Endophénotypen
haben moglicherweise ein einfacheres Vererbungsmuster und werden eventuell von einer kleineren
Zahl von Genen kodiert, als komplexe Phinotypen (Zobel et al., 2004; Allen et al., 2009). Hier
wurden die Endophédnotypen Aufmerksamkeit und Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit
verwendet. Uberpriift wurden diese Parameter mit dem Zahlenverbindungstest (ZVT), dem
Aufmerksamkeits- Belastungs-Test d2 und dem Trail Making Test Teil A und B (TMT A, TMT B).

Polymorphismus rs755530 zeigte ein signifikantes Ergebnis beim 7rail Making Test A, der vor
allem die Visuomotorik und die visuelle Verarbeitungsgeschwindigkeit tiberpriift.

Der Trail Making Test ist leicht durchzufiihren und als Screeningverfahren zur generellen
Uberpriifung von Hirnfunktionsleistungen empfehlenswert (Tischler und Petermann, 2010). Der
Test sollte jedoch immer im Zusammenhang mit anderen Testverfahren betrachtet werden.
Storfaktoren kdnnen beispielsweise eine beeintriachtigte Feinmotorik, eine verkrampfte Stifthaltung,
Lesestorungen, visuell-analytische oder rdumlich-konstruktive Stérungen darstellen, welche
unabhéngig von Intelligenz- und Aufmerksamkeitsstorung schlechtere Testergebnisse verursachen
(Tischler und Petermann, 2010). Soweit moglich wurden solche Storvariablen durch die strengen
Einschlusskriterien eliminiert. Beispielsweise wurde darauf geachtet, dass Probanden ihre Brillen
am Testtag dabei hatten und trugen. Des weiteren wurde der Trail Making Test nicht durchgefiihrt,

wenn eine Verletzung der dominanten Hand vorlag.

Mangelnde Motivation ist ein weiterer wichtige Storfaktor bei der Durchfithrung neurokognitiver
Tests. Da den Studienteilnehmern jedoch die Moglichkeit gegeben wurde die Studie jederzeit
abzubrechen, sollte dieser Storfaktor weitgehend minimiert werden kdnnen. Die Ergebnisse jener

Probanden, die vorzeitig aus der Studie ausschieden, wurden nicht verwertet.

Die Testdurchfilhrung erfolgte in Rdumen der Universitit Miinchen, wobei auf eine ruhige

Umgebung ohne Storeinfliisse geachtet wurde. Alle Testleiter wurden intensiv und gemil3 der
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Testhandbiicher geschult und von der Studienleitung auf objektive Durchfiihrung und Einhaltung
der Testvorgaben gepriift. Hierdurch wurde eine einheitliche und korrekte Umsetzung
gewahrleistet.

Dementsprechend konnen sowohl die signifikanten Ergebnisse im TMT A bei Polymorphismus
rs755530, als auch die nicht-signifikanten Ergebnisse dieses Tests bei Polymorphismus rs1874946
und die nicht-signifikanten Ergebnisse des ZVT, d2 und TMT B beider Polymorphismen als valide

angesehen werden.

5.3. Inhaltliche Diskussion

Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit ist eine komplexe Eigenschaft, die mit anderen
kognitiven Parametern eng assoziiert ist. Es ist davon auszugehen, dass nur selten einzelne Single
Nucleotide Polymorphismen fiir die Auspridgung solcher Eigenschaften verantwortlich sind,
sondern dass diese durch ein kompliziertes Zusammenspiel genetischer Variationen und

verschiedener Umweltfaktoren entstehen.

Wihrend in dieser Studie fiir den Polymorphismus rs1874946 keine signifikante Assoziation zu
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit gezeigt werden konnte, zeigte der Polymorphismus
rs755530 eine Signifikanz bei der Verteilung der Genotypen beim Trail Making Test Teil A (TMT

A), jedoch nicht bei den anderen eingesetzten Tests.

Wegen mangelnder Studienlage konnten keine Referenzstudien zum Thema Informations-
verarbeitungsgeschwindigkeit und GRMS5-Rezeptoren herangezogen werden. Aus diesem Grunde
wurden andere, mit Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit eng assoziierte, kognitive Parameter

hinzugezogen.

Die Studie von Lu et al. (1997) zeigte einen Zusammenhang zwischen GRMS5-Rezeptoren und

Langzeitpotenzierung, sowie eine Assoziation zu riumlichem Lernen und Gedéchtnis.

Quarta et al. (2007) entdeckten einen Zusammenhang zwischen der Gabe des GRM5-Antagonisten
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MPEP und der Durchfiihrung eines Aufmerksamkeitstests. MPEP verschlechterte die
Aufmerksamkeit von Ratten, ein Effekt, der durch die Gabe von Nikotin riickgéngig gemacht

werden konnte.

Eine weitere Studie in diesem Zusammenhang (Homayoun et al., 2004) fand an Ratten statt. Die
Gabe von MPEP zeigte eine Verschlechterung des Arbeitsgeddchtnisses, des instrumentellen
Lernens, sowie eine leicht erhohte Dopaminabgabe im préifrontalen Kortex und Nucleus accumbens
und verstirkte den Effekt von MK-801 auf die kortikale Dopaminfreisetzung, Bewegung und
Stereotypie.

Die aufgefiihrten Studien zeigen zwar Zusammenhidnge zwischen GRMS5-Rezeptoren und
verschiedenen kognitiven Parametern, jedoch nicht direkt zu der hier untersuchten
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit. Daher konnen sie zwar als Anhalt dienen, jedoch nicht
zum direkten Vergleich herangezogen werden.

Ein weiterer Grund fiir die in fast allen Tests unserer Studie fehlende Assoziation von
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit und GRM5-Rezeptoren konnte aulerdem die Auswahl
unserer Polymorphismen sein. Das GRM5-Gen ist ein sehr grofles Gen mit einer Vielzahl an SNPs,

fiir die eine mdgliche Assoziation zu Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit bestehen konnte.

Auch fiir die signifikanten Ergebnisse der oben genannten Studien ist nicht bekannt auf welche
Bereiche des GRMS5-Gens sie zuriickzufiihren sind. Die dort beschriebenen Assoziationen
kognitiver Parameter mit GRMS5-Rezeptoren lassen daher nicht zwangsldufig auf eine gleichzeitige
Assoziation dieser Parameter mit jenen SNPs schlielen, die in unserer Studie untersucht wurden.

Da es keine Referenzstudien zu den in unserer Studie untersuchten Polymorphismen gibt, ist ein

direkter Vergleich nicht durchfiihrbar.

Die Verteilung der Genotypen des Polymophismus rs755530 beim Trail Making Test Teil A zeigte
in dieser Studie eine signifikante Assoziation zu Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit. TMT
A testet vor allem die Visuomotorik und visuelle Verarbeitungsgeschwindigkeit. Das visuelle
Verarbeitungssystem scheint also eine besondere Verbindung mit dem GRMS5-Gen zu haben,

welche in weiteren Studien untersucht werden sollte.

Abschlieflend ist zu sagen, dass das GRM5-Gen in zahlreichen Studien einen Zusammenhang zu
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kognitiven Parametern gezeigt hat, von denen viele dem hier vorgestellten Parameter
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit dhneln. Auch die in dieser Studie gefundene Signifikanz
deutet auf einen Zusammenhang zwischen GRM5-Rezeptoren und
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit hin. Weitere Fall-Kontroll-Assoziationsstudien zu

diesem Thema wiren winschenswert.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen keinen Zusammenhang der Polymorphismen rs755530 und
rs1874946 des GRMS5-Gen mit Schizophrenie. Dagegen konnten in den hier aufgefiihrten
Referenzstudien signifikante Assoziationen zwischen Schizophrenie und GRMS5-Rezeptoren
nachgewiesen werden.

Devon et al. entschliisselten 2001 Teile der Intron/Exon-Struktur des GRMS5-Gens und fanden in
einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie einen signifikanten Unterschied bei der Verteilung der
Allelfrequenzen zwischen schizophrenen Patienten und Kontrollprobanden. Diese Studie war
jedoch auf eine Population in Schottland begrenzt, wéhrend die hier vorgestellte Studie
Kontrollprobanden deutscher Abstammung und Patienten mit kaukasicher Abstammung einschloss.
Aufgrund moglicher Verschiebungen im genetischen Pool kann von einem rein schottischen
Ergebnis nicht auf gleichwertige Assoziationen in anderen Léndern geschlossen werden. Auferdem
befand sich der hier assoziierte Mikrosatellit auf Intron 6 , wihrende unsere Polymorphismen sich
auf Intron 3 beziehungsweise 4 befanden. Die Autoren geben die relativ geringe Effektstirke als

Grund an, weshalb zuvor noch keine Assoziation des GRM5-Gens mit Schizophrenie erfolgt war.

Zwei weitere Referenzstudien beschiftigten sich mit Nagetieren. Kinney et al. (2003) zeigten eine
modulierende Wirkung der GRMS5-Rezeptoren auf Bewegungsaktivitit und Prepulse-Inhibition
(PPI), wihrend Liu et al. (2008) einen Einfluss des GRMS5-Rezeptor PAM (positiver allosterischer
Modulator) ADX47273 auf Kognition und psychotische Verhaltensweisen fanden.

Kinney et al. untersuchten den Effekt von GRMS5-Antagonisten, mit oder ohne zusétzlicher PCP-
Gabe, auf Bewegungsaktivitit und PPI des akustischen Schreckreflexes an Nagern. Weiterhin
wurde die PPI bei GRM5-Knockout-Méusen, sowie die PPI nach Gabe des GRMS5-Agonisten
CHPG alleine, beziehungsweise in Kombination mit Amphetamin getestet. Die gefundenen Daten
legen nahe, dass der GRM5-Antagonist MPEP einzeln verabreicht keinen Effekt auf die oben
genannten Parameter hat, dass er jedoch die PCP-induzierte Bewegungsaktivitit und PPI-Storung
verstirkt. Aulerdem konnte verdeutlicht werden, dass GRM5-Knockout-Méuse im Vergleich zum

Wildtyp konsistente PPI-Defizite aufzeigen. CHPG zeigt ohne zusétzliche Mediamentengabe keine

74



Diskussion

Verianderung der PPI, es verbessert jedoch die durch Amphetamin hervorgerufene Storung der PPI.
Beide Studien spiegeln die heutige Meinung wider, welche dem Gen eine modulierende Wirkung

zuspricht und von einem Zusammenspiel mit NMDA-Rezeptoren ausgeht (Pietraszek, 2007).

Choi et al. stellten 2009 die Hypothese auf, dass eine Unterbrechung in der Entwicklung des
prafrontalen Kortex (PFC) zu einer kognitiven Dysfunktion fiihren kann, die sich als Schizophrenie
manifestiert. Der priafrontale Kortex ist einer der hochst entwickelten Regionen des Gehirns, dessen
Reifung bis ins junge Erwachsenenalter andauert. Untersucht wurde postmortales Gewebe des
Prifrontalen Kortex von 48 Personen im Alter von einem bis 49 Jahren. Es wurden genomweite
Expressionsprofile des PFC angelegt (54 675 Transkripte) und diejenigen Gene identifiziert, die
signifikant mit dem Alter der Probanden assoziiert waren. Es stellte sich heraus, dass 42 dieser
altersabhédngigen Gene gleichzeitig Suszeptibilititsgene der Schizophrenie sind (Analyse der
Genetic Association Database; p < 0,001). Die Glutamatrezeptorgene werden durch alle
Altersklassen kontinuierlich herunterreguliert, wobei das GRM5-Gen die groBten Verdnderungen in
der Expression wihrend der ersten fiinf Lebensjahre zeigte.

Diese Studie zeigt, dass eine Unterbrechung in der Entwicklung des PFC eventuell zu einer
Verdanderung im Expressionsmuster des GRMS5-Gens fithren konnte. Allerdings ist diese

Uberlegung bisher eher theoretisch und muss zunichst durch weitere Studien hinterfragt werden.

Wichtig fiir die Zukunft ist eine Feinkartierung des GRM5-Gens in Bezug auf Assoziationen zu
Schizophrenie und Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit, sowie weiterer kognitiver Parameter

unter Berticksichtigung altersabhéngig verdnderter Expression.

5.4. Ausblick auf zukiinftige Untersuchungen

Innerhalb dieser Studie konnte keine signifikante Assoziation der Polymorphismen rs755530 und
rs1874946 des GRMS5-Gens zu Schizophrenie gefunden werden. Trotzdem sollte das GRM5-Gen
weiter auf einen Zusammenhang zu Schizophrenie untersucht werden.

In den letzten Jahren gab es mehr und mehr Anhaltspunkte dafiir, dass metabotrope

Glutamatrezeptoren eine gute Mdglichkeit neuer Ansatzpunkte bei der medikamentdsen Therapie
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von Schizophrenie darstellen. Bei der Behandlung der Schizophrenie ist nicht nur die Positiv- und
Negativsymptomatik zu beachten, sondern zudem die kognitiven Verdnderungen, welche Defizite
in der Auffassungsgabe, der Aufmerksamkeit, im Kurz- und Langzeitgedichtnis, beim Lernen und
bei exekutiven Funktionen umfassen. Die Schwere der kognitiven Verdnderungen bei Patienten
kann zudem den Verlauf der Erkrankung und den Behandlungserfolg voraussagen (Tan et al.,
2007).

Die sich heute auf dem Markt befindlichen Medikamente behandeln vor allem die
Positivsymptomatik, wéhrend sie die Negativsymptomatik und kognitive Defizite nur wenig
beeinflussen (Conn et al., 2009). Weiterhin wirken viele dieser Medikamente nicht bei allen
Patienten ausreichend und haben sehr starke Nebenwirkungen, welche die Compliance der
Patienten heruntersetzt. Es ist also wichtig neue Medikamente mit einem besseren Wirkspektrum zu
finden.

Studien zeigen, dass Substanzen, welche die NMDA-Rezeptor-Funktion erhdhen, ein Potential als
Therapeutika zur Behandlung von Positiv- und Negativsymptomatik, sowie kognitiven Defiziten,
haben (Lindsley et al., 2006; Conn et al., 2009). Zu diesen Substanzen gehdren die GRMS-
Rezeptoren, bei deren Stimulation die Funktion der NMDA-Rezeptoren in Regionen, wie dem
zerebralen Kortex, dem Striatum und dem Hippocampus verstirkt wird (Attucci et al., 2001;

Benquet et al., 2002; Mannaioni et al., 2001; Pietraszek et al., 2007).

Die beste Moglichkeit GRMS5-Rezeptoren zu stimulieren bieten positive allosterische Modulatoren
(PAM), welche am allosterischen Zentrum des Rezeptors binden und dessen Antwort auf Glutamat
erhohen. Der erste identifizierte PAM 3,3’-Difluorobenzaldazin (DFB), sowie der darauf folgende
CPPHA hatten Probleme mit der Loslichkeit und waren nicht fiir in vivo Studien geeignet (Conn et
al., 2009). Die neueren PAMs CDPPB und ADX47273 sind nun auch fiir solche Studien geeignet.
Schlumberger et al. (2010) zeigten fiir ADX47273 eine abschwichende Wirkung auf CAR
(conditioned avoidance response) Verhalten bei Ratten, was auf antipsychotische Eigenschaften
schlieBen ldsst. Aulerdem induzierte ADX47273 keine Katalepsie bei den Ratten. Es konnte jedoch
die PCP-induzierte iibermafige Fortbewegung nicht vermindern.

In den kommenden Jahren wird ADX47273 und weitere GRM5-Rezeptor PAMs sicherlich in
zahlreichen Studien weiter untersucht werden. Es sollte jedoch die Ursachenforschung der
Schizophrenie und die Rolle des metabotropen Glutamatrezeptor 5 fiir die Entstehung dieser
Erkrankung nicht vernachldssigt werden. Bisher ist die Studienlage hierzu nicht ausreichend. Vor

allem sollten weitere Fall-Kontroll-Assoziatonsstudien durchgefiihrt werden, mit dem Ziel
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genetische Variationen sowohl in kodierenden wie auch in nicht-kodierenden Bereichen zu
erkennen.

Sollten GRMS5-Rezeptor PAMs zukiinftig fiir den menschlichen Gebrauch zugelassen werden,
konnten auch iiber diesen Weg Riickschliisse auf die Entstehung der Schizophrenie gezogen
werden. In Fall-Kontroll-Studien konnte die Wirkung dieser Medikamente auf kognitive Parameter,
sowie auf Positiv- und Negativsymptomatik iiberpriift werden. Sollte sich die Positiv- oder
Negativsymptomatik schizophrener Patienten durch ein solches Medikament bessern, wére dies ein
Hinweis auf eine Beteiligung der GRM5-NMDA-Rezeptor-Interaktion bei der Pathogenese der
Schizophrenie. Weiterhin konnte iiberpriift werden, ob durch diese PAMs eine Besserung
medikamentds induzierter psychotischer Symptome bei gesunden Kontrollprobanden auftritt. Auch
Angehorige schizophrener Patienten konnten in mogliche Studien eingeschlossen werden.
Beispielsweise konnte durch klinische Testverfahren iiberpriift werden, ob die Gabe von GRMS5-
Rezeptor PAMs eine Verdnderung bestimmter kognitiver Parameter, wie der Informations-

verarbeitungsgeschwindigkeit, hervorruft.

Die hier vorgestellte Studie zeigte eine Signifikanz zwischen Polymorphismus rs755530 und
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit, was auf einen Zusammenhang zwischen GRM5-Gen
und kognitiven Parametern schliefen ldsst. Wichtig wire es weitere Studien zu konzipieren, welche
funktionelle Zusammenhénge, wie sie in Tiermodellen nachgewiesen werden konnten, auch in

humanen Studien bestétigen.

77



Abkiirzungsverzeichnis

6 Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung Erklarung

ACPD (1S,3R)21-Amino-Cyclopentan-1,3-Dicarboxylic Acid

ADX47273 S-(4-Fluoro-Phenyl)- {3-[3-(4-Fluoro-Phenyl)-[1,2,4]Oxadiazol-5-yl]-
Piperidin-1-yl}-Methanon

AL-Puffer Aluminium-Puffer

AMPA A-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazol Propion Sdure

AV Abhingige Variablen

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Basenpaare

C Cystein

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

CAR Conditioned Avoidance Response

CDPPB 3-Cyano-N-(1,3-Diphenyl-1H-Pyrazol-5-yl)Benzamid

CHPG 2-Chloro-5-Hydroxyphenylglycine

COOH-Terminus

Carboxy-Terminus

CPP (b)3-(2-Carboxypiperazin-4-Propyl)-1-Propenyl- 1-Phosphonic Acid

CPPHA N-[4-Cloro-2-[(1,3-Dioxo-1,3-Dihydro-2H-Isoindol-2-yl)Methyl]
Phenyl] -2-Hydroxybenzamid

CREB cAMP-abhingiges Reaktionselement-Bindungsprotein

5-CSRTT Five-Choice Serial Reaction Time Task

DAG Diacylglycerol

df Freiheitsgrade

DFB 3,3’-Difluorobenzaldazin
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DLPFC Dorsolateralen Préafrontalen Kortex

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DSM-IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPSP Exzitatorische/Erregende Postsynaptische Potentiale
ERK Extrazellulldr Regulierte Kinase

ERP Event-Related Potential

FHAM Family History Assessment Module

GDP Guanosindiphosphat

G-Protein Guaninnucleotid-bindendes Protein

GRMS5 Metabotroper Glutamatrezeptor 5

GRM5-KO-Miuse

Metabotroper Glutamatrezeptor 5- Knockout- Méuse

GTP Guanosintriphosphat

HAWIE Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fiir Erwachsene
HCI Salzsdure

H,O Wasser

ICD-10 Internationale Klassifikation psychischer Storungen
IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

IQ Intelligenzquotient

LEBI Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar

LLC Less Likely Carrier

LTP Langzeit-Potenzierung

MANOVA Multivariate Analyse der Varianz

MAP Mitogen-Activated Protein

MgCl, Magnesiumchlorid
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mGIuRI Metabotrope Glutamatrezeptoren der Gruppe |
mGluR5 Metabotroper Glutamatrezeptor Subtyp 5
MK-801 Dizocilipin

ml Milliliter

MLC More Likely Carrier

MMST Mini-Mental-Status-Test

MOCI Maudsley Zwangs-Inventar

MPEP 2-Methyl-6-(Phenylethynyl)-Pyridin

mRNA Messenger Ribonukleinsdure

MRI Magnetic Resonance Imaging

MRS Magnetresonanz-Spektroskopie

MRT Magnetresonanztomographie

MTEP 3-(2-Methyl-1,3-Thiazol-4-yl)Ethynyl-Pyridin
MW Mittelwert

n Anzahl an Probanden/ Patienten

ng Nanogramm

nm Nanometer

NMDA(R) N-Methyl-D-Aspartat (-Rezeptoren)

N-Terminus

Amino-Terminus

p p-Wert, Signifikanz

PCP Phencyclidin

PCR Polymerasekettenreaktion

PET Positronen-Emission-Tomographie

pH Negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
PIKE-L Phosphoinositid 3 Kinase Enhancer-L

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat
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PI3-Kinase Phosphoinositid-3-Kinase

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PPI Prepulse-Inhibiton

RGS4 Regulator of G protein signaling 4

RNA Ribonukleinsdure

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

SD Standardabweichung

SKID I Strukturelles Klinisches Interview fiir DSM-IV Achse |
SKID II Strukturelles klinisches Interview fiir DSM-IV Achse 11
SNP Single Nucleotide Polymorphism

SPECT Single Photon Emission Computed Tomography

SPSS Statistical Package for Social Sciences

T Thymin

Taq Thermostabile Polymerase

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Trometamol

UTR Untranslatierte Region

uv Unabhédngige Variablen

ul Mikroliter

xz—Test Chi-Quadrat-Test
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