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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine psychiatrische Erkrankung, die phinotypisch in vielgestaltigen
Querschnittsbildern auftreten kann. Die Athiopathogenese der Schizophrenie ist bis heute
nicht geklart. Es wird aber davon ausgegangen, dass sie einem polygenen Erbgang folgt

und multifaktorielle Bedingungen zum Ausbruch der Krankheit fiihren.

Ein alternativer Ansatz versucht nun mithilfe von klar definierten Endophénotypen Gene zu
identifizieren, die mit neuroanatomischen, neurophysiologischen oder biochemischen
Korrelaten einer Erkrankung assoziiert sind. In Zusammenhang mit der Schizophrenie

gehoren Lern- und Gedichtnisfunktionen zu den hiufig untersuchten Endophénotypen.

Das Gen fiir den Brain-Derived-Neurotrophic-Factor (BDNF) auf Chromosom 11 ist ein
Neurotrophin, das im adulten ZNS protektiv und regenerativ auf Neuronen und
Motoneuronen wirkt. BDNF wird stark im Hippocampus exprimiert, einer Hirnregion, die
in Lern- und Gedéchtnisfunktionen involviert ist. Es konnte gezeigt werden, dass BDNF in

die hippocampalen Funktionen der Langzeitpotenzierung eingreift.

Unter Berticksichtigung der Omniprdsenz des BDNF im humanen Gehirn liegt auch die
Vermutung nahe, dass veridnderte Genexpression oder Funktionalitit dieses Neurotrophins
neuronale Krankheiten begiinstigen oder bedingen kdnnen. In diesem Zusammenhang wird

auch eine Assoziation von BDNF mit Schizophrenie diskutiert.

Ein im humanen BDNF-Gen haufig vorkommender Polymorphismus ist der SNP rs6265 an
Position 196 der mRNA. Er bewirkt einen Aminosédureaustausch von Valin nach Methionin

und wurde bereits intensiv in Zusammenhang mit Schizophrenie untersucht.

Die vorliegende Studie untersuchte an 135 schizophrenen Patienten kaukasischer
Abstammung und 313 gesunden Kontrollprobanden deutscher Abstammung, ob ein
Zusammenhang zwischen dem 1s6265 und Schizophrenie oder Gedichtnisleistungen
nachzuweisen ist. Mit einer adaptierten deutschen Fassung der Welcher Memory Scale

Revised (WMS-R) wurde bei allen Studienteilnehmern Gedéchtnisleistungen erfasst.
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Anschlieffend erfolgten die Analysen der Allel- und Genotypfrequenzen sowie die

Zuordnung zu den Ergebnissen aus den Gedichtnistests.

Im Ergebnis konnte in der Fall-Kontroll-Assoziationsstudie keine signifikante Assoziation
zwischen dem rs6265 und Schizophrenie festgestellt werden. Dariiber hinaus konnte in der
Endophénotypenstudie keine Assoziation zwischen rs6265 und Gedéchtnisleistungen
nachgewiesen werden. Ein Trend zeigte sich aber im Untertest ,,Verbales Gedéchtnis® des
WMS-R. Dabei erzielten Met-Homozygote im Durchschnitt bessere Leistungen als Trager

des Val-Allels.

Ob der rs6265 die Gedachtnisleistungen oder die Suszeptibiltit fiir Schizophrenie
beeinflusst, konnte mit dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart werden. Folgestudien mit
strikten Ein- und Ausschlusskriterien und groBeren Stichproben sind nétig, um diese Frage

abschliefend zu kléren.
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2 Einleitung

2.1 Schizophrenie

2.1.1 Definition und Historisches

Der Begriff Schizophrenie wurde von dem Psychiater Eugen Bleuler gebildet und erstmals
Anfang des 20. Jahrhunderts verdffentlicht (Bleuler, 1911). "Schizo" kommt aus dem
Griechischen und bedeutet "ich spalte", "Phren" entstammt ebenfalls dem Griechischen und
heiit "der Geist". Bleuler wollte mit dieser Bezeichnung ausdriicken, dass bei den
Erkrankten Denken, Fiithlen und Wollen auseinanderfallen. Der von Bleuler geprigte
Begriff bezog sich dabei auf die von Emil Kraepelin Ende des 19. Jahrhunderts
klassifizierten endogenen Psychosen der Dementia praecox (Hebephrenie), Katatonie und
Dementia paranoides (Kraepelin, 1896). Die von Kraepelin erstellte Klassifikation ist auch
aktuell noch Grundlage der giiltigen Klassifikationssysteme fiir psychiatrische
Erkrankungen (International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems, ICD-10; Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, DSM 1V).

Heute wird Schizophrenie als eine {iber einen ldngeren Zeitraum auftretende endogene
Psychose definiert, die durch charakteristische, symptomatisch oft sehr vielgestaltige
psychopathologische  Querschnittsbilder, wie  Wahn, Halluzinationen, formale
Denkstorungen, Ich-Storungen, Affektstorungen und psychomotorische Stoérungen in
Erscheinung treten kann, ohne korperliche Ursachen zu haben. Erscheinungsbilder der
Krankheit, die von kiirzerer Dauer sind, werden als schizotype Storungen bezeichnet

(Dilling et al., 2011).

2.1.2 Symptomatik und Klassifikation

Um der Diversitdt dieser psychiatrischen Erkrankung Rechnung zu tragen, gab es in der
Vergangenheit verschiedene Modelle einer Klassifikation, die sich vornehmlich an der

Symptomatik ausrichteten. Bleuler differenzierte die Schizophrenie dahingehend, dass er
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die Krankheitsbilder wie stumpfe oder unangepasste Gemiitsbewegungen, Ambivalenz,
Autismus oder Assoziationsstorungen als der Krankheit innewohnend zu den
Grundsymptomen zdhlte und Halluzinationen oder Wahn als akzessorische Symptome
betrachtete. Den Ausbruch und den Verlauf der Schizophrenie hielt er fiir variabel (Bleuler,
1911). Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts differenzierte Kurt Schneider in Symptome
ersten und Symptome zweiten Ranges. Zu den Symptomen ersten Ranges, die ein
diagnostisches Kriterium der Schizophrenie darstellen sollten, gehdrten unter anderem
dialogische Stimmen, Gedankenlautwerden, Gedankeneingebung, Gedankenentzug und
Wahnwahrnehmung (Schneider, 1950). Obgleich die Validitét von Schneiders Modell der
First-Rank Symptoms (FSK) in nachfolgenden Studien widerlegt wurde, so spielte es doch
fiir die Entwicklung der heute giiltigen Klassifikationssysteme eine bedeutende Rolle

(Nordgaard et al., 2008).

Generell wird heutzutage bei den sehr heterogenen Symptomen der Schizophrenie
zwischen positiven und negativen Symptomen unterschieden. Positive Symptome werden
als Erweiterung des Verhaltensspektrums angesehen (wie z.B. Wahn, Halluzinationen oder
Ich-Stérungen). Die Fortdauer der Symptomatik, deren Auspragung sowie der Einfluss auf
die Betroffenen kann dabei stark variieren (Tandon et al., 2009). Verfolgungs- und
Beziehungswahn erscheinen die am héufigsten auftretenden Positivsymptome zu sein
(Moller et al., 2009). Daneben kann aber auch eine Vielzahl von anderen Symptomen bei
Schizophrenie auftreten, deren spezifische Ausprigung in Zusammenhang mit der
Personlichkeit des Schizophrenen steht. Dazu gehoren unter anderem akustische oder
optische Halluzinationen und formale Denkstérungen mit Ausbreitung, Lautwerden und

Eingebung von Gedanken.

Zu den negativen Symptomen zdhlen Beeintrdchtigungen des Denkens, der Affektivitdt, des
Antriebs und des Willens, sowie der Kommunikations- bzw. Kontaktfahigkeit. Dazu
gehoren unter anderem Storungen der Affektivitit, wie zum Beispiel Gefiihlsarmut,
Parathymie, psychotische Ambivalenz oder Misstrauen. Dariiber hinaus kénnen Stérungen
des Willens und der Psychomotorik, wie Abulie, Apathie, Manierismus, Stupor, Mutismus
und Katalepsie auftreten, ebenso wie Storungen des Trieb- und Sozialverhaltens. Zu
letzterem zdhlen Kontaktmangel, Aggressionstendenz, Verwahrlosungstendenz und

gesteigerte Erschopfbarkeit (Crow, 1980; Andreasen, 1982; Carpenter et al., 1988).
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Die Haupterscheinungsformen der Schizophrenie werden zur Differenzierung in Subtypen
klassifiziert. Hierbei finden das ICD-10 (International Classification of Diseases der
Weltgesundheitsorganisation WHO) und das DSM-1V (Diagnostic- and Statitstic Manual
der American Psychiatric Assoziation APA) Anwendung (Tabelle 1).

Tabelle 1: Klassifikation und diagnostische Kriterien schizophrener Erkrankungen nach

DSM-1V und ICD-10 (Hautzinger und Thies, 2009)

DSM-IV: Schizophrenie ICD-10: Schizophrenie (F 20)

» paranoider Typus (295.30) » paranoide Schizophrenie (F 20.0)

» desorganisierter Typus (295.10) > hebephrene Schizophrenie (F 20.1)

» katatoner Typus (295.20) » katatone Schizophrenie (F 20.2)

> undifferenzierter Typus (295.90) > undifferenzierte Schizophrenie (F 20.3)
> residualer Typus (295.60) > postschizophrene Depression (F 20.4)

> schizophrenes Residuum (F 20.5)
» Schizophrenia Simplex (F 20.6)

Die Diagnose der Schizophrenie erfolgt auf Grundlage eines sorgfiltig erhobenen
psychopathologischen Befundes (systematisierte Symptomatik) unter Anwendung
entsprechender diagnostischer Leitlinien und Algorithmen der Klassifikationssysteme
(ICD-10 oder DSM-IV). Wichtige Vorbedingungen bei der Diagnostik sind dariiber hinaus
die Durchfiihrung von Laboruntersuchungen und eine apparative Diagnostik zum
Ausschluss von korperlich begriindbaren Psychosen. Dabei ist fiir eine eindeutige
Diagnose eine mindestens 4-wochige Symptomatik analog ICD-10 einzuhalten oder
kontinuierliche Anzeichen der Symptome iiber einen Zeitraum von mindestens 6 Monaten
gemidfl DSM-IV. In Studien zur Hiaufigkeit des Auftretens von psychopathologischen
Symptomen wurde festgestellt, dass mehrere Symptome in einer akuten Phase gleichzeitig

auftreten konnen.

Die Arbeitsgruppe Schizophrenieforschung des Zentralinstituts fiir Seelische Gesundheit,
Mannheim, unter Leitung von Heinz Hifner, dokumentierte die diagnostizierten Symptome
bei der Erstaufnahme von 276 schizophrenen Patienten, sowie in einem Follow-up im

Mittel nach 12,3 Jahren von 107 Patienten dieser Gruppe (Tabelle 2). Die
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Symptomdimensionen umfassten psychotische, negative, depressive und manische

Syndrome.

Tabelle 2: Klinische Merkmale bei Erstaufnahme und beim Langzeit Follow-up, 12,3 Jahre
in % (nach Hifner, 2010)

ABC-Kohorte

Erstaufnahme % Follow-up %
Soziale Behinderung 57,9 19,6
Wahn, Halluzinationen 95,3 15,9
Sprache, Verhalten 95,3 51,4
Affektverminderung 29,5 5,6
Alogie / Paralogie 17,1 2,8
Abulie / Apathie 39,4 23,6
Anhedonie 37,9 16,3
Aufmerksamkeit 29,8 9,9

2.1.3 Verlauf und Prognose

Wurde bei einem Patienten Schizophrenie gemaf3 ICD-10 oder DSM-IV diagnostiziert, so
ist anzunehmen, dass dieser bereits in der Vergangenheit Merkmale aufwies, die mit dem

spateren Ausbruch in Zusammenhang standen.

So gehen neuere Studien davon aus, dass sich der Verlauf der Schizophrenie in vier Phasen
unterteilt (Tandon et al., 2009). Langzeitstudien von Risikogruppen ergaben, dass bereits in
der Kindheit, der prdmorbiden Phase, emotionale und kognitive Probleme auftreten,
einhergehend mit Beeintrachtigungen in der geistigen und sozialen Entwicklung. Neben
einer Verspiatung der motorischen Entwicklung wurden auch Aufmerksamkeitsstdrungen,
soziale Isolation, wenig ausgepragte Lernbereitschaft, sowie Sprachdefizite dokumentiert

(Schenkel und Silverstein, 2004).
12
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In der Jugend und im frilhen Erwachsenenstadium, der Prodromal-Phase, wurde
beobachtet, dass unterschwellige psychotische Symptome auftreten einhergehend mit
Stimmungsschwankungen, kognitiven Defiziten und einer Abnahme der Leistungsfahigkeit
(Cornblatt et al., 1999). Die Prodromal-Phase kann von wenigen Monaten bis hin zu
mehreren Jahren dauern, wobei ein Durchschnittswert von fiinf Jahren ermittelt wurde

(Hafner und an der Heiden, 1999; Klosterkotter et al., 2008).

Der Ausbruch der Schizophrenie erfolgt in der psychotischen Phase zumeist in einem Alter
von 15 bis 45 Jahren (Gross, 1997; Hafner et al., 1998). Dieser Zustand kann sich sowohl
durch akute psychotische Symptome, mit florider Positivsymptomatik, manifestieren, als
auch durch einen schleichenden Prozess (Beiser et al., 1993; Hafner et al., 1998). Es wurde
beobachtet, dass dabei eine weitere Auspragung der psychotischen Symptome stattfand, die
bereits in der Prodromal-Phase in schwécherer Form auftraten (Iyer et al., 2008).
Begiinstigend fiir den Ausbruch wirken sich neben dem Konsum von Drogen auch
Lebensumstidnde aus, die bei den betroffenen Personen starken Stress auslosten (Corcoran

et al., 2003; Phillips et al., 2006).

Fiir etwa 16% bleibt es zeitlebens bei einer psychotischen Phase (Shepherd et al., 1989).
Die iiberwiegende Mehrzahl der Patienten tritt danach jedoch in die dauerhafte Phase ein,
deren weiterer Verlauf wiederum sehr inhomogen ausfallen kann (Modestin et al., 2003;
Thara, 2004). Mehrheitlich kommt es zu unterschiedlich stark ausgeprigten
Krankheitsschiiben gefolgt von Remissionen (Andreasen et al., 2005; Haro et al., 2008) in
deren weiteren Verlauf es zu Residualzustinden mit chronischer Symptomatik kommen

kann (Rossler et al., 2010).

In der dauerhaften Phase treten oftmals Negativsymptome in den Vordergrund, mit
fortwéhrenden kognitiven Defiziten und Stimmungsschwankungen. Das Ausmal} dieser
Residualzustinde kann sehr differenziert ausgeprigt sein (Tandon et al., 2009). Bei etwa
30% der schizophrenen Patienten bleibt eine dauerhafte Negativsymptomatik erhalten,
wobei bei Miénnern der Abbau der Negativsymptome nach der psychotischen Phase

deutlich langsamer erfolgt als bei Frauen (Héifner, 2010) (Abbildung 1).
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20
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Abbildung 1: Negativsymptomatik: Monatsprivalenzen iiber 134 Monate nach stationérer

Erstaufnahme — getrennt nach Geschlecht (Héafner, 2010)

Mit welchen Folgen im weiteren Krankheitsverlauf zu rechnen ist zeigt sich auch an der
durchschnittlich um 15 bis 20 Jahre verkiirzten Lebenserwartung von schizophrenen
Patienten im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung (Parks et al., 2006; Auquier et al., 2007).
Die hohere Sterblichkeitsrate ist dabei zum gréf3ten Teil auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen
zuriickzufithren. Aber auch Suizid, mit etwa 25 Prozent, und ein erhdhtes Unfallrisiko

(circa 10%) kennzeichnen die gesteigerte Mortalitét.

Eine Prognose tliber den Krankheitsverlauf oder die Chancen zur kompletten Remission ist

von daher im Einzelfall bislang kaum zu geben.

2.1.4 Epidemiologie

Schizophrene Psychosen sind ein weltweites Phdnomen. Sie betreffen alle Kulturen und
sozialen Gruppierungen (Saha et al., 2006). Die Lebenszeitpravalenz liegt durchschnittlich
bei 0,7% (Saha et al., 2005). Projiziert man diese Zahl auf die Weltbevdlkerung, so werden

von momentan 7 Milliarden Menschen etwa 49 Millionen innerhalb ihres Lebens an
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Schizophrenie erkranken. Die World Health Organization berichtet 2011 von 24 Millionen
Menschen, die weltweit von Schizophrenie betroffen sind (WHO, 2011). Die jihrliche
Inzidenzrate wurde in einer Meta-Analyse, die 55 Studien aus 33 Léndern beriicksichtigte
und im Zeitraum von 1965 bis 2001 veroffentlicht wurden, mit durchschnittlich 0,015%
ermittelt (McGrath et al., 2004). Geschlechterspezifisch sind im Erkrankungsrisiko nur
marginale Unterschiede zu erkennen. Neueren Studien zufolge ist das Risiko an
Schizophrenie zu erkranken fiir Ménner 1,4 mal grosser als bei Frauen (Aleman et al.,
2003). Jedoch liegt das durchschnittliche Pradilektionsalter bei Mannern mit 21 Jahren fiinf
Jahre frither als bei Frauen (Mdller et al., 2009). In diesem Zusammenhang konnten In-
Vivo- und In-Vitro-Studien nachweisen, dass Ostrogen mit seinem neuroprotektiven Effekt
Einfluss auf die Neurotransmittersysteme nimmt, die in der Pathogenese der Schizophrenie

involviert sind (Kulkarni et al., 2012).

Zu den Gruppen, die ein deutlicheres Erkrankungsrisiko haben, zdhlen neben Migranten
(Faktor 2,7) und deren Nachkommen (Faktor 4,5) auch Menschen die in Stddten leben
(Faktor 2 — 3) (Dohrenwend et al., 1992; Lewis et al., 1992; Mortensen et al., 1999; Boydell
et al., 2001; Pedersen und Mortensen, 2001; Cantor-Graae und Selten, 2005; Cooper et al.,
2008). Fiir beide Personenkreise wird diskutiert, dass sozio-6konomische Faktoren bei der

Entwicklung der Schizophrenie eine Rolle spielen.

2.1.5 Atiopathogenese

Trotz intensiver Bemiihungen, die Entstehung dieser hidufigen Erkrankung zu untersuchen,
sind die Umstdnde, die zu einer Schizophrenie fiihren konnen, immer noch ungeklart. Heute
wird angenommen, dass das Zusammenwirken von genetischen Faktoren und
Umweltfaktoren zur Manifestation fiihren kann. So konnen bestimme genetische
Pradispositionen dazu flihren, dass eine Person anfilliger fiir die Erkrankung wird.
Uberschreiten dann noch belastende Umstinde (Geburtskomplikationen, bestimmte
Infektionen, Cannabisabusus, starke psychische Belastung) eine bestimmte Schwelle, so

kann diese vulnerable Person eine Schizophrenie entwickeln (Sawa und Snyder, 2006).
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2.1.5.1 Genetische Faktoren

Ein starker genetischer Einfluss auf die Atiopathogenese der Schizophrenie gilt heute als
unbestritten. Die Heritabilitdt der Schizophrenie wird derzeit auf etwa 60-80% geschétzt
(Lencz et al., 2007). Bereits Anfang des 20-ten Jahrhunderts konnte Ernst Riidin in einer
Studie nachweisen, dass das Morbiditétsrisiko bei Geschwistern von Schizophrenen um
7,7% hoher war als bei denjenigen, die keine schizophrene Erkrankung in der Familie
hatten (Riidin, 1916). In der Folge wurden weitere, zahlreiche Familienstudien durchgefiihrt
die die Ergebnisse von Riidin bestétigten und dariiber hinaus die Erkenntnis brachten, dass
das Morbiditétsrisiko einhergehend mit dem Grad der Verwandtschaft steigt (Kendler et al.,
1993; Schosser et al., 2006) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Lebenslanges Risiko fiir Schizophrenie in Prozent (Schosser et al., 2006)

Um Einfliisse, die den Ausbruch von Schizophrenie innerhalb des elterlichen Umfeldes
wihrend der Kindheit und Jugend beglinstigen konnten auszuschliefen, wurden
Adoptionsstudien durchgefiihrt. Dabei wurden Séuglinge oder Kleinkinder, die einen

betroffenen Elternteil hatten, von einer Familie ohne Erkrankungshistorie adoptiert und
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umgekehrt Sduglinge oder Kleinkinder, die keine schizophrenen Auffilligkeiten in der
Familie hatten, von einer Familie adoptiert wo mindestens ein Elternteil erkrankt war
(Heston, 1966; Kety et al., 1968). Die Ergebnisse bestétigten, dass nur die Abstammung ein
erhohtes Morbiditétsrisiko birgt und nicht das familidre Umfeld.

In einem weiteren Untersuchungsansatz, den Zwillingsstudien, zeigte sich, dass die
Konkordanzrate fiir Schizophrenie bei eineiigen Zwillingen dreimal héher war als bei
zweieiigen Zwillingen (Gottesman et al., 1987; Sullivan et al., 2003). Eineiige Zwillinge
haben anndhernd zu 100% das gleiche Genmaterial, wobei zweieiige Zwillinge, genauso
wie Geschwister, nur eine 50%-ige Ubereinstimmung aufweisen. Aus dieser
unvollstindigen Konkordanz bei eineiigen Zwillingen wird aber auch die Bedeutung der
Umweltfaktoren deutlich. Wére die Schizophrenie rein genetisch determiniert, dann
miissten die genetisch anndhernd identischen monozygoten Zwillinge eine Konkordanz von

100 % aufweisen.

Mit den Moglichkeiten der molekularbiologischen Forschung wird seit mehr als zwanzig
Jahren versucht die Genorte (Loci) zu identifizieren, die fiir die Entstehung der
Schizophrenie verantwortlich sind. Anfang des vergangenen Jahrzehnts wurden die
Ergebnisse von Kopplungsstudien in zwei Meta-Analysen untersucht. Beide Analysen
benannten die Chromosomalregionen 8p21 — 22 und 22q11 — 12 als mogliche Genregionen,
die einen Einfluss auf die Entstehung der Krankheit haben konnten (Badner und Gershon,
2002; Lewis et al., 2003). Kopplungsstudien suchen dabei bei Familienmitgliedern im
Genom nach gleichen Merkmalen auf den Chromosomen (Markern), die bei Schizophrenen
auftreten jedoch nicht bei den gesunden Probanden. Weitere Kopplungsstudien und Meta-
Analysen benannten jedoch andere Loci oder konnten die bisher erzielten Ergebnisse nicht
replizieren (Owen et al., 2004; Williams et al., 2006; Ng et al., 2008; Sullivan et al., 2008).
Als Schwachstellen der Kopplungsstudien erscheinen allerdings die genetische
Heterogenitit der Probanden, sowie die Mdglichkeit, dass verschiedene, unabhidngige
Risikogene die Vulnerabilitit beeinflussen konnen (Sawa und Snyder, 2002; Fanous und

Kendler, 2005).

Eine andere Methodik zur Identifizierung von Suszeptibilititsgenen sind genetische

Assoziationsstudien. Dabei werden DNA-Sequenzen oder das komplette Genom
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(Genomweite Assoziationsstudien) zwischen Tragern eines Phédnotyps (Krankheit oder
bestimmtes Merkmal) und gesunden Kontrollprobanden verglichen - insbesondere auf die
Quantitdit von Genvariationen. Dabei erweisen sich Einzelnukleotidpolymorphismen
(Single Nucleotide Polymporhisms, SNPs) aufgrund ihrer Haufigkeit im Genom und ihrer
biallelischen Eigenschaften als besonders geeignet. Eine Homogenitit in der Abstammung
der Studiengruppen ist Voraussetzung, um falsch-positive Ergebnisse durch
Populationsstratifikation zu vermeiden. Ergibt die Untersuchung dabei bei den Trigern des
Phénotyps eine signifikante, quantitative Erhohung der spezifischen Marker, spricht man
von einer Assoziation (Camp und Cox, 2002). In den vergangenen Jahren haben
genomweite Assoziationsstudien (GWAS) bestimmter Phdnotypen eine immer grofere
Bedeutung gewonnen. So wurden allein im Zeitraum von Januar bis Juni 2011 951 GWAS

verdffentlicht (National Human Genome Research Institute, 2011).

In Bezug auf Schizophrenie wurden beim Zink Finger Protein 8044 (ZNF804A) auf Lokus
2q32.1 (O’Donovan et al., 2008; Zhang et al., 2011), sowie dem Major Histocompatibility
Complex (MHC) auf 6p21.3-22.1, dem Neurogranin Gen (NRGN) auf 11q24.2 und dem
Transcription Factor 4 (TCF4) auf Lokus 18q21.2 (Stefansson et al., 2009) Assoziationen
abgeleitet. Brzustowicz et al. wiesen in einem genomweiten Scan mit 22 Familien, die von
Schizophrenie stark betroffen waren, eine Assoziation mit dem RGS4 Gen auf dem

Chromosom 1 (1q21-g22) nach (Brzustowicz et al., 2000).

Auch die Ludwig-Maximilian-Universitit untersuchte bereits den Bezug von RGS4 auf
Schizophrenie. Dabei kamen zwei verschiedene Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen.
Wihrend Davodyfar keine Assoziation ableiten konnte, fand Konnert signifikante
Assoziationen zur Schizophrenie bei den RGS4-Polymorphismen rs951436, rs951439 und
152063142 (Davodyfar, 2006; Konnert, 2010). Auch beim Dysbindin Gen (DTNBP1),
6p22.3, konnte eine Assoziation zu Schizophrenie nachgewiesen werden (Benson et al.,
2001). Gleiches gilt fiir das Catechol-O-Methyltransferase Gen (COMT), in der Region
22q.11, das in das dopaminerge System involviert ist (Bray et al., 2003). Und auch der
Brain-Derived-Neurotrophic-Factor (BDNF), ebenfalls auf Chromosom 11, ist ein
Kandidat fiir ein Suszeptibilitdtsgen.
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Insgesamt ist die Befundlage aber noch als inkonsistent zu bewerten. Replikationen der

Ergebnisse, wie zum Beispiel beim MHC auf Chromosom 6 durch Shi et al., gelingen

selten (Shi et al., 2011).

2.1.5.2 Umweltfaktoren

Neben der genetischen Grundlage wird nach aktuellem Erkenntnisstand von einer

multifaktoriellen Entstehung der Schizophrenie ausgegangen. Dabei bedingen auch

zerebrale Schiden sowie psychosoziale Faktoren die Vulnerabilitit der Schizophrenie. In

neueren Konzepten wird von mehrstufigen Modellen ausgegangen, die in der pradmorbiden

Entwicklung pradisponierende Faktoren (genetische Disposition, perinatale Schiadigungen,

psychosoziale Faktoren) und auslosende Faktoren (Lebensereignisse) zeigen.
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Abbildung 3: Multifaktorielle Atiopathogenese der Schizophrenie (Méller et al., 2009).
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Die postpsychotische Entwicklung wird demnach von verlaufsbeeinflussenden,
heilungsfordernden, rezidivprovozierenden und perpetuierenden Faktoren beeinflusst

(Abbildung 3).

So wurde festgestellt, dass in der prinatalen Phase sowohl Infektionen (z.B. Influenza) wie
auch Erndhrungsdefizite bei der Mutter ein erhohtes Erkrankungsrisiko bei dem Kind
bewirken konnen (Penner und Brown, 2007; Meyer et al., 2007). Da die Schizophrenie als
Storung der Neuroentwicklung gilt, scheint es nur folgerichtig, dass Erkrankungen, die die
Neuroentwicklung stéren, auch bei Schizophrenen gehduft zu finden sind. Infektionen, die
das Zentrale Nervensystem betreffen, sind in diesem Zusammenhang von iibergeordnetem
Interesse. Es wurde in einer Studie nachgewiesen, dass Nachkommen von Miittern mit
einem erhohten IgG- und IgM-Immunglobulingehalt und Antikoérpern gegen den Herpes
simplex Virus Typ 2 ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von Schizophrenie und
anderen psychotischen Krankheiten im Erwachsenenalter haben (Buka et al., 2001).
Dickerson und Mitarbeiter konnten zeigen, dass sich bei schizophrenen Patienten mit einer
diagnostizierten Zytomegalie eine Therapie mit Valacyclovir positiv auf die Schizophrenie
auswirkt. Dariiber hinaus konnten sie eine Assoziation des Herpes simplex Virus Typ 1 mit
kognitiven Fehlfunktionen bei Schizophrenen ableiten (Dickerson et al., 2003). Auch die
Infektionskrankheit Toxoplasmose und Infektionen mit dem Herpes simplex Virus Typ 6
stehen im Verdacht, bei der Atiopathogenese der Schizophrenie eine Rolle zu spielen
(Leweke et al., 2004). Dariiber hinaus wurden Faktoren in der Kindheit und Jugend
nachgewiesen, die das Risiko der Schizophrenie erhdhen. Dazu gehdren unter anderem
Infektionen (Dalman et al., 2008), wie auch Kopfverletzungen (David und Prince, 2005)
aber auch soziale Faktoren wie inaddquate Erziehung (Tienari et al.; 2004) oder Tod,
beziehungsweise Verlust eines Elternteils (Morgan et al., 2006). Die Einnahme von Drogen
in der Jugend wird ebenso mit einer gesteigerten Vulnerabilitdt diskutiert. In mehreren
Studien wurde nachgewiesen, dass der Konsum von Cannabis den Ausbruch von

Schizophrenie in Risikogruppen um 2 bis 9% erhdhen kann (Semple et al., 2005).

Dass das soziale Umfeld einen Einfluss auf die Vulnerabilitit der Schizophrenie hat, wurde
bereits vor iiber 70 Jahren vermutet. So stellten Faris und Dunham in einer Untersuchung in
Chicago fest, dass Schizophrenie haufiger bei Personen vorkam, die im Stadtbereich

wohnten, als bei denen aus den Randbezirken (Faris und Dunham, 1939). Neuere Studien
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konnten die Urbanizitéts-Theorie festigen und einen Zusammenhang zwischen der Geburt

und dem Aufwachsen in Stddten und einem erhdhten Risiko an Schizophrenie zu erkranken

ableiten (Mortensen et al., 1999; Kirkbride et al., 2006). In Metaanalysen wurde zwar

immer wieder bestétigt, dass eine urbane Umgebung das Schizophrenierisiko erhdht, aber

die Kausalitét, die zu diesem Ergebnis fiihrt, ist weiterhin unklar. In Fachkreisen werden

diesbeziiglich zwei Hypothesen diskutiert:

e cine stddtische Abstammung wirkt sich mit ihren Einflissen direkt auf die
Suszeptibilitét fiir Schizophrenie aus (breeder hypothesis)

e Schizophrene bevorzugen generell ein Leben in der Stadt (erleichtert die Anonymitét)
(selection hypothesis)

(Tandon et al., 2008)

Ebenfalls in den dreiliger Jahren des vergangenen Jahrhunderts stellte Odegaard fest, dass
bei norwegischen Migranten Schizophrenie hiufiger vorkam, als bei den Norwegern, die in
threr Heimat verblieben (Odegaard, 1932). Mehrere Studien bestitigten den
Zusammenhang von Migration und einem erhohten Risiko fiir Schizophrenie (Cantor-
Graae und Selten, 2005). Es ist aber nicht davon auszugehen, dass Migration an sich das
Risiko erhoht, sondern die sozialen Rahmenbedingungen wie zum Beispiel Isolation,
Diskriminierung oder sozialer Abstieg, die oftmals mit Migration einhergehen (Cooper et
al., 2008). Eine eindeutige Verbindung zwischen der Bedeutung der Umweltfaktoren und
der Entstehung, dem Erscheinungsbild und dem Verlauf der Schizophrenie konnte aber

bisher nicht erbracht werden.

2.1.5.3 Neuroanatomische Merkmale

Hirnstrukturelle Verdnderungen bei Schizophrenie werden seit langem beobachtet. Mit
Hilfe von modernen, bildgebenden Techniken, wie der Magnetresonanztomographie und
der Voxel-basierten Morphometrie, konnte gezeigt werden, dass das gesamte
Gehirnvolumen und die graue Substanz verringert ist und die Hirnventrikel vergrofert sind

(Steen et al., 2006; Keshavan et al., 2008; Olabi et al., 2011) (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Strukturelle Abnormitéten bei Schizophrenie im CT (Mdller et al., 2009)

Dass diese neuroanatomischen Merkmale nicht als statischer Zustand manifestiert sind,
sondern sich im Krankheitsverlauf weiter entwickeln, zeigten Meisenzahl und Mitarbeiter
in einer Studie mit 92 Patienten mit Major Depression (MD), 89 Patienten mit
Schizophrenie (SZ) und 138 gesunden Kontrollprobanden (HC). Aus der Gruppe der
Patienten wurden Subgruppen gebildet, die sich zum einen in ihrer ersten psychotischen
Phase befanden (F-SZ, n=45), zum anderen schizophrene Patienten mit einem
rezidivierenden Verlauf waren (R-SZ, n=44). Es wurden neben den Gesamtvolumina des
linken (HK left) und des rechten Hippocampus (HK right) auch die Volomunia der grauen
Substanz des linken (HK GM left) und des rechten Hippocampus (HK GM right) gemessen.
Die Messungen zeigen eine signifikante Reduzierung der gemessenen Volumina bei den
Patienten mit der ersten psychotischen Phase im Vergleich zu den gesunden
Kontrollprobanden, die sich bei Patienten mit rezidivierendem Verlauf sogar noch verstarkt
(Abbildung 5). Ob oder inwieweit die Einnahme von Medikamenten diese Entwicklung

beeinflusst, konnte allerdings bislang nicht beantwortet werden. Es wird aber angenommen,
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dass Haloperidol, ein in der Behandlung von Schizophrenie eingesetztes Neuroleptikum,
einen signifikanten Einfluss auf die Reduzierung der grauen Substanz hat (Liebermann et

al., 2005).

4
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Abbildung 5: Hippocampale Messungen des gesamten Hippocampusvolumens (HK) und
des Volumens der grauen Substanz des linken und rechten Hippocampus in den
Subgruppen von Ersterkrankungen und rezidiven Patienten. HC = Healthy Controls, F-MD
= First episode of Major Depression, F-SZ = First episode of Schizophrenia, R-MD =
Recurrent depressive episodes, R-SZ = Recurrent schizophrenic disorder (Meisenzahl et al.,
2010).

In einer Meta-Analyse, die 52 Studien mit insgesamt 1424 First-Episode Patienten und
1315 gesunden Kontrollprobanden zusammenfasste und somit medikamentdse Effekte
nahezu ausschloss, konnte gezeigt werden, dass das gesamte Gehirnvolumen der
schizophrenen Patienten durchschnittlich um 2,7% geringer war als das der Kontrollen. Die
negativen Abweichungen des Hippocampus lagen bei etwa 8% auf beiden Seiten (Steen et
al., 2006). Andere Studien zeigten auch geringfligig reduzierte Volumina bei der
Amygdala, dem Gyrus temporalis superior (STG) (Lawrie und Abukmeil, 1998; Nelson et
al., 1998), dem prifrontalen Cortex und dem Thalamus (Konick und Friedmann, 2001),
dem anterior cingulate Cortex (Baiano et al., 2007) und des Corpus callosum (Woodruff et

al., 1995). Reduzierungen von Strukturen der weillen Substanz, wie das Corpus callosum,
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scheinen mit den kognitiven Stérungen zu korrelieren (Kubicki et al., 2007), die im

Krankheitsbild der Schizophrenie beobachtet werden.

Dartiber hinaus wird davon ausgegangen, dass die Heritabilitdt der neuroanatomischen
Merkmale sehr hoch ist. Bei Personen, die mit einem hohen, familidren Krankheitsrisiko
behaftet sind konnten ebenfalls Abnormititen in der Gehirnstruktur nachgewiesen werden

(Job et al., 2003; Boos et al., 2006).

2.1.5.4 Neurobiochemische Besonderheiten

In der Schizophrenieforschung wird vor allem den Neurotransmittersystemen des

Dopamins, des Serotonins und des Glutamats Bedeutung zugewiesen.

Die Dopaminhypothese basiert auf dem Nachweis, dass bei schizophrenen Patienten in der
akuten Phase therapeutisch eingesetzte Neuroleptika Dopamin-D2-Rezeptoren blockieren
und die Positivsymptome reduzieren (Reynolds, 2005). Dopaminagonisten, wie zum
Beispiel Amphetamine, konnen jedoch schizoaffektive Symptome hervorrufen (Baumeister
et al., 2002). Von daher wurde bei der Dopaminhypothese davon ausgegangen, dass eine
Uberaktivitit domaninerger Neuronen bei schizophrenen Patienten vorliegt (Carlsson et al.,
1963). Um die Negativsymptomatik der Schizophrenie zu erkldren, wurde zunichst
angenommen, dass in diesen Fillen eine dopaminerge Unterfunktion in frontalen
Strukturen (Hypofrontalitit) dafiir verantwortlich ist. Es wird aber auch diskutiert, dass die
Uberproduktion von Dopamin negative Auswirkungen auf die Funktion von anderen
Neurotransmittersystemen hat, insbesondere auf GABAerge und glutamaterge Neuronen

(Reynolds, 2005).

Neben dem Dopamin konnte das Serotonin eine wichtige Rolle bei der Vulnerabilitit der
Schizophrenie spielen. Bei der Serotoninhypothese wurde zundchst beobachtet, dass das
Halluzinogen LSD (Lysergsdurediethylamid) Zustéinde bei Probanden hervorruft, die einer
Positivsymptomatik bei schizophrenen Patienten &hnelt. Da LSD eine &hnliche chemische

Struktur wie Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) hat und agonistisch an D2-Rezeptoren
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des dopaminergen Systems wirkt, wie auch als Partialagonist an die 5-HT»s-Rezeptoren des
serotonergen Systems bindet, wurde angenommen dass bei Schizophrenen das serotonerge
System betroffen sein konnte (Wooley und Shaw, 1954). Bei weiteren Forschungen konnte
nachgewiesen werden, dass LSD die psychotischen Symptome durch seine agonistische
Wirkung am 5-HT,a-Rezeptor verursacht (Glennon et al.,, 1984). Postmortem-
Untersuchungen bei Schizophrenen zeigten eine reduzierte Dichte der 5-HT,5-Rezeptoren
im Gewebe des Parahippocampus (Burnet et al., 1996), sowie im Striatum und Subiculum
(Scarr et al., 2004). Die Auswirkungen einer veranderten Dichte von 5-HT,5-Rezeptoren
im Hippocampus konnten bislang nicht analysiert werden, aber es erscheint evident, dass
das serotonerge System in Interaktion mit dem Dopamin bei der Pathogenese der

Schizophrenie beachtet werden muss.

Eine groBe Bedeutung in der Atiopathogenese der Schizophrenie wird auch dem
glutamatergen System zugewiesen. Glutamat ist im neuronalen System als erregender
Neurotransmitter omniprasent und bindet an ionotrope und metabotrope Rezeptoren. Zu
der Gruppe der ionotropen Rezeptoren gehort unter anderem der N-Methyl-D-Aspartat
(NDMA) Rezeptor. Der NMDA-Rezeptor ist essentiell bei der Hirnentwicklung, sowie bei
Lern- und Gedéchtnisprozessen. Durch Blockade der NMDA-Rezeptoren durch die
Antagonisten Ketamin oder Phencyclidin, konnten bei gesunden Probanden Zustinde
ausgelost werden, die schizophrenen Psychosen sehr &hnlich sind (Krystal et al., 1994;
Javitt et al., 2004). Auch konnte festgestellt werden, dass hohe subanidsthetische Dosen von
Ketamin zu einer Dopaminfreisetzung im Striatum bei gesunden Probanden fiihrten (Smith
et al, 1998). In diesem Zusammenhang wird die Ketaminstimulation als
pharmakologisches Modell fiir das bei schizophrenen Stérungen vermutete glutamaterge

Defizit betrachtet (Goff und Coyle, 2001).

In  Subsummierung der  Untersuchungsergebnisse @ zu  den  verschiedenen
Neurotransmittersystemen, geht die Wissenschaft heute allerdings davon aus, dass bei
Schizophrenie mehrere Neurotransmittersysteme in die Atiopathogenese involviert sind.
Denkbar wire zum Beispiel, dass es bei der Krankheit zu einem gestorten Gleichgewicht

der einzelnen Neurotransmitter untereinander kommt.
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2.2 Konzept der Endophinotypen

Trotz der durch zahlreiche Studien belegten genetischen Determination der Schizophrenie
konnte die wissenschaftliche Forschung bisher keine eindeutige Identifizierung von
Suszeptibilitdtsgenen nachweisen. So wird angenommen, dass die Schizophrenie eine
polygene Erkrankung ist, also mehrere Gene in unterschiedlicher Ausprigung und auf
diversen Loci impliziert, die im Zusammenwirken mit Umweltfaktoren zu ihrem jeweiligen
Erkrankungsphénotyp flihrt (Harrison und Weinberger, 2005). Braff et al. beziffern dabei
den genetischen Einfluss an Schizophrenie zu erkranken mit 50 — 80% (Braff et al., 2007).

Das Konzept der Endophédnotypen versucht nun die Genorte zu lokalisieren, die in
Zusammenhang mit dem Ausbruch der Krankheit stehen. Unter Beriicksichtigung, dass
jede Storung multifaktoriell bedingt ist und die beitragenden Ursachenfaktoren trotz
gleicher Diagnosen von Patient zu Patient variieren konnen, wird angenommen, dass
psychische Stérungen nicht nur neurobiologische Korrelate aufweisen, sondern
neurobiologisch bedingt, bzw. verursacht sind (Zobel und Maier, 2004). Im Konzept der
Endophénotypen (Abbildung 6) werden krankheitsspezifische psychische Stérungen oder

Merkmale charakterisiert und eine Assoziation mit genetischen Verdnderungen untersucht.

Endophénotypen werden als neuroanatomische, neurophysiologische, biochemische oder
neuropsychologische Eigenschaften definiert, die mit einer Erkrankung assoziiert, stindig
vorhanden und vererbbar sind (Gottesman und Gould, 2003). Auch die zuverldssige und
quantitative Messbarkeit von Endophédnotypen sowie deren Assoziation zu einer
bestimmten Erkrankung sollte gegeben sein (Chan & Gottesman, 2008). Dariiber hinaus
wird diskutiert, dass Endophdnotypen durch genetische Polymorphismen verursacht werden
konnten und andere nichtgenetische Einfliisse, wie zum Beispiel Umweltfaktoren,
Kopfverletzungen, Medikamente oder Drogen die Entstehung dieser Endophdnotypen

beeinflussen konnten (Braff et al., 2007).
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Abbildung 6: alternative Modelle flir Phinotyp-Genotyp-Beziehungen (Zobel und Maier,
2004.)

Der erste Schritt Endophdnotypen zu evaluieren, ist Merkmale oder Defizite zu
klassifizieren, die bei schizophrenen Patienten und deren Angehdrigen im Vergleich zur
Allgemeinbevolkerung tliberproportional vorkommen und damit genetisch ableitbar sind

(Faraone et al., 1995/1; Faraone et al., 1995/2).

Bei den neuroanatomischen Abweichungen, die mit Hilfe von funktioneller
Magnetresonanztomographie (fMRT) dargestellt werden konnten, wird eine mogliche
Schliisselrolle einer Fehlfunktion im Bereich des dorsolateralen Prafrontalcortex (DLPFC)
diskutiert (Weinberger et al., 2001). Der DLPFC ist sehr engmaschig iiber neuronale
Netzwerke mit anderen Hirnregionen verbunden und von daher von grofler Bedeutung fiir
die Funktionsfdhigkeit der neuronalen Prozesse (Friston, 1998; Meyer-Lindenberg et al.,
2005). Auch die mit dem DLFPC vernetzten Regionen des Hippocampus und des Striatums
werden als putative Endophédnotypen in Betracht gezogen (Meyer-Lindenberg und

Weinberger, 2006).
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Zu den neurophysiologischen Merkmalen, die als Endophdnotyp der Schizophrenie
klassifiziert werden konnen zdhlt die Prepulse Inhibition (Pripulsinhibierung einer
Schreckreaktion, PPI). Die PPI ist die Bahnung der elektrophysiologischen Reaktion auf
einen akustischen Reiz durch einen Vorreiz. Bei schizophrenen Patienten wurde
beobachtet, dass der Vorreiz nicht zu einer Abflachung der elektrophysiologischen
Reaktion auf einen Reiz fiihrte (Freedman et al., 1999; Braff et al. 2001, Kumari et al.
2005).

Auch die verdnderte, langsame Augenfolgebewegung, die sowohl bei schizophrenen
Patienten, als auch bei deren Verwandten im Verhéltnis zur Normalbevolkerung
iiberproportional vorkommt, kann als Endophénotyp eingeordnet werden (Holzman es al.,

1984; Holzman et al., 1988; Zobel und Maier, 2004).

Das wohl am hiufigsten dokumentierte neuropsychiatrische Merkmal bei schizophrenen
Patienten ist eine Storung des deklarativen, beziehungsweise episodischen Gedéchtnisses
(Cirillo und Seidman, 2003). Es wurde nachgewiesen, dass es bei Schizophrenen zu
funktionellen Normabweichungen bei der Aufnahme, dem Speichern und dem Abruf von
kontextgebundenem Gedichtnismaterial, wie zum Beispiel Wortassoziationen, kommt
(Saykin et al., 1991; Aleman et al., 1999). Zu den Kernmerkmalen der Schizophrenie
zéhlen auch Storungen im Arbeitsgeddchtnis (Goldman-Rakic, 2001; Gur et al., 2007).
Patienten und Risikopersonen zeigten Normabweichungen beim Behalten rdumlicher oder
verbaler Informationen zum Zweck der kurzfristigen Verarbeitung (Franke et al., 1992;

Friedman und Squires-Wheeler, 1994).

Obwohl die Validitét der Ergebnisse aus den kognitiven Tests in Schizophreniestudien auch
durchaus kritisch betrachtet wird (Ernst et al., 2001; Allen et al., 2003; Kremen et al.,
2004), so werden doch folgende kognitive Féhigkeiten als potentielle Endophédnotypen
diskutiert (Green et al. 2004, Nuechterlein et al. 2004, Buchanan et al. 2005):

Aufmerksamkeit
Arbeitsgeddchtnis

verbales Lernen und Gedéachtnis

YV V V VY

visuelles Lernen und Gedachtnis
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» Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit
» schlussfolgerndes Denken und Problemldsung

» soziale Kognition

Neben der Erforschung der genetischen Ursache von Krankheitsbildern, kdnnte das
Endopénotypkonzept zukiinftig auch Einfluss auf die Diagnostik nehmen, indem falsch-
positive Diagnosen durch das Fehlen des spezifischen Endophénotyps auffallen wiirden. Im
Umkehrschluss konnten falsch-negative Diagnosen bei Vorhandensein des spezifischen

Endophénotyps in Frage gestellt werden.

2.3 Gedachtnis

2.3.1 Definition

Gedaichtnisleistung bezeichnet die Fahigkeit des Gehirns, Lernstoffe, Eindriicke, Erlebnisse
und Erfahrungen zu ordnen und zu speichern, sowie die gespeicherten Informationen zu
einem spdteren Zeitpunkt zu reproduzieren. Grundsitzlich wird das Gedéchtnis nach Art
der Informationsverarbeitung, sowie der zeitlichen Klassifikation der gespeicherten Inhalte
unterteilt. Das Gedéchtnis ist ein zentraler Baustein der menschlichen Kognition, die die

mentalen Prozesse und Strukturen gestaltet (Markowitsch, 2009).

2.3.2 Zeitliche Unterteilung der Gedachtnissysteme

Der Mensch nimmt zu jeder Zeit, bewusst oder unbewusst, iiber die Sinnesorgane eine
Vielzahl von Reizen auf. Nach dem Multispeichermodell (Abbildung 7) flieBen diese
zundchst in das sensorische Register (auch Ultrakurzzeitgedichtnis). Hier werden alle
Sinnesreize kurzfristig (Millisekunden bis Sekunden) gespeichert um sie fiir die

Verarbeitung bereit zu halten. Erfolgt eine Weiterverarbeitung so werden die Reize in
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Informationseinheiten, sogenannte chunks, geblindelt und an das Arbeitsgedichtnis
weitergeleitet. Werden die Reize nicht weiter bearbeitet, so verfallen sie innerhalb kiirzester

Zeit (Markowitsch, 2009).

\ keit ! \

Umwelt-

Arbeits-
gedédchtnis

Sensorisches
Register

Langzeit-
gedéchtnis

stimulus

Abbildung 7: Multispeichermodell (modifiziert nach Atkinson und Shiffrin, 1968)

Die bewusste Weiterverarbeitung der Informationen erfolgt im Arbeitsgeddchtnis (auch
Kurzzeitgedédchtnis). Hier konnen innerhalb einer Zeitspanne von einigen Minuten etwa
sieben +/- zwei chunks gespeichert und bearbeitet werden (Miller, 1956), was bedeutet,
dass das Speichervolumen sehr begrenzt ist. Daneben konnen im Arbeitsgedédchtnis neue
Informationen mit alten Informationen aus dem Langzeitgeddchtnis abgeglichen und
verkniipft werden. Es wird angenommen, dass das Arbeitsgeddchtnis aus einer
Steuerungseinheit (zentrale Exekutive) besteht, die auf drei Subeinheiten - die
phonologische Schleife, den visuell-rdumlichen Notizblock und den episodischen Puffer —
zugreifen kann (Baddeley et al., 2001). Das Langzeitgeddchtnis schlieBlich ist fiir die

dauerhafte Speicherung von Informationsbiindeln zustindig.

Die Aufnahme aus dem Arbeitsgeddchtnis in das Langzeitgedidchtnis erfolgt durch
Neuanordnung, Gruppierung und Wiederholung. Die vorhandene Kapazitit zur
Speicherung ist dabei nahezu unerschopflich. Jedoch konnen im Langzeitgedichtnis
Informationen auch vertieft, verloren oder verdandert werden. Ein hdufiger oder vermehrter
Abruf von Informationen aus dem Langzeitgedichtnis in das Arbeitsgedachtnis kann zum
einen zu einer Vertiefung (Re-Enkodierung) der Inhalte fiihren, zum anderen aber auch
durch den Vergleich mit neuen Informationen zu einer Abédnderung der gespeicherten

Inhalte beitragen (Markowitsch, 2009).
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2.3.3 Inhaltliche Unterteilung der Gedichtnissysteme

Neben der zeitlichen Unterteilung steht die inhaltliche Klassifizierung des Gedéchtnisses
im  Vordergrund der wissenschaftlichen Untersuchungen. Dabei wird die
Informationsspeicherung einem deklarativen (expliziten) und einem nicht-deklarativen

(impliziten) Gedéichtnis zugeordnet (Squire und Zola-Morgan, 1991).

Das deklarative Gedéichtnis beinhaltet
» das episodische Gedachtnis (personliche Ereignisse und Erlebnisse)

» und das semantische Gedachtnis (erworbene Fakten)

Das nicht-deklarative Gedéichtnis beinhaltet
» das Ausfiihrungswissen (prozedurales Gedédchtnis)
» die Bahnung (Priming)
» das assoziative Gedéchtnis (klassische und operante Konditionierung)
>

und das nicht-assoziative Gedichtnis (Habituation und Sensitivierung)

Diese Unterteilung hat keine hierarchische Ordnung, sondern existiert gleichberechtigt
nebeneinander. Das beinhaltet auch die gleichzeitige Entnahme von gespeicherten
Informationen aus verschiedenen Bereichen, um zum Beispiel komplexe Aufgaben zu 16sen

(Squire und Zola-Morgan, 1991; Squire und Knowlton, 1995).

2.3.4 Gedachtnisstorungen bei schizophrenen Patienten

Bei der Untersuchung und Therapie von schizophrenen Patienten wurde festgestellt, dass
hiufig Stérungen im Gedichtnissystem mit der Krankheit korrelieren (Goldberg et al.,
1989; Goldman-Rakic, 1994; Elissalde et al., 2011). Seit Ende des vergangenen
Jahrhunderts wurden zahlreiche Untersuchungen diesbeziiglich durchgefiihrt. Goldberg et
al. stellten in einer Testreihe fest, dass schizophrene Patienten signifikante Stérungen unter
anderem im verbalen und visuellen Gedéchtnis aufwiesen (Goldberg et al., 1993). Auch

wird angenommen, dass Defizite vorwiegend im semantischen und periodischen
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Gedidchtnis vorkommen, prozedurale Lernfunktionen von der Krankheit jedoch nicht
betroffen sind (Allen et al., 1993). Dabei ist davon auszugehen, dass die Dauer
beziehungsweise das Stadium der Erkrankung keine Rolle spielt, da Versuche mit Patienten
nach der ersten Episode ihrer Erkrankung Gedéchtnisstorungen bereits bestétigten (Bilder
et al., 2000). Dieses Ergebnis wurde in einer zusammenfassenden Analyse von 10
Langzeitstudien zu Gedéchtnisleistungen von schizophrenen Patienten manifestiert (Kurtz,
2005). Auch die Behandlung mit typischen Neuroleptika hat keinen Einfluss auf die
defizitiren Gedéachtnisleistungen (Kurtz, 2005). Stérungen im Gedéchtnissystem sind
jedoch nicht spezifisch fiir die Schizophrenie. Das konnte in einer Meta-Analyse mit einer
groBen Anzahl von Patienten nachgewiesen werden (Heinrichs und Zakzanis, 1998). Ein
Jahr spiter konnte in einer weiteren Meta-Analyse zu Studien von Gedichtnisleistungen
mit mehr als 3000 schizophrenen Patienten bestdtigt werden, dass die Patienten signifikante
Gedidchtnisstorungen aufwiesen, die zudem unabhéngig von Alter, Medikation, Dauer der
Erkrankung, Schwere der Psychopathologie oder der Positiv-Symptomatik waren (Aleman
et al., 1999). Holthausen und Mitarbeiter stellten in einer Studie mit 118 First-Episode
Patienten fest, dass die verbalen Gedichtnisleistungen stirker betroffen sind als die
visuellen. Sie vermuten einen starken Einfluss der Schizophrenie auf die zentrale Exekutive
dahingehend, dass eine reduzierte Koordination, Organisation und Prozessgeschwindigkeit
von Informationen fiir die Defizite in dem Langzeitgedédchtnis bei schizophrenen Personen

verantwortlich ist (Holthausen et al., 2003).

In einem Versuch mit 251 schizophrenen Patienten und 206 gesunden Kontrollprobanden
konnten Zhang und Kollegen erst kiirzlich eine Assoziation zwischen BDNF und dem
Kurzzeitgedédchtnis ableiten. Die Ergebnisse der Untersuchung basierten auf der Testreihe
Repeatable Battery for the Assessment of Neuropsychological Status (RBANS) und der
Analyse der BDNF Level im Serum der Teilnehmer. Dabei zeigte sich, dass die BDNF
Level bei den schizophrenen Patienten signifikant niedriger waren, als bei den gesunden

Kontrollen (Zhang et al., 2012).

Wie stark kognitive Storungen mit der Schizophrenie korrelieren, zeigten Palmer et al.
1997 in einer Fall-Kontroll-Studie. Bei 73% der schizophrenen Patienten wurden die
kognitiven Funktionen als pathologisch eingestuft, im Vergleich zu 5% bei den

Kontrollprobanden (Palmer et al., 1997).
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Fiir die Betroffenen konnen diese Defizite weitreichende Folgen haben. Einhergehend mit
einem Leistungsabfall auf der Arbeit folgt oftmals ein sozialer Riickzug der letztendlich die

gesamte Gesellschaft belastet (Green, 1996; Green et al., 2000).

2.4 Der Brain-Derived Neurotrophic Factor

2.4.1 BDNF und die Familie der Neurotrophine

Der Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) gehort zusammen mit dem Nerve Growth
Factor, sowie den Neurotrophinen 3, 4 und 5 (NT-3, NT-4/5) in die Familie der
neurotrophen Faktoren (Neurotrophine). Neurotrophine sind basische, in ihrer Struktur
dhnliche Proteine, die in der prinatalen Phase fiir das Uberleben, das Wachstum und die
Differenzierung von Neuronen sorgen, sowie fiir deren neuronale Plastizitit (Lewin und
Barde, 1996). Neurotrophine werden jeweils zielgerichtet in den Gehirnregionen gebildet,
in denen sie fiir das Wachstum von bestimmten Nervenfasern benotigt werden. So findet
sich BDNF wihrend der neuronalen Entwicklungsphase weit verbreitet im zentralen
Nervensystem und wirkt auf Zellen des zentralen und peripheren Nervensystems (Barde,
1990; Enfors et al., 1990; Wetmore et al., 1994). Im Gehirn von adulten Sdugetieren konnte
BDNF im Cerebralen Cortex, im Hippocampus, im Hirnstamm, im basalen Vorderhirn, im
Striatum, im Hypothalamus und im Cerebellum nachgewiesen werden (Murer et al., 2001;

Bramham und Messaoudi, 2005).

Alle Neurotrophine haben einen dhnlichen Aufbau. Ihre Aminosduresequenzen sind zu iiber
50 Prozent identisch. Neurotrophe Faktoren besitzen konservierte Doménen, in denen sich
jeweils sechs Cysteinreste befinden, die durch Sulfidbriicken verbunden sind (Acklin et al.,
1993; Lewin und Barde, 1996). Als Vorlauferproteine werden sie synthetisiert, prozessiert
und schlieBlich als reife Proteine sezerniert (Lewin und Barde, 1996). Nach der Synthese
im Soma des Neurons werden Neurotrophine und Tyrosinrezeptorkinasen in Granula des
Golgi-Apparates in postsynaptische Dendriten transportiert. Synthese und Transport der
Neurotrophine scheinen dabei abhdngig von der synaptischen Aktivitét zu sein. Sezernierte

Neurotrophine binden an Tyrosinkinaserezeptoren und aktivieren diese in der prid- oder
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postsynaptischen Membran. Dadurch kann unter anderem die Neurotransmitterfreisetzung
aus der Prisynapse moduliert werden. Die Neurotrophin-Tyrosinkinaserezeptor-Komplexe
konnen durch Endozytose wieder in die Dendriten aufgenommen werden. Alternativ
konnen Vesikel, die bereits die Neurotrophin-Tyrosinkinaserezeptor-Komplexe enthalten
an die Synapse transportiert und wieder entfernt werden. Diese Form des Transports
ermoglicht léngerfristige Modulierung der Neurotransmission an einer Synapse (Poo,

2001).

Neurotrophine sind homodimere Proteine (Radziejewski et al., 1992). Bei BDNF, NT-3
und NT-4/5 lieBen sich in vitro auch stabile Heterodimere bilden (Jungbluth et al., 1994).
Im  Stadium der  Entwicklung des  Zentralen  Nervensystems  spielen
Nervenwachstumsfaktoren eine wesentliche Rolle, indem sie in die Apoptose eingreifen. In
ihrem Zielgebiet kontrolliert eine limitierte Anzahl von Neurotrophinen das Uberleben der
Neuronen bis eine geniligende Innervationsdichte zustande gekommen ist (Maisonpierre et

al., 1990; Skaper, 2008).

Die Aktivierung der Neurotrophine in ihrem Zielgebiet wird iiber die proteolytische
Spaltung durch die Serinprotease Plasmin und durch Matrix-Metalloproteinasen erreicht
(Lee et al., 2001). Alle Neurotrophine binden mit gleicher Affinitit an den p75-
Neurotrophin-Rezeptor (p75 NTR), ein transmembranes Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 75 Kilodalton (Rodriguez-Tebar et al., 1990), und differenziert an
die Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren (trkA, trkB und trkC). Trk-Rezeptoren sind
ebenfalls transmembrane Glykoproteine, konnen aber die einzelnen Neurotrophine durch
unterschiedliche Bindungsstellen selektieren. Die grofite Affinitit zu BDNF hat der TrkB-
Rezeptor (Barbacid, 1995; Muragaki et al., 1995).

2.4.2 Das BDNF-Gen

Das humane BDNF-Gen befindet sich auf dem Chromosom 11p13 und wurde erstmals von

Maisonpierre und Kollegen im Jahr 1991 identifiziert (Maisonpierre et al., 1991). Nach
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heutiger Erkenntnis ist es in 11 Exons und 10 Introns mit 9 funktionalen Promotern

strukturiert und umfal3t etwa 70 Kilobasenpaare (Abbildung 8).

632 599 ~18kb 244 70 187 497 ~25kb ~14kb 478
(5] (5] © [LIL]
~ ~ ~ ~
I< II III IV VVh VI VIJ':_I"‘! VIII: VIILh T = IX
—rt it {+— BDNF
647 434 237 337 82 225 324 184 283 1z t’) ~4,8 kb

Abbildung 8: Aufbau des humanen BDNF-Gens (Pruunsild et al., 2007)

Die Transkription kann auch von Exon IX aus starten, etwa 1000 Nukleotide stromaufwérts
des Translationsbeginns (Pruunsild et al., 2007). Es wird davon ausgegangen, dass
verschiedene Promoter in den jeweiligen Zielgebieten des BDNF-Gens durch
unterschiedliche mRNA-Transkripte gewebespezifisch genutzt werden konnen. So konnte
im Versuch an Ratten nachgewiesen werden, dass mRNA-Transkripte, die im Gehirn
vorkommen andere Exons erhalten, als die, die im peripheren Nervensystem exprimiert
wurden (Timmusk et al., 1993; Bishop et al., 1994). Die Mehrzahl der humanen BDNF-
Transkripte findet sich in hochster Konzentration im Gehirn. Einige wenige Transkripte
werden aber auch in nicht-neuronalen Geweben wie der Plazenta, der Lunge oder in

Hodengewebe stark exprimiert (Pruunsild et al., 2007)

2.4.3 Funktion und Wirkung von BDNF im ZNS

Die Bedeutung von BDNF im adulten Nervensystem und Gehirn ist seit Anfang der 1990er
Jahre Bestandteil zahlreicher wissenschaftlicher Untersuchungen. Es wurde mehrmals
nachgewiesen, dass der Brain-Derived-Neurotrophic-Factor protektiv und regenerativ auf
Neuronen und Motoneuronen im adulten ZNS wirkt (Sendtner et al., 1992; Yan et al., 1992;
Gravel et al., 1997; Kobayashi et al., 1997; Mamounas et al., 2000). BDNF wird sehr stark
im Hippokampus exprimiert, einer Hirnregion, die im Gedéchtnissystem eine bedeutende

Rolle hat (Zola-Morgan et al., 1986; Gold und Squire, 2006).
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Der Brain-Derived-Neurotrophic-Factor wird im ZNS {iber zwei unterschiedliche Bahnen
segregiert. Zum einen wird er dauerhaft auf einem niedrigen Grundlevel ausgeschieden,
zum anderem wird die Abgabe durch die Aktivitit der Synapse reguliert (Karnik et al.,
2010). Dabei hilt die Sekretion auf dem Grundlevel die Funktionen der Synapse wahrend
der Entwicklung des ZNS aufrecht (Wang et al., 1998). Die synaptische Aktivitit 16st dann
die aktivititsabhidngige Sekretion von BDNF aus (Lu, 2003). Verschiedene Studien
demonstrieren, dass BDNF das Andocken der synaptischen Vesikel an die Zellmembran
fordert und damit die synaptische Ubertragung verstirkt (Gottschalk et al., 1998; Jovanovic
et al., 2000; Xu et al., 2000). Das BDNF Gen wird in sekretorische Vesikel verpackt und
anschlieend in somatodendritische Kompartimente transportiert (Kojima et al., 2001)

(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Transport und Sekretion von Neurotrophinen (Poo, 2001).
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Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass BDNF dopaminerge Neuronen im Hirnstamm
unterstiitzt, was auf eine groffe Bedeutung hinsichtlich der Pathophysiologie neuronaler
Erkrankungen schlieen ldsst (Hyman et al., 1991). Eine neuere Studie erbrachte den
Nachweis, dass eine Stimulierung der Dopaminrezeptoren D1 und D2 zu einer erhéhten

Produktion von BDNF und zum Wachstum von Neuronen im adulten Striatum von Ratten

fiihrte (Hasbi et al., 2009).

Aber auch im GABAergen Neurotransmittersystem ist BDNF involviert. Es unterstiitzt die
Entwicklung von GABAergen Neuronen und veranlasst die Expression des
y—Aminobuttersdure synthetisierenden Enzyms GAD67 und des GABA Transporters GAT-
1 (Mizuno et al., 1994; Arenas et al., 1996).

Dass der Brain-Derived Neurotrophic Factor nicht nur bei der pranatalen Bildung der flir
das Gedichtnissystem notwendigen Gehirnstrukturen eine entscheidende Rolle spielt,
sondern auch postnatal mittels seines TrkB-Rezeptors in die hippocampalen Prozesse der
Langzeitpotentierung eingreift, konnte in mehreren wissenschaftlichen Versuchen
dargestellt werden (Minichiello et al., 1999; Xu et al., 2000; Gértner et al., 2006). Somit ist
BDNF vermutlich direkt in das Lern- und Gedéichtnissystem involviert. Defizite in der
Langzeitpotentierung (LTP) konnten auch in Laborversuchen bei Maus-Mutanten
festgestellt werden, denen das BDNF-Gen komplett fehlte (Figurov et al., 1996; Kang et al.,
1997).

2.4.4 Psychiatrische Erkrankungen in Zusammenhang mit dem BDNF

Unter Beriicksichtigung der Omniprdsenz des BDNF in vielen Hirnbereichen liegt auch die
Vermutung nahe, dass verdnderte Volumina oder eine verdnderte Funktionalitit dieses
Neurotrophins neuronale Erkrankungen begiinstigen oder bedingen kénnen. 1997 konnten
Siuciak et al. in einem Versuch an Ratten dem Brain-Derived-Neurotrophic-Factor einen
antidepressiven Effekt nachweisen (Siuciak et al., 1997). Eine andere Studie sah einen
Zusammenhang zwischen reduzierten Volumina von BDNF im Plasma und suizidaler

Neigung bei Patienten mit Major Depression (Kim et al., 2007).
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Auch der Einfluss von BDNF auf die Pathogenese der Alzheimer Krankheit wird seit
mehreren Jahren untersucht. Postmortale Untersuchungen von Alzheimer Patienten zeigten
im frontalen Cortex eine verminderte Expression von BDNF und vollstindiger TrkB-
Rezeptoren bei gleichzeitig erhohter Expression von gekiirzten TrkB-Rezeptoren (Ferrer et
al., 1999). Auch im Temporallappen wurden bei Alzheimer-Patienten in vivo im Vergleich
zu gesunden Kontrollprobanden deutlich verminderte BDNF Expressionen nachgewiesen

(Lee et al., 2005).

In Zusammenhang mit der Pathogenese psychiatrischer Erkrankungen werden insbesondere
den Polymorphismen des BDNF-Gens gro3e Bedeutung zugewiesen. Die Assoziation des
C-281 A Polymorphismus (1rs28383487) des BDNF-Gens mit paranoider Schizophrenie
wurde bei einer Gruppe polnischer Patienten untersucht. Der rs28383487 ist ein
funktioneller Polymorphismus auf dem Nucleotid 83757 und liegt in der Promoterregion
von BDNF. Auf DNA-Ebene verursacht er einen Nucleotid-Austausch von Cytosin nach
Adenin (Jiang et al., 2005). Das A Allel dieses Polymorphismus ist relativ selten. In der
kaukasischen Bevdlkerung kommt es nur bei 3% der Menschen vor (Jiang et al., 2005). In
der durchgefiihrten Studie mit den polnischen Patienten wurde ein Zusammenhang
zwischen dem C/A Genotyp und einem spdteren Ausbruch der paranoiden Schizophrenie

bei Méannern, jedoch nicht bei Frauen, abgeleitet (Suchanek et al., 2012).

In weiteren Untersuchungen konnte eine Assoziation zwischen BDNF, beziehungsweise
dem G-714A Polymorphismus des BDNF, und Major Depression nachgewiesen werden
(Lee und Kim, 2010; Bocchio-Chiavetto et al., 2010; Sun et al., 2010).

2.4.5 Der Val®*Met-Polymorphismus des BDNF-Gens

Das BDNF Gen enthélt eine Vielzahl von Polymorphismen. Ein im humanen BDNF Gen
relativ hdufig vorkommender Polymorphismus ist der Single-Nucleotid-Polymorphismus
(SNP) 156265 an Position 196 (G/A). Er produziert an Codon 66 einen
Aminosiureaustausch (Valin zu Methionin) und wird von daher auch als Val**Met-

Polymorphismus bezeichnet (Egan et al., 2003). Der Val®*Met-Polymorphismus nimmt
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Einfluss auf den intrazelluldren Transport und die aktivitdtsabhdngige Sekretion von BDNF
(Egan et al.,, 2003; Chen et al., 2004). In Studien an Trigern des Met-Allels dieses
Polymorphismus konnten Assoziationen mit einer verdnderten hippocampalen
Morphologie, sowie hippocampalen Funktionen und Gedéachtnisleistungen nachgewiesen
werden (Hariri et al., 2003; Bueller et al., 2006). Eine neuere Studie mit ausschlieBlich
gesunden Probanden konnte allerdings keine Assoziation eines Genotyps mit dem
Gesamthirnvolumen oder den Hippocampivolumina ableiten (Karnik et al., 2010).
Aufgrund der hohen Funktionalitit von BDNF im menschlichen Hirn wird angenommen,

166

dass Gen-Varianten wie der Val’Met-Polymorphismus, auch Einfluss auf psychiatrische

Erkrankungen haben konnen.

Tsai et al. untersuchten den Einfluss des SNP rs6265 auf die Pathogenese von chinesischen
Alzheimer-Patienten und Effekte auf den Ausbruch dieser Krankheit, konnten aber keine
Assoziation ableiten (Tsai et al., 2004). In einer anderen Studie mit 264 Alzheimer-
Patienten konnte aber ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Depressionen und
dem Val®**Met-Polymorphismus dargestellt werden. Dabei zeigten Triger der Val/Met-
Variante ein doppelt so hohes Risiko fiir Depression, Triager der Met/Met-Variante sogar
ein dreimal so hohes Risiko fiir Depression im Vergleich zu Val-Homozygoten Trigern des

BDNF-Gens (Borroni et al., 2009).

Inwieweit der Val®®Met-Polymorphismus zur Vulnerabilitit von Depressionen beitrigt war
Gegenstand mehrerer wissenschaftlicher Untersuchungen. In einer Studie mit 284
depressiven Patienten mexikanisch-amerikanischer Abstammung konnte eine Assoziation
zwischen dem SNP rs6265 und Depression abgeleitet werden (Ribeiro et al., 2007). Eine
andere Untersuchung mit 60 an Major Depression erkrankten Personen und 60
Kontrollprobanden wies eine Assoziation zwischen Tridgern des Met-BDNF Allels und
einem verkleinerten Volumen des Hippocampus nach, sowohl bei den Erkrankten als auch
bei den gesunden Testpersonen innerhalb dieser Gruppe. In diesem Zusammenhang wurde
angenommen, dass verkleinerte Volumina im Hippocampus ein Risiko fiir Major
Depression bedeuten (Frodl et al., 2007). Weitere Studien zeigten allerdings keine
konsistenten Ergebnisse beziiglich einer Assoziation zwischen dem Val®Met-
Polymorphismus und einer verdnderten Morphologie des Hippocampus (Jessen et al., 2009;

Cole et al., 2011; Hajek et al., 2011).
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Eine post-mortem Analyse von Patienten mit bipolaren Storungen zeigte erhohte BDNF
Level im Vergleich zu Kontrollen (Knable et al., 2005). Lohoff und Mitarbeiter griffen die
Ergebnisse auf und untersuchten 622 Patienten mit bipolaren Storungen sowie 998
Kontrollprobanden, die alle europdischer Herkunft waren. Darliber hinaus hatten die
Patienten einen familidren Hintergrund mit affektiven Stérungen. Die Analyse der Werte
ergab, dass in der Gruppe der Patienten mit bipolarer Stérung ein signifikant grofBerer
Anteil an Tragern der Val-Allele war als bei den Kontrollen. Es wird vermutet, dass Trager
der Val-Allele bei Personen mit europdischer Abstammung ein hoéheres Risiko zur

Entwicklung von bipolaren Stérungen haben (Lohoff et al., 2005).

In Bezug zu Morbus Parkinson konnten keine Assoziationen zum Val®**Met-

Polymorphismus nachgewiesen werden (Hong et al., 2003; Karakasis et al., 2011).

2.4.6 Der Val“Met-Polymorphismus in Bezug auf Kognition und Schizophrenie

Es ist davon auszugehen, dass BDNF einen elementaren Einfluss auf die Neuroplastizitat
im menschlichen Gehirn hat, insbesondere in der Region des Hippocampus. Und
Neuroplastizitit wiederum schafft die Voraussetzung fiir kognitive Funktionen wie Lernen
und Gedichtnis (Lu und Gottschalk, 2000; Mizuno et al., 2000; Poo, 2001). Mit der
Fragestellung welche Auswirkungen der Val®®Met-Polymorphismus durch den Einfluss auf
den intrazelluldren Transport und die aktivitdtsabhidngige Sekretion von BDNF im
Hippocampus in Bezug auf Lern- und Gedéchtnisleistungen nimmt, haben sich bereits
mehrere wissenschaftliche Untersuchungen auseinandergesetzt. Durch die Assoziation von
Fehlfunktionen des Hippocampus mit Schizophrenie sind in diesem Zusammenhang auch

die Effekte des SNP rs6265 von gro3em Interesse.

Egan und Kollegen verdffentlichten 2003 die Ergebnisse einer Studie, bei der sie nicht nur
die Wirkung des Val®®Met-Polymorphismus auf Gedichtnisleistungen analysierten, sondern
dariiber hinaus untersuchten, welchen Einfluss diese Gen-Variante des BDNF auf die
Prozesse im humanen Hippocampus hat, unter der Annahme, dass daraus resultierende

hippocampale Fehlfunktionen mit dem Risiko fiir Schizophrenie assoziiert sind. An der
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Studie nahmen insgesamt 641 Personen im Alter von 18 bis 60 Jahren teil, die aus einer
Gruppe von schizophrenen Patienten, deren nicht erkrankten Geschwistern, sowie gesunder
Kontrollprobanden bestand. Die ethnische Herkunft der untersuchten Personen wurde mit
6,3% Afroamerikaner, 89,9% europdischstimmiger Amerikaner und 3,9% Individuen
anderer Abstammung angegeben. Die Testreihe wurde in drei Abschnitten durchgefiihrt.
Erstens wurde die Leistung des episodischen Gedéchtnisses mittels des WMS-R Wechsler-
Tests untersucht. Zweitens wurde eine neurophysiologische Messung der Aktivitit im
Hippocampus wéhrend des Gedichtnistestes mittels Magnetresonanztomographie
durchgefiihrt. Und drittens wurde mittels Protonen-Magnetresonanz-Spektroskopie eine
intrazelluldre, neurochemische Messung durchgefiihrt, um die neuronale Intaktheit und die
synaptische Héufigkeit im Hippocampus zu analysieren. AuBerdem wurden
Hippocampusneurone aus Nagetieren mit Val- und Met-BDNF transfiziert, um die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen und beide Proteinvarianten mittels
Fluoreszenzmikroskopie zu untersuchen. Dabei zeigten sich auffillige Unterschiede in der
Verteilung und Sekretion der beiden Proteinvarianten Val- und Met-BDNF in den
hippocampalen Neuronen. Val-BDNF wurde vor allem in den Dendriten lokalisiert,
wihrend Met-BDNF hauptséchlich im Zellkorper aufgefunden wurde. Als Ergebnis dieser
Untersuchungsreihe wurde festgestellt, dass beim WMS-R Test schizophrene Patienten bei
Wiedergabe nach 30 Minuten deutlich schlechtere Werte als gesunde Kontrollprobanden
hatten. Die Werte der Geschwister lagen unabhéngig vom rs6265-Genotyp zwischen denen
der Kontrollprobanden und der schizophrenen Patienten. In der Gesamtstichprobe gab es
einen signifikanten Zusammenhang zwischen den Allelen des rs6265 und der Leistung im
WMS-R Wechsler Test (F = 3,89; df = 2,591; p = 0,02). Auch in der Kontrollgruppe war
der Genotypeffekt signifikant (F = 5,04; df = 2,130; p = 0,008). Dabei zeigten die Met/Met-
Trager die schlechteste Leistung im WMS-R Test. Dies galt auch bei schizophrenen
Patienten und ihren Geschwistern. Bei diesen beiden Gruppen waren die Effekte aber nicht
signifikant. Bei der sofortigen Wiederholung der Inhalte im WMS-R Test zeigten sich
dhnliche Ergebnisse. Met/Met-Trager waren schlechter als Val/Met- und Val/Val-Trager.
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Val®®Met-Polymorphismus und

Schizophrenie konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden (Egan et al., 2003).

Die Ergebnisse dieser Untersuchung wurden weitestgehend in einer Studie bestitigt, die mit

108 chinesischen schizophrenen Patienten und 145 gesunden Kontrollprobanden stattfand.
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Auch hier zeigten die Trager des Met/Met- oder Met/Val-Genotyps schlechtere
Gedéachtnisleistungen als Trager des Val/Val-Genotyps. Eine Assoziation zwischen dem

rs6265 und Schizophrenie konnte ebenfalls nicht festgestellt werden (Tan et al., 2005).

In einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie untersuchten Pae und Kollegen den Einfluss von
fiinf verschiedenen Polymorphismen des BDNF-Gens auf Major Depression, Bipolare
Storungen und Schizophrenie. Dazu rekrutierten sie aus der Psychiatrischen Abteilung der
katholischen Univeritétsklinik in Seoul, Korea, 145 Patienten mit Major Depression, 132
Patienten mit bipolaren Stérungen und 221 schizophrene Patienten. Alle Patienten mussten
den Kriterien von DSM-IV entsprechen und wurden zudem mit dem Mini-International
Psychiatric Interview (MINI) diagnostisch abgeklart. Die Gruppe der Kontrollprobanden
setzte sich aus 170 gesunden, koreanischen Personen zusammen, die die gleichen
diagnostischen Verfahren bestehen mussten. Dariiber hinaus galten als Ausschlusskriterien
psychiatrische Storungen bei Verwandten ersten oder zweiten Grades. Die
Genotypverteilung erfiillte das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Das Ergebnis dieser Studie
ergab keine Assoziation des rs6265 mit Schizophrenie (Pae et al., 2012).

Dempster et al. wollten die Befunde von Egan und Kollegen replizieren. Dazu
genotypisierten sie eine Stichprobe aus einfach oder mehrfach an Schizophrenie
betroffenen Familien. Neben der Assoziation des rs6265 mit Schizophrenie, die durch einen
Transmissions-Disequilibrium-Test (TDT) analysiert wurde, wurde auch die Assoziation
mit Gedéichtnisleistungen anhand der WMS-R untersucht. Von den 206 Studienteilnehmern
waren 92 Patienten und 114 nicht erkrankte Verwandte. Alle Personen waren weille,
kaukasische Europier, die aus insgesamt 77 Familien stammten. Davon waren 42 Familien
einfach und 35 Familien mehrfach von Schizophrenie betroffen. Unter den 92 Patienten
waren 85 an Schizophrenie erkrankt, die anderen Patienten wiesen andere Formen von
Psychosen auf (unipolare Depression, Depression mit Psychose, schizotype
Personlichkeitsstorung, bipolare Stérung). Dempster und Kollegen konnten mittels des
TDT nachweisen, dass Triager der Val-Allele des BDNF Gens bei den von Schizophrenie
betroffenen Familienmitgliedern leicht iiberrepréisentiert waren. Die Werte wurden jedoch
als nicht signifikant eingestuft. Beim WMS-R Test wurde der Wert fiir die verzdgerte
Wiedergabe des Untertest ,,Logisches Gedédchtnis® verwendet, da dieser das episodische

Gedichtnis misst. Der Wert fiir die verzogerte Wiedergabe reflektiert die Menge an

42



Einleitung

Information aus zwei Texten, die der Proband nach 30 Minuten noch wiedergeben kann.
AuBerdem wurden noch die Messwerte fiir die sofortige Wiedergabe und das Verhéltnis
von verzogerter Wiedergabe =zu sofortiger Wiedergabe ausgewertet. In der
Gesamtstichprobe gab es einen nichtsignifikanten Trend dahin, dass der BDNF-Genotyp
mit dem Wert fiir die verzogerte Wiedergabe im WMS-R assoziiert ist (p = 0,09). Dabei
erzielten Met/Met-Tréger die schlechtesten Werte. In der Gruppe der nicht erkrankten allein
gab es einen signifikanten Zusammenhang (p = 0,01), jedoch bei der Betrachtung der
Ergebnisse der Gruppe der Patienten, ergab sich keine signifikante Assoziation. Fiir die
sofortige Wiedergabe und das Verhéltnis von verzogerter zu sofortiger Wiedergabe ergaben
sich dhnliche Ergebnisse. Die Analyse des TDT zeigte einen Trend zur Assoziation des
Val-Allels mit Psychose (p = 0,06). Dempster et al. konnten damit bestétigen, dass rs6265
mit dem episodischen Gedichtnis assoziiert ist. Die Assoziation wurde in dieser Studie aber
nur bei den gesunden Verwandten gefunden, und nicht bei der Gruppe der Patienten

(Dempster et al., 2005).

Eine andere Studie untersuchte Effekte des Val°°Met-Polymorphismus auf das
Arbeitsgeddchtnis mittels des quantitativen Transmissions-Disequilibrium-Test bei 785
gesunden heranwachsenden Zwillingen und Geschwistern. Im FErgebnis wurde keine
Assoziation zwischen rs6265 und dem Arbeitsgedidchtnis nachgewiesen (Hansell et al.,

2007).

Inwieweit gesunde Angehorige von schizophrenen Patienten in ihren Exekutivfunktionen
beeintrachtigt wurde im Rahmen der Edinburgh High Risk Study (EHRS) untersucht. Die
EHRS ist eine schottische Langzeitstudie an der 162 Personen im Alter von 16 bis 25
Jahren teilnehmen, die zwei Verwandte ersten oder zweiten Grades haben, die an
Schizophrenie erkrankt sind (Johnstone et al., 2003). Die Untersuchung, die Whalley und
Kollegen innnerhalb dieser Studienreihe durchfiihrten setzte sich aus 62 Teilnehmern
dieser Riskogruppe zusammen. Wiahrend die Probanden Aufgaben aus dem Hayling
Sentence Completion Test (HSCT) gestellt bekamen, wurden mit Hilfe von funktionellen
bildgebenden Verfahren die Aktivititen in ihren Gehirnen gemessen. Bei dem HSCT
miissen die Probanden zum einen unvollstindige Sétze mit einem passenden Wort beenden
(Antwortaktivierung), zum anderen unvollstindige Sétze mit einem unpassenden Wort

beschlieBen. Letzteres erfordert von den Teilnehmern eine Unterdriickungsfahigkeit
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(Inhibitionsféhigkeit). Probanden, die Triger des Val/Val-Genotyps waren, zeigten dabei
eine erhohte Aktivierung des Anterioren Cingularen Cortex im Vergleich zu Tragern des
Met-Genotyps bei gleicher Aufgabenstellung. Bei der weiteren Untersuchung erschien es,
dass diese erhohte Aktivierung bei den Val/Val-Tragern durch das Unvermogen ausgelost
wurde die Aufgaben entsprechend zu 16sen. Das traf sowohl auf die Antwortaktivierung als
auch die Inhibitionsfahigkeit zu. Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass BDNF
Funktionen des prafrontalen Cortex bei Menschen mit einem hohen genetischen Risiko fiir
Schizophrenie beeinflusst, unbeeintrdachtigt von medikamentdosen Effekten. Es wird
angenommen, dass BDNF einer der genetischen Faktoren ist, die bei der Entwicklung von
abnormen Funktionen des préfrontalen Cortex in der Schizophrenie beteiligt sind (Whalley

etal., 2010).

Eine Meta-Analyse, die die Ergebnisse aus 31 unabhéngigen Studien zur Assoziation des
Val®*Met-Polymorphismus mit kognitiven Fahigkeiten auswertete, konnte allerdings keine
signifikante  genetische  Assoziation zwischen dem 156265 und kognitiven

Funktionsstorungen ableiten (Mandelman und Grigorenko, 2012).

Keine einheitlichen Ergebnisse gab es bei Untersuchungen inwieweit Triger des Val®*Met-
Polymorphismus mit Schizophrenie assoziiert sind. Bei der Untersuchung der
Verteilungshaufigkeit von Triagern des rs6265 konnten Skibinska und Kollegen in einer
Studie mit schizophrenen Patienten aus der kaukasischen Bevolkerung keine Assoziation
mit Schizophrenie ableiten. Auch die Analyse der Allel-Verteilung bestétigte die Resultate
(Skibinska et al., 2004). Das Ergebnis von Skibinska und Kollegen wurde weitestgehend
von einer anderen Studie bestitigt, die ebenfalls eine Gruppe kaukasischer, schizophrener

Patienten untersuchte (Jonsson et al., 2006).

Den Verdacht, dass rs6265 mit Schizophrenie assoziiert sein konnte, erhdrtete eine grofe
schottische Studie an der unter anderem 321 kaukasische, schizophrene Patienten und 350
gesunde Kontrollprobanden teilnahmen. Neben dem rs6265 wurde dabei ein Dinucleotid-
Repeat-Polymorphismus (DRP) genotypisiert, der 1040 Basenpaare vor dem
Transkriptionsstart von BDNF lokalisiert ist. Diese beiden Polymorphismen zeigten ein
starkes Kopplungsungleichgewicht. Bei dem Dinucleotid-Repeat-Polymorphismus zeigte

sich keine signifikante Assoziation mit der Schizophrenie, aber ein Haplotyp aus dem A-
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Allel des rs6265 und dem Allel 1 des Dinucleotid-Repeat-Polymorphismus kam bei den
Patienten signifikant seltener vor als bei den Kontrollen. Die Autoren der Studie nahmen
an, dass dieser spezielle Haplotyp das Risiko, eine Schizophrenie zu entwickeln, herabsetzt
(Neves-Pereira et al., 2005). Auch eine Testreihe aus der armenischen Bevolkerung zeigte
eine Assoziation zwischen dem Val°°Met-Polymorphismus und Schizophrenie. Dariiber
hinaus korrelierten Trager des Met/Met-Genotyps mit einem fritheren Ausbruch der

Krankheit (Zakharyan et al., 2011).

Dass der Val®®Met-Polymorphismus Einfluss auf den Zeitpunkt des Ausbruches der
Schizophrenie haben konnte, wird hdufig diskutiert. In einer japanischen Studienreihe
wurde festgestellt, dass der Zeitpunkt des Ausbruchs bei Tragern des Val/Val-Genotyps im
Durchschnitt im Alter von 27,5 (+/- 9,5) Jahren war, bei Tragern des Val/Met-Genotyps im
Alter von 25,5 (+/- 7,4) und bei Triagern des Met/Met-Genotyps im Alter von 22,9 (+/- 6,0)

Jahren lag (Numata et al., 2006). Die Assoziation zwischen dem Val®

Met-Polymorphismus
und dem Alter des Ausbruches der Schizophrenie wurde durch eine Testreihe mit
chinesischen schizophrenen Patienten bestétigt (Zhou et al., 2010). Da ein Nachweis dieser
Verbindung in Studien mit kaukasischen schizophrenen Patienten (Gourion et al., 2005)
nicht gefunden werden konnte, wird angenommen, dass diese Assoziation nur fiir eine

spezifische ethnische Herkunft gilt (Zhou et al., 2010).

Es wird angenommen, dass der Val®*Met-Polymorphismus des BDNF Gens mit einer
verdnderten Morphologie des Gehirns bei schizophrenen Patienten assoziiert ist. In einer
Testbatterie, die die Gehirne von 119 Patienten kurz nach dem Ausbruch der Krankheit
iiber drei Jahre mittels hochauflésender Magnetresonanztomographie untersuchte wurden
bei Triagern der Met-Allele signifikante Reduzierungen der Volumina der frontalen grauen
Substanz bei gleichzeitiger VergroBerung der lateralen Ventrikel beobachtet (Ho et al.,
2007). Ho und Mitarbeiter stellten aber auch fest, dass die Einnahme von Antipsychotika,
unabhidngig vom BDNF Genotyp mit einer Abnahme der frontalen grauen Substanz
verbunden ist. Die Effekte der verdnderten Gehirnmorphologie haben aber vermutlich
unterschiedliche Auswirkungen im Vergleich von schizophrenen Patienten zu gesunden
Personen (Agartz et al., 2006).

Auch Karnik und Kollegen untersuchten die Assoziation von rs6265 in Bezug auf

verdnderte Hirnvolumina und Gedéichtnisleistungen. Zwei Gruppen von gesunden
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Erwachsenen, bei denen psychiatrische Erkrankungen ausgeschlossen wurden, bildeten das
Probandenteam. Insgesamt wurden in der Studienreihe vier Gedéchtnistests durchgefiihrt:
die Category Fluency Task (Animals), der WMS Logical Memory I, der WMS Digit Span
Forwards und der WMS Digit Span Backwards. Die Genotypisierung der
Studienteilnehmer ergab eine Verteilung von 1 Met/Met-Triger, 41 Met/Val-Triger und 87
Val/Val-Trager. Die Messungen der Gesamthirn- und Hippocampusvolumina wurde mittels
Magnetresonanztomographie durchgefiihrt. Im Ergebnis konnte keine signifikante
Assoziation eines Genotyps auf das Gesamthirnvolumen oder die Hippocampusvolumina
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus gab es keine signifikante Assoziation eines
Genotyps mit Gedichtnisleistungen (Karnik et al., 2010). Nachfolgend eine Ubersicht iiber
die Ergebnisse durchgefiihrter Untersuchungsreihen des SNP rs6265 in Bezug auf
Schizophrenie und/oder Gedéchtnisleistungen (Tabelle 3):

Tabelle 3: Ausgewihlte Ergebnisse von Studienreihen des SNP rs6265 in Bezug auf

Schizophrenie und Gedichtnisleistungen

Studie Assoziation Schizophrenie | Assoziation Gedéchtnisleistungen
Egan et al., 2003 nein Met/Met alle Probanden
Skibinska et al., 2004 nein nicht untersucht

Tan et al., 2005 nein Met/Met alle Probanden
Neves-Pereira et al., 2005 Val nicht untersucht

Met/Met nur schizophrene

Dempster et al., 2005 nicht untersucht .
Patienten

Jonsson et al., 2006 nein nicht untersucht
Hansell et al., 2007 nicht untersucht nein
Karnik et al., 2010 nicht untersucht nein
Zahharyan et al., 2011 Met nicht untersucht
Mandelman und ] .

) nicht untersucht nein (Meta-Analyse)
Grigorenko, 2012
Pac et al., 2012 nein nicht untersucht
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3 Fragestellung

Die Komplexitit der Atiologie in Zusammenhang mit der Vielschichtigkeit der
Symptomatik hat eine Entschliisselung der Pathophysiologie der Schizophrenie bis zum
heutigen Tag erheblich erschwert. Die Wissenschaft ist sich aber weitestgehend einig, dass
neben einer genetischen Disposition auch andere (Umwelt-) Faktoren bei der Entwicklung

dieser psychiatrischen Erkrankung eine Rolle spielen.

Durch die in den vergangenen Jahren zunehmenden methodischen Entwicklungen der
Molekularbiologie kann nunmehr genomweit nach Hinweisen zur Entstehung von
Krankheiten geforscht werden. In der Annahme, dass bei Schizophrenie ein polygener
Erbgang vorliegt, sollen in Fall-Kontroll-Assoziationsstudien solche Genorte identifiziert

werden, die nur einen kleinen Effekt auf die Suszeptibilitit der Erkrankung austiben.

Auch kognitive Leistungen, wie Gedichtnisfunktionen, unterliegen dem Einfluss von
genetischen und Umweltfaktoren. Bei Untersuchungen an schizophrenen Patienten wurde

festgestellt, dass mit der Erkrankung héaufig Storungen im Gedéchtnissystem einhergehen.

In vorangegangenen Studien wurde oftmals der Einfluss des BDNF auf psychiatrische
Erkrankungen und kognitive Leistungen diskutiert. Durch seine protektive und regenerative
Wirkung auf Neuronen und Motoneuronen im adulten ZNS aber auch seinen Einfluss auf
Neurotransmitter wird BDNF als Kandidatengen bei der Entwicklung von Schizophrenie
betrachtet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen waren jedoch bislang inkonsistent, so
dass eine Beteiligung dieses Neurotrophins an der Atiologie der Schizophrenie nicht
gesichert ist. Durch die starke Expression von BDNF im Hippocampus liegt die Vermutung

nahe, dass BDNF auch in das Gedéchtnissystem eingreift.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung eines Zusammenhanges zwischen dem
funktionellen Polymorphismus Val®®Met des BDNF-Gens (rs6265) und Schizophrenie
innerhalb einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie an 135 schizophrenen Patienten und 313
Kontrollpersonen. Daneben wurde in einer Endophdnotypenstudie die Assoziation von

rs6265 mit Geddchtnisleistungen mit Hilfe des Wechsler-Gedéchtnis-Tests in revidierter
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Fassung (WMS-R) untersucht. Die Genotypisierung des Polymorphismus rs6265 erfolgte
mittels einem MALDI-TOF gestiitzten Verfahrens mit Hilfe der iPLEX Technologie, die

nach dem Prinzip der Einzelbasenverlangerung arbeitet.
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4 Material und Methoden

4.1 Rahmenbedingungen der Studie

Die vorliegende Untersuchung wurde im Rahmen einer groen Fall-Kontroll-Studie in der
Klinik und Poliklinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-
Universitit Miinchen (LMU) durchgefiihrt. Die neuropsychologischen Tests und die
Laboruntersuchungen fanden ebenfalls in den Rdumen der Klinik statt. Die im Rahmen der
Studie gewonnenen Daten und Ergebnisse wurden anonymisiert. Die lokale

Ethikkommission stimmte der Durchfiihrung der Studie zu.

4.2 Studienteilnehmer

Insgesamt konnten fiir die Studie 484 Teilnehmer beiderlei Geschlechts rekrutiert werden.
Die Gruppe der schizophrenen Patienten umfasste 135 Personen im Alter von 19 bis 72
Jahren. Das Durchschnittsalter dieser Gruppe lag bei 47,7 Jahren, die Standardabweichung
bei 14,9 Jahren. 313 ménnliche und weibliche Personen im Alter von 20 bis 74 Jahren
bildeten das Kollektiv der Kontrollprobanden. Bei dieser Gruppe war das
Durchschnittsalter 39,2 Jahre und die Standardabweichung 10,4 Jahre. Jeder
Studienteilnehmer wurde nach seinem Schulabschluss gefragt und es wurden drei Gruppen
gebildet. 182 Studienteilnehmer wiesen einen hohen Bildungsabschluss auf
(Hochschulreife), wihrend 183 Personen iiber einen mittleren Schulabschluss
(Realschulabschluss oder gymnasiale Oberstufe ohne Abitur) und 119 Teilnehmer tiber
einen niedrigen Schulabschluss verfiigten (Hauptschule oder Realschule ohne Abschluss)

(Tabelle 4).

Tabelle 4: Schulbildung der eingeschlossenen Studienteilnehmer

niedrig mittel Hoch Gesamt

Schulabschluss | 119 (24,6%) 183 (37,8%) 182 (37,6) 484 (100%)
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4.2.1 Schizophrene Patienten

Die Teilnehmer dieser Gruppe wurden aus dem Patientenregister der schizophrenen
Patienten der Klinik und Poliklinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen rekrutiert. Die Teilnahme erfolgte auf freiwilliger Basis.
Zunidchst wurde das Interesse der schizophrenen Patienten an der Teilnahme an einer
Untersuchung telefonisch angefragt. Bei positiver Riickmeldung wurden die schizophrenen
Patienten zu einem personlichen in die Klinik Gespriach eingeladen oder wurden alternativ
in ihrer héuslichen Umgebung zum Erstgesprich aufgesucht. Vorbedingung fiir die
Teilnahme an der Testbatterie war, dass sich die Patienten in einer stabilen Phase befanden.
Dariiber hinaus wurden in die Testreihe nur schizophrene Patienten eingeschlossen, deren

kaukasische Herkunft sich auf die letzten drei Generationen zurlickverfolgen lief3.

Bei dem Erstgesprich fand eine standardisierte Anamneseerhebung mithilfe eines
vorbereiteten Anamnesebogens statt. Zundchst wurden die personlichen Daten
aufgenommen. AnschlieBend erfolgte die Erfassung des Lebenslaufes, der familidre und
soziale Merkmale, Bildungsabschluss und berufliche Laufbahn, sowie Krankheitsdaten
einschloss. Als Ausschlusskriterien fiir die Teilnahme waren Substanzmissbrauch oder
organische Stérungen, die psychotische Storungen begiinstigen konnten. Daneben wurde
nach psychiatrischen oder neurologischen Erkrankungen aus dem familidren Umfeld des

Patienten gefragt.

Nach der Anamneseerhebung erfolgte das Strukturierte Klinische Interview fiir DSM-IV
(SKID I und SKID II) (Wittchen et al. 1997), das die Symptome und den Verlauf der
Krankheit analog der Richtlinien der DSM-IV Kklassifizierte und die vormals getitigte
Diagnostik tiberpriifte.

4.2.2 Kontrollprobanden

Die Rekrutierung der Kontrollprobanden erfolgte in einem mehrstufigen Auswahlverfahren.

Zunidchst wurden mithilfe der Daten des Einwohnermeldeamtes Personen aus dem
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GroBraum Miinchen zufillig ausgewéhlt und anschlieBend ihre freiwillige Bereitschaft an
der Teilnahme dieser Testreihe schriftlich angefragt. Bei positiver Riickmeldung erfolge ein
standardisiertes Telefonscreening, das zundchst die grundsitzliche Eignung fiir die
Teilnahme priifte. So mussten die Kontrollprobanden volljdhrig sein und mindestens in der
dritten Generation deutscher Abstammung. Danach erfolgte eine erste Anamneseerhebung,
die folgende Ausschlusskriterien bei den Kontrollprobanden verifizierte: das Vorliegen
einer psychiatrischen Stérung, psychiatrischen Behandlung oder Psychotherapie, Alkohol-,
Drogen- oder Medikamentenabusus, eine derzeitige neurologische, infektiose, schwere
somatische oder Tumorerkrankung, ein Suizidversuch oder ein Unfall mit Schidelfraktur
oder Schidel-Hirn-Trauma. Dariiber hinaus wurden Fragen zum Lebenslauf und zum

aktuellen familidren, beruflichen und sozialen Umfeld erhoben.

Nach der Analyse dieser Sichtungsrunde wurden die Teilnehmer, die die Voraussetzungen
erflillten zu einem weiteren Termin in die Klinik eingeladen. Zunédchst wurde eine kurze
korperliche und neurologische Untersuchung durchgefiihrt, die eine Funktionsiiberpriifung
der Hirnnerven ebenso enthielt wie unter anderem den Reflexstatus sowie sensorische,
motorische und koordinative Fahigkeiten tiberpriifte. Im Anschluss wurde auch bei diesem
Personenkreis das SKID I und II durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurde im Rahmen des
Family History Assessment Modul (FHAM) (Rice et al., 1995) iiberpriift, inwieweit
psychiatrische Erkrankungen im familidiren Umfeld der Probanden vorlagen oder ob bei
Verwandten ersten Grades Alkohol-, Drogen- oder Medikamentenabusus oder antisoziale
Tendenzen vorkamen. Eine somatische Erkrankung des Probanden oder eine positive
psychiatrische Familienanamnese waren Ausschlusskriterien fiir die weitere Teilnahme an

der Testreihe.

Dariiber hinaus wurde bei Personen, die das sechzigste Lebensjahr vollendet hatten, der
Mini Mental Status Test (MMST) durchgefiihrt (Folstein et al., 1975). Mit dem MMST
konnen neben neurodegenerativen Hirnverdnderungen auch kognitive Einschrankungen,
wie zum Beispiel bei Depression oder Altersdepression, abgegrenzt werden, die das
Testergebnis beeinflussen konnten. Die Aufgaben innerhalb des Tests konnten mit einer
Maximalpunktzahl von 30 Punkten geldst werden. Fiir die Teilnahme an der Untersuchung

wurden mindestens 27 Punkte vorausgesetzt.
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4.3 Neuropsychologisches Testverfahren

4.3.1 Der Wechsler Gedichtnistest

Die Tests zur Geddchtnisleistung der Probanden wurden mit dem WMS-R (Wechsler
Memory Scale Revised) durchgefiihrt (Hérting et al., 2000). Der WMS-R ist ein
international anerkannter Test, der 1945 vom amerikanischen Psychologen David Wechsler
verdffentlicht wurde. Der Wechsler Gedichtnistest ist die deutsche Adaption der
iiberarbeiteten Fassung aus dem Jahr 2000. Er gliedert sich in insgesamt 13 Untertests, die
eine grofe Bandbreite von verbalen und non-verbalen Aufgaben des Kurz- und
Langzeitgeddchtnisses umfassen. Zu den mnestischen Funktionen, die im WMS-R getestet
werden zédhlen das verbale und visuelle Gedichtnis, die zusammen den Komplex des
allgemeinen Gedéachtnisses bilden, sowie das verzogerte Gedéchtnis. Dariiber hinaus

werden Aufmerksamkeit und Konzentration methodisch gemessen.

4.3.2 Durchfiihrung der Testreihen

Die Durchfithrung der Tests und die Bewertung der Ergebnisse erfolgte analog zum
Handbuch des WSM-R (Hirting et al., 2000). Die Tests wurden in Einzeluntersuchungen
von jeweils 45 bis 60 Minuten Dauer durchgefiihrt. Jeder Untersuchungsleiter, der die Tests
durchfiihrte hatte vorher eine entsprechende Schulung erhalten. Zum Testmaterial gehorten
das Handbuch mit Hinweisen zur Instruktion, ein Protokollbogen mit Zeichenblittern der
Visuellen Wiedergabe, das Stimulusheft zum Figuralen Gedéchtnis, das Stimulusheft zur
Visuellen Paarerkennung, die Testhefte zur Visuellen Paarerkennung A und B, vier
Stimuluskarten zur Visuellen Wiedergabe, sowie ein Bleistift, ein Radiergummi und eine

Uhr mit Sekundenzeiger.

Zu Testbeginn wurden den Probanden 14 Fragen zur personlichen, zeitlichen und ortlichen
Orientierung, sowie Fragen zum Allgemeinwissen gestellt. Die Auswertung dieser Fragen
ging dabei nicht in die Beurteilung der Gedéchtnisleistungen des Probanden ein, sondern

diente zur Einschitzung der Durchfiihrbarkeit der Tests sowie der Interpretierbarkeit der
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einzelnen Ergebnisse. Beispielhaft lauteten die Fragen: ,,Wo sind Sie geboren?* oder
,»Welcher Wochentag ist heute?*. Dariiber hinaus wurde abgeklért, ob der Proband Links-
oder Rechtshinder war oder Einschrankungen im Sehen oder Horen hatte. Es erfiillten alle

448 Probanden die Grundkriterien zur Testdurchfiihrung.

In dem Subtest ,,Mentale Kontrolle* musste der Proband innerhalb eines Zeitlimits drei
iiberlernte Reihen von Zahlen oder Buchstaben aufzéhlen. Zu den Aufgaben zéhlten das
Riickwértszdhlen von 20 bis 1, das Aufsagen des Alphabets und das Zédhlen in 3er-

Schritten.

Als nidchstes mussten die Probanden Aufgaben zum Figuralen Gedichtnis durchfiihren.
Dabei wurde ihnen innerhalb eines bestimmten Zeitfensters eine unterschiedliche Anzahl
von Mustern dargeboten, die sie im Folgenden jeweils aus einer groeren Menge von

Mustern wiedererkennen sollten.

Beim Subtest ,,Logisches Gedédchtnis 1 (Textreproduktion I)* wurden vom Testleiter
nachfolgend zwei gleich lange Geschichten vorgelesen, die der Proband jeweils direkt im
Anschluss moglichst genau nacherzdhlen musste. Die Antworten wurden vom Testleiter
weitestgehend wortwortlich protokolliert, da bestimmte Aussageeinheiten in die Bewertung
flossen. Nach den Nacherzdhlungen wurden die Probanden darauf hingewiesen, dass im

weiteren Verlauf der Tests noch einmal nach den Geschichten gefragt werde.

Bei der ,,Visuellen Paarerkennung I wurden dem Probanden sechs Strichfiguren aus dem
Stimulusheft gezeigt, die jeweils mit einer bestimmten Farbe gepaart waren. Im direkten
Anschluss wurden die Strichfiguren allein dargeboten und der Proband hatte die Aufgabe,
innerhalb von drei Sekunden auf die jeweils dazugehorige Farbe im Testheft zu zeigen.
Wurden den Figuren nicht die richtigen Farben zugeordnet, erfolgte durch den Testleiter
der Hinweis, welches jeweils die richtige Farbe war. Bei richtiger Zuordnung gab es durch
den Testleiter eine entsprechende Bestitigung. Im zweiten Teil dieses Aufgabenbereiches
wurden der Testperson sechs Figuren-Farb-Kombinationen jeweils 3 Sekunden lang
gezeigt, die er anschlieBend innerhalb von fiinf Sekunden zuordnen sollte. Im dritten Teil
wurde fiir die Figuren-Farb-Kombinationen eine andere Reihenfolge gewédhlt. Auch hier

galt es den Figuren die richtigen Farben zuzuordnen. Zum Abschluss dieser Testsequenz
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zeigte der Testleiter nochmals die Figuren mit den dazugehdrigen Farben unter dem

Hinweis, dass der Proband sich die Kombinationen so lange wie moglich merken soll.

Der anschlieBende Subtest ,,Verbale Paarerkennung I“ war das verbale Pendant zum
vorherigen Test. Dem Probanden wurden vom Testleiter acht Wortpaare vorgelesen, von
denen er jeweils das zweite Wort bei der anschlieBenden Vorgabe des jeweils ersten Wortes
wiederholen sollte. Auch in diesem Subtest erfolgten vom Testleiter Korrektur oder
Bestdtigung. Im Folgenden sollte sich der Proband in zwei weiteren Durchgéngen an die
jeweils acht Wortpaare erinnern. Bei korrekter Zuordnung der Wortpaare nach dem dritten
Durchgang war dieser Subtest beendet. Bei fehlerhafter Zuordnung wurde ein vierter,
finfter oder sechster Durchgang durchgefiihrt. Analog zum Subtest ,,Visuelle
Paarerkennung I wurde der Proband darauf hingewiesen, dass er sich die Wortpaare filir

den Abruf im weiteren Verlauf des Gesamttests merken sollte.

In dem néchsten Subtest, der ,,Visuellen Wiedergabe I, wurden dem Probanden jeweils
zehn Sekunden lang vier Stimuluskarten mit abgebildeten Figuren vorgelegt, die er jeweils
direkt im Anschluss an die Prédsentation der jeweiligen Karte aus dem Gedéchtnis heraus
reproduzieren sollte. Dem Probanden wurde die Moglichkeit gegeben mit einem
Radiergummi Korrekturen durchzufiihren, bis er selbst mit dem Ergebnis einverstanden
war. Nach der vierten Zeichnung wurde ihm gesagt, dass er nach diesen Figuren zu einem

spéteren Zeitpunkt nochmals gefragt wird.

Bei der ,,Zahlenspanne® wurden dem Probanden zwei Zahlenfolgen mit anfénglich drei
Zahlen vorgelesen, wobei die Geschwindigkeit des Vorlesens fiir jede Zahl bei einer
Sekunde lag. Der Proband musste im direkten Anschluss die Zahlenfolgen repetieren.
Korrekturen oder Bestitigungen durch den Testleiter erfolgten nicht. Bei den
nachfolgenden Zahlenkolonnen wurde die Anzahl der Zahlen jeweils um einen erhoht bis
schlieBlich eine Zahlenfolge von acht Zahlen erreicht war. Im zweiten Abschnitt dieses
Subtests wurden dem Probanden wieder zwei Zahlenfolgen mit anfanglich zwei Zahlen in
demselben Tempo vorgelesen, die er unmittelbar nach der jeweiligen Zahlenfolge in
umgekehrter Reihenfolge, also riickwérts, wiederholen sollte. Diesmal erfolgte aber durch
den Testleiter bei Falschnennung eine Korrektur, bzw. bei richtiger Nennung eine

Bestdtigung.
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Der Untertest ,,Visuelle Merkspanne (Blockspanne)“ bestand aus zwei Aufgabentypen, der
Blockspanne vorwirts und der Blockspanne riickwirts. Dabei wurden im ersten Teil vom
Testleiter zwei von acht Wirfeln mit unterschiedlicher Anordnung auf einem
Blockspannbrett fiir jeweils eine Sekunde lang angetippt. Der Proband hatte danach die
Aufgabe dieselben Wiirfel in derselben Reihenfolge anzutippen. Der Vorgang wurde mit
der gleichen Anzahl von Wiirfeln in unterschiedlicher Reihenfolge wiederholt. Bei
korrekter Wiedergabe durch den Probanden wurde die Anzahl der angetippten Wiirfel
jeweils um eine erhoht mit einer weiteren Folge der gleichen Anzahl, bis schlieBlich die
Folge der angetippten Wiirfel auf acht erhoht wurde. Im zweiten Teil der Visuellen
Merkspanne musste der Proband die angetippten Wiirfel in umgekehrter Reihenfolge
beriihren, wobei die Anzahl zundchst bei zwei Wiirfeln lag, mit einer Folge dergleichen
Anzahl. Bei dieser Versuchsanordnung wurden dem Probanden durch den Testleiter jedoch
Korrektur- oder Bestdtigungshinweise gegeben. Bei korrekter Ausfiihrung wurde in den

néchsten zwei Folgen die Anzahl der Wiirfel um jeweils einen bis maximal sieben erhoht.

Zum Abschluss der Testreihe, aber mit mindestens 30 Minuten Zeitdifferenz, wurden die
Subtests durchgefiihrt, bei denen der Proband zuvor einen Hinweis bekommen hatte sich
etwas gut einzuprdgen. Bei der Visuellen Paarerkennung II wurden ihm erneut die Figuren-
Farb-Kombinationen aus der Visuellen Paarerkennung I gezeigt. Fiir die Zuordnung der
jeweiligen Farbe zur dargebotenen Figur bekam der Proband jeweils ein Zeitlimit von 10
Sekunden. Danach folgte der Abruf der zuvor genannten Wortpaare mit dem gleichen
Zeitfenster in der Verbalen Paarerkennung II. Der Wechsler Gedéchtnistest endete mit der
Aufgabe (Visuelle Wiedergabe II) die gezeigten Figuren aus der Visuellen Wiedergabe |

erneut aufzuzeichnen.

4.3.3 Auswertung des WMS-R

Zur Auswertung wurde das Testmanual herangezogen (Hérting et al., 2000), in dem die
Mittelwerte und Standardabweichungen fiir die einzelnen Subtests angegeben sind. Diese
Werte wurden anhand einer Stichprobe von 210 Probanden im Alter von 15 bis 74 Jahren

ermittelt. Diese Stichprobe wurde in sieben Altersgruppen eingeteilt, die jeweils aus 30
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Personen bestand. Dabei war das Geschlechter- und Bildungsverhiltnis in den sieben

Gruppen gleich verteilt. Aus dieser Stichprobe lieBen sich Mittelwerte fiir die Subtests und

Leistungsaspekte der WMS-R entnehmen. Die Rohwerte der vorliegenden Stichprobe

wurden in gewichtete Rohwerte umgewandelt und zu den fiinf normierten Indizes verbales

und visuelles Gedéchtnis, Aufmerksamkeit / Konzentration, sowie verbale verzogerte und

visuelle verzogerte Wiedergabe zusammengefasst (Tabelle 5).

Tabelle 5: Auswertungsmatrix der Subtests zu den Leistungsmerkmalen des Gedéachtnisses

Merkmal der Maximale Mittelwert der
WMS-R Subtest
Gedichtnisleistung | Punktzahl | Gesamtstichprobe

Logisches Gedéchtnis
(50 Punkte - doppelt gewichtet) | GV;l;b :ltes. 124 79,50
Verbale Paarerkennung cdachinis

(24 Punkte - einfach gewichtet)

Figurales Gedéchtnis !

(10 Punkte — einfach gewichtet) |

Visuelle Paarerkennung | Visuelles 69 55135
(18 Punkte - einfach gewichtet) Gedéchtnis

Visuelle Wiedergabe I

(41 Punkte - einfach gewichtet)

Mentale Kontrolle

(6 Punkte - einfach gewichtet)

(24 Punkte - doppelt gewichtet) Konzentration

Blockspanne

(24 Punkte - doppelt gewichtet)

Logische Gedéchtnis 11

Punkte - einfach gewichtet) ! o |

(30 Punkte - einfach gewichtet) | Ver&iledverzzgerte L 66 23,70
Verbale Paarerkennung I1 ledergabe

(8 Punkte - doppelt gewichtet)

Visuelle Paarerkennung 11 . .
(6 Punkte - doppelt gewichtet) : Visuelle verzogerte : 5118

Visuelle Wiedergabe 11
(41 Punkte - einfach gewichtet)

Wiedergabe
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Der Wechsler Gedichtnistest beriicksichtigt in der Auswertung demografische Faktoren,
wie zum Beispiel das Alter, die auf die mnestischen Funktionen einen signifikanten
Einfluss haben. So wird das Potential der Gedachtnisleistung in sieben Altersgruppen, von
15 bis 74 Jahren, klassifiziert, fiir die einzelne Indizes gelten. Obgleich auch die
Schulbildung als signifikantes Merkmal bei Gedéchtnisleistungen angesehen wird, fliefit
der Bildungsgrad lediglich mit einer zusétzlichen Normentabelle fiir Abiturienten in die
Auswertung mit ein. Diese flache Systematik musste bei der Interpretation der Ergebnisse
beriicksichtigt werden. Geschlechtsspezifisch konnten keinen signifikanten Einfliisse auf

Gedichtnisleistungen im WMS-R nachgewiesen werden (Harting et al., 2000).

4.4 Labormethoden

Fiir die Genotypisierung des Einzelnucleotidpolymorphismus Val®®Met im BDNF Gen
wurde ein Hochdurchsatzverfahren gewihlt, das eine konventionelle
Polymerasekettenreaktion (PCR) mit einer Einzelbasenverldngerung und anschlieBender
massenspektrometrischer Messung in einem MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption
adsorption, time of flight) Massenspektrometer kombiniert. Fiir dieses Verfahren wurde
genomische DNA von hoher Qualitit bendtigt. Die im Folgenden beschriebenen Methoden
folgten den Standardprotokollen der Arbeitsgruppe molekulare und klinische

Neurobiologie.

4.4.1 DNA-Extraktion

Fiir die Gewinnung genomischer DNA wurde jedem Studienteilnehmer 5 — 10ml vendses
Blut in EDTA-Monovetten (Sarstedt, Niirnbrecht) entnommen. Der Zusatz an EDTA
inhibierte dabei die Blutgerinnung. Bis zur DNA-Extraktion wurden die Blutproben bei -
80°C gelagert. Die DNA-Isolierung erfolgte nach dem Standardprotokoll des QiaAmp Maxi
Kit (Qiagen, Hilden). Dazu wurde zunichst das gefrorene Blut bei Raumtemperatur

aufgetaut und mit 500ul Qiagen Protease versetzt. Dieses Protease erleichtert die DNA-
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Isolierung indem sie die an die Nukleinsduren gebundenen Proteine, wie zum Beispiel die
Histone, abbaut und so die Zugingigkeit der DNA verbessert. Aulerdem wurden 12ml des
guanidiniumhydrochloridhaltigen Lysepuffers AL zu dem Blut-Protease-Gemisch gegeben
und fiir 60s auf einem Vortexter griindlich gemischt. Fiir eine optimale Zelllyse und
maximalen DNA-Ertrag wurde das Gemisch fiir 30min bei 70°C in einem Wasserbad

inkubiert.

Um die DNA fiir die Bindung an die QiaAmp-Sdule, einer Silikagelmembran,
vorzubereiten, wurden 10ml Ethanol zugegeben und erneut gemischt. Die so entstandene
Losung wurde im Anschluss in mehreren Zentrifugationsschritten (3min bei 3000rpm) auf
die Silikagelmembran gegeben und der Durchfluss jeweils verworfen. Die im Lyspuffer
herrschenden Salz- und pH-Bedingungen sorgen dabei dafiir, dass nur DNA an die

Membran binden kann, wiahrend RNA und Proteine ungebunden bleiben.

Um verbleibende Verunreinigungen aus der Membran zu waschen wurden in einem ersten
Reinigungsschritt Sml Puffer AW1 auf die Membran gegeben und fiir 2min bei 4000rpm
zentrifugiert. In einem zweiten Waschschritt mit Sml Puffer AW2 wurden verbleibende
Guanidiniumhydrochlorid-Salze vollstindig entfernt. Um auch Ethanolriickstainde zu
entfernen wurde die Membran fiir 15min bei 4000rpm zentrifugiert und so getrocknet.
Damit war die aufgereinigte DNA bereit fiir die Elution. Durch zweimalige Inkubation mit
insgesamt 1,5ml Elutionspuffer AE und anschlieende Zentrifugation (2min bei 5000rpm)
wurde eine maximale Menge an DNA erreicht. Die so erhaltene DNA-Ldsung wurde bis

zum Gebrauch bei -80°C gelagert.

4.4.2 Konzentrationsmessung der DNA

Da die DNA-Ldsungen in unterschiedlicher Konzentration vorlagen, war eine Einstellung
auf einen einheitlichen Wert nétig. Fiir die in dieser Arbeit verwendete
Genotypisierungsmethode wurden DNA-Losungen mit einer einheitlichen Konzentration
von 50ng/ul erstellt, die dann unmittelbar vor dem Einsatz noch mal um den Faktor 10 auf

Sng/ul verdiinnt wurden. Um die Konzentrationen der einzelnen DNA-LOsungen zu
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ermitteln, wurde der Farbstoff PicoGreen (Invitrogen, Karlsruhe) eingesetzt. Dieser
interkaliert selektiv in doppelstringige DNA und bildet einen Farbstoff-Nukleinsédure-
Komplex, der bei Anregung durch Licht mit der Wellenldinge 480nm selbst Licht der
Wellenldnge 520nm aussendet. Dabei ist die Menge der ausgesendeten Lichtquanten direkt

abhéngig von der Menge an vorhandener DNA.

Um die DNA-Konzentration zu ermitteln, wurde eine Standardkurve mit bekannten
Konzentrationen erstellt. Dazu wurde eine 1:2 Verdiinnungsreihe eines DNA-Standards mit
der Konzentration 100ng/pul (Clontech, Mountain View) verwendet. In die Vertiefung Al
einer Thermo fast 96well plate (ABgene, Hamburg) wurden 200ul des DNA-Standards
vorgelegt. Die Vertiefungen B1 bis H1 wurden mit 100ul Wasser befiillt. Aus der
Vertiefung A1 wurden darauf 100ul entnommen und in B1 einpipettiert und gemischt. Aus
dieser Verdiinnung wurden dann wiederum 100ul entnommen und in die Vertiefung C1
gegeben und gemischt. Mit dieser Verdiinnungsreihe wurde bis zur Vertiefung Gl
fortgefahren, wihrend in der Vertiefung H1 keine DNA eingefiillt wurde und so als

Referenzwert dienen konnte (Tabelle 6).

Tabelle 6: Standardverdiinnungsreihe zur Konzentrationsbestimmung

Position Volumen Konzentration an
genomischer DNA
Al 100ul 100ng/pl
B1 100pl 50ng/ul
C1 100ul 25ng/pul
Dl 100ul 12,5ng/ul
El 100pl 6,25ng/pul
F1 100ul 3,175ng/ul
Gl 200l 1,5262ng/ul
H1 100pl 0

Fiir die eigentliche Konzentrationsmessung wurden sowohl die Standardverdiinnungsreihe
als auch die zu messenden DNA-Losungen in Duplikaten gemessen. Mit dieser

Vorgehensweise konnten Messfehler vermieden werden. Alle ndtigen Pipettierschritte und
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Kalkulationen wurden von einem Roboter durchgefiihrt (Janus Automated Workstation,

Perkin Elmer, Massachusetts).

In eine 96well flat bottom plate (Greiner, Frickenhausen) wurden in die Spalten 1 und 2
jeweils Sul der Standardverdiinnungsreihe iibertragen. In die verbleibenden Vertiefungen
wurden die DNA-Losungen in einer 1:10 Vorverdiinnung als Duplikate vorgelegt.
Unmittelbar vor der Messung wurden 145ul einer PicoGreen Losung zugegeben, so dass

eine Endverdiinnung des Farbstoffs von 1:200 erreicht wurde.

Mithilfe eines Greifarms wurde die nun fertige Messplatte in ein Photometer (Victor 3
Multilabel Counter 1420, Perkin Elmer, Massachusetts) tiberfiihrt und 30s geschiittelt, um
eine Vermischung der DNA mit der PicoGreen Losung zu gewihrleisten. Die Anregung
des Farbstoffkomplexes erfolgte bei 485nm und die Fluoreszenzmessung bei 520nm.
Mithilfe eines Computers (Optiplex GX620 Pentium 4 HAT, Dell, Frankfurt) wurden
anhand der Standardkurve die DNA-Konzentrationen vollautomatisch ermittelt und die
Konzentrationseinstellung berechnet. Anhand der berechneten Werte fiihrte der

Pipettierroboter die Konzentrationseinstellung vollautomatisch auf 50ng/pl durch.

4.4.3 Genotypisierung mit dem iPLEX-Verfahren

Nach der Vorbereitung der Proben DNAs konnte nun die eigentliche Genotypisierung
erfolgen. Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit das iPLEX-Verfahren der Firma
Sequenom (Hamburg) durchgefiihrt. Diese Methode basiert im Wesentlichen auf drei
Schritten:

1. einer konventionellen PCR mit anschlieBender Dephosphorylierung iiberschiissiger
Nukleotide
2. einer Einzelbasenextensionsreaktion

3. der Messung der Extensionsprodukte im MALDI-TOF Massenspektrometer
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4.4.3.1 Die konventionelle PCR

In der konventionellen Ploymerasekettenreaktion (PCR) werden kurze genomische
Bereiche um die zu genotypisierenden Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP) herum
amplifiziert, um damit ausreichend Ausgangsmaterial fiir die Extensionsreaktion zu
generieren. Dazu werden kurze Oligonucleotide (Primer) so entworfen, dass ein kurzer
Bereich (ca. 100 Basenpaare) um den SNP herum amplifiziert wird. Die Primer flir den

SNP Val®®Met (rs6265) wurden mit Hilfe der Software MassARRAY Assay Design 3.0

(Sequenom, Hamburg) entworfen (Tabelle 7).

Tabelle 7: Sequenzen der PCR-Primer fiir den SNP Val®*Mat (rs6265)

PCR-Primer

Forward Primer

ACGTTGGATGTTTTCTTCATTGGGCCGAAC

Reverse Primer

ACGTTGGATGGCTTGACATCATTGGCTGAC

Zuniachst wurde

Pipettierroboters (Microlab MPH 96, Firma Hamilton, Reno) 2,5u] genomische DNA in

einer Konzentration von 5ng/ul vorgelegt. Danach wurden 3ul eines zuvor erstellten

in einer 384well plate (ABgene,

Hamburg) mit Hilfe -eines

Reaktionsgemisches zu der genomischen DNA gegeben (Tabelle 8).

Tabelle 8: Reaktionsgemisch fiir die Polymerase Kettenreaktion

Volumen in einer Reaktion
Reagenz . Hersteller

(incl. 25% Uberhang)
Wasser 1,850ul -—-
10xPCR-Puffer 0,625ul Firma Qiagen, Hilden
MgCl25m/M 0,325ul Firma Qiagen, Hilden
dNTP Mix, 25m/M 0,100ul1 Firma ABgene, Hamburg
PCR-Primer Mix 1,000l Firma Metabion,

Martinsried

Hotstar Taq Polymerase 0,100l Firma Qiagen, Hilden
5U/ul
Total 4,000pl
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In einem Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City) wurde die fertige

Reaktionsplatte folgenden Temperaturschritten unterzogen:

1. Initiale Denaturierung (15min bei 95°C).

2. Denaturierung (20s bei 95°C): bei diesen hohen Temperaturen dissoziieren die
DNA-Doppelstringe in Einzelstringe. Dies ist die Voraussetzung fiir die
Anlagerung der Primer im folgenden Schritt.

3. Annealing (30s bei 56°C): eine Abkiihlung auf 56°C bewirkt, dass die spezifischen
Primer an die DNA-FEinzelstringe anlagern konnen.

4. Elongation (60s bei 72°C): nach Anlagerung der Primer wird die Temperatur auf das
Arbeitsoptimum der Tag-Polymerase erhoht. Diese fiigt dann die Primer an die der
DNA komplementidren Basen an und verdoppelt so die Menge an Amplikon.

5. Finale Elongation (3min bei 72°C): vor Abschluss der PCR kann die Tag-

Polymerase noch nicht vollstindige Amplikons fertig verldngern.

Die Schritte 2. bis 4. wurden 45 Mal wiederholt. So konnte ausreichend Amplikonmenge
fiir die nachfolgende Primerextension zur Verfiigung gestellt werden. Nach Abschluss der
PCR wurden die Reaktionsprodukte auf 4°C abgekiihlt und danach bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20°C gelagert.

4.4.3.2 Dephosphorylierung mit SAP

In der PCR wurden fiir die Vervielfaltigung der den SNP flankierenden DNA eine grof3e
Menge an Desoxynucleotiden (ANTPs) eingesetzt. In der nachfolgenden Extensionsreaktion
wiirden diese dNTPs aber zu verfdlschten Ergebnissen flihren, so dass sie inaktiviert
werden mussten. Dazu wurde das Enzym shrimp alkaline phosphatase (SAP) verwendet,
das in der Lage ist freie dNTPs zu dephosphorylieren und dadurch fiir das spéter
eingesetzte iPLEX Enzym unzugénglich zu machen. Fiir die SAP-Reaktion wurden jeweils

2ul des SAP-Mastermix zu den PCR-Reaktionsprodukten gegeben (Tabelle 9):
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Tabelle 9: Mastermix fiir die SAP-Behandlung

Reawenz Volumen fiir 1 Reaktion Hersteller

g (incl. 25% Uberhang)
Wasser 1,530ul Sequenom, Hamburg
10x SAP Buffer 0,170ul Sequenom, Hamburg
SAP-Enzym 0,300ul Sequenom, Hamburg
Total 2,000l

Die Reaktionsgemische wurden erneut in einem Thermocycler zunédchst 40min bei 37°C
inkubiert — dem Temperaturoptimum des SAP-Enzyms. Im Anschluss wurde das SAP-

Enzym fiir 10min bei 85°C inaktiviert.

4.43.3 Einzelbasenextensionsreaktion (iPLEX-Reaktion)

Im Anschluss an die SAP-Behandlung konnten die PCR-Produkte fiir die
Einzelbasenextensionsreaktion verwendet werden. Dazu musste ein spezieller
Extendprimer entworfen werden, der unmittelbar neben den zu untersuchenden SNP
Val®Met (rs6265) an das PCR-Produkt anlagerte (Tabelle 10). Dazu wurde ebenfalls das
Programm MassARRAY Assay Design 3,0 (Sequenom, Hamburg) verwendet.

Tabelle 10: Extendprimer fiir die Einzelbasenextensionsreaktion

Extendprimer

Val®*Met (rs6265) CCCCAACAGCTCTTCTATCA

Fiir diese Extensionsreaktion wurden Didesoxynucleotide (ddNTP) verwendet. Diese
modifizierten Nucleaotide haben die Eigenschaft, dass sie von einer Polymerase zwar an
den Extendprimer angefiigt werden konnen, danach bricht die Elongation aber ab. Somit
kann der Extendprimer immer nur um eine einzige Base verldangert werden, die genau dem
komplementdren Allel des SNPs entspricht. Fiir einen biallelischen SNP sind somit nur

zwei unterschiedliche Extendprodukte moglich, die sich allelspezifisch durch ihre Masse
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unterscheiden. Diese Massen konnen spéter dann im MALDI-TOF Massenspektrometer
vermessen werden und so die eigentlichen Genotypen eines jeden Probanden bestimmt
werden. Fiir die FEinzelbasenextensionsreaktion wurden zu den aufgereinigten PCR-

Produkten jeweils 2ul des iPLEX Reaktionscocktails gegeben (Tabelle 11).

Tabelle 11: Zusammensetzung des iPLEX-Reaktionscocktails

Reagenz Volumen fiir eine Reaktion Hersteller
Wasser 0,755ul -

iPLEX Buffer Plus 0,200ul Sequenom, Hamburg
1PLEX Termination Mix 0,200l Sequenom, Hamburg
Primer Mix 0,804ul Sequenom, Hamburg
iPLEX Enzym 0,041pl Sequenom, Hamburg
Total 2,000l

In einem Thermocycler wurden die Proben in folgendem Doppelschleifenprogramm
prozessiert:

94°C fiir 30sec

94°C fiir 5sec

52°C fiir 5sec

80°C fiir Ssec ] 5 Zyklen | 40 Zyklen

72°C fiir 30min

4.4.3.4 Messung im MALDI-TOF Massenspektrometer

Um die Proben nach der Einzelbasenextensionsreaktion fiir die Messung im MALDI-TOF
Massenspektrometer vorzubereiten, mussten die Extensionsprodukte entsalzt werden.
Durch die Behandlung mit Clean Resin (Sequenom, Hamburg), einem
Ionenaustauscherharz, wurden Natrium- und Kaliumionen entfernt, die eine Analyse im

Massenspektrometer erschwert hétten.
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Fiir die Genotypisierung wurden Siliziumchips verwendet (Spectrochips, Sequenom,
Hamburg), die mit 384 Matrixpunkten vorprdpariert waren. Diese Matrix bestand aus 3-
Hydroxypicolinsdure, einer Substanz, die das Auskristallisieren des Analyten verhindert
und die Anregung durch Laserbeschuss erleichtert.

Eine geringe Menge der entsalzten Extensionsprodukte wurde mit Hilfe das MassARRAY
Point Nanodispensers (Sequenom, Hamburg) auf einen Siliziumchip in die Matrix
eingebracht und getrocknet. Auflerdem wurden acht zusitzliche Matrixpunkte mit einem 3
Point Calibrand (Sequenom, Hamburg) versehen, die zur Kalibrierung des
Massenspektrometers dienten.

Nachdem der Chip in eine Hochvakuumkammer des MassARRAY Massenspektrometers
(Firma Sequenom, Hamburg) eingeschleust wurde, wurde jeder einzelne Matrixpunkt mit
kurzen Laserimpulsen beschossen. Dabei erfolgte eine lonisierung der Extensionsprodukte.
Die so entstandenen, hauptsdchlich einfach positiv geladenen Ionen wurden mit Hilfe eines
Magnetfeldes beschleunigt und trafen dann auf einen Detektor auf, wo sie registriert
wurden. Dabei trafen leichtere Ionen frither auf den Detektor auf als schwerere Ionen, was

eine Unterscheidung der Extensionsprodukte nach ihren spezifischen Massen ermoglichte.

4.5 Statistische Auswertung

Bei den statistischen Auswertungen der Genotypen- und Allelverteilung wurde die
Software Statistical Package for Social Sciences 15.0 (SPSS Inc., Chicago) verwendet. Die
Verteilung der Genotypen wurde anhand des y’-Tests auf die Kriterien des Hardy-
Weinberg-Gleichgewichts untersucht. Eine signifikante Abweichung von diesem
Gleichgewicht fiihrte zum Ausschluss der Ergebnisse. Im Vordergrund des Interesses
standen die Verteilungsdifferenzen von Genotypen und Allelen zwischen den Patienten und
den Kontrollprobanden. Als Signifikanzniveau wurde ein p — Wert von 0,05 und kleiner

angenommen. Von einem Trend wurde ab p < 0,1 ausgegangen.
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S Ergebnisse

5.1 Fall-Kontroll-Assoziationsstudie

An der Assoziationsstudie nahmen 137 schizophrene Patienten und 333 gesunde
Kontrollpersonen teil. Dabei wurde untersucht ob eine Assoziation zwischen dem Einzel-

Nukleotid-Polymorphismus rs6265 mit der Schizophrenie besteht.

5.1.1 Genotypverteilung

Der Genotyp GG war mit mehr als zwei Dritteln der Personen in der Untersuchungsreihe

am hiufigsten vertreten (Tabelle 12).

Tabelle 12: Genotypverteilung des SNP rs6265 in der untersuchten Stichprobe

Genotyp AA | Genotyp AG | Genotyp GG Gesamt
Gruppe
n (%) n (%) n (%) n
Patienten 8 (5,8) 35 (25,5) 94 (68,6) 137
Kontrollen 13 (3,9) 113 (33,9) 207 (62,2) 333
Gesamt 21 (4,5) 148 (31,5) 301 (64,0) 470

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) wurde erfiillt. Nachfolgend die Ergebnisse des
HWG im Einzelnen:

Patienten: F=0,157; p=0,067
Kontrollen: F=-0,027,p=0,617
Gesamtstichprobe: F =0,024; p=0,607

Die Zahlenwerte ergaben keinen signifikanten Unterschied in der Genotypverteilung

zwischen Patienten und Kontrollen (x2= 3,613; df = 2; p = 0,164). Zur weiteren
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Differenzierung wurde iiberpriift, ob der Besitz eines der beiden Allele liberzufillig hdufig
in einer der beiden Gruppen vorkam. Dazu wurden zunichst die Triger der A-Allele

(Genotypen AA und AG) den Nicht-A-Alleltragern (GG) gegeniibergestellt (Tabelle 13):

Tabelle 13: Gegeniiberstellung der A- und Nicht-A-Alleltrager

A-Alleltrager Nicht-A-Alleltrager Gesamt
Gruppe
(AA + AG) n (%) (GG) n (%) n
Patienten 43 (31,4) 94 (68,6) 137
Kontrollen 126 (37,8) 207 (62,2) 333
Gesamt 169 (36,0) 301 (64,0) 470

Auch hier konnte kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (x* = 1,754; df = 1;
p = 0,185; odds ratio = 1,331 (CI = 0,871 — 2,032)). Analog hierzu wurden auch die Trager
des G-Allels (Genotypen GG und AG) den Nicht-G-Alleltragern (AA) gegeniibergestellt
(Tabelle 14):

Tabelle 14: Gegeniiberstellung der G- und Nicht-G-Alleltrager

G-Alleltrager Nicht-G-Alleltrager Gesamt
Gruppe
(GG + AG)n (%) (GG) n (%) n
Patienten 129 (94,2) 8 (5,8) 137
Kontrollen 320 (96,1) 13 (3,9) 333
Gesamt 449 (95,5) 21 (4,5) 470

In der Verteilung der Alleltrager zeigte sich keine signifikante Assoziation mit einer der
untersuchten Gruppen (x2 = 0,852; df = 1; p = 0,356; odds ratio = 0,655 (CI = 0,265 —
1,618)).
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5.1.2 Allelverteilung

Bei der Allelverteilung (Tabelle 15) zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten und Kontrollprobanden (Xz = 0,614; df = 1; p = 0,443; odds ratio =
1,153 (CI1=0,807 — 1,648)).

Tabelle 15: Allelverteilung des SNP rs6265

Allel A Allel G Gesamt
Gruppe
n (%) n (%) n
Patienten 51 (18,6) 223 (81,4) 274
Kontrollen 139 (20,9) 527 (79,1) 666
Gesamt 190 (20,2) 750 (79,8) 940

5.2 Endophinotypenstudie

Neben einer moglichen Assoziation mit der Erkrankung an Schizophrenie sollte auch eine
mogliche Assoziation mit Gedéchtnisleistungen untersucht werden. Dazu wurde eine
Endophénotypenstudie angesetzt. Fiir diese Studie wurde ein Subset aus 448
Studienteilnehmern ausgewdhlt, das aus 135 schizophrenen Patienten und 313 gesunden
Kontrollprobanden bestand. Es kam eine umfassende Testbatterie zum Einsatz, unter

anderem auch der Wechsler-Geddchtnistest — revidierte Fassung (WMS-R).

5.2.1 Gedachtnisleistung und Genotypverteilung

Um zu tberpriifen, ob ein bestimmter Genotyp mit einer besseren Leistung im WMS-R
assoziiert war, wurden die durchschnittlichen Leistungen der drei Genotypen miteinander

verglichen (Tabelle 16).
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Tabelle 16: durchschnittlich erreichte Punktwerte in Abhéngigkeit vom rs6265-Genotyp

AA (n=20) AG (n=139) | GG (n=289)
WMS-R Untertest F df p
MW (SD) MW (SD) MW (SD)

Verbales Gedéchtnis 81,25 (13,09) 78,66 (17,63) 79,78 (16,72) | 3,251 | 2/434 | 0,040

Visuelles Gedéchtnis 52,70 (9,78) 55,66 (8,62) 55,38 (8,19) 0,395 | 2/434 | 0,674
Aufmerksamkeit /
) 68,50 (11,43) 69,14 (12,47) 68,86 (12,02) 0,523 | 2/434 | 0,593

Konzentration
Verbale verzogerte

22,88 (2,88) 23,70 (4,84) 23,76 (4,59) 0,832 | 2/434 | 0,436
Wiedergabe
Visuelle verzogerte

20,53 (4,18) 21,28 (4,09) 21,17 (3,81) 0,326 | 2/434 | 0,722

Wiedergabe

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, F = Inzuchtkoeffizient, df= Freiheitsgrade

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Untertest ,,Verbales
Gedéachtnis* und dem vorliegenden Genotypen (F = 3,251; df = 2/434; p = 0,040). Die
Trager des AA-Genotypen erreichten dabei den hochsten Punktwert (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Leistungen im Subtest Verbales Gedéachtnis in Abhingigkeit des Genotyps.

Keiner der anderen Untertests war mit der Genotypverteilung assoziiert. Zur weiteren

Differenzierung wurde iiberpriift, ob der Besitz einer der beiden Allele einen signifikanten
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Einfluss auf die Gedichtnisleistung im WMS-R hat. Dazu wurden zunichst die A-

Alleltrager den Nicht-A-Alleltrdgern gegeniibergestellt (Tabelle 17):

Tabelle 17: Leistungen der A- und Nicht-A-Alleltréger.

AA + AG
GG (n=289)
WMS-R Untertest (n=159) F df p
MW (SD)

MW (SD)
Verbales Gedéchtnis 78,99 (17,12) 79,78 (16,72) 0,239 1/438 0,625
Visuelles Gedéchtnis 55,29 (8,79) 55,38 (8,19) 0,85 1/438 0,357
Aufmerksamkeit /

) 69,06 (12,31) 68,86 (12,02) 0,1 1/438 0,752

Konzentration
Verbale verzogerte Wiedergabe | 23,60 (4,64) 23,76 (4,57) 0,452 1/438 0,502
Visuelle verzogerte Wiedergabe | 21,19 (4,10) 2,17 (3,81) 0,452 1/438 0,546

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, F = Inzuchtkoeffizient, df= Freiheitsgrade

Der Besitz des A-Allels des Polymorphismus rs6265 hatte keinen signifikanten Einfluss auf

die erreichten Punktwerte

im WMS-R. Analog dazu wurden die

erreichten

Gedichtnisleistungen der einzelnen Untertests der G-Alleltrdger den Nicht-G-Alleltragern

gegeniibergestellt (Tabelle 18):

Tabelle 18: Leistungen der G- und Nicht-G-Alleltrdger in der untersuchten Stichprobe.

GG + AG
AA (n=20)
WMS-R Untertest (n=428) F df p
MW (SD)
MW (SD)
Verbales Gedéchtnis 79,42 (17,01) 81,25 (13,09) 3,243 1/438 0,072
Visuelles Gedachtnis 55,47 (8,32) 52,70 (9,78) 0,011 1/438 0,918
Aufmerksamkeit /
] 68,95 (12,15) 68,50 (11,43) 0,73 1/438 0,393
Konzentration
Verbale verzogerte Wiedergabe | 23,74 (4,66) 22,87 (2,88) 0,007 1/438 0,935
Visuelle verzogerte Wiedergabe | 21,20 (3,90) 20,525 (4,18) 0,104 1/438 0,748

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, F = Inzuchtkoeffizient, df= Freiheitsgrade
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Der Besitz des G-Allels des Polymorphismus rs6265 hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die erreichten Punktwerte im WMS-R. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zum
signifikanten Zusammenhang zwischen dem AA-Genotyp und besserer Punktzahl im
Untertest ,,Verbales Gedichtnis* zeigte sich aber ein Trend zur Assoziation. Dabei hatten
die Nicht-G-Alleltrager im Durchschnitt eine bessere Leistung als G-Alleltrager (Abbildung
11):
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Abbildung 11: Darstellung der erbrachten durchschnittlichen Leistungen im Untertest
,»Verbales Gedichtnis® in Abhdngigkeit des Vorhandenseins des G-Allels des rs6265.

5.2.2 Gedichtnisleistung und Allelverteilung

Um zu iiberpriifen, ob eines der Allele des rs6265 mit einer besseren Gedichtnisleistung
einherging, wurden die im WMS-R erreichten Punktwerte der beiden Allele miteinander

verglichen (Tabelle 19):
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Tabelle 19: Durchschnittlich erzielte Punkwerte in Abhéngigkeit der Allelausprigung des

1s6265.

G-Allele
A-Allele (n=179)
WMS-R Untertest (n=717) F df p
MW (SD)
MW (SD)
Verbales Gedéchtnis 79,24 (16,99) 79,56 (16,89) 0,444 1/886 0,505
Visuelles Gedachtnis 55,00 (8,92) 55,44 (8,26) 0,844 1/886 0,358
Aufmerksamkeit /
] 69,00 (12,19) 68,91 (12,09) 0,01 1/886 0,978
Konzentration
Verbale verzogerte Wiedergabe | 23,52 (4,473) 23,75 (4,63) 0,037 1/886 0,847
Visuelle verzogerte Wiedergabe | 21,11 (4,10) 21,19 (3,86) 0,194 1/886 0,66
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6 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob eine Assoziation des funktionellen
Polymorphismus rs6265 (Val®®Met) des BDNF-Gens mit Schizophrenie vorliegt. Dariiber
hinaus wurde die Testreihe ausgewertet, ob eine Assoziation zwischen diesem SNP und
kognitiven Leistungen nachzuweisen ist. Hierzu wurden zum einen die Genotyp- und
Allelfrequenzen der teilnehmenden schizophrenen Patienten und Kontrollprobanden
analysiert. Zum anderen wurden kognitive Leistungen der Studienteilnehmer mittels des
WMS-R Wechsler Gedichtnistests dahingehend untersucht, ob hinsichtlich ihres Genotyps

und/oder ihrer Allel-Tragerschaft abweichende Merkmale vorliegen.

Im Ergebnis konnte bei der Fall-Kontroll-Assoziationsstudie keine Assoziation zwischen

dem Val®*Met-Polymorphismus und Schizophrenie nachgewiesen werden.

In Bezug auf die kognitiven Leistungen, zeigten bei der Endophédnotypenstudie die Met-
Homozygoten Genotypen signifikant bessere Leistungen im Untertest ,,Verbales
Gedichtnis“. Entsprechend hierzu flihrte das Fehlen des G-Allels (Val) zu signifikant

besseren Leistungen im Untertest ,,Verbales Gedédchtnis®.

6.1 Diskussion der Methoden

6.1.1 Ethnische Abstammung der Studienteilnehmer

Bei einer genetischen Studie ist eine homogene ethnische Abstammung von essenzieller
Bedeutung. Durch Populationsstratifikation kann es in den Untersuchungen zu falsch-
positiven oder falsch-negativen Ergebnissen kommen (Lander und Schork, 1994), da in
verschiedenen ethnischen Populationen die Genotyp- und Allelfrequenzen von Einzel-

Nukleotid-Polymorphismen variieren. (Tabelle 20).
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Tabelle 20: Darstellung der Allel- und Genotypverteilung des rs6265 in verschiedenen

Populationen (Hapmap, 2010)

Diskussion

A (Met) G (Val) AA AG GG
Vorliegende Stichprobe 20,2% 79,8% 4,5% 31,5% 64,0%
CcEU 17,5% 82,5% 3,3% 28,3% 68,3%
HCB® 63,1% 36,9% 45,2% 35,7% 19,0%
JPT® 33,7% 66,3% 16,3% 34,9% 48,8%
YRI® 0% 100% 0% 0% 100%

CEU =Europder (Bewohner von Utah, westeuropédischer Herkunft); HCB = Han Chinesen (Peking); JPT —
Japaner (Tokyo); YRI = Afrikaner

Die Daten des HapMap Projekts zum r1s6265 zeigen, dass die Allel- und
Genotypfrequenzen zwischen den einzelnen Populationen stark schwanken. Wéhrend bei
Afrikanern kein Basenaustausch stattfindet und nur Val-Allel-Triger vorkommen, sind
63,1% der Han Chinesen Triger der Met-Allele und damit etwa dreimal so viel wie bei
Personen europdischer Abstammung. Diese Differenzen beim rs6265 verdeutlichen wie
wichtig bei diesem SNP eine homogene Stichprobe ist. Um eine grofitmogliche
Homogenitdt bei der ethnischen Abstammung zu erreichen, wurden in der vorliegenden
Studie nur Kaukasier eingeschlossen, deren Abstammung sich auf mindestens drei
Generationen nachvollziehen lie. Die Allel- und Genotypverteilung kommt den Daten des
HapMap Projektes fiir die Westeuropéer sehr nahe, was fiir die Validitét der Resultate und
fiir die Vergleichbarkeit der vorliegenden Studie mit anderen europdischen Untersuchungen

spricht.

6.1.2 Rekrutierungsverfahren und Einschlusskriterien

Alle Teilnehmer der vorliegenden Studie wurden nach einem stringenten Verfahren
ausgewdhlt, um homogene und vergleichbare Gruppen zu gewihrleisten und um
Untersuchungsergebnisse  durch  Differenzen in den

Auswirkungen auf die

Einschlusskriterien weitestgehend zu vermeiden. Die schizophrenen Patienten durchliefen
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eine Diagnosestellung gemdl DSM-IV, um schizoaffektive oder rein psychotische
Patienten auszuschlieBen. Dariliber hinaus wurden im Patientenkollektiv nur Personen
ausgewdihlt, deren kaukasische Ethnizitdt sich auf drei Generationen zuriickverfolgen lieB3.
Wie bereits verdeutlicht, kann die Allel- und Genotypverteilung in unterschiedlichen
Ethnizitdten stark variieren und kdnnte bei weniger strengen Einschlusskriterien womdoglich

die Ergebnisqualitét beeinflussen.

Auch bei den Kontrollprobanden wurden strenge Einschlusskriterien angewandt. Durch ein
mehrstufiges Verfahren mit einer vorab durchgefiihrten Anamneseerhebung, einer
korperlichen und neurologischen Untersuchung, dem Strukturierten Klinischen Interview
Teil I und 11, sowie dem Family History Assessment Modul wurde sichergestellt, dass bei
diesem Personenkreis keine psychiatrischen oder somatischen Erkrankungen vorlagen und
sie aus psychiatrischer Sicht als unbelastet eingestuft werden konnten. Bei
Kontrollprobanden, die das sechzigste Lebensjahr bereits vollendet hatten, wurde dies

zusétzlich mit dem Mini Mental Status Test sichergestellt.

Die angewandten Einschlusskriterien fithrten dazu, dass das Gesamtvolumen der

Studienteilnehmer eingeschrankt wurde.

Bei der Auswahl der Studienteilnehmer wurde keine Selektion beziiglich der Schulbildung,
des Alters oder des Geschlechts durchgefiihrt. In der vorliegenden Stichprobe ist der Anteil
der Personen, die einen hohen Schulabschluss haben im Vergleich zur
Allgemeinbevolkerung hoher (37,6% versus 24,1%) (Statistisches Bundesamt, 2005). Ein
Grund hierfiir konnte sein, dass hoher gebildete Personen eher bereit sind, an
wissenschaftlichen Studien teilzunehmen. In Hinblick auf die Schulbildung ist die
vorliegende Studie also nicht reprisentativ, so dass die Ergebnisse nicht ohne weiteres auf

die Allgemeinbevdlkerung tibertragen werden konnen.

Bei der Auswahl einer Kontrollgruppe fiir Studien zur Schizophrenie ist das Alter von
groBer Bedeutung. Eine Schizophrenie wird meist im dritten Lebensjahrzehnt manifest
(Tandon et al., 2009). Werden in eine Kontrollstichprobe viele Personen in diesem Alter
eingeschlossen, so kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass diese im Verlauf ihres

Lebens noch eine Schizophrenie entwickeln. Die vorliegende Kontrollgruppe wies ein

75



Diskussion

durchschnittliches Alter von 47 Jahren auf, wobei die jiingsten Studienteilnehmer 20 Jahre
alt waren. Da der Anteil der jiingeren Studienteilnehmer nicht iiberbetont war, ist von einer

wohlproportionierten Altersverteilung auszugehen.

Neben dem Alter spielt in der Schizophrenie das Geschlecht eine entscheidende Rolle.
Wihrend frithe Studien von einem gleich hohen Erkrankungsrisiko bei Méannern und
Frauen ausgingen, nimmt man heute ein 1,4 fach hoheres Risiko bei Mannern an (McGrath
et al., 2004). Kausal hierfiir konnte eine neuroprotektive Wirkung des Ostrogens sein
(Héfner et al, 1995). Bei der Zusammenstellung der Studienteilnehmer ist deshalb auf ein
ausgeglichenes Geschlechterverhiltnis zu achten. Mit einem Frauenanteil von 48,8% in der

vorliegenden Stichprobe ist von einem ausgeglichenen Verhéltnis auszugehen.

6.1.3 Testverfahren

In der vorliegenden Studie wurde zur Ermittlung der Gedéchtnisleistungen die deutsche
Adaption der iiberarbeiteten Fassung des Wechsler Memory Scale Revised (WMS-R)
angewandt. Der WMS-R ist ein international anerkannter Test zur Ermittlung von
mnestischen Leistungen. Die Ergebnisse des WMS-R liefern Erkenntnisse zu dem
Leistungspotential der Probanden hinsichtlich des verbalen, visuellen und verzogerten
Gedichtnisses, sowie zu Aufmerksamkeit und Konzentration. Fiir die Reliabilitdt der
Ergebnisse ist die Einhaltung des standardisierten Verfahrens analog des Handbuches zum
WMS-R zwingend erforderlich. Dabei werden innerhalb von 45 Minuten 13 Subtests
durchgefiihrt, die in der Auswertung die Leistung der Teilnehmer hinsichtlich der fiinf

genannten Gedédchtnismerkmale widerspiegeln.

In fritheren Studien mit schizophrenen Patienten wurde mehrmals von Stérungen im
verbalen und visuellen Gedéchtnis berichtet (Goldberg et al., 1993; Holthausen et al.,
2003).

Dariiber hinaus wurde in anderen Assoziationsstudien, die den Val®®Met-Polymorhismus in

Bezug auf kognitive Funktionen untersuchten, ebenfalls der WMS-R zur Ermittlung der
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Gedéachtnisleistungen angewandt (Egan et al., 2003; Dempster et al., 2005) was fiir den

Einsatz dieser Methodik auch in der vorliegenden Studie sprach.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Fall-Kontroll-Assoziationsstudie

Der Zusammenhang des BDNF-Gens mit Schizophrenie wurde schon in mehreren Studien
thematisiert (z. B. Dempster et al., 2005; Ho et al., 2007; Skibinska et al., 2005; Zhou et al.,
2010). Durch seine protektive und regenerative Wirkung auf Neuronen und Motoneuronen
im ZNS sowie seinen Einfluss auf Neurotransmittersysteme erscheint eine Einstufung als
Kandidatengen in der Atiologie dieser schweren psychiatrischen Erkrankung als
nachvollziehbar (Sendtner et al., 1992; Yan et al., 1992; Gravel et al., 1997; Kobayashi et
al., 1997; Mamounas et al., 2000). Es liegt nahe, dass bei dem vermuteten polygenen
Erbgang die Effekte des einzelnen Gens minimal ausfallen konnen.

Der funktionelle Polymorphismus Val®®Met des BDNF-Gens fiihrt zu einem
Aminosdureaustausch von Valin zu Methionin, der iiber ein strukturell verdndertes
Genprodukt Effekte ausiiben konnte, die auch in Zusammenhang mit der Erkrankung
stechen konnten. Bereits durchgefiihrte Untersuchungen ergeben eine inkonsistente

Ergebnislage, die auch die vorliegende Arbeit nicht vollends aufkldren kann.

Skibinska et al. (2005) untersuchten anhand einer Stichprobe aus 336 kaukasischen
Patienten und 375 Kontrollpersonen die Assoziation des rs6265 mit Schizophrenie. Wie
auch in der vorliegenden Arbeit konnten die Autoren keine signifkante Assoziation mit der
Erkrankung feststellen. Mit einer dhnlichen Individuenzahl sind die Ergebnisse von
Skibinska et al. durchaus mit der vorliegenden Studie vergleichbar. Dabei wiesen die
Allelfrequenzen ein &dhnliches Resultat auf wie bei der vorliegenden Arbeit. Die
Kontrollgruppe von Skibinska et al. wurde allerdings anonym rekrutiert und war keinen

Ausschlussverfahren unterworfen.
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Auch Neves-Pereira und Kollegen untersuchten Polymorphismen im BDNF Gen. Neben
dem rs6265 genotypisierten sie auch noch einen Dinucleotide-Repeat-Polymorphismus, der
1040 Basenpaare vor dem Transkriptionsstart von BDNF lokalisiert ist. Dabei schlossen sie
321 schizophrene Patienten und 350 gesunde Kontrollen kaukasischer Abstammung in ihre
Studie ein. Neves-Pereira et al. entdeckten, dass das Val-Allel und entsprechend der
Val/Val Genotyp signifikant héufiger in der Gruppe der Schizophrenen zu finden war. Der
Dinucleotide-Repeat-Polymorphismus zeigte fiir sich keine signifikante Assoziation mit der
Erkrankung. Wurden beide Polymorphismen aber zu einem Haplotypen kombiniert, so war
ein Haplotyp aus dem Allel-1 des Dinucleotide-Repeat-Polymorphismus und dem Met-
Allel des 1rs6265 (Met-1) in der Patientengruppe unterrepriasentiert. Die Autoren
vermuteten, dass dieser spezielle Haplotyp das Schizophrenierisiko vermindert (Neves-
Pereira et al., 2005).

Die Ergebnisse von Neves-Pereira stimmen nicht mit denen der vorliegenden Arbeit
iiberein. Es fallen allerdings einige Unterschiede im Studienaufbau auf. So wurden von
Neves-Pereira in die Patientengruppe auch schizoaffektive Personen miteingeschlossen, so
dass beide Stichproben moglicherweise nicht direkt vergleichbar sind. Es konnte auch sein,
dass der Effekt des rs6265 sehr klein ist und erst ab einer bestimmten Individuenzahl
auffillig wird. Dafiir spricht, dass die Assoziation des rs6265 bei Neves-Pereira eher
moderat signifikant war (p=0,0049), erst bei der Betrachtung des Haplotyps ergaben sich
hoch signifikante Werte (p<1x10®). Die im Vergleich geringere Stichprobengrofe der

vorliegenden Arbeit konnte somit dazu fiihren, dass der Effekt von rs6265 verborgen blieb.

Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit kamen Zakharyan und Kollegen in ihrer
Untersuchung zu einer signifikanten Assoziation des rs6265 mit Schizophrenie. Dabei
waren die diagnostischen Einschlusskriterien fiir alle Teilnehmer dhnlich stringent. Die 208
Studienteilnehmer, 103 schizophrene Patienten und 105 gesunde Kontrollprobanden, waren
Kaukasier armenischer Abstammung. Bei den schizophrenen Patienten, die alle nach ICD-
10 und DSM-IV paranoide Symptome hatten, waren die Trager der Met-Allele (55%) im
Vergleich zu den gesunden Kontrollprobanden (35%) deutlich iiberreprisentiert (Zakharyan
et al., 2011). Damit widersprechen die Ergebnisse von Zakharayan und Kollegen denen der
vorliegenden Arbeit ebenso wie denen von Neves-Pereira, die das Met-Allel als protektives

Allel identifiziert hatten. Allerdings wurde die Kontrollgruppe von Neves-Pereira anonym
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rekrutiert, ohne dass auf psychiatrische Erkrankungen kontrolliert wurde. Diese
Unterschiede im Studiendesign kdnnten zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren.

Neben dem Studiendesign konnte auch ein unvollstindiges Kopplungsungleichgewicht
(Linkage Disequilibrium, LD) zur inkonsistenten Studienlage beitragen. So konnte es sein,
dass der SNP rs6265 mit der kausalen Variante in unvollstandigem LD liegt und deshalb
der Effekt dieser kausalen Variante nicht in jeder Stichprobe iiber die Genotypen von

rs6265 zum Tragen kommt.

6.2.2 Endophinotypenstudie

Die Hypothese, das BDNF bei Storungen im Gedéchtnissystem beteiligt sein kann, wurde
bereits in mehreren Untersuchungen aufgestellt (Minichiello et al., 1999; Xu et al., 2000;
Girtner et al., 2006). BDNF wird stark im Hippocampus, einer Hirnregion, die an Lern-
und Gedichtnisfunktionen beteiligt ist, exprimiert (Zola-Morgan et al., 1986; Gold und
Squire, 2006), was dieser Vermutung Bestédtigung zu geben scheint. Dariiber hinaus wurden
bei schizophrenen Patienten verkleinerte Hippocampusvolumina (Meisenzahl et al., 2010)
und verringerte BDNF Level im Serum (Zhang et al., 2012) beobachtet. Auch wurden bei
schizophrenen Patienten héufig Storungen der Gedichtnisleistungen festgestellt (Goldberg
et al., 1989; Goldman-Rakic, 1994; Kurtz, 2005; Elissalde et al., 2011).

In der vorliegenden Endophinotypenstudie wurde nach Assoziationen zwischen
Gedichtnisleistungen und dem Val®®Met Polymorphismus des BDNF Gens (rs6265)
gesucht. Dabei wurden bei den Teilnehmern der Studie, schizophrenen Patienten und
gesunden Kontrollprobanden, die Genotyp- und Allelfrequenzen berechnet und an die

Ergebnisse des vorher durchgefiihrten Wechsler-Gedéchtnistests (WMS-R) gekoppelt.

Fiir den rs6265 wurde keine Assoziation auf das Gesamtergebnis des WMS-R festgestellt.
Im Untertest ,,Verbales Gedéchtnis* konnte aber ein signifikanter Zusammenhang mit den
vorliegenden Genotypen gezeigt werden (F = 3,251; df = 2/434; p = 0,040). Met-

Homozygote zeigten die besten Leistungen in diesem Subtest.
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Karnik et al. (2010) konnten in ihrer Studienreihe keinen Zusammenhang zwischen rs6265
und Gedédchtnisleistungen ableiten. Dabei untersuchten sie in zwei Gruppen von insgesamt
129 gesunden Probanden neben der Assoziation des rs6265 mit Gedachtnisleistungen auch
die  Assoziation eines Genotyps auf das Gesamthirnvolumen und die
Hippocampusvolumina. Zur Ermittlung der Gedéchtnisleistungen wurden dabei vier
Gedéchtnistests durchgefiihrt: die Category Fluency Task, der WMS Logical Memory I, der
WMS Digit Span Forwards und der WMS Digit Span Backwards. Die Genotypverteilung
der Trager der Val-Allele war dabei den Daten der vorliegenden Arbeit und den Daten fiir
Westeuropéder des HapMap Project sehr dhnlich (Tabelle 21), wobei festzustellen ist, dass
im Versuchsaufbau von Karnik und Kollegen nur ein Met-Homozygoter vorkommt. Die
von Karnik et al. durchgefiihrten Substests des WMS-R zeigten auch in der vorliegenden
Arbeit keine signifikante Assoziation mit dem SNP rs6265. Insgesamt scheinen beide
Studien vergleichbar, auch wenn die Stichprobe von Karnik und Kollegen etwas kleiner
war. Somit bestitigen die vorliegenden Ergebnisse die Resultate von Karnik und

Mitarbeitern.

Tabelle 21: Vergleich Genotypfrequenzen der vorliegenden Arbeit mit der Studie von
Karnik et al. und dem HapMap Project.

Genotyp AA Genotyp AG Genotyp GG
Vorliegende Studie 4,5% 31,5% 64,0%
Karnik et al., 2010 0,6% 31,8% 67,4%
HapMap Project CEU 3,3% 28,3% 68,3%

Mandelmann und Grigorenko (2012) fiihrten eine Metaanalyse beziiglich des rs6265 und
kognitiven Funktionen durch. Sie schlossen 31 unabhingige Stichproben bestehend aus
insgesamt 7095 Individuen unterschiedlicher Ethnizitdten in ihre Analyse ein. Die erfassten
Phénotypen deckten dabei einen weit geficherten Bereich der Kognition ab, wie
Gedichtnis und Exekutivfunktionen. Da in den eingeschlossenen Studien verschiedene
Skalen eingesetzt wurden bildeten die Autoren fiinf Kategorien, in die sie die verschiedenen

Skalen einordneten: allgemeine kognitive Fihigkeiten, Gedichtnis, Exekutivfunktionen,
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visuelle Verarbeitung und kognitive Fliissigkeit. Obwohl sich deutliche Unterschiede in den
Genotypverteilungen der eingeschlossenen Ethnizititen zeigten, konnten die Autoren
keinen Hinweis auf Populationsstratifikation finden.

In dieser Metaanalyse zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen rs6265 und
einer der fiinf Kategorien. Damit widersprechen die Ergebnisse dieser Metaanalyse der
vorliegenden Arbeit. Beim Vergleich der beiden Studien ist aber zu beachten, dass der
Untertest ,,.Verbales Gedachtnis®“ des WMS-R nicht ohne Weiteres mit einer der finf
Kategorien nach Mandelmann gleichgesetzt werden kann. So kann es sein, dass diese fiinf
Kategorien das verbale Gedéchtnis nicht alleine erfassen und noch weitere kognitive

Aspekte mit einflieen, so dass ein direkter Vergleich der Ergebnisse nicht moglich ist.

Egan et al. (2003) zeigten in ihrer groen Stichprobe mit 641 Teilnehmern, die aus
schizophrenen Patienten, deren nicht erkrankte Geschwister sowie gesunden
Kontrollprobanden zusammengesetzt war, einen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem rs6265 und dem episodischen Gedéchtnis (F=3,89; df=2,591; p=0,02). Bei der
Auswertung der Genotypen der schizophrenen Patienten zeigten die Met/Met-Tréager die
schlechtesten Leistungen im dem WMS-R. Die Stichprobe der Teilnehmer war aus
verschiedenen Ethnizititen zusammengesetzt, was einen Vergleich mit der vorliegenden,
kaukasischen Studie nur bedingt mdglich macht. Ob die Autoren bei ihrer Arbeit nach
Stratifikationseffekten gesucht haben, wurde nicht erwédhnt. Die Verteilung der Genotypen
entsprach aber weitestgehend der vorliegenden Studie, sowie den Referenzdaten des

HapMap Project (Tabelle 21).

Einen Effekt von Met-Homozygoten konnten auch Dempster et al. (2005) feststellen. In
threr kaukasischen Studie mit 92 schizophrenen Patienten und 114 nicht-erkrankten
Verwandten gab es einen Trend dahin, dass der BDNF-Genotyp mit dem Wert fiir die
verzogerte Wiedergabe im WMS-R assoziiert ist (p=0,09). Dabei erzielten die Met/Met-
Trager die schlechtesten Werte. In der Gruppe der Kontrollgruppe allein gab es einen
signifikanten Zusammenhang (p=0,01), wohingegen bei der Gruppe der schizophrenen
Patienten keine signifikante Assoziation beobachtet werden konnte. Fiir die sofortige
Wiedergabe und das Verhéltnis von verzogerter zu sofortiger Wiedergabe ergaben sich

dhnliche Ergebnisse. Als Schlussfolgerung bestétigten Dempster et al. das Ergebnis der
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Studie von Egan (2003), eine Assoziation zwischen rs6256 und dem episodischen

Gedichtnis.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Dempster und Kollegen war in der vorliegenden
Arbeit das vorliegen des Met-Allels mit besserer Leistung assoziiert. Es ist allerdings
anzumerken, dass Dempster und Kollegen in ihrer Gruppe der schizophrenen Patienten
auch solche einschlossen, die auch andere Formen von Psychosen (unipolare Depression,
Depression mit Psychose, schizotype Personlichkeitsstérung, bipolare Storung) aufwiesen.
Auch wurden im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit als Kontrollprobanden Verwandte der
schizophrenen Patienten eingesetzt, was Effekte in der Auswertung der Untersuchung nicht
ausschlieBen ldsst. Die Genotypverteilung der Studie von Dempster und Kollegen war
jedoch der vorliegenden Arbeit und den Referenzdaten des HapMap Projects wiederum
sehr dhnlich (Tabelle 22). Es ist also davon auszugehen, dass die untersuchten Populationen
zwar miteinander vergleichbar sind, aber die diskrepanten Ergebnisse auf die

unterschiedlichen Studiendesigns zuriickzufiihren sind.

Tabelle 22: Vergleich der Genotypfrequenzen aus der vorliegenden Arbeit mit Studien

einer signifikanten Assoziation des rs6265 mit Gedéchtnisleistungen und dem HapMap

Project:
Genotyp AA Genotyp AG Genotyp GG
Vorliegende Studie 4,5% 31,5% 64,0%
Egan et al. 4,5% 27,6% 67,9%
Dempster et al., 2005 3% 28% 69%
HapMap Project CEU 3,3% 28,3% 68,3%

Unterschiedliche Fall-Kontroll-Assoziationsstudien weisen auf eine mogliche Beteiligung
des Val®Met-Polymorphismus an der Atiologie des komplexen, psychiatrischen
Krankheitsbildes der Schizophrenie hin (Neves-Pereira et al., 2005; Zakharyan et al., 2011).
Diese Erkenntnisse konnen aber durch weitere Untersuchungen (Skibinska et al., 2004; Tan

et al., 2005; Jonsson et al., 2006) und die vorliegende Arbeit nicht bestdtigt werden. Auch
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innerhalb der signifikanten Assoziationen ergibt sich ein uneinheitliches Bild. Neves-
Pereira und Kollegen stellten in ihrer Testreihe eine signifikante Uberreprisentation der
Val/Val-Tréger bei den schizophrenen Patienten im Vergleich zu den Kontrollen fest, sowie
eine signifikante negative Abweichung bei einem Haplotypen des A-Allels des rs6265 und
des Allels 1 des Dinucleotide-Repeat-Polymorphismus ebenfalls bei der Gruppe der
schizophrenen Patienten (Neves-Pereira et al., 2005). Zakharyan und Mitarbeiter fanden
dagegen den positiven Zusammenhang bei der Uberreprisentation der Met-Homozygoten

bei den schizophrenen Patienten (Zakharyan et al., 2011).

Ein kausaler Zusammenhang der uneinheitlichen Ergebnislage konnte durch
unterschiedliche Einschlusskriterien der Teilnehmer der verschiedenen Studien zu finden
sein. Unterschiedliche diagnostische Kriterien konnen Einfluss auf die Studienergebnisse
nehmen. Dariiber hinaus konnen auch ethnische Effekte und die GroBe der Studie (Anzahl
der Teilnehmer) die Ergebnisse beeinflussen. Nominell kleine Testbatterien konnen durch
Stratifikationseffekte eher zu falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen fiihren.
Unter Berticksichtigung der stark voneinander abweichenden Genotypfrequenzen innerhalb
der unterschiedlichen Ethnizititen (Tabelle 18, Seite 74) sind dariiber hinaus Ergebnisse

aus kaukasischen Studien auf Menschen anderer Herkunft kaum {ibertragbar.

Hinweise auf eine Beteiligung des funktionellen Val®®Met-Polymorhismus des BDNF-Gens
an kognitiven Leistungen des hippocampalen Systems zeigen mehrere Studien, die mit
Teilnehmern unterschiedlicher Ethnizititen vorgenommen wurden (Egan et al., 2003;
Dempster er al., 2005; Tan et al., 2005). Auch die vorliegende Arbeit konnte eine
signifikante Assoziation in einem Teilbereich des Gedichtnisses, dem verbalen Gedéchtnis,
zeigen. In allen vorgenannten Studien zeigten Met-Homozygote signifikante Assoziationen
bei den Gedéchtnisleistungen im Vergleich zu den anderen Genotypen. Andere
Untersuchungen konnten diese Ergebnisse jedoch nicht bestitigen (Hansell et al., 2007;
Karnik et al., 2010; Mandelman und Grigorenko, 2012), sodass auch hier eine inkonsistente
Ergebnislage vorliegt. Auch hier konnen uneinheitliche Rahmenbedingungen, wie
Diagnoseverfahren und  FEinschlusskriterien, bei den  Studienteilnehmern zu

unterschiedlichen Ergebnissen fiihren.
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6.3 Funktionelle Konsequenzen des Val®*Met-Polymorphismus

Bisher konnte nicht abschlieBend geklirt werden, ob der Polymorphismus rs6265 in
direktem Zusammenhang mit der Erkrankung Schizophrenie oder kognitiver
Leistungsfahigkeit steht.

Der SNP fiihrt zu einem Aminosdureaustausch von Valin nach Methionin an Position 66
des BDNF-Genprodukts. Damit nimmt rs6265 direkten Einfluss auf die Proteinstruktur, so
dass funktionelle Konsequenzen moglich erscheinen.

Hinweise hierauf lieferten Egan und Kollegen (2003), als sie auffillige Unterschiede in der
Verteilung und Sekretion der Proteinvarianten in den hippocampalen Neuronen fanden.
Wihrend Val-BDNF vorwiegend in den Dendriten lokalisiert war, wurde Met-BDNF
hauptsichlich im Zellkérper aufgefunden. Da BDNF in die synaptische Ubertragung
involviert ist, kann die Met-Variante anscheinend nicht so gut in die Synapsen transportiert
werden. Das konnte erkldren warum Met-BDNF innerhalb der neuronalen Netzwerke
weniger gut arbeitet, als die Val-BDNF-Variante, woraus sich auch Stérungen im

Gedichtnissystem ableiten lassen konnten.

Auch durch die starke Exprimierung von BDNF im Hippocampus (Zola-Morgan et al.,
1986; Gold und Squire, 2006), sowie seine protektive und regenerative Wirkung von
Neuronen und Motoneuronen im ZNS (Sendtner et al., 1992; Yan et al., 1992; Gravel et al.,
1997; Kobayashi et al., 1997; Mamounas et al., 2000) erscheint ein direkter Einfluss des
156265 auf kognitive Leistungen als vorstellbar. Es ist aber auch durchaus moglich, dass der
Val®*Met-Polymorphismus indirekt in nachfolgende funktionelle Verdnderungen eingreift

oder regulatorisch auf andere Gene wirkt (Bath und Lee, 2006).

Auch konnte der Austausch von Valin zu Methionin an Position 66 eine gestorte
Proteinfaltung und —dimerisierung zur Folge haben, was die Bindungs- und
Transporteigenschaften von BDNF verdndert (Ho et al., 2007). Zu dieser mdglichen
funktionellen Konsequenz kamen Chen et al. (2005), die beobachteten, dass die Met-
Variante weniger effizient an das Protein Sortilin bindet, das am Transport von BDNF

beteiligt ist. Sie nahmen daraufhin an, dass die Met-Variante weniger effizient in
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sekretorische Granula (Vesikel) aufgenommen wird, was zu einem schlechteren Transport

dieser Proteinvariante in die Dendriten fihren konnte.

Unter Berlicksichtigung der exponierten Rolle von BDNF in der neuronalen Entwicklung,
liegt die Vermutung nahe, dass eine verdnderte Funktionalitit von BDNF auch
Auswirkungen auf die Hirnstrukturen haben kdnnte. Bei einer Untersuchung an Miusen,
die mit der Met-Variante transfiziert wurden, stellten Frielingsdorf et al. (2010) fest, dass
diese Miuse eine signifikante Volumenreduktion im Hippocampus aufwiesen - einer
Region mit hoher BDNF-Konzentration. Zu dhnlichen Ergebnissen kam eine humane
Studie, die geringere Hippocampusvolumina sowohl bei Val/Met-Heterozygoten, als auch
bei Met-Homozygoten im Vergleich zu Individuen ohne Met-Allel registrierte (Molendijk
etal., 2012).

Aber nicht nur die Hippocampusregion scheint betroffen zu sein. In einer
Langzeituntersuchung stellten Ho und Kollegen fest, dass schizophrene Met-Alleltrager
einen groBeren Verlust an grauer Substanz im Frontallappen erleiden als Val-Alleltrager.
Analog dazu nahm bei den Probanden mit Met-Allel das Ventrikelvolumen stirker zu als

bei Probanden mit Val-Allel (Ho et al., 2007).

Neben einer direkten funktionellen Konsequenz des rs6265 scheint aber auch eine indirekte
Wirkung dieses Polymorphismus nicht ausgeschlossen. So konnte dieser SNP in
unvollstandigem Kopplungsungleichgewicht mit einer anderen kausalen Variation stehen.
Dafiir wiirden die inkonsistenten Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen beziiglich einer

Assoziation mit Schizophrenie sprechen.

6.4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte die Rolle des rs6265 in der Entstehung der Schizophrenie
und bei kognitiven Funktionen nicht abschlieBend beantworten. Um den mdglicherweise
nur kleinen Effekt dieses Polymorphismus zu untersuchen, werden weitere

Assoziationsstudien mit hoheren Individuenzahlen nétig sein. Dabei ist auf eine strikte
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Einhaltung der Ein- und Ausschlusskriterien zu achten, ebenso wie auf eine ausgeglichene

Geschlechterverteilung und Altersstruktur in der Stichprobe.

Im Anschluss an eine gesicherte Assoziation ist die Kldrung der funktionellen
Konsequenzen wichtig. Hier konnten neben Zellkulturversuchen zur Proteinuntersuchung
auch Tiermodelle eingesetzt werden, die sich besonders zur Untersuchung von

Gedichtnisfunktionen eignen.

86



7 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungen und Zeichen

Erkliarung

APA American Psychiatric Assoziation
BDNF Brain-Derived Neurotrophic Factor
COMT Catechol-O-Methyltransferase Gen
CT Computertomographie
DLPFC Dorsolateraler Prafrontalcortex
DNA Desoxyribonukleinséure
dNTPs Desoxynucleotid-triphosphate
DSM IV gi:(%;l(?es;;c and Statistical Manual of Mental
DTNBPI Dysbindin Gen
EDTA Ethylendiamintetraessigsidure
FHAM Family History Assessment Modul
fMRT funktionelle Magnetresonanztomographie
FSK First-Rank Symptoms
GABA y-Aminobuttersdure
GWAS Genomweite Assoziationsstudien
HSCT Hayling Sentence Completion Test
HT Hydroxytryptamin
International Statistical Classification of
ICD-10 Diseases and Related Health Problems, 101

Revision
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IgG Immunglobulin G
IgM Immunglobulin M
LSD Lysergsaurediethylamid
LTP Langzeitpotentierung
MALDLTOF Edriter?f ?]Si:;ed laser desorption adsorption,
Met Methionin
MINI Mini-International Psychiatric Interview
MHC Major Histocompatibility Complex
MMST Mini Mental Status Test
mRNA Messenger Ribonucleinsdure
NDMA N-Methyl-D-Aspartat
NRGN Neurogranin Gen
NT Neurotrophin
NTR Neurotrophin-Rezeptor
p Pico
PCR Polymerasekettenreaktion
PPI Prepulse Inhibition
RBANS NewopsyenologintSuatss
RGS4 Regulator of G-protein Signalling 4 Gen
SAP Shrimp alkaline phosphatase
Strukturiertes Klinisches Interview fiir
SKID DSM-IV
SNP Single Nucleotide Polymorphism
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SPSS Statistical Package for Social Sciences
STG Gyrus temporalis superior

SZ Schizophrenic Patients

TCF Transcription Factor

TDT Transmissions-Disequilibrium-Test
Trk Tyrosinkinase

Val Valin

WHO World Health Organization
WMS-R Welcher Memory Scale - Revised
ZNF Zink Finger Protein

ZNS Zentrales Nervensystem
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