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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Schizophrenie

1.1.1 Definition

Das aus dem Griechischen stammende Wort Schizophrenie (skizo= spalten,
phren= Verstand, Gemiit) beschreibt eine der schwerwiegendsten endogenen
Psychosen mit vielgestaltigen Storungen der Personlichkeit, des Denkens, der
Wahrnehmung, der Realitdtsauffassung und Affektivitdt ohne Beeintrachtigung

des Bewusstseins (Peters, et al., 2007).

1.1.2 Historische Aspekte

Schizophrene Verhaltensweisen wurden bereits im Altertum beschrieben
(Soranus, 52 n. Ch.), fanden jedoch in der heutigen wissenschaftlichen
Darstellung im 19. Jahrhundert Erwdhnung (Pinel, 1801; Morel, 1857;
Kahlbaum, 1874; Hecker, 1871).

In seiner Arbeit tiber ,Die Diagnose und Prognose der Dementia praecox“ fasste
Kraepelin 1896 viele Ergebnisse fritherer Autoren zusammen und fiihrte
entsprechend der Symptomatik eine Untergliederung der Dementia preacox mit
den Formen Hebephrenie, Katatonie und paranoide— halluzinoide Storung ein
(Kraepelin, 1896; Diefendorf, 1902).

Eugen Bleuler entwickelte 1908 die Einteilung der Symptomatik in Grund- und
akzessorische Symptome und charakterisierte den Zustand der Schizophrenie
mit Zerfahrenheit des Denkens, des Gefiihlslebens und der Unmdglichkeit, sich

als einheitliche Person zu empfinden (Bleuler, 1911; Bleuler, 1972).

1928 befasste sich Menninger mit dem Krankheitsbild der Schizophrenie. Er
empfahl unter anderem allen Therapeuten, auf eine Etikettierung der Kranken

zu verzichten (Menninger, 1928).
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Diese Uberlegungen fanden sich spiter auch bei der Yarrow und Wing wieder
(Yarrow et al., 1955; Wing, 1980) sowie bei Scheff , Etikett Geisteskrankheit® und
Keupp .,Psychische Krankheit als abweichendes Verhalten“ (Scheff, 1966;
Keupp, 1972).

1.1.3 Klassifikationen

Bis in die 70er Jahre hinein gab es trotz der frithen Ansétze von z.B. Kraepelin,
Bleuler und Schneider nur wenige weltweit einheitliche Klassifikationen der
Schizophrenie, da die Vielfalt aller moglichen Symptome klare Abgrenzungen
erschwerte. Das fiihrte z.B. dazu, dass in den USA doppelt so viele
Schizophrenie-Patienten registriert wurden als in GroBbritannien (Abb.1).
Krankheitsbilder wie Manie, Neurose, Depression usw. wurden in den USA mit

dazugezahlt (Cooper et al., 1972).

Britische Konzepte

Amerikanischer Raum
Schizophrenie Konzepte

Abbildung 1: Schizophrenie-Konzepte in den USA und GroBbritannien (Cooper et al., 1972;
Finzen, 2008)

Eine weitere Form der Klassifizierung der Schizophrenie etablierte sich in den
70er Jahren. Diese wunterteilte die Schizophrenie in positive Symptome
(Halluzination, Wahn, formale Denkstéorungen und desorganisiertes Verhalten)
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1. Einleitung

und negative Symptome (Alogie, Affektverarmung, sozialer Riickzug,
Aufmerksamkeitsstorungen) (Andreasen, 1995; Andreasen und Olsen, 1982;
Crow, 1980).

Heutzutage haben sich zwei weltweit giiltige Klassifikationssysteme
durchgesetzt. Das von der Weltgesundheitsorganisation eingefithrte ICD
(International Classifikation of Disorders) und das im amerikanischen

Sprachraum vorherrschende DSM-System (Diagnostic and Statistical Manual).

Die WHO revidierte die Internationale Klassifikation psychischer Storungen ICD
mehrfach iiber ICD-8, ICD-9 zur ICD-10, die seit 1991 auch in deutscher
Ubersetzung vorliegt. Danach wird die Schizophrenie nach ihren klinischen
Symptomen in paranoide (ICD-10-F20.0), hebephrene (ICD-10-F20.1), katatone
(ICD-F20.2) und undifferenzierte Schizophrenie (ICD-F20.3) sowie zusétzlich in
postschizophrene Depression (ICD-F20.4), schizophrenes Residuum (ICD-F20.5),
Schizophrenia simplex (ICD-F20.6) und sonstige Schizophrenien (ICD-F20.8)
eingeteilt (WHO, 2001; DIMDI, 2001).

paranoide Form Wahn und Halluzination

hebephrene Form Storungen von Affekt, Antrieb, Denken
katatone Form Storungen der Psychomotorik

undifferenzierte Form Symptomatik kann keinem anderen Bild

zugeordnet werden

postschizophrene Depression nach akuter Krankheitsphase einsetzende

Depression

schizophrenes Residuum ausgepragte Negativsymptomatik nach

mindestens einjahriger akuter Krankheitsphase

Schizophrenia simplex ausgepragte Negativsymptomatik ohne
vorangegangene Positivsymptome, meist
chronisch

Als Leitsymtome nach der ICD-10 gelten: Gedankenlautwerdung, Kontroll- oder

Beeinflussungswahn, kommentierende oder dialogisierende Stimmen, vollig
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1. Einleitung

unrealistischer bizarrer Wahn, anhaltende Halluzinationen, Gedankenabreif3en,
katatone Symptome (wie z.B. Erregung) und Negativ-Symptome (wie z.B.
Apathie oder inadaquate Affekte) (AWMF, 2009).

Parallel dazu definierte die American Psychiatric Association (APA) ihr
diagnostisches und statistisches Manual, so 1980 in der 3. Auflage DSM-III und
1996 in der 4. Auflage DSM-IV, welches seit 1996 auch in dt. Ubersetzung
vorliegt. Nach DSM-IV werden 5 Haupttypen der Schizophrenie unterschieden,
der paranoide, desorganisierte, katatone, undifferenzierte und residuale Typus
(Moller et al., 2009).

Um Vorurteile zu vermeiden wurde der Begriff , disorder” (Storung) an Stelle von
~,Krankheit“ eingefiihrt, was Flexibilitdt bei diagnostischen Entscheidungen und

Einordnungen ermoglichte (Cumming et al., 2011).

Beide Klassifikationssysteme sind pragmatisch und atheoretisch. Sie gelten als

Konstrukt und Arbeitshypothese (Finzen, 2008).

1.1.4 Weitere Klassifikationssysteme

Neben ICD und DSM haben sich weitere Klassifikationsschemata herausgebildet:

Nach dem Typenkonzept von Crow werden bei der Schizophrenie entsprechend
der Symptome Typ 1 mit einer Positiv-Symptomatik und Typ 2 mit einer Negativ-

Symptomatik unterschieden (Tabelle 1).

Tabelle 1: Typenkonzept nach Crow (Crow, 1980)

Typ Symptom Verlauf CT-Befund Neurologische | Prognose
Reaktion

Typ I Positivsymptom akut unauffillig gutes giinstig
Wahn Ansprechen
Halluzination

Typ II Negativsymptom chronisch Ventrikel- schlechtes ungiinstig
Affektverflachung Asymmetrie Ansprechen
Sprachverarmung
Sozialer Riickzug

Weitere Einteilungen basieren z.B. auf den Positiv- und Negativsymptomen, u.a.
hat Liddle drei Syndromcluster vorgeschlagen (Liddle, 2003):

e  Verarmung der Psychomotorik

e  Desorganisation
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e  Realitdtsverzerrung
Nancy Andreasen fasste die Symptome der Negativsymptomatik unter dem

Stichwort der ,,sechs A“ zusammen (Andreasen, 1995):

o  Affektverflachung

e Alogie

e  Apathie/ Abulie

e  Anhedonie

e Aufmerksamkeitsstorung

. Asozialitat

1.1.5 Verlauf und Prognose

Der Verlauf der Schizophrenie ist durch das unregelmédfBige Auftreten

psychotischer Episoden und deren Intervalldauer gekennzeichnet.

Die Erkrankung beginnt in der Regel mit unspezifischen Prodromalanzeichen.
Héaufig zeigen sich dann erst nach wenigen Jahren erste psychotische Symptome
und nach weiteren Monaten oder Jahren psychotische Krisen mit

Hospitalisierung (Hafner, 2005).

Die Anzahl der Episoden der Schizophrenie unterschieden sich in Studien von
Marneros et al. z.B. (Marneros et al, 1991; Assion et al., 2006):

— 8,8 % der Patienten wiesen eine Episode auf,
— 31,8 % der Patienten zwei oder drei Episoden,

— 23,6 % der Patienten mehr als vier Episoden.

Fir die Schizophrenie-Prognose wird meist eine ,Drittelregel® angenommen,
nach welcher je ein Drittel der Patienten ohne Residuen nach Ersterkrankung
bleiben, ein Drittel der Patienten Rezidive bei aber noch vorhandener
Anpassungs- und Arbeitsfahigkeit aufweisen und ein Drittel der Patienten einen
ungiinstigen chronisch-progredienten Verlauf meist einschlieBlich der

Notwendigkeit der Frithberentung zeigen (Gleixner et al., 2010).
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Als statistisch giinstig erweisen sich sehr akut verlaufende Erstmanifestationen

und ein hoheres Lebensalter bei Ersterkrankung (Gleixner et al., 2010).

Generell ist die Schizophrenie eine schwerwiegende psychiatrische Erkrankung,
deren Verlauf und Prognose im Einzelfall nicht abzuschédtzen sind, da sowohl

prognostisch giinstige, als auch sehr ungiinstige Faktoren einflieBen konnen.

1.1.6 Epidemiologie

Das Lebenszeitrisiko, an einer Psychose aus dem schizophrenen Formenkreis zu

erkranken, d.h. die Lebenszeitpravalenz, wird mit 0,6 — 1% angegeben.

Es wird davon ausgegangen, dass an einem gegebenen Stichtag unter 100.000
Menschen 200 - 400 von Schizophrenie betroffen sind. Das Erkrankungsrisiko
liegt damit genauso hoch wie jenes, an einem Diabetes mellitus zu erkranken
(Hauser et al., 2002).

Das mittlere Ersterkrankungsalter von Méannern ist durchschnittlich einige Jahre
friiher als das von Frauen, die Lebenszeitprdavalenz ist aber nicht
geschlechtsabhédngig (Jablensky & Cole, 1997; Engels, 2010).

Ménner erkranken durchschnittlich erstmalig zwischen dem 15. - 35.
Lebensjahr, davon 90% vor dem 30. Lebensjahr, Frauen zwischen dem 25. - 35.
Lebensjahr, davon 66% vor dem 30. Lebensjahr (Finzen, 2008). Die Ursachen
konnen im teilweise zunédchst schleichenden Verlauf der Schizophrenie gesehen
werden, welche erst mit einer Zunahme von weiteren Risikofaktoren zum

Ausbruch kommen kann.

Bei der jahreszeitlichen Verteilung des Geburtszeitpunktes von Patienten mit
Schizophrenie wird weltweit eine iiberdurchschnittliche Haufung von Geburten
im spdten Winter und Friihjahr beobachtet (Hettema et al., 1996; Gallagher et
al., 1999; Watson et al., 2007; Turetsky et al., 2009).

1.1.7 Atiologie

Die Atiologie der Schizophrenie ist nach wie vor ungeklirt. Aus heutiger Sicht

wird von einer multifaktoriellen Atiopathogenese ausgegangen, bei welcher
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Umweltfaktoren zusammen

mit genetischer Pradisposition

Ausbruchswahrscheinlichkeit begiinstigen (Riederer, 1999).

die

arblich frihkindlich
I erwonl'ben

I |
Teilleistungs-
storungen
(Basisstérulngen)

In der Kindheit

mangelnde Ubung
des Uberstiegs

Widerspruchliche
frihkindliche
Erfahrungen

und/oder

Fixierung an
Nebenrealitiaten

erhohte Vulnerabilitat

chronische psychische
Belastungen
(Pubertat)

verschiedene Belastbarkeiten

Schizophrene Psychose

akut/kurzdauernd
chronisch

akute psychische
Belastungen

Abbildung 2: Entwicklungspsychologisches Konzept der Schizophreniegenese (nach:

Riederer, 1999)

Es wird davon ausgegangen, dass konstitutionelle-

und umweltbedingte

Faktoren zusammenwirken, um eine schizophrene Erkrankung auszulosen.

Diese Verkettung spiegelt sich im Vulnerabilitiats- Stress- Modell bzw. Diathese-

Stress- Modell wider (Abb. 2). Zu einer angeborenen Krankheitsdisposition

treten kritische psychosoziale Belastungssituationen und Konflikte sowie

biologische Stressoren hinzu. Die Kombination dieser Faktoren fiihrt zu einem

erhohten Risiko, an Schizophrenie zu erkranken (Mdéller et al., 2009).



1. Einleitung

Als weitere mogliche Einflussfaktoren, werden intrauterine Verdnderungen und

Virusinfektionen angenommen.

Wihrend der Graviditit sollen virale Faktoren iiber Reaktionen des miitterlichen
Immunsystems Entwicklungsstorungen neuronaler Strukturen des Fetus
hervorrufen, die dadurch ein erhéhtes Risiko fiir Schizophrenie schaffen konnten
(Torrey et al., 2002; Pearce, 2002; Starr, 2006).

Nach Untersuchungen an Uberlebenden der Spanischen Grippe brachte
Menniger erstmalig den Influenzavirus mit Schizophrenie in Verbindung
(Menninger, 1928). Diese Beobachtungen wurden von mehreren Studien
bestéitigt (Izumoto et al., 1998; Limosin, 2003), in anderen Untersuchungen
jedoch widerlegt (Cannon et al., 1996; Mino et al., 2000). Inzwischen gilt als
gesichert, dass sich durch eine Virusgrippe wahrend der Schwangerschaft das
Risiko fiir das Kind, spéter an einer Schizophrenie zu erkranken, um 4 - 8%
erhoht (Torrey et al., 2002; Myers, 2008). Virale Einfliisse wurden auch im
Zusammenhang mit den Herpes simplex Viren 1 und 2, Varicella Zoster Viren
und Zytomegalie nachgewiesen (Buka et al., 2001; Dickerson et al., 2003;
Leweke et al., 2004; Yolken, 2004).

Auch Parasiten wie das Toxoplasmose gondii werden verdachtigt, Schizophrenie
auszulosen. Sie greifen in den Dopaminstoffwechsel ein. Eine erhohte
Konzentration von Toxoplasmose- Antikorpern findet sich im Blut von
Schizophrenie Patienten. Das deutet auf eine Infektion wéahrend der
Schwangerschaft hin (Nickl-Jockschat, 2010).

Toxikosen, Rhesusfaktorinkompatibilitdit und Geburtskomplikationen, wie zum
Beispiel Sauerstoffmangel, steigern das Risiko ebenso, im spédteren Leben an
Schizophrenie zu erkranken (O’Callaghan et al., 1994; Kunugi et al., 2001;
Dalman et al., 2001; Crow, 2001; Boog, 2004; Rohde, 2007). Eine Addition von
Faktoren erhoht die Wahrscheinlichkeit des Erkrankungsausbruchs (Cannon et
al., 1998). Als Ursache wurden auBlerdem Autoimmunerkrankungen in
Erwagung gezogen (Albrecht, 2009).

Auch soziale Einflussfaktoren und Stress wurden diskutiert, jedoch weniger als
Ursache sondern vielmehr als mitbestimmende Faktoren von Verlauf und

Prognose angesehen (Kircher et al., 2007).
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Die Inzidenz liegt in sozial schwidcheren Schichten der Bevolkerung um das
dreifache iiber der in der Mittel- und Oberschicht (Riederer, 1999). Die Sozial-
Drift-Hypothese geht davon aus, dass die Erkrankten einem sozialen Abstieg
unterliegen (Héafner, 1995). Ursache ist die krankheitsbedingte soziale
Behinderung, welche bei Friiherkrankenden eine Beeintrachtigung, bei
Spaterkrankenden ein Abstieg des bereits erreichten sozialen Niveaus auslost.
(Hafner, 2005).

Das Familienmilieu wird als krankheits- und verlaufsbeeinflussender Faktor und

als moglicher Ausloser bei vorhandener Vulnerabilitdt anerkannt (Hafner, 2005).

Ereignisse, wie Not, Katastrophen, Uberforderungen, Lebenseinschnitte werden

als Life- Event- Ansatz in die Ursachenforschung einbezogen.

Diskutiert werden auch Einfliisse wie Drogenkonsum (insbesondere Cannabis)
und neurodegenerative Verdnderungen, die modulierend zu bewerten sind und
nicht als alleinige Ursache verstanden werden konnen, sondern im
Zusammenhang der multifaktoriellen Genese der Schizophrenie mit genetischen
Faktoren, embryonalen Entwicklungsstorungen, hirnorganischen Storungen,
sozio-kulturellen oder psychoreaktiven Aspekten einhergehen (Gleixner et al.,
2010). Untersuchungen der Universitit von Queensland konnten in einer
prospektiven Beobachtungsstudie aufzeigen, dass das Rauchen von Cannabis das

Risiko, an einer Schizophrenie zu erkranken, verdoppeln kann (Hall, 2006).

1.2 Genetik der Schizophrenie

Der relative Einfluss genetischer Faktoren wird in der Atiologie der
Schizophrenie mit etwa 45 - 75% vermutet (Cannon et al., 1998; Franzek und
Beckmann, 1996; Onstand et al., 1991, Knoblauch 2007, Nickl-Jockschat, 2010).
Heritabilitdtsuntersuchungen befassen sich in ihrem Hauptschwerpunkt damit,
Héufungen von schizophrenen Psychosen in Familien, bei Geschwistern und

Zwillingen aufzufinden und nachzuweisen.
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1.2.1 Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien

Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien konnten inzwischen mit Sicherheit
empirisch belegen, dass die Schizophrenie neben anderen Faktoren auch

genetische Ursachen hat (Bailer et al., 2002).
Familienstudien

Familienstudien belegen, dass das Risiko, Schizophrenie zu entwickeln, mit
zunehmender genetischer Verwandtschaft zu einer bereits erkrankten
schizophrenen Person steigt (Mc Guffin et al., 1996, Tsuang et al., 2001; Giegling
et al., 2008). Tsuang et al., 2001 geben das erbliche Risiko wie folgt an:

Risiko:

e Allgemeine Bevolkerung 1%
° Bei Verwandten 3. Grades 2%
. Bei Verwandten 2. Grades 6%
. Bei Verwandten 1. Grades 9%

Konkrete Erkrankungsrisiken ergeben sich fiir:

Eltern von Schizophrenen Patienten 2-10%

e  Geschwister von Schizophrenen Patienten 6 - 12 %

e Kinder von Schizophrenen Patienten 9-16 %
e  Kinder mit 2 Schizophrenie Eltern 20 - 50 %
e  Enkel und Neffen 1- 3%

Da bei Familienstudien meist eine gemeinsame Umgebung vorliegt, kann keine
Differenzierung genetischer Voraussetzungen und beeinflussender
Umweltfaktoren getroffen werden. Es konnte aber gezeigt werden, dass vor
allem Probanden mit ausgepridgter Negativsymptomatik familidar mit
psychotischen Storungen belastet sind (Kendler et al., 1995; van Os et al., 1997).
Bei Angehorigen von Schizophrenie- Patienten wurde eine signifikant hohere
Anzahl von Sekundarfallen (0-2%) im Vergleich zu den Angehorigen Gesunder

festgestellt (Bailer et al., 2002).
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Zwillingsstudien

Mittels Zwillingsstudien konnte gezeigt werden, dass die Konkordanzrate der
schizophrenen Erkrankungen bei zweieiigen Zwillingen jener der ibrigen
Geschwister entspricht, wahrend sie bei eineiigen Zwillingen bei 45 - 75%
(Bailer et al., 2002), und damit im Durchschnitt bei etwa 50% liegt. Das bedeutet,
dass weitere Faktoren, z.B. Umweltfaktoren, zum Ausbruch der Erkrankung

beitragen.

Da monozygote Zwillinge nicht nur die gleichen prdnatalen sondern meist auch
postnatalen Entwicklungsbedingungen, sowie auch gleiche Reaktionen ihrer

Umwelt erfahren, konnte die Heritabilitat tiberschatzt werden.

Zwillingsstudien, bei denen mnach Positiv-/ und Negativ- Symptomatik
differenziert wurde, zeigten, dass die konkordanten Zwillinge héaufiger mit
vermehrten Negativsymptomen, schlechter primorbider Anpassung und weniger
paranoider Symptomatik belastet sind, als die diskonkordanten Paare (Dworkin
et al., 1988).

Das ldsst auf eine stirkere genetische Komponente der Negativsymptomatik

schlieBen.
Adoptionsstudien

Fir die Erforschung ursdchlicher Zusammenhédnge der Schizophrenie stellen
Adoptionsstudien eine geeignete Methode dar, da sie eine Trennung genetischer
und umweltbedingter Faktoren voneinander ermoglichen und Hinweise darauf
geben konnen, ob familidre H&ufungen das Ergebnis von gemeinsamen

Umweltfaktoren oder von genetischen Faktoren darstellen.

Werden gesunde Kinder in Familien mit einem schizophrenen Elternteil
adoptiert, erkranken diese im Allgemeinen nicht an Schizophrenie (Kety et al.,
1994).

Im Falle einer Adoption von Kindern schizophrener Eltern in gesunde Familien
behalten diese ihr erhohtes Risiko, an Schizophrenie zu erkranken (Kety et al.,
1994, Kendler et al., 2003).

11
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1.2.2 Molekulargenetik, Kopplungs-und Assoziationsstudien

Molekulargenetische Untersuchungen ermoglichen das Auffinden von Genen
oder Variationen, welche bestimmte Fahigkeiten oder Krankheiten beeinflussen
konnen (Goldberg et al., 2004). Es werden zwei verschiedene Strategien

angewendet, diese Gene zu identifizieren:

e Familienbasierte Untersuchungen durch Kopplungsanalysen
e Fall-Kontroll-Assoziationsstudien nicht verwandter Personen
- genomweite Assoziationsstudien (GWA)

- Kandidatengen-Assoziationsstudien

1.2.2.1 Kopplungsstudien

Mittels Kopplungsstudien wird untersucht, ob innerhalb einer Familie ein
Markerallel {iberzufillig hdufig mit einer Krankheit vererbt wird und die
Abweichung von den Mendelschen Gesetzen innerhalb der Stammbidume

gemessen.

Ein Marker und eine mit dem Phédnotyp gekoppelte DNA-Sequenz werden mit
geringerer Wahrscheinlichkeit durch eine Rekombination getrennt, je ndher sie
auf einem Chromosom liegen (Vink et al., 2006). Kopplung definiert sich somit
durch die rdumliche Ndhe zwischen den DNA-Marker und dem Gen, welches die
Phéanotyp-Auffilligkeit auslost (Plomin et al., 1999; Boddeker und Ziegler, 2000).

Ein Gen- Kartierungsverfahren ermoglicht die Bestimmung der in Verbindung

stehenden Genorte vor der eigentlichen Identifizierung des Gens (Rujescu, 2007).

So konnte eine Kopplung von Schizophrenie mit Chromosom 1q42 gezeigt
werden (Blackwood et al., 2001), einer Region fiir die eine balancierte
Translokation zwischen den Chromosomen 142 wund 11g21 Dbei
Schizophreniepatienten entdeckt wurde (St Clair et al., 1990) und welche zu
einem Defekt der dort lokalisierten zwei Risikogene, DISC1 und DISC2,
(disrupted in schizophrenia 1 und 2) fiihrte.

Mehrere Kopplungsstudien bestdtigen Chromosom 22ql11-12 als mit
Schizophrenie gekoppelte Region. Unter anderem ist hier das Gen fiir Catechol-

O-Methyltransferase (COMT) lokalisiert. Dieses Enzym baut Dopamin im
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synaptischen Spalt ab. Storungen in diesem System fiihren vermutlich zu

schizophrener Erkrankung (Nickl-Jockschat et al., 2010).

Von einer Kopplung mit Chromosom 5q bei britischen und islandischen Familien
geht eine Studie von Sherrington aus (Sherrington et al., 1988). Spatere
Untersuchungen konnten dies teilweise bestédtigen (Straub et al., 1997, Schwab

et al., 1997), teilweise keine Hinweise finden (Aschauer et al., 1990).

Weitere Kopplungssignale wurden auf Chromosom 6 (Dysbindin-Gen),
Chromosom 8 (Neuregulin-1- Gen) und Chromosom 13 (G72/DAOA-Gen)
identifiziert (Gleixner et al., 2010).

Eine groBere Ubereinstimmung in den Ergebnissen der bisherigen
Kopplungsstudien, als bislang vermutet, fanden O'Donovan et al. (2003) bei der
Auswertung einer groen Anzahl genomweiter Kopplungsstudien zu den

genetischen Ursachen von Schizophrenie (Tab. 2).

Auf Chromosom 1q21-22 ist der Genabschnitt lokalisiert (Brzustowicz et al.,
2000), der zusammen mit 6p25-22 (Straub et al., 1995), sowie 625 (Lindholm
et al., 2001), 623 (Lerer et al.,, 2005) und 13q32 (Blouin et al., 1998) die
starkste Kopplung erreichte (O’'Donovan et al., 2003).

Die wichtigsten chromosomalen Regionen, die Kopplungssignale fiir die
Schizophrenie aufweisen, sind nach der Metaanalyse von O'Donovan auf den
Chromosomen 1, 3, 5, 6, 8, 10, 12, 13, 22 zu finden (O'Donovan et al., 2003).

13
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Tabelle 2: Zusammenfassung der unterstiitzenden Beweise von Kopplungsstudien nach
O'Donovan et al. 2003

Kopplungs- | Unterstiitzende Untersuchte Population Gefundene | Statistischer
region Studie Region Beweis
1q21-22 Brzustowicz et al. (2000) | Kanada/Island UK 1q21-22 MLS = 6.5*
Gurling et al. (2001) Kanada/Island UK 1q21-23 MLS = 3.2
1q42 Hovatte et al. (1999) Finnland (isoliert), 1q32.2-q41 | Zmax = 3.8
Ekelund et al. (2000) Finnland (allg. Bevolkerung) | 1q42 MLS = 2.51
Blackwood et al. (2001) | UK 1q42 MLS = 3.6
5q21-33 Schwab et al. (1997) Deutschland/Israel 5q31 MLS=1.8
Camp et al. (2001) Palau 5q22-qter MLS=2.5
Gurling et al. (2001) Island/UK 5q33.2 MLS=3.6
Straub et al. (2002) Irland 5q21-31 NPL=2.65
DelLisi et al. (2002) Costa Rica 5q21-31 MLS=1.78
Paunio et al. (2001) Finnland (allg. Bevolkerung) | 5q33 Zmax = 3.16
6p24-22 Moises et al. (1995) Island 6p22 P=0.005
Straub et al. (2002) Irland 6p25-22 NPL=3.59*
Schwab et al. (2000) Deutschland/Israel/Ungarn 6p NPL3.3
6q21-25 Cao et al. (1997) Eur-Amerik./Afr-Amerik. 6q21-q22.3 | MLS=3.06
Kaufmann et al. (1998) Afr-Amerikanisch 6q16-24 NPL=1.89
Martinez et al. (1999) Eur-Amerik./Afr-Amerik. 6q16-21 MLS=3.18
Lindholm et al. (2001) Schweden 6q25 MLS=6.6*
Lerer et al. (2003) Israel 6q23 NPL=4.6*
8p22-21 Blouin et al. (1998) Eur-Amerik./Afr-Amerik. 8p21-22 NPL=3.64
Kaufmann et al. (1998) | Afr-Amerik. 8pter-q12 NPL=2.27
Brzustowicz et al. (2000) | Kanada 8p21 MLS=2.8
Gurling et al. (2001) Island/UK 8p22.1-22 MLS=3.6
Garver et al. (2001) Eur-Amerik./Afr-Amerik. 8p23 NPL=186
Straub et al. (2002) Irland 8p22-21 NPL=2.56
Stefansson et al. (2002) | Island 8pl12-21 MLS=2.53
10p15-11 Faroane et al. (1998) Eur-Amerikanisch 10p11-15 NPL = 3.36
Delisi et al. (2002) Europa/Chile 10p12 NPL=3.13
Schwab et al. (2000) Deutschland/Israel/Ungarn 10p12 NPL =1.78
Straub et al. (2002) Irland 10p15-11
13g32-34 Blouin et al. ( 998) Eur-Amerik/Afr- 1332 NPL =14.18*
Brzustowicz et al. (2000) | Amerikanisch /Kanada 13¢q31-32 MLS = 3.81
22ql1-12 Blouin et al. (1998) Eur-Amerik/Afr 22q11 NPL=2.42
Delisi et al. (2002) Europa/Chile 22q12-13 Zmax = 2.0

*Kriterien fiir einen genomweiten Kopplungsbeweis erfiillt MLS = Maximum LOD (logarithm of the odds) Score;
NPL = Non - Parametric-Linkage; Zmax = MafBeinheit fiir das Vertrauen in ein statistisches Ergebnis, fiir Zmax > 3
gilt die Kopplung vereinbarungsgemif als erwiesen (O'Donovan et al., 2003).

Eine Metaanalyse von Lewis umfasste 20 genomweite Kopplungsstudien mit

iiber 1200 Stammb&aumen. Die Studie erbrachte die genoweit signifikantesten

Daten auf 2p12-q22.1. Desweiteren wurden starke Assoziationen auf den Loci
1p13.3-q23.3, 2q22.1-q23.3, 3p25.3-p22.1, 5q23.2-q34, 6pter-21.1, 8p22-p21.1,
11q22.3-q24.1, 14pter-q13.1, 20p12.3-p11 und 22pter-q12.3 entdeckt (Lewis et

al. 2003).
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In 32 genomweiten Kopplungsstudien identifizierten NG et al. eine signifikante
Kopplung fiir die Chromosomen Loci 1, 2q (118,7-152 Mb), 3q, 4q, 59, 8p und
10q. Eine Eingrenzung der Gesamtstichprobe auf Personen ausschlieBlich
europdischer = Herkunft erbrachte keine signifikante Kopplung der
Gesamtstichprobe, aber fiir das Chromosom 8p (15.7-32.7 Mb) eine signifikante
Kopplung in der européischen Stichprobe (Ng et al. 2009).

1.2.2.2 Assoziationsstudien

Neben Untersuchungen von Familien in Kopplungsstudien, spielen
Assoziationsstudien eine groB3e Rolle bei der Erforschung genetischer

Risikofaktoren psychiatrischer Erkrankungen (Abb. 3).

B—C
1 2
é—g p 3 Kontrollgruppe Patientengruppe
Slolmemny ¥ | [ 1
7 8 9 10 11 12 AC AD BB AB AC AD BD DD AC BC
UUmROmMO W m O O oo memee
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 CD ac BC AL AD BD CD 4B CD AD
/ O Frau . \\
esund krank
g \\ D Mann l /
Kopplungsstudie genetische Assoziationsstudie

Abbildung 3: Vergleich zwischen Kopplungsstudie -und Assoziationsstudie (Rujescu, 2007)

Durch Vergleich einer Patientenstichprobe mit einer Kontrollgruppe gesunder
Personen ist es moglich, ein mit der Erkrankung verkniipftes genetisches
Merkmal, also eine Verdnderung in der DNA-Sequenz, zu identifizieren. Eine
Assoziation liegt dann vor, wenn der spezifische genetische Marker der
untersuchten Patientengruppe bei kranken Probanden héufiger oder seltener
vorkommt als in der Stichprobe Gesunder (Boddeker & Ziegler, 2000).
Assoziationsstudien stellen eine sensible Methodik zum Auffinden von
Suszeptibilitits- Genen dar, welche einen geringen Einfluss auf eine Erkrankung
ausiiben, wie z.B. auf die Schizophrenie.

Sobald ein Allel signifikant mit einer Variation eines quantitativen Phénotyps
assoziiert ist, steht dieses Allel oder ein mit diesem Allel im

Kopplungsgleichgewicht stehende Variation in  Verbindung zum
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Erscheinungsbild und ist vermutlich die Ursache fiir die Phdnotyp-Variation
(Goldberg et al., 2004).

Zahlreiche Studien konnten Assoziationen mit Schizophrenie nachweisen, wie
z.B. eine Assoziation mit Dysbindin (DTNBP1) (van Den Bogaert et al., 2003;
Steffanson et al. 2002, Burdick et al., 2007), G72 und DAAO (Schumacher et al.
2004) und DAAO (Madeira, 2008), NRG1 (Thomson et al., 2007) und das Gen fiir
RSG4 (Schlaepfer und Nemeroff 2012).

Straub und Weinberger fanden in einer Metaanalyse 17 mit Schizophrenie
assoziierende Gene: DISC1, DAAO, DAOA, COMPT, DTNBP1, RGS4, ERBB4,
GAD1, MUTED, PPP3CC, GRIK4, FEZ1, GRM3, AKT1, CHRNA7, PRODH und
NRG1 (Straub und Weinberger, 2006).

In einer weiteren Metaanalyse fanden Allen et al. eine signifikante Assoziation
von 24 Polymorphismen auf den Genen DAO, DRD1, DRD2, DRD4, DTNBPI,
GRIN2B, GABRBZ2, HP, IL1B, MTHFR, PLXNAZ2, SL.C6A4, TP53, TPH1, APOE und
COMPT (Allen et al., 2008).

Im Unterschied zu den einfachen Assoziationsstudien ermdoglichen gemoweite
Assoziationsstudien (GWA's), risikosteigernde Polymorphismen aufzudecken, die

zuvor noch nicht mit Schizophrenie in Zusammenhang gebracht wurden.

Es  entfillt die  Notwendigkeit vorheriger = Kenntnis  bestimmter
Kandidatenregionen, da die genomweiten Studien eine gleichzeitige
Untersuchung hunderttausender SNPs einer Person ermdglichen (Rujescu et al.
2009).

GWA's werden als Analyse mit gepoolter Genotypisierung oder als individuelle
Genotypisierung durchgefiihrt. Bei der gepoolten Genotypisierung werden zwei
Pools gebildet, welche die DNA von jeweils vielen verschiedenen Patienten und
Kontrollpersonen beinhalten und diese in ihrer Allelfrequenz verglichen, bei
einem Unterschied wird dann eine individuelle Genotypisierung vorgenommen.
Hierbei wird die Allelfrequenz aller auf einem Genchip vorhandenen Marker fiir

jeden einzelnen Teilnehmer bestimmt.

Erstmalig wurde von Mah 2006 eine GWA Studie mit 320 Probanden und 325
Kontrollpersonen durchgefiihrt. Die gepoolte DNA wurde an 25000 SNPs aus
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14000 Genen genotypisiert. Im Ergebnis zeigte sich eine Assoziation des Gens
PLXNAZ2 auf 1q32 mit Schizophrenie (Mah et al., 2006).

Lencz fand eine Assoziation in der pseudoautosomalen Region des X-bzw. Y-
Chromosoms des Gens CSF2RA, colony stimulating factor, receptor 2 alpha
(rs4129148) (Lencz et al., 2007).

In einer weiteren groBen genomweiten Assoziationsstudie zur Schizophrenie an
479 Patienten und 2937 Probanden und einer Folgestudie fanden O'Donovan et
al. 3 chromosomale Regionen , welche mit Schizophrenie assoziiert sind: 2q32.1
(ZNF804A, Zink-Finger-Gen 804A), 11p14.1 und 16p13.12, wobei ZNF804A
auch mit Bipolaren Storungen (BP) und Depression im Zusammenhang steht
(O’Donovan et al., 2008; Walters et al. 2010).

In einer GWA Studie mit 1067 Schizophrenie Patienten und 1111 Kontrollen aus
Indonesien konnten Schwab et al. 2013 eine Assoziation des T-Allels rs1344706
des ZNF804A Gens (2q32.1) nachweisen (Schwab et al., 2013).

Das Internationale Schizophrenie Consortium (ISC) bestétigte die bis dahin
bekannten Ergebnisse zum ZNF804A. Es wurden weiterhin ein SNP auf
Chromosom 22 und iiber 450 SNPs der MHC Region, Major- Histocompatibility
Complex, hinzugefiigt (Purcell et al., 2009).

Im selben Jahr konnten Corvin und Morris die Struktur und Funktion des MHC
beschreiben. Der MHC reprasentiert 1% des menschlichen Genoms mit 4
Millionen Basenpaaren, 4 Mb, und befindet sich auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 6 (6p21). Er codiert klassische Gene, transplantations-HLA,
Immun- und Nicht-HLA-Immunproteine und ist an der Schizophrenie

Anfalligkeit beteiligt (Corvin und Morris, 2009).

In einer genomweiten Metaanalyse an kaukasischen Teilnehmern fanden Shi et
al. 2009 sieben SNPs auf dem Gen 6p22.1, die mit Schizophrenie assoziiert sind
(Shi et al. 2009).

Need et al. fanden 2009 in einer GWA mit 871 Patienten und 863
Kontrollpersonen européischer Herkunft zwar unter den getesten SNPs keine
relevanten neuen Ergebnisse, die mituntersuchten SNVs an 1 013 Schizophrenie

Patienten und 1 084 Kontrollpersonen europdischen Raumes sowie 60 Patienten
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und 30 Kontrollen afrikanischen Ursprungs konnten NRXN1 (Neurexin 1), auch
von Rujescu 2009 beschrieben, und APBA2 (Amyloid beta A4 precusor protein-
binding A2) bestétigen ( Need et al., 2009; Rujescu, 2009).

Eine Studie von Giegling et al. konzentrierte sich auf genetische Untersuchungen
zu potentiellen Verdnderungen der intrazelluliren Ca- Homoostase in
Verbindung mit Schizophrenie und includierte DAO, DAOA, DTNBP1, NRGI,
erbB4, NOS1 und NRGN (Giegling et al., 2010)

Donohoe et al. fanden 2011 in einer genoweiten Studie eine Assoziation des
Polymorphismus rs12807809 des NRGN Gens (Neurogranin) (Donohoe et al.,
2011).

In einer Studie von Kang et al. wurden an 218 Schizophrenie Patienten und 380
gesunden Probanden  koreanischer  Herkunft 5  Einzel-Nucleotid-
Polymorphismen des GRIA1 Gens, 1rs1428920, 1rs1552834, 1s1422889,
rs10035143 und rs2926835, untersucht und eine signifikante Assoziation von
rs1428920 und rs2926835 sowohl fiir Genotyp als auch Allel festgestellt (Kang et
al., 2012).

Schizophrenie (SZ) und Bipolare Storungen (BPD) haben eine hohe Heritabilitét
sowie klinische und genetische Komplexitit. Lee et al. iiberpriiften genomweite
Assoziationsstudien (GWA) und Studien der Kopienzahl Varianten (CNV) in SZ
und BPD auf genetische Risiken. Die mit Schizophrenie assoziierten Gene
ZNF804A, NRGN, TCF4 Transkriptionsfaktor 4, und der MHC
Haupthistokompatibilitits Komplex auf Chromosom 6 sowie Gene, welche mit
Bipolaren Storungen assoziiert sind (ANK3,CACN1AZ2, DGKH, 16p12, PBRM1
und NCAN) waren includiert. Lee et al. empfahlen vereinheitlichende Modelle zu
schaffen, um zukiinftig unterschiedliche Studien vergleichbarer darstellen zu
konnen. (Lee et al. 2012).

1.2.3 Neurochemische Aspekte

1.2.3.1 Neurotransmitter

Einen entscheidenden Beitrag zur Erforschung der Schizophrenie konnte die

Biochemie mit der Entdeckung der Neurotransmitter leisten.
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Die Neurotransmitter sind heterogene biochemische Stoffe, welche als
Botenstoffe aus ihren prédsynaptischen Speicherorten durch Eintreffen
elektrischer Impulse zur Signaliibertragung ausgeschiittet werden. Sie
diffundieren {iber den synaptischen Spalt zu den Rezeptoren des

nachgeschalteten postsynaptischen Neurons (Gleixner et al., 2010).

Der wichtigste exzitatorische Transmitter im zentralen Nervensystem ist
Glutamat und im peripheren Nervensystem Acetylcholin, die wichtigsten
inhibitorischen Transmitter sind Gamma-Aminobuttersdure (GABA) und Glycin.
Weiterhin sind Noradrenalin, Dopamin und Serotonin als Transmitter bekannt
(Hafner, 2005).

Die Neurotransmitter werden eingeteilt in

e Biogene Amine (Acetylcholin, Katecholamine u.a. Dopamin),

Neuropeptide,

Aminoséiuren,

losliche Gase.

1.2.3.2 Dopamin-Hypothese

Die iiber Jahrzehnte bestehende Annahme einer generellen Hyperaktivitit
dopaminerger Neurone (Carlsson et al., 1967; Carlsson & Lindquist, 1963)
wurde durch eine differenzierte Dopamin-Hypothese ersetzt, welche von einem
subcorticalen Uberschuss (insbes. im Striatum) und einem corticalen Mangel an
Dopamin (insbes. préafrontal) ausgeht (Davis et al., 1991; Weinberger et al.,
2004).

Hierbei vermag der subcorticale Uberschuss die Positivsymptome, das
priafrontale Defizit die Negativsymptome und kognitiven Defizite zu erkldren
(Weinberger et al., 1987; Davis et al., 1991; Schultz et al., 2010).

Die Wirksamkeit der Neuroleptika, welche als Antagonisten an den D2-
Dopaminrezeptoren wirken, gibt Riickschliisse darauf, dass bei der
Schizophrenie von einer erhohten Dopamin-Konzentration an den Rezeptoren
im Gehirn, insbesondere im Bereich der limbischen Areale (Temporallappen mit
Hippocampus, Corpus amygdaloideum, préafrontaler Cortex, Area tegmentalis

ventralis) und fronto-tempero-limbische Dyskonnektivitit der neuralen
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Netzstruktur zu vermuten ist (Gleixner et al., 2010 ). Diese Hypothese wird auch
von der Tatsache unterstiitzt, dass Dopamin-Antagonisten die Positiv-
Symptomatik der Schizophrenie- Patienten erheblich verbessern (Trepel, 2008;
Silbernagl und Lang, 2013).

1.2.3.3 Glutamat-Hypothese

In der Glutamathypothese wird von einer Unterfunktion des glutamatergen
Systems ausgegangen (Kim et al., 1980; Goff und Coyle, 2001; Meador-Woodruff
und Healy, 2000; Jentsch und Roth, 1999; Olney und Faber, 1995; Hasan, 2014).

Es wird angenommen, dass eine Unterfunktion von Glutamat am NMDA-

Rezeptor zur Ausbildung der Negativsymptomatik bei Schizophrenie fiihrt.

Es besteht eine starke Verminderung glutamaterger Neurone in der limbischen
Struktur des Temporallappens, besonders im Gyrus parahippocampalis und im

Hippocampus (Kéhler, 2013).

Substanzen, die Glutamat antagonisieren, z.B. Ketamin oder PCP (Phencyclidin),

konnen schizophreniedhnliche Symptome auslésen (Borchard-Tuch, 2007).

. Dissoziales Erleben

. Riickzug

. Konzentrations- und Aufmerksamkeitsstorungen
. Gedachtnisstorungen

. Zerfahrenheit der Gedanken

Dopamin- und Glutamathypothese stehen nach bisherigen Erkenntnissen in
einem antagonistischen Verhéltnis zueinander, d. h. glutamerge Neurone aus
dem Kortex hemmen die Dopaminfreisetzung aus Neuronen, deren Ursprung im

Hirnstamm liegt (Schultz et al., 2010).

Da sowohl Verdnderungen in der dopaminergen als auch glutamatergen
Neurotransmission festgestellt wurden, wird inzwischen von einer Dopamin-
Glutamat-Hypothese gesprochen, welche ein realistischeres Modell der
neurochemischen Imbalance bei der Schizophrenie darstellt. Diese zielt auf
Alterationen in beiden Transmittersystemen und deren Interaktionen ab

(MacGuffin, 2010).
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Das glutamaterge System

Glutamat, als dissoziiert vorliegende Form der Glutaminsdure (Aminoglutar-
sdure, 2-Aminoglutarsdure), zdhlt zu den nicht essentiellen Aminosduren und
wird im menschlichen Organismus gebildet, indem das aus dem Krebszyklus

stammende 2-Oxo-Glutamat aminiert wird (Stryer et al., 2003).

Neben seiner Bedeutung als exzitatorischer Neurotransmitter kommt der
Aminosédure Glutamat vor allem die Aufgabe der Gluconeogenese und Entgiftung
von Ammoniak zu (Karlson et al. 2005; Loffler, 2008).

Unter Einfluss von Glutamatcarboxylase entsteht aus Glutamat auch der
inhibitorische Neurotransmitter GABA.

Glutamat wurde gemeinsam mit der &dhnlichen Aminosdure Aspartat als
exzitatorischer Neurotransmitter klassifiziert und insbesondere im auditiven
System autoradiographisch und immunhistochemisch nachgewiesen (Trepel,
2008).

Im limbischen System ziehen die glutamatergen und aspartargen
Pyramidenzellen des Hippocampus zu den Septumkernen. Im olfaktorischen
System verbinden ihre Neuronen den Bulbus olfactorius mit der prapiriformen
Rinde (Trepel, 2008).

Glutamat ist in den Pyramidenzellen des Neocortex vorhanden und wurde
auBerdem in folgenden Bahnen nachgewiesen, welche von den Pyramidenzellen
entspringen: Tractus corticostriatalis, Tractus corticothalamicus, Tractus
corticotectalis, Tractus corticopontinus und Tractus corticospinalis (Kretschmann
und Weinrich, 2007).Glutamaterge Neurone kommen neben den genannten
Bahnen und im Neocortex, Hippocampus, Cerebellum auch in der Retina und im

Corti-Organ vor (Trepel, 2008).

Im Hippocampus sind auflerdem der Tractus perforans vom entorhinalen Cortex
zum Hippocampus und Neurone innerhalb des Hippocampus (Kornerzellen des
Gyrus dentatus, Pyramidenzellen) glutamaterg und im Cerebellum die Parallel-
fasern der Kornerzellen und die Kletterfasern der Nuclei olivares inferiores in
der Kleinhirnrinde (Schiebler und Korf, 2007).
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Immunhistochemische  Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass
Brickenkernneurone von modulatorischen Transmittersystemen wie dem
metabotropen glutamatergen System sowie Acetylcholin und Noradrenalin

beeinflusst werden kénnten (Trepel, 2008).

Es lassen sich die Lokalisationen glutamaterger/aspartaterger Neurone im ZNS
wie folgt zusammenfassen: Olivenkomplex der medulla oblongata, Ncl.pontis,
Kleinhirnrinde und Kleinhirnkerne, Thalamus, GroBhirnrinde, Hippocampus,

Bulbus olfactorius und Ncl.subthalamicus (Trepel, 2008)

1.2.3.4 Glutamatrezeptoren

Die Glutamatrezeptoren binden spezifisch den exzitatorischen Neurotransmitter

Glutamat.

Glutamat diffundiert durch Exozytose nach weniger als einer Millisekunde iiber
den synaptischen Spalt, bindet an den Glutamatrezeptoren (GluRs) und aktiviert
das postsynaptische Neuron (Abb. 4). Auf dem Wege einfacher passiver Diffusion
aus dem synaptischen Spalt und durch neuronale und gliale Glutamattransporter
wird in 1ms die glutamaterge Transmission wieder beendet (Clements, 1996;
Diamond, 1997).

NMDA- Nukleasen

Glutamat-
Aufnahme-~
protein

Rezeptor /
NOB"\‘ — Frei

-— Radikale

AR

Proteasen Lipasen

prvees 9

Natriumkanal

Calcium- Membran-
kanal schadigung

Abbildung 4: Aufbau einer glutamatergen Synapse (Meyer, 2012)

Auf Grund ihres Leitungsprinzipes werden metabotrope und ionotrope

Glutamat- Rezeptoren unterschieden (Gerlach et al., 2009).
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Die metabotropen Rezeptoren aktivieren ein intrazellulires G-Protein und damit
eine Signalkaskade. G-protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), leiten Signale tiber
GTP- (Guanosintriphosphat-) bindende Proteine (G-Proteine) in das Zellinnere

weiter. Es flieBen keine Ionen durch die Membran (Gerlach et al., 2009).

Es sind acht unterschiedliche Formen bekannt (mGlul-mGlu8), die in drei
Gruppen untergliedert werden. Die zur Gruppe I gehorenden mGlul und mGlu5,
aktivieren die Phospholipase C, was zur Anreicherung von IP3 und
Diacylglycerol (DAG) im Inneren der Zelle fiihrt. Durch IP3-Rezeptoren kommt es
dann zur Freisetzung von Calciumionen aus dem endoplasmatischen Reticulum,
wobei DAG vor allem die Proteinkinase C aktiviert (Kotter et al., 2004). Die in
Gruppe II eingeordneten mGIluR2 und mGIluR3 beeinflussen die Adenylatcyclase
negativ (Kotter et al., 2004) und die Glutamatrezeptoren mGluR4, mGIuR6,
mGIluR7 und mGIuR8 der Gruppe III hemmen ebenfalls die Adenylatcyclase
(Reinmuth et al., 2010).

Es wird auch eine Gruppe IV diskutiert, welche an die Phospholipase D

gekoppelt ist (Albani-Torregrossa et al., 1999).

Metabotrope Glutamatrezeptoren steuern das Kaskaden-System {iiber das
heterotrimere Guaninnukleotid-bindende Protein direkt iiber die RAS-Kaskade.
Dabei aktiviert RAS als G-Protein die MAP-Kinase direkt oder indirekt iiber eine
membrangebundene Phospholipase C (PLC), welche ein Plasmamembranlipid in
die second messenger 1,2-Diacylglycerin (DAG) und Inosit-1,4,5-trisphosphat
(IP3) spaltet. IP3 dringt durch das Cytosol und wird am Endoplasmatischen
Reticulum von einem spezifischen Rezeptor gebunden, der Calcium-Ionen ins
Cytosol freisetzt. Nun wirken die Calcium-Ionen als weitere second messenger

zur Aktivierung von Proteinkinasen (Jordan et al., 2000).

Bei den ionotropen Rezeptoren hingegen kommt es nach Offnung eines
Ionenkanals und Verdnderung der Membranleitfahigkeit zum direkten
Ionenaustausch. Ionotrope Glutamat-Rezeptoren steuern den Einstrom der
Calcium-Ionen und aktivieren damit Calcium/Calmodulin abhédngige Kinasen,
welche weitere Kaskaden beeinflussen oder in den Kern eindringen und

Transkriptionsfaktoren aktivieren (Soderling, 2000).
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Die ionotropen Rezeptoren (AMPA-Rezeptoren, NMDA-Rezeptoren und Kainat-
Rezeptoren) sind alle hochaffin fiir Glutamat, und weisen eine unterschiedliche

Praferenz fiir ihre jeweiligen Agonisten auf.

Die Glutamatrezeptoren sind nach ihren jeweiligen Agonisten benannt, NMDA
(N-Methyl-Aspartat), ~ AMPA  (2-Amino-3-(3-hydroxy-5-methyl-isoxazol-4-yl)
propansdure, KA (Kainat), QUIS (Quisqualinsdure) und AP4 (2-Amino-4-
phosphonobutyrate) (OMIM, 2013). Sie enthalten die halbautonomen Domé&nen
ATD  (extrazellulire = aminoterminale = Domé&ne), LBD (extrazelluldre
Ligandenbindungsdoméne), TMD (Transmembran Doméne), CTD (intrazelluldre
carboxyterminale Doméne). Die Aktivierung des Glutamatrezeptors wird durch
die Bindung der Agonisten (Glycin, D-Serin, Aspartat und Glutamat Analoga) zur

LBD eingeleitet (Traynelis et al. 2010; Hevers, 2012).

NMDA Rezeptoren werden durch die Bindung ihres spezifischen Agonisten
aktiviert und bestehen aus jeweils 2 Untereinheiten GluN1 mit entweder zwei
GluN2 oder einer Kombination von GluN2 und GluN3, wobei GluN1 und GluN3
die Glycin-Bindungsstelle und GluN2 die Glutamat-Bindungsstelle bilden
(Traynelis, 2010).

Das Offnen des NMDA-Rezeptorenkanales erfordert neben der Bindung von
Glutamat auch die Beseitigung seiner Blockade durch ein Magnesiumion zur

Depolarisation an der postsynaptischen Membran (Kreutz, 2010).

Kainat-Rezeptoren sind aus flinf Untereinheiten zusammengesetzte lonenkanéle,
welche in erster Linie eine Natrium- und Kaliumleitfihigkeit aufweisen, aber

auch im geringeren Maf3 calciumleitfahig sind (Forstl, 2006).

AMPA Rezeptoren werden durch die Bindung ihres spezifischen Agonisten
AMPA aktiviert. Sie entstehen als Dimere mit ATD-Wechselwirkung und
nachfolgender Tetramerisierung durch LBD- und TMD- Wechselwirkung. Die
Zusammensetzung erfolgt im Endoplasmatischen Retikulum. AMPA Rezeptoren
bestehen aus 4 Untereinheiten GIluR1, GluR2, GluR3 und GluR4. Jede
Untereinheit besteht aus rund 900 Aminosduren. Die Polypeptidkette zieht sich
mehrfach durch die Membran zu einer Schleife und bildet so den Kationenkanal.
AMPA Rezeptoren sind tetramere Ionenkanéle mit einer Leitfahigkeit fir
Natrium- und Kaliumionen, und in Abhédngigkeit von der Zusammensetzung
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ihrer Proteineinheiten konnen sie auch eine Leitfahigkeit fiir Calcium aufweisen
(Kreutz, 2010).

1.2.3.5 Das GRIA1-Gen

GRIA1 gehort zur Familie der ionotropen alpha-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4
isoxazole-propionat (AMPA)-Rezeptoren und codiert fiir den AMPA1-Rezeptor.

Durch in situ Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass GRIA1 mRNA
vorwiegend im Kornerzellband und in den Pyramidenzellen des Hippocampus
exprimiert wird. Expressionen lassen sich aber auch aufBerhalb des ZNS
nachweisen, so z.B. im Dinndarm (Shannon et al., 1989), in der
Nebennierenrinde (Ogita et al., 1987), in den Inselzellen der Bauchspeicheldriise
(Inagaki et al., 1995, Weaver et al., 1996, Weaver et al., 1998), in Knochenzellen
(Chenu et al., 1998; Patton et al., 1998), in der Haut (Carlton et al., 1995), in
peripheren Monozyten (Malone et al., 1986), in Megakaryozyten (Genever et al.,
1999) und Gewebemastzellen (Purcell et al., 1996).

Durch in-situ- Hybridisierung wurde das GRIA1 Gen auf Chromosom 5q33
lokalisiert (GeneCards, 2012).

Unter Verwendung somatischer Zell- Hybride ergibt sich eine Sublokalisation
von 5q31.3- 5g33.3. In dieser Region konnte eine Kopplung zur Schizophrenie

nachgewiesen werden (O'Donnovan et al., 2003).

Die Funktion des durch GRIA1 kodierten AMPA1 Rezeptors besteht vor allem in
der Signalsteuerung und Signalverarbeitung (Gallo et al., 2000).

Durch alternatives Spleien der Flip- Flop Exons, welche fiir je 38 Aminosduren
kodieren, entstehen funktional unterschiedliche Untereinheiten des AMPA-
Rezeptors.

Etwa die Hélfte der aus Rattenhirn isolierten DNA wurde als Flip Sequenz, und
die andere Hilfte als Flop Sequenz isoliert. Die Flip Versionen von GRIA1 und
GRIA3 wurden in CA3 Neuronen, sowohl Flip als auch Flop in CA1 Neuronen
des Hippocampus nachgewiesen (OMIM, 2013). Die Flip- und Flop Isoformen
sind an der Regulation der Geschwindigkeit der Sensibilisierung und

Desensibilisierung des Rezeptors beteiligt (Huang et al., 2007).
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Desweiteren werden den Isoformen unterschiedliche pharmakologische und
kinetische Eigenschaften und Einfliisse auf die Strome von L-Glutamat und
AMPA zugesprochen, weniger Einfluss aber auf Kainat. Es wird vermutet, dass
die Exon-Umschaltung adaptiv wichtige Veranderungen im Zusammenhang mit

der synaptischen Plastizitdt bewirken kann (Sommer et al., 1990).

Um die Anderungen in den AMPA-Rezeptor-Abschnitten lebender Neurone
erfassen zu konnen, wurde die AMPA-Rezeptor-Untereinheit GluR1 mit griin
fluoreszierendem Protein (GFP), als GluR1-GFP, markiert und im
Zusammenhang mit den hippocampalen Neuronen der CAl-Region betrachtet
(Shi et al., 2001). GluR1-GFP wurde voriibergehend in den hippocampalen CA1
Neuronen nachgewiesen. Durch tetanische Stimulation werden markierte
Rezeptoren in dentritische Dorne weitergeleitet. Eine Langzeitpotenzierung
bewirkt dabei eine Aufrechterhaltung der Aktivitdt und synaptische Reifung (Shi
et al. 2001). Wechselwirkung von Hippocampus Langzeit-Potenzierung (LTP) und
Langzeit Depression (LTD) &dndert reversibel die Phosphorylierung des AMPA
Rezeptors GluR1 und tragt zur Speicherung von Informationen im Gehirn und
zur synaptischen Plastizitdt bei (Lee et al. 2003). Lee et al. fanden heraus, dass
die AMPA- Rezeptor-Phosphorylierung einen entscheidenden Beitrag zur
synaptischen Plastizitidt leistet. Die Plastizitit der reifen hippocampalen CA1-
Synapsen konnte mittels griin- fluoreszierendem-Protein (GFP) auch an Mausen

nachgewiesen werden (Mack et al., 2001).

Die Einbeziehung der in-vivo untersuchten AMPA Glutamat-Rezeptoren tragt
zum Nachweis der Neuroplastizitidt bei (Schmitt et al., 2003). Umbauprozesse an
den glutamatergen GRIA1 kodierten Rezeptoren und Synapsen konnten
nachgewiesen werden (Park et al., 2003). Die postsynaptischen Neurone leiten
die Informationen zur seitlichen Amygdala weiter und beeinflussen damit

wichtige Lernprozesse (Rumpel et al., 2005).

Um zu testen, ob GRIA 1 fiir die Plastizitit von Lernen und Gedé&chtnis
notwendig ist, wurden Maiuse mit knockin Mutationen in den GluR1-
Phospholysierungsstellen generiert (Lee et al., 2003). Die Phospho-Mutanten-
Méuse wiesen Defizite in Langzeit-Depression (LTD) und Langzeit-Potenzierung
(LTP) auf, des Weiteren Speicherdefekte bei rdumlichen Lernaufgaben und

Defizite bei der Erinnerungsbewahrung.
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GRIA1 hat somit neurophysiologische Aufgaben im excitatorischen

Neurotransmitter-System.

1.2.3.6 GRIA1-Gen in Zusammenhang mit Schizophrenie

Das GRIA1 Gen wird als ein entscheidender Marker vermutet, welcher an der
Schizophrenie — Erkrankung beteiligt sein konnte (Herzberg et al., 2006; Lang et
al., 2007; Benes et al, 2008; latropoulos et al., 2009; Chen et al.,, 2010;
Wedenoja, 2010; Kim et al., 2010).

Eine Assoziations-Studie in der italienischen Bevolkerung untersuchte mit 8
Polymorphismen eine weite Spanne des GRIA1 Gens und fand signifikante
Unterschiede zwischen der Gruppe Schizophrener Patienten und der gesunden
Kontrollgruppe bei den SNPs rs707176 und 1rs2963944, sowie dem
Mikrosatelliten rs10631988. Eine Haplotyp-Analyse erbrachte ein signifikant
gehduftes Auftreten des Haplotypen CO9CC, p=0,009 bei den Schizophrenie
Patienten (Magri et al., 2006; Bailer et al., 2002).

Generell gibt es nur relativ wenige Studien zum GRIA1 Gen im Zusammenhang
mit Schizophrenie, hdufiger mit anderen Krankheitsbildern, wie z.B. Migrine
(Formicola et al.,, 2010), Angstzustinden (Schumacher et al., 2010) und
Bipolaren Storungen (Kerner, 2009; Chiesa, 2012).

In einer Studie von Kang et al. wurden an 218 Schizophrenie Patienten und 380
gesunden Probanden  koreanischer  Herkunft 5  Einzel-Nucleotid-
Polymorphismen des GRIA1 Gens, 1s1428920, 1rs1552834, 1rs1422889,
rs10035143 und rs2926835, untersucht und eine signifikante Assoziation von
rs1428920 und rs2926835 sowohl fiir Genotyp als auch Allel festgestellt (Kang et
al., 2012).

In einer weltweit bisher grofiten GWA Studie des Psychiatric Genomics
Consortium, an welcher sich mehr als 80 Zentren aus 35 Staaten beteiligten,
wurden 108 Verdachtsgene fiir Schizophrenie gefunden, 83 von ihnen waren

bisher noch nicht beschrieben worden.

Es wurden wu.a. auch Gene identifiziert, die an der glutamatergen
Neurotransmission und synaptischen Neuroplastizitiat beteiligt sind wie GRM3,
GRIN2A, SRR und GRIA1. Die Hypothese des Zusammenhangs der
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Schizophrenie mit einer Funktionsstorung des glutamatergen NMDA- Rezeptors

konnte somit bestitigt werden (Ripke S et al. 2014; Nature, 2014).

Zusammenfassend konnten bisherige Studien zum GRIA1Gen in Assoziation zu

schizophrenen Erkrankungen bereits signifikante Zusammenhénge belegen.

1.3 Bildgebende und neurophysiologische Aspekte der Schizophrenie

1.3.1 Hirnstrukturelle Verdanderungen bei Schizophrenie

Eine verminderte Glutamataktivitdt im Gehirn scheint ursdchlich an strukturelle
Bedingungen und Entwicklungsstorungen gekniipft zu sein. So wurden an erst-
und chronisch erkrankten Schizophreniepatienten Strukturverdnderungen des
Gehirns festgestellt (Lewis, 1996 und Myers, 2008).

Das trifft insbesondere fiir Verdnderungen und Volumenminderungen des
limbischen Systems, im Bereich des Lobus temporalis, des Thalamus, der
priafrontalen GroBhirnrinde u.a. Hirnareale zu (Trepel, 2008). Eine massive
Verminderung glutamaterger =~ Neurone im limbischen System des
Temporallappens, besonders im Gyrus parahippocampalis und im Hippocampus

wurden registriert (Trepel et al., 2008; Kircher et al., 2007).

Auch eine Erweiterung des Ventrikelsystems, insbesondere der Seitenventrikel
und des dritten Ventrikels, auf etwa 126% der normalen Gréfe, sowie ein
reduziertes Gesamthirnvolumen mit Atrophien, besonders im Bereich der beiden
Frontallappen und der medialen Temporallappen unter Beteiligung von
Bereichen des Hippocampus konnte im MRT beobachtet werden (Hafner et al.,
2005; Moller et al., 2007). Ein internationales Forscherteam konnte mit MRT
Untersuchungen, Muster im Gehirn bereits im Frithstadium der Erkrankung

darstellen, die nur bei Schizophrenie Patienten auftreten (Graser, 2014).

Ein deutlicher Verlust grauer Hirnsubstanz wurde an Schizophrenie-Patienten
unabhéngig des in der gleichen Studie untersuchten Cannabis-Konsums anhand
von MRT- Aufnahmen festgestellt (Rais, 2008).
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1.3.2 Neurophysiologie

Die Verdanderungen der Cortexstruktur sind ursichlich sowohl an der Pathologie
der Schizophrenie als auch an der Steuerung von Augenbewegungen beteiligt.
Neurophysiologische = Theorien versuchen die funktionellen Storungen
Schizophrener Patienten zu erkliren, indem sie Defizite bei der
Informationsverarbeitung postulieren. Zu diesen ,kognitiven Basisstorungen®
gehoren u.a. eine Schwiche der selektiven Aufmerksamkeit sowie

Einschriankungen der Reaktions- und Assoziationsfahigkeit (Lencz et al., 2008).

Nach der Monitortheorie von Frith und Done (1988) werden duBlere Bilder und
Eindriicke mit einem inneren, auf bestehenden Erfahrungswerten beruhenden
Monitor abgeglichen, bevor zielgerichtete beantwortende Handlungen folgen
(Abb. 5).

Monitor

t

Plane

t

Perzeption

Handlung

Abbildung 5: Monitortheorie nach Frith und Done (1989)

SI= stimulus intention, Wl= willed inteintion und LZG= Langzeitgedichtnis.

Auf der einen Seite gibt es eine Kategorie von Handlungen, die durch dulere
Stimuli in Abstimmung mit dem Langzeitgeddchtnis (LZG) ausgefiihrt werden
(stimulus intention, SI). Auf der anderen Seite konnen Handlungen durch innere
repriasentierte Willensimpulse ausgelost werden, die als Pline ebenfalls mit dem
Langzeitgedidchtnis verglichen und ausgefiihrt werden (willed intention, WI).

Parallel zu den ausgefiihrten Handlungen wird dabei jeweils durch den
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hypothetischen Monitor die entsprechende Handlungsintention registriert, und

mit den Informationen aus der tatsdchlich ausgefiihrten Handlung verglichen.

In dieser Theorie findet sich auch das so genannte Re- Afferenz- Prinzip wieder,
welches mafgeblich den Ablauf der Augenbewegungen widerspiegelt (Karnath
und Thier, 2012).

Analog zu einer intendierten Handlung wird von einer Folgebewegung
ausgegangen, von der eine interne Kopie erstellt wird, die Re-Afferenz. Diese

wird mit der aktuellen Augenposition verglichen (Frith et al., 1989).

Dieses Monitorsystem ist bei Schizophreniepatienten gestort. Sie sind nicht mehr
in der Lage, die duBBeren Bilder (die von dulleren Stimuli gerichtete Intention=
SI), von ihren eigenen inneren Impulsen und Bildern (WI) zu unterscheiden
(Frith et al., 1988).

Frith und Done vermuten in der Region des Hippocampus diesen hypothetischen
Monitor, der mit dem frontalen Cortex kommuniziert, so dass schizophrene
Storungen an defekte Eingangsstrukturen vom frontalen Cortex zum

Hippocampus gekoppelt sein konnten (Frith et al., 1989).

1.4 Augenbewegungen

1.4.1 Physiologische Augenbewegungen

Der korrekten visuellen Wahrnehmung der Umwelt dient die biokuldre
konjugierte Blickmotorik, wobei die Region des scharfsten Sehens, die Fovea
centralis des menschlichen Auges, Sehobjekte mit hoher raumlicher Auflosung
abbildet und fixiert. Physiologische Augenfolgebewegungen ermoglichen die
Abbildung eines fixierten Bildes als Blickziel (Schmidt et al., 2007).

Das okulomotorische System steuert dabei die stabile Positionierung der
visuellen Abbilder auf der Netzhaut, nach den Prinzipien two goals und two

modes.

Das two- goals- Prinzip ermoglicht die Abbildung mit Zentrierung und Fixierung
extrafovealer retinaler Bilder auf die Fovea bis zu einer Abweichung von 0,8° im

zentralen Bereich des Gesichtsfeldes als ,goa/ I und Ausschluss von
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Bildverschiebungen durch Eigen- und Umweltbewegungen von mehr als 2-4°/s
als ,goal II (Kompf et al., 1998).

Two-modes umfassen die langsamen (smooth pursuit) und die schnellen
Augenbewegungen (Sakkaden). Dabei wird mit den Sakkaden das Blickziel
angesteuert, und mit den langsamen Augenbewegungen das Sehobjekt verfolgt
(Kompf et al., 1998).

1.4.2 Sakkaden

Schnelle, konjugierte, ruckartige Augenbewegungen deren Geschwindigkeit,
Amplitude und Richtung wéahrend des Ablaufs nicht korrigiert werden konnen,
werden als Sakkaden definiert (franz. saccade= Ruck, StoB). Sie dienen dem
Ansteuern eines Blickzieles, unter anderem dem Lesen einer Wortsprache durch
Vorwirtsspriinge des Auges zu den je folgenden Textabschnitten. Eine
Informationsaufnahme erfolgt jedoch erst mit der danach folgenden Fixation des

Blickzieles.

Sakkaden konnen vestibuldr, z.B. beim Bewegen des Kopfes als Reaktion auf
optische, akustische oder sonstige Reize in der Peripherie, reflexiv ausgelost
werden (Hochrein et al., 2004; Hertel et al., 2009). Sie konnen aber auch beim
bewussten Umschauen, z.B. in einer neuen Umgebung, als willentliche,
intentionale Sakkaden oder intern getriggerte Willkiirsakkaden entstehen
(Kramme et al., 2002; Baumbach et al, 2007). Diese schnellen
Blickzielbewegungen erreichen Geschwindigkeiten bis zu 1000°/s bei einer
Dauer von 15-100ms bzw. mit einer Kraft von 50g im Normalfall bis maximal
100g (Bayer et al., 2005).

Die Amplituden variieren entsprechend ihrer Ausrichtung:
1. Abduktion (nasal) und Adduktion (temporal) um ca. 50°

2. Elevation (nach oben) selten mehr als 45°
3. Depression (nach unten) bis 60°

4. normale Abldufe im tédglichen Leben bis 20° (Kreisz et al., 2008)
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Da Sakkaden iiber ihr -eigentliches Ziel hinaus schieflen, folgen ihnen

Korrekturbewegungen:

1. Dynamische Uberschuss-Sakkade, etwa 20ms Dauer (Korrektur-
Sakkade)

2. Gleitende Uberschuss- Sakkade (Glissade) mit etwa 200ms Dauer

3. Statische Uberschuss-Sakkade mit zwischenzeitlichem Verharren in
falscher Position von etwa 150-200 ms, dann folgt die Korrektur-
Sakkade (Heckel et al., 2002)

Wiahrend einer Sakkade wird der Sehvorgang unterdriickt und das zu
erwartende Bild vorausberechnet (sakkadische Suppression). Deshalb werden
Sakkaden nicht bewusst wahrgenommen. Die sakkadische Supression wird
durch die medio- temporalen Areale (MT) und medio- superior- temporale
Areale (MST) gesteuert. In diesen Bereichen kehren die auf bestimmte
Bewegungsrichtungen spezialisierten Neurone die Orientierungen der Sakkaden
um. Im Abgleich mit den Neuronen, welche die Sakkaden- Orientierung
beibehalten, ergibt sich ein widerspriichliches Signal, das eigentliche bewegte
Bild wird ,ausgeblendet® (Heckel et al., 2002). Der Zusammenhang zwischen
den Gehirn-Arealen und den Sakkadenfunktionen wird in Tabelle 3 dargestellt
(Finzen, 2008).

Zwei Prinzipien steuern die raschen Augenbewegungen. Einerseits die starke
kurzzeitige Entladung der Motoneurone, welche die Kontraktion der
agonistischen &duBeren Augenmuskeln bewirkt (Puls) und andererseits die
tonische Innervation, welche zum Ziel hat, dass diese Verkiirzung der Muskeln
und die damit erreichte Position fixiert bleibt (Step) (Lehrner, 2011).

Eine Geschwindigkeitskodierung findet in den prdmotorischen Kernen statt. In
der Gegend des Nucleus praepositus hypoglossi und des Nudeus vestibularis ist
der neuronale Integrator lokalisiert. Das Kleinhirn beeinflusst via caudalen
Nucleus fastigii (CFN) die exizitatorischen (EBN), die inhibitonischen (IBN) und
die Pausenneurone (OPN) (Abbildung 6, Robinson et al., 2001).
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Tabelle 3: Zusammenhang Gehirn-Area und Sakkaden-Funktionen (Finzen, 2008)

Area Visuelle Willkiirsakkaden Kognitive Funktion
Reflexsakkaden
VC Visueller Cortex retinotope visuelle retinotope visuelle primére "Sehrinde"
Information Information (kontralaterale
(kontralateraler (kontralaterale homonyme
Ausfall) Suchsakkaden) Hemianopsie)
PPC Initierung/ Metrik raumliche Visuelle
PosteriorparietalCortex | (kontrolateraler Programmierung > Raumorientierung/
Latenzverzogerung/ | Initiierung, Integration | Raumkonstanz/fokale
Hypometrie visuelle + extraretinale | visuelle
Informationen (Hypo- Aufmerksamkeit
/Dysmetrie > (kontralateraler
Latenzverzogerung) Neglekt/Raumsinn-
storung)
FAF Frontales willkiirliche Initiierung > Metrik willkiirliche visuelle
Augenfeld Suppression (via (Latenzver- Exploration
SNPR) (instabile zogerung/Fehlen > (kontralateraler
Fixation durch Hypometrie) explorativ-
erhohte motorischer
Distraktibilitét) Neglekt/defektes
visuelles Suchen)
SMA-Supplememtar Suppression? Sakkadensequenzen: motorische
motorisches Areal Lernen/ Programme/Zeitgeber-
Initiierung/zeitliche funktion
Prorammierung
(Distraktibilitéat?) Sakkadensequenzierung | Storung sequentieller
verzogert/ Reihenfolge Bewegungs- muster
falsch)
PFC Préafrontaler Suppression Speicherung des rdumliches
Cortex Lokalisation intern Arbeitsgedédchtnis
reprasentierter
(Distraktibilitat?) Blickziele/Pradiktion
(Hypometrie erinnerter
Sakkaden/ wenig (raumliche Fehler bei
antizipatorische "delayed response
Sakkaden) tasks")
Hippo- Speicherung zeitlicher Kurzzeitgedachtnis
Kampus Keine Information (falsche (amnestische
Reihenfolge erlernter Syndrome)

Sakkadensequenzen)

Die exizitatorischen Neurone (EBN) sind fiir die Erregung und deren

Weiterleitung zustdndig. Die Aufgabe der inhibitorischen Neurone (IBN) besteht

darin, die vom Licht auf die Netzhaut eintreffenden und in elektrische Impulse

umgewandelten Informationen in ein hemmendes Signal umzuwandeln und so

an das nachste Neuron weiterzuleiten. Dadurch werden Signale geddmpft, wenn

auf benachbarte Zellen stirkeres Licht eintrifft und somit der Kontrast

verschérft. Burstneurone sind die Ausloser der Sakkaden, welche der Abbildung

neuer in der Peripherie erscheinender Informationen dienen (long-lead burst

neurone andern ihre Aktivitdt 100 ms vor Beginn einer Sakkade und short-lead
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burst neurone beginnen ihre Aktivitit 8-12 ms vor Beginn der Sakkade Die
Aufgabe der Pausenneurone besteht darin, die short- lead- Burstneurone, liber
eine tonische Inhibition zu synchronisieren bis die Sakkade vollzogen wird
(Baumbach et al.,, 2007). Wahrend der Sakkaden und Lidschligen sind die
Pausenneurone inaktiv, im Zustand der Fixation zeigen sie sich tonisch aktiv
(Berke et al., 2002).

RIGHT

SC

OPN

EBN

MN

IBN

CFN

Abbildung 6: Sakkaden-Bahnen (Robinson et al. 2001)

Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung des burst generators

(schraffiert) fiir Sakkaden im Hirnstamm mit Eingdngen von colliculus superior
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(sc) und Kleinhirn (gestrichelte Linien). Das Kleinhirn beeinfluflit iiber kaudalen
nucl. fastigii (CF) die exizitatorischen (EBN), die inhibitorischen (IBN) und die
Pausenneurone (OPN). Exizitatorische Synapsen sind offen, inhibitorische

geschlossen dargestellt. MN ist das Motorneuron (Robinson et al., 2001).

1.4.3 Pathologische Storungen im Sakkaden-System

Storungen des dullerst sensiblen Regelmechanismus des Sakkaden- Systems auf
corticaler oder subcorticaler Ebene, insbesondere durch ausgepragte Miidigkeit,
Aufmerksamkeitsstorungen, Medikamente oder im hoheren Alter fiihren zur
Kompensation der kontinuierlichen Augenbewegung durch ruckartige
aufholende Sakkaden (catch up), (Wehrli et al., 2003). Diese wiederum konnen
bei pathologischen cerebralen Storungen, wie Chorea Huntington und
Strabimus, durch gegenriickende Augenbewegungen (square wave jerks)
beeinflusst werden (Hain et al., 2010). Square wave jerks sind typische
Symptome im klinischen Bild von Hirnstamm- Erkrankungen (Urban et al.,
2008).

Bei Schizophrenie Patienten wurden weniger die gegenriickenden als vielmehr
durch Storung im afferenten Teil des sensomotorischen Regelkreises ausgeloste

catch-up Sakkaden registriert (Slagter et al., 2010).

Schizophreniepatienten weisen bei einfachen Sakkadenaufgaben weniger
Auffilligkeiten auf als bei komplizierteren Anforderungen. So zeigen sich
besondere Schwierigkeiten, eine Sakkade zum Reiz zu unterdriicken, wenn sie
aufgefordert werden, in die entgegengesetzte Richtung zu blicken, d.h.
Antisakkaden auszufithren. Zwei zentrale Funktionen sind darin integriert, die
Initiierung von gezielten- und die Unterdrickung von unerwiinschten
Handlungen (Reuter et al., 2006). Die fiir Antisakkaden notwendige Hemmung
gebahnter Reaktionen lduft bei Gesunden ungehindert ab, bei Schizophrenen ist
sie jedoch nicht ausreichend gegeben (Mc Dowell et al.,, 2001; Curtis et al.,
2001). So liegen die Antisakkaden- Fehlerraten in den Studien von Curtis et al. in
der Kontrollgruppe der gesunden Probanden bei 4,4%, bei den Schizophrenie-
Patienten dagegen bei 46,3% (Curtis et al., 2001). Diese erhohten Fehlerraten
finden sich auch bei anderen Autoren. Es schwanken die Abweichungen bei

Schizophrenie-Patienten zwischen 25%-65% (McDowell et al., 2001).
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Das Gleiche gilt auch fiir die Latenzen von Antisakkaden. Bei der Ausfiihrung
einer korrekten Antisakkade weisen Schizophreniepatienten eine signifikant
erhohte Latenz auf (Curtis et al, 2001). Sie benétigen héaufigere
Korrekturereignisse im Sinne von Aufholsakkaden und unspezifischen Sakkaden
als Vergleichsprobanden (Kircher et al., 2007). Desweiteren fallt das Auftreten
abnorm intermittierender Sakkaden bei der SPEM-Ausfithrung (smooth pursuit
eye movement) auf (Schulze et al., 2008; Berger et al., 2009). Auch die Anzahl
der ausgefiihrten Sakkaden ist bei den Schizophreniepatienten signifikant erhoht
(Arolt et al., 2006).

Diese Storungen schizophrener Patienten lassen sich auch durch verminderte
Reaktionen beim Startle- Reflex und Startle- Blinkreflex, nachweisen (Meincke et
al., 2001).

Durch Untersuchungen schwerwiegender pathologischer Storungen, wie z.B.
unilateraler Lasionen des Gehirns, ldsst sich bestétigen, dass sich frontale und
parietale Areale bei der corticalen Kontrolle von Sakkaden ergidnzen (Heide und
Kompf, 1998; Machner et al., 2005). Verziogerte Latenz der Bewegung ist dabei
charakteristisch fiir alle cortical- sakkadischen Stérungen (Heide und Kompf,
1998).

Unterschieden werden nach Heide und Kompf (1998):
Visuell gefiihrte Sakkaden:

Als intern getriggerte Willkiirsakkaden oder extern getriggerte Reflexsakkaden
mit einem visuellen Blickziel, welches in der Peripherie ausgelost wird. Im
Gegensatz zu Gesunden weisen Patienten mit einem neglect (halbseitiger
neurologischer Ausfallerscheinung bzw. Vernachldssigung der Funktion bei

neurologischer Gehirnschiddigung) erhohte Latenzen auf (Runge, 2007).
Sakkaden zu erinnerten Blickzielen:

Dabei handelt es sich um Sakkaden auf Ziele, welche nur noch in der Erinnerung
bestehen. Die Probanden reagieren wenige Sekunden zeitversetzt auf ein in der
Peripherie bereits erloschenes Blickziel. Beziiglich der rdumlichen Genauigkeit
erinnerter Sakkaden gibt es lediglich bei Patienten mit rechtsseitigen

priafrontalen Cortex- Lasionen (PFC) Abweichungen mit Hypometrie durch
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vorzeitig ausgebremste Bewegungen und bei parietalen Storungen mit Dysmetrie

durch zu schwach dimensionierte Bewegungen (Berlit, 2012).
Double- Step- Sakkaden:

Kurz nach Erscheinen eines Blickziels wird die Position nochmals verdndert
~double step”. Veranderungen die ldnger als 50ms vor Sakkadenbeginn
auftreten, beeinflussen die Endposition nicht. Es wird das zuerst erscheinende
Ziel angesteuert und erst nach 200 bis 300ms auch das zweite Ziel. Patienten
mit parietalen Lisionen zeigen Defizite der Sakkadenprogammierung, indem die
2. Sakkade grob dysmetrisch ist oder gédnzlich fehlt (Abb.7) (Heide und Kompf,
1998).

a Mormalperson
R
Blickziel erloschen
50 2. Blickziel [(E T T T A itionsfehl
: retinaler Vektor ugenpositionstenler
| des 2. Blickzieles Enngltige
0° . I Augenposition
! | T {=FEP)
|
. I I
51 wslickziell_____ 11 Sakiade } 2 sakkade
L
T T T T T T
0 200 400 600 800 Zeit [ms]
b Rechtsparietaler Patient
R
5ﬂ I ___________________________________________
| | retinaler vektor Positions-
| | des 2. Blickzieles fehler
0° ;
: I
. : | endgiltige
5 Loo__ 1. sakkade —» 3 Augenposition
L 2. Sakkade
T T T T T T
] 200 400 600 800 Zeit [ms]

Abbildung 7: Beispiele von Double-Step-Sakkaden von Patienten mit rechts- parietalen
Lisionen im Vergleich zu Normalpersonen (Heide und Kémpf, 1998)
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Antisakkaden:

Wenn sich Sakkaden direkt auf einen visuellen Sinnesreiz ausrichten, handelt es
sich um Prosakkaden. Sie konnen aber auch indirekt als geddchtnisgeleitete,
wenige Millisekunden spéter einsetzende Sakkaden zur spiegelbildlichen
gegeniiberliegenden Seite des Stimulus generiert werden, den Antisakkaden.
Dabei miissen gebahnte Reflexe unterdriickt werden. Im Gegensatz zu gesunden
Probanden ist diese willkiirliche Suppression nicht erwiinschter visueller
Reflexsakkaden bei Schiddigung aller kortikalen sakkadenrelevanten Areale
(FAF= frontales Augenfeld, SMA= supplementdr-motorische Areale, PPC=
posterior parietaler Kortex) gestort (Hopf et al., 2006). Das konnte ein Hinweis
auf eine unspezifisch reduzierte Aufmerksamkeit sein. Defizitire Leistungen in
der Antisakkadenaufgabe wurden bei frontalen Dysfunktionen u.a. bei Schizo-
phrenie, Zwangsstorungen und Alzheimer nachgewiesen (Massen et al., 2001).
Uber den ,Umweg*“ einer Prosakkade, d.h. zunichst direktem Ansteuern des
urspriinglichen Blickzieles, versuchen die Patienten die Antisakkaden-Aufgabe
zu losen (Schiller et al., 2004).

Explorative Sakkaden:

Unter explorativen Sakkaden werden Sonderformen von Sakkaden verstanden,
welche bei bestimmten Aufgaben eingesetzt werden, z.B. Lesesakkaden, oder
Sakkaden beim Aufsuchen von bestimmten Abbildungen oder Buchstaben im

Text.

Im Gegensatz zu gesunden Probanden sind dabei Patienten mit Lasionen des
frontalen Augenfeldes generell in Fixationsdauer und Sakkadenamplitude
beeintriachtigt, wobei Patienten mit parietalen Ladsionen eher Dbei
gegenstindlichen visuellen Szenen Defizite, je nach Auspragung des neglects,

aufweisen (Vossel, 2011).

Storungen der Augenfolgebewegungen bei Schizophreniepatienten werden in der
Literatur von verschiedenen Autoren beschrieben (Hafner, 2005; Kircher, 2007;
Sweeney, 2010).

Bei Augenfolgebewegungen schizophrener Patienten treten vermehrt weniger

geradlinige Sakkadierungen auf (Fabisch, 2006).
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Dabei gibt es keine erhohte Frequenz, aber hohere Amplituden (Galley et al.,
1997).

Zusammenfassend belegen die in der Literatur dargestellten Studien erhéhte
Fehlerraten der Sakkaden- und Antisakkaden-Aufgaben bei Schizophrenie-

Patienten und gestorte Ablaufe der Augenbewegungen.
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2 Fragestellung

Eine Beeintrachtigung kognitiver Parameter bei Schizophrenie ldsst sich u.a.
durch die Durchfithrung von Sakkadenaufgaben bei schizophrenen Patienten

nachweisen, die hier spezifische Defizite zeigen.

Die Ausfithrung von Aufgaben des Antigap Paradigmas erfordert die zeitlich und
rdumlich korrekte Ausfiihrung von Antisakkaden. Dazu miissen sowohl die
reflexgesteuerten Reaktionen inhibiert als auch gleichzeitig eine willentliche
Handlung ermdoglicht werden. Hier wurden bei Schizophrenie verlingerte

Latenzen sowie erhohte Fehlerraten beschrieben.

Es wird davon ausgegangen, dass das glutamaterge System in die
Pathophysiologie der Schizophrenie ursédchlich involviert ist. So weisen u.a. post
mortem Studien auf eine Beteiligung der AMPA- Rezeptoren als Teil des
glutamatergen Systems hin. Das GRIA1 Gen, welches den AMPA1- Rezeptor
kodiert, ist zusédtzlich in einer mit Schizophrenie gekoppelten Region lokalisiert.
Desweiteren konnte bei schizophrenen Patienten eine verdnderte GRIA1- mRNA
Expression detektiert werden, so dass dieses Gen als interessantes

Kandidatengen fiir die Schizophrenie gelten kann.

Ziel dieser Arbeit ist es, festzustellen, ob Variationen im GRIA1 Gen mit den bei
Schizophrenie beeintriachtigen kognitiven Leistungen der Sakkadenaufgaben
assoziiert sind. Dazu wurden bei 60 Patienten und 108 Kontrollprobanden die
Augenbewegungen wihrend der Durchfiihrung des Antigap- und Memory- Tests
mit Hilfe einer VOG- Brille aufgezeichnet und ausgewertet und eine Assoziation
zur Genotyp- und Allelfrequenz der SNPs rs578772 und rs548294 im GRIA1-

Gen tberpriift.
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3 Material und Methoden

3.1 Studien-Design

3.1.1 Vorbedingungen der Studiendurchfiihrung

Die Studien erfolgten unter Zustimmung der Ethikkommission. Alle Probanden,
Patienten und deren Angehorige wurden tiber die Zielsetzung der
Untersuchungen informiert, ebenso iiber die Anonymitét erhobener Daten und
ermittelter Blut- und Laborwerte. Die Teilnahme erfolgte auf freiwilliger Basis

mit schriftlichem Einverstidndnis.

3.1.2 Rekrutierung der Studienteilnehmer

3.1.2.1 Kontrollgruppe gesunder Probanden

Es wurde eine randomisierte Stichprobe freiwilliger Probanden deutscher
Herkunft aus dem GroBraum Miinchen gewdhlt. Die Bedingung deutscher

Abstammung wurde iiber zwei Generationen festgelegt.

Die Stichprobe bestand aus insgesamt 108 Teilnehmern, davon 73 méannlichen
und 35 weiblichen Geschlechtes. Diese Gruppe wurde per Zufallsverfahren aus
der allgemeinen Bevolkerung Miinchens ausgewdhlt. Eine umfangreiche
anamnestische  Erfragung umfasste = Angaben zur Lebensgeschichte,
Abstammung, Kinderkrankheiten, Schwangerschaften, Vorerkrankungen,
Gewohnheiten und Abhédngigkeiten von Alkohol, Medikamenten oder Drogen
sowie psychisch oder psychiatrischen Auffilligkeiten, und Angaben zu
schulischem und beruflichem Werdegang sowie Familienstand und sozialen

Verhiltnissen.

Ausschlusskriterien waren depressive, psychotische oder manische Episoden,
sowie Angst, Suizidgedanken, Drogen-, Medikamenten- und Alkohol-
abhédngigkeit oder Personlichkeitsstorungen. Waren diese Kriterien erfiillt, folgte

ein ausfiihrliches Interview. Es bestand aus dem strukturierten klinischen
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Interview zur Exploration des DSM-IV der American Psychiatric Association in
vierter Revision (SKID) 1994 (DSM-1V dt.: Wittchen et al., 1999).

Nach SKID I wurden Stérungen der Achse I erfasst (Psychopathologie) und nach
SKID II Storungen der Achse II (Personlichkeitsstorungen). Psychiatrische
Diagnosen bei Verwandten wurden nach dem Family History Assessment
Module (Rice et al., 1995) ermittelt, erginzend mit dem Minnesota Multiphasic
Personality Inventory (MMPI-2: Hathaway and McKinley, 2000) durchgefiihrt.
Personen mit Personlichkeitsstorungen oder auffilligen

Personlichkeitsstrukturen wurden ausgeschlossen.

Eine nachfolgende klinische Untersuchung umfasste Testverfahren und
Kontrollen der Manu-Motorik, Gehirnnerven, verschiedener Reflexe, Hortest und
Koordination, sowie neurologische- und Parkinsonzeichen und den Romberg-

Stehversuch.

Der HAWIE-R (Hamburger-Wechsler-Intelligenztest fiir Erwachsene/ Revision
1991) mit einem Verbal- und einem Handlungstest wurde zur Uberpriifung von
Allgemeinwissen, rechnerischem und allgemeinem Denken und Verstdndnis

angewendet.

Es wurden nur gesunde Probanden mit negativer psychiatrischer Eigen- und
Familienanamnese ohne hirnorganische FErkrankungen in die Studie
aufgenommen. Ausschlusskriterien waren auch Sehschwéche von mehr als (+/-)

4 Dioptrien, Farbenblindheit und Erkrankung der Augen und Augenmuskeln.

3.1.2.2 Patienten

Die Patientengruppe umfasste 14 ménnliche und 46 weibliche (insgesamt 60)
Personen, kaukasischer Herkunft mit der Diagnose Schizophrenie. Sie befanden
sich zum Untersuchungszeitpunkt nicht in stationdrer Behandlung sondern

lebten eigenstindig oder wurden in einem Wohnheim betreut.

Tabelle 4: Beschreibung der Kontroll- und Patientengruppe nach Alter und Geschlecht

Gruppe Alter (in Jahren) Geschlecht n (in %) Gesamt n
Miénnlich Weiblich

Kontrolle 46,38 73 (67,60) 35 (32,40) 108

Patienten 39,06 14 (23,34) 46 (76,66) 60

Gesamt n (%) 87 (51,79) 81 (48,21) 168
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Die Diagnose Schizophrenie wurde durch die Durchfiihrung von SKID I und II
abgesichert. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Kontrollgruppe
gesunder Probanden und der Patientengruppe zu gewdihrleisten und aktuelle
Begleiterkrankungen auszuschlieBen, erfolgte eine standardisierte
Anamneseerhebung. Untersuchung und Durchfiihrung der klinischen
Testverfahren verlief wie zuvor bei der Kontrollgruppe beschrieben. In der
Anamnese wurde neben der Lebensgeschichte sowie sozialer und familidrer
Situation, schulischem und beruflichem Werdegang, auch nach somatischen und
psychiatrischen Erkrankungen, Medikamenteneinnahmen, Alkohol- und
Drogenkonsum, Substanzabhidngigkeiten sowie nach ambulanten und
stationdren psychiatrischen Therapien und besondere Belastungssituationen
gefragt. Die Begleiterkrankungen wurden anamnestisch und diagnostisch

erfasst.

Die gesamten Untersuchungen fanden an 2 bis 3 Tagen statt. Es wurden
Aufmerksamkeit, Geddchtnis und Konzentration in der Psychiatrischen Klinik in
Miinchen mit o.g. Testverfahren untersucht. In der Uniklinik in GroBhadern
erfolgten dann die elektrophysiologischen, bildgebenden und Sakkaden-
Untersuchungen. Um Ermiidungserscheinungen vorzubeugen, wurde besonderer

Wert auf die Einhaltung regelméafiger Pausen gelegt.

3.2 Sakkaden Messung

3.2.1 Sakkaden

Die Sakkaden verfolgen und fixieren als schnelle konjugierte Augenbewegungen
ein in der Peripherie entdecktes Ziel, um es foveal zentral auf der Retina
abzubilden. Ist die Sakkade dann eingeleitet, kann sie nicht mehr korrigiert
werden (Wehrli et al., 2003). Mit Geschwindigkeiten von 30 bis 120ms vollzieht
sie Bewegungen zwischen 500° bis 700°. Die intersakkadische Latenz bis zum
Auftreten der néchstfolgenden Sakkade betrdgt 100ms bis 300ms. Sakkaden
entspringen unterschiedlichsten Ursachen und koénnen ganz bewulit als
Willkiirsakkaden auf ein bestimmtes Ziel gerichtet sein, aber auch vdllig
unbewusst als spontane Sakkaden im Schlaf ablaufen. Reflexsakkaden springen

dagegen auf plotzlich auftauchende periphere Stimuli an. Reaktionszeit,
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Geschwindigkeit und Genauigkeit charakterisieren die jeweilige Sakkade
(Baumbach, 2007).

In Versuchsreihen konnen Sakkaden auf einfachem Wege ermittelt werden, in-
dem die Augen direkt das Blickziel verfolgen. Wird die Versuchsperson
aufgefordert, in die Gegenrichtung des Zielobjektes zu schauen, bedarf es einer
internen Vorprogrammierung fiir die Ausfiihrung dieser Antisakkade. Die
geplanten Handlungen miissen im Arbeitsgeddchtnis eingespeichert und
regulire Bahnen unterdriickt werden. Bei Schizophreniepatienten wird eine

Storung in diesem Unterdriickungssystem vermutet. Das ist in zahlreichen

Studien, u.a. von Curtis, nachgewiesen (Curtis et al., 2001).

Abbildung 8: VOG-Brille

Eine Moglichkeit, die Sakkadenbewegungen zu messen, stellt die
Videookulographie (VOG) dar (Abb. 8). Mit einer speziellen Messbrille werden
iiber Infrarot- Leuchtdioden die Augen belichtet, das reflektierte Bild mit einer

Kamera aufgezeichnet und mit Hilfe eines PC ausgewertet.
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3.2.2 Riumliche Bedingungen

Die Untersuchung der Augenbewegungen wurde im Zentrum fiir Sensomotorik
der Ludwig Maximilians Universitdt Miinchen, in einem abgedunkelten und

ruhigen Raum durchgefiihrt.

Der Versuchsteilnehmer saB3 1,38 m entfernt vor einer weiflen Leinwand (1,6m x

1,6m), auf die ein roter Laserpunkt projiziert wurde.

Uber dem Patienten befand sich an der Zimmerdecke ein Helium- Neon- Laser,
der Lichtpunkte von 0,1° (0,24086cm) Durchmesser auf der Leinwand erzeugte.
Der Untersucher sal} etwa 1m entfernt vom Probanden. Mittels der simultanen

Aufzeichnung am Computer konnte er den Ablauf tiberwachen.

Der Versuchsteilnehmer wurde angewiesen, den roten Punkt mit den Augen zu
fixieren und seiner Bewegung zu folgen. Der Kopf blieb dabei in einer Kinn— und

Stirnstiitze fixiert, um Bewegungen zu vermeiden (Abb. 9).

Die x-und y-
Koordinaten

in der Bildebene werden
aus den entsprechenden
Koordinaten im
kopffesten
Koordinatensystem
durch eine Skalierung
berechnet,

deren MafBlstab abhingig
von Gegenstandsweite
und

Bildweite ist.

\\ |

/"

Bildebene kopffeste Koordinaten

Abbildung 9: Abbildung auf die Kameraebene durch Zentralprojektion (aus Griinden der
Ubersichtlichkeit ohne die Drehachsenverschiebung, Schreiber 1999); b=Bildweite, g=
Gegenstandsweite

Es wurden 2 Paradigmen untersucht und erfasst. Vor jedem Durchgang wurde
der Versuchsteilnehmer instruiert, den Laserpunkt mdoglichst foveal zu fixieren.
Zum besseren Verstindnis fiir den Patienten wurde ein Probedurchlauf
absolviert. Jeder Stimulus wurde einmalig durchgefiihrt und aufgezeichnet. Die
Augen verfolgten dabei den Lichtpunkt auf der Leinwand je nach

unterschiedlichem Paradigma.
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3.2.3 Stimulusprisentation

Der rote punktformige Stimulus wurde mit Laserdioden (/Zight emitting diodes,
LED) mit einer Wellenlinge von 635nm erzeugt. Die maximale
Modulationsfrequenz lag bei 2 MHz und die maximale Leistung bei 5mW. Die
Modulationfrequenz ermoglichte ein sehr schnelles An- und Abschaltverfahren.
Der Durchmesser des Stimulus betrug bei dem fest definierten Abstand zur
Leinwand 0,1°. Die vertikale Position des Stimulus befand sich auf Augenhéhe
der Versuchsperson. Die horizontale Position wurde durch ein Spiegel-
Galvanometer kontrolliert (General Scanning G120D, Watertown, Mass, USA). Es
sendete Kurzsignale innerhalb von weniger als 2ms aus. Ein Computer, der mit
dem Betriebssystem QNX (Echtzeitlinux) versehen war, tberwachte das
Galvanometer. Die Software des verwendeten Systems (REX, Hays et al., 1982)
analysierte bei einem Frequenzbereich von 1kHz das Augenbewegungsignal. Die
maximale horizontale Exzentrizitidt der Stimulusposition betrug -20 bis +20°. Die
Sequenz der Stimulusprasentation erfolgte bei den Sakkadenparadigmen nach
einem Pseudozufallsprinzip, die Amplituden zweier aufeinander folgender
horizontaler Stimuluspositionen betrugen -15, -5, +5 und +15°. Auf einem

Monitor wurden die vertikalen und horizontalen Augenbewegungen visualisiert.

3.2.4 Signalableitung

Mit einer selbstkonstruierten monokularen videobasierten Brille wurde die
jeweilige Augenposition beim Verfolgen des visuellen Stimulus bestimmt
(Schneider et al., 2006). Die Koordinaten des Pupillen- Zentrums wurden iiber
einen online- Pupillen- Erkennungsalgorithmus mit einer Bildfolge von 100Hz
berechnet (Schneider et al.,, 2006). Die rdumliche Auflosung betrug 0,1°. Die
Infrarotstrahlung traf mit einer sehr geringen Intensitit von weniger als
4,5W/m? auf das Auge.

3.2.5 Kalibrierung

Auf der Grundlage von 30 Fixierungspunkten von 5 bekannten Zielpositionen
wurde vor den Versuchen eine lineare 2D-Kalibrierung als Abgleich von
Augenposition und Lokalisation des Laserpunktes durchgefiihrt. Dadurch wurde

eine Genauigkeit des Systems von weniger als 0,5° Abweichungen erzielt (Ladda
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et al.,, 2008). Eine offline- Synchronisation von Laserpunktposition und
Augenbewegung wurde durch Triggersignale realisiert, welche dann online
gemeinsam mit den Augenbewegungen in einem Koordinatensystem festgehalten
wurden. Wéiahrend der Aufzeichnung der Augenbewegungen trat eine

Verzogerung von konstant 13ms durch die Dateniibertragung auf.

3.2.6 Messgroflen
Gain

Ein wichtiger Parameter bei der Registrierung von Augenfolgebewegungen stellt
der gain dar. Er driickt die Genauigkeit der Sakkade aus. Dies ist der Quotient

aus der Amplitude der Sakkade und der Amplitude des vorgegebenen Blickzieles

Sakkadenamplitude : Blickzielamplitude = 1

Ist die Amplitude der Sakkade genauso grof3 wie die des Blickziels, betragt dieser
Quotient gleich Eins und beschreibt dabei die stabile Positionierung der Abbilder
der visuellen Blickziele auf der Netzhaut fiir den ungestérten und optimalen
Sehvorgang und die rdumliche Wahrnehmung (Heide und Koémpf, 1998). Je
mehr der Gain sich dem Wert Eins nédhert, umso exakter wird die Sakkade
ausgefiihrt. Liegt der Wert iiber Eins, fallt die Sakkade zu grof3 (hypermetrisch)

aus. Bei einem Gain unter Eins wird die Sakkade zu klein (hypometrisch).
Latenz

Ein Maf} fiir die Reaktionszeit beschreibt die Latenz, welche den Zeitraum
darstellt, den das Auge von der Wahrnehmung eines bewegten Blickzieles bis
zur Reaktion im Sinne von Geschwindigkeitserkennung der Berechnung einer
okulomotorischen Antwort und deren Ausfiihrung bendétigt. Als Ziel und
Fixierungspunkt wurde in den Tests ein roter Laserpunkt verwendet, der mittels
eines Spiegel-Galvanometers ausgelenkt werden konnte, und auf eine in 1,38m
entfernten Leinwand in Augenhohe projiziert wurde. Das Ziel wurde nach
Aufgabenstellung in Auslenkungen von -30°, -20°, -10°, 0°, +10°, +20° und +30°
auf der Leinwand gezeigt. Dabei erschien es in einer zufilligen Reihenfolge,
wobei ein Computer die Erscheinungszeit und die entsprechende Auslenkung

regelte.
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3.2.7 Paradigmen

Paradigmen der Sakkadenmessungen ergeben sich aus den unterschiedlichen
Abldufen und Aufgabenstellungen der Augenbewegungen beim Verfolgen des
Blickzieles. Beim einfachen Verfolgen eines Lichtpunktes wird ein pursit
vollzogen, wahrend beim step das Blickziel mit schrittweisen Spriingen verfolgt
wird. Gegenldufig zur urspriinglichen Punktbewegung ausfiihrende Spriinge
(antigap), setzen eine erhohte Aufmerksamkeit voraus, ebenso das Verfolgen der
schrittweisen Spriinge des Lichtpunktes nach einer Pause (gap). Die schwierigste
Aufgabenstellung ergibt sich im Memory- Test. Wahrend der Fixierung auf einen
Punkt soll an die Position eines kurzzeitig aufleuchtenden weiteren Punkts

erinnert und die Position erst nach Erléschen des Signals fixiert werden.

3.2.7.1 Antigap- Paradigma

Mit dem Antigap-Paradigma wurde die Fahigkeit zur Unterdriickung reflexiver
Sakkaden, sowie zur Durchfiihrung von innerlich getriggerten und visuell
gesteuerten  Antisakkaden  ermittelt. Zu Beginn jedes  einzelnen
Versuchdurchlaufs fixierte der Proband einen Ausgangsstimulus. Durch
Knopfdruck bestitigte er die Fixation dieses Ausgangspunktes. 1500ms spéter
verschwand der Punkt von der Leinwand. Nach einem Zeitintervall von 150ms
(gap) leuchtete das antitarget an pseudozufélligen Positionen -10°, -5°, +5°, +10°
rechts oder links neben dem erloschenen anfinglichen Fixationsstimulus bei
einer maximalen Exzentrizitdt von -20° und +20° auf. Der Proband hatte die
Aufgabe, eine reflexive Prosakkade in Richtung des Antitargets zu unterdriicken
und stattdessen so schnell wie mdoglich eine Antisakkade zur genau
spiegelbildlichen Position des Antitargets durchzufiihren. Als Referenzpunkt galt
dabei die Position des anfinglichen Fixationsstimulus. Das Antitarget
verschwand 2000ms spéiter von der Leinwand und es erschien an dessen
spiegelbildlicher Position ein neuer zu fixierender Ausgangsstimulus der dem
Probanden ermdglichte, die Amplitude der durchgefitihrten Antisakkade
nachtriglich zu korrigieren. Danach wurde erneut der Knopf betétigt, um zum
nichsten Trial iberzugehen (Abb. 10).
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Anti- Gap

® ® ®
Latency of saccade
Presentation time Fixation Dark Cue Fixation
(ms) 1500 150 2000 1500

. Punkt wird vom Probanden fixiert
. Proband startet den Durchlauf durch Driicken des Auslosers

. Punkt springt in unterschiedlicher Entfernung nach links oder rechts

. Punkt springt idealerweise auf die Position die der Proband fixieren sollte.

1
2
3
4. Proband soll um dieselbe Strecke in entgegengesetzte Richtung schauen.
5
6. Proband justiert daraufhin seinen "fixierten" Punkt nach.

7

. Ein weiterer Durchlauf wird durch betédtigen des Auslosers gestartet.

Abbildung 10: Versuchsablauf des Antigap- Paradigmas. Zunéchst wird das Blickziel fixiert.
Wenn der Proband dann einen Knopf an einem Joystick betétigt, springt der Punkt mit
einer Verzogerung von 2000ms um 10°, 20° oder 30° nach rechts oder links. Der Proband
soll bei diesem Test um genau diese Strecke in die entgegengesetzte Richtung schauen und
diesen hypothetischen Punkt fixieren, bevor der Laserpunkt ihm mit einer Zeitverzégerung
von weiteren 2000ms folgt.

Ziel war es, die Antisakkade schnell und prézise zu vollziehen und den Punkt mit
nur einer einzigen moglichst genauen Antisakkade zu treffen. Es wurden 50
Durchldufe aufgezeichnet und abgespeichert. Die Testdauer hing davon ab, wie
schnell die Studienteilnehmer die Fixation des Ausgangspunktes bei jedem

Durchlauf per Knopfdruck bestéitigten.

Gemessen wurde die Anzahl der Antisakkaden in Abhédngigkeit von der
ausgefiihrten Richtung (korrekt oder inkorrekt) sowie der zeitlichen
Koordination (passend, verfriiht). Desweiteren wurde die Reaktionszeit
gemessen sowie Summenwerte fiir alle gemessene Sakkaden gebildet und eine

Fehlerrate errechnet.
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D

2)

3)

4)

o)

0)

7)

8)

Die Anzahl der nicht-antizipatorischen Priméarsakkaden mit korrekter
Richtung pro Trial [%] gibt die Leistung im Test an, das heil3t, wie oft der
Proband eine zeitlich und rdumlich korrekte Antisakkade durchgefiihrt

hat.

Die Anzahl der antizipatorischen Primédrsakkaden mit korrekter Richtung
pro Trial [%] gibt an, wie oft der Proband eine verfriihte Primérsakkade
mit korrekter Richtung durchfiihrt, das heif3t, eine Antisakkade ohne dass
der Punkt bereits nach links oder rechts gesprungen ist. Es handelt sich

dabei um Fehler.

Die Anzahl der nicht- antizipatorischen Primédrsakkaden mit inkorrekter
Richtung pro Trial [%] gibt an, wie oft der Proband eine zeitlich korrekte
Antisakkade in die falsche Richtung durchfiihrt, das heif3t, eine Sakkade
anstelle einer Antisakkade. Es handelt sich dabei um einen typischen

Fehler bei schizophrenen Patienten.

Die Anzahl der antizipatorischen Primédrsakkaden mit inkorrekter
Richtung pro Trial [%] gibt an, wie oft der Proband eine verfriihte
Primédrsakkade mit inkorrekter Richtung durchfiihrt, das heil3t, eine

sowohl zeitlich als auch in der Orientierung inkorrekte Antisakkade.

Die Latenz der nicht antizipatorischen Primérsakkaden mit korrekter
Richtung gibt die Reaktionszeit in Millisekunden zwischen dem Reiz und

der Ausfiihrung einer korrekten Antisakkade an.

Die Latenz der nicht- antizipatorischen Primédrsakkaden mit inkorrekter
Richtung gibt die Reaktionszeit bei der Ausfithrung einer zeitlich

korrekten Antisakkade in die falsche Richtung an.

Die Summe der nicht-antizipatorischen Primédrsakkaden wird aus der
Anzahl der zeitlich korrekt ausgefiihrten Antisakkaden sowohl in die

korrekte wie auch in die inkorrekte Richtung gebildet.

Die Summe aller Priméadrsakkaden (anti-sumna+Anti_p_aco+anti_p_aic)
(inklusive der antizipatorischen Primérsakkaden) beinhaltet die Anzahl
aller gemessenen Sakkaden (verfriiht, passend und korrekt, inkorrekte

Richtung).
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9) Die Fehlerrate der Antisakkaden, entspricht dem Prozentsatz der zeitlich
korrekten aber rdumlich inkorrekten Antisakkaden in Bezug auf alle

zeitlich korrekten Antisakkaden.

3.2.7.2 Memory- Paradigma

Mit dem memory- Paradigmum wurden die Fahigkeiten zur Unterdriickung von
reflexiven = Sakkaden unter overlap- Bedingungen ermittelt, sowie

gedachtnisgetriggerte und —gesteuerte memory- Sakkaden aufgezeichnet.

Jeder Durchlauf des Memory- Paradigmas startet mit der Fixierung eines auf der
Leinwand erscheinenden Ausgangspunktes. Wenn der Proband den Durchlauf
durch das Driicken eines Knopfes auslost, erscheint ein weiterer Lichtpunkt, mit
einer Verzogerung von 1500ms in einem zuféllig erscheinenden Abstand von
10°, 20° oder 30° fiir 1500ms rechts oder links vom ersten Punkt. Der Proband
wird gebeten, weiterhin den ersten Punkt zu fixieren, bis dieser 1000ms nach
Betdtigen des Knopfes erlischt. Dies ist nun das Signal (go- Signal) fiir den
Probanden, eine Sakkade genau dorthin zu vollziehen, wo nach seiner
Erinnerung zuvor der zweite Punkt aufblitzte, und diesen Punkt in der

Dunkelheit zu fixieren.

Nach einer Verzogerung von 3500ms nach Erloschen des ersten Punktes
erscheint der Fixierungspunkt fiir den ndchsten Durchlauf idealerweise in Hohe

des vom Probanden zuvor anvisierten Punktes.

Die Probanden wurden darauf hingewiesen, mit der Durchfithrung der memory-
Sakkade bis zum Verschwinden des prasentierten Ausgangspunktes zu warten
und die Zielposition mit einer einzigen Sakkade so prédzise und schnell wie
moglich zu treffen. Insgesamt wurden 50 Trials durchgefiihrt. Die Dauer des
Tests war davon abhédngig, wie schnell der Proband die Fixation des

Ausgangsstimulus durch Knopfdruck bestdtigte (Abb. 11).
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Memory
® o0 ® ®
Latency of saccade
Presentation time Fixation Fixation + Fixation dark Fixation
Target
(ms) 1000 150 1000 1500 1500

1. Laserpunkt wird vom Probanden fixiert.

2. Der Proband startet den Durchlauf durch Driicken des Auslosers.

3. Ein zweiter Punkt erscheint auf der Leinwand, der Proband soll dabei aber
den urspriinglichhen Punkt fixieren.

4. Der Punkt erlischt, nun soll der Proband die Position des zuvor
aufgeblitzten Punktes aufsuchen.

5. Der zweite Punkt erscheint erneut. Der Proband korrigiert die Position.,

Dieser Punkt ist Ausgang fiir einen neuen Durchlauf.

Abbildung 11: Memory-Paradigma

Beim Memory Test wird einerseits die Fahigkeit untersucht, auf einen Punkt zu
schauen und sich gleichzeitig die Position eines weiteren zu merken
(Ultrakurzzeitgeddchtnis). Die Fahigkeit der Perzeption und sensomotorischen
Integration (Abgleichen visueller Information mit vorgespeicherten Bildern im
Gehirn), die Reprédsentation des Gedachtnisstimulus im Arbeitsgedachtnis sowie
die Fahigkeit der Regression (riickfiihrende Augenbewegung auf bereits
bekannte visuelle Objekte), ermoglichen die Positionserinnerung und Ausfiihrung
des Memory Test. Die Fahigkeit der Inhibition ermoglicht wiederum die
Unterdriickung der reflexiven Sakkaden (Finke, 2005).

Gemessen wurden im Memory- Paradigma die folgenden Variablen:

1) Die Anzahl der nicht-antizipatorischen Primérsakkaden mit korrekter

Richtung pro Trial [%] gibt die Leistung im Test an, das heil3t, wie oft der

Proband eine zeitlich und raumlich korrekte Sakkade durchfiihrt.
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2) Die Anzahl der nicht-antizipatorischen Priméarsakkaden mit inkorrekter
Richtung pro Trial [%] gibt an, wie oft der Proband eine zeitlich korrekte
Sakkade in die falsche Richtung durchfiihrt. Es handelt sich dabei um
Fehler.

3) Die Anzahl der antizipatorischen Primédrsakkaden mit korrekter Richtung
pro Trial [%] gibt an, wie oft der Proband eine Sakkade in die richtige
Richtung ausfiihrt, ohne dass der zu betrachtende Punkt bereits

veschwunden ware. Es handelt sich dabei um Fehler.

4) Die Anzahl der antizipatorischen Primédrsakkaden mit inkorrekter
Richtung pro Trial [%] gibt an, wie oft der Proband eine Sakkade in die
falsche Richtung zu einem verfriihten Zeitpunkt ausfiihrt. Dabei handelt es

sich um einen Doppelfehler.

5) Die Latenz der nicht antizipatorischen Priméarsakkaden mit korrekter
Richtung erfasst die zeitliche Dauer zwischen dem Erloschen des Reizes

und der Erinnerungssakkade (in Millisekunden).

6) Die Summe aller zeitlich korrekten Primédrsakkaden unabhéngig von der

rdumlichen Komponente (sowohl korrrekte, als auch inkorreke Richtung).

7) Die Summe aller Primadrsakkaden inklusive der antizipatorischen und

raumlich falschen Primarsakkaden

8) Die Memoryfehlerrate errechnet sich aus dem Quotienten aus der Anzahl
der verfritht ausgefithrten Sakkaden mit korrekter Richtung durch die
Summe der zeitlich korrekten Sakkaden unabhédngig von der rdumlichen

Orientierung.

3.2.8 Datenaufbereitung

Alle erhobenen Daten wurden mit dem Software-System REX (Hays et al., 1982)
aufgezeichnet und abgespeichert. Das gleichzeitige Sichtbarmachen auf einem
Bildschirm ermdglichte die kontinuierliche visuelle Mitkontrolle der Messabldufe
durch den Versuchsleiter. Fehlerhafte Werte konnten auf diesem Wege
ausgegrenzt werden. Eine Modellierung der exportierten Daten erfolgte mit dem
Daten- und Visualisierungsprogramm Matlab 7,0 (The MathWorks, 1994-2011).
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Die jeweiligen Augenpositionen und das Target wurden mit einer Frequenz von
1kHz aufgezeichnet, digitalisiert und abgespeichert. Die Sakkaden innerhalb der
kalibrierten Augenbewegungen wurden mit Hilfe des beschriebenen Programms
markiert und parametrisiert. Als Sakkade wurden Augenbewegungen mit einer
Maximalgeschwindigkeit von mehr als 100°/s und einer Dauer <100ms bei einer
Amplitude von mehr als 2° definiert, welche innerhalb eines Intervalls von 50-
300ms nach dem Targetsprung vollzogen wurden. Eine 10%ige Uber- bzw.
Unterschreitung der Maximalgeschwindigkeit galt als Markierung des Start-und
Endpunktes einer Sakkade. Fine umgekehrte Expotentialfunktion definiert die
Beschleunigungsphase mittels der Methode der kleinsten Abstandsquadrate
(LMS-fit) ausgehend von einem Mittelwert der Augengeschwindigkeit von O-
50ms vor Sakkadenanfang (M,) und dem Geschwindigkeitsverlauf bis 200ms
postsakkadisch (Abb. 12).

PV = M, + A-(1—e C©)7)

Beginn der Sakkade

Differenz der mittleren Geschwindigkeit 50ms vor und 200-300ms
nach Sakkadenbeginn, Endwert fiir LMS- fit

= Zeitkonstante (aus LMS- fit)

1> 11>

a
Il

Abbildung 12: Gleichung der Beschleunigungsphase

3.3 Laborverfahren

3.3.1 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion bildet die Voraussetzung fiir die Genotypisierung der SNPs.
Das zu untersuchende Blut wurde venods entnommen. Die Verwendung von

EDTA-Rohrchen verhinderte das Gerinnen des Blutes.

Mit einem Kit der Firma Qiagen wurde aus jeweils 5-10ml von dem bei
Raumtemperatur aufgetauten EDTA-Blut der Probanden die genomische DNA

gewonnen (Quiagen, 2001).
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Zur Lyse der Leukozyten und Freisetzung der Nukleinsdure diente die Zugabe
von 500pl Quiagen Protease je 10ml Vollblut und deren Vermischung im
Vortexer. Dabei fragmentierte die Protease die fiir den spidteren PCR Prozess
storenden Proteine, wie Hamoglobin, Histone, Nukleasen und weitere Eiweil3e.
Kleinere Fragmente konnten leichter von der DNA losgelost werden. Die
Untermischung von 12ml AL-Puffer (Guanidin- HCI) schaffte ideale
Reaktionsbedingungen fiir die Lyse-Eigenschaften der Protease. Die Entfernung
der Hydrathiille ist Voraussetzung, um die Bindung der DNA an die Silikagel-

Membran nicht zu behindern.

Fir die komplette Zelllyse wurde die Losung fiir 5min mit dem Vortex
durchmischt und im anschlieBenden Inkubationsschritt fiir 30min in ein auf

70°C temperiertes Wasserbad gegeben.

Die Zugabe von 10ml Ethanol (96-100%) fithrte zum Entfernen der Hydrathiille
der DNA, und im Anschluss daran konnten die gewiinschten Nukleinsauren aus
der gewonnenen Losung durch Bindung an eine Silikal-Membran extrahiert
werden. Die DNA- Losung wurde sukzessiv auf die Silikagel-Sdule iibertragen
und fiir jeweils 3min bei 3000U/min (rpm) durch die S&dule zentrifugiert. Die
Silikamembran bindet die DNA. RNA und Proteine werden nicht gebunden. Das

Filtrat wurde jeweils verworfen.

Zur Entfernung restlicher Proteinverunreinigungen und RNA wurde der jetzt
DNA- haltigen Silikamembran 5ml eines Guanidin-HCl haltigen Waschpuffers
(AW1) auf den Filter zugegeben und fiir 1min bei 5000rpm zentrifugiert.

AnschlieBend wurden auf den Filter 5ml des ethanolhaltigen Waschpuffers AW2
zur Beseitigung der Guanidiniumsalze gegeben und bei 5000rpm fiir 15 Minuten
erneut zentrifugiert. Diese Zentrifugation ist ebenso fiir die vollstindige
Entfernung des Ethanols notwendig. Die Filter wurden nun in sterile Falcon-
Tubes tberfiihrt.

Nach einer 5- miniitigen Inkubation der DNA bei Raumtemperatur mit einem
basischen AE-Puffer (1ml Tris- Puffer, pH>9,0) wurde die DNA, welche nur unter
saurem pH-Wert an der Silikamembran bindet, durch eine letztmalige

Zentrifugation eluiert.
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3.3.2 DNA-Konzentrationsmessung

Mit Hilfe von PicoGreen, einem fluoreszierenden Farbstoff, welcher
ausschlieBlich in doppelstrangiger DNA inkaliert, wurde die Konzentration der
DNA ermittelt.

Durch diese hochsensitive Methode konnen sehr kleine Mengen an DNA
quantifiziert werden, wobei die Fluoreszenzintensitit direkt von der Menge der
in der Probe enthaltenen DNA abhédngt. Die Konzentration wird mit Hilfe einer
Eichkurve aus genomischer DNA bestimmt (100ng/pl; 50ng/pl; 25ng/pl;
12,5ng/pl; 6,25ng/ul; 3,125ng/pl; 1,5625ng/pl; Ong/pl; Clontech). Fir die
qualitative ~ SNP-Genotypisierung wurde eine Genauigkeit der DNA-
Konzentration von ca. +/-10% als ausreichend angesehen. Die bendtigten

Materialien sind in der nachfolgenden Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Benotigtes Material, Reagenzien und Geréte zur DNA-Konzentrationsbestimmung

Material Hersteller
Verbrauchsmaterial

96 well Platte Greiner
selbstklebende Aluminiumfolie Eppendorf

50 ml konische PP-Réhrchen Sarstedt
Reagenzien

PicoGreen dsDNA quantitation reagent Molecular Probes
1x TE (ph 7,4), Tris Base, EDTA Roth

Clontech Human Genomic DNA 100ng/ul Clontech

Geriéte

Tecan GENios Worksation 150 Applied Biosystems
Vortexer Reax Heidolph

Vorbereitung des gDNA Standards

Zuerst wurden 100pl von 1x Tris-EDTA-Puffer (1x TE) jeweils auf die ersten
beiden Spalten einer 96 well Platte (Saulen B-H) pipettiert. Im ndchsten Schritt
wurden 200pl der humanen genomischen DNA (Clontech; 100ng/pl) in die ersten
zwei Wells der Sdaule A pipettiert. Beginnend mit Sdule A wurde daraufhin eine
Verdiinnungsreihe hergestellt. Dafiir wurden der Well A1 100ul entnommen und
in das Well B1 pipettiert (Abb. 13). Mit der Pipettenspitze wurde die Losung
durch Aufziehen mit der DNA gemischt und danach 100ul von Well B1 in Well
C1 tibertragen. Mit den Well D1-G1 wurde ebenso verfahren. Mit Well H1 wurde
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der Referenzwert bestimmt (1x TE: Ong/pl gDNA). Die Platte wurde mit einer
Folie versiegelt und als Standard DNA beschriftet bei 4°C gekiihlt gelagert.

Tabelle 6: Konzentration des gDNA in den einzelnen Sdulen

Reihen/Séulen Konzentration (ng/ul) Volumen in pl
Al A2 100 100
B1 B2 50 100
C1 Cc2 25 100
D1 D2 12,5 100
El E2 6,25 100
F1 F2 3,125 100
Gl G2 1,5262 200
H1 H2 0 100

100 plwells B, C, D, E, F, G

HEOEEEEE

200yl

Abbildung 13: Durchfiihrung der Verdiinnungsreihe

Vorbereitung der Messplatte

In eine Messplatte wurden je 2x5ul der gDNA Standard Verdiinnungsreihe
pipettiert, die restlichen 10 Spalten der Platte mit je 2 Duplikaten der zu
bestimmenden DNA-Proben (5pl) belegt. Die gefrorenen PicoGreen Reagenzien
wurden bei Raumtemperatur ca. 60 Minuten lang in einem lichtundurchldssigen
Behilter aufgetaut. In einem mit Aluminiumfolie (Lichtschutz) umhiillten 50ml
Rohrchen wurde eine Verdiunnung von 1:200 Pico- Green mit 1x Tris-EDTA-
Puffer hergestellt. Mit Hilfe des Vortexers wurden die Reagenzien gemischt und
mit einer Dispenser-Pipette aufgezogen und je 195ul PicoGreen Verdiinnung auf
die DNA-Proben pipettiert. Die Platte wurde daraufhin mit selbstklebender

Aluminiumfolie verschlossen.
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Durchfiihrung der Messung

Da es bereits nach 15 Minuten zu einem deutlichen Abfall der Fluoreszenz
kommt, musste die Fluoreszenz nach einer Reaktionszeit von 5-10 Minuten
mittels Photometer gemessen werden. Dazu wurde eine Anregungswellenldnge
von 485nm verwendet und die Emission bei 540nm gemessen. Weitere
Einstellungen des verwendeten Fluoreszenzmess-Gerdtes waren die Messung
von zehn Lichtblitzen bei einer optimalen Steigerung sowie einer Verzogerung
mit einer Integrationszeit von 40us. Mit einer 8-Punkt Kalibrierung wurden die
Werte bzgl. der Standardkurve kalibriert. Die Uberpriifung der Qualitit der
Standardkurve sollte mindestens einen Pearsonschen Korrelationskoeffizienten
von r=0.99 erbringen. Der optimale Messbereich dieser Methode liegt bei
Konzentrationen zwischen 20 und 100ng/pl. Eine Uber- oder Unterschreitung
dieses Bereiches erfordert eine erneute Messung in anderer Verdiinnung. Alle

Proben wurden auf eine Konzentration von 50ng/ul eingestellt.

3.3.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung wurde an zwei SNPs des GRIA1-Genes vorgenommen,
(Tab.7).

Tabelle 7: SNPs des GRIA1-Genes

Gen Chromosom [SNP/ VNTR [Position Allel Funktion

ID
GRIA1 [5 rs578772 152847541 [A/G 5" Genregion
GRIA1 5 rs548294 152848630 |[A/G 5" Genregion

Zur Analyse wurde das MassArray MALDI-TOF MS (matrix assisted laser
desorption/ionisation time of flight mass spectrometry) System der Firma
Sequenom angewendet. Dieses Verfahren, welches auf die SNP-Analyse speziali-
siert ist, erlaubt eine automatische Genotypisierung im Hochdurchsatz bei hoher
Sensitivitit und Genauigkeit. Vor der eigentlichen Massenmessung kam das
iPLEX-Verfahren (increased plexing efficiency and flexibility for MassArray) zum

Einsatz, um allelspezifische Produkte zu erhalten.
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3.3.3.1 Das iPLEX-Verfahren

Das

iPlex-Verfahren wird zundchst mit der konventionellen Multiplex-

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingeleitet, gefolgt von der spezifischen PCR,
bei der fiir jedes Allel der SNPs ein allelspezifisches Produkt entsteht.

PCR Amplifikation

Mittels PCR wurden im ersten Schritt des iPLEX-Verfahrens die genomischen

Bereiche, welche die SNPs flankieren, amplifiziert.

Zu der DNA-Losung werden ein Puffersystem, komplementdre Oligonukleotide

(Primer, Tab. 8), Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) und die Polymerase

zugegeben.

Tabelle 8: Primerdesign

SNP-1D Primer 1 Primer 2 Fragment

rsb78772 ACGTTGGATGTGTCAGGA | ACGTTGGATGTCTTTCTC 121 bp
TTTGGAACCCAC ATGCACATGCCC

rs548294 ACGTTGGATGCCTTTA ACGTTGGATGCAGTAAATG | 101 bp
GAAGGTTCCTACCC CCACCATCAGG

Um einen Hochdurchsatz zu ermoglichen, wurde die PCR-Reaktion mit Hilfe

eines Pipettierroboters (Microlab 4000, Firma Hamilton) in die 384er-Format

Mikrotiterplatten der Firma Abgene pipettiert. In jedes well wurde der

entsprechende PCR Cocktail gegeben (Tab. 9).

Tabelle 9: Cocktail Mischung der initialen PCR
Reagent Volumen/well Hersteller
Autoklaviertes H20 1,850ul ELGA
PCR Puffer mit MgCI2 0,625pl Qiagen
MgCl2 (25mM) 0,325l Qiagen
dNTP Mix (25mM) 0,100l Abgene
Primer Mix (je 500nM) 1,000ul Qiagen
Genomische DNA (5-10ng/pl) 2,5 u
Hotstar Taq® (5U/pl) 0,100pl Qiagen

AnschlieBend konnte die PCR in einem Thermocycler (GeneAmp, PCR System

9700, Firma Applied Biosystems) ablaufen.

In dem Thermocycler durchléduft die so vorbereitete Losung 3 Stadien:
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(I.) Denaturierung

Bei einer Temperatur von 95°C werden die Doppelstrange der DNA, die das zu
amplifizierende Fragment enthalten, zu Einzelstrangen denaturiert. Das schafft
die Voraussetzung dafiir, dass sich die Primer an ihre komplementéiren Stellen

anlagern konnen.
(IL.) Hybridisierung, Annealing

Die Primer lagern sich bei 56°C als Annealing Temperatur je nach Primer-
sequenz an. Die Abkiihlung auf die Annealing Temperatur muss ziigig erfolgen,
damit sich die DNA Einzelstrdnge nicht wieder zum Doppelstrang komplettieren
konnen.

(II1.) Polymerisation, Elongation

Von den Primer Startpunkten ausgehend synthetisiert die Taq Polymerase bei
72°C in 5°-3’- Richtung komplementire DNA- Stringe mit den freien
Desoxynukleotidtriphosphaten (ANTPs).

Die drei Schritte, Denaturierung, Annealing und Elongation, werden mehrfach
wiederholt. Die urspriingliche DNA- Menge wird auf diese Weise exponentiell
vervielfdltigt unter Voraussetzung des geniigenden Vorhandenseins
energiereicher Triphosphate (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) und Primer fiir die DNA
Synthese. Theoretisch ist eine 2" -fache Molekiilvervielfiltigung nach n-Zyklen

moglich.

Das in dieser Studie verwendete PCR-Verfahren enthielt folgende Schritte:
1) Initiale Denaturierung: 95°C fiir 5min
2) 45 Zyklen bestehend aus:
- Denaturierung 95°C fiir 20s
- Annealing: 56°C fiir 30s
- Elongation: 72°C fiir 60s
3) Finale Elongation: 72°C fiir 3min

SAP Aufbereitung

Damit die bei der PCR nicht verbrauchten Nukleotide bei der
Primerextensionsreaktion nicht stéren, wurden sie mit Hilfe des SAP (shrimp
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alkaline phosphatase) Enzymes dephosphoryliert. Dazu wurde von einem

angesetzten SAP Mix (Tab.10) 2pl zu jeder 5pl PCR-Reaktion dazu gegeben.

Tabelle 10: Cocktail fiir die Phosphorylierung (Angaben pro Probe bzw. well)

Reagent Volumen/well Hersteller
autoklaviertes H20 1.530ul Sequenom
SAP Puffer 10x 0.170ul Sequenom
SAP Enzym (1U/pl) 0.300ul Sequenom

Die so praparierte SAP- Reaktion wurde bei 37°C fiir 20 Minuten in einem
Standardthermocycler inkubiert. Das Enzym wurde anschlieBend bei 85°C fiir
fiinf Minuten inaktiviert und die Reaktionsprodukte auf 4°C abgekiihlt und
gelagert.

Primer Extension

Um die Primer Extensionsreaktion durchfiihren zu konnen, wurden
Extensionsprimer entworfen, die unmittelbar vor den zu untersuchenden SNPs
an das PCR-Produkt binden (Tab. 11).

Tabelle 11: Sequenz der Extensionsprimer

SNP-ID Extensionsprimer- Sequenz
rsb578772 ATGAGCCATGGGGGCATTTTT
rs548294 AGCTCTTAACTCTTAGGCTCTAATA

Die Reaktion wurde mit vier Didesoxynukleotiden durchgefiihrt. Diese kénnen
nach dem Einbau nicht mehr verlingert werden. Dadurch kann jeder
Extensionsprimer nur um die der polymorphen Stelle komplementidren Base
verlaingert werden und es entstehen Allel- spezifische DNA Fragmente mit
unterschiedlicher Masse. In jedes well wurde dazu ein iPlex-Cocktail pipettiert

(Tab. 12) und auf dem Vortexer vorsichtig gemischt.

Tabelle 12: iPLEX-Cocktail Mischung fiir die Primer Extensionsreaktion

Reagenz Volumen Hersteller
autoklaviertes H,0 0.755ul Sequenom
iPLEX Puffer (10x) 0.200ul Sequenom
iPLEX Abbruch-Mischung 0.200pl Sequenom
Primer Mix (7pm:14pm) 0.804pl Sequenom
iPLEX Enzyme 2.000pl Sequenom

Die iPLEX-Reaktion wurde im Thermocycler durchgefiihrt. Das zweistufige
Programm nutzt zwei Durchlaufkreisldufe. Der duBlere Kreislauf beinhaltet fiinf

innere Kreisldufe, die insgesamt 40 Durchgéinge durchliefen. Zuerst wurde der
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Cycler fiir 30 Sekunden auf 94°C erhitzt. Dadurch kam es zur initialen
Denaturierung. Es folgten 40 Zyklen bestehend aus jeweils 5 Zyklen mit
Denaturierung fiir 5 Sekunden bei 94°C und Abkiihlung auf 52°C fiir 5 Sekunden
und einmaliger Erhohung auf 80°C fiir 5 Sekunden. AnschlieBend wurde die
Probe fiir drei Minuten auf 72°C gehalten, damit die finale Extension stattfinden

konnte und abschlieBend auf 4°C zur Lagerung abgekiihlt.

Damit die Nukleinsduren nicht mit Alkali- oder Erdalkaliionen reagieren
konnten, was die MALDI-TOF Messung erheblich verfialschen kénnte, wurden
storende Kationen entfernt, indem die Proben mit einem Ionenaustauscherharz

der Firma Sequenom (SpectroClean) aufbereitet wurden.
MALDI-TOF Massenspektrometer Analyse

Mit Hilfe des MassARRAY Nanodispender der Firma Sequenom wurde die Probe
auf Siliziumchips, transferiert. Die Chips weisen 384 aufgesonderte Matrixspots,
aus organischer 3-Hydroxypicolinsdure (3-HPA), auf. Zur Kalibrierung des
Analysesystems wurde den 384 Proben eine Mischung aus Oligonukleotiden

bekannter Masse zugefiigt.

Mit Hilfe des Massenspektrometers MALDI-TOF MS der Firma Sequenom

erfolgte dann die Zuordnung zu einem spezifischen Genotyp (Abb. 14).

Ionenquelle Energiefeld Massen- Detektor
lonen-Erzeugung Beschleunigung analysator lonen-Nachweis
lonentrennung

O

Y ——————N

| 1
Datenverarbeitung

Abbildung 14: Grundsitzlicher Aufbau eines Massenspektrometers (Wiesner-Pommer, 2009)

Die  Siliziumchips wurden durch eine Vakuumschleuse in das
Flugzeitmassenspektrometer eingefiihrt. Mit einem Uberschuss an 3-HPA Matrix,
der zu einer Ko- Kristallisation fiihrte, wurden die Chips im Hochvakuum fiir

wenige Nanosekunden einem intensiven Laserimpuls ausgesetzt. Jeder
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Matrixspot wurde einzeln mit dem Laser beschossen (348 Proben entsprechen
348 Matrixspots).

Durch Desorption/ Ionisation werden hauptsdchlich einfach geladene
Molekiilionen erzeugt, welche in die Gasphase tubertreten. Um die Ionen
abhidngig von Masse- und Ladeverhéltnis (m/z-Wert) auftrennen zu koénnen,
werden sie in einem elektrischen Feld beschleunigt, anschlieBend durch eine
feldfreie Driftstrecke, das sogenannten Flugrohr, geschickt und ihre Flugzeit in
einem Detektor erfasst (Abb. 15). Ionen mit niedrigen m/z-Werten wandern
schneller durch das Flugrohr und treffen somit schneller auf den Detektor, als
Ionen mit hohen m/z-Werten. Mit der TYPER Analyzer 3.3.0 Software der Firma
Sequenom kann die Flugdauer der DNA-Fragmente einem spezifischen Genotyp
zugeordnet werden, da diese durch die Extensionsreaktion unterschiedliche

Massen haben.

Laser-
impuls

4

— »

Elektrisches Feld Vakuumflugrohr

L Schwere
Silicium-
lonen

Chip

N

Abbildung 15: Schematische Darstellung eines Flugzeitmassenspektrometeraufbaus: Die
Ionen werden beschleunigt und passieren abhiingig von ihren m/z-Werten das Flugrohr in
unterschiedlicher Geschwindigkeit. Am Detektor wird die Zeit registriert und mit Hilfe von
geeigneter Software einem Genotyp zugeordnet (Wiesner-Pommer, 2009)

3.3.3.2 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde die SPSS 17.0 Software (Statistical
Package for Social Sciences; Inc Chicago, 2010) verwendet. Ob eine Verteilung
im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht vorlag, wurde mit dem Chi-Quadrat-Test

iiberpriift.

Fir die Sakkadenmessungen an schizophrenen Patienten wund der

Kontrollgruppe wurden die Paradigmen Antigap und Memory bestimmt und die

63




3. Material und Methoden

Allel- und Genotypverteilung der beiden Polymorphismen 1rs578772 und
rs548294 des GRIA1 Gens mittels einer Varianzanalyse (ANOVA, analysis of
variance) zu diesen in Beziehung gesetzt. Das Signifikanzniveau wurde dabei auf

p< 0,05 festgelegt, ein Trend bei p< 0,1 angenommen.
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4 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Identifizierung von Assoziationen
der zwei Polymorphismen des GRIA1 Gens, rs578772 und rs548294 (Abb. 20),

mit den Sakkadenparametern Antigap und Memory.

Die Stichprobe bestand aus 168 Personen, darunter waren 48% weibliche und
52% mannliche Probanden. Davon waren 64% gesunde Kontrollprobanden und

36% schizophrene Patienten.

4.1 Analyse des GRIA1 Polymorphismus rs578772

In dieser Studie an 60 Patienten und 108 Kontrollprobanden wurde der Einfluss
der Genotypen (AA/AG/GG), der Allele (A/G), der homozygoten A- Alleltrager
(AA) im Vergleich zu G- Alleltragern (AG+GG) und der A- Alleltrager (AA+AG) im
Vergleich zu homozygoten G-Alleltragern (GG) auf die Leistungen in den
Sakkadenparadigmen Antigap und Memory untersucht. Die Genotypen des
Basenaustauschpolymorphismus rs578772 (Tab. 13) waren innerhalb des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichts verteilt (F=0,27; df= 1; p=0,983).

Tabelle 13: Darstellung der Genotypenverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs578772
Genotyp AA Genotyp AG Genotyp GG Gesamt
n (%) n (%) n (%) N
12 (7) 66 (39) 90 (54) 168

4.1.1 Genotypverteilung

Mittels Varianzanalyse wurde die Genotypverteilung auf einen Einfluss auf die

Leistungen verschiedener Parameter der Sakkadenmessung iiberpriift.

Dafiir wurden Leistungen im Antigap und Memorytest in Bezug zu den

moglichen Genotypen gesetzt (Tab. 14).
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Tabelle 14: Assoziation des Antigap- und Memory- Tests mit der Genotypverteilung von
rsb578772

Genotyp

AA AG GG

(n=12) (n=66) (n=90)

MW (SD) MW (SD) MW (SD) F P
Antigua
Summe der zeitl. | 65,48 73,44 73,85 2,092 0,127
korrekten AntiS (23,58) (18,77) (18,75)
[n]
Summe aller 78,73 84,31 83,51 1,150 0,319
Sakkaden [n] (11,42) (12,13) (13,40)
Fehlerrate der 25,58 22,20 20,61 0,486 0,616
AntiS [n] 27,11) (23,51) (20,83)
zeitl + rauml. 52,56 59,40 60,31 1,022 0,362
korrekte AntiS (27,18) (26,41) (24,49)
[n]
zeitl inkorrekte 7,70 5,77 4,70 0,434 0,649
AntiS [n] (10,20) (7,01) (6,28)
rauml inkorrekte | 12,91 14,04 13,54 1,737 0,179
AntiS [n] (11,68) (13,41) (12,27)
zeitl. + rauml. 5,55 5,10 4,97 2,169 0,118
inkorrekte AntiS | (6,45) (5,60) (6,46)
[n]
Latenz bei 396,23 316,89 328,28 3,903 0,022
korrekten AntiS (241,25) (72,63) (75,19)
[ms]
Latenz bei rduml. | 1473,54 1032,81 442,99 0,389 0,678
inkorrekten (3983,66) (3356,47) (2575,97)
AntiS [ms]
Memory
Summe rauml. 84,32 89,58 89,33 0,679 0,509
korrekter (16,62) (12,12) (13,27)
Sakkaden [n]
Summe aller 87,98 90,99 90,99 0,134 0,875
Sakkaden [n] (12,50) (11,69) (12,42)
Fehlerrate der 26,77 20,46 21,28 0,909 0,405
Sakkaden [n] (27,21) (20,22) (18,22)
zeitl.+ rauml. 64,77 71,91 71,32 0,592 0,555
korrekte (27,45) (22,05) (21,39)
Sakkaden [n]
zeitl. inkorrekte 19,55 17,67 18,00 2,224 0,112
Sakkaden [n] (16,74) (17,23) (14,26)
zeitl. + rauml. 3,66 1,29 1,59 5,526 0,005
inkorrekte AntiS | (5,87) (2,74) (2,79)
n]
Latenz bei 322,67 326,96 297,45 1,886 0,155
korrekten (103,80) (104,53) (71,89)
Sakkaden [ms]

MW= Mittelwert; SD= Standardabweichung; df = 2/154, AntiS= Antisakkaden

Es zeigte sich ein signifikanter Einfluss auf die Latenz der antizipatorischen
Primérsakkaden in korrekter Richtung beim Antigap Test (F=3,903, df=2/154,
p=0,022). Dabei bendtigten Probanden mit Genotyp AA langer als solche mit AG
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und GG, um antizipatorische Sakkaden in die korrekte Richtung zu vollziehen

(Abb. 16).
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Abbildung 16: Latenz [ms] der nichtantizipatorischen Primérsakkaden in korrekter
Richtung im Antigaptest

Bei der Uberpriifung der Assoziation der Genotypverteilung mit der Anzahl der
sowohl verfrithten als auch in inkorrekter Richtung ausgefiihrten Sakkaden beim
Memory Test zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang (F=5,526, df=2/154,
p=0,005). Dabei wiesen Probanden mit dem Genotyp AA mehr antizipatorische
zeitlich und rdumlich inkorrekte Sakkaden auf als solche mit Genotoypen AG

und GG (Abb. 17).
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Abbildung 17: Anzahl [n] der zeitlich und radumlich inkorrekten antizipatorischen Sakkaden
im Memory Test assoziert mit der Genotypverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs578772

AG-Genotyptrager erzielten bei diesen beiden Tests die besten Rohwerte. AA-

Genotyptrager schnitten hierbei am schlechtesten ab.

4.1.2 G-Alleltriger

Bei den G-Alleltragern wurden die Genotypen AG und GG zusammengefasst und

den homozygoten Triagern des A- Allels (AA) gegeniibergestellt (Tabelle 15).

Tabelle 15: Verteilung homozygoter A- Alleltriger im Vergleich zu G-Alleltrigern (AG+GG)
des GRIA1 Polymorphismus rs578772

Genotyp AA Genotypen AG + GG Gesamt
n (%) n (%) N
12 (7) 156 (92) 168

Die Gesamtstichprobe wurde beziiglich der zwei Genotypen AA und AG + GG des
SNP rs578772, sowie der Sakkadenmessungen des Antigap- und Memory Tests
in Assoziation gebracht (Tab. 16).
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Tabelle 16: Assoziation des Antigap Tests mit rs578772: G- O Alleltriger und homozygoter
Genotyp AA

Genotyp

AA AG+GG

(n=12) (n=156)

MW (SD) MW (SD) MW (SD) p
Antigua
Summe der zeitl. | 65,48 73,67 0,076 0,783
korrekter AntiS (23,58) (18,70)
[n]
Summe aller 78,73 83,85 0,002 0,961
Sakkaden [n] (11,42) (12,84)
Fehlerrate der 25,58 21,28 0,888 0,348
AntiS [n] (23,24) (21,95)
Zeitl. + rauml. 52,56 59,93 0,508 0,477
korrekte AntiS (27,18) (25,24)
[n]
zeitlich 7,70 5,15 0,765 0,383
inkorrekte AntiS | (10,20) (6,60)
[n]
raumlich 12,91 13,75 3,065 0,082
inkorrekte AntiS | (11,68) (12,72)
[n]
zeitl. + rauml. 5,55 5,02 0,061 0,805
inkorrekte AntiS | (6,45) (6,09)
[n]
Latenz bei 396,63 323,46 5,860 0,017
korrekten AntiS (241,25) (79,10)
[ms]
Latenz bei 1473,54 692,53 0,952 0,331
rauml. (3983,66) (2935,98)
inkorrekten
AntiS [ms]
Memory
Summe rauml. 84,32 89,44 0,492 0,484
korrekter (16,62) (12,76)
Sakkaden [n]
Summe aller 87,98 90,99 0,181 0,671
Sakkaden [n] (12,50) (12,08)
Fehlerrate der 26,77 20,94 1,907 0,169
Sakkaden [n] (27,21) (19,03)
zeitl.+ rauml. 64,77 71,57 1,137 0,288
korrekte (27,45) (21,60)
Sakkaden [n]
zeitl. inkorrekte 19,55 17,86 4,686 0,032
Sakkaden [n] (16,74) (15,54)
zeitl. + rauml. 3,66 1,46 1,902 0,170
inkorrekte AntiS | (5,87) (2,76)
[n]
Latenz bei 322,67 309,94 0,247 0,620
korrekten (103,80) (88,11)
Sakkaden [ms]

MW= Mittelwert; SD= Standardabweichung; df = 2/154, AntiS= Antisakkaden

Es konnte ein Trend fiir die Anzahl der zeitlich korrekten Antisakkaden in die
falsche Richtung festgestellt werden (F= 3,065, df= 1/158, p= 0,082).
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Hierbei lag die Anzahl der Fehler fiir die homozygoten A- Alleltrager niedriger
als fiir die G- Alleltréager.

Zusétzlich zeigte sich eine Signifikanz bei der Latenz der korrekt ausgefiihrten
Antisakkaden beim Antigap Test (F=5,860, df=1/158, p=0,017). Homozygote A-
Alleltrager benotigen ldngere Zeit als G- Alleltrdger, um rdumlich korrekte
Antisakkaden zu vollziehen (Abb. 18).
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Genotypen (G- Alleltrdager)

Abbildung 18: Latenz [ms] der Antisakkaden in korrekter Richtung des Antigaptest,
assoziiert mit der Verteilung der G- 0 Alleltriager versus AA- Homozygote des GRIA1
Polymorphismus rs578772

Bei der Uberpriifung der Assoziation der Genotypenverteilung mit der Anzahl
der verfrithten Primérsakkaden mit korrekter Richtung im Memory Test zeigte
sich eine Signifikanz (F=4,686, df=1/158, p=0,032) (Abb. 19).
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Abbildung 19: Anzahl (n) der verfriihten antizipatorischen Primirsakkaden mit korrekter
Richtung im Memory-Paradigma, assoziiert mit der Verteilung der G- Alleltriger versus AA-
Homozygote des GRIA1 Polymorphismus rs578772
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Dieser Fehler trat bei Tragern des homozygoten Genotyps AA gehéauft auf.

4.1.3 A-Alleltriger
Nachfolgend wurden die A-Alleltrager (Genotypen AA und AG) zusammengefasst

und mit den homozygoten Tragern des G- Allels (Genotyp GG) verglichen
(Tabelle 17).

Tabelle 17: Genotypverteilung A- Alleltriger (AA+AG) im Vergleich zu homozygoten G-
Alleltrigern des GRIA1 Polymorphismus rs578772

Genotyp AA + AG Genotypen GG Gesamt
n (%) n (%) n
78 (47) 90 (54) 168

Beziiglich der Genotypen AA + AG und GG des SNP rs578772, sowie der
Sakkadenmessungen des Antigap- und Memory Tests wurde die

Gesamtstichprobe in Assoziation gebracht (Tab. 18).
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Tabelle 18: Assoziation des Antigap-Tests mit rs578772: A-Alleltrigers und homozygoter
Genotyp GG

Genotyp

AA + AG GG

(n=78) (n=90)

MW (SD) MW (SD) F P
Antigap
Summe der zeitl. 72,22 73,85 3,125 0,079
korrekten AntiS [n] (19,62) (18,75)
Summe aller Sakkaden | 83,45 83,51 2,218 0,138
[n] (12,12) (13,40)
Fehlerrate der AntiS 22,71 20,61 0,017 0,896
[n] (23,94) (20,83)
zeitl. + rauml. korrekte | 58,35 60,31 1,711 0,193
AntiS [n] (26,46) (24,49)
Zeitl. inkorrekte AntiS | 6,07 4,70 0,023 0,878
[n] (7,54) (6,28)
rauml inkorrekte AntiS | 13,87 13,54 0,052 0,820
[n] (13,09) (12,27)
zeitl. + rauml. 5,17 4,97 3,681 0,057
inkorrekte AntiS [n] (5,69) (6,45)
Latenz bei korrekten 329,16 328,28 0.016 0,900
AntiS [ms] (116,64) (75,19)
Latenz bei rauml. 1100,62 442,99 0,001 0,974
inkorrekten AntiS [ms] | (3435,52) | (2575,97)
Memory
Summe rauml. 88,77 89,33 0,195 0,659
korrekter Sakkaden [n] | (12,92) (13,27)
Summe aller Sakkaden | 90,53 90,99 0,000 0,985
[n] (11,79) (12,42)
Fehlerrate der 21,43 21,29 0,342 0,559
Sakkaden [n] (21,36) (18,22)
zeitl.+ rauml. korrekte | 70,81 71,32 0,420 0,518
Sakkaden [n] (22,91) (21,39)
zeitl. inkorrekte 17,96 18,00 0,197 0,658
Sakkaden [n] (17,06) (14,26)
zeitl. + rauml. 1,66 1,59 3,412 0,067
inkorrekte AntiS [n] (3,46) (2,79)
Latenz bei korrekten 326,30 297,45 0,846 0,359
Sakkaden [ms] (103,75) (71,89)

MW= Mittelwert; SD= Standardabweichung; df = 2/154, AntiS= Antisakkaden
Im Antigap Test zeigt sich ein Trend zur Signifikanz mit der Anzahl der zeitlich
korrekt ausgefiithrten Antisakkaden (F= 3,125, df= 1/158, p=0,079) (Abb. 20).

72




4. Ergebnisse

Antigap

g 100
~—
= 90
£ 80 T ?
£f D | T
~% 60 & N
22 s
N & 40
E S 30
° 2 2
E 10

0
=
) AA+AG GG

Genotypen (A-Alleltriger)

Abbildung 20: Summe der zeitlich korrekten Antisakkaden im Antigap Test, assoziiert mit
der Verteilung der A- Alleltriger versus GG- Homozygote des GRIA1 Polymorphismus
rsb78772

Dabei zeigten die Trager des A- Allels (AA+AG) eine erhohte Fehlerrate.

Fiir die Summe der zeitlich und rdumlich inkorrekt ausgefiihrten Antisakkaden
(F=3,681; df=1/158; p=0,057) im Antigap Test war ebenfalls ein Trend zu
verzeichnen, bei dem die A-Alleltrager (AA+AG) im Vergleich zu den
homozygoten GG- Alleltrdgern eine hohere Fehlerrate aufwiesen (Abb.21).

Antigap

g 12

= * N
E = 10

£z 8

- 6

2 5 i
2L,

=2 i ¢
= 0

E AA+AG GG

Genotypen (A-Alleltrager)

Abbildung 21: Anzahl (n) der zeitlich und rdumlich inkorrekt ausgefiihrten Antisakkaden
im Antigap Test, assoziiert mit der Verteilung der A- Alleltriger versus GG- Homozygote des
GRIA1 Polymorphismus rs578772

Im Memory Test zeigte sich ein Trend zur Signifikanz bei den zeitlich und
rdumlich falsch koordinierten Sakkaden bei den A- Alleltrigern (F= 3,412;

df=1/158; p=0,067) (Abb. 22).
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Abbildung 22: Anzahl der zeitlich und rdumlich inkorrekt ausgefiihrten Sakkaden im
Memory Test, assoziiert mit der Genotypverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs578772

Die A- Alleltrager (AA+AG) zeigten eine erhohte Fehlerrate.

4.1.4 Allelverteilung
Zur Verdeutlichung von Einfliissen eines Allels wurden in der Stichprobe die

zwei Gruppen der A- Allele und G- Allele gegeniibergestellt ( Tabelle 19).

Tabelle 19: Darstellung der Allelverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs578772

Allel A Allel G Gesamt
n (%) n (%) N
90 (27) 246 (73) 336

Die Assoziation zwischen den Allelen A und G mit Auffilligkeiten in der

Sakkadenmessung im Antigap- und Memory Test wurde tiberpriift ( Tabelle 20).
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Tabelle 20: Assoziation des Antigap Tests mit der Allelverteilung von rs578772

Allel
A G
(n=90) (n=246)
MW (SD) MW (SD) F P

Antigap

Summe der zeitl. 71,32 73,74 0.616 0,433

korrekter AntiS [n] (20,18) (18,68)

Summe aller Sakkaden [n] 82,82 83,72 1,505 0,221
(12,08) (13,02)

Fehlerrate der AntiS [n] 23,10 21,04 0,034 0,854
(24,24) (21,50)

zeitl. + rduml. korrekte AntiS [n] 57,58 60,07 1,318 0,252
(26,49) (24,92)

zeitl. inkorrekte AntiS [n] 6,29 4,99 1,134 0,288
(7,90) (6,48)

rauml. inkorrekte AntiS [n] 13,74 13,67 0,873 0,351
(12,86) (12,53)

zeitl. + rauml. inkorrekte AntiS [n] 5,22 5,00 0.961 0,328
(5,76) (6,21)

Latenz bei korrekten AntiS [ms] 338,16 325,23 2,508 0,114
(139,63) (74,38)

Latenz bei rauml. inkorrekten AntiS | -1150,34 -601,233 0,812 0,368

[ms] (3491,29) (2806,86)

Memory

Summe rauml. korrekter Sakkaden | 88,17 89,40 0,079 0,779

[n] (13,45) (12,92)

Summe aller Sakkaden [n] 90,19 90,99 0,069 0,793
(11,84) (12,18)

Fehlerrate der Sakkaden [n] 22,14 21,07 1,296 0,256
(22,13) (18,70)

zeitl.+ rauml. korrekte Sakkaden [n] | 70,00 71,48 1,139 0,287
(23,48) (21,48)

zeitl. inkorrekte Sakkaden [n] 18,17 17,92 3,043 0,082
(16,93) (15,05)

zeitl. + rauml. inkorrekte AntiS [n] 1,93 1,51 0,021 0,884
(3,89) (2,77)

Latenz bei korrekten Sakkaden [ms] | 325,82 305,37 0,000 0,988
(103,18) (82,61)

MW= Mittelwert; SD= Standardabweichung; df = 2/154, AntiS= Antisakkaden

Im Memory- Test zeigte sich ein Trend zur Assoziation mit zeitlich inkorrekten
Sakkaden (F=3,043; df=1/158; P=0,082). Die A- Alleltrdiger wiesen eine hohere
Fehlerrate auf (Abb.23).
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Abbildung 23: Anzahl ( n ) zeitlich inkorrekter Sakkaden im Memory Test, assoziiert mit den
Genotypverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs578772

4.2 GRIA1 mit dem Polymorphismus rs548294

Die Auswertung ergab ein im Vergleich zu den Genotypen A/G und G/G
selteneres Auftreten des Genotypen A/A. Es ergibt sich folgende
Genotypenverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs548294 (Tabelle 21).

Tabelle 21: Darstellung der Genotypenverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs548294

Genotyp 1 AA Genotyp 2 AG Genotyp 3 GG Gesamt
n (%) n (%) n (%) N
35 (22,1) 69 (42) 62 (37) 166

4.2.1 Genotypenverteilung

Nachfolgend wurde untersucht, ob eine mogliche Assoziation eines Genotyps des

SNP rs548294 zur Sakkadenleistung besteht. Dafiir wurde der Antigap und

Memorytest in Bezug zu den moglichen Genotypen gesetzt (Tabelle 22).
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Tabelle 22: Ergebnisse des Antigap Tests mit der Genotypverteilung des GRIA1
Polymorphismus rs548294
Genotyp
AA AG GG
(m=35) (n=69) (n=62)
MW (SD) MW (SD) MW (SD) F P
Antigap
Summe der zeitl. 70,52 73,05 72,97 0,218 0,804
Korrekter AntiS [n] (21,57) (20,74) (19,18)
Summe aller Sakkaden [n] 82,16 83,55 84,08 0,168 0,846
(13,07) (14,01) (11,43)
Fehlerrate der AntiS [n] 19,56 23,31 20,68 1,608 0,204
(23,24) (23,87) (20,24)
zeitl. + rduml. korrekte AntiS | 58,42 58,75 60,57 0,425 0,654
[n] (26,11) (27,34) (23,10)
zeitl. inkorrekte AntiS [n] 6,24 5,60 4,63 1,217 0,299
(8,78) (7,01) (5,60)
rauml. inkorrekte AntiS [n] 12,10 14,31 13,61 1,982 0,141
(12,39) (13,32) (12,64)
zeitl. + rduml. inkorrekte 5,39 4,90 5,18 0,914 0,403
AntiS [n] (8,03) (5,39) (5,72)
Latenz bei korrekten AntiS 331,29 324,67 330,84 0,144 0,866
[ms] (141,74) (85,42) (78,10)
Latenz bei rauml. 1521,84 513,85 602,46 2,776 0,065
inkorrekten AntiS [ms] (3913,29) (2679,29) (2807,70)
Memory
Summe rauml. korrekter 87,27 89,70 89,33 0,235 0,791
Sakkaden [n] (13,93) (13,16) (12,82)
Summe aller Sakkaden [n] 89,97 91,02 90,95 0,123 0,884
(11,44) (12,88) (11,92)
Fehlerrate der Sakkaden [n] 20,78 22,14 20,56 3,159 0,045
(22,23) (19,29) (18,01)
zeitl.+ rduml. korrekte 70,58 70,73 71,92 1,631 0,199
Sakkaden [n] (23,19) (22,24) (20,87)
zeitl. inkorrekte Sakkaden [n] | 16,69 18,97 17,41 4,716 0,010
(16,28) (16,32) (13,60)
zeitl. + rauml. inkorrekte 2,53 1,26 1,55 2,847 0,061
AntiS [n] (4,64) (2,56) (2,54)
Latenz bei korrekten 299,93 325,28 302,69 2,923 0,057
Sakkaden [ms] (80,94) (105,24) (72,15)

MW= Mittelwert; SD= Standardabweichung; df = 2/154, AntiS= Antisakkaden

Im Antigap- Test ergab sich ein Trend zur Assoziation mit der Latenz bis zur
Ausfiihrung der rdumlich inkorrekt Antisakkaden (F=2,776; df=1/152; p=0,065).

Die Trdager des Genotypen AA zogern hier am ldngsten (Abb. 24).
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Abbildung 24: Latenz (ms) bei der Ausfiihrung raumlich inkorrekter Antisakkaden im
Antigap Test assoziiert mit der Genotypverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs548294

Im Memorytest zeigte die Genotypverteilung eine signifikante Assoziation mit
der Memoryfehlerrate bei der Durchfiihrung der Sakkaden (F=3,159; df=1/152;
p=0,045).

Trager des Genotypen AG zeigten hierbei die hochste-, Trager des Genotypen GG
die niedrigste Fehlerrate (Abb. 25).
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Abbildung 25: Anzahl (n) der Fehler im Memory Test aufgrund zu friih ausgefiihrter
Sakkaden mit korrekter Richtung im Verhiltnis aller zeitlich korrekten Sakkaden
unabhiingig der Richtung assoziert mit der Genotypverteilung des GRIA1 Polymorphismus
rs548294.

Dieses Ergebnis wird durch eine signifikante Assoziation mit der Anzahl der
zeitlich inkorrekten antizipatorischen Primédrsakkaden mit korrekter Richtung
bestétigt (F=4,716; df=1/152; p=0,010) (Abb. 26).

Auch hier zeigen die Trager des Genotypen AG die groBte, die Tradger des
Genotypen AA allerdings die niedrigste Anzahl an Fehlern.
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Abbildung 26: Anzahl (n) der zeitlich inkorrekten antizipatorischen Primiarsakkaden mit
korrekter Richtung im Memory Test assoziiert mit der Genotypverteilung des GRIA1
Polymorphismus rs548294

Die Anzahl antizipatorischer Primédrsakkaden in die falsche Richtung zu einem
verfrithten Zeitpunkt zeigt einen Trend zur Assoziation (F=2,847; df=1/152;
p=0,061), wobei Triager des Genotypen AA die meisten, Triager von AG die

wenigsten Fehler aufwiesen.

Bei der Ermittlung der Latenz der antizipatorischen Primadrsakkaden ergab sich
die laingste Reaktionszeit bis zur korrekten Ausfithrung der Memorysakkaden bei
den Tragern des Genotypen AG, gefolgt von GG (F= 2,923; df=1/152; p= 0,057)
(Abb. 27).
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Abbildung 27: Latenz der antizipatorischen Primérsakkaden mit korrekter Richtung im
Memory Test assoziiert mit der Genotypverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs548294

4.2.2 A-Alleltriger

Nachfolgend wurden die A-Alleltriager (Genotypen AA und AG) zusammengefasst
und mit den homozygoten Tragern des G- Allels verglichen (Genotyp GG; Tab.23)

Tabelle 23: Genotypverteilung A- Alleltriger (AA+AG) im Vergleich zu homozygoten G-
Alleltrigen des GRIA1 Polymorphismus rs548294

Genotyp AA + AG Genotypen GG Gesamt
n (%) n (%) N
104 (63) 62 (37) 166

Die Gesamtstichprobe wurde beziiglich der Genotypen AA + AG und Genotyp GG
des SNP rs548294 mit den Sakkadenmessungen des Antigap- und Memory Tests
in Assoziation gebracht (Tab. 24).
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Tabelle 24: Assoziation des Antigap-Tests mit rs548294: A-Alleltrigers und homozygoter
Genotyp GG

Genotypen

AA + AG (n= GG

104) (n=62)

MW (SD) MW (SD) F P
Antigap
Summe der zeitl. 72,20 74,27 0,482 0,488
korrekter AntiS (20,95) (15,83)
[n]
Summe aller 83,08 84,08 0,218 0,641
Sakkaden [n] (13,65) (11,43)
Fehlerrate der 22,05 20,68 0,021 0,885
AntiS [n] (23,62) (20,24)
zeitl. + rauml. 58,64 60,57 0,070 0,792
korrekte AntiS [n] | (26,81) (23,09)
zeitl. inkorrekte 5,81 4,63 2,458 0,119
AntiS [n] (7,62) (5,60)
rauml. inkorrekte | 13,56 13,70 0,314 0,576
AntiS [n] (12,99) (12,14)
zeitl. + rauml. 5,06 5,18 1,519 0,220
inkorrekte AntiS 6,37) (5,72)
[n]
Latenz bei 326,89 330,84 0.025 0,874
korrekten AntiS (107,05) (78,09)
[ms]
Latenz bei rduml. | 853,08 602,46 0,307 0,581
inkorrekten AntiS | (3165,97) (2807,70)
[ms]
Memory
Summe rauml. 88,88 89,33 0,013 0,909
korrekter (13,41) (12,82)
Sakkaden [n]
Summe aller 90,67 90,95 0,133 0,716
Sakkaden [n] (12,37) (11,92)
Fehlerrate der 21,68 20,56 4,882 0,029
Sakkaden [n] (20,23) (18,05)
zeitl.+ rauml. 70,68 71,92 2,326 0,129
korrekte (22,45) (20,87)
Sakkaden [n]
zeitl. inkorrekte 18,21 17,41 4,960 0,027
Sakkaden [n] (16,26) (13,60)
zeitl. + rauml. 1,69 1,55 0,903 0,343
inkorrekte AntiS (3,44) (2,54)
[n]
Latenz bei 316,75 302,69 0,534 0,466
korrekten (98,08) (72,15)
Sakkaden [ms]

MW= Mittelwert; SD= Standardabweichung; df = 2/154, AntiS= Antisakkaden

Die Genotypverteilung war signifikant mit der Memoryfehlerrate assoziiert
(F=4,882; df=1/156; p=0,029) (Abb. 28).

Dabei zeigten Trager des homozygoten Genotypen GG die besten Ergebnisse.
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Abbildung 28: Anzahl (n) der Fehler im Memory Test aufgrund zu friih ausgefiihrter
Primirsakkaden mit korrekter Richtung assoziert mit A-Alleltrigern versus GG-
Homozygote des GRIA1 Polymorphismus rs588294.

Dieses Ergebnis wird durch eine signifikante Assoziation der Alleltrager mit der
Anzahl der verfrithten Primdrsakkaden mit korrekter Richtung bestatigt
(F=4,960; df=1/156; p=0,027).

Auch hier zeigten die Trdager des homozygoten Genotypen GG die besten
Ergebnisse (Abb. 29).
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Abbildung 29: Anzahl (n) der verfriihten Primérsakkaden mit korrekter Richtung, assoziiert
mit A- Alleltrdgern versus GG- Homozygote des GRIA1 Polymorphismus rs548294
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4.2.3 G-Alleltriger
Nach dem gleichen Prinzip wurden bei den G- Alleltragern die Genotypen AG

und GG zusammengefasst und den homozygoten Triagern des A- Allels (AA)

gegenibergestellt (Tab. 25).

Tabelle 25: Genotypverteilung homozygoter A-Alleltrager im Vergleich zu G- Alleltrigern
(AG+GG) des GRIA1 Polymorphismus rs548294

Genotyp A/A Genotypen A/G + G/G Gesamt
n (%) n (%) N
35 (21) 131 (79) 166

Die Gesamtstichprobe wurde beziiglich der Genotypen AA und AG + GG des SNP
rsb548294, sowie der Sakkadenmessungen des Antigap- und Memory Tests in

Assoziation gebracht (Tab. 26).
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Tabelle 26: Assoziation des Antigap Tests mit rs548294: G- Alleltriger und homozygoter
Genotyp AA

Genotypen

AA AG+GG

(n=35) (n=131)

MW (SD) MW (SD) F P
Antigap
Summe der zeitl. 70,52 73,63 0.082 0,775
korrekter AntiS (21,57) (18,52)
[n]
Summe aller 82,16 83,80 0,260 0,611
Sakkaden [n] (13,07) (12,80)
Fehlerrate der 19,56 22,06 3,297 0,071
AntiS [n] (23,24) (22,18)
zeitl. + rauml. 58,42 59,61 0,829 0,364
korrekte AntiS [n] | (26,11) (25,34)
zeitl. inkorrekte 6,24 5,14 0,836 0,362
AntiS [n] (8,78) (6,38)
rauml. inkorrekte | 12,10 14,02 4,447 0,037
AntiS [n] (12,39) (12,73)
zeitl. + rauml. 5,39 5,03 0,730 0,394
inkorrekte AntiS (8,03) (5,53)
[n]
Latenz bei 331,29 327,59 0.052 0,820
korrekten AntiS (141,74) (81,78)
[ms]
Latenz bei rduml. | 1521,84 555,79 5,804 0,017
inkorrekten AntiS | (3913,29) (2730,56)
[ms]
Memory
Summe rauml. 87,27 89,52 0,125 0,724
korrekter (13,93) (12,95)
Sakkaden [n]
Summe aller 89,97 90,99 0,028 0,868
Sakkaden [n] (11,44) (12,39)
Fehlerrate der 20,78 21,40 0,872 0,352
Sakkaden [n] (22,23) (18,66)
zeitl.+ rauml. 70,58 71,29 0,960 0,329
korrekte (23,19) (21,53)
Sakkaden [n]
zeitl. inkorrekte 16,69 18,23 2,789 0,097
Sakkaden [n] (16,28) (15,06)
zeitl. + rauml. 2,53 1,40 4,300 0,040
inkorrekte AntiS 4,64) (2,55)
n]
Latenz bei 299,93 314,59 0,021 0,884
korrekten (80,94) (91,45)
Sakkaden [ms]

MW= Mittelwert; SD= Standardabweichung; df = 2/154, AntiS= Antisakkaden

Die Fehlerrate im Antigap Test zeigte einen Trend zur Assoziation (F=3,297;
df=1/152; p=0,071). Dabei weisen G- Alleltrager mehr Fehler auf als Trager des

homozygoten Genotypen AA (Abb. 30).
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Abbildung 30: Die Fehlerrate der Antisakkaden im Antigap Test assoziiert mit den
Alleltrigern des GRIA1 Polymorphismus rs548294

Desweiteren zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang mit der Anzahl der
nichtantizipatorischen Primédrsakkaden mit inkorrekter Richtung. G- Alleltrager
wiesen eine erhohte Fehleranzahl auf (F=4,447; df=1/152; p=0,037) (Abb. 31).
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Abbildung 31: Anzahl (n) der nicht-antizipatorischen Primirsakkaden mit inkorrekter
Richtung im Antigap Test assoziert mit den G- Alleltrigern des GRIA1 Polymorphismus
rs548294.
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In Bezug auf die antizipatorischen Primérsakkaden mit inkorrekter Richtung
zeigten die G- Alleltrdager signifikant kiirzere Reaktonszeiten (F=5,804; df=1/152;
p=0,017) (Abb. 32).

g Antigap

£ 6000

D

T 5000 hd

-

E 4000

- 3000 *
S u

2 2000 i +
=i ]

= 1000 .
g ]
:S 0

N AA AG + GG
=%

E Genotypen (Alleltréiger)

Abbildung 32: Latenz (ms) der antizipatorischen Primirsakkaden mit inkorrekter Richtung
im Antigap Test assoziert mit den G- Alleltrigern des GRIA1 Polymorphismus rs588294

Im Memory- Test konnte fiir die Assoziation der G- Alleltriger mit der Anzahl
der antizipatorischen Primérsakkaden mit korrekter Richtung ein Trend
(F=2,789; df=1/152; p=0,097) (Abb.34) und bei inkorrekter Richtung ein
signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (F=4,3; df=1/152; p=0,040)
(Abb. 33).
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Abbildung 33: Anzahl (n) der zeitlich inkorrekten antizipatorischen Primérsakkaden im
Memory Test assoziiert mit der Genotypverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs548294
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In die korrekte Richtung wurden im Vergleich zu Triagern des homozygoten AA
Genotyps von G- Alleltrdgern mehr verfriihte Sakkaden ausgefiihrt, in die

inkorrekte Richtung weniger (Abb. 34).
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Abbildung 34: Anzahl (n) der verfriihten antizipatorischen Primédrsakkaden mit inkorrekter
Richtung im Memory Test assoziiert mit den G- Alleltrigern des GRIA1 Polymorphismus
rs548294

4.2.4 Allelverteilung

Zur Verdeutlichung von Einfliissen eines Allels wurden in der Stichprobe die
zwei Gruppen der A- Allele und die G- Allele einander gegeniibergestellt (Tabelle
27).

Tabelle 27: Darstellung der Allelverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs548294

Allel 1 A Allel 2 G Gesamt
n (%) n (%) N
139 (42) 193 (58) 332

Die Assoziation zwischen den Allelen A und G, und Aufféilligkeiten in der

Sakkadenmessung im Antigap- und Memory-Test wurde iiberpriift (Tab. 28).
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Tabelle 28: Ergebnisse des Antigap Tests mit der Allelverteilung des GRIA1 Polymorphismus
rs548294

Allel

A G

n=139) (n=193)

MW (SD) MW (SD) F P
Antigua
Summe der zeitl. 71,18 73,83 0.299 0,585
korrekter AntiS (21,05) (17,66)
[n]
Summe aller 82,85 83,89 0,387 0,535
Sakkaden [n] (13,47) (12,35)
Fehlerrate der 21,42 21,62 1,365 0,243
AntiS [n] (23,46) (21,53)
zeitl. + rauml. 58,58 59,92 0,237 0,627
korrekte AntiS [n] | (26,54) (24,58)
zeitl. inkorrekte 5,92 4,98 2,451 0,118
AntiS [n] (7,89) (6,13)
rauml. inkorrekte | 13,19 13,91 2,966 0,086
AntiS [n] (12,82) (12,51)
zeitl. + rauml. 5,15 5,08 1,239 0,267
inkorrekte AntiS (6,79) (5,57)
[n]
Latenz bei 328,00 328,63 0,005 0,943
korrekten AntiS (116,22) (80,42)
[ms]
Latenz bei rduml. | 1021,47 570,78 3,584 0,059
inkorrekten AntiS | (3367,35) (2748,33)
[n]
Memory
Summe rauml. 88,48 89,46 0,018 0,893
korrekter (13,51) (12,88)
Sakkaden [n]
Summe aller 90,49 90,97 0,071 0,791
Sakkaden [n] (12,11) (12,21)
Fehlerrate der 21,46 21,13 0,020 0,888
Sakkaden [n] (20,67) (18,42)
zeitl.+ rauml. 70,65 71,49 0,040 0,841
korrekte (22,55) (21,27)
Sakkaden [n]
zeitl. inkorrekte 17,83 17,97 0,167 0,683
Sakkaden [n] (16,22) (14,57)
zeitl. + rauml. 1,90 1,45 2,467 0,117
inkorrekte AntiS (3,78) (2,54)
[n]
Latenz bei 312,51 310,76 1,981 0,160
korrekten (94,10) (85,72)
Sakkaden [ms]

MW= Mittelwert; SD= Standardabweichung; df = 2/154, AntiS= Antisakkaden

Im Antigap Test war die Anzahl der zeitlich korrekten Antisakkaden in die
inkorrekte Richtung fiir das G- Allel erhoht (Trend: F=2,966; df=1/322; p=0,086).

Desweiteren ergab sich ein Trend zur Assoziation zwischen kiirzeren
Reaktionszeiten bei derAusfiihrung von Antisakkaden in die inkorrekte Richtung

und dem G-Allel (F=3,584; df=1/322; p=0,059).
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Die G-Alleltrdger wiesen die besten Ergebnisse auf (Abb. 35).
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Abbildung 35: Anzahl (n) der verfriihten antizipatorischen Primédrsakkaden mit inkorrekter
Richtung, assoziiert mit den Allelen A und G des GRIA1 Polymorphismus rs548294.

Zusammenfassung der Ergebnisse

Die vorliegende Studie konnte signifikante Zusammenhédnge zwischen
Leistungen im Antigap- und Memory- Test und den Polymorphismen rs578772
und rs548924 im GRIA Gen nachweisen.

Antigap Paradigma

Fiir den SNP rs578772 ergaben sich signifikante Zusammenhédnge bzw. Trends
zu der Latenz korrekt ausgefiihrter Antisakkaden. Sowohl bei der
Genotypverteilung (AA/AG/ GQG) als auch bei der Untersuchung der G- Alleltrager
(AG+GG vs. AA) zeigten die homozygoten AA- Trager die langsamste Reaktion.

Fehler, die sowohl die rdumliche Orientierung als auch die zeitliche
Koordination der Antisakkaden betrafen, waren im Trend héufiger bei den A-
Alleltragern (GG vs. AA+AG) zu finden, widhrend Fehler, die nur die rdumliche
Orientierung betrafen, im Trend bei G- Alleltragern (AA vs. AG+GG) gehduft

auftraten.
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Unabhédngig von der Orientierungskomponente war im Trend ein
Zusammenhang mit der Gesamtzahl aller zeitlich korrekt ausgefiihrten
Antisakkaden mit den Tragern des homozygoten GG- Genotyps zu verzeichnen
(AA+AG vs. GQ).

Fiir den SNP rs548294 zeigten sich Zusammenhédnge zur zwar zeitlich korrekten
aber raumlich inkorrekten Ausfiihrung von Antisakkaden. Die Fehlerrate
(Prozentsatz raumlich inkorrekter Antisakkaden in Bezug auf alle Antisakkaden)
war signifikant mit schlechteren Leistungen bei den G- Alleltragern (AG+GG vs.
AA) assoziiert. Ebenfalls assoziiert mit schlechteren Leistungen der G-
Alleltrager (Signifikanz) bzw. des G- Allels (A/G, Trend) war die Anzahl der

raumlich inkorrekten Antisakkaden.

Eine signifkante Assoziation bzw. ein Trend einer lingeren Verzdgerung bis zur
Ausfiihrung einer zeitlich korrekten aber rdumlich falsch orientierten
Antisakkade mit dem Genotyp AA bzw. Allel A konnte sowohl bei der
Genotypverteilung (AA/AG/GG) als auch bei der Verteilung der G- Alleltrager (AA
vs. AG+GQG) und der Allelverteilung (A/G) identifiziert werden.

Memory- Paradigma

Im Memory- Test war ein signifikanter Zusammenhang bzw. Trend zwischen
der Anzahl zeitlich und raumlich inkorrekt ausgefiihrter Sakkaden sowohl der
Genotypverteilung von rs578772 als auch der A- Alleltrager im Vergleich zu
homozygoten G- Tragern (AA+AG vs. GG) zu verzeichnen. Die Anzahl dieser Art
von Fehlern war bei Tragern des A- Allels (AA bzw. AA+AG) deutlich hoher.

Die Ausfiihrung einer verfrithten Sakkade war sowohl bei Trdgern des
homozygoten AA- Genotypen im Vergleich zu G- Alleltragern (AG+GG) signifikant

héaufiger zu finden als auch mit dem A- Allel assoziert (A vs. G).

Fir den SNP rs548294 zeigten sich signifikante Zusammenhédnge zwischen der
Fehlerrate im Memory- Test und sowohl der Genotypverteilung (AA/AG/GG) als
auch der Verteilung der A- Alleltrager (AA+AG vs. GG). Hier zeigten jeweils die
Trager des homozygoten Genotyps GG die geringste Fehlerrate.

Eine zu frith ausgefiihrte Sakkade korrekter rdumlicher Orientierung war am

hdufigsten bei Tridgern des Genotypen AG zu beobachten (AA/AG GG) am
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seltensten bei Tragern des Genotypen AA (signifikante Assoziation). Des
Weiteren waren sowohl die G- Alleltrager (AG+GG) als auch die A- Alleltrager
(AA+AQG) im Vergleich zu den jeweils anderen homozygoten Genotypen mit einer
hoheren Anzahl dieses Fehlers assoziiert (G- Trager: Trend; A- Tréger:

Signifikanz).

Die Fehleranzahl der, sowohl raumlich als auch zeitlich, inkorrekt ausgefiihrten
Memorysakkaden war bei Trdagern des Genotypen AA am hochsten. Die
Assoziation zur Genotypenverteilung zeigte hierbei einen Trend-, zur Verteilung

der A- Alleltrdger eine Signifikanz.

Die Latenz korrekt ausgefiihrter Memorysakkaden zeigte fiir die
Genotypverteilung einen Trend zur Assoziation, wobei die Trager des Genotypen

AA am schnellsten, die des Genotypen AG am langsamsten reagierten.
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5 Diskussion

Die Zielstellung der vorliegenden Studie bestand darin, zu iiberpriifen, ob das
GRIA1 Gen bzw. die untersuchten SNPs rs578772 und rs548294 des GRIA1 Gens
einen Einfluss auf die Leistungen in den Sakkadenparadigmen haben. Es galt zu
objektivieren, ob Leistungen in den Sakkadenparadigmen Antigap und Memory
mit dem glutamatergen System, insbesondere dem GRIA1 Gen, assoziiert sind.
Dazu wurden die Augenbewegungen von 108 gesunden Probanden und 60
schizophrenen Patienten {iiber die Video-Okulographie aufgezeichnet,
ausgewertet und die Genotypverteilung der Polymorphismen rs578772 sowie
rs588294 im GRIA1 Gen bestimmt.

Es konnten signifikante Zusammenhédnge zwischen dem Antigap- und Memory-

Test und den untersuchten Polymorphismen nachgewiesen werden.
GRIA1 Polymorphismus rs578772
Antigap Paradigma:

Die Ergebnisse zeigen fiir den GRIA1 Polymorphismus rs578772 signifikante
Zusammenhénge bzw. Trends zu der Latenz korrekt ausgefiihrter Antisakaden
beim Antigap-Test. Sowohl bei der Genotypverteilung (AA/AG/GG) als auch bei
der Untersuchung der G- Alleltrager (AG+GG vs. AA) wiesen die homozygoten
AA- Trager die hochste Latenz auf.

Die Fehlerraten in rdumlicher Orientierung und zeitlicher Ausfiihrung der
Antisakkaden waren im Trend haufiger bei den A- Alleltragern (GG vs. AA+AG)

festzustellen.

Die Fehler in rdumlicher Orientierung traten im Trend bei G- Alleltrager (AA vs.
AG+GGQG) hiufiger auf.

Die Gesamtzahl der zeitlich korrekt ausgefiihrten Antisakkaden war im Trend

bei den Tragern des homozygoten GG- Genotyps am hiochsten (AA+AG vs. GQG).
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Eine Assoziation des A- Allels bzw. AA Genotyps mit einer reduzierten zeitlichen
Flexibilitat, wie sie sowohl durch eine verzogerte Entscheidung (Latenz bis zur
Reaktion) als auch durch eine erhohte Fehlerrate in Form verfritht ausgefiihrter
Antisakkaden zu beobachten ist, ldsst sich auch im Memoryparadigma

feststellen.
Das G- Allel scheint eher mit einer raumlichen Orientierung assoziiert.
Memory:

Im Memory- Test bestand ein signifikanter Zusammenhang bzw. Trend
zwischen der Anzahl zeitlich und rdumlich inkorrekten Sakkaden der A-
Alleltrager gegeniiber den homozygoten G- Alleltrigern (AA+AG vs. GG). Die
Anzahl dieses Fehlers war bei A- Allel-Tragern deutlich hoher (AA bzw. AA+AG).

Verfriihte Sakkaden wurden sowohl bei Tragern des homozygoten AA- Genotyps
im Vergleich zu G- Alleltragern (AG+GG) signifikant erhoht registriert als auch
mit dem A- Allel assoziiert (A vs. G).

GRIA1 Polymorphismus rs 548294
Antigap Paradigma:

Im Antigap- Test zeigten sich fiir rs548294 Zusammenhédnge zur zeitlich
korrekten aber rdumlich inkorrekten Ausfiihrung von Antisakkaden. Die
Fehlerrate und die Anzahl der rdumlich inkorrekten Antisakkaden war bei den
G- Alleltragern (AG+GG vs. AA) signifikant und bei Tragern des G- Allels (A/G) im
Trend hoher.

Eine signifikante Assoziation bzw. ein Trend der Latenz bis zur Ausfiihrung
einer zeitlich korrekten aber rdumlich inkorrekten Antisakkade konnte sowohl
bei der Genotypverteilung (AA/AG/GG) als auch bei der Verteilung der G-
Alleltrager (AA vs. AG+GG) und der Allelverteilung (A/G) identifiziert werden.

Beim Polymorphismus rs548294 zeigen A-Alleltrager und Triager des Genotyps
AA im Antigap Test die groBten Fehler sowohl in rdumlicher Orientierung als

auch zeitlich korrekter Durchfiihrung der Antisakkaden Aufgaben auf.
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Memory Paradigma:

Im Memory- Test zeigte sowohl die Genotypverteilung (AA/AG/GG) als auch die
Verteilung der A- Alleltrager (AA+AG vs.GG) eine signifikante Assoziation mit der
Fehlerrate bei der Ausfiihrung der Sakkaden.

Trager des Genotypen AG zeigten hierbei die hochste-, Trager des Genotypen GG

die geringste Fehlerrate.

Eine zu friith ausgefiihrte Sakkade mit korrekter Richtung zeigt sich bei Tragern
des Genotypen AG (AA/AG GG) am héufigsten und bei den Tragern des

Genotypen AA am seltensten in signifikanter Assoziation.

Weiterhin waren sowohl die G- Alleltrager (AG+GG) als auch die A- Alleltrager
(AA+AG) im Vergleich zu den jeweils anderen homozygoten Genotypen mit einer
hoheren Anzahl dieses Fehlers assoziiert (G-Trager: Trend; A-Trédger:

Signifikanz).

Die Fehleranzahl der, sowohl rdaumlich als auch zeitlich, inkorrekt ausgefiihrten
Memorysakkaden war bei Triagern des Genotypen AA am hochsten. Die
Assoziation zur Genotypverteilung zeigte hierbei einen Trend-, zur Verteilung

der A- Alleltrdager eine Signifikanz.

Bei der Latenz korrekt ausgefiihrter Memorysakkaden wurde fiir die
Genotypverteilung ein Trend zur Assoziation verzeichnet, wobei die Triager des
Genotypen AA am schnellsten und Triager des Genotypen AG am langsamsten

reagierten.

Beim Polymorphismus 1rs548294 zeigt sich im Memorytest bei der
Genotypverteilung fiir den Genotyp AG die grofSte Fehlerrate sowohl bei
zeitlicher Reaktion als auch rdumlicher Orientierung, ebenso haben A-
Alleltrager grofBere Schwierigkeiten sowohl bei raumlicher Orientierung als auch

zeitlich korrekter Durchfiihrung der Aufgaben.

Die beschriebenen Signifikanzen sind in der Tabelle 29 {ibersichtlich dargestellt:
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Tabelle 29: Zusammenfassung der Signifikanzen beider Polymorphismen

AA +
AA AG GG AA AG+GG |AG GG A G

rsb78772

Summe der

zeitl.korr.AntiS ns ns ns |ns ns + +++ ns ns Antigap

rduml.ink.AS ns ns ns |+ TD ns ns ns ns Antigap

zeitl.rduml.ink. ns ns ns |[ns ns D + ns ns Antigap

Lat.bei kor.AS SG + ++ |SG + ns ns ns ns Antigap

zeitl.inkorr.S ns ns ns |SG + ns  ns TD +  Memory

zeitl.rduml.ink. SG + 4+ |ns ns D + ns ns Memory

rs548294

Fehlerrate AS ns ns ns |+ TD ns ns ns ns Antigap

rduml.ink.AS ns ns ns |+ SG ns ns + TD Antigap

Lat.rduml.inkor TD + ++ |SG + ns ns TD +  Antigap

Fehlerrate Sak ++ +++ + ns ns SG + ns ns Memory

zeitl.ink.Sak + +++ ++ |+ TD SG  + ns ns Memory
| zeitLu.rduml. inkor.AS | ++ + mns |SG + ns ns ns ns Memory

Lat.kor.Sak + ++ ns_ |ns  ns ns  ns ns ns Memory

(+++) hochster, (++) mittlerer, (+) niedrigster Wert,

ns = nichtsignifikant , SG = signifikant, TD = Trend

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Studiendesign

Die Molekulargenetik ermdoglicht es, Einblick in die genetischen Zusammenhénge
schizophrener Erkrankungen zu geben. Es wird mittels Kopplungs- und
Assoziationsstudien nach spezifischen Genen und ihrem Zusammenhang zu dem
Auftreten des Phinotyps Schizophrenie bzw. der Schizophrenie zugeordneter
Endophédnotypen geforscht.

Die Zielstellung der vorliegenden Studie bestand darin, zu iiberpriifen, ob das
GRIA1 Gen bzw. die untersuchten SNPs rs578772 und rs548294 des GRIA1 Gens
einen Einfluss auf die Leistungen in den Sakkadenparadigmen haben. Es galt zu
objektivieren, ob Leistungen in den Sakkadenparadigmen Antigap und Memory
mit dem glutamatergen System, insbesondere dem GRIA1 Gen, assoziiert sind.
Die Basis hierfiir bildete die Genotypisierung der beiden Polymorphismen des
GRIA1 Gens: rs578772 und rs548294, sowie die Messung von Sakkaden mittels
Video-Okulographie.
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In Zusammenhang mit der Schizophrenie ist das GRIA1 Gen noch relativ wenig

erforscht.

Im Gegensatz dazu gibt es gesicherte Kopplungen und Assoziationen anderer

Gene mit der Erkrankung Schizophrenie.

Erste Studien gingen von einer gesicherten Kopplung mit Chromosom 5q bei
britischen und islandischen Familien aus (Sherrington et al., 1988). Spétere
Untersuchungen zum Chromosom 5 schienen weniger erfolgreich (Aschauer et
al., 1990), wurden dann aber wieder aufgegriffen und bestitigt (Straub et al.,
1997; Schwab et al., 1997). Nach Bailer konnen Untersuchungen einzelner
Chromosomenabschnitte auf Kopplung weniger dazu beitragen, schizophrenie-
assoziierte Genorte zu finden als genomweite Studien (,genome scans®), welche
mit  groBerer  statistischer  Sicherheit und  klareren  statistischen

Signifikanzgrenzen Genorte aufspiiren (Bailer et al., 2002).

Die wichtigsten chromosomalen Regionen mit Kopplungssignalen fiir die
Schizophrenie sind nach einer Metaanalyse von ODonovan auf den
Chromosomen 1, 3, 5, 6, 8, 10, 12, 13 und 22 zu finden (O Donovan et al. 2003).

Eine Metaanalyse von Lewis umfasste 20 genomweite Kopplungsstudien mit
iiber 1200 Stammb&aumen. Die Studie erbrachte die genoweit signifikantesten
Daten auf 2p12-q22.1. Desweiteren wurden starke Assoziationen auf den Loci
1p13.3-q23.3, 2q22.1-q23.3, 3p25.3-p22.1, 5q23.2-q34, 6pter-21.1, 8p22-p21.1,
11q22.3-q24.1, 14pter-q13.1, 20p12.3-p11 und 22pter-q12.3 entdeckt (Lewis et
al. 2003).

In 32 genomweiten Kopplungsstudien identifizierten NG et al. eine signifikante
Kopplung fiir die Chromosomen Loci 1, 2q (118,7-152 Mb), 3q, 4q, 59, 8p und
10q. Eine Eingrenzung der Gesamtstichprobe auf Personen ausschlieBlich
europdischer = Herkunft erbrachte keine signifikante Kopplung der
Gesamtstichprobe, aber fiir das Chromosom 8p (15.7-32.7 Mb) eine signifikante
Kopplung in der européischen Stichprobe (Ng et al. 2009).

Neben Untersuchungen von Familien in Kopplungsstudien stellen
Assoziationsstudien eine sensible Methodik zum Auffinden von Suszeptibilitits-
Genen dar, welche einen geringen Einfluss auf eine Erkrankung wie zum

Beispiel die Schizophrenie haben. In Assoziationsanalysen konnten neue
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Erkenntnisse und Entdeckungen von zuvor in Kopplungsstudien gefundenen
Signalen chromosomaler Regionen ermittelt und Vulnerabilititsgene fiir
Schizophrenie identifiziert werden. Sobald ein Allel signifikant mit einer
Variation eines quantitativen Phanotyps assoziiert ist, steht dieses Allel oder ein
mit diesem Allel im Kopplungsgleichgewicht stehende Variation in Verbindung
zum Erscheinungsbild mit vermutlicher Ursache fiir die Phénotyp-Variation
(Goldberg et al., 2004).

Zahlreiche Studien konnten Assoziationen mit Schizophrenie nachweisen, wie
z.B. eine Assoziation mit Dysbindin (DTNBP1) (van Den Bogaert et al., 2003;
Steffanson et al. 2002, Burdick et al., 2007), G72 und DAAO (Schumacher et al.
2004) und DAAO (Madeira, 2008), NRG1 (Neuregulin) (Thomson et al., 2007),
und das Gen fiir RSG4 (Schlaepfer und Nemeroff 2012).

Straub und Weinberger fanden in einer Metaanalyse 17 mit Schizophrenie
assoziierende Gene: DISC1, DAAO, DAOA, COMPT, DTNBP1, RGS4, ERBB4,
GAD1, MUTED, PPP3CC, GRIK4, FEZ1, GRM3, AKT1, CHRNA7, PRODH und
NRG1 (Straub und Weinberger, 2006).

In einer weiteren Metaanalyse fanden Allen et al. eine signifikante Assoziation
von 24 Polymorphismen auf den Genen DAO, DRD1, DRD2, DRD4, DTNBPI1,
GRIN2B, GABRBZ2, HP, ILL1B, MTHFR, PLXNAZ2, SL.C6A4, TP53, TPH1, APOE und
COMPT (Allen et al., 2008).

Im Unterschied zu den einfachen Assoziationsstudien ermdglichen gemoweite
Assoziationsstudien (GWA's), risikosteigernde Polymorphismen aufzudecken, die

zuvor noch nicht mit Schizophrenie in Zusammenhang gebracht wurden.

Es  entfdllt die Notwendigkeit  vorheriger = Kenntnis  bestimmter
Kandidatenregionen, da die genomweiten Studien eine gleichzeitige
Untersuchung hunderttausender SNPs einer Person ermdoglichen (Rujescu,
2008).

In einer GWA Studie von Mah et al. mit 320 Probanden und 325
Kontrollpersonen zeigte sich eine Assoziation des Gens PLXNA2 auf 1gq32 mit
Schizophrenie (Mah et al., 2006).
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Lencz fand eine Assoziation in der pseudoautosomalen Region des X-bzw. Y-
Chromosoms des Gens CSF2RA, colony stimulating factor, receptor 2 alpha
(rs4129148) (Lencz et al., 2007).

In einer weiteren grofen genomweiten Assoziationsstudie zur Schizophrenie
fanden O'Donovan et al. 3 chromosomale Regionen, welche mit Schizophrenie
assoziiert sind: 2q32.1 (ZNF804A, Zink-Finger-Gen 804A), 11p14.1 und
16p13.12, wobei ZNF804A auch mit Bipolaren Stérungen (BP) und Depression
im Zusammenhang steht (O’Donovan et al., 2008; Walters et al. 2010).

In einer GWA Studie mit 1067 Schizophrenie Patienten und 1111 Kontrollen aus
Indonesien konnten Schwab et al. 2013 eine Assoziation des T-Allels rs1344706
des ZNF804A Gens (2q32.1) nachweisen (Schwab et al., 2013).

Das Internationale Schizophrenie Consortium (ISC) bestitigte die bis dahin
bekannten Ergebnisse zum ZNF804A. Es wurden weiterhin ein SNP auf
Chromosom 22 und tber 450 SNPs der MHC Region, Major- Histocompatibility
Complex, hinzugefiigt (Purcell et al., 2009).

Der MHC repriasentiert 1% des menschlichen Genoms mit 4 Millionen
Basenpaaren, 4 Mb, und befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6
(6p21). Er codiert klassische Gene sowie Immun-und Nichtimmunproteine und

steht in Verbindung zu Schizophrenieanfilligkeit (Corvin und Morris, 2009).

In einer genomweiten Metaanalyse an kaukasischen Teilnehmern fanden Shi et
al. 2009 sieben SNPs auf dem Gen 6p22.1, die mit Schizophrenie assoziiert sind
(Shi et al. 2009).

Need et al. konnten 2009 in einer GWA NRXN1 (Neurexin 1), auch von Rujescu
2009 beschrieben, und APBAZ (Amyloid beta A4 precusor protein- binding A2)
bestitigen (Need et al., 2009; Rujescu, 2009).

Eine Studie von Giegling et al. konzentrierte sich auf genetische Untersuchungen
zu potentiellen Verdnderungen der intrazelluliren Ca- Homoostase in
Verbindung mit Schizophrenie und includierte DAO, DAOA, DTNBP1, NRGI,
erbB4, NOS1 und NRGN (Giegling et al., 2010)
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Donohoe et al. fanden 2011 in einer genoweiten Studie eine Assoziation des
Polymorphismus rs12807809 des NRGN Gens (Neurogranin) (Donohoe et al.,
2011).

Schizophrenie (SZ) und Bipolare Storungen (BPD) haben eine hohe Heritabilitét
sowie klinische und genetische Komplexitdt. Lee et al. iiberpriiften genomweite
Assoziationsstudien (GWA) und Studien der Kopienzahl Varianten (CNV) in SZ
und BPD auf genetische Risiken. Die mit Schizophrenie assoziierten Gene
ZNF804A, NRGN, TCF4 Transkriptionsfaktor 4, und der MHC
Haupthistokompatibilitits Komplex auf Chromosom 6 sowie Gene, welche mit
Bipolaren Storungen assoziiert sind (ANK3,CACN1AZ2, DGKH, 16p12, PBRM1
und NCAN) waren includiert. Lee et al. empfahlen vereinheitlichende Modelle zu
schaffen, um zukiinftig unterschiedliche Studien vergleichbarer darstellen zu
konnen. (Lee et al., 2012).

Zum GRIA1 Gen gibt es u.a. Studien, welche den Zusammnenhang zu
Krankheitsbildern wie z.B. Migrdne (Formicola et al., 2010), Angstzustinden
(Schumacher et al., 2010) und Bipolaren Storungen (Kerner, 2009; Chiesa, 2012)

belegen.

Das GRIA1 Gen wird auch als ein entscheidender Marker vermutet, welcher an
der Schizophrenie — Erkrankung beteiligt sein konnte (Herzberg et al., 2006;
Lang et al., 2007; Benes et al, 2008; latropoulos et al., 2009; Chen et al., 2010;
Wedenoja, 2010; Kim et al., 2010).

Eine Assoziations-Studie in der italienischen Bevolkerung fand signifikante
Unterschiede zwischen der Gruppe Schizophrener Patienten und der gesunden
Kontrollgruppe bei den SNPs rs707176 und 1rs2963944, sowie dem
Mikrosatelliten rs10631988. Eine Haplotyp-Analyse erbrachte ein signifikant
gehduftes Auftreten des Haplotypen CO9CC, p=0,009 bei den Schizophrenie
Patienten (Magri et al., 2006; Bailer et al., 2002).

Eine Studie von Kang et al. fand eine signifikante Assoziation der
Polymorphismen rs1428920 und rs2926835 des GRIA1 Gens (Kang et al., 2012).

In einer weltweit bisher groBten GWA Studie des Psychiatric Genomics
Consortium, wurden 108 Verdachtsgene fiir Schizophrenie gefunden, u.a. auch

Gene, die an der glutamatergen Neurotransmission und synaptischen
100



5. Diskussion

Neuroplastizitdt beteiligt sind wie GRM3, GRIN2A, SRR und GRIA1l. Die
Hypothese des Zusammenhangs der Schizophrenie mit einer Funktionsstorung

des glutamatergen NMDA- Rezeptors konnte somit bestédtigt werden (Ripke et al.
2014; Nature, 2014).

Vorliegende Studie basiert auf einer Assoziationsanalyse. Durch Vergleich einer
Patientenstichprobe mit einer gesunden Kontrollgruppe ist es moglich, ein mit

der Erkrankung verkniipftes genetisches Merkmal zu identifizieren.

5.1.2 Stichprobe

Genetische Grundlagen haben Einfluss auf die Entstehung der Schizophrenie.
IThre Bedeutung fiigt sich in das Gesamtgeschehen multifaktorieller
Atiopathogenese mit genetischer Pridisposition und Umweltfaktoren, welche die
Ausbruchswahrscheinlichkeit, an Schizophrenie zu erkranken, begiinstigen
konnen. Schizophrenie gibt es bei allen Ethnizitdten weltweit. Unabhangig vom
soziookonomischen Status erkranken weltweit jahrlich 11 bis 20 Personen von je
100 000 Einwohnern neu an Schizophrenie (Gaebel und Wolwer, 2010).

Positive Assoziationen konnten durch eine populationsbedingte genetische
Differenz vorgetduscht werden, obwohl sie mit dem eigentlichen untersuchten
Merkmal nicht zusammenhédngen (Colhoun et al. 2003). Deshalb wurde eine
randomisierte Stichprobe freiwilliger Probanden kaukasischer Herkunft gewéhlt.
Die Bedingung kaukasischer Abstammung wurde tiber zwei Generationen
festgelegt. Somit ergab sich eine repréasentative Stichprobe fiir eine geographisch

begrenzte Region.

Ein Populationsvergleich wird nur unter Voraussetzung von Stratifikations-

markern moglich.

Einen Uberblick iiber alle bereits bekannten Gene gibt die Kartographierung der
Haloptypen des menschlichen Genoms innerhalb des International HapMap

Projektes.

Das GRIA1 Gen liegt auf den Chromosom 5q31.1 und umfasst 320 kb. Die
Haufigkeit homozygoter A/A Alleltrager des im GRIA1 Gen lokalisierten
Polymorphismus rs578772 betrdgt in dem europdischen Raum 3,4% und ist

damit anndhernd identisch mit den suidlich der Sahara gelegenen Regionen
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Afrikas (sub-saharan-african-) Zahlen von 5,1%, im Gegensatz zu den
asiatischen Erhebungen mit nahezu 25%, sowohl fiir die zentralasiatische
Region (HapMap-HCB) als auch fiir Japan (HapMap-JPT).

In der vorliegenden Studie liegt die Haufigkeit homozygoter A/A Alleltrager des
im GRIA1 Gen lokalisierten Polymorphismus rs578772 bei 7% und fiir den
Polymorphismus rs548294 bei 22%.

Neben der Qualitit ist aber auch die Quantitidt der Stichprobe entscheidend. Eine
ausreichend grofe Stichprobe wird notwendig, um geringe Effektstirken
nachweisen und die Aussagekraft belegen zu konnen (Lind, 2010). Eine zu
geringe  Fallzahl  konnte  eine  schlechte  Reproduzierbarkeit  der
Assoziationsstudien bewirken. Die in vorliegender Studie gewdhlte
Stichprobengrofle von 108 gesunden und 60 Schizophrenie-Patienten und die
Vervielfachung ermoglichen erste Hinweise auf eine Assoziation zwischen
Polymorphismen im GRIA1 Gen und Leistungen in verschiedenen
Sakkadenparadigmen. Zum GRIA1 Gen gibt es diesbeziiglich keine weiteren
Referenzstudien. Fallzahlen in Studien beispielsweise zum GRIN1 Gen im
Zusammenhang schizophrener Erkrankung belegen, dass eine noch geringere
Anzahl zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen fiihren kann, da zu kleine
Probandengruppen keine vergleichbaren und verallgemeinernden
Schlussfolgerungen ermoglichen (Paus et al.,, 2004). Auch andere Studien
versuchten, das zu reproduzieren (Martucci et al., 2003; Hung et al., 2002; Begni
et al., 2003).

Einen weiteren Einfluss stellt die Altersverteilung dar. So wurden Probanden
zwischen 18 bis 70 Jahren rekrutiert. Das jeweilige Durchschnittsalter betrug in
der Kontrollgruppe fiir Frauen 47,08 Jahre und Méanner 46,9 Jahre. In der
Patientengruppe lag das Durchschnittsalter bei den Frauen bei 41,9 Jahre und
bei den Méannern bei 37,77 Jahre. Somit zeigt sich eine relativ ausgeglichene
Altersverteilung. In  dieser Altersgruppe sind Aufmerksamkeit und

Reaktionsleistungen gut angepasst (Ladda, 2008).

Fiir die Sakkadenmessungen wurde als AusschluBkriterium eine Sehschwéche
iiber (+/-) 4,0 Dioptrien festgelegt, damit die Ergebnisse reproduzierbar bleiben

und nicht durch Einschriankungen visueller Fahigkeiten verfalscht werden.
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Sakkadenmessung

Familidre Haufungen und genetische Determinationen der Schizophrenie im
Sinne von Vulnerabilititsgenen gelten als gesichert (Bailer et al., 2002). Eine
Beteiligung mehrer Gene im Zusammenwirken mit nicht genetischen
Umweltfaktoren in Form von Gen-Umwelt-Interaktionen wird vermutet (Winkler
et al., 2010). Es gilt, endgiiltige Nachweise fiir Vulnerabilititsgene durch
Nachweis pathogener Mutationen zu belegen.

Sakkaden gelten als Endophédnotypen fiir Schizophrenie (Hong, 2006) und
verldsslicher Indikator gestorter Kontrollmechanismen der Initiierung der
Willkiirhandlungen bei Schizophrenie-Patienten (Kathmann, 2008).

Dabei wurden sowohl die Verdnderungen im Sakkaden- System als auch das
GRIA1 Gen unabhédngig voneinander bereits als Marker fiir die Schizophrenie
vermutet (Kircher et al., 2007; Magri, 2006).

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Das GRIA1 Gen wurde mit seinen Polymorphismen rs578772 und rs548294 in

Assoziation zu Sakkadenleistungen untersucht.

Fiir beide Polymorphismen ldsst sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Abweichungen bei den Sakkaden- und Antisakkaden-Messungen und der
Genotyp- bzw. Allelverteilung feststellen, wobei sich Auffilligkeiten durch

fehlerhafte Reaktionen der Versuchspersonen nachweisen lassen.

Diese abweichenden Reaktionen sind typische Fehler von schizophrenen
Patienten, welche auch als eye movement dysfunction (EMD) beschrieben
wurden (Kircher et al., 2007). Grundlage bilden die Studien von Sakkaden und
Antisakkaden in Form von Testparadigmen. Anhand der Antisakkaden-
Paradigmen werden vor allem die richtigen von den fehlerhaften Reaktionen
(falsche Prosakkaden) sowie Latenzen, Amplituden und
Spitzengeschwindigkeiten korrekter Antisakkaden und inkorrekter
Reflexsakkaden unterschieden und quantifiziert (Kircher et al., 2007).

Die Beeintrachtigungen der smooth pursuit eye movements (SPEM), auch als eye

tracking dysfunction (ETD) definiert, gehort zu den am besten replizierten
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Befunden der experimentalpsychologischen Schizophrenieforschung (Jahn,
2008).

Somit vermag die vorliegende Studie insbesondere mit den fiir die Schizophrenie
typischen, signifikant erhohten Werten der nicht- antizipatorischen

Primédrsakkaden die Bedeutung von Variationen im GRIA1-Gen zu bestéatigen.

Ebenfalls zeigen sich Signifikanzen bei der Uberpriifung der Assoziation der
Genotypverteilung mit erhohter Latenz der antizipatorischen Primérsakkaden

mit inkorrekter Richtung im Antigap Paradigma.

Die antizipatorischen Primédrsakkaden mit inkorrekter Richtung zeigen auch im
Memory-Test signifikant erhohte Werte. In den Untersuchungen ergeben sich die
hochsten Signifikanzen fiir die homozygoten A/A Allel Trager im Vergleich zu
den A/G und G/G Allel Tragern fiir den SNP rs548294.

Auch die Anzahl der Fehler im Memory Test ist bei den antizipatorischen
Primédrsakkaden mit korrekter Richtung assoziiert mit den GRIA1
Polymorphismen rs588294 und rs578772, ebenso die Fehlerrate (Anzahl der
ausgefiihrten verfrithten antizipatorischen Primédrsakkaden mit korrekter

Richtung ohne dass der zu betrachtende Punkt bereits verschwunden war).

Eine Gegeniiberstellung der Allele des SNPs rs548294 ermoglichte die
Ermittlung ihres Einflusses. Auffallend zeigte sich eine erhohte Anzahl verfriiht
auftretender Primédrsakkaden mit korrekter Richtung, ohne dass der zu
betrachtende Punkt bereits verschwunden war. Dieser Fehler bei der
Ausfiihrung des Memory-Testes durch die Versuchsperson wurde mit der

Genotypverteilung des GRIA1 Polymorphismus rs548294 assoziiert.

In Anlehnung an die Glutamat- Hypothese wird der glutamatergen Dysfunktion
eine entscheidende Bedeutung an der Atiopathogenese der Schizophrenie
zugesprochen. Dabei wird das GRIA1 Gen als wichtiger Kandidat betrachtet,
liegt es doch auf dem in unabhéngigen genomweiten Studien nachgewiesenen
Suszebilitdtslocus 5q31.1 (NCBI, 2011; Sun, 2000). Zum anderen wurde an
schizophrenen Patienten eine glutamaterge Unterfunktion der Gehirnstrukturen
insbesondere des limbischen Systems und préafrontaler GroBhirnrinde entdeckt
(Trepel, 2008). GRIA1 kodiert fiir eine (GluR1) der vier (GluR1-4) ionotropen

AMPA-Rezeptor-Untereinheiten. Eine Assoziations-Studie in der italienischen
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Bevolkerung untersuchte 8 Polymorphismen des GRIA1 Gens und fand
signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe schizophrener Patienten und der
gesunden Kontrollgruppe in zwei SNPs (rs707176 und rs2963944) sowie des
Mikrosatelliten rs10631988. Eine Haplotyp-Analyse erbrachte eine signifikante
Erhohung des Haplotypen fiir diese Marker (CO9CC, 0,39 vs 0,28, p=0,009)
(Magri et al. 2006; Bailer, 2002). Es konnte nachgewiesen werden, dass GRIA1
mit der Suszeptibilitit fiir Schizophrenie assoziiert ist und den Ausbruch der

Erkrankung begiinstigt (Magri et al. 2006; Kerner et al. 2009; Kang et al., 2012).

Das GRIA1 Gen wird als ein entscheidender Marker vermutet, welcher an der
Schizophrenie— Erkrankung beteiligt sein konnte (Herzberg et al. 2006; Lang et
al. 2007; Benes et al. 2008; latropoulos et al. 2009; Chen et al, .2010; Wedenoja,
2010; Kim et al. 2010).

Eine Dysfunktion glutamaterger Neurotransmission ist schizophrenie-assoziiert
(Goff et al., 2001; Olney et al., 1995; Tsai et al., 2002; Kohler 2009). Eine
Unterfunktion des glutamatergen Systems in der Region des dorsolateralen
prafrontalen Kortex (DLPFC) fiihrt zu Verdnderungen bei Schizophrenie
(Dracheva et al., 2001; Vawter et al., 2000; Porton et al., 2007). Diese Region
stellt eine Hauptlokalisation patho-physiologischer Abldaufe schizophrener
Erkrankungen dar (Goff et al., 2001; Weinberger et al., 1987). In diesem
Zusammenhang gerieten die AMPA-Rezeptoren in die nédhere Betrachtung.
Frithere Studien fanden keine signifikanten Unterschiede der AMPA-Rezeptor-
Untereinheit mRNA-Expression im DLPFC zwischen Schizophrenie- und
Kontroll-Gruppe (Healy et al., 1998). Im Gegensatz dazu wurde in spéteren
Studien der Nachweis fiir Storungen des glutamatergen Systems bei
Schizophrenie, insbesondere fiir GRIA2 (Vawter et al., 2000) sowie GRIA1 und
GRIA4 (Dracheva et al., 2001) erbracht. Die abweichenden Ergebnisse finden in

den unterschiedlichen Techniken, Methoden und Kohorten ihre Erklarung.

An Rhesusaffen wurde der medikamentose Einfluss des Neuroleptikums
Clozapin auf die DLPFC Region untersucht und festgestellt, dass Clozapin sowohl
die GRIA1- als auch die GRIA3- mRNA Expression in der Region beeinflusst
(O"Connor et al., 2007).
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Néahere Erforschungen des GRIA1 Gens und des ionotropen Glutamatrezeptors
AMPAT1 gelangen durch Phospholisierungen der Rezeptoren und gleichzeitige
Beobachtung der Verdnderungen in der DLPFC-Region. Es konnte der Einfluss
des GRIA1 Gens auf die Neuroplastizitit nachgewiesen werden. Es wurde auch
der Nachweis erbracht, dass eine Dysregulation der Glutamat-Rezeptor-
Untereinheit GluR1 Einfluss auf Erkrankungen wie Alzheimer, Schizophrenie
und Angstzustdnde ausiibt (Wakabayashi et al., 2000).

Die Antisakkaden-Fehlerraten liegen in den Studien von Curtis in der
Kontrollgruppe der gesunden Probanden bei 4,4 %, bei den Schizophrenie-
Patienten dagegen bei 46,3 % (Curtis et al., 2001). Diese erhohten Fehlerraten
finden sich auch bei anderen Autoren. So schwanken die Abweichungen bei
Schizophrenie-Kranken zwischen 25% - 65% (McDowell et al., 2001). In dieser
Studie konnte eine FErhohung der Antisakkaden- Fehlerrate mit den
untersuchten Polymorphismen des GRIA1 Gens signifikant assoziiert werden.
Fiir den Polymorphismus rs578772 des GRIA1 Gens weisen die A-Alleltrager die
grofften Fehlerraten bei den Sakkadenparametern Antigap und Memory auf.
Beim Polymorphismus rs548294 zeigen die A-Alleltrager die grof3te Fehlerrate
im Memory Paradigma und die G-Alleltrager die groBte Fehlerrate im Antigap
Paradigma auf. Bei der Genotypverteilung weist der Genotyp AG die signifikant
hochste Fehlerrate bei der raumlichen Orientierung der Sakkaden und zeitlichen

Ausfiihrung im Memoryparadigma auf.

Das Gleiche wird auch bei den Latenzen von Antisakkaden beobachtet. Um eine
korrekte Antisakkade auszufiihren, erhoht sich die Latenz signifikant bei den
Schizophrenie- Patienten (Curtis et al., 2001). In Assoziation der zwei
Polymorphismen des GRIA1 Gens, 1s578772 und rs548294 mit den
Sakkadenparametern Antigap und Memory zeigen die A-Alleltrager die hochsten
Latenzen bei der Ausfithrung der Sakkaden, d.h. die A-Alleltriger bendtigen

mehr Zeit, eine Sakkade raumlich korrekt auszufiihren.

Die in dieser Studie untersuchten Polymorphismen rs578772 und rs548294
liegen in der 5-Genregion und damit potentiell in Promotorndhe. Bei beiden
Polymorphismen zeigen die A-Alleltriger eine Assoziation zu grof3eren
Fehlerraten bei den Sakkaden- und Antisakkadenleistungen auf. Die

Messergebnisse zeigen fiir den Polymorphismus rs548294 hohere Fehlerraten
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sowohl im Antigap Test als auch bei den Memory-Leistungen. Beim
Polymorphismus rs548294 zeigen A-Alleltrager und Trager des Genotyps AA im
Antigap Test die groBten Fehler sowohl in rdumlicher Orientierung als auch

zeitlich korrekter Durchfithrung der Antisakkaden Aufgaben auf.

Weiterhin zeigt sich beim Polymorphismus rs548294 im Memorytest bei der
Genotypverteilung fiir den Genotyp AG die grofte Fehlerrate sowohl bei
zeitlicher Reaktion als auch rdumlicher Orientierung, ebenso haben A-Alleltrager
groflere Schwierigkeiten sowohl bei rdumlicher Orientierung als auch zeitlich

korrekter Durchfiihrung der Aufgaben.

Das entspricht den auch in der Literatur beschriebenen Storungen der
Hemmung gebahnter Funktionen der Sakkaden-und Antisakkadenleistungen (Mc
Dowell et al., 2001; Curtis et al., 2001).

5.3 Zusammenfassung

Eine Beeintrachtigung kognitiver Parameter ldsst sich wu.a. durch die
Durchfithrung von Sakkadenaufgaben nachweisen, wo beispielsweise

Schizophreniepatienten hier spezifische Defizite zeigen.

Die Ausfiihrung von Aufgaben des Antigap Paradigmas erfordert die zeitlich und
rdumlich korrekte Ausfiihrung von Antisakkaden. Dazu miissen sowohl die
reflexgesteuerten Reaktionen inhibiert als auch gleichzeitig eine willentliche
Handlung ermdoglicht werden. Hier wurden bei Schizophrenie verlingerte

Latenzen sowie erhohte Fehlerraten beschrieben.

Mit dem memory- Paradigmus wurden die Fahigkeiten zur Unterdriickung von
reflexiven  Sakkaden unter overlap- Bedingungen ermittelt, sowie

gedachtnisgetriggerte und —gesteuerte memory- Sakkaden aufgezeichnet.

Beim Memory Test wurden einerseits die Fahigkeit untersucht, auf einen Punkt
zu schauen und sich gleichzeitig die Position eines weiteren zu merken
(Ultrakurzzeitgedachtnis). Die Fahigkeit der Perzeption und sensomotorischen
Integration (Abgleichen visueller Information mit vorgespeicherten Bildern im
Gehirn), die Repréasentation des Gedadchtnisstimulus im Arbeitsgeddchtnis sowie

die Fahigkeit der Regression (riickfiihrende Augenbewegung auf bereits
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bekannte visuelle Objekte), ermoglichen die Positionserinnerung und Ausfiihrung

des Memory Test.

Es wird davon ausgegangen, dass das glutamaterge System in die
Pathophysiologie der Schizophrenie ursédchlich involviert ist. So weisen u.a. post
mortem Studien auf eine Beteiligung der AMPA- Rezeptoren als Teil des
glutamatergen Systems hin. Das GRIA1 Gen, welches den AMPA1- Rezeptor

kodiert, ist zuséatzlich in einer mit Schizophrenie gekoppelten Region lokalisiert.

Dazu wurden bei 60 Patienten und 108 Kontrollprobanden die
Augenbewegungen wihrend der Durchfiihrung des Antigap- und Memory- Tests
mit Hilfe einer VOG- Brille aufgezeichnet und ausgewertet und eine Assoziation
zur Genotyp- und Allelfrequenz der SNPs rs578772 und rs548294 im GRIA1-Gen
tiberpriift.

Die Ergebnisse zeigen fiir den Polymorphismus rs578772 im Antigap Test eine
Reduktion der zeitlichen Flexibilitdt assoziiert mit den A-Alleltrdgern bzw. AA-
Genotyp sowohl in Form einer verzogerten Reaktion als auch einer erhohten
Fehlerrate durch verfritht ausgefiihrte Antisakkaden. Das Gleiche 148t sich auch

im Memoryparadigma nachweisen.

Fiir den Polymorphismus rs548294 wurden im Antigap Test sowohl zeitliche als
auch rdumliche Abweichungen registriert. Eine erhohte Latenz durch verzogerte
Reaktionszeit bei gleichzeitig rdumlich nicht korrekt ausgefiihrter Antisakkade

assoziiert mit A-Alleltragern und AA-Genotyp.

G-Alleltrager fallen weniger durch zeitliche, dafiir aber durch rdumliche

Abweichungen im Antigap Test auf.

Beim Memoryparadigma war eine zeitlich inkorrekte Ausfithrung der Sakkaden
mit AG-Alleltragern und Genotyp AG assoziiert. Raumlich und zeitlich inkorrekte

Antisakkaden assoziieren mit AA-Alleltragern und AA-Genotyp.

Die Studie konnte den Nachweis eines Zusammenhangs des GRIA1 Gens mit den
Sakkadenleistungen erbringen.

Eine Erweiterung dieser Studie in Hinblick auf eine erhohte Stichprobenzahl
sowie den Einschluss weiterer genetischer Variationen ist im Anschluss an diese

Pilotstudie moglich, um die Validitdt der Ergebnisse zu festigen.
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ACE
ANOVA
Arg
ATF
ATP

Bp

cAMP
CBS

CI
COMT
Cys

Df

DNA
dNTP
DSM-1V

EDTA

EEG
eluieren

G

GABA
gDNA

GIn

HCl
Heritabilitat
Hypometrie

Inzidenz

Mikroliter

Adenin/Adenosin

Angitensin-Converting-Enzym

Analysis of Variance (univariate Varianzanalyse)
Arginin

activating transcription factor
Adenosintriphospat

(base pairs) Basenpaare

Cytosin

zyklisches Adenosinmonophosphat

Cystathione Beta-Synthase

Confidence Interval (Konfidenzintervall)
Catechol-O-Methyltransferase

Cystein

(degrees of freedom) Freiheitsgrade
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(Fourth Edition) der American Psychiatric Association
Ethylendiamintetraessigraure
Elektroenzephalogramm

auswaschen

Guanin / Guanosin

v - Aminobuttersdure

genomische Desoxyribonukleinsédure

Glutamin

Salzsdure

MaB fiir die Erblichkeit

reduzierte Zielgenauigkeit

Erkrankungsrate
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Konkordanzrate
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MANOVA
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MgCl,
ml
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mRNA

ng
NMDA

nmol

PCR
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pH

PLC
pramorbid
Primer
PRPN

R

rpm
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Ser
SERT
SKID I, IT
SNP

Kilobasenpaare

Héaufigkeit, mit welcher Zwillinge an derselben Krankheit
leiden

(linkage disequilibrium) Kopplungsungleichgewicht
(multivariate analysis of variance) Multivariate Analyse der
Varainz

Megabasen

Magnesiumchlorid

Milliliter

Millimol
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Probandenzahl

Nanogramm

N-Methyl-D-Aspartat

Nanomol

Signifikanz, p-Wert (probability)
Polymerasekettenreaktion
Positronenemissionstomographie, zur Bestimmung der
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negativ dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration

Phospholipase C

vor dem Auftreten einer Krankheit dazugehorend
DNA-Oligonukleotide

Prion Protein Gene

Reliabilitdt, Zuverlassigkeit

revolutions per minute

Standard Deviation (Standardabweichung)

Serin

Plasmatischer Membrantransporter fiir Serotonin
Strukturiertes Klinisches Interview fiir DSM - IV Achse I u. 11
Einzel (Single) - Nukleotid-Polymorphismus
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SSRI Selective Serotonin Reuptake Inhibitor (selektiver Serotonin-

Wiederaufnahmehemmer)

Startle-Reflex rasches Zusammen schrecken auf einen unerwartet starken
Reiz

T Thymidin

TH Tyrosinhydroxylase

Tris Tris (hydroxymethyl) - aminomethan, Trometamol

Tryp Tryptophan

U Unit

Uv Ultraviolett

Vortex Schiittler

ZNS zentrales Nervensystem
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