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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Schizophrenie

Die Schizophrenie zahlt zur Gruppe der endogenen Psychosen und stellt eine der
schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen dar. Sie ist eine in ihren Kern-
symptomen relativ einheitliche, in ihren Randphanomenen aber heterogene
psychiatrische Erkrankung, die sowohl symptomatisch als auch neuropathologisch sehr
vielfaltig ist (Moller et al. 2011). Die Schizophrenie zahlt zu den haufigsten Ursachen der
Erwerbsunfahigkeit und damit weltweit zu den zehn Erkrankungen, die die hdchsten

Folgekosten verursachen (Murray und Lopez 1996, World Health Organisation 2001).

1.1.1 Symptomatik und klinische Subtypen

Die Schizophrenie wurde erstmals 1896 von Emil Kraepelin unter dem Namen
,Dementia praecox‘ (,verfrihtes Verbléden“) als ein aus Halluzinationen, wahnhaften
Vorstellungen, inadaquatem emotionalen Verhalten, stereotyper Motorik und gestorter
Aufmerksamkeit zusammengesetztes Syndrom beschrieben (Kraepelin 1896).

Der Begrif Schizophrenie (,Bewusstseinsspaltung“) wurde von Eugen Bleuler gepragt.
Die Symptomatik der Schizophrenie kann nach verschiedenen Gesichtspunkten
gegliedert werden. Die Lehre Bleulers unterteilt in die Grundsymptome formale
Denkstorungen, Ich-Stérungen, Affektstorungen sowie auch psychomotorische
Stérungen und in akzessorische Symptome wie Wahn, Halluzinationen und katatone
Symptome (Bleuler und Jung 1908). Demgegentber entwickelte Kurt Schneider eine
Einteilung in Symptome ersten Ranges wie Wahnwahrnehmung, dialogisierende
akustische Halluzinationen, Gedanken-Lautwerden, Gedankenentzug, Gedankenein-
gabe, Gedankenausbreitung und andere Beeinflussungserlebnisse mit dem Charakter
des ,Gemachten® und Symptome zweiten Ranges wie Wahneinfall, sonstige
Halluzinationen wie z. B. optische, oder aber Affektverdnderungen und Ratlosigkeit
(Schneider 1938, Schneider 1946). Seit den 70er Jahren hat sich die Differenzierung
nach Positivsymptomatik und Negativsymptomatik durchgesetzt, insbesondere im

Hinblick auf prognostische und therapeutische Aspekte (Kay et al. 1987, Mdller et al.
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2009). Unter dem Begriff Positivsymptomatik werden Wahnvorstellungen, Hallu-
zinationen und Ich-Erlebnis-Stérungen, unter dem Begriff Negativsymptomatik Alogie,
Affektverflachung, Apathie, Anhedonie, Asozialitat und Aufmerksamkeitsstérungen
zusammengefasst. Die Einteilung in klinische Subtypen wurde bereits 1896 von Emil
Kraepelin in seiner ersten Beschreibung der Dementia praecox dargestellt.

Das Konzept der Schizophrenie in den heutigen Klassifikationssystemen ICD-10
(International Classification of Diseases, 10. Fassung) und DSM-IV bzw. DSM V
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth / Fifth Edition) basiert im
Wesentlichen auf dem Ansatz von Kraepelin. Es wurde allerdings beziglich
internationaler Konsensfindung, Einbeziehung moderner empirischer Untersuchungs-
ergebnisse und Notwendigkeit der Operationalisierung modifiziert. Die nosologische
Einteilung erfolgt in der ICD-10 nach sieben klinischen Syndromen: der paranoiden,
hebephrenen, katatonen und undifferenzierten Schizophrenie, der postschizophrenen
Depression, des schizophrenen Residuums und der Schizophrenia Simplex. Das
amerikanische Diagnosesystem DSM-IV Kklassifiziert nach finf Haupttypen: dem
paranoiden, desorganisierten, katatonen, undifferenzierten und residualen Typus. Ein
weiteres Unterscheidungsmerkmal der beiden Klassifikationssysteme war die fur die
Diagnose geforderte Zeitdauer des Vorliegens der Schizophreniesymptome: Wahrend
ICD-10 eine Dauer von mindestens einem Monat fordert, ging DSM-IV von sechs
Monaten aus.

DSM-IV wurde im Mai 2013 durch DSM-V ersetzt. In dieser Version des Handbuchs
wird die Schwelle fur die Diagnose angehoben, statt einem missen nun zwei Symptome
vorliegen. Weiter enthalten die diagnostischen Kriterien keine Subtypen mehr. Den
Autoren zufolge hatten sich die nach dem zum Zeitpunkt der Evaluation
vorherrschenden Symptom definierten Subtypen nicht als klinisch hilfreich erwiesen, da
es haufig zu einem Wechsel oder zum Uberlappen der Symptome kam (American

Psychiatric Association 2014).

1.1.2 Epidemiologie

Die Pravalenz schizophrener Psychosen liegt neueren Schéatzungen zufolge bei 0,3 bis
2,0% mit einem Mittelwert von 0,7% (Saha et al. 2005). Die jahrliche Inzidenzrate liegt
im Mittelwert aus mehreren Studien in der Betrachtung Uber einen Zeitraum von 46
Jahren bei 0,02% (McGrath et al. 2004).
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Méanner haben aktuelleren Metaanalysen zufolge ein um den Faktor 1,4 hoheres
Erkrankungsrisiko als Frauen (Aleman et al. 2003, McGrath et al. 2004). Unabhangig
vom soziokulturellen Hintergrund tritt Schizophrenie in verschiedenen Landern in
annahernd gleichem Ausmal® auf (Tsuang und Tohen 2002, Saha et al. 2006). Es
konnte gezeigt werden, dass eine urbane Abstammung signifikant mit einem erhdhten
Erkrankungsrisiko korreliert, jedoch gibt es keinen eindeutigen Hinweis auf die Ursache
dieses Befundes (Lewis et al. 1992, Mortensen et al. 1999, McGrath et al. 2004).
Diesbeziglich werden zwei Hypothesen diskutiert, namlich einerseits, dass ein urbanes
Umfeld einen direkten, risikoerhhenden Einfluss auf die Suszeptibilitat fir
Schizophrenie hat (“breeder hypothesis”) und andererseits, dass an Schizophrenie
Erkrankte ein urbanes Umfeld vorziehen (“selection hypothesis”) (Tandon et al. 2008b).
Das Hauptersterkrankungsalter liegt zwischen der Pubertat und dem 30. Lebensjahr.
Das durchschnittliche Pradilektionsalter fir den Ausbruch der Erkrankung liegt bei
Mannern im Alter von 21 Jahren und zu 90% vor dem 30. Lebensjahr, bei Frauen etwa
funf Jahre spater bei 26 Jahren und nur zu 66% vor dem 30. Lebenjahr. Es gibt
charakteristische Unterschiede im Pradilektionsalter fir die einzelnen Subtypen, z.B.
liegt der Haufigkeitsgipfel hebephrener Subtypen im Jugendalter, bei den paranoid-
halluzinatorischer Subtypen im 4. Lebensjahrzent. Spatschizophrenien beginnen jen-
seits des 40. Lebensjahres (Tsuang und Faranoe 1995, Jablensky und Cole 1997,
Tsuang et al. 2001, Hafner 2005, Moller et al. 2011).

Die Erkrankung betrifft in deutlich erhéhtem Male Personen mit niedrigem
Bildungsniveau, mithin die unteren sozialen Schichten mit niedrigem Einkommen
(Sullivan et al. 2003, Crow 2007, McClellan et al. 2007). Die Ursache fur dieses
Phanomen ist eine bereits im frihen Krankheitsstadium auftretende Beeintrachtigung
des Sozialverhaltens, das zu einem Abrutschen in niedrigere soziale und ékonomische
Schichten fuhrt (“drift hypothesis”). So sind nur ca. 15% der Schizophreniepatienten in
der Lage, auf dem primaren Arbeitsmarkt einer langfristigen geregelten Tatigkeit

nachzugehen und nur ca. 30% leben in einer festen Beziehung (Falkai und Maier 2006).

1.1.3 Verlauf und Prognose

Ebenso wie die Symptomatik der Schizophrenie sind Beginn und Verlauf der
Erkrankung sehr variabel. Die AgeBeginningCourse (ABC)-Studie liefert ein Bild der

prozentualen Verteilung der Verlaufe (an der Heiden und Hafner 2000, Hafner und an
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der Heiden 2003). Das Vollbild der Schizophrenie kann akut auftreten (18% der
Erkrankten) oder sich schleichend entwickeln. Es kann (bei mehr als 70% der
Erkrankten) eine Phase mit untypischen negativen Symptomen wie nachlassende
Leistungsfahigkeit, Depression, Kontaktstorungen und Anhedonie vorausgehen, die als
Prodromalstadium bezeichnet wird. Nur 7% der Erkrankten zeigen zu Beginn der
Erkrankung positive Symptome. Die akuten Manifestationen kdnnen Wochen bis
Monate dauern. Die Krankheit kann in Schiiben mit Ausbildung einer Restsymptomatik
oder in Phasen mit vollstandiger Remission verlaufen. Bei einem geringen Prozentsatz
der Betroffenen chronifiziert eine produktiv-schizophrene Symptomatik und bleibt
zeitlebens bestehen. Ein wesentlich gré3erer Teil bildet einen Residualzustand aus. Es
existiert eine Reihe von Prognosemerkmalen, anhand derer Einschatzungen zum
Verlauf mdoglich sind. Diese werden eingeteilt in allgemeine Faktoren, psycho-
pathologische Faktoren, soziale Faktoren und Verlaufsaspekte. Trotzdem lasst sich die
Einschatzung der Prognose im Einzelfall nicht sicher vorhersagen. Allgemein gilt, dass
sich die Prognose umso gunstiger darstellt, je akuter der Erkrankungsbeginn ist und je
deutlicher situative Ausloser sind. Auch angesichts der in den letzten Jahren mit den
atypischen Neuroleptika hinzugekommenen Therapieoptionen ist eine vollstandige
Heilung unwahrscheinlich, jedoch kann in vielen Féallen eine deutliche und langfristige
Besserung der sozialen und kognitiven Fahigkeiten erreicht werden (Bilder et al. 1991,
Kane et al. 1988, Carpenter 2004, Tandon et al. 2008a+b).

1.1.4 Atiopathogenese

Risikofaktoren

Die Atiologie der Schizophrenie ist trotz jahrzehntelanger Forschung nicht im Detail
geklart, was lange Zeit Anlass fur eine Diskussion Uber die Frage der Rolle von Genen
und Umwelt (“nature or nurture”) war. Heute ist allgemein anerkannt, dass beide
Faktoren eine wichtige Rolle spielen und dass es sowohl fir die genetische Konstellation
als auch fir Umwelteinflisse Risikofaktoren gibt. Als Beispiele fiur &uR3ere Einflisse
wurden Fehl- und Mangelerndhrung in der Schwangerschaft sowie traumatische
Erlebnisse (“severe adverse life events”) der Mutter wahrend des ersten Trimenons oder
andere Schwangerschaftskomplikationen identifiziert. Insbesondere letztere Beob-
achtung fuihrte zur Hypotese der Sensibilisierung des Kindes gegeniber Stress durch

eine Verénderung dopaminerger Wirkungen (Tandon et al. 2008a+b). Weiter wurden
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Zusammenhange mit Frihgeburt, niedrigem Geburtsgewicht, Inkubatorbehandlung,
langerer Dauer des Geburtsvorgangs, Nabelschnurkomplikationen, Praeklampsie und
Rhesusfaktor-Inkompatibilitaten genannt (O'Callaghan et al. 1991, McNeil et al. 1994,
Dalmann et al. 1999, Kunugi et al. 2001). Es wird diskutiert, dass der dabei entstehende
Sauerstoffmangel im Gehirn zu Lasionen im Hippocampus und in der Amygdala fuhren
kann, die mit Schizophrenie in Zusammenhang gebracht werden (McGrath und Murray
1995). Einen Hinweis fur eine Rolle intrauteriner Infektionserkrankungen liefert das um
den Faktor 1,2 bis 1,5 hohere Schizophrenierisiko von Individuen, die in den
Wintermonaten geboren wurden im Vergleich zu den im Sommer Geborenen (Lewis
1989, Torrey und Bowler 1990). Hier wird ein Zusammenhang mit Grippeerkrankungen
in der ersten Hélfte der Schwangerschaft diskutiert (Penner und Brown 2007, Meyer et
al. 2008). Auch Infektionen im Kindes- oder Erwachsenenalter werden mit einem
erhohten Risiko der Ausbildung einer Schizophrenie in Zusammenhang gebracht.
Neben den Influenzaviren stehen hier Herpes-simplex-Viren, Varizella zoster und das
Zytomegalievirus als mogliche Ausloser im Verdacht (Watson et al. 1984, Buka et al.
2001, Dickerson et al. 2003, Leweke et al. 2004). Als moglicher Pathomechanismus wird
ein Einfluss auf die Hirnentwicklung durch Zytokine wund UberschielRende
Immunreaktionen postuliert (Ashdown et al. 2006). Als weitere Risikofaktoren wurden
friiher Cannabiskonsum (Moore et al. 2007) und ein hohes Alter des Vaters identifiziert
(Falkai und Maier 2006), das infolge vermehrter de-novo-Mutationen wahrend der
Spermatogenese oder durch Veradnderung epigenetischer Mechanismen ein erhohtes
Erkrankungsrisiko des Kindes zur Folge hat (Tandon et al. 2008a+b). Migration,
insbesondere in Richtung eines niedrigeren sozialen Status im neuen Lebensraum
sowie das Aufwachsen im urbanen Umfeld erhdhen ebenso das Risiko, an

Schizophrenie zu erkranken (Maier et al. 1999, Tandon et al. 2008a+b).

Biochemische Befunde: Neurotransmitter-Hypothesen

Basierend auf der Tatsache, dass Dopaminagonisten wie Amphetamine Psychosen
auslosen kénnen, die der Schizophrenie &hneln, wurde bereits vor ca. finfzig Jahren die
Dopaminhypothese der Schizophrenie aufgestellt. Dabei wurde ein Uberangebot an
Dopamin bzw. eine Uberhdhte Sensitivitdt von Dopaminrezeptoren im ZNS postuliert
(Carlsson und Lindquist 1963, Carlsson 1967, Davis et al. 1991). Da klassische
Neuroleptika wie das zuerst in die Therapie schizophrener Psychosen eingefiihrte

Chlorpromazin Antagonisten an Dopamin-D2-Rezeptoren darstellen, konzentrierte sich
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die Aufmerksamkeit zundchst auf diese Rezeptoren. Die heutige, nunmehr deutlich
differenziertere Sicht auf die Rolle des Dopamins in der Schizophrenie geht von einer
verminderten frontalen dopaminergen Aktivitdt aus, die mit der Negativsymptomatik
korreliert, wahrend eine erhéhte dopaminerge Aktivitat im mesolimbischen System mit
der Positivsymptomatik in Verbindung gebracht wird (Davis et al. 1991, Andreasen
1999). In den folgenden Jahren wurde die Dopaminhypothese durch weitere
Neurotransmitter-Hypothesen erganzt, die eine Beteiligung der serotonergen,
glutamatergen und GABAergen Neurotransmission postulierten.

Die Serotoninhypothese beruht urspringlich auf der Tatsache, dass Halluzinogene wie
LSD an den 5-HT2a-Rezeptor binden (Bleich et al. 1988) und wird dadurch gestitzt,
dass atypische Neuroleptika neben dem Antagonismus am Dopamin-D2-Rezeptor auch
einen Antagonismus am 5-HT2a-Rezeptor aufweisen (Du Bois et al. 2005). Allerdings
zeigt die alleinige Blockade der 5-HT2a-Rezeptoren keine ausreichende anti-
psychotische Wirkung, woraus abgeleitet wird, dass die Kombination der Antagonismen
an Serotonin- und Dopaminrezeptoren die Voraussetzung fir die Wirksamkeit atypischer
Neuroleptika darstellt (Kapur et al. 1999, de Paulis 2001).

Die Glutamathypothese beruht urspriinglich auf der Wirkung der Glutamatantagonisten
Ketamin und Phenylcyclohexylpiperidin (PCP, “angel dust”), durch die Psychosen
ausgeltst werden kdnnen, die dem Bild einer Schizophrenie noch besser entsprechen
als eine Amphetamin-Psychose. Entsprechend postuliert die Hypothese eine
Unterfunktion des glutamatergen Systems (Kornhuber et al. 1990). Hingegen fuhrt der
Glutamatantagonist D-Serin als Komedikation mit Antipsychotika zu einer Verbesserung
sowohl der Positiv- als auch der Negativsymptomatik (Tsai et al. 1999). Dieser
Widerspruch ist nicht endgultig aufgeklart, kdnnte aber in Zusammenhang mit der
komplexen Rolle des Glutamats stehen, insbesondere im Zusammenspiel mit den
Monoaminen Dopamin und Serotonin (Konradi und Heckers 2003).

Die Neurotransmitter-Hypothesen der Schizophrenie stehen nicht in Widerspruch
zueinander, sondern erganzen sich. In der Gesamtschau stellt sich die Schizophrenie
aus biochemischer Sicht als Ungleichgewicht zwischen mehreren Neurotrans-

mittersystemen dar (Moller et al. 2011).

Morphologische Befunde

Die Entwicklung bildgebender Verfahren wie Computer- und Magnetresonanz-

tomographie ermoglicht es heute, strukturelle Veranderungen im Hirn in vivo mit der
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Diagnose Schizophrenie in Verbindung zu bringen und ergdnzt damit die neuro-
anatomische Forschung an Post-mortem-Material (Falkai et al. 2001). Eine
Metaanalyse, die 51 Studien zum Gesamthirnvolumen einschloss, fand bei 61% der
Arbeiten den Befund einer Volumenverringerung der Gesamthirnmasse bei
schizophrenen Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (Shenton et al.
2001). Diese Volumenreduktion fand sich auch bei nahen Verwandten der Patienten
und war auch bei Patienten feststellbar, die noch keine Neuroleptika eingenommen
hatten (Prasad und Keshavan 2008, Keshavan et al. 2008).

Bei einer separaten Betrachtung von grauer und weil3er Hirnsubstanz findet sich eine
Verminderung der grauen Substanz, nicht jedoch der weil3en Substanz im
Temporallappen (Mitelman et al. 2003). Weiteren Untersuchungen zufolge konzentriert
sich die Volumenreduktion im Temporallappen auf die graue Substanz im Hippocampus
(Keshavan et al. 2008), daneben ist auch die Amygdala, der temporale Gyrus und der
Gyrus zingulum betroffen (Baiano et al. 2007). Der Umfang der Volumenreduktion wird
mit 5 bis 10% angegeben (Falkai und Maier 2006). In diesen Regionen scheint die Zahl,
Grofse und Architektur der Neuronen bei Schizophrenen verandert zu sein (Bogerts et
al. 1990, Akbarian et al. 1993). Volumenminderungen im Frontallappen betreffen vor
allem den dorsalen und orbitofrontalen Cortex (Vogeley und Falkai 1998, Iritani 2007).
Sie gehen mit einer Minderdurchblutung des Frontalhirns einher, die mit den kognitiven
Defiziten schizophrener Patienten in Verbindung gebracht wird (Paulman et al. 1990).
Auch im Cerebellum wurden Volumenreduktionen beschrieben (Keller et al. 2003, Arolt
et al. 2006), ebenso wie in subcortikalen Hirnarealen, hier allerdings mit uneinheitlichen
Befunden, die auf Artefakte infolge des Einflusses von Neuroleptika zurlckgefihrt
werden konnten (Shenton et al. 2001, Keshavan et al. 2008). Die Ventrikelrdume sind
bei mehr als 80% der schizophrenen Patienten erweitert (Arolt et al. 2006).
Insbesondere bei Patienten mit einem unginstigen Kklinischen Verlauf und schlechtem
Ansprechen auf Antipsychotika zeigt sich ein Trend zu einer Erweiterung des
Ventrikelsystems sowie der auf3eren Liquordume, der jedoch nicht den Schluss erlaubt,
dass es sich bei der Schizophrenie um einen chronisch progredienten Hirnabbau
handelt. Derzeit wird vielmehr das Modell einer gestérten Hirnentwicklung favorisiert
(Falkai et al. 2001).

Einige dieser Volumenabweichungen sind bereits vor dem Beginn der Erkrankung
feststellbar. Sie betreffen oft auch Angehdrige ersten Grades eines Schizophrenie-

patienten, also Personen mit einem genetisch erhdhten Risiko, an Schizophrenie zu
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erkranken. Sie sind auch dann nachweisbar, wenn diese Personen gesund sind, was als
starker Hinweis auf eine genetisch bedingte Ursache der Volumenverminderung zu
interpretieren ist (Falkai und Maier 2006). Dies betrifft insbesondere die Befunde der
Volumenverminderung im Hippocampus (Tepest et al. 2003) sowie der Erweiterung der
Ventrikelraume (Falkai et al. 2003, Keshavan et al. 2008).

Insgesamt ist trotz dieser Befunde festzuhalten, dass nur ein Teil der schziophrenen
Patienten deutliche morphologische Abweichungen im ZNS aufweist und dass daher bis
heute kein Verfahren zur Verfigung steht, das bei der Diagnostik der Schizophrenie
mittels einer neuroanatomischen oder volumetrischen Pathologie unterstitzend

angewendet werden konnte (Arolt et al. 2006).

1.1.5 Genetik der Schizophrenie

Morphologische Veradnderungen im Sinne von Umwelteinflissen sind ein wesentlicher
Faktor in der Atiologie der Schizophrenie, als mindestens ebenso wesentlich wird jedoch
auch ein starker genetischer Einfluss angenommen (Cardno und Gottesman 2000). Die
Antwort auf die Frage “hature or nurture”ist nach heutigem Stand der Wissenschaft eine
multifaktorielle Atiopathogenese mit starker Betonung der genetischen Disposition, die
eine erhohte Vulnerabilitat des betroffenen Individuums bedingt. In diesem Modell tragen
genetische und Umweltfaktoren in individuell unterschiedlichem MalRe zur
Atiopathogenese bei und konnen sich gegenseitig beeinflussen. Dabei konnen
hirnstrukturelle, neurophysiologische und biochemische Voraussetzungen entstehen, die
zu einer erhohten Vulnerabilitdt flhren. Eine Manifestation oder Exazerbation der
Krankheit kann entstehen, sobald eine vulnerable Person mit unguinstigen Umsténden
wie seelischen Belastungen oder psychotogenen Stoffen konfrontiert wird. Nach dem
Schwellenmodell muss dazu jedoch eine multifaktorielle Schwelle Uberschritten werden
(Sawa und Snyder 2002).

1.1.5.1 Populationsgenetische Studien

Grundlegende Aussagen zur Populationsgenetik der Schizophrenie beruhen auf Studien
Uber die familidre Haufung, Zwillingsstudien und Adoptionsstudien. Genetische Faktoren

sind for etwa 60-80% der Varianz in der Entstehung schizophrener Erkrankungen
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verantwortlich (McGue und Gottesman 1991, Cannon et al. 1998). Nahe Verwandte
eines an Schizophrenie Erkrankten tragen in quantitativer Abhangigkeit vom
Verwandtschaftsgrad ein erhéhtes Risiko, ebenfalls an Schizophrenie zu erkranken
(Tandon et al. 2008a+b). Die Konkordanzrate bei eineiigen Zwillingen in Bezug auf die
Schizophrenie betragt 50% (Wong et al. 2005), wéahrend sie bei zweieiigen Zwillingen,
die sich wie normale Geschwister 50% der genetischen Information teilen, nur bei 4-
17% liegt (Farmer et al. 1987, Onstad et al. 1991, Franzek und Beckmann 1996,
Cannon et al. 1998). Dabei ist bei monozygoten Zwillingen zu berlcksichtigen, dass sie
sich von derselben Plazenta bis (in der Regel) demselben familidren Umfeld deutlich
homogenere Umwelteinfliisse teilen als dizygote Zwillinge. Es bleibt daher offen, ob die
Rolle der Vererbung Uberschétzt und die Rolle der Umwelt unterschéatzt wird.

Das Erkrankungsrisiko von Kindern mit einem schizophrenen Elternteil ist mit 13%
ebenfalls gegeniiber der Allgemeinbevdlkerung erhoht, das von Enkelkindern um den
Faktor 3 im Vergleich zu familiar nicht vorbelasteten Menschen (Tsuang et al. 2001,
Héafner 2005).

Adoptionsstudien zeigen, dass die deutliche familidre Haufung der Schizophrenie nicht
allein durch ein gemeinsames familiares Umfeld erklart werden kann. Familidr nicht
vorbelastete Kinder, die von einer Familie mit einem schizophrenen Elternteil adoptiert
wurden, haben im Vergleich zur Allgemeinbevilkerung kein erhohtes Risiko, an
Schizophrenie zu erkranken. Kinder mit an Schizophrenie erkrankten leiblichen Eltern,
die von einer unbelasteten Familie adoptiert wurden, behielten dagegen ungeachtet des
neuen Umfelds ihr erhohtes Risiko, eine schizophrene Psychose zu entwickelten
(Kendler et al. 1994, Kety et al. 1994).

1.1.5.2 Kopplungs- und Assoziationsstudien

Durch Kopplungsstudien wird Uberpriift, ob ein polymorpher genetischer Marker mit
bekannter Position auf einem bestimmten Chromosom in einem signifikanten
Zusammenhang mit dem Auftreten einer Erkrankung innerhalb einer betroffenen Familie
vererbt wird. Dabei wird fur jeden Marker die Kosegregation mit dem zu untersuchenden
Phanotypen bestimmt. Wenn eine Kosegregation gefunden wird, kann darauf
geschlossen werden, dass dieser Marker in der Nahe eines pradisponierenden Gens
lokalisiert ist. Fur Kopplungsanalysen sind Familien mit mindestens zwei von der

Erkrankung betroffenen Mitgliedern nétig, eine grolBere Anzahl an erkrankten
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Familienmitgliedern ist von Vorteil (Ziegler 2002). Dabei gentigen wenige hundert tber
das Genom verteilte Marker, um auch ohne exakte Kenntnis der Atiologie
Krankheitsgene zu lokalisieren (Owen et al. 2004).

Die Irrtumswahrscheinlichkeit fur einen Kopplungsbefund wird mit dem logarithm of odds
— Score (LOD-score) angegeben. Dabei bezeichnet ein LOD-score von 3,0 eine
Irtumswahrscheinlichkeit von 1:1000. Ein solcher Wert gilt als hinweisgebend fir eine
Kopplung (Maier und Rujescu 2011).

Bei Assoziationsstudien hingegen handelt es sich um Fall-Kontroll-Studien, mit deren
Hilfe untersucht wird, ob ein Polymorphismus mit einem seiner Allele im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen tberzuféallig haufig bei Erkrankten vorkommt. Meist werden
dabei Kandidatengene untersucht, die entweder in Regionen mit positiven
Kopplungsbefunden lokalisiert sind, oder deren Genprodukte in einem bekannten
Zusammenhang mit der Pathophysiologie der Erkrankung stehen (Propping et al. 1994,
Owen et al 2004).

Assoziationsstudien sind durch eine hohe Sensitivitdt und eine vergleichsweise geringe
Spezifitdt gekennzeichnet. Dadurch erhéht sich die Wahrscheinlichkeit, auch Gene zu
identifizieren, die nur geringen Einfluss auf das Erkrankungsrisiko haben, andererseits
steigt aber auch das Risiko fur falsch positive Ergebnisse (Arolt et al. 2006). Eine
Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Befunde ist daher von hoher Bedeutung.

Mittels der Array-Technologie ist es heute mdglich, gleichzeitig eine hohe Anzahl
genetischer Marker bei einem Individuum zu untersuchen. In diesen hypothesenfreien
genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) wird das gesamte Genom mit bis zu einer
Million Einzelnucleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNPs) an
einer Vielzahl von Individuen auf Assoziation untersucht. So konnten in den letzten
Jahren eine Reihe von Einzelnucleotidpolymorphismen identifiziert werden, die Hinweise
auf Suszeptibilitatsgene liefern kdnnten (Mah et al. 2006, Lencz et al. 2007, Sullivan et
al. 2008, Nieratschker et al. 2010).

1.1.5.3 Lokalisation von Kandidatengenen

Eine hohe Zahl von Kopplungs- und Assoziationsstudien, GWAS und mehrere
Metaanalysen zur Genetik der Schizophrenie wurden bisher publiziert, zum Teil mit
durchaus widersprichlichen Ergebnissen. Aus der verfigbaren Literatur ergeben sich in

unabhangigen Stichproben replizierte Hinweise auf mehrere chromosomale Abschnitte,
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in denen pradisponierende Gene fir schizophrene Psychosen lokalisiert sein kdnnten
(Gurling et al. 2001, Badner und Gershon 2002, Lewis et al. 2003, Owen et al. 2005,
Prasad et al. 2005, Straub und Weinberger 2006, Williams et al. 2007, Ng et al. 2009,
Girgenti et al. 2012, Ripke et al. 2013, Giusti-Rodriguez und Sullivan 2013). Jedoch
konnte kein Gen identifiziert werden, das fir sich allein eine entscheidende Bedeutung
in der Entstehung der Schizophrenie hat. Ein Problem dabei ist angesichts der
weltweiten Forschungsanstrengungen die erhebliche Streuung von Allelfrequenzen in
den verschiedenen Ethnien (Goldberg und Weinberger 2004). Ein weiteres Problem
besteht darin, dass nur ein sehr groRes Probandenkollektiv signifikante Ergebnisse
erwarten lasst (Kim et al. 2011, Bergen und Petryshen 2012). Damit riickt ein finanzieller
Aspekt in den Vordergrund, der sich jedoch mit der fortschreitenden Technik, die zur
Beschleunigung und Verbilligung der Analytik fahrt, von Jahr zu Jahr schwécher
auswirkt und dem durch Zusammenschlisse wie dem 2007 gegrindeten Psychiatric
Genomic Consortium Rechnung getragen wird (Psychiatric Genomic Consortium 2015).
Auf der Basis dieser Assoziationsstudien kénnen nun auch die Interaktionen von
mehreren Polymorphismen, die sich entweder im selben Gen befinden und als
Haplotypen analsiert werden, oder in unterschiedlichen Genen lokalisiert sind und im
Rahmen einer joint analysis gepruft werden, auf ihre Assoziation mit der Schizophrenie
untersucht werden (Skol et al. 2006, Talkowski et al. 2008, Sha et al. 2011).

Neben SNPs werden zunehmend auch Varianten der Anzahl von Genkopien (copy
number variations, CNV) in Zusammenhang mit der Krankheitsentstehung gebracht
(Rujescu 2012). Diese Veranderungen im Genom fuhren zur Verdoppelung,
Vervielfachung oder aber zur Deletion von Teilen eines Chromosomenabschnitts. Diese
Variationen sind selten, jedoch ist ihre Penetranz so hoch, dass ihr alleiniges Vorliegen
ausreicht, um den Phanotyp einer bestimmten Krankheit hervorzurufen. Monogene
CNVs konnten fr etwa 1% der Schizophreniefalle verantwortlich sein (Stefansson et al.
2008).

Chromosom 1

Kopplungsuntersuchungen, die in Familien mit gehauftem Auftreten der Schizophrenie
durchgefuhrt wurden, zeigen eine Kosegregation fur die Region 1g21-23 (Brzustowicz et
al. 2000, Gurling et al. 2001). Eine aktuellere Studie liefert den Befund einer genomweit
signifikanten Assoziation eines SNPs, rs10489202, auf 1g24.2 (Shi et al. 2011) sowie
eines weiteren SNPs auf 1p23.3 (Ripke et al. 2011) mit der Schizophrenie.

14



1 Einleitung

Das G-Protein-Regulator-Gen 4 (RGS4) auf 1g21-22 ist ein Kandidatengen auf
Chromosom 1. RGS4 kodiert fur ein Protein, das im gesamten Zentralnervensystem
exprimiert wird und die Funktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren verschiedener
Neurotransmitter reguliert. Funktionelle Anderungen dieses Proteins sind vor dem
Hintergrund der Dopaminhypothese, die eine Hyperaktivitdt des dopaminergen Systems
im Gehirn schizophrener Patienten annimmt, von grof3em Interesse. Eine erhohte
Expression des RGS4-Gens im ZNS schizophrener Patienten konnte durch eine
microarray-Untersuchung gezeigt werden (Mirnics et al. 2001). Eine andere Studie
zeigte eine Assoziation verschiedener Haplotypen des RGS4-Gens mit der Erkrankung
(Brzustowicz et al. 2000, Chowdary et al. 2002).

Ein weiteres Kandidatengen auf Chromosom 1 ist das Disrupted in Schizophrenia-Gen
(DISC1). Eine schottische Familie, in der die Erkrankung gehauft auftritt, weist eine
Translokation auf Chromosom 1942 auf, die zur Expression einer unvollstandigen
Variante des Proteins fuhrt und in dieser Familie eine Kosegregation mit der
Schizophrenie zeigt. Das Protein, fur das das unverdnderte Gen kodiert, bindet an
Proteinstrukturen des Zytoskeletts. Dazu ist das aufgrund der Mutation unvollstandige
Protein offenbar nicht fahig, was zu einem gestérten Wachstum von Nervenzellen fihrt
(Arolt et al. 2006).

Eine Untersuchung zu CNVs und Schizophrenie identifizierte neben SNPs eine selten
vorkommende Deletion mit einer odds ratio von 14,83 in der Region 1g21.1 (Stefansson
et al. 2008, Stefansson et al. 2009).

Chromosom 2

Es liegen Hinweise auf einen Kopplungsbefund mit der Region 2g12-13 vor (Moises et
al. 1995), die jedoch bisher nicht repliziert werden konnten (Lewis et al. 2003). Da zwei
Metaanalysen Uber 20 bzw. 32 genomweite Kopplungssstudien Hinweise auf eine
Kopplung in der Region 2q ergaben (Lewis et al. 2003, Ng et al. 2009), wird eine
Kopplung dieser Region mit der Erkrankung trotzdem fir wahrscheinlich gehalten
(DeLisi et al. 2002).

Eine 2008 publizierte genomweite Assoziationsstudie genotypisierte tlber 500000 SNPs
an einer Stichprobe aus etwa 500 schizophrenen européischen Patienten und 2000
gesunden Kontrollpersonen. Aus dieser Studie resultierte ein deutlicher Hinweis auf eine
signifikante Assoziation des SNPs rs1344706 (p =9,25 x 10®) im Zinc Finger Protein
804A (ZNF804A)-Gen (O'Donovan et al. 2008). Ausgehend von diesen Befunden
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wurden 12 Polymorphismen des in der Region 2g31.1 lokalisierten ZNF804A-Gens an
einer irischen Stichprobe analysiert. In dieser Untersuchung wurde eine Assoziation von
rs1344706 mit schizophrenen Psychosen verifiziert (p = 0,0113) und eine Assoziation
des ZNF804A-SNPs rs7597593 (p =0,0013) sowie eines ZNF804A-Haplotypen (p <
0,003) nachgewiesen. Bei der Untersuchung der allelspezifischen Genexpression im
prafrontalen Cortex gesunder Probanden zeigte sich, dass bei Tragern des A-Allels von
rs1344706 signifikant mehr mRNA gebildet wurde als bei Tragern des C-Allels
(p=0,033), was als Hinweis auf die funktionelle Relevanz dieses Polymorphismus
gewertet wurde (Riley et al. 2010).

Uber die genaue Funktion des Proteins, fir das ZNF804A kodiert, liegen bisher nur
wenige Erkenntnisse vor. Moglicherweise besitzt es Bindungsdoménen fir Zinkionen
und Desoxyribonucleinsaure (DNA) und damit eine regulierende Funktion bei der
Genexpression (O'Donovan et al. 2008). Es konnte gezeigt werden, dass das Protein
mit mehreren Dopamin-assoziierten Genen, u.a. fir PRSS16, COMT und den DRD2-
Rezeptor interagiert (Girgenti et al. 2012). In jungeren Arbeiten nahe dieser Region
gefundene Assoziationen liegen bei 2932.1 (Williams et al. 2011) und 2932.3 (Ripke et
al. 2011). Dieser SNP, rs17662626, liegt im Bereich des Prostate-specific transcript 1-
Gen (PCGEM1), dessen Funktion bisher nur in Zusammenhang mit der Prostata
beschieben wurde.

Weitere Hinweise auf die Region 2q liefert die genomweite Assoziationsstudie, die an
der MGS-Stichprobe (molecular genetics of schizophrenia-Stichprobe) durchgefihrt
wurde. Die Genotypen von uber 1200 schizophrenen Patienten und 973 gesunden
Kontrollpersonen europaischer Herkunft wurden in dieser Studie untersucht. Der
Polymorphismus rs13025591 in der Region 2q37.3 erreichte annahernd genomweite
Signifikanz (p = 4,59 x 107). Dieser Einzelnucleotidpolymorphismus liegt in der Nahe
des Gens CENTG2 (ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 1),
dessen Produkt ein Aktivator der GTPase ist (Shi et al. 2009).

Eine im Jahr 2011 publizierte GWAS und Metaanalyse fand eine Assoziation mit einem
bei 2p15.1 lokalisierten SNP, rs2312147. Diese Variante liegt ca. 50 kb stromaufwarts
des Vaccinia Related Kinase 2 (VRK2)-Gens, das fiur eine zur Casein-Kinase-I-Gruppe
gehdrenden Serin/Threonin-Kinase kodiert. Dieses Enzym spielt eine Rolle in der
Entwicklung von Axonen und gilt als Anti-Apoptose-Schutzfaktor in der Antwort von

Nervenzellen auf Stress (Steinberg et al. 2011).
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Auch Mikrodeletionen auf 2916.3 zeigen Assoziationen mit Schizophrenie (Kirov et al.
2008, Vrijenhoek et al. 2008, Walsh et al. 2008, Guilmatre et al. 2009, Kirov et al. 2009,
Need et al. 2009, Rujescu et al. 2009, Magri et al. 2010, lkeda et al. 2011, Levinson et
al. 2011, Doherty et al. 2012).

Chromosom 3

Fur das auf Chromosom 3q13.3 lokalisierte Dopamin-D3-Rezeptorgen (DRD3) liegen
eine Reihe positiver Assoziationsstudien vor (Pulver et al. 1995), die auf einen
funktionellen Polymorphismus in Exon 1 hinweisen. Dieser fihrt zu einem Amino-
saureaustausch von Serin zu Glycin (Dubertret et al. 1998). Das Gen fur den Dopamin-
D3-Rezeptor ist insbesondere in Hinblick auf die Dopaminhypothese der Schizophrenie
von Interesse.

Mikrodeletionen, die auf 3p26.1 und 3929 lokalisiert sind, sind ebenfalls mit
Schizophrenie assoziiert (Walsh et al. 2008, Xu et al. 2008, Magri et al. 2010, Mulle et al.
2010, Levinson et al. 2011, Doherty et al. 2012).

Chromosom 5

Eine Kopplungsstudie an 256 irischen Familien zeigte fir die Region 5922-31 mit einem
LOD-score von 3,5 einen starken Hinweis auf einen Genort fir die Erkrankung (Straub
et al. 1995). Vergleichbare Ergebnisse erbrachte die Untersuchung einer finnischen
Stichprobe (Paunio et al. 2001). Eine 2009 publizierte Metaanalyse lieferte ebenfalls
einen positiven Kopplungsbefund (Ng et al. 2009), dieses Ergebnis steht allerdings in
Widerspruch zu einer im Jahr 2000 puplizierten multizentrischen Studie (Levinson et al.
2000). Auch fur den Chromosomenabschnitt 5p14-13 wurden positive Kopplungs-
befunde berichtet, insbesondere auch fur CNVs (Silverman et al. 1996, Gurling et al.
2001, Walsh et al. 2008, Need et al. 2009, Doherty et al. 2012).

Chromosom 6

Schon in den 90-er Jahren wurden Hinweise auf eine Kopplung des Schizophrenie-
risikos mit der Region 6p22-24 vorgelegt (Moises et al. 1995, Straub et al. 1995), die
spater bestatigt werden konnten (Schwab et al. 2000). Das Dysbindin-Gen (DTNBP1) ist
ein wahrscheinliches Kandidatengen in dieser Region. Das Protein Dysbindin bildet mit
dem Protein Dystrophin einen Komplex, der als Teil des Zytoskeletts an der Bildung von

Synapsen und maoglicherweise auch an der Signaltransduktion von NMDA- und GABA-
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Rezeptoren beteiligt ist (Benson et al. 2001). Eine Assoziation mit Schizophrenie konnte
durch ein systematisches Genmapping der chromosomalen Region 6p22 in einer
irischen Familie zwischen Haplotypen und SNPs in der Umgebung des Gens fir
Dystrophin-bindendes Protein gezeigt werden (Straub et al. 2002a, Straub et al. 2002b).
Die Region des DTNBP1-Gens wurde bereits in anderen Studien als mit der
Schizophrenie assoziiert beschrieben (Hwu et al. 2000, Bailer et al. 2002), eine
Arbeitsgruppe kam dagegen zu einem abweichenden Ergebnis (Morris et al. 2003).

Zur chromosomalen Region 6p21.3-22.1 liegen Ergebnisse des International
Schizophrenia Consortium aus einer genomweiten Assoziationsstudie mit etwa einer
Million SNPs vor. Dabei wurde eine etwa 450 SNPs umfassende Region um den Haupt-
histokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC), identifiziert, die
einen deutlichen Hinweis auf eine Assoziation mit der Schizophrenie erbrachte. Diese
Ergebnisse wurden zur VergroR3erung ihrer Aussagekraft mit den Resultaten weiterer
GWAS kombiniert, die ebenfalls einen Nachweis oder Trend zur Assoziation der MHC-
Region mit der Schizophrenie ergeben hatten (Purcell et al. 2009, Shi et al. 2009,
Stefansson et al. 2009). Dabei wurde in der Genotypenanalyse von 8008 schizophrenen
kaukasischen Patienten und 19077 gesunden Kontrollpersonen fir elf Einzelnucleotid-
polymorphismen in der MCH-Region genomweite Signifikanz nachgewiesen. Die Asso-
ziation der auf Chromosom 6 lokalisierten SNPs rs6913660, rs6932590, rs13211507
und rs3131296 mit dem Schizophrenierisiko wurde durch eine im Oktober 2011
publizierte GWAS und Metaanalyse bestatigt (Steinberg et al. 2011) und in anderen

Arbeiten um weitere Assoziationen ergénzt (Ripke et al. 2011, Yue et al. 2011).

Chromosom 7

Shifman und Mitarbeiter fanden in einer genomweiten Assoziationsstudie Hinweise auf
eine geschlechtsspezifische Assoziation mit Chromosom 7. Sie genotypisierten dazu
vier DNA-Pools aus jeweils weiblichen und mannlichen Schizophrenie-
patienten und weiblichen und mannlichen gesunden Kontrollpersonen und zeigten eine
Assoziation des SNPs rs7241475 des Reelin-Gens (RELN) bei Frauen
(p = 9,8 x 10°, odds ratio = 2,1). Diese geschlechtsspezifische Assoziation wurde in vier
weiteren unabhangigen Stichproben bestétigt (Shifman et al. 2008). Reelin ist eine

Serin-Protease, die in verschiedene rezeptorvermittelte Prozesse involviert ist.
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CNVs auf 7g11.23, 7922.1 und 7936.3 weisen eine Assoziation mit Schizophrenie auf
(Walsh et al. 2008, Xu et al. 2008, Kirov et al. 2009, Rodriguez-Santiago et al. 2010,
Levinson et al. 2011, Vacic et al. 2011, Doherty et al. 2012).

Chromosom 8

FOr den Abschnitt 8p21-22 wurden von mehreren Arbeitsgruppen positive
Kopplungsbefunde vorgelegt (Pulver et al. 1995, Kendler et al. 1996, Blouin et al. 1998)
und durch eine Metaanalyse bestéitigt (Ng et al. 2009). Eine genomweite
Kopplungsstudie an 807 Familien aus unterschiedlichen Ethnien konnte ebenfalls
positive Kopplungsbefunde fir Chromosom 8 ermitteln, insbesondere fir die Region
8p21 (LOD-Score = 2,65). Ein Trend wurde auch fir die Region 8g24.1 gefunden
(Holmans et al. 2009). Weiter liegen Hinweise auf eine Kopplung mit der Region 8p23.3-
pl2 vor (Suarez et al. 2006, Holliday et al. 2008, Ripke et al. 2011). Eine jingere Arbeit
identifizierte eine genomweit signifikante Assoziation eines SNPs, rs16887244, auf 8p12
(Shi et al. 2011).

Das am intensivsten untersuchte Kandidatengen auf Chromosom 8p ist das Neuregulin-
Gen (NRGL), fur das ein Zusammenhang mit dem Schizophrenierisiko gezeigt wurde
(Stefansson et al. 2002). Mehrere Haplotypen in der naheren Umgebung des NRG1-
Gens auf Chromosom 8p12-21 zeigen eine Assoziation mit Schizophrenie. Tréger eines
Risikohaplotyps des NRG1 zeigen signifikante Volumenminderungen im Hippocampus
im Vergleich zu Probanden ohne diesen Haplotypen. Diese Volumenreduktion betrifft

auch gesunde Verwandte ersten Grades (Gruber et al. 2008).

Chromosom 10

Drei voneinander unabhangige Kopplungsuntersuchungen zeigten positive Befunde fur
die Region 10p11-15 (Faraone et al. 1998, Schwab et al. 2000, Delisi et al. 2002). Eine
genomweite Kopplungsanalyse lieferte einen deutlichen Hinweis auf eine positive
Kopplung fur Chromosom 10g25.3-g26.3 (odds ratio = 3,87) (Williams et al. 2003), das
in weiteren Kopplungsstudien repliziert werden konnte (Lerer et al. 2003, Suarez et al.
2006). Fur diesen Chromosomenabschnitt ist kein Kandidatengen fur die Schizophrenie
bekannt. Daher wurden Uber 3000 Einzelnucleotidpolymorphismen in dieser Region in
bis zu neun unabhangigen kaukasischen Kollektiven genotypisiert. Der Polymorphismus
rs1710921, der etwa 85kb von dem Gen Fibroblast Growth Factor Receptor 2 (FGFR2)
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entfernt lokalisiert ist, zeigte in dieser Studie den starksten Hinweis auf eine Assoziation
mit Schizophrenie (p = 0,002) (O'Donovan et al. 2008).

In einer jingeren Studie erzielte eine Assoziation mit den Genloci 10924.32 und
10g24.33 genomweite Signifikanz (Ripke et al. 2011).

Chromosom 11

In einer GWAS an 2663 schizophrenen Patienten und 13498 gesunden Kontrollen
kaukasischer Abstammung (SGENE-Kollektiv) wurde fir den Einzelnucleotid-
polymorphismus rs12807809 in der Region 11g24.2 eine genomweit signifikante
Assoziation gefunden (p =2,4 x 10°). Dieser SNP ist etwa 3,5kb stromaufwérts des
Neurogranin-Gens (NRGN). NRGN ist an der Entwicklung des Nervensystems beteiligt
und zeigte auch in einer kleinen portugiesischen Stichprobe eine Assoziation mit
Schizophrenie (Stefansson et al. 2009). Diese Assoziation wurde auch durch eine im
Oktober 2011 publizierte GWAS und Metaanalyse bestatigt (Steinberg et al. 2011).

Eine weitere GWAS identifizierte eine signifikante Assoziation mit 11p11.2 in einer Han-

chinesischen Population (Yue et al. 2011).

Chromosom 12

Der deutlichste, annahernd genomweit signifikante, auf Chromosom 12 liegende
Hinweis auf eine Assoziation mit der Schizophrenie liegt fir einen intronischen Poly-
morphismus des Gens Coiled-Coil Domain Containing 60 (CCDC60), rs11064768, vor
(p = 1,2 x 10°) (Kirov et al. 2009). Die Funktion von CCDCG6O0 ist bisher noch unklar.

Chromosom 13

Zwei Arbeitsgruppen fanden auf Chromosom 13g32-34 zwei genetische Marker, die
eine Assoziation mit der Schizophrenie zeigten (Blouin et al. 1998, Brzustowicz et al.
1999). Chumakov und Mitarbeiter wiesen einen Zusammenhang zwischen zwei
Uberlappenden Genen auf Chromosom 13g22-34, G32 und G72, und dem
Schizophrenierisiko nach (Chumakov et al. 2002). Das auf Chromosom 13q14 liegende
5-HT2a-Rezeptorgen (HTR2A) wies ebenfalls eine signifikante Assoziation mit der

Erkrankung auf (Inayama et al. 1996).
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Chromosom 15

Die Assoziation von Mikrodeletionen und Duplikationen auf 15q11.2, 15g13.1 und
15913.3 mit Schizophrenie, kognitiven Defiziten und z. T. auch Autismus und Epilepsie
wurde von mehreren Arbeitsgruppen gefunden (Stefansson et al. 2008, Doherty et al.
2012).

Chromosom 16

CNVs auf 16p11.2 16p13.1 weisen eine Assoziation mit Schizophrenie und einer Reihe
anderer psychischer und neurologischer Erkrankungen auf (Walsh et al. 2008, Guilmatre
et al. 2009, Kirov et al. 2009, McCarthy et al. 2009, Glessner et al. 2010, Magri et al.
2010, Fullston et al. 2011, lkeda et al. 2011, Ingason et al. 2011, Vacic et al. 2011,
Doherty et al. 2012).

Chromosom 17

Eine genomweite Kopplungsanalyse, die an 353 Geschwisterpaaren mit jeweils einer an
Schizophrenie erkrankten Person durchgefihrt wurde, zeigte ein deutliches
Kopplungssignal mit einer seltenen Mutation in der Region 17p11.2-g25.1 (Williams et
al. 2003). Das wahrscheinlichste Kandidatengen in dieser chromosomalen Region ist
das Proteinkinase C alpha-Gen (PRKCA). Bei einer genomweiten Assoziationsstudie an
einem englischen Kollektiv, die speziell fir diesen Bereich von Chromosom 17
ausgewertet wurde, wurde eine genomweit signifikante Assoziation von PRKCA und der
Schizophrenie  gefunden. Dieser Befund konnte insbesondere fir den
Einzelnucleotidpolymorphismus rs873417 in drei europaischen Stichproben bestatigt
werden (p = 0,0004, odds ratio = 1,4 in der kombinierten Stichprobe) (Carroll et al.
2010).

CNVs auf 17912 zeigten ebenfalls eine Assoziation mit Schizophrenie (Kirov et al. 2009,
Magri et al. 2010, Moreno-De-Luca et al. 2010, Doherty et al. 2012).

Chromosom 18

Eine genomweite Assoziationsstudie fand eine signifikante Assoziation der
Schizophrenie mit dem Polymorphismus rs9960767 auf Chromosom 18921.2 (p = 4,1 X
10°) (Stefansson et al. 2009), die in einer weiteren GWAS bestétigt wurde (Ripke et al.
2011). Dieser SNP liegt in der Nahe des TCF4-Gens, dessen Produkt eine Rolle in der

Entwicklung des Zentralnervensystems spielt. Die Assoziation wurde durch eine im Jahr
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2011 publizierte GWAS und Metaanalyse bestatigt und ein weiterer SNP, rs4309482
hinzugeflugt (Steinberg et al. 2011).

Chromosom 22

Eine Reihe von Kopplungsstudien zeigt die besondere Bedeutung der Region 22q11-12
(Blouin et al. 1998; DeLisi et al. 2002). In dieser chromosomalen Region ist das
Catecholamin-O-Methyltransferase-Gen (COMT-Gen) lokalisiert, das seit langem als
eines der wichtigsten Kandidatengene fir die Schizophrenie gilt (Williams et al. 2007).
Insbesondere die Assoziation eines funktionellen Polymorphismus, namlich des
Basenaustausches von Valin gegen Methionin (Val108/158Met-Polymorphismus), mit
der Schizophrenie gehort zu den meistuntersuchten genetischen Fragestellungen in der
Psychiatrie. Die Ergebnisse liefern deutliche Hinweise auf eine Assoziation, sind aber
bemerkenswert inkonsistent. So fanden Lewis und Mitarbeiter in der Metaanalyse von
2003 eine Kopplung mit 22pter-22g12.3, was die zweite Metaanalyse von Ng und
Mitarbeitern nicht bestatigte (Lewis et al. 2003, Ng et al. 2009).

In jungeren Arbeiten fanden z.B. Li und Mitarbeiter keinen Beitrag von Polymorphismen
des COMT-Gens zur Suszeptibilitdt, jedoch einen Zusammenhang mit der
Negativsymptomatik bei schizophrenen Patienten in einer Han-chinesischen Population
(Li et al. 2012). Auch ein Zusammenhang mit aggressivem Verhalten Schizophrener
wurde beschrieben (Soyka 2011).

Der Val108/158Met-Polymorphismus hat einen veranderten Dopaminmetabolismus im
préfrontalen Cortex zur Folge (Egan et al. 2001b, Goldberg et al. 2003) und steht in
einem engen Zusammenhang mit kognitiven Funktionen wie dem Arbeitsgedachtnis und
der Handlungsplanung.

Auch eine Assoziation der 3-Region des COMT-Gens mit der Schizophrenie wurde
gezeigt (Bray et al. 2003).

Weitere Hinweise auf eine Assoziation der Schizophrenie mit der Region 229q11.2-q12.1
fand das International Schizophrenia Consortium bei der Genotypisierung von ca. einer
Million SNPs in einem kaukasischen Kollektiv bei einer genomweiten Assoziations-
studie. Die starkste, annahernd genomweit signifikante Assoziation zeigte sich dabei mit
dem Polymorphismus rs5761163 (p = 3,44 x 107) im ersten Intron des Gens Myosin
XVIIB (MYO18B) (Purcell et al. 2009).

In den letzten Jahren hat sich das Interesse stark den Mikrodeletionen und

Duplikationen im COMT-Gen zugewandt. Diese seltenen Mutationen scheinen einen
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erheblich héheren Beitrag zum Schizophrenierisiko zu leisten als die weit haufigeren
Single Nucleotid Polymorphismen (Rujescu 2012).

Die breite Streuung der Befunde Uber eine grof3e Anzahl von Chromosomen legen den
Schluss nahe, dass eine Vielzahl von Genen in den verschiedensten chromosomalen
Regionen einen jeweils kleinen Beitrag zur Auspragung der Schizophrenie liefert. Das
Design der vorliegenden Studien ist haufig nicht geeignet, diese kleinen Beitrdge zu
identifizieren und quantitativ einzuordnen. Insbesondere spielen hier die Kosten als
limitierender Faktor fur die Stichprobengrof3e und damit fur die statistische Aussagekraft
hinsichtlich der Gene mit einem geringeren Einfluss auf das Krankheitsrisiko eine Rolle.
Selbst fir die vielversprechenden Kandidatengene wie NRG1, DNTBP1, DISC1 oder
COMT ist eine Replikation der Befunde haufig problematisch (Sanders et al. 2008).
Tabelle 1.1 fasst die bis September 2013 bekannten, signifikant mit der Schizophrenie
assoziierten Genregionen zusammen. Im September 2013 und Juli 2014 publizierte die
Arbeitsgruppe Schizophrenie (PGC) zwei neue GWAS mit 13 bzw. 108 mit der
Schizophrenie assoziierten Genloci, die eine genomweite Signifikanz erreichten (Ripke
et al. 2013, Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium
2014).
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Tabelle 1.1: Zusammenfassung der in genomweiten Assoziationsstudien bis September 2013

signifikant mit der Schizophrenie assoziierten Genregionen

Genlocus SNP/Gen Studie Signifikanzniveau
1q24.2 rs10489202 BRP44 Shi et al. 2011 p=95x10"°
1p23.3 rs17662626 MIR137 Ripke et al. 2011 p=16x10%"
2g31.1 rs1344706 ZNF804A Williams et al. 2011 p=25x101
2pl5.1 rs2312147 VRK2 Steinberg et al. 2011 p=19x10%
6p21.3-22.1 MHC Purcell et al. 2009 p=95x10°
6p21.3-22.1 rs6913660 MHC Steinberg et al. 2011 p=17x10%"
rs6932590 MHC p=16x10710
rs13211507 MHC p=14x101
rs3131296 MHC p=51x10%
6p21.3-22.1 rs2021722 MHC Ripke et al. 2011 2,2 x107?
6p21.3-22.1 MHC Yue et al. 2011 5,2 x 1010
8p12 rs16887244 Shi et al. 2011 1,27 x 10°1°
8p23.2 rs10503253 CSMD1 Ripke et al. 2011 4,1x108
8021.3 rs7004633 MMP16 Ripke et al. 2011 2,8x108
10g24.32 rs7914558 CNNM2 Ripke et al. 2011 1,8x10°
10g24.33 rs11191580 NT5C2 Ripke et al. 2011 1,1x10%
11q924.2 rs12807809 NRGN Stefansson et al. 2009 2,4x10°
Steinberg et al. 2011
2,8x10°
11pl11.2 rs11038167 TSPANS8O Yue et al. 2011 4,8x1011
18g21.2 rs9960767 TCF4 Stefansson et al. 2009 4,1x10°
Ripke et al. 2011
Steinberg et al. 2011 2,4x 108
7,8x10°
18g21.2 rs4309482 Steinberg et al. 2011 4,2 x10°
TCF4/CCDC68

Mit einem Signifikanzniveau < p = 5 x 10® mit der Schizophrenie assoziierte Genloci, modifiziert nach
Bergen und Pethyshen 2012; Abkiirzungen von Genen: BRP44: brain protein 44; CCDC68: coiled coil
domain containing 68; CNNM2: cyclin M2; CSMD1: CUB and sushi multiple domains 1; MHC: major
histocompatibility complex;, MIR137: micro-RNA 137; MMP16: matris metallopeptidase 16; NRGN:
neurogranin; TCF4: transcription factor 4; TSPAN18: tetraspanin 18; ZNF804A: zinc finger protein 804A

1.2 Das Endophé&notypen-Konzept

Die Wirkung der Genexpression zeigt sich auf der Ebene von Zellen und Zellverbiinden.

Psychiatrische Diagnosen sind dagegen ausschlie3lich psychopathologisch fundiert,

neurobiologische Mel3gré3en mit hoher Spezifitdt und Sensitivitéat fehlen weitestgehend.

Dadurch erweist es sich als schwierig, den Zusammenhang zwischen Suszeptibilitats-
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genen und der Erkrankung herzustellen. Das Konzept der Endophéanotypen
(intermediaren Phanotypen) versucht, diese Liucke zwischen der zellularen und der
psychopathologischen Ebene durch die Definition von systemischen Zwischenstufen,
die unterschiedlichen genetischen und nichtgenetischen Einflissen unterliegen, zu

Uberbricken.

1.2.1 Definition von Endophéanotypen

Das Konzept der Endophanotypen wurde erstmals 1987 von Gottesman et al. diskutiert
und spater in einer aktuellen Darstellung auch von Gottesman und Gould
weiterentwickelt. Ein Endophanotyp ist danach ein neurobiologisches Krankheitskorrelat,
das Uber die Zeit stabil und genetisch beeinflusst ist (Gottesman und Gould 2003).
Endophanotypen erfassen quantitativ biochemische, endokrinologische, neurophysio-
logische, neuroanatomische und neuropsychologische Marker (Braff et al. 2007, Meyer-
Lindenberg 2010). Der Hintergrund fur die Beschreibung von Endophanotypen bei der
Genidentifizierung ist jener, dass davon ausgegangen wird, dass diese mit einer
psychiatrischen Erkrankung naher assoziiert sind als lediglich der klinische Phéanotyp.
Die Anzahl der Gene, die erforderlich sind, um einen intermedidren Phanotyp zu
bedingen, ist mdglicherweise geringer als bei der Verursachung psychiatrischer
Erkrankungen. Endophéanotypen sind unabhangig vom Erkrankungsstadium mit der
Krankheit assoziiert, sollen auch auf3erhalb von Krankheitsschiiben auftreten und schon
vor der Diagnose vorliegen (Cannon 2005, Keshavan et al. 2008, Allen et al. 2009). Sie
kosegregieren in Familien mit der jeweiligen Erkrankung und sind auch bei gesunden
Familienmitgliedern zu finden, was sie als Faktoren fur eine erhdhte Suszeptibilitat
qualifiziert (Gur et al. 2007). Sie sind damit einer eindeutigeren und aussagekréftigeren
genetischen Analyse zuganglich.
Endophanotypen koénnen nur dann in der Suche nach Suszeptibilititsgenen fir die
Erkrankung nitzlich sein, wenn folgende Voraussetzungen erfillt sind (Gottesman und
Gould 2003):

- der Endophanotyp steht unter genetischem Einfluss, ist also erblich.

— der Endophanotyp stellt eine mogliche neurobiologische Komponente der

Erkrankung dar, die zur Symptomatik beitragt.
- die Gene, deren Varianten den Endophanotyp beeinflussen, stellen zugleich

Suszeptibilitdtsgene der Erkrankung dar.
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- die genetische Determination des Endophanotyps ist einfacher als die der

Erkrankung (weniger Gene, héhere Penetranz, geringere Umgebungseinflisse).

— der Endophénotyp wird direkter von Krankheitsgenen beeinflusst als die Er-
krankung selbst.

Unter diesen Bedingungen ist es prinzipiell einfacher, Suszeptibilitditsgene fir Endo-

phanotypen als fur die Erkrankung zu finden. Gene, die den Endophanotyp

beeinflussen, werden sich anschlieBend auch als Suszeptibilitatsgene fir die

Erkrankung bestéatigen lassen.

Ein moégliches Modell furr die Phanotyp-Genotyp-Beziehung zeigt Abbildung 1.1.

O e Erkrankungsphanotyp
I / ° \. Endophénotyp

/D a0 O O O Genotypen

ec @D \ ®E ec @D ®E Genorte

X IR \ K L ik

.c . .d .d .e‘ .e .c .c .d .d .e .e A"ele
Klassischer, Endophédnotypstrategie
diagnoseorientierter Ansatz
Assoziation/Kopplung

Abbildung 1.1: Modell fir Phénotyp-Genotyp-Beziehung modifiziert nach Zobel und Maier: Bei
der Suche nach Suszeptibilitatsgenen wird ein diagnostisch definierter
Phanotyp durch geeignete neurobiologische Krankheitskorrelate ersetzt
(Zobel und Maier 2004).

1.2.2 Endophanotypen in der Schizophrenie

Die Strategie der Endophanotypen zur Identifikation von Suszeptibilititsgenen bei
komplexen Erkrankungen hat bereits z.B. bei der juvenilen myoklonischen Epilepsie,
dem Alkoholismus und der spat beginnenden Alzheimererkrankung Erfolg gezeigt
(Greenberg et al. 1988, Osier et al. 2002, Zobel und Maier 2004).
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Bei psychiatrischen Erkrankungen wurde das Endophéanotypen-Konzept vor allem bei
der Schizophrenie verfolgt. Dies basierte auf zahlreichen Familienuntersuchungen, die
verschiedene psychologische und neurobiologische Normabweichungen bei Ange-
horigen von Patienten mit Schizophrenie fanden, die selbst niemals von einer
psychiatrischen Erkrankung betroffen waren. Dadurch konnten zahlreiche Kandidaten
intermediarer Phanotypen auch auf das Vorliegen der anderen Kriterien flr intermediare
Phanotypen getestet werden. Folgende Funktionen scheinen valide Endophé&notypen
der Schizophrenie darzustellen:

- Langsame Augenfolgebewegungsstorungen/Antisaccaden Paradigmen
(Holzman et al. 1977, McDowell et al. 1999).

— Schreckreaktion/Prepulse Inhibition (Cadenhead et al. 1999, Light und Braff
1999, Cadenhead et al. 2002).

— Strukturelle Charakteristika des Gehirns, z.B. eine Erweiterung der Ventrikel-
rdume, Hippocampusatrophie, eine vermehrte Gyrifizierung und geringere
Volumina im cortikalen Bereich vor allem im Frontalhirn (verbunden mit Arbeits-
gedachtnisstérungen) (Vogeley et. al. 2000, Cannon et al. 2001, Thompson et al.
2001, Vogeley et al. 2001, McDonald et al. 2002, Seidman et al. 2002).

- Spéte ereigniskorrelierte Potentiale, wie z.B. Amplitudenreduktion der P300 im
sog. Odd-ball-Paradigma (Holzman et al. 1977).

— andere neuropsychiologische Normabweichungen, wie Einschrankungen der
Daueraufmerksamkeit (Chen und Faraone 2000, Cornblatt und Malhotra 2001)
und der raumlich-visuellen Diskrimination und Reproduktion (Faraone et al.
2000).

- Arbeitsgedachtnis.

Beim Arbeitsgedachtnis handelt es sich um einen vergleichsweise robust mit der
Schizophrenie vergesellschafteten intermediaren Phanotypen, wie eine Anzahl von
klinischen Studien, sowie weitere Befunde nahe legen (Franke et al. 1992, Friedman
und Squires-Wheeler 1994, Gruber et al. 2005). Die Heritabilitat wird mit 45%
angegeben (Ando et al. 2001).

Einige Arbeitsgruppen konnten die Beeintrachtigung im Arbeitsgedachtnis mit einer
exprimierten und funktionellen Variante im COMT-Gen in Verbindung bringen (Egan et
al. 2001b, Callicott et al. 2003a).
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1.3 Arbeitsgedachtnis

Der Begriff Arbeitsgedachtnis (AG) wurde 1960 zuerst von Miller, Galanter und Pribram
eingefuhrt (Miller et al. 1960) und spater von Baddeley und Hitch aufgegriffen (Baddeley
und Hitch 1974). Baddeley und Hitch definierten das Arbeitsgedachtnis als ein System
mit begrenzter Kapazitat zur temporaren Speicherung und zielgerichteten Verarbeitung
von Informationen, die zur Ausfiihrung komplexer kognitiver Aufgaben bendtigt werden
und damit weniger als ein isoliertes, abgekoppeltes System, sondern vielmehr als eine
grundlegende Komponente kognitiver Leistungen (Baddeley und Hitch 1974, Baddeley
1996, Baddeley 2003). Fur Prozesse wie Kopfrechnen, Formulieren und Verstehen
eines Satzes bis hin zu komplexen kognitiven Leistungen wie Lernen, Schlussfolgern
oder Vergleichen gilt das Arbeitsgedachtnis als eine der wesentlichen Voraussetzungen.
Es ist auch ndétig, um einen Vergleich mit spateren Wahrnehmungsinhalten gewahr-
leisten zu koénnen, wobei sich der Vergleich Gber mehrere Wahrnehmungsszenen
erstrecken kann. Dies kann erforderlich sein, um relevante Veranderungen festzustellen
oder um ein Verhalten oder eine Vorgehensweise an neue Umstande anpassen zu
konnen. Nicht zuletzt aufgrund dieser Uberlegung wurde das Arbeitsgedéachtnis
wiederholt mit dem Bewusstsein in Verbindung gebracht (Courtney et al. 1998, Baars
und Franklin 2003).

Der Umstand einer begrenzten zeitlichen Aktivierung ist vielleicht das prominenteste
Merkmal des Arbeitsgedachtnisses und schafft somit eine klare Abtrennung von
Gedachtnisformen, die Uber eine langere Zeitspanne konzipiert sind (Goldman-Rakic
1994). Mit dem steigenden Interesse an der Erforschung des Arbeitsgedéachtnisses in
der Schizophrenie und der zunehmenden Anzahl empirischer Untersuchungen scheinen
Definition und Operationalisierung dieses Konzepts in einzelnen empirischen
Untersuchungen immer mehr zu divergieren. Innerhalb der kognitiven Psychologie gibt
es derzeit mehrere, teils konkurrierende, teils erganzende Arbeitsgedachtniskonzepte
und Arbeitsgedachtnismodelle. Zum einen wird das Arbeitsgedéchtnis insbesondere als
Bindeglied zwischen gegenwartigen (Kurz- und Langzeit-) Ged&chtnisinstanzen
diskutiert (Nairne 1990), zum anderen wird dessen Funktion als aufmerksam-
keitsgeleitete Kontrollinstanz betont (Cowan 1999). Allgemein wird das Arbeits-
gedachtnis an der Schnittstelle zwischen Wahrnehmung und Aufmerksamkeit,
Langzeitgedachtnis, kognitiver Kontrolle und Handlungsplanung angesiedelt (Miyake

und Shah 1999). Die Frage, ob das Arbeitsgedachtnis als singuléres System
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aufzufassen ist, oder ob es sich dabei um autonome Module handelt, kann derzeit
jedoch nicht ausreichend beantwortet werden (Baddeley 2007, Park und Gooding 2014).

1.3.1 Arbeitsgedachtnismodelle

1.3.1.1 Arbeitsgedachtnismodell nach Baddeley

Baddeley nahm an, dass das Arbeitsgedachtnis als einheitliches, in seiner Kapazitat
jedoch limitiertes System an einer Vielzahl verschiedener kognitiver Prozesse beteiligt ist
(Baddeley 1986). Gestitzt unter anderem auf Vorarbeiten und Theorien von Norman
und Shallice (Norman und Shallice 1986) und deren Konzept eines Uberwachenden
Aufmerksamkeitssystems, unterteilt Baddeley das Arbeitsgedachtnis in drei ausflihrende
Systeme, die phonologische Schleife, den visuell-rAdumlichen Notizblock und die zentrale
Exekutive. Die phonologische Schleife und der visuell-rdumliche Notizblock dienen als
aktive Kurzzeitspeicher und sind fur die Bearbeitung sprachbezogener Informationen
bzw. visueller Informationen zustdndig. Sie werden in der Literatur auch oft als
Sklavensysteme bezeichnet. Es hangt vom zu behaltenden Material ab, welches
Speichersystem benutzt wird. Jedes dieser Speichersysteme besteht dabei aus einem
passiven Kurzzeitspeicher und einem aktiven Rehearsal-Mechanismus, der die
Gedachtnisinhalte durch Wiederholung besténdig wieder auffrischt und sie so vor dem
ansonsten innerhalb weniger Sekunden drohenden Verblassen bewahrt (Baddeley et al.
1999). Im Jahre 2000 fugte Baddeley noch die Komponente des episodischen Puffers
dem Arbeitsgedé&chtnissystem hinzu (Baddeley 1996, Baddeley 2000, Baddeley 2003).
Der episodische Puffer ist flr die Zusammenfiigung von Informationen zu ganzheitlichen
Episoden zustandig. Die von Baddeley postulierte zentrale Exekutive verhdlt sich zu den
einzelnen Komponenten im Sinne einer diesen Subsystemen Ubergeordneten,
regulierenden Kontrollinstanz, die aber selbst keine Informationen speichert. Sie ist
mdglicherweise die wichtigste Komponente dieses Arbeitsgedéchtnismodells. Die
zentrale Exekutive ist bei der Losung von Aufgaben gefordert, die flexible
Handlungsplanung und kontextbezogene Entscheidungen voraussetzen, ebenso in
Situationen, bei denen automatisiertes, reizgeleitetes Verhalten am ehesten zu einem
Misserfolg fuhren wirde. Aus evolutionspsychologischer Sichtweise ermdéglicht eine
intakte zentrale Exekutive das Erfassen neuer, schwieriger oder potentiell gefahrlicher
Situationen, die eine Reevaluierung alter Strategien verlangen oder die Unterdriickung
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einer

reflexgeleiteten Antwort erfordern (Baddeley 1986). Das Baddeleysche

Arbeitsgedachtnismodell hat sich inzwischen tber 30 Jahre Forschung bewahrt und ist

zum Standard-Modell der kognitiven Neurowissenschaften avanciert (Abbildung 1.2).

Zentrale
Exekutive

Phonologische Episodischer Visuell-raumlicher

Schleife Puffer Notizblock

1

Sprache Episodisches Visuelle
Langzeitgedachtnis Semantik

Abbildung 1.2: Multikomponentenmodell modifiziert nach Alan Baddeley. Umrandet sind die

Teilbereiche des modifizierten Arbeitsgedachtnismodells. Die Pfeile symbo-
lisieren Wechselwirkungen der einzelnen Subkomponenten. Die zentrale
Exekutive koordiniert den Austausch von Informationen zwischen den Sub-
systemen. lhr unterstehen zwei materialspezifische Speichersysteme, die
phonologische Schleife und der visuell-raumliche Notizblock. Baddeleys
Erweiterung stellt der untere umrandete Teilbereich dieses Modells dar. Diese
Theorien beinhalten auch kristalline kognitive Systeme wie das Langzeit-
gedachtnis, die auch verbales oder visuelles semantisches Wissen integrieren
(Baddeley 2000, Repovs und Baddeley 2006, modifiziert nach Kircher und Gauggel
2008).

1.3.1.2 Prozessorientierte Sichtweise

Einige Forscher gingen in den letzten Jahren dazu Uber, das Arbeitsgedachtnis aus der

Perspektive der Funktionalitét zu erklaren. Obwohl sich die Forschungsarbeit von
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Baddeley vordergriindig auf die Struktur des Arbeitsgedachtnisses konzentriert, riickte
jetzt die Frage nach dem grundlegenden Ordnungsprinzip, dem funktionellen Netzwerk,
in den Vordergrund. Eine der am haufigsten diskutierten Fragen beschéftigte sich damit,
ob Arbeitsgedé&chtnisfunktionen im Gehirn doménen- oder prozessspezifisch organisiert
sind. Diesbeziiglich wurde vorgeschlagen, das Arbeitsgedéchtnis auch nach deren
Uberwiegenden Funktionen vor dem Hintergrund (komplexerer) kognitiver Operationen
zu unterscheiden. Mittels unterschiedlich konzipierter  neuropsychologischer
Arbeitsgedachtnistests kann auf verschiedene kognitive Komponenten gepruft werden,
wie zum Beispiel auf Abgleichsprozesse der zentralen Exekutive, Aufmerksamkeits-
leistungen oder maximale Speicherfunktionen (Pukrop et al. 2003). Das Arbeits-
gedachtnis wird hierbei operationalisiert als Funktion, die voribergehend relevante
Informationen fir einen kurzen Zeitraum speichert, aufrechterhélt, bei Bedarf manipuliert
und diese Informationen anschlieRend in Form einer Antwort verwertet (Wolf et al.
2006). Baddeleys Modell kann als Hybridmodell bezeichnet werden, da es zum einen
doméanenspezifische  Speichersysteme  (visuell-rGumlicher  Notizblock  versus
phonologische Schleife) beschreibt und zum anderen prozessspezifische Komponenten
(Speichersysteme versus zentrale Exekutive) postuliert. In Tabelle 1.2 wird die
funktionelle Differenzierung des Arbeitsgedéachtnisses in Bezug zur domanenorientierten

Sichtweise gesetzt.

Tabelle 1.2: Funktionelle Differenzierung des Arbeitsgedachtnisses in Bezug zur doménen-

orientierten Sichtweise

Domanenorientierte Sichtweise nach Baddeley
Verbale Visuell-raumlicher Zentrale
phonologische Notizblock Exekutive
Schleife
Speicherfunktion X
Prozess- Aufrechterhaltungsfunktion X
orientierte | Manipulations- und X X X
Sichtweise | Abgleichsfunktion
Verwertungsfunktion X

x: die jeweilige Komponente des Baddeleyschen AG Modells erfiillt die in der linken Spalte aufgefiihrte

Funktion.

Dem verbalen und dem raumlichen Arbeitsgedachtnis werden hauptsachlich
Speicherfunktionen, Aufrechterhaltungsfunktionen, Manipulations- und Abgleichs-

funktionen zugeschrieben. Der zentralen Exekutive werden die Manipulationsfunktionen,
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Abgleichsfunktionen und Verwertungsfunktionen zugeordnet (Wolf et al. 2006). Das
urspringliche Konzept der zentralen Exekutive beinhaltete all diejenigen Prozesse, die
nicht direkt durch die untergeordneten Subsysteme erfasst werden konnten,
insbesondere in Bereichen der Aufmerksamkeit, Verhaltensregulierung und kognitiver
Kontrolle (Baddeley 2003). Exekutive Funktionen werden allgemein als handlungs-
assoziierte Prozesse verstanden, welche Arbeitsgedé&chtnisressourcen zielgerichtet in
Anspruch nehmen, wobei in der Literatur eine einheitliche Definition nicht existiert. Somit
rickt Baddeleys Konzept der zentralen Exekutive in die Nahe dessen, was allgemein

unter ,Exekutivfunktion subsumiert wird.

1.3.1.3 Neuroanatomisch orientierte Sichtweise

Anfangliche Aussagen und Ergebnisse zum Arbeitsgedachtnis, die von elektro-
physiologischen und L&sionsuntersuchungen an Affen stammen (Goldman-Rakic 1987,
Funahashi et al. 1993), bis hin zu aktuellen Arbeiten mittels Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) und funktioneller Magnetresonanztomographie (fMRT) verweisen
auf eine herausragende Rolle des lateralen prafrontalen Cortex, wenn Leistungen des
Arbeitsgedachtnisses gefordert sind. Das von Baddeley postulierte Multikomponenten-
modell des Arbeitsgedéchtnisses stellt nach aktuellem Forschungsstand ein
Hybridmodell (domanenspezifische Speichersysteme und prozessspezifische
Komponenten) dar und wird auch von Postle und D’Esposito als solches vorgeschlagen
(Repovs und Baddeley 2006, D'Esposito 2007). Aufbauend auf einer Reihe von
ereigniskorrelierten fMRT-Arbeiten (D'Esposito et al. 1999, Postle et al. 1999,
D'Esposito 2007) konnen definierte funktionell dissoziierbare Hirnareale einzelnen
Arbeitsgedachtnissubprozessen zugeordnet werden. Aus neuroanatomischer Sicht ist
der bilaterale dorsolaterale prafrontale Cortex (DLPFC) mit einer Vielzahl kognitiver
Teilprozesse, vor allem aber mit Manipulationsvorgéngen, assoziiert. Der ventrolaterale
prafrontale Cortex (VLPFC) Dbeinhaltet Uberwiegend Einspeicherungs- und
Aufrechterhaltungs-, sowie Inhibitionsprozesse. Neben dem lateralen préafrontalen
Cortex sind auch cortikale und subcortikale Areale in das neuronale Arbeitsgedé&chtnis-
Netzwerk involviert (Rypma und D'Esposito 1999, Zurowski et al. 2002, Walter et al.
2003). Funktionell bildgebende Arbeiten konnten zudem zeigen, dass so genannte
“dual-task™Prozesse eine hohere Beteligung des DLPFC zeigten, als die

ausschlieBliche Durchfihrung einer einzelnen Aufgabe. Diese Form von
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Simultanprozessierung fordert die exekutiven Funktionen in héchstem Mal3e (D'Esposito
et al. 1995).

1.3.2 Arbeitsgedachtnisdefizite in der Schizophrenie

Die Leistungsfahigkeit des Arbeitsgedachtnisses kann mithilfe verschiedener Tests
ermittelt werden. Hierzu zéhlen der Buchstaben-Zahlen-Test, der die Gedachtnisleistung
der phonologischen Schleife prift (Gold et al. 1997), der okulomotorische Test, der den
visuell-rdumlichen Notizblock pruft (Park und Holzmann 1992) und der Wisconsin Card
Sorting Test (WCST) (Heaton et al. 1993a). Insbesondere der WCST gilt als
zuverlassiges Verfahren, ein breites Spektrum kognitiver Prozesse abzubilden (Smith
und Jonides 1999, Anokhin et al. 2003), wenngleich es auch kritische Anmerkungen und
Forderungen nach einer methodischen Verbesserung gibt (Diaz-Asper et al. 2008,
Nyhus und Barcelé 2009, Dickinson und Elvevag 2009). In Studien, die den WCST zur
Untersuchung des Arbeitsgedéchtnisses einsetzen, schneiden Schizophreniepatienten
zum Teil bereits bei vergleichsweise niedrigen Fallzahlen signifikant schlechter ab als
gesunde Probanden. So wurden in einer 2011 publizierten Untersuchung 16 Patienten,
16 nicht von der Erkrankung betroffene Verwandte und 17 gesunde Probanden
miteinander verglichen. Dabei waren die gesunden Probanden den Patienten in den
Kriterien abgeschlossene Kategorien, nichtperseverative Fehler und gesamte Fehler
signifikant Uberlegen (p = 0,017, 0,002 bzw. 0,014). Lediglich in der Kategorie der
perseverativen Fehler wurde in dieser Studie keine Signifikanz erreicht (p = 0,243)
(Giakoumaki et al. 2011). Eine 2004 publizierte Metaanalyse untersuchte das Verhéaltnis
von perseverativen zu nichtperseverativen Fehlern im WCST im Zusammenhang mit der
Schizophrenie unter Einbeziehung von 59 Arbeiten, die zwischen 1989 und 2003
veroffentlicht worden waren. Das Ergebnis zeigte, dass sowohl gesunde
Kontrollpersonen als auch Patienten mehr perseverative als nichtperseverative Fehler
machen und der Unterschied zwischen perseverativen und nichtperseverativen Fehlern
bei Schizophrenen im Vergleich zu den Kontrollen nur auf dem Niveau marginaler
Signifikanz (p = 0,050) gegeben ist. Die Streubreite der Ergebnisse zum Verhéltnis (PE
— NPE) / (PE + NPE) reichte von —0.77 bis 0,66 bei den gesunden Kontrollen und von —
0,67 bis 0,46 bei den schizophrenen Patienten. Der Autor der Metaanalyse folgert vor

dem Hintergrund der komplexen Anforderungen des Tests an die Funktion des
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prafrontalen Cortex, dass vor einer vereinfachenden Interpretation des allgemein
schlechten Abschneidens Schizophrener im WCST gewarnt werden muss (Li 2004).
Tendenziell schneiden im WCST nicht erkrankte Verwandte schizophrener Patienten
besser ab als die Patienten selbst, aber schlechter als gesunde Probanden aus nicht
betroffenen Familien. Um jedoch zwischen Schizophrenen und nicht erkrankten
Angehdrigen bzw. zwischen nicht erkrankten Angehérigen und gesunden Probanden
signifikante Unterschiede im Abschneiden beim WCST zu erreichen, bedarf es deutlich
hoéherer StichprobengréRen. Eine 2005 publizierte Metaanalyse von 25 Arbeiten
vergleicht den WCST mit drei anderen Tests flr die exekutive Funktion, ndmlich dem
Trail Making Test (TMT), dem Stroop Test (ST) und dem Verbal Fluency Test (VFT) in
Bezug auf das Abschneiden nicht erkrankter Verwandter schizophrener Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen. Dabei zeigten sich im WCST, im TMT und im
ST lediglich geringe bis moderate Unterschiede zwischen den beiden Gruppen,
wahrend die phonologische und die semantische Variante des ST jeweils etwas
deutlichere Ergebnisse lieferten (Szoke et al. 2005).

Defizite im Arbeitsgedéachtnis, die durch diese Tests detektierbar sind, gelten schon seit
langem als Herzstlick und zentrales neuropsychologisches Merkmal von Kognitions-
stérungen in der Schizophrenie (Goldman-Rakic 1994, Glahn et al. 2003, Silver et al.
2003). Auf der Basis neuerer Verfahren zur Analyse des Arbeitsgedachtnisses mittels
funktioneller Bildgebung konnten bereits mehrmals in der Schizophrenie Befunde auf
spezifische Stérungen der funktionellen Integritdt neuronaler Netzwerke mit
Arbeitsgedachtnisfunktionen erhoben werden (Van Snellenberg et al. 2006, Henseler
und Gruber 2007).

So konnten bereits 1974 Ingvar und Franzen mittels einer funktionell bildgebenden
Untersuchungsmethode zeigen, dass schizophrene Patienten Defizite in prafrontalen
Arealen aufweisen, die fir die festgestellten kognitiven Storungen oder fir die
psychopathologische Symptomatik verantwortlich sein konnten (Ingvar und Franzen
1974). Ob bei schizophrenen Patienten kognitive Defizite selektiv oder generalisiert sind
(Dickinson et al. 2004) bzw. kognitive Doméanen selektiv und differenziell beeintrachtigt
sind, bleibt weiterhin Gegenstand aktueller Forschung. Auch vor diesem Hintergrund
wurden die bislang in der Literatur berichteten Arbeitsgedéchtnisdefizite schizophrener
Patienten innerhalb des Baddeleyschen Mehrkomponentenmodells material- (verbal,
raumlich, objektbezogen) oder prozessspezifisch (Speicherung, Aufrechterhaltung,

Manipulation oder Verwertung von Information) eingeordnet. Arbeitsgedachtnisdefizite
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korrelieren nur mafig mit psychotischen Symptomen, sind Uber die Zeit stabil und
gewohnlich nicht durch antipsychotische Medikation beeinflussbar. Zahlreiche Familien-
und Zwillingsstudien weisen darauf hin, dass die Veranderungen der Arbeits-
gedéchtnisleistung oder der kognitiven Kontrolle ein vererbbarer Phanotyp beziglich
des Risikos fur Schizophrenie sind (Franke et al. 1992, Yurgelun-Todd und Kinney 1993,
Faraone et al. 1995, Goldberg et al. 1995, Park et al. 1995, Stratta et al. 1997, Cannon
et al. 2000, Keefe 2000, Egan et al. 2001a, Egan et al. 2001b).

Wie bereits erwahnt, ist das Arbeitsgedachtnis im dorsolateralen prafrontalen Cortex
kartiert (Goldman-Rakic 1995, Levy und Goldman-Rakic 2000, Weinberger et al. 2001).
Harrison und Mitarbeiter fanden mittels post-mortem Studien Abnormalitaten von
schizophrenen Patienten in dieser Region (Harrison et al. 1999). Weiterhin konnte
mittels fMRI-Studien gezeigt werden, dass bei schizophrenen Patienten sowohl eine
Hypo-, als auch eine Hyperaktivitdt des prafrontalen Cortex vorliegen kann (Callicott et
al. 2003b). Deshalb werden selektive Arbeitsgedéchtnisdefizite und die ihnen zugrunde
liegenden neurofunktionellen Veranderungen bereits seit einigen Jahren als
intermediarer Phanotyp der Schizophrenie diskutiert (Glahn et al. 2003, Park und
Gooding, 2014).

Als neurobiologische Grundlage dieser Veradnderungen werden Dysbalancen von
Neurotransmittern postuliert. So ist die Dopaminaktivitét in frontalen und préafrontalen
Regionen bei schizophrenen Patienten vermindert (Moore et al. 1999). Diese so
genannte Hypofrontalitat ist bereits vor der Erkrankung nachweisbar und bleibt im
Verlauf bestehen, lasst sich aber durch Neuroleptika positiv beeinflussen (Keshavan et
al. 2008).

1.4 Dopaminerges System

Seit der Entdeckung der Neuroleptika konzentriert sich ein grof3er Bereich der
wissenschaftlichen Ursachenforschung zur Schizophrenie auf die Frage, welche
Bedeutung das dopaminerge System im Gehirn des Menschen fir die Schizophrenie
hat. Das Wirkprinzip der klassischen Neuroleptika ist die Blockade von Dopamin-
rezeptoren im Gehirn. Dadurch kommt es zu einer verminderten Aktivitdt der durch das
dopaminerge System versorgten Nervenzellverbande. Aus diesen Befunden wurde die
Dopaminhypothese der Schizophrenie entwickelt und ein groRer Teil der Arbeit, die in

die Erforschung dieser Erkrankung investiert wird, auf Fragestellungen in
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Zusammenhang mit Dopamin (DA) gelenkt (Carlsson und Lindquist 1963, Carlsson
1967).

1.4.1 Dopamin

Dopamin ist ein zur Gruppe der Catecholamine gehdrender Neurotransmitter, der
sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem weit verbreitet ist. Die
funktionalen Bedeutungen von Dopamin liegen hauptséachlich im Emotions- und
Belohnungssystem und im Bereich des thalamischen Filters. AuRerdem spielt es eine
wichtige Rolle bei der Funktion der kognitiven Flexibilitat sowie im Arbeitsgedachtnis
(Tunbridge 2010, Frank und Fossela 2011).
Dopamin wird im menschlichen Organismus aus den Aminosauren Phenylalanin oder
Tyrosin synthetisiert, die in der Nahrung vorkommen.
Wie in Abbildung 1.3 dargestellt, wird im ersten Schritt der Dopaminbiosynthese das
Tyrosinmolekil am C3 Atom durch das Enzym Tyrsosin-Hydroxylase mit einer zweiten
Hydroxylgruppe ausgestattet und liegt damit als 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) vor.
Danach decarboxyliert das Enzym DOPA-Decarboxylase das entstandene Molekll zum
Catecholamin Dopamin.
Dopamin kann nach Ausschittung in den synaptischen Spalt durch in die
prasynaptische Membran integrierte Proteine (Dopamin-Transporter — DAT) wieder in
die Prasynapse aufgenommen werden. Ferner besteht die Mdoglichkeit der enzyma-
tischen Inaktivierung durch folgende zwei Enzymsysteme:

— die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) Ubertragt eine Methylgruppe von

S-Adenosyl-Methionin auf Catecholamine. Dopamin wird zu 3-Methoxytyramin.
- die Monoaminoxidase (MAQO) desaminiert Dopamin zu 3,4-Dihydroxyphenyl-

acetaldehyd.
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Abbildung 1.3: Synthese und Metabolismus von Dopamin und Noradrenalin (Tunbridge et al.
2006): Dopamin wird durch die Enzyme Catechol-O-Methyltransferase (COMT)
und Monoaminoxidase (MAO) zu Homovanillinsdure (HVA), Noradrenalin zur
Vanillinmandelsaure (VMA) abgebaut. Zwischenprodukte dieser Abbauwege
sind 3-Methoxytyramin (3-MT), 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd (DHPA), 3-
Methoxy-4-Methoxyphenylacetaldehyd (MHPA), 3,4-Dihydroxyphenylessig-
saure (DOPAC), Dihydroxyphenylglycol (DHPG), 3,4-Dihydroxymandelsaure
(DHMA) und 3-Methoxy-4-Hydroxyphenylglycol (MVHPG).

1.4.2 Dopaminrezeptoren und Bahnsysteme im Gehirn

Die Dopaminrezeptoren werden in D1-artige (D1 und D5) und D2-artige (D2, D3, D4)
Rezeptoren unterteilt. Die Rezeptoren steuern G-Protein-gekoppelte synaptische Signal-
transduktionsprozesse und l6sen Uber Second-messenger-Systeme intrazelluldre
Prozesse aus (Edvinsson und Krause 2002). Die einzelnen Dopaminezeptortypen sind
in verschiedenen Hirnarealen in jeweils sehr unterschiedlicher Dichte zu finden. Die D1-,
D2-, und D3-Rezeptoren finden sich hauptsachlich in Gebieten mit hoher Dopamin-
Innervation, z.B. im Neostriatum und im ventralen Striatum. Dagegen sind die D4-, D5-,
aber auch wieder die D1-Rezeptoren in Hirnregionen mit niedriger Dopamin-Innervation,
z.B. im frontalen Cortex und im Hippocampus, lokalisiert (Schwarting 1997).

Dl-artige Rezeptoren sind exzitatorisch und nahezu ausschliel3lich an den
postsynaptischen Membranen zu finden. Die Erregungsuibertragung findet statt, indem
nach der Bindung von Dopamin an seinen G-Protein gekoppelten Rezeptor das Enzym

Adenylatcyclase aktiviert wird, das Adenosintriphosphat (ATP) in den second
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messenger zyklisches-Adenosinmonophosphat (cCAMP) umwandelt. Der second
messenger aktiviert die Phosphorylierung von lonenkanalen durch Proteinkinasen und
verandert so deren Permeabilitat.

D2-artige Rezeptoren sind inhibitorisch und sowohl an pr&-, als auch an
postsynaptischen Membranen lokalisiert. Die inhibitorischen Effekte dieser Rezeptoren
werden sowohl durch die Hemmung der Bildung des second messengers cAMP, als
auch durch die Offnung von Kaliumkanélen in der postsynaptischen Membran vermittelt.
Der dadurch ausgeloste Einstrom von Kaliumionen in die Nervenzelle fuhrt zu einer
Hyperpolarisation, die die Erregbarkeit des Neurons und somit die Bereitschaft zur
Erregungsweiterleitung beim Eintreffen eines Reizes durch das Auslosen eines
Aktionspotentials reduziert (Derrful? et al. 2000).

Es gibt im menschlichen Gehirn vier dopaminerge Systeme. Das nigrostriatale System
ist eine Verbindung dopaminerger Neuronen aus dem Hirnstamm zu den Basalganglien.
Stérungen des nigrostriatalen Systems fiuhren bei der Parkinsonerkrankung zu
Bewegungsstorungen. Bei der Einnahme von Neuroleptika kann es zu ahnlichen
Symptomen kommen. Das tuberoinfundibulare System besteht aus dopaminergen
Neuronen, die die Prolaktinsekretion regeln. Die Einnahme von Neuroleptika fuhrt nicht
selten zu einer Erhoéhung des Prolaktins im Serum und entsprechenden
Nebenwirkungen. Das mesolimbische System ist fir die Regulation von Affekten
verantwortlich. Die mesofrontocorticalen und mesohippocampalen Systeme werden fur
Prozesse im Bereich von Kognition und Gedé&chtnis verantwortlich gemacht (Tunbridge
2010). Dabei hat Dopamin auf die Funktion des prafrontalen Cortex eine Beziehung von
Konzentration und Wirkung, die sich in Gestalt einer umgekehrten U-férmigen Kurve

darstellen lasst (Optimumskurve, Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.4: Optimumskurve des Verhdaltnisses zwischen der Dopaminkonzentration und

der Funktion des prafrontalen Cortex (modifiziert nach Tunbridge et al. 2006)

1.4.3 Dopaminhypothese der Schizophrenie

Mehrere Autoren formulierten, insbesondere aufgrund der Wirkmechanismen von
Neuroleptika und Amphetaminen, schon frih die Hypothese, dass psychotische
Symptome durch einen Uberschuss an Dopamin verursacht werden (Carlsson und
Lindquist 1963, Carlsson 1967, Horn und Snyder 1971, Snyder 1976). Eine Hemmung
von Dopaminrezeptoren durch Neuroleptika konnte psychotische Symptome mildern,
wahrend die Einnahme von Amphetaminen bei langerer Einnahme Psychosen ausldsen
konnte (Snyder 1972, Snyder 1973). Amphetamin bewirkt eine Freisetzung von
Dopamin und hemmt dessen Inaktivierung. Amphetaminpsychosen sprechen sehr
schnell auf die Gabe von Neuroleptika an. Beobachtungen wie diese stitzen die
Dopaminhypothese. Die Dopaminhypothese kennt jedoch zwei Hauptprobleme:

Erstens wird die schizophrene Negativsymptomatik durch eine Dopaminblockade
verstarkt. Deshalb gehen Davis und Mitarbeiter erstmals nicht von einer einheitlichen
Hyperaktivitit des dopaminergen Systems aus, sondern unterteilen dieses in einen

mesolimbischen und einen mesocortikalen Bereich (Davis et al. 1991). Mittels
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pharmakologischer und bildgebender Verfahren wurde flir den mesolimbischen Bereich
eine dopaminerge Hyperaktivitat beobachtet, welche eher in Bezug zur
Positivsymptomatik der Schizophrenie steht und fir den mesocortikalen Bereich
dagegen eine dopaminerge Hypoaktivitét, welche mit der Negativsymptomatik assoziiert
wird. Diese Ergebnisse lieferten nun aus pharmakologischer Sicht die Erklarung, warum
typische Neuroleptika bei Negativsymptomatik nicht ansprechen, bzw. eher
kontraindiziert sind (Meltzer 1997).

Zweites Hauptproblem der Dopaminhypothese ist die klinische Wirkung der
Neuroleptika. Diese setzt nicht so schnell ein wie die pharmakologische Wirkung. Nach
Verabreichung einer ausreichenden Dosis eines Neuroleptikums sind spatestens nach
zwei Stunden alle Dopaminrezeptoren besetzt. Die antipsychotische Wirkung setzt aber
haufig erst ein, wenn ein Neuroleptikum Uber Tage oder gar Wochen eingenommen
wird. Deshalb vermutet man als antipsychotischen Wirkmechanismus nicht die
Rezeptorblockade selbst, sondern den verzégert einsetzenden Depolarisationsblock
(Grace 1992). Befunde wie diese zeigten auf, dass die Zusammenhange der
Entstehung der Schizophrenie deutlich komplizierter sind, als ursplinglich angenommen
worden war.

Cortikale und striatale Regionen sind beziglich Dopaminkonzentration, Dopamin-
rezeptorregulation und Dopaminrezeptordichte deutlich heterogen (Lidow et al. 1998). In
post mortem Studien konnte zwar eine erhohte Dopamin 2-Rezeptordichte (DRD2) im
Striatum schizophrener Patienten gezeigt werden, diese Ergebnisse wurden jedoch
zunachst in Frage gestellt, da die untersuchten Patienten zuvor Uber langere Zeit
Neuroleptika eingenommen hatten und bekannt war, dass klassische Antipsychotika
eine Erhdhung der DRD2-Rezeptordichte verursacht (Jones und Pilowsky 2002). Auch
durch bildgebende Verfahren konnten die post-mortem-Ergebnisse nur teilweise
bestatigt werden (Frankle und Laruelle 2002).

Nach Einnahme von Amphetaminen zeigte jedoch ein Kollektiv von schizophrenen
Patienten einen deutlich stéarkeren Dopaminanstieg als das Vergleichskollektiv (Laruelle
et al. 1996). Dieser Anstieg betraf sowohl mit antipsychotischer Medikation behandelte,
als auch neuroleptikanaive Erkrankte (Laruelle et al. 1999). In einer Langzeitstudie
konnte nachgewiesen werden, dass eine Verschlechterung der Negativsymptomatik bei
nicht antipsychotisch vorbehandelten Patienten mit einer verminderten endogenen

Dopaminaktivitat korreliert war (Knable et al. 1997). Moore und Mitarbeiter formulierten
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aufgrund der bisherigen Ergebnisse eine W eiterentwicklung der Dopaminhypothese, die
nach Hirnregionen differenziert.

Im limbischen System flihrt eine gesteigerte phasisch-dopaminerge Wirkung zu einer
Fehlinterpretation eigentlich harmloser aul3erer Einflisse, was zu Wahnwahrnehmungen
und Halluzinationen fihrt. In frontalen und préafrontalen Regionen dagegen ist die
Dopaminaktivitdt bei Schizophrenen vermindert, was zu kognitiven Defiziten und
Affektverflachung fuhren kann. Diese Hypofrontalitat ist bereits zu Beginn der
Erkrankung vorhanden und bleibt Gber den Verlauf hinweg bestehen (Moore et al.
1999).

Der Befund, dass die DRD2-Rezeptoren in verschiedenen Hirnregionen durch atypische
Neuroleptika, die sich positiv auf die Negativsymptomatik auswirken, in unterschiedlicher
Weise besetzt werden, wahrend klassische Neuroleptika, die reine Antagonisten an
DRD2-Rezeptoren darstellen, diese Wirkung nicht haben, stitzt diese aktualisierte
Hypothese (Lidow et al. 1998, Meltzer et al. 1999).

In den letzten Jahren wurden zunehmend auch andere Transmittersysteme untersucht
und die Dopaminhypothese durch die Glutamathypothese und die Serotoninhypothese
erganzt, da die alleinige Beteiligung dopaminerger Neurotransmittersysteme an der
Krankheitsentstehung als sehr unwahrscheinlich gilt (Hsiao et al. 1993). In der Folge
wurden, u.a. auf der Basis der Wirkungen und Rezeptorbindungsprofilen atypischer
Neuroleptika, kombinierte Neurotransmitter-Hypothesen entwickelt, die von einer
erhbhten dopaminergen und serotonergen Neurotransmission in subcortikalen
Hirnregionen ausgehen, aus der die Positivsymptomatik resultiert. Dem steht eine
verminderte dopaminerge und serotonerge Aktivitat im prafrontalen Cortex gegentber,
die urséchlich fur die Negativsymptomatik ist (Weinberger 1987, Breier 1995, Abi-
Dargham et al. 1997). Insgesamt ergdnzen sich die Neurotransmitterhypothesen im
Sinne eines gestdrten Zusammenspiels von Dopamin mit anderen Neurotransmittern im
ZNS (Kapur und Remington 1996).

1.5 COMT als Teil des dopaminergen Systems

1.5.1 Genstruktur und Isoformen

Die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) wurde 1958 entdeckt (Axelrod und Tomchick

1958) und qilt seither als ein Schlisselenzym des Catecholaminstoffwechsels in der
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Biochemie und Pharmakologie. Das COMT-Gen ist auf dem menschlichen Chromosom
22911 lokalisiert (Grossman et al. 1992). Das COMT-Enzym katalysiert den
extraneuronalen Transfer einer Methyl-Gruppe von S-Adenosyl-Methionin auf die
Hydroxylgruppe der Catecholamine. Dieser Schritt ist entscheidend fur den Abbau des
Neurotransmitters Dopamin im menschlichen Gehirn (Tenhunen et al. 1994, Napolitano
et al. 1995, Weinshilboum et al. 1999). Das Gen enthalt sechs Exons, davon sind Exonl
und Exon2 nicht kodierend. Es existieren zwei Promotor-Regionen, ein proximaler P1 in
Exon3 und ein distaler P2 in Exonl (Tenhunen et al. 1993), die die Transkription von
zwei verschiedenen mRNAs regulieren. Die langere mRNA, kontrolliert durch den P2
Promotor, kodiert fir eine membrangebundene Form (MB-COMT), die kirzere mRNA
(P1 Promotor) kodiert fur eine l6sliche Form (S-COMT), wie in Abbildung 1.5 dargestellt.

Chromosome 22

Ay
W

b 1.5kb

C 01 | ‘ @ 1.3kb

Abbildung 1.5: Das COMT-Gen und seine Isoformen (modifiziert nach Tunbridge et al. 2006).
AUG fungiert als Startcodon, UGA als Stopcodon.

MB-COMT wird vorwiegend in Gehirnneuronen exprimiert (Matsumoto et al. 2003) und
hat eine geringere katalytische Aktivitat als S-COMT (Lotta et al. 1995). S-COMT kommt
hauptsachlich in Organen wie Leber, Blut und Niere vor (Tenhunen et al. 1993,
Lundstrom et al. 1995). Karoum et al. (1994) zeigten auf, dass mehr als 60% des extra-
zellularen Dopaminabbaus im prafrontalen Cortex (PFC) durch die Aktivitat des COMT-

Enzyms reguliert wird, wobei es im Striatum nur ca 15% sind. Im Striatum ist der
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Dopamintransporter verantwortlich, um Dopamin aus dem synaptischen Spalt zu
entfernen. Im PFC ist aufgrund des Mangels an Dopamintransportern COMT fir den
Stoffwechsel von Dopamin verantwortlich. Auch Gogos (1998) zeigte diesen

biochemischen Sachverhalt an COMT-Knockoutmausen.

1.5.2 Polymorphismen im COMT-Gen

Insgesamt 1772 SNPs sind derzeit im COMT-Gen in der National Center for
Biotechnology Information (NCBI, Database of Single Nucleotide Polymorphisms dbSNP
Version 143) bekannt. Davon sind 142 SNPs im kodierenden Bereich.

Der Polymorphismus rs5746847 in der 5-Region des COMT-Gens, ein Austausch von
Cytosin (C) zu Thymin (T), hat einen moglichen Einfluss auf eine potentielle Promotor-
Funktion und kdnnte damit die Genexpression beeinflussen.

Der Polymorphismus rs4633 im Exon3, ein Austausch von Cytosin (C) zu Thymin (T),
fuhrt nicht zu einem Aminséurenaustausch. Zu diesem SNP liegen in der Literatur
bereits Assoziationsstudien zur Schizophrenie oder verwandten psychischen Storungen
vor (Nieratschker et al. 2010, Strohmaier et al. 2010, Calati et al. 2011, Wright et al.
2012).

Der Polymorphismus rs2239393, ein Austausch von Adenin (A) zu Guanin (G), ist in
seinen Folgen nicht gekléart.

Der Polymorphismus (SNP) rs4680 in Exon4 des COMT-Gens mit den Allelen Adenin
(A) und Guanin (G) hat eine Aminosaurensubstitution von Valin (Val) zu Methionin (Met)
zur Folge, die man bei Codon 108/158 findet (abhangig von dem verwendeten Start-
Codon; Position 108 bei S-COMT und Position 158 bei MB-COMT) (Gen-Bank
Zugangsnummer Z26491). Die unterschiedlichen Proteine haben aufgrund der G-A-
Substitution verschiedene neurobiologische Eigenschaften. Met (108/158) liegt in der
low-activity Variante (L-Allel), Val (108/158) in der high-activity Variante (H-Allel) vor
(Lachman et al. 1996). Zu rs4680 gibt es eine Vielzahl von Assoziationsstudien mit der
Schizophrenie oder verwandten psychischen Erkrankungen. Die Ergebnisse dieser
Studien waren inkonsistent (z.B., Williams et al. 2005, Bassett et al. 2007, Prata et al.
2009, Nieratschker et al. 2010, Zhang et al. 2012). Zusammenfassungen von
Assoziationsstudien in Form von Metaanalysen liegen ebenfalls vor (Glatt et al. 2003,
Fan et al. 2005, Munafo et al. 2005, Barnett et al. 2007, Barnett et al. 2008, Okochi et al.

2009). Ebenso wurde die Assoziation des SNPs mit der Arbeitsgedachtnisleistung
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mehrfach untersucht (z.B. Rybakowski et al. 2006, Szoke et al. 2006, Barnett et al.
2007, Allen et al. 2008, Barnett et al. 2008). Auch hier ist das Ergebnis inkonsistent.

Die Polymorphismen rs4646316, rs174696 und rs9332377 im Intron 5, jeweils ein
Austausch von Cytosin (C) zu Thymin (T), sind in ihren Folgen nicht geklart. Der SNP
rs174696 wurde bereits im Rahmen einer joint analysis mit positiven Ergebnissen
untersucht (Talkowski et al. 2008).

Der Polymorphismus rs165599 in der 3‘-nichttranslatierten Region (3‘UTR), ein
Austausch von Adenin (A) zu Guanin (G), ist nahe dem Polyadenylierungssignal
lokalisiert. Zu diesem SNP liegen bereits teilweise positive Ergebnisse aus zwei
Assoziationsstudien vor (Shifman et al. 2002, Funke et al. 2005).

Polymorphismen kdnnen unter anderem die Suszeptibilitat fir eine Erkrankung auf zwei
Wegen beeinflussen: Erstens kann, wie beim Vall08/158Met — Polymorphismus die
Struktur des kodierten Proteins verandert werden, zweitens kann ein Einfluss auf die
Genexpression, beispielsweise durch eine Genvariante in Promotor-Regionen, die
Konzentration und Verteilung des kodierten Proteins &ndern. In beiden Fallen ist die
Funktion des Proteins betroffen (Harrison und Weinberger 2005). Es ist daher im Falle
von Polymorphismen im COMT-Gen von Bedeutung, welcher SNP zu einer messbaren

Anderung der Enzymaktivitat der Catechol-O-Methyitransferase fhrt.

1.5.3 Polymorphismen im COMT-Gen und deren Einfluss auf die

Enzymaktivitat

Ein signifikanter Einfluss auf die Enzymaktivitat der Catechol-O-Methyltransferase
konnte nur fir den SNP rs4680 gezeigt werden. Das thermostabilere Protein mit Val-
Allel zeigt einen héheren Dopaminabbau als das mit Met-Allel an Position 108/158
aufgrund einer drei- bis vierfach hoheren Enzymaktivitat (Lachman et al. 1996, Syvanen
et al. 1997, Mannistd und Kaakkola 1999, Weinshilboum et al. 1999). Die Allele sind
kodominant, wobei die Individuen mit einem Val/Met-Genotyp eine mittlere COMT-
Aktivitat zwischen den homozygoten Individuen aufweisen (Lotta et al. 1995). Je
langsamer das COMT-Enzym arbeitet, umso effizienter ist die Leistung des prafrontalen
Cortex. Herabsetzung der COMT-Funktion durch den in der Therapie des Morbus
Parkinson eingesetzten COMT-Hemmers Tolcapon (Gasparini et al. 1997), durch
Genausschaltung (Kneavel et al. 2000) oder durch das Allel mit der geringeren Funktion

steigert die Kognition. Jedoch beeintrachtigt nicht nur zu wenig, sondern auch zuviel an
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Dopamin die kognitive Leistung des prafrontalen Cortex, moglicherweise um bei einer
Stress-induzierten Ausschuttung von Catecholaminen den posterioren und subcorticalen
Hirnstrukturen die Gelegenheit zu schnellen, instinkiven Reaktionen zu geben, ohne
dass kognitive Prozesse diese verzdgern (Arnsten 1997). Methionin-Homozygote (low-
activity) haben eine geringere Dopaminaufnahme im Mittelhirn als Val-Alleltrager
(Meyer-Lindenberg et al. 2005), was mit friheren Postmortem-Untersuchungen
Ubereinstimmt (Akil et al. 1999). Met-Homozygote weisen mit ihrer reduzierten COMT-
Aktivitat mehr prafrontales synaptisches Dopamin auf und Uber einen negativen
Regulationsmechanismus eine verminderte Dopaminaufnahme und Dopaminsynthese
im Mittelhirn. Dopamin beeinflusst die cortikale Funktion in einer umgekehrt U-férmigen
Dosis-Antwort-Kurve. Die Funktion des PFC ist optimal bei mittlerem Dopamingehalt.
Die Funktion ist vermindert im Zustand einer dopaminergen Unterfunktion (z.B. alte
Tiere und Parkinsonpatienten) oder im Zustand einer dopaminergen Uberfunktion
(gestresste Tiere oder wahrend amphetamininduzierter Psychose) (Tunbridge et al.
2006). Es wird vermutet, dass sich bei schizophrenen Patienten eine erhdhte Praferenz
des Valin-Allels finden lasst, also Schizophrene die aktivere Enzymvariante besitzen
(Goldberg und Weinberger 2004). AbschlieRend ist festzustellen, dass dieser Single
Nucleotid Polymorphismus im COMT-Gen einen funktionellen und positionellen Poly-
morphismus darstellt und das COMT-Enzym von entscheidender Bedeutung fir die
Pathophysiologie der Schizophrenie ist.

Auch andere Polymorphismen im COMT-Gen wurden hinsichtlich ihrer Einflisse auf die
Enzymaktivitéat untersucht. Dabei konnten zwar geringe Einflisse auf die Aktivitat von S-
COMT in Lymphozyten gefunden werden, in Bezug auf die Aktivitdt des im ZNS
exprimierten MB-COMT zeigten sich keine signifikanten Befunde (Shifman et al. 2002,
Bray et al. 2003, Chen et al. 2004).

1.5.4 COMT-Polymorphismus und Schizophrenie

Das COMT-Gen wird als ein Kandidatengen fir die Schizophrenie betrachtet (Poly-
meropoulos et al. 1994, Pulver et al. 1994). Aufgrund der Funktion von COMT im
Dopaminstoffwechsel und der genetischen Polymorphismen liegt es nahe, bestimmte
Variationen dieses Gens als Risikofaktor fir Schizophrenie zu verdachtigen.

Polymorphismen im COMT-Gen kénnten aufgrund einer veranderten Enzymaktivitat und

der daraus resultierenden Modifikation des Dopaminabbaus das Schizophrenierisiko
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erhohen (Egan et al. 2001b, Shifman et al. 2002, Glatt et al. 2003, Wonodi et al. 2003,
Sanders et al. 2005). Bei Schizophrenen wurde eine geringere dopaminerge Innervation
des dorsolateralen prafrontalen Cortex gefunden (Akil et al. 1999), wozu das COMT-Val-
Allel (high activity) einen wesentlichen Beitrag leistet. Val-Alleltrager besal3en hohere
Korrelationen bei Untersuchungen zu Schizotypie (Avramopoulos et al. 2002; Stefanis et
al. 2004). Fall-Kontroll-Studien und familienbasierte Assoziationsstudien haben eine
groRe, aber inkonsistente Menge an Ergebnissen gezeigt. Eine 2003 publizierte
Metaanalyse von 18 Fall-Kontroll- und familienbasierten Studien kam zu dem Ergebnis,
dass die Einbeziehung verschiedener Populationen zu einer Verzerrung der Ergebnisse
fuhrt und das Val-Allel in européischen Stichproben in familienbasierten Studien mit
einem geringfligig erhohten Schizophrenierisiko assoziiert ist, wahrend eine solche
Assoziation in asiatischen Stichproben nicht deutlich wird (Glatt et al. 2003). Eine Asso-
ziationsstudie an 862 Patienten und 928 gesunden Kontrollen Han-chinesischer
Ethnizitat fand eine nicht signifikante Risikoerhéhung bei Tragern des Val-Allels. Die von
denselben Autoren durchgefiinrte Metaanalyse fand nach der Stratifizierung der
einbezogenen Studien weder flr eine europaische noch fur eine asiatische Population
eine signifikante Assoziation (Fan et al. 2005). Einige Untersuchungen weisen auf eine
signifikante Assoziation zwischen dem Met-Allel und einem erhohten Schizo-
phrenierisiko bzw. dem Risiko von Gewaltausbrichen bei Schizophrenen hin (Ohmori et
al. 1998, Kotler et al. 1999), wahrend andere Studien keinen Zusammenhang des
COMT-Polymorphismus mit Schizophrenie fanden (Joober et al. 2002, Inada et al. 2003,
Ho et al. 2005).

Den aktuellen Erkenntnisstand reprasentieren Metaanalysen aus den Jahren 2005 und
2009. Die Auswertung von 18 zwischen 1996 und 2003 publizierten Fall-Kontroll-Studien
an vorwiegend europdischen und asiatischen Populationen zum Zusammenhang
zwischen dem COMT (Val108/158Met) Gen und Schizophrenie zeigte zunachst eine
signifikante Assoziation der Schizophrenie mit dem Val-Allel. Wenn jedoch nur die 15
Studien mit Allelfrequenzen einbezogen wurden, die das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
erfullten, war keine Signifikanz mehr gegeben (Munafo et al. 2005). Auch die 2009
publizierte Auswertung von 48 zwischen 1996 und 2008 verdffentlichten Fall-Kontroll-
Studien, die auch weitere SNPs im COMT-Gen einschloss, kam zu dem Schluss, dass
ein Beitrag des COMT-Gens zur Suszeptibilitat fur Schizophrenie unwahrscheinlich ist.
Auch in diese Analyse wurden vorwiegend Studien an europaischen und asiatischen

Populationen einbezogen. Neben dem Vall08/158Met-Polymorphismus wurden
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Untersuchungen zu 18 weiteren SNPs erfasst, von denen keiner eine signifikante
Assoziation mit der Schizophrenie aufwies (Okochi et al. 2009). Tabelle 1.3 listet die
aktuellen Studienergebnisse zu den weiteren untersuchten Einzelnucleotid-

polymorphismen im COMT-Gen auf.

Tabelle 1.3: Befunde zur Assoziation von SNPs im COMT-Gen (aulRer rs4680) mit der
Diagnose Schizophrenie

Studie Ethnizitat Untersuchte SNPs Ergebnis
Studienart
Stichprobe
Liet al. 2012 Han-chines. rs740603, rs4818 negativ,
Case control rs4818 positiv
284 Pat. bei Mannern
320 Kontr.
Nieratschker et Deutsch rs2020917, rs737865, rs5993883, negativ
al. 2010 Case control rs740603, rs4633, rs2239393, rs4646316,
631 Pat. rsl65774, rs174697, rs175699, rs9332377,
776 Kontr. rs165599
Stohmaier et al. | Deutsch rs6518592, rs2020917, rs737865, negativ
2010 Case control rs5993883, rs740603, rs4633, rs2239393,
631 Pat. rs4646316, rs165774, rs174697, rs175699,
776 Kontr. rs9332377, rs165599

1.5.5 COMT-Polymorphismen, Kognition und der Endophé&notyp
Arbeitsgedachtnis

Zahlreiche Studien zur Assoziation von COMT-Polymorphismen mit Schizophrenie
weisen auf einen EinflulR des Enzyms auf die kognitive Leistungsfahigkeit, speziell des
Arbeitsgedachtnisses, hin. Es ist bekannt, dass kognitive Doméanen bei Schizophrenen
beeintrachtigt sind (Goldman-Rakic 2001, Sitskoorn et al. 2004) und dass sich dieser
Befund auch auf gesunde Verwandte dieser Patienten Ubertragen lasst (Cannon et al.
2000, Wolf et al. 2002, Conklin et al. 2005). Inwiefern nun das COMT-Enzym einen
moglicherweise generellen Effekt auf Kognition haben konnte, wurde von
unterschiedlichen Arbeitsgruppen diskutiert. In neurokognitiven Tests fur das
Arbeitsgedachtnis zeigten Met-Homozygote an Schizophrenen im Gegensatz zu Val-
Homozygoten eine Leistungssteigerung nach Behandlung mit antipsychotischen
Medikamenten. Es wurde postuliert, dass der Val/Met-Polymorphismus ein ent-
scheidender Faktor bei der kognitiven Antwort auf eine antipsychotische Medikation sein

konnte (Weickert et al. 2004).
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Das COMT-Val-Allel des SNPS rs4680 hat eine hohere Enzymaktivitdt und bewirkt eine
Erhdhung des prafrontalen Dopaminstoffwechsels; durch die sinkenden Dopamin-
konzentrationen wird die préfrontale kognitive Leistung, mithin die Arbeits-
gedéachtnisleistung, vermindert (Egan et al. 2001b, Bilder et al. 2002, Goldberg et al.
2003). Die Valin-Variante fuhrt somit zu einem niedrigeren synaptischen Dopamin-
spiegel und einer relativ schwacheren prafrontalen Funktion (Chen et al. 2004). Diese

Ergebnisse konnten jedoch nicht in allen folgenden Studien repliziert werden.

Studien mit neuropsychologisch gesunden Personen

Eine reduzierte COMT-Enzymfunktion (Met) bei gesunden Probanden fuhrt zu einer
erhohten kognitiven Leistungsfahigkeit bei Erwachsenen (Egan et al. 2001b, Joober et
al. 2002, Malhotra et al. 2002, Goldberg et al. 2003, Rosa et al. 2004, Bruder et al. 2005,
De Frias et al. 2005) sowie bei Kindern (Diamond et al. 2004). Allerdings ist die
Datenlage hier widersprichlich. Das im Vergleich zu den Val-Alleltragern bessere
Abschneiden der Met-Homozygoten in kognitiven Tests konnte bei Untersuchungen an
120 jungen gesunden Frauen (Tsai et al. 2003), 543 jungen Méannern (Stefanis et al.
2004) und 84 Kontrollpersonen (Ho et al. 2005) nicht bestéatigt werden. Bei einer
weiteren Untersuchung von 200 gesunden Probanden konnte ein schwacher Trend des
COMT-SNPs rs4680 zu schlechteren Resultaten von Met-Alleltragern Dbei

Aufmerksamkeitstests gezeigt werden (Fossella et al. 2002).

Studien mit schizophrenen Personen

Schizophrene Met-Alleltrager (low activity) schnitten bei der Assoziation des funk-
tionellen SNP rs4680 mit kognitiven Leistungen besser ab als Val-Alleltrager (Egan et al.
2001b, Bilder et al. 2002, Joober et al. 2002, Goldberg et al. 2003, Nolan et al. 2004,
Galderisi et al. 2005).

Eine erhohte Suszeptibilitdt fir Schizophrenie oder ein Einfluss auf die Funktion des
Frontallappens konnte durch Ho und Mitarbeiter nicht nachgewiesen werden (Ho et al.
2005). Auch konnte in zwei weiteren Studien kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Polymorphismus und allgemeinen kognitiven Fahigkeiten bei Schizo-
phrenen hergestellt werden (Rosa et al. 2004, Tsai et al. 2004).

Eine 2007 erschienene Metaanalyse wertete 12 Studien aus, die sich mit dem Einfluss
des COMT-Val108/158Met-Polymorphismus auf die Ergebnisse des Wisconsin Card

Sorting Test (WCST) befassten und fand einen moderaten, aber signifikanten
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Zusammenhang bei gesunden Probanden, nicht jedoch bei schizophrenen Patienten
(Barnett et al. 2007). Die Autoren folgerten daraus, dass der Einfluss des Genotyps auf
die kognitive Funktion kleiner sein konnte als der Effekt der antipsychotischen
Medikation. Dies wirde bedeuten, dass der WCST bei schizophrenen Patienten primar
die Wirkung der Neuroleptika auf die Dopaminrezeptoren misst. Eine experimentelle
Studie aus dem Jahr 2014 scheint diese Annahme zu widerlegen (Lee et al. 2014).

In einem Review aus dem Jahr 2009 beschreiben Dickinson und Elvevag die
Maoglichkeiten und Grenzen des WCST als Mal3 fir die exekutive Funktion in gesunden
und schizophrenen Personen im Vergleich zu anderen Tests wie dem
N-back-Test. (Dickinson und Elvevag 2009). Die jliingste Metaanalyse in Bezug auf
rs4680 zeigt ein geringflgig, aber signifikant besseres Abschneiden von Met/Met-
Tragern gegentber Val/Val-Tragern im WCST bei gesunden Individuen, nicht jedoch bei
Schizophrenen und bestatigt damit die Ergebnisse der Metaanalyse von Barnett und
Mitarbeitern aus dem Jahr 2007, ohne sie jedoch in &hnlicher Weise zu diskutieren (Ira
et al. 2013).

Es existieren somit zahlreiche Verdffentlichungen bezlglich einer Assoziation zwischen
dem funktionellen COMT-SNP rs4680 und Kognition, bzw. dem Endophanotyp
Arbeitsgedachtnisleistung.

Neben rs4680 wurden nur wenige andere SNPs im COMT-Gen auf ihre Assoziation mit
der Leistung des Arbeitsgedachtnisses untersucht.

Chien und Mitarbeiter untersuchten an 124 schizophrenen Patienten und 112 gesunden
Kontrollpersonen die SNPs rs737865, rs4680 und rs165599 auf ihren Einfluss auf die
Leistungen im WCST und im Continuous Performance Test (CPT). Dabei zeigte sich
das A-Allel von rs165599 signifikant assoziiert mit einer schlechteren Leistung im CPT
(p = 0,04), nicht jedoch im WCST (Chien et al. 2009).

Die Studie von Liao und Mitarbeitern schlief3t insgesamt 680 Personen asiatischer
Ethnizitdt ein und untersucht die SNPs rs737865, rs4680 und rs165599 auf ihre
Assoziation mit der Leistung im WCST und dem CPT. Weder in Patienten, noch in
deren Angehotrigen oder gesunden Kontrollpersonen konnten signifikante
Zusammenhange zwischen den Allelen in einem der SNPs und den Leistungen in
einem der Tests gefunden werden (Liao et al. 2009).

Diaz-Asper und Mitarbeiter fanden einen signifikanten Zusammenhang zwischen der

Leistung im WCST und der Diagnose Schizophrenie, jedoch keine Signifikanz in Bezug
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auf die SNPs rs737865, rs165599 und rs2097603 und den WCST. Allerdings zeigten
sich signifikant schlechtere Leistungen bei Tragern des G-G-Allels im SNP rs737865 in
Bezug auf den n-Back-Test und den CPT (Diaz-Asper et al. 2008).

Choudhry und Mitarbeiter untersuchten die exekutive Funktion von 445 Kindern mit
ADHS mit dem WCST, dem Tower of London Test und dem self-ordered pointing task
und setzten die Ergebnisse in Beziehung zu den SNPs rs6269, rs4633, rs4818 und
rs4680. 86,9% der Kinder waren Kaukasier. Es zeigte sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen ADHS, den COMT-Allelen und der Leistung in den Tests
(Choudhry et al. 2012).

1.6 Fragestellung

Das Konzept der Endophanotypen ist insbesondere im Zusammenhang mit
neurobiologischen bzw. neurogenetischen Fragestellungen ein wertvoller Ansatz.
Methodisch geht das Endophanotypenkonzept davon aus, dass eine jeweils weitaus
geringere Anzahl an Genen einen umschriebenen Endoph&notypen determiniert,
wahrend (im Sinne der multifaktoriellen Atiopathogenese) eine Vielzahl von Genen die
Erkrankung als klinisches Syndrom bzw. als Entitat bestimmt. Beim Arbeitsgedachtnis
handelt es sich um einen vergleichsweise robust mit der Schizophrenie
vergesellschafteten Endophanotyp, wie eine Anzahl von klinischen Studien sowie
eigene Befunde nahe legen. Einen ahnlich hohen Evidenzgrad weist die Assoziation der
Schizophrenie mit genetischen Varianten des Dopamin metabolisierenden Enzyms
Catechol-O-Methyltransferase (COMT) auf.

Vor diesem Hintergrund soll zunachst im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie an einer
kaukasischen Stichprobe von 1120 Probanden, davon 509 schizophrenen Patienten und
611 gesunden Kontrollen, die Assoziation zwischen acht Polymorphismen (rs5746847,
rs4633, rs2239393, rs4680, rs4646316, rs174696, rs9332377 und rs165599) im
Catechol-O-Methyltransferase-Gen (COMT-Gen) mit dem Phanotyp Schizophrenie
untersucht werden. Die Genotypisierung erfolgte mittels des i PLEX-Verfahrens und der
MassArray MALDI-TOF Methode.

Im zweiten Teil der Arbeit sollen anhand der Leistungen im Wisconsin Card Sorting Test
(WCST) an einer Subgruppe von 542 freiwilligen Teilnehmern aus der Fall-Kontroll-
Studie moégliche Zusammenhéange zwischen denselben acht Polymorphismen und dem

Endophanotyp Arbeitsgedéachtnis identifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Vorbedingungen der Studiendurchfihrung

Die Studie wurde mit Zustimmung der lokalen Ethikkommission durchgefiihrt. Alle
Probanden wurden Uber die Zielsetzung der Studie sowie die anonymisierte
Verwendung der erhobenen Daten und gewonnenen Blutproben aufgeklart. Die
Teilnahme an der Studie erfolgte freiwillig und nur bei Vorliegen einer unterschriebenen

Einverstandniserklarung.

2.2 Studienteilnehmer

Das Probandenkollektiv kaukasischer Abstammung setzte sich aus gesunden
Kontrollpersonen sowie Patienten mit Schizophrenie mit einem Mindestalter von 18

Jahren zusammen.

2.2.1 Fall-Kontroll-Assoziationsstudie

In einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurde der Zusammenhang von acht
verschiedenen SNPs des COMT-Gens mit der Schizophrenie untersucht. Die
Probanden dieser Studie setzten sich aus 611 gesunden Kontrollen und 509 an

Schizophrenie erkrankten Patienten zusammen.

2.2.1.1 Kontrollen

Die Kontrollgruppe bestand aus einer Stichprobe von 611 nicht verwandten,
deutschstdmmigen Probanden aus der allgemeinen Bevolkerung Miunchens. Der Grad
der Schulbildung wurde bei jedem Studienteilnehmer erfragt und in niedrig
(Hauptschulabschluss), mittel (Realschulabschluss) und hoch (Abitur) eingeteilt.

Die gesunden Probanden wurden nach dem Zufallsprinzip aus der Allgemein-

bevolkerung Minchens Uber das Kreisverwaltungsreferat Minchen ausgewdahlt und
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schriftlich kontaktiert. Um die genetische Heterogenitdt zu minimieren, wurden nur
Personen deutscher Abstammung (Eltern und Grol3eltern sind Deutsche) in die Studie
eingeschlossen. Zum Ausschluss von Personen, die an einer psychiatrischen oder
hirnorganischen Erkrankung litten bzw. Verwandte ersten Grades hatten, die an einer
solchen Erkrankung litten, wurden dem Einschluss in die Studie mehrere
Untersuchungen vorgeschaltet. Zunéchst erfolgte ein telefonisches Screening, um
neuropsychiatrische Erkrankungen bei den kontaktierten Personen und ihren
Erstgradangehorigen zu erfragen. Bestanden hierzu keine Hinweise, erfolgte im
Anschluss eine eingehende, schriftiche somatische und psychiatrische Anamnese der
Kontrollteilnehmer und ihrer biologischen Verwandten ersten bis dritten Grades. In
diesem Zusammenhang wurde nach bisherigen Arztkontakten wegen neurologischer
oder psychiatrischer Erkrankungen und nach entsprechenden Vorerkrankungen,
insbesondere depressiven oder manischen Episoden gefragt, was bei Vorhandensein
zum Studienausschluss fuhrte. Weiterhin interessierten auch Phasen mit grof3er Angst,
Essstérungen, Alkohol- oder Drogenkonsum, eigenes suizidales Verhalten oder Suizid
bei Verwandten. Auch diese Eigenschaften flhrten bei Vorhandensein zum Ausschluss
von der Studie, da sie das Untersuchungsergebnis beeinflussen kénnen (Arranz et al.
1995, Beesdo und Wittchen 2006). Bei weiterhin bestehender Eignung wurden die
potentiellen Kontrollprobanden zu einer umfassenden Befragung in die Klinik
eingeladen. Diese beinhaltete neben dem Strukturierten Klinischen Interview (SKID |
und 1l) das Family History Assessment Module (FHAM). Der Einschluss in die Studie
erfolgte nur bei negativer psychiatrischer Familienanamnese sowie bei Abwesenheit
somatischer Krankheiten oder von Storungen der Achse I/1l (lifetime). Zudem wurden mit
Hilfe des Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI) Informationen zur
individuellen Belastungssituation bzw. zu kritischen Lebensereignissen gewonnen, um
Personen mit auffalligen Personlichkeitsstrukturen auszuschliel3en. Zur Einschétzung
der allgemeinen kognitiven Leistungsfahigkeit wurden der Hamburg-Wechsler-Intelli-
genztest fur Erwachsene in revidierter Form (HAWIE-R) sowie bei allen Probanden Uber
60 Jahren der Mini-Mental-State-Test (MMST) eingesetzt. Probanden mit einem 1Q-
Gesamtwert unter 80 (HAWIE-R) und/oder einem MMST-Wert von unter 26 Punkten

wurden ebenfalls von der Studie ausgeschlossen.
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2.2.1.2 Patienten

Das Patientenkollektiv bestand aus 509 schizophrenen Patienten kaukasischer
Abstammung. Der Grad der Schulbildung wurde bei jedem Patienten erfragt und in
niedrig (Hauptschulabschluss), mittel (Realschulabschluss) und hoch (Abitur) eingeteilt.
Die Patienten wurden aus einem Pool von an Schizophrenie erkrankten Personen
rekrutiert, die bereits in verschiedenen psychiatrischen Kliniken Minchens stationar in
Behandlung waren. Es wurden nur Patienten in die Studie eingeschlossen, die zum
Zeitpunkt der Studiendurchfiihrung nicht stationar behandelt wurden. Entsprechend den
DSM-IV Kiriterien hatten die Patienten eine Schizophrenie des undifferenzierten,
desorganisierten oder paranoiden Typs.

Der Erstkontakt erfolgte entweder telefonisch oder personlich. Dabei wurden
Hintergrund, Zielsetzung und Ablauf der Studie erlautert und ein Interesse an der
Studienteilnahme eruiert. Bei vorliegendem Interesse an einer Teilnahme wurden die
Patienten zu einem personlichen Gesprach in die Klinik eingeladen oder es wurden
Hausbesuche durchgefuhrt. Im Gesprach wurde eine einheitiche umfassende
somatische und psychiatrische Anamneseerhebung mittels standardisierter Anamnese-
bdgen vorgenommen. Hierbei wurden Informationen tber die Lebensgeschichte seit der
Kindheit, Erkrankungen, Medikamenteneinnahme, Medikamentenabusus, Alkohol- und
Drogenkonsum, ambulante nervenéarztliche Konsultationen, stationare psychiatrische
Aufenthalte, schulischen und beruflichen Werdegang sowie die familidre- und
Wohnsituation eingeholt. Zudem wurde die Anamnese in Bezug auf depressive und
manische Phasen, Angstprobleme, Essprobleme und Suizidversuche erfragt.
Alkoholabhéngigkeit oder andere Suchterkrankungen fuhrten ebenso zum Ausschluss
aus der Studie wie das Vorliegen einer relevanten somatischen oder neurologischen
Erkrankung, die psychotische Symptome verursachen konnte. Zur Verifizierung der
Diagnose sowie zur Einordnung in die Subtypen der Schizophrenie nach DSM-IV
Kriterien diente das SKID 1 in der klinischen Version. Entsprechend der Symptomatik
wurde hierbei nach paranoidem, desorganisiertem, katatonem, undifferenziertem und
residualem Typus unterschieden. Da auch organische Erkrankungen Symptome der
Schizophrenie hervorrufen kénnen, musste sichergestellt sein, dass die Symptomatik
keine Folge entzindlicher, endokriner und neoplastischer Erkrankungen oder
Stoffwechselstérungen, die direkt oder indirekt das Gehirn betreffen kénnen, darstellte.
Zudem durfte die Symptomatik keine direkte Folge von Alkohol- oder Drogenmissbrauch
sein. Patienten, bei denen eine aktive Hepatitis B oder C, eine HIV-Erkrankung oder
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Hinweise auf intravendse Heroinabhéngigkeit vorlagen, wurden ebenfalls nicht in die

Studie aufgenommen.

2.2.2 Endophanotypenstudie

Um weiterfihrende neuropsychologische Tests durchzufiihren, wurde eine Subgruppe
mit 542 freiwilligen Teilnehmern aus der Fall-Kontroll-Studie gebildet. Die Stichprobe
bestand aus 366 gesunden Probanden und 176 schizophrenen Patienten.

Um in der Lage zu sein, die kognitiven Untersuchungen durchzufiihren, sollten die
Teilnehmer zusétzlich zu den beschriebenen Selektionskriterien der Fall-/
Kontrollgruppe eine ausreichende Seh- und Horfahigkeit sowie entsprechende
Beweglichkeit der Arme und Finger besitzen. Die WCST-Testverfahren fanden im
Rahmen einer zweiten Untersuchung statt, in der auch andere kognitive Tests

durchgefuhrt wurden.

2.3 Instrumente zur Erfassung psychologischer und

psychiatrischer Parameter

2.3.1 Strukturiertes Klinisches Interview fur DSM-IV (SKID I/ SKID II)

Zur Diagnosestellung sowie zum Ausschluss psychiatrischer Diagnosen wurde ein
strukturiertes klinisches Interview (SKID) nach DSM-IV (Diagnostic and statistical
Manual of Mental Disorders, 4. Auflage) (Wittchen et al. 1997) durchgefuhrt. Mit Hilfe
des SKID I kdbnnen ausgewahlte psychische Syndrome und Stérungen, wie sie im DSM-
IV auf Achse | definiert werden, erfasst und diagnostiziert werden. Zudem liefert das
SKID | Kodierungsmoglichkeiten fir Achse IV (psychosoziale Probleme) und Achse V
(globale Beurteilung des Funktionsniveaus). Die Diagnoseerhebung erfolgt im Langs-
und Querschnitt sowie mit Zusatzinformationen tber Beginn und Verlauf. Im SKID |
konnen folgende DSM-IV Diagnosen auf Achse | beurteilt werden: Affektive Stérungen,
psychotische Stérungen, Stérungen durch psychotrope Substanzen, Angststérungen,
somatoforme Stdrungen, Essstorungen und Anpassungsstérungen. Das SKID Il dient
der Diagnostik von Personlichkeitsstorungen. SKID | und SKID Il dienen der schnellen

und validen Diagnosestellung nach DSM-IV.
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2.3.2 Family History Assessment Module (FHAM)

Das Auftreten und der Grad der familidren Belastung durch psychiatrische
Erkrankungen kann mit dem von Rice entwickelten Family History Assessment Module
standardisiert erhoben werden (Rice et al.1995). Mit diesem Fragebogen werden
Blutsverwandtschaften bis in den dritten Grad erfasst, wobei beriicksichtigt wird, ob die

Verwandtschaft mitterlich oder véaterlich ist.

2.3.3 Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI)

Das von Richter und Guthke entwickelte Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar
stellt ein strukturelles Interview zur Erfassung individueller Informationen Uber die
jeweilige Belastung durch kritische Lebensereignisse dar (Richter und Guthke 1996).
Hierbei werden belastende Ereignisse in den Bereichen allgemeine soziale Situation,
berufliche Situation, Partnersituation, Familiensituation und traumatische Erlebnisse
erfasst. Dariiber hinaus kann der Zusammenhang zwischen dem Belastungsgrad

kritischer Ereignisse und personlich wichtigen Lebenszielen betrachtet werden.

2.3.4 Mini-Mental-State-Test (MMST)

Der Mini-Mental-State-Test (MMST) nach Folstein dient der Diagnose kognitiver
Stérungen bei alteren Personen (Folstein et al. 1975). Mit Hilfe des MMST kann das
Vorliegen einer Demenz, Veradnderungen im Verlauf der Erkrankung oder die
Wirkung von Medikamenten nachgewiesen werden. Der Test besteht aus 30
Aufgaben, wobei jede richtige Antwort mit einem Punkt bewertet wird. Mit diesem
Test werden die Bereiche Orientierung, Merkféahigkeit, Aufmerksamkeit und Rechen-
fahigkeit, Erinnerungsfahigkeit, Sprache und andere Funktionen (Lesen, Schreiben)
erfasst (Stoppe 1997).

2.3.5 Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fir Erwachsene in revidierter
Form (HAWIE-R)

Zuséatzlich zum klinischen Interview wurden alle gesunden Probanden sowie alle

Patienten, die an der Endophéanotypenstudie teilnahmen, einem Intelligenztest
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unterzogen. Bei Intelligenztestverfahren handelt es sich um eine Reihe von
standardisierten Fragen und Aufgaben, mit denen die kognitive Leistungsfahigkeit des
Individuums gemessen wird. Vorgehensweise und Auswertung folgten dem Manual von
Tewes 1994. Der Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fur Erwachsene, Revision 1991
(HAWIE-R) ist aus einem Verbalteil und einem Handlungsteil zusammengesetzt. Der
Verbalteil besteht aus sechs Untertests und der Handlungsteil aus funf Untertest. (seit
2006 WIE — Wechsler Intelligenztest fir Erwachsene; seit 2012 WAIS IV — Wechsler
Adult Intelligence Scale — Revision IV, Deutsche Adaption). Dabei werden neben der
allgemeinen Begabung auch psychomotorische Geschwindigkeit, visuell motorische
Koordination, Konzentrationsfahigkeit, Beobachtungsgenauigkeit und bildungs-

abhangige Einflisse getestet.

2.3.6 Wisconsin Card Sorting Test (WCST)

Der Wisconsin Card Sorting Test (WCST) wurde im Jahr 1948 von D. A. Grant und
E. A. Berg als neuropsychologisches Testverfahren fir abstraktes und flexibles
Denken vorgestellt (Berg 1948, Grant und Berg 1948). Er dient der Messung von
exekutiven Funktionen (Alvarez und Emory 2006). Dabei wird die kognitive Fahigkeit
gemessen, Strategien als Reaktion auf wechselnde Herausforderungungen zu
entwickeln. Hierzu sind flexibel planendes Denken, die organisierte Verarbeitung von
Fehlermeldungen, sowie die Fahigkeit zur Entwicklung von Strategien zur Lésung
von Problemen erforderlich (Grewe et al. 2002, Wolf et al. 2002, Heaton et al.
2003b).

2.3.6.1 Testaufbau

Zur Durchfihrung kam die Computerversion 4 des WCST zur Anwendung (WCST
CV:4). Der Test besteht aus vier Stimulus- bzw. Schlisselkarten und 128
Grundkarten. Die vier verschiedenen Schlisselkarten unterscheiden sich in den drei
Kriterien Form, Farbe und Anzahl und sind wéhrend des gesamten Tests im oberen
Teil des Bildschirms abgebildet. Sie zeigen ein rotes Dreieck, zwei griine Sterne, drei
gelbe Kreuze und vier blaue Punkte. Die Grundkarten erscheinen aufeinander

folgend am unteren Bildschirmrand und zeigen Figuren, die in Form (Dreieck, Stern,
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Kreuz oder Punkt), Farbe (rot, griin, gelb oder blau) und Anzahl (eins, zwei, drei oder
vier) variieren. Das Monitorbild des WCST ist in Abbildung 2.1 dargestellt.
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O
O

Abbildung 2.1: Bild des WCST auf dem Monitor mit der Anordnung der Schlusselkarten und

der Grundkarte. Die Schlisselkarten sind im oberen Bildschirmdrittel

nebeneinander angeordnet. Die Grundkarten erscheinen aufeinander folgend

im unteren Teil des Bildschirms.

Als Aufgabenstellung muss jede Grundkarte mit Hilfe der Computermaus einer der vier
Schlusselkarten zugeordnet werden. Das Zuordnungsprinzip variiert im Verlauf des
Tests und wird dem Probanden nicht bekannt gegeben. Er erhalt jedoch nach jeder
Zuordnung eine visuelle Fehlerriickmeldung. Nach zehn aufeinander folgenden rich-
tigen Zuordnungen entsprechend des initialen Prinzips (z.B. Farbe), wechselt das
Zuordnungsprinzip ohne diesbeziigliche Information an den Probanden. Anhand der
Fehlerrickmeldungen muss nun das neue Zuordnungsprinzip (z.B. Form) erkannt
werden. Eine Zuordnungskategorie gilt nach zehn in Folge korrekt getatigten Zu-
ordnungen als erfolgreich abgeschlossen und das Zuordnungsprinzip wechselt. Der
Test ist nach erfolgreichem Abschluss aller sechs Zuordnungskategorien (2x Farbe,
2x Form, 2x Anzahl) oder nach Zuordnung der 128 zur Verfigung stehenden

Grundkarten beendet. Eine zeitliche Begrenzung gibt es nicht (Heaton et al. 2003).
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2.3.6.2 Testdurchfuhrung

Der WCST wurde in standardisierter Form durchgefthrt. Durch die Verwendung der
Computerversion (WCST: CV4) ist die automatisierte Administration und Auswertung
des Tests moglich. Fur die Durchfihrung des Tests wurde ein Laptop mit einem 15-
Zoll-Monitor benutzt. Fir jeden Probanden wurde eine eigene Datei unter der
anonymisierten Probandennummer angelegt, unter der demographische Informa-
tionen und die Testergebnisse gespeichert wurden. Als Vorbedingung des Tests
wurden die Probanden auf ausreichendes Sehvermdgen und die Fahigkeit, Farben
zu unterscheiden, gepruft. Vor dem Test wurden in das Testprotokoll die
demographischen Daten Geschlecht, Geburtsdatum sowie Dauer der Schul- und
Berufsausbildung aufgenommen. Dann wurde der Bildschirm in Augenhothe der

Probanden platziert und unmittelbar vor Testbeginn die Aufgabenstellung erlautert.

2.3.6.3 Testauswertung

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Version 4 des WCST ermoglichte eine
automatisierte Testauswertung nach dem Testmanual (Heaton et al. 1993). Jede
einzelne Zuordnung der Grundkarten wird zunachst in drei voneinander unab-
hangigen Dimensionen beurteilt. In der ersten Dimension wird festgestellt, ob die
Zuordnung dem richtigen Zuordnungsprinzip entspricht. In der zweiten Dimension
wird unterschieden, ob es sich um eine eindeutige oder uneindeutige Zuordnung
handelt. Wenn die Grundkarte mit der ihr zugeordneten Schlisselkarte in nur einem
Parameter (Farbe, Form oder Anzahl) Ubereinstimmt, ist die Zuordnung eindeutig.
Die Grundkarte kann mit den Schlisselkarten jedoch in mehr als einem Parameter
Ubereinstimmen. Wenn der Schlisselkarte mit zwei griinen Sternen eine Grundkarte
mit drei grinen Sternen zugeordnet wird, ist die Zuordnung uneindeutig. Hier kann
nicht entschieden werden, welchen Parametern die Zuordnung durch den Teilnehmer
folgte, ob aufgrund der Farbe oder aufgrund der Figur. Dies ist fur die dritte
Auswertungsdimension von Bedeutung. In dieser wird beurteilt, ob die Zuordnung der
Grundkarte durch den Teilnehmer nach einem perseverativen Prinzip oder nach einem
nichtperseverativen Prinzip erfolgt war. Unter Perseveration wird das Verharren bzw.
Haftenbleiben an Vorstellungen im Sinne eines beharrlichen Wiederholens verstanden.
Bei der Auswertung des WCST wird somit eine Unterscheidung zwischen
perseverativer und nichtperseverativer Zuordnung in Hinblick auf Farbe, Form und
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Anzahl vorgenommen. Wenn sich ein perseveratives Prinzip etabliert, werden alle

nachfolgenden Zuordnungen, die mit diesem Prinzip Ubereinstimmen, unabhangig

davon, ob sie korrekt oder inkorrekt sind, als perseverativ gewertet. Zuordnungen, die

diesem Prinzip nicht entsprechen, werden als nichtperseverativ gewertet. Wenn jede

Zuordnung im Testablauf nach den drei Dimensionen richtig-falsch, eindeutig-

uneindeutig und perseverativ-nichtperseverativ beurteilt wurde, erfolgt die Auswertung

des WCST anhand unterschiedlicher Testvariablen, fir die jeweils Rohwerte berechnet
werden (Tabelle 2.1):

Die Gesamtleistung im Test spiegelt Total Number Correct und Total Number of
Errors wider. Das bedeutet, dass die Gesamtleistung im Test durch die Anzahl
der richtigen Zuordnungen und die Anzahl der falschen Zuordnungen
widergespiegelt wird.

Perseverative Responses ist die Gesamtzahl perseverativer Antworten,
unabhangig davon, ob diese richtig und falsch sind.

Perseverative Errors ist die Gesamtzahl der perseverativen Fehler.
Nonperseverative Errors ist die Anzahl der nichtperseverativen Fehler.

Die Variable Conceptual Level Responses ist die Anzahl korrekter Zuordnungen,
die in direkter Folge von mindestens drei Aufgaben erfolgt sind. Dazu wird ein
ansatzweises Verstdndnis des Zuordnungsprinzips angenommen, da eine nur
per Zufall richtige Abfolge in dieser Lange unwahrscheinlich ist.

Trials to Complete First Category ist die Anzahl der Zuordnungen, die bendtigt
wird um die erste Kategorie erfolgreich abzuschlie3en. Sie entspricht der initialen
Fahigkeit zur Konzepterstellung.

Von Failure to Maintain spricht man, wenn nach mindestens funf richtigen
Zuordnungen in Folge vor Abschluss der Kategorie ein Fehler begangen wird.
Hier ist der Teilnehmer nicht in der Lage, das als richtig erkannte Prinzip
fortzusetzen, was als Hinweis auf kognitive Instabilitat gewertet werden kann.
Learning to Learn ist die Fahigkeit, von Erfahrungen, die im Test gemacht
werden, im Sinne eines Lerneffekts zu profitieren. Voraussetzung fir einen
Learning to Learn-Wert ist, dass mindestens drei Kategorien abgeschlossen
werden oder dass im Falle von zwei abgeschlossenen Kategorien in einer dritten
mindestens zehn Zuordnungen erfolgt sind. Dabei wird in jeder abgeschlossenen
Kategorie ein Fehlerprozentwert bestimmt und dieser vom Fehlerprozentwert der

darauf folgenden Kategorie abgezogen. Der Mittelwert aus allen Fehler-
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prozentdifferenzen entspricht dem Rohwert fur Learning to Learn. Ein positiver
Rohwert zeigt eine erhohte Effizienz bei der Bearbeitung der folgenden

Kategorien an.

Tabelle 2.1: WCST-Auswertung

Testvariable Bedeutung

Number of Trials Administered | Gesamtzahl der Zuordnungen

Total Number Correct Anzahl der richtigen Zuordnungen

Total Number of Errors Anzahl der falschen Zuordnungen

Percent Errors Prozentualer Anteil der falschen Zuordnungen an der
Gesamtzahl der Zuordnungen

Perseverative Responses Anzahl perseverativer Zuordnungen

Percent Perseverative Prozentualer Anteil der perseverativen Zuordnungen an der

Responses Gesamtzahl der Zuordnungen

Perseverative Errors Anzahl der perseverativen Fehler

Percent Perseverative Errors Prozentualer Anteil der perseverativen Fehler an der
Gesamtzahl der Zuordnungen

Nonperseverative Errors Anzahl der nichtperseverativen Fehler
Percent Nonperseverative Prozentualer Anteil der nichtperseverativen Fehler an der
Errors Gesamtzahl der Zuordnungen

Conceptual Level Responses Anzahl der korrekten Zuordnungen in direkter Folge von
mindestens drei Stlick

Percent Conceptual Level Prozentualer Anteil der korrekten Zuordnungen in direkter Folge

Responses von mindestens drei Stiick an der Gesamtzahl der Zuordnungen

Number of Categories Anzahl erfolgreich abgeschlossener Kategorien (0-6)

Completed

Trials to Complete Anzahl der Zuordnungen, die benétigt wurde, um die erste

First Category Kategorie abzuschliessen

Failure to Maintain Set Haufigkeit der Situation, in der nach finf konsekutiv korrekten
Zuordnungen ein Fehler vor Abschluss der Kategorie begangen
wird

Learning to Learn Lerneffekt (Verbesserung zwischen aufeinanderfolgenden
Kategorien)

2.3.6.4 Gutekriterien

Die standardisierte Auswertung der Testinstruktion erlaubt die Annahme der
Durchfiihrungsobjektivitdt. Die Auswertung des Tests erfolgte automatisiert durch die
Software des Programms nach genauen Beurteilungskriterien, die dem Testmanual von
Heaton (Heaton et al. 1993) entsprechen, so dass auch diese als objektiv angesehen

werden konnte.
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Ingram und Mitarbeiter (Ingram et al. 1999) geben die Retest-Reliabilitat des WCST bei
einer Stichprobe aus 29 unbehandelten Patienten mit Schlafapnoe-Syndrom mit einem
Mittelwert von 0,64 an und die Variabilitat der Reliabilitatskoeffizienten der einzelnen
Variablen (“scores”) mit 0,34 bis 0,83. Der WCST wurde sowohl in klinischen als auch in
wissenschaftlichen Arbeiten breit als Messinstrument exekutiver Funktionen eingesetzt.
Entsprechend liegt eine Vielzahl von Ergebnissen zu neurologischen (u.a. mit Multipler
Sklerose, Morbus Parkinson und strukturellen Hirnldsionen) und psychiatrischen (u.a.
mit Schizophrenie) Patienten vor. Der Vergleich der Testleistung dieser Patientengruppe
mit gesunden Kontrollpersonen zeigt spezifische und signifikante Unterschiede auf und
belegt die Validitat des Tests (Heaton et al. 1993).

2.4 Genotypisierung

Bei allen Studienteilnehmern erfolgte eine Genotypisierung mittels eines Hoch-
durchsatzverfahrens. Dabei wurde besonderer Wert darauf gelegt, eine Methode zur
DNA-Extraktion zu wahlen, die keine MALDI-inkompatiblen Stoffe wie Dimethylsulfoxid
oder Harnstoff enthielt, da diese spater die Genotypisierung mit MALDI-TOF

Massenspektrometrie gestort hatten (Jurinke et al. 2004).

2.4.1 Auswahl und Unabhéangigkeit der untersuchten SNPs

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Einzelnucleotidpolymorphismen wurden
zusammen mit ca. 1000 weiteren SNPs im Zuge einer Fall-Kontroll-Studie genotypisiert.
Dabei wurde auf die Unabhangigkeit der SNPs voneinander Wert gelegt. Hithilfe von
haplotype tag SNPs (htSNPs) wurde hierzu versucht, eine mdoglichst vollstandige
Abdeckung des COMT-Gens zu erreichen. Wenn die Allele der htSNPs bekannt sind, ist
ein Ruckschluss auf die Allele aller Polymorphismen mdglich, die mit diesen im
Kopplungsungleichgewicht liegen (International HapMap Consortium 2005). Dies erlaubt
den Erhalt maximaler Information durch die Genotypisierung einer minimalen Anzahl
von SNPs.

Die Bestimmung der htSNPs erfolgte mittels der Tagger-Methode (De Bakker et al.
2005). Dafur wurde die entsprechende Genomregion ausgewahlt und auf der

Homepage des International HapMap Consortium die htSNPs fir die CEU-Population
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nach der tagger pairwise Methode, definiert durch einen R?-Grenzwert von 1,0 und eine
minore Allelfrequenz (MAF) von 25% exportiert.
In der Datenbank PubMed wurde eine Recherche nach Publikationen zu bereits
untersuchten SNPs durchgefuhrt. Weiter wurden (in absteigender Reihenfolge) folgende
Prioritaten fur die Auswahl der zu untersuchenden SNPs angelegt:

1. Exonische, kodierende SNPs, die einen Austausch von Aminosauren in der

Sequenz des Proteins zur Folge haben
2. Funktionelle SNPs in der Promotorregion des Gens
3. Exonische SNPs, die keinen Austausch von Aminoséuren im betreffenden

Protein zur Folge haben (,stille Mutationen®)

2.4.2 DNA-Extraktion

Von allen Probanden wurden ca. 7ml vendses Blut abgenommen und in
Ethylendiamintetraessigsadure (EDTA)-Monovetten (Sarstedt, Nurnbrecht) dberfihrt.
Diese enthielten EDTA, um die Blutgerinnung zu verhindern. Um Anonymitat zu
gewahrleisten, wurden die Proben kodiert und anschliel3end bei -80°C gelagert. Aus
etwa 7ml Blut erfolgte die Extraktion der genomischen DNA mit dem QiaAmp DNA
Blood Maxi Kit (Firma Qiagen, Hilden) nach Anleitung des Herstellers.

Nach Auftauen des EDTA-Blutes bei Raumtemperatur wurden die Blutproben mit 500ul
Qiagen Protease (Firma Qiagen, Hilden) versetzt, um die Leukozyten zu lysieren und
die Nucleinsauren freizusetzen. Diese Qiagen Protease bewirkt eine Verdauung und
Degradierung von Proteinen mit storendem Einfluss auf die spater folgende
Polymerasekettenreaktion (PCR). Es kommt zur Fragmentierung denaturierter Proteine,
so dass diese einfacher von der DNA abgetrennt werden konnen. Durch Zugabe von
12ml Guanidin-HClI-haltigen AL-Puffer (Firma Qiagen, Hilden) wurden optimale
Reaktionsbedingungen fur das Enzym geschaffen. Der AL-Puffer enthalt chaotrope
Salze, die die Lyse begunstigen. Schlie3lich wurde die Lésung zwei Minuten auf dem
Vortexer (Firma Scientific Industries, New York) durchmischt. Fir eine maximale DNA-
Ausbeute wurden anschlie3end die Proben 30 Minuten im Wasserbad bei 70°C unter
gleichzeitigem Schutteln inkubiert.

Zum Entzug der Hydrathtlle der DNA und um die Bindung an die Silikagel-Saule zu
ermoglichen, wurde die Probe mit 10ml Ethanol (96-100%) (Firma Carl Roth, Karlsruhe)

versetzt und zwei Minuten auf einem Vortexer gemischt. Nach Aufbringen der DNA-
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Lésung auf das Saulenmaterial erfolgte eine dreiminitige Zentrifugation (Rotixa RP
Standzentrifuge, Firma Hettich, Tuttlingen) bei 3000 Umdrehungen pro Minute (rpm).
Durch entsprechende Salz- und pH-Wert-Bedingungen bleiben RNA und Proteine
ungebunden. In einem folgenden Waschschritt wurden eventuelle RNA-und Protein-
Verunreinigungen mit 5ml Guanidin-HCI haltigen Waschpuffer (AW1) (Firma Qiagen,
Hilden) und zweimindtiger Zentrifugation bei 4000rpm und Raumtemperatur eliminiert.
Im néchsten Schritt wurde mit 5ml ethanolhaltigem Waschpuffer (AW2) (Firma Qiagen,
Hilden) und funfzehnminltiger Zentrifugation bei 4000rpm und Raumtemperatur die
Guanidin-HCI-Salze entfernt.

Unter Zugabe von 1,5ml AE-Puffer (Tris-Puffer, pH > 9,0) (Firma Qiagen, Hilden)
erfolgte die Elution der DNA von der Membran. Daflr wurde die DNA-haltige
Silikagelmembran fur funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und fir weitere 5
Minuten bei 5000rpm zentrifugiert. Die zuvor im sauren Milieu gebundene DNA wird
durch Zugabe des basischen Tris-Puffers von der Silikagelmembran eluiert. Die daraus

gewonnene DNA wurde bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

2.4.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde mit der PicoGreen Methode bestimmt. Dabei handelt es
sich um einen fir doppelstrangige DNA ultraselektiven Farbstoff (Firma Invitrogen,
Karlsruhe), der nur im DNA-gebundenen Zustand fluoresziert. Die Intensitét der
Fluoreszenz ist abhangig von der Menge der in der Probe enthaltenen DNA. Die DNA-
Proben wurden im Verhaltnis 1:50 mit PicoGreen Losung (Firma Invitrogen, Karlsruhe)
verdinnt, die Fluoreszenz gemessen und die Konzentration anhand einer Eichkurve aus
genomischer DNA (Firma Clontech, Mountain View, USA) berechnet.

Die Konzentrationsbestimmungen wurden in schwarzen 96well Platten (Firma Greiner)
mit flachem Boden durchgefihrt.

Sobald die gefrorenen PicoGreen Reagenzien ca. 60 Minuten bei Raumtemperatur in
einem lichtundurchlassigen Behalter aufgetaut waren, wurde unter Lichtschutz eine
Verdinnung von PicoGreen mit Aqua bidest in einem Verhaltnis von 1:156 hergestellt
und mit Hilfe des Vortexers griindlich durchmischt.

Wahrend der Auftauphase des PicoGreen-Reagenz erfolgte die Vorbereitung der

Messplatte.
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Hierzu wurden je 5ul der zu messenden DNA-L&sungen im Verhaltnis 1:10 verdinnt (je
Probe 5ul DNA Stammldsung und 45ul Aqua bidest).

Die Herstellung der Messplatte wurde mit Hilfe der Janus Automated Workstation
durchgefihrt.

Zunachst wurde auf eine schwarze 96well Platte 50ul Aqua bidest pro well in den
Spalten 3 — 12 vorgelegt. In Spalte 1 und 2 wurde beginnend mit Reihe A (Al und A2)
Duplikate von 5ul der gDNA Standard Verdinnungsreihe (100ng/ul, 50ng/ul, 25ng/ul,
12,5ng/ul, 6,25ng/ul, 3,125ng/ul, 1,5262ng/ul, Ong/ul) pipettiert und die restlichen
Positionen mit Duplikaten der zu bestimmenden DNA-Proben (ebenfalls je 5ul) bestlckt.
Unmittelbar vor der Messung wurden 145ul PicoGreen-Aqua bidest-Gemisch in der
Endverdiinnung von 1:200 in jedes well zugegeben. Die befilite Platte wurde durch
einen Greifarm in das Fluoreszenzmessgerat tberfuhrt.

Vor der Durchfiihrung der Messung wurde die 96well Platte im Messgerat 30
Sekunden in horizontaler Ebene in Doppelellipsen geschiittelt, um eine homogene
Durchmischung der Losung zu erreichen. Da es bereits nach kurzer Zeit zu einem
deutlichen Abfall der Fluoreszenz kommt, wurde diese unmittelbar anschlie3end
mittels Fluoreszenzreader (Wallac 1420 Workstation, Firma Perkin Elmer, Massa-
chusetts, USA) gemessen. Fir das PicoGreen wurde eine Anregungswellenlange
von 485nm verwendet und die Fluoreszenzemission bei 520nm gemessen, wobei die
Messzeit pro well 0,1 Sekunde betrug. Die ermittelten Messwerte wurden an einen
Computer (Optiplex GX620 Pentium 4 HAT, Dell) tUbermittelt, welcher aus den
Doppelbestimmungen den Mittelwert berechnete. Dabei wurde auf der Basis der
ermittelten Konzentrationswerte das Verhaltnis von Aqua bidest zu DNA-Volumen
der Ausgangslosung bestimmt, das nétig war, um eine Arbeitskonzentration von
50ng/pl zu erreichen. Die Konzentrationseinstellungen auf 500ul einer Arbeitslésung

wurden vollautomatisch mit dem Janus Pipettierroboter durchgefihrt.

2.4.4 iPLEX-Verfahren

Die Genotypisierung wurde mit Hilfe des iPLEX-Verfahrens durchgefthrt. Das iPLEX-
Verfahren besteht aus einer konventionellen Polymerase-Kettenreaktion (PCR), einer
anschlieBRenden modifizierten PCR, der so genannten iPLEX-Reaktion, sowie der
abschlieBenden Massendektektion mit dem MassArray MALDI-TOF System (MassArray

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Systems). Dadurch wird eine
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reproduzierbare und automatisierte  Genotypisierung im  Durchsatz  hoher
Probenmengen ermdaglicht. Die Genotypisierung wurde an acht SNPs des COMT-Gens
(rs5746847, rs4633, rs2239393, rs4680, rs4646316, rs174696, rs9332377, rs165599)
vorgenommen (siehe Tabelle 2.2). Die Genotypen des jeweiligen untersuchten SNPs
wurden durch Bestimmung der Massen der allelspezifischen Primerextensionsprodukte
(siehe Tabelle 2.3) eindeutig identifiziert. Die bendtigten Primer fur die untersuchten

SNPs wurden mit Hilfe der Assay Design 3.0 Software (Firma Sequenom, San Diego)

konzipiert.

Tabelle 2.2: Genotypisierte Polymorphismen des COM-Gens auf Chromosom 22q11.21
SNP Chromosomale Allele Position im / Funktion

Position zum Gen
rs5746847 19921003 CIT 5‘Region potentielle Promotorfunktion
rs4633 19950235 CIT Exon3 (kein Aminosaureaustausch)
rs2239393 19950428 AIG Intron3 unbekannt
rs4680 19951271 AIG Exon4 Aminosdureaustausch
Val - Met

rs4646316 19952132 CIT Intron5 unbekannt
rs174696 19953176 cIT Intron5 unbekannt
rs9332377 19955692 CIT Intron5 unbekannt
rs165599 19956781 A/G 3'UTR (kein Aminosaureaustausch)

UTR = untranslated region; Allele alphabethisch angeordnet

Tabelle 2.3: Primersequenzen fir die PCR

SNP Primer 1 Primer 2 Fragmentlange

rs5746847 ACGTTGGATGCCTTCTTG | ACGTTGGATGATCCATAC 128
TTGCCATAGCAG AGACAGCTGCTC

rs4633 ACGTTGGATGTAGGTGTC | ACGTTGGATGTCATGGGT 117
AATGGCCTCCAG GACACCAAGGAG

rs2239393 ACGTTGGATGCAGCCCTA | ACGTTGGATGAGGCATCA 104
TCTGGGCATATC AAGCCCTTACAG

rs4680 ACGTTGGATGATCACCAT | ACGTTGGATGTTTTCCAG 130
CGAGATCAACCC GTCTGACAACGG

rs4646316 ACGTTGGATGTGCAAAAT | ACGTTGGATGTTCCCCAC 108
GGGTGGCAGAAG CCCATCTCCTTG

rs174696 ACGTTGGATGAAGGCTGA | ACGTTGGATGAAAGTGCT 125
CAGGGATCTTTC GGGATTACAGGC

rs9332377 ACGTTGGATGTCAACACC | ACGTTGGATGCTGGTCAG 117
CAGTGCCAGGAA GCCAATATTGTC

rs165599 ACGTTGGATGACAGTGGT | ACGTTGGATGGGCTGACT 118
GCAGAGGTCAG CCTCTTCGTTTC
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Im Rahmen der initialen PCR erfolgte die Amplifikation der genomischen Bereiche,
welche die zu genotypisierenden SNPs enthielten. Dabei wurde zundchst mit einem
Pipettierroboter (Microlab 4000, Firma Hamilton) auf vier 96well Platten (Firma ABgene,
Hamburg) ein Mastermix erstellt. In jede Vertiefung wurden die Ldsungen der
verschiedenen DNAs pipettiert (Tabelle 2.4) und im Anschluss auf eine 384well Platte

Ubertragen.

Tabelle 2.4: Reagenzien der initialen PCR

Reagenz Volumen (ul) Hersteller
Autoklaviertes H20 1.850 Purelab ultra, ELGA
PCR-Puffer mit MgCl2 0.625 Qiagen
MgClz (25mM) 0.325 Qiagen

dNTP Mix (25mM) 0,100 ABgene
Primer Mix (jeweils 500nM) 1,000 Qiagen
Genomische DNA (5-10ng/ul) 1,000

Hotstar Taq (5U/ul) 0,100 Qiagen

Nach Zentrifugation der 384well Platte wurde die PCR in einem Thermocycler
(GeneAmp, PCR System 9700, Applied Biosystems) durchgefiihrt. Zu Beginn erfolgte
eine Erwadrmung auf 95°C fir 5 Minuten (initiale Denaturierung). Um die DNA zu
denaturieren, wurden die Proben fir 20 Sekunden auf 95°C gehalten. Im zweiten Schritt
wurden die Proben fur 30 Sekunden auf 56°C abgekihlt, so dass sich die forward- und
reverse-Primer an die Einzelstrange der DNA anlagern konnten (Annealing). Im dritten
Schritt wurde die Temperatur fir eine Minute auf 72°C erhoht, so dass die Tag-
Polymerase die Nucleotide an die Primer anfligen konnte (Elongation). Nach insgesamt
45 Zyklen und einer abschlieRenden dreiminitigen Extension bei 72°C stand
ausreichend Material fUr das weitere Vorgehen zur Verfligung.

Damit die Uberschiissigen Desoxynucleotidtriphosphate (ANTPs) im nachsten Schritt die
IPLEX Reaktion nicht stéren, wurden sie durch Zugabe von Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP; Firma Sequenom, San Diego) dephosphoryliert. Hierzu wurde ein
SAP Mix aus 1,53pl Aqua bidest 0,17ul SAP Puffer (10x) und 0,3l SAP Enzym in einer
Konzentration von 1U/ul pro Reaktion hergestellt und zu den PCR-Produkten gegeben.
Der Ansatz wurde fir 30 Minuten bei 37°C in einem Thermocycler erwarmt. Zur
anschlieRenden Inaktivierung der SAP Enzyme folgte eine zehnmindtige Inkubation bei
85°C.

Die nun folgende iPLEX-Reaktion erzeugt fir jedes Allel eines SNPs massenspezifische

Primerextensionsprodukte.
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Dazu wurden die Primer so entworfen, dass sie unmittelbar neben dem zu unter-
suchenden SNP an das PCR-Produkt binden (Tabelle 2.5). Durch den Einsatz von
Didesoxynucleotidtriphosphaten wurde jeder Extensionsprimer um nur eine Base
verlangert. Zur besseren Unterscheidbarkeit der Massen der angehangten Didesoxy-

nucleotide wurden diesen spezielle funktionelle Gruppen angehangt.

Tabelle 2.5: Extend Primer-Sequenzen

ID / Accession No. Extend Primer

rs5746847 tGCTGCAGGGCAGGATGACCTAAC
rs4633 GAGCAGCGCATCCTGAACCA
rs2239393 gGAAGCTGTTATCACCCC

rs4680 CACACCTTGTCCTTCA

rs4646316 CTCCTTGGTCCTGTGCC

rs174696 cGCCGTATTCCAGCTTT

rs9332377 CTCTCCTTGGGTGCCTCTCC
rs165599 ttCTGACTCCTCTTCGTTTCCCAGGC

Zunachst wurde der iPLEX-Mix (Tabelle 2.6) zu den dephosphorylierten PCR Produkten
gegeben (2ul) und anschlieRend die Reaktion im Thermocycler nach folgendem
Schema prozessiert:
iPLEX-Programm:

94°C fur 30 s

94°Cfiur5s

52°Cfir5s

80°Cfiur5s ] 5 Zyklen
72°C fur 3 min

4°C forever

40 Zyklen

S T o\

Tabelle 2.6: Zusammensetzung des iPLEX-Mix

Reagent Volumen (ul) Hersteller
Autoklaviertes H20 0,755 Sequenom
iPLEX Puffer (10x) 0,200 Sequenom
iPLEX Abbruch-Mix 0,200 Sequenom
Primer Mix (7pM:14uM) 0,804 Sequenom
iPLEX Enzyme 0,041 Sequenom

Um die massenspektrometrische Analyse nicht durch Natrium — oder Kaliumionen zu
beeintrdchtigen, wurden die Proben anschlieRend mittels Clean Resin (Firma

Sequenom, San Diego) unter Verwendung von dimple plates entsalzt.
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Die massenspektrometrische Analyse wurde mit Hilfe des MassArray MALDI-TOF
Systems (Firma Sequenom, San Diego) durchgefihrt. Hierzu wurde das Analyse-
gemisch zunachst mit dem MassArray Nanodispenser (Firma Sequenom, San Diego)
auf einen 384-Format SpectroCHIP (Firma Sequenom, San Diego) aufgebracht. Die
Matrix des Siliziumchips besteht aus 3-Hydroxypicolinsdure, wodurch ein Aus-
kristallisieren der Proben-DNA verhindert wird. Zur Kalibrierung des Analysesystems
wurde auf jeden Chip eine Mischung von Oligonucleotiden bekannter Masse
aufgetragen. Die Chips wurden durch eine Vakuumschleuse in das Massen-
spektrometer eingeschleust und jeder Matrixpunkt im Hochvakuum (ca. 10®mbar bis
10%mbar) fir einige Nanosekunden einem intensiven Laserpuls (N2-Laser:
A = 337nm) ausgesetzt. Hierdurch wurde das Probenmaterial verdampft und zugleich
ionisiert. Die einfach geladenen lonen wurden anschlie3end in einem elektrostatischen
Feld beschleunigt. Durch die Messung der Flugdauer durch eine genau definierte,
feldfreie Driftstrecke zwischen der Beschleunigungselektrode und dem Detektor, konnte
auf die molekulare Masse der lonen geschlossen werden. Mit Hilfe der TYPER Analyzer
3.3.0 Software (Firma Sequenom, San Diego) konnte so jedem in der Extensions-

reaktion erzeugten DNA-Fragment ein spezifischer Genotyp zugeordnet werden.

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von IBM SPSS Statistics 19 (Statistical
Package for Social Sciences; SPSS 15.0; SPSS Inc., Chicago, USA), PLINK (PLINK
v1.07, Purcell et al. 2007) und R v 2.13.0 (R Development Core Team 2011).

Fir jeden SNP wurde die Einhaltung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts kontrolliert.
Dazu wurden die Genotypen dem exakten Test nach Fisher unterzogen und als
Grenzwert wurde ein p-Wert von 0,05 festgesetzt. Signifikante Abweichungen fihrten
zum Ausschluss des SNPs aus weiteren Analysen, da hier ein Genotypisierungsfehler
nicht auszuschlie3en ist.

Die Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollprobanden bezuglich der
Haufigkeiten der Allele und Genotypen wurden ebenfalls mit dem exakten Test nach
Fisher Uberpruft. Die p-Werte sind nicht fir multiples Testen korrigiert, da Polymor-
phismen innerhalb eines Gens in der Regel nicht unabhangig voneinander sind und

damit die Voraussetzung fir beispielsweise die Bonferroni Korrektur nicht erfillt ist.
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Um den genetischen Einfluss auf den Endophanotyp Arbeitsgedéachtnisleitung
(ermittelt durch WCST) zu untersuchen, wurde eine multiple lineare Regression
durchgefiihrt, wobei der entsprechende Genotyp, das Alter, das Geschlecht, der
Gesundheitsstatus (Schizophrenie ja/nein) und der Bildungsgrad (gering, mittel,
hoch) als Kovariablen miteinbezogen wurden. Fur den Genotypeffekt wurde ein
additives Modell verwendet, in dem der Genotyp je nach Anzahl der Effekt-Allele mit
0, 1 und 2 kodiert wird.

Fur alle Regressionskoeffizienten auf3er dem Genotyp wird der jeweilige Mittelwert in
die Gleichung mit den geschatzten Koeffizienten eingesetzt und mit Hilfe der
Gleichung der adjustierte Mittelwert (adjusted mean) fir jeden Genotyp berechnet.
Der statistischen Analyse wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 zu Grunde

gelegt. Als nichtsignifikanter Trend wurde p < 0,10 gewertet.
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Die vorliegende Arbeit untersucht die Assoziation von acht polymorphen Varianten im
COMT-Gen mit der Diagnose Schizophrenie einerseits und den Leistungen des
Arbeitsgedachtnisses andererseits. Hierzu erfolgte bei allen Teilnehmern an der Studie
die Genotypisierung der acht Polymorphismen rs5746847, rs4633, rs2239393, rs4680,
rs4646316, rs174696, rs9332377 und rs165599 des COMT-Gens.

Die Assoziationsstudie in Bezug auf die Schizophrenie ist eine Fall-Kontroll-Studie, die
das Patienten- und das Kontrollkollektiv auf Unterschiede in der Verteilung der Allele
und Genotypen untersucht. Als Kovariablen wurden Geschlecht, Alter und Schulbildung
in die Auswertung integriert.

Die Untersuchung des Einflusses von DNA-Varianten auf die Arbeitsgedachtnisleistung
folgt dem Endoph&notypenkonzept. Dabei wurde mit den Studienteilnehmern der
Wisconsin Card Sorting Test als Methode zur Messung exekutiver Funktionen
durchgefihrt und in Relation zu den Allelen und Genotypen evaluiert. In die Auswertung
der Endoph&notypenstudie wurden der Gesundheitsstatus (gesund oder an
Schizophrenie erkrankt), das Alter, das Geschlecht und die Schulbildung als Kovariablen
integriert.

Sowohl in der Fall-Kontroll-Studie als auch in der Endophé&notypenstudie wurden die
Genotypen auch gruppiert betrachtet. Damit wurde untersucht, ob ein Allel in dominanter
bzw. rezessiver Konstellation eine Assoziation mit der Erkrankung bzw. einen Effekt auf
die abhangigen Testvariablen zeigt.

Die Allelverteilung (Al vs A2) ist der Vergleich der Haufigkeit der Allele zwischen zwei
Gruppen.

Die Genotypverteilung (A1Al vs A1A2 vs A2A2) ist der Vergleich der Haufigkeit der
Genotypen zwischen drei Gruppen.

Das dominante Modell (A1A1 + A1A2 vs A2A2) fasst die Genotypen, die das seltenere
Allel (A1) enthalten in einer Gruppe zusammen und vergleicht sie mit den homozygoten
Tragern des haufigeren (majoren) Allels.

Das rezessive Modell (A1A1 vs A1A2 + A2A2) fasst die Genotypen, die das haufigere
Allel enthalten, in einer Gruppe zusammen und vergleicht sie mit den homozygoten

Tragern des selteneren (minoren) Allels.
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3.1 Stichprobenbeschreibung

3.1.1 Fall-Kontroll-Stichprobe

FUr den Nachweis eines Zusammenhangs zwischen Variationen im COMT-Gen und
dem Gesundheitsstatus wurde in vorliegender Studie fur 611 Kontrollen und 509
schizophrene Patienten eine Genotypisierung durchgefinhrt.

Der Anteil mannlicher Probanden zeigt sich mit 54,73% gegen 45,27% weiblichen
Probanden leicht erhoht. Zum Zeitpunkt der Testleistung war der jliingste Teilnehmer 18
Jahre alt, der alteste 72 Jahre alt. Das Durchschnittsalter betrug 41,74 Jahre. 29,82%
der Probanden hatten einen Hauptschulabschluss, 29,20% einen Realschulabschluss
und 40,98% Abitur (Tabelle 3.1 und Tabelle 3.2).

Tabelle 3.1: Alters-und Geschlechtsverteilung der Kontroll- und Patientengruppe der Fall-
Kontroll-Assoziationsstudie

Gruppe Alter im Geschlecht n (%) Gesamt n (%)
Mittelwert (SD) mannlich weiblich

Kontrollen 45,09 (15,22) 282 (46,15) 329 (53,85) 611 (100)

Patienten 37,73 (11,34) 331 (65,03) 178 (34,97) 509 (100)

Gesamt 41,74 (14,08) 613 (54,73) 507 (45,27) 1120 (100)

SD = Standardabweichung, n = Anzahl

Tabelle 3.2: Verteilung des Bildungsgrades der Kontroll- und Patientengruppe der Fall-

Kontroll-Assoziationsstudie

Gruppe Bildungsgrad n (%) Gesamt n (%)
niedrig mittel hoch

Kontrollen 115 (18,82) 195 (31,92) 301 (49,26) 611 (100)

Patienten 219 (43,03) 132 (25,93) 158 (31,04) 509 (100)

Gesamt 334 (29,82) 327 (29,20) 459 (40,98) 1120 (100)

niedrig = Hauptschulabschluss, mittel = Realschulabschluss, hoch = Abitur, n = Anzahl

3.1.2 Endophanotypenstichprobe

Um eine Assoziation zwischen den acht polymorphen Varianten im COMT-Gen und der
Arbeitsgedachtnisleistung als Endophanotyp der Schizophrenie zu tberprufen, wurde an
einer Subgruppe mit 542 freiwilligen Teilnehmern aus der Fall-Kontroll-Studie (366

Kontrollen und 176 schizophrenen Patienten) zusatzlich zur Genotypisierung der
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Wisconsin Card Sorting Test (WCST), (Revised and Expanded; Heaton et al. 1993)
durchgefuhrt. Der Anteil mannlicher Probanden zeigt sich mit 53,32% gegen 46,68%
weiblichen Probanden geringfligig erhdht. Zum Zeitpunkt der Testung war der jingste
Teilnehmer 19 Jahre alt, der dlteste 72 Jahre alt. Das Durchschnittsalter betrug 45,41
Jahre. 25,09% der Probanden hatten einen Hauptschulabschluss, 33,21% einen
Realschulabschluss und 41,70% Abitur (Tabelle 3.3 und Tabelle 3.4). Gesund-
heitsstatus (gesund oder an Schizophrenie erkrankt), Alter, Schulbildung und

Geschlecht wurden als Kovariablen in die Berechnung integriert.

Tabelle 3.3: Alters- und Geschlechtsverteilung der Subgruppe der Endophénotypenstudie

Gruppe Alter im Geschlecht n (%) Gesamtn
Mittelwert (SD) mannlich weiblich

Kontrollen 48,49 (14,80) 176 (48,09) 190 (51,91) 366

Patienten 39,01 (10,38) 113 (64,20) 63 (35,80) 176

Gesamt n (%) 45,41 (14,23) 289 (53,32) 253 (46,68) 542

SD = Standardabweichung, n = Anzahl

Tabelle 3.4: Verteilung des Bildungsgrades der Subgruppe der Endophanotypenstudie

Gruppe Bildungsgrad n (%) Gesamt n (%)
niedrig mittel hoch

Kontrollen 71 (19,40) 134 (36,61) 161 (43,99) 366 (100)

Patienten 65 (36,93) 46 (26,14) 65 (36,93) 176 (100)

Gesamt n (%) 136 (25,09) 180 (33,21) 226 (41,70) 542 (100)

niedrig = Hauptschulabschluss, mittel = Realschulabschluss, hoch = Abitur, n = Anzahl

3.2 Beschreibung der Polymorphismen

Von den acht untersuchten Polymorphismen des COMT-Gens auf Chromosom
22011.21, war ein SNP in der 5-Genregion, ein SNP im 3'-Bereich, vier SNPs in Introns
und 2 SNPs in Exons lokalisiert. Ein SNP liegt in der 3-untranslated region (3-UTR)
(Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Lage der acht untersuchten SNPs im COMT-Gen (National Center for
Biotechnology Information (NCBI), Database of Single Nucleotide Poly-
morphisms (dbSNP)). Das COMT-Gen ist auf Chromosom 22q11.21 lokalisiert
und weist eine Lange von 28,235Kb auf. Es enthalt 6 Exons und 5 Introns.

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) sagt aus, dass die prozentuale Verteilung
der Genotypen in Abhangigkeit von der jeweiligen Allelhdufigkeit in einer idealen
Population Uber mehrere Generationen hinweg konstant bleibt. Dabei sind in einer
modellhaften idealen Population, in der Panmixie besteht und Phé&nomene wie
Migration, Selektion oder Mutation nicht vorkommen, die einzelnen Genotypen immer
innerhalb des HWG verteilt. Diese Annahme trifft in einem realen Kollektiv an
Probanden allerdings nur sehr bedingt zu, da hier weder Panmixie anzunehmen ist,
noch Migration, Selektion und Mutation ausgeschlossen werden kdnnen. Trotzdem lasst
sich das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht insbesondere bei grol3eren Stichproben als
Grundlage fur populationsgenetische Berechnungen anwenden.

Alle in der vorliegenden Arbeit ermittelten Genotypverteilungen wurden auf das HWG
gepruft. Dabei zeigen sich keine signifikanten Abweichungen der beobachteten von der
erwarteten Verteilung. Alle SNPs der Fall-Kontroll-Studie und der Endophano-
typenstudie erfullen in der Gesamtstichprobe das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
(Tabelle 3.5 und Tabelle 3.6).
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Tabelle 3.5: Prifung der Genotypverteilung auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht der
Kontroll- und Patientengruppe der Fall-Kontroll-Studie.
SNP Chrom. Allele Genotypanzahl n HWG
Position 1 2 AlAl AlA2 A2A2 F p-Wert
rs5746847 19921003 T C 232 530 347 0,034 0,274
rs4633 19950235 C T 239 566 304 -0,024 0,434
rs2239393 19950428 G A 166 521 416 0,004 0,899
rs4680 19951271 G A 244 570 305 -0,022 0,509
rs4646316 19952132 T C 55 394 667 -0,010 0,798
rs174696 19953176 C T 54 354 664 0,023 0,470
rs9332377 19955692 T C 33 295 781 0,024 0,440
rs165599 19956781 G A 110 465 530 0,016 0,574

HWG = Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, F = Inzuchtkoeffizient. Die p-Werte wurden mit dem exakten Test
nach Fisher ermittelt.

Tabelle 3.6: Prufung der
Kontroll- und Patientengruppe der Endoph&notypenstudie.

Genotypverteilung auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht der

SNP Chrom. Allele Genotypanzahl n HWG
Position 1 2 AlAl Al1A2 A2A2 F p-Wert

rs5746847 19921003 T C 114 256 168 0,039 0,384
rs4633 19950235 C T 125 262 151 0,024 0,604
rs2239393 | 19950428 G A 80 242 198 0,019 0,711
rs4680 19951271 G A 127 264 150 0,022 0,606
rs4646316 | 19952132 T C 28 188 315 0,000 1,000
rs174696 19953176 C T 27 159 325 0,057 0,226
rs9332377 19955692 T C 18 137 382 0,056 0,201
rs165599 19956781 G A 52 227 257 0,008 0,840

HWG = Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, F = Inzuchtkoeffizient. Die p-Werte wurden mit dem exakten Test
nach Fisher ermittelt.

3.3 Fall-Kontroll-Assoziationsstudie

Im Rahmen der Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurde untersucht, ob eine Assoziation

zwischen den acht Polymorphismen im COMT-Gen und der Krankheitsentitat
Schizophrenie besteht. Im Folgenden werden die Allel- und Genotypverteilungen der
Kontroll- und Patientengruppe dargestellt (Tabelle 3.7).

Die absolute Verteilung der Allele (Allel A1 vs A2) wurde sowohl innerhalb der
Kontrollgruppe als auch innerhalb der Patientengruppe betrachtet. Es wurde die Anzahl

der Allele in Bezug auf ihr diploides Vorkommen untersucht. Dabei konnte keine
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signifikante Assoziation der acht untersuchten Polymorphismen mit dem Phé&notyp

Schizophrenie nachgewiesen werden.

Ebenso wurde hinsichtlich der Genotypfrequenzen (Genotyp A1Al vs A1A2 vs A2A2)

zwischen der Kontroll- und Patientengruppe verglichen, ob einer der individuellen

Genotypen der acht SNPs Uberzufallig héufig oder seltener im Patientenkollektiv

vorkommt und so eine Assoziation mit der Schizophrenie zeigt. Aus der Tabelle 3.7 geht

hervor, dass einer der individuellen Genotypen, namlich rs174696 A2A2, in der

vorliegenden Stichprobe seltener im Patientenkollektiv vorkommt und damit eine

signifikante Assoziation mit Schizophrenie zeigt (p = 0,037) (Abbildung 3.2).

Tabelle 3.7: Allel- und Genotypverteilung in den verwendeten Rechenmodellen

SNP Al | A2 Allel (A1 vs A2) Genotyp (A1A1 vs A1A2 vs A2A2)
Kon (n) Pat (n) p-Wert Kon (n) Pat (n) p-Wert
rs5746847 | T C 555/655 439/569 0,284 | 135/285/185 | 97/245/162 | 0,458
rs4633 C T 554/652 490/522 0,249 | 121/312/170 | 118/254/134 | 0,412
rs2239393 | G A 452/742 401/611 0,405 85/282/230 | 81/239/186 | 0,670
rs4680 G A 566/654 492/526 0,372 | 125/316/169 | 119/254/136 | 0,513
rs4646316 | T C 268/950 236/778 0,477 33/202/374 | 22/192/293 | 0,229
rs174696 C T 240/930 222752 0,206 33/174/378 | 21/180/286 | 0,037
rs9332377 | T C 193/1019 | 168/838 0,644 16/161/429 | 17/134/352 | 0,765
rs165599 G A 367/837 318/688 0,580 53/261/288 | 57/204/242 | 0,321
SNP Al | A2 | dominant (ALA1+A1A2 vs A2A2) rezessiv (A1Al vs A1A2+A2A2)
Kon (n) Pat (n) p-Wert Kon (n) Pat (n) p-Wert
rs5746847 | T C 420/185 342/162 0,603 135/470 97/407 0,236
rs4633 C T 433/170 372/134 0,544 121/482 118/388 0,213
rs2239393 | G A 367/230 320/186 0,575 85/512 81/425 0,447
rs4680 G A 441/169 373/136 0,736 125/485 119/390 0,246
rs4646316 | T C 235/374 214/293 0,221 33/576 22/485 0,488
rs174696 C T 207/378 201/286 0,050 33/552 21/466 0,331
rs9332377 | T C 177/429 151/352 0,792 16/590 17/486 0,483
rs165599 G A 314/288 261/242 0,952 53/549 571446 0,190

Al =Allel 1, A2 = Allel 2, Kon = Kontrollen, Pat = schizophrene Patienten, n = Anzahl
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Abbildung 3.2: Assoziation der Allel- und Genotypverteilung (Genotyp A1Al vs AlA2 vs

A2A2) mit dem Phéanotyp Schizophrenie. Die p-Werte sind logarithmisch
(y-Achse) fur die einzelnen SNPs (rs-Nummern) aufgetragen. Die SNPs auf der
x-Achse sind nach ihrem Auftreten auf dem Gen von 5° nach 3‘ angeordnet.
Das Signifikanzniveau von p < 0,05 ist mit einer grauen Linie gekennzeichnet.

rs174696 zeigt eine signifikante Assoziation.

Weiterhin wurde untersucht, ob eines der beiden Allele eines SNPs im Vergleich zum

anderen Allel Uberzuféllig haufig oder seltener im Patientenkollektiv vorkommt und so

eine Assoziation mit der Schizophrenie zeigt. Dabei wurden die Trager des Allels 1
(A1A1l und A1A2) den Individuen ohne Allel 1 (A2A2) gegenibergestellt (dominantes

Modell). Es konnte keine signifikante Assoziation nachgewiesen werden. Lediglich der

SNP rs174696 zeigte mit einem p-Wert von 0,050 einen deutlichen Trend zu einer
Assoziation (Abbildung 3.3).

0,01

./

(S5746847 rs4633 rs2239393 rs4680 rs4646316 rs174696 rs9332377 rs165599

Abbildung 3.3: Assoziation der Allel- und Genotypverteilung (dominant ATA1+A1A2 vs A2A2)

mit dem Phanotyp Schizophrenie. Die p-Werte sind logarithmisch (y-Achse) fur
die einzelnen SNPs (rs-Nummern) aufgetragen. Die SNPs auf der x-Achse sind
nach ihrem Auftreten auf dem Gen von 5°‘ nach 3 angeordnet. Das
Signifikanzniveau von p < 0,05 ist mit einer grauen Linie gekennzeichnet.

rs174696 zeigt einen deutlichen Trend zu einer Assoziation.
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Ebenso wurden die Tréger des Allels 2 (A1A2 und A2A2) den Individuen ohne Allel 2
(A1A1) gegenubergestellt (rezessives Modell). Bei dieser Gegeniberstellung zeigte sich

keine Assoziation mit der Schizophrenie (Tabelle 3.7).

3.4 Endophéanotypenstudie

Im Rahmen der zweiten Assoziationsuntersuchung, basierend auf dem Konzept der
Endophéanotypen, wurde mittels multipler linearer Regression bestimmt, ob in der vor-
liegenden Stichprobe Zusammenhange zwischen den acht Polymorphismen im COMT-
Gen und den Leistungen im WCST bestehen. Dabei wurde untersucht, ob die
Leistungen im Test in Abhangigkeit von Genotypen oder Allelen differieren.

Die Genotypvarianten in den Einzelnucleotidpolymorphismen wurden auf Assoziation zu
den Testvariablen “Percent Perseverative Errors” (PPE), dem prozentualen Anteil der
perseverativen Fehler an der Gesamtzahl der Zuordnungen, “Percent Nonperseverative
Errors” (PNE), dem prozentualen Anteil der nichtperseverativen Fehler an der
Gesamtzahl der Zuordnungen und “‘“Number of Categories Completed” (NCC), der
Anzahl der erfolgreich abgeschlossenen Kategorien untersucht.

Fir die untersuchten acht Polymorphismen konnten keine Assoziationen der
Genotypverteilungen zur Testleistung des WCST in der Kategorie des prozentualen
Anteils der perseverativen Fehler an der Gesamtzahl der Zuordnungen (PPE)
identifiziert werden (Tabelle 3.8 und Tabelle 3.9).

Tabelle 3.8: Assoziation der acht Polymorphismen des COMT-Gens mit der Testleistung in
der Kategorie des prozentualen Anteils der perseverativen Fehler an der
Gesamtzahl der Zuordnungen (PPE)

SNP Effektallel Anzahl Regressions- p-Wert Standard-
Probanden koeffizient fehler
rs5746847 T 538 -0,605 0,249 0,525
rs4633 C 538 0,329 0,535 0,529
rs2239393 G 520 0,815 0,146 0,560
rs4680 G 541 0,300 0,570 0,527
rs4646316 T 531 0,394 0,541 0,643
rs174696 C 511 -0,658 0,322 0,663
rs9332377 T 537 0,125 0,860 0,704
rs165599 G 536 0,094 0,871 0,578
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Tabelle 3.9: Adjustierte Mittelwerte der Testleistung in der Kategorie des prozentualen Anteils
der perseverativen Fehler an der Gesamtzahl der Zuordnungen (PPE) fir die acht
Polymorphismen des COMT-Gens

SNP Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3
rs5746847 Genotyp CcC CT TT

MW (+/- SD) 15,04 (0,60) 14,43 (0,38) 13,82 (0,69)
rs4633 Genotyp TT CT CC

MW (+/- SD) 14,07 (0,63) 14,46 (0,38) 14,85 (0,67)
rs2239393 Genotyp AA AG GG

MW (+/- SD) 13,89 (0,58) 14,77 (0,41) 15,65 (0,79)
rs4680 Genotyp AA AG GG

MW (+/- SD) 14,13 (0,63) 14,49 (0,38) 14,85 (0,67)
rs4646316 Genotyp cC CT TT

MW (+/- SD) 14,32 (0,48) 14,76 (0,52) 15,19 (1,06)
rs174696 Genotyp TT CT cC

MW (+/- SD) 14,77 (0,48) 14,15 (0,55) 13,53 (1,12)
rs9332377 Genotyp CcC CT TT

MW (+/- SD) 14,36 (0,44) 14,53 (0,61) 14,70 (1,24)
rs165599 Genotyp AA AG GG

MW (+/- SD) 14,39 (0,52) 14,53 (0,44) 14,68 (0,88)

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung

In der Kategorie des prozentualen Anteils der nichtperseverativen Fehler an der
Gesamtzahl der Zuordnungen (PNE) konnten keine signifikanten Assoziationen
zwischen den einzelnen Genotypen und dieser Testleistung des WCST beobachtet
werden. FUr drei der untersuchten acht Polymorphismen, rs4633, rs4680 und
rs4646316, konnten schwache, nicht signifikante Trends identifiziert werden
(Tabelle 3.10 und Abbildung 3.4). Dabei erzielten bei rs4633 die homozygoten Trager
des T-Allels tendenziell (p =0,096) mit einer hoheren Fehlerquote (MW = 14,93) im
Mittel schlechtere Resultate als die heterozygoten Trager des T-Allels (MW = 14,18) und
die Nicht-Trager des T-Allels (MW = 13,43). Bei rs4680 erzielten die homozygoten
Tréager des A-Allels tendenziell (p = 0,092) mit einer héheren Fehlerquote (MW = 14,97)
im Mittel schlechtere Resultate als die heterozygoten Trager des A-Allels (MW = 14,21)
und die Nicht-Trager des A-Allels (MW = 13,45). Bei rs4646316 erzielten die
homozygoten Trager des C-Allels tendenziell (p = 0,097) mit einer hdheren Fehlerquote
(MW = 14,68) im Mittel schlechtere Resultate als die heterozygoten Trager des C-Allels
(MW = 13,73) und die Nicht-Trager des C-Allels (MW = 12,77) (Tabelle 3.11).
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Tabelle 3.10: Assoziation der acht Polymorphismen des COMT-Gens mit der Testleistung in

der Kategorie des prozentualen Anteils der nichtperseverativen Fehler an der

Gesamtzahl der Zuordnungen (PNE)

SNP Effektallel Anzahl Regressions- p-Wert Standard-
Probanden koeffizient fehler
rs5746847 T 538 0,402 0,418 0,495
rs4633 C 538 -0,834 0,096 0,500
rs2239393 G 520 -0,478 0,365 0,528
rs4680 G 541 -0,843 0,092 0,499
rs4646316 T 531 -1,003 0,097 0,604
rs174696 C 511 -0,426 0,492 0,620
rs9332377 T 537 0,934 0,164 0,670
rs165599 G 536 0,744 0,174 0,547
Tabelle 3.11: Adjustierte Mittelwerte der Testleistung flr die acht Polymorphismen des COMT-
Gens in der Kategorie des prozentualen Anteils der nichtperseverativen Fehler an
der Gesamtzahl der Zuordnungen (PNE)

SNP Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3
rs5746847 Genotyp cC CT TT

MW (+/- SD) 13,88 (0,57) 14,28 (0,36) 14,68 (0,65)
rs4633 Genotyp TT CT CcC

MW (+/- SD) 14,93 ( 0,60) 14,18 (0,36) 13,43 (0,63)
rs2239393 Genotyp AA AG GG

MW (+/- SD) 14,58 (0,55) 14,15 (0,38) 13,72 (0,74)
rs4680 Genotyp AA AG GG

MW (+/- SD) 14,97 (0,60) 14,21 (0,36) 13,45 (0,63)
rs4646316 Genotyp cC CT TT

MW (+/- SD) 14,68 (0,45) 13,73 (0,48) 12,77 (0,99)
rs174696 Genotyp TT CT CC

MW (+/- SD) 14,32 (0,45) 13,95 (0,51) 13,58 (1,04)
rs9332377 Genotyp cC CT TT

MW (+/- SD) 13,89 (0,42) 14,90 (0,58) 15,92 (1,18)
rs165599 Genotyp AA AG GG

MW (+/- SD) 13,71 (0,49) 14,54 (0,41) 15,37 (0,83)

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung
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(S5746847 rs4633 rs2239393 rs4680 rs4646316 rs174696 rs9332377 rs165599

Abbildung 3.4: Assoziation der Allel- und Genotypverteilung mit der Testleistung in der

Kategorie des prozentualen Anteils der nichtperseverativen Fehler an der

Gesamtzahl der Zuordnungen (PNE). Die p-Werte sind logarithmisch (y-Achse)

fur die einzelnen SNPs (rs-Nummern) aufgetragen. Die SNPs auf der x-Achse

sind nach ihrem Auftreten auf dem Gen von 5° nach 3‘ angeordnet. Das

Signifikanzniveau von p < 0,05 ist mit einer grauen Linie gekennzeichnet.
rs4633, rs4680 und rs4646316 zeigen leichte, nicht signifikante Trends.

In der Testvariablen der Anzahl der erfolgreich abgeschlossenen Kategorien konnte

ebenfalls keine signifikante Assoziation zwischen den einzelnen Genotypen der acht
SNPs und dieser Testleistung des WCST beobachtet werden. Lediglich bei rs165599

zeigte sich ein nicht signifikanter Trend (Tabelle 3.12 und Abbildung 3.5). Hier erzielten

die homozygoten Trager des A-Allels mit einer im Mittel hoheren Anzahl erfolgreich

abgeschlossener Kategorien tendenziell (p = 0,070) eine bessere Leistung (MW = 4,96)

als die heterozygoten Trager des A-Allels (MW = 4,74) und die homozygoten Nicht-
Tréager des A-Allels (MW = 4,53) (Tabelle 3.13).

Tabelle 3.12: Assoziation der acht Polymorphismen des COMT-Gens mit der Testleistung bei

der Anzahl der erfolgreich abgeschlossenen Kategorien (NCC)

SNP Effektallel Anzahl Regressions- p-Wert Standard-
Probanden koeffizient fehler
rs5746847 T 538 0,068 0,511 0,103
rs4633 C 538 0,034 0,745 0,104
rs2239393 G 520 -0,021 0,851 0,110
rs4680 G 541 0,037 0,722 0,104
rs4646316 T 531 0,078 0,535 0,126
rs174696 C 511 0,089 0,485 0,128
rs9332377 T 537 -0,193 0,166 0,139
rs165599 G 536 -0,205 0,070 0,113
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Tabelle 3.13: Adjustierte Mittelwerte der Testleistung bei der Anzahl der erfolgreich abge-

schlossenen Kategorien (NCC) fiir die acht Polymorphismen des COMT-Gens

SNP Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3

rs5746847 Genotyp CcC CT TT
MW (+/- SD) 4,76 (0,12) 4,83 (0,07) 4,89 (0,14)

rs4633 Genotyp TT CT CC
MW (+/- SD) 4,80 (0,12) 4,83 (0,07) 4,85 (0,13)

rs2239393 Genotyp AA AG GG
MW (+/- SD) 4,82 (0,11) 4,78 (0,08) 4,75 (0,15)

rs4680 Genotyp AA AG GG
MW (+/- SD) 4,79 (0,12) 4,82 (0,07) 4,85 (0,13)

rs4646316 Genotyp cC CT TT
MW (+/- SD) 4,78 (0,09) 4,86 (0,10) 4,93 (0,21)

rs174696 Genotyp TT CT CC
MW (+/- SD) 4,78 (0,09) 4,87 (0,11) 4,95 (0,22)

rs9332377 Genotyp cC CT TT
MW (+/- SD) 4,89 (0,09) 4,69 (0,12) 4,49 (0,24)

rs165599 Genotyp AA AG GG
MW (+/- SD) 4,96 (0,10) 4,74 (0,09) 4,53 (0,17)

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung
1 ——
—
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Abbildung 3.5: Assoziation der Allel- und Genotypverteilung mit der Testleistung bei der

Anzahl der erfolgreich abgeschlossenen Kategorien (NCC). Die p-Werte sind

logarithmisch (y-Achse) flr die einzelnen SNPs (rs-Nummern) aufgetragen. Die

SNPs auf der x-Achse sind nach ihrem Auftreten auf dem Gen von 5‘ nach 3¢

angeordnet. Das Signifikanzniveau von p < 0,05 ist mit einer grauen Linie

gekennzeichnet. rs165599 zeigt einen nicht signifikanten Trend.
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4 Diskussion

Bei einer Heritabilitat, die auf bis zu 85% geschatzt wird, gibt es an den genetischen
Einflissen auf die Schizophrenie heute keinen Zweifel mehr (Cardno und Gottesman
2000). Ebenso unbestritten ist die Rolle des Dopamins in der Erkrankung (Tunbridge
et al. 2006), aus der sich das Gen fur die Catechol-O-Methyltransferase (COMT),
eines der Schlisselenzyme fir den Dopaminstoffwechsel im Hirn, als eines der
wichtigsten Kandidatengene fur die Schizophrenie ableitet (Williams et al. 2007).

Die vorliegende Arbeit, die sich mit der Rolle von Genvarianten im COMT-Gen bei
der Schizophrenie beschaftigt, gliedert sich in zwei Teile.

Im ersten Teil wurde in einer Fall-Kontroll-Studie die Assoziation zwischen den acht
dargestellten polymorphen Varianten im COMT-Gen mit der Krankheitsentitat
Schizophrenie untersucht.

Dabei ergab sich eine signifikante Assoziation (p = 0,037) fir den SNP rs174696 im
Intron 5 des Chromosoms 22ql11.2, wobei der Genotyp TT bei schizophrenen
Patienten seltener vorkam als bei gesunden Probanden. Weiter zeigte sich bei
Schizophreniepatienten fur denselben SNP ein deutlicher Trend (p = 0,050) im
dominanten Modell der Genotypenbetrachtung von CC + CT zusammengefasst
gegenuber TT. Auch hier trat der Genotyp TT bei den Schizophreniepatienten
seltener auf.

Die SNPs rs5746847, rs4633, rs2239393, rs4680, rs4646316, rs9332377 und
rs165599 zeigten weder signifikante Assoziationen noch Trends.

Im zweiten Teil wurde die Assoziation derselben acht Polymorphismen mit den
Leistungen im Wisconsin Card Sorting Test (WCST) untersucht. Dabei konnten in
der Kategorie des prozentualen Anteils der perseverativen Fehler an der Gesamtzahl
der Zuordnungen (PPE) weder signifikante Assoziationen noch Trends entdeckt
werden. In der Kategorie des prozentualen Anteils der nichtperseverativen Fehler an
der Gesamtzahl der Zuordnungen (PNE) konnten fir drei der untersuchten SNPs,
rs4633 (tendenziell schlechtere Leistungen der homozygoten Trager des T-Allels),
rs4680 (tendenziell schlechtere Leistungen der homozygoten Trager des A-Allels)
und rs4646316 (tendenziell schlechtere Leistungen der homozygoten Tréger des C-

Allels), leichte, nicht signifikante Trends gefunden werden. In der Kategorie des
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prozentualen Anteils der erfolgreich abgeschlossenen Kategorien (NCC) zeigte sich
lediglich beim SNP rs165599 ein nicht signifikanter Trend (p = 0,070). Hier erzielten

die homozygoten Trager des A-Allels tendenziell bessere Leistungen.

4.1 Diskussion der Methoden

Patientenkollektiv

Die Auswahl des Probandenkollektivs spielt bei Assoziationsstudien eine ent-
scheidende Rolle. Wenngleich die Kollektive von Patienten und gesunden Pro-
banden mit groBer Sorgfalt (kaukasische Abstammung, Familienanamnese, Vali-
dierung der Diagnose) und unter Anwendung strenger Ausschlusskriterien (Sucht,
somatische Erkrankungen) rekrutiert wurden, gibt es doch Einschrankungen, die eine
Aussagekraft limitieren. So erfolgte im Patientenkollektiv keine Auswahl nach
Subtypus der Erkrankung. Eine solche Einteilung in Subgruppen ist auch in der
friheren Literatur selten zu finden und auch in positiven Fallen nur ansatzweise
umgesetzt (Nieratschker et al. 2010), was dem Kostenfaktor der gesamten Unter-
suchung, insbesondere der Genotypisierung, geschuldet ist. Diese Problematik der
StichprobengrofRen gilt auch fur die Streuung der Altersverteilung (zwischen 19 und
72 Lebensjahren), insbesondere hinsichtlich der kognitiven Leistungen im WCST.

In die vorliegende Studie wurden nur Patienten eingeschlossen, deren schizophrene
Psychosen nach DSM-IV-Kriterien diagnostiziert worden waren. Dies ist im Einklang
mit den meisten Assoziationsstudien, insbesondere den genomweiten Assoziations-
studien (Mah et al. 2006, Lencz et al. 2007, O’'Donovan et al. 2008, Shifman et al.
2008, Sullivan et al. 2008, Kirov et al. 2009). Die DSM-IV-Kriterien unterscheiden
sich von den ICD-10-Kriterien insofern, als die Diagnosestellung fur Schizophrenie
bereits nach einem vierwtchigen Bestehen der Symptome erfolgt, die DSM-IV-
Kriterien verlangen dagegen ein sechsmonatiges Bestehen und definieren eine
kirzere Symptomdauer als schizophreniforme Stdrung. Patienten mit schizo-
affektiven Stérungen wurden in die vorliegende Studie nicht eingeschlossen, was

eine vergleichsweise gute Homogenitat des Patientenkollektivs gewdahrleistete.

Vergleichskollektiv

Ebenso wichtig wie bei der Auswahl des Patientenkollektivs ist die angewandte

Sorgfalt bei der Auswahl der Vergleichsgruppe, bei der ebenso strenge Auswahl-
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kriterien zur Anwendung kamen. Gesunde Probanden in der Kontrollgruppe
ermdglichen zwar die Detektion von Assoziationen mit krankheitsrelevanten
Phanotypen, jedoch ist so nicht differenzierbar, ob eine gefundene Assoziation im
Zusammenhang mit der Schizophrenie selbst oder mit einer psychiatrischen
Komorbiditat wie Alkohol- oder Drogenkonsum bzw. anderen Suchtkrankheiten,
Essstorungen, Depression, Suizidalitdt oder dhnlichen Erkrankungen steht (Arranz et
al. 1995). Ein weiteres wichtiges Kriterium ist das Alter der Vergleichspersonen. Da
das Ersterkrankungsalter der Schizophrenie zwischen dem zwanzigsten und
dreiBigsten Lebensjahr liegt, beinhaltet die Wahl zu junger Kontrollindividuen das
Risiko, dass bei ihnen noch spéter Schizophrenien auftreten kdnnen (Tandon et al.
2008). Dieser Problematik wurde in der vorliegenden Studie, bei der das
Durchschnittsalter der gesunden Kontrollen bei 41 Jahren in der Fall-Kontroll-Gruppe

bzw. 45 Jahren in der Endophé&notypenstudie lag, Rechnung getragen.

Ausschlusskriterien

Die Bedeutung der Ausschlusskriterien liegt in der Beeinflussung von Testverfahren
wie dem WCST, bei denen kognitive Leistungen zu erbringen sind, durch bestimmte
Erkrankungen oder &uRRere Einflisse. So kann eine Depression die Gedachtnis-
leistung und Konzentration oder Morbus Parkinson die Geschwindigkeit von
Denkprozessen und die Assoziationskraft beeintrachtigen (Beesdo und Wittchen
2006). Kokain und Amphetamine wirken kurzfristig leistungssteigernd, wéhrend
Alkohol die Ubertragung neuronaler Impulse hemmt und damit die Leistungsfahigkeit
einschrankt. Diese Kriterien wurden in der vorliegenden Studie durch eng definierte

Ausschlusskriterien und die Verwendung standardisierter Anamnesebdgen beachtet.

Ethnizitat

Ebenso wichtig fur die Homogenitat der Ergebnisse ist die ethnische Einheitlichkeit
der Studienpopulation. Mithilfe von Datenbanken des International HapMap Project
konnen Allel- und Genotypfrequenzen innerhalb der Studienpopulation mit den
Durchschnittswerten verschiedener Populationen abgeglichen werden. Wie sich
daraus erkennen lasst, kbnnen sowohl Genotyp- als auch Allelfrequenzen in ethnisch
unterschiedlichen Populationen in erheblichem Mafle streuen und damit die
Ergebnisse durch populationsbezogene genetische Faktoren beeinflussen (Goldberg

und Weinberger 2004). Die vorliegende Studie schloss daher ausschliefilich
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Probanden ein, die bis in die Generation der Grol3eltern kaukasischer Abstammung
waren. Ein valider Vergleich der vorliegenden Studienergebnisse ist damit auch nur
mit anderen kaukasischen Studienpopulationen mdoglich. Tabelle 4.1 zeigt die
Genotyp- und Allefrequenzen der untersuchten Studienpopulation im Vergleich zu
anderen Populationen, zu denen Ergebnisse aus vergleichbaren Assoziationsstudien
vorliegen. Bei allen untersuchten SNPs konnte im Vergleich der Frequenzen der
Genotypen und Allele festgestellt werden, dass das Studienkollektiv dem
kaukasischen HapMap-CEU-Kollektiv am nachsten kommt. Fir den SNP rs165599

liegen keine HapMap-Informationen vor.

Tabelle 4.1: Genotyp- und Allelfrequenzen der acht Polymorphismen des COMT-Gens in

unterschiedlichen Populationsstichproben des International HapMap Project
(HapMap 2015).

rs5746847 Genotyp Allel

Population TT CIT c/C N T C N
Studienteilnehmer 20,9% 47,8% | 31,3% 1109 44,8% 55,2% 2218
HapMap CEU 134% | 49,1% | 37,5% 112 37,9% 62,1% 224
HapMap CHB 6,6% | 40,4% | 52,9% 136 26,8% 73,2% 272
HapMap JPT 3,6% | 43,8% | 52,7% 112 25,4% 74,6% 224
HapMap YRI 122% | 40,1% | 47,6% 147 32,3% 67,7% 294
rs4633 Genotyp Allel

Population c/iC CIT T/T N C T N
Studienteilnehmer 21,6% | 51,0% | 27,4% 1109 47,1% 52,9% 2218
HapMap CEU 28,8% | 459% | 25.2% 111 51,8% 48,2% 222
HapMap CHB 53,3% | 37,2% 9,5% 137 71,9% 28,1% 274
HapMap JPT 50,4% | 43,4% 6,2% 113 72,1% 27,9% 226
HapMap YRI 476% | 40,1% | 12,2% 147 67,7% 32,3% 294
rs2239393 Genotyp Allel

Population A/A AIG G/G N A G N
Studienteilnehmer 37, 7% 472% | 151% 1103 61,3% 38, 7% 2206
HapMap CEU 354% | 451% | 19,5% 113 58,0% 42,0% 226
HapMap CHB 372% | 51,8% | 10,9% 137 63,1% 36,9% 274
HapMap JPT 434% | 44,2% | 12,4% 113 65,5% 34,5% 226
HapMap YRI 38,1% | 46,9% | 15,0% 147 61,6% 38,4% 294
rs4680 Genotyp Allel

Population GIG AIG A/A N G A N
Studienteilnehmer 218% | 50,9% | 27,3% 1119 47,3% 52, 7% 2238
HapMap CEU 29,2% | 46,0% | 24,8% 113 52,2% 47,8% 108
HapMap CHB 52,6% | 37,2% | 10,2% 137 71,2% 28,8% 274
HapMap JPT 48,2% | 45,5% 6,2% 112 71,0% 29,0% 224
HapMap YRI 476% | 422% | 10,2% 147 68,7% 31,3% 294
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rs4646316 Genotyp Allel

Population c/C CIT TT N C T N
Studienteilnehmer 59,8% 35,3% 4,9% 1116 77,4% 22,6% 2232
HapMap CEU 61,9% | 32,7% 5,3% 113 78,3% 21,7% 226
HapMap CHB 423% | 48.2% 9,5% 137 66,4% 33,6% 274
HapMap JPT 43,4% | 442% | 12,4% 113 65,5% 34,5% 226
HapMap YRI 70,3% | 28,3% 1,4% 145 84,5% 15,5% 290
rs174696 Genotyp Allel

Population c/iC CIT T/T N C T N
Studienteilnehmer 50% | 33,0% | 62,0% 1072 21,5% 78,5% 1072
HapMap CEU 44% | 36,3% | 59,3% 113 22,6% 77,4% 226
HapMap CHB 23,4% | 47,4% | 29,2% 137 47,1% 52,9% 274
HapMap JPT 23,9% | 52,2% | 23,9% 113 50,0% 50,0% 226
HapMap YRI 38,8% | 442% | 17,0% 147 60,9% 39,1% 294
rs9332377 Genotyp Allel

Population c/C CIT TT N C T N
Studienteilnehmer 70,4% | 26,6% 3,0% 1109 83,7% 16,3% 2218
HapMap CEU 69,0% | 27,4% 3,5% 113 82,7% 17,3% 226
HapMap CHB 99,3% 0,7% 0,0% 137 99,6% 0,4% 274
HapMap JPT 100,0% n/a 0,0% 44 100,0% 0,0% 88
HapMap YRI 38,8% | 51,7% 9,5% 147 64,6% 35,4% 294
rs165599 Genotyp Allel

Population A/A AIG G/G N A G N
Studienteilnehmer 48% 42% 10% 1105 69% 31% 2210
HapMap CEU - - - - - - -
HapMap CHB - - - - - - -
HapMap JPT - - - - - - -
HapMapYRI - - - - - - -

CEU = Einwohner aus Utah, USA, mit Vorfahren aus Nord- und Westeuropa; CHB = Han-Chinesen aus
Peking; JPT = Japaner aus Tokio; YRI = Yoruba aus Ibadan, Nigeria. N ist bei Genotypen bezogen auf

untersuchte Personen und bei Allelen bezogen auf die Anzahl der Allele (= Personen x 2).

StichprobengroRe

Die untersuchte Stichprobengrdf3e liegt mit 509 Patienten und 611 Kontrollen im
Durchschnitt vergleichbarer Untersuchungen. Die Metaanalyse von Mufano und
Mitarbeitern beispielsweise listet 18 Fall-Kontroll-Studien zum Val/Met-Polymorphis-
mus auf, deren StichprobengrofRen zwischen 108 und 1440 Patienten bzw. 174 und
5940 Kontrollen liegen. Vier Studien weisen in dieser Analyse grol3ere Stichproben
auf als die vorliegende Untersuchung (Mufano et al. 2005).

Es wird diskutiert, dass aufgrund der meist sehr geringen Beitrage einzelner SNPs
zum Krankheitsrisiko und angesichts der sehr inkonsistenten Ergebnisse von

Assoziationsstudien zur Genetik der Schizophrenie die StichprobengrofRe ein
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Schwachpunkt der meisten Studien sein konnte (Kim et al. 2011, Bergen und
Petryshen 2012). Zur Lo6sung dieses Problems wurde vorgeschlagen, genomweite
Assoziationsstudien im Sinne eines Endoph&notypenkonzepts mit bildgebenden
Verfahren zu kombinieren, da die Penetranz genetischer Varianten auf der Ebene
des neuroimaging hoéher ist als auf der Ebene des klinischen Phanotyps (Meyer-
Lindenberg 2010).

Wisconsin Card Sorting Test

Die vorliegende Endophanotypenstudie untersucht eine kombinierte Gruppe von
schizphrenen Patienten und gesunden Kontrollen, wobei davon ausgegangen wird,
dass es ein Kontinuum bei den Leistungen geben sollte und die Assoziation
zwischen COMT-Funktion und Leistung im WCST auch krankheitsunabhéngig
vorhanden sein kann. Gesunde Verwandte schizophrener Patienten wurden nicht in
die Studie eingeschlossen.

Fir diesen zweiten Teil der vorliegenden Arbeit besteht ein wesentlicher Punkt in der
Diskussion der Frage, wie robust der WCST gegen Einflisse der antipsychotischen
Medikation ist. Es ist aus ethischen Grinden kaum madglich, einen schizophrenen
Patienten nicht zu behandeln. Daher stand jeder in die Studie eingeschlossene
Schizophreniepatient unter dem Einfluss verschiedener Psychopharmaka, deren
Einfluss auf die Leistungen im WCST in der Literatur diskutiert wird. Barnett und
Mitarbeiter erklaren in ihrer Metaanalyse zum WCST das Fehlen signifikanter Effekte
bei Schizophrenen mit der Mdoglichkeit des Einflusses der antipsychotischen
Medikation, deren Blockade der Dopaminrezeptoren den vergleichsweise minimalen
Einfluss der COMT-Aktivitat in ihrer Wirkung weit Ubersteigt (Barnett et al. 2007).
Nach Dickinson und Elvevdg waren Beflrchtungen dieser Art bereits in der
Anfangsphase des Einsatzes des WCST der Anlass, nicht erkrankte Verwandte von
schizophrenen Patienten in die Studien aufzunehmen (Egan et al. 2001b, Bilder et al.
2002, Ho et al. 2005, Dickinson und Elvevag 2009).

In einer jungeren Metaanalyse, in der der Einfluss des Val*®®Met-Polymorphismus im
COMT-Gen auf neuropsychologische und strukturelle Endophanotypen untersucht
wird, liegt ein Einfluss der antipsychotischen Medikation ebenfalls nahe, ohne dass
dies jedoch von den Autoren explizit diskutiert wird. In diese Untersuchung wurden
Arbeiten zu verschiedenen neuropsychologischen Testmethoden, darunter elf

Studien zum WCST, aufgenommen. Im WCST schnitten gesunde Met/Met-Trager
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signifikant besser ab als gesunde Val/Val-Trager. Diese Assoziation wurde jedoch in
schizophrenen Patienten nicht gefunden. Der Folgerung der Autoren zufolge sind der
n-back-Test und der Continuous-Performance-Test besser geeignet, Endophano-
typen der Schizophrenie zu reprasentieren (Ira et al. 2013).

Hingegen zeigte eine experimentelle Studie keinen messbaren Einfluss von
Haloperidol auf die Leistung im WCST. Die Studie verglich 27 schizophrene
Patienten mit 17 gesunden Probanden. Nach der ersten Durchfiihrung des Tests
wurde bei 13 schizophrenen Teilnehmern die antipsychotische Medikation in einem
doppelblinden Versuchsaufbau ausgeschlichen, bevor der WCST erneut
durchgefihrt wurde. Im Ergebnis schnitten die Schizophrenen beide Male schlechter
ab als die gesunden Kontrollen, beim zweiten Test gab es jedoch keinen Unterschied
zwischen den Schizophrenen mit und ohne Medikation (Lee et al. 2014). Auch wenn
dieses Experiment, dessen Ergebnis den gedanklichen Ansatz der vorliegenden
Endophanotypenstudie bestatigt, nur eine geringe Zahl an Probanden untersucht,
handelt es sich hier doch um die einzige direkte Untersuchung dieser Fragestellung,
wahrend die Kritik am WCST durch Barnett, Dickinson und Elvevag eher das
Resultat theoretischer Uberlegungen und indirekter Schlussfolgerungen darstellt.

Ein weiterer Kritikpunkt am WCST, der das Ergebnis der Metaanalyse von Ira und
Mitarbeitern ebenfalls beeinflusst haben kodnnte, ist die nicht belegte und damit
problematische Vergleichbarkeit der Testergebnisse zwischen verschiedenen
Arbeitsgruppen, die verschiedene Versionen des Tests verwenden (Dickinson und
Elvevag 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde die von den meisten Arbeitsgruppen
angewandte computergestitzte Variante benutzt. Eine Vergleichbarkeit mit einem
Grof3teil anderer Arbeiten ist damit gegeben.

Die Eignung des WCST fur die Untersuchung von COMT-Effekten wurde in jingerer
Zeit verschiedentlich angezweifelt, diese Anmerkungen lassen jedoch konstruktive
Alternativen vermissen, die als gleichwertig eingestuft werden kénnen (Diaz-Asper et
al. 2008, Ira et al. 2013). So umfasst der WCST ein deutlich breiteres und
komplexeres Spektrum kognitiver Prozesse als der n-back-Test (Smith und Jonides
1999).

Von anderen Arbeitsgruppen wird der WCST als durchaus zuverlassiges Instrument
fur die Erfassung exekutiver Funktionen des Arbeitsgedéchtnisses und dessen
genetisch vererbten individuellen Charakteristika beschrieben (Anokhin et al. 2003,
Kremen et al. 2007). Ein 2009 publiziertes Review diskutiert die Krittk am WCST
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ausfihrlich und legt nahe, dass die Validitat des Tests als Messinstrument fir
prafrontale exekutive Funktionen durch gezielte Weiterentwicklung in Konzept und

Methodik weiter verbessert werden konnte (Nyhus und Barcelé 2009).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Diskussion der Fall-Kontroll-Studie

Zur Assoziation von sieben der acht untersuchten SNPs mit der Krankheitsentitét

Schizophrenie liegen Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen vor.

rs5746847

Fur eine Assoziation des SNPs mit der Schizophrenie liegen bisher keine Ergebnisse
aus Veroffentlichungen vor. Nachdem in der vorliegenden Studie kein signifikanter
Zusammenhang mit Schizophrenie festgestellt werden konnte, ist davon auszugehen,
dass Variationen an dieser Stelle keinen Einfluss auf die Suszeptibilitdt far
Schizophrenie haben. Somit gibt es keinen Hinweis auf eine positive Assoziation von

rs5746847 mit der Diagnose Schizophrenie.

1s4633

Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit zur Assoziation des SNPs rs4633 mit der
Schizophrenie ist negativ. Zu diesem SNP liegen Ergebnisse von mehreren anderen
Arbeitsgruppen vor. In der Arbeit von Nieratschker und Mitarbeitern wurde weder in der
Gesamtstichprobe noch in einer der in dieser Studie gebildeten Subgruppen eine
Assoziation gefunden (p = 0,8359). Diese mit 631 Patienten und 776 Kontrollpersonen in
der GroRenordnung mit der vorliegenden Arbeit (509 Patienten, 611 Kontrollen)
vergleichbaren Untersuchung unterscheidet sich von dieser im Wesentlichen nur im
Geschlechterverhaltnis. Der Frauenanteil lag in der Patientengruppe bei 45%
(vorliegende Arbeit: 35%), in der Kontrollgruppe bei 43% (vorliegende Arbeit: 54%).
Andere wesentliche methodische Kriterien wie Ethnizitat (kaukasische Abstammung
deutscher Herkunft), Ein- und Ausschlusskriterien (Diagnose nach DSM-IV, Anwendung
des Hardy-W einberg-Gleichgewichts) waren in beiden Studien ahnlich (Nieratschker et
al. 2010). Die Untersuchung von Strohmaier und Mitarbeitern Uberschneidet sich

groRenteils mit der Arbeit von Nieratschker und greift mit derselben Methodik auf
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dieselbe Studienpopulation zu. Ziel dieser Studie war die Untersuchung einer
potentiellen epistatischen Interaktion zwischen SNPs im COMT-Gen und Dysbindin.
Auch hier wurde keine signifikante Assoziation von rs4633 mit Dysbindin und dem
Schizophrenierisiko gefunden (Strohmaier et al. 2010).

In einer Assoziationsstudie an einer sudafrikanischen Kohorte aus 238 Patienten und
240 Kontrollen konnte ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang (p = 0,9626)
zwischen rs4633 und dem Schizophrenierisiko bzw. der Schwere der psychotischen
Symptomatik detektiert werden (Wright et al. 2012). Die von Wright und Mitarbeitern
untersuchte Population gehort zur Ethnie der Xhosa; in der Literatur finden sich keine
Daten zur Vergleichbarkeit der Allelverteilung mit den in dieser Arbeit oder von
Nieratschker bzw. Strohmaier und Mitarbeitern untersuchten européischen Kollektiven.
Ebenso bleibt die Frage nach der Vergleichbarkeit mit der nigerianischen HapMap-YRI-
Population offen, die sich bei rs4633 in der Allelverteilung deutlich von der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Stichprobe bzw. dem HapMap-CEU-Kollektiv
unterscheidet. Das in jeder dieser Studien negative Ergebnis lasst jedoch auf einen
allgemeinen Effekt schlieBen. Bei der Zusammenfassung dieser Dissertation mit
frheren Arbeiten ergibt sich aus den vorliegenden Daten kein Hinweis auf eine
Assoziation des Polymorphismus rs4633 mit der Diagnose Schizophrenie in

kaukasischen Populationen.

rs2239393

Die Assoziation des Polymorphismus rs2239393 mit der Schizophrenie wurde auch von
der Arbeitsgruppe um Nieratschker und Strohmaier untersucht. Dabei zeigte der SNP in
der Gesamtstichprobe keine signifikante Assoziation (p =0,9504). In der
Subgruppenanalyse zeigte sich bei Schizophreniepatienten mit einer fur Schizophrenie
positiven Familienhistorie ein signifikanter Zusammenhang (p = 0,0387), der jedoch
einer Uberprifung durch multiples Testen nicht standhielt (Nieratschker et al. 2010).
Auch in der Publikation von Strohmaier konnte kein signifikanter Zusammenhang
festgestellt werden (Strohmaier et al. 2010). In der vorliegenden Disssertation wurde
ebenfalls keine signifikante Assoziation gefunden, sodass sich aus der Datenlage
insgesamt kein Hinweis auf einen Zusammenhang des Polymorphismus rs2239393 mit

der Diagnose Schizophrenie in kaukasischen Populationen ergibt.
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1s4680

Die Ergebnisse der Studien zum SNP rs4680 (dem Val108/158Met-Polymorphismus)
sind inkonsistent. Eine im Jahr 2003 publizierte Metaanalyse erhob den Befund einer
geringfugigen Risikoerhéhung durch das Val-Allel in européischen, nicht jedoch in
asiatischen Populationen (Glatt et al. 2003). Daraus konnte eine kleine, aber zuverlassig
messbare Erhohung des Schizophrenierisikos durch diesen Polymorphismus bei
Europdern abgeleitet werden. Europder einerseits und Asiaten bzw. Afrikaner
andererseits unterscheiden sich bei rs4680 deutlich in der Allelverteilung. Wahrend sich
bei Europdern die Trager des A-Allels und des G-Allels in etwa die Waage halten,
Uberwiegen in den beiden asiatischen Populationen und der nigerianischen Stichprobe
des HapMap-Projekts die Trager des G-Allels mit einem Anteil von jeweils etwa 70 %.
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Stichprobe entspricht in der Allelverteilung mit
47,3 % Tragern des G-Allels gut der HapMap-CEU-Stichprobe (52,2 %), jedoch steht ihr
Ergebnis in Bezug auf rs4680 im Widerspruch zum Ergebnis der Metaanalyse von Glatt
und Mitarbeitern.

Dagegen fanden Munafo und Mitarbeiter in einer grol3 angelegten Metaanalyse, die 15
Studien einschloss, in der jedoch auch alle Arbeiten ausgeschlossen waren, die das
Hardy-W einberg-Gleichgewicht nicht erfuliten, keinen signifikanten Zusammenhang des
SNPs mit Schizophrenie (Munafo et al. 2005). Dieses Ergebnis wurde auch durch
spatere Arbeiten bestatigt (Fan et al. 2005, Williams et al. 2005, Bassett et al. 2007,
Okochi et al. 2009).

Die Inkonsistenz dieser Befunde bleibt bestehen, wobei die Hinweise auf eine positive
Assoziation in den letzten Jahren seltener anzutreffen sind und vor allem in kleineren
Studien vorkommen (Prata et al. 2009). Die Mehrzahl der jungeren Studien an kau-
kasischen oder asiatischen Populationen findet keine Assoziation des SNPs mit der
Schizophrenie (Nieratschker et al. 2010, Zhang et al. 2012).

Die negativen Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zu einer Assoziation von rs4680
mit der Schizophrenie stehen damit zwar im Widerspruch zu einigen alteren an
kaukasischen Populationen erhobenen Befunden, figen sich aber nahtlos in das Bild
der Uberwiegenden Zahl der neueren Befunde ein. Eine Vergleichbarkeit mit Befunden,
die an asiatischen Stichproben erhoben wurden, muss angesichts der deutlich

abweichenden Allelverteilungsmuster als problematisch betrachtet werden.
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rs4646316

Die Assoziation des Polymorphismus rs4646316 mit der Schizophrenie wurde ebenso
von der Arbeitsgruppe um Nieratschker und Strohmaier untersucht. Dabei zeigten sich
weder in der Gesamtstichprobe (p =0,1373) noch in den Subgruppen signifikante
Ergebnisse (Nieratschker et al. 2010). Auch in der Publikation von Strohmaier konnte
kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (Strohmaier et al. 2010). Die

vorliegende Dissertation bestétigt mit ihnrem negativen Ergebnis diese Befunde.

rs174696

Der Polymorphismus rs174696 im Intron 5 des Chromosoms 22qg11.2 ist der einzige
SNP, bei dem in der vorliegenden Arbeit eine signifikante Assoziation gefunden wurde.
In der Genotypverteilung CC vs. CT vs. TT ergab sich ein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten und Kontrollen (p = 0,037). Der Genotyp TT kam bei schizophrenen
Patienten seltener vor als bei gesunden Probanden. Bei schizophrenen Patienten zeigte
sich fur denselben SNP ein deutlicher Trend (p = 0,050) im dominanten Modell der
Genotypenbetrachtung von CC + CT zusammengefasst gegentber TT. Talkowski und
Mitarbeiter untersuchten den SNP ebenfalls in einer Assoziationsstudie an einer
amerikanischen Kohorte européaischer Abstammung und einer bulgarischen Kohorte.
Die erste Stufe dieser Arbeit bestand aus der Genotypisierung von 150 Trios (Patient
und Elternpaar) einer amerikanischen Kohorte kaukasischer Abstammung sowie
weiteren 328 Patienten und 501 gesunden Kontrollen, wobei die Patienten nach DSM-IV
mit Schzophrenie (n = 272) oder schizoaffektiver Stérung (n = 206) diagnostiziert waren.
Nach den Ergebnissen dieser ersten Stufe der Studie wurden vier mit
Dopaminrezeptoren oder dem Dopaminstoffwechsel zusammenhéngende Gene,
darunter das COMT-Gen, als lohnende Objekte fir die weiteren Untersuchungen
identifiziert. Von diesen wurde in der zweiten Stufe an derselben Stichprobe ein
erweitertes Spektum an SNPs, darunter auch rs174696, auf die Assoziation mit
Schizophrenie oder schizoaffektiver Stoérung untersucht. Als einziger SNP aus dem
COMT-Gen lieferte rs174696 ein signifikantes Ergebnis (p = 0,048). Dieses konnte in
Stufe drei bei der Genotypisierung von 65 SNPs in einer Kohorte von 659 bulgarischen
Trios nicht bestétigt werden (p =0,19), jedoch lieferte eine joint analysis, die das
Erkrankungsrisiko von Kombinationen aus SNPs verschiedener Gene wiedergibt, fir
drei Kombinationen mit rs174696 hochsignifikante Assoziationen (Talkowski et al. 2008).

Ein moglicher Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse in beiden Stichproben ist in
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der Problematik der Einschlusskriterien zu finden, die wegen der Aufnahme von
Patienten mit Schizophrenie und schizoaffektiver Stérung zu einem nicht vollstandig
homogenen Kollektiv fuhrte. Die amerikanische Stichprobe unterschied sich von der
bulgarischen durch einen wesentlich héheren Anteil an Patienten mit schizoaffektiver
Storung (43,1% gegenlber 12,6%), was die Vergleichbarkeit der Kohorten erschwert.

Ittiwut und Mitarbeiter fanden flr rs174696 eine signifikante Assoziation zur
Auslosbarkeit einer Kokain-induzierten Paranoia bei Amerikanern europdischer
Abstammung (p = 0,02), nicht jedoch bei Afroamerikanern (p =0,53). Die Autoren
untersuchten den SNP zusammen mit zwei weiteren SNPs, rs737866 und rs4680, in
einer Haplotypenanalyse und fanden ebenfalls signifikante Ergebnisse (Ittiwut et al.
2011). Es ist aufféllig, dass der SNP rs174696, der bisher — vorbehaltlich eines
Publikations-bias im Sinne einer Nicht-Verdffentlichung negativer Ergebnisse — zu den
am wenigsten untersuchten Polymorphismen im COMT-Gen gehort, in jeder der
Studien, in die er eingeschlossen wurde, in kaukasischen Stichproben eine signifikante
oder anndhernd signifikante Assoziation mit der Fragestellung Schizophrenie bzw.
Kokain-induzierte Paranoia zeigte. Damit ist rs174696 eine vielversprechende Variation

fUr weitere Studien.

rs9332377

Hinsichtlich der Assoziation des SNPs rs9332377 mit der Schizophrenie liegen bislang
nur negative Ergebnisse vor. Nieratschker und Mitarbeiter fanden weder in der
Gesamitstichprobe (p =0,4336) noch in der Subgruppenanalyse eine signifikante
Assoziation (Nieratschker et al. 2010). Auch in der Publikation von Strohmaier konnte
kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (Strohmaier et al. 2010). Diese

Befunde werden durch die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation bestatigt.

rs165599

Zur Assoziation des SNPs rs165599 mit der Schizophrenie liegen eine Reihe von
Untersuchungen mit allerdings inkonsistenten Ergebnissen vor. In einer Stichprobe
ashkenasischer Juden (720 Patienten mit Schizophrenie und 2970 gesunden
Kontrollpersonen), die von Shifman und Mitarbeitern genotypisiert wurden, konnte
zunachst ein hochsignifikanter Unterschied in den Allel- und Genotypfrequenzen
gesunder Kontrollpersonen zwischen Mannern und Frauen identifiziert werden
(Frequenz des A-Allels = 65,4% bei Fauen, 61,3% bei Mannern, p = 0,00089). Eine
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Uberprufung dieses tberraschenden Befundes mit 532 Mannern und 353 Frauen aus
einer unabhangigen Stichprobe mit internistischen bzw. onkologischen Erkrankungen
bestatigte das Ergebnis. Die weitere Untersuchung wurde daraufhin
geschlechtsspezifisch durchgefihrt und ergab einen hochsignifikanten Effekt fir
rs165599 bei Frauen, wobei das G-Allel eine pradisponierende Rolle spielte. Bei
Mannern ergab sich keine Signifikanz (p = 0,10 fur das G-Allel, p = 0,09 fir den G/G-
Genotyp) (Shifman et al. 2002). Im Vergleich zur vorliegenden Arbeit ist anzumerken,
dass es sich bei Shifmans Kollektiv um eine extrem homogene Population handelt, die
schon in Hinblick auf den SNP rs4680 gezeigt hatte, dass sie dazu neigt, andere
Ergebnisse zu liefern, als eine durchschnittliche kaukasische Population. Die in der
vorliegenden Dissertation untersuchte Population weicht mit 69 % Tréagern des A-Allels
etwas von Shifmans Stichproben ab. HapMap-Daten zu rs165599 liegen nicht vor. Eine
Aussage zur Vergleichbarkeit der Populationen hinsichtlich ihrer Allelverteilungsmuster
ist damit problematisch.

Funke und Mitarbeiter fanden eine signifikante Assoziation (p = 0,035) zwischen diesem
SNP und einer “all-affected™Patientengruppe, die sich aus 196 Schizophrenen, 62
Patienten mit schizoaffektiven Stérungen, 82 manisch-depressiven Patienten und 30
Patienten mit einer major depression zusammensetzte und mit einer Kontrollgruppe von
467 gesunden Probanden verglichen wurden. Die Subgruppenanalyse zeigt fur die
schizophrenen Patienten keine Signifikanz (p = 0,221), das Ergebnis muss mithin als
negativ gewertet werden (Funke et al. 2005).

Nieratschker und Mitarbeiter fanden fir rs165599 ebenfalls keine signifikante
Assoziation, und zwar weder in der Gesamtstichprobe (p = 0,7952), noch in einer der
Subgruppen (p = 0,9945 fur Patienten mit positiver Familienanamnese, p = 0,8472 fur
Patienten mit Negativsymptomatik, p = 0,5104 fir Patienten mit frihem Auftreten der
Erkrankung) (Nieratschker et al. 2010). Das negative Ergebnis fir rs165599 in der
vorliegenden Dissertation bestétigt diese Resultate in Hinblick auf Schizophrenie und

eine kaukasische Population beiderlei Geschlechts.

4.2.2 Diskussion der Endophéanotypenstudie

Das Arbeitsgedachtnis und exekutive Funktionen sind wesentliche kognitive Doméanen,
die bei Schizophreniepatienten beeintrachtigt sind (Goldman-Rakic 2001, Sitskoorn et al.

2004). Auch bei gesunden Angehorigen sind Defizite in diesen kognitiven Domanen
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nachweisbar. Sie kbnnen daher als Indikatoren einer genetisch bedingten Vulnerabilitat
betrachtet werden (Cannon et al. 2000, Wolf et al. 2002, Sitskoorn et al. 2004, Conklin et
al. 2005). Die Heritabilitat der Arbeitsgedachtnisfunktionen wird auf etwa 45% geschatzt
(Ando et al. 2001).

Von den acht in dieser Dissertation auf eine Assoziation mit der Arbeitsgedachtnis-
leistung gepruften Polymorphismen wurden nur drei bereits von anderen Arbeitsgruppen

in Zusammenhang mit kognitiven bzw. exekutiven Funktionen untersucht.

rs5746847

Wie bei den Fall-Kontroll-Studien liegen auch zur Assoziation von rs5746847 mit der
Leistung im WCST oder anderen das Arbeitsgedachtnis prifenden Testverfahren bisher
keine publizierten Ergebnisse vor. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten nicht
darauf hin, dass von rs5746847 im Zusammenhang mit Schizophrenie oder dem

Arbeitsgedachtnis in einer kaukasischen Population ein Effekt zu erwarten ist.

rs4633

Der Polymorphismus rs4633 wurde von Choudhry und Mitarbeitern in einer familien-
basierten Haplotypenstudie (zusammen mit den SNPs rs6269, rs4818 und rs4680) an
Kindern mit Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung (ADHD) in Bezug auf die
Funktion des Arbeitsgedéchtnisses untersucht. 86,9% der in diese Studie
eingeschlossenen Kinder waren kaukasischer Abstammung. Neben dem WCST kamen
der Tower of London und der Self-odered Pointing Task zum Einsatz. Diese Tests
lieferten hinsichtlich der Assoziation des Haplotyps mit exekutiven Funktionen bei ADHD
kein signifikantes Ergebnis (Choudhry et al. 2012). Wenngleich Zielsetzung und
Stichprobe dieser Studie sich deutlich von der vorliegenden Arbeit unterscheiden,
werden sowohl Schizophrenie als auch ADHD zu den Dopamin-assoziierten
Abnormalitaten gezahlt, die haufig in Endoph&notypen-Studien untersucht werden (Park
und Gooding 2014). Die vorliegende Endophanotypen-Studie lieferte fir rs4633
ebenfalls kein signifikantes Ergebnis, jedoch einen schwachen Trend (p = 0,096) zu
schlechteren Leistungen in der Kategorie ,Percent Nonperseverative Errors“ (PNE) des
WCST bei Tragern des T-Allels.
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rs2239393

Zum Polymorphismus rs2239393 liegen in Bezug auf das Arbeitsged&chtnis bzw. die
exekutive Funktion keine Arbeiten aus anderen Arbeitsgruppen vor. Die vorliegende
Studie fand weder eine signifikante Assoziation noch einen Trend in Zusammenhang mit
der Leistung im WCST.

rs4680

Egan und Mitarbeiter untersuchten den SNP rs4680 (Val108/158Met-Polymorphismus)
im Zusammenhang mit dem WCST an einer kaukasischen, aber nur zu 21% weiblichen
Stichprobe aus 175 Patienten mit Schizophrenie oder schizoaffektiver Stdrung
(diagnostiziert nach DSM-1V), 219 gesunden Angehdrigen und 55 gesunden
Kontrollpersonen. Sie identifizierten eine signifikant schlechtere Leistung im WCST bei
Tragern des Val-Allels und schlossen daraus auf eine verschlechterte kognitive Funktion
des prafrontalen Cortex und ein héheres Schizophrenierisiko in dieser Gruppe (Egan et
al. 2001b). Sechs Jahre spater fassten Barnett und Mitarbeiter Egans Resultate mit
denen von elf Arbeitsgruppen, die versucht hatten, dieses Ergebnis zu replizieren, in
einer Metaanalyse zusammen (Barnett et al. 2007). Die Mehrzahl der Studien schloss
nur Kaukasier ein, lediglich drei eine gemischte Stichprobe (Bilder et al. 2002, Malhotra
et al. 2002, Bruder et al. 2005) und eine Studie eine rein asiatische Stichprobe (Tsai et
al. 2003). Von den zwolf untersuchten Arbeiten zeigten funf ein positives Ergebnis, eine
einen Trend (Joober et al. 2002) und alle weiteren ein negatives Resultat (Bilder et al.
2002, Malhotra et al. 2002, Tsai et al. 2003, Ho et al. 2005, Szdke et al. 2006). In einem
Fall wurde bei schizophrenen Mannern ein umgekehrter Effekt beobachtet (Rybakowski
et al. 2006). 2008 verdffentlichten Barnett und Mitarbeiter eine weitere Metaanalyse Uber
nunmehr 21 Arbeiten, die auch Ergebnisse des n-back-Tests einschloss und fanden
darin eine nach wie vor inkonsistente Datenlage. Sie schlossen daraus, dass trotz der
initial vielversprechenden Ergebnisse der Val108/158Met-Polymorphismus keine oder
nur eine sehr geringe Assoziation mit kognitiven Funktionen aufweist (Barnett et al.
2008, erratum in 2011). Die vorliegende Arbeit zeigt fir den SNP rs4680 ebenfalls ein
negatives Ergebnis, lediglich in der Kategorie des prozentualen Anteils
nichtperseverativer Fehler zeigten homozygote Trager des Met-Allels (AA) einen
schwachen Trend zu schlechteren Ergebnissen (p =0,092). Sie trégt damit zur
Inkonsistenz der Datenlage bei, die seit den Metaanalysen von Barnett und Mitarbeitern

bekannt ist.
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rs4646316

Die Assoziation des Polymorphismus rs4646316 mit der Leistung im WCST wurde in
der vorliegenden Dissertation erstmals untersucht. Es ergab sich ein schwacher Trend
(p =0,097) zu einer hoheren Fehlerquote der homozygoten C-Alleltréger im Vergleich zu
den heterozygoten Tragern des C-Allels und den Nicht-Trdgern des C-Allels. In
Zusammenhang mit den negativen Ergebnissen der Fall-Kontroll-Studien liefern die
vorliegenden Daten keinen Hinweis darauf, dass rs4646316 einen Zusammenhang mit

den Funktionen des Arbeitsgedachtnisses zeigt.

rs174696, rs9332377
Auch die Polymorphismen rs174696 und rs9332377 wurden in dieser Dissertation

erstmals auf seine Assoziation mit dem Arbeitsgedachtnis und der Leistung im WCST
untersucht. Die Untersuchungen erbrachten in beiden Fallen keinen Hinweis auf einen

Einfluss der SNPs auf die Arbeitsgedachtnisleistung.

rs165599

Diaz-Asper und Mitarbeiter veroffentlichten 2008 eine familienbasierte Untersuchung mit
verschiedenen Tests fur das Arbeitsgedachtnis, darunter auch dem WCST. Die Studie
lieferte kein signifikantes Ergebnis fur den SNP rs165599, mit Ausnahme eines starken
Trends bezlglich der Ablenkbarkeit im Continuous Performance Test (CPT), bei dem
die homozygoten Trager des G-Allels unter den Patienten am schlechtesten, die
homozygoten Trager des G-Allels unter den Kontrollpersonen jedoch am besten
abschnitten (Diaz-Asper et al. 2008). Von einer taiwanesischen Arbeitsgruppe wurden
mehrere SNPs im COMT-Gen auf ihre Assoziation mit verschiedenen Testverfahren
untersucht. In der Arbeit von Liao und Mitarbeitern lieferte der WCST hinsichtlich des
SNPs rs165599 kein signifikantes Ergebnis, jedoch wie in der Untersuchung von Diaz-
Asper der CPT (Liao et al. 2009). In der familienbasierten Studie von Chien und
Mitarbeitern war das G-Allel in rs165599 signifikant assoziiert mit der Diagnose
Schizophrenie, lieferte jedoch im WCST kein signifikantes Ergebnis (Chien et al. 2009).
Die beiden chinesischen Studien mussen vor allem wegen der unterschiedlichen
Ethnizitdt der Probanden mit grof3er Vorsicht mit der vorliegenden Arbeit verglichen
werden, in der lediglich in der Kategorie der Anzahl der erfolgreich abgeschlossenen

Kategorien ein Trend sichtbar wurde (p = 0,070). Hier schnitten die homozygoten Trager
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des A-Allels tendentiell besser ab als die heterozygoten A-Alleltréger und die Nicht-A-
Alleltrager.

4.3 Ausblick auf zukinftige Untersuchungen

Nahezu jede Krankheit, fir die es Hinweise auf eine Heritabilitat gibt, ist heute
Gegenstand genetischer Studien, bei denen nach Kandidatengenen gesucht wird. Bei
Krankheiten, die nicht den Mendel’schen Gesetzen unterliegen, konnten dabei bisher
keine Durchbriche erzielt werden, da eine Vielzahl von Studien inkonsistente
Ergebnisse liefern. Daraus erwachsen Erkenntnisse wie die Schlussfolgerung, dass die
Einzelnucleotidpolymorphismen als Suszeptibilitdtsfaktoren gegeniber den copy
number variations, Mikrodeletionen oder Duplikationen im Genom wahrscheinlich eine
untergeordnete Rolle spielen. Dennoch bleibt der Stellenwert der einzelnen Veran-
derungen im Genom vage. Um diese unbefriedigende Situation zu &ndern, bieten sich

mehrere Losungsansatze an.

Metaanalysen

Metaanalysen konnen einzelne Studien mit inkonsistenten Ergebnissen zusammen-
fuhren und durch die damit vervielfachte Stichprobengré3e eine statistische Power
erreichen, die es erlaubt, auch kleinere Risikoeffekte zu identifizieren. Datenbanken, in
denen Arbeitsgruppen ihre Ergebnisse dem allgemeinen Einblick zur Verfiigung stellen,
waren ein wichtiger Schritt in diese Richtung (Allen et al. 2008). Dabei bestand jedoch
die Problematik, dass die bloie Sammlung von Ergebnissen mit stichprobenartiger
Wiedergabe von methodischen Details sauber durchgefihrte Metaanalysen nicht
ersetzen konnte. Ein weiteres Risiko stellte eine Verzerrung im Sinne einer Publikations-
bias dar: Oft wurden Uberwiegend positive Assoziationen publiziert, wahrend negative
Befunde nicht zuganglich gemacht wurden. Der konsequente zweite Schritt war daher
2007 die Grindung des Psychiatric Genomics Consortium, das weltweit nach
standardisierten Methoden von hunderttausenden von Patienten und Probanden
genetische Daten zu verschiedenen psychiatrischen Krankheitsbildern auswertet

(Psychiatric Genomics Consortium 2015).
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Untersuchungen zu funktionellen Auswirkungen von Polymorphismen

Die Mehrzahl der Polymorphismen ist in den Intronregionen der Gene lokalisiert.
Zumeist werden jedoch fir funktionelle SNPs in den Exonregionen Konsequenzen
identifiziert, da diese haufig den Austausch von Aminosduren in den betroffenen
Proteinen zur Folge haben. Die Mechanismen der Intronregionen sind bis heute nur im
Ansatz geklart und beziehen sich auf Annahmen regulativer und epigenetischer
Funktionen. Zusammenfassend kdnnen intronische SNPs durch folgende Mechanismen
indirekten Einfluss auf die Genexpression nehmen:
- Sie kénnen im Kopplungsungleichgewicht mit einer echten funktionellen Variante
liegen.
- Sie kénnen das SpleiRen der mRNA beeinflussen oder zu alternativem Splei3en
fuhren.
- Sie konnen zu einer veranderten Sekundéarstruktur der DNA im Bereich des
SNPs flhren.
- Sie kdnnen das Bindungsverhalten von Transkriptionsfaktoren beinflussen.
— Sie konnen eine veranderte DNA-Methylierung bewirken und so die Gen-
expression verandern.
Es ist zu erwarten, dass kinftige Untersuchungen sich starker mit diesen Mechanismen

und damit der Rolle der SNPs in intronischen DNA-Regionen beschéftigen werden.

Neue Kandidatengene und Genkombinationen

Die Betrachtung einzelner Kandidatengene fur die Schizophrenie, allen voran des
COMT-Gens, hat sich als nicht befriedigend erwiesen. Es ist daher naheliegend, die
Arbeit in zwei Richtungen fortzusetzen, namlich einerseits als Suche nach neuen, bisher
unentdeckten Kandidatengenen und andererseits als Suche nach besonders
risikosteigernden Kombinationen genetischer Konstellationen innerhalb eines Gens oder
auf verschiedenen Genen. Dank neuer Technologien ist es moglich, genomweite Scans
schnell und relativ kostengtinstig durchzufihren. Daher wird in der Forschungsliteratur
von immer groReren Zahlen neu entdeckter Suszeptibilititsgene berichtet
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium 2014). Dabei
wurde der Fokus von SNPs auf copy number variations und uncommon / rare genetic
variations erweitert, die zwar deutlich seltener vorkommen, jedoch das Risiko der

Erkrankung stark erhdhen (Psychiatric Genomics Consortium 2015). Diese
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Entwicklungen lassen flr die kommenden Jahre Ergebnisse erwarten, die grof3e Schritte

in Richtung einer personalisierten Medizin darstellen.

Verfeinerung des Endophanotypenkonzepts

Auch bei den Endophanotypen besteht die Verfeinerung und Weiterentwicklung in der
Kombination. Dazu wurde das Konzept des erweiterten Endophé&notypen
vorgeschlagen, die z.B. aus einer kognitiven Komponente wie dem Arbeitsgedé&chtnis,
einer physiologischen Komponente wie der Hypofrontalitat sowie einer anatomischen
Komponente wie Volumenanderungen im dorsolateralen prafrontalen Cortex bestehen
(Prasad und Keshavan 2008).

Therapeutische Konsequenzen

Die immer exaktere Kenntnis der genetischen Faktoren, von denen die Vulnerabilitat fir
die Schizophrenie abhéngt, ware nur von theoretischem Interesse, wenn sie nicht das
Ziel hatte, zu einer friheren, wirksameren oder kosteneffizienteren Therapie
beizutragen. Interessanterweise ist es gerade das COMT-Gen, das trotz seiner
inkonsistenten Ergebnisse als Kandidatengen der Schizophrenie hier vielversprechende
Ansatze liefert. Dabei sind zunachst die Vorschlage zu nennen, die
schizophrenietypischen kognitiven Defizite mit den COMT-Hemmern Tolcapon und
Entacapon zu verbessern. Diese beiden Substanzen werden bereits mit Erfolg in der
Therapie des Morbus Parkinson eingesetzt, wobei Tolcapon wirksamer, wegen seltener,
aber gravierender Toxizitdten jedoch dem Einsatz in Fallen vorbehalten ist, in denen
Entacapon nicht ausreichend wirksam ist. Der zweite zukunftstrachtige Ansatz am
COMT-Gen besteht darin, eines Tages auf der Basis von Genanalysen die
Erfolgsaussichten der Therapie mit bestimmten Neuroleptika vorhersagen zu kénnen
und dem Patienten so langwierige und mit schweren Nebenwirkungen belastete
Fehlversuche zu ersparen (Weickert et al. 2004). Die Schizophrenie kdnnte, wenn diese
Wege konsequent weiter beschritten werden, eines der ersten Krankheitsbilder sein, bei
denen eine Pharmakogenetik, die sich mit Zielstrukturen statt lediglich mit
metabolisierenden Leberenzymen befasst, den Weg zu einer optimierten Therapie

ebnet.
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Der Einfluss genetischer Faktoren auf die Schizophrenie, einer psychiatrischen
Erkrankung von enormer medizinischer und soziodkonomischer Bedeutung, ist heute
unbestritten, wegen der genetischen Heterogenitat der Erkrankung jedoch im Detail nur
ungentigend geklart. Insbesondere die Variabilitat der Entitat Schizophrenie erschwert
die Ubertragung genetischer Befunde auf die Krankheit. Unter diesen Bedingungen ist
es prinzipiell erfolgversprechender, Suszeptibilititsgene fur erbliche Endoph&notypen,
deren Defizite Kernsymptome der Schizophrenie darstellen, als fur die Erkrankung
selbst zu finden. Ein wichtiger Endophanotyp der Schizophrenie ist das Arbeits-
gedachtnis.

Auf der Basis funktioneller Uberlegungen, insbesondere der Dopaminhypothese der
Schizophrenie, gilt das COMT-Gen, das fir das Dopamin abbauende Enzym Catechol-
O-Methyltransferase kodiert, als eines der wichtigsten Kandidatengene der
Schizophrenie.

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von acht Polymorphismen im COMT-Gen
(rs5746847, rs4633, rs2239393, rs4680, rs4646316, rs174696, rs9332377 und
rs165599) auf mdogliche Assoziationen mit der Schizophrenie sowie auf den Endo-
phanotyp Arbeitsgedéachtnis.

Der erste Teil der Arbeit besteht aus einer Fall-Kontroll-Studie, welche die Assoziation
zwischen den acht o.g. polymorphen Varianten im COMT-Gen mit der Krankheitsentit&t
Schizophrenie untersucht.

Dabei ergab sich eine signifikante Assoziation (p =0,037) fur den SNP rs174696 im
Intron 5 des Chromosoms 22q11.2, wobei der Genotyp TT bei schizophrenen Patienten
seltener vorkam als bei gesunden Probanden. Weiter zeigte sich bei
Schizophreniepatienten fir denselben SNP ein deutlicher Trend (p =0,050) im
dominanten Modell der Genotypenbetrachtung von CC + CT zusammengefasst
gegenlber TT. Die SNPs rs5746847, rs4633, rs2239393, rs4680, rs4646316,
rs9332377 und rs165599 zeigten weder signifikante Assoziationen noch Trends.

Im zweiten Teil wurde die Assoziation derselben acht Polymorphismen mit den
Leistungen im Wisconsin Card Sorting Test (WCST) untersucht. Dabei konnten in der

Kategorie des prozentualen Anteils der perseverativen Fehler an der Gesamtzahl der
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Zuordnungen (PPE) weder signifikante Assoziationen noch Trends entdeckt werden. In
der Kategorie des prozentualen Anteils der nichtperseverativen Fehler an der
Gesamtzahl der Zuordnungen (PNE) konnten fur drei der untersuchten SNPs, rs4633
(tendenziell schlechtere Leistungen der homozygoten Trager des T-Allels), rs4680
(tendenziell schlechtere Leistungen der homozygoten Trager des A-Allels) und
rs4646316 (tendenziell schlechtere Leistungen der homozygoten Trager des C-Allels),
leichte Trends gefunden werden. In der Kategorie des prozentualen Anteils der
erfolgreich abgeschlossenen Kategorien (NCC) zeigte sich lediglich beim SNP rs165599
ein Trend. Hier erzielten die homozygoten Trager des A-Allels tendenziell bessere
Leistungen (p = 0,070).

Wenn die Assoziation eines Polymorphismus, in diesem Fall rs174696, gefunden und im
Vergleich mit bereits vorliegenden Publikationen bestatigt worden ist, stellt sich die
Frage nach der Funktionalitdt. Da rs174696 auf Intron 5 des COMT-Gens liegt, und
damit eine Funktion nach derzeitigem Wissensstand nicht erkennbar ist, sollte diese

Frage Gegenstand kinftiger Untersuchungen sein.
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3UTR
3-MT

ABC
ADHD

AG
AL-Puffer
AS

ATP

bp
BRP44

Cc

cAMP
CCDC60
CCDC68
CENTG2
CEU
CHB
CNNM2
CNV
COMT
CPT
CSMD1
DA

DAT
DHMA
DHPA
DHPG
DISC1

3‘ nichttranslatierte Region (Three prime untranslated region)
3-Methoxytyramin

Adenin/Adenosin

Age Beginning Course
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung (Attention deficit-
hyperactivity disorder)

Arbeitsgedachtnis

Aluminium-Puffer

Aminosaure

Adenosintriphosphat

Basenpaare (base pairs)

Brain protein 44

Cytosin

Zyklisches-Adenosinmonophosphat

Coiled-Coil Domain Containing 60

Coiled coil domain containing 68

ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 1

Einwohner aus Utah, USA, mit Vorfahren aus Nord- und Westeuropa

Han-Chinesen aus Peking
Cyclin M2

Copy Number Variation
Catechol-O-Methyltransferase
Continuous Performance Test
CUB and sushi multiple domains 1
Dopamin

Dopamin-Transporter
3,4-Dihydroxymandelsaure
3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd
Dihydroxyphenyliglycol

Disrupted-in-Schizophrenia 1
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DLPC
DOPA
DOPAC
DRD2
DRD3
DSM-IV

DSM-V

DTNBP1
EDTA
FGFR2
FHAM
fMRI

G

G72(DAOA)

GABA
gDNA
G-Protein
GTP
GWA
H-Allel
HAWIE-R
HCI

HVA
HWG
ICD 10

1Q
JPT
kb
L-Allel

Dorsolateraler prafrontaler Cortex
3,4-Dihydroxyphenylalanin
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure

Dopamin 2-Rezeptor

Dopamin 3-Rezeptor

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(Fourth Edition) der American Psychiatric Association
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
(Fifth Edition) der American Psychiatric Association
Dystrobrevin-binding protein 1 (Dysbindin)
Ethylendiamintetraessigséaure

Fibroblast Growth Factor Receptor 2

Family History Assessment Module

funktionelle Magnetresonanztomographie (functional magnetic
resonance imaging)

Guanin/Guanosin

D-Aminosaure-oxidase-Aktivator
Gamma-Aminobutterséaure

Genomische Desoxyribonucleinséure

Guaninnucleotid Bindungsprotein
Guanosintriphosphat

Genomweite Assoziationsstudie

Allel mit der hohen (high) Aktivitat
Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fiir Erwachsene, Revision 1991
Salzséure

Homovanillinsaure

Hardy-W einberg-Gleichgewicht

International Classification of Diseases (Tenth Edition),
Klassifikationssystem fir Krankheiten der Weltgesundheitsorganisation
(WHO)

Intelligenzquotient

Japaner aus Tokio

Kilobasenpaare

Allel mit der niedrigen (low) Aktivitat
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LD

LEBI
LOD
MAF

MALDI-TOF

MAO
MB-COMT
Met
MGS
MHC
MHPA
MHPG
MIR137
MMP16
MMST
m-RNA
MW
MYO18B
NCC

ng
NMDA
NRG1
NRGN

Y
PCGEM1
PCP
PCR
PET
PFC
PGC

pH

PNE
PPE

Primer

Kopplungsgleichgewicht (Linkage Disequilibrium)
Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar

Logarithm of the odds oder auch logarithmic odds ratios
Minore Allelfrequenz

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight
Monoaminoxidase

Membrangebundene (membrane bound) Catechol-O-Methyltransferase
Methionin

Molecular Genetics of Schizophrenia

Major histocompatibility complex
3-Methoxy-4-Methoxyphenylacetaldehyd
3-Methoxy-4-Hydroxyphenylglycol

Micro-RNA 137

Matris metallopeptidase 16

Mini-Mental-State-Test

Messenger (Boten-)ribonucleinsdure

Mittelwert

Myosin XVIIIB

Number of Categories Completed

Nanogramm

N-Methyl-D-Aspartat

Neuregulin 1

Neurogranin

Signifikanz, p-Wert (probability)

Prostate-specific transcript 1 (non-protein coding)
Phenylcyclohexylpiperidin (“angel dust”)
Polymerasekettenreaktion
Positronen-Emissions-Tomographie

préfrontaler Cortex

Psychiatric Genomics Consortium

Negativer dekadischer Logarithmus der W asserstoffionenkonzentration
Percent Nonperseverative Errors

Percent Perseverative Errors

DNA-Oligonucleotid
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PRKCA
g(Chromosom)
r

RELN
RFLP
RGS4
rpm
S-COMT
SD
SGENE
SKID I, 1l
SNP

ST

T

TCF4
TE

TH

TMT

Tris
TSPAN18
Val

VFT
VLPFC
VMA
VRK2
WAIS IV
WCST
YRI
ZNF804A

Proteinkinase C, alpha

langer Arm eines Chromosoms (queue)
Reliabilitat

Reelin
Restriktions-Fragmentlangen-Polymorphismus
Regulator of G-Protein signaling 4

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
I6sliche Catechol-O-Methyltransferase (soluble)
Standardabweichung

Schizophrenia Gene Consortium

Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-IV Achse I, lI
Einzel (single)-Nucleotid-Polymorphismus

Stroop Test

Thymidin

Transcription Factor 4
Tris-Ethylendiamintetraacetat Puffer
Tyrosinhydroxylase

Trail Marking Test
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Trometamol
Tetraspanin 18

Valin

Verbal Fluency Test

Ventrolateraler prafrontaler Cortex

Noradrenalin zur Vanillinmandelsaure

Vaccinia Related Kinase 2

Wechsler Adult Intelligence Scale — Revision IV (Deutsche Adaption)
Wisconsin Card Sorting Test

Yoruba aus Ibadan, Nigeria

Zinc Finger Protein 804A
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