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1 Zusammenfassung

1. ZUSAMMENFASSUNG
Als Schizophrenien werden psychische Erkrankungen meist jiingerer Patienten mit intra- wie
interindividuell mannigfaltiger Symptomatik bezeichnet. So kdnnen alle geistigen Funktionen
betroffen, sowie das ,,Ich* des Patienten verdndert sein.
Positiv- und Negativsymptome pragen das klinische Erscheinungsbild und sind maBigebend
fiir die Einteilung in die diagnostischen Untergruppen des Krankheitsbildes.
Die Diagnose der Schizophrenie wird durch die unterschiedlichen Manifestationsformen
erschwert und im Verlauf des Lebens bei einem Prozent der Bevdlkerung gestellt. Die
Entstehungsmechanismen jedoch sind zum heutigen Zeitpunkt nicht in ihrer Génze
verstanden. Einigkeit besteht weitgehend darin, dass die Schizophrenie multifaktoriell bedingt
ist und aus den Wechselwirkungen einzelner Risikofaktoren heraus entsteht. Diese konnen
genetischer Natur sein oder sich aus Umwelteinfliissen zusammensetzen.
Das Ziel grofler internationaler Assoziationsstudien ist, Gene inklusive ihrer Variationen zu
identifizieren, die in unterschiedlichem Umfang mit der Krankheitsentstehung assoziiert sind.
Ein mogliches Suszeptibiltitsgen, das im Mittelpunkt dieser Arbeit steht, ist AKT1 (V-akt
murine thymoma viral oncogene homolog 1). Es liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom
14 und kodiert eine Kinase, die an vielen verschiedenen Stoffwechselwegen im menschlichen
Korper beteiligt ist. So beeinflusst AKT1 unter anderem {iiber Insulineffekte und den mTOR-
Signalweg Proteinsynthese, Energiestoffwechsel und Wachstum der Zelle. Es unterliegt
seinerseits mannigfaltigen Einfliissen von Hormonen, Transmittern und Wachstumsfaktoren.
AKT1 wird in Zusammenhang mit einigen physiologischen, aber auch pathologischen
Mechanismen gebracht, so zum Beispiel mit der Schizophrenie. Hierfiir spricht unter anderem
seine Beteiligung an der Regulation von Wachstum, Differenzierung und Apoptose von
Zellen, sein wahrscheinlicher Einfluss auf eine normale Entwicklung und Funktion des
zentralen Nervensystems und auch die in der Literatur erwdhnten Neuronverdnderungen in

préafrontalem Kortex und Hippokampus von Erkrankten.

Im vergangenen Jahrzehnt wurden verschiedene Untersuchungen zu einer mdglichen
Assoziation von AKTI und der Schizophrenie durchgefiihrt, mit unterschiedlichen
Ergebnissen. Im Rahmen dieser Dissertation wurden sechs Einzelnukleotidpolymorphismen
genauer betrachtet. Die labortechnischen Untersuchungen wurden aus einer Kombination der
iPLEX-Methode und der MALDI-TOF-Massenspektrometrie  durchgefiihrt.  Die
molekulargenetischen Analyseergebnisse von 513 erkrankten Patienten wurden mit denen

1386 gesunder Testpersonen aus einem Kontrollkollektiv verglichen. Die Kollektive
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beinhalteten ménnliche und weibliche Probanden zwischen 18 und 79 Jahren. Bei vier von
sechs untersuchten Markern (rs2494732, rs3730358, rs2494743, rs2494746) konnte keine
signifikante Assoziation mit der Schizophrenieentstehung festgestellt werden. Diese waren
alle im Bereich von nicht kodierenden Genregionen, das heiflt Introns, lokalisiert. Dariiber
hinaus zeigten die statistischen Auswertungen jedoch eine Signifikanz in der Allelverteilung
fir den Marker rs1130233 und einen Trend in Richtung eines signifikant hdheren
Vorkommens eines homozygoten Genotyps fiir SNP rs1132975. SNP rs1130233 liegt auf
Exon neun, SNP rs1132975 in der 3’ Genregion von AKT]1.

Im Gesamtzusammenhang liefern die vorliegenden Ergebnisse in Kombination mit den
vielfdltigen Literaturangaben Hinweise auf eine Beteiligung einzelner Polymorphismen im
AKTI1-Gen an der Schizophrenieentstehung. Da jedoch Unterschiede abhidngig von den
untersuchten Populationen und die vermuteten Einfliisse geringen Umfangs und nur
Einzelaspekte eines groBen Ganzen zu sein scheinen, sind weiterhin umfangreiche
international ausgerichtete Studien und Metaanalysen Vorraussetzung fiir eine definitive
Einordnung von AKTI1-Polymorphismen in den Kontext der Schizophrenieentstehung.
Dariiber hinaus ist die Untersuchung von Wechselwirkungen mit anderen Genen und
andersgearteten Einflussfaktoren wichtig. Von Interesse sind unter anderem SNPs, die in
unmittelbarer Ndhe bereits als signifikant detektierter Marker auf AKT1 oder benachbarten

Genen gelegen sind.
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2. EINLEITUNG
2.1 Schizophrenie

2.1.1 Definition, historischer Kontext und klinische Manifestation

Die Schizophrenie ist ein chronisches Krankheitsbild, das grundlegende Verdnderungen in der
Wahrmehmung, gestorte Denkprozesse, Wahn, Halluzinationen und eine verringerte
Sozialkompetenz bedingt. Uber eine komplexe vielseitige Symptomatik fiihrt sie zu einem
Verlust von geistigen Funktionen und massiven Beeintrdchtigungen von Betroffenen und
deren Umgebung. Die Erkrankten konnen ihre Autonomie und Individualitit verlieren.
Dariiber  hinaus hat diese Krankheitsentitit auch  volkswirtschaftlich  und
gesellschaftspolitische Bedeutung, dahingehend, dass sie zu steigenden Gesundheitskosten
und damit auch zu einer Beeinflussung der Allgemeinbevolkerung fiihrt. (Andreasen, 1999,
Bayer et al., 1999, Gaebel und Wolwer, 2010, Giegling et al., 2008, Rossler et al., 2005)

Die durch schizophrene Erkrankungen pro Jahr in Deutschland verursachten Aufwendungen
iibersteigen die fiir andere psychische Erkrankungen. Sie betragen 4% der
Gesundheitsleistungen, das sind 4,4 bis 9,2 Milliarden Euro und setzen sich aus direkten und
indirekten Kosten zusammen. (Andlin-Sobocki et al., 2005, Dilling et al., 2005, Gaebel und
Wolwer, 2010, Kissling et al., 1999, Murray und Lopez, 1996)

Schizophrene Symptome als Charakteristika psychischer Morbiditdt sind kein neues
Phénomen. Krankheitsbilder, die vergleichbar mit dem der Schizophrenie sind, waren schon
in der Antike bekannt. Seinerzeit wurden diese sogenannten ,,seltsamen Verhalten® unter
anderem als Teufelsbesessenheit fehlgedeutet (Kyziridis, 2005).

Der Begriff der Dementia praecox (vorzeitige Demenz) wurde durch Benedict Morel (1809-
1873) im Jahre 1860 eingefiihrt. Er beschrieb damit die Erkrankung eines jungen Mannes, der
aus scheinbar absoluter Gesundheit ein Krankheitsbild entwickelte, das in seinen Augen der
Demenz &dhnelte. Die Bezeichnung Schizophrenie beziehungsweise Gruppe der
Schizophrenien wurde im Jahr 1908 durch Paul Eugen Bleuler (1857-1939) eingefiihrt.
Hiermit ersetzte er den Begriff Dementia praecox und damit das Konzept Kraepelins (1856-
1926). (Bleuler, 1911, Fusar-Poli und Politi, 2008, Hoff, 2012, Kyziridis, 2005)

Als Begriindung fiir die Umbenennung in Schizophrenie (griechisch schizein fiir abspalten
und phren fiir Seele) nannte Bleuler, dass weder eine Demenz im urspriinglichen Sinn noch
ein verfrilhtes Auftreten in der Adoleszenz obligat seien. Er sah die Aufspaltung

beziehungsweise den Verfall seelischer Funktionen als das herausragende Symptom des
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gesamten Krankheitsbildes an. (Bleuler, 1908, Fusar-Poli und Politi, 2008, Kuhn, 2004)
Theoretisch grundlegend fiir den Standpunkt Bleulers zur Schizophrenie werden drei Autoren
genannt, Johann Friedrich Herbart (1776-1841), Emil Kraepelin (1856-1926) und Sigmund
Freud (1856-1939) (Hoff, 2012).

Tabelle 1: Einteilungsmoglichkeiten der schizophrenen Symptomatik

Grundsymptome (Bleuler) Akzessorische Symptome ,,Ich-Storung*
e Formale Denkstorungen: z.B. e Halluzination: v.a. akkustisch, taktil
Gedankenabreiflen, Denkdissoziation e Wahn: z.B. Fremdbeeinflussung
o Affektivititsstorungen: z.B. e Katatonie: z.B. katatoner Stupor

Parathymie, Autismus, Ambivalenz

Positivsymptome Negativssymptome

e Halluzination e Sprachverarmung

e Wahn o Affektarmut

e Psychomotorische Manifestationen e Anhedonie

e Formale Denkstorungen e Sozialer Riickzug/Autismus

e Verlangsamtes Denken

Symptome ersten Ranges (Schneider) Symptome zweiten Ranges

¢ Dialogische kommentierende Stimmen e Halluzinationen

e Gedankenentzug, Gedankenlautwerden e Storungen von Denken und Affekt

e Wahnwahrnehmung e Psychomotorik

(modifiziert nach Gaebel und Wolwer, 2010, Gleixner et al., 2011, Hoff, 2012, Stotz-
Ingenlath, 2000)

Kurt Schneider (1887-1967) steht fiir die Untergliederung schizophrener Symptome in solche
ersten und zweiten Ranges. Als erstrangige (Grund-)Symptome, die das Krankheitsbild
definieren, werden unter anderem das Lautwerden von Gedanken oder kommentierende
Stimmen, als zweitrangige, akzessorische Symptome Wahneinfdlle und mit der Psychose
assoziierte Verstimmungen bezeichnet. Dariiber hinaus ist heute die Einteilung in produktive
Positivsymptome  wie Halluzination und Wahn wund negative Symptome wie
Affektverflachung und sozialer Riickzug gebrduchlich. Als Hauptsymptome der
Schizophrenie gelten beispielsweise Ambivalenz, Storung der Affektivitit und
Assoziationsverlust. Die Symptomenkonstellation sowie ihr Ausprigungsgrad unterscheiden
sich zwischen den Erkrankten und den jeweiligen Krankheitsphasen. (Gaebel und Wolwer,

2010, Gleixner et al., 2011, Hoff, 2012, Stotz-Ingenlath, 2000) (s. Tab.1)
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Die Schizophrenie zeigt eine hohe Variabilitdt in ithrem klinischen Erscheinungsbild. So sind
verschiedene Formen und Mischvarianten moglich. Alle psychischen Funktionen und
Teilbereiche konnen betroffen sein, es kommt zu einer Storung des Ich, der gesamten Person
und Personlichkeit. (T6lle und Lempp, 1999)

In einem Drittel der Fille werden Vorboten, sogenannte Prodromi, im Sinne einer
Wahnstimmung und unspezifischer psychischer Verdnderungen beschrieben, die der
tatsdchlichen Manifestation vorangehen. Relativ hochfrequent werden von den Betroffenen
auch Konzentrationsstorungen und depressive Stimmungslagen genannt, soziale Kontakte und
Leistungsfahigkeit nehmen ab. (Ebert und Loew, 2008, Hafner et al., 1995, Marneros et al.,
1991)

In der Mehrzahl der Fille stellt sich die Schizophrenie als eine Erkrankung des Adoleszenten
dar und tritt hdufig bereits vor Beginn der vierten Lebensdekade in Erscheinung (Gaebel und
Wolwer, 2010).

Die Einteilung heute erfolgt in der Regel nach ICD-10 (International Classification of
Diseases, Internationale Klassifikation der Krankheiten zu psychischen Storungen der WHO,
10. Revision) (s. Tab. 2) und DSM-IV (Diagnostisches und Statistisches Manual psychischer
Storungen (Bauml et al., 2002, Dilling et al., 2005, Moller et al., 2009, Sass et al. 2003).

2.1.2 Diagnostik der Schizophrenie

Die definitive Diagnose der Schizophrenie wird in der Zusammenschau von Anamnese und
Beurteilung im Krankheitsverlauf, klinischer Untersuchung, apparativer Diagnostik sowie
neuropsychologischer Testung gestellt (Gleixner et al., 2011). Die neuropsychologische
Testung wird unter anderem mit der PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale for
Schiziphrenia; ein Testverfahren, das anhand einer Skala Plus- und Minussymptome der
Schizophrenie abfragt und beurteilt) durchgefiihrt (Kay et al., 1987).

Die Diagnosestellung wird iiber nationale und internationale Klassifikationssysteme
standardisiert, in denen psychische Krankheiten als von der Norm abweichende
Auftilligkeiten gesehen werden. Diese Systeme geben Auskunft {iber Klinik und Diagnose.
ICD-10 und DSM-IV unterscheiden sich zum Beispiel in der Dauer der geforderten
Symptompersistenz. Die ICD-10 geht von einer Mindestdauer von vier Wochen, das DSM-IV
von sechs Monaten aus. (Dilling et al., 2005, American Psychiatric Association DSM-IV-TR,
2000; WHO ICD-10, 1991, Sass et al. 2003)
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Die verschiedenen Prignanztypen korrellieren teils mit dem Erkrankungsalter. So werden
Erstmanifestationen der hebephrenen Form etwa zehn Jahre vor denen der paranoid-

halluzinatorischen Form beschrieben (Gaebel und Wolwer, 2010).

Tabelle 2: Einteilung der Schizophrenie nach ICD-10

Schizophrene Sonderformen der Akute Formen der
Spektrumstérungen Schizophrenie Schizophrenie
F21 Schizotype Storung F20.4 Postschizophrene F20.0  Paranoid-
Depression halluzinatorisch
F22 Anhaltende wahnhafte F20.5 Schizophrenes F20.2  Kataton
Storung Residuum
F23 Voriibergehende akute F20.6 Schizophrenia F20.8  Zonasthetisch
psychotische Storung simplex
F25 Schizoaffektive F20.1  Hebephren
Erkrankungen

F20.3  Undifferenziert

(modifiziert nach Ebert und Loew, 2008, Gaebel und Wolwer, 2010, Gleixner et al., 2011)

Im DSM-IV werden fiinf Gruppen differenziert: neben paranoider, undifferenzierter und
katatoner Form werden hier der desorganisierte und der residuale Typus deklariert. Mit {iber
der Haélfte der Fille ist die paranoid-halluzinatorische Form der akuten Schizophrenie
besonders hervorzuheben. Voraussetzung, um die Diagnose der Schizophrenie zu stellen, ist,
dass wenigstens zwei Symptome aus der Gruppe Halluzination, Wahnvorstellung,
desorganisiertes Sprechen oder Verhalten, Katatonie oder Negativsymptome oder zumindest
ein Symptom aus dem Bereich dialogischer Stimmen oder bizarrer Wahnvorstellungen iiber
mindestens einen Monat akut klinisch persistieren. Das ausschlieSliche Bestehen von
Negativsymptomen geniigt nur in der Prodromal- und Nachphase. Ein weiteres Kennzeichen
einer akuten Erkrankung ist eine deutliche Verschlechterung in einem Bereich wie zum
Beispiel dem sozialen Riickzug. (American Psychiatric Association DSM-IV-TR, 2000,
Gaebel und Woélwer, 2010, Wittchen et al., 1996) (s. Tab. 2)

2.1.3 Verlauf und Prognose

Der Krankheitsverlauf der Schizophrenie ist sehr heterogen. Es sind akute wie auch
chronische, schleichende Verldufe moglich. Beim Versuch das Krankheitsbild einzuteilen, hat
sich eine Dreiteilung bewéhrt. So zeigen iliber zwei Drittel der Betroffenen vorwiegend
Negativsymptome, ein Zehntel primédr Positivsymptome und ein Fiinftel ein Mischbild.

(Comer, 2001, Maurer, 1995)




2 Einleitung

Die ICD-10 unterscheidet kontinuierliche Verlaufsformen, episodische mit Residuum
(vollstindig oder unvollstindig), episodisch wiederkehrende und Remissionen (s. Tab. 2).

Da sich die Prodromalphase wie auch die tatsdchliche Krankheitmanifestation interindividuell
stark unterscheiden, ist die Diagnose schwierig und wird héufig erst verzogert gestellt,
durchschnittlich ein bis vier Jahre nach psychotischem Symptombeginn und Jahre bis
Jahrzehnte nach dem Beginn unspezifischer Symptome. Diese Latenz zwischen tatséchlichem
Krankheitsbeginn und Behandlungsbeginn kann negative Folgen bezogen auf die
Behandelbarkeit und damit die Prognose allgemein nach sich ziehen. (Tandon et al., 2009)
Die wihrend der Erkrankung zunehmenden Einschrinkungen gehen hiufig mit einem
sozialen wie gesellschaftlichen Abstieg einher (Hafner et al., 1995). So verglichen Vargas et
al. (2014) an Schizophrenie erkrankte Personen in Bezug auf ihr Bildung und ihren sozialen
Hintergrund und bestétigten eine berufliche Verschlechterung, die moglicherweise schon im
Vorfeld des Krankheitsausbruchs ihren Ursprung hat.

Schwierigkeiten im Krankheitsverlauf sind auch die moglichen Residuen und Rezidive. Fast
die Hiélfte der Patienten zeigt eine Restsymptomatik, die zwischen den Episoden teils

progredient ist (Bauml et al., 2002, Gaebel und Wolwer, 2010).

Prognostisch
giinstig

Individuelle
Charakteristika

1
Blande Physiologisches
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s N
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Abbildung 1: Faktoren die sich auf die Langzeitprognose statistisch giinstig auswirken
(modifiziert nach Ebert und Loew, 2008, Gaebel und Wélwer, 2010, Gleixner et al., 2011)
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Eine Abschitzung der Prognose wird aufgrund der Heterogenitit des Krankheitsbildes
erschwert. Es gibt jedoch Faktoren, die in der statistischen Auswertung fiir beziechungsweise
gegen eine gute Prognose sprechen. (s.Abb. 1)

Ein Problem im Krankheitsverlauf stellen Eigen- und Fremdgefdhrdung und psychische
Komorbidititen wie Sucht dar. Die Suizidrate unter Schizophreniekranken liegt bei etwa 10%.

(Ebert und Loew, 2008, Gaebel und Wolwer, 2010, Gleixner et al., 2011)

2.1.4 Priivention

Aufgrund der oben beschriebenen Mannigfaltigkeit der Krankheit sind breit gefacherte jedoch
spezifische Praventionsmafinahmen schwierig durchzufiihren. Im Vorfeld einer zielfiihrenden
Vorbeugung miissen einerseits mogliche kausale Risikofaktoren, andererseits Risikomarker
erlautert werden. Allgemeine groBflichige MaBnahmen zur Primérpravention sind
Verbesserungen in der Prinatalversorgung, Vermeidung von Mangelerndhrung und die
Durchfiihrung von Impfungen. (Compton, 2004)

Eine Moglichkeit der Sekundarpravention besteht in der Detektion von iliberdurchschnittlich
gefdhrdeten Personengruppen. So sind mit Hinblick auf ein Zusammenwirken genetischer wie
umweltbezogener Faktoren Studien diesbeziiglich denkbar.

Zum Beispiel wurde der Effekt einer prophylaktischen, antipsychotischen Medikation bei
gesunden erstgradig Verwandten von Schizophrenieerkrankten untersucht und ihr Einfluss auf
unterschwellige Symptome bewertet. Durch diese MaBBnahme in einer primorbiden Phase war
es teils moglich Negativsymptome zu reduzieren. (Gulotta und Bloom, 2003, Tsuang et al.,

2000)

2.1.5 Therapeutische Ansiitze

Die Effektivitit einer Schizophreniebehandlung ist abhdngig von einem moglichst
frithzeitigen Beginn, das heif3t im Idealfall sollte die Therapie zu Beginn der Krankheit,
eventuell auch schon bei Diagnose der Prodromalphase, gestartet werden, um eine
Chronifizierung zu vermeiden. Unterschieden wird zwischen der stationdren Akutbehandlung
bei starken Positivsymptomen beziehungsweise Selbst- und Fremdgefdhrdung und der
postakuten Stabilisierungsphase wie der Remissionsphase im Rahmen der Langzeittherapie
einer chronischen Schizophrenie. So liegt im akuten Krankheitsstadium das Hauptaugenmerk
darauf, die Symptomatik zu reduzieren und den Patienten wie seine Umgebung zu schiitzen.
Bei Bedarf ist eine Unterbringung des Erkrankten, auch gegen seinen Willen, in einer

psychatrischen Einrichtung moglich. (Gaebel und Wolwer, 2010, Steinert und Kallert, 2006)
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Der Behandlungsansatz der Schizophrenie ist multimodal, die einzelnen Therapeutika werden

in Gewichtung und Umfang individuell kombiniert. Die Hauptpfeiler der individualisierten

Therapie stellen Psychotherapie, medikamentdse Einstellung und Soziotherapie dar (Ebert

und Loew, 2008, Gaebel und Wolwer, 2010, Gleixner et al., 2011).

An Medikamenten stehen typische und atypische Neuroleptika zur Verfligung, die abhingig

von der vorherrschenden Symptomatik auf unterschiedliche Art eingesetzt werden (s. Tab. 3).

Tabelle 3: Gegeniiberstellung der

Neuroleptikaarten

in der Schizophreniebehandlung angewandten

Antipsychotikum/Neuroleptikum Typisch, 1. Generation

Atypisch, 2. Generation

Wirkmechanismus Hemmung v.a. des D2- Hochaffin zu 5-HT2-
Rezeptors Rezeptoren
Bei hoherer Dosierung:
ebenfalls Hemmung der D2-
Rezeptoren
Wirkung Sedierung bei Erregung ~ Vergleichbare Wirksamkeit
Wirkung v.a. auf + bessere Wirksamkeit
Plussymptomatik beziiglich
Minussymptomatik und
Depression
+ Verbesserung kognitiver
Funktionen
Nebenwirkung EPS dosis- und EPS substanz- und

substanzabhdngig bei bis
zu 50%; Frauen>Méinner

dosisabhingig bei maximal
20%

Weitere NW: metabolisches
Syndrom, Auswirkungen
auf Herzkreislaufsystem,
sexuelle

Funktionsstérungen
Unterteilung/Beispiele Hochpotent: kaum Clozapin, Olanzapin,
Sedierung, stark Risperidon

antipsychotisch wirksam,
héufig EPS; Fluphenazin,
Benperidol, Haloperidol
Niedrigpotent:
Hauptwirkung Sedierung,
wenig antipsychotisch,
wenig EPS;
Chlorprothixen,
Melperon

NW: Nebenwirkungen, EPS: extrapyramidalmotorische NW
(modifiziert nach Canuso und Pandina, 2007, Herdegen, 2008, Gaebel und Wolwer, 2010,

Gleixner et al., 2011)
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Jedoch zeigt sich unter anderem aus Griinden der Compliance bei bis zu einem Drittel der
behandelten Patienten ein unzureichendes Ansprechen auf die Medikamente. (Gaebel und
Wolwer, 2010, Gleixner et al., 2011)

Im Gegensatz zu fritheren Therapieprinzipien steht heute nicht mehr nur die grofftmdogliche
Symptomfreiheit im Vordergrund, sondern der Versuch, dem Betroffenen ein weitgehend
selbstbestimmtes Leben zu ermdglichen und Abhingigkeit zu vermeiden. Ein Schwerpunkt
wird diesbeziiglich auch auf die (Wieder-)Erlangung sozialer und beruflicher

Leistungsfahigkeit gelegt. (Gaebel und Wolwer, 2010)

2.1.6 Epidemiologie der Schizophrenie

Die Schizophrenie betrifft etwa sieben von tausend Erwachsenen mit einer Erstmanifestation
vorwiegend in der Adoleszenz zwischen dem 15. und 35. Lebensjahr. Trotz der relativ
niedrigen Inzidenz von 15/100.000 ist die Prdvalenz mit 4,5/1.000 und 24 Millionen
Betroffenen weltweit, bedingt durch den chronischen Verlauf der Krankheit hoch. Das
Lebenszeitrisiko betrdgt durchschnittlich 0,7%. (Tandon et al., 2008a, WHO, 2013)

In Untersuchungen wurden Unterschiede zwischen den westlichen Industrienationen und
Entwicklungsldndern beschrieben. Eine signifikant bessere Prognose scheint dabei in den
Entwicklungsldndern zu bestehen. Die genaue Ursache hierfiir ist ungeklért, jedoch konnten
Wechselwirkungen zwischen Genetik und spezifischen Umweltaspekten eine Rolle spielen.

(Jablensky, 2000)

2.1.7 Atiologie und Pathogenese — die Schizophrenie als multifaktoriell bedingte
Erkrankung

Die Schizophrenie stellt eine multifaktorielle Erkrankung dar. Dies beinhaltet genetische wie
umweltgebundene Faktoren, aber auch anatomische, biochemische und infektiose Ursachen
werden diskutiert. In jedem Fall ist es notig bei dtiopathogenetischen Uberlegungen
verschiedene Einfliisse in ihrem Zusammenhang zu betrachten, da die isolierte
Betrachtungsweise einzelner Aspekte nicht zielfithrend scheint (Tsuang et al., 2004).

So wird durch genetische Faktoren zu 80% der Erkrankungsfille beigetragen (Tandon et al.,
2008a). Vermehrt wird die Schizophrenie in Studien als eine subtile Stérung von Entwicklung
und Plastizitit des Gehirns beschrieben (Ross et al., 2006).

Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellung zur vermuteten Athiopathogenese der
Schizophrenie. Liegt bei einer Person eine entsprechende Disposition und Anfalligkeit vor,

kann es durch mannigfaltige Ausldser zu einer Manifestation der Psychose kommen.
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Anatomische Ebene: Morphologische Verdnderungen im ZNS

Préadisposition Genetische Ebene: Vererbung
1 Psychosoziale Ebene: sozialer u. familidrer Hintergrund
Anfalligkeit {Funktionelle ZNS-Defizite

Personlichkeit

Iﬂ Life events
Ausloser

1 Stress im Alltag
Episode
Manifeste
Remission
Psychose
Chronischer Verlauf

Abbildung 2: Darstellung zu dtiopathogenetischen Vorstellungen der Schizophrenie
(modifiziert nach Gaebel und Wolwer, 2010, Gleixner et al., 2011, Mdéller, 2005a, Moller et
al., 2009, Scharfetter, 1995)

2.1.8 Genetik der Schizophrenie

Uber zwei Drittel der Neuerkrankungen sind sporadisch, dennoch ist eine familiire Hiufung
der schizophrenen Erkrankung bekannt (Kallmann, 1946). Das Risiko steigt mit dem
Verwandtschaftsgrad und betrégt fiir erstgradige Verwandte eines schizophrenen Patienten 5-
15% und sinkt auf 2-6% bei zweitgradig Verwandten (Gottesman und Wolfgram, 1991,
Kendler et al., 1993, Kendler und Gardner, 1997, Tandon et al., 2008b) (s. Tab. 4).

Auch verschiedenen Genen wird eine Verbindung zum Risiko eine Schizophrenie zu
entwickeln zugeschrieben, es ist jedoch keine spezifische Variation bekannt, die ein
,»Schizophrenie-Gen* definiert (Tandon et al., 2008a).

Im Gegensatz zur Erkrankungswahrscheinlichkeit selbst korrelieren und kumulieren klinische
Subtypen nicht innerfamilidr, wobei sich im Allgemeinen eine psychiatrische Anamnese
familidr gehduft nachweisen ldsst. In der Literatur ist beispielsweise beschrieben, dass

Erkrankte mit vorwiegender und langandauernder Negativsymptomatik {iberdurchschnittlich

11
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hiufig Verwandte mit psychischen Stérungen aufwiesen. (Kendler und Diel, 1993, Kendler

und Gardner, 1997, Kendler et al., 1995, Van Os et al., 1997)

Tabelle 4: Aufschliisselung des Erkrankungsrisikos fiir Schizophrenie, Einfluss durch den
Verwandtschaftsgrad

Verwandtschaftsverhéaltnis Erkrankungsrisiko

Zwillinge Eineiig 48%
Zweielig 17%

Geschwister 9%

Halbgeschwister 6%

Kinder 13%

Eltern 6%

Enkel 5%

Gesamtbevolkerung 1%

(modifiziert nach Gottesman und Wolfgram, 1991, Gottesman et al, 1987, Sullivan et al.,
2003)

2.1.8.1 Adoptionsstudien

Weil im Rahmen von Familienstudien keine genaue Differenzierung zwischen dem Anteil
genetischer Faktoren und Umwelteinfliissen moglich ist, sind Adoptionsstudien eine gute
Moglichkeit den  Einfluss erblich  bedingter  Faktoren unter verschiedenen
Umgebungseinfliissen zu untersuchen. In der Vergangenheit wurden einige dieser Studien
durchgefiihrt, in denen einerseits das Risiko von Kindern an Schizophrenie erkrankter Eltern,
die in gesunde Familien adoptiert worden waren, untersucht wurde. Umgekehrt wurden auch
die Kinder mit schizophreniekranken Adoptiveltern untersucht. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass ein erhohtes Risiko nur fiir leibliche Kinder Erkrankter bestand, dass also die
familiire Ubertragung des Schizophrenierisikos eher iiber genetische und nicht iiber
Adoptivbeziehungen vermittelt wird. (Heston, 1966, Kety et al., 1971, 1975, 1976, Tandon et
al., 2008a, Tsuang und Faraone, 1995)

Diese Ergebnisse sprechen fiir ein Uberwiegen genetischer Komponenten.

2.1.8.2 Zwillingsstudien

Ebenso fiir eine Bedeutung genetischer Faktoren sprechen die Ergebnisse aus in der
Vergangenheit durchgefiihrten Zwillingsstudien. Bei eineiigen Zwillingen, die die gleiche
genetische Ausstattung haben, war bei einem betroffenen Geschwister in etwa 50% der Fille

auch der zweite Zwilling betroffen, sie hatten also im Vergleich zu etwa 15%
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Erkrankungswahrscheinlichkeit bei zweieiigen Zwillingspaaren, die in der Hilfte ihres
genetischen Materials iibereinstimmen, ein dreifach erhdhtes Risiko zu erkranken (Gottesman
et al., 1987, Sullivan et al., 2003, Tandon et al., 2008a). Interessant hierbei ist jedoch, dass
nicht allein der genetische Hintergrund fiir eine Krankheitsmanifestation verantwortlich
gemacht werden kann, sondern nur eine Konkordanz von 50% zu bedingen vermag.
Zusammenfassend ergaben diese Studien, dass eine Anfilligkeit fiir Schizophrenie erblich
bedingt ist und im Zusammenwirken mit Umweltfaktoren zu einem Grofteil der
Erkrankungen beitrdgt (Cannon et al., 1998, Cardno et al., 1999, Sullivan et al., 2003).

In weiterfilhrenden Analysen konnte gezeigt werden, dass kein reproduzierbarer
Zusammenhang zwischen dem Erkrankungsalter und einem erhohten Risiko fiir
Schizophrenie oder andere psychische Krankheiten bei Verwandten bestand. Bei betroffenen
Geschwisterpaaren zeigte sich nur eine miBige Ubereinstimmung im Erstmanifestationsalter,
wohingegen die diesbeziigliche Konkordanzrate bei eineiigen Zwillingen deutlich hoher lag.
Diese Ergebnisse wurden dahingehend interpretiert, dass es keinen Unterschied in der
Vererbung der Friih- und Spétform schizophrener Erkrankungen zu geben scheint. (Kendler et

al. 1987)

2.1.9 Assoziationsstudien und Suszeptilititsgene

Koppelungsanalysen und Assoziationsstudien stellen einen Versuch dar, mit der
Schizophrenie assoziierte Gene ausfindig zu machen. Das durchschnittliche relative Risiko,
an einer Schizophrenie zu erkranken, wird mit etwa eins beziffert (Allen et al., 2008, Tandon
et al., 2008a).

In Kopplungsstudien wurden Verdnderungen (beispielsweise Deletionen, Translokationen) fiir
autosomale Bereiche, wie 1q, 2q, 3p, 39, 49, 59, 69, 8p, 10p, 10q, 11q, 13q, 14p und 22q, aber
auch fiir gonosomale Regionen (x-chromosomal) beschrieben, die im Zusammenhang mit
einem erhdhten Risiko zu erkranken stehen (Badner und Gershon, 2002, Blackwood et al.
2001, DeLisi et al., 1994, Gurling et al., 2001, Levinson et al., 2011, Lewis et al., 2003,
Maclntyre et al., 2003, Mowry et al., 2004, Ng et al., 2009, Tandon et al., 2008a, Wang et al.
1993, Williams et al., 2006).

Assoziationsstudien priifen den Zusammenhang zwischen genetischen Varianten und dem
Risiko zu erkranken und sind geeignet, auch Gene mit einem relativ geringen Effekt ausfindig
zu machen. Hierzu werden die Frequenzen von Variationen in verschiedenen Gensequenzen

zwischen Erkrankten und Gesunden verglichen, um zu beschreiben, welche Verdnderungen
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wahrscheinlich eine Krankheitsempfanglichkeit bedingen. (Alkelai et al., 2011, Hunter und
Kraft, 2007, Tandon et al., 2008a)

In bisherigen Untersuchungen zeigten sich Hinweise auf eine Beteiligung einiger Gene
beziehungsweise chromosomaler Regionen. Mdéglich sind hier Varianten in der Kopienanzahl
(CNV, Copy Number Variants), zum Beispiel Deletionen und Duplikationen. So scheinen
einige dieser Verdnderungen der chromosomalen Morphologie in Zusammenhang mit der
Psychose zu stehen. (Walsh et al., 2008)

Einerseits tragen verbreitete Abweichungen, andererseits und in betrachtlicherem Malle
seltene Variationen groler CNVs (>500kb) zur Schizophrenieentstehung bei (Pocklington et
al., 2015, Rees et al., 2014).

Pocklington et al. (2015) zeigten auf, dass es CNVs gibt, die in Genen Erkrankter hiufiger
vorkommen, die an der hemmenden GABAergen und der erregenden glutamatergen
Neurotransmission beteiligt sind. Eine Storung im Rahmen dieser Signalgebung scheint in
einem kausalen Zusammenhang mit der Schizophrenie zu stehen (Pocklington et al., 2015).
Kirov et al. (2012) beschrieben, dass CNVs, die in Verbindung mit dieser Erkrankung stehen,
in Zusammenhang mit synaptischen Proteinen gebracht werden. Eine Anhdufung von Genen
im NMDAR (N-Methyl-D-Aspartate Receptor) -Netzwerk und ARC (Neuronal Activity
Regulated Cytoskeleton-Associated) hat Bedeutung fiir die synaptische Plastizitét. (Husi et al.,
2000, Husi und Grant, 2001, Kirov et al, 2012, Pocklington et al., 2006, Pocklington et al.,
2015)

In einer Untersuchung von Levinson et al. 2011 wurden verschiedene CNVs analysiert. Es
konnte ein Zusammenhang zwischen der Schizophrenie und Deletionen von
Sequenzabschnitten der Chromosomen 1q21.1, 15q13.3, 22q11.21 und Duplikationen auf
16p11.2 aufgezeigt werden. Exonbetreffende Deletionen im NRXN1 (Neurexin 1) scheinen
mit einem erhohten Erkrankungsrisiko assoziiert (Levinson et al., 2011, Kirov et al., 2009,
Rees et al., 2014, Rujescu et al., 2009).

An Schizophrenie erkrankte Personen mit krankheitsassoziierten CNVs, haben im Sinne eines
polygenetischen Schwellenmodells zusidtzlich eine grolere Veranlagung von Seiten

allgemeiner Risikoallele fiir die Entstehung der Erkrankung (Tansey et al., 2015)

Im Gegensatz zu Assoziationsuntersuchungen zwischen CNVs und Schizophrenie, die
aufgrund ihrer Seltenheit nur in einem geringen Prozentsatz der Erkrankten Hinweise auf
kausale Zusammenhénge zur Pathophysiologie geben konnen, beruht die Untersuchung der

Assoziation von SNPs auf der Annahme einer Beteiligung vieler Gene beziehungsweise
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Variationen mit geringen Effekten. Dabei sind hypothesenfreie genomweite
Assoziationsstudien (GWAS) und Kandidatengenstudien einander erginzende Ansitze.

Im Anschluss an Fallkontrollstudien wird abgeschitzt, ob das entsprechende Genprodukt im
Nervensystem exprimiert wird, welche Funktion es gegebenenfalls dort erfiillt, und, ob ein
Zusammenhang zur Pathophysiologie des untersuchten Krankheitsbildes plausibel erscheint.
So wurden in den vergangenen Jahren einige genetische Assoziationen fiir die Ausbildung
einer schizophrenen Erkrankung beschrieben. (Allen et al., 2008, Becker et al., 2004, Gogos
und Gerber, 2006, Lin et al., 2006, Owen et al., 2005, Straub und Weinberger, 2006, Tandon
et al., 2008a)

Neurobiologische Daten zeigen eine Verbindung einiger Gene zu pathophysiologischen
Prozessen auf, die relevant fiir die Schizophrenie zu sein scheinen (Harrison und Weinberger,
2005, Lang et al., 2007, Law et al., 2006, O'Tuathaigh et al., 2007, Talkowski et al., 2008,
Tandon et al., 2008a).

Einige Gene aus Kandidatengenstudien, die sich aktuell im Fokus der Forschung zur
Atiopathogenese der Schizophrenie befinden, sind diejenigen fiir Neuroregulin 1, Dysbindin,
die Dopaminrezeptoren 1-4, die Catechol-O-Methyltransferase, DISC 1 (Disrupted In
Schizophrenia) und der metabotrope Glutamatrezeptor (Chubb et al., 2008, Duan et al., 2007,
Hanninen et al., 2008, Lewandowski, 2007, Li und He, 2007, Munafo et al., 2008, Nicodemus
et al., 2007, Schwab et al., 2008, Talkowski et al., 2008, Tandon et al., 2008a, Tandon et al.,
2008b, Tan et al., 2007 ) (s. Abb. 3).

Die PGC (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics) bestitigte 2014 in
einer genomweiten Assoziationsstudie mit 36.989 Féllen und 113.075 Kontrollen DRD2 als
Kandidatengen (PGC, 2014).

Chen et al. zeigten 2011 anhand einer GWA-Studie eine Rolle von CMYAS
(Cardiomyopathy-Associated 5) in der Schizophrenieentstehung. In einer GWA-Studie von
Ripke et al. (2013) wurden CACNAI1C (Calcium Channel Voltage-Dependent L Type Alpha
1C Subunit) und CACNB2 (Calcium Channel Voltage-Dependent Beta 2 Subunit)-
Variationen als signifikant fiir die Pathogenese der Schizophrenie eingestuft (Ripke et al.,
2013).

Fir das Zinkfingerprotein ZNF804A (Zinc Finger Protein 8044) wurde ebenfalls ein
Zusammenhang mit der Schizophrenieentstehung beschrieben (O’Donovan et al., 2008,

Stefanis et al., 2013, Walters et al., 2010).
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Ziele von GSK3

AKTI1

+

( ErbB -1 TrkB ]
+ 1 +1
NRG1 ] ( BDNF )

TpH2
SHTIR

Abbildung 3: schematische Darstellung einzelner Gene, die mit einem erhéhten Risiko an
Schizophrenie zu erkranken in Verbindung gebracht werden, inklusive ihrer Einbindung in
wichtige Signalwege. Die medikamentose Therapie greift an unterschiedlichen Stellen in diese
ein. (+) steht fiir Aktivierung, (-) fiir Hemmung, (+/-) substratabhdngige Aktivierung oder
Hemmung, 5-HT fiir Serotonin, BDNF fiir brain-derived neurotrophic factor, COMT fiir
catechol-O-methyltransferade, DA fiir Dopamin, Discl fiir disrupted in schizophrenia I,
GSK3 fiir Glykogensynthasekinase 3, NRG1 fiir Neuroregulin, PDK1 fiir 3-Phosphoinositide-
dependet kinase-1, PI3K fiir phosphoinositide-3 kinase, PP2A fiir Proteinphosphatase 2A4,
TPH? fiir tryptophan hydroxylase 2. (modifiziert nach Beaulieu, 2012)

Eine Verbindung zwischen dem Risiko zu erkranken und Genen im erweiterten MHC (major
histocompatibility complex)-Bereich wurde als erstes genomweites signifikantes GWAS-
Schizophreniezeichen beschrieben (PCG, 2009, Shi et al., 2009, Stefansson et al., 2009).

Die Region, die den MHC kodiert, steht weiterhin im Fokus einiger genomweiter Studien.
Zum Beispiel fiir SNP rs6904071 konnte ein Zusammenhang zur Erkrankung beschrieben
werden. Geschlussfolgert wurde eine Assoziation des MHC mit der Struktur und Funktion des
Hippokampus und damit auch der Entwicklung und Funktion synaptischer Verbindungen
(Walters et al., 2013).

In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass genetische Risikofaktoren von Psychosen wie
Varianten von COMT, TPH2, NRG1 oder DISCI1 auch einen potentiellen Einfluss auf den
AKT-GSK3-Signalweg haben (Beaulieu, 2012, Keri et al., 2010, 2011, Meyer-Lindenberg et
al., 2006, Ross et al., 2006, Sei et al., 2010).
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Vergleicht man die fritheren Assoziationsstudien fiir Kandidatengene mit den aktuellen
GWAs, werden einige Vorteile der genomweiten Studien deutlich.

Dass die historischen Kandidatengene zu stabilen und replizierbaren Ergebnissen mit den
erhofften EffektgroBen in Bezug auf die genetischen Grundlagen der Schizophrenieentstehung
fiihren, kann mit den heutigen Erkenntnissen nicht bestétigt werden (Farrell et al., 2015).

Des  Weiteren {iberwiegen die  statistische = Aussagekraft ~wie auch die
Genotypisierungsmoglichkeiten bei Weitem vorangegangene Studiendesigns. Dies fiihrt zu
der Annahme, dass ein als signifikant deklariertes Ergebnis friiherer Studien aufgrund
fehlender Power auf einem falsch positiven Ergebnis beruhen konnte (Button et al., 2013,
Farrell et al., 2015, Wacholder et al., 2004).

Ein weiterer Aspekt ist, dass die Studie der Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics Consortium von 2014 aufler fiir DRD2 und GRM3 keinen empirischen Nachweis

fiir einen GroBteil der historischen Kanditatengene liefert.

Ein Vergleich der Ergebnisse aus Metaanalysen mit den GWAS Ergebnissen aus 2014 zeigt in
Hinblick auf die untersuchten Gene und Studien eine Ubereinstimmung dahingehend, dass die
Anzahl der signifikant assoziierten Marker in Kandidatengene gegen Null konvergiert (Farrell
et al., 2015, Hu et al., 2014, Lee et al., 2010, Loh et al., 2013, Shi et al., 2008, Tan et al.,
2014).

2.1.10 Umwelt und Schizophrenie

In der Vergangenheit wurden immer wieder Hypothesen zur Ursdchlichkeit einer bestimmten
familidren Dynamik fiir die Schizophrenieentstehung aufgestellt (Bateson et al., 1956, Lidz et
al., 1957). Es wurden Unterschiede in der Inzidenz beschrieben, abhidngig davon, ob die
Person in einem stddtischen oder ldndlichen Umfeld lebt, ob ein Migrationshintergrund
besteht und welchem Geschlecht sie angehort (Tandon et al., 2008a).

So zeigen Ménner ein hoheres Risiko zu erkranken. Desweiteren wurden Risikoerhhungen
fir prinatale Infektionen oder Mangelerndhrung, perinatale Komplikationen,
Drogenmissbrauch und einige andere beschrieben (s. Tab.5).

Beispielhaft sei hier erwéhnt, dass sich in einer Studie von Joo et al. (2009) Hinweise darauf
ergaben, dass schwerwiegende Komplikationen im Rahmen der Geburt in Zusammenhang mit
einem fritheren Manifestationsalter bei schizophrenen Frauen stehen.

In welchem Ausmall Wechselwirkungen zwischen Risikofaktoren das Erkrankungsrisiko

erh6hen, kann noch nicht genau definiert werden (Tandon et al., 2008a).
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Tabelle 5: Das relative Risiko fiir Schizophrenie in Abhdngigkeit vom Risikofaktor

Risikofaktor Relatives Risiko
Geschlecht (Minner>Frauen) 1,4
Stadtbewohner 2-3
Migrationshintergrund 2-3
Schwangerschaftsinfektionen 2-3
Geburtskomplikationenen 2-3

Cannabis 2-3

Vater >35 1,5-3

Geburt im Winter 1,1

(zusammengefasst aus Aleman et al., 2003, Boyd et al., 1986, Byrne et al., 2007, Cantor-
Graae, 2007, Cantor-Graae und Selten, 2005, Davies et al. 2003, Geddes und Lawrie, 1995,
Geddes et al., 1999, Pedersen und Mortensen, 2001, Penner und Brown, 2007, Semple et al.,
2005, Wohl und Gorwood, 2007, Tandon et al., 2008a)

2.1.11 Neuroanatomie der Schizophrenie

Ein weiterer Punkt in den Analysen zur Schizophrenieentstehung ist die Untersuchung
morphologischer Korrelate.

Die Gehirne klinisch erkrankter Schizophreniepatienten wurden vielfach mittels Bildgebung
und postmortal untersucht, um anatomische Veranderungen darzustellen.

Hierbei ergaben sich Hinweise, dass strukturelle Verdnderungen inter- sowie intraindividuell
in unterschiedlicher Form, Ausdehnung und Lokalisation auftreten (DeLisi, 2008). Dariiber
hinaus waren einzelne dieser Verdnderungen auch bei klinisch gesunden Probanden oder im
Vorfeld einer Schizophreniemanifestation magnetresonanztomographisch darstellbar (DeLisi

et al., 2006, Lymer et al., 20006).

Auffallend waren unter anderem Verkleinerungen der Temporallappen medial mit einem
Schwerpunkt linksseitig superior, teils des Frontallappens, atypische Parietallappen und eine
Erweiterung der Ventrikel eins bis drei (Lawrie und Abukmeil, 1998, McCarley et al., 1999,
Nelson et al., 1998, Ward et al., 1996, Wright et al., 2000).

Diese Beobachtungen geben Hinweise auf einen multilokalen Volumenverlust, der
vorwiegend in den Bereichen des Gehirns lokalisiert ist, in denen sich die Zellkorper der
Neuronen befinden, also der grauen Substanz (Wright et al., 2000, Zipursky et al., 2000).
Hierbei kann jedoch nicht abschlieBend beurteilt werden, ob die genannten Verdnderungen
degenerativ  bedingt, konstant oder progredient sind oder auf einer priméren
Hirnentwicklungsstorung beruhen (Kinney et al., 1998, Lipska et al., 1995, McNeil et al.,
2000, Pantelis et al., 2005, Rapaport et al., 2005, Weinberger, 1999).
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2.1.12 Neurochemie und Neurobiologie der Schizophrenie

In itiopathogenetischen Uberlegungen zur Schizophrenie werden auch ein zentralnervoses
Ungleichgewicht der Ubertriigersysteme und ein gestdrtes Zusammenwirken dieser
untereinander diskutiert. Das Hauptaugenmerk hierbei liegt auf den Transmittern Glutamat,
Dopamin und Serotonin. Diese bilden damit auch die Grundlage medikamentoser
Therapieansétze.

Studien lassen vermuten, dass abhidngig von dem jeweiligen gestérten Transmittersystem
unterschiedliche klinische Symptome fithrend sind und damit auch unterschiedlich
therapeutisch beeinflusst werden konnen. So bedingt zum Beispiel eine vermehrte Aktivitit
des NMDA-Rezeptors eine klinische Besserung von Negativsymptomen. (Tuominen et al.
2005; Javitt, 2006)

Im Gegensatz hierzu beschrieben Abi-Dargham et al. (1998), dass eine gesteigerte
Dopaminaktivitét zu einer klinischem Verschlechterung von Positivsymptomen fiihren kann.
Auch durch Ebert et al. (2008) wurde ein kausaler Zusammenhang zwischen
Positivsymptomen und hyperaktiven dopaminproduzierenden striatalen Nervenzellen

diskutiert.

2.1.12.1 Die Dopaminhypothese

Dopamin spielt eine Schliisselrolle bei vielen physiologischen wie auch pathologischen
zerebralen Abldufen und damit auch bei pharmakologischen und therapeutischen
Uberlegungen (Missale et al., 1998). So wirken sowohl typische als auch atypische
Neuroleptika iiber die Hemmung des D2-Rezeptors und seine hemmend wirksame Familie,
die die D2-, D3- und D4-Rezeptoren umfasst (Herdegen, 2008).

Unter anderem auf diesen Wirkungsmechanismen griindet sich die Dopaminhypothese der
Schizophrenieentstehung. Diese besagt, dass es im limbischen System (Hippokampus, Gyrus
cinguli, Gyrus parahippocampalis, Corpus amygdaloideum und mamillare), einerseits durch
vermehrte  Produktion, andererseits durch vermehrte Freisetzung zu einem
Dopaminiiberangebot kommt. Im Gegensatz hierzu findet sich im frontalen Kortex eine
reduzierte Dopamintransmission. (Carlsson, 1967, Carlsson und Lindquist, 1963, Davis et al.,
1991, Herdegen, 2008, Trepel, 1999)

Negativsymptome und kognitive Einschrankungen konnen auf ein Zuwenig an dopaminerger
Aktivitdt im préafrontalen Kortex zurlickzufiihren sein (Andreasen, 1999, Davis et al., 1991).
Hingegen konnte die Ursache der Positivsymptome das Zuviel an dopaminerger Stimulation

im Striatum sein, das in verschiedenen Studien postuliert wurde (Abi-Dargham et al., 1998,
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Abi-Dargham und Moore, 2003, Breier et al., 1997, Laruelle et al., 1996). Uber eine
Lokalisation in diesen Gehirnarealen sind sowohl typische Symptome, als auch
medikamentose Wirkungen und Nebenwirkungen wie Verdnderungen von Verhalten,

Gedichtnis und Affektverhalten herleitbar (Trepel, 1999).

Als Folge der Dopaminidnderung im limbischen System werden Halluzination und Wahn im
Sinne einer Fehlinterpretation der Umwelt gedeutet. Zurilickgefiihrt auf die frontalen
Veranderungen werden Stérungen von Kognition und Affekt. Ein weiterer Hinweis auf eine
Beteiligung des dopaminergen Systems an der Schizophrenie ist der Einfluss von
Medikamenten und Drogen auf dieses. So konnen zum Beispiel Amphetamine bei nicht
erkrankten Personen eine krankheitsspezifische Symptomatik hervorrufen und bei
Betroffenen zu einer Verschlechterung beziehungsweise einem Riickfall fiihren. (Herdegen,
2008, Kapur und Remington, 1996, Laruelle et al., 1996, Moller, 2005a,b, Ross et al., 2006)
Patienten bei denen eine schizotype Personlichkeitsstorung diagnostiziert worden war, zeigten
in Studien ebenso wie Schizophreniekranke eine gesteigerte Dopaminfreisetzung nach der
Gabe von Amphetaminen (Abi-Dargham et al., 1998, 2004, Breier et al., 1997, Laruelle et al.,
1996).

Auch fiir die Dopaminhypothese spricht, dass bei unbehandelten Patienten eine dezente
Steigerung der Expression von D2-Rezeptoren gezeigt werden konnte (Laruelle 1998;
Zakzanis und Hansen 1998).

Die erhohte dopaminerge Aktivitit konnte auch aus einem Zuwenig an serotonerger
Hemmung des prifrontalen Kortex resultieren (Kapur und Remington, 1996). Das heil3t iiber
die Dopaminhypothese hinaus gibt es Hinweise auf eine Beteiligung von Serotonin und
Glutamat, sowohl einzeln als auch im Zusammenwirken der verschiedenen
Transmittersysteme. Das definitive Ausmall, die Wechselwirkungen und damit eine
Quantifizierung ihres Einflusses auf Krankheitsentstehung und -progredienz der

Schizophrenie sind jedoch noch nicht abschlieBend geklért.
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2.1.12.2 Die Serotoninhypothese

Fiir eine Beteiligung des serotonergen Systems spricht die Beobachtung, dass atypische
Neuroleptika hemmend auf den 5-HT2a-Rezeptor wirken, noch bevor sie am D2-Rezeptor
aktiv werden (Diaz-Mataix et al., 2005, Herdegen, 2008, Ichikawa et al., 2001, Terry et al.,
2008).

Dazu kommt, dass bei Stimulation der serotonergen Transmission iiber Medikamente oder
auch Drogen wie etwa LSD (Lysergsdurediethylamid: Halluzinogen) eine Psychose induziert
werden kann (Abi-Saab et al., 1998, Gouzoulis-Mayfrank et al., 2005, Herdegen, 2008,
Meltzer, 1987). Es ist bekannt, dass Untergruppen von temporalen und prifrontalen
Serotoninrezeptoren bei Erkrankten in ihrer Anzahl verdndert sein konnen (Laruelle et al.,
1993). Von Kapur und Remington (1996) wurde die These aufgestellt, dass die Hyperaktivitit
des Dopamins durch eine verminderte Hemmung durch Serotonin in diesen Bereichen bedingt

1st.

2.1.12.3 Die Glutamathypothese

In den 1980er Jahren kam erstmals die Vermutung auf, dass Glutamat in unmittelbarem
Zusammenhang mit der Schizophrenieerkrankung stehen konnte. Die NMDA-Rezeptor-
Hypofunktions-Hypothese entstand auf der Grundlage klinischer und experimenteller
Beobachtungen. (Coyle, 2012, Kristiansen et al., 2007)

Eine Unterfunktion des NMDA-Rezeptors (N-Methyl-D-Aspartat) beziechungsweise die Gabe
von Rezeptorantagonisten wie dem dissoziativem Anésthetikum Ketamin kann die gesamte
Bandbreite schizophrener Symptome wie Psychosen, Negativsymptome und kognitive
Beeintrachtigungen auslosen oder neurodegenerative Verdnderungen in Versuchstieren
bedingen (Coyle et al., 2012, Krystal et al., 1994, Olney und Farber, 1995).

Umgekehrt fiihrt eine durch Antipsychotika gesteigerte Funktion des NMDA-Rezeptors zur
Verminderung von Negativsymptomen (Coyle, 2012).

Es wird vermutet, dass es im Rahmen der Schizophrenie zu molekularen und zelluldren
Veridnderungen in glutamatgesteuerten Signalwegen kommt und dariiber die exzitatorische
Kommunikation zwischen unterschiedlichen Regionen des Gehirns beinflusst wird

(Kristiansen et al., 2007).

Endogene Regulatoren von NMDA-Rezeptoren zeigten in postmortalen Untersuchungen an

Schizophrenieerkrankten UnregelmiaBigkeiten. Assoziationsstudien sagen aus, dass
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Allelvarianten einiger Gene mit Einfluss auf die Rezeptorfunktion, wie zum Beispiel
Dysbindin und Neuregulin zu einem erhohten Erkrankungsrisiko fithren konnen. Eine
Rezeptorunterfunktion scheint vor allem eine Herabregulation schnellfeuernder GABAerger
Interneurone zu bedingen. (Coyle, 2012, Coyle et al., 2012)

Die folgende Dysinhibition pyramidaler Zellen stort kortikale Abldufe und kann iiber eine
exzessive Glutamatstimulation zu Schiden an Neuronen bis hin zu deren Absterben fiihren
(Coyle et al., 2012, Marsman et al., 2014). Marsman et al. machten 2014 mittels MRS (Proton
Magnetic Resonance Spectroscopy)-in vivo-Messungen an Schizophreniepatienten auf ein
signifikant niedrigeres GABA/Kreatin-Verhiltnis im Praefrontalen Kortex Betroffener

aufmerksam.

Die Bezeichnung schizophrener Psychosen als Neurotransmitterimbalancesyndrom beruht auf
der Vermutung, dass Storungen in verschiedenen Signalwegen zusammen die Erkrankung
bedingen konnen (Moller et al., 2011).

Dopamin- und Glutamathypothese stehen hierbei in einem antagonistischen Verhiltnis
zueinander, das glutamatgebundene Transmittersystem steht in Wechselwirkung mit den
Dopamin- und GABA-Systemen. So hemmen zum Beispiel GABAerge Interneurone
glutamatregulierte Pyramidenzellen. Auf den besagten Interneuronen befinden sich auch
NMDA-Rezeptoren, die wiederum deren Aktivititslage modifizieren kénnen. Uber Storungen
in diesem Bereich und dadurch bedingte Dysbalancen der Neurotransmitter kann es zur
Schiadigung von Nervenzellen kommen, wie sie auch bei schizophrenen Patienten im
frontalen Kortex und dem Hippokampus vorkommen. (Coyle und Tsai, 2004, Olney et al.,
1991, Olney und Farber, 1995, Reynolds et al., 2004, Stone et al., 2007)

Glutaminerge Neurone im Kortex hemmen die Dopaminfreisetzung aus Hirnstammneuronen,
die Disinhibition glutaminereger Efferenzen fiihrt folglich zu einer vermehrten subkortikalen
Dopaminfreisetzung (Coyle et al., 2012).

Eine dopaminerge Hyperaktivitit in Kombination mit einer glutaminergen Hypoaktivitdt kann
iiber eine mangelhafte Filterung durch den Thalamus, zu einer sensorischen Reiziiberflutung
des Kortex flihren (Carlsson, 1995, Carlsson et al., 2001, Kornhuber, 1990, Mdller et al.,
2011). Wegen der vielen reziproken Einflussmoglichkeiten der Transmittersysteme

untereinander ist eine definitive Kausalitdtszuordnung schwierig (Stone et al., 2007).
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2.1.13 Endophdinotypen

Ein Hauptproblem in der Erforschung der Schizophrenie ist die vielschichtige multifaktorielle
Atiologie der Erkrankung. Das Ziel einer eindeutigeren Definition und einer Einordnung
variabler Einflussfaktoren verfolgt das Konzept der Endophénotypen. Dieses Konzept beruht
auf dem Ansatz, die Schizophrenie unter neurobiologischen, biochemischen, kognitiven,
neuropsychologischen, endokrinologischen, neuroanatomischen und neurophysiologischen
Gesichtspunkten zu untersuchen und einzuteilen und wurde in den Siebzigerjahren durch
Gottesmann begriindet. (Allen et al., 2008, Braff et al., 2008, Gottesman et al., 1972,
Gottesman und Gould, 2003, Gottesman et al., 1987)

Die Intention dieser Einteilung liegt in der Definition konstanter morphologischer und
biochemischer = Verdnderungen, die in einem kausalen Zusammenhang mit
Krankheitsentstehung und —verlauf stehen, und die unter Umstinden im Vergleich zum
variablen klinischen Bild genetisch determiniert sind (Gur et al., 2007a).

Endophénotypen unterscheiden sich entsprechend von klinischen Phianotypen, sie stellen eine
Verbindung zwischen der Krankheit und dem Genotyp dar (Gottesman und Gould, 2003).
Interessanterweise ergaben Untersuchungen von Gur et al. (2007), dass neurokognitive
Messgroflen (zum Beispiel Messungen von Aufmerksamkeit und Arbeitsgedédchtniss) mit der
Schizophrenieerkrankung assoziiert waren, sich aber auch zwischen unbetroffenen
Verwandten Erkrankter und der blanden Vergleichsgruppe unterschieden. Dies wiederum
lasst eine erblich bedingte Ursache vermuten. Deshalb scheint das Konzept der
Endophénotypen geeignet fiir genetische Analysen. (Gur et al., 2007b)

Beispiele neurophysiologischer Endophédnotypen sind gehdufte Fehler bei Antisakkadentests
oder eine Verminderunug der Prapulsinhibition bei Patienten (Braff et al., 2001, Cadenhead et
al., 2000, Calkins et al., 2004, Turetsky et al., 2007). Es wird postuliert, dass Endophénotypen
enger als die Kranheitssymptome an eine genetische Grundlage gekoppelt sind, und durch sie
einfacher die molekularen Mechanismen der Erkrankung bestimmt werden konnen. Der
Blickwinkel, dass psychiatrische Diagnosen aufgespalten werden konnen, kann eine direktere
und einfachere genetische Analyse ermdglichen. In jedem Fall miissen die psychiatrischen
Endophinotypen bestimmte Kriterien erfiillen. Diese sind eine Verbindung zum
Kandidatengen oder zur entsprechenden Genregion, Erblichkeit, die sich aus dem relativen
Risiko von Verwandten fiir die Stérung ableiten ldsst, Stabilitdt iiber akute und chronische

Krankheitsphasen  hinweg, innerfamilidre =~ Kumulation des krankheitsgebundenen
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Endophédnotyps im  Vergleich zum Kontrollkollektiv, und krankheitsspezifische
Assoziationsparameter. (Gottesman und Gould, 2003)

Zusammenfassend ist zu konstatieren, dass die quantitativen neurokognitiven Phénotypen und
ihr genetischer Hintergrund zwar noch genauer erforscht werden miissen, dariiber hinaus aber
die Moglichkeit zu einem Einblick in die Wechselwirkungen zwischen Genetik und Umwelt
in Bezug auf das Zentralnervensystem und das Verhalten bei Erkrankten, Verwandten und
Gesunden bieten konnen (Gur et al., 2007a).

Nachteile der Endophinotypen sind, dass sie gegebenenfalls nicht spezifisch fiir eine
Erkrankung sind, sondern ebenso auch bei anderen auftreten konnen, dass sie sehr komplex
sein konnen und eine ungeniigende Sensitivitdt aufweisen. Wird dies beriicksichtigt, ergeben

sich diverse Anwendungsmoglichkeiten. (Ferrarelli, 2013, Zobel und Maier, 2004)

2.2 Die AKT-Familie

Die zelluliren Mechanismen mit mittelbarem oder unmittelbarem Einfluss auf die klinische
Manifestation der Schizophrenie sind noch unzureichend erklért.

Krankheitsbilder konnen, wie oben beschrieben, im Rahmen der Endophénotypen fiir
genetische Analysen zerlegt werden, exemplarisch sei hier die Messung der Antwort auf eine
Behandlung mit Lithium genannt (Detera-Wadleigh, 2001; Gottesman und Gould, 2003,
Mansour et al., 2002). Lithium wiederum kann zu einer erhohten Aktivitdt von AKT-1 (V-akt
murine thymoma viral oncogene) fithren (Chalecka-Franaszek und Chuang, 1999). Tian et al.
(2014) beschrieben, dass Lithium die GSK-3B-Aktivitit steigert, indem es die AKT-
Phosphorylierung hemmt.

Kinasen der AKT-Familie wurden zuerst von Emamian et al. 2004 in Zusammenhang mit der
Schizophrenieentstehung gebracht. Dies beruhte auf den Beobachtungen, dass Lithium, das
unter anderem in der Phasenprophylaxe der Schizophrenietherapie eingesetzt wird, in der

AKT-GSK3beta-Signalweg eingreift (Emamian et al., 2004, Gleixner et al., 2011).

Die AKT-Familie umfasst drei Mitglieder, die fortlaufend mit den Zahlen eins bis drei
bezeichnet werden, AKT1 (14q32.32), AKT2 (19q13.1-q13.2) und AKT3 (1q44)

(Beaulieu, 2012, Staal et al., 1988) (s. Abb. 4). Kodiert werden sie von drei verschiedenen
Genen (Bellacosa et al., 2004). Die Bezeichnung AKT ist gleichbedeutend mit PKB
(Proteinkinase B) (Karege et al., 2010).

Die Proteinkinasen B/AKTs sind der Subfamilie der AGC-Kinasen (Kinasengruppe, benannt
nach den ihr untergeordneten Gruppen der PKA-, PKG- und PKC-Kinasen) zuzuordnen, die
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insgesamt iiber 60 verschiedene Kinasen aus 14 Familien beinhaltet und mannigfaltige
wichtige Zellfunktionen vermittelt (Arencibia et al., 2013, Pearce et al., 2010).

Alternative Bezeichnungen von AKT 1-3 sind PKB a, 3, und y beziehungsweise RAC-PK a,
B, und vy (related to the A und C kinases) (Downward, 1998, Somanath et al., 2006).

Die Wirkweise einer Kinase besteht in der Phosphorylierung von Substraten, das heifit sie
transportiert Phosphatgruppen zwischen Proteinen. Die Kinasen AKT1-3 sind im Stande {iber

900 Proteine zu phosporylieren. (Lawlor und Alessi, 2001)

PKBa - B e
Mensch/AKT1
o [
Mensch/AKT2
e [
Mensch/AKT2
- T |
Ratte/AKT3 —
PH Kinase C-terminaler
AH Bereich

Abbildung 4: Schematischer Aufbau der Isoformen von PKB/AKT; AH steht fiir AKT
homology domain, PH fiir Pleckstrin homology domain. (modifiziert nach Downward, 1998,
U.S. National Library of Medicine, 2013)

Chromosom 14 umfasst insgesamt zwischen 105.235.685 und 105.262.079 Basenpaare (U.S.
National Library of Medicine, 2013) AKTI liegt auf dessen langem Arm (q) an Position
32.32 zwischen den Basenpaaren 105.235.685 und 105.262.079 und besteht aus 16 Exons (Ide
et al., 2006, U.S. National Library of Medicine, 2013).

Bereits 1988 wurde AKT1 auf Chromosom 14 nahe der schweren Kette von
Immunglobulinen auf Bande 32q von Staal et al. (1988) anhand der Analyse von somatischen
Zellhybriden (Hamster/Mensch) und von in situ-Hybridisierung lokalisiert.

Drei Jahre spédter wurde AKT unabhédngig voneinander von drei weiteren Arbeitsgruppen
beschrieben. Zwei davon identifizierten diese Kinase wegen ihrer Ahnlichkeit zu den
Proteinkinasen A und C. Zu beiden Kinasen bestand eine Ubereinstimmung von jeweils etwa
70%. Resultierend hieraus bekam die Kinase die Namen Proteinkinase B und RAC-PK. Im
gleichen Jahr wurde das Enzym als das Produkt des Onkogens v-akt des akut
transformierenden Retrovirus AKT8 im T-Zelllymphom von Nagern entdeckt. Hieraus
resultierte die Bezeichnung V-akt murine thymoma viral oncogene (Bellacosa et al., 1991,

Coffer und Woodgett, 1991, Jones et al., 1991).

25



2 Einleitung

Die damit bezeichnete Serin/Threonin-Proteinkinase ist liber die Singnaltransduktionswege
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3Ks) und Glykogensynthasekinase-B (GSK-38) essentiell
fiir Uberleben, Wachstum und Wanderung von Zellen. Dies ist unter anderem iiber den
Einfluss auf Insulin und Wachstumsfaktoren moglich. (Alessi et al., 1996, Aubry et al., 2009,
Datta et al., 1999, Karege et al., 2010, Saudemont und Colucci, 2009, Thiselton et al., 2008)

Die physiologische Aktivierung der AKT-Kinasen wird iiber Wachstumsfaktoren induziert,
die die PI3K aktivieren (Kandel et al., 2002).

Die Mitglieder eins und zwei werden in hohem Maf3e im menschlichen Zentralnervensystem
exprimiert und konnten wichtig fiir dessen Entwicklung, seine synaptische-neuronale

Plastizitdt und den programmierten Zelltod sein (Karege et al., 2010, Nakai et al., 2014).

2.2.1 Funktionen von AKT-Kinasen

AKT 1-3 sind zentrale Zwischenstufen flussabwirts des D2-Rezeptors, der wiederum einen
wichtigen Angriffspunkt antipsychotischer Arzneimittel darstellt (Kandel et al., 2002).
Verschiedene tierexperimentelle Studien geben einen Hinweis darauf, dass die Aktivitdt und
Funktion von AKTs mit der Dopamintransmission zusammenhéngt (Lai et al., 2006).

Fir den D2/AKTI1/GSK-3B-Signalweg wurde beschrieben, dass er spitere Effekte von
Dopamin beeinflusst, sowohl in der Pathophysiologie kognitiver Defizite, in der
Gehirnaktivitdt bei Schizophrenie als auch in der Wirkung antipsychotischer Medikamente
(Blasi et al., 2011). Der therapeutische Effekt von Dopamin ist spezifisch fiir die Aktivierung
der DRD2, wobei die Anregung von DRD2, aber nicht von DRD1 zu einer cAMP-abhéngigen
(Cyclic Adenosin Monophospate) Dephosphorylierung und Inaktivierung von AKT fiihrt
(Beaulieu et al., 2004, 2005, Emamian et al., 2004, Lai et al., 2006).

In Endothelzellen wird eine Vielzahl von Funktionen, die durch Wachstumsfaktoren
vermittelt werden, liber den PI3-Kinase/AKT-Signalweg geregelt. Dariiber hinaus scheinen
AKT 1-3 wichtige Funktionen in den Bereichen des Uberlebens, der Wanderung von Zellen
allgemein, Glukosestoffwechsel, Zellzyklus, Transkriptionsregulation, vaskuldrem Tonus,
Apoptose und Tumorentstehung zu erfiillen. (Alon et al., 1995, Brazil et al., 2004, Chen et al.,
2005, Fujio und Walsh, 1999, Gerber et al., 1998, Lee et al., 2014, Morales-Ruiz et al., 2000,
Somanath et al., 2006, Shiojima und Walsh, 2002, Vivanco et al., 2014)

In Tierversuchen an knockout-Mausen wurde gezeigt, dass ein Verlust des AKT1-Gens unter

anderem eine Wachstumsretardierung zur Folge hatte (Somanath et al., 2006). AKT2-
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Defizienz bedingte einen geringeren Wachstumsriickgang und Diabetes (Cho et al., 2001,
Garofalo et al., 2003). Der Verlust von AKT3 fiihrte zu einer reduzierten GehirngréBe (Easton
et al., 2005). Teils zeigten sich Uberschneidungen in den Funktionen der AKT-Mitglieder,

eventuell, weil sie von verschiedenen Zelltypen exprimiert werden (Somanath et al., 2006).

2.2.2 Der AKT-Signalweg und seine Aktivierung

Die Funktionen der Dopaminrezeptoren wurden urspriinglich mit der Regulation von cAMP
und der PKA in Verbindung gebracht (Beaulieu, 2012).

AKT-Kinasen werden durch D2- und D3-Dopaminrezeptoragonisten gesteuert, deren
eindeutiger Stellenwert aber noch nicht abschlieBend geklart ist. In der tierexpermentellen
Untersuchung von Salle et al. 2013 fiihrte die Gabe eines D2R-/D3R-Rezeporagonisten zu
einer voriibergehenden Erhoéhung der AKT-Kinasen und der GSK3B-Phosphorylierung im
Nucleus accumbens und dem dorsalen Striatum der Ratte. Diese Auswirkungen konnten nicht
bei den Versuchstieren gezeigt werden, bei denen der D3-Rezeptor ausgeschaltet war. Bei
vorhandenen D3-Rezeptoren schien deren Anregung vorlibergehend den AKT/GSK38-
Signalweg zu aktivieren. Das wiederum ist eine mogliche Erklarung fiir die Wirksamkeit von
D3-Rezetorliganden auf gestorte kognitive Prozesse, wie sie im Rahmen der Schizophrenie
auftreten. (Salles et al., 2013)

Primér wird die AKT-Aktivierung iiber eine Anregung verschiedener Rezeptoren auf der
Zelloberfliche wie G-proteingekoppelte Rezeptoren (GPCRs), Tyrosinrezeptorkinasen, und
als Reaktion auf eine Vielzahl von Wachstumsstimulatoren wie PDGF (platelet derived
growth factor), EGF (epidermal growth factor), NGF (nerve growth factor), Insulin und
Thrombin gestartet (Downward, 1998).

Im Anschluss werden alle AKT-Isoformen als Antwort auf ein PI3K (Phosphoinositol-3-
Kinase)-vermitteltes Signal aktiviert. Nach dieser Aktivierung werden AKTs durch eine
Kinase (PDK 1, PIP-3-dependent-kinase 1) phosphoryliert und so in der Plasmamembran
verankert, wo sie ihre volle Aktivitdt entfalten. Das hei3t, eine Aktivierung des PI3K-
Signalwegs fiihrt zu einer Aktivierung von AKT (s. Abb. 5).

Die Verfiigbarkeit von Phospholipiden ist hierbei limitierend fiir eine Aktivierung, wirkt also
als negativer Regulator, ebenso Proteinphosphatasen wie die Phosphatase 2A, die AKT in
vivo inaktiviert. Aktiviertes Ras (Rat Sarcoma) hingegen kann einzelne Kinasen
heraufregulieren und AKT aktivieren. (Andjelkovic et al., 1996, Beaulieu, 2012, Beaulieu et
al., 2005, Downward, 1998, Kandel und Hay, 1999, Kandel et al., 2002, Scheid und
Woodgett, 2011, Ugi et al., 2004)
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Wachstumsfaktoren
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Protein-
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Y Proliferation

Abbildung 5: Aktivierung von AKT tiber Pi3K-gesteuerte Mechanismen. Wachstumsfaktoren
aktivieren diese Kinase. Eine hohere Konzentration von PIP3 an der Plasmamembran lockt
Proteine aus dem Zytosol an, in diesem Fall AKT. AKT wird an die Plasmamembran
gebunden und dort phospholiert. Als Folge dessen phospholiert AKT selbst verschiedene
Substrate wie die in der Grafik exemplarisch aufgefiihrte Glykogensynthasekinase 3
(modifiziert nach Downward, 1998, Mahajan und Mahajan, 2012)

2.2.3 AKT und Angiogenese

Eine weitere Funktion wird der AKT-Familie im Rahmen der Gefdl3bildung zugesprochen,
indem sie verschiedene pro- und kontraangiogenetische Faktoren beeinflusst, die AKT-
Signalwirkungen sind also teils antagonistisch zueinander (Lee et al., 2014, Somanath et al.,
2006).

Der genaue Stellenwert der AKT-Kinasen im Bereich der Gefdlneubildung ist noch unklar
(Chen et al., 2005).

Chen et al. zeigten 2005 im Tierversuch, dass eine Ausschaltung des AKT1-Gens mit einer
gestorten BlutgefaBBbildung und einer erhohten vaskuldren Durchldssigkeit einherging. In dem
Kontext der GefdBbildung stellen PKB/AKTs einen potentiellen Angriffspunkt
therapeutischer Intervention bei Karzinomen, ischdmisch bedingten und anderen
Krankheitsbildern wie zum Beispiel dem Myokardinfarkt oder Apoplex dar, die vaskuldre
Ursachen haben (Chen et al., 2005).

In friiheren AKT-Studien lag ein Hauptaugenmerk auf der Definition seiner Rolle im

kardiovaskuldren System. So ist es hochstwahrscheinlich, dass AKT1-3 eine zentrale Stellung
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in der Steuerung verschiedener Signalwege in Endothelzellen, Fibroblasten und

Kardiomyozyten spielen (Somanath et al., 2006).

2.2.4 AKT in der Kanzerogenese

Eine andere Wirkung, die fiir die AKT-Familie beschrieben wurde, ist ihre Beteiligung an der
Entstehung maligner Tumore. So wurde eine Aktivierung von AKTs in Karzinomen
beobachtet. In diesem Zusammenhang werden AKTs auch als Onkogene bezeichnet. Der
PI3K/AKT1-Signalweg ist unter anderem an der Progression im Zellzyklus beteiligt. (Chang
et al., 2003)

Kandel et al. verglichen 2002 polyklonale Ratla-Zellen, die die aktive AKT-Form MyrAKT
exprimierten mit einer Kontrollgruppe, im Anschluss daran wurden beide Zellgruppen unter
anderem Gammastrahlung ausgesetzt.

Der G2/M-Ubergang wird maBgeblich durch Cdk1 (Cyclin Dependent Kinase 1) reguliert. An
diesem Kontrollpunkt hilt die Zelle iiblicherweise bei stattgehabter DNA-Schédigung vor
einem Ubertritt in die Mitose an. Sie kann repariert oder in die Apoptose geleitet werden.
(Stark und Taylor, 2004)

Interessanterweise war dies bei Zellen mit aktivierten AKTs deutlich seltener der Fall als bei
den Kontrollen. Es konnte gezeigt werden, dass aktivierte, das heifit phosphorylierte AKT-
Kinasen sowohl den G2/M-Kontrollpunkt als auch die Apoptoseeinleitung, ausgelost durch
DNA-Schédigung, iiberwinden kann. (Kandel et al., 2002) (s. Abb. 6)

Kandel et al. stellten fest, dass ein PTEN (Phosphatase And Tensin Homolog)-Verlust dazu
fiihrt, dass Zellen leichter und schneller von der G2/M in die G1-Phase des Zellzyklus
iibergehen. PTEN hat iiber den Signalweg PI3K/PTEN/AKT Einfluss auf das Fortschreiten
des Zyklus und das Uberleben der Einzelzelle. (Hlobilkova et al., 2006, Kandel et al., 2002,
Sun et al., 1999) (s. Abb. 6)

Ebenso wird auch eine Wirkung von AKTs auf p53-vermittelte Kontrollpunkte des Zellzyklus
im Sinne einer Gleichbedeutung mit einer p53-Inaktivierung diskutiert. P53 kontrolliert als
,Wichter des Genoms* sowohl den G2/M- als auch den GIl-Kontrollpunkt und trigt so
entscheidend zur Sicherung genetisch intakten Materials bei. Die Folge ist die Beseitigung
von Kontrollpunkten in Kombination mit einer Apoptosechemmung. AKT vermittelt die
negative Kontrolle des p53-Spiegels (Abraham und O’Neill, 2014, Agarwal et al., 1995,
Kandel et al., 2002, Mayo und Donner, 2001, Zhou et al., 2001a, 2001b).
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Ein ginzlich deregulierter PI3K-AKT-mTOR-Signalweg ist Bestandteil von Karzinomen
(Vadlakonda et al., 2013b). MTOR (Mammalian/Mechanistic Target Of Rapamycin) spielt im
Zusammenwirken mit Umgebungsfaktoren eine wichtige Rolle unter anderem in der
Steuerung von Wachstum und Homeostase (Laplante und Sabatini, 2012).

Auf diesem Weg scheint es Zellen mit einer AKT-Aktivierung moglich, sich fortlaufend zu
teilen ohne durch Apoptosesignale aufgehalten zu werden. Dieses Verhalten zeigen die
entsprechenden Zellen auch bei kontinuierlicher Einwirkung und Anhiufung mutagener
Faktoren wie bei einer Inaktivierung von exogen experimiertem HSV-tk (Herpes Simplex
Virus Thymidine Kinase)-Gen, die Autoren der hierzu durchgefiihrten Studie (Kandel et al.,
2002) folgerten aus ihren Ergebnissen, dass ein Zusammentreffen einer AKT-Hyperaktivitat
mit seiner antiapoptotischen Wirkung zu einer genetischen Instabilitdt beitrdgt, die im
Zusammenhang mit der Entstehung maligner Tumoren steht. AKT-Kinasen stellen wegen
ithrer Schliisselrolle fiir Tumorzellen entsprechend attraktive medikamentdse Angiffspunkte in
der Onkologie dar (Kumar und Madison, 2005).

AKTs wird eine Rolle in der Enstehung von Karzinoman von Mamma, Ovar und Kolorektum

zugeschrieben (Bose et al., 2006, Hanrahan et al., 2012, Johnson et al., 2010).

Aktivierung von AKT

/ hN

Uberexpression von konstant

PTEN-Verlust aktivelm AKT
\. G2/M-

Kontrollpunkt

INTERPHASE

Abbildung 6: schematische Darstellung des Zellzyklus in Eukaryonten und seine Unterteilung
in die vier Phasen Mitose (M), DNA-Synthese (S), Gapl (G1) und Gap2 (G2), die die Zelle im
Rahmen der Zellproliferation durchlduft. Gap0 (G0) entspricht einer Ruhephase von der
Teilung. Die Uberginge zwischen diesen Phasen werden durch zyklinabhingige Kinasen
gesteuert; verschiedene Kontrollpunktmechanismen sichern den koordinierten und
fehlerfreien Ablauf (modifiziert nach Dehay und Kennedy, 2007, Kandel et al., 2002, Schmidt,
2003a)
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2.2.5 AKT und das Proteus-Syndrom

Mutationen im AKT1-Gen werden unter anderem mit dem Proteus-Syndrom, das durch ein
iiberméfBiges Wachstum von Knochen-, Haut- und anderen Geweben charakterisiert ist und so
zu partiellem Riesenwuchs fiihrt, in Verbindung gebracht (Hildebrandt et al, 1998, Lindhurst
et al., 2011, U.S. National Library of Medicine, 2013).

Durch eine somatische Punktmutation im Sinne eines Aminosdurenaustausches innerhalb der
AKT1-Kinase kommt es zu deren Uberaktivitit und damit zu beschriebener Dysplasie. Die
Folge ist ein Austausch von Glutamat und Lysin an Position 17 und insgesamt ein
Genmosaik. Ein Einfluss des PI3K-AKT-Signalwegs auf das charakteristische klinische
Erscheinungsbild und auf eine Tumoranfalligkeit dieser Patienten wird diskutiert. (Lindhurst

etal., 2011)

2.3 AKT1 und Schizophrenie

Die AKT1-Kinase scheint mafigeblich an einer normalen Entwicklung und Funktion des
Nervensystems beteiligt. Studien geben Hinweise auf eine Beteiligung an der Kommunikation
zwischen Neuronen, ihrem Uberleben und der Gedichnisbildung (Hoorwood et al., 2006,
Pietilainen et al., 2009).

Die Aktivierung von AKT wurde in der Vergangenheit auch mit dem hemmenden
GABAergen und dem anregenden glutamatergen System in Verbindung gebracht (Kim et al.,
2002, Wang et al., 2003). Verianderungen dieser beiden miteinander verbundenen
Transmittersysteme wurden iiber postmortale Untersuchungen in einen Zusammenhang mit
der Schizophrenieentstehung diskutiert (Wassef et al., 2003). Neuronen von AKT1-knockout-

Maiusen reagierten sensibler auf einen Glutamatrezeptoragonisten (Kim et al., 2002).

Ein Ansatz fiir eine mogliche Verkniipfung von AKT1 und der Schizophrenie war der von
Emamian et al. (2004). Sie vermuteten, dass genetisch bedingte Verdnderungen von
Proteinkinasen die Grundlagen dafiir seien und verglichen Erkrankte und Gesunde
kaukasischer Herkunft hinsichtlich moglicher Unterschiede in sieben Proteinkinasen und
Phospatasen und detektierten eine Differenz ausschlieflich fiir AKT1. In den folgenden
Untersuchungen wurde bei der Analyse von AKTI1-SNPs eine positive Assoziation
festgestellt. Es erscheint jedoch unwahrscheinlich, dass der Haplotyp die Unterschiede in den

AKT1-Spiegeln zwischen Gesunden und Erkrankten vollstindig erklirt. In weiteren Analysen
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wurde eine Reduktion der GSK38 bei schizophrenen Patienten festgestellt. (Emamian et al.,

2004, Kozlovsky et al., 2004)

Untersuchungen lassen eine Assoziation zwischen AKT-1-Signalwegen und der Entstehung
der Schizophrenie und der affektiven Stérung vermuten (Beaulieu et al., 2009, Tan et al.,
2008). Auch scheinen bipolare Erkrankungen und die Schizophrenie einigen
Gemeinsamkeiten wie entsprechende klinische und genetische Charakteristika zu haben, die
so bisher nicht gesehen wurden (Craddock et al., 2009, Karege et al., 2010, Shao und Vawter,
2008, Toyota et al., 2003). In einigen unabhingigen Studien wurde ein Zusammenhang von
AKT1-Haplotypen mit der Schizophrenie und bipolaren Erkrankungen gezeigt (Beaulieu,
2012, Beaulieu et al., 2009, Emamian et al., 2004, Freyberg et al., 2010, Karege et al., 2010,
Lai et al., 2006, Magno et al., 2010). So beschrieben zum Beispiel Emamian et al. (2004)
einen  Haplotypen  aus drei SNPs (Single  Nukleotide  Polymorphisms,
Einzelnukleotidpolymorphismen), der bei einem p-Wert von 0,0006 einen signifikanten
Zusammenhang mit der Erkrankung zeigte. Im Rahmen derselben Studie zeigte sich auch eine
Assoziation anderer Haplotypen, denen allen ein Merkmal mit zwei der SNPs des
signifikanten Haplotypen gemein war und die beiden ersten Exons daraus enthielt (Emamian

et al., 2004).

Unter anderem konnte bei schizophrenen Patienten eine Abnahme von mRNA- und
Proteinspiegel von AKTI in lymphozytiren Zellen und den Gehirnen verstorbener an
Schizophrenie erkrankter Patienten gezeigt werden (Emamian et al., 2004). Interessant ist in
diesem Zusammenhang auch der Einfluss von gegen schizophrene und bipolare Erkrankungen
verwendeten Medikamenten auf AKT-Kinasen. In vivo- und in vitro-Studien zeigten unter
anderem eine Verstirkung der AKT-Signalwege durch diese Medikamente. (Aubry et al.,
2009, Emamian et al., 2004, Karege et al., 2010, Tan et al., 2008)

In besagten Hirnschnitten wurden verminderte Spiegel an phosphoryliertem GSK38
beobachtet, was wiederum durch einen AKTI1-Mangel bedingt sein kann (Beaulieu, 2012,

Emamian et al., 2004, Karege et al., 2007).

Ein weiterer Hinweis auf einen kausalen Zusammenhang zwischen psychischen
Erkrankungen (wie bipolaren Stérungen und der Schizophrenie) und Verdnderungen im AKT-
GSK3B-Signalweg geben die Gene NRGI1 (Neuroregulin 1), COMT (Catechol-O-
Methyltransferase) und TPH2 (Tryptophan Hydroxylase). Varianten dieser konnen den
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Signalweg beeinflussen und werden in der Literatur als potentielle Suszeptibilitdtsgene der
Schizophrenie und der bipolaren Erkrankungen beschrieben. (Beaulieu, 2007, 2012, Keri et
al., 2010, 2011, Meyer-Lindenberg et al., 2006, Ross et al., 2006, Sei et al., 2010, Serretti und
Mandelli, 2008)

In den letzten zehn Jahren wurden verschiedene SNPs aus AKTI und ihre potentielle
Beteiligung an der Krankheitsentstehung an verschiedenen Bevolkerungsgruppen untersucht,
die teils einen Zusammenhang bestétigten, ihn teils aber auch widerlegten (Bajestan et al.,
2006, Ide et al., 2006, Ikeda et al., 2004, Karege et al., 2010, Norton et al., 2007, Ohtsuki et
al., 2004, Thiselton et al., 2008, Xu et al., 2007).

Thiselton et al. untersuchten 2008 die Expression von AKT1-mRNA postmortaler Proben der
Gehirne von Personen, die an Schizophrenie oder bipolaren Storungen erkrankt waren und
gesunder Kontrollpersonen. Sie beschrieben niedrigere RNA-Spiegel im prafrontalen Kortex
von Schizorphrenie betroffener Personen. Thiselton et al. vermuteten, dass einzelne
Haplotypen am 5’ Ende von AKT1 mit der Schizophrenie assoziiert seien.

Einen Uberblick iiber Studien, die Polymorphismen im AKT1-Gen untersuchten gibt Tabelle
13 (s. Abschnitt 6.2).

Karege et al. beschrieben 2010 nach der Untersuchung von sechs SNPs und der Messung von
AKT1 und AKT2-Proteinspiegeln, dass AKT1 sowohl mit der Schizophrenie als auch mit
bipolaren Stérungen in Zusammenhang steht.

Die Arbeitsgruppe um Schwab et al. (2005) untersuchte in einer Geschwister-Studie (Sib-
Pair-Study) in Deutschland 79 Familien in Bezug auf eine Assoziation von sieben mit der
Erkrankung in Verbindung gebrachten SNPs. Hierbei erwiesen sich einzelne Marker und
multilokale Haplotypen als signifikant. Eine deutliche Assoziation mit rs3730358 und
rs3730358 beeinhaltenden Haplotypen des AKT1-Gens wurde bestdtigt. Diese befanden sich
alle im gleichen Bereich des Gens wie in den Untersuchungen von Emamian et al. (2004) (s.
Tab. 13).

Bajestan et al. untersuchten 2006 fiinf SNPs iranischer Probanden und zeigten hierbei einen
Haplotyp, der signifikant hdufiger bei an Schizophrenie erkrankten Testpersonen vorkam.

In einer Untersuchung chinesischer Schizophreniekranker wurde ein positiver Zusammenhang
mit r$s2803300 sowohl bei early-onset- als auch bei late-onset-Manifestationen gezeigt (Xu et
al., 2007).

Fall-Kontroll-Studien an Japanischen Patienten von lkeda et al. 2004 ergaben einen

Assoziation des rs2494732- und rs2494732-beeinhaltenten Haplotypen des AKT1-Gens, aber
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nicht von rs3730358, wohingegen Untersuchungen von Ohtsuki et al (2004) und Ide et al.
(2006) an einer vergleichbaren Bevolkerungsgruppe diesen Zusammenhang nicht bestétigen
konnten. Ide et al. berichteten 2006 sowohl {iber genetische als auch iiber
Proteinexpressionsanalysen. Hierbei war keine Replizierbarkeit verdnderter AKT-Spiegel in
Lymphozyten japanischer Patienten gegeben und auch Analysen von GSK38 in den Gehirnen
und Lymphozyten Betroffener konnten die Ergebnisse von Emamian et al. (2004) nicht
bestitigen. Ebenfalls konnte keine Assoziation der fiinf erstuntersuchten SNPs in einer Studie
der taiwanesischen Bevolkerung durch Liu et al. (2006) gezeigt werden.

Norton et al. 2007 schlussfolgerten nach der Untersuchung von zehn SNPs, allein oder in
Form von Haplotypen, an 673 Schizophrenierkrankten und 716 Kontrollen, dass allenfalls ein

sehr schwacher Zusammenhang zwischen AKT1 und dem Risiko zu erkranken besteht.

2.3.1 Fetale Hypoxie und AKTI in der Schizophrenie

Das Auftreten perinataler Komplikationen ist im Vergleich zur Gesamtbevolkerung bei
Schizophrenieerkrankten héher (Joo et al., 2009, O’Callaghan, 1992, Preti et al., 2000).
Ernsthafte geburtsassoziierte Schwierigkeiten scheinen iiber den dadurch bedingten
Sauerstoffmangel und tiiber Wechselwirkungen mit genetischen Faktoren das
Erkrankungsrisiko zu erh6hen (Cannon et al., 2000, 2002, O’Callaghan et al., 1992, Schmidt-
Kastner et al., 2006).

Vor allem die entstechende Hypoxie und eventuell die dadurch bedingte Induktion
apoptotischer Vorgédnge trigt zu Entwicklungsstorungen und damit zu Dysfunktionen des
fetalen Gehirns bei. Etwa die Hilfte der Gene, die mit der Schizophrenieentstehung in
Verbindung gebracht werden, scheint mit Ischdmie und Hypoxie in Zusammenhang zu stehen.
(Kietzmann et al., 2001, Schmidt-Kastner et al., 2006, Zhu et al., 2006)

In einer 2009 verdffentlichten Assoziationsstudie von Joo et al. wurde untersucht, ob sieben
SNPs des AKTI1-Gens Einfluss auf geburtshilfliche Komplikationen bei schizophrenen
Patienten hatten. Joo et al. (2009) beschéftigten sich mit der Untersuchung von {iber hundert
koreanischen erkrankten Patienten beiden Geschlechts mit nach DSM-IV gestellter Diagnose.
Hierbei wurde fremdanamnestisch retrospektiv der Aspekt der geburtshilflichen
Komplikationen erfragt, der in fritheren Studien einen Risikofaktor fiir die Erkrankung
darstellte.

Dieser Risikofaktor wurde mit Hilfe der Lewis-Skala klassifiziert, welche unter anderem

Blutgruppenunvertriglichkeiten, Infektionen mit Roteln und Syphilis, schwangerschafts-
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assoziierten Bluthochdruck, perinatale Blutungen und Entbindungsart erfasst (Joo et al.,
2009).

In der Gesamtschau war kein Zusammenhang erkennbar, jedoch wurde eine Assoziation
zwischen den SNPs rs2498804 und rs1130233 und geburtshilflichen Komplikationen fiir
weibliche Schizophreniepatienten gezeigt. Die Tatsache, dass dieses Ergebnis nur bei den
weiblichen Probanden zu beobachten war, ldsst geschlechtsspezifische Unterschiede bei durch
Sauerstoffmangel bedingten Hirnschiddigungen vermuten. (Joo et al., 2009, Zhu et al., 2006)
Die Studie von Nicodemus et al. (2008) zeigt die Wechselwirkung zwischen ernsthaften
perinatalen Komplikationen und sauerstoffmangelbedingt gefilexprimierten Genen in Bezug
auf die Schizophrenieentstehung auf. Hierbei konnte ein signifikanter Zusammenhang fiir die
Gene AKTI1, BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor), GRM (Glutamate Receptor
Metabotrophic) und DTNBP1 (Dystrobrevin Binding Protein 1) mit entsprechenden
Umweltfaktoren gezeigt werden (Joo et al., 2009, Nicodemus et al., 2008).

Des Weiteren wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine reduzierte Aktivitit im PI3K/AKT-
Signalweg das Gehirn anfilliger fiir virale Infektionen, Sauerstoffmangel und perinatale

Infektionen macht (Kalkman, 2006, Joo et al., 2009).

2.3.2 AKTI-Expression in spezifischen Hirnregionen

Als die zwei Gehirnregionen mit dem grofften dtiopathogenetischen Zusammenhang zur
Schizophrenie werden in der Literatur der Priafrontale Kortex und der Hippokampus genannt
(Balu et al., 2012, Harrison, 2004, Lewis und Gonzales-Burgos, 2008) (s. Abb. 7).

Wihrend die physiologischen Funktionen des Hippokampus in der konditionierten Angst und
dem assoziativen Lernen liegen, erfiillt der Prafrontale Kortex emotionale und regulatorische
Aufgaben. Beide Bereiche gehoren zum limbischen System und haben enge Verbindungen zu
den Amygdala (Mahan und Ressler, 2012) (s. Abb. 7).

Eine Untersuchung von Tan et al. (2008) zeigte eine genetische Variante im AKT1-Gen, die
die Proteinexpression in menschlichen B-Lymphoblasten und einige im Zusammenhang mit
dem dopaminergen Signaltransduktionssystem stehenden Messparameter beziehungsweise
Charakteristika des Gehirns beeinflusste, so zum Beispiel Morphologie, Physiologie und
kognitive Funktionen des Prédfrontalen Bereichs. Weiter kam es zu Funktionsdnderungen der
Catechol-O-Methyltransferase und hierdurch zu Modifikationen im Dopaminsystem. Diese
Abweichung ging mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko fiir Schizophrenie einher. (Tan et al.,

2008)
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Glykogensynthasekinase-3-Isoformen gehdren zu den gut untersuchten Substraten von AKT
(Beaulieu, 2012). Kozlovsky et al. vermuteten 2002, dass eine reduzierte GSK38-Aktivitdt zur
Krankheitsentstehung beitragen konnte, da postmortale Gehirne reduzierte GSK38- und AKT-
Proteinspiegel aufwiesen. Diese reduzierten GSK3B-Spiegel konnten in den Untersuchungen
von Beasley et al. (2002) allerdings nicht bestédtigt werden. Nach Vadlakonda et al. (2013)
besteht auch die Mdglichkeit, dass AKT-Kinasen unabhdngig von PI3K aktiviert werden.
Dies konnte einen Nutzen im Rahmen didtetischer Einschrinkungen mit sich bringen, bei
denen die Signalgebung via Insulin/Insulin Growth Factor verandert ist (Vadlakonda et al.,

2013a).

Gyrus cinguli Thalamus

Hippokampus

Kleinhirn

Abbildung 7: schematische Darstellung der Lage einzelner Gehirnteile (modifiziert nach
Mahan und Ressler, 2012)

2.3.2.1 AKTI im Praefrontalen Kortex

Eine Vielzahl von in vivo-Analysen und postmortalen Untersuchungen ldsst vermuten, dass
der Prifrontale Kortex eine entscheidende Rolle in der Schizophrenieentwicklung spielt
(Barch et al., 2001, Bunney und Bunney, 2000, Davis et al., 2003, Goldman-Rakic und
Selemon, 1997, Mirnics, 2001).

Betroffene zeigen teils charakteristische kognitive Beeintrachtigungen verschiedener Art und
unterschiedlichen AusmaBes, zum Beispiel im Bereich des Arbeitsgeddchnisses (Arnsten und

Li, 2005, Castner et al., 2004, Green et al., 2004, Lai et al., 2006).
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In einem tierexperimentellen Ansatz von Lai, et al. wurde im Jahr 2006 untersucht, ob ein
Mangel an AKT1 morphologische und funktionelle Verdnderungen im Prifrontalen Kortex
(PFC) bedingte. Es wurde aufgezeigt, dass sich die Expression entsprechender Gene, die
synaptische Aktivitdten, neuronale Entwicklung, Myelinisierung und Aktinpolymerisierung
kontrollieren und die Struktur von Neuronen verdnderte (Jaworski et al., 2005, Qin et al.,
2005, Scheid und Woodgett, 2001, Tolias et al., 2005, Wang et al., 2003).

In Verhaltensanalysen wurde festgestellt, dass sich die Méuse, die einen AKTI-Mangel
aufwiesen, kognitive PFC-abhingige Aufgaben normal aneigneten. Jedoch lieen die
Ergebnisse vermuten, dass es zur abnormalen Speicherung im Arbeitsgeddchnis unter
neurochemischer Anregung von Transmittersystemen kam. In fritheren Untersuchungen
wurde gezeigt, das die ZNS-Systeme, die das Arbeitsgedidchnis steuern (zum Beispiel PFC)
sehr sensibel auf Anderungen des neurochemischen Milieus reagieren. Diese Modifikationen
des Mikromileus konnen durch genetische und umweltbedingte Regulatoren bedingt sein.
(Green et al., 2004, Lai et al., 2006, Robbins, 2000)

So konnte sich, ausgelost durch ein Zuwenig an AKT]1, die Reaktionsfreudigkeit des ZNS in
Bezug auf die Neurotransmitter verdndern. Die AKTI1-Mangelmutante verursachte im
Mausmodell Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Wechselwirkungen, die die Funktion des
Prifrontalen Kortex veridnderten und korrelierte entsprechend in klinischen Studien mit dem

Krankheitsrisiko und der Schwere der klinischen Symptome. (Lai et al., 2006)

2.3.2.2 AKTI im Hippokampus

Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Schizophrenie und hippokampalen
Veranderungen lieferten Ergebnisse postmortaler Gehirnuntersuchungen. Hier zeigten
Schizophreniepatienten deutlich verringerte Mengen an phosphoryliertem AKT in den hildren
Neuronen des Gyrus dentatus und des Hippokampus (Balu et al.,, 2012). In der
entsprechenden Studie wurde an AKT]I-defizienten (knockout) Miusen die Beziehung
zwischen dem Gen und Funktionen des Hippokampus untersucht, die teils mit schizophrenen
Symptomen assoziiert schienen. Eine AKTI-Defizienz fiihrte zu einer beeintrachtigten
proliferativen Kompetenz von hippokampalen Vorldufern. Im Hipokampus befinden sich
einige der wenigen Gehirnregionen, die lebenslang Neuronen bilden kénnen. Diese Fahigkeit
ist essentiell flir die Neuroplastizitét. (Balu et al., 2012, Balu und Lucki, 2009)

Eine  funktionierende  hippokampale = Neurogenese scheint ~ Grundlage  der
Langzeitpotenzierung zu sein (Balu et al., 2012, Saxe et al., 2006). Die AKT1-Mangelvariante
beeintrachtigte die Langzeitpotenzierung, da diese eine Aktivierung des PI3K/AKT-
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Signalweges voraussetzte (Balu et al., 2012). Die Ergebnisse weisen auf einen
Zusammenhang zwischen diesem Teil des Gehirns und der Neuroplastizitdt allgemein hin.
Die knockout-Tiere zeigten auch Verdnderungen in kontextabhéngiger Furcht und dem Abruf
von rdumlichem Lernen und Denken, der Prapulsinhibition (Hemmung der physiologischen
Folge-Schreckreaktion durch einen vorhergegangenen Reiz). Eine solche Verdnderung der
akustischen Schreckreaktion wurde als charakteristisch fiir die Schizophrenie beschrieben

(Balu et al., 2012, Wittchen und Hoyer, 2011).

2.3.4 Medikamentose Beeinflussung

Fiir einige psychoaktive Medikamente wurde gezeigt, dass sie in den AKT-GSK3-Signalweg
eingreifen. SSRI (Selective Serotonin Reuptake Inhibitors) und MAO-Hemmer
(Monoaminooxidasehemmer) hemmen in vivo GSK3-Isoformen, indem sie die synaptische
Transmission von 5-HAT (5-Hydroxytryptamin, Serotonin) erhohen (Beaulieu et al., 2009, Li
et al., 2004, Li und He, 2007).

Im Gegensatz dazu wird die hemmende Phosphorylierung von GSK3B durch erhohte
Dopamintransmission, etwa als Reaktion auf die Gabe von Amphetaminen, reduziert
(Beaulieu, 2007, Beaulieu et al., 2004, Polter et al., 2010).

Lithium greift am AKT/GSK3B-Signalweg an und auch andere Medikamente, die
standardmafig in der Schizophreniebehandlung eingesetzt werden, wie Haloperidol, férdern
in vivo die AKT-Signalgebung (Balu et al., 2012, Emamian et al., 2004).

Fir langfristig mit Haloperidol behandelte Méuse wurde beschrieben, dass klassische
Antipsychotika D2-Rezeptoren blockieren und so unter anderem die Hemmung von AKT und
damit die Aktivierung von GSK3-Isoformen verhindern (Beaulieu, 2012, Emamian et al.,

2004).
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3. FRAGESTELLUNG

Bisher konnten die genauen é&tiopathogenetischen Faktoren der Schizophrenie noch nicht
aufgekldrt werden. Sicher scheint jedoch eine nicht unerhebliche Beteiligung genetischer
Ursachen, die neben den Umweltfaktoren das Risiko einer Erkrankung erhdhen. In den
vergangenen Jahren wurden im Rahmen der Schizophrenieforschung viele Abschnitte des
Genoms untersucht und neue Erkenntnisse gewonnen. Hierzu scheinen vor allem Fall-
Kontroll-Assoziationsstudien geeignet, da sie im Stande sind sehr selektiv Gene zu
detektieren, die moglicherweise das Erkrankungsrisiko auch nur in einem geringen Ausmaf
erhohen. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit dem potentiellen Einfluss von sechs
SNPs des Gens AKTI auf ein moglicherweise erhohtes Erkrankungsrisiko. Das AKT1-Gen
liegt auf Bande q32 des Chromosoms 14. Eine Kopplung dieses Bereichs mit einem erhohten
Risiko zu erkranken wurde in mehreren Assoziationsstudien nachgewiesen, die
unterschiedliche SNPs an Testgruppen verschiedener ethnischer Zugehorigkeit iiberpriiften.
Diese ergaben teils differierende Ergebnisse, lieferten jedoch zu einem Grof3teil Hinweise auf
einen Zusammenhang zwischen der Schizophrenie und AKT]I.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden sechs Varianten (rs1132975, rs2494732,
rs1130233, rs3730358, rs2494743 und rs24947) an einer kaukasischen Stichprobe, bestehend
aus 1386 Kontrollpersonen und 513 an Schizophrenie erkrankten Patienten mittels iPLEX
genotypisiert und im Hinblick auf eine Assoziation iiberpriift, da bisherige
Veroffentlichungen widerspriichliche Resultate ergaben. Es wurden Genotyp- und

Allelfrequenzen verglichen.
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4. MATERIAL UND METHODEN
4.1 Voraussetzungen zur Studienteilnahme

Alle untersuchten Personen erklérten sich freiwillig bereit, an der Erhebung der Daten und der
Durchfiihrung der Analysen teilzunehmen. Im Vorfeld war das Studiendesign durch die lokale
Ethikkommission gepriift und zugelassen worden. Jeder Teilnehmer wurde zu Beginn in
einem personlichen Gesprach ausfiihrlich tliber die Intention, das Prinzip und die
Durchfiihrung der Untersuchungen aufgekldart. Das Einverstindnis wurde schriftlich
dokumentiert und war jederzeit ohne die Angabe von Griinden widerrufbar. Die Proben und

Daten aller getesteten Personen wurden anonymisiert weiterverarbeitet.

4.2 Gewinnung der Daten

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen einer Assoziationsstudie zur Untersuchung
der Auswirkung diverser genetischer Verdnderungen an der Klinik flir Psychiatrie und
Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen in der Arbeitsgruppe fiir
Molekulare und Klinische Neurobiologie von Prof. Dr. Dan Rujescu durchgefiihrt. 1386
gesunde und 513 erkrankte Testpersonen wurden rekrutiert, anamnestiziert, die klinischen
Befunde ausgewertet und das Material fiir die Blutuntersuchungen gewonnen.

Das eigene Aufgabengebiet wihrend der Mitarbeit in der Arbeitsgruppe, welche sechs
Monate in Vollzeit betrug, umfasste vorrangig die Durchfiihrung der circa vierstiindigen
klinischen Interviews mit etwa 50 der schizophrenen Patienten der Studiengruppe. Neben der
ausfithrlichen Anamnese stand dabei die Erhebung der Positive and Negative Syndrome Scale
for Schizophrenia (PANSS; Kay et al., 1987) im Vordergrund. Diese Befunde flossen mit den
durch andere Doktoranden gewonnenen Daten zusammen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
auch auf Daten dieses Fonds zum Beispiel in Bezug auf die Angaben zu den als Kontrollen
verwendeten Testpersonen zugegriffen. Dariiber hinaus gehdrte es zu den Aufgaben, weitere
Patienten telefonisch zu rekrutieren und aufzuklédren, die gewonnenen Daten zu digitalisieren
und die bestehenden Datenbanken zu aktualisieren und auszuwerten.

Die standardisierte Befragung des einzelnen Patienten erstreckte sich jeweils iiber etwa 240
Minuten. In diesem Rahmen wurde nach dem Schema von SKID1 und SKID2 (strukturiertes
klinisches Interview nach DSM-IV) und der PANSS vorgegangen (First et al., 1996, 1997,
Fydrich et al., 1997, Kay et al., 1987, Wittchen et al., 1997). Diese stellen halbstrukturierte
klinische Befragungen mit grofer Reliabilitit dar (Segal et al., 1994, Skre et al., 1991).
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Die gewonnenen Proben wurden im Rahmen der im Folgenden beschriebenen Laborverfahren

verarbeitet.

4.3 Studienteilnehmer

Untersucht wurde ein Gesamtkollektiv von 970 méannlichen und 929 weiblichen Personen,
513 davon waren an Schizophrenie erkrankt, 1386 gesund. Das Durchschnittsalter lag bei
44+/-15 Jahren. 540 Personen hatten einen niedrigen, 609 einen mittleren und 750 einen

hohen Bildunggrad. Eine genauere Aufschliisselung zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6: Gegeniiberstellung der Charakteristika der Studienteilnehmer

Schizophrenie Kontrolle Gesamt
Alter (a) 37,7+/-11,4 46,4+/-15,7 44,0+/-15,1
Mittelwert+/-
Standart-
abweichung
Geschlecht M 334 W 179 M 636 W 750 M W
970 929

Bildungsgrad  Niedrig Mittel Hoch Niedrig Mittel Hoch Niedrig Mittel Hoch
224 139 150 316 470 600 540 609 750

n (gesamt) 513 1386 1899

Der jiingste Proband war 18, der dlteste 79 Jahre alt. Die Klassifikation des Bildungsgrades
erfolgte nach dem hochsterreichten Schulabschluss der Probanden. (Zuordnungen:
niedrig=Hauptschulabschluss, —mittel=Realschulabschluss, hoch=Abitur). m=mdnnlich,
w=weiblich

4.3.1 Kontrollen

Um die Ergebnisse aus den Untersuchungen an Schizophrenie erkrankter Patienten mit einem
Kontrollkollektiv zu vergleichen, war es ndtig eine Gruppe ausreichender Fallzahl zu
rekrutieren. Diese setzte sich aus deutschstimmigen Kontrollpersonen beiden Geschlechts
(45,9% m, 54,1% w) mit blander psychiatrischer und neurologischer Anamnese in der
Altersgruppe 19-79 Jahre (Durchschnittsalter: 46,4 Jahre) zusammen. Dies geschah
schrittweise mit einer Abfolge von Ausschlussverfahren. Mittels Informationen des
Einwohnermeldeamtes wurden per Zufall Personen aus dem Groffraum Miinchen
angeschrieben, liber Ziele und Inhalte der Studie in Kenntnis gesetzt und um ihre Teilnahme
gebeten. Erkldrten sich diese einverstanden, folgte eine standardisierte telefonische
Befragung, um eine eventuelle neuropsychiatrische Morbiditit der Probanden und ihres
erstgradig verwandten familidren Umfeldes abzukldren. Bei weiterhin unauffilliger
Krankengeschichte und dem Fehlen weiterer Ausschlusskriterien wie zum Beispiel
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Suizidalitdit oder einer bestehenden Suchtanamnese wurde eine zweigeteilte schriftliche
Anamnese durchgefiihrt. Hierbei wurden personenbezogene biographische Allgemeindaten
wie Lebenslauf, ethnische Zugehorigkeit, geburtshilfliche Komplikationen und privates sowie
berufliches Umfeld abgefragt. Dariiber hinaus wurde noch einmal eigen- und
familienanamnestisch explizit auf Vorerkrankungen korperlicher wie psychischer Art
eingegangen. Von iibergeordnetem Interesse hierbei waren Suchterkrankungen, Suizidalitét,
Panik- und Angststorungen, affektive Storungen und Krankheitsbilder aus der Gruppe der
Schizophrenie sowie deren stationidre wie ambulante Behandlung in der Vergangenheit.

Im Anschluss hieran wurde die standardisiere personliche Befragung der Testpersonen mittels
Achse 1 und 2 des SKID vor Ort in der Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie
durchgefiihrt (Fydrich et al., 1997, Wittchen et al., 1996, 1997). Uber die Achse 4 konnen
psychosoziale Belastungsfaktoren erfasst und iiber Achse 5 das globale Funktionsniveau
analysiert werden. Im Anschluss daran wurden anhand des FHAM (Family History
Assessment Module) psychiatrische Krankheitentitidten erstgradig Verwandter des Probanden
abgefragt (Rice et all., 1995).

Der néchste Schritt war die Durchfiihrung einer strukturieren Befragung mit Hilfe des LEBI
(Leibziger Ereignis- und Belastungsinventar) (Richter und Guhtke, 1996).

Eine positive psychiatrische oder neurologische Familien- sowie Eigenanamnese und das
Vorhandensein relevanter kritischer Lebensereignisse (Storungen von Achse eins oder zwei
lifetime) fiihrten zum Ausschluss aus der Studie ebenso wie kognitive Einschrankungen (bei
Patienten {iber 60 Jahre Mini Mental Status<26; IQ<80 im HAWIE-R) (Hamburg-Wechsler-
Intelligenztest fiir Erwachsene, revidierte Form), und eine Riicknahme der Einwilligung.

Nach Durchfiihrung aller oben beschriebenen Schritte und damit der Erfiillung aller

Einschlusskriterien bestanden keine Einwande gegen eine Teilnahme an der Studie.

4.3.2 Erkrankte Studienteilnehmer

Die Studiengruppe an Schizophrenie erkrankter Personen kaukasischer Abstammung wurde
aus dem Patientenkollektiv der Psychiatrischen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen und umliegender Krankenhduser rekrutiert. Auch diese wurden telefonisch
kontaktiert, iiber Ziele und Prinzipien der Studie informiert und um eine Teilnahme an der
Untersuchung gebeten. Hier waren ebenfalls alle Zustimmungen auf freiwilliger Basis.
Bedingung fiir eine Teilnahme war dariiber hinaus ein aktuell weitgehend stabiler Zustand im
Rahmen einer sicher diagnostizierten Schizophrenie. So war es notwendig, im Vorfeld sowohl

andersartige  psychiatrische = Storungen wie schizoaffektive Erkrankungen, durch
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Suchterkrankungen bedingte Psychosen und auch internistische, neurologische, chirurgische
und infektiose Kausalitdtszusammenhinge auszuschlieBen. Erfiillten die Erkrankten diese
Vorausetzungen wurde im Rahmen eines personlichen Gespriachs in der Klinik oder in der
hiuslichen Umgebung des Patienten eine zweigeteilte standardisierte diagnostische Befragung
durchgefiihrt. Wie auch in der Kontrollgruppe wurden hierbei ein mogliches Suchtverhalten,
die aktuelle Lebenssituation, biographische Eckpunkte, auffélliges Verhalten, belastende
Lebensereignisse und sozialer Hintergrund erfragt. Es war wichtig die Krankengeschichte
inklusive fritherer Diagnosen und bisheriger Therapien des Patienten sowie seiner
Familienangehorigen bis zum dritten Grad zu dokumentierten.

Wie bei der Kontrollgruppe wurde im Anschluss dieser Anamnese ein Interview nach SKID1
durchgefiihrt und auf diesem Wege die Diagnose der Schizophrenie nochmals gepriift. Es
bestand dadurch die Moglichkeit, die Krankheitsform des Patienten bezogen auf Verlauf,
Erstmanifestation, Subtyp, Verschlechterungen in der Krankheitsgeschichte, Verlaufsmuster,
Frequenz, Schweregrad, Begleiterkrankungen, Prodromal- und Residualzustinde genauer zu
charakterisieren. Leistungsfahigkeit, Anpassung und Funktionsstand des Patienten wurden mit
Hilfe der GAS (Global Assessment Scale, Achse 5 des DSM-1V) eingeschitzt, die Patienten
wurden gezielt nach Beeintrachtigungen im sozialen und beruflichen Umfeld gefragt und
bezogen auf ihre allgemeine Leistungsfahigkeit mit einem Wert zwischen null und hundert
Punkten bewertet. So wurde versucht den individuellen Stand des betroffenen Einzelnen
zwischen voller Gesundheit und maximaler Krankheitsausprigung einzuschitzen, indem
einerseits der aktuelle Status, andererseits die schlechteste Phase im Krankheitsverlauf
miteinbezogen wurde (Endicott et al., 1976). Insgesamt wurden so 513 von Schizophrenie
betroffene kaukasische Personen im Alter von 18 bis 70 Jahren (Durchschnitt 37,73 Jahre)

eingeschlossen, wovon 65,11% ménnlich und 34,89% weiblich waren.

4.4 Laborverfahren

Alle beschriebenen labortechnischen Untersuchungen wurden nach bestehenden Protokollen
in der Sektion fiir Molekulare und Klinische Neurobiologie der LMU Miinchen ausgefiihrt.
Die verwendeten Materialien sind inklusive ithrer Anwendung und ihrer Bezugsquelle in der

Tabelle 7 aufgelistet.
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4.4.1 Bezugsquellen der verwendeten Materialen und Gerdite

Tabelle 7: Aufstellung der verwendeten Materialien und Gerdten

Bezugsquellen und ihrem Verwendungszweck

DNA-Extraktion

inklusive

Bezeichnung

Funktion/Verwendung

Bezugsquelle

EDTA Monovette

Gewinnung der Blutproben,
DNA-Extraktion

Sarstedt, Deutschland

PBS-Puffer, phosphate buffered Resuspendierung, Verdiinnung,

saline

DNA -Extraktion

Carl Roth, Deutschland

Qia Amp DNA blood Maxi Kit Pufferung/

Reinigung, DNA-Extraktion

Qiagen, Deutschland

Ethanol Rotipuran >99,8% p.a.

Hydrathiillenentfernung DNA,
DNA-Extraktion

Carl Roth, Deutschland

Universell eingesetzte Gerdte und Materialien

Bezeichnung Funktion/Verwendung Bezugsquelle

Explorer; Waage Ohaus Corporation, USA;

Precisa 5804 PRECISA Instruments AG,
Schweiz

Janus automated workstation  Pipettierroboter Perkin Emer, USA

Konische PP-R6hrchen, 50ml

Zentrifugation, DNA-
Konzentrationsbestimmung,
Eluatsammlung

Sarstedt, Deutschland

'Vortex Genie

Mischung, Vortexen

Scientific Industries, USA

TRIS-EDTA

Verdiinnung

Sigma-Aldrich, USA

Wallac 1420 Workstation
Software
Optiplex GX620 Pentium 4HT

Steuerrechner fiir
Pippetierroboter

Perkin Elmer, USA;
Dell, Deutschland

WB14

Wasserbad, Inkubation

Memmert
Deutschland

ihrer
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iPLEX/PCR

Bezeichnung Funktion/Verwendung Bezugsquelle

iPLEX Buffer Plus Extension Sequenom, USA

iPLEX Enzyme

iPLEX Termination Mix

Clean Resin; Entsalzung Sequenom, USA

Dimple Plates

Gene Amp PCR System 9700  Durchfithrung PCR und allen  Applied
weiteren spezifischen Biosystems, life
Heizschritten Technologies,

Deutschland
Multimek Pipettierroboter Pipettierroboter Beckmann Coulter, USA
MassARRAY Nanodispenser ~ Ubertragung des Sequenom, USA

Extensionsprodukts auf
MALDI-Probentriager

Thermo Fast 384 well plate

384er Mikrotiterplatten fiir PCR Abgene, Deutschland

dANTP Mix (je 500nM) PCR Abgene, Deutschland
SpectroChips Probentrager Sequenom, USA
Microlab 4000 Pipettierroboter Hamilton, USA

Shrimp alkaline phosphate SAP; SAP-Behandlung

SAP-Puffer

Sequenom, USA
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MALDI-TOF

Bezeichnung Funktion/Verwendung Bezugsquelle

Autoflex Massenspektrometer MALDI-TOF Bruker Daltonics, Deutschland
FlexControl MALDI-TOF Bruker Daltonics, Deutschland

MassArray MALDI-TOF MS ~ Massenbestimmung

Sequenom, USA

MNL 200 Stickstofflaser MALDI-TOF LTB Laser Technik,
Deutschland
Nitrogen Generator Stickstoff fiir Laser Parker Balston, England

3 Point Calibrand Massenspektrenkalibrierung

Sequenom, USA

RT Workstation 3.4, Chiplinker Verlinkung Daten

Sequenom, USA

Software

Spectro Aquire 3.3.1.3 Steuerung MALDI Sequenom, USA
Spectro CHIP bioarray Siliziumchip fiir MALDI Sequenom, USA
SpectroTarget Trager fiir chips Sequenom, USA
TYPER Analyzer 3.3.0 MALDI-TOF Sequenom, USA

DNA-Konzentrationsbestimmung

Bezeichnung Funktion/Verwendung

Bezugsquelle

Human genomic DNA
100 ng/ pl

Verdiinnung

Clontech, USA

Flat Bootom Plate Black 96 wellDNS-Vorlage

Greiner, Deutschland

Quant iT PicoGreen dsDNA
reagent

DNS-Fluoreszenzmessung

Invitrogen, Deutschland

Victor 3 Multilabel Counter Fluoreszenmessgerit, DNA-

Konzentrationsbestimmung

Perkin Elmer, USA
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4.4.2 Vorbereitung der Blutproben

Die Grundlage der Analysen bildeten die entnommenen vendsen Vollblutproben. Sie wurden
zu Anonymisierungszwecken kodiert. In den gerinnungshemmenden EDTA-Monovetten
wurden 7ml Vollblut bei 3000 Umdrehungen/Minute fiir insgesamt 10 Minuten zentrifugiert.
Der Plasmaiiberstand wurde abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
gelagert. Der abzentrifugierte Blutkuchen wurde mit einfach PBS aufgeschwemmt und auf ein

Volumen von 10ml aufgefiillt.

4.4.3 DNA-Extraktion und Konzentrationsbestimmung

Um die DNA mittels PCR zu vervielfiltigen und das iPLEX-Verfahren anzuwenden, war es
eine Voraussetzung, sie im Vorfeld zu isolieren, das heift sie von anderen Bestandteilen wie
Nukleasen, Proteinen und RNA abzutrennen. Angewandt wurde hierfiir der QIAmp DNA
Blood Maxi Kit nach dazugehdrigem Extraktionsprotokoll, bei dem mittels des chaotropen
Guanidiumhydrochlorid-Puffers AL Proteine denaturiert werden (Qiagen, 2005). Die DNA-
Hydrathiille wurde durch Zugabe von Ethanol entfernt, die DNA danach an eine Membran
gebunden, gereinigt und im Anschluss von der Membran eluiert. Diese Schritte werden im
Folgenden genauer erkliart. Nach Zugabe von 500ul Qiagen-Protease und 12ml Puffer AL
wurde die vorbereitete Blutmischung eine Minute lang auf einem Vortexer gemischt. Es
folgte eine halbstiindige Inkubation der Mischung im Wasserbad (70°C). Nach der
anschlieBenden Zugabe von Ethanol (10ml, >99%) wurde die Probe noch einmal zwei
Minuten lang mit dem Vortexer gemischt, auf die Sdule gegeben und drei Minuten lang bei
3000 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Die Reinigung der an die Silikonmatrix gebundenen
DNA von RNA und Proteinen beruht auf dem Prinzip, das diese im Gegensatz zu der DNA
im gegebenen sauren Milieu nicht an der Membran gehalten werden und sich weiterhin geldst
im verworfenen Filtrat befinden. Weiter wurden die Waschpuffer AW1 (5ml; Wirkung gegen
RNA- und Proteinkontaminationen) und AW2 (5ml; Guanidiumhydrochlorid wird
ausgewaschen) zugegeben. Zwischen den Waschgingen wurde die Probe zwei Minuten und
im Anschluss daran 15 Minuten lang mit 4000 bis 5000 Umdrehungen/Minute zentrifugiert.
Durch die anschlieBende Zugabe des basischen Puffers AE (1,5ml; pH>9) und Inkubation fiir
fiinf Minuten bei Raumtemperatur gefolgt von einer Zentrifugation (5000
Umdrehungen/Minute fiir zwei Minuten) kam es zu Elution der DNA von der Membran, da

diese nun im basischen Milieu nicht mehr fest an der Silicaoberfliche band. Im Anschluss
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daran wurde die Probe, in der die DNA nun in einer Konzentration zwischen 50 und 150ng/ul
vorlag, in Mikroschraubréhrchen (2,0ml) bis zur Weiterverarbeitung im Tiefkiihlschrank
(-80°C) aufbewabhrt.

Der erste Schritt der sich anschlieBenden Konzentrationsbestimmung war die Herstellung
einer Standardverdiinnungsreihe. Hierbei wird, ausgehend von der bekannten
Konzentrationen einer humanen genomischen DNA (Clontech), mit destilliertem Wasser eine
1:2 Verdiinnungsreihe aus acht Punkten hergestellt (100ng/ul, 50ng/ul, 25ng/ul, 12,5ng/pl,
6,25ng/ul, 3,125 ng/ul, 1,562ng/ul, Ong/ul).

Sul der Proben-DNA unbekannter Konzentration wurde unter Zugabe von 45ul destilliertem
autoklaviertem H,0 (1:10) vorverdiinnt, damit ihre Konzentration innerhalb der Standardwerte
der Eichkurve lag.

Mittels des fluoreszierenden, selektiv an doppelstringige dsDNA-bindenden PicoGreen-
Farbstoffs ist es mdglich ausschlielich dsSDNA ab einer Menge von 25pg/ml zu detektieren
selbst wenn sich RNA, ssDNA (Einzelstrang-DNA) oder ungebundene Nukleotide im
Reaktionsgemisch befinden (Invitrogen, 2014).

Der Fluoreszenzfarbstoff wurde gefriergelagert, vor Verwendung 60Minuten bei
Raumtemperatur unter Lichtabschluss erwdrmt und mittels eines Puffers in einem mit
Alufolie umwickelten Gefall verdiinnt (Tris-EDTA; Verhiltnis 1:156). Da es schnell wieder
zu einem Abfall der Fluoreszenz kommt, ist es wichtig diese sofort bei minimalem
Lichteinfall zu messen.

Die nachfolgenden Verarbeitungsschritte fiihrte die Janus Automatet Workstation (Perkin
Elmer; USA) automatisch durch. Je 5ul der Standardverdiinnungsreihe wurden in Duplikaten
auf eine schwarze 96well-Messplatte mit flachem Boden in die ersten beiden Reihen (A1-H1
und A2-H2) pipettiert, die restliche Platte (A3-H12) mit Duplikaten aus je Sul der
vorverdiinnten Proben-DNA aufgefiillt.

Zur Konzentrationsmessung wurde nun das PicoGreen-Reagenz zugegeben (145ul/well,
Konzentration 1:200). Die Platte wurde nach diesem Bestiickungsverfahren in das Messgerit
transportiert (Victor3 Multilabel Counter 1420) und dort eine halbe Minute lang in
Doppelelipsen geschiittelt. Um die DNA-Konzentration zu analysieren, muss das
Fluoreszenzreagenz angeregt werden. Dies geschah mit einer Wellenldinge von 485nm, die
Emission lag bei 535nm. Die Messung und die anschlieBende Berechnung der Konzentration
erfolgten computergestiitzt (Wallac 1420 Workstation).

Die Menge des ausgesandten Lichts des Farbstoffs verhdlt sich zur DNA-Menge direkt

proportional und kann dariiber berechnet werden. Die Standardverdiinnungsreihe bildet eine
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Kurve, anhand derer die unbekannten DNA-Konzentrationen abgelesen werden konnen.
Nachdem die Konzentrationen so bestimmt worden waren, wurden sie automatisch mittels
eines Pipettierroboters an die Konzentration von 50ng/ul angepasst.

Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung im  Rahmen  der

Hochdurchsatzgenotypisierung bei -80°C aufbewahrt.

4.5 Genotypisierung

Genotypisiert wurden im Rahmen dieser Dissertation mittels des iPlex-Verfahrens sechs
SNPs des AKTI1-Gens, rs1132975, rs2494732, rs1130233, rs3730358, rs2494743 und
1s2494746.

Tabelle 8: Aufstellung der Charakteristika der untersuchten SNPs

SNP-ID Chromosomale Allele Position/Funktion im/zum
Position (GRCh38) Gen

rs1132975 104755700 C/T 3’Genregion

152494732 104772855 C/T Intron 11

rs1130233 104773557 A/G E242E/ Exon 9

rs3730358 104780070 C/T Intron 3

152494743 104785383 C/T Intron

152494746 104791382 C/G Intron 2

(NCBI, 2014)

Zuerst wurden die den SNP flankierenden DNA-Sequenzen im Multiplexmallstab mittels
konventioneller PCR vervielfaltigt.

Um spezifisch die DNA-Abschnitte von Interesse zu amplifizieren, wurden Primer
angewandt, die in unmittelbarer Ndhe der gesuchten SNPs liegen. Diese wurden um die der
genomischen Sequenz komplemetidre Base verldngert und anschlieBend die molekularen
Massen der allelspezifischen Extensionsprodukte der Primer mittels MassArray MALDI-TOF
MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time Of Flight Massenspektrometer)

bestimmt. So konnten die untersuchten SNP-Allele klar indentifiziert und zugeordnet werden.
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4.5.1 Design des Genotypisierungsassays

Die den entsprechenden SNPs zugeordneten Primer zeigt untenstehende Tabelle.

Tabelle 9: Sequenzen der Primer und die Fragmentlinge pro SNP

SNP-ID Primer 1 Primer 2 Extensionsprimer Fragment-
linge (bp)

rs1132975 ACGTTGGATGAG ACGTTGGATGTTT gTGGGGACTCTGG 114
ACCAAGCGACTC GGGGACTCTGGC CAGGTGAACGAC
CTGTTC AGGTG

152494732  ACGTTGGATGTTT ACGTTGGATGGG ATGGAGGTGTAG 103
CAGGGCTGCTCA  ATGAGGGGATGG CCTG
AGAAG AGGTGT

rs1130233 ACGTTGGATGCA  ACGTTGGATGAC CGGTCCTCGGAG 96
GCTGTTCTTCCAC ACAATCTCAGCG AACACACG
CTGTC CCATAG

1s3730358 ACGTTGGATGCA  ACGTTGGATGTCA CGTAAGTATCCCC 85
ACCCCCCAAATCT ACAACTTCTCTGT TTGGC
GAATC GGCG

rs2494743  ACGTTGGATGGC  ACGTTGGATGAC  cctAGGCCAGCTGA 89
AGTGGATGTATTT ACAACGGAGGCC CCCCACT
CACCC AGCTGA

rs2494746  ACGTTGGATGAG ACGTTGGATGAA tATGGAGAAGGCA 104
CTTCTGGCTCTGC CAAGCAGGGGAC GGATG
TTCC AGCACA

4.5.2 Konventionelle Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion wurde in den 80er Jahren des 20.Jahrhunderts von Kary Mullis
entwickelt (Mullis, 1990, Mullis et al., 1986). Im Rahmen dieses Verfahrens wird in vitro eine
Vielzahl von Kopien eines DNA-Abschnitts selektiv hergestellt. Dieser Vorgang beruht auf
der Fahigkeit des Enzyms DNA-Polymerase ausgehend vom 3’OH-Ende einer vorhandenen
Einzelstrangmatrize einen zweiten dazu komplementiren Strang zu synthetisieren. Um die
Verdopplung an jeder beliebigen Stelle starten zu konnen, sind Primer (synthetische
Oligodesoxynukleotide in Form einer Einzelstrang-DNA mit einer Lidnge 20 bis 30
Nukleotiden) notig. Sie sind komplementér zu einer kurzen Sequenz der Ursprungs-DNA und
setzen das erste Nukleotid. Auf diese Weise stellen sie das bendtigte 5'OH-Ende fiir die

Polymerase.
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Der verwendete PCR-Mastermix enthielt bereits DNA-Polymerase (0,1ul, 5U/ul), Puffer
(0,625ul), MgCl2 (0,1ul, 25mM), eine Primermischung (1,0ul, 500nM) und die

entsprechenden dNTPs (0,1pul, 25mM).

Nach einer initialen Denaturierung bei 95°C fiir fiinf Minuten folgten 45 Zyklen bei einer

Denaturierung von 59°C fiir 20Sekunden, Annealing der Primer bei 56°C fiir 30Sekunden und

Elongation bei 72°C fiir eine Minute. Nach einer abschlieenden Elongation bei 72°C fiir drei

Minuten wurden die Proben auf 12°C heruntergekiihlt.

DNS-Zielsequenz

l Denaturierung, 95°C, 20sec
Schritt 1 zwei Einzelstringe
56 °C, 30sec
Primer
l <
Schritt 2 M Annealing
72°C, 60sec
-ll Taq-Polymerase
& dNTPs
4—

Schritt 3 W DNS-Synthese

e —e

Abbildung 8: Ablauf der PCR

Dephosphorylierung, SAP

Nukleotidbausteine ~ werden im  Uberschuss als ein Gemisch aus

Desoxynukleotidtriphosphaten Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin zugegeben.

den

Eine

mogliche unerwiinschte Folge hieraus ist, dass iiberschiissige Nukleotide im spéteren iPlex-
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Verfahren die Extensionsreaktion storen, indem sie mit den modifizierten Nukleotiden um
den Einbau konkurrieren. Um dies zu vermeiden, wurden die noch freien dNTPs durch
Dephosphorylierung mittels SAP-Behandlung im Sinne einer Zugabe von 1,53ul
autoklaviertem Wasser pro well, 0,3ul SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) und 0,17ul SAP-
Puffer abgefangen. Das Untersuchungsmaterial wurde im Rahmen der Reaktion inkubiert
(37°C, 40min) und das Enzym bei 85°C (10min) inaktiviert. Die Lagerung von PCR-
Produkten fand bei 4°C statt.

4.5.3 iPlex-Extensionsreaktion

Es handelt sich um ein Verfahren zur Einzelbasenextension mit Hilfe von ddNTPs
(Didesoxyribonukleosidtriphosphate). An die DNA-Sequenz von Interesse wird unmittelbar
dem Polymorphismus vorgeschaltet ein Oligonukleotid-Primer angelagert. Im Anschluss
kommt es analog der konventionellen PCR zu einer Verldngerung, allerdings mit dem
Unterschied, dass die Polymerase hier nur eine einzelne Base anhéngt, da die sie wegen der
nicht vorhandenen 3'OH-Gruppe der ddNTPs am Weiterlaufen gehindert wird (Haff und
Smirnov, 1997).

Den Produkten aus der vorangegangenen PCR wird eine iPLEX-Mischung zugesetzt.

Dieser iPlex-Mix enthélt iPlex-Enzyme (0,04pul), Primermix (0,8ul, 7uM 14uM), iPlex-Puffer
(0,2ul), autoklaviertes Wasser (0,76ul) und iPlex Abbruchmix (0,2ul).

Danach lauft die PCR analog zur klassischen Variante automatisiert in einem PCR-Gerit ab.
200 Zyklen werden in nachfolgendem Schema durchgefiihrt: 1. Zyklusschleife (40
Wiederholungen), 2. Zyklusschleife (untergeordnet, fiinf Wiederholungen). Bei den 200
Zyklen bestehen vier von fiinf Zyklen aus Annealing und Elongation, nur jeder flinfte Zyklus

beeinhaltet eine Denaturierung (s. Abb. 9).

Im Anschluss wird das entstandene Produkt entsalzt. Wasser und SpectroClean Resin (3mg)
werden zugesetzt und die Probe wird zentrifugiert (4000 Umdrehungen/Minute, 10min). Es ist
wichtig, den Ionenaustauscher Spectroclean hinzuzufiigen, um kationenbedingte Artefakte in
der Massenspektrometrie zu vermeiden.

Nach Durchfithrung dieser Schritte wurde das Produkt daraus mit dem MassARRAY
Nanodispenser auf 3-HPA-beschichtete 384-Matrix-Siliziumchips (3-Hydroxypicolinsdure)
(SpectroCHIP bioarray) iibertragen.
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Initiale Denaturierung (94°C/30sec)

: 1

-

Extension

80°C/Ss Denaturierung

94°C/30sec

Annealing
52°C/30sec

Letzte Extension (72°C/ 3min)

: 1

Lagerung (4°C)
Abbildung 9: schematische Darstellung des iPlex-Verfahrens. Dicke Pfeile: iibergeordnete
Zyklusschleife, 40mal, diinne Pfeile: untergeornete Zyklusschleife, Smal

4.5.4 Massenspektrometrie

Die vorbereiteten Chips werden nun tber eine Schleuse in das Massenspektrometer
eingebracht. Die matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation (MALDI)-
Massenspekrometrie misst die Masse von Ionen im Hochvakuum. Sie stellt die
weiterentwickelte Form der einfachen Massenspektrometrie dar. Das Prinzip dahinter ist eine
Ionisierung von DNA mittels eines gepulsten Lasers (Impulsdauer: einige Millisekungen). Sie
wird gasformig (Desorption) und im elektrischen Feld beschleunigt. Die Zeit der einfach
geladenen Ionen in der nachgeschalteten feldfreien Strecke (Flugrohr) bis zum Erreichen
eines Detektors wird gemessen und gibt Auskunft {iber das Verhéltnis von Masse zu Ladung.
(Gey, 2015, Gross, 2012, Karas und Hillenkamp, 1988, Schmidt, 2003a)

Da die Extensionsprodukte differerierende Massen aufweisen, kann anhand der in
Abhéngigkeit von der Masse unterschiedlichen Flugdauer auf die angehédngte Base und damit
den Genotypen des SNPs geschlossen werden. Diese wurde unter Zuhilfenahme der TYPER

Analyzer 3.3.0 Software zugeordnet.
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Auswertung/Spektrum

=

Hochvakuum
Tonen in Flugrohr
Gasform
|I- II- Tonenquelle ||- Ionentrennung II‘
Probe Einlass Quelle & Nachweis von Ionen Analysator Detektor

Abbildung 10: schematischer Aufbau eines Massenspektrometers (modifiziert nach Gey,
2015, Schmidt, 2003a)

4.5.5 Qualititssichernde Maffnahmen

Es wurden im Vorfeld einige Kriterien festgelegt, die zum Ausschluss der Werte einzelner
Testpersonen oder SNP-Assays filihrten. Das waren einerseits auftretende klinische
Auffilligkeiten, andererseits laboranalytische Einschrinkungen. Konnten zum Beispiel bei
einem Studienteilnehmer weniger als 80% seiner Genotypen bestimmt werden, wurden seine
Werte nicht in die Studie eingeschlossen, da hier mdglicherweise eine ungeniigende DNA-
Qualitdt zugrunde lag.

Die Effektivitit der einzelnen Assays wurde durch die Errechnung der SNP-Callrate
(prozentualer Anteil aller valider Genotypen aus der Gesamtstichprobe) sichergestellt. Eine
minimale Callrate von 85% war Voraussetzung fiir den Einschluss eines Assays.

Zusammen mit den zu analysierenden DNA-Proben wurde eine CEPH-Hapmap-Probe
(Centre d Etude du Polymophisme Humain) untersucht, deren SNP-Genotypen bekannt sind.
Uber diesen Kontrollmechanismus konnte iiberpriift werden, ob die Ergebnisse valide oder
durch moégliche Fehler in der Genotypisierung unbrauchbar waren. Der Cut-off-Wert hierfiir
lag bei 98,8% Ubereinstimmung.

In jeder 96well Platte war auch eine Blind- und Kontrollprobe angebracht. Mit ihrer Hilfe
konnten die Validitit der Ergebnisse kontrolliert werden. Als weitere qualititssichernde

Maflnahme wurde auf das Vorliegen eines HWE gepriift.
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4.6 Statistische Auswertung

Das Ziel der Analysen war es, mogliche Differenzen in Genotyp- und Allelzuordnung
zwischen der Gruppe an Schizophrenie Erkrankter und der Kontrollgruppe mit blander
psychiatrischer Anamnese zu erhalten. Die statistische Auswertung von Genotyp- und
Allelverteilung wurde mit Hilfe der Software SPSS 17.0 (Statistical Package for Social
Sciences; Inc Chicago, 2005, 2010) durchgefiihrt.

4.6.1 y>-Test

An mathematischen Statistiktests wurde unter anderem der Chi-Quadrat-Test angewandt. Er
priift eine Hypothese mit y2-verteilter TestpriifgroBe beziiglich der Merkmalsverteilung
(Anpassungstest). Hierfliir wird ein Merkmal mit nicht bekannter Wahrscheinlichkeit
begutachtet, indem eine primér allgemeine Nullhypothese aufgestellt wird. Voraussetzung fiir
die Durchfiihrung ist ein ausreichend grof3er Umfang der Stichprobe und Mindestbedingungen
bezogen auf die erwarteten Haufigkeiten. (Bortz und Déring, 2006, Kamps, 2014, Kuckartz et
al., 2010, Rinne, 1994, R6nz und Strohe, 1994)

Mit dem Chi-Quadrat-Test werden die neuen Ergebnisse mit den erwarteten verglichen
(Kuckartz et al., 2010). Als signifikant wurde hier ein p-Wert kleiner 0,05 betrachtet, als

Tendenz zur Signifikanz ein Wert unter 0,1.

4.6.2 Definition der verwendeten statistischen und genetischen Grundbegriffe

Die Genotypenverteilung wurde unter dem Gesichtspunkt des Hardy-Weinberg-

Gleichgewichts betrachtet und so gepriift, ob eine stabile Verteilung der untersuchten

Genotypen in der Bevdlkerung vorlag. Dieses Equilibrium geht von einer idealen Population
aus, in der unabhingig von mdéglichen externen Einflussfaktoren ein Gleichgewicht zwischen
den Genotypen besteht. Laut Hardy und Weinberg bleibt die Homozygoten- und
Heterozygoten-Verteilung unter gewissen Voraussetzungen generationsiibergreifend gleich,
das heiflt, das Gleichgewicht ist stabil, wenn keine externen Storfaktoren einwirken.
Voraussetzungen sind eine grofe Bevdlkerung, in der Paarungen uneingeschriankt sind und
ein Nichtvorhandensein von Mutationen, Genmigration und Allelselektion. Auf dieser
Grundlage ist es moglich, die Haufigkeit der verschiedenen Genotypen zu ermitteln.
(Edwards, 2008, Nature Education, 2013, Sengbusch, 2004)

Dariiber hinaus ist die Uberpriifung des HWE ein probates Mittel, um Unstimmigkeiten in der
Genotypisierung und damit ein fehlerhaftes Assaydesign aufzudecken (Hosking et al., 2004).
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Es gibt verschiedene Griinde fiir eine Verteilung auflerhalb des HWE. Einerseits besteht die
Moglichkeit externer biologischer Ursachen, andererseits konnen aber auch die oben
erwdhnten artefiziellen Verdnderungen im Genotypisierungvorgang ausschlaggebend sein
(Hosking et al., 2004).

Das Hardy-Weinberg-Equilibrium galt hier als positiv, wenn Werte iiber p=0,05 aus dem F-
Test resultierten. Die Ergebnisse deuteten bei p-Werten > 0,05 auf eine Verteilung der Marker
innerhalb des Hardy-Weinberg-Equilibriums hin. In diesem Fall war die Wahrscheinlichkeit
gering, dass systematische Genotypisierungsfehler stattgefunden hatten. Ein Beispiel fiir einen
solchen Fehler wére, wenn ein Allel nicht zuverldssig und analog zu den anderen durch die
Genotypisierung erkannt wiirde. (Attia et al., 2009a)

Der Wert nach Fisher wird mit dem F-Test bestimmt und dient einer Varianzanalyse. Mit
diesem Wert ldsst sich abschitzen, ob bei mehreren Stichproben aus normalverteilten
Bevolkerungen ein Varianzunterschied besteht. Das heillt, er iiberpriift zwei statistische
Populationen auf Unterschiede hin. (Bortz und Schuster, 2010, Bortz und Déring, 2006,
Rinne, 2003, Ronz und Strohe, 1994, Sachs, 2004)

Wird beim F-Test eine exakte Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 0,05, also fiinf Prozent
angegeben, ist das Ergebnis signifikant (Kuckartz et al., 2010).

Als signifikantes Ergebnis der Assoziationsstudie wird ein Ergebnis gedeutet, wenn ein
Unterschied zwischen zwei Gruppen erkannt wird, flir den eine rein zuféllige Entstehung
unwahrscheinlich ist. Wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit unter 0,05 liegt, kann auf die
Alternativhypothese geschlussfolgert werden. (Kuckartz et al., 2010, Schmidt, 2003b)

Mit dem Vertrauensintervall/Konfidenzintervall (KI) wird festgelegt, inwiefern sich der

gemessene Wert mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% in einem bestimmten festgelegten
Bereich der Standardnormverteilung befindet. Bestimmt wird es unter anderem durch die
Signifikanzgrenze. (Kuckartz et al., 2010, Schmidt, 2003b)

Meist wird wie hier das 95% Konfidenzintervall berechnet, das besagt, dass maximal fiinf %
der Werte einer Probe aus der Grundgesamtheit einer Population auflerhalb des Bereichs von
7z=-1.96 und +1,96 liegen (Kuckartz et al., 2010).

Die Odds Ratio ist das Verhéltnis von Kreuzprodukten, stellt also ein Assoziationsmal} dar,
das das Verhiltnis der Auspragungen der Zielvariablen angibt. Fiir beide Auspragungsformen
einer Variablen (unabhidngig) werden die Verteilungen (abhingig) der Zielvariablen
verglichen und daraus eine ,relative Chance* flir das Auftreten eines Ereignisses (der

Erkrankung) bestimmt. Aus diesen Odds errechnet sich ein Verhiltnis der Auftretenschancen.
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Bezogen auf die vorliegenden Untersuchung heil3t das, die OR gibt an, um wie viel héher das
Risiko fiir Personen einer speziellen Allesverteilung verglichen mit denen einer davon
abweichenden ist zu erkranken. Das Ergebnis eins besagt, dass kein Unterschied zwischen
den Odds existiert, ein Ergebnis unter eins definiert die erste Odds als die kleinere und ein
Wert iiber eins sagt aus, dass die erste Odds die groBere von beiden zu vergleichenden
Verhiéltnissen ist. (Kuckartz et al., 2010)

Der p-Wert entspricht der PriifgroBe oder Signifikanz eines Tests, das hei3t der minimalen
Wahrscheinlichkeit eines Irrtums, die eine Nullhypothese zu widerlegen vermag. Er wird vor
Testbeginn festgelegt und bestimmt, welche Irrtumswahrscheinlichkeit im Testverlauf gerade
noch akzeptabel ist, und ab wann man das Resultat als nicht signifikant einstuft. In den
Auswertungen der vorliegenden Testreihe wurden bei Angabe von Mittelwert und
Standardabweichung alle p-Werte unter 0,05 als signifikant eingestuft.

Wird bei einer Auswertungstabelle ein df=1 (degrees of freedom, englisch fiir Freiheitsgrade)

angegeben, besagt dies, dass die Frequenz einer Kombination von zwei Merkmalen bereits die
Frequenzen der iibrigen drei Bereiche einer vierzelligen Kreuztabelle definiert (Kuckartz et
al., 2010).

Das trifft fiir diese Auswertungen fiir den Vergleich der Testgruppe von Triagern eines Allels
zu, sei es homozygot oder heterozygot, mit der Gruppe, bei der das andere Allel homozygot
vertreten ist. Zwei Freiheitsgrade dagegen gibt es, wenn in einer Auswertungstabelle
Héaufigkeiten fiir drei unterschiedliche Merkmalskombinationen angegeben werden, in
unseren Auswertungen bei der Definition der Genotypen. Hier konnen allein durch die
Kenntnis der Homozygotenfrequenz fiir ein Allel nicht die Haufigkeiten fiir die anderen
Gruppe, das heillt einem homozygoten Auftreten des anderen Allels und einer Heterozygotie
angegeben werden. Die Tabelle ist durch diese eine Héaufigkeitsangabe nicht definiert.

(Kuckartz et al., 2010)
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5. ERGEBNISSE

Die in dieser Arbeit analysierten Marker liegen auf Chromosom 14, und zwar auf dessen
langem Arm q im Bereich der Bande um 32.32. Hier befindet sich das Gen AKT1. Verwendet
wurden hierfiir die Genotypisierungen der SNPs rs1132975, rs2494732, rs1130233,
rs3730358, 152494743 und rs2494746 von kaukasischen von Schizophrenie Betroffenen und
gesunden Kontrollpersonen.

Rs1132975 befindet sich in der 3’Genregion, rs2494732, rs3730358, rs2494743 und

152494746 in Introns und rs1130233 in Exon 9, bedingt jedoch keinen Aminosédureaustausch.
5.1 Priifung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts
Fiir alle genotypisierten SNPs wurde das Hardy-Weinberg-Equilibrium gepriift.

Tabelle 10: Verteilung der Genotypen in den untersuchten SNPs und entsprechende p- und F-
Werte der 6 SNPs

SNP Genotypen Kontrollen Erkrankte HWE

ATAl AlA2 A2A2 Al1Al1 Al1A2 A2A2 AlAl AlA2 A2A2 p F

rs1132975 CC CT 1T 560 575 156 227 228 45 0,859 -0,004

rs2494732 CC  CT TT 261 670 404 93 264 175 0,490 -0,016

rs1130233 AA  AG GG 83 454 772 19 161 303 0,161 -0,116

rs3730358 CC CT TT 1027 309 33 394 132 13 0,095 0,038

rs2494743 CC  CT TT 23 238 1065 7 104 401 0,054 0,448

rs2494746 CC  CG GG 18 215 1064 6 94 397 0,100 0,039

Freiheitsgrade df =1; AIA1=homozygot Allel 1, A1A2=heterozygot, A2A2=homozygot Allel 2

Da p-Werte tiber 0,05 auf einer Verteilung der Marker innerhalb des Hardy-Weinberg
Equilibriums hindeuten, lagen die Marker rs1132975, rs2494732 und rs1130233 innerhalb des
HWE, 152494743, rs2494746 und rs3730358 wichen leicht davon ab. Eine Verteilung ldsst die

Vermutung zu, dass systematische Genotypisierungsfehler unwahrscheinlich sind.

5.2 Analyse des Polymorphismus rs1132975

Zu Anfang der Analyse des Markers rs1132975 wurden die gewonnenen Daten hinsichtlich
der Unterschiede zwischen Patientenkollektiv und Kontrollgruppe ausgewertet. Auf
Grundlage der Ergebnisse konnte kein signifikant verdndertes Vorkommen eines C-Allels in
der Testgruppe der schizophrenen Patienten verglichen mit den Kontrollprobanden beobachtet
werden. Entsprechend bestitigten vorliegende Ergebnisse keine Verbindung dieses

Charakteristikums und dem Erkrankungsrisiko.
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Allgemein und vergleichsgruppeniibergreifend lag die Haufigkeit des C-Allels etwa um das
Doppelte iiber der des T-Allels. Der p-Wert lag bei 0,147, die Odds Ratio bei 0,891 und das
95% KI zwischen 0,762 und 1,041.

Im Anschluss wurden die Genotypen des entsprechenden Polymorphismus betrachtet und ihre
Haufigkeit zwischen den Testgruppen verglichen. Die moglichen Kombinationen des
Polymorphismus von SNP rs1132975 waren die homozygoten Formen CC und TT, sowie die
heterozygote Variante CT. Die Analyse der betrachteten Werte ergab keinen signifikanten
Unterschied. Der Genotyp CC war bei schizophrenen Patienten nicht iiberzufillig haufiger
anzutreffen als der Genotyp TT. Die Haufigkeit des homozygoten Genotyps TT war jedoch
testgruppentibergreifend wesentlich niedriger als die der anderen Kombinationen und bewegte
sich um die zehn Prozent. Der p-Wert lag bei 0,176.

Anschlieend wurde verglichen, wie hiufig das Allel C in homozygoter oder heterozygoter
Form im Vergleich zu T in homozygoter Form vorlag. Hierbei zeigte sich, dass dies deutlich
hiufiger sowohl im Gesamtkollektiv als auch in den beiden Untergruppen der Fall war. Der p-
Wert lag bei 0,064, die Odds Ratio bei 0,720 und das 95%KI im Bereich 0,509 bis 1,020 (s.
Abb. 11).

Umgekehrt zeigte der Vergleich der Haufigkeiten einer homozygoten Verteilung von C im
Vergleich zu dem Auftreten eines Allels T (CT und TT) eine weitgehend ausgeglichene
Verteilung in allen Gruppen mit einem leichten Uberwiegen von T-haltigen Genotypen. Der
p-Wert hierfiir lag bei 0,439, die Odds Ratio bei 0,921 und das 95%KI zwischen 0,749 und
1,134.
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Abbildung 11: Genotypverteilung Allel C-Tréger vs. Homozygotie T von SNP rs1132975. Der
Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen zeigt einen Trend zur Signifikanz (p= 0,064).
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5.3 Analyse des Polymorphismus rs2494732

Bei der Analyse des SNPs 152494732 wurden die Daten hinsichtlich der Unterschiede
zwischen Patientenkollektiv und Kontrollgruppe ausgewertet. Die Allele C und T waren nicht
mit einer erhohten Erkrankungshdufigkeit fiir Schizophrenie assoziiert (p = 0,172).

Auch bei SNP rs2494732 wurden die Genotypen des entsprechenden Polymorphismus
betrachtet und ihre Héaufigkeiten verglichen. Die moglichen Kombinationen des
Polymorphismus von SNP rs2494732 waren die homozygoten Formen CC und TT, sowie die
heterozygote Variante CT. Die Frequenzen der verschiedenen Genotypen zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den getesteten Gruppen. Der p-Wert lag bei 0,387.

Die oben genannten Werte lassen den Schluss zu, dass keine liberzufillig seltene oder haufige
Verteilung des Genotyps TT oder eines anderen Genotyps im Zusammenhang mit der
Schizophrenie steht.

Anschlieend wurde auch hier liberpriift, ob das Allel C in homozygoter oder heterozygoter
Form héufiger auftrat als eine Homozygotie fiir das Allel T. Dies war mit etwa 2/3 versus 1/3
der Fall. Der p-Wert war 0,256, die OR 1,133 und das 95% Konfidenzintervall lag im Bereich
0,913 bis 1,405.

In der nichsten Analyse wurde das homozygote Auftreten von C mit der Haufigkeit der T-
Alleltrager verglichen. Hierbei lag das Verhiltnis bei etwa 4/5 fiir die Genotypen TT und CT
gegniiber etwa 1/5 fiir eine Homozygotie von C. Der p-Wert betrug 0,268, die OR 1,160 und
das 95% KI lag bei 0,892 bis 1,507.

Insgesamt war der SNP rs2494732 in keinem der statistischen Modelle signifikant mit

Schizophrenie assoziiert.

5.4 Analyse des Polymorphismus rs1130233

Bei der Auswertung der Allelverteilung im SNP rs1130233 zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden getesteten Personengruppen. So kam das Allel A
iiberzufdllig hédufig bei an Schizophrenie erkrankten Testpersonen vor, wobei die
Gesamthéufigkeit des A-Allels testgruppeniibergreifend erheblich unter der des G-Allels lag.
Der p-Wert lag bei 0,051 (s. Abb. 12).
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Abbildung 12: Die Allelverteilung in SNP rs1130233 ist signifikant (p = 0,051).

Ein Vergleich beziiglich des Genotyps wurde ebenso bei Marker rs1130233 durchgefiihrt,
wobei AA, AG und GG moglich waren. Die Analyse der Genotypenverteilung von SNP
rs1130233 lieB einen Trend zur Signifikanz erkennen. Der p-Wert lag bei 0,100 (s. Abb. 13).

So war in der Gruppe der Erkrankten der Genotyp AA tendenziell hdufiger als der Genotyp
GG. Gruppeniibergreifend jedoch lag die Frequenz einer A-Homozygotie weit unter der der

anderen Genotypenkombinationen, ndmlich nur um die fiinf Prozent.

O Genotyp AA
O Genotyp AG
B Genotyp GG

% Studienteilnehmer

Abbildung 13: Die Genotypenverteilung bei SNP rs1130233 zeigt einen Trend zur Signifikanz
(p =01).

Um jedoch die Aussagen iiber eine pradisponierende Verteilung der Genotypen konkretisieren
zu konnen, wurden wie auch bei den anderen getesteten SNPs Untergruppen aus Trigern von
wenigstens einem Allel A und homozygoten G-Trégern gebildet und miteinander verglichen.

Hierbei konnte aber keine signifikante Differenz zwischen den Gruppen belegt werden, da
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eine Homozygotie fiir G nicht weniger hdufig bei Schizophreniekranken vorkam. Der p-Wert

lag bei 0,150, die OR bei 1,71 und das 95% KI zwischen 0,945 und 1,452.

Der umgekehrte Vergleich zwischen den Triagern des G-Allels (GG und GA) mit den fiir Allel
A—Homozygoten ergab einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen.
Der homozygote Genotyp AA kam in der Gruppe der Erkrankten hiufiger vor. Der p-Wert lag
bei 0,051, die Odds Ratio bei 1,653 und das Konfidenzintervall bei 0,993 bis 2,753 (s. Abb.
14).
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Abbildung 14: Vergleich der Hdufigkeit der G-Alleltrdger mit der des homozygoten
Genotypen AA fiir SNP rs1130233 ist signifikant (p = 0,051)

5.5 Analyse des Polymorphismus rs3730358

Im néchsten Schritt wurde die Allesverteilung fiir SNP rs3730358 gepriift. Die Ergebnisse
sind im Folgenden genauer aufgeschliisselt. Die Allelverteilung zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. Gruppeniibergreifend fiel auf, dass das T-Allel
wesentlich seltener auftrat als das korrespondierende C. Der p-Wert lag bei 0,441.

Ein Vergleich beziiglich des Genotyps wurde ebenso durchgefiihrt, wobei CC, CT und TT
moglich waren. Auch in der Verteilung der Genotypen zeigte sich keine Signifikanz bezogen
auf Unterschiede zwischen den Gruppen. Somit fanden sich keine Hinweise auf eine
Assoziation des Genotyps CC mit der Schizophrenie. TT war mit gruppeniibergreifend 2,4%
der bei Weitem am seltensten auftretende Genotyp. Der p-Wert betrug 0,668. Die
Gegeniiberstellung von Testpersonen mit wenigstens einem C-Allel und homozygoten

Tragern von T ergab keinen iiberzufillig erscheinenden Unterschied zwischen Patienten und
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Kontrollen. Der p-Wert lag bei 0,999, die OR bei 1,001 und das 95 %KI zwischen 0,523 und
1,916.
Die nachfolgende Gegeniiberstellung von Personen mit mindestens einem T-Allel und denen

mit zwei C-Allelen zeigte keine signifikante Differenz zwischen den Testpopulationen.

Der p—Wert lag bei 0,386, die OR bei 1,105 und das 95 %KI bei 0,881 bis 1,386.

5.6 Analyse des Polymorphismus rs2494743

Die Differenzen zwischen den Allelen C und T wurden hier ebenso zwischen den
Testgruppen betrachtet. Es konnten keine Unterschiede in den Allelfrequenzen zwischen
Kontrollprobanden und getesteten Patienten nachgewiesen werden. Der p-Wert lag bei 0,478.
Gruppeniibergreifend jedoch zeigte sich ein deutliches Uberwiegen des T-Allels verglichen
mit C.

Ein Vergleich beziiglich der Genotypen wurde durchgefiihrt, wobei CC, CT und TT mdglich
waren. Bezogen auf die Verteilung von moglichen Genotypen war weder eine Signifikanz
noch eine Tendenz zu konstatieren. Der p-Wert lag bei 0,450.

Jedoch fiel gruppeniibergreifend eine deutlich geringere Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten
des homozygoten Genotyps CC im Vergleich zu den anderen mdglichen auf. Auch bei diesem
SNP wurden zur genaueren Aufschliisselung der Genotypen die Probanden mit mindestens
einem C-Allel mit denen mit zwei T-Allelen verglichen. Hierbei zeigte sich kein signifikanter
Unterschied. Der p-Wert lag bei 0,340, die OR bei 0,885 und das 95 %KI zwischen 0,689 und
1,137.

Umgekehrt wurden in diesem Zusammenhang auch die Tréager von wenigstens einem T-Allel
mit denen von zwei C-Allelen verglichen. Auch hier konnte kein signifikanter Unterschied
und damit eine Assoziation mit der Schizophrenie erruiert werden. Der p-Wert war 0,577, die

OR 1,273 und das 95 %KI 0,543 bis 2,986.

5.7 Analyse des Polymorphismus rs2494746

Auch fiir SNP rs2494746 wurden die Differenzen zwischen den Allelen C und G zwischen
den Testgruppen betrachtet. Es war bei einem p-Wert von 0,376 kein signifikanter
Unterschied zu erkennen. Die allgemeine Haufigkeit von Allel C lag jedoch
testgruppenunspezifisch deutlich unter der von G.

Auch ein Vergleich der Genotypen wurde bei SNP 152494746 durchgefiihrt, wobei CC, CG
und GG mogliche Kombinationen darstellten. Hier konnte kein Unterschied in den

Genotyphiufigkeiten zwischen Patienten und Kontrollprobanden nachgewiesen werden. Der
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p-Wert lag bei 0,489. Beim Vergleich der Personen mit mindestens einem Allel C und denen,
die homozygot fiir G waren, zeigten sich bei einem p-Wert von 0,293 keine signifikanten
Unterschiede. Die Odds Ratio lag bei 0,869 und das 95 %KI zwischen 0,670 und 1,129.

Umgekehrt wurden wie auch bei allen anderen SNPs mdgliche Unterschiede zwischen
homozygoten (CC) und G-haltigen Genotypen (CG und GG) betrachtet und diese auf ihre
Signifikanz gepriift. Auch in diesem Fall ergab sich kein Anhalt fiir einen liberzufilligen

Unterschied. Der p-Wert war 0,766, die OR 1,152 und das 95 %KI 0,455 bis 2,918.

5.8 Uberblick iiber die Signifikanz der Ergebnisse

Tabelle 11 stellt einen Uberblick iiber die Auswertungen der untersuchten sechs SNPs des
AKTI1-Gens im Hinblick auf signifikante Unterschiede in Genotyp- und Allelverteilung
zwischen an Schizophrenie erkrankten Personen und Kontrollen dar. So zeigte sich fiir
rs1132975 ein tendenziell selteneres Auftreten des homozygoten Genotyps TT im Vergleich
zu der Gruppe aller C-Tréger bei erkrankten Personen. Fiir rs1130233 zeigten die Analysen
ein signifikant hiufigeres Auftreten von homozygotem AA im Verhéltnis zu G-haltigen
Genotypen (GA und GG).

Fiir die anderen SNPs ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse.

Tabelle 11: Gesamtiiberblick iiber die Ergebnisse mit Angabe der entsprechenden p-Werte

SNP Verteilung der Verteilung der Verteilung der homozygoten
Allele Genotypen Alleltriager
rs1132975 0,147 0,176 0,064/0,439
TT tendenziell seltener bei
Erkrankten
rs2494732 0,172 0,387 0,256/0,268
rs1130233 0,051 0,1 0,150/0,051
A signifikant hdufiger AA bei Erkrankten AA signifikant hiufiger bei
bei Erkrankten tendenziell hiufiger als Erkrankten als GA und GG
GG zusammen
rs3730358 0,441 0,668 0,999/0,386
rs2494743 0,478 0,450 0,340/0,577
rs2494746 0,376 0,489 0,293/0,766
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6. DISKUSSION

Die vorliegende Dissertation hatte zum Ziel, sechs verschiedene
Einzelnukleotidpolymorphismen des AKTI1-Gens zu analysieren und gegebenenfalls deren
Bezug zur Schizophrenieentstehung nachzuweisen. Das im Fokus stehende Gen befindet sich
seit einiger Zeit im Interesse von Forschern, die versuchen ein Erklarungsmodell zur
psychiatrischen Pathogenese zu erstellen. AKT1 spielt unter anderem in der Regulation von
Zellwachstum, -differenzierung und —tod eine Rolle. Es befindet sich auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 14 (Staal et al., 1988). Die hierdurch kodierte Serin/Threonin-Proteinkinase hat
iiber die Signaltransduktionswege Phosphatidylinositol-3-Kinase und GSK3b Auswirkungen
auf mannigfaltige Regulationsmechanismen im menschlichen Korper (Alessi et al., 1996,
Aubry et al., 2009, Datta et al., 1999, Karege et al., 2010, Saudemont und Colucci, 2009,
Thiselton et al., 2008).

In der Literatur gibt es Studien, die einen Zusammenhang von AKTI mit der
Schizophrenieentstehung konstatieren, aber ebenfalls solche, die dies verneinen. Die bisher
beschriebenen Genorte iiberschneiden sich in Bereichen mit den in dieser Arbeit untersuchten.
Dies schafft bedingt die Moglichkeit zum unmittelbaren Vergleich der Ergebnisse.

Die Untersuchung der sechs obengenannten Einzelnukleotidpolymorphismen ergab nur fiir
zwei davon ein signifikantes beziehungsweise ein tendenziell signifikantes Ergebnis. Fiir alle
im Bereich von Introns gelegenen SNPs rs2494732, rs3730358, rs2494743 und rs2494746
konnte in den vorliegenden Analysen keine signifikante Assoziation mit dem psychischen
Erkrankungsbild gezeigt werden.

Der Marker rs1132975, der in der 3’Genregion liegt, zeigte mit einem p-Wert von 0,064 ein
tendenziell selteneres Auftreten des homozygoten Genotyps TT bei Schizophrenieerkrankten.
Ein signifikantes Ergebnis erbrachte die Untersuchung des im Exon 9 gelegenen SNPs
rs1130233. Hierbei wiesen sowohl die Genotypen als auch die Allelverteilung und die

Gegeniiberstellung der homozygoten Auspragung liberzufillig grole Unterschiede auf.

6.1 Diskussion der Methodik

Studiendesign

Vor dem Hintergrund, dass verschiedene untergeordnete Gendefekte in ihrer Kombination zur
Erkrankung fiihren konnen, ist eine Abwagung verschiedener Studiendesigns sinnvoll.

Mit Hilfe von Assoziationsstudien ist es moglich auch geringe Auswirkungen verschiedener
Vulnerabilititsgene zu detektieren. So werden Verkniipfungen unterschiedlicher Allele mit

der Manifestation einer Krankheit aufgedeckt.
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Eine  Gefahr hierbei  stellen fehlerhafte  Schlussfolgerungen  aufgrund  von
krankheitsunabhéngigen Unterschieden zwischen den Testgruppen dar (Alkelai et al., 2011,
Eggers et al., 2004, Hunter und Kraft, 2007, Tandon et al., 2008).

In genomweiten Assoziationsstudien ist das Risiko falsch—positiver wie falsch—negativer
Ergebnisse hoher als in der urspriinglichen Form medizinischer Studien. Dies ist einerseits
bedingt dadurch, dass viele Marker gleichzeitig betrachtet werden, andererseits dadurch, dass
fiir die Schizophrenie keine genetische Homogenitit angenommen werden kann. So stehen fiir
einzelne Varianten eventuell zu wenige Testpersonen zur Verfligung. Aus diesen Griinden ist
es hierbei besonders wichtig, die Replizierbarkeit der Ergebnisse an groflen Kollektiven zu
priifen. (Attia et al., 2009a, Hunter und Kraft, 2007, McClellan et al., 2007, Owen, 2000)

Bei einer Assoziationsstudie ist es mdglich, viele verschiedene Einzelnukleotid-
polymorphismen zu analysieren, die einen mehr oder minder grofen Einfluss auf das
Erkrankungsrisiko haben. Nebeneinanderliegende SNPs werden aber hdufig kombiniert als
sogenannte Haploblocke vererbt. So wird neben dem im Fokus stehenden SNP auch die
umliegende Genregion mitanalysiert. Deshalb ist allein die Schlussfolgerung méglich, dass im
Bereich des untersuchten chromosomalen Areals ein Suszeptibilitidtsgen fiir die Schizophrenie
liegt. Ein signifikantes Ergebnis allein ist jedoch noch kein Beweis fiir einen kausalen
Zusammenhang des jeweiligen Einzelnukleotidpolymorphismus mit der Psychose. Wenn
ganze Haplotypblocke in Zusammenhang mit der Erkrankung gebracht werden, ist eine
mogliche Interpretation, dass der analysierte Marker zwar mit einem verursachenden Gen
zusammen vererbt wird (aufgrund seiner Lage in unmittelbarer Ndhe dazu), aber allein
dadurch mit dem Risiko an Schizophrenie zu erkranken assoziiert ist (Attia et al., 2009 a-c).

Ein niedriger p—Wert weist auf eine mogliche Verbindung hin.

Dartiber hinaus gibt es noch die Moglichkeit von Kopplungsanalysen, die den Zusammenhang
einer Krankheit und der spezifischen Modifikation eines Genorts aufzeigen. Gekoppelt sind
Krankheit und eine vielgestaltige DNA-Sequenz, zum Beispiel in Form von SNPs, wenn sie
iiberdurchschnittlich hdufig kombiniert vererbt werden (Strachnan und Read, 1999). Ein
moglicher Nachteil der Anwendung im Rahmen unserer Fragestellung ist, dass die
detektierbaren Bereiche wesentlich umfangreicher sind und so kleinere genetisch bedingte
Effekte unterzugehen drohen.

Mit Hinblick auf die Hypothese, dass die Manifestation der Schizophrenien durch das

Zusammenwirken unterschiedlicher kleinerer Genverdnderungen mit teils sehr geringen
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Effekten mitbedingt werden konnte (Chakravarti, 1999, Owen, 2000), schien eine

Assoziationsstudie fiir die hier vorliegenden Fragestellungen am besten geeignet.

Auswahl der Testpersonen, Einschlusskriterien

Wichtig bei der Auswertung genetischer Studien ist eine ausreichende Anzahl von Probanden.
Speziell bei der Analyse von niederfrequent auftretenden Variationen werden, um valide
Aussagen liber Abweichungen treffen zu konnen, sehr grofe Fallzahlen benétigt, da
anderenfalls falsch-negative Ergebnisse die Folge sein konnen (Hunter und Kraft, 2007,
O’Donovan und Owen, 1999).

In den vorliegenden Analysen wurde dieser Problematik bei einem Minimum von 1000
Testpersonen in den Kontrollgruppen und 500 in den Patientenkollektiven Rechnung
getragen. Ein allgemeines Problem in der Rekrutierung einer Vergleichsgruppe ist die
weitgefacherte psychische Morbiditit in der Gesamtbevolkerung. So ist es teils mit
Schwierigkeiten verbunden, eine ausreichende Zahl freiwilliger Kontrollpersonen zu finden,
deren eigene aber auch familidre psychische Anamnese génzlich blande ist. Auch kénnte eine
verdnderte psychische Selbstreflektion, wie sie in unterschiedlichen Gruppen auftritt, die
Motivation zur Teilnahme beeinflussen.

Um versteckte psychische Morbidititen im Kontrollkollektiv auszuschlieen, wurden hier
SKID 1 und 2, LEBI und FHAM durchgefiihrt. In der vorliegenden Untersuchung wurde
durch oben genannte MaBnahmen versucht, das Risiko psychisch Erkrankte im
Kontrollkollektiv einzuschlieBen, zu minimieren. Diese Voraussetzung ist nicht in allen
Assoziationsstudien zum Thema Schizophrenie gegeben, so dass hier prinzipiell die
Moglichkeit besteht, dass Erkrankte oder Pradisponierte und damit auch deren genetische
Charakteristika als Bestandteil der blanden Kontrollgruppe gewertet werden.

Ein denkbares Problem auch in der Rekrutierung der Patientengruppe ist, dass die Motivation
an der Studienteilnahme unter Umstinden durch die Krankheitsform oder auch durch den
aktuellen Status geprigt sein konnte. So ist es denkbar, dass zuriickgezogene Betroffene mit
vorwiegender Negativsymptomatik eine Teilnahme von Vornherein verneinen oder friithzeitig
abbrechen.

Einen weiteren moglichen Storfaktor stellen Inhomogenititen zwischen den untersuchten
Gruppen dar, so auch die jeweilige Altersverteilung in den Versuchsgruppen. Eine
GegenmalBinahme hierzu ist eine Gruppenbildung, die eine vergleichbare Verteilung
sicherstellt. Hierbei ist auch wichtig das Manifestationsalter der Schizophrenie sowohl der

Early- und Late-Onset-Formen zu bedenken. Eine Gefahr birgt so zum Beispiel die Zulassung
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von Kontrollprobanden unter 32 Jahren, da in einem Grof3teil der Félle die Erstmanifestation
der Erkrankung in der Dekade vor dem 32. Lebensjahr stattfindet (Hafner und an der Heiden,
1999). In den Testgruppen der vorliegenden Studie lag das Alter zwischen 18 und 79 Jahren,
durchschnittlich jedoch bei 44,9+/-15,1 Jahren und somit iliber dieser Grenze. Hierdurch
konnte das Risiko einer félschlicherweisen Zuordnung zur Kontrollgruppe reduziert werden.
Das Krankheitsverhalten variiert darliber hinaus nicht nur alters- sondern auch
geschlechtsabhingig (Hafner und an der Heiden, 1999). So sollte bei der Einteilung auch auf
ein weitgehend ausgewogenes Geschlechterverhiltnis in beiden Gruppen geachtet werden
(vorliegende Untersuchung: Patienten 65,11% m, 34,89% w; Kontrollen: 45,89% m, 54,11%
w; Gesamtkollektiv: 51,08% m, 48,92% w). Wie aus diesen Werten ersichtlich ist, bestand
das Patientenkollektiv zu etwa zwei Drittel aus Méannern, wiahrend das Verhiltnis in der
Kontrollgruppe ausgeglichener war. Sollen jedoch die Aussagen der Studie noch genauer in
Bezug auf das Geschlecht differenziert werden, wiren verldsslichere Werte bei einer
ausgeglichenen Geschlechterrelation zu erwarten.

Um die Gruppen auch bezogen auf ihren Sozialstatus vergleichbar zu machen, wurde als
Indikator der hochste erreichte Schulabschluss der einzelnen Probanden erfragt. Hierbei
erfolgte eine dreigeteilte Staffelung in niedrig, mittel und hoch. Auch hierbei wurde darauf
geachtet, groBBere Diskrepanzen zwischen der Gruppe der Gesunden und der Erkrankten zu
vermeiden (vorliegende Untersuchung: Patienten 43,66% niedrig, 27,10% mittel, 29,24%
hoch; Kontrollen: 22,80% niedrig, 33,91% mittel, 43,29% hoch). Ein moglicher Grund fiir
diese Unterschiede ist, dass eventuell bei Personen eines hoheren Bildungsgrades und damit
hiufig einhergehendem hoherem sozialen Status die Bereitschaft hoher sein konnte, an
wissenschaftlichen Studien teilzunehmen. Ein mdglicher Erkldrungsansatz fiir ein
Uberwiegen von Personen mit einem vergleichsweise niedrigen Bildungsgrad in der Gruppe
der Patienten ist die durch die Krankheit bedingte Verdnderung des Sozialstatus. Bei einem
Krankheitsbild wie der Schizophrenie, das sich in einem verhiltnismiBig jungen Lebensalter
manifestiert, kann dies Einfluss auf den eingeschlagenen Bildungsweg haben.

Durch die krankheitsbedingten Einschrankungen sind teils Schulabbriiche, fehlende
Berufsausbildung, Berufsunfahigkeit oder Arbeitslosigkeit moglich. Bekannt ist, dass
Schizophrenie gehduft bei Personen auftritt, die zu niedrigeren sozialen Schichten gehoren,
wobei die Zugehorigkeit per se nicht mit einem erhdhten Krankheitsrisiko einhergeht.
Vielmehr scheint die sogenannte ,,Drift-Hypothese* diesen Zusammenhang zu erklédren, die

besagt, dass Beeintrachtigungen durch die Krankheit und damit einhergehende Probleme zum
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sozialen Abstieg fiihren. (Aro et al., 1995, Héafner 2005, Gaebel und Wolwer, 2010, Lewis et
al., 1992, Moller et al., 2009, Reinecker, 2003, Saraceno et al., 2005, Vargas et al., 2014)
Wihrend bei den Friihformen der soziale Aufstieg behindert wird, kommt es bei den
Spatformen gehduft zum sozialen Abstieg, das Risiko, sozial abzugleiten ist fiir Manner hoher
als fiir Frauen, was eventuell durch das unterschiedliche Krankheitsverhalten erklart werden
kann (Aro et al., 1995, Hafner, 2005).

So ist eine Abfragung des Bildungsstatus, auch wenn ihr bei der Auswertung der vorliegenden
Ergebnisse keine malBigebliche Rolle beigemessen wurde, wichtig fiir die Testgruppenbildung.
Interessant wére auch, wie in den Untersuchungen von Vargas et al. (2014), den personlichen
Bildungsgrad des Erkrankten dem der Mutter (oder der Eltern allgemein) gegeniiberzustellen
und den besten Beschiftigungsstatus mit der zuletzt ausgeiibten Beschiftigung zu
vergleichen. Hierdurch wéren eine genauere Einteilung der Testgruppen, die Zuordnung
sozialer Mobilitit zum Erkrankungssubtyp und der pradisponierenden genetischen
Verdnderungen und nicht zuletzt prognostische Aussagen mdglich (Vargas et al., 2014).

Ein nichster entscheidender Punkt, bezogen auf die Vergleichbarkeit der Kontroll- und
Patientengruppen, stellt deren ethnische Zugehorigkeit dar. Dies wird als
Bevolkerungsstratifikation bezeichnet und ist durch Haufigkeitsunterschiede der Allele
zwischen Populationen charakterisiert. Sie kann sowohl falsch—positive als auch falsch—
negative Resultate bedingen. Das sollte dazu veranlassen, Untersuchungen an Probanden
unterschiedlicher ethnischer Herkunft differenziert zu betrachten und zu hinterfragen. In den
vorliegenden Untersuchungen wurden nur Personen mit kaukasischem Hintergrund
eingeschlossen, die getroffenen Aussagen beschrinken sich entsprechend auf diese ethnische

Gruppe.

Diagnostische Kriterien

Die Diagnostik im Rahmen der Patientenrekrutierung beruhte in dieser Studie auf einer
eindeutigen Schizophreniediagnose auf Grundlage des DSM-IV. Bei einem Vergleich mit
anderen Assoziationsstudien ist zu beachten, dass einige Untersuchungen und auch
Metaanalysen schizophrene Erkrankungen nach DSM-IIIR-Kriterien, DSM-IV-Kriterien,
ICD-9 oder nach ICD-10 einschlieBen. Jedoch sollten sich allein hierdurch keine allzu gro3en
Abweichungen ergeben, da alle diese diagnostischen Werkzeuge dhnliche Ansétze verfolgen
(Albus et al., 1990, Dilling et al., 2004, Gaebel und Wolwer, 2010, Hwu et al., 1988, Sass et
al., 2003).
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Ein weiterer Punkt, der beim Vergleich mit anderen Assoziationsstudien im Auge behalten
werden sollte, ist, dass diese teils auch Probanden einschlossen, die an anderen Erkrankungen
aus dem schizophrenen Formenkreis, schizoaffektiven oder schizophrenieformen Stérungen
litten. Diese miissen, obwohl sie Uberschneidungen untereinander zeigen, deshalb nicht
zwingend kausale Ubereinstimmungen aufweisen.

Die standardisierten klinischen Befragungen nach SKID-1 sicherten in dieser Studie eine
einheitliche, reliable, etablierte und vergleichbare Methode der Klassifikation, die auch bei
verschiedenen Untersuchern gegeben ist (Ramirez Basco et al., 2000, Skre et al., 1991).
Gleiches gilt fiir die PANSS, die angewandt wurde, um den Krankheitstyp genauer
einzugrenzen (Kay et al., 1987, 1988, Peralta und Cuesta, 1994, Moller, 2009). Es wurden
ausschlieBlich Patienten mit definitiv gestellter psychiatrischer Diagnose einer Schizophrenie
nach DSM 1V in das Testkollektiv eingeschlossen.

Obwohl in der jiingeren Vergangenheit verschiedene Studien einen kausalen, genetischen wie
auch einen klinischen Zusammenhang mit anderen psychiatrischen Krankheitsentititen wie
zum Beispiel bipolaren oder affektiven Storungen vermuten lassen (Craddock et al., 2005,
Giegling et al., 2010, Green et al., 2010, Hodgkinson et al., 2004), wurden Personen mit
diesen eventuell verwandten Diagnosen nicht eingeschlossen, um klare Ergebnisse auf der

Grundlage eindeutiger Zuordnung zu erhalten.

Auswahl der sechs Einzelnukleotidpolymorphismen

Vor dem Hintergrund, dass viele hdufige Krankheitsbilder, wie auch die Schizophrenie durch
eine Kombination von genetischen Verdnderungen und Umwelteinfliissen ausgelost werden
kann, ist die Uberlegung der vorliegenden Studien hierzu, dass die 0,1%, in denen sich die
DNA-Sequenz zwischen zwei Individuen unterscheidet (International Hap Map Consortium,
2003, Phillips et al., 2007) ausschlaggebend fiir eine Erkrankung und auch fiir das
Ansprechen auf angewandte Medikamente sein konnten. Einzelnukleotidpolymorphismen
stellen solche geringfiigigen Varianten im menschlichen Genom dar, die hierfiir in Frage
kommen. Hierbei bestehen die Unterschiede allein in einzelnen Basenvariationen (Hap Map
NCBI, 2013).

Die im Rahmen dieser Arbeit besprochenen Einzelnukleotidpolymorphismen rs2494732,
rs3730358, rs2494743 und rs2494746 liegen im Bereich von Introns, Regionen, die nicht an
der Kodierung beteiligt sind. Im Unterschied hierzu liegt rs1130233 auf Exon neun und
rs1132975 in der 3’Region des Gens. Die Auswahl der hier analysierten Bereiche deckt also

sowohl kodierende als auch nicht kodierende Bereiche des Gens ab. Diese liegen in
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Bereichen, auf die bereits Hinweise bestehen, dass sie im Zusammenhang mit einer
Disposition an Schizophrenie zu erkranken stehen.

Dariiber hinaus bestétigten auf assoziierende Haplotypen ausgerichtete Forschungsansitze
eine Assoziation in Richtung des 5’-Endes von AKTI1, an Schizophrenie zu erkranken
(Thiselton et al., 2008).

Die hier analysierten SNPs sind Marker fiir das Gen AKT1 und wurden als Untergruppe einer
groBBen Assoziationsstudie betrachtet. Da sie sich teils mit der Auswahl vorangegangenen
Studien anderer Arbeitsgruppen decken, war eine Vergleichsmoglichkeit der vorliegenden
Ergebnisse mit Literaturangaben bedingt gegeben.

AKTT1 ist als mogliches Suszeptilitidtsgen der Schizophrenie seit etwa einem Jahrzehnt im
Gesprich. Von Bedeutung bei einer Beteiligung an der Pathogenese konnte die
Kinaseaktivitit im Rahmen einer physiologischen Entwicklung des Zentralnervensystems
sein, ebenso wie seine antiapoptotische und proliferative Wirkung. Auch der Zusammenhang
von AKTI1, hypoxischen Gehirnschidden und der Entstehung von Psychosen ist in diesem
Zusammenhang ein interessanter Gesichtspunkt (Joo et al., 2009, O’Callaghan et al., 1992,
Preti et al., 2000).

Einen weiteren Hinweis auf eine Assoziation geben die differierenden Expressionsmuster der
Kinase in den unterschiedlichen Gehirnarealen und die vermutete Beteiligung dieser ZNS-
Regionen an psychiatrischer Krankheitsentititen (Balu et al., 2012, Harrison, 2004, Lewis und
Gonzalez-Burgos, 2008, Tan et al., 2008).

AKT1 ist auch vereinbar mit der Dopaminhypothese der Schizophrenie. So wurde im Rahmen
neuroradiologischer Messungen und Fall-Kontroll-Studien ein Zusammenhang mit einem
funktionellen Polymorphismus der COMT (Vall58Met) gezeigt, was wiederum fiir eine
Beteiligung der Kinase an der dopaminergen Transmission spricht (Bertolino et al., 2006, Fan
et al., 2005). So konnen genauere Erkenntnisse iiber die Beteiligung auch zu einer Festigung
der Dopaminhypothese fiihren, fiir die sowohl die Beobachtung von Arzneimittelwirkungen
als auch klinischer Symptome und deren Zuordnung zu spezifischen Gehirnarealen sprechen.
Aufgrund der aufgefiihrten Punkte wie bereits durchfiihrter Studien ergeben sich Hinweise auf
einen dtiologischen Zusammenhang von Schizophrenie und AKT1. Hierauf griindet sich die
Entscheidung differenzierte molekulargenetische Analysen an AKTI1 durchzufiihren und

deren Ergebnisse im Hinblick auf das psychotische Krankheitsbild detaillierter zu betrachten.

Ein zu diskutierender Aspekt ist auch die Multifaktorialitit der schizophrenen

Krankheitsentstehung. So scheint es unmdglich, ,die”“ genetische Ursache dieser
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psychiatrischen Entitdt zu definieren, da mehrere Gene eine Rolle als Suszeptibilitdtsgene zu
spielen, und dariiber hinaus weitere Einflussfaktoren wie Umweltfaktoren von Bedeutung zu
sein scheinen. In diesem Zusammenhang besteht offensichtlich eine multifakorielle und
multidimensionale Prédisposition zu erkranken, wenn Risikofaktoren aus verschiedenen
Bereichen zusammentreffen und sich iiber Wechselwirkungen untereinander modifizieren und
moglicherweise noch verstirken (Sawa und Snyder, 2002). Hierfiir spricht auch die starke

intra- wie interpersonale Variabilitit der schizophreniebezogenen Klinik.

Labortechnische Verfahren

Die Ergebnisse und die sich darauf beziehenden Interpretationen griinden auf den Resultaten
molekulargenetischer Untersuchungen. Hierbei wird versucht, DNA-Variationen zu finden,
die in einem direkten oder indirekten kausalen Zusammenhang zur Pathogenese stehen.

Das verwendete Genotypisierungsverfahren bestand aus einer konventionellen PCR im
MultiplexmaBstab, gefolgt von einer Einzelbasenverlingerung (iPLEX-Methode, Sequenom).
Die Genotypen wurden anschliefend im Massenspektrometer weiteranalysiert.

Die offensichtlichen Vorteile der angewandten iPLEX-Methode und MALDI-TOF sind der
verhéltnismdBig niedrige Kosten- und Zeitaufwand gepaart mit einer groen Genauigkeit
(Ding, 2006, Haff und Smirnov, 1997, Oeth et al., 2005).

Parallel zu den Analysen wurden aus Griinden der Qualitdtssicherung die beschriebenen
Clusterplots, Kontroll- und Blindproben, betrachtet. Fiir jede Probe beziehungsweise jeden

SNP wurden dariiber hinaus alle aufgefiihrten qualitétssichernden MaBnahmen durchgefiihrt.

6.2 Uberblick iiber die Ergebnisse und Interpretation

Das deutlichste Ergebnis lieferte der in Exon 9 liegende SNP, der jedoch nicht zu einem
Austausch von Aminoséduren fiihrt (E242E) (s. Abb. 15).
Diese Beobachtungen lassen eine Abhédngigkeit des Einflusses von Polymorphismen

gebunden an ihre Lokalisation im Gen vermuten.
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p-Wert
(=]

Homozygotie Allel2
Homozygotie Allell
Genotypverteilung

Allelverteilung

rs1132975 152494732 rs1130233 rs3730358 152494743 152494746

Allelverteilung 0,147 0,172 0,051 0,441 0,478 0,376
Genotypverteilung 0,176 0,387 0,100 0,668 0,450 0,489
Homozygotie Allel 1 0,064 0,256 0,150 0,999 0,340 0,293
Homozygotie Allel 2 0,439 0,268 0,051 0,376 0,577 0,766

Abbildung 15: graphische Darstellung der p-Werte von Allelverteilung, Genotypverteilung,
und homozygoten Alleltréigern fiir die untersuchten SNPs

In den vergangenen Jahren wurden viele Studien zu den molekulargenetischen Grundlagen
der Schizophrenie durchgefiihrt. Diese untersuchten zahlreiche Polymorphismen an
unterschiedlichen Genorten. Anhand von Assoziationsstudien wurden diesbeziiglich, teils im
Rahmen von genomweiten Studien, ldnderlibergreifender Zusammenschliisse verschiedener
Arbeitsgruppen hohe Fallzahlen (36.989 Schizophrenierkrankte, 113.075 Kontrollen) von
Betroffenen mit geeigneten Kontrolltestpersonen verglichen (PGC, 2014). So wurde versucht,
Haufigkeitsunterschiede und damit Assoziationen zur Krankheit aufzuzeigen und diese
Ergebnisse replizierbar zu machen.

Ein Hauptproblem dieses Forschungsgebietes stellt die Vielzahl und Komplexitit von
Genorten dar, die unter Umstdnden nur marginale Einfliisse auf die Krankheitsentstehung
haben und allein iiber Wechselwirkungen zu einem erhohten Erkrankungsrisiko beitragen.
Durch Metaanalysen der bisherigen Studien und Replikationsuntersuchungen wird versucht,
hier Abhilfe zu schaffen.

Auch, wenn AKT-1 nicht unter den genomweit signifikanten Markern liegt, konnte es eine
Rolle in der Schizophrenieentstehung spielen. Ein mdglicher Grund hierflir wére, dass sein
Effekt insgesamt zu gering oder populationsgebunden ist.

Zum kausalen Zusammenhang oder einer Assoziation von AKTI1 mit der Schizophrenie

wurden in den letzten zehn Jahren mehrere Studien durchgefiihrt. Die Ergebnisse hieraus
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waren nicht einheitlich. Mogliche Ursachen dafiir miissen evaluiert werden. Denkbar sind
beispielsweise unterschiedliche Testansédtze, differierende  StichprobengréBen und
Allelfrequenzen, aber auch eine Heterogenitdt der Varianten mit Einfluss auf Krankheit

(Thiselton et al., 2008).

Ethnizitét

Eine mogliche Ursache der differierenden Resultate der bisherigen Studien ist die
Zusammensetzung der Studienpopulationen aus verschiedenen ethnischen Zugehorigkeiten.
Auch in Untersuchungen zu anderen Themen ergaben sich Hinweise darauf, dass
pradisponierende SNPs sich zwischen verschiedenen Bevolkerungsgruppen unterscheiden
(Ikeda et al., 2004, Panguluri et al., 2004).

Es besteht die Moglichkeit, dass Polymorphismen im AKTI1-Gen fiir unterschiedlich hohe
Risiken bei verschiedenen Bevolkerungsgruppen wie einen starken Anteil bei Kaukasiern und
einer schwachen Auswirkung auf ostasiatische Bevolkerungsgruppen beitragen (Toyota et al.,
2003).

Einen Uberblick iiber Unterschiede in den Genotypfrequenzen gibt Tabelle 12. Hier sind
unsere Analyseergebnisse ausgewihlten Angaben aus dem Internationalen Hap Map-Projekt
gegeniibergestellt.

Diese Werte zeigen teils deutliche Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung von Genotypen
zwischen den unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen. Ein Ansatz, die durch die
Bevolkerungsstratifikation bedingten Unstimmigkeiten in den Ergebnissen zu verifizieren,
besteht darin, auf homogene Studienpopulationen zu achten, aber auch heterogene Kollektive
unter Berticksichtigung eines Stratifikationsfaktors zu analysieren. So widerspricht ein nicht
bestitigter Zusammenhang bei ethnischer Heterogenitit nicht automatisch einem korrekten
Ergebnis (Sebastiani et al., 2009).

Um die Unterschiede bedingt durch den ethnischen Hintergrund der Probanden zu erruieren,
stellen Metaanalysen ein geeignetes Instrument dar. Dariiber hinaus sind Vergleiche von

Allel- und Genotypfrequenzen in den unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen durchzufiihren.
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Tabelle 12: Vergleich der prozentualen Hdufigkeiten der Genotypen der untersuchten SNPs

1 4

rs1132975  CC CT TT rs3730358 CC CT TT
Kontrolle 434 44.5 12,1 Kontrolle 75,0 22,6 2.4
Erkrankte 454 45,6 9,0 Erkrankte 73,1 24,5 2.4
Europier 42,9 46,4 10,7 Europier 69,6 21,7 43
Asiaten 14,1 53,2 32,7 Asiaten k.A. k.A. k.A.
Afrikaner 61,9 31,0 7,1 Afrikaner 54,2 45,8 -

2 5

rs2494732  CC CT TT rs2494743 CC CT TT
Kontrolle 19,6 50,2 30,3 Kontrolle 1,7 17,9 80,3
Erkrankte 17,3 49,7 33,0 Erkrankte 1,4 20,3 78,3
Europier 26,1 56,5 17,4 Europier 0,9 20,4 78,8
Asiaten k.A. k.A. k.A. Asiaten 45,3 454 9,3
Afrikaner 16,7 58,3 250 Afrikaner 21,6 54,1 243
3 6

rs1130233  AA AG GG rs2494746 CC CG GG
Kontrolle 6,3 34,7 59,0 Kontrolle 1,4 16,6 82,0
Erkrankte 3.9 333 62,7 Erkrankte 1,2 18,9 79,9
Europier 9,1 45,5 45,5 Europier - 16,7 83,3
Asiaten k.A. k.A. k.A. Asiaten 47,8 443 7,9
Afrikaner - 8,3 91,7 Afrikaner 15,0 58,3 26,7

Gegeniiberstellung der Ergebnmisse dieser Arbeit mit ausgewdhlten Frequenzangaben von
Populationen verschiedenen ethnischen Hintergrunds aus dem Internationalen Hap Map-
Projekt; k.A.: keine Angabe; Europder/Kaukasier (Bewohner Utahs mit Nord- und
Westeuropdischer Herkunft);, Asiaten (Han Chinesen, Japane), Afrikaner (Yoruba Afrikaner
Nigeria). (modifiziert nach Hap Map NCBI, 2013 und eigene Ergebnisse)

AKT1 in der Schizophrenie

Es existieren deutliche Hinweise darauf, dass hypoxdmische und ischdmische Stérungen in
der fetalen Entwicklung des Zentralnervensystems, die Entstehung der Schizophrenie mit
begiinstigen, unter Umsténden sogar verursachen (Byrne et al., 2007, Dean und Murray, 2005,
McNeil et al., 2000, Tejkalova et al., 2007, Zornberg et al., 2000).

Ein kausaler Zusammenhang mit spezifischen Genmutationen scheint naheliegend, da
genetische Determinanten einen Einfluss auf die Umgebungsfaktoren aufweisen, denen ein
Individuum ausgesetzt ist (Joo et al., 2009, van Os und Marcelis, 1998).

AKT1 gehort zu den mit der Schizophrenie in Verbindung gebrachten Genen, die vermutlich
iiber eine Hypoxie beeinflusst werden und die im ZNS und GefdBsystem exprimiert werden

(Schmidt-Kastner et al., 2006).
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So ist ein Einfluss auf die nervale und vaskuldre Entwicklung parallel denkbar (Carmeliet,
2003). Auf diese Annahme griindet die Vermutung, dass neurovaskuldre Einheiten im
Zusammenhang mit einer normalen Gehirnentwicklung stehen (Joo er al., 2009). Uber
Storvariablen und Fehlregulationen in diesem Zusammenhang konnten
schizophreniebedingende Entwicklungsstorungen im Sinne eines Insults oder funktioneller
EinbuBlen des Gehirn resultieren, wie sie sich unter anderem in einer VergroBerung der
Ventrikel und einem verkleinerten Hippokampus zu duflern im Stande sind (Joo et al., 2009,
Nelson et al., 1998, Rehn et al., 2004, Shenton et al., 2001). Ein Problem ist auch, dass die
zentralnervosen morphologischen Verdnderungen bei schizophrenen Patienten nicht
zwangsldufig libereinstimmen. Sie sind nicht auf bestimmte Lokalisationen begrenzt und nicht
zwingend offensichtlich.

Auch Storvariablen wie Medikation, Todesursache und Komorbiditidt haben Einfluss auf das
morphologische Korrelat, das erst postmortal untersucht werden kann (Hallmayer, 2004).

Eine definitive Aussage iiber eine Beteiligung und das Ausmal} genetischer Parameter im
Allgemeinen und AKTI1 im Speziellen an der Schizophrenieentstehung wird durch
verschiedene Dinge erschwert. Einerseits ist die Klinik der Schizophrenie sehr heterogen, was
Unstimmigkeiten in der Diagnostik bedingt (Hallmayer, 2004). Dies wirft die Frage auf, ob
unterschiedliche Formen wie zu Beispiel ein Uberwiegen von Positiv- oder
Negativsymptomatik auch unterschiedlich Vulnerabilititsfaktoren haben.

Eine weitere Schwierigkeit einen konkreten Zusammenhang von Erkrankung und
genetischem Korrelat aufzudecken, ist der komplexe Erbgang, der eine eindeutige Zuordnung
von Genotyp und Phinotyp kaum moglich erscheinen ldsst (Hallmayer, 2004).

Es ist festzuhalten, dass selbst bei klar definierter genetischer Ausstattung keine Vorhersagen
iiber das klinische Bild der Erkrankung gemacht werden konnen. Der Genotyp allein erklért
weder die Wechselwirkungen der Gene untereinander noch die Interaktionen mit

Umweltfaktoren.

In einer der ersten Studien zum Zusammenhang von AKTI-Varianten und der klinischen
Diagnose der Schizophrenie von Emamian et al. (2004) an 335 an Schizophrenie oder
schizoaffektiven Psychosen Erkrankten wurden fiinf Einzelnukleotidpolymorphismen im
AKT1-Gen analysiert, rs3803300, rs1130214, rs3730358, rs2498799 und rs2494732 . Hierbei
konnte bei einem p-Wert von 0,05 eine signifikante Assoziation von SNP rs3730358
nachgewiesen werden. Das Testkollektiv beinhaltete Personen aus 268 betroffenen Familien

(210 Patienten-Eltern-Dreiergruppen und 58 erweiterte Familien), bei denen anhand der
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DSM-IV die Diagnose einer Schizophrenie oder einer schizoaffektiven Erkrankung gestellt
worden war. Die DNA der aus dem peripheren Blut der Erkrankten extrahierten Lymphozyten
wurden mit in Bezug auf Geschlecht, Ethnizitit und Rasse abgestimmten Kontrollproben

verglichen. (Emamian et al., 2004)

Die Angaben von Schwab et al. 2005 beziehen sich auf Untersuchungen von 79 kaukasischen
Familien mit 172 Nachkommen mit Schizophrenie und schizoaffektiven Erkrankungen, deren
Diagnose mittels SAD-L (Schedule For Affective Disorder Schizophrenia-Lifetime Version),
SKID-2 und OPCRIT (Operational Criteria Checklist For Psychotic Illness) eingeordnet
wurde. Analysiert wurden die fiinf urspriinglichen SNPs aus der Studie von Emamian et al.
(2004) rs3803300, rs1130214, rs3730358, rs2498799, rs2494732 und dariiber hinaus die zwei
weiteren Marker 1s2498784 und rs10149779. Mittels eines statistischen Programms
(FAMHAP Haplotyp Association Analysis) wurde die Assoziation von SNPs und Haplotypen
mit einem Algorithmus abgeschétzt und mit ,,Pseudo-Kontrollen* verglichen. (Becker und
Knapp, 2004a, b, Herold und Becker, 2009, Schwab et al., 2005)

Hierbei bestétigte sich bei einem p-Wert von 0,027 die vorbeschriebene Signifikanz von SNP
rs3730358. Es ergaben sich Hinweise auf eine liberzufillige Assoziation von rs1130214
(p=0,011) und rs10149779 (p=0,002) mit der Erkrankungswahrscheinlichkeit (Schwab et al.,
2005).

In der Analyse von Ikeda et al. 2004 wurden bei 507 japanischen Patienten und 437
Kontrollen die SNPs 1rs3803300, rs1130214, rs3730358, 1rs2498799, rs2494732 und
rs2498804 betrachtet. Die Diagnosestellung erfolgte anhand der DSM-IV-Kriterien. Hierbei
zeigte sich bei einem p-Wert von 0,037 eine Signifikanz fiir den Marker rs2494732. Der in
dieser Untersuchung im Vergleich zur Ursprungstudie von Emamian et al. 2004 zusétzlich im
Mittelpunkt des Interesses stehende SNP rs2498804 wurde aufgrund dieser Signifikanz
gewihlt. Er befindet sich von rs2494732 weiter in Richtung des 3’Endes und ergab bei einem
p-Wert von 0,021 auch einen Hinweis auf eine Assoziation mit der Erkrankung. (Ikeda et al.,
2004, Suzuki et al., 2003).

Da in dieser Studie signifikante Ergebnisse bei den beiden SNPs auftraten, die am néchsten
am 3’Ende von AKTI lagen, ist eine Assoziation von Variationen dieses Bereichs mit der
Schizophrenie denkbar.

In der Untersuchung von Thiselton et al. 2008 wurden acht verschiedene SNPs des AKT1-
Gens in einer Probe der ISHDSF (Study Of High-Density Schizophrenia Families) betrachtet.

Diese waren die auch in der vorliegenden Untersuchung analysierten und bereits durch
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friihere Studien mit der Schizophrenieentstehung assoziierten Marker 1s2494732 und
rs3730358, sowie die auch in der Literatur mit der Schizophrenie in Verbindung gebrachten
SNPs rs130214 und rs2498799. Zusitzlich wurden weitere vier Marker in Richtung des
3’UTR-Endes, rs3803304, rs2498802, 1s2498804 und den auch in unserer Untersuchung
beschriebenen rs2494746 analysiert. Bezogen wurde sich auf die OPCRIT-Symptomskala.
Untersucht wurden 1408 Personen aus 265 irischen Familien, in denen Schizophrenie héufig
vorkam. Eingeteilt wurde in verschiedene konzentrisch angeordnete Kategorien, die vom
schizophrenen Formenkreis breit gefachert bis hin zu jeglichen psychischen Erkrankungen
reichten. (Thiselton et al., 2008)

Die statistische Auswertung wurde mit HAPLOVIEW v3.2 von Genotypen nichtverwandter
Spender durchgefiihrt und Assoziationsanalysen mit dem Tranmissions-Disequilibriums-Test
unter Nutzung von TRANSMIT v2.5.4 und PDTPHASE v4.0 erstellt (Barret et al., 2005,
Clayton, 1999, Thiselton et al., 2008).

In den Auswertungen wurde bei einem p-Wert zwischen 0,1 und 0,2 ein moderater Trend zur

Signifikanz fiir die Marker rs1130214 und rs2494732 beschrieben.

In der vorliegenden Assoziationsstudie wurde der Cut-off fiir einen Signifikanztest bei 0,05
angesetzt. Jedoch sind die p-Werte zwischen den einzelnen Studien nicht unmittelbar
vergleichbar, da einige Ergebnisse aus Fall-Kontrollstudien stammen, wohingegen andere
Assoziationen mittels statistischer Tests aus einem Kollektiv Betroffener (z.B.
Familienanalysen Erkrankter) berechnet wurden. Jedoch sind resultierende Zusammenhéange
zwischen SNPs und der Schizophrenie vergleichbar.

So zeigten SNP rs2494732 in einer Studie von Ikeda et al. (2004) und SNP rs1130214 in den
Analysen von Schwab et al. (2005) eine weitaus grofBere Signifikanz. Die Testpersonen waren
bei Ikeda et al (2004) japanischer, bei Schwab et al. (2005) europédischer Abstammung. SNP
rs2494732 zeigte bei der Analyse der Werte unseres kaukasischen Testkollektivs keinen
Anbhalt fiir eine Uberzufilligkeit. Rs1130214 wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht gepriift.
Im Gegensatz zu den Studien, die eine positive Assoziation zwischen AKT1-Polymorphismen
und der Schizophrenie postulieren, ergaben die Untersuchungen von Lee et al. (2010) keinen
derartigen Hinweis auf signifikante Zusammenhinge. Untersucht wurden die sechs Marker
1rs3803300, rs1130214, rs3730358, rs1130233, rs2494732 und 152498804 an 283 Erkrankten
und 350 Kontrollpersonen koreanischer Abstammung. Die Patienten erfiillten die
diagnostischen Kriterien nach DSM-IV. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in

der Genotyp- oder Allelverteilung in den Einzelnukleotidpolymorphismen zwischen den
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beiden Kollektiven. Bei p-Werten zwischen 0,1 und 0,2 war ausschlieBlich ein mafiger Trend
fiir rs3803300 und rs3730358 zu erkennen. (Lee et al., 2010)

Diese Arbeitsgruppe erstellte auch eine Metaanalyse auf der Grundlage von sechs weiteren
Vorgéngerstudien zu den oben genannten sechs Markern, die ebenfalls keine iiberzeugenden
Hinweise auf einen Zusammenhang von Polymorphismen dieser im AKTI1-Gen mit der
Schizophrenie ergaben.

Xu et al. untersuchten 2007 an 384 chinesischen Patienten und 384 Kontrollpersonen gleicher
Herkunft fiinf Marker. Die Diagnosekriterien entsprachen der DSM-IV. Fiir rs3803300 konnte
bei einem p-Wert von 0,003 ein signifikanter Zusammenhang zur Erkrankung beschrieben
werden (Xu et al., 2007).

Ohtsuki et al. analysierten 2004 die Marker rs303300, rs1130214, rs3730358, 1rs2498799 und
152494732 an 559 Erkrankten und 567 Gesunden japanischer Herkunft. Die Diagnose
entsprach den DSM-III-R-Richtlinien. Es konnte keine Signifikanz gezeigt werden (Ohtsuki
et al., 2004).

Liu et al. untersuchten 2006 an 219 Familien aus Taiwan die fiinf SNPs rs3803300,
rs1130214, 1rs3730358, rs2498799 und 1s2494732. Es ergab sich kein signifikanter
Zusammenhang (Liu et al., 2006, Norton et al., 2007).

In den Auswertungen von Norton et al. (2007) wurde die Unterschiede zwischen 673
Erkrankten und 716 Kontrollpersonen analysiert. Die Testkollektive setzten sich aus in
GroB3britannien geborenen Personen zusammen, die Diagnosekriterien entsprachen der DSM-
IV. Bei der Analyse von rs3803300, rs1130214, rs3730358, 1s2498799, rs2494732,
rs2498784, rs10149779 und rs2498804 ergab sich bei p-Werten {iber 0,17 kein Hinweis auf
einen Zusammenhang der Schizophrenie mit einem der Einzelnukleotidpolymorphismen
(Norton et al., 2007).

Von Ide et al. (2006) wurden in einer familienbasierten Assoziationsstudie 376 Personen aus
124 japanischen Familien mit einer genetischen Disposition filir Schizophrenie betrachtet,
wovon 163 erkrankt waren. So wurden 80 komplette voneinander unabhéngige Trios aus
einem Elternpaar mit einem an Schizophenie erkrankten Nachkommen, 15 Probanden mit
einem betroffenen Elternteil, 13 Personen mit einem betroffenen Geschwisterteil und 30 mit
diskordanten Geschwistern in die Analyse einbezogen. Analysiert wurden SNPs rs3803300,
rs1130214, rs3730358, 1rs2498799 und rs2494732. In der japanischen Bevolkerung gesicherte
Muster genomischer Assoziationsungleichgewichte (Linkage Disequilibrium=LD) wurden
durch paarweise LD-Priifung von AKT1-Markern in 186 nichtverwandten Personen ermittelt

(Ide et al.,, 2006). Weiterhin wurden zu statistischen Analysen der PDT (Pedigree
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Disequilibrium Test) und der ETDT (Extended Transmission Equilibriumtest) angewandt. Es
wurde ebenfalls kein Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko an einer Schizophrenie zu
erkranken festgestellt. (Ide et al., 2006, Norton et al., 2007)

Die bekannten Einzelnukleotidpolymorphismen rs380330, rs1130214, rs3730358, rs2498799
und 152494732 wurde von Bajestan et al. (2006) an 321 iranischen erkrankten und 383
gesunden Freiwilligen untersucht. Die Diagnose entsprach den Kriterien nach DSM-IV. Eine
Assoziation der Marker mit der Schizophrenie wurde nicht gezeigt (Bajestan et al., 2006).
Karege et al. (2010) konzentrierten sich auf die Marker rs380330, rs1130214, rs3730358,
rs1130233, 1s2494732 und 1s2498804 bei 384 Schizophreniepatienten und 165
Kontrollprobanden europdischer Herkunft. Hierbei wurde bei einem p-Wert von 0,028 eine
schwache Assoziation fiir rs2494732 beschrieben (Karege et al., 2010).

Eine groBle Untersuchung von Sanders et al. (2008) wurde an 1870 Erkrankten und 2002
Kontrollpersonen aus Europa durchgefiihrt. Hierbei analysierten die Autoren insgesamt 648
Einzelnukleotidpolymorphismen verschiedener Gene, unter anderem 17 im AKTI1-Gen, von
denen keiner eine signifikante Assoziation mit der Schizophrenie zeigte (Lee et al., 2010,
Sanders et al., 2008).

Die Untersuchungen von Emamian et al. (2004) und Schwab et al. (2005) zeigen eine
Dominanz des Allels C im Marker rs3730358 im Zusammenhang mit der Erkrankung
(Thiselton et al., 2008). Diese Ergebnisse wurden durch unsere Untersuchungen nicht
bestétigt.

Ein weiterer interessanter Aspekt in der Analyse eines moglichen Zusammenhangs zwischen
AKT1-Polymorphismen und der Schizophrenie wurde durch Liu et al. (2009) beleuchtet. Das
Testkollektiv hierbei bestand aus 120 hanchinesichen Patienten mit akuter Exazerbation einer
Schizophrenie (nach DSM-1V), die im Vorfeld keine Behandlung mit atypischen
Antipsychotika erhalten hatten. Sie wurden im Rahmen der Studie iiber einen Zeitraum von
mindestens zwei Wochen mit Risperidon behandelt. In diesem Zeitraum wurde der Zustand
der Patienten klinisch beobachtet, untersucht und standardisiert bewertet (z.B. mittels
PANSS). Bei den Probanden wurden die SNPs rs3803300, rs1130214, rs3730358, rs2498799,
152494732, 152498804, 152498784 und rs10149779 genotypisiert. Sowohl im medikamentds
nicht behandelten Stadium wie auch unter bestmoglicher Behandlung mit Risperidon hatten
die Genotypen der untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismen keinen Einfluss auf das
klinische Erscheinungsbild. Die Untersucher schlussfolgerten aus diesen Resultaten, dass
AKT1 keine Schliisselrolle im klinischen und funktionalen Erscheinungsbild der

Schizophreniepatienten hat, die erfolgreich mit Risperidon behandelt wurden. In dieser Studie
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wurde auch ein mdéglicher Einfluss von AKT1-Polymorphismen auf eine klinische Besserung

unter Risperidontherapie widerlegt. (Liu et al., 2009)

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass viele Studien existieren, in denen
unterschiedliche SNPs von AKTI] und deren Assoziation mit dem Krankheitsbild der
Schizophrenie an verschiedenen Bevolkerungsgruppen untersucht wurden. Diese erbrachten
heterogene Ergebnisse (s. Tab. 13).

Bei Diskrepanzen zwischen den Untersuchungen gleicher SNPs kommen vielerlei Griinde in
Frage. Die Auswahl des Testkollektivs, die Testmethoden, die Diagnosekriterien und die
labortechnischen Verfahren sind Beispiele fiir methodisch bedingte Unterschiede. Ein anderer
Aspekt wire eine mogliche Abhédngigkeit von der Unterform der Schizophrenieerkrankung.
Verschiedene Formen konnten durch unterschiedliche Modifikationen bedingt sein.

Die Betrachtung der vorliegenden Daten, sowohl aus der Literatur als auch der im Rahmen
dieser Arbeit besprochenen Ergebnisse ldsst keine eindeutigen Schlussfolgerungen zu, ob eine
Assoziation von AKT1 und der Wahrscheinlichkeit an Schizophrenie zu erkranken besteht.
Mehrere Studien sprechen fiir einen Zusammenhang, jedoch konnten bei der Untersuchung
vieler SNPs keine signifikanten Ergebnisse dahingehend gezeigt werden. Ebenso waren die
Resultate einiger der als signifikant dargestellten SNPs in folgenden Studien nicht
reproduzierbar. In den genomweiten Studien war AKT1 nicht unter den als signifikant
eingestuften Kandidatengenen. Denoch spricht einiges fiir einen Einfluss von AKT1, jedoch
scheint das Ausmal} dessen gering zu sein oder stark von anderen inneren wie dufleren

Einfliissen und Kriterien abhéngig zu sein.
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Tabelle 13: tabellarische Aufstellung einer Auswahl von Studien des letzten Jahrzehnts

Assoziation zwischen Schizophrenie und AKTI1 an verschiedenen Bevilkerungsgruppen

zZur

Autoren

Herkunft
Probanden

rs1132975

rs10149779

1$2498784

1s2494732

rs1130233

rs3730358

152494743

1s2494746

rs3803300

rs1130214

1$2498799

1s2498804

rs3803304

1rs2498802

Emamian
et al.
(2004)

c
wn
>

*

»n %

*

*

*

Ohtsuki
et al.
(2004)

Tkeda
et al.
(2004)

Schwab
et al.
(2005)

Ide
et al.,
(2006)

Liu
et al.,
(2006)

Bajestan
et al.,
(2006)

Ir

Norton
et al.,
(2007)

GB

Thiselton

etal.,
(2008)

Karege
etal.,
(2010)

S,F

Lee
et al.,
(2010)

MT

MT

Diese
Studie

D

*

S

*

S

Angegeben sind die jeweils untersuchten SNPs und gegebenenfalls ihre Signifikanz.
Abkiirzungen: J Japan, D Deutschland, T Taiwan, Ir Iran, C China, GB Grofsbritannien, [
Irland, S Schweiz, F Frankreich, K Korea; * SNPs, die in der jeweiligen Studie analysiert

wurden; S signifikant, MT moderater Trend

Auch in postmortalen Untersuchungen von Gehirnen schizophrener Patienten zeigten sich

Diskrepanzen bezogen auf die AKT1-Expression.

Emamian et al. machten 2004 auf niedrige Proteinspiegel der Kinase im Hippokampus und

dem frontalen Kortex in den Gehirnen von Erkrankten im Vergleich zu gesunden Kontrollen

aufmerksam. Dies konnte von Ide et al. (2006) allerdings nicht bestétigt werden. Thiselton et
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al. (2008) untersuchten die zerebrale Expression von AKT1-RNA postmortal, wobei bei
einem p-Wert von 0,029 verminderte Spiegel im dorsolateralen prifrontalen Kortex von
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen gezeigt werden konnten.

In den Untersuchungen von Emamian et al. (2004) konnten um 68% reduzierte AKT1-Spiegel
in den Lymphozyten von Erkrankten gemessen werden. Diese Verdnderungen im AKT-
GSK3b Signalweg von Lymphozyten schizophrener Patienten konnten durch Ide et al. (2006)
nicht bestitigt werden.

Karege et al. untersuchten 2010 Proteinspiegel in postmortalen Gehirnproben. Hierbei zeigten
sich keine Unterschiede in den AKTI1- und AKT2-Spiegeln zwischen Erkrankten und
Gesunden, jedoch abhingig von Genvarianten. Die signifikanteste Assoziation zwischen
AKT1-SNPs/Haplotypen und der Schizophrenieerkrankung wurde fiir einen S5SNPs-
beinhaltenden-Haplotypen gezeigt (rs1130214, 1s37303358, 1s1130233, 12494732,
rs2498804). Dieser wurde bei an Schizophrenie Erkrankten weniger {ibertragen. (Karege et
al., 2010)

Kozlovsky et al. (2004) bestitigten, dass bei Erkrankten prifrontale GSK3B-Aktivitidt und
GSK3B-Proteinspiegel um iiber 40% und GSK-3B3-mRNA-Spiegel um 36% reduziert waren.
Auch Emamian et al. (2004) konnten eine verminderte GSK3B-Phosphorylierung zeigen.
Widerspriichliche Ergebnisse lieferten die Daten von Ide et al. (2006). Hierbei zeigten sich
weder signifikante Unterschiede in Expression und Phosphorylierung von AKT1 und GSK-38
im frontalen Kortex noch in Lymphozyten.

Auf Grundlage der Daten ist auch denkbar, dass Verdnderungen im GSK-3B-Gen in einem
kausalen Zusammenhang mit der Pathogenese der Schizophrenie stehen. GSK-3 wiederum
ist ein Substat von AKT1 (Norton et al., 2007). Fiir eine Rolle von GSK38 spricht, dass die
Aktivitdt von GSK38 durch die Medikamente Lithium und Valproat gehemmt wird (Chen et
al., 1999).

Eine mogliche Ursache der Diskrepanzen in der Untersuchung postmortaler Gehirnregionen
stellen Unterschiede in der Auswahl der untersuchten Areale dar (Ide et al., 2006). So sind
differierende Kinase-Level in verschiedenen anatomischen Teilbereichen mdglich. Eine
Erklarung fiir die unterschiedlichen Verdnderungen im AKT-GSK3B Signalweg von
Lymphozyten schizophrener Patienten sind die ethnischen Zugehorigkeiten der Testpersonen
und die mangelnde Stabilitit verdnderter Kinasespiegel iiber anatomische Regionen hinweg
wie auch sich unterscheidende Versuchsprotokolle. (Ide et al., 2006)

Diese Erkenntnisse sind auch vereinbar mit der Theorie zur Krankheitsentstehung, die von

einer Storung der Gehirnentwicklung ausgeht (Kozlovsky et al., 2000, 2001, 2002, 2005).
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Wenn AKT-Kinasen in den Gehirnen an Schizophrenie Erkrankter in reduziertem Malle
vorhanden sind, und Medikamente mit forderndem Einfluss auf AKT-gebundene Signalwege
helfen Symptome der Erkrankung zu mindern, scheinen AKT-Kinasen maB3geblich zu einer
physiologischen Entwicklung und Funktion des Nervensystems beizutragen.

Die Auswirkungen eines gestorten GSK3B/AKTI1-Signalweges in der Schizophrenie-
entstehung verdeutlicht auch die neuroprotektive Wirkung von Paliperidon. Peng et al.
beschrieben 2014, dass dieses atypische Antipsychotikum im Stande ist, die von Glutamat
induzierte Abnahme der Genexpression und Phosphorylierung von AKT1 und GSK38
umzukehren und so Einfluss auf die neurodegenerativen Vorgénge bei Schizophrenie haben
konnte. (Peng et al., 2014)

Genetische Varianten von AKT-Kinasen konnen durch kleinste Verdnderungen wie die
Modifikation eines einzelnen Basenpaars bei einem Einzelnukleotidpolymorphismus bedingt
sein. Diese vererbbaren Minimalvariationen des individuellen Genpools bleiben hdufig ohne
funktionelle Folgen, konnen jedoch die Disposition fiir verschiedene Krankheiten, im
vorliegenden Fall der Schizophrenie, verdndern. Eine genaue Kenntnis der Mechanismen und
Auswirkungen birgt erweiterte Moglichkeiten im Rahmen von Pravention und Therapie.

Eine zentrale Frage ist, wie Verdnderungen in den untersuchten SNPs zu verdnderten
Phénotypen, sprich auch zu einer Manifestation der Erkrankung fithren konnen. Liegen die
Polymorphismen im Bereich von Introns, erfiillen sie keine kodierende Funktion. Gerade aber
wenn sie an den Grenzen zu Exons liegen, ist die Moglichkeit gegeben, dass sie relevant
werden konnen, zum Beispiel aufgrund von alternativem Spleilen. Es gibt auch primér
phénotyprelevante SNPs (Budowle und van Daal, 2008). Diese liegen schon in einem
kodierenden Bereich, Verdnderungen koénnen zu einem Aminosdurenaustausch fithren und
dadurch bedingt eventuell die Produktion eines strukturell und auch funktionell anderen
Proteins bedingen.

Eine weitere mogliche Phénotypen-Beeinflussung durch SNPs ist denkbar, wenn diese in
ortlichem oder funktionellem Zusammenhang mit Kontrollinstanzen im Gen liegen oder aber
signifikant assoziierte Varianten in der Ndhe der entsprechenden SNPs liegen und dariiber

einen indirekten Einfluss haben, ohne selbst eine Funktion zu erfiillen.

6.3 Ausblick

Ein zentraler Aspekt in der Schizophrenieforschung ist die Problematik einer klaren kausalen

Zuordnung von Erkrankung und selektiver Genmutation (Hallmayer, 2004).
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Aus der Perspektive, dass die Schizophrenie ein multifaktoriell bedingtes und beeinflusstes
Ergebnis komplexer Wechselwirkungen zwischen Umgebung und genetischem Hintergrund
ist, bedarf es noch weiterer Untersuchungen, um einem definitiven Pathogenesemodell niher
zu kommen (Joo et al., 2009).

Ein interessanter Punkt ist die Klassifizierung der schizophrenen Endophinotypen. So
konnten die korrespondierenden genetischen Verdnderungen Riickschliisse auf das
Erkrankungsrisiko erhdhende Genvarianten ermoglichen. Auch eine Vorhersage des
individuellen Krankheitsverlaufes wére bei Kenntnis der entsprechenden biologischen
Veranderung denkbar. Damit wire der Weg offen fiir eine neuartige innovative Einteilung
vielfaltiger psychischer Erkrankungen unter biologischen, morphologischen Gesichtspunkten
(Braff et al., 2008, Craddock et al., 2006, 2007, Hill et al., 2008, Gottesman und Gould, 2003,
Zobel und Maier, 2004). Auf Grundlage einer solchen biologisch orientierten Einteilung wére
auch ein veridnderter Therapieansatz auf molekularer Ebene eine realistische Option (Thaker,
2007). Eine Voraussetzung hierflir ist, die unterschiedlichen Endophénotypen auszumachen
und auf ihre Validitdt zu priifen (Chan und Gottesman, 2008).

Mogliche krankheitsunabhidngige Einfluss- und Storfaktoren, wie zum Beispiel der des
ethnischen Hintergrund der Testpersonen miissen im Vorfeld minimiert, wenn mdéglich ganz
ausgeschlossen werden, oder in weiteren Studien mit Testpersonen anderen ethnischen
Hintergrundes tberpriift werden. Auch durch neuere Theorien, die eine reduzierte AKT-
GSK38-Signalgebung thematisieren, sind nur Teilbereiche der Pathologie der Erkrankung
erkldrbar. Um diese Theorie zu bekréftigen oder zu widerlegen sind dariiber hinausgehende
Betrachtungen vor allem der Phosphorylierungsverhéltnisse einzelner Proteine in vivo
angezeigt, die in direktem Zusammenhang mit der Signalkaskade stehen (Ide et al., 2006).

Da auch der AKTI1-GSK38-Signalweg nicht allein durch AKT1 beeinflusst wird, ist es
wichtig auch andere Gene, die hiermit in Zusammenhang stehen konnen, explizit unter
Beriicksichtigung einer Heterogenitdt in diesem Bereich, genauer zu betrachten (Ikeda et al.,
2004, Schork et al., 2001).

Die vorhandenen Daten aus bereits durchgefiihrten Analysen und Metaanalysen sprechen fiir
eine weitere Evaluation des Stellenwerts von AKT1 in der Schizophrenie. Auch die Priifung
anderer Einzelnukleotidpolymorphismen im Bereich des Gens scheint sinnvoll, um deren
moglichen Beitrag zu Suszeptibilititsgen AKT1 zu verifizieren. Die systematische Suche
nach unterschiedlichen Mutationen anhand grofBer Stichproben trdgt zu Aufklirung von
Zusammenhdngen zwischen Genetik und klinischer Erkrankung bei. Unter der Annahme, das

AKT]1 eine Schliisselrolle in der Schizophrenie spielt, ist es auch sinnvoll, die Auswirkungen
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eines durch andere Krankheitsentititen oder zum Beispiel iatrogen verursachten
Ungleichgewichts im Bezug auf die Psychoseentstehung zu analysieren. Die Aufkldrung
atiopathogenetischer Ursachen und deren Wechselwirkungen untereinander wiirden génzlich
neue Perspektiven in der Fritherkennung, Pravention, der diagnostischen Mdglichkeiten und
Therapie der Schizophrenien ermdglichen. So wéren Hochrisikogruppen leichter zu
identifizieren und préventive und therapeutische Interventionen auf molekulargenetischer
Ebene denkbar.

Um den genetischen Ursachen der Schizophrenieentstehung nédher zukommen, sind weitere
Analysen grofler Stichproben und auch anderer SNPs nétig. Die Aussagen zu den SNPs dieser
Studie miissen in Form zusidtzlicher Untersuchungen und Replikationsstudien verifiziert
werden. Voraussetzung sind angepasste GroBBen der Stichproben und die Ausschaltung von
Storvariablen. Eine interessante Option wéren auch differenzierte Untersuchungen gleicher
SNPs bei verschiedenen Manifestationsformen der Schizophrenie. Damit wiren eventuell
Riickschliisse der funktionellen Beeintrdchtigung auf die morphologische Modifikation und
umgekehrt moglich.

Um funktionelle Konsequenzen verianderter SNPs im AKTI1-Gen zu detektieren, ist eine
genaue Betrachtung der Lage des jeweiligen Polymorphismus innerhalb oder auBlerhalb
kodierender Bereiche wichtig. Fiihrt eine Variation unter Umstéinden zu einem verdnderten
Leseraster und zu einer Verdnderung des Genproduktes, hat dies funktionelle Folgen fiir
nachfolgende Signalwege. Hierbei sind aufgrund der vielfdltigen Funktionen von AKT1

verschiedene Ansatzpunkte fiir entsprechende Tests moglich.

Das Ziel aller Bemiihungen um eine Aufklirung von Atiologie und Pathogenese der
Schizophrenien ist die mittelfristige Nutzung der gewonnenen Erkenntnisse zu Gunsten der
Betroffenen. Uber das Verstindnis von Entstehungsmechanismen sind Verbesserungen in
Fritherkennung, Prévention und Behandlung zu erwarten, um Erkrankten und deren sozialem

Umfeld ein Mehr an Lebensqualitdt zu ermdglichen.
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Abkiirzungsverzeichnis und Fachbegriffe

ABKURZUNGVERZEICHNIS UND FACHBEGRIFFE

A Adenin

ACG Kinasegruppe (z.B.PKA, PKC, PKG)

AH AKT homology domain

AKT V-akt murine thymoma viral oncogene
homolog

APA American Psychatric association

ARC Activity-regulated cytoskeleton-associated
protein

AS Aminoséure

Assay Nachweistechnik aus der Molekularbiologie

ATP Adenosintriphosphat

ATPase Adenosintriphosphatase

bp Basenpaar

BDNF Brain-derived neurotrophic factor

12 Chi-Quadrat

C Cytosin

Ca™ Kalziumion

CACNAIC Calcium channel voltage-dependent L type
alpha 1C subunit

CACNB2 Calcium channel, voltage-dependent, beta 2
subunit

cAMP Adenosinmonophosphat, zyklisch

Cdk1 Cyclin dependent kinase 1

cDNS Komplementdre DNS (liber RT aus RNS
gebildet)

CEPH Centre d'Etude du Polymophisme Humain

CI Chloridion

CMYAS Cardiomyopathy-associated 5

COMT Catechol-O-Methyltransferase

DA Dopamin

ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat

df degrees of freedom

Discl Disrupted in schizophrenia 1

DNS Deoxyribonucleic acid,
Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DRD1-4 Dopaminrezeptor Gen 1-4

dsDNS Doppelstrangige DNS

DSM-1V Diagnostic and Statistical Manual of Mental

Disorders (Fourth Edition) der APA
(Diagnostisches und Statistisches Handbuch
Psychischer

Storungen

DTNBP1 Dystrobrevin binding protein 1,
Dysbindin-Gen
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EDTA Ethylendiamintetraacetat
Ethylendiamintetraessigsdure

EGF Epidermal growth factor

ETDT Extended transmission equilibriumtest

FHAM Family history assessment module

fMRT Funktionelle Magnetresonanztomographie

F-Wert Priifwert aus dem F-Test

G Guanin

GABA Gamma amino butyric acid/
Gammaaminobuttersdure

GAS Global assessment scale; Achse 5 des DSM-
v

GPCR G-protein coupled receptor/ G-Protein
gekoppelter Rezeptor

G-Protein Guaninnukleotid-bindendes Protein

GRM Glutamate receptor metabotrophic

GTP Guanosintriphosphat

GWA Genomweite Assoziationsstudie

GRM glutamate receptor metabotrophic

GSK3 Glykogensynthasekinase 3

GSK38 Glykogensynthasekinase 3-Beta

HAWIE-R Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fiir
Erwachsene, Revision 1991

HCI Salzsdure

5-HT Serotonin

5-HT-2A Serotoninrezeptor 2A

HWE Hardy-Weinberg-Equilibrium

ICD10 International Classification of Diseases Tenth
Edition/
Internationales
Krankheitsklassifikationssystem der WHO

iPLEX Labortechnisches Verfahren zur
Einzelbasenelongation

ISHDSF Study of High-Density Schizophrenia
Families

K+ Kaliumion

kb Kilobase

KCl Kaliumchlorid

KH2PO4 Kaliumhydrogenphosphat

KI Konfidenzintervall

LD Linkage disequilibrium

LEBI Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar
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LSD

MALDI-TOF MS

Lysergsédurediethylamid

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization
Time-Of-Flight

Massenspektrometer

MANOVA Multivariate Varianzanalyse

mbar Millibar

MgCI2 Magnesiumchlorid

min Minute

ml Milliliter

mM Millimol

MMST Mini-Mental-Status-Test

mRNA Messenger RNA

MRS Proton magnetic resonance spectroscopy

MTOR Mammalian/mechanistic target of rapamycin

n Anzahl

Na+ Natriumion

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat

NaCl Natriumchloris

NaOH Natriumhydroxid

NCBI National Center for Biotechnology
Information

NGF Nerve growth factor

NIMH National Institutes of Mental Health

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NMDAR N-Methyl-D-aspartate receptor

nM Nanomol

nm Nanometer

NRG1 Neuroregulinl

ns Nanosekunde

OPCRIT Operational criteria checklist for psychotic
illness

OR Odds Ratio

p p-Wert/probability

PANSS Positive and Negative Syndrome Scale

PBS Phosphate Buffered Saline-
Puffer/phosphatgepufferte Salzlosung

PCR Polymerase chain reaction

PDGF Platelet derived growth factor

PDK Phosphoinositide-dependent kinase

PDT Pedigree disequilibrium test

PFK/PFC Prifrontaler Kortex/Cortex

PGC Schizophrenia Working Group of the
Psychiatric Genomics

pH Wasserstoffionenkonzentration, negativer
dekadischer Logarithmus

PH Pleckstrin homology domain
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PI3K Phosphoinositide-3 kinase

PIP-3 Phosphatidylinositol (3,4,5)-Trisphosphat

PKB Proteinkinase B

PPI Pripulsinhibition

PTEN Phosphatase and tensin homolog

q Langer Arm eines Chromosoms

RAC-PK Related to the A und C kinases

rs Reference SNP-ID number

RT Reverse Transkriptase

RNS Ribonukleinsdure

rpm Revolutions per minute

SAD-L Schedule for affective disorder
schizophrenia-lifetime version

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

SD Standardabweichung

SKID 1/2 Strukturiertes Klinisches Interview fiir DSM-
IV Achse I/l

SNP Single-Nucleotid-Polymorphism/Einzel-
Nukleotid-Polymorphismus

SPSS Statistical Package for social science

T Thymin

Taq Thermophilus aquaticus

TE Tris-Ethylendiamintetraacetat Puffer

TOF Time of flight /Flugzeit

TPH2 Tryptophan hydroxylase 2

Tris Trisaminomethan

U Unit

UTR Untranslatierte Region

WHO World Health Organisation
/Weltgesundheitsorganisation

ZNS Zentrales Nervensystem

A Lambda/Wellenlidnge

uM Mikromol

ul Mikroliter

us Mikrosekunde
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