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Zusammenfassung 5

Zusammenfassung

Die Atiopathogenese der Schizophrenie ist bis heute nicht vollstandig erforscht. In der
Literatur wird ein polygener Erbgang, eine multifaktorielle Krankheitsgenese und eine
Assoziation mit dem Endophénotyp Gedachtnisleistung diskutiert.

CNTNAP?2 ist auf Chromosom 7 lokalisiert und z&hlt zu den groRten Genen des mensch-
lichen Genoms. Sein Genprodukt Caspr2 ist unter anderem an der Interaktion zwischen
Neuron und Glia am myelinisierten Axon sowie an der neuronalen Adhé&sion und Signal-
transduktion beteiligt. Ihm wird eine entscheidende Rolle in friihen Phasen der Hirnent-
wicklung ebenso wie eine Beteiligung an der neuronalen Zellmigration respektive dem
Ausbilden neuronaler Netzwerke sowie der Koordination synaptischer Aktivitat zuge-
sprochen.

CNTNAP2 wurde in der Vergangenheit bereits mehrfach mit dem Auftreten psychiatri-
schen Erkrankungen assoziiert; ein dezidierter Zusammenhang mit Schizophrenie konnte
bislang allerdings erst fur einen Einzelnukleotidpolymorphismus nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden 29 Single Nukleotid Polymorphismen (SNPs) des
CNTNAP2 Gens in einem Studienkollektiv bestehend aus 349 schizophrenen Patienten
und 503 gesunden Kontrollprobanden auf eine Assoziation mit Schizophrenie ebenso wie
ihren Einfluss auf die Gedé&chtnisleistung (quantifiziert anhand des Abschneidens in der
Wechsler Memory Scale Revised) hin untersucht.

Fur die betrachteten SNPs konnten sowohl in einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie als
auch Endophénotypenstudie erstmals signifikante Assoziationen zu Schizophrenie und
Gedachtnisleistung beschrieben werden. Als besonders exponiert fur den Einfluss der Po-
lymorphismen prasentierte sich eine Region von Exon 13 bis 15 des Gens, einem poten-
tiellen Bindungsort des Transkriptionsfaktors FOXP2.

Die vorliegende Arbeit legt die Annahme nahe, dass CNTNAP2 ein Suszeptibilitatsgen
sowohl flir Schizophrenie als auch den Endophénotyp Gedéachtnisleistung ist.
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1  Einleitung

1.1 Schizophrenie

1.1.1 Definition

Die Schizophrenie wird der Gruppe der endogenen Psychosen zugeordnet. Sie stellt eine
der schwerwiegendsten psychiatrischen Diagnosen dar. Die in Erscheinungsbild und Ver-
lauf heterogene Erkrankung ist durch Wahn, Halluzinationen, formale Denkstérungen,
Ich-Stérungen, Affektstérungen und psychomotorische Stérungen charakterisiert. Eine
multifaktorielle Genese wird angenommen, wobei der genetischen Disposition eine zent-
rale Bedeutung zugeschrieben wird (van Os & Kapur 2009). Verwandte Stérungen wie
schizoaffektive, wahnhafte oder kurzzeitig psychotische Erkrankungen z.B. im Rahmen
einer affektiven Stérung (Goodwin & Jamison 1992) werden anhand von Symptomart
und -dauer von der Schizophrenie abgegrenzt (McKenna 1997).

1.1.2 Epidemiologie

Die Schizophrenie weist eine Pravalenz von 0,5-1% und eine jahrliche Inzidenzrate von
0,05% auf. Das Risiko der Allgemeinbevélkerung im Laufe des Lebens zu erkranken be-
tragt 0,6-1%. Die Préavalenzzahlen sind in verschiedenen Landern mit unterschiedlichem
soziokulturellen Hintergrund vergleichbar (van Os & Kapur 2009). In etwa 80% der Falle
kommt es zum Krankheitsausbruch vor dem 30. Lebensjahr, in anndhrend 40% der Félle
sogar vor dem 20. Lebensjahr (An der Heiden & Hafner 2000). Frauen erkranken durch-
schnittlich drei bis vier Jahre spater als Ménner: Das mittlere Alter beim Auftreten des
ersten Krankheitszeichens betragt bei Mé&nnern ca. 22 Jahre, bei Frauen ca. 25 Jahre. Das
Erkrankungsrisiko fir Mé&nner erreicht sein Maximum zwischen dem 15 und 25 Lebens-
jahr und fallt spéter kontinuierlich auf ein sehr niedriges Niveau. Fir Frauen ergibt sich
ein weniger pragnanter Anstieg mit einem niedrigeren und breiteren Gipfel zwischen dem
15. und 30. Lebensjahr sowie einem weiteren Krankheitsmaximum zwischen 45 und 50
Jahren (Hafner 2003, Barajas et al. 2015). Schizophrenie tritt gehduft in Grol3stddten und
zu 45% in unteren sozialen Schichten auf — eine Erklarung hierfir liefert die Drifthypo-
these, bei der Schizophreniepatienten sozial stagnieren bzw. einen deutlichen sozialen
Abstieg durchlaufen (An der Heiden & Héafner 2000).

1.1.3 Klassifikation und diagnostische Kriterien

Die Einteilung der Schizophrenie nach klinischen Aspekten in einen paranoiden, hebe-
phrenen und katatonen Subtyp geht auf Emil Kraepelin zurtick. Er beschrieb gemeinsam
mit Bleuler am Ende des zwanzigsten Jahrhunderts das Vollbild der Erkrankung mit gra-
vierenden Personlichkeitsverdnderungen als ,,Dementia praeccox* (Fusar-Poli & Politi
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2008). Weitere Klassifikationsversuche sind die Unterscheidung in Grundsymptome (As-
soziationsstorungen, Affektstorungen, Autismus und Ambivalenz) und akzessorische
Symptome (Halluzinationen, Wahn und katatone Symptome) nach Bleuler (Ebert 2005)
sowie die Kategorisierung der Symptome nach diagnostischer Wertigkeit nach Kurt
Schneider in Symptome ersten (akustische Halluzinationen in Form von kommentieren-
den und dialogisierenden Stimmen, leiblichen Beeinflussungserlebnissen, Gedankenlaut-
werdens, Ich-Stérungen in Form von Gedankeneingebung, -entzug oder -ausbreitung so-
wie Wahnwahrnehmung) und zweiten Ranges (Wahneinfall, Halluzinationen und Zoné-
sthesien) (Schneider 1967).

Daruber hinaus ist eine Einteilung der Schizophrenie in positive Symptome mit einer
VergroRerung des Verhaltensrepertoires eines Patienten (Halluzinationen, Wahnphéno-
mene, positive formale Denkstorungen wie Inkohédrenz oder Umstandlichkeit und bizar-
res oder desorganisiertes Verhalten) und negative Symptome, die das Verhaltensreper-
toire verkleinern (Analogien, Affektverarmung, Apathie, Anhedonie und Aufmerksam-
keitsstorungen) moglich (Andreasen & Olsen 1982, Marneros & Andreasen 1992).

Heute existieren zwei Klassifikationssysteme, die formale Kriterien zur Diagnostik der
Schizophrenie aufstellen. Beide Systeme, sowohl die International Classification of Dise-
ases (WHO 1992) als auch das von der amerikanischen Psychiatrievereinigung heraus-
gegebene Diagnostic and Statistical Manual (DSM-V) (APA 2013), fordern neben der
Existenz charakteristischer Krankheitszeichen, die in unterschiedlicher Gewichtung in
die Beurteilung eingehen, die Erfiillung bestimmter Zeitkriterien.

1.1.4 Verlauf

Die Schizophrenie zeigt als Erkrankung mit einem breit gefacherten Symptomspektrum
keinen einheitlichen Verlauf. Erste préepisodische Alterationen im Sinne eines Prodro-
malsyndroms werden haufig bereits mehrere Monate bis Jahre vor Ausbruch des Vollbil-
des beobachtet. Die erste Episode manifestiert sich in annahernd der Halfte der Falle mit
einer paranoid-halluzinatorischen Symptomatik. In der Regel kommt es zu rezidivieren-
den Krankheitsepisoden mit variierender Auspragung residualer Beschwerden (Marneros
etal. 1991).

Eine Vorhersage des Krankheitsverlaufs ist im Einzelfall kaum zuverlassig moglich. Eine
dauerhafte Vollremission mit Erreichen eines prdmorbiden Funktionsniveaus ist jedoch
selten (Lauronen et al. 2005).

1.1.5 Atiologie

Die Atiologie der Schizophrenie ist nicht abschlieBend geklart. Es wird von einer multi-
faktoriellen Genese mit einem Fokus auf genetisch bedingter Vulnerabilitat im Sinne ei-
ner polygenen Erkrankung mit Ausprégung eines heterogenen, in seinem Schweregrad
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variierenden Ph&notyps ausgegangen (van Os & Kapur 2009). Hierbei wird vermutet,
dass die Auswirkung einzelner Gene auf das Erkrankungsrisiko gering ist, diese aber zu-
sammen mit nichtfamilidren Faktoren auf die Krankheitsmanifestation einwirken (Maier
et al. 1999). Nachgewiesen wurde der genetische Einfluss auf die Schizophrenie mittels
Familien-, Zwillings- und Adoptions- ebenso wie Kopplungs- und Assoziationsstudien
(Owen 2000).

Familienstudien belegen, dass das Erkrankungsrisiko mit abnehmendem Verwandt-
schaftsgrad zum Patienten sinkt: Im Vergleich zur Allgemeinbevoélkerung besitzen Erst-
gradangehorige ein um 5-15fach erhohtes Erkrankungsrisiko, bei zwei betroffenen EI-
ternteile steigt das Erkrankungsrisiko der Kinder auf 40% (Kendler & Gardner 1997,
Herson 2011); fir Verwandte zweiten Grades wird das relative Risiko mit 6%, bei Ver-
wandten dritten Grades mit nur mehr 2% angegeben (Tsuang et al. 2001).

Zwillingsstudien vergleichen die Konkordanzraten von ein- und zweieiigen Zwillings-
paaren. Unter der Voraussetzung, dass beide Zwillingstypen gemeinsamen Umweltein-
flissen unterliegen, weist eine héhere Konkordanz fur eine Erkrankung bei eineiigen
Zwillingen auf eine genetische Atiologie hin. Die Konkordanzraten bei Schizophrenie fiir
eineiige Zwillinge werden mit 41-64%, fur zweieiige Zwillinge mit 0-28% angegeben —
aus diesen Daten kann die Heritabilitat (als Anteil der durch genetische Faktoren erkléar-
baren &tiologischen Varianz) auf etwa 85% geschatzt werden (Cardno & Gottesman
2000).

Konkordanzraten eineiiger Zwillinge von im Mittel 50% sowie die geschétzte Heritabili-
tat von unter 100% legen das Vorhandensein nicht-genetischer Einflussfaktoren auf das
Erkrankungsrisiko nahe (Kirov et al. 2005). Im Rahmen des Vulnerabilitats-Stress Mo-
dells, welches neben der genetischen Disposition den Einfluss nicht-genetischer Faktoren
auf die Krankheitsmanifestation diskutiert (Nuechterlein et al. 1994), werden zu den
nicht-genetischen Belastungsfaktoren pra-und perinatale Schadigungen (Brown & Susser
1996), kritische Lebensereignisse wie Migration oder Minderheitenstatus (Boydell et al.
2001, Veling et al. 2008), ein niedriger soziobkonomischer Status (Brown 2011), Dro-
genkonsum ebenso wie high-expressed-emotions Familien, die durch Uberprotektion und
kritische Emotionalitit gekennzeichnet sind, gezéhlt (King 2000).

Adoptionsstudien stellen hierbei eine Mdglichkeit zur Gewichtung von Anlage- und Um-
welteinflissen dar. Die Tatsache, dass von gesunden Familien adoptierte Kinder schizo-
phrener Eltern ein erhdhtes Erkrankungsrisiko aufweisen; dies bei Kinder gesunder El-
tern, die in eine Adoptivfamilie mit schizophrenem Elternteil vermittelt werden, jedoch
nicht der Fall ist wird als Hinweis darauf gewertet, dass familidare Haufungen von Schi-
zophrenie Uberwiegend auf genetische Faktoren zurtickzufuhren sind (Kendler et al.
1994, Kety et al. 1994).
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Kopplungsstudien untersuchen innerhalb von Familien mit mehreren betroffenen Mitglie-
dern, ob ein genetischer Marker und der Krankheitsphanotyp tiberzufallig haufig gemein-
sam vererbt werden. Eine dem Phénotyp zugrunde liegende DNA-Sequenz und ein gene-
tischer Marker werden mit umso geringerer Wahrscheinlichkeit wéhrend der gametischen
Zellteilung voneinander getrennt, je ndher sie auf einem Chromosom zusammenliegen.
Daruber lasst sich Uber die bekannte Lage des Markers auf die chromosomale Region
schlielen, in der mit hoher Wahrscheinlichkeit verantwortliche Krankheitsgene liegen
(Ziegler 2002). In einer 2003 veroffentlichten Meta-Analyse erwiesen sich die Ergebnisse
von 20 untersuchten Kopplungsstudien konsistenter als erwartet. Als bedeutende Kandi-
datenregionen fir schizophrene Erkrankungen wurden die chromosomalen Loci 1p13.3-
023.3, 2922.1-923.3, 3p25.3-p22.1, 50923.2-34, 6pter-p22.3, 6p22.3-p21.1, 8p22-p21.1,
11922.3-q24.1, 14pter-q13.1, 20p12.3-p11 und 22pter-q12.3 aufgefuhrt (Lewis et al.
2003).

In einer Vielzahl von Studien ist es gelungen, chromosomale Regionen einzugrenzen, in
denen Loci relevanter Krankheitsgene vermutet werden. Es gibt allerdings keine Region,
die konsistent in allen Studien nachgewiesen werden konnte. Dem scheint die grofe Zahl
beteiligter Gene mit jeweils geringer phanotypischer Penetranz und die Variabilitat der
einzelnen Studien in Bezug auf Phanotypdefiniton, StichprobengrdRe und Art der ver-
wendeten Marker zugrunde zu liegen (NGthen et al. 2004). Insgesamt gelingt es mittels
Kopplungsstudien nicht, die eigentlichen Suszeptibilitdtsgene zu detektieren (Tandon et
al. 2008).

Assoziationsstudien stellen im Gegensatz zu Kopplungsanalysen ein sensitives Verfahren
zum Nachweis von Risikogenen mit geringem Beitrag zur Krankheitsentstehung dar. Es
wird verglichen, ob eine bestimmte DNA-Sequenzvariante haufiger in einem Patienten-
kollektiv als in der Kontrollgruppe zu finden ist. Die Ursache einer Assoziation kann ent-
weder auf der direkten Wirkung des Polymorphismus oder dessen unmittelbarer raumli-
cher Néhe zu einem direkt am Krankheitsgeschehen beteiligten Gen beruhen, wobei in
letzterem Fall die Assoziation Uber ein Kopplungsungleichgewicht hergestellt wird
(Propping et al. 1994, Giegling et al. 2008).

Im Zuge technischer Entwicklungen stehen in jungster Zeit Genchips zur Verfiigung, die
es in 6konomischer Weise ermdglichen, eine hohe Zahl von SNPs in einem Fall-Kontroll-
Studiendesign auf Assoziation zum Ph&notyp zu untersuchen. Mit diesem Ansatz kénnen
mehr als 80% der im HapMap-Project des internationalen Haplotype Map Konsortiums
kartierten SNPs in einer Stichprobe evaluiert werden, was ein hypothesenfreies VVorgehen
darstellt und eine genomweite Assoziationsuntersuchung ermdglicht (Cichon et al. 2009).

In den bislang veroffentlichten genomweiten Assoziationsuntersuchungen zur Schizo-
phrenie werden eine Vielzahl an Lokalisationen mit genomweiter Signifikanz ausgewie-
sen, u.a. DOCK4 und CEACAM21 (Alkelai et al. 2011), MSRA (Maet al. 2011), PLAA,
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ACSM1 und ANK3 (Athanasiu et al. 2010), MHC, TCF4, FXR1 und PTB2 (Purcell et
al. 2009), CSF2RA (Lencz et al. 2007) und YWHAZP5 (Ren et al. 2015). Andere Studien
stellten in ihren Stichproben keine signifikante genomweite Assoziation eines SNPs mit
der Erkrankung fest (Sullivan et al. 2008, Need et al. 2009, Schanze et al. 2010, Ikeda et
al. 2011, Yamada et al. 2011).

In einer Megaanalyse bislang publizierter genomweiten Assoziationsstudien zur Schizo-
phrenie mit Gber 50000 Datensétzen konnte das Psychiatric Genomic Consortium (PGC)
2011 sieben signifikante Genloci (1p21.3, 2g32.3, 8p23.2, 8921.3, 10924.32-q24.33,
6p21.32-p22.1 sowie 18g21.2) ebenso wie einen mdglichen Zusammenhang einer
MIR137 bedingten neuronales Dysfunktion als mit der Pathogenese der Schizophrenie
assoziiert identifizieren (GWAS Consortium 2011). 2014 gelang dem Psychiatric Geno-
mic Consortium in einer weiteren genomweiten Assoziationsstudie der Nachweis von 108
spezifischen, davon 83 bislang nicht beschriebenen, Suszeptibilitatsloci der Schizophre-
nie. Enthaltene Gene der neuronalen Dopamin- (z.B. DRD2) und Glutamathypothese
(z.B. GRM3, GRIN2A, SRR, GRIA1) stiitzen bisherige pathophysiologische Uberlegun-
gen und sind kongruent mit bekannten pharmakologischen Ansatzpunkten der Schizo-
phrenietherapie (Schizophrenic Working Group of the Pychiatric Genomics Consortium
2014).

1.1.6 Neurochemische Vorgange

Als pathophysiologisches Korrelat zur Krankheitssymptomatik werden Diskrepanzen im
Neurotransmittersystem diskutiert. Neben dem Dopaminsystem (Carlsson 1987, van Os
& Kapur 2009) wird auch dem Serotonin- (Harrison & Burnet 1997, Carlsson et al. 1999,
Steeds et al. 2015), dem Glutamat- (Wong et al. 1986, Rotaru et al. 2012) und dem
Gammaaminobuttersédure- (GABA) Transmittersystem (Mizukami et al. 2000) eine Be-
teiligung an der Krankheitsentstehung zuattributiert.

1.1.6.1 Dopaminsystem

Die Dopaminhypothese postuliert eine durch pra- und postsynaptische Dysregulation in-
duzierte dopaminerge Hyperaktivitéat in limbischen und Hypoaktivitét in frontalen Hirn-
regionen als Ausloser fiir Schizophrenie (Carlsson 1987, van Os & Kapur 2009, Krabbe
et al. 2015, Steeds et al. 2015). Diese Hypothese lasst sich durch den Wirkmechanismus
sowohl typischer (D2-Rezeptoren) (Reynolds 2002) als auch atypischer (D2-, D4- und 5-
HT2A-Rezeptoren) (Karow & Lang-Roth 2004) Neuroleptika als Antagonisten am Do-
paminrezeptor ebenso stutzen wie durch Studien, die einen erhdhten Dopamingehalt im
mesolimbischen System schizophrener Patienten (Bai et al. 2004, Seeman et al. 2006) als
auch die Induzierbarkeit einer Psychose mittels Amphethamin-getriggerter Dopaminer-
hohung belegen (Breier et al. 1997, Bramness et al. 2012). Gegen eine rein dopaminver-
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mittelte Pathophysiologie spricht der langsame Wirkeintritt von und das schlechte An-
sprechen einer Negativsymptomatik auf Neuroleptika trotz nahezu sofortiger D2-Rezep-
torblockade (Lieb 2008).

1.1.6.2 Serotonin-, Glutamat- und GABAergessystem

Die Glutamat- bzw. Serotoninhypothese basiert auf der pro-psychotischen Wirkung von
Phencyclidin (PCP) im Glutamat- respektive Meskalin im Serotoninsystem ahnlich der
Amphethaminpsychose des domainergen Systems. Hierbei wird eine Unterfunktion von
Glutamat am NMDA-Rezeptor als Ausloser einer Negativsymptomatik (Paz et al. 2008),
eine Uberexpression von 5-HT1a und 5-HT2a-Rezeptoren (Nichols 2004) als begiinsti-
gend flr eine Positivsymptomatik diskutiert (Penington 1994, Rotaru et al. 2012). Hierfur
spricht u.a. die Wirksamkeit atypischer Neuroleptika als Antagonisten des 5-HT2a-Re-
zeptors. Veranderungen von Synthese und Wiederaufnahme von GABA im préfrontalen
Cortex scheinen mitverantwortlich fur die Auspragung von Kognitions- und Gedacht-
nisdysfunktionen zu sein (Mizukami et al. 2000, Steeds et al. 2015).

1.1.7 Kognitive und mnestische Defizite bei Schizophrenie

Signifikante kognitive Einschrankungen in multiplen Bereichen der Informationsverar-
beitung (Braff et al. 1991, Mueser & McGurk 2004) stellen bei etwa 70% des Patienten-
kollektivs (Palmer et al. 1997) sowohl zu Beginn als auch im Verlauf der schizophrenen
Storung (Bilder et al. 2000) pathologische und klinisch relevante Krankheitskorrelate dar
(Keefe & Fenton 2007, Galletly 2009, van Os & Kapur 2009).

So wurden in verschiedenen Studien vor allem Defizite im Gesamt-1Q, Lernen und Ge-
déachtnis (Saykin et al. 1991, Goldberg et al. 1993), Problemldsungskompetenz, der sozi-
alen Kognition und Empathiefahigkeit sowie den Exekutiv- und Aufmerksamkeitsfunk-
tionen (Censits et al. 1997, Aleman et al. 1999, Nuechterlein et al. 2004) festgestellt.
Magliches neurobiologisches Korrelat hiervon sind beobachtete Anomalien vor allem des
limbischen Systems, des prafrontalen Cortex sowie des medialen Thalamus (Jernigan et
al. 1991, Weinberger et al. 1994, Rimol et al. 2012).

Daneben wurde ebenfalls eine generalisierte Einschrankung von Gedéchtnisfunktionen
bis hin zur progressiven Demenz mit Enkodier- und Abrufdefiziten beschrieben
(Davidson et al. 1996, Meltzer et al. 1996, Riley et al. 2000, Townsend et al. 2001,
Ranganath et al. 2008, Ren et al. 2015). Es finden sich Beeintrachtigungen sowohl des
deklarativen wie auch des nicht-deklarativen Geddachtnisses, der Aufmerksamkeit
(Cornblatt et al. 1989), sowie des Kurz- und Langzeitgedachtnisses (Saykin et al. 1991)
mit einem ein Fokus auf dem verbalen und episodischen Gedé&chtnis (Heinrichs &
Zakzanis 1998, Aleman et al. 1999, van Os & Kapur 2009). Das Ausmal} des Defizits ist
unbeeinflusst von Variablen wie Medikation, Alter, Schweregrad und Erkrankungsdauer
(Aleman et al. 1999) und blieb sowohl in der Remissionsphase (Hoff et al. 1992) als auch
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unter Therapie - im Gegensatz zur sonstigen Symptomatik — weitgehend konstant. Es
wird vermutet, dass ein anfangliches mnestisches Defizit vom spéteren Krankheits- oder
Therapieverlauf nicht mehr beeinflusst wird (Schuepbach et al. 2002).

In Zwillingsstudien ergaben sich fiir gesunde, monozygote Zwillinge von Schizophrenie-
patienten signifikant schlechtere Testergebnisse fir Kognitions- und Gedachtnisleistun-
gen als in einer Kontrollgruppe mit gesunden, dizygoten Zwillingen — ein Hinweis auf
die allgemeine Assoziation von schizophrenietypischen Genen und kognitiven Defiziten
(Toulopoulou et al. 2010).

Der Ansatz, nach dem sich aus den Defiziten neurokognitiver Funktionen speziell in den
Bereichen Aufmerksamkeit, Arbeitsgedéachtnis, abstraktes Denken, allgemeine Intelli-
genz, linguistische Fahigkeiten sowie dem deklarativen, verbalen Gedéchtnis Riick-
schlusse auf ein genetisches Risiko fiir Schizophrenie ziehen lassen, erscheint vertretbar
(Seidman et al. 2006).

1.2 Konzept der Endophanotypen

Trotz der in zahlreichen Studien (siehe 1.1.5) postulierten genetischen Determination der
Schizophrenie konnten bislang keine eindeutigen Suszeptibilitatsgene zur Assoziation
von Geno- und Phanotyp identifiziert werden.

Unter der Annahme, dass jede Erkrankung multifaktoriell bedingt ist und die beitragen-
den Ursachenfaktoren trotz gleicher Diagnosen von Patient zu Patient variieren kdnnen,
wird postuliert, dass psychische Stérungen nicht nur neurobiologische Korrelate aufwei-
sen, sondern neurobiologisch bedingt, bzw. verursacht sind (Zobel & Maier 2004). Im
Konzept der Endophé&notypen werden krankheitsspezifische psychische Stérungen oder
Merkmale charakterisiert und eine Assoziation mit genetischen Veranderungen unter-
sucht.

Endophanotypen werden als neuroanatomische, neurophysiologische, biochemische oder
neuropsychologische Eigenschaften definiert, die mit einer Erkrankung assoziiert, unab-
hangig vom Krankheitsstadium standig vorhanden, innerhalb einer Familie gemeinsam
mit der Erkrankung vererbbar (Gottesman & Gould 2003) sowie zuverldssig nachweisbar,
quantifizierbar und bei nicht erkrankten Familienangehdrigen eines Patienten Ofters an-
zutreffen sind als in der Gesamtbevélkerung (Chan & Gottesman 2008).

Sie fungieren als Verbindungsmdglichkeit zwischen der ausgepréagten atiologischen He-
terogenitat des klinischen Phanotyps (Krankheitsvollauspragung) und dem verantwortli-
chen Genotyp und dienen durch ihre weniger komplexe genetische Determination (z.B.
durch die Involvierung weniger Gene, erhohter Penetranz oder geringerer Beeinflussung
durch Umwelteinfllsse) der vereinfachten Aufklarung molekulargenetischer Zusammen-
hénge (Leenertz et al. 2010).
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Die Entstehung der Endophanotypen durch genetische Polymorphismen, Umweltein-
flisse, Medikamente oder Drogen wird angenommen (Braff et al. 2007, Bramness et al.
2012).

Zu den als Endophé&notyp der Schizophrenie klassifizierbaren neuroanatomischen Abwei-
chungen werden unter anderem Fehlfunktionen im Bereich des dorsolateralen Prafrontal-
cortex (DLPFC) (Weinberger et al. 2001) sowie der mit dem DLFPC vernetzten Regionen
des Hippocampus und des Striatums diskutiert (Meyer-Lindenberg et al. 2005, Rimol et
al. 2012, Krabbe et al. 2015).

Zu den neurophysiologischen Merkmalen z&hlen Auffalligkeiten der Prépulsinhibierung
einer Schreckreaktion (PPI) (Freedman et al. 1999, Braff et al. 2001, Kumari et al. 2005)
und die verlangsamten Augenfolgebewegung schizophrener Patienten (Holzman et al.
1988, Zobel & Maier 2004).

Endophanotypisch-neuropsychiatrisches Merkmal schizophrener Patienten ist eine St6-
rung des deklarativen respektive episodischen Gedachtnisses (Cirillo & Seidman 2003).
Es wurden funktionelle Normabweichungen bei der Aufnahme, dem Speichern und dem
Abruf von kontextgebundenem Gedé&chtnismaterial (z.B. Wortassoziationen) (Saykin et
al. 1991, Aleman et al. 1999), Stérungen des Arbeitsgedéchtnisses (Goldman-Rakic 1994,
Gur et al. 2007, Ren et al. 2015) sowie Abweichungen bei der Rekapitulation raumlicher
und verbaler Informationen zum Zweck der kurzfristigen Verarbeitung (Franke et al.
1992, Friedman & Squires-Wheeler 1994) nachgewiesen.

Als potentielle Endophé&notypen der Schizophrenie werden Aufmerksamkeit, Arbeitsge-
dachtnis, verbales und visuelles Lernen und Memorieren, die Informationsverarbeitungs-
geschwindigkeit, schlussfolgerndes Denken und Problemldsung sowie soziale Kognition
diskutiert (Nuechterlein et al. 1994, Green et al. 2004, Buchanan et al. 2005).

1.3 Gedachtnis

1.3.1 Lern-und Gedachtnisprozesse

Gedachtnis ist ein Konstrukt aus einer Vielzahl von Einzelprozessen und VVoraussetzung
jeglichen gezielten Agierens. Es ist definiert als die Fahigkeit von Aufnahme, Behalten,
Ordnen und Wiederabruf von Information und determiniert aus im Rahmen von Lernpro-
zessen integrierten Erfahrungen das Verhalten eines Individuums (Klinke & Silbernagl
2003).

Klassifikationskriterien von Geddachtnisleistungen sind neben Verarbeitungsprozessen
wie Enkodierung und Einspeicherung, Konsolidierung und Festigung sowie Ablagerung
und Abruf am haufigsten zeitliche und inhaltliche Charakteristika (Brand & Markowitsch
2006).
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1.3.2 Zeitliche Klassifikation der Gedachtnissysteme

1.3.2.1 Sensorisches Gedachtnis

Das sensorische Gedéchtnis (Ultrakurzzeitgedéchtnis), speichert Informationen fur Mil-
lisekunden bis Sekunden. Verschiedene Sinnesmodalititen werden ohne Beteiligung von
Bewusstsein oder Aufmerksamkeit in jeweils fir sie spezifischen Systemen zwischenge-
speichert, gebundelt und emotional bewertet. Wenn diesen Reizen bewusste Aufmerk-
samkeit geschenkt wird, gelangen sie ins Kurzzeitgedachtnis (Brand & Markowitsch
2006).

1.3.2.2 Kurzzeit- und Arbeitsgedachtnis

Das Arbeits- oder Kurzzeitgedachtnis hélt Informationen respektive Sinnesreize im akti-
ven und jederzeit verfligharen Stadium flr in der Regel 20 bis 40 Sekunden und maximal
wenige Minuten bereit (Brand & Markowitsch 2006). Es spielt eine zentrale Rolle in der
bewussten Informationsverarbeitung. Die Kapazitét ist auf 7 +/- 2 Informationseinheiten
begrenzt.

Arbeits- und Kurzzeitgedachtnis grenzen sich nur unscharf voneinander ab. Allgemein
wird das Kurzzeitgedéchtnis als passive Einheit mit ausschlie3licher Speicherfunktion
verstanden, das Arbeitsgedachtnis als Verbund komplex interagierender Subsysteme, die
gespeicherte Information prozessieren (Spitzer 2002) und damit als Schnittstelle zwi-
schen Kurz- und Langzeitgedachtnis fungieren (Brand & Markowitsch 2006).

Die an der Informationsverarbeitung beteiligten Subsysteme werden in rdumlich-visuel-
len und phonologischen Speicher sowie episodischen Puffer differenziert. Als libergeord-
nete Kontrolleinheit und Verbindungsinstanz zum Langzeitgedéachtnis wirkt die zentrale
Exekutive. Information aus den Speichersystemen wird mit einem durch den episodi-
schen Puffer generierten temporéaren Korrelat des Langzeitgedéchtnisses abgeglichen, in-
tegriert und fortgeleitet (Baddeley 1998, Baddeley 2000, Tulving & 1. 2000).

1.3.2.3 Langzeitgedachtnis

Zur permanenten Speicherung missen Informationen durch repetitives bewusstes Abru-
fen und Zirkulation im Arbeitsgedéchtnis ins Langzeitgedachtnis Gberfihrt werden
(Spitzer 2002).

Es werden vier Gedachtnisleistungen unterschieden:

Als Enkodierung wird die Neuablage von Informationen im Langzeitgedéchtnis; als Kon-
solidierung deren Interaktion mit bestehenden Gedé&chtnisinhalten bezeichnet. Unter Er-
innerung wird die Reproduktion oder Rekonstruktion von Gedé&chtnisinhalten; als Ver-
gessen den Zerfall von Gedachtnisspuren oder Interferenzen durch konkurrierende Infor-
mationen verstanden (Markowitsch 2002).
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Die Gute der Verankerung von Informationen im Langzeitgedédchtnis nimmt dabei mit
der Relevanz, der Anzahl der vorhandenen Assoziationen und der emotionalen Bedeu-
tung zu (Spitzer 2002, Brand & Markowitsch 2006).

Nach den Inhalten der gespeicherten Information l&sst sich das Langzeitgedachtnis weiter
in das explizite (deklarative) und das implizite (nicht-deklarative) Gedéchtnis einteilen
(Squire 1998).

1.3.2.3.1 Explizites (deklaratives) Gedachtnis

Das explizite Gedachtnis schlie8t Inhalte ein, die bewusst abgerufen, verbalisiert und be-
reits nach einmaliger Darbietung auf andere Situationen Ubertragen werden koénnen
(Squire et al. 1993, Reber et al. 1996).

Subgliederungen beinhalten das episodisches Gedachtnis (Speicherung emotional gefarb-
ter, an Selbstreflexion gekoppelter individueller Ereignisse in rdumlichem, zeitlichem
und situativem Kontext), das semantische Gedé&chtnis (nicht personengebundenes, kon-
textfrei gespeichertes und abrufbares Faktenwissen) sowie das perzeptuelle Gedachtnis
(Korrelation eines neuen Reizes mit einer bereits im semantischen Gedachtnis veranker-
ten Information) (Wheeler et al. 1997, Tulving 2001, Tulving 2002).

Als Sonderform gilt das autobiographisch-semantische Gedachtnis, in dem Fakten der
eigenen Biographie ohne Raum- und Zeitbezug gespeichert werden (Brand &
Markowitsch 2006).

1.3.2.3.2 Implizites (nicht-deklaratives) Gedachtnis

Das implizite Gedachtnis beeinflusst das Verhalten unbewusst und ist in der Regel nicht
verbalisierbar. Eine Speicherung ist im Vergleich zum expliziten Gedachtnis erst nach
wiederholter Darbietung moglich, die Vergessensrate im Vergleich geringer (Squire &
Knowlton 1995, Knowlton et al. 1996).

Die beschriebenen Unterformen beinhalten das prozedurale Gedéchtnis (motorische Fer-
tigkeiten), Bahnung einer erleichterten Informationsverarbeitung durch vorgeschaltete
ahnliche Reize, die klassische Konditionierung (emotionsgebundenes Lernen) sowie das
nicht-assoziative Lernen (Habituation und Sensitivierung) (Heindel et al. 1989, Squire
1998).

1.3.3 Neuronale / Anatomische Grundlagen des Gedachtnisses

Fur das Gesamtgedachtnis und die Integration vorhandener Information l&sst sich kein
umschriebener Bereich des Gehirns definieren.

Je nach geforderter Gedachtnisleistung lassen sich jedoch (z.B. durch Riickschlisse aus
der Beschreibung spezifischer Gedachtnisdefizite bei Patienten mit selektiven Hirnscha-
den oder aus der radiologischen Bildgebung) Areale des Gehirns unterscheiden, die an
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der jeweils geforderten Informationsverarbeitung beteiligt sind (Klinke & Silbernagl
2003, Brand & Markowitsch 2006).

In der zeitlichen Klassifikationsebene des Gedéchtnisses zeichnet sich der prafrontale
Cortex fiur das Arbeits- und Kurzzeitgedachtnis verantwortlich; Inhalte werden mittels
Aktivierung von Neuronen als Hirnaktivitat gespeichert (Klinke & Silbernagl 2003,
Bernard et al. 2004, Levine et al. 2004, Ferbinteanu et al. 2006).

Das Langzeitgedachtnis hingegen kodiert Informationen - abhangig von ihrem Inhalt - in
Form neuronaler Verbindungen in verschiedenen Arealen des Cortex und subcorticaler
Strukturen (Klinke & Silbernagl 2003).

Der Neokortex speichert hierbei Inhalte des expliziten Gedéachtnisses.

Informationen des episodischen Gedéchtnisses sind vorrangig im rechten Frontal- und
Temporalcortex, die des semantischen Gedachtnisses im Temporallappen gespeichert
(Squire et al. 2004, Blumenfeld & Ranganath 2007, Gur et al. 2007, Spaniol et al. 2009).

Am deklarativen Lernen sind Strukturen des limbischen Systems, insbesondere der Hip-
pocampus und die parahippocampale Region des medialen Temporallappens beteiligt.
Wiéhrend die parahippocampale Region fur die Dauer der Informationsreprésentation und
die Vertrautheit der Information verantwortlich ist (Eichenbaum 2000), ist der Hippo-
campus an der Auspragung des episodischen Gedachtnisses beteiligt (Tulving et al. 1991,
Vargha-Khadem et al. 1997, Eldridge et al. 2000).

Das implizite Gedéchtnis hingegen ist eine Leistung unterschiedlicher, dem Bewusstsein
nicht zuganglicher, subcortikaler Strukturen.

Kleinhirn und Basalganglien - insbesondere das Striatum — gelten neben Arealen des fron-
talen und prafrontalen Cortex (Gabrieli et al. 1997, Baddeley 1998) als Speicherort des
prozeduralen Gedéchtnisses (Knowlton et al. 1996, Gabrieli 1998).

Fur die Konditionierungsleistung sind vor allem Cerebellum (Blaxton et al. 1996,
Gabrieli 1998) und Amygdala (Bechara et al. 1995, Seidenbecher et al. 2003) verantwort-
lich, die auch fur die emotionale Bewertung von Gedéachtnisinhalten eine Rolle spielen
(Richter-Levin & Akirav 2003).

Als neuroanatomische Krankheitskorrelate in Hinsicht auf die Schizophrenie werden fiir
(pré-)frontale und temporale Cortexareale, die wie oben aufgefihrt fiir explizite Gedéacht-
nisleistungen Bedeutung haben, bei schizophrenen Patienten und ihren gesunden Ange-
horigen neurostrukturelle Auffélligkeiten (u.a. Modifikation des Glutamatstoffwechsels,
veranderte synaptische und dendritische Konnektivitat) beschrieben (Weinberger et al.
1994, Harrison 2004); ebenso sind temporal und hippocampal reduzierte Hirnvolumina
schizophrener Patienten mit Gedachtnisstérungen assoziiert (Bogerts et al. 1991, Wright
et al. 2000, O'Driscoll et al. 2001, Seidman et al. 2002, Rimol et al. 2012).
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1.3.4 Neurophysiologische Grundlagen des Gedachtnisses

Gedachtnisbildung wird primér Uber aktivitatsabhangige Selektion und Verénderung neu-
ronaler Verbindungen, sei es wahrend der Embryonalentwicklung zur erstmaligen Mo-
dellierung des Zentralnervensystems, postnatal in Reaktion auf Umwelteinfllisse zur Aus-
differenzierung und Feinkalibrierung neu angelegter Hirnstrukturen oder im ausgereiften
Nervensystem zum bedarfsadaptierten Lernen, vermittelt (Klinke & Silbernagl 2003).

Gedachtnisengramme beruhen auf der Modifikation der Wechselwirkung zwischen Neu-
ronen und der daraus resultierenden simultanen VVeranderung synaptischer Neuronenver-
bindungen. Bei Wiederauftreten eines ahnlichen Reizes werden bevorzugt die bereits ge-
bahnten Verbindungen aktiviert (Klinke & Silbernagl 2003).

Neue Erinnerungen werden iber Proteinneusynthese mit bereits verankerten Gedéchtnis-
inhalten verbunden (Routtenberg & Rekart 2005), die neue Information nach dem Prinzip
der Gedé&chtniskonsolidierung in stabilen Proteinketten kodiert (Schafe et al. 1999).

Die Modulation neu ausgebildeter Synapsen in ihrer Signalintensitat durch aktivitatsab-
hangige morphologische oder physiologische Veranderungen wird als synaptische Plas-
tizitat bezeichnet (Richter-Levin & Akirav 2003).

Die Modulationsimpulse werden in Auswirkung (Potenzierung oder Depression), Dauer
(Kurz - oder Langzeitplastizitéat) und Spezifitat (homo- oder heterosynaptisch) unterschie-
den.

Langzeitpotenzierung (LZP) fiihrt durch gleichzeitige Aktivierung multipler Afferenzen
zu lang anhaltenden Verbesserungen der synaptischen Ubertragung; eine unzureichende
Korrelation von prasynaptischer Aktivitat mit nachgeschalteten Zellverbdnden bewirkt
hingegen eine Langzeitdepression (LZD).

Physiologisch bewirkt hierbei vor allem der zellul&re Calciumioneneinstrom (starker aus-
geprégt bei der LZP) durch Depolarisation spannungsabhéangiger Calciumkanale respek-
tive des NMDA-Rezeptors im Sinne einer differentiellen Calciumwirkung die Aktivie-
rung einer Vielzahl molekularer Mechanismen, z.B. der (De-)phosphorylierung von
Membranproteinen durch calciumabhéngige Proteinkinasen und —phosphatasen oder ei-
ner modifizierten prasynaptischen Transmitterausschuttung respektive postsynaptische
Rezeptormodifikation, eine - vorwiegend kurzfristige - funktionelle Verdnderung der Sy-
napse (Kandel & Jessell 2000, Klinke & Silbernagl 2003).

Langfristige synaptische Veranderungen werden tberwiegend durch die calciumabhan-
gige Aktivierung von Calmodulin und der Adenyat- und cAMP-Cyclase mit konsekutiver
Mehrexpression z.B. von Transkriptionsfaktoren, Rezeptormolekilen und Enzymen ver-
mittelt und bewirken langfristig unter anderem elektronenmikroskopisch nachweisbare
synaptische Veranderungen (Kandel & Jessell 2000, Klinke & Silbernagl 2003, Lynch
2004).
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Eine Zuordnung der verschiedenen Neurotransmitter zu den entsprechenden Gedachtnis-
leistungen ist nur orientierend maéglich; der groRte Einfluss wird den Transmittern Dopa-
min, Acetylcholin und Glutamat — abhéngig vom anatomischen Ort des Wirkens - zuge-
schrieben.

Noradrenalin und Acetylcholin weisen im limbischen System am ehesten eine Assozia-
tion mit dem deklarativen Gedachtnis, Dopamin in den Basalganglien hingegen am ehes-
ten mit dem prozeduralen Gedéchtnis inklusive motivationalem und motorischem Lernen,
im Mittelhirn mit der hippocampalen Gedachtnisbildung und in der Ubersicht bei insge-
samt erhéhten Dopaminspiegeln mit einer verbesserten, bei reduzierten Dopaminspiegeln
mit einer verschlechterten Gedéchtnisleistung, auf (Campanella et al. 1987, Morris et al.
2003, Knecht et al. 2004, Schott et al. 2004, Knutson & Cooper 2005, Lisman & Grace
2005, Tobler et al. 2005, Steeds et al. 2015).

Abnehmende Acetylcholinspiegel sind ebenfalls mit einer reduzierten Gedéchtnisleistung
assoziiert, hier wird ein modulatorischer Effekt des Acetylcholins auf hippocampale und
neocortikae Strukturen vermutet (Fine et al. 1997, Meeter et al. 2004, Nyberg 2005).

Glutamat ist entscheidend an multiplen Gedéchtnisleistungen beteiligt (Carlsson et al.
1999, Coyle 2004), als primérer exzitatorischer Neurotransmitter des Gehirns wird Glu-
tamat von etwa 70% der prasynaptischen Neuronen des Gehirns freigesetzt (Seeburg et
al. 2006). Eine besonders hohe Konzentration zeigt sich im Hippocampus, einer Struktur,
die vor allem bei der Verarbeitung expliziter Gedéchtnisinhalte eine wichtige Rolle spielt
und bei schizophrenen Patienten h&ufig als veréandert imponiert (Cullen et al. 2006, Ross
et al. 2006, Keshavan et al. 2008, Pennington et al. 2008, Rotaru et al. 2012).

Ein wichtiger Bestandteil der glutamatergen Signaltransduktion ist der NMDA-Rezeptor.
Er ist vor allem fir die Langzeitpotenzierung des Gedachtnisses wichtig und wird — an-
hand der Tatsache, dass NMDA-Rezeptorantagonisten wie PCP oder Ketamin psychoti-
sche Symptome induzieren kénnen - mit der Schizophrenie in Zusammenhang gebracht
(Newcomer et al. 1999, Olney et al. 1999, Javitt & Coyle 2004, Jones et al. 2011).

1.3.5 Genetik und Gedachtnis

Das Gedachtnis ist grof3teils polygenetisch determiniert (Plomin 2001, Papassotiropoulos
et al. 2006, Vassos et al. 2010).

Genetische Aspekte bedingen nach Model-Fitting-Analysen aus Ergebnissen von Fami-
lien-, Zwillings- und Adoptionsstudien etwa 50-80% der allgemeinen kognitiven Funkti-
onen, wobei das Arbeitsgedachtnis die groRte Heritabilitat aufweist (Chipuer et al. 1990,
McClearn et al. 1997, Plomin 2001).

Die Formen der genetischen Einwirkung sind dabei vielfaltig, es werden unter anderem
Modifikationen molekularer neuronaler Prozesse wie die vermehrte Expression von
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NMDA-Rezeptoren oder Gen-Interaktionen im Rahmen der Emergenz beschrieben
(Lykken et al. 1992) mit einer Zunahme des genetischen Einflusses auf kognitive Fahig-
keiten mit zunehmendem Lebensalter (McClearn et al. 1997, Plomin & Craig 1997,
Vassos et al. 2010).

Daneben spielen auch Umweltfaktoren mit geteilten und nicht-geteilten Einflussen aus
der Umgebung eine Rolle. Geteilte Umweltfaktoren liegen als gemeinsames Merkmal in
Familien vor, so z.B. mit einem Einfluss auf die Gedachtnisleistung von 40% fur Zwil-
linge, 25% flr Geschwister und 20% fir Eltern und ihre Kinder (Chipuer et al. 1990). Der
Einfluss der nicht-geteilten Umweltfaktoren auf die Gedachtnisleistung betragt etwa 10%
(Plomin & Craig 1997).

1.4 CNTNAP2 Gen

1.4.1 Genstruktur und Rezeptoren

Das Contactin-associated protein-like 2 Gen (CNTNAP2 Gen) erstreckt sich tber eine
Lange von mehr als 2,3 Mb des langen Arms von Chromosom 7 (7935—036.1, etwa 1,5%
des gesamten Chromosoms), enthdlt 23 Introns, 24 Exons (transkribierbar in neun
MRNAS) sowie fiinf alternative Promotorenregionen und ist eines der grofiten Gene im
menschlichen Genom (Nakabayashi & Scherer 2001, Scherer et al. 2003, Rodenas-
Cuadrado et al. 2013).

1.4.2 Genexpression und Regulation

Wahrend der Hirnentwicklung findet sich die hochste Expression von CNTNAP2 in An-
teilen des Frontalhirns, des Striatums und des dorsalen Thalamus; im Cortex wird eine
erhéhte Anreicherung in den Schichten 11-V vor allem der Broca Region beschrieben
(Abrahams et al. 2007, Alarcon et al. 2008).

Diese Expressionsmuster korrelieren mit dem fur die Modulation héherer kognitiver
Funktionen assoziierten cortico-striato-thalamicalen Kreislauf und spiegeln die Stellung
von CNTNAP2 fir die Ausbildung einer normalen Sprach- und Ausdrucksfahigkeit wi-
der (Bakkaloglu et al. 2008).

Bislang sind vier an der Regulation der Genexpression von CNTNAP2 beteiligte Tran-
skriptionsfaktoren beschrieben: Storkhead box 1A (STOX1A), Transcriptionfactor 4
(TCF4), Forkhead box P2 (FOXP2) und Forkhead box P1 (FOXP1).

STOXZ1A ist ein in weiten Teilen des Gehirns exprimierter Transkriptionsfaktor, der an
regulatorischen Regionen im ersten Intron von CNTNAP2 bindet. Eine vermehrte Ex-
pression von STOX1A fiihrt zu verminderter mMRNA und Contactin-associated protein-
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like 2 (Caspr2) Expression, es wirkt reprimierend auf die Genexpression (Van Abel et al.
2012).

TCF4 hingegen bindet nahe der 5°-Region des Gens und ist ein Aktivator der CNTNAP2
Expression; Hauptexpressionsorte von TCF4 sind Neocortex und Hippocampus, weniger
Striatum, Thalamus und Kleinhirn (Forrest et al. 2012).

FOXP1 und FOXP2 sind Transkriptionsfaktoren der Forkhead-Box Familie und werden
sowohl in Cortex, Striatum und Thalamus als auch im Kleinhirn exprimiert. Die Wirkung
auf die Genexpression ist mit der von STOX1A vergleichbar; als wahrscheinlicher Gen-
bindungsort fir FOXP2 wurde ebenfalls ein Areal innerhalb des ersten Introns von CNT-
NAP2 sowie die Region um Exon 13-15 identifiziert (Vernes et al. 2008, Panaitof et al.
2010).

Wahrend der Gehirnentwicklung wird CNTNAP2 durch hohe TCF4-Konzentrationen in
hoheren Schichten des Cortexes stark vermehrt, in Arealen der Basalganglien und des
Striatums durch korrespondierend hohe Konzentrationen von FOXP1 und FOXP2 deut-
lich vermindert exprimiert.

1.4.3 Funktion des CNTNAP2-Proteins (Caspr2)

Contactin assoziierte Gene sind Mitglieder der Neurexin (NRXN-Gene) Familie, die fur
eine Gruppe von fur neuronale Zell-Zell-Interaktionen verantwortliche Transmembran-
proteine und Rezeptoren des Zentralnervensystems (Axolemm, Dendrit, Plasmamembra-
nen und Kaliumkanalen) kodieren (Missler & Sudhof 1998, Dean & Dresbach 2006).

Die Genfamilie exprimiert Neurexine in zahlreichen Isoformen, welche gemeinsam mit
Caspr2, einem 180-kD schweres Transmembranprotein und Genprodukt von CNTNAP2,
unter anderem an der Interaktion zwischen Neuron und Glia am myelinisierten Axon so-
wie flr neuronale Adhdsion und Signaltransduktion beteiligt ist (Traka et al. 2003). Es
konnte eine regulatorische Rolle bei der Expression von Kaliumkanalen in der juxtapara-
nodalen Region der Ranvierschen Schniirringe des Zentralen- und Peripheren Nervensys-
tems und somit eine Beteiligung an der Aufrechterhaltung des internodialen Ruhepoten-
tials sowie der saltatorischen Reizweiterleitung nachgewiesen werden (Poliak et al.
1999); eine entscheidende Rolle der CNTNAP2 Expression in friihen Phasen der Hirn-
entwicklung wird vermutet (Abrahams et al. 2007, Alarcén et al. 2008, Penagarikano &
Geschwind 2012).

Neben oben genannten Funktionen wird ein grundlegender Zusammenhang zwischen
CNTNAP2 Expression und der neuronalen Zellmigration respektive dem Ausbilden neu-
ronaler Netzwerke sowie der Koordination synaptischer Aktivitat vermutet.
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Bei Patienten mit homozygoten CNTNAP2 Mutationen wurden histologische Verande-
rungen des Cortex, der Amygdala und des Hippocampus (verringerte Anzahl von Zell-
verbindungen zwischen Substantia grisea und alba, mit corticaler Verdickung einherge-
hende erhéhte Astrozytendichte) ebenso wie ektope Neurone in der Substantia alba sowie
Gliazellen im Cortex beschrieben (Penagarikano et al. 2011).

Im Mausmodell konnten bei CNTNAP2 Knockoutmé&usen eine verminderte Anzahl GA-
BAerger Interneurone im Cortex, Striatum und Hippocampus ebenso wie eine Verringe-
rung dendritischer Nervenfasern in corticalen Neuronen nachgewiesen werden. Ver-
gleichbare morphologische Korrelate des CNTNP2 Mangels wurden auch beim Men-
schen festgestellt (Penagarikano & Geschwind 2012).

In Zellkulturen konnte eine verringerte Amplitude synaptischer Antworten bei gleichblei-
bender Frequenz ebenso wie eine Verschlechterung in der Synchronisierung der Aktivitét
neuronaler Netze nachgewiesen werden (Rodenas-Cuadrado et al. 2013).

1.4.4 CNTNAP2 und psychische Erkrankungen

Die genetischen Grundlagen komplexer neurologischer Erkrankungen sind bislang noch
kaum verstanden, sei es aufgrund der zahlreichen beteiligten Gene, teils aufgrund der
interindividuell sehr unterschiedlichen Ph&notypen. Tauchen bestimmte Gene jedoch
haufig bei einer breiten Palette an verschiedenen Erkrankungen auf, lassen sich Rlck-
schlusse auf grundlegende genetische Gemeinsamkeiten der Erkrankungen ziehen.

Fur CNTNAP2 wurde in genomweiten Assoziationsstudien bislang eine Assoziation mit
dem Gilles de la Tourette Syndrom, Schizophrenie, cortical dysplastisch-fokaler Epilep-
sie (CDFE), Autismus, Sprachentwicklungsstérungen, mentaler Retardierung sowie mit
dem Pitt-Hopkin-like Syndrome 1 beschrieben (Alarcon et al. 2008, Arking et al. 2008,
Vernes et al. 2008, Newbury et al. 2011, Ji et al. 2012).

Fur das — interindividuell verschieden stark ausgepréagte - Auftreten des Grof3teils der
oben beschriebenen Erkrankungen zeichneten sich nach dem vorliegenden Datenmaterial
heterozygote Genveranderungen verantwortlich; das homozygote (bi-allele) Auftreten
von Genaberrationen in CNTNAP2 ging jeweils mit schweren Krankheitsauspragungen
und der regelhaften Einschrankung hoherer kognitiver Funktionen einher (CDFE respek-
tive Pitt-Hopkins-like Syndrom (Zweier et al. 2009)).

Atiologisch werden unter anderem Proteinsynthesestorungen als Ursache der Krankheits-
entstehung vermutet; beschrieben z.B. anhand einer homozygoten Punktmutation in
CNTNAP?2 innerhalb einer Population von Amish, die fur ein verfriihtes Stopcodon und
damit unfunktionales Protein kodierte und konsekutiv mit einem Symptomkomplex be-
stehend aus CDFE, motorischen, geistigen und sozialen Entwicklungsstérungen sowie
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitdtssyndrom einherging (Strauss et al. 2006,
Jackman et al. 2009).
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Auch abseits von Proteinmodifikationen konnten Erkrankungen — vornehmlich Schizo-
phrenie und Autismus — atiologisch durch Affektion von Promotor- und Transkriptions-
proteinregionen durch Deletionen oder Mutationen in Introns (Alarcon et al. 2008,
Friedman et al. 2008) bzw. durch heterozygote Chromosomentranslokationen z.B. in Int-
ron 8 (assoziiert mit Tourette Syndrom, geistiger Behinderung und Zwangsstorungen)
erklart werden (Verkerk et al. 2004, Belloso et al. 2007).

Beziiglich Sprachentwicklung und -verstandnis konnten in mehreren Studien Single Nuk-
leotid Polymorphismen (SNPs) und Aberrationen von CNTNAP2 identifiziert werden,
die mit dem Zeitpunkt des ersten Wortes (rs2710102) bzw. des ersten Satzes (rs1718101)
(Alarcon et al. 2008) sowie expressiven und rezeptiven Sprachfahigkeiten assoziiert wa-
ren (Vernes et al. 2008, Newbury et al. 2011).

Auch fir die Suszeptbilitat von autistischen Erkrankungen konnten genetische Korrelate
identifiziert werden; so ist mit dem rs7794745 Polymorphismus in Intron 2 ebenso wie
mit den SNPs rs7794745, rs2710102 und rs2710102 ein erhthtes familidres Risiko fur
Autismus und soziale Verhaltensstorungen assoziiert (Arking et al. 2008, Bakkaloglu et
al. 2008, Scott-Van Zeeland et al. 2010, Tan et al. 2010, Dennis et al. 2011).

Im Mausmodell konnte flir CNTNAP2 Knockoutmduse eine erhdhte Rate stereotypen
und repetitiven Verhaltens ebenso wie eine soziale Deprivation nachgewiesen werden
(Penagarikano et al. 2011).

Eine Ubersicht (iber die Ergebnisse bereits verdffentlichter Studien zwischen CNTNAP2
SNPs und kognitiven Phanotypen gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: Uberblick Assoziationsstudien von CNTNAP2 SNPs und kognitiven Phanoty-
pen

SNP Diagnose

rs10246256 Gestorte Sprachentwicklung

rs1718101 Autismus

rs17236239 Gestorte Sprachentwicklung

rs1922892 Gestorte Sprachentwicklung

rs2538976 Gestorte Sprachentwicklung

rs2538991 Gestorte Sprachentwicklung

rs2710102 Autismus, gestorte Sprachentwicklung, Leseschwache
rs2710117 Gestorte Sprachentwicklung

rs4431523 Gestorte Sprachentwicklung

rs759178 Gestorte Sprachentwicklung

rs802524 Schizophrenie, bipolare Personlichkeitsstorung
rs802568 Schizophrenie, bipolare Personlichkeitsstorung
rs851715 Gestorte Sprachentwicklung

17236239 Autismus
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SNP Diagnose
s2710102 Gestorte Sprachentwicklung
s7794745 Autismus

Tabelle nach (Rodenas-Cuadrado et al. 2013), Assoziationsstudien von (Alarcén et al. 2008, Arking et al. 2008, Vernes et al. 2008,
Newbury et al. 2011, Ji et al. 2012).

1.5 Fragestellung

Modifikationen ebenso wie SNPs des CNTNAP2 Gens wurden bereits in der Vergangen-
heit mit psychiatrischen Erkrankungen wie Gilles de la Tourette Syndrom, Schizophrenie,
cortical dysplastisch-fokaler Epilepsie, Autismus, Sprachentwicklungsstérungen, menta-
ler Retardierung sowie mit dem Pitt-Hopkins-like Syndrome 1 assoziiert (Alarcon et al.
2008, Vernes et al. 2008, Penagarikano & Geschwind 2012, Rodenas-Cuadrado et al.
2013).

Ein Zusammenhang mit Schizophrenie konnte bislang allerdings trotz beschriebener ge-
meinsamer genetischer Basis flir Autismus und schizophrene Erkrankungen (Burbach &
van der Zwaag 2009, Paula-Perez 2012) lediglich in einer Studie fur einen SNP nachge-
wiesen werden (Ji et al. 2012).

Dem klassischen Kandidatengenansatz folgend hat CNTNAP2 daher eine hohe Plausibi-
litdt fur einen Einfluss auf Gehirn(fehl-)funktionen, alterierende Gedéchtnisleistungen
und auf die Schizophrenie, zu deren Kernsymptomen unter anderem kognitive Defizite
zdhlen (Goldman-Rakic 1994, Elissalde et al. 2011).

In der vorliegenden Studie wurden daher Single Nukleotid Polymorphismen des CNT-
NAP2 Gens zum einen in einer Fall-Kontroll-Studie auf eine Assoziation mit dem Auf-
treten von Schizophrenie, zum anderen in einer Endophé&notypenstudie ebenso wie in ei-
ner Haplotypanalyse auf ihren Einfluss auf die Gedéchtnisleistung (quantifiziert anhand
dem Abschneiden in der Wechsler Memory Scale Revised) in einer Studienpopulation
bestehend aus 349 schizophrenen Patienten und 503 gesunden Kontrollprobanden hin un-
tersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 \Vorabbedingungen

Die vorliegende Studie wurde an der Klinik und Poliklinik fiir Psychiatrie und Psycho-
therapie der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen nach Zustimmung der lokalen
Ethikkommission durchgefiihrt. Alle Probanden wurden Uber die Zielsetzung der Studie
sowie die Anonymisierung der erhobenen Daten und Blutproben aufgeklart; die Stu-
dienteilnahme erfolgte freiwillig nach Einholen unterschriebener Einverstandniserklarun-
gen.

2.1.1 Studiendesign

In die vorliegende Assoziationsstudie wurden insgesamt 852 Teilnehmer eingeschlossen.
Die Assoziation von 29 SNP-Varianten des CNTNAP2 Gens zu Schizophrenie und kog-
nitiver Leistungsfahigkeit wurden anhand der deutschen Adaptation der Wechsler Me-
mory Scale-Revised (WMS-R) untersucht (Harting et al. 2000).

2.1.2 Ein-und Ausschlusskriterien

Alle Kontrollprobanden mussten das achtzehnte Lebensjahr vollendet haben; beide El-
ternteile sowie die GroReltern mussten deutscher Abstammung sein. Der Studienaus-
schluss erfolgte bei vorliegender oder stattgehabter psychiatrischer oder neurologischer
Erkrankung, Achse I- oder 1I- Stérungen, Alkohol- Medikamenten- und Drogenmiss-
brauch sowie psychologischer oder psychiatrischer VVorbehandlung sowohl in der Eigen-
als auch in der Familienanamnese.

Im Patientenkollektiv waren aktuelle stationdre Behandlung, schizoaffektive Stérungen,
Schizophrenie als Folge entzindlicher, endokriner oder neoplastischer Erkrankungen so-
wie eine drogeninduzierte Schizophrenie obligatorische Ausschlusskriterien.

2.2 Rekrutierung der Teilnehmer

2.2.1 Zusammensetzung des Studienkollektives

Kontrollprobanden wurden mittels Zufallsstichprobe aus der Gesamtbevolkerung Min-
chens anhand von Verzeichnissen des Einwohnermeldeamtes ausgewahlt. Nach postali-
scher Ubersendung allgemeiner Studienunterlagen meldeten sich interessierte Teilneh-
mer zurlick und wurden in das weitere Auswahlverfahren aufgenommen.
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Das Patientenkollektiv wurde in der Psychiatrischen Klinik der Ludwig-Maximilians-
Universitat rekrutiert und beinhaltete Personen kaukasischer Abstammung mit der nach
DSM-1V gesicherten Diagnose Schizophrenie.

2.2.2 Kontrollprobanden

Als Kontrollkollektiv wurden 503 nicht-verwandte Probanden aus der Gesamtbevolke-
rung Munchens ausgewéhlt. Nach Rickmeldung auf die erstmalig postalische Kontakt-
aufnahme wurde mit den Interessenten ein standardisiertes Telefonscreening durchge-
fuhrt. Hierbei wurden die Probanden Uber Inhalt und Ablauf der Studie informiert; des
Weiteren zu psychiatrischen und organischen Vorerkrankungen, Medikamentenein-
nahme und Suchtverhalten bei sich und VVerwandten bis dritten Grades befragt.

Ergaben sich keine Ausschlusskriterien wurde ein ausfihrlicher Fragebogen zur psychi-
atrischen und somatischen Anamnese des Probanden und seiner Angehdrigen (mit Fokus
auf affektiven Storungen, Angst- Zwang- und Panikstérungen sowie stattgehabten ambu-
lanten respektive stationaren psychiatrischen Interventionen) als auch einer biographi-
schen Anamnese mit Fragen zum beruflichen Werdegang, zur Lebenszufriedenheit, zu
Krankenhausaufenthalten, Familienstand, Alter, GroRe, Gewicht und Herkunft zuge-
schickt.

Lagen auch hier weder bei der Eigen- noch bei der Familienanamnese Ausschlusskrite-
rien vor erfolgte die Einladung zum Klinischen Interview (s. Kap. 2.3). Hierbei kam das
Strukturierte Klinische Interview fiir DSM-1V zur Abklarung von Achse I- (SKID 1) res-
pektive Achse II- (SKID II) (s. Kap. 2.3.1.4) Stérungen des Probanden (Wittchen et al.
1997), das Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI) zur Evaluation des Zusam-
menhangs belastender Lebensereignisse und der Patientengesundheit (Richter & Guthke
1996) und das Family History Assessment Module (FHAM) zur Beurteilung der psychi-
schen Verfassung von Verwandten ersten Grades (Rice et al. 1995) zur Anwendung (s.
Kap. 2.3.1.5). Zum Ausschluss kognitiver Einschrankungen wurde bei Probanden, die das
60. Lebensjahr vollendet hatten, zusatzlich der Mini-Mental-State-Test (MMST) (s. Kap.
2.3.1.2) durchgefuhrt (Folstein et al. 1975).

2.2.3 Patientenkollektiv

Als Patientenkollektiv wurden 349 Patienten mit Schizophrenie gemal DSM-1V aus der
Psychiatrischen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen sowie Kooperati-
onskliniken rekrutiert und in das Studienzentrum eingeladen. Nach biographischer Anam-
nese und orientierender Diskussion der Krankengeschichte wurde eine Evaluation des
psychiatrischen Status mit Hilfe des Strukturierten Klinischen Interviews fur DSM-1V
(SKID I&II) (Wittchen et al. 1997) sowie eine Einordnung eventuell vorhandener Krank-
heitssymptome anhand der Positive And Negative Syndrome Scale (PANSS) (Kay et al.
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1987) vorgenommen. Mittels des Family History Assessment Module (FHAM) (Rice et
al. 1995) wurden auch hier psychiatrische Diagnosen unter Verwandten ermittelt; eine
positive Familienanamnese flihrte nicht zum Studienausschluss.

Waren nach Riicksprache mit psychiatrisch bzw. psychologisch erfahrenen Kollegen alle
Voraussetzungen erfullt, wurden die Probanden in die Studie eingeschlossen.

2.3 Klinisches Interview

2.3.1 Kontrollgruppe

2.3.1.1 Korperliche Untersuchung

An den einbestellten Kontrollprobanden wurde eine standardisierte, orientierende Kli-
nisch-neurologische Untersuchung zum Ausschluss studienrelevanter Erkrankungen
durchgefuhrt. Gezielt wurde wahrend der neurologischen Anamnese nach Bewegungs-
und Empfindungsbeschwerden, Seh- und Hérschaden, Krampfanfallen, Schwindel und
Miktionsbeschwerden gefragt. Die kdrperliche Untersuchung beinhaltete neben einer Un-
tersuchung der Hirnnerven, des Reflexstatus sowie der Evaluation sensorischer, motori-
scher und koordinativer F&higkeiten auch eine Blutabnahme zur spateren Genotypisie-
rung.

Ergaben sich Hinweise auf vorliegende neurologische Erkrankungen, wurde der Proband
nach Riicksprache mit den betreuenden Arzten von der Studie ausgeschlossen.

2.3.1.2 Mini-Mental-State-Test (MMST)

Der Mini-Mental-State-Test (MMST) (Folstein et al. 1975) dient zur klinischen Erfassung
und Verlaufsbeurteilung von Demenzerkrankungen. Dem Test wurden Probanden unter-
zogen, die zum Zeitpunkt der Studie &lter als 60 Jahre waren.

Gepruft werden die Aufgabenfelder Orientierung, Merkfahigkeit, Rechenfahigkeit, Auf-
merksamkeit, Sprache, Lesen und Schreiben. Die Auswertung erfolgt anhand einer Punk-
teskala von 0 bis 30 Punkten, ein Punktwert von unter 26 weist dabei auf ein mdgliches
kognitives Defizit hin (Cockrell & Folstein 1988). Probanden mit einem Punktwert klei-
ner 27 wurden von der Studie ausgeschlossen.

2.3.1.3 Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI)

Das Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI) dient der Evaluation des Zusam-
menhangs von belastenden Lebensereignissen und Patientengesundheit.

Anhand 50 standardisierter Items werden Lebensereignisse bis zwei Jahre vor Testung
erhoben, durch den Patienten gewichtet und die Gesamtbelastung anhand eines Auswer-
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tungsprotokolls ermittelt. Mehr als zwei Jahre zuriickliegende oder zu erwartende zukunf-
tige Ereignisse kdnnen bei entsprechender Relevanz zusétzlich gewichtet werden (Richter
& Guthke 1996).

2.3.1.4  Strukturiertes Klinisches Interview fur DSM-1V (SKID I[&lIl)

Das Strukturierte klinische Interview fir DSM-IV (SKID) nach Wittchen ermdglicht dem
Interviewer, schnell und valide Einsicht in friihere und aktuelle psychische Stérungen des
Patienten zu gewinnen (Wittchen et al. 1997).

Das SKID-I dient hierbei der Erfassung von Achse I-Stérungen (nach DSM-1V) ein-
schlieBlich affektiver und psychotischer Stérungen, Angst- und Panikstérungen, somato-
former sowie Ess- und Anpassungsstérungen.

SKID-I1 wiederum dient der Erhebung von Achse I1-(Personlichkeits-)Stérungen. Man
differenziert hierbei dependente, zwanghafte, selbstunsichere, depressive, paranoide, ne-
gativistische, schizotypische, schizoide, histrionische, narzisstische, antisoziale sowie
Borderline-Personlichkeiten.

Daneben werden auch Kodiermdglichkeiten fur die Beurteilung von Achse 111 (somati-
sche Storungen), Achse IV (psychosoziale Beeintrachtigungen) und Achse V (globales
Funktionsniveau) angeboten.

2.3.1.5 Family History Assessment Module (FHAM)

Das Family History Assessment Module (FHAM) dient dem Nachweis psychiatrischer
Erkrankungen bei Familienmitgliedern der Probanden (Rice et al. 1995). Hierbei wurde
vor allem auf affektive Stoérungen, Drogen- und Medikamentenmissbrauch, Schizophre-
nie, neurotische Stérungen sowie die Inanspruchnahme psychiatrischer Unterstiitzung in
der Vergangenheit abgestellt. Der Studienausschluss erfolgte bei Erkrankungen von Ver-
wandten bis einschliellich dritten Grades.

2.3.2 Schizophrene Patienten

2.3.2.1 Standardisierte Anamneseerhebung

Die initiale Anamneseerhebung sollte — neben einem Uberblick tiber die Krankheitsge-
schichte des Patienten — vor allem Hinweise auf eine eventuell vorhandene Suchterkran-
kung liefern. Sie umfasste stattgehabte ambulante und stationdre Therapie, Medikamen-
teneinnahme, Drogen- und Alkoholkonsum, Suizidversuche sowie eine Sozialanamnese
einschlieBlich schulischem und beruflichem Werdegang, Wohnsituation und familiarer
Situation.
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2.3.2.2 Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-1V)

Die Diagnose Schizophrenie wurde bei den Patienten nach DSM-1V (APA 2013) erho-
ben. Als Kriterien hierfiir gelten das VVorliegen bizarrer Wahnphanomene, das mindestens
einmonatige Vorhandensein zweier charakteristischer Symptome (Halluzination, desor-
ganisiertes bzw. katatones Verhalten, Affektverflachung, Alogie, Abulie) mit bestehen-
der deutlicher sozialer Dysfunktion oder eine iber mindestens sechs Monate bestehende
Prodromalsymptomatik. Die Symptome durfen sich dartiber hinaus nicht auf schizoaffek-
tive Storungen mit psychotischen Merkmalen, korperliche Erkrankungen, Drogen- oder
Medikamentenwirkung zurickfihren lassen.

2.3.2.3  Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-IV (SKID-I)

SKID-I erfolgte zur Abklarung und genaueren Einteilung der Diagnose Schizophrenie.
Die Patienten wurden nach paranoider, katatoner, desorganisierter, undifferenzierter und
residualer Schizophrenie unterteilt. Der aktuelle und der schlechtest jemals vorliegende
Gesundheitszustand wurden als Mal3 fir die Schwere der Erkrankung herangezogen. Die
Klassifizierung der Schizophrenie hatte, ebenso wie eventuell vorhandene Achse I-
Komorbiditéten, keinen Einfluss auf Studienein- oder ausschluss.

2.3.2.4 Positive And Negative Syndrome Scale (PANSS)

Die Positive And Negative Syndrome Scale (PANSS) (Kay et al. 1987) gibt Aufschluss
uber den Schweregrad der Symptome bei Patienten mit Schizophrenie. Die Symptome
werden einer Positivskala, einer Negativskala oder einer psychopathologischen Glo-
balskala zugeordnet. Die Bewertung erfolgt fiir 30 Symptome anhand einer jeweils von 1
(nicht vorhanden) bis 7 (stark ausgepragt) reichenden Skala. Daneben flieBen in die Be-
urteilung der Patienten auch Berichte tber das tagliche Verhalten, wahrend des Interviews
beobachtete affektive, kognitive und psychomotorische Dysfunktionen sowie die allge-
meine Aufnahme- und Interaktionsféhigkeit mit ein.

2.3.2.5 Family History Assessment Module (FHAM)

Das FHAM wurde zur Vervollstandigung der Familienanamnese zwar durchgefihrt, hatte
jedoch keinen Einfluss auf die Studienteilnahme.

2.4 Die Wechsler Memory Scale Revised (WMS-R)

Die Wechsler Memory Scale Revised (WMS-R) in ihrer deutschen Adaptation (Harting
et al. 2000) ist ein ursprunglich englischsprachiges, neuropsychologisches Testverfahren
zur Evaluation multipler Gedachtnisfunktionen. Die WMS-R erfolgt als Einzeluntersu-
chung, ein Testdurchlauf dauert etwa 45 Minuten. Das Testvorgehen und die Bewertung
der Probanden erfolgt dabei nach den Kriterien des Handbuchs der WMS-R.
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Die Auswertung der WMS-R fiihrt tber ihre in Komplexitat und Abrufmodalitét (freier
und geleiteter Abruf sowie Wiedererkennung) variable Aufgabenstellung zur Bewertung
von flnf in der Gedéchtnisforschung fest etablierten Leistungsaspekten:

dem verbalen und visuellen Gedachtnis (gemeinsam als allgemeinem Geddchtnis), der
Aufmerksamkeits- und Konzentrationsleistung sowie der verzdgerten Wiedergabe.

Die Testbatterie der WMS-R setzt sich aus 13 Untertests zusammen, welche im Folgen-
den besprochen und in der Auswertung unterschiedlich gewichtet werden. Tabelle 2 zeigt
die Zuordnung und Wichtung der entsprechenden Untertests zu den Leistungsaspekten.
Die gelistete Reihenfolge entspricht jener wahrend der Testdurchfiihrung.

Tabelle 2: Zuordnung der Untertest zu den Leistungsaspekten der WMS-R

Untertest

(Gewichtung bei Auswertung) Leistungsaspekte

Information und Orientierung

Erhebliche Lei intrichti
(Ein- und Ausschlusskriterium) rhebliche Leistungsbeeintrachtigungen

Logisches Gedachtnis | (2)

Verbales Gedachtnis
Verbale Paarerkennung | (1)

Figurales Gedachtnis (1) Allgemeines Ge-

dachtnis
Visuelle Paarerkennung | (1) Visuelles Gedachtnis
Visuelle Wiedergabe | (1)
Mentale Kontrolle (1)
Zahlenspanne (2) Aufmerksamkeit und Konzentration

Blockspanne (2)

Logisches Gedachtnis Il (1)

Visuelle Paarerkennung Il (2)

Verzogerte Wiedergabe
Verbale Paarerkennung Il (2)

Visuelle Wiedergabe Il (1)

2.4.1 Die Untertests der WMS-R

2.4.1.1 Information und Orientierung

Neben Fragen zum Allgemeinwissen sowie Lese- und Horverstandnis wird die Orientie-
rung des Probanden zu Zeit, Raum, Person und Situation erfasst. Hierdurch soll die
Durchfiihrbarkeit des Tests sowie die Interpretierbarkeit der Testergebnisse gewahrleistet
werden — die Antworten gehen jedoch nicht in die Bewertung der Geddchtnisleistung mit
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ein. Erreicht der Proband in diesem Untertest nicht die volle Punktzahl, resultiert daraus
der Studienausschluss. Die maximal erreichbare Punktzahl dieses Tests liegt bei 14 Punk-
ten.

2.4.1.2 Mentale Kontrolle

Der Proband wird gebeten, drei Handlungsanweisungen (Ruckwaértszahlen, Aufsagen des
Alphabets, schrittweise Subtraktion von 40) innerhalb eines vorgegebenen Zeitfensters
auszufuhren. Fir jede vollstandig richtig geloste Aufgabe innerhalb der Zeitgrenze wer-
den zwei Punkte vergeben, fir jeden unterlaufenen Fehler ein Punkt abgezogen. Maximal
kdnnen sechs Punkte erreicht werden.

2.4.1.3 Figurales Gedéachtnis

Bei dieser Aufgabe soll der Proband nach kurzer Einpragungszeit vorgegebene Muster
aus einer Reihe abweichender Muster wiedererkennen. Der Schwierigkeitsgrad ist dabei
ansteigend: soll anfangs binnen flinf Sekunden lediglich ein Muster aus drei Angebotenen
wiedererkannt werden, so sollen in den folgenden drei Durchgangen binnen 15 Sekunden
drei verschiedene Muster aus einem Pool von neun Mustern korrekt benannt werden. Fur
jedes korrekt erkannte Muster wird ein Punkt vergeben, die Gesamtpunktzahl betrégt da-
mit 10 Punkte.

2.4.1.4 Logisches Gedachtnis | (Textreproduktion I)

Dieser Untertest besteht aus zwei unterschiedlichen Geschichten, die dem Probanden
zweimal nacheinander vorgelesen werden. Direkt im Anschluss sollen die Geschichten
mdoglichst detailgenau wiedergegeben werden. Die Antworten werden wortlich protokol-
liert und mit vorgegebenen Auswertungsrichtlinien abgeglichen. Der Proband wird darauf
hingewiesen, dass eine erneute, verzégerte Abfrage der Geschichten in 30 Minuten er-
folgt. Fur jede Geschichte werden 25 Punkte, insgesamt also maximal 50 Punkte verge-
ben.

2.4.1.5 Visuelle Paarerkennung |

Die visuelle Paarerkennung I verlangt die Zuordnung von insgesamt sechs Strichfiguren
zu je einer spezifischen Farbe. Fir jedes Figuren-Farben-Paar stehen dem Probanden drei
Sekunden Zeit zum Einpragen zur Verfiigung. Im Anschluss soll binnen fiinf Sekunden
der gezeigten Strichfigur die entsprechende Farbe anhand einer Farbtafel zugeordnet wer-
den. Unterlaufen dem Probanden Fehler oder verstreicht die Antwortzeit ungenutzt, zeigt
der Interviewer die korrekte Losung auf. Insgesamt werden minimal drei, bei Fehlern im
dritten Durchgang bis maximal sechs solcher Durchgénge durchgefuhrt. Die gleichen Fi-
gur-Farbe-Paare werden 30 Minuten spéater erneut abgefragt, der Proband wird gebeten,
sie in Erinnerung zu erhalten. Die drei ersten Durchgénge werden mit jeweils maximal
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sechs Punkten bewertet, so dass sich eine mogliche Gesamtpunktzahl von 18 Punkten
ergibt.

2.4.1.6 Verbale Paarerkennung |

Dem Probanden werden acht Wortpaare genannt, die er als zusammengehérig in Erinne-
rung behalten soll. Bei Nennung des jeweils ersten Wortes soll das dazugehdrige zweite
Wort genannt werden. Auch hier korrigiert der Interviewer bei falschen oder zu langsa-
men Wortnennungen. Es werden erneut insgesamt minimal drei, bei ungultiger Antwort
maximal sechs Durchgange durchgefiihrt. Der Proband wird gebeten, die Wortpaare zur
spateren Verwendung in Erinnerung zu behalten. Fir jeden gultigen Durchgang kénnen
maximal acht, insgesamt also 24 Punkte vergeben werden.

2.4.1.7 Visuelle Wiedergabe |

Dem Probanden werden vier Zeichnungen zunehmender Komplexitat fur jeweils 10 Se-
kunden vorgelegt mit der Aufforderung, sie direkt im Anschluss mdglichst detailgetreu
nachzuzeichnen. Es besteht keine zeitliche Begrenzung zum Losen der Aufgabe. Fehler
bzw. Ungenauigkeiten werden vom Interviewer nicht korrigiert. Der Proband wird darauf
hingewiesen, dass auch diese Aufgabe nach 30 Minuten aus der Erinnerung heraus erneut
durchgefihrt werden soll. Die Auswertung erfolgt gemaR eines detaillierten Kriterienka-
talogs im Anhang des Testmanuals. Maximal kénnen 41 Punkte erreicht werden.

2.4.1.8 Zahlenspanne

Dieser Untertest ist unterteilt in ,,Zahlenspanne vorwérts* und ,,Zahlenspanne riickwarts®.
Der Proband wird angewiesen, vorgelesene Zahlenfolgen direkt (Zahlenspanne vorwarts)
oder in umgekehrter Reihenfolge (Zahlenspanne riickwarts) wiederzugeben. Ein Durch-
gang besteht aus zwei Zahlenfolgen gleicher Lange, beginnend bei drei, endend bei acht
konsekutiven Zahlen. Gibt der Proband beide Zahlenfolgen eines Durchganges korrekt
wieder wird im ndchsten Durchgang die Zahlenfolge um eins erhéht. Werden beide Fol-
gen eines Durchganges falsch wiedergegeben endet der Test. Die maximal erreichbare
Punktzahl betragt 24 Punkte.

2.4.1.9 Blockspanne (Visuelle Merkspanne)

Wie die Zahlenspanne unterteilt sich auch die Blockspanne in die Unterkategorien
»Blockspanne vorwérts* und ,,Blockspanne riickwérts®. Analog zur Durchfiihrung der
Zahlenspanne sollen auch hier Folgen zunehmenden Schwierigkeitsgrades memoriert
werden. Sie werden dem Probanden diesmal allerdings anhand eines Blockspannenbret-
tes mit unregelmafRig montierten Wurfeln, die der Interviewer in einer bestimmten Rei-
henfolge antippt, angezeigt. Die richtige Wurfelfolge soll im Anschluss entweder direkt
oder in umgekehrter Reihenfolge nachgeahmt werden. Ein Durchgang besteht aus zwei
Blockspannen gleicher Lénge, beginnend bei zwei, endend bei acht in Folge angetippten
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Wiirfeln. Gibt der Proband beide Blockspannen eines Durchganges korrekt wieder wird
im né&chsten Durchgang die Wirfelanzahl um eins erhéht. Werden beide Folgen eines
Durchganges falsch wiedergegeben endet der Test. Die maximal erreichbare Punktzahl
betragt erneut 24 Punkte.

2.4.1.10 Logisches Gedéachtnis Il (Verzogerte Textproduktion)

Zwischen der Durchfiihrung von Logisches Gedachtnis I und Il liegen zwingend 30 Mi-
nuten. Der Proband wird gebeten, die im Abschnitt ,,Logisches Gedachtnis I memorier-
ten Geschichten erneut moéglichst prazise wiederzugeben. Ist der Proband hierzu nicht in
der Lage durfen vorgegebene Hilfestellungen gegeben werden. Die Auswertung erfolgt
analog zu ,,Logisches Gedéachtnis I mit maximal 50 erreichbaren Punkten.

2.4.1.11 Visuelle Paarerkennung Il

Die aus ,,Visuelle Paarerkennung I bekannten Figur-Farbe-Paare sollen erneut zugeord-
net werden. Zur Beantwortung werden dem Probanden zehn Sekunden Zeit zugestanden.
Es wird lediglich ein Durchgang durchgefuhrt, damit sind maximal sechs Punkte erreich-
bar.

2.4.1.12 Verbale Paarerkennung Il

Die aus ,,Verbale Paarerkennung I bekannten Wortpaare sollen rekapituliert werden. Zur
Beantwortung stehen zehn Sekunden pro Wortpaar zur Verfugung, es wird ein Durchgang
durchgefuhrt. Es kénnen acht Punkte erreicht werden.

2.4.1.13 Visuelle Wiedergabe Il

Die aus ,,Visuelle Wiedergabe I bekannten Figuren sollen in beliebiger Reihenfolge re-
produziert werden. Erneut besteht hierbei kein Zeitlimit. Hilfestellungen jedweder Art
sind nicht erlaubt. Die Auswertung erfolgt analog ,,Visuelle Wiedergabe I anhand des
Testmanuals. Die maximal erreichbare Punktzahl betragt 41.

2.4.2 Auswertung der WMS-R

Die im Handbuch der WMS-R (Harting et al. 2000) fur die jeweiligen Untertests angege-
benen Mittelwerte und Standardabweichungen sind flr Probanden zwischen 15 und 74
Jahren normiert. Hierzu wurden unter Beriicksichtigung von Geschlechts- und Bildungs-
kriterien aus einer quotierten Stichprobe (Friedrichs 1985, Schnell et al. 2008) von 210
Probanden sieben Altersgruppen zu je 30 Probanden gebildet. Zur reprasentativen Daten-
erhebung erfolgte die Schichtung der Stichprobe mit Hilfe demographischer Daten des
statistischen Jahrbuchs der Bundesrepublik Deutschland von 1995. Aus den erhobenen
Daten lieRen sich Mittelwerte und Standardabweichungen fur die entsprechenden Unter-
tests und Leistungsaspekte berechnen.
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Zur Auswertung der individuellen Testergebnisse der Studienteilnehmer wurden die Roh-
werte der Untertests mit den zugehdrigen Gewichtungsfaktoren multipliziert, die errech-
neten Summenwerte entsprechend der Altersgruppe mittels einer Tabelle in Indizes um-
gewandelt, den entsprechenden Leistungsaspekten zugeordnet und dergestalt in einen
Normwert transformiert (s. Tabelle 2, Seite 28).

Im Anschluss wurden die WMS-R Unterskalen mit den Faktoren Genotyp bzw. Allel,
Geschlecht und Zugehdrigkeit zu Kontroll- oder Patientenkollektiv integriert und fir die
Kovariaten Alter und Schulbildung kontrolliert.

2.4.2.1 Einfluss demographischer Variablen auf die WMS-R

Zur Normierung der Skalen wurden Summenrohwerte der Probanden mittels univarianter
Varianzanalysen (ANOVA) auf Geschlechts-, Alters- und Bildungsunterschiede hin
uberpruft (Harting et al. 2000).

Wiéhrend sich die Ergebnisse hinsichtlich des Geschlechts nicht signifikant unterschieden
konnte fur jede Unterskala im univarianten F-Test ein signifikanter Alters- wie auch Bil-
dungseffekt belegt werden (s. Tabelle 3). Die Unterteilung in Alters- und Bildungsgrup-
pen bei der Normierung ist damit gerechtfertigt.

Tabelle 3: F-Werte der ANOVA der einzelnen Summenrohwerte (nach Harting et
al.,2000)

Skalenwerte Altersgruppe Schulabschluss Geschlecht
Verbales Gedachtnis 5,74%* 23,60** 1,93
Visuelles Gedachtnis 10,52** 42,00%* 2,1
Allgemeines Gedichtnis | 8,87** 39,99** 2,56
Aufmerksamkeit/ 3,68* 46,93%* 181
Konzentration

Verzdgertes Geddchtnis | 11,93** 47,66** 2,07

*: p<0,01, **: p<0,001

2.4.3 Statistische Eigenschaften der WMS-R

2.4.3.1 Reliabilitat

Die Stabilitatskoeffizienten der Untertests in der Normierungsstichprobe wurden mittels
Retest-Untersuchungen mit 40 Probanden aller Altersgruppen berechnet. Es ergaben sich
flr Untertests und Leistungsaspekte Werte zwischen 0,42 und 0,88 mit einem Mittelwert
von 0,78. Die Reliabilitat der Indizes ist > 0,8.
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2.4.3.2 Validitat

Untersuchungen an Patienten mit Depression und beginnender Demenz (Harting et al.
1999) ergaben eine Abweichung des Gesamtscores bei Demenzpatienten um drei Stan-
dardabweichungen, bei Patienten mit kognitiven Einschrankungen aufgrund einer De-
pression von lediglich einer Standardabweichung vom Mittelwert — eine Abgrenzung von
Demenz und Pseudodemenz ist somit moglich.

2.5 Laborverfahren

2.5.1 DNA Extraktion

Venoses Blut der Testteilnehmer wurde enthommen, mit anonymisierten Strichcodes ver-
sehen und in EDTA Monovetten bei -80°C konserviert. Die Aufbereitung der Blutproben
erfolgte durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Prof. Rujescu der Klinik und Poliklinik ftr
Psychiatrie und Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlnchen.

Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte gemald des Handbuchs des QiaAmp DNA
Blood Maxi Kits (Qiagen. 2005).

2.5.1.1 Vorbereitung und Zelllyse

Das tiefgefrorene EDTA-BIlut wurde bei Raumtemperatur aufgetaut. Bei zu geringem Vo-
lumen wurde die Probe bis zu einem Zielvolumen von 10 ml mit phosphate buffered sa-
line (PBS)-Pufferlosung verdinnt.

Zur Lyse enthaltener Leukozyten wurde 500ul Qiagen Protease sowie 12 ml Guanidin-
HCl-haltiger AL-Puffers hinzugefligt und die DNA nach Entzug der Hydrathille durch
Zugabe von Ethanol ausgefallt. Zur Homogenisierung des Lysats und Maximierung des
DNA-Ertrages erfolgte ein erneutes, zweimin(tiges VVortexen gefolgt von einer 30-min(-
tigen Inkubation im Wasserbad bei 70°C unter kontinuierlichem Schtteln (s. Abbildung
1).

2.5.1.2 Adsorption an die Silikagel-Saule

Zur Fallung der DNA wurden 10 ml Ethanol (96-100%) zur Probe hinzugeftigt und das
Lysat nach zweiminutiger Durchmischung im Vortexer auf das Silikagel Ubertragen. Zur
Initiation der DNA-Adsorption wurde die Losung fur drei Minuten bei 3000 Umdrehun-
gen pro Minute (rpm) zentrifugiert. Die im Lysat herrschenden pH- und Salzbedingungen
ermoglichten hierbei eine selektive Bindung der DNA an das Silikagel. RNA und Nukle-
inséure-bindende Proteine blieben ungebunden (s. Abbildung 1).
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2.5.1.3 Reinigung

Zum Reinigen der Silikagel-Saule erfolgten zwei Waschdurchgénge. Zunachst wurden
Verunreinigungen durch nicht-gebundene RNA- bzw. Proteinreste mittels Zugabe von
5ml Guanidin-HCI-haltigem Puffers (AW 1) ausgewaschen; entstandene Guanidiumsalze
daraufhin in einem zweiten Schritt durch 5 ml ethanolhaltigen Puffers (AW 2) entfernt.
Die Wachvorgénge erfolgten in der Zentrifuge bei 5000 rpm fiir eine bzw. fiunf Minuten
(s. Abbildung 1).

2.5.1.4 Elution von der Silikagel-Saule

Zur Elution der DNA von der Silikagel-Saule wurde der pH-Wert der Probe durch Zugabe
von 1 ml AE-Puffer (Tris-Puffer, pH > 9) angehoben. Nach flinfmindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur und anschlieRender finfminatiger Zentrifugation bei 5000 rpm konnte
die aufbereitete DNA zur PCR eingesetzt werden. Nicht benttigte DNA wurde erneut bei
-80°C konserviert (s. Abbildung 1).

i,
@ — i — DNA -(—»
Fallungsreaktion und - Auswaschen )
Blutprobe Lyse Bindung der DNA an die Reinigung der DNA der DNA von fertige

Silikagel-Membran mit AW 1und AW 2 4o Sjlikamembran ~ DNA

Abbildung 1: DNA-Extraktion gemaR Handlungsanleitung des Qiadmp™ DNA
Midi/Maxi Kit Handbook (Second Edition, Januar 2005)

2.5.2 DNA Konzentrationsmessung

Die DNA-Quantifizierung wurde mittels eines hochselektiven DNA-Fluoreszenzfarb-
stoffs (PicoGreen) und eines Fluoreszenzlesers durchgefiihrt.

Der Farbstoff bindet ausschlief3lich an doppelstrangige DNA,; die Intensitét der resultie-
renden Fluoreszenz hangt dabei direkt von der Menge der in der Probe enthaltenen DNA
ab (Invitrogen. 2008). Die Berechnung der DNA-Konzentration erfolgte anhand einer
Eichkurve aus genomischer DNA (gDNA) bekannter Konzentration.
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2.5.2.1 Verdunnungsreihe

Die gDNA-Standard Verdinnungsreihe wurde durch Verdinnen einer definierten Menge
humaner gDNA bekannter Konzentration (Human Genomic DNA, Clontech) mit bidestil-
liertem Wasser im Verhaltnis 1:1 erstellt. Hierbei wurde die gDNA Konzentration in
sechs Schritten von 100 ng/pl auf 1,56 ng/pl verdunnt.

AnschlieRend wurde die Probanden-DNA-Stammldsung im Verhéltnis 1:10 vorverdinnt,
um eine im Messbereich liegende Konzentration zu erhalten. Ein Pipettier-Roboter (Ja-
nus Automated Workstation, Perkin Elmer) pipettierte dazu auf eine ABgene 96 well
Platte je Probe 5 pl Probanden-DNA und 45 pl bidestilliertes Wasser.

2.5.2.2 Herstellung des PicoGreen Gemisches

Die gefrorene PicoGreen-Fluoreszenzreagenz (PicoGreen dsDNA, quantitation reagent,
Molecular Probes) wurde etwa eine Stunde bei Raumtemperatur in einem lichtundurch-
lassigen Behélter aufgetaut und anschlielend mit bidestilliertem Wasser auf eine Endver-
dinnung von 1:200 in der Probe titriert.

2.5.2.3 Messung

Auf eine Messplatte (96 well flat bottom plate, black, Greiner) wurden in den Spalten 1
und 2 in Duplikaten pro well je 5 ul der Standard-DNA-Verdinnungsreihe pipettiert. Ab
Spalte 3 wurde die vorverdiinnte Probanden-DNA ebenfalls in Duplikaten mit einem Vo-
lumen von 5 ul pipettiert. In jede Vertiefung der Messplatte (well) wurden daraufhin 145
pl des PicoGreen-Reagenz hinzugegeben.

Nach einer Reaktionszeit von 5-10 Minuten erfolgte die Messung der DNA-Konzentra-
tion im Fluoreszenzmessgerat (Victor® 1420 Multilabelcounter, Perkin Elmer). Zur Be-
stimmung der Fluoreszenz wurde eine Anregungswellenlange von 485 nm verwendet und
die Lichtemission bei 535 nm gemessen. Die Messzeit pro well betrug dabei 0,1 Sekun-
den.

Die Messergebnisse wurden an einen Computer (Optiplex GX620 Pentium 4 HT, Dell)
Ubertragen und die Mittelwerte der Doppelbestimmungen errechnet.

2.5.2.4 Erstellen der Arbeitslésung

Anhand des jeweiligen Konzentrationswertes errechnete sich die benétigte Menge destil-
lierten Wassers, welche dem DNA-Volumen der Probanden-DNA-Ausgangslésungen
hinzugefugt werden musste, um eine Anpassung der DNA-Konzentrationen auf 50 ng/ul
vorzunehmen. Fir jeden Probanden wurden 500 pl Arbeitslosung mit identischer Kon-
zentration erstellt.
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2.5.3 Genotypisierung

2.5.3.1 Allgemeiner Ablauf (iIPLEX™ Assayverfahren und MALDI-TOF)

Die Genotypisierung der SNPs (Tabelle 4) wurde mittels iPLEX™-Reaktion (increased
Plexing Efficency and Flexibility for MassARRAY® System through Single Base Primer
Extension with Mass-Modified Terminators, Sequenom) durchgefiihrt. Das Verfahren be-
ruht auf der Bestimmung molekularer Massen allelspezifischer Primerextensionspro-
dukte und erlaubt eine Genotypisierung im Hochdurchsatz bei hoher Sensitivitat
(Sequenom. 2012).

Es werden dabei zwei Grundreaktionen differenziert: Zunéchst wird eine konventionelle
PCR der Region um den entsprechenden Polymorphismus durchgefiihrt. Anschliel3end
erfolgt eine zweite PCR, bei der durch Einsatz spezifischer Extensionsprimer und eines
Nukleotidterminationsmixes fur jedes Allel ein massenspezifisches Primerextensionspro-
dukt erstellt wird.

Im Anschluss wird die molekulare Masse der Primerextensionsprodukte mit Hilfe des
MALDI -TOF Massenspektrometers (matrix assisted laser desorption/ionisation time off
light mass spectrometry, Sequenom) bestimmt und durch die TYPER Analyzer 3.3.0 Soft-
ware (Sequenom) mit dem entsprechenden Genotyp korreliert (Oeth et al. 2005).

2.5.3.1.1 PCR

Die Primer, die zur Durchfiihrung der Polymerase Chain Reaktion (PCR) die zu amplifi-
zierenden Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) flankieren sollen, werden mit Hilfe
der Spectrodesigner Software der Firma Sequenom entworfen. Dabei gelten folgende
Kompositionskriterien: Die Primer sollen mindestens 10 bp entfernt von dem entspre-
chenden SNP ansetzen, eine Mischung aller vier Basen sowie maximal vier Wiederho-
lungen einer Base in Folge enthalten, nur einmal im Genom binden und nicht mit anderen
Primern interagieren.

Die resultierenden Primersequenzen sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4. CNTNAP2 Polymorphismen und ihre korrespondierenden Primersequenzen

SNP 1st PCR Primer 2nd PCR Primer Extensionsprimer
(9769600 GTGCTTGGCAGACTT- GGGTCCAGTGAAACATT- ccaagCAGCTTA-

GCTTCC GAGG CACAGAAGTCT
rs9648691 GCTTATAGCTTGGCCTTGTCC | GGACACTTGACTCTTTCTTTC | CTCTACAGCCAGTGC
(s7794745 GACAGGTCAGGACCTG- GTTTCTGTAGTTT- TGATTTTGACACTTAGTCT-

GAAAG GAGCAGCC TATCA
rs759178 GATACTCAGTTTCGCCCTACC GTTAG- TCCAACACTGAGTTTTCT

AAGAGTCCTGCCTGTC
rs700281 ggﬁ_gAAGTGTAGACGAT_ GGCCTACCTTGTTTAGTCTCC giTrCGCTATGTCTTTATTCT—
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SNP 1st PCR Primer 2nd PCR Primer Extensionsprimer
GTCATGTGCAAAGAGT- GGAAAACCAATGATCA-
rs4726969 TATGG GCTTG TGATCAGCTTGTAGTTAGG
GATGGTCAGGTTCCTAGT- 2atcgCTTTCTGCCATT-
rs4596569 GAG GCTCTCTCTTTCTGCCATTCG CGAAGAACACC
4526286 | GAAAGCGAGTT- GAGGATTAGTGTGG- ggggtAGGCCAAGAATCA-
GGTGGCAAAG GACATGG AAAGT
GGGCCAGCACCATCA- GATCTCTAGTGACCTT- TGTCA-
rs4431523 AATTAAAAGAAAACTCT-
GATTTC CCAGC
TAG
rs3807570 GTGTGTTTGGGCAAAAT- GGCTAGTCCCAT- TATACTAATTCT-
GATG TAGCTATTC GATAACTCTAATGT
GGCCCACCCAAAAATAT- GCCCATTACTTCTCAAG-
rs2710126 GCTG GACG tttccCAAGGACGCCAACAC
(2710117 GACAGGGACAGTTTA- GGCAGACATCCTACCT- CATCCTACCTGAAATTCATA-
CAAGAC GAAAT TAA
r$2710102 GATGGATGGACTGAC- GCAGCTGCCAGAGCCTTT- CTTTTTGTTTTTCCTTCTTT-
CGATTG TTG CTC
rs2710075 GGCTTTCACACAGATTT- GGCATACGTAAGTATA- TGTGTGTGTGTGTATGTG-
GCCC TCTGC TAAT
GGAAACTGGAATGCCAT- GGAGTGAGGAGGAGTGT-
rs2708285 i GAAC gggtTGTGAACTGTGCAGAA
GATGGCAGTGGG- ggCcatCAAAATAG-
rs2707575 TACACAAAC GACCAAAATAGAAGCAAACC AAGCAAACCTGGCAA
GTAGGTCGGCAGTTAT- GCTTTGT-
rs2538991 GTCTC GAGCCTCTAGGCTG cccaTCTAGGCTGTCAACATT
r$2538976 GTCTGGGTGGCATATTCA- GGACTTCTTGACAATG- gaaAATGGAACCCT-
AGG GAACC GAAGAAACAAACTA
GCAGTACTGCCTGTCAT- GATGCGT-
rs2040921 GAAC TATCCAGAAGCTCC CTCCGTGCTCACAAC
GCAGATGGTTACCAAAG- GGGTCATCCCTTCG-
rs1543265 TAAGG TACATTG cAGTACAGCAGAGTCCA
r<1390718 GGCACCATGGATTACAT- GGGGATTTAACT- ccgtcGTTCCTTTTCA-
GCAC TAGCAGTGTG CAAATACAGTC
r<1260124 GTTCTACTCCAAGGCACT- GGTGATTGCAT- aAGGAATTTTCA-
CAC GAAGCACTGG ATAGGTTAAAAAAA
r<12540404 GTGATAGCTGACGACAAC- | GAATCTCCCACTT- cgcgCCCTAAGCCCTAAGTCT
CTG GAGAGACC CTTT
GAGGTCTCTCA- ACTTCATAAATCTG-
rs11768363 GCCATTTTGTGTTTTGTCAG TAACAGTGCC GAAGAGA
(11766238 GCAAAGAAGACACACAAGG | GTGAGGTGGTGTCTCATT- TCCCTGATGACTAGTGA
GC GTG
GAGGAGGAAGGAT- GTGACGGTCAG-
rs10240503 GCTGGTTT TATCTCCAAC aTGGCAGGTGATCTTTGTA
($10234219 GTAGGTCACTCAAGT- GACTG- ggccGTTGCAATGTACTG-
TAGTGG GAGAAGAAAACTAGGC TAACAA
r$10226360 GCAGAGTTGTGGGATATT- | GGAATAACTATTGCATCA- cecctCATCAGTCCTGTCCTG
TGC GTCC
r$10215248 GGGCAATTTACTGTAAATG- | GCGCATCCTTGAAGAGTT- GTTTGGTTTATATAGTCTT-
GAC TGG TAGATTAT

Massentag der 1st und 2nd PCR Primer: ACGTTGGAT
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Die PCR wird im Anschluss als Multiplex-PCR adaptiert nach dem Schema der Seque-
nom iPLEX™ Application Note durchgefihrt (Sequenom. 2012). Hierbei werden die in
Tabelle 5 gezeigten Reagenzien verwendet. Nach durchgefiihrter PCR werden die Proben
auf 4°C gekihlt und gelagert.

Tabelle 5: Materialienliste initiale PCR

Reagenzien Volumen pro Reaktion Hersteller

Primer Mix (jeweils 500nM) 1,000 pl Qiagen

DNA (5-10ng / ul) 1,000 pl

Hotstar Tay (5 U / pl) 0,100 pl Qiagen

dNTP Mix (25 mM) 0,100 pl ABgene

Puffer mit MgCl, 0,625 ml Qiagen

MgCl, (25 mM) 0,325 ul Qiagen

H,0 (autoklaviert) 1,850 pl Purelab ultra, ELGA

2.5.3.1.2 Dephosphorylierung

Um Stérungen der Extensionsreaktion durch dNTPs vorzubeugen missen die bei der ini-
tialen PCR nicht eingebauten Nukleotide inaktiviert werden. Hierzu werden Uberzahlige
Nukleotide durch Zugabe eines Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Cocktails, bestehend
aus 1,53 pul autoclaviertem Wasser, 0,17 pl SAP-Puffer (10x) sowie 0,3 pl SAP-Enzym
(U / pul), sowohl am 5°- als auch am 3‘-Ende dephosphoryliert und die SAP im Anschluss
durch Inkubation bei 85°C fiir 10 Minuten inaktiviert.

2.5.3.1.3 iPLEX™{(Extensions)reaktion

Wihrend der sich nun anschlieBenden iPLEX™ -Reaktion wird fur jedes Allel eines
SNPs ein massenspezifisches Primerextensionsprodukt erzeugt. Der Extensionsprimer
wird hierflr so gewahlt, dass er direkt neben dem zu betrachtenden SNP zu liegen kommt.
Seine Sequenz zeigt Tabelle 4.

Die PCR der Extensionsreaktion wird in Gegenwart einer definierten Mischung aus mas-
semodifizierten Didesoxynukleotiden (ddNTP) durchgefiihrt. Diese besitzen am 3°-Ende
keine Hydroxylgruppe und kénnen so nach ihrem Einbau an den Extensionsprimer nicht
weiter verlangert werden (Terminatoren). Dieser Terminationsmix bedingt einen Strang-
bruch an den gesuchten SNPs und verlangert den Primer um jeweils ein massenmodifi-
ziertes Terminationsnukleotid. Abhangig von der vorliegenden Variante des SNPs wer-
den Extensionsprodukte verschiedener Lange und Molekiilmasse erzeugt (Kuppuswamy
et al. 1991). Die benutzten Reagenzien sind in Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6: iPLEX™-Reaktion - Materialbedarf

Reagenzien Volumen Hersteller
iPLEX Puffer 10x 0,200 ul Sequenom
iPLEX Abbruch-Mix 0,200 ul Sequenom
iPLEX Enzyme 0,041 pl Sequenom
Primer Mix (7 uM:14 uM) 0,800 pl Sequenom
H,0 (autoklaviert) 0,755 ul Sequenom

Die PCR erfolgt im Thermocycler. Es werden zwei Schleifen durchlaufen. Initial wird
die Probe einmalig bei 94°C fir 30s denaturiert (1), hierauf folgen 40 Zyklen Denaturie-
rung bei 94°C flr 5s (2), Annealing der Extensionsprimer bei 52°C fur 5s (3) und Exten-
sion des Primers um ein Didesoxynukleotid bei 80°C fur 5 Sekunden (4) wobei Annealing
(3) und Extension (4) pro Zyklus funfmal wiederholt werden. AbschlieRend erfolgt eine
finale Extension bei 72°C fur 3 Minuten woraufhin die Probe auf 4°C abgekuhlt wird.
Insgesamt werden 200 Wiederholungen des Annealing / Extensions Prozesses durchlau-
fen (s. Abbildung 2).

(1) (2) (3) (4) )
94°C 30's 94°C5s 52°C5s 80°C5s 72°C 3 min

!

5x pro Zyklus

40 Zyklen

Abbildung 2: iPLEX™ Reaktion im Thermocycler. Annealing (3) und Extension (4) wer-
den insgesamt 200-fach durchlaufen.

Um Stérungen durch lonen wahrend der Massenspektrometrie zu vermeiden werden die
Proben nach Abschluss der PCR mittels eines lonenaustauscherharzes (SpectroClean, Se-
guenom) entsalzt und die Extensionsprodukte in Ammoniumhydroxid geldst.

2.5.3.2 MALDI - TOF Massenspektrometrie

Das matrix-assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight (MALDI-TOF) ist ein
massenspektrometrisches Verfahren, welches die matrix-gestutzten Laserdesorption/ -io-
nisation (Schurenberg et al. 1999) mit einem Flugzeitanalysator (Go et al. 2003) koppelt.
Es dient der Massenanalyse chemischer Verbindungen. Die Matrix zu untersuchender
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Proben wird mittels Laserbeschuss verdampft (Desorption), die eingebetteten Probenmo-
lekile ionisiert (lonisation), in einem elektrischen Feld beschleunigt und von einem De-
tektor aufgefangen (Go et al. 2003). Die Molekiilgeschwindigkeit hierbei verhalt sich
umgekehrt proportional zum Massen-Ladungs-Quotienten, d.h. Molekile mit hoher
Masse und niedriger Ladung bewegen sich langsamer, Molekule mit niedriger Masse und
hoher Ladung schneller.

Es gilt der Zusammenhang tof « \/7;" , wobei tof der Flugzeit (time of flight), m der
Masse und z der Ladungszahl des Molekils entspricht (Lehmann 1996).

Um die Allele der SNPs besser differenzieren zu kdnnen, werden die bei der iPLEX™
Extensionsreaktion benutzten Didesoxynukleotide (ddNTPs) in ihrer Masse dergestalt
modifiziert, dass zwischen den einzelnen Allelen mindestens ein Massenunterschied von
15 Dalton (Da) liegt (Fei et al. 1998). Die im MALDI-TOF-Massenspektrometer erhobe-
nen Werte lassen sich auf diese Weise eindeutiger interpretieren. Tabelle 7 zeigt die Mas-
senunterschiede der Terminationsnukleotide (ddNTPs).

Tabelle 7: Massenunterschiede verwendeter ddNTPs

ddNTP A C G T
A 0 -24 16 55,9
C 24 0 40 79,9
G -16 -40 0 39,9
T -55,9 -79,9 -39,9 0

Fur die vorliegende Studie wurden 15 nl des Probengemisches mit Hilfe des MassARRAY
Nanodispensers (Sequenom) auf einen mit 3-Hydroxypicolinsédure-Matrix (3-HPA) bela-
denen Siliziumchip (SpectroCHIP®bioarray, Sequenom) dispensiert und die MALDI-
TOF durchgefuhrt (s. Abbildung 3). Die Massenspektra wurden digitalisiert und mittels
der TYPER Analyzer 3.3.0 Software (Sequenom) anhand charakteristischer Flugzeiten
analysiert.
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einstellbarer Dampfer
Umlenkspiegel /
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Reflektor

lonenquelle |Nllllll|
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f >
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Probentrager

Extraktionsplatte : !
feldfreie Driftstrecke

Datenerfassung

Abbildung 3: Schematischer Aufbau des MALDI-TOF-MS. (Abbildung nach Schurenberg
etal., 1999)

Hierdurch konnten unterschiedliche Genotypen bestimmt werden: Homozygote Genoty-
pen erzeugen dabei ein, heterozygote Genotypen zwei spezifische Massensignale (Haff
& Smirnov 1997, Bocker 2003, Stanssens et al. 2004).

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Allel- und Genotypenverteilung der SNPs sowie der
Haplotypanalyse erfolgte mittels IBM SPSS Statistics 19 (IBM Corporation 2010),
PLINK (Purcell et al. 2007), R Version 2.13.0 (R Development Core Team 2011) und
Haploview (Barrett et al. 2005).

Die statistische Auswertung der WMS-R erfolgte mittels linearer Regression.

Die Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollprobanden beziiglich der Haufigkeiten
der Allele und Genotypen wurde mittels des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts getestet,
der Fisher’s Exact Test diente der Signifikanzpriifung.

Die Erstellung der Haplotyp-Abbildung wurde mittels der Haploview Software (Barrett
et al. 2005) durchgefiihrt. Haplotyp Blocke wurden nach der Methode von Gabriel
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(Gabriel et al. 2002) bestimmt, die Berechnung erfolgte mit PLINK. Haplotyp Frequen-
zen zwischen Patienten und Kontrollen wurden mit Hilfe eines Chi Quadrat Tests vergli-
chen. Es wurden lediglich Haplotypen mit einer Frequenz tber 1% in die Analyse mit-

einbezogen.

Fur alle statistischen Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt,
wahrend p < 0,1 als Trend gewertet wurde.
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3  Ergebnisse

3.1 Stichprobenbeschreibung

Der Anteil weiblicher Probanden zeigt sich in der Kontrollgruppe mit 51,1% gegen 48,9%
mannlicher Probanden erhéht; im Patientenkollektiv mit 40,7% zu 59,3% erniedrigt. Zum
Zeitpunkt der Testung war der jlingste Teilnehmer 18 Jahre, der alteste 74 Jahre alt. Das
Durchschnittsalter innerhalb der Kontrollgruppe betrug dabei 50,7 Jahre (Standardabwei-
chung: 13,70), innerhalb der Patientengruppe 38,4 Jahre (Standardabweichung: 10,93).

25,7% aller Studienteilnehmer hatten einen Hauptschulabschluss, 32,9% einen Real-
schulabschluss und 41,4% Abitur (Tabelle 8). Alter, Schulbildung und Geschlecht wur-
den als Kovariablen in die Berechnungen integriert.

Tabelle 8: Bildungs- und Geschlechtsverteilung der untersuchten Stichprobe

Geschlecht n (%) Schulbildung n (%)
— —— —— , Gesamt
Gruppe weiblich n mannlich n niedrig n mittel n hoch n n
(%) (%) (%) (%) (%)

Kontrollen | 257 (51,1) 246 (48,9) 97 (19,3) 186 (37,0) [220(43,7) | 503
Patienten 142 (40,7) 207 (59,3) 122 (34,9) [94(26,9) |133(38,2)|349
Gesamtn

(%) 399 (46,8) 453 (53,2) 219 (25,7) |280(32,9) [353(41,4)|852
n= Anzahl

Fur den Nachweis einer Assoziation genetischer Polymorphismen des CNTNAP2 Gens
mit kognitiven Phanotypen bei einem Kollektiv aus an Schizophrenie erkrankten Patien-
ten und Gesunden wurde in vorliegender Studie flr 349 schizophrene Patienten und 503
Kontrollen eine Genotypisierung sowie die WMS-R durchgefihrt.

Im Rahmen einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurde obiges Studienkollektiv zusétz-
lich auf Assoziationen zwischen SNPs des CNTNAP2 Gens und Schizophrenie hin un-
tersucht. Zu diesem Zweck wurden unten aufgefuihrte SNPs genotypisiert und einer sta-
tistischen Analyse beziglich ihrer Genotypen- und Allelfrequenz unterzogen. Die Geno-
typenverteilung der vorliegenden Studienpopulation befindet sich im Hardy-Weinberg-
Equilibrium (s. Tabelle 9).
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Tabelle 9: HWE der 29 Polymorphismen des CNTNAP2-Gens auf Chromosom 7
o Allele Genotypanzahl HWE
SNP Position
Al A2 [A1A1 A1A2 |[[A2A2 |F p- Wert

rs1260124 145810125 (A T 174 404 268 0,033 0,331
rs700281 146192877 ||C T 177 445 223 -0,056 0,113
rs11766238 [ 146245685 |C T 230 417 201 0,015 0,680
rs10234219 | 146311852 (A T 254 427 160 -0,028 0,443
rs7794745 146489606 (A T 338 390 118 0,011 0,768
rs4596569 146577441 (A G 259 430 146 -0,049 0,180
rs3807570 146826061 | C T 165 411 248 -0,008 0,888
rs1390718 146855556 (A G 267 416 161 -0,002 1,000
rs9769600 146954397 (A G 250 420 181 0,006 0,890
rs10226360 [ 147206439 (A C 194 438 215 -0,035 0,336
rs1543265 147408493 (C T 349 399 103 -0,023 0,549
rs11768363 [ 147419683 | C T 334 396 107 -0,021 0,601
rs2710102 || 147574390 |C T 204 422 219 0,001 1,000
rs759178 147575112 |G T 205 423 220 0,002 0,945
rs2538991 147579619 |G T 209 420 221 0,012 0,732
rs2538976 147585819 (A G 224 420 200 0,004 0,945
rs4431523 147597166 |C T 87 351 411 0,032 0,377
rs2710117 || 147601772 (A T 350 381 115 0,024 0,502
rs2707575 147638723 (A G 200 422 225 0,003 0,945
rs2708285 147663965 (A G 158 432 259 -0,032 0,366
rs10240503 [ 147674978 (A G 658 177 11 -0,008 1,000
rs2710075 147691102 | C T 216 426 203 -0,009 0,837
rs2710126 147753897 (A G 268 420 158 -0,010 0,834
rs2040921 147882266 (A T 199 408 243 0,037 0,272
rs4526286 147907326 (A G 232 417 189 0,002 0,945
rs12540404 | 147974505 |C T 141 417 283 -0,021 0,571
rs4726969 148090235 (A T 325 408 115 -0,025 0,510
rs10215248 (148103987 | C T 94 391 346 -0,036 0,321
rs9648691 148106490 (A G 280 407 150 0,003 0,944

Al = Allel 1, A2 = Allel 2, HWE = Hardy — Weinberg- Gleichgewicht, SNP = Single Nukleotid Polymorphismus
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3.2 Beschreibung der Polymorphismen
Chromosom 7q35—NC_000007.14
146116361—148420998 Vorwirtsstrang
5 3¢
CNTNAP2 /NM_014141
. ./\.Al/\. .A./\./\./\./\. ./\./\. ./\../\./\. :

S

rs1260124
rs700281
rs11766238
rs10234219
rs7794745
54596569
rs3807570
rs1390718
rs9769600
rs10226360
51543265
rs11768363
rs2710102
rs759178
rs2538991
rs2538976
rs4431523
rs2710117
rs2708285
rs10240503
rs2710075
rs2710126
rs2040921
54526286
rs12540404
rs4726969
rs10215248
rs9648691

rs2707575

Abbildung 4: Struktur des CNTNAP2 Gens; blau umrandet signifikante SNPs der Genre-
gion zwischen Exon 13 und Exon 15

Von den 29 untersuchten Polymorphismen des CNTNAP2 Gens auf Chromosom 7 war
ein SNP in der 5’- Genregion, drei SNPs am 3‘-Ende des Gens, insgesamt 27 SNPs in
Introns sowie zwei SNPs in Exons (Exon 15 und 23) lokalisiert (Abbildung 4).

Aufschluss iiber die genaue Lokalisation und Funktion der untersuchten SNPs in 5° — 3°

Richtung gibt Tabelle 10.

Tabelle 10: Lokalisierung und Funktion der untersuchten CNTNAP2 SNPs

SNPs 5‘ - 3 auf CNTNAP2 Funktion Position
3kb Strang aufwarts,

rs1260124 mogliche Promotorregion 7:146113033
rs700281 Intronvariante (Intron 1) 7:146495785
rs11766238 Intronvariante (Intron 1) 7:146548593
rs10234219 Intronvariante (Intron 1) 7:146614760
rs7794745 Intronvariante (Intron 2) 7:146792514
rs4596569 Intronvariante (Intron 3) 7:146880349
rs3807570 Intronvariante (Intron 6) 7:147128969
rs1390718 Intronvariante (Intron 8) 7:147158464
rs9769600 Intronvariante (Intron 8) 7:147257305
rs10226360 Intronvariante (Intron 11) 7:147509347
rs1543265 Intronvariante (Intron 13) 7:147711401
rs11768363 Intronvariante (Intron 13) 7:147722591
rs2710102 Intronvariante (Intron 13) 7:147877298
rs759178 Intronvariante (Intron 13) 7:147878020
rs2538991 Intronvariante (Intron 13) 7:147882527
rs2538976 Intronvariante (Intron 13) 7:147888727
rs4431523 Intronvariante (Intron 13) 7:147900074
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SNPs 5/ - 3 auf CNTNAP2 Funktion Position

rs2710117 Intronvariante (Intron 14) 7:147904680
rs2707575 Intronvariante (Intron 14) 7:147941631
rs2708285 Intronvariante (Intron 14) 7:147966873
rs10240503 synonymes Kodon (Exon 15) 7:147977886
rs2710075 Intronvariante (Intron 15) 7:147994010
rs2710126 Intronvariante (Intron 15) 7:148056805
rs2040921 Intronvariante (Intron 18) 7:148185174
rs4526286 Intronvariante (Intron 18) 7:148210234
rs12540404 Intronvariante (Intron 21) 7:148277413
rs4726969 Intronvariante (Intron 22) 7:148393143
rs10215248 Intronvariante (Intron 22) 7:148406895
rs9648691 synonymes Kodon (Exon 23) 7:148409398

3.3 Fall-Kontroll-Assoziationsstudie CNTNAP2 SNPs und
Schizophrenie

Vorliegende CNTNAP2 SNPs wurden mittels Ermittlung und Analyse der Genotypen-

und Allelverteilung — weiter differenziert in Gesamtallelverteilung sowie homozygote

Alleltrager im Vergleich zum restlichen Studienkollektiv - auf eine Assoziation mit Schi-
zophrenie hin untersucht (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Allel- und Genotypverteilung in den untersuchten CNTNAP2 SNPs

Allel (Al vs A2) Genotypen (A1A1l vs A1A2 vs A2A2)
SNP Al| A2

Pat (n) [Kon (n) |[p- Wert || Pat (n) Kon (n) p- Wert
rs1260124 |A ||T |(311/381(441/559|0,732 |(69/173/104 105/231/164 [ 0,576
rs700281 C T |[330/362(469/529(0,779 | 68/194/84 109/251/139 |0,319
rs11766238 |[T |C |325/369(494/508(0,317 |74/177/96 127/240/134 (0,792
rs10234219 |T |A |313/373|434/562( 0,405 |67/179/97 93/248/157 ||0,626
rs7794745 |T ||A |[275/419(351/647|0,062 |(58/159/130 60/231/208 /0,631
rs4596569 |G ||A [299/391(423/557(0,945 |(60/179/106 86/251/153 |/0,983
rs3807570 |C |T [302/378(439/529( 0,706 |60/182/98 105/229/150 (0,395
rs1390718 |G ||A |(291/399|447/551(0,287 | 60/171/114 101/245/153 |0,829
rs9769600 |G |[A |(305/393|477/527]0,120 |69/167/113 112/253/137 |0,353
rs10226360 [|[A | C |(347/343|479/525[0,418 |90/167/88 104/271/127 | 0,527
rs1543265 |[T |C |233/463|372/634]0,138 |40/153/155 63/246/194 | 0,239
rs11768363 |T || C [240/454(370/610|0,184 |(43/154/150 64/242/184 | 0,257
rs2710102 |C ||T [358/330(472/530(0,728 |(95/168/81 109/254/138 (0,932
rs759178 G ||T |[359/333(474/530(0,712 |[95/169/82 110/254/138 (0,939




3 Ergebnisse 48

Allel (Al vs A2) Genotypen (A1A1 vs A1A2 vs A2A2)
SNP Al A2

Pat (n) [Kon (n) |[p- Wert || Pat (n) Kon (n) p- Wert
rs2538991 |G ||T [364/334(474/528|0,825 |(98/168/83 111/252/138 (0,898
rs2538976 |G |C |(361/333(459/535(0,465 [98/165/84 102/255/140 [0,748
rs4431523 |C |[T |(239/457|286/716]0,011 |49/141/158 38/210/253 |0,549
rs2710117 |T |[A |(221/471|390/610/{0,003 | 34/153/159 81/228/191 (0,217
rs2707575 |[A |G |325/371|497/501(0,208 | 83/159/106 117/263/119 [ 0,067
rs2708285 |A |G |288/408(460/542|0,064 |[58/172/118 100/260/141 (0,289
rs10240503 (G |A |(88/606 [111/887|0,328 |8/72/267 3/105/391 0,970
rs2710075 || T |C |[354/336(478/522(0,717 |95/164/86 108/262/130 (0,566
rs2710126 |G |A |[307/389(429/567|0,672 |67/173/108 91/247/160 /0,962
rs2040921 |[A |[T |312/382|494/512]0,092 |72/168/107 127/240/136 | 0,589
rs4526286 |G |A |[305/385|490/496]0,027 | 65/175/105 124/242/127 | 0,425
rs12540404 |[C |T |(285/407|414/576]0,795 |53/179/114 88/238/169 (0,728
rs4726969 |[T ||A |(248/446|390/612(0,183 |35/178/134 80/230/191 |0,535
rs10215248 |C | T |[211/465(368/618(0,010 |[28/155/155 66/236/191 ||0,271
rs9648691 |G |A [313/373(394/594(0,019 |69/175/99 81/232/181 ||0,114

Pat = schizophrene Patienten, Kon = Kontrollen, n= Anzahl, A1 = Allel 1 (selteneres Allel), A2 = Allel 2 (haufigeres Allel), Griin
hinterlegte Felder = signifikante Assoziationen (p<0,05)

Tabelle 12: Weitere Genotypverteilung in den untersuchten CNTNAP2 SNPs

dominant rezessiv
SNP A1l A2 [[(ALAL + A1A2 vs A2A2) (A1Al vs A1A2 + A2A2)
Pat (n) (Kon (n) ||p- Wert | Pat (n) Kon (n) p- Wert

rs1260124 (A | T |[242/104|336/164(0,399 |69/277 105/395 0,708
rs700281 C |T |262/84 |360/139| 0,246 |[68/278 109/390 0,442
rs11766238 (T ||C [251/96 [367/134(0,767 |(74/273 127/374 0,176
rs10234219 (T | A |[246/97 |341/157(0,314 |67/276 93/405 0,755
rs7794745 |T |A [217/130(291/208( 0,218 |58/289 60/439 0,053
rs4596569 |G ||A |239/106(337/153(0,878 | 60/285 86/404 0,952
rs3807570 |[C || T |242/98 |334/150/0,504 | 60/280 105/379 0,153
rs1390718 |G ||A |231/114|346/153|0,464 |60/285 101/398 0,300
rs9769600 (G |A |[236/113|365/137(0,109 |69/280 112/390 0,373
rs10226360 (A | C [255/90 |375/127(0,796 |88/257 104/398 0,102
rs1543265 | T |C [ 193/155(309/194(0,082 |40/308 63/440 0,650
rs11768363 (T ||C [249/95 [306/184(0,003 (81/263 64/426 0,001
rs2710102 |[C |[T |251/95 |[363/138( 0,977 |82/264 109/392 0,506
rs759178 G (T |[251/98 (364/138(0,850 |83/266 110/392 0,522
rs2538991 |G || T |249/98 |363/138(0,824 |84/263 111/390 0,485
rs2538976 |G ||C |263/84 |357/140/0,200 [98/249 102/395 0,009
rs4431523 |C | T |[190/158(248/253(0,144 |49/299 38/463 0,002
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dominant rezessiv
SNP A1l A2 [[(A1AL + A1A2 vs A2A2) (A1A1vs A1A2 + A2A2)

Pat (n) [Kon (n) |[p- Wert || Pat (n) Kon (n) p- Wert
rs2710117 |[T ||A |187/159(309/191| 0,024 34/312 81/419 0,008
rs2707575 |[[A |G |242/106(380/119| 0,032 83/265 117/382 0,892
rs2708285 |[A |G |230/118|360/141| 0,073]58/290 100/401 0,225
rs10240503 |G |A |[80/267 |(108/391| 0,627(8/339 3/496 0,031
rs2710075 |IT |C [250/95 (370/130| 0,61986/259 108/392 0,258
rs2710126 |G | A |240/108(338/160| 0,736(67/281 91/407 0,719
rs2040921 |[A ||T |240/107|367/136| 0,228|72/275 127/376 0,128
rs4526286 |G ||A |240/105|366/127| 0,137]65/280 124/369 0,031
rs12540404 |[C ||T |232/114|326/169| 0,719]/53/293 88/407 0,347
rs4726969 |[T |A |213/134|310/191| 0,885|35/312 80/421 0,014
rs10215248 |[C |T |183/155|302/191| 0,041 28/310 66/427 0,023
rs9648691 |G [A [244/99 |(313/181| 0,019(69/274 81/413 0,168

Pat = schizophrene Patienten, Kon = Kontrollen, n= Anzahl, A1 = Allel 1 (selteneres Allel), A2 = Allel 2 (haufigeres Allel), Griin
hinterlegte Felder = signifikante Assoziationen (p<0,05)

Dabei entsprechen die in Tabelle 11 und Tabelle 12 griin hinterlegten Felder signifikanten
Assoziationen (p<0,05) des entsprechenden Polymorphismus mit der Genotyp- oder (Ge-

samt-)Allelverteilung im Vergleich des Patienten- und Kontrollkollektivs.

Es konnten fur 10 aus 29 Polymorphismen signifikante Assoziationen zur Schizophrenie
belegt werden; am haufigsten assoziiert imponierten dabei die SNPs rs2710117 und
rs10215248 mit je drei Assoziationen.

Eine Ubersicht tiber die Haufigkeit der identifizierten Signifikanzen in Zusammenhang
mit den entsprechenden SNPs gibt Abbildung 5.
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Abbildung 5: Haufigkeit der identifizierten Signifikanzen eines Polymorphismus in Ge-
notyp- und Allelanalyse; y-Achse entspricht der absoluten Haufigkeit der Assoziation

o

Es konnte fiir die SNPs rs2710117, rs10215248, rs4526286, rs4726969 und rs2707575
eine Haufung des selteneren Allels (Al) bei den Kontrollen; fur die SNPs rs4431523,
rs9648691, rs11768363, rs2538976 sowie rs10240503 ein vermehrtes Auftreten des hau-
figeren Allels (A2) bei den Kontrollen in jeweils allen Untergruppen beobachtet werden.

Fur erstgenannte SNPs stellen sich somit die A2 Allele, fir letztgenannte die A1 Allele
der entsprechenden Polymorphismen als mdgliche Schizophrenie Suszeptibilitatsloci dar.

3.4 Endophanotypenstudie und Assoziation der SNPs mit der
WMS-R

Die Assoziation zwischen kognitiven Leistungen und den 29 in Tabelle 9 aufgefiihrten

Polymorphismen des CNTNAP2-Gens wurde mittels linearer Regression sowohl flr die

Leistungsaspekte als auch die Subtests der WMS-R bestimmt.

Fur 22 der untersuchten 29 Polymorphismen konnten Assoziationen zum Abschneiden in

WMS-R Leistungsaspekten oder Subtests identifiziert werden (signifikante und als Trend

wertbare Assoziationen aufgeschlisselt nach Leistungsaspekt respektive Untertest siehe

Tabelle 13 und Tabelle 14).

Fir die SNPs rs10215248, rs10234219, rs12540404, rs1260124, rs1390718, rs2707575,
rs2710075 konnte weder in WMS-R Leistungsaspekten noch Subtests eine Assoziation

nachgewiesen werden.
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Die Gesamthaufigkeit der identifizierten Assoziationen eines Polymorphismus gibt Ta-
belle 15 wieder.

3.4.1 Assoziation mit den Leistungsaspekten der WMS-R

Fir die SNPs rs11766238, rs2040921, rs2538976, rs2538991, rs2710102, rs3807570,
rs759178 und rs9648691 ist das seltenere Allel jeweils mit schlechteren Leistungen in
den entsprechenden Leistungsaspekten, fiir die SNPs rs11768363, rs2708285, rs2710117,
rs2710126, rs4726969 und rs7794745 mit besseren Leistungen assoziiert (siehe Tabelle
13).

Der SNP rs10240503 ist fiir das seltenere Allel mit einem besseren Abschneiden im Leis-
tungsaspekt Information / Orientierung, jedoch mit einem schlechteren Abschneiden im
Leistungsaspekt Verbales Gedachtnis assoziiert (siehe Tabelle 13).

Die Probandenzahl betrug je nach Leistungsskala zwischen 824 und 850 Probanden.

Tabelle 13: Assoziation der SNPs des CNTNAP2 Gens mit Leistungsskalen der WMS-R

Leistungsaspekte SNP Effektallel |R SE p- Wert

Information /

Orientierung rs10240503 | G -0,092 0,043 0,033
rs2040921 | A 0,049 0,027 0,073

Allgemeines

Gedachtnis rs2538976 |G 1,715 0,968 0,077
rs2538991 |G 1,698 0,966 0,079
rs2710126 |G -1,921 0,987 0,052
rs759178 G 1,759 0,972 0,071
rs7794745 | T -1,727 1,008 0,087

Verbales Gedéachtnis rs10240503 | G 2,091 1,183 0,078
rs2538976 |G 1,626 0,756 0,032
rs2538991 |G 1,629 0,755 0,031
rs2710102 | C 1,483 0,760 0,051
rs2710126 |G -1,682 0,772 0,030
rs759178 |G 1,704 0,760 0,025

Visuelles Gedichtnis rs11768363 | T -0,732 0,401 0,069
rs4726969 |T -0,678 0,394 0,086
rs9648691 |G 0,882 0,388 0,023

Aufmerksamkeit rs11766238 (T 0,970 0,513 0,059
rs2708285 | A -1,208 0,529 0,023
rs2710117 | T -0,955 0,536 0,075
rs3807570 | C 1,178 0,527 0,026
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Leistungsaspekte SNP Effektallel |R SE p- Wert
Verzogerte Wieder-
gabe rs2538976 |G 1,219 0,669 0,069

rs2538991 |G 1,173 0,668 0,079
rs2710102 |C 1,137 0,674 0,092
rs4726969 | T -1,189 0,701 0,090
rs759178 |G 1,205 0,672 0,073
rs9648691 |G 1,276 0,687 0,064

Grin hinterlegte Felder = signifikante Assoziationen (p<0,05), Gelb hinterlegte Felder = Trend (p<0,1), SE = Standardfehler, R=Re-

gressionskoeffizient

3.4.2 Assoziation mit den Subtests der WMS-R

Fur die SNPs rs10240503, rs11766238, rs2538976, rs2538976, rs2538991, rs2710102,
rs3807570, rs4431523, rs4526286, rs759178 und rs9648691 ist das seltenere Allel jeweils
mit schlechteren Leistungen in entsprechenden Subtests, fur die SNPs rs10226360,
rs1543265, rs2708285, rs2710117, rs2710126, rs4596569, rs700281, rs7794745 und
rs9769600 mit besseren Leistungen assoziiert (siehe Tabelle 14).

Die Probandenzahl betrug je nach Subtest zwischen 822 und 849 Probanden.

Tabelle 14: Assoziation der SNPs des CNTNAP2 Gens mit Subtests der WMS-R

Subtests SNP Effektallel | R SE p- Wert
Blockspanne rs11766238 (T 0,267 0,143 0,061
rs2708285 |A -0,324 0,147 0,028
rs4526286 |G 0,274 0,145 0,058
Zahlenspanne rs2708285 | A -0,281 0,163 0,085
rs2710117 |T -0,456 | 0,165 0,006
rs3807570 |C 0,306 0,162 0,059
Logisches Gedachtnis | rs10240503| G 0,980 0,545 0,073
rs2538976 |G 0,737 0,348 0,034
rs2538991 |G 0,727 0,348 0,037
rs2710102 |C 0,654 0,350 0,062
rs2710126 |G -0,790 0,354 0,026
rs759178 G 0,756 0,350 0,031
Logisches Gedachtnis Il | rs2538976 |G 0,847 0,395 0,032
rs2538991 |G 0,815 0,394 0,039
rs2710102 |C 0,766 0,397 0,054
rs759178 G 0,866 0,397 0,029
rs9769600 |G -0,688 0,395 0,082
Mentale Kontrolle rs3807570 | C 0,088 0,051 0,084
Verbale Paarerkennung | | rs2538991 |G 0,228 0,133 0,087
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Subtests SNP Effektallel | R SE p- Wert
rs2710102 |C 0,227 0,134 0,092
rs4431523 | C 0,294 0,142 0,039
rs4596569 |G -0,251 0,139 0,071
rs759178 |G 0,246 0,134 0,067
rs7794745 | T -0,334 0,138 0,016

Verbale Paarerkennung

Il rs10226360| A -0,083 0,038 0,030
rs3807570 |C 0,089 0,039 0,022
rs4526286 |G 0,087 0,038 0,023
rs4596569 |G -0,096 0,039 0,015

Visuelle Paarerkennung | | rs700281 |C -0,300 0,176 0,088
rs7794745 | T -0,333 0,177 0,060
rs9769600 |G -0,325 0,171 0,057

Visuelle Wiedergabe | rs1543265 |T -0,497 0,268 0,064
rs4726969 |T -0,606 0,263 0,022
rs9648691 |G 0,681 0,260 0,009

Visuelle Wiedergabe Il rs4726969 |T -0,680 0,345 0,049
rs9648691 |G 0,740 0,339 0,029

Grin hinterlegte Felder = signifikante Assoziationen (p<0,05), Gelb hinterlegte Felder = Trend (p<0,1), SE = Standardfehler, R=Re-
gressionskoeffizient

3.4.3 Haufigkeit der Assoziationen eines Polymorphismus mit WMS-R
Subtests und Leistungsskalen

Es wurde die kumulierte Haufigkeit der SNP-Assoziation zu sowohl Leistungsaspekten
als auch Subtests der WMS-R bestimmit.

Die SNPs rs759178 und rs2538991 wiesen dabei mit sechs Assoziationen die hochste
Anzahl an signifikanten Assoziationen respektive Trends auf, gefolgt von rs2710102 und
rs2538976 mit je funf Assoziationen (siehe Tabelle 15).

Einen Uberblick tiber die Gesamthaufigkeit der Assoziationen eines SNP mit der Ge-
dachtnisleistung in Leistungsaspekten und Subtests gibt Abbildung 6.

Die Reihenfolge der SNPs in Tabelle und Abbildung entspricht deren Anordnung in 5°-
3¢ Richtung auf dem CNTNAP2 Gen.

Die Probandenzahl betrug je nach Subtest respektive Leistungsaspekt zwischen 822 und
850 Probanden.
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Tabelle 15: Kumulierte Haufigkeit der identifizierten Assoziationen eines Polymorphis-
mus mit WMS-R Subtests und Leistungsskalen, SNPs angeordnet in 53 Richtung auf

dem Gen
SNP Effektallel | Phanotyp R SE p- Wert
rs700281 C Visuelle Paarerkennung | |[-0,300 |[0,176 0,088
rs11766238 | T Blockspanne 0,267 0,143 0,061
T Aufmerksamkeit 0,970 0,513 0,059
rs7794745 | T Allgemeines Gedachtnis -1,727 |1,008 0,087
T Verbale Paarerkennung | -0,334 |0,138 0,016
T Visuelle Paarerkennung ! |-0,333 |0,177 0,060
rs4596569 |G Verbale Paarerkennung | -0,251 0,139 0,071
G Verbale Paarerkennung Il |-0,096 | 0,039 0,015
rs3807570 |C Mentale Kontrolle 0,088 0,051 0,084
C Aufmerksamkeit 1,178 0,527 0,026
C Verbale Paarerkennung Il | 0,089 0,039 0,022
C Zahlenspanne 0,306 0,162 0,059
rs9769600 |G Logisches Gedachtnis Il -0,688 |[0,395 0,082
G Visuelle Paarerkennung ! |-0,325 |0,171 0,057
rs10226360 |A Verbale Paarerkennung Il | -0,083 {0,038 0,030
rs1543265 |T Visuelle Wiedergabe | -0,497 |[0,268 0,064
rs11768363 | T Visuelles Gedachtnis -0,732 | 0,401 0,069
rs2710102 |C Logisches Gedachtnis | 0,654 0,350 0,062
C Logisches Gedachtnis Il 0,766 0,397 0,054
C Verbales Gedachtnis 1,483 0,760 0,051
C Verzogerte Wiedergabe 1,137 0,674 0,092
C Verbale Paarerkennung | 0,227 0,134 0,092
rs759178 G Logisches Gedachtnis | 0,756 0,350 0,031
G Logisches Gedachtnis I 0,866 0,397 0,029
G Allgemeines Gedachtnis 1,759 0,972 0,071
G Verbales Gedachtnis 1,704 0,760 0,025
G Verzogerte Wiedergabe 1,205 0,672 0,073
G Verbale Paarerkennung| |0,246 0,134 0,067
rs2538991 |G Logisches Gedachtnis | 0,727 0,348 0,037
G Logisches Gedachtnis I 0,815 0,394 0,039
G Allgemeines Gedachtnis 1,698 0,966 0,079
G Verbales Gedachtnis 1,629 0,755 0,031
G Verzogerte Wiedergabe 1,173 0,668 0,079
G Verbale Paarerkennung | 0,228 0,133 0,087
rs2538976 |G Logisches Gedachtnis | 0,737 0,348 0,034
G Logisches Gedachtnis I 0,847 0,395 0,032
G Allgemeines Gedachtnis 1,715 0,968 0,077
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SNP Effektallel | phinotyp R SE p- Wert
G Verbales Gedachtnis 1,626 0,756 0,032
G Verzogerte Wiedergabe 1,219 0,669 0,069
rs4431523 |C Verbale Paarerkennung | 0,294 0,142 0,039
rs2710117 |T Aufmerksamkeit -0,955 |[0,536 0,075
T Zahlenspanne -0,456 |[0,165 0,006
rs2708285 |A Blockspanne -0,324 0,147 0,028
A Aufmerksamkeit -1,208 | 0,529 0,023
A Zahlenspanne -0,281 |[0,163 0,085
rs10240503 |G Information / Orientierung | -0,092 | 0,043 0,033
G Logisches Gedachtnis | 0,980 0,545 0,073
G Verbales Gedachtnis 2,091 1,183 0,078
rs2710126 |G Logisches Gedachtnis | -0,790 |[0,354 0,026
G Allgemeines Gedachtnis -1,921 |0,987 0,052
G Verbales Gedachtnis -1,682 |[0,772 0,030
rs2040921 |A Information / Orientierung | 0,049 0,027 0,073
rs4526286 |G Blockspanne 0,274 0,145 0,058
G Verbale Paarerkennung Il | 0,087 0,038 0,023
rs4726969 | T Verzogerte Wiedergabe -1,189 (0,701 0,090
T Visuelles Gedachtnis -0,678 |[0,394 0,086
T Visuelle Wiedergabe | -0,606 0,263 0,022
T Visuelle Wiedergabe I -0,680 |[0,345 0,049
rs9648691 |G Verzogerte Wiedergabe 1,276 0,687 0,064
G Visuelles Gedachtnis 0,882 0,388 0,023
G Visuelle Wiedergabe | 0,681 0,260 0,009
G Visuelle Wiedergabe Il 0,740 0,339 0,029

Grin hinterlegte Felder = signifikante Assoziationen (p<0,05), Gelb hinterlegte Felder = Trend (p<0,1), SE = Standardfehler, R=Re-
gressionskoeffizient
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Abbildung 6: Haufigkeit identifizierter SNP Assoziationen mit WMS-R Subtests und Leis-
tungsskalen; y-Achse entspricht der absoluten Haufigkeit der Assoziation; Anordnung
der SNPs in 5°-3* Richtung auf dem Gen

3.5 Lokalisation signifikanter SNPs fur Schizophrenie und
Gedachtnisleistung auf dem CNTNAP2 Gen

Die in Kapitel 3.3 und 3.4 als signifikant mit Schizophrenie respektive Gedéachtnisleis-
tung assoziiert identifizierten SNPs wurden Ihrer Lokalisation auf dem CNTNAP2 Gen
entsprechend zueinander aufgetragen.

Es zeigte sich eine Haufung sowohl signifikant mit Schizophrenie als auch mit Gedéacht-
nisleistung assoziierter SNPs von der Genposition 7:147639431 bis 7:147978187 (339kb)
sowie 7:148393143 bis 7:148409398 (16kb).

In erstgenanntem, Exon 13 bis 15 umfassenden, Bereich sind sowohl 6 der 10 der mit
Schizophrenie als auch 10 von 22 (darunter 4 von 7 grof3er 4-fach) der mit Gedéachtnis-
leistung assoziierten SNPs lokalisiert.

Die Gesamtheit und Lokalisation signifikanter Assoziationen respektive Trends in der
Endophanotypen- und Fall-Kontroll-Assoziationsstudie von CNTNAP2 veranschaulicht
Tabelle 16.
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Tabelle 16: Korrelation signifikanter Assoziationen resp. Trends von Fall-Kontroll-As-

soziations- und Endophanotypenstudie in der Region von Exon 13 bis 15

SNP Assoziation Gedachtnis-
leistung CNTNAP2 5‘-3‘ (n)

Position

7:146113033
7:146495785
7:146548593
7:146614760
7:146792514
7:146880349
7:147128969
7:147158464
7:147257305
7:147509347

SNP Assoziation Schizophre-
nie CNTNAP2 5-3‘ (n)

rs1260124
rs700281
rs11766238
rs10234219
rs7794745
rs4596569
rs3807570
rs1390718
rs9769600
rs10226360

rs1260124
rs700281 (1)
rs11766238 (2)
rs10234219
rs7794745 (3)
rs4596569 (2)
rs3807570 (4)
rs1390718
rs9769600 (2)
rs10226360 (1)

Position

7:146113033
7:146495785
7:146548593
7:146614760
7:146792514
7:146880349
7:147128969
7:147158464
7:147257305
7:147509347

7:147711401
7:147722591
7:147877298
7:147878020
7:147882527
7:147888727
7:147900074
7:147904680
7:147941631
7:147966873
7:147977886
7:147994010

rs1543265
rs11768363 (2)
rs2710102
rs759178
rs2538991
rs2538976 (1)
rs4431523 (2)
rs2710117 (3)
rs2707575 (1)
rs2708285
rs10240503 (1)
rs2710075

rs1543265 (1)
rs11768363 (1)
rs2710102 (5)
rs759178 (6)
rs2538991 (6)
rs2538976 (5)
rs4431523 (1)
rs2710117 (2)
rs2707575
rs2708285 (3)
rs10240503 (3)
rs2710075

7:147711401
7:147722591
7:147877298
7:147878020
7:147882527
7:147888727
7:147900074
7:147904680
7:147941631
7:147966873
7:147977886
7:147994010

7:148056805
7:148185174
7:148210234
7:148277413
7:148393143
7:148406895
7:148409398

rs2710126
rs2040921
rs4526286 (2)
rs12540404
rs4726969 (1)
rs10215248 (3)
rs9648691 (2)

rs2710126 (3)
rs2040921 (1)
rs4526286 (2)
rs12540404

rs4726969 (4)
rs10215248

rs9648691 (4)

7:148056805
7:148185174
7:148210234
7:148277413
7:148393143
7:148406895
7:148409398

Rot umrandete Region= Exon 13 bis 15, Griin hinterlegte Felder= mit Schizophrenie assoziierte SNPs, hellblau hinterlegte Felder=
mit Gedachtnisleistung assoziierte SNPs < 4 Assoziationen, dunkelblau hinterlegte Felder= mit Gedachtnisleistung assoziierte SNPs

>= 4 Assoziationen, n= Haufigkeit der Assoziationen

Fur die SNPs rs2538976, rs4431523 und rs9648691 ist das seltenere Allel jeweils mit
schlechteren Leistungen in Leistungsaspekten- resp. Subtests sowie einer erhohten Sus-

zeptibilitat fir Schizophrenie assoziiert.

Fir die SNPs rs2710117 und rs4726969 ist das haufigere Allel jeweils mit schlechteren
Leistungen in Leistungsaspekten- resp. Subtests sowie einer erhdhten Suszeptibilitét fur
Schizophrenie assoziiert.
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Fir den SNP rs4526286 ist das haufigere, fir den SNP rs11768363 das seltenere Allel
sowohl mit einem besseren Abschneiden in Leistungsaspekten- resp. Subtests sowie einer
erhdhten Suszeptibilitat fur Schizophrenie assoziiert.

Fur den SNP rs10240503 ist das seltenere Allel mit einem schlechteren Abschneiden in
Subtests, einem besseren Abschneiden in Leistungsaspekten sowie einer erhohten Sus-
zeptibilitat flr Schizophrenie assoziiert.

3.6 Haplotypen
Der p-Wert wurde mit einem Permutationstest mit 50.000 Permutationen bestimmt.

Fur die Haplotypanalyse wurden nur Haplotypen mit einer Frequenz tiber 1% in die Ana-
lyse mit einbezogen; Probanden mit mehr als 50% fehlenden Genotypen wurden ausge-
schlossen. Die StichprobengréRRe betrug 852 (503 Kontrollen; 349 Patienten).

3.6.1 Haplotypbeschreibung

Fur das CNTNAP-2-Gen konnten anhand von acht der genotypisierten SNPs (rs2710102,
rs759178, rs2538991, rs2538976, rs4431523, rs2710117, rs9648691 und rs10215248)
sieben Haplotypen (TTTATT, CGGGCA, CGGGTA, TTTATA, TG, CA und TA) und
zwei Linkage Disequilibrium (LD)- Blocke identifiziert werden. Die tbrigen 21 SNPs
waren in keinem der beiden LD-Blocke enthalten.

Block 1 (27 kb; zwischen Exon 14 und 15 gelegen) bestand aus den SNPs rs2710102,
rs759178, rs2538991, rs2538976, rs4431523 und rs2710117,

Block 2 (2 kb; am 3°‘-Ende des Gens gelegen, beinhaltet Exon 23) aus den SNPs
rs10215248 und rs9648691.

151260124
rs4526286
1512540404 | N\
154726968
rs10215248 N\
rs9648691

Block 2 (2 ki)
26 26 27 | 28 29

Abbildung 7: LD-Blockstruktur der untersuchten Polymorphismen mit den Haploscores
fur das Kopplungsungleichgewicht
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3.6.2 Haplotypanalyse

Sowohl Haplotypen aus Block 1 (TTTATT, CGGGTA, TTTATA) als auch Block 2 (TG,
CA) wiesen Signifikanzen oder Trends im Abschneiden in Leistungsskalen und Subtests
der WMS-R auf (s. Tabelle 17).

Fur die Haplotypen TA (Block 2) und CGGGCA (Block 1) konnten keine signifikanten
Assoziationen oder Trends nachgewiesen werden.

Tabelle 17: Haplotypen des CNTNAP-2-Gens assoziiert mit Gedachtnisleistungen in der
WMS-R

Haplotyp | Block | Haplotyp Frequenz | Leistungsskala / Subtest P sim_p
TTTATT |1 0,361 Verbale Paarerkennung Il | 0,082 0,077
CGGGTA |1 0,171 Information / Orientierung | 0,029 0,021

Zahlenspanne 0,031 0,035
TTTATA |1 0,147 Verbales Gedachtnis 0,009 0,015

Allgemeines Gedachtnis 0,061 0,057
Verzogerte Wiedergabe 0,083 0,086

Logisches Gedachtnis | 0,006 0,007
Logisches Gedachtnis Il 0,002 0,002
TG 2 0,419 Visuelle Wiedergabe I 0,099 0,098
CA 2 0,356 Verzdgerte Wiedergabe 0,060 0,068
Logisches Gedachtnis Il 0,097 0,093

Grin hinterlegte Felder = signifikante Assoziationen (p<0,05), Gelb hinterlegte Felder = Trend (p<0,1)

Am hdufigsten konnte eine Assoziation des Haplotyps TTTATA (5-fach, davon drei sig-
nifikante Ergebnisse und zwei Trends) mit einer besseren Gedéchtnisleistung in den ent-
sprechenden Subtests und Leistungsskalen nachgewiesen werden.

Einen Uberblick tiber die Haufigkeit der Assoziation der Haplotypen mit der Gedéachtnis-
leistung gibt Abbildung 8.

2
0

TTTATT CGGGTA TTTATA TG CA

Abbildung 8: Haufigkeit der Haplotypassoziation mit der Gedéachtnisleistung; y-Achse
entspricht der absoluten Haufigkeit der Assoziation
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Die individuellen Signifikanzen und Trends der in LD-Block 1 und 2 vertretenen Einzel-
nukleotidpolymorphismen rs2710102, rs759178, rs2538991, rs2538976, rs2710117 und
rs9648691 in der Endophanotypenstudie (s. Tabelle 15) korrelieren mit den fir die ent-
sprechenden Haplotypen in Tabelle 17 beschriebenen Assoziationen mit Gedachtnisleis-
tungen in der WMS-R.

Die SNPs rs4431523 in Block 1 sowie rs10215248 in Block 2 weisen keine mit den
Haplotypen korrelierende Signifikanzen in der Endophanotypenstudie auf.

Fur die haplotypische Signifikanz der Kategorien ,,Verbale Paarerkennung II* und ,,In-
formation / Orientierung* in Block 1 findet sich ebenso wie fir die Kategorie ,,Logisches
Gedichtnis 11 in Block 2 keine Entsprechung in den Signifikanzen der beteiligten Poly-
morphismen in der Endophanotypenstudie (siehe Tabelle 18).

Tabelle 18: Korrelation der Signifikanzen von Haplotypen und individuellem SNP

LD - Block Leistungsskala / Subtest Korrelierende SNPs

1 Verbale Paarerkennung | keine

1 Information / Orientierung | keine

1 Zahlenspanne rs2710117

1 Verbales Gedéachtnis rs2710102, rs759178, rs2538991, rs2538976
1 Allgemeines Gedachtnis rs759178, rs2538991, rs2538976

1 Verzogerte Wiedergabe rs2710102, rs759178, rs2538991, rs2538976
1 Logisches Gedachtnis | rs2710102, rs759178, rs2538991, rs2538976
1 Logisches Gedachtnis Il rs2710102, rs759178, rs2538991, rs2538976
2 Visuelle Wiedergabe I rs9648691

2 Verzogerte Wiedergabe rs9648691

2 Logisches Gedachtnis Il keine
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

Es war Gegenstand der vorliegenden Arbeit, 29 Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs)
des CNTNAP2 Gens einerseits auf ihren Zusammenhang mit Schizophrenie sowie ande-
rerseits auf ihre Assoziation in Hinblick auf den Endophanotyp Gedachtnisleistung zu
untersuchen. In einem Studienkollektiv, bestehend aus 349 schizophrenen Patienten und
503 gesunden Kontrollprobanden, wurde hierzu zundchst eine Fall-Kontroll-Assoziati-
onsstudie, spéter eine Endophénotypenstudie und Haplotypanalyse durchgefiihrt.

In allen Studienreihen konnten multiple signifikante Assoziationen von SNPs des CNT-
NAP2 Gens zu Schizophrenie und Gedéchtnisleistung aufgezeigt werden. Als besonders
exponiert flr signifikante SNP stellte sich die Region von Exon 13 bis 15 des Gens, einem
potentiellen Bindungsareal des Transkriptionsfaktors FOXP2, dar.

Es liegt die Annahme nahe, dass CNTNAP2 ein Suszeptibilitatsgen sowohl fur Schizo-
phrenie als auch den Endophéanotyp Gedéchtnisleistung ist.

4.2 Diskussion der Methoden

Fall-Kontroll-Assoziationsstudien sind etablierte Konzepte, um Faktoren in einem Ge-
nom aufzudecken, die lediglich einen geringen Einfluss auf die Krankheitsatiologie ha-
ben. Die Detektion solcher Faktoren gelingt anhand der Assoziation von SNPs in der Pa-
tienten- und Kontrollpopulation (Maier et al. 1999, Owen 2000).

Das Beibehalten standardisierter Studiendesigns erlaubt eine gute Vergleichbarkeit neuer
Ergebnisse mit bereits vorliegenden Assoziationsstudien. Das fur die vorliegende Arbeit
gewahlte Studiendesign entsprach daher ebenso wie die gewahlten statistischen Metho-
den der im Rahmen von bereits veroffentlichten Assoziationsstudien etablierten Konzep-
ten. Auf die Korrektur einer méglichen Alpha-Fehler-Kumulierung wurde zugunsten ei-
ner Vergleichbarkeit der erhobenen Daten verzichtet.

Zu kleine Teilnehmerkollektive erschweren es, bei innerhalb der Gesamtbevdlkerung
sehr selten oder sehr haufig auftretenden Krankheitsmarkern eine valide Aussage zu tref-
fen. Die vorliegende Studie umfasst 349 Patienten und 503 Probanden und liegt mit einem
Studienkollektiv von 852 Teilnehmern im Mittelfeld gangiger Assoziationsstudiengrofien
(Owen 2000, Van Den Bogaert et al. 2003, Allen et al. 2008). Eine hohere Validitat der
Studie wére durch eine vermehrte Teilnehmerzahl zu erreichen; Folgestudien mit einer
groleren Stichprobe wéren winschenswert.

Bei der vorliegenden Endophénotypenstudie wurde keine Unterscheidung zwischen Pa-
tientenkollektiv und gesunden Probanden vorgenommen, sondern die Gesamtstichprobe
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betrachtet. Eine weitere Aufschllsselung der Ergebnisse in Patienten und Kontrollen
hatte weitreichendere Aussagen zum Grad der Auspragung und Beeinflussbarkeit des En-
dophanotyps Gedéchtnisleistung bei Gesunden im Vergleich zu Schizophreniepatienten
ermdoglichen konnen.

Eine homogene ethnische Zusammensetzung der Studienpopulation ist analog zur Grup-
pengroRe wichtige Voraussetzung fur das Generieren valider Daten.

In die vorliegende Studie wurden zum Erreichen gréfitmoglicher genetischer Homogeni-
tat ausschlieBlich Personen aus dem kaukasischen Raum eingeschlossen, deren Abstam-
mung sich auf mindestens drei Generationen nachvollziehen lie3. Durch Populationsstra-
tifikation kann es zu falsch-positiven respektive -negativen Verfalschung des erhobenen
Datenmaterials durch variierende Genotyp- und Allelfrequenzen von Einzelnukleotidpo-
lymorphismen zwischen divergierenden Ethnien kommen (Owen 2000). Fir die unter-
suchten SNPs unterscheidet sich die Frequenz der genetischen Varianten zwischen ver-
schiedenen Ethnien (Yoruba, Japaner, Han Chinesen, Kaukasier) deutlich; alleine die
SNPs rs2538991 und rs2708285 weisen panethnisch eine vergleichbare Frequenz auf (In-
ternational HapMap Consortium, 2005). Die Aussagekraft der vorliegenden Studie ist da-
her auf die kaukasische Bevolkerung begrenzt.

Das Alter der Studienteilnehmer kann das Studienergebnis nachhaltig beeinflussen, wenn
die Teilnehmerkohorten eine hohe Heterogenitat im Altersdurchschnitt aufweisen. Dies
trifft insbesondere zu, wenn das Durchschnittsalter der Kontrollprobanden unterhalb des
typischen Ersterkrankungsalters fiir Schizophrenie, also zwischen 22 und 32 Jahren, liegt
(An der Heiden & Hafner 2000). In der vorliegenden Studiengruppe lag das mittlere Alter
fur Patienten bei 38,4 Jahren und fur Kontrollen bei 50,7 Jahren und damit deutlich Gber
dem 32. Lebensjahr.

Trotz eingehender Exploration vor Studieneinschluss ist nicht vollends auszuschlie3en,
dass ein zum Untersuchungszeitpunkt gesunder Studienteilnehmer mit eventuell spaterem
Krankheitsbeginn in das Kontrollprobandenkollektiv eingeschlossen wurde.

Neben dem Alter spielt in der Schizophrenie das Geschlecht eine entscheidende Rolle.
Bei einem um etwa 1,4fach erhéhten Erkrankungsrisiko von Mannern wird von einer
androtropen Erkrankung ausgegangen (McGrath et al. 2004). Bei der Zusammenstellung
der Studienteilnehmer ist deshalb auf ein ausgeglichenes Geschlechterverhaltnis zu ach-
ten. Mit einem Frauenanteil von 51,1% im Probandenkollektiv ist in der vorliegenden
Stichprobe von einem ausgeglichenen Verhéltnis auszugehen; der Frauenanteil von le-
diglich 40,7% im Patientenkollektiv und die nicht geschlechtsspezifische konsekutive
Auswertung des patientenbezogenen Datenmaterials ist hingegen ein moglicher Kritik-
punkt dieser Arbeit.
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Um aus im Rahmen einer Studie erhobenem Datenmaterial eine gultige statistische Aus-
sage treffen zu konnen, postuliert Gaus eine mdglichst hohe Strukturgleichheit der zu
vergleichenden Patienten- und Probandenkollektive (Gaus 1991).

Da zahlreiche Variable wie Geschlecht, Schulbildung, Alkohol- und Drogenkonsum oder
Migrationshintergrund einen Einfluss auf die Entstehung der Schizophrenie ebenso wie
auf die Gedéachtnisleistung haben, ist eine homogene Zusammensetzung der Studien-
gruppe entscheidend.

Bei der Auswahl der Studienteilnehmer wurde keine Selektion beziiglich der Schulbil-
dung, des Alters oder des Geschlechts durchgefuihrt. In der vorliegenden Stichprobe ist
der Anteil der Personen im Besitz der (Fach-)Hochschulreife hoher als im Vergleich zur
Allgemeinbevolkerung (41,4% versus 28,8%) (Statistisches Bundesamt 2014). In Hin-
blick auf die Schulbildung ist die vorliegende Studie also nicht reprasentativ, die Ergeb-
nisse kénnen nicht ohne weiteres auf die Allgemeinbevélkerung tbertragen werden.

Durch stufenweise Rekrutierung mit strengen Ein- und Ausschlusskriterien wurde ver-
sucht, den Einfluss eines Grof3teils obiger Variablen zu minimieren und so weit wie mog-
lich Strukturgleichheit herzustellen. Der Einfluss von Geschlecht, Alter und Schulbildung
auf die Gedachtnisleistung wurde durch die lineare Regression in der Endophanotypen-
studie als Kovariate berticksichtigt.

Schizophrene Patienten durchliefen eine Diagnosestellung gemal DSM-IV sowie eine
Abschéatzung der Positiv- und Negativsymptomatik durch die PANSS (Kay et al. 1987),
um schizoaffektive oder psychotische Patienten auszuschlief3en.

Den Einfluss von Psychopharmaka auf die Gedachtnisleistung des Patientenkollektivs
und damit die Aussagekraft der Studie abzuschatzen ist nicht abschlieBend mdglich, da
die Symptom- bzw. Nebenwirkungsstarke einerseits mit der applizierten Psychopharma-
kadosis korreliert (Wittorf et al. 2008), andererseits auch interindividuell deutlich variiert.
Durch die Selektion von Schizophreniepatienten in der nicht akuten Krankheitsphase mit
bereits lange bestehender, etablierter Dauermedikation wurde versucht, diesen Einfluss-
faktor so weit wie mdglich zu minimeren.

Kontrollprobanden wurden durch ein mehrstufiges Verfahren mit vorab durchgefihrter
Anamneseerhebung, einer kérperlichen und neurologischen Untersuchung (ab dem sech-
zigsten Lebensjahr zusétzlich Durchfuhrung eines Mini Mental Status Testes), dem
Strukturierten Klinischen Interview Teil I und 11, sowie dem Family History Assessment
Modul auf psychiatrische oder somatische Erkrankungen getestet.

Beide Teilnehmerkollektive wurden durch SKID I und 1l sowie LEBI und FHAM explo-
riert. Bei strengen Ein- und Ausschlusskriterien sowie konsequenter Uberpriifung dersel-
ben ist von einer homogenen, validen Stichgruppenkonzeption auszugehen.
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In der vorliegenden Studie wurde zur Ermittlung der Gedéchtnisleistungen die deutsche
Adaption der Uberarbeiteten Fassung des Wechsler Memory Scale Revised (WMS-R) an-
gewandt (Hérting et al. 2000).

Die Ergebnisse des WMS-R liefern Erkenntnisse zu dem Leistungspotential der Proban-
den hinsichtlich des verbalen, visuellen und verzdgerten Gedéchtnisses, sowie zu Auf-
merksamkeit und Konzentration.

Die WMS-R gilt als sprachlastiges Testverfahren; durch die gesonderte Auswertung von
Leistungsaspekten und Subtests und nicht ausschlieRlicher Fokussierung auf den Gesamt-
score respektive die Leistungsaspekte wurde versucht, diesem Bias entgegenzuwirken.
Auf die Detektion von Assoziationen mit dem CNTNAP2 Gen konnte dieser Faktor einen
grolReren Einfluss als bei vergleichbaren Untersuchungen anderer Gene gehabt haben; es
wurde in vorangehenden Arbeiten mehrfach ein Zusammenhang zwischen CNTNAP2
Einzelnukleotidpolymorphismen und Sprachentwicklungs- sowie Verstandnisstorungen
postuliert (Vernes et al. 2008, Panaitof et al. 2010, Rodenas-Cuadrado et al. 2013).

Die fur die Reliabilitat der Ergebnisse zwingend erforderliche Einhaltung des standardi-
sierten Studiendurchfiihrung analog des Handbuches zur WMS-R wurde mit den Ver-
suchsleitern im Vorfeld der Studiendurchfiihrung trainiert und durch die Studienleitung
stichprobenartig Uberpruft.

Die Validitat gemaR der Gutekriterien der WMS-R ist in der vorliegenden Teilnehmer-
population gegeben, der valide Altersbereich vom 16. bis zum 75. Lebensjahr wurde we-
der unter- noch tberschritten.

Durchfiihrungs- als auch Auswertungsobjektivitit wurden durch sorgfaltiges Training der
Versuchsleiter, standardisierte Rahmenbedingungen der Gedachtnistestung, mehrfachen
Uberpriifens von Testauswertungen durch verschiedene Personen sowie der endgiiltigen
Freigabe eines Datensatzes ausschliellich durch die Studienleitung optimiert.

Bei aller Standardisierung war ein individueller Ermessens- und Variationsspielraum bei
der Testdurchfiihrung jedoch nicht vollends zu unterbinden.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es zunéchst, die SNPs des CNTNAP2 Gens in einer Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie auf ihren Zusammenhang mit Schizophrenie hin zu untersuchen.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen waren bislang nicht als mit
Schizophrenie assoziiert beschrieben worden. In bisherigen Studien zu CNTNAP2 konnte
lediglich ein mit Schizophrenie assoziierter Polymorphismus (rs17236239) identifiziert
werden (Ji et al. 2012).
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In der hier vorgelegten Arbeit wurden erstmals fir 10 der untersuchten 29 Polymorphis-
men signifikante Unterschiede in der Genotyp- und Allelverteilung zwischen schizophre-
nen Patienten und Kontrollprobanden nachgewiesen (s. Tabelle 11).

In vorausgehenden Arbeiten wurden flr einen der detektierten SNPs gleichsam eine As-
soziation mit schweren depressiven Episoden (Ji et al. 2012) sowie fir zwei weitere ein
Zusammenhang mit Sprachentwicklungs- und Verstandnisstérungen (Vernes et al. 2008)
beschrieben. Sieben der SNPs wurden bislang in keinerlei Zusammenhang mit einer psy-
chiatrischen Erkrankung gebracht (s. Tabelle 19).

Tabelle 19: Ubersicht bisheriger Forschungsstand in dieser Arbeit signifikanter SNPs

SNP Vorbeschriebene Assoziationen
rs2710117 | Major Depression
rs2538976 | Sprachentwicklungsstérung

Autoren (Jahr)
Jietal (2012)
Vernes et al (2008)
Vernes et al (2008)

rs4431523 | Sprachentwicklungsstérung

rs2707575 | keine Daten vorliegend keine Studien vorliegend
rs4526286 | keine Daten vorliegend keine Studien vorliegend
rs4726969 | keine Daten vorliegend keine Studien vorliegend
rs9648691 | keine Daten vorliegend keine Studien vorliegend
rs10240503 | keine Daten vorliegend keine Studien vorliegend
rs11768363 | keine Daten vorliegend keine Studien vorliegend
rs10215248 | keine Daten vorliegend keine Studien vorliegend

Bis auf die SNPs rs10240503 und rs9648691, die in Exon 15 respektive 23 lokalisiert
sind und fur synonyme Codons kodieren, sind alle weiteren SNPs in nichtcodierenden
Arealen des CNTNAP2 Gens lokalisiert (s. Tabelle 10).

Auf dem Genabschnitt vor Exon 13 konnte fur keinen der untersuchten SNPs eine signi-
fikanter Zusammenhang mit Schizophrenie nachgewiesen werden; aus der Gruppe der
signifikanten SNPs lagen sechs der zehn detektierten Polymorphismen im Bereich von
Exon 13 bis 15, vier weitere am 3‘-Ende des Gens.

Die Haufung signifikant mit Schizophrenie assoziierter SNPs im Bereich von Exon 13
bis 15 deckt sich mit dem Ergebnis der Arbeit von Ji et al., die gleichsam den Bereich
zwischen Exon 13 und 15 als einen moglichen Suszeptibilitatslokus fur Schizophrenie
identifizierten (Ji et al. 2012).

Ji et al. untersuchten in Ihrer Arbeit 14 anhand vorausgehender Forschung bereits mit
kognitiven Verénderungen assoziierte SNPs des CNTNAP2 Gens auf eine Assoziation
mit Schizophrenie, Depression und bipolarer affektiver Stérung.

Fir die in beiden Arbeiten untersuchten und in der vorliegenden Arbeit als teils signifi-
kant mit Schizophrenie assoziierten SNPs rs2710117 und rs2538976 konnte in der Arbeit
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von Ji et al. kein Zusammenhang mit Schizophrenie, fiir rs2710117 allerdings eine Asso-
ziation mit dem Auftreten depressiver Erkrankungen, nachgewiesen werden. Dies kann
als Anhalt fur die These eines gemeinsamen genetischen Fundamentes verschiedener
kognitiver Stérungen gewertet werden (Burbach & van der Zwaag 2009). In der Vergan-
genheit wurden bereits mehrfach SNPs beschrieben, die sowohl bei der Genese depressi-
ver als auch schizophrener Erkrankungen eine Rolle spielen (Chen et al. 2011, Morris et
al. 2012). Auch konnen die Ubergénge verschiedener psychiatrischer Erkrankungen fluk-
tuieren und die letztlich untersucherabhéngige Kategorisierung und Diagnosestellung er-
schweren (Burbach & van der Zwaag 2009, Paula-Perez 2012).

Fur die ebenfalls in beiden Arbeiten untersuchten SNPs rs759178 und rs7794745 konnte
in keiner der Studien eine Assoziation mit Schizophrenie nachgewiesen werden (Ji et al.
2012).

Maogliche Erklarungen der divergierenden Ergebnisse liefern Unterschiede im Studiende-
sign, z.B. durch unterschiedliche genetische Hintergrinde der untersuchten Bevolke-
rungsgruppen mit Han Chinesen versus Kaukasiern, die Rekrutierung eines jlingeren
(35,2 vs. 38,4 Jahren) Patientenkollektivs durch Ji et al. direkt aus psychiatrischen Klini-
ken ohne Angabe zu Medikation oder Krankheitsphase zum Zeitpunkt der Untersuchung,
die Fokussierung der vorliegenden Arbeit auf Schizophrenie mit dem Einschluss bislang
unbeschriebener SNPs gegeniiber einer breiteren Ausrichtung von Ji et al. auf in der Li-
teratur bereits vorbeschriebene Kandidaten-SNPs multipler psychiatrischer Erkrankun-
gen, eine geschlechtsabhéngig getrennte Datenauswertung durch Ji et al. oder schlicht die
im Vergleich deutlich groRere und damit reprasentativere Studienkohorte von Ji et al. mit
im Vergleich zur vorliegenden Arbeit 2270 vs. 852 Teilnehmern.

Neben obiger Fall-Kontroll-Assoziationsstudie war die auf dem Prinzip der Endophéano-
typen basierende Untersuchung der Gesamtzahl genotypisierter schizophrener Patienten
und gesunder Kontrollprobanden mittels der WMS-R auf ihre Gedéachtnisleistung hin Ge-
genstand der Arbeit.

Es wurde getestet, inwiefern Allele und Genotypen in den beschriebenen Polymorphis-
men Auswirkungen auf Teilbereiche des Gedachtnisses und damit als méglicher Endop-
hanotyp indirekt auch auf die Schizophrenie haben kdénnten (Goldman-Rakic 1994,
Elissalde et al. 2011).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen waren bislang nicht Gegen-
stand der Gedé&chtnisforschung. Fir das CNTNAP2 Gen wurde bis zum jetzigen Zeit-
punkt noch kein die Geddchtnisleistung modifizierender Polymorphismus beschrieben.

Die vorgelegte Arbeit konnte somit erstmals fur 22 der untersuchten 29 Polymorphismen
signifikante Assoziationen resp. Trends zwischen Genotyp- und Allelverteilung von
CNTNAP2 Polymorphismen und dem Abschneiden in WMS-R Leistungsaspekten und
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Subtests identifizieren (vergleiche Tabelle 13, Tabelle 14 und Tabelle 15 des Ergeb-
nisteils dieser Arbeit).

Es féllt die Haufung signifikanter Assoziationen bzw. Trends zwischen Genotyp- und
Allelverteilung und der aus WMS-R Leistungsskalen und Subtests kumulierten Gesamt-
gedachtnisleistung in der Region um Exon 13 bis 15 auf.

Das Endophanotypenkonzept bestétigend finden sich drei von sieben der in der Gesamt-
gedachtnisleistung (WMS-R Subtests und Leistungsskalen) am haufigsten signifikanten
SNPs (rs2538976, rs4726969 und rs9648691) ebenfalls in dem mit Schizophrenie asso-
ziierten SNP-Kollektiv wieder. Acht von zehn der signifikanten Einzelnukleotidpolymor-
phismen der Schizophrenieassoziationsstudie weisen signifikante Ergebnisse bzw.
Trends im Abschneiden in der Gesamtgedachtnisleistung auf (s. Abbildung 9). Bei sechs
dieser SNPs (rs4431523, rs2710117, rs9648691, rs4726969, rs2538976, rs10240503)
sind die mit einer erhdhten Schizophreniesuszeptibilitat einhergehenden Allele ebenfalls
mit einem schlechteren Abschneiden in der Gesamtgedachtnisleistung assoziiert (s. Ta-
belle 11, Tabelle 12, Tabelle 13, Tabelle 14).

O R, N W b U1 O

rs4431523 rs11768363 rs2710117 rs4526286 rs10240503 rs9648691 rs4726969 rs2538976

B Schizophrenie B Gedachtnisleistung

Abbildung 9: SNP Assoziationen mit beidermaRen Gedachtnisleistung und Schizophre-
nie; y-Achse entspricht der absoluten Haufigkeit der Assoziation

SNP rs1260124, der sich als in der potentiellen Promotorregion von CNTNAP2 gelegen
im Vorfeld der Arbeit als vielversprechendster Kandidat fur eine Assoziation zu Schizo-
phrenie oder Gedé&chtnisleistung préasentiert hatte, erwies sich in keiner Untersuchung als
signifikant.

In der Haplotypanalyse zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang mehrerer Haploty-
pen innerhalb der jeweiligen Linkage Disequilibrium (LD)- Blocke mit dem Abschneiden
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in Leistungsskalen und Subtests der WMS-R in der Endophanotypenstudie (s. Tabelle
17).

Die individuellen Signifikanzen und Trends der in LD-Block 1 und 2 vertretenen Einzel-
nukleotidpolymorphismen korrelieren grotenteils mit der fur die entsprechenden Haplo-
typen in Tabelle 17 beschriebenen Assoziation mit Gedé&chtnisleistungen in der WMS-R.

Bei lediglich zwei mit keiner Unterkategorie assoziierten SNPs der entsprechenden
Haplotypen l&sst sich das signifikante Abschneiden gerade des ersten LD-Blockes am
ehesten auf den hohen Anteil signifikanter SNPs in dieser (erneut innerhalb von Exon 13
bis 15 gelegenen) Genregion zurlckfihren.

Von allen in den LD-Bldcken enthaltenen SNPs sind lediglich rs759178 und rs10215248
zwar signifikant mit entweder Assoziations- oder Endophanotypenstudie, jedoch nicht
mit beiden Untersuchungen, assoziiert. Dem Endophanotypenkonzept folgend waére eine
beidseitige Assoziation anzunehmen gewesen.

In dieser Arbeit bestatigt sich die neben von Vernes et al. fiir Sprachentwicklungsstérun-
gen und sprachliche Leistungen (Vernes et al. 2008) zuletzt von Ji et al. postulierte Sig-
nifikanz der Region um Exon 13 bis 15 des CNTNAP2 Gens fir eine Assoziation mit
Schizophrenie (Ji et al. 2012).

Mit der Annahme eines Schizophrenie-Suszeptibilitatslokus in der Region von Exon 13
bis 15 von CNTNAP2 bekommt die diesem Genabschnitt von Vernes et al. zuattributierte
Stellung als mogliche FOXP2-Binderegion ebenso wie der FOXP2 Signalweg eine neue
Signifikanz in der Erforschung der Pathogenese psychiatrischer Erkrankungen und der
Schizophrenieforschung (Vernes et al. 2008). Die Annahme einer erhéhten Vulnerabilitét
flr Schizophrenie bei Modifikationen in diesem Genabschnitt erhértet sich.

Da zum aktuellen Zeitpunkt nur vereinzelt Assoziations- sowie Endophénotypenstudien
zu den hier untersuchten CNTNAP2-Polymorphismen publiziert wurden, erscheint die
Durchfiihrung weiterer Studien zur Validierung der in dieser Arbeit dargestellten Ergeb-
nisse und postulierten Schlussfolgerungen sinnvoll.

Insbesondere die SNPs rs2538976, rs4726969 und rs9648691 sollten an gréReren Pro-
bandenkollektiven in weiteren Assoziations- und Endophanotypenstudien analysiert wer-
den.

4.4  Ausblick

Die Identifikation und Analyse von Genen, die auf Pathogenese und Suszeptibilitat der
Schizophrenie einwirken und konsekutiv die Charakterisierung pharmakologisch beein-
flussbarer Proteine ermdglichen, ist fiir die Erforschung der Erkrankung sowie die Kon-
zeption zukinftiger Therapie- und Praventionsansatze unverzichtbar.
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Modifikationen des CNTNAP2 Gens wurden bislang vor allem in Hinblick auf Autismus
und Sprachentwicklungsstérungen untersucht und im Kontext der Schizophrenie wenig
beachtet.

Die vorliegende Arbeit legt die Annahme nahe, dass CNTNAP2 sowohl ein Suszeptibili-
tatsgen fuir Schizophrenie als auch den Endophénotypen Gedéchtnisleistung ist.

Dies sollte in Zukunnft anhand gréRerer Studienpopulationen in verschiedenen ethni-
schen Bevolkerungsgruppen unter Einbeziehung von Umwelt-Gen-Interaktionen, mogli-
chen Kopplungsungleichgewichten, epigenetischen Faktoren und Analyse von Haploty-
pen validiert werden.

In Zusammenschau der vorliegenden und bereits andernorts publizierten Ergebnisse er-
scheint die weitere Forschung an CNTNAP2, seinem Genprodukt Caspr2 sowie dem
FOXP2 Signalweg als erfolgversprechend fur ein tieferes Verstandnis der Schizophrenie.
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Abkurzungen und Fachbegriffe

ANA
APA

bp
CNTNAP2
CNV
CT

Da
ddNTP’s
dNTP
DSM-1IV
EDTA
FHAM
fMRT
FSK
GABA
GWAS
HCL
HIV
HWE
ICD-10
lgG, M
LD
LEBI
LTP

MALDI-TOF

MAPK
mb
mDNA
Met
MHC
mi
MMST
MRNA
NDMA
nm

NO
OR
PCP
PCR
PPI
p-Wert

Anamnesebogen

American Psychiatric Assoziation
Basenpaare

Contactin-associated protein-like2

Copy Number Variant
Computertomographie

Dalton

Didesoxynukleotide
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Diagnostischer und statistischer Leitfaden psychischer Stérungen
Ethylendiamintetraessigsaure

Family History Assessment Modul
funktionelle Magnetresonanztomographie
First-Rank Symptoms

y-Aminobutterséure

Genomweite Assoziationsstudien

Salzsdure

Human Immunodeficiency Virus
Hardy-Weinberg-Equilibrium

International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems
Immunglobulin G, M
Linkage-Disequilibrium

Leipziger Erlebnis- und Belastungsinventar

Langzeitpotentierung
Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation und Massenspektrometrie mit
Flugzeitanalysator

Mitogen Aktivierte Proteinkinase
Megabase

mitochondriale DNA

Methionin

Major Histocompatibility Complex
Milliliter

Mini Mental Status Test
mitochondriale Ribonukleinsdure
N-Methyl-D-Aspartat
Nanometer

Stickstoffmonoxid

Odds Ratio

Phencyclidin
Polymerasekettenreaktion
Prapulsinhibition
probability-Wert
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RNA
rpm
RTK
SAP
SD
SKID
SNP
SPSS
STG
TCF
TDT
TLR
WHO
WMS-R
ZNS

Ribonucleic acid

rounds per minute

Rezeptorkinasen

Shrimp Alkaline Phosphatase
Standard Deviation

Strukturiertes klinisches Interview
Single Nucleotide Polymorphism
Statistical Package for Social Sciences
Gyrus temporalis superior
Transcription Factor
Transmissions-Disequilibrium-Test
Toll-like-Rezeptoren

World Health Organization
Wechsler Memory Scale - Revised
zentrales Nervensystem
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