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1 Einleitung

1.1 Das Krankheitsbild der Schizophrenie

~ochizophrenie ist ein Syndrom: ein Gebilde von Anzeichen und Symptomen
unbekannter Atiologie, das sich in erster Linie durch beobachtbare Zeichen einer
Psychose definiert. Die Schizophrenie geht dabei meist mit paranoiden
Wahnvorstellungen und akustischen Halluzinationen im spaten Adoleszenz- oder
frihen Erwachsenenalter einher. Diese Krankheitsauspragungen haben sich im
Verlauf des letzten Jahrhunderts nur wenig verandert” (Insel, 2010).

1.1.1 Definition

Unter Schizophrenie wird eine Gruppe von psychiatrischen Erkrankungen
verstanden, die im Allgemeinen durch grundlegende und charakteristische
Storungen von Denken und Wahrnehmung sowie inadaquate oder verflachte
Affektivitat (Gefuhls- und Gemutsleben) gekennzeichnet sind (DIMDI, 2013).

1.1.2 Epidemiologie

Die Epidemiologie befasst sich mit der Erforschung der Verbreitung, Ursache und
Folge von Krankheiten in der Bevolkerung. Drei wichtige MalRe der
epidemiologischen Statistik sind Inzidenz, Pravalenz und Mortalitat. Die Statistik
zeigt, dass Schizophrenie eine weltweit vorkommende, relativ haufige und
schwerwiegende Erkrankung ist, die mit enormen volkswirtschaftlichen und
gesellschaftlichen Belastungen verbunden ist.

Inzidenz

Die Inzidenz — die Anzahl an Neuerkrankungen pro Jahr pro 100.000 Einwohner —
der Schizophrenie wird im Median auf 15,2 Erkrankte pro 100.000 Einwohner
beziffert. Die Spannweite der Inzidenz reicht von 7 bis 43 Erkrankten pro 100.000
Einwohner. Diese grolle Spannweite wird heute als Ausdruck regionaler
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Schwankungen bei der Haufigkeitsverteilung angesehen. So ist die Inzidenz an
manchen Orten funffach hoher als an anderen Orten und das in Industrienationen,
Schwellenlandern und Entwicklungslandern gleichermalien (McGrath et al., 2008).
Neben regionalen Unterschieden sind auch einzelne Bevolkerungsgruppen in
verschiedenem Malde betroffen. Statistische Daten einer Meta-Analyse zeigten,
dass Manner (1,4-faches Risiko), Migranten (4,6-faches Risiko) und Menschen
aus urbanen Regionen (1,4-faches Risiko) eine erhohte Inzidenz aufweisen
(McGrath et al., 2008). Moglicherweise Ubt das weibliche Geschlechtshormon
Ostrogen eine Schutzwirkung auf Frauen aus, dessen Senkung in der Menopause
dann den zweiten Altersgipfel hervorruft (Hayes et al., 2012).

Bei Migranten ware es denkbar, dass der Effekt unmittelbar mit dem Vorgang oder
Ereignissen = wahrend der Migration zusammenhangt (beispielsweise
Orientierungsprobleme, Traumata). Dass das alleine nicht der Fall sein kann, zeigt
sich daran, dass auch Kinder von Migranten ein erhohtes Risiko haben, selbst
wenn sie in der neuen Umgebung geboren wurden (Bourque et al., 2011). Der
Grund scheint vielmehr eine soziale Komponente zu sein, die in Zusammenhang
mit einem ,Minderheitenstatus® steht. In Studien zeigte sich, dass das Risiko
zunimmt, je geringer der Anteil von Migranten an der Gesamtbevolkerung war
(Bresnahan et al., 2007). Verstarkter sozialer Stress, der durch vermehrte
negative Erfahrungen wie Ausgrenzung, Anfeindung oder Rassismus (social
defeat) hervorgerufen wird, konnte die Ursache sein (Selten et al., 2013). Studien
wiesen nach, dass chronischer Stress tatsachlich in der Lage ist, Hirnprozesse
physiologisch und anatomisch langfristig zu verandern (Lederbogen et al., 2011).
Dass Menschen aus urbanen Raumen eine erhohte Inzidenz aufweisen, konnte
nach Meinung vieler Autoren ebenfalls auf verstarkten sozialen Stress
zuruckfuhrbar sein (Lederbogen et al., 2013, Selten et al., 2007). Es gibt Hinweise,
dass Faktoren wie ausgepragte soziodkonomische Ungleichheit, hohe
Bevolkerungsdichte  (Kirkbride et al., 2014) wund geringer sozialer
nachbarschaftlicher Zusammenhalt das Schizophrenierisiko steigern (Zammit et
al., 2010). Stadtbewohner sind im Vergleich zur landlichen Bevolkerung einer
Vielzahl risikosteigernder Gewohnheiten und Lebensbedingungen ausgesetzt,
darunter erhdhter Cannabis-Konsum, hoherer Luftschadstoffgehalt und Vitamin D
Mangel (Kelly et al., 2010, Cougnard et al., 2007).
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Préavalenz

Die Punktpravalenz - die Anzahl der zum Untersuchungszeitpunkt Erkrankten
bezogen auf die Anzahl der untersuchten Personen — der Schizophrenie liegt im
Median bei 4,6 pro 1.000 Einwohner oder 0,46 Prozent der Bevdlkerung. Die
Streubreite reicht von 1,9 Kranken pro 1.000 Einwohner bis zu 10 Kranken pro
1.000 Einwohner (McGrath et al., 2008). Die Lebenszeitpravalenz - das
personliche Risiko, im Laufe des Lebens an Schizophrenie zu erkranken - wird auf
0,72 Prozent beziffert (Saha et al., 2005, Perala et al., 2007).

Geographisch zeigen Menschen aus 6konomisch wohlhabenderen Nationen (1,3-
fache Rate) und Menschen mit Herkunft aus nordlicher gelegenen Landern eine
hohere Pravalenzrate. Allerdings konnten diese Ergebnisse verzerrt sein durch
fehlende Wirtschaftsdaten aus armeren Landern und mangelnde medizinische
Diagnosestellungen (McGrath et al., 2008).

Eine hohere Pravalenz zeigten Migranten (1,8-fache Rate), nicht jedoch
Menschen aus urbanen Regionen und Manner (McGrath et al., 2008). Alle drei
Gruppen zeigen jedoch eine hohere Inzidenzrate. Die hohere Inzidenzrate bei
Migranten erklart auch die hohere Pravalenzrate bei Migranten. Dementsprechend
wurde fur Menschen aus stadtischer Umgebung und fur Manner eine entsprechen
erhohte Pravalenz erwartet, was in bisherigen Studien nicht der Fall ist. Fur
Menschen aus urbaner Umgebung gibt es aktuell keine plausible Erklarung fur
diese Diskrepanz. Fur Manner beruht diese Differenz mdglicherweise auf der
erhohten Krankheitssterblichkeit (Tandon et al., 2008).

Komorbiditat und Mortalitat

Personen mit Schizophrenie sind haufig von zusatzlichen psychischen und
somatischen Erkrankungen betroffen (Komorbiditat). Als korperliche Beschwerden
treten Infektionserkrankungen (HIV, Hepatitis), Bluthochdruck, Adipositas,
Diabetes, oder Osteoporose auf. Gehauft finden sich bei Betroffenen auch weitere
psychische Diagnosen, wie Suchterkrankungen, Depression und
Zwangsstorungen. Insbesondere Suchterkrankungen, wie Drogen-, Alkohol- oder
Nikotinabusus sind in 40 bis 80 Prozent der Falle vorhanden (Gaebel und Wolwer,
2010). Auch ist die Suizidrate deutlich erhoht, etwa 5 Prozent der Betroffenen
begeht Suizid (Palmer et al., 2005).
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Die gesteigerte Komorbiditat und die erhohte Suizidrate bedingen eine 2,6-fach
erhohte Sterblichkeitsrate (Mortalitat) bei Betroffenen (Saha et al., 2007, Saha et
al., 2006). Manner haben dabei eine hohere Mortalitatsrate als Frauen, was auf
eine schlechtere Therapie-Compliance (Test et al., 1990) und eine hohere
Komorbiditatsrate zuruck gefuhrt wird (Tandon et al., 2008). Die Lebenserwartung
ist im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung um etwa 20 Jahre verklrzt und scheint
im Lauf der letzten Jahrzehnte keinen Anteil an der steigenden Lebenserwartung
gehabt zu haben (Laursen et al., 2014).

Gesellschaftliche Auswirkungen

In Deutschland werden die wirtschaftlichen Kosten der Schizophrenie auf 10 bis
14 Milliarden Euro pro Jahr geschatzt (Frey, 2014). Dabei entstehen direkte
Kosten durch  Gesundheitsleistungen und indirekte  Kosten  durch
Einnahmeausfalle, Arbeitslosigkeit und Fruhverrentung. Laut Schatzungen liegen
die jahrlichen Gesundheitskosten in Deutschland bei zwei bis vier Prozent der
Gesamtkosten fur Gesundheitsleistungen (Gaebel und Wolwer, 2010). Nur 10 bis
20 Prozent sind nach langerem Krankheitsgeschehen noch auf dem primaren
Arbeitsmarkt beschaftigt (Marwaha et al., 2007). Die direkten Ausgaben liegen pro
Patient und Jahr bei durchschnittlich 14.000 € bis 18.000 €, die indirekten Kosten
durften noch einmal so viel ausmachen (Konnopka et al., 2009).

Auch die sozialen Auswirkungen sind schwerwiegend. Nur etwa 30 Prozent der
Betroffenen sind in der Lage eine langjahrige Beziehung einzugehen (Falkai und
Maier, 2006). Untersuchungen zeigen eine hohere Gewaltbereitschaft, schlechtere
soziale Integration und eine haufigere Inhaftierung wegen Gewaltdelikten (Fazel et
al., 2014).

1.1.3 Krankheitsbild

Die Klinik der Schizophrenie wird gepragt von floriden psychotischen Phasen, die
mit Wahnvorstellungen und Halluzinationen einhergehen. Diese Episoden
durchbrechen die haufig permanent vorhandenen, weniger markanten Symptome

wie Antriebsarmut, Depression, oder Gedachtnis- und Konzentrationsstorungen.
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Die Symptome werden ihrem Charakter nach in Positivsymptomatik, Negativ-

symptomatik und kognitive Symptome eingruppiert (Tabelle 1-1).

Tabelle 1-1: Ubersicht tiber die gestérten Funktionsbereiche bei Schizophrenie

Funktionsbereich

Beispiele fiir Storungen

Konzentrationsstérungen

o qg) Neurokognition Aufmerksamkeitsstérungen
=2
gn 8 Fehlende negative Emotionskontrolle (Arger, Angst)
~ & Soziale Kognition ~mangelnde soziale Wahrnehmung
Inhaltliches
Denken Wahn (z.B. Verfolgungswahn, Beeinflussungswahn)
Gedankenlautwerden, Gedankeneingebung,
Ich-Stoérung Gedankenentzug, Gedankenausbreitung
X~ Halluzinationen  (insbesondere = kommentierende  oder
g Wahrnehmung dialogische Stimmen, die Uber den Patienten sprechen)
.é % Gedankenabreilen oder Einschieben in den Gedankenfluss
2 g (fGhrt oft zu Zerfahrenheit, Danebenreden oder Neologismen)
o 7 Formales Denken Konkretismus, Assoziationslockerung
= Antrieb Apathie, sozialer Ruckzug
© .
-?_. g Psychomotorik Sprachverarmung
m —-—
D CE)' Anhedonie (Unfahigkeit, Freude zu empfinden)
Z & Affekt verflachter oder inadaquater Affekt

Tabelle nach Gaebel 2010

Die Auspragung der Symptome und deren jeweilige Auswirkungen hangen bis zu
einem gewissen Grad von der Personlichkeit des Betroffenen ab. Die Symptome
sind insgesamt sehr variabel, viele Patienten bleiben jedoch oft Uber lange
Zeitraume ihrem jeweiligen Symptom-Muster treu (Gaebel und Wolwer, 2010). Ein
geschlechtsspezifischer Einfluss auf Art und Auspragung der Symptomatik ist
nicht bekannt (Ochoa et al., 2012). Die interindividuelle Variabilitat und die
klinische Bandbreite der Symptome lasst sich moglicherweise dadurch erklaren,
dass Schizophrenie keine einzelne Krankheit, sondern ein heterogenes Syndrom
mit Uberlappenden Symptomkonstellationen und Ursachen darstellt (Feigenson et
al., 2014, Fanous und Kendler, 2008). Dazu passt, dass sich Schizophrenie nicht
klar von anderen psychischen Erkrankungen wie der affektiven oder
schizoaffektiven Storung abgrenzen lasst, sondern sich mit diesen Uberschneidet
(Haller et al., 2014). Es zeigen sich Uberlappungen unter anderem bei der
Neurobiologie, der

(Keshavan et al., 2013).

Genetik und dem medikamentosem Ansprechverhalten
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Positivsymptomatik

Unter Positivsymptomatik wird eine im Vergleich zur normalen Funktion
,2ubersteigerte” Funktion psychischer Merkmale des Menschen verstanden. Diese
Symptome sind klinisch markant und treten im Krankheitsverlauf episodisch auf.
Darunter werden Storungen des inhaltlichen Denkens, der Wahrnehmung, der
eigenen Integritat (,Ich“) und des formalen Denkens verstanden. Es werden
Grundfunktionen beeintrachtigt, die dem Menschen ein Gefuhl von Individualitat,
Einzigartigkeit und Entscheidungsfreiheit geben (Dilling, 2011). Haufig zeigt sich
die inhaltliche Denkstorung in Form einer falschen Uberzeugung von der Realitét,
im Wahn, an der der Patient trotz objektiv nachprifbarer widersprechender
Tatsachen festhalt. Wahninhalte sind oft natlrliche oder Ubernatirliche Krafte, die
den Patienten in seiner Lebensfuhrung behindern (z.B. Verfolgungs- und
Beeintrachtigungswahn). Zudem nehmen Betroffene oft real nicht existente
Sinneseindrucke wahr, die Halluzinationen, die nicht als irreal erkannt werden. Sie
sind besonders haufig akustischer Natur (z.B. ,Stimmenhoren®). Ist die klare
Grenze zwischen Ich und Umwelt verschwommen, wird von einer Ich-Stérung
gesprochen. Zum Beispiel glauben Betroffene, dass ihre innersten Gedanken,
Gefluhle und Handlungen anderen bekannt sind (Gedankenausbreitung,
Gedankenlautwerden), beziehungsweise diese darauf Einfluss nehmen
(Gedankenentzug, Gedankeneingebung). Auch kann die eigene Person
(Depersonalisation) oder die Umwelt als Ganzes (Derealisation) plotzlich
unvertraut und fremd erscheinen. Bei manchen finden sich sprachliche
Auffalligkeiten wie wechselnde Sprechgeschwindigkeit und ungeordnete
Gedankengange, die als formale Hinweise auf gestorte Denkprozesse gewertet
werden (Gaebel und Woélwer, 2010).

Negativsymptomatik

Die Negativsymptomatik stellt sich als eine im Vergleich zum Normalen
,verminderte® Funktion psychischer Merkmale dar, die bis hin zum
Funktionsverlust reichen kann (Gaebel und Wolwer, 2010). Wahrend sich
Positivsymptome allgemein im Verlauf der Zeit zu reduzieren und zu stabilisieren
scheinen, zeigen Negativsymptome eine geringere Veranderung im
Krankheitsverlauf (Austin et al., 2015). Dennoch zeigten sich in einer neueren
Meta-Analyse die Negativsymptome aller untersuchten Kollektive unter Therapie
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signifikant rucklaufig, sodass diese mdoglicherweise besser auf Medikamente
ansprechen, als bislang gedacht (Savill et al., 2014).

In der Vergangenheit wurden der Negativsymptomatik die Domanen
Affektverflachung, = Anhedonie,  Antriebsarmut, sozialer = Ruckzug und
Sprachverarmung zugerechnet (Andreasen, 1982). Die Psychomotorik ist
reduziert, die Betroffenen wirken in Mimik und Gestik wenig lebhaft bis starr
(Gaebel und Woélwer, 2010). Sprachverarmung aufert sich durch ein zogerliches
und ausgesprochen karges Antworten auf Fragen, was eine Gesprachsfuhrung
erschwert. Affektive Beeintrachtigungen bzw. Storung der Geflhlswelt sind haufig.
Die Affektverflachung ist eine Gefuhlsarmut, die sich durch verminderte
emotionale Schwingungsfahigkeit ausdrickt und mit Teilnahmslosigkeit
einhergeht. Demgegeniber meint Anhedonie die Unfahigkeit, Freude zu
empfinden. Haufig mit Negativsymptomatik sind Depressionen assoziiert. Bei der
Untersuchung eines moglichen gemeinsamen zugrundeliegenden Prozesses
zeigte sich zwischen den einzelnen Domanen ein moderater Zusammenhang
(Foussias und Remington, 2010). Eine Strukturanalyse der Negativsymptomatik
benennt zwei Hauptsymptomkomplexe: (1) verminderte Ausdrucksfahigkeit mit
Sprachverarmung und Affektverflachung und (2) Amotivation, die sich durch
Antriebsminderung, Apathie und sozialen Ruckzug ausdruckt (Strauss et al.,
2013).

Kognitive Stérungen

Kognitive Storungen sind heute als eigene (Kern-)Domane der Schizophrenie
anerkannt (Hasan, 2013). Kognitive Storungen sind im gesamten
Krankheitsverlauf in relativ stabiler Auspragung vorhanden und sind zum Teil
bereits Jahre vor Krankheitsausbruch nachweisbar (Kahn und Keefe, 2013,
Reichenberg et al., 2010). Unter Neurokognition werden zerebrale Prozesse
verstanden, die Informationen aus Sinnesorganen aufnehmen, auswerten und in
Handlungen und AuBRerungen umgestalten. Bei Schizophrenie lassen sich
moderate Defizite in den neurokognitiven Bereichen Aufmerksamkeit,
Kurzzeitgedachtnis, Sprachvermodgen und exekutive Funktionen nachweisen
sowie starker ausgepragte Defizite in den Bereichen verbales Lernen und
Gedachtnis (Bowie und Harvey, 2005).
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Neben Storungen dieser basalen Fertigkeiten sind auch ubergeordnete kognitive
Bereiche gestort, die unter dem Konzept der sozialen Kognition zusammengefasst
werden. Darunter wird die Wahrnehmung, Verarbeitung und Verwendung von
sozialen Informationen verstanden. Die soziale Kognition umfasst vier Prozesse:
(1) Verarbeitung von Emotionen (Erhalten und Einsetzen emotionaler
Informationen), (2) soziale Wahrnehmung (Interpretation von sozialen Hinweisen),
(3) Empathie und Einfuhlungsvermogen (die Fahigkeit sich in Gedanken und
Gefluhle von Mitmenschen hinein zu versetzten) und (4) Attributionsstil (Einordnen
von positiven und negativen sozialen Ereignissen im Leben). Patienten mit
Schizophrenie haben gréfite Schwierigkeiten, mit negativen Emotionen wie Arger
oder Angst umzugehen und konnen soziale Hinweise und Zusammenhange nur

unzureichend erkennen (Pinkham, 2014).

Negative Symptome und Kognition - sowohl Neurokognition als auch soziale
Kognition - stehen allem Anschein nach miteinander in Zusammenhang, sind
dabei jedoch als eigenstandige Vorgange anzusehen (Foussias und Remington,
2010). Gleiches qilt fur Neurokognition und soziale Kognition, die sich in Bereichen
des Gedachtnis und der Aufmerksamkeit zum Teil deutlich Uberschneiden, sonst
aber ebenfalls weitgehend unabhangig voneinander sind (Pinkham, 2014). Eine
Assoziation zwischen positiven Symptomen und Kognition ist deutlich schwacher
vorhanden (Villalta-Gil et al., 2006).

1.1.4 Klassifikation

Schon seit der Psychiater Emil Kraepelin das Krankheitsbild Ende des 19ten
Jahrhunderts pragte - damals noch als Dementia Praecox (vorzeitige Demenz)
bezeichnet - wurde die Schizophrenie anhand klinischer Symptome diagnostiziert
und eingeordnet. Daran hat sich - in Ermangelung eindeutiger biologischer Marker
— bis heute nichts geandert (Stefansson et al., 2009). Heute sind im deutschen
Sprachraum zwei Klassifikationen gebrauchlich, ICD-10 und DSM-IV:

(1) Die Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und
verwandter Gesundheitsprobleme in der aktuell 10. Ausgabe von 2012 (ICD-10)
wird von der Weltgesundheitsorganisation herausgegeben. Die vom Deutschen
Institut fur Medizinische Dokumentation und Information adaptierte Version 2014
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ist die verbindliche arztliche Klassifikation fir den klinischen Alltag und kommt
hauptsachlich in der klinischen Praxis zum Einsatz.

(2) Das Diagnostic and Statistical Manual of mental Disorders, herausgegeben
von der amerikanischen psychiatrischen Gesellschaft, ist in revidierter 4. Auflage
(DSM-1V) auf Deutsch verfugbar. Die neuere 5. Auflage vom Mai 2013 (DSM-5) ist
aktuell nur auf Englisch verfiugbar. Das DSM-IV enthalt zum Teil strengere
Diagnosekriterien als die ICD-10 und ist daher fur die Forschung interessant.

Diagnosestellung

Die Diagnosestellung erfolgt nach den DSM-IV Kriterien bei typischer Klinik und
Ausschluss verwandter psychischer Storungen (z.B. bipolare Storung) bzw.
Ausschluss anderer maoglicher korperlicher Ursachen wie Drogeneinfluss, Delirium
und Traumata (Ross et al., 2006). Voraussetzung sind mindestens sechs Monate
mit bestehenden Anzeichen der Storung, sowie zwei oder mehr der folgenden
Kernsymptome Uber einem Zeitraum von mindestens vier Wochen:

-  Wahn

- Halluzinationen

- Desorganisierte Sprache

- Desorganisiertes Verhalten oder Katatonie

- Negativsymptome (Affektverflachung, Alogie, Willensschwache)

Bei bizarrem Wahn oder akustischen Halluzinationen mit einer kommentierenden

oder mindestens zwei sich unterhaltenden Stimmen reicht eines der Symptome.

Klassifikation

In der Vergangenheit war die Einteilung der Krankheit in Subtypen weithin
gebrauchlich. Nachdem deren Verwendung im Lauf der Zeit abnahm, wurde ihre
Validitat in jungerer Zeit ganzlich in Frage gestellt (Braff et al., 2013). Im DSM-5
wurde die Einteilung wegen Unbestandigkeit und fehlender klinischer Relevanz
nicht mehr erfasst (Paulzen, 2014). Es wird zwischen paranoiden, hebephrenen,
katatonen sowie undifferenzierten Typen unterschieden.

Im weiteren Krankheitsverlauf kann die postschizophrene Depression, das
schizophrene Residuum und die Schizophrenia simplex erhoben werden (Tabelle
3). Das DSM-IV gleicht weitgehend der Einteilung des ICD-10, ohne die
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postschizophrene Depression oder die Schizophrenia simplex zu berucksichtigen
(Tabelle 1-2).

Tabelle 1-2: Vergleichende Klassifikation ICD-10 / DSM-IV

ICD-10 DMS-IV

F20.0 Paranoide Schizophrenie 295.30 paranoider Typus
F20.1 Hebephrene Schizophrenie 295.10 desorganisierter Typus
F20.2 Katatone Schizophrenie 295.20 katatoner Typus

F20.3 Undifferenzierte Schizophrenie 295.90 undifferenzierter Typus
F20.4 Postschizophrene Depression

F20.5 Schizophrenes Residuum 295.60 residualer Typus
F20.6 Schizophrenia simplex

1.1.5 Verlauf

Die Betroffenen erleben meist eine funf bis sechs Jahre dauernde Vorlauferphase
(Prodromalphase), bevor es zur ersten psychotischen Episode (akute Phase,
Psychose) kommt (Gaebel und Wolwer, 2010). Danach tritt Besserung ein und die
Symptome bilden sich vollstandig (Remission) oder teilweise zurtck (Residuum)
oder bleiben dauerhaft bestehen (Chronifizierung). Meist treten im Abstand von
mehreren Monaten bis Jahren neue psychotische Episoden auf. Einen
schematischen Verlauf gibt Abbildung 1-1 wieder.

Die bei Ausbruch der ersten akuten Phase (Erstmanifestation) markante
Positivsymptomatik dauert etwa vier bis sechs Wochen an. Bei Mannern liegt das
durchschnittliche Erstmanifestationsalter zwischen 18 und 25 Jahren. Frauen

mdgliche

gestorte
Ruckfalle

Funktions- Akute Phase
fahigkeit

mégliche
Chronifizierung

Ja

Erkrankungs-
schwelle

gesunde - . o o
Funktions- Pramorbides Prodromal- mogliche vollstandige

fahigkeit Stadium stadium Remission

0 15 20 30 45
Lebensalter

Abbildung 1-1: Schematischer Krankheitsverlauf der Schizophrenie (nach Gaebel 2010).
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erkranken im Mittel funf Jahre spater als Manner und weisen einen zweiten
Haufigkeitsgipfel in der funften Lebensdekade auf (Gaebel und Wolwer, 2010).
Generell kann Schizophrenie in jedem Lebensalter - vom Kindes- bis zum
Seniorenalter — ausbrechen (Ross et al., 2006). Dabei gilt: je fruher der
Krankheitsbeginn, desto schwerer der Krankheitsverlauf (Kyriakopoulos und
Frangou, 2007).

Etwa 75 Prozent der Erkrankten erleben vor der Erstmanifestation eine
Prodromalphase, die sich durch eine zunehmende Abweichung des Erlebens und
der Gedankenwelt vom Normalen kennzeichnet. Die Betroffenen erleben
unspezifische Symptome, sogenannte Prodromi, die eigenartige bzw. wahnhafte
Denkinhalte, paranoide Ideen und kognitive bzw. affektive Veranderungen
beinhalten. Damit gehen haufig Depression, sozialer Rickzug und Stagnation der
sozialen Entwicklung einher (Klosterkotter et al., 2008). In der Regel werden die
Krankheitszeichen in der Prodromalphase verkannt bzw. umgedeutet (z.B.
Pubertatsprobleme) oder lassen sich nicht eindeutig der Schizophrenie zuordnen,
weshalb die Prodromalphase meist nur ruckblickend als solche identifiziert wird
(Parnas et al., 2011). Nach vier bis funf Jahren kommt es Uber ca. 15 Monate
zunehmend zu psychotischen Symptomen, die im akuten Schub gipfeln (Hafner
und Maurer, 2006).

Es gibt vermehrt Hinweise darauf, dass die Hirnentwicklung bereits vom frihen
Kindesalter an gestort ist (Pramorbides Stadium). In einer danischen
Kohortenstudie zeigten sich bereits im  Sauglingsalter Entwicklungs-
verzogerungen bei spateren Betroffenen (Sgrensen et al., 2010). Teils deutliche
Defizite lieRen sich  fur  Arbeitsgedachtnis, = Aufmerksamkeit  und
Verarbeitungsgeschwindigkeit (Reichenberg et al., 2010), Intelligenz (Woodberry
et al., 2008, Dickson et al., 2012) und motorische Entwicklung (Dickson et al.,
2012) nachweisen. Zudem konnten erste Prodromi bereits in diesem Stadium
haufiger auftreten als angenommen (Woodberry et al., 2014).

Nach dem Abklingen des akuten Schubs kann die Krankheit in drei moglichen
Verlaufen mit leichter, mittelschwerer, oder schwerer Krankheitsaktivitat
fortschreiten (Jobe und Harrow, 2005). Unter konsequenter Behandlung gelingt
bei einem Drittel der Falle eine Vollremission (Gross und Huber, 2008). Diese stellt
den gunstigsten Schweregrad dar, bei der die klinische Symptomatik Uber
mindestens sechs Monate gar nicht oder héchstens schwach vorhanden sein darf
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und diese das Verhalten nur unwesentlich beeinflusst (Andreasen et al., 2005).
Die Remission ist dabei ein notwendiger Schritt zur Erholungs- und
Genesungsphase, in die der Patient bei gunstiger Krankheitsentwicklung ohne
Ruckfalle eintritt und bei der von einer Heilung gesprochen werden kann (Gaebel
und Wolwer, 2010). Ein weiteres Drittel der Patienten zeigt eine Teilremission mit
Verbleib einer leichten bis mittelschweren Restsymptomatik, die in regelmafligen
Abstanden erneut von psychotischen Episoden durchbrochen wird (an der Heiden
et al., 2005). Die Restsymptomatik beinhaltet dabei sowohl negative Symptome
als auch kognitive Defizite. Das letzte Drittel zeigt eine schwere Verlaufsform mit
ausgepragter Klinik und chronisch persistierenden psychotischen Symptomen, die
schizophrene Defektsymptomatik. Die Verlaufsformen konnen ineinander
ubergehen. Selbst schwere chronische Verlaufsformen mit Psychosen sind kein
,=Endzustand®, sondern konnen sich noch nach Jahrzehnten bessern. Andererseits
kann es auch nach jahrelangem Krankheitsstillstand noch zur Verschlechterung
kommen (Gross und Huber, 2008).

1.1.6 Prognose und Therapie

Prognose

Der Langzeitverlauf ist sehr heterogen und beinhaltet sowohl Vollremissionen als
auch schwere chronische Zustande. Im Vergleich zu verwandten psychischen
Erkrankungen (z.B. schizoaffektive oder affektive Storung) ist die Prognose
deutlich ungunstiger (Lang et al., 2013).

Viele Patienten in Remission sind dennoch nicht in der Lage, einen geregelten
Alltag (geregeltes Einkommen, stabile Beziehungen, selbststandiger
Wohnungsunterhalt) aufrecht zu erhalten (Insel, 2010). Eine Metaanalyse zeigt,
dass nur ein kleiner Teil — weniger als 14 Prozent der Erkrankten — als vollstandig
geheilt gelten kann. Die Heilungsrate hat sich dabei trotz des medizinischen
Fortschritts der letzten Jahrzehnte nicht gebessert (Jaaskelainen et al., 2013).
Einige Faktoren dienen zur Prognoseabschatzung. So haben Frauen ein besseres
prognostisches Outcome, ein besseres soziales Funktionsniveau und ein
besseres Therapieansprechen als Manner (Ochoa et al., 2012). Den am starksten
belegten Zusammenhang mit dem Outcome zeigen negative Symptome und

Kognition. Untersuchungen lassen vermuten, dass kognitive Symptome den
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engsten — moglicherweise kausalen - Zusammenhang mit dem Verlauf der
Erkrankung und dem Erhalt der Alltagskompetenz zeigen (Hasan, 2013, Hoe et
al., 2012). Sie stellen dabei den wesentlichen Pradiktor fur ein niedriges soziales
und berufliches Funktionsniveau und tragen entscheidend zur Chronifizierung der
Schizophrenie bei (Kahn und Keefe, 2013). Eine ausgepragte Negativsymptomatik
geht mit negativer Prognose einher (Galderisi et al., 2013). Moglicherweise
vermitteln negative Symptome den Einfluss von Neurokognition und sozialer
Kognition (Lin et al., 2013).

Eine geringe Krankheitseinsicht scheint negativen Einfluss auf den Langzeitverlauf
zu haben. Die kranken Patienten nehmen einerseits nicht wahr, dass andere
Leute glauben sie hatten ein Problem und andererseits lehnen sie die Vermutung
ab, wenn sie es doch wahrnehmen (Koren et al., 2013). Das Mal} an Einsehen
verschlechtert sich insbesondere mit zunehmender psychotischer Symptomatik
(Zhou et al., 2014) bzw. der Krankheitsschwere und mit zunehmender kognitiver
Beeintrachtigung (Trevisi et al., 2012). Das Mal an Einsicht ist dabei ein wichtiger
Faktor fur Therapietreue (z.B. Medikamenten Compliance) und konnte dartber
das Outcome beeinflussen (Misdrahi et al., 2012).

Therapie

Therapieoptionen liefern einen wichtigen Beitrag zur Prognoseabschatzung. Dass
die Prognose in den vergangenen Jahrzehnten unverandert geblieben ist, liegt
auch am nach wie vor unklaren Nutzen aktueller therapeutischer Maldhahmen
(Lang et al., 2013). Medikamente, die den Dopamin-D,-Rezeptor blockieren,
sogenannte D,-Antagonisten, sind die einzigen effektiven Medikamente, die
bislang zur Verfugung stehen (Keshavan et al., 2011). Diese Psychopharmaka
helfen hauptsachlich gegen psychotische Symptome, jedoch kaum gegen
kognitive Symptome (Insel, 2010). Einzelne Antipsychotika konnten dennoch eine
positive kognitive Wirkung zeigen, wie eine Meta-Analyse des Neuroleptikums
Risperidon zeigt (Houthoofd et al., 2008). Dabei behindert das nach wie vor
unzureichende Verstandnis der grundlegenden Krankheitsprozesse (Kahn und
Keefe, 2013) die Verbesserung der wirksamen Psychopharmaka (Reichenberg et
al., 2010).

Erschwert wird die Therapie durch eine mangelhafte Medikamenten-Compliance
vieler Patienten. In zwei Studien nahmen 50 Prozent der Befragten die Medikation
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gegen arztliche Anweisung nur in unzureichender Dosierung ein (Goff et al., 2010,
Lacro et al., 2002).

1.1.7 Pathophysiologie

Bereits in der Mitte des 20. Jahrhunderts wurde eine Stérung des Dopamin-
Haushalts mit Schizophrenie in Verbindung gebracht. Die sich aus dieser
Beobachtung entwickelte Dopamin-Hypothese galt lange Zeit als Kernelement in
der Atiologie der Schizophrenie. Heute wird zunehmend erkannt, dass die
Dopamin-Hypothese nur einen Teil der Pathophysiologie plausibel erklart (Lau et
al., 2013).

Neuere Erkenntnisse legen den Schwerpunkt eher auf die Unterfunktion des
Glutamat-Haushaltes, unter Berucksichtigung der Storung des Dopamin-
Haushaltes (Laruelle, 2014). Unklar ist bislang das Zusammenspiel der beiden
nachweislich gestorten Haushalte (Rapoport et al., 2012). Heute werden die bei
Erkrankten haufig beobachteten Stoérungen der Neurotransmitterspiegel
zunehmend als ein Ausdruck der Erkrankung und nicht als Ursache derselben
gesehen (Zipursky et al., 2013, Bora, 2015). Eine Stérung anderer Haushalte von
Neurotransmittern, darunter Serotonin, Acetylcholin, Opiate und Gamma-Amino-
Buttersaure (GABA) wurde diskutiert (Laruelle, 2014).

1.1.7.1 Dopamin-Hypothese

Die Dopamin-Hypothese geht von einem Zusammenhang zwischen der Storung
des Dopamin-Haushalts und Schizophrenie aus. Dopamin ist ein biogenes Amin
aus der Gruppe der Katecholamine und dient als chemische Schnittstelle bei der
Signalweiterleitung im Gehirn (Neurotransmitter). Die Strukturformel von Dopamin
wird in Abbildung 1-2 gezeigt. Dopamin ist an einer Vielzahl physiologischer
Prozesse wie Gedachtnis, Emotion, Bewegungskontrolle, Nahrungsaufnahme und

HO

NH
HO 2

Abbildung 1-2: Strukturformel von Dopamin
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der Regulierung des Zentralnervensystems beteiligt (Missale et al., 1998). Die
hauptsachliche Wirkung wird im Bereich der Antriebssteigerung und der Motivation
vermutet (Salamone und Correa, 2012).

Dopamin enthaltende Neurone sind nicht gleichmalig in allen Hirnarealen verteilt,
sondern verlaufen in vier weitgehend separaten Bahnen, von denen dreien eine
Rolle bei Schizophrenie zugesprochen werden (Abbildung 1-3).

(1)  Die mesostriatale Bahn nimmt ihren Ursprung in der Substantia Nigra im
Mittelhirn und projiziert vor allem zu den Basalganglien (Striatum), die eine
wichtige Rolle bei der Bewegungssteuerung spielen.

(2) Die mesolimbische Bahn verlauft von der Area tegmentalis ventralis (VTA)
zum Hippokampus und anderen Bestandteilen des limbischen Systems. Das
System tragt sehr wahrscheinlich zur Positivsymptomatik bei.

(3) Die mesokortikale Bahn verlauft von der VTA zum prafrontalen Kortex
(prefrontal cortex, PFC). Das Funktionieren dieser Bahn hat vermutlich eine
bedeutende Rolle bei den kognitiven Storungen.

Die Dopamin-Hypothese war lange Zeit der fuhrende Ansatz zur Erklarung der
Krankheit, weshalb Dopamin heute der bestuntersuchte Neurotransmitter ist
(Hasan et al., 2014). Zunachst wurde von einer Dopamin-Uberfunktion im Gehirn
ausgegangen. Die Annahme beruhte auf der Basis zweier Beobachtungen: (1) es
gibt eine Korrelation der Wirksamkeit antipsychotischer Medikamente mit der

Frontal Striatum

corte
Substantia
nigra

Nucleus
accumbens

VTA

Hippocampus

Abbildung 1-3: Relevante dopaminerge Hirnbahnen Die mesostriatale Bahn verlduft von der
Substantia nigra zum Striatum. Die mesokortikale Bahn verlduft von der Area tegmentalis ventralis)
(VTA) zum Frontalhirn (frontal cortex) Die mesolimbische Bahn verlduft von der VTA zum
Hippokampus (nach NIDA 2012).
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Starke der Blockade des Dopamin-Rezeptors Typ 2, dem D»-Rezeptor, und (2) es
lassen sich durch Verabreichung Dopamin freisetzender Substanzen (z.B.
Amphetamin) Psychosen auslosen (Flint und Munafo, 2014). Fruh zeigte sich ein
Widerspruch dieser reinen Dopamin-Uberfunktion mit einer Reihe anderer
Studienergebnisse. So zeigte das Neuroleptikum Clozapin bei Patienten eine
deutlich bessere Wirkung im Vergleich zu anderen Neuroleptika, obwohl es den
D,-Rezeptor vergleichsweise schwach blockiert (Meltzer, 1989). Auch konnten im
Blut von Patienten keine erhohten Werte von Dopamin-Abbauprodukten
festgestellt werden, wie eigentlich bei einer Uberfunktion erwartet (Lau et al.,
2013).

In der Summe fuhrte das zur ersten Revision der Hypothese durch Davis et al.
(1991). In der Neufassung wurde ein Dopamin-Ungleichgewicht postuliert mit einer
Dopamin-Uberaktivitat in der mestostriatalen Bahn und einer Dopamin-
Unteraktivitat der mesokortikalen Bahn. Durch die Uberaktivitat kommt es zu einer
Uberstimulation von D,-Rezeptoren im Striatum und zur Ausbildung der
Positivsymptomatik. Die Unteraktivitat sollte durch fehlende Stimulation
prafrontaler Di-Rezeptoren im dorsolateralen prafrontalen Cortex (DLPFC)
negative und kognitive Defizite hervorrufen (Davis et al., 1991). Die angepasste
Hypothese wird durch die direkte Darstellung des Dopamin-Hirnstoffwechsels am
lebenden Menschen mittels Positronen-Emissions-tomographie (PET) und
Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT) gestutzt (Howes et al.,
2009). So zeigten PET-Bilder von Patienten, die eine psychotische Episode
erlebten, eine erhohte Dopamin-Freisetzung an striatalen Synapsen (Lau et al.,
2013) und eine vermehrte Zahl von D,-Rezeptoren im aktivierten Zustand
(Laruelle, 2014). Fir eine verminderte D;-Rezeptor Aktivitat im DLPFC gibt es
bislang nur indirekte Hinweise. In einer Studie reicherte sich radioaktiv markiertes
Dopamin verstarkt im DLPFC von Patienten an, was auf eine Erh6hung der D;-
Rezeptoren hinweist. Die Erhohung wird als Anpassung des Gehirns an eine
Dopaminunteraktivitdt im Sinne einer kompensatorischen Upregulation der
Rezeptoren interpretiert (Abi-Dargham et al., 2012).

Untersuchungen zeigen einen Zusammenhang zwischen bekannten risiko-
steigernden Umwelteinflissen und einer Dopamin-D,-Uberempfindlichkeit (Lau et
al., 2013). Allen Faktoren gemein ist eine Sensibilisierung auf Dopamin mit einer
erhohten Ausschuttung von Dopamin auf bestimmte Reize. So erhoht eine soziale
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Isolation und eine unterlegene soziale Position die Zahl an D,-Rezeptoren im
Striatum. In Isolation aufgezogene Ratten zeigten nicht nur Schizophrenie
ahnelnde Symptome (z.B. Hyperaktivitat auf neue Reize), sondern auch eine
erhohte Zahl an Dopamin-Rezeptoren im Zustand hoher funktioneller Aktivitat
(Berton et al., 2006, King et al., 2009). Die Inhalation von Delta-9-
Tetrahydrocannabinol, dem aktiven Wirkstoff des Cannabis, zeigte in PET-
Untersuchungen eine erhohte Ausschuttung von Dopamin im Striatum (Bossong
et al., 2009). Die auf eine pranatale Infektion (z.B. Herpes Virus) folgende
maternale Immunreaktion andert moglicherweise die normale Entwicklung der
mesokortikalen und mesolimbischen Bahnen (Meyer und Feldon, 2009).

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die Dopamin-Uberempfindlichkeit
eine gemeinsame Endstrecke vieler genetischer und nicht-genetischer
Risikofaktoren ist. Moglicherweise handelt es sich sogar um einen notwendigen
Schritt auf dem Weg zwischen der initialen Ursache und einer klinischen
Symptomatik mit Wahn und Halluzinationen (Seeman und Seeman, 2014).

1.1.7.2 Glutamat-Hypothese

Glutamat ist der haufigste exzitatorische Neurotransmitter im Gehirn. Er reguliert
uber Glutamat-Rezeptoren — unter anderem N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) - ein
breites Spektrum an zentralnervosen Prozessen (Traynelis et al., 2010). Die
Glutamat-Hypothese vermutet die Ursache von Teilaspekten der Schizophrenie -
insbesondere der kognitiven Storung - in einer verringerten Aktivitat des NMDA-
Rezeptors (Insel, 2010).

Die Hypothese wird heute durch eine Vielzahl neurowissenschaftlicher Befunde
gestutzt und gilt als gut etabliert (Hasan et al., 2014). Erste Anhalte lieferte die
Beobachtung, dass die Gabe von NMDA-Antagonisten wie Phencyclidin (PCP,
Angel Dust) oder Ketamin bei Gesunden eine mit Schizophrenie vergleichbare
Symptomatik hervorruft (Javitt, 2007). Dabei lassen sich sowohl positive, negative
als auch kognitive Symptome auslosen. Diese Beobachtung lie3 sich unter
anderem an Tiermodellen reproduzieren (Moghaddam und Jackson, 2003).
Aufgrund dieser Erkenntnis wurde initial von einer Unterfunktion der NMDA-
Rezeptoren ausgegangen. Nach heutigem Verstandnis steht eher eine
dysfunktionale glutamaterge Transmission im Mittelpunkt, die mit einer regionalen
Zunahme des Glutamats und gegenregulatorisch verminderter Aktivitat der
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NMDA-Rezeptoren einhergeht (Paz et al., 2008). Unterstutzende Befunde
kommen aus der Genetik, postmortem Untersuchungen und bildgebenden
Verfahren. Verschiedene Gene des Glutamat-Rezeptors (GRIA1, GRIA4, GRIN2B
und GRMS) haben sich in genomweiten Assoziationsstudien als mogliche Top-
Kandidaten bei der Entstehung von Schizophrenie gezeigt (Ayalew et al., 2012).
Erganzend dazu weisen genetische Untersuchungen auf eine defizitare
Neurotransmission bei NMDA-Rezeptoren hin (Kirov et al., 2012)

Mit der Storung der glutamatergen Funktion geht gleichzeitig auch eine Stérung in
der Funktion des inhibitorischen Neurotransmitters y-Aminobuttersaure (GABA)
einher, der im Gehirn den Gegenspieler von Glutamat darstellt (Powell et al.,
2012, Coyle, 2006). Als Grund wird eine Storung der wechselseitigen Kontrolle
von GABAergen und glutamatergen Neurone, insbesondere in der Region des
dorsolateralen PFC angenommen (Lewis, 2009).

In die Entwicklung von Therapeutika auf Basis der Glutamat-Hypothese als
Alternative oder Erganzung zu der bestehenden Therapie werden grol3e
Hoffnungen gesetzt. Nicht zuletzt, da die Wirkung der zweiten Generation von
Neuroleptika in Beziehung zu ihrem Einfluss auf die glutamaterge
Neurotransmission steht (Gupta und Kulhara, 2010). Nach bislang
enttduschenden Ergebnissen von ersten pharmakologischen Testsubstanzen
muss die weitere Entwicklung in diesem Bereich abgewartet werden (Hasan et al.,
2014).

1.1.7.3 Interaktion von Dopamin und Glutamat

Die dopaminerge und glutamaterge Transmission sind allem Anschein nach eng
miteinander verflochten und scheinen sich gegenseitig zu verstarken (Laruelle,
2014).

Wirkung von Dopamin auf Glutamat

Weil Glutamat und Dopamin beide synaptische Verbindungen an den
Nervenzellasten von striatalen Neuronen besitzen, eignet sich dieser Ort
besonders fur eine gemeinsame Interaktion (Freund et al., 1984). Dort wirkt eine
Aktivierung von D»-Rezeptoren auf die Neurotransmission von Glutamat

dampfend, wahrend eine Aktivierung von Di-Rezeptoren im Striatum die NMDA-
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vermittelte Neurotransmission von Glutamat aktiviert (Levine et al., 1996, Cepeda
und Levine, 1998).

Wirkung von Glutamat auf Dopamin

In bildgebenden Verfahren zeigte die Gabe von NMDA-Agonisten keinen
signifikanten Effekt auf die Freisetzung von Dopamin im Striatum. Wird im
Tierversuch anschlieBend der Dopamin-Agonist Amphetamin verabreicht, so
erhoht sich die Freisetzung von Dopamin deutlich (Kegeles et al., 2000). Diese
Ergebnisse unterstutzen die Hypothese, dass Schaden in glutamatergen
Schaltbahnen, die dopaminerge Neurone kontrollieren, fur die unnormale
Erhéhung der Freisetzung von Dopamin verantwortlich sind (Laruelle, 2014).

Im PFC finden sich D¢-Rezeptoren auf exzitatorischen Pyramidenzellen und auf
inhibitorischen  GABAergen Interneuronen (Smiley et al.,, 1994). Die
Pyramidenzellen werden durch direkte Transmission von auf den Zellen sitzenden
D1-Rezeptoren aktiviert und Uber D4-Rezeptoren auf dazwischen geschalteten
GABAergen Interneuronen gehemmt. Dabei hemmen die D;-Rezeptoren auf
Interneuronen Pyramidenzellen nicht per se, sondern verstarken das zuvor
vorhandene Aktivitdtsniveau des Interneurons. In der Summe wirken Ds-
Rezeptoren ,Signal-erhaltend®, indem durch D4 gezielt aktive Neurone verstarkt
werden und gleichzeitig durch GABAerge Neurone die Grundaktivitat der
restlichen Neurone gesenkt wird. Dadurch konnte D das Signal-Rausch-
Verhaltnis im PFC erhohen (Seamans et al., 2001, Gorelova et al., 2002).
Moglicherweise erklart die D{-Rezeptor-Hypoaktivitat auf diese Art einen Teil der

kognitiven Defizite bei Patienten (Laruelle, 2014).

1.1.8 Atiologie

Im Hinblick auf die Atiologie deuten alle Forschungsergebnisse auf ein
Zusammenspiel von Erbanlagen und Umweltfaktoren als Ursache hin (Giedd et
al., 2008). Der Anteil der Genetik Uberwiegt dabei deutlich.

Die Genetik der Schizophrenie ist komplex. Schizophrenie wird nicht durch ein
einzelnes Gen verursacht, sondern ist eine polygene Erkrankung, die durch eine
Vielzahl interagierender Gene verursacht wird (Allen et al., 2008). Zusatzlich ist

nicht ausgeschlossen, dass dem Wesen der Schizophrenie kein einheitliches,
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sondern ein heterogenes Muster zugrunde liegt. In diesem Fall musste
Schizophrenie als zusammengesetztes Puzzle aus vielen genetisch separaten
Erkrankungen mit ahnlicher Klinik betrachtet werden (Attia et al., 2009a).

Die genetische Pradisposition wird zusatzlich von Umweltfaktoren moduliert
(Rethelyi et al., 2013), deren Zusammenspiel unklar ist. Die Wirkung von Umwelt
und Genetik ist nicht rein additiv (Gen + Umwelt), sondern wird durch
wechselseitige Gen-Umwelt-Interaktion Uberproportional modifiziert (Gen «
Umwelt). So kann der Einfluss des Genotyps von der Umwelt abhangen oder der
Einfluss der Umwelt vom Genotyp. Bei Ersterem hangt das Krankheitsrisiko vom
Grad der Exposition mit einem Umweltfaktor ab, bei Letzterem hangt das
Krankheitsrisiko davon ab, wie sehr sie ihr individuelles genetisches Profil fur
einen exponierten Umweltfaktor anfallig macht (Duncan und Keller, 2011). So
entwickelten Menschen mit einer genetischen Variante des Catechol-O-Methyl-
transferase Gens (COMT) durch Cannabis-Konsum haufiger eine Psychose,
wahrend Personen mit normalem COMT-Gen eher unauffallig blieben (Caspi et
al., 2005).

Zum Zusammenspiel von Umwelt und Genetik wurden in der Vergangenheit
mehrere Modelle vorgeschlagen:

Die ,two-hit Hypothese® der Schizophrenie nimmt an, das ein genetischer Defekt
(Genmutation) zu einem gestorten neuronalen Netzwerk fuhrt (erster ,hit), das in
Kombination mit einem spateren Umweltereignis wie z.B. einer Virusinfektion
(zweiter ,hit“) den Ausbruch der Krankheit hervorruft (Bayer et al., 1999). Da
voneinander unabhangige Umweltfaktoren eine synergetische Wirkung auf das
Risiko fur Schizophrenie austiben kdnnen, sprechen manche Autoren von einer
,multiple hit* Hypothese (Giovanoli et al., 2013).

Die Dopamin-Hypothese der Schizophrenie geht von einem Ungleichgewicht des
Dopamin-Haushaltes im Gehirn als Krankheitsursache aus. Dieses Konzept von
einer reinen Storung der neuronalen Signalweiterleitung wird zunehmend
verlassen (Flint und Munafo, 2014).

Heute wird die Schizophrenie zunehmend als Hirnentwicklungsstérung
angesehen. Der oder die damit einhergehenden fundamentalen Prozess(e)
bleibt(en) jedoch unklar (Laruelle, 2014).
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1.1.8.1 Genetische Faktoren

Ein mafRgeblicher Beitrag der Genetik an der Entwicklung der Schizophrenie ist
unbestritten. Schon frih zeigten Zwillingsstudien, dass Schizophrenie signifikant
haufiger bei eineiigen Zwillingsparchen auftritt als bei zweieiigen. Die Erblichkeit
wird anhand von Zwillingsstudien auf 81 Prozent (Sullivan et al., 2003), anhand
von Genanalysen auf Uber 32 Prozent (Ripke et al., 2013) und anhand einer
groRen Familienstudie auf 64 Prozent geschatzt (Lichtenstein et al., 2009).

Familienstudien

In Familienstudien wird das Erkrankungsrisiko von nahen Angehorigen untersucht.
So haben Verwandte ersten Grades ein 9-fach erhohtes relatives Risiko an
Schizophrenie zu erkranken, wahrend das Risiko von angeheirateten Ehepartnern
nicht erhoht ist (Giegling et al., 2008). Weil alle Familienmitglieder den ahnlichen
Bedingungen ausgesetzt sind, lassen sich auf diese Weise genetische Einflisse

nicht von Umwelteinflissen trennen.

Zwillingsstudien

In Zwillingsstudien zeigte sich frih, dass Schizophrenie signifikant haufiger bei
eineiigen Zwillingsparchen auftritt als bei zweieiigen Parchen. Die Erblichkeit
(Heritabilitat) wurde anhand dieser Studien auf 81 Prozent geschatzt (Sullivan et
al., 2003). Vorsichtigere Schatzungen gehen von 40 Prozent genetischem Einfluss
aus (van Os et al., 2010), weil dem Studiendesign zugrunde liegende methodische
Schwachen, die die Gen-Umwelt-Interaktionen nicht bertcksichtigen, dabei
moglicherweise den Effekt Uberschatzen (Keller et al., 2010). Dass sich dabei

keine vollstandige Konkordanz zeigte, legt eine multifaktorielle Atiologie nahe.

Adoptionsstudien

Mit Adoptionsstudien sollten Genetik und Umweltfaktoren weitgehend voneinander
getrennt werden. Dabei behielten Kinder von schizophrenen Eltern, die bei
gesunden Eltern lebten, ihr erhohtes Erkrankungsrisiko bei. Andersherum zeigten
Kinder gesunder Eltern, die in Familien mit Schizophrenie lebten, kein erhohtes
Risiko (Petersen und Sorensen, 2011).
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1.1.8.2 Umweltfaktoren

Eine Beteiligung von Umweltfaktoren wird aus einer Vielzahl von Studien
geschlossen, darunter epidemiologische Beobachtungen (McGrath et al., 2008),
Zwillingsstudien (Sullivan et al., 2003) und Tiermodelle (Karl und Arnold, 2014).
Selbst in Personen mit starker genetischer Veranlagung zur Schizophrenie wirken
dennoch Umwelteinflisse mit (Husted et al., 2012).

Empirisch belegte Zusammenhange existieren fur viele Umwelteinflusse, darunter
pranatale Infektionen, Geburtskomplikationen, Stadtleben, Suchtmittelkonsum
(z.B. Cannabis), hohes vaterliches Alter und traumatische Kindheitsereignisse
(Rethelyi et al.,, 2013). Auf epidemiologische Faktoren (Stadtleben, Migration)
wurde bereits eingegangen (Kapitel 1.1.2).

Es fallt auf, dass viele der Risikofaktoren im Vergleich zur Krankheitshaufigkeit
sehr viel haufiger vorkommen (z.B. Stadtleben oder Cannabis Konsum). Dieser
Zusammenhang wird auch durch den geringen bis moderaten Einfluss (2 bis 5-
faches Risiko) einzelner Umweltfaktoren widergespiegelt (van Os et al., 2010). Es
scheint daher plausibel, dass nicht alle Menschen gleichermalien beeinflusst
werden. Es wird vermutet, dass diese Faktoren ihre neuropathologische Wirkung
primar in genetisch anfalligen Personen ausuben (Clarke et al., 2009).
Beispielsweise reagierten Menschen mit einem bestimmten Allel des Catechol-O-
Methyltransferase Gens (COMT) auf Cannabis-Konsum haufiger mit der
Entwicklung einer Psychose, wahrend das bei Personen ohne dieses Risikoallel
nicht feststellbar war (Caspi et al., 2005). Die Wirkung unabhangiger Faktoren
konnte dabei synergetisch wirken — beginnend bei Ereignissen in der
Schwangerschaft. Das zeigt eine Tierstudie, in der eine pranatale
Immunaktivierung durch eine Infektion eine erhohte Anfalligkeit flr pubertaren
Stress auslOste (Giovanoli et al., 2013). Ein denkbarer Mechanismus konnte in der
epigenetischen Regulation liegen. So zeigten epidemiologische Studien und
Tierstudien, dass perinataler Stress zu dauerhaften Anderungen von MicroRNA
Expression, DNA Methylierung und Histonmodifikation fuhrte (Babenko et al.,
2015).

Friihkindliches Trauma

Es gibt eine starke Assoziation zwischen psychischem Trauma in der Kindheit
(sexueller Missbrauch, korperlicher Missbrauch, Vernachlassigung, Tod der Eltern,
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Mobbing) und einem erhohten Risiko eine Psychose zu entwickeln, wie eine Meta-
Analyse zeigt (Varese et al.,, 2012). Dabei zeigt sich zunehmend, dass dieser
Zusammenhang durch die Entwicklung einer pathologischen Stressantwort
vermittelt wird, die eine Dysregulation der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse, Stérungen von verschiedenen Neurotransmittersystemen,
Schaden im Hippokampus und Gedachtnisdefizite beinhaltet (Ruby et al., 2014).
Sexueller Missbrauch in der Kindheit geht mit einem 2,6-fachen Risiko fur
Schizophrenie einher (Cutajar et al., 2010).

Cannabis Konsum

Cannabis Konsum und ein erhdhtes Risiko fur Schizophrenie wurde in vielen
Studien bestatigt (Di Forti et al., 2009). Der Hauptwirkstoff des Cannabis, delta-9-
tetrahydrocannabinol (THC), verursachte bei Gesunden in Studien transiente
psychotische Symptome und kognitive Einbulden (Morrison et al., 2009).
Schizophrene Patienten zeigten dabei eine gesteigerte psychotische Antwort mit
Verschlechterung der klinischen Symptomatik (D'Souza et al., 2005). Eine
ahnliche Wirkung wurde auch fur verwandte synthetische Cannabinoide
beobachtet (Celofiga et al., 2014).

Ob der Konsum von Cannabis bei beginnenden psychotischen Symptomen einen
Versuch der Eigenmedikation darstellt, oder im Gegenteil diese erst verursacht, ist
nach wie vor nicht geklart (Ferdinand et al., 2005). Die Studienlage lasst dazu
wegen kleiner Fallzahlen und mangelnder Qualitat noch keine Schlussfolgerungen
zu (McLoughlin et al., 2014).

Prénatale Infektion

Eine pranatale Infektion ist mit einem erhdhten Risiko fur Schizophrenie assoziiert
(Brown und Derkits, 2010, Khandaker et al., 2013). Als Krankheitserreger werden
primar das parasitare Urtierchen Toxoplasma gondii und diverse Virenarten
(Herpes Simplex Typ 2, Influenza, Cytomegalie, Rubella) vermutet. Eine fetale
Infektion geht dabei mit strukturellen und funktionellen Gehirnveranderungen
einher, wie sie auch fur Schizophrenie typisch sind (Khandaker et al., 2013). Der
ursachliche Krankheitsmechanismus scheint jedoch nicht die plazentare
Ubertragung der Erreger von der Mutter auf das Kind zu sein, sondern die
Aktivierung des mutterlichen Immunsystems (Hsiao und Patterson, 2011). Die
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damit einhergehende Entzindungsreaktion geht mit erhohten Entzindungs-
mediatoren (z.B. Interleukin-6) einher und verursacht einen erhohten oxidativen
und nitrosativen Stress. Diese Faktoren konnten zur Stérung der kindlichen
Entwicklung fuhren (Debnath et al., 2014).

Hohes Viterliches Alter

Eine Assoziation des fortgeschritten Alters des Vaters mit Schizophrenie gilt durch
epidemiologische Studien als solide (McGrath et al., 2014). Ein mdglicher Grund
sind erhohte Raten von Neumutationen. So zeigt eine Studie eine lineare
Beziehung zwischen vaterlichem Alter und Anzahl der Neumutationen bei Kindern
auf (Kong et al., 2012). Ein Pathomechanismus konnte in einer altersabhangig
zunehmend enthemmten klonalen Proliferation pathologischer Stammzellen im
Hoden liegen, wodurch Spermien mit pathologischen Mutationen angereichert
werden (Goriely et al., 2013).

1.1.8.3 Schizophrenie als Hirnentwicklungsstorung

Das derzeit verbreitetste Krankheitsmodell der Schizophrenie geht von einer
Storung der Hirnentwicklung aus (neurodevelopmental theory). Demnach stellt
Schizophrenie das Endergebnis gestorter neurologischer Entwicklungsprozesse
dar, die viele Jahre vor dem Beginn der klinischen Symptomatik durch eine
Kombination von Umwelteinflissen und genetischen Faktoren ausgelost werden
(Rapoport et al., 2005). Eine Vielzahl wissenschaftlicher Erkenntnisse der letzten
Jahre, unter anderem aus Bildgebung und Genetik, untermauern diese Theorie
(Gupta und Kulhara, 2010).

Genetische Untersuchungen von seltenen und haufigen Varianten lassen stark
eine Beteiligung von Genen vermuten, die sowohl an der Immunabwehr als auch
in der Hirnentwicklung beteiligt sind (Rapoport et al., 2012).

Eine Meta-Analyse zu Hirnvolumina, die durch Computertomographie (CT) und
Magnetresonanztomographie (MRT) von Schadeln gemessen wurden, zeigt bei
Erkrankten eine Reduktion des Schadelvolumens um 2 Prozent im Vergleich zu
Gesunden mit vergleichbarer Reduktion der weil3en Hirnsubstanz (Haijma et al.,
2013). Das grofte Schadelwachstum liegt in der frGhen Kindheit und ist bis zum
5.Lebensjahr zu 90 Prozent (Sgouros et al., 1999) und bis zu Beginn der
Adoleszenz komplett abgeschlossen (Courchesne et al., 2000). Daher muss ein
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Teil der Hirnvolumen-minderung bereits vor dem Erreichen der Adoleszenz
eingetreten sein. Korrelierend dazu ist die Masse an weiller Hirnsubstanz
vermindert. Eine Deutlich ausgepragter ist die Verminderung der grauen Substanz
- Nervenzellkorper, Stutzzellen und BlutgefalRe - die mit einer Erweiterung der
Hirnventrikel (laterale Ventrikel und dritter Ventrikel) einhergeht (Haijma et al.,
2013). Der Verlust korreliert mit der Schwere der pramorbiden Beeintrachtigung
und der Grundsymptomatik (Sporn et al., 2003).

Die Adoleszenz wird als Phase ausgedehnter neuronaler Umbauprozesse
gesehen, bei der es physiologisch zur Reduktion von uberflissigen Neuronen und
Synapsen kommt (Keshavan et al., 1994). In postmortem Studien wurde anhand
der Dichte von Nervenzellfortsatzen im PFC und der Myelinisierung von
Nervenfasern festgestellt, dass die Umbauprozesse nicht in der Adoleszenz
enden, sondern erst Mitte der dritten Lebensdekade abgeschlossen sind (Petanjek
et al., 2011, Miller et al., 2012). Schizophrene Patienten zeigten eine Verzogerung
bei der Ausreifung der grauen Substanz, die wahrend der Adoleszenz besonders
pragnant war (Douaud et al., 2009).

Es entsteht das Bild einer frihen Schadigung, die Uber weite Zeitraume der
Hirnentwicklung latent bleibt und sich in der spaten Adoleszenz oder im frihen
Erwachsenenalter als Psychose manifestiert (Insel, 2010). Weitere Hinweise
ergeben sich im Tiermodell. Das Disrupted-in-Schizophrenia-1-Gen (DISC1), bei
dem eine Beteiligung an der Hirnentwicklung vermutet wird, wurde selektiv in
Neuronen des PFC von Mausen und nur vorrubergehend wahrend der Pra- und
Perinatalzeit ausgeschaltet (Niwa et al., 2010). Dieser Knock-out fuhrte erst im
Erwachsenenalter zu physiologischen Auffalligkeiten, die denen der Schizophrenie
ahnelten. Es besteht also die Moglichkeit, dass subtile und selektive Stérungen in
der Frihphase der Entwicklung lang anhaltende Konsequenzen auslosen konnen
(Thompson und Levitt, 2010).

Warum Schizophrenie erst so spat auftritt und auch nur bei einem Teil der
Patienten, bleibt aufzuklaren. Es ware denkbar, dass die Schadigung dem Korper
anspruchsvollere Kompensationsmechanismen abndétigt, die im Verlauf nicht
aufrecht erhalten werden konnen und deren Dekompensation als Schizophrenie
symptomatisch wird (Thompson und Levitt, 2010). Ebenso gut ist es moglich, dass
Mechanismen oder Regulationsprozesse geschadigt werden, deren Fehlfunktion
so lange unbemerkt bleibt, bis sie in der Adoleszenz wichtig werden, wie zum
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Beispiel bei der exakten Balance von exzitatorischen und inhibitorischen
Synapsen (Insel, 2010).

Einige Beobachtungen lassen sich mit der Hirnentwicklungsstorung allein nicht
erklaren. Neuro-CT- und Neuro-MRT-Aufnahmen zeigen einen fortschreitenden
Verlust an grauer Substanz in den ersten Krankheitsjahren, der einher geht mit
sich vergrof3ernden Hirnventrikeln (Haijma et al., 2013). Ein Ansatz zur Erklarung
dieser Beobachtung vermutet einen progressiven Abbau der Hirnsubstanz durch
einen neurodegenerativen Vorgang, der erganzend stattfindet (DelLisi, 2008).
Alternativ kdnnte es auch als plastische Antwort auf eine medikamentdse Therapie
oder andere Umwelteinflisse gewertet werden (Zipursky et al., 2013, Moncrieff
und Leo, 2010). Neuere Publikationen argumentieren gegen diese Hypothese
(Zipursky et al., 2013, Bora, 2015).

Das zukunftige Ziel wird es sein, biologische und soziale Umweltfaktoren, die fur
ein erhohtes Psychoserisiko ausschlaggebend sind, wahrend kritischer
Entwicklungsphasen zu erkennen und durch die Entwicklung neuer

Praventionsmalinahmen auszuschalten (Walder et al., 2014).

1.2  Molekulargenetik der Schizophrenie

Die Sequenzierung des menschlichen Genoms — die Identifizierung der gesamten
Abfolge der Basenpaare der ca. 25.000 Gene die die menschliche DNA darstellen
— hat gezeigt, dass die Sequenz bei jedem Menschen zu uber 99 Prozent
ubereinstimmt (Lander et al., 2001). Das bedeutet bei 3,3 Milliarden Basenpaaren
mehr als 12 Millionen maogliche Variationen. Solche Variationen, die sich in der
Vergangenheit als evolutionar ,erfolgreich® herausgestellt haben, wurden haufiger
geerbt bzw. vererbt und reicherten sich im menschlichen Genpool an. Liegen die
Variationen in der Bevolkerung selten vor (< 1 Prozent), werden sie Mutationen
genannt, liegen sie haufiger vor, Polymorphismen.

Diese Polymorphismen konnen verschiedene Formen annehmen. Zum einen
konnen sie nur ein einzelnes Basenpaar betreffen, dann handelt es sich um einen
Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP). Das ist die mit Abstand haufigste
Variation. Zum anderen konnen sie einen ganzen zusammenhangenden Abschnitt
der DNA betreffen, der mehrfach eingebaut (Insertion) oder entfernt (Deletion)
sein kann, eine sogenannte Kopienzahlvariation (CNV). Der betroffene Abschnitt
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kommt im Genom - statt normalerweise doppelt - dann einfach oder vielfach vor
(Attia et al., 2009a). In der maximalen Auspragung konnen ganze Chromosomen
einfach (Monosomie) oder mehrfach (z.B. Trisomie 21) auftreten.

Eine Vielzahl von genetischen Studien lasst vermuten, dass der Schizophrenie
eine polygene Erbanlage zugrunde liegt, bei der wenige CNVs mit starkem
Einfluss und viele SNPs mit schwachem Einfluss das Krankheitsrisiko erhdhen
(Sullivan et al., 2012). Mehrere oder viele Variation konnten dann in der Summe
substanziell zur Schizophrenie beitragen (Purcell et al., 2009).

Die primare analytische Herangehensweise zur Kartierung, Entdeckung und
statistische Charakterisierung der Beziehung von Genotyp und Phanotyp sind
Kopplungsstudien und Assoziationsstudien (Borecki und Province, 2008). Beide
Methoden haben einen unterschiedlichen Ansatz, erganzen sich jedoch in der
Praxis. Zeigen beide Verfahren einen Zusammenhang mit einem Gen, so dient
das als Hinweis auf Plausibilitat.

Die Auswahl der Genvarianten erfolgte haufig bevorzugt nach der Hohe der a
priori Wahrscheinlichkeit, mit der die Varianten in das Krankheitsgeschehen
involviert waren. Diese sogenannten Kandidatengene wurden dabei hypothetisch
gemall bekannter oder vermuteter Biologie und Funktion oder positiver
Assoziationen in vorangegangenen Studien selektiert (Need et al., 2009b). Dieser
Ressourcen schonende Ansatz wurde im Rahmen des zunehmenden
biotechnologischen Fortschritts zugunsten hypothesenfreier genomweiter

Untersuchungen verlassen.

1.2.1.1 Kopplungsanalysen

Kopplungsanalysen identifizieren eine breite chromosomale Region, die
mutmalliche Risikogene bzw. -varianten enthalt (Levinson, 2005). Das geschieht,
indem das Vererbungsmuster von zuvor identifizierten Genmarkern beobachtet
wird. In mit Schizophrenie belasteten Familien werden zwei oder mehr Angehorige
untersucht und fur jede Person das individuelle Marker-Muster in Form einer
Kartierungskarte bestimmt. Werden anschlieRend die Muster der Kartierungs-
karten verglichen, so lassen sich Marker finden, die uberzufallig haufig mit
Schizophrenie in Verbindung gebracht werden.

Die genetische Grundlage wird durch zufalligen Allelaustausch wahrend des
Vererbungsvorgangs hervorgerufen (Crossing-over). Dementsprechend ergeben
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sich theoretisch unzahlig viele neue Allelkombinationen. Dass in der Praxis
weitaus weniger Kombinationen gefunden werden, liegt an der Tendenz von
physikalisch benachbarten Allelen, gemeinsam vererbt zu werden, der sog.
Kopplung (/inkage) (Attia et al., 2009a).

Jeder identifizierte Marker steht stellvertretend fur den umgebenden Genabschnitt
(Gen-Locus). Dabei nimmt die Aussagekraft mit zunehmender Distanz von Marker
und Gen ab, was durch den Wert der Kopplungsintensitat ausgedruckt wird. Ein
Zusammenhang zwischen einem Marker und Schizophrenie wird ab einem
logarithm of odds - (LOD-)Score von uber 3,0 als signifikant erachtet (die
Irrtumswahrscheinlichkeit liegt weniger als 1:10000).

Ein positiver Marker ist ein starkes Indiz, jedoch kein Beweis fur eine Beteiligung
der umgebenden Gene. Es ist jedoch ein guter Anhaltspunkt, dort mit der weiteren
Suche anzufangen (Flint und Munafo, 2014). Eine Studie zum FTO-Gen bei
Adipositas zeigte jungst, dass dieser Ansatz dennoch nicht uneingeschrankte
Gultigkeit hat. Eine Variante im Intron des Gens FTO beeinflusst nicht das FTO
Gen selbst, wie erwartet wurde, sondern wirkt sich verstarkend auf die Expression
des weiter entfernten IRX3-Gens aus (Gorkin und Ren, 2014).

Die Ergebnislage zu Kopplungsstudien ist inkonsistent, was moglicherweise an
der zugrundeliegenden genetischen Architektur mit Beteiligung von seltenen
Mutationen (CNV) und der ausgepragten Heterogenitat der Loci liegt (Levinson,
2005). Neuere genomweite Kopplungsstudien (GWLS) beschranken sich bei der
Markerwahl nicht auf Regionen mit Kandidatengenen, sondern verwenden
tausende relativ gleichmaRig uber das gesamte Genom verteilte DNA-Marker. In
einer Meta-Analyse wurden 16 GWLS aus den Jahren 2000 bis 2010 mit zwei
Meta-Analytischen Methoden (Gershon’s multiple scan probability und genome
scan meta-analysis) ausgewertet (Tang et al., 2011). Von 22 genomischen
Regionen mit signifikanten Ergebnissen Uuberlappte nur eine Region auf
Chromosom 6 im Bereich 6q23.2-q24.3 teilweise. Interessanterweise wurde diese
Region bislang von keiner genomweiten Assoziationsstudie markiert. Die Autoren
der Studie geben zu bedenken, dass bei geringem Beitrag der Loci zu

Schizophrenie Kopplungsstudien nicht die Methode der Wahl darstellen.
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1.2.1.2 Assoziationsstudien

Assoziationsanalysen sollen spezifische DNA-Varianten (SNPs bzw. CNVs)
identifizieren, die das Schizophrenierisiko direkt erhdhen. Dabei wird die
Stichprobe auf eine Diskrepanz zwischen tatsachlichem und erwartetem
Zusammentreffen von Allelen und dem Krankheitsphanotyp untersucht. Erschwert
wird die Suche durch ein Kopplungsungleichgewicht, das hei3t die gehaufte
Vererbung benachbarter Genabschnitte (seltenes Crossing-over), was eine
eindeutige Zuordnung verhindert (Levinson, 2005).

Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs)

Weil die Detektion von SNPs relativ einfach ist und sie fur den Groliteil der
genetischen Varianz verantwortlich sind, haben sie von Beginn an im Fokus der
Wissenschaft gestanden (Attia et al., 2009a). Die mit Schizophrenie assoziierten
SNPs sind in der Bevolkerung haufig vorhanden (common variant), in der Regel
liegt der Bevolkerungsanteil bei >5 Prozent (lacono et al., 2014). Es wird
geschatzt, dass SNPs zu etwa 23 Prozent direkt zur Schizophrenie beitragen (Lee
et al., 2012).

Bei modernen genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) werden bei Probanden
viele hunderttausend (bis zwei Millionen) SNPs Uber das ganze Genom verteilt
analysiert. Mit Hilfe von GWAS konnten 108 unabhangige DNA-Abschnitte
identifiziert werden, die mit Schizophrenie assoziiert sind (Ripke et al., 2014). Bis
heute wurden Uber ein Dutzend GWAS (Athanasiu et al., 2010, Need et al., 20093,
O'Donovan et al., 2008, Stefansson et al., 2009, Kirov et al., 2009, Steinberg et al.,
2011, Shi et al., 2011, Ripke et al., 2013) und vier Meta-Analysen veroffentlicht
(Wang et al., 2010, Shi et al., 2009, Stefansson et al., 2009, Ripke et al., 2014). In
die Auswertung der aktuellen Meta-Analyse flossen die Daten von ca. 150.000
untersuchten Personen ein. Es zeigt sich eine Korrelation von Stichprobenzahl
und gefundenen Gen-Loci (Abbildung 1-4, S. 34) (Flint und Munafo, 2014).

Die Daten lassen darauf schlie3en, dass die SNPs Uber hunderte verschiedene
Loci verstreut sind (Sullivan et al.,, 2012). Der Grolteil der bislang gefundenen
Loci enthalt ein oder mehrere Gene, die Proteine codieren und die sich in mehrere
Gruppen mit ahnlichen Funktionsbereichen unterteilen lassen. Ein Schwerpunkt

zeichnet sich im Bereich der neuronalen Plastizitat und der Signalweiterleitung ab.
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So sind Assoziationen mit Genen fur den Dopamin-Rezeptor Typ-2 (DRD2), fur
den Hirnbotenstoff (Neurotransmitter) Glutamat (GRM3, GRIN2A, SRR, GRIA1)
und fur Untereinheiten des Kalzium-Kanals (CACNA1C, CACNB2, CACNA1I)
gefunden worden (Ripke et al., 2014). Ein weiterer Schwerpunkt Iasst auf eine
Beteiligung des Immunsystems schlie3en. Eine der ersten und gleichzeitig die
bislang starkste Assoziation liegt im Bereich des Haupthistokompatibilitatskomplex
(MHC) auf Chromosom 6 (Sullivan et al., 2012). Der MHC ist ein Abschnitt mit
einer Gruppe von Genen, die bei Immunerkennung, Gewebevertraglichkeit und
immunologischer Individualitat eine zentrale Rolle spielen. Assoziationen fanden
sich auch mit Genen des erworbenen Immunsystems, die zur B-Zell-Aktivierung
dienen (CD19, CD20).
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Abbildung 1-4: Fortschritt bei der Identifizierung von Gen-Orten bei Schizophrenie Seit 2009
haben genomweite Assoziationsstudien zunehmend mehr Treffer ergeben. Es zeigt sich eine
Korrelation von untersuchten Proben und der Zahl der gefundenen Orte (Abb. nach Flint 2014).

Kopienzahlvariationen (CNVs)

Die erste Assoziation von Genen und Schizophrenie konnte fur CNVs belegt
werden. Aufgrund seiner Lange konnen CNVs dabei auch mehrere Gene
umfassen und substanziellen Einfluss auf den Phanotyp austben (Hosak et al.,
2012). Der vergleichsweise starke Zusammenhang zwischen Genotyp und
Phanotyp macht sie auch fur die Forschung interessant (Luo et al., 2014).

Die mit Schizophrenie in Verbindung gebrachten CNVs sind grof3 (Lange >100kb),
selten (weniger als 1 von 10.000), potent (5 bis 20-faches Risiko) und
unvollstandig penetrant (Sullivan et al., 2012). Diese Risikovarianten sind in der
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Regel Neumutationen, weil Schizophrenie mit geringerer Zahl an Nachkommen
einhergeht (Svensson et al., 2007), was zur Auslese der CNVs und zu niedrigen
Allelfrequenzen fuhrt (rare variants). Bei schizophrenen Patienten wird eine
deutlich erhohte Neumutationsrate beobachtet (Kirov et al., 2012). Obwohl selten,
fuhrt ihre grole Potenz dazu, dass der genetische Beitrag von CNVs auf 20
Prozent geschatzt wird (Wright, 2014).

Die CNV Gen-Loci mit der bislang statistisch groRten Assoziation sind Deletionen
an den Positionen 1921.1, 2p16.3, 3929, 15911.2, 15q13.3 sowie 22911.2 und
Duplikationen an den Positionen 16p11.2, 16p13.1 sowie 17q12 (Hosak et al.,
2012, Kirov et al., 2012, Grozeva et al., 2012, Szatkiewicz et al., 2014). Es wird
vermutet, dass diese CNVs die Funktion sowohl der direkt betroffenen als auch
der benachbarten Gene beeintrachtigen koénnen und damit das Risiko fur
Schizophrenie erhdhen. Eine systematische Auswertung priorisiert die Gene, die
in den bisherigen Studien am haufigsten von CNVs beeintrachtigt wurden. Es
finden sich acht mogliche ,Top-Gene“ - NRXN1, CHRNA7, BCL9, CYFIP1, GJAS,
NDE1, SNAP29 und GJAS5 (Luo et al., 2014). Das vielversprechendste Gen, das in
allen Studien betroffen war, ist NRXN1 und gehort zur Neurexin-Genfamilie, die an
Zelladhasion und Rezeptorbildung von Neuronen beteiligt ist. Hier ist NRXN1 an
der Freisetzung von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt beteiligt und
moduliert neurale Netzwerke, indem es Synapsen ihre Funktion zuweist. Neben
NRXN1 sind zwei weitere er acht genannten Kandidaten an der synaptischen
Weiterleitung beteiligt (CHRNA7 und CYFIP1). Das lasst vermuten, dass CNVs
unter anderem einen starken pathologischen Einfluss auf die Funktion der
Synapse bei Schizophrenie nimmt.

Ausblick

Die Erkenntnis zur Genetik der Schizophrenie hat in den letzten Jahren rasant
zugenommen (McGrath et al., 2013). Diese lasst vor allem erahnen, wie
umfangreich das Ausmal} der genetischen Einflusse ist. So interagieren tausende
von Risikoallelen aus codierenden und nicht codierenden DNA-Abschnitten
miteinander (Purcell et al.,, 2014). Zudem zeichnet sich eine gemeinsame
genetische Basis mehrerer psychologischer Erkrankungen ab. Zunehmend gut
belegt sind genetische Gemeinsamkeiten mit Autismus (Rapoport et al., 2012,
Consortium, 2013) und mit bipolaren Stérungen (Purcell et al., 2009).
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Teilweise finden sich bereits jetzt Uberlappungen bei Genen oder Loci, die in
GWAS und in CNV-Studien mit Schizophrenie assoziiert sind (Ripke et al., 2014).
Beispiele sind Gengruppen, die die Funktion von Kalzium-Kanalen beeinflussen
oder das Gen fur das die seltene Erbkrankheit Fragiles-X-Syndrom verursachende
FMR1-Gen. Das lasst hoffen, das sich in Zukunft gemeinsame Mechanismen bzw.
Gene identifizieren lassen (Szatkiewicz et al., 2014).

Moglicherweise liegt der Schlussel in der Aufklarung der genetischen Interaktion
auf Proteinebene. So lassen die bislang gefundenen Gene mehrere hochgradig
verbundene Netzwerke auf Proteinebene vermuten. Dabei ware es unerheblich,
welche Gene im Einzelnen die Storung verursachen, da die Stérungen
unterschiedlicher Teile des Netzwerks die gleiche Wirkung hatten. Moglicherweise
konnte das eine Erklarung fur die genetische Vielfalt darstellen (Luo et al., 2014).

1.3  Kognitive Endophanotypen

Derzeit werden zwei theoretische Herangehensweisen genutzt, um mit
Schizophrenie assoziierte Gene zu finden: der erste Ansatz ist Hypothesen-frei
und nutzt die klinische Diagnose als zu untersuchenden Phanotyp, der zweite ist
von einem hypothetischen Konzept bestimmt und nutzt intermediare
neurobiologische Phanotypen oder Endophanotypen (Bertolino et al., 2009). Unter
Phanotyp wird ein endgultiges Merkmal verstanden (z.B. Haarfarbe, Korpergrofie),
das ein Genprodukt in Zusammenarbeit mit anderen Genen und Umwelteinfliissen
ausbilden kann (Attia et al., 2009a).

1.3.1 Das Konzept der Endophanotypen

Eine Verbindung zwischen Genen und Schizophrenie herzustellen, erwies sich
schwerer als erwartet. Der Grund fur die schwache Assoziation liegt in der
ausgepragten genetischen und klinischen Heterogenitat zwischen dem Genotyp
mit seinen Varianten von molekularbiologisch bestimmbaren DNA-Sequenzen und
den heterogenen, zeitlich variablen Phanotypen (Attia et al., 2009a).

Zur Loésung dieses Dilemmas wurde das Konzept der sogenannten intermediaren
Phanotypen bzw. Endophanotypen erdacht (Gottesman und Gould, 2003). Anstatt
die variable Klinik der Krankheit (Phanotyp) als Ausgangspunkt zur Suche von

Assoziationen zu nutzen, sollen als Parameter molekularbiologisch messbare
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Grollen oder Vorgange dienen, die naher als die Phanotypen an der genetischen
Basis liegen. Anders gesagt: wird von einer genetischen Ebene und einer
klinischen Ebene ausgegangen, so liegen intermediare Phanotypen auf einer
eigenen Ebene, die zwischen den beiden Ebenen steht. Das hat konzeptionelle
Vor- und Nachteile:

(1)  Durch die groRBere Entfernung zur Klinik sind sie fur Untersucher nur
erschwert und mit grol3erem apparativem Aufwand ersichtlich.

(2) Die grollere Nahe zur genetischen Basis bedingt eine weniger komplexe
Genetik, was die Suche nach entsprechenden Genen und die Entschlisselung der
molekularbiologischen Grundlagen vereinfachen sollte.

(3) Die Nahe bedingt eine starkere genetische Assoziation von Endophanotyp
und Genetik. ldealerweise ist der intermediare Phanotyp beispielweise bei
Risikogruppen (z.B. nahen Verwandten von schizophrenen Patienten) bereits voll
ausgepragt, auch wenn Schizophrenie nicht oder nur zu Teilen ausgepragt ist.
Dadurch lieken sich mehr Angehorige in Studien einschlielen, was
Probandenzahl und Studien-Power erhoht (Gottesman und Gould, 2003, Cannon,
2005).

Die Schwierigkeit liegt in der Identifikation geeigneter intermediarer Phanotypen,
die den Annahmen gerecht werden (Walters und Owen, 2007). Dazu mussen
geeignete Endophanotypen einer Reihe von qualitativen Voraussetzungen bzw.
Auswahlkriterien genugen, die von Gottesman definiert wurden (Gottesman und
Gould, 2003). Demnach mussen sie

(1)  mit Schizophrenie in der Bevolkerung assoziiert sein

(2)  erblich sein

(3)  unabhangig von der Krankheitsphase stabil nachweisbar sein

(4) innerhalb einer Familie bei erkrankten Familienmitgliedern starker gestort
sein als bei gesunden Familienmitgliedern

(5)  bei nahen Angehdrigen von Erkrankten starker beeintrachtigt sein als bei
gesunden Vergleichsprobanden, weil sie die Anfalligkeit fur eine Erkrankung
darstellen nicht die Erkrankung selbst.

DarlUber hinaus sollen sie reliabel messbar und starker mit Schizophrenie als mit
anderen Psychiatrischen Erkrankungen assoziiert sein (Chan und Gottesman,
2008).
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Ob es sich um neurophysiologische, -psychologische, -anatomische oder
neurokognitive  Groflen  handelt, ist unerheblich. Gut untersuchte
neurophysiologische Endophanotypen sind die zerebrale P50 Suppression von
wiederholten auditorischen Stimuli (Olincy et al., 2010), abnormale auditorische
N100 Amplituden (Turetsky et al., 2008) und Antisakkaden-Verhalten bei
Augenbewegungen (Radant et al., 2010). Pathophysiologisch scheinen bei allen
drei Endophanotypen neurale Defizite bei der Inhibition eine Rolle zu spielen.
Studien zeigen dabei ein belastbares Defizit der schizophrenen Patienten wie
auch ihrer erstgradigen Angehorigen (Swerdlow et al., 2015), eine signifikante
Erblichkeit von im Mittel 30 Prozent (Light et al., 2014).

Die Validitat der neurobiologischen Endophanotypen wird dabei wegen ihrer
Storanfalligkeit in Frage gestellt (Jonas und Markon, 2014).

1.3.2 Eignung neurokognitiver Leistungsdefizite als Endophanotyp

Defizite bei neurokognitiven Leistungen gelten als ein geeigneter Kandidat fur
einen Endophanotyp (Glahn et al., 2003).

Positive Aspekte

Neurokognitive Defizite sind mit Schizophrenie assoziiert und gelten als reliabel
und von zentraler Bedeutung (Dickinson et al., 2007). Studiendaten der
vergangenen drei Jahrzehnte zeigen konstant, dass Patienten mit Schizophrenie
signifikant schwacher uUber einen weiten Bereich von kognitiven Aufgaben
abschneiden als gesunde Probanden. Der Leistungsunterschied betrug in der
jungsten Meta-Analyse mit 100 Studienergebnissen im Zeitraum von 2006 bis
2012 gemittelt, eine Standardabweichung in allen kognitiven Bereichen (Schaefer
et al., 2013). Dabei liel3 sich kein kultureller, regionaler oder sprachlicher Einfluss
auf die kognitive Leistung nachweisen. Besonders stark ausgepragt sind die
Defizite moglicherweise bei verbalem episodischem Gedachtnis, exekutiven
Funktionen und Verarbeitungsgeschwindigkeit (Schaefer et al., 2013, Dickinson et
al., 2007, Reichenberg und Harvey, 2007).

Neurokognitive Defizite finden sich auch bei gesunden Geschwistern von
Patienten (Dickinson et al., 2007). Eine Studie verglich die Ergebnisse von 1064
Patienten mit 1057 nicht-betroffenen Geschwistern und 590 nicht-verwandten
Kontrollen (Quee et al., 2014). Die Geschwister schnitten dabei in kognitiven Tests
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besser ab als Probanden, jedoch schlechter als Kontrollpersonen. Zudem lie3en
sich bei Geschwistern drei neurokognitive Subtypen feststellen, die sich sowohl in
der Schwere der kognitiven Beeintrachtigung als auch im Muster der starker
betroffenen Gedachtnisdomanen unterschieden. Die kognitiven Einschrankungen
von Geschwistern schizophrener Patienten legt nahe, dass diese nicht allein auf
den Krankheitsprozess und damit einhergehende Faktoren wie psychotische
Episoden, mangelnde Bildung durch Arbeitslosigkeit oder Nebenwirkungen der
Medikamenteneinnahme zurtckfuhrbar sind, sondern einen Krankheitsaspekt
darstellen (Quee et al., 2014).

Studien lassen eine hohe Heritabilitat der Kognition vermuten. In einer
amerikanischen Familienstudie wurden 296 Familien mit einem Probanden, einem
unauffalligen Geschwister und beiden Elternteilen auf mehrere kognitive und ihren
klinischen Phanotyp (Diagnose) untersucht (Light et al., 2014). Zudem wurden von
allen weiteren Angehorigen ersten Grades dieser Familien fremdanamnestisch
psychiatrische  Befunde erhoben. Dabei zeigten sich  vergleichbare
Heritabilitatsraten von Phanotypen — darunter Verbales Gedachtnis,
Aufmerksamkeit und Arbeitsgedachtnis - und dem klinischen Phanotyp.

In kleinen Studien Iasst sich bereits ein Teil der Interaktionen von neurokognitiven
Endophanotypen und genetischen Risikovarianten (CNV und SNP-Varianten)
durch genetische Interaktionen vorhersagen (Yeo et al., 2014).

Kognitive EinbuRRen sind im Krankheitsverlauf stabil. Das legt ein Review von
Langzeitbeobachtungen nahe, die Uber einen beobachteten Zeitraum von 10
Jahren nach Erstmanifestation keine signifikante Anderung feststellten (Bozikas
und Andreou, 2011). Demensprechend durfte sich auch keine Relation zwischen
klinischer Symptomatik und Kognition feststellen lassen, wie eine Meta-Analyse
bestatigt (Schaefer et al., 2013). Gleichwohl steht dieser Befund in Kontrast mit
mehreren Studien einschlieBlich einer Meta-Analyse, die eine schwache aber
belastbare Assoziation von Kognition und Negativsymptomatik hergestellt haben
(Dominguez Mde et al., 2009).

Multiple kognitive Defizite werden von Patienten mit Schizophrenie und bipolarer
Storung geteilt. Dabei unterscheiden sich Schwere und Auswirkungen zum Teil
zwischen den beiden Gruppen (Jabben et al., 2010). So werden Defizite im
verbalen Gedachtnis und bei exekutiven Funktionen auch als geeignete
Endophanotypen fur bipolare Stérungen angesehen (Raust et al., 2014). Jedoch
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finden sich diese Storungen anders als bei Schizophrenie nur eingeschrankt bei
unauffalligen Geschwistern (Nehra et al., 2014), was kognitive Dysfunktion als
starkeren Marker fur Schizophrenie als fur bipolare Storung zeigt (Jabben et al.,
2010).

Negative Aspekte

Obwohl sich eine kognitive Beeintrachtigung von Patienten und ihren Verwandten
zeigt, haben diese nur eine geringe Spezifitdat und Sensitivitat (Keri und Janka,
2004). So sind diese Beeintrachtigungen nur bei einem Teil der Patienten
vorhanden, wobei sich verschiedene kognitive Endophanotypen differenzieren
lassen. Zudem gibt es eine Minderheit an Patienten, die keinerlei Defizite in den
Tests aufweisen. Kognitive Subtypen der Endophanotypen beruhen haufig auf
Querschnittsdaten  mehrerer  Bereiche und  konnten  keine  echten
neurobiologischen Eigenschaften darstellen (Heinrichs, 2005).

Moglicherweise sind die Auspragungen geschlechtsabhangig. In einer Studie an
494 Mannern und Frauen zeigte sich, dass Manner groRere kognitive Defizite
aufwiesen (Vaskinn et al., 2011). Studien mit einem hoheren Anteil an mannlichen
Patienten zeigen zudem einen Trend zu hoheren EffektmalRen (Schaefer et al.,
2013).

Der Nutzen kognitiver Endophanotypen fur die Suche und Charakterisierung von
Genen konnte dadurch begrenzt sein, dass Kognition eine komplexe genetische
Wourzel hat (Glahn et al., 2014).

1.3.3 Gedachtnis

Unter Gedachtnis wird die Fahigkeit des Nervensystems verstanden,
aufgenommene Informationen zu kodieren, zu speichern und wieder abzurufen.
Die gespeicherten Informationen sind das Ergebnis von bewussten oder
unbewussten Lernprozessen. Das Gedachtnis stellt dabei eine Unterkategorie der
Kognition dar (neben anderen Bereichen wie Wahrnehmung, Aufmerksamkeit,
Lernen, Problemlosen, Willensbildung), mit der oft das Denken in einem
umfassenden Sinne gemeint wird (Stephen und Mirman, 2010).

Daruber hinaus gibt es Hinweise, dass zumindest einige wenige Hirnregionen fur

einzelne hohergradige kognitive Funktionen spezialisiert sind (Kanwisher, 2010).
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Die neurobiologische Grundlage des Gedachtnisses ist die Encodierung von
Information. Diese beruht auf der Erstellung synaptischen Verbindungen von
unterschiedlicher Starke im kortikalen Netzwerk. Je starker eine solche
Gedankenspur oder Engramm vernetzt ist, desto besser ist die Information
erinnerlich. Insbesondere die Langzeit-Potenzierung (long term potentation, LTP)
und Langzeit-Depression (long term depression, LTD) des Gedachtnisses Uber
NMDA-Rezeptoren spielt dabei eine zentrale Rolle. Dabei werden die
synaptischen Verbindungen dauerhaft verstarkt oder abgeschwacht (McClelland et
al., 1995).

Nach dem Multispeichermodell von Atkinson und Shiffrin lasst sich das
Gedachtnis zeitlich in drei Abschnitte unterteilen (Atkinson und Shiffrin, 1968).
Dabei wird unterschieden zwischen sensorischem Gedachtnis oder Ultrakurzzeit-
gedachtnis, Kurzzeitgedachtnis und Langzeitgedachtnis (Abbildung 1-5). Diese

werden von verschiedenen Hirnbereichen ausgefuhrt (Squire und Dede, 2015)

Wiederholende
Einibung

Aufmerksamkeit

Kurzzeit- Sensorisches Langzeit-
gedachtnis » Gedachtnis » gedachtnis

Abbildung 1-5: Multispeichermodell die drei Phasen des zeitlichen Gedéchtnisablaufs nach
(Atkinson und Shiffrin, 1968).

Wenn ein Umweltreiz Uber Sinnesorgane aufgenommen wird, so ist er eine sehr
kurze Zeit (Millisekunden bis 2 Sekunden) im sensorischen Gedachtnis oder
Ultrakurzzeitgedachtnis abgebildet. Jedes Sinnesorgan verfugt Gber sein eigenes
sensorisches Gedachtnis, in dem die Informationen unverarbeitet fur einen
moglichen Zugriff des Kurzzeitgedachtnisses bereitgehalten werden. Diesen
sensorischen Gedachnisspeichern lassen sich fest umschriebene kortikale Felder
zuordnen (Kanwisher, 2010). Wird Aufmerksamkeit auf einen Gedachtnisinhalt
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gerichtet, so wird die Information in das Arbeitsgedachtnis transferiert, andernfalls
verfallt die Information und wird vergessen (Atkinson und Shiffrin, 1968).

Atkinson und Shiffrin sahen das Kurzzeitgedachtnis als einheitlichen
Zwischenspeicherplatz des Gedachtnisses von begrenzter Kapazitat und Dauer.
Etwa funf Informationseinheiten (kurze Worter, Zahlen, etc.), sogenannte Chunks,
konnen Uber 18 bis 20 Sekunden bestehen, bis sie entweder weiterverarbeitet
oder geldscht werden (Cowan, 2008).

Heute wird das Kurzzeitgedachtnis haufig synonym mit einem weiter gefassten
Konzept, dem Arbeitsgedachtnis, verwendet (Cowan, 2008). Zum passiven
Informationsspeicher wird hier die Fahigkeit hinzugezahlt, Information aktiv zu
verandern und umzugestalten. Daneben konnen im Arbeitsgedachtnis neue
Informationen mit alten Informationen aus dem Langzeitgedachtnis abgeglichen
und verknupft werden.

Dazu wird neben den grundlegenden Gedachtnisspeichern von einer zentralen
Steuerungseinheit zur  Veranderung der Gedachtnisinhalte in  der
Gedachtnisstruktur ausgegangen. Ein Kernbestandteil dieser zentralen Steuerung
ist Aufmerksamkeit, die dazu bendtigt wird, die Inhalte gezielt zu verandern.
Tatsachlich zeigen Tests, die parallel zum Kurzzeitgedachtnis die
Aufmerksamkeitskomponente testen, eine bessere Korrelation zur kognitiven
Fitness als reine Tests des Kurzzeitgedachtnisses (Cowan, 2008). Die Leistung
des Arbeitsgedachtnisses nimmt mit dem Alter ab. Altere Leute kdnnen weniger
(Gilchrist et al., 2008) und kleinere Chunks wiedergeben als jungere Personen
(Naveh-Benjamin et al., 2007).

Auf genetischer Ebene zeigen genomweite Genstudien zum Arbeitsgedachtnis,
das alle signifikant beteiligten Gene an der Bildung von lonenkanalen oder an der
dopaminergen Transmission beteiligt sind und direkt oder indirekt auf das
Dopaminlevel im prafrontalen Kortex Einfluss haben (Knowles et al., 2014). Diese
Befunde sind kongruent mit Tiermodellen, die die Rolle der dynamischen
Netzwerkverbindung hervorheben, die durch dopaminerge Signale im
dorsolateralen PCF vermittelt werden (Knowles et al., 2014).

Das Langzeitgedachtnis ist ein grol3er Wissensspeicher und eine Aufnahme
vorangegangener Ereignisse (Cowan, 2008). Es bezieht sich auf die
Erinnerungen, die abrufbar sind, wenn die gemerkte Information nicht langer den

gegenwartigen Gedankengang beansprucht (Jeneson und Squire, 2012). Das
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Langzeitgedachtnis lasst sich in das deklarative (explizite) Gedachtnis und eine
Sammlung nicht-deklarativer = Gedachtnisformen  unterscheiden, darunter
Gewohnheiten, Fertigkeiten und einfache Formen der Konditionierung. Dieses
Gedachtnissystem beruht in unterschiedlichem MalRe auf dem Hippokampus und
damit verbundenen Strukturen wie dem Striatum, dem Kleinhirn und der
GroRhirnrinde (Squire und Dede, 2015). Das Langzeitgedachtnis scheint einen
unbegrenzten Wissensspeicher darzustellen. Vergessen findet dabei weniger
durch Informationsverlust als vielmehr durch I6schenden oder Uberschreibenden
Einfluss von konkurrierenden friher oder spater gebildeten Gedachtnisinhalten zu
sein (Markowitsch, 2009). Uben ist forderlich fiir die Uberflihrung und das Bewahren
von Informationen, zum Beispiel durch bewusstes Abrufen und Uberdenken der
Informationen im Arbeitsgedachtnis. Die Verankerung im Gedachtnis nimmt mit
der Anzahl an Verknupfungen mit anderen Inhalten und dem emotionalen Gewicht

ZU.

1.3.4 Gedachtnisdefizite bei Schizophrenie

Defizite finden sich bei Patienten mit Schizophrenie bei einer Reihe kognitiver
Funktionen. Unter anderem sind das Arbeitsgedachtnis, das Langzeitgedachtnis
und die Aufmerksamkeit betroffen (Mesholam-Gately et al., 2009, Forbes et al.,
2009). In Meta-Analysen betragt die Effektgrofe bis zu einer Standardabweichung
(Heinrichs und Zakzanis, 1998).

In Studien mit gesunden Versuchsteilnehmern zeigte sich eine unterschiedliche
Gedachtnisleistung zwischen Mannern und Frauen. Frauen schnitten besser bei
verbalem Lernen und verbaler Erinnerung ab als Manner (Munro et al., 2012).
Gleiches galt in Studien fur Patienten mit Schizophrenie — wenn auch auf global
reduziertem Niveau (Bozikas et al., 2010).

Moglicherweise spielen Aufmerksamkeitsdefizite eine entscheidende Rolle fur die
Einschrankungen des Gedachtnisses. Ein den Gedachtnisdefiziten gemeinsamer
Mechanismus ist eine fehlende proaktive Reprasentation von Zielen im
Arbeitsgedachtnis, die eine Voraussetzung fur ein gerichtetes Verhalten darstellt.
Diese fehlende aktive Steuerung wird als Ausdruck der Funktionseinschrankungen
gesehen, die den dorsolateralen PFC, damit verbundenen Hirnregionen wie
GroRhirnrinde und Striatum und Neurotransmittersysteme wie Dopamin, GABA
und Glutamat betreffen (Barch et al., 2009, Lesh et al., 2011, Edwards et al.,
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2010). Dabei hangt die Funktion des Gedachtnisses zu grof3en Teilen von der

Aufmerksamkeitssteuerung ab.

1.4 Dopamin-Rezeptoren

Die Dopamin-Rezeptoren sind die Empfangseinheit fur Signale durch den
Neurotransmitter Dopamin. Sie sitzen auf der Zellmembran und leiten eingehende
Signale Uber GTP-bindende Proteine (G-Proteine) in das Zellinnere weiter,
weshalb sie der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zugeordnet sind.
Die physiologische Wirkung des Dopamins wird durch funf verwandte
Rezeptortypen, D; bis Ds, vermittelt. Anhand ihrer pharmakologischen
Ahnlichkeiten werden zwei Rezeptor-Klassen unterschieden:

(1) Ds-Klasse Rezeptoren (D4- und Ds-Rezeptoren): Die generell exzitatorische
Wirkung auf die Zelle erfolgt durch intrazellulare SignalUbermittlung Uber ein
sogenanntes stimulierendes G-Protein. Dadurch wiederum aktivierte intrazellulare
Proteine fuhren zu einer Verstarkung des Signals. Die D4-Klasse Rezeptoren
finden sich vorwiegend im PFC (Takahashi et al., 2012).

(2) D2-Klasse Rezeptoren (D2-, D3- und D4-Rezeptoren): Die meist inhibitorische
Wirkung auf die Zelle erfolgt Uber ein inhibitorisches G-Protein. Die dadurch
hervorgerufene Stabilisierung der Zelle erschwert eine Signalweiterleitung
(Vallone et al., 2000). Die D»-Klasse Rezeptoren werden in verschiedenen
Hirnregionen wie dem Striatum und der Substanzia nigra exprimiert (Vallone et al.,
2000).

1.4.1 Der Dopamin-D,-Rezeptor

Der D»-Rezeptor ist ein  G-Protein-gekoppelter = Rezeptor, dessen
Aminosauresequenz aus 443 Basenpaaren (bp) lange bekannt ist, dessen
Kristallstruktur bis dato jedoch nicht zur Ganze analysiert wurde (Salmas et al.,
2015). Der Grund liegt in der Schwierigkeit, in Membranen integrierte Proteine
hochauflosend darzustellen (Congreve und Marshall, 2010). Der dem D,-Rezeptor
am nachsten kommende Rezeptor, dessen Kristallstruktur analysiert wurde, ist der
beta-,-Adrenozeptor. Dabei  zeigt sich eine  Ubereinstimmung der

Aminosauresequenz von 35 Prozent fur die gesamte Struktur, 41 Prozent in



1 Einleitung 45

Transmembranregionen und 57 Prozent in der Bindetasche des Proteins (Salmas
et al., 2015).

extracellular

intracellular
cytoplasm

Abbildung 1-6: Struktur des mit dem Dopamin D,-Rezeptor verwandten beta-,-
Adrenozeptors. Der beta-,-Adrenozeptor ist in Proteinstruktur dargestellt, ein
gebundener Antagonist (Carazolol) in der Bindetasche des Proteins ist ebenfalls
dargestellt. Die Phospholipid-Doppelschicht der Zellmembran wird als verbundene Kreise
(Phosphatgruppen) und gezackte Linien (Fettsdurereste) dargestellt (Bohog 2007).

Eine graphische Darstellung der Struktur des mit dem D,-Rezeptor verwandten
beta-,-Adrenozeptors zeigt Abbildung 1-6. Die Struktur des D,-Rezeptors enthalt
einen relativ kurzen N-terminalen extrazellularen Abschnitt (N) und sieben die
Zellmembran durchspannende alpha-helikale Domanen (TM1-7). Diese sieben
Domanen, die bei Sicht auf den Rezeptor von der extrazellularen Seite aus
entgegen dem Uhrzeigersinn angeordnet sind, konnen verschiedene
dreidimensionale Anordnungen (Konformationen) einnehmen. Die
Transmembrandomanen werden durch drei extrazellulare Schleifen (nicht
markiert) und drei intrazellulare Schleifen (IC 1-3) miteinander verbunden. Der C-
terminale Abschnitt liegt intrazellular und stellt das Ende des Proteins dar (C).
Vereinfacht gesprochen, binden Dopamin und andere niedermolekulare
Neurotransmitter an die nach extrazellular gerichteten Abschnitte der TMs,
wahrend das C-terminale Ende und die drei intrazellularen Schleifen die
Kontakistellen fur weiterleitende G-Proteine und andere mit dem Rezeptor
interagierender Proteine darstellen (Neve, 2005). Die extrazellularen Schleifen

haben — moglicherweise mit Ausnahme der zweiten extrazellularen Schleife
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zwischen TM4 und TM5 - vermutlich keinen direkten Anteil an der
Signalweiterleitung (Shi und Javitch, 2004).

Dimerisierung

Studien zeigen, dass der D,-Rezeptor aus zwei oder mehr Monomeren bestehen
kann, die sowohl in homo- als auch in heterooligomerer Verbindung vorliegen
konnen. Integraler Bestandteil der Dimerisierung ist dabei wohl der extrazellulare
Anteil von TM4 (Guo et al., 2005).

Die inhibitorische Aktivitat des D, / D,-Homodimers ist dabei im Vergleich zur
monomeren Aktivitat verstarkt (Guo et al., 2005). Einige Studienergebnisse lassen
vermuten, dass das Vorliegen von Dimeren der funktionelle Normalzustand des
D,-Rezeptor im menschlichen Gewebe darstellt (Lee et al., 2000).

In der Literatur finden sich einige Beispiele fur Heterodimere, die sich aus dem D»-
Rezeptor und einem anderen Rezeptor zusammensetzten. Studien fanden Belege
fur den Dopamin Ds- und Ds-Rezeptor, dem Adenosin Axa-Rezeptor (Beggiato et
al., 2014), dem Serotonin 5-HT.a-Rezeptor (Albizu et al., 2011) und dem
Neurotensin NTS-Rezeptor (Ferraro et al., 2014). Die Existenz des Dopamin D,
D,-Heterodimer wird postuliert (Rashid et al., 2007), gilt jedoch als umstritten
(Frederick et al., 2015). Fur die zuklnftige Forschung besonders interessant durfte
sich das Verhalten gegensatzlicher Heterodimere darstellen, bei denen ein
Monomer aktivierende und das zweite Monomer inhibierende Funktion hat. Das
Verhalten solcher Heterodimere ist bislang nicht geklart.

Aktivierung und Signaltransduktion des D,-Rezeptors

Es wird davon ausgegangen, dass der D,-Rezeptor permanent zwischen der
aktiven und inaktiven Konformation pendelt und sich dieses Gleichgewicht in
Anwesenheit aktivierender Substanzen (Agonist) in Richtung der aktiven
Konformation bzw. in Anwesenheit hemmender Substanzen (Antagonist) in
Richtung der inaktiven Konformation verschiebt (Guo et al., 2005).

Der D,-Rezeptor weist an der extrazellularen Seite eine von zwischen TM3, TM5
und TM6 gebildete Bindungstasche auf, mit der das Dopamin eine elektrostatische
Wechselwirkung eingeht (Neve, 2005). Das Kernstuck der Signalweiterleitung ist
die dadurch hervorgerufene Konformationsanderung der TMs. Die dadurch

verursachte Anderung der dreidimensionalen Struktur fiihrt vermutlich zu einer
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Freilegung verdeckter Proteinabschnitte auf den 1C1-3 und dem C-Terminus, die
die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege erlaubt.

Der bestuntersuchte Signalweg besteht in der Aktivierung heterotrimerer G-
Proteine, die aus drei Untereinheiten, Ga, GB und Gy, bestehen. Die Ga-
Untereinheit ist im inaktiven Zustand uber Guanosindiphosphat (GDP) an den Do-
Rezeptor gekoppelt und gleichzeitig mit den G und Gy Untereinheiten verbunden,
die unter physiologischen Bedingungen als untrennbares Dimer (GRy) auftreten.
Bei Aktivierung des D,-Rezeptors wird das GDP der Ga-Untereinheit durch
Guanosintriphosphat (GTP) ersetzt (Bromberg et al., 2008). Die dadurch bewirkte
Konformationsanderung von Ga fuhrt zu Dissoziation von GRy und zur Abspaltung
von a vom Rezeptor, wobei beide Untereinheiten nachgeschaltete Signalmolekile
(Effektoren) aktivieren. Die Inaktivierung erfolgt automatisch durch die intrinsische
Hydrolysefahigkeit von Ga, bei der durch Abspaltung einer Phosphatgruppe GTP
zu GDP ruckgewandelt wird (siehe Abbildung 1-7).

o-Effectors  By-Effectors

RhoGEFs lon channels
Adenylyl cyclases
Phospholipases Cp & Ce

Abbildung 1-7: Standard-Mechanismus heterotrimerer G-Proteine Durch Anlagerung eines
Liganden (Ligand) an den Rezeptor (7TM-Receptor) wird GDP durch GTP ersetzt, was durch
Dissoziation der Untereinheiten a und By zur Aktivierung weiterer Signalmolekiile (a-Effectors,
By-Effectors) fiihrt. Die Inaktivierung erfolgt durch Autolyse des GTP durch Ga. Regulatoren
und Aktivatoren der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion (RGS) modifizieren die

Grundaktivitét (Siderovski DP; Willard FS. The GAPs, 2005).

Zwei Proteinfamilien, die Regulatoren der G-Protein-vermittelten
Signaltransduktion (Regulator of G-protein signaling, RGS) und die Aktivatoren
Regulatoren der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion (AGS), modifizieren die
Aktivitat der G-Proteine stark. RGS-Proteine verstarken die intrinsische Fahigkeit
zur Hydrolyse von Ga und stellen somit eine essentielle Rolle in der Inaktivierung
und Beendigung der Signal-weiterleitung dar (Ishii und Kurachi, 2003). AGS-
Proteine aktivieren G-Proteine auf zwei verschiedene Weisen: (1) einige AGS-
Proteine fordern den Austausch von GDP durch GTP, wahrend (2) andere die
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Wiedervereinigung des an GDP-gebundenen Ga mit Rezeptor und Gy
verhindern (Lanier, 2004). Es gibt Uber 20 verschiedene Ga-Untereinheiten, die
eine aktivierende Wirkung (Gas), eine hemmende Wirkung (Ga;) und noch
ungenau verstandene Wirkungen (Ga,) vermitteln (Bromberg et al., 2008). Da sich
die Signalwege fur Ga; und Ga, nur schwer differenzieren lassen, werden sie
gemeinsam als Ga;, o-Protein zusammengefasst. Sowohl die D,s Isoform (Nickolls
und Strange, 2003) als auch fur Dy Isoform (Gazi et al., 2003) vermitteln ihre
Effekte Uber diese Ga; ; ,-Proteine. Ga; wird in allen Geweben exprimiert und
inhibiert verschiedene Adenylyl Cyclasen (Sunahara et al., 1996). Ga, wird
dagegen uberwiegend in Nervenzellen in Gehirn und Ruckenmark exprimiert und
reguliert zahlreiche zellulare Prozesse wie die Hemmung spannungsabhangiger
Kalziumkanale, die Aktivierung von Kaliumkanalen und die Aktivierung der
Proteinkinase C (Bromberg et al., 2008).

Ein weiterer, nicht G-Protein-vermittelter Signalweg betrifft insbesondere die Dy
Isoform und wird Uber die dritte intrazellulare Schleife (IC3) vermittelt. Diese
interagiert mit einer Reihe an Botenstoffen (NR2B, Calmodulin, Calcium /
Calmodulin-abhangige Kinase Il, Par-4, DAT, NSF und Spinophilin) und vermittelt
vermutlich synaptische Plastizitdt in Zusammenhang mit Gedachtnis und
emotionalem Verhalten (Fukunaga und Shioda, 2012).

1.4.1.1 Der D,-Rezeptor in der Schizophrenie

Bei vielen pathologischen Erkrankungen wird eine Beteiligung des D,-Rezeptors
postuliert. Als wissenschaftlich belegt gilt der Beitrag an der Pathophysiologie der
Schizophrenie (Murray et al., 2008). Aber auch mit anderen neurologischen
Storungen wie Alkoholabhangigkeit, Drogenmissbrauch, Posttraumatische
Belastungsstorung, Bewegungsstorungen und Migrane wird er in Verbindung
gebracht (Noble, 2003). Insbesondere an der Verarbeitung von Verstarkungs- und
Belohnungsmechanismen ist er essentiell beteiligt. In mehreren Studien wurde
gezeigt, dass sich das andere Ansprechen auf naturliche Belohnungsreize oder
Drogen durch medikamentdse bzw. genetische Anderung der Rezeptorfunktion
stark verandern lasst (Koob und Volkow, 2010).

Eine zentrale Rolle kommt dem Rezeptor in der Pathophysiologie der
Schizophrenie zu (siehe Kapitel 1.1.7). Dabei kommt es zur pathologischen Do-
Rezeptor Uberfunktion im Striatum, fir die mehrere Erklarungsmodelle existieren.
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In Tiermodellen wurde gezeigt, dass viele genetische und nicht-genetische
Risikofaktoren fur Schizophrenie mit einer erhdhten Dichte von D,-Rezeptoren und
einer damit verbundenen Dopamin-Uberempfindlichkeit einhergehen (Seeman,
2010). Denkbar ware, dass es auf Grundlage eines durch Rezeptormutation,
Traumata oder Drogen ausgelosten striatalen Schadens zu (1) einem verstarkten
Abbau von hemmenden D»-Rezeptoren an prasynaptischen Neuronen, (2) einer
Aktivierung der Dopamin-Freisetzung, (3) einer veranderten Zahl an Do-
Rezeptoren, oder (4) einer erhdohten Sensitivitat der Rezeptoren auf Dopamin
durch vermehrte Expression von Donigh-Rezeptoren kommt (Seeman und Seeman,
2014).

1.4.1.2 D,-Rezeptoren und Gedachtnis

Der prafrontale Kortex ist in die dauerhafte Speicherung von Erinnerungen
involviert und ist an der Steuerung von Verhalten, Denken und Emotionen
beteiligt. Dabei werden Teile des Arbeitsgedachtnisses, der Handlungsplanung
und der Aufmerksamkeit von dopaminergen Einflissen reguliert, die Uber die
mesokortikale Bahn vom Mittelhirn in den PFC projiziert werden. Ebenso konnte
Dopamin eine Rolle in der Pathologie der mit Schizophrenie assoziierten
kognitiven Defizite spielen (Seamans und Yang, 2004). Dabei sind sowohl D+- als
auch Dj-Rezeptoren im PFC vorhanden, wenngleich D4-Rezeptoren weitaus
haufiger vorkommen (Gaspar et al., 1995).

Der dopaminerge Einfluss im PCF auf Gedachtnis ist in der Literatur hauptsachlich
mit dem Di-Rezeptor in Verbindung gebracht worden (Xu et al., 2009). Dabei
zeigte sich, dass durch Di-Rezeptor-Agonisten die Aufrechterhaltung von
Engrammen durch LTP gefordert wird. Bei Knock-out Mausen, denen der Dq-
Rezeptor fehlte, unterblieb diese Wirkung (Huang et al., 2004). In einer weiteren
Studie konnten im Tierversuch Defizite im Arbeitsgedachtnis durch Stimulation von
D1-Rezeptoren im PFC ausgeglichen werden (Mehta und Riedel, 2006).
Zunehmend wird auch die Rolle des D2-Rezeptors erkannt. So zeigte eine Studie,
dass eine geringe Dopamindosis im PFC eine von NMDA-Rezeptor unabhangige
Form der Langzeit-Depression in eine Langzeit-Potenzierung umwandeln konnte,
allerdings nur mit Hilfe von sowohl D+- als auch D,-Rezeptoren (Matsuda et al.,
2006). In Tierversuchen wurde gezeigt, dass die Gabe geringer Dosen von Do-
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Rezeptor Agonisten wie Bromocriptin oder Pergolin die Leistung des
Arbeitsgedachtnis steigern konnte (Mehta und Riedel, 2006).

Neben einer Beeintrachtigung des Gedachtnisses durch Dopaminunteraktivitat im
PFC kann auch eine Dopminuberaktivitat zu den gleichen Effekten fuhren. In einer
Studie zeigte sich, dass ein Dopaminuberschuss im PFC die Speicherung von
Engrammen verhindern kann und Gedachtnisfunktionen beeintrachtigt. Dieser
Mechanismus wird Uber D,-Rezeptoren vermittelt, die dann bevorzugt an den
Second Messenger Proteinphosphatase 1 koppeln und dadurch die Bildung von
Langzeit-Potentialen verhindern (Xu et al., 2009).

Neben der Aktivitat des PCF konnten auch die D,-Rezeptoren im Striatum zu
Gedachtnisdefiziten beitragen. So war bei schizophrenen Patienten eine
Verringerung der striatalen D,-Rezeptoren mit schlechterer Aufmerksamkeit
verbunden, wenn diese mit einer zeitlichen Komponente verbunden war (Yang et
al., 2004). Daneben spielte die Neuroleptika-Dosierung eine wichtige Rolle
zwischen den kognitiven Aufgaben und der striatalen D,-Rezeptordichte (Cropley
et al., 2006)

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Dopamin eine wichtige Rolle im
Gedachtnisprozess spielt. Das Dopamin wirkt dabei wohl weder rein exzitatorisch,
noch rein inhibitorisch, sondern wirkt komplex auf die Gedachtnisleistung ein.
Moglicherweise hilft Dopamin dabei, die Menge an Information zu erweitern oder
zu begrenzen, die in den Pufferspeichern des Arbeitsgedachtnisses enthalten ist
(Seamans und Yang, 2004).

1.4.2 Das Dopamin-D,-Rezeptorgen DRD2

Das DRD2-Gen stellt ein logisches Kandidatengen fur genetische Untersuchungen
in der Schizophrenie dar (Bertolino et al., 2009).

Lokalisation und Aufbau im Genom

Das den D,-Rezeptor codierende Gen, DRDZ2, ist beim Menschen auf Chromosom
11 an Position q22-g23 lokalisiert (Grandy et al., 1989). Es hat eine Lange von
knapp 66 kb und besteht aus acht Exons, wovon sieben die Aminosauresequenz
codieren (Gingrich und Caron, 1993).
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Isoformen

Durch alternatives Spleilden ergeben sich zwei Transkriptionsvarianten, aus denen
sich zwei Isoformen des D, Rezeptors ergeben, Do-long / Dy und Dy-short | Das
(Giros et al., 1989). Die Isoform Dys unterscheidet sich von der standardmaliigen
Variante D, durch das Ausschneiden einer Basensequenz in Exon sechs, die auf
Proteinebene den Verlust von 29 Aminosauren in der dritten intrazellularen
Schleife zur Folge hat (Vallone et al.,, 2000). Diese Anderung geht mit
Unterschieden der physiologischen, funktionellen und pharmakologischen
Eigenschaften einher (Beaulieu et al.,, 2015). So wird Djs vorwiegend
prasynaptisch exprimiert und fungiert als Autorezeptor, der Uber die Vermittlung
von negativem Feedback die Freisetzung von Dopamin inhibiert. Die Isoform Dy
wird postsynaptisch exprimiert, ist Ziel von Dopamin-Antagonisten wie Haloperidol
und ist an der Signalweiterleitung beteiligt (Usiello et al., 2000, De Mei et al.,
2009). Es wurde eine dritte Isoform beschrieben, die mit niedriger Pravalenz
vorkommt (D»-longer). Diese entsteht durch fraihere mRNA-Transkription von Exon
sechs, wodurch sechs Basen des vorhergehenden Introns in die mRNA mit
aufgenommen werden. Es ist unklar, ob es sich hierbei um eine tatsachliche

Isoform oder um einen Fehler beim Spleillen handelt (Seeman et al., 2000).

Befunde zu SNPs im DRD2 Gen

Entsprechend seiner primaren Beteiligung an der neuralen Signalweiterleitung
wird das DRD2 Genprodukt insbesondere in der Hypophyse und im ZNS
exprimiert (Kidd et al., 1998). Aullerhalb des ZNS werden D,-Rezeptoren in
geringerer Menge in Niere, Nebenniere, Ganglien des Sympathikus,
Gastrointestinaltrakt, Blutgefalen und Herzen exprimiert (Beaulieu und
Gainetdinov, 2011).

1.4.2.1 Das DRD2-Gen und Schizophrenie

Aufgrund der zentralen Rolle des D»-Rezeptors bei der Pathophysiologie der
Schizophrenie galt das DRD2 Gen als aussichtsreiches Kandidatengen. Eine
Untersuchung zeigte eine Korrelation des Levels an DRD2 mRNA in Leukozyten
aus der peripheren Blutbahn und der Starke der Positivsymptomatik (Liu et al.,
2013). Es sind umfangreiche Untersuchungen zu Polymorphismen des Gens



52 1 Einleitung

gemacht worden. Die bestuntersuchten SNPs in Assoziation mit dem DRD2 Gen
sind rs1801028, rs6277 und rs1800497 (Mi et al., 2011).

Fir den SNP rs1801028 (Ser311Cys, C > G) finden sich Berichte, die einen
Zusammenhang mit Schizophrenie unterstutzen (ltokawa et al., 2010, Glatt et al.,
2003, Liu et al., 2012, Yao et al., 2015b, Glatt und Jonsson, 2006) und
Publikationen, die diesem widersprechen (Goldman et al., 1998). Die Gruppe um
Arinami war die Erste, die eine positive Assoziation mit Schizophrenie herstellen
konnte (Arinami et al., 1994). Allerdings lieR sich nur in zwei von 23 folgenden
Assoziationsstudien dieses Ergebnis replizieren (Glatt und Jonsson, 2006).
Mehrere vergleichende Meta-Analysen zeigen einen schwachen aber positiven
Einfluss des G-Allels als Risikofaktor fur Schizophrenie (Betcheva et al., 2009).
Glatt et al. schlossen 2003 in ihre erste Meta-Analyse 24 Fall-Kontroll-Studien mit
insgesamt 9106 Teilnehmern ein, die etwa zu gleichen Teilen asiatischer und
europaischer Abstammung waren. Sie berichteten von einer signifikanten
Assoziation (OR = 1,43, p < 0,001). Die Ergebnisse waren unabhangig von
Geschlecht und Ethnie (Glatt et al., 2003). Eine zeitgleiche Meta-Analyse aus
Schweden mit insgesamt 9152 Probanden kaukasischer Abstammung konnte eine
Assoziation nur zu dem mannlichen Geschlecht herstellen (Jonsson et al., 2003).
Die beiden Meta-Analysen unterschieden sich geringfugig in ihrer
Zusammensetzung, weshalb Glatt und Jonsson 2006 in einer dritten Meta-Analyse
mit 27 eingeschlossenen Studien einen homogenen Uberblick Uber die
Studienlage schafften. Dabei fand sich eine dominante Risikoerhohung fur Trager
des selteneren G-Allels - im Vergleich zu C / C-Tragern war das Risiko bei C / G-
und G / G-Tragern erhoht (Glatt und Jonsson, 2006). Itokaya et al. untersuchten
2010 in einer Meta-Analyse eine Assoziation des Markers mit der japanischen
Bevolkerung, wobei sie insgesamt 4691 Probanden einschlossen (ltokawa et al.,
2010). Jao et al. untersuchten in einer Meta-Analyse 36 Studien mit insgesamt
18237 Teilnehmern (Yao et al., 2015b). Im dominanten Modell zeigte sich in der
Gesamtstichprobe eine Assoziation mit dem G-Allel als Risikofaktor (OR = 1,22, p
= 0,016). In der Subgruppenanalyse war der Effekt nur bei Asiaten signifikant, fur
Kaukasier zeigte sich keine signifikante Assoziation (OR = 2,53, p = 0,245).

FUr den SNP rs6277 wurden Assoziationen von Populationen in Australien
(Lawford et al., 2005), Spanien (Betcheva et al., 2009), Finnland (Hanninen et al.,
2006) und Russland (Monakhov et al., 2008) gemeldet. Diese Studien zeigten
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Ubereinstimmend hohere Frequenzen des CC -Genotyps und des C-Allels bei
Patienten im Vergleich mit Kontrollen. Dem Genotyp TT wird ein protektiver Effekt
zugeschrieben. Eine Metaanalyse, die alle relevanten Studien analysierte, zeigt
eine signifikante Risikosteigerung (OR=1,26, p= 0,005) fur den SNP rs6277 bei
Kaukasiern, aber nicht bei Asiaten (Liu et al., 2014). Gleichwohl gibt es Daten, die
Assoziation nicht replizieren konnten (Need et al.,, 2009b). Duan et al.
untersuchten funktionelle Auswirkungen von sechs synonymen Varianten des
DRD2 Gens an Mausen. Dabei war der SNP rs6277 nicht still, sondern veranderte
die vorhergesagte Faltung der Boten-RNA (messenger RNA, mRNA). Das fuhrte
zu einer verminderten mRNA-Stabilitat und mRNA-Translation und schwachte die
dopaminerge Upregulation in den untersuchten Zellen. In der Studie fand sich
zudem ein starkes LD zwischen rs6277 und rs1800497. Moglicherweise tragen
beide SNPs additiv oder multiplikativ zum Outcome bei (Duan et al., 2003). Eine in
vitro Studie zur Auswirkung synonymer Mutationen auf die Rezeptorfunktion zeigte
an Zellen, dass die Dopaminaffinitat des T-Allels von rs6277 zweifach niedriger
war, als die der (C-Allels) Ser-Wildtypvariante. Zudem wurde die nachgeschaltete
cAMP-Produktion nur auf die Halfte des Ausgangsniveaus reduziert, was auf eine
eingeschrankte Rezeptorfunktion hindeutet. Der Grund scheint in einer
eingeschrankten Fahigkeit der Rezeptoren zu bestehen, das richtige inhibitorische
Gi-Protein zu aktivieren (Cravchik et al., 1996).

Der SNP rs1800497, oder Tag1A Polymorphismus, liegt nicht wie urspringlich
angenommen im DRD2 Gen, sondern im benachbarten ANKK1 Gen. Dieses liegt
ca. 10 kb vom 3-Ende des DRD2 Gens entfernt. Eine aktuelle Meta-Analyse
zeigte jedoch keine Assoziation mit Schizophrenie (Yao et al., 2015a).

Eine GWAS zeigte im Jahr 2009 keine Assoziation des SNPs rs6275 mit
Schizophrenie (Need et al., 2009b), was sich in einer weiteren Meta-Analyse mit
kaukasischen Probanden bestatigte (Liu et al., 2014).

Im Folgenden wird naher auf einzelne Studien eingegangen, die eine Assoziation
von Polymorphismen des DRD2 Gens und Schizophrenie untersucht haben.

Asherson et al. 1994

Im Jahr 1994 untersuchten Asherson et al. in einer britischen Fall-Kontroll-Studie
112 mannliche Probanden und 64 gesunde Kontrollprobanden. Bei dieser Studie
fanden sich keine signifikanten Assoziationen (Asherson et al., 1994).
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Arinami et al. 1994

In einer japanischen Fall-Kontroll-Studie mit 156 Patienten und 300
Kontrollprobanden fanden Arinami et al. erstmals eine signifikante Assoziation des
Markers rs1801028 (C > G) mit Schizophrenie. In der Fall-Kontroll-Gruppe liel3
sich in der Patientengruppe eine hohere Frequenz des Risikoallels G als in der
Kontrollgruppe nachweisen (5,4% vs. 1,8%). Einen noch héheren Anteil hatten
Patienten mit einem fruhen Ausbruch der Schizophrenie (unter 25 Jahren, 9%)
und mit weiteren Fallen in der Familie (13,5%). Dabei zeigten Patienten mit dem
Risikoallel weniger ausgepragte Denkstorungen und Negativsymptome (Arinami et
al., 1994).

Zhang et al. 2007

Zhang et al. untersuchten 23 SNPs des DRD2 Gens auf ihr Expressionsverhalten.
Drei Varianten hatten einen Einfluss auf das Spleilverhalten: rs12364283,
rs2283265 und rs1076560. Die C-Allel Variante von SNP rs12364283 (T/C)
erhohte die gesamte Expression von D, mRNA ohne dass bislang weiterfuhrende
funktionelle Auswirkungen publiziert wurden. Die T-Allel Variante der beiden
intronisch gelegenen SNPs rs2283265 (G/T) und rs1076560 (G/T) vermindert die
Expressionsrate der Isoform Das im Vergleich zu Dy in Striatum und prafrontalem
Kortex. Minigen-Konstrukte an Zellen legen nahe, dass beide Varianten auch
einzeln die Veranderung des Splei3-Verhaltnisses auslosen (Zhang et al., 2007).

Sanders et al. 2008

In einer kaukasischen Fall-Kontroll-Studie untersuchten Sanders et al. 14
Kandidatengene, darunter DRD2, auf eine Assoziation mit Schizophrenie. Dazu
wurden 789 SNPs von 1870 amerikanischen und australischen Patienten und
2002 Kontrollpersonen genotypisiert. Dabei wurden 32 SNPs des DRD2 Gens
analysiert. Drei SNPs, rs17529477, rs4245147 und rs7131056, waren signifikant
(p < 0,05). Wurde ein strengeres Signifikanzniveau angelegt, wie es fur Studien
mit einer hohen Zahl an untersuchten SNPs notig ist, lieR sich die Signifikanz
jedoch weder Experiment- noch Gen-ubergreifend statistisch halten. Die Autoren
gehen davon aus, dass ein starker Einfluss dieser Gene unwahrscheinlich ist,
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wenngleich kleine Effekte nicht ausgeschlossen werden konnen (Sanders et al.,
2008).

Betcheva et al. 2009

In einer bulgarischen Fall-Kontroll-Studie haben Betcheva et al. 2009 insgesamt
225 Patienten mit Schizophrenie bzw. schizoaffektiver Storung und 556 gesunde
Kontrollen 202 genotypisiert. Von den vier im DRD2 Gen untersuchten SNPs
(rs1800497, rs6277, rs6275, rs1079597) zeigte sich rs6277 signifikant mit
Schizophrenie assoziiert. Der SNP rs1800497, auch bekannt als Taq1A
Polymorphismus, liegt dabei in der DNA-Sequenz dem DRD2 Gen nachgeschaltet
(Betcheva et al., 2009).

Glatt et al. 2009

In einer umfangreichen taiwanischen Familienstudie untersuchten Glatt et al. 616
Familien mit 2048 Teilnehmern, davon 1214 Patienten chinesischer Abstammung
(Han Chinesen). Untersucht wurden 24 SNPs im DRD2 Gen, darunter mit
Missense-Mutation (rs1110977, rs1800496 und rs1801028) und 21 SNPs mit einer
minimalen Allelhaufigkeit von Uber funf Prozent. Ein Marker, rs2734837, wurde
wegen schlechter Genotypisierungsqualitat von der Analyse ausgeschlossen. Eine
Haploblock-Analyse ergab vier Haploblocke, die den Ergebnissen der
chinesischen HapMap-Referenzdaten glichen. Es fand sich keine signifikante
Assoziation des Markers rs1801028 mit Schizophrenie. Nach multiplen Testen
verblieben zwei der vier Haplotypen rs1079727(A)-rs2440390(C)-rs2283265(G)
und  rs1801028(G)-1110977(A)-rs1124492(C)-rs2734841(T)  signifikant  mit
Schizophrenie assoziiert ( p = 0,0051; p = 0,0041). Zwei SNPs (rs2283265 und
rs1079727) verlieben ebenfalls signifikant mit Schizophrenie assoziiert ( p =
0,0047; p = 0,0023). Die Odds-Ratio der beiden SNPs betrug 1,1, was auf einen
schwachen Effekt hinweist (Glatt et al., 2009).

Ripke et al. 2014

Ripke et al. werteten in einer Metaanalyse die Daten mehrerer genomweiter
Assoziationsstudien zu Schizophrenie aus. Es wurden die Daten von insgesamt
36989 Fallen und 113075 Kontrollen in die Studie eingeschlossen. Aus dem



56 1 Einleitung

Datenpool wurden 49 Fall-Kontroll-Gruppen nach ethnischer Herkunft gematcht
und die Daten mit den Daten einer Gendatenbank (deCODEGenetics) verglichen.
Nach Auswertung der Daten bestand eine signifikante Assoziation mit
Schizophrenie fur 128 SNPs an 108 verschiedenen Genorten, darunter das
DRD2-Gen mit dem SNP rs2514218 und weitere an der Neurotransmission
beteiligte Gene (Ripke et al., 2014).

Yao et al. 2015

Yao et al werteten die Studiendaten zu drei SNPs des DRD2 Gens, rs1799732 (24
Studien), rs1801028 (36 Studien) und rs1800497 (16 Studien) aus. Fur die SNPs
rs1799732 und rs1800497 zeigte sich keine Assoziation mit Schizophrenie. Fur
den SNP rs1801028 zeigte sich eine Assoziation ( p = 0,016). Trager des Risiko-
allels zeigten ein 1,22-fach erhohtes Risiko eine Schizophrenie zu entwickeln.
Eine ethnische Subgruppen-Analyse zeigte, dass der SNP bei Ostasiaten mit
Schizophrenie assoziiert war, jedoch nicht bei Kaukasiern, Indern und Sri-Lankern
(Yao et al., 2015a).

1.4.2.2 Das DRD2 Gen und Gedachtnisleistung

In der Literatur finden sich bislang nur wenige Untersuchungen zu
Polymorphismen des DRD2 Gens und Gedachtnisleistungen. So wird die
seltenere Variante der SNPs rs1076560 und rs2283265 (Kaalund et al., 2014,
Zhang et al., 2007) sowie des SNPs rs1079727 (Kaalund et al., 2014) in
Zusammenhang mit schlechterem Abschneiden bei Arbeitsgedachtnis und
Aufmerksamkeit gebracht.

Kognitionsstudien zum SNP rs6277 haben gezeigt, dass Trager der selteneren
Variante schlechter bei neurokognitiven Tests abschnitten, die das
Arbeitsgedachtnis untersuchten (Xu et al., 2007, Rodriguez-Jimenez et al., 2006).
Im Folgenden wird naher auf einzelne Studien eingegangen, die eine Assoziation

von Polymorphismen des DRD2 Gens und Gedachtnisleistung untersucht haben.

Xu et al. 2007

Xu et al. untersuchten den SNP rs6277 auf Assoziation mit Gedachtnisleistung. Im
Rahmen der Studie wurden 188 gesunde Probanden kaukasischer Abstammung

im Alter von 18 bis 55 Jahren genotypisiert und vier verschiedenen
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Gedachtnistests unterzogen. Wahrend kein Zusammenhang mit dem allgemeinen
Gedachtnis bestand, fand sich eine Assoziation mit dem Arbeitsgedachtnis im
word serial position test (NWSPT). Dabei zeigte sich in diesem Test, dass Trager
des CC-Genotyps am schlechtesten und Trager des als protektiv geltenden T-
Allels besser abschnitten (Xu et al., 2007).

Zhang et al. 2007

In oben genannter Studie untersuchten Zhang et al. die Auswirkung des
veranderten Splice-Verhaltens der SNPs rs2283265 (G/T) und rs1076506 (G/T).
in Bezug auf das kognitive Outcome. T-Alleltrager zeigten wahrend kognitiver
Aufgaben eine verminderte Leistung des Arbeitsgedachtnisses und der
Aufmerksamkeit. Bildgebend zeigten diese Probanden im fMRT eine hohere
Aktivitat in mehreren Hirnregionen, darunter im Striatum und im prafrontalen
Kortex, was von den Autoren als ein erhdhter Energieverbrauch fur vergleichbare

Leistung gewertet wurde (Zhang et al., 2007).

Kaalund et al. 2014

Kaalund et al untersuchten in ihrer Studie das Expressionsverhalten der drei
DRD2 Spleilvarianten Dazs, Do und Doionger in drei Hirnarealen (DLPFC,
Hippokampus und Striatum) und Assoziationen mit 278 SNPs im Bereich des
DRD2 und DRD1 Gens. Dazu entnahmen sie postmortem Gewebeproben aus den
Gehirnanteilen von bis zu 244 Gesunden, 176 schizophrenen Patienten und 199
Personen mit Depression oder bipolarer Stérung. Die Expression von D,s mRNA
und Dys / D -Rate zeigte sich im DLPFC von Patienten im Vergleich zu Gesunden
signifikant erhoht (p < 0,0001), wohingegen Dz, D2ionger und DRD1 erhoht waren
(p < 0,0001). In Gegensatz dazu zeigten Patienten mit affektiven Stérungen ein
entgegengesetztes Muster: verminderte Expression von Dys (Depression p <
0,0001) und erhdhte Expression von Dy und DRD1 (Bipolare Stbérung, p <
0,0001). DarlUber hinaus sagten die mit Schizophrenie assoziierten Risikoallele
rs1079727, rs1076560 und rs2283265 bei gesunden Kontrollpersonen eine
erhohte Das / Dy -Rate vorher (p < 0,05) (Kaalund et al., 2014).
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Soéderqvuist et al. 2014

Soderqyist et al. untersuchten 256 Kinder und Jugendliche im Alter von 7 bis 19
Jahren auf eine Assoziation zwischen genetischen Polymorphismen und dem
Ansprechen auf ein Training zur Verbesserung des Arbeitsgedachtnisses. Dazu
wurden 13 SNPs in acht Kandidatengenen untersucht, darunter das DRD2 Gen.
Zwei SNPs, rs2283265 und rs1800497 waren signifikant mit Verbesserungen beim
Arbeitsgedachtnis assoziiert (p < 0,003 und p < 0,004). Dabei zeigten in beiden
Fallen Trager des A-Allels ein besseres Abschneiden. Beide SNPs befanden sich
in einem moderaten LD (D° = 0,76). Die Autoren folgern, dass Dopamin-D,-
Rezeptoren als zentraler Faktor bei kognitiver Plastizitat fungiert (Soderqvist et al.,
2014).

Vercammen et al. 2014

Eine Fall-Kontroll-Studie zur Assoziation zweier Polymorphismen mit prafrontaler
Hirnaktivitat an 43 gesunden Erwachsenen und 27 Schizophreniepatienten zeigte
ein signifikantes Ergebnis. Die beiden Polymorphismen lagen im DRD2 Gen
(rs2283265) und im COMT Gen (rs4680). SPECT- und PET-Untersuchungen
zeigten bei gesunden Probanden eine Aktivierung von funf Regionen im
Frontalhirn wahrend kognitiver Tests. Bei schizophrenen Patienten liel sich ein
relativer Aktivitatsabfall feststellen (p < 0,021). Auch zeigten gesunde Probanden,
die beide Risiko-Allele trugen, eine starkere Reduktion der Frontalhirnaktivitat als
Teilnehmer mit keinem oder einem Risikoallel. Diese lineare Beziehung von
Risikoallel-Last (p < 0,016) und Frontalhirnaktivitat I1asst eine additive Wirkung der
beiden Risiko-Allele vermuten. Diese Beziehung lie3 sich fur Patienten unter
Neuroleptika-Therapie nicht feststellen. Stattdessen ergab sich eine negative
Assoziation zwischen der taglichen Dosis und der Aktivierung des rechten
dorsolateralen PFC, bei der die Aktivitatsunterschiede mit zunehmender
Neuroleptika-Dosis verblassen (p = 0,033). Die Daten liefern zum einen Hinweis
auf eine gemeinsame Wirkung von funktionell verwandten Genen bei der
Auspragung des Phanotyps Gedachtnisdefizit bzw. Schizophrenie und zum
anderen einen Hinweis darauf, dass Neuroleptika kognitive Defizite verschleiern

konnten (Vercammen et al., 2014).
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1.5 Fragestellung

Ein starker genetischer Einfluss auf Schizophrenie ist in der Forschung
unbestritten. In Anbetracht der hohen Relevanz, die Schizophrenie als Krankheit in
der Gesellschaft hat, ist eine Erhellung der genetischen und pathophysiologischen
Grundlagen essentiell. Aufgrund der polygenen Erbanlage ist der Einfluss der
krankheitsassoziierten Gene uUberwiegend gering, sodass die Effekte nur mit hoher
Studienpower zu entdecken sind.

Das DRD2-Gen ist bereits frih mit Schizophrenie in Verbindung gebracht worden
und spielt eine wichtige Rolle bei der Krankheitspathologie.

Ziel dieser genetischen Assoziationsstudie war es, festzustellen, ob 21 SNPs des
DRD2 Gens kausal mit Schizophrenie assoziiert sind. Dazu wurden die
Genotypen von 936 Patienten und 2336 gesunden Kontrollen mittels iPLEX und
MALDI-TOF bestimmt. Als Zielparameter wurde bei der Gesamtstichprobe der
Phanotyp (an Schizophrenie erkrankt vs. gesund) ausgewahlt. Der in einer
genomweiten Assoziationsstudie mit Schizophrenie assoziierte SNP - rs2514218 -
wurde in dieser Studie nicht untersucht.

Einer Teilstichprobe von 358 Patienten und 526 Kontrollen wurde zusatzlich auf
Assoziation mit dem intermediaren (Endo-)Phanotyp Gedachtnisleistung
untersucht. Die Gedachtnisleistung wurde mit dem Wechsler Gedachtnistest —
revidierte Fassung (dt.) abgebildet. Zudem wurden die Kopplung der SNPs auf
dem Gen untersucht, und eine Assoziation der Haplotypen mit der
Gedachtnisleistung uberpruft.
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21 Vorbedingungen und Studiendesign

Die Studie wurde mit Genehmigung der Ethikkommission durchgefuhrt. Die Daten
wurden gemal Datenschutzrichtlinie anonymisiert und vertraulich behandelt. Die
Gesprache und Untersuchungen fanden in den Raumen der Klinik- und Poliklinik
fur Psychiatrie der LMU Munchen und in Einzelfallen auch bei Patienten statt. Die
Studie fand mit Genehmigung der Ethikkommission statt.

Die Studie war als Fall-Kontroll-Studie konzipiert. Beide Gruppen wurden
genotypisiert und auf Assoziation zu Schizophrenie getestet. Bei einer
Untergruppe wurden Patienten und Kontrollen gemeinsam ausgewertet und auf

Assoziation mit dem Endophanotyp Gedachtnisleistung getestet.

2.2 Datengewinnung

Die Ergebnisse stammen aus dem Datenpool der Arbeitsgruppe fur Molekulare
und Klinische Neurobiologie um Prof. Dr. med D. Rujescu. Zur héheren Validitat
der Studiendaten wurden die Aufgaben innerhalb der Arbeitsgruppe aufgeteilt.

Das eigene Aufgabengebiet umfasste die Mitarbeit in der Arbeitsgruppe, welche
sechs Monate in Vollzeit betrug. Der Schwerpunkt lag auf der Sichtung,
Uberprifung und Digitalisierung der Daten aller gut 3000 Probanden. Bestandteil
war die Rekrutierung neuer Probanden, die Asservation der Blutproben, die
Durchfihrung von klinischen Interviews und ein ca. zweistundiger Kognitionstest.
Neben der unter 2.3.3 beschriebenen ausfuhrlichen Anamnese und dem unter
2.3.4 beschriebenen Wechsler Gedachtnistest - Revidierte Fassung (WMS-R,
Harting et al. 2000) wurden der Zahlen-Verbindungs-Test (ZVT) von Oswald und
Roth (Oswald & Roth 1987), der 3-7 Continuous Performance Test (Nuechterlein
& Asarnow 2004), der Wisconsin Card Sorting Test (WCST, Heaton 2003), der
Regensburger Wortflussigkeitstest (RWT, Aschenbrenner et al. 2000), der n-back
(Coppola 1999), der Verbale Lerntest und der Nonverbale Lerntest (VLT / NVLT,
Sturm & Willmes 1999) und der Verbale Lern- und Merkfahigkeitstest (VLMT,
Helmstaedter et al. 2001) verwendet.
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Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten flossen in einen gemeinsamen
Pool, der die Daten aller Mitarbeiter der Arbeitsgruppe enthielt. Dank dieser
Vorgehensweise konnte eine genugend gro3e Anzahl an Studienprobanden
erreicht und somit aussagekraftige Daten fur die Studie generiert werden.

2.3  Stichprobe

Alle Teilnehmer stammten aus dem GroRraum Munchen und wurden vor Beginn
uber Art, Ablauf und Risiken der Studie aufgeklart. Alle Angaben geschahen
freiwillig und mit Einverstandnis der Probanden. Eine Untergruppe der Fall-

Kontroll-Stichprobe wurde auf Gedachtnisleistung hin gepruft.

2.3.1 Fall-Kontroll-Assoziationsstudie

Es wurden 3272 Probanden in die Studie eingeschlossen. Die Probanden (936
Patienten mit Schizophrenie, 2336 Kontrollen) wurden auf ihre Eignung hin
gepruft, genotypisiert und die erhaltenen Daten statistisch auf eine Assoziation
ausgewertet.

Patienten

Der psychiatrischen Klinik der LMU bekannte Patienten mit mindestens einer
schizophrenen Episode in der Vergangenheit wurden schriftlich kontaktiert und bei
Interesse zu einem Gesprach in die psychiatrische Klinik der LMU eingeladen
bzw. bei Verhinderung Zuhause besucht.

Im Gesprach wurden die Teilnehmer anhand eines Fragebogens zu ihrer Kindheit
und Bildung, zu ihrer Lebens- und Krankheitsgeschichte, zu ihren Sozial- und
Familienverhaltnissen und zu korperlichen und geistigen Vorerkrankungen befragt.
Damit sollten andere Schizophrenie verursachende Faktoren identifiziert werden,
die keine genetische Beteiligung aufweisen und die damit die Qualitat der
Studienergebnisse  negativ  beeinflussen. Patienten mit Ubermaligem
Medikamenten-, Alkohol- und Drogenkonsum (z.B. einmaliger intravendser
Heroinkonsum) wurden ebenso von der Studie ausgeschlossen wie Personen mit
schwerem Schadel-Hirn-Trauma und Infektionen des Zentralnervensystems (z.B.

Enzephalopathie, Neurosyphilis und Neuroborreliose) Autoimmunerkrankungen
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(z.B. Multiple Sklerose) und Stoffwechselerkrankungen (z.B. Kupferspeicher-
krankheit Morbus Wilson).

Zur Diagnosesicherung wurde das Strukturierte Klinische Interview fur DSM-IV
(SKID) durchgefuhrt (Wittchen et al., 1997). Der Interviewer stellt dabei fest
vorgegebene Fragen, die der Patient frei beantwortet. Die Durchfuhrung und
Auswertung des Interviews ist standardisiert. Die Symptome und Syndrome
werden in zwei Blocken erhoben und den in DSM-IV festgelegten Diagnosen
zugeordnet. Das SKID | ordnet die Storungen den Diagnosen der Achse |
(psychische Storungen) zu und das SKID Il die Storungen denen der Achse Il
(Personlichkeitsstorungen). Das SKID erlaubt eine schnelle Diagnosestellung mit
hoher Validitat und Reliabilitat, die sowohl bei mehrfacher Testung als auch bei
Testung durch unterschiedliche Interviewer Bestand hat (Segal et al. 1994, Maffei
et al 1997). Der Studieneinschluss erfolgte nach bestatigter Diagnose der
Schizophrenie und nach Ausschluss verwandter bzw. anderer psychischer
Erkrankungen, wie z.B. der schizoaffektiven oder der schizophreniformen Storung.

Kontrollprobanden

Die Auswahl der Kontrollprobanden aus dem Grof3raum Munchen erfolgte durch
Zufallsstichprobe des Einwohnermeldeamts Munchen. Die Teilnehmer wurden
unsererseits schriftlich kontaktiert und bei Interesse in ein mehrstufiges
Auswabhlverfahren einbezogen.

Ein telefonisches Screening klarte die grundsatzliche Eignung. Zur Sicherstellung
eines homogenen Genpools wurde eine kaukasische Abstammung in mindestens
dritter Generation vorausgesetzt. Zudem durften weder bei den Probanden noch
bei nahen Verwandten (erst- und zweitgradige Verwandte) neurologische
(Schadel-Hirn-Trauma, Infekte) oder psychische Auffalligkeiten (z.B. Depression,
Suizidalitat, Suchtmittelkonsum) bestehen.

Falls die Teilnehmer den Anforderungen entsprachen, wurde im zweiten Schritt
ein mehrseitiger Fragebogen zugeschickt. Dieser fragte vertiefend nach den
Inhalten des Screenings und zusatzlich nach der Biographie, dem Bildungsweg
und den korperlichen Vorerkrankungen der Probanden. Bei Unklarheiten wurden

die Sachverhalte telefonisch abgeklart.
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Als drittes erfolgte die Einladung zu einem mehrstundigen klinischen Interview, bei
dem die Probanden korperlich untersucht und in einer Reihe von Tests auf
mogliche Ausschlusskriterien gescreent wurden (Tabelle 2-1).

Tabelle 2-1: Klinisches Interview - Tests und Ausschlusskriterien

Dauer klinische Tests* Ausschlusskriterium
15 min Koarperliche Untersuchung Neurologische Auffalligkeit
10 min Mini-Mental-Status-Test < 27 von 30 Punkten

45 min Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI)
5 min DSM IV Achse IV: Psychosoziale Beeintrachtigung
5min DSM IV Achse V: Globale Leistungsfahigkeit

45 min Strukturiertes klinisches Interview | fir DSM-IV Psych. Belastungen
5 min  Family History Assessment Module (FHAM) Psych. Belastungen
45 min Strukturiertes klinisches Interview Il fir DSM-IV Psych. Belastungen

*in Untersuchungsreihenfolge

Die standardisierte korperliche Untersuchung diente der Beurteilung des
korperlichen Gesundheitszustandes mit Augenmerkt auf dem neurologischen
Status. Bei Probanden uber dem 60. Lebensjahr wurde der Mini-Mental-Status-
Test (Folstein et al., 1975) in deutscher Adaptation (Kessler et al., 2000)
durchgefuhrt, um kognitive Defizite des Alters (z.B. Demenz) auszuschliel3en.
Patienten mit kognitiven Auffalligkeiten, die im Test weniger als 27 von 30 Punkten
erreichten, wurden ausgeschlossen.

Um fur Probanden belastende Lebensereignisse und deren subjektive Bedeutung
zu erfassen und einzuordnen, wurde das Leipziger Ereignis- und
Belastungsinventar LEBI (Richter und Guthke, 1996) durchgeflihrt. Eine Liste mit
50 belastenden Lebensereignissen wurde den Probanden vorgelegt und diese
mussten angeben, ob und welche davon in den letzten Jahren eingetreten sind.
Anschlielend wurden bei jedem genannten Ereignis weiterfuhrende Fragen zur
subjektiven Bewertung, Vorhersagbarkeit, Kontrollierbarkeit, Bewaltigung und
sozialen Unterstutzung gestellt.

Zwei weitere Fragebogen ermittelten die psychosozialen und umgebungs-
bedingten Belastungsfaktoren (DSM-IV Achse IV) und ermoglichten eine globale
Beurteilung des Funktionsniveaus (DSM-IV Achse V).
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Zum Ausschluss psychischer Erkrankungen der Probanden selbst wurde das
Strukturierte Klinische Interview fur DSM-IV SKID (Wittchen et al., 1997)
durchgefuhrt. Auffallige Probanden wurden von der Studie ausgeschlossen.

Zum Ausschluss psychischer Erkrankungen der Verwandten wurde das Family

History Assessment Module FHAM (Rice et al., 1995) als Screening durchgefiihrt.
Probanden mit psychisch auffalligen Angehdrigen wurden ausgeschlossen.

Als Test-Hinweis auf das allgemeine geistige Leistungsvermogen
(Intelligenzquotient, 1Q) der Probanden wurde der Hamburg-Wechsler-
Intelligenztest fur Erwachsene, Revision 1991 HAWIE-R (Tewes, 1991)
verwendet. Der HAWIE-R besteht aus 11 Untertests, die in einen Verbal- und
einen Handlungsteil unterteilt werden. Die Ergebnisse der Tests wurden notiert
und nach Auswertungsschema in einen IQ-Wert umgewandelt. Der 1Q ist ein
sogenannter Abweichungs-Wert, der auf einen Mittelwert von 100 und eine
Standardabweichung von 15 genormt ist. Probanden mit einem [Q unter 80

wurden ausgeschlossen.

2.3.2 Assoziation mit dem Endophanotyp Gedachtnisleistung

Zur Erhebung der Kognition wurden die Probanden verschiedenen
neuropsychologischen Intelligenz- und Kognitionstests unterzogen. Dazu wurden
diese nach Teilnahme an der Fall-Kontroll-Assoziationsstudie erneut kontaktiert
und bei Interesse rekrutiert.

Die Kognitionstestung dauerte ca. 4 Stunden und umfasste eine Reihe von
verschiedenen Tests, darunter der in der vorliegenden Studie analysierte
Wechsler Gedachtnistest - Revidierte Fassung WMS-R (dt.) (Harting et al., 2000),
der in Kapitel 3.4 ausfuhrlich beschrieben wird. Durchgefihrt wurden dartber
hinaus der Zahlen-Verbindungs-Test (ZVT; Oswald & Roth 1987) zur
Informationsverarbeitungsgeschwindigkeit; der Trail Making Test (TMT, Reitan
1992) zur Testung der kognitiven Umschaltfahigkeit und Flexibilitat unter
Zeitdruck; der d2 Aufmerksamkeits-Belastungs-Test (Brickenkamp 2002) zur
Testung der individuellen Aufmerksamkeit und Konzentrationsfahigkeit; der 3-7
Continuous Performance Test (Nuechterlein & Asarnow 2004) zur Testung der
Vigilanz; der Wisconsin Card Sorting Test (WCST, Heaton 2003) zur Testung der
Exekutivfunktionen; der Regensburger Wortflussigkeitstest (RWT, Aschenbrenner
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et al. 2000) zur Testung der Wortflissigkeit; der n-back (Coppola 1999) zur
Testung des Arbeitsgedachtnisses; der Verbale Lerntest und der Nonverbale
Lerntest (VLT / NVLT, Sturm & Willmes 1999) zur Testung des visuellen
Gedachtnis; und der Verbale Lern- und Merkfahigkeitstest (VLMT, Helmstaedter et
al. 2001) zur Testung des verbalen Gedachtnis.

2.4 Wechsler Gedachtnistest — Revidierte Fassung

Die Wechsler Memory Scale — Revised (Wechsler, 1987) ist ein in der
neuropsychologischen Forschung weit verbreiteter Test zur Messung
verschiedener Gedachtnisfunktionen und -leistungen (Lees-Haley et al., 1996).
Die 1987 fur den US-amerikanischen Raum herausgegebene Vorlage wurde als
Wechsler Gedachtnistest - Revidierte Fassung (WMS-R (dt.)) ins Deutsche
Ubersetzt und neu normiert (Harting et al., 2000). Der WMS-R (dt.) ist als
Einzeltest konzipiert und besteht aus 13 Untertests, die im Folgenden beschrieben
werden.

Die Testdurchfuhrung lief normiert ab. Alle Mitarbeiter wurden in der korrekten
Testdurchfuhrung geschult und die Teilnehmer den gleichen Testbedingungen
unterworfen. Die Tests fanden in ruhigen Raumen der LMU unter vier Augen statt
und folgten streng den Testvorgaben des Handbuchs. Die Gesamtdauer der
Testbatterie betrug in etwa 120 Minuten. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte
standardisiert anhand der Vorgaben nach dem Vier-Augen-Prinzip.

241 Beschreibung der Untertests

Unter Information und Orientierung wurden Fragen zur personlichen, zeitlichen
und ortlichen Orientierung der Probanden gestellt, die der allgemeinen kognitiven
Einschatzung der Probanden diente. Probanden mit moglicherweise vorliegenden
kognitiven  Beeintrachtigungen, die ein  Ausschlusskriterium  fur die
Durchfuhrbarkeit des Tests und die Interpretierbarkeit der Ergebnisse darstellten,
konnten somit zu Testbeginn ausgeschlossen werden. Das Resultat des Tests
ging nicht in das Endergebnis ein.

Der Untertest Mentale Kontrolle prufte die Konzentrationsfahigkeit der Probanden.
Diese mussten in drei Durchgangen erlernte Zahlen- und Buchstabenfolgen
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fehlerfrei aufzahlen. Verlangt wurde, von ruckwarts 20 bis 1 zu zahlen, das
Alphabet zu buchstabieren und von 1 angefangen immer 3 dazuzahlen.

Bei dem Test Figurales Gedachtnis wurde das visuelle Gedachtnis fur gezeigte
Figuren getestet. In vier Durchgangen wurden den Probanden Muster prasentiert,
die sie sich merken mussten. AnschlieBend mussten sie die gezeigten Muster
unter mehreren Distraktoren wiedererkennen.

Beim Untertest Logisches Gedachtnis | mussten die Probanden jeweils nach einer
zuvor vorgelesenen Geschichte diese nacherzahlen. Es wurden zwei Geschichten
vorgelesen. Die Ziffer | weist jeweils darauf hin, dass der Testinhalt direkt im
Anschluss an die Prasentation wiedergegeben werden musste.

Die Zuordnung von Farbe zu Figur untersuchte der Test Visuelle Paarerkennung |.
Dazu wurden in mehreren Durchgangen sechs sogenannte Figuren-Farb-Paare
vorgelegt. Ein solches Paar bestand aus einer Strichfigur, das einer bestimmten
Farbe zugeordnet war. Nach Erlernen der Kombination mussten die Probanden zu
den einzeln gezeigten Figuren die passende Farbe nennen.

Der Untertest Verbale Paarerkennung | prufte die Fahigkeit zwei verbal
aufgenommene Begriffe zu verbinden. Dazu mussten acht vorgelesene Wortpaare
eingepragt werden und anschlieend bei Nennung des ersten Wortes das
zugehodrige zweite Wort erganzt werden. Die Aufgabenstellung entspricht
derjenigen des vorherigen Tests, nur der Stimulus ist ein anderer.

Bei der visuellen Wiedergabe | wurde den Probanden in vier Durchgangen eine
Karte mit einer geometrischen Figur vorgelegt. Diese mussten sich die Probanden
jeweils zehn Sekunden lang einpragen und nach jeder Karte frei auf ein leeres
Blatt Papier nachzeichnen.

Der Untertest Zahlenspanne prufte die Konzentrationsfahigkeit der Probanden.
Dabei wurden Zahlenfolgen vorgelesen, die direkt im Anschluss nachgesprochen
werden sollten. Im ersten Durchgang mussten die Zahlen vorwarts — also gemaf
Wortlaut - nachgesprochen werden. Die Zahlenfolgen wurden im Verlauf bis zu
acht Ziffern lang, bei zweimaliger Falschbeantwortung wurde der Test vorzeitig
abgebrochen. Im zweiten Durchgang mussten die Zahlen rickwarts aufgezahlt
werden.

Die Blockspanne oder visuellen Merkspanne prifte die visuelle
Konzentrationsfahigkeit. Ahnlich zum Untertest Zahlenspanne wurden den
Probanden Folgen vorgegeben, die diese vorwarts und ruckwarts aufzahlen
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mussten. Im Unterschied zur Zahlenspanne wurden bei der Blockspanne die
Folgen nicht verbal genannt, sondern visuell in Form eines nachzufahrenden
Musters gezeigt. Dazu wurde ein Feld mit nummerierten Blocken gezeigt und die
Zahlen nacheinander mit dem Stift abgefahren.

Die letzten vier Untertests Logisches Gedachtnis Il, Visuelle Paarerkennung II,
Verbale Paarerkennung Il und Visuelle Wiedergabe Il entsprechen den oben
beschriebenen Tests. Die Ziffer || weist darauf hin, dass der Testinhalt nicht
aufgefrischt, sondern mit jeweils ca. 30minutiger Verzogerung aus dem
Gedachtnis abgerufen werden musste.

24.2 Auswertung der WMS-R

Die Auswertung der Untertests erfolgte gemafl® den Anweisungen des Handbuchs.
Aus den Rohwerten der Untertests errechneten sich die funf Indizes: Verbales
Gedachtnis, Visuelles Gedachtnis, die Summe beider ergibt den Index fur
Allgemeines Gedachtnis, Aufmerksamkeit / Konzentration und verzogerte Wider-
gabe. Zuerst wurden zwei oder mehr Untertests einer der funf Kategorien
zugeordnet und die jeweiligen Rohwerte nach einem festen Schlussel miteinander

verrechnet.

Tabelle 2-2: Tests und Auswertung der WMS-R Untertests

Untertests* Gewichtung Auswertung
Information und Orientierung  keine Screening
Mentale Kontrolle x1 Aufmerksamkeit / Konzentration
Figurales Gedachtnis x1 B _
_ ; _ Verbales Gedachtnis
Logisches Gedachtnis | X2
) Allgemeines
Visuelle Paarerkennung | x1 Gedachtnis
Verbale Paarerkennung | x1 Visuelles Gedachtnis
Visuelle Wiedergabe | x1
Zahlenspanne X2 _ _
Aufmerksamkeit / Konzentration
Blockspanne x2
Logisches Gedachtnis Il X1
Visuelle Paarerkennung Il X2 . )
Verzogerte Wiedergabe
Verbale Paarerkennung |l X2
Visuelle Wiedergabe Il x1

*Absteigend in Testreihenfolge
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Da die Aussagekraft einzelner Tests grof3er ist als die der anderen, gehen diese
starker in die Auswertung ein. Dazu wurden die Werte entsprechend dem Gewicht
verdoppelt und anschlieRend aufsummiert (siehe Tabelle 2-2, S.67).

Die Ergebnisse wurden als Index-Rohwerte bezeichnet. Der Index-Rohwert fur
das Allgemeine Gedachtnis setzte sich aus der Summe der Index-Rohwerte fur
das Verbale und das Visuelle Gedachtnis zusammen. Die Kategorie
Aufmerksamkeit / Konzentration bildet dabei in einem Index zwei theoretisch
getrennte und verschiedene Konstrukte ab (Moore und Baker, 1997).

Danach wurden die Index-Rohwerte mit einer Normwerttabelle verglichen und die
entsprechenden Gesamtindizes ausgelesen. Die Index-Werte sind auf einen
Mittelwert von 100 und einer Standardabweichung von 15 Punkte normiert.

2.5 Laborverfahren

Die fur die Genotypisierung der SNPs notige hochreine genomische DNA wurde
labortechnisch aus den Blutzellen der Studienprobanden extrahiert und nach
Mengenadjustierung im Massenspektrometer analysiert.

2.5.1 DNA-Extraktion

Tabelle 2-3: Zur DNA-Extraktion benétigte Materialien

Materialien Hersteller

EDTA Monovette (7,5ml) Sarstedt, Numbrecht
QIAamp® Maxi Spin Column Qiagen, Hilden
Zentrifugenrdohren (50ml) Sarstedt, Numbrecht
Rotixa RP Standzentrifuge Hettich, Tuttlingen
Phosphatgepufferte Salzlésung Carl Roth, Hamburg
Eppendorf Research Pipette (100-1000ul) Eppendorf, Hamburg
Qiagen Protease (500ul) Qiagen, Hilden
Lysepuffer AL (10ml) Qiagen, Hilden

WB Wasserbad Memmert, Schwabhausen
Vortex Genie Scientific Industries, N.Y., USA
Ethanol Rotipuran 96 - 100% (10ml) Carl Roth, Karlsruhe
Waschpuffer AW1 (5ml) Qiagen, Hilden
Waschpuffer AW2 (5ml) Qiagen, Hilden

Elutionspuffer AE (1ml) Qiagen, Hilden
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Zur Extraktion der DNA aus dem Probandenblut wurde der QlAamp-DNA Maxikit
gemal} der beiliegenden Anleitung verwendet (Qiagen, Hilden). Dieses ist ein fur
den Hochdurchsatz geeignetes, qualitativ hochwertiges und zeitsparendes
Verfahren zur Reinigung und Gewinnung von DNA (Scherczinger et al., 1997).
Eine Ubersicht der verwendeten Materialien zeigt Tabelle 2-3 (S.68).

Verfahren

Das Vollblut der Probanden wurde lysiert, die DNA ausgefallt und auf eine Spin-
Saule (QIAamp® Maxi Spin Column) Uberfuhrt (siehe Abbildung 2-1). Die Saule
enthalt eine Silikagel-Membran, an die die DNA durch polare Wechselwirkungen
mit der pordsen Oberflache aus Silikagel gebunden wird (Adsorption). Dazu muss
ein bestimmtes, die Adsorption begunstigendes pH-Milieu, herrschen. Um in
diesem und den folgenden Schritten die Losungen durch die Membran zu
pressen, befindet sich die Saule in einer Zentrifugenrohre und wird mit dieser
zentrifugiert.

In zwei Reinigungsschritten werden Uberschuissige Ruckstande von Proteinen und
RNA fortgespult, wahrend die DNA an der Membran verbleibt. Abschliefend wird
durch Anderung des pH-Milieus die DNA von der Membran geldst (Elution) und

damit die zur weiteren Verwendung fertige DNA gewonnen.

b s Qg
= = == F
E_l .
=
F :
\ g’\/
Blutprobe Lyse Uberfithrung Adsorption der Reinigungs-  Elution der DNA fertige
auf Spin- DNA an die schritt 1 und 2 von der DNA
Saule Membran Membran

Abbildung 2-1: Verfahrensschritte der DNA-Reinigung. Eine schematische Darstellung von
der Blutprobe bis zur fertigen DNA. (Qiagen, 2005)

Durchfiihrung

Jedem Studienteilnehmer wurde 7,5ml vendses Vollblut in EDTA-R6hrchen
(Monovette®, Sarstedt) abgenommen und anschlielend in der Zentrifuge (3000
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Umdrehungen pro Minute - revolutions per minute (rpm), 4°C Temperatur, 10 min
Dauer) in Blutsediment und -plasma getrennt. Das Sediment wurde zur
Weiterverwendung bei -20°C zwischengelagert. Alle weiteren Schritte orientierten
sich am QlAamp DNA Blood Midi / Maxi Handbook (Qiagen, 2005).

Zur Lyse der DNA wurde das Sediment bei Raumtemperatur mit isotonischer
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) bis zu einem fur das QlAamp-Verfahren
optimierten Ausgangsvolumen von 10ml verdinnt und gemischt. Gemal Vorgabe
wurden 500pl Proteinase K (Qiagen Protease) und 12ml Lyse-Puffer (Puffer AL,
enthalt Guanidinhydrochlorid) zugegeben (Eppendorf Research Pipette). Zur
Optimierung der Lysebedingungen wurde die Suspension fur 60s im
Vortexmischer (Vortex Genie) homogenisiert und 10min bei 70°C im Wasserbad
(WB Wasserbad) inkubiert.

Zur Entfernung der Hydrathidlle wurden 10ml hochreines Ethanol (96 - 100%)
zugegeben und die Suspension zweigeteilt auf die Spin-Saule Uberfuhrt und
zentrifugiert (3000rpm fur 3min).

Die Reinigung der DNA erfolgte in zwei Schritten durch Zentrifugation von 5ml
Ethanol-und Guanidinhydrochlorid-haltigem Puffer (Puffer AW1) mit 5000rpm tber
1min) und anschlieBend Zentrifugation von 5ml des Ethanol-haltigen, salzarmen
Puffer (Puffer AW2) zugegeben mit 5000rpm Uber 15min. Zentrifugenrohre und
uberschussiges Filtrat wurden im Anschluss verworfen.

Die Elution erfolgte mit einer unbenutzten Zentrifugenrohre. Nach Zugabe von 1ml
TRIS-haltigem Elutions-Puffer (Puffer AE) wurde die Losung nach Inkubation
(5min bei Raumtemperatur) mit 5000rpm uber 2min zentrifugiert. Die DNA wurde
bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.5.2 DNA-Konzentrationseinstellung

Verfahren

Die durchschnittliche Konzentration der extrahierten DNA betrug 120-150ng/ul.
Die genaue Konzentration wurde gemessen und dann durch Verdinnung mit
zweifach destilliertem Wasser (H,O) auf eine einheitliche Konzentration und
Volumen eingestellt. Die dafur verwendeten Materialien sind in Tabelle 2.4
aufgefuhrt.
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Tabelle 2-4: Zur Konzentrationseinstellung verwendete Materialien

Material, Reagenz, Gerit Hersteller

H,O Reinheitsgrad Typ | (Purelab ultra)  ELGA, Celle

Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg

Human genomic DNA 100ng/pl Clontech Inc., Mountain View, USA
PicoGreen dsDNA reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Conductive Roborack Tips (20 / 200 /

1000ul) Perkin Elmer Inc., Waltham, USA
96 Well Flat Bottom Plate Black Greiner Bio-one, Frickenhausen
Janus Automated Workstation Perkin Elmer Inc., Waltham, USA
Victor 3 Multilabel Counter 1420 Perkin Elmer Inc., Waltham, USA

Die Konzentrationsmessung erfolgte durch PicoGreen - Fluoreszenzmessung
(PicoGreen dsDNA reagent). Dieses ermoglicht durch DNA-vermittelte
Lichtemission proportional zur DNA-Konzentration einen genauen Ruckschluss
auf die DNA-Konzentration in einem DNA-Bereich von 25pg/ml - 1ug/ml zu (Singer
et al., 1997). Anhand von Standard-DNA bekannter Konzentration erfolgte die

Kalibrierung der Messwerte.

Vorbereitung der Reagenzien

Die Standard-DNA wurde in einer Verdunnungsreihe ausgehend von einer
Ausgangslosung mit kommerzieller DNA (Clontech Human genomic DNA,
100ng/pl) erstellt. Durch entsprechende Verdunnung mit reinem H,O wurden DNA-
Konzentrationen von 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 und 1,5625ng/ul erstellt.

Die Probanden-DNA wurde mit H,O auf die optimale Messkonzentration von 20 -
200ng/pl vorverdunnt. Hierzu wurden pro Vertiefung (Well) einer Mikrotiterplatte
(Thermo Fast 96 well Plate) je 5ul DNA und 45ul H,O pipettiert.

Das PicoGreen Konzentrat wurde bei Raumtemperatur lichtgeschitzt im
Verhaltnis 1:156 mit H,O verdunnt (Singer et al., 1997).

Vorbereitung der Messplatte

Die Messung wurde auf schwarzen Mikrotiterplatten (Greiner Bio-one,
Frickenhausen) vollautomatisch per Titrierroboter vorbereitet (Janus Automated
Workstation, Perkin Elmer). In jedes Well wurden 50pl H,O pipettiert und nach
Schema 5pl  Standard-DNA oder Probanden-DNA hinzugegeben. Zur
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Qualitatssicherung wurde jede DNA-Messung doppelt durchgefuhrt. Je Well
wurden 145ul PicoGreen hinzu pipettiert und die Platte nach schuitteln in
Doppelkreisen mit dem  Victor*  Multilabel  Counter Model 1420

Fluoreszenzmessgerat (Perkin Elmer) gemessen.

Messung und DNA-Einstellung

Das PicoGreen wurde Licht von 485nm Wellenlange angeregt und die Emission
im Bereich von 535nm Wellenlange mit einer Einzelmesszeit von 0,1s pro Well
gemessen. Die Messung wurden per Software (Wallac 1420 Workstation
Software) gemittelt und anhand der Standard-DNA kalibiert (8-Punkte-
Kalibirierung).

Die zur Einstellung der Endkonzentration von 50ng/pl individuell nétige Menge
H,O wurde am PC durch ein Makro berechnet und mit dem Roboter hinzu
pipettiert. Das Endvolumen der Arbeitslosung wurde auf 500ul begrenzt und bei -
80°C zwischengelagert. Bei einer DNA-Konzentration im unteren Messbereich
(<5ng/ul) wurde eine Neuextraktion durchgefuhrt.

2.5.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte mit dem iPLEX-Verfahren (Sequenom, San Diego).
Der Ablauf erfolgte gemald den Anweisungen der iPLEX Application Note (Oeth et
al., 2005). Die bendtigten Gerate sind Tabelle 2.5 zu entnehmen, die Reagenzien
sind im weiteren Verlauf aufgefuhrt. Das iPLEX-Verfahren erlaubt die
automatisierte und zeitgleiche Untersuchung mehrerer SNPs mit sehr hoher
Sensitivitat und Genauigkeit (Gabriel et al., 2009).

Tabelle 2-5: Zur Genotypisierung bendétigte Geréte

Materialien Hersteller

Microlab 4000 Hamilton Robotics, Martinsried
Clean Resin Sequenom, San Diego, USA
GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems, Darmstadt
MassARRAY POINT Nanodispenser Sequenom, San Diego, USA
SpectroCHIP® Sequenom, San Diego, USA
MassARRAY Massenspektrometer ~ Sequenom, San Diego, USA
TYPER Analyzer 3.3.0 Software Sequenom, San Diego, USA

Verfahren
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Erst
Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt, um eine moglichst hohe Zahl an SNP-Loci bei

werden die die SNPs umgebenden Bereiche durch Polymerase-
minimaler Zahl an Nebenprodukten zu erhalten. In einem Zwischenschritt wurden
die Uberschussigen freien Desoxynukleotide (dNTPs) inaktiviert (Dephospho-
rylierung). In der darauffolgenden Extensionsreaktion lagern sich spezielle
Extensionsprimer an den Einzelstrang exakt vor der Position des jeweiligen SNP
und werden durch die Polymerase mit einem massekodierten komplementaren
Nukleotid erganzt (iPLEX-Reaktion). Zuletzt werden diese im Massenspektrometer
durch Laserbeschuss ionisiert, verdampft und durch die Flugzeit der
beschleunigten lonen im angelegten elektrostatischen Feld analysiert (Matrix-
assisted laser desorption / ionization time-of-flight Mass Spectrometry, MALDI-
TOF MS). Damit lasst sich auf den Genotypen des Probanden im entsprechenden

Polymorphismus rickschlie3en.

Assay Design

Die hier verwendeten Primer wurden vom Programm AssayDesign 3.1
(Sequenom, San Diego) konzipiert. Fur jeden SNP exsistiert ein Primerpaar fur die
PCR-Reaktion und ein separater Primer fur die iPLEX-Reaktion (Tabelle 2-6) Die

mittlere Lange der sich ergebenden PCR-Fragmente betragt ca. 100 Basenpaare.

Tabelle 2-6: Design der zur Genotypisierung verwendeten Primer

SNP-Nr. . PCR-Reak_tlon Fragment- Extensionsprimer
Primer 1 Primer 2 lange

17350522 ACG TTG GAT GAA ACA ACG TTG GAT GTC TGA 109 b tgaaaCTCTGGGTC
CCC TGC AAG GAC CC GAT CTCCTG TTG ACC P CCAGTCACAGTG

rs7131056 ACG TTG GAT GGT TAA ACG TTG GAT GGG GCA 103 b ccGACAGATCTAGG
TCA AGG CCA CAC AGG GCATGG AAATAT TG P CTCAAATA

17122454 ACG TTG GAT GTA AAA ACG TTG GAT GGT CTT 104 b tcaaaACGAATTCTC
TGG TGG TGG CCAGAG GAAACACTGAAGCTC P CATGTTACT

16277 ACG TTG GAT GAA GAT ACG TTG GAT GTC CCA 112 b tHtTCTCCACAGCAC
CTT GGC AAT CTT GGG CCA TGG TCT CCA CAG P TCC

16275 ACG TTG GAT GAT TCT ACG TTG GAT GAG CCA 104 b CCCGACCCcGTCCC
TCT CTG GTT TGG CGG CCACCAGCTGACTCT P ACCA

14648319 ACG TTG GAT GAT CTG ACG TTG GAT GCA AGA 102 b GGACTAACTGCCT
TCC TCC TAG CAT ACC ACT GGT GTA CAC AGG P GG

14648318 ACG TTG GAT GTG GGC ACG TTG GAT GTT CCA 115 b ACAGCAAACACAA
TGC AAA GGT AAT TAG TGG GAC ACA GCA AAC P ATCTCTC

14587762 ACG TTG GAT GCG TCT ACG TTG GAT GGA GGC 111 bp catGCAAGATGGGA
TTG AGG TCT TGA CAC CTT CTT GCA ATG GAG CTTGA




74

2 Material und Methoden

SNP-Nr. PCR-Reaktion r__ragment- Extensionsprimer
Primer 1 Primer 2 ange

14586205 ACG TTG GAT GGT CCC ACG TTG GAT GAA GCC 110 bp TGCAATGTGTGGG
CTA AAT TTC AGG GAT ATC TTC ACC AAT TGC CCTTA

14460839 ACG TTG GAT GTG TGT ACG TTG GAT GAG CTC 97 b GGGTCTGTGAACC
TCT GGAACCAGAGAG AGTTCCTTCTCACAG P CA

14274224 ACG TTG GAT GAG CTC ACG TTG GAT GGC TCC 99 b gtcaTTTCCACTCTA
ATT GTC ACT TCC GAG TTACCAATCCTT TCC P GGGAACC

12734841 ACG TTG GAT GTA GCC ACG TTG GAT GCT TCA 95 b caaGTCTAGGATCC
ACA GAA GCA CTG TAG CTG CAAATG GGT GTC P AAGACC

12440390 ACG TTG GAT GTC ACA ACG TTG GAT GAG ACG 99 bp TGTGCATTAATCCA
GGA ATT CTA AGT GGG CCT GTC CTC TAT CTC AGTATGTTTAG

12283265 ACG TTG GAT GTC AGA ACG TTG GAT GAT GAG 98 b AGGCTCATAGAAG
TCC TGT CAC TGA CAC GAA ACA GGC TCA TAG P GTAAG

11801028 ACG TTG GAT GTA CAG ACG TTG GAT GTG TCG 99 b GTGGAGACCATGG
CCC CATCCCACCCA GGA GTG CTG TGG AGA P TGG

rs17115583 ACG TTG GAT GAC CCA ACG TTG GAT GCC CTG 103 bp ttAAGAAGGTGTGT
GAT CTAGCT GTT GTC GAA TTG AAG AAG GTG CAATGC

112574471 ACG TTG GAT GAC CCA ACG TTG GAT GAG TTT 105 bp ctcaTGCAGGTGGG
GGT ATC TGT GTG AAG CTG CAT CCTTGC CTG AGGAGGATAC

11124492 ACG TTG GAT GGT AGG ACG TTG GAT GCT GCT 116 b CACTTTTTCCAGG
GCA TTC CAT GTA CAC CTG CTC ACC TAACTC P ACCTC

rs11214613 ACG TTG GAT GTT GTG ACG TTG GAT GAA TGT 108 b agatGCCAAGCTGT
CCATGA ACT CAG GTG GAA GGG TGT GCT TGG P TGGAAG

rs10891552 ACG TTG GAT GTA ACC ACG TTG GAT GAG AAA 112 b cccGTTCCTAAGAT
ACC TAA GGT CCACTG CTC CCCCTTCTC CTG P ATGACTGATG

11079727 ACG TTG GAT GGG TGT ACG TTG GAT GCT GCA 98 b caCCATGTGTTTTC
CTC TGT GAT GAA TGG ACC TTT GTT AAC CCC P TTAGATTCTGTAT

PCR-Reaktion

Auf vier 96 well Platten wurde mit dem Pipettierroboter (Microlab 4000) in jedes

Well der PCR-Mastermix (u.a. DNA, Primerpaare, Nukleotide, Puffer und Tag-

Polymerase - siehe Tab. 2-7) pipettiert und zu einer 384 Well Platte zusam-

mengefuhrt. Diese wurde in einen Thermocycler (GeneAmp PCR System 9700)

transferiert.

Tabelle 2-7: PCR-Mastermix - Zusammensetzung

Reagenzien Menge Hersteller
Genomische DNA 2,500pl

H,O Reinheitsgrad Typ | (Purelab ultra) 1,850ul ELGA, GB
Primer Mix je 500nM 1,000ul Qiagen, Hilden
10x konz. Polymerase-Puffer mit MgCl, 0,625pl Qiagen, Hilden
MgCl 25mM 0,325ul Qiagen, Hilden
Hotstar Tag-Polymerase 5U / ul 0,100ul Qiagen, Hilden

Desoxynukleotid-Mix dNTP 25mM

0,100l

ABgene, Hamburg
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Der Ablauf der PCR-Reaktion besteht aus drei Schritten, die zyklisch durchlaufen

werden, sowie einem initialen und finalen Schritt:

1) Initiale Denaturierung  94°C fir 15min

2) Denaturierung 94°C fiir 20sec €]

3) Annealing 56°C fir 30sec 45 Zyklen
4) Elongation 72°C fur 1min ——

5) Finale Elongation 72°C flr 3min

Durch Erhitzen auf 95°C trennt sich der DNA-Doppelstrang in Einzelstrange
(Denaturierung). Nach einer Abkuhlung auf 56°C erfolgt die Anlagerung der
Primerpaare an die komplementaren Einzelstrangsequenzen (Annealing). Bei
Erwarmung auf 72°C - dem Temperaturoptimum der hitzestabilen Tag-Polymerase
— synthetisiert die Polymerase ausgehend vom jeweiligen Primer aus
vorhandenen  Desoxynukleosid-Triphosphaten  (dNTPs) den  Zweitstrang
(Elongation). Nach der initialen Denaturierung wurden die folgenden Phasen
(Schritt 2, 3 und 4) in 45 Zyklen durchlaufen und die Proben nach der finalen
Elongation (Schritt 5) auf 4°C herunter gekuhlt.

Dephosphorylierung

Die Uberschussigen dNTPs der PCR wurden mit Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP) dephosphoryliert, weil diese die folgende iPLEX-Reaktion gestort hatten.
Jedes PCR-Gefall wurde hierzu mit dem SAP-Mix (Tabelle 2-8) versetzt und bei
37°C fur 20mn im Thermocycler inkubiert. Inaktivierung des SAP-Enzyms erfolgte

durch Hitzedenaturierung des Enzyms bei Erhitzung auf 85°C fur Smin.

Tabelle 2-8: SAP-Mix - Zusammensetzung

Reagenzien Menge Hersteller
Hochreines H,O 1,530pl Qiagen, Hilden
10-fach konzentrierter SAP-Puffer 0,170ul Qiagen, Hilden

SAP Enzym (1U / pl) 0,300yl Qiagen, Hilden
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iPLEX-Reaktion

Der iPLEX-Mix wurde in jede der 384 Wells zugegeben und die iPLEX-Reaktion

im Theromcycler durchgefuhrt (Zusammensetzung Tabelle 2-9).

Tabelle 2-9: Zusammensetzung des iPLEX-Mix

Reagenzien Menge Hersteller

hochreines H,0 0,755 pl Qiagen, Hilden
Primer-Mix 0,804 pl Qiagen, Hilden
iPLEX-Puffer 10x konz. 0,200 pl Qiagen, Hilden
iPLEX Termination-Mix 0,200 pl Qiagen, Hilden
iPLEX Enzym 0,041 pl Qiagen, Hilden

Durch Zugabe von Didesoxynukleosidtriphosphaten (ddNTPs) konnen die Primer
allelspezifisch nur um genau eine Base verlangert werden, weil die verbauten
ddNTPs ihrerseits wegen der fehlenden 3‘-Hydroxylgruppe nicht mehr verlangert
werden konnen. Der Ablauf der einzelnen Schritte der iPLEX-Reaktion ahnelt
denen der PCR-Reaktion.

1) Initiale Denaturierung 94°C fur 30sec
2) Denaturierung 94°C fur 5sec €
3) Annealing 56°C fur 5sec
5x 140x
4) Elongation 80°C fur 5sec =T
5) Finale Elongation 72°C fur 3min

Schritt 2, 3 und 4 wurden 40-mal durchlaufen, wobei innerhalb jeden Schritts die
Schritte 3 und 4 5-mal durchlaufen wurden, sodass sich die Zahl der
Gesamtzyklen auf 200 (40 x 5) belauft.

MALDI-TOF Massenspektometrie

Die Proben wurden mittels des lonenaustauscherharzes Clean Resin aufbereitet,
wodurch Verunreinigungen mit Natrium- und Kalium-lonen beseitigt wurden.
Deren Massen (22 bzw. 38 Dalton) interferieren bei der Messung, weil sie eine
ahnliche Massedifferenz zu den iPlex-Produkte vortauschen konnen. Diese
betragt bezogen auf ddCTP: +24 Dalton (Da) fur ddATP, +40 Da fir ddGTP und +
70 Da fur ddTTP.
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Zur Massenspektrometrie wurden mit einem MassARRAY POINT Nanodispenser
je 5 pl Lésung auf einen Silziumchip (SpectroCHIP®) Ubertragen. Zur Kalibrierung
dienen zusatzlich zehn Spots mit Oligonukleotiden bekannter Masse. Ein
Chipschlitten fuhrt den Chip in das Massenspektrometer ein. Der Chip besitzt eine
Matrix aus 3-Hydroxypicolinsdure, die bei Laserbeschuss verdampft und die
Extensionsprodukte mitreit und ionisiert. Diese werden in Richtung Sensor
beschleunigt und die Flugzeit (t) dauert in Abhangigkeit ihrer Masse (m) und
Ladung (z) unterschiedlich lang. Es gilt folgender Zusammenhang:

t ~

m
zZ

Wird beispielsweise ein A / C-Single Nucleotid Polymorphismus untersucht, so
wird in der iPLEX-Reaktion das Adenin mit einem Didesoxythymin (ddTTP) und an
das Cytosin mit einem Didesoxyguanosin (ddCTP) komplementiert, die jeweils
durch die Polymerase an den jeweiligen Extensionsprimer angehangt werden. Die
sich Ergebende Masse von ddTTP bzw. ddGTP und Extensionsprimer sind
bekannt und werden per Software (TYPER Analyzer 3.3.0) den spektrometrisch
gemessenen Massen zugeordnet.
1. Homozygot fur Adenin: Grolier Peak bei der fur Adenin berechneten Masse
(ddTTp + Extensionsprimer)
2. Heterozygot fur Adenin und Cytosin: zwei kleinere Peaks bei der fur Adenin
und Cytosin berechneten Masse. (ddTTP+ Primer und ddGTP + Primer)
3. Homozygot fur Cytosin: Groller Peak bei der fur Cytosin berechneten

Masse (ddTGp + Extensionsprimer)

2.6 Qualitatskontrolle

Zur Qualitatskontrolle wurden alle Ergebnisse einer iPlex-Platte (Plex) in eine
SPSS-Datei - Statistical Package for Social Sciences Version 19 (SPSS 19, Inc
Chicago, 2005) — zusammengefasst und auf die qualitative Trennscharfe ihrer
Ergebnisse (,call”) Uberprift. Plexe mit einer schlechten Assay-Performanz oder
Kontaminationen konnen zu einer hoheren Fehlerrate im ,Calling® fuhren. Es
wurden nur die Ergebnisse von Probanden mit einer plexcallrate Uber 50%

miteinbezogen.
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2.7 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Statistical Package for Social
Sciences Version 19 (SPSS 19, Inc Chicago, 2005) durchgefuhrt.

Die Genotypenverteilung wurde mit dem exakten Test nach Fisher auf
Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) GUberpriaft.  Zur
Untersuchung des genetischen Einflusses auf den Phanotyp Schizophrenie in der
Fall-Kontroll-Stichprobe wurden etwaige Unterschiede in der statistischen
Verteilung mit dem Chi-Quadrat Test nach Pearson bestimmit.

Zur Untersuchung des genetischen Einflusses auf die kognitive Leistung wurde
eine multiple lineare Regression unter Einbeziehung der Kovariablen Alter,
Geschlecht und Bildungsgrad durchgefuhrt. Zur Berechnung der adjustierten
Mittelwerte wurden fur alle Regressionskoeffizienten auller dem Genotyp der
jeweilige Mittelwert in die Gleichung mit den geschatzten Koeffizienten eingesetzt
und mit Hilfe der Gleichung der adjustierte Mittelwert (adjusted mean) fur jeden
Genotyp berechnet.

Die Haplotyp- Analyse wurde mit Hilfe der Haploview Software Version 4.2 (Barrett
et al., 2005) durchgefuhrt. Haplotyp Blocke wurden nach der Methode von Gabriel
(Gabriel et al., 2002) bestimmt. Haplotyp Frequenzen zwischen Patienten und
Kontrollen wurden mittels eines Chi Quadrat Tests verglichen. Der p-Wert wurde
mit einem Permutationstest mit 50000 Permutationen bestimmt. Damit ist er auch
fur multiples Testen korrigiert. Es wurden nur Haplotypen mit einer Frequenz Uber
1 Prozent in die Analyse miteinbezogen. Probanden mit mehr als 50 Prozent
fehlenden Genotypen wurden ausgeschlossen.

Als statistisches Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von < 0,05 zugrunde gelegt.

Ein p-Wert von < 0,1 wurde als Trend zur Signifikanz gewertet.
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Es wurden 21 Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) im Hinblick auf die
Haufigkeit des Auftretens bei Schizophrenie (Fall-Kontroll-Stichprobe) und des
Zusammenhangs zur Leistung bei Summenskalen des WMS-R (Endophéanotyp-

Stichprobe) analysiert.

3.1  Variablenbeschreibung

Beschrieben werden die Eigenschaften der Stichprobe und der untersuchten

Polymorphismen.

3.1.1 Alter, Geschlecht, Bildung der Stichprobe

Alle an der Studie beteiligten Personen waren kaukasischer Abstammung und
stammten aus dem Raum Mdunchen. Rekrutiert wurden Probanden fur die
Assoziation von Fallen mit Kontrollen und fur die Assoziation mit kognitiven

Leistungen (Endophéanotyp-Stichprobe).

Fall-Kontroll-Stichprobe

Um eine Assoziation zwischen Polymorphismen im DRD 2 Gen und Schizophrenie
nachzuweisen wurden die Daten von 3272 Probanden - 936 erkrankte Patienten

und 2336 gesunde Kontrollen — ausgewertet (siehe Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1: Merkmalsverteilung (Alter / Geschlecht) der Fall-Kontroll-Stichprobe

Anzahl Alter (Jahre) Geschlecht (3 / Q)

n (%) MW * SD nd (%) & ng? (%) 9
Patient 936 29% 37,7 +£117 589  62,90% 347 37,1%

Kontrolle 2336 71% 51,8+ 15,6 1136 48,60% 1200 51,4%

Gesamt 3272 100% 47,8+ 15,9 1175 52,70% 1547 47.3%
n = Anzahl; MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung
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Das Durchschnittsalter der Patienten lag mit 37,7 Jahren deutlich niedriger als das
Alter der Kontrollprobanden mit durchschnittlich 51,8 Jahren. Die Altersspannweite
der Patienten betrug 18 bis 71 Jahre, die der Kontrollen betrug 19 bis 79 Jahre. In
der Patientengruppe war die Anzahl mannlicher Teilnehmer mit 589 Mannern im
Vergleich zu 347 Frauen erhoht. In der Kontroligruppe war diese mit 1136
Mannern und 1200 Frauen nahezu ausgeglichen. Das Alter und das Geschlecht
der Probanden flossen als Kovariablen in die Berechnung ein.

Endophé&notyp-Stichprobe

Um eine Assoziation zwischen den Polymorphismen im DRD 2 Gen und den
kognitiven Leistungen der Probanden herzustellen, wurde eine Untergruppe von
884 Fall-Kontroll-Probanden - 358 Patienten und 526 Kontrollen — genotypisiert
und einem Gedachtnistest unterzogen (siehe Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2: Merkmalsverteilung (Alter / Geschlecht / Bildung) der Endophénotyp-Stichprobe

Anzahl Alter Geschlecht (8 /@) Bildungsgrad

n (%) MW * SD nd &%) nQ? (%) Niedrig Mittel Hoch
Patient 358 40% 385+£10,9 213 59% 145 41% 126 97 135

Kontrolle 526 60% 49,2+13,8 260 49% 266 51% 103 194 229

Gesamt 884 100% 44,8+ 13,7 473 54% 411 46% 229 291 364
n = Anzahl; MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung

Das Durchschnittsalter der Patienten lag mit 38,5 Jahren unter dem Alter der
Kontrollen mit 49,2 Jahren. Die Altersspannweite reichte bei Patienten von 18 bis
70 Jahre und bei Kontrollen von 20 bis 72 Jahre. In der Patientengruppe fanden
sich mit 213 Teilnehmern mehr Manner als Frauen (145 Teilnehmerinnen). In der
Kontrollgruppe war der Anteil mit 260 Mannern und 266 Frauen etwa gleich.

Der Bildungsgrad wurde anhand des hochsten erreichten Schulabschlusses
eingeteilt. Dabei zeigten Patienten einen etwas niedrigeren Bildungsgrad als
Kontrollen: einen niedrigen Bildungsgrad (Hauptschulabschluss) hatten 126
Patienten sowie 103 Kontrollen, einen mittleren Bildungsgrad
(Realschulabschluss) erreichten 97 Patienten sowie 194 Kontrollen und einen

hohen Bildungsgrad (Abitur) erreichten 135 Patienten und 229 Kontrollen
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3.1.2 SNP-Charakteristika

Es wurden 21 SNPs mit Lokalisation im DRD2 Gen ausgewahlt und die minore

Allelfrequenz und das Hardy-Weinberg Gleichgewicht berechnet.

Position der SNPs

Die 21 untersuchten Polymorphismen liegen alle im DRD2 Gen, das in Abschnitt
g23 des Chromosoms 11 lokalisiert ist. Die Position der SNPs auf dem DRD2 Gen
veranschaulicht Abbildung 3-1.
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Abbildung 3-1: Darstellung der unmittelbaren Nachbarschaft des DRD2-Gens auf
Chromosom 11 und Uberblick iiber die DRD2 mRNA-Struktur und Lage der untersuchten
SNPs (Die Leserichtung geht vom 5 zum 3’ Ende. Schwarze Rechtecke stellen Exons, die
verbindenden Linien die Introns dar. Die vertikalen Pfeile stellen die Position der darunter
angegebenen SNPs dar (nach NCBI 2015, GRCh38.p2).
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Es sind 18 von 21 untersuchten Polymorphismen in Intron Abschnitten lokalisiert
und die drei SNPs rs6275, rs6277 und rs1801028 in Exon 7. Neben der
intronischen / exonischen Lage ist der relative Abstand jedes SNPs zum
Genanfang angegeben, der sich aus dem Abstand von Promotor und absoluter
SNP-Position auf dem Chromosom herleitet.

Der SNP rs6275 liegt an Position 62524 der DRD2-Gensequenz und codiert die
Aminosaure an Position 284 bzw. 313 der Aminosaure-Sequenz (in Abhangigkeit
des Transkripts). Beide SNP-Allele, T und C, codieren die dritte Base der
Aminosaure Histidin und sind somit in Bezug auf die Aminosaure-Sequenz
synonym.

Der SNP rs6277 liegt an Position 62948 der Gensequenz und codiert die
Aminosaure an Position 290 bzw. 319 der Aminosaure-Sequenz. Beide Allele, C
und T, codieren synonym fur die dritte Base der Aminosaure Prolin.

Der SNP rs1801028 (Ser311Cys) liegt an Position 62517 des DRD2 Gens.
Mogliche Allelvarianten sind Cytosin und Guanin (C > G). Der G-Polymorphismus
verursacht eine Anderung der mRNA von TCC zu TGC und dadurch eine
missense Mutation der Aminosaure Serin (Allel C, TCC) zu Cystein (Allel G, TGC).
Die Position liegt in Abhangigkeit von der Isoform an Stelle 282 (Dys) bzw. 311
(D2L) der Aminosaurekette.

Die Angaben wurden der Datenbank des National Center for Biotechnology
Information NCBI (Tatusova et al., 2014) entnommen. Alle Angaben entsprechen
der Fassung von 2015 (Genome Reference Consortium Human Build 38 patch
release 2, GRCh38.p2).

Die absolute Position aller SNPs wird durch den Basenabstand vom telomeren
Ende des kleinen Arms von Chromosom 11 beschrieben (siehe Tabelle 3-3).

Minore Allelfrequenz

Jeder SNP besitzt zwei Allel-Varianten, A und a, die sich zu den Genotypen AA,
Aa und aa rekombinieren lassen. Die Allele treten dabei in der Bevolkerung mit

unterschiedlicher Haufigkeit auf, das seltener auftretende Allel (a) wird als minores
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Tabelle 3-3: SNP-Charakteristika (Position, Genotyp, minore Allelfrequenz und Hardy-Weinberg Gleichgewicht) der 21 untersuchten SNPs des DRD2-Gens auf
Chromosom 11

SNP Position Lage Allel Fall-Kontroll-Kollektiv Endophéanotyp-Kollektiv
Genotyp (Anzahl) Genotyp (Anzahl)

A a AA Aa aa HWE MAF AA Aa aa HWE MAF
rs2734841 113.411.054 Intron7 G T 1503 1367 298 0,65 0,31 416 354 84 0,52 0,31
rs1124492 113.411.553 Intron7 C A 2538 639 39 0,93 0,11 701 160 10 0,72 0,10
rs6277 113.412.737 Exon7 T C 837 1486 650 0,85 0,47 238 385 189 0,18 0,47
rs6275 113.412.755 Exon7 C T 1419 1270 276 0,76 0,31 399 336 77 0,62 0,30
rs1801028 113.412.762 Exon7 C G 2962 136 2 0,67 0,02 811 26 0 1,00 0,02
rs2283265 113.414.814 Intron5 G T 2281 854 85 0,65 0,16 615 231 25 0,53 0,16
rs2440390 113.416.156 Intron4 C T 2411 731 57 0,82 0,13 644 207 18 0,78 0,14
rs1079727 113.418.460 Intron2 A G 2291 822 84 0,31 0,96 617 228 25 0,45 0,16
rs7350522 113.434.481 Intron 1 G T 2295 865 84 0,79 0,16 613 237 25 0,71 0,16
rs4587762 113.436.171 Intron 1 A G 1116 1497 543 0,29 0,41 312 391 152 0,14 0,41
rs4586205 113.436.407 Intron 1 T G 1806 1238 203 0,68 0,25 494 334 49 0,47 0,25
rs17115583 113.438.180 Intron 1 G A 2541 661 43 1,00 0,12 699 169 10 1,00 0,11
rs4648318 113.442.667 Intron 1 A G 1805 1243 197 0,40 0,25 495 334 48 0,41 0,25
rs4648319 113.443.641 Intron 1 C T 2297 862 84 0,74 0,16 617 234 25 0,62 0,16
rs12574471 113.445.514 Intron 1 C T 2449 727 53 1,00 0,13 657 205 15 1,00 0,13
rs4274224 113.448.730 Intron 1 A G 909 1590 720 0,62 0,47 243 423 204 0,46 0,48
rs4460839 113.451.074 Intron 1 T C 2615 558 28 0,84 0,10 703 151 9 0,70 0,10
rs7122454 113.456.746 Intron 1 G C 2404 766 64 0,71 0,14 649 213 14 0,57 0,14
rs7131056 113.459.052 Intron 1 C A 1008 1570 621 0,83 0,44 285 405 178 0,13 0,44
rs10891552 113.462.949 Intron 1 A T 3073 161 2 1,00 0,03 821 51 2 0,21 0,03
rs11214613 113.464.537 Intron 1 G A 2684 529 28 0,75 0,09 725 143 8 0,68 0,09

HWE = Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, MAF = minore Allelfrequenz
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Tabelle 3-3 aufgefihrt. Als minore oder minimale Allelfrequenz (Minor allele
frequency, MAF) wird die Haufigkeit bezeichnet, mit der das seltenere Allel in einer
Population auftritt. Je hoher die MAF ist, desto geringer ist die Mdglichkeit einer
Ergebnisverzerrung durch zu viele falsch-positiven Werte. Die MAF der in der
vorliegenden Studie einbezogenen SNPs entspricht in allen Fallen weitgehend

den Vorgaben aus weltweiten Vergleichspopulationen (HapMap, 2003).

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE) ist ein
mathematisches Konstrukt zur Vorhersage von Allel-Verteilungen in einer idealen
Population. Die tatsachliche Genotypenverteilung wird mit den theoretischen
Werten des HWE auf Plausibilitat abgeglichen und als p-Wert wiedergegeben. Alle
Genotypfrequenzen folgten dem HWE in beiden Stichproben (p > 0,05), mit
Ausnahme von rs10891552 in der Fallgruppe der Endophanotyp-Stichprobe (p =
0,038, nicht abgebildet). Die einzelnen p-Werte sind in Tabelle 3-3 ersichtlich.

3.2 Assoziation mit Schizophrenie

Um eine Assoziation der untersuchten Polymorphismen mit Schizophrenie
herzustellen, wurde die Verteilung der SNP-Allele zwischen Gesunden und
erkrankten Patienten untersucht. Zudem wurde die Verteilung der Genotypen fur

mehrere Rechenmodelle getestet.

Allel-Verteilung

Es wird die Haufigkeit verglichen, mit der das Allel der selteneren Variante (a) bei
Gesunden und schizophrenen Patienten auftritt (siehe Tabelle 3-4, S. 85).

Das seltenere Allel des SNPs rs1801028 (G; C > G) trat bei schizophrenen
Patienten signifikant seltener auf (x? = 4,3; df = 1; p = 0,039). Das Allel fand sich
bei 1,64% der erkrankten Teilnehmer und bei 2,50% der gesunden Teilnehmer. Es
handelt sich bei dem SNP um den Ser311Cys Polymorphismus, der eine miss-
sense Mutation verursacht.

Die seltenere Variante des SNPs rs1079727 (G; A > G) trat bei Patienten mit
einem Trend zur Signifikanz haufiger auf (x? = 3,1; df = 1; p = 0,078). Das G-Allel
fand sich bei 16,7% der schizophrenen Patienten und bei 15,0% der Gesunden.
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Die seltenere Variante des SNPs rs4587762 (G; A > G) fand sich ebenfalls
tendenziell gehauft bei schizophrenen Patienten (x? = 3,3; df = 1; p = 0,069). Das
G-Allel fand sich bei 42,7% der erkrankten Teilnehmer und bei 40,2% der
gesunden Teilnehmer.

Die p-Werte der Allelverteilung in Relation zur genomischen Lage sind in
Abbildung 3-2 (S. 86) graphisch dargestellt.

Tabelle 3-4: Allelverteilung der Polymorphismen bei Patienten und Kontrollen

SNP Allel Allelverteilung A/ a Minore Allelfrequenz x2 p-Wert
a Pat(n) Kon (n) Pat (%) Kon (%)
rs2734841 G T 1238/566 3135/1397 0,314 0,308 0,2 0,670
rs1124492 C A 1640/206 4075/511 0,112 0,111 0,0 0,985
rs6277 T C 968/890 2192/1896 0,479 0,464 1,2 0,276
rs6275 C T 1290/570 2818/1252 0,306 0,308 0,0 0,928
rs1801028 C G 1737/29 4323/ 111 0,016 0,025 42 0,039
rs2283265 G T 1539/311 3877/713 0,168 0,155 1,6 0,205
rs2440390 C T 1579/245 3974/600 0,134 0,131 0,1 0,737
rs1079727 A G 1527/307 3877/683 0,167 0,150 3,1 0,078
rs7350522 G T 1535/315 3920/718 0,170 0,155 2,4 0,124
rs4587762 A G 1036/772 2693/1811 0,427 0,402 3,3 0,069
rs4586205 T G 1376/484 3474/1160 0,260 0,250 0,7 0,407
rs17115583 G A 1641/217 4102/530 0,117 0,114 0,1 0,787
rs4648318 A G 1370/484 3483/1153 0,261 0,249 1,1 0,301
rs4648319 C T 1534/312 3922/718 0,169 0,155 2 0,156
rs12574471  C T 1594/250 4031/583 0,136 0,126 1,0 0,318
rs4274224 A G 990/852 2418 /2178 0,463 0,474 0,7 0,410
rs4460839 T C 1642/190 4146/424 0,104 0,093 1,8 0,179
rs7122454 G C 1600/254 3974 /640 0,137 0,139 0,0 0,857
rs7131056 C A 1007/819 2579/1993 0,449 0,436 0,8 0,359
rs10891552 A T 1799/47 4508 /118 0,025 0,026 0,0 0,991
rs11214613 G A 1672/176 4225/409 0,095 0,088 0,8 0,376

Pat = Patient, Kon = Kontrolle, n = Anzahl, df = 1



86 3 Ergebnisse
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Abbildung 3-2: p-Werte der Allel-Verteilung in Relation zur genomischen Position. Die
durchgezogene Linie markiert die Schwelle zur Signifikanz (p < 0,05), die gestrichelte Linie die
Schwelle zum Trend (p < 0,1). Der SNP rs1801028 zeigt eine signifikante Assoziation mit
Schizophrenie. Die SNPs rs1079727 und rs4587762 zeigten einen Trend zur Signifikanz.

Genotypverteilung

Fir jeden untersuchten Marker wurde die Genotypverteilung zwischen Gesunden
und Erkrankten auf eine Assoziation mit Schizophrenie getestet (Tabelle 3-6, S.
87).

Die Genotypverteilung des SNP rs10891552 (T; A > T) in Tabelle 3-5 zeigt ein
tendenziell gehauftes Auftreten des Genotyps TT bei kranken Kontrollprobanden
(x2=15,3; df = 1; p = 0,072). Das minore Allel ist nur selten in der Bevolkerung
vertreten (MAF = 0,03).

Tabelle 3-5: Genotypverteilung des SNP rs10891552

rs10891552
Genoytp AA Genotyp AT Genotyp TT Gesamt n
n (%) n (%) n (%)
Kon 2195 94,90% 118 5,10% 0 0% 2313
Pat 878 95,10% 43 4,60% 2 0,20% 923
Gesamt 3073 95,00% 161 5,00% 2 0,10% 3236

Pat = Patient, Kon = Kontrolle, n = Anzahl
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Tabelle 3-6: Genotypverteilung der Polymorphismen bei Patienten und Kontrollen
SNP Allel Genotypverteilung AA / Aa/ aa X2 p-Wert
a Pat (n) Kon (n)

rs2734841 G T 426 /386 /90 1077 /981 /208 0,5 0,784
rs1124492 C A 731/178 /14 1807 /461 /25 1,2 0,543
rs6277 T C 252 /464 /213 585/1022 / 437 1,2 0,547
rs6275 C T 448 /394 /88 971/876/118 0,1 0,936
rs1801028 C G 855/27 /1 2107 /109 /1 2,0 0,370
rs2283265 G T 639/261/25 1642 /593 /60 2,0 0,370
rs2440390 C T 683/213/16 1728 /518 / 41 0,2 0,911
rs1079727 A G 637 /253 /27 1654 / 569 / 57 3,1 0,210
rs7350522 G T 636 / 263 / 26 1659 /602 / 58 2,5 0,289
rs4587762 A G 296 /444 / 164 820 /1053 /379 3,9 0,145
rs4586205 T G 506 / 364 / 60 1300 /874 /143 0,8 0,678
rs17115583 G A 726 /189 /14 1815/472 /29 0,3 0,848
rs4648318 A G 501 /368 /58 1304 /875/139 1,3 0,519
rs4648319 C T 635/264 /24 1662 /598 / 60 2,7 0,254
rs12574471 C T 689/216 /17 1760 /511 /36 1,0 0,603
rs4274224 A G 263 /464 /194 646 /1126 / 526 1,3 0,528
rs4460839 T C 735117219 1880/386/19 1,8 0,400
rs7122454 G C 695/210/ 22 1709 / 556 / 42 1,7 0,433
rs7131056 C A 278 /451 /184 730/1119 /437 0,8 0,656
rs10891552 A T 878/43/2 2195/118/0 53 0,072
rs11214613 G A 756/160/8 1928 /369 /20 0,9 0,626

Pat = Patient, Kon = Kontrolle, n = Anzahl, df = 1

Verteilung bei dominanten und rezessiven genetischen Modellen

Bei dominant / rezessiven genetischen Modellen wird der Einfluss des Allels auf
den Phanotyp analysiert, wenn der Trager bezuglich des Allels heterozygot ist. Ein
dominantes Allel allein fuhrt bei heterozygoten Tragern dennoch zur vollen
Krankheitsauspragung. Ein rezessives Allel bleibt bei heterozygoten Tragern
unauffallig und die Person bleibt gesund (es braucht beide Allele zur
Krankheitsauspragung).

Im dominanten Modell wurden den Tragern der homozygoten Variante mit
Genotyp aa die heterozygoten Trager mit Genotyp Aa zugerechnet (aa + Aa) und
diese den homozygoten Tragern des Wildtyps mit Genotyp AA gegenubergestellit.
Im rezessiven Modell wurden den Tragern der homozygoten Variante mit Genotyp
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aa die Summe der heterozygoten Trager mit Genotyp Aa und der homozygoten
Trager mit Wildtyp AA (Aa + AA) gegenubergestellt (siehe Tabelle 3-7).

Im dominanten Rechenmodell war das seltenere Allel des Markers rs1801028 (G;
C > G) signifikant haufiger bei gesunden Probanden vertreten (x?= 4,760; df=1; p
= 0,029). Die Frequenz der kombinierten Genotypen GC + GG war in der
Kontrollgruppe hoher als in der Patientengruppe (5,2% vs. 3,3%).

Das seltenere Allel des Markers rs1079727 (G; A > G) mit tendenziell mit
Schizophrenie assoziiert (x? = 0,505; df = 1; p = 0,081). Die Frequenz der
kombinierten Genotypen GA + GG war in der Patientengruppe hoher als in der
Kontrollgruppe (30,5% vs. 27,5%).

Gleiches galt fur das seltenere Allel des SNPs rs4587762 (G; A > G). Hier zeigte
sich ebenfalls ein Trend zur Assoziation mit Schizophrenie (x?= 0,780; df=1; p =
0,051). Die Frequenz der kombinierten Genotypen GG + GA war bei Patienten im
Vergleich zu gesunden Teilnehmern erhoht (67,3% vs. 63,6%).

Tabelle 3-7: Allelverteilung der Polymorphismen im dominant / rezessiven Modell

SNP Allel dominant (aa + Aa/ AA) rezessiv (aa/ Aa + AA)

a A Pat (n) Kon (n) p-Wert Pat (n) Kon (n) p-Wert
rs2734841 T G 476 /426 1189/1077 0,879 90 /812 208 /2058 0,487
rs1124492 A C 192 /731 486 /1807 0,805 14 /909 25/2268 0,318
rs6277 C T 677 /252 1459 /585 0,401 213/716 437/1607 0,344
rs6275 T C 482 /448 1064 /971 0,817 88 /842 188 /1847 0,846
rs1801028 G C 28 /855 110/2107 0,029 1/882 1/2216 0,500
rs2283265 T G 286 /639 653 /1642 0,164 25/900 60 /2235 0,888
rs2440390 T C 229/683 559/1728 0,693 16 / 896 41/ 2246 0,941
rs1079727 G A 280/637 626/1654 0,081 27 /890 57 /2223 0,477
rs7350522 T G 289/636 660 /1659 0,116 26 /899 58 / 2261 0,616
rs4587762 G A 608 /296 1432/820 0,051 164 /740 379/1873 0,377
rs4586205 G T 424 /506 1017/1300 0,379 60 /870 143/2174 0,766
rs17115583 A G 203/726 501/1815 0,891 14 /915 29 /2287 0,566
rs4648318 G A 426 /501 1014/1304 0,252 58 / 869 139/2179 0,779
rs4648319 T C 288 /635 658 /1662 0,108 24 /899 60 /2260 0,982
rs12574471 T C 233/689 547 /1760 0,349 17 /905 36 /2271 0,567
rs4274224 G A 658 /263 1652 /646 0,800 194 /727 526/1772 0,261
rs4460839 C T 181/735 405/1880 0,178 9 /907 1972266 0,678
rs7122454 C G 232/695 598/1709 0,599 22 /905 42 | 2265 0,308
rs7131056 A C 635/278 1556/730 0,414 184 /729 437/1849 0,503
rs10891552 T A 45878 118 /2195 0,791 27921 0/2313 0,025
rs11214613 A G 168 /756 389/1928 0,343 8/916 20/ 2297 0,994

Pat = Patient, Kon = Kontrolle, n = Anzahl, df = 2
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Im rezessiven Rechenmodell war das seltenere Allel des Markers rs10891552 (T;
A > T) signifikant haufiger bei schizophrenen Patienten vertreten (x2 = 5,015; df =
1; p = 0,025). Die Frequenz des Genotypen AA war in der Patientengruppe hoher
(0,2% vs. 0,0%).

Einen Uberblick Uber die Assoziation der SNPs im dominant / rezessiven
Rechenmodell (p-Wert) in Relation zur genomischen Lage der SPNs gibt
Abbildung 3-3.

P-Wert

oS o o o

g o N 0
—
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Abbildung 3-3: P-Werte der Testung auf dominant / rezessive-Verteilung in Relation zur
genomischen Position. Die durchgezogene Linie markiert die Schwelle zur Signifikanz (p < 0,05),
die gestrichelte Linie die Schwelle zum Trend (p < 0,1). Der SNP rs1801028 zeigt im dominanten
Modell eine signifikante Assoziation, der SNP rs10891552 im rezessiven Modell. Die SNPs
rs1079727 und rs4587762 zeigen im dominanten Modell einen Trend zur Signifikanz.

3.3 Assoziation mit dem Endophanotyp Gedachtnisleistung

Der (Endo)-Phanotyp Gedachtnisleistung wurde bei einer Subgruppe der
Gesamtstichprobe erfasst. Dazu wurden die Probanden einer Testung durch die
WMS-R unterzogen, die in 13 Einzeltests funf Gesamtbereiche des Gedachtnisses
abbildet. Die Genotypen der 21 untersuchten SNPs wurden auf eine Assoziation
mit dem Abschneiden der Teilnehmer im WMS-R verglichen.

Die im WMS-R bestimmbaren Hauptkategorien sind: verbales, visuelles,
allgemeines und verzdgertes Gedachtnis, sowie Aufmerksamkeit / Konzentration
(vgl. Kapitel 2.4.2). Einen zusammenfassenden Uberblick Giber die Assoziation von
Genotypen und Testergebnissen liefert Tabelle 3-7 (S. 92 und 93).
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Visuelles Gedéachtnis

Die Genotypverteilung des Markers rs7131056 wies eine signifikante Assoziation
zur Hauptkategorie visuelles Gedachtnis auf (Abbildung 3-4).

FUr den SNP rs7131056 (C > A) erzielten Trager des C-Allels bessere Ergebnisse
beim visuellen Gedachtnis im WMS-R (F = 0,379; df = 2 / 868; p = 0,024).
Homozygote Trager mit Genotyp CC schnitten dabei am besten ab und Homo-
ygote Trager mit Genotyp AA am schlechtesten. Das SNP-Allel A scheint daher

mit Defiziten beim visuellen Gedachtnis assoziiert zu sein.

55 r
54,5 |
54 |
53,5 |
53 |
52,5 + p
52 |
515 r
51
50,5 | -
50 : :

WMS-R Punktwert
visuelles Gedachtnis

CC (n=285) AC (n=405) AA (n=178)
Genotyp (rs7131056)

Abbildung 3-4: Punktwerte in der Kategorie visuelles Gedédchtnis
fiir die Genotypen des signifikanten Marker rs7131056. Aufgefiihrt
sind jeweils adjustierter Mittelwert + Standardfehler. Der Genotyp CC
ist mit den héchsten, der Genotyp AA mit den niedrigsten Punktwerten
assoziiert

Aufmerksambkeit / Konzentration

Die SNPs rs7350522 sowie rs4648319 wiesen eine signifikante Assoziation in der
Hauptkategorie Aufmerksamkeit / Konzentration auf (Abbildung 3-5).

FUr den Marker rs7350522 (C > T) erreichten Probanden mit Genotyp GG die
hochsten Punktwerte und Probanden mit Genotyp TT die niedrigsten Werte (F =
0,679; df = 2 / 875; p = 0,043). Der Genotyp GG scheint somit mit besseren
Aufmerksamkeits- / Konzentrationsleistungen einher zu gehen, wohingegen der
Genotyp TT mit schlechteren Leistungen verbunden ist. Das T-Allel scheint daher
mit kognitiven Defiziten bei Aufmerksamkeit / Konzentration im WMS-R assoziiert
Zu sein.

Fur den Polymorphismus rs4648319 (C > T) erzielten Personen des Genotyps CC
die meisten Punkte und Personen des Genotyps TT die wenigsten Punkte (F =
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GG (n=613)TG (n=237) TT (n=25) CC (n=617)TC (n=234) TT (n=25)

Genotyp (rs7350522) Genotyp (rs464839)

WMS-R Punktwert
Aufmerksamkeit / Konzentration

Abbildung 3-5: Punktwerte in der Kategorie Aufmerksamkeit / Konzentration fiir die
Genotypen der signifikanten Marker rs7350522 und rs4648319. Aufgefiihrt sind
jeweils adjustierter Mittelwert + Standardfehler. Die Genotypen GG und CC sind mit den
héchsten, die Genotypen TT mit den niedrigsten Punktwerten assoziiert.

0,682; df = 2/ 876; p = 0,036). Der Genotyp CC ist moglicherweise mit besseren
und Genotyp TT mit schlechteren Aufmerksamkeits- / Konzentrationsleistungen
assoziiert. Das T-Allel scheint daher mit kognitiven Defiziten bei Aufmerksamkeit /
Konzentration im WMS-R assoziiert zu sein.

Die SNPs rs2283265 und rs1079727 zeigten einen Trend zur Signifikanz mit der
Kategorie Aufmerksamkeit / Konzentration (Abbildung 3-6).

68,5 r
S 68
'*E 67,5
£ E 67 |
e 66,5 -
E g ~~ 66 B
% o
o ﬁ E 65,5 B
xor 65
gE 64,5
=2 64
g 63,5 -
2 63 1 1 1 1 1 J
GG (n=615) TG (n=213 TT (n=25) AA (n=617) GA (n=228) GG (n=25)
Genotyp (rs2283265) Genotyp (rs1079727)

Abbildung 3-6: Punktwerte in der Kategorie Aufmerksamkeit / Konzentration fiir die
Genotypen der tendenziell signifikanten Marker rs2283265 und rs1079727.
Aufgefiihrt sind jeweils adjustierter Mittelwert + Standardfehler. Die Genotypen GG und
AA sind mit den héchsten, die Genotypen TT und GG mit den niedrigsten Punktwerten
assoziiert.

FUr den SNP rs2283265 (G > T) findet sich ein Trend zur signifikanten Assoziation
(F=0,686; df =2/ 871; p = 0,079). Dabei erreichten Probanden mit Genotyp GG
die hochsten Punktwerte und Probanden mit Genotyp TT die niedrigsten Werte.
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Tabelle 3-7: Assoziation mit den Gesamtkategorien der WMS-R Gedéchtnistestung

aMW SNPs des DRD2 Gens mit Genotyp

WMS-R Kategorie
g *SE 56275 rs6277 rs1079727 rs1124492 rs1801028 rs2283265 rs2440390

C/C T/C T/T T/T C/T C/IC A/A G/A G/G C/C A/C A/A C/IC G/C G/IG G/IGTI/IG TIT C/ICTICTIT

Verbales Ged:chtnis 777+ (06 772 769 777 774 771 779 774 770 780 768 756 781 777y 773 778 778 777 776 785 793
1,2 F =0,849, p =0,645 F =0,768, p =0,728 F =1,004, p =0,662 F =1,230, p =0,317 F =3,119, p =0,904 F =1,012, p =0,943 F =1,074, p =0,416

Visuelles Gediichtnis 53,3 + 530 534 538 534 533 531 536 530 523 533 538 544 535 535 534 536 530 525 535 531 528
06 F=0427,p=0335 F=0,383,p=0776 F=0506,p=0211 F=0607,p=0,376 F=1533,p=0,978 F=0,503,p=0,274  F =0,541, p =0,549

Aligemeines 1309 1306 1306 1307 131,0 130,7 1303 1315 1304 1293 1314 1307 1300 131,6 1312 1307 1314 1308 1302 131,1 1316 1322
Gedachtnis +16 F=1087,p=0991 F=0981,p=0,696 F=1285p=0407 F=1570,p=0,654 F=3963,p=0915 F=1292 p=0,633 F=1375,p=0,692
Aufmerksamkeit/ 669+ 669 669 669 676 668 661 675 663 650 670 673 677 671 688 704 674 662 650 671 671 67,1
Konzentration 0,8 F=0572,p=0944 F=0,51,p=0,166 F =0,686, p =0,060 F =0,834,p=0,685 F=2,119,p=0,439  F =0,686, p =0,079 F =0,734, p =0,995
Verzégerte 86,5 86,9 872 867 868 868 874 867 860 872 874 876 875 886 898 874 871 868 872 874 877
Wiedergabe 87,1+

1,1 j F =0,758, p =0,651 F =0,682, p =0,927 F =0,885, p =0,413 F =1,085, p =0,862 F =2,735, p =0,675 F =0,894, p =0,759 F =0,951, p =0,790

aMW SNPs des DRD2 Gens mit Genotyp

WMS-R Kategorie
g *SE 52734841 rs4274224 rs4460839 rs4586205 rs4587762 rs4648318 rs4648319

G/G T/G T/IT A/IA G/A G/G TI/T CI/T C/C TIT GI/T G/IG A/A G/A G/G A/A G/AG/IG C/ICTICTIT

777+ (78 778 778 781 778 775 779 779 778 778 778 777 781 777 773 780 776 772 779 777 775
1,2 F =0,814, p =0,963 F=0,737, p =0,713 F =1,267, p =0,977 F =0,873, p =0,930 F =0,751, p =0,599 F =0,881, p =0,630 F =1,007, p =0,839

Verbales Gedachtnis

Visuelles Gedichtnis 533+ 931 536 540 531 534 537 536 527 517 533 534 536 536 534 531 533 535 536 536 529 523
0,6 F =0,408, p =0,277 F =0,372, p =0,377 F =0,626, p =0,129 F =0,440, p =0,785 F =0,373, p =0,509 F =0,441, p =0,691 F =0,502, p =0,193

Aligemeines 1309 1310 1314 1318 131,1 1312 131,3 1315 1305 1295 131,2 1312 1312 131,7 131,1 1305 131,3 1311 130,8 1315 1306 129,8
Gedachtnis +16 F=1,044,p=0,705 F=0,944,p=0,995 F=1616,p=0,539 F=1,119,p=0,975  F =0,959, p=0,502  F =1,126,p =0,819  F =1,287, p =0,507
Aufmerksamkeit/ 672 670 668 679 671 663 673 663 653 671 672 672 67,6 669 662 67,1 672 672 676 662 647

66,9

Konzentration 08  F=0556,p=0702 F=0505p=0109 F=0,860,p =040 F =0,599,p=0,933  F=0,509,p=0,159  F =0,600, p =0,921 F =0,682, p =0,036

Verzogerte 869 875 881 868 873 878 875 870 865 871 873 876 874 872 871 872 873 873 873 870 86,7

- 87,1 +
Wiedergabe 11 F=0723,p=0405 F=0652,p=0473 F=1115p=0,665 F =0,775,p=0,733  F =0,665,p=0,790  F = 0,780, p =0,927 F =0,891, p =0,728

aMW = adjustierter Mittelwert, SE = Standardfehler
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Tabelle 3-7: Assoziation mit den Gesamtkategorien der WMS-R Gedé&chtnistestung
WMS-R Kategorie aMW  snps des DRD2 Gens mit Genotyp
*SE 157122454 rs7131056 rs7350522 rs10891552 rs11214613 rs12574471 rs17115583

G/G C/IG C/C

C/C A/IC A/A

G/IG T/IG TIT

A/A T/ATIT

G/G A/IG A/A

C/IC T/IC TIT

G/G A/IG A/A

Verbales Gedachtnis

780 776 772

779 76,9 759

781 77,7 772

776 78,7 79,8

774 779 784

778 778 77,8

781 77,0 759

77,7 £
1,2 F =1,096, p =0,724 F =0,737, p =0,534 F =0,998, p =0,658 F=2,100,p=0,641 F =1,293, p =0,403 F=1,095p=0977 F =1,200, p =0,374
. . . 534 534 535 534 53 525 536 529 523 535 530 526 541 533 524 535 531 526 533 538 544
Visuelles Gedéchtnis 53.3 +
0,6 F =0,550, p =0,924 F =0,370, p =0,024 F =0,502, p =0,174 F =1,053, p =0,673  F =0,647, p =0,472 F =0,551, p =0,437  F =0,604. p =0,353
Allgemeines 131,4 131,14 130,7 131,3 1299 1285 131,7 130,6 1295 1311 131,7 1324 1315 131,2 1308 1313 130,9 1304 131,3 130,8 130,3
Gedichtnis 130,9
+16 F=1,403,p=0,815 F =0,944, p =0,691 F=1,277,p=0,381 F=2,687,p=0,595 F =1,654, p=0,711 F =1,402, p =0,740  F =1,537, p =0,737
Aufmerksamkeit 672 671 670 671 66,7 663 676 662 649 673 666 660 668 671 675 672 669 666 671 671 672
Konzentration 66,9 £
0,8 F =0,748, p =0,919 F =0,503, p =0,452 F =0,679, p =0,043 F =1,42, p =0,765 F =0,881, p =0,462 F =0,750, p =0,706  F =0,818, p =0,953
v . 875 866 856 874 852 831 876 867 858 871 878 885 875 872 869 873 868 864 871 876 880
Verzégerte Wiedergabe g7 1

1,1

F =0,970, p =0,310

F =0,654, p=0,623

F =0,887, p =0,321

F =1,859, p =0,246

F =1,146, p =0,555

F =0,970, p =0,616

F =1,065, p =0,686

aMW = adjustierter Mittelwert, SE = Standardfehler
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Der Genotyp GG scheint somit mit besseren Aufmerksamkeits- / Konzentrations-
leistungen einher zu gehen, wohingegen der Genotyp TT mit schlechteren
Leistungen verbunden ist.

Fur den SNP rs1079727 (A > G) findet sich ebenfalls ein Trend (F = 0,686; df =2/
870; p = 0,060). So erzielten Personen des Genotyps CC die meisten Punkte und
Personen des Genotyps TT die wenigsten Punkte. Der Genotyp AA st
moglicherweise mit besseren und Genotyp GG mit schlechteren Aufmerksamkeits-

/ Konzentrationsleistungen assoziiert.

Verbales Gedéchtnis, allgemeines Gedé&chtnis und verzégertes Gedéchtnis

In den drei Hauptkategorien verbales Gedachtnis, allgemeines Gedachtnis und
verzogertes Gedachtnis des WMS-R lie3en sich keine Assoziationen feststellen.

3.4 Haplotyp-Analyse des DRD2 Gens

3.4.1 Analyse der Blockstruktur

Die in dieser Arbeit analysierten Marker wurden jeweils paarweise auf das
Vorhandensein eines Kopplungsungleichgewichts (LD) in der Endophanotyp-
Gruppe gepruft. Die Haploview-Software hebt zwei Regionen mit hohem LD im
DRD2 Gen hervor, die sogenannten Haploblocke (Abbildung 3-7).

Block 1 umfasst 34 kb und enthalt die in Leserichtung weiter distal gelegene Halfte
von Intron 1 bis einschliel3lich Exons 7 nahe dem 3'-Genende. Es sind 14 Marker
verlinkt: rs2734841, rs1124492, rs6277, rs6275, rs2283265, rs2440390,
rs1079727, rs7350522, rs4587762, rs17115583, rs4648318, rs4648319, und
rs12574471. Einzig fur den SNP rs1801028, der inmitten des Blocks liegt, lie® sich
kein deutliches Kopplungsungleichgewicht mit den restlichen SNPs im Block
feststellen, da SNPs mit einer MAF <1% nicht in die Berechnung mit einbezogen
wurden.

Block 2 mit einer Lange von 13 kb enthalt die vom 5-Ende des DRD2 Gens die in
Leserichtung proximal gelegene Halfte von Intron 1. Es sind 4 SNPs verlinkt:
rs4460839, rs7122454, rs7131056 und rs11214613.
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Der SNP rs4274224 liegt in der Mitte von Intron 1 zwischen den beiden Blocken

und lield sich keinem der beiden Blocke zuordnen.
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Abbildung 3-7: Blockstruktur der 21 SNPs des DRD 2 Gen

Das paarweise Kopplungsungleichgewicht (LD) zwischen allen SNPs wurde mit Haploview erstellt
(Barrett et al., 2005). Die Zahl in jedem Késtchen entspricht dem D-Wert jedes SNP-Paars.
Késtchen ohne Zahl zeigen ein maximales LD von D‘ = 1,0. Die dicken schwarzen Linien
umranden die beiden Haploblécke. Orientierung von 3‘ nach 5°in Bezug auf das DRD2-Gen.

3.4.2 Analyse der Haplotypen auf Assoziation mit Gedachtnisleistung

Nachfolgend wurden die Haplotyp-Blocke darauf hin untersucht, ob bestimmte
Haplotypen Uberzufallig haufig mit geringerer kognitiver Leistung einhergingen.
Das wurde darauf hinweisen, dass die Allele des Blocks gemeinsam mit einer
verminderten kognitiven Leistung, wie sie auch bei Patienten mit Schizophrenie
gesehen wird, vererbt wirden.

Signifikante Assoziationen zeigten sich fur simulierte p-Werte in den
Hauptkategorien visuelles Gedachtnis und Aufmerksamkeit / Konzentration, nicht

jedoch fur Kategorien allgemeines, verbales und verzogertes Gedachtnis.

Visuelles Gedéachtnis

Die Haplo-Blocke wurden auf eine Assoziation mit dem Abschneiden der
Probanden in der Kategorie visuelles Gedachtnis getestet (Tabelle 3-8).
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SNP Haplotyp Frequenz Score p-Wert*
'S2734841, 11124492, 86277, 1 GCTCGCAGATGACC 0,515 0,145 0,878
rs6275, rs2283265, rs2440390, 2 GCCCTCGTGTGATC 0,169 -1,353 0,185
v 151079727, rs7350522, rs4587762, 3 TCCTGTAGGGGGCT 0,116 -1,238 0,225
=< 54586205, rs17115583
o H [l
O 54648318, rs4648319, rs12574471 4 TACTGCAGGGAGCC 0,102 0.713 0477
o 5 TCCTGCAGATGACC 0,061 2,075 0,030
1 TGCG 0,429 2,000 0,053
N rs4460839, rs7122454, rs7131056, 2 TGAG 0,347 -1,337 0,187
fg rs11214613 3 TCCG 0,134 -0,481 0,624
m 4 CGAA 0,087 -0,577 0,571

Tabelle 3-8: Geschétzte Haplotypfrequenzen bei Testung des visuellen Gedéchtnisses

* simulierter p-Wert

Bei Haplotyp-Block 1 =zeigte sich eine signifikante Assoziation bei der
Allelkombination TCCTGCAGATGACC (score = 2,075; p = 0,030), die bei
Teilnehmern mit besseren visuellen Ergebnissen haufiger vorkam (Block 1,
Haplotyp 5).

Bei Haplotyp-Block 2 zeigte sich ein Trend zur Signifikanz fur die Allel-
kombinantion TGCG (score = 2,000; p = 0,053). Der Haplotyp TGCG geht dabei

mit besseren Ergebnissen im visuellen Gedachtnis einher (Block 2, Haplotyp 1).

Aufmerksambkeit / Konzentration

Die Haplotyp-Blocke wurden auf eine Assoziation mit kognitiver Leistung in der
Kategorie Aufmerksamkeit / Konzentration getestet (Tabelle 3-9).

SNP Haplotyp Frequenz Score p-Wert*
(52734841, rs1124492, rs6277, 1 GCTCGCAGATGACC 0,515 1,650 @ 0,087
rs6275, rs2283265, rs2440390, 2 GCCCTCGTGTGATC 0,169 -1,953 = 0,052
: rs1079727, rs7350522, rs4587762, 3 TCCTGTAGGGGGCT 0,116 -0,660 0,524
4586205, rs17115583
8 104648318, 194648310, 112574471 4 TACTGCAGGGAGCC 0,102 1,025 0,311
m 5 TCCTGCAGATGACC 0,061 -0,613 0,516
1 TGCG 0,429 -0,625 0,548
2 rs4460839, rs7122454, rs7131056, 2 TGAG 0,347 1,271 0,215
g rs11214613 3 TCCG 0,134 -0,008 0,997
o 4 CGAA 0,087 -0,657 0,525

Tabelle 3-9: Geschétzte Haplotypfrequenzen bei Testung von Aufmerksamkeit / Konzentration

* simulierter p-Wert

In Haplotyp-Block 1 zeigten Trager des Haplotypen 1 (GCTCGCAGATGACC)
einen Trend zu signifikant hoheren Werten (Score = 1,650; p = 0,087). Trager des
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Haplotypen 2 (GCCCTCGTGTGATC) zeigte einen Trend zu signifikant niedrigeren
Werten (Score = -1,953; p = 0,052). Somit ist Haplotyp 1 mit besseren Leistungen
bei Aufmerksamkeit / Konzentration assoziiert, Haplotyp 2 mit schlechteren
Leistungen.

3.4.3 Zusammenfassung

Beide Blocks zeigen je einen Haplotypen, der mit besserem Abschneiden in der
Kategorie visuellem Gedachtnis assoziiert ist. Ein Haplotyp ist dabei signifikant
(Block 1, Haplotyp 5) und ein Haplotyp mit Trend zur Signifikanz (Block 2,
Haplotyp 1) assoziiert.

In der Kategorie Aufmerksamkeit / Konzentration sind zwei Haplotypen in Block 1
mit Trend zur Signifikanz assoziiert (Block 1, Haplotyp 1 und 2). Die
unterschiedlichen Effekte auf die Leistung lassen einen Vergleich der
Allelkombinationen der beiden Haplotypen zu (siehe Tabelle 3-10). Von den
insgesamt 14 SNPs des Haploblocks unterscheiden sich die beiden Haplotypen
an 6 SNP-Positionen (SNP rs6277, rs2283265, rs1079727, rs7350522, rs4587762
und rs4648319).

Fir jeden SNP ist das in der WMS-R-Stichprobe haufiger aufgetretene Allel mit
besseren Leistungen im Test verbunden. Die SNPs rs7350522, rs4648319 (alle
signifikant), rs1079727 und rs2283265 (beide mit Trend zur Signifikanz) sind auch
auf Einzel-SNP-Ebene mit Aufmerksamkeit / Konzentration assoziiert und wurden
bereits zuvor beschrieben (siehe Kapitel 3.3). Der SNP rs6277 und der SNP
rs4587762 zeigten in der Einzel-SNP Analyse keinen Hinweis fur eine Assoziation.
In der Fall-Kontroll-Assoziationsstichprobe waren fur alle SNPs des Blocks 1 die
selteneren Allele haufiger bei schizophrenen Patienten als bei gesunden
Kontrollprobanden zu finden. Fur zwei SNPs (rs1079727 und rs4587762) fand sich
ein Trend zur Signifikanz (siehe Kap. 3.2). Das zeigt eine Haufung der Allele mit
schlechterer Leistung bei schizophrenen Patienten (vgl. Tabelle 3-10).

FiUr das bei den Haplotypen beteiligte seltenere Allel von SNP rs6277 (C; T > C)
lied sich weder in der WMS-R noch in der Fall-Kontroll-Stichprobe eine
Assoziation mit verminderter Gedachtnisleistung oder Schizophrenie feststellen.
Als einziger der hier genannten SNPs kam er zudem in der Subgruppe der
Endophanotyp-Stichprobe bei Kontrollprobanden haufiger vor als bei Patienten.
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Endophanotyp- Fall-Kontroll-

Dl BRI Stichgrobe P Stichprobe

1 2 Allelhaufigkeit p-Wert Allelverteilung p-Wert
rs6277 T C TT>CT>CC n.s C Fall>Kon n.s.
rs2283265 G T GG>TG>TT 0,079 T Fall>Kon n.s.
rs1079727 A G AA > GA > GG 0,060 G Fall>Kon 0,078
rs7350522 G T GG>TG>TT 0,043 T Fall > Kon n.s.
rs4587762 A G AA>GA> GG ns G Fall>Kon 0,069
rs4648319 C T CC>TC>TT 0,036 T Fall > Kon n.s.

Tabelle 3-10: Vergleich der SNPs in Block 1 mit unterschiedlichen Allelen mit Einzelwerten aus

WMS und Fall-Kontroll-Stichprobe

n.s. = nicht signifikant; Kon = Kontrolle
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4 Diskussion

Aufgrund der zentralen Rolle des Dopaminstoffwechsels in der Pathophysiologie
der Schizophrenie gilt das den D,-Rezeptor codierende Gen, DRD2, als

potenzielles Suszeptibilitatsgen fur Schizophrenie.

41 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zum Nachweis einer Assoziation des DRD2 Gens mit Schizophrenie wurden
Genotyp- und Allelfrequenzen von 21 Polymorphismen in einer Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie auf ihre Verteilung bei Schizophrenen und Gesunden
untersucht. Eine Untergruppe wurde in einem zweiten Test auf eine Assoziation
mit Gedachtnisleistung untersucht. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zeigt
Tabelle 3-10.

(1) In dieser Studie zeigt sich, dass die SNPs rs1801028 (G-Allel; Allelverteilung: p
= 0,039; Dominantes Modell: p = 0,029; MAF = 0,02; Signifikanz), rs1079727 (G-
Allel; Allelverteilung: p = 0,078; Dominantes Modell: p = 0,081; MAF = 0,16;
Trend), rs4587762 (G-Allel; Allelverteilung: p = 0,069; Dominantes Modell: p =
0,051; MAF = 0,41; Trend) und rs10891552 (T-Allel; Genotyp: p = 0,072; Trend
Rezessives Modell: p = 0,025; MAF = 0,03; Signifikanz) mit dem Phanotyp
Schizophrenie assoziiert sind.

(2) Eine Assoziation mit dem intermediarem Phanotypen Gedachtnisleistung
(WMS-R) findet sich fur funf SNPs. Der SNP rs7131056 (p = 0,024, signifikant) ist
mit visuellem Gedachtnis assoziiert. Die SNPs rs4648319, rs7350522 (p = 0,043;
p = 0,036; signifikant), sowie rs1079727, rs2283265 (p = 0,06; p = 0,079; Trend)
sind mit Aufmerksamkeit / Konzentration assoziiert.

(3) Es wurden zwei Haplotyp-Blocke identifiziert, die sich Uber 34 kb (Block 1 mit
14 SNPs, 3'-Bereich Intron 1 bis einschliellich Exon 7) beziehungsweise uber 13
kb (Block 2 mit 4 SNPs, 5°-Bereich Intron 1) erstrecken.

4) In der Haplotyp-Analyse waren je ein Haplotyp aus Block 1
(TCCTGCAGATGACC, signifikant) und Block 2 (TGCG, Trend) mit besserer
visueller Gedachtnisleistung assoziiert. Je ein Haplotyp aus Block 1 war mit
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besseren (GCTCGCAGATGACC, Trend) und schlechteren Gedachtnisleistungen
(GCCCTCGTGTGATC, Trend) assoziiert.

4.2 Diskussion der Methodik

Genetische Assoziationsstudien sind grundsatzlich ein solider Ansatz um den
genetischen Beitrag an einer Erkrankung zu erforschen. Jedoch mussen bei der
Interpretation der Ergebnisse eine Reihe von methodischen Fehlerquellen und
Einflussmoglichkeiten auf die Studie berucksichtigt werden.

Studiendesign

Fir eine Assoziation mit Schizophrenie wurde in der vorliegenden Studie ein Fall-
Kontroll-Assoziations-Design angewendet. Bei der Endophanotyp-Studie wurden
Falle und Kontrollen gepoolt und mit der Gedachtnisleistung im WMS-R
verglichen.

Eine Fall-Kontroll-Studie eignet sich insbesondere zur Detektion kleiner Effekte,
indem durch eine hohe Stichprobengro3e die zum Nachweis bendtigte Power
generiert wird. Fur den kurzlich erfolgten Nachweis einer Assoziation des DRD2
Gens mit genomweiter Signifikanz war eine deutlich groRere multinationale
Stichprobe (ca. 150.000 Probanden) notig (Ripke et al., 2014). Dabei konnten
verschiedene Ethnien die Effekte verwischen, sodass eine kleinere Studie mit
homogener Zusammensetzung bereits mit einer kleineren Probandenzahl
auskommt. Zudem fand in der vorliegenden Studie ein Vergleich mit kognitiven
Testparametern statt, der in dieser Form die bislang grof3te Studie darstellt.

In dem Verfahren wurde ein Teil der Klinikpatienten mit einer Zufallsstichprobe an
Kontrollprobanden aus Munchen verglichen und aus diesem Pool die Teilnehmer
fur die Endophanotyp-Studie rekrutiert. Verzerrungen durch Tendenzen bei
Absagen an der Studienteilnahme sind denkbar.

Durch die Wahl von Polymorphismen als klar definierten biologischen Parametern
ist die Zahl moglicher Fehlerquellen bei einer Assoziationsstudie reduziert. Jedoch
ist eine homogene genetische Basis als Voraussetzung valider Ergebnisse bei
Schizophrenie nicht gegeben, weshalb eine Verschleierung potentieller
Assoziationen nicht auszuschlieRen ist (Attia et al., 2009b).
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Stichprobenzusammensetzung

Das Gesamtkollektiv in der Fall-Kontroll-Stichprobe ist mit 3272 Probanden
verglichen mit anderen  Studien grof}; das Gesamtkollektiv  der
Kognitionsstichprobe mit 884 Teilnehmern durchschnittlich grol3.

Die Kovariablen Alter, Geschlecht und Schulbildung wurden erfasst und bei der
Auswertung der kognitiven Leistungen durch multivariate Testung berucksichtigt
und bei Probanden uber 60 Jahren altersbedingte kognitive EinbufRen
ausgeschlossen. Das Durchschnittsalter liegt bei 47,8 Jahren in der Fall-Kontroll-
Stichprobe und bei 44,8 Jahren in der Kognitionsstichprobe. Das hohe Alter ist
gunstig, da eine Erstmanifestation der Schizophrenie Uber diesem Alter
vergleichsweise selten ist und die Gefahr von (noch) phanotypisch unauffalligen
Personen in der Kontrollgruppe ausgesprochen gering ist. Bei der vorliegenden
Studie wurde keine getrennte Auswertung fur die Geschlechter durchgefuhrt.

Ethnische Abstammung

Eine wichtige Fehlerquelle bei der Methodik von Assoziationsstudien ist eine
ethnisch inhomogene Zusammensetzung der Studienpopulation. Der Hintergrund
ist, dass verschiedene Ethnien (z.B. Afrikaner, Europaer bzw. Kaukasier, Asiaten)
nachgewiesenermallen teils deutlich voneinander abweichende Allel- und
Genotypfrequenzen haben. Diese haben sich als Folge von Evolutionsfaktoren wie
Gendrift und Genshift ausgebildet und koénnen fur einzelne Ethnien
charakteristisch sein (z.B. Haut- oder Haarfarbe). In Assoziationsstudien konnen
ethnische Einflisse jedoch statistisch unerwartete Abweichungen simulieren.
Beispielsweise kommt das seltenere T-Allel von SNP 6277 bei Menschen
afrikanischer und asiatischer Herkunft zu drei bis acht Prozent vor, wahrend es bei
Kaukasiern zu Uber 50 Prozent auftritt (HapMap, 2003). In diesem Fall kdnnten
bereits wenige Kaukasier in einer gro3en Gruppe von Afrikanern oder Asiaten zu
einer unverhaltnismalig hohen Frequenz des T-Allels fihren, die zwar statistisch
hervorsticht, aber zugleich eine Assoziation mit anderen Variablen (z.B.
Schizophrenie) verfalscht, weil sie durch ethnische Einflisse zustande gekommen
ist.

Das Ziel bei der Probandenwahl ist daher die gezielte Selektion einer in sich
homogenen Ethnie, um bedingte Abweichungen bei der Genotypenverteilung zu
minimieren und die Validitat der Studie zu erhdhen. In der vorliegenden Studie
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wurde darauf geachtet, nur Probanden kaukasischer Abstammung (Eltern und
Groldeltern und UrgrofReltern) in die Studie einzuschlielen. Alle Teilnehmer waren
zum Zeitpunkt der Einladung im Groflraum Mdunchen gemeldet. Eine
weitergehende Aussage uber die urspringliche Heimat lasst sich angesichts des
hohen Anteils an Zuwanderern aus anderen Teilen der Bundesrepublik nicht
treffen. Die Selbstauskunft der Probanden zu ihrer Abstammung wurde dabei als
ausreichend erachtet, was in Ubereinstimmung zur Literatur steht (Attia et al.,
2009b).

Zur Kontrolle der Studienergebnisse auf Validitat und Plausibilitat wurde die Allel-
und Genotypenverteilung mit den Ergebnissen von HapMap verglichen. HapMap
ist eine offentlich zugangliche Datenbank (www.hapmap.org) mit Referenzwerten
fur die SNP-Frequenzen verschiedener Ethnien, darunter Afrikaner, Asiaten und
Europaer (HapMap, 2003). Die Abbildung 5-1 zeigt fur jeden in der Studie
untersuchten SNP eine Gegenuberstellung von HapMap-Referenzdaten und
Daten der Fall-Kontroll- (CC) bzw. der Kognitionsstichprobe (Kog).

Die Referenzdaten fur die kaukasische Population stammen von in Utah, USA
lebenden Nachfahren nord- und westeuropaischer Einwanderer (CEU). Weitere
Referenzdaten stammten von Han-Chinesen aus Beijing (Peking, HCB), Japanern
aus Tokyo (JPT) und vom nigerianischen Stamm der Yoruba in Ibadan (YRI).

rs6275 rs6277 rs1079727
100% 100% 100%
80% 80%
60% 60% - —
40% 40% -
20% 20%

0% 0% -
CC | Kog |CEU |CHB | JPT | YRI CC | Kog | CEU |CHB | JPT | YRI CC | Kog |CEU | CHB| JPT | YRI

AllelG| 69 | 70 | 67 | 46 | 48 | 30 AllelT| 53 | 53 | 53 | 56 | 5 3 AllelG| 16 | 16 | 12 | 50 | 40 | 10
WAllelA| 31 | 30 | 33 | 54 | 52 | 70 ||mAllelC| 47 | 47 | 47 | 94 | 95 | 97 ||mAllelA| 84 | 84 | 88 | 50 | 60 | 90

rs1124992 rs1801028* rs2283265
100% 100% 100%
80% 80% - 80% - -
60% | — 60% | 60% - -
a0% . — | 0% 40% -
20% m 20% 20%
0% ,111 0% 0% -
cC | Kog | ceu|cHg| spT | VRI cc | kog | ceucrB | JpT | YR cc | kog | ceu[crB JpT | YRI
AllelC| 89 | 90 | 86 |60,5| 50 | 67 || =AllelC| 98 |98 | 0 | 0 | 0 | 0 ||=AlleIT| 16 | 16 | 17 | 49 | 42 | 9
mAllelA| 11 | 10 | 14 (39,5 50 | 33 ||mAllelG| 2 | 2 | 0 | 0 | 0 | 0 | mAllelG| 84 | 84 | 83 | 51 | 58 | 91

Abbildung 5-1 Prozentuale Allel-Frequenzen der 21 SNPs des DRD2 Gens verglichen mit
HapMap- Daten. CC = Fall-Kontroll-Kollektiv; Kog = Kognitionskollektiv, CEU = Européder (Utah
[USA], nord- und westeuropéischer Abstammung);, CHB = Han-Chinesen (Beijing); JPT = Japaner
(Tokyo); YRI = Nigerianer, Stamm der Yoruba (Ibadan).

Quelle: HapMap Genome Browser release#28, www.hapmap.org (HapMap, 2003).

* HapMap-Daten sind unvollsténdig bzw. fehlen.
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rs2440390 rs2734841 rs4274224
100% 100% 100%
80% - 80% | — — — — | 8% 4 —
60% - 60% - - e0% L — .
40% - 40% - 40% - 2
20% - 20% - 20% - |
0% 0% - 0% - 1
CC | Kog | CEU |CHB | JPT | YRI CC |Kog |CEU | CHB| JPT | YRI CC | Kog | CEU |CHB| JPT | YRI
AllelT| 13 | 14 | 10 7 2 195 AllelT| 31 | 31 | 30 | 45 | 54 | 57 AllelG| 47 | 48 | 56 | 32 | 32 | 85
WAllelC| 87 | 86 | 90 | 93 | 98 80,5/ mAllelG| 69 | 69 | 70 | 55 | 46 | 43 | |mAllelA| 53 | 52 | 44 | 68 | 68 | 15
rs4460839* rs4586205 rs4587762*
100% 100% 100%
80% +| — — — — ——| 8%+ — — — 8%
60% 1 — — — — —— 6% | — — — — 60% g
a0% 1 — — — 1 a0% 40% -
e mm AR | T e ]
sl B % | i B %
CC | Kog | CEU |CHB | JPT | YRI CC | Kog |CEU |CHB| JPT | YRI CC |Kog |CEU |CHB| JPT | YRI
AllelT| 90 | 90 | 89 | 78 | 74 0 AllelT| 75 | 75 | 82 | 50 | 48 | 29 AllelG| 41 | 41 0 0 0 0
WAllelC| 10 | 10 | 11 | 22 | 26 0 WAllelG| 25 | 25 | 18 | 50 | 52 | 71 ||mAllelA| 59 | 59 0 0 0 0
rs4648318 rs4648319 rs7122454
100% 100% 100%
80% L — 1 — | 80% - - 80% | — ]
60% - L 60% - 60% 1 — — — — —
40% - 40% - 0% ~— — - i
20% - 20% - 20% ——ﬁ—
0% | 0% - ow | M_B N i
CC | Kog | CEU |CHB| JPT | YRI CC | Kog | CEU |CHB | JPT | YRI CC | Kog |CEU |CHB | JPT | YRI
AllelG| 25 | 25 | 24 | 52 | 56 | 47 AllelT| 16 | 16 | 16 | 40 | 39 7 AllelG| 86 | 86 | 87 | 60 | 65 | 90
WAllelA| 75 | 75 | 76 | 48 | 44 | 53 ||mAllelC| 84 | 84 | 84 | 60 | 61 | 93 | |mAllelC| 14 | 14 | 13 | 40 | 35 | 10
rs7131056 rs7350522 rs10891552
100% 100% 100%
80% 80% - = 80% - =
60% 60% - - 60% -
40% 40% - 40% -
20% 20% - 20% -
0% 0% - 0%
CC | Kog | CEU |CHB| JPT | YRI CC | Kog | CEU |CHB| JPT | YRI CC | Kog | CEU |CHB| JPT | YRI
AllelC| 56 | 56 | 57 | 55 | 48 | 27 AllelT| 16 | 16 | 16 | 44 | 42 2 AllelT| 3 3 2 36 [355| 9
WAllelA| 44 | 44 | 43 | 45 | 52 | 73 | |mAllelG| 84 | 84 | 84 | 56 | 58 | 98 | |mAllelA| 97 | 97 | 98 | 64 64,5 91
rs11214613 rs12574471 rs17115583
100% 100% 100%
80% - — — — — | 80% - 8%
60% 60% - 60% - — — — —
40% 40% - a0% — — — — .
0% 0% - o% MmN
CC | Kog CEU |CHB| JPT | YRI CC | Kog | CEU |CHB | JPT | YRI CC | Kog | CEU |CHB| JPT | YRI
AllelG| 81| 81| 87| 77| 74| 35 ||maerT| 13 13| 8 | 19| 7 | 75|/~ Alleic| 83 | 89 | 86 | 66 | 51 | 78
mAllelA| 9 9 13 | 23 | 26 | 65 | |mAllelC| 87 | 87 | 92 | 81 | 93 |92,5| mAllelA| 12 | 11 | 14 | 34 | 49 | 22

Abbildung 5-1 Prozentuale Allel-Frequenzen der 21 SNPs des DRD2 Gens verglichen mit
HapMap- Daten. CC = Fall-Kontroll-Kollektiv; Kog = Kognitionskollektiv; CEU = Européder (Utah
[USA], nord- und westeuropéischer Abstammung);, CHB = Han-Chinesen (Beijing); JPT = Japaner
(Tokyo); YRI = Nigerianer, Stamm der Yoruba (lbadan).
Quelle: HapMap Genome Browser release #28, www.hapmap.org (HapMap, 2003).
* HapMap-Daten sind unvollsténdig bzw. fehlen
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Fir SNPs mit einer Haufigkeit <6 Prozent in der Bevolkerung gibt es keine Daten
in der HapMap-Datenbank. In der vorliegenden Studie liegen daher fur die SNPs
rs1801028 und rs4587762 keine Daten vor und fur den SNP rs4460839 nur
eingeschrankte Daten (CEU, HCB, JPT).

Fir den SNP rs4587762 liegen Daten aus dem 1000 Genomes Project einer mit
HapMap vergleichbaren Datenbank vor (Overbeek et al., 2005). Die beiden
Projekte sind miteinander vergleichbar, was die untersuchten Ethnien angeht. Bei
dem hier vorliegenden SNP wurden die chinesische und japanische Ethnie (CHB +
JPT) zusammengefasst und nicht getrennt betrachtet (Abbildung 5-2).

rs4587762

100%
80%
60%
40%
20%
0% -

Allel G
mAllel A

Abbildung 5-2 Vergleich von SNP rs4587762 mit Referenzdaten des
1000 Genomes Project. Die Untersuchungspopulation von Chinesen und
Japanern wurde zusammengefasst. CC = Fall-Kontroll-Kollektiv, Kog =
Kognitionskollektiv; CEU = Kaukasier (Utah [USA], nord- und westeurop.
Abstammung); CHB = Han-Chinesen; JPT = Japaner; YRI = Nigerianer,
Stamm der Yoruba (Ibadan)

Quelle: http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=4587762

FUr den SNP rs1801028 liegen im 1000 Genomes Project nur kaukasische Daten
(CEU) vor. Eine weitere Angabe zur Allel-Verteilung stammt aus nicht naher
bezeichneten Daten einer Studie mit 198 Teilnehmern, die verodffentlicht wurde
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801028).

Die Studienteilnehmer sind kaukasisch (CAUC1, n = 60), afrikanisch bzw.
afroamerikanisch (AFR, n = 46), spanisch (HISP1 n = 46) und von der Pazifikkiste
(PAC1, n = 46). Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-3 zusammengefasst.

Wird die Frequenzhaufigkeit der SNPs bei den einzelnen Ethnien betrachtet, so
fallt auf, dass die Frequenzen der hier vorliegenden Stichprobe mit Probanden aus
dem Grosraum Miunchen am ehesten den Frequenzen fur die kaukasische
Referenzpopulation entsprechen. Das spricht fur eine homogene kaukasische

Studienpopulation und ist ein Hinweis auf valide Studienergebnisse.
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rs1801028
100% —
80% -
60% | -
40% +— -
20% | |
0% — —

cc Kog CEU | cAUC1 | HISP1 | PAC1 | AFR

Allelc| 97,7 | 984 | 967 | 967 | 978 | 957 100

‘mAlelG| 23 1,6 33 1,7 2,2 43 0

Abbildung 5-3 Vergleich von SNP rs4587762 mit Referenzdaten des
1000 Genomes Project und einer weiteren Genotypisierung.

CC = Fall-Kontroll-Kollektiv; Kog = Kognitionskollektiv; CEU = Européer
(Utah [USA], nord- und westeuropdischer Abstammung), 1000 Genomes
Project; CAUC1 = Kaukasier; HISP1 = Spanier; PAC1 = Pazifikbewohner,
AFR = Afrikaner / Afroamerikaner.

Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801028

Gleichzeitig machen die teils deutlichen ethnischen Unterschiede bei den
Frequenzhaufigkeiten deutlich, wie wichtig die ethnische Zusammensetzung fur
die Validitat der Studie ist. Zudem beschrankt sich damit die Aussagekraft der

Ergebnisse primar auf die kaukasische Bevolkerungsgruppe.

Auswahlverfahren und Ausschlusskriterien

Neben einer homogenen ethnischen Abstammung wurden Kontrollprobanden in
einem mehrstufigen Auswahlverfahren (Screening) auf psychische und
hirnorganische Ausschlusskriterien gepruft und bei Zutreffen von der Studie
ausgeschlossen.

Die Diagnose Schizophrenie wurde bei Patienten mit dem Strukturierten
Klinischen Interview (SKID | und Il) verifiziert. Dabei wurden Patienten mit
Anhaltspunkten fur eine sekundare Schizophrenie, das heil3t eine Form der
Erkrankung, die im Gegensatz zur primaren Schizophrenie nicht genetisch,
sondern durch andere Ausloser (Schadel-Hirn-Trauma, Drogenkonsum)
verursacht wird, von der Teilnahme ausgeschlossen. Gleiches galt fur Patienten,
die an einer mit Schizophrenie eng verwandten psychischen Erkrankung wie der
schizophrenieformen oder schizoaffektiven Storung erkrankt waren.

Gesunde Teilnehmer wurden mit dem SKID getestet um verdeckt vorliegende
psychische Storungen auszuschlieRen. Bei Vorliegen einer Schizophrenie, einer
verwandten Storung oder Exposition mit sekundaren Auslésern der Schizophrenie
wurden die Personen ausgeschlossen. Dazu wurden die Probanden auf

neurologische Auffalligkeiten untersucht und mehrfach um Selbstauskunft unter
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anderem mit dem Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI) gebeten. Um
eine genetische Belastung so gering wie moglich zu halten, mussten nahe
Verwandte der Probanden ebenfalls psychisch unauffallig sein. Dazu wurde die
psychische Verfassung nahestehender Verwandter mit dem Family History
Assessment Module (FHAM) abgefragt.

Die Durchfuhrung der Gesprache und der Diagnostik verliefen blind, ohne dass
der Tester zum Testzeitpunkt Uber Kenntnis des Genotyps der getesteten
Versuchsperson verfugte.

Einschrankend muss gesagt sein, dass einige der Ausschlusskriterien wie
Drogenkonsum in der Vergangenheit und psychische Probleme beim Einzelnen
nach wie vor mit Scham oder Unbehagen belegt sein kdnnen. Obwohl durch die
mehrfache Aufforderung zur Selbstauskunft und der Vergleich der Antworten die
Wahrscheinlichkeit wahrheitsgetreuer Angaben erhoht wird, konnen vereinzelte

Unwahrheiten bei der Selbstauskunft nicht ausgeschlossen werden.

Methodik

Fehler bei der Genotypisierung konnten ebenfalls die Validitat beeintrachtigen. Um
ein unverfalschtes und akkurates Ergebnis der Genotypisierung zu sichern wurde
das Blut von Erkrankten und Kontrollen im hauseigenen Labor auf die gleiche
Weise gewonnen, gelagert und untersucht. Alle untersuchten SNPs befanden sich
im HWE, was einen ersten Qualitatshinweis liefert, obgleich unspezifisch und
wenig sensitiv. Jedoch liefern Genotypisierungsfehler in der Regel keine
ausreichende Abweichung vom HWE um entdeckt zu werden (Cox und Kraft,
2006, Attia et al., 2010).

Testung der Gedéchtnisleistung

Die Kognitionstestung erfolgte mit dem Wechsler Gedachtnistest - Revidierte
Fassung (Harting et al., 2000), der auf Basis der 1987 veroffentlichen Wechsler
Memory Scale — Revised (Wechsler, 1987) fur den deutschen Raum ubersetzt und
neu normiert wurde. Der Test gilt als ausreichend reliabel und eingeschrankt
valide.

Die Studien zur statistischen Gute beziehen sich alle auf die amerikanische Form
der WMS-R, deren Ergebnisse aufgrund der inhaltlichen Ubereinstimmung mit der
deutschen Form auf den WMS-R (dt.) Ubertragbar sind. Der WMS-R erfullt die
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Gutekriterien und gilt als reliable Methode zu Testung der Gedachtnisleistung. Die
Durchfihrungs- und Auswertungsobjektivitat (Interrater Reliabilitat) ist beim WMS-
R durch strenge Regularien hoch, auch wenn ein minimaler Ermessensspielraum
verbleibt. Die Reliabilitatskoeffizienten der Gesamtindizes liegen zwischen 0,80
und 0,88. Und sind als reliabel anzusehen (Harting et al., 2000). Bei der
Durchfuhrung gilt es diverse Einflussfaktoren wie Tageszeit, Nervositat, Motivation
und Energieniveau der Probanden zu berucksichtigen, die sich mit auf das
Testresultat auswirken.

Es bleibt aufgrund unzureichender Studienlage unklar, inwieweit die kognitiven
Domanen durch den WMS-R valide abgebildet werden. In einer multiplen
Regressionsanalyse fanden sich Hinweise, dass das Visuelle Gedachtnis
empfanglich fur zahlreiche externe Einflusse zeigte (Moore und Baker, 1997).
Dabei ist das Gedachtnis ein ausgesprochen komplexes und vages Gebilde, das
hohe Anforderungen an die Testvaliditat stellt. Das Alter aller Teilnehmer der
Kognitionsstichprobe lag mit 18 bis 72 Jahre im validierten Altersbereich des
WSM-R von 16 bis 75 Jahre (Harting et al., 2000). Der Bildungsstand zeigte in
allen Untertests einen signifikanten Einfluss, eigene Normen liegen jedoch nur fur
Abiturienten vor. Das konnte zu Verzerrungen der Ergebnisse bei Personen mit
niedrigerer Schulbildung fuhren. Ein weiterer Nachteil des WMS-R ist seine
Sprachlastigkeit, auch wenn diese durch die muttersprachlichen Kenntnisse der
Versuchsteilnehmer vernachlassigt werden kann. Das Geschlecht bleibt bei der
Normierung unberucksichtigt, da sich Manner und Frauen im WMS-R nicht
signifikant in ihren Ergebnissen unterschieden.

Statistische Auswertung

Bereits statistisch gesehen ist die Gefahr eines falsch-positiven Ergebnisses sehr
hoch (Colhoun et al., 2003). Auf die Korrektur nach Bonferroni wurde aufgrund des
praliminaren Charakters der Studie verzichtet. Dadurch ist die Zahl an falsch-
positiven Ergebnissen (Fehler 1. Art) erhoht, es zeigt aber zugleich eine moglichst
groBe Zahl an potentiell interessanten Ergebnissen auf, die einer weiteren
Replizierung durch andere Studien bedurfen.
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4.3 Interpretation der Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie war es, 21 Polymorphismen des DRD2
Gens auf eine mdgliche Assoziation mit dem klinischen Phanotyp Diagnose und
dem Endophanotyp Gedachtnisleistung (Testung durch WMS-R) zu untersuchen.

4.3.1 Interpretation der Fall-Kontroll-Stichprobe

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie zeigt sich eine signifikante Assoziation des
SNPs rs1801028 (Ser311Cys; C > G) mit Schizophrenie. Das G-Allel tritt bei
gesunden Kaukasiern in der Allelverteilung und im dominanten Genotypen-Modell
gehauft auf. Somit ergibt sich ein Hinweis auf einen protektiven Einfluss des G-
Allels in Bezug auf Schizophrenie. Aufgrund der geringen minimalen Allel-
Frequenz mit wenigen C-Allel-Tragern in der Stichprobe ist dieses Ergebnis nur
eingeschrankt valide und sollte zurtickhaltend interpretiert werden.

Anhand der zu diesem SNP existenten vergleichbaren Studien und Meta-Analysen
gilt das G-Allel bei gehauftem Auftreten bei Schizophreniepatienten als Risikoallel
fur  Schizophrenie. Das kontrare Ergebnis wird durch ethnische
Subgruppenanalysen in neueren Studien teilweise entkraftet. Darin konnten das
Ergebnis fur Asiaten repliziert werden, bislang nicht jedoch fur Kaukasier. Der
Grund konnte in der geringeren minimalen Allelfrequenz in der kaukasischen
Bevdlkerung liegen (1,7% kaukasisch vs. 9,1% asiatisch), was die Generierung
ausreichender Studiendaten erschwert. Alternativ konnen externe Einflusse
(Umwelt, Epigenetik) die Auspragung modifizieren. Zudem ist ein tatsachlicher
protektiver Effekt in der kaukasischen Bevolkerung denkbar. Dafur liefert diese
Studie einen Hinweis.

Molekularbiologische Untersuchungen stutzen sowohl protektive als auch
risikosteigernde Hypothesen. Der Polymorphismus bewirkt eine missense
Mutation durch konsekutiven Austausch der Aminosaure Serin (C-Allel) durch
Cystein (G-Allel). Funktionsuntersuchungen zum Polymorphismus lassen eine
protektive, als auch eine risikoerhdhende Funktion auf Basis einer veranderten Do-
Rezeptorphysiologie und D2-Rezeptorfunktion denkbar erscheinen. Die veranderte
Aminosaure ist im mittleren Abschnitt der dritten intrazellularen Schleife lokalisiert
— jenem Abschnitt, dem eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion
zugesprochen wird (Arinami et al., 1994). Cravchik et al. wiesen eine zweifach
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verminderte Dopaminaffinitat des G-Allels im Vergleich zum C-Allel an Zellen aus
Hamsterovarien nach. Damit einher ging eine eingeschrankte Rezeptorfunktion mit
um 50% verminderter konsekutiver cAMP-Reduktion (Cravchik et al., 1996). Wird
von einer Minderung der Rezeptorfunktion als Ziel einer antipsychotischen
Therapie ausgegangen, so waren diese Ergebnisse mit einer potentiellen
Schutzfunktion des G-Allels vereinbar. Es fanden sich Hinweise, dass Patienten
mit dem G-Allel eine abgeschwachte Symptomatik und ein besseres
Therapieansprechen zeigten (Arinami et al., 1994). Eine Funktionsuntersuchung
zur Rezeptorinaktivierung zeigte bei Tierzellen eine langsamere intrazellulare
Einlagerung (Sequestrierung) des Dopamin-Rezeptors unter Stimulation mit
Dopamin fur das G-Allel im Vergleich zum C-Allel. Die Autoren mutmaften, dass
dies eine verminderte Down-Regulation auf Dopamin zu Folge haben konnte, die
durch eine verstarkte dopaminerge Signaltransduktion zu einem erhohten
Schizophrenierisiko fuhren konnte (ltokawa et al., 2010).

Zusammenfassend zeigt sich in dieser Studie eine schwache Evidenz bezuglich
einer protektiven Assoziation des minoren Allels von rs1801028 und
Schizophrenie bei Kaukasiern. Es handelt sich um einen vielversprechenden
Ansatz fur weitere genetische Untersuchungen, der der Replikation in weiteren
Studien mit ausreichender Power bedarf.

Einschrankend muss gesagt sein, dass inkongruent mit der in dieser Studie
tendenziell erhobenen Assoziation des G-Allels von SNP rs1079727 mit
Schizophrenie (Trend zur Signifikanz), in einer weiteren Studie das majore A-Allel
als Risikomarker beschrieben worden ist (Glatt et al., 2009). Die Studie wurde an
Chinesen durchgefuhrt, moglicherweise ist diese Diskrepanz daher analog zur
oben beschriebenen Konstellation bei SNP rs1801028 zu sehen. Das Ergebnis
dieser Studie erfordert daher weitere Untersuchungen bezuglich des SNPs.

Eine Assoziation von rs4587762 und Schizophrenie ist bis dato nicht in der
Literatur beschrieben. In dieser Stichprobe zeigt sich fur das G-Allel tendenziell
eine Assoziation als Risikomarker fur Schizophrenie (Trend zur Signifikanz). Die
genomische Lage des SNPs auf dem DRD2 Gen liefert einen moglichen Hinweis
fur die biologische Vermittlung des Risikoeffektes. Der SNP liegt in einem Intron-
Abschnitt, in dessen Bereich fur andere SNPs eine Regulation auf Spleillverhalten
und Schizophrenie fordernder Effekte beschrieben wurde (Zhang et al., 2007).
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Diesbezlglich bedarf es der Bestatigung durch positive Ergebnisse von weiteren
Arbeiten.

Das T-Allel des SNP rs10891552 =zeigt einen Trend als Risikoallel fur
Schizophrenie. Es ist in der Literatur lediglich eine Assoziation des T-Allels zu
erhohter Nikotinabhangigkeit beschrieben (Bergen et al., 2009). Aufgrund der
niedrigen minoren Allelfrequenz ist die Aussagekraft des Ergebnisses
eingeschrankt und muss durch weitere Studien verifiziert werden.

Weitere beschriebene Assoziationen, wie zum Beispiel fur den Marker rs2283265
(Glatt et al., 2009), konnten in dieser Arbeit nicht repliziert werden. Ein
methodisches Problem stellt die Verschleierung von tatsachlichen Effekten durch
das klinisch wie genetisch heterogene Krankheitsbild, die nur geringe Effektgroflie
einzelner Polymorphismen und die komplexen Gen-Gen- und Gen-Umwelt-
Interaktionen dar (Fanous und Kendler, 2008). Es ist daher nicht auszuschliel3en,
dass sich die in einzelnen Untergruppen ausgepragt vorhandenen EffektgrofRen
gegenseitig aufheben und dadurch zu einer geringen globalen Effektgrofie fuhren.
Ein aktueller Losungsansatz, um der genetischen Heterogenitat gerecht zu
werden, besteht in der Auswertung hunderttausender von genetischen Satzen, die
in multizentrischen genomweiten Assoziationsstudien (GWA) erhoben werden.
Bislang ist in der bis dato groten GWA ein SNP im DRD2 Gen signifikant mit
Schizophrenie assoziiert. Dieser SNP - rs2514218 - wurde in dieser Arbeit zwar
nicht erfasst, der Hinweis auf eine Beteiligung des DRD2-Gens an der Atiologie

der Schizophrenie wurde dadurch jedoch bestarkt.

4.3.2 Interpretation der Endophanotyp-Stichprobe

Ein weiterer in dieser Studie verfolgter Losungsansatz mittels Endophanotypen
versucht, der heterogenen Klinik der Schizophrenie gerecht zu werden. Der
gewahlte Endophanotyp Kognition bzw. kognitive Defizite (z.B. Arbeitsgedachtnis)
sind insbesondere in Bezug auf Schizophrenie und das DRD2 Gen valide und gut
dokumentiert (Bertolino et al., 2009).

Das A-Allel von SNP rs7131056 ist signifikant mit schlechterer visueller
Gedachtnisleistung assoziiert. Ein Zusammenhang mit Schizophrenie oder
Kognition in der Literatur ist bis dato nicht beschrieben. Die Lage des
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Polymorphismus in der Intronsequenz 1 Iasst nur einen indirekten Einfluss auf das
Genprodukt vermuten. Publikationen Untersuchungen hierzu gibt es bislang keine.
Fur das T-Allel von rs4648319 und das T-Allel von rs7350522 zeigt sich in dieser
Stichprobe eine signifikante Assoziation mit kognitivem Defizit im Bereich der
Aufmerksamkeit / Konzentration. Fur beide Polymorphismen ist bislang kein
Zusammenhang mit Schizophrenie und Kognition in der Literatur beschrieben. Fir
die beiden SNPs wurde erstmalig ein Zusammenhang mit Aufmerksamkeit /
Konzentration berichtet; publizierte Daten sind bislang nicht beschrieben.

Fir die minoren Allele von rs1079727 (G-Allel) und von rs2283265 (T-Allel)
besteht ein Hinweis (Trend zur Signifikanz) auf Assoziation mit kognitivem Defizit
im Bereich der Aufmerksamkeit / Konzentration. Das Ergebnis in Bezug auf den
SNP rs2283265 ist mit dem Ergebnis der kognitiven Testung in Bezug
Arbeitsgedachtnis und Aufmerksamkeit auf von Zhang et al. 2007 konsistent
(Zhang et al., 2007). Genetische Untersuchungen zu den beiden SNPs legen
einen regulatorischen Einfluss auf das Spleilverhalten nahe. So wurde fur die hier
genannten Risikoallele (G-Allel, respektive T-Allel) von rs1079727 und rs2283265
eine erhohte Expression der Dy -Isoform (postsynaptisch) und eine verringerte
Expression der Dys-Isoform (primar prasynaptisch) im Frontallappen beschrieben
(Zhang et al., 2007, Vercammen et al., 2014). Bildgebend zeigten
Schizophrenieprobanden mit dem T-Allel von rs2283265 eine erhohte zerebrale
Aktivitat (Zhang et al., 2007). Zudem wurde bei Schizophreniepatienten ein
erhohter Spiegel von Dys und ein erniedrigter Spiegel von zu Dy nachgewiesen
(Kaalund et al., 2014). Interessanterweise ist das mit der wiederholt abgebildeten
kognitiven Leistungseinschrankung einhergehende SpleilRexpressionsmuster
invers zur Bildgebung. Die Beobachtung, dass eine kognitive Einschrankung mit
gegensatzlicher phanotypischer Manifestation bei Patienten und Gesunden auftritt,
veranlasste bereits Bertolino et. al zur Annahme, dass dies — nach Ausschluss
eines pharmakologischen Einflusses — auf einen anderen unbekannten
Polymorphismus oder krankheits-assoziierten Faktor zuruckzufuhren sein durfte
(Bertolino et al., 2009). Die These von weiteren interagierenden Polymorphismen
wird durch eine Studie von Vercammen et al. bestarkt. Heterozygote TG-Tragern
von rs2283265 mit einer zusatzlichen Mutation des Catechol-O-Methytransferase-
Gens (COMT) zeigten in der Bildgebung eine prafrontale kortikale Hypoaktivitat,
die eine groRe Ahnlichkeit mit der préafrontalen kortikalen Aktivitat von
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Schizophreniepatienten aufweist (Vercammen et al., 2014). Somit kann man
annehmen, dass das T-Allel des SNPs rs2283265 tatsachlich mit Schizophrenie
und verminderter kognitiver Leistung assoziiert ist.

Die Testung auf den Phanotyp Gedachtnisleistung mit dem WMS-R hat mehrere
Limitationen. Zum Ersten konnte eine parallele Therapie mit antipsychotischen
Medikamenten die Gedachtnisleistung negativ beeinflussen. So zeigten Patienten
mit dem oralen Neuroleptikum Risperidon ein besseres Abschneiden in vielen
kognitiven Bereichen - unter anderem bei visuellem Gedachtnis und
Aufmerksamkeit / Konzentration (Houthoofd et al., 2008). So haben Neuroleptika
Einfluss auf die striatale D,-Rezeptordichte bei kognitiven Aufgaben (Yang et al.,
2004). In bildgebenden Untersuchungen zeigte sich, dass mit hoherer
Neuroleptika Dosis eine verringerte Aktivitat des prafrontalen Cortex assoziiert ist
(Vercammen et al, 2014). Zweitens wurde das Geschlecht der
Versuchsteilnehmer als Kovariable berucksichtigt, jedoch nicht getrennt
ausgewertet. Das liegt unter anderem daran, dass das Geschlecht im WMS-R bei
der Normierung unberucksichtigt bleibt, da sich Manner und Frauen wahrend der
Normierung nicht signifikant in ihren Ergebnissen unterschieden (Harting et al.,
2000). In Studien mit gesunden Versuchsteilnehmern zeigte sich, dass Frauen
besser bei verbalem Lernen und Gedachtnis abschneiden als Manner (Munro et
al., 2012) und dieser Effekt — wenn auch auf niedrigerem Niveau — bei
Schizophreniepatienten vorhanden ist (Bozikas et al., 2010). Die Falle waren nicht
geschlechtsgematcht. Es fanden sich 62,9 Prozent Manner und 37,1 Prozent
Frauen in der Studie, was tendenziell hohere Effektmalle hervorruft (Schaefer et
al., 2013). Drittens ist unklar, inwieweit die Gedachtnistestung im WMS-R einen
validen Endophanotyp fur Schizophrenie darstellt. Die Evidenz eines
Zusammenhangs zwischen generalisierter kognitiver Beeintrachtigung und
Schizophrenie ist durch umfangreiche Studien belegt worden (Schaefer et al.,
2013). Daher kann davon ausgegangen werden, dass Gedachtnisdefizite einen
geeigneten Endophanotyp darstellen. Unklar ist jedoch, inwieweit diese Defizite
valide durch den WMS-R abgebildet werden. Eine Faktorenanalyse weist auf die
in sich kongruenten Komponenten verbales Gedachtnis, Aufmerksamkeit /
Konzentration und visuelles Gedachtnis hin, wobei letzteres moglicherweise durch
weitere externe Faktoren beeinflusst wird (Moore und Baker, 1997). Daher muss
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insbesondere die Assoziation von rs7131056 und dem visuellen Gedéachtnis in

weiteren Studien repliziert werden.

4.3.3 Haplotyp-Analyse

Erstmals wurde eine Analyse der Haplotyp-Analyse auf Assoziation mit
Gedachtnisleistung (im WMS-R) durchgefuhrt. Die Auswertung der Kopplungs-
muster ergab zwei Haplo-Blocke, deren SNPs sich untereinander im Kopplungs-
ungleichgewicht befanden. Der Haplo-Block 2 umfasst 4 SNPs vom 5 Ende des
DRD2-Gens bis zur Mitte von Intron 1 und Haplo-Block 1 mit 14 Marker von der
Mitte von Intron 1 bis zum 3’ Ende des Gens. Von der Analyse ausgeklammert
wurden die SNPs rs1801028 und rs10891552, die Aufgrund der geringen MAF
nicht einbezogen wurden. Zwischen den beiden Blocks liegt der SNP rs4274224.
Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen der Haplotyp-Analyse von Glatt et
al. weitestgehend Uberein. Die Grenzen von Haplo-Block 2 sind identisch, Block 1
wurde in drei Sub-Blocke unterteilt (Glatt et al., 2009). Ein SNP, rs1110977, der
zwei Sub-Blocke abgrenzte, wurde nicht untersucht. Es ware daher denkbar, dass
der hier Uberwiegend homogene Haploblock 1 tatsachlich gespalten ist. Um das
zu klaren, bedarf es weiterer Studiendaten.

Der in der Einzelanalyse signifikant mit visuellem Gedachtnis assoziierte SNP
rs7131056 liegt in der Haplotyp-Analyse im Kopplungsungleichgewicht. Fur alle
drei gekoppelte SNPs ist ebenfalls kein Zusammenhang mit Schizophrenie
berichtet worden. Fur den Haplotyp 1 (rs4460839 T-Allel, rs7122454 G-Allel,
rs7131056 C-Allel und rs11214613 G-Allel) liegen tendenziell signifikant bessere
Werte beim Abschneiden des visuellen Gedachtnisses vor. Im Vergleich zu
Haplotyp 3 ist nur das Allel von SNP rs7131056 gleich bei Anderung des Scores.
Es ist daher anzunehmend, dass der hervorgerufene Effekt durch weitere SNPs —
nicht nur rs7131056 - vermittelt wird.

Der Haplotyp 5 aus Block 1 (TCCTGCAGATGACC) war in der Analyse zudem
signifikant mit besserer Leistung bei visuellem Gedachtnis assoziiert. In der
Einzel-SNP-Analyse war diesbezuglich keine signifikante Assoziation feststellbar.
Es ist anzunehmen, dass der Gesamteffekt durch Addition mehrerer Einzeleffekte
zustande kommt.

Alle vier mit Aufmerksamkeit / Konzentration assoziierten SNPs liegen laut Haplo-
Block Analyse miteinander im Kopplungsungleichgewicht. Weitere SNPs des
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Haplo-Blockes sind rs2734841, rs1124492, rs6277, rs6275, rs2440390,
rs4587762, rs17115583, rs4648318, rs12574471. Je ein Haplotyp war dabei mit
tendenziell signifikant besseren (GCTCGCAGATGACC, Trend) und schlechteren
Gedachtnisleistungen (GCCCTCGTGTGATC, Trend) assoziiert. Alle vier SNPs
vermitteln dabei den Effekt, bei dem das jeweils seltenere Risikoallel mit
schlechteren Aufmerksamkeit / Konzentrationsleistungen assoziiert war. Werden
die beiden Haplotypen miteinander verglichen, so unterscheiden sich die beiden
Typen an sechs Positionen: rs6277, rs2283265, rs1079727, rs7350522,
rs4587762 und rs4648319.

Fir den im Kopplungsungleichgewicht liegenden SNP rs6277 (C > T, Exon 7)
werden in der Literatur wiederholt Assoziationen mit besseren Leistungen im
Arbeitsgedachtnis beschrieben (Xu et al., 2007, Rodriguez-Jimenez et al., 20006).
In der vorliegenden Studie zeigten sich lediglich im Subtest Blockspanne
(Ergebnis nicht abgebildet) ein besseres Abschneiden von T-Allel Tragern, ohne
jedoch die ndtige Signifikanz in der Hauptskala zu erreichen. Dieser in Ansatzen
positive Befund konnte auf eingeschrankte Trennscharfe der Studie wegen des
kleinen Effektmaldes zurickzufuhren sein und weist tendenziell in Richtung auf zu
diesem Thema veroffentlichter Arbeiten, die dem T-Allel eine protektive Wirkung
bei Schizophrenie zusprechen (Mi et al., 2011). Studien zufolge geht das T-Allel
im Gegensatz zum C-Allel mit verminderter Synthesen und Stabilitat von DRD2
mMRNA und D»-Rezeptor Synthese einher. Die entsprechend niedrigeren Level an
mRNA flihren mdglicherweise zu einer schwacheren Signalweiterleitung durch

dopaminerge Reize (Duan et al., 2003).

4.4  Ausblick auf zuklinftige Untersuchungen

Die Nutzung der Diagnose als Phanotyp hat bislang keine zufriedenstellenden
Antworten geliefert. Das liegt unter anderem an genetischen und Kklinischen
Limitationen wie der genetischen Heterogenitat mit zahlreichen involvierten Loci
und komplex interagierenden Genen und Genprodukten und der mangelnden
Validitat des Krankheitsphanotyps (Bertolino et al., 2009).

Die erste Limitation bei der Erforschung der Schizophrenie liegt in der komplexen
genetischen Architektur, die die Suche nach Suszeptibilitatsgenen erschwert.
Heute scheint klar, dass die Krankheit durch additive Wirkung von mehreren oder
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vielen miteinander interagierenden Genen verursacht wird. Dabei hat jedes Gen
fur sich nur einen geringen Einfluss, das je nach Funktion auch nur durch
zusatzliche Modifizierung durch andere Gene auffallig wird. Die Komplexitat des
Musters in Gestalt eines Mosaiks aus vielen kleinen, interindividuell verschiedenen
Genen macht verstandlich, warum so viele Studien keine replizierbaren
Ergebnisse produziert haben.

Die hier vorliegende Studie war nur eingeschrankt in der Lage, fruhere
Studienergebnisse zu replizieren. Es zeigte sich eine Assoziation des Markers
rs1801028 und Trends zur Assoziation der Marker rs1079727 und rs4586205 mit
Schizophrenie. Die Assoziation des Polymorphismus rs1801028 steht in Kontrast
zu mehreren Studien, darunter auch vier Meta-Analysen. Eine Assoziation von
rs1079727 wurde bereits beschrieben (Glatt et al., 2009). Erstmalig wird von einer
moglichen Assoziation des Markers rs4586205 berichtet. Werden Berechnungen
berucksichtigt, nach denen Uber 95 Prozent aller friheren Studienergebnisse als
falschpositive Ergebnisse gewertet werden mussen (Colhoun et al., 2003), so sind
die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie erst mit positiver Replikation in
weiteren Studien als valide zu betrachten.

Trotz der Schwierigkeiten bei der Suche nach genetischen Ursachen herrscht
verstarkter Optimismus. Daflr sind mehrere Grinde mitverantwortlich. Erstens
erlauben es die Fortschritte in der modernen Gentechnologie, zunehmend
effizientere und kostengunstigere SNP-Analysen mit hohem Durchsatz
durchzufuhren. Das hat es in den letzten Jahren ermdglicht, GWAS mit Millionen
untersuchter SNPs bei tausenden von Probanden durchzufuhren. Das fuhrte zu
unerwarteten Assoziationen bei Polymorphismen, die bisher mangels
Kandidatengenstatus in Assoziationsstudien ausgespart wurden. Zweitens
intensiviert sich die internationale Zusammenarbeit von Forschungsgruppen. Die
Etablierung eines gemeinsamen Datenpools unter Leitung des Psychiatric
Genomics Consortium (PGC) schafft endlich eine ausreichende Studienpower, um
auch schwache Effektmalle zu entdecken (Wright, 2014). In der Vergangenheit
scheiterten Assoziationsstudien haufig daran, eine ausreichende Power zur
Detektion einer genomweiten Signifikanz oder zur Replikation zuvor publizierter
Ergebnisse zu erreichen (Insel, 2010). Drittens kdnnen die zur Assoziation notigen
Testkriterien und Statistikverfahren langsam als ausgereift betrachtet werden (Flint
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und Munafo, 2014). Dadurch sollten in Zukunft die methodischen Fehler der
letzten Jahrzehnte vermieden werden.

Es bleibt trotz der robusten statistischen Power der neuen Studien abzuwarten, ob
die biologische Plausibilitat und Spezifitat ausreicht, um die einzelnen Varianten
der Schizophrenie zu diagnostizieren (Bertolino et al., 2009).

Die zweite Limitation bei der Ursachenforschung der Schizophrenie liegt in der
klinischen Heterogenitat der Erkrankung. So basiert die Bestimmung des
Krankheitsphanotyps nach wie vor auf einer Sammlung von Symptomen (z.B.
Halluzination und Wahn). Diese Symptome prasentieren sich fur den Untersucher
gut nachvollziehbar und reliabel, zeigen sich jedoch sowohl im zeitlichen Verlauf,
als auch zwischen einzelnen Erkrankten mit wechselhafter Auspragung ohne
biologische Validitat oder Validierung. Zudem sind alle Symptome nicht scharf auf
die Schizophrenie begrenzt, d.h. charakteristisch fur die Erkrankung, sondern sind
auch bei anderen schweren Formen von Psychose oder psychiatrischen
Storungen wie zum Beispiel Depression anzutreffen (Bertolino et al., 2009). Die
Begrenzung des Krankheitsbildes anhand der klinischen Kriterien ist fur die
klinische Praktikabilitat vorteilhaft, erschwert jedoch die weitere Forschung. Dass
die Einteilung in die Unterformen der Schizophrenie (hebephrene, paranoide,
katatone Unterform) wegen fehlender therapeutischer Relevanz zunehmend
verlassen wird, kann als exemplarisch fur die Problematik gesehen werden (Braff
et al., 2013).

Es ware denkbar, Psychose nicht nur auf Basis von Wahn und Halluzinationen zu
definieren, sondern in einem weiter gefassten Rahmen als Realitatsverlust zu
sehen, in die auch andere schwere Formen psychischer Storungen einfliel3en.
Einige Autoren gehen sogar soweit, von einem Kontinuum der ,Psychose® zu
sprechen, das alle Storungen graduell unter diesem Oberbegriff fasst (Bertolino et
al., 2009).

Die hier vorliegende Studie beschreitet diesen Weg, indem sie nach Assoziationen
mit dem Endophanotyp Kognition sucht, der als vielversprechende
neurobiologische KenngrofRe gilt. Die Validitdt des hier zur kognitiven Testung
verwendeten WMS-R muss dazu in weiteren Studien Uberpruft werden. Die
Ergebnisse der erstmalig berichteten Assoziationen von rs7131056, rs4648319
und rs7350522 mit kognitiven Defiziten bedurfen einer Replikation in weiteren
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Studien, gegebenenfalls unter Verwendung ahnlich reliabler und besser validierter
Tests wie dem California Verbal Learning Memory Test (CVLMT).

Die durch zukunftige genetische Assoziationsstudien gefundenen Ergebnisse
konnten Licht auf Reaktionswege bringen, die in das Krankheitsgeschehen
involviert sind und neue Ziele fur therapeutische Interventionen identifizieren. Das
Wissen konnte dazu dienen, die Diagnose zu verbessern oder den Einsatz von
Therapeutika effizienter und nebenwirkungsarmer zu machen. Bislang haben
wenige genetische Tests dieses Einsatzlevel erreicht, was sich in Zukunft andern
konnte. Der wahrscheinlichste kurzfristige klinische Effekt liegt in der verbesserten
Risikostratifizierung und der Maoglichkeit, Patienten detailliertere Informationen
bezuglich ihrer Prognose zu geben (Attia et al., 2009a).
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5 Zusammenfassung

Schizophrenie ist eine relevante und schwerwiegende psychiatrische Erkrankung,
die in der Bevolkerung eine Pravalenz von bis zu einem Prozent hat.

Es wird von einer Hirnentwicklungsstorung ausgegangen, die mit Veranderungen
bei der Ausreifung und Funktion neuronaler Schaltkreise einhergeht. Fur eine
gezieltere und fruhere Therapie ist die Aufklarung der zugrundeliegenden Genetik
und der damit verbundenen molekularen Signalwege notwendig.

Eine Schlusselrolle hat der Dopaminstoffwechsel, was durch dessen Rolle als ein
Ansatzpunkt fur die medikamentdse Therapie der Schizophrenie verdeutlicht wird.
Das den D,.Rezeptor codierende Gen, DRD2, wurde friuh und konsistent mit
Schizophrenie in Verbindung gebracht. Zuletzt bestatigte sich das in der bislang
grollten genomweiten Assoziationsstudie. Da Schizophrenie mit Defiziten der
Gedachtnisleistung  einhergeht, gilt  Kognition als vielversprechender
Endophanotyp der Erkrankung.

Zur weiteren Untersuchung dieses Zusammenhangs wurden bei 3272 Kaukasiern
21 Polymorphismen des DRD2 Gens genotypisiert und auf eine Assoziation mit
dem Phanotyp Schizophrenie getestet. Eine Untergruppe von 884 Probanden
wurde genotypisiert und auf eine Assoziation mit Gedachtnisleistung gepruft,
deren Werte durch eine Testbatterie (Wechsler Memory Test in revidierter
Fassung; WMS-R (dt.)) erhoben wurden.

Eine signifikante Assoziation mit Schizophrenie zeigten die SNPs rs1801028 und
rs10891552. Beide SNPs waren mit einer geringen minoren Allelfrequenz von 0,02
und 0,03 vertreten. Das minore Allel zeigte dabei einen protektiven Effekt fur
rs1801028 und einen risikosteigernden Effekt bei rs10891552. Ein Trend zur
Signifikanz zeigte sich fur rs1079727 und rs4586205. Das minore Allel trat hier
jeweils tendenziell gehauft bei Schizophreniepatienten auf.

In der kognitiven Testung war das A-Allel des SNPs rs7131056 signifikant mit
schlechterem Abschneiden in der Kategorie visuelles Gedachtnis assoziiert. Die
SNPs rs4648319 (G-Allel) und rs7350522 (T-Allel) waren signifikant mit
schlechterem Abschneiden in der Kategorie Aufmerksamkeit / Konzentration
assoziiert. Die Marker rs1079727 und rs2283265 zeigten einen Trend zur

Signifikanz in der Kategorie Aufmerksamkeit / Konzentration.
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Die Haplotyp Analyse ergab zwei Blocke von 14 und 4 SNPs (SNP Block 1:
rs2734841, rs1124492, rs6277, rs6275, rs2283265, rs2440390, rs1079727,
rs7350522, rs4587762, rs17115583, rs4648318, rs4648319 und rs12574471; SNP
Block 2 rs4460839, rs7122454, rs7131056 und rs11214613) mit der Kategorie
war. Der Haplotyp TCCTGCAGATGACC war mit einem besseren visuellen
Gedachtnis im WMS-R assoziiert, der Haplotyp TGCG mit einem Trend zur
Signifikanz. Der Haplotyp GCTCGCAGATGACC war mit einem besseren und der
Haplotyp GCCCTCGTGTGATC mit einem schlechteren Abschneiden in der WMS-
R Kategorie Aufmerksamkeit / Konzentration assoziiert

Der Vergleich der beiden Haplotypen zeigte, dass das minore Allel von sechs
SNPs (rs6277, rs2283265, rs1079727, rs7350522, rs4587762 und rs4648319) mit
der schlechteren Leistung assoziiert ist. Diese SNPs stellen somit sinnvolle Ziele
fur weiterer Untersuchungen dar.

Die Ergebnisse bedirfen weiterer Bestatigung durch Replikation in weiteren
Studien.
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Abkurzungsverzeichnis

6 Abklirzungsverzeichnis

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CNV Kopienzahlvariation

COMT Catechol-O-Methyltransferase

CT Computertomographie

ddNTPs Didesoxynukleosidtriphosphat

DISC1 Disrupted-in-Schizophrenia-1-Gen

dNTPs Desoxynukleosidtriphosphat

(HMRT (funktionelle) Magnetresonanztomographie
FHAM Family History Assessment Module

GABA Gamma-Aminobuttersaure

GHCI Guanidinhydrochlorid

GWAS genomweite Assoziationsstudien

GWLS genomweite Kopplungsstudien

HAWIE Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fur Erwachsene
HWE Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

kb Kilobasen (1000 Basenpaare)

LD Kopplungsungleichgewicht

LEBI Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar

MAF Minimale Allelfrequenz

MHC-Komplex Haupthistokompatibilitatskomplex

MMST Mini-Mental-Status-Test

mRNA messenger RNA

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PET Positronen-Emissionstomographie

PFC prafrontalen Kortex

rpm revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
SKID Strukturiertes Klinisches Interview fur DSM-IV
SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus

SPECT Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie
VTA Area ventralis tegmentalis

WMS-R Wechsler Memory Scale Revised

WMS-R (dt.) Wechsler Gedachtnistest - Revidierte Fassung (deutsch)
ZNS Zentralnervensystem
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