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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Schizophrenie

Die Schizophrenie zahlt zu den schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen und zeigt
nicht nur erhebliche gesundheitliche und soziale Auswirkungen auf die Betroffenen selbst,
sondern stellt auch eine grolRe Belastung fir Angehorige und Gesellschaft dar {Millier et al.

2014},

1.1.1 Epidemiologie

Nach Angaben der WHO sind weltweit mehr als 21 Millionen Menschen an Schizophrenie
erkrankt {WHO 2014}. Zwischen den verschiedenen Kulturen und geographischen Regionen
weisen die Erkrankungszahlen und die typischen Krankheitsverldufe keine groRReren

Unterschiede auf {Rangaswamy & Greeshma 2012}.

Die durchschnittliche jahrliche Inzidenz betragt 10 bis 15 Falle pro 100000 Personen, die
durchschnittliche Punktpravalenz betrédgt 4,6 Falle pro 1000 Personen {Owen et al. 2016}. Das
Gesamtrisiko im Laufe des Lebens an Schizophrenie zu erkranken liegt bei knapp unter 1%

{Kahn et al. 2015}.

Bei Mannern zeigt sich der Erkrankungsgipfel zwischen dem 20 und 29 Lebensjahr, bei Frauen
kommt es zu einem ersten Erkrankungsgipfeln zwischen dem 20 bis 29 Lebensjahr und einem
zweiten Gipfel zwischen dem 30 bis 39 Lebensjahr. Diesen Spitzen folgt ein Riickgang der
Inzidenz bis zum 60 Lebensjahr, welcher bei Mannern starker abfallt als bei Frauen. Insgesamt
liegt bei Mannern ein 1,15-fach hoheres Erkrankungsrisiko flir Schizophrenie vor {van der Werf
et al. 2014}, was moglicherweise einer schiitzenden antipsychotischen Wirkung des Ostrogens

zuzuschreiben ist {Gogos et al. 2015}.
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1.1.2 Historische und gegenwartige Klassifikationssysteme

Noch zu Beginn des neunzehnten Jahrhunderts existierte kein Ordnungssystem zur
Klassifikation psychischer Erkrankungen. Vielmehr wurden zur damaligen Zeit
dementsprechende Einteilungsversuche von vielen fiihrenden Psychiatern entschieden
abgelehnt. Heinrich Neumann stellte 1859 resigniert folgende Aussage auf: ,,...dass wir nicht
eher an einen wirklichen Fortschritt in der Psychiatrie glauben werden, als bis man sich
entschlossen haben wird, die ganze Klassifikation Gber Bord zu werfen. Es gibt nur eine Art

Seelenstérung. Wir nennen sie das Irresein ...“ {Franzek & Musalek 2009}.

Erste Ansatze klinisch empirischer Beschreibungen Schizophrenie-typischer Symptome als
eine eigenstandige Sonderform der Psychosen erfolgten im Jahr 1874 von Karl Ludwig
Kahlbaum in seiner Abhandlung ,Die Katatonie oder das Spannungsirresein. Eine klinische
Form psychischer Krankheit.”. Von seinem Schiiler Ewald Hecker wurde nur wenige Jahre
zuvor der Begriff Hebephrenie fir eine ,besondere Form von Geisteskrankheiten” eingefiihrt,
die nach der Pubertéat erstmals auftrete {Franzek & Musalek 2009; Gazdag et al. 2017; Jager
et al. 2018}.

Besondere Bedeutung hatte die von Emil Kraepelin beschriebene prognostische Dichotomie
der Geisteskrankheiten. In der flinften Auflage seines ,Lehrbuches der Psychiatrie” aus dem
Jahre 1896 gebrauchte er zum ersten Mal den Begriff Dementia praecox und fasste darunter
spater die Dementia paranoides, die Hebephrenie und die Katatonie zusammen, welche
Gemeinsamkeiten durch einen friihen Krankheitsbeginn, eine schlechte Prognose und einen
,eigenartigen Schwachezustand” zeigten. Demgegentiber stellte er die manisch-depressive
Erkrankung, welcher er eine gute Prognose zuschrieb {Rittmannsberger 2012; Falkai et al.

2015}

Kurze Zeit spater fiihrte Eugen Bleuler den Begriff ,Schizophrenie” fiir eine Gruppe
psychischer Stérungen ein und setzte ihn an die Stelle von Kraepelins Dementia praecox. In
seinem Werk ,,Dementia praecox oder Gruppe der Schizophrenien” unterschied er zwischen
Grundsymptomen wie Stérungen des Denkens, der Affektivitdit sowie des Antriebs, und
akzessorischen Symptomen wie Sinnestauschungen, Wahnideen und katatonen Symptomen.
Im Gegensatz zu Kraepelins damaliger Meinung lehnte er die Annahme eines grundsatzlich

unglnstigen Krankheitsverlaufs ab {Rittmannsberger 2012; Maatz & Hoff 2014}.
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1938 beschrieb Kurt Schneider erstmalig sein Klassifikationssystem der Erst- und
Zweitrangsymptome der Schizophrenie. Grundlage dieser Einteilung war die
Wahrscheinlichkeit mit der eine Schizophrenie diagnostiziert werden konnte. So sollte eine
Schizophrenie vorliegen, wenn sich mindestens ein Symptom ersten Ranges zeigte (z. B.
Gedanken-Lautwerden, dialogisierende oder kommentierende Stimmen,
Wahnwahrnehmungen), wahrend Symptome zweiten Ranges (z. B. optische Halluzinationen,
Wahneinfille, depressive Verstimmung) zwar auch auftreten konnten, aber alleine nicht

spezifisch genug fir eine Diagnose seien {Martin 2010; Cutting 2015}.

Seit Ende der siebziger Jahre erfolgte verstarkt die Einteilung der Krankheitssymptome in
Positiv- und Negativsymptome. Dabei pragte insbesondere Nancy Andreasen fir die
Negativsymptome die sogenannten ,,sechs A“: Alogie, Affektverflachung, Apathie, Anhedonie,

Aufmerksamkeitsstérungen und Asozialitat {Andreasen 1982}.

Zur Beurteilung des Ausmalies der Positiv- und Negativsymptome entwickelte Kay et al. 1987

daran anlehnend die PANSS-Skala {Kay et al. 1987; Aboraya & Nasrallah 2016}.

Mit dem DSM (Diagnostical and Statistical Manual of Mental Disorders) der American
Psychiatric Association und dem ICD (International Classifikation of Diseases) der WHO stehen
seit einigen Jahrzehnten zwei fiihrende Klassifikationssysteme zur Verfligung, die sich
bezliglich der Diagnosekriterien stets weiterentwickelt und teilweise wechselseitig beeinflusst
haben. Ein Vergleich der Schizophreniediagnostik zwischen der 4. Fassung des DSM und der
10. Fassung des ICD ist in Tabelle 1 ersichtlich {American Psychiatric Association 2000; Dilling
2014}. Seit 2013 liegt das DSM in der 5. Fassung vor {American Psychiatric Association 2013},
die 11. Fassung des ICD steht kurz vor der Veroffentlichung (Stand Mai 2018) {WHO 2018}.



Tabelle 1: Vergleich der Diagnosekriterien zwischen DSM-1V und ICD-10
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DSM-IV

ICD-10

paranoider Typus
desorganisierter Typus
katatoner Typus

paranoide Schizophrenie
hebephrene Schizophrenie
katatone Schizophrenie

Subtypen undifferenzierter Typus undifferenzierte Schizophrenie
residualer Typus postschizophrene Depression
schizophrenes Residuum
Schizophrenia simplex
Wahn Symptomgruppe 1:
Halluzinationen o  Gedankenlautwerden, -
desorganisierte Sprechweise eingebung, -entzug, -
grob desorganisiertes oder katatones ausbreitung
Verhalten o  Kontroll- oder
negative Symptome Beeinflussungswahn, Gefiihl
des Gemachten,
Wahnwahrnehmungen
o kommentierende/dialogische
Stimmen
o anhaltender, kulturell
Symptome / unangemessener/
Symptom- unrealistischer Wahn
gruppen
Symptomgruppe 2:
o Halluzinationen
o  GedankenabreiRen /-
einschiebungen,
Zerfahrenheit
o katatone Symptome (z. B.
Stereotypien, wachserne
Biegsamkeit)
o  negative Symptome (z. B.
Apathie, Sprachverarmung,
sozialer Rickzug)
2 der Symptome bestehen mindestens mindestens ein eindeutiges Symptom
Uber einen Monat (wenn bizarre der Symptomgruppe 1 oder mindestens
Wahninhalte oder akustische zwei Symptome der Symptomgruppe 2
Halluzinationen in Form von fir mindestens einen Monat
kommentierenden oder organische Ursachen (z. B.
dialogisierenden Stimmen vorliegen, Gehirnerkrankungen, Intoxikation,
reicht ein Symptombereich aus) Entzugssyndrom) sind auszuschlieRen
soziale und berufliche keine ausgepragten depressiven oder
Diagnose- Leistungseinbullen liegen vor manischen Symptome, auBer

bedingungen

kontinuierlicher Erkrankungszeitraum
Uiber mind. 6 Monate, darin mind. 1
Monat floride Symptome

organische Ursachen (z. B.
Gehirnerkrankungen, Intoxikation,
Entzugssyndrom) sind auszuschlieRen
Symptomatik ist nicht besser zu
erklaren durch schizoaffektive Stérung
oder psychotische Depression

schizophrene Symptome waren der
affektiven Stérung vorausgegangen
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1.1.3 Krankheitsverlauf

Der Krankheitsverlauf der Schizophrenie ist durch aufeinander folgende Stadien
gekennzeichnet, die in ihrer Abgrenzung voneinander teilweise unprazise sind und in
Symptomatik und Schwere individuell sehr unterschiedlich ausgepragt sein kdnnen {Tandon

et al. 2013; Wojciak et al. 2016}.

Haufig zeigen sich in einer pramorbiden Phase bereits vor Ausbruch der eigentlichen
Erkrankung leichte unspezifische Beeintrachtigungen der emotionalen, sozialen, kognitiven
und motorischen Fertigkeiten, die allerdings lediglich als Vorstufen oder Risikofaktoren fiir die
Entwicklung einer Schizophrenie angesehen werden {Schenkel & Silverstein 2004; Keefe 2014;

Du 2015}.

Die Frihmanifestation der Erkrankung duBert sich hingegen erstmals in der Prodromalphase.
Dieser Zeitraum, der sich von einigen Monaten bis hin zu mehreren Jahren erstrecken kann,
ist gekennzeichnet durch erste unterschwellige psychotische Symptome sowie anderen
klinischen Zeichen, wie Leistungsabfall, kognitiven Defiziten, Negativsymptomen und

depressiver Verstimmung {Tandon et al. 2009; Hafner et al. 2013; Addington et al. 2015}.

Eventuell durch Stressfaktoren oder Drogenmissbrauch ausgeldst {Donoghue et al. 2014;
Chaumette et al. 2016; Lange et al. 2017}, miindet die Symptomatik schlielich in die erste
floride Psychose. Hierbei treten nach einem anfanglichen Anstieg der affektiven und negativen
Symptome verstarkt Positivsymptome wie  Wahnvorstellungen, Halluzinationen,
desorganisierte Sprache oder desorganisiertes Verhalten hinzu, steigern sich bis zu einem
Hohepunkt und kénnen schlieRlich bis zu mehreren Wochen andauern. Im Allgemeinen
klingen die Positivsymptome schneller als die Negativsymptome ab, wodurch sich haufig nach
dem Erkrankungsgipfel eine durch Alogie, Antriebsmangel und Affektverflachung
gekennzeichnete postpsychotische depressive Phase anschliel3t, welcher schlieRlich eine
Ubergangs- oder Auflésungsphase nachfolgt, in der die psychotischen Symptome
zurlicktreten, aber noch sehr leicht wieder aufflammen kdnnen {Tandon et al. 2009; Fervaha

et al. 2014}.

Die Jahre nach Erkrankungsbeginn sind haufig gepragt durch wiederkehrende psychotische
Episoden mit jeweils unterschiedlich ausgepragten Remissionsgraden und einer oftmals
nachfolgenden gesteigerten Beeintrachtigung, wobei insbesondere die ersten fiinf Jahre nach

10
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der ersten Psychose zu einer Verschlechterung der allgemeinen Funktionsfahigkeit flihren. Im
Langzeitverlauf treten die Positivsymptome eher zurlick, wahrend sich die zunehmend im
Vordergrund stehenden Negativsymptome auf einem chronischen Plateau stabilisieren. Die
kognitiven Symptome zeigen sich im gesamten Krankheitsverlauf in der Regel gleich bleibend,
wahrend die affektiven Symptome zu einem Teil durch die psychotischen Symptome

beeinflusst werden {Tandon et al. 2009; an der Heiden & Hafner 2015; Owen et al. 2016}.

Entgegen Kraepelins urspriinglicher Erwartung einer stets unvermeidlich voranschreitenden
Krankheitsverschlechterung kann in jedem Stadion der Erkrankung eine teilweise oder
vollstandige Genesung eintreten {Zipursky et al. 2013; Leucht 2014}. Etwa jeder siebte
Schizophreniepatient erreicht in Bezug auf klinische und soziale Kriterien eine langerfristige

Besserung {Jaaskeldinen et al. 2013}.

Als pradisponierende Faktoren fir einen unglinstigen Verlauf gelten unter anderem
mannliches Geschlecht, ausgeprdgte Negativsymptome in den friithen Krankheitsstadien,
kognitive Beeintrachtigung, niedriges Bildungsniveau, soziale Isolation, wiederholte
Krankenhausaufenthalte sowie eine langere Dauer unbehandelter Psychosen {Lang et al.

2013}

Im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung ist die durchschnittliche Lebenserwartung bei
Menschen mit Schizophrenie um circa 20 Jahre reduziert {Laursen et al. 2014}. Zu einem
grofRen Teil ist die erhohte Sterblichkeit auf eine hohe Rate von Suiziden zurilickzufihren.
Insgesamt sterben zwischen 4-6% der Patienten durch Suizid, 2,4% der Patienten bereits in
den ersten 5 Jahren nach Erkrankungsbeginn {Popovic et al. 2014}. HOhere Mortalitatsrisiken
ergeben sich zudem auch aufgrund ungesunder Lebensweise (einseitige Erndahrung, Nikotin-
und Alkoholkonsum, Bewegungsarmut), den Nebenwirkungen antipsychotischer
Medikamente oder einer vergleichsweise spaten Diagnostik und unzureichenden Therapie

physischer Erkrankungen {Laursen et al. 2014}.

1.1.4 Atiopathogenese

Die Ursachen und die Entstehung der Schizophrenie sind bis heute noch nicht vollstandig
geklart. Etabliert hat sich allerdings die Theorie einer multifaktoriellen Genese

(,Vulnerabilitats-Stress-Modell“), nach der sowohl genetische Ursachen als auch Umwelt- und
11
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Risikofaktoren im Zusammenspiel fir die Erkrankung verantwortlich sind {Schlier et al. 2014;

Davis et al. 2016; Owen et al. 2016}.

1.1.5 Risiko- und Umweltfaktoren wahrend Schwangerschaft und Geburt

Ein fortgeschrittenes Lebensalter des Vaters bei der Zeugung zahlt zu den am langsten
bekannten Risikofaktoren fir die Entwicklung einer Schizophrenie. Erste Untersuchungen
hierzu wurden bereits in den flinfziger Jahren des letzten Jahrhunderts durchgefiihrt. Als
Ursache werden insbesondere Neumutationen in den vaterlichen Keimzellen sowie Stérungen
in der epigenetischen Regulation vermutet {Meli et al. 2012; Kahn et al. 2015; Oldereid et al.
2018}.

Miutterlicher Stress wahrend der Schwangerschaft gilt ebenso als Risikofaktor. Es konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass Kriegsereignisse oder personliche Schicksalsschlage wie
der Tod des Kindsvaters, das Erkrankungsrisiko fir Schizophrenie in der Nachkommenschaft

ansteigen lasst {Meli et al. 2012; Dorrington et al. 2014}.

Auch eine Mangelerndhrung der werdenden Mutter, insbesondere an Folsaure, Eisen und
Vitamin D, sowie Infektionserkrankungen (z.B. Influenza, Rubella) wahrend der
Schwangerschaft oder auch Geburtskomplikationen, die mit einer Sauerstoffunterversorgung
des Kindes einhergehen, konnen das Krankheitsrisiko erhéhen {Meli et al. 2012; Kahn et al.

2015; Davis et al. 2016}.

1.1.6 Risiko- und Umweltfaktoren wahrend Kindheit und Jugend

Cannabiskonsum im Jugendalter zahlt zu den am meisten untersuchten Risikofaktoren fir
Schizophrenie {Jonsson et al. 2014}. Verschiedenen Studien konnten nicht nur den direkten
Zusammenhang zwischen Cannabiskonsum und erhéhtem Krankheitsrisiko zeigen, sondern
auch die zunehmende Erhdhung des Risikos mit zunehmenden Konsum {Davis et al. 2016}. In
einer schwedischen Kohorte beispielsweise erhéhte sich die Erkrankungshaufigkeit bei
Cannabiskonsumenten auf den 1,2-fachen Wert von Nichtkonsumenten, bei
Intensivkonsumenten (> 50-maliger Genuss) stieg die Haufigkeit sogar bis auf den 6,7-fachen

Wert an {Zammit et al. 2002}. Die Auswirkungen von Cannabis scheinen zudem

12
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schwerwiegender fiir Personen zu sein, die auch noch andere Pradispositionsfaktoren fiir eine
Psychose aufweisen {Henquet et al. 2005}. Allerdings gibt es seit einiger Zeit auch Hinweise
darauf, dass die individuelle Neigung zum Cannabiskonsum und das Auftreten einer
Schizophrenieerkrankung eventuell auf gemeinsame genetische Ursachen zuriickzufiihren

sind {Power et al. 2014}.

Seelische Traumata in der Kindheit und Jugend, wie zum Beispiel physische und psychische
Misshandlungen, sexueller Missbrauch, Verlust oder Scheidung der Eltern oder auch Armut,
kdnnen ebenfalls Risikofaktoren darstellen {Davis et al. 2016}. Eine umfangreiche Metaanalyse
von Sahin et al. ergab bei Personen mit Kindheitstrauma ein dreifach erhéhtes Risiko zur
Entwicklung einer Psychose {Sahin et al. 2013}, zudem scheint die Schwere von
Krankheitssymptomen mit der Schwere des Kindheitstraumas zu korrelieren {Braehler et al.

2013},

Verschiedene Infektionserkrankungen im Kinder- und Jugendalter scheinen ebenso das
Erkrankungsrisiko zu erhéhen. Insbesondere fiir Infektionen mit Toxoplasma gondii oder dem
Cytomegalievirus liegen umfangreiche Daten vor, die auf eine Assoziation mit Schizophrenie

hinweisen {Brown 2011}.

Als weitere Risikofaktoren gelten zudem Migrationshintergrund, niedriger soziodkonomischer

Status und groRstadtisches Lebensumfeld {Kahn et al. 2015}.

1.2 Genetische Faktoren der Schizophrenie

Viele der identifizierten Risikofaktoren weisen Ulberwiegend auf externe Faktoren beim
Ausbruch der Erkrankung hin. Allerdings ist auch schon seit langerem bekannt, dass die
Schizophrenie speziell innerhalb von Familien gehauft auftritt. Bereits 1946 vermutete Franz
Kallman nach Untersuchungen von Zwillingspaaren genetische Ursachen bei der
Atiopathogenese der Schizophrenie. Weitere Hinweise darauf erfolgten anhand von
Nachkommenschafts- und Adoptionsstudien in den 1960er Jahren. Zu dieser Zeit wurden die
familiagren Haufungen der Erkrankung noch zum groBen Teil mit familiendynamischen und

familieninteraktionellen Ursachen erklart {Tandon et al. 2008}.

13
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Nicht zuletzt auch durch molekulargenetische Untersuchungen gilt die Erblichkeit der
Schizophrenie heute als erwiesen. Dabei tragen genetische Faktoren insgesamt bis zu 80% zur

Krankheitsentstehung bei {Gusev et al. 2014; Singh et al. 2014; Janoutova et al. 2016}.

Als polygener Erbgang unterliegt die Schizophrenie nicht den Mendelschen Vererbungsregeln.
Vielmehr scheinen sowohl relativ haufige Allele mit kleinem Effekt als auch einige relativ
seltene Allele mit groBem Effekt verantwortlich zu sein {Psychiatric Genomics Consortium

2014; Kendler 2015}.

Obwohl in den letzten Jahren durch verschiedene Untersuchungsansatze bereits zahlreiche
Suszeptibilitatsorte fiir die Schizophrenie im menschlichen Genom lokalisiert wurden, besteht
dennoch die Moglichkeit, dass bis zum heutigen Tag insbesondere seltene genetische

Variationen mit kleinem bis moderat hohem Effekt unentdeckt blieben {Giegling et al. 2017}.

1.2.1 Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien

Familienstudien untersuchen Merkmalsverteilungen unter blutsverwandten
Familienangehdrigen. Dabei bleibt zunichst offen, ob beobachtete familidre Ahnlichkeiten
durch genetische oder soziale nichtgenetische Ursachen verursacht werden {Moller et al.

2011}

Untersuchungen zur Schizophrenie zeigten dabei, dass mit zunehmendem
Verwandtschaftsgrad zu einem Betroffenen das Erkrankungsrisiko stark ansteigt. Wahrend
das durchschnittliche Erkrankungsrisiko in der Allgemeinbevdlkerung bei ca. 1% liegt, erhoht
es sich bei Drittgradangehorigen von Erkrankten auf 2-3%, bei Zweitgradangehorige auf 3-6%,
bei Erstgradangehorige auf 9-18% und bei Kindern von zwei erkrankten Elternteilen auf sogar

40-60% {Tandon et al. 2008}.

In Adoptionsstudien wurden Kinder an Schizophrenie erkrankter Eltern, die bei gesunden
Adoptiveltern aufwuchsen und Kinder gesunder Eltern, die bei erkrankten Adoptiveltern grof3
wurden, hinsichtlich des Erkrankungsrisikos untersucht. Die Studien ergaben, dass
ausschlieRBlich die biologischen Kinder erkrankter Eltern ein erhéhtes Risiko tragen selbst zu
erkranken, wohingegen die nichtbiologischen Kinder an Schizophrenie erkrankter

Adoptiveltern kein erhdhtes Risiko aufwiesen {Tandon et al. 2008}.
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Zwillingsstudien verglichen das gemeinsame Auftreten der Schizophrenie bei eineiigen und
zweieiigen Zwillingspaaren. Dabei zeigten sich bei den monozygoten Zwillingen
Konkordanzraten fiir die Schizophrenie von 45-75%, bei den dizygoten Zwillingen
Konkordanzraten von 4-15%. Die Ergebnisse bieten ebenfalls einen starken Hinweis auf die
genetischen Ursachen der Erkrankung, allerdings weist die unvollstandige Konkordanz bei den

monozygoten Zwillingen auch auf den Einfluss weiterer Faktoren hin {Maier et al. 1999}.

Obwohl Familienstudien zu den altesten Untersuchungsmethoden zur Erblichkeit psychischer
Erkrankungen zahlen, haben sie bis zum heutigen Tag noch immer eine groRe Relevanz. Unter
anderem untersuchte eine aktuellere sehr umfangreiche Metastudie aus dem Jahr 2014 die
Rate von psychischen Storrungen bei Nachkommen von Eltern mit Schizophrenie, bipolarer
Stérung oder Depression. Dabei zeigte sich, dass bei den Nachkommen der psychisch
erkrankten Eltern ein mehr als doppelt so hohes Risiko besteht ebenfalls psychisch zu
erkranken als bei den Nachkommen der Kontrollgruppe, wobei sich das erhdhte
Erkrankungsrisiko nicht nur auf die beim Elternteil vorliegende Erkrankung beschrankte. So
war das Risiko von Stimmungsstorungen bei Nachkommen von Eltern mit Schizophrenie
signifikant erhoht, das Risiko einer Schizophrenie war wiederum signifikant erhéht bei
Nachkommen von Eltern mit bipolarer Storung, allerdings nicht bei Nachkommen von Eltern

mit Depression {Rasic et al. 2014}.

1.2.2 Kopplungsstudien

Kopplungsanalysen nutzen die genetische Informationen von Familien mit mehreren
betroffenen Personen, indem sie untersuchen, welche libereinstimmenden chromosomalen
Segmente unter den erkrankten Familienmitgliedern, nicht aber mit den gesunden
Familienmitgliedern geteilt werden. Die Idee hinter diesem Verfahren ist die Annahme, dass
ein genetische Marker und ein Phanotyp iberzufallig hdufig in Familien cosegregieren und der
den Phanotyp codierende DNA-Abschnitt und der genetische Marker desto
unwahrscheinlicher durch eine Rekombination separiert werden, je enger zueinander sie sich

auf einem Chromosomenabschnitt befinden {Boddeker & Ziegler 2000; Ott et al. 2015}.

Da bei den ersten Kopplungsuntersuchungen noch Gene mit einem Haupteffekt auf die

Schizophrenie erwartet wurden, sollten so die mit der Erkrankung gekoppelten
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chromosomalen Loci vor der eigentlichen Identifizierung der verantwortlichen Gene bestimmt
werden. Nachdem erste positive Ergebnisse, z. B. zu einer Kopplung auf Chromosom 5, nicht
repliziert werden konnten, wurden mit groBem wissenschaftlichem Engagement zahlreiche
weitere genomweite Kopplungsstudien durchgefiihrt. Allerdings ergab sich zunachst auch bei
vielen dieser Folgestudien haufig nur eine geringe Replizierbarkeit der Ergebnisse. In den
ersten Metaanalysen konnten schlielRlich jedoch bedeutsamere Ergebnisse gefunden werden,

als zunachst erwartet wurde {Rujescu 2007}.

Die Metaanalyse von Lewis et al. wertete die Daten von 20 genomweiten Kopplungsstudien
mit insgesamt 1208 Stammbadumen aus und ermittelte dabei die Chromosomenregionen 2q,
5q, 3p, 11q, 6p, 1q, 22q, 8p, 20q, 14p, 16q, 18q, 10p, 15q, 6 und 17q als mogliche

Suszeptibilitatsorte fur Schizophrenie {Lewis et al. 2003}.

In die Metaanalyse von Ng et al. aus dem Jahr 2009 flossen die Ergebnisse von 32
genomweiten Kopplungsstudien mit 3255 Stammbadumen und 7413 genotypisierten Personen
ein. Dabei wurden signifikante Kopplungen auf den Chromosomenloci 1, 2q, 3q, 449, 59, 8p,
und 10q identifiziert. Nach der Eingrenzung der Stichprobe auf Personen mit ausschlieflich
europdischer Herkunft zeigte eine weitere Analyse lediglich noch eine Kopplung auf 8p {Ng et

al. 2009}

Obwohl auch bei einer aktuelleren Metaanalyse von Vieland et al. Kopplungen bei 2q36.1,
15923, 3928, 12g23.1, 11p11.2, Xq26.1, 11p15.3, 11p11.2 und Xq26.1 nachgewiesen werden
konnten {Vieland et al. 2014}, bleiben die Ergebnisse aus Kopplungsstudien insgesamt eher
unbefriedigend, da bisher keine Suszeptibilitditsgene eindeutig identifiziert werden konnten

{Giegling et al. 2017}.

1.2.3 Assoziationsstudien (Kandidatengenstudien)

In Assoziationsstudien werden Patienten- und Kontrollstichproben verglichen, um ein mit der
Erkrankung assoziiertes genetisches Merkmal nachzuweisen. Daflir werden zumeist
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) als Marker verwendet und untersucht, ob das
spezifische Allel des Markers haufiger mit einem bestimmten Phdnotyp auftritt. Mit Hilfe
dieser Methode kénnen auch Risikogene mit geringem Beitrag zur Krankheitsentstehung

aufgespirt werden. Allerdings sind Assoziationsstudien besonders anfillig fiir falsch-positive
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Befunde, wenn Patienten- und Kontrollgruppen aus verschiedenen Bevélkerungsgruppen
zusammengesetzt sind (Populationsstratifikation). Die zu untersuchenden Gene werden
haufig als ,Kandidatengene” nach funktionellen Kriterien ausgesucht, wenn nach
pathobiologischen Modellen die Annahme besteht, dass sie an der Entstehung der Erkrankung

beteiligt sein konnten {Patnala et al. 2013; Dick et al. 2015}.

Hinsichtlich der Schizophrenie stehen hierbei unter anderem Gene mit einer Beteiligung an
der dopaminergen oder glutamatergen Signallibertragung, sowie an der Hirnentwicklung im

Fokus des Interesses {Owen 2000; Williams et al. 2009}.

Alternativ kdnnen auch Gene aufgrund ihrer Position im Genom fiir eine Assoziationsstudie in
Frage kommen, wenn sie auf einer chromosomalen Region mit einem signifikanten

Kopplungsergebnis fiir die Erkrankung liegen {Patnala et al. 2013}.

Bei beiden Untersuchungsansatzen konnten in zahlreichen Studien mutmalliche

Suszeptibilitatsorte fir Schizophrenie gefunden werden.

Eine der ersten Metaanalysen belegte Assoziationen mit Schizophrenie fiir die Gene COMT,
DTNBP1, NRG1, RGS4, GRM3, DISC1, DAOA, DAAO, PPP3CC, CHRNA7, PRODH2, AKT1, GAD1,
ERBB4, FEZ1, MUTED und MRDS1 {Straub & Weinberger 2006}.

Haufig jedoch fiel die Replikation der Ergebnisse in der Vergangenheit auch erniichternd aus.
So konnte die Assoziationsanalyse von Sanders et al. an einem europaischen Studienkollektiv
von 1870 Patienten und 2002 Kontrollpersonen fir keines von 14 potentiellen
Kandidatengenen (RGS4, DISC1, DTNBP1, STX7, TAAR6, PPP3CC, NRG1, DRD2, HTR2A, DAOA,
AKT1, CHRNA7, COMT und ARVCF) ein signifikantes Ergebnis nachweisen {Sanders et al. 2008]}.

In einer Metaanalyse aus demselben Jahr zeigten hingegen Allen et. al wiederum fir 24
Polymorphismen auf 16 verschiedenen Genen (APOE, COMT, DAO, DRD1, DRD2, DRD4,
DTNBP1, GABRB2, GRIN2B, HP, IL1B, MTHFR, PLXNA2, SLC6A4, TP53 und TPH1) eine
signifikante Assoziation zur Schizophrenie. Dabei entsprachen die Ergebnisse von vier Genen
(DRD1, DTNBP1, MTHFR und TPH1) den Kriterien fir ein ,,hohes MaR epidemiologischer
Glaubwiirdigkeit” {Allen et al. 2008}.
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Eine umfangreiche Ubersichtsarbeit zu Assoziationsstudien wurde 2015 von Gatt et al.
prasentiert. Hierbei wurde insbesondere ein grolRes Augenmerk auf die Frage geworfen, ob
einzelne Kandidatengene lediglich Auswirkungen auf die Entstehung nur einer spezifischen
psychischen Erkrankung haben oder Uber pleiotrope Mechanismen mit unterschiedlichen
psychischen Erkrankungen assoziiert sind. Eingeflossen in die Arbeit sind die Ergebnisse aus
1519 Meta-Analysen von 157 Studien, in denen Gene beschrieben wurden, die an einer oder
mehreren psychischen Erkrankungen (depressive Storung, Angststorungen, Schizophrenie,
bipolare Storung, ADHS) beteiligt waren. Insgesamt wurden 134 Gene (206 Varianten) als
signifikant assoziierte Risikovarianten identifiziert. Hinweise fiir eine Pleiotropie psychischer
Erkrankungen gaben dabei 13 Varianten, die bei mehr als nur einer der psychischen
Erkrankungen vorlagen. In Hinblick auf die Schizophrenie waren insgesamt 97 Varianten mit
der Erkrankung assoziiert, von denen die starkste Evidenz bei Genen vorlag, die mit der
Regulierung von Dopamin (z. B. COMT, DRD2, DRD3 und DRD4), Glutamat (z. B. DAOA,
GABRB2 und NRG1), der neuronalen Entwicklung und Funktion (z. B. AHI1, MTHFR, RELN und
TRKA), der Serotonin-Neurotransmission (HTR2A, SLC6A4 und TPH1) oder dem Immunsystem
(IL1B) in Verbindung stehen {Gatt et al. 2015; Giegling et al. 2017}.

Bei einer riickblickenden Bewertung von 25 schon friihzeitig erforschten Kanditatengenen der
Schizophrenie kritisierten Farell et al., dass die bisherigen Untersuchungen keine klaren
Erkenntnisse Uber die genetischen Grundlagen der Schizophrenie erbracht haben, was
womoglich an einer unzureichenden statistischen Aussagekraft des Studiendesigns lage.
Gleichwohl wurden die daraus gewonnenen Erkenntnisse fir mogliche genetische

Behandlungsansatze der Schizophrenie anerkannt {Farrell et al. 2015}.

1.2.4 Genomweite Assoziationsstudien

Die Weiterentwicklung der Genotypisierungstechniken ermoglichte das gleichzeitige
Analysieren mehrerer Hunderttausend SNPs bei einer Person. Dies war die Grundlage eines
hypothesenfreien Untersuchungsansatzes in Genomweiten Assoziationsstudien (GWAS)

{Rujescu 2007; Patnala et al. 2013}.

Eines der bis zum heutigen Tag relevantesten Ergebnisse aus GWAS wurde 2008 von

O’Donovan et al. veroffentlicht. Bei einer Untersuchung von 479 Patienten und 2937
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Kontrollpersonen konnte hierbei erstmals eine starke Assoziation mit dem Gen des
Zinkfingerproteins ZNF804A auf Chromosom 2 nachgewiesen werden {O'Donovan et al. 2008}.
Bereits zuvor wurde dieser Genombereich auch in Kopplungsstudien als relevant eingestuft.
Zudem konnte die Assoziation zwischenzeitlich in zahlreichen Studien repliziert werden
{Schwab & Wildenauer 2013}, unter anderem bei einer Untersuchung von 21 274 Patienten
mit Schizophrenie und bipolarer Erkrankung durch Williams et al., wobei sich hierbei auch das

Uberlappende genetische Risiko der beiden Erkrankungen bestatigte {Williams et al. 2011}.

Im Jahre 2009 erfolgten im Nature Magazin die Publikationen der drei ersten groRangelegten
GWAS zur Schizophrenie durch Purcel et al., Shi at al. und Stefansson et. al. {Purcell et al. 2009;
Shi et al. 2009; Stefansson et al. 2009}. Keine der drei Forschungsgruppen konnte fiir sich
alleine betrachtet eine signifikante Assoziation nachweisen, allerdings wurden einige Genloci
identifiziert, die nur knapp unter dieser Schwelle lagen, darunter auch wieder das ZNF804A
Gen. Stefansson et al. hoben in ihrer Arbeit insbesondere auch das Gen fir
Transkriptionsfaktor 4 (TCF4) hervor, welches eine Rolle in der neuronalen Entwicklung spielt
und bereits mit anderen neuronalen Erkrankungen in Verbindung gebracht wurde {Stefansson
et al. 2009}. Erst die gemeinsame Auswertung der kaukasischen Stichproben (8014 Falle und
19080 Kontrollpersonen) aus allen drei Forschungsgruppen erbrachte genomweit signifikante
Assoziationen mit Markern der MHC-Region auf Chromosom 6. Bereits zuvor war auch diese

Region schon im Fokus von Kopplungs- und Assoziationsstudien {Schwab & Wildenauer 2013}.

In einer Analyse des Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study Consortiums
konnte im Jahre 2011 fir sieben Loci eine Assoziation zur Schizophrenie festgestellt werden,
von denen flnf bis zum damaligen Zeitpunkt noch nicht bekannt waren. Das starkste Ergebnis
der fiinf neuen Loci erzielte dabei das Gen fir MIR137, einem wichtigem Regulator in der
neuronalen Entwicklung. Eine erweiterte Analyse unter Einbeziehung der zusatzlichen Daten
von 16374 bipolaren Patienten erbrachte insgesamt drei signifikante Loci auf CACNA1C, ANKS3,
und der ITIH3-ITIH4 Region {Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study
Consortium 2011}.

Eine nachfolgende GWAS von Ripke et. al. aus dem Jahr 2013 identifizierte 22 signifikante Loci,
worunter sich auch 13 neu entdeckte Loci befanden. Die Ergebnisse wiesen auf eine

Beteiligung des neuronalen Calcium-Signalweges hin und bestatigten die Relevanz der MHC-
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Region. Die Autoren des Forschungsberichtes schatzten zudem, dass insgesamt 8300 SNPs

zum Erkrankungsrisiko beitragen {Ripke et al. 2013}.

Im Juli 2014 wurde eine sehr umfangreiche Metaanalyse des Psychiatric Genomic Consortiums
veroffentlicht. Bei der Auswertung von 36989 Erkrankten und 113075 Kontrollpersonen
konnten 128 Assoziationen auf 108 Loci identifiziert werden, darunter 83 Loci, tiber die zuvor
noch nicht berichtet wurden. Erneut bestatigte sich hierbei die Bedeutung der neuronalen
dopaminergen und glutaminergen Signaliibertragung auf die Atiologie der Schizophrenie,
dariiber hinaus konnte zudem ein Zusammenhang zwischen Genen des Immunsystems und
der Erkrankung gezeigt werden {Psychiatric Genomics Consortium 2014}. Bei einer
nachfolgenden Untersuchung dieser 108 Loci hinsichtlich ihrer Rolle bei der Modulation
spezifischer psychopathologischer Merkmale konnte fiir eine schizophrenieassoziierte
Variante (rs75059851) Auswirkungen auf die Ausprdagung von Negativsymptomen belegt
werden {Fabbri & Seretti 2017}.

Die bisher aktuellste Metaanalyse wurde im Februar 2018 von Pardifias et al. veroffentlicht.
Die Untersuchung schloss 11260 Patienten und 24542 Kontrollen ein. Insgesammt wurden
dabei 145 Loci identifiziert, 50 davon bislang unentdeckt. Durch genomische Feinkartierung
konnten zudem kausale Kandidatengene innerhalb von 33 Loci identifiziert werden {Pardifias

et al. 2018}.

1.2.5 Copy Number Variationen

Unter Copy Number Variationen (CNV) versteht man chromosomale Neuanordnungen grof3er
DNA-Segmente, die geldscht, vervielfacht, umgedreht oder verlagert sein knnen. Ebenso wie
Single Nukleotid Polymorphismen kénnen sie potentielle Suszeptibilitatsorte fir
Erkrankungen darstellen. Wahrend Single Nukleotid Polymorphismen jedoch bei
Genomweiten Assoziationsstudien relativ zahlreich gefunden werden, aber jeweils nur einen
geringen Effekt auf das Krankheitsrisiko aufweisen, zeigen sich CNV wesentlich seltener (in
weniger als 1 von 1000 Personen), aber mit jeweils eher groRem Effekt auf das

Krankheitsrisiko {Schmitt et al. 2014}.

Eine der ersten groBeren Arbeiten zu CNVs bei Schizophrenie veréffentlichten Stefansson et

al. im Jahre 2008. Dabei berichteten sie aus ihrer Stichprobe von 1433 Patienten liber 66 de
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novo CNVs und drei signifikanten Deletionen auf 1q21.1, 15911.1 und 15q13.3 {Stefansson et
al. 2008}.

Genomweite Analysen des International Schizophrenia Consortiums (ISC) bei 3391 Patienten
entdeckten ausgedehnte Deletionen auf 1g21.1 und 15q13.3. Es zeigte sich zudem, dass CNVs,
die in weniger als 1% der Gesamtstichprobe vorkommen und eine MindestgrofRe von 100kb
aufweisen, bei Schizophrenie-Patienten 1,15-mal haufiger auftreten als bei den

Kontrollpersonen {The International Schizophrenia Consortium 2008}.

Die Untersuchung einer japanischen Stichprobe fand CNVs bei 16p13.1, 1g21.1 und dem
Genlocus von NRXN 1, und konnte somit zu einem Teil die Ergebnisse von Stefansson et al.
und dem ISC replizieren. In dieser Arbeit konnte ebenfalls ein hdufigeres Auftreten seltener
CNVs bei Schizophreniepatienten nachgewiesen werden, allerdings lieB sich der zuvor mit der
Erkrankung in Verbindung gebrachte Zusammenhang mit sehr groRen CNVs (>500kb) nicht
bestatigen {lkeda et al. 2010}.

Guilmatre et al. {Guilmatre et al. 2009} entdeckten, dass sich CNVs bei den drei
Krankheitsbildern geistige Behinderung, Autismus und Schizophrenie teilweise wiederholen
oder Uberlappen. Sie fanden unter anderem Deletionen auf 22q.11, einem Bereich, auf dem
auch das ISC {The International Schizophrenia Consortium 2008} und Kirov et al. {Kirov et al.
2009} Deletionen identifizierten, und der bereits zuvor wegen des darauf liegenden PRODH

Gens als moglicher Kandidatengenort fiir die Erkrankung galt {Willis et al. 2008}.

Kirov et al. untersuchten das Genom von 93 Schizophreniepatienten und entdeckten eine
Deletion bei 2p16.3, dem Ort des Neurexin 1 Gens, sowie eine Duplikation bei 15q13.1, welche
das APBA2 Gen betrifft {Kirov et al. 2008}.

Umfangreiche Untersuchungen von CNVs auf den Genen NRXN1, NRXN2 und NRXN3 erfolgten
von Rujescu et al. bei 2977 Patienten und 33746 Kontrollpersonen aus sieben europaischen
Populationen. Hierbei fanden sich auf NRXN1 66 Deletionen und 5 Duplikationen, wahrend

bei NRXN2 und NRXN3 keine CNVs entdeckt wurden {Rujescu et al. 2009}.

Walsh et al. untersuchten das Auftreten von Mikrodeletionen und Mikroduplikationen
(>100kb) bei 150 Schizophreniepatienten und 268 Kontrollpersonen. Dabei entdeckten sie die

gesuchten Strukturvarianten bei 5% der Kontrollpersonen, wahrend diese bei 15 % der
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Patienten und sogar bei 20% der Patienten mit frilhem Krankheitsbeginn auftraten.
Uberproportional hiufig waren dabei Gene mit einer Beteiligung an der Hirnentwicklung,

sowie der Glutamat-Rezeptor Signallibertragung betroffen {Walsh et al. 2008}.

Bei einer zusammenfassenden Arbeit Gber CNVs bei Schizophrenie von Hosak et al. wurde
berichtet, dass am haufigsten CNVs auf den Genorten 1921.1, 2p16.3, 3929, 15q11.2, 15q13.3,
16p13.1 und 22g11.2 mit der Erkrankung assoziiert waren. Deletionen zeigten einen grofReren
Effekt auf die Erkrankung als Duplikationen, zudem hatten groRBere CNVs stdrkere

Auswirkungen als kleinere CNVs {Hosak et al. 2012}.

Bei Rees et al. konnten fuir 11 von 15 zuvor schon diskutierten CNV-Loci starke Assoziationen
zur Schizophrenie nachgewiesen werden. Die Autoren vermuten, dass etwa 2,5% der
Personen mit Schizophrenie mindestens eine bekannte CNV tragen. Fast alle dieser CNVs sind
auch mit einer Reihe von anderen Stérungen der neuronalen Entwicklung assoziiert, wie zum
Beispiel der  Autismus-Spektrum-Storung oder intellektueller = Minderbegabung.
Interessanterweise ergaben sich fur einige der CNVs auch Assoziationen mit physischen
Erkrankungen wie Epilepsie (15911.2 und 15q13.3), angeborene Herzfehler (1g21.1 und
22q11.2), Mikrozephalie (1g21.1, 3929 und 16p11.2) und Fettleibigkeit (16p11.2) {Rees et al.
2014}.

In die bisher aktuellste Meta-Analyse flossen die Daten von 21094 Patienten und 20227
Kontrollpersonen ein. Auch in dieser Arbeit konnte eine Anreicherung von CNVs bei
Schizophreniepatienten nachgewiesen werden, wobei von den CNVs haufig Gene betroffen
waren, die mit der Synapsenfunktion und verhaltensneurologischen Phanotypen bei Mausen
in Verbindung stehen. Genomweit signifikante Hinweise wurden fiir acht Loci erhalten,
einschliefRlich 1g21.1, 2p16.3 (NRXN1), 3g29, 7q11.2, 15q13.3, 16p11.2 distal, 16p11.2
proximal und 22q11.2 {Marshall et al. 2017}.

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass die meisten CNVs so umfangreich sind, dass sie
mehrere Gene umfassen und an der Entstehung verschiedener psychiatrischer und
neurologischer Erkrankungen beteiligt sind. Obwohl CNVs selten sind, werden erste
Moglichkeiten fur die routinemaRige klinische Diagnostik bereits diskutiert {Lowther et al.

2017}
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1.3 Neurochemische Konzepte der Schizophrenie

1.3.1 Dopamin-Hypothese

Die dlteste und am besten etablierte Hypothese zur Erkldarung schizophrener Symptome ist die
Dopamin-Hypothese. In ihrer urspriinglichen Form wurde dabei von einer allgemeinen
Uberfunktion der dopaminergen Transmission im ZNS ausgegangen. Vermutet wurde
zunichst ein Uberangebot an Dopamin, spater eine Ubersensitivitit der dopaminergen
Rezeptoren. Der Dopamin-D2-Rezeptor erregte dabei mit zunehmenden Erkenntnissen liber
die Dopamin-Rezeptoruntertypen besonderes Interesse, da liber diesen im Wesentlichen die
antipsychotische Wirkung der Neuroleptika vermittelt wird {Moller et al. 2011; Howes et al.

2015}

Nach neueren Vorstellungen werden die dopaminergen Bahnen des limbischen Systems als
relevant flr die Erkrankung angesehen. So wird heute von einem mesolimbisch-
mesokortikalem Ungleichgewicht ausgegangen, das die Entstehung negativer Symptome
durch eine dopaminerge Hypoaktivitat im prafrontalen Kortex und die Entstehung positiver
Symptomatik durch eine dopaminerger Hyperfunktion im Striatum in Zusammenhang bringt

{Moller et al. 2011}.

Verschiedene PET- und SPECT-Untersuchungen, die insbesondere eine dopaminerge
Uberfunktion bei Positivsymptomatik nachweisen, unterstiitzten die Dopamin-Hypothese

{Salavati et al. 2015}.

Da sich die Dopamin-Hypothese allerdings durch empirische Befunde nicht vollstandig
untermauern lie, wurde die Hypothese zunehmend durch die Einbindung weiterer
Neurotransmittersysteme erweitert. In den Blickwinkel riickten dabei insbesondere die
glutamatergen, serotonergen und GABAergen Systeme, ihre Wechselwirkungen und die

Folgen ihres gestorten Gleichgewichts {Brisch et al. 2014; Yang & Tsai 2017}.
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1.3.2 Glutamat-Hypothese

Die Glutamat-Hypothese der Schizophrenie geht von einer Unterfunktion des glutamatergen
Systems aus. Dabei nehmen die glutamatergen Neurone des zerebralen Kortex (prafrontal,
orbitofrontal, Zingulum) eine Schliisselrolle ein. Diese erregen in einer absteigenden Bahn
subkortikale dopaminerge Kerngebiete (ventrale tegmentale Area, ventrales Striatum),
worauf in der Folge die dort aktivierten Dopaminneurone im meso-kortikalen Trakt wieder
erregend in den Kortex zurlickprojizieren. Zugleich tiben glutamaterge Bahnen aus dem Kortex
durch intermedidare GABAerge Neurone eine hemmende Funktion auf dopaminerge Neurone
in der ventralen tegmentalen Area aus, welche schlieRlich als meso-limbischer Trakt in das
ventrale Striatum projizieren. Eine Unterfunktion des kortikalen Glutamatsystems fiihrt somit
durch eine mangelnde Erregung des meso-kortikalen Traktes zu einer verminderten kortikalen
Aktivitdt und zudem durch eine Enthemmung des meso-limbischen Traktes zu einer
gesteigerten dopaminergen Aktivitat im ventralen Striatum (siehe Abbildung 1) {Gallinat &

Gudlowski 2008}.
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Abbildung 1: ,,Modell der kortikalen und subkortikalen Interaktion zwischen glutamatergen, dopaminergen und GABAergen
Projektionen im gesunden Gehirn (links) und bei Schizophrenie (rechts). Eine gestérte kortikale Glutamatfunktion resultiert in
einer verminderten prdfrontalen glutamatergen Modulation dopaminerger Strukturen. Dies fiihrt zu einer reduzierten
Aktivierung von Dopaminneuronen der ventralen tegmentalen Area (VTA), sodass es zu einer préfrontalen dopaminergen
Minderaktivierung kommt. Gleichzeitig fiihrt die verminderte Glutamataktivitdt auch zu einer Unterstimulation hemmender
GABA-Neurone die in einer verstérkten Dopaminaktivitdt im ventralen Striatum resultiert. Glu — Glutamat; DA — Dopamin;
GABA — gamma-amino-Buttersdure; + Aktivierung; — Inhibition.“ {Gallinat & Gudlowski 2008}

Insbesondere die glutamatergen NMDA-Rezeptoren haben fir die Glutamat-Hypothese eine
grofRe Bedeutung. Wegweisend hierfir war die Beobachtung, dass durch eine Blockade der
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NMDA-Rezeptoren mit Ketamin und Phenzyklidin bei Gesunden sowohl paranoid-
halluzinatorische Syndrome als auch Negativsyndrome erzeugt werden kdnnen, wie sie der

Symptomatik einer Schizophrenie entsprechen {Hasan et al. 2014}.

1.4 Die Kynureninsdure-Hypothese und das AADAT-Gen

1.4.1 Kynureninsaure-Hypothese

Die Kynureninsdure-Hypothese basiert auf der Beobachtung, dass Schizophreniepatienten
erhohte Werte an Kynureninsadure in der Cerebrospinalflissigkeit, sowie im postmortalen

prafrontalen Kortex aufweisen {Linderholm et al. 2012; Plitman et al. 2017}.

Kynureninsdure ist ein Metabolit des Tryptophan-Stoffwechsels und wird im Gehirn von
Astrozyten gebildet {Kegel et al. 2014; Badawy 2017}. Ebenso wie Ketamin und Phenzyklidin
ist sie an NMDA-Rezeptoren antagonistisch wirksam und fordert durch die Schwachung des
Glutamat-Systems die glutamaterg-dopaminerge Dysbalance {Eggers 2015; Cadinu et al. 2017;
Erhardt et al. 2017}. Des Weiteren ist die Kynureninsaure ebenfalls antagonistisch wirksam an
Alpha-7-nikotinischen Acetylcholin (a7nACh) -Rezeptoren. Zahlreiche Untersuchungen der
letzten Jahre belegten die Bedeutung einer funktionierenden Signaliibertragung Uber

a7nACh-Rezeptoren fir die kognitiven Funktionen {Albuquerque & Schwarcz 2013}.

Unterstlitzung erhalt die Kynureninsaure-Hypothese durch die Ergebnisse aus Tierversuchen.
Dabei zeigte sich, dass pharmakologisch erhohte zerebrale Kynureninsdure-Spiegel klinische
Symptome einer Schizophrenie verursachen, wie zum Beispiel Stérungen des Lernvermogens
und der Merkfahigkeit, sowie eine Verminderung der Prapulsinhibition {Linderholm 2012;

Plitman et al. 2017}.

Nach der Entdeckung von Kynureninsdure im Hirngewebe wurde Uber dessen physiologische
Rolle diskutiert, insbesondere auch deswegen, weil die gemessenen Konzentrationen im
Hirngewebe oder in der Cerebrospinalflissigkeit zu niedrig sind, um die NMDA- und a7nACh-
Rezeptoren zu inhibieren. Dennoch zeigten Tierversuche, dass die Kynureninsdure einen

modulierenden Einfluss auf die neuronale Signallbertragung ausibt. Begriindet wird diese
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Diskrepanz mit der raumlichen Nadhe der Kynureninsaure-produzierenden (und -

freisetzenden) Astrozyten zu den relevanten Synapsen {Linderholm et al. 2012}.

In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass pharmakologisch erhohte
Kynureninsaurespiegel die Dopaminausschittung im Mittelhirn erhéhen, wohingegen eine
Verminderung des Kynureninsaurespiegels die Aktivitdt der betroffenen Neurone dampft.
Zudem konnte auch der Einfluss pharmakologisch veranderter Kynureninsdurespiegel auf die
dopaminerge, cholinerge und glutamaterge Ausschittung, sowie auf die Wirksamkeit
verschiedener Stoffe wie Amphetamin, Clozapin oder Nikotin belegt werden {Linderholm et

al. 2012; Plitman et al. 2017}.

Neben der Schizophrenie konnten veranderte Kynureninsdurespiegel auch bei anderen
neuropsychiatrischen Erkrankungen wie affektiver Psychose, Morbus Huntigton, Morbus
Alzheimer, HIV-assoziierter Demenz, sowie bei Clusterkopfschmerzen und chronischer

Migrane nachgewiesen werden {Linderholm et al. 2012; Wirthgen et al. 2017}.

In jungerer Zeit wurde auch die Rolle der Kynureninsdaure auf immunregulatorische und
entzlindliche Prozesse immer offensichtlicher, insbesondere vermittelt durch die gezielte
Beeinflussung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 35 (GPR35)- oder durch Aryl-

Kohlenwasserstoff-Rezeptor (AhR)-assoziierte Signalwege {Wirthgen et al. 2017}.

1.4.2 Kynurenin-Stoffwechsel

Kynureninsdaure wurde erstmalig im Jahre 1853 im Urin von Hunden entdeckt. Ein halbes
Jahrhundert spéater erkannte man, dass es sich dabei um ein Nebenprodukt des Tryptophan-
Stoffwechsels handelt. Tryptophan zahlt zu den essentiellen Aminosduren, die vom Menschen

Uber die Nahrung aufgenommen werden missen {Erhardt et al. 2009; Hoffer 2016}.

Neben seiner Funktion als Baustein in der Proteinbiosynthese wird Tryptophan zu einem
kleineren Teil in Serotonin und darliber hinaus zu Melatonin umgewandelt. Der wesentlich
grofRere Anteil des aufgenommenen Tryptophans, etwa 95%, wird im Rahmen des Kynurenin-
Stoffwechsels (iber verschiedene Zwischenprodukte zu Nikotinamidadenindinukleotid (NAD+)

transformiert.
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Dabei wird im ersten Schritt Tryptophan durch Indolamin 2,3-Dioxygenase 1 (IDO1), IDO2 oder
Tryptophan 2,3-Dioxygenase (TDO2) zu N-Formylkynurenin oxidiert. Durch die
Kynureninformamidase erfolgt daraus eine rasche und nahezu vollstandige Umwandlung zu
L-Kynurenin, der Schliisselkomponente des Kynureninstoffwechsels, von welchem schlieflich

drei mogliche Stoffwechselwege abzweigen (siehe Abbildung 2).

L-Tryptophan

i IDO1,2 / TDO2

N-Formylkynurenin

L Kynureninformamidase

Anthranilsaure G L-Kynurenin - Kynureninsdure

Kynureninase KAT
L KMO

3-Hydroxykynurenin

v
v

Quinolinsaure

v
v

NAD+

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des Kynureninstoffwechsels. IDO1,2 - Indolamin 2,3-Dioxygenase 1/2; TDO2 -
Tryptophan 2,3-Dioxygenase; KMO - Kynurenin 3-monooxygenase; KAT - Kynurenin-Aminotransferase; NAD+ -
Nikotinamidadenindinukleotid

Im Hauptstoffwechselweg wird Kynurenin zunachst iber die Kynurenin 3-monooxygenase
(KMQO) zu 3-Hydroxykynurenin und (iber weitere Reaktionschritte zu Quinolinsdure und

schliefRlich zu NAD+ abgebaut.

Ein alternativer Stoffwechselweg liegt in der direkten Umwandlung von Kynurenin zu

Anthranilsdure durch die Kynureninase vor.

Die Bildung der Kynureninsdure stellt schlielllich den dritten modglichen Ast des
Kynureninstoffwechsels dar. Dabei erfolgt in nur einem Reaktionsschritt die irreversible
Transaminierung des Kynurenins unter Beihilfe einer Kynurenin-Aminotransferase (KAT). Das

dabei entstehende Zwischenprodukt ist chemisch instabil und bildet umgehend durch
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intramolekulare Ringbildung und H,0- Abspaltung die Kynureninsaure {Erhardt et al. 2009;
Han et al. 2010; Kegel et al. 2014; Badawy 2017}.

Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass der Kynureninstoffwechsel bei
Schizophreniepatienten aufgrund entziindlicher Prozesse gestort ist {Miller et al. 2015}. So
wurden in der Cerebrospinalflissigkeit von Schizophreniepatienten unter anderem erhoéhte
Konzentrationen der Interleukine IL-1B, IL-6 und IL-8 vorgefunden {Wang & Miller 2018}.
Zudem konnte gezeigt werden, dass insbesondere IDO und TDO durch Interleukine aktiviert
werden, und dies in der Folge zu héheren Quinolin- und Kynureninsdurespiegeln fihrt {Kegel
et al. 2014}. Daneben kdnnen auch genetische Ursachen, wie zum Beispiel Polymorphismen

im KMO-Gen, den Kynureninstoffwechsel beeintrachtigen {Holtze et al. 2012}.

1.4.3 Die Familie der Kynurenin-Aminotransferasen im Hirngewebe

Da Kynureninsdaure nur sehr schlecht die Blut-Hirnschranke Uberwinden kann, ist
anzunehmen, dass die im Gehirn vorkommende Kynureninsdure dort auch produziert wurde
{Albuquerque & Schwarcz 2013}. Im Gehirn von Nagetieren und Menschen wurden insgesamt
vier unterschiedliche Proteine entdeckt, die an der Bildung von Kynureninsdure durch

Transaminierung von Kynurenin beteiligt sind.

Tabelle 2: Ubersicht der Synonyme aller vier Kynurenin-Aminotransferasen

KAT1-4 Synonyme
Glutamin-Transaminase K (GTK);
KAT1
Cystein-Konjugat-Beta-Lyase (CCBL) 1
KAT2 Aminoadipat-Aminotransferase (AADAT)
KAT3 Cystein-Konjugat-Beta-Lyase (CCBL) 2
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) 2;
KAT4
Mitochondriale Aspartat-Aminotransferase (ASAT)

Alle vier Proteine zahlen zu den Pyridoxal 5 — phospat (PLP) abhangigen Enzymen und wurden
als KAT 1, KAT 2, KAT 3 und KAT 4 bezeichnet. Eine Ubersicht der vier Kynurenien-

Aminotransferasen und ihrer jeweiligen Synonyme zeigt Tabelle 2 {Han et al. 2010}.
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1.4.4 Kynurenin-Aminotransferase 2/AADAT

Von den vier Kynurenin-Aminotransferasen ist zum Uberwiegenden Teil die KAT2 fiur die
Bildung von Kynureninsdure im Gehirn verantwortlich {Song et al. 2018}. Das Protein wurde
erstmals im Jahre 1969 in der Rattenleber entdeckt und wurde entsprechend seiner
enzymatischen Funktion, der Transaminierung von Aminoadipat zu Alpha-Oxoadipat, als
Aminoadipat-Aminotransferase (AADAT) bezeichnet. Einige Jahre spater wurde entdeckt, dass

es sich bei der KAT2 und der AADAT um das identische Enzym handelt {Han et al. 2008 a}.

Aminoadipat entsteht als Stoffwechselprodukt im Lysinabbau und findet sich naturgemaR
unter anderem auch im Hirngewebe von Sdugern {Hallen et al. 2013}. In verschiedenen
Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass Aminoadipat einen toxischen Effekt auf
Astrozyten und andere verwandte Gliazellen ausibt. Die Rolle bei der Neutralisation des
toxischen Aminoadipats konnte somit das spezifische Auftreten des Enzyms in den Astrozyten

erklaren {Han et al. 2008 a; Lima et al. 2014}.

Aminoadipat beeinflusst des Weiteren verschiedene Ebenen der glutamatergen
Neurotransmission. So hemmen hohe Spiegel der Substanz den Glutamattransport,
blockieren die Glutamin-Syntetase, verhindern die Aufnahme von Glutamat in die
synaptischen Vesikel und wirken als Agonisten an NMDA-Rezeptoren. Bei verschiedenen
neurologischen und anderen Erkrankungen fanden sich zudem erhdhte Werte von

Aminoadipat im Serum oder im Urin der Betroffenen {Han et al. 2008 a}.

Bei Untersuchungen mit KAT2-Knockout-Mausen konnte eine deutliche Verringerung der
Kynureninsdure-Konzentration im Hirngewebe und damit im Einklang stehende

Veranderungen des Phdnotyps nachgewiesen werden {Han et al. 2008 a}.

Erst kiirzlich konnte eine hemmende Wirkung von Ostrogen und Ostrogenderivaten auf die
KAT2 nachgewiesen werden. Insbesondere Estradioldisulfat zeigte eine starke inhibitorische
Wirkung auf das Enzym. Die Autoren halten es fiir moglich, dass der Ostrogenspiegel das
Gleichgewicht der Kynurensaure im Gehirn beeinflusst. Besonders interessant erscheint dies,
da sich hierin ein méglicher Erkldrungsansatz fir die vermutete Schutzwirkung des Ostrogens

vor der Schizophrenieerkrankung zeigt {Jayawickrama et al. 2017}.
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1.4.5 Substratspezifitat der humanen AADAT/KAT2

Das Enzym AADAT/KAT2 zeigt eine breite Substratspezifitit. Von 24 untersuchten
Aminosdauren konnte bei 20 Aminosduren eine Transaminierung durch die humane
AADAT/KAT2 erfolgen. Kinetische Untersuchungen zeigten eine besondere Effizienz fiir
Aminoadipat, Kynurenin, Methionin und Glutamat. Von 16 untersuchten a-Ketosduren
konnten ausnahmslos alle vom Enzym als Aminogruppen-Akzeptor verwendet werden. Eine
besonders hohe Effizienz lag hierbei fiir a-Ketoglutarat, a-Ketocapronsdure und

Phenylpyruvat vor {Han et al. 2008 a}.

Die maximale Aktivitat zeigt das Enzym bei einer Temperatur von ca. 50° Cund einem pH-Wert

von 7-9 {Han et al. 2008 a}.

1.4.6 Kristallstruktur der humanen AADAT/KAT 2

Der humane AADAT/KAT2 - Enzym Komplex ist als Homodimer katalytisch wirksam und zahlt
zu den PLP-abhangigen Aminotransferasen der Subgruppe I und 1y. Das katalytische Zentrum
befindet sich an der gemeinsamen Grenzfliche der beiden Monomere. PLP als Cofaktor ist
durch eine ,,Schiff-Base"-Reaktion kovalent mit Lys263 verbunden. Die Monomere bestehen
jeweils aus 425 Aminosdureresten und werden in eine groRe und kleine Domadne unterteilt.
Insgesamt besteht die Struktur des Enzyms aus 37% a-Helix, 15% B-Faltblatt, 12% Turns, 35%
Coils und 1% 310-Helix. Die groRe Domane enthalt sieben B-Faltblatter (b3-b9), die kleine
Domaéne, welche auch als C-terminaler Arm bezeichnet wird, drei B-Faltblatter (b10- b12) mit
einer angrenzenden Helix {Nematollahi et al. 2016 a}. Eine lllustration des Monomers mit PLP

als Cofaktor ist Abbildung 3 ersichtlich.

Im Unterschied zu anderen PLP-abhdngigen Enzymen vom Faltungstyp 1 zeigt sich in den
ersten 64 Bausteinen des N-terminalen Abschnittes eine zweistrangige B-Faltblattstruktur (b1,
b2). Diese Konformation ist so einzigartig, dass nach der Erforschung ihrer kristallinen Struktur
vorgeschlagen wurde, die humane AADAT/KAT?2 als eigene Unterklasse der PLP-abhéngigen
Enzyme zu betrachten. Die hohe Substratbreite des Enzyms erklart sich durch die ausgepragte
Kettenverschiebbarkeit der N-terminalen Fraktion, die eine nach Erfordernis des jeweiligen
Liganden angepasste Anderung der Konformation erméglicht. So wandert die N-terminale

Fraktion bei Bindung eines kleinen Liganden an der Untereinheit nahe zum aktiven Zentrum
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hin, bei Bindung eines grofReren Liganden entfernt sie sich vom aktiven Zentrum. Andere
Moglichkeiten zur Konformationsanderungen durch Rotation der Domanen, wie sie bei
anderen Aminotransferasen vorkommen, zeigen sich bei der humanen AADAT/KAT2 nicht

{Han et al. 2008 a; Han et al. 2008 b}.

Abbildung 3: Schematische Darstellung der humanen AADAT/KAT2. Die sekunddren Strukturelemente werden mit dem
Cofaktor PLP dargestellt. Der N-terminale Arm ist rot dargestellt, die grofse Domdéne griin, der C-terminale Arm magenta und
LLP263 in orangefarbener Stabdarstellung. Die Termini sind mit N und C gekennzeichnet {Nematollahi et al. 2016 aj}.

1.4.7 Das Gen der humanen AADAT/KAT2

Das Gen fur die humane AADAT wurde auf Chromosom 4q33 lokalisiert und erstreckt sich tiber
ca. 31kb. Insgesamt enthadlt die gesamte Struktur 18 Exons. Es werden 425 Aminosduren
codiert mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 50,8 kDa und einem isoelektrischen

Punkt bei 5,03 {Goh et al. 2002}.

31



1 Einleitung

Es wurden unterschiedliche Transkripte des Gens gefunden, die jeweils einer kiirzeren oder
einer langeren Isoform entsprechen. In verschiedenen Gewebetypen wurden die beiden
Isoformen unterschiedlich haufig identifiziert. Die kiirzere Isoform ist Gberreprasentiert in der
Leber, den Nieren und den Hoden, wahrend im Herz, im Gehirn, im Pankreas und in der
Prostata beide Isoformen dhnlich haufig vorzufinden sind. Insgesamt zeigte sich in der Leber
die hochste Expression des Gens {Goh et al. 2002; The National Center for Biotechnology
Information 2016}.

Bislang gibt es noch keine spezifischen Untersuchungen des Gens in Hinblick auf die
Schizophrenie. Eine brasilianische Studie konnte allerdings eine Assoziation zwischen einem
Einzelnukleotid-Polymorphismus im AADAT-Gen (AADAT +401C/T; rs1480544) und der
individuellen Immunantwort bei bakterieller Meningitis nachweisen {de Souza et al. 2011}. Bei
Folgeuntersuchungen derselben Forschungsgruppe konnten schliefllich sogar erhoéhte
Kynureninsdurespiegel im Liquor mit dem AADAT +401C/T Einzelnukleotid-Polymorphismus

assoziiert werden {Coutinho et al. 2014; Fontes et al. 2015}.

Bei der Untersuchung von chinesischen Familien mit an Autismus-Spektrum-Stérung
betroffenen Kindern wurde zudem erst kiirzlich eine de novo Mutation im AADAT-Gen

identifiziert {Li et al. 2018}.

1.4.8 Pharmakologische Hemmstoffe der Kynurenin-Aminotransferase 2

Angesichts des erhdhten Kynureninsdurespiegels bei an Schizophrenie erkrankten Personen
und den beschriebenen Auswirkungen auf die unterschiedlichen Neurotransmittersysteme
stellt die Entwicklung von Hemmestoffen der fir die Kynureninsauresynthese verantwortlichen
Enzyme eine vielversprechende Moglichkeit flir zukinftige Behandlungstrategien dar

{Jayawickrama et al. 2015; Jacobs et al. 2017}.

Als eine der ersten aussichtsreichen Hemmstoffe wurde hierfiir S-ESBA erforscht. Bei
Versuchen mit Ratten konnte nach Verabreichung der Substanz die KAT2 der Ratte selektiv
gehemmt und die Kynureninsaurekonzentration im Rattenhirn vermindert werden {Pellicciari
et al. 2006}. Bei vergleichenden in vitro Untersuchungen von Ratten KAT2 und humaner KAT2

zeigte sich jedoch ein wesentlich schwacherer Effekt der Substanz auf das humane Enzym, was

32



1 Einleitung

vermutlich auf strukturelle Unterschiede an den katalytischen Zentren zuriickzufiihren ist

{Pellicciari et al. 2008}.

Flr die etwas spater identifizierte Substanz BFF-122 konnte ebenfalls eine selektive Hemmung
der KAT2 bei Ratten nachgewiesen werden {Amori et al. 2009}. Bei diesem Wirkstoff konnte
allerdings die stark inhibitorische Wirkung, anders als bei S-ESBA, auch bei rekombinater

humaner KAT2 bestatigt werden {Rossi et al. 2010}.

Auf der Suche nach potenteren Wirkstoffen, die auch die Blut-Hirn Schranke lberwinden
kdnnten, stie® man im Hochdurchsatz-Screening auf PF-04859989. Die Substanz bindet an den
PLP-Cofaktor und hemmt das Enzym irreversibel. In vivo Untersuchungen an Ratten belegten
die Hirngangigkeit der  Substanz und die Reduktion der  cerebralen
Kynureninsdaurekonzentration um nahezu 50% innerhalb einer Stunde nach Verabreichung
{Dounay et al. 2012}. In weiteren Tierversuchen konnte zudem die Wiederherstellung der
zuvor durch erhohte Kynureninsaurespiegel unterdriickten glutamatergen Signallibertragung
{Koshy et al. 2014} sowie eine Verbesserung der kognitiven Funktionen anhand von
verschiedenen Aufmerksamkeits- und Gedachtnisaufgaben nachgewiesen werden {Kozak et
al. 2014}. Durch verschiedene chemische Modifikationen konnte die Wirksamkeit des

Molekils sowohl gesteigert als auch verringert werden {Dounay et al. 2013; Tuttle et al. 2013}.

Als erster oral verfligbarer Hemmstoff wurde schlielich BFF-816 entwickelt. Studien an
Ratten belegten die hemmende Wirkung auf die KAT2 und zeigten eine Senkung der
zerebralen Kynureninsdurespiegel um 30% nach Verabreichung einer Dosis von 30 mg/kg per
os. Eine damit einhergehende Verbesserung des raumlichen und kontextuellen Gedachtnisses
wurde dabei anhand des Morris-Wasserlabyrinth-Tests ermittelt {Wu et al. 2014}. Bei einer
weiteren Untersuchung mit Ratten konnten nach der gleichzeitigen oralen Verabreichung von
BFF-816 und der systemischen Injektion von Kynurenin eine erhohte
Kynureninsdureneosyntese und eine damit ansonsten einhergehende evozierte

Glutamatfreisetzung im prafrontalen Kortex verhindert werden {Bortz et al. 2017}.

Im Jahr 2015 wurden von der Mitsubishi Tanabe Pharma Corporation (Japan) eine Reihe von
bi- und tricyclischen heterocyclischen Verbindungen zum Patent angemeldet, die ebenfalls
Potential zur Behandlung von KAT2 assoziierten Erkrankungen bieten {Okuyama et al. 2015;

Nematollahi et al. 2016 b; Jacobs et al. 2017}.
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Klinische Studien am Menschen konnten fiir die bislang bekannten Substanzen noch nicht
erfolgen, da sie aufgrund ihrer schlechten Bioverfligbarkeit, der Undurchlassigkeit gegeniiber
der Blut-Hirn-Schranke oder wegen schwerer Nebenwirkungen aufgrund der irreversiblen
Bindung an den Cofaktor PLP nicht hinreichend geeignet erscheinen. Eine zum aktuellen
Zeitpunkt vielversprechende Substanz ist der erst kirzlich entdeckte nicht kovalente
Hemmstoff NS-1502. Bei Untersuchungen mit rekombinanter humaner KAT2 zeigte er eine
10-fach starkere inhibitorische Potenz als S-ESBA. Weiterflihrende in vivo Studien stehen

hierzu allerdings noch aus {Nematollahi et al. 2016 c}.
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2 Fragestellung

In der Atiopathogenese der Schizophrenie werden heute genetische Faktoren zu einem
groRRen Teil flr die Erkrankung verantwortlich gemacht. Vermutlich tragen mehrere Gene und
vielfadltige Polymorphismen mit jeweils unterschiedlichem Ausmal} dazu bei. Fall-Kontroll-
Studien stellen ein anerkanntes molekularbiologisches Verfahren dar, um insbesondere

Suszeptibilitatsorte mit eher geringem Effekt auf die Erkrankung aufzuspliren.

In der Cerebrospinalflissigkeit von schizophrenen Patienten wurden erhohte Werte von
Kynureninsdaure entdeckt. Kynureninsdure ist ein endogener Antagonist an NMDA- und
a7nACh-Rezeptoren. In klinischen Versuchen konnten nach pharmakologischer Erh6hung der
zerebralen Kynureninsdurekonzentration typische Symptome einer Schizophrenie
hervorgerufen werden. Die Bildung Kynureninsdure erfolgt im menschlichen Gehirn zum

Uberwiegenden Teil durch die AADAT/KAT2.

Es stellt sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen Variationen im AADAT codierenden
Gen und der Erkrankung darstellbar ist. Hierzu wurden in der vorliegenden Arbeit acht
Einzelnukleotid Polymorphismen auf dem AADAT-Gen (rs6553486, rs2466990, rs963660,
rs2622068, rs17711677, rs716822, rs10213032 und rs2955256) bei 512 schizophrenen
Patienten sowie 1319 gesunden Kontrollprobanden analysiert und hinsichtlich einer

Assoziation zur Schizophrenie untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Vorbedingungen der Studie

Vor Beginn der Studie wurde die Genehmigung der lokalen Ethikkommission eingeholt. Alle
Studienteilnehmer wurden vor der Teilnahme in einem Gesprach Uber den Inhalt, den Ablauf
und das Ziel der Studie aufgeklart, insbesondere auch lber die Anonymisierung der Daten und
der Blutproben. Sie wurden darauf hingewiesen, dass sie jederzeit die Teilnahme an der Studie
ohne Angabe von Griinden beenden konnen. Das Einverstandnis der Studienteilnehmer

wurde durch Unterschrift auf einem Aufklarungsbogen dokumentiert.

3.2 Akquirierung der Studienteilnehmer

3.2.1 Kontrollprobanden

Die Auswahl der Kontrollprobanden erfolgte durch ein mehrstufiges Rekrutierungsverfahren.

Dafiir wurde zu Beginn beim Einwohnermeldeamt die Ziehung einer Stichprobe aus der

allgemeinen Bevolkerung Miinchens beantragt.

Die dabei ermittelten Personen erhielten auf dem Postweg ein Einladungsschreiben mit
Informationen Uber den Zweck der Studie, den Ablauf und die Risiken im Falle einer

Teilnahme.

Zeigten die Personen in ihrer Riickmeldung Interesse an einer Studienteilnahme, erfolgte ein
standardisiertes Telefoninterview, bei dem die Eingangsvorrausetzungen fiir die Studie

geprift wurden.

Da in das Probandenkollektiv nur neuropsychiatrisch unauffillige Personen eingeschlossen
werden sollten, waren die Voraussetzungen zur Teilnahme vor allem das Fehlen von
psychiatrischen und neurologischen Beschwerden, einschlieRlich zurickliegender oder
aktueller Substanzmissbrauch und Suizidalitdt beim Probanden und dessen biologischen

Angehorigen. Des Weiteren sollten die Teilnehmer deutschstammig sein.
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Wurden bei diesem Telefonscreening keine Ausschlusskriterien ersichtlich, bekam der
Proband fir ausfiihrlichere Angaben einen Anamnesebogen zugesandt. In diesem wurden
allgemeine biographische Daten erhoben, unter anderem zu Nationalitat und ethnischer
Zugehorigkeit, zu Geburtskomplikationen, Kinderkrankheiten, Familienstand sowie zu
Schullaufbahn und beruflichem Werdegang. Zudem wurde detailliert die psychiatrische und
somatische Krankheitsgeschichte des Probanden und seiner biologischen Angehdrigen ersten,
zweiten und dritten Grades erfragt. Es interessierten vor allem das Vorkommen und die
Behandlung neurologischer Beschwerden wie Epilepsie, Parkinson, Schlaganfall, Schadel-Hirn-
Trauma, sowie affektiver Stérungen, Angst und Zwangserkrankungen, Erkrankungen aus dem
schizophrenen Formenkreis und psychosomatische Erkrankungen. Weiterhin wurde der
Konsum von Alkohol, Tabak, Medikamenten und Drogen sowie das Auftreten von Suizidalitat

beim Probanden und dessen Familie erfragt.

Ergab sich bei der Auswertung des zurlickgesandten Anamnesebogens weiterhin kein Grund
zum Studienausschluss, wurde der Proband zu weiteren Untersuchungen in die Klinik

eingeladen.

Bei diesem Besuch wurden mit Hilfe eines zweiten Anamnesebogens nochmals sehr detailliert
die schulische und berufliche Laufbahn sowie Auffilligkeiten und Charaktereigenschaften im
Kinder- und Jugendalter erfasst. Weiterhin wurden Fragen zu Partnerschaft und Familie

behandelt und die derzeitige Lebenszufriedenheit ermittelt.

Es folgte die Durchfiihrung des Strukturierten Klinischen Interviews fir DSM-IV (SKID)
{Wittchen et al. 1997}. Der erste Teil (SKID 1) dient der Diagnostik psychischer Syndrome und
Stérungen, die im Multiaxialen System des DSM-4 unter Achse 1 eingeordnet werden. Dazu
zahlen Affektive Storungen, Psychotische Storungen, Storungen durch Psychotrope
Substanzen, Angststorungen, Somatoforme Stérungen, Essstorungen und
Anpassungsstorungen. Mit dem zweiten Teil (SKID 2) wurden die Teilnehmer auf die unter

Achse 2 zu findenden Persdnlichkeitsstorungen untersucht.

Das Family History Assessment Module {Rice et al. 1995} wurde angewendet, um das

Vorkommen von psychiatrischen Erkrankungen bei Verwandten zu tberprifen.

Des Weiteren wurde als strukturiertes Interview das Leipziger Ereignis- und

Belastungsinventar {Richter & Guthke 1996} durchgefiihrt, um zurlckliegende
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Lebensereignisse und Belastungen, sowie deren Einfluss auf die personlichen Lebensziele, zu

erfassen.

Wenn sich auch nach diesen Tests keine Hinweise auf neurologische oder psychiatrische
Erkrankungen beim Probanden und seiner Familie ergaben, konnte er in die Kontrollgruppe
aufgenommen werden. Insgesamt wurden auf diese Weise 1319 Kontrollprobanden

gewonnen.

3.2.2 Patienten

Fir die Rekrutierung der Patientengruppe wurden Personen gesucht, bei denen zu einem
friheren Zeitpunkt bereits eine Schizophrenie diagnostiziert wurde. Mittels klinikeigener
Daten, sowie durch Vermittlung kooperierender Kliniken und Therapieeinrichtungen wurden
die Patienten personlich oder telefonisch kontaktiert und in einem Informationsgesprach tber
das Ziel und den organisatorischen Ablauf der Studie aufgeklart. Zeigten sie Interesse an einer
Teilnahme, wurden Einschluss- und Ausschlusskriterien Uberprift. Auch hier wurde unter
anderem die Abstammung des Patienten erfragt, da in das Patientenkollektiv nur Personen
mit kaukasischer Herkunft eingeschlossen werden sollten. Zudem sollten sich die Patienten
zum Zeitpunkt der Untersuchung in einem psychisch stabilen Zustand befinden. Sofern die
Kriterien erflllt waren, wurde ein Termin fiir das diagnostische Interview und die
Blutabnahme vereinbart. In der Regel fanden die Untersuchungen in der Klinik statt, war dies

aber fiir den Patienten nicht méglich, wurden auch Hausbesuche durchgefiihrt.

An dem darauf folgenden Termin wurden zu Beginn ebenfalls mittels der beiden
Anamnesebogen verschiedene biografischen Daten, wie z. B. die familidre Abstammung, die
psychiatrische und somatische Krankengeschichte (einschlieBlich Haufigkeit und Dauer
stationarer und ambulanter Behandlungen), zuriickliegende Suizidversuche, sowie der
Medikamenten-, Alkohol-, Tabak- und Drogenkonsum, erfasst. Es folgten Fragen zur
Krankengeschichte der biologischen Verwandten ersten, zweiten und dritten Grades.
Weiterhin interessierten insbesondere der schulische und berufliche Werdegang,
Verhaltensauffalligkeiten und soziale Bindungen im Kinder- und Jugendalter, sowie

belastende Lebensereignisse und bisherige Erfahrungen mit Partnerschaften und Familie.
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Ferner wurden auch verschiedene Aspekte zur personlichen Einschatzung der Lebenssituation

erfragt.

Es schloss sich das Strukturierte Klinische Interview fiir DSM-IV (SKID) {Wittchen et al. 1997}
an, um die Diagnose der Schizophrenie zu bestatigen und den entsprechenden Subtyp

(paranoid, hebephren, kataton oder undifferenziert) zu bestimmen.

Das SKID ist in verschiedene Sektionen unterteilt, um systematisch das gesamte Spektrum
psychiatrischer Erkrankungen zu diagnostizieren. Sektion A behandelt Affektive Syndrome,
Sektion B Psychotische Symptome, Sektion C Differentialdiagnosen psychotischer Stérungen,
Sektion D Differentialdiagnosen affektiver Storungen, Sektion E Missbrauch und Abhangigkeit
von psychotropen Substanzen, Sektion F Angststérungen, Sektion G Somatoforme Stérungen,

Sektion H Essstorungen, Sektion | Anpassungsstorungen und Sektion J Optionale Stérungen.

Wie zuvor gezeigt, missen nach den Kriterien des DSM-IV fiir eine Diagnose der Schizophrenie

Symptome der Erkrankung seit mindestens sechs Monaten vorliegen.

Dabei missen als Zeichen einer akuten Phase zumindest zwei der funf krankheitstypischen
Symptome (Wahn / Halluzinationen / desorganisierte Sprechweise / grob desorganisiertes
oder katatones Verhalten / Negativsymptome wie Affektverflachung, Antriebshemmung,

Alogie, Willensschwache) fiir mindestens einen Monat bestehen.

Treten bei dem Patienten bizarre Wahnvorstellungen auf oder zeigen sich Halluzinationen in
Form eines Dialogs oder kommentierender Stimmen, reicht dies als einzelnes Symptom fiir
die Diagnose bereits aus. Die Prodromal- und Residualzeit kann durch das alleinige Existieren
von Negativsymptomen oder einer lediglich sehr schwachen Positivsymptomatik gepragt sein.
Weiterhin sollten beim Patienten soziale oder berufliche LeistungseinbuBen im Vergleich zum

friheren Niveau erkennbar sein.

Differentialdiagnostisch ausgeschlossen wurden substanzinduzierte (Drogen-, Alkohol- und
Medikamentenmissbrauch) und koérperliche Ursachen (z.B. Schadel-Hirn-Trauma,
Autoimmun- und Stoffwechselstérungen), sowie schizophrenieverwandte Erkrankungsbilder
(schizoaffektive Storungen, affektive Erkrankungen mit psychotischen Symptomen,
schizophrenieforme Stérungen, wahnhafte Stoérungen, kurze psychotische Stérungen,

gemeinsame psychotische Stérungen).
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Weiterhin wurde mit Hilfe der Positive and Negative Syndrome Scale {Kay et al. 1987} die
Schwere von verschiedenen Symptomen der Schizophrenie zum aktuellen Zeitpunkt, sowie

zum Zeitpunkt der schwersten Beeintrachtigung ermittelt.

Tabelle 3: Items der PANSS {Mass 2010}

P1 Wahn

P2 Formale Denkstérungen

P3 Halluzinationen

P Positive Symptome P4 Erregung

P5 GroRenwahn

P6 Misstrauen/Verfolgungswahn

P7 Feindseligkeit

N1 Affektverflachung

N2 Emotionale Isolation

N3 Mangelnde Beziehungsfahigkeit

N Negative Symptome N4 Passiv-apathische soziale Isolation

N5 Erschwertes abstraktes Denkvermaogen
N6 Mangelnde Spontanitat und Sprachflissigkeit
N7 Stereotypes Denken

G1 Leibliche Befindlichkeitsstorungen

G2 Angst

G3 Schuldgefiihle

G4 Gespanntheit

G5 Manieriertheit und Posieren

G6 Depression

G7 Verlangsamte Motorik

G Globale Symptome G8 Unkooperativitat

G9 Ungewdhnliche Denkinhalte

G10 Desorientiertheit

G11 Aufmerksamkeitsschwache

G12 Mangelnde Urteils- und Einsichtsfahigkeit
G13 Stoérung der Willensbildung

G14 Mangelnde Impulskontrolle

G15 Selbstbezogenheit

G16 Aktive soziale Meidung

Dabei wurden im Rahmen eines Interviews verschiedene Merkmale betrachtet, von denen
sich jeweils sieben auf Positiv- und Negativsymptome bezogen und weitere 16 Merkmale auf
die allgemeine Psychopathologie (siehe Tabelle 3). Entsprechend der Schwere der
vorhandenen Symptomatik wurden sie jeweils mit einem Punktwert zwischen 1 bis 7

versehen, wodurch sich eine Summe zwischen 30 und 210 ergeben konnte {Mass 2010}.

Aufgenommen in die Studie wurden nur Patienten, bei denen entsprechend der
diagnostischen Kriterien eine Schizophrenie vorlag und deren Symptomatik nicht durch
andere Ursachen erklart werden konnten. Patienten, die intravends Drogen konsumierten
oder bei denen eine Hepatitis- oder HIV-Infektion vorlag, wurden ebenfalls nicht in die Studie

einbezogen. Fir eine komplette Liste der Ausschlusskriterien siehe untenstehende Tabelle 4.
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Tabelle 4: Liste der Ausschlusskriterien im Patientenkollektiv

Polio (vor prodromal)
FSME

Meningitis (vor prodromal)
Enzephalitis/Enzephalopathie
Neuroborreliose

ALS

Chorea Huntington
Apoplex (vor prodromal)
Multiple Sklerose
Muskeldystrophie
Restless-Legs-Syndrom
Fibromyalgie

Lues

Toxoplasmose

Morbus Creutzfeldt-Jakob
Infektiose Ausschlusskriterien HIV

floride Hepatitis B
Hepatitis C

i.v. Drogenkonsum (>1x)
schweres Schadel-Hirn-Trauma (vor prodromal)
Z.n. Gehirntumor
Internistische Ausschlusskriterien Leberzirrhose

Neurologische Ausschlusskriterien

Neurochirurgische Ausschlusskriterien

Insgesamt konnten fiir die Studie 512 Patienten gewonnen werden. Fiir eine weitergehende
und detailliertere Untersuchung des Patientenkollektives wurden aus der Gesamtgruppe der
Patienten noch die Untergruppen Patienten mit an Schizophrenie erkrankten
Erstgradangehdrigen, Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehdérigen und Patienten

mit psychiatrisch erkrankten Angehdorigen gebildet.

3.3 Laborverfahren

Wadhrend oder nach den Interviews erfolgte bei den Studienteilnehmern die Abnahme von 7
ml vendsem Blut in EDTA-Monovetten (Sarstedt, Nimbrecht). Diese waren codiert, um die
Anonymitat der Patienten und Kontrollprobanden zu gewahrleisten. Nach dem Zentrifugieren
des Vollblutes fiir 10 min bei 3000 rpm (Rotixa RP Standzentrifuge, Hettich, Tuttlingen), wurde

das vom Blutplasma abgetrennte Blutsediment fiir die spatere Untersuchung eingefroren.

Die Extraktion der DNA, Messung der Konzentration und die Genotypisierung erfolgten nach
etablierten standardisierten Verfahren im assoziierten Labor der Sektion fir Molekulare und

Klinische Neurobiologie.
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3.3.1 DNA-Extraktion

Flr die Extraktion der DNA wurde das QlAamp Blood Maxi Kit gemaR der Anleitung {Qiagen

2005} verwendet. Eine Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und

Gerate bietet die Tabelle 5.

Tabelle 5: verwendete Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Gerdte fiir die DNA-Extraktion

Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller Verwendungszweck
EDTA-Monovette Sarstedt, NUimbrecht Blutentnahme
QlAamp Maxi Spin Column Qiagen, Hilden Bindung der DNA

Mikroschraubréhrchen, 2,0
ml

Sarstedt, Nimbrecht

Lagerung der DNA

10x PBS-Puffer:

80g NaCl

2g KClI

14,4g Na2HPO4
2,4g KH2PO4

Ad 1l mit Aqua dest.
mit NaOH auf pH 7,4

Reagenzien zur
Eigenherstellung; Carl
Roth, Karlsruhe

Herstellung des 1x PBS-Puffer

1x PBS-Puffer:
100ml 10xPBS-Puffer
900ml Aqua dest.

Eigene Herstellung

Resuspendierung des
Blutsediments

FEE T Protease Qiagen, Hilden Abbau der Zellproteine und
Freisetzung der DNA
Puffer Al Qiagen, Hilden Entfernung der Hydrathdlle
der DNA
Ethanol Rotipuran 299,8 % Carl Roth, Karlsruhe Ausfallung der DNA
Puffer AW1 Qiagen, Hilden Entfernung von
Verunreinigungen
Puffer AW2 Qiagen, Hilden Entfernung von
Verunreinigungen
Puffer AE Qiagen, Hilden Elution der DANN
Rotixa RP Standzentrifuge Hettich, Tuttlingen Alle Zentrifugationsschritte
Vortex Genie Scientific Industries, Durchmischung der Blut-
Gerite New York, USA Puffer-Suspensionen

WB Wasserbad

Memmert,
Schwabhausen

Inkubation der Blut-Puffer-
Suspensionen

1. Zelllyse und DNA-Freisetzung

Fiir die weitere Verarbeitung wurde zunachst das Blutsediment bei Zimmertemperatur wieder
aufgetaut und mit 1x PBS-Puffer auf ein Volumen von 10ml eingestellt. Durch Zugabe von 500
ul Protease erfolgte die Lyse der Leukozyten, die Zugabe von 12 ml des Guanidin —HCL haltigen
Puffers AL diente der Denaturierung der Proteine. Zur Vervollstandigung der Zelllyse wurde
die Losung fur eine Minute in einem Vortexgerat durchmischt und danach bei gleichmaRigem

Schwenken fiir 30 Minuten in einem 70 °C warmen Wasserbad inkubiert. Zur Ausfallung der
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DNA wurden dieser Losung anschlieend 10 ml Ethanol hinzugefiigt und eine Durchmischung

flr 2 Minuten mit dem Vortexgerat durchgefiihrt.

2. Bindung der DNA an die Silikagelmembran

Im Anschluss wurde die Losung auf eine QlAamp Maxi Spin Column pipettiert und diese fur
drei Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Dabei verband sich die DNA mit der
Silikagelmembran, wahrend andere gel6ste Bestandteile, wie Proteine und RNA, im Eluat

verblieben und abgegossen werden konnten.

3. Auswaschung des Puffers

Noch (ibrig gebliebene Verunreinigungen der DNA wurden ausgewaschen durch Zugabe von
5 ml Guanidin — HCL haltigen Puffer AW1 und anschlieRendem Zentrifugieren mit 4000 rpm
fir 2 Minuten. Die restlichen Guanidiumsalze wurden durch die Zugabe von 5 ml des
ethanolhaltigen, salzarmen Puffers AW2 und anschlieRendem Zentrifugieren mit 4000 rpm fur

15 Minuten entfernt.

4. Elution der DNA von der Silikagelmembran

Um die zuvor bei saurer Umgebung an die Silikamembran gebundene DNA wieder zu eluieren,
wurden zweimal 0,75 ml des basischen Puffers AE aufgetragen und jeweils nach einer
finfminttigen Inkubationszeit bei 5000 rpm fir finf Minuten zentrifugiert. Die dabei
erhaltene DNA-L6sung wurde fiir die spatere Genotypisierung in 2 ml Mikroschraubréhrchen

abgefillt und tiefgefroren gelagert.

3.3.2 Bestimmung und Einstellung der DNA-Konzentration

Im ndchsten Schritt wurde die Konzentration der vorliegenden DNA unter Verwendung der
PicoGreen Methode bestimmt. Dabei wurde genutzt, dass der PicoGreen Farbstoff
hochselektiv. mit  Doppelstrang-DNA  interagiert und die dabei messbaren
Fluoreszenzeigenschaften unter zur Hilfenahme einer Eichkurve Rickschlisse auf die DNA-
Konzentration in einer Probenldsung ermoglichen. Eine Ubersicht der benétigten

Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Gerate zeigt die Tabelle 6.
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Tabelle 6: verwendete Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Gerdte/Software fiir die Bestimmung und Einstellung der

DNA-Konzentration

Bezeichnung

Hersteller

Verwendungszweck

Verbrauchsmaterialien

Thermo Fast 96 well Plate

ABgene, Hamburg

Vorverdiinnung der Proben-DNA,
Standardverdiinnungsreihe

20, 200 und 1000 ul
Conductive Roborack Tips

PerkinElmer, Inc.,
Waltham
(Massachusetts), USA

Pipettierung der DNA und der
Reagenzien

96 Well Flat Bottom Plate
Black

Greiner Bio-One
GmbH,
Frickenhausen

Vorlageplatte fur Standard- und
Proben DNA

Mikroschraubrohrchen, 2,0
ml

Sarstedt, Nimbrecht

Lagerung der DNA

Human genomic DNA 100

Clontech, Mountain

Erstellung der

Reagenzien ng/ul (DNA-Standard) View, USA Standardverdiinnungsreihe
Quant iT PicoGreen dsDNA Invitrogen GmbH, Fluoreszenzmessung der DNA
reagent Karlsruhe
Janus Automated PerkinElmer, Inc., Durchfiihrung aller
Workstation Waltham Pipettierschritte

(Massachusetts), USA
WinPREP PerkinElmer, Inc., Software zur Steuerung der
Waltham Janus Automated Workstation
(Massachusetts), USA
Victor 3 Multilabel Counter PerkinElmer, Inc., Fluoreszenzmessung der DNA
Gerate/Software 1420 Waltham

(Massachusetts), USA

Wallace 1420 Workstation

PerkinElmer, Inc.,
Waltham
(Massachusetts), USA

Software zur Steuerung des
Victor 3 Multilabel Counters

Computer Optiplex GX620
Pentium 4 HT

Dell

Berechnung der Mittelwerte aus
den Ergebnissen der
Fluoreszenzmessung

1. Verdinnung der Standard-DNA

Zur Herstellung einer Eichkurve wurde auf einer 96-well Mikrotiterplatte mit standardisierter

humaner DNA und destilliertem Wasser eine 1:2 Verdiinnungsreihe durchgefiihrt, ausgehend

von 100 ng/ul genomischer DNA in Al bis 1,5262 ng/ul in G1. H1 blieb fir Referenzzwecke frei

von DNA. Damit die Verdlinnungsreihe zweifach vorlag, wiederholte man das Vorgehen nach

der gleichen Methode beginnend mit 100 ng/ul Standard-DNA in A2 bis 0 ng/ul in H2. Eine

Ubersicht Giber die DNA- Konzentrationen in den jeweiligen Vertiefungen der Mikrotiterplatte

bietet Tabelle 7.
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Reihen/Saulen 1 2
A 100 100
B 50 50
C 25 25
D 12,5 12,5
E 6,25 6,25
F 3,125 3,125
G 1,5262 1,5262
H 0 0

2. Verdinnung der zu messenden DNA-LA6sung

Im nachsten Schritt wurde die zu messende DNA-LOosung aus der Patienten- bzw.
Probandenblutprobe mit Aqua bidest. im Verhdltnis 1:10 verdinnt, da deren DNA-
Konzentration ansonsten erwartungsgemdR oberhalb des Messbereiches des
Fluoreszenzmessgerates liegen wirde. Dazu wurden mit dem Roboter auf einer 96-well

Mikrotiterplatte jeweils 5 pl der DNA-L6sung mit 45 ul Aqua bidest. versetzt.

3. Préparierung der Messplatte

Im Anschluss wurde die Messplatte vorbereitet. Dazu wurde auf einer schwarzen 96-well
Mikrotiterplatte in jede Vertiefung 50 ul Aqua bidest. einpipettiert. Entsprechend der
Anordnung der Standard-Verdiinnungsreihe wurden jeweils 5 pl der Standardverdiinnungen
auf die Vertiefungen Al bis H1 sowie A2 bis H2 libertragen, sowie jeweils Duplikate mit 5 pl
der vorverdinnten Stamm-DNA-LOsungen auf die nachfolgenden Reihen. Es konnten maximal

40 Proben pro Platte parallel gemessen werden.

4.\ orbereitung der PicoGreen Reagenz und Messung der DNA-Konzentration

Unmittelbar vor der Messung der DNA-Konzentration wurde die PicoGreen Reagenz in einem
Behalter unter Lichtausschluss aufgetaut und im Verhaltnis 1:156 verdiinnt. Jeweils 145 pl
davon wurden zu den vorgelegten Standard- bzw. Proben- DNA-LGsungen hinzugefiigt. Dabei
ergab sich durch das zuvor in jede Vertiefung zugesetzte Wasser eine weitere Verdiinnung des

PicoGreen im Verhaltnis 1:200.

Ein Greifarm der Janus Automated Workstation versetzte die Messplatte im Anschluss in ein

Fluoreszenzmessgerat. Darin wurde die Messplatte zundchst fir 30 Sekunden horizontal in
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Doppelellipsen geschittelt, um eine moglichst hohe Homogenitat der Lésungen in den
Vertiefungen zu erreichen. Die Messung erfolgte, indem zunachst die PicoGreen Losungen mit
Licht der Wellenldange von 485 nm anregt wurden und daraufhin fir 0,1 Sekunde pro
Vertiefung die Emissionen bei einer Wellenlange von 535 nm erfasst wurden. Die Messwerte
wurden an einen Computer weitergeleitet, der die Mittelwerte aus den jeweils doppelt

vorliegenden Standard- und Probenlésungen berechnete.

5. Konzentrationseinstellung der DNA-LOsung

Nachdem mit Hilfe der Standard-Verdiinnungsreihe die unbekannte DNA-Konzentration in
den Proben ermittelt werden konnte, wurde diese vollautomatisch von der Janus Automated
Workstation auf eine Konzentration von 50 ng/ul bei einem Endvolumen von 500 ul
eingestellt. Im Anschluss wurden die Losungen bei -80 °C tiefgefroren und vor der weiteren

Verarbeitung bei 4 °C wieder aufgetaut.

3.3.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte in drei Schritten. Beginnend mit einer konventionellen
Polymerase-Kettenreaktion  folgten  die  IPLEX-Reaktion, ein  Verfahren  zur
Einzelbasenextension, und eine anschliefende massenspektrometrische Analyse, das MALDI-

TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) Verfahren.

1. Die Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) diente der mehrfachen Reproduktion der den SNP
flankierenden DNA-Abschnitte. Tabelle 8 zeigt die hierfiir bendtigten Verbrauchsmaterialien,
Reagenzien und Gerate. Die verwendeten Primer (Primer 1 + 2) sowie die Extensionsprimer

aus der nachfolgenden iPlex-Reaktion sind in Tabelle 9 ersichtlich.

Zunachst wurden die vorliegenden DNA-LGsungen von 50 ng/ul auf 5 ng/ul verdinnt, indem
der Pipettierroboter in jede Vertiefung einer 96 Mikrotiterplatte jeweils 90 pl destilliertes und
steril filtriertes Wasser, sowie 10 pl der DNA-L6sung vorlegte und durch mehrmaliges

Aufziehen der Pipette durchmischte.
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Tabelle 8: verwendete Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und Gerdte fiir die Polymerase-Kettenreaktion

Bezeichnung

Hersteller

Verwendungszweck

Verbrauchsmaterialien

Thermo Fast 96 well Plate

ABgene, Hamburg

Vorbereitung des Mastermix

Thermo Fast 384 well Plate

ABgene, Hamburg

PCR-Reaktion

Easy Peel Heat Sealing Foil

ABgene, Hamburg

Verschluss der 96- und 384- well
Platten

Eppendorf Research
Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Pipettierung der Reagenzien

e.T.l.P.S Pipettenspitzen
(0,5-20 pl; 2-200 pl; 50-1000
pl)

Eppendorf, Hamburg

Pipettierung der Reagenzien

Mikrotestplatte 96 K

Sarstedt, Nimbrecht

Pipettierung des PCR

Mastermix
Pipettierwanne fur Ratiolab, Dreieich Pipettierung des PCR
Mehrkanalpipetten Mastermix

Spritzen 50 ml Qualilab, Olivet, Wasserfilterung
Frankreich

Spritzenvorsatzfilter 0,22 pl Qualilab, Olivet, Wasserfilterung
Frankreich

1,850 pl Aqua bidest
(Purelab ultra)

ELGA LabWater, Celle

Erstellung des Mastermixes
(Volumen fur je 1 Reaktion)

0,625 pl PCR Puffer mit Qiagen, Hilden Erstellung des Mastermixes
MgCl, (Volumen fir je 1 Reaktion)
0,325 pl MgCl; (25 mM) Qiagen, Hilden Erstellung des Mastermixes

(Volumen fir je 1 Reaktion)

0,100 pl ANTP Mix (25 mM)

ABgene, Hamburg

Erstellung des Mastermixes
(Volumen fir je 1 Reaktion)

Reagenzien 1,000 pl Primer Mix (jeweils | Qiagen, Hilden Erstellung des Mastermixes
500 nM) (Volumen fir je 1 Reaktion)
0,100 pl HotStar Tag DNA Qiagen, Hilden Erstellung des Mastermixes
Polymerase (5 U / ul) (Volumen fur je 1 Reaktion)
1,000 pl Genomische DNA Eigene Herstellung Reproduzierende DNA
(5-10ng / i)
DanKlorix Colgate-Palmolive, Verhinderung von DNA-

Hamburg Kontaminationen
Purelab ultra ELGA LabWater, Celle | Reinstwasseranlage
Microlab 4000 Hamilton, USA Pipettierroboter
Centrifuge 5810R Eppendorf, Hamburg | Zentrifugation der 96- und 384-
. well Platten
Gerate

GeneAmp PCR System 9700

Applied Biosystems,
Forster City, USA

Thermocycler

ALPS-300 Microplate Sealer

ABgene, Hamburg

Verschluss der 96- und 384- well
Platten

Im nadchsten Schritt wurde der Mastermix erstellt. Hierzu wurden die bendtigten Reagenzien

(siehe Tabelle 8) in einem Rohrchen vorgelegt und durchmischt. Direkt nach der Zugabe der

Tag-Polymerase, wurden jeweils 3 pl des Mastermixes und 2,5 pl der DNA-L6sung mit dem

Pipettierroboter in die Vertiefungen einer 384 Mikrotiterplatte tbertragen. Dabei erfolgte

nach jedem Pipettierschritt die Splilung der DNA exponierten Teile des Roboters mit

Natriumhypochlorit-Lésung (DanKlorix), um Kontaminationen mit Fremd-DNA zu vermeiden.

Danach wurde die 384 Mikrotiterplatte zentrifugiert, mit Heat Sealing Folie Gberzogen und fir

die anschlieende Polymerase-Kettenreaktion in den Thermocycler gesetzt.
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Durch Erhoéhung der Temperatur auf 95 °C fir 5 min erfolgte zu Beginn die initiale
Denaturierung der DNA, bei der die Einzelstrange der DNA durch das Aufbrechen der
Wasserstoffbriickenbindungen getrennt wurden. In den nachfolgenden Zyklen reichte es fir

die Denaturierung aus, die Proben lediglich fiir 20 Sekunden auf 95 °C zu erwarmen.

Im nachsten Schritt wurde die Temperatur auf 56 °C heruntergekihlt und fir 30 Sekunden
gehalten, wodurch die spezifische Anlagerung der Primer an die komplementdaren DNA-
Abschnitte (Primer Annealing) ermoglicht wurde. Nach einer Temperaturerhéhung auf 72 °C,
der optimalen Arbeitstemperatur der Tag-Polymerase, folgte die Elongation der DNA Strange
mit freien Nukleotiden (dNTPs) fiir eine Minute. Um eine ausreichende Menge an
amplifizierter DNA fiir die weitere Verarbeitung zu erhalten, wurden insgesamt 45 Zyklen aus
Denaturierung, Primer Annealing und Elongation bendtigt. Im letzten Zyklus erfolgte zum

Abschluss bei 72 °C eine finale drei-minttige Extension.

2. Behandlung mit Shrimp Alkaline Phosphatase

Zum Abschluss der Polymerase-Kettenreaktion wurden unter Verwendung des Enzyms Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) die nicht verbrauchten Nukleotide dephosphoryliert, da diese
ansonsten die spateren Ergebnisse der Massenspektrometrie verfalscht hatten. Dazu wurden
mit dem Pipettierroboter in jede Vertiefung ein SAP-Mix, zusammengesetzt aus 1,53 pl
Wasser, 0,17 pl SAP-Puffer 10x und 0,3 pl Shrimp Alkaline Phosphatase Enzym mit einer
Aktivitat von 1,7 U/ul (Sequenom Inc., San Diego, USA), eingefiigt. Die Proben wurden im
Anschluss fiir 40 Minuten bei 37 °C inkubiert und schlieRlich zur Inaktivierung der SAP fir flinf
Minuten auf 85 °C erhitzt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Platten auf 4 °C

herabgekinhlt.

3. Die iPLEX- Reaktion

Es folgte die iPLEX-Reaktion, eine modifizierte PCR, bei der die Primer so entworfen werden,
dass sie sich direkt neben dem zu analysierenden SNP anlagern. Anstatt
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), wie bei der konventionellen Polymerase-
Kettenreaktion, werden bei dieser Methode Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs)

eingesetzt, bei welchen aufgrund der chemischen Struktur keine weitere Base angelagert
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werden konnen. Somit erfolgt jeweils eine Elongation um nur ein einzelnes zum SNP

komplementares Nukleotid mit spezifischer Masse.

Zur Durchflihrung wurden zunachst alle benétigten Reagenzien vermengt und mit dem
Pipettierroboter auf eine Mikrotiterplatte Ubertragen, sodass fir die Reaktion in jeder
Vertiefung 0,755 ul autoklaviertes Wasser, 0,2 ul iPLEX Puffer 10x, 0,2 ul iPLEX Termination-
Mix, 0,8 ul Primer Mix im Verhaltnis 7 uM : 14 uM und 0,041 pl iPLEX Enzyme (alle Reagenzien:
Sequenom Inc., San Diego, USA) vorlagen. Danach wurde die Mikrotiterplatte fiir die iPLEX-

Reaktion in den Thermocycler eingesetzt.

Tabelle 9: Eingesetzte Primer fiir die konventionelle PCR und das iPLEX-Verfahren

SNP Primer 1 Primer 2 Lange (bp) Extensionsprimer

ACGTTGGATGGCCTGCGAGA ACGTTGGATGCTGCGTTC

rs2955256 126 GCTTAATAGCTGGGTGT
AAACCAATAC AGAGACTTCAAG
ACGTTGGATGCCATTGACCCA | ACGTTGGATGAAACCTTT gTCCCCAGACCTTCCTAAC

rs10213032 116
TTTGGTCAT CCCCAGACCTTC C
ACGTTGGATGCCCCTGGCATT | ACGTTGGATGCAAACTG

rs716822 135 ggTACATCTGTGGAGTTCC
AGTTATTCC AGGACCACAGATG
ACGTTGGATGCCCAGGAAAA ACGTTGGATGATTGGAG ggaaCTGTAGCTCAGTCCTT

rs17711677 82
GTACATAGAC TTCCCTGTAGCTC AAA
ACGTTGGATGGAGCTCACATG | ACGTTGGATGTTGCAGG

rs2622068 122 TGTTTACTGTTTGGCCC
GTTCTAGAG GTAGTTGCAACAG
ACGTTGGATGCTGGAAGGAA ACGTTGGATGTTTCTTGC atggGTCTTGCAGTGGGCA

rs963660 106
CATGCATCAC CCCGTTTACGTC ACAAATT
ACGTTGGATGGGGACACAGT ACGTTGGATGAAGCTCCC TTGAAAAATAAGAGAAAT

rs2466990 98
CAGGTACATA CAGAAATCTTTG GTGC
ACGTTGGATGGGTGCATAAG ACGTTGGATGATAGCTTT

rs6553486 110 2aAGGCAGTCTGTCTCTAG
AGACAAGGTG CCCAAGGTGGTG

Beginnend mit der initialen Denaturierung bei einer Temperatur von 94 °C fiir 30 Sekunden,
folgte darauf ein Reaktionszyklus mit 40 Wiederholungen aus Denaturierung bei 94 °C fir 5
Sekunden und einer integrierten Reaktionsschleife mit jeweils fiinf Wiederholungen,
bestehend aus einer Annealingphase bei 52 °C flir 5 Sekunden und einer Extensionphase bei
80 °C fiir ebenfalls 5 Sekunden. Fir die finale Extension wurde zum Abschluss die Temperatur

drei Minuten lang auf 72 °C eingestellt und die Proben danach wieder auf 4 °C herabgekdhlt.
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4. Entsalzung der iPLEX-Reaktionsprodukte

Um die Untersuchungsbedingungen fiir die Massenspektrometrie zu optimieren, erfolgte eine

Entsalzung der iPLEX-Reaktionsprodukte.

Dazu wurden insgesamt 6 mg Clean Resin (Sequenom Inc., San Diego, USA) mit einem Schaber
gleichméRBig in jede Vertiefung einer dimple plate (Sequenom Inc., San Diego, USA) verteilt
und diese fir mindestens zwanzig Minuten ruhen gelassen. Wahrenddessen wurde zu jeder
Probe 16 ul hochreines H,0 hinzugefiigt und die Platte mit den Proben auf die dimple plate
gesetzt. Dann wurden beide Platten um 180° gedreht, sodass das Clean Resin aus den
Vertiefungen der dimple plate in die Proben fallen konnte. Im Anschluss wurde die
Probenplatte mit dem zugefiigten Clean Resin fiir jeweils fiinf Minuten in einem Rotiergerat

entlang der Langsachse rotiert und danach zentrifugiert.

5. Messung der iPLEX-Reaktionsprodukte im MALDI-TOF Massenspektrometer

Mit dem MassARRAY Nanodispenser (Sequenom Inc., San Diego, USA) wurden die iPLEX-
Reaktionsprodukte auf einen SpectroCHIP (Sequenom Inc., San Diego, USA) mit einer Matrix
aus 2-Hydroxypicolinsaure aufgetragen. Auf diesem befanden sich analog zur Mikrotiterplatte
384 Felder fir die Proben und zehn weitere Felder zur Kalibrierung des Massenspektrometers

durch Oligonukleotidlésungen bekannter Masse.

Mit einem Chipschlitten wurde der SpectroCHIP im Anschluss durch eine Vakuumschleuse in
das MALDI-TOF Massenspektrometer eingebracht. Dort wurden die Proben fiir drei bis vier
Nanosekunden mit einem gepulsten Laser bestrahlt, wodurch sie in die Gasphase libertraten
und ionisiert wurden. AnschlieBend wurden die gasformigen Molekiile in einem
elektromagnetischen Feld beschleunigt. Durch die Messung der Flugzeit konnte die Masse der
jeweiligen Teilchen bestimmt werden und einem Genotyp zugeordnet werden. Die
Berechnungen erfolgten dabei mit der TYPER Analyzer 3.3.0 Software (Sequenom Inc., San

Diego, USA).
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3.4 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von PLINK {PLINK
v1.07; Purcell et al. 2007} und Rv2.13.0 {R Development Core Team 2011}, sowie der IBM SPSS

Statistics 19 Software durchgefiihrt.

Mit dem exakten Test nach Fisher wurde die Abweichung der Genotypverteilung vom Hardy-
Weinberg-Equilibrium (HWE) geprift. Signifikante Abweichungen fiihrten zu einer genaueren

Prifung des SNPs, um methodische Fehler (z. B. Genotypisierung) zu vermeiden.

Die Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollprobanden beziiglich der Haufigkeit der
Allele und Genotypen wurden mit dem Chi-Quadrattest bestimmt. Dazu wurden verschiedene
Modelle verwendet: Allelverteilung, Genotypmodell, sowie dominantes und rezessives

Modell. Kovarianten wurden nicht in die Rechnung einbezogen.

Die Haplotyp-Analyse wurde mit Hilfe der Haploview Software {Haploview 4.2; Barrett et al.
2005} durchgefiihrt. Haplotyp Blocke wurden nach der Methode von Gabriel {Gabriel et al.
2002} bestimmt. Haplotypfrequenzen zwischen Patienten und Kontrollen wurden mittels
eines Chi Quadrat Tests verglichen. Der p- Wert wurde mit einem Permutationstest mit 50000
Permutationen bestimmt. Damit ist auch flr multiples Testen korrigiert. Es wurden nur
Haplotypen mit einer Frequenz liber 1% in die Analyse miteinbezogen. Probanden mit mehr

als 50% fehlenden Genotypen wurden ausgeschlossen.

Ein Signifikanzniveau von p< 0,05 wurde als statistische Berechnungsgrundlage festgelegt,

wahrend p< 0,1 als Trend gewertet wurde.
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4.1 Darstellung der Stichprobe

An der Studie nahmen insgesamt 512 Patienten und 1319 Kontrollpersonen teil.

In der Patientengruppe betrug der Anteil an mannlichen Personen 65,2%, der Anteil an
weiblichen Personen betrug 34,8%. Das durchschnittliche Alter betrug 38 Jahre. 42,8% der
Personen hatten einen einfachen Schulabschluss (Hauptschule), 26,0% einen mittleren

(Realschule) und 31,3% einen hohen Schulabschluss (Abitur) (Tabelle 10 -12).

Die Kontrollgruppe bestand im Gegenzug zu 45,9% aus madnnlichen und zu 54,1% aus
weiblichen Teilnehmern. Der Altersdurchschnitt lag hier bei 46 Jahren. In dieser Gruppe
hatten 22,4% der Personen einen niedrigen Schulabschluss (Hauptschule), 32,8% einen

mittleren (Realschule) und 44,7% einen hohen Schulabschluss (Abitur) (Tabelle 10-12).

Im Vergleich der beiden Gruppen zeigte sich ein signifikant hoherer Anteil von Mannern in der
Patientengruppe (p=9,9x10'4; df=1; x2=55,4), wahrend in der Kontrollgruppe bei Frauen und
Mannern nahezu Gleichverteilung vorlag. Bei der Altersverteilung lag eine relativ dhnliche
Altersstruktur zwischen Patienten und Kontrollen vor. Beim Bildungsniveau zeigte sich bei den
Patienten eine signifikant (p= 2,9x10Y; df=2; x?=76,2) niedrigerer Schulbildung im Vergleich

zur Kontrollgruppe.

Tabelle 10: Geschlechtsverteilung bei Patienten und Kontrollen

Geschlecht
Geschlechtsverteilung Gesamt
mannlich weiblich

n 334 178 512
Patienten

% 65,2 34,8 100

Status

n 605 714 1319
Kontrollen

% 45,9 54,1 100

n 939 892 1831

Gesamt
% 51,3 48,7 100
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Status N Durchschnitt Std. Abweichung Standardfehler
Patienten 512 37,71 11,341 ,501
Alter
Kontrollen 1319 46,26 15,704 ,432
Tabelle 12: Verteilung der Schulabschliisse bei Patienten und Kontrollen
Schule
Schulabschliisse Gesamt
niedrig(HS) mittel(Real) hoch(Abitur)
n 219 133 160 512
Patienten
% 42,8 26,0 31,3 100
Status
n 296 433 590 1319
Kontrollen
% 22,4 32,8 44,7 100
n 515 566 750 1831
Gesamt
% 28,1 30,9 41,0 100

4.2 SNP-Lokalisationen auf AADAT

Tabelle 13 gibt eine Ubersicht iiber die Position, Funktion und die Allele der untersuchten

SNPs. Die Angaben basieren auf NCBI Assembly GRCh38.p2 {The National Center for

Biotechnology Information 2016}.

Tabelle 13: Ubersicht iiber die Position und Funktion der untersuchten Polymorphismen

SNP Chromosomen-Position Funktion Allel
rs2955256 170092682 Intron Variante (C/T)
rs10213032 170088209 Intron Variante (A/G)
rs716822 170086353 Intron Variante (A/G)
rs17711677 170079941 Intron Variante (C/G)
rs2622068 170078709 Intron Variante (A/G)
rs963660 170073915 Intron Variante (A/G)
rs2466990 170072620 Intron Variante (A/G)
rs6553486 170063674 Intron Variante (C/G)
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Die Darstellung der Introns und Exons sowie der Positionen der einzelnen Marker orientiert
sich bei der vorliegenden Abbildung (Abbildung 4) an der Transskriptvariante
XM_006714231.2. Insgesamt sind die acht untersuchten Marker (iber das gesamte Gen
verteilt. Dabei liegt rs2955256 auRerhalb des Gens in der potentiellen Promotorregion im 5°-

Genbereich, die tGbrigen SNPs sind in den Introns 4, 5, 6, 7 und 13 lokalisiert.

rs10213032 rs17711677 rs963660 rs6553486
rs2955256 rs716822 rs2622068 rs2466990

i t ——H—+——H
Sl ] 3I

Abbildung 4: Das AADAT-Gen mit den Positionen der untersuchten SNPs. Die vertikalen Linien stellen die Exons dar, die
horizontalen Linien zwischen den Exons reprdsentieren die Introns. Die relative GréfSse der Exons und Introns ist
mafstabsgetreu wiedergegeben.

4.3 Ergebnisse des Hardy-Weinberg Equilibriums

Zur Beurteilung der Genotypverteilung in der betrachteten Population wurde das Hardy-
Weinberg Equilibrium (HWE) mit dem exakten Test nach Fisher gepriift. Dabei zeigte sich, dass
die Genotypverteilungen bei allen untersuchten SNPs in der Kontrollgruppe im Gleichgewicht
lagen (Tabellen 14 - 16), in der Patienten- und Gesamtstichprobe war nur bei SNP rs963660

eine geringfligige Abweichung festzustellen (Tabellen 14 und 16).

Tabelle 14: HWE der untersuchten SNPs bei den Patienten

SNP Allele Patienten Genotyp (N) HWE

A|B Allele AA Allele AB Allele BB F p-Wert

rs2955256 T|C 51 191 254 0,0749 0,1052
rs10213032 G|A 5 84 409 0,0133 0,7910
rs716822 A|G 3 77 423 -0,0111 1,0000
rs17711677 C|G 1 25 468 0,0481 0,3059
rs2622068 AlG 98 228 184 0,0797 0,0830
rs963660 AlG 9 80 402 0,0932 0,0445
rs2466990 G|A 98 225 170 0,0673 0,1410
rs6553486 G|C 86 222 189 0,0665 0,1348

54



Tabelle 15: HWE der untersuchten SNPs bei den Kontrollen

4 Ergebnisse

SNP Allele Kontrollen Genotyp (N) HWE

A|B Allele AA Allele AB Allele BB F p-Wert

rs2955256 T|C 125 547 632 0,0116 0,6954
rs10213032 G|A 10 241 1051 -0,0262 0,4413
rs716822 AlG 18 215 1056 0,0510 0,0790
rs17711677 C|G 2 59 1232 0,0401 0,1730
rs2622068 AlG 259 660 392 -0,0173 0,5767
rs963660 AlG 23 254 1011 0,0417 0,1360
rs2466990 G|A 258 617 383 0,0093 0,7329
rs6553486 G|C 219 648 422 -0,0310 0,2781

Tabelle 16: HWE der untersuchten SNPs bei der Gesamtstichprobe
SNP Allele Gesamtgenotyp (N) HWE

A|B Allele AA Allele AB Allele BB F p-Wert

rs2955256 T|C 176 738 886 0,0289 0,2196
rs10213032 G|A 15 325 1460 -0,0156 0,5962
rs716822 AlG 21 292 1479 0,0359 0,1248
rs17711677 C|G 3 84 1700 0,0426 0,0992
rs2622068 AlG 357 888 576 0,0104 0,6687
rs963660 A|G 32 334 1413 0,0551 0,0232
rs2466990 G|A 356 842 553 0,0259 0,2869
rs6553486 G|C 305 870 611 -0,0037 0,9223

4.4 Analyse der Einzelmarker auf eine Assoziation mit Schizophrenie

Die Analyse der Polymorphismen erfolgte in den vier Untergruppen:

= Patienten vs. Kontrollen

= Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Erstgradangehdrigen vs. Kontrollen

= Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehdorigen vs. Kontrollen

= Patienten mit psychiatrisch erkrankten Angehérigen vs. Kontrollen

Bei jeder Untergruppe wurde untersucht:

= die Allelverteilung

(A1 vs. A2) = die Haufigkeit der Allele zwischen zwei Gruppen wird verglichen

= die Genotypverteilung
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(A1A1 vs. A1A2 vs. A2A2) = die Haufigkeit der Genotypen zwischen zwei Gruppen wird

verglichen

das dominante Modell

(A1A1 + A1A2 vs. A2A2) = die Genotypen mit dem selteneren Allel werden in einer
Gruppe zusammengefasst (= Trager des minoren Allels) und mit dem homozygoten

Genotyp des haufigeren Allels verglichen

das rezessive Modell

(A1A1 vs. A1A2 + A2A2) = die Genotypen mit dem haufigeren Allel werden in einer
Gruppe zusammengefasst (= Trager des majoren Allels) und mit dem homozygoten

Genotyp des selteneren Allels verglichen
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Zunachst wurden die acht Polymorphismen im AADAT-Gen innerhalb des vollstandigen

Patientenkollektivs und der Kontrollgruppe auf Assoziationen mit dem Krankheitsstatus der

Schizophrenie untersucht. Die GesamtstichprobengrofRe betrug 1831 Personen, bestehend

aus 512 Patienten und 1319 Kontrollen (Tabelle 17).

Tabelle 17: Allel- und Genotypverteilung Patienten vs. Kontrollen

SNP Al | A2 Pat Kon p-Wert Pat Kon p-Wert
n 293 699 797 1811 51 191 254 125 547 632
rs2955256 T c 0,570 0,412
% | 29,54 | 70,46 | 30,56 | 69,44 10,28 | 38,51 | 51,21 | 9,59 | 41,95 | 48,47
n 94 902 261 2343 5 84 409 10 241 1051
rs10213032 | G A 0,618 0,635
% | 9,44 | 90,56 | 10,02 | 89,98 1,00 | 16,87 | 82,13 | 0,77 | 18,51 | 80,72
n 83 923 251 2327 3 77 423 18 215 1056
rs716822 A G 0,180 0,297
% | 8,25 [91,75| 9,74 | 90,26 0,60 | 15,31 | 84,10 1,40 | 16,68 | 81,92
n 27 961 63 2523 1 25 468 2 59 1232
rs17711677 C G 0,633 0,873
% | 2,73 | 97,27 | 2,44 | 97,56 0,20 5,06 | 94,74 | 0,15 4,56 | 95,28
n | 424 596 1178 | 1444 98 228 184 259 660 392
rs2622068 A G 0,069
% | 41,57 | 58,43 | 44,93 | 55,07 19,22 | 44,71 | 36,08 | 19,76 | 50,34 | 29,90
n 98 884 300 | 2276 9 80 402 23 254 1011
rs963660 A G 0,171 0,251
% | 9,98 | 90,02 | 11,65 | 88,35 1,83 16,29 | 81,87 1,79 | 19,72 | 78,49
n| 421 565 | 1133 | 1383 98 225 170 258 617 383
rs2466990 G A 0,212 0,255
% | 42,70 | 57,30 | 45,03 | 54,97 19,88 | 45,64 | 34,48 | 20,51 | 49,05 | 30,45
n| 394 600 | 1086 | 1492 86 222 189 219 648 422
rs6553486 G C 0,185 0,071
% | 39,64 | 60,36 | 42,13 | 57,87 17,30 | 44,67 | 38,03 | 16,99 | 50,27 | 32,74
SNP Al | A2 Pat Kon p-Wert Pat Kon p-Wert
n 242 254 672 632 51 445 125 1179
rs2955256 T C 0,316 0,658
% | 48,79 | 51,21 | 51,53 | 48,47 10,28 89,72 9,59 90,41
n 89 409 251 | 1051 5 493 10 1292
rs10213032 | G A 0,545 0,574
% | 17,87 | 82,13 | 19,28 | 80,72 1,00 99,00 0,77 99,23
n 80 423 233 | 1056 3 500 18 1271
rs716822 A G 0,299 0,222
% | 15,90 | 84,10 | 18,08 | 81,92 0,60 99,40 1,40 98,60
n 26 468 61 1232 1 493 2 1291
rs17711677 | C G 0,624 1,000
% | 5,26 | 94,74 | 4,72 | 95,28 0,20 99,80 0,15 99,85
n| 326 184 919 392 98 412 259 1052
rs2622068 A G 0,844
% | 63,92 | 36,08 | 70,10 | 29,90 19,22 80,78 19,76 80,24
n 89 402 277 | 1011 9 482 23 1265
rs963660 A G 0,131 1,000
% | 18,13 | 81,87 | 21,51 | 78,49 1,83 98,17 1,79 98,21
n| 323 170 875 383 98 395 258 1000
rs2466990 G A 0,110 0,792
% | 65,52 | 34,48 | 69,55 | 30,45 19,88 80,12 20,51 79,49
n | 308 189 867 422 86 411 219 1070
rs6553486 G C 0,889
% | 61,97 | 38,03 | 67,26 | 32,74 17,30 82,70 16,99 83,01

Al= Allel 1; A2= Allel 2; Pat= Patienten; Kon= Kontrollen; n= Anzahl; Variationen zwischen den einzelnen SNPs sind auf vereinzelte Ausfille

in der Genotypisierung zuriickzufiihren.

57



4 Ergebnisse

Bei SNP rs2622068 lag in der Patientengruppe das seltenere A-Allel tendenziell (p=0,069)
seltener vor. In der Genotypverteilung zeigte sich eine signifikant unterschiedliche Verteilung
(p=0,033) zwischen Patienten und Kontrollen. Hier lag bei den Patienten der AA- und AG-
Genotyp seltener und der GG-Genotyp haufiger vor. Die Genotypen mit dem selteneren A-

Allel lagen bei den Patienten zudem signifikant (p=0,012) seltener vor.

SNP rs6553486 zeigte bei der Genotypverteilung einen Trend (p=0,071) zu unterschiedlicher
Verteilung zwischen den beiden Gruppen. Der GC-Genotyp lag dabei in der Patientengruppe
tendenziell seltener vor. Bei der Gegenliberstellung der G-Allel Trager (G/G und G/C) mit den
homozygoten C-Allel Tragern (C/C) zeigte sich zudem in der Patientengruppe ein signifikant

(p=0,039) selteneres Auftreten der Genotypen mit dem selteneren G-Allel.

Bei den SNPs rs2955256, rs10213032, rs716822, rs17711677, rs963660 und rs2466990
konnte in keiner der vier Vergleichskategorien ein tendenzieller oder signifikanter Unterschied
nachgewiesen werden. In Abbildung 5 werden die Untersuchungsergebnisse (p-Werte) zu den

jeweiligen SNPs graphisch dargestellt.

Patienten vs. Kontrollen
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Abbildung 5: Assoziation der untersuchten Polymorphismen mit dem Phénotyp Patienten vs. Kontrollen
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4.4.2 Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Erstgradangehorigen vs. Kontrollen

Es folgte der Vergleich zwischen Patienten mit an Schizophrenie leidenden
Erstgradangehorigen und allen Kontrollpersonen. Die StichprobengroRe betrug 1416
Personen, bestehend aus 97 Patienten und 1319 Kontrollprobanden. Die Ergebnisse werden

in Tabelle 18 und Abbildung 6 dargestellt.

Tabelle 18: Allel- und Genotypverteilung Patienten mit schizophrenen Erstgradangehérigen (Pat (1st)) vs. Kontrollen

SNP Al | A2 Pat (1st) Kon p-Wert Pat (1st) Kon p-Wert
n 59 129 797 1811 12 35 47 125 547 632
rs2955256 T C 0,806 0,456
% | 31,38 | 68,62 | 30,56 | 69,44 12,77 | 37,23 | 50,00 | 9,59 | 41,95 | 48,47
n 25 165 261 2343 1 23 71 10 241 1051
rs10213032 | G A 0,173 0,296
% | 13,16 | 86,84 | 10,02 | 89,98 1,05 24,21 | 74,74 | 0,77 18,51 | 80,72
n 13 175 251 2327 0 13 81 18 215 1056
rs716822 A G 0,247 0,546
%| 6,91 | 93,09 | 9,74 | 90,26 0,00 13,83 | 86,17 | 1,40 | 16,68 | 81,92
n 9 179 63 2523 0 9 85 2 59 1232
rs17711677 | C G 0,058 0,099
%| 4,79 | 95,21 | 2,44 | 97,56 0,00 9,57 | 90,43 | 0,15 4,56 | 95,28
n 89 105 1178 | 1444 23 43 31 259 660 392
rs2622068 A G 0,823 0,449
% | 45,88 | 54,12 | 44,93 | 55,07 23,71 | 44,33 | 31,96 | 19,76 | 50,34 | 29,90
n 16 170 300 2276 3 10 80 23 254 1011
rs963660 A G 0,234
%| 8,60 | 91,40 | 11,65 | 88,35 3,23 10,75 | 86,02 | 1,79 | 19,72 | 78,49
n 88 96 1133 | 1383 22 44 26 258 617 383
rs2466990 G A 0,490 0,714
% | 47,83 | 52,17 | 45,03 | 54,97 23,91 | 47,83 | 28,26 | 20,51 | 49,05 | 30,45
n 73 107 1086 | 1492 16 41 33 219 648 422
rs6553486 G C 0,697 0,646
% | 40,56 | 59,44 | 42,13 | 57,87 17,78 | 45,56 | 36,67 | 16,99 | 50,27 | 32,74
SNP Al | A2 Pat (1st) Kon p-Wert Pat (1st) Kon p-Wert
n 47 47 672 632 12 82 125 1179
rs2955256 T C 0,831 0,286
% | 50,00 | 50,00 | 51,53 | 48,47 12,77 87,23 9,59 90,41
n 24 71 251 1051 1 94 10 1292
rs10213032 | G A 0,180 0,541
% | 25,26 | 74,74 | 19,28 | 80,72 1,05 98,95 0,77 99,23
n 13 81 233 1056 0 94 18 1271
rs716822 A G 0,331 0,628
% | 13,83 | 86,17 | 18,08 | 81,92 0,00 100,00 1,40 98,60
n 9 85 61 1232 0 94 2 1291
rs17711677 | C G 1,000
%| 9,57 | 90,43 | 4,72 | 95,28 0,00 100,00 0,15 99,85
n 66 31 919 392 23 74 259 1052
rs2622068 A G 0,648 0,358
% | 68,04 | 31,96 | 70,10 | 29,90 23,71 76,29 19,76 80,24
n 13 80 277 1011 3 90 23 1265
rs963660 A G 0,088 0,413
% | 13,98 | 86,02 | 21,51 | 78,49 3,23 96,77 1,79 98,21
n 66 26 875 383 22 70 258 1000
rs2466990 G A 0,725 0,426
% | 71,74 | 28,26 | 69,55 | 30,45 23,91 76,09 20,51 79,49
n 57 33 867 422 16 74 219 1070
rs6553486 G C 0,487 0,885
% | 63,33 | 36,67 | 67,26 | 32,74 17,78 82,22 16,99 83,01

Al= Allel 1; A2= Allel 2; Pat (1st)= Patienten mit schizophrenen Erstgradangehdrigen; Kon= Kontrollen; n= Anzahl; Variationen zwischen den

einzelnen SNPs sind auf vereinzelte Ausfélle in der Genotypisierung zurtickzufiihren.

SNP rs17711677 zeigte bei der Allelverteilung ein tendenziell (p=0,058) haufigeres

Vorkommen des selteneren C-Allels in der Patientengruppe.
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4 Ergebnisse

Bei der Genotypanalyse bestand ein weiterer Trend (p=0,100) zu unterschiedlicher Verteilung

wobei in der Patientengruppe der CG-Genotyp haufiger vorlag.

Signifikant zahlreicher (p=0,049) waren zudem in der Patientengruppe die Genotypen, die das

seltenere C-Allel einschlossen (C/C, C/G) in Bezug zu den homozygoten G-Allel Tragern (G/G).

Bei SNP rs963660 fiel ein signifikanter Unterschied (p=0,048) hinsichtlich der
Genotypverteilung zwischen den beiden Vergleichsgruppen auf. Der AG-Genotyp trat dabei in

der Patientengruppe seltener auf.

Bei der Gegentberstellung der A-Allel Trager (A/A und A/G) mit den homozygoten G-Allel
Tragern (G/G) zeigte sich zudem in der Patientengruppe ein tendenziell (p=0,088) selteneres

Auftreten der Genotypen mit dem selteneren A-Allel.

Bei den SNPs rs2955256, rs10213032, rs716822, rs2622068, rs2466990 und rs6553486
konnte in keiner der vier Vergleichskategorien ein tendenzieller oder signifikanter Unterschied

nachgewiesen werden.

Patienten mit an Schizophrenie erkrankten
Erstgradangehorigen vs. Kontrollen

1,00
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]
=
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0,06
0,03
rs2955256 rs10213032 rs716822 rs17711677 rs2622068 rs963660 rs2466990 rs6553486
SNP
==@== Allelverteilung ==@== Genotypverteilung Dominantes Modell
Rezessives Modell e= «= Trend p<0,1 == == Signifikanz p<0,05

Abbildung 6: Assoziation der untersuchten Polymorphismen mit dem Phdnotyp Patienten mit an Schizophrenie erkrankten

Erstgradangehdrigen vs. Kontrollen
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4.4.3 Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehdrigen vs. Kontrollen

4 Ergebnisse

Bei der Gegenliberstellung der Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehdérigen und

den Kontrollprobanden betrug die StichprobengréfRe 1466 Personen, bestehend aus 147

Patienten und 1319 Kontrollprobanden. Die Ergebnisse werden in Tabelle 19 und Abbildung 7

dargestellt.

Tabelle 19: Allel- und Genotypverteilung Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehérigen vs. Kontrollen

p- p-
SNP Al | A2 Pat (sz) Kon Wert Pat (sz) Kon Wert
n 84 200 797 1811 16 52 74 125 547 632
rs2955256 T C 0,786 0,428
% | 29,58 | 70,42 | 30,56 | 69,44 11,27 | 36,62 | 52,11 9,59 41,95 | 48,47
n 34 250 261 2343 2 30 110 10 241 1051
rs10213032 G A 0,302 0,343
% | 11,97 | 88,03 | 10,02 | 89,98 1,41 21,13 | 77,46 0,77 18,51 | 80,72
n 26 258 251 2327 1 24 117 18 215 1056
rs716822 A G 0,833 1,000
% | 9,15 | 90,85 | 9,74 | 90,26 0,70 16,90 | 82,39 1,40 16,68 | 81,92
n 11 273 63 2523 0 11 131 2 59 1232
rs17711677 C G 0,164 0,270
% | 3,87 | 96,13 2,44 | 97,56 0,00 7,75 92,25 0,15 4,56 95,28
n 132 160 1178 1444 34 64 48 259 660 392
rs2622068 A G 0,951 0,298
% | 45,21 | 54,79 | 44,93 | 55,07 23,29 | 43,84 | 32,88 | 19,76 | 50,34 | 29,90
n 25 257 300 2276 4 17 120 23 254 1011
rs963660 A G 0,198
% | 887 | 91,13 | 11,65 | 88,35 2,84 12,06 | 85,11 1,79 19,72 | 78,49
n 128 150 1133 1383 33 62 44 258 617 383
rs2466990 G A 0,751 0,535
% | 46,04 | 53,96 | 45,03 | 54,97 23,74 | 44,60 | 31,65 | 20,51 | 49,05 | 30,45
n 114 160 1086 1492 28 58 51 219 648 422
rs6553486 G C 0,898 0,190
% | 41,61 | 58,39 | 42,13 | 57,87 20,44 | 42,34 | 37,23 | 16,99 | 50,27 | 32,74
p- p-
SNP Al | A2 Pat (sz) Kon Wert Pat (sz) Kon Wert
n 68 74 672 632 16 126 125 1179
rs2955256 T C 0,427 0,550
% | 47,89 | 52,11 | 51,53 | 48,47 11,27 88,73 9,59 90,41
n 32 110 251 1051 2 140 10 1292
rs10213032 G A 0,373 0,334
% | 22,54 | 77,46 | 19,28 | 80,72 1,41 98,59 0,77 99,23
n 25 117 233 1056 1 141 18 1271
rs716822 A G 1,000 1,000
% | 17,61 | 82,39 | 18,08 | 81,92 0,70 99,30 1,40 98,60
n 11 131 61 1232 0 142 2 1291
rs17711677 C G 0,152 1,000
% | 7,75 | 92,25 | 4,72 | 95,28 0,00 100,00 0,15 99,85
n 98 48 919 392 34 112 259 1052
rs2622068 A G 0,449 0,327
% | 67,12 | 32,88 | 70,10 | 29,90 23,29 76,71 19,76 80,24
n 21 120 277 1011 4 137 23 1265
rs963660 A G 0,080 0,332
% | 14,89 | 85,11 | 21,51 | 78,49 2,84 97,16 1,79 98,21
n 95 44 875 383 33 106 258 1000
rs2466990 G A 0,772 0,379
% | 68,35 | 31,65 | 69,55 | 30,45 23,74 76,26 20,51 79,49
n 86 51 867 422 28 109 219 1070
rs6553486 G C 0,295 0,342
% | 62,77 | 37,23 | 67,26 | 32,74 20,44 79,56 16,99 83,01

Al= Allel 1; A2= Allel 2; Pat (sz)= Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehorigen; Kon= Kontrollen; n= Anzahl; Variationen zwischen

den einzelnen SNPs sind auf vereinzelte Ausfélle in der Genotypisierung zuriickzufihren.
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4 Ergebnisse

SNP rs963660 zeigte bei der Verteilung der Genotypen einen signifikanten Unterschied
(p=0,047). Der AG-Genotyp lag hierbei in der Patientengruppe seltener vor.

Die Gegenuberstellung der A-Allel Trager (A/A, A/G) mit den homozygoten G-Allel Tragern
(G/G) offenbarte zudem ein tendenziell (p=0,080) selteneres Auftreten der Genotypen mit

dem selteneren A-Allel in der Patientengruppe.

Bei den SNPs rs2955256, rs10213032, rs716822, rs17711677, rs2622068, rs2466990 und
rs6553486 konnte in keiner der vier Vergleichskategorien ein tendenzieller oder signifikanter

Unterschied nachgewiesen werden.

Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehdrigen vs.
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SNP
==@== Allelverteilung ==@== Genotypverteilung Dominantes Modell
Rezessives Modell e= e= Trend p<0,1 == == Signifikanz p<0,05

Abbildung 7: Assoziation der untersuchten Polymorphismen mit dem Phdnotyp Patienten mit an Schizophrenie erkrankten
Erstgradangehérigen vs. Kontrollen
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4 Ergebnisse

4.4.4 Patienten mit psychiatrisch erkrankten Angehdrigen vs. Kontrollen

AbschlieBend wurden Patienten mit psychiatrisch erkrankten Angehérigen und die
Kontrollgruppe verglichen. Die StichprobengréfRe betrug 1693 Personen, bestehend aus 374

Patienten und 1319 Kontrollprobanden. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 20 und Abbildung 8.

Tabelle 20: Allel- und Genotypverteilung Patienten mit psychiatrisch erkrankten Angehérigen vs. Kontrollen

SNP Al | A2 Pat (psy) Kon p-Wert Pat (psy) Kon p-Wert
n 206 520 797 1811 36 134 193 125 547 632

rs2955256 T C 0,272 0,215
% | 28,37 | 71,63 | 30,56 | 69,44 9,92 | 36,91 | 53,17 | 9,59 | 41,95 | 48,47
n 78 648 261 2343 5 68 290 10 241 1051

rs10213032 | G A 0,579 0,520
% | 10,74 | 89,26 | 10,02 | 89,98 1,38 | 18,73 | 79,89 | 0,77 | 18,51 | 80,72
n 60 676 251 2327 2 56 310 18 215 1056

rs716822 A G 0,223 0,373
%| 8,15 | 91,85 | 9,74 | 90,26 0,54 | 15,22 | 84,24 | 1,40 | 16,68 | 81,92
n 23 701 63 2523 1 21 340 2 59 1232

rs17711677 | C G 0,290 0,383
%| 3,18 | 96,82 | 2,44 | 97,56 0,28 580 | 93,92 | 0,15 4,56 | 95,28
n| 309 437 1178 | 1444 69 171 133 259 660 392

rs2622068 A G 0,095 0,108
% | 41,42 | 58,58 | 44,93 | 55,07 18,50 | 45,84 | 35,66 | 19,76 | 50,34 | 29,90
n 63 657 300 2276 6 51 303 23 254 1011

rs963660 A G 0,052
%| 8,75 | 91,25 | 11,65 | 88,35 1,67 14,17 | 84,17 1,79 19,72 | 78,49
n| 305 411 1133 | 1383 68 169 121 258 617 383

rs2466990 G A 0,250 0,479
% | 42,60 | 57,40 | 45,03 | 54,97 18,99 | 47,21 | 33,80 | 20,51 | 49,05 | 30,45
n 282 440 1086 | 1492 59 164 138 219 648 422

rs6553486 G C 0,146 0,143
% | 39,06 | 60,94 | 42,13 | 57,87 16,34 | 45,43 | 38,23 | 16,99 | 50,27 | 32,74

SNP Al | A2 Pat (psy) Kon p-Wert Pat (psy) Kon p-Wert
n 170 193 672 632 36 327 125 1179

rs2955256 T C 0,123 0,841
% | 46,83 | 53,17 | 51,53 | 48,47 9,92 90,08 9,59 90,41
n 73 290 251 1051 5 358 10 1292

rs10213032 | G A 0,709 0,341
% | 20,11 | 79,89 | 19,28 | 80,72 1,38 98,62 0,77 99,23
n 58 310 233 1056 2 366 18 1271

rs716822 A G 0,314 0,279
% | 15,76 | 84,24 | 18,08 | 81,92 0,54 99,46 1,40 98,60
n 22 340 61 1232 1 361 2 1291

rs17711677 | C G 0,279 0,523
%| 6,08 | 93,92 | 4,72 | 95,28 0,28 99,72 0,15 99,85
n| 240 133 919 392 69 304 259 1052

rs2622068 A G 0,657
% | 64,34 | 35,66 | 70,10 | 29,90 18,50 81,50 19,76 80,24
n 57 303 277 1011 6 354 23 1265

rs963660 A G 1,000
% | 15,83 | 84,17 | 21,51 | 78,49 1,67 98,33 1,79 98,21
n| 237 121 875 383 68 290 258 1000

rs2466990 G A 0,245 0,551
% | 66,20 | 33,80 | 69,55 | 30,45 18,99 81,01 20,51 79,49
n| 223 138 867 422 59 302 219 1070

rs6553486 G C 0,059 0,812
% | 61,77 | 38,23 | 67,26 | 32,74 16,34 83,66 16,99 83,01

Al= Allel 1; A2= Allel 2; Pat (psy)= Patienten mit psychiatrisch erkrankten Angehorigen; Kon= Kontrollen; n= Anzahl; Variationen zwischen

den einzelnen SNPs sind auf vereinzelte Ausfille in der Genotypisierung zurickzufihren.

Bei SNP rs2622068 zeigte sich das seltenere A-Allel tendenziell (p=0,095) seltener bei den

Patienten. Die Gegeniberstellung der A-Allel Trager (A/A, A/G) mit den homozygoten G-Allel
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4 Ergebnisse

Tragern (G/G) ergab zudem eine signifikant (p=0,037) selteneres Auftreten von A-Allel

enthaltenden Genotypen in dieser Gruppe.

Bei SNP rs963660 trat das seltenere A-Allel in der Patientengruppe signifikant (p= 0,031)
seltener auf als in der Kontrollgruppe. Bei der Genotypverteilung gab es zudem eine
tendenziell (p=0,052) unterschiedliche Verteilung, wobei der AA- und AG- Genotyp in der

Patientengruppe seltener vorlag.

Bei der Gegenlberstellung der A-Allel Trager (A/A, A/G) mit den homozygoten G-Allel Tragern
(G/G) wurde ersichtlich, dass in der Patientengruppe der Anteil an Genotypen mit dem

selteneren A-Allel signifikant (p=0,018) geringer ist als bei den Kontrollpersonen.

SNP rs6553486 zeigte bei der Gegenlberstellung der G-Allel Trager (G/G und G/C) mit den
homozygoten C-Allel Tragern (C/C) eine tendenziell (p=0,059) geringerer Haufigkeit der

Genotypen mit dem selteneren G-Allel in der Patientengruppe.

Bei den SNPs rs2955256, rs10213032, rs716822, rs17711677 und rs2466990 konnte in keiner

der vier Vergleichskategorien ein tendenzieller oder signifikanter Unterschied nachgewiesen

werden.
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Kontrollen
1,00
0,50
0,25
jud
2 0,13
a
0,06
0,03
0,02
rs2955256 rs10213032 rs716822 rs17711677 rs2622068 rs963660 rs2466990 rs6553486
SNP
==@== Allelverteilung ==@=—= Genotypverteilung Dominantes Modell
Rezessives Modell e= e= Trend p<0,1 == = Signifikanz p<0,05

Abbildung 8: Assoziation der untersuchten Polymorphismen mit dem Phénotyp Patienten mit psychiatrisch erkrankten
Angehdrigen vs. Kontrollen
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4 Ergebnisse
4.5 Haplotypen

Fir das AADAT Gen wurden anhand der acht genotypisierten SNPs zwei Linkage
Disequilibrium (LD)-Blocke identifiziert.

Block 1 umfasst mit den beiden SNPs rs6553486 und rs2466990 einen rund acht
Kilobasenpaare groflen Genombereich und erstreckt sich tGber Intron 7 bis Intron 9, wahrend
Block 2 mit den SNPs rs2622068, rs716822 und rs10213032 einen 9 Kilobasenpaare groRRen

Bereich abdeckt und bei Intron 4 und Intron 5 lokalisiert ist (Abbildung 9).

Die SNPs rs963660 und rs2955256 waren in keinem der beiden LD-Blécke enthalten, zudem
wurde SNP rs17711677 aufgrund einer zu geringen minoren Allelfrequenz von der weiteren

Haplotypanalyse ausgeschlossen.
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Abbildung 9: Blockstruktur der untersuchten Marker mit den haploscores fiir das Kopplungsungleichgewicht. Rote Kdstchen
ohne Zahl entsprechen einem Wert von 100.

Beim Vergleich der Schizophreniepatienten mit den gesunden Kontrollen zeigten sich
hinsichtlich der Haplotypfrequenzenverteilung keine Trends oder signifikanten Unterschiede
fiir die Haplotypen aus Block 1 (CA, CG oder GG).Ebenso wies keiner der Haplotypen aus Block
2 (AAA, AGA oder GGA) einen Trend oder einen signifikante Zusammenhang mit der

Erkrankung auf (siehe Tabelle 21).
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Tabelle 21: Zusammenfassung der Haplotypfrequenzen

4 Ergebnisse

Haplotyp Haplotyp
Block rs Nummern Haplotyp Frequenz Frequenz X2 p-Wert
Patienten Kontrollen
CA 0,570 0,542 2,274 0,7098
1 :igi?sgz% cG 0,030 0,036 0,681 0,9909
GG 0,395 0,413 0,985 0,9643
AAA 0,082 0,097 2,001 0,7750
, r:527612628026;' AGA 0,240 0,252 0,552 0,9955
rs10213032 AGG 0,093 0,101 0,458 0,9978
GGA 0,585 0,551 3,533 0,4302

66



5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

5 Diskussion

Insgesamt zeigten sich in der Gesamtgruppe der Patienten und/oder einer der gebildeten

Untergruppen bei vier der acht untersuchten Polymorphismen Assoziationen mit der

Erkrankung. Eine Ubersicht der tendenziellen und signifikanten Ergebnisse bietet Tabelle 22.

Tabelle 22: Zusammenfassende Darstellung der tendenziellen und signifikanten Ergebnisse bei den untersuchten

Polymorphismen

Mit Schizophrenie assoziierte Allele oder Genotypen

Untergruppe der
Patienten mit an

Untergruppe der
Patienten mit an

Untergruppe der

G-Alleltrager \ {

SNP . .
Gesamtgruppe der Schizophrenie Schizophrenie Pa.tlenten mit
Patienten psychisch erkrankten
erkrankten erkrankten Angehérigen
Erstgradangehorigen Angehorigen g g
C-Allel ™
Genotyp
rs17711677
CC, GG {; CG 1
C-Alleltrager ™
A-Allel 4 A-Allel 4
Genotyp
rs2622068
GG ™ AAAG U
A-Alleltrager A-Alleltrager \ 1
A-Allel 4
Genotyp Genotyp Genotyp
rs963660
AA, GG PN AG UL | AA GG M AG LY GG M AA, AG |
A-Alleltrager A-Alleltrager A-Alleltrager 4
Genotyp
rs6553486
GG, CC M GC

G-Alleltragerd,

N/ : Allel/Genotyp tendenziell hdufiger/seltener bei den Schizophrenieerkrankten

M/ L4 Allel/Genotyp signifikant haufiger/seltener bei den Schizophrenieerkrankten

Bei rs2622068 und rs6553486 konnten tendenzielle und/oder signifikante Ergebnisse in der

Gesamtgruppe und zudem in mindestens einer weiteren Subgruppe nachgewiesen werden.

Bei rs963660 wurde in allen drei Untergruppen, aber nicht in der Gesamtgruppe, und bei

rs17711677 lediglich in der Untergruppe der ,Patienten mit an Schizophrenie erkrankten
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5 Diskussion

Angehorigen” ein tendenzielles oder signifikantes Ergebnis erzielt. Weitergehende

Erorterungen zu den jeweiligen SNPs erfolgt unter Kapitel 5.3.

5.2 Diskussion der Methoden

Die vorliegende Arbeit wurde als Fall-Kontroll-Assoziationsstudie konzipiert, um die
Auswirkungen genetischer Polymorphismen im AADAT-Gen auf die Atiologie der
Schizophrenie zu untersuchen. Hierzu wurde die Haufigkeit bestimmter Allele und Genotypen
bei erkrankten und nichterkrankten Personen verglichen. Assoziationsstudien bieten die
Moglichkeit, Gene mit geringem Effekt auf die Krankheitsentstehung nachzuweisen {Tandon
et al. 2008}. Dadurch eignen sie sich insbesondere fiir genetische Untersuchungen zur
Schizophrenie, da hier von einem polygenen Erbgang ausgegangen wird, mit jeweils eher
geringem Effekt der einzelnen genetischen Veranderungen {Owen et al. 2009}. Ein Nachteil
dieses Studiendesigns zeigt sich allerdings in der erh6hten Anfalligkeit fur falsch positive oder
falsch negative Ergebnisse, verursacht zum Beispiel durch die gleichzeitige Analyse sehr vieler
SNPs oder auch durch die zu geringe StichprobengréfRe bei seltenen Genvariationen. Ebenso
konnen genetische Differenzen zwischen den einzelnen Stichproben die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse beeintrachtigen {Owen 2000; McClellan et al. 2007; Hunter & Kraft 2007}.

Fiir die Entdeckung von Polymorphismen mit kleinem Beitrag fiir die Krankheitsentstehung ist
die GroRe der Patientenstichprobe ein wesentlicher Faktor {Colhoun et al. 2003}. Bei der
vorliegenden Untersuchung wurden 512 Patienten und 1319 Kontrollpersonen
eingeschlossen, womit im Vergleich zu anderen Assoziationsstudien zwar eine relativ
umfangreiche StichprobengrofRe erreicht wurde {Chumakov et al. 2002; de Souza et al. 2011},
diese jedoch gemessen an dem erwarteten Effekt der SNPs deutlich zu gering fiir eine reliable
Aussage ist, so dass die Ergebnisse als erstes Screening eingeschatzt werden miussen. Bei
groBeren Patientenstichproben, wie sie in nachfolgenden Assoziationsstudien oder
Metaanalysen umgesetzt werden koénnen, besteht die Moglichkeit, weitere seltene

Genvariationen mit Auswirkungen auf die Atiopathogenese der Schizophrenie aufzufinden.

Fir die Vergleichbarkeit der Patienten und der Kontrollpersonen ist eine ahnliche
Altersstruktur zwischen den beiden Gruppen erforderlich. Da das Pradilektionsalter der

Schizophrenie zwischen dem 22. und 32. Lebensjahr liegt {Hafner & an der Heiden 1999}, sollte
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zudem beachtet werden, dass es im Falle eines zu niedrigen Altersdurchschnittes bei den
Kontrollpersonen zu falsch negativen Ergebnissen kommen konnte, da zukiinftige
Krankheitsausbriiche bei vermeintlich gesunden Kontrollpersonen nicht ausgeschlossen
werden koénnen. Bei zu jungen Patienten kann hingegen noch nicht der vollstandige
Krankheitsverlauf sowie die Symptomatik in der schwerwiegendsten Krankheitsphase
eingeschatzt werden, was insbesondere bei Studien relevant ist, welche Endophanotypen
oder die Erforschung neurokognitiver Defizite einbeziehen. In der vorliegenden Stichprobe
lagen das durchschnittliche Alter der Patienten bei 37,7 Jahren mit einer Standardabweichung
von 11,34 Jahren, und das der Kontrollpersonen bei 46,3 Jahren mit einer
Standardabweichung von 11,3 Jahren. Somit befand sich der Altersdurchschnitt beider
Gruppen Uber dem Pradilektionsalter, wobei einzelne fehlerhafte Ergebnisse jedoch nicht

vOllig ausgeschlossen werden kénnen.

Allel- und Genotypfrequenzen zwischen verschiedenen Ethnien weisen eine hohe Variabilitat
auf, wodurch es zu verzerrten Ergebnissen in der Studie kommen konnte. Um dies zu
vermeiden, ist auf ein ethnisch homogenes Untersuchungskollektiv zu achten. In unserer
Studie wurden ausschlieRlich Patienten aus dem kaukasischen Raum eingeschlossen, deren
Eltern und GroReltern ebenfalls kaukasischer Abstammung waren. Das Kontrollkollektiv setzte
sich aus deutschen Probanden mit deutschstammigen Eltern und Grof3eltern zusammen. Im
yInternational HapMap Project” analysierten Wissenschaftler aus mehreren Nationen die
unterschiedlichen Allel- und Genotypverteilungen bei verschiedenen ethnischen Gruppen.
Untersucht wurden dabei US-Amerikaner mit Vorfahren aus Nord- und Westeuropa (HapMap-
CEU), Han Chinesen aus Peking (HapMap-HCB), Japaner aus Tokyo (HapMap-JPT) und
Afrikaner aus dem Volk der Yoruba aus Ibadan, Nigeria (HapMap-YRI) {International HapMap
Consortium 2012}. Die dabei gewonnenen Ergebnisse fiir die hier untersuchten SNPs sowie
die eigenen Daten sind in Tabelle 23 aufgelistet. Die grofRen Verteilungsunterschiede zwischen
den ethnischen Gruppen werden darin gut ersichtlich. Besonders deutlich zeigt sich dies
beispielsweise bei SNP rs2622068. Hier liegt das A-Allel in der kaukasischen Gruppe mit 37,2%
deutlich seltener vor als in der chinesischen (97,7%), japanischen (92,9%) oder afrikanischen

Gruppe (81,4%).
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Tabelle 23: Allel- und Genotyp-Verteilungen der untersuchten SNP bei verschiedenen Ethnien sowie bei der Patienten- und
Kontrollgruppe (HapMap-CEU: US-Amerikaner mit Vorfahren aus Nord- und Westeuropa; HapMap-HCB: Han Chinesen aus
Peking; HapMap-JPT: Japaner aus Tokyo; HapMap-YRI: Afrikaner aus dem Volk der Yoruba aus Ibadan, Nigeria)
{International HapMap Consortium 2012}

rs2955256 Genotyp C/C Genotyp C/T Genotyp T/T Allel C Allel T
HapMap-CEU 49,6% 41,6% 8,8% 70,4% 29,6%
HapMap-HCB 4,7% 37,2% 58,1% 23,3% 76,7%
HapMap-JPT 11,6% 44,2% 44,2% 33,7% 66,3%
HapMap-YRI 37,2% 42,5% 20,4% 58,4% 41,6%

Patienten 51,2% 38,5% 10,3% 70,5% 29,5%

Kontrollen 48,5% 41,9% 9,6% 69,4% 30,6%
rs10213032 Genotyp A/A Genotyp A/G Genotyp G/G Allel A Allel G
HapMap-CEU 76,7% 23,3% 0,0% 88,3% 11,7%
HapMap-HCB 60,0% 37,8% 2,2% 78,9% 21,1%
HapMap-JPT 57,8% 35,6% 6,7% 75,6% 24,4%
HapMap-YRI 65,0% 31,7% 3,3% 80,8% 19,2%

Patienten 82,1% 16,9% 1,0% 90,6% 9,4%

Kontrollen 80,7% 18,5% 0,8% 90,0% 10,0%

rs716822 Genotyp A/A Genotyp A/G Genotyp G/G Allel A Allel G
HapMap-CEU 0,9% 12,4% 86,7% 7,1% 92,9%
HapMap-HCB 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
HapMap-JPT 0,0% 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
HapMap-YRI 2,7% 26,5% 70,8% 15,9% 84,1%

Patienten 0,6% 15,3% 84,1% 8,3% 91,7%

Kontrollen 1,4% 16,7% 81,9% 9,7% 90,3%

rs17711677 Genotyp C/C Genotyp C/G Genotyp G/G Allel C Allel G
HapMap-CEU 0,0% 1,8% 98,2% 0,9% 99,1%
HapMap-HCB 0,0% 25,6% 74,4% 12,8% 87,2%
HapMap-JPT 4,7% 29,1% 66,3% 19,2% 80,8%
HapMap-YRI 0,0% 1,8% 98,2% 0,9% 99,1%

Patienten 0,2% 5,1% 94,7% 2,7% 97,3%

Kontrollen 0,1% 4,6% 95,3% 2,4% 97,6%

rs2622068 Genotyp A/A Genotyp A/G Genotyp G/G Allel A Allel G
HapMap-CEU 12,4% 49,6% 38,1% 37,2% 62,8%
HapMap-HCB 95,3% 4,7% 0,0% 97,7% 2,3%
HapMap-JPT 88,2% 9,4% 2,4% 92,9% 7,1%
HapMap-YRI 67,3% 28,3% 4,4% 81,4% 18,6%

Patienten 19,2% 44,7% 36,1% 41,6% 58,4%

Kontrollen 19,8% 50,3% 29,9% 44,9% 55,1%

rs963660 Genotyp A/A Genotyp A/G Genotyp G/G Allel A Allel G
HapMap-CEU 0,0% 20,0% 80,0% 10,0% 90,0%
HapMap-HCB 22,2% 51,1% 26,7% 47,8% 52,2%
HapMap-JPT 13,3% 57,8% 28,9% 42,2% 57,8%
HapMap-YRI 0,0% 3,3% 96,7% 1,7% 98,3%

Patienten 1,8% 16,3% 81,9% 10,0% 90,0%

Kontrollen 1,8% 19,7% 78,5% 11,7% 88,3%

rs2466990 Genotyp A/A Genotyp A/G Genotyp G/G Allel A Allel G
HapMap-CEU 39,8% 44,2% 15,9% 61,9% 38,1%
HapMap-HCB 0,0% 7,0% 93,0% 3,5% 96,5%
HapMap-JPT 2,3% 9,3% 88,4% 7,0% 93,0%
HapMap-YRI 0,0% 39,3% 60,7% 19,6% 80,4%

Patienten 34,5% 45,6% 19,9% 57,3% 42,7%

Kontrollen 30,5% 49,0% 20,5% 55,0% 45,0%

rs6553486 Genotyp C/C Genotyp C/G Genotyp G/G Allel C Allel G
HapMap-CEU 41,7% 40,0% 18,3% 61,7% 38,3%
HapMap-HCB 11,1% 33,3% 55,6% 27,8% 72,2%
HapMap-JPT 15,6% 40,0% 44,4% 35,6% 64,4%
HapMap-YRI 63,3% 35,0% 1,7% 80,8% 19,2%

Patienten 38,0% 44,7% 17,3% 60,4% 39,6%

Kontrollen 32,7% 50,3% 17,0% 57,9% 42,1%
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Analog liegt auch die Haufigkeit des A/A-Genotyps in der kaukasischen Gruppe lediglich bei
12,4%, wahrend dieser in der chinesischen Gruppe mit 95,3%, in der japanischen Gruppe mit
88,2% und in der afrikanischen Gruppe mit 67,3% wesentlich haufiger vertreten ist. Die
Ergebnisse zeigen weiterhin, dass sich die Allel- und Genotypverteilungen des
Untersuchungskollektivs in einem dhnlichen Rahmen befinden wie die des kaukasischen US-
Kollektivs aus der ,International HapMap Project” Untersuchung, womit die Vergleichbarkeit
der hier vorliegenden Untersuchungsergebnisse mit anderen Stichproben kaukasichen

Ursprungs unterstrichen wird.

Das Krankheitsbild der Schizophrenie zeigt sich so vielfdltig, dass schon lange dariber
diskutiert wird, ob es sich dabei um eine einzelne Erkrankung oder vielmehr um ein
Konglomerat phanotypisch dhnlicher Krankheitsbilder und Syndrome handelt {Tandon et al.
2009; Hafner et al. 2013; Kendler 2015}. Da zudem noch keine objektiv messbaren
Diagnosekriterien zur Verfligung stehen, und die Diagnose der Erkrankung zu einem gewissen
Teil von der subjektiven Einschatzung des jeweiligen Untersuchers abhadngt, besteht bei der
Erkrankung eine nicht zu vernachlassigende Diagnoseunsicherheit. Um dennoch bestmogliche
Ergebnisse bei der Auswertung zu erzielen, wurde fiir die vorliegende Untersuchung eine
umfassende Diagnostik mit strengen Ein- und Ausschlusskriterien festgelegt. Vor dem
Einschluss in die Patientengruppe erfolgten bei den Teilnehmern eine ausfihrliche
Anamneseerhebung sowie gegebenenfalls die Auswertung der friiheren Arztbriefe. Zur
Sicherung der vorliegenden Diagnose wurde das Strukturierte Klinische Interview flir DSM-IV
(SKID) durchgefiihrt. Das SKID erwies sich in Untersuchungen als Diagnosetool mit hoher
Reliabilitat und wurde auch bereits bei verschiedenen anderen Studien angewendet {Fogelson
et al. 1991; Sullivan et al. 2008; Athanasiu et al. 2010}. Das dazu basierende DSM-4 wird zudem
im Vergleich zum ICD10 als Klassifikationssystem in der internationalen wissenschaftlichen
Literatur bevorzugt {Moller et al. 2011}. Trotz einiger Hinweise auf mogliche gemeinsame
genetische Ursachen {Cardno & Owen 2014} wurden Patienten mit schizoaffektiver
Erkrankung nicht in die Untersuchung aufgenommen. Obwohl dies mit einer geringeren
Teilnehmerzahl einherging, sollte dadurch eine krankheitsspezifischere Auswertung
gewadhrleistet werden. Aus demselben Grund waren ebenso Patienten von der Teilnahme
ausgeschlossen, die in der Vergangenheit Faktoren ausgesetzt waren, welche eventuell mit
hirnorganischen Schadigungen einhergehen und somit die Ursache schizophrenie-ahnlicher

Krankheitsbilder sein konnten. Dazu zahlten zum Beispiel Unfille mit zentralnervoser
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Beteiligung, neurologische Erkrankungen oder auch Drogenkonsum. Um die Diagnose der
Schizophrenie weiter zu erharten und die Auspragung der Positiv- und Negativsymptome
eingehender zu analysieren, wurde bei den Patienten neben dem SKID auch die Positiv- und
Negativ-Syndrom Skala (PANSS) angewendet, welche ebenfalls eine hohe Reliabilitat und
Validitat bietet {Kay et al. 1988; Peralta & Cuesta 1994; Kumari et al. 2017}. Da die Ergebnisse
beider Diagnoseinstrumente allerdings zum groRen Teil auf den personlichen Aussagen der
Betroffenen beruhen, lassen sich methodische Fehler aufgrund bewusster oder unbewusster
Falschangaben nicht vollstandig ausschlieBen. Wegen der groflen Heterogenitit der
Erkrankung konnte zudem die fehlende Untergruppierung der Patienten in die
entsprechenden Schizophrenie-Subtypen als Schwache der Untersuchung ausgelegt werden,
da dies moglicherweise zu noch spezifischeren Ergebnissen beigetragen hatte. Allerdings
spielt die Einteilung in Untergruppen in Zukunft wohl keine groRRe Rolle mehr, da eine
dementsprechende Differenzierung der Schizophrenie in der aktuellen Version des DSM (DSM

V) gestrichen wurde {American Psychiatric Association 2013}.

Bei genetischen Vergleichsuntersuchungen zwischen Erkrankten und Nichterkrankten ist der
bestmogliche Ausschluss der Erkrankung in der Kontrollgruppe ebenso sinnvoll wie die
Sicherung der Diagnose in der Patientengruppe. Hierzu wurden die potentiellen Teilnehmer
der Kontrollgruppe ausfihrlichen Interviews und Fragebbdgen unterzogen, um ungeeignete
Teilnehmer in Bezug auf ihre Eigen- und Familienanamnese zu erkennen. Da der damit
anfallende Zeit- und Arbeitsaufwand nicht unerheblich ist, wird in anderen Studien haufig auf
eine ebenso strenge Auswahl der Kontrollprobanden verzichtet. In GWAS von Kirov et al.
{Kirov et al. 2009} oder zum Teil auch bei O'Donovan et al. {O'Donovan et al. 2008} wurden
zum Beispiel lediglich Blutspender ohne Screening auf psychiatrische Erkrankungen als
Kontrollprobanden eingesetzt. Allerdings kann dieses Vorgehen bei einer ausreichend groRen
Stichprobe und der Untersuchung einer seltenen Erkrankung wie der Schizophrenie auch als
zulassig gewertet werden, obleich darin eine erhohte Mdglichkeit besteht, Variationen mit

sehr geringem Effekt falsch negativ zu deuten.

Bei der Schizophrenie liegt ein komplexer Erbgang vor, bei dem die
Erkrankungswahrscheinlichkeit mit dem Verwandtschaftsgrad zu einem Betroffenen
korreliert. Da sich die Suszeptibilitatsorte flir Schizophrenie und andere psychiatrische

Erkrankungen, wie zum Beispiel Autismus oder bipolare Erkrankung, teilweise liberschneiden,
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wurden in dieser Arbeit neben der Gesamtgruppe der Patienten auch die Untergruppe der
Patienten mit schizophrenen Erstgradangehdérigen, die Untergruppe der Patienten mit
schizophrenen Angehorigen und die Untergruppe der Patienten mit psychisch erkrankten
Angehdrigen mit den Kontrollprobanden verglichen. Hinsichtlich des AADAT-Gens wurde eine
vergleichbare Studie bislang noch nicht durchgefiihrt. Obwohl anzunehmen ware, dass sich
eine unterschiedliche Genotyp-/Allelverteilung zwischen Patienten und Kontrollen umso
starker zeigen sollte, je groRer die familidre Belastung ist, konnte dies in der vorliegenden
Studie aufgrund der inkonsistenten Befunde zwischen den verschiedenen Subgruppen nur
bedingt untermauert werden. Allerdings unterstlitzte insbesondere die Untersuchung der
Subgruppe , Patienten mit psychiatrisch erkrankten Angehoérigen” zu einem Teil die Hypothese

einer Pleiotropie psychischer Erkrankungen.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

Trotz vieler Erkenntnisse und Theorien ist die Atiopathogenese der Schizophrenie bislang nicht
vollkommen geklart. In den letzten Jahren konnten allerdings bei molekulargenetischen
Untersuchungen mehrere hundert genomische Loci identifiziert werden, die mit der
Schizophrenieerkrankung assoziiert sind. Der schon in friiheren Jahren vermutete
hochpolygene Erbgang der Schizophrenie konnte hierdurch bestdtigt werden. Dabei zeigte
sich, dass viele der identifizierten Genorte mit der dopaminergen und glutamatergen
Neurotransmission in Zusammenhang stehen. Weiterhin erbrachten die Untersuchungen
starke Hinweise fiir die Pleiotropie psychischer Erkrankungen und beschaftigten sich sehr mit

den Einfliissen von Umweltfaktoren auf die Genexpression {Owen et al. 2016}.

In der vorliegenden Arbeit wurden Polymoprphismen im AADAT-Gen untersucht. AADAT
codiert das Enzym Kynureninaminotransferase 2 (KAT2), welches im Rahmen des Tryptophan-

/Kynureninstoffwechsels Kynureninsaure produziert {Goh et al. 2002; Nematollahi 2016 a}.

Kynureninsdure liegt in der Cerebrospinalflissigkeit und in bestimmten Hirnarealen von
Schizophreniepatienten in erhéhten Konzentrationen vor {Linderholm et al. 2012}. In der
Metaanalyse von Plitman et al. konnte dies erneut bestdtigt werden. Dabei gab es auch
Hinweise, dass die Merkmale Alter des Patienten, antipsychotische Medikation sowie

mannliches Geschlecht mit dem zentralen Kynureninsdurespiegel positiv korrelieren.
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Erwahnenswert ist zudem, dass bei peripheren Messungen der Kynureninsdure, wie zum
Beispiel im Plasma oder Serum, keine Unterschiede zu gesunden Kontrollpersonen gefunden

werden konnten {Plitman et al. 2017}.

Es existieren zahlreiche Belege, dass Kynureninsaure in inverser bidirektionaler Beziehung zu
mehreren Neurotransmittern steht, darunter Glutamat, Dopamin, Acetylcholin und GABA.
Auch der direkte Einfluss der Kynureninsaure auf die neuronale Aktivitat konnte umfassend
nachgewiesen werden, insbesondere die Aktivierung dopaminerger Neuronen im Mittelhirn,
welche mutmaRlich auf die antagonistische Wirkung der Kynureninsdure auf glutamaterge
Rezeptoren zurlickzufiihren ist. Daneben konnte auch ein direkter Einfluss von
Kynureninsdaure auf Verhaltensebene vielfach nachgewiesen werden. Bei Tierversuchen
fliihrten beispielsweise eine gezielte Erhéhungen der cerebralen Kynureninsaurespiegel zu
schizophrenietypischen kognitiven Beeintrachtigungen, wohingegen eine Verminderung der
Kynureninsdure die kognitiven Funktionen verbesserte {Linderholm et al. 2012; Erhardt et al.

2017; Plitman et al. 2017}.

Angesichts dieser Beobachtungen erscheint eine moégliche Beteiligung von Kynureninsaure bei
der Atiopathogenese der Schizophrenie sehr plausibel. Es stellt sich in der Folge die Frage
warum und durch  welche Mechanismen es zu erhdhten  zerebralen
Kynureninsdaurekonzentrationen bei schizophrenen Patienten kommen kann. Hierbei stehen
insbesondere ein moglicher gestorter Kynureninstoffwechsel und die daran beteiligten

Substrate und Enzyme im Focus des Interesses {Kegel et al. 2014}.

Wie zuvor beschrieben entsteht Kynureninsdure im Rahmen des Tryptophanstoffwechsel Gber
Kynurenin. Kynurenin kann im Gegensatz zu Kynureninsdure gut die Blut-Hirn Schranke
Uberwinden {Fukui et al. 1991}. Im Hirn steht Kynurenin schlieflich der KAT2 als Substrat zur
Bildung von Kynureninsaure zur Verfiigung {Albuquerque & Schwarcz 2013}. Es ware denkbar,
dass eine hohere Verfiigbarkeit von Kynurenin in der Folge auch zu hoéheren
Kynureninsdurespiegeln flihrt. Hierflir passend gehen bei schizophrenen Patienten erhdhte
periphere  Kynureninspiegel auch mit erhdhten cerebralen Kynurenin- und
Kynureninsdurespiegeln einher {Linderholm et al. 2012}. Es wird vermutet, dass entziindliche
Prozesse die Enzyme des Kynureninstoffwechsels aktivieren und somit zu einer Zunahme des

peripheren Kynurenins fiihren kdnnten {Schwieler et al. 2015; Erhardt et al. 2017}.

74



5 Diskussion

Bei Untersuchungen zu Aktivitat und Expression der Kynureninstoffwechelenzyme zeigte sich
bei schizophrenen Patienten insbesondere eine erhéhte TDO2- und eine verringerte KMO-
Aktivitat und teilweise auch eine damit einhergehende erhéhte Kynureninsaurekonzentration
{Plitman et al. 2017}. Es konnte zudem gezeigt werden, dass Polymorphismen im KMO-Gen
mit erhohten zerebralen Kynureninsaurespsiegel assoziert sind {Holtze et al. 2012}, dariiber
hinaus wurden in praklinischen Studien nach Verabreichung von KMO-Blockern ebenfalls

erhohte Kynureninsaurespiegel beobachtet {Jacobs et al. 2017}.

Eine weitere Moglichkeit zur Erhéhung der zerebralen Kynureninsdure kénnte in der
Aktivierung von Astrozyten liegen, in welchen die fir die flr die Kynureninsdaureproduktion
verantwortliche KAT2 hauptsachlich vorliegen. Zur Unterstitzung hierfir wurde bei
Schizophreniepatienten Erhohungen von S100B, einem Marker fir die Astrozytenfunktion
gefunden, die eine erhohte astrozytische Aktivitat widerspiegeln {Aleksovska et al. 2014}.
Dariber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von Interleukin 6 an kultivierte
menschliche Astrozyten die Kynureninsdure erhoht, und dies somit auch im Einklang mit den

diskutierten Entzindungsmechanismen steht {Schwieler et al. 2015}.

Bislang liegen kaum Studien vor, die gezielt das AADAT-Gen in Hinblick auf die Schizophrenie
untersuchen. Bei GWAS konnten keine relevanten (i.e. signifikanten) Ergebnisse erzielt
werden {Psychiatric Genomics Consortium 2014; Pardifas et al. 2018}. Beachtenswert sind
allerdings die Untersuchungsergebnisse von Coutinho et al., welche eine Assoziation zwischen
einem Polymorphismus im AADAT Gen und erhdhten Kynureninsdurespiegeln bei Patienten
mit Meningitis nachweisen konnte {Coutinho et al. 2014}. Interessanterweise liegt der
betroffene SNP (rs1480544) aus deren Veroffentlichung in hohem Kopplungsungleichgewicht
mit den beiden SNPs rs6553486 (r?=0,76; D'=1) und rs2466990 (r?=0,73; D'=0,89) aus der

vorliegenden Arbeit, welche beide auf Haplotypblock 1 liegen.

Die Studie von Li et al., welche eine Assoziation zwischen de-novo Mutationen im AADAT-Gen
und Autismus belegte {Li et al. 2018}, kbnnte zudem einen weiteren Hinweis fiir die Pleiotropie

psychischer Erkrankungen liefern.

In der vorliegenden Arbeit konnten bei vier der acht untersuchten Polymorphismen

tendenzielle oder signifikante Assoziationen zur Schizophrenie nachgewiesen werden.
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Alle vier betroffenen Polymorphismen liegen in verschiedenen Introns des AADAT-Gens.
Introns stellen nichtcodierende Bereiche eines Gens dar, da die entsprechenden Sequenzen
nach der Transkription aus der pra-mRNA gespleifit werden. Introns kénnen jedoch
Bindungsstellen fiir SpleiRfaktoren oder Transkripitionsfaktoren enthalten, so dass bei
Polymorphismen in diesen Bereichen zwar kein direkter Einfluss auf das Genprodukt zu
erwarten ist, wohl jedoch z.B. eine Modulation der Proteinmenge durch reduzierte oder
erhohte Expression der mRNA oder des Mengenverhaltnisses der Isoformen zueinander

moglich ist {Kabat et al. 2006}.

Auffdllig in den Befunden sind die sehr heterogenen Ergebnisse zwischen den vier
verschiedenen Patientensubgruppen. Naheres hierzu in den folgenden Erlauterungen zu den

einzelnen Polymorphismen.

rs2622068

In der Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten lagen die starksten Ergebnisse bei
Polymorphismus rs2622068 vor. Hier zeigte sich das seltenere A-Allel bei den Patienten
tendenziell seltener, die A-Alleltrager kamen in dieser Gruppe signifikant seltener vor. Es
zeigte sich zudem ein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung. Dabei kam der GG-

Genotyp haufiger, und der AA- und AG-Genotyp seltener bei den Patienten vor.

In den Untergruppen konnten die Resultate der Gesamtgruppe jedoch nicht in dieser Starke
reproduziert werden. Lediglich in der Gruppe der ,Patienten mit psychisch erkrankten
Angehorigen” lag ebenfalls das A-Allel tendenziell seltener und die Anzahl der A-Alleltrager

signifikant niedriger vor.

Aus den Ergebnissen lasst sich interpretieren, dass das A-Allel bei diesem Polymorphismus
moglicherweise eine schiitzende Komponente vor der Erkrankung darstellt. Sowohl in der
Gesamtgruppe als auch in der beschriebenen Untergruppe kommen die A-Allele oder die A-
Alleltrager tendenziell oder signifikanter seltener bei den Patienten vor. Bestarkt wird diese
Hypothese durch das seltenere Auftreten des AA- und AG-Genotyps in der Gesamtgruppe der

schizophrenen Patienten.

Die inkonsistenten Ergebnisse zwischen den Untergruppen sind moglicherweise dem

komplexen Erbgang der Schizophrenie geschuldet. Es ware denkbar, dass das Fehlen des A-
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Allels ofter bei einer spontanen Manifestation der Erkrankung auftritt als bei Erkrankten mit
familiarer Belastung. Moglicherweise liegt die Ursache der Inkonsistenz auch in Schwachen
der angewendeten statistischen Verfahren. Diese lieRen sich mit Tests zur Reliabilitat prifen.
Da hierfiir jedoch eine MindestgréRe der Stichprobe erforderlich ist, kdnnte es sein, dass der
Effekt des Polymorphismus in den Subgruppen nicht mehr signifikant nachweisbar ist, da die

Subgruppen kleiner als die Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten sind.

rs6553486

Bei Polymorphismus rs6553486 zeigte sich in der Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten
ein signifikant selteneres Auftreten der G-Alleltrager, sowie eine tendenziell unterschiedliche

Genotypverteilung im Vergleich zur Kontrollgruppe.

In den Untergruppen sind die Ergebnisse der Gesamtkohorte auch bei diesem
Polymorphismus nicht replizierbar. Lediglich in der Untergruppe der ,,Patienten mit psychisch
erkrankten Angehorigen” findet sich auch ein tendenziell niedrigerer Wert bei den G-

Alleltragern.

Moglicherweise zeigt sich das seltenere Auftreten eines G-Allels eher bei spontan erkrankten
Patienten sowie bei Patienten, deren Familienmitglieder einen anderen Phadnotyp von
psychiatrischer Erkrankung aufweisen. Ein weiterer Erklarungsansatz fiir die differierenden
Ergebnisse konnte auch hier in methodischen oder statistischen Griinden liegen, insbesondere

in der kleinen StichprobengroRe.

rs17711677

Bei SNP rs17711677 zeigten sich tendenzielle oder signifikante Werte nur in der Untergruppe
der ,,Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Erstgradangehorigen®”. Hier lag das seltenere
C-Allel tendenziell haufiger vor, die Anzahl der C-Alleltrdager war signifikant erhoht. Bei der
Genotypverteilung zeigte sich zudem eine tendenziell unterschiedliche Verteilung im

Vergleich zur Kontrollgruppe.

Scheinbar pragt das Risikoallel rs17711677-C seinen Effekt nur im 1. Grad der Verwandtschaft

aus, wahrend weiter entfernte Verwandte oder spontan Erkrankte davon nicht berihrt
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werden. Auch hier lage ein alternativer Erklarungsansatz in methodischen oder statistischen

Mangeln.
rs963660

Wahrend bei Polymorphismus rs963660 in der Gesamtgruppe der Schizophreniepatienten
keine tendenziellen oder signifikanten Ergebnisse vorlagen, zeigte sich in allen Untergruppen
eine tendenziell oder signifikant erniedrigte Anzahl von A-Alleltragern. In der ,Untergruppe
Patienten mit psychisch erkrankten Angehdorigen lag das A-Allel zudem signifikant seltener vor.
Zusatzlich zeigte sich in allen drei Untergruppen ein tendenzieller oder signifikanter

Unterschied in der Genotypverteilung.

Offensichtlich spielt der Polymorphismus bei spontan Erkrankten keine gréRere Rolle,
wohingegen die unterschiedlichen Ergebnisse in den Subgruppen moglicherweise wieder dem
komplexen Erbgang der Schizophrenie geschuldet sind. Wie zuvor kénnten aber auch hier

methodische oder statistische Effekte vorliegen.

Fiir die Polymorphismen rs2955256, rs10213032, rs716822, rs2466990 konnten keine

Assoziation nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse legen insgesamt die Vermutung nahe, dass das AADAT-Gen Einfluss auf die
Atiopathogenese der Schizophrenie nimmt. Eine weitere Untersuchung des Gens wire
winschenswert, insbesondere dabei auch unter Einbeziehung weiterer SNPs in deutlich
grofReren Stichproben, und hinsichtlich einer méglichen Replikation der Ergebnisse in anderen
ethnischen Untersuchungskollektiven. Darliber hinaus sollte untersucht werden, ob die
betroffenen Polymorphismen mit veranderten Kynureninsdurespiegel einhergehen und
welche strukturellen Anderungen gegebenenfalls die Funktionalitdt des Enzyms beeinflussen.
Weiterhin sollte das Zusammenspiel mit anderen Genen, insbesonderen solchen, die ebenfalls
in Kynureninstoffwechsel beteiligt sind, und deren Substrate und Produkte weiter untersucht
werden. Langsmessungen von Kynureninsaure im Krankheitsverlauf konnten zudem helfen,

deren Rolle in der Pathophysiologie der Schizophrenie genauer zu definieren.
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6 Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine der schwerwiegendsten psychiatrischen Erkrankungen, mit groRen
Auswirkungen auf die Erkrankten, deren Angehorigen und die Gesellschaft. Weltweit sind
derzeit ca. 21 Millionen Menschen daran erkrankt, wobei die Erkrankungszahlen und
Krankheitsverlaufe zwischen den verschiedenen Kulturen und geographischen Regionen

vergleichbar sind.

Die Atiologie ist noch nicht vollstindig geklart, allerdings wird von einer multifaktoriellen
Genese ausgegangen, welche sowohl genetische Faktoren als auch Umweltfaktoren

einschlieRt.

Bei verschiedenen Studienansdtzen konnten bereits zahlreiche Suszeptibilitatsorte fir die
Schizophrenie identifiziert werden. Fall-Kontroll-Assoziationsstudien eignen sich dabei

besonders, um Risikoallele mit eher geringem Effekt auf die Erkrankung aufzuspiren.

Die Aminoadipat-Aminotransferase ist hauptverantwortlich fir die Bildung von
Kynureninsdaure im menschlichen Gehirn. Kynureninsaure ist antagonistisch wirksam an
NMDA- und a7nACh-Rezeptoren. Bei Schizophreniepatienten wurden erhdhte Spiegel der
Substanz in der Cerebrospinalfliissigkeit sowie im prafrontalen Kortex nachgewiesen. Bei
verschiedenen Untersuchungen konnten durch pharmakologisch erhéhte Kynureninsaure-
Spiegel klinische Symptome einer Schizophrenie ausgelést werden, zudem wurden

Auswirkungen auf die dopaminerge, glutamaterge und cholinerge Signalibertragung belegt.

In der vorliegenden Untersuchung wurden acht Single Nukleotid Polymorphismen im AADAT-
Gen auf eine Assoziation zur Schizophrenie untersucht. Das Untersuchungskollektiv setzte sich
aus 512 Patienten und 1319 Kontrollpersonen zusammen. Aus dem Patientenkollektiv wurden
zudem noch die drei Untergruppen ,Patienten mit an Schizophrenie erkrankten
Erstgradangehorigen”, ,Patienten mit an Schizophrenie erkrankten Angehorigen“ und
,Patienten mit psychisch erkrankten Angehorigen” gebildet und jeweils gesondert mit den
Kontrollpersonen verglichen. Die Sicherung der Diagnose erfolgte bei den Patienten unter

anderem mit der Durchflihrung des SKID.
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Fir die vier Polymorphismen rs6553486, rs963660, rs2622068 und rs17711677 konnten
tendenzielle oder signifikante Ergebnisse entweder im Case-Control-Vergleich und/oder einer
der gebildeten Subgruppen gefunden werden. Entsprechend liegt die Vermutung nahe, dass

das AADAT-Gen Einfluss auf die Atiopathogenese der Schizophrenie nimmt.

Fir die Zukunft ware eine weitere Erforschung des Gens wiinschenswert, insbesondere
hinsichtlich einer Ausweitung der Untersuchung auf weitere Single Nukleotid
Polymorphismen in groReren Stichproben sowie einer Replikation der Ergebnisse in anderen
ethnischen Untersuchungskollektiven. Interessant ware auch eine weitere Fokussierung des
Forschungsschwerpunktes auf das Zusammenspiel mit anderen Genen, um dem komplexen

Erbgang der Schizophrenie und anderen psychiatrischen Erkrankungen gerecht zu werden.
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7 Abkiurzungsverzeichnis

AADAT Aminoadipat-Aminotransferase

ALS Amyotrophe Lateralsklerose

ANA Anamnesebogen

CNV Copy number variation

ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphate

DSM Diagnostical and Statistical Manual of Mental Disorders
DNA deoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

GABA Gamma Amino-Buttersdure
GWAS Genomweite Assoziationsstudie(n)

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

ICD International Classifikation of Diseases
ISC International Schizophrenia Consortium

KAT Kynurenin-Aminotransferase
kb Kilobasen

LD Linkage Disequilibrium

MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight

MHC Major Histocompatibility Complex
MRNA messenger ribonucleic acid

NAD+ Nikotinamidadenindinukleotid
ng Nanogramm

nm Nanometer

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

PANSS Positive and Negative Syndrome Scale
PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PET Positronen-Emissions-Tomographie

PLP Pyridoxalphosphat

7 Abkiirzungsverzeichnis
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rom revolutions per minute

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

S-ESBA (S)-4-(ethylsulfonyl)benzoylalanine

SKID Strukturiertes Klinischen Interview fiir DSM-IV

SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus; Single Nucleotide Polymorphism
SPECT Single Photon Emission Computed Tomography

Taq Thermus aquaticus

WHO World Health Organisation

ZNS Zentralnervensystem

a7nACh Alpha-7-nikotinischer Acetylcholinrezeptor

ul Mikroliter

7 Abkiirzungsverzeichnis
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