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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Schizophrenie ist eine aullerst schwere psychiatrische Erkrankung, die durch genetische und
umweltbedingte Einflisse sehr unterschiedliche Auspragungen in einzelnen Individuen
aufweisen kann und sich unter anderem auf die kognitiven Fahigkeiten der betroffenen
Personen auswirkt. Dies wurden bereits durch zahlreiche Studien nachgewiesen.
Hervorzuheben sind dabei Assoziationsstudien, die Zusammenhange zwischen genetischen
Variationen, im vorliegenden Fall SNPs (single nucleotid polymorphisms) und Schizophrenie

bzw. kognitiven Fahigkeiten tberprifen.

Die Familie der MAGI (Membrane-Associated Guanylate Kinase Inverted)-Gene konnte unter
anderem in Verbindung mit unterschiedlichen psychiatrischen Erkrankungen, wie
Schizophrenie, Depression und bipolaren Stérungen gebracht werden, die alle durch
kognitive Einschrankungen gekennzeichnet sind. Die Vermutung, dass diese Gene in die
Auspragungen kognitiver Leistungen involviert sind, wird verstarkt durch die Eigenschaften
der durch sie kodierten Proteine, die Interaktionen mit Partnern eingehen kdnnen, die eine

Rolle in den oben genannten Krankheiten spielen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen den Genotyp- und
Allelfrequenzen der drei SNPs rs9880851, rs2868865 und rs1230661 der MAGI Gene 1-3
und Schizophrenie bzw. kognitiven Fahigkeiten Gberprift. Dafir wurden 316 neurologisch
und psychiatrisch unauffallige Personen aus dem GroRraum Mdinchen und 139
Schizophrenie-Patienten kaukasischer Abstammung in die Studie eingeschlossen und ihre
DNA mittels iPELX-Verfahren und anschlieRender MALDI-TOF Analyse genotypisiert. Die
Kognition wurde mit Hilfe der revidierten Form der Wechseler Memory Scale (WMS-R)

getestet.

Die statistische Auswertung zeigt einen Zusammenhang zwischen der Genotypfrequenz des
SNPs rs9880851 des MAGI-1 Gens und dem Subtest verzogerte visuelle Wiedergabe der
WMS-R. Der Polymorphismus des MAGI-2 Gens rs2868865 zeigte einen Trend zur
Assoziation bei der Genotypenanalyse, allerdings mit dem Untertest verzogerte verbale
Wiedergabe. Bei diesem SNP konnten auch Zusammenhange zwischen Allelen und den
Indizes unmittelbare und verzdgerte Wiedergabe, sowie eine Tendenz bei der
Aufmerksamkeits-/Blockspanne detektiert werden. Personen mit dem C-Allel bzw. dem

Genotyp CC erzielten schlechtere Leistungen in diesen Subtests.
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Beim SNP des MAGI-3 Gens rs1230661 konnten weder durch die Genotypenanalyse noch
bei den Allelen eine Assoziation mit der WMS-R festgestellt werden.
Einen Zusammenhang zwischen einem der drei untersuchten SNPs und Schizophrenie

konnte in keinem Fal nachgewiesen werden.

Auf Grund der geringen StichprobengroRe mussen die gewonnenen Erkenntnisse kritisch
hinterfragt und in weiteren Forschungsarbeiten repliziert werden. Die Resultate kdnnen
jedoch als Ansatz fur weitere Untersuchungen dienen und liefern damit einen Teil zum

besseren Verstandnis von Kognition und Schizophrenie.



2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Schizophrenie

Schizophrenie gehort der Hauptgruppe der endogenen Psychosen an und wurde als eine der
bedrohlichsten Krankheiten des Menschen beschrieben (Nature Editorial, 1988), da sie oft
lebenslang besteht. Ihr klinischer Verlauf kann symptomatisch sehr unterschiedlich sein,
weswegen Schizophrenie als heterogene Stérung gilt. Der Begriff ,,Schizophrenie® stammt
von Eugen Bleuler, der die psychopathologische Besonderheit der Erkrankung in einer

Spaltung der verschiedensten psychischen Funktionen sah (Kuhn et al., 2004).

2.1.1 Symptomatik und Klassifikation

Schizophrenie wird durch diverse Positiv- und Negativsymptome charakterisiert. Dazu
gehoren z.B. Stérungen des inhaltlichen und formalen Denkens sowie der Wahrnehmung,
kognitive Einschrankungen, Stérungen der Psychomotorik, Antriebslosigkeit, Apathie,
Kommunikationsprobleme und eingeschrankte Affektivitat (Falkai, 2011). In den einzelnen
Patienten bzw. im Krankheitsverlauf kénnen die psychopathologischen Auspragungen sehr

unterschiedlich sein.

Positivsymptome aufern sich durch Ubersteigerte und starke Fehlinterpretation des
normalen Lebens bis hin zu chronischen Halluzinationen. Zu den inhaltlichen Denkstérungen
gehdren Realitdtsverlust bzw. -verzerrung und bei ca. 90% der Betroffenen
Wahnvorstellungen (Cutting, 2003). Wahninhalte kdnnen sich als Beziehungs-, Verfolgungs-
und Beeintrachtigungsgedanken oder GroRenideen dullern. Wahrnehmungsstérungen, also
Halluzinationen, kénnen bei allen finf Sinnesorganen auftreten. Meistens existieren sie im
Form akustischen Halluzinationen. Dazu z&hlen z.B. bedrohende oder anklagende Stimmen
(Moller et al., 2008).

Negativsymptome fuhren zu Einschrénkungen des normalen Erlebens. Dabei kommt es
besonders oft zur Stérung der Intentionalitat bzw. des Antriebes (Abulia), was sich wiederum
in einem sozialen Rickzug und einem Mangel an Energie auflert. Zu den formalen
Denkstdérungen  gehéren  Gedankenabreilen, Danebenreden, Neologismen und
Denkzerfahrenheit. Bei einer Ich-Stérung verschwimmen die Grenzen zwischen dem Ich und
der Umwelt (Nuechterlein et al., 2004).
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Es kann zu einer Affektverflachung mit gereizter, depressiver Stimmung, Ratlosigkeit,

erhodhter Angstlichkeit und innerer Anspannung kommen.

Kognitive Defizite sind vor allem als Beeintrachtigung der Gedachtnisleistungen, der

Konzentrationsfahigkeit, der Aufmerksamkeit und des Denkens zu erkennen.

Motorische Einschrankungen 3duflern sich durch einen Wechsel zwischen Zustdnden

extremer Erregung und volliger Passivitat. Dies geht oft mit katatonen Symptomen einher.

Seit den 70-iger Jahren erfolgte die Einteilung der Krankheitsmerkmale in positive und
negative Symptome. Dafiur entwickelten Kay et al., (1987) ein System zur Typisierung der
Merkmale schizophrener Psychosen, die Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS).

Die Einteilung der Symptome erfolgt hierbei in drei Gruppen:

1. Die Positivskala (7 Elemente): formale Denkstérungen, Wahnvorstellungen,
Halluzinationen, Hyperaktivitat, Grélkenwahn, Misstrauen und Verfolgungswahn

2. Die Negativskala (7 Elemente): abgestumpfter Affekt, Mangel an Spontanitat,
schlechter Rapport, passiver bzw. apathischer sozialer Rickzug, Sprachflissigkeit
und Schwierigkeiten beim abstrakten Denken sowie stereotypes Denken

3. Psychopathologische Globalskala (16 Elemente), unter anderem: leibliche
Befindlichkeitsstorung, Desorientierung, Schuldgefliihle, Depressionen, verlangsamte
Motorik, Unkooperativitat, Mangel an Urteilsvermdgen, Angst, Stérung der

Willensbildung, schlechte Impulskontrolle, Selbstbezogenheit (Kay et al., 1987).

Die PANSS ermdoglicht eine Einteilung der Schizophrenie in zwei Typen. Typ 1 zeichnet sich
vor allem durch Positivsymptomatik, fehlende intellektuelle Beeintrachtigung, gutes
Ansprechen auf Medikamentengabe (Neuroleptika) und einen reversiblen Verlauf aus. Der
Typ 2 hingegen weist Uberwiegend negative Symptome, hirnstrukturelle Veranderungen
sowie eventuell vorhandene intellektuelle Beeintrachtigungen auf und hat im Allgemeinen

eine schlechtere Verlaufsprognose (Crow, 1985).

Seit einigen Jahrzehnten sind zwei Klassifikationssysteme gebrauchlich, das International
Statistical Classification and Related Health Problems System (ICD) und das Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorder (DSM). Sie dienen unter anderem der Vereinheitlichung

und Vergleichbarkeit der Diagnosen von schizophrenen Stérungen.
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Das ICD wird von der World Health Organization (WHQO) herausgegeben und seit 1986 auch
in Deutschland verwendet. Im Jahre 2015 erfolgte die Verdffentlichung der bis heute
verwendeten Version 10 (ICD-10) (DIMDI.de). Die Einteilung der klinischen Symptome
erfolgt in die paranoide (F 20.0), hebephrene (F 20.1), katatone (F 20.2) oder
undifferenzierte Schizophrenie (F 20.3), des Weiteren in eine postschizophrene Depression
(F 20.4), ein schizophrenes Residuum (F 20.5), eine Schizophrenia simplex (F 20.6), die
sonstige Schizophrenie (F 20.8) und die nicht ndher bezeichnete Schizophrenie (F 20.9).

Die American Psychiatric Association gab 1952 das erste DSM heraus, seit 1996 wird es
auch hier zu Lande verwendet. Die aktuelle fiinfte Version, herausgegeben 2013, liegt seit
2014 in einer deutschen Ubersetzung vor. Sie verzichtet auf eine weitere Subklassifikation

der Schizophrenie.

2.1.2 Epidemiologie

Die Distribution einer Krankheit wird im Allgemeinen durch zwei Werte festgelegt, die
Inzidenzrate und die Pravalenz. Die Inzidenzrate gibt die Anzahl der Neuerkrankungen in
einer definierten Population und in einem definierten Zeitraum an. Die Pravalenz gibt die
Gesamtanzahl der Erkrankten an, egal ob es sich um Neuerkrankung oder bekannte Falle zu
einem bestimmten Zeitpunkt (point prevalence) oder in einer bestimmten Zeitspanne (period

prevalence) handelt (Tandon et al., 2008).

Die Lebenszeitpravalenz, also das Risiko eines Individuums an Schizophrenie zu erkranken,
wird auf einen Bereich von 0,3% — 2,0% abgegrenzt, der Durchschnitt betragt ca. 0,7%
(Saha et al., 2005). In einer Metaanalyse von Saha et al., (2006) konnten keine Unterschiede
bezuglich der Raten im Zusammenhang mit verschiedenen geographischen Regionen bzw.
mit einem unterschiedlichen regionalen, 6konomischen Entwicklungsstand des Landes
festgestellt werden. Es wurde jedoch die Hypothese bestatigt, dass eine urbane Herkunft das
Risiko an Schizophrenie zu erkranken, deutlich erhoht. In diesem Zusammenhang gibt es
zwei Theorien: Die ,Breeder Hypothesis®, bei der davon ausgegangen wird, dass ein urbaner
Lebensraum den Ausbruch der Krankheit fordert (Lewis et al., 1992; Mortensen et al., 1999;
Kirkbride et al., 2006) und die ,Selection Hypothesis®, die besagt, dass ein sogenannter
,social drift* bei Schizophrenen in die Stadte auf Grund von billigeren Wohnraumen und
relativer Anonymitat besteht (Dohrenwend et al., 1992). Es konnte bisher keine

abschlieliende Erklarung fiir eine dieser Thesen gefunden werden.



2 Einleitung

Der schon langer vermutete Unterschied zwischen dem Auftreten von Schizophrenie bei
Méannern und Frauen (Seeman, 1982), konnte in zwei aktuelleren Metaanalysen bestatigt
werden. Dabei wurde bei Mannern im Vergleich zu Frauen ein 1,4fach hoheres
Erkrankungsrisiko festgestellt (Aleman et al., 2003; McGrath et al., 2004). Das Alter der
Erstmanifestation (Age at Onset - AaO) liegt bei 15-45 Jahren, die Erkrankung kann aber
auch vor der Pubertat oder nach dem 50. Lebensjahr auftreten (Gross, 1997; Hafner et al.,
1998; Hafner et al., 1999; American Psychiatric Association 2000). Je junger die Person beim
Ausbruch der Krankheit ist, desto gravierender sind oft die Negativsymptome und desto

ungunstiger ist die allgemeine Prognose.

Von schizophrenen Psychosen sind gehauft Personen mit niedriger sozio6konomischer
Herkunft und geringerem Bildungsstand betroffen (Crow, 2007; McClellan et al., 2007,
Sullivan et al., 2003). Dieses Phanomen hangt nicht damit zusammen, dass in den niedrigen
soziodkonomischen Schichten gehauft Schizophrenie auftritt, sondern damit, dass bereits im
frihen Stadium der Erkrankung auftretende Beeintrachtigungen der sozialen Kompetenzen
ein Abrutschen in tiefere soziale Schichten mit sich bringen (Drift-Hypothese) (Falkai und
Maier, 2006).

2.1.3 Der Krankheitsverlauf

Schizophrenie ist im Allgemeinen durch eine sequentielle Verlaufskurve gekennzeichnet,
auch wenn es grolte Variationsmoglichkeiten gibt. Die prdmorbide Phase geht mit subtilen,
nicht spezifischen kognitiven, motorischen und/oder sozialen Funktionsstérungen einher
(Schenkel und Silverstein, 2004). Darauf folgt Uber einen langeren Zeitraum die
Prodromalphase mit abgeschwachten Positivsymptomen und ricklaufigen Funktionen bzw.
unspezifischen Stérungen im Bereich der Kognition, des Affektes und des sozialen
Verhaltens (Rossler und Rossler, 1998, an der Heiden, 2003, Schultze-Lutter, 2009). Die
erste psychotische Episode wird oft als formeller Beginn der Krankheit wahrgenommen und
wiederholt sich bei 90% aller Patienten wahrend ihres Lebens (Hafner, 1995). Die Dauer und
der Grad der interepisodialen Remissionen kann dabei variieren. In der Plateauphase sind
die psychotischen Symptome weniger prominent und die Negativsymptome und stabilen
kognitiven Defizite sind zunehmend vorherrschend (Falkai, 2011). Nach Abklingen der akuten
Symptome konnen postremessive Zustande (postpsychotische Depressionen oder
postpsychotische Erschopfungszustéande) auftreten. Bei ihnen besteht die Moglichkeit, dass
sie nach einigen Wochen oder Monaten wieder abklingen (Lambert et al., 2010). Eine
unterschiedlich gute Genesung kann zu jedem Zeitpunkt auftreten (Harding et al., 1987). Bei

etwa 50% der Erkrankten kommt es zu einem rezidivierenden Auftreten mit

6



2 Einleitung

Residualsymptomatik und massiven Stérungen der sozialen Integration (Lambert et al.,
2010, Fett et al., 2011). Laut langerfristigen Untersuchungen wurde bei 40% der Erkrankten
eine deutliche Besserung nach durchschnittlich 5,6 Jahren festgestellt (Hegarty et al., 1994).
Ein geringer Prozentsatz der Erkrankten entwickelte eine produktive Symptomatik (Falkai,
2011).

Die Prognose wird von mehreren Faktoren beeinflusst. So haben weibliches Geschlecht, das
Auftreten des paranoiden Subtyps und eine stabile soziale Herkunft eine positive Auswirkung
auf dem Verlauf, wahrend pramorbide Persdnlichkeit, akustische Halluzinationen und
Zwangssymptomatiken negativ wirken (Arolt et al., 2006). Eine zutreffende Prognose im
Einzelfall bei Krankheitsbeginn ist auf Grund der unterschiedlichen Verlaufe nicht moglich
(Emsley et al., 2008).

2.1.4 Atiopathogenese

In den letzten zwei Jahrzehnten hat das Wissen Uber die Grundlagen der Entstehung von
Schizophrenie zwar zugenommen, aber welche genauen Ausldser es fur die Krankheit gibt,
ist noch unbekannt. Es wird von mehreren Faktoren (genetisch, hirnanatomisch und
psychosozial) ausgegangen, die sich gegenseitig beeinflussen und in der pramorbiden
Entwicklung eine Rolle spielen (Schmitt et al., 2016). Sie haben eine Vulnerabilitat zur Folge,
die unter ungunstigen psychosozialen Umstanden zu einer Erstmanifestation bzw. zu einem

erneuten Auftreten von Schizophrenie fihren kénnen (Mdller und Deister, 2005).

2.1.5 Umweltfaktoren

Eine Vielzahl von Umweltfaktoren kann wahrend aller Entwicklungsphasen, von der
vorgeburtlichen Periode bis zum jungen Erwachsenenleben, eine Rolle fur den Ausbruch von
Schizophrenie spielen (Maki et al.,, 2005). Wahrend der pranatalen Zeit kénnen
Mangelerndhrung und negative Lebensereignisse im Leben der Mutter im ersten und am
Anfang des zweiten Trimesters das Risiko, die Krankheit zu bekommen, erhéhen (Susser et
al., 1996, St. Clair, 2005, Penner und Brown, 2007, Meyer et al., 2007). Im gleichen Zeitraum
auftretende Infektionskrankheiten, meistens Influenza (Arias et al., 2012), aber auch andere
wie z.B. Rubella oder Toxoplasmose (Brown et al., 2001, Khandaker et al., 2012), wirken sich
durch fetale und maternale Immunreaktionen negativ auf die normale Gehirnentwicklung
aus. Die genauen neurobiologischen Mechanismen sind dabei noch nicht bekannt (Ashdown
et al., 2006).
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Bei der Geburt auftretende Komplikationen, wie z.B. Frihgeburt, Inkubator Behandlung oder
Nabelschnurkomplikationen, kénnen zu einer Verdopplung des Risikos an Schizophrenie zu
erkranken flihren (Cannon et al., 2002B, Byrne et al., 2007, Matheson et al., 2012). Die
daraus resultierende Hypoxia unter der Geburt hat oft einen Zellverlust in der sensiblen
Amygdala- und Hippocampusregion des kindlichen Gehirns zur Folge (Geddes et al., 1999,
Byrne et al., 2007). Auch ein hoheres Alter des Vaters scheint eine Ursache fir gréReres
Schizophrenierisiko zu sein (Wohl und Gorwood, 2007, Matheson et al., 2012). Dabei wird
von einer fehlerhaften Spermatogenese ausgegangen, die sowohl Neumutationen als auch
aberrante epigenetische Veranderungen zur Folge hat (Byrne et al., 2003, Perrin et al., 2007,
Cheng et al., 2008). Eine Geburt wahrend der Wintermonate oder am Anfang des Frihjahres
kann mit einer 5-10% hoheren Wahrscheinlichkeit eine Schizophrenie zu entwickeln,
assoziiert werden (Torrey et al., 1997, McGrath und Welham, 1999, Davies et al., 2003).
Dieser Effekt wird anscheinend durch zunehmende Altitude und die Harte des Winters
verstarkt. Eine fundierte wissenschaftliche Erklarung dafir gibt es nicht, aber es wird von
einer Verstarkung der drei Hauptgrinde ausgegangen (pranatale Infektion, pranatale

Mangelernahrung, Mutationsrisiken) aus (Thibuat et al., 2006).

Risiko-behaftet sind auRerdem Kindheitstraumata (Read et al., 2005, Morgan und Fisher,
2007); Kopfverletzungen (David und Prince, 2005), Trennung oder Tod der Eltern (Morgan et
al., 2006), sowie Migration und das schon vorher erwahnte Aufwachsen in einer urbanen
Umgebung. Vermehrter Cannabiskonsum in der Jugendzeit erhéht das Risiko an
Schizophrenie zu erkranken (Semple et al., 2005, Moore et al., 2007). Eine Kontroverse
besteht, ob der Konsum der Droge ein auslésender oder ein kausaler Faktor ist (Degenhardt
und Hall, 2006, Barnes et al., 2006). Einige der genannten Umweltfaktoren kdnnen zu
morphologischen Veranderungen des Zentralen Nervensystems (ZNS) fuhren (van Os et al.,
2005).

2.1.6 Neuroanatomische Veranderungen

Eine Gehirnvolumenreduktion bei an Schizophrenie erkrankten Personen wurde in den
1920er Jahren durch pneumo-encephalographische Studien nachgewiesen (Keshavan et al.,
2008). Die modernen bildgebenden Verfahren (z.B. die Magnetresonanztomographie, MRT)
trugen zur in vivo Identifikation einer Anzahl von Strukturveranderungen im ZNS bei, die die
postmortem morphologisch veranderten Befunde bestatigten. Durch systematische
Metaanalysen von strukturellen MRT-Studien wurde festgestellt, dass das gesamte
Gehirnvolumen, insbesondere die graue Substanz, reduziert ist und die ventrikularen
Volumina vergrofert sind (Shenton et al., 2001, Wright et al., 2006, Steen et al., 2006,
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Haijma et al., 2012). Eine Darstellung der Orte mit der groRten Variabilitédt in der grauen
Substanz ist in Abbildung 1 dargestellt (Shepherd et al., 2012). Es konnte aul3erdem eine
Veranderung der Konnektivitdt und Integritat der weilden Substanz nachgewiesen werden
(Schmitt et al., 2011).

Abbildung 1: Verteilung der Loci mit vermindertem Volumen der grauen Substanz bei
chronischer Schizophrenie (Shepherd et al., 2012)

Reduktionen sind im Temporallappen, speziell im Hippocampus, der Amygdala und den Gyri
temporalis superioris (Lawrie und Abukmeil, 1998, Nelson et al., 1998), sowie dem
prafrontalen Kortex, dem Thalamus (Konick und Friedemann, 2001), den Cinguli anterioris
(Baiano et al., 2007) und dem Corpus Callosum (Woodruff et al., 1995) zu finden. Die
Veranderungen betrafen nicht nur die von der Krankheit betroffenen Personen, sondern auch
deren Verwandte (Sharma et al., 1999, Dragovic und Hammond, 2005). Diese
Degenerationen bestehen bereits am Beginn der Krankheit (Steen et al., 2006, Vita et al.,
2006) und je friher ihr Beginn, desto schwerer sind die neuroanatomischen Veranderungen

(Kyriakopoulos und Frangon, 2007).

Bisher konnte nicht geklart werden, ob die Veradnderungen durch eine Stérung der
Hirnentwicklung oder degenerative Prozesse zu Stande kommen. Der fehlende Nachweis
von Gliose in postmortalem Gewebe (Harrison 1999), sowie eine histologisch reduzierte
Zellanzahl und ZellgréBe und gestorte hippocampale Zellarchitektur (Kovelman und
Scheibel, 1984, Portund Seybold, 1995, Sweatt, 2004) unterstitzen die Theorie der
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Hirnentwicklungsstérung. Es konnte jedoch eine fortschreitende Veranderung des ZNS im
Verlauf der Krankheit beobachtet werden (Rapoport, 2005). Dies deutet auf einen
degenerativen Prozess hin. Wahrscheinlich ist, dass sich beide Anséatze nicht ausschlieRen,
sondern ergdnzen, da abnorme Entwicklungsprozesse zu kausalen Faktoren fihren kénnen,
die mit zum Ausbruch der Schizophrenie beitragen (z.B. Sucht) und neuroprogressive
Erkrankungen hervorrufen, die einen degenerativen Einfluss austiben kénnen (Pantelis et al.,
2005, Rapoport et al., 2005). Experten gehen davon aus, dass eine Stdérung in der
Entwicklung der cerebralen Asymmetrie oder einer Abnormalitat in der cerebralen Dominanz
wichtig firr die Atiopathogenese ist und sie in Verbindung mit verdéachtigen Genen gebracht
werden koénnen (Crow et al.,1989; DelLisi et al.,1994).

2.1.7 Genetische Faktoren

Aus genetischer Sicht ist Schizophrenie eine heterogene und polygene Krankheit, die als
gemeinsame Ursache unter anderem multiple genetische Polymorphismen aufweist. Diese
tragen jeweils einen Teil zur Pradisposition der Krankheit bei. Zu dieser Erkenntnis haben
viele unterschiedliche Forschungsansatze gefiihrt, unter anderem Familien-, Adoptions- und

Zwillingsstudien.

2.1.7.1 Familienstudien

Es ist bekannt, dass Schizophrenie gehauft in Familien auftritt (Giegling et al., 2008) und
Verwandte von betroffenen Personen ein hoheres Risiko besitzen, selbst an Schizophrenie
zu erkranken (Kendell et al., 1993). Bei Verwandten ersten Grades betragt das Risiko 6-17%,
bei Verwandten zweiten Grades 2-6% und bei Verwandten dritten Grades 2% (siehe
Abbildung 2). Allerdings muss berucksichtigt werden, dass Verwandte sowohl genetische
Gemeinsamkeiten aufweisen als auch haufig ein familidares Umfeld teilen und demzufolge
keine klare Abgrenzung zwischen genetischen und Umweltfaktoren bei Familienstudien

moglich ist.
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Abbildung 2: Erkrankungsrisiko flir Angehérige schizophrener Patienten (Gottesman und
Erlenmeyer-Kimling, 2001)

Um genetische von &uferen Einflissen zu distinguieren, koénnen Adoptions- und

Zwillingstudien eingesetzt werden (Ingraham und Kety, 2000; Owen et al., 2005).

2.1.7.2 Zwillingsstudien

Das Risiko von monozygoten Zwillingen an Schizophrenie zu erkranken, ist dreimal so hoch
wie das von dizygoten Zwillingen (Gottesman et al., 1987, Sullivan et al., 2003). Dies ist der
Tatsache geschuldet, dass dizygote Zwillinge sich nur 50% ihrer Gene teilen und dadurch
nur ein 10 - 17%iges Risiko haben, die Krankheit zu bekommen, ahnlich wie bei leiblichen
Geschwister (siehe Abbildung 2) (Cannon et al., 1998, Farmer et al.,1987, Franzek und
Beckmann, 1996, Onstad et al.,, 1991). Monozygote Zwillinge hingegen haben ein fast
100%ig identisches Genom und ihr Risiko an Schizophrenie zu erkranken liegt bei 40-50%

(siehe Abbildung 2) (Wong et al., 2005), wenn der erste Zwilling bereits erkrankt ist.
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Da sich eineiige Zwillinge aber eine ahnlichere Umwelt als zweieiige Zwillinge teilen, z.B.
durch ihr gleiches Geschlecht und Aussehen oder intrauterin dieselbe Plazenta, kann auch
bei diesen Studien nicht eindeutig geklart werden, ob die hohe Konkordanz nicht auch durch
ihre Umweltfaktoren mit beeinflusst wurde. Zur Trennung dieser beiden Faktoren kdnnen

Adoptionsstudien benutzt werden.

2.1.7.3 Adoptionsstudien

Adoptionsstudien stellen die beste Moglichkeit dar, Umwelteinflisse und genetische
Faktoren getrennt voneinander zu untersuchen (Ingraham und Kety, 2000). Dabei wurde
deutlich, dass eine familiare Haufung von Schizophrenie Erkrankungen nicht nur auf ahnliche
Umwelteinflisse, sondern auch auf unterschiedliche genetische Komponenten zurtickgefuhrt
werden muss (Tsuang und Farone, 1995; Ingraham und Kety, 2000). Kinder, die aus einer
unbelasteten Familie zu Eltern mit einer Schizophrenie kamen, zeigten kein erhohtes
Erkrankungsrisiko gegentber der Allgemeinbevolkerung (Kety 1988). Bei Kindern, deren
leibliche Eltern an Schizophrenie litten und die von einer unbelasteten Familie adoptiert
wurden, konnte ein erhdhtes Risiko nachgewiesen werden (Kety et al., 1994, Tienari et al.,
2000).

2.1.7.4 Molekulargenetik der Schizophrenie

Das Vererbungsmuster der Schizophrenie ist ahnlich komplex wie das anderer Krankheiten,
z.B. Diabetes mellitus (Lander und Schork, 1994; Corsico et al., 2001) und entspricht nicht
den Mendelschen Gesetzen (McGue und Gottesman, 1998). Momentan wird von einem
multifaktoriellen polygenen Ubertragungsweg ausgegangen, d.h. es bestehen Mutationen in
mehreren Genloci, die jeweils einen kleinen Beitrag zur Entstehung der Krankheit dazu
steuern (Owen, 2000; Prasad and Keshavan, 2008). Als genetische Basis wird von einer
Kombination aus mehreren haufig vorkommenden Allelen mit kleinem bis mittleren Effekt und
einigen seltener vorkommenden Allelen mit groRerem Effekt ausgegangen (Wang et al.,
2005, Craddock et al., 2007, Owen et al., 2009).

Zur Identifizierung von Genorten komplexer Erkrankungen werden Kopplungs- und
Assoziationsstudien genutzt (Maier et al., 1999). Es gibt Annahmen, denen zufolge davon
ausgegangen wird, dass sich verschiedene psychische Erkrankungen, z.B. bipolar affektive,
schizo-affektive Stérung und Schizophrenie, einige genetische Risikofaktoren teilen
(Lichtenstein et al., 2009). Auf Grund dieser Hypothese ist es notwendig, groRere
Stichproben zu untersuchen, die eine hohe Teststarke und Aussagekraft auch Uber

diagnostische Grenzen hinaus besitzen. Das Ziel von Kopplungsstudien ist ein Nachweis
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gemeinsamer Hereditat eines polymorphen Markers mit bekanntem chromosomalem Ort und
einer bestimmten Erkrankung. Dies setzt voraus, dass zwei oder mehrere Mitglieder einer
Familie von der Krankheit betroffen sind, wobei eine groRere Anzahl hilfreich ist (Maier et al.,
1999). Die meisten positiven Befunde von Kopplungsstudien zu Schizophrenie konnten
jedoch nicht repliziert werden (Moldin, 1997) und wiesen auch keine stringente genomweite
Signifikanz auf (Owen et al., 2004). Die gefundenen Kandidatenregionen waren sehr grof
und ca. 58% des Genoms wurde in mindestens einer Kopplungsstudie mit der Krankheit in
Verbindung gebracht (Sullivan et al., 2008). Diese Ergebnisse kdnnen unter anderem auf
einen zu geringen genetischen Einfluss oder zu kleine Stichproben zurtckgefuhrt werden
(Owen et al., 2005).

Eine Metaanalyse von Ng et al., (2008) umfasste 32 genomweite Kopplungsstudien und
erbrachte eine genomweite signifikante Kopplung fir die Chromosomenabschnitte 2q und
5q. In einer erweiterten Analyse wurden ausschlief3lich Kopplungsstudien mit europaisch-
stammigen Personen in die Auswertung einbezogen. Diese Metaanalyse ergab, anders als
die der  Gesamtstichprobe, einen Kopplungshinweis  fir  den speziellen
Chromosomenabschnitt 8q (Ng et al., 2008). Diese Studien unterstitzen die Theorie der
multiplen Genloci. Die Kopplungen kénnen erst als relevant betrachtet werden, wenn ihre
Rolle bei der Krankheitsentwicklung geklart wurde, d.h. die Gene in diesen
Kopplungsregionen identifiziert wurden und sie mit der Krankheit assoziiert werden kénnen,

sowie eine funktionelle Bedeutung besitzen.

2.1.7.5 Assoziationsstudien
Assoziationsstudien stellen eine empfindliche Methode dar, um Suszeptibilitatsgene mit

geringem Einfluss zu identifizieren.

2.1.7.6 Genomweite Assoziationsstudien (GWA) zur Schizophrenie
Mit genomweiten Assoziationsstudien (GWAs) wird die Haufigkeit der Allele spezieller
Einzelnukleotidpolymorphismen (Single Nucleotid Polymorphism, SNPs) bei Patienten und
gesunden Kontrollprobanden verglichen. Die genomweiten Assoziationsstudien sind im
Gegensatz zu den Assoziationsstudien, die auf einem Kandidatengen beruhen,
hypothesenfrei (Hirschhorn und Daly, 2005). Durch moderne Chiptechnologien kénnen
zeitgleich mehrere hunderttausende SNPs einer Testperson untersucht werden, unter
anderem auch Polymorphismen, die im Vorfeld nicht als risikosteigernd angesehen wurden.
Alle Allel-Frequenzen der auf dem Chip befindlichen Marker werden fir jeden einzelnen

Studienteilnehmer bestimmt. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten so einige
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vielversprechende SNPs identifiziert werden. Die Autoren O'Donovan et al., fihrten 2008
eine genomweite Assoziationsstudie (GWA) durch und konnten einen Zusammenhang
zwischen dem SNP rs1344706 des ZNF804 Gens (2g.32.1) und Schizophrenie aufzeigen,
allerdings bestand keine genomweite Signifikanz. Es konnten aul3erdem Assoziationen mit
einem SNP auf Chromosom 22 und mit mehr als 450 SNPs auf Chromosom 6 nachgewiesen

werden (International Schizophrenia Consortium, Purcell et al., 2009).

Eine GWA von Stefansson et al., (2009) untersuchte 2663 Schizophreniepatienten und
13498 Kontrollen in acht europaischen Standorten. Dabei wurden 314868 SNPs analysiert,
die zunachst keine erkennbare genomweite signifikante Assoziation zeigten. Eine
Metaanalyse bestehend aus 1500 Markern ihrer eigenen GWA, Markern des International
Schizophrenia Consortiums (International Schizophrenia Consortium, Purcell 2009) und
denen von Shi et al., (2009) offenbarten eine signifikante Assoziation mit Genen der MHC-
(major histocompatibility complex) Regionen auf den Chromosomen 6p.21.3-22.1, sowie
Regionen auf 11g24.2 und 18g21.2 (Stefansson et al., 2009). Diese Ergebnisse unterstitzen
die Theorie, dass das Immunsystem an der Entwicklung von Schizophrenie malfigeblich
beteiligt ist, da sich maternale und fetale Immunreaktionen negativ auf die Gehirnentwicklung

auswirken konnen.

Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen auch Ripke et al., (2014), die durch eine mehrstufige
genomweite Assoziationsstudie zur Schizophrenie 128 signifikante, voneinander
unabhangige Assoziationen auf 108 unterschiedlichen Loci nachweisen. Sie konnten eine
vermehrte Anreicherung in Genen, die das Immunsystem beeinflussen, nachweisen.
AulRerdem wurden Assoziationen mit Genen des Gehirns gefunden, so dass eine biologische
Plausibilitdt der Ergebnisse besteht. Andere Assoziationen stehen im Zusammenhang mit
Genen, die an glutamerger Neurotransmission involviert sind (Ripke et al., 2014) und damit
die pathophysiologische Hypothese von neurobiochemischen Veradnderungen bei

Schizophrenieerkrankten unterstitzt.

Weitere Forschungsansatze beruhen auf CNVs (Copy Number Variants, d.h.
Genkopieanzahlvarianten). Diese strukturellen Varianten, entstehen durch Verdopplung,
Vervielfachung oder Deletion groRerer Teile eines chromosomalen Abschnittes. Die
Mutationen besitzen eine hohe genetische Penetranz, so dass ihr alleiniges Vorliegen fur die
Ausbildung eines Phanotyps einer Krankheit ausreicht. Walsh et al., (2008) konnten in ihrer
Studie 24 Gene bei Personen mit Schizophrenie ausmachen, die durch CNVs unterbrochen
wurden. Davon sind 11 an Signalwegen im Gehirn beteiligt und ihre Mutationen kénnen an

neurobiochemischen Veranderungen beteiligt sein.
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In einer grof3 angelegten ISC Studie zu seltenen CNVs konnten frihere Studien bestatigt
werden, die eine Deletion in der Region 22911 nachgewiesen hatten, die fur das Velo-
Cardio-Facial Syndrom verantwortlich ist und das Risiko einer Schizophrenieerkrankung um
30% erhoht. Die Autoren Stefansson et al., publizierten im Jahr 2008 eine Studie in der
Zeitschrift Nature, in der sie eine Anzahl wiederkehrender Mikro-Deletionen nachwiesen, die
mit Schizophrenie assoziiert sind. Es wurden drei Deletionen bei 1921.1, 15911.2 und
15913.3 identifiziert, deren Auftreten signifikant mit Schizophrenie und verwandten

Psychosen korreliert (Stephansson et al., 2008).

2015 wiesen Biamino et al., (2015) mit Hilfe einer CNV Untersuchung eine neue Deletion im
3929 Chromsom in der Zentromerregion bei einem dreijahrigen Kind und sechs seiner
Verwandten nach, die an Intelligenzminderung, Schizophrenie und Ubergewichtigkeit litten.
Von den 10 durch diese Deletion betroffenen Genen postulieren die Verfasser einen Einfluss
von ATPase type 13A4 bzw. Hairy/Enhancer of Split Drosophila homolog 1 (HES1) auf dem
neuropsychologischen Phanotyp. Biamino et al., (2015) gehen in diesem Zusammenhang
von einem neuen Gensyndrom aus, das mit neurobiochemischen Veranderungen am Gehirn

einhergent.

2.1.8 Neurobiochemische Verdanderungen

Die Dopaminhypothese

Ein Uberschuss an Dopamin in bestimmten Regionen ist eine der &ltesten und
weitverbreitesten Theorien der Pathophysiologie von Schizophrenie (van Rossum, 1966,
Carlsson, 1977, Carlsson und Carlsson 2006). Die Theorie wurde aufgrund der Tatsache
entwickelt, dass Praparate die die Substanzklasse der Phenothiazine enthalten, in der Lage
sind die Positivsymptomatik weitgehend zu unterdricken (Javitt und Coyle, 2004). Patienten
ohne eine Negativsymptomatik kénnen daher von einer derartigen Medikation profitieren.
Trotz leichter Einschrankungen ihrer kognitiven Fahigkeiten (Gedachtnis, lernen,
Vorstellungsvermédgen) sind sie in ihrem Alltagsleben kaum eingeschrankt. Patienten mit
einer Dominanz von Negativsymptomen dagegen sind so nicht ausreichend therapierbar.
Das fuhrt zumeist zu sozialer Isolation und einer erheblichen Einschrankung ihrer kognitiven
Kapazitaten Fleischhacker und Hummer, 2006). Einige Autoren gehen davon aus, dass ein
Ungleichgewicht zwischen Cortex und Subcortex besteht (Abi-Dargham et al., 2003). Eine
Hyperaktivitdt der subcorticalen mesolimbischen Dopaminprojektionen (Abi-Dargham et al.,
2003) steht dabei einer hypoaktiven mesocorticalen Dopaminprojektion im prafrontalen
Cortex gegeniiber (Remington et al., 2011). Erstere sind verantwortlich fir die
Positivsymptomatik (Miyake et al., 2011), letztere fur die Negativsymptomatik (Remington et
al., 2011).
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In einem aktuellen Review aus dem Jahr 2015 wird die Dopamin-Hypothese nur mit
Einschrankungen bestatigt. Post-mortem-Studien konnten Anomalien sowohl im
prasynaptischen als auch im post-synaptischen dopaminergen System identifizieren. Eine
mogliche Einschrankung von postmortem-Studien ist jedoch die Schwierigkeit, die
Wirkungen von antipsychotischen Medikamenten zu kontrollieren und es ist nicht
auszuschlieRen, dass die beobachteten pra- und post-synaptischen Veranderungen
Uberwiegend iatrogener Natur sind. Ein weiteres Problem ist der Korrelationsnachweis
zwischen den Veranderungen und der Symptomauspragung und dem Fortschritt der
Erkrankung. Daher ist es immer notwendig auch in vivo Studien durchzufihren (Howes et al.,
2015). Eine Reihe von in vivo-Studien konnte belegen, dass die prasynaptische Dopamin-

Dysfunktion einen grof3en Einfluss auf den Krankheitsverlauf nimmt (Howes et al., 2015).

Die Forschung mit gesunden Zwillingspaaren hat gezeigt, dass Umweltfaktoren einen
wesentlichen Anteil der Variation der normalen prasynaptischen Dopamin-Funktion erklaren
(Stokes et al., 2013). Dies passt zu den jlingsten Erklarungsmodellen fir Psychosen, die
davon ausgehen, dass Stress und andere Risikofaktoren zu einer Dysregulation des
Dopamin-Systems flihren (Howes und Murray, 2014). Somit scheint derzeit gesichert, dass
der Schizophrenie eine dopaminerge Anomalie zugrunde liegt und dass diese in einer
prasynaptischen Dopamin-Dysfunktion besteht (Howes et al., 2015). Allerdings gibt es nicht-
dopaminerge Formen der Schizophrenie. Etwa jeder dritte Schizophrenie-Patient reagiert
nicht auf die entsprechenden Antipsychotika (Mortimer et al., 2010) und das trotz hohen D2-
Belegung (Kapur et al., 2000). DarUber hinaus reagieren diese Patienten auch nicht auf

Medikationen, die prasynaptisches Dopamin abbauen (Remington et al., 2012).

Daraus muss gefolgert werden, dass bei einer signifikanten Anzahl von Schizophrenie-
Patienten die pathophysiologische Basis ihrer Symptome nicht alleinig durch einen
dopaminergen Uberschuss oder eine dopaminerge Dysfunktion erklart werden kann (Howes
et al.,, 2015). Demjaha et al., haben gezeigt, dass die Dopamin-Synthesekapazitat bei
Personen mit einer dopamin-abhangigen Schizophrenie erhoht ist. Dies gilt jedoch nicht fur
die behandlungsresistenten Patienten (Demjaha et al., 2012). Insgesamt deuten diese
Befunde darauf hin, dass es einen "nicht-dopaminergen" Subtyp der Schizophrenie gibt
(Howes et al., 2015). Obwohl mittlerweile Konsens darliber besteht, dass die dopaminerge
Dysfunktion mit negativen und kognitiven Symptomen Kkorreliert, ist die Richtung der
Kausalitdt noch nicht klar (Howes et al., 2012). Klinische Studien belegen, dass eine hohe
Dopamin-Konzentration negative Symptome reduziert (Laruelle et al., 1999). Dies ist jedoch
nicht ohne weiteres mit dem einfachen Modell der prasynaptischen Dopamin-Dysregulation

herzuleiten. Dieses Phanomen kénnte durch die Hypothese erklart werden, dass es regional
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selektive Veranderungen gibt, die zu einem niedrigen kortikalen Dopamin-Spiegel flhren,
welcher wiederum negative und kognitive Symptome beeinflusst (Laruelle, 2014). Allerdings
sollte diese Hypothese durch zuklnftige in vivo Studien getestet werden (Narendran et al.,
2014).

Bisher sind die klinischen Erfolge von Dopaminantagonisten und partiellen Agonisten auf
kognitive Beeintrachtigungen und negative Symptome eher als bescheiden anzusehen. Es
kam zum Teil sogar zu einer Verschlechterung der kognitiven Funktion (Kim et al., 2013).
Dies impliziert, dass entweder die derzeit verwendeten Medikationen unwirksam sind oder
dass weitere Substanzen, wie z. B. Glutamat, zu der kognitiven Dysfunktion beitragen
(Howes et al., 2015). Nicht wenige Schizophrenie-Patienten sind zusatzlich drogenabhangig
(Buckley et al., 2009). Bei diesen Patienten wurde eine verminderte Amphetamin-induzierte
Dopamin-Freisetzung im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe nachgewiesen
(Thompson et al.,, 2013). Zudem zeigten Cannabis-Abhangige generell eine verminderte
Dopamin-Freisetzung (Mizrahi et al., 2013). Die Bildgebung der Dopamin-Synthesekapazitat
bei Personen, die psychotische Symptome erleben, wenn sie Cannabis rauchen, zeigte eine
signifikant reduzierte striatale [18F] -DOPA-Aufnahme im Vergleich zu gesunden Probanden
(Bloomfield et al., 2014). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Verbindung zwischen
Substanzmissbrauch und Psychose einen Weg beinhalten kann, der sich von der oben
beschriebenen striatalen prasynaptischen Dopamin-Dysfunktion unterscheidet (Howes et al.,
2015).

Glutamathypothese

Als wegweisend fur die Glutamathypothese gilt die Beobachtung, dass NDMA-
Rezeptorblockaden, wie bei Ketamin oder Phenzyklidin, paranoid-halluzinatorische
Syndrome ahnlich einer symptomatischen Schizophrenie auslésen kdénnen. Dazu gehéren
sowohl Positivsymptome als auch Negativsymptome (Newcomer et al., 1999). Es wird eine
Abnahme der Aktivitdt von NDMA-Rezeptoren bei Schizophrenie postuliert, da in postmortem
Studien eine reduzierte Auspragung des Glutamatrezeptors in verschiedenen
Gehirnregionen, wie der prafrontale Kortex und dem Hippocampus, nachgewiesen werden
konnte (Harrison et al., 2003). Bei einer Hypoaktivitdt des Rezeptors kommt es zu hohen

Glutamatkonzentrationen (Moghaddam et al., 2012).
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Gamma amino butyric acid (GABA)-Hypothese

Anfang des Jahrtausends konnten Variationen in corticalen und limbischen GABA-
Neuronenpopulationen als Bestandteil der Neurobiologie der Schizophrenie nachgewiesen
werden (Lewis, 2000; Benes & Berretta, 2001). Lewis et al., (2005) stellten wahrend
postmortem Studien eine verminderte GABA Produktion im prafrontalen Cortex fest.
AulBerdem konnte eine zusatzliche Ausbildung der GABA-Rezeptoren nachgewiesen
werden, die als Kompensation fur den niedrigen GABA-Spiegel gilt (Jarskog et al., 2007).
Eine CNV Untersuchung von 2015 zeigte eine Anreicherung von CNVs, die in der GABA
Signalkette eine Rolle spielen und die postmortalen Studienergebnisse unterstitzen. Diese
Veranderungen koénnen zur Einschrankung des Arbeitsgedachtnisses filhren (Lewis und

Gonzales-Burgos, 2006).

Nikotinerge-Cholingerge Rezeptoren

Viele Patienten mit Schizophrenie sind Raucher. Dies wird als Versuch der Kompensation
des Mangels an nikotinischen-cholingeren Rezeptoren angesehen. In neuropathologischen,
bildgebenden und pharmakologischen Studien konnte die Assoziation eines Defizits der
muskarinergen Aktivitat im ZNS gezeigt werden (Raedler et al., 2007). Therapeutische
Bedeutung erlangt diese Erkenntnis durch alpha-7-nikotinerge Agonisten, die in der
Schizophrenietherapie von Nutzen sein kdnnten (Lieberman et al., 2005, Olincy and Stevens
2007). Neben dem Nachweis neurobiochemischer Veranderungen des Gehirns spielt auch
der Einfluss von genetischen Veranderungen im Zusammenhang mit anderen Faktoren, wie
z.B. Umwelteinflissen auf den Phanotyp, eine Rolle. Aulerdem kdnnen genetische

Variationen Ursache fur die neurobiochemischen Veranderungen sein.

2.2 Endophénotypen

Die genetischen Faktoren fur Schizophrenie sind bislang ungeklart, da ihr multifaktorielle
Ursachen zu Grunde liegen und ihre Vererbung nicht dem klassischen Mendelschen Regeln
folgt (Zerba et al., 2000, Sing et al., 1994, Province et al., 2001). Bei derartigen komplexen
Krankheiten entsteht der Phanotyp aus einem Zusammenspiel von Genotyp, Umweltfaktoren
und epigenetischen Faktoren, die sich bei den einzelnen Patienten unterscheiden kdnnen
(Petronis, 2001, McGuffin et al., 2002, Lewis und Levitt, 2002, Glazier et al., 2002).

Von Endophanotypen wird angenommen, dass sie einen direkteren Bezug zur genetischen
Basis zeigen und zu deren Entstehung im Gegensatz zu den vollstandig ausgepragten
Krankheitsbildern weniger Gene beitragen. Kriterien flr die Identifikation von

Endophanotypen wurden von Gottesman und Gould (2003) zusammengestellt:
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1) Der Endophanotyp ist mit der Krankheit assoziiert.
2) Der Endophanotyp ist erblich.
3) Der Endophéanotyp ist stabil, also unabhangig vom jeweiligen Status der Krankheit.
4) Der Endophanotyp wird innerhalb einer Familie zusammen mit der Krankheit
vererbt
5) Es liegt eine familiare Haufung des Endophanotypen vor, die Uber dem Durchschnitt

der Allgemeinbevdlkerung liegt.

Das Gedachtnis bzw. die kognitiven Fahigkeiten schizophrener Patienten sind nachweislich
haufiger gestort, als bei Gesunden (Schenkel und Silverstein, 2004). Das Gedéachtnis ruckt
deshalb immer mehr in den Fokus von Studien, die Endophanotypen der Schizophrenie

erforschen.

2.2.1 Das Gedachtnis

Als Gedachtnis wird die Fahigkeit des Nervensystems von Lebewesen, aufgenommene
Informationen zu behalten, zu ordnen und wieder abzurufen, bezeichnet. Es ist das Ergebnis
von bewussten und unbewussten Lernprozessen. Es gibt verschiedene Modelle fir die
Funktionsweise des Gedachtnisses. Die Einteilung erfolgt in drei Systeme (siehe
Abbildung 3).

a) Das sensorische Gedéchtnis, das fur eine unverzigliche, komplette Aufnahme der
Informationen aus der Umgebung verantwortlich ist. Die Speicherzeit betragt unter einer
Sekunde. Durch selektive Aufmerksamkeit gelangen relevante Informationen in die nachste
Gedachtnisebene (Atkinson und Shiffrin, 1968).

b) Das Kurzzeitgedéachtnis, welches eine Kapazitdt von sieben plus, minus zwei Items
(Informationseinheiten) besitzt (Miller, 1956). Die Speicherzeit betragt ca. 15 Sekunden.

c) Zur langerfristigen Speicherung miissen die Informationen durch Wiederholung und Uben

in das Langzeitgedéchtnis Gbertragen werden (Atkinson und Shiffrin, 1968).
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Abbildung 3: Mehrspeichermodell (Atkinson und Shiffrin, 1968)

Das Kurzzeitgedachtnis, auch Arbeitsgedachtnis genannt, wurde von Baddeley (1968, 1990)

weiter untergliedert (siehe Abbildung 4). Einmal in die zentrale Exekutive, die die Kontrolle

Uber die begrenzte Aufmerksamkeitskapazitat hat, die selektive Aufmerksamkeit auf den

getrennten sensorischen Speicher lenkt und eine Verteilung auf die folgenden zwei Speicher

vornimmt;

1. Die phonologische Schleife. Sie ist fur die Aufrechterhaltung und

Manipulation sprachlicher Informationen verantwortlich

2. Den visuellen und rdumlichen Notizblock, der fir die Verarbeitung von

objektbezogenen bzw. raumlichen Informationen zustandig ist

Durch das Arbeitsgedachtnis ist eine geringe Anzahl von Informationen immer in einem

aktiven verfligbaren Stadium.

visuell-
raumlicher
Notizblock

Zentrale

Executive

phonologische

Schleife

Abbildung 4: Arbeitsgedédchtnismodell (Baddeley, 1968)
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Auch das Langzeitgedachtnis wurde von Squire (1983, 1998) weiter in deklaratives und non-
deklaratives Gedéchtnis unterteilt. Das deklarative Gedachtnis wird durch explizites Lernen
erworben und ist im Neokortex lokalisiert. Es kann weiterhin in das episodische Gedachtnis,
das verantwortlich flr autobiographische Daten und in das semantische Gedachtnis, welches
fur zeitunabhangiges (Welt-)Wissen zustandig ist, unterteilt werden. Das prozeduale
Gedachtnis gehort zum non-deklarativen Part des Langzeitgedachtnisses. Darin sind
Fertigkeiten gespeichert, die automatisch ablaufen, wie z.B. motorische Ablaufe (laufen,
schwimmen usw.), die durch impliziertes Lernen erworben werden. Des Weiteren gehoren
zum nicht-deklarativen Gedachtnis das Priming (unbewusstes Wiedererinnern), welches das
leichtere Erkennen oder Prozessieren von Informationen durch eine vorangegangene
Wahrnehmung ermoglicht, die klassische Konditionierung (verknipft mit
emotionsgebundenem Lernen) und nicht-assoziatives Lernen (Vorgang der Habituation und

Sensitivierung) (Squire, 1998).

Laut Markowitsch (2002) finden vier Prozesse im Langzeitgedachtnis statt:

a) Lernen/Enkodieren - das Einspeichern von neuen Informationen.

b) Konsolidierung/Behalten — das Bewahren von wichtigen Informationen durch
regelmafiges Abrufen

c¢) Erinnern/Abrufen — die Reproduktion/Rekonstruktion von Inhalten

d) Vergessen — der Zerfall von Gedachtnisspuren durch konkurrierende Informationen.

2.2.2 Gedachtnis und Schizophrenie

Neben psychotischen Symptomen, wie z.B. Halluzinationen und Wahn (DSM-IV) kommt es
bei Schizophrenen oft zu Beeintrachtigungen der kognitiven Funktionen (Goldberg et al.,
1993, Bilder et al., 2000). Dazu gehdren vor allem Beeintrachtigungen des Gedachtnisses,
der Aufmerksamkeit und der exekutiven Funktion (Binder et al., 1998, Riley et al., 2000). Sie
treten bei Ersterkrankten, noch nicht mit Neuroleptika behandelten Patienten auf und bleiben
wahrend des Krankheitsverlaufes stabil (Cannon et al., 1994, Riley et al., 2000). Palmer et
al., (1997) fihrten eine ambulante Fallkontrollstudie mit gut integrierten schizophrenen
Patienten durch. Das Ergebnis zeigte, dass 73% der Patienten pathologische kognitive
Funktionen aufwiesen. Im Vergleich dazu waren es bei der Kontrollgruppe nur 5%. Nach den
Kriterien von Gottesman und Gould (2003) sind bestimmte kognitive Funktionen als

Endophanotypen fir die Schizophrenie verwendbar.
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Der Endophénotyp ist mit der Krankheit assoziiert. Defizite im Bereich des verbalen
Gedachtnisses bei schizophrenen Patienten und deren Verwandten konnten in
verschiedenen Studien nachgewiesen werden, auch wenn sie nicht exklusiv fur
psychische Krankheiten sind (Snitz et al., 2006, van Erp et al., 2008)

Der Endophénotyp ist erblich: Es wurde eine moderate Heritabilitadt (ca. 0,5) flr das
Gedachtnis festgestellt (Bouchard, 1998). Eine Studie mit gesunden Zwillingen zeigte
fur junge Erwachsene eine Heritabilitdt von 0,47 und fur altere eine von 0,63. Dazu
wurden ihre Ergebnisse des Untertests Logisches Gedéachtnis der Wechsler Memory
Scale ausgewertet. Tuulio-Henriksson und Kollegen (2002) schatzen die Erblichkeit
der verbalen Leistung bei schizophrenen Patienten und deren Erstgradangehdrigen
auf 0.62, da die Effektstarken durch die unterschiedlichen verwendeten Tests
variieren.

Der Endophéntoyp ist stabil: Dieses Kriterium kann untersucht werden, in dem eine
Unabhangigkeit des intermedidaren Phanotypen von dem aktuellen psychischen
Zustand nachgewiesen werden kann (Addington et al., 1991). Davidson und Keefe
(1995) konnten in ihren Studien eine Unabhangigkeit kognitiver Stérungen von der
Schwere der Positivsymptomatik feststellen. Dies bestatigt auch Nuechterlein (1986),
der Patienten im psychotischen und nicht-psychotischen Zustand auf kognitive
Beeintrachtigungen untersuchte, in der Stérungen der Aufmerksamkeit und des
Gedachtnisses als Messgrofien verwendete. Dabei stellten sich die Ergebnisse als
stabil und unabhangig vom vorherrschenden psychischen Zustand dar.

Der Endophanotyp cosegregiert innerhalb einer Familie mit der Krankheit: Es
existieren noch keine Studien, die die Cosegration des verbalen Gedachtnisses und
der Schizophrenie untersuchen. Allerdings konnte eine Studie zeigen, dass
Patienten, die zwei an Schizophrenie erkrankte Erstgradangehérige haben, in diesem
Bereich groRere Defizite aufweisen als Personen, mit nur einem betroffenen
Erstgradangehdrigen (Faraone et al., 2000). AuRerdem gibt es Hinweise, dass es
eine Korrelation von der Haufigkeit zwischen Gedachtnisdefiziten und einer
Anhaufung schizophrener bzw. schizophrenieartiger Symptome gibt.

Der Endophanotyp von betroffenen Familienmitgliedern kommt bei deren
Angehdrigen haufiger vor, als in der Allgemeinbevdlkerung: Diverse Studien
verglichen die Leistungen von adoleszenten bzw. erwachsenen Angehdrgen, die nicht
von der Erkrankung betroffen waren mit gesunden Kontrollprobanden. Dabei erzielten
die Blutsverwandten oft schlechtere Leistungen in Tests des verbalen Gedachtnisses
(Faraone et al., 1995, Cirillo und Seidman, 2003, Seidman et al., 2006).
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Das Gedachtnis, vor allem das verbale, kann als Endophanotyp klassifiziert werden. Um
genetische Faktoren zu finden, die eine Auswirkung darauf haben, wurden auch hierfur

Assoziationsstudien durchgeflhrt.

2.2.3 Genomweite Assoziationsstudien zum Gedachtnis

In einer GWA Metaanalyse von Knowles et al.,, (2014) konnten mehrere vor allem
exzitatorische Gene identifiziert werden, die einen Einfluss auf das Gedachtnis haben.
Darunter das domain containing ion transport regulator 2 (FXDY2), welches fir
Membranproteine, die als Natrium- und Kalium-Transporter im Gehirn arbeiten, kodiert (Need
et al., 2009). Dopamin inhibiert dieses Protein. Dopamin Uberschuss wird in
Schizophreniepatienten vermutet (siehe Dopamin Hypothese). Das bedeutet, nicht nur
zwischen FXDY2 und der Gedachtnisleistung, sondern auch zwischen diesem Gen und
Schizophrenie kann ein Zusammenhang bestehen, der in weiteren Studien Uberprift werden

sollte (Knowles et al., 2014).

Weiterhin wurde das Gen SCN1A identifiziert. Es codiert ein Protein, das an der Bildung von
Natrium-Kanalen beteiligt ist (Papassotiropoulos et al., 2009). In Mausen, deren SCN1A Gen
ausgeschaltet wurde, ist der GABA-Signalweg in dem prafrontalen Cortex eingeschrankt
(Knwoles et al., 2014). Eine GABAerge Hypofunktion ist eine der neurobiochemischen
Hypothesen fiir Schizophrenie und konnte schon in postmortem Studien nachgewiesen
werden (Lewis et al.,, 2005). Die Verknipfung zwischen genetischen Mutationen,
Gedachtnisleistungen und Schizophrenie liegt auf Grund dieser Ergebnisse nahe. Auch das
MAGI-1 Gen ist in Gedachtnisprozesse involviert. Es tragt als Faltprotein zur Plastizitat von

postsynaptischen Neuronen bei (Stetak et al., 2009).

2.3 Die MAGUKSs

Zurzeit gibt es zwei Hauptansatze, um Zusammenhange zwischen genetischen
Veranderungen und Schizophrenie herzustellen. Einer ist das ,common disease-common
allel* Modell, bei dem davon ausgegangen wird, dass eine Krankheit durch eine Kombination
von haufigen Allelen, welche jeweils einen moderaten Effekt haben, verursacht wird
(Lohmiller et al., 2003). Eine Assoziation zwischen der Erkrankung und den Allelen kann

durch die Untersuchung von SNPs in bestimmten Kandidatengenen nachgewiesen werden.

Der zweite Ansatz geht von einigen wenigen individuellen, sehr penetranten Mutationen

jungeren Ursprungs aus, die spezifisch fur nur einen Fall oder einzelne Familien sind. Dabei
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spielen CNVs in beiden Theorien eine bedeutende Rolle (McClellan et al., 2007). Walsh et
al., (2008) konnten in Untersuchungen des Erbmaterials von Schizophreniepatienten 24
Gene nachweisen, die eine strukturelle Mutation aufweisen. Davon sind nachweislich 11 in
Signalkaskaden, die zur Gehirnentwicklung beitragen, involviert. Unter anderem die MAGI
(MAGUKs with Inverted Orientation) Gene, die an neuronalen Synapsen lokalisiert sind und
dadurch zur Entwicklung von zellularen Signalnetzwerken beitragen. Die MAGI Gene
codieren fur Proteine die zur Klasse der Gerustproteinklasse der MAGUKs (Membrane-

associate guanylate kinase) gehoren (Dobrosotskaya et al., 1997).

Ein Review zu dieser Thematik aus dem Jahr 2009 favorisiert ebenfalls diesen zweiten
Ansatz. Hier wird den seltenen genomischen Deletionen und Duplikationen ein hoher
Stellenwert in der Atiologie der Schizophrenie zugesprochen. Forschungsergebnisse deuten
darauf hin, dass die genetische Architektur von neuropsychiatrischen Erkrankungen durch
eine Konstellation von seltenen Mutationen in vielen verschiedenen Genen gepragt ist.
Genetische Heterogenitat ist ein Merkmal der Schizophrenie; Umgekehrt ist die
phanotypische Heterogenitat ein Merkmal aller Schizophrenie-assoziierten Mutationen.
Beide Arten von Heterogenitat spiegeln vermutlich die Komplexitat der Neuroentwicklung
wider (Sebat et al., 2009).

2.3.1 Die Gruppe der Membrane-associate Guanylate kinases (MAGUKSs)

Die MAGUK Familie ist eine Gerustproteinklasse (Dimitratos et al., 1999, Lye et al., 2010).
Ihre Aufgabe besteht darin, Signalmolekile zu Ilokalen multimolekularen Komplexen

zusammen zu setzen. Sie erflllen damit zwei sich Uberschneidende Funktionen:

1) Lokalisieren, Rekrutieren und Organisieren anderer Proteine an der
Plasmamembran, um es extrazellularen Signalen zu ermdglichen, eine intrazellulare
Antwort auszulésen (Dimitratos et al., 1999)

2) Aktion als molekulares GerUst- bzw. Ankerprotein, das wichtig fur die Instandhaltung
der Zellarchitektur ist (Dimitratos et al., 1999, Laura et al., 2002)

Es war moglich die MAGUKs in folgenden Lebewesen nachzuweisen: Drosophila,

Caenorhabditis, Xenopus, Hydra, Kugelfisch und Saugetieren (Dimitratos et al., 1999).
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MAGUKs weisen eine Reihe von charakteristischen Doméanen auf, unter anderem (vom

Amino- zu Carboxyl-Ende):

1) ein oder drei Kopien der PDZ (PSD95/Disc Large ZO-1) Domane (Tsukita et al.,
1999; Gonzalez-Mariscal et al., 2000, Oliva et al., 2012),

2) eine SH3 (Src-homology 3) Doméane und

3) eine Region, die homolog zur zytosolischen Guanylkinase (GUK) von Saugetieren
und Hefe ist (Dobrosotskaya et al., 1997).

Alle drei Domanen sind involviert in Interaktionen zwischen Proteinen und machen dadurch
die Rekrutierung und das Zusammensetzen von Signal- und Zytoskelettmolekilen zu

groflieren Komplexen mdaglich.

Fir die MAGUK-Proteine sind drei Domanen beschrieben.

Eine PDZ (PSD95/Disc Large/Z0O-1) Domaéne ist ca. 80-100 Aminosauren lang (Songyang
et al., 1997). Die Benennung erfolgte nach den drei Proteinen (PSD (post synaptic density)
95/SAP90, Septate Junction Protein Discs Large aus Drosophila melanogaster und Tight
Junction Zonula occludens-1 (Hung and Sheng 2002)), in denen sie zu erst nachgewiesen
werden konnten. Ihre Bindemechanismen sind bis jetzt mit am Besten charakterisiert worden
(Dimitratos et al., 1999). Sie binden vorwiegend an die Carboxylenden von transmembranen
und zytoplasmischen Proteinen, um sie zu verschiedenen unterschiedlichen intrazellularen
Stellen zu dirigieren (Songyang et al., 1997). AuRerdem beeinflussen sie die Organisation
von grofleren Proteinkomplexen an spezifischen, subzelluldaren Kompartimenten (Hung,
2002). Die verschiedenen PDZ Domanen ahneln sich in ihren Aminosequenzen und teilen
sich Strukturelemente, sind aber unterschiedlich genug, um selektiv an Ziele zu binden
(Dimitratos et al., 1999).

Die SH3 (Src-homology 3) Domanen wurden nach der Proteinkinase c-Scr benannt, in der
sie zuerst beschrieben wurden. Sie falten sich in 5 antiparallele [R-Stréange, die sich
abwechselnd in zwei aufrechte Faltblatter anordnen (Dimitratos et al., 1999) und zeigen eine
Affinitat fur linksgedrehte Polyprotein Helizes (Songyang et al., 1993, Cohen et al., 1995).
Die SH3 Domanen sind prasent in Proteinen, die transmembrane Rezeptoren mit
intrazellularen Signalmolekilen verbinden. Sie vermitteln durch das Erkennen von Prolin-
reichen Sequenzen spezifische intrazellulare Proteininteraktionen (Weng et al., 1995). |hre
Anwesenheit in MAGUKs offnet viele Moglichkeiten flir Protein Wechselwirkungen durch

Signaltransduktionswege (Dimitratos et al., 1999).
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Die GUK (Guanylkinasen) Domanen sind zu 37% identisch in ihren Aminosduresequenzen
zum Guanylat-Kinase-Enzym. Trotzdem sind sie enzymatisch inaktiv und dienen

hauptséachlich der Proteinbindung (Kim et al., 1997).

Die Prasenz von Domanen mit vermutlich enzymatischen Funktionen zusatzlich zu
spezialisierten Protein-Protein Interaktionsdomanen unterscheidet die MAGUKSs von anderen
Gerustproteinen (Dimitratos et al., 1999). Sie sind fur die Entwicklung und Konservierung von
Membrandomanen von grofter Relevanz und stellen eine Verknlpung zwischen den
integralen Plasmamembranproteinen und dem Zytoskelett her. Die MAGUKS wurden mithilfe

ihres Ursprungs in Choanoflagellaten in finf Gruppen unterteilt (de Mendoza et al., 2010):

1. DLG (Disc Large)- Gruppe, mit DLG1-5, ZO 1-3- und CARMA (Caspase Recruitment
Domain)

2. MPP (palmitoilyated membrane protein)- Gruppe mit MPP 1-7 und CASK
(Calcium/Calmodulin  abhangige Proteinkinase), ein Protein, das auch als
Proteinkinase fungiert.

CACNB (Calcium Channel beta subunit)- Gruppe
MAGI (Membrane Associated Guanylate Kinase Inverted)- Gruppe mit MAGI 1-3
DLG- ahnliche Gruppe. Dies sind MAGUKS mit zahlreichen PDZ- oder einer Tyrosin-

Phosphatase-Domane

MAGUKSs sind auch an prasynaptischen und postsynaptischen Regionen des Zentralen
Nervensystem zu finden (Dobrosotskaya et al., 1997). Dort spielen sie sowohl bei der
synaptischen Entwicklung als auch bei Vorgangen, die fur die synaptische Plastizitat
verantwortlich sind, eine Rolle in der Entwicklungsphase. Dabei sind sie u. a. fir die
postsynaptische Ausdehnung durch Verlinkungen mit anderen Geristproteinen und dem
Zytoskelett verantwortlich und haben eine Clusterisierung von Rezeptoren (z.B. Glutamat)
(Zheng et al., 2011). AuBRerdem sind MAGUKs in die Langzeitpotenzierung (LTP) und
Langzeitdepression (LTD) involviert, in dem sie selbst oder ihre Bindungspartner
phosphoryliert werden. Der gesamte Entwicklungsprozess einer Synapse hangt also vom
Vorhandensein der MAGUKSs ab (Zheng et al., 2011).

Roh und Margolis (2003) fihrten eine Studie zu MAGUKSs beziiglich ihres Einflusses auf die
Zellpolaritat durch. In Drosophila konnten sie drei verschiedene PDZ-Komplexe nachweisen,
die wahrend der Entstehung von Zell-Adhasionen und epithelialer Zellpolaritat entscheidend
sind. Diese sind: Baz(ooka)/DmPar6/DaPKC (Drosophila atypical PKC), Crb (Crumbs, ein
transmembranes Protein)/Std (Stardust)/DIt (Discs Lost) und Scrib (Scribble)/Dlg (Discs
Large)/Lgl (Lethal Giant Larvae). Der subapikal lokalsierte Komplex Baz/DmPar6/DaPKC ist
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in die Morphogenese des Drosophila-Epithels involviert (Roh und Margolis 2003). Bei Fehlen
von einem von drei Komplexe in Fliegenembryos kam es zu einer gravierenden
Beintrachtigung der apicobasalen Epithelpolaritdt. Es ergaben sich daraus grundlegende
Veranderungen in der Struktur, sowie ein Ausbleiben der Anordnung in Monolayers (Wodarz
et al.,, 1995). AuBerdem entstand der Verdacht, dass es bei Verlust eines Komplexes zu
Zellteilungsstérungen durch eine fehlerhaft ablaufende Mitose kommen kdnnte. Doe et al.,
(2001) fahrten dazu eine Untersuchung an Caenorhabditis elegans (C.elegans) Eizellen
durch, in denen sie einen Komplex konservierten (Doe und Bowerman, 2001). Beziglich des
Crb/Sdt/Dlt-Komplexes, der sich ebenfalls in der subapikalen Region befindet, finden sich
auch Untersuchungen, die eine Beteiligung an der epithelialen Zellpolaritat haben (Knust und
Boissinger, 2002). Sie weisen nach, dass bei fehlerhafter Expression von Crb-, Sdt-, oder

DIt-Expression eine Stérung der apicobasalen Polaritat vorliegen kann (Knust et al., 1993).

Auch in Epithelzellen von Vertebraten wurden Protein-Komplexe gefunden. Dies legt die
Vermutung nah, dass eine Homologie zwischen den Funktionsweisen und zellularen
Einflissen der MAGUKSs in z.B. Drosophila und wesentlich komplexeren Organismen wie

dem Menschen bestehen kénnte (Roh und Margolis, 2003).

2.3.2 Die Membrane-associated Guanylate Kinase Inverted- Gene (MAGI- Gene)

Die MAGI Gene 1-3 kodieren flir Proteine, die in den verschiedensten Koérperregionen zu
finden sind. Sie unterscheiden sich durch drei Charakteristika von den anderen Mitgliedern
der MAGUK Familie (Laura et al., 2002; Dobrosotskaya et al., 1997):

1) Die GUK Doméane ist am NH2 Ende zu finden und nicht am COOH Ende, daher
auch der Name MAGUKS with Inverted orientation (Dobrosotskaya et al., 1997)

2) Die SH3-Domanewird durch zwei WW Domanen ersetzt, welche nach zwei
konservierten Tryptophanresten benannt wurde (Sudol et al., 1995, Patrie 2005). Sie
konnten in Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten, wie z.B. dem Liddle
Syndrom, Muskeldystrophie und Alzheimer gebracht werden (Sudol, 1996).

3) Es sind funf, und nicht die Ublichen ein bis drei, PDZ-Domé&nen vorhanden
(Dobrosotskaya et al.,1997). Diese interagieren mit einer Reihe von Liganden z.B. mit
NMDA Rezeptoren oder Neuregulin (Ide et al., 1999, Patrie et al., 2001).
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Die Interaktion der unterschiedlichen Domanen an verschiedenen Stellen im Korper, unter
anderem im Gehirn, ist ein wichtiger Faktor in der Reizleitung. Sie stehen auflerdem im
Zusammenhang mit einer groBen Anzahl von schon bekannten, bei psychiatrischen

Krankheiten eine Rolle spielenden, Molekilen (Karlsson et al., 2012).

2.3.2.1 MAGI-1

Das MAGI-1 Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 lokalisiert (3p14.1). Es codiert
fur ein Gerustprotein, dass flr den Aufbau und die Aufrechterhaltung des Gerists
multimolekularer Komplexe verantwortlich ist. Sie finden sich oft an der subzellularen
Membranseite polarisierter Epithelzellen und Neuronen. Auch in Hundenieren konnte MAGI-
1 nachgewiesen werden. Dort findet man die langste Variante des MAGI-1 Proteins
(Dobrosotskaya et al., 1997). Andere Isoformen konnten in postsynaptischen Membranen im

Gehirn gefunden werden (Laura et al., 2002).

Das MAGI-1 Protein spielt vermutlich auBerdem eine Rolle bei der Ubertragung von
regulierenden Signalen von der Zelloberflache zum Nukleus und ist daflir hauptsachlich in
membran- und zytoplasmatischen Zellbestandteilen vorhanden (Dobrosotskaya et al., 1997).
Es sind sieben lIsoformen des MAGI-1-Transkripts im Menschen bekannt, die durch

alternatives Splicen entstehen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Die MAGI-1-Isoformen (Uniprot 2012)

Isoform TLL (aa) TSL (bp) Masse (Da) Exons
1 (MAGI-1C-a-1) 1491 1462 164,6 23

2 (MAGI-1C-B) 1462 7062 161,6 23

3 (MAGI-1A-a-B1) 1256 6178 136,9 23

4 (MAGI-1A- a) 1160 3555 126,9 21

5 (MAGI-1B-a-B) 1287 7235 140,4 25

6 (MAGI-1C- B2) 1451 - 160,4 -

7 (MAGI1C- B3) 1452 - 157,8 -

TLL = Translationslange, aa = Aminosaure, TSL = Transkriptionslange

MAGI-1 Proteine sind ein weitverbreiteter Bestandteil der Zonula occludens verschiedener
Organe. Isoform 1,2 und 6 kommen u.a. in Kolon, Nieren und Leber vor, Isoform 3, 4 und 5 in

Gehirn und Herz (Laura et al., 2002, Patrie et al., 2005). Isoform 7 reguliert wahrscheinlich
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die Stromungen des Amiloridsensiblen-Kationen-Kanal-Proteins 3 (ACCN3). Dieses spielt
eine entscheidende Rolle in der Regulation der pH-Kontrolle in der Zelle (Uniprot 2012).

Vermutet wird, dass noch mehr als nur die sieben Isoformen existieren (Laura et al., 2002).

Eine potentielle Assoziation mit psychiatrischen Phanotypen ergibt sich aus den
Interaktionen der MAGI-1 Proteine mit anderen Molekilen, von denen eine Beteiligung an
der molekularen Pathologie von psychiatrischen Erkrankungen, speziell Schizophrenie als
auch kognitive Stérungen, bereits bekannt ist (Nishimura et al., 2002, lida et al., 2004).
Buxbaum et al., (2008) postulieren, dass MAGI-1 mit dem NRG1-ERBB4 Signalwegen
gekoppelt ist und daher als potentielles Kandidatengen fir Schizophrenie angesehen werden
kann. MAGI-1 kann sich mit Neuroligin und dadurch auch mit Neurexin verbinden.
Deletionen in diesen beiden Molekilen konnten in Schizophrenie nachgewiesen werden
(Kirov et al., 2008; Rujescu et al.,, 2009). Ein mdglicher Zusammenhang zwischen
virusbedingten Infektionen der Mutter wahrend der Schwangerschaft und dem Risiko an
Schizophrenie zu erkranken, ist bereits seit langerem bekannt (Mednicket al., 1988, Brown et
al., 2001, 2002). Kranjec und Banks (2011) waren in der Lage MAGI-1 als ein

Hauptangriffsziel flr virale Proteine zu identifizieren.

Dies stellt einen weiteren mdglichen Zusammenhang zwischen pranataler viraler Exposition

und neuronalen Gehirnentwicklungsstérungen bei Schizophrenie dar.

2.3.2.2 MAGI-2

Das Gen, welches fur die MAGI-2 Proteine codiert, ist ein relativ groRes (1.5 Mbp) und
befindet sich auf dem langen Arm des Chromosom 7 an Position 7g21.11 (Koide et al.,
2012). Das vom MAGI-2 Gen kodierte Protein ist ebenfalls ein Gerlstprotein an Synpasen
und hilft Neurotransmitterrezeptoren und Zelladhasionen zu organisieren. Es besteht die
Annahme, dass es eine Rolle in aktivinvermittelten Signalen in Neuronen spielt. AuRerdem
ist es an der Rekrutierung des nerve growth (NGF)-factors fir die spateren Endosomen und
Neuriten Auswuchs (Uniprot 2012) beteiligt. Es konnten zwei MAGI-2 Isoformen (Tabelle 2)

nachgewiesen werden. Die Vermutung liegt nah, dass noch mehr Varianten existieren.
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Tabelle 2: Die MAGI-2 Isoformen (Uniprot 2012)

Isoform TLL (aa) TSL (bp) Masse (Da) Exons
1 1455 6861 18,8 22
2 1441 6800 157,2 21

TLL (Translationslange in Aminosaurenanzahl); TSL (Transkriptionslange in Basenpaaren)

Es konnte nachgewiesen werden, das MAGI-2 durch Bindung an den ERBB4-NRG1
Komplex, mit neuronalen Synapsen interagiert. Aulerdem tragt MAGI-2 zur Bildung von
neuronalen  Signalnetzwerken, neuronalem  Wachstum, Migration, Proliferation,
Differentiation, = Apoptosis und  Synapsenformation bei  (Giehl, 2007). In
Schizophreniepatienten konnten strukturelle Veranderungen in diesem Gen nachgewiesen
werden. Durch die oben beschriebenen Funktionen des Gens ist eine mdgliche Beteiligung
an der molekularen Pathogenese der Schizophrenie nicht auszuschliefen (Walsh et al.,
2008). Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass MAGI-2 mit exzitatorischen NMDA-

Rezeptoren interagiert (Danielson et al., 2012).

Diese Erkenntnis ist kongruent mit der o.g. Glutamat Hypothese. Koide et al., (2012)
postulierten, dass SNP Variationen im MAGI-2 Gen das Risiko einer Psychose erhéhen, da
es ein indirekter Modulator von NMDA-Neurotransmission ist und Einfluss auf mit NMDA

assoziierte kognitive Funktionen hat, die auch im Zusammenhang mit Psychosen stehen.

2.3.2.3 MAGI-3
Das MAGI-3 Gen ist auf Chromosom 1 auf 1.p13.2. lokalisiert. Das Protein besteht aus 1506
Aminosauren und fungiert als Gerustprotein und ist an der Regulation von Signalkaskaden
beteiligt (Adamsky et al., 2003). Es besitzt sechs PDZ-Domanen, eine GUK-Domane und
zwei WW-Domanen. Durch alternatives Splicen entstehen vier Isoformen (Tabelle 3). Auch

hier liegt die Vermutung nah, dass noch mehr Isoformen existieren.

Tabelle 3: Die MAGI-3 Isoformen (Uniprot 2012)

Isoform TLL (aa) TSL (bp) Masse (Da) Exons
1 1506 3579 165,6 22
2 1150 3911 126,0 22
3 1125 6508 123,4 21
4 1481 6430 163,0 21

TLL (Translationslange in Aminosaurenanzahl); TSL (Transskriptionslange in Basenpaaren)
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Nachweise von MAGI-3 konnten in Neuronen des Cortex, vor allem im dentalen Gyrus, in
Ependymalzellen und Astrozyten erbracht werden. Es spielt eine Rolle bei sekretorischen
Pfaden und interagiert mit Wachstumsfaktoren (Franklin et al., 2005). MAGI-3 kodiert flir ein
Gerustprotein an cell junctions, das verschiedene Zell- und Signalprozesse reguliert. Es geht
Kooperationen mit PTEN (Phosphatolynositol-3,4,5-triphosphat-3phosphatase) ein und
moduliert so die Kinaseaktivitat von AKT (Alpha serine/threonine-protein kinase). Das MAGI-
3 Protein interagiet mit PTPRB (Protein Tyrosinphopatase Receptor Type B) und
tyrosinphosphorylierten Proteinen und kénnte dadurch den Tyrosinphosphataserezeptor mit
seinen Substraten an der Plasmamembran verbinden (Uniprot 2012). Auf3erdem durfte es in
polarisierten Zellen an dem Transport von TGFA (Transforming growth factor, alpha) zur
Zelloberflache beteiligt sein (Uniprot 2012). Mutationen im MAGI-3 Gen legen auf Grund

seiner Funktionen eine Stérung der Entwicklung des Gehirns nah.

MAGI-2 und kognitive Leistungen

Koide et al., (2012) publizierten eine Fall-Kontroll-Assoziation-Studie zu Schizophrenie und
dem Zusammenhang mit MAGI-2 SNPs. Zusatzlich beleuchteten sie noch die Involvierung
des MAGI-2 Proteins in Glutamataktivitdten im Zusammenhang mit kognitiven Fahigkeiten.
Basierend auf Resultaten aus einer, in der japanischen Population durchgefiihrten, grof3en
genomweiten Assoziationsstudie (JGWAS) (lkeda et al., 2011), wurden vier SNPs des MAGI-
2 Gen in einer weiteren unabhangigen japanischen Stichprobe (1624 Falle, 1621 Kontrollen)
auf einen potenziellen Zusammenhang mit Schizophrenie untersucht. Der WCST (Wisconsin
Card Sorting Test) wurde in 114 Fallen und 91 Kontrollen zur Evaluierung der exekutiven
Funktion durchgefuhrt. Koide et al., (2012) fanden mogliche Assoziationen zwischen
Schizophrenie und den SNPs rs2190665 (p=0,0033) bzw. rs4729938 (p=0,027). Zusatzlich
gab es ein signifikantes Ergebnis und eines mit Tendenz zur Signifikanz bzgl. kognitiver
Fahigkeiten. Trotzdem kein eindeutiger Beweis fir eine Assoziation zwischen den MAGI-2
Varianten und einer Schizophrenierkrankung hergestellt werden konnte, ist es moglich, dass
sie ein erhdhtes Risiko fur kognitive Einschrankungen in schizophrenen Patienten zur Folge
haben (Koide et al., 2012).

SNPs in MAGIs und Schizophrenie

Neuregulin und ERBB4 konnten genetisch und funktionell mit Schizophrenie in Verbindung
gebracht werden, vor allem weil sie in der Entwicklung des Gehirns eine wichtige Rolle
spielen (Buxbaum et al., 2008). Buxbaum und Kollegen (2008) konnten mit Hilfe des yeast-
two-hybrid Systems MAGI Gerustproteine als ERBB4 bindende Proteine identifizieren. MAGI
wird durch die Anwesenheit von ERBB 2 oder 3 und 4 tyrosinphosphoryliert. Dieser Effekt
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wird durch Neuregulin noch verstarkt. Zusammen mit PPTRbeta (Phosphotyrosin-
Phophatase-Rezeptor beta), von dem bekannt ist, dass es mit MAGI Proteinen interagiert,
und ERBB4, wird nachweislich ein Phosphotyrosinkinase/Phosphotyrosinphosphatase
Komplex geformt (Buxbaum et al.,, 2008). Studien in kultivierten Zellen konnten eine
raumliche und funktionelle Assoziation zwischen ERBB4, MAGI Protein und RPTPbeta
nachweisen. Weiterfuhrend wurden die MAGI und PPTRbeta Gene in einer Fall-Kontroll-
Studie einer kaukasischen, groRbritannischen Population (n=1400) bezuglich ihrer moglichen
Assoziation mit Schizophrenie untersucht (Buxbaum et al., 2008). Zusatzlich wurden 18
SNPs im MAGI-1, 24 SNPs im MAGI-2 und 21 SNPs im MAGI-3 aus dem DNA-Pool
analysiert. Buxbaum et al., (2008) konnten flir mehrere Marker eine nominell signifikante
Assoziation nachweisen und anschlieend individuell genotypisieren. Signifikante
Markersignale ergaben sich fur MAGI-1 (rs9880852, p=0,033), MAGI-2 (rs2868865, p=0,011)
und MAGI-3 (rs1230661, p=0,028). Eine genweite Signifikanz konnte allerdings fiir keinen

dieser SNPs erreicht werden.

CNVs in MAGI Genen im Zusammenhang mit psychiatrischen Erkrankungen

Karlsson et al. (2012) untersuchten in einer Studie moégliche Zusammenhange zwischen
MAGI-1 sowie -2 und bipolaren Erkrankungen bzw. Schizophrenie. Sie gingen davon aus,
dass diese Erkrankungen ahnliche genetische Risikofaktoren besitzen, so dass eine
Stichprobe aus bipolaren und schizophrenen Patienten und Kontrollen gebildet wurde.
Untersucht wurden potentielle genomweite CNVs (Copy Number Variation) von 48 Familien
mit bipolarer Stérung. Die Ergebnisse der signifikantesten CNVs von der famililienbasierten
Analyse wurden durch Untersuchung von 4048 Probanden mit bipolarer, schizoaffektiver
Krankheit oder Schizophrenie verifiziert. AulRerdem fand eine Analyse eigener und
publizierter Daten mit 10 925 Fallen mit den o.g. Krankheiten und 16 747 Kontrollen statt
(Karlsson et al., 2012). Karlsson und Kollegen (2012) konnten eine 200 kb umfassende
Deletion im ersten Intron des MAGI-1 Gens (Chromosom 3: 65, 649, 762-65, 848, 146) im
Stammbaum einer bipolar erkrankten Familie identifizieren. Die gepoolte Analyse detektierte
sieben weitere Insertionen bzw. Deletionen Gber 100 kb in MAGI-1 bei betroffenen Personen
im Gegensatz zu nur zwei CNVs bei den Kontrollen (p=0,023) (siehe Abbildung 5). Auf Grund
von friheren Arbeiten, in denen MAGI-2 mit Schizophrenie assoziiert werden konnte (Walsh
et al., 2008), wurde auch dieses Gen mit in die Studie einbezogen. In der gepoolten Analyse
von MAGI-2 wurden zwei grof3e Deletionen in Fallen und zwei Duplikationen in Kontrollen

gefunden (Karlsson et al., 2012).
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Abbildung 5: MAGI-1 CNVs <100kb, die in der Studie von Karlsson et al., 2012 identifiziert
wurden. Rote Balken: Deltionen. Blaue Balken: Duplikationen. *: groBe CNVs, die die Breite
dieser Abbildung lberschreiten. Ch3: Chromosom 3. FHCR: Fred Hutchinson Cancer
Research Center. ISC: International Schizophrena Consortium. MB: Megabasen. NIMH:
National Institute of Mental Health. Par-cap: Pharmacogenomics and Risk of Cardiovascular
Disease-Cholesterol and Pharmoacgenetics. SZ: Schizophrenie. WTCCC: Wellcome Trust
Case Control Consortium (Karlsson et al., 2012)

Psychiatrische Erkrankungen, also auch Schizophrenie, gehen oft mit kognitiven
Einschrankungen einher (Keshevan et al., 2008). Verantwortlich dafir sind u.a. molekulare
Mechanismen, in denen GerUstproteine eine Rolle spielen. MAGUKs kodieren fur solche
Gerustproteine (Dobrosotskaya et al., 1997). MAGI Gene gehéren zu den MAGUKSs und sind
vor allem in Synapsen und an epithelialen Schnittstellen zu finden (Laura et al., 2002). Koide
et al., (2012) fanden eine Assoziation zwischen SNPs des MAGI-2 Gens und Schizophrenie
in einer japanischen Fall-Kontroll-Studie. MAGI-1 Proteine finden sich vor allem in
postsynaptischen Zellen, wo sie mit einer Vielzahl von Molekilen interagieren und eine Rolle
in bipolaren Erkrankungen und Schizophrenie spielen (Karlsson et al., 2012). Zu diesen
Molekilen gehdéren unter anderem ERBB4 und der Glutamatrezeptor (Buxbaum et al., 2008),
mit denen das MAGI Protein einen Komplex eingeht. Die genetische Assoziation mit
Schizophrenie konnte hier aber nicht bestatigt werden. Fir MAGI-3 konnten bisher keine
Assoziationen mit Schizophrenie nachgewiesen werden. Da sie auch im Gehirn exprimiert
werden, ist eine Beteiligung ihrerseits in der Schizophrenie oder kognitiven Stérungen nicht
unwahrscheinlich. Weitere Untersuchungen, auch fur die Méglichkeit neue Therapieansatze

zu gewinnen, werden empfohlen (Karlsson et al., 2012)
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3 Fragestellung

Schizophrenie ist eine schwere, bis heute nicht heilbare Erkrankung, die mit schweren
kognitiven Stdrungen einhergeht. Durch wissenschaftliche Arbeiten konnte festgestellt
werden, dass nicht nur Umweltfaktoren, sondern auch genetische Ursachen eine
entscheidende Rolle in ihrer Entwicklung spielen. Durch Fall-Kontroll-Assoziationsstudien ist
es bereits gelungen, einige Suszebilitdtsgene fur die Krankheit zu identifizieren und die

Wirkung von Basenaustauschmutationen zu verifzieren.

MAGIs, als eine Untergruppe der MAGUKs, sind durch ihre vielfaltigen
Bindungsmadglichkeiten in der Lage viele verschieden Aufgaben in der Entwicklung von
Zellen zu Ubernehmen und mit Partnern zu interagieren, die bereits mit Schizophrenie,
kognitiven Stérungen oder anderen psychischen Erkrankungen in Verbindung gebracht

werden konnten.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die SNPs rs9880851 des MAGI-1 Gens, rs2868865 des
MAGI-2 Gens und rs1230661 des MAGI-3 Gens in einer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie und
einer Endphanotypen Studie mit Schizophrenie oder kognitiven Einschrankungen zu
assoziieren. Daflir wurden 316 gesunde Probanden aus dem Muinchner Grof3raum und 139
Schizophrenie-Patienten kaukasischer Herkunft ausgewahlt, deren genomische DNA
genotypisiert wurde und deren kognitiven Fahigkeiten mit der Wechsler Memory Scale

getestet wurden.
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4.1 Vorbedingungen der Studiendurchfiihrung

Vor dem Anfag der Untersuchungen stimmte die lokale Ethikkommission der Durchflhrung
zu. Alle Teilnehmer partizipierten freiwillig und konnten sich zu jedem Zeitpunkt ohne Angabe
von Grunden fur einen Ausstieg aus der Studie entscheiden. Bei Beginn wurden alle
potentiellen Probanden in einer Besprechung tUber den Charakter, den geplanten Ablauf und
das Ziel der Studie informiert. Es erfolgte eine Aufklarung, Gber die Anonymisierung der
erhobenen Daten inklusive der entnommenen Blutproben. Die Probanden unterzeichneten
eine Einverstandniserklarung und erklarten damit ihre Bereitschaft zur Teilnahme an der
Studie.

4.2 Studienteilnehmer

Tabelle 4: Alters-, Geschlechtsverteilung und Bildungsstand der Stichprobe
Gruppe Alter (Jahre) Geschlecht n (%) Bildung n (%)
Mittelwert (SD)| mannlich weiblich niedrig mittel

hoch
Kontrollen 47,73 (14,88) 149 (47,2) 167 (52,8) 67 (21,2) 126 (39,9)
Patienten 39,05 (10,33) 87 (62,6) 52 (37,4) 43 (30,9) 45 (32,4)
Gesamt (%) 236 (51,9) 219 (48,1) 110 (24,2) 171 (37,6)

Niedrig-Hauptschulabschluss (bzw. Aquivalent), mittel-mittlere Reife (bzw. Aquivalent), hoch-
Abitur (bzw. Aquivalent)

4.3 Fall-Kontroll-Assoziationsstudie

Der vorliegenden Arbeit liegt eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie zu Grunde, bei der der
Zusammenhang von drei verschiedenen SNPs auf dem MAGI-1-, -2 und -3 Gen mit
Schizophrenie untersucht wurde. Teilnehmer der Studie waren sowohl gesunde Personen

(Kontrollprobanden) als auch Personen, die an Schizophrenie erkrankt waren.
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4.3.1 Kontrollprobanden

Die Stichprobe der Kontrollprobanden bestand aus 316 Personen, 47,2% mannliche und
52,8% weibliche. Die deutschstdmmigen Personen waren alle zuféllig ausgewahlt und
kamen aus Minchen und Umgebung. Das Durchschnittsalter betrug 47,73 Jahre. Zur
Rekrutierung der Probanden wurden nicht verwandte Personen angeschrieben. Bestand
Interesse, wurde ein Telefonscreening durchgefihrt, bei dem vorab geklart wurde, ob bei
dem potentiellen Probanden oder seinen Verwandten psychiatrische oder neurologische
Erkrankungen vorlagen. War dies nicht der Fall, wurde eine ausfiihrliche Anamnese
durchgefuhrt, in der allgemeine biographische Daten, weitere Vorerkrankungen, das
Rauchverhalten und Suizidalitat erfragt wurden. Den Probanden wurden Inhalt, Verlauf und
Ziel der Studie erlautert. Sprach auch nach dieser Befragung nichts gegen eine Teilnahme
der Person, erfolgte eine Einladung zu einem Interview in die Klinik. Am Ende des
Gespraches musste der Patient seine Bereitschaft freiwillig an der Studie teilzunehmen,

durch eine Unterschrift unter eine Einverstandniserklarung dokumentieren.

Wahrend des Interviews wurde das strukturierte klinische Interview fiir DSM-IV (SKID)
verwendet. DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manuals for Mental Disorders) (Wittchen et
al., 1997) ist eine internationale Klassifikation flr psychiatrische Erkrankungen in der vierten
Revision unterteilt in finf Achsen. SKID | befasst sich mit Achse | (aktuelles
psychopathologisches Syndrom, z.B. Missbrauch und Abhangigkeit, affektive und
somatoforme Stérungen, Essstérungen usw.) und SKID Il mit Persoénlichkeitsstérungen. Das
Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI) (Richter und Guthke 1996) diente der
Erfassung von kritischen Lebensereignissen und deren Relevanz fur individuelle

Lebensziele.

Zum Ausschluss psychiatrischer Diagnosen bei einem Familienmitglied wurde das Family
History Assessment Module (FHAM) benutzt (Rice et al., 1995). Konnte wahrend und durch
das Interview ausgeschlossen werden, dass neurologische oder psychiatrische
Erkrankungen bei den Probanden oder ihrer Verwandtschaft vorlagen, so kam es zum

Einschluss in die Studie.
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4.3.2 Patienten

Fir die Patientengruppe wurden 139 Personen kaukasischer Herkunft ausgewahlt, bei
denen bereits eine Schizophrenie diagnostiziert wurde (lifetime). Beim Erstkontakt erfolgte
eine ausfuhrliche Aufklarung Uber Inhalt, Durchflhrung und Zielsetzung der Studie. Bei
bestehendem Interesse folgte eine Einladung zu einem Gesprach in die Klinik. Es wurden
nur stabile Patienten in die Studie eingeschlossen. Die Patienten unterschrieben, wie die
Kontrollprobanden auch, eine Einverstandniserklarung und nahmen freiwillig an der Studie

teil.

Es erfolgte eine einleitende ausfihrliche Anamnese mit Hilfe von standardisierten Bogen, in
der relevante biographische Daten (Alter, Schulabschluss, Familienstand, Wohnsituation
usw.), psychiatrische und nicht-psychiatrische Erkrankungen, soziale Kontakte im Kindes-
und Jugendalter, belastende Lebensereignisse, eventuelle Suizidversuche, Medikamenten-,
Drogen- oder Alkoholmissbrauch, sowie Rauchverhalten erfasst wurden. Dokumentiert
wurden ebenfalls Erkrankungen des neurologischen oder psychiatrischen Formenkreises bis

zum dritten Grad biologischer Verwandter.

Danach wurde das SKID | zur Uberprifung der Diagnose und zur Erfassung der genauen
klinischen Symptomatik und dem Verlauf der Schizophrenie gemal® DSM-IV (Sal¥ und
Houben 1996) durchgeflihrt. Flr die Diagnose Schizophrenie missen laut DSM-IV zwei von
funf nachfolgend genannten Symptomen uber einen Zeitraum von mindestens einem Monat
vorhanden  sein:  Negativsymptomatik  (z.B.  Antriebshemmung oder Alogie),
Wahnvorstellungen, Halluzinationen, desorganisierte Sprechweise, grob desorganisiertes
oder katatones Verhalten. Traten ausgepragte Wahnvorstellungen oder Halluzinationen in
Form von kommentierenden dialogisierenden Stimmen auf, so reicht auch ein Merkmal fur
die Diagnose aus. Zusatzlich sollte zeitweilig eine negative Entwicklung in einem
Funktionsbereich wie z.B. im Arbeitsbereich bemerkbar gewesen sein. Eine Stérung muss
mindestens sechs Monate bestehen, wovon ein Monat durch die Symptome einer akuten
Phase gekennzeichnet sein muss. Wahrend der Prodromal- und Residualphasen ist es

ausreichend, wenn nur negative Symptome eruierbar waren.

Anhand der Ergebnisse von SKID | erfolgte ein differentialdiagnostischer Ausschluss von
schizo-affektiven Stérungen, wahnhaften Stérungen, affektiven Stérungen mit psychotischen
Merkmalen, sowie kurzen oder nicht naher zu bestimmenden Stérungen, die zu einem

Ausschluss des Patienten geflihrt hatten. Lag der Verdacht einer Personlichkeitsstérung vor,
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wurde das SKID Il durchgefiihrt. SKID | ermoglichte auRerdem das Feststellen von
eventuellen Komorbiditaten, die allerdings nur als eigenstandige Diagnose codiert wurden,
wenn sie nicht durch die Schizophrenie erklart werden konnten. Weitere Ausschlussgriinde
waren der Ausbruch der Krankheit als eine direkte Folge psychotroper Substanzen (Drogen,
Medikamente) oder eines allgemeinen Krankheitsfaktors (z.B. Stoffwechselerkrankungen,
andere organische Erkrankungen). Hatten die Patienten vor Beginn der Schizophrenie eine
bereits diagnostizierte Epilepsie, floride Hepatitis B oder C, Lues-lI-Infektionen,
Enzephalopathie, AIDS, schwere Schadel-Hirn-Trauma, oder Hinweise auf intravendsen

Heroinkonsum, so konnten sie nicht in die Studie eingeschlossen werden.

Als zusatzliches diagnostisches Mittel wurde bei der Patientengruppe die Positive and
Negative Syndrome Scale (PANSS, Kay et al.,1987) angewandt, bei der 30 Symptome den
drei Skalen (Positivskala, Negativskala, allgemeine Psychopathologie) zugeordnet wurden.

Die Bewertung der Symptome erfolgt von 1 (nicht vorhanden) bis zu 7 (extrem ausgepragt).

4.4 Endophéanotypenstudie

Die Teilnehmer der Studie mussten mehre neuropsychologische Tests absolvieren, damit
verschiedene Endophanotypen differenziert werden konnten. Dazu wurde u.a. der Wechsler-

Gedachtnis-Test in der revidierten Fassung (WMS-R) verwendet.

Der Wechsler-Gedachtnis-Test - Revidierte Fassung (WMS-R)

Der WMS-R ist eine Testbatterie zur Bestimmung der Intelligenz und der Aufmerksamkeits-
und Konzentrationsfahigkeit (Harting et al., 2000). Es ist die deutsche Adaption (Harting et
al., 2000) der revidierten Fassung von 1987 (Wechsler 1987). Der WMS-R ist unterteilt in 13
Untertests zur Beurteilung von Gedachtnisstdérungen, die im Vordergrund ihrer Symptomatik
stehen (Harting et al., 2000).

Untertests

Information und Orientierung

Dieser Untertest dient vor allem der Berteilung der Durchflinrbarkeit des Tests und
Interpretierbarkeit der einzelnen Ergebnisse. Dazu werden Fragen zur personlichen,
zeitlichen und ortlichen Orientierung, sowie zur Allgemeinbildung gestellt.

Mentale Kontrolle
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Der Proband soll hierbei Reihen von Zahlen bzw. Buchstaben aufsagen. Dabei geht es
darum, Ruckwarts zu zéhlen, das Alphabet aufzusagen und in Dreierschritten zu zahlen. Alle

Aufgaben sollen so schnell wie mdglich bewaltigt werden.

Figurales Gedé&chtnis
Bei diesem Untertest geht es darum, die unmittelbare visuelle Wiedererkennung zu testen.

Dafur sollen zuvor dargebotene Muster aus einer Anzahl von Mustern wiedererkannt werden.

Logisches Gedéchtnis |
Dieser Test Uberprift die unmittelbare Wiedergabe. Dem Teilnehmer werden zwei kurze
Erzahlungen vorgelesen, die jeweils aus 50 Sinneinheiten bestehen und die sofort so genau

und wortgleich wie moglich wiedergegeben werden sollen.

Visuelle Paarerkennung |
Bei diesem Untertest werden dem Probanden sechs Strichfiguren fir drei Sekunden gezeigt.
Diese sind gepaart mit je einer Farbe. Im Anschluss werden die Strichfiguren allein

dargeboten und der Proband soll nun auf die jeweils dazu gehorige Farbe zeigen.

Verbale Paarerkennung |

Dieser Test steht im Zusammenhang mit dem vorherigen. Dem Probanden werden acht
Wortpaare vorgelesen, vier davon sind semantisch hoch assoziiert, die restlichen vier nicht.
Anschlieend wird das erste Wort vorgegeben und das zweite dazugehoérige Wort soll vom

Probanden erinnert werden.

Visuelle Wiedergabe |
Dem Probanden werden vier Karten mit unterschiedlichen Figuren fur jeweils zehn
Sekunden dargeboten. Unmittelbar im Anschluss an die Prasentation einer Figur soll diese

von ihm frei nachgezeichnet werden.

Zahlenspanne

Der Untertest besteht aus zwei unterschiedlichen Aufgaben, der ,Zahlenspanne vorwarts®
und der ,Zahlenspanne riickwarts®. Bei der ersten Aufgabe werden dem Probanden langer
werdende Zahlenreihen vorgelesen, die er dann unmittelbar wiederholen soll. Die
Zahlenspanne rickwarts ist ahnlich aufgebaut, nur dass hierbei neben der kurzfristigen
verbalen Abspeicherung auch die Reorganisation im Arbeitsgedachtnis durch das
umgekehrte Wiedergeben der vorgelesen Zahlenreihen berprift werden kann.

Visuelle Merkspanne (Blockspanne)
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Dieser Subtest setzt sich ebenfalls aus zwei Aufgabentypen zusammen - ,Blockspanne
vorwarts“ und ,Blockspanne riickwarts®. Bei der ,Blockspanne vorwarts® werden dem
Probanden auf dem Blockspannenbrett langer werdende Folgen gezeigt, die dieser
unmittelbaren wiederholen soll. Bei der ,Blockspanne rickwarts“ gilt das selbe Prinzip, nur

das Reihenfolge umgekehrt wiedergegeben werden soll.

Logisches Gedéchtnis Il
Der Proband soll die zwei vorgelesenen Geschichten aus dem Untertest Logisches

Gedéchtnis | nach 30 Minuten wiedergeben (verzdgerte Wiedergabe).

Visuelle Paarerkennung Il
Bei diesem Test besteht die Aufgabe darin, die Figuren vom Test Visuelle Paarerkennung |

nach 30 Minuten erneut zu reproduzieren (verzogerte Wiedergabe).

Verbale Paarerkennung Il
Die im Verbale Paarerkennung I- Test gelernten Wortpaare sollen, nach 30 Minuten und
ohne erneutes Vorlesen, erneut nach Nennung des ersten Wortes vervollstandigt werden

(verzdgerte Wiedergabe).

Visuelle Wiedergabe Il
Die Figuren, die dem Probanden im Untertest Visuelle Wiedergabe | gezeigt wurden, sollen
nach 30 Minuten so genau wie moglich reproduziert werden, ohne dass die Figuren ein

weiteres Mal gezeigt wurden (verzdogerte Wiedergabe).

Auswertung
Die erzielten Ergebnisse des Probanden werden in Rohwerte umgewandelt, die wiederum zu

vier Indizes zusammengefasst werden. Die Rohwerte der Subtests Logisches Gedéchtnis |
und Verbale Paarerkennung | bilden zusammen den Indexwert fur das Verbale Gedachtnis
(unmittelbare Wiedergabe). Der Indexwert des Visuellen Gedachtnisses setzt sich
zusammen aus dem figuralen Gedéchtnis, der visuellen Paarerkennung | und der visuellen
Wiedergabe I. Der Aufmerksamkeit/Konzentration Index besteht aus der Mentalen Kontrolle,
der Zahlen- und Blockspanne. Logisches Gedéchtnis I, verbale Paarerkennung, Visuelle
Paarerkennung Il und Visuelle Wiedergabe Il ergeben den Indexwert flr die verzdgerte
Wiedergabe. Jeder Index hat einen Mittelwert von 100 und eine Standardabweichung von
15.

Glitekriterien
40



4 Material und Methoden

Objektivitét

Durch standardisierte Instruktionen ist die Durchfihrungsobjektivitdt des Tests vorhanden.
Die Auswertungsobjektivitat ist bis auf die beiden Untertests ,Logisches Gedachtnis | und Il
sowie ,Visuelle Wiedergabe | und 11 eindeutig. Zur exakten Auswertung dieser Tests gibt es
im Anhang detaillierte Anweisungen mit einer Vielzahl von haufigen Antwortmdglichkeiten,
die trotz groRer interindividueller Unterschiede, eine gute Auswertungsobijektivitat von 0,99

fur ,Logisches Gedachtnis | und 11 bzw. 0,97 fir ,Visuelle Wiedergabe | und II* garantieren.

Reliabilitét

Der Stabilitatskoeffizient wurde als Mal} fir die Reliabilitat der Subtests ermittelt. Durch
Retest Untersuchungen von 40 Probanden nach 6 Monaten ergaben sich Werte zwischen
0,42 (Visuelle Wiedergabe Il) und 0,88 (Zahlenspanne) (Harting et al., 2000). Der Mittelwert
lag bei 0,78 fir die Subtests und lasst daher nur eine bedingte Interpretation der

Testergebnisse zu. Die Retest Reliabilitat hingegen kann als ausreichend betrachtet werden.

Validitéat

Als klinische Stichprobe wurden 125 Patienten stichprobenartig ermittelt und damit die
Validitat ermittelt. Es wurden sieben Untergruppen unterschieden, flinf mit unterschiedlichen
Schadigungsmustern des Gehirns und zwei psychiatrische Auffalligkeiten. Beim Vergleich
der Ergebnisse der Kontrollstichprobe und den verschiedenen Untergruppen konnten

signifikante Differenzen in den Leistungen in bestimmten Bereichen nachgewiesen werden.

4.5 Laborverfahren

Um einen Zusammenhang zwischen den Polymorphismen der MAGI1-, MAGI2- und MAGI3-
Gene und Schizophrenie bzw. schizophrenieassozierten Endophanotypen examinieren zu
kénnen, wurde jedem Studienteiinehmer 7ml vendses Blut in EDTA - Monovetten
abgenommen. Das Blut wurde zentrifugiert, das Plasma abgenommen und der so

entstandene Blutkuchen wurde fiir die Extraktion von DNA verwendet.

4.5.1 DNA Extraktion

Far die DNA Extraktion wurde das QiAamp Blood Maxi Kit (Qiagen, Hilden, 2005) verwendet.
Zur Vorbereitung der Extraktion war es notwendig, dass die DNA durch Zelllyse zugangig
zumachen. Der Blutkuchen wurde daftr mit 1fach PBS auf ein Volumen von 10ml erganzt,

gemischt, mit 500ul QIAGEN Protease versetzt und erneut durchmengt. Danach wurden
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12ml eines Guanidiniumhydrochlorids(GHCL)-haltigen Lysepuffers AL (Qiagen, Hilden)
zugegeben und fur 60s mit Hilfe eines Vortexer grundlich homogenisiert (Friedl 2011). Es
folgte ein Wasserbad bei 70° fur 30 min um optimale Lysbedinungen und eine maximalen
Ertrag zu erreichen. Das GHCL, ein chaotropes Salz, gewahrleistet, dass Proteine
denaturiert und damit inaktiviert werden. Dies ist eine wichtige Voraussetzung fur die

Bindung von DNA an die Silikalgeloberflache.

Es wurden nun 10ml Ethanol zu dem Gemisch hinzugegeben, um die Mischung nach
Ethanolzugabe flr die Bindung an der Silikalmembran zu praparieren. Damit die DNA an die
Membran gebunden werden kann, wurde diese enstandene Losung nach und nach auf eine
QlAamp Maxi Saule Uberfuhrt und bei 3000rpm 3min (Friedl, 2011). Zur Entfernung der
restlichen Protein- und RNA- Kontaminationen wurden 5ml Puffer AW1 (Qiagen, Hilden) zur
Lésung hinzugegeben. Es folgte eine Zentrifugation bei 4000rmp fir 2min. Des Weiteren war
es notig, die GHCL- Salze mit 5ml ethanolhaltigem, salzarmen Puffer AW2 (Qiagen, Hilden)
quantitativ auszuwaschen. Es folgte eine weitere Zentrifugation fir 15min bei 4000rmp fir
eine restlose Ruckstandeliminierung.

Die Elution erfolgte dann durch zweifache Inkubation der Silikalmembran bei
Raumtemperatur fir 5min mit 1,5ml Tris-haltiger AE-Puffer (Qiagen, Hilden) und
anschlielender Zentrifugation fur 2min bei 5000rmp. Danach wurde die entstandene Loésung

bei -80° gelagert.

o
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Fallungsreaktion und Reini D Auswaschen :
Blutprobe Lyse Bindung der DNA an die einigung der DNA der DNA von fertige

mit AW 1 und AW 2 der Sili

Silikagel-Membran kamembran ~ DNA

Abbildung 6: DNA Extraktion gemél3 der Anleitung des QiaAmp DNA Blood Midi/MaxiKit
Handbook (Qiagen 2005)
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4.5.2 Konzentrationseinstellung der DNA

Die aus der Extraktion gewonnenen DNA- Losungen wiesen durchschnittlich eine

Konzentration von 120-150ng/ul auf.

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien, Puffer, und Reagenzien fur die Konzentrationseinstellung

\Verwendungszweck Hersteller
Materialien
96 Well Flat Bottom Plate Black Vorlagenplatte fur Standard- Greiner Bio- one,
und Proben DNA Frickenhausen
Micro- Schraubrohre, 2,0ml Lagerung der DNA Sarstedt, Nirnbrecht
Thermo Fast 96 Well Plate Vorverdinnung der Proben Abgene, Hamburg
DNA,
Standardverdinnungsreihe
20ul Conducitve Roborack Tips |Pipettierung der DNA und Perkin Elmer Inc.,
Reagenzien Massachusetts, USA
200ul Conducitve Roborack Tips|Pipettierung der DNA und Perkin Elmer Inc.,
Reagenzien Massachusetts, USA
500ul Conducitve Roborack Tips|Pipettierung der DNA und Perkin Elmer Inc.,
Reagenzien Massachusetts, USA
Gerite
Janus Automated Workstation | Durchfihrung aller Perkin Elmer Inc.,
Pipettierschritte Massachusetts, USA

Victor 3 Multilabel Counter 1420 Fluoreszenzmessung der DNA |Perkin Elmer Inc.,
Massachusetts, USA

Wallace 1420 Workstation Software zur Steuerung des Perkin Elmer Inc.,

Victor 3 Multilabel Counters Massachusetts, USA
WinPREP Software zur Steuerung des Perkin Elmer Inc.,

Janus Piperttierroboters Massachusetts, USA
Reagenzien
Humans genomic DNA 100ng/ul |Standardverdiinnungsreihe Clontech, Mountain View,

USA

Quant iT PicoGreen dsDNA Fluoreszenzmessung der DNA |Invitrogen GmbH,
reagent Karlsruhe

Alle Lésungen wurden in folgenden Schritten, mit Hilfe der in Tabelle 5 aufgeflhrten
Materialien, auf eine Konzentration von 50ng/ul eingestellt. Es wurde ein auf dem
Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen (Invitrogen, Karlsruhe) basierender Assay zur
Konzentrationsmessung durchgefihrt. PicoGreen ist ein Fluorophor, welches selektiv an
doppelstrangige DNA bindet und einen DNA-Farbstoff-Komplex bildet. Dieser absorbiert Licht
der Wellenlange 480nm und kann durch Lichtbestrahlung angeregt werden, wodurch Licht
der Wellenlange 520nm im grinen Bereich des sichtbaren Lichtes emittiert wird. Die Menge
der ausstromenden Lichtquanten ist dabei direkt proportional zur doppelstrangigen DNA.
Durch eine interpolierte Standardkurve aus bekannten Konzentrationen konnte so eine

Analyse der extrahierten DNA- Lésung vorgenommen werden (Friedl, 2011).

43



4 Material und Methoden

Als Standardkurve diente eine Verdinnungsreihe im Verhaltnis 1:2 eines 100ng/ul DNA-
Standards (Friedl 2011). Daflr wurde eine Thermo fast 96 well plate (Abgene, Hamburg)
benutzt und ihre ,A1“ bezeichnete Vertiefung mit 200l dieses Standards aus genomischer
DNA beflllte. In die Vertiefung B1 bis H1 kamen 100ul autoklaviertes, destilliertes Wasser
(Friedl 2011). Nun wurde eine Pipette benutzt um 100l aus A1 zu entnehmen um diese
nach B1 zu transferieren und durch mehrmaliges Aufziehen zu durchmischen. Dieser
Prozess wurde bis zur Vertiefung G1 nach gleichem Prinzip durchgefuhrt um die
Verdiinnungsreihe herzustellen (Friedl 2011). Ein Refenrezwert ohne DNA befand sich im
Well H1 (Tabelle 6).

Tabelle 6: Position, Volumina und Konzentration der DNA Verdinnungsreihe

Position Volumen Konzentration an genomischer DNA
A1 100l 100ng/pl

B1 100l 50ng/pl

C1 100l 25ng/pl

D1 100yl 12,5ng/pl

E1 100yl 6,25ng/pl

F1 100pl 3,125ng/ul

G1 200ul 1,5262ng/ul

H1 100ul Ong/ul

Es erfolgte eine Vorverdinnung der zu messenden DNA- Lésung ebenfalls in einer 96 well
plate (Abgene, Hamburg) mit destilliertem, autoklaviertem Wasser. Das Verhaltnis betrug
1:10 (5ul DNA und 45ul H;0). Die Standardkurve wurde nicht mehr weiter verdinnt. Eine
weitere 96 well flat bottom plate (Abgene, Hamburg) diente zum Beflllen mit jeweils 50pl
autoklaviertem, destilliertem Wasser, zu dem entweder 5ul der Standardverdnnungsreihe

oder der vorverdinntem DNA dazu geben wurden.

Unter mdglichst geringem Lichteinfall erfolgte, kurz vor der Messung der Konzentration des
photosensible PicoGreen (Invitrogen, Karlsruhe), eine erneute Delution mit autoklaviertem,
destillietem Wasser im Verhaltnis 1:156. Von dieser wurden dann 145ul zu der
vorverdunnten Proben- bzw. Standard- DNA gegeben. Am Ende ergab sich eine Verdinnung

des PicoGreens (Invitrogen, Karlsruhe) von 1:200 (Friedl, 2011).

Durch einen Greifarm der Janus workstation (Perkin Elmer Inc., USA) gelangte die 96 well
plate in den Victor3 Multilabel Counter 1420 (Perkin Elmer Inc., USA). Um eine gleichmafige
Durchmischung der Losung zu erreichen, wurde die Platte horizontal und in Doppelellipsen
fur 30 Sekunden geschuttelt. Als Impusl fur das PicoGreen (Invitrogen, Karlsruhe) diente

Licht der Wellenlangge 485nm und die Emissionsmessung rfolgte dann bei 520nm.
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Die Fluoreszenzmessug konnte mit Hilfe der Wallace 1420 Workingstation Software (Perkin
Elmer Inc., USA) online verfolgt werden. Mit den gemessenen Werte wurde durch einen
Computer die Konzentration der DNA Loésung anhand der Fluoreszenzwerte der
Standardkurve automatisch berechnet. Die erhaltenen Werte wurden automatische in eine
Excel-Tabelle Ubertragen. Eine fehlerhafte Ausganskonzentration (<50ng/ul) oder ein
niedrigeres Ausgangvolumen initierten eine Wiederholung der DNA-Extraktion der

betreffenden Probe um eine vergleichbare Zusammensetzung aller Proben zu gewahrleisten.

Der Janus Pipettierroboter (Perkin Elmer Inc., USA) fihrte die Enstellung der Konzentration
auf 50ng/ul auf Basis der vorhandenen Messdaten automatisch durch. Das Endvolumen
betrug 500pul. Die Aufbewahrung der Lésung erfolgte bei -80°C und wurde wenn nétig bei
4°C aufgetaut. Die Hochsatzgenotypsierung erfolgte in 96 well plates (Invitrogen, Karlsruhe),

die bei -20° bis zur weiteren Verwenduung gelagert werden konnten (Friedl 2011).

4.5.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung wurde mit Hilfe des iPLEX-Verfahren (Increased Plexing Efficiency and
Flexibility for Mass ARRAY) durchgefiihrt. Dieses beruht im Wesentlichen auf folgenden
Schritten:

a) konventionelle  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Vervielféltigung des
Genombereiches, der untersucht werden soll

b) spezielle PCR, die sogenannte iPLEX- Reaktion, bei der fir jedes Allel eines SNPs
massenspezifische Produkte entstehen

c) Messung der Daten im MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time of

Filght) Massenspektrometer
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Tabelle 7: Primersequenzen

ID/Accession No. |Primer 1 Primer 2 Fragmentldnge |Extend Primer

rs9880851 ACGTTGGATGGG ACGTTGGATG |102bp ctCCACACAG
TTATGTGACTTGT GATGCAGAAT CCAGCAGAG
GCCAG GAGTTCAGG

G

rs2868865 ACGTTGGATGCA ACGTTGGATG |100bp AGGTTTATGC
AAGGTTTTGGGC GCAAACTCTG TATCAGGT
TCTCTG GGAATGATCG

rs1230661 ACGTTGGATGGC ACGTTGGATG |96bp CCTCTGCAGA
TATCATGATTGCC AAGAGCTAGC ACAGATTAA
TCTGC ATCTCTGTGG

a) Die konventionelle PCR-Reaktion

Tabelle 8: Reagenzien der konventionellen PCR

Reagenzien Volumen Hersteller

Autoklaviertes H,O 1,850ul Purelab ultra, ELGA

PCR Buffer mit MgCl, 0,625yl Qiagen

MgCL, (25mM) 0,325l Qiagen

dNTP mix (25mM) 0,100ul Qiagen

Primer mix (je 500nm) 1,000yl Qiagen

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

Holstar Taq (5U/ul) 0,100l Qiagen

Die konventionelle PCR dient zur Amplifikation des DNA-Abschnittes, in welchem die zu
genotypisierenden SNPs untersucht werden soll. Der Mastermix (Tabelle 8) wird aus einer 96
well Platte (Invitrogen, Karlsruhe)

Platte (Invitrogen, Karlsruhe) auf die 384er well

ubertragen. Die DNA wird aus vier 96 well Platten auf eine 384 well zusammengestellt.

Die eigentliche Reaktion folgt im Thermocycler, in dem das Gemisch initial fir 15min auf
94°C erwarmt wird (initiale Denaturierung). Danach folgen weitere 20 Sekunden bei 94°C, in
denen die DNA vollstdndig denaturiert, d.h. der Doppelstrang diffundiert in zwei
Einzelstrange. Der zweite Schritt ist das so genannte Annealing. Hierbei wird die DNA auf
55°C abgekuhlt und die Primersequenzen konnen sich an die denaturierten Strange
anlagern. Als nachstes folgt die Elongation, bei der die Temperatur fur eine Minute auf 72°C
erhoht wird, bei der die Tag-Polymerase ihr Arbeitsoptimum hat. Sie fugt Nukleotide an die
Primer an (Zweitstrangsynthese).

Wahrend der PCR werden nicht alle Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) eingebaut und
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die Uberschissigen Nukleotide wiirden die Folgereaktionen stéren. Um dies zu verhindern,
gibt man Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, Sequenom, Tabelle 9) zu dem Ansatz hinzu,
welche die freien Nukleotide dephosphoryliert, so dass sie nicht mehr von Polymerasen
eingebaut werden konnen. Der Ansatz wurde bei 37°C fur 20min in einem Thermocycler

inkubiert und zum Deaktivieren des SAP Enzyms anschlie3end flr 5min auf 85°C erhitzt.

Tabelle 9: Reagenzien fir die Dephosphorlierung der Nukleotide

Reagenzien Volumina
Autoklaviertes H,O 1,530yl
10x SAP Buffer 0,170ul
SAP Enzyme 0,300ul

b) Die iPLEX-Reaktion

Die fur diese Reaktion verwendeten Extendprimer wurden so designed, dass sie sich

unmittelbar neben dem zu untersuchenden SNP anlagert, wodurch fur jedes Allel ein
massenspezifisches Primerextent Produkt entsteht. Durch die Verwendung von
Didesoxynukleotiden, wird immer nur eine einzige Base, von einer speziell mutierten
Polymerase zusatzlich an den Primer angehangt (single base extension). Die
Didesoxynukleotiden haben spezielle funktionelle Gruppen, um ihre Masse besser

unterscheiden zu konnen.

Tabelle 10: Reagenzien flr die iPLEX- Reaktion

Reagenzien Volumina Hersteller
Autoklaviertes H,O 0,755yl Sequenom
iPLEX Buffer (10x) 0,200yl Sequenom
iPLEX Abbruch Mix 0,200ul Sequenom
Primer Mix (7uM:14uM) 0,804l Sequenom
IPLEX enzyme 0,041l Sequenom

In jedes well der 384 well Platte wurde ein iPLEX-Mix (Tabelle 10) pipettiert und
anschlielend wurde die Platte fur die Reaktion in einen Thermocycler gegeben. Es erfolgt
erneut eine initiale Denaturierung bei 94°C fir 30 Sekunden, eine Denaturierung bei
ebenfalls 94°C fur 5 Sekunden, ein Annealing bei 52°C fir 5 Sekunden und eine Elongation
bei 80°C fur 5 Sekunden. Der Annealing-Elongations-Prozess wiederholt sich flinfmal, bevor
sich eine erneute Denaturierung fur 5 Sekunden bei 94°C anschloss. Der Zyklus von
Denaturierung und Annealing-Elongation fand 40 Mal statt. Danach schloss sich eine finale
Extension bei 72°C fir 3 Minuten an. Nach der zweiten PCR ist es nétig, die Proben zu
entsalzen, damit die Messung spater nicht durch z.B. Natriumionen gestoért wird. Zum
Entsalzen wurden 25pl autoklaviertes Wasser und 6mg Clean Resin (Sequenome) und eine

dimple plate verwendet.
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c) Messung der Daten im MALDI-TOF

Bei der MALDI-Methode werden die Proben (Primer Extensionsprodukte) auf eine Matrix

aufgebracht, die sich auf einem 384-Format SpectroChip (Sequenom) befindet und aus 2-
Hydroxypicolinsaure besteht. Diese verhindert das Auskristallisieren der Proben-DNA,
welches die Messung stark erschweren wirde. Die Chips wurden durch eine
Vakuumschleuse in das Massenspektrometer eingeschleust und mit einem gepulsten Laser
einige Nanosekunden lang beschossen. Dadurch wurde das Probenmaterial verdampft und
zugleich ionisiert. Die lonisation ist wichtig, denn nur geladene Teilchen kénnen im MALDI
gemessen werden. Die lonen wurden dann in einem (nahezu) Vakuum beschleunigt und es
wurde die Zeit gemessen, die die lonen brauchen, um durch einen Flugkanal zu fliegen. Die
Zuordnung eines spezifischen Genotyps flur die erzeugten DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe
der TYPER Analyzer 3.3.0 Software (Squenom).

4.5.4 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung wurde die SPSS 14.0 Software (Statistical Package for
Social Sciences, Inc Chicago, 2005) verwendet. Die Genotypen der einzelnen SNPs wurden
mit dem Hardy-Weinberg-Equilibrium getestet. Um die Signifikanz der Unterschiede
zwischen Patienten und Kontrollprobanden beziglich ihrer Haufigkeiten der Allel und
Genotypen zu Uberpriifen, wurde der x*>-Test verwendet. Firr die einzelnen Aspekte des
WMS-R Verbales Gedachtnis, Visuelles Gedachtnis, Allgemeines Gedachtnis,
Aufmerksamkeit/Konzentration und Verzégertes Gedachtnis und deren 13 Subtests wurde

mit Hilfe einer MANCOVA (mutiple analysis of covariance) eine Varianzanalyse durchgefuhrt.

Dabei wurden folgende Faktoren berlcksichtigt: Genotyp (C/C, C/T, T/T), Allel (C/T),
Geschlecht  (mannlich,  weiblich),  Alter,  Ausbildung  und Gesundheitsstand
(Schizophrenie/ohne psychiatrische Erkrankung), wobei die Genotypen oder Allele als
unabhangige Variablen (UV) mit einberechnet wurden. Die Resultate der 13 Untertests des
WMS-R konnten in der statistischen Berechnung als abhangige Variablen (AV) ein. Fir alle
statistischen Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 festgelegt. Ein Trend

zur Signifikanz wurde bis p<0,10 gewertet.
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5 Ergebnisse

5.1 Fall-Kontroll-Assoziationsstudie

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurde an 139 Patienten mit klinisch
gesicherter Diagnose der Schizophrenie und einer Kontrollgruppe aus 316 gesunden
Probanden uberpruft, ob eine Assoziation zwischen je einem untersuchten SNP der MAGI-1,
MAGI-2 und MAGI-3 Gene und Schizophrenie besteht. Ein signifikantes Ergebnis liegt vor,
wenn p < 0,05 betragt, ein Trend bei p < 0,1. Die Allel- und Genotypenverteilung stellte sich
fur die einzelnen SNPs wie unten beschrieben dar.

5.1.1 Der rs9880851-Marker des MAGI -1 Gens

Genotypenverteilung
Die Genotypenverteilung fiur die Gesamtstichprobe (F=0,01; df=1; p=0,81) war im Hardy-
Weinberg-Equilibrium (HWE).

Tabelle 11: Darstellung der Genotypenverteilung des Polymorphismus rs9880851

Die Genotypenverteilung

Gruppe Genotyp CC Genotyp CT Genotyp TT Gesamtn
n (%) n (%) n (%)
Kontrollen 31(9,8) 132 (41,8) 153 (48,4) 316
Patienten 11 (7,9) 57 (41,0) 71(51,1) 139
Gesamt 42 (9,2) 189 (41,5) 224 (49,3) 455

Kontrollprobanden und Patienten (x?=0,529; df=2; p=0,768).

Allelverteilung

Die Allelverteilung des rs9880851 stellt sich statistisch wie folgt dar:

Tabelle 12: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs9880851

(Tabelle 11) war nicht signifikant unterschiedlich zwischen

Gruppe C-Allel n (%) T-Allel n(%) Gesamtn
Kontrollen 326 (51,6) 306 (48,4) 632
Patienten 136 (48,9) 142 (51,1) 278

Gesamt 462 (50,8) 448 (49,2) 910

Das Ergebnis der untersuchten Verteilung war nicht signifikant (x?=0,547; OR=1,112
(CI=0,839-1,475); df=1; p=0,459).
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5.1.2 Der rs2868865-Marker des MAGI-2 Gens

Genotypenverteilung
Die Genotypen des SNPs rs2868865 waren in der Gesamtstichprobe im Hardy-Weinberg-
Equilibrium (F=0,01; df=1; p=0,98).

Tabelle 13: Darstellung der Genotypenverteilung des Polymorphismus rs2868865

Gruppe Genotyp CC Genotyp CT Genotyp TT Gesamtn
n (%) n (%) n (%)
Kontrollen 198 (63,1) 103 (32,8) 13 (4,1) 314
Patienten 88 (63,8) 44 (31,9) 6 (4,3) 138
Gesamt 286 (63,3) 147 (32,5) 19 (4,2) 452

Es konnte keine Assoziation der untersuchten Genotypen mit Schizophrenie festgestellt
werden (x°=0,42 ; df=0 2; p=0,979).

Allelverteilung

Tabelle 14: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs2868865

Gruppe C-Allel n (%) T-Allel n(%) Gesamtn
Kontrollen 301 (95,9) 13 (4,1) 314
Patienten 132 (95,7) 6 (4,3) 138

Gesamt 433 (95,8) 19 (4,2) 452

Die Allelverteilung zwischen Kontrollgruppe und Patientengruppe wies keine signifikanten
Unterschiede auf (x>=0,010; OR=1,052 (CI=0,392-2,892); df=1; p=0,919).

5.1.3 Der rs1230661-Marker des MAGI-3 Gens

Genotypenverteilung
In der Gesamtstichprobe waren die Genotypen leicht aufRerhalb des Hardy-Weinberg-
Equilibrium (F=0,09911; df=1; p=0,04).

Tabelle 15: Darstellung der Genotypenverteilung des Polymorphismus rs1230661

Gruppe Genotyp CC Genotyp CT Genotyp TT Gesamtn
n (%) n (%) n (%)
Kontrollen 188 (60,7) 96 (30,9) 27 (8,7) 31
Patienten 83 (59,7) 50 (36,0) 6 (4,3) 139
Gesamt 271 (60,2) 146 (32,4) 33(7,3) 450

Bezuglich der Genotypenverteilung (Tabelle 13) war kein signifikanter Unterschied zwischen
der Kontroll- und Patientengruppe feststellbar (x°=3,276; df=2; p=0,194).
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Allelverteilung

Tabelle 16: Darstellung der Allelverteilung des Polymorphismus rs1230661

Gruppe C-Allel n (%) T-Allel n(%) Gesamtn
Kontrollen 472 (75,9) 150 (24,1) 622
Patienten 216 (31,9) 62 (9,1) 678

Gesamt 688 (76,4) 212 (23,6) 900

Die Allele waren in beiden Gruppen gleich verteilt (x*=0,351; OR=0,903 (Cl=0,645-1,265);
df=1; p=0,554).

5.2 Endophénotypen Studie

Es wurde die Assoziation der Genotypen (CC, CT, TT) und der Allele (C, T) der untersuchten
SNP der MAGI-1, MAGI-2 und MAGI-3 Gene mit der Leistung bei der WMS-R untersucht.
Betrachtet wurden die Ergebnisse der 5 Leistungsaspekte Verbales, Visuelles, Allgemeines
und Verzdgertes Gedachtnis sowie die Aufmerksamkeit, als auch die 13 Untertests. Die
Verteilung der Genotypen und Allele wurde ebenfalls beztiglich einer Verbindung zwischen

der Erkrankung Schiophrenie und den SNPs in der untersuchten Stichprobe verglichen.

5.2.1 Assoziation zwischen den WMS-R Indizes

und dem Marker rs9880851 (MAGI-1 Gen)

Genotypenverteilung

Zwischen der verzogerten visuellen Wiedergabe (WMS-R) und den Genotypen des Markers
rs9880851 konnte eine signifikante Assoziation festgestellt werden (F=5,190; df=2/441;
p=0,006). Dabei wiesen Personen mit dem Genotyp CT eine schlechtere Leistung auf, als
Patienten mit Genotyp TT oder CC. Personen mit dem Genotyp CC zeigten im Mittel die
besten Leistungen (Tabelle 17, Abbildung 7). Die restlichen Indizes zeigten keine Assoziation

mit dem Marker.
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Tabelle 17: Darstellung der Zusammenhange der einzelnen Indizes des WMS-R und der
Genotypen des Markers rs9880851

WMSR Indiz Genotypen
cC CT T F
(n=42) (n=189) (n=224) (df=2/441)
Mw Mw Mw
(SD) (SD) (SD)
unmittelbare 81,19 80,19 78,43 0,603
verbale (15,08) (17,70) (16,35)
Wiedergabe
unmittelbare 57,43 54,71 55,51 1,398
visuelle (7,58) (8,80) (8,15)
Wiedergabe
Aufmerksam 70,48 68,63 68,83 0,707
keits-/Blockspanne |(11,99) (12,91) (11,39)
verzbgerte verbale| 24,63 23,57 23,56 1,638
Wiedergabe (3,918) (4,75) (4,56)
verzégerte visuelle| 22,69 20,76 21,23 5,190
Wiedergabe (2,69) (4,15) (3,75)
23
22,5
22
21,5
21
20,5
20
19,5

Genotyp CC Genotyp CT Genotyp TT

Abbildung 7: Ergebnisse der Kategorie verzdgerte visuelle Wiedergabe in der WMS-R fiir die
unterschiedlichen Genotypen des SNPs rs9880851
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Tabelle 18: Darstellung der Zusammenhange der einzelnen Indizes des WMS-R und der
Allele des Markers rs9880851

WMS-R Indizes Allele
C T F
(n=462) (n=448) (df=1/900)
Mw MS
(SD) (SD)
unmittelbare verbale| 80,37 78,43 2,151
Wiedergabe (17,21) (16,34)
unmittelbare visuelle| 55,21 55,51 1,273
Wiedergabe (8,63) (8,14)
Aufmerksamkeits-/Blocks | 68,97 68,83 0,045
panne (12,73) (11,38)
verzbgerte verbale| 23,77 23,56 0,0307
Wiedergabe (4,61) (4,55)
verzbgerte visuelle| 21,11 21,23 0,0155
Wiedergabe (3,98) (3,74)

5.2.2 Assoziation zwischen den WMS-R Indizes

Zwischen den Genotypen und dem Marker bestand ebenfalls ein Trend zur Assoziation flr

den Bereich verzdgerte verbale Wiedergabe, bei dem Personen mit dem Genotyp CC

und dem Marker rs2868865 (MAGI-2 Gen)

schlechtere Ergebnisse erzielten. (F=2,538; df=2/438; p=0,080).

Tabelle 19: Darstellung der Zusammenhange der einzelnen Indizes des WMS-R und der

Genotypen des Markers rs1230661

WMSR Indiz Genotypen
ccC CT T F
(n=286) (n=147) (n=19) (df=2/438)
Mw Mw Mw
(SD) (SD) (SD)
unmittelbare verbale| 78,87 79,67 85,74 1,974
Wiedergabe (16,86) (16,77) (15,68)
unmittelbare visuelle| 55,25 55,67 55,32 0,197
Wiedergabe (8,28) (8,31) (10,84)
Aufmerksamkeits-/Bl | 69,03 68,40 71,47 1,630
ockspanne (11,99) (12,54) (10,73)
verzégerte verbale| 23,50 23,71 25,97 2,538
Wiedergabe (4,57) (4,53) (4,33)
verzbgerte  visuelle| 21,19 21,11 21,21 0,290
Wiedergabe (3,83) (3,96) (4,09)
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26,5
26
25,5
25
24,5
24
23,5
23
22,5

22
Genotyp CC Genotyp CT Genotyp TT
Abbildung 8: Ergebnisse der Kategorie verzégerte verbale Wiedergabe in der WMS-R fiir die
unterschiedlichen Genotypen des SNPs rs2868865

Tabelle 20: Darstellung der Zusammenhange der einzelnen Indizes des WMS-R und der
Allele des Markers rs2868865

WMS-R Indizes Allele
C T F
(n=433) (n=19) (df=1/442)
Mw MS
(SD) (SD)
unmittelbare verbale| 79,14 85,74 3,879
Wiedergabe (16,8) (15,68)
unmittelbare visuelle| 55,39 55,32 0,298
Wiedergabe (8,28) (10,84)
Aufmerksamkeits-/Bl | 68,82 71,47 3,115
ockspanne (12,17) (10,73)
verzbgerte verbale| 23,57 25,33 4,959
Wiedergabe (4,56) (4,33)
verzégerte visuelle| 21,16 21,21 0,047
Wiedergabe (3,87) (4,09)
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88

86

84
82
80
78
76
74

Allel C Allel T

Abbildung 9: Ergebnisse der Kategorie unmittelbare verbale Wiedergabe in der WMS-R fiir
die unterschiedlichen Allele des SNPs rs2868865

72
71,5

71
70,5
70
69,5
69
68,5
68
67,5
67

Allel C Allel T

Abbildung 10: Ergebnisse der Kategorie Aufmerksamkeits-/Blockspanne in der WMS-R fiir
die unterschiedlichen Allele des SNPs rs2868865
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25,5

25

24,5

24

23,5

23

22,5
Allel C Allel T
Abbildung 11: Ergebnisse der Kategorie verzdgerte verbale Wiedergabe in der WMS-R fiir
die unterschiedlichen Allele des SNPs rs286886

5.2.3 Assoziation zwischen den WMS-R Indizes

und dem Marker rs1230661 (MAGI 3 Gen)

Es konnte keine Assoziation zwischen den Allelen oder Genotypen des rs1230661-Markers

und den Indizes des WMS-R in der statistischen Auswertung nachgewiesen werden.

Tabelle 21: Darstellung der Zusammenhange der einzelnen Indizes des WMS-R und der
Genotypen des Markers rs1230661

WMSR Indiz Genotypen
cC CT T F
(n=271) (n=146) (n=33) (df=2/436)
Mw Mw Mw
(SD) (SD) (SD)
unmittelbare 79,75 78,77 77,55 0,062
verbale (17,13) (17,29) (15,74)
Wiedergabe
unmittelbare 55,56 55,15 54,61 0,167
visuelle (8,78) (8,17) (6,86)
Wiedergabe
Aufmerksamkeits-/| 69,10 68,52 68,36 0,601
Blockspanne (12,37) (11,88) (10,94)
verzégerte verbale| 23,72 23,43 23,43 0,103
Wiedergabe (4,58) (4,95) (4,28)
verzdgerte visuelle 21,20 21,10 21,12 0,270
Wiedergabe (3,95) (3,91) (3,35)
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Tabelle 22: Darstellung der Zusammenhange der einzelnen Indizes des WMS-R und der
Allele des Markers rs1230661

WMS-R Indizes Allele
C T F
(n=688) (n=212) (df=1/890)
Mw MS
(SD) (SD)
unmittelbare verbale| 79,54 78,39 0,004
Wiedergabe (17,14) (16,76)
unmittelbare visuelle| 55,48 54,98 0,081
Wiedergabe (8,64) (7,76)
Aufmerksamkeits-/Blocks | 68,98 68,47 0,108
panne (12,25) (11,54)
verzbgerte verbale| 23,66 23,43 0,108
Wiedergabe (4,65) (4,73)
verzbgerte visuelle| 21,18 21,1 0,014
Wiedergabe (3,94) (3,73)

5.3 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen Polymorphismen
zwischen den MAGI 1-3 Genen und Schizophrenie bzw. kognitiven Fahigkeiten besteht.
Dazu wurde je ein SNP des jeweiligen Gens — rs9880851, rs2868865 und rs1230661 —
bezlglich ihrer Genotypen und Allele untersucht und versucht in Zusammenhang mit den 13

Untertests der WMS-R (Wechsler-Memory-Scale, revised version) zu bringen.

Zusammenfassung der Ergebnisse der Fall-Kontroll-Assoziationsstudie
In der vorliegenden Studie konnten keine Zusammenhange zwischen den Polymorphismen
des MAGI-1, MAGI-2 oder MAGI-3 Gens und Schizophrenie gefunden werden.

Zusammenfassung der Ergebnisse der Endophénotypenstudie
Bei zwei der drei untersuchten SNPs konnte eine Assoziation mit unterschiedlichen Subtests

der WMS-R nachgewiesen werden.

a) Der Marker rs9880851 zeigte ein signifikantes Ergebnis im Zusammenhang mit dem
WMS-R-Index verzégerte visuelle Wiedergabe des WMS-R. Personen, die den Genotyp CT
besallen, zeigten ein schlechteres Ergebnis, als Personen mit den homozygoten Genotypen
(p=0.006).

b) Der Basenaustauschpolymorphismus rs2868865 zeigte im Bereich der unmittelbaren
verbalen Wiedergabe (p=0,050) und der verzégerten verbalen Wiedergabe (p=0,026) des

WMS-R fiir das C-Allel signifikant schlechtere Leistungen. Fir das selbe Allel konnte eine
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Tendenz fUr schlechtere Ergebnisse im Bereich Aufmerksamkeits-/Blockspanne (p=0,078)
nachgewiesen werden. Damit konform ist das Ergebnis der statistischen Auswertung der
Genotypen, die eine Tendenz fir den Index verzégerte verbale Wiedergabe (p=0,080) zu
Gunsten des Genotypen TT aufzeigt. Beim Marker rs1230661 konnten keine signifikanten

Ergebnisse nachgewiesen werden.
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6 Diskussion

6.1 Methodische Darstellung und Interpretation der Ergebnisse

Ergebnisse von Assoziationsstudien konnen durch populationstypische genetische
Eigenschaften beeinflusst werden (Zimbardo und Gerrig, 2004). Zur Vermeidung dieses
Einflusses in der vorliegenden Arbeit, wurden nur per Zufallsverfahren ausgewahlte
Personen aus der Minchener Umgebung eingeladen, deren Eltern und GroReltern aus
Deutschland kommen sollten. Zusatzlich trug dieses Verfahren dazu bei, die Stichprobe auch
geographisch einzugrenzen. Im Vergleich zu den Hapmap-Frequenzen zeigt sich, dass diese
Selektion sinnvoll ist und dass ein Vergleich ethnischer Gruppen nur unter Berlcksichtigung

von Stratifikationsmarkern gezogen werden kann.

Tabelle 23: Hapmap-Frequenz des MAGI-1 SNPs rs9880851

Bevodlkerungsgruppe C-Allel T-Allel
Europaer (CEU) 25,7% 74,3%
Asiaten (HCB) 4,7% 95,3%
Asiaten (JPT) 12,8% 87.2%
Westafrikaner (YRI) 33,3% 66,5%
Afroamerikaner (ASW) 28,6% 71,4%
GrofRraum Minchen 30,8% 69,2%

CEU: Einwohner Utahs mit Nord-und Westeuropaischen Vorfahren, HCB: Han Chinesen aus
Peking (China), JPT: Japaner aus Tokio (Japan), YRI: Yoruba aus Ibadan (Nigeria), ASW:

Sudwest-Amerikaner mit afrikanischer Abstammung

In Tabelle 23 sind die Hapmap-Frequenzen flr den SNP rs9880851 aufgelistet. Auffallig ist
zum Beispiel, dass das T-Allel bei Han Chinesen und Japanern haufiger als in der

vorliegenden Stichprobe vorkommt.
Bei dem hier untersuchten SNP des MAGI-2 Gens rs2868865 ist das C-Allel der

Europaischen Stichprobe im Vergleich etwas niedriger als in den anderen Populationen. Dies

ist aus Tabelle 24 ersichtlich.
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Tabelle 24: Hapmap-Frequenz des MAGI-2 SNPs rs2868865

Bevolkerungsgruppe C-Allel T-Allel
Europaer (CEU) 84,1% 15,9%
Asiaten (HCB) 87,2% 12,8%
Asiaten (JPT) 91,3% 8,7%
Westafrikaner (YRI) 91,2% 8,8%
Afroamerikaner (ASW) 86,7% 13,3%
Grofsraum Minchen 81,7% 18,3%

CEU: Einwohner Utahs mit Nord-und Westeuropaischen Vorfahren, HCB: Han Chinesen aus
Peking (China), JPT: Japaner aus Tokio (Japan), YRI: Yoruba aus Ibadan (Nigeria), ASW:

Sudwest-Amerikaner mit afrikanischer Abstammung

Beim Polymorphismus rs1230661 wird aus Tabelle 25 ersichtlich, dass das C-Allel bei
Westafrikanern und auch Afroamerikanern deutlich verstarkt auftritt. Im Vergleich dazu kam

es bei den asiatischen Stichproben weniger vor.

Tabelle 25: Hapmap-Frequenz des MAGI-3 SNPs rs1230661

Bevoélkerungsgruppe C-Allel T-Allel
Europaer (CEU) 77,4% 22,6%
Asiaten (HCB) 33,7% 66,3%
Asiaten (JPT) 43,6% 56,4%
Westafrikaner (YRI) 100% 0,0%
Afroamerikaner (ASW) 95,9% 4,1%
GrofRraum Minchen 76,0% 24,0%

CEU: Einwohner Utahs mit Nord-u nd Westeuropaischen Vorfahren, HCB: Han Chinesen aus
Peking (China), JPT: Japaner aus Tokio (Japan), YRI: Yoruba aus Ibadan (Nigeria), ASW:

Sudwest-Amerikaner mit afrikanischer Abstammung

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Stichprobe kann am ehesten mit den Hapmap-
Frequenzen der CEU-Werte verglichen werden, was durch deren europaische Abstammung
erklarbar ist. Die unterschiedlichen Verteilungen der Allelfrequenzen und Genotypen in den
verschiedenen ethnischen Kollektiven macht deutlich, dass es wichtig ist, eine mdglichst
homogene Stichprobe zu selektieren, um den Einfluss der populationstypischen genetischen
Eigenschaften zu minimieren. Die Uberprifung der Probandenkollektive von
Untersuchungen mit abweichenden Ergebnissen ist daher essentiell, um Fehlerquellen zu

ermitteln.
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An der vorliegenden Studie nahmen 316 gesunde Kontrollpersonen und 139 Patienten teil.

Von der Kontrollgruppe waren 51,9% der Probanden méannlich und 48,1% weiblich. Sie alle
waren volljahrig, europaischer Herkunft und kamen aus dem Grofsraum Mdinchen. Sie
wurden per Zufallsprinzip angeschrieben und bei Interesse eingeladen. Zum Ausschluss von
neuropsychiatrischen Erkrankungen und um Cases und Controls sicher voneinander
unterscheiden zu kénnen, wurde ein mehrstufiges Auswahlverfahren durchgefihrt. Dazu
wurden die potentiellen Probanden dem SKID | und Il, dem Family History Assessment
Module und einer koérperlich-neurologischen Untersuchung unterzogen. Menschen mit
psychischen oder kognitiven Erkrankungen konnten in der Studie nicht berucksichtigt
werden, da kognitive Defizite keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben durften. Da die
Testungen aber durch verschiedene Testleiter durchgeflihrt wurden, kénnte es, trotz
intensiver Schulung sein, dass subjektiv unterschiedliche Einschatzungen der Probanden

erfolgten.

Auch der Missbrauch von Alkohol, Drogen oder Medikamenten musste ausgeschlossen
werden. Zum Assessment von Schulbildung, beruflicher Karriere, der eigenen und familidren
Krankheitsgeschichte wurden die Studienteilnehmer gebeten, Anamnesebdgen auszufillen.
Dabei waren die Angaben sehr von dem Wissen oder der Aussagewilligkeit der Probanden
abhangig. Gerade bei schwierigen Themen wie Suchtproblemen oder gesellschaftlich
ausschlieBenden Krankheiten ist es vielen Menschen unangenehm, dartuber Auskunft zu
erteilen. Das Ziel der ganzen Ausschlussverfahren war es, eine nach dem heutigen
Wissenstand neurologisch und psychisch gesunde Kontrollgruppe zu selektieren. Die
Ergebnisse von Assoziationsstudien sind generell durch die Méglichkeit von ungenauer
Selektion der Studienteilnehmer oder subjektiven klinischen Diagnoseverfahren mit einem
potentiellen Bias versehen. Durch die oben genannten Verfahren, wie objektivierbare
Testungen oder genaue Auswahl der Teilnehmer wurde versucht, dieser Verzerrung

entgegen zu wirken.

Die kognitiven Leistungen aller Studienteilnehmer wurden durch die Wechsler Memory Scale
in revidierter Form getestet. Hierbei werden verschiedene Gedachtnisfunktionen in 13
Subtests Uberpruft. Das Alter der Personen kann dabei eine Rolle spielen. Kognitive
Funktionen koénnen sich mit zunehmendem Alter verandern, allerdings sind diese
Veranderungen sehr unterschiedlich und von sozialen, psychologischen und
gesundheitlichen Faktoren abhangig (Glisky et al., 2007). Bei Erwachsenen verschiedenen
Alters waren, trotz gleicher verwendeter Testung, in bildgebenden Verfahren unterschiedliche
Gehirnareale aktiviert (Grady et al., 2002). Die WMS-R ist fir eine Altersspanne von 16-90

Jahren konzipiert, wobei in der neuesten Version der WMS-R eine kirzere Testversion fir
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altere Patienten ab 69 Jahren (Lepach und Petermann, 2012) existiert. Die Auswertung ist

altersnormiert, so dass die Leistungen der Probanden mit der gleichen Alterskategorie
verglichen wurden. Auch die Schulbildung spielt eine Rolle und muss als zusatzliche Variabel
berlcksichtigt werden. Assoziationsstudien sind auch von der Teststarke der verwendeten
Testbatterie abhangig. Um genetische Einflisse < 1% Varianz zu finden und Typ-1-Fehler zu
vermeiden, sind groRe Stichproben nétig. Daflr verlangt die Power Kalkulation ca. 1000
Probanden (Wist und de Geus, 2011). An der vorliegenden Untersuchung waren jedoch nur
455 Personen beteiligt. Eine Replikation der Ergebnisse mit einer grofieren Stichprobe ist

daher nétig.

Die Durchfihrung der WMS-R dauert ca. 90 bis 120 Minuten. Es wurde versucht die
Testungsbedingungen flr die Teilnehmer und Testleiter zu optimieren, in dem jeder Test in
einem Einzelgesprach in einer ruhigen Umgebung und Atmosphare durchgefihrt wurde. Auf
Grund der Teilnehmerzahl mussten verschiedene Testleiter eingesetzt werden. Diese
machten sich mit den Anweisungen des Testhandbuches vertraut, wurden intensiv geschult
und von der Studienleitung Uberprift. Trotzdem haben Tageszeit, Motivation, Angst,
Nervositat einen Einfluss auf die Testleiter und Probanden und damit auch auf die
Testergebnisse. Trotz genauer Anweisungen ist ein gewisser Spielraum in der
Punktevergabe vom Testleiter mdglich. Probanden wirden also eventuell bei
unterschiedlichen Testern anders abschneiden. Diese menschlichen Einflisse kénnen zwar
optimiert, aber nie ganz vermieden werden, so dass sie bei der Auswertung der Ergebnisse

immer bertcksichtigt werden sollten.

6.2 Inhaltliche Darstellung und Interpretation der Ergebnisse

Intention der vorliegenden Studie war, einen Zusammenhang zwischen den drei SNPs
rs9880851, rs2868865 und rs1230661 der MAGI Gene 1-3 und Schizophrenie
beziehungsweise kognitiven Fahigkeiten herzustellen. Die Lokalisation aller drei SNPs
befindet sich in der Intronregion des jeweiligen MAGI Gens. Bedingt durch die
Basenaustauschmutationen findet jeweils der Austausch von der Base Cytosin durch Thymin
in der DNA statt. Intronregionen sind Regionen der DNA, die nicht fur ein Protein kodieren.
Sie werden nur transkribiert, aber vor der Translation durch Splicen entfernt. Durch
alternatives Splicen konnen unterschiedliche Isoformen des Proteins entstehen (siehe
Tabellen 1,2 und 3). Eine funktionelle Konsequenz der drei SNPs ist auf Grund ihrer
intronischen Lage unwahrscheinlich, da es zu keinem Austausch einer Aminosaure kommt.
Auf Grund des Kopplungsgleichgewichtes kdnnte es trotzdem sein, dass die SNPs Einfluss

auf die Funktion von Proteinen haben. Als Kopplungsgleichgewicht versteht man die
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gemeinsame Lagebeziehung von funktionellem und nicht funktionellem SNPs auf einem LD

Block. Laut Hapmap (2012) befindet sich rs9880851 zusammen mit 6 anderen SNPs auf
einem 12kb umfassenden LD-Block, rs2868865 des MAGI-2 Gens auf einem 22kb Block mit
20 anderen SNPs und rs1230661 zusammen mit 50 Polymorphismen auf einem 111kb
Block. Basenaustauschmutationen kénnen auRerdem Einfluss auf regulatorische Sequenzen
und damit auch auf den Phanotyp haben. Es konnte ein Effekt auf die Transkription, das
alternative Splicen, die Polyadenierung und die mRNA haben. Die Stabilitdt der DNA ist
damit nicht mehr gewahrleistet und deswegen kann auch das Protein bzw. dessen

Umsatzrate beeinflusst werden.

Die drei untersuchten SNPs sollten im Hinblick auf eine Assoziation zur Schizophrenie
untersucht und mit den 13 Untertests der WMS-R in Verbindung gebracht werden, um so
eine Assoziation mit den jeweiligen Endophanotypen herzustellen. Keiner der untersuchten
Polymorphismen konnte in der Fall-Kontroll-Assoziationsstudie direkt mit Schizophrenie in

Verbindung gebracht werden.

Tabelle 26: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der vorliegenden Studie

Marker Assoziation mit Schizophrenie Assoziation mit Endophanotypen

rs9880851 Keine verzogerte visuelle Wiedergabe (WMS-
R): Genotyp CT || (p=0,006)

rs2868865 Keine unmittelbare und verzogerte
Wiedergabe (WMS-R): Allel C |[]
(p=0,050; p= 0,026);

Aufmerksamkeits-/Blockspanne Allel
Cl (p=0,078); verzogerte verbale

Wiedergabe: Genotyp CC || (p=0,080)
rs1230661 Keine Keine

Zwischen dem Polymorphismus rs9880851 des MAGI-1 Gens und dem Untertest des WMS-
R verzogert visuelle Wiedergabe konnte eine Assoziation nachgewiesen werden (siehe
Tabelle 24). Personen mit dem heterozygoten Genotyp CT erzielten dabei eine schlechtere
Leistung, als die beiden homozygoten Genotypen. Studienteiinehmer mit dem SNP
rs2868865 zeigten fir das C-Allel eine schlechtere Leistung in den WMS-R Untertests
unmittelbare und verzégerte Wiedergabe, sowie eine negative Tendenz bei der

Aufmerksamkeits-/Blockspanne.

Der SNP rs1230661 des MAGI-3 Gens zeigt in den Auswertungen keinen Zusammenhang in
Bezug auf die Genotypen- oder Allelverteilung, weder durch signifikante Werte noch eine

Tendenz zur Signifikanz.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine Assoziation zwischen dem rs9880851
des MAGI-1 Gens und rs2868865 des MAGI-2 Gens und bestimmten Aspekten der
Kognition. Die vorliegenden Resultate wurden bis jetzt noch nicht repliziert, so dass die

Ergebnisse noch nicht als endgultig, sondern als vorlaufig angesehen werden sollten.

In einer vergleichbaren Studie versuchten Buxbaum et al., (2008) einen mdglichen
Interaktionspartner fir ERBB4, einem Neuregulin Rezeptor nachzuweisen, der sowohl eine
funktionelle als auch eine genetische Assoziation mit Schizophrenie zeigt. Dabei stiel3en sie
auf das MAGI-2 Protein, welches zusammen mit RPTP-beta, einem weiteren
Interaktionspartner, einen Komplex mit ERBB4 bilden kann. Neben vielen anderen SNPs
wurden unter anderem rs9880851, rs2868865 und rs1230661 untersucht und genotypsiert.
Allerdings konnte fiur keinen dieser SNPs eine genomweite Assoziation nachgewiesen

werden (Buxbaum et al., 2008).

Auch Koide et al, (2012) analysierten in ihrer Fall-Kontroll-Assoziationsstudie
Polymorphismen des MAGI-2 Gens und das erhdhte Risiko an Schizophrenie zu erkranken.
Sie nahmen daflr japanische Stichproben zu Hilfe und fuhrten mit 114 Fallen und 91
Kontrollen den Wisconsin Card Sorting Test durch (Koide et al., 2012). Zwei SNPs des
MAGI-2 Gens wurden naher untersucht, da die Resultate auf eine Assoziation zwischen
MAGI-2 und Schizophrenie hinwiesen. Die SNPs stimmen nicht mit den hier untersuchten
Uberein. Es ergaben sich ein signifikantes genotypisches Ergebnis und ein tendenziell
signifikanter SNP (Koide et al., 2012). Die Probanden erzielten schlechtere Ergebnisse bei
der verbalen und visuellen Lernfahigkeit, bei der Prozessgeschwindigkeit und hatten ein
schlechteres Arbeitsgedachtnis (Koide et al., 2012). Das MAGI-2 Gen ist ein sehr grof3es
Gen (1,5Mbps) auf Chromosom 7 (Koide et al., 2007). Walsh et al., konnten 2008 in einer
CNV Studie eine Deletion innerhalb der kodierenden Region des MAGI-2 Gens bei
Schizophrenie finden. Diese Veranderungen konnten eine schlechtere synaptische Plastizitat
zur Folge haben, die wiederum die schlechten kognitiven Leistungen von

Schizophreniepatienten erklaren wirden (Stephan et al., 2009).

Die vorliegende Arbeit konnte keinen Zusammenhang zwischen dem MAGI-2 Gen und
Schizophrenie herstellen. Bei den kognitiven Endophanotypen hingegen gab es eine
signifikante Assoziation zwischen rs2868865 und den Untertests der WMS-R unmittelbare
(p=0,050) und verzdgerte (p=0,026) verbale Wiedergabe. Patienten mit dem C-Allel schnitten
schlechter ab, als diejenigen mit T-Allel. Eine Tendenz des Genotypen TT bei der Block-/

Aufmerksamkeitsspanne wurde ebenfalls gefunden. Der rs2868865 liegt in einem Intron und
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kodiert selbst fiir keine Aminosaure. Er befindet sich aber in einem LD-Block mit weiteren

SNPs, mit denen er auf den Endophanotyp Einfluss haben kénnte. Da das MAGI-2 Gen noch
weitere LD-Blécke beinhaltet (Hapmap, 2012) befinden sich mdglicherweise auch
funktionelle SNPs auf dem MAGI-2 Gen, die einen direkten Effekt auf die synaptische

Plastizitat haben und die Ergebnisse der oben genannten Studien unterstutzen kdnnten.

MAGI-1 kann mit vielen Molekilen interagieren, unter anderem (-Catenin im Gehirn
(Dobrosotskaya und James 2002). 3-Catenin kommt gehauft in Neuronen vor. Dort reagiert
es mit MAGI-1 und beispielsweise N-Cadherin. Dadurch kommt es zum Kontakt zwischen
MAGI-1 und B-Catenin, die mit ihren C-terminalen Enden aneinander binden (Nishimura et
al., 2002). Auf Grund dieser Interaktion wird angenommen, dass MAGI-1 an der Organisation
synaptischer Strukturen beteiligt ist. MAGI-1 wird als Verbindung zwischen Cadherinen und
Neuroliginen angesehen. Cadherine beeinflussen das Gedachtnis und seine Leistungen
durch ihren Einfluss auf die Synapsenbildung und Organisation. Durch die Assoziation von
MAGI-1 mit Cadherin wird fir MAGI-1 eine ahnliche Wirkung vermutet (lida et al., 2004).

Der hier untersuchte Polymorphismus rs9880851 auf dem MAGI-1 Gen hatte ein
signifikantes Ergebnis flir den Untertest verzdgerte visuelle Wiedergabe (p=0,006) des
WMS-R. Probanden mit dem Genotyp CT schnitten in diesem Untertest schlechter ab, als
die homozygoten Genotypen. Diese Ergebnisse geben Grund zur Annahme, dass MAGI-1
eine Rolle bei kognitiven Leistungen spielt. Der SNP rs9880851 liegt mit weiteren SNPs auf
einem 12kb groRen LD-Block (Hapmap, 2012). Es ist mdglich, dass im MAGI Gen
funktionelle SNPs vorhanden sind, die Einfluss auf die kognitiven Fahigkeiten haben. Dies
konnte ein alleiniger Effekt von MAGI-1 sein oder durch die Vvielfaltigen

Interaktionsmdglichkeiten und damit durch das Potenzial zur Komplexbildung bedingt sein.

Fir MAGI-3 konnten bisher in keiner publizierten Studie positive oder negative Effekte auf
Schizophrenie oder kognitive Fahigkeiten nachgewiesen werden. Auch in der vorliegenden
Untersuchung wurden keine signifikanten Resultate erzielt. Rs1230661 ist im MAGI-3 Gen
auf Chromosom 1 lokalisiert. Es ist ein intronischer SNP, also nicht kodierend. Zusammen
mit 50 weiteren SNPs liegt er in einem 111kb LD-Block (Hapmap, 2012). Durch das
Kopplungsgleichgewicht ist es nicht auszuschlieen, dass der SNP einen Einfluss auf das
Erkrankungsrisiko fur Schizophrenie und kognitive Storungen haben konnte. Dieses ist durch

die Verwandtschaft mit den anderen MAGI Genen eine nahe liegende Vermutung.

Karlsson et al.,, (2012) untersuchten den Zusammenhang zwischen den MAGI Genen,

bipolar affektiver Storung, schizo-affektiver Stérung und Schizophrenie in drei Schritten.
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Dabei arbeiteten sie nicht mit SNPs, sondern untersuchten CNVs. Zunachst flihrten die

Autoren als Hypothese entwickelnden Schritt eine familienbasierte Analyse durch. Dabei
fanden sie eine Uber 100kb groRe Deletion im ersten Intron des MAGI-1 Gens, die bei allen
an bipolar affektiver Storung leidenden Familienmitgliedern auftrat. Des Weiteren konnte eine
Duplikation (160kb) im Bereich vom Promotor des MAGI-1 Gens, Uber das erste Exon bis hin
zum ersten Intron in zwei von drei erkrankten Angehorigen lokalisiert werden. Neuere
Untersuchungen lassen vermuten, dass bipolare affektive Stérungen, Schizophrenie und
schizo-affektive Stérungen einige genetische Risikofaktoren teilen (Lichtenstein et al., 2009).
Auf Grund dessen folgte als zweiter Schritt die Untersuchung einer groferen Stichprobe des
DNA-Materials von nicht-verwandten, an Schizophrenie erkrankten Personen. Dadurch
konnten drei CNVs (eine Deletion, zwei Duplikationen) gréRer als 100kb identifiziert werden,
die mit der Deletion aus Schritt eins Uiberlappten. In einer dritten Datenanalyse von &ffentlich

erhaltlichen Daten konnten wiederum drei CNVs Uber 100kb festgestellt werden.

In der vorliegenden Untersuchung konnte keine Assoziation zwischen dem SNP rs9880851
des MAGI-1 Gens und Schizophrenie nachweisen. Dabei ist vor allem die unterschiedliche
Forschungsmethode als Hauptgrund flr die nicht konformen Ergebnisse der beiden Studien
zu nennen. CNVs sind sehr viel spezifischer und individueller als SNPs und haben einen
grolieren Einfluss (Walsh et al., 2008). AuRerdem wurden fiir die Untersuchung nicht nur
Patienten mit Schizophrenie heran gezogen, sondern auch schizoaffektive und bipolare
Stérungen eingeschlossen. Die Distinguierung, fir welche Krankheiten die Veranderungen

im MAGI-1 Gen verantwortlich sind, konnte also noch nicht abschlieRend geklart werden.

Es gibt viele Studien, die belegen, dass sowohl auf Schizophrenie als auch auf die Kognition
nicht nur die Umwelt Einfluss hat, sondern auch genetische Faktoren einen gro3en Einfluss
einnehmen. Es gibt bereits Studien, in denen einzelne Polymorphismen in Fall-Kontroll-
Assoziationsstudien mit  bestimmten Krankheiten bzw. mit Ergebnissen aus
Gedachtnistestungen in Verbindung gebracht werden konnten. Die Untersuchung von SNPs
ermdglicht es, Zusammenhange zwischen genetischen Variationen und komplexen
Phanotypen im groften Malstab nachzuweisen. Der Nachweis des Einflusses von Genen
auf Phanotypen kann ohne eine komplette Gensequenzierung erfolgen und damit schneller
Ergebnisse erzielen, die der Forschung fir medikamentése Therapieansatzen zur Verfigung
gestellt werden konnen. Trotzdem sind noch viele Aspekte ungeklart. Es bleibt die Frage, wie
genau die ldentifikation von Kandidatengenen stattfinden und eingeschrankt werden soll und

wie viel Einfluss die genetischen Varianten auf die Phanotypen besitzen.
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Ein moglicher genetischer Einfluss auf die Kognition sollte in der vorliegenden Arbeit

untersucht werden. Dieser konnte fur rs9880851 auf dem MAGI-1 Gen und rs2868865 auf
dem MAGI-2 Gen konnten in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden. Es ergab sich
kein Hinweis auf einen Zusammenhang mit Schizophrenie. Notwendig ware die Replikation
der hier gefunden Ergebnisse. Eine groRRere Stichprobe, die die Realibilitdt der Resultate
bestatigt, ware essentiell. Weitere SNPs sollten untersucht werden, um einen
Zusammenhang mit der Schizophrenie zu klaren. Eventuell sollten andere
Untersuchungsmethoden, wie die Analyse von CNVs, in Betracht gezogen (Walsh et al.,

2008) und mit den SNP-Analysen zusammengefasst werden.
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