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Zusammenfassung \

Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine zumeist chronisch verlaufende psychische Erkrankung,
die sich durch grundlegende und charakteristische Stérungen von Denken, Wahr-
nehmung sowie inadaquate oder verflachte Affekte kennzeichnet, und mit erhebli-
chen Einschrankungen der Lebensqualitat, der Erlebnisfahigkeit sowie einer redu-
zierten Leistungsfahigkeit Betroffener einhergeht. Die weltweite Pravalenz der Er-
krankung liegt bei annahernd 1 %. Aktuell ist die genaue Atiologie noch unklar, Um-
weltfaktoren und genetische Faktoren stellen einen gesicherten Anteil der Pathoge-
nese dar. Es wird mit einer Heritabilitéat der Schizophrenie von 80 % gerechnet.

Relevante genetische Faktoren, wie die Anzahl der Suszeptibilititsgene, das von
jedem Locus verliehene Erkrankungsrisiko, das Ausmalfd der genetischen Heteroge-
nitat und der Grad der Interaktion zwischen den Loci untereinander, sind aktuell nicht
vollstandig bekannt. Dennoch sind zahlreiche Gene, die unabhé&ngig voneinander nur
geringfugig zur Entstehung und Auspragung der Erkrankung beitragen, durch Asso-

ziationsstudien (GWAS) und Kopplungsanalysen bereits identifiziert worden.

Das CREB1-Gen liegt im Bereich eines Genabschnitts auf Chromosom 2, der eine
genomweite signifikante Kopplung, in einer grof3 angelegten Metaanalyse, zeigen
konnte. Aus diesem Grund kann das CREB1-Gen als positionelles Kandidatengen in
der Pathogenese der Schizophrenie betrachtet werden. Dartber hinaus interessiert
das CREB1-Gen in der Schizophrenieforschung, da es die Neuroplastizitat, Neuro-
transmission und die Hirnentwicklung beeinflusst, sowie an entscheidenden Prozes-
sen wie dem Lernen und der Gedachtnisentstehung beteiligt ist. Da Anomalien in der
Hirnentwicklung, den Neurotransmittersystemen, den Lern- und Gedachtnisprozes-
sen als potentielle Pathomechanismen der Schizophrenie bekannt sind, erscheint
eine Beteiligung des CREB1-Gens wahrscheinlich. Vorbefunde, die auf eine Assozia-
tion von CREB1 Polymorphismen mit Schizophrenie hinweisen, bestatigten die Hy-

pothese bereits.

Der Frage, inwiefern Varianten in CREB1 mit der Schizophrenie assoziiert sind, wur-
de in der vorliegenden Studie an 1308 Kontrollen und 510 an Schizophrenie erkrank-
ten Patienten nachgegangen. Die Diagnose erfolgte nach den DSM-IV-Kriterien, die
Genotypsierung der Einzelnukleotidpolymorphismen rs2709376, rs2253206,
rs2551640 und rs2709356 innerhalb des CREB1-Gens erfolgte mittels iPLEX. Der
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Vergleich der Genotyp und Allelverteilung zwischen den Gruppen ergab ein statis-
tisch signifikant h&ufigeres Auftreten des A-Allels von rs2253206 in der Patienten-
gruppe.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bekréaftigen die bestehenden Vorbefunde
und damit die Hypothese einer potentiellen Rolle des CREB1-Genes in der
Atiopathogenese der Schizophrenie und sollten in nachfolgenden Studien weiter un-

tersucht werden.
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1 Einleitung

1.1 Die Schizophrenie

1.1.1 Definition

Die Schizophrenie ist eine, den endogenen Psychosen zugeordnete, psychische Er-
krankung. Charakteristika der Erkrankung sind Denk-, Wahrnehmungs-, Affekt- und
Antriebsstérungen, Ich-Stérungen sowie psychosoziale Defizite ohne Vorliegen einer
intellektuellen Beeintrachtigung. Es ist von einer multifaktoriellen Genese der Erkran-
kung auszugehen bei der genetische Faktoren eine wichtige Rolle in der
Atiopathogenese zugeschrieben wird.

1.1.2 Historische Aspekte

1896 fasste Emil Kraepelin eine Gruppe von zu diesem Zeitpunkt noch als voneinan-
der unabhéngig geltenden psychischen Stérungen, zu einer nosologischen Einheit
zusammen. Kraepelin teilte die endogenen Psychosen, zu denen die Schizophrenie

gehort, in zwei Gruppen auf:

Den Zyklothymien stellte er die sogenannten ,Dementia praecox® gegenuber.
Kraepelin nahm an, dass die schizophrenen Psychosen zu einer frihzeitigen
(praecox) Demenz fuhren. Diese Demenz beschrieb er mit einem massiven Abbau
der Intelligenz und dem Verlust des Verstandes. Zudem wollte Kraepelin darauf auf-
merksam machen, dass diese Krankheit im Gegensatz zur manisch-depressiven ei-

nen ungunstigen Krankheitsverlauf nimmt (Kraepelin, 1896).

Bereits in seiner ersten Beschreibung der Dementia praecox im Jahr 1896 stellte
Emil Kraepelin die Einteilung der Schizophrenie in klinische Subtypen dar. Diese er-
folgte, abhangig von der vorherrschenden Symptomatik und Verlauf, in paranoid-

halluzinatorisch, hebephren und kataton (Diefendorf, 1902; Kraepelin, 1896).

Im Jahre 1911 stellte Eugen Bleuler fur diese psychische Erkrankung eine neue
Sichtweise vor. Er gab der damaligen Dementia Praecox den Namen ,Schizophre-
nie“, da er von einem ,Spaltungsirresein® ausging (schizo = ich spalte, phren =
Geist). Die Beschreibung von Bleuler nimmt starkeren Bezug auf das psychopatho-

logische Querschnittsbild, dabei wird in der Einteilung zwischen Grundsymptomen
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und akzessorische Symptome unterschieden (Bleuler, 1911). Bleuler betrachtete As-
soziationsstorungen und Storungen des Affekts, Autismus und Ambivalenz als
Grundsymptomen, Halluzinationen, Wahn und Katatonie ordnete er den akzessori-
schen Stérungen zu (Mdller and Deister, 2000).

Die Einordnung nach Kurt Schneiders unterteilt Symptome in Symptome ersten und
zweiten Ranges. Diese Lehre beruht auf der verschiedenen diagnostischen Valenz
einzelner Symptome aus den pathologischen Erlebniskategorien Halluzinationen,
Ich-Stérungen aus den schizophrenen Kreis und Wahn (Schneider, 1957).

Schneider betrachtete die priméren Stérungen als eine direkte Folge eines zerebra-
len Prozesses (lockere Assoziationen, Bewusstseinstribungen und Schwankungen
der Stimmungslage). Die sekundaren Stérungen (Wahn, Ambivalenz, Autismus, Ne-
gativismus) wertete er als Ergebnis eines Anpassungsversuchs an die priméare Sto-
rungen (Hoff, 2012).

Eine Unterscheidung von Positiv- und Negativsymptomatik erfolgt seit den 70er Jah-
ren. Wahn, formale Denkstdrungen, Halluzinationen sowie desorganisiertes Verhal-
ten werden dabei den positiven Symptomen zugeordnet. Die Verarmung des Affek-
tes, RUckzug im Sozialbereich, Alogie und Stérungen der Aufmerksamkeit zahlen

hingegen zu den negativen Symptomen (Andreasen and Olsen, 1982).

1.1.3 Epidemiologie

Die Lebenszeitpravalenz der Schizophrenie wird fur die Gesamtbevolkerung mit etwa
0,7% angenommen (Saha et al., 2005; McGrath et al., 2008). Die durchschnittliche
jahrliche Neuerkrankungsrate liegt bei 15,2 von 100000 (Brown, 2011, McGrath et
al., 2008, Saha et al., 2008). Die Punktpravalenz betragt im Mittelwert 0,46% (Brown,
2011, Saha et al., 2005).

Die Schizophrenie manifestiert sich vorwiegend in der Jugend oder dem frihen Er-
wachsenenalter. Die Pravalenz der Schizophrenie ist in beiden Geschlechtern &hn-
lich (Saha et al., 2005). Im Gegensatz dazu, werden bezlglich der Inzidenz signifi-
kante Unterschiede beobachtet. Im Bezug auf der Inzidenz der Schizophrenie fanden
McGrath und Kollegen in systematischen Reviews diesbeziiglich, dass Manner 1,4-
mal haufiger neu erkranken (McGrath et al., 2004, McGrath et al., 2006, McGrath et
al., 2008).
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Uber 50% aller Schizophrenien brechen vor dem 30. Lebensjahr aus (Moller et al.,
2005). Bei weiblichen Erkrankten wurde eine Zunahme der Erkrankungswahrschein-
lichkeit nach der Menopause beobachtet (Tandon et al., 2008).

In Industrienationen und in den sozial benachteiligten Schichten wurde eine héhere
Pravalenz, bei gleicher Inzidenz, gefunden. Die Sozial-Drift-Theorie besagt, dass
schizophrene Personen haufig eine soziale Benachteiligung erleben und den Ruck-
zug in die Anonymitat der Stadt suchen, dies dient als eine potentielle Erklarung fur
die erhohte Pravalenz in soziobkonomisch benachteiligten Kohorten (Tandon et al.,
2008). Die Beobachtung einer signifikant hoheren Inzidenz bei in urbanen Gebieten
geborener und dort aufgewaschener Personen, wird durch Grol3stadt-assoziierte Ri-
sikofaktoren erklart (Tandon et al., 2008; van Os et al., 2009).

1.1.4 Risikofaktoren

Die intensiven Forschungsanstrengungen zur Klarung der Atiologie der Schizophre-
nie deuten auf eine multifaktorielle Genese hin. Es gibt dabei relevante Risikofakto-

ren, die als gesichert betrachtet werden kénnen:

An Schizophrenie erkrankte Familienangehérige, Komplikationen wahrend der
Schwangerschaft, pranatale und perinatale Geburtskomplikationen, Infektionen wéah-
rend der Schwangerschaft und der Kindheit, Drogenkonsum und das Aufwachsen in
GroR3stadten werden als gesicherte Risikofaktoren, an Schizophrenie zu erkranken,

betrachtet.

Bei der Entstehung der Schizophrenie scheinen dabei genetische Faktoren eine
zentrale Rolle zu spielen. Diese Theorie wird durch eine deutliche familiare Haufung
schizophrener Stérungen gestitzt. Bei Angehdrigen ersten Grades, eines an Schizo-
phrenie erkrankten Patienten, ist das relative Risiko, im Vergleich zur Allgemeinbe-
volkerung, etwa 5 - 15- fach erhéht (Kendler und Gardner, 1997). In Familienstudien
wurde festgestellt, dass bei Verwandten 1. Grades das Risiko an Schizophrenie zu
erkranken 6-17 % betragt, bei Verwandten 2. Grades liegt das Risiko bei 4-6 % und
bei Verwandten 3. Grades das Risiko 2-4 % betragt. Bei eineiigen Zwillingen wurde

ein relatives Risiko von 48 % fir Schizophrenie festgestellt (Gottesman et al., 2001).

Es wird vermutet, dass bis dato nicht ndher bekannte Umweltfaktoren in Stadten eine

Erhohung des Erkrankungsrisikos bewirken (Lewis et al., 1992; Tandon et al.,
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2008). Eine im Jahr 2013 von Stathopoulou et al. durchgefiihrte Studie untersuchte
die Relation zwischen préanataler Exposition gegentber Tabakrauch und der spate-
ren Entstehung einer schizophrenen Erkrankung (Stathopoulou et al., 2013).

Ein Erndhrungsdefizit und Infektionen wahrend des 1. und frihen 2. Trimenons der
Schwangerschaft werden als pranatale Risikofaktoren fur die Schizophrenie betrach-
tet (Penner und Brown 2007, Brown, 2011; Kneeland et al., 2013). Influenza-
Infektion, aber auch weitere Infektionskrankheiten, wie Rételn oder Toxoplasmose
(Brown et al., 2001, Brown et al., 2005, Brown, 2011, McGrath et al., 2009), stehen
im Verdacht, eine Erh6hung der Wahrscheinlichkeit an Schizophrenie zu erkranken.
Als Entwicklungsmechanismus der Schizophrenie wird eine Immunreaktion des Fo-
tus vermutet, die eine Schadigung des Gehirns mit sich bringen kénnte (Penner und
Brown 2007). Ein ebenfalls erhdhtes Risiko, an einer Schizophrenie zu erkranken,
wird bei hohem Alter des Vaters zum Zeitpunkt der Empfangnis angenommen (Dra-
gomir et al., 2010; Svensson et al., 2013). Eine Geburt im Fruhjahr und im Winter
zeigte ein geringes, aber replizierbares erhodhtes Erkrankungsrisiko. Davies et al.
stellten 2003 eine hohe Pravalenz fir im Frihjahr oder Herbst geborenen Personen,
fest (Davies et al., 2003).

Drogenkonsum ist ein bekannter Risikofaktor in der Entstehung der Schizophrenie,
der haufig in der Adoleszenz assoziiert in der sogenannten Peergruppe vorkommt
(DelLisi 2008; Gururajan et al., 2012). Der Konsum von Cannabis wahrend der Ado-

leszenz gilt als ein weiterer Risikofaktor fir Schizophrenie (Moore et al., 2007).

Die aktuelle Forschung tendiert zu einer multifaktoriellen Atiopathogenese der Schi-
zophrenie, bei der die genetische Vulnerabilitat eine zentrale Rolle spielt. Hirnstruktu-
relle, neurophysiologische sowie biochemische Veranderungen kénnen sich durch
den reziproken Einfluss von genetischen und umweltbedingten Faktoren bilden. Das

Resultat ist eine Pradisposition zur Manifestation der Krankheit.

1.1.5 Symptomatik

Zur Diagnosestellung schizophrener Psychosen wurden verschiedene Einteilungs-
modelle entwickelt, die die komplexe Symptomatik der Erkrankung beriicksichtigen.

In den letzten Jahrzehnten erfolgte eine Vereinheitlichung, da ohne eine verbindliche
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Definition der ,schizophrenen Storungen®, ohne Systematisierung und Ausdifferen-
zierung der diagnostischen Kategorie, die Suche nach &tiologischen Faktoren und

eine Verbesserung von Pravention und Behandlung kaum zu erreichen ist.

Aktuell anerkannt sind folgende Klassifikationssysteme: zum einen wird die Internati-
onal Statistical Classification of Diseases (ICD-10) der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) und zum anderen wird das Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (seit 2013 in der funften Revision, das DSM-V) der American Psychiatric
Association (APA) benutzt. Eingesetzt wird die ICD-10 vorwiegend im klinischen Be-
reich. Das DSM-V wird als Basis fur die Forschung verwendet, Grund hierfur sind
die, im Gegensatz zum ICD-10, striktere und préazisere diagnostische Kriterien. Die
Diagnose der Schizophrenie wird durch einen Kriterienkatalog des ICD-10 und DSM-
V festgelegt. Dieser Katalog wird in modifizierter Form in der Tabelle 1.1 widergege-
ben (Mdller et al., 2001).

Tab. 1.1: Diagnostische Kriterien der Schizophrenie nach ICD-10 und DSM-IV entsprechend
der Gliederung von Mdller et al., 2001

ICD-10 DSM-IV

Kontrollwahn, Beeinflussungswahn, Wahn, besonders bizarrer Wahn

Wahnwahrnehmung

Halluzinationen, besonders kommentierende stimmungsinkongruente Halluzinationen,

und dialogisierende Stimmen besonders kommentierende oder dialogisierende
Stimmen

Gedankenlautwerden,-eingebung,-entzug, Zerfahrenheit

Beeinflussungserlebnisse, Zerfahrenheit, Gedan-
kenabreillen u.a.

katatone Symptome katatone Symptome

negative Symptome wie Apathie, Sprach- Affektarmut, Antriebsmangel, sozialer Riickzug
verarmung, verflachter Affekt

Verschlechterung der sozialen Adaptation

charakteristische Symptomatik kontinuierliche Anzeichen der Erkrankung
mindestens 1 Monat mindestens 6 Monate

keine nachweisbare organische Ursache keine nachweisbare organische Ursache
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Es wird vom DSM-IV verlangt, dass kontinuierliche Anzeichen der Erkrankung fur
mindestens sechs Monate, und zwei der folgenden funf Kriterien fur mindestens ei-

nen Monat (aktive Phase), bestehen:

Wahnideen

Halluzinationen

Desorganisierte Sprache

Grob desorganisiertes oder katatones Verhalten

Negative Symptome (Willensschwache, flacher Affekt, Alogie, Anhedonie)

Wahrend der prodromalen oder residualen Phase treten Uberdies sozialer Riickzug,
Beeintrachtigung des Leistungsvermdgens, flacher oder lappischer Affekt, vage und
umstandliche Sprache sowie mitunter eine Beeintrachtigung der Durchfiihrung von
hygienischen MalRnahmen auf. Die pramorbide Phase der Schizophrenie ist haufig
durch Stérung motorischer Fahigkeiten in der Kindheit, Defizite im Bereich der Auf-
merksamkeit und dadurch einer Beeintrachtigung der akademischen Leistungen, Iso-
lation im sozialen Bereich sowie emotionale Distanz charakterisiert (Schenkel et al.,
2004).

Der Beginn der Prodromalphase wird, bis zu finf Jahre, vor dem Auftreten der ersten
Psychose beobachtet. Die Prodromalphase ist durch leichte psychotische Sympto-
me, negative Symptomatik, Defizite im kognitiven Bereich, abfallende Leistungsni-

veau sowie andere Verhaltensdnderungen charakterisiert (Tandon et al., 2009).

Die eigentliche Akutphase, in der die schizophrenen Symptome beobachtet werden,

folgt in der Regel auf die Prodromalphase.

In der Residualphase, die haufig nach Abklingen der Akutphase auftritt, werden wie-
der vorwiegend negative Symptome beobachtet. Die Subtypen in der Schizophrenie

sind in Tabelle 1.2 wiedergegeben:
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Tab. 1.2: Subtypen in der Schizophrenie (hach DSM-IV)

Subtypen der Charakteristika Hauptsachliche Symptome

Schizophrenie

Paranoider Typ Haufigster Typ; Wahn; Halluzinationen (v.a. akustisch)
Positivsymptome pragend

Desorganisierter Im Jugendalter auftretend; Affektive Storungen (lappische

Typ wird oft spat erkannt; Grundstimmung, leere Heiterkeit,

(Hebephrener Typ) Negativsymptome pragend Gleichglltigkeit); formale Denkstorungen;
soziale Isolation

Katatoner Typ Besonders risikoreich Psychomotorische Stérungen, die zwischen
(Gefahr einer perniziésen extremer Hyperkinese und Stupor
Katatonie mit Stupor und schwanken kdonnen; Befehlsautomatismen;
Hyperthermie); Negativismen; stereotype Haltungen;
selten Wahn; Halluzinationen

Undifferenzierter Keine Subtypisierung

Typ maglich

Residualer Typ Haufig im weiteren Verlauf Personlichkeitsveranderung;
schizophrener Psychosen Antriebsmangel; Affektarmut; sozialer

Rickzug; verminderte Mimik und Gestik;
Sprachverarmung; verminderte
Korperpflege

Die Diagnosestellung der Schizophrenie verlangt den Ausschluss, differentialdiag-
nostisch, in Frage kommenden psychischen Stérungen, u. a. den Ausschluss einer
schizoaffektiven Stérung, affektiven Stérung mit psychotischen Symptomen, orga-
nisch  bedingter Psychose, von Personlichkeitsstorungen, sowie einer

Autismusspektrumstérung.

1.1.6 Verlauf und Prognose

Der individuelle Verlauf der Erkrankung weist betrachtliche Variationen auf. Es wer-
den drei Phasen unterschieden (Comer 2001): die Prodromalphase, die durch eher
uncharakteristische Symptome mit negativer Symptomatik gekennzeichnet ist, sie
kann haufig bereits Jahre vor dem Ausbruch der Erkrankung auftreten (Tandon et al.,
2008). In dieser Pramorbiden Phase werden haufig unspezifische Defizite im kogniti-
ven, motorischen und sozialen Bereich beobachtet (Cannon et al., 2002). Der kaum

merkbare, schleichend progrediente Ubergang in die symptomatische Erkrankung
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kann sich Wochen bis Jahre hinziehen (Schultze-Lutter 2009), die Prodromalphase

bleibt dabei oftmals unerkannt (Hafner et al., 2003).

Im Anschluss an die Prodromalphase zeigt sich die klinisch manifeste Akutphase.
Diese ist Uberwiegend durch in der Regel tlber Wochen bzw. wenige Monate andau-
ernde Positivsymptomen charakterisiert. Die Intensitdt nach einer Phase mit florider
Positivsymptomatik klingt zumeist schneller ab als Phasen mit negativer Symptoma-
tik (Tandon et al., 2009).

Nach dieser Erstmanifestation kommt es in circa 50 %, der an Schizophrenie er-
krankten, zu rezidivierenden produktiven Schiiben mit zwischenzeitlicher Residual-
symptomatik (Méller 2004). Die Residualphase beschreibt den Verbleib von Symp-
tomen nach Abklingen der Akutsymptomatik. Die Residualphase ist durch im Vorder-
grund stehenden Defizite im Bereich der Kognition und negative Symptome gekenn-
zeichnet (Tandon et al., 2009). Ein Verlauf mit rezidivierenden akuten Schiben und
zwischenzeitlicher vollstdndiger Remission ist, neben oben genannter Abfolge, eben-
falls moglich (Moller 2004).

Aktuell wird ein weniger schwerwiegender Verlauf der Erkrankung beobachtet, hierzu
tragt eine bessere medikamentése Behandlung bei (Menezes et al., 2006). Eine im
Vergleich zur generellen Bevoélkerung verdoppelte Mortalitatsrate bei an Schizophre-
nie Erkrankten wird dennoch weiterhin beobachtet (Parks et al., 2006). Die erhdhte
Suizidrate bei an Schizophrenie Erkrankten ist fir diese erhéhte Mortalitat zum grof3-
ten Teil verantwortlich. 30% der Patienten mit Schizophrenie weisen diesbeziiglich
mindestens einen Suizidversuch auf (Radomsky et al. 1999), davon sterben 10%
durch Suizid (Caldwell und Gottesman 1990). Die erhéhte Mortalitatsrate wird auch
auf ein erhohtes Unfallrisiko und ein erhdhtes Risiko kardiovaskularer Erkrankungen
zuruckgefuhrt (Saha et al., 2007).

Zu Beginn der Erkrankung ist eine genaue Prognose des Verlaufs nicht moglich
(Berger 2008; Emseley et al., 2008). Die Krankheitseinsicht und die Dauer bis zum
Ansprechen auf antipsychotische Medikation sind wichtige Faktoren fur den Krank-
heitsverlauf (Emsley et al., 2008). Ein akuter Ausbruch der Erkrankung, gute
pramorbide Funktionsfahigkeit, gute kognitive Funktionen, Nichtvorhandensein eines
Drogenkonsums, weibliches Geschlecht sowie ein spater Erkrankungsbeginn werden
als prognostisch ginstige Faktoren eingestuft (Riecher-Rdssler und Rossler 1998;
Flyckt et al., 2006).
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Trotz enormen Anstrengungen im letzten Jahrzehnt ist die Suche nach validen Bio-
marker in der Schizophrenie, die zur Friherkennung und zur einen genaueren Vor-
hersage des klinischen Verlaufs, Prognose und dem Ansprechen auf die Behandlung
fuhren konnten, immer noch frustran verlaufen. Entweder fehlen die entsprechende
Biomarker oder sie werden noch evaluiert (Schmitt et al., 2016). Aussichtsreiche
Fortschritte im Bereich der Kognition und der Endophanotypen (Derntl und Habel,
2011; Kalia und Costa, 2015), der bildgebenden Verfahren (Atluri et al., 2013) und
der Genetik (Vawter et al., 2011) sind jedoch bereits gemacht worden. Diese Fort-
schritte werden, mit grof3er Wahrscheinlichkeit, zu einer Besserung der Diagnose-
stellung sowie zur Entwicklung innovativen und personalisierten Behandlungsstrate-

gien fuhren (Ozomaro et al., 2013).

1.1.7 Atiologie

Es wird von einem multifaktoriellen Modell als Erklarungsmodell far die
Atiopathogenese der Schizophrenie ausgegangen. Nach diesem multifaktoriellen
Modell fuhrt die Kombination genetischer Faktoren mit weiteren Einfliissen wie z.B.
neuroanatomische und psychosoziale Ursachen zu neurophysiologischen und bio-
chemischen Veradnderungen. Dies fuhrt, in interindividuell unterschiedlichem Aus-
malf3, zur Auspragung einer erhéhten Vulnerabilitat fur die Manifestation der Erkran-
kung. Im Rahmen einer so begrindeten Krankheitspradisposition zeigen sich psy-
chosoziale Einflisse sowie Umweltfaktoren, dem multifaktoriellen Modell entspre-
chend, entweder risikosteigernd oder protektiv in Bezug auf Ausbruch und Verlauf
der Erkrankung (Moller et al., 2008). Die Bezeichnung als Vulnerabilitats-Stress-
Modell beruht auf dieser Interaktion aus vorbestehender Vulnerabilitats- und Krank-

heitsverlauf modulierenden Faktoren.

Die Entstehung hirnstruktureller, neurophysiologischer und/oder biochemischer Be-
sonderheiten wird aus der Interaktion genetischer Faktoren mit Umweltvariablen be-
gunstigt. Die dadurch erhdhte Vulnerabilitat ergibt eine Pradisposition zur Manifesta-
tion der Krankheit. Hier spielen ungunstige psychosoziale Stressoren und Person-
lichkeitsstrukturen fir die Manifestation ebenfalls eine Rolle. Aus variablen Kombina-
tionseffekten von genetischen und exogenen Faktoren ergibt sich somit die Krank-

heitsmanifestationsrisiko. Dieser Modellvorstellung nach ist die Uberschreitung einer
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multifaktoriellen Schwelle letztlich zur Auslosung der Erkrankung notwendig (Sawa
und Snyder, 2002).

Die Two-Hit-Hypothese, die eine Kombination von Ursachen annimmt, stellt ein wei-
teres, prinzipiell &hnliches Erklarungsmodell dar. Nach dieser Hypothese sind 2 Fak-
toren als Voraussetzung fur die spatere Entwicklung des Stérungsbildes vonndten.

Dies ist zum einen eine genetische Pradisposition, der first hit, zum anderen ein préa-
oder postnataler umweltbedingter atiologischer Faktor, der second hit (Bayer et al.
1999) notwendig. Sowohl der genetische als auch der umweltbedingte Faktor sind
heterogen, so dass eine Vielzahl von Kombinationsmoglichkeiten die Veranlagung
fur die Erkrankung beeinflussen kann (Andreasen 2000). Die Auswirkungen dieser
Pradisposition bewirken bereits vor der Erstmanifestation der Erkrankung eine Sto-
rung der Hirnentwicklung damit einhergehende neurobiologische und neurochemi-

sche Veranderungen.

Nach der Erstmanifestation kdnnen dann neurodegenerative Vorgange (third hit) auf-
treten. Durch neurotoxische Faktoren auf neurophysiologischer und -
immunologischer Ebene werden diese pathologischen Veranderungen ausgelost
(Liebemann et al., 2001; Boteva und Liebemann 2003; Cahn et al., 2002; Cahn et al.,

2006), diese Prozesse sind fir die Chronifizierung der Erkrankung mitverantwortlich.

1.2 Genetik der Schizophrenie

Die starke genetische Komponente, in der Entstehung der Schizophrenie, gilt auf-
grund von familiarer Haufung als belegt (Cardno et al., 1999; Tsuang et al., 2001;
Cloninger, 2002). Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien werden zur Differenzie-
rung des Einflusses genetischer Faktoren bzw. Umweltfaktoren herangezo-
gen. Sowohl Familien-, Zwillinge- und Adoptionsstudien (Cardno und Gottesmann,
2000; Sullivan et al., 2003; Wray und Gottesmann, 2012) als auch auf genomweiten-
Assoziationsstudien basierten Schatzungen (Gusev et al., 2014) lassen auf einen
ausgepragten genetischen Aspekt in der Entstehung der Erkrankung schliessen
(Schmitt et al., 2016).
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1.2.1 Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien

Familienstudien stellen die Haufigkeit des Auftretens von Schizophrenie in Abhéan-
gigkeit vom Grad der Verwandtschaft fest. Familienstudien treffen eine Aussage uber
die Haufung einer Diagnose bzw. Erkrankung in der Familie. Eine Differenzierung
von Ursachenfaktoren (genetische Faktoren, Umweltfaktoren) ist durch Familienstu-
dien jedoch nicht mdglich (Maier et al., 2008). Eine erhéhte Wahrscheinlichkeit zu
erkranken wurde in einer schwedischen Kohorte bei Erstgradangehérigen von
Schizophreniepatienten (n = 35.985) nachgewiesen. Das relative Risiko, an Schizo-
phrenie zu erkranken, betrug 9,9 fur Kinder erkrankter Eltern bzw. 9,0 fur Geschwis-
ter erkrankter Geschwister (Lichtenstein et al. 2009). Halbgeschwister wiesen eben-
falls ein erhohtes relatives Risiko auf. Eine Lebenszeitpravalenz, bei Erstgradange-
horigen, zwischen 1 bis 16 % wurde In einer weiteren Studie festgestellt. Im Ver-
gleich zu Angehdrigen Gesunder betrug die Lebenszeitpravalenz 0 bis 2 % (Maier et
al., 1999). Es soll jedoch Beriicksichtigung in den Ergebnissen finden, dass das Um-
gebungsmilieu dasselbe bzw. sehr ahnlich ist, die Differenzierung zwischen soziokul-
turellen und genetischen Ursachen ist dadurch nicht méglich. Diese Faktoren werden

im Studiendesign von Zwillings- und Adoptionsstudien berticksichtigt.

Eine weitere Methode, zur genaueren Differenzierung des jeweiligen Beitrags, zur
Entstehung der Schizophrenie von Genetik und Umwelt sind die Zwillingsstudien.
Das Erkrankungsrisiko ist mit dem Grad der genetischen Verwandtschaft assoziiert.
Dies wird, moglichst ahnlicher Umweltbedingungen vorausgesetzt, durch den Ver-
gleich der Konkordanzraten mono- und dizygoter Zwillinge (Fabisch et al., 2005). Die
deutlich erhdhte Erkrankungsrate an Schizophrenie bei mono- und dizygoten Zwillin-
gen konnte durch Metaanalysen (Sullivan et al., 2003; Maier et al., 1999) belegt wer-
den. Allerdings bestand keine vollstdndige Konkordanz, was die Relevanz nichtgene-
tischer Einflusse auf die Erkrankung betont und den multifaktoriellen Denkansatz be-
kraftigt (Petronis 2006, 2004; Owen et al., 2005).

Adoptionsstudien ermdglichen eine verlassliche Trennung zwischen soziokulturellen
und genetischen Ursachen (Ingrahamund und Kety, 2000). Kinder von an Schizo-
phrenie erkrankten Eltern werden von Adoptiveltern, die nicht an Schizophrenie er-
krankt waren, aufgezogen, dadurch wurde festgestellt, dass das erhdhte Risiko an
Schizophrenie zu erkranken, bei den Kindern mit biologisch an Schizophrenie er-

krankten Eltern weiterhin bestand. Bei Kindern gesunder Eltern, die bei an Schizo-
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phrenie erkrankten Eltern aufwuchsen, wurde im Gegensatz dazu keine erhohte Er-
krankungswahrscheinlichkeit festgestellt (Kendler et al., 1994; Petersen und Soren-
sen 2011).

1.2.2 Molekulargenetik

Die starke Bedeutung der genetischen Anlage bei der Schizophrenie wird durch psy-
chiatrisch-epidemiologische Befunde belegt. Die Schizophrenie ist eine genetisch
komplexe Erkrankung, deren Vererbungsmuster nicht durch einen Mendelschen
Erbgang folgt (Giusti-Rodriguez & Sullivan, 2013). Es wird davon ausgegangen, dass
eine Vielzahl von Genen Risikoallele aufweisen. Weiterhin ist die genetische Anlage,
durch eine Kombination von haufigen Allelen mit geringen Effekten und seltenen Al-
lelen mit starken Effekten, bedingt (Owen et al., 2009). Das heifl3t, haufig in der allge-
meinen Bevolkerung vorkommende Allele in Zusammenhang mit seltenen Allelen
steuern die Wahrscheinlichkeit an Schizophrenie zu erkranken (Schmitt et al., 2016).
Nicht geklart ist wie viele risikosteigernde Genvarianten es letztlich gibt, wie die In-
teraktion miteinander stattfindet und wie stark die einzelnen Variablen das Erkran-
kungsrisiko steigern (Owen, 2000). Es wird ebenfalls davon ausgegangen, dass eine
Erkrankung durch unterschiedliche Kombinationen einer Vielzahl genetischer Varian-
ten bedingt wird und dadurch der Unterschied der Genkonstellationen zwischen ver-

schiedenen Individuen zustande kommt (Harrison & Weinberger, 2005).

Um Suszeptibilitaitsgene identifizieren und lokalisieren zu kénnen kann man unter
anderem auf folgende Untersuchungen zurlckgreifen, Kopplungs- und Assoziations-
studien sind in der Praxis eng miteinander verwoben. So weist z. B. ein Kandidaten-
gen oder eine signifikant mit einem Phanotyp assoziierte Variation eine hohe Plausi-
bilitat auf, welche in einem Locus mit positiven Kopplungshinweisen positioniert ist
(Spitzer 2006). Genetische Polymorphismen werden in Form von SNPs, VNTRs (va-

riable number tandem repeats) und STRs (short tandem repeats) untersucht.

Die sogenannten copy number variants (CNV) stehen neben den Einzelnukleotid-
Polymorphismen im zunehmenden Interesse der molekulargenetischen Forschung.
CNVs sind strukturelle Genvariationen, die selten vorkommen und relativ grof3 sind.
Zudem fuhren sie zu abweichenden Kopieanzahlen eines bestimmten DNA-Locus,
d.h. der Locus kann im diploiden Genom entweder nur als eine Kopie vorliegen

(Deletion), oder als drei oder mehr (Duplikation), oder auch vollig fehlen (homozygote
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Deletion). Dies erklart warum die Veranderungen der DNA durch CNVs grof3er sind
als bei SNPs (Redon et al. 2006). Dies fuhrt zu den relativ grof3en Effekten von
CNVs auf die Manifestation psychiatrischer Erkrankungen (Saus et al. 2010;
Malhotra und Sebat 2012).

Die systematische Untersuchung des gesamten Genoms mittels Assoziationsunter-
suchungen erfordert die Genotypisierung mehrerer Millionen SNPs, was dank des
technischen Fortschritts mittlerweile als Standard gilt (Rujescu, 2010) und die Realisie-
rung genomweiter Assoziationsstudien (GWAS) ermoglicht. In GWAS kann
genomweit mit der hohen Empfindlichkeit einer Assoziationsuntersuchung nach
Suszeptibilitatsloci gesucht werden. Die genomweiten Assoziationsuntersuchungen
ermoglichen zudem ein hypothesenfreies Vorgehen. Durch die Detektion unbekann-
ter Kandidatengene kann ebenfalls in bislang unbekannte pathophysiologische Pro-
zesse Einsicht gewonnen werden (Cichon et al., 2009).

Zur Lokalisierung und Identifizierung von Suszeptibilititsgenen steht das so genann-
te exome sequencing, eine weitere Untersuchungsmethode, zur Verfigung. Diese
Untersuchungsmethode ist eine Technik zur Sequenzierung aller proteinkodierenden
Gene innerhalb eines Genoms (als Exom bekannt). Zunachst erfolgt die Selekti-
on von proteinkodierenden DNA-Fragmenten (so genannte Exons), anschliel3end
wird die restliche DNA sequenziert. Hierbei wird eins von den ublichen Hochdurch-
satz-DNA-Sequenzierungssysteme eingesetzt. Es gibt 180.000 Exons, diese machen
circa 1 % des menschlichen Genoms aus und bestehen annahernd 30 Millionen
DNA-Basenpaaren. Mutationen in diesen Bereichen haben jedoch haufiger schwer-
wiegende Folgen als in den restlichen 99 % des menschlichen Genoms (Ng et al.,
2009). Dieser Ansatz verfolgt das Ziel, die genetische Variabilitat, von seltenen do-
minant vererbbaren Erkrankungen als auch die von haufigen Erkrankungen wie die

Schizophrenie, zu eruieren.

Xu et al. fuhrten in einer Studie die Analyse von Exomsequenzen bei 53 sporadi-
schen Schizophrenie-Féllen, 22 gesunden Kontrollen, sowie deren Eltern durch. Ziel
der Forschungsgruppe um Xu war den potentiellen Einfluss proteinverandernder de
novo Mutationen als genetische Komponente in der Schizophrenie zu untersuchen.
Die Autoren identifizierten 40 de novo Mutationen in 27 Fallen, die jeweils verschie-
dene Genen betrafen, einschliel3lich einer potentiell disruptiven Mutation in DGCR2,

ein Gen, der in einer fur Schizophrenie pradisponierenden Region (22g11.2) lokali-



Einleitung 14

siert ist. Der Vergleich mit seltenen erblichen Varianten deutete darauf hin, dass die-
se de novo Mutationen eine grof3e Anzahl an nicht synonymen Veranderungen in
den Schizophrenie-Fallen zeigen, sowie ein starkes Potenzial aufwiesen Proteine
strukturell und funktional zu beeinflussen. Die Ergebnisse deuten auf eine zentrale
Rolle der de novo Mutationen in der Atiopathogenese der Schizophrenie hin. Diese
de novo Mutationen, zusammen mit den haufigen Allel-Mutationen, stellen ein plau-
sibles Erklarungsmodell fur die hohe globale Inzidenz und Persistenz der Schizo-
phrenie dar (Xu et al., 2011).

Im Jahr 2014 fuhrten Purcell et al. die Analyse von Exomsequenzen bei 2,536 an
Schizophrenie erkrankten Patienten und bei 2,543 Kontrollen durch. In dieser Studie
konnten die Autoren eine polygenetische Belastung belegen, die in erster Linie aus
seltenen (weniger als 1 von 10.000), sich negativ auswirkenden, in vielen Genen ver-
teilten Mutationen zurtickgefuhrt werden. Die Autoren kamen zur der Schlussfolge-
rung, dass diese Ergebnisse die Hypothese untermauern, dass populationsbasierte
Exomsequenzierungsanalysen neue Risikoallelen entdecken und die bereits etablier-
ten Untersuchungsmethoden auf der Suche nach Suszeptibilititsgenen bei neuro-

psychiatrischen Erkrankungen erganzen kénnen (Purcell et al., 2014).

1.2.2.1 Kopplungsstudien zur Schizophrenie

Ziel der Kopplungsanalysen ist es den Nachweis gemeinsamer Vererbung einer
Krankheit mit einem polymorphen Marker innerhalb einer Familie zu erbringen. Dies
erfordert Familien mit zwei oder mehr erkrankten Mitgliedern, wobei es sich nicht um
GrolRfamilien handeln muss, wie sie bei monogenen Erbkrankheiten von Vorteil sind.
Vor allem erkrankte Eltern- Kind Trios oder auch Geschwisterpaare sind fur Kopp-
lungsanalysen von komplexen Krankheiten geeignet. Grund hierfur ist die Annahme,
dass bei diesen sogenannten Kernfamilien eher eine Homogenitat fir genetische
Faktoren vorliegt (Maier et al., 1999). Die Durchfiihrung der ersten Kopplungsunter-
suchungen zur Schizophrenie erfolgte in der Annahme, dass Gene mit einer Haupt-
wirkung identifiziert werden kénnen. Mutationen mit Penetranz hinsichtlich einer kla-
ren phanotypischen Manifestation sind aber vermutlich aul3erst selten oder nicht vor-
handen (McGuffin und Owen, 1996).

Zwei Metaanalysen versuchten die wichtigsten Kopplungssignale herauszufinden

(Lewis et al., 2003; Badner et al., 2002). 2003 werteten Lewis et al. in einer grof3 an-
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gelegten Metaanalyse die Daten von 20 genomweiten Kopplungsstudien mit Uber
1200 Stammbaumen zur Schizophrenie aus. Die Autoren fanden eine groRere Uber-
einstimmung der Ergebnisse bisheriger Kopplungsstudien als bislang angenommen.
Diese Metaanalyse konnte, so die Autoren, auch zur Bestatigung verschiedener
Hinweise auf Kopplungen herangezogen werden, die sich aus der Betrachtung ho-
mogener oder isolierter Bevolkerungsgruppen an einer geringeren Anzahl von
Stammb&aumen ergaben. Eine genomweite signifikante Kopplung konnte fir den
Genabschnitt p12-g22.1 auf Chromosom 2 festgestellt werden (Lewis et al., 2003).
Badner et al. fanden 2002 in einer weiteren genomischen Metaanalyse von Kopp-
lungsstudien starke Evidenz fur eine signifikante Kopplung fur die chromosomalen
Loci 8p, 13q und 22qg (Badner und Gershon, 2002). Eine weitere Metaanalyse von
Ng et al. zeigte Ubereinstimmend zu der Studie von Lewis et al. (2003) einen
genomweiten Kopplungsbefund auf Chromosom 2q (118,7-152 Mb). Daruber hinaus
wurden Hinweise fur eine Kopplung von 5q (141.8-167.7 Mb) und 2q (103.3-134 Mb)
gefunden sowie in einer Subpopulation europaischer Abstammung fur 8p (15.7-32.7
Mb) (Ng et al. 2009).

Um die bisherige Inkonsistenz bzw. fehlenden Replizierbarkeit der Studienergebnis-
se zu untersuchen, wurde von Tang et al. eine vergleichende Metaanalyse von
Kopplungsstudien mit zwei unterschiedlichen Methoden der Metaanalyse (GSMA,
genome scan meta-analysis und MSP, multiple scan probability) durchgefthrt. Die
beiden Methoden ergaben unterschiedliche gekoppelte Genloci, die sich grofitenteils
nicht tberlappten. Sowohl die Ergebnisse hach GSMA als auch die nach MSP konn-
ten nach der Korrektur durch multiples Testen ihre Evidenz nicht aufrechterhalten
(Tang et al., 2011). Fabisch et al. (2005) kamen zu der Schlussfolgerung, dass die
bisher aufgedeckten Kopplungsbefunde aufgrund ihrer geringen Kopplungsstarke
zugunsten der Hypothese gewertet werden, dass eine genetisch bedingte Vulnerabi-
litat dadurch entsteht, dass viele Mutationen, mit geringem Beitrag, in Kombination

auftreten.

1.2.2.2 Assoziationsstudien zur Schizophrenie

Ma spricht von einer Assoziation eines genetischen Markers mit einer Erkrankung,
wenn einen Unterschied zwischen der relativen Haufigkeit des Markers bei Erkrank-

ten gegenuber gesunden Kontrollen vorliegt. Genetische Assoziationsstudien sind
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dementsprechend den klassischen epidemiologischen Fall-Kontroll-Studien sehr
ahnlich. Es existieren allerdings einige, speziell fir die genetische Forschung entwi-
ckelten Erweiterungen und Designs. Aktuell werden zahlreiche genetische Assoziati-
onsstudien durchgefihrt. Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) sowie kurze sich
wiederholende DNA-Sequenzen, so genannte Mikrosatelliten, finden hierfur als Mar-

ker Verwendung.

Assoziationsuntersuchungen sind ein sensitives Verfahren, um Risikogenen mit ge-
ringem Beitrag zur Krankheitsgenese nachweisen zu kdnnen. Kandidatengene sind
Gene, bei denen die Annahme besteht, dass sie ein Beitrag zur Krankheitsentste-
hung leisten kdnnen. Es besteht folglich die Vermutung, dass eine Assoziation zwi-
schen diesem Risikofaktor und der Erkrankung besteht. Die Durchfiihurung dieser
Untersuchungen erfolgt meist als Fall-Kontroll-Studien. Dies bedeutet, dass eine Ko-
horte an Patienten und an gesunden Probanden untersucht wird. Dabei erfolgt der
Vergleich der Haufigkeit bestimmter Genvarianten eines Kandidatengens in beiden
Kollektiven, ergibt sich dabei eine Gberzufallige Haufung einer Variante in Allel- oder
Genotypverteilung, liegt folglich eine Assoziation der Variante mit der Erkrankung

vor.

Bei der Analyse von Kandidatengen wird entweder eine weitere Eingrenzung von, in
Kopplungsanalysen, ermittelten Kandidatenregionen verwendet oder eine direkte
Untersuchung von Kandidatengenen durchgefuhrt (Bickebdller und Fischer 2007).
Die Untersuchungsmethode geht jedoch mit der Gefahr falsch positiver und falsch
negativer Ergebnisse einher (Hunter und Kraft 2007). Nnadi und Malhotra (2007) er-
wahnen diesbeziglich, dass bevor der Katalog haufiger DNA-Polymorphismen publi-
ziert wurde (International HapMap Consortium 2005) und vor der Entwicklung fort-
schrittlicher Verfahren in Bezug auf Genotypisierung, klare Hinweise auf Regionen
mit Kandidatengenen vonndten waren, welche aus Kopplungsstudien oder aus theo-
retischen Uberlegungen zur Pathogenese und aus pharmakogenetischen Untersu-

chungen stammten.

Die Odds Ratio (OR) wird zur Bewertung der Assoziation von Kandidatengenen und
der Erkrankung verwendet. Mit der Odds Ratio wird die Quote ausgedrickt, um wie
viel groRer die Moglichkeit einer Erkrankung in der Gruppe mit Risikofaktor ist, im
Vergleich zur Gruppe ohne Risikofaktor. Die OR stellt eine gute N&herung an das

relative Risiko bei seltenen Erkrankungen dar (Bickebdller und Fischer 2007).
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Die Tabelle 1.3 zeigt einige Kandidatengene mit mutmalflich starker Assoziation zur
Schizophrenie, u. a. RGS4 (Williams et al., 2004), DTNBP1 (Williams et al., 2005;
Norton et al., 2006), DISC1 (Millar et al., 2000) oder NRG1 (Stefansson et al., 2002,
2003; Norton et al., 2006). Assoziationsstudien werden aktuell nicht mehr als Kandi-
datengen-Analysen, sondern als GWAS (genomweite Assoziationsstudien, siehe un-
ten) durchgefuhrt.

Tab. 1.3: Ubersicht iiber chromosomale Loci aus Kopplungsuntersuchungen zur Schizophre-
nie mit Angabe von Kandidatengenen (Remschmidt und Theisen 2011).

Chromosom Locus Kandidatengene

1 1q DISC1, RGS4, CAPON

5 5q DRD1

6 6p21-24 DTNBP1, SCA, LDL-PLA2, HLA, Notsch4
6021-25 TRAR5

8 8p NRG1, PPP3CC

10 10p

11 11q TPH1, DRD4
11q DRD2

13 13q 5HTR2A, G20, G30

15 15013-15 CHRNA7

22 22911 COMT, ZDHHCS8, PRODH

1.2.2.3 Genomweite Assoziationsstudien

Die genetische Forschung der Schizophrenie konzentrierte sich lange auf die Identi-
fikation gekoppelter Regionen oder Kandidatengene und Polymorphismen. In Vor-
studien wurden Dutzende von Genen und Varianten mit der Schizophrenie in Verbin-
dung gebracht, eine endgultige Assoziation eines Genes mit der Schizophrenie wird

aber generell nicht akzeptiert (Need et al., 2009).

Ein zunehmender Uberblick Uber Genvarianten konnte durch die Entschliisselung
des menschlichen Genoms erreicht werden. Eine Form der Variation ist der Aus-
tausch einzelner Bausteine, wobei eine der Basen (Thymin, Cytosin, Adenin, Guanin)
durch eine andere ersetzt wird. Die Bezeichnung flr diese Art von Variation ist

Einzelbasenpolymorphismus oder ,single nucleotide polymorphism® (SNP). Mithilfe
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von genomweiten Assoziatonsstudien (GWAS) besteht aktuell die Mdglichkeit, eine
grol3e Zahl dieser im menschlichen Genom vorkommenden Varianten gleichzeitig zu
untersuchen. Diese Untersuchungensmethoden verfolgen das Ziel, neue
Krankheitsgene zu finden (Méssner et al., 2009).

Genoweite Assoziationsstudien stellen eine bedeutende Entwicklung in der Human-
genetik dar (Schmitt et al., 2016). Die GWAS machen die Entdeckung neuer Gene
und Signalwege moglich, die auf komplexe Merkmale wie die Schizophrenie Einfluss
haben. GWAS eignen sich, besser als Kopplungsstudien, zur Detektion von kleineren
Effekten. Dies wird durch eine grossere Teststarke der GWAS erreicht (Need et al.,
20009).

Die erste durchgefiihrte GWAS wurde mit einer kleinen Probe (178 Patienten und
144 Kontrollen) kaukasischer Abstammung realisiert. Es wurden Patienten und Kon-
trollen in den USA rekrutiert, dabei wurde eine Assoziation eines SNPs in der pseu-
doautosomalen Region des Y-Chromosoms (p=3.7x10*-7) festgestellt (Lencz et al.,
2007). Bei einer weiteren Studie, die gepooltes DNA-Material von 600 an Schizo-
phrenie erkrankten Probanden und 2771 Kontrollen aschkenasisch judischer Ab-
stammung verwendete, konnte eine genomweite Assoziation des RELN (Restriction
Fragment Length Polymorphisms) SNPs und der Schizophrenie nur im weiblichen
Geschlecht festgestellt (Shifman et al., 2008). Eine im Jahr 2009 von Kirov et al.
durchgefiihrte GWAS verwendete gepooltes DNA-Material von 574 Trios mit einem
an Schizophrenie erkrankten Indexpatienten und 605 Kontrollpersonen, es wurden
keine genomweiten Assoziationen gefunden (Kirov et al., 2009). Die nachste Studie
mit 738 Patienten und 733 Kontrollen (jede mit ungefahr 30% Afroamerikanern, 56%
Euroamerikanern und 14% anderen Ethnizitaten) konnte ebenfalls keine Evidenz fir
die Beteiligung von SNPs in der Schizophrenie feststellen (Sullivan et al., 2008).
O'Donovan et al. fuhrten eine weitere Studie durch. Diese umfasste 479 Patienten,
die mit 2937 WTCCC (Wellcome Trust Case-Control Consortium) Kontrollen vergli-
chen wurden. Das Suszeptibilitatsgen ZNF804A (Zinc finger protein 804A) in der
chromosomalen Region 2g32.1 konnte hier festgestellt werden. Dieses konnte auch

in einer unabhangigen Population mit 16.726 Studienteilnehmern repliziert werden.

Need et al. (2009) fihrten eine GWAS mit 871 Patienten und 863 Kontrollprobanden

europaischen Ursprungs durch. In der Studie konnten unter den getesteten SNPs
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keine neuen Suszeptibilitatsloci gefunden werden. Zudem konnten bereits anderwei-

tig berichtete Loci nicht repliziert werden (Need et al., 2009).

Eine signifikante Assoziation zwischen SNPs der erweiterten MHC-Region (Major
Histocompatibility Complex-Region) auf Chromosom 6p22.1 und der Schizophrenie
konnte von Shi et al. gezeigt werden (Shi et al., 2009). Diese Erkenntnisse wurden
von Stefansson et al. (2009) bestatigt. Anhand der Kombination von Daten mehrerer
gro3er Assoziationsstudien konnten sie die MHC-Region auf Chromosom 6p21.3-
22.1 als mogliche Suszeptibilitatsgenregion erkannt werden. Stefansson et al. be-
trachteten dies als einen Hinweis auf eine immunologische Komponente der Atiologie
von Schizophrenien (Stefansson et al., 2009). Signifikante Ergebnisse fur Marker
nahe des Neurograningens (NRGN) auf 11g24.2 und im Gen des Transkriptionsfak-
tors 4 (TCF4) auf 18g21.2 wurden ebenfalls berichtet. Diese Gene sind an der Hirn-
entwicklung, der Gedéachtnisbildung und der kognitiven Funktionen beteiligt (Stefans-
son et al., 2009).

Bei der von Athanasiu et al. durchgefiihrten GWAS an 2.663 schizophrenen Patien-
ten und 13.780 Kontrollen einer européaischen Population innerhalb des SGENE-plus
Konsortiums konnte eine Assoziation mit dem PLAA Gen (Phospholipase A-2-
activating protein) auf 9p21, dem ACSM1-Gen (Acyl-CoA synthetase medium-chain
1) auf 16pl2 und dem ANK3-Gen (Ankyrin-3) auf 10921 identifiziert werden
(Athanasiu et al., 2010).

Eine weitere GWAS untersuchte sowohl Schizophreniepatienten als auch solche mit
einer bipolaren Stoérung. Hierbei konnten in Bezug auf der Schizophrenie keine gene-

tische Assoziationen festgestellt werden (Djurovic et al., 2010).

Ripke et al. analysierten die Rolle der genetischen Variation bei der Schizophrenie in
einer GWAS an 21.856 Schizophrenipatienten europaischer Abstammung und
29.839 Kontrollen. Genomweite signifikante Assoziationen zur Schizophrenie konn-
ten von Ripke et I. bei 7 Loci festgestellt werden. Hier gelang die Identifikation von 5
Loci, die zum ersten Mal in Zusammenhang mit Schizophrenie gebracht werden
konnten (1p21.3, 2q32.3, 8p23.2, 8g21.3 und 10g24.32-g24.33) sowie von 2 weite-
ren Loci (6p21.32-p22.1 und 18g21.2), die bereits von Stefansson et al. (2009) mit
der Schizophrenie in Verbindung gebracht wurden. Der relevanteste Befund (P = 1.6
x 10-11) war mit rs1625579 innerhalb eines Introns von MIR137 (microRNA 137)

lokalisiert, einem bekannten Regulator neuronaler Entwicklung. Darliber hinaus be-
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inhalteten 4 weitere in Verbindung mit der Schizophrenie gerbrachte Loci Zielberei-
che von MIR137. Dies lasst eine durch MIR137 beeinflusste Stérung vermuten.
Ripke et al. schlussfolgerten, dass diese Befunde die bekannte Rolle von MIR137 in
der neuronalen Reifung und Funktion untermauern und erlauben somit neue Einbli-

cke in der Pathogenese der Schizophrenie (Ripke et al., 2011).

Bei der bislang grof3ten genomweiten Assoziationsstudie der Schizophrenie wurden
Proben von bis zu 36.989 Patienten und 113.075 gesunden Kontrollprobanden un-
tersucht (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium,
2014). Hierbei erfolgte die Identifikation von 108 Loci, die genomweit signifikant mit
der Schizophrenie assoziiert waren, 83 Loci wurden dabei zum ersten Mal beschrie-
ben. Die Assoziationen wurden v.a. bei im Gehirn exprimierten Genen, wie z.B.
DRD2 sowie solchen Genen, die bei glutamaterger Transmission und synaptischer
Plastizitat eine Rolle spielen (z.B. GRM3, GRIN2A, SRR, GRIA1), festgestellt. Daru-
ber hinaus wurden zahlreiche Assoziationen mit Genen festgestellt, die in Geweben
exprimiert werden, die mit dem Immunsystem inolviert sind (Schizophrenia Working

Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014).

Schmitt et al. konnten feststellen, dass die Assoziation der HLA (human leucocyte
antigen)-Region mit der Schizophrenie das solideste und am meisten replizierte
Erebniss der bis Dato durchgefiihrten genomweiten Assoziationsstudien darstellt.
Dartber hinaus weisen Polymorphismen auf eine glutamaterge Dysfunktion in der
Schizophrenie hin, sowie auf eine Dysfunktion in anderen der neuronalen Entwick-
lung betreffenden Bereichen, die aber, selbst auf Populationsebene, keine Risikofak-
toren darstellen (Schmitt et al., 2016).

1.2.2.4 Copy number variants (Genkopieanzahlvarianten)

Die Detektion signifikanter Assoziationen von
Einzelbasenaustauschpolymporphismen und komplexen Phanotypen wie der Schi-
zophrenie mittels GWAS ist aufgrund der geringen Effektstarke und der Problematik
des multiplen Testens als problematisch. Dagegen kann die Identifikation von Asso-
ziationen zu langen Genkopiezahlvarianten problemlos mit den genomweiten
Screens durchgefuhrt werden, selbst wenn diese CNVs (copy number variants) nur
in einer oder in wenigen Proben vorhanden sind. Die Entstehung von CNVs kann

durch nukleare Deletionen, Insertionen oder Duplikationen zustande kommen. Trans-
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lokationen und Inversionen haben den gleichen Effekt wie Deletionen, Insertionen
und Duplikationen zur Folge, diese gehen jedoch nicht mit einer Veranderung der
Kopienzahl einher. Inwieweit CNVs den Phanotyp beziehungsweise das Auftreten
einer Erkrankung beeinflussen, konnte bis dato nicht geklart werden (Geigl et al.,
2010).

Walsh et a. fanden in Studien mit genomweiten Screens heraus, dass seltene
Deletionen und Duplikationen >100kb signifikant haufiger bei an Schizophrenie Er-
krankten zu finden sind als bei den Kontrollen, und dass die betroffenen Gene (ber-
proportional an der neuronalen Entwicklung beteiligt sind (Walsh et al., 2008). Eine
weitere von Xu et al. durchgefuhrte Studie stellte fest, dass de novo CNVs acht-mal
haufiger bei sporadischen Schizophrenie Féllen detektierbar waren als bei familiaren
Fallen oder bei gesunden Kontrollen (Xu et al., 2008). Stefansson et al. screenten de
novo CNVs und fokusierten sich auf drei rekurrente CNVs in 4,718 Patienten und
41,201 Kontrollen, die in 1g21.1, 15911.2 und 15g13.3 lokalisiert sind, mit Odd
Ratios von 14.8, 2.7 und 11.5.

Steffanson et al. stellten Deletionen in Bereichen (1g21.1, 15911.2 und 15q13.3) fest,
die mit der Manifestation von Schizophrenie und mit Schizophrenie verwandten Psy-

chosen eine signifikante Assoziation zeigten (Stefansson et al., 2008).

Need et al. (2009) fuhrten die Untersuchung von CNVs im Bezug auf die Schizo-
phrenie durch. Die Studie schloss 1.013 Schizophreniepatienten und 1.084 Kontrol-
len ebenfalls europaischen Ursprungs sowie 60 Patienten und 63 Kontrollen afrikani-
scher Herkunft mit ein. Hierbei konnten CNVs, wie die in NRXN1 (Neurexin 1), wel-
che auch von Rujescu et al. (2009) beschrieben wurden und APBA2 (Amyloid beta
A4 precursor protein-binding A2) bestétigt werden (Need et al., 2009). Ebenfalls im
Jahr 2009 veroéffentlichten Kirov et al. (2009) zwei neue Deletionen in Zusammen-
hang mit der Schizophrenie: 22911.2 und 17p12. In einer Studie der Forschungs-
gruppe um Freudenberg zeigte sich, dass die Lage der CNVs haufig mit der von
Kandidatengenen Uberlappt. Darliber hinaus wurde beobachtet, dass es sich bei den
CNVs, die bei an Schizophrenie Erkrankten haufiger vorkommen als bei gesunden
Kontrollen, vor allem um gréf3ere (> 100 kb) handelt (Freudenberg und Freudenberg-
Hua, 2012).
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1.3 Neuropsychologie der Schizophrenie

Die Schizophrenie wird als eine Erkrankung mit neurobiologischen Stérungen be-
schrieben, bei der unter anderem ein ausgepragt kognitives Element in der Diskussi-
on steht (Harrison and Weinberger, 2005; Keshavan et al., 2008). Die psychotischen
Phanomene der Schizophrenie sind sehr markant und stehen bisher im Vordergrund
der Erkrankungssymptome. Die subtileren kognitiven Defizite werden zunehmend als
ein zentrales Paradigma in der Krankheit betrachtet (Antonova et al., 2004), Die kog-
nitive Symptome gehen zumeist mit einer Beeintréchtigung von Fahigkeiten und ei-
ner verminderten funktionalen Leistung einher (Bowie and Harvey, 2005).

1.3.1 Kognitive Beeintrachtigung bei der Schizophrenie

Nach Goldman-Rakic et al gilt die Kognitive Dysfunktion als das grol3te Defizit der
Schizophrenie (Goldman-Rakic et al., 2004). Die kognitiven Defizite betreffen in un-
terschiedlicher Auspragung beinahe alle kognitiven Bereichen (Heinrichs & Zakzanis,
1998). Exekutive Funktionen (hohere kognitive Prozesse, z.B. Problemlésen, Nut-
zung abstrakter Konzepte), das verbale und das nonverbale Gedachtnis, die Auf-
merksamkeit und die Sprache sind die kognitive Domane die bei an Schizophrenie
Erkrankter vorwiegend betroffen sind (Elvevag et al., 2002). Diese kognitive Defizite
sind zu Beginn der schizophrenen Stérung vorhanden, werden aber auch im Krank-
heitsverlauf beobachtet (Bilder et al., 2000). Hauptsachlich kognitive Prozesse, die
durch den prafrontalen Kortex vermittelt werden, werden bei der schizophrenen Sto-
rung beeintrachtigt (Arnsten, 2011; Owens et al., 2012). Schmitt et al. fanden Daten,
die belegen, dass die soziale Kognition als Pradiktionsfaktor zwischen neurokogniti-
ven Defiziten und funktionalem Outcome in der Schizophrenie fungieren kénnte
(Schmitt et al., 2016). Zudem geben Lapage et al. an, dass das verbale Gedachtnis
und Stoérungen der sozialen Kognition solide Marker fur eine schlechte klinische
Prognose der Schizophrenie sind (Lepage et al., 2014). Fett et al. und Schmidt et al.
konnten in ihren jeweiligen Studien herausfinden, dass der Bereich soziale Kognition
eine starke Assoziation mit der ,Community functioning“ (Funktionsfahigkeit in der
Gemeinschaft) zeigt und dadurch einen indirekter Zusammenhang zwischen Neuro-
kognition und funktionalem Outcome ist (Fett et al., 2011; Schmidt et al., 2011).
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Kognitive Dysfunktion kann bei einer sehr hohen Anzahl an Schizophrenie Erkrankter
nachgewiesen werden. Es besteht keinen Zusammenhang zwischen der kognitiven
Dysfunktion und der klinischen Symptomatik (Keefe & Fenton, 2007). Die kognitive
Beeintrachtigungen werden teilweise bereits vor dem Erkrankungsausbruch beo-
bachtet (Johnstone et al., 2005). Zudem werden die kognitiven Defizite nicht auf die
antipsychotische Medikation zurtickgefiihrt (Mohamed et al., 1999; Torrey, 2002).

Die kognitive Beeintrachtigung wird zu einem geringen Grad in den biologischen
Verwandten schizophrener Patienten beobachtet (Snitz et al., 2006). Ross et al. be-
schrieben, dass die Aspekte kognitiver Beeintrdchtigungen in der Schizophrenie
moglicherweise unter spezifisch genetischer Kontrolle sind (Ross et al., 2006). Die
Beobachtung, dass unter gesunden Zwillingen von an Schizophrenie Erkrankten bei
monozygoten Zwillingen eine starkere Korrelation der kognitiven Defizite als bei
dizygoten festgestellt werden konnte wird von Cannon et al. als starker Hinweis auf

Heritabilitat der kognitiven Defizite betrachtet (Cannon et al., 2000).

1.3.2 Gedachtnis und Schizophrenie

Die Schizophrenie wird haufig von Gedachtnisstérungen begleitet. Dies wurde von
zahlreiche Studien belegt (Alle et al., 1993; Aleman et al., 1999; Bilder et al., 2000;
Clare et al., 1993; Elvevag et al., 2002; Elvevag, Fisher, and Goldberg, 2003; Gold-
berg et al., 1993; Gruzelier et al., 1988; Heinrichs and Zakzanis, 1998; Kenny and
Meltzer, 1991; Kuperberg and Heckers, 2000; Randolph et al., 1993; Saykin et al.,
1991; Schwartz et al., 1992).

Aleman et al. fihrten Metaanalysen durch, in der Studien zu Gedéachtnisleistungen
(Langzeit- und Kurzzeitgedachtnis) bei an Schizophrenie Erkrankten (467 Patienten
in 6 Studien ohne Medikation und 2629 Patienten in 50 Studien mit neuroleptischer
Therapie) und bei gesunden Kontrollen zusammengefasst wurden (Borgwardt et al.,
2004). Die Forschungsgruppe um Aleman fand heraus, dass Schizophreniepatienten
signifikante Gedachtnisstorungen aufweisen und dass diese unabhangig von Alter,
Medikation, Dauer der Erkrankung, Schwere der Psychopathologie und positiven

Symptomen waren (Borgwardt et al., 2004).

Bei an Schizophrenie erkrankten Patienten liegt eine eindeutige Stérung der zentral
exekutiven Funktion, insbesondere die Manipulation von passager gespeicherter In-

formation (Cannon et al., 2005; Tan et al., 2005). Diese Dysfunktion wird von einer
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gestorten Aktivierung des dorsolateralen prafrontalen Kortex begleitet (DLPFC). Der
dorsolaterale prafrontale Kortex ist ein mit exekutiven Funktionen assoziiertes Ge-
hirnareal (Callicott et al., 2003). Barch und MacDonald vermuten, dass die gestorte
Aktivierung des DLPFC unter solchen Bedingungen maoglicherweise spezifisch zum
Krankheitsprozess der Schizophrenie ist. Grund hierfir sei, so die Forscher um
Barch und MacDonald, dass diese Alteration bei Individuen mit Schizophrenie, die
noch nie eine neuroleptische Medikation bekommen haben, vorhanden ist, aber nicht
bei anderen Individuen mit psychotischen Stérungen oder Depression (Barch et al.,
2003; MacDonald, Ill et al., 2005).

Etliche Studien konnten Gedéachtnisstérungen bei an Schizophrenie erkrankten Pati-
enten zeigen. Die Dysfunktionen lagen sowohl beim impliziten als auch beim explizi-
ten Gedéachtnis (Clare et al., 1993; Schwartz et al, 1992).

Allen et a. fanden in einer Studie heraus, dass die Leistungen des prozeduralen Ge-
dachtnisses sich nicht zwischen an Schizophrenie erkrankten Patienten und gesun-
den Probanden unterscheiden. Allen et al. gehen bei Patienten mit Schizophrenie
sowohl von einem defizitaren semantischen und episodischen Gedachtnis, als auch
von ungestorten prozeduralen Lernfunktionen aus (Allen et al., 1993). Die Gedacht-
nisstérungen sollen starker bei chronischer als bei akuter Schizophrenie sein
(Gruzelier et al., 1988).

1.3.3 Neuroplastizitat und Schizophrenie

In Anbetracht der Atiologie konnen die meisten Falle der Schizophrenie wahrschein-
lich als Konsequenz einer komplizierten Wechselwirkung der genetischen Veranla-
gung und der Umweltfaktoren betrachten werden die eine Modifikation der Entwick-
lung der Verschaltungen zwischen den neuralen Kreisen bewirkt (Harrison and
Weinberger, 2005; Lewis, 2002; Lewis and Levitt, 2002).

Die in der Plastizitdt des Kortex involvierten Neurotransmittermechanismen bei der

Schizophrenie sind gestort, dies konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden.

Es wird angenommen, dass die gestorte Neuroplastizitat eine kausale Folge einer
Anderung dieser Neurotransmittermechanismen sein kann. Genetische und Post-
Mortem Studien konnten Abweichungen in an der synaptischen Plastizitat involvier-

ten Proteinen (Dysbindin, Neuregulin und Reelin) zeigen. Diese gelten als potentiell
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an der Pathologie der Schizophrenie beteiligt (Stefansson et al., 2003; Straub et al.,
2002; Fatemi et al., 2000; Weeber et al., 2002). Es wird vermutet, dass die Stérun-
gen in diesen Mechanismen Verantwortung dafiir tragen, dass sich Anderungen in
der neuronalen Konnektivitat entweder auf einer zellularen Ebene oder auf einer
Netzwerkebene ergeben. Die angegebenen Daten belegen, dass Schizophrenie eine
Erkrankung ist die mit Stérungen in den neuralen Prozessen, die der neuraler Plasti-

zitat unterliegen, verbunden sind.

Mehrere neurobiologische Mechanismen haben gezeigt, dass sie eine Rolle bei der
neuronalen Plastizitat spielen. Bestrebungen seitens der Forschung zur Erlauterung
dieser pathologischen Mechanismen in der Schizophrenie, fihrten zu einer Suche
nach extra- und intrazellularen molekularen Mediatoren. Ein potentieller extrazellul&-
rer Mediator ist das sekretierte Neurotrophin, der sogenannte ,Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF). BDNF spielt eine Rolle bei der Entwicklung des Ge-
hirns (Chen et al., 2008). BDNF hat einen Einfluss auf die aktivitdtsabhéngige synap-
tische Plastizitdt und die Langzeitpotenzierung (Laske and Eschweiler, 2006). Dies
sind alles entscheidende Prozesse beim Lernen und beim Gedachtnis. Diese Pro-
zesse erfolgen durch eine komplexe Reihe von intrazellularen Signalwegen wie dem
Phosphatidylinositide 3-Kinase (PI3K)-Akt-Signalweg und dem mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAPK)-Signalweg (Chen et al., 2009). Beide Signalwege, wie andere
zahlreiche dem neuronalen Uberleben férdernden Signalwege, laufen in dem Trans-
kriptionsregulator CREB1 zusammen (Shaywitz and Greenberg, 1999; Malberg and
Blendy, 2005; Tardito et al., 2006; Gass and Riva, 2007). Abbildung 1.1 zeigt eine
Ubersicht der intrazellularen Signalwege in der Interaktion zwischen BDNF und
CREBL1. Von Conti und Segal durchgefiihrte Studien konnten den Zusammenhang
zwischen Abhangigkeit der BDNF-Transkription von der CREB1-Phosphorylierung
zeigen (Conti et al., 2002; Segal, 2003).
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Abb. 1.1: Ubersicht der involvierten Signalwegen in der Interaktion zwischen BDNF und
CREBL.
Im neuronalen Zellkern befindet sich der Transkriptionsregulator CREB1 normalerweise in
inaktiver Form. Es wird durch verschiedene Proteinkinasen aktiviert. Der
Phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K)-Akt-Signalweg gehdrt u. a. zu den von BDNF beein-
flussten Signalwegen, die eine Aktivierung von CREB1 bewirken. Anschlielend bindet
CREBL1 an Promoterregionen von Zielgenen, die Proteine exprimieren, die in Prozesse wie
Neuroplastizitat, Neurogenesis und neuronales Uberleben beteiligt sind (Frey et al., 2004;
Copyright: http://www.scielo.br/scielo.php http://creativecommons.org/licenses/by-
nc/4.0/deed.en).

Studien konnten zeigen, dass eine einzige Substitution (Val->Met) bei dem Codon 66
in dem kodierenden Bereich fur das pro-BDNF-Protein mit einem ineffizienten Trans-
port, einer reduzierten aktivitditsabhangigen Freisetzung des BDNFs und einem be-
eintrachtigten hippocampusvermittelten Gedéachtnis assoziiert ist (Chen et al., 2004;
Egan et al., 2003; Ho et al., 2006; Hariri et al., 2003; Pezawas et al., 2004; Dempster
et al., 2005). In einigen von mehreren Forschungsgruppen durchgefihrten MRT-
Studien konnte festgestellt werden, dass Met-Alleltrager, die an Schizophrenie er-
krankt sind, ein verringertes Volumen in der frontalen und temporalen grauen Sub-
stanz im Vergleich zu Val-Alleltrager aufweisen (Ho et al., 2006; Szeszko et al.,
2005; Agartz et al., 2006). Zudem fanden die Forschungsgruppen um Hashimoto und
Weickert eine Reduktion der Expression der mRNA (Boten-Ribonukleinsaure) von
BDNF in der DLPFC bei an Schizophrenie Erkrankten (Hashimoto et al., 2005;
Weickert et al., 2003). Hill et al fanden, dass die BDNF-mRNA-Werte und die Dichte
dendritischer Spines zusatzlich in basilaren Dendriten pyramidaler Neurone eine po-

sitive Korrelation in den gleichen Individuen mit Schizophrenie zeigten (Hill et al.,
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2005). Dies ist insofern von Belang aufgrund der zahlreichen Evidenz, dass Verande-
rungen in der Genexpression des BDNFs durch die Aktivierung/Phosphorylation vom
CREBL1 entstehen kdnnen.

Dopamin ist ein Neurotransmitter, der eine wichtige Rolle im Prozess der Neuroplas-
tizitat spielt. Neben den Stérungen in der exzitatorischen und inhibitorischen Konnek-
tivitat des DLPFC, wurden auch Stérungen in modulatorischen Systemen, wie dem
dopaminergen System, bei an Schizophrenie erkrankten Patienten berichtet. Die po-
sitiven und negativen Symptome der Erkrankung wurden urspringlich auf eine ex-
zessive Funktion der dopaminergen Neurotransmission zurtickgefuhrt (Lewis and
Gonzalez-Burgos, 2008). Carlsson stellte eine ausgepragte Korrelation der Wirksam-
keit klassischer Neuroleptika bei den positiven Symptomen der Schizophrenie mit
ihrer Potenz in Dopaminrezeptoren (D2) in subkortikalen Strukturen fest (Carlsson,
2006).

Eine grof3e Vielfalt an funktionalen und positionalen Genkandidaten wurde in den
letzten Jahren evaluiert (Lang et al., 2007). Genen wie z.B. AKT1, BDNF, NRG1,
RELN und DISC1 konnten bereits in mehreren Studien zeigen, dass sie in der Pa-
thophysiologie der Schizophrenie beteiligt sind (Schmidt-Kastner et al., 2006). Die im
Jahr 2014 veroffentlichte bislang gréRte genomweiten Assoziationsstudie der Schi-
zophrenie (36989 Patienten und 113075 gesunden Kontrollprobanden) identifizierte
108 Loci, die eine genomweite signifikante Assoziation mit der Schizophrenie zeig-
ten. Die berichteten Assoziationen wurden v.a. bei Genen festgestellt, die im Gehirn
exprimiert werden, wie z.B. DRD2, sowie bei solchen Genen, die bei glutamaterger
Transmission und synaptischer Plastizitat eine Rolle spielen (z.B. GRM3, GRIN2A,
SRR, GRIA1) (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consor-
tium, 2014).

cAMP response element binding protein (CREB1), ein in der intrazellularen
Signaltransduktion involviertes Molekill, ist ein weiteres Gen, das aufgrund seines
Einflusses auf die Neuroplastizitdt als Kandidatengen fir die Schizophrenie unter-
sucht wurde. CREBL1 ist ein Transkriptionsfaktor, der in 2 grof3en Genexpressions-
kaskaden, die die neuronale Funktion regulieren, involviert ist. Im ersten Pfad er-
scheint CREBL1 als ein kritisches Mitglied eines molekularen Mechanismus, der die

Langzeitformen neuronaler Plastizitat und Lernen kontrolliert. Im zweiten Pfad spielt
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CREB1 eine wesentliche Rolle beim neuronalen Uberleben und in der Neuroprotekti-
on (Jancic et al., 2009).

CREBL1 ist daruiber hinaus eines der in die intrazellulare Signaltransduktion involvier-
ten Botenmolekdile, die, von verschiedenen Dopamin- und
Serotoninrezeptorsubtypen, benutzt wird (Kawanishi et al.,, 1999); beide
Rezeptorsubtypen sind Mitglieder von Neurotransmittersystemen, deren Beteiligung
in der Pathophysiologie der Schizophrenie diskutiert wird.

In dem Sinne ist CREB1 ein wichtiger Akteur in den Prozessen die an der Pathophy-
siologie der Schizophrenie beteiligt sind. Zudem stimuliert CREB1 die Transkription
einer Vielzahl von Genen (Dopamin D1 Rezeptor, Serotonintransporter,
Tyrosinhydroxylase, Synapsin), die bereits in Verbindung mit der Schizophrenie ge-
bracht worden sind (Meyer and Habener, 1993; Montminy, 1997). Kawanishi et al.
fanden in einer Studie an einer japanischen Population zwei Polymorphismen vom
CREB1-Gen, die bei schizophrenen Patienten haufiger gefunden werden als bei ge-
sunden Kontrollen (Kawanishi et al., 1999). Ma et al. analysierten in einer grol3en
Population 62 SNPs in Genen, die in 6 verschiedenen CREBI1-
Signaltransduktionswegen involviert sind. Die Ergebnisse zeigten eine Assoziation

von zwei SNPs mit der Schizophrenie (Ma et al., 2014).

1.4 cAMP response element binding protein (CREB1)

Ende der 80er Jahre wurde entdeckt, dass das zyklische Adenosinmonophosphat
(cAMP) die hormonelle Stimulation etlicher zellularen Prozessen durch die Regulati-
on der Phosphorylierung kritischer Proteine steuert. Unter diesen befindet sich der
Transkriptionsfaktor CREB1 (Montminy et al., 1990). Alberini fand heraus, dass die
Regulation der Aktivitat von DNA-bindenden Proteinen (Transkriptionsfaktoren), die
mit bestimmten DNA-bindenden Elementen in den Promotor-Regionen von Genen
interagieren, und dabei ihre Transkription aktivieren oder unterdriicken kénnen, eine

wichtige Funktion der Proteinkinasen und Phosphatasen ist (Alberini, 2009).

CREBL1 (cAMP response element binding protein) ist ein Transkriptionsfaktor, der die
cAMP-abhangige Genexpression Uber das Binden an cAMP-Response-Elemente
(CRE) verschiedener Gene reguliert. Das CREB1-Gen wurde auf Chromosom 2

(2932.3-934) lokalisiert (Taylor et al.,, 1990). Die Expression des Brain Derived
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Neurotrophic Factors (BDNF) wird durch CREB1 reguliert. CREB1 wird Uber die
cAMP-Kaskade, uber Kalzium abhangige Proteinkinasen oder Uber einen dritten
Weg phosphoryliert und damit aktiviert. Daraus ergibt sich eine vermehrte Expressi-
on verschiedener Gene (Thome et al., 2000).

Silva et al. stellten fest, dass der Transkriptionsfaktor CREB1 ein Bestandteil der
intrazellulareren Signaltransduktionskaskade ist, welche eine Vielzahl von biologi-
schen Funktionen regulieren. Diese reichen von der Spermatogenese, Uber zirkadia-
nische Rhythmen bis hin zum Gedachtnis (Silva et al., 1998). Auf diese Weise ist
CREBL1 ein zentraler Regulator, der verschiedene Stimuli integrieren kann (Abbildung
1.2).

Abb. 1.2: Ubersicht der Signalwege, die in CREB1 zusammenlaufen (Lonze und Ginty, 2002).
Exzitatorische Neurotransmitter, Liganden fir G-Protein-Gekoppelte-Rezeptoren, neurona-
le Wachstumsfaktoren und Stress Induktoren sind unter den Stimuli, die die Signalwege
aktivieren, die in CREB1 zusammenlaufen. Multiple Stimuli-abhangige Proteinkinasen wer-
den als CREB1-Kinasen in Neuronen in Verbindung gebracht und zwischen diesen Sig-
nalwegen existiert ein hoher Grad an Crosstalk (Interaktion zwischen verschiedenen
Transkriptionsfaktoren). Abk. GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor; NMDAR: NMDA (N-
Methyl-D-Aspartat) —Rezeptor; VSCC: Voltage Sensitive Calcium —Channel; RTK: Rezep-
tor-Tyrosinkinase; PKA: cAMP-protein kinase A; AKT: Serin/Threonin-Kinase; P13K:
Phosphatidylinositidol 3-Kinase; RSK: Ribosomal S6 Kinase; ERK: Extracellular Signal-
Regulated Kinase; Ras: Rat sarcoma (Proto-Onkogen, das fir ein sogenanntes kleines G-
Protein codiert); MSK: Mitogen- and Stress-activated Protein Kinase; p38 MAPK: p38-
mitogenaktivierte Proteinkinase; MAPKAP K2: Mitogen-Activated Protein Kinase-Activated
Protein Kinase 2 ; PP1: Proteinphosphatase 1.
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1.4.1 CREBI1 Familie von Transkriptionsfaktoren

CREB1 (cAMP response element binding protein) gehort zur bZIP (basic region-
leucine zipper) Superfamilie von Transkriptionsfaktoren. Innerhalb dieser Superfami-
lie bildet CREB1 und die eng verwandten Faktoren CREM (CAMP response element
modulator) und ATF-1 (activating transcription factor 1) eine Unterrubrik, die als
CREB1 Familie bezeichnet wird. Wahrend CREB1 und ATF-1 ubiquitar exprimierte
Proteine sind, berwiegt CREM hauptsachlich im neuroendokrinen System.

Lonze und Ginty stellten fest, dass, wie etliche bZIP Transkriptionsfaktoren, die Mit-
glieder der CREB1 Familie eine C-terminale Doméane zeigen, welche die DNA bindet
und eine Leucine-Zipper-Domane, die die Dimerisierung begunstigt (Lonze and
Ginty, 2002).

Lonze und Ginty fanden heraus, dass bZIP Doméanen die Bindung zu spezifischen
regulatorischen Sequenzen steuern, wahrend der Rest des Proteins fur die
transkriptionale Doméne zustandig ist. Die bZIP Doméane ist dann fir die DNA Bin-
dung und Dimerisierung verantwortlich. Der Schritt der Dimerisierung ist entschei-
dend und hangt von der Phosphorylierung des Serinrestes an Position 133 ab. Nach
seiner Dimerisierung im Zellkern wird CREB1 aus dem Zellkern transportiert und bin-
det das cis-Element, das sogenannte cAMP response element (CRE), welches aus
spezifischen Nukleotid-Sequenzen (palindromische octanukleotide Sequenzen
TGACGTCA) besteht (Lonze and Ginty, 2002).

Lonze und Ginty stellten zudem fest, dass die restlichen Mitglieder der CREB1 Fami-
lie der Optimierung der Interaktion mit Co-Aktivatoren und Komponenten der Trans-
kriptionsmaschinerie dienen, die letztendlich die RNA-Synthese durchflihren, und
das neuronale Uberleben, Wachstum und Plastizitat von der Entwicklung bis in das

Erwachsenenalter durchgehend stitzen (Lonze and Ginty, 2002).

Die Proteine der bZIP Familie werden als Dimere an die DNA gebunden. Dies erfolgt
durch die Bindung der Dimeren an Aminosaurensequenzen, die dann direkt an die
DNA angebunden werden. Die Sequenz jeder bZIP Domane entscheidet, ob diese
Proteine Homodimere oder Heterodimere bilden. Die Heterodimerisation kann zwi-
schen CREB1-Familienmitgliedern, aber auch mit anderen bZIP-

Transkriptionsfaktoren wie z.B. C/EBPs, Fos und Jun Proteine, entstehen. Dies ist
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relevant, weil dadurch eine grof3e Erweiterung des Repertoires und der Vielfalt in der

Regulation von Zielgenen erreicht wird (Lonze and Ginty, 2002).

1.4.2 CREB1 Funktion

CREBL1 wird von einem grol3en Spektrum physiologischer Stimuli aktiviert (siehe Ab-
bildung 1.3). Wahrend die meisten unmittelbaren Konsequenzen dieser Aktivierung
die Transkription neuer Gene sind, wird deutlich, dass diese Vielfalt von Stimuli eine
vielfaltige Palette zellularer Reaktionen hervorruft (Lonze and Ginty, 2002).
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Abb. 1.3: CREB1-Abhangige Genexpression und ihre Rolle bei der Entwicklung und Reifung
des zentralen Nervensystems.
In der Abbildung sind einige der Prozesse dargestellt, die mit der CREB-Abhangigen Gen-
expression in Verbindung gebracht worden sind (Lonze und Ginty, 2002).

1.4.3 CREB1in der Entwicklung des Nervensystems

Innerhalb des Nervensystems regulieren Wachstumsfaktoren und andere Stimuli ei-
ne umfangreiche Vielfalt von Prozessen wie die Proliferation neuronaler Vorlaufer
und Wachstum, Uberleben und die synaptische Verbindung von Neuronen in der
Entwicklungsphase. Lonze und Ginty beobachteten, dass etliche, in solchen Prozes-
sen involvierten Stimuli, die Fahigkeit besitzen, Signale in den Zellkern zu senden
und somit die Genexpression zu beeinflussen. Die unter anderem von der For-
schungsgruppe um Lonze und Ginty festgestellte Beobachtung, dass die CREB1-

Phosphorylierung und die CRE-abhangige Genexpression als Reaktion auf
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Mitogene, Neurotrophine und andere Wachstumsfaktoren auftreten, fuhrte zur Erfor-
schung der moglichen Rolle dieses spezifischen Faktors bei diesen zentralen Ent-
wicklungsprozessen (Lonze and Ginty, 2002).

Lonze und Ginty konnten bei transgenen CREB1-KnockoutMausen Wachstumssto-
rungen im Corpus callosum, in der Comissura rostralis, in peripheren Nerven und
Hirnnerven sowie in sympathischen Ganglien beobachten. Des weiteren stellten sie
in den sensorischen Neuronen der dorsalen Wurzel und in dem Trigeminusganglion
eine Ubermafige Apoptose fest. In Mausen mit einer Deletion von CREB1 und
CREM, konnte wahrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems ein massiver
Verlust von Neuronen in mehreren Gehirnbereichen, einschliel3lich der Cortex,
Hippocampus und Striatumbeobachten werden (Lonze and Ginty, 2002). Von Bonni
und Riccio durchgefuhrte Studien, in denen die Mitglieder der CREB1-Familie in
Neuronen in vitro gehemmt wurden, suggerieren, dass die CREB1-abhangige Gen-
expression notwendig und ausreichend fur das Uberleben multipler neuronaler Sub-
typen ist (Lonze and Ginty, 2002). Genetische Studien mit CREB1-Knock-out-
Mausen (Rudolph et al., 1998), haben diese Befunde unterstiitzt und CREB1 als Vo-
raussetzung per se fur das Uberleben von sensorischen Neuronen des dorsalen
Wourzelganglion in vivo und von den sympathischen Neuronen in vitro belegt (Lonze
et al., 2002).

Im zentralen Nervensystem scheinen die Voraussetzungen fir die Uberlebensfahig-
keit von Neuronen nicht nur vom CREB1 abhéangig zu sein. Mantamadiotis et al. un-
tersuchten die Uberlebensfahigkeit von Neuronen in Mausen, deren CREB-1-
Funktion spezifisch in einer rAumlichen und zeitlichen Weise zertrennt werden konnte
(Lonze et al., 2002). Die alleinige Eliminierung von CREB1 in den Nervenzellen und
in den Gliazellen zeigte, dass weder die Uberlebensfahigkeit von Neuronen noch die
Integritat des zentralen Nervensystems gefahrdet ist. Dagegen treten, wenn im glei-
chen Zelltyp auch noch CREM eliminiert wird, perinatale Letalitat und ein ausgeprag-
ter Neuronenverlust in etlichen Bereichen des zentralen Nervensystems auf. Der
neuronale Verlust ist nicht die Konsequenz proliferativer Stérungen, sondern eher
das Resultat einer Erhéhung der Apoptose, die in der Mitte der Gestation beginnt.
Weiterhin zeigte sich bei einer postnatalen Eliminierung von CREBL, bei gleichzeiti-
ger Eliminierung von CREM im gleichen Zelltyp, eine stark ausgepragte progressive

Degeneration des zentralen Nervensystems, die Bereiche wie der Cortex, der
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Hippocampus und das Corpus striatum betrifft. Lonze und Ginty kamen zur Schluss-
folgerung, dass diese Studien die Vermutung nahelegen, dass CREB1 und CREM
individuell fur die allgemeine Festlegung und frihe Bildung des zentralen Nervensys-
tem entbehrlich sind. Die Anwesenheit mindestens eines von beiden ist allerdings
essenziell fur die Uberlebensfahigkeit von Neuronen in der spaten embryonalen
Phase, aber auch in der postnatalen Phase (Lonze et al., 2002).

1.4.4 CREB1, Proliferation und Neuronale Differentiation

In wie weit die Mitglieder der CREB1-Familie im zentralen Nervensystem fir die Ent-
wicklungsprozesse, vom neuronalen Uberleben abgesehen, erforderlich sind, ist im-
mer noch unklar. Studien in vivo und in vitro an sensorischen Neuronen, die von
CREB1-Knock out Mausen stammten, zeigten eine Storung des axonalen Wachs-
tums in Abwesenheit von CREB1; diese Wachstumsstérungen traten unabhangig
von neuronalen Uberlebensdefiziten auf (Lonze et al., 2002). Bei CREB1-Knock out
Mausen wurden Stérungen in axonalen Projektionen innerhalb von mindestens zwei
Comissuren des GroRhirns festgestellt. Uberdies korreliert die CREB1-Aktivierung
mit axon-induzierten Proliferationsstérungen von Schwann-Zellen wéahrend der Ent-

wicklung des zentralen Nervensystems (Lonze et al., 2002).

1.45 CREB1, Lernen, Gedachtnis und Plastizitat

Lonze und Ginty berichteten, dass mehrere Verhaltensstudien, durch die Anwendung
pharmakologischer Inhibitoren, zeigen konnten: die Synthese neuer Proteine und die
Transkription von Genen sind die Voraussetzungen fir die Entstehung des Langzeit-
gedachtnisses. Weitere von Lonze und Ginty zitierte Studien fanden heraus, dass
diese Voraussetzungen auch fir die langfristigen Veranderungen der synaptischen
Plastizitat (die zellularen Korrelate fur Gedachtnis) unentbehrlich sind. Spezifische
Molekule zu identifizieren, die in Prozessen wie Lernen, Gedachtnis und Plastizitat
beteiligt sind, sowie die Entwicklung von Instrumenten zu deren Manipulation, ist ein

groRer Fortschritt zum Verstandnis dieser Phanomene.

Eine Reihe von Kandel und Montarolo durchgefuhrte Studien wurden unter Verwen-
dung von Aplysia, einer Riesenmeeresschnecke, durchgefihrt. Aplysia zeigt ein ahn-
liches Gedachtnisphdnomen, die sogenannte Sensitivierung, welches im Prinzip der

synaptischen Plastizitdt im Hippocampus &hnelt (Lonze and Ginty, 2002). Dieses
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System lieferte die ersten mechanistischen Erkenntnisse Uber die Rolle der aktivi-
tatsabhéngigen Genexpression beim Lernen und beim Gedéachtnis, bei dem der
cAMP-CREBI1-Pfad als deren Voraussetzung festgestellt wurde. Weiterhin diente
dieses System als Wegbereiter fur weitere Studien, die die Unentbehrlichkeit des
CREB1-abhangigen Transkriptionspfades fir die langfristige Gedéachtnisbildung zei-
gen konnten (Lonze and Ginty, 2002).

In der Tat wurde in einer von Pham et al. durchgefiihrte Studie eine starke CREB1-
Phosphorylierung und CRE-Reporter-regulierte Genexpression in kortikalen Nerven-
zellen wahrend der Entwicklung der Plastizitat nachgewiesen (Lonze and Ginty,
2002). Dieser Nachweis erfolgte, ebenfalls in Neuronen des Hippocampus, als Ant-
wort fur Langzeitgedachtnis-induzierende Stimuli und Memory Training Tasks.
CREB1-abhangige Genexpression scheint eher eine Voraussetzung als das Resultat
von Lernen und Gedachtnis zu sein. Die Injektion von CREB1-Antisense-
Oligonukleotiden in den Hippocampus verursacht Stérungen des raumlichen Lernens
bei Ratten (Lonze and Ginty, 2002). In &hnlichen Studien wurde Uber die Notwendig-
keit des CREB1-Signaling fur Plastizitat in einem in vitro Modell zerebellarer LTD be-
richtet. Ferner haben Kandel et al. herausgefunden, dass eine induzierbare Expres-
sion eines dominanten Inhibitors der ganzen CREB1-Familiemitgliedern im dorsalen
Hippocampus raumliche Gedachtnisstérungen mit sich bringt. Kandel et al. betrach-
ten die CREB1-Aktivierung als das zentral-aktivierende Ereignis, das auf einen
Langzeitgedachtnis-induzierenden Stimulus folgt (Lonze and Ginty, 2002). Diese Be-
funde bekraftigen ein Modell, bei dem die CREB1-abhangige Genexpression ein Kri-
tischer Beitrag fur das Langzeitgedachtnis und die Plastizitat in Wirbeltieren liefert
(Lonze and Ginty, 2002).

1.4.6 CREB1 und Neuroprotektion

In einer von Lonze und Ginty publizierte Studie berichteten die Forscher, dass
CREBL1 nicht nur als Antwort auf Stimuli aktiviert wird, die das Wachstum und die
Uberlebensfahigkeit der Neuronen foérdern, sondern auch als Reaktion auf Stimuli,
die mit Stress verbunden sind. In Nervenzellen wird CREB1, so die Forscher um
Lonze, unter Sauerstoffmangel und oxidativem Stress dephosphoryliert. Dies sugge-

riert die Aktivierung eines CREB1-abhangigen Uberlebensprogramms als Reaktion
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auf schadliche Stimuli und stellt einen zellularen Schutzmechanismus dar (Lonze and
Ginty, 2002).

Weiterhin berichtete die Forschungsgruppe um Lonze, dass die funktionale Relevanz
der CREB1-Aktivierung als Stressreaktion auf der Beobachtung basiert, dass die dif-
ferentiale Empfindlichkeit auf hypoxieinduzierten Zelltod in einigen Zelltypen mit der
Fahigkeit, die CREB1-Phosphorylierung aufrecht zu erhalten, korreliert. Aus einer
temporaren Ischamie im Hippocampus resultiert eine CREB1-Phosphorylierung, die
in CAl-Neuronen vorubergehend, im Gyrus dentatus aber anhaltend ist (Lonze and
Ginty, 2002). Wahrend die CAl1-Neuronen nach einen ischamischen Insult drama-
tisch reduziert sind, bleiben Dentatus-Neuronen weitgehend unbeschéadigt, dies fiihr-
te bei Lonze et al. zur Annahme einer direkten CREB1-abh&ngigen Neuroprotektion
im Gyrus dentatus. Die Neuroprotektion scheint die CREB1-abhangigen Genexpres-
sion zu fordern, da die Injektion von CRE-bindenden-Oligonukleotiden (Molekiile, die
CRE binden und dadurch die Gentranskription inhibieren) den durch exzitotoxische
Stimuli bedingten Zelltod verscharft. Dartiber hinaus, berichteten Lonze und Ginty
Uber zahlreiche Studien, die zeigen konnten, dass die CREB1-Phosphorylierung im
regulatorischen transkriptionellen Ser133-Bereich, in dem CREB1 phosphoryliert wird
welcher in Neuronen ein sehr wichtiger Mechanismus ischamischer Toleranz ist
(Lonze and Ginty, 2002).

1.4.7 CREB1 und psychiatrische Krankheiten

Das cyclic AMP response element binding protein (CREBL1) spielt eine zentrale Rolle
bei intrazellularen Signaltransduktionskaskaden, die nicht nur fir das zellulare Uber-
leben, sondern auch fiir eine Vielzahl physiologischer Prozesse von Bedeutung sind
(Lonze and Ginty, 2002). Lonze und Ginty gehen aus diesem Grund davon aus, dass
die Konsequenzen einer gestorten Funktion der CREB1-Gene in vivo ziemlich weit-
reichend sind. Einige dieser pathologischen Veranderungen sind genetische Krank-
heiten mit Beteiligung gestorter CREB1-Interaktoren. Das fir RSK-2 (Ribosomal 6
Kinase-2) kodierende Gen, eine der vielen putativen CREB1-Kinasen, ist bei dem
Coffin-Lowry-Syndrom pathologisch verandert. Hierbei handelt es sich um eine kom-
plexe Storung, die durch multiple physische Anomalien und mentale Retardierung
charakterisiert wird (Lonze and Ginty, 2002). Dartber hinaus resultiert aus der

heterozygoten Mutation in den CBP-Genen (CREB1-Binding-Protein-Gene) das Ru-



Einleitung 36

benstein-Taybi-Syndrom. Dieses wird durch multiple Stérungen und mentale Retar-
dierung charakterisiert (Lonze and Ginty, 2002).

Der Mechanismus bei dem die Stérung der CREB1-Funktion eine Krankheit hervor-
ruft, ist zumeist wenig nachvollziehbar. Eine bemerkenswerte Ausnahme ist der Mor-
bus Huntington, die Erkrankung geht mit schwerwiegenden-Interaktoren zwischen
CBP, P/ICAF, und TAF,130 einher wel ches eine zentrale Rolle in der Pathophysiolo-
gie der Huntington Krankheit spielt (Dawson and Ginty, 2002). Im Besonderen haben
etliche unabhangige Forschungsgruppen herausgefunden, dass das mutierte
Huntingtin Protein (der kausative Akteur in einigen Formen von Morbus Huntington)
durch seinen expandierten Polyglutamin- Trakt CBP-enthaltende nukleare Aggregate
bildet (Lonze and Ginty, 2002).

Bei Suchtverhalten, wie bei den Prozessen des Lernens und des Gedachtnisses,
spielt die Aktivierung neuer Transkriptionsgene eine wichtige Rolle. Demzufolge ist
Suchtverhalten ein Prozess, der mit CREB1 und CREB1-abhangiger Genexpression
in einigen Studien in Verbindung gebracht worden ist (Lonze and Ginty, 2002). Be-
legte Evidenz spricht daftr, dass CREB1 in Zusammenhang mit den neuronalen
Langzeitveranderungen steht, welche mit der Sucht assoziiert sind. Die ersten Studi-
en aus dieser Forschungsrichtung beschrieben ausschlief3lich die Charakterisierung
der CREBI1-Expression und —Aktivierung im Gehirn als Antwort auf
Substanzenmissbrauch (Lonze and Ginty, 2002). Die Forschungsgruppe um Lonze
und Ginty berichtete, Studien haben gezeigt, dass CREB1-Phosphorylierung und
CRE-vermittelte Genexpression in ZNS-Regionen (Locus coeruleus und Nucleus
accumbens), die im Suchtprozess involviert sind, stark in Abhangigkeit von der Ex-
position von Substanzen wie Opiaten, Kokain, Amphetamine, Nikotin und Ethanol

variierte (Lonze and Ginty, 2002).

Den CREB1-abhangigen Transduktionssignalen wird auch eine Rolle bei der Patho-
genese der Alzheimer Demenz zugeschrieben. Aus zahlreichen Studien geht hervor,
dass ein verringerter Level an Adenylcyclase eine reduzierte cAMP-Synthese und
eine gestérte CREB1-Aktivitat im Hippocampus hervorruft. Diese Veranderungen
wurden ausschlief3lich in den Gehirnen von Patienten mit Alzheimer Demenz gefun-
den (Lonze and Ginty, 2002).

Depression und Angst sind weitere Krankheiten die mit einer gestérte CREB1-

Funktion in Verbindung gebracht wurde. In zahlreichen Studien, die sich an Verhal-
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tensmodellen orientieren, wurde die Beteiligung von CREBL1 in der Atiologie von De-
pression und Angst hervorgehoben (Lonze and Ginty, 2002). In Studien bei an early-
onset Major Depression erkrankten Frauen in 81 Familien fanden Zubenko et al. Va-
riationssequenzen im Promoter des CREB1-Gens, die mit und ohne Affektive Sto-
rungen einhergingen. Dieser Befund kennzeichnet das CREB1-Gen als ein potentiel-
les, geschlechtsabhangiges, Suszeptibilitatsgen fur Affektive Stérungen, und liefert
Hinweise fur eine Beteiligung des cAMP-Signaltransduktionspfades in der Pathophy-
siologie der Affektiven Storungen. Weitere Studien zeigten eine Assoziation zwi-
schen der Aktivitdit der CREB1-abh&ngigen Genexpression, der antidepressiven
Response (Chen et al., 2001; Lai et al., 2003; Blendy, 2006; Iga et al., 2007; Wilkie et
al., 2007) und dem Suizid (Dwivedi et al., 2003). Perlis et al. fanden heraus, dass bei
Patienten mit Major Depression eine geschlechtsspezifische Assoziation von CREB1
mit der Expression von Angst und mit dem Auftreten von Suizidalitdt unter antide-

pressiver pharmakologischer Therapie besteht (Lonze and Ginty, 2002).

1.4.8 CREB1 und Schizophrenie

Die Forschungsgruppe um Kawanishi untersuchte in Bezug auf die Schizophrenie
Variationen in der Promoterregion der humanen CREB1-Gens, deren Varianten eine
Rolle bei der Atiopathogenese der Schizophrenie haben kénnten (Kawanishi et al.,
1999). Kawanishi et al. rekrutierten 80 Schizophrenie Erkrankte sowie 100 gesunde
Probanden. Alle Teilnehmer waren japanischer Ethnizitat und nicht miteinander ver-
wandt. Die Studie zeigte eine Assoziation zwischen zwei neue Varianten -933T->C
und -413G->A in der Promotorregion des CREB1-Gen mit Schizophrenie. Jede die-
ser Varianten lag bei jeweils einem Patienten in heterozygoter Form vor. Keine der

Varianten konnte in der Kontrollgruppe identifiziert werden (Kawanishi et al., 1999).

Die Forschungsgruppe um Crisafulli untersuchte eine mogliche Assoziation zwischen
Einzelnukleotid-Polymorphismen der CREB1-Gen-Familie (CREB1 rs2709377,
rs6740584; CREBBP rs2239317, rs2239316, rs3025702, rs130021, rs130005,
rs129974, rs9392; CREM rs1148247, rs4934735, rsl12775799, rs6481941,
rs16935888) und Schizophrenie beziehungsweise, ob sie als Pradiktoren fir den
weiteren klinischen Verlauf bei koreanischen Patienten unter neuroleptischen Be-
handlung dienen konnten. 221 an Schizophrenie Erkrankte und 170 psychiatrisch
gesunde Kontrollen wurden fir 10 SNPs innerhalb von CREB1, CREB-BP und
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CREM genotypisiert. Crisafulli et al. konnten keinen Einfluss der untersuchten SNPs
in Bezug auf die Pradisposition, an Schizophrenie zu erkranken, finden (Crisafulli et
al., 2012).

Im Jahr 2014 publizierten Ma et al. die Ergebnisse ihrer Studie iber CREB1 und
Schizophrenie. Dir Forschungsgruppe um Ma analysierten in einer grof3en Populati-
on (2019 Han Chinesen, davon 976 schizophrene Patienten und 1043 gesunde Pro-
banden) 62 SNPs in Genen, die in 6 verschiedenen CREB1-
Signaltransduktionswegen involviert sind. Die Ergebnisse zeigten eine Assoziation
von zwei SNPs (rs4379857, P = 0.009; rs2238751, P = 0.023) mit der Schizophrenie.
Die Ergebnisse konnten jedoch nach Korrigieren fir multiples Testen nicht bestatigt
werden. Ma et al berichteten, dass die Studie eine erhebliche Populations-
Heterogenitat in der genetischen Pradisposition fir Schizophrenie zeigt (Ma et al.,
2014).

In den bis dato publizierten genoweiten Assoziationsstudien wurde CREB1 unter den
genomweit signifikanten Assoziationen nicht gefunden (Lencz et al., 2007; Stefans-
son et al., 2008; Kirov et al., 2008; O"Donovan et al., 2008; Walsh et al., 2008; Ng et
al., 2009; Need et al., 2009; Stefansson et al., 2009; ISC et al., 2009; Shi et al., 2009;
Kirov et al.,, 2009; Shi et al., 2011; Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide
Association Study Consortium 2011; Yue et al, 2011; Tang et al.,, 2011;
Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium 2014). Dies
schlie3t jedoch nicht aus, dass es sich um einen mit Schizophrenie assoziierten Fak-
tor handelt, da einerseits die Anzahl der unterschwellig signifikanten Assoziationen
Uberzuféllig hoch ist und andererseits Power der aktuell gréf3ten Stichprobe noch
nicht ausreicht, um alle zur Schizophrenie beitragenden Variationen zu detektieren

(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium 2014).
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2 Fragestellung

Neurobiologische Verédnderungen, beziehungsweise genetische Vulnerabilitat und
Umweltfaktoren gelten derzeit als entscheidende Komponenten in der
Atiopathogenese der Schizophrenie. Wie diese Faktoren interagieren und schlieBlich
zum Ausbruch der Schizophrenie fiihren, ist jedoch noch nicht geklart.

Die Schizophrenie ist durch neurokognitive Defizite Uber verschiedene kognitive Do-
méanen hinweg (Gedéachtnis, Aufmerksamkeit und Sprache) charakterisiert. Diese
kognitiven Dysfunktionen werden bei biologischen Verwandten an Schizophrenie
erkrankter Individuen in geringem Grad gefunden. Dies lasst vermuten, dass die
kognitiven Beeintrachtigungen in der Schizophrenie moéglicherweise das Ergebnis

einer spezifischen Weitervererbung darstellen.

Zahlreiche Hinweise weisen auf einen Einfluss von CREB1 auf entscheidende Pro-
zesse hin, wie neuronale Plastizitat, Lernen, neuronales Uberleben und Neuroprotek-
tion, sowie auf die Transkription einer Vielzahl von Genen (Dopamin D1 Rezeptor,
Serotonintransporter, Tyrosine hydroxylase, Synapsin), die bereits in Verbindung mit

der Schizophrenie gebracht worden sind.

CREB1 wurde im Literaturtiberblick als interessantes funktionales Kandidatengen der
Schizophrenie in Betracht gezogen. Aus Assoziationsstudien in asiatischen Stichpro-
ben existieren ebenfalls Hinweise auf eine Beteiligung an der Suszeptibilitat fur Schi-
zophrenie. Zusatzlich liegt das CREB1-Gen innerhalb der mit Schizophrenie gekop-

pelten Region auf Chromosom 2q.

Das CREB1-Gen stellt somit, funktionell und positionell, ein interessantes Kandida-

tengen fur Assoziationsstudien im Zusammenhang mit der Schizophrenie dar.

Aus diesem Grund hat diese Arbeit das Ziel, einen Zusammenhang zwischen Poly-
morphismen des CREB1-Gens und der Schizophrenie in einem kaukasischen Kollek-
tiv aus 510 Schizophreniepatienten und 1308 gesunden Probanden zu uUberprifen.
Dazu wurden Allel- und Genotypfrequenzen von 4 SNP zwischen den Gruppen ver-

glichen.
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3 Material und Methoden

3.1 Vorbedingungen der Studiendurchfiihrung

Die Studie wurde mit Zustimmung der lokalen Ethikkommission durchgefuihrt. Die
Grundsatze der Deklaration von Helsinki mit ihren Novellierungen von Tokio, 1975,
Hong Kong, 1989 und Somerset West, 1996 wurden bericksichtigt. Eine ausfihrli-
che Aufklarung samtlicher Probanden und Betroffenen uber die Zielsetzung der Stu-
die sowie die anonymisierte Verwendung von erhobenen Daten und gewonnenen
Blutproben fand statt. Die Teilnahme an der Studie erfolgte auf freiwilliger Basis nach

Einholung unterschriebener Einverstandniserklarungen.

3.2 Studiendesign

Das Konzept dieser Arbeit ist als Fall-Kontroll-Assoziationsstudie erarbeitet worden.
Insgesamt wurden 1818 Teilnehmer (510 Patienten und 1308 Kontrollprobanden) in
die Studie mit eingeschlossen. Die SNPs rs2709376, rs2253206, rs2551640,
rs2709356 des CREB1-Gens wurden genotypisiert und deren Assoziation zu Schi-

zophrenie untersucht.

Die Studie wurde aus zwei Teilnehmergruppen zusammengesetzt. Die Rekrutierung
der Gruppe der Kontrollprobanden erfolgte durch ein mehrstufiges Auswahlverfahren
aus gesunden, deutschstammigen Personen mit Hilfe des Einwohnermeldeamtes
aus dem Kreis Munchen. Neuropsychologische Tests, die im Folgenden naher erlau-
tert werden, wurden an den in der Studie eingeschlossenen Personen durchgefthrt.
Die Analyse umfasste die Ergebnisse von gesunden und deutschstammigen Pro-
banden (siehe Tabelle 3.1). Ihr Alter lag zwischen 19 und 69 Jahren bei einem Mit-

telwert von 47 Jahren.
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Tab. 3.1: Anzahl der in den Analysen der verwertbaren Patienten bzw. der verwertbaren Kont-
rollprobanden. Die Anzahl der Patienten bzw. der Kontrollprobanden wird jeweils pro
SNP angegeben

SNP Anzahl der Patienten Anzahl der Kontrollprobanden
rs2709376 510 1308
rs2253206 505 1249
rs2551640 450 1244
rs2709356 483 1279

Die zweite Gruppe setzte sich aus kaukasischen Personen, mit an paranoiden, des-
organisierten, undifferenzierten Schizophrenie erkrankten Patienten, entsprechend
der DSM-IV Kriterien zusammen. Zur Absicherung der Diagnose lief die Rekrutierung
Uber ein mehrstufiges Auswabhlverfahren. In die Analysen wurden die Ergebnisse von
mannlichen und weiblichen Patienten mit einbezogen. Die Altersspanne lag zwischen
18 und 70 Jahre.

Am Ende der Rekrutierung erfolgte die Blutentnahme beider Probandengruppen fur

die genetische Untersuchung.

Im Folgenden werden das Studiendesign, sowie die Ein- und Ausschlusskriterien

genauer beschrieben.

3.3 Kontrollprobanden

3.3.1 Auswahlverfahren fiir das Kontrollkollektiv

Die Kontrollprobanden wurden in einem, aus mehreren Schritten bestehenden, Ver-
fahren rekrutiert. Nach randomisierter Auswahl der Personen, erhielten sie auf posta-
lischem Weg eine Einladung zur Studienteilnahme. Bei bestehendem Interesse wur-
de ein standardisiertes Telefoninterview durchgefiihrt, bei dem die grundséatzliche
Eignung fur die Studienteilnahme geprift wurde, in dem psychiatrische, psychische
und neurologische Erkrankungen des Probanden sowie dessen Familie abgefragt
wurden. Hirnorganische und psychische Erkrankungen des Probanden oder dessen
Erstgradangehorige gehorten zu den Ausschlusskriterien. Die schriftliche Erfassung

einer ausfuhrlicheren somatischen und psychiatrischen Anamnese der Kontrollteil-
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nehmer und ihrer Verwandten 1. Grades wurde bei Vorliegen unklarer Hinweise
durchgefuhrt. Dartber hinaus wurden psychiatrische Krankheiten in der Anamnese,
insbesondere Angsterkrankungen, Essstérungen, Storungen des Affektes, Stérungen
aus dem schizophrenen Spektrum sowie Alkohol- und Drogenkonsum, Rauchverhal-
ten und Suizidalitat des Probanden und dessen Familienmitgliedern genau erfasst.
Die Verifikation der deutschen Herkunft des Probanden wurde als Einschlusskriteri-
um durchgefuhrt. Konnten weiterhin keine Ausschlusskriterien bei den potentiellen
Kontrollprobanden gefunden werden, wurden im nachsten Schritt die Kontrollteil-

nehmer zu einem umfassenden Interview eingeladen.

Das strukturierte Klinische Interview wurde zur Exploration gemaf} der Klassifikation
des DSM-IV der American Psychiatric Association in seiner vierten Revision, 1994
(DSM-IV dt.: Wittchen et al., 1996, SKID: Wittchen et al., 1997) als Interviewleitfaden
eingesetzt. SKID | (Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-1V) ist ein halbstruktu-
riertes klinisches, zur Diagnostik von Achse I-Stérungen (Hauptdiagnose) nach den
DSM-1V Kriterien eingesetztes Interview. SKID Il (Wittchen et al., 1997) wird zur Er-
fassung von Personlichkeitsstorungen auf der Achse Il eingesetzt. Psychiatrische
Diagnosen unter Verwandten ersten Grades wurden mithilfe der Family History

Assessment Module (Rice et al., 1995) erhoben.

3.3.2 Ein-/Ausschlusskriterien der Kontrollprobanden

Wenn keine Anhaltspunkte flr eine psychiatrische Familienanamnese identifizierbar
waren, keine Storungen der Achse | und Il vorlagen und keine relevanten neurologi-
schen Erkrankungen bekannt waren, wurden die Kontrollprobanden in die Studie mit

eingeschlossen.

3.4 Patienten

3.4.1 Auswahlverfahren fiir das Patientenkollektiv

Zur Einfuhrung, des diagnostischen Interviews, wurde mit den Patienten eine stan-
dardisierte Anamneseerhebung durchgefiihrt, die die Lebensgeschichte , den schuli-
schen und beruflichen Werdegang, die Familien- und Wohnsituation, sowie eigene

Erkrankungen, Medikamenteneinnahme, Alkohol- und Drogenkonsum, ambulante
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nervenarztliche Therapie, stationare psychiatrische Behandlung und eventuelle Sui-

zidversuche, umfasste.

AnschlieBend wurde das Strukturierte Klinische Interview fir DSM-IV SKID |
(Wittchen et al., 1997) zur Abklarung der Diagnose einer Schizophrenie durchgefihrt.
Eine Schizophrenie sollte zumindest zwei der funf folgende Merkmale aufweisen:
Wahn, Wahrnehmungsstérungen in Form von Halluzinationen, desorganisierte
Sprechweise, grob desorganisiertes oder katatones Verhalten bzw. Negativsympto-
matik wie verflachter Affekt, Alogie oder eine Hemmung des Antriebs. Handelte es
sich jedoch um bizarre Wahnvorstellungen oder bestanden die Halluzinationen aus
Stimmen, mit kommentierenden oder dialogisierenden Charakter, wurde ein Merkmal
als ausreichend betrachtet. Mindestens sechs Monate mussten die Symptome fir
das Bestehen der Stérung fortbestehen. Davon war mindestens fur einen Monat die
Symptomatik der Akutphase erfiillt. Nach den Vorgaben waren auch negative Symp-
tome wahrend der Prodromal- und Residualphasen ausreichend. Ein weiteres Krite-
rium waren klinisch relevante Beschwerden mit mindestens passager- ausgepragten

Beeintrachtigungen des Funktionsniveaus im Sozial- oder Arbeitsbereich.

In der Differentialdiagnostik wurden eine schizoaffektive Stérung (DSM-IV-Code:
295.70), affektive Stérungen mit psychotischen Merkmalen, schizophreniforme, nur
kurze oder nicht ndher zu bezeichnende psychotische und rein wahnhafte Stérung
ausgeschlossen. Zusatzlich durfte die Exazerbation der Erkrankung nicht auf die
Folgen von Substanzmissbrauch bzw. Abhangigkeit (Medikamente, Drogen) und ei-
nem medizinischen Krankheitsfaktor (z.B. von neurologischen Erkrankungen,
endokrinologischen Faktoren, Elektrolyt-, Stoffwechselstérungen, Autoimmunerkran-
kungen und anderweitigen somatischen Erkrankungen) zurickgefihrt werden kdn-

nen.

Die des phanomenologischen Subtypus erfolgte Subklassifizierung in paranoider,
katatoner, desorganisierter, undifferenzierter und residualer Schizophrenie wurde
nach den Beurteilungsanleitungen des SKID | und der, das klinische Bild bestim-
mende, Symptomatik durchgefuhrt. Der Schweregrad wurde hinsichtlich des aktuel-
len und des jemals gegebenen ausgepragtesten Grades beurteilt. Die Chronologie
wurde unter Berucksichtigung des Remissiongrades, des Alters bei Erstmanifestation
und des Beginns eventueller prodromaler Symptome erfasst. Es wurde zwischen

episodischem, kontinuierlichem oder unspezifischem Verlaufsmuster unterschieden.
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Von Bedeutung fir die Unterteilung in episodischen Ablaufen waren eine remittierte
Symptomatik, residuale Symptome und, eines chronischen Verlaufs entsprechend,
eine eventuell eindeutige negative Symptomatik. Die Befragung eventuell vorliegen-
der Komorbiditat wurde mithilfe der diagnostischen Sektionen fir Alkoholabhangig-
keit und Missbrauch von Drogen sowie Drogenabhangigkeit, posttraumatische Belas-
tungsreaktion, Panikstérungen, Zwangsstérungen, Angststérungen, Anpassungssto-

rungen, Somatoforme Stérungen und Essstérungen.

3.4.2 Ein-/AusschluRkriterien des Patientenkollektivs

Grundsatzlich wurden nur Patienten in die Studie mit aufgenommen, bei denen fol-
gende Diagnosen sicher ausgeschlossen werden konnten: Patienten mit einer
schizoaffektiven Stérung, einer anderen Stérung aus dem schizophrenen Formen-
kreis und drogeninduzierten Psychosen, sowie Patienten, bei denen es sichergestellt
werden konnte, dass keine organische Erkrankung die Ursache fur die Entstehung
der Psychose war. Dementsprechend wurden Patienten, bei denen vor der Erstmani-
festation einer Psychose eine Epilepsie, eine Enzephalopathie, eine Lues-Infektion
oder ein Schadel-Hirn-Trauma diagnostiziert wurde, aus der Studie ausgeschlossen.
Bei aktiver Hepatitis B- und C-Infektion, Positivitat fur HIV oder anamnestischem
Hinweis fur den intravenésen Konsum von Heroin (life-time Abhangigkeit) wurden die

Patienten auch von der Studie ausgeschlossen.

3.5 Laborverfahren

Die Laborverfahren erfolgten nach Standardprotokollen der Sektion Molekulare und

klinische Neurobiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen.

3.5.1 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion wurde zur Herstellung einer gereinigten DNA durchgefihrt. Die-
se wird fur die anschlieBende PCR (Polymerase Chain Reaction; Polymerase- Ket-
tenreaktion) und das iPlex-Verfahren (Sequenom, San Diego) zur
Hochdurchsatzgenotypisierung vorausgesetzt. Von allen Teilnehmern erfolgte die
Entnahme venotsen Blutes. Die Blutgerinnung wurde hierbei durch die Verwendung
von EDTA-Monovetten verhindert. In Tabelle 3.2 ist eine Ubersicht der zur DNA-

Extraktion notwendiger Materialien, Reagenzien und Geréte. Die Extraktion der
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genomischen DNA aus dem EDTA-Blut erfolgte mit dem QlAamp Blood Maxi Kit der
Firma Qiagen gemal dem vorgegebenen Protokoll. Dazu wurden jeweils 5-10ml in
ein 50ml grol3es Zentrifugenrdhrchen pipettiert.

Tab. 3.2: Materialien, Reagenzien und Geréate zur DNA-Extraktion

Material, Reagenz, Gerat

Verwendungszweck

Hersteller

10x PBS-Puffer:

80g NaCl, 2g KCI, 14,4g
Na2HPO4, 2,4g KH2PO4.
Ad 11 mit Aqua dest.

Mit NaOH auf pH 7,4

1x PBS-Puffer:

100ml 10x PBS-Puffer,
900ml Aqua dest.

50ml Zentrifugenrohre

Sammelgefale

EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat
(Titrierkomplex I11)
EDTA Monovette

Eppendorf Research Pipette
(100-1000pl)

Ethanol Rotipuran >99,8% p. a.

Mikroschraubrohre 2,0ml

Puffer AE

Puffer AL

Puffer AW1

Puffer AW2

QIAamp Maxi Spin Columns

Qiagen-Protease

Herstellung des 1x PBS-Puffers

Resuspendierung des Blutkuchens

Auffangen der Eluate

Auffangen der DNA

Herstellung des 10x BPS-Puffers

Blutentnahme

Pipettierung der DNA

Entfernung der DNA-Hydrathtille

Lagerung der DNA

Elution der DNA

Zelllyse

Entfernung von Zellriickstanden

Entfernung von Zellrickstanden

Bindung der DNA

Abbau von Zellproteinen

Carl Roth, Hamburg

eigene Herstellung

Sarstedt, Nimbrecht

Qiagen, Hilden

Carl Roth, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Eppendorf, Hamburg

Carl Roth, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
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Tabelle 3.2: Materialien, Reagenzien und Geréate zur DNA-Extraktion (Fortsetzung)

Material, Reagenz, Gerat Verwendungszweck Hersteller

Rotixa RP Standzentrifuge alle Hettich, Tuttlingen
Zentrifugationsschritte

Vortex Genie Durchmischung von Blut-Puffer- Scientific Industries,
Suspensionen New York

WB Wasserbad Inkubation bei 70°C der Blut-Puffer- Memmert, Schabhausen
Suspension

Ein essentieller Schritt zur Isolierung der DNA ist der proteolytische Abbau der Leu-
kozyten sowie die Freisetzung von Nukleinsduren. Zu diesem Zweck erfolgte die Ga-
be von Proteinase K zu dem Vollblut 500ul. Darauf wurde die Probe mithilfe eines
Vortexers kurz gemischt. Die Degradierung der denaturierten Proteine, die spater die
PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) erschweren kdnnten, erleichtert die Trennung
und Reinigung der DNA (Die Verdauung von Histonen, Nukleasen und anderen Pro-

teinen erfolgt durch die Proteinase K wahrend diesem Prozess).

Zur Herstellung optimaler Bedingungen fir die Lyseeigenschaften der Proteinase K,
wurde nun dieser Losung 12ml ein Guanidin-HCI-haltiger AL-Puffer hinzugegeben.
Eine vollstandige Zelllyse und eine Homogenisierung der Losung werden durch ein

2-minutiges Durchmischen auf dem Vortexer erreicht.

Um den DNA-Ertrag mdglichst zu maximieren, wurde darauf mindestens eine 30 mi-
natige Losungsinkubation im Wasserbad bei 70°C unter gleichméafzigem Durchschut-

teln durchgefihrt.

Die Probe wurde dann mit 10ml Ethanol versetzt, um eine Fallung der DNA zu erzie-
len. Darauffolgend wurde eine zweiminitige Vermischung der Probe auf dem
Vortexer durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die Lésung mit der DNA auf die
Silicamembran abtransportiert. Danach erfolgte eine dreiminltige Zentrifugierung der

DNA-L6sung bei 3000 Umdrehungen pro Minute.

Um die Verunreinigungen der RNA- und Proteine zu beseitigen, wurde der Saule 5ml
ein Guanidin-HCl-haltiger Waschpuffer (AW1) beigegeben. Anschlie3end erfolgte die
Addition von 5ml eines ethanolhaltigen Waschpuffers (AW2), um die Guanidiumsalze

wiederum zu beseitigen.
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Anschlie3end erfolgte die Gabe von 1ml AE-Puffer (Tris-Puffer, >9,0). Danach wurde
die Elution der DNA von der Silicamembran durchgefuhrt. Zur Erhaltung eines maxi-
malen DNA-Ertrags erfolgte die DNA-Inkubation mit dem AE-Puffer fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur. Im Anschluss erfolgte eine weitere finfminutige Zentriefugierung
der DNA-LGsung bei 5000rpm. Die unter sauren Bedingungen an die Silicamembran
gebundene DNA wurde nun mithilfe des basischen Tris-Puffers abgeldst. Zum
Schluss erfolgte die Lagerung der durch diese Prozedur erhaltenen DNA bei -80°C.

3.5.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte die Verwendung von dem Fluoreszenz-
farbstoff Picogreen (Molecular Probes, Eugene, Oregon) in einem Genios
Mikrotiterplatten-Fluoreszenz-Leser (Firma Tecan). Durch dieses fluoreszierende
Farbemittel, das nur an doppelstrangige DNA bindet, kdnnen kleinste Mengen DNA
guantifiziert werden. Die Standardkurve aus humaner chromosomaler Kontroll-DNA
(100ng/pl) wurde aus 8 Punktmessungen (0 /1,5625 / 3,125 /6,25 / 12,5/ 25/ 50/
100ng/pul) erstellt.

Zur Durchfuhrung der Konzentrationsbestimmung wurden schwarzen 96 well Platten
mit flachem Boden (Greiner) verwendet. Auf jeder Platte, die gemessen werden
musste, wurde eine Standardkurve mitgemessen. Um die Messplatte weiter vorzube-
reiten, wurden 99ul destilliertes Wasser vorgelegt und je 1ul DNA zu pipettiert. Zu-
satzlich wurden eine zuvor definierte Konzentration von Kontroll-DNA (50ng/ul) sowie

ein weiterer Leerwert (destilliertes Wasser) auf je 2 wells pro Platte deponiert.

Anschliel3end erfolgte unmittelbar vor der Messung die Verdinnung des lichtemp-
findlichen Picogreen | mit destilliertem Wasser (3.52ul Picogreen Stammlésung mit
11ml Wasser pro Platte). Zu jeder Probe wurden jeweils 100ul Picogreen Arbeitsl6-

sung inklusive der Standard-DNA zu pipettiert.

Die Fluoreszenz wurde nach einer Reaktionszeit von 5-10 Minuten sofort mittels Flu-
oreszenzreader (Tecan Genios) gemessen, da es bereits nach etwa 15 Minuten ei-
nen deutlichen Fluoreszenz-Abfall entsteht. Zur Fluoreszenz-Bestimmung erfolgte
die Verwendung von einer Anregungswellenlange von 485nm und die Messung der
Emission bei 535nm. Weitere Einstellungen des eingesetzten Tecan Genios Gerétes
waren Messung von 10 Lichtblitzen bei einer optimalen Steigerung und ohne Verzo-

gerung mit einer Integrationszeit von 40ps. Im Anschluss wurde eine 8-Punkt-
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Kalibrierung durchgefihrt. Hierbei wurden Werte, die ermittelt wurden, im Bezug auf
die Standardkurve kalibriert. Die Qualitatstiberprifung der zugrunde gelegten Stan-
dardkurve sollte zumindest einen Pearsonschen Korrelationskoeffizienten von r =
0,98 betragen. Hinsichtlich der qualitativen Typisierungen von SNPs, betrachtete

man eine Prazision der DNA-Konzentration von ca. +/-10% als hinreichend.

Diese Methode weist einen optimalen Messbereich bei Konzentrationen zwischen 20
und 200ng/pl auf. Aus diesem Grund erfolgte die sorgfaltige Einstellung aller Proben
auf die gleiche Konzentration von 50ng/ul. Im Anschluss wurden diese wieder ver-

messen und mit Wasser auf 1ng/ul verdunnt.

3.6 Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte mittels iPLEX, einen Massenspektrometriebasierten
Methode, an vier SNPs. Das Konzept der Assays fur diese Polymorphismen im
CREB1-Gen (rs2709376, rs2253206, rs2551640, rs2709356) wurden mit Hilfe der
Assay Design 3.0 Software (Sequenom, San Diego, CA) durchgefiihrt (siehe Tab.
3.3und 3.4).

Tab. 3.3: Eingesetzte Primers

ID/Accessio Primer 1 Primer 2 Fragmentl Sequenz der Ex-

n No. ange tensionsprimer

rs2709376  ACGTTGGATGCTGG ACGTTGGATGATGTG 07 bp CCTCAGGGAGATG
ACCTCTTTCAAGAT  GTCA ATATCAGGGAG AAAGAGGAGC
AC

rs2253206 ACGTTGGATGTTTT  ACGTTGGATGCTGCA  20bp AAAAGAAAGTGAT
TTCTGTCACCCATT  CAATTACATGGACAC AAGTTACAGTTA
CC

rs2551640 ACGTTGGATGCCAA ACGTTGGATGTACCT 113 bp CCATCACTTGACT
GTCCCAGAAGTAAA TATA CAGTGCCTGCC CTTATGGGTTCA
GC

rs2709356  ACGTTGGATGTCTG ACGTTGGATGTAACT 86 bp GGCATAGTAACTT
CTTCGTAAACTAGC TCGGGGCATAGTAAC TTGGGTA

TC
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Die Erstellung der Primers erfolgte nach der Pramise, sie sollten moglichst nahe an

dem jeweils zu amplifizierenden SNP liegen.

Tab. 3.4: Information lUber die zu untersuchenden SNPs

ID/Accessio  Conting Chromosom 2 Al-  Position im/zum Gen  Funktion

n No. Position Position lel

rs2709376 58599805 208098633 C:T  (CREB1)5°-rs2709376- unbekannt
5'(LOC729607)

rs2253206 58601395 208100223 A:G  (CREB1)5'-rs2253206- unbekannt
5'(LOC729607)

rs2551640 58617310 208116138 A:G intron1 intron1

rs2709356 58621509 208120337 CT  intron1 intron1

Die Analysen wurden mittels iPLEX (Increased Plexing Efficiency and Flexibility for
MassARRAY) durchgefiihrt. Eine reproduzierbare, automatisierte Genotypisierung im
Hochdurchsatz wird durch dieses Verfahren ermdglicht. Dieses Verfahren ist auf die
Analyse von SNPs spezialisiert und verfligt tGber eine hohe Sensitivitdt und Prazisi-

on.

iPLEX-Verfahren

Das iPLEX-Verfahren basiert auf drei wesentlichen Schritten: erstens einer konventi-
onellen PCR-Reaktion des zu untersuchenden Genombereichs, zweitens einer wei-
teren spezifische PCR-Reaktion, bei der fur die einzelne Alle des SNPs sich ein
massenspezifisches Produkt ergibt und drittens der Messung der Produkte im Mas-

senspektrometer.

Die Amplifikation des den SNP flankierenden genomischen Bereichs wurde innerhalb
der initialen PCR durchgefiihrt. Zur Verminderung der Kontaminationsgefahr wurden
die PCR-Reaktionen mittels eines Pipettierroboters (Microlab 4000, Hamilton)

pipettiert.
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In jedes well wurde ein PCR-Cocktail bestehend aus den folgenden Substanzen

pipettiert:

1,85ul H,O (ELGA)

0,625ul PCR Puffer (Qiagen)
0,325ul MgCl, (25nM) (Qiagen)
0,1ul ANTP (25nM) (Abgene)

1ul Primer Mix (je 500 nM) (Qiagen)
2,5ul DNA (5-10 ng/ul) und

0,100ul Hotstar Taq (5U/ul) (Qiagen)

Im Anschluss erfolgte die Durchfihrung der Polymerase-Ketten-Reaktion in einem
Thermocycler (GeneAmp, PCR System 9700, Applied Biosystems). Hierbei war das
Programm des Cyclers fur die Primer optimiert.

Zuerst erfolgte eine finfzehnmindtige Erhitzung der Cycler auf 94°C (initiale Denatu-
rierungsprozess). Zur Denaturierung der DNA erfolgte sukzessiv die Erhaltung der
Proben fur 20s auf 94°C. AnschlieRend erfolgte das Annealing, in diesem Schritt
kuhlte man die Proben fir 30s auf 56°C herab. Dies hatte die Anlagerung der for-
ward- und reverse-Primers an die Einzelstrange als Ziel. Zur AnschlieRung der Nuk-
leotide an den Primers durch die Tag-Polymerase (Elongation) wurde die Temperatur

auf 72°C fur die Dauer von einer Minute erhdht.

Zur Sicherstellung gentgender Templates flir das weitere Vorgehen erfolgte die
Wiederholung dieser drei Schritte. Im Anschluss erfolgte die weitere dreiminttige Er-
haltung der Proben auf 72°C zur finalen Extension. Danach wurden sie auf 4°C
herabgekihlt. Die Proben wurden bei einer Temperatur von 4°C fir das weitere Vor-

gehen aufbewabhrt.

Samtliche nicht bei der PCR eingebauten Nukleotide, wurden mithilfe des Enzyms
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) inaktiviert. Damit wurden Stérungen der darauf

folgenden iPLEX Reaktion vermieden.
Hierzu wurde ein SAP Mix bestehend aus den folgenden Substanzen eingesetzt:

0,170ul SAP 10x Puffer
0,300ul Enzym (1U/pl)
1,530ul H,0
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Nach Zugabe von 2ul des SAP Mix zu jeder PCR-Reaktion erfolgte die sorgfaltige

Mischung dieser.

Darauf erfolgte die zwanzigminitige Inkubation der bearbeiteten PCR-Reaktionen in
einem Thermocycler bei 37°C. Anschlie3end erfolgte die Inaktivierung des Enzyms
fur 5 Minuten bei 85°C und danach wurde es auf 4°C herabgekuhlt.

Fur die Extensionsreaktion der Primer erfolgt den Entwurf ein weiterer Primer (Ex-
tensionsprimer) pro SNP. Dieser wird so konzipiert, dass er sich mdglichst Nah dem
zu untersuchenden SNP an das Produkt der Polymerase-Ketten-Reaktion bindet. Die
Extensionsreaktion wird mit vier Didesoxynukleotiden durchgefuhrt. Eine Verlange-
rung der Didesoxynukleotiden ist nach dem Einbau nicht mehr mdglich. Dadurch wird
jeden Extensionsprimer um eine Base verlangert. Dies fuhrt zur Entstehung von

DNA-Fragmente mit unterschiedlichen Massen.

In jedes well wird zuerst ein sogenanntes ,iPLEX-Cocktail“ pipettiert. Dieses bestehet

aus den folgenden Substanzen:

0,755ul H,O (Sequenom)

0,200ul iPLEX Puffer (Sequenom)

0,200ul iPLEX Abbruch-Mix (Sequenom)
0,800ul Primer Mix (7uM-14uM) (Sequenom)
0,041l iPLEX Enzyme (Sequenom)

Die iPLEX-Reaktion erfolgt mittels eines Thermocyclers. Das Programm wendet zwei
Durchlaufschleifen an. Eine aus funf inneren Schleifen bestehende, duf3ere Schleife,
diese wird 40mal durchgelaufen. Fir die innere Schleife wird der Cycler zuerst fir
30s auf 94°C zur initialen Denaturierung der DNA gebracht. Anschlie3end erfolgten 5
Zyklen mit Denaturierung fir 5 Sekunden bei 94°C, Annealing bei 52°C fir 5 Sekun-
den und Extension bei fur 5 sekunden bei 80°C. Diese Annealing- und Extensions-
Durchlaufe werden weitere viermal durchgefiihrt. Es kommt zu einer Wiederholung
dieser Schritte fur insgesamt 40mal, bis eine drei minltige abschlie3ende Extension
bei 72°C stattfindet. Im Anschluss werden die Proben auf 4°C herab gekunhlt.

Aufgrund der hohen Affinitat von Nukleinsauren zu Alkali- und Erdalkaliionen, erfolgte
die Aufbereitung der Proben mit einem lonenaustauschharz (SpectroClean,

Sequenom), um stérende Kationen zu entfernen.
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Im Anschluss erfolgt der Transfer des Analytengemisches mit Hilfe des MassARRAY
Nanodispensers (Sequenom) auf Siliziumchips. Die Chips beinhalten eine aus der
organischen Saure 3-Hydroxypicolinsaure (3-HPA) bestehende 384er Matrix. Um
das Analysesystems zu kalibrieren, werden zu den 384er Proben Kalibranten aufge-
tragen, die aus einer Mischung von Oligonukleotiden bekannter Masse bestehen.

Im Anschluss kommt es zur Einfuhrung der Chips in das Massenspektrometer durch
eine Vakuumschleuse. Im Hochvakuum des Massenspektrometers erfolgt die Expo-
sition dieses einen intensiven Laserpulses von wenigen Nanosekunden Dauer. Bei
der Desorption/lonisation erfolgt die Erzeugung einfach geladener in die Gasphase
Ubertretende Molekulionen. Es kommt zur Beschleunigung dieser lonen innerhalb
eines elektrischen Feldes. Dadurch erreichen sie eine feldfreie Driftstrecke
(Flugrohr), in dem sie in Abhangigkeit vom Masse-/Ladungsverhaltnis (m / z) aufge-
trennt werden. Als Konsequenz wandern mit hohen m / z-Werten geltenden lonen
langsamer entlang des Flugrohrs und kommen aus diesem Grund auch spater, als

mit niedrigeren m / z-Werten geladenen lonen, am Detektor an.

Aufgrund der unterschiedlichen Massen der in der Extensionsreaktion erzeugten
DNA-Fragmente, werden sie mittels ihrer Flugdauer mittels der TYPER Analyzer

3.3.0 Software (Firma Sequenom) einem spezifischen Genotyp zugeordnet.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung zu Allel- und Genotypverteilungen der vier Marker wurde
mit Hilfe der Software Statistical Package for Social Sciences (SPSS 11.0; Inc Chi-
cago, 2001) durchgefuhrt. Die Testung der Verteilung der Genotypen erfolgte mit
Hilfe des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts.

Von besonderem Interesse war die Differenz in der Verteilung von Allelen und Geno-
typen zwischen Patienten und Kontrollen. Die Signifikanzprufung dieser Unterschie-

de erfolgte mit dem x? Test nach Pearson.

Ein Signifikanzniveau von p < 0.05 wurde fir alle statistischen Berechnungen festge-

legt. Ein p < 0,1 wurde als Trend gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse des Markers rs2709376 des CREB1 Gens

4.1.1 Allelverteilung

Die statistische Auswertung ergab die in der Tabelle 4.1 veranschaulichte Verteilung
der Allele innerhalb der Kontroll- und Patientengruppe.

Tab. 4.1: Tabellarische Ansicht der Allelverteilung des Polymorphismus rs2709376.

Gruppe C-Allel n (%) T-Allel n (%) Gesamt n
Kontrollen 2579 (96,7%) 87 (3,3%) 2666
Patienten 974 (97,0%) 30 (3,0%) 1004
Gesamt 3553 (96,8%) 117 (3,2%) 3670

Es konnte kein signifikanter Unterschied der Allelverteilung zwischen Kontrollen und

an Schizophrenie erkrankten Patienten gefunden werden.

X?=0.179, OR=0.913 (0.599 — 1.392), df =1, p=0.672

4.1.2 Genotypverteilungen

In der Kontroll- und Patientengruppe war die Verteilung der Genotypen des Markers

rs2709376 innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes.

Tab. 4.2: Berechnung des Hardy-Weinberg-Wertes flr den SNP rs2709376 des CREB1-Gens

Gruppe Kontrollen Gruppe Patienten
=0,0141 df=1 p=0,647 f=0,04172 df=1 p=0,336
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Die Genotypenverteilung in beiden Gruppen ist in der Tabelle 4.3 dargestellit.

Tab. 4.3: Darstellung der Genotypverteilung des Polymorphismus rs2709376.

Gruppe Genotyp C/C Genotyp C/T Genotyp T/T Gesamt
n (%) n (%) n (%) n
Kontrollen 1224 (93,6) 82 (6,3) 2 (0,2) 1308
Patienten 482 (94,5) 27 (5,3) 1(0,2) 510
Gesamt 1706 (93,8) 109 (6,0) 3 (0,2) 1818

Die Genotypverteilungen zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen der Pa-
tienten- und Kontrollgruppe.

X2 = 0.657, df = 2, p = 0,720

Eine Aufstellung der C-Allel-Trager (C/T und C/C) im Vergleich zu den Homozygoten
fur das T-Allel wird in der Tabelle 4.4 gezeigt.

Tab. 4.4: Darstellung der Haufigkeit der C-Trager bzw. Gegenuberstellung mit den homozygo-
ten Tragern flr das T-Allel des Polymorphismus rs2709376.

Gruppe Genotyp C/C und C/T  Genotyp T/T Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 1306 (99,8) 2 (0,2) 1308
Patienten 509 (99,8) 1(0,2) 510
Gesamt 1815 (99,8) 3 (0,2) 1818

Auch hier zeigten die Genotypfrequenzen zwischen den beiden Gruppen keinen sig-
nifikanten Unterschied.

X2 =0.042, OR =1283 (0.116 — 14.179),df =1 p = 0.839

In Tabelle 4.5 ist die Gegenuberstellung der Allel-Trager (Genotypen aus C/T und

C/C) mit denn Homozygoten fur das C-Allel zu sehen.
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Tab. 4.5: Haufigkeitsdarstellung der Allel-Tréger im Vergleich mit den homozygoten Tréagern
fir das C-Allel des Polymorphismus rs2709376.

Gruppe Genotyp C/C Genotyp C/Tund T/T  Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 1224 (93,6) 84 (6,4) 1308
Patienten 482 (94,5) 28 (5,5) 510
Gesamt 1706 (93,8) 112 (6,2) 1818

Es konnte keine Assoziation bei den Genotypenanalysen zwischen beiden Gruppen

nachgewiesen werden.

X2 =0.551, OR = 0.846 (0.545 - 1.315), df =1, p = 0.458

4.2 Analyse des Markers rs2253206 des CREB1 Gens

4.2.1 Allelverteilung

Eine Darstellung der Allelverteilung innerhalb beider Gruppen (Kontroll- und Patien-

tengruppe) ist in der Tabelle 4.6 zu sehen.

Tab. 4.6: Zusammenstellung der Allelverteilung des Markers rs2253206.

Gruppe A-Allel n (%) G-Allel n (%) Gesamt n
Kontrollen 1125 (44,2) 1423 (55,8) 2548
Patienten 474 (47.8) 517 (52,2) 991
Gesamt 1599 (45,2) 1940 (54,8) 3539

Hier wurde einen statistisch signifikanten Unterschied in den Allelhaufigkeiten zwi-

schen Patienten- und Kontrollgruppe nachgewiesen.

X?=3.897, OR = 0.862 (0.744 - 0.999), df =1, p = 0.048

In der Abbildung 4.1 wird diesen Unterschied verdeutlicht.
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Abb. 4.1: Graphische Darstellung der Allelverteilung des SNPs rs2253206 in der Kontroll- und
Patientengruppe.

4.2.2 Genotypverteilungen

In der Kontroll- und Patientengruppe-Analyse wurde eine Verteilung der Genotypen

des Markers rs2253206 innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes festgestellt.

Tab. 4.7: Darstellung der Hardy-Weinberg-Wert-Berechnung flir den SNP rs2253206 des

CREB1-Gens
Gruppe Kontrollen Gruppe Patienten
f=0,026 df=1 p=0,360 f=0,074 df=1 p=0,107

Die Verteilungen der Genotypen beider Gruppen sind aus Tabelle 4.8 ersichtlich.

Tab. 4.8: Tabellarische Darstellung der Genotypverteilung des Markers rs2253206.

Gruppe Genotyp A/A Genotyp A/G Genotyp G/G Gesamt
n (%) n (%) n (%) n
Kontrollen 242 (19,4) 634 (50,8) 373 (29,9) 1249
Patienten 100 (19,8) 270 (53,5) 135 (26,7) 505
Gesamt 342 (19,5) 904 (51,5) 508 (29,0) 1754

Die Frequenzen der Genotypen zeigten keinen Unterschied zwischen den beiden

untersuchten Gruppen.
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X?2=1.761,df =2, p = 0.415

In der Tabelle 4.9 ist die Zusammenfassung der Trager des A-Allels (A/G, A/A) in
einer Gruppe und deren Vergleich mit den Homozygoten fur das G-Allel ersichtlich.

Tab. 4.9: Haufigkeitsdarstellung der Trager desA-Allels im Vergleich mit den homozygoten
Tragern fur das G-Allel des Markers rs2253206.

Gruppe Genotyp A/A und A/G Genotyp G/G
n (%) n (%)
Kontrollen 876 (70,1) 373 (29,9)
Patienten 370 (73,3) 135 (26,7)
Gesamt 1246 (71,0) 508 (29,0)

Bei den Genotypfrequenzen waren zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten

Unterschiede zu finden.
X2=1.714, OR = 0.857 (0.680 — 1.080), df =1, p = 0.191
In der Tabelle 4.10 wird die Analyse der Genotypen gezeigt. In der Tabelle werden

die G-Allel-Trager (G/G, A/G) in einer Gruppe zusammengefasst und mit den Homo-

zygoten fur das A-Allel verglichen.

Tab. 4.10: Haufigkeitsdarstellung der G-Trager (Genotypen 2 und 3) im Vergleich mit den
homozygoten Tragern fur das A-Allel (Genotyp 1) des Markers rs2253206.

Gruppe Genotyp A/A Genotyp A/G und G/G Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 242 (19,4) 1007 (80,6) 1249
Patienten 100 (19,8) 405 (80,2) 505
Gesamt 342 (19,5) 1412 (80,5) 1754

Eine Assoziation zwischen den jeweiligen Genotypen und der Schizophrenie konnte

hiermit nicht festgestellt werden.
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X2= 0.042, OR = 0.973 (0.750 — 1.262), df = 1, p = 0.838

4.3 Analyse des Markers rs2551640 des CREB1 Gens

4.3.1 Allelverteilung

In der Tabelle 4.11 wird die Verteilungsanalyse der Allelen innerhalb beider Gruppen
(Patienten und Kontrolle) wiedergegeben.

Tab. 4.11: Tabellarische Darstellung der Verteilung des Allels innerhalb des Polymorphismus

rs2551640.
Gruppe A-Allel n (%) G-Allel n (%) Gesamt n
Kontrollen 1710 (67,7) 814 (32,3) 2524
Patienten 607 (67,7) 290 (32,3) 897
Gesamt 2317 (67,7) 1104 (32,3) 3421

Einen statistisch signifikanten Unterschied in den Allelhaufigkeiten zwischen beiden

Gruppen konnte nicht festgestellt werden.

X?=1.006, OR=1.004 (0.853 - 1.181),df =1, p = 0.965

4.3.2 Genotypverteilungen

In der Kontroll- und Patientengruppe-Analyse war die Genotypenverteilung des Mar-

kers rs2551640 innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes.

Tab. 4.12: Darstellung der Hardy-Weinberg-Werte-Berechnung fir den SNP rs2551640 des

CREB1-Gens
Gruppe Kontrollen Gruppe Patienten
f=0,028 df=1 p=0,327 f=0,003 df=1 p=0,1

Die Zuweisung der mdglichen Genotypen fir den Polymorphismus rs2551640 des

CREB1-Gens erfolte folgendermalden:
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Die Analyse der Genotypenverteilung in beiden Gruppen wird in der Tabelle 4.13
gezeigt.

Tab. 4.12: Tabellarische Darstellung der Verteilung des Genotyps vom Polymorphismus

rs2551640.
Gruppe Genotyp 1 A/A Genotyp 2 A/G Genotyp 3 G/G Gesamt
n (%) n (%) n (%) n
Kontrollen 585 (47,0) 525 (42,2) 134 (10,8) 1244
Patienten 205 (45,6) 197 (43,8) 48 (10,7) 450
Gesamt 790 (46,6) 722 (42,6) 182 (10,7) 1694

In den Frequenzen der Genotypen zeigte sich keinen Unterschied zwischen den bei-
den untersuchten Gruppen.

X2= 0.349, df = 2, p = 0.840

Folgende Tabelle (Tab. 4.14) zeigt die Zusammenfassung der A-Allel-Trager (G/A

und A/A) in eine Gruppe und deren Vergleich mit den Homozygoten fir das G-Allel.

Tab. 4.13: Haufigkeitsdarstellung der Trager des A-Allels im Vergleich mit den homozygoten
Tragern fur das G-Allel des Polymorphismus rs2551640.

Gruppe Genotyp A/Aund AIG  Genotyp G/G Gesamt
n (%) n (%) n

Kontrollen 1110 (89,2) 134 (10,8) 1244

Patienten 402 (89,3) 48 (10,7) 450

Gesamt 1512 (89,3) 182 (10,7) 1694
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Zwischen den jeweiligen Genotypen wurde keine Assoziation mit der Schizophrenie
festgestellt.

X2= 0.004, OR= 0.989 (0.698 — 1.402), df = 1, p = 0.951

In Tabelle 4.15 finden sich nun die Trager des G-Alles (G/A und G/G) zusammenge-
fugt und verglichen mit den Homozygoten fir das A-Allel.

Tab. 4.14: Darstellung der Haufigkeit der G-Allel-Trager im Vergleich mit den homozygoten
Tragern fur das A-Allel des Polymorphismus rs2551640.

Gruppe Genotyp A/A Genotyp A/G und G/G Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 585 (47,0) 659 (53,0) 1244
Patienten 205 (45,6) 245 (54 4) 450
Gesamt 790 (46,6) 904 (53,4) 1694

Es konnte auch hier keine signifikante Haufung zwischen den jeweiligen Genotypen

und der Schizophrenie festgestellt werden.

X?=0.287, OR=1.061 (0.855 - 1.317),df =1, p = 0.592

4.4 Analyse des Markers rs2709356 des CREB1 Gens

4.4.1 Allelverteilung

Nach der statistischen Auswertung ergab sich die in der Tabelle 4.16 ersichtliche

Verteilung der Allele innerhalb beider Gruppen (Patienten- und Kontrollgruppe).

Tab. 4.15: Darstellung der Verteilung der Allele des Polymorphismus rs2709356.

Gruppe C-Allel n (%) T-Allel n (%) Gesamt n
Kontrollen 2068 (78,3) 573 (21,7) 2641
Patienten 729 (79,2) 191 (20,8) 920

Gesamt 2797 (78,5) 764 (21,5) 3561
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Es konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen Kontrollen und schizophren
erkrankten Patienten festgestellt werde.

X2=0.354, OR=0.946 (0.786 — 1.137), df =1, p= 0.552

4.4.2 Genotypverteilungen

In der Kontroll- und Patientengruppe war die Verteilung der Genotypen des Markers
rs2709356 innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes.

Tab. 4.16: Darstellung der Hardy-Weinberg-Wert-Berechnung flir den SNP rs2709356 des

CREB1-Gens
Gruppe Kontrollen Gruppe Patienten
f=0,010 df=1 p=0,801 f=0,058 df=1 p=0,229

Die Analyse der Genotypenverteilung in beiden Gruppen ist in der Tabelle 4.18 dar-

gestellt.

Tab. 4.17: Darstellung der Verteilung des Genotyps im Polymorphismus rs2709356.

Gruppe Genotyp 1 C/C Genotyp 2 CIT Genotyp 3 TIT Gesamt
n (%) n (%) n (%) N
Kontrollen 793 (62,0) 431 (33,7) 55 (4,3) 1279
Patienten 291 (60,2) 174 (36,0) 18 (3,7) 483
Gesamt 1084 (61,5) 605 (34,3) 73 (4,1) 1762

Die statistische Auswertung der Genotypverteilungen zeigte keinen signifikanten Un-

terschied zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe.

X2 =1.006, df =2, p = 0,605

Eine Aufstellung des C-Allel- Tragers (T/C und C/C) gegenuber den Homozygoten
fur das T-Allel ist in der Tabelle 4.19 dargestellt.
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Tab. 4.18: Haufigkeitsdarstellung der Trager des C-Allels gegeniiber den homozygoten Tréagern
far das T-Allel des Polymorphismus rs2709356.

Gruppe Genotyp C/C und C/T  Genotyp TIT Gesamt
n (%) n (%) n
Kontrollen 1224 (95,7) 55 (4,3) 1279
Patienten 465 (96,3) 18 (3,7) 483
Gesamt 1689 (95,9) 73 (4,1) 1762

Die Genotypfrequenzen zwischen den Kontroll- und Patientengruppen zeigten keinen
signifikanten Unterschied.

X?=0290, OR=0.861 (0.501 — 1.482), df =1, p= 0.590

In Tabelle 4.20 wurden nun die T-Allel-Trager (Genotypen aus C/T und C/C) den
Homozygoten fur das C-Allel gegenlibergestellt.

Tab. 4.19: Haufigkeitsdarstellung der T-Allel-Trager gegentiber den homozygoten Tragern fur
das C-Allel des Polymorphismus rs2709356.

Gruppe Genotyp C/C Genotyp C/Tund TIT  Gesamt
(%) n (%) n
Kontrollen 793 (62,0) 486 (38,0) 1279
Patienten 291 (60,2) 192 (39,8) 483
Gesamt 1084 (61,5) 678 (38,5) 1762

Es konnte hier keine Assoziation bei den Genotypenanalysen zwischen beiden

Gruppen nachgewiesen werden.

X2 =0.455, OR = 1.077 (0.869 — 1.334), df = 1, p = 0.500
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5 Diskussion

Aufgrund der multiplen Funktionen der Signaltransduktionswege, besonders bei sol-
chen Genen die in die synaptische Ubertragung und Plastizitat involviert sind, wurde
das CREB1-Gen als plausibles Kandidatengen fur Schizophrenie angesehen und auf
seine Assoziation zu Schizophrenie untersucht. Dartber hinaus, auf der Studie von
Kawanishi et al. und Ma et al. basierend, scheint das CREB1-Gen ein potentielles
Suszeptibilitatsgen fur Schizophrenie zu sein (Kawanishi et al., 1999; Ma et al.,
2014).

Bei der Untersuchung der Assoziationen von genetischen Polymorphismen des
CREB1-Gens mit der Schizophrenie wird eine potentielle Assoziation beider Merk-
male Uberprift. Bei einer statistischen Assoziation der Schizophrenie mit einem ge-
hauften Auftreten eines Genotypen bzw. Allels eines der untersuchten Polymorphis-
men, lieBen sich ein Zusammenhang dieses Allels/ Genotypen mit der Erkrankung

vermuten.

In dieser Studie wurde eine Assoziation zwischen den
Einzelnukleotidpolymorphismen  (Single  Nucleotide Polymorphismen, SNPSs)
rs2709376, rs2253206, rs2551640 und rs2709356 des CREB1-Gens und der Schi-
zophrenie gesucht. Aufgrund der Untersuchungsergebnisse kdénnen diesbeziiglich

folgende Aussagen getroffen werden:

In der hier vorgestellten Arbeit konnte eine Assoziation flr einen der untersuchten
Polymorphismen des CREB1-Gens (rs2253206) mit der Diagnose Schizophrenie
festgestellt werden. Fur die anderen drei Polymorphismen ergaben sich keine signifi-

kanten Zusammenhange.

Die Ergebnisse der bislang grof3ten genomweiten Assoziationsstudie der Schizo-
phrenie wurden im Jahr 2014 vorgelegt. Dabei erfolgte die Analyse von Proben von
bis zu 36989 an Schizophrenie Erkrankten und 113075 gesunden Probanden, die als
Kontrolle dienten. Daraus erfolgte die Identifikation einer genomweiten signifikanten
Assoziation von 108 Loci mit der Schizophrenie. Unter diesen wurden 83 Loci erst-
malig beschrieben (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Con-
sortium, 2014). CREB1 konnte dabei nicht als genomweit signifikant mit der Schizo-

phrenie assoziiert identifiziert werden.
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Aktuell weist die Literatur lediglich wenige Arbeiten auf, die der Fragestellung nach-
gehen, ob eine Assoziation verschiedener Polymorphismen des CREB1-Gens mit
der Schizophrenie besteht (Kawanishi et al., 1999; Crisafulli et al., 2012; Ma et al.,
2014). Obwonhl die Studien von Kawanishi und Ma sich in Aspekten wie Stichproben-
grol3e, Ethnizitat der Probanden, Alter der Probanden und teilweise im methodischen
Ansatz von der hier vorgestellten Studie unterscheiden, kdnnen doch gemeinsame
Merkmale gefunden werden. Dadurch kdnnen diese Arbeiten mit der hier vorliegen-
den, mit gewissen Vorbehalten, verglichen werden.

5.1 Diskussion der Methodik

Studiendesign

Die vorliegende Arbeit und deren ausgewahlten Studiendesign wurden als eine Fall-
Kontroll-Assoziationsstudie verfasst. In Studien, die so konzipiert sind, wird danach
gesucht, ob eine Assoziation zwischen einem Allel eines Kandidatengens mit der
Erkrankung vorliegt (Bickebdller et al., 2007). Das sogenannte Strukturierte Klinische
Interview (SKID | und Il) nach der DSM-IV-Klassifikation (Wittchen et al., 1997) wur-
de zur Diagnosestellung der Schizophrenie ausgewahlt. Vorteile dieses strukturierten
klinischen Interviews sind die hohe Reliabilitat, die kurzzeitige Durchfihrung, die gute
Mdoglichkeit der Auffassung der Antworten durch gezielte Fragen sowie die unkompli-
zierte Auswertung und Interpretation der Antworten. Diese Faktoren tragen alle zu
einer Vereinfachung der Diagnosestellung bei. Die vorausgesetzte Erfahrung des
Interviewers sowie die notwendigen Kenntnissen der DSM-IV-Klassifikation sind die
Nachteile des Verfahrens. Aufgrund der Mdglichkeit einer einfachen Diagnosestel-
lung wird diese Klassifikation bei anderen &@hnlichen Studien verwendet (Ftouh et al.,
2005). Die hier vorgestellte Arbeit untersuchte, ob eine Assoziation einzelner
Einzelnukleotidpolymorphismen (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) des
CREB1- Gens mit der Pathogenese der Schizophrenie besteht. Diese SNPs,
rs2709376, rs2253206, rs2551640 und rs2709356, liegen auf Chromosom 2 (2g34).

Die Referenzstudie von der Forschungsgruppe um Kawanishi war ebenfalls als Fall-/
Kontrolluntersuchung konzipiert. Diagnostisch bestimmend waren die ICD-10-
Kriterien, gemal derer die Schizophrenie klassifiziert wurde. In der Studie von

Kawanishi et al. wurden sechs Marker untersucht, die sich Uber das gesamte
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CREB1-Gen verteilten. Die Forschungsgruppe um Kawanishi analysierte die
Promoterregion der humanen CREB1-Gene, um genetische Varianten, die potentiell
zu einer Modifikation der CREB1-Expression und somit zur Entstehung der Schizo-
phrenie beitragen kdnnten, identifizieren zu kdnnen (Kawanishi et al., 1999). Bei der
Studie der Forschungsgruppe um Kawanishi, die eine Assoziation zwischen anderen
Polymorphismen des CREB1-Genes und der Schizophrenie untersuchten, zeigten
sich bei zwei Varianten des CREB1-Genes (-933T->C und -413G->A) ebenso signifi-
kante Unterschiede.

Die Forschungsgruppe um Ma konzipierten ihre Studie ebenfalls als Fall-/ Kontrollun-
tersuchung. Diagnostisch bestimmend waren, im Unterschied zur Studie von der
Forschungsgruppe um Kawanishi und der vorliegenden Studie, die DSM-IV-Kriterien,
gemal derer die Schizophrenie klassifiziert wurde. In der Studie von Ma et al. wur-
den bei bei 976 an Schizophrenie erkrankten, nicht verwandten Patienten und 1043
psychiatrisch gesunde Probanden Han chinesischer Abstammung 62 SNPs die sich
Uber insgesamt 6 sogenannte CSP (CREB1 Signal Pathway)-Gene verteilten unter-
sucht. Die Autoren analysierten diese spezifische in den Signalwegen involvierten
CREB1-Gene und deren molekularen Evolution sowie deren potentiellen Beteiligung
in der Atiopathogenese der Schizophrenie. Bei der Studie der Forschungsgruppe um
Ma wurde untersucht, ob die CSP-Polymorphismen des CREB1-Genes und der
Schizophrenie assoziiert sind, zeigte sich eine Assoziation zwischen 2 SNPs
(rs4379857, P = 0.009, OR [95% CI]: 1.200 [1.379e1.046]; rs2238751, P = 0.023, OR
[95% CI]: 1.253 [1.522 €1.032]) und der Schizophrenie. Dieser signifikante Unter-
schied konnte nach den mehrfachen statistischen Korrekturtestungen jedoch nicht
bestéatigt werden. Hingegen stellten sie eine Assoziation zwischen dem seltenen
CREB1-Haplotyp CCGGC (Bonferroni-Korrektur P = 1.74 x 10®) und der Schizo-
phrenie (Ma et al., 2014).

In einer Arbeit von der Forschungsgruppe um Crisafulli wurde einerseits untersucht,
ob bestimmte SNPs innerhalb von CREB1 (rs2709377 und rs6740584), CREBBP
(CREB-binding protein) (rs2239317, rs2239316, rs3025702, rs130021, rs130005,
rs129974 und rs9392) und CREM (cCAMP response element-modulator) (rs1148247,
rs4934735, rs12775799, rs6481941 und rs16935888) mit der Schizophrenie und de-
ren Entstehung assoziiert sind, andererseits, ob sie sich pradiktiv beziglich des klini-

schen Outcomes bei an Schizophrenie erkrankten Patienten erweisen kdnnen
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(Crisafulli et al., 2012). Crisafulli et a., fuhrten eine Genotypisierung durch von insge-
samt 10 SNPs innerhalb von CREB1, CREBBP und CREM bei 221 an Schizophrenie
erkrankten Patienten und 170 psychiatrisch gesunde Probanden, beide koreanischer
Abstammung. Crisafulli und Kollegen konnten keine Assoziation zwischen den von
ihnen untersuchten SNPs und der Suszeptibilitdit an Schizophrenie zu erkranken
bzw. dem Ansprechen auf neuroleptische Medikation feststellen (Crisafulli et al.,
2012).

Die Resultate der hier vorgestellten Arbeit zeigten einen statistisch signifikanten Un-
terschied (p = 0.048) des Polymorphismus rs2253206 des CREB1-Gens. Aufgrund
der sorgfaltig ausgewahlten Einschlusskriterien, der in der Grof3e ausreichenden
Stichprobenmenge, die dadurch eine grol3ere Teststarke zeigte, kann die Auswir-
kung methodischer Artefakte als verhaltnismafig niedrig betrachtet werden. Das be-
deutet, dass ein Zusammenhang der Schizophrenie mit dem untersuchten
Einzelnukleotidpolymorphismus vermutet werden kann. Der Polymorphismus
rs2253206 liegt ca. 2500 Nukleotide 5° zum CREB1-Gen und damit in einer potentiel-
len Promoterregion. Sowohl dieser SNP als auch die von Kawanishi untersuchten
Promoter SNPs liegen in einem Bereich mit hohem Kopplungsungleichgewicht (In-

ternational HapMap Consortium 2015).

Mithin weisen die Ergebnisse unserer Arbeit Ahnlichkeiten mit den Ergebnissen der
Arbeiten der Forschungsgruppen um Kawanishi und Ma vor in Bezug auf eine poten-
tielle Rolle des CREB1-Genes in der Atiopathogenese der Schizophrenie. Es gibt
jedoch einige erklarungsbedurftige Aspekte, was die Vergleichbarkeit der Studien
betrifft, die im folgenden Abschnitt naher kritisch beurteilt und ausfuhrlich diskutiert

werden.

Ethnizitat

Eine Ethnizitat, die vergleichbar ist, besitzt hohe Relevanz. Denn der Vergleich von
Populationen unterschiedlicher ethnischer Herkunft und unterschiedlichen Erkran-
kungsraten kann zu Verzerrungen fuhren (Cardon and Palmer, 2003; Colhoun et al.,
2003). Cardon und Bell weisen darauf hin, dass zum Beispiel die Population mit der
hoheren Pravalenz oder Erkrankungsrate bezogen auf die Gesamtbevdlkerung Uber-
reprasentiert sein kbnnte. Dadurch kdnnten im Studienvergleich Unterschiede aufge-

deckt werden, die auf der unterschiedlichen Ethnizitat zurtickzufihren sind und nicht
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fur die Erkrankung verantwortlich sind (Cardon and Bell, 2001). In der vorliegenden
Arbeit wurde die Ethnizitat bertcksichtigt. Es erfolgte der Vergleich der registrierten
Daten der fur diese Arbeit ausgewéahlten Population mit Daten von anderen Populati-
onen (Tabelle 24). Die Daten der Vergleichspopulationen basieren aus der Veroffent-
lichung des HapMap-Projekts. Ziel des internationalen HapMap-Projekts (HapMap,
2011) ist die Allelfrequenz und Genotypverteilung zu erheben und veréffentlichen
sowie zusatzliche Informationen Uber verschiedene Marker in unterschiedlichen Po-
pulationen zu erlangen. Hierdurch kommt es zur Entstehung einer Art
Kartographierung der Marker. Der Vergleich der Genotypfrequenzen von rs2253206
in der vorliegenden Studie mit Genotypfrequenzen in Stichproben anderer Ethnizita-
ten aus der HapMap-Stichprobe ist in Tabelle 5.1 dargestellt.

Tab.5.1: Genotypfrequenzen des SNPs rs2253206 in verschiedenen Populationen.

Stichprobe Ethnizitat Genotypen

rs2253206 AA AG GG
CEU Européisch 0,25 0,46 0,29
HCB Chinesisch 0,09 0,42 0,49
JPT Japanisch 0,12 0,38 0,50
YRI Afrikanisch (Sub-Sahara) 0,48 0,47 0,05
Miinchen Kaukasisch 0,19 0,51 0,29

Bei der Betrachtung der Verteilung des Genotyps sowie der Allele im untersuchten
SNP im CREB1-Gen, ragen die Unterschiede, zwischen den einzelnen Ethnien, so-
gleich heraus. Die Verteilung der Genotypen der europaischen (kaukasischen) Stich-
probe unterscheidet sich deutlich von der Stichprobe aus Japan. Im Bezug auf den
SNP rs2253206 lasst sich die Genotypenverteilung der Stichprobe der vorliegenden
Arbeit ebenfalls deutlich von der japanischen Stichprobe unterscheiden. Die geringe-
ren Abweichungen, im Vergleich zur kaukasischen Stichprobe aus Europa, kénnen
als Hinweis fur die Validitat der Ergebnisse der vorliegenden Studie gewertet wer-

den.

Die laut International HapMap Consortium regelmafig grof3en unterschiedlichen Ver-
teilungen der Genotypen und Allele zwischen den Ethnien, unterstreichen die Rele-

vanz der Stichprobentrennung nach der jeweiligen Abstammung. In der vorliegenden
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Arbeit sowie in der Studie von Kawanishi und Ma erfolgte die erwadhnte auf der Ab-
stammung basierende Stichprobentrennung. Dies kénnte eine potentielle Erklarung
fur die fehlende Reproduzierbarkeit signifikanter Assoziationen zwischen verschie-
denen Arbeiten darstellen. Andererseits erscheint es aus diesem Grund als notwen-
dig, die Untersuchung der in der vorliegenden Arbeit assoziierten SNPs in anderen
ethnischen Bevolkerungen (z. B. in einer japanischen Stichprobe) durchzufuhren, um
einerseits zu Uberprifen, ob diese spezifisch fir eine Population sind, ob die Assozi-
ation nur in einer bestimmten Bevdlkerungsgruppe mit der Schizophrenie besteht
oder, bei tatséchlicher Replikation der assoziierten Polymorphismen, um die Allge-
meingultigkeit der Ergebnisse zu stitzen.

Stichprobengrol3e

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 1818 Probanden deutscher Abstam-
mung untersucht, von denen 1308 gesunde Probanden und 510 an Schizophrenie
Erkrankte waren. Die groRe Stichprobe dieser Studie lasst eine hohe statistische
Aussagekraft vermuten. Die angefihrte Referenzstudie von Kawanishi et al. unter-
scheidet sich erheblich in der Anzahl der Studienteilnehmer. Die Forschungsgruppe
um Kawanishi rekrutierte 100 gesunde nicht verwandte Probanden japanischer Ab-
stammung (Durchschnittsalter, 39.8 +12.8) und 80 nicht verwandte, aus Japan
stammende Schizophreniepatienten (Durchschnittsalter, 47.6 +14.2; Durchschnittsal-
ter beim Ausbruch der Krankheit, 26.9 £9.1). Ma et al. rekrutierten fir ihre Studie
1043 nicht verwandte gesunde Probanden Han chinesischer Abstammung (Durch-
schnittsalter £ SD 37.41 + 14.22) und 976 an Schizophrenie erkrankte Probanden
(Durchschnittsalter £ SD 24.92 + 8.33) Die statistische Aussagekraft einer Studie va-
riiert stark aufgrund der Anzahl der untersuchten Studienteilnehmer. Die Untersu-
chung von Markern, deren Vorkommen sehr haufig oder nur selten in der allgemei-
nen Bevdlkerung ist, gestaltet sich als auRRerst schwierig, wenn das Studienkollektiv
zu klein ist. Das gleiche gilt bei Markern, bei denen nur eine geringe Haufigkeitsdiffe-
renz zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe besteht. Deutlich geringere Fallzah-
len in einer Studie kdnnten urséachlich fur falsche positive oder negative Ergebnisse
sein. Die Ergebnisse der bislang gro3ten genomweiten Assoziationsstudie der Schi-
zophrenie wurden im Jahr 2014 vorgelegt. Hierbei erfolgte die Probenanalyse von bis
zu 36989 an Schizophrenie Erkrankte und 113075 gesunde Probanden, die als Kon-

trolle dienten. Daraus erfolgte die Identifikation einer genomweiten signifikanten As-
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soziation von 108 Loci mit der Schizophrenie. Unter diesen wurden 83 Loci erstmalig
beschrieben (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium,
2014). Diese Daten lassen die Inkonsistenz der bisherigen Ergebnisse der Assoziati-

onsstudien nicht Uberraschend erscheinen.

Genotypisierungsmethode

Die Analysen der Promoterregionen des humanen CREB1-Gens in der Arbeit von
Kawanishi et al. wurden mithilfe der Single Strand Conformation Polymorphism
(SSCP)-Analyse und Sequenzierung durchgefuhrt.

Mithilfe der SSCP-Analyse wird nach unbekannten Mutationen und Polymorphismen
gesucht (Hayashi and Yandell, 1993). Die Suche nach unbekannten Mutationen und
Polymorphismen erfordert die Durchfiihrung der Analyse unter verschiedenen Bedin-
gungen. Trotzdem werden nicht alle Veranderungen mit diesem Verfahren erkannt
(Hayashi and Yandell, 1993). Die Sensitivitatsangaben der SSCP-Analyse variieren
stark und sind nicht nur von der jeweiligen Veranderung der DNA abhangig. Sie wer-
den auch durch die Lange des untersuchten DNA-Fragments beeinflusst. Hayashi
und Yandell fihrten die Auswertung verschiedener Untersuchungen aus. Die For-
scher konnten feststellen, dass eine Fragmentlange unter 200 Basenpaaren eine
Sensitivitat von Uber 90% aufweist. Bei Fragmentlangen von 300-350 Basenpaaren
liegt diese noch bei tber 80% (Hayashi and Yandell, 1993). Kawanishi et al. verwen-
deten bei ihrem Mutationsscreening PCR-Primer, deren Fragmentlangen, zwischen

20 bis 30 Basenpaaren variierten.

Die Single Strand Conformation Polymorphism-Analyse wird aktuell jedoch durch
andere neuere effektivere und genauere Sequenzierungstechniken ersetzt. Nichts-
destotrotz kann eine hohe Sensitivitat bei dem Mutationsscreening mithilfe der Single
Strand Conformation Polymorphism (SSCP)-Analyse in der Studie von Kawanishi et

al. vermutet werden.

Die Analysen der CSP-Polymorphismen des CREB1-Gens in der Studie von Ma et
al. wurden mithilfe des AxyPrep™ Blood Genomic DNA Miniprep Kits, des SNaPs-

hot- sowie des GeneMarker Softwares durchgefuhrt (Ma et al., 2014).

Die Analysen in der vorliegenden Studie wurden mittels des MASS ARRAY Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Systems (MASS ARRAY
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MALDI-TOF System) durchgefiihrt. Dies ist ein modernes, auf die Analyse von SNPs
spezialisiertes Verfahren, das eine reproduzierbare, automatisierte Genotypisierung
im Hochdurchsatz bei hoher Sensitivitat ermdglicht. Im Verlauf der Jahrtausendwen-
de und den Jahren danach |6ste die durch das MASS ARRAY MALDI-TOF System
durchgefuihrte Spectrometrie die Single Strand Conformation Polymorphism-Analyse
als haufig verwendete Hoch-Durchsatz-Genotypisierungs-Methode ab (Pusch et al.,
2002).

Es wird angenommen, dass die Genetik der Schizophrenie auf ein bestimmtes
Spektrum an Mutationshaufigkeiten zuriickzufihren ist. Diese Mutationen sind eine
Mischung aus haufig vorkommenden (common) Variationen mit geringem Effekt (vie-
le SNPs) und selten vorkommende (rare) Varianten mit groRem Effekt (z.B. CNVSs)
(Sebat et al. 2009; Gejman 2010). Indessen erbrachten nicht alle Ergebnisse eine
eindeutige Evidenz fur diese Annahme. Eine genomweite Studie von SNPs und
CNVs zeigte keine signifikanten Zusammenhange von Suszeptibilitdtsmarkern (Need
et al., 2009). Hingegen unterstitzen auch diese Ergebnisse die Annahme, dass es
spezifische Regionen im Genom gibt die an der Entwicklung der Erkrankung mitbe-
teiligt sind die aber nicht haufig vorkommen und die somit von nur wenigen Patienten
miteinander geteilt werden (Need et al. 2009). Dies kann in der Studie der For-
schungsgruppe um Kawanishi beobachtet werden, die eine Assoziation zwischen
anderen Polymorphismen des CREB1-Genes und der Schizophrenie untersuchten
und bei denen zwei Varianten des CREB1-Genes (-933T->C und -413G->A) signifi-
kante Unterschiede zeigen konnten (Kawanishi et al., 1999). In der vorliegenden Ar-
beit wird mit gro3er Wahrscheinlichkeit, bei Untersuchung einer potentiellen Assozia-
tion von Einzelnukleotidpolymorphismen des CREB1-Gens mit der Pathogenese der
Schizophrenie, die andere Seite des Spektrums der Mutationshaufigkeiten mit eben

haufigen (common) Mutationen mit kleinem Einfluss beobachtet.

5.2 Diskussion funktioneller Auswirkungen

Die Studie von Kawanishi et al. bzw. von Ma et al. und die hier vorgestellte Arbeit
liefern Hinweise darauf, dass ein moglicher Zusammenhang zwischen dem CREB1-
Gen und der Schizophrenie besteht (Kawanishi et al., 1999). Die Forschungsgruppe
um Kawanishi fand zwei neue Varianten (-933T->C und -413G->A) im CREB1-Gen

in Hinblick auf Schizophrenie (Kawanishi et al., 1999). Die Forschungsgruppe um Ma
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fand eine Assoziation zwischen zwei SNPs (rs4379857, P = 0.009, OR [95% CI]:
1.200 [1.379-1.046]; rs2238751, P =0.023, OR [95% CI]: 1.253 [1.522-1.032]) und
der Schizophrenie (Ma et al., 2014). Crisafulli et al. fanden jedoch einen fehlenden
Einfluss der von ihnen untersuchten SNPs innerhalb der CREB1-Gene auf die
Suszeptibilitat an Schizophrenie zu erkranken (Crisafulli et al., 2012). Die Resultate
der hier vorliegenden Arbeit zeigten einen statistisch signifikanten Unterschied (p =
0.048) des Polymorphismus rs2253206 des CREB1-Gens. Die potentielle Assoziati-
on der oben genannten Polymorphismen des CREB1-Gens mit der Schizophrenie
lasst vermuten, dass die Funktion des CREB1-Gens durch solche
Einzelnukleotidpolymorphismen beeinflusst werden kdnnte. Welche Funktionen des
CREB1-Gens durch Einzelnukleotidpolymorphismen verandert werden, in welchen
zellularen Prozessen sich diese Veranderungen manifestieren, und wie und in wel-
chem Ausmald diese Verédnderungen bei der Pathophysiologie der Schizophrenie
beitragen, sind einige der Fragen, die diese Ergebnisse aufwerfen.

Mithilfe von Assoziations- und Kopplungsstudien erfolgte die Identifikation einer gro-
Ben Anzahl an Suszeptibilititsgenen in unterschiedlichen Genloci. Etliche, bereits
identifizierte Suszeptibilitatsgene stehen in funktioneller Verbindung mit dem CREB1-
Gen und kénnen daher eine pathophysiologische Basis zum Verstandnis der Rolle
des CREB1-Gens in der Atiologie der Schizophrenie liefern. Im Folgenden werden
einige der zahlreichen identifizierten Suszeptibilitatsgene fir Schizophrenie erlautert,
sowie ihre Beteiligung in zellularen Prozessen und Signaltransduktionswegen, die in

enger funktionaler Verbindung mit dem CREB1-Gen und seinen Produkten stehen.

5.2.1 Studien zur Entwicklung des ZNS, Neuroplastizitat, Neuroregeneration
und CREB1

Die dopaminerge Hypothese der Schizophrenie wurde in den letzten Jahren durch
verschiedene Assoziations- und Kopplungsstudien bereichert. Aktuell liegen signifi-
kante Ergebnisse fir die Gene Catechol-O-Methyltransferase (COMT), Dopamin D2
Rezeptor (DRD2), Dopamin und Adenosin 3‘,5‘-monophosphate-regulierte
Phosphoprotein (DARPP-32), und Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) vor
(Chan et al., 2009). BDNF ist ein Mitglied der neurotrophischen Wachstumsfaktoren-
familie, die die Entwicklung, Regeneration, Plastizitat und neuronales Uberleben for-
dert (Abbildung 5) (Chan et al., 2009).
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BDNF fuhrt diese Prozesse durch ein komplexes Spektrum intrazellularer Signalwe-
ge, wie der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI-3K) —AKT Signalweg, und der Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK)-Signhalweg, durch (Chan et al., 2009). Beide Sig-
nalwege, sowie andere zahlreiche Signalwege, die das neuronale Uberleben fordern,
konvergieren auf einen Transkriptionsfaktor, den cyclic-AMP responsive-element
binding protein (CREB1), der wie der Wachstumsfaktor BDNF zur Forderung der
Entwicklung, Regeneration, Plastizitat und neuronalem Uberleben fuihrt (Chan et al.,
2009). Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die BDNF-Transkription von der
CREB1-Phosphorylierung abhéngig ist (Chan et al., 2009).

Positive Ergebnisse liegen fur weitere Kandidatengene fur Schizophrenie, die die
glutamaterge Hypothese unterstitzen vor: Neuregulin 1 und Dysbindin. Die For-
schungsgruppe um Steffanson stellte fest, dass Neuregulin eine wichtige Rolle bei
der Expression und Aktivierung von Neurotransmitter-Rezeptoren, wie der NMDA-
Rezeptor, stark involviert ist (Stefansson et al., 2002). In einer aktuellen Metaanalyse
wurde von einer statistisch signifikanten Assoziation des GRIN2-Genes in Hinblick
auf Schizophrenie berichtet (Li and He, 2007). Dysbindin (DTNBP1, Dystrobrevin
Binding Protein 1) wird im menschlichen Gehirn in zahlreichen Regionen exprimiert
und ist in Kognitions- und Gedachtnisprozesse beteiligt (Owen et al., 2004). Zahlrei-
che Studien in verschiedenen Populationen fanden positive Assoziationen von
Dysbindin mit Schizophrenie (Straub et al., 2002; Funke et al., 2004; Kohn et al.,
2004; Williams et al., 2004). Dysbindin, agiert per PI3K (Phosphatidylinositide 3-
kinase)- Signalisierung, ein Transduktionssignalweg, der in CREB1 zusammenlauft
und aktiviert, woraus eine vermehrten Expression verschiedener, u. a. in kognitiven

Prozessen und Gedachtnis involvierten Gene, resultiert.

Etliche Gene, die in Defiziten der Signaltransduktion und neuronalen Netzwerke in-
volviert sind, sind in den letzten Jahren als potentiellen Kandidatengenen in der Atio-
logie der Schizophrenie in Betracht gezogen worden. Disrupted-in-Schizophrenia
(DISC1) hat einen entscheidenden Einfluss auf Prozessen wie neuronalem Wachs-
tum und Migration und wurde bereits in mehreren Assoziations- und Kopplungsstudi-
en als ein genetischer Risikofaktor fir Schizophrenie, der die kognitiven Fahigkeiten
der Betroffenen beeinflusst, betrachtet (Porteous et al., 2006). In einer im Jahr 2014

veroffentlichten Studie konnten Wei et al. zeigen, dass eine in vitro Deaktivierung von
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DISC1 eine erhebliche Zunahme der CREB1-Aktivitat mit sich brachte (Wei et al.,
2014).

BDNF (Gama et al., 2007), NRG1 (Sei et al., 2007), Reelin (Kundakovic et al., 2007),
NGF (Angelucci et al., 2007) und Dysbindin (Numakawa et al., 2004) werden als
protektive Faktoren kognitiver Beeintréachtigung bei schizophrenen Patienten disku-
tiert. All diese Proteine, zusammen mit anderen in der Therapie der Schizophrenie
benutzten Substanzen, z. B. Haloperidol (Emamian et al., 2004), Risperidon (Alimo-
hamad et al., 2005) und Clozapin (Alimohamad et al., 2005), haben gezeigt, dass sie
per PI3K (Phosphatidylinositide 3-kinase)- Signalisierung agieren. PI3K ist in zellul&-
ren Prozessen involviert, die in der Atiologie der Schizophrenie eine zentrale Rolle
spielen, wie neuronalen Wachstum, Zelldifferenzierung, Zellmigration, axonalen
Wachstum und Zelliberleben (Brazil and Hemmings, 2001; Kalkman, 2006). Die
downstream Targets der PI3K sind die AKT (Proteinkinase B), Glykogen Synthase
Kinase (GSK3Beta), Beta Catenin und CREB1. Diese wurden bereits in Studien in
Verbindung mit der Pathophysiologie der Schizophrenie gebracht (Emamian et al.,
2004; Sanders et al., 2005; Svenningsson et al., 2003; Kozlovsky, Belmaker et al.,
2001). AKT ist das wichtigste downstream Target der PI3K. Von Forschungsgruppen
um Emamian, lkeda und Schwab durchgefiihrte Studien Uber verschiedenen
Haplotypen von AKT zeigten positive Ergebnisse im Bezug auf einer Assoziation mit
der Schizophrenie (Emamian et al., 2004; Ikeda et al., 2004; Schwab et al., 2005).

Wahrend der Hirnentwicklung kénnen genetische Faktoren die Entstehung hirnstruk-
tureller, neurophysiologischer und/oder biochemischer Besonderheiten beginstigen.
Hieraus ergibt sich eine Anfalligkeit zur Manifestation der Schizophrenie. Im Folgen-
den werden die Studienergebnisse, die eine Assoziation zwischen neuronaler Ent-
wicklung, Differentiation und Uberleben mit der CREB1-Aktivitat belegen, naher an-

gefuhrt.

Lonze et al. beobachteten Wachstumsstorungen bei transgenen nicht
exprimierenden CREB1 Mausen in der Corpus callosum, die Comissura rostralis,
Peripheren- und Hirnnerven, und sympathische Ganglien. Des Weiteren wurde in
den sensorischen Neuronen der dorsalen Wurzel und in dem Trigeminusganglion
eine Ubermalige Apoptose festgestellt. Wahrend der Entwicklung des zentralen Ner-

vensystems konnte ein massiver Verlust von Neuronen in mehreren Gehirnberei-
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chen, einschlie3lich dem Cortex, Hippocampus und Striatum, bei Mausen mit einer
Deletion von CREB1 und CREM beobachtet werden (Lonze and Ginty, 2002).

Studien, in denen die Mitglieder der CREB1-Familie in Neuronen in vitro gehemmt
wurden suggerieren, dass die CREB1-abhangige Genexpression sowohl notwendig
als auch ausreichend fir das Uberleben multipler neuronaler Subtypen ist (Lonze
und Ginty, 2002). Es wird gemutmaRt, die Pro-Uberlebende-Wirkung von CREB1
basiert auf die Regulation der Transkription von Pro-Uberleben Faktoren (Lonze und
Ginty, 2002).

Weitere Studien in vivo und in vitro von sensorischen Neuronen, die von M&ausen mit
deletierten CREB1 stammten, haben eine Stérung des axonalen Wachstums in Ab-
wesenheit von CREB1 gezeigt. Diese Wachstumsstérungen sind unabh&ngig von
neuronalen Uberlebensdefiziten aufgetreten. Des Weiteren korreliert die CREB1-
Aktivierung mit axoninduzierten Proliferationsstdrungen von Schwann-Zellen wah-

rend der Entwicklung des zentralen Nervensystems (Lonze und Ginty, 2002).

Somit geben die Ergebnisse dieser Studien Hinweise auf funktionelle Mechanismen.
Sie zeigen eine Assoziation zwischen dem CREB1-Gen und neuronalem Uberleben
und neuronaler Entwicklung, beides Prozesse, deren Beteiligung in der Pathophysio-
logie der Schizophrenie involviert ist. Daher kann eine Assoziation zwischen der
CREB1-Aktivitat, dem neuronalen Uberleben, neuronaler Entwicklung und Differen-

tiation, und der Schizophrenie nicht ausgeschlossen werden.

5.2.2 Studien zum Lernen, Gedachtnis und CREB1

Etliche Studien konnten zeigen, dass an Schizophrenie erkrankten Patienten ofters
Stérungen des Gedachtnisses (siehe Gedachtnis und Schizophrenie) haben. Aleman
et al. stellten fest, dass diese bei an Schizophrenie Erkrankten vorliegenden Ge-
dachtnisstérungen unabhéngig von der Erkrankungsdauer, dem Schweregrad der
Psychopathologie und der Positivsymptomatik waren. Zudem sind sie, so die Auto-
ren, Alters- und Medikationsunabhangig (Aleman et al., 1999). Weitere Studien konn-
ten die Unerlasslichkeit, sowie die Suffizienz, des CREB1-abhangigen Transkripti-

onspfades flir die Langzeitpotenzierung zeigen (Lonze und Ginty, 2002).

CREB1-abhéngige Genexpression scheint eher eine Voraussetzung als das Resultat

von Lernen und Gedachtnis zu sein. Stress, Freisetzung von Neurotransmitter,
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Wachstumsfaktoren und eine Depolarisation der Zellmembrane gehéren zu den Sti-
muli, die intrazellulare Transduktiossignalwege aktivieren und somit zu einer Aktivie-
rung der CREB1-Abhangigen Kaskaden fihren (Lonze und Ginty, 2002). Das
intrahippocampale Spritzen von CREB1-Antisense-Oligonukleotiden verursacht Sto-
rungen des raumlichen Lernens in Ratten. In &hnlichen Studien wurde von der Not-
wendigkeit der CREB1-Signaling fir Plastizitat in einem in vitro Modell zerebellarer
LTD berichtet. Diese Befunde bekréftigen ein Modell, in dem die CREB1-abhéngige
Genexpression ein kritischer Beitrag fur das Langzeitgedachtnis und die Plastizitat in
Wirbeltiere ist. Daher betrachten Kandel et al. die CREB1-Aktivierung als das Zent-
ralaktivierende Ereignis (Lonze und Ginty, 2002). Inwieweit sich die Ergebnisse aus
diesen Tier- und in vitro Modellen auf humane Prozesse Ubertragen lassen, steht
noch offen und muss noch geprift werden (Lonze and Ginty, 2002).

In ihrer Studie fanden Kawanishi et al. bei einem der schizophrenen Patienten mit
einer der zwei neuen CREB1-Varianten (-933T->C) zusatzlich eine intellektuelle Be-
eintrachtigung (IQ 54 mit dem WAIS-R Test) zu den typischen schizophrenen Symp-
tomen wie akustische Halluzinationen und Verfolgungswahn (Kawanishi et al., 1999).
Kawanishi et al. fuhrten die intellektuelle Beeintrachtigung auf eine gestorte Lang-
zeitgedachtnisformation zurtick, und wiesen auf die Beobachtung hin, dass CREB1-
Knock-out Mause ein ausgepragtes Defizit im Langzeitgedachtnis zeigen
(Bourtchuladze et al., 1994).

Alle angefuihrten Studien liefern funktionelle Hinweise darauf, dass das CREB1-Gen
in kognitive Prozesse, wie das Gedachtnis und Lernen, involviert ist. Da die Schizo-
phrenie haufig mit Gedachtnisstorungen einhergeht, wird die Hypothese bestatigt,
dass die CREB1-Aktivitat von Bedeutung in der Atiopathogenese von Schizophrenie

sein konnte.

5.2.3 Studien zur Neuroprotektion und CREB1

In Nervenzellen erfolgt die Dephosphorylierung vom CREB1 unter Sauerstoffmangel
und oxydativen Stress. Die Aktivierung jenes CREB-abhangigen Uberlebenspro-
gramms als Reaktion auf schadliche Stimuli wird dadurch suggeriert und stellt einen
zellularen Schutzmechanismus dar (Lonze und Ginty, 2002). Somit findet die Aktivie-
rung von CREBL nicht nur durch Prowachstum und ProlUberleben Stimuli statt, son-

dern auch durch, mit Stress verbundene, Stimuli. Die Beobachtung, dass in einigen
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Zelltypen die differentiale Empfindlichkeit auf hypoxieinduzierten Zelltod mit der Fa-
higkeit korreliert, die CREB-Phosphorylierung aufrecht zu erhalten, untermauert die
funktionale Relevanz der CREB-Aktivierung als Stressreaktion. Ferner resultiert die
temporare Ischamie im Hippocampus in einer in CA1-Neuronen vorubergehenden,
im Gyrus dentatus anhaltenden CREB-Phosphorylierung (Lonze und Ginty, 2002).
Die Annahme einer direkten CREB-abhangigen Neuroprotektion im Gyrus dentatus
beruht auf der Beobachtung, dass wahrend die CAl1-Neuronen nach dem ischami-
schen Insult dramatisch verbraucht sind, die Dentatus-Neuronen andererseits weit-
gehend geschont sind. In einer Vielzahl von Studien konnte gezeigt werden, dass die
CREB1-Phosphorylierung im regulatorischen transkriptionellen Ser133-Bereich (in
dem CREB1 phosphoryliert wird) in Neuronen ein sehr wichtiger Mechanismus
ischamischer Toleranz ist (Lonze und Ginty, 2002).

Die Ergebnisse dieser Studien geben Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
dem CREB-Gen und der Neuroprotektion. Eine Hirnentwicklungsstérung im Rahmen
von pranatalen und perinatalen Geburts- und Schwangerschaftskomplikationen (z.B.
zerebrale Hypoxie), die mit Reifungsprozessen und Hirnentwicklungsprozessen wie
die Bildung von Axonen, Entwicklung von Synapsen und Apoptose in kausaler Rela-
tion steht, wird als zugrundeliegende Ursache struktureller Hirnverdnderungen bei
schizophrenen Patienten diskutiert (Lonze und Ginty, 2002). Aus diesem Grund kann
eine Assoziation zwischen dem ausfallenden neuroprotektiven Effekt des CREB1-
Gens und der zur Schizophrenie fiihrenden Pathomechanismen nicht ausgeschlos-

sen werden.

Eine potentielle Erklarung der bisher ausgebliebenen Identifikation eines Hauptgens
in der Pathophysiologie der Schizophrenie kdnnte sein, dass der Einfluss auf den
Phanotyp nicht von einzelnen Polymorphismen in einem Gen getragen wird, sondern
die Interaktion verschiedener Varianten die entscheidende Rolle spielt. Es wird vor
allem aber auch ersichtlich, dass Abweichungen in den intrazellularen Signalwegen,
besonders in solchen, die in der synaptischen Transmission und Plastizitat involviert
sind, potentiell eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie der Schizophrenie spie-

len.
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5.3 Ausblick

Die Untersuchung von Genen in Bezug auf ihre kausale Beziehung mit dem Phéano-
typ Schizophrenie kann als erster Schritt betrachtet werden, um den Einfluss von
Genen auf psychiatrischen Erkrankungen zu verstehen. Die individuellen menschli-
chen Merkmale werden von diesen Genprodukten, und deren Interaktion mit den
Umweltfaktoren, determiniert. Das Verstandnis der Funktion von Genprodukten in
Gehirnprozessen hat in den letzten Jahren zugenommen. Das zunehmende Ver-
standnis der der Schizophrenie zugrunde liegender Pathophysiologie, konnte dazu
beitragen, neuartige, spezifische Therapien zu entwickeln und letztendlich zur deren
Pravention fuhren. Wenn aufgrund von Studien vermutet werden kann, dass eine
Assoziation zwischen einer genetischen Variation und einer bestimmten Krankheit
vorliegt, kann anschlielend untersucht werden, ob diese Variation funktionell rele-

vant ist.

Die Beteiligung des CREB1-Gens an der Pathogenese der Schizophrenie durch mo-
lekulargenetischen Untersuchungen konnte bis dato nicht zweifellos nachgewiesen
werden. Die bisherigen Resultate waren entweder negativ, wie fur drei der Polymor-
phismen in der vorliegenden Studie, oder positiv, wie in der Studie von Kawanishi et
al. Die vorliegende Arbeit hat die Ergebnisse der Studie von Kawanishi et al. im Be-
zug auf den Polymorphismen des CREB1-Gens und der Schizophrenie, zumindest
der Lage innerhalb des Gens (Promoterregion) betreffend, bestatigen kdnnen. Die
Identifizierung des Einzelnukleotidpolymorphismes in der vorliegenden Studie, der
signifikant mit der Schizophrenie assoziiert ist, kann als Anregung zur Durchfuhrung

weiterer Untersuchungen zur Validierung dieser Polymorphismen betrachtet werden.

Die zentrale Rolle des CREB1-Gens in der Transkription einer Vielzahl von Genen
(Dopamin D1 Rezeptor, Serotonintransporter, Tyrosinhydroxylase, Synapsin), die
bereits in Verbindung mit der Schizophrenie gebracht worden sind, sowie seine Be-
teiligung an der Hirnentwicklung, der Neuroplastizitat, der Lernprozesse und an der
Neuroprotektion, lasst es weiterhin als interessantes Suszeptibilitatsgeerscheinen.
Die Durchfihrung weiterer unabhangigen Studien zum eindeutigen Nachweis der
Beteiligung des CREB1-Gens an der Pathogenese der Schizophrenie ist anzustre-

ben.

Bei den weiteren Replikationsstudien von Polymorphismen des CREB1-Genes und

deren potentieller Beziehung mit der Schizophrenie ist auf eine exakte und sichere
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Diagnose der Patienten zu achten. Die Durchfiihrung weiterer Untersuchungen in
Populationen sowohl mit gleichen als auch mit einem unterschiedlichen ethnischen
Hintergrund zur Uberprifung der Ergebnisse ist anzustreben. Die Assoziation der
Polymorphismen in derselben ethnischen Studienpopulation zu replizieren, wirde
eine falsche positive Assoziation ausschlieen. Durch die Untersuchung der Poly-
morphismen in anderen ethnischen Populationen kdnnten Hinweise erbracht werden,

ob diese SNPs populationsspezifisch mit der Erkrankung assoziiert sind.

Die Auswirkung der SNPs wird erst durch die Interaktion untereinander deutlich; ein
einzelner SNP bt hierbei h&ufig einen quantitativ geringen Einfluss aus. Ob und in-
wiefern ein einzelner in vitro analysierter SNP funktionell relevant ist, wird aus dem
Grund kritisch bewertet, wenn andere SNPs im selbigen Gen Einfluss in der Funktion
nehmen konnten. Ein summierender Effekt von mehreren Polymorphismen erscheint
als maglich. Plausibel ware auch die Existenz von Allelen, die protektiv wirken konn-
ten. Die Interaktion potentieller Polymorphismen, die sich in einem Gen befinden,
findet in der Haplotypenanalyse Bertcksichtigung. Dadurch werden die potentiellen
Interaktionen aussagekraftiger oder sie kdnnen aufgedeckt werden. Dass die Ergeb-
nisse genetischer Studien von komplexen psychischen Stérungen wie bei der Schi-
zophrenie fehlinterpretiert oder haufig nicht reproduziert werden kdnnten, kénnte
vermutlich auch deshalb daran liegen, dass SNPs einzeln und getrennt untersucht

werden

Es wird vermutet, dass die bis dato identifizierten Vulnerabilitatsgene nicht in Konkur-
renz stehen. Es wird vielmehr eine Interaktion dieser miteinander vermutet. Die Be-
deutung von Interaktionen zwischen mehreren Genen fir die Entstehung von kom-
plexen Erkrankungsbildern wie essentielle Hypertonie, Mammakarzinom, Diabetes
mellitus Typ Il und Vorhofflimmern wurde bereits in einigen Studien festgestellt (Cho
et al., 2004; Tsai et al., 2004; Ritchie et al., 2001).

Die genetische Diversitat der Schizophrenie ist mal3gebend dafir verantwortlich,
dass das Forschen, der Molekulargenetik betreffend, der Krankheitsentstehung kom-
plex und schwierig ist. Man hat versucht, die Atiologie der Erkrankung zu homogeni-
sieren. Hierbei wurden die schizophrenen Psychosen klinisch-pathologisch subtypi-
siert. Dies fuhrte jedoch nicht zu den erwlnschten Ergebnissen (Jablensky 2006;
Fanous und Kendler 2008). Eine weitere potentielle Anndherung ware, die neuropsy-

chologischen und neurophysiologischen Normabweichungen zu erfassen. Ziel hier-
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bei ware Endophenotypen zu definieren, Schizophrene Stérungen bei Personen im
Risikoalter frih zu erkennen um therapeutisch frih zu intervenieren, kdnnte durch die
Identifikation dieser genetischen Vulnerabiliatsfaktoren klinische Relevanz erreichen.
Neben genetischen Veranderungen missen dabei in Zukunft auch epigenetische
Faktoren, die bislang nur wenig erforscht sind, mit bertcksichtigt werden.

Ziel der molekulargenetischen Forschung muss es sein, die funktionellen Auswirkun-
gen von Risikoallelen- und Haplotypen auf die Genfunktion sowie das Ausmaf} des
Anteils des CREB1-Gens an der Suszeptibilitat der Schizophrenie abzuklaren. Dies
ist nur mit einer konsequenten Fortsetzung der Suche nach weiteren
Suszeptibilitatsgenen zu erreichen, sowie mit der weiteren Erforschung der Interakti-
onen des CREB1-Gens mit der Umwelt und mit anderen Genen. Langfristig sind eine
zuverlassigere Diagnose, sowie die auf den einzelnen Patienten orientierte Therapie
und die Einfihrung praventiver MaRnahmen gegen den Ausbruch der Schizophrenie
bei Tragern von Risikoallelen oder bestehender familidrer Vorbelastung anzustre-
ben.
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Abklrzungsverzeichnis

Abkiirzung Erklarung
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APBA2 Amyloid beta A4 precursor protein-binding A2
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bZIP basic region-leucine zipper
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CBP-Gene CREB1-Binding-Protein-Gene
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COMT Catechol-O-Methyltransferase

CRE cAMP-Response-Elemente

CREB1 cAMP response element binding protein

CREM cAMP response element modulator
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DSM-V Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (Fifth Edition) der Amer-
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DTNBP1 Dystrobrevin Binding Protein 1
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Abkiirzung Erklarung

ICD-10 International Statistical Classification of Diseases and Related Health Prob-
lems (10 revision) der WHO

iIPLEX Increased Plexing Efficiency and Flexibility for MassARRAY

kb Kilobasen

MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight System

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase

Mb Mega-Basenpaar

MHC Major Histocompatibility Complex

MIR137 microRNA 137

mRNA Boten- Ribonukleinsaure

MRT Magnetresonanztomographie

MSP Multiple scan probability

NCBI National Center for Biotechnology Information

NGF Neuro Growing Factor
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NRG1 Neuregulin 1

NRGN Neurograningen

NRXN1 Neurexin 1

PCR Polymerase- Kettenreaktion

PI-3K Phosphatidylinositol 3-Kinase

PLAA-Gen Phospholipase A-2-activating protein

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphisms

RSG4 Regulator of G protein signaling 4

RSK-2 Ribosomal 6 Kinase-2

SKID 1711 Strukturiertes Klinisches Interview fur DSM-IV

SNP single nucleotide polymorphism

SPSS Statistical Package for Social Sciences

SSCP-Analyse Single Strand Conformation Polymorphism-Analyse

STRs short tandem repeats
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VNTR variable number tandem repeats
WHO Weltgesundheitsorganisation
Zerebellare LTD zerebellare Langzeitdepression

ZNF804A Zinc finger protein 804A
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