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1 EINLEITUNG

1.1  Ausgangssituation

Schizophrenie ist eine psychiatrische Erkrankung, von der weltweit etwa 1% der Bevolkerung betroffen
ist und die nicht nur bei den Betroffenen selbst, sondern auch in deren sozialen Umfeld zu starken
EinbuBen der Lebensqualitat fuhrt (Peedicayil, 2011). Die Lebenszeitpravalenz der Schizophrenie
betragt deutschlandweit bis zu einem Alter von 60 Jahren ca. 0,8%, im Auftreten konnte eine
gleichméaRige Geschlechterverteilung festgestellt werden. Die Erstmanifestation der Erkrankung liegt
meist zwischen dem 15. und 35. Lebensjahr, bei zwei Dritteln der Betroffenen vor dem 30. Lebensjahr.
Bei Mannern tritt die erste Erkrankungsphase im Durchschnitt 3-4 Jahre friher auf als bei Frauen.
Betroffene zeigen eine deutlich erhdhte Mortalitatsrate, ihre Lebenserwartung ist um bis zu 20 Jahre

reduziert.

Die Grunde hierfiir sind multifaktorieller Genese, unter anderem ist die Schizophrenie mit einem
gehduften Auftreten somatischer Erkrankungen, eigener gesundheitlicher Vernachlassigung und einer
erhdhten Suizidrate assoziiert. Der Anteil schizophrener Patienten in Psychiatrien betragt heutzutage ca.
ein Drittel des gesamten Patientenkollektivs, das Krankheitsbild zé&hlt unter allen psychiatrischen

Erkrankungen zu einem der kostenintensivsten (Hasan et al., 2014).

1.2 Problemstellung

Die Diagnosestellung einer Schizophrenie erfolgt klinisch durch Exploration und koérperliche
Untersuchung des Patienten. Beurteilt werden bestimmte Symptomgruppen wie beispielsweise Ich-
Stérungen, Wahn und Halluzinationen innerhalb eines definierten Zeitraumes (siehe Kapitel 2.1.5).
Differenzialdiagnostisch mussen vor Diagnosestellung andere psychiatrische oder somatische
Erkrankungen ausgeschlossen werden (Dilling et al., 2011). Eine objektivierbare und standardisierte
Methode zur Diagnosesicherung einer Schizophrenie ist zum jetzigen Zeitpunkt jedoch nicht verfiigbar
(Gaebel und Falkai, 2013).

Fur die Behandlung einer Schizophrenie stehen primér pharmakologische und psychotherapeutische
Therapien zur Verfugung (siehe Kapitel 2.1.6). Aktuell kommt es jedoch trotz dieser
Behandlungsmethoden bei 40% der Patienten zu einer starken Einschrankung im privaten
(Lebensqualitat, Notwendigkeit einer Betreuung), beruflichen (Verlust des Arbeitsplatzes, finanzielle
Belastung) und sozialen Bereich (soziale Kontakte, familidre Belastung). Bei wiederum 30% dieser
Patienten ist der Krankheitsverlauf schubférmig, bei den restlichen 10% chronisch progredient mit hoher
Therapieresistenz (Hasan et al., 2014).

Einen neuen Ansatz bei der Erforschung der Schizophrenie stellt die Suche nach epigenetischen

Biomarkern dar, die zunehmend als regulatives Bindeglied zwischen pradisponierenden Risikogenen
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und Umweltfaktoren gelten (Shorter und Miller, 2015). Durch neue Erkenntnisse in diesem Bereich
erhofft man sich eine Verbesserung in Bereichen der Friiherkennung, Diagnosestellung und Therapie
der Erkrankung (Peedicayil, 2008).

1.3 Zielsetzung und konkrete Forschungsfragen

Die Epigenetik stellt einen Mechanismus dar, der die Genregulation reversibel und ohne Verénderung
der DNA-Sequenz steuert (siehe Kapitel 2.2.2). Sie spielt eine groRe Rolle bei der neurobiologischen
und kognitiven Entwicklung eines Individuums. Es existieren verschiedene, miteinander interagierende
epigenetische Mechanismen, die zunehmend kausal mit der Entstehung einer Schizophrenie in

Zusammenhang gebracht werden (Dempster et al., 2013).
In dieser Arbeit sollten folgende Fragestellungen evaluiert werden:

1. Gibt es quantitative Unterschiede im prozentualen Anteil globaler DNA-Methylierung und
DNA-Hydroxymethylierung zwischen einem schizophrenen Patienten- und einem nicht an einer

Schizophrenie erkrankten (gesunden) Kontrollkollektiv?

2. Existieren Unterschiede in den Enzymaktivitaten der DNA-Methyltransferasen (DNMT) und
der TET-1-Hydroxylase (TET-1) zwischen beiden Untersuchungskollektiven?

3. Lassen sich bei Verlaufsuntersuchungen des Patientenkollektivs (bei Aufnahme und nach 6
Wochen Behandlung) Verénderungen sowohl im prozentualen Anteil globaler DNA-
Methylierung und globaler DNA-Hydoxymethylierung als auch in den Enzymaktivitaten der
DNA-Methyltransferasen, der TET-1-Hydoxylase, der Histonacetylasen (HDAC), der
Histonacetyltransferasen (HAT), der H3K4-Methylasen und H3K4-Demethylasen detektieren?

4. Existieren Zusammenhdange oben genannter epigenetischer Faktoren mit der Psychopathologie

der Individuen?

5. Gibt es innerhalb der gesunden Kontrollgruppe Korrelationen zwischen traumatischen

Kindheitserlebnissen und dem Auspréagungsgrad oben genannter epigenetischer Faktoren?

1.4 Relevanz

Neben den bereits genannten EinbulRen der Lebensqualitét der Betroffenen und derer Angehdriger zahlt
die Schizophrenie zu den kostenintensivsten psychiatrischen Erkrankungen, da sie wegen ihrer
Krankheitscharakteristika (z.B. Erstmanifestation meist in jungen Jahren, hohe Therapiekosten, hohe
Ruckfallquote, hdufige Friihberentung) mit enormen direkten und indirekten Kosten verbunden ist
(Gaebel und Wolwer, 2010). Uber 80 % der Erkrankten sind nur teilzeit- oder gar nicht beschéftigt,

weltweit z&hlt die Schizophrenie zu den am hé&ufigsten zur Invalidisierung fiihrenden Erkrankungen.
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Man geht davon aus, dass 10% der unter den bisherigen Therapiemdglichkeiten bestmdglich
eingestellten Patienten dennoch dauerhaft beruflich eingeschrénkt sind (Hasan et al., 2014). Flr das Jahr
2012 wurde die Beschaftigungsrate von an Schizophrenie erkrankten Personen in westlichen Léndern
auf 12 — 39 % geschatzt (Evensen et al., 2016).

Die Erforschung potentieller epigenetischer Einflussfaktoren auf die Entstehung und den Verlauf von
Schizophrenien stellt eine Mdglichkeit dar, Diagnostik und Therapie der Erkrankung zu optimieren und
somit sowohl die Behandlungsmdglichkeiten und die Lebensqualitdt der Patienten zu verbessern als
auch langfristig durch die Entwicklung neuer medikamentdser Ansatzpunkte eine Kosteneinsparung zu

bewirken.

1.5  Aktueller Forschungsstand

In den letzten Jahren ist die Anzahl an Studien, die sich mit dem Zusammenhang von Epigenetik und
Schizophrenie beschéftigen, exponentiell angestiegen. Dennoch ist es zum jetzigen Zeitpunkt nur
begrenzt mdoglich, konkrete Aussagen zum Einfluss epigenetischer Biomarker auf die Entwicklung
dieser Erkrankung zu treffen. Probleme hierbei stellen zum einen die groRe Vielzahl méglicher Genloci
bzw. epigenetischer Mechanismen, zum anderen Schwierigkeiten bei der Gewinnung aussagekréftiger
Untersuchungsproben dar. Es existieren viele retrospektive Fall-Kontroll-Studien zu post-mortem
Untersuchungen bestimmter Gehirnareale. Bei diesem Studientyp kann das primér durch die
Erkrankung betroffene Gewebe (Gehirn) direkt untersucht werden, jedoch beeintréchtigen post-mortem
Verénderungen die Resultate. Da eine epigenetische in vivo Untersuchung des Gehirns nicht méglich
ist, wird zunehmend auf Probenmaterialien zurlickgegriffen, die besser zugénglich sind. Derzeitige
Studien befassen sich mit der Ubereinstimmung epigenetischer Veranderungen von peripheren Blut-
und Gehirnzellen (Dempster et al., 2013).

Hierbei konnten Ubereinstimmungen der DNA-Methylierungsmuster einiger Gene von Gehirn- und
Blutzellen desselben Individuums gefunden werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass epigenetische
Verédnderungen Gehirn- und Blutzellen gleichermalen beeinflussen, weswegen heutige epigenetische
Studien auch auf der Basis peripherer Blutzellen erfolgen koénnen. Noch zu kldren ist, ob
verhaltensbeeinflussende und neuronenspezifische epigenetische Verdnderungen, die bei der
Entwicklung einer Schizophrenie eine Rolle spielen, auch in peripheren Blutzellen stattfinden. Darlber
hinaus stellt die kurze Lebensdauer der Blutzellen und die fragliche Konstanz epigenetischer
Verénderungen wahrend der Zellteilungen einen Nachteil bei der Verwendung peripherer Blutzellen als
Untersuchungsmaterial dar. Auch scheinen sich laut einigen Studien die Methylierungsmuster
verschiedener Populationen einer Blutzelllinie zu unterscheiden. Nichtsdestotrotz konnte in Studien
gezeigt werden, dass einige mit der Schizophrenie korrelierende epigenetische Veranderungen parallel

in Gehirnzellen und Lymphozyten stattfinden (Guidotti et al., 2014).
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Bei vielen der bisher durchgefiihrten Studien konnten signifikante Korrelationen zwischen der
Erkrankung an einer Schizophrenie und bestimmten epigenetischen Veranderungen festgestellt werden
(siehe Kapitel 2.2.3). Fraglich ist jedoch, ob epigenetische Veranderungen die Erkrankung kausal
bedingen oder umgekehrt. Ebenso zu kléren ist der Einfluss exogener Umweltfaktoren auf
Verdnderungen der Epigenetik. Dies kann durch Zwillingsforschung genauer untersucht werden
(Dempster et al., 2013).

1.6 Methodisches Vorgehen

Fir die vorliegende Studie wurde ein Probandenkollektiv von 200 Personen im Alter zwischen 18 und
70 Jahren rekrutiert. Nach Ausschluss der drop outs ergab sich eine Stichprobe von 176 Probanden. Bei
88 der Probanden war eine Schizophrenie vordiagnostiziert, die restlichen 88 Probanden waren zum
Untersuchungszeitpunkt nicht an einer Schizophrenie erkrankt. Ausschlusskriterium der gesunden
Probanden stellte eine familidre Pradisposition in Form einer Schizophrenie, einer bipolaren Stérung
oder einer Depression bei Verwandten 1. Grades dar.

Zur Durchfiihrung der Studie wurden nach ausfuhrlicher Eigen- und Familienanamnese jedes Probanden
in der gesunden Kontrollgruppe zwei Selbsteinschatzungsfragebtgen, der Childhood Trauma
Questionnaire (CTQ) und das Beck Depression Inventory Il (BDI-1I), und im Patientenkollektiv die
Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS) erhoben. Zudem erfolgte die Entnahme von ca. 40 ml
ventsem Blut. Die Blutproben wurden im Anschluss laborchemisch auf quantitative Unterschiede
spezifischer epigenetischer Marker (siehe Kapitel 1.3) zwischen den Vergleichsgruppen untersucht, die
Fragebdgen standardisiert ausgewertet (siehe Kapitel 3.2). Bei der an einer Schizophrenie erkrankten
Probandengruppe erfolgte eine laborchemische Verlaufsuntersuchung der epigenetischen Marker nach
6 Wochen, zudem die erneute Erhebung der Positive and Negative Syndrome Scale 2, 4 und 6 Wochen

nach stationarer Aufnahme.
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2 THEORETISCHER TEIL

2.1  Schizophrenie

2.1.1 Definition

Die Schizophrenie wird in der ,,International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems®” (ICD-10) der Gruppe der F2-Diagnosen zugeordnet, zu denen die Schizophrenie, die
schizotype und die wahnhaften Stérungen zéhlen, wobei die Schizophrenie unter ihnen die haufigste
Erkrankung darstellt.

Merkmale der Schizophrenie sind von der Norm abweichende, oft bizarr anmutende Veranderungen der
Wahrnehmung, des Denkens, der Affektivitat und des Handelns. Zu den eindeutigen Symptomen einer
Schizophrenie zdhlen die sogenannten Ich-Stérungen, Wahnwahrnehmungen, akustische
Halluzinationen und der bizarre Wahn. Zusétzliche Symptome kdnnen Halluzinationen anderer
Sinnesmodalitaten, Katatonie, Negativsymptomatik oder formale Denkstérungen sein (siehe Kapitel
2.1.4) (Dilling et al., 2011).

2.1.2  Historie

Historisch beschrieben wurde die Schizophrenie bereits 1896, als Emil Kraepelin das Zustandsbild der
Patienten als ,,Dementia praecox™ (,,vorzeitige Verblédung®) bezeichnete. Aufgrund &hnlicher
Krankheitsverldufe und Endzustinde fasste er unter dem Begriff der ,,Dementia praecox folgende
vorbeschriebene Krankheitshilder zusammen: die ,,Dementia hebephrenica* von Ewald Hecker und die
,Dementia catatonica“ und ,,Dementia paranoides“ von Karl Ludwig Kahlbaum. Wéhrend der Begriff
der ,,.Dementia hebephrenica® einen Symptomenkomplex aus albernem, situativ nicht angepasstem
Verhalten, Antriebsmangel, zunehmender gefuhlsméRiger Indifferenz und einer friih beginnenden
Demenz beschreibt, ist die ,,Dementia catatonica“ durch motorischen Raptus bzw. Stupor, die
,Dementia paranoides® durch paranoiden Wahn bzw. Halluzinationen und zunehmenden kognitiven
Verlusten gekennzeichnet. Diese drei Formen stellen auch heutzutage noch Untergruppen der
Schizophrenie dar. Fir Kraepelin bestanden die Symptome der ,,Dementia praecox* folglich aus
Antriebsmangel, Teilnahmslosigkeit, Indifferenz, Halluzinationen, Wahn und Denkstérungen. An
Krankheitsverlaufen wurden sowohl langsam beginnende Krankheitsphasen mit chronischem Verlauf
als auch kurze Krankheitsphasen mit akut auftretenden psychotischen Symptomen beschrieben. Allen
Verlaufen gemeinsam war der zunehmende geistige Verfall. Die Atiologie der Erkrankung war zu
damaligen Zeiten noch nicht bekannt (Hafner, 2001).

Eugen Bleuler ersetzte 1911 den Begriff der ,,Dementia praecox“ durch den heutigen Begriff der
,,Schizophrenie®, der sich aus dem Griechischen ableitet von ,,schizo® = ,,ich spalte“ und ,,phren‘=
,Geist, Verstand“. Bei diesem Krankheitshild komme es klassischerweise zu einer Separation von

Denken, Fihlen und Handeln (Brath, 2007). Kurt Schneider teilte zur besseren diagnostischen
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Systematisierung die Symptome in solche ersten und zweiten Ranges ein. E. Bleulers und K. Schneiders
Einteilungen der Symptomatik haben bis heute Bestand (siehe Kapitel 2.1.4) (Méller, 2015).

2.1.3  Heutiger Wissensstand

Das Krankheitsbild der Schizophrenie ist seit den Anféangen seiner Entdeckung weiter erforscht worden.
Bzgl. der Entstehung der Schizophrenie wird heutzutage folgendes angenommen: Es handelt sich um
eine multifaktoriell bedingte Erkrankung, die insbesondere durch eine genetische Pradisposition
beginstigt wird. Hinweise hierfur liefern Familien- und Zwillingsstudien. Das Risiko, an einer
Schizophrenie zu erkranken, ist signifikant erhoht bei Personen mit positiver Familienanamnese.
Waéhrend die Lebenszeitprdvalenz in der Normalbevélkerung bei rund 1% liegt, steigt sie bei Kindern
mit zwei betroffenen Elternteilen auf ca. 40% an (Mdller, 2015). Es scheint sich um eine polygene
Vererbung zu handeln, die Arbeitsgruppe Schizophrenie des Psychiatric Genomics Consortium konnte
statistische Zusammenhédnge zwischen 108 Genloci und einem erhohten Erkrankungsrisiko fur
Schizophrenie finden. Die Mehrheit dieser Genloci befinden sich in nicht-kodierenden DNA.-
Abschnitten, beeinflussen also nicht direkt die Proteinsynthese. Dies legt die Vermutung nahe, dass
neben genetischen Einflussfaktoren auch neuroepigenetische Regulationsmechanismen eine Rolle
spielen (Fullard et al., 2016). In Zwillingsstudien betragt bei zweieiigen Zwillingen die Konkordanzrate
ca. 15%, bei eineiigen Zwillingen bereits ca. 50%. Dass die Penetranz bei eineiigen Zwillingen jedoch
keine 100% betragt, lasst ebenfalls darauf schlielen, dass fur die Manifestation einer Schizophrenie
aufler einer genetischen Préadisposition weitere auslosende Reize nétig sind (Mdller, 2015; Auta et al.,
2013). Erklaren lasst sich dies anhand des Vulnerabilitats-Stress-Modells: Laut dem Vulnerabilitéts-
Stress-Modell nach J. Zubin kann prinzipiell jedes Individuum in Abhéngigkeit seiner anlagebedingten
Vulnerabilitat und der dulleren Reize, die als sogenannte Stressoren auf es einwirken, eine Psychose
entwickeln. Vulnerabilitit meint eine individuelle Verletzbarkeit, d.h. die individuelle Anfalligkeit, eine
bestimmte Krankheit zu entwickeln. Mit aufleren Reizen sind beispielsweise psychosoziale oder
finanzielle Stressoren gemeint. Die Entwicklung einer Erkrankung ist also als ein Zusammenwirken
endogener und exogener Faktoren zu verstehen, die sich gegenseitig beeinflussen kénnen. Das bisherige
Modell wurde weiter entwickelt zum sogenannten Vulnerabilitats-Stress-Bewéltigungs-Modell, in dem
zudem protektive Faktoren wie Bewaltigungsmechanismen des Individuums und Hilfestellungen des
sozialen Umfeldes mitberiicksichtigt werden (Pipam, 2006). Die Vulnerabilitat stellt bei der
Schizophrenie die genetische Pradisposition dar, als exogene Faktoren werden miitterliche Ernéhrung
und Stress wéhrend der Schwangerschaft, perinatale Infektionen oder Schadigungen, psychosoziale
Belastungen (niedriger sozialer Status, physische oder psychische Kindheitstraumata, Stress und
Anspannung im Alltag, emotionale Belastungen), strukturelle Verdnderungen des Gehirns und
Storungen in der Aktivitat verschiedener Neurotransmitter (Dopamin-Hypothese) diskutiert (Mdller,
2015; Read et al., 2009).
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2.1.4  Einteilung der Schizophrenie

Es existieren zwei operationalisierte Klassifikationssysteme: die ,,International Statistical Classification
of Diseases and Related Health Problems* (ICD-10), welche von der WHO eingefuhrt und fiir
Deutschland als das verbindliche Klassifikationssystem festgelegt wurde, und das ,,Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders* (DSM-V) aus den USA. Da der Zeitpunkt der Datenerhebung
dieser Studie vor dem Erscheinungsjahr des DSM-V im Mai 2013 lag, wurden in dieser Arbeit die
Kriterien des DSM-IV angewandt und werden auch im Folgenden beschrieben. Eine Ubersicht tiber die
aktuellen Anderungen des DSM-V werden jedoch in Abbildung 2.2 dargestellt.
Die heutige, fir die Diagnosestellung entscheidende Symptomatik der Schizophrenie leitet sich unter
anderem von zwei Konzepten ab: Eugen Bleulers Einteilung in Grund- und akzessorische Symptome
und Kurt Schneiders Konzept der Symptome ersten und zweiten Ranges. Nach Bleuler zahlen formale
Denkstdrungen, Antriebsstérungen, Stérungen der Affektivitat und Autismus zu den Grundsymptomen,
Wahn, Halluzinationen und katatone Stérungen zu den akzessorischen Symptomen. Schneider
differenzierte zwischen Symptomen ersten Ranges wie z.B. Wahnwahrnehmung, akustische
Halluzinationen, Gedanken-laut-Werden und Fremdbeeinflussung der Gedanken und Symptomen
zweiten Ranges wie z.B. Wahneinfall, Affektveranderungen und anderen Halluzinationen.
Irrtimlicherweise werden fir die Diagnose einer Schizophrenie oftmals Wahn oder Halluzinationen
vorausgesetzt. Es gibt jedoch auch Schizophrenien, die zu keinem Zeitpunkt diese Symptomatik
aufweisen.
Zusétzlich zu Bleulers und Schneiders Symptomkategorien existiert heutzutage die Einteilung in eine
Positiv- und Negativsymptomatik, wobei die Positivsymptomatik Symptome wie Halluzinationen und
Wahn miteinschlief3t, also Phanomene, die bei Nicht-Erkrankten normalerweise nicht vorhanden sind,
wahrend die Negativsymptomatik einen Mangel an (iblicherweise vorhandenen Eigenschaften bedeutet,
die Patienten sind beispielsweise affekt- oder antriebsarm.
Bei schizophrenen Erkrankungen unterscheidet man mehrere Subtypen, welche sich zwischen den
beiden Klassifikationssystemen (ICD-10 und DSM-IV) teilweise unterscheiden. Gemeinsamen Nenner
bilden die klassischen Subtypen (siehe Kapitel 2.1.2), welche nachfolgend nédher betrachtet werden
sollen.
1. Paranoide Schizophrenie (ICD-10: F20.0) / Paranoider Typ (DSM-IV: 295.30): Diese Form stellt
den haufigsten Subtyp schizophrener Psychosen dar und &uRert sich hauptsachlich durch
wiederkehrende Wahninhalte und Wahrnehmungsstorungen.

2. Hebephrene Schizophrenie (ICD-10: F20.1) / Desorganisierter Typ (DSM-IV: 295.10): Die
Erstmanifestation liegt meist im Adolenszentenalter. Dominierend sind Verénderungen des Affekts

wie inaddquate, l&ppische Grundstimmung oder Anhedonie und fahrl&ssiges Verhalten.

3. Katatone Schizophrenie (ICD-10: F20.2) / katatoner Typ (DSM-IV: 295.20): Hauptmerkmal sind

psychomotorische Stoérungen, die von starker Erregung zu vollkommener Erstarrung wechseln
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kdnnen. Die jeweiligen Zwangszustidnde bestehen teilweise (ber einen langen Zeitraum. Zudem
kommt es zu Stereotypien und Negativismen. Dieser Typus ist relativ selten, es kann jedoch zu

lebensbedrohlichen Komplikationen kommen (Méller, 2013).

Im DSM-V entfallt die Unterscheidung in verschiedene Subtypen, Schizophrenie ist unter der 295.90
(ICD-10: F20.9) kategorisiert (American Psychiatric Association, 2013).

2.1.5 Diagnostische Mittel

Das diagnostische Vorgehen bei Verdacht auf eine Schizophrenie beinhaltet eine vollstandige Eigen-
und Familienanamnese, eine korperliche Untersuchung, die Erstellung eines psychopathologischen
Befundes und den Ausschluss anderweitiger somatischer und psychiatrischer Ursachen der
Symptomatik durch spezielle Untersuchungen. Sobald Hinweise auf eine somatische Erkrankung des
Gehirns oder eine andere, das Gehirn schadigende Allgemeinerkrankung vorliegen, darf die Diagnose
einer Schizophrenie nicht gestellt werden (Méller, 2015).

Muittels eines psychopathologischen Befundes sollen psychische Merkmale eines Patienten beschrieben
werden, um somit ggf. Hinweise auf ein bestimmtes Krankheitsbild zu erhalten. Zur Erhebung eines
psychopathologischen Befundes gehort sowohl ein Arzt-Patienten-Gesprach als auch eine aufmerksame
Beobachtung des Verhaltens und der Psychomotorik des Patienten. Die Psychopathologie eines
Patienten kann im Verlauf der Therapie in bestimmten zeitlichen Abstanden neu evaluiert und somit die
Therapie kontrolliert und angepasst werden. Die Psychopathologie gilt als sensitivstes diagnostisches
Mittel zur Erkennung erster Symptome einer Schizophrenie (Reischies, 2007). Der Untersucher beurteilt
durch die Psychopathologie die im Folgenden aufgefiihrten Merkmale: Bewusstseinslage (quantitativ
und qualitativ), Orientierung, Gedéachtnisleistung, Aufmerksamkeit, formale Denkstérungen,
Affektivitat, Wahrnehmung der Umgebung (Halluzinationen, Wahn), Angst- oder Zwangsstérungen,
Psychomotorik, Ich-Stérungen und zirkadiane Besonderheiten des Auftretens der vorhandenen
Symptome. Zudem werden andere auffallige Verhaltensmuster dokumentiert wie mangelnde
Krankheitseinsicht, soziale Isolation, auffallige Verhaltensmuster oder Selbstverletzungstendenzen
(Paulzen und Schneider, 2011).

Die diagnostischen Leitlinien schizophrener Psychosen nach ICD-10 und DSM-V sind in Abbildung 2.1
und Abbildung 2.2 dargestellt.



B9

ICD-10
Mindestens ein eindeutiges Symptom der Gruppen 1-4 (zwei, falls nicht ganz eindeutig):
1. Gedankeneingebung, -entzug, -lautwerden oder -ausbreitung
2. Gefiihl des Gemachten, Kontrollwahn, Beeinflussungswahn, Wahnwahrnehmungen
3. Stimmenhdren (kommentierend oder dialogisierend)
4. Anhaltender, bizarrer (unrealistischer), kulturell nicht angemessener Wahn
Oder mindestens zwei Symptome aus den Gruppen 5-8:
5. Anhaltende Halluzinationen jeglicher Sinnesmodalitat, taglich Gber Wochen oder Monate
6. GedankenabreilRen, Danebenreden, Neologismen, Zerfahrenheit
7. Katatonie (Erregung, Negativismus, Stupor, Haltungsstereotypien)
8. Negativsymptomatik

Die Diagnose ist nur zu stellen, wenn die Symptomatik tiber einen Zeitraum von mindestens einem
Monat fast andauernd aufgetreten ist und eine somatische Ursache ausgeschlossen werden konnte. Bei
auffallender depressiver und/oder manischer Symptomatik muss differenzialdiagnostisch eine affektive

bzw. eine schizoaffektive Stoérung in Erwdgung gezogen werden.

Abbildung 2.1 Diagnosekriterien schizophrener Psychosen laut ICD-10 (Dilling et al., 2011)
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DSM IV

A. Mindestens zwei der Symptome 1-5, jedes bestehend
fur einen erheblichen Teil der Zeitspanne von 1 Monat
(oder weniger, falls erfolgreich behandelt)

1. Wahn

2. Halluzinationen

3. desorganisierte Sprechweise

4. grob desorganisiertes oder katatones Verhalten
5. negative Symptome

Bei bizarrem Wahn oder dialogisierenden bzw.
kommentierenden Stimmen ist ein Gruppe - A - Kriterium

ausreichend.

B. Soziale oder berufliche LeistungseinbuBen in den
Lebensbereichen Arbeit, zwischenmenschliche
Beziehungen oder Selbstfiirsorge.

C. Das Storungsbild halt mindestens 6 Monate an, wobei
mindestens 1 Monat mit florider Symptomatik (Symptome
1-5) bestehen muss (kirzer bei erfolgreicher Behandlung).
Innerhalb der 6 Monate kann es zu Prodromal- oder

Residualphasen kommen.

D. Differentialdiagnostischer Ausschluss einer affektiven

oder schizoaffektiven Stérung.

E. Ausschluss einer Intoxikation oder anderweitigen

somatischen Erkrankung als Ursache des Stérungsbildes.

F. Vorliegen einer Autismus-Spektrum-Stérung in der
Vorgeschichte: zusétzliche Vergabe einer
Schizophreniediagnose nur bei ausgepragten
Wahnphé&nomenen oder Halluzinationen (zusétzlich zu den
anderen erforderlichen Symptomen) fir mindestens 1

Monat (oder weniger, falls erfolgreich behandelt)

DSM V

Erganzung: Vorliegen mindestens
eines der Symptome 1-3

Entfallt

Keine Anderung

Keine Anderung

Keine Anderung

Keine Anderung

Erganzung: ebenso bei Vorliegen einer
Kommunikationsstorung mit Beginn

im Kindesalter

Abbildung 2.2 Diagnosekriterien schizophrener Psychosen laut DSM-IV (Sass et al., 2003) und

Gegeniiberstellung der Anderungen im DSM-V (American Psychiatric Association, 2013)
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2.1.6  Therapie

Zur Behandlung einer schizophrenen Erkrankung existiert ein multimodales Konzept, welches neben
einer Psychopharmakotherapie sowohl Psycho- als auch Soziotherapie mit einbezieht. Die Therapie
kann ambulant oder stationar erfolgen (Méller, 2015).

Man unterscheidet bei der Pharmakotherapie zwischen Akut- und Langzeittherapie. In der Akutsituation
ist neben der Schaffung einer guten Arzt-Patienten-Beziehung eine angemessene antipsychotische
Therapie angezeigt. Bei Neuroleptika werden ,,Klassische” (Typika) von ,atypischen* (Atypika)
Préparaten unterschieden: Beide Gruppen wirken hauptsdachlich durch eine Inhibition des D2R
(Dopamin-Rezeptor), atypische Neuroleptika jedoch zusatzlich durch Inhibition des 5-HT2-Rezeptors
(Serotonin-Rezeptor). Der Vorteil der neueren, atypischen Wirkstoffe liegt in einer Verminderung der
extrapyramidal-motorischen  Nebenwirkungen. Sie  besitzen jedoch andere individuelle
Nebenwirkungsprofile, die z.B. zu Gewichtszunahme oder EKG-Verdnderungen flhren konnen.
Sowohl die klassischen als auch die atypischen Neuroleptika weisen gute Wirkungen im Bereich der
Produktivsymptomatik einer Schizophrenie auf. Bei beiden Gruppen existieren hoch- und
niedrigpotente Wirkstoffe. Als Ergédnzung konnen bei einem floriden psychotischen Zustandsbild
Benzodiazepine zum Einsatz kommen. Diese wirken anxiolytisch und sedierend. Benzodiazepine sind
aufgrund ihres Suchtpotentials nur mit Bedacht und kurzfristig einzusetzen.

Die Langzeittherapie schizophrener Patienten ist aufgrund hoher Rezidivraten von grofler Bedeutung.
Laut Studienergebnissen kann die kontinuierliche Einnahme eines niedrigdosierten Neuroleptikums ein
Rezidiv bei 70-80% der Betroffenen verhindern, was bei Kontrollgruppen mit Placebo-Einnahme bei
nur 20-30% der Fall ist. Die Langzeittherapie erfolgt in der Regel oral, bei fehlender Compliance des
Patienten stehen Depot-Préparate zur Verfligung, die intramuskuldr verabreicht werden kdénnen.
Empfohlen wird eine Akuttherapie mit hochpotenten Neuroleptika von 4-8 Wochen mit dem Ziel der
Remission der floriden Symptomatik. Darauf folgt eine Erhaltungstherapie mit gleichbleibender
Dosierung fiir 3-6 Monate, die zu einer vollstdndigen Remission der Symptome fiihren soll. Hieran
schlieRt sich eine Langzeittherapie an, deren Dauer von der Haufigkeit des Auftretens psychotischer
Episoden und der Vertréglichkeit der Medikation durch den Patienten abhéngt. Insgesamt kann ein
besserer Outcome bei dauerhafter, niedrigdosierter Therapie im Vergleich zu vielfach wiederholtem
Ansetzen und  Ausschleichen der Medikation beobachtet werden. Beziiglich  der
Medikamentendosierungen existieren Empfehlungen, die genaue Dosisfindung erfolgt jedoch
individuell unter Beriicksichtigung des Befindens des Patienten und des Medikamentenspiegels im Blut.
Auch unter ideal eingestellter Medikation kann es zu Rezidiven kommen. Dies wird in Zusammenhang
mit psychosozialen Belastungen gesehen (exogene Stressfaktoren, siehe Kapitel 2.1.3). Da manche
Patienten auf gewisse Wirkstoffe nur teilweise oder Uberhaupt nicht ansprechen, muss der
Therapieverlauf genau beobachtet und bei fehlender Wirkung die Umstellung auf ein anderes
Neuroleptikum erwogen werden. Bei Therapieresistenz muss die Compliance des Patienten, die

Einnahme interagierender Substanzen und das VVorhandensein exogener Stressreize beurteilt werden.
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Die Psychotherapie setzt hauptséchlich nach Abklingen der floriden Symptomatik an. Inhalte stellen
eine psychoedukative Erarbeitung des Krankheitsbildes (Ursache, Friherkennung von Symptomen,
Rezidivprophylaxe und Therapiemdglichkeiten), das Erlernen bestimmter Fertigkeiten zum Stressabbau
und ggf. die Einleitung geeigneter Rehabilitationsmanahmen dar. Bei einer Psychotherapie sollte
mdoglichst auch das soziale Umfeld des Betroffenen mit einbezogen werden (Familie, Partner, Freunde)
(Hasan et al., 2014).

Die Soziotherapie dient der Starkung sozialer Fahigkeiten des Patienten und soll erkrankungsbedingten
sozialen Nachteilen entgegenwirken. TherapiemaBnahmen sind unter anderem die Schaffung eines
geregelten Tagesablaufs, friihzeitige Wiedereingliederung in die Arbeitswelt durch Arbeitstherapie und
berufliche Frihrehabilitation und Hilfestellungen bei der Wohnsituation nach Klinikaufenthalt.
Zentrales Ziel ist die Forderung der individuellen Fertigkeiten des Patienten und die Ermdglichung einer
weitestgehend selbststandigen Lebensweise (Moller, 2015).

2.2 Epigenetik
2.2.1  Allgemeine Genetik

Die Genetik beschéaftigt sich mit der Vererbungslehre von Organismen, d.h. wie bestimmte Merkmale
transgenerational weitergegeben werden. Wahrend sich die klassische Genetik hauptsachlich mit den
Regeln der Vererbung (z.B. Mendelsche Regeln) und der Genkartierung (Zuordnung bestimmter
Gensegmente zu bestimmten Genen) befasst, erforscht die molekulare Genetik die Mechanismen und
Strukturen genauer, die an der Regulation der Weitergabe und Expression von Genen beteiligt sind
(Weiskirchen, 2013).

Gene sind bestimmte Abschnitte der DNA, in denen spezifische Erbinformationen (Basensequenzen)
enthalten sind. Die DNA eines Organismus ist auf verschiedene Chromosomen verteilt. Jeder
Organismus besitzt eine spezifische Anzahl an Chromosomen, die aus Chromatin aufgebaut sind.
Chromatin setzt sich aus DNA und Proteinen, u.a. den Histonen, zusammen. Bei der Befruchtung einer
Eizelle verschmelzen die haploiden Chromosomensatze der Ei- und Spermienzelle miteinander zu
einem diploiden Chromosomensatz. Somit wird das Erbgut beider Eltern an die Nachkommen
weitergegeben (maternale und paternale Vererbung). Es existieren 22 Autosomenpaare und 2
Heterosomen (XX, XY), sofern keine Mutation stattgefunden hat. Diese Genpaare sind im molekularen
Aufbau nicht zwingend identisch und werden als Allele bezeichnet. Durch Transkription und
Translation werden im Organismus auf Grundlage der genetischen Information bestimmte Molekiile
(RNA, Proteine) im Korper synthetisiert, die wiederum spezifische Funktionen erfiillen. Alle Gene eines
Organismus bilden, gemeinsam mit zwischengeschalteten repetitiven Nukleotidsequenzen, das
sogenannte Genom. Beim Menschen besteht das Genom aus 30.000 - 40.000 Genen. Die Gesamtheit
aller Gene eines Organismus (Genotyp) determiniert dessen duReres Erscheinungsbild (Phanotyp). Jede

Zelle des menschlichen Organismus enthalt einen identischen, kompletten Satz an Genen, der die
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Grundlage der Differenzierung aller Organe bildet. Die entsprechenden Kontrollmechanismen, die dafiir
verantwortlich sind, dass in jeder Zelle nur die Gene aktiv sind, die spezifisch fiir deren Funktion von

Bedeutung sind, fallen in den Bereich der Epigenetik (Janning und Knust, 2008).

2.2.2  Definition Epigenetik

Der Begriff ,,Epigenetik™ bedeutet iibersetzt ,,auerhalb der klassischen Genetik“. Es handelt sich um
reversible, vererbbare Verdnderungen der Genaktivitat bestimmter Gene, die auch Uber Zellteilungen
hinweg stabil weitergegeben werden kénnen, ohne zu strukturellen Anderungen der DNA zu filhren.
Epigenetische Mechanismen spielen unter anderem eine wesentliche Rolle bei der Regulation der
Zellaktivitat und der Zelldifferenzierung. Sie finden bereits wahrend der embryonalen Entwicklung statt
und kénnen im weiteren Lebensverlauf von Umweltfaktoren beeinflusst werden. Diesen Einfluss kann
man mittels Zwillingsstudien ndher untersuchen: eineiige Zwillinge mit demselben DNA-kodierten
Erbgut weisen unterschiedliche epigenetische Muster auf. Die epigenetischen Muster kénnen in
unterschiedlicher Weise fir bestimmte Erkrankungen préadisponieren.

Es existieren verschiedene, miteinander interagierende epigenetische Mechanismen, die die
Genexpression beeinflussen (Jaenisch und Bird, 2003, Portela und Esteller, 2010). In dieser Arbeit soll

nur auf die fiir die Studie relevanten epigenetischen Mechanismen eingegangen werden.

1. DNA-Methylierung und DNA-Hydroxymethylierung

Bei diesem Mechanismus kommt es zu einer Methylierung des Cytosins zu 5-Methyl-Cytosin. Dies
spielt hauptséchlich in sogenannten CpG-Inseln eine Rolle, die Einfluss auf die Aktivitat eines Gens
haben (Knippers, 2006). CpG-Inseln sind DNA-Abschnitte, die einen hohen Anteil an Cytosin und
Guanin und eine groRe Haufung von aus ihnen bestehenden CpG-Dinukleotiden enthalten (Gardiner-
Garden und Frommer, 1987). Sie sind bei ca. 40% der Gene von Saugetieren in Promoter- und
Exonregionen zu finden (Takai und Jones, 2002). Bei Genen, die exprimiert werden sollen, sind die
CpG-Inseln nicht methyliert, wéhrend die Methylierung des Cytosins einer CpG-Insel zu einer Blockade
der Transkription und somit der Aktivitat des Gens fuhrt. Bei der embryonalen Entwicklung werden
zundchst samtliche vererbte Methylierungsmuster véterlicher- und mdtterlicherseits demethyliert,
danach erfolgt eine de novo Methylierung von (iber 80% aller CpG-Inseln. Diese Methylierungsmuster
werden wahrend der weiteren Entwicklung des Individuums fortlaufend modifiziert.

Ursdchlich fur die Methylierung der DNA sind DNA-Methyltransferasen (DNMTSs). Es existieren
verschiedene Formen, die im menschlichen Organismus auf 6 Genen kodiert sind. Die DNMT-1 tragt
zur Erhaltung des Methylierungsmusters bei der Replikation bei, indem sie das Muster des Matrizen-
DNA-Strangs im neusynthetisierten Strang Ubernimmt. Die DNMT-3a/3b flhrt Methylgruppen bei

CpG-Inseln ein und bewirkt Neumethylierungen, unabhdngig von Methylierungsmustern der
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parenteralen DNA. Als Methyldonor dient S-Adenosylmethionin (SAM). Durch Methylierung des
Cytosins werden zum einen Transkriptionsfaktoren daran gehindert, an bestimmte DNA-Sequenzen zu
binden, wodurch die Transkription und somit die Genaktivitat blockiert wird, zum anderen bildet
methylierte DNA eine Bindestelle fur Proteine mit Methyl-CpG-Binde-Domaénen. Letztere wiederum
treten in Verbindung mit verschiedenen Proteinen, die Auswirkungen auf die Struktur des Chromatins
und somit die Aktivitat der Gene haben (Knippers, 2006). Neuere Studien konnten diesen Mechanismus
auch fir nicht-CpG-Regionen in Geweben von Maus und Mensch nachweisen. In Mausmodellen fanden
DNA-Methylierungen zu ca. 75% in CpG-Regionen und zu ca. 25% in CpH-Regionen (H=Adenosin/
Cytosin/ Thymin) statt. CpG- und CpH- Methylierungen scheinen nicht nur die neuronale Entwicklung
und Plastizitat zu beeinflussen, sondern auch eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung neurologischer
und psychiatrischer Erkrankungen zu spielen (Guo et al., 2014).

Ebenso kommt es zu Hydroxymethylierungen der DNA, wobei in mehreren enzymkatalysierten
Schritten ein Wasserstoffmolekiil des Cytosins durch eine Hydroxymethylgruppe ersetzt wird. Anders
als die DNA-Methylierung fuhrt dieser Mechanismus zu einer gesteigerten Genexpression. In diversen
Studien konnte eine hohe Dichte an globaler DNA-Hydroxymethylierung vor allem im Gehirn und
peripheren neuronalen Zellen nachgewiesen werden (Fullard et al., 2016). Verantwortlich sind einige
Enzyme der Ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase (TET-Hydroxylase) - Familie. Diese
bewirken eine Oxidierung von 5-Methylcytosin (5-mC) zu 5-Hydroxymethylcytosin (5-hmC). 5-hmC
kann Uber zwei weitere enzymkatalysierte Schritte zu 5-Hydroxymethyluridin umgewandelt werden,
welches mittels bestimmter Enzyme durch unmethyliertes Cytosin ersetzt werden kann
(Demethylierung der DNA). Einige Studien beschreiben einen engen Zusammenhang von Vertretern
der TET-Familie bzw. 5-hmC und der epigenetischen Regulation spezifischer Gewebe (Guidotti et al.,
2014). Die Vorgange der enzymatischen Methylierung und Hydroxymethylierung sind in Abbildung 2.3
dargestellt.
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C 5mC 5hmC

Abbildung 2.3 Enzymatische Umwandlung von Cytosin zu 5-Methylcytosin (5-mC) lber die DNMTs
und weiter zu 5-Hydroxymethylcytosin (5-hmC) durch die TET-Hydroxylasen (enzymatische
Umwandlung in Cytosin ber mehrere Zwischenschritte moglich)

Quelle: Eigene Darstellung, in Anlehnung an: Pfeifer et al. (2013)
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2. Histon-Modifikationen

Die DNA liegt je nach Zellzyklus in verschiedenen Kondensationsstufen vor (DNA-Doppelhelix,
Nukleosomenfilament, Fibrille, Chromatide, Chromosom). Die Regulation des Kondensationsgrades
erfolgt unter anderem durch chemische Modifikationen an bestimmten Aminosauren der Histone. So
bewirkt beispielsweise eine Acetylierung von Lysinresten in Histonen eine Auflockerung des
Chromatins, da die positive Ladung der Histone neutralisiert und somit die Bindung an die negativ
geladene DNA abgeschwécht wird, wodurch die Transkription des entsprechenden DNA-Abschnitts
erfolgen kann. Durch Deacetylierung kommt es zu einer Verdichtung der Chromatinstruktur und
dadurch zur Abnahme der Aktivitat des entsprechenden Gens. Methylierungen von Histon-Resten
konnen in Abhangigkeit der Lokalisation der modifizierten Base sowohl zu einer Aktivierung als auch
zu einer Hemmung der Transkription fiihren (Janning und Knust, 2008).

Es existieren viele weitere posttranskriptionelle Modifikationsmdoglichkeiten (siehe Abbildung 2.4) wie
beispielsweise die Histonphosphorylierung und -ubiquitinierung. Durch enzymatisch bedingte
Modifikationen der Histone werden unter anderem der Kondensationsgrad von Chromosomen, die
Genaktivitat und bestimmte DNA-Reparatursysteme beeinflusst. Da diese Veranderungen reversibel
sind, bedarf es jeweils zweier Enzymgegenspieler je Modifikationsmuster, beispielsweise der Histon-
Acetyltransferasen (HATS) und der Histondeacetylasen (HDACSs) (Portela and Esteller, 2010). Bei
HDACSs handelt es sich um eine Gruppe von Enzymen, welche durch posttranslationale Deacetylierung
von Histonen die Expression der betroffenen Gene reprimieren kdnnen. Es existieren mehrere Subtypen,
die wiederum in verschiedene Klassen eingeteilt werden kdnnen. Durch Hypoacetylierung kommt es zu
einer Verdichtung der Chromatinstruktur und somit zu einer verminderten Transkription des betroffenen
Gens. Fir die Enzymaktivitat der einzelnen HDACs bedarf es verschiedener Cofaktoren (De Ruijter et
al., 2003). Die Antagonisten der HDACs stellt die Gruppe der HATSs dar. Im Regelfall bewirkt eine
Histonacetylierung eine gesteigerte Genexpression (Wang et al., 2009). Die antagonistisch wirkenden
Enzyme H3K4-Methylase und -Demethylase stellen eine weitere Moglichkeit der Histonmodifikation
dar. Im Gegensatz zur Histonacetylierung wird dies bei diesen Enzymen weniger durch Verdnderungen
der Chromatinstruktur als vielmehr durch Bindung spezifischer Proteine erreicht, welche wiederum die
Transkription beeinflussen. Es existiert eine Vielzahl von Histonmethyltransferasen (HMTSs), welche
die Ubertragung von Methylgruppen auf Lysinreste der Histone katalysieren. Methyldonor ist SAM.
Die H3K4-Lysinreste kénnen mono-, di- oder trimethyliert (mel, me2 oder me3) werden. Alle 3 Formen
fihren zu einer Aktivierung der Genexpression. Die Demethylierung methylierter H3K4-Lysinreste
durch H3K4-Demethylasen hat einen antagonistischen Effekt (Gu and Lee, 2013).

In mehreren Studien konnten Interaktionen zwischen den einzelnen epigenetischen Modifikationswegen
nachgewiesen werden, beispielsweise konnen DNMTSs direkt die Aktivitdt der HDACs und HMTs und
die HMTs wiederum die Aktivitat der DNMTs beeinflussen (Gavin and Sharma, 2010).
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Abbildung 2.4 Histonoktamer (H2A, H2B, H3,H4) mit verschiedenen Histonmodifikationen
(Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung, ~ ADP-Ribosylierung,
SUMOylierung) im Uberblick.

Quelle: Samec et al. (2019)

2.2.3  Epigenetische Veranderungen bei schizophrenen Erkrankungen

In zahlreichen Studien konnten Korrelationen zwischen epigenetischen Verdnderungen und dem
Auftreten bestimmter psychiatrischer Krankheitshilder aufgezeigt werden. Was Ursache und was
Wirkung ist, ist allerdings noch nicht vollstandig geklart.

Das zentrale Nervensystem des Menschen entwickelt sich aus neuronalen Stammzellen, die sich in
Neurone und Gliazellen weiterdifferenzieren. Die neuronalen Strukturen sind plastisch, d.h. sie kdnnen
sich lebenslang neu bilden und strukturell umformen. Diese neuronale Plastizitat wird ebenso wie
Bereiche des Denkens und Lernens, der Gedachtnisfunktionen und der Aktivitdt von Neurotransmittern
durch DNA-Methylierungen, Histon-Modifikationen, epigenetisch wirksame RNAs und dem
Imprinting beeinflusst. Die Epigenetik besitzt somit Einfluss auf die Gedéachtnis- und
Verhaltensentwicklung und dadurch auch auf die Entstehung neurologischer und psychiatrischer
Erkrankungen (Peedicayil, 2011).

2.3.3.1 DNA-Methylierung und DNA-Hydroxymethylierung

In post-mortem Studien konnten ausgeprigte Verénderungen der DNA-Methylierungsmuster in
neuronalen Geweben des zentralen Nervensystems (ZNS) wéhrend der gesamten Lebenszeit
nachgewiesen werden, insbesondere im Vergleich von pré- zu postnatalen Gewebeproben. Wéhrend
dieser Zeitspanne gab es signifikant erhdhte Anreicherungen methylierter DNA an Genloci, die als
Risikogene fir die Entwicklung einer Schizophrenie gelten (Jaffe et al., 2016). In peripheren Blutzellen
psychotischer Probanden konnte ein Anstieg der TET-1, -2, -3-mRNA um 30-60% gemessen werden
(Guidotti et al., 2014; Dong et al., 2015). In Gehirn- und peripheren Blutzellen von schizophrenen
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Patienten zeigten sich im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden signifikant erhohte
Expressionsniveaus der DNMT1, DNMT3a und TET-1. Es wird vermutet, dass bei psychiatrischen
Erkrankungen wie beispielsweise Schizophrenien oder bipolaren Stérungen der Mechanismus der
DNA-Methylierung / Demethylierung gestort ist. Erhéhte DNMT-1 und DNMT-3a Konzentrationen
fiihren zu einer Methylierung von Cytosin in Promoterregionen der Gene RELN, BDNF (brain derived
neurotrophic factor) und des Glukokortikoidrezeptors (GCortR), eine erhéhte TET-1-Expression ist mit
einem vermehrten Vorkommen von 5-HCM in Promoterregionen der Glutamat Decaboxylase 67
(GADG67) und des Wachstumsfaktors BDNF assoziiert (Auta et al., 2013). Auch in weiteren Studien
zeigte sich im Neocortex schizophrener Patienten eine Hyper- bzw. Hydroxymethylierung in
Promoterregionen der Gene GAD1, RELN und BDNF-IX. Eine erhéhte Bindung von DNMT1 und
TET-1 resultierte in einer Reduzierung der Expression dieser Gene (Dong et al., 2015). Durch die
reduzierte Expression von RELN (kodiert fir Reelin, ein Glykoprotein, welches bei der Strukturierung
von Neuronen eine Rolle spielt) und GAD1 (kodiert fir GAD67, ein Enzym mit katalytischer Funktion
bei der Umwandlung von Glutamat zu GABA) wird zum einen die Strukturneubildung des Gehirns
gestort, zum anderen weniger inhibitorisches GABA aus exzitatorisch wirksamem Glutamat gebildet.
In weiteren Studien konnte ein Zusammenhang zwischen diesem Transmitter-Ungleichgewicht und der
synaptischen Freisetzung von Dopamin hergestellt werden, welches eine Rolle bei der Entstehung von
Psychosen spielen soll (Peedicayil, 2011). Die Reduzierung der BDNF-AKktivitat in neuronalen Zellen
schizophrener Patienten wird als Ursache fiir eine Neurodegeneration (reduzierte Zellanzahl und -
volumen, gestorte Zellarchitektur, Veranderung der Neuroplastizitit) und eine Stdérung der
dopaminergen, serotonergen und cholinergen Neurotransmittersysteme angenommen (Angelucci et al.,
2005). Glukokortikoidrezeptoren spielen durch eine negative Rickkopplung bei hohen
(stressinduzierten) Glukokortikoidspiegeln eine wichtige regulative Rolle in der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse. Kommt es zu einer Reduzierung der Glukokortikoidrezeptoren
und folglich zu erhéhten Glukokortikoidspiegeln in Stresssituationen, kann dies im Gehirn zu neuronaler
Schédigung bis hin zu einem vermehrten neuronalen Zelltod fiihren (Webster et al., 2002). Es gilt jedoch
zu beachten, dass medikamentdse Behandlungen epigenetische Marker beeinflussen kénnen,
beispielsweise zeigten Studien bei langfristiger Behandlung mit Clozapin eine erhéhte HDAC2

Expression im frontalen Cortex schizophrener Patienten (Hasan et al., 2013).

2.3.3.2 Histon-Modifikationen

In Nervengewebeproben des Hippocampus (Benes et al., 2007) und des prafrontalen Cortex (Sharma et
al., 2008) schizophrener Patienten wurden in post-mortem Studien erhohte HDAC1-Konzentrationen
gefunden. Damit einhergehend war eine signifikant negative Korrelation der GAD67-Expression. Eine
erhohte Deacetylase-Aktivitat und die damit verbundene Inaktivierung des Chromatins einiger Gene im
prafrontalen Cortex schizophrener Patienten wird als mdgliche Ursache der Negativsymptomatik und

kognitiver Defizite diskutiert. Umgekehrt kénnten auch verminderte &ul3ere, emotionale und kognitive
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Reize oder medikamentts bedingte Passivitat bei der Inaktivierung des Chromatins eine Rolle spielen
(Sharma et al., 2008). Eine weitere Hypothese legt nahe, dass eine erhohte HDAC1-Expression durch
neurotoxische Stimuli ausgeldst werden konnte (Gavin and Sharma, 2010), beispielsweise Hypoxie
bedingt. Interessanterweise gilt perinatale Hypoxie als Risikofaktor flr die Entwicklung von
Schizophrenien (Hasan et al., 2013). In weiblichen post-mortem Gehirngewebeproben konnten zudem
reduzierte H3K4-Methylierungsmuster des GAD1-Promoters und damit einhergehend eine verminderte
Expression des Gens festgestellt werden (Huang et al., 2007). Sowohl im Parietalcortex als auch in
Lymphozyten schizophrener Patienten konnten erhthte H3K9me2-Niveaus nachgewiesen werden.
Dimethylierung von H3K9 durch HMTs fiihrt zu reduzierter Gentranskription (Chase et al., 2013).

2.2.4  Epigenetische Ansatzpunkte in der Psychopharmakotherapie von schizophrenen
Erkrankungen
Durch die aktuelle Behandlung schizophrener Patienten mit Typika oder Atypika (siehe Kapitel 2.1.6)
wird hauptséchlich die Positivsymptomatik der Erkrankung reduziert, nicht jedoch die
Negativsymptomatik oder kognitive Defizite (Weiwer et al., 2013; Hasan et al., 2013). Bei der
Entwicklung neuer Medikamente stellt der weiterhin unzureichend verstandene pathobiologische
Mechanismus und die ihm zugrundeliegende Neurobiologie eine Schwierigkeit dar (Hasan et al., 2013).
Eine Augmentation der Behandlung mit HDAC-Inhibitoren kénnte dies &ndern. In Tiermodellen zeigte
beispielsweise Valproat durch Steigerung der BDNF Expression antidepressive Effekte und eine
Verminderung der Negativsymptomatik (Weiwer et al., 2013). Valproat spielt zum einen in der
Behandlung von Epilepsien, zum anderen bei der Therapie psychiatrischer Stérungen eine Rolle. Neben
den bisher bekannten Wirkmechanismen (Verlédngerung der Depolarisation bestimmter Natriumkanéle,
Verstarkung der Wirkung von GABA in neuronalen Strukturen, Blockade von T-Typ Calcium-Kandlen
in Neuronen des Thalamus) wurde in Studien belegt, dass Valproat zusétzlich HDACs inhibiert und zur
Demethylierung bestimmter DNA-Sequenzen fihrt. In Tierversuchen konnte zudem ein Einfluss auf
bestimmte miRNAs mit Wirkung auf die Neurogenese und die Signalwege von Neuronen nachgewiesen
werden (Peedicayil, 2011). Eine Behandlung mit Valproat bewirkte auch in peripheren Blutzellen
schizophrener Patienten eine signifikant niedrigere Acetylierung von Histon 3 und 4 (Gavin and Sharma,
2010). In Klinischen Studien konnte bisher jedoch kein augmentativer Effekt von Valproat gesichert
werden. Es stellt sich die Frage, ob therapeutische Dosierungen des Medikaments ausreichend sind, um
Histonacetylierungen im Gehirn beeinflussen zu konnen (Hasan et al., 2013). Andere HDAC-
Inhibitoren fiihrten in praklinischen Versuchsreihen zu einer gesteigerten Expression von reelin und
GADG67 (Gavin and Sharma, 2010), einer Steigerung der neuronalen Plastizitdt mit vermehrter
Ausbildung neuer Dendriten und Synapsen (Hasan et al., 2013) und zu einer Besserung neurokognitiver
Defizite (Weilwer et al., 2013). Fir den klinischen Einsatz und die Wirksamkeit dieser Medikamente
existieren jedoch einige Limitationen, sie missen zum einen die Blut-Hirn-Schranke Gberwinden und

zum anderen in einer ausreichend hohen Dosierung und (ber einen ausreichend langen Zeitraum
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verabreicht werden. Zudem zeigen HDAC-Inhibitoren ein hohes Nebenwirkungsprofil (Hasan et al.,
2013). Fir Clozapin, Olanzapin und Quetiapin gibt es erste Hinweise auf eine Aktivierung der DNA-
Demethylierung in GABAergen Promoterregionen durch diese Praparate, zudem auf eine direkte
Interaktion von Clozapin mit dem GABA-B-Rezeptor. Durch derartige epigenetische Veranderungen
im GABAergen System erhofft man sich zukinftige Angriffspunkte des bei Schizophrenien
nachgewiesenen Mangels an GABA in kortikalen Neuronen und der damit verbundenen reduzierten
Neuroplastizitat (Hasan et al., 2013).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Untersuchungskollektiv

Bei der vorliegenden Studie wurden Unterschiede epigenetischer Marker in peripheren Blutzellen
zwischen einem an Schizophrenie erkrankten Patienten- und einem nicht an Schizophrenie erkrankten
(gesunden) Kontrollkollektiv untersucht. Hierfiir wurden 110 Patienten der Klinik fiir Psychiatrie und
Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen und 90 gesunde Kontrollprobanden
verschiedener sozialer Schichten aus dem Krankenhauseinzugsgebiet in die Studie eingeschlossen. Die
laborchemische Datenerhebung erfolgte beim Patientenkollektiv zum Zeitpunkt der stationdren
Aufnahme (Baseline, V0) und im Verlauf nach 6 Wochen (V3), beim Kontrollkollektiv einmalig bei
Studieneinschluss (Baseline, VV0). Zudem wurde beim Patientenkollektiv bei stationarer Aufnahme und
nach 2 Wochen (V1), 4 Wochen (V2) und 6 Wochen (V3) die Positive and Negative Syndrome Scale
(PANSS) erhoben. Die gesunden Kontrollprobanden beantworteten zwei Fragebdgen, das Beck-
Depressions-Inventar (BDI) zum Ausschluss depressiver Symptome sowie den Childhood Trauma
Questionaire (CTQ) zur Erfassung von Vernachlassigungs- und Missbrauchserfahrungen, die beide
anonym ausgewertet wurden (siehe Kapitel 3.2.2).

Fir die Rekrutierung der Probanden wurden folgende Ein- bzw. Ausschlusskriterien angewandt:

Patientenkollektiv:

Es wurden stationdr und ambulant gefiihrte Patienten der Klinik ausgewahlt, die zwischen 18 und 70
Jahre alt waren und bei denen eine schizophrene Erkrankung nach DSM-IV (295.x, auller 295.4:
schizophrenieforme Stérung und 295.70: schizoaffektive Stérung) vordiagnostiziert war. Da der
Zeitpunkt der Datenerhebung dieser Studie vor dem Erscheinungsjahr des DSM-V im Mai 2013 lag,
wurden in dieser Arbeit die Diagnosekriterien des DSM-1V angewandt. Ausschlusskriterien waren die
Erkrankung an einer anderen DSM-IV Achse-1-Stérung, aktueller Substanzabusus und signifikante
komorbide somatische Erkrankungen. Es wurden 110 Patienten in die Studie eingeschlossen. Die Daten
von 22 Patienten konnten nicht in die Auswertung mit einbezogen werden, da ihre Diagnosen nicht mit

den Einschlusskriterien tibereinstimmten.

Kontrollkollektiv:

Die Altersbegrenzung des Kontrollkollektivs lag ebenfalls zwischen 18 wund 70 Jahren.
Ausschlusskriterium stellte eine aktuelle oder vergangene psychiatrische Diagnose nach DSM-1V und
eine vordiagnostizierte affektive oder psychotische Erkrankung eines Verwandten 1. Grades dar. Bei
der Auswertung des BDI gilt ein Gesamtwert von 15 als behandlungsbediirftige Depression. Von den

90 Probanden lag eine Person tber diesem kritischen Wert und wurde daher ausgeschlossen. Bei einer
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weiteren Person lagen keine Angaben vor, weshalb sie ebenfalls ausgeschlossen wurde. Im Mittel

erreichten alle gesunden Probanden einen Punktewert von 3,88 +/- 3,38.

Alle Studienteilnehmer wurden ausfihrlich tGber die Studie aufgeklart und unterzeichneten eine von der
Ethikkommission der Klinik flr Psychiatrie und Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen genehmigte Einverstandniserklarung. Es wurde allen Probanden explizit aufgezeigt, dass sie
ohne Angabe von Griinden die Teilnahme an der Studie verweigern oder diese vorzeitig beenden

kodnnten.

3.2 Untersuchungsablauf

3.2.1 Klinisches Interview

Zu Beginn der Untersuchung wurde ein klinisches Interview bei jedem Teilnehmer durchgefiihrt. Dieses
beinhaltete eine Eigen- und Familienanamnese mit Schwerpunkt auf Medikationen und vorbekannten

psychiatrischen Erkrankungen.

3.2.2  Psychologische Testverfahren

Fur die vorliegende  Studie  wurden im  gesunden  Kontrollkollektiv ~ folgende
Selbstbeurteilungsfragebdgen verwendet: Das Beck-Depressions-Inventar (Beck Depression Inventory,
BDI) und der Childhood Trauma Questionnaire (CTQ).

Das BDI zahlt zum Goldstandard der Untersuchung des Schweregrades einer Depression. Es handelt
sich um einen Selbstbeurteilungsfragebogen mit 21 Fragen (in der urspriinglichen Form, die auch hier
verwendet wurde). Jede dieser Fragen besitzt 4 Antwortmoglichkeiten. Der Betroffene wahlt die fur ihn
zutreffende Antwortmaglichkeit (0, 1, 2 oder 3) aus, sollten zwei Aussagen gleichermalien zutreffen,
durfen beide gewahlt werden. Die Fragen beziehen sich auf den Zustand des Patienten innerhalb der
letzten Woche. Jede Frage zielt auf eines der im Folgenden aufgelisteten, fiir eine Depression
charakteristischen Symptome und deren derzeitigen Schweregrad ab: Hoffnungslosigkeit,
Zufriedenheit, Stimmung, Versagensgefiihle, Schuldgefiihle, Selbstenttduschung/-hass, Gefihl der
eigenen Bestrafung, Selbstkritik, Selbstverletzungstendenzen, Reizbarkeit, Traurigkeit, soziales
Interesse, Selbstwertgefuhl, Unentschlossenheit, Antrieb, Schlaf, Midigkeit, Appetit, unabsichtlicher
oder gewollter Gewichtsverlust, Verdnderungen der Sexualitdt, Sorgen in Bezug auf somatische
Erkrankungen. Am Ende des Fragebogens wird ein Summenwert gebildet, der zwischen 0 und 63
Punkten liegt (Shaver und Brennan, 2013).

Der CTQ ist eine sehr sensitive Screeningmethode zur retrospektiven Erfassung verschiedenartiger
Traumata in Kindheit und Jugend. Die untersuchten Traumata lassen sich in folgende Gruppen (Skalen)

einteilen: korperliche, sexuelle bzw. emotionale Missbrauchserfahrungen und korperliche bzw.
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emotionale Vernachléssigung. Der Fragebogen besteht aus 28 Items, von denen jeweils 5 jeder der 5
oben aufgeflihrten Skalen zugeordnet werden kénnen. Zusétzlich beinhaltet der Fragebogen 3 Fragen
(Verleugnungs- bzw. Minimierungsskala) zum Aufdecken eventuell bestehender Bagatellisierungs-
bzw. Verleugnungstendenzen. Es existieren pro Frage 5 Antwortmoglichkeiten von ,,Trifft auf mich
tiberhaupt nicht zu“ (1) bis ,, Trifft auf mich sehr haufig zu* (5), von denen jeweils eine auszuwahlen ist.
Fir die Auswertung werden die Punktwerte der einzelnen Fragen jeder Gruppe zusammenaddiert und
somit ein Summenwert gebildet. Die Summenwerte liefern einen Hinweis auf den Schweregrad der
einzelnen Traumatisierungen (standardisierte Klassifikation von keine / leicht bis extrem). Bei einigen

Fragen handelt es sich um sogenannte invertierte Fragen (Krischer und Sevecke, 2011).

Die PANSS dient zur Erfassung des Schweregrades von psychotischen Erkrankungen. Es handelt sich
um ein Fremdbeurteilungsverfahren mit 30 Items (Symptomen), die fiir einen Zeitraum von 1 Woche
beurteilt werden. Die Items werden 3 Skalen zugeordnet, der Positivskala (z.B. formale Denkstérungen,
Wahnideen, Halluzinationen), der Negativskala (z.B. sozialer Rickzug, stereotypes Denken,
Affektverflachung) und der Globalskala (z.B. ungewohnliche Denkinhalte, Aufmerksamkeitsdefizite,
Angst). Jedes Symptom wird auf einer 7-stufigen Skala (1 = nicht vorhanden bis 7 = extrem schwer)
eingeschatzt, wobei die Kriterien der einzelnen Stufen der Skala klar definiert sind. Fur die Auswertung
werden die Symptombewertungen fir jede der drei Skalen addiert. Der Gesamtwert wird durch Addition
der Werte der Positiv- und Negativskalen sowie der Globalskala gebildet und entspricht dem
Schweregrad der Erkrankung. Die Skalensummenwerte werden mit T-Normen verglichen (Bunk, 2010).

3.2.3 Blutentnahme

Der Vorgang einer Blutentnahme wird in dieser Arbeit als bekannt vorausgesetzt.

Es wurden jedem Probanden einmalig zu Beginn der Studie insgesamt ca. 40 ml Blut vends
abgenommen. Hierbei wurden folgende Réhrchen verwendet: drei EDTA Monovetten (je 7,5ml) sowie
ein PAX Gene Rohrchen (7ml), ein Serumréhrchen (5ml) und eine Lithium-Heparin-Plasma Monovette
(5ml) fur weitere Analysen. Alle wurden probandenspezifisch gekennzeichnet und bis zur Ubergabe an
das Labor bei Raumtemperatur gelagert. Alle weiteren Schritte erfolgten im Labor, wobei flr die
Analysen in dieser Studie ausschlielich EDTA-Probenmaterial verwendet wurde (siehe Kapitel 0).
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) ist ein Antikoagulanz, welches bevorzugt bei h&matologischen

Untersuchungen eingesetzt wird.
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3.3 Laborbestimmungen und Testungsverfahren

Samtliche Labormessungen erfolgten in der Abteilung flr Psychiatrische Genetik und Neurochemie der
Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen (Leiter: PD
Dr. Peter Zill).

3.3.1 DNA-Praparation

Die DNA wurde aus 7,5 ml EDTA-Vollblut mittels des Invisorb Blood Giga-Kits (Invitrogen, Berlin,

Deutschland) nach Herstellerangaben extrahiert.

3.3.2 Globale DNA-Methylierung

Bei der vorliegenden Studie wurde zur Quantifizierung der globalen DNA-Methylierung der 5-mC DNA
ELISA Kit der Firma Zymo (Irvine, Kalifornien, Vereinigte Staaten) verwendet, nach deren
Herstellerangaben vorgegangen wurde. Dieser Kit verwendet monoklonale Anti-5-Methylcytosin-
Antikdrper, die sensitiv und spezifisch fir 5-Methylcytosin sind. Somit kann der prozentuale Anteil von
5-Methylcytosin einer DNA-Probe durch Vergleich mit Referenzproben bestimmt werden. Die DNA
des Probenmaterials wurde mittels des MasterPure DNA Purification Kits der Firma Epicentre (Illumina
Company, San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) nach Herstellerangaben prépariert.

Fir die Antikorperreaktion muss die praparierte Proben-DNA als denaturierter Einzelstrang vorliegen,
was durch 5-minltiges Erhitzen auf 98°C im Thermocycler erreicht wird. Der Nachweis von 5-
Methylcytosin erfolgt durch einen indirekten ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay) mittels
enzymatischer Lichtabsorptionsmessung. Hierfir werden zur Probe sowohl Anti-5-Methylcytosin-
Antikorper (capture antibodies) als auch enzymgekoppelte Zweitantikdrper (detection antibodies)
hinzugefugt. Die 5-Methylcytosin-Antikorper binden an 5-Methylcytosin, die Zweitantikdrper
wiederum an gebundene 5-Methylcytosin-Antikdrper. Nach Zugabe eines HRP Farbentwicklers wird
die Extinktion bei einem Absorptionsmaximum von 405-450nm gemessen (siehe Abbildung 3.1). Im
Anschluss werden die Absorptionswerte der entsprechenden Probe mit Negativ- (0% Methylierung) und
Positivkontrollen (100% Methylierung) verglichen. Zur Quantifizierung des Prozentanteils von 5-
Methylcytosin in der Proben-DNA wird aus Negativ- und Positivkontollen in verschiedenen
Mischverhaltnissen eine Standardkurve generiert. Flr jedes Mischverhéltnis wird die Lichtabsorption

gemessen und aus den Werten eine Standardkurve berechnet.
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Abbildung 3.1 Indirekter ELISA zur Bestimmung der globalen DNA-Methylierung
Quelle: eigene Darstellung, in Anlehnung an 5-mC DNA ELISA Kit, Catalog Nos. D5325 & D5326,
ZYMO RESEARCH CORP.

3.3.3  Globale DNA-Hydroxymethylierung

Zur Quantifizierung der globalen DNA-Hydroxymethylierung wurde der Quest 5hmC DNA ELISA Kit
der Firma Zymo (Irvine, Kalifornien, Vereinigte Staaten) verwendet. Die DNA des Probenmaterials
wurde mittels des MasterPure DNA Purification Kits der Firma Epicentre (Illumina Company, San
Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten) nach Herstellerangaben préapariert. Es wurde nach
Herstellerangaben vorgegangen.

Mittels direktem ELISA kann 5-Hydroxymethylcytosin (5-hmC) in einer DNA-Probe nachgewiesen
werden. Einzelstrangige Proben-DNA wird zu an einer Versuchsplatte gekoppelten Anti-5-
Hydroxymethylcytosin-Antikdrpern (anti-5hmC-AK) hinzugegeben. Die Denaturierung der DNA
erfolgte mittels Thermocycler (98°C, 5 Min.). Die passenden 5-Hydroxymethylcytosin-Antigene des zu
untersuchenden DNA-Strangs binden an die Antikorper. AnschlieBend werden zundchst Anti-DNA
HRP Antikdrper und in einem weiteren Schritt ein HRP Farbentwickler hinzugefiigt. Dieser fuhrt
enzymatisch durch Interaktion mit den HRP Antikdrpern zur Ausbildung eines griinlich-blaulichen
Farbtons der Probe (siehe Abbildung 3.2). Die Extinktionsmessung erfolgt bei einem
Absorptionsmaximum von 405-450nm. Die Quantifizierung des Prozentanteils von 5-

Hydroxymethylcytosin erfolgt mithilfe einer durch Kontrollen erstellten Standardkurve.
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Abbildung 3.2 Direkter ELISA zur Bestimmung der globalen DNA-Hydroxymethylierung
Quelle: Eigene Darstellung, in Anlehnung an Quest 5-hmC™ DNA ELISA Kit, Catalog Nos. D5425
& D5426, ZYMO RESEARCH CORP.

3.3.4  Praparation der Nuklearen Extrakte

Die Enzymaktivitaten der H3K4-Methyltranferase- und —Demethylase, der Histonacetyltransferasen
(HATs),  Histondeacetylasen (HDACs), DNA-Methyltransferasen (DNMTSs) und Ten-eleven
translocation methylcytosine dioxygenase 1 (TET-1) wurden in den Kernextrakten der PBMCs
(Peripheral Blood Mononuclear Cells — dt.: mononukuledre Zellen des peripheren Blutes) mittels
nachfolgend beschriebener kommerziell erhéltlicher ELISA-Kits bestimmt. Die PBMCs wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll Paque (VWR, Darmstadt, Deutschland) prapariert und daraus
wurde mithilfe des Nuclear Extraction Kits (ab113474) der Firma Abcam (Cambridge, England) nach

Herstellerangaben die Kernzellfraktion isoliert.

3.3.5 DNA-Methyltransferasen (DNMTS5)

Mittels des DNMT Activity Quantification Kits (ab113468) der Firma Abcam (Cambridge, England)
(universeller Kit fiir alle Isoformen) wurde die Aktivitat der DNA-Methyltransferasen bestimmt. Die
Durchflihrungen erfolgte nach Herstellerangaben.

Die zuvor extrahierte DNMT-L0dsung wird mit einer Pufferldsung und S-Adenosylmethionin (SAM)
inkubiert. Die DNMTs Ubertragen eine Methylgruppe von SAM auf Cytosin eines DNA-Substrats,
wodurch 5-Methylcytosin (5-mC) entsteht, welches mittels Antikorpern (capture antibodies) an
Mikrotiterplatten gebunden wird. Im Anschluss werden anti-5-Methylcytosin-Antikérper (detection
antibodies) und eine mit ihnen agierende fluoreszenzentwickelnde Losung zugegeben (sieheAbbildung

3.3). Die quantitative Menge methylierter DNA kann (ber die Fluoreszenzintensitdt in einer
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Fluoreszenzspektroskopie gemessen werden. Die Enzymaktivitat der DNMTSs ist direkt proportional zur

Quantitét der methylierten DNA und somit auch zur gemessenen Fluoreszenzintensitét.

Fluoreszententwicklung
NH Detection antibody
., 3

N \_/ NF o
)\ | A | / \ Einzelstréingige DNA
o N [iJ W mit 5-Methyleytosin

DNA DNA
(o} 5mC

Capture antibody

Versuchsplatte

Abbildung 3.3 Enzymatische Umwandlung von Cytosin zu 5-Methylcytosin durch die DNA-
Methyltransferasen (links), direkter ELISA zur Bestimmung der DNMT-Enzymaktivitét (rechts)
Quelle (links): Eigene Darstellung, in Anlehnung an Pfeifer et al. (2013)

Quelle (rechts): Eigene Darstellung, in Anlehnung an Quest 5-hmC™ DNA ELISA Kit, Catalog Nos.
D5425 & D5426, ZYMO RESEARCH CORP.

3.3.6  Ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase 1 (TET-1)

Die Enzymaktivitat der TET-1 wurde mittels des ab156913 — TET Hydroxylase Activity Quantification
Kits (Fluorometric) der Firma Abcam (Cambridge, England) gemessen. Die Durchfiihrung erfolgte nach
Herstellerangaben.

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt erfolgt mittels eines indirekten ELISA. Hierfir wird ein
methyliertes Substrat an eine Mikrotiterplatte gekoppelt und anschlieBend aktive TET-Hydroxylase
hinzugegeben. Nach Umwandlung von 5-Methylcytosin in 5-Hydroxymethylcytosin werden primdre
(capture antibodies) und enzymgekoppelte sekundére Antikdrper (detection antibodies) zugefuigt. Nach
Zugabe eines Fluoreszenz-Farbentwicklers werden die Extinktionswerte bei 530 und 590nm gemessen
(siehe Abbildung 3.4). Die Enzymaktivitat der TET-1 ist direkt proportional zur Quantitdt des 5-

Hydroxymethylcytosins und somit auch zur gemessenen Fluoreszenzintensitat.
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Abbildung 3.4 Enzymatische Umwandlung von 5-Methylcytosin zu 5-Hydroxymethylcytosin durch
die TET-Hydroxylasen (links), indirekter ELISA zur Bestimmung der TET-1-Enzymaktivitat (rechts);
a-KG: a-Ketoglutarat

Quelle (links): Eigene Darstellung, in Anlehnung an Pfeifer et al. (2013) und Ecsedi et al. (2018)
Quelle (rechts): Eigene Darstellung, in Anlehnung an 5-mC DNA ELISA Kit, Catalog Nos. D5325 &
D5326, ZYMO RESEARCH CORP.

3.3.7  Histonacetyltransferasen (HATS)

Die Enzymaktivitét der Histonacetyltransferasen wurde mittels des ab65352 - Histone Acetyltransferase
Activity Assay Kit der Firma Abcam (Cambridge, England) (universeller Kit fur alle Isoformen)
gemessen. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

Nach Aufbereitung der Versuchsprobe wird zur Untersuchungsprobe Acetyl-CoA zugegeben. Dieses
dient als Cofaktor fiir die Acetylierung eines Substrats durch aktive Histonacetyltransferasen. Durch
diesen Vorgang wird CoA freigesetzt, welches wiederum als Co-Enzym fir die Bildung von NADH
fungiert (siehe Abbildung 3.5). Durch Reaktion mit einem flissigen Tetrazolium-Farbstoff kann NADH

spektrophotometrisch in einem Bereich von 440nm nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.5 Acetylierung eines Lysinrestes durch die Histonacetyltransferasen unter Verbrauch von
Acetyl-CoA.

Quelle: Rye et al. (2011)

3.3.8  Histondeacetylasen (HDACS)

Die Enzymaktivitat der HDACs wurde mittels des ab156064 - Histone Deacetylase (HDAC) Activity
Assay Kit (Fluorometric) der Firma Abcam (Cambridge, England) (universeller Kit fir alle Isoformen,
one-step method) gemessen. Die Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerangaben.

Nach Aufbereitung wird die Versuchsprobe auf zwei Mikrotiterplatten gegeben, wobei eine der beiden
Platten einen HDAC-Inhibitor (Trichostatin A) enthélt (Inhibitor Kontrollplatte). Die HDACs der
Versuchsprobe wandeln acetyliertes Methoxycoumarin-Lysin (Lys(ac)-MCA) in deacetyliertes
Methoxycoumarin-Lysin (Lys-MCA) um. Durch ein zuvor auf die Mikrotiterplatten hinzugegebenes
Peptidsubstrat wird Lys-MCA mittels der Lysyl Endopeptidase gespalten zu Lysin und S-
Aminoethylcystein-Resten (AMC) (vgl. Abbildung 3.6). Die Fluoreszenzintensitat von AMC und somit
indirekt die HDAC-Aktivitat kann mittels Fluoreszenzspektroskopie gemessen werden.
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Abbildung 3.6 Umwandlung von Methoxycoumarin-Lysin zu deacetyliertem Lys-MCA und weiter zu
S-Aminoethylcystein
Quelle: ab156064 Histone Deacetylase (HDAC) Activity Assay Kit (Fluorometric) von Abcam ®

3.3.9 H3K4-Methyltransferase

Zur Quantifizierung der H3K4-Methyltransferase-Aktivitit wurde der ab113452 - EpiSeeker Histone
Methyltransferase H3 (K4) Activity Quantification Assay Kit der Firma Abcam (Cambridge, England)
verwendet. Die Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerangaben.

Nach Aufbereitung wird die Versuchsprobe auf Platten titriert, auf denen Histonsubstrat fest gebunden
ist. Durch die Histonmethyltransferasen der Versuchsprobe wird eine Methylgruppe von S-
Adenosylmethionin (SAM) auf den Lysinrest 4 des Histons H3 ubertragen. Im Anschluss
hinzugegebene spezifische Antikorper (capture antibodies) binden mit hoher Affinitat an methyliertes
H3K4. Sekundare HRP-Antikorper (detection antibodies) binden an die primaren Antikdrper und
entwickeln eine Farbreaktion nach Zugabe eines HRP Farbentwicklers (indirekter ELISA), wobei die
optische Dichte bei 450nm gemessen wird (siehe Abbildung 3.7). Die H3K4-Methyltransferase-
Aktivitat ist direkt proportional zur Menge des methylierten H3K4-Substrats.

Farbentwicklung
Detection antibody

VAN

Capture antibody

/A\ H3K4me

Abbildung 3.7 Indirekter ELISA zur Bestimmung der H3K4-Methyltransferase-Aktivitat
Quelle: Eigene Darstellung, in Anlehnung an 5-mC DNA ELISA Kit, Catalog Nos. D5325 & D5326,

ZYMO RESEARCH CORP.

Versuchsplatte



B30

3.3.10 H3K4 -Demethylase

Die Enzymaktivitat der H3K4-Demethylase wurde mittels des ab113455 — Histone Demethylase
(H3K4) Activity Quantification Assay Kits der Firma Abcam (Cambridge, England) gemessen. Die
Durchflihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

Bei diesem Kit wird ebenfalls die Versuchsprobe nach Aufbereitung auf eine Platte mit fixiertem
Histonsubstrat titriert, allerdings ist das Histonsubstrat in diesem Fall dimethyliert. Durch die aktive
H3K4-Demethylase wird H3K4 demethyliert. Spezifische Antikdrper binden an unmethyliertes H3K4
(capture antibodies), an diese Antikdrper binden wiederum sekundéare Antikorper (detection antibodies).
Durch Zugabe einer spezifischen Losung kann die Fluoreszenzentwicklung gemessen werden (siehe
Abbildung 3.8), welche direkt proportional zur Quantitat der unmethylierten H3K4-Histone ist. Die
H3K4-Demethylase-Aktivitét ist indirekt proportional zur Menge der unmethylierten DNA.

Fluoreszenzentwicklung
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Capture antibody

/A\ H3K4

Abbildung 3.8 Indirekter ELISA zur Bestimmung der H3K4-Demethylase-Aktivitét
Quelle: Eigene Darstellung, in Anlehnung an 5-mC DNA ELISA Kit, Catalog Nos. D5325 & D5326,
ZYMO RESEARCH CORP.

Versuchsplatte

3.3.11 Detektion der optischen Dichte
Die Detektion erfolgte am Polarstar Optima Plate Reader (BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland).
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3.4 Statistische Methoden

Fur die statistische Auswertung der Daten und Erstellung von graphischen Darstellungen der Ergebnisse
wurde das Programmsystem SPSS fur Windows Version 25 (Chicago, IL, USA) verwendet. Im
deskriptiven Teil der Datenanalyse wurden fur nominale Variablen die Haufigkeiten und fur stetige
Variablen zusétzlich Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Die Geschlechterverteilung
wurde mittels des y2-Tests geprift, zudem im Anschluss per linearer Regressionsanalyse der Einfluss
dieser Variablen auf nachfolgende Berechnungen geprift. Die Prifung der Daten auf Normalverteilung
erfolgte mithilfe graphischer Darstellungen (Histogramm, Boxplot, Q-Q-Plot). Zum Vergleich der
epigenetischen Marker zwischen dem Patienten- und Kontrollkollektiv wurde der T-Test fiir
unabhéngige Stichproben angewandt. Die Veranderungen der Marker innerhalb des Patientenkollektivs
im zeitlichen Verlauf (V3 versus VO0) wurden mittels des gepaarten T-Tests fur verbundene,
parametrische Stichproben berechnet und graphisch Streudiagramme erstellt. Die Veranderungen der
klinischen Symptomatik innerhalb des Patientenkollektivs (PANSS) wurden mittels einfaktorieller
Varianzanalyse mit Messwiederholungen getestet. Im Anschluss erfolgte eine Signifikanzprifung
mittels der Bonferroni Korrektur. Zudem wurden die Korrelationen nach Spearman zwischen den
einzelnen epigenetischen Markern und den Punktwerten der einzelnen PANSS-Skalen bestimmt. Im
Kontrollkollektiv wurden die Korrelationen nach Spearman zwischen den einzelnen epigenetischen
Marker und den Punktwerten der CTQ-Skalen bestimmt. In einer Datenvorverarbeitung wurden in
jedem Testverfahren fehlende Werte (missing values) aus dem Berechnungspool entfernt. Fir die
Auswertung wurde ein Signifikanzniveau von p < .05 als statistisch signifikant angesehen.
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4 ERGEBNISSE

4.1  Stichprobenbeschreibung

Nach drop outs ergab sich eine Stichprobe von 88 Patienten und 88 gesunden Kontrollpersonen.

Die Probanden beider Gruppen waren zwischen 19 und 70 Jahren alt. Das Durchschnittsalter des
Patientenkollektivs betrug 37,4 Jahre (SD 12,9), das des Kontrollkollektivs 36,8 Jahre (SD 14,4). Mittels
des T-Tests fiir unabhéngige Stichproben konnte kein signifikanter Unterschied des Durchschnittsalters
zwischen beiden Gruppen gefunden werden (p = .75).

Innerhalb der Patientengruppe waren 58 Personen ménnlich (65,9 %) und 30 weiblich (34,1 %),
innerhalb der Kontrollgruppe 41 Probanden ménnlich (46,6 %) und 47 weiblich (53,4 %). Der y2-Test
zeigte einen signifikanten Unterschied in der Geschlechterverteilung beider Gruppen (x2 = 6.36, p =
.01), mittels linearer Regressionsanalyse konnte allerdings kein signifikanter Einfluss der
Geschlechterverteilung auf Unterschiede der epigenetischen Marker gefunden werden, weshalb diese
Variable bei Gruppenvergleichen als vernachlassigbar betrachtet wurde. Im Patientenkollektiv
Uberwiegt der Manneranteil mit 65,9 %, im Kontrollkollektiv der Frauenanteil mit 53,4 %. Im
Patientenkollektiv ist das Ungleichgewicht zwischen beiden Geschlechtern stérker ausgepragt.
Innerhalb der Patientengruppe waren 2 Probanden aufgrund einer hebephrenen Schizophrenie (DSM
IV: 295.10) und 86 aufgrund einer paranoiden Schizophrenie (DSM 1V: 295.30) in medizinischer
Behandlung.

44 der 88 Patienten (50,0 %) gaben an, bereits vor Studienbeginn medikamentds behandelt worden zu
sein, hiervon 31 Probanden mit atypischen Neuroleptika, 5 mit typischen Neuroleptika und 7 mit
Medikamenten beider Gruppen. 9 Patienten (10,2 %) erhielten vor Studienbeginn bereits eine
Vorbehandlung mit Antidepressiva, 7 (8,0 %) mit Stimmungsstabilisierern und 11 (12,5 %) mit
Benzodiazepinen. Die Behandlung der Probanden wéhrend des Untersuchungszeitraums erfolgte unter
realen Bedingungen und individuell, sie erhielten teilweise keine, Mono- oder Polypharmakotherapie.
Die geplante Studiendauer betrug 6 Wochen, wobei die Teilnehmerzahl im Studienverlauf durch
Studienaussteiger deutlich abnahm. Ursachen hierfir stellten eine vorzeitige Beendigung der
Behandlung oder individuelle Abbruchwiinsche durch die Probanden (z.B. Zeitaufwand, Belastung
durch Studie) dar. Somit verblieben zu V3 (nach 6 Wochen) noch 47 Teilnehmer in der
Probandengruppe.

Tabelle 4.1 zeigt einen Uberblick tiber wichtige anamnestische Daten des Probandenkollektivs.



Tabelle 4.1 Ubersicht tiber wichtige anamnestische Daten aller Probanden
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SD SD
Patienten Kontrollen
R R
N 88 88
i 12,9 14,4
Durchschnittsalter 374 36,8
(Jahre) 51 51
% %
mannlich 57 64,8 41 46,6
Geschlecht weiblich 30 34,1 47 53,4
k.a. 1 0,01
Diagnose 295.10 2 2,3
(DSM- IV) 295.30 86 97,7
ja 10 11,4
Erstmanifestation nein 55 62,5
k.a. 23 26,1
ja 44 50,0
Pramedikation nein 25 28,4
k.a. 19 21,6
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4.2  Vergleich der epigenetischen Marker zwischen Patienten- und
Kontrollkollektiv

Im Kontrollkollektiv wurden die epigenetischen Marker der DNA-Methylierung, der DNA-
Hydroxymethylierung, der DNMT- und der TET-1-Enzymaktivitat einmalig bei Studienaufhahme (\V0)
gemessen, im Patientenkollektiv zum Zeitpunkt der stationdren Aufnahme (V0) und ein zweites Mal
nach 6 Wochen (V3). Beim Patientenkollektiv wurden als weitere Parameter die HDAC- und HAT-
Enzymaktivitaten und die H3K4-Methylase- und H3K4-Demethylase-Enzymaktivitdten bestimmt. Fir
die Auswertung wurden zunéchst die epigenetischen Laborwerte der Kontroll- und Patientengruppe zum
Zeitpunkt VO und dann der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt VO und der Patientengruppe zum Zeitpunkt
V3 verglichen. Die Grafiken beider Untersuchungsgruppen weisen teilweise AusreiRer auf, die jedoch
als korrekte Messwerte betrachtet wurden.

4.2.1  Vergleiche der epigenetischen Marker zwischen Patienten und Kontrollen zum
Zeitpunkt VO

4.2.1.1 Globale DNA-Methylierung

Der T-Test ergab einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (p < .001). Beim
Patientenkollektiv liegt der Mittelwert bei 15,67 %, wahrend er beim Kontrollkollektiv einen Wert von
5,61 % aufweist (siehe Tabelle 4.2).

In Abbildung 4.1 sind die Haufigkeitsverteilungen der globalen DNA-Methylierung innerhalb der
Patienten- bzw. Kontrollgruppe und die Unterschiede zwischen beiden Kollektiven graphisch

dargestellt. Es zeigt sich fir beide Gruppen eine Normalverteilung.

Tabelle 4.2 Globale DNA-Methylierung (%) zum Zeitpunkt VO

N M SD p
Patienten 55 15,47 7,05
Kontrollen 87 5,70 4,04

<.001
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Verteilung der prozentualen globalen DMNA-Methylierung bei V0
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Abbildung 4.1 Gruppenvergleich der globalen DNA-Methylierung zum Zeitpunkt VO (Baseline)
Oben: Haufigkeitsverteilung der prozentualen globalen DNA-Methylierung im Patienten- und
Kontrollkollektiv

Unten: Unterschiede der prozentualen globalen DNA-Methylierung zwischen Patienten- und
Kontrollkollektiv, *: p <.001)

4.2.1.2 Globale DNA-Hydroxymethylierung

Der T-Test zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (p = .49). Bei beiden
Gruppen liegt der Mittelwert bei 0,11 % (siehe Tabelle 4.3).

Die Haufigkeitsverteilungen der globalen DNA-Hydroxymethylierung zum Zeitpunkt V0 innerhalb der
Patienten- bzw. Kontrollgruppe und die Unterschiede zwischen beiden Kollektiven sind in Abbildung

4.2 dargestellt. Es zeigt sich fur beide Gruppen eine Normalverteilung.



Tabelle 4.3 Globale DNA-Hydroxymethylierung (%) zum Zeitpunkt VO

N M SD P
Patienten 55 0,11 0,09 49
Kontrollen 70 0,11 0,06 '
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Abbildung 4.2 Gruppenvergleich der globalen DNA-Hydroxymethylierung zum Zeitpunkt VO

(Baseline)

Oben: Haufigkeitsverteilung der prozentualen globalen DNA-Hydroxymethylierung im Patienten- und

Kontrollkollektiv

Unten: Unterschiede der prozentualen globalen DNA-Hydroxymethylierung zwischen Patienten- und

Kontrollkollektiv
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4.2.1.3 DNMT-Enzymaktivitét

Der T-Test zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (p = .06). Beim
Patientenkollektiv liegt der Mittelwert bei 455,34 RFU/h/mg, wahrend er beim Kontrollkollektiv einen
Wert von 321,06 RFU/h/mg aufweist (siehe Tabelle 4.4).

In Abbildung 4.3 sind die Haufigkeitsverteilungen der DNMT-Enzymaktivitat innerhalb der Patienten-
bzw. Kontrollgruppe und die Unterschiede zwischen beiden Kollektiven graphisch dargestellt. Es zeigt

sich flr beide Gruppen eine Normalverteilung.

Tabelle 4.4 DNMT-Enzymaktivitat (RFU/h/mg) zum Zeitpunkt VO

N M SD p
Patienten 44 455,34 406,51
Kontrollen 87 321,06 263,70

.06
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Abbildung 4.3 Gruppenvergleich der DNMT-Enzymaktivitat zum Zeitpunkt VO (Baseline)
Oben: Haufigkeitsverteilung der DNMT-Enzymaktivitdt (RFU/h/mg) im Patienten-
Kontrollkollektiv

Unten: Unterschiede der DNMT-Enzymaktivitdt (RFU/h/mg) zwischen Patienten-
Kontrollkollektiv

4.2.1.4 TET-1-Enzymaktivitat
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und

und

Der T-Test ergab einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (p = .00). Beim

Patientenkollektiv liegt der Mittelwert bei 0,29 ng/min/mg, wahrend er beim Kontrollkollektiv einen

Wert von 0,17 ng/min/mg aufweist (siehe Tabelle 4.5). Innerhalb des Patientenkollektivs zeigte sich bei

der TET-1-Enzymaktivitat als einzigem epigenetischen Parameter zum Zeitpunkt VO (Baseline) ein

signifikanter Unterschied zwischen Probanden, die bereits vor Studieneinschluss eine Medikation

erhielten und solchen, die nicht pramediziert wurden (p = .03). Die pradmedizierten Patienten (N = 22)

zeigten einen Mittelwert von 0,27 ng/min/mg mit einer SD von 0,11 ng/min/mg, die nicht

vorbehandelten Patienten (N = 7) einen Mittelwert von 0,16 ng/min/mg mit einer SD von 0,09

ng/min/mg.
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Die Haufigkeitsverteilungen der TET-1-Enzymaktivitat zum Zeitpunkt VO innerhalb der Patienten- bzw.
Kontrollgruppe und die Unterschiede zwischen beiden Kollektiven sind in Abbildung 4.4 dargestellt. Es

zeigt sich fur beide Gruppen eine Normalverteilung.

Tabelle 4.5 Enzymaktivitat der TET-1 (ng/min/mg) zum Zeitpunkt VO

N M SD p
Patienten 37 0,29 0,20 00
Kontrollen 87 0,17 0,11 '
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Abbildung 4.4 Gruppenvergleich der TET-1-Enzymaktivitat zum Zeitpunkt VO (Baseline)

Oben: Haufigkeitsverteilung der TET-1-Enzymaktivitdt (ng/min/mg) im Patienten- und
Kontrollkollektiv

Unten: Unterschiede der TET-1-Enzymaktivitdt (ng/min/mg) zwischen Patienten- und
Kontrollkollektiv,

*:p=.00)
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4.2.2  Vergleiche der epigenetischen Marker zwischen Kontrollen (V0) und Patienten
(V3)

4.2.2.1 Globale DNA-Methylierung

Bei einem Vergleich der prozentualen globalen DNA-Methylierung des Patientenkollektivs zum
Zeitpunkt V3 und des Kontrollkollektivs zum Zeitpunkt VO ergaben sich wie auch in dem
vorangegangenen Vergleich der Baselinewerte beider Gruppen (siehe Kapitel 4.2.1) signifikante
Unterschiede (p = .00). Dies ist graphisch in Abbildung 4.5 dargestellt. Die Mittelwerte und

Standardabweichungen sind Tabelle 4.6 zu entnehmen.

Tabelle 4.6 Globale DNA-Methylierung (%) zum Zeitpunkt VO (Kontrollen) und V3 (Patienten)

N M SD p
Patienten 18 19,00 10,39 00
Kontrollen 87 5,70 4,04 '

Unterschiede der globalen DNA-Methylierung zwischen Patienten (\V3) und Kontrollen (WV0)
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Abbildung 4.5 Unterschiede der globalen DNA-Methylierung zwischen Patienten (V3) und Kontrollen
(V0), *: p=.00

4.2.2.2 Globale DNA-Hydroxymethylierung

Die prozentuale globale DNA-Hydroxymethylierung der Patientengruppe zum Zeitpunkt V3
unterschied sich nicht signifikant von derjenigen der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt VO (p = .56). Dies
zeigt auch die graphische Darstellung in Abbildung 4.6. Die Mittelwerte und Standardabweichungen

sind Tabelle 4.7 zu entnehmen.
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Tabelle 4.7 Globale DNA-Hydroxymethylierung (%) zum Zeitpunkt VO (Kontrollen) und V3
(Patienten)

N M SD p
Patienten 18 0,12 0,06 56
Kontrollen 70 0,11 0,06 '

Unterschiede der globalen DNA-Hydroxymethylierung zwischen Patienten (V3) und Kontrollen (\0)
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EPatienten
Mkantrollen

30
126
)

20

. B |
L T

Patienten Kontrallen

globale DNA-Hydroxymethylierung (%)

00

Probandengruppenzugehérigkeit

Abbildung 4.6 Unterschiede der globalen DNA-Hydroxymethylierung zwischen Patienten (V3) und
Kontrollen (\V0)

4.2.2.3 DNMT-Enzymaktivitat

Die DNMT-Enzymaktivitat der Patientengruppe zum Zeitpunkt V3 unterschied sich nicht signifikant
von derjenigen der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt VO (p = .05). Dies zeigt auch Tabelle 4.8 und die
graphische Darstellung in Abbildung 4.7.

Tabelle 4.8 DNMT-Enzymaktivitat (RFU/h/mg) zum Zeitpunkt VO (Kontrollen) und V3 (Patienten)

N M SD p
Patienten 31 465,19 364,60
Kontrollen 87 321,06 263,70

.05
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Unterschiede der DNMT-Enzymaktivitét zwischen Patienten (V3) und Kontrollen (V0)
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Abbildung 4.7 Unterschiede der DNMT-Enzymaktivitat zwischen Patienten (V3) und Kontrollen (\V0)

4.2.2.4 TET-1-Enzymaktivitat

Bei einem Vergleich der TET-1-Enzymaktivitat des Patientenkollektivs zum Zeitpunkt V3 und des
Kontrollkollektivs zum Zeitpunkt VO ergaben sich wie auch in dem vorangegangenen Vergleich der
Baselinewerte (siehe Kapitel 4.2.1) signifikante Unterschiede (p = .03). Dies ist graphisch in Abbildung
4.8 dargestellt, die Mittelwerte und Standardabweichungen sind Tabelle 4.9 zu entnehmen.

Tabelle 4.9 Enzymaktivitat der TET-1 (ng/min/mg) zum Zeitpunkt VO (Kontrollen) und V3 (Patienten)

N M SD p
Patienten 26 0,23 0,14 03
Kontrollen 87 0,17 0,11 '
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Unterschiede der TET1-Enzymaktivitdt zwischen Patienten (V3) und Kontrollen (VO0)
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Abbildung 4.8 Unterschiede der TET-1-Enzymaktivitat zwischen Patienten (V3) und Kontrollen (V0),

*p=.03
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4.3  Vergleich der epigenetischen  Marker innerhalb  des
Patientenkollektivs bei Studienbeginn (V0) und nach 6 Wochen (V3)

Die Ergebnisse der Verlaufsuntersuchungen sind in Tabelle 4.10 und in Abbildung 4.17 dargestellt.

4.3.1 Globale DNA-Methylierung

Bei den nach drop outs verbliebenen 18 Teilnehmern der Patientengruppe, bei denen nach 6 Wochen
(V3) nochmals der Wert der globalen DNA-Methylierung gemessen wurde, zeigte sich kein
signifikanter Unterschied im Verlauf (p = .07). Es ergaben sich 4 negative (mittlerer Rang 9,50) und 13
positive (mittlerer Rang 8,85) Differenzen, d.h. bei 4 der 18 Teilnehmer sank der prozentuale Anteil der
globalen DNA-Methylierung, bei 13 Teilnehmern stieg er an, bei einem Teilnehmer blieb er
unverdndert. Innerhalb des Patientenkollektivs zeigten sich dartiber hinaus auch keine signifikanten
geschlechtsabhangigen Unterschiede, weder zum Zeitpunkt VO (p = .21) noch zum Zeitpunkt V3 (p =
.86) (vgl. Abbildung 4.9).

Zusammenhang globaler DNA-Methylierung V0 versus V3
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Abbildung 4.9 Zusammenhang der globalen DNA-Methylierung im Patientenkollektiv zwischen VO
(Baseline) und V3 (nach 6 Wochen)

4.3.2  Globale DNA-Hydroxymethylierung

Auch ein  Vergleich der Werte der globalen DNA-Hydroxymethylierung zu den
Untersuchungszeitpunkten VO und V3 bei den nach drop outs verbliebenen 18 Probanden wies keinen
signifikanten Unterschied auf (p = .20). Bei 10 Probanden sank der prozentuale Anteil der globalen
Hydroxymethylierung (mittlerer Rang 10,35), 8 Probanden zeigten eine gegenldufige Tendenz (mittlerer
Rang 8,44). Anders als in einer Studie von Jiang et al. (2017), die geschlechtsspezifische Unterschiede

der globalen DNA-Hydroxymethylierung bei schizophrenen Patienten aufzeigte, konnten in der
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vorliegenden Untersuchung keine Mittelwertsunterschiede zwischen den ménnlichen und weiblichen

Patienten nachgewiesen werden, weder zum Zeitpunkt VO (p = .79) noch zum Zeitpunkt V3 (p = .99)

(vgl. Abbildung 4.10).

25

20

i

globale DMA-Hydroxymethylierung (%) bei V3

0o
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Abbildung 4.10 Zusammenhang der globalen DNA-Hydroxymethylierung im Patientenkollektiv
zwischen VO (Baseline) und V3 (nach 6 Wochen)

4.3.3 DNMT-Enzymaktivitat

Die DNMT-Enzymaktivitat bei den nach drop outs verbliebenen 31 Probanden zeigte keine signifikante

Verénderung wéhrend des Untersuchungszeitraumes VO bis V3 (p = .18). Bei 10 Probanden nahm die

Aktivitat der DNMT ab (mittlerer Rang 16,30), 21 Probanden zeigten eine gegenlaufige Tendenz
(mittlerer Rang 15,86). Weder zum Zeitpunkt VO (p = .96) noch zum Zeitpunkt V3 (p = .81) konnten

Mittelwertsunterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Patienten gemessen werden (vgl.

Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11 Zusammenhang der DNMT-Enzymaktivitdt im Patientenkollektiv zwischen VO

(Baseline) und V3 (nach 6 Wochen)

4.3.4

TET-1-Enzymaktivitat

Es zeigte sich zwischen den Messzeitpunkten VO und V3 kein signifikanter Unterschied der TET-1-

Enzymaktivitat bei den nach drop outs verbliebenen 26 Probanden (p = .25). Bei 13 Probanden nahm

die Enzymaktivitadt der TET-1 ab (mittlerer Rang 15,46), 13 Probanden zeigten eine gegenldufige

Tendenz (mittlerer Rang 11,54). Innerhalb des Patientenkollektivs zeigten sich keine signifikanten

geschlechterabhéngigen Unterschiede, weder zum Zeitpunkt VO (p = .44) noch zum Zeitpunkt V3 (p =

.24) (vgl. Abbildung 4.12).

Zusammenhang TET-1-Enzymaktivitat VO versus V3

TET-1-Enzymaktivitat (ng/min/mg) bei V3

40

TET-1-Enzymaktivitat (ng/minfmg) bei VO

60

Abbildung 4.12 Zusammenhang der TET-1-Enzymaktivitdt im Patientenkollektiv zwischen VO

(Baseline) und V3 (nach 6 Wochen)
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435 HAT-Enzymaktivitat

Die HAT-Enzymaktivitdat der nach drop outs verbliebenen 31 Probanden zeigte wahrend des
Untersuchungszeitraumes keinen signifikanten Unterschied (p = .10). Es ergaben sich 17 negative
(mittlerer Rang 18,53) und 14 positive (mittlerer Rang 12,93) Differenzen. Innerhalb des
Patientenkollektivs zeigte sich kein signifikanter geschlechterabhangiger Unterschied, weder zum
Zeitpunkt VO (p = .81) noch zum Zeitpunkt V3 (p = .71) (vgl. Abbildung 4.13).

Zusammenhang HAT-Enzymaktivitdt zwischen VO und V3
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Abbildung 4.13 Zusammenhang der HAT-Enzymaktivitat im Patientenkollektiv zwischen VO
(Baseline) und V3 (nach 6 Wochen)

4.3.6 HDAC-Enzymaktivitat

Fir die Veranderung der HDAC-Enzymaktivitat bei den nach drop outs verbliebenen 31 Probanden
ergab sich kein signifikanter Unterschied (p = .54). Bei 17 Probanden nahm die Aktivitat der HDAC ab
(mittlerer Rang 17,06), 14 Probanden zeigten eine gegenléufige Tendenz (mittlerer Rang 14,71).
Innerhalb der Patientengruppe zeigte sich ein signifikanter Unterschied der HDAC-Enzymaktivitat
zwischen beiden Geschlechtern zum Zeitpunkt VO (p = .02), die weiblichen Patienten (N = 19) lagen
mit einem MW von 390,05 RFU/h/ug signifikant niedriger als die médnnlichen Patienten (N = 25) mit
einem MW von 684,24 RFU/h/ug. Zum Zeitpunkt V3 bestand kein geschlechtsabhangiger Unterschied
(p = .42), die weiblichen Patienten (N = 13) wiesen einen MW von 389,92 RFU/h/ug, die Manner (N =
18) einen MW von 292,25 RFU/h/pg auf. Mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse mit
Messwiederholung konnte jedoch auch innerhalb der Geschlechtergruppen kein signifikanter
Unterschied der HDAC-Enzymaktivitat im Behandlungsverlauf festgestellt werden (Ménner: p = .28,
Frauen: p = .51) (vgl. Abbildung 4.14).
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Zusammenhang HDAC-Enzymalktivitat zwischen VO und V3
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Abbildung 4.14 Zusammenhang der HDAC-Enzymaktivitidt im Patientenkollektiv zwischen VO
(Baseline) und V3 (nach 6 Wochen)

4.3.7 H3K4-Methylase-Aktivitat

Es zeigte sich keine signifikante Veranderung der H3K4-Methylase-Enzymaktivitét bei den nach drop
outs verbliebenen 27 Patienten (p = .12). Bei 15 Probanden nahm die Aktivitat der H3K4-Methylase ab
(mittlerer Rang 15,77), 11 Probanden zeigten eine gegenldufige Tendenz (mittlerer Rang 10,41), bei 1
Probanden blieb die Aktivitat gleich. Innerhalb der Patientengruppe zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Geschlechtern, weder zum Zeitpunkt VO (p = .89) noch nach 6 Wochen
Behandlung (p = .38) (vgl. Abbildung 4.15).

Zusammenhang H3K4-Methylase-Aktivitat zwischen VO und V3
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Abbildung 4.15 Zusammenhang der H3K4-Methylase-Aktivitat im Patientenkollektiv zwischen VO
(Baseline) und V3 (nach 6 Wochen)
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4.3.8 H3K4-Demethylase-Aktivitat

Die H3K4-Demethylase-Enzymaktivitét der nach drop outs verbliebenen 27 Probanden unterschied sich
nicht signifikant zwischen beiden Messzeitpunkten (p = .58). Bei 13 Probanden nahm die Aktivitét der
H3K4-Demethylase ab (mittlerer Rang 16,46), die restlichen 14 Probanden zeigten eine gegenlaufige
Tendenz  (mittlerer Rang 11,71). Innerhalb der Patientengruppe zeigten sich keine
geschlechterabhédngigen signifikanten Unterschiede, weder zum Zeitpunkt VO (p = .29) noch nach 6
Wochen Behandlung (p = .38) (vgl. Abbildung 4.16).

Zusammenhang H3K4-Demethylase-Aktivitat zwischen VO und V3
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Abbildung 4.16 Zusammenhang der H3K4-Demethylase-Aktivitat im Patientenkollektiv zwischen VO
(Baseline) und V3 (nach 6 Wochen)
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Tabelle 4.10 Ubersicht der 6-wochigen Verlaufsuntersuchungen der epigenetischen Marker innerhalb

der Patientengruppe

N M SD D
Globale Methylierung VO 18 15,61 6,80 07
(%) V3 19,00 10,39 '
Globale V0 0,14 0,09
H thyli 1 2
ydroxyr(rlz) ylierung V3 8 0.12 0,06 0
TETA V0 N 0,28 0,18 s
(ng/min/mg) V3 0,23 0,14 '
DNMT VO o 388,68 385,03 5
(RFU/h/mg) V3 465,19 364,60 '
HDAC V0 o 466,81 340,95 o
(RFU/h/pg) V3 435,61 262,40 '
HAT V0 o 5,95 2,89 0
(RFU/h/pg) V3 5,17 2,29 '
H3K4-Demethylase Vo . 612,33 266,21 ”
(ng/h/mg) V3 588,70 247,74 '
H3K4-Methylase Vo . 103 0.76 ”
(ng/h/mg) V3 0,83 0,77 '

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Verlaufsuntersuchungen der epigenetischen Marker innerhalb des

Patientenkollektivs von Studienbeginn und nach 6 Wochen graphisch dargestellt (vgl. Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17 Unterschiede der einzelnen epigenetischen Marker des Patientenkollektivs zu den
Untersuchung VO (Baseline) und V3 (nach 6 Wochen)
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4.4  Untersuchung mdoglicher Zusammenhange zwischen epigenetischen
Faktoren und Anderungen der Psychopathologie  des

Patientenkollektivs im Behandlungsverlauf

Die Positive und Negative Syndrome Scale (PANSS) wurde zu den Visiten VO (Baseline), V1 (nach 2
Wochen), V2 (nach 4 Wochen) und V3 (nach 6 Wochen) erhoben und die Verlaufswerte der einzelnen
Summenskalen (Gesamtwert, Globalskala, Positivskala, Negativskala) ermittelt. Dartber hinaus wurden
auch geschlechtsspezifische Unterschiede untersucht.

44.1 Veranderungen des PANSS-Gesamtwertes

Tabelle 4.11 gibt eine Ubersicht tber die durchschnittlichen PANSS-Gesamtwerte der einzelnen
Visiten. Mittels einer ANOVA mit Messwiederholung (Sphérizitat abgelehnt: Mauchly-W = .38, p =
.00) mit Greenhouse-Geiler-Korrektur konnte ein Zusammenhang der PANSS-Gesamtwerte mit der
Behandlungsdauer festgestellt werden (F = 5.86, p < .01, particlles n2 = .23). Es zeigte sich eine
kontinuierliche Reduzierung der PANSS-Gesamtwerte zwischen den einzelnen Messzeitpunkten (siehe
Tabelle 4.11), Bonferroni-korrigierte paarweise Vergleiche zeigten jedoch keine signifikanten
Unterschiede (von Baseline bis Behandlung nach 6 Wochen: p = .07). Bei geschlechtsspezifischen
Vergleichen konnte fur ménnliche Probanden bei Bonferroni-korrigierten paarweise Vergleichen eine
signifikante Reduzierung der PANSS-Gesamtwerte von VO bis V3 ermittelt werden (p < .01).

Tabelle 4.11 Ubersicht PANSS-Gesamtwerte VO bis V3, N = 21

VO SD Vi1 SD V2 SD V3 SD
PANSS
Gesamtwer 82,0 26,71 73,48 14,27 66,62 14,39 62,24 1355
t

M (N=13) 87,46 31,07 76,0 1536 67,38 1519 60,08 10,10

W (N=8) 73,13 1541 69,38 12,09 65,38 13,92 65,75 18,09

4.4.2  Veranderungen des PANSS-Globalwertes

Tabelle 4.12 gibt eine Ubersicht tiber die durchschnittlichen Werte bei den einzelnen Visiten. Mittels
einer ANOVA mit Messwiederholung (Sphdrizitdt angenommen: Mauchly-W = .53, p =.02) konnte ein
Zusammenhang der PANSS-Globalwerte mit der Behandlungsdauer festgestellt werden (F = 5.83, p <
.01, partielles 12 = .21). Es kam zu einer kontinuierlichen Reduzierung der PANSS-Globalwerte
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zwischen den einzelnen Messzeitpunkten (siehe Tabelle 4.12), Bonferroni-korrigierte paarweise
Vergleiche zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen VO und V3 (p = .03), nicht jedoch
zwischen den uUbrigen Messzeitpunkten. Bei geschlechtsspezifischen Vergleichen konnte nur fiir
ménnliche Probanden bei Bonferroni-korrigierten paarweisen Vergleichen eine signifikante
Reduzierung der PANSS-Globalwerte von VO bis V3 ermittelt werden (p <.01).

Tabelle 4.12 Ubersicht PANSS-Globalwerte VO bis V3, N = 23 (V= Visite, SD = Standardabweichung)

VO SD V1 SD V2 SD V3 SD

PANSS

39,22 12,73 35,61 8,18 32,43 6,80 30,13 7,05
Globalwert

M (N=15) 41,07 1492 36,80 916 3227 742 2947 524

W (N=8) 35,75 654 33,38 5,81 32,75 5,90 31,38 9,93

4.4.3  Veranderungen des PANSS-Positivwertes

Tabelle 4.13 gibt eine Ubersicht tiber die durchschnittlichen Werte der einzelnen Visiten. Mittels einer
ANOVA mit Messwiederholung (Spharizitat abgelehnt: Mauchly-W = .33, p < .01) mit Greenhouse-
GeiRer-Korrektur konnte ein Zusammenhang der PANSS-Positivwerte mit der Behandlungsdauer
festgestellt werden (F = 5.63, p < .01, partielles n2 = .21). Es zeigte sich auch hier eine kontinuierliche
Reduzierung der PANSS-Positivwerte zwischen den einzelnen Messzeitpunkten (siehe Tabelle 4.13),
Bonferroni-korrigierte paarweise Vergleiche zeigten einen signifikanten Unterschied zwischen V1 und
V3 (p = .02), nicht jedoch zwischen den (brigen Messzeitpunkten. Bei geschlechtsspezifischen
Vergleichen konnten keine signifikanten Unterschiede der PANSS-Positivwerte von VO bis V3 ermittelt

werden.

Tabelle 4.13 Ubersicht PANSS-Positivwerte VO bis V3, N = 22 (V= Visite, SD = Standardabweichung)

VO SD V1 SD V2 SD V3 SD

PANSS

. 19,41 7,70 17,36 4,95 15,36 4,82 14,36 4,92
Positivwert

M(N=14) 20,79 837 17,86 549 1550 478 14,57 497

W (N=8) 170 612 16,50 4,04 15,12 5,19 14,0 5,16
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4.4.4  Veranderungen des PANSS-Negativwertes

Tabelle 4.14 gibt eine Ubersicht iiber die durchschnittlichen Werte der einzelnen Visiten. Mittels einer
ANOVA mit Messwiederholung (Spharizitat abgelehnt: Mauchly-W = .27, p = .00) mit Greenhouse-
Geiler-Korrektur konnte kein Zusammenhang der PANSS-Negativwerte mit der Behandlungsdauer
festgestellt werden (F = 3,43, p = .05, partielles n2 = .14). Es kam zu einer kontinuierliche Reduzierung
der PANSS-Negativwerte zwischen den einzelnen Messzeitpunkten (siehe Tabelle 4.14), Bonferroni-
korrigierte paarweise Vergleiche zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede (von Baseline bis
Behandlung nach 6 Wochen: p = .31). Bei geschlechtsspezifischen Vergleichen konnte fur méannliche
Probanden bei Bonferroni-korrigierten paarweise Vergleichen eine signifikante Reduzierung der
PANSS-Negativwerte von V1 bis V3 ermittelt werden (p = .04). Bei den weiblichen Patienten
reduzierten sich die Werte zunédchst von VO bis V2, zu V3 erreichten sie jedoch wieder den
Ausgangswert.

Tabelle 4.14 Ubersicht PANSS-Negativwerte VO bis V3, N = 22 (V= Visite, SD = Standardabweichung)

VO SD V1 SD V2 SD V3 SD

PANSS

. 22,23 8,91 20,00 6,07 18,14 543 17,14 6,03
Negativwerte

M (N=14) 23,29 9,63 20,29 6,08 18,50 5,71 15,29 4,07

W (N=8) 2038 773 1950 644 1750 521 20,38  7.73

445 Responder

Tabelle 4.15 zeigt die mittels der klinischen Gesamtwerte der PANSS ermittelten Responderraten.
Responderraten werden allgemein definiert als Anteil derjenigen Probanden, die auf eine bestimmte
Behandlung ansprechen. Hierflr wird die prozentuale Reduzierung der Symptomatik eines Probanden
berechnet und ein Cutoff-Wert definiert, ab dem ein Proband als Responder gilt. Dieser Cutoff-Wert
kann zwischen verschiedenen klinischen Untersuchungen stark variieren, wobei ein Cutoff-Wert von
mindestens 50 % empfohlen wird (Leucht et al., 2007). In der vorliegenden Studie wurden zur
Ermittlung der Responderrate die PANSS-Gesamtwerte der Baselinevisite (VV0) und der Visite nach 6
Wochen Behandlung (V3) verglichen, durch drop outs ergab sich eine verbleibende Stichprobenanzahl
von 26 Probanden. Fir die Berechnung der prozentualen Veranderungen wurden im Vorfeld von den

Gesamtwerten jeweils 30 Punkte subtrahiert, die auswertungsbedingt dem minimalen PANSS-Score und
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einer klinischen Symptomfreiheit entsprechen (Leucht et al., 2010). Bei 10 der 26 Patienten (38,5%)
war zum Zeitpunkt V3 der PANSS-Gesamtwert um mindestens 50% reduziert (Responder), weitere 9
Patienten (34,6%) zeigten eine geringere Reduzierung. Insgesamt kam es bei 19 Patienten (73,1%) zu

Verbesserungen und bei 7 Patienten (26,9%) zu einer Verschlechterung der klinischen Symptomatik.

Tabelle 4.15 Ubersicht tiber die prozentuale Verbesserung der PANSS-Gesamtwerte der Patienten zu
V3. * = Responder

PANSS- 1-24 25-49 50-74 * 75-100 *
Verbesserung (%)

N 3 (11,5%) 6 (23,1%) 6 (23,1%) 4 (15,4%)

4.4.6 Analyse einer Korrelation zwischen epigenetischen Markern und der

Psychopathologie

Bei der Korrelationsanalyse der PANSS-Skalen mit den einzelnen epigenetischen Markern ergaben sich
zwei signifikante Korrelationen zum Aufnahmezeitpunkt (\VO0).

Die Punktzahlen der Positivskala korrelierten signifikant negativ mit dem Messwert des epigenetischen
Markers der globalen DNA-Methylierung (| r | = .44, p < .01). Dies ist graphisch in Abbildung 4.18
dargestellt.

Je niedriger der prozentuale Anteil globaler DNA-Methylierung, desto hoher ist der Punktewert der
Positivskala oder je hoher der prozentuale Anteil globaler DNA-Methylierung, desto niedriger ist der
Punktewert der Positivskala. Dabei handelt es sich nach Cohen (1992) um einen mittleren Effekt.
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Zusammenhang globaler DNA-Methylierung und PANSS Positivskala zu V0O
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Abbildung 4.18 Zusammenhang der globalen DNA-Methylierung (%) und der PANSS-Positivskala

im Patientenkollektiv zum Zeitpunkt VO (Baseline)

Ebenso korrelierten die Punktzahlen der Positivskala signifikant negativ mit dem Messwert des
epigenetischen Markers der TET-1-Enzymaktivitat (| r | = .49, p < .01), graphisch in Abbildung 4.19
ersichtlich.

Je niedriger die TET-1-Enzymaktivitat, desto héher ist der Punktewert der Positivskala oder je héher
die TET-1-Enzymaktivitat, desto niedriger ist der Punktewert der Positivskala. Dabei handelt es sich
nach Cohen (1992) um einen mittleren Effekt.
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Zusammenhang TET1-Enzymaktivitit und PANSS Positivskala zu V0
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Abbildung 4.19 Zusammenhang der globalen TET-1-Enzymaktivitat (ng/min/mg) und der PANSS-

Positivskala im Patientenkollektiv zum Zeitpunkt VO (Baseline)

Bei allen (brigen Korrelationsanalysen ergaben sich keine signifikanten Zusammenhénge. Die
Korrelationskoeffizienten sowie die p-Werte der signifikanten Ergebnisse sind in Tabelle 4.16

ersichtlich.

Tabelle 4.16 Signifikante Korrelationen nach Spearman zwischen der PANSS-Positivskala und der
globalen DNA-Methylierung bzw. der TET-1-Enzymaktivitdt zum Zeitpunkt VO

PANSS- Skala Globale DNA-Methylierung TET-1
N =49 N =29
Positivskala |r|=.44 |r|=.49

p=<.01 p<.01
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4.5 Korrelationen zwischen traumatischen Kindheitserlebnissen und
dem Auspragungsgrad epigenetischer Faktoren innerhalb der

gesunden Kontrollgruppe

Traumatische Kindheitserlebnisse gelten als Risikofaktoren fiir physische und psychische Erkrankungen
und einem verminderten sozialen Funktionsniveau. In einer retrospektiven Studie von Rosenberg et al.
(2007) gaben 18% der an einer Schizophrenie erkrankten Probanden ein traumatisches Kindheitserlebnis
und 46% drei oder mehr negative Erlebnisse an. Auch andere Studien bestitigten Zusammenhange
zwischen Kindheitstraumata und der Entwicklung einer psychotischen Symptomatik. Durch negative
Lebensereignisse kommt es iber epigenetische Modifikationen zu Anderungen der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Aktivitdit (HPA-Achse) und dadurch zu Verdnderungen im
Stresssystem des Betroffenen (Read et al., 2009). In einer Studie von Janusek et al. (2017) an 34
gesunden afroamerikanischen Méannern im Alter von 18-25 Jahren zeigte sich eine signifikant negative
Korrelation zwischen Kindheitstraumata und der DNA-Methylierung des IL-6 Promoters, was
wiederum zu hoheren IL-6 Konzentrationen und somit zu einer verstérkten Stressreaktion fiihrte.
Houtepen et al. (2016) fanden bei Untersuchungen von gesunden Probanden signifikante Korrelationen
zwischen erlebten Kindheitstraumata und Methylierungsmustern des KITLG Gens. Es existieren weitere
Studien an gesunden Probanden, die Zusammenhénge zwischen negativen Kindheitserlebnissen und
epigenetischen Verénderungen nahelegen.

Um dies weiter zu explorieren, sollen im Folgenden innerhalb der gesunden Kontrollgruppe
Korrelationen zwischen Kindheitstraumata und Verdnderungen der in dieser Studie gemessenen
epigenetischen Marker untersucht werden. Hierfur wurden 88 gesunde Probanden mittels des Childhood
Trauma Questionnaire (siehe Kapitel 3.2.2) zu den Kategorien emotionale Vernachlassigung,
emotionaler Missbrauch, sexueller Missbrauch und korperlicher Vernachldssigung bzw. Missbrauch
befragt. Die deskriptive Auswertung des Fragebogens erfolgte standardisiert, die Ergebnisse sind in
Tabelle 4.17 dargestellt (Schweregradeinteilung nach Hauser und Kollegen, 2011). Keiner der Befragten
wurde in der Skala ,,Bagatellisierung / Verleugnung* auffallig. Da die Studie retrospektiv durchgefihrt

wurde, war eine Befragung des Patientenkollektivs leider nicht mdglich.
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Tabelle 4.17 Prozentuale Verteilung der Ergebnisse des CTQ innerhalb des Kontrollkollektivs, N=88

Skala nicht bis minimal r?“”"f""’?' mafig bis schwer bis
bis mé&Rig schwer extrem
Emotionale Vernachlassigung 61,4 27,3 4.6 6,8
Emotionaler Missbrauch 84,2 15,8 0 0
Sexueller Missbrauch 98,9 0 1,1 0
Korperliche Vernachlassigung 61.4 23.9 9.1 56

und korperlicher Missbrauch

45.1 Emotionale Vernachlassigung

Bei der Korrelationsanalyse der Skala ,Emotionale Vernachldssigung“ mit den einzelnen
epigenetischen Markern ergaben sich keine signifikanten Korrelationen. Die Korrelationskoeffizienten

sowie die p-Werte sind in Tabelle 4.18 ersichtlich.

Tabelle 4.18 Korrelationen nach Spearman zwischen der Skala "Emotionale Vernachldssigung" und

den jeweiligen epigenetischen Markern

Globale DNA- Globale DNA-

Skala Methylierung Hydroxymethylierung DNMTs TET-

N =87 N=70 N =87 N =87

Emotl?na}le f= 02 r< 01 r= 06 r=.12
Vernachldssigung

p=.82 p=.98 p=.55 p=.28

45.2 Emotionaler Missbrauch

Die Punktzahlen der klinischen Ratingskala ,,Emotionaler Missbrauch® korrelierte signifikant mit dem
Messwert des epigenetischen Markers der globalen DNA-Hydroxymethylierung (r = .25, p = .04). Je
mehr emotionalen Missbrauch eine Person erlitten hat, desto héher ist der Anteil an prozentualer
globaler DNA-Hydroxymethylierung oder je hoher der Anteil an globaler DNA-Hydoxymethylierung,

desto mehr emotionalen Missbrauch hat eine Person erlitten. Dabei handelt es sich nach Cohen (1992)
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um einen schwachen Effekt. In Tabelle 4.19 sind die Korrelationskoeffizienten sowie die p-Werte

ersichtlich.

Tabelle 4.19 Korrelationen nach Spearman zwischen der Skala "Emotionaler Missbrauch™ und den

jeweiligen epigenetischen Markern

Globale DNA- Globale DNA-
Skala Methylierung Hydroxymethylierung DNMTs TET-1
N =87 N=70 N = 87 N=87
Emotionaler
Missbrauch r=.04 r=.25 r=.05 r=.04
p=.73 p=.04 p = .66 p=.72

45.3  Sexueller Missbrauch

Von den 88 Probanden gaben 87 Probanden an, keine sexuelle Gewalt in der Kindheit erlebt zu haben
(Punktewert CTQ =5, entsprechend dem niedrigst moglichen Wert). Ein Proband gab einen Punktewert
von 10 an (maRig bis schwerer sexueller Missbrauch). Aufgrund der konstanten Verteilung der
Variablen ,,sexueller Missbrauch® konnte keine aussagekraftige Korrelationsanalyse durchgefiihrt

werden.

45.4  Korperliche Vernachlassigung und kérperlicher Missbrauch
Bei der Korrelationsanalyse der Skala ,,Korperliche Vernachldssigung und korperlicher Missbrauch®
mit den einzelnen epigenetischen Markern ergaben sich keine signifikanten Korrelationen. Die

Korrelationskoeffizienten sowie die p-Werte sind in Tabelle 4.20 ersichtlich.

Tabelle 4.20 Korrelationen nach Spearman zwischen der Skala "Kdérperliche Vernachlassigung und

korperlicher Missbrauch™ und den jeweiligen epigenetischen Markern

Globale DNA- Globale DNA-
Skala Methylierung Hydroxymethylierung DNMTSs TET-1

Karperliche N =87 N =70 N =87 N =87
Vernachlassigung
und korperlicher
Missbrauch p=.88 p=.17 p=.38 p=.95

r=.02 r=.17 r=.10 r=.01
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5 DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Studie war ein Vergleich der im Folgenden aufgefilhrten spezifischen
epigenetischen Biomarker in mononukledren peripheren Blutzellen schizophrener Patienten und
gesunder Kontrollprobanden. Innerhalb des Patientenkollektivs sollten zudem Verdnderungen der
epigenetischen Marker im Behandlungsverlauf und evtl. damit korrelierende Anderungen der klinischen
Psychopathologie detektiert werden, als klinische Ratingskala diente die Positive and Negative
Syndrome Scale. Uberdies wurden innerhalb des Kontrollkollektivs Zusammenhénge zwischen
traumatischen Kindheitserfahrungen und der Auspragung der untersuchten epigenetischen Marker
untersucht. Zur Erfassung ggf. vorliegender Kindheitstraumata wurde der Childhood Trauma
Questionnaire durchgefiihrt. Der Beobachtungszeitraum betrug 6 Wochen. Im Folgenden sollen die

Ergebnisse der Arbeit diskutiert werden.

5.1 Epigenetische Marker

5.1.1 Globale DNA-Methylierung

Bei der Untersuchung der prozentualen globalen Methylierung peripherer mononuklearer Blutzellen
zeigte sich zum Zeitpunkt VO (Baseline) innerhalb der Patientengruppe ein Mittelwert von 15,47 % (SD
7,05), wéhrend die globale Methylierung innerhalb der Kontrollgruppe mit einem Mittelwert von 5,70
% (SD 4,04) signifikant niedriger war (p < .001). Auch im Vergleich der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt
VO mit der Patientengruppe nach 6 Wochen Behandlung (V3) zeigte sich ein signifikanter Unterschied,
der Mittelwert der Patientengruppe betrug 19,00 % (SD 10,39) und war somit signifikant hoher als der
der Kontrollgruppe (p = .00). Zwischen den Untersuchungszeitraumen VO und V3 kam es zu keiner
signifikanten Anderung der prozentualen globalen Methylierung innerhalb des Patientenkollektivs (p =
.07), im Mittel stieg der Grad der globalen Methylierung von 15,47 % auf 19,00 % an. Allerdings gilt
es zu beachten, dass durch viele drop outs die Patientenstichprobenanzahl zum Zeitpunkt V3 nur noch
18 Teilnehmer betrug, weshalb nur Tendenzen interpretiert werden kénnen. Fir eine aussagekréftigere
Schlussfolgerung ist eine hohere Stichprobenanzahl nétig.

Kinoshita et al. (2013) untersuchten ebenfalls Unterschiede der DNA-Methylierungsmuster peripherer
Leukozyten zwischen 24 schizophrenen Patienten und 23 gesunden Kontrollprobanden. Bei 92,4 % der
untersuchten DNA-Loci zeigte sich eine signifikant hdhere DNA-Methylierung im Patientenkollektiv,
65,4 % hiervon in CpG-Inseln und flankierenden DNA-Regionen. In der beschriebenen Studie wurden
zudem 3 monozygote Zwillingspaare untersucht, die diskordant bzgl. einer schizophrenen Erkrankung
waren. Auch hier zeigte sich eine signifikant hthere DNA-Methylierung bei dem erkrankten im
Vergleich zum gesunden Zwilling. Nishioka et al. (2013) wiesen hingegen in einer Untersuchung von
18 Patienten mit der Erstmanifestation einer Schizophrenie und 15 gesunden Kontrollprobanden eine

signifikante globale Hypomethylierung an CpG-Inseln der erkrankten Patientenstichprobe nach. Dies
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deckt sich mit Ergebnissen anderer Studien, wobei in spezifischen Genen (S-COMT) eine signifikant
hohere Hypermethylierung bei Patienten gefunden wurde (Melas et al., 2012). Dempster et al. (2011)
konnten in Zwillingsstudien mit 22 monozygoten, bzgl. einer Schizophrenie diskordanten
Zwillingspaaren zwar keine signifikanten Unterschiede der globalen DNA-Methylierung in peripheren
mononukledren Blutzellen, jedoch signifikant héhere Hypo- bzw. Hypermethylierungen in CpG-
Regionen bestimmter Gene finden, z.B. des PUS3- oder SYNGR2-Gens. Die Ergebnisse deckten sich
zum Teil mit ebenfalls in dieser Studie untersuchten post-mortem Hirngewebeproben. In einer grof}
angelegten Fall-Kontroll-Studie mit Blutzellen von 689 schizophrenen Patienten und 645 gesunden
Kontrollprobanden fanden Montano et al. (2016) Methylierungsunterschiede in 172 CpG-Inseln, einige
davon in Genen, die bereits zuvor mit Schizophrenien in Verbindung gebracht wurden, wie
beispielsweise RPS6KAL und DDR1. Dies deckt sich mit Ergebnissen einer schwedischen Studie mit
Blutzellen von 759 schizophrenen Patienten und 738 gesunden Kontrollprobanden, in der unter anderem
eine gesteigerte Methylierung des RELN Gens nachgewiesen werden konnte (Aberg et al., 2014). In
einer post mortem Fall-Kontroll-Studie untersuchten Pai et al. (2019) neuronale Gehirnzellen des
Préafrontalkortex von 55 schizophrenen oder bipolaren Patienten und 27 gesunden Kontrollprobanden.
Hierbei konnten sie 18 Genregionen mit signifikanten Methylierungsunterschieden nachweisen, die u.a.
in Zusammenhang mit der Embryonalentwicklung, der Neurotransmission und der Immunabwehr
stehen. Zwei dieser Regionen befanden sich im IGF2-Gen, welches sowohl bei schizophrenen als auch
bei bipolaren Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant hypomethyliert war. Man
vermutet, dass es durch die Hypomethylierung am IGF2-Gen zu einer Steigerung des
Tyrosinhydroxylase- Levels und somit zu einer gesteigerten Dopaminsynthese kommt.

Bei Vergleich all dieser Studien gilt es zu beachten, dass sie Unterschiede in der Stichprobenanzahl, in
demographischen Faktoren (Ethnizitat, Alter, Geschlecht), in der medikamentdsen Behandlung und den

untersuchten Genen aufweisen.

512 Globale DNA-Hydroxymethylierung

Bei der prozentualen globalen DNA-Hydroxymethylierung konnte weder beim Gruppenvergleich zum
Zeitpunkt VO (p = .49) noch beim Vergleich der Kontrollen zum Zeitpunkt VO und der Patienten zum
Zeitpunkt V3 (p = .56) ein signifikanter Unterschied detektiert werden. Auch der Vergleich innerhalb
der Patientengruppe zu den Zeitpunkten VO und V3 ergab keinen signifikanten Unterschied (p = .20).

Es existieren nur wenige Studien zu globalen Hydroxymethylierungsmustern in peripheren Blutzellen
von schizophrenen Patienten. Zong et al. (2017) untersuchten globale Methylierungs- und
Hydroxymethylierungsmuster peripherer weiller Blutzellen von 279 schizophrenen Patienten und 256
gesunden Kaotrollprobanden. Es fanden sich signifikant gesteigerte Methylierungs- und
Hydroxymethylierungsmuster in verschiedenen Untereinheiten der untersuchten GABRB2-

Promoterregionen der schizophrenen Patientengruppe. Dies deckt sich mit den Ergebnissen einer Studie
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von Jiang et al. (2017) an 264 schizophrenen Patienten und 221 gesunden Kontrollprobanden, in der
sich signifikant erhohte globale DNA-Hydroxymethylierungsmuster (5shmC-Niveaus) in peripheren
Blutzellen des Patienten- im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv fanden. Zudem wurden
geschlechtsspezifische Unterschiede innerhalb der Patientengruppe gefunden (5ShmC Level Ménner >
Frauen). Dong et al. (2012) fanden in post-mortem Studien signifikant erhéhte Mengen von 5-
Hydroxymethylcytosin im inferioren Parietallappen schizophrener Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen. Es zeigte sich aber auch, dass in anderen Hirnregionen kein Unterschied zwischen Patienten-
und Kontrollgruppe bestand, was auf eine hohe regionale Spezifitat epigenetischer Marker schlie3en
lasst. Zu dieser Schlussfolgerung kam auch eine Studie von Nestor et al. (2012), in der 5hmC-Niveaus
von 8 verschiedenen menschlichen Gewebearten und embryonalen Stammzellen untersucht wurden. Es
zeigte sich, dass die prozentuale globale Hydroxymethylierung in Gehirngewebe 4-fach hoher war als
in Brustgewebe und tiber 1000-fach hoher als in peripheren Blutzellen oder embryonalen Stammzellen.
Zudem fand die Forschungsgruppe  Genregion-abhdngige  Unterschiede der DNA-
Hydroxymethylierungsmuster innerhalb der einzelnen Gewebearten.

Eine aufgrund der bisherigen Studienlage vermutete erhdéhte globale DNA-Hydroxymethylierung bei
schizophrenen Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollprobanden konnte in dieser Studie nicht
gefunden werden. Dies konnte an der deutlich geringeren Stichprobenanzahl und demographischen
Unterschieden liegen, beispielsweise fanden oben genannte Untersuchungen globaler DNA-
Hydroxymethylierung in peripheren Blutzellen im asiatischen Raum statt. Interessant ist auch der
beschriebene geschlechterspezifische Unterschied in der Studie von Jiang et al. (2017), doch auch dieser
bestand in der vorliegenden Studie weder zum Zeitpunkt VO (p=0.79) noch zum Zeitpunkt V3 (p=0.99),
wobei beachtet werden muss, dass die Stichprobenanzahl deutlich kleiner war. Im Vergleich der
vorliegenden Studie mit post-mortem Studien an Gehirngewebe lassen sich aufgrund
gewebespezifischer Unterschiede nur Tendenzen vergleichen. Generell scheint in der Mehrzahl der
Studien eine signifikant hohere globale DNA-Hydroxymethylierung bei erkrankten Probanden
vorzuliegen. Zukunftig sollten Gewebe- und Locus-spezifische Untersuchungen an groéReren

Probandenstichproben durchgefiihrt werden, um dies genauer zu untersuchen.

5.1.3 DNMT-Enzymaktivitat

Die DNMT-Enzymaktivitdt unterschied sich nicht signifikant zwischen dem Patienten- und
Kontrollkollektiv zum Zeitpunkt VO (p = .06). Auch im Vergleich der DNMT-Enzymaktivitat der
Kontrollen zum Zeitpunkt VO und der Patienten zum Zeitpunkt V3 war kein signifikanter Unterschied
ersichtlich (p = .06). Innerhalb der Patientengruppe konnte keine signifikante Anderung der DNMT-
Aktivitat im Studienverlauf nachgewiesen werden (p =.18). Im Gegensatz zu einer Studie von Jiang et
al. (2018), in der geschlechtsspezifische Unterschiede der DNMT Konzentrationen bei peripheren

Lymphozyten schizophrener Patienten nachgewiesen wurden, konnten in der vorliegenden Studie keine
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Mittelwertsunterschiede der DNMT-Enzymaktivitadt zwischen ménnlichen und weiblichen Patienten
gemessen werden, weder zum Zeitpunkt VO (p = .96) noch zum Zeitpunkt V3 (p = .81).

Oben genannte Ergebnisse decken sich nicht mit der aktuellen Studiendatenlage. Auta et al. (2013)
konnten in einer Studie mit 28 Patienten und 21 Kontrollprobanden einen Anstieg der DNMT1 mRNA
Expression in peripheren mononukledren Zellen um 40 % nachweisen. Einschlussdiagnosen der
Patientengruppe waren allerdings im Gegensatz zu der vorliegenden Studie sowohl Schizophrenien als
auch schizoaffektive Stérungen. Bei 8 der Patienten wurden die Werte bei Aufnahme und nach 8
Wochen Behandlung verglichen, allerdings keine signifikanten Unterschiede gefunden. Dies deckt sich
mit Beobachtungen in der vorliegenden Studie. Die Ergebnisse entsprechen Untersuchungen von Dong
et al. (2015), in denen die DNMT1 mRNA Expression in peripheren Lymphozyten schizophrener
Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe ebenfalls um 30-40 % gesteigert war. Zhubi et al.
(2009) untersuchten Unterschiede der DNMT mRNA Expressionsniveaus in peripheren Lymphozyten
von 29 schizophrenen Patienten und 33 gesunden Kontrollprobanden. Die Ergebnisse zeigten eine
signifikant hohere DNMT1- und DNMT3a-mRNA-Expression im Blut der schizophrenen Probanden.
Li et al. (2018) beschreiben ebenfalls erhohte DNMT1 Konzentrationen bei schizophrenen Patienten,
wobei nur der Unterschied der weiblichen Patienten mit der Kontrollgruppe signifikant war. Aufgrund
der ungleichen Geschlechterverteilung innerhalb des Patientenkollektivs der vorliegenden Studie
wurden die DNMT-Enzymaktivitaten der mannlichen und weiblichen Patienten miteinander verglichen,
wiesen jedoch weder zum Zeitpunkt VO (p = 0.96) noch zum Zeitpunkt V3 (p = 0.81) signifikante
Unterschiede auf. Im Gegensatz zur vorliegenden Untersuchung beschreiben alle anderen aufgefiihrten
Studien Veranderungen des DNMT-mRNA-Niveaus oder der direkten Enzymmenge, nicht wie hier der
Enzymaktivitdat. Auch wenn direkte Korrelationen zwischen diesen Variablen aufgezeigt wurden,
entsprechen die mRNA-Niveaus oder Proteinmengen nicht zwangslaufig 1:1 der Aktivitat des

exprimierten Gens. Dies konnte die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren.

514  TET-1-Enzymaktivitat

Bei der Untersuchung der TET-1-Enzymaktivitét zeigte sich bei Studienbeginn (\VV0) ein signifikanter
Unterschied zwischen dem Patienten- und Kontrollkollektiv (p = .00). Die TET-1-Enzymaktivitat des
Patientenkollektivs (N = 37) war mit 0,29 ng/min/mg (SD = 0,20) signifikant gesteigert im Vergleich
zu 0,17 ng/min/mg (SD = 0,11) im Kontrollkollektiv (N=87). Innerhalb des Patientenkollektivs ergab
sich zum Zeitpunkt VO bei einer getrennten Betrachtung der prdmedizierten (N = 22) und nicht-
pramedizierten (N = 7) Patienten ein signifikanter Unterschied (p = .03), das pramedizierte
Untersuchungskollektiv wies einen Mittelwert von 0,27 ng/min/mg (SD 0,11), das nicht prdmedizierte
Untersuchungskollektiv einen Mittelwert von 0,16 ng/min/mg (SD 0,09) auf. Die TET-1-Enzymaktivitat
des nicht-pramedizierten Patientenkollektivs (N = 7) unterschied sich nicht signifikant von der des

gesunden Kontrollkollektivs (N = 87), die Enzymaktivitit des prdmedizierten Patientenkollektivs (N =
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22) war im Vergleich zum Kontrollkollektiv signifikant erhoht. Allerdings kdnnen hier nur Tendenzen
beschrieben werden, da durch fehlende Anamneseangaben fiir die Vergleiche nur eine geringe
Stichprobenzahl besteht. Die TET-1-Enzymaktivitét innerhalb des Patientenkollektivs reduzierte sich,
wenn auch nicht signifikant, zwischen VO und V3 (p = .25). Auch bei einem Vergleich der Werte der
Kontrollprobanden zu VO (M = 0,17 ng/min/mg, SD = 0,11) und der Patienten zu V3 (M = 0,23
ng/min/mg, SD 0,14) blieb der Unterschied signifikant, wenn auch geringer ausgepragt (p = .03).

Die Studienlage zu dieser Thematik ist zum aktuellen Zeitpunkt sehr gering, in den wenigen anderen
Studien wurden jedoch &hnliche Tendenzen beobachtet. Auta et al. (2013) stellten bei der Untersuchung
von 28 schizophrenen Patienten und 21 gesunden Kontrollen einen Anstieg der TET-1 mRNA in
peripheren Blutzellen von fast 50 % fest. Auch Li et al. (2018) fanden signifikant erhdhte TET-1-
Proteinniveaus in peripheren Blutzellen von 53 nicht-prdmedizierten Patienten mit der Erstmanifestation
einer Schizophrenie im Vergleich zu 57 gesunden Kontrollprobanden. Die meisten bisher bestehenden
Studien untersuchten neuronale Gewebe. Hierbei konnten signifikante Steigerungen der TET-1 mRNA
Level im Parietallappen (Dong et al., 2012) und préfrontalen Cortex (Dong et al., 2015) schizophrener
Patienten nachgewiesen werden. Der in letzterer Studie gemessene Anstieg der TET-1 mRNA im
préafrontalen Cortex um 30-40% ahnelt den Ergebnissen von Auta et al. (2013) in peripheren Blutzellen.
Bei der Interpretation der Ergebnisse gilt zu beachten, dass sich die Studien in den untersuchten
Gewebematerialien (periphere Blutzellen versus neuronale Gehirnzellen) und Untersuchungsvariablen
(TET-1 mRNA, TET-1 Proteinniveau, TET-1-Enzymaktivitat) unterscheiden. Auch demographische
Faktoren und verschieden grofRe Stichprobenanzahlen gilt es zu bertcksichtigen. Vergleicht man die
Tendenzen oben genannter Studien, scheint die TET-1-Expression und TET-1-Enzymaktivitat bei
schizophrenen Patienten in verschiedenen Geweben signifikant gesteigert zu sein. Die Veranderungen
der TET-1-Enzymaktivtat im Behandlungserlauf dieser Studie deutet auf einen evtl. bestehenden
Einfluss medikamentdser Behandlung hin. Um dies jedoch genauer zu untersuchen, bedarf es einer
Folgeuntersuchung mit einer gréeren Probandenanzahl, klar definierten Medikamentengruppen und
einem langeren Beobachtungszeitraum. Dasselbe gilt fur die Vergleichsuntersuchung pramedizierter
und nicht-pramedizierter Patienten zu Studienbeginn.

In Zusammenschau bisheriger Studien und bekannter physiologischer Prozesse (siehe Kapitel 2.2.2)
stellt sich in der vorliegenden Arbeit die Frage, weshalb trotz einer signifikanten Steigerung der TET-1
Enzymaktivitat keine signifikant gesteigerte globale DNA-Hydroxymethylierung gemessen werden
konnte. Mdgliche Ursachen konnten der kurze Beobachtungszeitraum von 6 Wochen oder auch die

Reversibilitat epigenetischer Verdnderungen darstellen.

515 HAT-Enzymaktivitat

Die HAT-Enzymaktivitat der Patienten unterschied sich nicht signifikant zwischen den

Untersuchungszeitpunkten VO und V3 (p = .10). Da es sich bei dieser Untersuchung um eine
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Nebenfragestellung handelte und die Daten retrospektiv und nur fiir das Patientenkollektiv erhoben
wurden, konnte leider kein Gruppenvergleich mit dem Kontrollkollektiv stattfinden.

In einer post-mortem Studie beschreiben Tang et al. (2011) eine Hypoacetylierung spezifischer
Promoter-Regionen Schizophrenie-assoziierter Gene wie beispielsweise des GAD1-Gens im
prafrontalen Cortex schizophrener Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollen (Hasan et al., 2013).
Dies wirde eine Reduzierung der Expression des GAD1-Gens und somit Stdérungen in der
Strukturneubildung des Gehirns und im GABA-Stoffwechsel nach sich ziehen (siehe Kapitel 2.2.3).

5.1.6 HDAC-Enzymaktivitat

In der Verlaufsuntersuchung sank die HDAC-Enzymaktivitat innerhalb des Patientenkollektivs
zwischen VO und V3 ab, es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied gefunden werden (p = .54).
Innerhalb des Patientenkollektivs bestanden signifikante geschlechtsabhéngige Unterschiede der
HDAC-Enzymaktivitat zu VO (p = .02), diese betrug beim méannlichen Patientenkollektiv (N = 25)
684,24 RFU/h/ug (SD 537,68), beim weiblichen Patientenkollektiv (N = 19) nur 390,05 RFU/h/ug (SD
164,46). Zu V3 waren die Unterschiede der HDAC-Enzymaktivitat zwischen beiden Geschlechtern
(Ménner: M 468,61, SD 292,25; Frauen: M 389,92, SD 217,34) nicht signifikant (p = .42). Da es sich
bei dieser Untersuchung um eine Nebenfragestellung handelte und die Daten retrospektiv und nur fiir
das Patientenkollektiv erhoben wurden, konnte leider kein Gruppenvergleich mit dem Kontrollkollektiv
stattfinden.

Sharma et al. (2008) verglichen post-mortem Enzymexpressionsniveaus im prafrontalen Cortex von 37
psychiatrisch erkrankten und 27 gesunden Probanden. Innerhalb des Patientenkollektivs war bei 16
Individuen eine Schizophrenie, bei 18 eine bipolare Stérung und bei 3 eine schizoaffektive Stérung
vordiagnostiziert. Uber beide Probandengruppen hinweg wiesen Frauen ein signifikant hoheres HDAC1
Signalniveau auf. Im Vergleich der schizophrenen Patienten mit gesunden Kontrollen zeigte sich eine
signifikant hohere HDAC1 mRNA Expression im préafrontalen Cortex der Patienten. Ebenso wurde eine
erhdhte HDAC1 Expression im Hippocampus schizophrener Patienten nachgewiesen (Benes et al.,
2008). In einem Vergleich von 11 schizophrenen und 7 bipolaren Patienten konnte ein signifikant
niedrigeres Niveau globaler H3K9,K14-Acetylierung in peripheren Lymphozyten schizophrener
Patienten gemessen werden. In derselben Studie konnte durch eine 4-wochige Behandlung mit dem
HDAC-Inhibitor Valproat in beiden Probandengruppen die H3K9,K14-Acetylierung signifikant
gesteigert werden, es bestand eine positive Korrelation zwischen dem H3K9,K14ac-Niveau und dem
Valproat-Medikamentenspiegel im Blut der Probanden (Gavin et al., 2009). Nimmt man nun an, das
globale Acetylierungsniveau korreliert negativ mit der HDAC-Enzymaktivitéat, wirde dies nahelegen,
dass die HDAC-Enzymaktivitat sowohl im Gehirn als auch in peripheren Blutzellen schizophrener
Patienten erhoht ist. Oben genannte Studien legen Vermutungen nahe, dass entweder eine gesteigerte

HDAC-Expression eine &tiologische Rolle bei der klinischen Psychopathologie schizophrener Patienten
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darstellt oder dass umgekehrt eine Erhéhung der HDAC-Expression durch krankheitsbedingten
neurodegenerativen Schaden ausgeldst wird. Aktuell werden HDAC Inhibitoren als Add-on-Therapie
bei Schizophrenien diskutiert, um die Wirksamkeit etablierter Antipsychotika zu verstarken. Man geht
je nach Substanz von Verbesserungen der Positiv- bzw. Negativsymptomatik oder kognitiver Defizite
aus (Weiwer et a., 2013). In einer experimentellen Studie an Méusen konnte gezeigt werden, dass eine
langerfristige Behandlung mit dem atypischen Antipsychotikum Clozapin zu einer Steigerung der
HDAC2 Konzentration und einer Abnahme aktiver Synapsen im Frontalkortex flhrt. Bei HDAC2-
knock out Mausen konnte ein gegenteiliger Effekt nachgewiesen werden. Durch Behandlung mit
SAHA, einem Klasse | und Il HDAC Inhibitor, konnten zudem positive Effekte auf das
Arbeitsgedachtnis von Mausen gezeigt werden, die zuvor mit MK801, einer dissoziativen Droge,
behandelt worden waren. Dies lasst vermuten, dass durch HDAC2 Inhibition sowohl Positivsymptome
wie Halluzinationen oder Dissoziationen als auch Uber eine Steigerung der neuronalen Plastizitét
kognitive Defizite verbessert werden kénnen (de la Fuente Revenga et al., 2018).

Dies stellte einen Ansatz fur zukiinftige Untersuchungen dar, um mittels Fall-Kontroll-Studien die
Pathomechanismen schizophrener Erkrankungen genauer zu erforschen und somit neue medikamenttse

Ansatzpunkte zu finden.

5.1.7 H3K4-Methylase- und H3K4-Demethylase-Aktivitat

Bei einem Vergleich innerhalb des Patientenkollektivs von VO und V3 zeigten sich weder bei der H3K4-
Methylase- (p = .12) noch der H3K4-Demethylase-Aktivitat (p = .58) signifikante Unterschiede. Da es
sich bei diesen Untersuchungen um Nebenfragestellungen handelte und die Daten retrospektiv und nur
fir das Patientenkollektiv erhoben wurden, konnte leider kein Gruppenvergleich mit dem
Kontrollkollektiv stattfinden.

H3K4-Methylasen und -Demethylasen spielen u.a. durch reversible Methylierung von Neuronen des
Préafrontalkortex eine wichtige Rolle bei der Entwicklung neurologischer Entwicklungsstérungen. In
einer Studie von Pai et al. (2019) zeigte sich eine Hypomethylierung des IGF2-Gens im frontalen Cortex
schizophrener Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden, was durch eine Erhéhung der
Konzentration der Tyrosin Hydroxylase zu einer gesteigerten Dopaminsynthese fiihrt. KMT2F (auch
SET1/ SETD1A), welches als Risikogen fiir die Entwicklung von Schizophrenien gilt, kodiert fur eine
H3K4-Methylase, welche durch Mono-, Di- und Trimethylierung die Aktivitat von neuronalen Genen
veréndert und somit zu Defiziten der Hirnfunktion flhren kann (Vallianatos und Iwase, 2015). Dies
deckt sich mit einer Studie von Singh et al. (2016), in der Zusammenhange zwischen Loss-of-Function
Mutationen des SETD1A Gens und dem Risiko einer Schizophrenie gefunden werden konnten.

In einer Fall-Kontroll-Studie mit 4 schizophrenen Patienten und 4 gesunden Kontrollprobanden konnten
in olfaktorischen Zellen schizophrener Patienten signifikante Unterschiede der H3K4-

Trimethylierungsmuster multipler Gene, die in Zusammenhang mit oxidativem Stress und
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Zellsignalwegen stehen, nachgewiesen werden (Kano et al., 2013). Huang et al. (2007) fanden in einer
post-mortem Studie mit 36 schizophrenen Patienten signifikante Defizite der GAD1 mRNA Expression
und GAD1-H3K4me3-Niveaus bei den weiblichen Probandinnen. Bei Probanden mit einer
medikamentdsen Behandlung mit Clozapin konnte in vorangegangenen Studien eine Erhéhung der
GAD1-Expression und GAD1-H3K4-Trimethylierung nachgewiesen werden. In einer Studie an H3K9-
Methylierungsniveaus wurden erhohte H3K9me2-Niveaus spezifischer Gene im Gehirngewebe und
Lymphozyten schizophrener Patienten nachgewiesen. Die Ergebnisse letztgenannter Studien
unterstiitzen die Hypothese, dass bei schizophrenen Patienten ein hoherer Anteil von inaktivem
Chromatin vorliegt (Chase et al.,, 2013), da eine Methylierung an H3K4 normalerweise die
Genexpression steigert, wahrend eine Methylierung an H3K9 und H3K27 in der Regel das Gegenteil
bewirkt (Gavin and Sharma, 2010). Dies flihrt bei Risikogenen zu geringerer Expression und konsekutiv
zu psychopathologischen Verénderungen der Patienten, z.B. einer bestehenden Negativsymptomatik
oder kognitiven Defiziten (siehe Kapitel 2.2.3).

Die Defizite der H3K4me3-Niveaus bei schizophrenen Patienten koénnten entweder durch eine
Reduzierung der H3K4-Methylase- oder durch eine Steigerung der H3K4-Demethylase-Aktivitét
hervorgerufen worden sein, somit kann auch der Effekt des Clozapins entweder eine Steigerung der
Methylasen oder Demethylasen sein. Die erhdhten H3K9me2-Niveaus kénnen ebenso entweder durch
eine Steigerung der Methylasen oder eine Reduzierung der Demethylasen bedingt sein. Fiir eine
spezifischere Untersuchung dieser Fragestellungen bedarf es zukinftig weiterer Studien.

5.2 Klinischer Verlauf und Korrelationen der Psychopathologie mit

epigenetischen Markern

Bei der vorliegenden Untersuchung handelte es sich um eine naturalistische Studie Uber einen
Behandlungszeitraum von 6 Wochen. Innerhalb der Patientengruppe wurde zu definierten
Visitenterminen (nach 2, 4 und 6 Wochen) die Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS) erhoben.
Dieses klinische Messinstrument wird in eine Globalskala, eine Positivskala und eine Negativskala
eingeteilt und ergibt einen Gesamtpunktewert, der mit dem Schweregrad der Erkrankung Kkorreliert
(Bunk, 2010).

In der vorliegenden Studie zeigte sich innerhalb der Patientengruppe trotz kontinuierlicher Reduzierung
kein signifikanter Unterschied des Gesamtpunktewerts innerhalb des Zeitraumes von Studienbeginn
(\VO0) bis zu Studienende nach 6 Wochen Behandlung (V3), bei geschlechtsspezifischen Betrachtungen
ergab sich jedoch eine signifikante Reduzierung des Gesamtpunktewertes innerhalb des mannlichen
Patientenkollektivs. Bei Betrachtung der Subskalen wiesen nur die Werte der Globalskala zwischen VO
und V3 und die Werte der Positivskala zwischen V1 und V3 signifikante Unterschiede flir das gesamte
Patientenkollektiv auf. Bei Differenzierung zwischen den Geschlechtern zeigte sich bei der Globalskala

nur fir mannliche Patienten eine signifikante Reduzierung. Die Negativskala wies zwischen VO und V3
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keine signifikanten Unterschiede des Gesamtkollektivs auf, allerdings verschlechterte sich bei
weiblichen Patientinnen nach anfénglicher Reduzierung der Negativsymptomatik diese zu V3 wieder
auf den Ausgangswert. Bei mannlichen Probanden zeigte sich eine kontinuierliche Verbesserung der
Negativsymptomatik und eine signifikante Reduzierung von V1 bis V3. Es kann davon ausgegangen
werden, dass sich die klinische Symptomatik innerhalb des Zeitraumes von V1 (2 Wochen nach
Behandlungsbeginn) bis V3 (nach 6 Wochen Behandlung) dieser Studie deutlich verbesserte, wobei vor
allem die Positiv-/Globalsymptomatik rucklaufig war, die Negativsymptomatik in geringerem Ausmaf.
Ménnliche Probanden wiesen insgesamt eine hohere Verbesserung der Symptomatik auf als weibliche
Probandinnen. Durch zahlreiche Studienabbrecher nahmen noch 26 Patienten an der Visite V3 teil.
Innerhalb dieser Stichprobenanzahl lieR sich eine Reduzierung des PANSS-Gesamtwertes bei 73,1%
nachweisen, wobei 38,5% der Teilnehmer eine Symptomverbesserung um mindestens 50% zeigten und
somit entsprechend der Empfehlungen von Leucht et al. (2007) als Responder definiert wurden. Bereits
zuvor wurde in Studien das unterschiedlich gute Ansprechen von Probanden auf antipsychotische
Behandlungen und hiermit korrelierende Faktoren wie Geschlecht, Zeitpunkt der Erstdiagnose und
Stadium der Erkrankung, VVorbehandlung und neurobiologische Einflussvariablen diskutiert (Lieberman
et al., 1996). Weiterfiihrende Studienergebnisse zeigen sich aufgrund wvon Studiendauern,
Probandenzahlen und Unterschieden der untersuchten Messvariablen sehr heterogen, so konnten
beispielsweise Usall et al. (2003) im Hinblick auf die Hospitalisierungsrate deutlich bessere
Behandlungsergebnisse bei Frauen tiber einen Behandlungszeitraum von 2 Jahren nachweisen, wahrend
Galderisi et al. (2012) keinen geschlechtsspezifischen Unterschied der Symptomremission feststellten.
Im Hinblick auf die vorliegenden Studienergebnisse missten fur eine weiterfuhrende Differenzierung
verschiedene Einflussfaktoren wie beispielsweise der Untersuchungszeitraum, das Stadium der
Erkrankung, die Vorbehandlung, die Behandlungsmedikation wéhrend des Studienzeitraumes genauer
definiert und untersucht werden.

In Korrelationsuntersuchungen der PANSS-Werte mit den zu untersuchenden epigenetischen Markern
zeigten sich zu VO signifikante Zusammenhange. Die PANSS-Positivskala korrelierte signifikant
negativ mit der prozentualen DNA-Methylierung bzw. der TET-1-Enzymaktivitat.

Dies widerspricht Ergebnissen vorheriger Studien. In einer Studie von Auta et al. (2013) mit 28
ambulanten oder stationédren Patienten, bei denen nach DSM-IV eine Schizophrenie oder schizoaffektive
Storung diagnostiziert worden war, konnte in peripheren Lymphozyten keine signifikante Korrelation
zwischen mMRNA Niveaus der DNMT1 und TET-1 und der PANSS Skalenwerte festgestellt werden.
Auch in einer weiteren Studie mit 53 nicht prdmedizierten Patienten mit der Erstmanifestation einer
Schizophrenie und 57 gesunden Kontrollprobanden konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen
spezifischen Proteinkonzentrationen im peripheren Blut, u.a. der DNMT1 und TET-1, und der PANSS
bei der Patientengruppe nachgewiesen werden (Li et al., 2018). Zundchst ist anzumerken, dass in den
eben genannten Studien die jeweiligen mRNA Expressionsniveaus bzw. Proteinkonzentrationen und

nicht die Enzymaktivitdten gemessen wurden. Die insgesamt geringe Korrelation von PANSS-
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Skalenwerten und epigenetischer Marker in dieser und anderen Studien kann mit verschiedenen
Faktoren zusammenhdangen. Es kdnnte Latenzzeiten zwischen einer klinischen Symptomverbesserung
und Veranderungen auf epigenetischer Ebene geben, in diesem Falle ware eine langere Studiendauer
notig, um Korrelationen zwischen beiden Variablen feststellen zu kénnen. Wie bereits in der Einleitung
beschrieben, ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht geklart, inwieweit epigenetische Veranderungen in
peripheren Blutzellen mit denen auf neuronaler Ebene korrelieren. Dementsprechend kdnnten
Korrelationen zwischen der klinischen Symptomatik und epigenetischer Marker auf die neuronale
Ebene beschrénkt sein. Auch wenn zum aktuellen Zeitpunkt eine tber Zellteilungen hinweg bestehende
Stabilitat epigenetischer Veranderungen angenommen wird (siehe Kapitel 2.2.2), kénnte ein hdherer
Zellumsatz peripherer Blutzellen im Vergleich zu neuronalen Zellen zu einer geringeren Konstanz der
epigenetischen Faktoren fuhren.

In einer Studie von Schennach-Wolff et al. (2010) wurden 188 schizophrene Patienten mit der
Erstmanifestation einer Schizophrenie untersucht und mittels der PANSS das Outcome bestimmt. Die
Responderrate lag bei 63%. Als Responder galten diejenigen Patienten, welche eine 40-prozentige
Reduzierung des PANSS-Gesamtpunktewertes innerhalb einer Behandlungsphase von 8 Wochen
aufwiesen. Wenn man auch in dieser Studie Responder durch eine 40-prozentige Reduzierung des
PANSS-Gesamtpunktewertes definieren wirde, 1age die Responderrate bei nur 41,8%. Vergleicht man
beide Studien, wurden bei Schennach-Wolff et al. (2010) nur Patienten mit der Erstmanifestation einer
Schizophrenie untersucht, wahrend in der vorliegenden Studie gesichert bei 62,5% der Patienten
mindestens eine Erkrankungsphase vorbestehend war. Eine zunehmende Chronifizierung der
Symptomatik bei Patienten mit mehreren Krankheitsphasen konnte die geringere Responderrate in
unserer Studie erklaren. Wenn Patienten wiederkehrend stationdr behandelt werden missen, kann dies
unter anderem an der Schwere der Erkrankung, der Non-Compliance der Patienten oder einer
Behandlungsresistenz  der Symptomatik liegen. Bei einer frihzeitigen Behandlung einer
Erstmanifestation der Erkrankung ist das Outcome meist besser (Perkins et al., 2005). Auch die
Behandlungsdauer unterscheidet sich zwischen beiden Studien (6 versus 8 Wochen), im Hinblick auf
die Besserungstendenzen der PANSS-Werte innerhalb der 6 Wochen Studiendauer ist bei Verlangerung
der Behandlung um weitere 2 Wochen eine weitere Reduzierung des PANSS-Wertes zu erwarten. Auch

eine groRere Stichprobenanzahl nach drop outs wiirde die Aussagekraft der Studie weiter erhéhen.

5.3 Korrelation Kindheitstraumata und epigenetische Marker

In diversen Studien wurde versucht, Zusammenhéange zwischen Kindheitstraumata und der Entwicklung
einer schizophrenen Symptomatik herzustellen. Diese Traumata kénnen emotionale oder physische
Vernachldssigung bzw. Gewalt oder sexueller Missbrauch sein. Die Interpretation der einzelnen
Studienergebnisse ist durch die heterogenen Probandengruppen, Dunkelziffern und die verschiedenen

Ausmalfe der Traumata (Haufigkeit, zeitliche Dauer, Form des Traumas etc.) erschwert. Es existieren
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verschiedene biologische Erklarungsmodelle, die ein erhéhtes Risiko fur die Ausbildung psychotischer
Symptomatik bei Menschen mit traumatischen Erlebnissen begrinden sollen: ein erhohter
Dopaminmetabolismus, Veranderungen der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse und
eine erhdhte Sensitivitat fir Stress. Ein atiologischer Zusammenhang zwischen Kindheitstraumata und
der Entwicklung einer Psychose ist weiterhin umstritten (Morgan and Fisher, 2007). In einer Studie von
Read et al. (2003) zeigten sich signifikante Zusammenhdnge zwischen Kindlichen
Missbrauchserfahrungen und der Entwicklung von Halluzinationen, betroffene Probanden wiesen fast
doppelt so hdufig mindestens 2 der 5 Diagnosekriterien (DSM-IV) einer Schizophrenie auf wie
Probanden ohne Missbrauchserfahrungen in der Kindheit. In einer Studie von Spataro et al. (2004)
konnte hingegen kein signifikanter Zusammenhang zwischen sexuellem Missbrauch in der Kindheit und
der Ausbildung einer Schizophrenie gefunden werden. In einer retrospektiven Studie von Ucgok und
Bikmaz (2007) gaben 52 % der schizophrenen Patienten mindestens eine Form von Kindesmissbrauch
und 43 % mindestens eine Form von kindlicher Vernachl&ssigung an. In einer Fall-Kontroll-Studie von
Trotta et al. (2016) mit 285 FES Patienten und 256 gesunden Kontrollprobanden konnten mittels des
Childhood Experience of Care and Abuse Questionnaire (CECA.Q) signifikant mehr negative
Kindheitserlebnisse innerhalb der Patientengruppe nachgewiesen werden.

Misiak et al. (2015) untersuchten Unterschiede zwischen DNA-Methylierungsmustern von 48 Patienten
mit der Erstmanifestation einer Schizophrenie (first episode schizophrenia, FES) im Vergleich zu 48
gesunden Kontrollprobanden unter Einbeziehung von negativen Kindheitserfahrungen. Probanden der
Patientengruppe wiesen signifikant hohere Werte im Early Trauma Inventory Self Report in den
Teilbereichen allgemeines Trauma, korperliche Bestrafung, emotionaler Missbrauch und im
Gesamtwert auf als gesunde Kontrollprobanden. FES Patienten mit traumatischen Kindheitserlebnissen
(FES+) zeigten im Vergleich zu FES Patienten ohne traumatische Erlebnisse (FES-) und gesunden
Kontrollprobanden signifikant niedrigere Methylierungen in einigen repetitiven DNA-Sequenzen
(LINE-1). Zwischen FES- Patienten und gesunden Kontrollprobanden ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede der LINE-1-Methylierungsmuster. In anderen repetitiven DNA-Sequenzen (BAGE)
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der Methylierungsmuster zwischen den drei Gruppen.
Neben Fall-Kontroll-Studien zu Korrelationen traumatischer Kindheitsereignisse und der Entwicklung
psychotischer Erkrankungen existieren auch Hinweise auf Zusammenhdnge epigenetischer
Veranderungen bei gesunden Probanden mit negativen Kindheitserfahrungen. Janusek et al. (2017)
stellten bei Untersuchungen an 34 gesunden afroamerikanischen Ménnern im Alter von 18-25 Jahren
signifikante Korrelationen zwischen erlebten Kindheitstraumata und der DNA-Methylierung des IL-6
Promoters fest, je mehr die Probanden Kindheitstraumata ausgesetzt waren, desto geringer war die
Methylierung des IL-6 Promoters. Anders Ergebnisse von Houtepen et al. (2016), die bei
Blutzelluntersuchungen von gesunden Probanden signifikant positive Korrelationen zwischen erlebten
Kindheitstraumata und Methylierungsmustern des KITLG Gens feststellten. In beiden Studien diente

der CTQ zur Erhebung von Kindheitstraumata.
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Aufgrund der geringen Studienlage sollten in der vorliegenden Arbeit explorativ Korrelationen
innerhalb der gesunden Kontrollgruppe zwischen traumatischen Kindheitserlebnissen und den
erhobenen epigenetischen Markern untersucht werden. Zur Erfassung der Kindheitstraumata wurde der
Childhood Trauma Questionnaire durchgefiihrt.  Wahrend nur einer der Probanden sexuellen
Missbrauch in der Vorgeschichte angab, berichteten immerhin 11,4 % von méaRig bis extrem
ausgepragter emotionalen Vernachlassigung, 15,8 % von minimal bis maRig ausgepragtem emotionalem
Missbrauch und 14,7 % von malig bis extrem ausgepragter korperlichen Vernachlassigung und
korperlichem Missbrauch (siehe Tabelle 4.17). In der Korrelationsanalyse zeigte sich eine positive
Korrelation zwischen der Skala ,,emotionaler Missbrauch* und dem prozentualen Anteil globaler DNA-
Hydroxymethylierung. Probanden mit emotionalem Missbrauch in der Kindheit wiesen einen
signifikant héheren Anteil an prozentualer globaler DNA-Hydroxymethylierung auf (r = .25, p = .04),
dabei handelte es sich nach Cohen (1992) aber um einen schwachen Effekt. In allen anderen Skalen
konnten keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen werden.

Wie oben bereits beschrieben existieren aktuell kaum Studien, die differenziert die verschiedenen
Kindheitstraumata auf Zusammenhdnge mit epigenetischen Markern untersuchen, sodass eine
Einordung in die aktuelle Studienlage zum jetzigen Zeitpunkt nicht méglich ist. Es bedarf
weiterflhrender Untersuchungen in gréReren Fallzahlen, zudem sollten ebenso fir die Patientengruppe
der CTQ erhoben und Fall-Kontroll-Untersuchungen durchgeftihrt werden.

5.4  Limitierende Faktoren

Wie in jeder anderen Studie gilt es auch hier, einige limitierende Faktoren bei der Interpretation der
Ergebnisse zu berlicksichtigen.

Die Fallzahlen sind mit 110 Patienten und 90 Kontrollprobanden fiir genetische Untersuchungen als
eher gering einzustufen und wurden durch viele drop outs weiter reduziert. Somit konnten bei einigen
Untersuchungsergebnissen nur Tendenzen angegeben werden, hier waére eine groRere
Stichprobenanzahl nétig gewesen, um aussagekraftigere Ergebnisse zu erzielen. Da es sich um eine
retrospektive Studie handelt, war eine Erhéhung der Probandenanzahl leider nicht méglich. Im Hinblick
auf die Patientengruppe koénnte es bei einer Folgestudie sinnvoll sein, eine genauere Differenzierung in
Krankheitsstadium und medikamenttse Interventionen durchzufiihren. Unterschiede innerhalb des
Patientenkollektivs zwischen Patienten mit und ohne Pramedikation lieBen sich aufgrund fehlender
anamnestischer Angaben und dadurch geringer Stichprobenzahlen nicht aussagekraftig aufzeigen,
zudem waren die Patienten nicht in klar definierte Medikationsgruppen eingeteilt, sondern unter
naturalistischen Bedingungen behandelt worden. Somit lieRen sich keine Korrelationen zwischen
Verénderungen der epigenetischen Marker wéhrend der 6-wdchigen Behandlung und der Medikation

mit bestimmten Psychopharmaka untersuchen. Auch ist eine Studiendauer von 6 Wochen als relativ
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kurz einzustufen, eventuell hétte eine langere Studiendauer vor allem im Hinblick auf VVerédnderungen
der epigenetischen Marker innerhalb der Patientengruppe weitere Ergebnisse gebracht.

In der vorliegenden Arbeit wurden mononukledre periphere Blutzellen (PBMC) verwendet, da diese im
Gegensatz zu Gehirngewebeproben bei lebenden Probanden frei zuganglich sind. Es stellt sich aber die
Frage, ob epigenetische Veranderungen parallel in peripheren Blutzellen und Gehirnzellen stattfinden
und ob man durch Untersuchungen an peripheren Blutzellen auf VVerédnderungen auf neuronaler Ebene
schliefen kann. In mehreren Studien wurden Korrelationen zwischen Methylierungsmustern von
spezifischen Genregionen und Anderungen der DNMT1 und TET-1 in peripheren Blutzellen und dem
Gehirngewebe psychiatrischer Patienten gefunden (Auta et al, 2013). Andererseits gab es auch Hinweise
auf Aktivitatsunterschiede der DNMT1 zwischen verschiedenen Hirnregionen, was auf eine Zell- und
Gewebeabhangigkeit epigenetischer Veranderungen hindeuten kénnte (Dong et al., 2014). Auch in einer
Studie von Walton et al. (2016) konnte nur bei 7,9 % spezifischer CpG-Inseln eine signifikante
Ubereinstimmung der DNA-Methylierungsmuster zwischen peripheren Blutzellen und Gehirnzellen
gefunden werden. Dagegen zeigte sich in Untersuchungen von Horvath et al. (2012) im Vergleich von
CpG-Methylierungsmustern zwischen peripheren Blutzellen und Gehirnzellen eine sehr hohe
Korrelation (r = 0.9). Dies deckt sich mit einer aktuellen Studie von Braun et al. (2019), in der bei 27
Patienten mit Epilepsie Methylierungsmuster von Hirngewebe im WVergleich zu Blutzellen,
Speichelproben und Wangenabstrichen. Es zeigten sich auch hier sehr deutliche Korrelationen der
Methylierungsmuster von Hirngewebe und Blutzellen (r = 0.86), Mundschleimhautzellen (r = 0.85) und
Speichelproben (r = 0.90). Diese sehr heterogene Studienlage sollte bei Rickschliissen epigenetischer
Veranderungen peripherer Gewebe auf diejenigen neuronaler Ebene berlicksichtigt werden.

Bei Selbstausfullen von Fragebdgen wie beispielsweise des CTQ und der Erhebung klinischer Befunde
anhand der PANSS besteht immer die Gefahr eines Under-Reportings von Seiten der Probanden, d.h.
Studienteilnehmer konnten eine geringere Anzahl an Kindheitstraumata oder Symptome angegeben
haben, als tatsachlich vorliegen.

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine explorative Studie mit dem Ziel, eine Ubersicht
tiber Zusammenhange zwischen epigenetischen Markern und schizophrenen Erkrankungen zu
gewinnen. Die hierbei erlangten Ergebnisse stellen trotz der oben benannten limitierenden Faktoren
einen guten Ansatzpunkt fir weitere Studien dar, um perspektivisch eine Verbesserung der Diagnostik

und Behandlung von schizophrenen Erkrankungen zu erreichen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Schizophrenie ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung mit einer Lebenszeitprdvalenz von
ungeféhr 1 %, bei deren Entstehung sowohl genetische als auch neuroepigenetische Faktoren eine Rolle
spielen (Moller, 2015; Fullard et al., 2016). Es existieren verschiedene, miteinander interagierende
epigenetische Mechanismen, die die Aktivititen bestimmter Gene (Jaenisch and Bird, 2003, Portela and
Esteller, 2010) und dadurch die Entstehung neurologischer und psychiatrischer Erkrankungen beein-
flussen kénnen (Peedicayil, 2011). Epigenetische Prozesse beziehen Stressregulationsmechanismen mit
ein, es existieren beispielsweise zunehmend Hinweise, dass Kindheitstraumata eine Rolle bei der
Entwicklung psychotischer Erkrankungen spielen kénnen (Read et al., 2009).

Ziel der vorliegenden Studie war ein Gruppenvergleich zwischen einem gesunden Kontroll- und einem
schizophrenen Patientenkollektiv im Hinblick auf folgende epigenetische Faktoren: der globalen DNA-
Methylierung, der globalen DNA-Hydroxymethylierung und der Enzymaktivitaten der DNMT und
TET-1-Hydroxylase. Als Nebenfragestellungen wurden innerhalb der schizophrenen Patientengruppe
zudem Verlaufsuntersuchungen oben genannter epigenetischer Faktoren und der Enzymaktivitaten der
HAT, der HDAC, der H3K4-Methylasen und H3K4-Demethylasen innerhalb eines 6-wdchigen
Zeitraums durchgefiihrt. Des Weiteren wurden gruppenspezifisch Korrelationen einiger der oben
genannten epigenetischen Faktoren und psychopathologischer Symptome (Patientenkollektiv) bzw.
traumatischer Erfahrungen in der Kindheit (Kontrollkollektiv) analysiert. Hierfiir wurden in die Studie
110 Patienten mit der Diagnose einer Schizophrenie und 90 gesunde Kontrollprobanden verschiedener
sozialer Schichten eingeschlossen. Als Untersuchungsmaterial dienten mononukledre periphere
Blutzellen (PBMC).

In der Untersuchung zeigten sich zwischen den Studiengruppen signifikante Unterschiede in der
globalen DNA-Methylierung und TET-1-Enzymaktivitit zum Zeitpunkt VO (Baseline). Die
Patientengruppe wies einen hoheren prozentualen Anteil globaler DNA-Methylierung und eine
gesteigerte TET-1-Enzymaktivitdit im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv auf. Bei
Untersuchungen der prozentualen globalen DNA-Hydroxymethylierung und DNMT-Enzymaktivitat
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen gefunden werden. Bei der
Verlaufskontrolle innerhalb des Patientenkollektivs zwischen Studienbeginn (VO0) und Studienende
nach 6 Wochen (V3) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der untersuchten epigenetischen
Marker.

Es liel sich zudem bei 73,1 % der Patientengruppe eine Reduzierung des PANSS-Gesamtwertes
nachweisen, wobei sich die Symptomatik bei 38,5% der Teilnehmer um mindestens 50 % verbesserte.
Der PANSS-Gesamtwert wies nur bei geschlechtsspezifischen Untersuchungen der maénnlichen
Probandengruppe eine signifikante Reduzierung auf, bei Betrachtung des gesamten Patientenkollektivs
kam es zwar zu einer kontinuierlichen Reduktion, die jedoch nicht signifikant war. Die Globalskala
reduzierte sich zwischen VO (Baseline) und V3 (hach 6 Wochen) und die Positivskala zwischen V1

(nach 2 Wochen) und V3 (nach 6 Wochen) signifikant flr das gesamte Patientenkollektiv, wéhrend die
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Negativskala zwar riicklaufig, aber nicht signifikant reduziert war. Bei ménnlichen Patienten zeigte sich
insgesamt eine deutlichere Besserung der PANSS-Skalen. Die PANSS-Positivskala korrelierte
signifikant negativ mit der prozentualen globalen DNA-Methylierung bzw. der TET-1-Enzymaktivitat.
11,4 % der Probanden des Kontrollkollektivs berichteten von maRig bis extrem ausgepragter
emotionaler Vernachldssigung, 15,8 % von minimal bis méRig ausgepragtem emotionalem Missbrauch
und 14,7 % von méaRig bis extrem ausgepragter korperlichen Vernachlassigung und korperlichem
Missbrauch. Bei der Auswertung der Daten konnte eine positive Korrelation zwischen der Skala
,emotionaler Missbrauch“ und dem prozentualen Anteil globaler DNA-Hydroxymethylierung
festgestellt werden, das bedeutet Probanden mit emotionalen Missbrauchserfahrungen in der Kindheit
wiesen einen signifikant htheren Anteil an prozentualer globaler DNA-Hydroxymethylierung auf, auch
wenn es sich dabei handelte nach Cohen (1992) um einen schwachen Effekt handelt. In allen anderen
Skalen konnten keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen werden.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Hauptuntersuchungen zeigen, &hnlich wie auch einige
andere Studien, signifikante Unterschiede bestimmter epigenetischer Marker, in diesem Fall der
globalen DNA-Methylierung und TET-1-Enzymaktivitit, zwischen schizophrenen Patienten und
gesunden Kontrollprobanden. Diese Ergebnisse dienen einem besseren Verstandnis der Atiologie und
Pathogenese schizophrener Erkrankungen und stellen einen guten Ansatz furr Folgestudien dar, um einen
Fortschritt in Bereichen der Diagnostik, Pravention und medikamentdsen Behandlung erreichen zu

kdnnen.
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