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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Neurokognitive Dysfunktionen gelten als stabile, gut replizierte Befunde, die bei der Mehrzahl
an Schizophrenie erkrankter Patienten nachweisbar sind und relativ unabhangig von der
Symptomschwere und dem Krankheitsstadium diagnostiziert werden. Als gut messbare,
definierte Merkmale eignen sie sich fur die Suche nach signifikanten Assoziationen mit
potenziell relevanten Genvarianten klinisch komplexer Krankheiten. Sowohl bei der
Schizophrenie, einer schweren psychischen Erkrankung, die weltweit in jeder
Bevolkerungsschicht mit einer Lebenszeitpravalenz von 1 % vorkommt und durch positive
Symptome, wie Halluzinationen und Wahnvorstellungen, und negative Symptome, wie
kognitive Dysfunktionen, Affektverflachung, Antriebsarmut und sozialen Ruckzug,
charakterisiert ist, als auch bei kognitiven Fahigkeiten, die das Denken und Handeln, den
schulischen Erfolg, den beruflichen Werdegang, die mentale und kdrperliche Gesundheit
sowie die Lebenserwartung beeinflussen, wird von einer multifaktoriellen, polygenen
Vererbung mit zahlreichen Einflussfaktoren ausgegangen, bei denen neben &ulleren
Umweltfaktoren zu einem Grof3teil genetische Faktoren mit einer Heritabilitat von bis zu 85 %

(Schizophrenie) bzw. 60 % (Kognition) eine Rolle spielen.

Das AADAT-Gen bzw. sein Genprodukt, die Kynurenin-Aminotransferase Il (KAT II), wurde
bereits mit psychiatrischen Erkrankungen wie Schizophrenie, Autismus und Depression in
Verbindung gebracht. Das Enzym KAT Il katalysiert die irreversible Transaminierung von
Kynurenin (KYN) zu Kynureninsdure (KYNA). Kynurenin ist der Hauptmetabolit im
Kynurenin-Stoffwechselweg, dessen Enzyme und Metaboliten biologische Funktionen des
Immun- und des Nervensystems beeinflussen. Als der einzige bekannte endogene
N-Methyl-D-Aspartat(NMDA)-Rezeptor-Antagonist ~ scheint ~ Kynureninsaure in  der
Pathophysiologie der Schizophrenie von Bedeutung zu sein. Tierstudien zeigen den Einfluss
von Schwankungen in der Kynureninsdure-Konzentration auf kognitive Funktionen und
insbesondere, dass deren Erhéhung im Gehirn dhnliche kognitive Defizite verursachen kann,

wie sie typisch flr die Schizophrenie-Erkrankung sind.

In dieser Dissertation wurde an einer Stichprobe aus 171 an Schizophrenie erkrankten
Patienten und 1.300 gesunden Kontrollen aus dem Raum Minchen im Rahmen einer
Fall-Kontroll-Assoziationsstudie der Zusammenhang von acht SNPs des AADAT-Gens und
Schizophrenie sowie im Rahmen einer Endophanotypenstudie der Zusammenhang zwischen
diesen acht SNPs und kognitiver Leistung, gemessen mit der revidierten Fassung des
Hamburg-Wechsler-Intelligenztests  fur Erwachsene (HAWIE-R), untersucht. Die

Genotypisierung der SNPs erfolgte dabei mit dem iPLEX-Verfahren.
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Ein Zusammenhang zwischen Genotypfrequenz und Schizophrenie konnte hier nicht bestatigt

werden.

In Hinblick auf die Kognition ergab sich fur funf der acht untersuchten Polymorphismen
(rs6553486, rs2466990, rs2622068, rs10213032 und rs2955256) und finf Haplotypen (CAG,
GGG und CGG des Blocks 1; GGA und AGG des Blocks 2) ein Einfluss auf die Leistung in
verschiedenen Haupt- und Untertests. Der Einfluss von Genotyp bzw. Haplotyp zeigte sich
insbesondere im verbalen Bereich. Die Analyse liefert Hinweise auf eine Assoziation zwischen
der Allelsequenz GGG des Haplotyp-Blocks 1 (rs6553486-rs2466990-rs963660) und
besseren Leistungen im Gesamt-IQ sowie im Verbalteil (Verbal-1Q, Rechnerisches Denken,
Allgemeines Verstandnis, Allgemeines Wissen und Wortschatz-Test). Dahingegen wurde der
zu zwei der drei SNPs (rs6553486, rs2466990) komplementare Haplotyp CAG mit
schlechteren Leistungen in Verbindung gebracht. Diese nominal signifikanten
Zusammenhange oder Trends finden sich auch in der Analyse der individuellen SNPs wieder
(rs6553486 und rs2466990: Gesamt-IQ, Rechnerisches Denken, Allgemeines Verstandnis).
Ebenfalls primar mit Leistungen im verbalen Bereich assoziiert war die Allelkombination GGA
des Haplotyp-Blocks 2 (rs2622068-rs716822-rs10213032). Trager dieses Haplotyps zeigten
im Mittel schlechtere Leistungen in den Subtests Rechnerisches Denken und Allgemeines
Verstandnis, sowie bessere Leistungen bei Vorlage des teilweise komplementaren Haplotyps
AGG (nur in Allgemeines Verstandnis). Auch hier finden sich entsprechende Hinweise zu einer
Assoziation in der Einzelanalyse der SNPs (rs2622068: Rechnerisches Denken, Allgemeines

Verstandnis; rs10213032: Allgemeines Verstandnis).

Dagegen waren Hinweise auf einen Zusammenhang zu kognitiven Leistungen im

Handlungsbereich weniger deutlich.

Diese Ergebnisse weisen auf einen moglichen Zusammenhang von Variationen im AADAT-
Gen und verbalen kognitiven Fahigkeiten hin, wahrend ein Einfluss auf die Suszeptibilitat der
Schizophrenie nicht bestatigt werden konnte. Aufgrund der geringen StichprobengrofRe kann
jedoch keine abschlieRende Einschatzung hinsichtlich der Bedeutung des Gens fir die
untersuchten Phanotypen durchgefiihrt werden, sondern muss auf weiterfihrende Studien

verwiesen werden.
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2 Einleitung

21 Intelligenz und Kognition

Das Konstrukt der allgemeinen Intelligenz (oder des g-Faktors) erfasst das bemerkenswerte
Phanomen, dass Leistungen bei verschiedenen kognitiven Aufgaben hinweg positiv
korrelieren. Obwohl die allgemeine Intelligenz ein einziges, abstraktes Konstrukt ist, muss es
sich nicht um eine einzige, konkrete Eigenschaft des Gehirns handeln. Stattdessen kann der
g-Faktor aus dem Zusammenspiel einer Vielzahl von Systemen, einschliel3lich genetischen
Netzwerken, Einflussen von psychologischen Merkmalen, wie Arbeitsgedachtnisfahigkeit,
Aufmerksamkeitsfahigkeit, Motivation und Personlichkeit, sowie wechselseitigen Beziehungen
zwischen kognitiven und 6kologischen Prozessen entstehen (van der Maas et al., 2006).
Intelligenz kann im weitesten Sinne als die Fahigkeit zu lernen, logisch zu denken und

Probleme zu 16sen definiert werden (Gottfredson, 1997).

Kognition ist ein Sammelbegriff fur alle Denkprozesse, die in Interaktionen mit anderen
Menschen und der Umwelt ablaufen und wird oft als ein System kognitiver Funktionen
beschrieben, das von der visuellen Wahrnehmung bis zur sozialen Kognition reicht (Sachdev
et al., 2014). Die allgemeinen kognitiven Fahigkeiten (Intelligenz) sagen Bildungsstand,
Einkommen, Gesundheit und Langlebigkeit voraus und tragen damit wesentlich zum
intellektuellen Kapital wissensbasierter Gesellschaften bei (Deary, 2012). Wahrend des
gesamten Lebens haben Menschen mit hoherer Intelligenz tendenziell eine bessere mentale
und korperliche Gesundheit, sind seltener krank und leben langer (Deary et al., 2010;
Deary, 2013).

21.1  Strukturmodelle der Intelligenz

Stufenleitermodell nach Binet und Simon

Um Kinder mit Lernbehinderung zu erkennen und zu fordern, entwickelten Alfred Binet und
Théodore Simon 1904 den ersten Intelligenztest. Sie postulierten, dass Kinder mit
durchschnittlicher Intelligenz die Fahigkeit besitzen altersentsprechende Aufgaben zu lésen.
Sie sahen Intelligenz als eine einheitliche Eigenschaft ohne weitere Differenzierung an. lhr

Test hatte das Ziel, das Intelligenzalter des Kindes zu erfassen (Binet & Simon, 1904).
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Zwei-Faktoren-Modell der Intelligenz nach Spearman

Charles E. Spearman (1863 - 1945) beschrieb erstmals 1904 in seiner Zwei-Faktoren-Theorie
der Intelligenz, dass alle kognitiven Leistungen durch zwei Variablen erklart werden kénnen:
eine allgemeine Fahigkeit (g) und die vielen bereichsspezifischen Fahigkeiten (s). Laut
Spearman reprasentiert der allgemeine g-Faktor eine Art ,allgemeine Intelligenz®, die an allen
Intelligenzleistungen beteiligt ist. Diese allgemeine Intelligenz wird durch die hierarchisch
untergeordneten s-Faktoren (s) erganzt, welche spezifischen, voneinander unabhangigen

Begabungen oder Fahigkeiten reprasentieren (Spearman, 1904).

Das Primarfaktorenmodell nach Thurstone

Ende der 30er Jahre war Louis Leon Thurstone (1887 - 1955) einer der ersten und starksten
Gegner von Spearmans Theorie der Intelligenz. Anstatt Intelligenz als eine einzige, allgemeine
Fahigkeit zu betrachten, konzentrierte sich Thurstones Theorie auf sieben verschiedene
primare mentale Fahigkeiten, die er als voneinander unabhangig einschatzte: verbales
Verstandnis, Wahmehmungsgeschwindigkeit, Rechenfahigkeit, Wortflissigkeit, Gedachtnis,

raumliches Vorstellungsvermogen und schlussfolgerndes Denken (Thurstone, 1938).

Das Gf-Gc-Modell nach Cattell

Kritik kam auch von Raymond Cattell, einem Schuiler Spearmans, der in den 40er Jahren das
so genannte ,,Gf-Gc-Modell“ entwickelte. Er postulierte, dass Intelligenz als zwei unabhangige,
Ubergeordnete Hauptfahigkeiten verstanden werden konnte: fluide Intelligenz (Gf) und
kristalline Intelligenz (Gc). Der Begriff kristalline Intelligenz wurde als eine Art zementierte
Wissensdatenbank verstanden, die im Laufe der Zeit erworben wurde und all jene Fahigkeiten
reprasentiert, die bereits aus friheren Lektionen bekannt waren. Auf der anderen Seite war
die fluide Intelligenz die Fahigkeit, dieses Wissen tUberhaupt erst zu erwerben, d. h. im Moment
zu lernen. Catell schatzte ,g“ als genaueres ,Gc* ein, und ging davon aus, dass Tests, die sich
nur auf ,g“ konzentrierten, einen wichtigen Entwicklungsfaktor in der menschlichen Intelligenz

auslassen wurden (Cattell, 1963).

Das Intelligenzmodell von Wechsler

David Wechsler (1896 - 1981) ging von der Differenzierung der allgemeinen Intelligenz in eine

sprachliche (verbale) Intelligenz und eine Handlungsintelligenz aus. Basierend auf diese

Theorie wurden seine Intelligenztests in zwei Gruppen aufgeteilt. Jede Gruppe bestand aus
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Untertests, die entweder eine verbale oder eine praktische Fahigkeit messen sollte (Wechsler,
1964). Dementsprechend wurden WISC und WAIS sowie deren deutschen Versionen HAWIK
bzw. HAWIE aufgebaut.

Das Mehrfaktorenmodell nach Vernon

Philip E. Vernon (1905 - 1987) gab ein alternatives Schema fur die Organisation von Faktoren
vor. In der Hierarchie ganz oben platzierte Vernon die allgemeine Intelligenz. Auf der zweiten
Ebene platzierte er zwei breite Gruppenfaktoren, die verbal-pddagogischen (v:ed) und
praktisch-mechanischen (k:m) Fahigkeiten entsprechen. Auf der dritten Ebene wurden diese
Hauptfaktoren weiter untergliedert. Die Gruppe v:ed bestand aus sprachlichen Fahigkeiten,
Wortflussigkeit, kreativen Fahigkeiten, Flussigkeit des Denkens und Rechenfahigkeit und die
Gruppe kim aus Wahrnehmungsgeschwindigkeit, raumlichem Vorstellungsvermogen,
technischem Verstandnis und physikalischen Kenntnissen. Auf der untersten Ebene der

Hierarchie liegen die Sonderfaktoren (Vernon, 1965).

Das Structure of Intellect-Modell von Guilford

Joy Paul Guilford (1897 - 1987) beschrieb die Intelligenz als eine Kombination aus
Operationen, Produkten und Inhalten. Er postulierte funf Arten von Operationen (Erkenntnis,
Gedachtnis, divergenter Produktion, konvergenter Produktion und Evaluation), sechs
Produkten (Einheiten, Klassen, Relationen, Systemen, Transformationen und Implikationen)
und vier Inhalten (figural, symbolisch, semantisch und verhaltensbezogen). Weil jedes dieser
Elemente beliebig kombinierbar und unabhangig ist, gibt es theoretisch 5 x 6 x 4 = 120

verschiedene mentale Fahigkeiten (Guilford, 1967).

Das Berliner Intelligenzstrukturmodell nach Jager

Das 1982 von Adolf Otto Jager (1920 - 2002) und seinen Mitarbeitern eingefuhrte Berliner
Intelligenzstrukturmodell (BIS-Modell) geht von zwei Modalitdten aus, die dem g-Faktor
hierarchisch untergeordnet sind: der Modalitat des Aufgabenmaterials (figural, numerisch und
verbal) und der Modalitat der kognitiven Prozesse (Bearbeitungsgeschwindigkeit, Gedachtnis,
Kreativitdt und Verarbeitungskapazitat). Die daraus resultierenden 3 x 4 Kombinationen sind

als Matrix konzipiert, die eine Raute bildet (Jager, 1982).
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Multiple Intelligenzen nach Gardner

Anstatt sich auf die Analyse von Testergebnissen zu konzentrieren, schlug Howard Gardner
vor, dass numerische Ausdricke der menschlichen Intelligenz, wie in 1Q-Tests, keine
vollstandige und genaue Darstellung der Fahigkeiten von Menschen sind. Seiner Theorie nach
gibt es acht verschiedene Arten von Intelligenz, die auf Fahigkeiten und Fertigkeiten basieren
und in verschiedenen Kulturen geschatzt werden. Diese acht Arten von Intelligenz sind:
visuell-rdumliche, verbal-linguistische, kdrperlich-kinasthetische, logisch-mathematische,
musikalische, interpersonale, intrapersonale und die naturalistische Intelligenz
(Gardner, 1983).

Die triarchische Intelligenztheorie von Sternberg

Laut Robert Sternberg besteht die triarchische Theorie der Intelligenz, oder der
.Erfolgsintelligenz®, aus drei Subgruppen: der analytischen oder komponentiellen Intelligenz,
der kreativen oder erfahrungsbasierten Intelligenz und der praktischen oder kontextuellen
Intelligenz. Die analytische Intelligenz steht eher im Einklang mit den traditionellen Definitionen
von 1Q und akademischer Leistung. Sie ist beteiligt, wenn die Komponenten der Intelligenz zur
Analyse, Kritik, Beurteilung, Bewertung, Einschatzung und zum Vergleich eingesetzt werden.
Sie befasst sich typischerweise mit relativ bekannten Arten von Problemen, bei denen die zu
treffenden Urteile eher abstrakter Natur sind. Als kreative Intelligenz wird die Fahigkeit
angesehen, neue Ideen und Ldsungen im Umgang mit neuen Situationen zu erfinden. Diese
Form der Intelligenz ist mit der Nutzung vorhandener Kenntnisse und Fahigkeiten verbunden,
um mit neuen Problemen oder Situationen umzugehen. Die Fahigkeit, sich in einer Umgebung
anzupassen oder sie entsprechend den personlichen Bedlrfnissen zu verandern, wird als
praktische Intelligenz bezeichnet. Eine weitere Moglichkeit, eine solche Art von Intelligenz zu
verstehen, ist der gesunde Menschenverstand oder die bestmogliche Bewaltigung der
alltaglichen Aufgaben (Sternberg, 1985).

Theorie der minimalen kognitiven Architektur nach Anderson

Mike Andersons Theorie der minimalen kognitiven Architektur integriert allgemeine und
spezifische Fahigkeiten in eine Entwicklungstheorie der menschlichen Intelligenz (Anderson,
1992, 2005). Er schlagt vor, dass sich die menschlichen kognitiven Architekturen optimal an
die Probleme in ihrer Umgebung angepasst haben. Laut Anderson wird das Wissen Uber zwei
verschiedene Prozesswege erworben. Der erste Weg beinhaltet eine durchdachte

Problemlésung, zeigt grofle individuelle Unterschiede und st durch die
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Verarbeitungsgeschwindigkeit eingeschrankt. Der grundlegende Verarbeitungsmechanismus
der ersten Route besteht aus zwei Prozessoren: verbal und raumlich. Diese beiden Prozesse
sollten normalverteilt, unkorreliert miteinander sein und ihre eigenen einzigartigen
Erklarungspotenziale haben. Im Gegensatz dazu bezieht sich der zweite Weg zum Erwerb von
Wissen auf Informationsverarbeitungs-Module. Solche Module bestehen aus der
Wahrnehmung des dreidimensionalen Raums, syntaktischer Analyse, phonologischer
Kodierung und der Theorie des Geistes. Dieser Weg ist mit der kognitiven Entwicklung
verbunden, da diese Module Uber die gesamte Lebensspanne hinweg Veranderungen in der
kognitiven Kompetenz verursachen (Anderson, 1992). Anderson (2005) argumentiert, dass
modulare Prozesse durch ausgiebige Ubung erworben werden koénnen, dass aber die
Gemeinsamkeiten sowohl der erworbenen als auch der angeborenen Module darin bestehen,
dass sie automatisch und unabhangig vom ersten Weg arbeiten und somit nicht durch zentrale

Verarbeitungsmechanismen eingeschrankt sind.

21.2 Intelligenzmessung

Alfred Binet (1857 - 1911) und Théodore Simon (1873 - 1961) entwickelten 1904 den ersten
modernen Intelligenztest. Sie wurden vom franzosischen Erziehungsminister beauftragt ein
Verfahren zu entwickeln, mit dem lernbehinderte Schulkinder von nicht behinderten
Schulkindern genauer unterschieden werden kdnnten. Zusammen entwarfen sie eine Reihe
kurzer Tests, die aus dem Lebensumfeld der Kinder stammten. Um das Intelligenzalter zu
berechnen, wurde das Ergebnis eines Binet-Simon-Tests mit dem Durchschnittswert
gleichaltriger Kinder verglichen (Binet & Simon, 1904). Ziel des Tests war die objektive
Einstufung der Schulkinder bezlglich ihres geistigen Leistungspotenzials und Kinder mit
vorhandenen Leistungsdefiziten durch besondere Forderung zu unterstitzen (Binet et al.,
1927).

Im Jahr 1912 fuhrte der deutsche Psychologe William Stern (1912) den Intelligenzquotient (1Q)
ein. Er teilte das Intelligenzalter (IA) durch das Lebensalter (LA) und multiplizierte das Ergebnis
mit 100.

Formel: IQ = 1A/ LA x 100
Mit der amerikanischen Weiterentwicklung von Binets Test durch Lewis Terman (1916) kam

es demzufolge zur Anwendung des Intelligenzquotienten (1Q), der von Stern formuliert wurde.

Dabei legte er neue Altersnormen fest, erweiterte den Altersbereich bis ins Erwachsenenalter



Einleitung

und ersetzte das Intelligenzalter durch den Intelligenzquotienten. Bis heute findet der Stanford-

Binet-Test Anwendung in der Hochstbegabtenforschung.

Die Binet-Simon-Intelligenzskala und ihre Modifikationen (wie die Stanford-Binet-Skala) waren
die in den 30er Jahren am haufigsten verwendeten Intelligenztests (Pintner, 1931), aber die
1939 verdffentlichte Wechsler-Bellevue-Intelligenzskala (Wechsler, 1939) flhrte eine Reihe
von Neuerungen bei Intelligenztests ein, darunter einen Test, der eher zur Messung der
Intelligenz bei Erwachsenen als bei Kindern geeignet ist; die Einbeziehung von verbalen und
handlungsbezogenen Aufgaben; und das Weglassen von Gedachtnistests (Boake, 2002).
Wechsler (1939) hat den 1Q als Abweichungskoefizient durch die folgende Formel definiert
(X = Testscore, M = Mittelwert der Stichprobe, SD = Standardabweichung der

Normstichprobe):

IQ =100 + 15 x (X - M)/ SD

Der Intelligenzquotient (IQ) ist eine Zahl mit dem Mittelwert von 100 und der
Standardabweichung von 15 (Wechsler, 1964). Bis heute sind die Intelligenztests so justiert,
dass der Mittelwert 100 betragt. Die Verteilung der Testergebnisse ahnelt einer sogenannten
Glockenkurve. Etwa 70 % der Menschen verfigen uber eine mittlere Intelligenz, 12 % Uber
eine hohere Intelligenz, 2 % sind sehr intelligent und 1 % wurde als hochbegabt identifiziert
(Black & Hynd, 1995).



Einleitung

21.3 Genetik und Kognition

Vor knapp 100 Jahren war Intelligenz das erste Verhaltensmerkmal, das mit Zwillings- und
Adoptionsstudien analysiert wurde (Merriman, 1924). Solche Studien zeigten den erheblichen
genetischen Einfluss auf individuelle Unterschiede in der Intelligenz (Deary et al., 2009). Dabei
ist es wichtig zu beachten, dass Heritabilitdtsschatzungen das Ausmall} der genetischen
Gesamtwirkung auf ein Merkmal widerspiegeln, aber weder die Gesamtzahl der Gene, die
moglicherweise mit einbezogen sind, noch die relativen Beitrage dieser Gene angeben
(Almasy, 2003). Laut Dutzenden von Zwillings- und Adoptionsstudien ist Intelligenz zu etwa
50 % vererbbar (Knopik et al., 2016). In SNP-basierten Studien liegt dieser Wert bei ungefahr
30 % (Davies et al., 2015). In Zwillingsstudien wird eine hohe Erblichkeit der Intelligenz im
Erwachsenenalter von etwa 70 % (Deary et al., 2009) und eine starke genetische Korrelation
zwischen Intelligenz und Bildung angegeben (Calvin et al., 2012). Sowohl in quer- als auch in
langsschnittlichen Zwillings- und Adoptionsstudien stieg die Erblichkeit der Intelligenz wahrend
des gesamten Lebensverlaufs kontinuierlich linear an (Plomin & Deary, 2015). Eine
Metaanalyse der Ergebnisse aus Longitudinalstudien an Zwillingen und Adoptivkindern ergab
ebenfalls einen Anstieg der Heritabilitat von Kindheit bis Adoleszenz (Briley & Tucker-Drob,
2013). Allerdings sind Zwillingsstudien seit langerer Zeit Kritiken aus methodischen Grinden

unterworfen worden (Trzaskowski et al., 2013).

Adoptionsstudien stellen einen geeigneten Rahmen fur Prafungen der Umwelteinflisse auf
kognitive Fahigkeiten dar, da der Vergleich adoptierter Kinder mit ihren biologischen
Geschwistern oder Eltern eine Moglichkeit bietet, genetische und Umwelteinflisse zu
entschlisseln (Plomin et al., 1994). Es ist seit Jahrzehnten bekannt, dass der von einem
Genotyp in einer Umgebung erzeugte Phanotyp in einer anderen Umgebung radikal anders
sein kann (Kouchi, 1996). Kendler et al. (2015) untersuchten eine schwedische Stichprobe von
Uber 2.000 getrennt aufgewachsenen mannlichen Geschwistern und fanden heraus, dass die
Adoption in bessere soziodkonomische Umstande mit einem durchschnittlichen 1Q-Anstieg
von 4,4 Punkten im Alter von 18 Jahren assoziiert war. Auch das Bildungsniveau von
Adoptiveltern war mit einem erhdhten 1Q bei den Nachkommen verbunden (Kendler et al.,
2015). Die Intelligenz scheint formbar zu sein, und Gen-Umwelt-Interaktionen kdnnen viele
Unterschiede im 1Q, unabhangig von Lebensphase und soziodkonomischem Status, erklaren
(Sauce & Matzel, 2018).
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21.4 Molekulargenetische Studien zur Kognition

Kopplungsstudien

Genkopplung ist die Tendenz, dass genetische Marker zusammen vererbt werden, weil sie auf
demselben Chromosom nahe beieinanderliegen. Je naher zwei Gene aneinander liegen,
desto geringer ist die Rekombinationswahrscheinlichkeit zwischen ihnen. Die
Kopplungsanalyse dient als eine Methode zur Gensuche und zum Testen, um Individuen mit

einem bestimmten Merkmal zu identifizieren.

In den letzten Jahren gab es bedeutende Fortschritte in der genetischen Untersuchung der
menschlichen Intelligenz, da funf Kopplungsstudien verdéffentlicht wurden und alle von ihnen
auf mehreren chromosomalen Regionen konvergierten, die fur die Intelligenz wichtig sind
(Cairg, 2017). Eine der ersten Kopplungsanalyse zur Intelligenz wurde von Posthuma et al.
(2005) veroffentlicht. Das Ergebnis dieser Studie mit zwei Stichproben (159 niederlandischen
und 475 australischen Geschwisterpaaren) zeigt zwei Bereiche (auf den Chromosomen 2 und
6) mit signifikanter Verknupfung zu Intelligenz und mehrere Bereiche (eine zusatzliche Stelle
auf Chromosom 2 sowie Bereiche auf den Chromosomen 4, 7, 20 und 21) mit suggestiver
Verknupfung (Posthuma et al., 2005). Zwei weitere Studien bestatigen ebenfalls die
Verbindung zwischen Chromosom 2 und 6 und Kognition (Luciano et al., 2006; Wainwright et
al., 2006). Die Ergebnisse aus einer Untersuchung von 210 Familien deuten darauf hin, dass
die Gene auf Chromosom 2, die einen breiten Einfluss auf eine Vielzahl von kognitiven
Fahigkeiten haben, die allgemeine akademische Leistung beeinflussen (Wainwright et al.,
2006).

Assoziationsstudien

Des Weiteren basieren Erkenntnisse in der Genetik auf genomweiten Assoziationsstudien
(GWAS) unter Verwendung von Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. single nucleotide
polymorphism, SNP) und Kopienzahlvarianten (engl. copy number variation, CNV). Das
experimentelle Design von GWAS hat in den letzten zehn Jahren zu einer bemerkenswerten
Bandbreite an Entdeckungen in der Humangenetik geflhrt. Es hat sein ursprungliches Ziel,
Zusammenhange zwischen gemeinsamen DNA-Varianten und menschlichen Krankheiten
sowie Storungen zu erkennen, erreicht. Dies hat ein besseres Verstandnis der genetischen
Architektur komplexer Merkmale ermdéglicht und zur Entdeckung von Varianten, Genen und
biologischen Signalwegen geflihrt, die bei bestimmten Krankheiten und Stérungen eine Rolle

spielen. Auch neue Entdeckungen in der Krankheitsepidemiologie und Identifikation bzw.
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Neuverwendung von geeigneten Therapeutika konnten dadurch verzeichnet werden
(Visscher et al., 2017).

Genomische Strukturvariationen umfasst alle Varianten der DNA-Sequenz, bei denen
Sequenzblécke in einen anderen genomischen Kontext Ubertragen werden. Diese
Ubertragungen kénnen unterschiedliche Ergebnisse haben: eine Translokation, eine
Inversion, eine Deletion oder eine Duplikation. Obwohl Translokationen und Inversionen nur
den genomischen Kontext dndern und die Anzahl der Kopien einer im Genom vorhandenen
Sequenz nicht beeinflussen, kdnnen Deletionen und Duplikationen die Kopienzahl der im
betroffenen Sequenzblock enthaltenen Gene &ndern. Diese Anderung kann zu einer
individuellen Variation der Kopienzahl eines Gens flhren, deren Anzahl zwischen Individuen
oder Populationen derselben Spezies variiert, die als Variation der Kopienzahl (CNV)
bezeichnet wird. Neben dem bekannten Zusammenhang mit sporadischen und Mendelschen
Erkrankungen wurden CNVs auch bei Menschen mit komplexen Merkmalen wie Autismus,
Anfalligkeit fur HIV und Schizophrenie in Verbindung gebracht. CNVs spielen jedoch nicht nur
eine Rolle bei der Erkrankung und der Anfalligkeit fur Krankheiten, sondern kdnnen auch
vorteilhafte Merkmale hervorrufen und haben daher eine evolutiondre Bedeutung (Conrad et
al, 2010). Die Rolle von seltenen Varianten ist bei monogenetischen Syndromen, flir die eine
Intelligenzminderung ein Symptom ist, gut etabliert (Baker et al., 2012; Willemsen & Kleefstra,
2014). Es bleibt jedoch unklar, in welchem Ausmal niederfrequente und seltene Allele zur
genetischen Architektur komplexer Merkmale wie Intelligenz in der Allgemeinbevolkerung
beitragen, obwohl es Berichte gibt, die keinen Zusammenhang zwischen Intelligenz und
niederfrequenten CNVs finden (McRae et al., 2013; Kirkpatrick et al., 2014).

GWAS mit groRen Stichproben (n > 30.000) zu allgemeiner kognitiver Funktion und
Schizophrenie zeigen, dass wesentliche Anteile der Vererbbarkeit der kognitiven Funktion und
der Schizophrenie durch eine polygene Komponente erklart werden, die aus vielen gangigen
genetischen Varianten mit geringen Auswirkungen besteht. Bis heute haben GWAS mehr als
100 Loci identifiziert, die mit der allgemeinen kognitiven Funktion in Verbindung stehen, und
108 Loci mit Schizophrenie in Zusammenhang gebracht (Ohi et al., 2018). Trotzdem hat es
sich als schwierig herausgestellt, die spezifischen genetischen Varianten zu identifizieren, die
diese Heritabilitat erklaren. Aus vielen GWAS der letzten Jahre ist bekannt, dass die grof3ten
Effektstarken fur Assoziationen zwischen DNA-Varianten und Merkmalen viel kleiner sind als
erwartet (Gratten et al., 2014). Wenn die gréldten Effekte so klein sind, sind die kleinsten
Effekte infinitesimal, was bedeutet, dass sie in GWAS schwer zu erkennen und noch schwerer

zu replizieren sind (Plomin, 2013). Die groRe Lucke zwischen den bisher in GWAS
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identifizierten Genen und den Heritabilitdtsschatzungen ist als Problem der fehlenden
Heritabilitat bekannt (Maher, 2008).

Im Jahr 2017 wurde eine groRe GWAS-Metaanalyse zu Intelligenz, die 78.308 Probanden
einbezog, untersucht (Sniekers et al., 2017). Es konnten 18 Loci, einschliellich 336
Top-SNPs, mit einer genomweit signifikanten Assoziation identifiziert werden. Von den 18
identifizierten Loci waren 15 neu und drei wurden zuvor mit Intelligenz in Verbindung gebracht:
6016.114, 7p14.3 und 22q13.26. Etwa die Halfte der SNPs befindet sich auf insgesamt 22
Genen verteilt, von denen 11 neue Befunde sind. Ein groRer Anteil der SNPs war intronisch
(162/336). Die starksten Assoziationen zur Intelligenz zeigten der intronischen SNP rs2490272
(6g21) des FOXO3 und benachbarte SNPs in der Promotorregion des gleichen Gens. Sieben
Gene (CYP2D6, NAGA, NDUFAG, TCF20, SEPT3, FAM109B und MEF2C) wurden zuvor mit
Schizophrenie in Verbindung gebracht (Ripke et al., 2014). Eine weitere GWAS-Metaanalyse
mit mehr als 50.000 Erwachsenen berichtete Uber 13 signifikante SNPs (Davies et al., 2015).
In einer 2017 verdffentlichen GWAS-Metaanalyse des COGENT (Cognitive Genomics
Consortium) mit 35.298 gesunden Kontrollprobanden aus insgesamt 24 Studien wurden zwei
neue signifikante SNP-Loci, die mit der allgemeinen kognitiven Funktion assoziiert sind,
identifiziert (Trampush et al., 2017).

Ebenfalls in 2017 prasentierten Lam et al. eine GWAS zu allgemeinen kognitiven Fahigkeiten
(Lam et al., 2017). Die berlcksichtigten Kohorten wurden in zwei der oben genannten GWAS
zur kognitiven Leistungsfahigkeit (Sniekers et al., 2017; Trampush et al., 2017) und in einer
friheren Studie zum Bildungsabschluss (Okbay et al., 2016) ausfuhrlich beschrieben. Die
ProbengroRen fur diese drei Studien betrugen n = 78.308, n = 35.298 bzw. n = 328.917. Dabei
wurden 70 unabhangige genomische Loci, die signifikant mit Kognition assoziiert sind,

identifiziert, was 350 Kandidatengene, denen kognitive Fahigkeiten zugrunde liegen, nahelegt.

In einer weiteren GWAS-Metaanalyse zur Intelligenz von 14 unabhangigen epidemiologischen
Kohorten europaischer Abstammung und 9.295.118 genetischen Varianten (n = 269.867)
wurden 190 neue Loci und 939 neue assoziierte Gene identifiziert sowie frihere Assoziationen
mit 15 Loci und 77 Genen repliziert. Diese Ergebnisse zeigen Uberschneidungen in den
genetischen Prozessen, die sowohl bei kognitiven Funktionen als auch bei neurologischen und
psychiatrischen Merkmalen eine Rolle spielen, und liefern suggestive Hinweise auf kausale
Assoziationen, die diese Zusammenhange steuern konnten. Diese Ergebnisse sind wichtig fur
das Verstandnis der biologischen Grundlagen kognitiver Funktionen und tragen zum
Verstandnis verwandter neurologischer und psychiatrischer Stérungen bei (Savage et al.,
2018).

10
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2.2 Schizophrenie

Kognitive Defizite werden als ein Hauptmerkmal der Schizophrenie betrachtet. Daraus folgt,
dass diese lebenslange Behinderung oft von sozialer und beruflicher Ausgrenzung begleitet
wird. Das Lebenszeitrisiko flr die Schizophrenie betragt ungefahr 0,8 %, und ab dem Zeitpunkt
der ersten schizophrenen Episode ist fir die Mehrheit der Patienten keine vollstdndige

Genesung mehr moéglich (Tandon et al., 2008a).

221 Epidemiologie

Schizophrenie ist eine der gravierendsten psychiatrischen Erkrankungen und betrifft weltweit
ca. 1 % der Bevolkerung. Laut Auskunft der WHO leiden mindestens 26 Millionen Menschen
weltweit an Schizophrenie, und viele mehr sind indirekt davon betroffen. Die Jahresinzidenz
liegt zwischen 0,01 und 0,02 % (Saha et al., 2006) und statistisch gesehen ist das
Erkrankungsrisiko fur Schizophrenie leicht hoher bei den Mannern als bei den Frauen
(Tandon et al.,, 2008b). Prinzipiell ist die Erstmanifestation der Schizophrenie in jedem
Lebensalter méglich, aber meinst liegt der Beginn zwischen der Pubertdt und dem 40.
Lebensjahr. Gekennzeichnet wird die Krankheit durch Zeiten wahnhafter psychotischer
Zustande und Denkstérungen in Kombination mit einem allgemeinen Zustand der Anhedonie

und Antriebslosigkeit.

2.2.2 Symptomatik und Klassifikation

Schizophrenie-Patienten kdnnen unter einer Reihe unterschiedlichster Symptome leiden, die
typischerweise als positiv (im Sinne einer Ubersteigerung des normalen Erlebens), negativ (im
Sinne einer Einschrankung des normalen Erlebens wie des Mangels an Motivation,
Selbstvernachlassigung und sozialen Ruckzuges) und kognitiv  (einschlief3lich
Beeintrachtigung der Aufmerksamkeit, Defizite im Arbeitsgedachtnis und Verlust der

kognitiven Flexibilitat) klassifiziert werden.

Auch wenn eher die positiven Symptome wie akustisch-verbale Halluzinationen und Paranoia
eindrucksvollere Merkmale sind, liegt ausreichend Evidenz vor, dass negative Symptome und
kognitive  Storungen starker mit den langfristigen funktionellen EinbuRen der
Schizophrenie-Patienten verbunden sind als positive Symptome (Green et al., 2004; Kurtz et
al., 2005). Kognitive Defizite sind schon bei der ersten Episode vorhanden und bleiben im
Laufe der Krankheit relativ konstant (Woodberry et al., 2008; Kantrowitz & Javitt, 2010).

11
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Negative Symptome von schizophrenen Stérungen werden in der Regel als die Symptome
definiert, die eine qualitative und/oder quantitative Reduktion der geistigen Fahigkeiten
verursachen. Diese Klasse der Symptome ist relativ heterogen und umfasst traditionell die funf
"A-Symptome" der Schizophrenie: Affektverflachung, Apathie, Anhedonie, Asozialitat und
Alogie (Andreasen & Olsen, 1982).

Kognitive Defizite sind eindeutig von zentraler Bedeutung fur die Krankheit und erfullen
mehrere wichtige Kriterien, um als "Endophanotypen" betrachtet werden zu kénnen (Braff et
al., 2007). Sie sind stabil, treten in abgeschwachter Form bei Verwandten auf, scheinen
genetisch einfacher als der Krankheit-Phanotyp zu sein und kdnnen verlasslich gemessen
werden. Fruhere Studien haben die Assoziation genetischer Variationen mit kognitiven
Endophanotypen identifiziert (Greenwood et al., 2011). Dazu gehoéren verbales Gedachtnis,
Arbeitsgedachtnis, Aufmerksamkeit, Wachsamkeit und sozial-kognitive Prozesse. Es wurden
von pramorbiden, motorischen und kognitiven Beeintrachtigungen bei Kindern (Jones et al.,
1994; Walker et al., 1994) und jungen Erwachsenen (Reichenberg et al., 2005) berichtet, die
spater Schizophrenie entwickelten (Fuller et al., 2002; MacCabe et al., 2008) und auch bei
Kindern mit hohem genetischem Risiko fir die Erkrankung (Koenen et al., 2009; Ozan et al.,
2010). Obwohl kognitive Defizite ein zentraler Bestandteil des Krankheitsbildes der
Schizophrenie sind und bei der Mehrzahl der Patienten beobachtet werden, ist die

neurokognitive Funktion sehr heterogen in dieser Patientengruppe (Kremen et al., 2004).

Far die diagnostischen Kriterien werden weltweit zwei grofRe Klassifikationssysteme genutzt,
in denen einzelne psychische Storungen definiert und naher beschrieben werden: die ICD-10
(International Classification of Diseases, Tenth Edition) der WHO (World Health Organization)
und das DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition) der
APA (American Psychiatric Association). Aufgrund seiner Prazision und genaueren
Definitionen der einzelnen Storungen ist das DSM-IV ein weit verbreitetes System in der

psychiatrischen Wissenschaft (Giegling et al., 2008).

Im Mai 2013 wurde die funfte Auflage des DSM (DSM-5) durch die APA verdffentlicht
(American Psychiatric Association, 2013). Das Kapitel Schizophrenie und andere psychotische
Storungen bleibt aber groRtenteils unverandert (Paulzen & Schneider, 2014).

2.2.3 Verlauf und Prognose

Dem Vollbild der Schizophrenie geht in den meisten Fallen eine bis zu mehreren Jahren

dauernde Prodromalphase voraus (an der Heiden & Hafner, 2000; Rosen et al., 2006), welche

12
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durch uncharakteristische klinische Zustande, mit Depressionen und Angstsymptomen
(Buckley et al., 2009), gekennzeichnet ist. Diese Prodromalsymptome sind unspezifisch und
bei der Mehrheit aller Erkrankungsfalle kommt es zu einer vollen Wiederherstellung der
psychischen Gesundheit. Die Prodromalphase der Schizophrenie kann auch psychotische
Merkmale aufweisen, und haufig werden bei vielen Personen, die spater die Diagnose einer
Schizophrenie erhalten, zuvor eine kurze psychotische Stérung oder andere nicht-affektive
Psychose diagnostiziert (Castagnini & Berrios, 2009). In der Prodromalphase kann eine
Schizophrenie von einer Depression nur unterschieden werden, wenn eine ausreichende
Anzahl positiver Symptome auftritt. Depressive Symptome stellen die haufigsten Symptome

im Gesamtverlauf der Schizophrenie dar (Hafner et al., 2013).

2.2.4 Atiopathogenese

Umwelt- und psychosoziale Faktoren

Wie viele andere Krankheiten ist Schizophrenie komplex und multifaktoriell. Unterschiedliche
Faktoren wie stadtische Geburt und stadtisches Leben (Mortensen et al., 1999), das Leben
als Migrant oder deren Nachfahren (Cantor-Graae & Selten, 2005), Zugehorigkeit zu einer
Minderheit (Boydell et al., 2001) oder das Ausgesetztsein einer Vielzahl von negativen

Erlebnissen werden mit héheren Raten der Erkrankung assoziiert (Fearon & Morgan, 2006).

Es wurde in mehreren Studien Uber den Zusammenhang zwischen Geburtskomplikationen
und Schizophrenie beobachtet, dass jedes Kind, das wahrend der Geburt Komplikationen wie
Hypoxie, einem komplexen Kaiserschnitt, Frihgeburt oder Rhesus-Inkompatibilitat ausgesetzt
wurde, ein hdheres Risiko aufweist, spater im Leben an Schizophrenie zu erkranken
(Geddes & Lawrie, 1995; Zornberg et al., 2000). Auch eine maternale Rételninfektion wurde
mit einem erhdhten Schizophrenie-Risiko in Verbindung gebracht (Brown et al., 2001). In einer
Reihe von Studien wurde nachgewiesen, dass pranatale Stressoren zu kritischen Zeitpunkten
der Schwangerschaft, einschliel3lich Influenza (Brown et al., 2004), Toxoplasmose (Brown et
al., 2005) und Untererndhrung (Susser et al., 1996), das spatere Schizophrenie-Risiko um das
2- bis 7-Fache erhdhen.

Neuroanatomische Merkmale
Verschiedene Formen der bildgebenden Forschung sind entscheidend fur die Erweiterung der

Kenntnisse Uber die Neurobiologie der Schizophrenie. Studien haben von subtilen

strukturellen Veranderungen berichtet, einschliellich der VergréolRerung des dritten und
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lateralen Ventrikels, der leichten Volumenreduktion der grauen Substanz und der leichten
Volumenreduktion der temporalen, frontalen und limbischen Regionen (Honea et al., 2005;
Shepherd et al., 2012).

Funktionelle Bildgebungsstudien haben zwei Veradnderungen gezeigt: zum einen eine
reduzierte Aktivierung im dorsolateralen prafrontalen Kortex bei Aufgaben der Exekutivfunktion
(Minzenberg et al., 2009), zum anderen Anomalien bei der Aktivierung des limbischen
Systems bei der Verarbeitung emotionaler Reize (Gur et al., 2007). Daruber hinaus haben
Studien mit Diffusions-Tensor-Bildgebung, ein Verfahren zur Visualisierung der weil3en
Substanz, den Nachweis der Veranderungen der weillen Substanz in Frontal- und
Temporallappen erbracht, die auf eine verringerte Konnektivitat zwischen diesen Regionen
schlielRen Iasst (Yao et al., 2013). Zusammen untermauern diese Ergebnisse die Idee von

Schizophrenie als einer Stérung der Gehirn-Konnektivitat (Catani & Mesulam, 2008).

Genetische Faktoren

Mit einer geschatzten Heritabilitat von 60 - 85 % (Lichtenstein et al., 2009) und einer Reihe
von assoziierten Kandidatengenen (Rodriguez-Murillo et al., 2012) gilt die genetische
Komponente der Schizophrenie heute als unbestritten. Angesichts der multifaktoriellen
Atiologie dieser Erkrankung favorisiert die Anlage-Umwelt-Korrelation die Wahrscheinlichkeit

der Manifestation der Schizophrenie.

Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien weisen auf genetische Einfliisse bei der Entstehung
der Erkrankungen hin. Zahlreiche durchgefuhrte Familienstudien brachten die Erkenntnis,
dass die Morbiditat bei Angehoérigen von Schizophrenie-Patienten deutlich héher als in der
Allgemeinbevdlkerung ist (Schosser et al., 2006; Giegling et al., 2008). Andererseits haben ca.
60 % der Schizophrenie-Patienten keine erkrankten Angehdrigen (Gottesman & Erlenmeyer-
Kimling, 2001).

Ein weiterer Anhaltspunkt fir die Rolle der Genetik in der Entstehung der Schizophrenie ist die
hohe Konkordanzrate bei eineiigen Zwillingen. In verschiedenen Zwillingsstudien betragt diese
9 - 18 % fur zweieiige Zwillinge und 50 - 70 % fur eineiige Zwillinge (Tandon et al., 2008b).
Interessanterweise ist die genetische Vererbung auch durch phanotypisch Gesunde mdglich.
Bei der Untersuchung von Nachkommen diskordanter eineiiger Zwillinge wurden auch bei den
Nachkommen des nicht erkrankten Zwillings erhohte Erkrankungsraten festgestellt (Bailer et
al., 2002).

14
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Durch Adoptionsstudien konnen genetischen und umweltbedingten Einflisse getrennt
analysiert werden. Die Studie von Gejman et al. (2010) bestatigte, dass die Kinder
Schizophrener ein grélieres Morbiditatsrisiko als Kinder ohne genetisches Risiko aufweisen,

unabhangig davon, ob ihre Adoptiveltern psychiatrisch erkrankt sind oder nicht.

In den letzten Jahren wurde eine groRe Menge neuer Erkenntnisse Uber die Genetik der
Schizophrenie erbracht (Giegling et al., 2017), welche auf der Durchfuhrung von SNP oder
CNV GWAS basierten. Durch GWAS wurden mehrere Gene gefunden, die mit einem erhohten
Risiko der Entwicklung von Schizophrenie, z. B. ZNF804A (Williams et al., 2011), assoziiert
sind. Zahlreiche publiziete GWAS und verschiedene krankheitsassoziierte Gene sowie
Varianten wurden in Form eines Kataloges vom National Human Genome Research Institute
(NHGRI) zusammengestellt. Basierend auf den Ergebnissen aktueller GWAS, stehen 145
LD-unabhangige genetische Loci im Verdacht an der Genese der Schizophrenie beteiligt zu
sein. Dabei Uberlappen die in einer Metaanalyse an etwa 40.000 Patienten und 65.000
Kontrollen identifizierten 145 Loci (Pardifias et al., 2018) zu etwa 65 % mit Ergebnissen aus
der aktuell gréfdten Stichprobe mit ca. 37.000 Patienten und Uber 110.000 Kontrollen (Ripke
et al., 2014). Dennoch ist fur viele assoziiete Gene ihre mogliche Beziehung zur
Atiopathogenese der Schizophrenie noch unbekannt. Die MHC-Region (Major
Histocompatibility Complex Region) bietet die starkste statistische Assoziation mit
Schizophrenie in GWAS (Stefansson et al., 2009; Ripke et al., 2013).

Laut eines Reviews vom Jahr 2012 wurden die CNVs in den Bereichen 1921.1 (z. B. PRKAB2),
2p16.3 (z. B. NRXN1), 3929 (z. B. BDH1, DLG1, PAK2 oder TFRC), 15911. 2 (z. B. CYFIP1),
15913.3 (z. B. CHRNA7), 16p13.1 (z. B. NTAN1 oder NDE1) und 22911.2 (z. B. COMT,
GSTT2 oder PRODH) haufiger mit Schizophrenie assoziiert (Hosak et al., 2012). Auch die
Studie von Marshall et al. (2017) konnte eine hdhere Haufigkeit des Vorkommens von CNVs
in Patienten bestatigen. Obwohl die gro3e Mehrheit der CNVs vererbt wird, werden de novo
CNVs (spontane Mutationen) auch in Verbindung mit Krankheiten gebracht. De novo CNVs
konnen fur die Erkrankung von nur einer von zwei eineiigen Zwillingen verantwortlich sein, die

ansonsten identische Genome besitzen (Maiti et al., 2011).

Biochemische Veranderungen

Obwohl sich mehrere molekulare Pfade als potentielle Kandidaten fur zukinftige Forschungen
herausgestellt haben, ist ein vollstdndiges Verstandnis dieser Stoffwechselwege erforderlich,

um bessere Behandlungsmodalitaten fur die Schizophrenie aufzudecken (Schmittetal., 2017).

Auch wenn bislang keine eindeutigen Biomarker identifiziert werden konnten, tragt das
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zunehmende Wissen Uber beteiligte Kandidatengene und bildgebende Biomarker dazu bei,
psychiatrische Endophanotypen zu identifizieren und genauer zu definieren (Schmitt et al.,
2016).

Dopaminhypothese

Die Beziehung zwischen der klinisch wirksamen Dosis von Neuroleptika und ihrer Affinitat far
den D2-Rezeptor ist schon lange bekannt (Kapur et al., 2005). Bei Schizophrenie-Patienten
haben sich Hinweise auf eine anormale dopaminerge Funktion gezeigt, mit einer erhohten
Freisetzung von Dopamin nach Einnahme von Amphetamin, erhéhten synaptischen Dopamin
und erhdhter 18F-DOPA-Aufnahme (Kegeles et al., 2010; Howes et al.,, 2012). Die
dopaminerge Theorie liefert eine Erklarung fur einige der positiven wahnhaften Symptome der
Psychose durch die Uberaktivitat des mesolimbischen dopaminergen Systems (Kapur et al.,
2005).

Die Psychostimulanzien Amphetamin und Kokain erhéhen den synaptischen Dopaminspiegel,
und Berichten zufolge konnen sie psychotische Episoden bei Patienten mit bestehender
Schizophrenie verschlimmern (Bramness et al., 2012). In friheren Studien wurde festgestellt,
dass die Gabe einer groRen Einzeldosis Amphetamin an gesunde Probanden eine akute
Psychose auslésen kann (Angrist & Gershon, 1970; Bell, 1973). Bei niedrigeren Dosen
konnten Paranoia und andere psychotische Symptome jedoch nur bei wiederholter Gabe und
nur bei einigen Einzelpersonen beobachtet werden. Es wird angenommen, dass Amphetamine
als Stressor wirken und dadurch Psychose in einer vulnerablen Teilmenge der Bevolkerung

induzieren konnen (Bramness et al., 2012).

Bestehende  antipsychotische = Medikamente haben ihre  Hauptwirkung  durch
Dopamin-D2-Rezeptorblockade (Kapur & Mamo, 2003). Obwohl eine vollstdndige Remission
bei ca. 30 % und eine teilweise Symptomrickbildung bei weiteren 30 % der behandelten
Patienten erreicht werden, reagieren rund 20 - 30 % Uberhaupt nicht auf diese Medikamente
(Mosolov et al., 2012). Mdglicherweise ist dies mit der unterschiedlichen neuropathologischen
Grundlage ihres Zustandes begrindet (Demjaha et al., 2012; Egerton et al., 2012). Mit
Ausnahme von Clozapin zeigen gegenwartige Neuroleptika keine signifikanten Unterschiede
in der Wirksamkeit und werden vor allem durch ihre Nebenwirkungsprofile unterschieden
(Abbott, 2010). Darlber hinaus, wenn auch effektiv bei der Reduzierung positiver Symptome,
sind Dopamin-D2-Rezeptor-Antagonisten zur Verringerung negativer Symptome und

kognitiver Beeintrachtigungen weitgehend wirkungslos (Pratt et al., 2012).
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Serotonin-Hypothese

Obwohl weniger untersucht als Dopamin oder Glutamat, gibt es Hinweise daflr, dass
Serotonin (5-HT) an psychotischen Symptombildungen beteiligt sein kann. Dies wird durch die
Beobachtung  untermauert, dass Halluzinogene wie LSD und Psilocybin
5-HT2A-Rezeptor-Agonisten sind (Vollenweider & Geyer, 2001). Diese Arzneimittel induzieren
Symptome wie Erregung, Angstzustande, Halluzinationen und lllusionen, die normalerweise
bei der ersten psychotischen Episode zu sehen sind (Fletcher & Honey, 2006). Dariiber hinaus
stéren diese Medikamente die Prapuls-Inhibition (PPIl) durch direkte Stimulation der
5-HT2A-Rezeptoren (Quednow et al, 2012) und fihren zur Vermehrung der
Glutamatfreisetzung (Muschamp et al., 2004), ahnlich wie es bei Patienten mit Psychose
beobachtet wird. Es ist interessant festzustellen, dass die Blockade der 5-HT2A-Rezeptoren
die Wirkung von NMDA-Rezeptor-Antagonisten hemmt, was darauf hindeutet, dass zumindest
einige der psychoseartigen Wirkungen von Antagonismus an NMDA-Rezeptoren durch

serotonerge Mechanismen vermittelt werden konnen (Breese et al., 2002).

5-HT2A-Rezeptor-Antagonisten sollen bei der Verbesserung der Kognition oder Verminderung
negativer Symptome bei Schizophrenie-Patienten nitzlich sein (Akhondzadeh et al., 2008),
aber Versuche mit 5-HT2A-Antagonisten bei Schizophrenie sind bisher wegen des Mangels
an Wirksamkeit gegen positive Symptome nicht Gber Phase 1l fortgeschritten (Ebdrup et al.,
2011).

Glutamathypothese

Die NMDA-Rezeptor-Unterfunktion wurde als Alternative oder zusatzliches neurochemisches
Modell zur Dopamin-Hypothese fur Schizophrenie vorgeschlagen (Goff & Coyle, 2001).
Glutamat spielt eine entscheidende Rolle bei der synaptischen Neuroplastizitat und kortikalen
Verarbeitung im Gehirn. Genetische Studien haben Anomalien in diesem System mit der
Pathogenese der Schizophrenie in Verbindung gebracht (Schwartz et al., 2012). Das
Glutamat-Hypofunktionsmodell geht auf die Beobachtung zuriick, dass die dissoziativen
Anasthetika Phencyclidin (PCP) und Ketamin, beides nichtkompetitive
NMDA-Rezeptor-Antagonisten, Schizophrenie-dhnliche Symptomatik beim Menschen
induzieren (Laruelle et al., 2000). Es wurde gezeigt, dass diese Substanzen zur Erhéhung der
funktionellen Konnektivitat (Driesen et al., 2013) und der prafrontalen Glutamatkonzentration
fuhren (Stone et al., 2012). Dieser Mechanismus ist in vielem noch unklar, auch wenn gezeigt
wurde, dass eine NMDA-Rezeptor-Hemmung zu einer Abnahme der Funktion von GABAergen

Interneuronen fihrt (Homayoun & Moghaddam, 2007).
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Die akute Dosierung von Ketamin induziert bei gesunden Probanden Schizophrenie-ahnliche
positive und negative Symptome und soll auch zu kognitiven Beeintrachtigungen fuhren
(Deakin et al.,, 2008; Stone et al., 2012). Es gibt einige Unterschiede zwischen dem
Ketamin-induzierten Zustand und Schizophrenie (Steen et al., 2006). Beispielsweise sind
akustische Halluzinationen eines der haufigsten Symptome der Schizophrenie, aber die
erlebten Halluzinationen und lllusionen nach akuter Verabreichung von Ketamin sind haufiger
visuell (Abi-Saab et al., 1998; Steen et al., 2006). Das heildt, anstatt der Modellierung
chronischer Schizophrenie scheint die akute Verabreichung von Ketamin einen Zustand naher
den frihen Stadien der Schizophrenie zu induzieren, wenn das Auftreten von
vorUbergehenden visuellen Halluzinationen ebenfalls beobachtet wird (Klosterkotter et al.,
2001; Corlett et al., 2007).

Biochemische Veranderungen im Gehirn ahnlich derer, die bei der Schizophrenie beobachtet
werden, wurden auch beim chronischen Konsum von PCP oder Ketamin gefunden. Die
Dopamin-D1-Rezeptoren im frontalen Kortex von Schizophrenie-Patienten und chronischen
Ketamin Benutzern sind hochreguliert. Wie bei der Schizophrenie ist beim chronischen
Konsum von Ketamin die thalamische Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (NAA) erniedrigt
(Stone et al., 2014) und das Volumen der grauen Substanz im prafrontalen Kortex verringert
(Liao et al., 2011).

Die durch die Verwendung von dissoziativen Anasthetika erzeugten Modelle zeigen, dass die
NMDA-Rezeptor-Dysfunktion ein Schlusselfaktor bei der Pathogenese der Schizophrenie sein
kann (Laruelle et al., 2000). Aufgrund ihrer deutlichen Interaktion mit relevanten Bereichen der
Kognition, konnten die NMDA-Antagonisten-Modelle der Schizophrenie eine wichtige Rolle bei
der Vorhersage der Wirksamkeit von neuen Therapien spielen (Neill et al., 2010). Dabei nimmt
der von der Aminosdure Tryptophan ausgehende Kynurenin-Stoffwechsel mit seinen
Produkten Kynureninsaure, als bislang einzigem bekanntem endogenem NMDA-Rezeptor-

Antagonist, und Quinolinsaure, als NMDA-Rezeptor-Agonist, eine besondere Stellung ein.

23 Der Kynurenin-Stoffwechsel

Die erstmalig 1901 beschriebene Aminosdure L-Tryptophan ist eine proteinogene
a-Aminosaure mit einem aromatischen Indol-Ringsystem (Hopkins & Cole, 1901) und befindet
sich daher neben Tyrosin, Phenylalanin und Histidin in der Gruppe der aromatischen
Aminosauren. Tryptophan kann als essenzielle Aminosaure vom tierischen Organismus nicht

selbst synthetisiert werden und muss daher uber die Nahrung zugefuhrt werden. Es dient als
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Provitamin von Niacin (Vitamin Bs), als Baustein fur Proteine und als Vorlaufer fur

verschiedene Botenstoffe wie Serotonin und Melatonin.

Zwei Hauptwege des Tryptophan-Metabolismus konnten bisher identifiziert werden.
Jahrzehntelanges Interesse an den Stoffwechselprodukten von Tryptophan waren auf
Serotonin fokussiert. Fur die Serotoninsynthese wird jedoch nur 3 % oder weniger des
Tryptophans metabolisiert. Als zweiter Metabolismusweg macht der Kynureninweg hingegen
etwa 90 % des Tryptophan-Stoffwechsels in den meisten Geweben (Stone & Darlington,
2002).

Metaboliten des Kynureninweges wurden Uber ein Jahrhundert im Detail untersucht und
erhielten ab Ende der 70er Jahre mit der Aufdeckung des neuromodulatorischen Potenzials
dieses Weges das Interesse der Neurowissenschaftler. Ein Grofteil der Forschung in den
folgenden Jahrzehnten hat festgestellt, dass Stérungen auf den Ebenen dieser Metaboliten
wahrscheinlich eine Schlusselrolle in der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen
spielen. Die Tryptophanmetaboliten und die beteiligten Enzyme des Kynureninweges sind in
der Abbildung 2.1 auf Seite 20 dargestellt. Wahrend der Degradation von Tryptophan tber den
Kynureninweg entstehen zahlreiche Intermediate mit unterschiedlichen Wirkungen und
Funktionen. Im ersten Schritt wird Tryptophan durch Dioxygenasen zu Kynurenin oxidiert.
Ungefahr 99 % des Tryptophans in der Peripherie wird in der Leber durch das Enzym
Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO) abgebaut (Watanabe et al., 1980). Neben TDO verstarkt
das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), das in einem Entzindungszustand aktiviert
wird, den Tryptophan-Abbau (Capuron et al., 2002; Maes et al., 2002). Durch die
Hydroxylierung von Kynurenin durch das Enzym Kynurenin-3-Monooxygenase (KMO) kommt
es zur Bildung von 3-Hydroxykynurenin, das weiter durch die Aktivitat von Kynureninase in
3-Hydroxyanthranilsdure abgebaut wird. Nach der Bildung von 3-Hydroxyanthranilsdure kann
die Metabolisierung in der Leber zwei Wege einschlagen: entweder die vollstandige Oxidation,
wodurch Adenosintriphosphat (ATP) gebildet wird, oder die Bildung von Quinolinsaure (QUIN),
die schlieBlich in Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NAD) abgebaut wird. Im physiologischen
Zustand fuhrt der Kynureninweg vor allem zu ATP-Bildung und nur kleine Mengen von NAD
werden gebildet (Leklem, 1971).

Kynurenin (KYN) kann auch in Kynureninsaure (KYNA) durch Kynurenin-Aminotransferase
(KAT) umgewandelt werden. Obwohl vier verschiedene KAT-Isoformen im Gehirn von
Saugetieren vorhanden sind, wurden nur KAT | und KAT Il ausgiebig in Bezug auf ihre Rolle
bei der zerebralen Kynureninsaure-Synthese beschrieben (Han et al., 2004; Han et al., 2008b).

Diese beiden Isoformen unterscheiden sich durch ihre Substratspezifitat, wobei KAT | eine
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geringere Spezifitat fur Kynurenin als KAT Il zeigt (Han et al., 2004). KAT Il ist die
vorherrschende Isoform verantwortlich fur die Synthese von Kynureninsaure im menschlichen
Gehirn (Han et al., 2008a) und ein Target fur die Behandlung von Schizophrenie und anderen
neurologischen Erkrankungen (Pellicciari et al., 2006; Rossi et al., 2008). Kynurenin kann Gber
die Blut-Hirn-Schranke transportiert werden und etwa 60 % von dem im Gehirn vorhandenen
Kynurenin kommt von der Peripherie (Gal & Sherman, 1980). Das heil3t, zusatzlich zu dem im
Gehirn durch den lokalen Tryptophan-Abbau gebildeten Kynurenin, wird dem Gehirn fir den
weiteren Kynurenin-Stoffwechsel extra Kynurenin von der Peripherie zur Verfigung gestellt
(Myint & Schwarz, 2011). Im Gehirn findet der Tryptophan-Abbau hauptsachlich in den
Astrozyten und Mikroglia statt (Grant et al., 2000). Es wurde berichtet, dass Astrozyten
hauptsachlich Kynureninsaure produzieren, wahrend die Bildung von QUIN vor allem in
Mikroglia beobachtet wird (Guillemin et al., 2005a).

Kynureninweg

Tryptophan
Indolamin-2, 3-Dioxygenase Tryptophan-2,3-Dioxygenase
(IDO) (TDO)
Kynurenin (KYN)
Kynurenin
Aminotransferase Kynurenin-3-Monooxygenase
(KAT) (KMO)
3-Hydroxykynurenin
Kynureninsaure Kynureninase
(KYNA)

3-Hydroxyanthranilsaure

3-Hydroxyanthranilséure
Oxygenase

ATP Quinolinsdure (QUIN)

|

NAD+

Abbildung 2.1 Kynurenin-Stoffwechselweg
ATP = Adenosintriphosphat, NAD = Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
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Durch ein komplexes Netzwerk mit mehreren Neurotransmittersystemen tragen die
Kynurenin-Metaboliten direkt zur neuroprotektiven-neurodegenerativen Veranderungen im
Gehirn bei. Da QUIN ein starker Agonist des NMDA-Rezeptors ist (Bender & McCreanor,
1985), fuhrt deren Akkumulation zu exzitotoxischen neurodegenerativen Veranderungen
(Schwarcz et al., 1983). Eine In-vitro-Studie zeigte, dass QUIN eine selektive Apoptose von
Astrozyten induzieren kann (Guillemin et al., 2005b). Auch 3-Hydroxykynurenin verursacht
neuronale Apoptose (Okuda et al., 1998). Kynureninsdure dagegen wirkt als
NMDA-Rezeptor-Antagonist (Perkins & Stone, 1982) und zeigte eine neuroprotektive Wirkung
gegen die Exzitotoxizitat von QUIN (Kim & Choi, 1987). So spielen diese gegensatzlich
wirkenden Metaboliten eine wichtige Rolle bei der Entstehung von oder beim Schutz vor

neurodegenerativen und psychiatrischen Erkrankungen.

24 Die Kynurenin-Aminotransferasen

Die KAT-Isoenzyme, biologisch aktiv als Homodimere, gehoren zu
Pyridoxal-5'-Phosphat(PLP)-abhangigen Enzymfamilien. Diese Enzyme produzieren
Kynureninsaure, eine wichtige neuroaktive Verbindung, durch eine irreversible
Transaminierung eines Metaboliten entlang des katabolen Tryptophan-Stoffwechselweges
genannt Kynurenin (Nematollahi et al., 2014; Jayawickrama et al., 2015). Kynureninsaure ist
der einzige bekannte endogene Antagonist von NMDA-Rezeptoren und ein Antagonist von
nikotinischen Acetylcholinrezeptoren vom Typ a7 (Han et al., 2008a). Eine Studie von
Pocivavsek et al. (2011) konnte zeigen, dass Kynureninsaure als endogener Modulator des
extrazellularen Glutamats im Hippokampus dient und folglich fir die Regelung hippokampaler
kognitiver Funktionen verantwortlich ist. Bei Nagetieren reduzieren selbst relativ bescheidene
Zunahmen von Kynureninsdure den basalen extrazelluldren Glutamatspiegel im prafrontalen
Kortex sowie in anderen Hirnarealen (Wu et al, 2010). Die Erhdéhung des
Kynureninsaure-Spiegels kann unter anderem zur Verschlechterung der kognitiven

Funktionen fuhren, wahrend eine Verringerung diese verbessern kann (Kozak et al., 2014).

25 Das Aminoadipat-Aminotransferase Gen

Im Jahr 2002 wurde das Aminoadipat-Aminotransferase Gen (AADAT) identifiziert (Goh et al.,
2002). Das AADAT-Gen ist ein Protein-kodierendes Gen, lokalisiert auf dem langen Arm des
Chromosoms 4 (4q33). Es umfasst 31.478 Basenpaare und besteht aus 18 Exons (NCBI,
2018). Dieses Gen kodiert die Kynurenin-Aminotransferase Il (KAT Il), die der von Maus und
Ratte sehr ahnlich ist. Das Rattenprotein ist ein Homodimer mit zwei Transaminase-

Aktivitaten: zum einen mit der Transaminierung von a-Aminoadipinsaure, als dem letzten
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Schritt im Saccharopinweg, dem Hauptweg flr den L-Lysin-Stoffwechsel, und zum anderen
mit der Transaminierung von Kynurenin zur Herstellung von Kynureninsaure. Bei Menschen
wird das Gen in 27 verschiedenen Geweben exprimiert, unter anderem in der Prostata, dem
Gehirn, dem Endometrium, der Schilddrise, dem Hoden, der Niere, der Lunge, der
Gallenblase, dem Eierstock sowie im Herzen, mit einer hoheren Expression in der Leber.
Durch alternatives SpleiRen werden zwei Isoformen des menschlichen Proteins hergestellt
(NCBI, 2018).

KAT Il, das Expressionsprodukt des AADAT-Gens, ist eine multifunktionelle Aminotransferase,
die auch die Transaminierung von Aminoadipat zu a-Oxoadipat katalysiert. Daher wurde es
ursprunglich Aminoadipat-Aminotransferase (AADAT) benannt, als es 1969 teilweise von der
Rattenleber gereinigt wurde (Matsuda & Ogur, 1969). Tobes und Mason (1977) bestatigten
spater, dass AADAT identisch mit KAT II ist. Dieses Enzym gilt als verantwortlich fur den
grofldten Teil der Synthese von Kynureninsaure im Gehirn (Schwarcz et al., 2012; Kozak et al.,
2014). Kinetische Analysen zeigten, dass KAT Il die Transaminierung von Aminoadipat,
Kynurenin, Methionin und Glutamat effizient katalysieren kann. Obwohl die meisten der
bisherigen Studien zu KAT Il ihre Funktion in der Kynureninsaure-Biosynthese wegen der
wichtigen Rolle von Kynureninsaure im zentralen Nervensystem betont haben, hat das Enzym
eine hohere katalytische Effizienz fur Aminoadipat als fur Kynurenin. Weniger effizient ist es
bei der Katalyse von Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan, Leucin, 3-Hydroxykynurenin,
Glutamin, Alanin und Aminobuttersaure (Han et al.,, 2008b). KAT Il, das bevorzugt in
Astrozyten lokalisiert ist (Guidetti et al., 2007), ist daher ein ausgezeichnetes Ziel fur die
pharmakologische Intervention. Enzyme und Metaboliten des Kynureninweges (Kynurenine)

beeinflussen biologische Funktionen des Immun- und Nervensystems (Costantino, 2009).

2.6 Assoziationen von KAT Il mit Erkrankungen

Das AADAT-Gen bzw. KAT Il wurde bereits mit einigen Erkrankungen in Verbindung gebracht.

Um neue Varianten 2zu identifizieren, die mit den hoch vererbbaren
Schilddrisenfunktionsmarkern TSH (Thyreoidea-stimulierendem Hormon) und FT4 (freiem
Thyroxin) assoziiert sind, fuhrten Porcu et al. (2013) eine GWAS-Metaanalyse bei 26.420 bzw.
17.520 Personen europaischer Abstammung mit normaler Schilddrusenfunktion durch. Dabei
wurde das AADAT-Gen mit der Konzentration des freien Thyroxins (FT4-Wert) in Verbindung
gebracht. Die Assoziation von AADAT mit dem FT4-Wert ist derzeit nicht klar. Es kann relevant
sein, dass der Kynurenin-Stoffwechselweg mit der Induktion von proinflammatorischen

Zytokinen im Gehirn in Verbindung steht, von denen bekannt ist, dass sie die
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Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse  (HHNA-Achse) aktivieren, was
wiederum die Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrisen-Achse (HPT-Achse) und die
Schilddrusenfunktion, einschlief3lich den FT4-Spiegel, beeinflusst (Goh et al., 2002; Helmreich
et al., 2005; Vamos et al., 2009; Han et al., 2010; de Souza et al., 2011).

Eine GWAS-Metaanalyse bei bis zu 72.167 Probanden europaischer Abstammung mit
TSH-Werten im Referenzbereich entdeckte 19 neue Loci fur zirkulierendes TSH und 16 neue
Loci fur zirkulierendes FT4, was zu insgesamt 42 bekannten und 21 neuartigen assoziierten
Loci fur diese beiden Merkmale fuhrte. Diese Studie fuhrte zur Identifizierung von AADAT als

Schilddrisenhormon-metabolisierendes Enzym (Teumer et al., 2018).

Im Bereich psychischer Erkrankungen konnte in einer polnischen Studie zur Depression an
281 stationaren Patienten und 236 Kontrollprobanden der SNP rs1480544 (c.975-71T > C -

AADAT) mit einem erhéhten Depressionsrisiko assoziiert werden (Wigner et al., 2018).

Durch eine Sequenzierung an 13 chinesischen Vorschulkindern mit
Autismus-Spektrum-Stérung (ASS) wurde eine neue de novo Missense-Mutation im
AADAT-Gen (c.95 C>T) gefunden (Li et al., 2018). Boccuto et al. (2013) fanden einen
verminderten Tryptophan-Metabolismus bei 87 Patienten mit ASS und erwahnten, dass die

Expressionsniveaus von AADAT reduziert waren.

2.7 Zusammenhang zwischen  Kynurenin-Stoffwechsel,  Kognition und

Schizophrenie

Die Pathophysiologie der Schizophrenie ist auch mit Anomalien im Kynurenin-
Stoffwechselweg verbunden, die zu erhohten Werten von Neuromodulator Kynureninsaure im
prafrontalen Kortex sowie anderen Hirnregionen und Zerebrospinalflissigkeit flhren
(Sathyasaikumar et al., 2011). Tatsachlich finden sich bei Schizophrenie-Patienten erhdhte
Konzentrationen von Kynureninsaure im Gehirn und im Liquor (Linderholm et al., 2012; Kegel
et al., 2014). In der Studie von Schwieler et al. (2015) war die Konzentration von Kynurenin
und Kynureninsaure in der Zerebrospinalflissigkeit bei 23 Patienten mit chronischer
Schizophrenie im Vergleich zu 37 gesunden Probanden erhoht. Eine im Jahr 2017
veroffentlichte Metaanalyse von 13 Studien ergab erhdhte Werte von Kynureninsdure bei
Patienten mit Schizophrenie (Plitman et al., 2017). Ein weiterer Metabolit des Kynureninweges,
die Anthranilsaure, istim Serum von Schizophrenie-Patienten deutlich erhoht (Oxenkrug et al.,
2016).
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Obwohl Kynureninsdure auch bei niedrigen Konzentrationen an G-Protein-gekoppelten
Rezeptor 35 (GPR35) (Wang et al., 2006) und Arylhydrocarbonrezeptor (DiNatale et al., 2010)
bindet, ist der Metabolit besser als ein kompetitiver Antagonist von ionotropen
Glutamat-Rezeptoren, der bevorzugt die obligatorischen Glycin-Bindungsstelle des
NMDA-Rezeptors hemmt (Parsons et al., 1997) bzw. als ein nicht-kompetitiver Antagonist des
a7-nikotinergen Acetylcholinrezeptors (a7nAChRs) (Albuquerque & Schwarcz, 2013) bekannt.
Daher reduziert selbst eine geringe Erhéhung des endogenen Kynureninsaure-Spiegels die
extrazellularen Glutamat- und Dopaminspiegel im prafrontalen Kortex und anderen Regionen
des Rattengehirns (Wu et al., 2010). Sinkt dagegen der endogene Kynureninsaure-Spiegel,
kommt es zu einer Erhohung der extrazellularen Konzentrationen dieser Neurotransmitter
(Wu et al., 2010; Pocivavsek et al., 2011) sowie Acetylcholin (Zmarowski et al., 2009) und
GABA (Beggiato et al., 2014). Weitere Studien an Versuchstieren zeigen, dass Schwankungen
in der Kynureninsaure-Konzentration kognitive Funktionen beeinflussen (Wu et al., 2014) und,
insbesondere, dass deren Erhdhungen im Gehirn dhnliche kognitive Defizite verursachen
konnen wie solche die typisch fur die Schizophrenie sind (Schwarcz et al., 2012). Die
systemische Verabreichung von PF-04859989, einem potenten und selektiven KAT Il-Inhibitor
mit ausgezeichneter Hirnpenetration nach systemischer Verabreichung (Dounay et al., 2012),
reduzierte dosisabhangig bei Ratten Kynureninsdure im Gehirn auf weniger als 28 % des
Grundniveaus, verhinderte Amphetamin- und Ketamin-induzierte Stérungen von akustischen
Gating-Mechanismen und verbesserte die Daueraufmerksamkeit (Kozak et al., 2014). Es
verhindert auch Ketamin-induzierte Storungen der Bearbeitung von
Arbeitsgedachtnisaufgaben und raumlichen Gedachtnisaufgaben bei Nagern und Primaten.
Zusammen unterstitzen diese Ergebnisse die Hypothese, dass endogene Kynureninsadure
Auswirkungen auf kognitive Funktionen hat und dass die Hemmung der KAT Il, und damit
Senkung des endogenen Kynureninsaure-Niveaus im Gehirn, die kognitive Leistungsfahigkeit
verbessert (Kozak et al., 2014).
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3 Zielstellung

Die interindividuelle Varianz kognitiver Leistungen basiert zu einem grofen Anteil auf
genetischer Disposition, wobei von einer Vielzahl beteiligter Gene auszugehen ist. Dies ist
insbesondere von groRem Interesse, weil kognitive Defizite in vielen psychischen
Erkrankungen, u.a. der Schizophrenie, in Form intermediarer Phanotypen eine gravierende
Rolle spielen. Von der Schizophrenie sind aus groRen GWAS bereits mehr als 250
chromosomale Regionen mit einem Einfluss auf das Erkrankungsrisiko bekannt. Aufgrund der
geringen Effektstarke der einzelnen Variationen ist jedoch davon auszugehen, dass es sich

hierbei erst um einen kleinen Teil der verantwortlichen Variationen handelt.

Neben GWAS stellen hypothesengeleitete Kandidatengen-Assoziationsstudien ein gutes
Instrument dar, um Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen genetischen Variationen
und einem komplexen Phanotyp wie der kognitiven Leistungsfahigkeit oder der Schizophrenie

zu finden.

Genetische Variationen des AADAT-Gens wurden bereits in der Vergangenheit mit
psychiatrischen Erkrankungen wie Autismus und Depression, sowie mit der Konzentration des
freien Thyroxins (FT4) assoziiert. KAT Il, das Expressionsprodukt des AADAT-Gens, ist
verantwortlich flr die Synthese von Kynureninsaure im Nagetier- und menschlichen Gehirn
und ein Target fur die Behandlung von Schizophrenie und anderen neurologischen
Erkrankungen. Tatsachlich finden sich bei Schizophrenie-Patienten erhohte Konzentrationen
von Kynureninsdure im Gehirn und im Liquor. Weitere Studien an Versuchstieren zeigen, dass
Schwankungen in der Kynureninsaure-Konzentration kognitive Funktionen beeinflussen und,
insbesondere, dass deren Erhéhung im Gehirn dhnliche kognitive Defizite verursachen kann,
die typisch fur die Schizophrenie sind. Stérungen auf den Ebenen dieser Metaboliten spielen
wahrscheinlich eine Schlusselrolle in der Pathogenese von neurodegenerativen

Erkrankungen.

Ziel dieser Dissertation ist es, acht Polymorphismen des AADAT-Gens bezuglich einer
moglichen Assoziation mit Schizophrenie und kognitiven Leistungen innerhalb einer
Fall-Kontroll-Assoziationsstudie bzw. einer Endophanotypenstudie zu Gberprifen. Zu diesem
Zweck wurde an 171 Patienten und 1.300 Kontrollpersonen neben der Genotypisierung deren

genomisches Materials auch der HAWIE-R durchgeflhrt.
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4 Material und Methodik

41 Vorbedingungen der Studiendurchfiihrung

Die Studie wurde in der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie und Psychotherapie der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen durchgefuhrt. Zunachst erfolgte eine ausfuhrliche
Aufklarung aller Probanden Uber die Studie bezlglich Inhalt, Zielsetzung, Prozedere der
Daten- und Probenanonymisierung, Risiken und der Freiwilligkeit der Teilnahme und,
anschlieflend, gaben die teilnehmenden Probanden eine schriftliche Einverstandniserklarung
ab.

4.2 Studiendesign

In einer Fall-Kontroll-Assoziation wurde auf einen moglichen Zusammenhang zwischen acht
SNPs des AADAT-Gens und Schizophrenie Uberprift. Dabei wurden diese SNPs bezlglich
der Genotyphaufigkeit in der Kontroll- und Patientengruppe statistisch analysiert. Bei den
ausgewahlten acht SNPs handelte es sich um rs6553486, rs2466990, rs963660, rs2622068,
rs17711677, rs716822, rs10213032, welche alle Marker des AADAT-Gens darstellen, und
rs2955256, der sich aulRerhalb dieses Gens befindet (Tabelle 4.1). Um weitere Erkenntnisse
uber einen moglichen Zusammenhang zwischen kognitiven Fahigkeiten und den acht SNPs
zu gewinnen, wurde der HAWIE-R (Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fur Erwachsene,

Revision von 1991) durchgefuhrt.

Tabelle 4.1 Untersuchte SNPs im AADAT-Gen

SNP Allele Chromosom 4 Position Position im/zum Gen
rs6553486 C/G 170984825 Intron 14
rs2466990 AIG 170993771 Intron 8
rs963660 AIG 170995066 Intron 7
rs2622068 AIG 170999860 Intron 6
rs17711677 C/G 171001092 Intron 6
rs716822 AIG 171007504 Intron 6
rs10213032 AIG 171009360 Intron 5
rs2955256 CIT 171013833 5’ Genregion
4.3 Zusammensetzung der Studienteilnehmer

Das Studienkollektiv bestand aus insgesamt 1.471 Probanden, darunter 1.300 kognitiv
gesunden Kontrollen und 171 an Schizophrenie unterschiedlicher Typen erkrankten Patienten.

Bei dieser Stichprobe handelt es sich um eine Teilstichprobe der 2019 bereits publizierten
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Dissertation von Alexander Towfigh, wo auch genau die hier untersuchten SNPs in
Zusammenhang mit Schizophrenie analysiert wurden (Towfigh, 2019). Die Tabelle 4.2 zeigt

die Zusammensetzung der Gesamtstichprobe.

4.3.1 Kontrollprobanden

Die Kontrollgruppe bildete die grdliere Gruppe der Teilnehmer und bestand aus 1.300
gesunden, nicht verwandten Freiwilligen deutscher Herkunft. Davon waren 54,23 % weiblichen
und 45,77 % mannlichen Geschlechts. Das Durchschnittsalter betrug 46,18 Jahre und variierte
von 19 bis 79 Jahren. Die Gesamtzahlen der Probanden sowie die Verteilung nach

Geschlecht, Alter und Bildungsstand sind in den Tabellen 4.2 und 4.3 dargestellt.

Tabelle 4.2 Geschlechts- und Altersverteilung der Probanden

Alter (Jahre Geschlecht n (%
Gruppe Mittohwert (SI)D) Mannlich V\(Iei)blich Gesamt n (%)
Kontrollen 46,18 (15,68) 595 (45,77) 705 (54,23) 1.300 (100)
Patienten 38,85 (10,52) 109 (63,74) 62 (36,26) 171 (100)
Gesamt n 45,33 (15,35) 704 (47,86) 767 (52,14) 1.471 (100)
SD = Standardabweichung; n = Anzahl
Tabelle 4.3 Verteilung nach Bildungsstand
Bildungsgrad
Gruppe niedrig (%) mittel (%) hoch (%) Gesamt n (%)
Kontrollen 288 (22,15) 429 (33) 583 (44,85) 1.300 (100)
Patienten 58 (33,92) 47 (27,49) 66 (38,60) 171 (100)
Gesamt n 346 (23,52) 476 (32,36) 649 (44,12) 1.471 (100)
n = Anzahl

Auswahlverfahren der Kontrollprobanden

Zur Rekrutierung durchliefen die Teilnehmer ein strenges Selektionsverfahren. Die potentiellen
Kontrollprobanden wurden zufallig aus dem Verzeichnis des Einwohnermeldeamtes
Munchens ausgesucht und dann schriftlich zur Teilnahme eingeladen. Nach schriftlicher
Zusage wurde zunachst das Vorhandensein wichtiger Voraussetzungen mittels eines
standardisierten Telefonscreenings gepruft. Die Eingangsvoraussetzungen bei den
Probanden selbst, als auch bei deren Erstgradangehdérigen waren eine deutsche Abstammung
bis zur dritten Generation, keine Verwandtschaft mit anderen Teilnehmern und das Fehlen von
neuro-psychiatrischen oder Weitere

hirnorganischen Erkrankungen.

Eingangsvoraussetzungen waren kein Alkohol-, Drogen- und Medikamentenmissbrauch,

27



Material und Methodik

weder Suizidalitat noch Suizid, keine Unfalle mit Kopfverletzungen sowie keine Angst- und

Essstorungen.

Bei unauffalligem Screening bekam der Teilnehmer einen Anamnesebogen zugeschickt,
welcher die somatische, soziale und psychiatrische Krankheitsgeschichte der Testperson und
ihrer biologischen Verwandten bis zum dritten Grade noch einmal tUberprtfte. Dabei flhrte eine
positiv beantwortete Frage zum Studienausschluss. Des Weiteren wurden Anamnesedaten
Uber Schwangerschaftskomplikationen und die eigene Geburt, Ethnizitat, die schulische und

berufliche Ausbildung und den Familienstand Ubermittelt.

Klinisches Interview

Waren alle Voraussetzungen erftillt, so wurden die potentiellen Probanden zu einem Gesprach
eingeladen. Zum Ausschluss studienrelevanter Vorerkrankungen wurden alle Probanden einer
ausfuhrlichen Anamnese unterzogen. Zudem erfolgten eine standardisierte, korperliche
Untersuchung und eine neurologische Statuserhebung. Dabei wurden Hirnnervenfunktionen,

Motorik und Koordination erfasst.

Um relevante kognitive Einschrankungen auszuschlieen, wurde bei Teilnehmern ab dem 60.
Lebensjahr der Mini-Mental-Status-Test (MMST) durchgefihrt (Folstein et al., 1990). Er wird

zur Abklarung von Demenz oder zum Nachweis der Wirkung von Medikamenten eingesetzt.

Bei Erfullung aller Voraussetzungen erfolgte die Durchfuhrung der deutschen Version des
Strukturierten Klinischen Interviews (SKID) gemal® der Klassifikation des DSM-IV. Es ist in
SKID-I und SKID-II unterteilt: das SKID-I diagnostiziert Stérungen der Achse | (psychische
Stérungen) wie affektive und psychotische Syndrome und Stérungen, Angststérungen,
Essstorungen, somatoforme Stérungen sowie Missbrauch von Drogen bzw. psychotropen
Substanzen; und das SKID-II dient zur Diagnostik von Storungen der Achse I, den
Personlichkeitsstorungen (Wittchen et al., 1997). AulRerdem wurden Storungen der Achse IV

(psychosoziale Belastungsfaktoren) und der Achse V (globale Leistungsfahigkeit) erfasst.

AnschlieRend wurden psychiatrische Erkrankungen unter Erstgradverwandten mittels Family
History Assessment Modules (FHAM) ermittelt (Rice et al., 1995). SchlieRlich wurde das
Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar (LEBI) durchgeflhrt. Dabei wurden bisherige
kritische Lebenssituationen und ihre Verarbeitung durch ein strukturiertes Interview erfasst und

daraus ein Punktwert fur Belastungen ermittelt.
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Die Voraussetzungen fur einen Studieneinschluss waren das Fehlen von Achse I/lI-Stérungen
und von psychiatrischen und somatischen Erkrankungen sowie eine negative psychiatrische

Familienanamnese. Ein MMST-Wert von unter 26 Punkten fuhrte zum Studienausschluss.

4.3.2 Schizophrenie-Patienten

In dieser Studie wurden 171 Personen deutscher Herkunft mit der nach DSM-IV-Kriterien
gesicherten Diagnose Schizophrenie untersucht. Davon waren 62 (36,26 %) weiblich und 109
(63,74 %) mannlich. Die Altersverteilung von 19 bis 70 Jahren ergab ein Durchschnittsalter
von 38,85 Jahren bei einer Standardabweichung von 10,52 Jahren. Die Gesamtzahlen der
Patienten sowie die Verteilung nach Geschlecht, Alter und Bildungsstand sind in den Tabellen
4.2 und 4.3 auf Seite 27 dargestellt.

Bei der Rekrutierung wurden Patienten aus der Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie und
Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen sowie aus
Kooperationseinrichtungen erstmals telefonisch oder personlich kontaktiert und Gber
Zielsetzung, Ablauf und Inhalt der Studie aufgeklart. Bei bestehendem Interesse an der

Teilnahme wurden sie zu einem Gesprach einbestellt.

Auswahlverfahren der Patienten

Der Untersuchungstermin wurde mit einer ausfuhrlichen biografischen, somatischen,
neurologischen und psychiatrischen  Anamneseerhebung mittels standardisierter
Anamnesebdgen eingeleitet. Diese umfasste die gesamte Lebensgeschichte des Patienten,
unter anderem Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen, Unfélle und Erkrankungen,
Schul- und Berufsausbildung, soziales Umfeld, finanzielle Situation, stationare und ambulante
Aufenthalte in psychiatrischen und nichtpsychiatrischen Krankenhadusern, Suizidversuche,
Alkohol- und Drogenkonsum sowie Rauchverhalten, Medikation und Familienanamnese

bezlglich neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen.

Die Diagnose Schizophrenie und deren Unterteilung in die Subtypen wurde mittels
Strukturierten Klinischen Interviews fur DSM-IV Achse | (SKID-I) verifiziert (Wittchen et al.,
1997). Dabei forderten die Kriterien des DSM-IV zwei von funf charakteristischen Symptomen
der Schizophrenie (Wahn, Halluzinationen, desorganisierter Sprechweise, desorganisiertem
oder katatonem Verhalten und Negativsymptome) Uber sechs Monate, wobei Symptome einer
akuten Phase Uber mindestens einen Monat vorliegen mussen. Bei Bestehen von bizarren

Wahnvorstellungen oder akustischen Halluzinationen wie Stimmenhoren reicht dies als
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einziges Merkmal aus, wenn gleichzeitig soziale oder berufliche Leistungseinbulen flur eine
bedeutende Zeit auftreten. Aulierdem wurden alle wichtige Punkte des Krankheitsverlaufs wie
Schweregrad, das Alter bei Beginn der prodromalen Symptome und bei der Erstmanifestation
der psychotischen Symptome, Anzahl der Episoden usw. dokumentiert und beurteilt. Auch
eventuell vorliegende Komorbiditaten wie Alkohol- und Drogenmissbrauch, somatoforme
Stoérung, Ess-, Panik-, Anpassungs- sowie affektive Stérung wurden mittels SKID-I eruiert.
Differentialdiagnostisch auszuschliel3en waren schizoaffektive Stérungen, affektive Stérungen
mit psychotischen Merkmalen, reaktiven und organischen Psychosen, schizophrenieforme,
psychotische oder rein wahnhafte Storungen. Patienten, die die DSM-IV-Kriterien nicht
erfillten, wurden nicht in die Studie aufgenommen. Die Erkrankung durfte keine Folge von
Substanzmissbrauch, = Abhangigkeiten  oder eines allgemeinen  medizinischen
Krankheitsfaktors sein. Patienten mit Hepatitis B/C, HIV-Positivitdt, Epilepsie, Morbus
Parkinson und Hinweisen auf Heroinkonsum wurden ebenfalls von der Studie
ausgeschlossen. Eingeschlossen in diese Studie wurden ausschlieBlich die Patienten die sich

zurzeit der Untersuchung in einem stabilen Zustand befanden.

Anschlieend wurden mittels Positive and Negative Symptom Scale (PANSS) die Positiv- und
Negativsymptome sowie allgemeine psychopathologische Symptome erfasst und in sieben
Abstufungen in ihrem Schweregrad bewertet (Kay et al., 1987). Zur Vervollstandigung der
psychiatrischen Familienanamnese wurde das FHAM durchgefihrt. Allerdings zahlte dieses

Ergebnis nicht zu den Aus-/Einschlusskriterien.

44 Der revidierte Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fur Erwachsene

In dieser Assoziationsstudie wurde die 1991 erschienene revidierte Fassung des
Hamburg-Wechsler-Intelligenztests fur Erwachsene (HAWIE-R) durchgefuhrt. Der HAWIE ist
die deutsche Version des englischsprachigen Intelligenztests Wechsler Adult Intelligence
Scale (WAIS) von David Wechsler. Dieses Testverfahren zur Intelligenzmessung, das
zwischen sprachlicher und praktischer Intelligenz unterscheidet, umfasst einen Verbalteil mit
sechs Subtests (allgemeines Wissen, Zahlennachsprechen, Wortschatz-Test, rechnerisches
Denken, allgemeines Verstandnis und Gemeinsamkeiten finden) und einen Handlungsteil mit
funf  Subtests (Bildererganzen, Bilderordnen, Mosaik-Test, Figurenlegen und
Zahlen-Symbol-Test) (Tewes, 1991). Der HAWIE-R dient der Ermittlung der individuellen
kognitiven Leistungsfahigkeit und hilft bei der Diagnose spezifischer Leistungsbereiche. Die
Alterszielgruppe dieses Tests besteht aus Personen im Alter von 16 bis 74 Jahren. Die aktuelle
vierte deutsche Fassung, die die gleiche Benennung wie die englischsprachige Version tragt

(WAIS-IV) wurde erst 2012 veroffentlicht, also nach der Testung der Probanden. Eine
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Ubersicht Gber die einzelnen Untertests bietet die Tabelle 4.4. Die Nummerierung entspricht

ihrer Reihenfolge bei der Durchfuhrung.

Tabelle 4.4 Untertests des HAWIE-R und maximal erreichbare Rohwertpunkte

Untertest Maximaler Rohpunktwert Leistungsaspekt
1. Allgemeines Wissen 24
3. Zahlennachsprechen 28
5. Wortsch?tz-Test 32 Verbalteil
7. Rechnerisches Denken 19
9. Allgemeines Verstandnis 26
11. Gemeinsamkeiten finden 32
2. Bildererganzen 17
4. Bilderordnen 56
6. Mosaik-Test 51 Handlungsteil
8. Figurenlegen 41
10. Zahlen-Symbol-Test 90

Zur Durchfuhrung des Tests liegen ein Handbuch, Protokollbogen, Testmaterial, Stifte und
Stoppuhr bereit. Das Handbuch enthalt genaue Anweisungen zu Testabbruch und Bewertung.
Die Abbruchkriterien und Bewertungen der einzelnen Untertests sind daruber hinaus auch auf
dem Protokollbogen vermerkt, was die Handhabung erleichtert. Die Testdauer betragt in der

Regel 60 bis 90 Minuten, wobei fur einige Aufgaben die Zeit begrenzt ist.

4.41 Die Untertests

Um die Testsituation zu entspannen und die Probanden starker zu motivieren, werden Verbal-
und Handlungsteil gemischt durchgefuhrt. Die Reihenfolge der Untertests entspricht ihrer

Reihenfolge bei der Testdarbietung:

1. Allgemeines Wissen: bei der Prufung des Allgemeinwissens wird auf spezialisiertes und
akademisches Wissen verzichtet. 24 Fragen aus unterschiedlichen Wissensgebieten mit
steigenden Schwierigkeitsgraden werden dem Probanden gestellt. Beantwortet der
Teilnehmer funf aufeinanderfolgende Fragen falsch oder nicht, wird der Untertest

abgebrochen. Pro richtige Antwort gibt es einen Rohpunkt.

2. Bildererganzen: prift die Fahigkeit, abhangig von der Vertrautheit des Objektes, zwischen
wesentlichen und unwesentlichen Details zu unterscheiden. Bei dem Test werden 17
unvollstandige Bildvorlagen mit steigender Schwierigkeit vorgelegt. Die Testperson soll die

fehlenden Details erkennen und benennen. Pro Bild hat der Proband 15 Sekunden Zeit, dann
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wird das nachste Bild gezeigt. Pro richtige Antwort gibt es einen Punkt, maximal sind 17

Rohpunkte erreichbar.

3. Zahlennachsprechen: bei diesem Test werden der Testperson Zahlenreihen
vorgesprochen, die die Testperson vorwarts (drei bis neun Ziffern), im zweiten Teil des Tests
rickwarts (zwei bis acht Ziffern) nachsprechen muss. Bei erfolgreichem Versuch spricht der
Testleiter jeweils eine um eine Zahl langere Reihe vor, bis die Grenze der Merkfahigkeit der
Testperson erreicht ist. Die hochste Anzahl von richtig nachgesprochenen Zahlenreihen
entspricht der erreichten Punktzahl. Pro Reihe sind zwei Versuche mdglich. Nach zwei
Fehlversuchen bei derselben Zahlenreihe wird der Untertest beendet. In jedem Testteil werden
insgesamt 14 Zahlenreihen vorgesprochen. Auf diese Weise werden akustische Merkfahigkeit,
Aufmerksamkeit, Konzentration und Selbstkontrolle gemessen. Hier sind maximal 28

Rohpunkte moglich.

4. Bilderordnen: hier geht es darum, zehn Bilderserien (Kartchen) mit steigender Bildanzahl
in die richtige Reihenfolge zu bringen. Dabei werden Trefferquote und Geschwindigkeit bei der
Durchfihrung der Aufgabe bewertet. Geprift wird die Fahigkeit logisch/schlussfolgernd zu
denken und Ordnung wiederherzustellen. Nach vier aufeinanderfolgenden nicht gelosten

Aufgaben wird der Untertest abgebrochen. Maximal sind 56 Rohpunkte mdglich.

5. Wortschatz-Test: pruft die allgemeine Sprachentwicklung. Der Proband soll 32 Begriffe mit
steigendem Schwierigkeitsgrad nacheinander erklaren. Zur Bewertung wird eine im Handbuch
enthaltene Liste mit diversen Antwortmoglichkeiten verwendet. Nach funf Fehlversuchen

hintereinander wird der Untertest abgebrochen. Maximal sind 32 Rohpunkte maoglich.

6. Mosaik-Test: hier werden unter anderem Vvisuelle Wahrnehmung, raumliches
Vorstellungsvermdgen, Auge-Hand-Koordination und Kombinationsfahigkeit gemessen. Die
Aufgabe ist neun mehrfarbige Wurfel, deren Seiten entweder einfarbig oder zweifarbig sind,
nach neun Abbildung genau zu legen. Die nachzubauenden Muster haben ansteigende
Schwierigkeitsgrade und dementsprechend variiert die Zeitvorgabe fur die Losungen. Nach
drei Fehlversuchen hintereinander wird der Untertest abgebrochen. Hier werden Trefferquote
und Geschwindigkeit bei der Durchfihrung der Aufgabe bewertet. Insgesamt sind 51

Rohpunkte moglich.
7. Rechnerisches Denken: hier ist die Leistung stark von Sprachverstandnis,

Konzentrationsvermogen, auditives Kurzzeitgedachtnis und Belastbarkeit abhangig. Bei

diesem Untertest geht es um die Lésung von 14 Kopfrechnen Aufgaben mit steigendem
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Schwierigkeitsgrad. Dieser Test wird abgebrochen, wenn drei Aufgaben nicht oder falsch
geldst wurden. Die ersten neun Aufgaben erzielen jeweils einen Rohpunkt. Fir die letzten flinf
Aufgaben gibt es einen oder zwei Punkte je nach Losungszeit. Maximal sind 19 Rohpunkte

erreichbar.

8. Figurenlegen: bei diesem Untertest werden Wahrnehmung und Reproduktion bekannter
Figuren gepruft, indem die Versuchsperson asymmetrische Puzzleteile zusammenfigt.
Bewertet werden die Genauigkeit und die dafur bendétigte Zeit. Maximal 41 Rohpunkte sind

moglich.

9. Alilgemeines Verstandnis: der Testperson werden 13 Fragen mit ansteigender
Schwierigkeit gestellt. Hier sollen die Allgemeinbildung und das gesunde Menschenverstand
getestet werden. Richtige Antwortmdglichkeiten sind dem Handbuch zu entnehmen. Die
Antworten werden nach Qualitdt und Grad der Generalisierung mit null, einem oder zwei
Punkten benotet. Falls vier Fragen aufeinanderfolgend falsch bzw. nicht beantwortet werden,

wird der Untertest abgebrochen. Maximal sind 26 Rohpunkte erreichbar.

10. Zahlen-Symbol-Test: der Test pruft unter anderem die visuomotorische Koordination, die
Konzentration und das Kurzzeitgedachtnis. Jeder Zahl (1 - 9) ist ein Symbol zugeordnet. Zuerst
soll sich der Proband die Zuordnung einpragen und anschlielend eine Tabelle mit 90 Feldern
schnell mit dem jeweils dazugehoérigen Symbol erganzen. Fir die Aufgabe hat der Proband 90
Sekunden Zeit. Mittels einer Schablone werden Schnelligkeit und Genauigkeit der Zuordnung
bewertet. Jede richtige Zuordnung eines Symbols bekommt einen Punkt. Maximal sind 90

Rohpunkte erreichbar.

11. Gemeinsamkeiten finden: der Teilnehmer soll zu zwei Begriffen (insgesamt 16
Wortpaaren) einen Oberbegriff duflern. Das Ergebnis wird stark vom Wortschatz der
Testperson beeinflusst. Dieser Untertest erfasst allgemein Abstraktionsvermdgen und
sprachliche Fahigkeiten sowie logisches Denken. Antwortmdglichkeiten sind im Handbuch
aufgelistet. Die Antworten werden nach Qualitat und Grad der Ahnlichkeit mit null, einem oder
zwei Punkten benotet. Nach vier falschen oder ungeldsten Aufgaben in Folge wird der Test

abgebrochen. Insgesamt sind 32 Rohpunkte erreichbar.

442 Testauswertung

Die Auswertungskriterien sind im Testhandbuch und im Protokollbogen aufgeflihrt. Zuerst

werden die Rohpunkte aus jedem Untertest mithilfe einer Tabelle in dquivalente Wertpunkte
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ubertragen. Diese Umrechnung basiert auf der Rohwertverteilungen der 20- bis 34-jahrigen,
da laut Wechsler "die geistige Entwicklung in dieser Altersgruppe ihr Maximum erreiche und
relativ konstant bleibe". Die Wertpunkte werden dann fir Verbal- und Handlungsteil sowie
Gesamttest addiert. Aus diesen Summen werden mithilfe von Tabellen Gesamt-, Verbal- und
Handlungs-1Q abgelesen. Mit einem Mittelwert von 100 und einer Standardabweichung von
15 liegt der Normbereich des Intelligenzquotienten zwischen 85 und 115. Der Cut-off-Wert lag
bei einem 1Q-Gesamtwert von 80 Punkten. Bei einem 1Q von 130 und mehr spricht man von
Hochbegabung, unter 70 von einer kognitiven Behinderung. Unterschiede zwischen Verbal-
und Handlungs-IQ sollen Schlisse dariber erméglichen, ob die Testperson eher praktisch

oder eher verbal-theoretisch veranlagt ist. Die Auswertung dauerte 15 - 30 Minuten.

4.5 Laborverfahren

Alle Laborschritte der vorliegenden Studie erfolgten nach Standardprotokollen der Sektion
Molekulare und Klinische Neurobiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen. Hierzu
wurde allen Studienteilnehmern ca. 7 - 10 ml vendses Blut zur Genotypisierung gewonnen.

451 DNA-Extraktion

Nach der Blutentnahme in EDTA-Monovetten erfolgte die DNA-Extraktion nach dem Protokoll
des QlAamp DNA Blood Maxi Kit. Alle dafur verwendeten Materialien, Reagenzien und Gerate

sind in der Tabelle 4.5 aufgelistet.

Tabelle 4.5 Materialien, Reagenzien und Geréte fiir die DNA-Extraktion

Material, Reagenz, Gerat Hersteller
EDTA Monovette Sarstedt, Nimbrecht
50 ml Zentrifugenréhre Sarstedt, Nimbrecht
Mikro-Schraubréhre, 2 ml Sarstedt, Nimbrecht
1 x PBS-Puffer:

8 g NaCl,

0,2 g KCl,

Herstellung aus

1,44 g Na:HPO4 Reagenzien von Carl Roth, Hamburg

0,24 g KH2PO4
Ad 1 | mit Aqua dest.
Mit NaOH auf pH 7,4

QlAamp DNA Blood Maxi Kit Qiagen, Hilden

Ethanol Rotipuran (> 98 % p. A.) Carl Roth, Karlsruhe

Vortex Genie Scientific Industries, New York, USA

Wasserbad WNB 22 Memmert, Schwabhausen

Kihlzentrifuge CF108-GR VWR Life Science Competence Center, Erlangen
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In 50 ml Zentrifugenrohren wurde das EDTA-Blutvolumens zunachst mit 1 x PBS-Puffer
(Phosphat-gepufferter Salzldsung) auf ein Volumen von 10 ml adjustiert. Zur Zelllyse wurde
der resuspendierte Blutkuchen mit 500 ul Qiagen Protease versetzt. Zur Denaturierung wurden
12 ml des Guanidinhydrochlorid(GuHCI)-haltigen Lysepuffers (Puffer AL) zugegeben. Danach
wurde die Mischung 60 s lang auf einem Vortex homogenisiert und anschliel3end 30 min bei
70 °C im Wasserbad inkubiert.

Die Auffallung der DNA erfolgte nach der Entziehung der Hydrathulle. Hierzu wurde die Probe
mit 10 ml Ethanol versetzt und fur 2 min gevortextet. Anschlieend wurde die Probe sukzessiv
auf eine QlAamp Maxi Saule gegeben und bei Raumtemperatur jeweils flr 3 min bei 3.000 rpm

zentrifugiert.

Zur Entfernung von verbleibenden RNA- und Proteinverunreinigungen wurden 5 ml eines
Guanidinhydrochlorid(GuHCI)-haltigen Waschpuffers (Puffer AW1) zugegeben und bei
Raumtemperatur fir 2 min bei 4.000 rpm zentrifugiert. Um die GuHCI-Salze auszuwaschen
und die Silikagelmembran zu trocknen, folgte ein weiterer Waschschritt mit 5 ml
ethanolhaltigem, salzarmem Waschpuffer (Puffer AW2) und anschliel3end eine 15-mintige

Zentrifugation bei 4.000 rpm. Die Eluate wurden nach der Zentrifugation jeweils entsorgt.

Die Trennung der DNA von der Silikagelmembran (Elution) erfolgt durch Zugabe von
insgesamt 1,5 ml TRIS-Puffer (Puffer AE). Um einen optimale DNA-Ertrag zu ermdglichen,
wurde die Membran zweifach mit je 750 uyl TRIS-Puffer fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert
und in der Folge fur 2 min bei 5.000 rpm zentrifugiert. Bis zur Weiterverwendung erfolgte die

Lagerung der extrahierten DNA-Stammldsung in zwei Mikro-Schraubrdhren.

452 DNA-Konzentrationseinstellung

Fir die Hochdurchsatz-Genotypisierung musste die Konzentration aller gewonnenen
DNA-LAsungen bestimmt und auf einen Wert von 50 ng/ul eingestellt werden. Durch die
Methode PicoGreen wird die Konzentrationsmessung halbautomatisiert mit einem Roboter
(Janus Automated Workstation) durchgeflihrt. Das selektive fluoreszierende Farbstoff
PicoGreen ist hochsensitiv und bindet nur an doppelstrangige DNA. Zur Quantifizierung der
unbekannten DNA-Konzentrationen wird eine 1 : 2 Verdinnungsreihe eines 100 ng/ul
humanen DNA-Standards, eine sogenannte Standardkurve, bestehend aus 8 Punkten (mit
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625 und 0 ng/pl) verwendet. Zunachst wurden die zu
messenden DNA-Lésungen in einer Thermo Fast 96 well Platte mit bidestillietem Wasser

1 : 10 vorverdunnt. AnschlieRen wurde in jede Vertiefung einer schwarzen 96 well Platte mit
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flachen Boden zuerst 50 pl autoklaviertes, destilliertes Wasser vorgelegt und dann jeweils 5 pl
der Standardverdunnungsreihe bzw. der vorverdinnten DNA in Duplikaten zugegeben.
AbschlieRend wurden zu den vorverdunnten Proben- bzw. der Standard-DNA, pro Vertiefung,
145 ul des 1 : 156 verdinnten PicoGreen-Gemisches gegeben, was eine Endverdinnung des
PicoGreens von 1 : 200 ergab. Die verwendeten Materialien, Reagenzien und Gerate fur die

DNA-Konzentrationseinstellung fasst die Tabelle 4.6 zusammen.

Tabelle 4.6 Materialien, Reagenzien und Gerite fiir die DNA-Konzentrationseinstellung

Material, Reagenz, Gerat Hersteller

Human genomic DNA 100 ng/pl Clontech, Mountain View, USA

Quant iT PicoGreen dsDNA reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe

96 well Flat Bottom Plate Black Greiner Bio-One, Frickenhausen
Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg

Janus Automated Workstation Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA
Victor3 Multilabel Counter 1420 Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA

Fluoreszenzmessung

Nach der automatischen Uberfilhrung durch den Roboter in das Fluoreszenzmessgerat
Victor3 Multilabel Counter 1420 wurde die Messplatte fur 30 s horizontal in Doppelellipsen
rotiert. Dieses diente der homogenen Durchmischung der Ldsung. Bei einer
Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenlange von 520 nm wurden die
Fluoreszenzwerte ermittelt. Die Konzentrationen der DNA-L&sungen wurden dann anhand der
Fluoreszenzwerte der Standardkurve durch einen Rechner automatisch berechnet. Als letzter
Schritt erfolgte die Konzentrationseinstellung der einzelnen DNA-Proben auf 50 ng/ul durch

den Roboter Janus Automated Workstation.

45.3 Genotypisierung

Das massenspektrometrische iPLEX-Verfahren besteht aus einer konventionellen
Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR), einer
Primerextensionsreaktion, sowie der abschlieRenden Messung der Extensionsprodukte im
MALDI-TOF Massenspektrometer (engl. Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time of
Flight). Diese Methode ermoglicht eine gezielte Hochdurchsatz-Sequenzierung der

verschiedenen Genotypen der SNPs mit hoher Sensitivitat.
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Primerdesign

Mit der Software AssayDesign 3.1 (Sequenom, San Diego, USA) wurde fir die untersuchten
SNPs die optimale Plexzusammenstellung ermittelt und fir jeden SNP ein Primerset aus zwei
PCR-Primern (Tabelle 4.7) und einem Extensionsprimer (Tabelle 4.8) generiert. Zur Sicherheit
und Optimierung der Amplifikation lagen die Primer unmittelbar nahe an den zu
amplifizierenden SNPs. Der Massenanhang (X) am 5'-Ende beider PCR-Primer ist eine zur

Zielsequenz inkompatible Base, die der Erleichterung der Amplifizierung dient und daflr sorgt,

dass die Massen der Primer aufRerhalb des Massenfensters des Spektrometers liegen.

Tabelle 4.7 Verwendete PCR-Primer fiir die untersuchten SNPs

SNP 1. Primer (forward) 2. Primer (reverse)

rs6553486 XGGTGCATAAGAGACAAGGTG XATAGCTTTCCCAAGGTGGTG
rs2466990 XGGGACACAGTCAGGTACATA XAAGCTCCCCAGAAATCTTTG
rs963660 XCTGGAAGGAACATGCATCAC XTTTCTTGCCCCGTTTACGTC
rs2622068 XGAGCTCACATGGTTCTAGAG XTTGCAGGGTAGTTGCAACAG
rs17711677 XCCCAGGAAAAGTACATAGAC XATTGGAGTTCCCTGTAGCTC
rs716822 XCCCCTGGCATTAGTTATTCC XCAAACTGAGGACCACAGATG
rs10213032 XCCATTGACCCATTTGGTCAT XAAACCTTTCCCCAGACCTTC
rs2955256 XGCCTGCGAGAAAACCAATAC XCTGCGTTCAGAGACTTCAAG

X = ACGTTGGATG (Massenanhang)

Tabelle 4.8 Verwendete Extensionsprimer fiir die untersuchten SNPs

SNP Extendprimersequenz Mogliche Verlangerungen
rs6553486 aaAGGCAGTCTGTCTCTAG C/G
rs2466990 TTGAAAAATAAGAGAAATGTGC A/G
rs963660 atggGTCTTGCAGTGGGCAACAAATT A/G
rs2622068 TGTTTACTGTTTGGCCC A/G
rs17711677 ggaaCTGTAGCTCAGTCCTTAAA C/IG
rs716822 ggTACATCTGTGGAGTTCC A/G
rs10213032 gTCCCCAGACCTTCCTAACC A/G
rs2955256 GCTTAATAGCTGGGTGT CIT

Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion

Um ausreichend DNA-Material fur die iPLEX-Reaktion zu bekommen, mussten zunachst die
SNP-flankierenden genomischen Sequenzen amplifiziert werden. Die Amplifikation der DNA-
Fragmente erfolgte durch Polymerase-Kettenreaktion, ein kinstliches In-vitro-Verfahren zur
Vervielfaltigung von einem kurzen, genau definierten Teil eines DNA-Strangs. Die Multiplex-
PCR ermdglicht in einem einzigen Reaktionsansatz die Zusammenfiihrung mehrerer Einzel-
PCRs. Dazu wurde zunachst mithilfe des Pipettierroboters Microlab MPH-96 (Hamilton,

Bonaduz, Schweiz) 4 ul Mastermix in die Vertiefungen einer 384 well Platte (ABgene,
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Hamburg) verteilt. Die eingesetzte Volumina der einzelnen Reagenzien des Mastermix sind

der Tabelle 4.9 zu entnehmen.

Tabelle 4.9 Eingesetzte Volumina der einzelnen Reagenzien des Mastermix

Reagenz Volumen in einer Reaktion Hersteller

destilliertes Wasser 1,850 pl ELGA LabWater, Celle
PCR-Puffer 0,625 pl Qiagen, Hilden

MgClz, 25 mM 0,325 pl Qiagen, Hilden

dNTP Mix, 25 mM 0,100 pl ABgene. Hamburg
Primer Mix, 500 nM jeweils 1,000 pl Qiagen, Hilden
HotStar Taqg Polymerase, 5 U/pl 0,100 pl Qiagen, Hilden

In jedes well wurden dann 12,5 ng (2,5 pl) DNA zugegeben. Nach Zentrifugation und
Verschliefen der Reaktionsplatte wurde die PCR im Thermocycler GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, Foster City, USA) nach dem Schema der Tabelle 4.10
durchgefuhrt.

Tabelle 4.10 Das Multiplex-PCR-Programm

1. initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1 Zyklus
2. Denaturierung 95 °C 20s

3. Annealing 56 °C 30s 45 Zyklen
4. Elongation 72 °C 1 min

5. finale Elongation 72 °C 3 min 1 Zyklus
6. Aufbewahrung 12 °C unbegrenzt

Zunachst wurden die Proben fir 5 min auf 95 °C erwarmt (initiale Denaturierung). Diese
Temperatur wurde dann fur weitere 20 s aufrechterhalten, um eine vollstandige Separierung
der DNA-Strange zu gewahrleisten (Denaturierung). Danach wurden die Proben fir 30 s auf
56 °C abgeklhlt (Annealing), so dass es zur Anlagerung der Primer an ihre komplementare
DNA-Sequenzen kam. Um die Nukleotide an die Primer anzuh&ngen (Elongation) wurde nun
die Temperatur fur 1 min auf 72 °C erhoht. Diese drei letzten Schritte wurden dann in 45 Zyklen
wiederholt und letztlich nach einer 3-minutigen Extension (finale Elongation) bei 72 °C wurde

die PCR beendete. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei 12 °C gelagert.
Dephosphorylierung der PCR-Produkte
Damit die nicht inkorporierten Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) die spatere

anschlieRlende iPLEX-Reaktion nicht stdren, wurde das PCR-Produkt mit Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) behandelt. Dadurch wurden die Uberschissigen dNTPs dephosphoryliert
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und somit inaktiviert. Hierzu wurden zu je 5 yl des PCR-Produktes 2 pl des SAP-Mastermix
hinzugegeben und vorsichtig gevortextet. Danach wurde der Ansatz fur insgesamt 50 min in
einem Thermocycler inkubiert, zuerst bei 37 °C fur 40 min und anschliefend, um das Enzym
irreversibel zu inaktivieren, bei 85 °C fur 10 min. Zum Schluss wurde die Reaktion auf 4 °C
abgekihlt. Die Materialien, Reagenzien und Gerate fir die SAP-Reaktion sowie die

Zusammensetzung des SAP-Mastermix sind jeweils in den Tabellen 4.11 und 4.12 dargestellt.

Tabelle 4.11 Materialien, Reagenzien und Geréte fiir die SAP-Reaktion

Material, Reagenz, Gerat Hersteller

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Sequenom, San Diego, USA
Multimek Pipettierroboter Beckmann, Fullerton, USA

GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster City, USA

Tabelle 4.12 Zusammensetzung des SAP-Mastermix

Reagenz Volumen in einer Reaktion
destilliertes Wasser 1,530 pl
SAP-Puffer 0,170 pl
SAP-Enzym 0,300 pl
Total 2,000 pl

Die iPLEX-Reaktion (Primerextensionsreaktion)

Anders als bei der Multiplex-PCR, wird bei der iPLEX-Reaktion fur jeden SNP ein
massenspezifisches Primerextensionsprodukt erzeugt. Die Extensionsprimer sind so gebaut,
dass sie unmittelbar vor den zu untersuchenden SNPs an die DNA binden. Hierzu wurden
Didesoxynukleotide (ddNTPs) verwendet, was zu einer Primerverlangerung von lediglich einer
Base fuhrte. Somit wird der Extensionsprimer um die komplementare Base des SNP-Allels
verlangert (Tabelle 4.8 auf Seite 37). Die Materialien, Reagenzien und Gerate fur die
iPLEX-Reaktion sind der Tabelle 4.13 zu entnehmen.

Tabelle 4.13 Materialien, Reagenzien und Geréte fiir die iPLEX-Reaktion

Material, Reagenz, Gerat Hersteller

iPLEX Puffer Plus Sequenom, San Diego, USA

iPLEX Enzym Sequenom, San Diego, USA

iPLEX Terminationsmix Sequenom, San Diego, USA
Extensionsprimer Metabion, Martinsried

GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster City, USA

Zunachst wurde jedem well das sogenannte iPLEX-Cocktail (Tabelle 4.14) zugegeben. Je 2 pl

Cocktail wurden automatisiert zu den mit SAP behandelten PCR-Produkten gegeben. Die
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Platten wurden dann abzentrifugiert und im Thermocycler nach dem Schema der Tabelle 4.15

prozessiert.

Tabelle 4.14 Zusammensetzung und eingesetzte Volumina des iPLEX-Reaktionscocktails

Reagenz Volumen in einer Reaktion
destilliertes Wasser 0,755 pl
iPLEX Puffer Plus 0,200 pl
iPLEX Terminationsmix 0,200 pl
Primer Mix (7 uM bis 14 uM) 0,804 pl
iPLEX Enzym 0,041 pl
Total 2,000 pl

Tabelle 4.15 Das iPLEX-Programm

1. initiale Denaturierung 94 °C 30s

2. Denaturierung 94 °C 5s

3. Annealing 52°C 5s 1 5 Zyklen 40 Zyklen
4. Extension 80 °C 5s f

5. finale Elongation 72°C 3 min

6. Aufbewahrung 4°C unbegrenzt

Zuerst erfolgte eine initiale Denaturierung der Proben fir 30 s bei 94 °C. Dann folgten 40
Zyklen bestehend aus 3 Schritten: Denaturierung fur 5 s bei 94 °C, Annealing fir 5 s bei 52 °C
und Extension flr 5 s bei 80 °C. Das Programm hat zwei Durchlaufschleifen: eine dufRere
Ubergeordnete Zyklusschleife und eine innere untergeordnete Zyklusschleife. Das heildt, in
jedem der 40 Zyklen wiederholten sich die Annealing- und Extensionsschritt funfmal.
SchlieBlich, nach einer finalen Extension bei 72 °C fir 3 min, wurden die Proben zur

Aufbewahrung auf 4 °C herabgekuhilt.

Um eine Beeintrachtigung der MALDI-TOF Massenspektrometrie durch bestimmte lonen zu
vermeiden, wurden die Proben anschlieBend mit dem lonenaustauscher Clean Resin

(Sequenom, San Diego, USA) entsalzt.

Messung der Extensionsprodukte im MALDI-TOF Massenspektrometer

Der erste Schritt war die Ubertragung des Gemischs von der 384 well Platte mit einem
Nanodispenser auf den Probentrager SpectroCHIP, einen Siliziumchip mit 384 bereits
aufpraparierten Matrixpunkten und acht Kalibrantenpunkten. Zur Kalibrierung des Gerats kam
ein  3-Punkt Kalibrant zum Einsatz. Die Matrix des Siliziumchips besteht aus

3-Hydroxypicolinsdure (3-HPA), die das Auskristallisieren der DNA-Proben verhindert. Der
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praparierte Chip wurde dann in das MALDI-TOF Massenspektrometer eingefiihrt und im
Hochvakuum fur einige Nanosekunden einer gepulsten Laserbestrahlung ausgesetzt. Als

Folge dieses MALDI-Prozesses lagen einfach geladene Molekilionen vor.

Als zweite Schritt erfolgte die Flugzeitspektrometrie (engl. Time-of-Flight, TOF). Die so
ionisierten Extensionsprodukte wurden in einem Flugrohr in Richtung eines Detektors
beschleunigt und deren Geschwindigkeit gemessen. Da ein hohes
Masse-zu-Ladungsverhaltnis eine lIangere Flugdauer bedeutet, konnte das Molekulargewicht
der DNA-Fragmente bestimmt werden. Anhand der gemessenen Massen konnte mittels Typer
Analyzer 3.4.0.18 auf die vorliegenden Allele und Genotypen ruckgeschlossen werden. Alle

hierfur benodtigten Materialien, Gerate und Software sind in der Tabelle 4.16 aufgelistet.

Tabelle 4.16 Materialien, Gerdte und Software fiir die Messung der Extensionsprodukte im
MALDI-TOF Massenspektrometer

Material, Gerat, Software Hersteller

3-Punkt Kalibrant Sequenom, San Diego, USA
SpectroCHIP Sequenom, San Diego, USA
MassARRAY POINT Nanodispenser Sequenom, San Diego, USA
MassARRAY Analyzer 4 Agena Bioscience, Hamburg
Typer Analyser 3.4.0.18 Sequenom, San Diego, USA
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4.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mithilfe von IBM SPSS Statistics 19 (IBM Corp., Armonk,
NY), PLINK v1.07 (PLINK, Purcell et al., 2007), R v2.13.0 (R Development Core Team, 2011)
und Haploview 4.2 (Haploview, Barrett et al., 2005) durchgefuhrt.

Die Genotypverteilungen der acht untersuchten SNPs wurden auf die Einhaltung des
Hardy-Weinberg-Equilibrium Uberprift. SNPs, die eine signifikante Abweichung zeigten
(p < 0,05, Fisher's Exact Test), wurden einer genaueren Prifung unterzogen und bei Verdacht

auf technische Ungenauigkeiten ausgeschlossen.

Bei der Berechnung der Fall-Kontroll-Assoziation wurde die Genotyphaufigkeit mithilfe des
Fisher's Exact Tests auf signifikante Abweichungen zwischen den Gruppen geprift. Dabei
wurden das Genotypmodell, das dominante (homozygote Trager des haufigeren Allels vs.
Trager des selteneren Allels) und das rezessive (homozygote Trager des selteneren Allels vs.

Trager des haufigeren Allels) Modell verwendet.

Der Einfluss des Genotyps auf den Phanotyp Kognition wurde mit einer multiplen linearen
Regression berechnet. Als Kovariablen wurden Geschlecht, Alter und Bildungsgrad

einbezogen.

Die Haplotypenanalyse wurde unter Verwendung der Software Haploview 4.2 (Haploview,
Barrett et al., 2005) durchgeflhrt. Die Haplotyp-Blocke wurden nach der Methode von Gabriel
(Gabriel et al., 2002) bestimmt, welche ein hohes Kopplungsungleichgewicht zwischen zwei
SNPs als Kriterium zur Blockdefinition verwendet. Unterschiede in den Haplotypfrequenzen
zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe wurden unter Verwendung des Chi Quadrat Tests
bestimmt. Haplotypen mit einer Frequenz unter 1 % und Probanden mit einer

Genotypisierungsrate unter 50 % wurden ausgeschlossen.
Bei einem p-Wert unter 0,05 galt das Ergebnis einer statistischen Berechnung als (nominal)

signifikant, wahrend fir einen p-Wert unter 0,1 ein Trend angenommen wurde. Aufgrund des

explorativen Charakters der Studie wurde auf eine Korrektur fir multiples Testen verzichtet.
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5 Ergebnisse

Um sowohl Unterschiede in der Haufigkeit der Genotypen zwischen Kontrollprobanden und
Patienten als auch Assoziationen zwischen kognitiven Leistungen und Variationen im Genotyp
zu Uberprufen, nahmen die Testpersonen an der Genotypisierung mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie und der Intelligenztestung durch den HAWIE-R teil. Dabei wurde die
Genotypauspragung von acht Einzelnukleotid-Polymorphismen des AADAT-Gens in Bezug
auf ihre mégliche Assoziation zu Schizophrenie und Intelligenz untersucht. Abweichungen der
Teilnehmerzahl bei Assoziations- und Endophanotypenstudie sind darauf zurlckzuflhren,
dass ein Teil der Probanden nicht erfolgreich durch den HAWIE-R getestet oder genotypisiert

werden konnten.

5.1 Stichprobenbeschreibung

Das gesamte Probandenkollektiv umfasste insgesamt 1.471 Falle, darunter 1.300 gesunde
Kontrollen und 171 an Schizophrenie erkrankte Patienten. Davon waren 767 (52,14 %)
weiblich und 704 (47,86 %) mannlich. Das Durchschnittsalter lag bei 45,33 Jahren, wobei das
Alter der Teilnehmer von 19 bis 79 Jahren reichte, bei einer Standardabweichung von 15,35.
4412 %

Bildungsabschluss und 23,52 % einen niedrigen Bildungsstand.

dieser Teilnehmer war hochqualifiziert, 32,36 % besall einen mittleren

5.2 Beschreibung der Polymorphismen

Bei den ausgewahlten acht SNPs handelte es sich um rs6553486, rs2466990, rs963660,
rs2622068, rs17711677, rs716822, rs10213032, welche in Introns lokalisiert sind, und
rs2955256, der sich in der 5° Genregion befindet.

Tabelle 5.1 HWE der untersuchten SNPs des AADAT-Gens auf Chromosom 4

SNP Position _ Position Allel Genotypanzahl HWE
im/zum Gen A1 A2 | AMA1 | A1A2 | A2A2 | p-Wert
rs6553486 170984825 [ Intron 14 G C 244 713 481 0,481
rs2466990 170993771 | Intron 8 G A 285 687 435 0,666
rs963660 170995066 | Intron 7 A G 24 275 1137 0,144
rs2622068 170999860 | Intron 6 A G 285 730 448 0,711
rs17711677 171001092 | Intron 6 C G 3 67 1383 0,059
rs716822 171007504 | Intron 6 A G 18 236 1186 0,121
rs10213032 171009360 | Intron 5 G A 12 272 1182 0,473
rs2955256 171013833 | 5’ Genregion T C 144 607 716 0,356

A1 = Allel 1, A2 = Allel 2, HWE = Hardy-Weinberg-Equilibrium
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Die Genotypverteilungen der acht untersuchten SNPs lagen im Hardy-Weinberg-Equilibrium
(HWE). Die Tabelle 5.1 auf Seite 43 bietet eine Ubersicht (iber die Genotypverteilung im
Studienkollektiv und die genaue Position der SNPs. Die Lokalisation der untersuchten SNPs
zeigt auch die Abbildung 5.1.

rs2955256 rs10213032 rs17711677 rs963660 rs6553486

. l Iil i | J'I I I I i | I :

5 » » » 3
MI 1 I | [ 1T 11T 1 I

! !

rs716822 rs2622068 rs2466990

Abbildung 5.1 Lokalisation der untersuchten SNPs im AADAT-Gen auf Chromosom 4.
Darstellung der mRNA Struktur des AADAT-Gens in Leserichtung (5 nach 3'). Schwarze Rechtecke
stellen die Exons, die verbindenden Linien die Introns dar.

5.3 Fall-Kontroll-Assoziationsstudie

Bei der Berechnung der Fall-Kontroll-Assoziation wurde auf einen moglichen Zusammenhang
zwischen acht SNPs des AADAT-Gens und Schizophrenie Uberprift. Dabei wurden diese
SNPs beziglich der Genotyphaufigkeit in der Kontroll- und Patientengruppe statistisch
analysiert. Die moglichen Genotypen und ihre Haufigkeiten in der Kontroll- sowie in der
Patientengruppe sind in der Tabelle 5.2 aufgefthrt. Die Analyse der Genotypfrequenzen zeigte

keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen.

Tabelle 5.2 Genotypverteilung der untersuchten SNPs des AADAT-Gens

Genotypen Patienten Genotypen Kontrollen
SNP Allele p-Wert
A1A1 A1A2 A2A2 A1A1 A1A2 A2A2
rs6553486 G/C 30 72 64 214 641 417 0,208
rs2466990 G/A 33 75 57 252 612 378 0,540
rs963660 AIG 1 26 139 23 249 998 0,276
rs2622068 AIG 32 77 61 253 653 387 0,281
rs17711677 C/IG 1 8 158 2 59 1225 0,384
rs716822 AIG 0 24 145 18 212 1041 0,223
rs10213032 G/A 2 31 137 10 241 1045 0,785
rs2955256 T/C 20 63 87 124 544 629 0,382

A1 =Allel 1, A2 = Allel 2
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Zur weiteren Analyse wurden im nachsten Schritt alle Trager eines Allels zusammengefasst
und Homozygoten des anderen Allels gegenubergestellt. Wiederum konnte kein statistisch

signifikanter Unterschied belegt werden (Tabelle 5.3).

Tabelle 5.3 Weitere Genotypverteilungen der untersuchten SNPs des AADAT-Gens

Rezessiv Dominant

SNP Allele (A1A1 + A1A2 vs. A2A2) (A1A1 vs. A1A2 + A2A2)

Pat (n) Kon (n) p-Wert Pat (n) Kon (n) p-Wert
rs6553486 G/C 102/64 855/417 0,138 30/136 214/1058 0,661
rs2466990 G/A 108/57 864/378 0,283 33/132 252/990 1,000
rs963660 A/G 27/139 272/998 0,129 1/165 23/1247 0,349
rs2622068 A/G 109/61 906/387 0,132 32/138 253/1040 0,918
rs17711677 C/G 9/158 61/1225 0,700 1/166 2/1284 0,307
rs716822 A/G 24/145 230/1041 0,238 0/169 18/1253 0,256
rs10213032 G/A 33/137 251/1045 1,000 2/168 10/1286 0,640
rs2955256 T/IC 83/87 668/629 0,515 20/150 124/1173 0,340

A1 = Allel 1, A2 = Allel 2, Pat = Patienten, Kon = Kontrollen, n = Anzahl

54 Endophanotypenstudie

In den nachfolgenden Tabellen sind die Assoziationen der Genotyp- und der Haplotypfrequenz
der Polymorphismen mit der Leistung im HAWIE-R aufgefuhrt. Fur die Berechnungen wurden
die adjustierten Mittelwerte (MW) verwendet.

5.41 Assoziation mit den Summenskalen des HAWIE-R

Far rs6553486 konnte eine nominal signifikante Assoziation (p = 0,041) und fur rs2466990 ein
Trend (p = 0,088) zum Gesamt-1Q identifiziert werden (Tabelle 5.4).

Tabelle 5.4 Assoziation der acht SNPs des AADAT-Gens mit dem Gesamt-IQ

Anzahl Regressions- Standard-
- Hreall] Probanden kgeffizient p-Wert abweichung |
rs6553486 G 1.438 0,944 0,041 0,462
rs2466990 G 1.407 0,780 0,088 0,457
rs963660 A 1.436 -0,029 0,968 0,702
rs2622068 A 1.463 0,551 0,226 0,455
rs17711677 C 1.453 1,553 0,268 1,402
rs716822 A 1.440 0,445 0,558 0,760
rs10213032 G 1.466 0,905 0,230 0,753
rs2955256 T 1.467 -0,127 0,792 0,481

grun hinterlegtes Feld = signifikante Assoziation; gelb hinterlegtes Feld = Trend
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Dabei war fur beide Varianten der seltenere Genotyp GG mit besseren Leistungen assoziiert

Ergebnisse

(Tabellen 5.5 und Abbildungen 5.2 - 5.3).

Tabelle 5.5 Adjustierte Mittelwerte des Gesamt-IQ fiir acht SNPs des AADAT-Gens

Gesamt-IQ

SNP Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3

rs6553486 ﬁﬁ{,‘?ﬁfﬁp sD) 130 (0,50) 112,33 (0,33) 1G1?s,27 (0,63)
rs2466990 o sp) Mis3052) | 1220033 | 113,05 061)
rs963660 ﬁﬁ{,“ziy,p sD) e (0,36) 2,27 0sy | 11231031
rs2622068 ﬁﬁ{,“ziy,p SD) ?1(?64 (0,52) ?1(32,24 (0,32) /ﬁz,m (0,60)
rs17711677 ﬁﬁ{,‘?ﬁfﬁp sD) ?13,16 (0,33) ?1(33,45 (1,37) ?104,73 (2,76)
rs716822 ﬁs\??iy/p SD) ?1%,17 (0,35) $1(32,53 (0,71) ﬁ2,89 (1,43)
rs10213032 ﬁﬁ{,‘%p sD) 11201 (0,35) T2 (0,68) T13.63 (1,40)
r$2955256 ﬁﬁ{,“ziy,p SD) a0 (0,44) 12,20 (0,37) 11221 (0,75)

MW = adjustierter Mittelwert, SD

Assoziation; gelb hinterlegtes Feld = Trend
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Standardabweichung, grin hinterlegtes Feld = signifikante

Abbildung 5.2 Ergebnisse von Gesamt-IQ fuir die Genotypen des SNPs rs6553486
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Abbildung 5.3 Ergebnisse von Gesamt-IQ fiir die Genotypen des SNPs rs2466990

Die Assoziation der Genotypverteilung mit dem Verbal-IQ zeigte keine signifikanten Werte

oder Trends (Tabelle 5.6).

Tabelle 5.6 Assoziation der acht SNPs des AADAT-Gens mit dem Verbal-IQ

Anzahl Regressions- Standard-
il Effoktallslil o o banden k(g)effizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,698 0,114 0,442
rs2466990 G 1.407 0,684 0,117 0,436
rs963660 A 1.436 -0,341 0,614 0,674
rs2622068 A 1.463 0,464 0,286 0,435
rs17711677 C 1.453 0,948 0,481 1,343
rs716822 A 1.440 0,305 0,674 0,725
rs10213032 G 1.466 1,036 0,150 0,720
rs2955256 T 1.467 -0,070 0,879 0,461

Ein Trend zu einer Assoziation mit dem Handlungs-1Q konnte identifiziert werden (Tabelle 5.7).
Dabei war fir rs6553486 (p = 0,095) der seltenere Genotyp GG mit besseren Leistungen
assoziiert (Tabelle 5.8 und Abbildung 5.4).

Tabelle 5.7 Assoziation der acht SNPs des AADAT-Gens mit dem Handlungs-IQ

Anzahl Regressions- Standard-
SNP Effektallel | p.opanden k(g)effizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,842 0,095 0,504
rs2466990 G 1.407 0,640 0,199 0,498
rs963660 A 1.436 0,526 0,492 0,764
rs2622068 A 1.463 0,453 0,361 0,495
rs17711677 C 1.453 1,386 0,364 1,525
rs716822 A 1.440 0,406 0,625 0,829
rs10213032 G 1.466 0,234 0,775 0,821
rs2955256 T 1.467 -0,015 0,978 0,524

gelb hinterlegtes Feld = Trend
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Tabelle 5.8 Adjustierte Mittelwerte des Handlungs-IQ fiir acht SNPs des AADAT-Gens

Handlungs-IQ

SNP Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3

rs6553486 ﬁﬁ{,“ziy/p SD) 08,96 (0,55) 108,51 (0,36) 10,65 (0,68)
s2doe00 | PROP M e osny | Aoer7 036 | 106 066)
rs963660 ﬁs\?%p SD) ?(%,58 (0,39) '1A1Go,24 (0,70) ﬁ0,90 (1,43)
r$2622068 ﬁﬁ{,‘?ﬂ’fso) 108,28 (0,56) f00,11 035 | 1047 066
17711677 |Gy | Toess036) | 11084 (150) | 112,08 301
rs716822 MW CrSD) | 10064039 | 10002077 | 11020 (15
st0213032 | GROMP | obes0s9) | 10076075) | 10987 (1,59)
rs2955256 ﬁs\?%p SD) 1Cc%,65 (0,47) $0Tg,74 (0,41) 139,83 (0,81)

MW = adjustierter Mittelwert, SD = Standardabweichung, gelb hinterlegtes Feld = Trend

Abbildung 5.4 Ergebnisse von Handlungs-IQ fiir die Genotypen des SNPs rs6553486
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5.4.2 Assoziation mit den Subskalen des HAWIE-R

Subskalen des Verbalteils

Die Assoziation der Genotypverteilung der acht SNPs mit den vier Subtests Allgemeines

Wissen, Zahlennachsprechen, Wortschatz-Test und Gemeinsamkeiten finden zeigte keine

Signifikanz oder Trends (Tabellen 5.9 - 5.12).
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Tabelle 5.9 Assoziation der acht SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Allgemeines Wissen

Anzahl Regressions- Standard-
il Effoktallslil o o banden kgeffizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,187 0,138 0,126
rs2466990 G 1.407 0,124 0,324 0,125
rs963660 A 1.436 -0,240 0,211 0,191
rs2622068 A 1.463 0,013 0,916 0,124
rs17711677 C 1.453 0,089 0,816 0,382
rs716822 A 1.440 0,121 0,559 0,208
rs10213032 G 1.466 0,017 0,935 0,205
rs2955256 T 1.467 -0,111 0,397 0,131

Tabelle 5.10 Assoziation der SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Zahlennachsprechen

Anzahl Regressions- Standard-
il Effoktallslil o o banden kgeffizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 -0,095 0,487 0,136
rs2466990 G 1.407 -0,093 0,489 0,134
rs963660 A 1.436 -0,091 0,659 0,206
rs2622068 A 1.463 -0,097 0,465 0,133
rs17711677 C 1.453 -0,177 0,667 0,410
rs716822 A 1.440 -0,012 0,957 0,222
rs10213032 G 1.466 0,201 0,362 0,220
rs2955256 T 1.467 -0,168 0,233 0,141

Tabelle 5.11 Assoziation der acht SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Wortschatz-Test

Anzahl Regressions- Standard-
il Effoktallslil o o banden kgeffizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,215 0,170 0,157
rs2466990 G 1.407 0,183 0,236 0,155
rs963660 A 1.436 -0,132 0,579 0,238
rs2622068 A 1.463 0,117 0,446 0,154
rs17711677 C 1.453 0,311 0,513 0,475
rs716822 A 1.440 0,137 0,595 0,257
rs10213032 G 1.466 0,247 0,333 0,255
rs2955256 T 1.467 0,007 0,968 0,163

Tabelle 5.12 Assoziation der SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Gemeinsamkeiten finden

Anzahl Regressions- Standard-
- Effektallel | b handen kgeffizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,145 0,325 0,147
rs2466990 G 1.407 0,082 0,567 0,144
rs963660 A 1.436 0,069 0,760 0,224
rs2622068 A 1.463 0,047 0,745 0,144
rs17711677 C 1.453 -0,011 0,981 0,442
rs716822 A 1.440 -0,047 0,842 0,238
rs10213032 G 1.466 0,052 0,828 0,238
rs2955256 T 1.467 0,133 0,382 0,152
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Far die zwei weiteren Skalen Rechnerisches Denken und Allgemeines Verstandnis konnten

Ergebnisse

nominal signifikante Zusammenhange zur Genotypverteilung identifiziert werden.

Far drei

5.14 und Abbildungen 5.5 - 5.7).

Tabelle 5.13 Assoziation der SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Rechnerisches Denken

der untersuchten SNPs konnten signifikante Assoziationen zum Subtest
Rechnerisches Denken identifiziert werden (Tabelle 5.13). Dabei waren fir rs6553486
(p =0,011) und rs2466990 (p = 0,019) der jeweils seltenere Genotyp GG, und fir rs2622068

(p = 0,031) der ebenfalls seltenere Genotyp AA mit besseren Leistungen assoziiert (Tabelle

Anzahl Regressions- Standard-
- Effektallel | b handen kgeffizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,304 0,011 0,119
rs2466990 G 1.407 0,275 0,019 0,117
rs963660 A 1.436 -0,031 0,863 0,181
rs2622068 A 1.463 0,252 0,031 0,117
rs17711677 C 1.453 0,310 0,390 0,360
rs716822 A 1.440 0,019 0,923 0,195
rs10213032 G 1.466 0,254 0,190 0,194
rs2955256 T 1.467 0,168 0,174 0,124

grun hinterlegte Felder = signifikante Assoziationen

Tabelle 5.14 Adjustierte Mittelwerte von Rechnerisches Denken fiir acht SNPs des AADAT-Gens

Rechnerisches Denken

SNP Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3

rs6553486 ﬁﬁ{,‘?ﬂ{p sD) (1:39 29 (0.13) (1:3?59 (0,08) 1G3f,390 (0,16)
rs2466990 ﬁﬁ{,‘?ﬂ{p sD) .29 (0,13) 1558 (0,08) 1567 (0.16)
rs963660 ﬁs\r,"zf,y/p sD) 354 (0,09) 1551 (0,17) Taus (0,34)
rs2622068 ﬁﬁ{,‘?ﬂ{p sD) ?;? 30 (0,13) ?3(*3,57 (0,08) f"f,‘84 (0,16)
rs17711677 ﬁﬁ{,“z%p sD) %G 53 (0,08) (1:3?77 (0,35) (1:4?,02 (0,71)
rs716822 W o SD) 353 (0.09) 1356 0,18 1559 (037)
rs10213032 SAW?:};?SD) /?949 (0,09) /1\3(*3,74 (0,18) 234(,300 (0,36)
rs2955256 '(\B/IS\??EP sD) a4 (0,11) (1:3T,62, (0,10) E,ss (0,19)

MW = adjustierter Mittelwert, SD = Standardabweichung;

Assoziationen
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Abbildung 5.5 Ergebnisse von Rechnerisches Denken fiir die Genotypen des SNPs
rs6553486
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Abbildung 5.6 Ergebnisse von
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Abbildung 5.7 Ergebnisse von Rechnerisches Denken fiir die Genotypen des SNPs
rs2622068

51



Ergebnisse

Fur vier der acht untersuchten SNPs ergaben sich signifikante Assoziationen zum Subtest
Allgemeines Verstandnis (Tabelle 5.15). Dabei waren die jeweils selteneren Genotypen mit
besserer Leistung assoziiert. Dies waren fur rs6553486 (p = 0,018) der Genotyp GG, fir
rs2466990 (p = 0,018) ebenfalls der Genotyp GG, flr rs2622068 (p = 0,021) der Genotyp AA
und far rs10213032 (p = 0,031) der Genotyp GG mit besseren Leistungen assoziiert (Tabelle
5.16 und Abbildungen 5.8 - 5.11).

Tabelle 5.15 Assoziation der SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Alilgemeines Verstandnis

Anzahl Regressions- Standard-
il Effoktallslil o o banden kgeffizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,279 0,018 0,177
rs2466990 G 1.407 0,276 0,018 0,116
rs963660 A 1.436 -0,050 0,780 0,180
rs2622068 A 1.463 0,268 0,021 0,116
rs17711677 C 1.453 0,414 0,247 0,357
rs716822 A 1.440 0,074 0,703 0,194
rs10213032 G 1.466 0,415 0,031 0,192
rs2955256 T 1.467 0,043 0,727 0,123

grun hinterlegte Felder = signifikante Assoziationen

Tabelle 5.16 Adjustierte Mittelwerte von Allgemeines Verstidndnis fiir acht SNPs des AADAT-
Gens

Allgemeines Verstandnis

SNP Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3

rs6553486 ﬁﬁ{,“z%p sD) %: 86 (0,13) g1G 14 (0,08) 31(,342 (0.16)
r$2466990 i o D) 26,89 (0.13) 2115 (0,08) 211 (015)
rs963660 ﬁﬁ{,‘%p sD) o112 (0,09) o104 (0.16) 2095 (0,33)
rs2622068 ﬁﬁ{,“z%p sD) %3 86 (0,13) ?1G 13 (0,08) 12\113,‘39 (0.15)
rs17711677 ﬁﬁ{,‘%p sD) Sﬁog (0,08) 51(?37 (0,35) g1c,65 (0.70)
rs716822 ﬁﬁ{,“z%p sD) ;31(,310 (0,09) ?1(3 14 (0,18) 9?,19 (0,36)
rs10213032 ,as\r,‘%p SD) éﬁm (0,09) /2\1G,42 (0.17) 31(,383 (0,35)
r$2955256 ﬁﬁ{,‘?ﬂ{f’sm 51 06 (0,11) 2111 (0,09) 2116 (0.19)

MW = adjustierter Mittelwert, SD = Standardabweichung;

Assoziationen
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Abbildung 5.8 Ergebnisse von Allgemeines Verstandnis fir die Genotypen des SNPs
rs6553486

Abbildung 5.9 Ergebnisse von Allgemeines Verstandnis fir die Genotypen des SNPs

rs2466990

Abbildung 5.10 Ergebnisse von Allgemeines Verstédndnis fiir die Genotypen des SNPs

rs2622068

Ergebnisse

Punktwert
R
o

20,7

204

Allgemeines Verstandnis / SNP rs6553486

21.42
21.14

20,86

cc CcG GG

Genotyp

213

Punktwert
N
o

207

Allgemeines Verstandnis / SNP rs2466990

21.41
21,15

20,89

AA AG GG

Genotyp

21,6

Punktwert
N
o

20,7

20,4

Allgemeines Verstandnis / SNP rs2622068
21,39

21,13

20.86

GG AG

Genotyp

53




Abbildung 5.11 Ergebnisse von Allgemeines Verstandnis fur die Genotypen des SNPs

rs10213032

Ergebnisse

Punktwert

Allgemeines Verstandnis / SNP rs10213032

N
)

21,01

20.4

21.42

AG

Genotyp

21,83

GG

Subskalen des Handlungsteils

Die Assoziation der Genotypverteilung der acht SNPs mit den zwei Subtests Bilderordnen und

Mosaik-Test zeigte keine signifikanten Assoziationen oder Trends (Tabellen 5.17 - 5.18).

Tabelle 5.17 Assoziation der acht SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Bilderordnen

Anzahl Regressions- Standard-
il Effoktallslil o o banden k(g)effizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,232 0,514 0,355
rs2466990 G 1.407 0,097 0,782 0,350
rs963660 A 1.436 0,408 0,447 0,536
rs2622068 A 1.463 0,094 0,786 0,348
rs17711677 C 1.453 0,863 0,420 1,071
rs716822 A 1.440 -0,137 0,813 0,582
rs10213032 G 1.466 0,519 0,367 0,576
rs2955256 T 1.467 -0,114 0,757 0,368

Tabelle 5.18 Assoziation der acht SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Mosaik-Test

Anzahl Regressions- Standard-
il Effoktallslil o o banden k(g)effizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,448 0,123 0,290
rs2466990 G 1.407 0,376 0,188 0,285
rs963660 A 1.436 0,264 0,547 0,438
rs2622068 A 1.463 0,293 0,303 0,284
rs17711677 C 1.453 0,713 0,415 0,875
rs716822 A 1.440 0,168 0,723 0,474
rs10213032 G 1.466 0,513 0,276 0,470
rs2955256 T 1.467 -0,190 0,528 0,301
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Far die drei weiteren Skalen Bildererganzen, Figurenlegen und Zahlen-Symbol-Test konnten

Trends zur Assoziation identifiziert werden.
Ein Trend zum Subtest Bilderergénzen konnte identifiziert werden (Tabelle 5.19). Dabei war
fur rs2955256 (p = 0,090) der haufigere Genotyp CC mit besseren Leistungen assoziiert

(Tabelle 5.20 und Abbildung 5.12).

Tabelle 5.19 Assoziation der acht SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Bilderergdanzen

Anzahl Regressions- Standard-
il Effoktallslil o o banden kgeffizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,042 0,671 0,099
rs2466990 G 1.407 -0,040 0,681 0,098
rs963660 A 1.436 -0,080 0,591 0,148
rs2622068 A 1.463 -0,066 0,495 0,096
rs17711677 C 1.453 0,061 0,837 0,298
rs716822 A 1.440 0,060 0,712 0,161
rs10213032 G 1.466 0,054 0,738 0,160
rs2955256 T 1.467 -0,174 0,090 0,102

gelb hinterlegtes Feld = Trend

Tabelle 5.20 Adjustierte Mittelwerte von Bilderergénzen fiir acht SNPs des AADAT-Gens

Bildererganzen

SNP Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3

r$6553486 EAS\??EE)SD) 517 0.41) 1322 (0,07) 5.6 (0.13)
rs2466990 ﬁﬁ{,‘?ﬁ};p sD) %24 (0,11) /?3(*3 19 (0,07) %G 14 (0,13)
rs963660 ﬁﬁ{,‘?ﬁ};p sD) %G 23 (0,08) ?3(*3,20 (0,14) /1?,17 (0,28)
rs2622068 EAW‘?E?SD) %G 27 (0,11) ?:?,21 (0,07) /1?14 (0,13)
rs17711677 ﬁﬁ{,“?iy/p sD) %G 21 (0,07) 103EB 24 (0,29) (1:3C,27 (0,59)
S wirso) | mopoos  |mosess | meses)
rs10213032 ﬁﬁ{,“z%f’sm ?ézo (0,08) ?3(*3,22 (0,15) %,324 (0.30)
rs2955256 ﬁﬁ{,‘?ﬁ};p sD) f.f 30 (0,09) (1:3T,15 (0,08) H,m (0.16)

MW = adjustierter Mittelwert, SD = Standardabweichung; gelb hinterlegtes Feld = Trend
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Abbildung 5.12 Ergebnisse von Bildererganzen fiir die Genotypen des SNPs rs2955256

Bei dem Subtest Figurenlegen konnte ein Trend identifiziert werden (Tabelle 5.21). Dabei war

fur rs2466990 (p = 0,066) der seltenere Genotyp GG mit besseren Leistungen assoziiert
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(Tabelle 5.22 und Abbildung 5.13).

Tabelle 5.21 Assoziation der acht SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Figurenlegen

Anzahl Regressions- Standard-
il Effoktallslil o o banden k(g)effizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,329 0,114 0,208
rs2466990 G 1.407 0,377 0,066 0,205
rs963660 A 1.436 0,341 0,282 0,317
rs2622068 A 1.463 0,266 0,194 0,205
rs17711677 C 1.453 0,538 0,390 0,625
rs716822 A 1.440 0,222 0,517 0,343
rs10213032 G 1.466 0,032 0,926 0,339
rs2955256 T 1.467 0,188 0,385 0,216

gelb hinterlegtes Feld = Trend

Tabelle 5.22 Adjustierte Mittelwerte von Figurenlegen fiir acht SNPs des AADAT-Gens

Figurenlegen

SNP Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3

rs6553486 ﬁs\??:}fs[)) 2527 (0,23) %?60 (0,15) %,393 (0,28)
r$2466990 wworso) | 325 0.2 5062 (0,15) 3099 (027
rs963660 W F SD) 5049 (0.16) 5086 (0.29) Sr24 (059)
r$2622068 W F SD) 50.30 (0.23) 5057 (0.15) 5084 (027
rs17711677 ﬁﬁ{,“ziy,p SD) 5054 (0,15) 30,97 (0,61) 3140 (1,24)
rs716822 ﬁﬁ{,“ziy/p sD) 5052 (0,16) %068 (0,32) 30,85 (0.5
rs10213032 ﬁg{,‘?ﬁ};p SD) %54 (0,16) 9(33,58 (0,31) 3(‘3(?62 (0,63)
r$2955256 ﬁﬁ{,“ziy/p sD) %041 (0.20) 30,65 (0.17) 30,88 (034)

MW = adjustierter Mittelwert, SD = Standardabweichung; gelb hinterlegtes Feld = Trend
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Abbildung 5.13 Ergebnisse von Figurenlegen fiir die Genotypen des SNPs rs2466990

Zum Zahlen-Symbol-Test konnte ebenfalls ein Trend zu einer Assoziation identifiziert werden
(Tabelle 5.23). Dabei war fur rs10213032 (p = 0,089) der haufigere Genotyp AA mit besseren
Leistungen assoziiert (Tabelle 5.24 und Abbildung 5.14).

Tabelle 5.23 Assoziation der acht SNPs des AADAT-Gens mit dem Subtest Zahlen-Symbol-Test

Anzahl Regressions- Standard-
il Effsktallslil o obanden k(g)effizient p-Wert abweichung
rs6553486 G 1.438 0,496 0,173 0,363
rs2466990 G 1.407 0,242 0,500 0,358
rs963660 A 1.436 -0,071 0,897 0,552
rs2622068 A 1.463 0,121 0,733 0,355
rs17711677 C 1.453 -0,069 0,950 1,095
rs716822 A 1.440 0,843 0,156 0,594
rs10213032 G 1.466 -1,001 0,089 0,589
rs2955256 T 1.467 0,160 0,672 0,376

gelb hinterlegtes Feld = Trend

Tabelle 5.24 Adjustierte Mittelwerte von Zahlen-Symbol-Tests fiir acht SNPs des AADAT-Gens

Zahlen-Symbol-Test

SNP Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3

rs6553486 ﬁﬁ{,‘?ﬂ{p sD) §§ 15 (0.39) g:Sss (0,26) 54(,315 (0,49)
rs2466990 ﬁﬁ{,‘?ﬁ};p sD) 55,30 (0.41) 5554 (0,26) 5.7 (0,48)
rs963660 ﬁﬁ{,‘%p sD) €5 60 (0.28) 55 660 (0,51) 53,72 (1.00)
r$2622068 ﬁﬁ{,‘?ﬂ{p sD) £ 45 (0,41) 5558 (0,25) 55,70 (0.47)
rs17711677 ﬁﬁ{,‘?ﬁ}ﬁ’sm %G 60 (0,26) %?40 (1,08) %3,20 (2,17)
rs716822 ﬁﬁ{,‘?ﬁ};p sD) %G 43 (0,28) /5?,30 (0,55) %16 (1,13)
rs10213032 ﬁﬁ{,‘?ﬁ};p sD) ?ng (0,28) 2‘267 (0,54) 51(,355 (1,10)
rs2955256 ﬁs\r/\?_txf)sm %,46 (0,34) g;-ﬁ? (0,29) gaT,sg (0,59)

MW = adjustierter Mittelwert, SD = Standardabweichung; gelb hinterlegtes Feld = Trend
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Abbildung 5.14 Ergebnisse von Zahlen-Symbol-Test fur die Genotypen des SNPs
rs10213032

5.5 Haplotypen

Die Analyse der LD-Struktur auf Basis der Genotypfrequenz der acht SNPs des AADAT-Gens
ergab zwei Haplotyp-Blocke. Der rund 10 kb grof’e Block 1 enthalt die SNPs rs6553486,
rs2466990 und rs963660. Block 2, mit den SNPs rs2622068, rs716822 und rs10213032,
umfasst einen 9 kb groRen Genombereich. Der SNP rs17711677 wurde aufgrund einer
Allelfrequenz kleiner als 1 % aus der Berechnung ausgeschlossen. Ein weiterer SNP,
rs2955256, lag in der 5-Genregion auf3erhalb von Block 2. Block 1 erstreckt sich von Intron
14 bis Intron 7 und Block 2 von dem groRen Intron 6 bis Intron 5 des AADAT-Gens (Abbildung
5.15).
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Abbildung 5.15 LD-Blockstruktur der untersuchten SNPs des AADAT-Gens
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5.5.1 Haplotyp-Block 1

Block 1 bestand aus vier Haplotypen mit den Allelsequenzen CAG, GGG, GGA und CGG.
Zunachst wurde der Zusammenhang zwischen den Summenskalen des HAWIE-R und den
Haplotypen des AADAT-Gens untersucht. Diese Analyse erbrachte tendenziell signifikante
Assoziationen der Allelkombinationen CAG und GGG des Blocks
rs6553486-rs2466990-rs963660 mit den Faktoren Gesamt- und Verbal-1Q. Der Haplotyp CAG
zeigte sowohl fur Gesamt-1Q (Score = -1,855; p = 0,064) als auch fir Verbal-IQ Trends zu
niedrigeren Werten (Score = -1,698; p = 0,092). Im Gegensatz dazu wies der Haplotyp GGG
fur beide Summenskalen Trends zu hdéheren Werten auf: Gesamt-IQ (Score = 1,850;
p = 0,063) und Verbal-IQ (Score = 1,878; p = 0,053).

Tabelle 5.25 Assoziation des Haplotyp-Blocks 1 mit Phdnotypen

Block 1: rs6553486, rs2466990, rs963660
Haplotyp

Subtests CAG GGG GGA CGG
(0,548) (0,300) (0,109) (0,033)

Gesamt-1Q S_core -1,855 1,850 0,414 -0,232
sim. p-Wert 0,064 0,063 0,660 0,815

Verbal-iQ S_core -1,698 1,878 -0,262 0,585
sim. p-Wert 0,092 0,053 0,784 0,569

Allgemeines Score -0,921 2,033 -0,855 -0,993
Wissen sim. p-Wert 0,379 0,048 0,394 0,332
Score -1,390 1,744 -0,097 -0,064

Wortschatz-Test | ;i wert 0,167 0,080 0,924 0,042
Rechnerisches Score -2,556 2,225 0,304 0,263
Denken sim. p-Wert 0,014 0,027 0,781 0,805
Allgemeines Score -2,472 2,971 -0,488 0,182
Verstandnis sim. p-Wert 0,012 0,001 0,620 0,864
Bilderergnzen S_core 0,032 1,185 -0,102 -3,054
sim. p-Wert 0,975 0,240 0,930 0,001

Mosaik-Test S_core -1,775 0,699 0,916 1,047
sim. p-Wert 0,076 0,507 0,383 0,320

Figurenlegen S_core -1,901 0,946 1,456 0,227
sim. p-Wert 0,063 0,343 0,145 0,834

sim. p-Wert = simulierter p-Wert; griin hinterlegte Felder = signifikante Assoziationen; gelb hinterlegte
Felder = Trends

Als zweiter Schritt wurde der Zusammenhang zwischen den Haplotypen und den einzelnen
Untertests des HAWIE-R untersucht. Auch hier wiesen die Trager des Haplotyps CAG fir vier
Phanotypen niedrigere Werte auf: fir Rechnerisches Denken (Score = -2,556; p = 0,014) und
Allgemeines Verstandnis (Score =-2,472; p = 0,012) waren sie nominal signifikant niedrig und
fur Mosaik-Test (Score = -1,775; p = 0,076) und Figurenlegen (Score = -1,901; p = 0,063)
konnten Trends zu niedrigeren Werten identifiziert werden. Im Gegensatz dazu zeigten die

Trager des Haplotyps GGG hdhere Werte: fir Allgemeines Wissen (Score = 2,033; p = 0,048),
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Rechnerisches Denken (Score = 2,225; p = 0,027) und Allgemeines Verstandnis
(Score =2,971; p = 0,001) waren diese nominal signifikant hoch, wahrend fir den
Wortschatz-Test (Score = 1,744; p = 0,080) nur ein Trend identifiziert werden konnte. Fir den
Phanotyp Bildererganzen zeigten Trager des CGG nominal signifikante niedrigere Werte
(Score =-3,054; p = 0,001). Fur den Haplotyp GGA konnten keine signifikanten Assoziationen

ober Trends nachgewiesen werden (Tabelle 5.25).

5.5.2 Haplotyp-Block 2

Block 2 beinhaltete vier Haplotypen mit den Allelsequenzen GGA, AGA, AGG und AAA. Die
Analyse der Allelkombination GGA des Blocks rs2622068-rs716822-rs10213032 ergab
nominal signifikante niedrigere Werte fur die Phanotypen Rechnerisches Denken
(Score = -2,186; p = 0,028) und Allgemeines Verstandnis (Score = -2,214; p = 0,029). Trager
des Haplotyps AGG zeigten fir den Phanotyp Allgemeines Verstandnis (Score = 1,793;
p = 0,086) einen Trend zu hoheren Werten und fur den Zahlen-Symbol-Test (Score = -1,822;
p = 0,064) einen Trend zu niedrigeren Werten. Fur die Haplotypen AGA und AAA konnten

keine Signifikanzen oder Trends identifiziert werden (Tabelle 5.26).

Tabelle 5.26 Assoziation des Haplotyp-Blocks 2 mit Phanotypen

Block 2: rs2622068, rs716822, rs10213032
Haplotyp

Subtests GGA AGA AGG AAA

(0,559) (0,243) (0,101) (0,096)
Rechnerisches Score -2,186 1,428 1,338 0,257
Denken sim. p-Wert 0,028 0,168 0,174 0,812
Allgemeines Score -2,214 1,307 1,793 0,062
Verstandnis sim. p-Wert 0,029 0,194 0,086 0,960
Zahlen-Symbol- Score -0,193 0,751 -1,822 1,073
Test sim. p-Wert 0,839 0,448 0,064 0,283

sim. p-Wert = simulierter p-Wert; griin hinterlegte Felder = signifikante Assoziationen; gelb hinterlegte
Felder = Trends
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6 Diskussion

6.1 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit betrachtet acht SNPs (rs6553486, rs2466990, rs963660, rs2622068,
rs17711677, rs716822, rs10213032 und rs2955256) des AADAT-Gens bezuglich der
Assoziation mit der Schizophrenie und dem Endophanotyp Kognition. Bei dem im Rahmen der
Fall-Kontroll-Assoziationsstudie durchgeflhrten Vergleich der Genotypfrequenzen der acht
SNPs von 171 an Schizophrenie erkrankten Patienten und 1.300 gesunden Kontrollprobanden
konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen und damit kein Zusammenhang mit der

Schizophrenie identifiziert werden.

Ein Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf die Intelligenzleistung, gemessen mit dem
HAWIE-R, in der zusammengefassten Gruppe aus Kontrollen und Patienten ergab fur funf
einzelne Marker sowie funf Haplotypen Assoziationen mit Leistungen in verschiedenen Haupt-
und Unterskalen (Tabelle 6.1 auf Seite 62).

Die vorliegende Studie liefert Hinweise auf eine Assoziation zwischen dem Haplotyp
rs6553486-rs2466990-rs963660 (Block 1) mit der Allelsequenz GGG und besseren
Leistungen im Gesamt-IQ sowie, insbesondere, im Verbalteil (Verbal-1Q, Rechnerisches
Denken, Aligemeines Verstandnis, Allgemeines Wissen, Wortschatz-Test). Dahingegen wurde
der zu zwei der drei SNPs (rs6553486, rs2466990) komplementare Haplotyp CAG mit
schlechteren Leistungen in Verbindung gebracht. Diese nominal signifikanten
Zusammenhange oder Trends finden sich auch in der Analyse der individuellen SNPs wieder
(rs6553486 und rs2466990: Gesamt-IQ, Rechnerisches Denken, Allgemeines Verstandnis).
Ebenfalls primar mit Leistungen im verbalen Bereich assoziiert war die Allelkombination GGA
des Haplotyps rs2622068-rs716822-rs10213032 (Block 2). Trager dieses Haplotyps zeigten
im Mittel schlechtere Leistungen in den Subtests Rechnerisches Denken und Allgemeines
Verstandnis sowie bessere Leistungen bei Vorlage des teilweise komplementaren Haplotyps
AGG (nur Allgemeines Verstandnis). Auch hier finden sich entsprechende Hinweise zu einer
Assoziation in der Einzelanalyse der SNPs (rs2622068: Rechnerisches Denken, Allgemeines

Verstandnis; rs10213032: Allgemeines Verstandnis).

Hinweise auf einen Zusammenhang mit kognitiven Leistungen im Handlungsbereich waren
dagegen weniger deutlich. Haplotypen des Blocks 1 konnten mit schlechteren Leistungen in
Figurenlegen und Mosaik-Test (CAG) sowie in Bildererganzen (CGG) in Verbindung gebracht
werden. Auch hier war die Assoziationsrichtung fur die SNPs rs6553486 (nur Handlungs-1Q)
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und rs24669900 (nur Figurenlegen) auch innerhalb der Haplotypen und verglichen mit dem
Verbal-IQ konsistent. Fir die Haplotypen des Blocks 2 ergab sich nur eine Assoziation zu
handlungsbezogen Tests. Lediglich fur die Allelkombination AGG zeigte sich einen Trend zu
schlechteren Leistungen im Subtest Zahlen-Symbol-Test. Dieses Ergebnis findet sich auch in

der Einzelanalyse der SNPs wieder, jedoch nur fur rs10213032.
Der in dieser Untersuchung keinem Haplotyp zugeordnete SNP rs2955256 zeigte eine
tendenzielle Assoziation zwischen dem Genotyp CC und einer besseren Leistung im Untertest

Bildererganzen.

Tabelle 6.1 Ubersicht der Ergebnisse der Endophinotypenstudie

Haplotyp-Block 1 Haplotyp-Block 2
SNP rs6553486 | rs2466990 | rs963660 | rs2622068 | rs716822 | rs10213032 | rs2955256
A1 G G A A A G T
SNP | 0,04 (GG) 0,09 (GG)
Gesamt-IQ H 0,06 G G G
H 0,06 C A G
Verbal-l H 0,05 G G G
el H 0,09C A G
SNP | 0,01 (GG) 0,02 (GG) 0,03 (AA)
Rechnerisches H 003G G G
Denken
H 0,01C A G 0,03G G A
SNP | 0,02 (GG) | 0,02 (GG) 0,02 (AA) 0,03 (GG)
AllgiEinee H 0,001 G G G 0,09 A G G
Verstandnis
H 0,01C A G 0,03G G A
AII.gemeines H 005G G G
Wissen
Wortschatz-Test H 0,08 G G G
Handlungs-IQ | SNP | 0,10 (GG)
i | SNP 0,07 (GG)
igurenlegen H e A 5
SNP 0,09 (CC)
Bildererganzen
H 0,001 C G G
Zahlen-Symbol- | SNP 0,09 (AA)
Test H 0,06 A G G
Mosaik-Test H 0,08 C A G

grin hinterlegte Felder = bessere Leistungen; gelb hinterlegte Felder = schlechtere Leistungen; H =
Haplotyp; Zahl = p-Wert; A1 = selteneres Allel

Es liegt die Vermutung nahe, dass AADAT ein Suszeptibilitdtsgen fur den Endophanotyp

Kognition ist.

62



Diskussion

6.2 Diskussion der Methoden

Ethnische Abstammung

Wie aus den Veroéffentlichungen vom International HapMap Project ersichtlich ist, gibt es
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Bevolkerungsgruppen bezuglich Allel- und
Genotypfrequenzen. In einer Assoziationsstudie sollten daher alle Teilnehmer die gleiche
ethnische Herkunft haben, um die genetische Homogenitat zu gewahrleisten, oder aber es

muss fur Ethnizitat statistisch korrigiert werden.

Samtliche Studienteilnehmer der vorliegenden Studie wurden in Munchen rekrutiert.
Bedingungen waren eine europaische Abstammung bis zur dritten Generation und keine
Verwandtschaft zu anderen Probanden. Einen Uberblick tiber die Genotypverteilung der fiir
diese Studie ausgewahlten Population verglichen mit Daten von anderen Populationen zeigt
die Tabelle 6.2 auf Seite 64. Daraus ist zu erkennen, dass die Ergebnisse dieser Studie in
Bezug auf die Genotypfrequenzen eine sehr hohe Ubereinstimmung mit den européischen
Referenzpopulationen (CEU) aufweisen. Andererseits zeigt der Vergleich mit den anderen
Bevolkerungsgruppen deutliche Abweichungen, was fir die Bedeutung des Faktors Herkunft

als potentielle Stoérvariable spricht.

Diagnoseverfahren, Ein- und Ausschlusskriterien

Die Komplexitdt des Krankheitsbildes in Kombination mit der multifaktoriellen Atiologie
erschwert die Diagnose der Schizophrenie und kann die Studienergebnisse stark
beeinflussen. Aufgrund seiner Prazision und genaueren diagnostischen Kriterien ist das
DSM-IV ein weit verbreitetes Klassifikationssystem in der Psychiatrie (Giegling et al., 2008)
und wurde in dieser Studie fur die Bestatigung der mittels ICD-10 im klinischen Alltag gestellten
Diagnose herangezogen. Zur Kklassifikatorischen Diagnostik wurde das sogenannte
Strukturierte Klinische Interview (SKID) fur DSM-IV genutzt (Wittchen et al., 1997). Insgesamt
betrachtet ist das SKID ein wesentlicher Beitrag in Richtung Diagnosesicherheit bei
psychischen Stérungen. Neben der hohen Reliabilitdt und der reduzierten Durchfihrungszeit,
sind die Kriterien ausdricklich klar ausgewiesen, so dass vergleichbare und standardisierte
Diagnosen zugewiesen werden konnen. Andererseits setzt die Anwendung des SKID

klinisch-psychiatrische Erfahrungen und Kenntnisse des DSM-IV voraus.
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Tabelle 6.2 HapMap-Genotypfrequenzen der acht untersuchten SNPs in den verschiedenen
Populationen (HapMap, 2016).

Genotyp (%)

rs6553486 CcC CG GG

GrofRsraum Miinchen 0,334 0,496 0,170
Europaer (CEU) 0,417 0,400 0,183
Asiaten (HCB) 0,111 0,333 0,556
Asiaten (JPT) 0,156 0,400 0,444
Westafrikaner (YRI) 0,633 0,350 0,017
rs2466990 AA AG GG

GrofRsraum Miinchen 0,309 0,488 0,203
Europaer (CEU) 0,398 0,442 0,159
Asiaten (HCB) — 0,070 0,930
Asiaten (JPT) 0,023 0,093 0,884
Westafrikaner (YRI) --- 0,393 0,607
rs963660 AA AG GG

GrofRsraum Miinchen 0,017 0,191 0,792
Europaer (CEU) - 0,200 0,800
Asiaten (HCB) 0,222 0,511 0,267
Asiaten (JPT) 0,133 0,578 0,289
Westafrikaner (YRI) --- 0,033 0,967
rs2622068 AA AG GG

GrofRsraum Miinchen 0,195 0,499 0,306
Europaer (CEU) 0,124 0,496 0,381
Asiaten (HCB) 0,953 0,047 —

Asiaten (JPT) 0,882 0,094 0,024
Westafrikaner (YRI) 0,673 0,283 0,044
rs17711677 CcC CG GG

GrofRsraum Miinchen 0,002 0,046 0,952
Europaer (CEU) - 0,018 0,982
Asiaten (HCB) - 0,256 0,744
Asiaten (JPT) 0,047 0,291 0,663
Westafrikaner (YRI) - 0,018 0,982
rs716822 AA AG GG

GrofRsraum Miinchen 0,012 0,164 0,824
Europaer (CEU) 0,009 0,124 0,867
Asiaten (HCB) — — 1,000
Asiaten (JPT) — — 1,000
Westafrikaner (YRI) 0,027 0,265 0,708
rs10213032 AA AG GG

GrofRsraum Miinchen 0,806 0,186 0,008
Europaer (CEU) 0,767 0,233 -

Asiaten (HCB) 0,600 0,378 0,022
Asiaten (JPT) 0,578 0,356 0,067
Westafrikaner (YRI) 0,650 0,317 0,033
rs2955256 CcC CT T

GrofRsraum Miinchen 0,488 0,414 0,098
Europaer (CEU) 0,496 0,416 0,088
Asiaten (HCB) 0,047 0,372 0,581
Asiaten (JPT) 0,116 0,442 0,442
Westafrikaner (YRI) 0,372 0,425 0,204

CEU = Utah-Einwohner mit nord- und westeuropaischer Abstammung; HCB = Population aus Peking,
China; JPT = Japaner in Tokio, Japan; YRI = Yoruba in Ibadan, Nigeria
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Eine weitere Variable, die die Aussagekraft der Ergebnisse beeinflusst, ist die Wahl der
Kontrollprobanden. Mit einem sorgfaltigen, mehrstufigen Selektionsverfahren wurde es
versucht moglichst alle potenziellen Storfaktoren zu vermeiden. Die Richtigkeit und
Vollstandigkeit der Informationen, vor allem Uber die Familien- und Genussmittelanamnese
des Probanden, hangen stark von dessen Wissen und Ehrlichkeit ab. In diesem
Zusammenhang wurden die Rahmenbedingungen erklart, wobei auf die Anonymisierung der
Testergebnisse und Verschwiegenheit eingegangen wurde. Dementsprechend besteht immer
die Moglichkeit, dass relevante Informationen, auch aus Sorgen um den Datenschutz, nicht
mitgeteilt werden. Aulerdem besteht immer die Gefahr einer falschen Angabe bei der
Familienanamnese. Uber das Vorhandensein solcher verfalschenden Effekte und deren
Auswirkung auf die Studienergebnisse sind jedoch keine gesicherten Aussagen mdglich, so

dass die Ergebnisse unter diesem Gesichtspunkt mit Vorbehalt zu betrachten sind.

Auch der Stichprobenumfang spielt eine wichtige Rolle. In den publizierten
Assoziationsstudien zu dem AADAT-Gen reicht die Zahl der Teilnehmer von 13 Familien bis
zu 72.167 Personen (Boccuto et al., 2013; Porcu et al., 2013; Li et al., 2018; Teumer et al.,
2018; Wigner et al., 2018). Die mit 171 sehr kleine Stichprobenzahl der Patienten innerhalb
der hier vorliegenden Fall-Kontroll-Assoziationsstudie 1asst keine verlassliche Aussage uber
einen fehlenden Zusammenhang der Varianten des AADAT-Gens mit der Schizophrenie zu.
So zeigte sich fur vier der acht Polymorphismen dieser Arbeit in einer erweiterten Stichprobe
aus 512 Patienten und 1.319 Kontrollprobanden ein signifikanter Zusammenhang zur
Schizophrenie (Towfigh, 2019). Demgegeniber gibt es aus groRen genomweiten
Assoziationsstudien weder Hinweise auf eine Beteiligung des Gens an der Suszeptibilitat fir
die Erkrankung (Stefansson et al., 2009; Williams et al., 2011; Ripke et al., 2013; Ripke et al.,
2014; Pardinas et al., 2018) noch relevante Ergebnisse in Hinblick auf die Kognition (Davies
et al., 2015; Lam et al., 2017; Sniekers et al., 2017; Trampush et al., 2017; Savage et al.,
2018). GWAS sind trotz sehr grol3er Kollektive von Patienten und Kontrollen haufig noch zu
klein, um alle SNPs mit einem sehr kleinen Effekt zu erkennen oder zu replizieren.
Andererseits  konnen  Kandidatengen-Studien mit  geringeren  Stichprobenzahlen
Suszeptibilitatsgene mit kleinem Effekt auf molekulargenetischer Ebene aufdecken. Die
Gesamtstichprobe der Endophanotypenstudie, mit insgesamt 1.471 Teilnehmern, spricht in
Kombination mit den strengen Einschlusskriterien fur die Validitdt der Ergebnisse der

Kognitionsuntersuchung und damit fir einen ersten Hinweis auf einen Zusammenhang.
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Intelligenzdiagnostik

Seit Jahrzehnten sind die Tests von Wechsler in ihren verschiedenen Versionen und
landerspezifischen Adaptationen das meistverbreitete Intelligenzdiagnostikum (Rabin et al.,
2005). Daten einer 10-Jahres-Follow-up-Studie bestatigten, dass die Wechsler Adult
Intelligence Scales haufiger als alle anderen Tests oder Batterien verwendet werden
(Rabin et al., 2016).

In dieser Studie wurde die revidierte Fassung des Hamburg-Wechsler-Intelligenztests fur
Erwachsene (HAWIE-R) durchgefihrt. Der 2006 eingefihrte Wechsler-Intelligenztest fir
Erwachsene (WIE), die deutsche Version der Wechsler Adult Intelligence Scale-Third Revision
(WAIS-III), 16ste den HAWIE-R ab. Die aktuelle vierte Fassung (WAIS-1V) wurde erst 2012

veroffentlicht, also nach der Testung der Probanden.

Die Alterszielgruppe dieses HAWIE-R besteht aus Personen von 16 bis 74 Jahren, wobei das
Alter als Kovariable bertcksichtigt wird. Der HAWIE-R ist geschlechtsunabhangig konstruiert
und soll helfen die individuelle kognitive Leistungsfahigkeit zu erfassen sowie Leistungsdefizite
zu erkennen. Der Test umfasst einen Verbalteil mit sechs Untertests und einen Handlungsteil
mit finf Untertests (Tewes, 1991). Die Durchfihrung des Tests erfolgt unter genauen
Anweisungen zu Testabbruch und -bewertung. Die Abbruchkriterien und Bewertungen der
einzelnen Untertests sind dariber hinaus auch auf dem Protokollbogen vermerkt, was die
Handhabung erleichtert. Die Kriterien fur die Auswertung sind sowohl im Testhandbuch als

auch im Protokollbogen aufgefuhrt.

Zur Sicherstellung der Durchfuhrungsobjektivitat erfolgte die Auswertung nach festgelegten
Kriterien. Lediglich fur die Subtests allgemeines Wissen, Wortschatz-Test, allgemeines
Verstandnis und Gemeinsamkeiten finden bleibt dem Testleiter eine gewisse Freiheit bei der
Benotung. Fur alle anderen Untertests erfolgt die Punktvergabe gemal} objektiven Kriterien.
Die innere Konsistenz von HAWIE-R liegt zwischen 0,95 und 0,97, was fur seine
Zuverlassigkeit spricht (Buddeberg & Abel, 2004).

Die statistische Aussagekraft einer Studie wird durch Alter, Geschlecht und Bildung
beeinflusst. Der Einfluss solcher Variablen auf die Kognition wurde durch eine multiple lineare
Regression in der Endophanotypenstudie als Kovariablen berlcksichtigt. Opdebeeck et al.
(2016) berichteten in ihrer Metaanalyse, dass eine langere Ausbildung im frihen Leben und
kognitive Freizeitaktivitaten im mittleren und im hoheren Alter zum Aufbau kognitiver Reserven

wahrend des Lebensverlaufs beitragen und mit besseren kognitiven Funktionen wie
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Gedachtnis und exekutiven Funktionen im Alter zusammenhangen. Auch das Alter hat eine
Auswirkung auf kognitive Parameter wie Intelligenz. Um relevante kognitive Einschrankungen
auszuschlieen, wurde bei Testpersonen ab 60 Jahren der Mini-Mental-Status-Test (MMST)
durchgefuhrt (Folstein et al., 1990). Er wird zur Abklarung von Demenz oder zum Nachweis

der Wirkung von Medikamenten eingesetzt.

6.3 Inhaltliche Diskussion

Das Ziel dieser Dissertation besteht darin, Assoziationen von acht Polymorphismen im
AADAT-Gen mit der Erkrankung Schizophrenie und kognitiven Phanotypen zu untersuchen.
Bei den Polymorphismen handelt es sich um rs6553486, rs2466990, rs963660, rs2622068,
rs17711677, rs716822, rs10213032 und rs2955256.

Hinweise auf eine geanderte Kynureninsdure-Konzentration ergaben sich aus
Untersuchungen an einem Kollektiv aus 30 post mortem Gehirnen (darunter 15 von
Schizophrenie-Patienten und 15 von gesunden Kontrollen). Das Ergebnis zeigte eine
Erhdhung der Kynureninsaure-Konzentration im prafrontalen Kortex bei den Schizophrenie-
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen (Sathyasaikumar et al., 2011). Linderholm et al.
(2012) analysierten die Konzentrationen von Kynureninsdure und von seinen Vorlaufern
Kynurenin und Tryptophan in der Zerebrospinalflissigkeit von Patienten mit Schizophrenie.
Untersucht wurden 16 mannliche Patienten mit Schizophrenie unter der Behandlung mit
Olanzapin und 29 gesunde mannliche Probanden. Die Kynurenin- und Kynureninsaure-
Konzentrationen waren hdher bei Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu gesunden
Teilnehmern. Dahingegen wurden keine Unterschiede in den Konzentrationen von Tryptophan
zwischen den Untersuchungsgruppen festgestellt (Linderholm et al., 2012). In einer Studie mit
22 Patienten und 26 Probanden konnte ein Zusammenhang zwischen Schizophrenie und der
Zunahme des Kynureninsaure-Gehaltes in der Zerebrospinalflissigkeit festgestellt werden
(Kegel et al., 2014). Daruber hinaus ist ein weiterer Metabolit des Kynurenin-
Stoffwechselweges, die Anthranilsdure, im Serum von Schizophrenie-Patienten deutlich
erhdht (Oxenkrug et al., 2016). In der Studie von Schwieler et al. (2015) war die Konzentration
von Kynurenin und Kynureninsaure in der Zerebrospinalflissigkeit von 23 Patienten mit
chronischer Schizophrenie im Vergleich zu 37 gesunden Probanden erhoht. Die 2017
veroffentlichte Metaanalyse von 13 Studien ergab erhdhte Werte von Kynureninsdure bei
Patienten mit Schizophrenie (Plitman et al., 2017). Zusammenfassend unterstutzen diese
Studien die Annahme, dass ein Uberaktivierter und unausgewogener Kynureninweg die

Produktion von Kynureninsaure bei Patienten mit Schizophrenie beglnstigt, wahrscheinlich
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wegen eines geringeren Eingangs von Kynurenin in den Quinolinsaure-Zweig des

Signalweges.

Als Kandidaten fir die Verschiebung des Verhalinisses der Endprodukte des Kynurenin-
Stoffwechselweges in Richtung Kynureninsdure kommen die beiden Kynurenin abbauenden
Enzyme KMO und KAT Il in Frage. Fir das in dieser Studie als Kandidatengen verwendete
AADAT-Gen, welches die KAT Il kodiert, sind neben genomweiten Assoziationsstudien, die
Varianten dieses Gens implizit enthalten, eine weitere genetische Studie bekannt. GWAS zur
Schizophrenie konnten bislang keine genomweite Assoziation mit Varianten des AADAT-Gens
nachweisen; ein Zusammenhang zu Genen, die an der glutamatergen Neurotransmission

beteiligt sind, wurde jedoch bestatigt (Ripke et al., 2014).

Da psychiatrische Storungen sehr polygen sind, mit einer genetischen Architektur, die aus
vielen gangigen genetischen Varianten besteht, kann nicht vollstandig ausgeschlossen
werden, dass trotz der fehlenden Assoziationen zu den in dieser Arbeit untersuchten
Polymorphismen, und den ebenfalls fehlenden Hinweisen aus genomweiten
Assoziationsstudien, das AADAT-Gen in Zusammenspiel mit genetischen Veranderungen,
epigenetischen Mechanismen oder Umwelteinflissen eine Rolle in der Pathogenese der
Schizophrenie spielt. Die zu erwartenden Effekte sind jedoch als dulerst klein einzuschatzen.
Deshalb ist der Ansatz der Endophanotypen, der sich auf die Identifizierung relevanter Gene
fur einen Subphanotyp innerhalb einer Krankheitsentitat fokussiert, mdglicherweise

erfolgsversprechender.

In einer erweiterten Stichprobe der Arbeitsgruppe mit insgesamt 512 Patienten und 1.319
Kontrollpersonen konnten die vier Polymorphismen rs6553486, rs963660, rs2622068 und
rs17711677 des AADAT-Gens tendenziell oder signifikant mit Schizophrenie assoziiert werden
(Towfigh, 2019). In einer polnischen Studie zur Depression mit 281 stationaren Patienten und
236 Kontrollprobanden wurde der SNP rs1480544 (c.975-71T > C - AADAT) bei der
Genotyp-Kombination mit ¢.-1849C > A (rs3824259) oder ¢.-1493G > C (rs10089084) des
IDO1-Gens mit einem erhohten Depressionsrisiko assoziiert (Wigner et al., 2018). In zwei
GWAS-Metaanalysen wurde das AADAT-Gen mit der Konzentration des freien Thyroxins
(FT4) in Verbindung gebracht (Porcu et al., 2013; Teumer et al., 2018). Durch eine massive
parallele Sequenzierung an 13 chinesischen Vorschulkindern mit Autismus-Spektrum-Stérung
wurde eine neue de novo Missense-Mutation im AADAT-Gen (c.95 C > T) gefunden, was auf
eine mogliche molekulare atiologische Basis der Erkrankung hindeutet (Li et al., 2018).

Boccuto et al. (2013) fanden einen verminderten Tryptophan-Metabolismus bei Patienten mit
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Autismus-Spektrum-Stérung und erwdhnten, dass die Expressionsniveaus von AADAT

reduziert waren.

In vier der oben erwahnten Studien wurde das AADAT-Gen in Verbindung mit psychischen
Stérungen gebracht. Es wurde in der Vergangenheit bereits mehrfach von genetischen
Varianten berichtet, die gemeinsam bei zwei oder mehreren psychischen Stérungen
gefunden wurden (Gatt et al., 2015). Unbekannt bleibt, ob Kandidatengene Uber
pleiotropische Mechanismen mit mehreren Erkrankungen assoziiert sind und/oder ob andere
Gene fur die Anfalligkeit fur einzelne Storungen spezifisch sind. Auch die Erstellung einer
Differentialdiagnose kann schwierig sein, da mehrere Symptome zwischen diesen
Erkrankungen ahnlich sind, was die Falle mit weniger typischen Krankheitsbildern zu einer

Herausforderung macht.

Die Rolle der Metaboliten des Kynureninweges wurde noch nicht ausreichend untersucht. Die
Ergebnisse der oben genannten Studien starken aber die Hypothese, dass die Metaboliten
des Kynureninweges an der Entwicklung von einigen neurologischen Erkrankungen und an

der Regulation von unterschiedlichen Signalwegen im ZNS beteiligt sind.

Anhand der statistischen Auswertung der Endophanotypenstudie konnte fir die
Polymorphismen rs963660, rs17711677 und rs716822 keine Assoziation zu Intelligenz gezeigt
werden. Jedoch wurden Genotypen der Polymorphismen rs6553486, rs2466990, rs2622068,
rs2955256 und rs10213032 mit besseren Leistungen assoziiert. In der Haplotypenanalyse
stehen die Assoziationen mehrerer Haplotypen innerhalb der jeweiligen Blocke in Korrelation
mit den statistisch signifikanten Assoziationen der in den Blocks 1 und 2 vertretenen SNPs
rs6553486, rs2466990, rs2622068 und rs10213032 in der Endophanotypenstudie. Nur zwei
SNPs, namlich rs963660 in Block 1 sowie rs716822 in Block 2, weisen keine mit den

Haplotypen korrelierenden Signifikanzen in der Endophanotypenstudie auf.

In der Literatur findet sich bislang keine Studie, in der diese funf SNPs des AADAT-Gens auf
eine mdgliche Assoziation mit Intelligenz untersucht wurden. Zum Kynureninweg jedoch wurde
es in den bisherigen Studien Uber einen positiven Einfluss auf kognitiven Fahigkeiten berichtet.
Tierstudien haben gezeigt, dass die Senkung des Kynureninsaure-Spiegels durch Anwendung
von KAT ll-Inhibitoren die Freisetzung von den Neurotransmittern Glutamat (Pocivavsek et al.,
2011; Wu et al., 2014), Acetylcholin (Zmarowski et al., 2009), Dopamin (Amori et al., 2009)
und GABA (Beggiato et al., 2014) erhoht und die Leistung von Gedachtnis und das raumliche
Lernen bei Ratten und Primaten verbessert (Pocivavsek et al., 2011; Kozak et al., 2014; Wu

et al, 2014). Die Hemmung der KAT Il bietet eine Moglichkeit die zerebrale
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Kynureninsaure-Produktion herunterzuregulieren, und kann zu einer Verminderung kognitiver
Defizite fuhren (Schwarcz et al., 2012).

Signifikante genetische Korrelationen wurden zwischen Intelligenz und einer Vielzahl von
Verhaltens- (Bildungsstand, Rauchverhalten), anthropometrischen (kranialer Morphologie,
Grole, Korperzusammensetzung) und psychiatrischen Phanotypen (Schizophrenie,
Autismus, depressiven Symptomen) beobachtet, was die epidemiologische Beweise fir
Korrelationen zwischen Intelligenz und einer breiten Palette von gesundheitsbezogenen
Zustanden widerspiegelt (Deary, 2012; Sniekers et al., 2017; Savage et al., 2018). Die hier
vorliegenden Ergebnisse berechtigen zu der Annahme, dass ein Zusammenhang zwischen
dem AADAT-Gen und kognitiven Phanotypen existiert. Weitere Assoziationsstudien zu diesem
Thema waren winschenswert. Insbesondere die SNPs rs6553486, rs2466990, rs2622068 und

rs10213032 sollten an gréleren Probandenkollektiven untersucht werden.

6.4 Ausblick auf zukiunftige Untersuchungen

In dieser Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurde die Assoziation von acht Polymorphismen zu
Schizophrenie und dem Endophanotyp Intelligenz untersucht. Obwohl viele Untersuchungen
auf einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Kynureninweg und der Pathophysiologie
der Schizophrenie und anderer Erkrankungen hindeuten, konnten fir die in dieser Studie
untersuchten Polymorphismen keine Unterschiede zwischen Kontroll- und Patientengruppe
gefunden werden. Anhand der statistischen Auswertung der Endophanotypenstudie lief3 sich
jedoch flr Genotypen der Polymorphismen rs6553486, rs2466990, rs2622068, rs10213032
und rs2955256 ein derartiger Zusammenhang feststellen. Hierzu konnte das AADAT als ein

mogliches Suszeptibilitatsgen fur den Endophanotyp Intelligenz identifiziert werden.

Polymorphismen des AADAT-Gens sind bisher nur unzureichend erforscht. Wunschenswert
waren zukunftige vergleichbare Studien, welche sich mit dem Zusammenhang dieser SNPs
und kognitiven Parametern befassen, um die Aussage der hier gewonnenen Ergebnisse zu
verstarken. Auch der Vergleich mit anderen ethnischen Bevolkerungsgruppen ware

interessant, um die Unterschiede zu den vorliegenden Resultaten zu eruieren.

Diese Ergebnisse liefern neue Einblicke in die genetische Architektur der Intelligenz. Weiterhin
besteht ein groRer Bedarf an wissenschaftlichen Forschungsprojekten mit moglichst grofien
Stichproben, um weitere mdgliche Assoziationen des AADAT-Gens mit dem Phanotyp

Intelligenz bestatigen zu kénnen.
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Abklrzungen und Fachbegriffe

8 Abkurzungen und Fachbegriffe
Abkurzung/Fachbegriff Bedeutung
3-HPA 3-Hydroxypicolinsdure
5-HT Serotonin
AADAT Aminoadipat-Aminotransferase
APA American Psychiatric Association
ASS Autismus-Spektrum-Stérung
ATP Adenosintriphosphat
CEU europaische Referenzpopulation
CNV copy number variation (Kopienzahlvariante)
ddNTP Didesoxyribonukleotidtriphosphat
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DSM-IV Diagnostig gnd Statistical Manual of Mental Disorders,
Fourth Edition
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
FHAM Family History Assessment Modules
FT4 freies Thyroxin
GABA y-gamma-Aminobutyric acid (y-Aminobuttersaure)
GPR35 G-Protein-gekoppelter Rezeptor 35
HAWIE-R Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fur Erwachsene Revised
HCB Population aus Peking, China
HHNA-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
HPT-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Achse
HWE Hardy-Weinberg-Equilibriums
ICD-10 International Classification of Diseases, tenth Edition
IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase
JPT Japaner in Tokio, Japan
KAT Il Kynurenin-Aminotransferase |l
Kbp Kilobasenpaar
KMO Kynurenin-3-Monooxygenase
KYN Kynurenin
KYNA Kynureninsaure
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Abklrzungen und Fachbegriffe

Abkurzung/Fachbegriff Bedeutung

LD Linkage Disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht)
LEBI Leipziger Ereignis- und Belastungsinventar
LSD Lysergsaurediethylamid

MALDI-TOF Mass Array Laser Desorption/lonization-Time of Flight
MANOVA Multiple Analysis of Variance

Mbp Megabasenpaar

MHC Major Histocompatibility Complex

MMST Mini-Mental-Status-Test

MW Mittelwert

NAA N-Acetyl-Aspartat

NAD Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid

NCBI National Center for Biotechnology Information
NHGRI National Human Genome Research Institute
PANSS Positive and Negative Symptom Scale
PBS-Puffer Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCP Phencyclidin

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PLP Pyridoxal-5'-Phosphat

PPI Prapuls-Inhibition

Primer DNA-Qligonukleotide

QUIN Quinolinséaure

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase

SD Standard Deviation (Standardabweichung)
SKID-I, SKID-II Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-IV Achse /11
T3 Trijodthyronin

T4 Thyroxin

TDO Tryptophan-2,3-Dioxygenase

TSH Thyreoidea-stimulierendes Hormon

WAIS Wechsler-Adult-Intelligence Scale

WIE Wechsler-Intelligenztest fur Erwachsene

YRI Yoruba in Ibadan, Nigeria

a7nAChRs a7-nikotinerger Acetylcholinrezeptor
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