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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine multifaktorielle und polygene Krankheit. Es wird davon
ausgegangen, dass dabei das Zusammenspiel zwischen mehreren Genen mit einem
schwachen bis mafigen Effekt und Umweltrisikofaktoren zu einer Manifestation der
Krankheit fuhrt. Eine Beeintrachtigung kognitiver Fahigkeiten stellt ein Kernsymptom

der Schizophrenie dar.

Zudem spielt der Neurotransmitter Serotonin eine entscheidende Rolle bei mehreren
Vorgangen, die bei der Schizophrenie gestort sind, unter anderem bei der Steuerung
sowohl der Exekutivfunktion und des sensorischen Gatings als auch von Emotionen
und Entscheidungs-, Lern- bzw. Gedachtnisprozessen. Da die Serotonin-Biosynthese
im ZNS durch das Isoenzym Tryptophanhydroxylase 2 (TPH2) reguliert wird und die
Relevanz des serotonergen Systems flur die Schizophrenie - basierend auf den
Befunden einer veranderten Expression bestimmter Serotoninrezeptoren sowie einer
gestorten Serotoninfunktion im Gehirn der Erkrankten - belegt ist, liegt die

Untersuchung daran beteiligter Gene nahe.

Im Fall des TPH2-Gens und seiner Assoziation mit der Schizophrenie bzw. dem
intermediaren Phanotypen Kognition sind die Ergebnisse aktuell kontrovers. Ziel der
hier vorliegenden Studie war entsprechend, den Zusammenhang zwischen
Variationen des TPH2-Gens wund Schizophrenie durch eine Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie, sowie den Einfluss auf kognitive Parameter in einem

Endophanotypansatz zu Uberprifen.

Dazu wurden 936 Patienten und 2330 Kontrollen fur 7 SNPs des TPH2-Gens
genotypisiert, wovon zwei in der 5’-Genregion (rs11178997 und rs11178998) und die
weiteren funf SNPs in Introns lokalisiert waren (rs4341581, rs7954758, rs10784941,
rs4565946 und rs2129575). Konsistent zu den bisherigen Ergebnissen anderer
Veroéffentlichungen konnte keine Assoziation zwischen den untersuchten TPH2-SNPs

und der Schizophrenie nachgewiesen werden.

Neben dieser Fragestellung wurde bei einem Teil der Stichprobe die kognitive Leistung
mit der WMS-R-Testbatterie untersucht. Bei einigen Untertests bzw.
Leistungsaspekten ergaben sich zum einen nominal signifikante Zusammenhange mit
der Genotypverteilung der SNPs rs4565946 und rs10784941, mit jeweils besseren
Leistungen der Trager des T-Allels (rs4565946) bzw. des G-Allels (rs10784941). Diese
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SNPs waren auch in den aus 5 SNPs gebildeten Haplotypen enthalten, die ebenfalls

mit verschiedenen Subskalen assoziiert waren.

Diese Beobachtungen sind als erste Hinweise fur einen Einfluss genetischer
Variationen des TPH2 Gens auf kognitive Leistungen zu betrachten, wobei aufgrund
der aktuell fehlenden vergleichbaren bzw. ungenigenden Studienlage die
Durchfuhrung weiterer und groRerer Studien zur Bestatigung oder Widerlegung der

Ergebnisse unabdingbar ist.
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1. Einleitung

1.1. Schizophrenie

Vor 100 Jahren flhrte Emil Kraepelin ein singulares Krankheitskonzept fur die
Schizophrenie ein. Dieses hat sich seitdem oftmals und in verschiedener Weise
gewandelt, so dass die Schizophrenie nicht mehr als eine singulare und einheitliche
Erkrankung reiner endogener Genese, sondern eher als ein heterogenes Syndrom
multifaktorieller Atiopathogenese betrachtet wird (Keshavan et al., 2013; Lichtermann
et al., 2000).

1.1.1. Klassifikation und Diagnosestellung

Zur Diagnosestellung und Einordnung der Schizophrenie werden i.d.R. die
operationalisierten Kriterien von zwei Klassifikationssystemen benutzt, namlich die des
International Classification of Diseases (ICD-11, Volpe, 2017) und des Diagnostic and
Statistical Manual (American Psychiatric Association, 2013). Im Folgenden werden die
Leitsymptome fir die Schizophrenie anhand der diagnostischen Leitlinien nach DSM-
5 aufgefiihrt (Tabelle 1.1).

Die ersten vier erwahnten Symptome des A-Kriteriums werden zur Positivsymptomatik
der Schizophrenie eingeordnet (Zubin, 1985), sich klinisch deutlich beeindruckend
prasentiert und vor allem die floride Phase (d.h. den akuten Schub) kennzeichnet
(Andreasen & Olsen, 1982).

Beim Wahn, dem ersten Symptom der A-Kriterien nach DSM-5, handelt es sich um
eine inhaltliche Denkstoérung, die sehr haufig bei Schizophreniepatienten vorkommt.
Die haufigsten Wahnformen mit jeweils unterschiedlichem Inhalt stellen der
Beeintrachtigungs- bzw. Verfolgungswahn sowie der Beziehungswahn dar.
Typischerweise treten oft bizarre Wahnvorstellungen hervor, die allgemein vollig
unglaubwurdig, abgehoben und nicht nachvollzierbar sind bzw. nicht aus normalen
Lebenserfahrungen (z.B. in Kontakt mit Auferirdischen stehen) ableitbar sind
(American Psychiatric Association, 2013; AMDP, 2007; Berger 2012).
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Tabelle 1.1: Diagnostische Kriterien (A-E) fur Schizophrenie gemalR DSM-5 (gekirzt nach ,Referenz®)

A) Charakteristische Symptomatik: Mindestens 2 der unten genannten
Symptome mussen wahrend der sog. ,floriden Phase“ stark ausgepragt bzw.
erfullt sein. Beim Vorhandensein vom bizarren Wahn oder von akustischen
Halluzinationen im Sinne von kommentierenden/dialogisierenden Stimmen ist

nur ein Symptom erforderlich.
1. Wahn
2. Halluzinationen
3. Desorganisierte Sprechweise
4. Grob desorganisiertes oder katatones Verhalten
5. Negative Symptome (d.h. Affektverflachung, Alogie, Willensschwache)

B) Niveausenkung im Leistungs- und sozialen Bereich: Soziale/berufliche
Leistungseinbuflen in einem oder mehreren Funktionsbereichen (wie Arbeit,
zwischenmenschliche Beziehungen oder Selbstfiirsorge) missen deutlich unter

dem Niveau liegen, das vor Erkrankungsausbruch erreicht wurde.

C) Zeitkriterium: Zeichen des Krankheitsbildes halten fur mindestens 6 Monate an.
Dabei muss noch wenigstens eine ,floride* Phase (Abschnitt, in dem die
Symptome aus dem A-Kriterium besonders deutlich und akut auftreten) von
mind. einem Monat Dauer (oder kurzer bei erfolgreicher Behandlung) enthalten
werden. In der Prodromal- sowie Residualperiode (d.h. vor- und nach der
Jfloriden“ Phase) kdnnen sich negative A-Symptome in ausgepragter Form und

eventuell positive A-Symptome in abgeschwachter Form zeigen.

D) Ausschluss einer schizoaffektiven und einer affektiven Stérung mit

psychotischen Merkmalen

E) Ausschluss einer organischen oder substanzbedingten Ursache: Das
Krankheitsbild darf nicht durch die direkten kérperlichen Auswirkungen einer
Substanz (wie Drogenabhangigkeit, Medikation) oder eines medizinischen

Krankheitsfaktors ausgelost sein
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Bei den Halluzinationen, dem zweiten Symptom der A-Kriterien, geht es vor allem um
akustische Halluzinationen, die sich charakteristischerweise als dialogisierende,
kommentierende oder imperative Stimmen manifestieren sowie Zonasthesien (bizarre
Leibempfindungen) sowie Geruchs- und Geschmackshalluzinationen (AMDP, 2007;
Berger, 2012).

Die desorganisierte Sprechweise, das dritte Symptom der A-Kriterien, gehort zu den
formalen Denkstorungen, d.h. Stérungen des Denkablaufs. Typisch ist ein
sprunghafter und dissoziierter Gedankengang auch als Denkzerfahrenheit
(Inkoharenz) bezeichnet, mit fehlenden logischen und assoziativen Verknipfungen.
Dabei werden zusammenhanglose Denkinhalte innerhalb eines Satzes
aneinandergereiht, die vom zerstorten Satzbau (Paragrammatismus) bis hin zur
volligen Unverstandlichkeit (Schizophasie) reichen kénnen. Auch Neologismen sowie
Vorbeireden sind haufig. (Schultze-Lutter, 2009)

Beim groben desorganisierten Verhalten ist die Verhaltenskontrolle beeintrachtigt,
wobei albernes lappisches Benehmen sowie spontane Erregungszustande
hervortreten. Dieses Symptom kann sich in allen Arten zielgerichteten Verhaltens
zeigen. Dabei koénnen Betroffene Schwierigkeiten bei der Durchfihrung von
Alltagsaktivitdten wie der eigenen Nahrungszubereitung oder der Aufrechterhaltung
von Hygiene und Korperpflege haben. Sie sehen haufig unordentlich aus oder sind
ungewodhnlich gekleidet (z.B. Winterkleidung an heien Tagen). Bemerkbar ist noch
ein unangemessenes sexuelles Verhalten (z.B. o6ffentliche Masturbation) sowie
spontane Erregung im Sinne von Schreien oder Fluchen. Im Fall eines katatonen
Verhaltens ist die Reagibilitat auf AuRenreize  gestort.  Mogliche
Manifestationszustande derartiger psychomotorischer Stérungen sind die folgenden:
Echolalie und Echopraxie, Ubermafige sinnlose motorische Aktivitat (katatone
Erregung), motorische Unbeweglichkeit in Form von Stupor oder Katalepsie sowie
merkwurdige  Willkirbewegungen im Sinne von haltungsstereotypen
Bewegungsablaufen (freiwilliges Einnehmen und Beibehalten unsinniger und bizarrer
Haltungen), von ausgepragten Manierismen oder von auliergewohnlichem
Grimassieren. (AMDP, 2007; Berger, 2012; Schultze-Lutter, 2009)

Das letzte A-Kriterium reprasentiert die Negativsymptomatik, welche bei Patienten mit
Schizophrenie im Vergleich zu gesunden Personen nicht oder in geringerem Ausmalf

auftritt (Zubin, 1985). Ausschliel3lich negative Symptome kennzeichnen haufig die

5
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prodromalen und residualen Perioden der Stérung und imponieren oft als ein zeitlich
uberdauerndes Merkmal der Krankheit (Andreasen & Olsen, 1982). Deswegen spielen
sie meistens eine entscheidende Rolle fur das Ausmall der psychosozialen
Beeintrachtigung der Betroffenen sowie flir deren Lebensqualitdt. Zu dem
Diagnoseschema vom DSM-5 zahlen drei solcher Symptome: die Affektverflachung,
eines der haufigsten Symptome der Schizophrenie, die sich besonders im Sinne von
Teilnahmslosigkeit und motorischer bzw. mimischer Starrheit zeigt, die Alogie
(Sprachverarmung mit vermindertem Redefluss und verminderter Redemenge) sowie
die Willensschwache (Unfahigkeit, zielgerichtete Aktivitdten zu beginnen und zum
Ende zu fuhren). Im Unterkapitel ,zugehoérige Merkmale und Stérungen® vom DSM-5
werden weitere negative Symptome erwahnt, u.a. Ich-Stérungen (Derealisation,
Depersonalisation), Anhedonie (Verlust von Interesse und Freude), inadaquater

Affekt, dysphorische Verstimmungen und Konzentrations- bzw. Gedachtnisstérungen.

1.1.2. Epidemiologie

Sowohl die Lebenszeitpravalenzrate als auch die Inzidenz flir Schizophrenie variiert je
nach Land und Kultur (Mura et al., 2012), jedoch betragt die geschatzte Gesamtrate
ca. 0.5-1% (Giegling et al., 2017). Zudem scheint die Pravalenz bei niedrigen sozio-
okonomischen Gruppen hoher zu sein, was aufgrund des sozialen Abstiegs der
Betroffenen im Verlauf der Erkrankung (soziale Drifthypothese) erklarbar sein kénnte.
Des Weiteren wurde ein signifikantes haufigeres Auftreten der Erkrankung auch bei
Migranten festgestellt (Mura et al., 2012). Laut einem Literaturreview von der
Forschungsgruppe Szkultecka-Debek et  al. variiert  die  derzeitige
Lebenszeitpravalenzrate flir Schizophrenie im Zentral- und Westeuropa zwischen
0.4% und 1.4% (Szkultecka-Debek et al., 2015). AuRerdem ist die Wahrscheinlichkeit
fur Manner an Schizophrenie zu erkranken mit einem relativen Risiko von 1,4 grolier
als bei Frauen (Aleman et al., 2003). Geschlechtsunterschiede werden auch beim
Erstmanifestationsalter gefunden. Wahrend dieses bei Mannern durchschnittlich bei
21 Jahren liegt, tritt die Erkrankung bei Frauen i.d.R. halbes Jahrzehnt spater auf
(Hafner et al., 1991). Darlber hinaus ist bei Frauen noch ein zweiter Erkrankungsgipfel
um das 50. Lebensjahr zu beobachten. Obwohl somit schon 90% der Manner vor ihrem
30. Geburtstag erstmals betroffen sind, betragt der entsprechende Frauenanteil nur

annahernd 65%. Bezlglich der standardisierten Mortalitatsrate wurde nach Evaluation
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von drei systematischen Reviews gefunden, dass Individuen mit Schizophrenie ein 2-
bis 3-fach erhdohtes Mortalitatsrisiko haben, wobei dieser signifikante Unterschied

wahrend der letzten Jahrzehnte zugenommen hat (McGrath et al., 2008).

1.1.3. Atiopathogenese

Die Schizophrenie gilt als eine multifaktoriell bedingte komplexe organische
Hirnstorung (Hufner et al., 2015). Die Tatsache, dass dabei sowohl genetische als
auch exogene Faktoren eine wichtige Rolle spielen, deren Interaktion miteinander
entscheidend und notwendig flr die Pradisposition bzw. Manifestation der Erkrankung

ist, gilt als gesichert.

In den letzten Jahren wurde die Hypothese einer neuronalen Entwicklungsstdrung
allgemein akzeptiert (Rapoport et al., 2012), die den ersten Entstehungsabschnitt der
Erkrankung erklart. Dieser ist durch diverse hirnstrukturelle Veranderungen sowie
spezielle neurophysiologische bzw. biochemische Merkmale gekennzeichnet, die
durch verschiedene pra- oder perinatal wirkende genetische und/oder exogene

Faktoren bedingt sind.

Die ,three hit“-Hypothese postuliert, dass (schon vor der Geburt) eine gewisse
genetische Pradisposition im Sinne einer erhdhten Vulnerabilitat (,first hit), an einer
Schizophrenie zu erkranken, existiert. Es scheint eine zweite Schadigung wahrend des
frihen Lebens (,second hit“) im weiteren zerebralen Reifungsprozess notwendig zu
sein, damit diese bereits vorhandene Anfalligkeit weiter verstarkt wird bzw. sich erst
dann daraus das Vollbild der Erkrankung entwickelt. Von besonderer Relevanz sind
hier sowohl die durch psychisch belastende Erlebnisse resultierende genetische
Modifizierung bestimmter Gehirnschaltkreise als auch die bis zur spaten Adoleszenz
reichende Exposition an postnatale exogene Risikofaktoren wie Drogen und
ungunstige psychosoziale Stressoren. Diese 0.g. ungunstigen Faktoren beeinflussen
das emotionale und kognitive Verhaltenspotential der Person, an weitere stressige
Erfahrungen im spateren Leben verhaltnismalig zu adaptieren bzw. solche
Situationen erfolgreich zu bewaltigen, so dass die bereits vorhandene Anfalligkeit
weiter erhoht wird (,third hit*) (Daskalakis et al., 2013).



Einleitung

1.1.4. Genetische Einflussfaktoren

Die Schizophrenie stellt eine komplexe psychische Erkrankung multifaktorieller
Atiopathogenese dar, welche nicht monogen, sondern polygen bedingt ist, und somit
nicht den Mendelschen Regeln unterliegt (Maier et al., 2006). Einerseits spielt die in
Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien gesicherte genetische Komponente eine
enorme Rolle, andererseits reicht sie alleine nicht, um die Atiologie der Schizophrenie
vollstandig zu erklaren. Die Heritabilitat der Schizophrenie betragt bis zu 80%, so dass
bei einem erkrankten Elternteil die Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung der
Erkrankung beim Nachkommen ca. 13% betragt. Falls beide Eltern von der

Erkrankung betroffen sind, dann betragt das Risiko Uber 20% (Janoutova et al., 2016).

Nach bisherigem Wissenstand fuhrt ein Zusammenspiel mehrerer Genorte mit jeweils
einem schwachen bis maRigen Beitrag in Verbindung mit Umweltrisikofaktoren (Gen-
Umwelt-Interaktion) zur Krankheitsentstehung (Modinos et al., 2013). Aufgrund der
genetischen Heterogenitat steckt nicht immer dieselbe Genkombination hinter dem
Erscheinungsbild der Erkrankung, sondern das Zusammenwirken jeweils
verschiedener Gene (Kendler & Diehl, 1993). Ziel der aktuellen molekulargenetischen
Forschung ist die ldentifizierung dieser Gene. Mittels genomweiter Kopplungs- und
Assoziationsstudien werden sowohl potentielle Suszeptibilitatsgene als auch mehrere
in Frage kommende Punktmutationen im Sinne von Einzelnukleotid-Polymorphismen
(SNPs) sowie strukturelle Veranderungen im Sinne von Kopieanzahlvariationen
(CNVs) naher untersucht. Allerdings bleibt trotz intensiver Forschung weiterhin unklar,
wie viele Genorte und mit welchem anteiligen Risiko tatsachlich eine Rolle bei der
Pradisposition spielen, sowie welche interagierenden Genkonstellationen relevant sind
(Kirov et al., 2005).

1.1.5. Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien

Seit langem ist bekannt, dass die Schizophrenie neben einem Uberwiegend
sporadischen Auftreten eine familiare Haufung aufweist, wobei das Erkrankungsrisiko
mit zunehmendem genetischem Verwandtschaftsgrad mit dem betroffenen
Familienmitglied ansteigt. Somit erhéht sich das kumulative Lebenszeitrisiko bei
Drittgradangehorigen eines Schizophreniepatienten nur geringfugig, namlich von ca.
0,7% in der Allgemeinbevolkerung auf 2-3%, bei Zweitgradangehorigen auf 3-6% und

bei Erstgradangehorigen auf ca. 9% (Gottesman et al., 1987; Lichtenstein et al., 2009).
8
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Die Suche von Familienstudien nach einer spezifischen familidaren und genetischen
Homogenitat der einzelnen klinischen Subtypen brachte keine reproduzierbaren
Ergebnisse (Kendler & Diehl, 1993).

Mittels Zwillings- bzw. Adoptionsstudien sollte zunachst abgeklart werden, ob diese in
Familienstudien nachgewiesene vorliegende Familiaritdt genetisch oder/und durch
familiare Umgebungsfaktoren bedingt ist. Zwillingsstudien sollten das Ausmal}
genetischer Ubereinstimmung (Konkordanz) zwischen ein- und zweieiigen Paaren bei
annahernd gleichen Umgebungsbedingungen unabhangig von der Eiigkeit vergleichen
und somit indirekt den Anteil der durch genetische Faktoren erklarbaren atiologischen
Varianz, d.h. der Heritabilitdt der Erkrankung schatzen (Tandon et al., 2008).
Adoptionsstudien dienten ebenfalls der Entdeckung genetischer Einflussfaktoren,
indem sie Uber die Gegenuberstellung von biologischen bzw. Adoptionsfamilien auch
die Relevanz bzw. den Beitrag von familiaren nicht genetischen Umgebungsfaktoren
sowie auch von Gen-Umgebungs-Interaktionen priafen. Laut zahlreichen
Zwillingsstudien betragt das relative Erkrankungsrisiko bei dizygoten Zwillingen,
welche eine genetische Ahnlichkeit von etwa 50% aufweisen, 10-15%, wohingegen es
bei monozygoten Zwillingen, welche fast 100% der genetischen Effekte teilen, auf 40-
50% ansteigt (Tandon et al., 2008). Ebenso hoch ist das Risiko fur die Kinder zweier
betroffener Eltern (Tandon et al., 2008). Die durch Zwillingsstudien geschatzte
Heritabilitdt (bedingt durch allein sowie in Interaktion mit der Umwelt wirkende
genetische Faktoren) liegt bei ca. 80% (Sullivan et al., 2003). Laut
populationsbasierten Familienstudien, betragt die echte Einschatzung jedoch
annahernd 60% (Lichtenstein et al., 2009) und kann noch geringer sein, sobald Gen-
Gen- (Zuk et al.,, 2012) und Gen-Umwelt-Interaktionen (van Os & Sham, 2003)
berucksichtigt werden. Die unvollstandige Konkordanz zwischen monozygoten
Zwillingen weist darauf hin, dass auch nichtgenetische Ursachenfaktoren relevant sind
(Riley & McGuffin, 2000). Zudem sind epigenetische Mechanismen ebenfalls denkbar
(Mill et al., 2008). In Adoptionsstudien wurde sowohl eine deutliche genetische
Teildetermination als auch eine starke Umweltrelevanz nachgewiesen. Es wurde
beobachtet, dass das Schizophrenie Risiko fir frih adoptierte Kinder gesunder
biologischer Eltern durch eine Familie mit einem an Schizophrenie leidendem Elternteil
nicht erhoéht ist, wahrend das schon erhdhte Erkrankungsrisiko von frih adoptierten
Kindern biologischer Eltern mit Schizophrenie durch gesunde Adoptiveltern erhalten
bleibt (Tienari et al., 2004). Allerdings kann ein ungunstiges Adoptionsmilieu im Sinne
9
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von emotional belastenden und konflikthaften Familienverhaltnissen in Interaktion mit
einer schon vorliegenden genetisch  vermittelten  Vulnerabilitdit  eines
Familienangehdorigen, die Wahrscheinlichkeit zur Erkrankungsmanifestation erhohen
(Tienari et al., 2004).

1.1.6. Kopplungs- und Assoziationsstudien

In der molekulargenetischen Forschung werden generell zwei komplementare
Verfahren benutzt, namlich Kopplungs- und Assoziationsstudien. Kopplungsstudien
beschaftigen sich mit der gemeinsamen Hereditat von genetischen Varianten und
einer bestimmten Erkrankung auf familiarer Ebene (bei Geschwisterpaaren, Trios,
sowie Stammbaumen mit mehreren betroffenen Verwandten, sog. Multiplexfamilien).
Kopplungsstudien beruhen auf der Genkartierung. Dabei ist der erste Schritt die
Identifizierung der mit der jeweils relevanten Erkrankung verbundenen
Kandidatenregionen, sog. Quantitative Trait Loci (QTL), mithilfe von DNA-Markern. Je
naher sich ein derartiger genetischer Marker an einer Kandidatenregion bzw. an einem
noch unbekannten krankheitsverursachenden Gen auf dem gleichen Chromosom
befindet, mit umso geringerer Wahrscheinlichkeit wird er von dieser Region bzw.
diesem Gen wahrend der Meiose getrennt (Vink & Boomsma, 2002). Segregieren
beide Uberzufallig haufig in Familien, d.h. werden sie gemeinsam vererbt, dann besteht
zwischen dem Marker und der Erkrankung eine Kopplung. Kopplungsstudien eignen
sich besonders zum Auffinden von Genen mit groem Effekt und sind bei monogenen

Krankheiten sehr erfolgreich (Rujescu, 2008).

Unter der Annahme, Gene mit einer Hauptwirkung auf die Schizophrenie identifizieren
zu konnen, fanden die ersten Kopplungsuntersuchungen zur Schizophrenie statt,
wobei erste positive Hinweise (Sherrington et al., 1988) spater nicht repliziert werden
konnten (St Clair et al.,, 1989). Deswegen wurden Vermutungen geaullert, dass
aulerst hoch penetrante Genmutationen nur ausnahmsweise vorkommen bzw. sogar
vollstandig fehlen (McGuffin & Owen, 1996), sowie dass mehrere Suszeptibilitatsgene
mit jeweils geringem Einfluss bzw. niedriger Penetranz eine &tiologische Rolle
einnehmen (Lichtermann et al., 2000). Seitdem die Entschlisselung des menschlichen
Genoms (Lander et al.,, 2001) die Durchfihrung genomweiter Kopplungsstudien

ermdoglichte, wurden zwar einige Kopplungen lokalisiert, allerdings ergaben sich aus
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den Ergebnissen jeweils sehr gro3e Kandidatenregionen mit mehreren tausend

maoglichen Genen sowie haufig uneinheitliche Befunde (Giegling et al., 2008).

Infolgedessen wurden drei Metaanalysen durchgefuhrt, die verschiedene Hinweise auf
Kopplungen bestatigen, sowie eine groRere Ubereineinstimmung in den Ergebnissen
der bisherigen Kopplungsstudien finden konnten als bis dahin angenommen. Badner
und Gershon deuteten auf die chromosomalen Regionen 8p, 13q und 22q, welche
Suszeptibilitatsgene tragen konnten (Badner & Gershon, 2002). Die Metaanalyse der
Forschungsgruppe von Lewis enthielt Daten von 20 genomweiten Kopplungsstudien
mit insgesamt 1208 Stammbaumen sowie Uber 2900 Patienten und verwies auf eine
Kopplung folgender chromosomaler Regionen mit Schizophrenie: 1p13.3-q23.3, 2p12-
g22.1, 2922.1-923.3, 3p25.3-p22.1, 5q23.2-q34, 6pter-p22.3, 6p22.3-p21.1, 8p22-
p21.1, 11922.3-g24.1, 14pter-q13.1, 20p12.3-p11, 22pter-q12.3 (Lewis et al., 2003).
Teilweise konnten diese Ergebnisse in einer Metaanalyse von Ng et al. repliziert
werden, die 32 genomweite Kopplungsstudien mit 3255 Familien und 7413
genotypisierten Patienten untersuchte. Dabei handelte es sich insbesondere um die
Regionen 2q und 5q aber auch die chromosomalen Bereiche 1q, 3q, 49, 8p und 10q
zeigten Hinweise auf eine Kopplung (Ng et al., 2009). Im Rahmen eines Projektes zur
Analyse psychiatrischer Studien erfolgte 2014 noch eine Metaanalyse aller vom
Zentrum der Humangenetik-Initiative (HGI) ab 2011 verflugbaren Daten durchgeflhrter
Kopplungsstudien Uber Schizophrenie. Zudem handelte es sich um ein Kollektiv aus
970 Multiplexfamilien mit 4023 phanotypisierten und 4208 genotypisierten Individuen.
Dabei zeigte sich u.a. auch eine partielle Kopplung der Regionen 5p14.1 und 10g26.12
(Vieland et al., 2014).

Jedoch gelingt mittels Kopplungsstudien weder ein direkter Nachweis von bei der
Schizophrenie zu erwartenden Dispositionsgenen mit minimem Krankheitseinfluss,
noch die ldentifizierung der eigentlichen, verursachenden DNA-Variationen. Allein mit
diesem Verfahren kbnnen mit dem Aufsplren gekoppelter Regionen zunachst nur die
groben chromosomalen Loci (Kandidatenregionen) eingegrenzt werden, die
wahrscheinlich Suszeptibilitdtsgene enthalten (Rujescu, 2008).

Im Gegensatz dazu sind Assoziationsstudien auch fur die Suche nach
Dispositionsgenen mit relativ geringem krankheitsinduzierendem Effekt geeignet und

stellen somit eine Dbevorzugte Vorgehensweise der molekulargenetischen
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Grundlagenforschung der Schizophrenie dar. Allerdings ist dabei das Risiko falsch

positiver bzw. negativer Resultate erhoht (Hunter & Kraft, 2007).

Assoziationsstudien basieren auf einem statistischen Vergleich der Allelfrequenzen
von (relevanten) genetischen Polymorphismen oder Haplotypen (Allelreihenfolge
mehrerer Marker auf einem Chromosom) zwischen Patienten und gesunden
Kontrollen. Dabei durfen die Gruppenmitglieder miteinander nicht verwandt sein
(Giegling et al, 2008). Kommt eine Variation signifikant haufiger in der
Patientenstichprobe als in der gesunden Kontrollgruppe vor, dann besteht eine
Assoziation dieses genetischen Markers mit der Erkrankung. Solche Polymorphismen
kommen natirlicherweise in unterschiedlicher Haufigkeit in der Sequenz des humanen
Genoms vor. Neben SNPs (Single Nucleotide Variants/Polymorphisms;
Einzelnukleotid-Polymorphismen), d.h. Variationen einzelner Basenpaare mit einer
minimalen Allelfrequenz (MAF) von mehr als 1%, welche die haufigsten und am besten
untersuchten Polymorphismen darstellen, existieren eine Reihe weiterer seltener
genetischer Variationen, u. A. seltene Einzelbasenaustauschpolymorphismen mit
einer MAV < 1%, CNVs (Gene Copy Number Variants; Genkopieanzahlvarianten), de
novo Mutationen (DNMs/DNVs) und ultraseltene Varianten (URVs). CNVs sind
strukturelle Variationen, welche mittels Anderung der Anzahl der jeweils vorliegenden
Kopien bestimmter Gene interindividuelle Unterschiede verursachen, so dass die
betroffenen genetischen Regionen dann in niedrigerer (hervorgerufen durch
Deletionen, sog. Mikrodeletionen) bzw. hoherer (hervorgerufen durch Duplikationen)
Kopienanzahl vorliegen. Sie treten viel seltener als SNPs auf, betreffen eine langere
chromosomale Region und kénnen somit auch das Erkrankungsrisiko drastisch
erhdhen (Schwab & Wildenauer, 2013). Gemalls mehreren Studien enthalt das
menschliche Genom bis zu 25% ubiquitar verteilte CNVs, welche der Entwicklung
sowie der interindividuellen Variabilitdt dienen und fur verschiedene Erkrankungen
verantwortlich sind (Zhuo et al., 2017). ,Als de novo Mutationen werden solche
genannt, die sporadisch entweder in der Keimbahn der Eltern oder in einem frihen
Stadium der embryonalen Entwicklung des Nachkémmlings auftreten, so dass diese
nur bei betroffenen Personen, aber nicht bei den Eltern nachgewiesen werden kénnen*
(Chen et al., 2015).

Uber 1000 Kandidatengen-Assoziationsstudien wurden publiziert, die weitgehend
widerspruchliche Ergebnisse erbrachten (Allen et al., 2008). Einige atiopathologisch

interessante Kandidatengene inkl. deren Proteinprodukte, die teilweise kontrovers
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diskutiert wurden, stellten NRG1 (Neuroregulin 1), DTNBP1 (Dysbindin), 5-HT-2A
(Serotoninrezeptor 2A), GRM3 (metabotroper Glutamatrezeptor 3), DRD1-4
(Dopaminrezeptoren D1-D4), COMT (Catechol-O-Methyltransferase), DISC1
(Disrupted in Schizophrenia 1), RGS4 (Regulator of G-protein signaling 4), DAOA (D-
amino acid oxidase activator) bzw. DAAO (D-amino acid oxidase), GABRB2, GRIN2B,
IL1B, MTHFR und TPH1 dar (Allen et al., 2008; Kirov et al., 2005; Tandon et al., 2008).

Aulerdem konnten Straub und Weinberger 2006 in einer Metaanalyse zeigen, dass
folgende 17 Gene mit der Schizophrenie assoziiert sind: RGS4, DISC1, GAD1,
ERBB4, DTNBP1, MUTED, GRM3, NRG1, PPP3CC, OFCC1, FEZ1, DAAO, DAOA,
AKT1, CHRNA7, COMT und PRODH (Straub & Weinberger, 2006). Zudem wurde
2008 in einer grol} angelegten Metaanalyse ebenfalls eine signifikante Assoziation von
insgesamt 24 Polymorphismen im Bereich der Gene APOE, COMT, DAO, DRD1,
DRD2, DRD4, DTNBP1, GABRB2, GRIN2B, HP, IL1B, MTHFR, PLXNA2, SLC6A4,
TP53 und TPH1 gefunden (Allen et al., 2008).

Bemerkenswert ist jedoch, dass auch bei Kandidatengenen, welche in unabhangigen
Studien am haufigsten repliziert wurden und somit am vielversprechendsten
erschienen, erhebliche Unterschiede zwischen Studien bei den assoziierten SNPs
bzw. ihren Allelen und Haplotypen besteht (Sanders et al., 2008; Sullivan, 2008).
Insgesamt mussen die Ergebnisse aus Kandidatengen-basierten Assoziationsstudien
mit Vorsicht interpretiert werden, weil neben moglichen ,Falsch-Positiven“-Befunden,

die ohne Replikation publiziert wurden, viele Studien nur geringe Fallzahlen aufweisen.

In den letzten Jahren haben die Weiterentwicklung der Genotypisierungstechniken
bzw. die breite Verfugbarkeit von Hochdurchsatzverfahren die parallele
Genotypisierung von Uber einer Million SNPs in einer Person ermoglicht, so dass der
Trend hin zu hypothesenfreien Ansatzen, den genomweiten Assoziationsstudien
(GWAs) geht. Hierzu sind mindestens 500000 geeignet platzierte Marker sowie sehr
umfangreiche Fall-Kontroll-Stichproben zwischen 10000 und 30000
Studienteilnehmern erforderlich (Dudbridge & Gusnanto, 2008; O'Donovan et al.,
2009).

O’Donovan et al. veroffentlichten 2008 die erste genomweite Assoziationsstudie, die
die beiden oben erwahnten Voraussetzungen erfllte. Zunachst wurden 479 Patienten
und 2937 Probanden eingeschlossen und dadurch 12 signifikante genetische Loci

identifiziert. Drei davon blieben im Rahmen eines Follow-ups inkl. einer Metaanalyse
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weiterhin signifikant und zeigten eine starke Assoziation mit der Schizophrenie, u.a.
das Suszeptibilitatsgen ZNF804A (Zinc finger protein 804A) auf dem
Chromosombereich 2g32.1 (O'Donovan et al., 2008), welches spater in zahlreichen

Studien ebenfalls repliziert werden konnte (Schwab & Wildenauer, 2013).

Im folgenden Jahr wurde von Stefansson et al. eine weitere Studie durchgefuhrt,
welche zur Identifikation von 3 neuen Loci fur die Schizophrenie fuhrte, namlich ,im
Bereich der Groen MHC-Region (Major Histocompatibility Complex) auf 6p21.3-22.1
und der Gene fur Neurogranin (NRGN) auf 11g24.2 sowie flir den Transkriptionsfaktor
4 (TCF4) auf 18g21.2“ (Stefansson et al., 2009). Die signifikanten Resultate der MHC-
Region wurden dann in zwei weiteren Studien mit groRen Stichproben bestatigt
(Schwab & Wildenauer, 2013). Die mehrmals nachgewiesene, jedoch initial
unerklarliche Relevanz der MHC-Region, welche 18 hochpolymorphe humane
Leukozyten-Antigen-Gene (HLA) enthalt (Sekar et al., 2016), unterstitzte somit die
von Stefansson et al. initial vorgeschlagene Hypothese uber die Teilnahme des
Immunsystems an der Entwicklung einer schizophrenen Erkrankung (Stefansson et
al., 2009).

Im Jahr 2011 untersuchten Steinberg et al. eine Follow-up Stichprobe aus 10260
Patienten und 23500 Kontrollprobanden und konnten zwei Assoziationen von geringer
Effektstarke entdecken, namlich einen Marker im Bereich des VRK2-Gens (vaccinia-
related kinase 2) sowie einen weiteren zwischen den Genen CCDC68 (coiled-coiled
domain containing 68) und TCF4 (Steinberg et al., 2011a).

Gleichzeitig wurde von dem Schizophrenia Psychiatric Genom-Wide Association
Study Consortium eine grolle GWAS durchgefihrt, die zusatzlich zu der bisher
bekannten MHC-Region und dem TCF4-Gen funf neue Loci identifizierte. Die starkste
Assoziation mit der Schizophrenie ergab sich hierfir das microRNA-Gen MIR137,
einem bekannten Regulator der neuronalen Hirnentwicklung. Eine Kombination mit
den Daten von mehr als 16000 Studienteilnehmern mit einer bipolaren Stérung fuhrte
zusatzlich zu einer signifikanten Assoziation der Gene CACNA1C, ITIH3-ITIH4 und
ANK3 (Schwab & Wildenauer, 2013).

In einer Metaanalyse zeigten Shi et al. eine signifikante Assoziation der
chromosomalen Regionen 8p12 und 1q24.2 mit der Schizophrenie (Shi et al., 2011).

Eine weitere GWAS wurde 2012 von Rietschel et al. an 11540 Personen durchgefuhrt

und eine signifikante Assoziation einer Region auf Chromosom 11 entdeckt, welche
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die Kandidatengene AMBRA1, DGKZ, CHRM4 und MDK enthalt. Diese Ergebnisse
konnten unabhangig in einer europaischen Population aus 23206 Studienteilnehmern

repliziert werden (Rietschel et al., 2012).

Im selben Jahr untersuchte das Irish Schizophrenia Consortium eine sehr grolde
Stichprobe und konnte die Befunde vorheriger Studien bezlglich einer Assoziation der
MHC-Region sowie der Gene TCF4, VRK2 wund ZNF804A mit der
Schizophrenieebenfalls bestatigen (Irish Schizophrenia Genomics Consortium and the

Wellcome Trust Case Control Consortium 2, 2012).

Im Jahr 2013 wurden 22 Loci mittels GWAS identifiziert, wobei 14 davon zum ersten
Mal beschrieben wurden. Dabei konnten schon bekannte Marker z.B. in der MHC-
Region, im MIR137-Gen und in Genen, die an der Calcium-Regulation beteiligt sind,

nochmals repliziert werden (Ripke et al., 2013).

Ebenfalls konnten von Hamshere et al. bereits frihere Hinweise auf eine Assoziation
von Markern in den Bereichen der Gene CACNA1C, ITIH3-ITIH4 (inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain) sowie ein neuer Marker im Gen SDCCAGS (serologically defined

colon cancer antigen 8) eine statistische Signifikanz erreichen (Hamshere et al., 2013).

Durch die bislang grote GWA-Studie, welche 36989 Patienten und 113075
Kontrollprobanden einschloss, wurden 128 signifikante SNPs verteilt Uber 108
unabhangige Loci identifiziert und enthielt 83 bislang unbekannte Regionen.
Signifikant assoziiert waren u.a. der Dopaminrezeptor D2 (DRD2), und einige an der
glutamatergen Neurotransmission und der synaptischen Plastizitat beteiligten Gene,
wie GRM3, GRIN2A, SRR und GRIA1. Aul3erdem konnten Assoziationen von Genen,
die fur spannungsabhangige Calciumkanale kodieren, wie CACNA1C, CACNB2 und
CACNA1l bestatigt werden (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics Consortium, 2014).

Obwohl in den obengenannten GWAS bis 2014 eine grof3e Anzahl signifikanter SNPs
in der Nahe von oder in Kanditatengenen nachgewiesen werden konnte, ergaben es
dadurch keine konkreten Hinweise auf eine spezifische Variante mit eindeutigem bzw.
direktem funktionellem Effekt auf die Schizophrenie (Coelewij & Curtis, 2018). Die
Beteiligung von grof3en Deletionen an der Entstehung der Schizophrenie, wie z.B. im
chromosomalen Bereich 22q11, war allgemein schon lange bekannt (Murphy et al.,
1999). Jedoch war die Suche nach potentiell funktionellen und wesentlich kleineren

strukturellen Variationen (CNVs) bestehend aus Mikrodeletionen oder -duplikationen
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bis vor ein paar Jahren technologisch gar nicht méglich (Schwab & Wildenauer, 2013).
Obwohl CNVs im Verhaltnis zu assoziierten SNPs selten sind sowie insgesamt 2-3%
der Falle betreffen, haben sie eine hohere Penetranz (Luo et al., 2014) und viel grol3ere
Auswirkungen auf das individuelle Krankheitsrisiko als SNPs, mit einer geschatzten
Odds Ratio von 2 bis uUber 60 (Rees et al., 2014). Zudem spielen sowohl
Mikrodeletionen als auch Mikroduplikationen eine wichtige Rolle bei der
Krankheitsentstehung, weil diese je nach Lage im Genom die Expression sowie
Funktion von einem oder sogar mehreren Genen beeinflussen bzw. stéren kénnen
(Zhuo et al., 2017), woraus eine Anderung der Genkopienzahl resultieren kann (Chen
et al., 2015).

Eine Reihe von Studien wies nach, dass die Rate an CNVs bei Schizophreniepatienten
hoher als bei Gesunden ist (Chen et al., 2015). Unter allen CNVs haben primar die
seltenen CNVs eine groRere Auswirkung bei schizophrenen Patienten sowie
Erkrankten vor dem 18. Lebensjahr im Vergleich zu gesunden Personen (Zhuo et al.,
2017). Diese Tatsache konnte eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der
Erkrankung spielen, insbesondere bei sporadischen Schizophrenie-Fallen, seitdem
mehrere Forschungsgruppen beobachteten, dass bei Betroffenen eine erhéhte Rate
an solchen seltenen de novo Mutationen im Bereich der CNVs (de novo CNVs) vorlag
(Schwab & Wildenauer, 2013).

Aufgrund der rapiden Entwicklung im Bereich der Sequenzierungstechnologie in den
letzten Jahren ist es aktuell jedoch mdglich, das ganze Genom bzw. Exom zu
sequenzieren (engl. Whole Genome bzw. Exome Sequencing, WGS bzw. WES).
Durch die Anwendung einer solchen DNA-Sequenzierungsmethode mit
Hochdurchsatz in Fall-Kontroll-Studien, inkl. Familien-Trios aus gesunden Eltern und
erkranktem Kind, kdnnen - neben den relativ haufig vorkommenden SNPs im Rahmen
von genomweiten Studien auch weitere (zum Teil viel) seltener auftretende
Variantentypen systematisch untersucht und entdeckt werden. Diese stellen vor allem
seltene SNVs, CNVs, sporadische, sog. de novo Mutationen (DNMs/DNVs) sowie
ultraseltene Varianten (URVs) dar. (Chen et al., 2015; Genovese et al., 2016)

Somit kam es zu den ersten Hinweisen auf funktionelle Effekte, die konkreten
Variantentypen zugeschrieben werden konnten, wie fir NRXN1, SETD1A, RBM12,
SLC6A1 und das fur den Komplementkomponenten 4 (C4) kodierende Gen (Coelewij
& Curtis, 2018; Golov et al., 2020). Insbesondere das C4-Gen, welches sich im MHC-
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Locus befindet, stellte eine sehr groRe Entdeckung in den letzten Jahren dar.
Diesbezuglich konnte in einem GWAS aus 28.799 Schizophrenie-Fallen und 35.986
Kontrollen gezeigt werden, dass die bereits 2009 entdeckte, mehrmals
nachgewiesene, bis 2014 jedoch unerklarliche und bisher grote genetische
Assoziation der Schizophrenie mit dem MHC-Locus vor allem aus vielen spezifischen
strukturellen Varianten und Mutationen, die eine erhdohte Expression von C4
verursachen, resultiert (Sekar et al., 2016). Diese veranderte C4-Expression bzw.
Sekretion in Dendriten, Axonen und Synapsen scheint einen direkten Einfluss auf die
Pathogenese der Schizophrenie zu haben, indem sie zu einem vermehrten
Synapsenabbau wahrend der neuronalen postnatalen Entwicklung sowie des
Reifungsprozesses insbesondere des prafrontalen Cortex bei Mausen verursacht, was
zu Defiziten im jugendlichen und erwachsenen Sozialverhalten flhrt (Comer et al.,
2020; Sekar et al., 2016).

Uber die letzten zehn Jahren konnten mehrere Studien die Wichtigkeit der CNVs als
Risikofaktor der Schizophrenie nachweisen. Zudem konnten bereits manche der initial
entdeckten CNVs in grolRen unabhangigen  Studienstichproben aus
Schizophreniepatienten und Kontrollprobanden im Verlauf stark mit der Schizophrenie
assoziiert werden. Einen solchen hohen Grad an statistischer Signifikanz und
Replikationsrate wiesen bisher bestimmte CNVs hauptsachlich folgender
chromosomaler Regionen auf: 1921.1, 2p16.3, 3929, 7q11.23, 15q11.2, 15911.2—
13.1, 15913.3, 16p11.2, 16p13.1 und 22g11.2. Innerhalb dieser CNV-Loci befinden
sich unterschiedlich viele an zahlreichen neuronalen Signalwegen beteiligte und zum
Teil bereits mit der Schizophrenie-assoziierte Gene, welche durch die entdeckten,
Schizophrenie-assoziierten Mikrodeletionen bzw. -duplikationen in unterschiedlichem

Ausmal beeinflusst bzw. unterbrochen werden. (Zhuo et al., 2017)

Das Einflussintervall mancher CNVs enthalt bzw. beeintrachtigt nur ein einzelnes oder

kein einziges Gen (Chen et al., 2015).

Ein solches Beispiel mit einem betroffenen Gen stellt der bereits bekannte,
Schizophrenie-relevante CNV-Locus 2q16.3del dar, welcher nur das Gen NRXN1
unterbricht. Bei den schizophrenen Patienten konnten 11 Mikrodeletionen im
Exonbereich dieses Gens festgestellt werden, welche bei gesunden Probanden nicht
vorhanden waren, so dass das Erkrankungsrisiko fur Schizophrenie beim Nachweis

solcher Mikrodeletionen 9-fach erhoht ist. Sowohl Mutationen bzw. Deletionen in
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diesem Gen als auch mehrere Mikrodeletionen auf 2p16.3 konnten bisher mehrmals
von verschiedenen Forschungsgruppen mit grol3en Stichproben aus schizophrenen
Patienten und gesunden Probanden nachgewiesen und repliziert werden. Somit
besteht eine starke Assoziation von NRXN1 sowie von 2q16.3del mit der
Schizophrenie. (Rees et al., 2014; Zhuo et al., 2017)

Die meisten bereits entdeckten und mit der Schizophrenie assoziierten CNV-Loci
beeinflussen jedoch gleichzeitig mehrere Gene, sodass es bis auf einzelne o.g.
Ausnahmen weitgehend unklar bleibt, welche Gene zu den relevanten Phanotypen
beitragen. CNVs mit einer Odds Ratio groRRer als 2,7 beinhalten 1921.1del/dup (34
Gene), 3929del/dup (21 Gene), 7q11.23dup (26-28 Gene), 15g11.2del (4 Gene),
15q11.2-13.1dup (13-24 Gene), 15q13.3del (12 Gene), 16p11.2del/dup (29 Gene),
16p13.1dup (11 Gene) und 22q11.2del/dup (84 Gene) (Zhuo et al., 2017).

Zusammenfassend finden sich unter den durch CNVs unterbrochenen Genen vor
allem folgende Kandidatengene fir die Schizophrenie: NRXN1 (auf 2p16.3), CHRNA7
(auf 15913.3), BCL9 (auf 1921.2), CYFIP1 (auf 15911.2), GJA8 (auf 1921.2), NDE1
(auf 16913.1), SNAP29 (auf 22911.21), GJAS5 (auf 1921.2), NTAN1 (auf 16p13.1),
PRKAB2 (auf 1921.1), VIPR2 (auf 7936.3) und COMT (auf 22q11.21). (Luo et al.,
2014)

Weitere eventuell Schizophrenie-relevante Gene innerhalb der oben erwahnten CNV-
Loci sind noch die Gene DLG1 und PAK2 auf 3929 sowie PI4KA auf 22q11.2 (Zhuo et
al., 2017). Aktuell stellt auch die Suche von de novo (DNMs/DNVs) bzw. ultraseltenen
Varianten (URVs) mittels WES-Anwendung ein sehr relevantes und
vielversprechendes Forschungsthema dar. Gemal} Genovese et al. (2016) konnte aus
einer Analyse von 12332 Exomen nicht verwandter Schweden festgestellt werden,
dass die Rate an vorhandenen relevanten URVs mit einem mdglichen Einfluss auf
Genexpression und Proteinfunktion bei schizophrenen Patienten um ein Vielfaches
héher als die bereits frUher entdeckte und analog erhdhte Rate an DNMs bei
Erkrankten betragt. Diese Tatsache deutete darauf hin, dass die Wirkung auf das
Schizophrenierisiko solcher vorhandener seltener Varianten meistens vererbt wird
(Genovese et al., 2016).

Unter allen bisher entdeckten durch DNMs bzw. URVs betroffenen Genen konnten
insbesondere drei, namlich SETD1A, RBM12 und SLC6A1 signifikant mit der
Schizophrenie assoziiert werden (Golov et al., 2020).
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Bestimmte sehr seltene, funktionelle de novo Mutationen im Gen SETD1A, welches
eine katalytische Einheit des Histon-H3-Lysin-4-(H3K4)-Methyltransferase-Komplexes
kodiert, konnten 2014 in mehreren unabhangigen Schizophreniestudien
nachgewiesen und bereits 2016 bei einer groflen Stichprobe aus mehreren
zehntausend untersuchten Exomen (WES-Daten) repliziert werden. Zudem zeigte
SETD1A eine starke statistische Signifikanz, so dass es sich aktuell um ein
vielversprechendes Kandidatengen fur Schizophrenie handelt. AuRerdem scheinen
auch das fur ein RNA-bindendes Protein kodierende Gen RBM12 sowie das fur einen
GABA-Transporter kodierende Gen SLC6A1 von solchen sehr seltenen Mutationen
betroffen zu sein, was das Erkrankungsrisiko flr Schizophrenie ebenfalls wesentlich
beeinflusst. (Coelewij & Curtis, 2018; Rees et al., 2020)

In einer groRen Metaanalyse aus publizierten WES-Daten von 11319 Patienten, 15854
Kontrollprobanden und 1136 Trios konnten bereits frihere starke und konsistente
Hinweise auf eine signifikante Assoziation von angereicherten seltenen und de novo
CNVs in glutamatergen postsynaptischen Proteinen, insbesondere dem
aktivitatsregulierten Zytoskelett-assoziierten Protein (ARC) sowie den N-Methyl-D-
Aspartat-Rezeptor (NMDAR)-Komplexen mit der Schizophrenie bestatigt werden.
Zudem lieferte dieselbe Forschungsgruppe auch neue Nachweise fur die Beteiligung
mehrerer spannungsabhangiger Natriumkanale an der Pathogenese der
Schizophrenie. (Rees et al., 2019)

Aktuelle Forschungsergebnisse aus SNV- und CNV-Studien konnten konsistent nach
Identifizierung mehrerer gemeinsamer krankheitserregender seltener Varianten fur
Schizophrenie und Autismus-Spektrum-Storungen frihere Studienhinweise auf eine
zum Teil genetische Uberlappung der betroffenen Gene bei diesen zwei
psychiatrischen Erkrankungen verstarken. Dabei zeigt sich aktuell eine gewisse
Ubereinstimmung solcher Gene, die an der glutamatergen synaptischen Plastizitat
teilnehmen. (Kenny et al., 2014; Soler et al., 2018)

1.1.7. Umweltassoziierte Risikofaktoren

Je nach zeitlichem Auftreten lassen sich zwei gro3e Gruppen von umweltassoziierten
Risikofaktoren unterscheiden: pra- bzw. perinatale Einflussfaktoren, die bei
genetischer Pradisposition (im Rahmen der Gen-Umwelt-Interaktion) zur Stérung der

fetalen Hirnreifung fuhren konnen und postnatale Noxen. Die Expositionsdauer an
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postnatalen Faktoren erstreckt sich von der frUhen postnatalen Periode, Uber die
Kindheit bis hin zur spaten Adoleszenz bzw. zum frihen Erwachsenenalter (Maric &
Svrakic, 2012). Somit tragt die erste Gruppe zum ,first hit* bei, die zweite zum ,second
hit".

Zu den am meisten diskutierten pranatalen Einflussfaktoren gehéren der mutterliche
Stress im ersten Schwangerschaftstrimenon, eine intrauterine Mangelernahrung des
Fetus oder eine mutterliche Infektion (v.a. mit Influenza, Toxoplasma gondii oder
Rubella) im ersten bzw. zweiten Trimenon sowie verschiedene perinatale
Komplikationen (Tandon et al., 2008). Das relative Erkrankungsrisiko fir den Embryo
scheint mit zunehmendem vaterlichem Alter Uber 35 Jahren zum Zeitpunkt der
Konzeption kontinuierlich zu steigen (Wohl & Gorwood, 2007). Bei Vatern tuber 50
Jahren kann es fast 3-fach erhdht sein (Malaspina et al., 2001). Eine Geburt in der
Stadt (Geburtsort) oder in den Wintermonaten (Geburtszeitpunkt) kann dieses Risiko
in geringem Male ebenfalls beeinflussen (Davies et al., 2003; Pedersen & Mortensen,
2001).

Jedoch erscheinen die postnatalen Einflussfaktoren generell wichtiger zu sein (Torrey
et al., 2012). Hierbei stellt der Konsum bzw. Missbrauch von Cannabis bereits in der
Adoleszenz und Jugendalter sowie die kumulative konsumierte Dosis eine wichtige
Rolle bei der (fruheren) Entwicklung einer psychotischen Stérung inkl. einer
Schizophrenie, wobei das genetische Risiko die Interaktion zwischen Cannabis und
Schizophrenie sicher mitbeeinflusst (Pearson & Berry, 2019). Auch ein
Migrationshintergrund  scheint eine gewisse Rolle im Vorfeld des
Erkrankungsausbruchs zu spielen, wobei die Auswirkung auf die zweite Generation
starker zu sein scheint (Cantor-Graae & Selten, 2005). Individuen, welche
traumatische Ereignisse im frlihen Lebensalter erlebt haben, scheinen ebenso
gefahrdet zu sein (Daskalakis et al., 2013). Des Weiteren geht noch das Aufwachsen
bzw. Leben in der Stadt mit einem leicht erhdhten Erkrankungsrisiko einher. Fur sich
alleine betrachtet, kénnen diese Umweltfaktoren jedoch nur eine ein- bis
zweiprozentige Erhohung des Erkrankungsrisikos begrunden. Wenn ihr additives
Potenzial errechnet wird, kbnnen sie eine ca. 30%-Erhéhung dieses Risikos bewirken
(van Os et al., 2010).
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1.1.8. Neurobiochemische Hypothesen

Pathophysiologisch ist bei der Schizophrenie von Funktionsstorungen in mehreren
Neurotransmittersystemen und deren Interaktionen auszugehen. Die alteste
Hypothese wurde bereits in den 1960er Jahren von mehreren Autoren generiert und
betraf den Zusammenhang zwischen dem dopaminergen System und der
Schizophrenie. Damals wurde als Ursache fir die psychotischen Symptome eine
allgemeine dopaminerge Uberaktivitat im ZNS angenommen (Carlsson & Lindqvist,
1963; van Rossum, 1966). Diese Hypothese wurde zwischen den 1980er und 1990er
Jahren mit wachsender Kenntnis der Subtypologie, Verteilung und Lokalisation der
Dopaminrezeptoren revidiert. Dabei wurde fir die Entstehung der Positiv- und
Negativsymptomatik von einem mesolimbisch- mesokortikalen Ungleichgewicht
ausgegangen. Diesbezlglich herrsche eine mesolimbische dopaminerge
Hyperaktivitat, die die Entstehung der Positivsymptomatik erklart und eine frontale
dopaminerge Hypoaktivitat, die mit der Ausbildung der Negativsymptomatik und von
kognitiven Defiziten in Zusammenhang gebracht wird (Davis et al., 1991; Weinberger,
1987). Jedoch konnte die Dopaminhypothese nur unzureichend mit empirischen
Befunden bestatigt werden (Kornhuber & Weller, 1994) und basierte eher auf
indirekten Hinweisen wie der antipsychotischen Wirksamkeit der therapeutisch
eingesetzten Dopaminrezeptorantagonisten (insbesondere klassische Antipsychotika)
sowie die durch Dopaminagonisten (z.B. Amphetamin) induzierte psychotische
Positivsymptomatik (Guillin et al.,, 2007). Aus bildgebenden Verfahren, die mittels
Dopamin-SPECT bzw. PET-Technik die dopaminerge Aktivitat in vivo darstellen,
ergaben sich mehrere stutzende Hinweise auf mogliche Verteilungsunterschiede von
Dopaminrezeptoren zwischen Schizophreniepatienten und gesunden
Kontrollprobanden sowie eine dopaminerge Uberaktivitat v.a. bei Positivsymptomatik
im Patientenkollektiv (Salavati et al., 2015; Stepnicki et al., 2018). Allerdings waren die
Ergebnisse solcher Studien bezlglich Veranderungen des prasynaptischen
dopaminergen Metabolismus und des postsynaptischen Rezeptorbindungspotentials
teils inkongruent und vom jeweiligen benutzten Radioliganden abhangig (Salavati et
al., 2015).

Aktuell bietet die Dopaminhypothese keine ausreichende und vollstandige Erklarung
fur die Entstehung schizophrener Psychosen. Vieles deutet daraufhin, dass dabei
mehrere verschiedene Neurotransmitter beteiligt sind, deren Wechselwirkung

untereinander sowie ihr gestortes Gleichgewicht von groRer Bedeutung fur die
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Pathogenese sind. Das betrifft vor allem die Neurotransmitter Glutamat, GABA,
Serotonin und Acetylcholin, die Uber komplexe Regelkreise sowohl untereinander als
auch mit dem dopaminergen System gekoppelt sind (Bencherif et al., 2012; Benes,
2009; Carlsson et al., 2001; Hsiao et al., 1993; Kornhuber & Weller, 1994).

In den 1980er Jahren wurde die Glutamathypothese entwickelt, welche eine
glutamaterge Hypoaktivitat insbesondere im kortikostriatalen und
kortikomesolimbischen System postulierte (Kornhuber et al., 1989). Dadurch
entstehen folgende Effekte, namlich eine prafrontale Dysfunktion mit begleitenden
kognitiven Beeintrachtigungen sowie eine im Rahmen von Neurotransmitter-
interaktionen zwischen Dopamin, Glutamat und GABA resultierende dopaminerge
Hyperaktivitat im ventralen Striatum, welche die Positivsymptomatik erklaren konnte
(Gallinat & Gudlowski, 2008; Newcomer et al., 1999). Eine zentrale Rolle bei der
Glutamathypothese scheint die reduzierte glutamaterge Aktivitadt am NMDA- (N-
Methyl-D-Aspartat-) Rezeptor zu spielen, dessen Antagonismus durch Substanzen wie
Phencyclidin (PCP) und Ketamin bei gesunden Patienten eine Schizophrenie-ahnliche
Psychose mit Positiv-, Negativsymptomatik sowie begleitenden kognitiven Stérungen
auslosen kann (Javitt & Zukin, 1991; Moghaddam, 2003; Olney & Farber, 1995).

Eine Mitbeteiligung des GABAergen Neurotransmittersystems an der Pathogenese der
Schizophrenie wurde ebenfalls vermutet. Mehrere post-mortem Studien konnten
einheitlich zeigen, dass zell- und rezeptorspezifische Veranderungen GABAerger
Neurotransmission im prafrontalen Cortex im Sinne einer verminderten GABA-
Expression mit einer begleitenden, anscheinend kompensatorisch (reaktiv) bedingten,
Hochregulation inhibitorischer GABA-Rezeptoren bestehen (Stan & Lewis, 2012).
Diese Befunde scheinen einigermalien krankheitsspezifisch zu sein (Benes et al.,
2007). Aulerdem wird diese prafrontale Dysfunktion mit neurokognitiven Stérungen
(z.B. Arbeitsgedachtnis) in Verbindung gebracht (Lewis & Gonzalez-Burgos, 2006).

Nachdem die Kenntnis Uber die Subtypologie der Serotoninrezeptoren (z.B. 5-HT1a, 5-
HT2a, 5-HT2c, 5-HTe, 5-HT7) gewachsen war, fand auch das serotonerge System
aufgrund pharmakologischer Effekte zunehmende Beachtung. Ausgangspunkt daflr
waren Beobachtungen, dass einige atypische Neuroleptika wie Clozapin und
Risperidon neben dem Dopamin-D2-Antagonismus auch eine antagonistische Wirkung
an serotonergen 5-HT2-Rezeptoren besitzen und somit die Negativsymptomatik positiv

beeinflussen (Meltzer, 2002). Zudem ist die Rolle des Serotoninantagonismus bei der
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Linderung von durch Dopaminantagonismus hervorgerufenen extrapyramidal-
motorischen Storungen, eine Nebenwirkung im Rahmen der antipsychotischen
Therapie, gut etabliert (Keshavan et al., 2008). Somit scheinen beide
Neurotransmittersysteme miteinander zu interagieren (Haleem, 2006; Kapur &
Remington, 1996). Friihere Uberlegungen und Erkenntnisse unterstiitzen ebenfalls die
Serotoninhypothese: Es ist seit langem bekannt, dass Halluzinogene wie LSD
serotoninvermittelte Effekte ausiben (Gaddum & Hameed, 1954; Haleem, 2006;
Kapur & Remington, 1996; Woolley & Shaw, 1954), namlich durch den Serotonin-
5HT2a-Rezeptor (Rao & Moller, 1994) und Psychose-adhnliche Zustande bei
psychiatrisch gesunden Personen auslosen. In Rezeptorbindungsstudien wurde bei
Erkrankten eine erhdhte Dichte an 5-HT1a-Rezeptoren im prafrontalen und temporalen
Cortex sowie eine reduzierte Dichte an 5-HT2-Rezeptoren im prafrontalen Cortex
festgestellt (Fleischhacker & Hofer, 2012). Die dadurch ausbleibende serotonerge
Hemmung des prafrontalen Cortex auf subkortikale Gebiete kdnnte eine dopaminerge
Hyperaktivitat bewirken (Fleischhacker & Hofer, 2012). Gemal} zwei Metaanalysen
(Abdolmaleky et al., 2004; Owen et al., 2004) wird eine Variante des serotonergen 5-
HT2a-Rezeptorgens (C-Allel der T102C-Variante) mit Schizophrenie in Verbindung
gebracht. Neueren Ergebnissen zufolge scheinen ein partieller Agonismus des 5-HT 1a-
Rezeptors sowie ein Agonismus der 5-HTes und 5-HT7-Rezeptoren potentielle
pharmakologische Angriffspunkte mancher atypischen Neuroleptika fur die
Verbesserung kognitiver Defizite im Rahmen der Schizophrenie zu sein (Meltzer &
Massey, 2011).

Des Weiteren wird intensiv auch uber die Rolle vom Acetylcholin diskutiert. Es ist gut
etabliert, dass nikotinerge Acetylcholinrezeptoren eine entscheidende Rolle im
prafrontalen Cortex bei der Steuerung unterschiedlicher kognitiver Funktionen (u.a.
exekutive Funktionen, Arbeitsgedachtnis) spielen (dos Santos Coura & Granon, 2012).
Mehrere praklinische und klinische Befunde unterstitzen die Hypothese einer
verminderten Aktivitat eines bestimmten cholinergen Rezeptors in der Schizophrenie,
namlich des a7-nikotinergen Acetylcholin-Rezeptors (a7-nAChR) (Deutsch et al.,
2005; Jones et al., 2012; Martin & Freedman, 2007). Gemal post-mortem Studien
besteht bei Schizophreniepatienten eine in mehreren Hirnregionen verminderte
Expression dieses Rezeptors (Marutle et al., 2001). Mehrere epidemiologische Studien
haben aullerdem nachgewiesen, dass der Anteil von Rauchern unter den
schizophrenen Patienten hoher als in der Allgemeinbevdlkerung ist (D'Souza &
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Markou, 2012; Dwoskin et al., 2009). Ausgehend von der Tatsache, dass Nikotin die
kognitive Leistung sowohl bei Erkrankten als auch bei Gesunden verbessert, kdnnte
diese vermehrte Rauchgewohnheit der Betroffenen maoglicherweise als ein Versuch
zur  Selbstmedikation im Sinne einer Aktivierung solcher nikotinerger
Acetylcholinrezeptoren erklart werden (Adams & Stevens, 2007; Brunzell & Mclintosh,
2012). Zudem haben genomweite Assoziationsstudien CNVs von einem das a7-
nNAChR Gen enthaltenden Locus mit einem hohen Erkrankungsrisiko fur Schizophrenie
assoziiert (Stefansson et al., 2008). Somit scheint der a7-nACh-Rezeptor ein
attraktives, vielversprechendes, pharmakologisches Ziel fir die Therapie der
kognitiven Defizite im Rahmen der Schizophrenie zu sein (AhnAllen, 2012; Geerts,
2012). Deswegen wird aktuell erforscht, ob und inwiefern eine Stimulation dieser
Rezeptoren im Sinne einer Entwicklung zielgerichteter Agonisten positive Auswirkung
auf diese kognitiven Beeintrachtigungen haben kdnnte (Lendvai et al., 2013), wobei
erste positive Hinweise daflr bereits vorliegen (Bertrand et al., 2015; Deutsch et al.,
2013; Lieberman et al., 2013; Nikiforuk et al., 2016; Olincy et al., 2006).

1.2. Gedachtnis

1.2.1. Lernen und Gedachtnis

Lernen und Gedachtnis stellen zwei der komplexesten und wichtigsten kognitiven
Fahigkeiten dar, welche eng miteinander verbunden sind. Wahrend der Lernprozess
als die bewusste oder unbewusste Aneignung von Wissen, Fahigkeiten und
Fertigkeiten zu verstehen ist, der zu relativ stabilen Verhaltensanderungen fuhrt, stellt
Gedachtnis das erlernte Wissen dar und ist somit das Ergebnis dieser Lernvorgange.
Hierbei ist das Ziel, gelernte Informationen, Emotionen sowie sensorische Eindricke
zu ordnen bzw. zu speichern und wieder abzurufen. Auf neurophysiologischer Ebene
werden diese Fahigkeiten zum Lernen und zur Gedachtnisbildung durch die neuronale
Plastizitdt ermdglicht. Sie beschreibt funktionelle und strukturelle adaptive
Veranderungen vom Nervengewebe inkl. deren synaptischen Ubertragung in

Abhangigkeit von der Verwendung (Frey & Frey, 2008).
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1.2.2. Zeitliche und inhaltliche Klassifikation des Gedachtnisses

Im Hinblick auf die Dimensionen Zeit und Inhalt erfolgen zwei verschiedene

Klassifikationen der Gedachtnisfunktionen.

In Bezug auf die zeitliche Dimension, also die Dauer der Informationsspeicherung, wird
zwischen dem sensorischen Gedachtnis bzw. Register (friher: Ultrakurzgedachtnis),
dem Arbeitsgedachtnis (fruher: Kurzzeitgedachtnis) und dem Langzeitgedachtnis
unterschieden (Abbildung 1.1).

Aufmerksambkeit Speicherunyg
Aufarbeitung durch
H,,_“__‘ Wiederholung
\_
— | Sinnes sensorisches Kurzzeitgedachtnis / Langzeit-
— | Organe Register o Arbeitsgedachtnis gedachlnis
A
Abruf

Abbildung 1.1: Gedachtnismodell (Fahnenbruck, 2010)

Sensorische Informationen, die von den Sinnesorganen aufgenommen werden,
gelangen zunachst ins sensorische Register. Dort werden sie im entsprechenden
Bereich fur die jeweilige Sinnesmodalitat fur einige Millisekunden bis Sekunden
bewahrt (z.B. im ikonischen Gedachtnis flr visuelle Reize), bis entschieden wird, ob
sie wieder verworfen oder dauerhaft gespeichert werden. Wird diesen Reizen
bewusste Aufmerksamkeit gerichtet, dann erfolgt zuerst eine Weiterverarbeitung im
Sinne einer Blndelung (engl. chunking) der Reize in Informationseinheiten (chunks)
um den nachfolgenden Speicherungsvorgang zu ermdglichen sowie zu erleichtern
(Cowan et al., 2005) und anschlieRend eine Weiterleitung an das Arbeitsgedachtnis.
Werden diese Reize jedoch ignoriert bzw. nicht weiterbearbeitet, so verfallen sie

innerhalb kilrzester Zeit.

Die eigentliche bzw. bewusste Verarbeitung dieser geblindelten Informationen im
Sinne des Wiederholens und des damit verknupften Zirkulierens von Informationen
findet dann im Arbeitsspeicher statt und erst sie macht eine Weitergabe und damit eine
langfristige Speicherung im Langzeitgedachtnis maéglich. Das Arbeitsgedachtnis halt

diese Informationen im aktiven bzw. stets abrufbaren Modus fur ungefahr 20-45
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Sekunden bis maximal einige Minuten zur Verflgung, wobei seine Kapazitat im
Vergleich zum sensorischen Register und Langzeitgedachtnis dulerst begrenzt ist.
Werden die chunks nicht in ausreichendem Ausmal} wie folgt verarbeitet, so werden
sie innerhalb der obengenannten Zeitspanne wieder aus dem Gedachtnis geldscht.
Der entscheidende Verarbeitungsmechanismus, welcher die Informationen im
Arbeitsgedachtnis halt, das Vergessen durch die Aufnahme neuer Informationen
verhindert und somit auch die Speicherzeit im Arbeitsgedachtnis verlangert, stellt die
erhaltende Wiederholung dieser Informationen dar und zwar entweder im Stillen oder
durch lautes Aussprechen. Den Ubergang ins Langzeitgedachtnis kann allerdings nur
eine tiefergehende Informationsverarbeitung, die elaborierende Wiederholung,
gewahrleisten. Hierbei werden neue Sachverhalte logisch zergliedert, nach
bestimmten Merkmalen geordnet sowie mit bereits verfestigten Inhalten verknipft,
verglichen und eventuell abgeglichen. Somit wird es klar, dass das Arbeitsgedachtnis
sowohl neue Daten sowie Eindrucke verarbeitet als auch auf bisheriges Wissen im
Langzeitgedachtnis zurtckgreift. Solche gespeicherten Gedachtnisinhalte kdnnen
jederzeit abgerufen werden und ins Arbeitsgedachtnis gelangen, falls erneut eine
bewusste Verarbeitung, Neubewertung, Abanderung und Strukturierung dieser Daten
notwendig wird. Ferner stellt das Arbeitsgedachtnis keine Einheit dar. Vielmehr besteht
es aus einer Ubergeordneten Steuerungseinheit, der zentralen Exekutive und den drei
Subsystemen phonologische Schleife, visuell-rdumlicher Skizzenblock und
episodischer Puffer. Die phonologische Schleife ist zustandig fir die Speicherung und
Verarbeitung von allen sprachbezogenen Informationen aus dem auditorischen oder
visuellen System, der visuell-rdumliche Skizzenblock von visuellen und raumlichen
Eindricken. Demgegentber besitzt der episodische Puffer die Fahigkeit einer
kurzfristigen Speicherung von Informationen aus beiden obenerwahnten Subsystemen
sowie deren VerknUpfung mit Inhalten des Langzeitgedachtnisses. So wird eine
temporar zusammenhangende Reprasentation erstellt. Die zentrale Exekutive, welche
den exekutiven Funktionen zugeordnet wird, Uberwacht sowie unterstutzt ihrerseits die
Funktionen dieser drei untergeordneten Speicher. (Baddeley, 2000; Baddeley & Hitch,
1974; Eriksson et al., 2015)

Gelangen die verarbeiteten Informationen aus dem Arbeitsspeicher ins

Langzeitgedachtnis, so wird eine langfristige Speicherung Uber Monate bis zu

Jahrzehnten maoglich, wobei die Kapazitat dieses Speichers nahezu unerschopflich ist.

Dabei konnen vier Prozesse unterteilt werden, welche sich das Langzeitgedachtnis
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zunutze macht, und unterschiedliche Stufen der Informationsverarbeitung
widerspiegelt: (1) Lernen/Enkodieren, was der Neuaufnahme von Daten entspricht, (2)
Verankerung, das Behalten von elementaren Nachrichten durch regelmaRige
Bereitstellung, (3) Merken, d.h. die Wiedergabe bzw. -herstellung vom Wissen sowie
(4) Verlernen, das Vergessen von Gedachtnisinhalten durch kompetitive Angaben. Die
Verankerung einer Information im Langzeitgedachtnis ist abhéangig sowohl von der
emotionalen Bedeutung als auch von der Relevanz und der Anzahl der Assoziationen,
wobei sie in beiden Fallen zunimmt. (Brand et al., 2006, Eriksson et al., 2015; Spitzer,
2002)

In Bezug auf die inhaltliche Dimension des Langzeitgedachtnisses, also die Inhalte der
gespeicherten Informationen, werden grundsatzlich zwei Arten voneinander
abgegrenzt, namlich das explizite(deklarative) bzw. das implizite(nicht-deklarative)
Gedachtnis. Im deklarativen Gedachtnis gespeicherte Inhalte konnen willentlich und
bewusst abgerufen sowie verbalisiert werden. Zudem lasst sich das explizite
Gedachtnis weiter unterteilen: in das episodische Gedachtnis, welches raumlich-
zeitlich- und situativ eingebundene Erinnerungen Uber persénliche Erfahrungen und
eigene Lebensereignisse enthalt und in das semantische Gedachtnis, das
kontextunabhangiges, allgemeines und nicht personengebundenes Fakten- oder
Weltwissen einschliel3t. Die Inhalte des episodischen Gedachtnisses wiederum sind
emotional gefarbt. Jene Gedachtnisleistung, die sich automatisch und unbewusst in
beobachtbaren bzw. messbaren Verhaltensanderungen &aufRert und nicht
verbalisierbar ist, wird dem nicht-deklarativen Gedachtnis zugeordnet. Folgende vier
Kategorien werden hier unterschieden: das prozedurale Gedachtnis, die Bahnung
(Priming), die klassische Konditionierung und das nicht-assoziative Lernen. Das
prozedurale Gedachtnis beinhaltet automatisierte Handlungsablaufe bzw.
Fertigkeiten, wie z.B. Klavier spielen oder Fahrrad fahren. Das Priming entspricht der
unbewussten, erleichterten Informationsverarbeitung durch einen vorausgegangenen
vergleichbaren Reiz. Bei der klassischen Konditionierung kann durch den Lernprozess
ein neuer, bedingter Reflex einem natirlichen, meistens vererbten, sog. unbedingten
Reflex hinzugefliigt werden. Beim nicht assoziativen Lernvorgang sind die durch
Gewdhnung abnehmende bzw. durch Sensitivierung zunehmende Reaktionsstarke

auf einen wiederholt prasentierten Reiz gemeint. (Squire, 1998)
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1.2.3. Neuronale Grundlagen: Anatomie und Physiologie

Die Gedachtnisleistungen konnen auf anatomischer Ebene nicht nur einem
umschriebenen neuronalen Zentrum zugeordnet werden. Vielmehr lassen sich viele
verschiedene kortikale und subkortikale Zentren identifizieren, welche je nach
Gedachtnisprozess unterschiedlich stark an der Verarbeitung beteiligt sind. Dazu
haben sowohl neuropsychologische Analysen der Testleistungen von gesunden
Probanden und Patienten mit selektiven Hirnschaden als auch moderne bildgebende
Verfahren beigetragen (Muller & Knight, 2006; Roy & Park, 2010).

D‘Esposito kam 2007 in seinem Review Uber funktionelle Bildgebungsstudien zu der
Schlussfolgerung, dass die Arbeitsgedachtnisleistungen aus der Interaktion zwischen
dem prafrontalen Cortex (PFC) mit verschiedenen weiteren Gehirnregionen resultiert
(D'Esposito, 2007), wie anderen prafrontalen, pramotorischen und parietalen
Bereichen aber auch subkortikalen Strukturen (Rama, 2008). Hierbei scheint jedoch
insbesondere der dorsolaterale Anteil des prafrontalen Cortex (DLPFC) eine zentrale
Rolle zu spielen (Arnsten & Jin, 2014; Brunoni & Vanderhasselt, 2014). Nach aktuellen
Annahmen konnen die Teilkomponenten des Arbeitsgedachtnisses nicht direkt
Gehirnstrukturen zugeordnet werden, sondern ergeben sich aus der Integration
neuronaler Prozesse und sind eher als theoretische Konstrukte zu betrachten

(Eriksson et al., 2015). Sie kdnnen jedoch selektiv gestort werden.

Bei den Leistungen des Langzeitgedachtnisses lassen sich je nach
Gedachtnisprozess unterschiedliche beteiligte Verarbeitungsareale abgrenzen.
Aufgrund dieser Annahme konnen Patienten mit gestorten explizierten
Gedachtnisleistungen eine intakte implizite Gedachtnisfunktion aufweisen
(Meulemans & Van der Linden, 2003).

Die Speicherfunktion beim deklarativen Gedachtnis Ubernimmt der gesamte
Neocortex, wobei flr das episodische Gedachtnis hauptsachlich der rechte Frontal-
bzw. Temporallappen und fur das semantische Gedachtnis der Temporalcortex
benutzt wird (Spaniol et al., 2009). Jedoch ist fiir die Uberflihrung neuer Informationen
ins deklarative Gedachtnis und somit fur seine physiologische Funktion ein intakter
Hippokampus inkl. seiner Verbindungen nach perirhinal, entorhinal und
parahippokampal unabdingbar (Manns & Eichenbaum, 2006; Squire et al., 2007).
Somit wird es klar, dass auch Areale des limbischen Systems und v.a. das mediale

Temporallappen von entscheidender Bedeutung sind.
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Demgegeniber sind flr die Verarbeitung von impliziten Gedachtnisinhalten
hauptsachlich subkortikale Strukturen verantwortlich, welche dem Bewusstsein im
Gegensatz zu Gedachtnisinhalten vom Neocortex nicht zuganglich sind. Im Einzelnen
sind am prozeduralen Gedachtnis insbesondere die Basalganglien und das Kleinhirn
beteiligt, wobei auch Cortexareale wie motorische und prafrontale Regionen eine Rolle

spielen (Polyn et al., 2009).

Aulerdem spielen die Amygdala und ihre benachbarten Strukturen bei der
Verarbeitung von emotional gefarbten Erinnerungen des Langzeitgedachtnisses eine
Schlusselrolle (Buchanan, 2007; Richter-Levin & Akirav, 2003).

Aus den oben genannten Fakten wird ersichtlich, dass Arbeits- und
Langzeitgedachtnisleistungen den prafrontalen Cortex als Verarbeitungsareal teilen
und sie dort zusammentreffen bzw. miteinander interagieren (Fletcher & Henson,
2001; Lee et al., 2000).

Die neurophysiologische Grundlage der Gedachtnisbildung stellt die synaptische
Plastizitdt dar, welche die Veranderung der synaptischen Effizienz, also der
Ubertragungsstéarke, durch vorausgegangene bioelektrische Aktivitat beschreibt. Viele
verschiedene Formen der synaptischen Plastizitat sind zu unterscheiden, jedoch
scheint die synaptische Langzeitpotenzierung (Long-Term-Potentiation, LTP) eine der
wichtigsten neuronalen Mechanismen bei der Gedachtnisbildung und den
Lernprozessen zu sein. Darunter ist zu verstehen, dass eine in extrem kurzen
Zeitabstanden wiederholte Stimulation afferenter Nervenfasern zu einer
langanhaltenden Steigerung der synaptischen Ubertragungseffizienz tiber Stunden bis
Tage in Nervennetzen fuhrt (Bliss & Collingridge, 1993). Zu einem solchen
Zellverband, sog. Zell-Ensemble gehoéren alle spezifisch durch diese Reizung
aktivierte Neuronen inkl. deren Synapsen. Somit bleiben diese Nervenzellen auch
nach Beendigung der Reizung aktiv und reagieren vorubergehend sehr viel starker auf
die bereits prasentierten Reize. Das Zell-Ensemble ist also als ein geschlossener
Erregungskreis zu verstehen, in dem ein Erregungsmuster einige Zeit zirkuliert. In
Form solcher kreisenden Bewegungen (sog. reverberatorisches Kreisen) werden die
Gedachtnisinhalte zunachst abgespeichert (Staffen & Kieslinger, 2010).

Die Langzeitpotenzierung lasst sich auf pra- sowie postsynaptische Prozesse
zuruckfihren. Fur ihre Initiierung ist eine Verstarkung des Calciumeinstroms in die

postsynaptische Nervenzelle unabdingbar, vor allem durch N-Methyl-D-Aspartat

29



Einleitung

(NMDA)-Rezeptoren sowie spannungsabhangige Calciumkanale (Shapiro, 2001).
Dadurch wird eine Reihe von Calcium-abhangigen Signalkaskaden ausgeldst, welche
dann kurz- sowie langfristige Modifikationen der Leistung der Synapsen bewirken. Als
kurzfristige Anderungen (friihe Phase fiir 30 Minuten bis eine Stunde) sind zum einen
eine verbesserte prasynaptische Transmitterausschuttung durch retrograde
Botenstoffe, zum anderen eine Phosphorylierung sowie Rekrutierung von
Rezeptormolekilen und eine damit verbundene gesteigerte postsynaptische

Transmitterwirksamkeit zu erwahnen (Staffen & Kieslinger, 2010).

Jedoch verldschen diese Veranderungen innerhalb von ca. 1 Stunde, wenn sie nicht
durch morphologisch erfassbare Veranderungen konsolidiert und damit ins
Langzeitgedachtnis Ubertragen werden. Zur Konsolidierung (Prozess der
Gedachtnisstabilisierung) einer neuen Langzeiterinnerung muss eine Erregungs-
konstellation in ein- und demselben Ensemble solange kreisen, bis anhaltende
strukturelle synaptische und zelluldre Anderungen auftreten. Diese umfassen eine
Hochregulation von Transkriptionsfaktoren, welche die Proteinbildung steuern und
dadurch eine gesteigerte Neuproduktion von Strukturproteinen, Rezeptormolektlen
sowie fur den Transmitter-Metabolismus notwendigen Enzymen bewirken (Abarbanel
et al., 2003; Frankland & Bontempi, 2005). Daneben kommt es auch zur Freisetzung
von Wachstumsfaktoren, welche letztendlich zur Neubildung von Synapsen
(Synaptogenese) fuhren (Muller et al., 2002; Toni et al.,, 1999). Durch die
obengenannten Umbauprozesse kommt es schlieBlich zur Verstarkung der
synaptischen Verbindungen zwischen den Neuronen des Zell-Ensembles bzw. zur
Gedachtnisstabilisierung im Langzeitgedachtnis. Soll eine alte, bereits gespeicherte
Information aus dem Langzeitgedachtnis abgerufen werden, dann muss das
entsprechende Zell-Ensemble, in welchem diese bestimmte Information langfristig

gespeichert ist, erneut aktiviert werden (Staffen & Kieslinger, 2010).

Mehrere Neurotransmittersysteme spielen fur die intakte Gedachtnisfunktion eine
wichtige Rolle. Von entscheidender Bedeutung ist der primare exzitatorische
Neurotransmitter Glutamat, der von der Mehrheit der prasynaptischen Neuronen
freigesetzt wird, v.a. durch NMDA- und AMPA-Rezeptoren (engl. a-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor) wirkt, sowie in einer besonders hohen
Konzentration im Hippokampus vorliegt (Genoux & Montgomery, 2007; Yao et al.,
2008). AulRerdem scheint die Interaktion zwischen dem exzitatorischen glutamatergen

und inhibitorischen y-Aminobuttersaure (GABA)-ergen Neurotransmittersystem im
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prafrontalen Cortex eine wichtige Rolle bei den Leistungen des Arbeitsgedachtnisses
und der Gedachtnisstabilisierung zu spielen, wobei die GABAerge-Neurotransmission
durch Glutamat moduliert wird (Lew & Tseng, 2014). Dopamin scheint an der LTP
sowie bei der Konsolidierung von Informationen im Langzeitgedachtnis ebenfalls
beteiligt zu sein (Wise, 2004). Eine erniedrigte Konzentration im prafrontalen Cortex
geht mit schlechteren Leistungen des Arbeitsgedachtnisses einher (Arnsten &
Robbins, 2002). Bei Lern- und Gedachtnisprozessen spielen auch Serotonin und seine
Rezeptoren eine wichtige Rolle. Serotonerge 5-HT2A-Rezeptoren sind u.a. im
Hippokampus und prafrontalen Kortex verteilt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
das Serotonin 2a-Rezeptor-Gen (5-HT2A) mit der kognitiven Leistung assoziiert ist (de
Quervain et al., 2003). Acetylcholin stellt noch einen wichtigen Neurotransmitter dar.
Sowohl nikotinerge als auch muskarine Rezeptoren sind an der Enkodierung neuer
Gedachtnisinhalte beteiligt. Aulerdem wird angenommen, dass Acetylcholin einen
modulatorischen Einfluss auf hippokampale aber auch auf neokortikale Strukturen hat,
in denen es auch die Langezeitpotenzierung verbessert (Buccafusco et al., 2005;
Hasselmo, 2006).

1.2.4. Genetische Aspekte

Die interindividuelle Variabilitat der kognitiven Fahigkeiten ist zu einem Grofteil durch
polygenetische Faktoren erklarbar (Davies et al., 2011; Deary, 2012; Plomin, 2001).
Aus genetischer Sicht stellen der Generalfaktor g und der Intelligenzquotient (1Q) die

am haufigsten in grof3en Stichproben untersuchten Merkmale dar.

Der Generalfaktor leitet sich von einem hierarchisch organisierten Modell kognitiver
Fahigkeiten ab, bei dem unterschiedliche Funktionen zunachst durch verschiedene
Tests getestet und anschlielend in kognitiven Domanen wie z.B. Aufmerksamkeit,
Gedachtnis und Verarbeitungsgeschwindigkeit eingeteilt werden. Gemal diesem
Modell steht der Generalfaktor an der Spitze der Intelligenzhierarchie und erklart die
hohe Korrelation zwischen diesen unterschiedlichen kognitiven Fahigkeitsbereichen
(Deary et al., 2010). AuRerdem kann er in eine fluide und eine kristalline Komponente
aufgespalten werden. Wahrend die fluide Intelligenz das logische, schlussfolgernde
Denken und das abstrakte Problemldsen enthalt, umfasst die kristalline Intelligenz die
Fahigkeit der unmittelbaren Anwendung des durch Lernen und Erfahrung erworbenen

Wissens.
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1.2.4.1. Familien-, Adoptions- und Zwillingsstudien

Zahlreiche verhaltensgenetische Arbeiten im Sinne von Familien-, Adoptions- und
Zwillingsstudien sind der Frage nachgegangen, welcher Anteil der interindividuellen
Variabilitdt bei kognitiven Fahigkeiten durch genetische bzw. Umwelteinflisse

verursacht wird (Deary, 2012).

Daten aus Zwillingsstudien legen nahe, dass genetische Einflisse zwischen 50% und
60% dazu beitragen, wobei diese Heritabilitat iber die Lebensspanne an Bedeutung
gewinnt (Briley & Tucker-Drob, 2013; Deary et al., 2009; Haworth et al., 2010).
Wahrend sie 40% im frihen Kindesalter betragt, steigt sie bis auf 80% im Seniorenalter
(Edmonds et al., 2008). Was die Erblichkeit der unterschiedlichen Gedachtnissysteme
betrifft, bestehen Unterschiede, wobei das Arbeitsgedachtnis eine insgesamt groRere
Heritabilitat (von 0,43 bis 0,49) im Vergleich zum Langzeitgedachtnis zeigt (Ando et
al., 2001; Johansson et al., 1999).

Daruber hinaus spielen fur die kognitiven Funktionen auch Umweltfaktoren eine
wichtige Rolle, welche interindividuelle Leistungsdifferenzen zu 50% erklaren (Le
Hellard & Steen, 2014). Dabei wird zwischen geteilten und nicht-geteilten Einflissen
unterschieden. Effekte geteilter Umwelt umfassen Umweltfaktoren, die bei zusammen
aufgewachsenen Personen zur phanotypischen Ahnlichkeit beitragen (z.B.
Erziehungsstil der Eltern, soziodkonomischer Status, Ehekonflikt). Demgegenuber
fuhren nicht-geteilte Umwelteinflisse, wie z.B. unterschiedliche Freunde bzw.
berufliche Situation sowie Zufallsbegegnungen, zu phanotypischen Unterschieden
zwischen Individuen, die gemeinsam aufwachsen (Spinath, 2011; Turkheimer &
Waldron, 2000). Wahrend geteilte Einflussfaktoren im Laufe des Lebens in lhrer
Bedeutung abnehmen (Davis et al., 2009), zeigen Effekte nicht-geteilter Umwelt ab der
frihen Kindheit einen steigenden Einfluss auf die Intelligenzleistung und bewahren
diese Wichtigkeit bei (Le Hellard & Steen, 2014; Petrill et al., 2004).

1.2.4.2. Kopplungs- und Assoziationsstudien

Obwohl Heritabilitat eine wesentliche atiologische Rolle bei der Varianz der kognitiven
Fahigkeiten spielt, ergaben sich aus der molekulargenetischen Forschung mittels
Kopplungs- und Assoziationsstudien bisher keine aussagekraftigen Resultate Uber

einzelne Kandidatengene. Wahrend Kopplungsstudien i.d.R. zu wenig statistische
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Power besitzen, um die relevanten Bereiche zielgenau zu detektieren, fehlt
Kandidatengen-Assoziationsstudien der systematische Ansatz der genomweiten
Assoziation, so dass Assoziationen mit Loci ohne biologisch offensichtliche

Kandidatengene wahrscheinlicher Ubersehen werden kénnen (Davis et al., 2010).

Jedoch war der Nachweis von Assoziationen auch durch GWAS mit grolien
Stichproben zwischen 3511 und 17989 Individuen bis vor kurzem nicht eindeutig

gewesen (Benyamin et al., 2014).

Bei der GWAS der Forschungsgruppe von Butcher et al. konnte in einem zweistufigem
Verfahren bei einem Kollektiv aus 7000 7-jahrigen Kindern aus einer vorherigen
englischen Zwillingsstudie (TEDS) eine schwache Assoziation zwischen Intelligenz g
und einem SNP-Set aus 6 einzelnen SNPs, welche stets die Signifikanzgrenze von p
< 0,05 erreichten, gezeigt werden. Drei der 6 SNPs (rs1378810, rs2496143 and
rs174455) befinden sich in Genen in nicht kodierenden Regionen, namlich dem Gen
DNAJC13 (Dnad heat shock protein family - Hsp40 - member C13), dem Gen TBC1D7
(TBC1 domain family, member 7) und dem Gen FADS3 (fatty acid desaturase 3). Ein
weiterer SNP (rs7195954) befindet sich in einer Region mit bekannten CNV-
Variationen und die zwei letzten SNPs (rs11761076 und rs11691504) liegen in

Regionen ohne bekannte funktionelle Relevanz. (Butcher et al., 2008)

Weiterhin konnten Davis et al. 2010 in einem dreistufigen Verfahren bei einem Kollektiv
aus 7900 7-jahrigen Kindern aus derselben englischen Zwillingsstudie eine schwache
Assoziation eines weiteren SNP-Sets aus 9 einzelnen SNPs, welche bis zur dritten
und letzten Studienstufe als signifikant galten, nachweisen und aufgrund des von ihnen
erreichten SNP Set Scores replizieren, wobei jedoch die einzelnen SNPs nicht
repliziert werden konnten. Zu den Regionen um dieses SNP-Set gehdéren das im
fetalen Gehirn und postnatalen prafrontalen Cortex stark exprimierte Gen Nuclear
Receptor Subfamily 2 Group F Member 1 (NR2F 1), das Gen Mitogen-activated protein
kinase kinase kinase 7 (MAP3K?7), beteiligt an der zellularen Antwort auf Umweltstress,
sowie das Gen Catenin Alpha 3 (CTNNA3) (Davis et al., 2010), fur das bereits eine
Assoziation mit Kognition und der Alzheimer Demenz beschrieben wurden (Bertram et
al., 2007).

Davies et al. konnten bei einem Kollektiv von 3511 erwachsenen Individuen zeigen,
dass die durch GWAS erklarte Heritabilitat 0,4 fur die kristalline bzw. 0,51 fr die fluide

Intelligenz betragt (Davies et al., 2011). Im Rahmen einer zusatzlich durchgeflhrten

33



Einleitung

Gene-basierten Assoziationsanalyse konnte das Gen FNBP1L (formin binding protein
1-like), welches ein am intrazellularen Transport beteiligten Protein kodiert, mit der
Intelligenz bei den Erwachsenen assoziiert werden. Interessanterweise konnte dieses
Resultat spater in einer GWAS mit einem Kollektiv aus 17989 Individuen von Benyamin
et al. ebenfalls in einer Gene-basierten Analyse repliziert werden, wobei eine
zusatzliche Assoziation dieses Gens mit der Intelligenz bei Kindern beobachtet werden
konnte. Zudem konnte in den drei grossten Kohortengruppen dieser Studie noch
gezeigt werden, dass 22-46% der phanotypischen Unterschiede der Intelligenz bei den
Kindern durch den resultierenden Gesamteffekt haufiger SNPs innerhalb eines Gens

erklart werden konnten (Benyamin et al., 2014).

Durch den Zusammenschluss in Konsortien konnte in den letzten Jahren die
Probandenanzahlen auf bis tber 300000 Individuen gesteigert werden. Dies fuhrte zur
Identifikation sowohl neuer als auch bereits bekannter mit der Intelligenz assoziierter

SNPs bzw. genetischer Loci. (Davies et al., 2018)

In der GWAS von Sniekers et al. 2017 konnten bei 78308 Probanden 336 SNPs in 18
genetischen Loci und 52 Gene mit der Intelligenz assoziiert werden (Sniekers et al.,
2017). Eine weitere Forschungsgruppe konnte eine Assoziation von insgesamt 538
Genen und 11930 SNPs in 187 unabhangigen genetischen Loci (davon 130 neu
assoziiert) mit der Intelligenz in einer kombinierten GWAS-Metaanalyse fur Intelligenz
und Bildung unter Verwendung einer Stichprobe aus 248482 Teilnehmern
identifizieren (Hill et al., 2018).

Die Gruppe von Trampush et al. konnte bei 35298 Teilnehmern europaischer
Abstammung aus 24 Studienkohorten eine signifikante Assoziation mit der Intelligenz

von 7 SNPs in 2 genetischen Loci sowie von 7 Genen in 3 genetischen Loci feststellen.

In einer weiteren grossen GWAS-Metaanalyse von Savage et al. mit Daten von 269867
Individuen aus 14 unabhangigen epidemiologischen Kohorten aus Europa konnten
205 genomische Loci (davon 190 neu und 15 bekannt bzw. hier repliziert) und 1016
Gene (davon 939 neu und 77 bekannt bzw. hier repliziert) mit der Intelligenz assoziiert
werden (Savage et al., 2018).

Bei 300486 Studienteilnehmern europaischer Abstammung aus 57 Kohorten konnten
in einer weiteren GWAS-Metaanalyse ebenfalls 11600 SNPs in 148 unabhangigen
genetischen Loci mit der Intelligenz assoziiert werden, wovon 58 zum ersten Mal bei

einer GWAS fur die kognitive Funktion oder Bildung dokumentiert wurden. Aul3erdem
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ergaben sich insgesamt 709 Gene als signifikant assoziiert, wovon 291 neu waren und
418 wie z.B. im Fall von GATAD2B (GATA zinc finger domain containing 2B),
SLC39A1 (solute carrier family 39 member 1) und AUTS2 (activator of transcription

and developmental regulator) bestatigt werden konnten. (Davies et al., 2018)

1.2.5. Kognitive Leistungen bei der Schizophrenie

Verschiedene Funktionen des Gehirns werden unter dem Begriff kognitive Leistungen
zusammengefasst. Diese basieren auf Wahrnehmungs- und Verarbeitungsprozessen
und beinhalten Fahigkeiten wie Lernen, Gedachtnis, Denk- und
Abstraktionsvermdgen, Intelligenz, logisches Schlussfolgern sowie Sprache. Wahrend
der letzten Jahrzehnte weisen verschiedene Arbeiten darauf hin, dass neurokognitive
Stérungen zu den Kernsymptomen der Schizophrenie gezahlt werden sowie auch als
primare Symptome der Erkrankung betrachtet werden kénnen. Jedoch sind sie nicht
spezifisch fur Schizophrenie, sondern kénnen auch unabhangig von den anderen
Symptomdomanen auftreten (Bora et al.,, 2009; Heinrichs & Zakzanis, 1998;
Kuperberg & Heckers, 2000). Bei der Mehrheit der Patienten, ca. 60-80% sind diverse
kognitive Beeintrachtigungen nachweisbar (Harvey et al., 2004b), zu denen am
haufigsten exekutive Funktionen (hdhere kognitive Prozesse wie z.B. Problemldsen),
Verarbeitungsgeschwindigkeit, Aufmerksamkeit und Sprachbearbeitung gehdren
(Bowie & Harvey, 2006). Jedoch bilden Gedachtnisstérungen einen Schwerpunkt der
Beeintrachtigung. Insbesondere das Arbeitsgedachtnis scheint starker als andere
kognitive Bereiche betroffen zu sein, wobei auch die Leistungen des deklarativen
Langzeitgedachtnisses gestort sind (Bowie & Harvey, 2006; Wu & Wang, 2018).
Kognitive Symptome sind deswegen sehr relevant, weil sie die Aneignung
psychosozialer Fertigkeiten sowie das soziale Problemloseverhalten und die
Alltagsaktivitaten stark beeinflussen (Kalkstein et al., 2010). Sie stellen einen wichtigen
Pradiktor fur ein schlechtes soziales und funktionelles Leistungsniveau dar und tragen
somit zur sozialen Desintegration und beruflichen Misserfolgen schizophrener
Patienten bei. Demzufolge sind sie wesentlich fur die Entstehung langfristiger
Behinderung und einer Minderung der Lebensqualitat verantwortlich (Green et al.,
2000; Stip, 2006; Tamminga et al., 1998). Stérungen bei den Lern- und
Gedachtnisprozessen sind bei der Schizophrenie weitgehend unabhangig von der

Dauer und der jeweiligen Krankheitsphase nachzuweisen (Hawkins et al., 2008; Rund

35



Einleitung

etal., 2007). Bereits im Prodromalstadium kdnnen sie sich zeigen (Pukrop et al., 2007),
wobei sie bei Erstmanifestation der Erkrankung den am starksten Dbetroffenen

kognitiven Domanen zugeordnet werden (Eastvold et al., 2007).

Wie friher erwahnt, spielt der prafrontale Cortex und insbesondere sein dorsolateraler
Anteil (DLPFC) eine zentrale Rolle bei den Funktionen des Arbeitsgedachtnisses.
Dazu sind funktionelle Beeintrachtigungen bzw. strukturelle Auffalligkeiten in dieser
Region bei Patienten mit Schizophrenie und ihren Verwandten wahrend der
Bearbeitung solcher Arbeitsgedachtnisaufgaben sehr gut belegt (Glahn et al., 2005;
Karch et al., 2009). AuRerdem fanden sich Dysfunktionen im DLPFC und in parietalen
Hirnbereichen auch bei Ubungen, bei denen die zentrale Exekutive von
entscheidender Bedeutung war. Somit lassen Arbeitsgedachtnisdefizite
maoglicherweise sowohl auf Dysfunktionen und gestorte Konnektivitat des DLPFC mit
seinen interagierenden Regionen (z.B. Parietallappen, Thalamus, Striatum) als auf
Veranderungen in diversen Neurotransmittersystemen (z.B. dopaminerges,
glutamaterges und GABAerges System) schlielen (Barch & Ceaser, 2012). Eine
Volumenreduktion der grauen Substanz im prafrontalen Cortex ist ebenfalls daran
beteiligt. Auch Ventrikelerweiterungen sowie Strukturdefizite in limbischen Regionen
sind nachweisbar (Meyer-Lindenberg, 2010). Diese Feststellungen sind insofern
wichtig, weil Schizophrenie nach heutigem Wissen eine neuronale

Entwicklungsstérung darstellt (Rapoport et al., 2012).

Allerdings stellt es sich aufgrund der Heterogenitat der Befunde bisheriger Analysen
als schwierig heraus, die beeintrachtigten Komponenten des Arbeitsgedachtnisses bei
Schizophrenie Patienten zu identifizieren. Klare Hinweise flur eine Beteiligung des
sprachbezogenen bzw. des visuell-raumlichen Speichers werden nur in wenigen
Studienergebnissen gegeben. Dabei werden insbesondere eine Dysfunktion von
Bearbeitungsprozessen und weniger ein reines Speicherungsdefizit diskutiert. Der
Nachweis dieser Defizite, welche in besonderem Ausmall den psychosozialen
Outcome und die Rehabilitationsfahigkeit der Patienten beeinflussen, ist unabhangig
von soziodemographischen und Kklinischen Variablen wie Alter, Geschlecht,
Erkrankungsdauer und Medikation (Bell et al., 2009; Kurtz et al., 2009). Manche
Argumente sprechen auch flr eine Beteiligung der zentralen Exekutive, wie z.B. die
Tatsachen, dass die Beeintrachtigungen der Patienten unabhangig von der

prasentierten Informationsart (visuell oder verbal) sind (Lee & Park, 2005), sowie
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Defizite bei Aufgaben, mit denen exekutive Leistungen getestet werden, nachweisbar

sind.

Neben den beschriebenen Arbeitsgedachtnisstorungen sind sowohl die episodische
als auch die semantische Teilkomponente des deklarativen Gedachtnisses bei
schizophrenen Patienten in besonderem Malie betroffen (Barch & Ceaser, 2012).
Hierbei scheint das freie Erinnern von Gelerntem stark beeintrachtigt zu sein.
Schwierigkeiten bereiten noch, wenn auch leichter ausgepragt, der Abruf mit

Hinweisreizen sowie dieser durch Wiedererkennen (Aleman et al., 1999).

In einigen Studien konnten diese Stérungen in Zusammenhang mit einem
Volumenverlust im Bereich des Hippokampus gebracht werden, welcher fur die
physiologische Funktion des expliziten Speichers unabdingbar ist (Falkai et al., 2012).
Daneben spielt auch hier der prafrontale Cortex (PFC) eine wesentliche Rolle, wobei
die obenerwahnten Defizite bei Erkrankten die Auswirkungen einer Netzwerkstoérung

zwischen dem Hippokampus und dem PFC sind (Barch & Ceaser, 2012).

Obwohl laut vielen Untersuchungen die impliziten Gedachtnisleistungen bei
Schizophreniepatienten weitgehend erhalten bleiben, ist hier die Studienlage teilweise
inkonsistent (Neill & Rossell, 2013; Neill et al., 2014; Perry et al., 2000; Soler et al.,
2007).

Insgesamt werden die Storungen des expliziten Langzeitgedachtnisses als stabile
kognitive Beeintrachtigungen betrachtet. Demgegenuber stehen die vorwiegend im
akuten Erkrankungsstadium beeintrachtigten Leistungen des Arbeitsgedachtnisses

und des nicht-deklarativen Langzeitgedachtnisses (Exner et al., 2006).

Mehrere Studien Uber das Ausmall der genetischen Veranlagung von
Gedachtnisstorungen bei der Schizophrenie sind durchgefiihrt worden. Dabei wurde
beobachtet, dass die Patienten sowie ihre gesunden Verwandten schlechter bei dem
angewandten  Gedachtnistest abgeschnitten  hatten als die gesunden
Kontrollprobanden und ihre Familienmitglieder (Toulopoulou et al., 2010). Somit
scheint nicht die Krankheit an sich, sondern die dafir ursachlichen Gene mit
Gedachtnisdefiziten assoziiert zu sein (Toulopoulou et al., 2007). Mittlerweile gibt es
zunehmende Hinweise auf eine genetische Uberlappung zwischen Schizophrenie und

kognitiven Funktionen bzw. dem Generalfaktor g (Ohi et al., 2018).
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1.3. Tryptophanhydroxylase 2 (TPH2)

1.3.1. TPH und Serotoninmetabolismus

Es ist bekannt, dass die serotonerge Neurotransmission eine relevante Rolle in der
Pathophysiologie sowie Therapie der Schizophrenie spielt (Eggers, 2013; Geyer &
Vollenweider, 2008). Diese hangt zum einen von der Funktion der verschiedenen
serotonergen Rezeptoren (5-HT-Rezeptoren), zum anderen von der Verflgbarkeit von

Serotonin ab, welche durch dessen Biosynthese und ihren Abbau bestimmt wird.

Die Herstellung dieses wichtigen Neurotransmitters erfolgt in zwei Schritten, wobei die
erste Reaktion durch ein geschwindigkeitsbestimmendes Enzym, namlich die
Tryptophan-Hydroxylase (TPH), reguliert wird (Fitzpatrick, 1999). Ausgehend von der
naturlich vorkommenden essentiellen Aminosaure L-Tryptophan katalysiert das TPH-
Enzym mithilfe der Substrate Sauerstoff (O2) und Tetrahydrobiopterin (BH4) sowie des
Kofaktors Eisen-lonen (Fe?*) zunachst die Hydroxylierung zum 5-Hydroxytryptophan
(5-HTP). AnschlieBend wird das gebildete 5-HTP durch eine Aromatische-L-
Aminosaure-Decarboxylase (AADC) zum 5-Hydroxytryptamin (5-HT), also Serotonin,
decarboxyliert (Walther & Bader, 2003).

1.3.2. TPH-Isoformen

Das Enzym Tryptophan-Hydroxylase gehdrt neben Tyrosin-(TH) und Phenylalanin-
(PAH)-Hydroxylasen zur Familie der biopterinabhangigen Aromatischen-Aminosaure-
Hydroxylasen (AAAHSs). Die Struktur aller Enzyme dieser Gruppe besteht im Prinzip
aus drei Domanen, namlich eine N-terminale regulatorische, eine zentrale katalytische
sowie eine C-terminale Tetramerisierungsdomane. Bis auf die regulatorischen
Domanen weisen diese Proteine eine erhebliche Sequenzhomologie auf (Fitzpatrick,
1999; Martinez et al., 2001).

Bis 2003 herrschte die Meinung, dass nur eine Isoform des TPH-Enzyms, namlich
TPHA1, existiert, welche sowohl fir die 5-HT-Biosynthese im Gehirn als auch in der
Peripherie verantwortlich ist. Jedoch konnten Walther et al. mithilfe von TPH1-
defizienten Mausen die Existenz einer zweiten Isoform (TPH2) nachweisen (Walther
et al., 2003), deren Aminosauresequenz beim Menschen zu 72% mit der

entsprechenden von TPH1 Ubereinstimmt (Carkaci-Salli et al., 2006). Obwohl in den
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TPH1 knockout Mausen ein 5-HT-Mangel in peripherem Gewebe wie Milz, Thymus,
enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltraktes und Epiphyse vorlag, war der
Serotoninspiegel in den meisten Hirnregionen Uberraschenderweise annahernd
normal (Walther & Bader, 2003; Walther et al., 2003). Dabei stellte sich heraus, dass
TPH1 vornehmlich in der Peripherie exprimiert wird und dort die Serotoninbiosynthese
reguliert, wahrend TPH2 vor allem in den serotonergen Rapheneuronen des
Hirnstamms gebildet wird und die zentrale Serotoninbildung kontrolliert (Patel et al.,
2004; Zhang et al., 2004). Hierzu wurde aufl’erdem beobachtet, dass die Expression
des TPH2-Gens im Hirnstamm 150-fach héher im Vergleich zum TPH1-Gen war
(Walther et al., 2003). Beide Isoformen des TPH-Enzyms werden von
unterschiedlichen Genen auf verschiedenen Chromosomen kodiert (Carkaci-Salli et
al., 2006).

1.3.3. Humanes TPH2

Das menschliche TPH2-Gen liegt auf der chromosomalen Region 12921.1, enthalt 11
Exons und 10 Introns (Abbildung 1.2) und umfasst ca. 95kb (Walther & Bader, 2003;
Walther et al., 2003).

- —— oy

5 _UTR : 1 3-UTR
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Abbildung 1.2: Struktur vom TPH2-Gen, modifiziert nach (Haavik et al., 2008)

Die codierende Sequenz reprasentiert nur ca. 1,5% des TPH2-Gens, so dass die
meisten dokumentierten SNPs im Promotor- bzw. Intronbereich lokalisiert sind
(Grohmann et al., 2010; Zhang et al., 2006). Polymorphismen, welche in den 5-
regulatorischen Regionen, also potentiell im Bereich des Promotors und der
sogenannten Leader-Sequenz, namlich der 5-untranslantierten Region (5-UTR)
zwischen der cap-Struktur vom 5-mRNA-Ende und dem Start-Codon der Translation,
lokalisiert sind, spielen eine bedeutende Rolle bei der Expression des TPH2-Gens
(Chen et al.,, 2008). Die Aktivierung des Promotors erfolgt durch intrazellulares
Calcium, welches bei neuronaler Aktivitat eine Erhohung der 5-HT-Biosynthese in vivo

bewirken kann (Lenicov et al., 2007). Basierend auf tierexperimentellen Studien
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unterliegt die Genexpression sowohl einem cirkadianen Rhythmus als auch einer
hormonellen Steuerung durch Ostrogen und Glukokortikoide, welche als
Stressfaktoren eine Repression hervorrufen (Hiroi et al., 2006; Malek et al., 2007). Bei
der Analyse von TPH2-cDNA-Sequenzen von post mortem RNA-Proben wurden in der
menschlichen Amygdala zwei TPH2-Spleil3varianten, TPH2a und TPH2b entdeckt. Sie
entstehen durch alternatives Spleil3en im Intron 3 und unterscheiden sich durch eine
Insertion von 6bp im Exon 3, welche zu zwei zusatzlichen Aminosauren bzw. zu einer
langeren TPH2-Spleilvariante, namlich TPH2b flhrt. AuRerdem werden beide TPH2-
Transkripte posttranskriptional durch RNA-Editierung modifiziert, so dass sich TPH2-
Proteinvarianten mit unterschiedlichsten katalytischen Eigenschaften bilden
(Grohmann et al., 2010).

Im Vergleich zum Enzym TPH1 ist TPH2 Ioslicher, hat ein hoheres Molekulargewicht
(56 kDa) sowie andere kinetische Eigenschaften (McKinney et al., 2005; Walther &
Bader, 2003; Walther et al., 2003). TPH2 besitzt als einziges Enzym der Superfamilie
der AAAHs neben den drei obenerwahnten Domanen noch eine vierte, bestehend aus
44 N-terminalen Aminosauren (Abbildung 1.3) (Carkaci-Salli et al., 2006; Walther &
Bader, 2003), deren Funktion regulatorisch zu sein scheint. Dadurch wird die
Enzymexpression deutlich reduziert, indem sowohl die Enzymsynthese als auch die
Enzymstabilitat verandert wird. Nach Deletion der 44 N-terminalen Aminosauren
konnte sogar ein Anstieg der TPH2-Aktivitat beobachtet werden (Murphy et al., 2008;
Tenner et al., 2007). Zudem scheint die genaue Funktion des C-Terminus fur die
Enzymaktivitat ebenfalls zentral, jedoch im Detail noch unbekannt zu sein (Tenner et
al., 2007).

N-Terminus

1 44 146 469
hTPH2 N-i S - C
45 145 470 490

regulatorische Domine katalytische Domiine C-Terminus

Abbildung 1.3: humane TPH2-Domanen (Carkaci-Salli et al., 2006)
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1.3.4. TPH2 und psychiatrische Erkrankungen

Nach der Entdeckung der neuronalen Isoform des TPH-Enzyms im Jahr 2003 wurden
mehrere Studien durchgefuhrt, um einen Zusammenhang mit diversen psychiatrischen
Erkrankungen zu untersuchen. Inzwischen existiert eine breite, zum Teil jedoch auch

inkonsistente Studienlage.

Bereits im Jahr 2005 konnten De Luca et al. beim Vergleich der mRNA Expression
zwischen 35 kaukasischen Schizophreniepatienten und 35 Kontrollprobanden eine
Tendenz der an Schizophrenie Erkrankten zu einer erhdhten TPH2-mRNA-Menge

zeigen (De Luca et al., 2005).

Positive Ergebnisse zwischen TPH2-Varianten und Schizophrenie zeigten spater
ebenfalls die einzelnen Studien der drei unterschiedlichen Forschungsgruppen. Auf
Ebene von Allel- und Genotypfrequenzen der drei untersuchten TPH2-SNPs
rs4290270, rs4570625 und rs7305115 zwischen den 304 schizophrenen und den 362
gesunden Studienteilnehmern aus China konnten Zhang et al. keine signifikanten
Unterschiede feststellen. Jedoch war der Genotyp TT des Polymorphismus rs4570625
mit einem signifikant héheren Subscore des Abschnittes ,Positivsymptomatik der
Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS), welche zur Erfassung des
Schweregrades der psychotischen Symptome der Betroffenen benutzt wurde,
assoziiert (Zhang et al., 2011). Im Jahr 2012 flUhrten Yi et al. in einer han-chinesischen
Population aus 509 Patienten mit paranoider Schizophrenie und 510 gesunden
Probanden eine Analyse der Allel- und Genotypfrequenzen sowie der Haplotypen von
5 in der Promotorregion lokalisierten TPH2-SNPs (rs4448731, rs6582071, rs7963803,
rs4570625, rs11178997) durch. Wahrend die Allel- und Genotypverteilung erfolglos
blieb, erreichte die Frequenz des Haplotyps T-A-A-T-A der SNP-Kombination
rs4448731-rs6582071-rs7963803-rs4570625-rs11178997 in der Gruppe der
Betroffenen eine statistische Signifikanz (p = 0,003) (Yi et al., 2012).

Zwei Jahre spater flhrten Xu et al. eine Assoziationsstudie in einer han-chinesischen
Population durch. Hierbei wurden 164 Patienten mit paranoider Schizophrenie und 244
Kontrollprobanden fir 6 TPH2-SNPs (u.a. rs4570625, rs11178997, rs11178998)
genotypisiert. Alle untersuchten SNPs befanden sich in einer regulatorischen Region,
womit sowohl die Promotorregion als auch die 5' UTR und die 3'-flankierende Region
gemeint sind. Signifikante Differenzen zwischen den zwei Gruppen konnten bei der

Allel- und Genotypverteilung des Polymorphismus rs4570625 beobachtet werden. Das
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Allel T bzw. der Genotyp T/T trat signifikant seltener in der Gruppe der Betroffenen auf
(p = 0,002 bzw. p = 0,004). Weiterhin konnten positive Assoziationen zwischen
Schizophrenie und zwei Haplotypen der SNP-Kombination rs4570625-rs11178997-
rs11178998, namlich G-T-A und T-T-A (p = 0,014, OR = 0,700, 95%CI = 0,525-0,933)
festgestellt werden. Wahrend der Haplotyp G-T-A nicht nur bei der Patientengruppe (p
= 0,001, OR = 1,591, 95%CI = 1,198-2,114), sondern auch bei der Untergruppe der
erkrankten Frauen (p = 0,007) signifikant haufiger auftrat, war der Haplotyp T-T-A bei
beiden obenerwahnten Gruppen signifikant seltener (p = 0,014 bzw. p = 0,015) zu
finden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein erhdhtes Vorkommen des G-
Allels des SNPs rs4570625 sowie des Haplotyps rs4570625G-rs11178997T-
rs11178998A mit einem erhdhten Risiko fur paranoide Schizophrenie verbunden ist.
(Xu et al., 2014)

Eine Assoziation zwischen TPH2 und Schizophrenie konnte durch eine Reihe

voneinander unabhangiger Studien nicht bestatigt werden.

Higashi et al. fuhrten in einer japanischen Population eine kleine Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie durch, welche aus 192 Patienten und 135 gesunden Personen
bestand und keine Assoziation zwischen den TPH2-Polymorphismen rs1386491 und
rs1487279 und der Schizophrenie nachweisen konnte (Higashi et al., 2007). Eine
weitere Assoziationsstudie aus Japan untersuchte bei einer Stichprobe von 343
schizophrenen Patienten und 377 Kontrollprobanden 15 TPH2-Polymorphismen (u.a.
rs11178997, rs11178998, rs17110747, rs4570625, rs6582071) und deren Haplotypen,
ohne signifikante Ergebnisse zu liefern (Shiroiwa et al., 2010). Tee et al. rekrutierten
in Malaysia 289 schizophrene und 130 gesunde Personen asiatischer Herkunft und
versuchten signifikante Differenzen bei der Allel- bzw. Genotypverteilung des TPH2-
Polymorphismus rs1386494 zwischen den beiden Gruppen zu entdecken, jedoch ohne
Erfolg (Tee et al., 2010). Im nachsten Jahr wurden von der Arbeitsgruppe von Serretti
et al. 221 Schizophreniepatienten und 170 gesunde Kontrollprobanden aus Korea fur
6 TPH2-SNPs genotypisiert. Dazu gehoérten der am meisten untersuchte und in der
Promotorregion gelegene Polymorphismus rs4570625 sowie finf weitere SNPs,
welche sich mit einer in der 3-UTR lokalisierten Ausnahme (rs17110747) im
Intronbereich befanden. Weder die Allel- bzw. Genotypverteilung zwischen Patienten
und Kontrollen, noch die Haplotypanalyse ergaben signifikante Ergebnisse (Serretti et
al., 2011). Einer weiteren koreanischen Fall-Kontroll-Studie bei 202 an Schizophrenie

Erkrankten und 165 gesunden Teilnehmern gelang es ebenfalls nicht, eine Assoziation
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zwischen dem untersuchten TPH2-Polymorphismus rs4570625 und der Schizophrenie

nachzuweisen (Kim & Yoon, 2011).

Auch zwei weitere Fall-Kontroll-Studien mit im Vergleich weit grof3eren Stichproben in

einem zweistufigen Design konnten keine positiven Ergebnisse liefern.

Die erste derartige Studie wurde von Watanabe et al. in Japan durchgefuhrt. Als
Screening diente hier eine Stichprobe aus 626 Patienten und 620 Kontrollprobanden
und zur Replikation der Ergebnisse wurde eine weitere Population aus 2007
Schizophrenen und 2195 Gesunden benutzt. Es wurden 18 SNPs und 2 CNVs
(Variation_113385 und Variation_42978) untersucht. Es wurden drei signifikante
Assoziationen (rs2129575, rs1487275 und rs17110747) beobachtet, welche jedoch
nicht repliziert werden konnten. Keiner der untersuchten CNVs lieferte ein positives

Ergebnis in der Screening-Stichprobe (Watanabe et al., 2012).

In der zweiten derartigen Studie wurden 788 Schizophreniepatienten und 688
Kontrollprobanden kaukasischer Abstammung far 11 SNPs genotypisiert (u.a.
rs4570625, rs10784941 und rs4565946). Daraus ergaben sich drei signifikante
Assoziationen, namlich fir die Polymorphismen rs10784941 (p = 0,009) und
rs4565946 (p = 0,011) sowie flir die Haplotypen rs4570625G-rs4565946C
(unkorrigiertes p = 0,046) bzw. rs4570625T-rs4565946T (unkorrigiertes p = 1,96*1077).
Keines dieser positiven Ergebnisse konnte in einer weiteren unabhangigen Stichprobe
aus 943 schizophrenen Patienten und 2034 Kontrollprobanden repliziert werden.
Jedoch konnte ein starker Trend fir den Haplotyp G-C festgestellt werden (p = 0,054),
wahrend der seltene Haplotyp T-T (Frequenz bei Patienten 1,8%, bei
Kontrollprobanden 0,3%) in der zweiten Stichprobe nicht vorhanden war und somit

nicht untersucht werden konnte (Schuhmacher et al., 2012).

Den aktuellen Wissenstand Uber die Rolle von TPH2-Polymorphismen in
verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen fassten Ottenhof et al. im Jahr 2018 in
einem Review zusammen und flhrten eine Metaanalyse durch. Die eingeschlossenen
Daten von uber 30000 Erkrankten stammten aus insgesamt 166 Kandidatengen- und
GWA-Studien, welche 69 TPH2-SNPs in Bezug auf psychiatrische Erkrankungen im
Sinne von uni- bzw. bipolarer Stérung, Suizidrisiko, ADHD, Schizophrenie, Autismus,
Alkoholabusus sowie Angst-, Zwangs- und Ticstorungen untersuchten. Gemaf den
Ergebnissen aus der Metaanalyse sowie des qualitativen Reviews konnte TPH2 mit

einer erhohten Morbiditat aufgrund einer psychiatrischen Erkrankung assoziiert
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werden. Des Weiteren bestand auch ein signifikanter Zusammenhang eines oder
mehrerer TPH2-SNPs mit uni- bzw. bipolarer Stérung, Suizidversuch sowie
Schizophrenie (Genotypen G/G und G/T vom rs4570625), wobei Assoziationen
zwischen TPH2-Polymorphismen und Angststorungen, sowie in geringerem Ausmalf}
mit ADHD, Autismus und Substanzabusus qualitativ festgestellt werden konnten.
(Ottenhof et al., 2018).

1.3.5. TPH2 und kognitive Leistungen

In der oben erwahnten Studie von Schuhmacher et al. wurde nicht nur die Assoziation
vom TPH2-Gen mit Schizophrenie, sondern auch mit einer kognitiven Domane,
namlich der Verarbeitungsgeschwindigkeit, im Rahmen der Erkrankung untersucht. Zu
diesem Zweck wurden die Schizophreniepatienten aus der ersten genotypisierten Fall-
Kontroll-Stichprobe je nach Vorhandensein bzw. Abwesenheit der zwei zuvor mit der
Schizophrenie assoziierten TPH2-Haplotypen jeweils in zwei Gruppen eingeteilt.
Wahrend der rs4570625G-rs4565946C Haplotyp bei den Erkrankten die kognitive
Funktion nicht beeinflusste (p > 0,05), war der seltene Haplotyp T-T mit einer
reduzierten - mittels Digit Symbol Substitution Test (DSST) gemessenen -
Verarbeitungsgeschwindigkeit signifikant assoziiert. Diesbezlglich verarbeiteten
Trager des Haplotypen T-T signifikant (p = 0,004) weniger Ziffern-Symbol-
Zuordnungen (39,1) als die Nicht-Trager (49,3) (Schuhmacher et al., 2012).

Es ist erwahnenswert, dass TPH2 schon friher mit kognitiven Funktionen bei
gesunden Probanden sowie bei Patienten mit ADHD in Verbindung gebracht wurde.
Im Einzelnen betrifft dies den Polymorphismus rs4570625, der mit verschiedenen
kognitiven Testaufgaben assoziiert wurde, wovon alle eine Kontrolle der zentralen

Exekutive des Arbeitsgedachtnisses implizieren (Osinsky et al., 2009).

In einer Studie mit 100 gesunden Probanden deutscher Herkunft wurde mittels eines
Aufmerksamkeits-Netzwerk-Tests (ANT) mehrere  Subkomponenten der
Aufmerksamkeit, unter anderem auch die Effizienz der zentralen Exekutive bei der
Verarbeitung widerspruchlicher Informationen (Konfliktverhalten). Generell wurden als
Leistungskriterien die  Gesamtreaktionszeit beim  Antworten sowie die
Gesamtfehleranzahl gewahlt. Dabei machten Trager des Genotypen T/T des TPH2-
SNPs rs4570625 zum einen signifikant mehr Fehler im gesamten Test (p = 0,002),

zum anderem zeigten sie eine signifikant schlechtere Konfliktlosung in der
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entsprechenden Aufgabe als Trager des G/T- bzw. G/G-Genotyps (p = 0,003).
Weiterhin fiel auch die Analyse der Allelverteilung signifikant aus: Beim Vergleich der
Gesamtfehleranzahl im ANT sowie des Konfliktverhaltens im entsprechenden
Untertest zwischen Trager mindestens eines G-Allels (G/T- oder G/G-Genotyp) und
Nicht-Tragern (T/T-Genotyp) war die Leistung der zweiten Gruppe signifikant
schlechter (jeweils p = 0,001). Somit ergaben sich Hinweise, dass Homozygote fur das
T-Allel eine schwachere Steuerung der zentralen Exekutive aufweisen konnten
(Reuter et al., 2007).

Die Auswirkungen des TPH2-Polymorphismus rs4570625 auf die Aufmerksamkeit
untersuchte auch die Arbeitsgruppe von Strobel et al. bei 85 gesunden Studenten
kaukasischer Herkunft mittels eines Daueraufmerksamkeitstests (engl. Continuous
Performance Test, CPT). Dabei wurden die Studienteilnehmer je nach Vorhandensein
mindestens eines T-Allels in zwei Gruppen (T/T- und G/T-Genotyp vs. G/G-Genotyp)
verteilt. Es wurde beobachtet, dass Trager des T-Allels eine signifikant schlechtere
Leistung im Vergleich zu Nicht-Tragern erbrachten. Genauer gesagt, zeigte die erste
Gruppe zum einen eine niedrigere Trefferrate unter einer der vier Testbedingungen
(AX, p =0,006), zum anderen eine geringere durchschnittliche Trefferquote (p = 0,042)
und eine hdhere durchschnittliche Variabilitat in der Reaktionszeit (p = 0,018) unter
allen Testbedingungen. Aufgrund eines zufalligen Auswahlverfahrens der Probanden
bzw. der niedrigen Vorkommensfrequenz des T/T-Genotyps konnten jedoch die
beobachteten Effekte nicht spezifisch auf den T/T-Genotyp zurickgefihrt werden
(Strobel et al., 2007).

Reuter et al. fuhrten eine neurophysiologische Studie durch, indem sie einen
molekulargenetischen mit einem bildgebenden Ansatz (fMRT) kombinierten. Bei 49
gesunden Probanden kaukasischer Abstammung wurde getestet, ob die neuronale
Aktivitat der Hirnregionen, welche an der Funktion des Arbeitsgedachtnisses (AG)
beteiligt ist, in Abhangigkeit vom vorkommenden Allel bzw. Genotyp des TPH2-SNPs
rs4570625 moduliert werden kann. Zuerst wurde die Leistung des
Arbeitsgedachtnisses (AG) mittels einer N-Zurlick-Aufgabe gemessen. Dabei zeigte
sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den jeweils gebildeten Gruppen
weder bei der Allel- (G oder T) noch bei der Genotypanalyse (T/T, G/T oder G/G).
Trotzdem wurde bei der fMRT beobachtet, dass die Aktivierung bestimmter, mit dem
AG assoziierter Hirnregionen wahrend der Aufgabenbearbeitung signifikant hoher bei

der Gruppe der T/T-Trager war. Dies betraf den linken dorsolateralen prafrontalen
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Cortex (p < 0,027), den bilateralen pramotorischen Cortex (p < 0,001) sowie den linken
parietalen Cortex (p < 0,032). Bei der Interpretation dieses Ergebnisses wurde sowohl
das Ergebnis anderer Studien (s. oben) bezuglich der verminderten kognitiven
Leistung der T/T-Trager als auch eine Hypothese berlcksichtigt, welche besagt, dass
kognitive Fahigkeitsdefizite durch einen erhdhten Aufwand kompensiert werden. Somit
wurde die beobachtete gesteigerte Aktivierung in den AG-assoziierten Regionen als
Widerspiegelung dieses erhohten Aufwands bzw. als kompensatorische Aktivierung
betrachtet (Reuter et al., 2008).

Weitere Zeichen einer Auswirkung der TPH2-Polymorphismen auf die prafrontale
Leistung lieferte eine elektrophysiologische Studie von Baehne et al. Da das G-Allel
des SNPs rs4570625 sowie das T-Allel des SNPs rs11178997 bei friheren Studien
als Risikoallele fir ADHD galten, wurde die Stichprobe aus 124 erwachsenen ADHD-
Patienten und 84 gesunden Personen flir diese beiden SNPs zuerst genotypisiert.
Dann wurde sie wahrend der Aufnahme eines laufenden Elektroenzephalogramms
(EEG) einer im Daueraufmerksamkeitstest enthaltenen Go-NoGo-Aufgabe
unterzogen. Wahrend der Ausflihrung (Go-Bedingung) und der Inhibition (NoGo-
Bedingung) einer erwarteten motorischen Reaktion wurden ereigniskorrelierte
Potentiale gemessen, deren topographischen Analysen typische neurophysiologische
Aktivierungsmuster zeigten. Wahrend in der Go-Bedingung das Zentroid Uber den
parietalen Hirnregionen lag, befand es sich in der NoGo-Bedingung deutlich anteriorer
(engl. NoGo-anteriorization, NGA) und wurde somit als elektrophysiologischer Marker
der prafrontalen Funktion benutzt. Aufgrund der bereits existierenden Nachweise fur
eine reduzierte NGA bei erwachsenen ADHD-Patienten als Zeichen einer Dysfunktion
des prafrontalen Cortex (Fallgatter et al., 2004; Fallgatter et al., 2005) formulierten die
Forscher folgende Hypothese: Sowohl gesunde als auch kranke homozygote G-
Alleltrager des rs4570625 bzw. T-Alleltrager des rs11178997 wiesen eine verringerte
NGA und somit auch eine eingeschrankte prafrontale Leistung auf. Was den
Polymorphismus rs4570625 betrifft, zeigten Probanden mit zwei G-Allelen eine
signifikant verminderte mittlere NGA (p = 0,002) im Vergleich zu Tragern von
mindestens einem T-Allel aufgrund einer signifikant hdheren Anzahl an posterioren
Zentroiden in der NoGo-Bedingung (p = 0,010). Fur den SNP rs11178997 wurde eine
signifikant geringere NGA bei homozygoten T-Alleltragern (p = 0,015) als bei Personen
mit heterozygotem Genotyp aufgrund einer signifikant hoheren Anzahl an anterioren
Zentroiden in der Go-Bedingung (p = 0,048) bestimmt. Somit wurde nachgewiesen,
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dass die zwei untersuchten SNPs unabhangig von der psychiatrischen Diagnose mit
einer Anderung der préafrontalen Funktion wahrend einer Steuerungsaufgabe

assoziiert sind (Baehne et al., 2009).

Eine weitere Arbeitsgruppe versuchte den TPH2-Polymorphismus rs4570625 mit der
Leistung der zentralen Exekutive des Arbeitsgedachtnisses in Verbindung zu bringen.
Zu diesem Zweck wurden 89 Studenten kaukasischer Herkunft zunachst fur den
obengenannten SNP genotypisiert und dann aufgefordert, unter anderem einen Farbe-
Wort-Interferenztest durchzufihren. Dieser Test ist ein Verfahren, welches haufig zur
Erfassung der individuellen Interferenzneigung bei der Farbe-Wort-Interferenz sowie
zur Messung der Konfliktverarbeitung und der inhibitorischen Kontrolle benutzt wird.
Dabei sollten die Studienteilnehmer das jeweils visuell dargebotene Farbwort (blau,
grun und rot) ignorieren und stattdessen so schnell wie moglich die Schriftfarbe (blau,
grun oder rot) dieses Farbwortes erkennen, benennen und die entsprechende Taste
drucken. Diese Aufgabe bestand aus zwei Versuchsbedingungen: Entweder stimmten
der Farbwortinhalt mit der Schriftfarbe Uberein (kongruente Items) oder nicht
(inkongruente Items). Im ersten Fall ist die Benennung der Schriftfarbe normalerweise
einfacher und schneller mdglich als im zweiten Fall, in dem die Lesegeschwindigkeit
des Farbwortes herabgesetzt ist und somit die Aufgabe schwerer zu bewaltigen ist
bzw. die richtige Antwort verzégert benannt wird. Diese Behauptung konnte im Test
zum Teil bestatigt werden: Die Reaktion aller Probanden bei kongruenten ltems war
signifikant schneller (p < 0,001) als bei inkongruenten Iltems und zwar unabhangig von
ihrem Genotyp. Interessanterweise waren die T/T-Genotyptrager jedoch wesentlich
langsamer bei einer Serie aus zwei hintereinander folgenden kongruenten ltems im
Vergleich zu G/T- (p = 0,04) bzw. G/G-Tragern (p = 0,05). Diese Beobachtung stellte
eher ein unerwartetes Ergebnis dar, weil die oben erwahnte Serie typischerweise zu
wenigen bis keinen Konflikten fuhrt. Im Gegensatz dazu werden langsamere
Reaktionen und hdhere Konflikt- bzw. Interferenzneigung bei schwierigeren Serien aus
kongruenten Kombinationen gefolgt von inkongruenten Items beobachtet (Osinsky et
al., 2009).

Wahrend die bisherigen Studien Uber TPH2-Gen und Schizophrenie vor allem bei nicht
kaukasischen Bevodlkerungen durchgefuhrt wurden und ohne signifikanten Erfolg bei
zum Teil kontroversen bzw. nicht aussagekraftigen Befunden blieben, zeigte sich im
Fall von TPH2-Gen und seine Rolle bei der kognitiven Leistung bisher eine stets

zunehmende Evidenz.
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2. Fragestellung

Aufgrund eines polygenen und somit sehr komplexen Erbgangs der Schizophrenie ist
der bisherigen Forschung noch nicht gelungen, die genetischen Grundlagen dieser
Krankheit mittels Zwillings-, Kopplungs- und Fall-Kontroll-Assoziationsstudien
ausreichend bzw. vollstandig zu erklaren. Zudem ist die aktuelle Studienlage
insgesamt sehr kontrovers. Somit wurde als alternative Herangehensweise das
Forschungskonzept der Endophanotypen, d.h. die Untersuchung von
neurobiologischen Krankheitskorrelaten auf genetische Einflussfaktoren, etabliert, mit
welchem die Entschlisselung des Erbganges einer Erkrankung einfacher sein sollte.
Als ein geeigneter Endophanotyp im Fall der Schizophrenie wird die kognitive Leistung
diskutiert.

Bei nachgewiesener Relevanz des serotonergen Systems fur die Schizophrenie, liegt
die Untersuchung daran beteiligter Gene nahe, wie z.B. des Tryptophanhydroxylase 2
Gens, welches flr die Biosynthese des Serotonins essentiell ist. Die Studienlage bzgl.
einer Assoziation zwischen TPH2-Gen und Schizophrenie sowie zwischen TPH2 und

Kognition ist heterogen und bedarf der Klarung.

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Fall-Kontroll-Assoziationsstudie,
in welcher insgesamt 2330 gesunde Kontrollprobanden und 936 an Schizophrenie
erkrankten Patienten eingeschlossen wurden. Wahrend die Allele und Genotypen von
7 SNPs des TPH2-Gens aller Studienteilnehmer auf einen moglichen Zusammenhang
mit der Schizophrenie untersucht wurden, erfolgte die Suche nach einer Assoziation
derselben Allele und Genotypen mit der kognitiven Leistung als Endophanotyp bei
einem Teil des o.g. Gesamtkollektivs, namlich an 884 Probanden (darunter 526

gesunde und 358 erkrankte Personen).
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3. Material und Methoden

3.1. Voraussetzungen der Studiendurchfiihrung

Die Studie war von der lokalen Ethikkommission genehmigt. Die Studienteilnahme
erfolgte freiwillig, nachdem alle Studienteilnehmer Uber den Studienzweck sowie die
anonymisierte Verwendung der daraus gewonnenen Informationen inkl.
Blutuntersuchungen aufgeklart wurden. Von jedem Probanden wurde vor der

Studiendurchflihrung eine schriftliche Einverstandniserklarung eingefordert.

3.2. Datengewinnung

Aufgrund der Grélke der Studienpopulation, die zur Gewahrleistung verwertbarer
Ergebnisse im Rahmen einer Assoziationsstudie erforderlich war, erfolgte in der
Forschungsgruppe fur Molekulare und klinische Neurobiologie eine Verteilung der
Aufgaben zur Erzeugung und Erfassung der Daten. Die Rekrutierung wahrend der
sechsmonatigen Vollzeitarbeit in der Arbeitsgruppe beinhaltete die Interviews und
Testungen mit ca. 130 Probanden. Bestandteile des Rekrutierungsprozesses bei
diesem Kollektiv waren eine ausfihrliche Anamnese, eine orientierende korperliche
sowie neurologische Untersuchung, ein ca. 3-stindiges Interview und eine
Blutentnahme als Ausgangsprobe flr die molekulargenetischen Untersuchungen.
Weiterhin wurden bei gesunden Kontrollprobanden im Rahmen dieses Screening-
Verfahrens auch das Family History Assessment Module FHAM (Rice et al., 1995) und
bei alteren Probanden noch der Mini-Mental-Status-Test (MMST, Folstein et al., 1975)
angewandt. Neben dem in dieser Studie ausgewerteten Wechsler Gedachtnistest in
revidierter Fassung (Harting et al., 2000) kamen noch weitere kognitive Testbatterien,
namlich der CERAD (Consortium to establish a registry for Alzheimer’s Disease,
Morris et al.,1989), der Trail-Making-Test (TMT, Reitan, 1992), der Wortschatztest
(Lehrl et al., 1995), das Montreal Cognitive Assessment (MOCA, Nasreddine et al.,
2005) sowie der Uhrentest (Shulman et al., 1993) zum Einsatz.

Nach der auf diese Weise eigenstandigen Generierung von Phanotypdaten wurden
die Genotypen aller Probanden extern bestimmt. Anschliellend erfolgte deren
Integration in das Phenomics and Genomics Sample (PAGES, Rujescu et al. 2018).

Die PAGES Stichprobe umfasst sowohl neurologisch und psychisch gesunde
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Individuen aus der Allgemeinbevolkerung als auch Personen mit verschiedenen
psychischen Krankheiten. Dadurch wird die Forschung unterschiedlicher
psychiatrischer Fragestellungen, u.a. im Gebiet der Schizophrenie und der kognitiven
Fahigkeiten ermaoglicht.

In den begleitend durchgefihrten Seminaren wurden auf Basis eigener
Literaturrecherche aktuelle und themenrelevante Publikationen vorgestellt, die unter
anderem dazu verwendet wurden, die Arbeitshypothese zu Uberpriufen und, falls
notwendig, zu adaptieren. Des Weiteren bildete diese Recherche die Grundlage fur
die Etablierung der Kriterien, die zur endgultigen Auswahl einer bezuglich der
Beantwortung der Fragestellung geeigneten Stichprobe aus dem Datenpool

verwendet wurden.

3.3. Studienart und Stichprobenbeschreibung

Im Rahmen einer genetischen Assoziationsstudie wurden zwei Gruppen von
insgesamt 3266 eingeschlossenen Studienteilnehmern gebildet, bei denen mittels
Genotypisierung die Assoziation zwischen sieben Polymorphismen im TPH2-Gen und
der Schizophrenie untersucht wurde. Die eine Gruppe bestand aus 2330 gesunden
nicht miteinander verwandten Probanden, die andere Gruppe aus 936 an
Schizophrenie erkrankten nicht miteinander verwandten Patienten. Zur Beantwortung
der Fragestellung Uber einen moglichen Zusammenhang zwischen kognitiven
Leistungen und diesen sieben TPH2-Variationen wurde bei 526 Teilnehmern der
ersten Gruppe (Kontrollen) und 358 der zweiten Gruppe (Patienten) zusatzlich zur
Genotypisierung der Gedachtnistest Wechsler Memory Scale - Revised Edition (WMS-
R), durchgefihrt. Die jeweiligen Testergebnisse wurden dann zu der Allel- und

Genotypfrequenz in Beziehung gesetzt.

3.4. Einschlusskriterien der gesamten Stichprobe

Die Teilnehmer sollten 18 Jahre oder alter sein. Weiterhin weisen alle Testpersonen

eine kaukasische Herkunft beider Eltern sowie GrofReltern auf.
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3.5. Auswahlverfahren der Kontrollgruppe

Die Auswahl der gesunden Kontrollprobanden erfolgte Uber das Einwohnermeldeamt
Minchen nach dem Zufallsprinzip. Das daraus entstandene Kollektiv wurde zuerst
schriftlich Uber das Ziel der Studie informiert. Bei vorliegendem Interesse konnten die
potentiellen Teilnehmer das darin enthaltene Formular ausfillen und somit eine

schriftliche Zusage geben.

3.5.1. Telefonscreening

Die Probanden, die der Teilnahme zugestimmt hatten, wurden dann mithilfe eines
Telefonscreenings vorselektiert, indem vor allem Probanden mit neuropsychiatrischen

Erkrankungen ausgeschlossen wurden.

3.5.2. Anamnesebogen

Im Anschluss an das Telefonscreening wurde den jetzt noch in Frage kommenden
Personen ein umfangreicher anamnestischer Fragebogen zugeschickt, um die
Eignung fir die Studie nochmals sicherzustellen. Dieser Bogen enthielt eine

systematische Befragung sowohl zur Eigen- als auch zur Familienanamnese.

Die Eigenanamnese beinhaltete eine kurze Zusammenfassung Uber verschiedene
korperliche Krankheiten sowie psychiatrische bzw. neurologische Erkrankungen in der
Vorgeschichte des Probanden, regelmalige Medikamenteneinnahmen und
Abhangigkeiten, Drogen- und Alkoholkonsum, psychiatrische und neurologische
Arztbesuche bzw. stationare Aufenthalte, eventuell unternommene Suizidversuche
sowie psychotherapeutische Behandlungen. In der Familienanamnese wurde
ausfuhrlich auf den psychischen Gesundheitszustand aller Angehdérigen ersten bis

dritten Grades eingegangen.

Als Ausschlusskriterien galten psychiatrische Erkrankungen oder relevante
somatische Krankheiten des Probanden, welche die Psyche hochgradig beeinflussen
koénnten, sowie diverse psychiatrische Erkrankungen in der Blutverwandtschaft ersten
bis dritten Grades. Anschlieliend wurden zur Durchfuhrung weiterer Untersuchungen
nur diejenigen Probanden in die Klinik eingeladen, die sowohl eine unauffallige eigene

Vorgeschichte als auch eine negative Familienanamnese aufwiesen.
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3.5.3. Klinische Untersuchung

Vor der Untersuchung wurden die rekrutierten Probanden einer ausfuhrlichen
neurologischen Anamnese unterzogen. Typische Beschwerden wie Schwindel,
Kopfschmerzen, epileptischen Anfallen, Seh- und Hérstérungen sowie motorische und
sensible Storungen wurden dabei gezielt abgefragt. Als nachstes wurde eine
standardisierte korperliche und neurologische Untersuchung durchgefuhrt, um
relevante somatische und neurologische Erkrankungen zu erfassen und solche
Probanden auszuschlie®en. Zur Beurteilung des neurologischen Befundstatus wurden
die Funktion der Hirnnerven, die Reflexe, die Koordination und die sensorischen bzw.

motorischen Fahigkeiten der Testpersonen gepruft.

3.5.4. Neuropsychologische Testungen

Im Anschluss an die klinische Untersuchung wurden mit den Probanden verschiedene
neuropsychologische Tests durchgefuhrt. Alle Tests fanden unter standardisierten
Bedingungen statt. Die Auswertung der Antworten erfolgte gemafR den vorgegebenen

Richtlinien entsprechend der Handblcher fur die jeweiligen Tests.

3.5.4.1. Mini-Mental-Status-Test (MMST)

Bei Probanden ab 60 Jahren wurde zuerst der Mini Mental Status Test nach Folstein
als Screening-Verfahren durchgefiihrt, um kognitive Defizite festzustellen (Folstein et
al., 1975). Dieser Test enthalt Aufgaben zu Orientierung, Konzentration,
Erinnerungsvermogen, Sprachverstehen, Lesen, Verfassen, Skizzieren und
Kalkulieren (Stoppe, 1997). Wahrend das Erreichen von 30 Punkten einer intakten
Gedachtnisleistung entsprach, deutete ein Testergebnis von 0 Punkten auf eine
schwerstgradige kognitive Stérung hin. Hatte ein Proband weniger als 27 Punkten

erreicht, wurde er von der Studie ausgeschlossen.

3.5.4.2. Strukturiertes Klinisches Interview fiir DSM-IV

Das Strukturierte Klinische Interview fur DSM-IV (SKID) ist ein etabliertes Verfahren

und wurde zur Erfassung, Diagnostik und dem Ausschluss von psychiatrischen
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Erkrankungen der Kontrollprobanden durchgeflihrt. Zur Diagnosestellung wurde die
deutsche SKID-Version gemal der vierten revidierten Version des diagnostischen und
statistischen Manuals psychischer Erkrankungen (DSM-1V) der American Psychiatric
Association (APA) verwendet (Wittchen et al., 1997). Die eine Einheit dieses Tests,
SKID | beschaftigt sich vor allem mit den im DSM-IV als Achse | definierten Stérungen,

die andere, SKID II mit den als Achse Il definierten Storungen.

Die Achse | wurde zur explorativen Beurteilung der Sektionen affektive und
psychotische Stérungen, Stérungen durch psychotrope Substanzen, somatoforme

Stoérungen, Ess-, Angst- und Anpassungsstérungen herangezogen.

Die Achse Il diente als Screening fur die Merkmale der zwolf in diesem klinischen
Interview erfassten Personlichkeitsstorungen. Unterschieden wird hier zwischen
selbstunsicherer, dependenter, zwanghafter, negativistischer, depressiver,
paranoider, schizotypischer, schizoider, histrionischer, narzistischer, Borderline und

antisozialer Personlichkeitsstorung.

Ein Studieneinschluss der Probanden erfolgte nur dann, wenn weder eine Achse |-

noch eine Achse II-Stérung vorlag.

3.5.4.3. Family History Assessment Module

Mit dem Family History Assessment Module wurde die psychiatrische Vorgeschichte
aller Blutverwandten ersten Grades der Probanden exploriert. Zu den
Befragungsthemen gehérten Alkohol-, Drogen- und Medikamentenabusus, Manie,
Depression, Selbstmordversuche sowie vollendete Suizide, Schizophrenie, antisoziale
Tendenzen, neurotische Stérungen, Aufsuchen psychiatrischer Hilfe und stationare

psychiatrische Aufenthalte. (Rice et al., 1995)

Konnte eine positive psychiatrische Familienanamnese nachgewiesen werden, wurde

der Proband von der Studie ausgeschlossen.

3.6. Auswahlverfahren der Patienten mit Schizophrenie

Die Rekrutierung der an Schizophrenie leidenden Patienten erfolgte in einem
mehrstufigen Verfahren in der Klinik und Poliklinik flr Psychiatrie und Psychotherapie

der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) in Mdnchen. In dieses Kollektiv wurden
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mannliche und weibliche Patienten kaukasischer Herkunft mit Schizophrenie
verschiedener Subtypen aufgenommen, nachdem ihre Diagnose gemaf} den DSM-IV-

Kriterien (Kapitel 3.5.2) verifiziert wurde.

3.6.1. Standardisierte Anamnese

Zunachst wurde bei allen Patienten eine einfuhrende umfassende und systematische
biopsychosoziale Anamnese erhoben, um einen ersten Uberblick tiber die wichtigsten
Daten ihrer Lebens- und Krankheitsgeschichte zu bekommen. Abgefragt wurden
sowohl die allgemeinen Lebensverhaltnisse, die Lebensweisen und die personlichen
Netzwerke der Patienten als auch Schulbesuch und Abschlisse, berufliche Ausbildung
und Laufbahn, Familienstand, Kinder, Partnerschaft und Wohnsituation. Aulerdem
wurden Fragen zu Krankheiten seit der Kindheit, Medikamenteneinnahme,
Suizidversuche sowie ambulante und stationare psychiatrische Therapie gestellt. Eine
gezielte Suchtanamnese (Alkohol- und Drogenkonsum) sollte wichtige Hinweise Uber
eine eventuell vorhandene Komorbiditat mit einer Suchterkrankung bzw. eine
substanzinduzierte psychotische Stérung liefern. Ein Studienausschlusskriterium
stellten Patienten mit einem vorhandenen Substanzmissbrauch als identifizierte

Krankheitsursache dar.

3.6.2. Diagnoseverifizierung nach den DSM-IV-Kriterien

Die Diagnose Schizophrenie wurde bei allen Patienten durch das Strukturierte
Klinische Interview fur DSM-IV (SKID) verifiziert (Wittchen et al., 1997). Die DSM-IV-
Kriterien fUr die Diagnostik der Schizophrenie sind in Kirze die folgenden: Anzahl und
Dauer der charakteristischen positiven und negativen Symptome, krankheitsbedingte
berufliche und soziale Leistungseinbul3en, Ausschluss einer schizoaffektiven oder
affektiven Stdrung sowie eines Substanzeinflusses und aller relevanten medizinischen
Krankheitsfaktoren. Ausgeschlossen von der Studie wurden sowohl Patienten, welche
diese DSM-IV-Kriterien nicht erflllten als auch Patienten mit HIV-Positivitat, florider
Hepatitis B und C oder anamnestischen Anhalt fir intravendsen Heroinkonsum.
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3.7. Wechsler Memory Scale Revised (WMS-R)

Um die kognitiven Leistungen beider Teilnehmergruppen zu prifen bzw. sie
miteinander zu vergleichen, wurde die revidierte Fassung des Gedachtnistests
Wechsler Memory Scale (WMS-R) in deutscher Adaptation benutzt (Harting et al.,
2000). Da nicht alle 3266 aufgeklarten Studienteilnehmer der Durchfihrung dieses
Tests zugestimmt hatten, wurde nur ein Teil der gesamten Stichprobe mittels der
WMS-R Testung kognitiv getestet, namlich 884 Probanden. Davon waren 526

Kontrollprobanden und 358 Schizophreniepatienten.

Die WMS-R Testbatterie ist ein etabliertes Verfahren, das eine Vielfalt aus Leistungen
sowohl des verbalen bzw. nonverbalen Kurzzeit- und Langzeitgedachtnisses als auch
der Aufmerksamkeit abfragt (Schneider, 2012). Der Test dauert etwa 45-60 Minuten,
wird als Einzeluntersuchung durchgefuhrt und ist fur Testpersonen zwischen 15 und
74 Jahre geeignet. Der Test besteht aus 13 in vorgegebener Reihenfolge
durchgefuhrter Untertests, die sich durch ihre Komplexitat und ihren Abrufprozess
(freies Erinnern, Abruf mit Hinweisreizen sowie Abruf durch Wiedererkennen)
unterscheiden (Harting et al., 2000; Parkin, 2000) und deren Abfrage unmittelbar oder
verzogert erfolgt (Abbildung 3.3).

unmittelbare Abfrage verzogerte Abfrage

* Information und Orientierung
* mentale Kontrolle

» figurales Gedachtnis

* logisches Gedachtnis | [f‘> * logisches Gedachtnis Il

* visuelle Paarerkennung | * visuelle Paarerkennung |l
* verbale Paarerkennung | * verbale Paarerkennung Il

* visuelle Wiedergabe |
» Zahlenspanne
 Blockspanne

visuelle Wiedergabe Il

Abbildung 3.3: Uberblick der 13 WMS-R Subtests in der durchgefiihrten Reihenfolge

Als Ein- und Ausschlusskriterium fir die Durchfiihrbarkeit des Tests dient der erste

Untertest (,Information und Orientierung®), dessen Antworten im Gegensatz zu den
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restlichen weiteren zwolf Untertests nicht weiterverwertet werden. Zudem erhalten
nicht alle auszuwertende Untertests die gleiche Gewichtung. Jedoch werden sie dann
den folgenden funf verschiedenen Leistungsaspekten zugeordnet (Tabelle 3.2): Die
»JAufmerksamkeit bzw. die Konzentration®, das ,Verbale® sowie das ,Visuelle
Gedachtnis“, die zusammen das ,Allgemeine Gedachtnis“ bilden als auch die
,verzogerte Wiedergabe®“. Aus ihnen errechnen sich dann funf entsprechende Indizes,

die fur die Interpretation der Testergebnisse notwendig sind.

Sowohl das Vorgehen als auch die Auswertung erfolgten gemaf den Vorschriftendes
WMS-R-Handbuches (Harting et al., 2000) und alle Antworten (inkl. Rohwerte) des
jeweiligen Untertests wurden sorgfaltig auf dem Protokollbogen eingetragen.
Dementsprechend wurden auch die genauen Zeitvorgaben fur die Darbietung der
Materialien jedes Untertests als auch die Lange der Pausen zwischen unmittelbarer

und verzdgerter Abfrage eingehalten.

Tabelle 3.2: Uberblick tiber die 5 verschiedenen Leistungsaspekte und ihre zugehérigen Untertests

Allgemeines Gedachtnis
Aufmerksamkeit und Verzogerte
Konzentration Verbales Visuelles Wiedergabe
Gedachtnis Gedachtnis
Mentale Kontrolle Figurales
Gedachtnis
Logisches Visuelle Logisches
Gedéachtnis | Paarerkennung | |Gedachtnis Il
Zahlenspanne Visuelle
Paarerkennung |l
Blockspanne Verbale Visuelle Verbale
Paarerkennung | |Wiedergabe | Paarerkennung Il
Visuelle
Wiedergabe Il
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3.7.1. Untertests der WMS-R

Zu Beginn erfolge das Eintragen des Testdatums zur nachfolgenden Altersberechnung

auf der ersten Seite des Protokollbogens.

3.7.1.1. Information und Orientierung

Der Subtest ,Information und Orientierung” stellt ein kognitives Screening dar und dient
ausschlieBlich der Einschatzung der Durchfuhrbarkeit der WMS-R sowie der
Interpretierbarkeit der einzelnen Ergebnisse. Somit werden die richtigen Antworten
dieses Abschnitts nicht weiterverwertet bzw. gehen nicht in die Beurteilung der
Gedachtnisleistungen ein. Die 16 Fragen, die hier gestellt werden, betreffen
biographische Daten (Frage 1-5), Allgemeinwissen (Frage 6-7), zeitliche und
raumliche Orientierung (Frage 8-14), bevorzugte Handigkeit (Frage 15) sowie Seh-
und Horfahigkeit der Testperson (Frage 16), wobei die letzten zwei Fragen keine
Punkte ergeben. So kdnnen maximal 14 Punkte erreicht werden. Die Frage 16 dieses
Abschnitts dient der Aufdeckung eventueller Sehe- (Brillentragen oder
Farbenblindheit) und Hoéreinschrankungen, die im Hinblick auf die weiteren Aufgaben
des Tests beeintrachtigend sein konnten. Ist der Proband Brillentrager oder Trager
eines Horgerates, muss sichergestellt werden, dass er diese beim Test benutzt.
Testpersonen, die in diesem ersten Untertest nicht die volle Punktzahl erreichten,

wurden von der Studie ausgeschlossen.

3.7.1.2. Mentale Kontrolle

Der Untertest ,Mentale Kontrolle® pruft die Konzentration und Aufmerksamkeit, indem
der Proband drei Aufgaben mit (Uberlernten) Reihen von Zahlen und Buchstaben so
schnell wie moglich innerhalb eines bestimmten Zeitraums bewaltigen soll. Eine
Hilfestellung ist nicht erlaubt. FUr diesen Untertest gibt es kein Abbruchkriterium. Der
Proband bekommt 2 Punkte fur jede Aufgabe, die er ohne Fehler innerhalb der
vorgegebenen Zeitgrenzen durchfuhrt bzw. ein Punkt, wenn er nur ein Fehler innerhalb
des Zeitfensters macht. Treten mehr als ein Fehler auf, dann wird kein Punkt vergeben.

Somit konnen in diesem Untertest maximal 6 Punkte erreicht werden.
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3.7.1.3. Figurales Gedachtnis

Bei dem Untertest ,Figurales Gedachtnis® wird mittels vier Aufgaben die Fahigkeit des
visuellen Kurzzeitgedachtnisses des Probanden untersucht, zuvor dargebotene
Muster aus einer grolleren Zusammenstellung ahnlicher Muster innerhalb einer
bestimmten Zeitgrenze wiederzuerkennen. Als Muster werden unterschiedlich

schattierte Rechtecke benutzt, die in einem Stimulusheft aufgezeichnet sind.

Zunachst bekommt der Teilnehmer ein Muster auf einem Testblatt gezeigt, das er sich
fur 5 Sekunden einpragen soll. Anschlie3end wird ihm ein weiteres Testblatt mit drei
unterschiedlichen Mustern dargeboten, aus denen er das zuvor eingepragte Muster

wiedererkennen und auf das er innerhalb von 5 Sekunden zeigen soll.

Bei der Aufgabe 2 bekommt der Proband zuerst drei neue Muster fur 15 Sekunden
gezeigt, die er sich merken soll, und danach neun Muster, unter denen er die zuvor
drei eingepragten Muster innerhalb von 30 Sekunden wiedererkennen soll. Das
gleiche Schema aber mit steigendem Schwierigkeitsgrad wird in zwei weiteren
Durchgangen (Aufgabe 3 und 4) mit komplexeren Mustern wiederholt. Zwischen den

einzelnen Aufgaben wird jeweils flir 5 Sekunden eine Pause eingelegt.

Fur jedes richtig erkannte Muster wird jeweils ein Punkt vergeben, wobei nur richtige
Antworten innerhalb des vorgegebenen und dem Probanden nicht zuvor genannten
Zeitlimits gewertet werden. Die Reihenfolge der Antworten spielt keine Rolle und eine
Antwortkorrektur innerhalb dieses Zeitfensters ist erlaubt. Bei diesem Untertest gibt es

kein Abbruchkriterium und es konnen maximal 10 Punkte erreicht werden.

3.7.1.4. Logisches Gedachtnis |

Der Untertest ,Logisches Gedachtnis [|“ prift die Leistung des verbalen
Kurzzeitgedachtnisses. Zu diesem Zweck bekommt der Proband zweimal je eine
gleich lange Geschichte (Geschichte A und B) vorgelesen, die er unmittelbar danach
moglichst wortwortlich nacherzahlen soll. Im Anschluss daran wird der Proband darauf
hingewiesen, dass er sich diese zwei dargebotenen Geschichten merken soll, weil er
30 Minuten spater nochmals gebeten wird, diese aus dem Gedachtnis zu
wiedergeben. Wahrend des unmittelbaren Nacherzahlens erstellt der Testleiter jeweils

eine wortgetreue Dokumentation der Antworten, die dann richtliniengerecht
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ausgewertet werden. Dabei wird pro richtige Auswertungseinheit ein Punkt vergeben,

wobei der Proband bei diesem Untertest maximal 50 Punkte erreichen kann.

3.7.1.5. Visuelle Paarerkennung |

Bei der ,Visuellen Paarerkennung I wird erneut die Leistung des visuellen
Kurzzeitgedachtnisses getestet. Zunachst werden dem Probanden mehrere
Strichzeichnungen, jeweils gekoppelt mit einer bestimmten Farbe, gezeigt. Im
Anschluss bekommt er die Strichfiguren allein dargeboten sowie ein Testheft mit einer
Farbtafel bereitgestellt, wobei die Tafel nur die vorher schon gepaarten Farben enthalt.
Seine Aufgabe besteht darin, jeweils die richtige Farbe von dieser Tafel auszuwahlen
und diese der entsprechenden Figur zuzuordnen. Um den Untertest besser zu
verstehen und um sicherzustellen, dass keine Schwierigkeiten bei der
Farbendifferenzierung bestehen, wird zuerst eine Beispielaufgabe ausgefiuhrt. Danach
werden mindestens drei und hochstens sechs Durchgange der oben erklarten Aufgabe
durchgefuhrt, wobei nur die ersten drei bewertet werden. Bei jeder Runde werden
dieselben 6 Figuren-Farben-Paare flr jeweils 3 Sekunden gezeigt, aber jedes Mal in
einer veranderten Reihenfolge. Fur das Bestimmen der jeweils dazugehoérigen Farbe
aus der Farbtafel hat der Proband dann immer 5 Sekunden Zeit. Falls der Proband
innerhalb der vorgegebenen Zeit nicht oder falsch antwortet oder erkennen lasst, dass
er sich nicht mehr an die richtige Farbe erinnert, bekommt er diese vom Testleiter
gezeigt und fahrt mit der nachsten Figur fort. Zwischen den Darbietungen der
einzelnen Figuren sollen ca. 5 Sekunden Zeit liegen. Jedes richtig erkannte Figuren-
Farben-Paar wird mit jeweils einem Punkt bewertet. Wenn der Proband im dritten
Durchlauf alle 6 Figuren mit der zugehdrigen Farbe korrekt paart, wird der Untertest
beendet. Begeht er in der dritten Runde Fehler, dann wird der Untertest trotzdem
fortgesetzt, bis der Proband alle Paare korrekt erkennt bzw. bis die sechste Runde
abgeschlossen wird. Da die Gesamtpunktzahl sich aus den richtigen Antworten nur
der ersten drei Durchlaufe berechnet, kbnnen maximal 18 Punkte erreicht werden.
Nach Abschluss aller bendtigten Runden wird der Proband darauf hingewiesen, dass
er diese sechs Figur-Farb-Kombinationen so gut wie moglich in Erinnerung behalten
soll, weil er 30 Minuten spater nochmals gebeten wird, jede Figur mit der richtigen

Farbe zu paaren.
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3.7.1.6. Verbale Paarerkennung |

Der Subtest ,Verbale Paarerkennung |“ entspricht dem verbalen Korrelat des vorigen
Subtests der ,Visuellen Paarerkennung I|“. Anstelle von Figuren-Farben-Paaren
werden hier dem Probanden 8 Wortpaare unterschiedlichen Schwierigkeitsgrades
diktiert. Sobald das entsprechende erste Wort im Verlauf erneut vorgelesen wird, soll
der Proband das dazugehorige zweite Wort rekapitulieren und innerhalb von 5
Sekunden nennen. Die Darbietung der Wortpaare soll in einem Sprechtempo von ca.
3 Sekunden pro Paar erfolgen. Auch hier werden mindestens drei und hdchstens
sechs Durchgange durchgefihrt, wobei allerdings die Reihenfolge der abzurufenden
Woarter bei jedem neuen Durchgang variiert wird. In diesem Untertest kbnnen maximal
24 Punkte erzielt werden, wobei der Gesamtwert die Summe der 12 leichten und 12
schweren Wortkombinationen in den ersten Durchgangen ist. Ansonsten wird nach
dem gleichen Prinzip wie beim vorherigen Untertest vorgegangen. Nach Beendigung
aller notwendigen Runden wird der Proband noch auf die verzdgerte Abfrage der

Wortpaare nach 30 Minuten hingewiesen.

3.7.1.7. Visuelle Wiedergabe |

Dem Probanden werden bei dem Untertest ,Visuelle Wiedergabe |“ 4 verschiedene
Stimuluskarten mit Strichzeichnungen ansteigenden Schwierigkeitsgrades fir jeweils
10 Sekunden dargeboten, die er jeweils unmittelbar danach aus dem Gedachtnis so
genau wie moglich und ohne zeitliche Begrenzung nachzeichnen soll. Radieren und
Korrekturen sind dabei erlaubt. Nach der Darbietungszeit wird die jeweilige Karte vom
Prifer sofort eingesammelt und der Untersuchungsperson nicht wieder gezeigt,
unabhangig davon ob die Skizze fehlerhaft oder gar nicht vorhanden ist. Bei diesem
Untertest kbnnen maximal 41 Punkte erreicht werden, wobei ausfuhrliche Kriterien und
Beispielzeichnungen fur jede Karte im Anhang des Testmanuals enthalten sind und
bei der Auswertung benutzt werden. Bei jedem Fehler wird ein Punkt abgezogen. Nach
Abschluss der Aufgabe wird der Proband noch darauf hingewiesen, diese
Zeichnungen so gut wie moglich in Erinnerung zu behalten, weil er nach 30 Minuten

gebeten wird, diese nochmals aus dem Gedachtnis frei zu zeichnen.
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3.7.1.8. Zahlenspanne

Der Untertest ,Zahlenspanne® setzt sich aus zwei hintereinander durchgefuhrten
Aufgabentypen zusammen, der ,vorwarts“- und der ,rickwarts“-Version. Bei der
Lvorwarts“-Variante liest der Testleiter Zahlenabfolgen wachsender Lange vor, welche
der Proband im unmittelbaren Anschluss verbal wiederholen soll. Bei der ,rickwarts-
Version werden weitere ahnliche Zahlenreihen vorgesprochen, welche der Proband
diesmal ruckwarts nachsprechen soll. Bei jeder Runde werden die angegebenen
Zahlenfolgen beider Aufgaben um eine Zahl langer. Bei der ersten Aufgabe reichen
sie von drei bis zu acht Zahlen hintereinander und bei der zweiten von zwei bis zu
sieben. Jeder Durchgang entspricht somit einer Schwierigkeitsstufe. Beide Aufgaben
bestehen jeweils aus 6 Schwierigkeitsstufen, wobei jede davon zwei verschiedene
Folgen gleicher Lange enthalt (zweimal eine 3er Zahlenspanne, zweimal eine 4er
Zahlenspanne usw.). Es werden immer beide Folgen eines Durchgangs vorgelesen,
bevor der nachste Durchgang beginnt. Falls der Proband beide Zahlenfolgen einer
Schwierigkeitsstufe der ,Zahlenspanne vorwarts“ falsch wiedergibt, wird diese
Aufgabe beendet und mit der ,Zahlenspanne ruckwarts® fortgefahren. Hilfestellung
sowie Ruckmeldung sind nicht erlaubt. Jede richtig nachgesprochene Zahlenfolge wird
mit einem Punkt bewertet. Bei jeder Aufgabe werden maximal 12 Punkte erreicht und
somit betragt die maximal zu erreichende Gesamtpunktzahl in diesem Untertest 24
Punkte.

3.7.1.9. Blockspanne

Ahnlich wie der vorrige Subtest verluft auch der Untertest ,Blockspanne“ mit einer
Lvorwarts“- und einer ,rickwarts“- Aufgabe. Als Testmaterial wird hier ein sog.
Blockspannbrett, d.h. ein rechteckiges Brett mit fest befestigten kleinen Wiirfeln
variabler Anordnung, benodtigt. Jeder Wirfel ist mit einer unterschiedlichen Zahl
nummeriert, die nur fur den Testleiter ablesbar sein sollte. Deswegen wird das Brett

vor Beginn des Untertests entsprechend hingestellt.

Bei der ersten Aufgabe soll der Proband mehrere auf diesem Brett zuerst vorgespielte
Folgen zunehmender Lange in derselben Reihenfolge mittels Fingertippen auf den
nummerierten Wurfeln nachtippen. Bei der ,Blockspanne rickwarts wird der Proband
gebeten, andere Folgen ebenfalls wachsender Lange im unmittelbaren Anschluss an

die Darbietung diesmal in genau umgekehrter Reihenfolge zu repetieren. Es wird dabei
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darauf geachtet, dass alle Folgen mit einer Tippgeschwindigkeit von 1 Sekunde pro
Warfel dargeboten werden. Die vorgespielten Folgen beider Aufgaben werden bei
jedem Durchgang um einen Wurfel langer, wobei die ,Blockspanne vorwarts“ 7 und
die ,Blockspanne rickwarts“ 6 Durchgange enthalt. Bei der ersten Aufgabe reichen die
gleich nacheinander getippten Wirfel von zwei bis zu acht und bei der zweiten von
zwei bis zu sieben. Jeder Durchgang entspricht einer Schwierigkeitsstufe und besteht
aus zwei verschiedenen Folgen gleicher Lange (zweimal eine 2er Blockspanne,
zweimal eine 3er Blockspanne usw.). Es werden immer beide Folgen eines
Durchgangs dargeboten, bevor es mit dem nachsten Durchgang weiter geht. Falls der
Proband beide Folgen einer Schwierigkeitsstufe der ,Blockspanne vorwarts® falsch
wiedergibt, wird diese Aufgabe beendet und mit der ,Blockspanne ruckwarts®
fortgefahren. Hilfestellung sowie Rickmeldung sind nicht erlaubt. Jede richtig
nachgetippte Folge wird mit einem Punkt bewertet. Bei der ,Blockspanne vorwarts"
werden hochstens 14 Punkte erzielt, wahrend bei der ,Blockspanne ruckwarts®
héchstens 12 Punkte mdglich sind. Somit betragt der maximale Gesamtpunktwert in
diesem Untertest 26 Punkte.

3.7.1.10. Logisches Gedachtnis I

Der Untertest ,Logisches Gedachtnis II* stellt die verzdogere Textreproduktion vom
,Logischen Gedachtnis | dar und muss genau 30 Minuten danach durchgefuhrt
werden. Ist die dazwischenliegende Zeit kiirzer, dann wird der Test mittels einer Pause
zwischen den Untertests ,Blockspanne® und ,Logisches Gedachtnis I1“ Gberbrickt. Die
Untersuchungsperson soll sich die zwei Erzahlungen aus dem ,Logischen Gedachtnis
I“ in Erinnerung rufen und beginnend mit der ersten Geschichte beide nochmals
moglichst wortgetreu erzahlen. Falls der Proband bis dahin eine bzw. beide
Erzahlungen vergessen hat, kann ihm gemafl den genauen Vorschriften geholfen
werden. Andere davon abweichende Hilfestellungen sind hierbei verboten. Die
Auswertung dieses Untertests unterliegt den gleichen Richtlinien wie das ,Logische

Gedachtnis I, wobei der maximale Gesamtpunktwert ebenfalls 50 Punkte betragt.

3.7.1.11. Visuelle Paarerkennung Il

Bei dem Untertest ,Visuelle Paarerkennung II“ werden nochmals dieselben

vorgezeigten Figuren aus der ,Visuellen Paarerkennung I* aufgefihrt, aber diesmal
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ohne die dazugehdorigen Farben. Der Proband hat jeweils zehn Sekunden Zeit, um sich
an die richtige Farbe zu erinnern und jede vorgelegte Figur wieder der entsprechenden
Farbe auf der Farbtafel zuzuordnen. Ruckmeldungen sind hierbei nicht erlaubt. Pro
zutreffende Antwort wird ein Punkt vergeben und die maximal zu erreichende

Gesamtpunktzahl betragt 6 Punkte.

3.7.1.12. Verbale Paarerkennung Il

Fur die ,Verbale Paarerkennung I1“ werden dem Probanden noch einmal nur die ersten
Worter der aus der ,Verbalen Paarerkennung |“ bekannten Wortpaare vorgelesen und
er versucht sich wieder zu erinnern, welche Woarter zu den erstgenannten gehoren. Es
wird nur ein Durchgang durchgefuhrt. Die Antwortzeit betragt 10 Sekunden pro Item,
wobei diesmal keine Ruckmeldungen erlaubt sind. Jede richtige Antwort wird mit
einem Punkt bewertet und maximal konnen in diesem Untertest 8 Punkte erreicht

werden.

3.7.1.13. Visuelle Wiedergabe Il

Der Proband wird bei der ,Visuellen Wiedergabe |I“ gebeten, sich die vier Figuren aus
der ,Visuellen Wiedergabe I in Erinnerung zu rufen und diese auswendig noch einmal
moglichst detailgetreu auf einem leeren Blatt aufzuzeichnen. Die Reihenfolge ist dabei
beliebig. Der Proband darf nur ermutigt werden, falls er sich nicht an die Zeichnungen
erinnern kann, aber es durfen keine Hinweise gegeben werden. Die Auswertung der
Zeichnungen erfolgt nach den gleichen im Anhang des Testmanuals erhaltenen
Kriterien wie im Untertest ,Visuelle Wiedergabe [|“. Der maximal zu erreichende

Gesamtpunktwert betragt somit ebenfalls 41 Punkte.

3.7.2. Auswertung der WMS-R

Die Testergebnisse alle Untertests werden dann nach vorgegebenen Instruktionen im
Testmanual ausgewertet. Daflir werden die erreichten Rohwerte der einzelnen
Untertests auf dem Deckblatt des Protokollbogens eingetragen. Die Rohwerte der
Untertests 2-13 werden im Nachhinein mit einem speziellen Gewicht multipliziert. Im
Einzelnen werden die Untertests ,Mentale Kontrolle, ,Figurales Gedachtnis®,

,Visuelle® und ,Verbale Paarerkennung I ,Visuelle Wiedergabe | und II* sowie
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,Logisches Gedachtnis II* einfach gewichtet. Zweifach gewichtet werden hingegen die
Subtests ,Logisches Gedachtnis |, ,Zahlen®- bzw. ,Blockspanne® als auch ,Visuelle®
und ,Verbale Paarerkennung II“. Die gewichteten Rohwerte werden anschlieRend zu
folgenden Summenwerten (entsprechend dem zugehérigen Leistungsaspekt des

jeweiligen Untertests) aufaddiert:

- ,Verbales Gedachtnis® (Subtests 4 und 6),

- Visuelles Gedachtnis® (Subtests 3, 5 und 7),

- ,Aufmerksamkeit/Konzentration“ (Subtests 2, 8 und 9),
- ,Verzdgerte Wiedergabe“ (Subtests 10-13)

Aus den Summenwerten vom ,Verbalen® und ,Visuellen Gedachtnis® wird aulerdem
ein Wert fur ,Allgemeines Gedachtnis" gebildet. Entsprechend den IQ-Werten (nach
dem HAWIE-R) lassen sich diese Summenwerte je nach Probandenalter in Indizes mit
einem Mittelwert von 100 und einer Standardabweichung von 15 (mithilfe der Tabelle
im Anhang des Testmanuals) umwandeln (Harting et al., 2000). Das bedeutet, dass
ein Indexwert von 100 eine durchschnittliche Leistung des Probanden in diesem
Untertest wiedergibt. Indizes von 85 oder 115 liegen hingegen eine

Standardabweichung unterhalb bzw. oberhalb des Mittelwertes.

3.7.3. Normen und Interpretationshinweise der WMS-R

Fur die Eichung der deutschen Version der WMS-R wurden, um eine mdglichst
bevolkerungsreprasentative Datenerhebung zu gewahrleisten, 210 Probanden aus
Nordrhein-Westfalen im Alter von 15 bis 74 Jahren (je 30 in sieben Altersgruppen: 15-
19, 20-25, 26-34, 35-44, 45-54, 55-64, 65-74) nach vorher festgelegten Geschlechts-
und Bildungskriterien zufallig ausgewahlt (Harting et al., 2000). Die Schichtung dieser
Stichprobe erfolgte dabei anhand der demographischen Daten des Statistischen
Jahrbuchs fir die BRD von 1995. AuRerdem wurde bei dieser Stichprobe parallel auch
der Untertest 4 des L-P-S (Horn, 1983), eines Tests zur Intelligenzschatzung,
durchgefuhrt. Im Testmanual werden fir diese Standardisierungsstichprobe die
Mittelwerte und Standardabweichungen der ungewichteten und der gewichteten
Rohwerte (IQ-Aquivalente, M = 100, SD = 15 und Prozentrénge) sowie der Indizes pro
Altersklasse aufgefuhrt. Erfasst werden ebenfalls Standardmessfehler und kritische
Differenzen der Indizes sowie Interkorrelationen der Subtests und der Indizes fir die

verschiedenen Altersgruppen. Aul3erdem finden sich zusatzlich Testnormen, sowie je
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ein Anhang fur die Bewertung des Subtests Logisches Gedachtnis und des Subtests
Visuelle Wiedergabe. Der Einfluss demographischer Variablen (Geschlecht, Alter und
Bildung) auf die WMS-R Werte wird ebenfalls beschrieben (Harting et al., 2000).

3.7.4. Statistische Eigenschaften

3.7.4.1. Einfluss demographischer Variablen auf die WMS-R Werte

Die Priafung der funf gebildeten Summenrohwerte der Leistungsaspekte bzgl.
Unterschiede bei den drei Kovariablen Alter, Geschlecht sowie Ausbildungsniveau

erfolgte mit univariaten Varianzanalysen (ANOVA) (Harting et al., 2000).

Bezulglich eventueller Geschlechtsunterschiede zwischen Manner und Frauen sowohl
fr einzelne Untertests als auch fir ihre Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass
kein signifikanter Geschlechtseffekt in der Standardisierungsstichprobe existiert. Somit

war eine Angleichung der Testergebnisse an das jeweilige Geschlecht unnétig.

Im Gegensatz zum Geschlecht beeinflussen der Bildungsgrad und das Alter die

Resultate in allen Untertests signifikant.

Die Unterteilung in Altersgruppen bei der Normierung ist damit ersichtlich
gerechtfertigt: Werden ein 74-Jahrige mit einem Indexwert von 100 in der Allgemeinen
Gedachtnisleistung mit einem 25-Jahrigen mit dem gleichen Wert in derselben
Leistung verglichen, dann bedeutet das gleichzeitig, dass der zweite einen niedrigeren

Rohwert aufweist.

Im Fall der Schulbildung wird bei der Normierung, abgesehen von einer Normentabelle
fur Absolventen mit Abitur, keine Gruppeneinteilung nach dem Bildungsstand
festgelegt. Deswegen sollte der Anwender bei der Beurteilung der Testresultate dies
berlcksichtigen. Zudem sollte bei jungeren Teilnehmern mit vom erwarteten Index von
100 stark abweichenden IQ-Werten noch das Phanomen einer 1Q-Zunahme pro
Generation berucksichtigt werden (Flynn, 1987). Bei dieser Population sollte zur
Intelligenzschatzung auf eine aktualisierte Normierung und nicht auf die zeitlich
zurlUckliegende Normierung des hier benutzten Untertests 4 des L-P-S zurlickgegriffen
werden (Horn, 1983).

65



Material und Methoden

3.7.4.2. Reliabilitat und Objektivitat

Um die Retestreliabilitat der WMS-R zu bestimmen, wurde mit 40 Probanden aus allen
Altersgruppen der Test nach 6 Monaten erneut durchgefuhrt. Hierfur wurden fur die
Untertests 2-13 sowie flr die funf Indizes der Leistungsaspekte die
Stabilitatskoeffizienten als MalR der Reliabilitdt bestimmt. Die niedrigste
Retestreliabilitat (0,42) wies der Untertest ,Visuelle Wiedergabe 11“ auf, wahrend die
.Zahlenspanne“ die hochste (0,83) besald. Allerdings war r > 0,75 bei lediglich vier
Untertests vorhanden, so dass die Retestreliabilitdten flr die einzelnen Untertests
(0,42-0,83) im Ganzen als niedrig eingestuft werden missen, wobei die
Retestreliabilitaten der jeweiligen Indizes (0,80-0,88) hingegen ausreichend hoch sind.
Insgesamt ergaben sich also Koeffizienten zwischen 0,42 und 0,88 mit einem Median
von 0,78. Folglich sollte der Benutzer bei der Interpretation der Ergebnisse einzelner

Untertests mit niedriger Reliabilitat Vorsicht walten lassen. (Harting et al., 2000)

Was die Durchfuhrungsobjektivitat der WMS-R betrifft, kann sie aufgrund des
standardisierten Materials und der festgelegten Vorgehensweise des Verfahrens als
gegeben angesehen werden. Die Auswertungen der einzelnen Untertests sind im
Allgemeinen eindeutig. Eine Ausnahme stellen hier nur die Bewertungen von dem
,Logischen Gedachtnis® und von der ,Visuellen Wiedergabe“ dar, die aufgrund der
grolRen interindividuellen Varianz der Antworten deutlich komplexer sind. Zur
Sicherstellung der Auswertungsobjektivitat beinhaltet der Anhang des Testmanuals
exakte Beurteilungskriterien sowie Regeln und eine Vielzahl haufig auftretender
Antworten fur beide Untertests beinhaltet. Auflerdem wurde sie dann auch statistisch
Uberpruft und als gut beurteilt, da die gemessene Interrater-Reliabilitat fur die
Untertests ,Logisches Gedachtnis“ sowie ,Visuelle Wiedergabe“ 0,99 bzw. 0,97
betrug. (Harting et al., 2000)

3.7.4.3. Validitat

Zur Validitatsuberprifung des Verfahrens wurde eine klinische Stichprobe mittels
WMS-R  untersucht, die neben einem neurochirurgisch-neurologischen
Patientenkollektiv auch zwei psychiatrische Patientengruppen enthielt. Es handelte
sich um Patienten mit einer Depression bzw. um Patienten mit einer wahrscheinlichen
Alzheimer Erkrankung milder und moderater Auspragung (gemaft NINCDS-ADRDA-

Kriterien). Hierbei lag der Gesamt-Index dieser Patienten je nach vorliegender
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Grunderkrankung bei einer (Depression) bzw. drei Standardabweichungen
(beginnende Demenz) vom Mittel. Somit wurde festgestellt, dass die WMS-R zwischen
einer kognitiven Beeintrachtigung aufgrund einer depressiven Erkrankung und einer
solchen aufgrund einer beginnenden Alzheimer Demenz differenzieren kann.
Allerdings eignet sich das Verfahren aufgrund seines hohen Schwierigkeitsgrades
nicht fur fortgeschrittene Demenzstadien, sondern nur zum Einsatz in der
Frahdiagnostik. (Harting et al., 2000)

3.8. Laborverfahren

Bei jedem Studienteilnehmer erfolgte eine Blutabnahme mit anschlieRender DNA-
Extraktion, um hochreine genomische DNA, bendtigt flr die Genotypisierung der 7
relevanten SNPs (rs11178997, rs11178998, rs4341581, rs7954758, rs10784941,
rs4565946, rs2129575), zu gewinnen. Fir diesen Zweck wurden jeweils etwa 7ml
vendses Blut in EDTA-Monovetten entnommen, wobei alle verwendeten Proben
kodiert wurden, um Anonymitat zu gewahrleisten. Sowohl die DNA-Extraktion und die
Bestimmung der DNA-Konzentration, als auch das Verfahren der Genotypisierung
erfolgten nach Standardprotokollen der Arbeitsgruppe ,Molekulare und Klinische
Neurobiologie® der psychiatrischen Klinik und Poliklinik flr Psychiatrie und

Psychotherapie der LMU.

3.8.1. DNA-Extraktion

Die DNA-Extrahierung wurde mit dem QlAamp Blood Maxi Kit (Qiagen, Hilden) gemaf
Firmenprotokoll (Qiagen 2005) unter Verwendung der in Tabelle 3.3 (S. 67)
aufgelisteten Materialien durchgefiuhrt. Zuerst erfolgte die Zentrifugation des
gewonnenen Vollblutes bei 3000rpm fur 10min, um das Plasma, welches fur andere
Versuche bendtigt wurde, abzutrennen. Der Blutkuchen wurde anschlielend mittels
eines 1xPBS-Puffers resuspendiert bzw. auf ein Volumen von etwa 10ml gebracht und
dann zur Zelllyse mit 500ul QIAGEN Protease versetzt und gemischt. Um die DNA-
Bindeproteine zu denaturieren und somit die Freisetzung der DNA zu erleichtern,
wurden 12ml eines Guanidiniumhydrochlorid (GHCI) haltigen QIAGEN Lysepuffers
zugegeben und fur 60s auf einem Vortexer homogenisiert. Danach erfolgte eine 30-
minutige Inkubation dieses Gemisches bei 70°C im Wasserbad.
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Tabelle 3.3 verwendete Materialien (inkl. Puffer, Reagenzien und Geréte) fur die DNA-Extraktion

Material Hersteller

1x PBS-Puffer Eigene Herstellung

Ethanol Rotipuran > 99.8% p.a. Carl Roth, Karlsruhe

QIAamp Maxi Blood Maxi Kit Qiagen, Hilden

50ml Zentrifugenréhre Sarstedt, Nimbrecht

Rotixa RP Standzentrifuge Hettich, Tuttlingen

Vortex Genie Scientific Industries, New York, USA
WB Wasserbad Memmert, Schwabhausen

Die anschlieliende Zugabe von 10ml Ethanol diente der Entfernung der DNA-
Hydrathulle, was eine wichtige Voraussetzung fur die nachfolgende DNA-Bindung an
eine Silicagelmembran im Rahmen der DNA-Extraktion darstellte. Nachdem diese
Losung erneut mittels Vortexer fur 2min gemischt worden war, wurde sie schrittweise
auf eine QlAamp Maxi Saule (Silicagelmembran) pipettiert, sowie jeweils 3 Minuten
lang bei 3000rpm zentrifugiert. Bei diesem Schritt erfolgte die DNA-Bindung an die
Silicagelmembran, wobei sowohl die RNA als auch die Nukleinsaure-bindenden
Proteine aufgrund der vorherrschenden Salz- und pH-Bedingungen ungebunden
blieben. Um restliche RNA- und Proteinverunreinigungen zu beseitigen, erfolgte ein
Waschschritt mit 5ml QIAGEN Waschpuffer und eine anschlielende Zentrifugation bei
4000rpm fur 2min. In einem weiteren Waschschritt mit 5ml QIAGEN Waschpuffer
wurden nun die unndtigen GHCI-Salze quantitativ ausgewaschen, wobei die Saulen
gleich danach bei 4000rpm fur 15min wieder zentrifugiert wurden. Durch Zugabe von
1,5ml des TRIS-haltigen QIAGEN Puffers erfolgte die abschlieliende Elution der DNA
von der Silicagelmembran. Daraufhin erfolgte zunachst die 5-minitige Inkubation
dieser Membran bei Raumtemperatur mit anschlieRendem 2-minatigen Zentrifugieren
bei 5000rpm. Die Lagerung der so entstandenen DNA-L&sungen erfolgte bei einer

Temperatur von -80°C.
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3.8.2. Messung und Einstellung der DNA-Konzentration

Tabelle 3.4: verwendete Materialien fiir die Messung und Einstellung der DNA-Konzentration

Material Hersteller

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

Quant iT PicoGreen dsDNA reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg

96 Well Flat Bottom Plate Black Greiner Bio-one, Frickenhausen

Janus Automated Workstation Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA
Victor 3 Multilabel Counter 1420 Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA

Wallac 1420 Workstation (Software) Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA

WinPREP (Software) Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA

Im Rahmen der Fluoreszenzmessung wurde PicoGreen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
verwendet, ein  hochselektivn an die Doppelstrang-DNA  anhaftender
Fluoreszenzfarbstoff, wodurch ein DNA-Farbstoff-Komplex entsteht, dessen
Fluoreszenzintensitat direkt von der in der Probe vorhandenen DNA-Menge abhangt.
Die Erstellung einer ebenfalls bendtigten Standardkurve, die spater als Eichkurve fur
die Bestimmung der Proben-DNA unbekannter Konzentration diente, benotigte eine
1:2 Verdinnung einer 100ng/ul genomischen Standard-DNA (Clontech, Mountain
View, USA) mit zweifach destilliertem Wasser. Zu diesem Zweck wurden 8 Vertiefugen
(A1-H1) einer 96-Wellplatte (Thermo Fast 96 Well Plate, ABgene, Hamburg)
verwendet, wobei jede Vertiefung (engl. well) jeweils die halbe DNA-Konzentration
ihrer vorherigen enthielt. Beginnend von 100ng/ul im well A1 ergaben sich somit DNA-
Konzentrationen von 50ng/ul (well B1), 25ng/pl (well C1), 12,5ng/ul (well D1),
6,25ng/pl (well E1), 3,125ng/pl (well F1) und 1,5625ng/ul (well G1), wahrend das well
H1 nur Wasser enthielt. Auf einer weiteren solchen Messplatte wurden die extrahierten
DNA-Proben unbekannter Konzentration verdinnt, namlich 1:10 mit autoklaviertem,

destilliertem Wasser (5ul DNA und 45ul H20). Im nachsten Schritt wurde wiederum
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eine schwarze Messplatte (96 Well Flat Bottom Plate, Greiner, Frickenhausen)
bendtigt, auf der in jede Vertiefung zunachst 50ul autoklaviertes, destilliertes Wasser
vorgelegt wurde. Dann wurde in die Vertiefungen A-H der ersten beiden Spalten
jeweils 5pl  der absteigenden DNA-Konzentrationen der bereits erstellten
Standardverdiinnungsreihe einpipettiert, so dass sie auf dieser Messplatte doppelt
vorlag (Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: Inhalt der wells auf der schwarzen Messplatte fiir die DNA-Konzentrationsmessung

DNA-Standardkurve Verteilung der Proben-DNA in den folgenden Spalten
Spalte 1 Spalte 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA
A | 100ng/ul 100ng/l 1 1 9 9 17 |17 |25 |25 |33 |33
DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA
B | S0ng/ul S0ng/ul 2 2 10 |10 [18 |18 |26 |26 |34 |34
DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA
C | 25ng/ul 25ng/ul 3 3 11 |11 |19 |19 |27 |27 |35 |35
DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA
D | 12,5ng/ul 12,5ng/ul 4 4 12 |12 |20 |20 |28 |28 |36 |36
E | 6.25ng/ 6.25ng/ul DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA

F 3,125ng/yl 3,125ng/ul DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA

G 1,5625ng/l 1,5625ng/jl DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA

DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA | DNA
H | BLIND BLIND

Ebenfalls in 5ul-Schritten erfolgte in die Vertiefungen A-H der Ubrigen Spalten das
anschliellende Pipettieren der vorverdinnten DNA unbekannter Konzentration, so
dass jede Proben-DNA pro Reihe auch zweifach vorhanden war (Tabelle 3.5).
Aulerdem erfolgte eine Verdinnung des photosensiblen PicoGreens unter
Abdunkelung mit destillietem Wasser von 1:156. Daraus wurden dann zu jeder
vorverdunnten Proben-DNA jeweils 145ul pro well hinzugefugt (Tabelle 3.5). Somit

entstand eine Endverdiinnung des PicoGreens von 1:200.
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Samtliches Pipettieren Gbernahm ein Pipettierroboter (Janus Automated Workstation,
Perkin Elmer, Massachusetts), der nun die beflllte Messplatte mithilfe seines
Greifarmes in ein Fluoreszenzmessgerat (Victor 3 Multilabel Counter 1420) fur die
DNA-Konzentrationsmessung transportierte. Dort wurde die Messplatte fur 30s in
horizontaler Ebene in Doppelellipsen geschittelt und danach das PicoGreen bei einer
Lichtwellenlange von 485nm angeregt bzw. die Fluoreszenz bei 520nm gemessen. Ein
an diesem Gerat angeschlossener Computer verwendete die bekannte Konzentration
der Standardkurve und die Mittelwerte aus den Doppelbestimmungen fir die
Errechnung der Konzentration (Tabelle 3.5: z.B. Vertiefung A1 und A2, usw.). Auf
dieser Basis wurde automatisiert ein Pipettierschema fir eine Verdlinnung der

einzelnen Proben auf 50ng/ul erstellt und ausgefuhrt.

3.8.3. SNP Genotypisierung nach dem iPLEX Verfahren

iPLEX stellt ein Verfahren dar, das in sehr genauem und sensitivem Malie eine
automatisierte SNP Genotypisierung mit hohem Durchsatz ermdglicht und auf dem
Prinzip der Einzelbasenextension (SBE = Single Base Extension) basiert. Diese
Methode erlaubt mithilfe vom Multiplexing die gleichzeitige Untersuchung von bis zu
36 Einzelpolymorphismen an einer DNA-Probe (Schuhmacher et al., 2012). Dabei
kombinierte die Software AssayDesign 3.1 (Sequenom, San Diego, CA) diejenigen
SNPs, die sich im Rahmen einer Reaktion nicht gegenseitig hemmen kénnen und
somit in einer Reaktion verwendet werden koénnen. Folgende Schritte missen

durchgefuhrt werden, um einen SNP nach diesem Verfahren zu genotypisieren:

1. Zuerst wird eine Multiplex-Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt, um den
relevanten SNP-flankierenden DNA-Abschnitt zu amplifizieren, so dass seine
Konzentration fur die spatere Primerextensionsreaktion ausreicht. In dieser PCR

werden jeweils die SNPs eines Multiplex zeitgleich prozessiert.

2. Im nachsten Schritt erfolgt die weitere Verarbeitung der erstellten PCR-Produkte
mittels Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), so dass bei der Amplifikation nicht
verbrauchte und damit Uberschissige Nukleotide (dNTPs), die sonst die
nachfolgende iPLEX-Extensionsreaktion stdéren wirden, dephosphoryliert und

dadurch inaktiviert werden.
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3. AnschlieRend findet die Primerextensionsreaktion statt, wodurch ein

massenspezifisches Einzelbasenextensionsprodukt (SBE-Produkt) fur jedes
SNP-Allel entsteht. Daflr werden sog. Extensionsprimer bendtigt, die so konzipiert
werden (Tabelle 3.7, S. 72), dass sie unmittelbar vor dem jeweiligen relevanten
polymorphen Lokus (SNP) an die entsprechende bereits amplifizierte DNA-
Sequenz hybridisieren. Dazu werden die PCR-Produkte mit den vier
Didesoxynucleotiden (ddNTPs), den Extensionsprimern sowie einer thermophilen
DNA-Polymerase gemischt und eine modifizierte PCR durchgefuhrt. Das
Besondere dabei ist, dass die DNA-Verlangerung auf jeweils eine Base bzw. ein
Nukleotid beschrankt ist, da hier anstelle von dNTPs, ddNTPs hinzugegeben
werden, die aufgrund ihrer biochemischen Struktur nach ihrem Einbau zum PCR-
Abbruch fihren. Somit sind die Extensionsprimer nach Reaktionsende genau um
eine, und zwar die komplementare Base, des entsprechenden gesuchten
polymorphen Lokus verlangert (SBE-Produkte). Die hier benutzten ddNTPs sind
auBRerdem massenmodifiziert (Serretti et al., 2011). Dadurch wird gewahrleistet,
dass die Massenunterschiede zwischen den allelspezifischen SBE-Produkten
grold genug fur die spatere molekulare Massenanalyse mithilfe des MALDI-TOF

Massenspektrometers sind, was die Ausmessung prazisiert und erleichtert.

. Nach der iPLEX-Extensionsreaktion soll die hohe Tendenz der als Polyanion
vorliegenden DNA zur Adduktbildung mit Kalium oder Natrium vermindert werden.
Dazu findet eine quantitative Entsalzung der Extensionsprodukte mittels eines
lonenaustauschers (Clean Resin; Sequenom, San Diego) im Uberschuss statt.
Somit werden Storsignale bzw. diverse Interpretationsfehler wahrend der

nachfolgenden Genotypisierung vermieden.

. Fur die Identifizierung der komplementaren Allele der SNPs werden die entsalzten
SBE-Produkte auf Siliziumchips Ubertragen, die dann mit der MALDI-TOF
Massenspektrometrie, einer kombinierten Methode aus Matrix-unterstutzter
Laser-Desorption/lonisation (MALDI) und Massenspektrometrie mit
Flugzeitanalysator (engl. time of flight, TOF), vermessen werden. Somit kdnnen
aus den unterschiedlichen Massen und der entsprechenden Flugdauer der
Extensionsprodukte die vorliegenden SNP-Varianten (Allele) bzw. Genotypen
jeder untersuchten DNA-Probe abgeleitet werden. Homozygote Genotypen
erzeugen dabei ein spezifisches Massensignal, wahrend heterozygote zwei

verschiedene aufweisen.
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3.8.3.1. Initiale Multiplex-PCR

Tabelle 3.6: verwendete Materialen fiir die Multiplex-PCR

Material Hersteller

HotStar Taq DNA Polymerase (5U/pl) Qiagen, Hilden, Deutschland

PCR-Puffer 10x Qiagen, Hilden, Deutschland

MgClz2, 26mM Qiagen, Hilden, Deutschland

dNTP Mix, 25mM ABgene, Hamburg, Deutschland

PCR-Primer Mix, (500nm, pro Primer) Metabion, Martinsried

Thermo Fast 384 well Platte ABgene, Hamburg, Deutschland

Gene Amp PCR System 9700

(Thermocycler)

Applied Biosystems, Foster City,
USA

AssayDesign 3.1 (Software) Sequenom, San Diego, USA

FUr die Durchfihrung des standardisierten Verfahrens der Multiplex-PCR wurde das
iPLEX-Protokoll (Sequenom) verwendet. Als erstes wurden alle 7 zu untersuchenden
(SNPs) des TPH2-Gens mithilfe der Software

AssayDesign 3.1 zu optimalen Multiplexen zusammengestellt. Zusatzlich wurde dabei

Einzelnukleotidpolymorphismen

pro SNP (Tabelle 3.7) jeweils ein forward bzw. ein reverse PCR-Primer sowie ein

Extensionsprimer entweder fur den Sinnstrang oder fur den Gegenstrang entworfen.

Tabelle 3.7: Benutzte PCR- und Extensionsprimer fiir die 7 relevanten TPH2-SNPs

SNP 1st PCR Primer 2nd PCR Primer Extend Primer

rs10784941 | xAGGCATTATTATGATGCCTC XGATCCTTTCTTCGAGGTCAA ggtCTTCTAATTCCCCTGCTA
rs11178997 | xGCTTGAGGCAATGGATATCT XGGCACATGTGATATTTTGAC ATTTTGACACAAGCGTACA
rs11178998 | xATTCTTTCTCTGCAGCAGGG XTTCCTCTCAATCTCCGCCAG gTCCGCCAGCGCTGCT
rs2129575 | xGGAGCATTTGGAAATAGGAG xATCATCCGGATCAATGCCTG agaAATGCCTGGACACTAAA
rs4341581 XTAATCCTAGAAAGGCAGGAA xCAACAAAAACCTGACTGTCG TGACTGTCGTAACGCCTG
rs4565946 | xGTCCAGATGGGTTAAATGGC XGTTAGCAGCCCTGAGTTTTC aATCAGCTAGTCACGGGG
rs7954758 | XTATTGCCAGGTTAGGAGGTC XTACCCTGTTTGGCTCTTGTG cgCTTGTGTTTTCATTTTCAGG

X = ACGTTGGATG, 1t = forward, 2™ = reverse
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Fur die PCR erfolgte zunachst eine Verdinnung der als 50ng/ul vorliegenden DNA-
Losungen auf eine Endkonzentration von 5ng/ul. Als nachstes wurden in die
Vertiefungen einer 384 well Platte ein Gemisch mit einem Gesamtvolumen von je 6,5ul
einpipettiert. Dieses enthielt jeweils 2,5ul DNA-L&sung (12,5ng) und 4ul eines bereits
vorbereiteten Mastermixes, bestehend aus autoklaviertem Wasser (1,85ul), 10x PCR-
Puffer (0,625ul), MgCl2 25mM (0,325u1/1,625mM), dNTP Mix 25mM (0,1ul/500uM),
PCR-Primer Mix (1pl/100nM) und Hotstar Taqg DNA Polymerase 5U/ul (0,1ul/0,5U).
Dabei enthielt der Mastermix einen Uberhang von 25%. Nun erfolgte in einem
Thermocycler eine initiale 15-minttige Denaturierung bei 94°C. Dann erfolgten fir 45
PCR-Zyklen je eine weitere Denaturierung (94°C, 20 Sekunden), eine
Primerhybridisierung (56°C, 30 Sekunden) und eine Primerelongation (72°C, 1 Minute)
nacheinander. Nach dem letzten Zyklus wurde 3 Minuten lang die Temperatur auf
72°C gehalten, dann auf 4°C abgekuhlt und abschlieRend die Reaktion bei dieser

Temperatur aufbewahrt.

3.8.3.2. Dephosphorylierung mit Shrimp Alkaline Phosphatase

Tabelle 3.8: Verwendete Materialien fir die Dephosphorylierung mit SAP

Material Hersteller
Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
SAP-Puffer Sequenom, San Diego, USA

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Enzyme | Sequenom, San Diego, USA

Multimek Pipettierroboter Beckmann, Fullerton, USA

Zur Dephosphorylierung bzw. Inaktivierung der Uberschissigen dNTPs wurde je ein
2ul SAP-Gemisch aus autoklaviertem Wasser (1,53ul), 10x SAP Puffer (0,17ul) und
SAP-Enzym (0,3ul) vorbereitet und mithilfe eines Pipettierroboters mit jedem der 6,5l
PCR-Reaktionsprodukte gemischt und abzentrifugiert. Dann wurden eine Inkubation
(37°C, 40 Minuten) und eine anschlielende irreversible Enzyminaktivierung mittels
Temperaturerhohung auf 85°C fur 10 Minuten durchgefuhrt. Zuletzt wurden die
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aufgereinigten PCR-Produkte wieder auf 4°C abgekihlt und bei dieser Temperatur

aufbewahrt.

3.8.3.3. iPLEX-Extensionsreaktion

Tabelle 3.9: Materialien fir die Extensionsreaktion

Material Hersteller

iPLEX Puffer Plus Sequenom, San Diego, USA
iPLEX Enzyme Sequenom, San Diego, USA
iPLEX Termination Mix Sequenom, San Diego, USA
Primer Mix (7uM, 14uM) Sequenom, San Diego, USA
Thermo Fast 384 well Plate ABgene, Hamburg, Deutschland
Gene Amp PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster City,
(Thermocycler) USA

Multimek Pipettierroboter Beckmann, Fullerton, USA
Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bei der iPLEX Extensionsreaktion handelt es sich um eine modifizierte PCR, die zu
einer Einzelbasenverlangerung der Extensionsprimern flhrt, welche spezifisch direkt
an die Sequenz der 7 in unserer Studie untersuchten SNPs des TPH2-Gens
hybridisiert (Tabelle 3.7).

Dafur wurde zunachst das Reaktionsgemisch hergestellt, wovon pro PCR-
Reaktionszyklus je 2ul erforderlich waren. Dieses bestand aus autoklaviertem Wasser
(0,755ul), iPLEX Puffer Plus (0,2ul), iPLEX Termination Mix (0,2ul), Primer Mix
(0,804u1/0,625uM bis 1,25uM) und iPLEX Enzym (0,041ul). Nach Zugabe dieses
Reaktionsgemisches zu den aufgereinigten PCR-Produkten kamen die Proben in
einen Thermocycler fir eine anschliefiende PCR mit insgesamt 200 Zyklen. Sie wurde
nachfolgendem Schema durchgefihrt: Im Rahmen einer initialen Denaturierung
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wurden die Proben zunachst bei 94°C fir 30 Sekunden aufgewarmt und dann fir
weitere 5 Sekunden bei unveranderter Temperatur gehalten. AnschlieRend fanden 5
Zyklen nacheinander statt, die jeweils aus einem Annealing bei 52°C fur 5 Sekunden
und einer Primextension bei 80°C fur weitere 5 Sekunden bestanden. Dann sprang
das Thermocyclerprogramm zurlick zum Schritt der Denaturierung flr 5 Sekunden bei
94°C um dieses Muster noch 39-mal zu wiederholen. Insgesamt resultierten somit 200
Zyklen (5x40). Nach diesen 40 Wiederholungen fand eine Extension (72°C, 3 Minuten)

mit anschlieRender Abkiuhlung der entstandenen Extensionsprodukte auf 4°C statt.

Um Storsignale bei der nachfolgenden Massenspektrometrie zu vermeiden, wurden
die Proben mittels eines lonenaustauschers (Clean Resin; Sequenom, San Diego)

quantitativ entsalzt.

3.8.3.4. MALDI-TOF Massenspektrometrie

Tabelle 3.10: Materialien fir die MALDI-TOF Massenspektrometrie

Material Hersteller

MassARRAY Workstation Package Version
Sequenom, San Diego, USA

3.4
MassARRAY Nanodispenser Sequenom, San Diego, USA
SpectroCHIPS Sequenom, San Diego, USA

Bruker Daltonics, Bremen,
Autoflex Massenspektrometer
Deutschland

Thermo Fast 384 Well Platte ABgene, Hamburg, Deutschland

Fur die abschlieRende Prozessierung und Massenanalyse der Extensionsprodukte im
MALDI-TOF-Massenspektrometer wurde die Software MassARRAY Workstation
Package Version 3.4 benutzt. Als Probentrager wurden Siliziumchips mit bereits
aufpraparierten Matrixpunkten verwendet, wobei diese Matrixspots mit einem
mindestens  1000-fachen molaren Uberschuss der organischen Matrix-3-

Hydroxypicolinsaure (3-HPA) ausgestattet waren. Zunachst wurden die Proben (0,5ul
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pro Matrixpunkt) aus einer 384 well Platte mit dem MassARRAY Nanodispenser auf
diese Chips Ubertragen und in die Kristallstruktur der Matrix inkorporiert. Danach
wurden die Chips durch eine Vakuumschleuse in das MALDI-TOF
Massenspektrometer eingeflhrt, das hauptsachlich aus drei folgenden Komponenten
bestand: Einer lonenquelle, einem Massen- bzw. Flugzeitanalysator und einem
Detektorsystem. Im Hochvakuum wurden die Kokristalle kurz und stark bestrahlt.
Dadurch wurden die Proben ionisiert bzw. einfach geladene gasformige Molekulionen
generiert, welche nun nach ihrem Masse-/Ladungsverhaltnis (m/z-Wert) aufgetrennt
werden sollten. Hierzu wurden die lonen in einem elektrischen Feld in Richtung des
Detektors beschleunigt, um dann mit einer konstanten Geschwindigkeit in eine
feldfreie Driftstrecke (Analysator) bestimmter Lange zu durchfliegen. Beim
Zurucklegen dieser Strecke erreichten die lonen verschiedene Geschwindigkeiten je
nach ihrem jeweiligen Masse-/Ladungsverhaltnis, was dazu flhrte, dass sie auf den
Detektor am Ende des Flugrohrs nach unterschiedlich langer Flugdauer trafen. Durch
die Bestimmung der Flugzeit (TOF = Time Of Flight) jedes lons mithilfe des
Flugzeitanalysators konnte abschlieRend die molekulare Masse der jeweiligen
Molekule ermittelt werden. Dabei wiesen lonen mit niedrigen m/z-Werten eine klrzere
Flugdauer zum Erreichen des Detektors auf, im Vergleich zu solchen mit hohen m/z-
Werten. Diese Massenspektra wurden dann digitalisiert und analysiert. Somit konnten
die in der Extensionsreaktion erzeugten DNA-Fragmente unterschiedlicher Masse
anhand ihrer Flugzeit unterschieden und von der Software einem spezifischen

Genotyp zugeordnet werden.

3.8.3.5. Qualitatskontrolle

Die Genotypisierungsergebnisse wurden in einer Datenbank gespeichert und anhand
der ermittelten Spektren auf ihre Qualitat gepruft (Negativ- und Positivkontrollen, SNP-
Callrate, Ubereinstimmung von doppelten Proben). Die hier als valide geltenden

Genotypen nahmen an der anschliel3enden statistischen Auswertung teil.

3.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung zu Allel- und Genotypverteilungen der TPH2-SNPs
erfolgte mithilfe von 4 Programmen, namlich der Predictive Analytics Software (PASW)
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Statistics 19.0 von SPSS (Social Package for Social Sciences), PLINK v1.07 (Purcell
et al., 2007), ,R* Software Version 2.13.0 (R Core Team, 2011) und Haploview 4.2
(Barrett et al., 2005; Gabriel et al., 2002). Dabei wurde ein p-Wert < 0,05 als
Signifikanzniveau und ein p-Wert < 0,1 als Trend definiert. Au3erdem wurden

adjustierte Mittelwerte sowie R>-Werte angegeben.

Bei einer hypothetischen idealen bzw. unendlich gro3en Population, in der keine
Evolutionsprozesse wie Selektion, Mutation, ausgewahlte Paarung zwischen
Individuen (fehlende Panmixie) oder Genfluss durch Migration stattfinden, gilt das
Hardy-Weinberg-Gesetz. Das bedeutet, dass die relativen Allel- und
Genotyphaufigkeiten in einer solchen Population von Generation zu Generation
konstant bleiben, also im Gleichgewicht sind. Sind jedoch auch naturliche
Populationen bzw. Studienstichproben gro3 genug, dann befinden sie sich fir
bestimmte Loci oft im HWE. Im Rahmen der SNP-Analyse wurde die Verteilung der
Genotypen jedes untersuchten SNPs hinsichtlich einer Abweichung vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht (HWE) Gberprift, namlich mit dem exakten Test nach Fisher.
SNPs mit einer signifikanten Abweichung (p < 0,05) wurden grundsatzlich individuell
Uberpruft. Hochsignifikante Abweichungen eines Polymorphismus vom HWE (p < 10 -
#) und somit nicht sicher auszuschlieBende Genotypisierungsfehler fihrten zum

Ausschluss dieses Polymorphismus.

In der Fall-Kontroll-Stichprobe wurde die Signifikanz der Unterschiede in der Allel- und
Genotypverteilung zwischen der Kontroll- und der Patientengruppe ebenfalls mit dem
exakten Test nach Fisher gepruft. Es wurden vier Modelle verwendet, namlich das

Allel-, Genotyp-, das dominante sowie das rezessive Modell.

Mithilfe der ,R* Software sowie der Haploview Software (Haploview 4.2, Barrett et al.,
2005) wurden die Haplotypen analysiert und das Linkage Disequilibrium Bild erzeugt.
Anhand der Methode nach Gabriel wurden die Haplotypbldocke ermittelt und mittels
eines x>-Tests die Haplotypfrequenzen zwischen Patienten und Kontrollprobanden
miteinander verglichen. Wahrend nur Haplotypfrequenzen Uber 1% in die Analyse
eingeschlossen wurden, mussten Studienteilnehmer weniger als 50% Genotypdaten
ausgeschlossen werden. Zur Bestimmung der p-Werte diente ein Permutationstest mit

50000 Permutationen, womit die p- Werte fur multiples Testen korrigiert wurden.

Zur ldentifizierung von Assoziationen zwischen den sieben genotypisierten TPH2-

SNPs und dem Gedéachtnis wurde der Gedachtnistest WMS-R mit einer multiplen
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linearen Regression interpretiert. In die Auswertungen waren Geschlecht, Alter sowie
Bildungsstand die miterfassten Kovariablen. Fur den Genotypeffekt wurde ein

additives Modell angewandt.
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4. Ergebnisse

4.1. Stichprobenbeschreibung

4.1.1. Fall-/Kontroll-Stichprobe

In dieser Studie erfolgte eine Genotypisierung 936 schizophrener Patienten und 2330
gesunder Kontrollen mit dem Ziel eine Assoziation zwischen der Genotypfrequenz von

TPH2-Polymorphismen und der Schizophrenie (Gesundheitstatus) zu prufen.

Weibliche Probanden waren mit 51% minimal haufiger als mannliche Probanden mit
49% in der Studie reprasentiert. Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der Testung war ca.
48 Jahre, wobei die Alterspanne von 18 bis 79 Jahre betrug. 39% der Teilnehmer
besal’ ein Abitur, wahrend die restlichen Probanden einen Hauptschul- (30%) oder
einen Realschulabschluss (31%) hatten (Tabelle 4.11 und 4.12). Alter, Bildungsniveau
(gering, mittel, hoch) sowie Geschlecht wurden als Kovariablen in die Auswertung mit

einbezogen.

Tabelle 4.11: Alters- und Geschlechtsverteilung der Fall-/Kontroll-Stichprobe

Alter in Jahren |Geschlecht n (%)
Probanden Gesamtzahl n
Mittelwert (SD) | Mannlich Weiblich

Gesunde 51,8 (15,6) 1133 (48,6) [1197 (51,4) |2330
Schizophrene 37,7 (11,7) 589 (62,9) (347 (37,1) [936
Gesamtzahl n (%) |47,7 (15,9) 1722 (52,7) (1544 (47,3) |3266

SD = Standardabweichung, n = Anzahl
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Tabelle 4.12: Bildungsstand der Fall-/Kontroll-Stichprobe

Bildungsstand n (%)
Probanden

Hauptschule Realschule Abitur
Gesunde 588 (25,2) 760 (32,6) 980 (42,0)
Schizophrene 393 (42,0) 239 (25,5) 303 (32,4)
Gesamtzahl n (%) 981 (30,1) 999 (30,6) 1283 (39,3)
n = Anzahl

4.1.2. Kognitionsstichprobe

Zur Uberprifung eines Zusammenhangs zwischen kognitiven Leistungen und den
SNPs rs11178997, rs11178998, rs4341581, rs7954758, rs10784941, rs4565946 und
rs2129575 des TPH2-Gens wurde an 358 schizophrenen Patienten und 526 Kontrollen
der Fall-/Kontroll-Stichprobe zusatzlich zur Genotypisierung die deutsche Version der
revidierten Fassung vom Gedachtnistest Wechsel Memory Scale (WMS-R)
durchgefuhrt. Die 13 Untertests der WMS-R wurden nach kognitiven Teilkomponenten
gruppiert bzw. mit verschiedener Wichtung in funf Leistungsaspekte unterteilt. Somit

wurde von jedem Leistungsaspekt eine verschiedene Gedachtnismodalitat gemessen.

Der Anteil weiblicher Probanden lag mit 51% etwas Uber dem der mannlichen
Probanden. Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der Testung lag bei ca. 46 Jahre, wobei
die Alterspanne 18 bis 74 Jahren umfasste. 41% der Teilnehmer besalien ein Abitur,
wahrend die restlichen Probanden einen Hauptschul- (26%) oder einen
Realschulabschluss (33%) hatten (Tabelle 4.13 und 4.14). Alter, Bildungsniveau
(gering, mittel, hoch) sowie Geschlecht waren als Kovariablen in die Auswertung mit

einbezogen.
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Tabelle 4.13: Alters- und Geschlechtsverteilung der Kognitionsstichprobe

Alter Geschlecht n (%)
Probanden Gesamtzahl n
Mittelwert (SD) | Mannlich weiblich
Gesunde 50,6 (13,7) 260 (48,6) |266 (51,4) |526
Schizophrene 38,5 (10,9) 213 (62,9) |145(37,1) |358
Gesamtzahl n (%) [45,7 (14,0) 473 (52,7) |411 (47,3) (884
SD = Standardabweichung, n = Anzahl
Tabelle 4.14: Bildungsstand der Kognitionsstichprobe
Bildungsstand n (%)
Probanden
Hauptschule Realschule Abitur
Gesunde 103 (19,6) 194 (36,9) 229 (43,5)
Schizophrene 126 (35,2) 97 (27,1) 135 (37,7)
Gesamtzahl n (%) |229 (25,9) 291 (32,9) 364 (41,2)

n = Anzahl

4.2. Beschreibung der TPH2-Polymorphismen

Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 7 SNPs des auf Chromosom 12 liegenden
TPH2-Gens untersucht, von denen zwei in der 5’-Genregion und die weiteren funf in
Introns lokalisiert sind. Zudem befinden sich die SNPs rs11178997 und rs11178998
moglicherweise in regulatorischen Bereichen des TPH2-Gens, wie im Promotor. Der
SNP rs4341581 liegt im Intron 1, wahrend die SNPs rs7954758, rs10784941 und
rs4565946 im Intron 2 liegen. Der letzte untersuchte SNP, rs2129575, ist im Intron 4

lokalisiert (Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: SNP-Lage auf dem TPH2-Gen, | = Intron

Zunachst erfolgte eine Genotypisierung der sieben oben genannten SNPs fir die
Gesamtstichprobe. Anschliel3end wurden die genotypisierten SNPs einer statistischen

Analyse bezuglich ihrer Allel- und Genotypfrequenzen unterzogen.

Tabelle 4.15: HWE der 7 Polymorphismen des TPH2-Gens in der Fall-/Kontroll-Stichprobe

Allele Genotypanzahl HWE
SNP Position

A1 |A2 |A1A1 A1A2 A2A2 F p-Wert
rs11178997 72332153 |A T 18 355 |2607 [0,028 |0,133
rs11178998 72332715 |G A 17 350 [2613 0,026 |0,169
rs4341581 72335073 |G T 7 227 2744 0,018 |0,337
rs7954758 72335794 |G A 17 356 [2595 0,023 |0,229
rs10784941 72336512 |G A 817 (1549 (839 0,033 |0,061
rs4565946 72336769 |T C 621 [1456 (899 |0,013 |0,482
rs2129575 72340073 |T G 185 (1104 |[1915 |0,027 |0,122

A1 = Allel 1 (selteneres Allel), A2 = Allel 2 (haufigeres Allel), F = Inzuchtkoeffizient, HWE = Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht, Position nach GRCh37p13
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Aulerdem wurde die Genotypverteilung jedes SNPs fir die beiden Stichproben
hinsichtlich des Vorliegens eines Hardy-Weinberg-Equilibriums (HWE) Gberpruft.

In unserer Studie war die beobachtete Genotypverteilung fur alle 7 SNPs sowohl in

der Fall-/Kontroll-Stichprobe (Tabelle 4.15) als auch in der Kognitionsstichprobe

(Tabelle 4.16) im Hardy-Weinberg-Equilibrium.

Tabelle 4.16: HWE der 7 Polymorphismen des TPH2-Gens in der Kognitionsstichprobe

Allele Genotypanzahl HWE
SNP Position

A1 A2 |A1A1 [A1A2 A2A2 |F p-Wert
rs11178997 72332153 |A T 5 111|699 0,009 (0,797
rs11178998 72332715 |G A 5 109 |701 0,012 |0,610
rs4341581 72335073 |G T 2 58 754 10,027 0,326
rs7954758 72335794 |G A 5 112 |696 0,007 |0,799
rs10784941 72336512 |A G 222 422 |225 0,029 |0,416
rs4565946 72336769 | T C 174 |396 |245 0,021 (0,572
rs2129575 72340073 |T G 49 303 |517 0,018 |0,633

A1 = Allel 1 (selteneres Allel), A2 = Allel 2 (haufigeres Allel), F = Inzuchtkoeffizient, HWE = Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht, Position nach GRCh37p13

4.3. TPH2 und Schizophrenie

Die statistische Auswertung der Allelverteilung in Patienten- und Kontrollgruppe der
Fall-/Kontroll-Stichprobe ergab die in Tabelle 4.17 gezeigten Haufigkeiten.
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Tabelle 4.17: Allelverteilung in der Fall-/Kontroll-Stichprobe

Allele Allel (A1 vs. A2) Statistik
SNP A1 |A2 |Patienten (n) Kontrollen (n) p-Wert
rs11178997 |A T 114 1752|277 3817  |0,367
rs11178998 |G A 110 1756  |274 3820 |0,256
rs4341581 G T 75 1789 166 3926 1,000
rs7954758 G A 115 1741 275 3805  |0,463
rs10784941 |G A 902 938 2281 2289  |0,526
rs4565946 T C 830 1034 1868  |2220  |0,416
rs2129575 T G 404 1440 1070  |3494 {0,190

A1 = Allel 1, A2 = Allel 2, n = Anzahl

Anhand der erwahnten p-Werte lasst sich erkennen, dass kein signifikanter
Unterschied in der Allelverteilung der sieben untersuchten SNPs zwischen den beiden

Gruppen festgestellt werden konnte.

Die Verteilung der drei verschiedenen Genotypen jedes untersuchten SNPs auf

Patienten und Kontrollprobanden zeigt Tabelle 4.18.

Dabei wurde ersichtlich, dass kein signifikanter Unterschied in der Genotypverteilung

zwischen den beiden Gruppen bestand.

Weiterhin wurde Uberpriuft, ob der Besitz eines der beiden Allele eines SNPs
Uberzufallig haufig bei der Patientengruppe vorkam. Hierzu wurden fir jeden SNP
zunachst die Trager der Genotypen mit dem selteneren Allel (A1) zusammengefasst
(A1A1+A1A2) und den homozygoten Tragern (A2A2) des haufigeren Allels (A2), also
den Nicht-Tragern von Allel 1, gegenubergestellt (Tabelle 4.19).
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Tabelle 4.18: Genotypverteilung in der Fall-/Kontroll-Stichprobe

Allele Genotyp (A1A1 vs. A1A2 vs. A2A2) | Statistik
SNP A1 |A2 |Patienten (n) Kontrollen (n) p-Wert
rs11178997 |[A |T |5 [104 |824 |13 |251 |1783 0,650
rs11178998 |G |A |5 [100 [828 |12 |250 [1785 |0,492
rs4341581 (G |T |3 |69 |860 |4 |158 |1884 (0,773
rs7954758 |G |A |5 [105 [818 |12 |251 [1777 |0,731
rs10784941 |G |A |235(432 [253 |582 |1117 |586 |0,502
rs4565946 (T |C |192 (446 |294 429 |1010 |605 [0,558
rs2129575 [T |G |47 [310 |565 (138 |794 |1350 [0,423
Tabelle 4.19: Genotypverteilung im dominanten Modell

Allele Genotyp (A1A1+A1A2 vs. A2A2) Statistik
SNP A1 |A2 |Patienten (n) Kontrollen (n) p-Wert
rs11178997 |A [T |109 824 264 1783 0,371
rs11178998|G |A |105 828 262 1785 0,254
rs4341581 |G [T |72 860 162 1884 0,884
rs7954758 |G |A |110 818 263 1777 0,438
rs10784941|G |A |667 253 1699 586 0,287
rs4565946 |T [C |638 294 1439 605 0,282
rs2129575 |T |G |357 565 932 1350 0,283

A1 =Allel 1, A2 = Allel 2, n = Anzahl
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Analog wurden auch die Trager der Genotypen mit dem haufigeren Allel (A2) in einer
Gruppe zusammengefasst (A1A2+A2A2) und mit den homozygoten Tragern (A1A1)
des selteneren Allels (A1), also den Nicht-Tragern vom Allel 2 verglichen (Tabelle
4.20).

Tabelle 4.20: Genotypverteilung im rezessiven Modell

Allele |Genotyp (A1A1 vs. A1A2+A2A2) Statistik
SNP A1 | A2 | Patienten (n) Kontrollen (n) p-Wert
rs11178997 |A |T |5 928 13 2034 1,000
rs11178998 |G |A |5 928 12 2035 1,000
rs4341581 |G |T |3 929 4 2042 0,685
rs7954758 |G |A |5 923 12 2028 1,000
rs10784941|G |A |235 685 582 1703 0,964
rs4565946 |T |C [192 740 429 1615 0,846
rs2129575 |T |G |47 875 138 2144 0,316

A1 =Allel 1, A2 = Allel 2, n = Anzahl

Weder im ersten noch im zweiten Fall konnte eine Uber dem Zufall liegende Haufigkeit
einer Genotypgruppe zwischen der Patientengruppe im Vergleich zu der

Kontrollgruppe beobachtet werden.

Somit zeigten sich bei der Fall-/Kontroll-Stichprobe keine signifikant abweichenden
Allel- bzw. Genotyphaufigkeiten der sieben TPH2-Polymorphismen zwischen den
Gruppen, so dass kein Hinweis auf eine mogliche Assoziation dieser sieben TPH2-

SNPs mit der Schizophrenie vorliegt.
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4.4. TPH2 und Gedachtnisleistung

Die Ergebnisse der flunf Leistungsaspekte und der 12 Untertests der WMS-R wurden

fur die 7 untersuchten SNPs hinsichtlich der Genotypverteilung verglichen.

4.4.1. Assoziation der SNPs mit den fiinf Leistungsaspekten der WMS-R

Mithilfe der multiplen linearen Regression wurde auf Ebene der funf verschiedenen
Leistungsaspekte (,allgemeines®, ,verbales®, ,visuelles Gedachtnis* sowie
~2Aufmerksamkeit/Konzentration“ und ,verzégerte Wiedergabe®) der Zusammenhang

zwischen den 7 untersuchten TPH2-SNPs und den kognitiven Leistungen bestimmt.

Tabelle 4.21 zeigt die Assoziationen der 7 untersuchten SNPs mit dem WMS-R-

Leistungsaspekt ,Aufmerksamkeit/Konzentration®.

Tabelle 4.21: Assoziation der 7 TPH2-Polymorphismen mit der ,Aufmerksamkeit/Konzentration*

SNP Effektallel Probanden- | Regressions- p-Wert | Standardfehler
anzahl koeffizient
rs11178997 |A 815 -0,536 0,593 |1,003
rs11178998 |G 815 -0,341 0,736 1,010
rs4341581 G 814 1,046 0,443 1,362
rs7954758 G 813 -0,675 0,501 |1,002
rs10784941 |A 869 0,264 0,599 0,502
rs4565946 T 815 -0,392 0,454 10,523
rs2129575 [T 869 0,269 0,655 0,601

Aus den p-Werten der Tabelle lasst sich entnehmen, dass kein SNP mit dem

mnestischen Teilbereich ,Aufmerksamkeit/Konzentration“ assoziiert ist.
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In der Tabelle 4.22 werden die Resultate der SNPs in Bezug auf den Leistungsaspekt

.verbales Gedachtnis“ dargestellt.

Tabelle 4.22: Assoziation der 7 TPH2-Polymorphismen mit dem ,Verbalen Gedéachtnis®

SNP Effektallel Probanden- | Regressions- p-Wert | Standardfehler
anzahl koeffizient
rs11178997 |A 815 -0,496 0,740 |1,492
rs11178998 |G 815 -0,512 0,734 |1,502
rs4341581 |G 814 -3,788 0,061* |2,020
rs7954758 |G 813 -0,524 0,724 1,485
rs10784941 (A 869 -1,940 0,008** | 0,734
rs4565946 |T 815 1,539 0,048** | 0,775
rs2129575 |T 869 -0,702 0,426 0,881

*Trend, **Signifikanz

Fir zwei der untersuchten sieben SNPs wurde ein Zusammenhang mit dem verbalen
Gedachtnis festgestellt. Dabei zeigten fur rs10784941 (p = 0,008) Trager des
haufigeren Genotypen G/G und fur rs4565946 (p = 0,048) Trager des selteneren
Genotypen T/T jeweils die besseren Leistungen. AuRerdem ergab sich fir rs4341581
ein Trend (p = 0,061) mitim Mittel besseren Leistungen bei den Tragern des haufigeren

Genotypen T/T.

Die Assoziationen der untersuchten SNPs mit dem Leistungsaspekt ,Visuelles
Gedachtnis“ werden in der Tabelle 4.23 prasentiert, wobei weder ein signifikanter Wert
noch ein Trend beobachtet werden konnte.
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Tabelle 4.23: Assoziation der 7 TPH2-Polymorphismen mit dem ,Visuellen Gedachtnis*

SNP Effektallel Probanden-| Regressions- p-Wert |Standardfehler
anzahl koeffizient
rs11178997 | A 815 0,116 0,877 0,745
rs11178998 | G 815 0,001 0,999 0,751
rs4341581 |G 814 -0,029 0,977 1,013
rs7954758 |G 813 -0,048 0,949 0,747
rs10784941 | A 869 -0,184 0,619 0,370
rs4565946 |T 815 -0,046 0,907 0,391
rs2129575 |T 869 0,409 0,354 0,441

Wie die folgende Tabelle zeigt, konnten fur einen der untersuchten sieben
Polymorphismen eine signifikante Assoziation zum Leistungsaspekt ,Allgemeines
Gedachtnis® identifiziert werden (Tabelle 4.24).

Tabelle 4.24: Assoziation der 7 TPH2-Polymorphismen mit dem ,Allgemeinen Gedachtnis*

SNP Effektallel Probanden- | Regressions- p-Wert |Standardfehler
anzahl koeffizient

rs11178997 |A 815 -0,364 0,849 1,909
rs11178998 |G 815 -0,494 0,797 1,922
rs4341581 |G 814 -3,819 0,140 2,587
rs10784941 |A 869 -2,120 0,024** 10,940
rs4565946 |T 815 1,496 0,133 0,995
rs2129575 |T 869 -0,291 0,796 1,129
**Signifikanz
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Dabei waren fir rs10784941 (p = 0,024) Trager des haufigeren Genotypen G/G im
Mittel mit besseren Leistungen assoziiert (Tabelle 4.24). Die Prufung der
Assoziationen der SNPs mit dem Leistungsaspekt ,Verzogerte Wiedergabe® ergab
keine signifikanten Effekte (Tabelle 4.25).

Tabelle 4.25: Assoziation der 7 TPH2-Polymorphismen mit der ,Verzégerten Wiedergabe*

SNP Effektallel Probanden-| Regressions- p-Wert |Standardfehler
anzahl koeffizient
rs11178997 | A 815 -0,375 0,778 1,329
rs11178998 | G 815 -0,401 0,765 1,338
rs4341581 |G 814 -0,823 0,648 1,804
rs7954758 |G 813 -0,478 0,719 1,326
rs10784941 | A 869 -0,728 0,266 0,655
rs4565946 |T 815 0,487 0,483 0,693
rs2129575 |T 869 0,131 0,868 0,785

4.4.2. Assoziation der SNPs mit den Untertests der WMS-R

Die Uberpriifung der Genotypverteilung der SNPs rs11178997, rs11178998,
rs7954758 und rs2129575 ergab keinen signifikanten Zusammenhang mit den
Leistungen in den Untertest der WMS-R.

4.4.2.3. Ergebnisse der Genotypen von rs4341581

Die Ergebnisse der WMS-R-Untertests wurden auch in Bezug auf die Genotypen des
SNPs rs4341581 untersucht (Tabelle 4.26).
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Tabelle 4.26: WMS-R Untertests assoziiert mit den Genotypen des TPH2-Polymorphismus rs4341581

Regressions-

WMS-R Untertest Koeffizient p-Wert Standardfehler
Mentale Kontrolle 0,515 -0,087 0,133
Figurales Gedachtnis 0,703 -0,077 0,201
Logisches Gedachtnis | 0,093* -1,5659 0,929
Visuelle Paarerkennung | 0,789 -0,121 0,452
Verbale Paarerkennung | 0,078* -0,633 0,359
Visuelle Wiedergabe | 0,828 0,148 0,678
Zahlenspanne 0,083* 0,716 0,412
Blockspanne 0,682 -0,158 0,385
Logisches Gedachtnis |l 0,067* -1,92 1,048
Visuelle Paarerkennung I 0,378 0,118 0,133
Verbale Paarerkennung Il 0,133 -0,154 0,102
Visuelle Wiedergabe I 0,194 1,151 0,885

*Trend

Aus dem Vergleich der Haufigkeit der Genotypen G/G, G/T und T/T in Bezug auf die

Leistungen in den Untertests wurden keine signifikanten Zusammenhange festgestellt.

Jedoch wurden bei den Untertests ,Zahlenspanne®, ,Logisches Gedachtnis | und II*

als auch ,Verbale Paarerkennung I Trends beobachtet (Tabelle 4.26). In den ersten

drei oben erwahnten Untertests erreichten Trager des haufigeren Genotyps T/T leicht

bessere Punktwerte als diejenigen der Genotypen G/T und G/G. Im Untertest

.Zahlenspanne“ erzielten jedoch die homozygoten G-Allel-Trager leicht bessere

Ergebnisse unter den drei Genotypen.
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4.4.2.5. Ergebnisse der Genotypen von rs10784941

Zur Identifizierung einer moglichen Assoziation zwischen der Gedachtnisleistung und

den Genotypen des SNPs rs10784941 erfolgte ein Vergleich der Frequenzen der
Genotypen A/A, G/A und G/G auf Ebene der 12 WMS-R-Untertests (Tabelle 4.27).

Tabelle 4.27: WMS-R Untertests assoziiert mit den Genotypen des TPH2-Polymorphismus rs10784941

Regressions-

WMS-R Untertest Koeffizient p-Wert Standardfehler
Mentale Kontrolle 0,903 -0,006 0,048
Figurales Gedachtnis 0,284 -0,079 0,073
Logisches Gedachtnis | 0,011** -0,863 0,337
Visuelle Paarerkennung | 0,872 -0,027 0,167
Verbale Paarerkennung | 0,445 -0,100 0,130
Visuelle Wiedergabe | 0,723 -0,088 0,248
Zahlenspanne 0,573 0,087 0,154
Blockspanne 0,757 0,043 0,141
Logisches Gedachtnis Il 0,284 -0,411 0,383
Visuelle Paarerkennung Il 0,966 -0,002 0,048
Verbale Paarerkennung Il 0,164 -0,052 0,037
Visuelle Wiedergabe I 0,536 -0,200 0,323

**Signifikanz

Bei elf der Untertests wurde keine Assoziation zu den Genotypen von rs10784941

festgestellt. Bei dem Subtest ,Logisches Gedachtnis |, der den sofortigen verbalen

Abruf prift, wurde jedoch ein signifikanter Zusammenhang mit der Testleistung
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beobachtet. Die homozygoten A-Allel-Trager niedrigere Punktwerte (27,82) als die
heterozygoten A/G- (28,68) und homozygoten G-Allel-Trager (29,54) erreichten.

4.4.2.6. Ergebnisse der Genotypen von rs4565946

Um die Gedachtnisleistung in Bezug auf die Genotypen des SNPs rs4565946 zu
beurteilen, wurden die Testresultate der Genotypen T/T, C/T und C/C in den 12 WMS-

R-Untertests miteinander verglichen (Tabelle 4.28).

Tabelle 4.28: WMS-R Untertests assoziiert mit den Genotypen des TPH2-Polymorphismus rs4565946

WMS-R Untertest Regressions- p-Wert Standardfehler
koeffizient

Mentale Kontrolle 0,903 -0,006 0,048
Figurales Gedachtnis 0,284 -0,079 0,073
Logisches Gedachtnis | 0,011** -0,863 0,337
Visuelle Paarerkennung | 0,872 -0,027 0,167
Verbale Paarerkennung | 0,445 -0,100 0,130
Visuelle Wiedergabe | 0,723 -0,088 0,248
Zahlenspanne 0,573 0,087 0,154
Blockspanne 0,757 0,043 0,141
Logisches Gedachtnis Il 0,284 -0,411 0,383
Visuelle Paarerkennung Il 0,966 -0,002 0,048
Verbale Paarerkennung Il 0,164 -0,052 0,037
Visuelle Wiedergabe I 0,536 -0,200 0,323
**Signifikanz
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Dabei wurde bei dem Untertest ,Logisches Gedachtnis I eine signifikante Assoziation
festgestellt (p = 0,049). Im Subtest ,Logisches Gedachtnis I, der den sofortigen
verbalen Abruf prift, erreichten die Trager des selteneren Genotyps T/T deutlich
héhere Punktwerte als die Trager der beiden anderen Genotypen und erbrachten
demnach die beste Leistung in diesem Subtest. Im Gegensatz dazu waren die Trager
des Genotyps C/C mit den niedrigsten Punktwerten benotet und so mit den

schlechtesten Leistungen assoziiert.

4.5. Haplotypen des TPH2-Gens

Fur die Kognitionsstichprobe erfolgte mittels Haploview Software (Barrett et al., 2005)
eine Haplotypanalyse, wobei die Bestimmung der Haplotypblocke nach der Methode
von Gabriel (Gabriel et al., 2002) stattfand. Hierzu wurde eine LD-Blockstruktur der

untersuchten TPH2-Polymorphismen in der Kognitionsstichprobe identifiziert.
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Abbildung 4.5: LD-Blockstruktur der 7 untersuchten Polymorphismen des TPH2-Gens in der
Kognitionsstichprobe, Zahlen in den Rauten = D*, Rote Rauten ohne Zahlen: D* = 1, gestrichelte Linie =

SNP aus Rechnung ausgeschlossen
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Aus der Abbildung 4.5 lasst sich erkennen, dass sich der SNP rs11178997 nicht in
diesem Block befindet. Somit bestand der Block (7kb) aus den Polymorphismen
rs11178998, rs7954758, rs10784941, rs4565946 und rs2129575.

In der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 4.29) werden die dazugehdrigen Allelabfolgen

mit ihrer jeweiligen Frequenz in absteigender Reihenfolge prasentiert.

Der Haplotyp mit der Allelsequenz A-A-G-T-G (H1) kommt mit einer Frequenz von
0,454 am haufigsten in der Kognitionsstichprobe vor, wahrend der mit der Abfolge A-

A-G-C-G (H5) mit einer Frequenz von 0,040 am seltensten ist.

Tabelle 4.29: Haplotypen (H1-5) mit Allelsequenzen und Frequenzen in der Kognitionsstichprobe

SNP-ID Allelsequenz Frequenz
Block: A-A-G-T-G (H1) 0,454
rs11178998-rs7954758-rs10784941- A-A-A-C-G (H2) 0,271
rs4565946-rs2129575

A-A-A-C-T (H3) 0,153

G-G-A-C-T (H4) 0,071

A-A-G-C-G (H5) 0,040

4.5.1. Assoziation mit den funf Leistungsaspekten der WMS-R

Im Rahmen der Haplotypanalyse wurde die erbrachte Testleistung der finf Haplotypen
der SNPs rs11178998-rs7954758-rs10784941-rs4565946-rs2129575 in den flnf
verschiedenen Gedachtnismodalitaten evaluiert und mit dieser der anderen

verglichen.

Wie aus der Tabelle 4.30 erkennbar, bestand keine Assoziation zwischen den
Haplotypen und der kognitiven Leistung in der ,Aufmerksamkeit/Konzentration“ sowie
im ,Visuellen Gedachtnis®.
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Tabelle 4.30: Assoziation der Haplotypen mit den funf kognitiven Leistungsaspekten

Kognitive Leistungsaspekte

Sim. = simuliert, *Trend, **Signifikanz

1. Aufmerksamkeit/ | | 2. Verbales 3. Visuelles
Konzentration Gedachtnis Gedachtnis
Haplotyp [Score |sim.p-Wert| |Score |sim.p-Wert| |Score |sim. p-Wert
A-A-G-T-G |-0,663 0,533 1,978 |0,050* -0,310 0,768
A-A-A-C-G [-0,315 0,739 -2,730 |0,010* -1,374 0,181
A-A-A-C-T (1,399 0,159 -0,048 |0,966 1,393 0,170
G-G-A-C-T |-0,242 /0,782 -0,661 |0,509 0,042 {0,962
A-A-G-C-G (1,036 0,274 1,765 |0,083* 1,167 |0,231
4. Alilgemeines 5. Verzogerte
Gedachtnis Wiedergabe
Haplotyp |[Score |sim. p-Wert| Score |sim. p-Wert
A-A-G-T-G |1,424 |0,165 0,653 0,498
A-A-A-C-G [-2,669 0,011** -1,825 |0,070*
A-A-A-C-T [0,506 0,616 0,842 0,397
G-G-A-C-T |-0,500 |0,596 -0,384 |0,680
A-A-G-C-G (1,826 | 0,065* 1,393 0,175

Im Leistungsaspekt ,Verbales Gedachtnis“ zeigten jedoch Trager des zweithaufigsten

Haplotypen A-A-A-C-G eine signifikant schlechtere Leistung (score = -2,730, p =

0,010) verglichen mit allen restlichen Tragern. Aul’erdem wurde bei Tragern des

haufigsten sowie des seltensten Haplotypen A-A-G-T-G bzw. A-A-G-C-G ein Trend zu
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héheren Werten beobachtet (score = 1,978, p = 0,050, sowie score = 1,765, p = 0,083).
Auch im Leistungsaspekt ,Allgemeines Gedachtnis® wiesen Trager des Haplotypen A-
A-A-C-G eine signifikant schlechtere Leistung auf (score = -2,669, p = 0,011), wahrend
Trager des Haplotypen A-A-G-C-G einen Trend zur besseren Leistung aufwiesen
(score = 1,826, p = 0,065). Als letztes zeigte sich bei Tragern des Haplotypen A-A-A-
C-G eine Tendenz zu niedrigeren Werten in der Gedachtnismodalitat ,Verzogerte
Wiedergabe“ (score = -1,825, p = 0,070).

4.5.2. Assoziation mit den Untertests der WMS-R

Die kognitive Leistung der funf Haplotypen der SNPs rs11178998-rs7954758-
rs10784941-rs4565946-rs2129575 wurde noch auf Ebene der einzelnen Untertests
der WMS-R betrachtet, um mdgliche Assoziationen entdecken zu kdénnen. Fur die
Untertests ,Mentale Kontrolle®, ,Zahlen“- und ,Blockspanne®, die dem Leistungsaspekt
~ZAufmerksamkeit/Konzentration® zugeordnet sind, konnte weder eine Assoziation noch
ein Trend zwischen den Haplotypen und der jeweiligen Testleistung festgestellt

werden.

Tabelle 4.31: Assoziation der Haplotypen mit den einzelnen Untertests vom ,Visuellen Gedachtnis®

Visuelles Gedachtnis

1. Figurales 2. Visuelle 3. Visuelle

Gedachtnis Paarerkennung | Wiedergabe |
Haplotyp [Score |sim.p-Wert| |Score |sim.p-Wert| |Score |sim. p-Wert
A-A-G-T-G (1,160 0,243 -0,349 0,731 -0,518 0,619
A-A-A-C-G [-2,000 |0,045** -0,898 |0,374 -0,959 0,340
A-A-A-C-T |0,197 0,832 0,807 0,408 1,564 0,131
G-G-A-C-T 1,476 0,128 0,434 0,636 -0,689 0,508
A-A-G-C-G |-0,657 0,496 0,502 0,631 1,575 0,118

Sim. = simuliert, **Signifikanz
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Aus der Tabelle 4.31 wird ersichtlich, dass Trager des Haplotypen A-A-A-C-G
signifikant niedrigere Werte im Untertest ,Figurales Gedachtnis® im Vergleich zu allen
anderen Tragern zeigten (score = -2,000, p = 0,045). Im Gegensatz dazu konnten fur
die beiden anderen Untertests vom ,Visuellen Gedachtnis® (,Visuelle Paarekennung I*
und ,Visuelle Wiedergabe 1) keine Assoziationen oder Trends nachwiesen werden
(Tabelle 4.31).

Im Subtest ,Logisches Gedachtnis | erbrachten Trager des Haplotypen A-A-G-T-G
eine signifikant bessere Leistung (score = 1,984, p = 0,048), wahrend Trager des
Haplotypen A-A-A-C-G eine signifikant schlechtere Leistung (score = -2,800, p =
0,007) verglichen mit allen anderen Tragern erzielten. Aul3erdem wurde bei Tragern
des Haplotypen A-A-G-C-G ein Trend zu héheren Werten (score = 1,689, p = 0,084)
beobachtet. In der ,Verbalen Paarerkennung I, einen weiteren Untertest des
Leistungsaspektes ,Verbales Gedachtnis®, konnte weder eine Assoziation noch ein
Trend entdeckt werden (Tabelle 4.32).

Tabelle 4.32: Assoziation der Haplotypen mit den einzelnen Untertests vom ,Verbalen Gedachtnis*

Verbales Gedachtnis

1. Logisches Gedachtnis | 2. Verbale Paarerkennung |
Haplotyp Score sim. p-Wert Score sim. p-Wert
A-A-G-T-G 1,984 0,048** 0,517 0,594
A-A-A-C-G -2,800 0,007** -0,656 0,490
A-A-A-C-T -0,019 0,992 -0,071 0,947
G-G-A-C-T -0,593 0,557 -0,563 0,576
A-A-G-C-G 1,689 0,084~ 1,253 0,210

Sim. = simuliert, * Trend, **Signifikanz
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Die Ergebnisse der Haplotypanalyse in den vier Untertests der ,Verzogerten
Wiedergabe“ werden in der Tabelle 4.33 prasentiert: Trager des Haplotypen A-A-A-C-
G zeigten einen Trend zu niedrigeren Werten im ,Logischen Gedachtnis Il (score = -
1,787, p = 0,064), Trager des Haplotypen A-A-G-C-G eine Tendenz zu hdéheren
Werten in der ,Verbalen Paarerkennung“ (score = 1,676, p = 0,080). Auf der anderen
Seite konnte fur die ,Visuelle Paarerkennung II* und die ,Visuelle Wiedergabe II“ weder

eine Assoziation noch ein Trend eruiert werden.

Tabelle 4.33: Assoziation der Haplotypen mit den einzelnen Untertests der ,Verzdgerten Wiedergabe*

Verzogerte Wiedergabe

1. Logisches Gedachtnis Il 2. Visuelle Paarerkennung Il
Haplotyp |Score sim. p-Wert Score sim. p-Wert
A-A-G-T-G | 0,981 0,325 -1,023 0,297
A-A-A-C-G |-1,787 0,064* -0,636 0,534
A-A-A-C-T /0,610 0,537 0,077 0,936
G-G-A-C-T |-0,484 0,646 1,567 0,113
A-A-G-C-G | 0,881 0,385 1,687 0,100

3. Verbale Paarerkennung Il 4. Visuelle Wiedergabe I
Haplotyp |Score sim. p-Wert Score sim. p-Wert
A-A-G-T-G (0,880 0,358 0,264 0,823
A-A-A-C-G |-0,818 0,422 -1,337 0,171
A-A-A-C-T |-1,151 0,256 1,431 0,151
G-G-A-C-T | 0,810 0,427 -0,906 0,355
A-A-G-C-G 1,676 0,080* 0,881 0,385

Sim. = simuliert, *Trend
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5. Diskussion

5.1. Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

Die Zielsetzungen unserer Arbeit waren zum einen die Assoziation von 7
Polymorphismen des TPH2-Gens mit der Schizophrenie zu untersuchen, zum anderen
den Zusammenhang dieser SNPs mit der Gedachtnisleistung im Rahmen der
Erkrankung (rs11178997, rs11178998, rs4341581, rs7954758, rs10784941,
rs4565946 und rs2129575).

Fur die Beantwortung der ersten Fragestellung wurden flir jeden SNP die Allel- und
Genotyphaufigkeiten in der Patienten- und Kontrollgruppe bei der statistischen
Auswertung berechnet und analysiert, als auch die homozygoten Trager des einen
Allels mit den entsprechenden Tragern des anderen Allels verglichen. Jedoch erreichte
kein Ergebnis die Grenze der statistischen Signifikanz, so dass kein untersuchter SNP

primar mit der Schizophrenie assoziiert werden konnte.

Fur die Beantwortung der zweiten Fragestellung wurde zunachst die revidierte
Fassung der Wechsler Memory Scale (WMS-R) zur Erfassung der Gedachtnisleistung
angewandt. AnschlieRend wurden die einzelnen Ergebnisse der Genotypen aller 7
SNPs sowie der Haplotypen der 5 miteinander gekoppelten SNPs rs11178998-
rs7954758-rs10784941-rs4565946-rs2129575 getrennt sowohl far die

Leistungsaspekte als auch fur die Untertests der WMS-R ausgewertet.

Hinsichtlich der Genotypverteilung der Einzelbasenpolymorphismen in den

Leistungsaspekten bzw. Subtests lieRen sich folgende Beobachtungen feststellen.
a) Assoziation der SNPs mit den 5 Leistungsaspekten

e FiUr keinen SNP ergab sich eine Signifikanz oder Trend in Bezug auf die
mnestischen Teilbereiche L/Aufmerksamkeit/Konzentration®, ,Visuelles

Gedachtnis® sowie ,Verzogerte Wiedergabe®“.

e Im Leistungsaspekt ,Verbales Gedachtnis“ wurden Trager des Genotyps G/G
fir rs10784941 (p = 0,008) bzw. T/T fur rs4565946 (p = 0,048) mit signifikant
besserer kognitiver Leistung assoziiert, wahrend der Genotyp T/T fur rs4341581
einen Trend dazu zeigte (p = 0,061) (Tabelle 5.34).
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Im Leistungsaspekt ,Allgemeines Gedachtnis® wurde eine signifikante
Assoziation zwischen Tragern des Genotyps G/G flr rs10784941 (p = 0,024)

und besserer kognitiver Leistung festgestellt (Tabelle 5.34).

b) Assoziation der SNPs mit den 12 Untertests

Kein Genotyp der Polymorphismen rs11178997 (im Promotor), rs11178998 (in
der 5'-UTR), rs7954758 (im Intron 2) und rs2129575 (im Intron 4) wies eine
signifikante Auswirkung auf die kognitive Leistung in den verschiedenen

Subtests auf.

Marker rs4341581 aus Intron 1: Bei den Untertests ,Logisches Gedachtnis | und
II“ sowie ,Verbale Paarerkennung I erreichten Trager des Genotyps T/T leicht
bessere Punktwerte als diejenigen des Genotyps G/T und G/G (p = 0,093, p =
0,067 bzw. p = 0,078) (Tabelle 5.34). Im Gegensatz dazu wurde beim Untertest
.Zahlenspanne“ ein Trend der homozygoten G-Allel-Trager zur besseren
Gedachtnisleistung beobachtet (p = 0,083).

Marker rs10784941 aus Intron 2: Beim Subtest ,Logisches Gedachtnis I lag die
Leistung der homozygoten G-Allel-Trager signifikant Gber denen der A/G- bzw.
A/A-Trager (p = 0,011), wobei die letzteren am schlechtesten abschnitten
(Tabelle 5.34).

Marker rs4565946 aus Intron 2: Die homozygoten T-Allel-Trager erreichten im
Untertest ,Logisches Gedachtnis I signifikant hdhere Punktwerte als die Trager
der beiden anderen Genotypen (p = 0,049) (Tabelle 5.34). Dabei war die

Leistung der homozygoten C-Allel-Trager am schlechtesten.

Der SNP rs4341581 mit den meisten nachgewiesenen Einzelassoziationen war

aufgrund einer Berucksichtigung von Haplotypen mit einer Frequenz von mehr als 1%

in der Stichprobe, was nach Miteinbezug dieses SNPs mit einer relativ geringen MAF

(ca. 4%) nicht der Fall war, in der Haplotypanalyse nicht enthalten. In Bezug auf die
Haplotypanalyse @ der SNPs  rs11178998-rs7954758-rs10784941-rs4565946-
rs2129575 ergaben sich folgende Befunde.

a) Assoziation der Haplotypen mit den Leistungsaspekten

In den Gedachtnismodalitaten ,Aufmerksamkeit/Konzentration“ und ,Visuelles

Gedachtnis“ erreichte keiner der funf verschiedenen Haplotypen (A-A-G-T-G
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(H1), A-A-A-C-G (H2), A-A-A-C-T (H3), G-G-A-C-T (H4) und A-A-G-C-G (H5))

die Grenze der statistischen Signifikanz.

Im Leistungsaspekt ,Verbales Gedachtnis” zeigten Trager des Haplotypen A-A-
A-C-G (H2) signifikant niedrigere Werte (p = 0,010) gegenuber allen anderen
Tragern. AulRerdem wurde bei Tragern des haufigsten A-A-G-T-G (H1) sowie
des seltensten A-A-G-C-G (H5) Haplotypen ein Trend zu héheren Werten
beobachtet (p = 0,050 sowie p = 0,083) (Tabelle 5.34).

Auch im Leistungsaspekt ,Allgemeines Gedachtnis“ wiesen Trager des
Haplotypen A-A-A-C-G (H2) eine signifikant schlechtere Leistung vor (p =
0,011), wahrend Trager des Haplotypen A-A-G-C-G (H5) einen Trend zur
besseren Leistung aufwiesen (p = 0,065) (Tabelle 5.34).

In der Gedachtnismodalitat ,Verzdgerte Wiedergabe“ erzielten Trager des
Haplotypen A-A-A-C-G (H2) leicht niedrigere Werte (p = 0,070) (Tabelle 5.34).

b) Assoziation der Haplotypen mit den 12 Untertests

Haplotyp A-A-G-T-G (H1, am haufigsten): Im Subtest ,Logisches Gedachtnis I*
erbrachten Trager dieses Haplotypen eine signifikant bessere Leistung (p =
0,048) (Tabelle 5.34).

Haplotyp A-A-A-C-G (H2): In den Untertests, ,Figurales Gedachtnis und
,Logisches Gedachtnis |“ erreichten Trager dieses Haplotypen signifikant
weniger Punkte unter allen anderen Tragern (p = 0,045 und p = 0,007) (Tabelle
5.34).

Haplotyp A-A-A-C-T (H3): Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang

zwischen diesem Haplotyp und den verschiedenen Untertests der WMS-R.

Haplotyp G-G-A-C-T (H4): Dieser Haplotyp hatte ebenfalls keine signifikante

Auswirkung auf die kognitive Leistung in den 12 Untertests.

Haplotyp A-A-G-C-G (H5, am seltensten): Sowohl im ,Logischen Gedachtnis |*
als auch in der ,Verbalen Paarerkennung I1“ wurde ein Trend der Trager dieses
Haplotypen zu héheren Werten (p = 0,084 bzw. p = 0,080) beobachtet (Tabelle
5.34).
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Tabelle 5.34: Assoziation der Haplotypen/SNPs mit den Leistungsaspekten und den einzelnen

Untertests
Allgemeines Gedachtnis
Verbales Gedachtnis Vis Verzogerte
Wiedergabe
SNP
Lo VP | Fig VP Lo Lo
| | Il Il Il
H2 H5 S H2 H5 H1 S H2 H5 H1 S S H2 |H2 H5 H2:S
I i1 | T 1 ol
rs11178998 | A A A A A A A A A A A A
G G G G
rs4341581
! o !
rs7954758 | A A A A A A A A A A A A
(510784941 | A G fA G |G 'I\A G G ? A |A G A
T T
rs4565946 |C C C cC T 1 c C T ? C c C C
rs2129575 |G G G G G G G G G G G G
Vis = Visuelles Gedachtnis, Lo |, Il = Logisches Gedachtnis I, Il, VP I, Il = Verbale Paarerkennung |, I,

Fig = Figurales Gedachtnis, S = SNP, H1-2, H5 = Haplotypen 1, 2 und 5, 1 = bessere bzw. | =
schlechtere Leistung in der WMS-R

Keines der Assoziationsergebnisse, weder auf Einzelmarker- noch auch
Haplotypebene Uberlebte die Korrektur flir multiples Testen (Bonferroni-Korrektur). Da
jedoch die sieben untersuchten SNPs in hohem Kopplungsungleichgewicht stehen und
innerhalb der Untertests der WMS-R eine gewisse Korrelation, sowie zwischen den
Untertests und den darauf beruhenden Leistungsaspekten eine hohe Abhangigkeit
besteht, konnen die Ergebnisse als interessante Hinweise auf mogliche

Zusammenhange gewertet werden.
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5.2. Diskussion der Methoden

Bei der Durchfuhrung und Beurteilung von Assoziationsstudien mussen flr eine

korrekte Interpretation einige berucksichtigt werden. Hier geht es insbesondere um das

Studiendesign selbst, die StichprobengrolRe, die ethnische Herkunft, das Alter und das

Auswabhlverfahren der Studienteilnehmer sowie die Gedachtnisdiagnostik.

In der vorliegenden Assoziationsstudie setzte sich die Gesamtstichprobe (Fall-

Kontroll-Stichprobe) aus 3266 Studienteilnehmern zusammen,

gesunden Probanden und 936 Schizophreniepatienten und ist somit grosser als die

bisherigen Stichproben ahnlicher publizierter Assoziationsstudien (siehe Tabelle 5.35).

Tabelle 5.35: Ubersicht der bisherigen Stichprobengréssen von Assoziationsstudien

Studie Teilnehmer Gesunde Patienten
Higashi et al. 327 135 192
(2007)

Shiroiwa et al. 720 377 343
(2010)

Tee et al. (2010) 419 130 289
Serretti et al. 391 170 221
(2011)

Kim & Yoon (2011) | 367 165 202
Zhang et al. (2011) | 666 362 304

Schuhmacher et
al. (2012)

1476 (Screening)
2977 (Replikation)

688 (Screening)
2034 (Replikation)

788 (Screening)
943 (Replikation)

Watanabe et al.
(2012)

1246 (Screening)
4202 (Replikation)

620 (Screening)
2195 (Replikation)

626 (Screening)
2007 (Replikation)

Yietal. (2012)

1019

510

509

Xu et al. (2014)

408

244

164
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Trotzdem sind sowohl in dieser, als auch in weiteren Studien die untersuchten
Individuenzahlen pro Studie immer noch relativ klein (Schuhmacher et al., 2012;
Watanabe et al., 2012; Xu et al., 2014; Yi et al., 2012), so dass evitl. falsch negative
bzw. positive Ergebnisse schon allein aufgrund der StichprobengroRe zustande
gekommen sein kénnten und somit mogliche Assoziationen nicht bzw. falsch entdeckt

werden konnten.

Laut aktuellen GWAS und Metaanalysen ist die Effektstarke bzw. der Einfluss haufiger
Polymorphismen eines einzigen Gens auf die Vulnerabilitat fir Schizophrenie mit OR
von 1,2 oder weniger sehr gering (O'Donovan et al., 2009). Somit sind jeweils
mindestens 1000 Probanden in beiden Gruppen notwendig um eine ausreichende
Power zu erreichen bzw. eine fehlende Assoziation zwischen einem Gen und
Schizophrenie nachzuweisen (Abou-Sleiman et al., 2006). Eine derartige
Stichprobengrolle erreichte unter den oben erwahnten Assoziationsstudien lediglich
die Studie von Watanabe et al. im Fall der Replikationsstichprobe (Watanabe et al.,
2012) (Tabelle 5.35).

Aufgrund dessen ist die Durchfihrung weiterer und grél3erer Assoziationsstudien bzw.
Metaanalysen unabdingbar, um die aktuellen Studienergebnisse zu replizieren und
somit ihre Validitat zu erhdhen. Im Gegensatz zu hypothesengeleiteten
Kandidatengenstudien ist bei genomweiten Assoziationsstudien eine wesentlich
grélere Studienpopulation, namlich Fall-Kontroll-Stichproben zwischen 10000 und
30000 Studienteilnehmern notwendig, um reliable Ergebnisse zu erhalten (Dudbridge
& Gusnanto, 2008; O'Donovan et al., 2009).

So wurde beispielsweise das Suszeptibilitatsgen ZNF804A von der Forschungsgruppe
von O'Donovan et al. in einem mehrstufigen Verfahren in einer Stichprobe mit
insgesamt ca. 20000 Probanden nachgewiesen (O'Donovan et al., 2008), welches
spater in zahlreichen Studien mit viel groReren Stichproben bis uUber 150000
Studienteilnehmern, repliziert werden konnte (Schizophrenia Working Group of the
Psychiatric Genomics Consortium, 2014; Steinberg et al., 2011b; Williams et al., 2011).

Stefansson et al. konnten in einer Stichprobe von insgesamt 47536 Studienteilnehmer
3 neue Loci fur die Schizophrenie identifizieren, namlich im Bereich der MHC-Region,
des Neurograningens und des Gens des Transkriptionsfaktors 4 (Stefansson et al.,
2009). Zudem konnten die signifikanten Ergebnisse der MHC-Region bzw. des TCF4-

Gens unabhangig ebenfalls in mehreren weiteren Studien mit gro3en Stichproben von
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bis zu 150000 Probanden repliziert werden (Schizophrenia Working Group of the

Psychiatric Genomics Consortium, 2014).

Das Schizophrenia Psychiatric Genom-Wide Association Study Consortium konnte bei
51695 Probanden unter anderem auch eine signifikante Assoziation von microRNA-
Gen MIR137 mit der Schizophrenie entdecken (Schizophrenia Psychiatric Genome-
Wide Association Study (GWAS) Consortium, 2011), welche 2 Jahre spater von Ripke
et al. in einer Stichprobe von Uber 59000 Probanden repliziert werden konnte (Ripke
et al., 2013). Nach Kombination mit den Daten aus einer Studie Uber bipolare
Stérungen konnten in einem Gesamtkollektiv von ca. 30000 Probanden drei weitere
mit der Schizophrenie assoziierte Loci, namlich CACNA1C, ITIH3-ITIH4 und ANKS,
nachgewiesen werden (Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study
(GWAS) Consortium, 2011).

Das CACNA1C-Gen und weitere an der Calciumregulation beteiligte Gene aus dieser
Proteinfamilie, sowie die Gene ITIH3-ITIH4 konnten anschlieend in weiteren GWAS
mit bis zu 150000 Probanden repliziert werden. Interessanterweise wurde in der
bislang gréRten GWAS zur Schizophrenie erstmals ein signifikantes Signal flr den
Dopamin D2 Rezeptor gefunden, einem intensiv untersuchten Kandidatengen, fur die
Schizophrenie. (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium, 2014)

Neben der Stichprobengréfl’e einer Assoziationsstudie spielt auch die ethnische
Herkunft der Studienteilnehmer eine erhebliche Rolle, da die Allel- bzw.
Genotypverteilung von SNPs in verschiedenen ethnischen Gruppen stark variieren
kobnnen. Mischen sich Populationen unterschiedlicher Ethnizitat und mit
unterschiedlichen Erkrankungsraten bzw. verteilen sie sich ungleichmaRig auf Falle
und Kontrollen, dann kdénnen sich statistische Verzerrungen im Sinne von falschen
durch populationsbezogene genetische Faktoren bedingte Ergebnisse ergeben. Eine
mogliche Folge wére hierbei eine Uberreprasentation der Bevolkerung mit der groten
Krankheitshaufigkeit gegeniber der Gesamtpopulation in der Gruppe der Betroffenen.
Die dadurch aufgedeckten genetischen Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
waren dann jedoch nicht fur die Krankheit verantwortlich, sondern basierten auf der
unterschiedlichen ethnischen Abstammung (Epstein et al., 2012). Somit ist hieraus zu
schliel3en, dass bei vorhandener Differenz der Allel- und Genotypfrequenzen unter den

einzelnen Ethnizitaten nur Studienergebnisse aus ahnlichen ethnischen
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Gruppierungen gegenubergestellt und verglichen werden kdnnen oder aber mit

statistischen Vorfahren dafur korrigiert werden muss.

Um unerwinschte Effekte durch populationsbezogene genetische Faktoren
auszuschlieflen, wurden in dieser Arbeit nur Personen kaukasischer Abstammung

eingeschlossen.

Fur einen Vergleich der hier vorliegenden Allel-, Genotyp- sowie Haplotypfrequenzen
mit den entsprechenden Frequenzen anderer ethnischer Gruppen eignen sich
Angaben aus dem Internationalen HapMap Projekt, welches 2016 eingestellt wurde
bzw. aus dem aktuellen 1000 Genomes Project (The 1000 Genomes Project
Consortium, 2015). Die HapMap-Bestimmungen konzentrierten sich vor allem auf die
Genotypisierung von genetischen Varianten der vier unten genannten

Bevolkerungsgruppen aus den folgenden Landern:

e Einwohner in Utah (Bundesstaat der USA) mit nord- bzw. westeuropaischem

Ursprung (CEU-Gruppe)
e Yoruba Nachkommen aus Ibadan, Nigeria (YRI-Gruppe)
e Japaner aus Tokyo, Japan (JPT-Gruppe)

e Han-Chinesen aus Beijing, China (CHB-Gruppe)

Laut dem nationalen Zentrum flir Biotechnologieinformation waren bis 2014 112
Millionen SNPs aufgelistet (National Center for Biotechnology Information, United
States National Library of Medicine, 2014). Die Anzahl der durch das HapMap Projekt
genotypisierten SNPs betrugt Uber 10 Millionen, jedoch blieb die Mehrheit der Allel-
und Genotypfrequenzen der entdeckten SNPs in den oben genannten Populationen
noch unbekannt. Von den sieben untersuchten SNPs wurden nur zwei, namlich
rs7954758 und rs2129575, in den vier HapMap-Stichproben analysiert (Tabelle 5.36).
Aus der Tabelle 5.36 wird sichtbar, dass je nach untersuchter Population eine
unterschiedliche prozentuale Allel- und Genotypverteilung der TPH2-Polymorphismen
rs7954758 und rs2129575 besteht.
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Tabelle 5.36: Allel- und Genotypverteilung der TPH2-Polymorphismen rs7954758 und rs2129575 in

verschiedenen Populationen

rs7954758

Allel (%) Genotyp (%)
Population

G A G/IG G/A A/A
Vorliegende Stichprobe |6,6 934 |0,6 12,0 87,4
CEU 8,8 91,2 (1,8 14,2 84,1
CHB 15,1 84,9 |0 30,2 69,8
JPT 8,7 91,3 |1,2 15,1 83,7
YRI 12,9 (87,1 |09 24 1 75,0
rs2129575

Allel (%) Genotyp (%)
Population

T G TT T/IG G/IG
Vorliegende Stichprobe |23,0 77,0 |57 34,5 59,8
CEU 230 |77,0 |71 31,9 61,1
CHB 47,7 52,3 |18,6 58,1 23,3
JPT 48,8 |51,2 |26,7 44,2 29,1
YRI 235 |76,5 (3,5 39,8 56,6

Was den SNP rs7954758 betrifft, ist die Genotyp- und Allelverteilung fur die
Stichproben der CEU, JPT und der hier vorliegenden Studie relativ ahnlich (A-Allel >
90%) wahrend sich das Gleichgewicht in der Gruppe der Han-Chinesen und Yoruba-
Indianer mehr in Richtung des G-Allels verschiebt (G-Allel > 10%). Fur den SNP
rs2129575 lassen sich groflere Abweichungen zwischen den Ethnien beobachten.
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Hier stimmen lediglich die Genotyp- und Allelfrequenzen der europaisch stammigen
Einwohner Utahs mit denen der vorliegenden Stichprobe Uberein. Die beobachtete der
CEU-Gruppe ahnliche Genotypverteilung der vorliegenden Stichprobe spricht zum
einen fUr die Validitat der vorliegenden Resultate, zum anderen flr die Vergleichbarkeit

mit ahnlichen ethnischen Gruppierungen.

Alter, Geschlecht und Schulausbildung der Stichprobe stellen weitere wichtige
Faktoren bei der Interpretation der Studienergebnisse dar. Diesbezlglich wurde keine
Selektion durchgeflhrt. Das Alter spielt eine entscheidende Rolle vor allem fur die
Gruppe der gesunden Kontrollprobanden, deren Durchschnittsalter Gber dem
Pradilektionsalter fur die Schizophrenie liegen sollte. Dies betragt 18-25 Jahre bei
Mannern und 25-35 Jahre bei Frauen, wobei Frauen einen zweiten kleineren
Erkrankungsgipfel jenseits des 40. Lebensjahrs aufweisen (Ochoa et al., 2012). Sonst
besteht die Gefahr des Ubersehens einer spateren Manifestation der Erkrankung und
damit, der Studienteiinahme von scheinbar gesunden bzw. potentiell kranken

Kontrollprobanden und somit der Verfalschung der Ergebnisse.

In dieser Fall-Kontroll-Stichprobe betrug das Durchschnittsalter in der Gruppe der
Gesunden 52 Jahre mit einer breit gefacherten Standardabweichung von 15,6 und
einer groRen Altersspanne von 19 bis 79 Jahren. Wegen der starken Streuung der
einzelnen Werte kann sowohl bei jingeren Kontrollprobanden als auch bei weiblichen
Studienteilnehmern Uber 40 Jahren die moégliche Entwicklung einer Schizophrenie
nicht sicher ausgeschlossen werden. Trotzdem ist diese Wahrscheinlichkeit bei einem
zufallig ausgewahlten Kontrollkollektiv bzw. bei dergeringen Pravalenz der Erkrankung
so niedrig, dass bei einer polygenen Krankheit wie der Schizophrenie kein Effekt zu
erwarten ist. Auf der anderen Seite wies die Gruppe der Erkrankten ein
Durchschnittsalter von 38 Jahren mit einer Altersspanne von 18 bis 71 Jahre und einer
Standardabweichung von 11,7. Somit wird sichtbar, dass sich das Durchschnittsalter
der Schizophreniepatienten von dem der Gesunden stark unterscheidet.

Dementsprechend wurde das Alter als Covariable in die Rechnung mit einbezogen.

Im Gegensatz zur vorliegenden Studie unterscheidet sich das Durchschnittsalter in
ahnlichen Studien weniger zwischen der gesunden und der erkrankten Gruppe
(Serretti et al., 2011; Watanabe et al., 2012; Yi et al., 2012; Zhang et al., 2011). Auch

wenn bei einigen Studien Unterschiede bestehen, sind sie im Vergleich zu unserer
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Untersuchung kleiner (Kim & Joon, 2011; Schuhmacher et al., 2012; Shiroiwa et al.,
2010; Tee et al., 2010; Xu et al., 2014).

Die Geschlechtsverteilung sowohl in der Fall-Kontroll- als auch in der
Kognitionsstichprobe war in der Gruppe der Kontrollprobanden relativ ausgeglichen,
namlich 49% Manner zu 51% Frauen, wahrend dieses Verhaltnis bei schizophrenen
Patienten 63% zu 37% betrug. Idealerweise sollten beide Gruppen eine annahernd
gleiche Geschlechtsverteilung aufweisen, so dass sie besser vergleichbar sind. Dies
ist umso wichtiger, als die Erkrankungswahrscheinlichkeit bei Mannern leicht erhoht ist
(relatives Risiko = 1,4) und als manche direkten Vergleichsstudien zu kognitiven
Defiziten bei mannlichen und weiblichen schizophrenen Patienten auf

geschlechtsspezifische Unterschiede hinweisen (Krysta et al., 2013).

Werden ahnliche Studien betrachtet, dann fallt auf, dass die Geschlechtsverteilung
nicht bei allen ideal ist. Wahrend manche ein nahezu ausgeglichenes Verhaltnis von
Mannern zu Frauen in beiden Gruppen aufweisen (Watanabe et al., 2012; Xu et al.,
2014), gibt es solche, bei denen die Geschlechtsverteilung weder bei Gesunden noch
bei Erkrankten ausgewogen ist (Serretti et al., 2011; Tee et al., 2010; Zhang et al.,
2011). AulRerdem existieren auch Untersuchungen, die nur eine geschlechtsspezifisch
ausgeglichene Gruppe enthalten (Kim & Joon, 2011; Schuhmacher et al., 2012;
Shiroiwa et al., 2010; Yi et al., 2012; vorliegende Studie). Entsprechend wurde das

Geschlecht als Kovariable in die Rechnung mit einbezogen.

Hinsichtlich der Schulausbildung dieses Studienkollektivs war in beiden Stichproben
ein hoherer Anteil der Personen mit hohem Schulabschluss im Vergleich zur
Allgemeinbevodlkerung anzutreffen, namlich 32,4% der Patienten und 42% der
gesunden Probanden bei der Fall-Kontroll-Stichprobe bzw. 37,7% der Patienten und
43,5% der gesunden Teilnehmer bei der Kognitionsstichprobe versus 28% in der
Allgemeinbevolkerung (Statistisches Bundesamt, 2013). Dies kdnnte als eine groRere
Bereitschaft von hoher gebildeten Leuten zur Studienteilnahme interpretieren.
Entsprechend wurde die Schulbildung ebenfalls als Kovariable in die Rechnung mit

einbezogen.

Um eine homogene Stichprobenzusammensetzung zu erméglichen, wurde fir beide
Gruppen ein mehrstufiges Rekrutierungsverfahren nach strengen Ein- und
Ausschlusskriterien durchgefthrt. Dadurch sollte die Vergleichbarkeit der Gruppen

sichergestellt werden und falsche Ergebnisse vermieden werden. Gemeinsam hatten
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Studienteilnehmer beider Gruppen kaukasische Herkunft und Volljahrigkeit. Die
Erhebung einer ausfuhrlichen Anamnese sowie die Durchfuhrung professioneller,
geeigneter psychiatrischer Befragungsinstrumente, namlich des Strukturierten
Klinische Interview (SKID | und Il) und des Family History Assessment Moduls (FHAM),
waren Teil des Rekrutierungsverfahrens sowohl der gesunden als auch der erkrankten

Probanden.

In Hinblick auf den Einschluss gesunder Kontrollen stellt ein Vorteil dieser Studie sowie
der von Shiroiwa et al. (2010), Serretti et al. (2011) Kim & Yoon (2011) und
Schuhmacher et al. (2012) gegenuber anderen (Tee et al., 2010; Watanabe et al.,
2012; Xu et al., 2014; Yi et al.,, 2012; Zhang et al., 2011) die Anwendung eines
einheitlichen psychiatrischen Screenings auch fur diese Gruppe dar. Damit sinkt die
Wahrscheinlichkeit des Einschlusses eines falschlicherweise als gesund klassifizierten
Probanden. Im Gegensatz dazu konnte dies bei den restlichen oben erwahnten
Studien weniger sicher ausgeschlossen werden, da diese die anamnestischen
Angaben der gesunden Probanden selbst sowie ihrer Familien zum Ausschluss

psychiatrischer Vorerkrankungen verwendeten.

Gesunde Probanden vervollstandigten in dieser Studie neben der Anamnese und den
zwei oben erwahnten Untersuchungsinstrumenten eine standardisierte korperliche
und neurologische Untersuchung. Damit sollte eine sichere und genauere Beurteilung
des gesundheitlichen Zustandes des Kontrollkollektivs ermdglicht werden und eine
unauffallige Vorgeschichte hinsichtlich neuropsychiatrischer oder relevanter
somatischer Erkrankungen mit Auswirkungen auf die kognitive Leistung sowie Alkohol-
, Drogen- und Medikamentenmissbrauch bzw. eine negative Familienanamnese
bezuglich neuropsychiatrischer Krankheiten sichergestellt werden. Personen uber 60
Jahren flhrten zum Ausschluss kognitiver Defizite zusatzlich einen Mini-Mental-
Status-Test (MMST) durch. Allerdings kann mithilfe des MMST nur eine grobe
Einschatzung eventueller Defizite erfolgen und er besitzt eine relativ geringere
Sensitivitat fur Gedachtnisprobleme im Anfangsstadium. AufRerdem ist auch eine
extreme Anfalligkeit dieses Tests fur Stéreinflisse zu beachten (Arevalo-Rodriguez et
al., 2015; Mitchell, 2009). Um Probanden mit beginnenden Gedachtnisstérungen
praziser ausschliel3en zu kdonnen, ware entweder eine Kombination von MMST mit
dem Uhrentest oder dem Demenz-Detektion-Test (DemTect) bzw. Montreal Cognitive
Assessment (MOCA)-Test besser geeignet (Ciesielska et al., 2016; Kohn et al., 2007).

DemTect und MOCA-Test sind bei leichten kognitiven Stérungen sensitiver als der
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MMST. Jedoch ist die Durchfiihrungsdauer langer als die des MMST, die allgemeine
Verbreitung wie auch die Akzeptanz geringer, sowie die rekrutierte Gruppe (,gesund®)
seltener von pathologischen kognitiven Defiziten betroffen, so dass der Nutzen im

Vergleich zum Aufwand gering ist.

Die klinische Diagnosestellung einer Schizophrenie bei der Rekrutierung der
Patientengruppe wurde von erfahrenen Psychiatern gestellt und stand bereits zur
Verfugung. Zudem erfolgte die Verifizierung der Diagnose der Schizophrenie gemaf}
den weit verbreiteten DSM-IV-Kriterien, welche auch in vielen anderen vergleichbaren
Schizophrenie-Studien angewandt wurden (Kim & Joon, 2011; Serretti et al., 2011;
Shiroiwa et al., 2010; Xu et al., 2014; Yi et al., 2012; Zhang et al., 2011). Zusatzlich
wurde zur Sicherung der Diagnose das strukturierte Interview SKID von geschultem
Personal durchgeflihrt. Dies flhrte zu einer vergleichbaren Diagnosesicherheit wie in
den Studien der jeweiligen Forschungsgruppen von Shiroiwa et al., Zhang et al. und
Xu et al., in denen die Eingangsdiagnostik durch ein klinisches Erstgesprach — und
zum Teil auch durch unstrukturierte Interviews — mit mindestens zwei unabhangigen
langjahrig erfahrenen Psychiatern abgesichert wurde (Shiroiwa et al., 2010; Xu et al.,
2014; Zhang et al.,, 2011). Der Einsatz eines erfahrenen Psychiaters zur
Diagnosesicherung neben einem strukturierten und unstrukturierten Interview erfolgte
auch bei der Studie von Watanabe et al. (Watanabe et al., 2012). Mindestens ein
strukturiertes Interview zur Diagnosestellung im Sinne von DSM-IV-Kriterien/SKID
oder Mini-International Neuropsychiatric Interview (MINI) wurde auch bei den
Patientengruppen von Kim & Yoon (durch geschulte Psychiater) sowie von Tee et al.,
Yi et al. und Schuhmacher et al. durchgefuhrt (Kim & Joon, 2011; Schuhmacher et al.,
2012; Tee et al.,, 2010; Yi et al.,, 2012). Durch die Verwendung eines solchen
strukturierten Interviews sowohl in der vorliegenden als auch in allen oben genannten
Studien, welches nach Anleitung zur Beurteilung der Antworten und zur Kodierung der
Diagnosekriterien durchgefuhrt wurde (Saile et al., 2000), kann von einer hohen
Objektivitat und Reliabilitat der Diagnosestellung ausgegangen werden. Im Gegensatz
zur vorliegenden und funf weiteren Studien (Kim & Joon, 2011; Schuhmacher et al.,
2012; Tee et al. 2010; Xu et al., 2014; Yi et al., 2012) wurden in vier asiatischen
(Shiroiwa et al., 2010; Watanabe et al., 2012; Yi et al., 2012; Zhang et al., 2011) unter
anderem auch unstrukturierte Interviews, klinische Beobachtungen und vorhandene
Arztbriefe von Krankenhausaufenthalten als weitere Untersuchungsinstrumente der
Patientengruppe neben strukturierten Verfahren angewandt. Somit kann in derartigen
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Studien ein grolerer Selektionsbias nicht komplett ausgeschlossen werden. Der
Schweregrad der Erkrankung und die Auspragung der Positiv- und
Negativsymptomatik wurden mit der Positive and Negative Syndrom Scale (PANSS
erfasst, welche in drei weiteren Studien eingesetzt wurde (Kim & Joon, 2011; Serretti
et al., 2011; Zhang et al., 2011). Sowohl Patienten im akuten psychotischen Zustand
als auch der Nachweis einer weiteren bestehenden psychiatrischen Erkrankung, z.B.
schizoaffektive oder affektive Storung sowie einer substanzinduzierten,
nichtorganischen oder organischen Stérung wurden ausgeschlossen. Allerdings fand
in dieser Studie keine Unterteilung der Patienten in Subgruppen in Abhangigkeit von
dem Schizophrenie-Subtyp statt, so dass alle Patienten ein gemeinsames Kollektiv
bildeten, was in den meisten anderen vergleichbaren Studien auch der Fall war
(Higashi et al., 2007; Kim & Joon, 2011; Schuhmacher et al., 2012; Serretti et al., 2011;
Shiroiwa et al., 2010; Tee et al., 2010; Watanabe et al., 2012; Zhang et al., 2011). Es
existieren jedoch zwei Studien, welche die Assoziation zwischen dem TPH2-Gen und
einer einzigen, namlich der paranoiden Form der Schizophrenie untersuchten (Xu et
al., 2014; Yi et al., 2012). Wahrend die groRere Studie von Yi et al. eine signifikante
Assoziation zwischen der paranoiden Schizophrenie in einer der han-chinesischen
Population und dem SNP rs4570625 in der regulatorischen TPH2-Region nur auf
Haplotypebene (rs4448731-rs6582071-rs7963803-rs4570625-rs11178997) zeigen
konnte, wurde bei der kleineren Studie von Xu et al. der SNP rs4570625 sowohl auf
Allel-, und Genotyp- als auch auf Haplotypebene (rs4570625-rs11178997-rs1178998)
mit der paranoiden Schizophrenie signifikant assoziiert. Als mogliche Erklarung fur
dieses signifikante Ergebnis trotz einer kleinen Stichprobengrofie von < 600
Probanden pro Gruppe wurde von beiden Autoren unter anderem Folgendes diskutiert
(Xu et al., 2014; Yi et al., 2012): Der klinischen Heterogenitat des Phanotyps einer
Krankheit, in diesem Fall der Schizophrenie, kann ein genaueres Verstandnis des
genetischen Hintergrundes entgegenwirken. Eine bessere klinische Phanotypisierung
und Gruppierung klinischer Subtypen, basierend auf Symptomen oder
Endophénotypen (wie z.B. kognitive Defizite) kénnte somit zur Uberwindung dieses
Problems fuhren, bzw. eine bessere Abgrenzung der verschiedenen genetischen
Subtypen erméglichen (Cherlyn et al., 2010). Die fehlende Unterteilung der Patienten
in Subgruppen mit isolierter Betrachtung einer Unterform der Schizophrenie in den
restlichen oben erwahnten Studien im Gegensatz zu Xu et al. sowie Yi et al. konnte
somit die widerspruchlichen Ergebnisse bzgl. TPH2 und Schizophrenie zum Tell
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erklaren (Yi et al., 2012). Somit wurde von Yi et al. sowie Xu et al. die Durchflihrung
weiterer groRerer Studien mit Patienten mit paranoider Schizophrenie empfohlen (Xu

et al., 2014), was basierend auf den Ergebnissen sinnvoll erscheint.

Neben der Assoziation der TPH2-SNPs mit der Schizophrenie wurde der Aspekt
Kognition bei Schizophrenie untersucht. Dazu wurde aus der Gesamtstichprobe eine
kleinere, aus 884 Teilnehmern bestehende Stichprobe gebildet, die mithilfe des
Gedachtnistestes Wechsler Memory Scale-Revised (WMS-R) kognitiv getestet wurde.
Sie enthielt 526 Kontrollprobanden und 358 Schizophreniepatienten. Naturgemaf
existierten zwischen den Patienten Unterschiede bezuglich der Erkrankungsdauer und
-schwere sowie der Medikation. Hier ist zu erwahnen, dass keine Einschrankung
hinsichtlich der Medikamentenauswahl, der Dosierung, der Anzahl der vorherigen
sowie aktuellen Psychopharmaka und einer moglichen Erganzung der
medikamentésen  Behandlung durch zusatzliche Therapieverfahren  wie
psychotherapeutische Interventionen oder Elektrokonvulsionstherapie vorgenommen
wurde. Deswegen ist nicht auszuschliel3en, dass sowohl die nicht-medikamentdse als
auch die medikamentdse Behandlung der Patienten, abhangig von der applizierten
Menge und Haufigkeit sowie vom jeweiligen Praparat, eine gewisse Auswirkung auf
die Konzentration der Neurotransmitter im Gehirn und somit auch auf die
Gedachtnisleistung bzw. die erreichte Punktzahl der Schizophreniepatienten im WMS-
R-Test haben kdnnte (Houthoofd et al., 2008; Keefe et al., 1999). AuRerdem kann auch
nicht sicher davon ausgegangen werden, dass nicht-therapierte Erkrankte dieselbe
Leistung beim kognitiven Test hatten, sowie dass das medikamentdse Ansprechen
nicht vom jeweiligen Genotyp abhangt. Aufgrund dessen kann ein Fehler 1. sowie 2.

Art nicht sicher ausgeschlossen werden.

Fur diese wissenschaftliche Arbeit wurde die deutsche revidierte Fassung der WMS-
R angewandt. Diese Testbatterie stellt ein international anerkanntes und etabliertes
Verfahren zur Messung von Aufmerksamkeits- und Konzentrationsfunktionen sowie
verbalen und visuellen Kurzzeit- bzw. Langzeitgedachtniskomponenten dar. Der Test
enthalt 12 Subtests, die in vorgegebener Reihenfolge durchgeflihrt werden und eignet
sich fur Personen zwischen 15 und 74 Jahre, so dass mit dem jungsten Teilnehmer
mit 18 und dem altesten mit 74 Jahren die Kriterien erflllt waren. Obwohl die WMS-R
ein valides Untersuchungsinstrument ist, missen einige Faktoren bei der statistischen
Auswertung berucksichtigt werden, die das Ergebnis beeinflussen konnten. Diese sind

zum einen der Einfluss demographischer Variablen wie das Geschlecht, Alter und die
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Bildung, zum anderen die Durchfihrungs- und Auswertungsobjektivitat, sowie die
Retestreliabilitdt. Jede Testung fand am gleichen Ort und zu gleichen Tageszeiten
statt. Durch strenges Vorgehen nach der Handbuchanweisung und Befolgen aller
Testnormen bzw. Interpretationshinweise konnte sichergestellt werden, dass die
einzelnen Einflussfaktoren bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse
mitberucksichtigt wurden und die Durchfuhrungsobjektivitat als gegeben angesehen
werden konnte. Zudem erfolgten ein sorgfaltiges Training aller Versuchsleiter unter
Beachtung einer méglichst gleichen Testausfihrung, eine gegenseitige Uberpriifung
bezlglich der Versuchsauswertung, sowie eine anschlieende Prifung durch die
Studienleitung vor Freigabe zur Untersuchung. Die Auswertungen der einzelnen
Untertests waren im Allgemeinen eindeutig. Eine Ausnahme stellten hier nur die
Bewertungen des Logischen Gedachtnisses und der Visuellen Wiedergabe dar, die
aufgrund der gro3en interindividuellen Varianz der Antworten deutlich komplexer sind.
Zur Sicherstellung der Auswertungsobjektivitat finden sich im Anhang des
Testmanuals exakte Beurteilungskriterien sowie Regeln und eine Vielzahl haufig
auftretender Antworten fur beide Untertests beinhaltet. AuRerdem wurde sie laut
Manual auch statistisch Uberpruft und mit einer Interrater-Reliabilitat von 0,99 fir das

,Logische Gedachtnis® sowie von 0,97 fur die ,Visuelle Wiedergabe“ als gut beurteilt.

Obwohl die Assoziation des TPH2-Gens mit verschiedenen kognitiven Leistungen
auch von anderen Studien untersucht wurde, existiert keine direkt vergleichbare
Studie. Daflr ist u.a. die Verwendung jeweils neuropsychologischer Tests und zum
Teil anderer Methoden im Sinne elektro- bzw. neurophysiologischer Untersuchungen
verantwortlich. Bei den verwendeten Tests handelte es sich beispielsweise um den
Digit Symbol Substitution Test (DSST), den Aufmerksamkeits-Netzwerk-Test (ANT)
bzw. Daueraufmerksamkeitstest, sowie den Farbe-Wort-Stroop-Interferenztest. Bei
diesen Tests stand jeweils immer nur eine kognitive Domane im Vordergrund, welche
untersucht werden sollte, wobei andere kognitive Bereiche nicht erfasst wurden. Im
Gegensatz dazu stellt die hier angewandte WMS-R-Testbatterie ein gut einsetzbares
Screening-Instrument im Rahmen der Gedachtnisdiagnostik dar, da sie die
Anforderungen der entsprechenden Guidelines diesbeziglich erfullt und alle
wesentlichen kognitiven Leistungen bis auf das prospektive Gedachtnis beinhaltet.
Eine differenziertere Analyse zur besseren Charakterisierung relevanter Phanotypen
ware unter Verwendung von Hamburg-Wechsler-Intelligenztests fur Erwachsene
(HAWIE), Rey Auditory Verbal Learning Test (RAVLT), Verbal Fluency Test, Symbol
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Digit Modalities Test (SDMT) sowie Trail Making Test A und B (TMT) mdglich, wodurch
das Sprachverstandnis, das wahrnehmungsgebundene logische Denken, das

Arbeitsgedachtnis und die Verarbeitungsgeschwindigkeit getestet werden.

Wahrend diese und die von Schuhmacher et al. durchgeflihrte Studie die Kognition
sowohl gesunder als auch an Schizophrenie erkrankter Probanden untersuchten,
bezogen sich weitere Studien mit Ausnahme der Untersuchung von Baehne et al.,
welche noch ADHD-Patienten enthielt, nur auf gesunde Teilnehmer (Baehne et al.,
2009; Osinsky et al., 2009; Reuter et al., 2007; Reuter et al., 2008; Schuhmacher et
al., 2012; Strobel et al., 2007). Somit ist die aktuelle Studienlage bezlglich der
Assoziation des TPH2-Gens mit dem Endophanotyp der Kognition bei der

Schizophrenie noch gering und die Durchfuhrung weiterer Studien unabdingbar.

Zur Bestimmung der Genotypen kam in dieser Studie das iPLEX-Verfahren zur
Anwendung. Je nach betrachteter Referenz-Studie wurden unterschiedliche
Genotypisierungsverfahren wie Pyrosequenzierung (Seretti et al., 2011) TagMan-
Assay (Shiroiwa et al., 2010; Yi et al., 2012), Polymerase Chain Reaction (PCR)-
basierte Analyse von Restriktionsfraktionslangenpolymorphismen (RFLP) (Tee et al.,
2010) und die Bestimmung von Tandemwiederholungen (engl. Variable number of
tandem repeats, VNTR) mit anschlielRender PCR angewandt (Kim & Joon, 2011). Xu
et al. benutzten zur SNP-Genotypisierung eine nicht naher bezeichnete DNA-
Sequenzierungsanalyse (Xu et al., 2014). Unabhangig von der jeweils ausgewahlten
Methode ist eine anschlieliende Durchflihrung einer Qualitatskontrolle bzw. -sicherung
unabdingbar, welche auch in anderen Studien stattfand (Kim & Joon, 2011,
Schuhmacher et al., 2012; Watanabe et al., 2012; Yi et al., 2012; Zhang et al., 2011).
Nur dann kann davon ausgegangen werden, dass Genotypisierungsfehler moglichst
vermieden wurden und zuverlassige Ergebnisse zustande kamen. In dieser Studie
erfolgte sowohl eine manuelle als auch eine teilautomatisierte Qualitatspriufung
(Trennung der Genotypcluster, Negativ- und Positivkontrollen, SNP-Callrate,
Probanden-Callrate, Ubereinstimmung von doppelten Proben, HWE). Die dabei als
valide beurteilten Genotypen wurden in der statistischen Analyse zu Allel- und

Genotypverteilungen der TPH2-Polymorphismen verwendet.
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5.3. Diskussion der Ergebnisse

In dieser Studie wurde nach Auswahl von sieben Polymorphismen im Bereich des
TPH2-Gens eine mogliche Assoziation dieser Marker zum einen mit der Schizophrenie
(Fall-Kontroll-Stichprobe) und zum anderen mit der kognitiven Leistung bei
schizophrenen Patienten und gesunden Probanden (Kognitionsstichprobe)
untersucht. Von den sieben ausgewahlten SNPs befinden sich nur zwei, namlich
rs11178997 und rs11178998 in regulatorischen Bereichen des TPH2-Gens, d.h. im

Promoter bzw. in der Leader-Sequenz 5'-UTR, wobei die restlichen funf, rs4341581,
rs7954758, rs10784941, rs4565946 und rs2129575, in Introns lokalisiert sind. Jedoch

kdnnen sowohl exonische und in der Promotorregion gelegene als auch intronische
SNPs, wenn auch auf unterschiedlicher Art, Einfluss auf die Genexpression haben. Bei
exonischen SNPs wird dies durch eine Veranderung der Aminosauresequenz und
somit des entstehenden Genproduktes mit evtl. veranderter Funktionalitat méglich,
hingegen konnen Polymorphismen im Bereich des Promoters die Regulation der
Genexpression beeinflussen. Intronische SNPs konnen einen indirekten Einfluss
ausuben, indem sie sich beispielsweise im Disequilibrium mit einem funktionellen
Polymorphismus befinden, oder das alternative mRNA-Spleiken steuern, zu
veranderter DNA-Doppelhelix im Bereich des Polymorphismus, zu veranderter
Bindung von Transkriptionsfaktoren bzw. auf epigenetischer Ebene zu veranderter
DNA-Methylierung fihren (Drago et al., 2007).

Generell eignen sich die Assoziationsstudien (z.B. GWAS) flr die Suche nach oder
Bestatigung von Dispositionsgenen mit relativ geringem krankheitsinduzierendem
Effekt. Somit stellen sie eine bevorzugte Vorgehensweise der molekulargenetischen
Grundlagenforschung der Schizophrenie dar. Allerdings besteht in kleinen Stichproben
dabei eine groRere Gefahr falsch positiver und falsch negativer Ergebnisse, so dass
die Resultate mit Vorsicht betrachtet werden sollten (Sullivan, 2007; Serretti et al.,
2011).

Diverse Assoziationsstudien haben bis jetzt die Rolle von TPH2 als Kandidatengens
in der Schizophrenie untersucht, deren Ergebnisse sind jedoch heterogen. Ein Teil der
in der vorliegenden Arbeit ausgewahlten SNPs wurden unter anderem ebenfalls von
weiteren Arbeitsgruppen mit einbezogen (Schuhmacher et al., 2012; Shiroiwa et al.,
2010; Watanabe et al., 2012; Xu et al., 2014; Yi et al., 2012).

118



Diskussion

Der Versuch, eine signifikante Assoziation verschiedener TPH2-SNPs mit der
Erkrankung festzustellen, zeigte lediglich fur die Studien von Yi et al. (2012) und Xu et
al. (2014) in han-chinesischen Stichproben ein positives Ergebnis. Weitere bereits
durchgefuihrte Kandidatengen-Studien (Higashi et al., 2007; Kim & Joon, 2011;
Schuhmacher et al., 2012; Serretti et al., 2011; Shiroiwa et al., 2010; Tee et al., 2010;
Watanabe et al., 2012; Xu et al., 2014; Yi et al., 2012; Zhang et al., 2011) sowie die
bisher grof3te genomweite Assoziationsstudie der Schizophrenia Working Group des
Psychiatric Genomics Consortium, bestehend aus einem Kollektiv aus 36989 Fallen
und 113075 Kontrollen mehrheitlich europaischer Abstammung (Schizophrenia
Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014) zeigten keine
signifikanten Assoziationen. Shiroiwa et al. fihrten eine japanische Studie an 343
schizophrenen Patienten und 377 Kontrollprobanden durch, welche nicht nur die Allel-
und Genotypverteilung der Polymorphismen rs11178997 und rs11178998, sondern
auch eine Haplotypanalyse, jedoch ohne signifikante Zusammenhange zu
identifizieren, untersuchte (Shiroiwa et al., 2010). Die zwei oben erwahnten SNPs
wurden auch von der han-chinesischen Studie von Xu et al. aus 164 Patienten mit
paranoider Schizophrenie und 244 gesunden Probanden in Betracht gezogen.
Wahrend sich keine signifikanten Unterschiede bei den Allel- und Genotypfrequenzen
dieser zwei SNPs zwischen den beiden Gruppen ergaben, zeigte das Vorkommen des
Haplotypen G-T-A der SNPs rs4570625-rs11178997-rs11178998 sowie des G-Allels
des SNPs rs4570625 ein erhohtes Risiko fir die paranoide Form der Schizophrenie,
wobei der Haplotyp T-T-A derselben Polymorphismen signifikant haufiger bei den
Gesunden anzutreffen war (Xu et al., 2014). In einer weiteren han-chinesischen Studie
an 509 Patienten und 510 Kontrollprobanden, welche ebenfalls diese Unterform der
Schizophrenie naher betrachtete, wurde ein langerer Haplotyp (rs4448731T-
rs6582071A-rs7963803A-rs4570625T-rs11178997A) signifikant haufiger in Patienten
mit einer paranoiden Schizophrenie gefunden als in gesunden Kontrollen (Yi et al.,
2012). Dabei Uberlappte der Haplotyp von Yi et al. mit der Studie von Xu et al. mit den
SNPs rs4570625 und rs11178997, wahrend der SNP rs11178998 hier nicht untersucht
wurde. Die assoziierten Allele waren jedoch gegensatzlich.

Des Weiteren sind noch zwei grol3 angelegte Assoziationsstudien zu erwahnen,
welche ein zweistufiges Verfahren benutzten, um mdgliche in der ersten Stichprobe
entdeckte Assoziationen im zweiten Schritt und in einem groReren unabhangigen
Kollektiv evtl. replizieren zu kdnnen.
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Im Einzelnen handelt es sich um eine japanische Studie von Watanabe et al. mit einer
Screening-Stichprobe aus 626 schizophrenen Patienten und 620 Kontrollprobanden
bzw. einer Replikationsstichprobe aus 2007 kranken und 2195 gesunden Teilnehmer.
Dabei wurden die meisten in einer Studie untersuchten TPH2-SNPs, namlich 18 sowie
auch 2 CNVs mit einbezogen. Wahrend die Analyse aller CNVs und 15 der 18 SNPs
keine signifikanten Ergebnisse lieferte, erreichten der Unterschied der Allelfrequenzen
der Polymorphismen rs2129575, rs1487275 und rs17110747 in der Screening-
Stichprobe die Signifikanzgrenze. Allerdings konnten sie in der zweiten Stichprobe

nicht repliziert werden. (Watanabe et al., 2012)

Ahnliche Ergebnisse ergaben sich auch bei der einzigen kaukasischen Studie von
Schuhmacher et al. aus einer Screening-Stichprobe mit 788 schizophrenen Patienten
und 688 gesunden Probanden bzw. einer Replikationsstichprobe mit 943 Erkrankten
und 2034 Gesunden. Bei der Untersuchung von 11 SNPs inkl. rs11178997,
rs11178998, rs7954758, rs4341581, rs4565946 und rs10784941 =zeigten sich
signifikante Assoziationen fur die Polymorphismen rs10784941, rs4565946 und fur die
Haplotypen G-C und T-T der SNPs rs4570625-rs4565946. Jedoch konnten diese

ebenfalls nicht repliziert werden. (Schuhmacher et al., 2012)

Bei den Ergebnissen der hier vorliegenden Studie in einer kaukasischen Stichprobe
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei der Genotyp- und Allelverteilung der
sieben untersuchten TPH2-Polymorphismen zwischen der Gruppe der

Schizophreniepatienten und der der gesunden Probanden.

Aus den oben erwahnten Daten wird ersichtlich, dass ein direkter Vergleich dieser
Arbeit anhand der StichprobengroRe, der Ethnizitat sowie der untersuchten SNPs nur
mit der Studie von Schuhmacher et al. mdglich ist. Zudem konnten die
Referenzergebnisse dieser Forschergruppe bezlglich einer fehlenden Assoziation
zwischen den Polymorphismen rs11178997, rs11178998, rs7954758, rs4341581,
rs4565946 und rs10784941 mit der Schizophrenie durch diese Studie bestatigt

werden.

Jedoch ist zu beachten, dass diese Studie im Gegensatz zu der von Schuhmacher et
al. und Watanabe et al. mit 526 Kontrollprobanden und 358 Patienten relativ klein ist
und nicht an einer weiteren Stichprobe repliziert wurde. Auf3erdem erfolgte keine
Untersuchung von CNVs wie in der Studie von Watanabe et al., so dass dieser Bereich

sicherlich noch weiter gepruft werden sollte. Im Gegensatz zu Yi et al. und Xu et al.

120



Diskussion

wurden hier nicht zwischen Schizophrenie-Untergruppen differenziert. Somit bleibt
noch unbekannt, ob ein signifikantes Ergebnis durch isoliertes Betrachten und

Untersuchen einer Unterform zustande kame.

Nach aktueller Studienlage ist somit davon auszugehen, dass das TPH2-Gen in
kaukasischen Stichproben entweder kein Suszeptibilitatsgen flr die Schizophrenie
darstellt, oder aber der Effekt so gering ist, dass es einer weiteren Erhdhung der

Stichprobengrofe bedarf, um diesen zu detektieren.

Die hier vorliegende Assoziationsstudie wurde um den Aspekt der Kognition erweitert.
Dabei wurde bei einem Teil der Gesamtstichprobe, namlich 358 Erkrankten und 526
Gesunden, der Gedachtnistest WMS-R durchgefuhrt und dessen Ergebnisse
entsprechend nach Bestimmung der Allel-, Genotyp- und Haplotypfrequenzen der
sieben oben erwahnten TPH2-Polymorphismen ausgewertet. Bei den Resultaten
mancher Untertests sowie Leistungsaspekten der WMS-R konnten signifikante
Unterschiede und Trends der Genotyp- und Haplotypfrequenzen zwischen den
Gruppen aufgedeckt werden (Tabelle 5.34, S. 103).

Fur das ,Allgemeine Gedachtnis“ konnte ein Zusammenhang mit schlechteren
Leistungen fir den Haplotyp 2 und besseren Leistungen fur den Haplotyp 5 identifiziert
werden. Beide Haplotypen unterscheiden sich lediglich durch rs10784941, fur den auf
Einzelmarkerebene ebenfalls ein haufigeres Auftreten des im H2 enthaltenen A-Allels

bei schlechteren Leistungen beobachtet werden konnte.

Dieser Zusammenhang beruht in der vorliegenden Analyse wahrscheinlich
hauptsachlich auf entsprechenden Leistungen im ,Verbalen Gedachtnis®. Haplotyp H2
ist hier mit schlechteren, H5 und H1 mit besseren Leistungen assoziiert. H2 und H5
enthalten beide das mit besseren Leistungen auf Einzelmarkerebene assoziierte G-
Allel fir rs10784941, H1 zusatzlich noch das ebenfalls mit besseren Leistungen
assoziierte T-Allel fur rs4565946. Die Ergebnisse fur diesen Leistungsaspekt finden

sich auch im Untertest ,Logisches Gedachtnis I“ wieder.

Des Weiteren scheint rs4341581, der in keinem der untersuchten Haplotypen
enthalten ist, ebenfalls zum ,Verbalen Gedachtnis“ beizutragen (G-Allel-Trager zeigen
schlechtere Leistungen im Leistungsaspekt ,Verbales Gedachtnis®, sowie in den

dazugehdrigen Untertests ,Logisches Gedachtnis I“ und ,Verbale Paarerkennung ).
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Weniger deutliche Assoziationen finden sich im Leistungsaspekt ,Visuelles
Gedachtnis® und ,Verzdgerte Wiedergabe“. Fur das ,Visuelle Gedachtnis® ist lediglich
der Haplotyp H2 mit schlechteren Leistungen im Untertest ,Figurales Gedachtnis®
assoziiert. Fur die ,Verzdgerte Wiedergabe“ zeigt sich eine Assoziation fir H2 mit dem
,Logischen Gedachtnis II* (ebenfalls schlechtere Leistungen) und H5 mit ,Verbaler
Paarerkennung I1“ (bessere Leistungen). Zusatzlich zeigen hier Trager des G-Allels fur
rs4341581 beim Untertest ,Logischen Gedachtnis I1“ - wie auch im Leistungsaspekt

,verbales Gedachtnis“ - schlechtere Leistungen.

Bei der Studie von Schuhmacher et al. konnte der bei einem Kollektiv aus
schizophrenen Patienten untersuchte seltene Haplotyp T-T der Polymorphismen
rs4570625-rs4565946 mit einer signifikant reduzierten Verarbeitungsgeschwindigkeit
im Digit Symbol Substitution Test assoziiert werden (Schuhmacher et al., 2012). Eine
ebenfalls signifikant schlechtere Leistung, diesmal bei der Gesamtfehleranzahl sowie
der Konfliktldsung im Aufmerksamkeits-Netzwerk-Test, zeigte auch der T/T-Genotyp
des SNPs rs4570625 gesunder Probanden bei der Studie von Reuter (Reuter et al.,
2007). Gesunde Trager mindestens eines T-Allels schnitten auch im
Daueraufmerksamkeitstest schlechter ab, indem sie eine niedrigere durchschnittliche
Trefferquote bzw. héhere durchschnittliche Variabilitat in der Reaktionszeit aufwiesen
(Strobel et al., 2007). Bei der leichtesten Aufgabe des Farbe-Wort-Stroop-
Interferenztests, namlich einer Serie aus zwei hintereinander folgenden kongruenten
Items, reagierten die T/T-Alleltrager des oben erwahnten Polymorphismus
erstaunlicherweise und unerwartet signifikant langsamer (Osinsky et al., 2009).
Weitere unterstutzende Hinweise auf den Einfluss des SNP rs4570625 auf die
kognitive Leistung brachten die neurophysiologische Studie bei gesunden Probanden
von Reuter sowie die elektrophysiologische Studie bei ADHD-Patienten und Gesunden
von Baehne et al. (Baehne et al., 2009; Reuter et al., 2008). Im Einzelnen wurde bei
der ersten Studie MR-graphisch eine gesteigerte Aktivierung in den Arbeitsgedachtnis-
assoziierten Regionen wahrend der Bearbeitung einer N-Zurlick-Aufgabe bei den T/T-
Tragern beobachtet, welche basierend auf vorherigen Studienergebnissen sowie einer
Hypothese Uber Ausgleich kognitiver Fahigkeitsdefizite durch einen erhéhten Aufwand
als kompensatorische Aktivierung interpretiert wurde (Reuter et al.,, 2008).
Elektroenzephalographisch konnte wahrend einer Go-NoGo-Aufgabe bei den
gesunden und kranken homozygoten G-Alleltragern des rs4570625 bzw. T-
Alleltragern des rs11178997 eine signifikant verminderte mittlere NoGo-Anteriorization
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als Ausdruck einer Dysfunktion des prafrontalen Cortex beobachtet werden. Im
Gegensatz zu allen anderen genannten Studien ergaben sich hierbei Hinweise auf
eine schlechtere kognitive Leistung bei Vorhandensein des G-Allels (Baehne et al.,
2009).

In der hier vorliegenden Studie war rs4570625 nicht enthalten. Jedoch konnten flr den
hier untersuchten und mit dem rs4570625 (G > T) im LD liegenden SNP rs2129575 (G
>T) (r?=0,84, D' = 0,96) keine Zusammenhange mit kognitiven Leistungen detektiert
werden. Dieser SNP ist auch in den untersuchten Haplotypen enthalten, jedoch immer
mit dem haufigeren G-Allel, sodass davon auszugehen ist, dass diese Variante nicht

zu den signifikanten Zusammenhangen mit den kognitiven Domanen beitragt.

Das T-Allel von rs4565946 konnte in der vorliegenden Stichprobe mit besseren
Leistungen in dem Untertest ,Logisches Gedachtnis I und dem Leistungsaspekt
,verbales Gedachtnis* in Zusammenhang gebracht werden. Des Weiteren war dieses
Allel auch als Teil des Haplotypen H1 mit besseren kognitiven Leistungen in denselben
Aspekten assoziiert. Dies steht scheinbar im Widerspruch zu den Ergebnissen von
Schuhmacher et al., die flir den diese Variante enthaltenden Haplotypen
rs4570625(T)-rs4565946(T) einen Zusammenhang mit schlechteren Leistungen

beobachten konnte, jedoch bei Messungen der Arbeitsgeschwindigkeit.

Far rs11178997 konnten keine Zusammenhange mit Leistungen in der WMS-R-
Testbatterie identifiziert werden. Kleinere GWAS mit Stichproben zwischen 3511
(Kirkpatrick et al., 2014) und 17989 Teilnehmer (Benyamin et al., 2014) waren wenig
erfolgreich in der ldentifizierung einzelner mit der Intelligenz bzw. den kognitiven
Fahigkeiten assoziierter SNPs bzw. Kandidatengene (Butcher et al., 2008; Chabris et
al., 2012; Davies et al., 2011; Davis et al., 2010; Deary, 2012; Deary et al., 2009;
Kirkpatrick et al., 2014; Lencz et al., 2013; Payton, 2009).

Zudem wird aktuell eher davon ausgegangen, dass aufgrund der stark polygenen
Heritabilitdt dieses Merkmals (Kirkpatrick et al., 2014) der Wirkungseffekt jedes
einzelnen SNPs auf die Intelligenz viel kleiner als initial vermutet ist (Butcher et al.,
2008; Davis et al., 2010), so dass die statistische Power der bis 2017 publizierten
GWAS immer noch relativ niedrig war und somit grof3ere Stichproben zur eventuellen
Entdeckung solcher Assoziationen notwendig sind (Kirkpatrick et al., 2014). Erste
grolRe Fortschritte in diesem Bereich erfolgten seit 2017 bei GWAS mit Stichproben
bis uber 300000 Teilnehmern, die mehrere Assoziationen sowohl von SNPs als auch
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von genetischen Loci und Genen mit der Intelligenz entdeckten und replizierten
(Davies et al., 2018; Hill et al., 2018).

Eine Vergleichbarkeit der hier vorliegenden Ergebnisse mit denen anderer Studien ist
aufgrund der Verwendung verschiedener Messinstrumente und daraus folgenden
Messung unterschiedlicher kognitiver Domanen, sowie der Verwendung von
Studienkollektiven mit unterschiedlicher Ethnizitat nur eingeschrankt moglich, so dass
die vorliegenden Ergebnisse, insbesondere auch aufgrund der nur nominal
signifikanten Zusammenhange, als sehr vorlaufige Hinweise gewertet werden sollten

und weitere, groRere Studien zur Bestatigung durchgefihrt werden mussen.

Einen Beitrag zur Entdeckung Uberlappender genetischer Suszeptibilitatsmarker bei
komplexen Phanotypen konnten weitere Arbeiten dieser Forschungsgruppe leisten,
die entweder mit ahnlichen Phanotypen aber anderem genetischem Schwerpunkt, z.B.
Gene des dopaminergen Systems (z.B. DRD2 (Giegling et al. 2013, Bunk 2018), DAO
(Seebach 2014)) oder glutamatergen Systems (z.B. GRM8 (Weinreb 2016), GRIA1
(Zoller 2015)), oder mit unterschiedlichen Phanotypen (z.B. suizidales Verhalten) aber
mit Fokus auf dem hier untersuchten TPH2 Gen (Rujescu et al., 2003), sowie weiteren
Genen des serotonergen Systems (5-HT1s (Rujescu et al. 2003), 5-HT2a (Reiter 2012))

durchgefuhrt wurden.

5.4. Ausblick

Aus oben erwahnten Beobachtungen kann die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass das TPH2-Gen wahrscheinlich kein Suszeptibilitadtsgen fur die Schizophrenie ist.
Jedoch ist die aktuelle Studienlage bezlglich der Assoziation zwischen TPH2-Gen und
Kognition noch ungenugend, um eine sichere Aussage daruiber machen zu konnen,

sodass hier der Bedarf an weiteren Studien grof ist.

Insbesondere bedarf es aufgrund der polygenen Grundlage kognitiver Phanotypen
einer weiteren Erhéhung der StichprobengroRe. Die Heterogenitat der fir die Messung
kognitiver Leistung verwendeten Testbatterien und die damit verbundenen
Einschrankungen bei multizentrischen Studien und Metaanalysen fuhrt in grofden
GWAS aktuell zum Fokus auf eine generelle kognitive Leistung. Eine Harmonizierung
in diesem Bereich konnte eine verlassliche Uberpriifung von Subphénotypen wie
beispielsweise eher verbal orientierter Fahigkeiten erlauben. Aul3erdem konnte die
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Verwendung einheitlicher Genotypisierungsmethoden sowie statistischer Analysen die

Vergleichbarkeit und Zuverlassigkeit von Ergebnissen erhdhen.

Kognitive Defizite spielen als Phanotypen in vielen und unterschiedlichen
psychiatrischen Erkrankungen eine wichtige Rolle. Durch die Entschlusselung ihrer
genetischen Basis lassen sich moglicherweise neue Ansatzpunkte flr die Entwicklung
von Therapien identifizieren, mit dem Ziel, eine Verbesserung der Symptomatik und

damit der Lebensqualitat betroffener Personen zu erreichen.
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Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

A
A-Allel
AAAH
AADC
ADHD
ADRDA
AKT
AMBRA1
AMPA
ANK
ANT
APOE
ARC
AUTS2
BCL9
BH4
BRD
C-Alle
CACN
CCDC
cDNA
CERAD
CEU
CHB
CHRNA7
CHRM
CNV
COMT
CPT
CTNNA3
CYFIP1
DAAO/DAO
DAOA
DGKZ

Allel

Adenin-Allel

Aromatic Amino Acid Hydroxylase

Aromatic Amino Acid Decarboxylase

Attention deficit hyperactivity disorder

Alzheimer's Disease and Related Disorders Association
AKT Serine/Threonine Kinase 1

Autophagy and beclin 1 regulator 1
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
Ankyrin

Attention Network Test

Apolipoprotein E

Activity Regulated Cytoskeleton Associated Protein
Activator of Transcription and Developmental Regulator
B-Cell CLL/Lymphoma 9

Tetrahydrobiopterin

Bromodomain Containing

Cytosin-Allel

Calcium voltage-gated channel

Coiled-Coil Domain Containing

Complementary Deoxyribonucleic acid

Consortium to establish a registry for Alzheimer’s Disease

Northern Europeans from Utah and Tuscans from lItaly
Han-Chinese in Beijing, China

Cholinergic receptor nicotinic alpha 7 subunit
Cholinergic receptor, muscarinic

Gene Copy Number Variant
Catechol-O-Methyltransferase

Continuous Performance Test

Catenin Alpha 3

Cytoplasmic FMR1 Interacting Protein 1
D-amino acid oxidase

D-amino acid oxidase activator
Diacylglycerol kinase zeta
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DISC
DLG1/2
DLPFC
DNAJC13
dNTP
DNM/DNV
DTNBP
DRD 1-4
DSM
DSST
EEG
ERBB
FADS3
FBXO45
Fe

FEZ
FHAM
fMRT
FNBP1L
G-Allel
GABA
GABRB
GAD
GATAD2B
GJA5/8
GRI

GRIN
GRM
GWAS
HAT
HAWIE-R
HWE

HP

HPA

HTP

ICD

Abkurzungsverzeichnis

Disrupted in Schizophrenia
Discs Large MAGUK Scaffold Protein 1/2
Dorsolateral prefrontal cortex
DnaJ (Hsp40) homologue, subfamily C, member 13
Desoxynukleosidtriphosphate
De novo Mutation/De novo Variant
Dystrobrevin-binding protein
Dopamine receptor D1-4
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
Digit Symbol Substitution Test
Electroencephalography
Erb-b2 receptor tyrosine kinase
Gen fatty acid desaturase 3
F-Box Protein 45
Eisen
Fasciculation and elongation protein zeta 1
Family History Assessment Module
Functional Magnetic Resonance Tomography
Formin binding protein 1-like
Guanin-Allel
Gamma-aminobutyric acid
GABRB - Gamma-Aminobutyric Acid Receptor, Beta
Glutamate Decarboxylase
GATA zinc finger domain containing 2B
Gap Junction Protein Alpha 5/8
Glutamate ionotropic receptor
Glutamate ionotropic receptor NMDA type subunits
Metabotropic glutamate receptor
Genome wide association study
Hydroxytryptamin
Hamburg-Wechsler-Intelligenztest flir Erwachsene Revised
Hardy-Weinberg Equilibrium
Haptoglobin
Hydroxypicolinic acid
Hydroxytryptophan
International Classification of Diseases
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https://en.wikipedia.org/wiki/Dorsolateral_prefrontal_cortex
https://www.acronymfinder.com/Gamma_Aminobutyric-Acid-Receptor%2C-Beta-%28GABRB%29.html
http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/1201
https://en.wikipedia.org/wiki/Metabotropic_glutamate_receptor_6
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MALDI
MAP3K7
MDK
MHC
MIR
MMST
MOCA
mRNA
MRT
MTHFR
naChR
NDE1
NGA
NINCDS

NMDA
NR2F1
NRG
NRGN
NRXN
NTAN1
O2
OFFCC1
OR

p/q
PAH
PAK2
PAGES
PANSS
PCP

Abkurzungsverzeichnis

Interleukin

Intelligence Quotient

Inter alpha-trypsin inhibitor, heavy chain
Japanese in Tokyo, Japan
Long-Term-Potentiation

Mittelwert

Matrix—Assistierte Laser—Desorption—lonisierung
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7
Midkine

Major Histocompatibility Complex

Micro Ribonucleic acid

Mini-Mental-Status-Test

Montreal Cognitive Assessment

Messenger Ribonucleic acid

Magnetic Resonance Tomography
Methylenetetrahydrofolate reductase

Nicotinic acetylcholine receptor

NudE Neurodevelopment Protein 1
No-Go-Anteriorization

National Institute of Neurological and Communicative Disorders
and Stroke

N-Methyl-D-Aspartat
Nuclear Receptor Subfamily 2 Group F Member 1
Neuroregulin
Neurogranin
Neurexin
N-Terminal Asparagine Amidase
Sauerstoff
Orofacial Cleft 1 Candidate 1
Odds Ratio
Kurzer (p)/langer (q) Arm eines Chromosoms
Phenylalanin Hydroxylase
P21 (RAC1) Activated Kinase 2
Phenomics and Genomics Sample
Positive and Negative Syndrome Scale
Phenylcyclohexylpiperidin
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PCR Polymerase Chain Reaction

PET Positron emission tomography—computed tomography
PFC Prefrontal Cortex

Pl14KA Phosphatidylinositol 4-Kinase Alpha

PLXNA Plexin A

PPP3CC Protein Phosphatase 3 Catalytic Subunit Gamma
PRKAB2 Protein Kinase AMP-Activated Non-Catalytic Subunit Beta 2
PRODH Prolin Dehydrogenase

RAVLT Rey Auditory Verbal Learning Test

RBM12 RNA Binding Motif Protein 12

RGS Regulator of G-protein signaling

rpm Revolutions per minute

SBE Single base extension (Einzelbasenverlangerung)
SD Standard Deviation

SDCCAGS Serologically defined colon cancer antigen 8
SDMT Symbol Digit Modalities Test

SETD1A SET Domain Containing 1A, Histone Lysine Methyltransferase
SLC Solute carrier

SLC6A1 Solute carrier Family 6 Member 1

SNAP29 Synaptosome Associated Protein 29

SNP Single Nucleotide Polymorphism

SNV Single Nucleotide Variant

SPECT Single-photon emission computed tomography
SRR Serine racemase

T Thymin

TBC1D7 TBC1 domain family, member 7

TCF T-cell factor transcription factor

TH Tyrosin Hydroxylase

T™MT Trail Making Test A und B

TOF Time of flight

TP53 Tumor protein p53

TPH Tryptophan Hydroxylase

QTL Quantitative Trait Loci

UTR Untranslated Region

URV Ultra Rare Variant

VIPR2 Vasoactive Intestinal Peptide Receptor 2
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VRK
WMS-R
YRI
ZNF
5-HT

Abkurzungsverzeichnis

Vaccinia related Kinase
Wechsler Memory Scale Revised
Yoruba in Ibadan, Nigeria

Zinc finger protein
5-Hydroxytryptamine
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