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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine multifaktorielle, polygenetische Erkrankung, deren Heritabilitat auf
47-81% geschatzt wird. In einer der groften genomweiten Assoziationsstudien wurden 2014
128 Single Nucleotid Polymorphismen (SNPs) in 108 unabhéngigen Loci mit Schizophrenie in
Zusammenhang gebracht. Die prominentesten kognitiven Beeintrachtigungen bei Schizophrenie
sind die Defizite der selektiven Aufmerksamkeit. Selektive Aufmerksamkeitsprozesse werden
durch den anterioren Gyrus cinguli (ACC), den primér auditorischen Kortex und den
auditorischen Assoziationskortex moduliert. Durch elektrophysiologische Untersuchungen
lassen sich in diesen Regionen verénderte Aktivitaten bei an Schizophrenie erkrankten Patienten
nachweisen. In der vorliegenden Endophénotypenstudie wird erstmals der Zusammenhang
zwischen 37 ausgewahlten, mit  Schizophrenie  assoziierten SNPs und
aufmerksamkeitsbedingten Aktivitaten in den drei genannten Hirnregionen untersucht.

Von 93 an Schizophrenie erkrankten Patienten, deren Diagnose nach den Kriterien des
DSM-1V gesichert wurde, und 289 psychiatrisch gesunden Kontrollpersonen wurde DNA
extrahiert. 37 aus der bei Beginn meiner Arbeit grofiten genomweiten Assoziationsstudie
ausgewahlte SNPs wurden mittels des iPLEX-Verfahrens genotypisiert. Uber eine
Elektroenzephalographie wurde das akustisch evozierte Potential N1 abgeleitet und die
Hirnstromdichte als Mal der Hirnaktivitat tber dem ACC, dem primér auditorischen Kortex
und dem auditorischen Assoziationskortex mittels LORETA errechnet. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels linearer Regression.

Zwei SNPs zeigten eine signifikante Assoziation der Hirnstromdichte mit dem Genotyp. Die
minoren Allele der Polymorphismen rs4766428 und rs9636107 waren in der Fallgruppe mit
signifikant erhdhten Hirnaktivitaten im ACC assoziiert. Bei rs4766428 im Gen ATP2A2 zeigte
sich dieser Zusammenhang zudem im gesamten Testkollektiv. Eine verédnderte Expression des
Gens konnte die synaptische Plastizitit durch die Modulation des intraaxonalen
Kalziumspiegels beeintrachtigen. rs9636107 liegt im bekannten Suszeptibilitdtsgen TCF4. Es
beeinflusst die Differenzierung der Nervenzellen und des Neuroepithels und moduliert das
sensorische Gating. Durch verdnderte Expressionen konnten neuronale Signalwege bei
Aufmerksamkeitsprozessen gestort werden. Funf weitere Polymorphismen zeigten eine
Assoziation des Genotyps mit verdnderten Aktivitdten im ACC und im primér auditorischen
Kortex im nichtsignifikanten Trend.

Die Ergebnisse weisen auf einen Zusammenhang der Polymorphismen mit verdnderten
Hirnaktivitaten wahrend Aufmerksamkeitsprozessen hin und kénnten Hinweise auf die
Pathogenese des Defizits der selektiven Aufmerksamkeit geben. Um den Pathomechanismus der
veranderten Aktivitat zu verstehen, sind weitere Untersuchungen der Genotypvarianten und der

kodierten Gene notwendig.



Abstract

Abstract

Schizophrenia is a multifactorial, polygenic disorder with an estimated heritability of 47-81%.
In 2014, in one of the largest genome-wide association studies to date, 128 single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in 108 independent loci were associated with schizophrenia. The most
prominent cognitive impairments in schizophrenia are deficits in selective attention. Selective
attention processes are modulated by the anterior cingulate gyrus (ACC), primary auditory
cortex and auditory association cortex. Electrophysiological studies have shown altered activity
in these regions in patients with schizophrenia. In the present endophenotype study, the
association between 37 selected SNPs associated with schizophrenia and attention-related
activities in the three brain regions mentioned is investigated for the first time.

From 93 patients with schizophrenia, whose diagnosis was confirmed according to the criteria
of the DSM-IV, and 289 psychiatrically healthy controls, DNA was extracted. 37 SNPs selected
from the largest genome-wide association study to date were genotyped using iPLEX
technology. The auditory evoked potential N1 was derived via electroencephalography and the
neural current density was calculated as a measure of brain activity over the ACC, the primary
auditory cortex and the auditory association cortex using LORETA. Statistical analysis was
performed using linear regression.

Two SNPs showed a significant association of current density with genotype. The minor alleles
of the polymorphisms rs4766428 and rs9636107 were associated significantly with increased
activities in the ACC in the case group. In the case of rs4766428 inside the gene ATP2AZ2, this
association was also seen in the entire test collective. Altered expression of the gene could
affect synaptic plasticity by modulating intraaxonal calcium levels. rs9636107 is located inside
the known susceptibility gene TCF4. It affects neuronal and neuroepithelial differentiation and
modulates sensory gating. Altered expressions could disrupt neuronal signalling pathways in
attention processes. Five other polymorphisms showed an association of genotype with altered
activities in the ACC and primary auditory cortex in a non-significant trend.

The results indicate an association of the polymorphisms with altered brain activities during
attentional processes and may provide clues to the pathogenesis of the selective attention deficit.
To understand the pathomechanism of the altered activity, further studies of the genotype

variants and the encoded genes are necessary.



Verzeichnis Uber Abkurzungen

Verzeichnis Uber Abkirzungen

Abkiirzung Bedeutung der Abkiirzung

3-UTR untranslatierte Region am 3"-Ende der mRNA

A Adenin

ACC anteriorer Gyrus cinguli

ANKRD63 flr Ankyrin repeat domain-containing protein 63 kodierendes Gen
APOPT1 flr Apoptogenic 1 kodierendes Gen

ATP2A2 flr die Kalzium transportierende ATPase 2 kodierendes Gen
ATPase Adenosintriphosphatase

ATXN7 fir Ataxin7 kodierendes Gen

BA Brodmann-Areal

BDNF fr den Brain-derived Neurotrophic Factor kodierendes Gen

C Cytosin

CACNA1C fur die L-Typ-Kalziumkanaluntereinheit Alpha 1C kodierendes Gen
CACNAL1I fur die T-Typ-Kalziumkanaluntereinheit Alpha 11 kodierendes Gen
CACNB2 fur die L-Typ-Kalziumkanaluntereinheit Beta 2 kodierendes Gen
CAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CCDC68 flr Coiled-Coil Domain Containing 68 kodierendes Gen

CREB cAMP/calcium Response Element Binding Protein

DGCR8 flr Microprocessor Complex Subunit kodierendes Gen

DGKZ flr die Diacylglycerol-Kinase zeta kodierendes Gen

DNA Desoxyribonukleinséure

DRD2 flr den Dopaminrezeptor D2 kodierendes Gen

DSM-IV (-V) | Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4. (5.) Auflage
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EEG Elektroenzephalographie

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERK Extracellular-signal Regulated Kinase

ERP Ereigniskorreliertes Potential

fMRT funktionelle Magnetresonanztomographie

FURIN fur Furin kodierendes Gen

G Guanin

GABA y-Aminobuttersdure

GIGYF2 fur GRB10 Interacting GYF Protein 2 kodierendes Gen

GRM3 fir den metabolischen Glutamatrezeptor 3 kodierendes Gen

HWE Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

1d2 Inhibitor der DNA-Bindung 2

IMMP2L far Inner Mitochondrial Membrane Peptidase Subunit 2 kodierendes Gen
KCTD13 flr Potassium Channel Tetramerization Domain Containing 13 kodierendes

Gen



Verzeichnis tber Abkirzungen

LD Linkage Disequilibrium

LORETA Low Resolution Electromagnetic Tomography

MAD1L1 fir Mitotic Arrest Deficient 1-Like Protein 1 kodierendes Gen
MALDI-TOF | Matrix Assisted Laser Desorption/ lonisation

MAPK Mitogenaktivierte Proteinkinase

MHC major histocompatibility complex

miRNA micro-Ribonukleinsdure

MRNA messenger-Ribonukleinséure

MSL2 fur Male-Specific Lethal-2 kodierendes Gen

N1 Minimum des spéaten ERP ca. 100 ms nach dem akustischen Reiz
NAA N-Acetyl-Aspartat

NeuroD2 Neuronal Differentiation 2

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NRG1 fir Neuregulin 1 kodierendes Gen

NRGN fur Neurogranin kodierendes Gen

Olig2 Oligodendrozytentranskriptionsfaktor 2

p Kurzer Arm des Chromosoms

PBS-Puffer phosphatgepufferte Salzlésung

PCR Polymerasekettenreaktion

PGC Psychiatric Genomics Consortium

PPI Préapulsinhibition

pter Ende des kurzen Arms des Chromosoms

q langer Arm des Chromosoms

R3HDM?2 fur R3H domain-containing protein 2 kodierendes Gen

ROI Regions of Interest

rpm Rotationen pro Minute

SD Standardabweichung

SDCCAG8 flr Serologically Defined Colon Cancer Antigen 8 kodierendes Gen
SERCA Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Calcium-transporting ATPase
SKID Strukturiertes Klinisches Interview fir DSM-IV

SNP Single Nucleotide Polymorphism (Einzelnukleotid-Polymorphismus)
SR Sarkoplasmatisches Retikulum

T Thymin

TCF4 far den Transkriptionsfaktor 4 kodierendes Gen

TSNARE1 fir Target Synaptosome-associated Protein Receptor 1 kodierendes Gen



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Schizophrenie

Schizophrenie ist eine psychiatrische Erkrankung, die zur Gruppe der endogenen Psychosen
zéhlt. Durch die starke Beeintrachtigung der Erkrankten, der damit verbundenen erheblich
reduzierten Lebensqualitidt und dem hdufig chronischen Verlauf zahlt die Schizophrenie zu den
schwerwiegendsten Erkrankungen weltweit (WHO, 2008). Charakterisiert ist die Erkrankung
durch eine psychopathologische Affektivitat, Fehlinterpretationen der Realitdt sowie Denk- und
Wahrnehmungsstérungen, die im Verlauf stark variieren konnen. Das Erscheinungsbild ist
heterogen und umfasst zahlreiche Symptome wie Halluzinationen, Wahn, Ich-Stérungen und
formale Denkstorungen (Sass, 2003).

Das Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) definiert in seiner vierten
Auflage die Schizophrenie als eine Erkrankung, bei der mindestens zwei der Symptome
Wahnvorstellungen,  Halluzinationen, desorganisierte  Sprechweisen, katatones oder
desorganisiertes Verhalten und Negativsymptome ber mindestens einen Monat auftreten und
die soziale und berufliche Leistungsfahigkeit beeintrachtigen. Negativsymptome sind u.a.
Affektverarmung und Aufmerksamkeitsstérungen. Bei dem Auftreten eines bizarren Wahns
oder einer akustischen Halluzination mit kommentierenden bzw. dialogisierenden Stimmen ist
dieses einzelne Symptom zur Diagnosestellung ausreichend. Anzeichen der Stérungen missen
Uber mindestens sechs Monate zu finden sein. Das DSM-1V fordert fiir die Diagnosestellung
den Ausschluss einer schizoaffektiven Storung sowie sonstiger, die Schizophrenie
verursachende psychische und somatische Erkrankungen sowie einer Substanzeinnahme als
Ursache der Symptome (Sass, 2003). In der neuen Uberarbeitung des DSM, dem DSM-V, sind
im Unterschied zum DSM-IV zur Diagnosestellung zwei Symptome notwendig, von denen
mindestens eins Wahn, Halluzination oder desorganisierte Sprechweise sein muss (Falkai &

American Psychiatric Association, 2015).

1.1.1 Verlauf und Prognose

Die Mehrheit der an Schizophrenie Erkrankten berichten Uber eine beeintrachtigende Phase vor
Krankheitsausbruch. Diese als Prodromalphase bezeichnete Erkrankungsphase variiert stark in
der Dauer und umfasst im Durchschnitt eine Zeitspanne von 4,8 Jahren. Sie ist gekennzeichnet
durch unspezifische Symptome wie verminderte Leistungsfahigkeit und sozialen Riickzug und
unterscheidet sich meist nicht von einer depressiven Erkrankung bis erste psychotische
Symptome auftreten (Hafner, 2015).

Durch eine medikamentdse und psychotherapeutische Therapie klingen die Symptome der
ersten Episode bei knapp 50 % der Erkrankten vollstandig ab. In mehr als 80 % der Falle folgt
der ersten Episode innerhalb von 20 Jahre im Sinne eines schubhaften Krankheitsverlaufes

mindestens eine weitere Episode. 8 % der Betroffenen weisen schwere, schizophrene Residuen
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1 Einleitung

auf, was als chronische Verlaufsform bezeichnet wird (Thara, 2004). Eine genaue, individuelle
Prognose ist zum Zeitpunkt der Erstmanifestation aufgrund verschiedener Einflussfaktoren auf
den Verlauf bisher nicht vorhersagbar (Janssen et al., 2018), die vollstandige Genesung ist
jedoch sehr selten (Lauronen et al., 2005). So bleiben hdufig die soziale und berufliche
Leistungsfahigkeit eingeschréankt. Nur 35% der Betroffenen sind 12 Jahre nach der
Erstuntersuchung verheiratet und lediglich 1/3 konnen einer regelméaligen Arbeit nachgehen
(Héafner, 2005).

1.1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz der Schizophrenie wird auf 18,3 Neuerkrankungen pro 100.000 Personenjahre
geschatzt. Manner haben im Vergleich zu Frauen ein 1,15-fach erhdhtes relatives Risiko an
Schizophrenie zu erkranken (van der Werf et al., 2014). Sie erkranken zudem im jungeren Alter.
Der Inzidenzpeak liegt bei Mannern bei 15-24 Jahren, bei Frauen werden die héchsten
Inzidenzraten im Alter von 15-29 Jahren sowie 45-49 Jahren gefunden (Hafner, 2015).

4,6 pro 1.000 Personen sind an Schizophrenie erkrankt. In Betrachtung der gesamten Lebenszeit
einer Geburtskohorte wird das Lebenszeitrisiko auf 7,2 pro 1.000 Personen geschatzt (Saha et
al., 2005).

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Trotz umfangreicher Untersuchungen ist die Atiologie der Schizophrenie bisher unklar (Hallak
et al., 2015). Der genetische Hintergrund, Umweltfaktoren sowie psychosoziale Belastungen
fihren zu einer erhohten Erkrankungswahrscheinlichkeit. Als Umweltfaktoren werden u.a.
Stress und Virusinfektionen der Mutter wahrend der Schwangerschaft, perinatale Asphyxie
(Pugliese et al., 2019) und das Aufwachsen in Grolistadten (Vassos et al., 2016) diskutiert.
Kommen im Laufe des Lebens auslosende Faktoren wie Drogenkonsum (Di Forti et al., 2009)
oder psychosoziale Stressoren hinzu, kann im Sinne des Vulnerabilitat-Stress-Modells eine
Schwelle lberschritten werden und die Erkrankung ausbrechen. Wie genau die Umweltfaktoren
die Pathogenese beglinstigen oder protektive Verlaufe hemmen, ist unbekannt (Davis et al.,
2016).

Genetische Faktoren und Gen-Umwelt-Interaktionen tragen nach derzeitigem Erkenntnisstand
schatzungsweise 47-81 % zur Krankheitsentstehung bei (Sullivan et al., 2003; Lichtenstein et
al., 2009; Chou et al., 2017; Hilker et al., 2017a). Erstgradig Verwandte eines an Schizophrenie
Erkrankten ~ haben ein  6,3-fach  erhOhtes  Erkrankungsrisiko  gegeniiber  der
Allgemeinbevdlkerung (Chou et al., 2017). Geschwister besitzen ein 8,6- bis 9-fach erhohtes
Risiko gegentber der Normalbevélkerung selbst zu erkranken (Lichtenstein et al., 2009; Chou
et al., 2017). Eine genetische Komponente in der Atiologie der Schizophrenie ist damit

unbestreitbar, jedoch manifestiert sich die Erkrankung heterogen und unvollstdndig. So
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1 Einleitung

erkranken von einer Stichprobe aus 81 monozygoten Zwillingspaaren 85 % der monozygoten
Zwillinge, die die gleichen genetischen Verdnderungen tragen, trotz des betroffenen Zwillings
nicht an Schizophrenie. Sie haben jedoch ein sechsfach erhohtes Erkrankungsrisiko im
Vergleich zu dizygoten Zwillingen (Hilker et al., 2017b). Dieser unvollstandigen Konkordanz
mussen folglich nichtgenetische Faktoren zugrunde liegen (Hilker et al., 2017a). Es wird daher
davon ausgegangen, dass Schizophrenie durch viele Faktoren und mehrere zusammenwirkende
Genveranderungen im Sinne einer polygenetischen, multifaktoriellen Erkrankung verursacht
wird (Gottesman & Gould, 2003; Purcell et al., 2009; Quednow et al., 2017). Gene, bei deren
Verdanderung das Auftreten der Erkrankung wahrscheinlicher wird, werden als
Suszeptibilitatsgene bezeichnet. Die Suszeptibilitatsgene liegen vermutlich in einer hohen
Frequenz in der Allgemeinbevolkerung vor, besitzen jedoch eine geringe Penetranz (Bethesda
& National Institute of Mental Health, 1998). Adoptionsstudien versuchen zwischen dem
genetischen und umweltbedingten Einfluss auf die Pathogenese zu differenzieren. Dabei zeigt
sich, dass die familiare Umgebung weniger Einfluss auf die Pathogenese zu nehmen scheint als
der genetische Hintergrund (Lehto et al., 2019).

Mit der fortschreitenden Entwicklung der Technologie wund Forschung werden
molekulargenetische Untersuchungen moglich. Kopplungsanalysen vergleichen das Genom von
Familien, in denen mindestens zwei Familienangehorige erkrankt sind. Unter der Annahme,
dass die krankheitsausldsenden Verdnderungen gemeinsam mit den benachbarten
Chromosombereichen vererbt werden, sind lediglich einige hundert Marker notwendig, um das
gesamte Genom im Sinne des Gen-Kartierungsverfahrens zu untersuchen und zu vergleichen
(Gabriel, 2002; Owen et al., 2004). Die erste Metaanalyse zu genomweiten Kopplungsstudien
zeigt Verénderungen in den Regionen 8p, 13q und 22g bei an Schizophrenie Erkrankten
(Badner & Gershon, 2002). Eine spétere Metaanalyse aus 32 genomweiten Kopplungsstudien
kann nach Ausschluss aller nichteuropéischen Probanden lediglich eine Kopplung fir 8p
feststellen (Ng et al., 2008). Die geringe Anzahl der benotigten Marker und die geringe
Wahrscheinlichkeit, dass falsch-positive Ergebnisse repliziert werden, gehéren zu den Vorteilen
der Kopplungsanalyse. Allerdings mussen die Gene einen groBen Effekt auf die Pathogenese
haben, das heifit bei einer groBen Anzahl von Erkrankten verandert vorliegen, um entdeckt zu
werden (Badner & Gershon, 2002; Owen et al., 2004), was bei polygenetischen und
multifaktoriellen Erkrankungen nicht der Fall ist.

Durch Assoziationsstudien gelingt es, auch Gene mit geringen Effekten als Risikofaktoren fiir
multifaktorielle Erkrankungen zu detektieren (Ng et al., 2008). Sie vergleichen das Genom
zwischen verwandten bzw. nichtverwandten Probanden und detektieren so Risikoallele, die
Uberzufallig haufig bei Erkrankten vorliegen. Nachteile dieser Methode sind die Notwendigkeit
einer groRen ethnisch identischen Stichprobe und die hohe Anfalligkeit fur falsch-positive

Ergebnisse v.a. bei nichtverwandten Probanden, sodass Replikationsarbeiten von groRer
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1 Einleitung

Bedeutung sind (Owen et al., 2004). Die Anzahl der durchgefiihrten Assoziationsstudien hat in
den letzten Jahren durch den Einsatz von Hochdurchsatzmethoden, der Verflgbarkeit
ausfuhrlicher Kataloge der menschlichen DNA-Varianten ((International HapMap Consortium,
2005) und dem zunehmenden Materialaustausch zwischen nationalen und internationalen
Forschungsgruppen stark zugenommen. Die Auswahl der Marker erfolgt anhand
atiopathologischer Theorien und publizierter Kopplungsstudien. Jedoch ist unter VVerwendung
einer sehr grofen Anzahl von Markern auch eine genomweite Identifikation von
Suszeptibilitaitsgenen ohne vorherige Hypothesenbildung moglich (Owen et al., 2004).
Bisherige  Untersuchungen erzielen inhomogene  Ergebnisse.  Haufig replizierte
Suszeptibilitatsgene sind u.a. TCF4 und Gene der MHC-Region (Gurung & Prata, 2015). 2014
publizierten Ripke et al. die bis dahin groRte genomweite Assoziationsstudie. Durch die
Analyse von 36.989 an Schizophrenie erkrankten und 113.075 gesunden, Uberwiegend
nichtverwandten Probanden detektiert die Forschungsgruppe 128 Single Nucleotide
Polymorphism (SNPs) in 108 unabhéngigen Loci, die mit dem Auftreten von Schizophrenie
assoziiert sind (Ripke et al., 2014). SNPs sind Varianten eines Genlokus, die sich durch den
Austausch eines Basenpaares von der urspriinglichen Basenfolge unterscheiden und bei denen
die selteneren Varianten bei mehr als 1 % der Bevolkerung auftreten (Cichon et al., 2002). Die
Genomveranderungen betreffen v.a. im Gehirn exprimierte Gene wie DRD2 (Ripke et al., 2014;
Zhang et al., 2015; Vink et al., 2016), TCF4 und Gene wie GRM3, ATP2A2, welches die
Kalzium transportierende Adenosintriphosphatase 2 kodiert, und NRGN, die bei der
synaptischen Plastizitat und glutamatergen Transmission eine Rolle spielen (Wu et al., 2003;
Tyszkiewicz et al., 2004) und mit krankheitsbedingten Symptomen im Zusammenhang stehen
(Mdssner et al., 2008; Fabbri & Serretti, 2017). Von Interesse sind zudem SNPs im Gen
KCTD13, innerhalb dessen Duplikationen mit Schizophrenie assoziiert sind (Szatkiewicz et al.,
2014; Degenhardt et al., 2016), das Gen ATXN7 (Kumar et al., 2015), DGKZ (Rietschel et al.,
2011) und FURIN (Fromer et al., 2016), das die Langzeitpotenzierung beeinflusst (Zhu et al.,
2018). Veranderungen der Gene CACNALI und CACNALC konnten zu kognitiven Defiziten
beitragen (Erk et al., 2014; Manoach et al., 2016). Veranderungen des Gens MAD1L1 stehen
mit einer gestorten funktionellen zerebralen Konnektivitdt im Zusammenhang (Trost et al.,
2016). Moglicherweise tragen tausende SNPs zum Erkrankungsrisiko bei (Purcell et al., 2009).
Wie viele das Erkrankungsrisiko steigernde Genverénderungen existieren, wie die mit
Schizophrenie assoziierten SNPs die Genexpression veréndern, wie sie zusammenwirken und
welcher SNP welche atiologische Bedeutung besitzt, ist bisher unklar (Owen et al., 2004).

Von besonderer Bedeutung fiir die Pathogenese der Schizophrenie sind die Neurotransmitter
Dopamin und Glutamat. Vermutlich liegt eine présynaptische Regulationsstérung im
Dopaminstoffwechsel bei Schizophrenie vor, die zu einem Dopaminuberschuss im Striatum,

einer erhohten striatalen D,-Rezeptorempfindlichkeit und einem Dopaminmangel im
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prafrontalen Kortex fiihrt (Weinstein et al., 2017). Eine Minderaktivitdt mesokortikaler
dopaminerger Projektionen konnte durch die verminderte D;-Rezeptorstimulation im
prafrontalen Kortex die Hypofrontalitat verursachen, die fir die Negativsymptomatik und
kognitiven Stérungen der Schizophrenie verantwortlich gemacht wird (Abi-Dargham & Moore,
2003). Die Hypofrontalitdt wiederum konnte zur Enthemmung der Dopaminfreisetzung im
Striatum und damit zur Stimulation der uberempfindlichen D,-Rezeptoren fiihren, was zur
Entstehung der Positivsymptomatik beitragt (Abi-Dargham & Moore, 2003; Weinstein et al.,
2017). Eine erhdhte D,-Rezeptoraktivitat im Striatum ist mit morphologischen Veranderungen
(Graham et al.,, 2014) und wiederum mit Negativsymptomatik (Kellendonk et al., 2006)
assoziiert.

Weitere Untersuchungen zeigen eine Unterfunktion von NMDA-Rezeptoren auf inhibitorischen
Neuronen im Thalamus bei Schizophrenie, welche zu einer verminderten Freisetzung von vy-
Aminobuttersdure (GABA) fihrt. Durch die fehlende hemmende Wirkung der GABA wird
kortikal Glutamat UberméaRBig freigesetzt (Carlsson, 2006; Plitman et al., 2014). Erhohte
Glutamatkonzentrationen  wirken exzitotoxisch, wodurch Synapsen, Dendriten und
maoglicherweise glutamaterge Neurone und GABAerge Interneurone v.a. im Hippocampus und
frontalen Kortex zerstort werden (Benes, 2000; Plitman et al., 2014). In der Folge kommt es zur
Unteraktivitdt des glutamatergen Systems, was wiederum eine Dopaminiberfunktion
beginstigt. Zahlreiche Verdnderungen weiterer Neurotransmitter wie Serotonin werden im
Zusammenhang mit Schizophrenie beschrieben (Carlsson, 2006).

Neuroanatomische Untersuchungen zeigen ein reduziertes Volumen der grauen Substanz bei
Schizophrenie (Zhang et al., 2018). Die Reduktionen fallen insbesondere im Gyrus temporalis
superior (van Rheenen et al., 2017) und im rostral-medialen frontalen Kortex, der den anterioren
Gyrus cinguli beinhaltet, auf (Zhang et al., 2018).

Der anteriore Gyrus cinguli (ACC) liegt im medialen Frontallappen und umfasst die Brodmann-
Areale (BA) 24 und 32 sowie die wenig differenzierten Regionen BA 25 und 33 (Vogt et al.,
1995). Der ACC st u.a. beteiligt an Prozessen der Entscheidung und selektiven
Aufmerksamkeit sowie an emotionalen Prozessen. Wahrend kognitive Prozesse v.a. in den
kaudalen Anteilen der BA 24 und 32 stattfinden, werden bei affektiven Prozessen tberwiegend
die rostralen Anteile von BA 24 und 32 sowie die BA 25 und 33 aktiviert (Devinsky et al.,
1995). Zwischen den beiden Anteilen und zwischen dem ACC und anderen Hirnregionen
konnten funktionelle Verbindungen existieren (Ridderinkhof et al., 2004; Margulies et al.,
2007), die bei Schizophrenie gestort sind (Wang et al., 2015).

Der N-Acetyl-Aspartat (NAA)-Spiegel kennzeichnet die neuronale Dichte und Integritét (Clark,
1998). Die héchsten Konzentrationen werden in glutamatergen Pyramidenzellen gemessen,
wobei die Konzentration abhéngig von der Funktion und den strukturellen Verénderungen des
Gewebes ist (Moffett et al., 1993; Clark, 1998). NAA kdnnte neuronale Zellen vor oxidativem

13



1 Einleitung

Stress schitzen (Marenco et al., 2006). Bei Schizophrenie kann ein reduzierter NAA-Spiegel im
temporalen und prafrontalen Kortex und im ACC gemessen werden, der auf eine glutamaterg
vermittelte Apoptose von Nervenzellen zurlickzufuhren sein konnte (Abbott & Bustillo, 2006;
Reid et al., 2019). Hardy et al. stellen einen niedrigeren NAA/Kreatinin-Spiegel im rostralen
ACC im Vergleich zum kaudalen ACC bei an Schizophrenie Erkrankten fest. Die
Forschungsgruppe vermutet, dass sich die neuronale Integritdt und Dichte zwischen den ACC-
Subregionen unterscheiden, was spezifisch flr die Erkrankung sein kénnte (Hardy et al., 2011).
Die verminderte NAA-Konzentration unterstutzt die oben beschriebene Glutamathypothese und
korreliert mit kognitiven Leistungen (Jessen et al., 2013).

Wihrend kognitiver Prozesse wird die Durchblutung im ACC physiologisch gesteigert. Diese
Steigerung kann bei an Schizophrenie erkrankten Patienten nur reduziert gemessen werden
(Tamminga & Medoff, 2002). Atypische Neuroleptika steigern die zerebrale Durchblutung im
ACC, wodurch sich die regionale Durchblutung bei Schizophrenie der regionalen Durchblutung
bei gesunden Probanden angleicht (Lahti et al.,, 2004; Holcomb et al.,, 2005). Eine
Durchblutungssteigerung kann auch nach Gabe von Ketamin bei gesunden Kontrollen und
starker bei an Schizophrenie Erkrankten beobachtet werden. Ketamin blockiert NMDA-
Rezeptoren, die aufgrund der Hypofunktion im ACC bei Schizophrenie eine erhéhte Sensitivitét
besitzen konnten. Die gesteigerte Durchblutung des ACC steht mdoglicherweise mit einer
erhéhten Glutamatfreisetzung in Verbindung (Holcomb et al., 2005; Rowland et al., 2005).
Entsprechend der Glutamathypothese konnte die Hypofunktion der NMDA-Rezeptoren einen
entscheidenden Einfluss auf die Volumenreduktion der grauen Substanz und damit auf die
Aktivitdt des ACC bei Schizophrenie besitzen. Ob der NAA-Spiegel tatsachlich mit dem
Glutamat/Glutamin-Spiegel korreliert, ist unklar. Bisher wurde im ACC kein solcher
Zusammenhang gefunden (Coughlin et al., 2015). Jedoch korrelieren Aufmerksamkeitsdefizite
sowohl mit verminderten GABA-Spiegeln im ACC (Reid et al., 2019) als auch mit einem
reduzierten Volumen des ACC bei Erkrankten (Ohi et al., 2017).

Histologisch zeigt sich im ACC bei Schizophrenie neben der reduzierten Neuronen- und
Synapsendichte u.a. eine reduzierte Mitochondriendichte in Synapsen und neuronalen
Zellkorpern (Roberts et al., 2015), eine veranderte Expression synaptischer Proteine (Barksdale
et al., 2014) und Veranderungen der intrazelluldren G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinase 5
assoziierten Signalwege (Funk et al., 2014). Mdgliche Ursachen der Verdnderungen kdnnten
genetische Faktoren sein. Neben dem Einfluss der Genetik, des Erkrankungsverlaufes und der
Medikation auf Hirnstrukturverdnderungen konnten Umweltfaktoren die Morphologie
modulieren. Beispielsweise kann ein reduziertes VVolumen der grauen Substanz im ACC bei
méannlichen Probanden, die im jungen Alter in einer Stadt wohnten, nachgewiesen werden. Ein
maoglicher Erklarungsansatz kénnte eine durch Stress bedingte morphologische Verénderung

sein, die moglicherweise zur Auspragung der Schizophrenie fiihrt (Haddad et al., 2015).
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Weitere morphologische Veranderungen bei Schizophrenie finden sich im Gyrus temporalis
superior. In ihm liegen die als priméar auditorischer Kortex bezeichneten Gyri temporales
transversi (BA 41), der sekundér auditorische Kortex (BA 42) und der posterolateral
anschlielende auditorische Assoziationskortex (BA 22) (Brodmann & Garey, 2006; Kipp &
Radlanski, 2017). Die bei an Schizophrenie Erkrankten postulierte Reduktion der grauen
Substanz im Gyrus temporalis superior korreliert moglicherweise mit der Positivsymptomatik
(Song et al., 2015). Jedoch sind die v.a. linksseitigen Volumenverluste auch bei schwerer
Negativsymptomatik ausgepragt vorhanden (Sigmundsson et al., 2001). In frihen Stadien der
Schizophrenie und bei nichterkrankten Verwandten werden die Veranderungen dagegen im
rechten Gyrus temporalis superior beschrieben (Yue et al., 2016; Chen et al., 2019). Die
unterschiedlichen Studienergebnisse kdnnten durch die sehr kleinen Veranderungen der Region
bedingt sein, die sehr nah an der Detektionsschwelle bisheriger MRT-Methoden liegen (Steen et
al., 2006). Moglicherweise kommt es bei Schizophrenie jedoch zu einer Veranderung der
Hirnasymmetrie und Hirnseitendominanz (Dragovic et al., 2005; Narayanaswamy et al., 2015),
was nicht durchgéngig repliziert werden kann (Ohi et al., 2016). Die Reduktionen der grauen
Substanz konnten durch Stérungen in der neuronalen Entwicklung verursacht sein und mit
Suszeptibilitdtsgenen wie beispielsweise NRG1 im Zusammenhang stehen (Tosato et al., 2012).
Histologisch zeigen sich Ver&nderungen der Pyramidenzellen (Sweet et al., 2004) und
synaptischer Fortsatze (Sweet et al., 2007; Sweet et al., 2009). Zudem werden Veranderungen
der synaptischen Plastizitat bei Schizophrenie im auditorischen Assoziationskortex beschrieben
(Barnes et al., 2011).

1.2 Aufmerksamkeitsdefizite bei Schizophrenie

Ein Kernmerkmal der Schizophrenie ist die kognitive Dysfunktion, die von Goldman-Rakic als
das Kerndefizit der Schizophrenie bezeichnet wird (Goldman-Rakic et al.,, 2004). Diese
Dysfunktion umfasst zahlreiche kognitive Doménen wie die Aufmerksamkeit, die
Verarbeitungsgeschwindigkeit, die Problemldsung und das verbale Gedachtnis (Aas et al.,
2014). Die meisten Erkrankten zeigen kognitive Dysfunktionen vor und nach dem
Erkrankungsbeginn unabhangig von anderen klinischen Symptomen. Die Dysfunktion dndert
sich im Krankheitsverlauf kaum (Addington et al., 2005; Keefe, Richard S E & Fenton, 2007)
und zeigt eine Vererbbarkeit. Der gesunde monozygote Zwilling eines erkrankten Zwillings
zeigt hadufiger kognitive Dysfunktionen als ein dizygoter gesunder Zwilling (Cannon et al.,
2000). Auch bei anderen gesunden Familienangehorigen konnen kognitive Defizite

nachgewiesen werden (Greenwood et al., 2007; Glahn et al., 2015).
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1.2.1 Defizite der selektiven Aufmerksamkeit

Defizite der selektiven Aufmerksamkeit stellen eine prominente kognitive Beeintrachtigung der
an Schizophrenie erkrankten Patienten und ihrer Familienangehdrigen dar (Cornblatt et al.,
1997). Die Betroffenen haben Schwierigkeiten, neue Reize wahrzunehmen, zu verarbeiten und
auf sie zu reagieren sowie relevante von irrelevanten Informationen zu selektieren (Luck &
Gold, 2008). Das Defizit ist Gber den Krankheitsverlauf stabil. Es zeigt eine hohe Reliabilitat
und Heritabilitit (Cornblatt & Malhotra, 2001), wodurch Rickschlisse vom
Aufmerksamkeitsdefizit auf Vulnerabilitatsmarker mdoglich sein konnten. Die selektive
Aufmerksamkeit lasst sich nach dem Modell von Posner und Petersen in drei Komponenten
unterteilen  (Posner & Petersen, 1990). Beim Alerting, der Steigerung des
Aufmerksamkeitsniveaus, werden v.a. frontoparietale Hirnregionen der linken Hemisphare, die
rechte BA22 und der Thalamus aktiviert (Posner & Petersen, 1990; Fan et al., 2005). Die zweite
Komponente umfasst die visuelle Orientierungssituation, die einem Reiz folgt (Posner &
Petersen, 1990). Bei dieser als Orientierung bezeichneten Phase sind der linke prazentrale Gyrus
sowie obere parietale Hirnregionen aktiv (Fan et al., 2005). In der dritten Komponente, der
exekutiven Kontrolle, wird der Reiz verarbeitet, Informationen selektiert, die Aufmerksamkeit
willentlich fokussiert und die Reaktion auf den Reiz bewusst initiiert, kontrolliert und reguliert
(Posner & Petersen, 1990). Dabei sind neben zahlreichen anderen Regionen der ACC sowie
frontale Hirnregionen aktiv (Fan et al., 2005). Ein neueres Modell teilt die selektive
Aufmerksamkeit in zwei Phasen: die bottom up- und top down-Prozesse. Die bottom up-
Prozesse umfassen den Stimulus wahrnehmende Prozesse (Alerting und Orientierung), bei den
top down-Prozessen steuern die héheren Hirnzentren bewusst die Reaktionen auf den Stimulus
(exekutive Kontrolle) (Corbetta & Shulman, 2002). Voraussetzung fiir die Funktion der
selektiven Aufmerksamkeit ist das sensorische und sensomotorische Gating. Diese friihe
Informationsverarbeitung filtert vorbewusst die Signale, indem Nervenbahnen fir relevante
Reize aktiviert und fiir irrelevante Reize inhibiert werden. Die Gating-Funktion kann {ber eine
P50-Suppression von auditorisch evozierten Potentialen oder die Prépulsinhibition gemessen
werden und ist bei Schizophrenie Erkrankten und deren Familienangehorigen beeintrachtigt
(Light & Braff, 1999).

1.2.2 Aktivitat des anterioren Gyrus cinguli bei Schizophrenie

In der spéateren Informationsverarbeitung, der exekutiven Kontrolle, spielt die Aktivierung des
ACC eine bedeutende Rolle (Fan et al., 2005). Der ACC stellt einen Knotenpunkt zwischen
verschiedenen Hirnarealen wie dem Motorkortex, dem aufsteigenden retikularem System, dem
Thalamus und dem préafrontalen Kortex dar und besitzt einen entscheidenden Einfluss auf die
Generierung zielgerichteten Verhaltens durch die Verknlpfung emotionaler und kognitiver
Prozesse (Ridderinkhof et al., 2004; Etkin et al., 2011). Zudem ist der ACC an exekutiven
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Funktionen wie Konfliktlésungen, Fehlerdetektion und Aufmerksamkeitsprozessen beteiligt
(Vassena et al., 2017). An Schizophrenie Erkrankte zeigen eine verminderte Aktivierung des
ACC Dbei selektiven Aufmerksamkeitsprozessen. Diese ist bei elektrophysiologischen,
auditorischen Aufmerksamkeitsuntersuchungen v.a. 100-140 ms nach dem Reiz sichtbar
(Mulert et al., 2001). Im Vergleich zu Untersuchungen, die eine Hypoaktivitdt im ACC
postulieren, zeigen weniger Studien eine Hyperaktivitat des ACC bei Schizophrenie. Diese
unterschiedlichen Ergebnisse konnten sich laut Adams und David durch die unterschiedliche
Methodik und verschiedenen Stichprobencharakteristika der einzelnen Untersuchungen
erklaren. So sei die Aktivitat im ACC abhangig davon, wie gut Probanden den Test absolvieren,
welcher Test eingesetzt wird, wie lange die Hirnaktivitdt gemessen wird (PET>MRT), ob die
Patienten typische, atypische oder keine Neuroleptika erhalten, akut psychotisch oder chronisch
erkrankt sind (Adams & David, 2007). Es koénnte sein, dass die Aktivitat des ACC in Ruhe bei
Erkrankten erhoht ist, eine Aktivitatssteigerung bei Aufmerksamkeitsprozessen jedoch nicht
mdglich ist (Callicott et al., 2003; Adams & David, 2007). Andererseits ist das gleichzeitige
Auftreten hyper- und hypoaktivierter Areale moglich, wodurch die unterschiedlichen
Ergebnisse erklart werden kdnnten (Callicott et al., 2003; Wang et al., 2015).

Wie bereits beschrieben, kénnten Stérungen der Neurotransmission die Funktion des ACC
beeinflussen. Als Teil des medialen prafrontalen Kortex konnte im ACC ein Dopaminmangel
herrschen (Weinstein et al., 2017), der moglicherweise durch die Minderaktivitat mesokortikaler
dopaminerger Projektionen (Carlsson, 2006) und eine kompensatorisch erhéhte, aber ineffektive
D1-Rezeptorexpression hervorgerufen wird (Abi-Dargham & Moore, 2003). Ebenso konnte die
mit  Schizophrenie assoziierte DRD2-Uberexpression zu einer gesteigerten D;-
Rezeptoraktivierung (Kellendonk et al., 2006) und zu reduzierten GABAergen Interneuronen im
ACC flhren (Graham et al., 2014). Des Weiteren konnten gestorte funktionelle Verbindungen
innerhalb des ACC und des ACC mit anderen Hirnregionen zur verminderten Aktivitat des
ACC bei Schizophrenie beitragen (Wang et al., 2015). Der dorsale ACC ist bei Schizophrenie
u.a. vermindert mit dem Gyrus temporalis superior verknipft (Yoon et al., 2015).

Die im Gyrus temporalis superior liegenden Hirnregionen modulieren ebenfalls die selektiven
Aufmerksamkeitsprozesse. Eine verminderte Aktivierung dieser wird bei Schizophrenie
beschrieben (Ganguli et al., 1997; Heidrich & Strik, 1997; Gallinat et al., 2002; Chen et al.,
2019). Eine gesteigerte Durchblutung des Gyrus temporalis superior bei Schizophrenie, die
nicht vollstandig repliziert werden kann (Ganguli et al., 1997; Wang et al., 2003), kénnte mit

Positivsymptomen im Zusammenhang stehen (Zhuo et al., 2017).

1.2.3 Molekulare Einflisse auf die Aufmerksamkeitsdefizite bei Schizophrenie
Ein wichtiger Modulator der Aufmerksamkeitsprozesse ist der Kalziumhaushalt der Neurone.

Uber intrazellulare Signalkaskaden beeinflusst Kalzium als second messenger u.a. die

17



1 Einleitung

Entwicklung und Reifung von neuronalen Zellen, die synaptische Signaltibertragung (Britzolaki
et al., 2018), die Struktur dendritischer Spines (Padamsey et al., 2017) und die Gentranskription
(Roth & Sweatt, 2008). Die groBten intrazellularen Kalziumspeicher sind das
Sarkoplasmatische und Endoplasmatische Retikulum (SR, ER). Innerhalb eines Neurons
befinden sich die ER hauptsachlich in der N&dhe von GABAergen axoaxonalen Synapsen. Bei
der Depolarisation des Neurons wird der intraaxonale Kalziumspiegel durch Freisetzung von
Kalzium aus dem ER erhéht. Dadurch kann die Neurotransmission mit GABA reguliert und die
Erregbarkeit der Pyramidenzellen beeinflusst werden (Benedeczky et al., 1994). Der
intraaxonale Kalziumspiegel moduliert zudem die synaptische Plastizitat (Catterall & Few,
2008) und beeinflusst so die Kognition (Miranda et al., 2011). Fir diese Prozesse sind ATPasen
notwendig, die Kalzium gegen sein Konzentrationsgefalle aus dem Zytoplasma in die ER
pumpen (Wuytack et al., 2002). Die als SERCA2 bezeichnete Kalzium-ATPase Typ 2 befindet
sich in der Plasmamembran des ER und wird vom Gen ATP2A2 kodiert (NCBI, 2020b). Ob
Mutationen im Gen ATP2A2 einen Einfluss auf die Pathogenese der Schizophrenie haben, ist
bisher unbekannt (Nakamura et al., 2016). Zwei genomweite Assoziationsstudien von Ripke et
al. zeigen eine signifikante Assoziation des SNP rs4766428 im Gen ATP2A2 mit Schizophrenie
(Ripke et al., 2011; Ripke et al., 2014). In der Atiologie der Schizophrenie scheint die
Verénderung der intrazellulédren Kalziumhomdostase, die zu einer Stérung kalziumvermittelter
SignalUbertragungsprozesse fiihrt, eine zentrale Rolle zu spielen. Ein Tiermodell fir
Schizophrenie postuliert, dass eine Minderexpression von ATP2A2, die zu einem erhohten
intrazellularem  Kalziumspiegel flhrt, schizophrenietypische kognitive Dysfunktionen
hervorrufen kdnnte (Genis-Mendoza et al., 2018). Es existieren jedoch auch Studien, die eine
Assoziation von erhohter SERCA-Expression mit Schizophrenie belegen. So ist das
Erkrankungsrisiko fiir Schizophrenie bei dem mit kognitiven Beeintrachtigungen assoziierten
22q11-Deletionssyndrom 15-fach erhoht (Schaaf & Zschocke, 2013; Szatkiewicz et al., 2014).
Aufgrund der hemizygoten Deletion kommt es zu einem Verlust der reifen miRNAs, wodurch
SERCAZ2b uberexprimiert wird. Durch die schnellere Kalziumaufnahme in die ER konnte die
neuronale Langzeit-Potenzierung und Neurotransmitterfreisetzung gesteigert werden, wodurch
Synapsen verandert und kognitive Defizit bei Schizophrenie hervorgerufen werden konnten.
Earls et al. zeigen erhohte SERCA2-Konzentrationen postmortem im neuronalen Gewebe der
Versuchsmduse, die die Deletion aufweisen. Im nichtneuronalen Gewebe dagegen ist die
Konzentration nicht erhdht. Am menschlichen Gehirn untersucht die Forschungsgruppe den
Hippocampus und préfrontalen Kortex. Sie finden auch hier erh6hte SERCA2-Konzentrationen
bei Schizophrenie (Earls et al., 2012).

Ein ebenfalls wichtiger Modulator der Aufmerksamkeitsprozesse ist der basic helix-loop-helix-
Transkriptionsfaktor Tcf4 aus der Familie der T-Zell-Faktor/ Lymphoid Enhancer-Binding
Factor 1 (TCF/LEF) - Transkriptionsfaktoren. Die erhéhte Expression von Tcf4 scheint das
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sensomotorische Gating, das Gedéchtnis und verbale Lernen negativ zu beeinflussen (Brzozka
et al., 2010). Das Gen wird v.a. bei der Zellreifung exprimiert und beeinflusst die neuronale
Migration wahrend der neuronalen Entwicklung (Chen et al., 2016). Zur Bindung an die DNA
bildet Tcf4 Homodimere bzw. Heterodimere mit wichtigen Regulatoren und Induktoren der
neuronalen Entwicklung, beispielsweise mit 1d2. 1d2 konnte gemeinsam mit Tcf4 die
Genexpression zirkadianer Proteine und die Expression plastizitatsregulierender Gene
modulieren. Mdglicherweise ist auch die Genexpression von Tcf4 an die Expression von durch
den zirkadianen Rhythmus regulierter Gene gekoppelt (Brzézka et al., 2010). Weitere
Untersuchungen zeigen eine Verknipfung von zirkadianen Mechanismen und kognitiven
Leistungen (Chaudhury & Colwell, 2002; Karatsoreos, 2014). Dabei kdnnten Stérungen des
zirkadianen Rhythmus und des Schlafrhythmus zu Defiziten der Aufmerksamkeit, der
kognitiven Flexibilitdit und der exekutiven Funktionen filhren. Bei psychiatrischen
Erkrankungen wie Schizophrenie wird eine derartige Stérung des zirkadianen Rhythmus
angenommen, die Einfluss auf die Pathogenese der Erkrankung haben konnte (Karatsoreos,
2014).

1.3 N1 als Endophé&notyp

1.3.1 Modell des Endophéanotypen

Der klinische Phanotyp der Schizophrenie ist sehr heterogen und komplex. Er wird aus einem
Zusammenspiel verschiedener Genveranderungen und Umwelteinflisse verursacht, die einzeln
betrachtet bei einem Erkrankten vorliegen kdnnen, jedoch nicht vorliegen mussen (Purcell et al.,
2009). Keine alleinige Genveranderung erscheint ausreichend fiir die Atiologie, noch notwendig
zur Krankheitsentstehung zu sein (Bethesda & National Institute of Mental Health, 1998).

Die aktuelle Forschung zur Atiopathogenese der Schizophrenie bedient sich des Modells der
Endophénotypen. Der Endophénotyp stellt einen Intermediator zwischen der Genetik,
Umweltfaktoren und neurobiologischen Veranderungen einerseits und einem fiir Schizophrenie
typischen Kklinischen Phéanotyp andererseits dar. Als Kklinischer Phénotyp wird eine
krankheitsspezifische Dysfunktion ausgewdhlt. Diese wird von einer geringeren Anzahl von
Genen und Umweltfaktoren beeinflusst und erlaubt somit Riickschlisse auf é&tiologische
Faktoren (Leboyer et al., 1998; Gottesman & Gould, 2003). Neben neuroanatomischen,
biochemischen, endokrinologischen und neuropsychologischen Endophdnotypen spielen
insbesondere neurophysiologische Endophéanotypen in der Erforschung der Atiopathogenese der
Schizophrenie eine Rolle (Leboyer et al., 1998). Gottesman & Gould definieren funf
Eigenschaften, die ein Endophdnotyp erflllen soll: neben der Assoziation zur Erkrankung soll
der Endophédnotyp zeitlich stabil ausgeprdgt und vererbbar sein, alle erkrankten
Familienmitglieder sollen ihn zeigen und im Vergleich mit der Allgemeinbevélkerung soll er

bei nichtbetroffenen Familienangehdrigen haufiger vorkommen (Gottesman & Gould, 2003).
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1.3.2 Das ereigniskorrelierte Potential N1

Ereigniskorrelierte Potentiale (ERP) sind hirnelektrische Aktivitaten, die unmittelbar einem
akustischen, visuellen, motorischen oder somatosensiblen Ereignis folgen. Diese mittels
Elektroenzephalographie (EEG) messbaren Potentialschwankungen entstehen durch ein
Zusammenspiel von exitatorischen und inhibitorischen synaptischen Potentialen. Exzitatorische
Potentiale entstehen durch synaptische lonenstrome und extrazellulare Ausgleichstrome bei der
Depolarisation von Nervenzellen, die durch die Freisetzung erregender Neurotransmitter wie
Glutamat hervorgerufen wird. Inhibitorische Potentiale werden durch die Hyperpolarisation von
Neuronen aufgrund der Freisetzung hemmender Neurotransmitter wie GABA gebildet. Durch
die synchrone Depolarisation von zahlreichen in einer Kortexschicht oder —séule befindlichen
Neuronen werden Spannungséanderungen im Mikrovoltbereich auf der Kopfoberflache messbar.
Die Polaritat und Entfernung der Nerven von der Kopfoberfliche bestimmen die Amplituden
der Potentialschwankungen (Zschocke & Hansen, 2012). In der Ableitung der Hirnaktivitat
mittels EEG werden die ereigniskorrelierten Potentialschwankungen von der Grundaktivitat des
Gehirns Uberlagert. Durch wiederholte Messungen und deren Mittelung werden die Amplituden
der Grundaktivitat abgeflacht und das ERP sichtbar (Juckel, 2005). Das akustisch evozierte
Potential l&sst sich in drei Bereiche gliedern. Die friihe Komponente umfasst alle
Spannungsschwankungen mit einer Latenz bis 10 ms nach dem Reiz und bildet die Aktivitédt im
Hornerv und Hirnstamm ab. Die mittlere Komponente umfasst alle Spannungen mit einer
Latenz von 10-50 ms, die spate Komponente alle Spannungen mit einer Latenz von 50-1000 ms
(Buettner, 2005). Die mittlere und spite Komponente stellen u.a. die hirnelektrische Aktivitat
im primdr und sekund&r auditorischen Kortex sowie im auditorischen Assoziationskortex dar
und werden v.a. von endogenen und psychologischen Faktoren wie Konzentration, Motivation
und Wachheit moduliert (Juckel, 2005). Die Maxima der Potentialschwankungen der spaten
Potentiale werden mit P, die Minima mit N bezeichnet. Die an die Buchstaben anschlieRenden
Zahlen sind an die Latenz bis zur Amplitude angelehnt. Somit entspricht beispielsweise N1 dem
Minimum ca. 100 ms nach dem akustischen Reiz und P3 dem 300 ms nach dem Reiz folgenden
Maximum der Potentialschwankung (Gerloff, 2005).

Die 5-20 uV groRe Amplitude des Potentials N1 spielt eine grofRe Rolle in der Erforschung der
Aufmerksamkeit. Sie spiegelt die von dem AusmaR an selektiver Aufmerksamkeit abh&ngige
Wahrnehmung eines qualitativ verdnderten Reizes wider. Ist die selektive Aufmerksamkeit auf
den Reiz gerichtet, erhoht sich die Amplitude des Potentials. Diese als ,,N1-Effekt” bezeichnete
Veranderung konnte durch die Aktivitat im Gyrus temporalis superior bedingt sein (Gerloff,
2005). Zudem gibt es Hinweise, dass N1 durch die Hirnaktivitat im ACC beeinflusst wird
(Mulert et al., 2001).

Bei an Schizophrenie Erkrankten zeigt das ereigniskorrelierte Potential N1 eine geringere

Amplitude und ein Defizit des N1-Effekts im Vergleich zu gesunden Probanden (Ford et al.,
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2001; Salisbury et al., 2010; Foxe et al., 2011). Dabei scheint die Amplitudenreduktion im
Gegensatz zu P3 spezifisch fur Schizophrenie zu sein (Ford et al., 2001).

Um als neurophysiologischer Endophdnotyp genutzt zu werden, muss das ereigniskorrelierte
Potential N1 die nach Gottesman & Gould definierten Eigenschaften erfiillen. Neben der bereits
beschriebenen Assoziation des Potentials mit dem Auftreten von Schizophrenie scheint die
Amplitudenreduktion tber den Erkrankungsverlauf stabil zu sein. Sie tritt unabhangig von der
Chronizitat (Salisbury et al., 2010; Foxe et al., 2011) und den Symptomen auf (Rosburg et al.,
2008). Lediglich bei dem Auftreten von Halluzinationen kdénnte die N1-Amplitude
vorubergehend starker reduziert sein (Rosburg et al., 2008; Salisbury et al., 2010). Unklar ist
bisher die Beeinflussung durch Medikamente. In einer Metaanalyse aus mehreren Studien
scheint der Einfluss jedoch sehr gering und in groBen Probandengruppen vernachléssigbar zu
sein (Salisbury et al., 2010). In Zwillingsstudien zeigt sich eine hohe Heritabilitat der N1-
Amplitudenreduktion. Bei monozygoten und dizygoten Zwillingen, von denen ein Zwilling
erkrankt ist, zeigen beide Geschwister eine geringere Amplitude (Anokhin et al., 2007). Ob alle
erkrankten Familienangehdrigen die Reduktion der N1-Amplitude aufweisen, ist bisher
ungeklart. Angehorige ersten Grades zeigen wie ihre erkrankten Verwandten eine
Amplitudenreduktion im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung. Die Reduktion der N1-
Amplitude scheint somit als Endophé&notyp geeignet (Foxe et al., 2011).

1.3.3 Genetische Assoziationen mit dem ereigniskorrelierte Potential N1

Wéhrend die Heritabilitat der N1-Amplitude in der Literatur oft beschrieben ist (Anokhin et al.,
2007; Foxe et al., 2011), ist die genetische Grundlage der unterschiedlich hohen Amplituden des
ereigniskorrelierten Potentials N1 weitgehend unbekannt. Bei gesunden Probanden bestehen
mogliche Zusammenhénge der N1-Amplitude mit zwei SNPs im CHRNA4-Gen, das fur eine
Untereinheit des nikotinergen Acetylcholinrezeptors kodiert. Dabei sind die benachbarten SNPs
rs1044396 und rs1044397 nur bei weiblichen Probanden mit erhéhten N1-Amplituden assoziiert
(Mobascher et al., 2016). Eine weitere Studie beschreibt Assoziationen des ereigniskorrelierten
Potentials N1 mit Genotypveranderungen im Serotonin-2A-Rezeptorgen bei an Schizophrenie
erkrankten Patienten, wobei unklar ist, welchen Einfluss die medikamentfse Therapie mit

Clozapin auf dieses Ergebnis hat (Yu et al., 2001).

1.3.4 LORETA

Um besser auf die Generatoren der N1-Amplitude riickschlieRen zu konnen, wird eine
dreidimensionale Aufldsung der oberflachlich abgeleiteten EEG-Potentiale benétigt. Die
Schwierigkeit des Ruckschlusses von oberflachlichen Ableitungen auf intrazerebrale
Hirnaktivitaten wird als inverses Problem bezeichnet, fir das zwei Ldsungsansétze existieren.

Uber den nicht-linearen Ansatz kann mittels Dipolquellenlokalisation eine vor der
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Untersuchung definierte Anzahl an Aktivitdtsquellen in die Berechnung des Generators
einbezogen werden. Der lineare Ansatz dagegen berlicksichtigt alle Aktivitatsquellen
gleichzeitig in der Berechnung. Durch die extrakranielle Ableitung ergibt sich bei diesem
Ansatz jedoch eine Vielzahl von mdglichen Anordnungen der Generatoren, die nach aufen
exakt gleiche Spannungen hervorrufen. Unter allen mathematisch mdéglichen Anordnungen
muss die physiologische ermittelt werden. Die lineare Minimum-Norm-Methode bezeichnet die
Generatoranordnung als physiologisch, deren summierte Stromdichte aus allen gemessenen
Arealen am geringsten ist (Hamaldinen & llmoniemi, 1994). Pascual-Marqui et al. erweitern
diese Methode um die smoothness-assumption und entwickeln die als LORETA abgekdrzte Low
Resolution Electromagnetic Tomography. Dabei wird die Generatoranordnung ausgewahlt, bei
der die Voxel eine minimale Stromdichtedifferenz zueinander haben, d.h. die gleiche Aktivitat
besitzen. Grundannahme ist hierbei die synchrone Aktivitdt benachbarter Neuronengruppen.
Eine erhohte gemessene Hirnstromdichte entspricht in diesem Verfahren einer erhohten
Aktivitat in dem gemessenen Bereich (Pascual-Marqui et al., 1994).

Aufbauend auf dem Talairach-Atlas teilt LORETA das Volumen der Hirnrinde und des
Hippocampus in 2394 Einheiten mit je 7 mm Kantenldnge. Diese als Voxel bezeichneten
Einheiten miissen mit einer groReren Wahrscheinlichkeit in der grauen Substanz als in der
weilRen Substanz oder dem Liquor liegen (Pascual-Marqui, 1999). Um jeden menschlichen Kopf
an die Volumeneinteilung anzupassen, werden die EEG-Elektrodenkoordinaten nach Towle et
al. dreidimensional registriert (Towle et al., 1993).

Durch LORETA gelingt somit nicht nur eine hohe zeitliche, sondern auch eine relativ hohe
rdumliche Auflosung der Gehirnaktivitaten. Im Vergleich zu Dipolquellenanalysen erscheint die
Generatorlokalisation durch LORETA jedoch unscharf, mit einem in der Losung enthaltenen
Aktivitatsmaximum. Fir dieses Maximum kdnnen Studien eine Lokalisationsgenauigkeit von
mindestens 14 mm und eine hohe Validitat ermitteln (Pascual-Marqui, 1999; Pascual-Marqui et
al., 2002). Durch die physiologisch unscharfe Begrenzung der aktivierten Gehirnareale, u.a.
infolge extrazellularer Ausgleichstrome und synchroner Depolarisation der Neurone, scheint
LORETA eine realistische Lésung der Generatoren der Potentiale zu bieten. Zudem zeigt
LORETA ceine fehlerdarmere dreidimensionale Lokalisation von v.a. in tiefen Hirnregionen
liegenden Generatoren im Vergleich mit anderen linearen und nicht-linearen Anséatzen (Pascual-
Marqui, 1999).

Aufgrund der beschriebenen Vorteile dieses mathematischen Modells wird LORETA in
zahlreichen Studien verwendet (Mulert et al., 2001; Gallinat et al., 2002; Pascual-Marqui et al.,
2002) und zu einer standardisierten LORETA (sSLORETA) mit noch geringerer

Fehlerwahrscheinlichkeit weiterentwickelt (Pascual-Marqui et al., 2002).
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Die Atiologie der Schizophrenie ist nach heutigem Erkenntnisstand noch weitgehend ungeklart
(Hallak et al., 2015). Zahlreiche Studien belegen eine genetische Vererbbarkeit der Erkrankung
(Sullivan et al., 2003; Lichtenstein et al., 2009; Chou et al., 2017; Hilker et al., 2017a). Im Sinne
einer polygenetischen Erkrankung kann bei an Schizophrenie Erkrankten eine Vielzahl von
Genvarianten festgestellt werden, die jedoch einzeln betrachtet einen geringen Effekt besitzen
(Purcell et al., 2009).

Ein Kernmerkmal der Schizophrenie ist das Defizit bei selektiven Aufmerksamkeitsprozessen
(Goldman-Rakic et al., 2004). Zahlreiche Studien belegen eine verminderte Aktivitat des
anterioren Gyrus cinguli bei an Schizophrenie Erkrankten, die als Ursache des Defizits vermutet
wird (Mulert et al., 2001; Adams & David, 2007; Wang et al., 2015). Eine Mdglichkeit, die
Hirnaktivitat zu messen, bildet die Ableitung des ereigniskorrelierten Potentials N1 und die
anschlieende mathematische Verrechnung der einzelnen Elektrodenableitungen mit LORETA.
Von dem ereigniskorrelierten Potential N1 ist eine Amplitudenreduktion bei Schizophrenie
bekannt, die mdglicherweise durch die verminderte Aktivitat der Generatoren des Potentials
verursacht wird (Ford et al., 2001; Salisbury et al., 2010; Foxe et al., 2011). Zu den wichtigsten
Generatoren gehéren neben dem anterioren Gyrus cinguli der primdr auditorische Kortex und
der auditorische Assoziationskortex (Mulert et al., 2001; Gerloff, 2005).

Bisher gibt es jedoch kaum Studien dazu, ob Genverénderungen, die mit Schizophrenie
assoziiert sind, mit einer verminderten Aktivitdt des primdr auditorischen Kortexes,
auditorischen Assoziationskortexes und ACC assoziiert sind. Eine solche Assoziation konnte
einen Hinweis Uber die Bedeutung der Suszeptibilitdtsgene und den Pathomechanismus der
Schizophrenie liefern. Sind die krankheitsverursachenden Gene und ihr Zusammenwirken
bekannt, kdnnten kausale Therapieansatze entwickelt und die Schizophrenie insbesondere in der

Prodromalzeit besser von anderen Erkrankungen abgegrenzt werden.

Anhand von 37 ausgewahlten, mit Schizophrenie assoziierten SNPs sollen in der folgenden

Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

- Besteht eine Assoziation der ausgewahlten SNPs mit einer verminderten Aktivitat des ACC?

- Besteht eine Assoziation der ausgewahlten SNPs mit einer verminderten Aktivitat des primar
auditorischen Kortexes?

- Besteht eine Assoziation der ausgewahlten SNPs mit einer verminderten Aktivitat des
auditorischen Assoziationskortexes?

Die Arbeit ist als explorativ anzusehen. Sie soll eine mogliche Assoziation aufdecken. Der

Pathomechanismus der auffélligen SNPs und ihr Zusammenwirken sind in weiterfilhrenden

Studien zu untersuchen.
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3.1 Art der Studie und Studienvoraussetzung

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Assoziationsstudie wurden 37 SNPs genotypisiert, welche im
Psychiatric Genomics Consortium (PGC) eine signifikante Assoziation zur Erkrankung
Schizophrenie aufwiesen. In einem zweiten Schritt wurde ein Teil des Probandenkollektivs
neurophysiologisch untersucht. Dabei wurde das ereigniskorrelierte Potential N1 mittels EEG
erhoben, die stimulusabhéngigen Stromdichten in drei verschiedenen Hirnregionen mit Hilfe
von LORETA berechnet und diese auf einen Zusammenhang mit den Genotypvarianten der
SNPs untersucht. Die signifikant assoziierten SNPs wurden daraufhin in einer weiteren
unabhéngigen Stichprobe auf einen mdglichen Zusammenhang mit klinischen Parametern der
Aufmerksamkeitsleistung, erhoben mittels PANSS, untersucht (Positive and Negative
Syndrome Scale, Andreasen & Olsen 1982).

Die lokalen Ethikkommissionen in Minchen und Halle (Saale) stimmten der Studie zu. Alle
Probanden wurden Uber den Ablauf und die Zielsetzung der Forschung sowie die Verwendung
der Blutproben und Daten in anonymisierter Form aufgeklart. Durch ihr schriftliches

Einverstandnis stimmten sie einer freiwilligen Teilnahme an der Studie zu.

3.2 Studienkollektiv

Alle in die vorliegende Arbeit eingeschlossenen Testpersonen gehdren zum PAGES Sample
(Phenomics and Genomics Sample), das aus ca. 1300 psychiatrisch erkrankten Patienten und ca.
3000 Kontrollen besteht, die von 1997 bis 2012 in Minchen und seit 2013 in Halle (Saale)

rekrutiert wurden.

3.2.1 Fallkollektiv

1) Die Fallgruppe des neurophysiologischen Testkollektivs umfasst an Schizophrenie erkrankte
Personen aus Miinchen, die zum Zeitpunkt der Studie ambulant betreut wurden. Ausgeschlossen
wurden Patienten mit einer organischen oder substanzinduzierten Psychose, einer
schizoaffektiven, affektiven oder wahnhaften Storung, aktivem Hepatitis B oder C, HIV, i.v.-
Heroinabhangigkeit und nicht-kaukasischer Ethnizitét.

Das Strukturierte Klinische Interview fir DSM-IV (SKID 1) diente der Diagnostik psychischer
Syndrome und Stérungen, die auf der Achse | des DSM-IV definiert sind (Wittchen et al.,
1997). Mit Hilfe dieses Interviews wurden bei den Probanden die Diagnose Schizophrenie
gesichert, Subtypen kategorisiert und weitere psychiatrische Stérungen ausgeschlossen. Mit
dem SKID Il wurden Personlichkeitsstorungen erfasst (Wittchen et al., 1997). Die anschlielend
durchgefihrte Positive and Negative Syndrome Scale diente der Symptomerfassung und deren
Auspragung zum Zeitpunkt des Interviews und in der schwersten Krankheitsphase (Kay et al.,

1987). Psychosoziale Beeintrachtigungen wurden anhand der DSM-IV-Achse IV und die
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Leistungsfahigkeit anhand der DSM-IV-Achse V beurteilt. Psychiatrische Erkrankungen bei
Verwandten ersten bis dritten Grades erfasste das Family History Assessment Modul (Rice et al.,
1995).

2) Die Patienten der Stichprobe Il wurden in Halle (Saale) rekrutiert. Wéhrend ihres
Klinikaufenthaltes oder der ambulanten Nachbetreuung findet die Aufklarung Gber die Studie
statt. Nach schriftlicher Einwilligung der Probanden wird eine ausfuhrliche Anamnese erhoben,
die strukturierten Interviews SKID | und Il sowie die Positive and Negative Syndrome Scale
durchgefuhrt und die DSM-IV-Achsen IV und V ermittelt. Die Ein- und Ausschlusskriterien
sind bis auf den Einschluss auch schizoaffektiver Stérungen dieselben wie bei der Fallgruppe

der Minchener Patienten.

3.2.2 Kontrollkollektiv

Die Kontrollgruppe der Stichprobe | umfasst Personen aus Munchen, die Uber das
Einwohnermeldeamt randomisiert ausgewéhlt wurden. Nach schriftlichen Informationen Uber
die Studie und der Bereitschaft der Probanden zur Studienteilnahme wurde zur Prifung der
Einschlusskriterien ein standardisiertes Telefonscreening durchgefihrt. Im Anschluss erhielten
die geeigneten Probanden einen ausfiihrlichen Anamnesebogen und nahmen am SKID | und 1l
teil. AuBerdem wurden die Probanden nach psychosozialen Belastungsfaktoren (Achse 1V des
DSM-1V) und ihrem Funktionsniveau (Achse V) befragt. Das Family History Assessment
Modul erfasste psychiatrische Erkrankungen bei Verwandten ersten bis dritten Grades.

In die Studie konnten nur Probanden eingeschlossen werden, bei denen sich kein Hinweis auf
eine hirnorganische, neurologische oder psychische Erkrankung sowie auf jetzigen oder
friheren Alkohol-, Medikamenten- oder Drogenmissbrauch ergab. Ausschlusskriterien waren
zudem Suizidalitdt und Selbsttotungsversuche in der Anamnese, HIV-Infektionen, eine floride
Hepatitis B oder C und andere relevante somatische Erkrankungen. Alle Probanden mussten
ausschlieBlich deutschstdmmige Verwandte ersten bis dritten Grades besitzen, die frei von

psychiatrischen Erkrankungen und Drogenmissbrauch waren.

3.2.3 Demographische Daten

Die Stichprobe | umfasst 3694 Probanden, wovon 950 Probanden an Schizophrenie erkrankt
waren.

Bei 382 ausgewdhlten Probanden konnte eine neurophysiologische Testung durchgefiihrt
werden. Dabei wurden schwerhdrige Personen mit einer Horschwelle tber 31 dB bei einer
Tonfrequenz von 1 kHz ausgeschlossen. In Tabelle 1 sind die demographischen Daten des
neurophysiologischen Testkollektivs dargestellt. Ein niedriger Bildungsgrad entspricht maximal
einem Hauptschulbesuch mit Abschluss bzw. einer Realschulbildung ohne Abschluss, ein

mittlerer Bildungsgrad einem Realschulabschluss und ein hoher Bildungsgrad einem Abitur
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oder Fachabitur. Die Patienten des neurophysiologischen Testkollektivs erkrankten im
von 24,57 Jahren (SD =8,04) und wurden vor
durchschnittlich 5,18-mal stationdr behandelt (SD =4,04). Im Vergleich zur Kontrollgruppe

Durchschnittsalter Studieneinschluss

unterscheidet sich die Fallgruppe hinsichtlich Geschlecht, Alter und Bildung signifikant. Die
Probanden der Fallgruppe sind signifikant haufiger mannlich (p = 0,01), jiinger (p = 1,68 €®)

und niedriger gebildet (p = 0,04).

Tab. 1. demographische Verteilung des neurophysiologischen Testkollektivs

Fallgruppe Kontrollgruppe Gesamtkollektiv
Probandenanzahl (%) 93 (24,35) 289 (75,65) 382 (100,00)
davon weiblich n (%) 30 (32,26) 142 (49,13) 172 (45,03)
Alter bei Studieneinschluss
M (SD) 39,84 (10,20) 47,30 (14,91) 45,49 (14,26)
Bildungsgrad n (%)
niedrig 29 (31,18) 56 (19,38) 85 (22,25)
mittel 25 (26,88) 109 (37,72) 134 (35,08)
hoch 39 (41,94) 124 (42,91) 163 (42,67)
Subtypen n (%)
paranoid 73 (78,49)
kataton 3 (3,23)
hebephren 13 (13,98)
undifferenziert 4 (4,30)

n: Anzahl, %: Anteil, M: Mittelwert in Jahren, SD: Standardabweichung

Die in Halle (Saale) rekrutierte Stichprobe Il bestand aus 85 Patienten, die die Diagnose
Schizophrenie oder schizoaffektive Stérung nach ICD-10 und DSM-IV gestellt bekamen. In
Tabelle 2 sind die demographischen Daten der Stichprobe Il dargestellt.

Tab. 2: demographische Verteilung der Stichprobe 1l

Stichprobe 11
Probandenanzahl 85
44 (51,76)

davon weiblich n (%)

Alter bei Studieneinschluss
M (SD)

Diagnose n (%)

Schizophrenie

schizoaffektive Stérung
n: Anzahl, %: Anteil, M: Mittelwert in Jahren, SD: Standardabweichung

37,97 (11,24)

64 (75,29)
21 (24,71)

3.3 Genotypisierung
3.3.1 Auswahl der SNPs
Die Auswahl der Polymorphismen erfolgte auf der Grundlage temporérer Ergebnisse der

genomweiten Assoziationsstudie des PGC von 2014 (Ripke et al., 2014). 37 der genomweit
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signifikanten SNPs wurden fir die vorliegende Arbeit ausgewahlt und genotypisiert (Tabelle 3).

Die finale Publikation von Ripke et al., 2014 enthdlt im Vergleich zu den temporéren

Ergebnissen eine erweiterte Stichprobe, wodurch sich die Ergebnisse der besten SNPs leicht

anderten. Alle 37 SNPs weisen jedoch eine hohe Assoziation mit der Erkrankung Schizophrenie

auf und 34 der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 37 SNPs sind weiterhin genomweit

signifikant assoziiert. Die Odds Ratios und p-Werte der Discovery Cohort konnen der

Homepage des PGC unter https://www.med.unc.edu/pgc/results-and-downloads/ entnommen

werden.

Tab. 3: untersuchte SNPs und ihre Position im Genom

Position auf dem

SNP Chromosom | Chromosom in Gen (NCBI, 2020b)
GRCh37.p13

rs10764493 10p12 18727999 | CACNB2 Intron 3
rs10838601 11p11 46392825 | DGKZ Intron 6
rs11223651 11925 133841034 | nicht kodierender Bereich
rs1157931 11pl4 24394101 | nicht kodierender Bereich
rs11682175 2pl6 57987593 | nicht kodierender Bereich
rs11687313 2033 201146399 | nicht kodierender Bereich
rs11717383 3p21 52287468 | nicht kodierender Bereich
rs11857340 15q15 40572192 | ANKRD63 3"-UTR
rs11874716 18921 52750688 | nicht kodierender Bereich
rs1198588 1p21 98552832 | nicht kodierender Bereich
rs1233578 6p22 28712247 | nicht kodierender Bereich
rs12532143 7931 111025948 | IMMP2L Intron 4
rs12704290 7921 86427626 | GRM3 Intron 3
rs12887734 14q32 104046834 | APOPT1 Intron 2
rs17504622 5033 152654479 | nicht kodierender Bereich
rs17512480 18g21 53173173 | TCF4 Intron 3
rs2414718 15922 61863133 | nicht kodierender Bereich
rs2514218 11923 113392994 | nicht kodierender Bereich
rs2910032 5033 152540354 | nicht kodierender Bereich
rs4129585 8924 143312933 | TSNAREL Intron 12
rs4298967 12p13 2408194 | CACNAI1C Intron 3
rs4702 15026 91426560 | FURIN 3"-UTR
rs4766428 12q24 110723245 | ATP2A2 Intron 2
rs4788190 16pl1 29948401 | nicht kodierender Bereich
rs5011218 10q24 104401218 | nicht kodierender Bereich
rs55661361 11924 124613957 | NRGN Intron 1
rs5995756 22913 40000313 | CACNALI Intron 3
rs61937595 12q14 57682956 | R3HDM2 Intron 8
rs6461049 7p22 2017445 | MAD1L1 Intron 15
rs6550435 3p22 36864489 | nicht kodierender Bereich
rs6704768 2937 233592501 | GIGYF2 Intron 3
rs6984242 8g12 60700469 | nicht kodierender Bereich
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Position auf dem
SNP Chromosom | Chromosom in Gen (NCBI, 2020b)
GRCh37.p13
rs704367 3pl4 63868777 | ATXNT Intron 1
rs72930787 18g21 53163569 | TCF4 Intron 3
rs77149735 1g44 243555105 | SDCCAGS Intron 13
rs9636107 18g21 53200117 | TCF4 Intron 3
rs9845457 3022 135914476 | MSL2 5 near gene

3.3.2 DNA-Extraktion

Von allen 3694 Probanden der Stichprobe | wurde ca. 7 ml vendses Blut in EDTA-Monovetten
(Sarstedt, Nimbrecht) gewonnen und die Proben mittels Kodierung anonymisiert. Eine 10-
minutige Zentrifugation (3000 rpm) in einem 50 ml Zentrifugationsréhrchen (Sarstedt,
Numbrecht) trennte den entstandenen Blutkuchen vom Plasma. Das abgenommene Plasma
wurde bis zur Weiterverarbeitung der Probe bei -80 °C aufbewahrt. Der Blutkuchen wurde bei
-20 °C eingefroren. Fur die Weiterverarbeitung wurde der Blutkuchen bei Raumtemperatur
aufgetaut und sein Volumen mit 1x PBS-Puffer, bestehend aus 100 ml 10x PBS-Puffer (aus
Reagenzien von Carl Roth, Hamburg) und 900 ml Aqua dest., auf etwa 10 ml erhéht. Die
Grundlage der anschlieBenden Extraktion der DNA bildete das Protokoll des Qiagen DNA
Blood Maxi Kits (Qiagen, 2002). Bei dieser Methode inaktivieren und denaturieren chaotrope
Salze die Proteine der Hydrathillen, die die Nukleinsduren umgeben. Somit kann die
Hydrathtille von den Nukleinsduren entfernt und die DNA an eine Silikagelmembran gebunden
werden. Durch anschlieBende Waschschritte I6sen sich die Nukleinsduren in ein wassriges
Medium (GrieR et al., 2002). Fir diesen Vorgang wurde dem verdunnten Blutkuchen 500 pl
Qiagen Protease (Qiagen, Hilden) zugefugt. Diese Proteinase K spaltete die Zellproteine der
Leukozyten auf und setzte  Nukleinsduren frei. Der Zusatz wvon 12 ml
Guanidiniumhydrochloridhaltigem Lysepuffer AL (Qiagen, Hilden) beglinstigte die Lyse durch
Schaffung optimierter Reaktionsbedingungen. AnschlieRend wurde die Lésung 60 s auf dem
Vortexer Genie (Scientific Industries, New York, USA) gemischt und bei 70 °C in einem
Wasserbad fiir 30 min inkubiert. Die Zelllyse wurde dabei durch Schiitteln optimiert. Der
Zusatz von 10 ml Ethanol Rotipuran (Carl Roth, Karlsruhe) und die Durchmischung der Losung
mittels Vortexer Genie fir 2 min sorgten fir die Entfernung der Hydrathillen. AnschlieRend
wurde das Lysat langsam auf QlAamp Maxi Sdulen (Qiagen, Hilden) tberfiihrt. Durch eine 3-
minutige Zentrifugation bei 3000 rpm blieb die DNA an der Silikagelmembran der Sdulen
haften. Zur Entfernung von Proteinen, RNA und anderer Zellriickstande wurde 5 ml Puffer
AWT1 (Qiagen, Hilden) zugegeben und die Losung fur 2 min bei Raumtemperatur zentrifugiert
(4000 rpm). Anschliefend mussten die Salze des Guanidiniumhydrochlorid mit Hilfe von 5 ml
des salzarmen, ethanolhaltigen Waschpuffers AW2 (Qiagen, Hilden) bei einer 15-minutigen

Zentrifugation (4000 rpm) ausgewaschen werden. Mit Entfernung des Puffers und der darin
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geldsten Salze wurde die Silikagelmembran getrocknet. AnschlieRend wurde die DNA von der
Silikagelmembran der QlAamp Maxi Séulen gel6st, indem die Membran zweimal fir je 5 min
in insgesamt 15ml des basischen, Tris-haltigem Buffer AE (Qiagen, Hilden) bei
Raumtemperatur ruhte und das Produkt jeweils anschlieBend fir 2 min bei 5000 rpm

zentrifugiert wurde.

3.3.3 Einstellung der DNA-Konzentration

Die gewonnene DNA-Konzentration lag im Mittel zwischen 120-150 ng/pl. Fir die
nachfolgenden Analysen wurde jedoch eine einheitliche Konzentration bendtigt. Die
Bestimmung der Konzentration erfolgte mittels der PicoGreen Methode. PicoGreen (Invitrogen
GmbH, Karlsruhe) ist ein hochselektives Fluorophor, das an doppelstrangige DNA bindet und
nur im gebundenen Zustand sichtbares Licht der Wellenlange 520 nm emittiert (Rengarajan et
al., 2002). Die Intensitdit der Fluoreszenz ist dabei proportional zur vorhandenen
doppelstrangigen DNA und kann zur Berechnung der DNA-Konzentration genutzt werden.

Eine humane genomische DNA mit bekannter Konzentration diente der Herstellung der
Eichkurve. In den ersten zwei Spalten einer Thermo fast 96 well plate (ABgene, Hamburg)
wurde in die Vertiefungen der Reihe A 200 pl humane genomische DNA mit einer
Konzentration von 100 ng/ul (Clontech, Mountain View, USA) und in jede Vertiefung von
Reihe B bis H 100 ul autoklaviertes, destilliertes Wasser pipettiert. Die Herstellung der 1:2
Verdlnnungsreihe geschah wie folgt: 100 pul DNA-Ldsung aus Reihe A wurden mit dem
Wasser in Reihe B gemischt und anschlieBend 100 pl aus Reihe B in Reihe C uberfiihrt und
gemischt. Dieser Vorgang wurde in den Reihen D bis G analog fortgefiihrt. Reihe H blieb zur
Bestimmung des Referenzwertes frei von genomischer DNA. So entstand eine
Verdlnnungsreihe mit 100 ng/pl; 50 ng/ul; 25 ng/ul; 12,5 ng/ul; 6,75 ng/ul; 3,125 ng/ul;
1,563 ng/ul  und Ong/ul. Nach Versiegelung und Beschriftung konnte die
Standardverdiinnungsreihe bei 4 °C gelagert werden.

5ul der durch die Extraktion gewonnenen DNA-Probe wurde mit 45 pl destilliertem,
autoklaviertem Wasser verdinnt, um Konzentrationen im fir das verwendete
Fluoreszenzmessgerat auswertbaren Bereich zu erhalten. In einer 96 well flat bottom plate black
(Greiner Bio-One, Frickenhausen) wurden pro Vertiefung 50 pl destilliertes, autoklaviertes
Wasser pipettiert und anschlielend je 5 pl der 1:2 Verdiinnungsreihe in Reihe 1 und 2 und
zweimal je 5pl jeder verdinnten DNA-Probe in die Reihen 3-12 dazugegeben. Unter
Lichtschutz erfolgte direkt vor der Messung die 1:156 Verdinnung des photosensiblen
PicoGreens (Invitrogen, Karlsruhe) mit destilliertem, autoklaviertem Wasser. Je 145 pl der
Losung wurden in jede Vertiefung der Messplatte pipettiert, sodass eine PicoGreen-Verdinnung
von 1:200 entstand. Der Greifarm der Janus Automated Workstation (Perkin Elmer Inc.,

Massachusetts, USA) Uberfuhrte die Messplatte anschliefend automatisch in den
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Fluoreszenzmesser Victor 3 Multilabel Counter 1420 (Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA).
Dieses Messgerat schwenkte die Platte zundchst fiir 30 s zur Homogenisierung der Ldsungen in
den einzelnen Vertiefungen in Doppelellipsen in horizontaler Ebene. Licht der Wellenlange
485 nm regte das Fluorophor an. Die Intensitét der Emission erfasste der Fluoreszenzmesser bei
520 nm. Anhand der Mittelwerte aus den Doppelbestimmungen der Proben wurden die DNA-
Konzentrationen mit Hilfe der Standardkurve ermittelt. Somit konnte berechnet werden,
welches Volumen an destilliertem, autoklaviertem Wasser einem bestimmten Volumen an
Proben-DNA zugefligt werden musste, um eine einheitliche DNA-Endkonzentration von
50 ng/ul zu erhalten. Die Verdlnnung erfolgte vollautomatisch durch den Janus Pipettierroboter

(Janus Automated Workstation, Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA).

3.3.4 MALDI-TOF Massenspektrometrie
Mit dem iPLEX-Verfahren (Sequenom, San Diego), welches auf der MALDI-TOF
Massenspektrometrie basiert, wurden die SNPs der Stichprobe | genotypisiert. Bei dieser
Methode hybridisieren Extensionsprimer am 5°-Ende des SNP-Lokus. Durch eine
Kettenverlangerung um genau eine Base lagert sich die dem polymorphen Lokus
komplementére Base an den Primer an. Uber die molekulare Masse des so entstandenen
Primerextensionsprodukts kann der SNP eindeutig identifiziert werden. Die Extensionsprimer
dieser Arbeit entwarf die Software AssayDesign 3.1 (Sequenom, San Diego), die zudem zwei
PCR-Primer flir jeden SNP ermittelte und die fur optimale Untersuchungsbedingungen
notwendige Konzentration alle Primer berechnete.
Eine konventionelle Multiplex-PCR vervielféltigte die Genombereiche, die die zu
untersuchenden SNPs enthielten. Dazu wurde ein Mastermix hergestellt, der inklusive 25 %
Uberhang pro Vertiefung 1,850 pl autoklaviertes Wasser, 0,625 pl 10x PCR-Puffer, 0,325 pl
MgCl, 25 mM (beides Qiagen, Hilden), 0,100 ul dNTP Mix 25 mM (ABgene, Hamburg),
1,000 pl Primer Mix 500 nM und 0,100 pl Hotstar Taq Polymerase 5 Einheiten/pl (beides
Qiagen, Hilden) enthielt. Ein Pipettierroboter (Microlab, Hamilton) Ubertrug 4 pl des
Mastermixes sowie 2,5 pl der verdiinnt vorliegenden DNA (entspricht 12,5 ng DNA) in je eine
Vertiefung einer Thermo Fast 384 Well Plate (ABgene, Hamburg). Die 384 Well Platte wurde
anschlielend zentrifugiert und verschlossen. In einem Thermozykler (Applied Biosystems,
Foster City) konnte nun die Multiplex-PCR wie folgt stattfinden:

1. Denaturierung der DNA  bei 95 °C fiir 300 s

2. 45 Zyklen mit:

a. Denaturierung bei 95 °C fiir 20 s

b. Annealing bei 56 °C fir 30 s
c. Elongation bei 72 °C fir 60 s
3. letzte Elongation bei 72 °C fiir 180 s
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4. Aufbewahrung des PCR-Produktes bei 12 °C
Annealing ist das Anlagern der Primer an die durch Denaturierung entstandenen DNA-
Einzelstrénge. Die Tag-Polymerase kann anschlieBend durch Katalyse freie Desoxynukleotide
an den Primer binden. Dieser als Elongation bezeichnete Vorgang fand im Temperaturoptimum
der Polymerase statt.
Die (berschissigen Desoxynukleotidtriphosphate, die wéhrend der PCR nicht an die DNA-
Strange gebunden wurden, dephosphorylierte die Shrimp Alkalin Phosphatase (1 Einheit/pl)
(Sequenom, San Diego, USA), von der 0,300 pl gemeinsam mit 1,530 pl autoklaviertem Wasser
und 0,170 pl 10x Shrimp Alkaline Phosphatase -Buffer (Sequenom, San Diego, USA) jedem
Well zugefiihrt wurden. Dadurch konnten die Desoxynukleotide nicht in nachfolgenden
Reaktionsschritten in die DNA eingebaut werden. Der Vortexer homogenisierte die Losung, die
anschliefend in einem Thermozykler 40 min bei 37 °C inkubiert wurde. Nach dieser
Reaktionszeit wurde die Shrimp Alkaline Phosphatase durch eine 10-miniitige Erwéarmung auf
85 °C irreversibel inaktiviert. Das fiir die iPLEX-Reaktion fertig vorbereitete PCR-Produkt
konnte bei 4 °C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt werden.
Im zweiten Schritt des iPLEX-Verfahrens fand die Primerextensionsreaktion statt. Hierbei
wurde die DNA erneut amplifiziert, diesmal jedoch unter Zusatz von nur einem Primer pro
SNP. Dieser Extensionsprimer lagerte sich am 5"-Ende des SNPs an und wurde um genau eine
Base verlangert. Flr diese Primerextensionsreaktion wurde jedem Well ein iPLEX Cocktail Mix
zugefugt. Dieser bestand aus 0,755 pl autoklaviertem Wasser, 0,200 pl iPLEX Buffer Plus,
0,200 pl iPLEX Termination Mix (beides Sequenom, San Diego, USA), 0,804 pl Primer Mix
(7 UM bis 14 pM) und 0,041 pl iPLEX Enzym (Sequenom, San Diego, USA). Nach
Zentrifugation der Well Platte wurde die Reaktionslésung nach folgendem Programm inkubiert:
1. Denaturierung der DNA  bei 94 °C fur 30 s
2. 40 Zyklen mit:
a. Denaturierung bei 94 °C fir5s
b. Annealing bei 52 °C fir5s
c. Elongation bei 80 °C fir5s
d. viermalige Wiederholung der Schritte b-c
3. letzte Elongation bei 72 °C fiir 180 s
4. Aufbewahrung des Extensionsprodukts bei 4 °C
Da im Extensionsprodukt enthaltene lonen die Massenspektrometrie storen kénnten, folgte eine
Entsalzung von je 9 pl des Extensionsproduktes durch die Zugabe von 6 mg Clean Resin
(Sequenom, San Diego, USA) und 25 ul destilliertem, autoklaviertem Wasser. Die Flissigkeit
wurde 10 min in einem Rotor homogenisiert und das ionenfreie Extensionsprodukt durch eine

5-mintige Zentrifugation (4000 rpm) von der Ldsung getrennt.
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Im dritten Schritt des iPLEX-Verfahren wurden die Extensionsprodukte mittels MALDI-TOF
Massenspektrometer identifiziert. Ein MassARRAY POINT Nanodispenser (Sequenom, San
Diego, USA), an dessen Edelstahlnadeln ein definiertes Volumen Reaktionsldsung haften blieb,
transferierte die L6sung von der 384 Well Platte auf einen SpectroCHIP (Sequenom, San Diego,
USA). Auf diesem Chip befand sich eine Matrix aus 3-Hydroxypicolinsdure, die die
Auskristallisierung der Proben-DNA verhinderte und ermdglichte, dass alle Extensionsprodukte
mit einer Laserenergie angeregt werden konnten. Jeder Chip enthielt 384 Spots fur die Proben
und 8 zur Kalibrierung des Massenspektrometers notwendige Spots, die mit Dreipunkt-
Kalibranden (Sequenom, San Diego, USA) einer bestimmten Masse benetzt wurden. Mit einem
Chipschlitten wurde der Chip in das MassARRAY Analyzer 4 MALDI-TOF
Massenspektrometer (Agena Bioscience, Hamburg) eingeschleust und dort mit einem gepulsten
Laser beschossen. Dadurch verdampfte und ionisierte das Extensionsprodukt. Im an das
Massenspektrometer angelegten elektromagnetischen Feld beschleunigten sich die lonen
entsprechend ihrer Ladung. Vakuum begunstigte die Bewegung. Durch die genaue Festlegung
einer Flugstrecke zwischen Beschleunigungselektrode und Detektor konnte die
Geschwindigkeit jedes Teilchens errechnet und entsprechend der Kalibrierungskurve die molare
Masse exakt bestimmt werden. Fir jeden SNP wurden somit bis zu zwei Massen bestimmt, die
auf den Genotyp schlieBen lieRen. Die ldentifikation erfolgte automatisch mit der TYPER
Analyzer 3.4.0.18 Software (Sequenom, San Diego, USA).

3.3.5 SNP Array

Fur die in Halle (Saale) rekrutierte Stichprobe Il wurden die jeweiligen SNPs mittels eines
genomweiten Chips extern untersucht (Global Screening Array, Illumina). Die von deCODE
Genetics Ubermittelten Rohdaten wurden anschlieBend einer Qualitatskontrolle unterzogen und
die Genotypen der relevanten SNPs aus dem Datensatz extrahiert. Falls diese nicht direkt in den
Arrays enthalten waren, wurden LD-abhangige SNPs (Proxies) mit Hilfe von
https://snipa.helmholtz-muenchen.de/snipa3/index.php?task=proxy_search ausgewahlt (1000
Genomes Phase 3v5). Um die gemeinsame Vererbbarkeit zweier SNPs zu beschreiben, wird das
Linkage Disequilibrium (LD) genutzt. Liegen zwei SNPs im kompletten LD (r2=1, |D’|=1)
zueinander, werden die beiden SNPs gemeinsam vererbt und es ist méglich, von dem Genotyp
eines SNPs auf den anderen Genotyp zu schlie3en. Ein hohes LD ist in der vorliegenden Arbeit
mit r2>0,8, |D"|>0,9 definiert. Bei r2<0,5 liegt ein niedriges LD vor und ein Zusammenhang mit

r2<0,1 wird als fehlendes LD definiert.

3.3.6 Qualitatskontrolle
Erst nach dem Durchlaufen einer strengen Sicherheitskontrolle wurden die ermittelten

Ergebnisse in die statistische Auswertung einbezogen.
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Fur die Stichprobe | durften bei den mitgelaufenen Negativkontrollen keine Genotypen
festgestellt werden und die Entschlisselungen der Kontrollproben mussten den erwarteten
Genotyp ergeben. Die durch die TYPER Analyzer Software generierten Clusterplots mussten
klar voneinander trennbar und in sich geschlossen sein. Eine weitere Bedingung war, dass bei
mindestens 80 % der untersuchten SNPs eines Probanden ein eindeutiger Genotyp ermittelt
werden konnte. Wiederum konnten nur solche SNPs in die Auswertung einflieRen, bei denen
bei mindestens 95 % aller Probanden eindeutige Genotypen identifiziert wurden. Die SNPs
wurden auBer bei den zu untersuchenden Probanden zusétzlich an einer Auswahl von
Referenzproben des Centre d’Etude du Polymorphisme Humain genotypisiert. Die in der
Hapmap-Datenbank (International HapMap Consortium, 2005) hinterlegten Genotypen dieser
Proben wurden mit den hier ermittelten Genotypen verglichen und bei einer Abweichung der
Bestimmung von mehr als 2% aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Des Weiteren wurden
SNPs, deren Genotypverteilung vor obiger Qualitatskontrolle mit p < 10 weit auRerhalb des
Hardy Weinberg Equilibriums (HWE) lag, als technisch nicht auswertbar eingestuft und
ausgeschlossen. Verbliebene SNPs, deren ermittelte Genotypverteilungen in der Kontrolle und
Gesamtstichprobe mit p < 0,01 von den erwarteten Genotypverteilungen abwichen, wurden
nicht ausgeschlossen, wenn sie alle weiteren Qualitatskriterien erfiillten und insbesondere keine
Abweichung in der CEPH-Referenzstichprobe detektiert wurde.

Fur die Qualitatskontrolle der SNP Array Genotypen (Stichprobe I1) wurde die Software PLINK
1.9 verwendet. Ein vorgefiltertes SNP-Set (Callrate > 95%) wurde fiir die Bestimmung der
Probanden Callrate und die Uberpriifung des DNA-Geschlechts verwendet. Probanden mit einer
Callrate < 98% wurden ausgeschlossen, als auch Probanden, deren SNP basiertes Geschlecht
nicht mit dem anamnestischen Geschlecht ubereinstimmte. Nach Ausschluss der Probanden
wurden die SNPs erneut gefiltert und SNPs mit einer Callrate >= 99%, MAF > 1% und
HWE > 1e-5 weiterverwendet.

Um doppelte Probanden und Verwandte auszuschlielen, sowie
Populationsstratifikationsanalysen durchzufiihren, wurde ein streng kontrolliertes Set von
autosomalen LD-unabhdngigen Markern verwendet (MAF > 0,05, HWE p > 0,05,
Callrate > 0,99, r* <= 0,2 innerhalb 1500 kb, ausgeschlossen wurden Regionen mit bekanntlich
sehr hohem LD, wie z.B. die verlangerte MHC-Region). Bei DNA-Paaren mit identischen
Genotypen (i.e. Duplikate) und solchen mit © > 0,1875, bei denen eine Verwandtschaft nicht
ausgeschlossen werden konnte, wurde jeweils eine der beiden Proben aus der weiteren Analyse
entfernt. Mdgliche Populationsstratifikationseffekte wurden mittels einer
Hauptkomponentenanalyse anhand von EIGENSTRAT untersucht und Outlier ausgeschlossen.
Die laborspezifischen Arbeiten (DNA-Extraktion, Einstellung der DNA-Konzentration,

MALDI-TOF Massenspektrometrie sowie Qualitatskontrolle) wurden von geschultem
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Fachpersonal der Labore der Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen, der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg und des deCODE Genetics (Reykjavik, Island) durchgefihrt.

3.4 Ermittlung des ereigniskorrelierten Potentials N1 LORETA

Ein Teil des untersuchten Probandenkollektivs nahm unter standardisierten Bedingungen an
einem EEG teil. Nach ausfuhrlicher Aufklarung und der Ermittlung der Horschwelle fand die
Untersuchung zwischen 8 und 16 Uhr statt. In einem elektromagnetisch abgeschirmten,
abgedunkelten und schalldichten Raum saRen die Probanden bequem, still und entspannt in
einem Sessel. Sie sollten ihre Augen ruhig auf ein 2 m entferntes Bild an der Wand richten und
ihre Gesichtsmuskulatur nicht bewegen. Auf den Kopf wurde ihnen eine individuell angepasste
Elektrodenkappe aus 29 Elektroden aufgesetzt (Inc. (ECI), Eaton, Ohio). Diese beschichteten
Silber-Silberchlorid-Ringelektroden waren in Anlehnung an das 10/20-System nach Jaspers
erganzt durch die Elektroden Fcl, Fc2, Fc5, Fc6, T1, T2, Cp5, Cp6, P9 und P10 angeordnet.
Drei Zusatzelektroden Kklebten links und rechts auf dem Mastoid und 1 cm lateral des linken
Augenwinkels. Durch sie konnten spater Bewegungsartefakte herausgerechnet werden. Die
Erdung erfolgte Uber die Elektrode Fpz. Durch vorherige Reinigung und Entfettung der
Elektrodenkontaktstellen auf der Kopfhaut und dem Auftragen von Elektrodengel (Inc. (ECI),
Eaton, Ohio) wurden die Hautwiderstdnde aller Elektroden auf unter 7 kQ reduziert.
AnschlieBend zeichnete das digitale 32-Kanal-EEG-Geréat (Neuroscan SynAmps, Miinchen) mit
einer Abtastrate von 1 kHz die Ableitungen auf. Wahrenddessen horten die Probanden 60 Tone
uber einen Kopfhorer, welche mit Hilfe der Software Brainstim (Brain Products, Minchen)
generiert wurden. Diese 250 ms dauernde Tone hatten zu 50 % eine Frequenz von 800 Hz und
zu 50 % eine Frequenz von 1,3 kHz bei einem Schalldruckpegel von 85 dB. Die Probanden
horten sie in pseudorandomisierter Reihenfolge mit einem Interstimulusintervall von 2,5 bis
7,5s. Mit einem Knopf in jeder Hand bekamen die Probanden die Aufgabe, beim Héren der
hohen Tone mit der rechten Hand, beim Horen der tiefen Tone mit der linken Hand zu
reagieren. Die Messungen der Hirnstréme erfolgten in Anlehnung an die Arbeit von Leicht et al.
gegen die gemeinsame Referenzelektrode Cz (Leicht et al., 2010). Ein analoger Bandpassfilter
verwarf alle Storsignale auferhalb der Frequenzen von 0,16 bis 200 Hz. Wéhrend der
Aufzeichnung wurden die Reaktionszeit und die Fehlerrate erfasst. Als Fehler galten das
Driicken des Knopfes in der anderen Hand und eine fehlende Reaktion innerhalb von 1,5 s.

Die EEG-Rohdaten wurden in die Software Brain Vision Analyzer Version 1.05 (Brain
Products, Miinchen) eingespeist. Hier erfolgte eine Artefaktkontrolle mit Verwerfen aller EEG-
Abschnitte mit Amplituden gréBer 70 pV und Kleiner -70 pV. Die Artefakte entstanden durch
Augen- und Lidbewegungen, Gesichtsmuskelkontraktionen sowie bei eingeschrankter
Wachheit. Im zweiten Schritt teilte das Programm die verbliebenen Rohdaten in 650 ms lange

Segmente. Diese begannen jeweils 200 ms vor dem dargebotenen Stimulus, auf den richtig

34



3.3.5 SNP Array

geantwortet wurde, und endeten 450 ms nach dessen Erklingen. AnschlieBend fand die
Baseline-Korrektur statt, bei der der Zeitabschnitt 200 bis 50 ms vor dem Stimulus als Basis fur
die nachfolgende Amplitude definiert wurde. Nun konnten aus den Werten der einzelnen
Ableitungssegmente die Mittelwerte der evozierten Potentiale (Averages) errechnet werden.
Dabei mittelten sich die Signale der Grundaktivitat des Gehirns heraus. Der Datensatz wurde
verworfen, wenn fur einen Probanden weniger als 30 Segmente vorlagen.

Aus den Ableitungskurven bestimmte die Software Brain Vision Analyzer Version 1.05 (Brain
Products, Minchen) die Latenz und den Peak der N1-Amplitude. Als N1-Ampituden-Peak
wurde das Minimum des evozierten Potenzials im Zeitraum zwischen 70 und 150 ms nach dem
Stimulus bezeichnet (Leicht et al., 2010).

Fur die Analyse mit der Software LORETA Version 2/2003 wurden die erstellten
Potentialableitungen in Anlehnung an Towle et al. (Towle et al., 1993) weiterverarbeitet. Dieses
errechnete aus den Spannungen der einzelnen Elektrodenkoordinaten Stromdichtewerte (in
nA/mm2) fur jedes Voxel. Fur die vorliegende Arbeit wurden drei Regions of Interest (ROI)
definiert: Die ROl ,,ACC kognitiv* ist im ACC (BA 24, 32, 33) lokalisiert und besteht aus 85
Voxeln, die entsprechend dem Talairach Atlas im Talairach-Raum -10 <x <11, -18 <y <38
und 15 <z <50 liegen (Brain Imaging Centre, Montreal Neurologic Institute). Die ROl BA22
entspricht dem auditorischen Assoziationskortex (BA 22) und besteht aus 88 Voxeln im
Talairach-Raum 46 <x <64 und -66 < x <-45, -60 <y <10 und -6 <z < 22. Die dritte Region,
ROI BA41, spiegelt den primar auditorischen Kortex (BA 41) wider. Diese 10 Voxel groRe ROI
liegt im Talairach-Raum 46 <x <60 und -59<x<-39, -39<y<-18 und 8<z<15. Die
Software ROI-Extractor (Centre National de la Recherche Scientifique) ermittelte die mittleren
Stromdichtewerte in jedem Voxel einer ROI im gleichen Zeitintervall. Der Mittelwert aus allen
mittleren Stromdichten der in der ROI befindlichen Voxel gilt als MaR fiir die Aktivitat der

entsprechenden Hirnregion.

3.5 Einschatzung der PANSS-Skala

Die PANSS-Skala wurde auf Grundlage eines 30- bis 40-minitigen Interviews erhoben. Dabei
wurden die psychopathologische Symptome aller Patienten der Fallgruppe sowohl fir den
aktuellen Zeitpunkt als auch fir den Zeitpunkt erhoben, an dem die Symptomatik jemals am
starksten ausgeprégten war. In 30 Items wurde der Schweregrad der Symptome mittels einer 7-
stufigen Skala vom Interviewer eingeschétzt (1= Merkmal ist nicht vorhanden; 2= sehr gering;

3= gering; 4= maRig; 5= maRig stark; 6= stark; 7= extrem stark ausgepragt) (Kay et al., 1987).

3.6 Statistische Auswertungen
Die statistischen Auswertungen fanden mit den Programmen IBM SPSS Statistics 19, PLINK
v1.07 (Purcell et al., 2007), PLINK 1.9 (Chang et al., 2015) und R v 2.13.0 (R Development

35



3.3.5 SNP Array

Core Team, 2011) statt. Der Signifikanzprifung der Merkmalsunterschiede Geschlecht und
Bildung diente der exakte Test nach Fisher, das Gruppenmerkmal Alter wurde mit dem Kruskal
Wallis Test untersucht. Der exakte Test nach Fisher erméglichte auBerdem eine Aussage zur
Abweichung der Genotypverteilung vom erwarteten Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE),
wobei das Signifikanzniveau auf o = 0,01 festgelegt wurde. Zur Beurteilung der Assoziation der
SNPs mit den Stromdichten in den jeweiligen Hirnregionen wurde eine lineare Regression auf
Basis eines additiven Modells durchgefuhrt. Dabei wurde der Genotyp A1A1 als 0, A1A2 als 1
und A2A2 als 2 kodiert, wobei Al das majore Allel und A2 das minore Allel darstellte. Die
Anzahl des minoren Allels im Genotyp stellte die unabhangige Variable, die Hirnstromdichte
die abhangige Variable dar. Als Covariablen der neurophysiologischen Untersuchung wurden
Alter, Geschlecht und Bildungsgrad bertcksichtigt. Die statistische Auswertung erfolgte fiir die
Fallgruppe, die Kontrollgruppe und das gesamte Testkollektiv. Im gesamten Testkollektiv
wurde zusatzlich fiir den Erkrankungsstatus korrigiert. Fiir die Assoziationsanalyse wurde das
Signifikanzniveau auf o = 0,05 festgelegt. Das Signifikanzniveau 0,05 <p<0,1 galt als
nichtsignifikanter Trend. Um statistische Fehler zu minimieren und normverteilte Residuen zu
erhalten, wurden die Stromdichtemittelwerte der ROIls transformiert. Dabei wurden das
Reziproke der Quadratwurzel der Stromdichtemittelwerte des ROIs ,,ACC kognitiv* und der
natlirliche Logarithmus der Werte des ROIs BA22 und BA41 errechnet. Somit sprechen
niedrige transformierte Stromdichtemittelwerte im ROI ,,ACC kognitiv* fiir eine hohere
Hirnaktivitat, wohingegen niedrige transformierte Stromdichtemittelwerte in den ROIs BA22
und BA41 eine geringere Hirnaktivitét darstellen.

Die Assoziation der signifikanten SNPs mit der Aufmerksamkeitsschwéche (G11) der PANSS-
Skala (Kay et al., 1987) erfolgte ebenfalls mittels linearer Regression auf Basis eines additiven
Modells. Die G11 PANSS-Skala wurde ausgewahlt, da das ereigniskorrelierte Potential N1 eine
grolRe Rolle in der Erforschung der Aufmerksamkeit spielt. Die Rohwerte der PANSS-Skala
wurden durch eine inverse Rang-Transformation normalisiert und standardisiert. Hohe Werte
der Rohdaten korrelierten mit hohen Werten der transformierten Variablen. Dabei wurde der
Genotyp A1A1 als 0, A1A2 als 1 und A2A2 als 2 kodiert, wobei Al das majore Allel und A2
das minore Allel darstellte. Die Anzahl des minoren Allels im Genotyp stellte die unabhéngige
Variable, die PANSS-Auspragung die abhéngige Variable dar.
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4 Ergebnisse

4.1 Assoziationen der Genotypverteilungen mit dem Endophéanotyp N1 LORETA

In der vorliegenden Arbeit werden die Genotypverteilungen der in Tabelle 3 genannten SNPs
von 93 an Schizophrenie Erkrankten und 289 gesunden Kontrollen auf eine Assoziation mit den
aus dem ereigniskorrelierten Potential N1 durch LORETA errechneten Hirnstromdichten im
anterioren Gyrus cinguli, im primér auditorischen Kortex und im auditorischen
Assoziationskortex geprift.

Der Genotypisierung der Polymorphismen der im Abschnitt 3.2 beschriebenen insgesamt 3694
Probanden der Stichprobe | folgte ein Vergleich mit dem erwarteten HWE innerhalb der
Fallgruppe, der Kontrollgruppe und im Gesamtkollektiv. 34 der 37 SNPs liegen im erwarteten
HWE. Bei den Polymorphismen rs1157931, rs5011218 und rs61937595 kommt es zu
signifikanten Unterschieden (Tabelle 8). Diese drei SNPs sind daher nicht reprasentativ fiir eine
Gesamtpopulation. Sie ermdglichen keine verlasslichen Aussagen und werden aus diesem
Grund nicht in die folgende Auswertung einflieRen.

Die folgende Arbeit bezieht sich auf die Genotypen der 382 Probanden des Testkollektivs, die
im Abschnitt 3.2.3 beschrieben werden. Die Genotypverteilungen der 34 im HWE liegenden
SNPs werden auf eine Assoziation mit den durch LORETA errechneten Hirnstromdichten
geprift. Zwei SNPs zeigen signifikante Zusammenhange. Bei funf Polymorphismen kann ein
nichtsignifikanter Trend und bei 27 SNPs keine signifikante Assoziation beobachtet werden.

Bei den zwei signifikant assoziierten Polymorphismen und flinf SNPs mit nichtsignifikantem
Trend wird zundchst die Genotypverteilung innerhalb der Stichprobe I betrachtet und die
beobachtete Verteilung mit dem erwarteten HWE verglichen (Tabelle 4). Die Verteilungen
liegen in allen Teilgruppen des Testkollektivs im erwarteten HWE und konnen daher als

reprasentativ fir eine Gesamtpopulation betrachtet werden.

Tab. 4: Genotypverteilung der signifikanten SNPs und der SNPs mit nichtsignifikanten Trends

Allele Genotypverteilung n
NP ALALALA2|A2A2 (Drwe)
Al | A2 Fallgruppe Kontrollgruppe gesligl]lt:it-ir\fﬂ_
154766428 | C | T 2314920 (0,676)]  80|L47[58 (0,553) 10319678 (0,410)
159636107 | A | G 24/50[19 (0,535)]  77|140[70 (0,723)  101/190/89 (1,000)
1510838601 | C | G 33|51/08 (0,075)] 129|130[28 (0,686)  162|181[36 (0,167)
rs2514218 | C | T 41[38/13 (0,368)] 123|127/36 (0,698)]  164|165[49 (0,496)
1s5995756 | C | T 28/51[13 (0,283)]  99|132[55 (0,396)  127|183[68 (0,916)
16461049 | T | C 3414611 (0,509) 117[117|53 (0,018)  151[163|64 (0,083)
rs704367 cC | A 45[40/08 (1,000)  145[115[27 (0,570)  190[155(35 (0,712)

Al: majores Allel, A2:
Vergleiches der HWEs

minores Allel, n:

37
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In Tabelle 5 sind die adjustierten Mittelwerte der transformierten Stromdichte aller SNPs mit

signifikanten Assoziationen und Assoziationen im nichtsignifikanten Trend des Genotyps mit

der transformierten Stromdichte dargestellt. Tabelle 6 beschreibt die Assoziationen. Tabelle 9 in

den Anlagen stellt die nichtsignifikanten Assoziationen der untersuchten, im HWE liegenden

SNPs dar.

Tab. 5. Adjustierte Mittelwerte der transformierten Stromdichte in den untersuchten Hirnarealen

adjustierte Mittelwerte der transformierten Stromdichte
SNP Unteéijchte Fallgruppe Kontrollgruppe Testkollektiv
Al1A1|ALA2|A2A2 Al1A1|ALA2|A2A2 Al1A1|ALA2|A2A2
rs4766428 | 24; 32; 33 | 23,024|21,480[19,936| 19,398|18,866|18,334| 20,235|19,498|18,762
rs9636107 | 24; 32; 33 | 22,962|21,521|20,080| 19,160|18,918|18,676/ 20,066|19,562|19,059
rs10838601 | 24; 32; 33 | 21,760|21,548/21,336| 19,337|18,721|18,105 19,916|19,421|18,926
rs2514218 | 24; 32; 33 | 22,019|21,424]20,829| 19,340|18,743|18,146/ 19,970|19,405|18,840
rs4766428 41 -6,147|-6,093|-6,040|  -5,864|-5,820]-5,776]  -5,929|-5,887|-5,845
rs5995756 | 24; 32; 33 | 21,701|21,587|21,473| 19,410(18,817|18,224| 20,024|19,480|18,936
rs6461049 | 24; 32; 33 | 20,475|21,820[23,166| 18,945|18,956|18,967| 19,336|19,629|19,923
rs704367 24;32; 33 | 22,363|21,093|19,823 18,856|18,971|19,086 19,677|19,511|19,344
rs704367 41 -6,136/-6,066|-5,996|  -5,797|-5,850]-5,902]  -5,878|-5,904|-5,930

Al: majores Allel, A2: minores Allel

Bei dem SNP rs4766428 zeigt sich eine signifikante Assoziation des minoren Allels T mit

niedrigeren transformierten Stromdichtemittelwerten und somit hoéheren Hirnaktivitaten im

,ACC kognitiv** im gesamten Testkollektiv. Werden die Ergebnisse der Fallgruppe betrachtet,

ergibt sich ein signifikanter Zusammenhang in gleicher Richtung (Tabelle 6). In Abbildung 1

wird der Zusammenhang graphisch wiedergegeben.

Stromdichte in A

mm/V(pA)

23,0 I
22,0 T < Kontrollgruppe
21,0 L
200 1 T Fallgruppe

rS A
19,0 $ A gesamtes

Testkollektiv
18,0 L
17,0 . . .
C/IC CIT TIT

Abb. 1: Darstellung der Genotypen des SNPs rs4766428 in Abhangigkeit der adjustierten
Mittelwerte der transformierten Stromdichte im ,,ACC kognitiv* (BA 24; 32; 33) im anterioren
Gyrus cinguli
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Tab. 6: Assoziationen der Genotypvarianten mit den transformierten Stromdichtemittelwerten

Unter- Frequenz A2 Regression

SNP SUBCRte A2 Fall- | Kontroll- Ge_?:g::[es Fallgruppe Kontrollgruppe Gesamtes Testkollektiv

gruppe | gruppe | oy b [CI] p b [CI] p b [CI] p
rs4766428 24:;??2; T | 0484 | 0461 | 0467 [—2,8%,55;‘—13,(1926] 0,0277 [_1’26%’55;353395] 0,1216 [_1,3;1%; 3_"83336] 0,0172
9636107 | “.5% | G | 0473 | 0488 | 0484 [-2,8;)’64;‘}8%710] 0,0422 [_0,85%’52;4321066] 0,4652 [_1,052’2?3%858] 0,0949
rs10838601 | “4,5% | G | 0364 | 0324 | 0334 [_1’82’52;111&1029] 0,7977 [_1’32’?;18’%90 4 00885 135015 s | 01359
rs2514218 | *45% | T | 0348 | 0348 | 0348 [_1,9;1%2;9317563] 0,3905 [_1,2;%’85;9&%827] 0,0862 [-1,17_:5,)6?%‘,18 1a18) | 006%
4766428 | 41 | T | 0484 | 0461 | 0467 | o0 fs'g?glssz] 02931 | (o 0101 0,067 q |01128 o 0053 6,089 g | 00822
rs5005756 | “415% | T | 0418 | 0423 | 0422 ” 6(')%’11;1;’,93803] 0,8816 [_1,2:',)%’;93% s95] | 00716 [_1,1;’%’5;46‘,% so7 | 00733
rs6461049 | 2455 | ¢ | 0374 | 0389 | 0385 [_0,0212'?52’?71 s | 0572 1o 6210 0.6 s | 0972 | g 2&3?3?’8715] 0,3207
704367 | 245% A | 0301 | 0204 | 0296 [_2,7%’5;633852] 0,0907 [_0,55’1’3;13,18221] 0,7498 [_0,8(')%;;631723] 0,6102
704367 | 41 | A | 0301 | 0294 | 0,206 [_0,03042?%?17 a0 | 01820 [_0’16%’2;55,%0 4y | 00703 | o 0720. 002 s | 03092

A2: minores Allel, b: Regressionskoeffizient, Cl: 95%-Konfidenzintervall von b, p: Signifikanzwert, fett: signifikante Assoziationen, kursiv: Assoziationen
mit nichtsignifikantem Trend
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Gleichzeitig zeigen T-Trager des SNPs rs4766428 in der Fallgruppe Il, die eine unabhéngige
Stichprobe darstellt, niedrigere Werte im PANSS-Item G11 und damit bei aktueller Bewertung
eine bessere Aufmerksamkeit (Tabelle 7).

Tab. 7: Assoziationen der SNPs mit den transformierten Werten der G11 PANSS-Skala

Regression
SNP A2 Frequenz i i
A2 aktueller Zeitpunkt jemals
b (SD) p b (SD) p
rs4766428 | T | 0,412 -0,318 (0,143) 0,029 -0,149 (0,148) 0,317
rs7240986 | A | 0,388 0,009 (0,154) 0,952 0,296 (0,150) 0,053

b: Regressionskoeffizient, SD: Standardabweichung, p: Signifikanzwert

Bei dem SNP rs9636107 zeigt sich in der Fallgruppe eine signifikante Assoziation des minoren
Allels G mit niedrigeren transformierten Stromdichtemittelwerten und somit hoheren
Hirnaktivitaten im ,,ACC kognitiv*. Ein Trend dieses Zusammenhanges kann bei dem gleichen
SNP im gesamten Testkollektiv beobachtet werden (Tabelle 6). Der Zusammenhang wird in

Abbildung 2 visualisiert.

Stromdichte in A
24
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Abb. 2: Darstellung der Genotypen des SNPs rs9636107 in Abhéangigkeit der adjustierten
Mittelwerte der transformierten Stromdichte im ,,ACC kognitiv*“ (BA 24; 32; 33) im anterioren
Gyrus cinguli

Im Gegensatz dazu zeigen A-Tréger des SNPs rs7240986 in der Fallgruppe Il hohere Werte im
PANSS-Item G11 und damit bei Bewertung ,,jemals® der PANSS einen Trend zur schlechteren
Aufmerksamkeit (Tabelle 7). Der SNP rs7240986 stellt ein proxy zu dem SNP rs9636107 dar
(rs9636107 (AG); proxy: rs7240986 (GA); r=0,637; D‘=1, basierend auf der Phase 3v5 des

1000 Genomes Projekts in Européern).

Bei den Polymorphismen rs10838601, rs2514218 und rs5995756 werden in der Ableitung des

»ACC kognitiv* Assoziationen zwischen dem Auftreten des minoren Allels und niedrigeren
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transformierten Stromdichtmittelwerten in der Kontrollgruppe in einem nichtsignifikanten
Trend gemessen (Tabelle 6). Fur die zwei letztgenannten SNPs kann dieser nichtsignifikante
Zusammenhang auch im gesamten Testkollektiv ermittelt werden. Bei dem SNP rs704367 zeigt
sich dieser nichtsignifikante Trend in der Fallgruppe. Bei dem Polymorphismus rs6461049
dagegen wird in der Fallgruppe ein nichtsignifikanter Trend der Assoziation des minoren Allels
mit héheren transformierten Stromdichtemittelwerten im ,,ACC kognitiv gefunden (Tabelle 6).
In der Ableitung des primar auditorischen Kortexes im Gyrus temporalis superior (BA 41)
treten nichtsignifikante Trends bei SNP rs4766428 und rs704367 auf. Dabei zeigt sich bei
rs4766428 eine Assoziation mit nichtsignifikantem Trend zwischen dem minoren Allels und
hoheren transformierten Stromdichtemittelwerten und somit einer hoheren Hirnaktivitat im
gesamten Testkollektiv. Bei rs704367 dagegen ist das Auftreten des minoren Allels in der
Kontrollgruppe mit einer verminderten Aktivitdat der Hirnregion, gemessen an reduzierten
transformierten Stromdichtemittelwerten, assoziiert (Tabelle 6).

In der Ableitung des auditorischen Assoziationskortexes (BA 22) zeigen sich kein signifikanter

Zusammenhang und keine Assoziation mit nichtsignifikantem Trend (Tabelle 9).

Werden alle signifikanten Ergebnisse und Assoziationen mit nichtsignifikantem Trend
gemeinsam betrachtet, sind diese Uber die Teilgruppen etwa gleichverteilt. Die meisten
signifikanten Ergebnisse konnen in der Fallgruppe und die meisten Assoziationen mit
nichtsignifikantem Trend in der Kontrollgruppe sowie dem gesamten Testkollektiv gefunden
werden. In der Fallgruppe treten zwei signifikante Ergebnisse auf, die beide bei der
Untersuchung des ,, ACC kognitiv® erhoben wurden. Auch die zwei Ergebnisse mit
nichtsignifikantem Trend treten bei Messungen des ,,ACC kognitiv auf. In der Kontrollgruppe
konnen keine signifikanten Ergebnisse gefunden werden. Nichtsignifikante Trends zeigen sich
in dieser Teilgruppe v.a. bei den Messungen des ,,ACC kognitiv (drei Ergebnisse bei
Messungen des ,,ACC kognitiv®, ein Ergebnis bei Messungen der BA 41). Im gesamten
Testkollektiv tritt ein signifikantes Ergebnis bei der Untersuchung des ,,ACC kognitiv auf.
Nichtsignifikante Trends ergeben sich dreimal bei Messungen des ,,ACC kognitiv* und einmal
bei Untersuchungen des primér auditorischen Kortexes (BA 41).

11 der 13 Ergebnisse konnen bei der Untersuchung des ,,ACC kognitiv* gefunden werden.
Dieser scheint damit als Endophédnotyp besonders interessant zu sein. Zwei Ergebnisse zeigen
sich bei der Messung des primar auditorischen Kortexes. Im auditorischen Assoziationskortexes

konnte keine Assoziation dargestellt werden.

4.2 Zusammenfassung
Die zwei SNPs rs4766428 und rs9636107 zeigen eine signifikante Assoziation des Genotyps
mit der Hirnaktivitat im ,,ACC kognitiv*. Bei der getesteten Fallgruppe werden bei beiden SNPs
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mit zunehmender Haufigkeit des minoren Allels signifikant niedrigere transformierte
Stromdichten gemessen, was fir eine gesteigerte Hirnaktivitat im ,,ACC kognitiv* spricht. Bei
rs4766428 zeigte sich dieser signifikante Zusammenhang auch im gesamten Testkollektiv. Ein
Trend dieses Zusammenhanges kann auch bei rs9636107 im gesamten Testkollektiv beobachtet
werden. Beide SNPs sind daher vielversprechende Polymorphismen, die in der folgenden
Diskussion betrachtet werden sollen.
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5 Diskussion

51 Assoziation der 37 SNPs mit dem Endophéanotyp N1 LORETA

Eine lineare Regression pruft den Zusammenhang von den aus dem akustisch evozierten
Potential N1 durch LORETA errechneten Hirnstromdichten im ACC, dem primdr auditorischen
Kortex und dem auditorischen Assoziationskortex mit den Genotypen der ausgewahlten SNPs.
Dabei zeigen sieben SNPs Assoziationen der Hirnstromdichten mit dem Genotyp, wobei drei

Assoziationen als signifikant zu werten sind.

5.1.1 Assoziation der SNPs mit Hirnstromdichten im anterioren Gyrus cinguli

11 der 13 gefundenen Assoziationen zwischen den Genotypen von sieben SNPs und der
Hirnstromdichte kénnen in der Untersuchung des ,,ACC kognitiv im ACC gezeigt werden.
Darunter befinden sich die drei signifikanten Assoziationen der vorliegenden Arbeit. Die von
LORETA errechneten Hirnstromdichten sind ein MaR fur die Aktivitat der Hirnregion wahrend
der kognitiven Testung (Pascual-Marqui et al., 2002). Dabei entspricht eine erniedrigte
transformierte Stromdichte einer erhdhten Aktivitat im ,,ACC kognitiv*. Unter der Annahme,
dass der ACC bei Schizophrenie vermindert aktiv ist, missten die mit einem erhdhten
Erkrankungsrisiko assoziierten Allele der mit Schizophrenie assoziierten SNPs mit einer
erhohten transformierten Hirnstromdichte im ,,ACC kognitiv* im Zusammenhang stehen. Die
drei signifikanten Ergebnisse bei den Polymorphismen rs4766428 und rs9636107 zeigen jedoch
eine Assoziation zwischen dem Auftreten des minoren Allels und einer erhohten Aktivitat im
»ACC kognitiv (Tabellen 5 und 6). Vier SNPs (rs10838601, rs2514218, rs5995756 und
rs704367) zeigen diesen Zusammenhang in einem nichtsignifikanten Trend. Bei dem SNP
rs6461049 ist das Auftreten des minoren Allels in einem nichtsignifikanten Trend mit einer
erniedrigten Aktivitat im ,,ACC kognitiv* assoziiert (Tabellen 4 und 5). Fir keinen der sieben
auffalligen Polymorphismen sind bisher Untersuchungen zur Assoziation des Genotyps mit der
Aktivitat des ACC wahrend Aufmerksamkeitstestungen bekannt.

Das minore Allel des SNPs rs4766428 ist signifikant mit erhéhten Aktivitaten im ,,ACC
kognitiv in der Fallgruppe und im gesamten Testkollektiv assoziiert (Tabelle 6). Der
Polymorphismus befindet sich auf Chromosom 12g24.12 im Intron 2 des Gens ATP2A2 (NCBI,
2020a). Dieses Gen kodiert die als SERCA2 bezeichnete Kalzium-ATPase Typ 2, die sich in
der Plasmamembran des Sarkoplasmatischen und Endoplasmatischen Retikulums (SR, ER)
befindet (NCBI, 2020b). Die ATPase pumpt Kalzium gegen das Konzentrationsgefélle aus dem
Zytoplasma in die groRten zelluldren Kalziumspeicher, das SR bzw. ER. Durch alternatives
Spleien kénnen aus dem Gen ATP2A2 vier verschiedene mRNAs transkribiert werden. Die
haufigste Form ist die SERCAZ2a. Sie wird v.a. im SR der Herzmuskelzellen und der langsamen
Skelettmuskelzellen exprimiert, wenig auch in den zerebellaren Purkinjezellen und in der

Formatio reticularis des Hirnstamms. Die drei anderen Varianten werden als SERCAZ2b
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zusammengefasst und kommen im ER der meisten Korperzellen vor (Wuytack et al., 2002;
Britzolaki et al., 2018). In Neuronen und Gliazellen wird ausschliellich die Variante SERCA2b
exprimiert. Die hochste Dichte der SERCA2b im Gehirn kann im Zerebellum, Hippocampus,
zerebralen Kortex und Nucleus olivaris inferior gefunden werden (Baba-Aissa et al., 1997
Britzolaki et al., 2018).

Der untersuchte SNP rs4766428 liegt im Intron des Gens. Bisher fehlen Hinweise darauf, wie
und ob der SNP rs4766428 die Genmodulation von SERCA2b beeinflusst. Intronische SNPs
kdnnten die Genexpression durch Veranderung der Sekundarstruktur der DNA in der
unmittelbaren Umgebung, durch Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA, durch
Veranderung beim SpleiRen der mRNA oder Hervorrufen alternativen Spleilens oder die
Modulation der DNA-Methylierung im Rahmen epigenetischer Mechanismen indirekt
beeinflussen. Auch kodnnte der SNP rs4766428 im Kopplungsungleichgewicht (LD) mit
funktionellen SNPs liegen. Die derzeit bekannten, im moderaten LD mit dem SNP rs4766428
liegenden Polymorphismen liegen jedoch ebenfalls auRerhalb des codierenden Bereiches
(Helmholtz Zentrum Miinchen, 2018).

Eine signifikante Assoziation des SNPs rs4766428 mit Schizophrenie belegen groflie
genomweite Assoziationsstudien. Dabei zeigt sich ein erhohtes Erkrankungsrisiko bei dem
Auftreten des Allels T (OR = 1,07) (Ripke et al., 2011; Ripke et al., 2014; Psychiatric Genomics
Consortium, 2019). Die vorliegende Arbeit legt einen Zusammenhang des Allels T von SNP
rs4766428 mit einer erhohten Aktivitat im ACC nahe. Die Ergebnisse sprechen somit fiir einen
Zusammenhang zwischen der Erkrankung Schizophrenie und einer erhohten Aktivitat im ACC,
die Uber die Kalzium-ATPase SERCA2 vermittelt werden kdnnte, und unterstreichen einen
madglichen Einfluss des SNPs rs4766428 auf die Pathogenese der Schizophrenie.

In friheren Studien konnten bei an Schizophrenie erkrankten Probanden postmortem erhohte
SERCAZ2-Konzentrationen u.a. im prafrontalen Kortex festgestellt werden. Die Autoren
vermuten, dass eine Modulation der miRNAs diese SERCA2-Uberexpression ahnlich wie beim
22q11-Deletionssyndrom verursachen konnte (Earls et al., 2012; Fénelon et al., 2013). Beim
22q11-Deletionssyndrom flhrt die Deletion einer 1,5-3 Mb groBen Region zu multiplen
physischen und psychischen Symptomen. Haufig entwickeln die Erkrankten kognitive
Beeintrachtigungen (Schaaf & Zschocke, 2013). Sie besitzen zudem ein 15-fach erhohtes
Erkrankungsrisiko fir Schizophrenie (Szatkiewicz et al., 2014). Betroffene zeigen eine erhohte
SERCAZ2b-Expression im préfrontalen Kortex. Aufgrund der hemizygoten Deletion von dem
auf 22g11 liegenden Gen DGCRS, das das dsRNA-Bindeprotein Dgcr8 kodiert, werden die
MiRNAs hsa-miR-25, hsa-miR-98 und hsa-miR-185 nicht prozessiert. Diese binden im
physiologischen Zustand an die 3 -untranslatierte Region der mMRNA von ATP2A2 und hemmen
die Translation. Durch den Verlust der reifen miRNAs wird SERCA2b somit Uberexprimiert.

Dadurch kann Kalzium in gréfReren Mengen und schneller in die ER aufgenommen werden, was
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bei Depolarisation einen vermehrten Kalziumeinstrom in das prasynaptische Zytoplasma
bewirkt (Earls et al., 2012). Intraaxonale Kalziumspiegel modulieren die synaptischen Plastizitat
(Catterall & Few, 2008) und beeinflussen die Kognition (Miranda et al., 2011). Durch erhthte
intraaxonale  Kalziumspiegel  konnte die neuronale  Langzeit-Potenzierung  und
Neurotransmitterfreisetzung gesteigert werden. Die damit hervorgerufenen synaptischen
Verénderungen bewirken moglicherweise das kognitive Defizit bei Schizophrenie (Earls et al.,
2012).

Eine andere Studie beschreibt eine verminderte Expression von SERCA2 bei Mutationen im
ATP2A2. Nakamura et al. beschreiben eine heterozygote Mutation im Intron 10, die durch ein
vorzeitiges Stopcodon eine verminderte Genexpression bewirkt. Die Studie umfasst lediglich
einen Patienten mit Bipolarer Stérung, der einen Sohn mit Morbus Darier besitzt. Uber eine
veranderte Genexpression bei Schizophrenie kann die Forschungsgruppe keine Aussage treffen,
legt eine Assoziation der Erkrankung mit einer Mutation im ATP2A2 jedoch nahe (Nakamura et
al., 2016). Morbus Darier entsteht durch Mutationen im ATP2A2, die die SERCA-Funktion
beeintrachtigen (Dang & Rao, 2015). Patienten zeigen ein signifikant, 6,2-fach erhéhtes Risiko
fr geistige Behinderungen (Cederl6f et al., 2015b). Eine andere Forschungsgruppe stellt fest,
dass 41 % der 76 untersuchten Erkrankten Lernbehinderungen aufweisen. Zudem beschreiben
sie Defizite in der Lese- und Rechenfahigkeit und eine eingeschrankte Konzentrationsfahigkeit
(Dodiuk-Gad et al., 2014). Da diese kognitiven Fahigkeiten im ACC moduliert werden, kdnnten
die Einschrénkungen im Zusammenhang mit SERCA2b-Expressionen im ACC stehen. Durch
ein 2,3-fach erhohtes Erkrankungsrisiko fur Schizophrenie bei Erkrankten des Morbus Darier
gegeniber der Gesamtbevolkerung scheinen die Mutationen einen Einfluss auf die Pathogenese
der Schizophrenie zu haben. Gegeniiber gesunden Verwandten ist das Erkrankungsrisiko nicht
erhéht, was fur ein ebenfalls erhdhtes Risiko dieser Gruppe gegeniiber der Gesamtbevdlkerung
spricht (Cederl6f et al., 2015a). Daher konnte es sein, dass die mit Schizophrenie assoziierten
SNPs und die Morbus Darier auslésenden Mutationen sich auf bisher unbekannter Weise
beeinflussen. Entgegen der Uberlegungen von Earls et al. konnte die Langzeit-Potenzierung
somit durch eine Beeintrachtigung der Kalziumspeicherung und somit einer verminderten
Kalziumfreisetzung bei Depolarisation aufgrund Veranderungen im ATP2A2 gestort sein. Der
verénderte intrazelluldre Kalziumspiegel konnte die Aktivitdt der kalziumabhéngige
Adenylatcyclase und damit eine Signalkaskade tiber cAMP, ERK und CREB beeintréchtigen,
wodurch die Gentranskription vermindert wird (Roth & Sweatt, 2008). Ein Tiermodell fur
Schizophrenie zeigt, dass eine Minderexpression von ATP2A2 zu einem erhohten
intrazellularem Kalziumspiegel fuhrt, wodurch schizophrenietypische kognitive Dysfunktionen

hervorrufen werden konnten (Genis-Mendoza et al., 2018).
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Da die Methodik der bisherigen Studien sich stark unterscheidet, ist keine giltige Aussage zu
dem Einfluss des intrazelluldren Kalziumspiegels und der Kalziumfreisetzung aus dem ER auf
die Langzeit-Potenzierung mdglich. Ein Zusammenhang ist jedoch sehr wahrscheinlich.

Der SNP rs4766428 konnte andere Gene in der Umgebung von ATP2A2 beeinflussen.
Maglicherweise veréndert der Genotyp des SNPs die Expression von C120rf76, VPS29 und
TCTN1 (Amlie-Wolf et al., 2018). C120rf76 wird vorwiegend im Gehirn exprimiert. Seine
Bedeutung ist bisher unklar (NCBI, 2020b). VPS29 ist Teil des Retromers, der den retrograden
Proteintransport von Endosomen zum Golgi-Apparat ermdglicht (NCBI, 2020b). Retromere
sind an der prasynaptischen Membran beispielsweise dran beteiligt, Dopamintransporter zum
erneuten Einbau in die Plasmamembran aufzubereiten. Durch eine Stérung des Retromers
kommt es zu einer deutlichen Abnahme von Dopamintransportern an der Plasmamembran (Wu
et al., 2017), wodurch Dopamin unzureichend aus dem synaptischen Spalt wiederaufgenommen
werden und die Dopaminwirkung verlangert sein kénnte. Somit kénnte die verdnderte Aktivitat
der Retromere zum verdnderten Dopaminstoffwechsel bei Schizophrenie beitragen. TCTN1
kodiert flr Transmembranproteine und sekretierte Proteine, die an der Bildung von Zilien
beteiligt sind (NCBI, 2020b).

Zusammenfassend gibt es bisher keine Untersuchungen, auf welche Weise der Polymorphismus
rs4766428 die Aktivitdat im ACC moduliert, das Gen ATP2A2 beeinflusst und die Expression
der SERCAZ2b veréndert, zur Funktion der SERCA2 im ACC, zur Assoziation der SERCA mit
Aufmerksamkeitsdefiziten bei Schizophrenie und zum genauen Einfluss der SERCA auf den
Pathomechanismus bei Schizophrenie. Aufgrund der dargestellten Literaturergebnisse scheint
eine Assoziation des Polymorphismus in ATP2A2 mit der Funktion des ACC wahrscheinlich. In
der vorliegenden Arbeit ist das mit Schizophrenie assoziierte minore Allel mit einer erhéhten
Aktivitat im ,,ACC kognitiv* wahrend Aufmerksamkeitsprozessen assoziiert. Dieses Ergebnis
konnte Hinweise auf eine Hyperaktivitit des ACC wahrend kognitiver Testungen bei
Schizophrenie geben, die in wenigen Studien gefunden wird (Adams & David, 2007). Mehr
Studien postulieren dagegen eine verminderte Aktivierung des ACC im Vergleich zu gesunden
Kontrollen wahrend Aufmerksamkeitsprozessen bei erhéhten Hirnaktivitaten in Ruhe (Mulert et
al., 2001; Adams & David, 2007). Eine Hyperaktivitat vor Beginn der Testung kdnnte sich
dabei in eine Hypoaktivitat im Vergleich zu gesunden Kontrollen wandeln (Callicott et al.,
2003). Die fehlende Aktivitatssteigerung konnte zu kognitiven Defiziten fiihren (Adams &
David, 2007). Demnach ware in der vorliegenden Arbeit eine verminderte Aktivitat des ,,ACC
kognitiv* in Assoziation mit dem minoren Allel wahrend der kognitiven Testung zu erwarten
gewesen. Eine mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse konnte die
ganzheitliche Betrachtung der BA 24, 32 und 33 des ACC sein. Diese Hirnregion besteht jedoch
aus verschiedenen Subregionen, die sich in der neuronalen Integritat und Dichte unterscheiden

(Hardy et al, 2011). Demnach konnten die einzelnen  Subregionen bei
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Aufmerksamkeitsprozessen unterschiedlich aktiviert werden. Da die Hirnaktivitaten sehr klein
sind, konnten fehlerhafte Ergebnisse durch die Summierung der einzelnen Aktivititen der
Subregionen auftreten. In weiterfihrenden Studien sollten daher die rostralen und kaudalen
Anteile getrennt untersucht werden. VVon besonderem Interesse kdnnte dabei der rostrale Anteil
sein, in dem verminderte NAA-Spiegel bei Schizophrenie gemessen wurden (Hardy et al.,
2011), die wiederum mit verminderten Aufmerksamkeitsleistungen assoziiert scheinen (Jessen
et al., 2013). Der reduzierte NAA-Spiegel ist ein Mal fiir eine reduzierte neuronale Dichte
(Clark, 1998) und spricht insbesondere fir eine verminderte Aktivitdt oder Degeneration
glutamaterger Neurone (Moffett et al., 1993; Abbott & Bustillo, 2006). Entsprechend der
Glutamathypothese konnte eine erhdhte Glutamatausschittung zu dieser Degeneration flihren
(Benes, 2000). Die im EEG gemessenen Potentiale zeigen die durch Glutamat und andere
Neurotransmitter vermittelte Aktivitat der Neurone einer Region an (Zschocke & Hansen,
2012). Mdoglicherweise kommt es durch eine Uberexpression von SERCA in den friihen
Krankheitsphasen zu einer verstarkten Neurotransmitterfreisetzung und synaptischen
Veranderungen im prafrontalen Kortex, wodurch eine erhdhte Aktivitdt des ACC wahrend
Aufmerksamkeitsprozessen maoglich waére, die mit Aufmerksamkeitsdefiziten einhergehen
konnte (Earls et al., 2012). Der mdgliche Einfluss des SNPs rs4766428 auf die Genexpression
von  VPS29  (Amlie-Wolf et al, 2018) konnte zu einer  gestorten
Neurotransmitterwiederaufnahme fihren, durch die ebenfalls eine erhohte Aktivitat des ACC
moglich ware. Welche Bedeutung diese Hypothesen in Bezug auf die Pathogenese der
Schizophrenie besitzen, ist unklar und muss durch weiterfiihrende Studien gezeigt werden.

Da in der Kontrollgruppe der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Zusammenhénge
gefunden werden, werden die signifikanten Assoziationen mdglicherweise durch andere
krankheitsbedingte Faktoren stérker beeinflusst als durch das minore Allel des SNPs rs4766428.
Auch hierflir sind weitere Untersuchungen notwendig, die die Ergebnisse replizieren und
Assoziationen zu anderen krankheitsbedingten Faktoren aufdecken kénnen.

Bei der Untersuchung des SNPs rs4766428 auf eine Assoziation mit Aufmerksamkeitsdefiziten,
gemessen am PANSS-Item G11, zeigen die T-Trager eine bessere Aufmerksamkeit bei aktueller
Betrachtung. In der Bewertung des gesamten bisherigen Krankheitsverlaufes zeigt sich jedoch
kein Hinweis auf eine bessere Aufmerksamkeit oder Aufmerksamkeitsdefizite. Die
Untersuchung gibt somit erneut Hinweise auf die allenfalls sehr geringe Beeinflussung der
Atiopathogenese der Aufmerksamkeitsdefizite bei Schizophrenie durch diesen SNP.
Maglicherweise ist die gefundene signifikante Assoziation ein statistischer Fehler, der auf die

geringe Fallzahl der Stichprobe Il zurtickzufiihren ist.

Weiterhin weist die vorliegende Arbeit auf eine mdgliche Bedeutung des Transkriptionsfaktors
Tcf4 in der Pathogenese der Schizophrenie hin. Tritt das minore Allel G im SNP rs9636107 auf,
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werden in der Fallgruppe signifikant reduzierte transformierte Hirnstromdichten im ,,ACC
kognitiv* bei selektiven Aufmerksamkeitsprozessen berechnet und somit eine hohere
Hirnaktivitat dargestellt. Ein Trend dieses Zusammenhangs lasst sich im gesamten Testkollektiv
darstellen (Tabelle 6).

Der Polymorphismus rs9636107 liegt im Intron 3 des Gens TCF4 auf Chromosom 18 (NCBI,
2020a). TCF4 kodiert fur einen gleichnamigen basic helix-loop-helix-Transkriptionsfaktor aus
der Familie der T-Zell-Faktor/ Lymphoid Enhancer-Binding Factor 1 (TCF/LEF)-
Transkriptionsfaktoren (Henthorn et al., 1990; NCBI, 2020b). In menschlichen Zellen kommt
Tcf4 ubiquitar vor, jedoch erfullt der Transkriptionsfaktor in jeder Zelle spezifische Funktionen.
Diese werden durch alternatives Spleiflen, das Vorhandensein eines Kernlokalisierungssignals
und die Fahigkeit zur Aktivierung einer Transkription gesteuert (Sepp et al., 2011). Tcf4 wird
v.a. bei der Zellreifung exprimiert. Er ist u.a. beteiligt an der Entwicklung von B- und T-
Lymphozyten (Pooter & Kee, 2010) und plasmazytoiden dendritischen Zellen (Reizis, 2010).
Tcf4 hemmt die Expression von E-Cadherin und ermdglicht somit die epithelial-mesenchymale
Transition wahrend der embryonalen Entwicklung, der Wundheilung und Tumorgenese (Cano
& Portillo, 2010). Besonders stark wird Tcf4 im fetalen Gehirn und adulten Neuronen
exprimiert (Sepp et al., 2011; Chen et al., 2016). Es scheint eine wichtige, noch unzureichend
erforschte Rolle in der neuronalen Entwicklung zu spielen, indem es u.a. die neuronale
Migration beeinflusst (Chen et al., 2016).

Zur Bindung an die DNA bildet Tcf4 Homodimere bzw. Heterodimere mit wichtigen
Regulatoren und Induktoren der neuronalen Entwicklung. Das Heterodimer von Tcf4 mit 1d2
kdnnte die Genexpression plastizitatsregulierender und zirkadianer Gene beeinflussen (Brzdzka
et al., 2010). NeuroD2 steuert das Uberleben der Nervenzellen (Olson et al., 2001) und induziert
die neuronale Differenzierung (Noda et al., 2006). Bmp7, das durch die Bindung an Tcf4
supprimiert wird, beeintréchtigt die neuronale Migration (Chen et al., 2016). Zahlreiche weitere
Proteine interagieren mit Tcf4 (Navarrete et al., 2013). Im adulten Gehirn wird TCF4 v.a. in
Regionen mit hoher Plastizitat beispielsweise dem Kleinhirn, Hippocampus und zerebralem
Kortex exprimiert (Brzdzka et al., 2010; Navarrete et al., 2013).

Eine verdnderte Expression des Gens TCF4 bei Schizophrenie und deren Einfluss auf die
Atiopathogenese ist umstritten (Navarrete et al., 2013). Es gibt Hinweise sowohl auf eine
erhéhte Expression bei Erkrankten (Wirgenes et al., 2012; Cattane et al., 2015) als auch auf eine
reduzierte Expression (Kurian et al., 2011; Navarrete et al., 2013; Alizadeh et al., 2017). In
verschiedenen Untersuchungen von Gehirnen postmortem kann keine Assoziation zwischen
dem mRNA-Spiegel von TCF4 und Schizophrenie gefunden werden (Maycox et al., 2009;
Barnes et al., 2011; Umeda-Yano et al., 2014).

Das Gen TCF4 wurde als eines der ersten genomweit signifikanten Suszeptibilitdtsgene fir

Schizophrenie gefunden. 18.636 Polymorphismen befinden sich im Genbereich, wovon 67 % in
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moglicherweise regulatorischen Regionen liegen. 64 SNPs befinden sich in Exons (Navarrete et
al., 2013). Eine genomweit signifikante Assoziation zwischen TCF4 und Schizophrenie wird
u.a. fir den in der vorliegenden Arbeit untersuchten SNP rs9636107 beschrieben. Das Auftreten
des Allels A ist dabei mit einem geringeren Erkrankungsrisiko fiir Schizophrenie (OR = 0,93
(Ripke et al., 2014; Psychiatric Genomics Consortium, 2019)) sowie einem niedrigeren
Ersterkrankungsalter (Wirgenes et al., 2012) assoziiert. Der SNP liegt im niedrigen LD zu
rs2958182 (r==0,4, D'=0,92) (Helmholtz Zentrum Mdinchen, 2018), dessen Allel A in einer
Han-Chinesischen Stichprobe mit einem reduzierten Krankheitsrisiko assoziiert ist (Li et al.,
2010). In unmittelbarer Nahe von rs2958182 liegt der SNP rs9960767. Er wurde als einer der
ersten Polymorphismen, die mit der Erkrankung Schizophrenie assoziiert sind, identifiziert. Das
Auftreten des Allels C des im Intron 4 von TCF4 liegenden SNPs scheint signifikant mit einem
erhéhten Erkrankungsrisiko assoziiert zu sein (Stefansson et al., 2009; Steinberg et al., 2011).
Zudem werden in der Literatur die komplett im LD liegenden Polymorphismen rs12966547 und
rs4309482 (r2=1, D=1) zwischen den Genen TCF4 und CCDCG68 beschrieben (Helmholtz
Zentrum Minchen, 2018). Das Auftreten ihrer minoren Allele ist signifikant mit einem
verringerten Erkrankungsrisiko fiir Schizophrenie assoziiert (Steinberg et al., 2011; Ripke et al.,
2011). Mit SNP rs9636107 liegen sie nicht im LD (Helmholtz Zentrum Mdinchen, 2018). Auch
mit rs9960767 liegen sie in keinem LD, sodass sie unabhéngig von diesem eine Assoziation mit
Schizophrenie anzeigen konnten (Navarrete et al., 2013).

Eine Auswahl der verschiedenen genomweit signifikant mit Schizophrenie assoziierten SNPs
innerhalb des Gens oder in dessen Né&he unterstreicht die Bedeutung des TCF4 in der
Pathogenese. Die ausgewéhlten SNPs sind in Tabelle 10 in den Anlagen dargestellt. Die
Gegenuberstellung der Studien hinsichtlich StichprobengroBe und Ethnizitat zeigt, dass
genomweit signifikante Assoziationen (p < 5x107) erst in sehr groRen Stichproben identifiziert
werden kdnnen (Tabelle 10). Ein wichtiger Unterschied zwischen den Studien ist zudem die
Ethnizitat. Die unterschiedlichen flir eine Ethnizitdt typischen Varianten konnten
falschlicherweise als Risikoallele fur die Erkrankung betrachtet oder Risikoallele
falschlicherweise herausgerechnet werden. Daher ist eine Homogenitat in der Stichprobe
vorteilhaft, die jedoch nicht in allen Studien umgesetzt werden konnte. Die Ergebnisse der
bisherigen Studien sind teilweise nicht unabh&ngig voneinander, da die Probandenkollektive
tiberlappen (Stefansson et al., 2009; Steinberg et al., 2011; Ripke et al., 2011; Ripke et al.,
2014). Auch das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Probandenkollektiv iberlappt mit der
Arbeit von Ripke et al., jedoch ist aufgrund der Probandenzahl der Einfluss der durch uns
rekrutierten Probanden auf das Studienergebnis in Bezug auf das Gesamtkollektiv der Arbeit
von Ripke et al. als gering zu werten. In Betrachtung der Odds Ratio-Werte zwischen 0,78 und
1,23 wird der sehr geringe Effekt der SNPs auf das Erkrankungsrisiko deutlich. Die SNPs im

Gen TCF4 und in dessen Umgebung scheinen nur zu einem Kleinen Teil des Gesamtrisikos
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beizutragen. Andere genetische Faktoren und Umweltfaktoren kénnten die Atiologie folglich in
einem grofReren MaRe beeinflussen. Es konnte jedoch auch eine Subpopulation unter der in
Bezug auf die Krankheitssymptome heterogenen Gruppe der an Schizophrenie Erkrankten
geben, bei denen eine Verdnderung im TCF4 den Hauptrisikofaktor fur die Erkrankung
darstellt. Durch die in den bisherigen Assoziationsstudien heterogene Fallgruppe kénnten die
einzelnen Subpopulationen vermischt und der Geneffekt folglich klein sein. Subpopulationen
kénnten sich durch ahnliche Symptome und neurophysiologische Auffalligkeiten auszeichnen.
Stefansson et al. stellen beispielsweise eine stirkere Assoziation zwischen dem Allel C von
rs9960767 und der reduzierten PPl (OR = 4,81) als zwischen dem Allel C und Schizophrenie
fest (OR =1,23) (Stefansson et al., 2009). Diese Feststellung unterstutzt die Hypothese, dass
Veranderungen des TCF4 lediglich in einer Subpopulation der Schizophrenie einen groRen
Einfluss auf die Atiopathogenese haben. Endophanotypenstudien zur Untersuchung des
Zusammenhanges zwischen dem Genotyp der mit der Erkrankung assoziierten SNPs und
neurophysiologischen Testungen scheinen daher bedeutend fir die Erforschung der
Atiopathogenese der Schizophrenie zu sein (Greenwood et al., 2007).

Bisherige Endophénotypenstudien untersuchen u.a. einen Zusammenhang zwischen mit
Schizophrenie assoziierten SNPs im TCF4 und dem sensomotorischen und sensorischen Gating
als Marker flir Aufmerksamkeitsprozesse, die tiber verschiedene neurophysiologische Methoden
gemessen werden konnen. Hierbei zeigt sich eine mit dem minoren Allel von rs9960767
assoziierte reduzierte PPl im Sinne eines reduzierten sensomotorischen Gatings und einer
reduzierten Aufmerksamkeit bei Schizophrenie (Stefansson et al., 2009; Quednow et al., 2017).
In einer anderen Studie zeigen die minoren Allele der SNPs rs9960767, rs17512836,
rs17597926 und rs10401120 eine Assoziation mit einer reduzierten P50-Suppression als Mal3
eines reduzierten sensorischen Gatings (Quednow et al., 2012). Im Gegensatz dazu kdnnen
Lennertz et al. keinen Zusammenhang zwischen dem Genotyp der SNPs in TCF4 und
Aufmerksamkeitsdefiziten feststellen (Lennertz et al., 2011). Griinde fur die unterschiedlichen
Ergebnisse konnten in der StichprobengroRe, den unterschiedlichen Probandenkollektiven,
einem nur geringen Einfluss der minoren Allele auf das Aufmerksamkeitsdefizit und in der
Nutzung unterschiedlicher neurophysiologischer Verfahren liegen. Eine sich in der Ethnizitat
von den anderen Studien unterscheidende Untersuchung zeigt eine Assoziation des SNPs
rs2958182 mit Aufmerksamkeitsdefiziten bei an Schizophrenie erkrankten Han-Chinesen. Das
Allel A, das mit einem erniedrigten Erkrankungsrisiko assoziiert ist, steht mit einer héheren
Aufmerksamkeit in der Fallgruppe und reduzierten Aufmerksamkeit in der Kontrollgruppe im
Zusammenhang. Zhu et al. erkldren diese Ergebnisse damit, dass das minore Allel A des SNPs
die kognitive Fahigkeit bei Erkrankten normalisieren kénnte (Zhu et al., 2012). Es kdnnte
demnach zu einem symptomarmeren Verlauf beitragen. Bei Kontrollen kdnnte das Auftreten

des minoren Allels jedoch die Féhigkeit wverschlechtern. Mdglicherweise entsteht der

50



5 Diskussion

Zusammenhang durch eine verdnderte Interaktion mit anderen bHLH-Transkriptionsfaktoren,
wodurch Genexpressionen aktiviert oder gehemmt werden konnten (Zhu et al., 2012). Hui et al.
zeigen dagegen mit dem minoren Allel von rs2958182 assoziierte gréRRere kognitive Defizite der
an Schizophrenie erkrankten Probanden (Hui et al., 2015). Dieses Ergebnis erscheint jedoch
gegenldufig zu der Annahme der Assoziation des minoren Allels mit einem reduzierten
Erkrankungsrisiko. Mdgliche Ursachen der unterschiedlichen Ergebnisse sehen die Autoren in
der unterschiedlichen Probandenzahl aus unterschiedlichen Bevolkerungsschichten, in
geographischen Unterschieden und der Heterogenitat der Diagnose Schizophrenie (Hui et al.,
2015). Untersuchung spaterer Prozesse des sensorischen und sensomotorischen Gatings zeigen
eine signifikante Assoziation zwischen einer reduzierten auditorischen P3-Amplitude und dem
minoren Allel des SNPs rs17512836, jedoch keine Assoziation zwischen rs9960767 und P3
sowie den SNPs und N1. Mdglicherweise beeinflussen die SNPs in TCF4 v.a. die frilhen
Prozesse des sensorischen und sensomotorischen Gatings (Hall et al., 2014). Weitere
Untersuchungen zu einer Assoziation der SNPs in TCF4 und N1 wurden bisher nicht publiziert.
Die vorliegende Studie legt einen Zusammenhang durch die signifikante Assoziation des Allels
G im SNP rs9636107 mit einer aus dem ereigniskorrelierten Potential N1 errechneten
reduzierten  transformierten  Hirnstromdichte im ,, ACC kognitiv‘ bei selektiven
Aufmerksamkeitsprozessen in der Fallgruppe nahe. Im PGC ist das Allel G des SNPs
rs9636107 mit einem erhohten Erkrankungsrisiko fiir Schizophrenie assoziiert (Ripke et al.,
2014). Das scheinbar krankheitsfordernde Allel ist somit in der vorliegenden Arbeit mit einer
erhohten Aktivitdt des ACC sowie einer Aufmerksamkeitsschwéche liftetime assoziiert. Dieses
Ergebnis kdnnte die Studien unterstltzen, die, wie bereits beschrieben, eine Hyperaktivitat im
ACC bei Schizophrenie beschreiben (Adams & David, 2007). Mehr Studien postulieren jedoch
aufbauend auf verschiedener Methodik eine Hypoaktivitat des Hirnbereichs bei Schizophrenie
(Mulert et al., 2001; Adams & David, 2007).

Im menschlichen Gehirn scheint Tcf4 eine noch unzureichend erforschte Rolle in der
neuronalen Entwicklung zu spielen. Mdglicherweise beeinflusst es die neuronale Migration und
Differenzierung der neuronalen Vorlduferzellen (Chen et al., 2016) und somit die
Neurotransmitterbildung und —freisetzung. Im Gehirn des Erwachsenen wird TCF4 v.a. im
Neokortex und Hippocampus exprimiert. Mdglicherweise besteht eine signifikant erhéhte
Expression von TCF4 in Fibroblasten (Cattane et al., 2015) und ein erh6hter mMRNA-Spiegel im
Blut (Wirgenes et al., 2012) bei an Schizophrenie Erkrankten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen, wobei sich letzteres nicht vollstandig replizieren l&sst (Cattane et al., 2015).
Alizadeh et al. zeigen eine signifikant erniedrigte Expression von TCF4 im Blut (Alizadeh et al.,
2017). Auch Navarrete et al. berichten (iber eine um 20 % reduzierte Expression des TCF4 in
Lymphozyten von an Schizophrenie Erkrankten (Navarrete et al., 2013). Im Vergleich von

Erkrankten mit und ohne akuten Wahnvorstellungen wird ein reduzierter Blutspiegel von Tcf4
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wéhrend psychotischen Phasen beobachtet (Kurian et al., 2011). Wirgines et al. beschreiben
eine positive Korrelation zwischen dem TCF4-mRNA-Spiegel im Blut und Negativsymptomen
(Wirgenes et al., 2012). Kein Zusammenhang zwischen der TCF4-Expression und
Schizophrenie kann in der Untersuchung des Gewebes des auditorischen Assoziationskortexes
(BA 22) (Barnes et al., 2011), dorsolateralen prafrontalen Kortexes (BA 46) (Umeda-Yano et
al., 2014) und anterioren prafrontalen Kortexes (BA 10) (Maycox et al., 2009) postmortal
gefunden werden. Eine veranderte Expression bei Schizophrenie bleibt somit bisher umstritten
(Navarrete et al., 2013). Die Studien arbeiten mit unterschiedlichen Methoden und untersuchen
die TCF4-Expression in verschiedenen Geweben. Eine Vergleichbarkeit ist daher kaum
mdoglich. Mdglicherweise liegen die Veranderungen nahe der Detektionsschwellen der
einzelnen Verfahren oder werden durch Medikamente, Drogen oder Nikotin beeinflusst
(Maycox et al., 2009; Barnes et al., 2011; Alizadeh et al., 2017). Zudem konnte der TCF4-
MRNA-Spiegel bei den Untersuchungen der Gehirnregionen postmortem aufgrund der langen
Lagerung und Konservierung der Gehirne verandert sein. Ergebnisse der mRNA-Spiegel in
Lymphozyten kénnen moglicherweise nicht auf das Gehirn ibertragen werden (Wirgenes et al.,
2012). Eine weitere Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse kénnte die zirkadiane Expression
von TCF4 sein (Brzdzka et al., 2010). Zusammenfassend bleibt es zu erforschen, ob die
Expression bei Schizophrenie generell erhdht, vermindert oder nur in bestimmten Regionen
veréndert ist oder lediglich Subpopulationen der an Schizophrenie Erkrankten eine Veranderung
aufweisen. Ebenso ist die genaue Funktion des Transkriptionsfaktors im adulten Gehirn
unbekannt. Brzdzka et al. untersuchen einen moglichen Effekt der TCF4-Uberexpression in
einem Mausmodell. Mduse, die postnatal TCF4 im Gehirn 1,5-fach iberexprimieren, zeigen
keine Entwicklungsstorungen, keine Veranderung des Verhaltens und keine offensichtlichen
histologischen Auffélligkeiten der Gehirnstruktur. In Versuchen zur PPl féllt jedoch ein
signifikant reduziertes sensomotorisches Gating auf. Dieses Defizit konnte mit
Aufmerksamkeitsdefiziten bei Schizophrenie zu vergleichen sein. Erhdhte Expressionen finden
sich bei den Mausen v.a. im Kortex, Hippocampus und der Amygdala (Brzdzka et al., 2010).

Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte SNP rs9636107 liegt intronisch. Er kénnte Uber
veranderte Gen- und Transkriptionsfaktorinteraktionen, posttranskriptionale Mechanismen oder
Gen-Umwelt-Interaktionen zu einer verénderten Expression des TCF4 fiihren, wodurch es zu
Veranderungen in neuronalen Verbindungen und damit in neuronalen Signalwegen bei
Aufmerksamkeitsprozessen kommen konnte (Brzdzka et al., 2010). Diese wiederum kdnnten
sich in einer gesteigerten Gehirnaktivitat ausdriicken und protektiv auf den Erkrankungsbeginn
und -verlauf wirken. Mdgliche Mechanismen der protektiv wirkenden Verdnderung neuronaler
Signalwege konnten u.a. eine verdnderte Differenzierung des neuronalen Gewebes, veranderte
Interaktionen der Hirnregionen oder eine verénderte Neurotransmitterbildung und —freisetzung

sein. Auch konnte eine veranderte TCF4-Expression Uber den Entwicklungsprozess von B- und
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T-Zellen und dendritischen Zellen das Immunsystem beeinflussen (Pooter & Kee, 2010; Reizis,
2010), welches wiederum Einfluss auf die Pathogenese der Schizophrenie nehmen konnte. Auf
welche Weise der SNP rs9636107 die Genexpression des TCF4 tatsachlich beeinflusst und auf
welchem Wege die verénderte Expression die gesteigerte Aktivitat im ACC hervorruft, bleibt
unklar. Ein Zusammenhang zwischen dem SNP s9636107 und der Gehirnaktivitat scheint
jedoch wahrscheinlich zu sein. Da sich eine signifikante Assoziation lediglich in der Fallgruppe
zeigt, im gesamten Testkollektiv der Zusammenhang in einem nichtsignifikanten Trend steht
und in der Kontrollgruppe nicht nachgewiesen werden kann (Tabelle 6), lasst vermuten, dass
der Einfluss des Polymorphismus auf die Hirnaktivitét gering ist und es moglicherweise starkere
Einflussfaktoren gibt. Dennoch kénnte TCF4, wie bereits andere Forschungsgruppen vermuten,
zur Atiopathogenese der Schizophrenie und Auspragung kognitiver Defizite beitragen (Brzozka
etal., 2010; Hall et al., 2014).

Fur die Untersuchung des SNPs rs9636107 auf eine Assoziation mit Aufmerksamkeitsdefiziten,
gemessen am PANSS-Item G11, wird in dieser Arbeit der proxy SNP rs7240986 verwendet.
Tréager des minoren Allels A zeigen einen Trend zu Aufmerksamkeitsdefiziten in der Bewertung
des gesamten bisherigen Krankheitsverlaufes. Dieses Ergebnis unterstreicht den mdglichen
Einfluss des SNP rs9636107 auf Aufmerksamkeitsdefizite bei Schizophrenie. Auf welche Weise
der SNP jedoch die Hirnaktivitdit und Aufmerksamkeitsprozesse beeinflusst, muss in

weiterfiihrenden Studien untersucht werden.

Der SNP rs10838601, dessen minores Allel in der vorliegenden Arbeit mit reduzierten
transformierten Hirnstromdichten im ,,ACC kognitiv in der Kontrollgruppe in einem
nichtsignifikanten Trend assoziiert ist, befindet sich im Intron 6 des fur die Diacylglycerol-
Kinase zeta kodierenden Gens DGKZ auf Chromosom 11 (NCBI, 2020a). Diese Kinase ist ein
wichtiger Bestandteil verschiedener Signaltransduktionswege und gilt als Suszeptibilitatsgen
der Schizophrenie (Ripke et al., 2011; Rietschel et al., 2011). Rietschel et al. stellen einen
Zusammenhang zwischen einem 360 kb groRBen Bereich auf Chromosom 11, in dem sich
verschiedene, im LD zueinander liegende SNPs befinden, und der durch fMRT aufgezeichneten
Aktivitat des ACC wahrend kognitiven Testungen fest. Dabei zeigen die untersuchten SNPs
eine Assoziation der minoren Allele mit gesteigerten Aktivitdten im ACC (Rietschel et al.,
2011). Innerhalb des Bereichs liegt auch rs10838601, der von der Forschungsgruppe nicht
untersucht wird. Fir ihn findet sich die gleiche Assoziation in der vorliegenden Studie. Das
Allel C des Polymorphismus rs10838601 steht in groRen genomweiten Assoziationsstudien
signifikant mit einem reduzierten Auftreten von Schizophrenie in Verbindung (OR = 0,94)
(Ripke et al., 2014; Psychiatric Genomics Consortium, 2019). Entsprechend der Theorie, dass
die mit dem erhohten Erkrankungsrisiko assoziierten Allele der mit Schizophrenie assoziierten

SNPs mit einer erniedrigten Aktivitaten im Zusammenhang stehen, misste das Allel C demnach
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mit erhéhten Aktivitdten im ACC wéhrend Aufmerksamkeitsprozessen assoziiert sein. Die
vorliegende Arbeit zeigt diesen Zusammenhang jedoch fir das Allel G. Ein Zusammenhang
zwischen dem Polymorphismus und der aufmerksamkeitsbedingten Aktivitat des ACC scheint
in Betrachtung der Ergebnisse von Rietschel et al. und der vorliegenden Arbeit dennoch
wahrscheinlich zu sein (Rietschel et al., 2011). Der entgegen der Annahme stehende
Zusammenhang ist moglicherweise analog zu den signifikanten Ergebnissen der Arbeit mit
unterschiedlichen Aktivitaten in den Subregionen des ACC oder einer analog zu anderen
Studien gefundenen Hyperaktivitat des ACC bei Schizophrenie zu erklaren (Adams & David,
2007; Hardy et al., 2011). Da die Assoziation lediglich in der Kontrollgruppe auftritt und keine
Signifikanz erreicht, ist von einem schwachen Zusammenhang oder einem stérkeren
Zusammenhang in einer Subpopulation der Schizophrenie auszugehen. Dazu sind weitere
Untersuchungen notwendig. Unklar ist zudem, auf welchem Weg und in welcher Weise die
intronischen SNPs das Gen DGKZ beeinflussen und wie die Genveradnderungen zu
Aktivitatsanderungen im ACC fihren.

Das minore Allel des SNPs rs2514218 ist in der vorliegenden Arbeit im nichtsignifikanten
Trend mit einer erhohten Aktivitat des ,,ACC kognitiv‘ in der Kontrollgruppe und dem
gesamten Testkollektiv assoziiert. Der SNP liegt im unkodierten Bereich auf Chromosom 11 in
der Ndahe des fiir den Dopaminrezeptor D, kodierenden Gens DRD2 (NCBI, 2020a). Ein
Zusammenhang des SNPs mit der Genexpression konnte bisher nicht nachgewiesen werden,
dennoch zeigen Untersuchungen Assoziationen des SNPs mit erhdhten Aktivitaten im Striatum,
einer gestorten Funktion dieser Region bei Schizophrenie (Vink et al., 2016) sowie mit einem
verbesserten Ansprechen der Positivsymptomatik auf atypische Neuroleptika, die die striatalen
D,-Rezeptoren hemmen (Zhang et al.,, 2015). Bei Schizophrenie konnen erhohte D,-
Rezeptorempfindlichkeiten im Striatum gezeigt werden (Weinstein et al., 2017). Der
Dopaminrezeptor D, ist entscheidend fiir die korrekte neuronale Entwicklung. In Knockout-
Versuchen wird ersichtlich, dass D,-Rezeptoren die Expression von Interneuronen im ACC
regulieren und damit mdglicherweise die Funktion dieser Hirnregion beeinflussen. Eine mit
Schizophrenie assoziierte DRD2-Uberexpression kénnte zu einer reduzierten GABAergen
Interneuronenanzahl im ACC fihren (Graham et al., 2014), wodurch depressionsahnliche
Symptome hervorgerufen werden koénnten. Eine Assoziation des minoren Allels C des SNPs
rs2514218 mit dem vermehrten Auftreten von Freud- und Antriebslosigkeit sowie mit einer
reduzierten Dicke des striatalen Kortexes unterstiitzt diese Hypothese (Alfimova et al., 2019).
Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erscheint der Zusammenhang des minoren
Allels des untersuchten SNPs rs2514218 mit einer verdnderten DRD2-Genexpression
wahrscheinlich. Eine DRD2-Uberexpression kénnte dabei die Aktivitat des ACC beeinflussen.
GroRe genomweite Assoziationsstudien zeigen eine signifikante Assoziation des Allels T von
SNP rs2514218 mit einem geringeren Auftreten der Schizophrenie (OR = 0,93) (Ripke et al.,
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2014; Psychiatric Genomics Consortium, 2019). Das Allel T koénnte demnach protektiv
beziiglich der Schizophrenie sein. In der vorliegenden Arbeit ist es in einem nichtsignifikanten
Trend mit erhohten Hirnaktivitaten im ,,ACC kognitiv* assoziiert. Dieses Ergebnis konnte auf
einen Zusammenhang des Allels C, das mit einem hoheren Erkrankungsrisiko einhergehen
konnte, mit reduzierten Hirnstromdichten im ACC und Aufmerksamkeitsdefiziten bei
Schizophrenie schlussfolgern lassen. Jedoch sind auch hier weiterfiihrende Untersuchungen
notwendig.

Das Allel T des Polymorphismus rs5995756 ist im nichtsignifikanten Trend mit einer erhthten
Aktivitét des ,,ACC kognitiv* in der Kontrollgruppe und dem gesamten Testkollektiv assoziiert.
Der Polymorphismus liegt im Intron 3 des Gens CACNALI (NCBI, 2020a). Dieses kodiert die
porenbildende T-Typ-Kalziumkanaluntereinheit Alpha 11, die an den Kalziumsignalen in
Neuronen beteiligt sein konnte (NCBI, 2020b). Eine Assoziation des SNPs oder des Gens mit
veranderten Aktivitaten im ACC ist bisher nicht bekannt. Untersuchungen des Einflusses von
Mutationen im CACNALI bzw. vom Knockout des CACNALI zeigen Veranderungen der
Schlafspindeln, die bei Schizophrenie typisch sind und mit kognitiven Defiziten im
Zusammenhang stehen (Manoach et al., 2016). Eine weitere mit Schizophrenie assoziierte
Kalziumkanaluntereinheit ist Alpha 1C. Varianten im Gen CACNAL1C konnten zu
Dysfunktionen des ACC flihren (Erk et al., 2014). Aufgrund der bisherigen Forschung und der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit scheint ein Zusammenhang zwischen dem SNP rs5995756
und der Aktivitat des ACC mdglich. Ob dieser Zusammenhang direkt oder iber CACNA1C
vermittelt ist, bleibt unklar. In einer der groRten genomweiten Assoziationsstudien tritt das Allel
T des SNPs rs5995756 signifikant hdufiger bei Schizophrenie auf (OR =1,07) (Psychiatric
Genomics Consortium, 2019). Daher wére ein Zusammenhang zwischen dem Allel T und einer
reduzierten Aktivitadt im ACC zu erwarten gewesen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
sprechen jedoch fir einen gegenteiligen Zusammenhang. Eine mégliche Erklarung der Werte ist
die in einigen Studien postulierte Hyperaktivitat des ACC wahrend kognitiven Testungen bei
Schizophrenie (Adams & David, 2007). Mehr Studien beschreiben jedoch eine Hypoaktivitat
der Hirnregion, die die kognitiven Defizite hervorrufen kdnnte (Mulert et al., 2001; Callicott et
al., 2003; Adams & David, 2007). Analog zu SNP rs4766428 kdnnten die Ergebnisse aber auch
durch  die unterschiedliche  Aktivitdit der einzelnen  Subregionen  wéhrend
Aufmerksamkeitsprozessen entstehen (Hardy et al., 2011).

Bei dem Polymorphismus rs6461049 ist das Auftreten des Allels C mit reduzierten
Hirnaktivitaten im ,,ACC kognitiv" in einem nichtsignifikanten Trend in der Fallgruppe
assoziiert. Der SNP befindet sich im Intron 15 des Gens MAD1L1 (NCBI, 2020a). Dieses Gen
kodiert das fur einen Mitosekontrollpunkt wichtige Mitotic Arrest Deficient 1-Like Protein 1
(NCBI, 2020b). MAD1L1 stellt ein Suszeptibilitdtsgen fur Schizophrenie in der kaukasischen

Population dar (Ripke et al., 2014). In einer Assoziationsstudie zeigt sich ein Zusammenhang
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zwischen dem minoren Allel des SNPs rs11764590, der ebenfalls in einem Intron des MAD1L1
liegt, und einer Hypoaktivitat des Striatums sowie des Frontal- und Parietalkortexes. Zudem ist
das minore Allel signifikant mit einer gestorten funktionellen Konnektivitdt zwischen dem
Striatum und préafrontalen Kortex wahrend Aufmerksamkeitsprozessen assoziiert (Trost et al.,
2016). Ein Zusammenhang zwischen den MADI1L1-Varianten und der Aktivitdt des ACC
wéhrend Aufmerksamkeitsprozessen wére (ber die verdnderte funktionelle Verknlpfung der
Hirnregionen denkbar. Fur den SNP rs6461049 kann das PGC eine signifikante Assoziation des
Allels T mit einem erhohten Auftreten der Schizophrenie zeigen (OR =1,08) (Psychiatric
Genomics Consortium, 2019). Die vorliegende Arbeit zeigt eine Assoziation zwischen dem
scheinbar protektivem Allel C und reduzierten Hirnaktivitaten im nichtsignifikanten Trend, was
auf eine Hyperaktivitat des ACC bei Auftreten des krankheitsbeeinflussenden Allels hindeuten
kénnte. Wie auch bei den anderen Polymorphismen dieser Arbeit ist unklar, tber welchen Weg
die Aktivitaten dieser Hirnregion mit den SNPs im Zusammenhang steht.

Der SNP rs704367 zeigt in der vorliegenden Arbeit eine Assoziation im nichtsignifikanten
Trend zwischen dem Allel A und erhohten Hirnaktivitdten des ,,ACC kognitiv* in der
Fallgruppe. Rs704367 ist ein SNP im Intron des Gens ATXN7 auf Chromosom 3 (NCBI,
2020a). Das kodierte Protein Ataxin 7 ist fUr seine pathogenetische Bedeutung bei der
spinozerebelldaren Ataxie Typ 7 bekannt (NCBI, 2020b). Genom- und methylomweiten
Assoziationsstudien zeigen ein Zusammenhang zwischen ATXN7 und Schizophrenie (Ripke et
al., 2011; Kumar et al., 2015). Neben zahlreichen intronischen SNPs liegen die exonischen
SNPs rs3774729 (r2=0,85, D'=-0,94) und rs13272 (r>=0,82, D'=-1) im hohen LD mit SNP
rs704367 (Helmholtz Zentrum Munchen, 2018). Zudem konnte der SNP rs704367 durch die
Beeinflussung des Spleiflens der mRNA, durch Verénderungen der Sekundérstruktur der DNA,
durch verédnderte DNA-Methylierung und eine verdnderte Bindung von Transkriptionsfaktoren
Einfluss auf die Genexpression haben. Eine Assoziation zwischen dem Gen und
aufmerksamkeitsbedingten Hirnaktivitdten wurde bisher nicht untersucht. Die vorliegende
Arbeit lasst eine solche Assoziation vermuten. Das Allel A tritt in der Untersuchung des PGC
signifikant haufiger bei Erkrankten der Schizophrenie auf (OR =1,06) (Psychiatric Genomics
Consortium, 2019). Wie auch bei vorhergehenden Ergebnissen wére eine Assoziation des Allels
A mit einer reduzierten Aktivitdt des ACC wahrscheinlicher gewesen. Die vorliegende Arbeit
gibt jedoch gegenteilige Hinweise.

In Zusammenschau der Ergebnisse zeigen neun der 11 aufgezeigten Assoziationen einen
Zusammenhang zwischen dem Risikoallel fiir Schizophrenie und erhdhten Hirnaktivitdten im
»ACC kognitiv bei Aufmerksamkeitsprozessen. Darunter befinden sich alle signifikanten
Assoziationen. Fur eine Hypoaktivitat des ,,ACC kognitiv® sprechen dagegen zwei aufgezeigte
Assoziationen im nichtsignifikanten Trend. Die vorliegende Arbeit unterstutzt somit frihere

Forschungen, die eine mit Schizophrenie assoziierte Hyperaktivitdt des ACC postulieren
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(Adams & David, 2007). Da der ACC aus verschiedenen Subregionen besteht, die sich in der
neuronalen Integritat und Dichte unterscheiden (Hardy et al., 2011), konnten die einzelnen
Subregionen analog zu den bisherigen Uberlegungen bei Aufmerksamkeitsprozessen
unterschiedlich aktiv sein. Bei Summierung der einzelnen Aktivitdten konnten emotionale
Prozesse, die zur Aktivitatssteigerung einzelner Subregionen flhren, die durch Aufmerksamkeit
entstehende Aktivitat tberdecken oder verandern. Mdglicherweise ist die metabolische und
strukturelle Veranderung einer Region fir die kognitiven Defizite bei Schizophrenie
verantwortlich, auf deren Aktivitat jedoch durch die Summierung keine Rickschliisse gezogen
werden kénnen. Des Weiteren kénnte die Verknlpfung der Regionen untereinander gestort sein.
Daher sollten die Subregionen getrennt untersucht werden, was jedoch einer sehr hohen
zeitlichen und réaumlichen Auflésung bedarf, die die derzeitigen Untersuchungstechniken
schwer ermdglichen. In weiterfiihrenden Studien kénnten daher vorerst der kaudale und rostrale
Anteil getrennt betrachtet werden. Wie die SNPs die Aktivitat im ACC beeinflussen, ist unklar.
Es sind Replikationen der Daten in unabhdngigen Stichproben und die Untersuchung der

Einflisse der SNPs auf die Genexpressionen notwendig.

5.1.2  Assoziation der SNPs mit Hirnstromdichten im primar auditorischen Kortex und
im auditorischen Assoziationskortex

Zwei weitere fur die selektive Aufmerksamkeit wichtige Hirnregionen sind der priméar
auditorische Kortex und der auditorische Assoziationskortex. In der vorliegenden Arbeit zeigt
der SNP rs704367 eine Assoziation im nichtsignifikanten Trend zwischen der steigenden
Hé&ufigkeit des Allels A und reduzierten transformierten Stromdichtemittelwerten im primér
auditorischen Kortex (BA 41) in der Kontrollgruppe. Die reduzierten transformierten
Stromdichtemittelwerte sind dabei ein MaR flr eine erniedrigte Aktivitdt im priméar
auditorischen Kortex. Bei SNP rs4766428 kann eine Assoziation im nichtsignifikanten Trend
zwischen der steigenden Haufigkeit des Allels T und hdheren Hirnaktivitdten im priméar
auditorischen Kortex im gesamten Testkollektiv gefunden werden. Alle anderen in der
vorliegenden Arbeit getesteten SNPs zeigen nichtsignifikante Assoziationen. Signifikante
Assoziationen oder Assoziationen im nichtsignifikanten Trend zwischen den minoren Allelen
der getesteten SNPs und den Hirnstromdichten im auditorischen Assoziationskortex kénnen in
der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden.

Der SNP rs704367, der in der vorliegenden Arbeit neben der Assoziation im nichtsignifikanten
Trend zwischen der steigenden Haufigkeit des Allels A und erniedrigten Aktivitat im priméar
auditorischen Kortex in der Kontrollgruppe eine Assoziation im nichtsignifikanten Trend
zwischen dem Allel A und erhdhten Aktivitaten des ,,ACC kognitiv zeigt, wird unter 5.1.1
beschrieben. Frihere Untersuchungen zu Zusammenhdngen zwischen dem Gen und

aufmerksamkeitsbedingten Hirnaktivititen liegen derzeit nicht vor. Mdglicherweise kommt es
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zu einer verénderten Genexpression des ATXN7 durch das Auftreten des Allels A oder durch
die im LD mit dem SNP liegenden exonischen SNPs rs3774729 und rs13272 (Helmholtz
Zentrum Miinchen, 2018). Durch das minore Allel im SNP rs3774729 entsteht ein Missense, bei
dem das Codon fur eine andere Aminosdure kodiert. Der SNP rs13272 liegt im 3"-UTR-
kodierenden Bereich. Das Genprodukt Ataxin-7 konnte dadurch in der Stabilitdt und Funktion
verdndert werden. Ataxin-7 ist wichtig fir die mikrotubuldre Zytoskelettstabilisation in
neuronalen Zellen (Nakamura et al., 2012). Durch eine verminderte Stabilitdat konnte die
synaptische Plastizitat beeinflusst werden, deren Veranderungen sich wiederum in der
Untersuchung der Hirnaktivitat widerspiegeln konnten. Da das Allel A von rs704367 in den
Untersuchungen des PGC signifikant hdufiger bei an Schizophrenie Erkrankten auftritt
(Psychiatric Genomics Consortium, 2019), kénnte das Ergebnis der vorliegenden Arbeit fir eine
erniedrigte Aktivitat des primar auditorischen Kortex bei Schizophrenie sprechen.

Der SNP rs4766428 zeigt in der vorliegenden Arbeit neben der Assoziation im
nichtsignifikanten Trend zwischen dem Genotyp und der Hirnstromdichte im primér
auditorischen Kortex im gesamten Testkollektiv eine signifikante Assoziation des Genotyps mit
der Hirnstromdichte im ,,ACC kognitiv. Er wird in 5.1.1 beschrieben. Mdglicherweise
moduliert der intronische SNP oder bisher unbekannte, im LD liegende SNPs die
Genexpression von ATP2A2. Das verandert vorkommende Genprodukt SERCA2 kdnnte einen
verdnderten intrazellularen Kalziumspiegel bewirken und damit die synaptische Plastizitét
beeinflussen (Earls et al., 2012). Das Allel T von rs4766428 ist mit einem gehduften Auftreten
von Schizophrenie assoziiert (Psychiatric Genomics Consortium, 2019). Das Ergebnis der
vorliegenden Arbeit kdnnte im Gegensatz zu dem Ergebnis von dem SNP rs704367 auf eine
erhohte Aktivitat des primér auditorischen Kortex bei Schizophrenie hinweisen.

Bisher ist eine mit Aufmerksamkeitsdefiziten verbundene Aktivittsdnderung des primér
auditorischen Kortexes unabhdngig von Halluzinationen bei Schizophrenie nicht bekannt. Die
beiden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einen gegenlaufigen Effekt und treten nur in
je einer untersuchten Probandengruppe auf. Es ist daher zu vermuten, dass diese Hirnregion
trotz ihrer bekannten Modulation des akustisch evozierten Potenzials N1, das bei Schizophrenie
verandert ist, einen geringen Einfluss auf die Pathogenese der Erkrankung besitzt.

Der auditorische Assoziationskortex gilt gemeinsam mit dem primdr und sekundér
auditorischen Kortex als der starkste Modulator des akustisch evozierten Potenzials N1
(Gallinat et al., 2002). Wahrend selektiven Aufmerksamkeitsprozessen werden im Gyrus
temporalis superior verminderte Aktivitaten bei Erkrankten u.a. mittels MEG (Chen et al., 2019)
und EEG (Gallinat et al., 2002) gemessen. Bei Aufmerksamkeitsprozessen wird zudem die
zerebrale Durchblutung dieser Hirnstrukturen bei Schizophrenie vermindert gesteigert (Ganguli
et al., 1997), was jedoch nicht in allen Studien gezeigt werden kann (Wang et al., 2003). Andere

Studien postulieren eine gesteigerte Durchblutung des Gyrus temporalis superior wahrend
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Positivsymptomen (Zhuo et al., 2017). Ein Vergleich der Studien ist durch die Verwendung
unterschiedlicher Verfahren zur Detektion von Hirnaktivitdten, die unterschiedliche neuronale
Aktivitaten représentieren, erschwert (Gallinat et al., 2002). Ein weiterer Nachteil bisheriger
Studien ist die schwierige und nur unvollstandig mogliche Trennung der Signale im primér und
sekundar auditorischen Kortex und auditorischen  Assoziationskortex, die  bei
Aufmerksamkeitsprozessen in einem unterschiedlichen MaR moduliert werden. Daher ist die
Aktivierung bzw. Durchblutung nur schwer einem der drei Hirnareale zuordenbar und kann
durch Verrechnung mit den Signalen des benachbarten Gebietes erhoht oder erniedrigt
erscheinen. Zudem konnten die aufmerksamkeitsbedingten Aktivitaten durch andere Symptome
Uiberdeckt werden. Da akustisch evozierte Potentiale die kortikale Aktivitat in einer wenige
Millisekunden dauernden Zeitspanne wiedergeben, sind lediglich zeitlich und 6rtlich hoch
auflésende Methoden geeignet, die aufmerksamkeitsbedingten Aktivitdten in den Hirnarealen
voneinander zu trennen. Mittels N1 LORETA versuchen wenige Studien diese Limitation zu
minimieren, wobei die einzelnen Funktionseinheiten des auditorischen Kortexes exakter, jedoch
nicht vollstandig voneinander getrennt werden kénnen (Gallinat et al., 2002). Die Studien
zeigen eine reduzierte Aktivitdt des ACC, jedoch keine Aktivitdtsreduktion im auditorischen
Kortex (Mulert et al., 2001; Gallinat et al., 2002).

Des Weiteren wird eine Seitendifferenz der Aktivitat des auditorischen Assoziationskortexes bei
gerichteter Aufmerksamkeit bei Schizophrenie beschrieben. Linkshirnig konnte eine
dominierende reduzierte Aktivierung bei akustisch evozierten Potentialen bestehen (Heidrich &
Strik, 1997). Zudem zeigen sich morphologisch seitendifferente VVolumen des Gyrus temporalis
superior, wobei sowohl linkshirnige (Sigmundsson et al., 2001; Narayanaswamy et al., 2015) als
auch rechtshirnige Verluste beschrieben sind (Yue et al., 2016). Dragovic et al. beschreiben eine
Assoziation zwischen der Dominanz der rechten Hirnhélfte, die bei an Schizophrenie
Erkrankten haufiger auftritt als bei gesunden Kontrollen, mit kognitiven Defiziten (Dragovic et
al., 2005). Eine Veranderung der Hirnseitendominanz und eine Hirnasymmetrie kdénnten somit
in der Pathogenese der Schizophrenie eine Rolle spielen (Ohi et al., 2016).

Postmortem kann im auditorischen Assoziationskortex eine umfassende Stérung der
synaptischen Plastizitat bei an Schizophrenie erkrankte Patienten gefunden werden, die einen
erhéhten synaptischen Kontakt, eine erhdhte Synaptogenese, eine gestdrte Apoptose und
Autophagie in synaptischen Bereichen sowie eine gestdrte synaptische Transmission umfasst
(Barnes et al., 2011). Andere Studien beschreiben verkleinerte Pyramidenzellen (Sweet et al.,
2004) und eine geringere Dichte von Dendritenfortsatzen (Sweet et al., 2009) und axonaler
Endknopfchen (Sweet et al., 2007) im auditorischen Assoziationskortex. An Schizophrenie
erkrankte Patienten konnten aufgrund der strukturellen Ver&nderungen unfdhig zu einer
gesteigerten neuronalen Synchronisation in Bereichen des Temporallappens wahrend

aufmerksamkeitsverlangender auditorischer Reaktionstests sein (Gallinat et al., 2002).
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In der vorliegenden Arbeit kann kein signifikanter Zusammenhang sowie keine Assoziation in
nichtsignifikantem Trend zwischen den Genotypen der ausgewéhlten SNPs und dem
auditorischen  Assoziationskortex — gefunden  werden.  Mdoglicherweise  werden  die
Zusammenhénge durch das gleichzeitige Betrachten beider Gehirnhemisphdren oder das
Uberlappen der Aktivitaten aus anderen Hirnbereichen tiberdeckt. Es kdnnten SNPs existieren,
die mit jeweils kleinem Effekt die Hirnaktivitat verandern. Auch die Ergebnisse der Assoziation
der Hirnstromdichte im primér auditorischen Kortex mit den Genotypen der ausgewahlten SNPs
sprechen fur einen kleinen Effekt der zwei SNPs auf die Hirnaktivitat. Beide Assoziationen
treten lediglich im nichtsignifikanten Trend auf. Weiterhin auffallig ist, dass der SNP rs704367
die Assoziation nur in der Kontrollgruppe und der SNP rs4766428 die Assoziation nur im
gesamten Testkollektiv zeigt. Mdoglicherweise gibt es SNPs, Genveranderungen oder
Umwelteinflisse, die die Hirnaktivitdt im primér auditorischen Kortex und auditorischen
Assoziationskortex bei Schizophrenie in einem starkeren Ausmald beeinflussen als die in dieser
Arbeit untersuchten Polymorphismen. Die hier dargestellten Ergebnisse geben lediglich einen
Hinweis auf mdgliche atiologische Faktoren. Inwieweit die SNPs tatsachlich Einfluss auf die
Aufmerksamkeitsprozesse haben und auf welche Weise die SNPs die Hirnaktivitdt verandern,
muss durch zukinftige Studien untersucht werden.

In allen untersuchten Hirnregionen kommt es zu einer Modulation der synaptischen Plastizitét
bei Aufmerksamkeitsprozessen. Durch die signifikanten Assoziationen der SNPs rs4766428 und
rs9636107 mit der Hirnstromdichte im ,,ACC kognitiv* ware ein Zusammenhang dieser SNPs
mit den Hirnstromdichten im primér auditorischen Kortex und im auditorischen
Assoziationskortex wahrscheinlich gewesen. Diese traten jedoch nur fur den Polymorphismus
rs4766428 im gesamten Testkollektiv im nichtsignifikanten Trend auf. Mdglicherweise ist die
Modulation in jeder untersuchten Hirnregion spezifisch und unterscheidet sich im
Zusammenspiel einzelner beeinflussender Komponenten auf molekularbiologischer Ebene von
den anderen Hirnregionen. Inwieweit diese These zutrifft, muss durch weiterfihrende Arbeiten
gezeigt werden.

Wahrscheinlich wird die Hirnaktivitat bei Schizophrenie erst durch ein Zusammenspiel vieler
Polymorphismen und &uBerer Einfliisse moduliert. Aufgrund der geringen Power sind in der
vorliegenden Arbeit keine sicheren Aussagen moglich und die Assoziationen der SNPs mit den

Hirnstromdichten als deskriptiv zu werten.

5.2 Ausblick
Maglicherweise umfasst die Erkrankung Schizophrenie verschiedene, miteinander verwandte
Storungen, die durch unterschiedliche genetische Veranderungen hervorgerufen werden. Es ist

daher sinnvoll, bei zukinftigen Studien auf atiologisch homogene Patientengruppen zu achten.

60



5 Diskussion

Ziel der weiterfihrenden Untersuchung ist es, den Einfluss der Genveranderungen auf die
Pathogenese zu verstehen, um eine kausale Therapie der Schizophrenie zu finden. Somit
konnten Medikamente entsprechend der genetischen Basis gefunden werden, die die bisher
unspezifische, nebenwirkungsreiche Therapie ersetzen konnten. Untersuchungen von
krankheitsspezifischen genetischen Veranderungen konnten zudem eine zuverldssigere und

frihere Diagnosestellung und gezielte praventive Malihahmen ermdglichen.

5.3 Starken und Limitationen der Arbeit

Anhand der in der Literatur publizierten Daten eignet sich das akustisch evozierte Potential N1
als Endophénotyp (Foxe et al., 2011) und ist ein guter Marker fir selektive
Aufmerksamkeitsprozesse (Gerloff, 2005). Defizite der selektiven Aufmerksamkeit gelten als
eine der prominentesten kognitiven Beeintrachtigung der an Schizophrenie erkrankten Patienten
und ihren Familienangehérigen (Cornblatt et al., 1997). Durch die bekannte hohe Reliabilitat
und Heritabilitat ist eine Untersuchung auf Assoziation zwischen mit Schizophrenie assoziierten
SNPs und Aufmerksamkeitsprozessen zur Erforschung der Atiologie der Schizophrenie
zielfihrend. Da verschiedene Hirnregionen unterschiedlichen Modulationen wahrend
Aufmerksamkeitsprozessen unterliegen, ist die einzelne Betrachtung der Aktivitaten der die
Aufmerksamkeit am meisten beeinflussenden Hirnregionen notwendig. Diese Regionen
beinhalten den ACC, den primédr auditorischen Kortex und den auditorischen
Assoziationskortex (Gallinat et al., 2002; Fan et al., 2005). Die Untersuchung auf Assoziationen
der 37 mit Schizophrenie assoziierten SNPs mit dem Endophénotyp N1 LORETA scheint daher
ein guter Ansatz zur Erforschung der Atiologie der Schizophrenie zu sein. Um die kleinen
Effekte der Polymorphismen im Sinne der polygenetischen, multifaktoriellen Erkrankung nicht
zu (Oberdecken, wurden lediglich Probanden kaukasischer Ethnizitdt in die Arbeit
eingeschlossen. Hierdurch kdnnen falsch-positive Zusammenhédnge durch ethnizitétstypische
SNPs minimiert werden.

Die Schizophrenie gilt als eine polygenetische, multifaktorielle Erkrankung (Gottesman &
Gould, 2003; Purcell et al., 2009), bei der die einzelnen genetischen Veranderungen einen
kleinen Effekt auf die Pathogenese besitzen. Es ist daher eine sehr groRe StichprobengroRe
notwendig, um einzelne, mit Schizophrenie assoziierte SNPs zu untersuchen. Die vorliegende
Arbeit umfasst 93 Fall- und 289 Kontrollpersonen und besitzt daher eine geringe statistische
Power. Es handelt sich um eine explorative Studie mit dem Ziel mogliche Assoziationen
aufzudecken, die in unabhdngigen Stichproben repliziert werden mussen. Deshalb wird in der
vorliegenden Arbeit auf eine Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen verzichtet und das
nominale Signifikanzniveau angewandt. Alle gezeigten signifikanten Assoziationen wirden der

Bonferroni-Korrektur nicht standhalten. Die Bonferroni-Korrektur ist allerdings auch sehr
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konservativ, da sowohl SNPs als auch Phanotypen korrelieren kdnnen und damit nicht alle Tests
komplett unabhéngig sind.

Mogliche Storgroflen wurden versucht zu minimieren. Da die Ein- und Ausschlusskriterien
jedoch zum Teil auf subjektiven Einschatzungen und Aussagen der Probanden beruhen, sind
Effekte durch StérgréRen moéglich. Zudem kdnnten die Ergebnisse abhangig von der Motivation
der Teilnehmer, dem unterschiedlichen Ausmaf der Positivsymptomatik und Auftreten von
Halluzinationen in der Fallgruppe und der Einnahme von Antipsychotika sein (Adams & David,
2007). Die Probanden der Fallgruppe werden nicht nach der Dauer der Erkrankung und dem
Krankheitsverlauf unterschieden. Beide Faktoren kdnnten jedoch einen Einfluss auf die
molekularen und strukturellen Verénderungen der Hirnregionen, unter anderem der
Degeneration glutamaterger Neurone, besitzen. Dadurch kénnten Zusammenhange zwischen
den Polymorphismen und der Hirnaktivitaten verdeckt werden.

Trotz der sorgfaltigen Genotypisierung koénnen Genotypisierungsfehler nicht vollstandig
ausgeschlossen werden.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Fallgruppe ist signifikant haufiger mannlich, jlnger
und niedriger gebildet. Alter, Geschlecht und Bildung werden als Covariablen in der
logistischen Regression zur Assoziationspriifung bertcksichtigt, dennoch kénnen Fehler durch
diese Gruppeneigenschaften nicht ausgeschlossen werden. Durch das héhere Alter der
Kontrollgruppe wird der Einschluss von Probanden, die zu Studienbeginn noch nicht an
Schizophrenie erkrankt sind, aber im Verlauf erkranken wiirden, vermieden.

Derzeit ist es technisch kaum mdglich die sehr kurzen und kleinen Aktivitaten der Hirnregionen
exakt aufzuzeichnen und voneinander zu trennen. Es bedarf zukiinftig genauere zeitlich und
ortlich auflosende Verfahren. Bei LORETA verwischen einzelne Regionen und kdénnten
moglicherweise durch multiple Dipolverfahren besser abgebildet werden (Gallinat et al., 2002).
Die uneinheitliche Definition der zugehdrigen BA erschwert zusétzlich die genaue Abgrenzung
der Regionen. So werden zum ACC teilweise lediglich die Areale 24 und 32 (Brodmann &
Garey, 2006) oder 24 und 25 (Gallinat et al., 2002) und teilweise die BA 24, 25, 32 und 33
gezahlt (Vogt et al., 1995) oder in der vorliegenden Arbeit analog vorheriger Publikationen die
Areale 24, 32 und 33 betrachtet. Des Weiteren sind die Funktionseinheiten des Gyrus temporalis
superior, die bei Aufmerksamkeitsprozessen unterschiedlich aktiviert werden, schwer
voneinander zu trennen. Mdoglicherweise werden die Hirnareale seitendifferent aktiviert
(Heidrich & Strik, 1997) und weisen symptomassoziierte Veradnderungen der Hirnasymmetrie
und Hirnseitendominanz auf (Sigmundsson et al., 2001; Dragovic et al., 2005; Narayanaswamy
et al., 2015; Yue et al., 2016). Eine seitendifferente Untersuchung wird in der vorliegenden
Arbeit nicht vorgenommen. Mdoglicherweise bleiben seitendifferente Hirnaktivitaten durch die

Summierung beider Seiten verdeckt.
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Des Weiteren wird in der vorliegenden Arbeit nur die Aktivitat der Hirnregionen bei selektiven
Aufmerksamkeitsprozessen gemessen. Somit kann keine Aussage zur Ruheaktivitat der
Regionen und zur Aktivierung getroffen werden. Weiterfiihrende Studien sollten eine Messung
der Ruheaktivitdt einschlieBen, um die Aktivierung der Hirnareale in Bezug auf
Genotypvarianten detektieren zu kénnen.

Da die Testdurchldufe zwischen 8 und 16 Uhr stattfanden, konnten zirkadiane Effekte der
Genexpression die Ergebnisse beeinflussen. Friihere Studien zeigen einen Zusammenhang
zwischen zirkadianen Mechanismen und kognitiven Leistungen (Chaudhury & Colwell, 2002;
Karatsoreos, 2014). Zur Untersuchung der zirkadianen Effekte kénnten in zukinftigen Studien

die Probanden mehrfach zu verschiedenen, definierten Tageszeiten getestet werden.
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Tab. 8: Genotypverteilung der nichtsignifikanten SNPs der Stichprobe |

Genotypverteilung

snp | Allele ALA1ALA2|A2A2 (pHWE)
Al| A2 Fallgruppe Kontrollgruppe Gesamtkollektiv
rs10764493 | A | G 779|158|6 (0,6902)  2197|496]40 (0,0536),  2976|654|46 (0,1471)
rs10838601| C | G 416[429]94 (0,3007) 1254]1193]279 (0,8606) 1670|1622|373 (0,4966)
rs11223651| C | T 605[301/41 (0,6159) 1582|911]154 (0,1387) 2187|1212/195 (0,1122)
rs1157931 | A | G | 266[437]239 (0,0313)] 711]1234|633 (0,0333) 977/1671|872 (0,0033)
rs11682175| T | C | 238/462]246 (0,4749)] 753|1339|561 (0,4585) 991/1801|807 (0,8673)
rs11687313 | G | A | 718]210J17 (0,6658) 2105[567]42 (0,5852)  2823|777|59 (0,4888)
rs11717383 | T | G | 243]478]223 (0,7447)] 745/1380/603 (0,4657) 988/1858|826 (0,4085)
rs11857340 | T | C | 388/433]126 (0,7784) 1097|1185|367 (0,1011) 1485|1618]493 (0,1206)
rs11874716 | T | G | 357|451]126 (0,4033)] 937|1296|482 (0,3637) 1747|1294|608 (0,6555)
rs1198588 | T | A | 605]285/51 (0,0279)] 1662|934|136 (0,7387) 2267|1219|187 (0,1736)
rs1233578 | A | G 775|156/12 (0,1876)]  2069|609|53 (0,3123)  2844|765|65 (0,1054)
rs12532143 | T | C 412/431]96 (0,3031) 1181]1208]295 (0,6336) 1593]|1639|391 (0,3317)
rs12704290 | G | A 756/183|7 (0,2996)  2071[596]40 (0,7917)  2827|779]47 (0,4788)
rs12887734| G | T 452[381]84 (0,7535) 1371]1059]248 (0,0390) 1823]1440|332 (0,0531)
rs17504622 | C | T 885|55|1 (0,5829) 2551]178]5 (0,2528) 3436/233]6 (0,2300)
rs17512480 | T | A 870702 (0,6505) 2548|1571 (0,7291) 3418|227|3 (1,0000)
rs2414718 | A | G | 329/460]156 (0,8402) 963|1236/453 (0,0983) 1292|1696|609 (0,2005)
rs2514218 | C | T | 407/428]109 (0,8850) 1099|1193|356 (0,2550) 1506|1621]465 (0,3820)
rs2910032 | T | C | 259J472]214 (1,0000) 733|1344|578 (0,4360) 992|1816|792 (0,4827)
rs4129585 | C | A | 260[501]177 (0,0212)] 879|1325|523 (0,5590) 1139]1826|700 (0,5243)
rs4298967 | G | A | 403]426]113 (1,0000)] 1225/1210[300 (0,9656) 1628|1636]413 (0,9410)
rs4702 A | G | 276[459]208 (0,5130) 866|1275/494 (0,5248) 1142|1734|702 (0,3420)
rs4766428 | C | T | 244J495]205 (0,1337)] 766/1319|561 (0,9066) 1010|1814|766 (0,3655)
rs4788190 | A | G | 232/473]239 (1,0000) 761/1313|632 (0,1541) 993]1786|871 (0,2202)
rs5011218 | A | C 789|145(0 (0,0046)| 2174]499|6 (4,92x10°) 2963|6446 (4,63x107)
rs55661361 | G | A |  454]406/88 (0,8788)| 1185/1146[314 (0,1501) 1639]1552]402 (0,2406)
rs5995756 | C | T | 289]460]198 (0,5552) 843|1284|523 (0,4077) 1132|1744|721 (0,2950)
rs61937595 | C | T 802[130]14 (0,0043)  2233|384|36 (0,0002)] 3035|514|50 (3,1x10°)
rs6461049 | T | C | 343]451]148 (1,0000) 953]1293|436 (0,9680) 1296|1744|584 (0,9724)
rs6550435 | T | G | 350[449]146 (0,9456)| 1054/1235[415 (0,0948) 1404]1684|561 (0,1326)
rs6704768 | A | G | 268J475|197 (0,6462) 817|1360[524 (0,3305) 1085|1835|721 (0,2841)
rs6984242 | A | G | 304/464/172 (0,8421) 958|1266[498 (0,0271) 1262|1730|670 (0,0721)
rs704367 | C | A | 436[402]103 (0,5022)] 1368|1104[259 (0,0989) 1804|1506|362 (0,0668)
rs72930787 | C | T 847893 (0,7271) 2451|2706 (0,8441) 3298|359]9 (1,0000)
rs77149735| G | A 890/56/0 (1,0000) 2560|1471 (0,7219) 3450]203|1 (0,3690)
rs9636107 | A | G | 240[454|248 (0,2684) 731]1379|621 (0,5653) 971/1833|869 (0,9473)
rs9845457 | A | G | 366[417]154 (0,0629)] 1011/1314/400 (0,4434) 1377|1731|554 (0,8075)

Al: majores Allel, A2: minores Allel, puwe: Signifikanzwert des Vergleiches der HWEs

Tab. 9: nichtsignifikante Assoziationen der SNPs mit Hirnstromdichten im ACC (BA 24,
32,33), auditorischen Assoziationskortex (BA 22) und primdr auditorischen Kortex (BA 41)

SNP; unter- A2 Fallgruppe Kontrollgruppe Gesamtes Testkollektiv
suchte BA b (SD) p b (SD) p b (SD) p
rs10764493

24,32;33 | G 1,2485 (1,045), 0,2356|-0,4205 (0,529)] 0,4274| -0,0123 (0,474) 0,9792
22 G -0,0158 (0,073)] 0,8292| 0,0155 (0,040), 0,6981| 0,0118 (0,035)0,7351
41 G -0,0408 (0,075)] 0,5871| 0,0194 (0,043) 0,6504| 0,0106 (0,037) 0,7753
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SNP; unter- A2 Fallgruppe Kontrollgruppe Gesamtes Testkollektiv
suchte BA b (SD) p b (SD) p b (SD) p
rs10838601

22 G 0,0164 (0,057)  0,773| 0,0276 (0,027) 0,3097| 0,0203 (0,024) 0,4049
41 G 0,0132 (0,058) 0,8223| 0,0130 (0,029) 0,6566| 0,0118 (0,026) 0,6510
rs11223651

24,32,33 | T -0,5447 (0,770), 0,4813]-0,4681 (0,409) 0,2533] -0,4861 (0,361) 0,1795
22 T 0,0326 (0,054) 0,5444| 0,0432 (0,031) 0,1582| 0,0393 (0,027) 0,1392
41 T 0,0139 (0,055) 0,8005| 0,0318 (0,033) 0,3337| 0,0270 (0,028) 0,3404
rs11682175

24,32;33 | C 0,7778 (0,665) 0,2456| 0,1872 (0,357) 0,6000, 0,3183 (0,312) 0,3079
22 C -0,0099 (0,047) 0,8316/-0,0166 (0,027) 0,5351| -0,0140 (0,023) 0,5427
41 C -0,0185 (0,048) 0,6975|-0,0235 (0,028) 0,4094| -0,0263 (0,024) 0,2790
rs11687313

24;,32;33 | A -0,1509 (1,101) 0,8913] 0,4688 (0,541) 0,3868| 0,2613 (0,485) 0,5904
22 A 0,0119 (0,076) 0,8772/-0,0172 (0,041) 0,6721] -0,0053 (0,036) 0,8822
41 A -0,0120 (0,078), 0,8783]-0,0143 (0,044) 0,7436| -0,0038 (0,038) 0,9205
rs11717383

24,32,33 | G 0,7616 (0,695) 0,2760/-0,2854 (0,327)] 0,3835| -0,0549 (0,299) 0,8542
22 G 0,0279 (0,048) 0,5668| 0,0243 (0,025) 0,3228| 0,0257 (0,022) 0,2428
41 G 0,0342 (0,050) 0,4926/| 0,0206 (0,026) 0,4351] 0,0235 (0,023) 0,3161
rs11857340

24,32,33 | C -0,1935 (0,675) 0,7751]-0,1147 (0,363)] 0,7523] -0,0968 (0,318) 0,7611
22 C 0,0279 (0,047) 0,5516/-0,0182 (0,027) 0,5020| -0,0103 (0,023) 0,6590
41 C 0,0013 (0,048) 0,9787|-0,0279 (0,029) 0,3383| -0,0263 (0,025) 0,2894
rs11874716

24,32;33 | G 0,5003 (0,693)| 0,4723|-0,1291 (0,339)] 0,7037| 0,0403 (0,306)| 0,8954
22 G -0,0660 (0,048) 0,1701|-0,0166 (0,025) 0,5154| -0,0307 (0,022) 0,1731
41 G -0,0696 (0,049) 0,1577|-0,0158 (0,027) 0,5624| -0,0315 (0,024) 0,1873
rs1233578

24,32;33 | G 0,5887 (0,936)| 0,5310| 0,0829 (0,458) 0,8564| 0,2037 (0,413) 0,6224
22 G 0,0350 (0,065) 0,5919| 0,0128 (0,034) 0,7101| 0,0190 (0,030) 0,5324
41 G 0,0369 (0,067)  0,581| 0,0072 (0,037)| 0,8452| 0,0149 (0,032)| 0,6463
rs12532143

24;,32;33 | C 0,0500 (0,743)| 0,9465(-0,3519 (0,339)| 0,3002| -0,2475 (0,311)| 0,4270
22 C -0,0584 (0,051) 0,2564| 0,0136 (0,026), 0,5978| -0,0036 (0,023)| 0,8779
41 C -0,0561 (0,052) 0,2828| 0,0059 (0,028) 0,8322| -0,0101 (0,025)| 0,6797,
rs12704290

24;32;33 | A 0,4671 (1,108) 0,6743| 0,0169 (0,515) 0,9738| 0,0740 (0,470)| 0,8750
22 A -0,0495 (0,077), 0,5212| 0,0433 (0,039) 0,2658| 0,0246 (0,035)| 0,4796
41 A -0,0285 (0,079) 0,7185| 0,0445 (0,042) 0,2871| 0,0296 (0,037)| 0,4242
rs17504622

24,32;33 | T 4,0009 (3,240) 0,2202(-1,3206 (0,844) 0,1188| -0,8841 (0,839)|0,2926)
22 T -0,2157 (0,226), 0,3417| 0,0150 (0,064) 0,8146| -0,0072 (0,062) 0,9077
41 T -0,1519 (0,232), 0,5140| 0,0221 (0,068) 0,7462| 0,0052 (0,066) 0,9369
rs17512480

24;32;33 | A 2,3091 (1,787), 0,1996/|-1,6118 (1,095) 0,1423| -0,3580 (0,932) 0,7012
22 A -0,1314 (0,124), 0,2939| 0,1068 (0,082) 0,1962| 0,0279 (0,069)| 0,6854
A1 A -0,0772 (0,128), 0,5477| 0,1412 (0,088), 0,1108| 0,0695 (0,073) 0,3419
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7 Anlagen

SNP; unter- A2 Fallgruppe Kontrollgruppe Gesamtes Testkollektiv
suchte BA b (SD) p b (SD) p b (SD) p
rs2414718

24,32;33 | G -0,0117 (0,690), 0,9865|-0,0596 (0,336) 0,8591| -0,0468 (0,302) 0,8769
22 G -0,0325 (0,048), 0,5023| 0,0039 (0,025) 0,8775| -0,0052 (0,022) 0,8143
41 G -0,0347 (0,049) 0,4839|-0,0093 (0,027) 0,7296| -0,0124 (0,024) 0,6000
rs2514218

22 T -0,0190 (0,048), 0,6928/-0,0010 (0,026), 0,9690| -0,0084 (0,023) 0,7130
41 T -0,0198 (0,049) 0,6874| 0,0001 (0,028), 0,9982| -0,0097 (0,024) 0,6921
rs2910032

24;32;33 | C -0,1761 (0,666), 0,7919| 0,1067 (0,333) 0,7490| 0,0034 (0,298) 0,9908
22 C 0,0195 (0,046)| 0,6728|-0,0185 (0,025) 0,4577| -0,0074 (0,022) 0,7354
41 C 0,0253 (0,047) 0,5926/|-0,0232 (0,027) 0,3842| -0,0126 (0,023) 0,5857
rs4298967

24;32;33 | A 0,1604 (0,693) 0,8174| 0,0370 (0,338) 0,9129, 0,0400 (0,303) 0,8948
22 A -0,0222 (0,048) 0,6447|-0,0339 (0,025) 0,1813| -0,0324 (0,022)| 0,1455
41 A -0,0339 (0,049) 0,4912|-0,0015 (0,027), 0,9569| -0,0132 (0,024) 0,5774
rs4702

24,32;33 | G -0,6204 (0,694) 0,3735| 0,2012 (0,343), 0,5585| 0,0160 (0,308)| 0,9585
22 G 0,0264 (0,048) 0,5858|-0,0172 (0,026) 0,5039| -0,0045 (0,023) 0,8429
41 G 0,0450 (0,049) 0,3637|-0,0122 (0,028) 0,6578| 0,0064 (0,024) 0,7890
rs4766428

22 T 0,0358 (0,050) 0,4735| 0,0241 (0,026) 0,3491 0,0252 (0,023) 0,2702
rs4788190

24;32;33 | G 0,1281 (0,755) 0,8656| 0,1293 (0,320) 0,6867| 0,1084 (0,298) 0,7160
22 G -0,0285 (0,052) 0,5872| 0,0029 (0,024), 0,9050| -0,0005 (0,022)| 0,9821
A1 G -0,0348 (0,054), 0,5170| 0,0076 (0,026), 0,7685| 0,0018 (0,023) 0,9385
rs55661361

24,32;33 | A 0,8206 (0,750) 0,2770| 0,2573 (0,355) 0,4697| 0,4436 (0,317) 0,1626
22 A -0,0556 (0,052), 0,2886|-0,0007 (0,027) 0,9783| -0,0221 (0,023)| 0,3461
41 A -0,0656 (0,053) 0,2209|-0,0051 (0,029) 0,8577| -0,0303 (0,025)| 0,2243
rs5995756

22 T -0,0203 (0,053) 0,7010{ 0,0189 (0,025)] 0,4451| 0,0144 (0,022) 0,5195
41 T -0,0305 (0,054), 0,5737| 0,0243 (0,026), 0,3576| 0,0174 (0,024) 0,4638
rs6461049

22 C -0,0692 (0,050) 0,1694| 0,0180 (0,024) 0,4622| -0,0015 (0,022) 0,9446
41 C -0,0316 (0,052), 0,5442| 0,0042 (0,026), 0,8727| -0,0054 (0,024) 0,8169
rs6550435

24;32;33 | G -0,0726 (0,718) 0,9196|-0,3229 (0,329) 0,3274| -0,2462 (0,301) 0,4142
22 G 0,0149 (0,050) 0,7647| 0,0021 (0,025) 0,9336| 0,0041 (0,022) 0,8535
41 G 0,0322 (0,051) 0,5290|-0,0065 (0,027) 0,8057| 0,0026 (0,024) 0,9111
rs6704768

24,32;33 | G 0,7864 (0,715) 0,2743| 0,2653 (0,331) 0,4229, 0,3840 (0,302) 0,2046
22 G -0,0341 (0,050) 0,4946|-0,0069 (0,025) 0,7818| -0,0119 (0,022) 0,5953
41 G -0,0302 (0,051) 0,5555|-0,0038 (0,027) 0,8879| -0,0076 (0,024) 0,7503
rs704367

22 A 0,0282 (0,052) 0,5913|-0,0414 (0,027) 0,1262| -0,0292 (0,024) 0,2236
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7 Anlagen

SNP; unter- A2 Fallgruppe Kontrollgruppe Gesamtes Testkollektiv
suchte BA b (SD) p b (SD) p b (SD) p
rs72930787

24,32;33 | T 0,8858 (1,948) 0,6505|-0,7658 (0,716)| 0,2859| -0,4827 (0,683) 0,4803
22 T 0,0474 (0,136) 0,7272| 0,0276 (0,054) 0,6093| 0,0277 (0,050) 0,5832
41 T 0,0026 (0,139) 0,9850/-0,0213 (0,058)| 0,7124| -0,0160 (0,054) 0,7651
rs77149735

24;32;33 | A -1,5064 (2,022), 0,4582|-0,8265 (0,919) 0,3692| -0,8569 (0,835)| 0,3052
22 A 0,1348 (0,140) 0,3386| 0,0701 (0,069) 0,3104| 0,0650 (0,062) 0,2915
41 A 0,0774 (0,144) 0,5923| 0,0380 (0,074) 0,6083| 0,0323 (0,066) 0,6226
rs9636107

22 G 0,0117 (0,050) 0,8144| 0,0264 (0,025) 0,2876| 0,0216 (0,022) 0,3316
41 G | -1,58x10°(0,051) 0,9998| 0,0264 (0,027) 0,1648| 0,0243 (0,024) 0,3036
rs9845457

24;32; 33 G -0,9651 (0,755) 0,2047| 0,4252 (0,338) 0,2101| 0,0721 (0,311) 0,8166
22 G 0,0706 (0,052) 0,1800/-0,0286 (0,025) 0,2621| -0,0046 (0,023) 0,8418
A4 G 0,0492 (0,054) 0,3629|-0,0281 (0,027) 0,3028| -0,0127 (0,024) 0,5997

b: Regressionskoeffizient, SD: Standardabweichung, p: Signifikanzwert

Tab. 10: Auswahl an publizierten, mit Schizophrenie assoziierten SNPs im Gen TCF4 und
zwischen TCF4 und CCDC68

Stichproben- Re- Assoziation
SNP grofe Ethni- ferenz- Studie
Falle | KoM | At gy | P | OR
trollen

rs12966547 | 17.806| 33.859/k G [2,60x10™ 1,09 (Ripke et al., 2011)
rs17512836 | 17.836| 33.859|k C 1,05x10°| 1,23 (Ripke et al., 2011)
rs2958182 2.496| 5.184|h-c A 3,64x10° 0,78 (Lietal., 2010)
rs4309482 |18.206| 42.536|k, n-k A 7,8x10° 1,09 (Steinberg et al., 2011)
rs9636107 |38.131| 114.674k, oa A 3,34e™7 0,93 (Ripke et al., 2014)
rs9960767 |12.945| 34.591k C 4,1x10° 1,23 (Stefansson et al., 2009)
rs9960767 |18.206| 42.536k, n-k C 4,2x10° 1,20 (Steinberg et al., 2011)

k: kaukasisch, n-k: nicht-kaukasisch, h-c: Han-Chinesen, oa: ostasiatisch, p: Signifikanzwert,

OR: Odds Ratio
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