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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Schizophrenie ist eine gravierende psychische Erkrankung mit enormen Folgen fur Betroffene
und Angehdrige. Es wird von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen. Neben
unterschiedlichen Risikofaktoren spielt eine polygenetische Einflussnahme eine wesentliche

Rolle, inzwischen konnte eine Vielzahl von Genen mit Schizophrenie assoziiert werden.

Neureguline sind Proteine, welche als Wachstumsfaktoren durch Bindung an ihre Rezeptoren zu
der Aktivierung unterschiedlicher intrazellularer Signalwege fiihren. Neuregulin 3 ist ein Gen,
welches in der embryonalen neuronalen Entwicklung eine Rolle spielt und SNPs im NRG3
konnten bereits in verschiedenen Bevoélkerungsgruppen mit Schizophrenie sowie mit der
Auspragung von Wahn assoziiert werden. Endoph&notypen in der Psychiatrie stellen einer
Erkrankung zugrunde liegende neuronale Veréanderungen oder Strukturen dar. Die Erfassung
dieser Endophanotypen bildet somit das Bindeglied zwischen Genotyp und Erkrankung und bietet
die Moglichkeit Unklarheiten in der Atiologie der Schizophrenie zu beseitigen. Die P300-Welle ist
ein im EEG messbares Ereignis-korreliertes Potential. Viele Studien weisen auf eine
Amplitudenminderung der P300-Welle bei Schizophreniekranken hin.

Diese Dissertation untersucht, ob Assoziationen zwischen SNPs des NRG3-Gens und einer
Amplitudenveranderung der P300-Welle im EEG als potentieller Endophanotyp schizophrener
Patientinnen bestehen. In Stichprobe 1 wurden 116 Patientinnen und 256 Kontrollpersonen
einbezogen, bei welchen jeweils eine EEG-Untersuchung mit Erfassung der P300-Welle
durchgefiihrt wurde. In Stichprobe 2 aus 112 Patientinnen wurden die signifikanten SNPs der
EEG-Untersuchung auf eine Assoziation mit klinischen Phanotypen anhand der PANSS-Skala
untersucht. Die SNPs rs2622807 und rs635481 sowie die daraus gebildeten Haplotypen konnten
in der Patientinnengruppe bei der Ableitung Pz signifikant mit der Amplitudenhdhe assoziiert
werden, wobei die selteneren Allele, bzw. der entsprechende Haplotyp eher bei hoher Amplitude
zu finden waren. Eine weitere Assoziation ebenfalls bei Patientinnen und der Pz-Ableitung sowie
zusatzlich Gber Cz wurde mit dem Haplotyp GCC, bestehend aus den minoren Allelen der SNPs
rs11595793, rs1336290, rs722982 erfasst. Der Haplotyp war haufiger bei einer niedrigeren
Amplitude zu finden. Zusatzlich war fir 2 der 3 SNPs bei Vorliegen des minoren Alleles ein

verstarktes Auftreten von Schuldgefiihlen (PANSS) zu beobachten.

Diese Ergebnisse weisen auf eine Assoziation von Polymorphismen des NRG3-Gens und einer
Amplitudenverédnderung der P300-Welle hin. Es bedarf jedoch noch vieler weitergehender
Untersuchungen, um eine vergleichbare Studienlage zu schaffen und die potentiellen
Zusammenhange zwischen Variationen im NRG3 und der P300-Amplitude als Endophénotyp zu

validieren.



Abstract

Abstract

Schizophrenia is a serious mental illness with enormous consequences for those affected and
their families. A multifactorial genesis is assumed. In addition to various risk factors, a polygenetic
influence plays a significant role; in the meantime, a large number of genes have been associated

with schizophrenia.

Neuregulins are proteins which, as growth factors, lead to the activation of various intracellular
signalling pathways by binding to their receptors. Neuregulin 3 is a gene that plays a role in
embryonic neuronal development and SNPs in NRG3 have already been associated with
schizophrenia in various populations as well as with the expression of delusions. Endophenotypes
in psychiatry represent neuronal changes or structures underlying a disorder. The detection of
these endophenotypes thus forms the link between genotype and disease and offers the
possibility of removing ambiguities in the aetiology of schizophrenia. The P300 wave is an event-
correlated potential that can be measured in the EEG. Many studies indicate an amplitude

reduction of the P300 wave in schizophrenia patients.

This dissertation investigates whether associations exist between SNPs of the NRG3 gene and
an amplitude change of the P300 wave in the EEG as a potential endophenotype of schizophrenic
patients. Sample 1 included 116 patients and 256 controls, each of whom underwent an EEG
examination with recording of the P300 wave. In sample 2 of 112 patients, the significant SNPs
of the EEG examination were examined for an association with clinical phenotypes using the
PANSS scale. The SNPs rs2622807 and rs635481 as well as the haplotypes formed from them
could be significantly associated with the amplitude level in the patient group in the derivation Pz,
whereby the rarer alleles or the corresponding haplotype were more likely to be found at high
amplitude. Another association, also in patients and the Pz derivation and additionally via Cz, was
recorded with the haplotype GCC, consisting of the minor alleles of the SNP, rs11595793,
rs1336290, rs722982. The haplotype was more frequently found at a lower amplitude. In addition,
for 2 of the 3 SNPs, an increased incidence of guilt was observed in the presence of the minor
allele.

These results indicate an association of polymorphisms of the NRG3 gene and an amplitude
change of the P300 wave. However, more research is needed to establish a comparable set of
studies and to validate the potential associations between variations in NRG3 and P300 amplitude

as an endophenotype.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Schizophrenie

Schizophrenie — gespaltener Geist (griechisch: schizo - gespalten und phrene - Geist). So
bezeichnete schon Anfang des 20. Jahrhunderts Eugen Bleuler die Erkrankung (Rahman und
Lauriello 2016; Hafner 2019).

Schizophrenie ist eine gravierende psychiatrische Erkrankung mit schwerwiegenden
Auswirkungen auf die betroffenen Personen und ihr Umfeld (World Health Organization (WHO)
2022).

Es besteht eine groRe Heterogenitit was die Verlaufe, Symptome und Atiologie betrifft,
schizophrene Stérungen sind dennoch durch eine Reihe von Charakteristika definiert (Tandon et
al. 2009). Nach dem ICD-10 (F20) ist die Schizophrenie eine Beeintrachtigung des Denkens, der
Wahrnehmung und der Affekte (Dilling 2011; Deutsches Institut fur Medizinische Dokumentation

und Information 2021).

1.1.1 Symptome und Klassifikationen

Das Krankheitsbild der Schizophrenie setzt sich aus vielen unterschiedlichen Merkmalen
zusammen, die episodisch, dauerhaft oder gar nicht auftreten kdnnen (World Health Organization
(WHO) 1993). Die Mischung aus positiven, negativen und kognitiven Symptomen sowie

Veranderungen des Affekts ist charakterisierend (Tandon et al. 2009; Keshavan et al. 2020a).

Nach den Diagnosekriterien des ICD-10 muss eine gewisse Anzahl von Symptomen die meiste
Zeit wahrend einer mindestens einen Monat andauernden psychotischen Episode auftreten, um

die Diagnosestellung zu erméglichen:

Mindestens eines der Symptome, wie Gedankenlautwerden, -eingebung, -entzug oder
Gedankenausbreitung, Wahnwahrnehmung (z.B. Kontrollwahn, Beeinflussungswahn, Geftuihl des
Gemachten), kommentierende oder dialogisierende Stimmen sowie bizarrer bzw. kulturell
unangemessener Wahn ist zur Diagnosestellung erforderlich (World Health Organization (WHO)
1993). Alternativ gelten auch mindestens zwei der folgenden Merkmale als ausreichende
Diagnosekriterien: téglich innerhalb eines Monats auftretende Halluzinationen jeglicher
Sinneswahrnehmung in Verbindung mit Wahngedanken oder Uberwertigen Ideen; Neologismen,
Gedankenabrei3en oder -eingebung; katatone Merkmale (z.B. Erregung, Negativismus, Stupor)

oder Negativsymptome wie Apathie, Affektverflachung oder Sprachverarmung (Dilling 2011).

Das DSM-5, wie DSM-IV, betrachtet neben dem Vorhandensein von zwei der genannten
Symptome (darunter mindestens Wahnvorstellungen, Halluzinationen oder desorganisierte
Sprechweise) auch eine Funktionseinschrankung, soziale Beeintrachtigung und das
Vorhandensein von Symptomen fiir mindestens sechs Monate als Diagnosekriterien.

Tiefgreifende  Entwicklungsstérungen, Substanzmissbrauch und andere psychiatrische

10



Einleitung

Erkrankungen missen zudem als urséchlich ausgeschlossen werden (Houben 1998; Tandon et
al. 2009; Falkai und Wittchen 2015).

1.1.2 Subtypen der Schizophrenie

Traditionell kénnen mehrere Subtypen der Schizophrenie unterschieden werden.

Die haufigste Unterform ist die paranoide Schizophrenie, welche durch andauernde, vorwiegend
paranoide Wahnvorstellungen (insbesondere Verfolgungswahn und Grof3enwahn) gepréagt ist
und meist gemeinsam mit akustischen Halluzinationen und Wahrnehmungsstdrungen
vorkommen (World Health Organization (WHO) 1993; Deutsches Institut fir Medizinische
Dokumentation und Information 2021). Bei dieser Form treten Stimmungsanderungen und
katatone Symptome oft nicht oder nur in geringer Auspragung auf (Dilling 2011). Ein weiteres
Merkmal der paranoiden Schizophrenie ist, dass nicht vom Wahn beeinflusste Lebensbereiche
meist weiterhin gut gemeistert werden kdnnen und oft ein vergleichsweise hohes Maf3 an sozialer
Kompetenz erhalten bleibt (Peters 2007; Berger 2009).

Im Gegensatz dazu ist das nur bruchstiickhafte Auftreten von Wahn und Halluzinationen bei der
desorganisierten Schizophrenie, auch hebephrene Schizophrenie genannt, ein wesentliches
Merkmal (Houben 1998; Deutsches Institut fur Medizinische Dokumentation und Information
2021). Typisch fur diese Form der Erkrankung ist die affektive Veranderung der Patientinnen
(World Health Organization (WHO) 1993). Neben Affektverflachung und Antriebslosigkeit ist die
Stimmung der Betroffenen oft unangemessen oder lappisch-heiter (Berger 2009). Im
Zusammenspiel mit verantwortungs- und ziellosen Handlungsweisen zeigt sich neben meist
ausgepragten Manierismen, Denkzerfahrenheit und desorganisierter Sprechweise haufig eine

Neigung zur sozialen Ausgrenzung (Dilling 2011).

Die katatone Schizophrenie zeichnet sich hauptsachlich durch Stérungen der Psychomotorik aus.
Die Symptome treten entlang eines breiten Spektrums auf und kénnen von stuporésen Zustanden
bis zu schweren Episoden katatoner Erregung mit Umherschlagen und ausgepragten
Selbstverletzungstendenzen reichen. Katatonie geht haufig mit Automatismen wie Echolalie,
Echopraxie oder Echomimie einher (World Health Organization (WHO) 1993; Peters 2007).

Bei der undifferenzierten (atypischen) Form der Schizophrenie werden die generellen
Diagnosekriterien der Schizophrenie erfullt, jedoch kann kein klarer Typus charakterisiert werden
(Berger 2009). Es kénnen mehrere Symptome verschiedener Formen auftreten ohne dass die
Diagnosekriterien einer einzelnen tberwiegen (Dilling 2011; Deutsches Institut fir Medizinische

Dokumentation und Information 2021).

Einen umstrittenen Subtyp stellt die Schizophrenia simplex, charakterisiert durch einen blanden
Verlauf mit hauptsachlich Negativsymptomen, dar. Die postschizophrene Depression besteht bei

depressiven Symptomen folgend auf eine akute Episode mit regredienter Positivsymptomatik, ein

11



Einleitung

schizophrenes Residuum bei chronischen Negativsymptomen nach einer friiheren akuten
schizophrenen Episode (DGPPN e.V. (Hrgs) 2019).

Das DSM-5 verzichtete auf die Unterteilung der Schizophrenie in verschiedene Subtypen (Ehret
und Berking 2013).

1.1.3 Epidemiologie

Die Schizophrenie tritt weltweit mit einer Haufigkeit von etwa 0,5 % bis 1 % auf (Rujescu 2017).
International betrachtet scheint es keine gravierenden Unterschiede beziiglich der Pravalenz von
Schizophrenie zu geben und auch klare geschlechterspezifische Differenzen wurden nicht
gefunden (Peters 2007; Charlson et al. 2018; Merikangas und Almasy 2020).

Schizophrenie ist eine Erkrankung, welche in allen Altersstufen auftreten kann. Gehauft liegt der
Erkrankungsbeginn jedoch sowohl bei Mé&nnern als auch bei Frauen im Alter zwischen 18 und 30
Jahren. Bei Frauen zeigt sich zudem ein zweiter Erkrankungsgipfel postmenopausal in hdherem
Alter (Hafner 2019). Allerdings variiert der Erkrankungszeitpunkt auch je nach schizophrener
Unterform der Betroffenen. Der Erkrankungsbeginn der paranoiden Schizophrenie liegt meist im
mittleren Lebensalter, wohingegen sich die desorganisierte Form der Erkrankung bereits bei

Jugendlichen oder jungen Erwachsenen zeigt (Berger 2009; Dilling 2011).

Im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung haben erkrankte Personen eine zwei- bis dreifach erhdhte
Mortalitat (McGrath et al. 2008). Die erhthte Sterblichkeit schizophrener Patientinnen erstreckt
sich Uber alle Altersgruppen und ist nur zu 15 % durch Suizid und andere unnatirliche
Todesursachen bedingt. Der Hauptteil der Todesfalle ist auf die physischen Komorbiditéten
schizophrener Patientinnen zurlickzufihren, insbesondere auf chronische Erkrankungen wie
koronarer Herzkrankheiten, Diabetes mellitus, Schlaganfalle und Krebserkrankungen (Charlson
et al. 2018; DGPPN e.V. (Hrgs) 2019). Laut McGrath et al. (2008) zeigten die letzten Jahrzehnte
eine zunehmende Differenz zwischen der Mortalitdt der Allgemeinbevélkerung und der der
betroffenen Patientinnengruppe. Dies scheint jedoch eher auf die sinkende Sterblichkeit in der
breiten Bevdlkerung aufgrund von generellen Gesundheitsverbesserungen, als auf eine

steigende Mortalitat der Erkrankten zurtickzufiihren zu sein (McGrath et al. 2008).

1.1.4 Krankheitsverlauf

Der Krankheitsprozess der Schizophrenie ist meist sehr individuell und heterogen (Charlson et
al. 2018; Hafner 2019). Trotzdem lasst sich der Verlauf der Schizophrenie in verschiedene
Abschnitte unterteilen, welche aufeinanderfolgend mit typischen Merkmalen versehen sind
(Tandon et al. 2009).

Zunéachst wird eine pramorbide Phase mit subtilen und unspezifisch kognitiven, motorischen oder
sozialen FunktionseinbulRen registriert. Darauf folgt die Prodromalphase, welche durch
fortschreitenden Funktionsverlust und schwache Positivsymptome charakterisiert ist. Mit der

ersten psychotischen Episode ist der Krankheitsausbruch formal definiert (DGPPN e.V. (Hrgs)
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Einleitung

2019). Die Halfte aller Patientinnen in der Prodromalphase mit dezenten psychotischen

Symptomen entwickeln im Verlauf jedoch keine Schizophrenie (Tandon et al. 2009).

Die folgenden Jahre sind meist von wiederkehrenden Psychosen mit variablen
Remissionsphasen und zunehmenden Einschréankungen gepragt. Zuletzt gelangen die
Betroffenen oft in eine stabile Phase, charakterisiert durch Negativsymptomatik, weniger
auffallende  psychotische Symptome und symptomatisch Uberwiegend kognitiver
Funktionseinschrankung. Eine Remission oder Genesung verschiedener Ausprdgung kann

wahrend des gesamten Krankheitsverlaufes auftreten (Tandon et al. 2009; Hafner 2019).

Trotz bestmoglicher Verfahren ist das Therapieergebnis meist nicht vielversprechend. So zeigt
sich, dass die Anzahl der Patientinnen, welche soziale und klinische Kriterien der Genesung
erfillen, nur 13.5 % betragt (Charlson et al. 2018). Auch wenn eine Remission, komplett oder
inkomplett, mdglich ist, ist eine vollstandige Genesung eher ungewdhnlich. Im Durchschnitt lebt

eine betroffene Person etwa 30 Jahre mit der Erkrankung (Tandon et al. 2008).

Die Erkrankung wirkt stark auf das soziale, physische und psychische Sein der Patientinnen ein
(Charlson et al. 2018). Die mit Schizophrenie einhergehende Belastung stellt sich in Gebieten mit
geringerem soziobkonomischem Status am gravierendsten dar. Am starksten sind Personen
zwischen 25 und 54 Jahren betroffen, das Alter mit der héchsten 6konomischen Produktivitat und
demnach dem grof3ten Ausfall fir Betroffene und Haushalte. Schizophrene Patientinnen sind
wahrscheinlicher arbeitslos, obdachlos und verarmt, haben eher Schwierigkeiten mit
Haushaltsfiihrung sowie Selbstfiirsorge und geraten schneller in ein Abhangigkeitsverhéaltnis zu
Angehorigen oder Bekannten (Charlson et al. 2018; Stilo und Murray 2019). Gepaart mit
Stigmatisierung, dem frilhen Auftreten der Erkrankung, den Therapiekosten, geringen
Remissionsraten und der sozialen, psychischen und physischen Einschrankung ist die Belastung
fur die Patientinnen massiv (Tandon et al. 2009; Charlson et al. 2018; DGPPN e.V. (Hrgs) 2019).

1.2 Atiologie

Der momentane Forschungsstand weist auf eine heterogene, polygenetische und multifaktorielle
Krankheitsentstehung hin (Tandon et al. 2008).

1.2.1 Risikofaktoren

Es konnten neben genetischen und neuroanatomischen Variablen mehrere Risikofaktoren
herausgearbeitet werden, welche die Wahrscheinlichkeit an Schizophrenie zu erkranken,
erhdhen (McGrath et al. 2008; Tandon et al. 2008; Stilo und Murray 2019).

Insbesondere Drogenkonsum, Schwangerschaftskomplikationen, Traumata sowie Migration und
Urbanitat scheinen das Erkrankungsrisiko zu steigern (Tandon et al. 2008; Stilo und Murray
2019).
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Neben direkten Schwangerschaftskomplikationen, wie mitterlichen Infektionen und Blutungen
wahrend der Graviditat, konnten auch geringes Geburtsgewicht, Friihgeburt, Notfallkaiserschnitt
und Praeklampsie mit einer erhdhten Suszeptibilitat fir Schizophrenie assoziiert werden. Auch
die Geburt in den kalteren Winter- und Frihlingsmonaten scheint das Erkrankungsrisiko zu
erhdhen (Stilo und Murray 2019).

Weitere Faktoren zur Entwicklung einer Schizophrenie stellen durchlebte Traumata und soziale
Widrigkeiten dar. Diese kénnen sowohl im Erwachsenen- und Kindesalter Einfluss nehmen,
wobei jedoch Missbrauch jeglicher Art, Vernachlassigung und soziale Ausgrenzung in der
Kindheit als besonders gravierend zu betrachten ist (Stilo und Murray 2019; Wahbeh und

Avramopoulos 2021).

Auch  Drogenkonsum, insbesondere Cannabiskonsum, wurde mit einer erhohten
Erkrankungsanfalligkeit verbunden. Stimulierende Substanzen wie Metamphetamine koénnen
Psychosen verursachen, jedoch kann insbesondere Cannabismissbrauch das Risiko an
Schizophrenie zu erkranken steigern (Wahbeh und Avramopoulos 2021). Zudem scheint eine
Korrelation zwischen Erkrankungsalter und Alter zu Beginn des Substanzmissbrauchs zu
bestehen (Stilo und Murray 2019).

Ein weiterer vielfach diskutierter Risikofaktor ist Migration. So konnte ein deutlicher Unterschied
in der Inzidenz zwischen einheimischen Personen und in das Gebiet migrierten Individuen
dargestellt werden (McGrath et al. 2008). Laut Tandon et al. (2008) konnten sowohl personliche
Migrationsbewegungen als auch Migration in der familiaren Vorgeschichte als Risikofaktor
herausgearbeitet werden. Auch die Pravalenz der Erkrankung scheint durch Migration beeinflusst
zu sein. Allerdings mussen Einflussfaktoren wie Zugang zu medizinischer Versorgung,
Sprachbarrieren sowie kulturelle und soziale Unterschiede beachtet werden, welche zu
Fehleinschatzungen und Fehlinterpretationen von Diagnosekriterien fihren kénnen (McGrath et
al. 2008; Stilo und Murray 2019). Mdglicherweise bedingen jedoch genau diese sozialen

Widrigkeiten das gesteigerte Erkrankungsrisiko (Tandon et al. 2008).

Lange wurde diskutiert, ob erkrankte Personen eher in stadtische Gebiete migrieren oder ob
stadtisches Wohnen ein Risiko an sich darstellt. Inzwischen konnten beide Varianten bestatigt
werden (Tandon et al. 2008). Laut Tandon et al. (2008) besteht eine Verbindung zwischen Geburt
und Aufwachsen in Stadtgebieten mit einem gesteigerten Erkrankungsrisiko. AuRerdem konnte
zwischen reiner Urbanitat und eher landlichen Gebieten eine Differenz in der Inzidenzrate
gefunden werden (urban zu landlich: 19 zu 13,3 pro 100.000 Personen) (McGrath et al. 2008).
Was genau den urbanen Rahmen zum Risikofaktor macht, ist nicht abschlieRend geklart. Als
mogliche Ursache werden unter anderem Drogenkonsum, Umwelteinflisse, soziale Stressoren,
Vitamin-D Mangel, Armut und Infektionskrankheiten diskutiert (Tandon et al. 2008; Stilo und
Murray 2019).

Niedrigem 6konomischen Status sowie ménnlichem Geschlecht konnte kein sicherer Einfluss auf

die Erkrankungsentstehung nachgewiesen werden. Jedoch scheint das Geschlecht auf die
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Schwere der Symptome und den Krankheitsverlauf zu wirken (Merikangas und Almasy 2020).
Auch bezuglich des Alters der Eltern bei Konzeption und geographischer Héhe als Risikofaktor
besteht keine eindeutige Studienlage (McGrath et al. 2008; Stilo und Murray 2019).

1.2.2 Hypothesen der Schizophreniepathogenese

Neben den bereits geschilderten Risikofaktoren gibt es eine Reihe an Erklarungsanséatzen

beziglich méglicher Entstehungsmechanismen der Schizophrenie.

Im Verlauf der letzten Jahrzehnte konnte eine Anzahl an Abweichungen in Hirnstrukturen
schizophrener Patientinnen herausgearbeitet werden (Keshavan et al. 2008; Keshavan et al.
2020a). Im Bereich der Temporallappen, insbesondere im Hippocampus, der Amygdala und dem

Gyrus temporalis superior konnte eine Gewebsreduktion gefunden werden (Schmitt et al. 2015).

Weiteren Einfluss auf die Krankheitsentstehung kénnte laut DelLisi et al. (1994) insbesondere
wahrend der neuronalen Entwicklung eine reduzierte Asymmetrie der Hirnstrukturen nehmen.
Der Gyrus temporalis superior, insbesondere das Planum temporale mit inkludiertem
Henschl’'schem Gyrus, zeigte eine deutliche Volumenverringerung im linken Kortex und eine
korrelierende relative VolumenvergroRerung der selbigen Bereiche auf der rechten Hemisphéare
bei schizophrenen Patientinnen (Chance et al. 2008). Andere, in gleicher Hinsicht auffallige
Areale stellten der préafrontale Kortex, der Thalamus, der anteriore Gyrus cinguli und das Corpus
callosum dar (Keshavan et al. 2008). Zudem scheint auch eine generalisierte
Volumenverringerung des Kortex mit der starksten Ausprdgung an den Frontal- und
Temporallappen sowie eine Erweiterung der Seitenventrikel gehauft bei Schizophreniekranken
beobachtbar. Strukturelle Veranderungen im Gehirn wirken sich auf die Funktionalitat der
jeweiligen Areale aus (Keshavan et al. 2020a). Eine Reduktion des Volumens des medialen
Temporallappens ist mit einer Einschrankung der Gedéachtnisleistung, eine Substanzminderung
im Gyrus temporalis superior mit einer verstarkten Positivsymptomatik assoziiert. Zudem scheint
eine generalisierte intrakranielle Volumenverringerung, insbesondere des Hippocampus bereits
zu Krankheitsbeginn vorhanden zu sein, bei early-onset Patientinnen in starkerer Auspragung
(Keshavan et al. 2008).

Diese neuronalen Alterationen wurden von der sogenannten Neurodevelopmental Hypothesis
(NDH) aufgegriffen und auf neuronale Stérungen in der pra-, peri- oder postnatalen Entwicklung
zurickgefuhrt (McGrath et al. 2003; Schmitt et al. 2022). Es wurde davon ausgegangen, dass
eine Interaktion zwischen Umwelteinflissen und genetischen Faktoren in kritischen
Entwicklungsphasen das Gehirn beeinflusst und sich in der psychischen Gesundheit im
Erwachsenenalter zeigt (Schmitt et al. 2022). Zu den 6kologischen Wirkungsfaktoren wurden
insbesondere eine Winter- bzw. Frihlingsgeburt, damit einhergehend eine D-Hypovitaminose,
die Geburt in einer urbanen Region, pranatale Infektionen und Geburtskomplikationen gezahlt
(McGrath et al. 2003; Tandon et al. 2008).
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In der wissenschaftlichen Entwicklung wurde die Interpretation der Neurodevelopmental
Hypothesis verandert. So wurde nun davon ausgegangen, dass die genannten neuronalen
Veranderungen und Umwelteinflisse nur den ersten Hit (ein Hit bezeichnet ein pragendes
Lebensereignis, zuriickzufiihren auf beispielsweise Umwelteinflisse, neurodegenerative
Prozesse oder Drogenkonsum) ausmachten und es zwei bis drei zeitlich getrennte Hits bendtige,
um die Erkrankung auszulésen (McGrath et al. 2003; Schmitt et al. 2022).

Die Neurodevelopmental Hypothesis unterlag die letzten Jahre noch einer weiteren Wandlung.
Unter Einbeziehung der Bedeutung von Dopamin als gemeinsam zugrundeliegender, zu
Psychosen fiihrender Signalweg entstand das Developmental Risk Factor Model. Dieses Modell
diente als struktureller Rahmen, in welchen 6kologische, genetische, neuronale und soziale
Einflussfaktoren als Stressoren einflie3en, eine verstarkte Dopamin-Dysregulation auslésen und
psychotische Symptome kreieren, was wiederum mehr Stress und eine vermehrte
Dopaminausschittung nach sich zieht und der Kreis sich somit wieder schlie3t (Murray et al.
2017).

Seit den 1970er Jahren war die sogenannte Dopaminhypothese als Erklarungsansatz der
Schizophrenie relevant. Zunachst wurde der Blickpunkt auf einen erhéhten Dopaminspiegel, bzw.
verstarkte Neurotransmitterausschittung als mdogliche Ursache gelegt. Doch bald wurde die
grundlegende Hypothese revidiert. Nun stand ein erniedrigter Spiegel im frontalen Kortex und ein
erhdhtes Dopaminlevel im Striatum im Fokus (Lau et al. 2013). So wurde die Positivsymptomatik
der Schizophrenie hyperaktiven mesolimbischen Projektionen, welche im Striatum zu einer D2-
Rezeptorhyperstimulation fiihren, zugeschrieben. Die Negativsymptomatik und kognitive
Einschrankungen hingegen galten als basierend auf verringerten mesokortikalen Projektionen,
welche D1-Rezeptorhypostimulationen im prafrontalen Kortex nach sich ziehen (Davis et al.
1991).

Zudem scheint die Zuschreibung von Salienz in der akuten Psychose durch eine verstarkte
Dopaminausschittung gestort zu sein. So kreiert Uberschissiges Dopamin im Rahmen der
Psychose abnorme Salienzen anstatt diese zu regulieren (Lau et al. 2013).

Auch verschiedene mit Schizophrenie assoziierte Gene, beispielsweise COMT und DRD2,
konnten einen Bezug zum dopaminergen System herstellen (Giegling et al. 2017). Inzwischen
geht man allerdings ursachlich von einem Zusammenspiel genetischer und Umweltfaktoren mit
mehreren Neurotransmittern aus, deren gemeinsame Endstrecke im dopaminergen System liegt
(Lau et al. 2013).

Einer dieser Neurotransmitter ist Glutamat. Wahrend die Positivsymptomatik der Schizophrenie
durch die Dopaminhypothese erklart werden kann, lassen sich die Negativsymptomatik und
kognitive Einschréankungen, die insbesondere auch das Outcome beeinflussen, besser mithilfe
der sogenannten Glutamathypothese begriinden (Howes et al. 2015; Uno und Coyle 2019).

Glutamat ist einer der priméren exzitatorischen Neurotransmitter des menschlichen Gehirns und
eine Beteiligung des glutaminergen Systems wird seit vielen Jahren in Betracht gezogen

(Moghaddam und Javitt 2012). Der Zusammenhang zwischen Glutamat und Schizophrenie
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wurde mithilfe der Anasthetika Phencyclidin und Ketamin entdeckt. Beide Medikamente fungieren
als nicht-kompetitive Antagonisten des NMDA-Subtyps der Glutamatrezeptoren und lésen
Schizophrenie-dhnliche Symptome aus (Uno und Coyle 2019). Urspringlich fihrte die
Glutamathypothese das Auftreten der Schizophrenie auf einen Mangel an glutaminergen
Neurotransmittern zuriick. Diese Annahme wurde die letzten Jahre jedoch weiterentwickelt und
inzwischen steht eine Dysfunktion der NMDA-Rezeptoren im Vordergrund (Howes et al. 2015).

Man geht davon aus, dass neuronale, glutaminerge Signalwege in Ungleichgewicht geraten sind
und Stérungen in der Signaltbermittlung der Glutamatrezeptoren, insbesondere des NMDAR und
der metabotropen Glutamatrezeptoren (mGIluR), auftreten (Poels et al. 2014). Zudem scheinen
relevante Kreislaufe in ihrer Funktion eingeschrankt zu sein, wie beispielsweise die fehlende
Hemmung der pyramidalen Neuronen oder eine verstarkte (Tandon et al. 2008)

Dopaminausschittung im Striatum (Uno und Coyle 2019).

Auch die NMDA-Rezeptorhypofunktion der GABAergen Interneuronen als Ausléser fur die
Schizophrenie-typische Symptomatik stehen im wissenschaftlichen Interesse (Nakazawa et al.
2012). Zudem konnte im Hippocampus und im medialen Temporallappen eine Korrelation
zwischen erhéhtem Glutamatspiegel und verschlechterter kognitiver Funktion gefunden werden
(Poels et al. 2014).

1.3 Gene und Schizophrenie

Die Genetik spielt bei der Entstehung von Schizophrenie eine wesentliche Rolle (Ripke et al.
2014). Die Relevanz der familiar-genetischen Komponente konnte unter anderem in Familien-,
Zwillings- und Adoptionsstudien dargelegt werden (Rujescu 2019). Es lasst sich schliel3en, dass,
auch wenn bei circa 2/3 der Falle die Erkrankung spontan auftritt, in etwa 80 % die
Krankheitsanfalligkeit auf genetische Faktoren zurlckzufiihren ist (Schmitt et al. 2022). Eine
groBe Anzahl an vielversprechenden Genen und Genloci (u.a. ANK3, MHC, MIR137, NRG1,
DRD1-4, COMT, GRM3) wurde in den vergangenen Jahren untersucht (Tandon et al. 2008; Ripke
et al. 2014; Luvsannyam et al. 2022; Trubetskoy et al. 2022). Die bisher identifizierten,
signifikanten Copy Number Variants (CNVs) und Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)

erklaren gemeinsam bisher nur etwa 5 % der Heritabilitat (Marshall et al. 2017).

Viele assoziierte Variationen (z.B. SNPs, CNVs) stehen in Verdacht das Erkrankungsrisiko zu
erhohen, alle verbunden mit jeweils geringem Einfluss auf die Krankheitsanfélligkeit (Tandon et
al. 2008; The Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study (GWAS) Consortium
(PGC) 2011; Ripke et al. 2013; Giegling et al. 2017).

Need et al. (2009) konnten die Assoziation zweier CNVs (u.a. APBA2) zu Schizophrenie
nachweisen, eine Replikation von zuvor signifikanten SNPs gelang aber nicht. Weitere 8 Loci fur
signifikante CNVs, unter anderem eine Duplikation im Chromosom Xq28, korrelierten zudem mit
der Diagnose (Marshall et al. 2017). In einer genomweiten Assoziationsstudie konnten
O'Donovan et al. (2008) beispielsweise auch 3 weitere Gene (ZNF804A, RPGRIP1L, OPCML)

signifikant mit der Erkrankungswahrscheinlichkeit assoziieren.
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Von Ripke et al. (2014) wurden 108 neue, mit der Erkrankung assoziierte Genloci
herausgearbeitet, von denen 75 % Protein-kodierende Gene darstellen. Darin konnten mit
verschiedenen Hypothesen der Schizophrenie zusammenh&ngende Gene eingeschlossen
werden, wie beispielsweise das fir den Dopamin-Rezeptor D2 kodierende DRD2 oder das mit
glutaminergen Neurotransmittern assoziierte GRM3. Auch fir Gene, welche fur Kalziumkanéle
kodieren (CACNA1C, CACNB2, CACNA1l) wurde ein Zusammenhang mit Schizophrenie
nachgewiesen (Ripke et al. 2013; Ripke et al. 2014).

Weitere Gene mit einer hohen Signifikanz sind Zinkfingerproteine (ZNF804A), Neurogranin
(NRGN) und die Haupthistokompatibilitatskomplex-(MHC)-Region, welche zudem mit einem
verringerten Hippocampusvolumen Kkorreliert (Stefansson et al. 2009; The Schizophrenia
Psychiatric Genome-Wide Association Study (GWAS) Consortium (PGC) 2011; Schmitt et al.
2015). AuBerdem wurden signifikante Assoziationen mit dem immunrelevanten
Transkriptionsfaktor 4 (TCF4), dem ANK3-Gen und MIR137, welches bedeutend in der
neuronalen Entwicklung ist, herausgearbeitet (The Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide
Association Study (GWAS) Consortium (PGC) 2011; Schmitt et al. 2015). Zudem konnten von
Pardinas et al. (2018) in einer weiteren genomweiten Assoziationsstudie 145 signifikante, davon
50 neue Genloci, gefunden werden. Es wurden sechs weitere mit Schizophrenie assoziierte Gen-
Kandidaten erkannt, unter anderem SLC39A8, ein Gen, welches fur Mangan- und Zinktransporter
kodiert und mit schweren neuronalen Entwicklungsstérungen assoziiert ist (Pardinas et al. 2018).
Die Suche nach Genloci, die die Krankheitsanfélligkeit beeinflussen, schreitet stetig voran: So
wurde aktuell eine Korrelation zwischen eben dieser und der verstarkten Genexpression im
dorsolateralen prafrontalen Kortex von 56 Genen, darunter 12 bisher unbekannte Assoziationen
(unter anderem zu GABRAZ2, welches an der GABA-Rezeptor-Bildung beteiligt ist) gefunden (Hall

et al. 2020). Zuletzt konnten Trubetskoy et al. (2022) Assoziationen mit 287 Genloci nachweisen.

In den letzten Jahren wurde ferner die Verbindung zwischen Medikamentenwirksamkeit bzw.
Behandlungsmdglichkeiten und genetischen Variationen vermehrt untersucht. Eine genomweite
Assoziationsstudie suchte nach Schizophrenie-Kandidatengenen, in deren Signalwege als
potentieller Medikamentenangriffspunkt eingegriffen werden kénnte (Chellappa et al. 2019).
Etliche, der mit Schizophrenie assoziierten Gene spielen auch bei anderen psychischen
Erkrankungen eine Rolle, was zum einen auf eine ausgepragte Heterogenitat innerhalb der
jeweiligen Erkrankung und zum anderen auf eine starke Uberlappung der genetischen
Grundlagen zurlckzufihren sein kénnte (Bipolar Disorder and Schizophrenia Working Group of
the Psychiatric Genomics Consortium 2018; Wu et al. 2019; Keshavan et al. 2020b).

Obwohl die Bedeutung genetischer Variationen in der Krankheitsanfélligkeit auf insgesamt circa
80 % geschatzt wird, wird dennoch angenommen, dass dies Ausdruck einer grolRen Ansammlung
verschiedener genetischer Variationen mit jeweils kleiner Effektstarke ist (O'Donovan et al. 2008;
Ripke et al. 2013).
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1.4 Neureguline und ihre Funktionen

Neureguline (NRGSs) sind Gene, welche fiir die gleichnamigen Proteine kodieren (Falls 2003; Mei
und Nave 2014). Diese Proteine sind Wachstumsfaktoren, spezifischer epidermal growth factor
(EGF)-like Proteine, von welchen man laut Mei und Nave (2014) annimmt, dass sie eine wichtige
Rolle in der neuronalen Entwicklung und dem Gleichgewichtserhalt in der Gehirnaktivitat spielen.
Neureguline konnten in Strukturen des Zentralen Nervensystems bei Saugetieren nachgewiesen
werden (Stefansson et al. 2002; Carteron et al. 2006; Paramo et al. 2018). Die Bindung der
Proteine an die jeweiligen Rezeptoren (ErbBs) aktiviert intrazellulare Signalwege, welche zu
Stimulation oder Hemmung von Zellteilung, Apoptose, Zellausdifferenzierung sowie Zellmigration
fuhren (Falls 2003).

Neureguline sind Signalproteine, welche Zell-Zell-Interaktionen in verschiedenen Organen, zum
Beispiel im Nervensystem und Brustgewebe vermitteln (Falls 2003; Savci et al. 2021). Des
Weiteren spielen die NRGs eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Wachstum und
Differenzierung von Gliazellen, Epithel- und Muskelzellen (Zhang et al. 1997; Savci et al. 2021).
Jedes Neuregulin-Gen fuhrt zu mehreren verschiedenen Isoformen des jeweiligen Proteins. So
bildet NRG1 beispielsweise mehr als 30 verschiedene, NRG3 mehr als 15 verschiedene Formen
aus (Mei und Nave 2014). NRG1-Isoformen treten in vielen verschieden Gewebearten auf und
wurden bereits im Gehirn, im Herzen, in Skelettmuskulatur, in Brustgewebe, in der Leber und der
Lunge nachgewiesen (Zhang et al. 1997). Sie spielen zudem eine bedeutende Rolle in der

Signalregulierung von NMDA-Rezeptoren im Gehirn (Savci et al. 2021).

1.4.1 Neuregulin 3

Neuregulin 3 (NRG3) ist auf Chromosom 10g22-23 lokalisiert (Kao et al. 2010).

Laut Zhang et al. (1997) ist das Vorkommen von einigen Neuregulin 3-Isoformen sowohl wahrend
der Entwicklung, als auch im Erwachsenenalter auf das Nervensystem beschréankt und scheint
spezifisch fir neuronales Gewebe zu sein. Laut Paterson et al. (2017) werden Isoformen des
NRG3 wahrend aller Entwicklungsstufen im prafrontalen Kortex exprimiert. Auf die jeweiligen
Expressionslevel konnen genetische und strukturelle Variationen Einfluss nehmen, was NRG3
als zentralen Faktor in der kortikalen Entwicklung impliziert (Paterson et al. 2017). In der
neonatalen Phase und in der friihen Kindheit steht die Expression der Klasse | und IV Isoformen,
in der fetalen Entwicklung hingegen insbesondere der Klasse Il im Vordergrund. Klasse IV trat
jedoch im héheren Erwachsenenalter wieder vermehrt auf. Die Isoformen der Klasse Ill waren
dementgegen unabhéngig von den Entwicklungsstufen Uber die gesamte Lebenszeit

kontinuierlich nachweisbar (Paterson et al. 2017).

NRG3 ist dennoch auch in extraneuronalen Gewebearten zu finden, wo es beispielsweise an der
Entwicklung der Brustdriise und karzinogenen Vorgangen beteiligt ist (Carteron et al. 2006;
Howard 2008). Das Vorkommen von NRG3 konnte in Hoden, Plazenta, Herz, Nieren, Leber,

Lunge, Skelettmuskeln und in Fibroblasten nachgewiesen werden (Paterson et al. 2017).
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Laut Carteron et al. (2006) wird davon ausgegangen, dass 60 % der menschlichen Gene
alternativem SpleiBen unterliegen. Dies lasst darauf schlieRen, dass auch das NRG3-Gen (wie
andere NRGs) posttranskriptionellen Veranderungen unterworfen wird und so eine vielfaltige
Gruppe an gespleiliten NRG3-Formen resultiert (Carteron et al. 2006; Zeledén et al. 2015).
Insbesondere im menschlichen Neokortex unterliegt NRG3 differenzierten Spleil3-
Vorgangen (Paterson et al. 2017). In einer Studie von Zeledon et al. (2015) konnte die Wirkung
von in Introns gelegenen SNPs im NRG3 auf die Auspragung von Wahn aufgezeigt werden. Die
Wirkung von nicht codierenden Arealen kann zum einen durch alternatives Splei3en und so die
Entstehung von unterschiedlichen Isoformen sowie zum anderen durch die direkte Einflussnahme
auf die Genexpression durch Prozessivititserhdhung oder die Bildung von alternativen
Promotern zustande kommen (Barrett et al. 2012; Zeleddn et al. 2015). So ist beispielsweise eine
der Isoformen, hFBNRG3 (human fetal brain NRG3), spezifisch fur das fotale Gehirn wéhrend
dessen Entwicklung (Carteron et al. 2006). Laut Kao et al. (2010) spielt NRG3 speziell eine Rolle
bei der embryonalen Entwicklung vom Kortex, indem es regulierend auf die kortikale Zellmigration
und Strukturierung wirkt. Generell geht man davon aus, dass verschiedene Isoformen des NRG3
wahrend der Entwicklung des zentralen Nervensystems relevant und so unter anderem am Erhalt
von Oligodendrozyten beteiligt sind (Carteron et al. 2006). Da laut Huckins et al. (2019) der
Erkrankungsstatus Einfluss auf die Genexpression ausiiben kann, ist eine Analyse der genetisch
regulierten Genexpression bedeutend, um die Wirkrichtung zwischen Erkrankung und Genetik zu
untersuchen. Es ist demnach umso wichtiger die dezenten Veranderungen in der Genexpression

wahrend der Krankheitsentstehung zu ermitteln (Huckins et al. 2019).

Variationen im NRG3-Gen wurden mit einer Reihe von neurologischen Entwicklungsstérungen,
neurokognitiven und neurologisch-psychiatrischen Stérungen sowie mit Verhaltensauffalligkeiten
in Verbindung gebracht, wie zum Beispiel Hyperaktivitat, Autismus, Auftreten von Wahn und

kognitiven Einschrankungen (Balciuniene et al. 2007; Meier et al. 2013; Paterson und Law 2014).

Studien zufolge spielt NRG3 bzw. dessen Signalweg Uber ErbB4 auch eine Rolle beziglich
Nikotinabhangigkeit. So konnte eine signifikante Verbindung zwischen der NRG3-Ausschiittung
und der wahrend des Nikotinentzuges auftretenden Angst und Anspannung hergestellt werden
(Turner et al. 2014). AuBerdem konnte eine signifikante Assoziation des NRG3-Gens (SNP
rs6584471) mit Morbus Hirschsprung, einer angeborenen neuronalen Erkrankung des Kolons,
entstehend durch Aganglionose des Plexus myentericus, dargelegt werden (Wang et al. 2016).
Zudem wurde NRG3 (SNP rs1649942) mit einer verringerten Uberlebenszeit bei Patientinnen mit
Ovarialkarzinom assoziiert (DeLisi et al. 1994; Pinto et al. 2019). Laut Volpi et al. (2009) besteht
ein Zusammenhang zwischen NRG3 (SNP rs4933824) und einer Verlangerung der QT-Zeit im
EKG bei schizophrenen Patientinnen unter lloperidon Therapie. Auch bezogen auf die Anfalligkeit
fur Tuberkulose wurde eine Assoziation mit NRG3 (SNP rs2224109) impliziert (Daya et al. 2014).
Ferner wurde ein Erkranken an Morbus Alzheimer mit mehreren Variationen in dem Gen (u.a.
SNP rs561623) verknupft (Wang et al. 2014). Zusétzlich konnten Lee et al. (2016) eine
Verbindung zwischen Polymorphismen im NRG3-Gen und Adipositas bei koreanischen Frauen

finden.

20



Einleitung

1.4.1.1 NRG3 - Signaltransduktion und ErbB4

Die Signalvermittlung des NRG-Proteins erfolgt tiber die Bindung an die extrazellulare Doméane
einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase aus der ErbB-Gruppe (Falls 2003). Zhang et al. (1997)
beschreiben eine Homologie in der Aminosédurezusammensetzung des deutlich besser
untersuchten NRG1 und NRG3, was auf eine enge Verwandtschaft der Neureguline schlieRen
lasst. Die EGF-like Doméane des NRG3-Proteins stimmt zu 31 % mit der EGF-like Doméne des
NRG1 lberein. Im Gegensatz zum NRG1 enthalt NRG3 mehrere mogliche extrazellulare
Bereiche zur O-linked, jedoch keine zu N-linked Glykolysierung und die intrazellulare Doméane
des Proteins enthélt sieben Tyrosine (Zhang et al. 1997). AuRBerdem wurde eine Region
unpolarer, ungeladener Aminosauren am NRG3-Protein entdeckt. Es wird vermutet, dass diese
Region als interne Signalsequenz verwendet wird, um die Translokation tber die Membran des

endoplasmatischen Retikulums zu vermitteln (Zhang et al. 1997).

Laut Zhang et al. (1997) bindet die EGF-like Doméane des NRG3 an den Rezeptor ErbB4 und
bewirkt so eine Phosphorylierung des Rezeptors. Im Gegensatz zu NRG1 scheint NRG3
spezifisch flir den ErbB4-Rezeptor zu sein, so dass die EGF-like Doméne des NRG3 mit den
anderen Neuregulinen um die Bindung mit ErbB4 konkurriert. Dies deutet auf eine teilweise
Uberschneidung ihrer Bindungsstellen hin (Zhang et al. 1997; Benzel et al. 2007).

Generell ist der NRG-ErbB Signalweg &uf3erst ungewdhnlich, da eine kleine Gruppe an Liganden
(NRGs) und Rezeptor-Genen (ErbBs) ein enorm komplexes Netzwerk an Signalproteinen mit
mehreren Expressionsdoménen und vielen unterschiedlichen Funktionen bildet (Mei und Nave
2014). Die Rezeptor-Tyrosinkinase ErbB4 ist mit zahlreichen neuronalen Stoérungen in
Verbindung gebracht worden und scheint auch ein wichtiges Ziel fur fehlerhafte
Signallbertragung von NRGs zu sein (Mei und Nave 2014). Laut Mdller et al. (2018) sind NRG3
und ErbB4 beide pra- und postsynaptisch in exzitatorischen Parvalbumin-positiven Interneuronen

lokalisiert und NRG3 nimmt dabei die Rolle eines funktionell dominanten Interaktionspartners ein.

Jedoch ist wenig darlber bekannt wie SNPs die Expression von NRGs und ErbBs in, an
Schizophrenie erkrankten Personen verandern. ErbB4 wird im Kortex spezifisch in Interneuronen
exprimiert und eine Verbindung von fehlerhaften Interneuronen mit kognitiven Defiziten bei
schizophrenen Patientinnen wurde bereits vermutet (Mei und Nave 2014). Des Weiteren
diskutierten Mei und Nave (2014) eine Assoziation von ErbB4-mRNA sowie im Gen liegenden
SNPs mit Interneuronen-Defiziten. In einer aktuellen Studie konnte zudem gezeigt werden, dass
eine Ablation von NRG3 sowohl in einer reduzierten Anzahl exzitatorischer Synapsen an
Parvalbumin-positiven Interneuronen, in einer veranderten Kurzzeitplastizitat, als auch in einer
Enthemmung des hippocampalen Netzwerks resultiert (Miller et al. 2018). Die NRG3-ErbB4
Interaktion scheint fir die Funktion exzitatorischer Synapsen an Interneuronen und fir deren
Entwicklung von gravierender Bedeutung zu sein (Miller et al. 2018). In einer Studie von Bartolini
et al. (2017) wurde eine Beteiligung von NRG3 an der Regulation der Interneuronenmigration in

die kortikale Platte der GroRRhirnrinde aufgezeigt.
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1.4.1.2 NRG3 und Schizophrenie

Isoformen und Variationen im Neuregulin 3-Gen konnten bisher mit einer Bandbreite von
neuronalen Entwicklungsstorungen, wie Entwicklungsverzégerungen, kognitiven
Einschrankungen und nicht zuletzt mit Schizophrenie in Verbindung gebracht werden (Benzel et
al. 2007; Blair et al. 2016). Bereits einige Gene der NRG-Familie, insbesondere NRG1, wurden
mit einer genetischen Pradisposition fur Schizophrenie assoziiert (Benzel et al. 2007; Kao et al.
2010). Ein konkreter Zusammenhang zwischen Schizophrenie und dem NRG3-Gen wurde
erstmals erfasst als die Erkrankung bei Ashkenazi Juden/Jidinnen (Fallin et al. 2003) und Han
Chineslnnen mit dem Chromosom 10¢g22-g23 assoziiert werden konnte (Wang et al. 2008). Auch
Erkenntnisse von Balciuniene et al. (2007) trugen zum Diskurs bei, welche durch Deletionen und
Veranderungen im genannten Chromosom hervorgerufene kognitive und verhaltensaufféllige
Abweichungen aufzeigten. Obwohl nach wie vor nicht genau bekannt ist, welche explizite Rolle
das NRG3-Gen in Bezug auf Schizophrenie einnimmt, wurde eine Assoziation zwischen dem
Gen und der Erkrankung inzwischen wiederholt aufgezeigt (Kao et al. 2010; Morar et al. 2011,
Tost et al. 2014). Auch wenn die Verknipfung von NRG3 und Aufmerksamkeitsdefiziten sowie
mit dem Ausmalf’ von Wahn hauptsachlich mit Schizophrenie in Verbindung gebracht wurde, so
konnte dennoch nachgewiesen werden, dass diese Defizite nicht krankheitsspezifisch auftreten
(Meier et al. 2013). Meier et al. (2013) konnten vergleichbare Assoziationen bei bipolaren
Patientinnen nachweisen und deuten auf die Mdglichkeit eines gemeinsamen biologischen
Signalweges als Hintergrund hin. Zudem konnte ein Einfluss von NRG3 auf die prafrontale
Kortexphysiologie wahrend der Aktivierung des Arbeitsgedachtnisses dargelegt werden (Tost et
al. 2014).

Kao et al. (2010) kommen in ihrer Studie zu der Schlussfolgerung, dass einer der Mechanismen,
der Schizophrenie mit NRG3 verbindet, die transkriptionelle Regulation in der Genexpression sein
kénnte und diese durch gewebespezifische oder Isoform-abhangige Art und Weise die
Wirksamkeit der Signallibertragung beeinflusst. Dies deutet darauf hin, dass eine
pathophysiologische Abweichung im Gleichgewicht der Isoformen des NRG3 zu einer Instabilitat
in der Signalweiterleitung fiihrt, was durch die Rolle des Gens bei diesen Vorgangen
schwerwiegende Folgen auf die neuronale Entwicklung und Plastizitat haben kann. Dies legt eine
Verbindung zwischen den angesprochenen Signalwegen und der Anfalligkeit fir Schizophrenie
nahe (Kao et al. 2010). Weitere Hinweise auf eine Beteiligung dieses Zusammenhangs konnte
von Greenwood et al. (2019) aufgezeigt werden, welche eine signifikante Assoziation von
kognitiver Flexibilitat und Abstraktion mit einem nahe des NRG3-Gens lokalisierten Bereich auf

dem Chromosom 10g23 darlegten.

Die Relevanz des NRG3-Gens flir neuropsychiatrische Stérungen bzw. fir die normale
Gehirnentwicklung und -funktion, wurde durch eine Studie an neugeborenen Mausen untersucht,
durch welche belegt werden konnte, dass eine erhthte Exposition an NRG3 in einem frihen
postnatalen Zeitraum zu Veranderungen im angstbezogenen und sozialen Verhalten fihrt
(Paterson und Law 2014). Auch beobachteten Loos et al. (2014) bei erhthter NRG3-Exposition

im medialen prafrontalen Kortex bei Mausen eine verstéarkte Impulsivitat bei den Tieren. Der
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Zusammenhang zwischen dem Gen und mit Schizophrenie assoziierten Phanotypen konnte auch
in einer Studie von Hayes et al. (2016) mit NRG3 knock-out Mausen dargelegt werden. Die
homozygoten Tiere zeigten unter anderem eine gestdrte Prépulsinhibition im Rahmen der
akustischen Schreckreaktion und fehlerhafte Angstkonditionierung. Dies deutet darauf hin, dass
ein Mangel an NRG3 zu Veranderungen fuhrt, welche mit Symptomen der Schizophrenie
kongruent sind, jedoch den Ergebnissen von Paterson und Law (2014) gegeniiberstehen (Hayes
et al. 2016).

In einer Studie von Rahman et al. (2019) an Ratten konnten Nachweise flr eine im ZNS weit
verbreitete Expression des NRG3, insbesondere im Vergleich zu anderen Neuregulinen,
gefunden werden. AuR3ergewodhnlich hohe Level an NRG3 wurden im Kortex erwachsener Ratten,
im Hippokampus, Thalamus, Zerebellum und Hirnstamm gefunden. Dies weist darauf hin, dass
NRG3 nicht nur wahrend der Entwicklung, sondern auch im spéateren Verlauf eine Rolle im reifen
Gehirn spielt (Rahman et al. 2019).

1.5 SNPs und ihre Bedeutung

SNPs oder Single Nucleotide Polymorphisms sind haufige genetische Variationen. Die jeweilige
Veréanderung eines einzelnen SNPs ist auf ein einzelnes Nukleotid beschrankt. Dieses Nukleotid
ist dabei jeweils durch ein anderes ausgetauscht. Ein solcher Polymorphismus kommt
durchschnittlich einmal in 1000 Nukleotiden vor und somit existieren circa 4-5 Millionen SNPs in
dem Genom einer einzelnen Person. SNPs haben an sich keinen Krankheitswert und befinden
sich meist in der DNA zwischen den Genen. Seltener kommen sie auch in einer genregulierenden
Region oder im Gen selbst vor, wo sie direkten Einfluss auf Krankheitsentstehungen haben
kénnen (Cichon et al. 2002; Wong et al. 2021).

Die meisten SNPs haben jedoch keinen direkten Einfluss auf die Krankheitsentstehung. Dennoch
kénnen die Polymorphismen die Gesundheit einer Person wesentlich beeinflussen. Sie wirken
auf die Pradisposition fir bestimmte Erkrankungen, die Reaktion auf bestimmte Toxine und
Umwelteinflusse ein (Wong et al. 2021).

SNPs kénnen zudem dazu genutzt werden bestimmte krankheitsspezifische Gene innerhalb
einer Familie zu verfolgen oder so als biologische Marker fir bestimmte Erkrankungen verwendet
werden (Wong et al. 2021)

1.5.1 SNPsim NRG3 und ihre Relevanz

Es wurde bereits eine Vielzahl an Polymorphismen auf ihre Assoziation mit einer erhdhten
Disposition bezuglich Schizophrenie untersucht sowie auf ihre Verbindung zu einzelnen Aspekten
der Erkrankung. So konnte ein SNP im NRG3 (rs658440) bei einer deutschen
Patientinnengruppe signifikant mit Aufmerksamkeitsdefiziten bei schizophrenen Patientinnen in
Verbindung gebracht werden (Meier et al. 2013). Auch Kao et al. (2010) konnten eine Korrelation
des Polymorphismus zur Erkrankungsanfalligkeit erarbeiten. Gleiches gilt fur die Studie von

Morar et al. (2011), welche auRerdem eine Korrelation zwischen den SNPs rs658440 und
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rs10883866 und der kognitiven Leistung bei Patientinnen aufzeigen konnte. Dieselben SNPs,
beziehungsweise insgesamt drei Polymorphismen im Intron 1 des NRG3-Gens (rs658440,
rs10883866, rs10748842) wurden zudem mit dem Auftreten bzw. dem Schweregrad von
Wahnvorstellungen assoziiert (Chen et al. 2009; Kao et al. 2010; Morar et al. 2011).

Auch der SNP rs10748842 zeigte sich bei einer Studie mit kaukasischen Teilnehmerinnen mit
einer erhéhten Erkrankungsdisposition verknipft, wobei er hierbei auch mit Positiv- (auch
rs6584400) und Negativsymptomatik assoziiert war (Kao et al. 2010). Aul3erdem fiel eine
Assoziation mit einer veranderten prafrontalen Kortexphysiologie wahrend der Aktivitat des
Arbeitsgedachtnisses auf (Kao et al. 2010; Tost et al. 2014). In einer Studie von Zhou et al. (2020)
an chinesischen Personen konnte derselbe Polymorphismus mit erniedrigten Testwerten im
Bereich Aufmerksamkeit sowie mit einer Korrelation von geringen Testwerten im Bereich Sprache
mit einem erhéhten BMI bei schizophrenen Patientinnen in Verbindung gebracht werden. Der

SNP rs6584471 konnte signifikant mit Morbus Hirschsprung assoziiert werden (Wang et al. 2016).

Auch wurde rs10748842 in einer weiteren Studie an schizophrenen Chinesinnen mit kognitiven
Defiziten, insbesondere im Bereich Aufmerksamkeit, assoziiert, jedoch konnte keine signifikante
Korrelation zwischen dem SNP und der Krankheitsanfalligkeit generell gefunden werden (Li et al.
2020).

In unterschiedlichen Populationen wurden weitere Assoziationen zwischen verschiedenen
Polymorphismen und einer erhdhten Krankheitsdisposition erarbeitet. So stellten Fallin et al.
(2005) in einer Studie an Ashkenazi judischen Probandinnen eine Verbindung mit dem SNP
rs1080293, Wang et al. (2008) mit rs1937970 und rs677221 an Han chinesischen
Studienteilnehmerlnnen dar. Zudem prasentierten Kao et al. (2010) in ihrer Untersuchung an
kaukasischen Nordamerikanerinnen eine signifikante Korrelation zur Krankheitsanfalligkeit unter
anderen der SNPs rs1336286, rs1336291 und rs2992776. Fur eben diese Polymorphismen
konnte in einer Studie an Han chinesischen Schizophrenie-Patientinnen keine Assoziation
gefunden werden (Zhang et al. 2013). Der Polymorphismus rs2295933 hingegen zeigte sich in
unterschiedlichen Populationen als nicht erfolgversprechend und es wurde weder in einer
chinesischen, koreanischen noch européisch-kaukasischen Population eine signifikante
Verknipfung gefunden (Wang et al. 2008; Sujin Shin et al. 2012).

Die Evidenzlage bezuglich der Assoziation verschiedener SNPs im NRG3-Gen mit Schizophrenie
ist nicht durchgehend schlissig (Avramopoulos 2018). So kénnen genetische Variationen im
NRG3-Gen spezifische Auswirkungen auf verschiedene Krankheitsaspekte haben und missen
nicht gezwungenermaflen auch mit der Erkrankungsanfalligkeit per se verknupft sein

(Avramopoulos 2018).
1.6 Das Konzept der Endophanotypen

Endophénotypen, auch als intermedidre Phanotypen bezeichnet, sind ein seit Anfang des

Jahrtausends wieder aufgekommenes Konzept, um die Ursachen von psychischen Erkrankungen
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besser untersuchen zu kdénnen (Gottesman und Gould 2003; Zobel und Maier 2004). Der Begriff
Endophanotypen stammte urspriinglich aus der Biologie und wurde fiir die psychiatrische Genetik
adaptiert (Quednow und Pintsov 2012).

Sowohl die klassische Bezeichnung des Phanotyps als auch der Begriff Endophé&notyp werden
als Auspragungen bzw. Endprodukte von Genen verstanden (Zobel und Maier 2004). Jedoch
werden laut Zobel und Maier (2004) Phanotypen als sichtbare Verhaltensweisen oder gestellte
Diagnosen verstanden, wahrend die Endophanotypen zugrundeliegende neurobiologische,
neurokognitive oder -physiologische Veranderungen darstellen (Zobel und Maier 2004; lacono
2018). Die Identifizierung von diesen Endophéanotypen kdnnte viele ungeklarte Aspekte der
Atiologie zahlreicher Erkrankungen beleuchten und moglicherweise dazu beitragen fehlerhafte
Gene zu erkennen und damit ein potentielles Erkrankungsrisiko einzuschatzen (Gottesman und
Gould 2003; Luvsannyam et al. 2022).

Ausgehend von der Annahme, dass diese einzelne Aspekte der Pathophysiologie einer Stérung
darstellen, kénnen validierte Endophénotypen helfen eben jene Verbindung zwischen
pathophysiologischen Ablaufen und der psychischen Erkrankung zu erkennen (Zobel und Maier
2004).

Um eine einheitliche Einschatzung der Endophanotypen zu gewahrleisten, entwickelten
Gottesman und Gould (2003) funf Kriterien, die erflllt werden miissen, um die Kandidaten als

valide Endophéanotypen einstufen zu kénnen:

Der Endophanotyp muss mit der Erkrankung in der Bevolkerung assoziiert ein.

Der Endophéanotyp ist vererbbar.

Der Endophéanotyp ist in erster Linie unabhéngig vom gesundheitlichen Zustand einer Person.
Dies bedeutet, der Endophéanotyp manifestiert sich in Phasen der aktiven Erkrankung, wie auch

in inaktiven Perioden.

4. Innerhalb von Familien ist das Auftreten des Endophanotyps und der Erkrankung voneinander
getrennt.
5. Der Endophéanotyp tritt starker bei erkrankten Familienmitgliedern auf, als bei nicht erkrankten

Verwandten. Dennoch ist der Endophénotyp bei diesen Familienmitgliedern im Vergleich zur

allgemeinen Bevolkerung starker ausgepragt.

Das Fehlen einer biologischen Basis fur die Klassifikation von psychiatrischen Erkrankungen
kann fur den bisher méRigen Erfolg von neurobiologischen und genetischen Studien zu diesen
Stérungen mitverantwortlich gemacht werden (Gottesman und Gould, 2003). Mithilfe diese
Kriterien erfullender Endophénotypen kann nicht nur die Diagnosestellung und die Klassifikation
von Erkrankungen genauer und effektiver gestaltet werden, sondern sie kénnten auch enormen
Einfluss auf unser Verstandnis der zugrundeliegenden neurobiologischen und genetischen
Psychopathologie austiben (Gottesman und Gould, 2003). Ein entscheidender Vorteil dieses
Konzeptes bei der Suche nach Suszeptibilitditsgenen psychischer Erkrankungen ist, dass die

Endophénotypen, und die dadurch angezeigte Vulnerabilitéat fir die Stérung, eben nicht nur bei
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betroffenen Patientinnen, sondern auch bei noch nicht oder nie erkrankten vulnerablen Personen
auftreten (Zobel und Maier 2004; Braff 2015).

1.6.1 Endophanotypen und Schizophrenie

In der Forschung zu Schizophrenie wird das Konzept der Endophé&notypen fir den Versuch
genutzt, die Kluft zwischen Genotyp und Phanotyp zu schlieRen (Light et al. 2012; Braff 2015).
Eine Endophéanotypen-basierte Forschung hat in psychiatrischen Studien grof3es Potential fir die
Erkundung der genetischen Grundlagen psychischer Erkrankungen (Gottesman und Gould
2003). So konnte bereits eine Reihe an neurophysiologischen (zum Beispiel Prapulsinhibition,
P50-, N100-, P300-Amplitude im EEG) und neurokognitiven Merkmalen (Tests zu
Arbeitsgedachtnis, Aufmerksamkeit, etc.) als potentielle Endophanotypen fur Schizophrenie
herausgearbeitet werden (Allen et al. 2009; Light et al. 2012; Braff 2015). Dennoch muss beachtet
werden, dass diese nicht zwangsweise genetische Risikofaktoren fir psychische Erkrankungen
darstellen. Es kann davon ausgegangen werden, dass Endophanotypen selbst polygenetische
Ursachen haben und teilweise auch miteinander korrelieren sowie von Umwelt- als auch von
genetischen Risikofaktoren fir eine Storung beeinflusst sind (Kendler und Neale 2010; Seidman
et al. 2015).

Da Endophanotypen messbare Merkmale sind, die sich im Vergleich zu klassischen
Krankheitssymptomen naher an den verantwortlichen Genen zu befinden scheinen, kdnnten sie
daflr genutzt werden die Heterogenitat der psychischen Erkrankungen aufzudecken und hierbei

Risikogene zu identifizieren (Reilly und Sweeney 2014).

1.7 Ereigniskorrelierte Potentiale und die P300-Welle

Ereigniskorrelierte Potentiale (EKPs) sind niedrige Spannungen, welche in verschiedenen
Strukturen des Gehirns als Reaktion auf Stimuli entstehen und mithilfe von Schéadelableitungen
als Spitzen und Senken im Elektroenzephalogramm (EEG) erkennbar sind (Huang et al. 2015).
Diese reaktiven Veranderungen im EEG korrelieren zeitlich mit auftretenden kognitiven,
sensorischen oder motorischen Ereignissen und koénnen so Erkenntnisse Uber mentale

Verarbeitungsprozesse liefern (Huang et al. 2015).

Wie bereits von Sutton et al. (1965) beschrieben tritt eine beobachtbare Veranderung der EEG-
Welle als Antwort auf einen gesetzten Reiz (akustisch, visuell, etc.) auf, wobei die gravierendste
positive Veranderung nach circa 300 ms eintritt. Diese als P300 bezeichnete Komponente der
ereigniskorrelierten Potentiale wird anhand ihrer Latenz (ms), definiert als Zeitfenster vom
gesetzten Stimulus bis zum Auftreten des maximalen positiven Amplitudenausschlags sowie
anhand der Amplitude (pV) selbst bewertet. Die Amplitude wird als Veranderung der Prastimulus-
Grundspannung definiert, wobei der positive Amplitudenausschlag des EKPs innerhalb eines
bestimmten Zeitfensters nach dem Stimulus auftreten muss (abhéngig von der Art des Stimulus
zwischen 250 ms und 500 ms) (Polich 2007). Der positivste Ausschlag der P300-

26



Einleitung

Wellenamplitude wird meist Uber der zentroparietalen Ableitung gemessen und kann bis zu 15-

20 pV betragen (Ullsperger und Cramon 2004).

Es konnen zwei Typen der P300-Welle unterschieden werden. Zum einen die P3a, welche
zwischen 220 ms und 280 ms auftritt und kaum abhangig von der Aufmerksamkeit der
Probandinnen ist, zum anderen die P3b (250-600 ms), welche eine starke Abhé&ngigkeit zur
Aufmerksamkeit der untersuchten Person zeigt und nur auftritt, wenn diese sich aktiv auf die
Erfassung eines neuen Stimulus konzentriert (EI Karoui et al. 2015). Die P3a zeigt ihren
maximalen positiven Ausschlag in den zentro-frontalen (Fz) Ableitungen des EEGs, wohingegen

die P3b insbesondere in den zentro-parietalen (Pz) Ableitungen erscheint (Ramchurn et al. 2014).
1.7.1  Neuronaler Ursprung der P300-Welle

Elektrophysiologisch lasst sich die P300-Welle als wéhrend der Informationsverarbeitung
gebiindelte synchronisierte Entladung von pyramidalen Neuronen im Kortex beschreiben (Huang
et al. 2015).

Obwonhl der genaue neuronale Ursprung der P300-Welle noch immer nicht endgultig geklart ist,
lassen sich einige wesentlich an ihrer Bildung beteiligten Strukturen, wie Frontal-, Parietal- und
Temporallappen, beschreiben (Pogarell et al. 2011). So erlautert Polich (2007), dass der mediale
Temporallappen einen Anteil an der P300-Wellengenerierung hat. Die Welle ist am starksten in
den parietalen und inferior-temporalen Arealen zu beobachten, was auf eine Bedeutung in der
Kontextualisierung hindeutet (Thaker 2008). Auch ein Einfluss des glutaminergen und
insbesondere des dopaminergen Neurotransmittersystems auf die P300-Welle werden diskutiert
(Pogarell et al. 2011).

Die Wellenamplitude hangt stark von der Intaktheit des temporal-parietalen Ubergangs ab, was
auf einen Verschaltungspfad zwischen frontalen und temporal-parietalen Hirnarealen
hinzuweisen scheint (Yamaguchi und Knight 1992). Dies spricht fiir einen Zusammenhang der
P300-Welle mit Aufmerksamkeit, kognitiver Verarbeitung und Vorgangen des (Arbeits-)
Gedachtnisses (Polich 2007; Rawdon et al. 2013; Huang et al. 2015; Kim et al. 2018).

1.7.2 P300-Welle und Schizophrenie

Bereits von O'Donnell et al. (1999) wurde die Bedeutung einer P300-Amplitudenreduktion als

mdogliches Merkmal schizophrener Patientinnen betont.

Eine reduzierte Amplitude des akustisch evozierten Potentials repréasentiert moglicherweise ein
biologisches Merkmal typisch fur Schizophreniekranke und scheint relativ unbeeinflusst von
aktueller Symptomatik und medikamentdser Therapie zu sein (O'Donnell et al. 1999; Thaker
2008). Eine reduzierte P300-Amplitude kdnnte unterbrochene neuronale Prozesse darstellen,
welchen Bedeutung in der Einschatzung des Stimulus und dem Zuordnen von Vorlagen

zugeschrieben werden kann (Rawdon et al. 2013).
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Auch in aktuellen Studien wurde bei akustisch evozierten Potentialen eine P300-
Amplitudenreduktion bei schizophrenen Personen gefunden (Hamilton et al. 2018; Kim et al.
2018). Eine P300-Amplitudenminderung uUber parietalen Ableitungen wird zudem bei

psychotischen Patientinnen gemessen (Rawdon et al. 2013).

Es konnte beziiglich der Amplitudenhdhe kein Unterschied zwischen Patientinnen mit und ohne
starker kognitiver Funktionseinschrankung gefunden werden, wohl aber zu gesunden
Kontrollpersonen. Neurophysiologische Defizite, wie Veranderungen der P300-Amplitude, treten
haufig bei Schizophreniekranken weit vor dem Beginn psychotischer Symptome auf. Auch sind
diese meist bei nicht erkrankten Verwandten ersten Grades messbar (Thaker 2008). Dies spricht
fur eine genetische Grundlage dieser und unterstitzt die Annahme, dass die Amplitude der P300-
Welle potentiell als geeigneter Endophéanotyp flr die klinische Diagnostik verwendet werden
kénnte (Thaker 2008; Hamilton et al. 2018). Laut Johannesen et al. (2013) scheint die verringerte
Amplitude auch in Verbindung mit der Chronizitat der Schizophrenie zu stehen. Eine Studie von
Tang et al. (2019) konnte allerdings nach einer vorangehenden Amplitudenreduktion, keine
Amplitudendifferenz bei Patientinnen nach Remission und gesunden Kontrollpersonen finden,
jedoch zu psychotischen Patientinnen. Eine Studie von Kang et al. (2012) konnte bei drei SNPs
im NRG1 keine Unterschiede beziglich der P300-Amplitude zwischen Kontrollpersonen und
Patientinnen aufzeigen, ein Genotyp eines SNPs erwies sich jedoch bei beiden Gruppen als
potentiell protektiver Faktor. In einer Studie von Diez et al. (2014), in der ein Polymorphismus im
NRG3 (rs10748842) bezuglich des Einflusses auf die P300-Amplitude untersucht wurde, konnte

keine signifikante Assoziation eruiert werden.

Ob und wie eine veranderte P300-Amplitude mit dem Auftreten, Verlauf und dem Status der
Erkrankung, ob in Remission oder in akuter Psychose, in Zusammenhang steht, bleibt noch
endgliltig zu klaren, jedoch ist eine Assoziation zwischen der Amplitudenreduktion der P300-

Welle und Schizophrenie stark impliziert.
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2 Zielstellung

Schizophrenie ist eine schwerwiegende psychische Erkrankung, welcher eine heterogene,

multifaktorielle und polygenetische Genese zugrunde liegt.

Unter anderen wird Neuregulin 3 als mdgliches Suszeptibilititsgen der Schizophrenie diskutiert.
NRGS3 ist an der neuronalen Embryogenese beteiligt und scheint insbesondere Einfluss auf die
kortikale Entwicklung zu nehmen.

Endophéanotypen stellen in der Psychiatrie einen Zwischenschritt zwischen Geno- und Phanotyp
(Symptom oder sichtbare Verhaltensweise) dar und kdénnen somit zur Erforschung der
zugrundeliegenden neurophysiologischen Pathologien beitragen. Ein mdglicher Endophénotyp
ist die P300-Welle im EEG, fur welche vielfach eine Verbindung zwischen einer
Amplitudenminderung und schizophrenen Patientinnen aufgezeigt werden konnte.

An der Generierung der P300-Welle sind etliche kortikale Areale wir der Frontal- und
Parietallappen beteiligt, eben jene Areale deren neuronale Entwicklung durch NRG3 beeinflusst
zu sein scheint. So liegt ein Einwirken des Gens auf die P300-Welle nahe.

Ziel dieser Arbeit war es, potentielle Zusammenhange zwischen 21 Polymorphismen des NRG3-
Gens und Verénderungen der P300-Wellenamplitude als Endophé&notyp der Schizophrenie zu
untersuchen. Dazu wurde in einer Stichprobe 1 aus 116 Patientinnen und 256 Kontrollpersonen
eine Einzel-SNP- sowie eine Haplotypanalyse durchgefihrt, um die mégliche Assoziation von
Allelen und Haplotypen zu Amplitudenverdnderungen der P300-Welle zu erfassen.

Um zu prufen, ob die in Stichprobe 1 signifikant assoziierten Allele der einzelnen SNPs bzw,
Haploblocke zudem mit spezifischen Kklinischen Symptomen oder Symptomenkomplexen
zusammenhangen, wurden diese mithilfe einer zweiten Stichprobe, bestehend aus 112
Schizophreniepatientinnen, auf mégliche Assoziationen mit den klinischen Phanotypen anhand
der PANSS-Skala untersucht.
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3 Methoden und Material

3.1 Stichprobe und Studiendesign

Die in dieser Arbeit vorgestellte Studie wurde als genetische Assoziationsstudie durchgefuhrt. Die
dargestellte Untersuchung bezieht sich auf zwei Stichproben. Stichprobe 1 enthielt 372
Teilnehmerlnnen, darunter 256 neurologisch und psychisch unauffallige Kontrollpersonen sowie
116 Patientinnen mit einer Schizophrenie und wurde fiir die Uberpriifung eines Zusammenhangs
zwischen der Genotypenverteilung von 21 NRG3-SNPs und der P300-Welle im EEG verwendet.

Daruber hinaus wurde an in diesem Zusammenhang signifikant assoziierten Markern der
klinische Phanotyp in einer zweiten Stichprobe (Stichprobe 2) von 112 Schizophreniepatientinnen
néher betrachtet.

Vor Durchfihrung der Studie wurde die Zustimmung der Ethikkommissionen der Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen und der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg eingeholt.
Die Untersuchung folgte den ethischen Richtlinien der medizinischen Forschung an Menschen
gemal der Deklaration von Helsinki. Alle Studienteilnehmerinnen wurden uber die genaue
Durchflihrung, die Inhalte, die Ziele der Untersuchung sowie mogliche Risiken und die anonyme
Verwendung der erhobenen Daten aufgeklart. Die Aufklarung und das Einverstandnis zur
Partizipation lagen jeweils schriftlich vor. Die Teilnahme an der Studie basierte auf Freiwilligkeit.

Ein- und Ausschlusskriterien

Die Ein- und Ausschlusskriterien unterschieden sich zwischen den Patientinnen der Stichproben
1 und 2 sowie den Kontrollen. Gemeinsame Merkmale aller Gruppen waren das Vorliegen einer
Einverstandniserklarung, Volljahrigkeit, kaukasische Ethnizitat und die Abwesenheit von (aktiven)

Infektionen wie Hepatitis A, C oder HIV zum Schutz des Laborpersonals.

Wahrend fir die gesunden Kontrollen sowohl jegliche eigene psychische Auffalligkeit als auch
das Vorhandensein derartiger Erkrankungen in der Primarfamilie zum Ausschluss flihrte, war bei
beiden Patientinnengruppen eine Diagnose der Schizophrenie nach DSM-IV Bedingung fur die
Teilnahme an der Studie.

Da die Probandinnen der Stichprobe 1 an einer Messung akustisch evozierter Potenziale
teilnehmen sollten, war bei diesen eine Horleistung von >30 dB bei einer Tonhéhe von 1000 Hz

eine weitere Voraussetzung zur Studienteilnahme.

3.1.1 Rekrutierung

3.1.1.1 Gesunde Kontrollen

Die Rekrutierung der Studienteilnehmerinnen fir die neurologisch und psychisch gesunden
Kontrollen der Stichprobe 1 erfolgte mittels einer zufalligen Vorauswahl des zusténdigen
Einwohnermeldeamtes in Minchen. An entsprechende Personen aus den jeweiligen

Altersdekaden wurde seitens des Studienzentrums ein Anschreiben geschickt. Dieses
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beinhaltete eine Aufklarung Giber die Ziele der Studie sowie einen Riickantwortbogen, der im Falle
einer Interessensbekundung mit der Telefonnummer der jeweiligen Person zuriickgesendet
werden sollte. Die dadurch entstehende Mdglichkeit der Kontaktaufnahme wurde von den
Mitarbeiterlnnen eines Studienteams der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie und Psychotherapie
der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen fir ein Telefonscreening verwendet, welches dazu
genutzt wurde, die Ein- bzw. Ausschlusskriterien zur Teilnahme orientierend zu Uberprifen.
Wurden die notigen Merkmale erfillt, wurde auf postalischem Weg ein, die somatische und
psychiatrische Krankengeschichte umfassender Anamnesebogen ausgehandigt, welcher zu
einem telefonisch vereinbarten, persénlichen Termin zur weiteren Datenerhebung mitgebracht
werden sollte. Im Anschluss an das personliche Treffen erhielt die Kontrollperson einen weiteren
Anamnesebogen zur Erfassung biographischer Einzelheiten mit der Bitte diesen zurtick an die
Klinik zu schicken. Die Anamnese beinhaltete die persdnliche somatische und psychiatrische
Krankengeschichte sowie Informationen (ber eventuelle psychiatrisch-neurologische
Interventionen (ambulant oder stationar) drei Generationen zurtickreichend bis zu den Grol3eltern
der jeweiligen Person, biographische Daten zur genetischen Abstammung, zur Schwangerschatft,
Geburt, Schulausbildung und beruflichen Laufbahn, Familienstand und Zufriedenheit in Bezug

auf verschiedene Lebensaspekte (Beruf, Freizeit, Kindheit, Familienstand, etc.).

Nach einer korperlichen Untersuchung wurde jeder teilnehmenden Person Blut entnommen,
welches zur weiteren Bearbeitung direkt ans Labor weitergeleitet wurde. Folgend wurde ein
Strukturiertes Klinisches Interview nach DSM-IV (Houben 1998) durchgefiihrt, welches sich in
zwei Teile untergliederte, SKID | und SKID II (Wittchen et al. 1997). Verwendet wurde hier die
Screeningversion des SKID | und die klinische Version des SKID II (Wittchen et al. 1997). Alle
Fragen waren auf lifetime ausgelegt, was bedeutete, dass sich alle Fragen auf das gesamte
bisherige Leben der Person bezogen. Wahrend sich der erste Teil des Interviews auf akute
psychiatrische Hauptdiagnosen (wie Schizophrenie) (Achse I) konzentriert, ist der SKID Il zur
genauen Erfassung von Personlichkeitsstorungen (Achse Il) konzipiert. Sowohl die Achse IV
(psychosoziale Stressoren) als auch die Achse V (Funktionsniveau) werden ebenso im Interview
erfasst. Zudem wurde der FHAM (Family History Assessment Modules) (Rice et al. 1995), ein
kurzer Test zur Erfragung von psychischen Erkrankungen bei Familienangehdrigen absolviert.
Bei Uber 60-jahrigen Kontrollpersonen wurde zusatzlich noch der Mini-Mental-State-Test (the
Mini-Mental State Examination) durchgefihrt (Folstein 1983). Dieser wenige Minuten andauernde
Test wird als ein Screening-Verfahren fur kognitive Einschréankungen und zur Demenzdiagnostik

verwendet.

3.1.1.2 Schizophreniepatientinnen

Die Rekrutierung der Patientinnengruppe der Stichprobe 1 erfolgte direkt tber die Klinik und
Poliklinik fur Psychiatrie und Psychotherapie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen.
Ehemals stationar behandelte, an Schizophrenie erkrankte Personen wurden telefonisch
kontaktiert und Uber die Studie und deren Ablauf aufgeklart. Bei Interesse teilzunehmen konnte
ein personlicher Termin entweder direkt im Studienzentrum oder in den umliegenden

Bezirkskrankenhdusern zur Datenerhebung und -priifung vereinbart werden.
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Die Patientinnen der Stichprobe 2 wurden wahrend ihres stationaren Aufenthalts in der
Universitatsklinik und Poliklinik fiir Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg rekrutiert. Wie fur die Patientinnen der Stichprobe 1 galten
fur die Teilnehmerinnen der Stichprobe 2 die dargelegten Ein- und Ausschlusskriterien, wobei

hier insbesondere noch die Einwilligungsfahigkeit zu berticksichtigen war.

Bei allen partizipierenden Patientinnen wurde die psychiatrische, somatische und biographische
Anamnese im Gesprach erhoben. Wie bei den Kontrollpersonen erfolgte bei den Patientinnen die
Durchfuhrung von SKID I und Il, allerdings SKID | in der klinischen Version (Wittchen et al. 1997)
zur Symptomerfassung und um die Diagnose der Schizophrenie nach dem DSM-IV uberprifen
zu kdnnen. Andere psychotische Stérungen, affektive Stérungen mit psychotischen Symptomen
sowie psychische Stérungen mit organischen Ursachen galten als Ausschlusskriterien, ebenso
Alkohol- und Drogenmissbrauch vor Beginn der Erkrankung. Der SKID Il wurde in der Kurzform

zum Ausschluss von Personlichkeitsstérungen durchgefihrt (Wittchen et al. 1997).
3.1.2 Datenerhebung

3.1.2.1 Elektroenzephalogramm (EEG)

Die EEG-Ableitung erfolgte in einem elektrisch abgeschirmten und akustisch gedampften Raum,
angrenzend an das Aufzeichnungsgerat (Neuroscan Synamps), wobei die zu untersuchenden
Personen mit geschlossenen Augen auf einem leicht zurlickgelehnten Sitz mit Kopfstltze

positioniert waren (Mulert et al. 2006).

Die Messungen wurden entsprechend dem Auditory Oddball Paradigm durchgefihrt.

Dieses wurde mit 80 % Nicht-Ziel-Stimuli (540 Téne, 500Hz) und 20 % Ziel-Stimuli (135 Tdne,
1000 Hz) umgesetzt. Die Prasentation der Tone erfolgte tGber beide Ohren via Kopfhdrer, wobei
eine randomisierte Reihenfolge verwendet wurde. Die Stimuli wurden mit einem Schalldruckpegel
von 80 db fiir 40 ms mit je 10 ms Anstieg- und Abfallzeit dargeboten, wobei zwischen den Ténen
je ein Intervall von 1,5 s eingehalten wurde. Die Probandinnen mussten beim Erténen des Ziel-
Stimulus mit Ihrer dominanten Hand eine Taste driicken (Mulert et al. 2006).

Das EEG wurde mithilfe einer Elektrodenkappe (bezogen auf die Position Cz (zentro-zental)) mit
einem Neuroscan-Gerat (Synamps, Munchen) aufgezeichnet. Die Elektroden wurden alle nach
dem internationalen 10/20 System ausgerichtet und zuséatzlich mit weiteren Elektroden (FC1,
FC2, FC5, FC6, CP5, CP6, T1, T2, PO9, PO10, Al, A2; bezogen auf die Position Fpz) bestickt;
insgesamt wurden 32 Kanéle aufgezeichnet. Die Impedanz der Elektroden betrug <10 kohms.

Die Datenerhebung lief mit einer Erfassungsfrequenz von 250 Hz und einem analogen
Bandpassfilter von 0,16-50 Hz ab. Das ausgewertete Zeitfenster erstreckte sich von 200 ms pra-
Stimulus bis 800 ms post-Stimulus. Zur Behebung von Artefakten wurde wahrend der
durchschnittlichen Messdauer zu allen inkludierten Zeitpunkten bei allen Ableitungen ein
Amplitudenrichtwert von =470 pV eingesetzt. Nur wellenférmige Verlaufe, basierend auf

mindestens 50 Messungen, wurden in die Auswertung eingeschlossen (Mulert et al. 2006).
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Die akustisch evozierte P300-Amplitude und -Latenz wurde semiautomatisch mithilfe der Brain-
Vision Analyzer (BVA) Software (Minchen) erfasst und als der positivste Ausschlag zwischen
250-500 ms nach dem Stimulus definiert. Dabei wurde zudem eine visuelle Kontrolle an den
Elektrodenpositionen F3 (links frontal), F4 (rechts frontal), Fz (fronto-zentral), P3 (links parietal),
P4 (rechts parietal) sowie Pz (zentro-parietal), je in Bezug zum gemeinsamen Durchschnitt,
durchgefihrt (Mulert et al. 2006).

3.1.2.2 Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS)

Fur die Analyse der Psychopathologie wurde die PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale
for Schizophrenia) erhoben (Kay et al. 1987). In dieser wurden durch Fremdbeurteilung die
Psychopathologie, insbesondere Positiv- und Negativsymptomatik sowie allgemeine
psychopathologische Symptome und deren Schweregrad anhand der abgefragten
Interviewinhalte, durch Verhaltensbeobachtungen und eventuell durch fremdanamnestische
Angaben eingeschéatzt und eingestuft. Insgesamt werden in der PANSS 30 Items abgefragt, je 7
Items im Rahmen der ,Positiven Skala“ (Tabelle 1) und ,Negativen Skala“ (Tabelle 2) sowie 16

ltems zur Erfassung der ,Allgemeinen psychopathologischen Skala“ (Tabelle 3).

Tabelle 1: Beurteilungskriterien der PANSS- Positive Skala

P1 Wahnideen

P2 Formale Denkstérungen

P3 Halluzinationen

Positive Skala P4 Erregung

P5 GroRRenideen

P6 Misstrauen/ Verfolgungsideen
P7 Feindseligkeit

Tabelle 2: Beurteilungskriterien der PANSS- Negative Skala

N1 Affektverflachung

N2 Emotionaler Riickzug

N3 Mangelnder affektiver Rapport

N4 Passiver/ apathischer sozialer Riickzug
N5 Schwierigkeiten im abstrakten Denken

N6 Mangel an Spontanitat und Flissigkeit des
Gesprachsflusses

N7 Stereotype Gedanken

Negative Skala

Tabelle 3: Beurteilungskriterien der PANSS- Allgemeine psychopathologische Skala

G1 Sorge um korperliche Gesundheit

G2 Angst

G3 Schuldgefihle

G4 Anspannung

Allgemeine psychopathologische Skala G5 Manierismen und unnattrliche Kérperhaltung
G6 Depression

G7 Motorische Verlangsamung

G8 Unkooperatives Verhalten

G9 Ungewohnliche Denkinhalte
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G10 Desorientiertheit

G11 Mangelnde Aufmerksamkeit

G12 Mangel an Urteilsféahigkeit und Einsicht
G13 Willensschwéche

G14 Mangelnde Impulskontrolle

G15 Selbstversunkenheit

G16 Aktives soziales Vermeidungsverhalten

Die Einschatzung der Symptomenauspragung erfolgte durch die interviewende Person anhand
von 7 Stufen: 1 = nicht vorhanden; 2 = minimal; 3 = leicht; 4 = maRig; 5 = mafig schwer;
6 = schwer; 7 = extrem. Die Gesamtpunktzahl der PANSS reicht hierbei von mindestens 30
Punkten zu maximal 210 Punkten. Die Punktzahlen der einzelnen Skalen werden zusatzlich
getrennt berechnet und angegeben: Positive Skala = 7-49 Punkte, Negative Skala = 7-49 Punkte,

Allgemeine psychopathologische Skala = 16-112 Punkte.

3.2 Labor

Zunachst wurde bei jedem der Probandinnen eine Blutentnahme mit anschlieBender DNA-
Extraktion durchgefihrt, um die fur die Genotypisierung bendtigte hochreine genomische DNA zu
gewinnen. Die Laborarbeiten wurden im Rahmen der Arbeitsgruppe von ausgebildetem

Fachpersonal durchgefihrt.

3.2.1 DNA-Extraktion

Das von den Studienteilnehmerinnen gewonnene vendse Blut (ca. 7-10 ml) wurde in EDTA-
Monovetten (Sarstedt, Nimbrecht) enthommen und im Weiteren zur DNA-Extraktion verwendet.
Diese wurde mithilfe des Qiagen DNA Blood Maxi Kits (Qiagen, Hilden) durchgefihrt und
orientierte sich an dem entsprechenden Durchfiihrungsprotokoll (Qiagen 2005). Zur exakten
Adjustierung des EDTA-Blutvolumens auf 10 ml wurde eine Phosphat-gepufferte Salzlésung
(1xPBS-Puffer (8 g NaCl, 0,2 g KClI, 1,44 g NazHPQa4, 0,24 g KH2PO4, ad 1 | mit Aqua dest., mit
NaOH auf pH 7,4), Herstellung, Reagenzien von Carl Roth, Hamburg) verwendet. Diese wurde
zur Herstellung der Blut-Puffer-Suspension in 50 ml Zentrifugalrohren (Sarstedt, Nimbrecht)

zubereitet.

500 pl der Qiagen Protease und 12 ml eines Guanidinhydrochlorid (GHCI)-haltigen Lysepuffers
wurden fur die Zelllyse hinzugefligt und im Anschluss zur Homogenisierung der Blut-Puffer-
Suspensionen 60 s auf einem Vortex Gerét (Vortex Genie, Scientific Industries, New York, USA)
geschiittelt. Die Lyse der Zellen fand fur 30 min in einem 70 °C heillem Wasserbad (WNB 22,
Memmert, Schwabhausen) statt. AnschlieRend wurden zum Entfernen der Hydrathille der DNA
10 ml Ethanol (Ethanol Rotipuran (>98 % p.A.), Carl Roth, Karlsruhe) hinzugefugt und das

Gemenge 2 min gevortext.

Die Lésung wurde nun graduell auf eine QlAamp Maxi Séule tberfiihrt und bei Raumtemperatur

mit 3000 rpm (revolutions per minute) 3 min lang zentrifugiert (Kuhlzentrifuge CF108-GR, VWR
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Life Science Competence Center, Erlangen). Dieses Vorgehen war fir die selektive Bindung der
DNA an die Silikagelmembran notwendig. Um die restliche Protein- und RNA-Kontamination zu
entfernen, wurde der erste Waschschritt mit 5ml Guanidin-HCl-haltigem Waschpuffer
durchgefiihrt und die Losung anschliel3end bei 4000 rpm 2 min bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Fir den zweiten Waschschritt wurden 5 ml eines ethanolhaltigen, salzarmen Puffers genutzt,
durch welchen die GHCI-Salze ausgewaschen wurden. Als Vorbereitung fur die Elution der DNA
und zur Trocknung der Silikagelmembran erfolgte eine anschlieBende 15-miniitige Zentrifugation

bei 4000 rpm und Raumtemperatur.

Fir das vollstdndige Herausldsen der DNA aus der Silikagelmembran wurde diese im Folgenden
zweimal mit insgesamt 1,5 ml TRIS-haltigem Elutionspuffer jeweils 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert, um anschlieRend ebenfalls bei Raumtemperatur fir 2 min bei 5000 rpm zentrifugiert zu
werden und die DNA-Extraktion abzuschlieen. Die DNA-Stammlésung wurde in 2 ml

umfassenden Micro-Schraubréhren (Sarstedt, NUmbrecht) gelagert.

3.2.2 DNA-Konzentrationseinstellung

Um mittels quantitativer Analyse die unbekannte DNA-Konzentration zu ermitteln, wurde eine
Standardkurve benutzt, genauer eine 1:2 Verdiunnungsreihe eines 100 ng/ul DNA-Standards
(Human genomic DNA 100 ng/ul, Clontech, Mountain View, USA). Dieser beinhaltete 8 Punkte
mit 100; 50, 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625 und 0 ng/ul. Fir die Fluoreszenzmessung der DNA
wurde der Farbstoff PicoGreen (Quant iT PicoGreen dsDNA reagent, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) verwendet, ein Fluorophor, welches selektiv an doppelstrangige DNA bindet
(Rengarajan et al. 2002). Die folgende Konzentrationsmessung und Durchfihrung aller
Pipettierschritte erfolgte halbautomatisch durch einen Roboter (Janus Automated Workstation,

Perkin Elmer Inc., Massachusetts, USA).

Die zu messenden DNA-Proben wurden in einer 96 well Platte (Thermo Fast 96 well Plate,
ABgene, Hamburg) mit destilliertem Wasser 1:10 verdinnt. In einer schwarzen 96 well Platte mit
flachem Boden (96 Well Flat Bottom Plate Black, Greiner Bio-One, Frickenhausen) wurden 50 pl
autoklaviertes, destilliertes Wasser pro Vertiefung eingebracht und je 5 ul der verdinnten DNA
bzw. Standard-DNA in Duplikaten zugefiigt. Nachdem pro well 145 ul des 1:156 verdinnten
PicoGreen zu den DNA-Proben hinzugegeben wurde, war eine Endverdinnung des PicoGreen-

Farbstoffes von 1:200 erreicht.

Fur die nun folgende Fluoreszenzmessung transportierte der Greifarm der Janus Automated
Workstation die beflillte well Platte automatisch in den Victor 3 Multilabel Counter 1420 (Perkin
Elmer Inc., Massachusetts, USA). Zur homogenen Durchmischung der Ldsung wurde die
schwarze 96 well Platte 30 s horizontal in Doppelellipsen geschwenkt, um anschlielend zur
Messung des PicoGreen-Farbstoffes bei 485 nm und zur Emissionsmessung bei 520 nm
Uberzugehen. So erfasste Fluoreszenzwerte konnten vom Victor 3 Multilabel Counter 1420 direkt
an einen Rechner gesendet werden, welcher die DNA-Konzentrationen in den Lésungen anhand

der Fluoreszenzwerte der Standardkurve errechnete. So konnte die fir eine Konzentration von
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50 ng/ul erforderliche Menge an DNA und Wasser ermittelt werden. Die notwendige Verdiinnung

fuhrte der Pipettierroboter automatisch durch.

3.2.3 Genotypisierung mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie

Untersuchte Polymorphismen

Fur die Genotypisierung der Stichprobe 1 wurden 21 SNPs im NRG3-Gen anhand folgender
Parameter in der angegebenen Reihenfolge ausgewdahlt (Tabelle 4): Variationen mit aus
Publikationen bekannten Zusammenhangen zur Schizophrenie, exonisch kodierende und nicht
kodierende Varianten, Index-Varianten mit moglichst grof3en abgedeckten LD-Bereichen, ggf.
weitere Varianten zur SchlieBung physikalisch groRer Abstdnde zwischen den SNPs.
Ausgeschlossen wurden SNPs mit einer MAF (Minore Allelfrequenz) kleiner 5% in der
europaischen Kontrollpopulation des CEPH (Centre d"Etude du Polymorphisme Humain) sowie

technisch mit der Genotypisierungsmethode nicht kompatible SNPs.

Tabelle 4: Die untersuchten SNPs des NRG3-Gens auf Chromosom 10

SNP Basenposition
rs6584471 83783511
rs2207768 83802403
rs12569561 83865848
rs714255 83885339
rs11595793 83950971
rs1336290 83955422
rs722982 83962540
rs2622807 84301584
rs635481 84311992
rs2881886 84334510
rs2820108 84495179
rs2065537 84555444
rs715687 84571953
rs168199 84589026
rs561623 84594235
rs7088441 84616626
rs1576986 84669935
rs1923565 84682591
rs4474379 84713820
rs12763193 84740839
rs2295933 84745256

Basenpositionen beziehen sich auf das Referenzgenom NCBI build GRCH37

Die Genotypisierung erfolgte nach einer Matrix-gestiitzten Massenspektrometrie-Methode, der
MALDI-TOF-Massenspektrometrie (Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation, MALDI; Time of
Flight, TOF). Die verwendete IiPLEX-Methode arbeitete nach dem Prinzip der
Einzelbasenverlangerung, wodurch SNPs mittels MALDI-TOF genotypisiert werden konnten. Die

in eben jene Genotypisierung inkludierten Polymorphismen wurden mit der Software
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AssayDesign 3.1 (Sequenom, San Diego, USA) zu Multiplexen gruppiert. Mithilfe dieses
Programms konnte fir jeden SNP ein Primerset aus zwei PCR-Primern und einem
Extensionsprimer designt und so die bestmdgliche Plexzusammenstellung kreiert werden. Das
gesamte Verfahren setzte sich aus drei Stufen zusammen, der konventionellen Multiplex-PCR,
der Primerextensionsreaktion und der Messung der Extensionsprodukte im MALDI-TOF

Massenspektrometer.

Multiplex-Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Multiplex-PCR wird zunéchst zur Amplifizierung der den jeweiligen SNP umgebenden
Genomsequenz verwendet, denn nur so ist es mdglich gentgend Zielsequenzen fur die
Extensionsprimer bereit zu stellen. Fur die Multiplex-PCR wurde ein sogenannter Mastermix

angefertigt (Tabelle 5):

Tabelle 5: Konzentrationen und Volumina der Reagenzien im Mastermix der Multiplex-PCR

Reagenz Konzentration Volumen'/ Volumen'/
9 Reaktion* 384 Reaktionen
Wasser - 1,850 pl 1368 ul
10x PCR-Puffer

(Qiagen, Hilden) 1,25 x 0,625 pl 300 pl
MgCl225 mM

(Qiagen, Hilden) 1,625 mM 0,325 pl 156 pl
dNTP Mix, 25 mM

(dNTP Set, 100 mM, ABene, 500 pl 0,100 pl 48 pl
Hamburg)

Primer Mix, jeweils 500 nM

(Metabion, Martinsried) 100 nM 1,000 480 ul
Hotstar Taq Polymerase,

5 U/ul (Qiagen, Hilden) 05U 0,100 i 48 4l
Total - 4,000 pl 2400 ul

* = Angabe inklusive 25 % Uberhang

Nach Erstellung des Mastermixes wurden mithilfe des Roboters in jede Vertiefung einer 384 well
Platte (Thermo Fast 384 Well Plate, ABgene, Hamburg) 4 ul Mastermix pipettiert. Folgend wurden
noch jeweils 12,5 ng DNA vorgelegt in 96 well Platten (Thermo Fast 96 well Plate; ABgene,
Hamburg) hinzugegeben. Die beflllten Reaktionsplatten wurden zunéchst abzentrifugiert,
verschlossen und im Anschluss in den Thermocycler (Gene Amp PCR System 9700, Applied

Biosystems, Foster City, USA) gegeben und prozessiert.

So wurde nun das Multiplex-PCR-Programm (Initiale Denaturierung, Denaturierung, Annealing,

Extension, finale Extension und Halt) mit folgenden Ablaufen durchgefihrt:
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95 °C fUr 5 min
95 °C fir 20 sec
56 °C fir 30 sec
72 °C fur 1 min
72 °C fur 3 min
12 °C unbegrenzt

45 Zyklen

o g & w N PE

Dephosphorylierung der PCR-Produkte

Ein weiterer Bearbeitungsschritt der PCR-Produkte wurde durchgefihrt, um die in der Multiplex-
PCR nicht inkorporierte Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs) zu dephosphorylieren, da diese
die nachfolgende iPLEX-Reaktion storen und die Einzelbasenverlangerung verhindern wirden.
Dies wurde durch eine sogenannte SAP-Reaktion bewirkt, bei welcher die besagten dNTPs mit
Alkalischer Phosphatase aus Shrimps (Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), Sequenom, San
Diego, USA) bearbeitet wurden. Fir die SAP-Reaktion war erneut ein Mastermix aus

verschiedenen Reagenzien notwendig (Tabelle 6).

Tabelle 6: Eingesetzte Reagenzien und Volumina fir den SAP-Mastermix

Reagenz Volumen fir 1 Reaktion Volumen fir 384 Reaktionen
Wasser 1,530 pl 734,4 ul
10x SAP Puffer (Sequenom,
San Diego, USA) 0,170 ul 81,6 ul
SAP-Enzym 0,300 pl 144,0 pl
Total 2,000 pl 960,0 pl

Nun wurden 2 ul des SAP-Mastermix zu den PCR-Produkten hinzugefiigt, diese vermengt und
abzentrifugiert. Nach einer Inkubation bei 37 °C fur 40 min erfolgte die irreversible Inaktivierung
des SAP-Enzyms durch Erhitzen auf 85°C fir 10 min. Die Dephosphorylierung fand im
Thermocycler (Gene Amp PCR System 9700, Applied Biosystems, Foster City, USA) statt.

iPLEX-Reaktion (Primerextensionsreaktion)

Im Gegensatz zur Multiplex-PCR wurde bei der iPLEX-Reaktion pro SNP jeweils nur ein Primer
eingesetzt. Bei dieser Primerextensionsreaktion wurde jeder Primer um exakt eine, jeweils die
komplementére Base des SNP-Allels verlangert. Um dies zu gewdhrleisten wurden die vier
Didesoxynukleotide (ddNTPs) verwendet. Jeder Primer wurde so konstruiert, dass er genau am
5-Ende des jeweiligen SNPs an die DNA band. Auch fiir die iPLEX-Reaktion wurden

verschiedene Reagenzien in verschiedenen Konzentrationen und Volumina erstellt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Reagenzien, Konzentrationen und Volumina fiir die Multiplex-Extensionsreaktion

: N . Volumen*/

Reagenz Konzentration | Volumen*/ Reaktion 384 Reaktionen
Wasser 0,755 pl 362,40 pl
iPLEX Puffer Plus
(Sequenom, San Diego, 0,222x 0,200 pl 96,00 pl
USA)
iPLEX Termination Mix
(Sequenom, San Diego, 1x 0,200 pl 96,00 pl
USA)
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Primer Mix 0,625 uM

(7 uM bis 14 pM) bis 0,804 pl 385,92 pl
(Metabion, Martinsried) 1,25 yM

iPLEX Enzym

(Sequenom, San Diego, 1x 0,041 pl 19,68 pl
USA)

Total 2,000 pl 960,00 pl

* = Angabe inklusive 25 % Uberhang

Nun wurden je 2 ul der Reaktionsmischung zu den mit SAP behandelten PCR-Produkten
beigemengt und anschlieBend im nachfolgendem iPLEX-Programm in einem Thermocycler
(Gene Amp PCR System 9700, Applied Biosystems, Foster City, USA) prozessiert:

94 °C fir 30 sec

94 °C fur 5 sec

52 °C fir 5 sec

80 °C fiir 5 sec } > Zyklen 40 zyklen
72 °C fur 3 min

4 °C unbegrenzt

S A

Da héufig unerwiinschte Reaktionen zwischen Extensionsprodukten und bestimmten lonen
stattfinden, welche die Interferenz der iPLEX-Produkte storte, war es notig diese im Anschluss

an die Primerextensionsreaktion mit Clean Resin (Sequenom, San Diego, USA) zu entsalzen.

Messung der Extensionsprodukte im MALDI-TOF Massenspektrometer

Fur die massenspektrometrische Messung der Extensionsprodukte mussten diese zunachst auf
einen Trager mit Matrix Ubertragen werden. Dazu wurden Siliziumchips (SpectroCHIPs,
Sequenom, San Diego, USA) mit jeweils 384 bereits aufpréaparierten Matrixspots verwendet. Auf
jedem Chip befanden sich zur Kalibrierung der Massenspektren 8 weitere Spots, welche von
einem 3-Punkt-Kalibrant (Sequenom, San Diego, USA) mit drei Substanzen bekannter Masse
benetzt wurden. Das resultierende Kalibrandenspekirum konnte zur Einstellung der
Analytenspektren genutzt werden. Die Ubertragung der Extensionsprodukte von der 384 well
Platte auf die Siliziumchips erfolgte mittels eines Nanodispensers (MassARRAY POINT
Nanodispenser, Sequenom, San Diego, USA), welcher die Proben mithilfe von 24 Edelstahlpins
auf die Matrixspots applizierte. Nach dieser Vorbereitung konnten die Extensionsprodukte auf
den SpectroCHIPs im MALDI-TOF-Massenspektrometer (MassARRAY Analyzer 4, Agena
Bioscience, Hamburg) analysiert werden. Dazu wurden die einzelnen Matrixspots mehrfach im
Hochvakuum mit gepulsten Lasern beschossen und die ionisierten Analyten in ein Flugrohr
geleitet und deren Geschwindigkeit gemessen. Anhand der erfassten Geschwindigkeit konnten

Ruckschlisse auf das jeweilige Allel und die Genotypen gezogen werden.
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Qualitatskontrolle

Die SNP-Ergebnisse mussten bevor sie in die weitere Analyse inkludiert werden konnten, genau
auf ihre Qualitat uberpruft werden. Dazu wurde eine TyperAnalyzer Software (TyperAnalyzer
3.4.0.18, Sequenom, San Diego, USA) zu Hilfe genommen. Diese Software stellte anhand der
Spektren fur jeden untersuchten SNP einen Clusterplot dar. Diese nach Genotyp sortierten
Genotypcluster mussten klar voneinander getrennt sein, um die Qualitatskontrolle zu bestehen.
Weiter wurden vor der massenspektrometrischen Analyse auf jeder Platte an unterschiedlicher
Stelle sogenannte Blindproben ohne DNA aufgetragen, was zum einen dazu fiihrte, dass die
Sauberkeit der Chips anhand dieser Proben ohne Genotyp gepriift werden konnte, andererseits
konnten die einzelnen Platten durch die jeweilige Position der Blindproben identifiziert werden.
Zusétzlich zu den Blindproben wurden Kontrollproben genutzt, wobei dieselbe DNA an einer
Position jeder 96 well Platte eingesetzt wurde und somit auch jeweils denselben Genotyp
aufweisen musste. Als weitere Qualitatskriterien wurden eine Probandinnen-Callrate von
mindestens 0,8 und eine SNP-Callrate von 0,9 festgesetzt. Dies bedeutet, dass mindestens 80 %
der untersuchten SNPs in einem Plex fir eine/einen Probandin einen klaren Genotyp
(Probandinnen-Callrate) und mindestens 90 % aller Probandinnen fir einen Polymorphismus
auswertbare Genotypen (SNP-Callrate) ergeben mussten. Zudem wurde die Analyse durch
mitprozessierte CEPH (Centre d"Etude du Polymorphisme Humain)-Proben gesichert, welche
mindestens 98 % der zu erwartenden Genotypen (von dem Internationalem HapMap Konsortium
bereitgestellt) aufweisen mussten (Gibbs et al. 2003). Als abschlieBendes Qualitatskriterium der
Genotypverteilung wurden Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) mit p<10-°

verworfen und bei geringerer Diskrepanz im Folgenden genau tUberpruft.

3.2.4 Genotypisierung mittels Mikroarray-Technologie

Die Genotypisierung der Stichprobe 2 erfolgte extern in Form von SNP Arrays bei deCode
Genetics (Reykjavik, Island). Verwendet wurden dazu Illlumina Global Screening Arrays (lllumina,
Inc. 2023). Bei dieser Technologie werden Mikrobeads (Arrays) verwendet, welche auf einer
Matrix angeordnet wurden. Die Oberflache jedes Arrays war mit Oligonukleotiden einer je SNP-
spezifischen Sequenz beschichtet, sodass sich insgesamt ein riesiger Datensatz an erfassbaren
Variationen ergab (Ragoussis 2006; Illumina, Inc. 2023).

Um geniigend genetisches Material fur die Auswertung zu gewinnen, wurden die DNA-Proben
der einzelnen Probandinnen zunéchst amplifiziert und mithilfe einer enzymatischen Reaktion
fragmentiert. Es folgte das Ausféllen und die Resuspension der DNA-Proben, danach die
Hybridisierung auf den Arrays. Nun konnte sich das Annealing der DNA-Proben an die SNP-
spezifischen Oligonukleotide der jeweiligen Arrays anschlieBen. Weiter erfolgte eine Allel-
spezifische Basenextensionsreaktion sowie eine Fluoreszenzfarbung. Dadurch konnten
Unterschiede in der Fluoreszenz der einzelnen Mikrobeads erfasst und mithilfe der Illumina
Software jeweils einzelnen Genotypen zugeschrieben werden. (Ragoussis 2006; Illlumina, Inc.
2017)
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Aus dem Datensatz der Arrays wurden gezielt die Varianten extrahiert, die in der Screening-
Stichprobe 1 mit der P300-Amplitude assoziiert werden konnten. Waren diese SNPs nicht direkt
in den Daten zu finden, wurden geeignete Proxies ausgewdhlt (Arnold et al. 2014). Ein Proxy ist
ein SNP, welcher mit einem anderen im hohen LD liegt und an dessen Stelle untersucht werden
kann, sollte der Original-SNP nicht erfasst worden sein. Der Proxy wird zudem mit dem jeweiligen
Koeffizienten r2 und D (Dprime) als Messwerte der Korrelation dargestellt. So kann bei einer
signifikanten Assoziation des selteneren Allels des Proxys mit der PANSS-Skala, von einer
signifikanten Assoziation des selteneren Allels des Original-SNPs mit derselben ausgegangen
werden.

Von der Untersuchung ausgeschlossen wurden SNPs, deren Abweichung vom HWE bei p<0,01
lag sowie solche mit einer SNP-Callrate unter 99 %. ProbandInnen, deren Callrate unter 93 % lag
oder deren auf Basis anamnestischer Erhebung erfasste Ethnizitdt Hinweise auf eine nicht-
europaische Herkunft aufwies wurden exkludiert. Verwandtschaften wurden ebenfalls auf Basis
anamnestischer Angaben erfasst und Probandinnen ggf. aus der Studie entfernt. Unterschied
sich das SNP basierte Geschlecht von dem in der Anamnese angegebenen, kam es ebenfalls zu

einem Ausschluss.

3.3 Statistische Methoden

Fir die statistische Analyse der erhobenen Daten wurde folgende Software eingesetzt: IBM
SPSS Statistics 19, PLINK System (PLINK v1.07) (Purcell et al. 2007), R v 2.13.0 (R Core Team
2013) und Haploview (Barrett et al. 2005; Haploview 2005).

3.3.1 Hardy-Weinberg-Equilibrium

Das Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) wurde zur Ermittlung von Abweichungen der
bestimmten Genotyp-Verteilung von einer erwarteten Verteilung genutzt. Das HWE ist ein viel
genutztes Modell zur Beschreibung von Genotyp-Verteilungen innerhalb einer Population, was
auf der Annahme beruht, dass alle Allele unabhangig und in jeder Generation gleichmafig verteilt
seien (Recke et al. 2015). Abweichungen vom Equilibrium wurden mit dem exakten Test nach
Fisher Uberpruft (Jung 2014). Bei einer signifikanten Abweichung (p<0,01) vom HWE wurde der

jeweilige SNP fur weitere Analysen ausgeschlossen.

3.3.2 Gruppeneinteilung

Die Geschlechtsverteilung zwischen Patientlnnen und Kontrollen wurde mithilfe des Exakten

Tests nach Fisher tberprtft, die Altersverteilung mittels Mann-Whitney-U Test.

3.3.3 Lineare Regression

Weiter wurde eine additive lineare Regression durchgefiihrt, um in Stichprobe 1 den
Zusammenhang der SNPs mit der Amplitude der P300-Welle im EEG zu untersuchen. Die
erfassten Amplitudenwerte wurde mittels inverser Rangtransformation normalisiert und

standardisiert, um normalverteilte Abweichungen zu ermitteln. Dies erfolgte so, dass hohe Werte
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in den Rohdaten auch hohen Werten der transformierten Daten entsprachen. Zudem wurde in
der Analyse fir die Einflussfaktoren Geschlecht, Alter und bei der Gesamtgruppe nach
Erkrankungsstatus (krank/ gesund) korrigiert (Purcell 2009; R Core Team 2013). Der Phénotyp
(PANSS) in Stichprobe 2 wurde keiner Transformation unterzogen, die Analyse erfolgte

ansonsten analog.

Fur alle Regressionskoeffizienten mit Ausnahme des Genotyps wurden Gleichungen mit den
geschatzten Regressionskoeffizienten gebildet und der entsprechende Mittelwert eingefiigt. So

konnte flr jeden Genotyp der adjustierte Mittelwert (adjusted mean) errechnet werden.

3.3.4 Haplotypen

Mit der Haploview Software konnte die Analyse der Haplotypen durchgefiihrt werden (Barrett et
al. 2005) und fur die Bestimmung der Haplotyp-Blocke wurde sich an die Methodik von Gabriel
gehalten (Gabriel et al. 2002). Firr die Uberpriifung eines Zusammenhangs der Haplotyp-
Frequenzen mit der P300-Amplitude wurde analog zur Einzel-SNP Analyse eine lineare
Regression unter Einbezug von Alter, Geschlecht und Erkrankungsstatus genutzt. Nur
Haplotypen mit einer Frequenz von Uber 1 % und Studienteilnehmerlnnen mit mehr als 50 %

vorhandenen Genotypen wurden mit in die Analyse aufgenommen.

3.3.5 Signifikanzniveau

Generell wurden p-Werte von p<0,05 als nominal signifikant festgelegt, wobei ein

Signifikanzniveau von p<0,1 als tendenzielle Signifikanz bzw. Trend interpretiert wurde.

3.3.6  Korrektur fur multiples Testen

Um eine Uberschatzung falsch positiver oder negativer Ergebnisse zu vermeiden, sollte eine
Korrektur fir multiples Testen durchgefiihrt werden. Eine einfache Methode ist die Verwendung
der Bonferroni-Korrektur, bei der ein p-Wert durch Multiplikation mit der Anzahl unabhangiger
Tests korrigiert wird. Da die untersuchten SNPs jedoch zum Teil in sehr hohem LD miteinander
lagen, ist eine Unabhangigkeit der Tests nicht gegeben, weshalb auf diese Korrektur verzichtet
wurde und stattdessen eine Haplotypanalyse angeschlossen wurde, in welcher die LD-Struktur
bericksichtigt wird. Eine konservative Korrektur nach Bonferroni fur die Anzahl der untersuchten

SNPs Uberstanden in dieser Arbeit keine Assoziationen mit der P300-Amplitude.
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4 Ergebnisse

4.1 Stichprobenbeschreibung

Um einen Zusammenhang zwischen Veranderungen in der P300-Amplitude und
Polymorphismen im NRG3-Gen zu untersuchen, wurde fiir alle Teilnehmerinnen der Stichprobe 1
eine Genotypisierung durchgefihrt. Die Erhebung der EEG-Daten erfolgte bei insgesamt 372
Personen. Die Gruppe der eingeschlossenen Probandinnen unterteilte sich in 116 (31,2 %) den

Patientinnen zugehorige Personen und 256 (68, 8%) Teilnehmerlnnen der Kontrollgruppe.

In der Gesamtgruppe betrug der Anteil der Probandinnen 52,4 % gegen 47,6 % an méannlichen
Teilnehmern. Von den insgesamt 195 Mannern gehorten 123 der Kontrollgruppe, 72 der
Patientinnengruppe an. 133 der 177 Probandinnen zahlten zur Kontrollgruppe und 44 der Frauen
zur Patientinnengruppe (Tabelle 8). Die Geschlechtsverteilung war zwischen Patientinnen- und
Kontrollgruppe signifikant unterschiedlich (p<0,014) und ergab ein Uberwiegen mannlicher

Teilnehmer in der Patientinnengruppe.

Die Probandinnen befanden sich zum Zeitpunkt der EEG-Datenerhebung zwischen dem 20. und
dem 75. Lebensjahr. Der/die jungste Teilnehmerin der Kontrollgruppe war 22 Jahre alt, der/die
Alteste 74 Jahre. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ergab sich ein niedrigeres Durchschnittsalter in
der Patientinnengruppe (p = 0,000081). Die Patientinnengruppe setzte sich aus Personen von

19 bis 70 Jahren zusammen (Tabelle 8).

Tabelle 8: Stichprobe 1: Alters- und Geschlechtsverteilung der Kontroll- und Patientinnengruppe

Gruppe A_Iter in Jahren _ Geschlecht n (%)_ Gesamt n
Mittelwerte (SD) mannlich weiblich

Kontrollen 46,21 (15,223) 123 (48,0) 133 (52,0) 256

Patientlnnen 39,47 (10,338) 72 (62,1) 44 (37,9) 116

Gesamt 44,11 (14,220) 195 (52,4) 177 (47,6) 372

n = Anzahl, SD = Standardabweichung

Zudem wurden im Rahmen einer zweiten Stichprobe 112 weitere Schizophreniepatientinnen auf
Assoziationen mit der PANSS untersucht. Von diesen waren 59 (52,7 %) Personen mannlich, 53
(47,3 %) weiblich; das Durchschnittsalter betrug 39,2 Jahre, 37,3 Jahre bei den mannlichen, 41,3

Jahre bei den weiblichen Patientinnen (Tabelle 9).

Tabelle 9: Stichprobe 2: Alters- und Geschlechtsverteilung

Gruppe Alter in Jahren Geschlecht n (%) Gesamt n
PP Mittelwerte (SD) ménnlich weiblich
Gesamt 39,2 (12,5) 59 (52,7) | 53(47,3) 112

n = Anzahl, SD = Standardabweichung
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4.2 Lokalisation der Polymorphismen

Es wurden 21 Polymorphismen des auf Chromosom 10¢g22-23 liegenden NRG3-Gens (NCBI
Build GRCh37) untersucht (Kao et al. 2010). Von diesen 21 SNPs waren 20 in Introns, ein SNP
(rs2295933) war im Exon 11 lokalisiert (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Darstellung der 21 untersuchten SNPs auf dem NRG3-Gen in Leserichtung (5" nach 37). Die
senkrechten Striche stellen die 11 Exons dar, die verbindende Linie die Introns. Die Exons und Introns
wurden nach Vorlage des NCBI (GRCh37, NM_001165973.1) gezeichnet.

Die Genotypverteilung fur die 21 SNPs lagen mit p>0,01 in der Stichprobe 1 im Hardy-Weinberg-
Equilibrium (Tabelle 10).

Tabelle 10: HWE der 21 SNPs des NRG3-Gens in Leserichtung von 5" nach 3”

Allele Genotypanzahl .
SNP AL po | MAF(©6) | a7 AylpAz oz | HWE=-p | Funkiion

rs6584471 G A 442 358 873 568 0,502 Intron
rs2207768 C T 27,4 128 726 940 0,475 Intron
rs12569561 | C T 45,2 368 867 539 0,566 Intron
rs714255 A G 33,0 205 720 788 0,042 Intron
rs11595793 | C G 41,7 296 831 580 1,000 Intron
rs1336290 C T 37,4 252 845 709 1,000 Intron
rs722982 C T 32,8 197 784 816 0,669 Intron
rs2622807 A G 32,0 181 777 824 0,957 Intron
rs635481 G A 30,2 162 771 872 0,697 Intron
rs2881886 G A 35,5 209 773 697 0,830 Intron
rs2820108 A C 46,2 376 808 506 0,118 Intron
rs2065537 A G 42,8 330 868 588 0,772 Intron
rs715687 C T 34,3 218 771 765 0,290 Intron
rs168199 C A 47,4 385 926 479 0,118 Intron
rs561623 A C 30,4 165 754 864 1,000 Intron
rs7088441 G A 46,0 372 910 516 0,448 Intron
rs1576986 C A 27,0 140 693 973 0,310 Intron
rs1923565 G C 34,7 212 816 753 0,715 Intron
rs4474379 G A 29,6 153 762 891 0,610 Intron
rs12763193 | T C 47,8 412 895 492 0,925 Intron
rs2295933 T C 28,8 148 743 914 0,909 Exon

Al = minores Allel, A2 = majores Allel, MAF = Minore Allelfrequenz, HWE = Hardy-Weinberg-Equilibrium,
p = Signifikanzniveau
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4.3 Einzel-SNP-Analyse

In der Stichprobe 1 wurde fur jeden SNP die Assoziation zu der P300-Amplitude nach den EEG-
Ableitungen Uber den zentralen Elektrodenpunkten in der Mittellinie Fz (zentro-frontal), Cz
(zentro-zentral) und Pz (zentro-parietal) nach dem 10:20-Elektrodensystem mittels linearer
Regression analysiert. Des Weiteren wurde diese Analyse auch getrennt nach Erkrankungsstatus

fur die gesunden Kontrollpersonen und die Schizophreniepatientinnen durchgefihrt.

Fur 12 der 21 Varianten (rs2207768, rs12569561, rs714255, rs11595793, rs2881886, rs2820108,
rs2065537, rs715687, rs168199, rs1923565, rs4474379, rs2295933) konnte keine signifikante
oder tendenziell signifikante Assoziation beziglich einer Verédnderung der Amplitude der P300-

Welle im EEG nachgewiesen werden.

Tabelle 11 zeigt die tendenziell (p<0,1) und signifikant (p<0,05) mit der P300-Amplitude

assoziierten 9 von 21 SNPs des NRG3-Gens getrennt nach zentralen EEG-Ableitungen:

Tabelle 11: Assoziation der 9/21 NRG3-SNPs mit der P300-Amplitude (in blau unterlegt die
signifikanten Ergebnisse)

Abl. SNP A1/A2 BP p-Wert B Gruppe
rs1336290 CIT 83955422 0,0984 -0,1595
rs561623 A/C 84594235 0,0985 0,1537
Fz Kontrollen
rs7088441 G/A 84616626 0,0999 0,1480
rs1576986 C/IA 84669935 0,0669 -0,1797
0,0687 -0,1285 Gesamt
Cz rs6584471 G/A 83783511 -
0,0624 -0,2283 Patientinnen
rs6584471 G/A 83783511 0,0822 -0,2162
rs2622807 AIG 84301584 0,0465 0,2514 )
Patientinnen
b rs635481 G/A 84311992 0,0314 0,2707
z

rs12763193 T/C 84740839 0,0673 -0,2375
0,0685 0,1435 Gesamt

0,0608 0,2452 Patientinnen

Abl. = Ableitung, Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral, Pz = zentro-parietal, A1 = minores Allel,
A2 = majores Allel, BP = Basenposition, p-Wert = Signifikanzniveau, B = Regressionskoeffizient

rs722982 CIT 83962540

Die mit der P300-Amplitude assoziierten 9 Polymorphismen (Tabelle 11) werden im Folgenden

genauer dargestellt.

4.3.1 Assoziationen uber der zentro-frontalen EEG-Ableitung (Fz)

Im Bereich der zentro-frontalen Ableitung zeigten sich ausschlieBlich in der Kontrollgruppe
Tendenzen. Dabei wurden bei Vorliegen des minoren Allels der SNPs rs1336290 und rs1576986
niedrigere und der SNPs rs561623 und rs7088441 tendenziell héhere Amplitudenwerte

aufgezeichnet.
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4.3.1.1 rs1336290
Der SNP rs1336290 war bei der Kontrollgruppe Uber der Ableitung Fz tendenziell signifikant
(p = 0,0984) assoziiert (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Graphische Darstellung der Assoziation (p-Werte) zwischen dem SNP rs1336290 und der
Amplitude der P300-Welle. Die y-Achse (p-Werte) ist logarithmisch skaliert. Die p-Werte wurden getrennt
nach Gesamt-, Patientinnen- und Kontrollgruppe den Ableitungen (Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral,
Pz = zentro-parietal) zugeordnet. Die durchgezogene gelbe Linie markiert das Signifikanzniveau fir Trends
p=0,1.

Bei der Kontrollgruppe zeigten Tragerinnen des selteneren Genotyp CC eine geringere P300-
Amplitude Uber der Ableitung Fz. Die grof3te Amplitude wurde bei Probandinnen mit dem Genotyp
TT gemessen (Tabelle 12).

Tabelle 12: Mittelwerte der P300-Amplitude Uber Fz nach Genotypen fiir rs1336290

Genotyp
Gruppe cc | =S | - 5
Fz - Kontrollen
(= 254)
n (%) 25 (9,3) 122 (48,0) 107 (43,6) -0,1595
M (SE) -0,210 (0,140) | -0,050 (0,068) | 0,109 (0,089)

n = Anzahl der Probandinnen, M = adjustierte Mittelwerte, SE = Standardfehler, B = Regressionskoeffizient
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4.3.1.2 rs561623

Eine tendenziell signifikante Assoziation des bezogen auf die chromosomale Position nachsten
SNPs rs561623 (p = 0,0985) konnte in der EEG-Ableitung Fz fir die Kontrollgruppe dargestellt
werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Graphische Darstellung der Assoziation (p-Werte) zwischen dem SNP rs561623 und der
Amplitude der P300-Welle. Die y-Achse (p-Werte) ist logarithmisch skaliert. Die p-Werte wurden getrennt
nach Gesamt-, Patientinnen- und Kontrollgruppe den Ableitungen (Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral,
Pz = zentro-parietal) zugeordnet. Die durchgezogene gelbe Linie markiert das Signifikanzniveau fir Trends
p=0,1.

Der seltenere Genotyp AA war bei Teilnehmerinnen der Kontrollgruppe haufiger mit hoheren
Amplituden tber Fz vergesellschaftet. Die niedrigste Amplitude wurde bei den Probandinnen mit

dem Genotyp CC gemessen (Tabelle 13).

Tabelle 13: Mittelwerte der P300-Amplitude Gber Fz nach Genotypen fur rs561623

Genotyp
Gruppe AA | CIA | CIC i
Kontrollen (n = 251)
n (%) 27 (10,7) 106 (42,1) 118 (47,0 0,1537
M (SE) 0,191 (0,141) 0,037 (0,070) -0,114 (0,086)

n = Anzahl der Probandinnen, M = adjustierte Mittelwerte, SE = Standardfehler, B = Regressionskoeffizient
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4.3.1.3 rs7088441

Beim SNP rs7088441 (p = 0,0999) zeigte sich eine tendenziell signifikante Assoziation zu
Veranderungen der P300-Amplitude in der Kontrollgruppe uber Fz (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Graphische Darstellung der Assoziation (p-Werte) zwischen dem SNP rs7088441 und der
Amplitude der P300-Welle. Die y-Achse (p-Werte) ist logarithmisch skaliert. Die p-Werte wurden getrennt
nach Gesamt-, Patientinnen- und Kontrollgruppe den Ableitungen (Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral,
Pz = zentro-parietal) zugeordnet. Die durchgezogene gelbe Linie markiert das Signifikanzniveau fiir Trends
p=0,1.

Der seltenere Genotyp GG war bei den Probandinnen der Kontrollgruppe mit einer
Amplitudenerhéhung Uber Fz vergesellschaftet. Die geringste Amplitude zeigte der Genotyp AA
(Tabelle 14).

Tabelle 14: Mittelwerte der P300-Amplitude Uber Fz nach Genotypen fur rs7088441

Genotyp
Gruppe GIG | AIG | AA B
Kontrollen (n = 252)
n (%) 55 (21,9) 131 (51,9) 66 (26,2) 0,1479
M (SE) 0,152 (0,111) 0,004 (0,061) -0,143 (0,106)

n = Anzahl der Probandinnen, M = adjustierte Mittelwerte, SE = Standardfehler, B = Regressionskoeffizient
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4.3.1.4 rs1576986

Zudem wurde ein Trend zur einer Amplitudenverénderung der P300-Welle beim SNP rs1576986
(p =0,0669) in Verbindung mit der Kontrollgruppe Uber der EEG-Ableitung Fz gefunden
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: Graphische Darstellung der Assoziation (p-Werte) zwischen dem SNP rs1576986 und der
Amplitude der P300-Welle. Die y-Achse (p-Werte) ist logarithmisch skaliert. Die p-Werte wurden getrennt
nach Gesamt-, Patientinnen- und Kontrollgruppe den Ableitungen (Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral,
Pz = zentro-parietal) zugeordnet. Die durchgezogene gelbe Linie markiert das Signifikanzniveau fir Trends
p=0,1.

Der seltenere Genotyp CC wurde bei der Kontrollgruppe bei einer Verringerung der P300-
Amplitude Uber der Ableitung Fz beobachtet. Die groRte Amplitude wiesen Probandinnen mit dem
Genotyp AA auf (Tabelle 15).

Tabelle 15: Mittelwerte der P300-Amplitude Gber Fz nach Genotypen fiir rs1576986

Genotyp
Gruppe cIC | AIC | AA B
Kontrollen (n = 255)
n (%) 19 (7,4) 87 (34,0) 149 (58,3) -0,1797
M (SE) -0,268 (0,158) -0,090 (0,078) 0,088 (0,077)

n = Anzahl der Probandinnen, M = adjustierte Mittelwerte, SE = Standardfehler, B = Regressionskoeffizient

4.3.2 Assoziationen Uber der zentro-zentralen EEG-Ableitung (Cz)

Fir eine Veranderung der P300-Welle im EEG in Assoziation mit Polymorphismen im NRG3-Gen
konnte Uber der zentro-zentralen Ableitung (Cz) bei einem SNP rs6584471 sowohl in der
Gesamtgruppe als auch in der Untergruppe der Schizophreniepatientinnen ein tendenzieller
Zusammenhang mit einer niedrigeren P300-Amplitude bei Vorhandensein des selteneren G-

Allels identifiziert werden.
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4.3.2.1 rs6584471

Der SNP rs6584471 war in der Patientinnengruppe (p = 0,0624) und in der Gesamtgruppe
(p = 0,0687) Uber der Ableitung Cz tendenziell signifikant (p<0,1) assoziiert (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der Assoziation (p-Werte) zwischen dem SNP rs6584471 und der
Amplitude der P300-Welle. Die y-Achse (p-Werte) ist logarithmisch skaliert. Die p-Werte wurden getrennt
nach Gesamt-, Patientinnen- und Kontrollgruppe den Ableitungen (Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral,
Pz = zentro-parietal) zugeordnet. Die durchgezogene gelbe Linie markiert das Signifikanzniveau fir Trends
p=0,1.

Bei Probandinnen der Patientinnengruppe und Gesamtgruppe mit dem selteneren Genotyp GG
konnte Uber Cz eine niedrigere Amplitude gemessen werden. Die grof3te Amplitude wiesen

Personen mit dem Genotyp AA auf (Tabelle 16).

Tabelle 16: Mittelwerte der P300-Amplitude Gber Cz nach Genotypen fur rs6584471

Genotyp

Gruppe GG | AIG | AA B
Cz - Patientlnnen
(n = 114)
n (%) 22 (19.3) 50 (43.,8) 42 (36.7) -0,2283
M (SE) 20,252 (0,166) | -0,026 (0,091) | 0,203 (0,132)
Cz - Gesamt
(n = 370)
n (%) 76 (20.5) 168 (45.4) 126 (34.0) -0,1285
M (SE) 20,155 (0,095) | -0,026 (0,051) | 0,101 (0,078)

n = Anzahl der Probandinnen, M = adjustierte Mittelwerte, SE = Standardfehler, B = Regressionskoeffizient
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4.3.3 Assoziationen Uber der zentro-parietalen EEG-Ableitung (Pz)

Die zentro-parietale Ableitung ergab hauptsachlich Zusammenhange in der Patientinnengruppe.
Waéhrend bei den signifikant assoziierten SNPs rs2622807 und rs635481 sowie dem tendenziell
in der Patientinnengruppe und der Gesamtgruppe assoziierten SNP rs722982 das minore Allel
eher in Zusammenhang mit héheren Amplituden zu finden war, zeigten rs12763193 und

rs6584471 bei Tréagerinnen des minoren Allels eher niedrigere Amplituden.

4.3.3.1 rs6584471

Fir den SNP rs6584471 zeigte sich in der Patientinnengruppe (p = 0,0822) uber Pz eine
tendenzielle Assoziation (p<0,1) bezuglich einer Amplitudenveranderung der P300-Welle
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der Assoziation (p-Werte) zwischen dem SNP rs6584471 und der
Amplitude der P300-Welle. Die y-Achse (p-Werte) ist logarithmisch skaliert. Die p-Werte wurden getrennt
nach Gesamt-, Patientinnen- und Kontrollgruppe den Ableitungen (Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral,
Pz = zentro-parietal) zugeordnet. Die durchgezogene gelbe Linie markiert das Signifikanzniveau fir Trends
p=0,1.

Fur Probandinnen der Patientinnengruppe mit dem selteneren Genotyp GG konnte tiber Pz eher
eine Amplitudenminderung der P300-Welle nachgewiesen werden. Die grof3te Amplitude wurde
bei Probandinnen mit dem Genotyp AA beobachtet (Tabelle 17).

Tabelle 17: Mittelwerte der P300-Amplitude tiber Pz nach Genotypen fir rs6584471

Genotyp
Gruppe GG | AIG | AA B
Pz - Patientlnnen
(n = 114)
n (%) 22 (19.3) 50 (43.,8) 42 (36.7) -0,2161
M (SE) 20,234 (0,170) | -0,018 (0,091) | 0,197 (0,136)

n = Anzahl der Probandinnen, M = adjustierte Mittelwerte, SE = Standardfehler, B = Regressionskoeffizient
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4.3.3.2 rs722982
Der SNP rs722982 erwies sich Uber der Ableitung Pz fir die Patientinnengruppe (p = 0,0608)
und die Gesamtgruppe (p = 0,0685) als tendenziell assoziiert (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der Assoziation (p-Werte) zwischen dem SNP rs722982 und der
Amplitude der P300-Welle. Die y-Achse (p-Werte) ist logarithmisch skaliert. Die p-Werte wurden getrennt
nach Gesamt-, Patientinnen- und Kontrollgruppe den Ableitungen (Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral,
Pz = zentro-parietal) zugeordnet. Die durchgezogene gelbe Linie markiert das Signifikanzniveau fiir Trends
p=0,1.

Bei der Patientinnengruppe und der Gesamtgruppe konnte bei Tragerlnnen des selteneren
Genotyps CC vermehrt eine Amplitudenerhéhung Uber der Ableitung Pz erfasst werden. Niedrige

Wellenamplituden zeigten sich eher bei Personen mit dem Genotyp TT (Tabelle 18).

Tabelle 18: Mittelwerte der P300-Amplitude tGber Pz nach Genotypen flr rs722982

Genotyp

Gruppe CIC | T/C | T B
Pz - Patientinnen
(n = 116)
n (%) 14 (12,1) 43 (37.1) 59 (50,9) 0,2452
M (SE) 0,337 (0,201) | 0,092 (0,103) | -0,151 (0,119)
Pz - Gesamt
(n = 370)
n (%) 34(9.2) 153 (41.3) 183 (49.4) 0,1435
M (SE) 0,179 (0,120) | 0,034 (0,060) | -0,107 (0,068)

n = Anzahl der Probandinnen, M = adjustierte Mittelwerte, SE = Standardfehler, B = Regressionskoeffizient
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4.3.3.3 rs2622807

Der SNP rs2622807 konnte in der Patientinnengruppe Uber der Ableitung Pz signifikant
(p = 0,0465) assoziiert werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Assoziation (p-Werte) zwischen dem SNP rs2622807 und der
Amplitude der P300-Welle. Die y-Achse (p-Werte) ist logarithmisch skaliert. Die p-Werte wurden getrennt
nach Gesamt-, Patientinnen- und Kontrollgruppe den Ableitungen (Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral,
Pz = zentro-parietal) zugeordnet. Die durchgezogene rote Linie markiert das Signifikanzniveau p = 0,05.

In der Patientinnengruppe wiesen Probandinnen mit dem selteneren Genotyp AA hohere P300-
Amplituden Uber der Ableitung Pz auf. Die Patientinnen mit dem Genotyp GG zeigten eher
niedrige Amplituden (Tabelle 19).

Tabelle 19: Mittelwerte der P300-Amplitude tGber Pz nach Genotypen flr rs2622807

Genotyp B
Gruppe AA | AIG | GIG
Pz - Patientinnen
(n=112)
n (%) 20 (17,85) 49 (43.75) 43 (38,39) 02514
M (SE) 0,310 (0,174) 0,058 (0,094) | -0,193(0,134)

n = Anzahl der Probandinnen, M = adjustierte Mittelwerte, SE = Standardfehler, B = Regressionskoeffizient
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4.3.3.4 rs635481

Ebenso wurde der SNP rs635481 beziglich der Amplitude der P300-Welle bei der
Patientinnengruppe tber der EEG-Ableitung Pz signifikant assoziiert (p = 0,0314) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der Assoziation (p-Werte) zwischen dem SNP rs635481 und der
Amplitude der P300-Welle. Die y-Achse (p-Werte) ist logarithmisch skaliert. Die p-Werte wurden getrennt
nach Gesamt-, Patientinnen- und Kontrollgruppe den Ableitungen (Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral,
Pz = zentro-parietal) zugeordnet. Die durchgezogene rote Linie markiert das Signifikanzniveau p = 0,05.

Die Studienteilnehmerinnen der Patientinnengruppe mit dem selteneren Genotyp GG zeigten
eher eine AmplitudenvergréRerung der P300-Welle Uber der Ableitung Pz. Bei Probandinnen mit

den Genotypen AA lie3en sich hingegen kleinere Amplituden beobachten (Tabelle 20).

Tabelle 20: Mittelwerte der P300-Amplitude tUber Pz nach Genotypen fir rs635481

Genotyp
Gruppe e | A | A 5
Pz — Patientinnen
(n =116)
n (%) 19 (16,38) 49 (56,84) 48 (41,38) 0,2707
M (SE) 0,335 (0,179) 0,066 (0,093) -0,205 (0,129)

n = Anzahl der Probandinnen, M = adjustierte Mittelwerte, SE = Standardfehler, B = Regressionskoeffizient
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4.3.3.5 rs12763193
Beim SNP rs12763193 (p = 0,0673) konnte Uber der Ableitung Pz eine tendenzielle Assoziation

in der Patientinnengruppe bezogen auf die P300-Wellenamplitude aufgezeigt werden (Abbildung
11).
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der Assoziation (p-Werte) zwischen dem SNP rs12763193 und der
Amplitude der P300-Welle. Die y-Achse (p-Werte) ist logarithmisch skaliert. Die p-Werte wurden getrennt
nach Gesamt-, Patientinnen- und Kontrollgruppe den Ableitungen (Fz = zentro-frontal, Cz = zentro-zentral,
Pz = zentro-parietal) zugeordnet. Die durchgezogene gelbe Linie markiert das Signifikanzniveau fir Trends
p=0,1.

Der seltenere Genotyp TT bei Patientinnen war eher mit einer Amplitudenreduktion der P300-
Welle dber der Ableitung Pz vergesellschaftet. Die hoheren Amplituden wurde bei

Teilnehmerinnen der Patientinnengruppe mit dem Genotyp CC gemessen (Tabelle 21).

Tabelle 21: Mittelwerte der P300-Amplitude Gber Pz nach Genotypen fir rs12763193

Genotyp
Gruppe T | T CiC B
Pz - Patientlnnen
(n=113)
n (%) 21 (18.6) 53 (46.8) 39 (34.4) -0,2375
M (SE) 20,269 (0,175) | -0,031 (0,094) | 0,205 (0,141)

n = Anzahl der Probandinnen, M = adjustierte Mittelwerte, SE = Standardfehler, B = Regressionskoeffizient
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4.4 Ergebnisse der Haplotypanalyse

Nahe beieinander auf dem Genom lokalisierte SNPs werden haufig nicht einzeln vererbt, sondern
gemeinsam als ein Haplotypblock.

Um diese uberzufallige gekoppelte Vererbung zweier oder mehrerer Allele, Linkage
Disequilibrium (LD) oder Kopplungsungleichgewicht genannt, zu erfassen, wurden die 21
Polymorphismen in der Stichprobe 1 paarweise auf ein Linkage Disequilibrium hin untersucht,
wobei 4 Haplotypblécke erfasst werden konnten (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Darstellung der LD-Blockstruktur der 21 untersuchten SNPs in der Gesamtstichprobe
(Stichprobe 1). Die in den Rauten angegebene Zahl gibt den zu den jeweiligen SNP-Paaren gehdrigen D-
Wert an. Keine Zahl bedeutet 100 Prozent. D” = Koeffizient des Linkage Disequilibriums

Ein Haplotyp besteht aus den individuellen Allelen der jeweilig zum Haploblock gehoérenden
SNPs. Im Rahmen der Haplotypanalyse wurden die unterschiedlichen Haplotypen der Blocke auf
eine signifikante Assoziation zu einer Amplitudenveranderung der P300-Welle Uber den
jeweiligen EEG-Ableitungen untersucht.

Der Haplotyp GCT in Block 1 (11kb), bestehend aus den SNPs rs11595793, rs1336290 und
rs722982, konnte in der Patientinnengruppe und der Gesamtgruppe in der EEG-Ableitung Cz und
Pz signifikant mit einer Amplitudenminderung der P300-Welle assoziiert werden. Der Haplotyp
GCC desselben Haplotypblocks zeigte zudem ebenfalls in der Patientinnen- und Gesamtgruppe
héhere P300-Amplituden Uber der Ableitung Pz.

Auch in Haploblock 2 (10kb) (rs2622807, rs635481) konnte in der Schizophreniegruppe der
Haplotyp GA mit niedrigeren P300-Amplituden Uber der Ableitung Pz in Verbindung gebracht

werden sowie der komplementére Haplotyp AG tendenziell mit héheren Amplituden (Tabelle 22).
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Tabelle 22: Assoziation der Haplotypen mit einer Veranderung in der P300- Amplitude (in blau
unterlegt die signifikanten Ergebnisse)

Haplotypblock Gruppe Abl. Haplotyp F B P

Cz GCT 0,0451 -0,7630 0,0046

Block 1: Patientinnen Pz 0,0451 -0,8140 0,0021

rs11595793, GCC 0,3340 0,2720 0,0408

rs1336290, Cz GCT 0,0508 -0,4510 0,0084

rs722982 Gesamt Py 0,0508 -0,5420 0,0014

GCC 0,3210 0,1610 0,0452

Block 2: GA 0,6480 -0,2510 0,0465
rs2622807, Patientinnen Pz Trend (p<0,1)

rs635481 AG 0,3320 0,2420 | 0,0536

Abl. = EEG-Ableitung, F = Haplotypfrequenz, B = Regressionskoeffizient, p = Signifikanzniveau (p<0,05),

4.5 Assoziationen mit der PANSS

In einer zweiten Stichprobe bestehend aus schizophrenen Patientinnen wurde die Assoziation
zwischen SNPs und einzelnen Aspekten der PANSS-Skala untersucht.

Zur weiteren Analyse wurden die in Stichprobe 1 einzeln mit einer Amplitudenverénderung
signifikant assoziierten SNPs rs2622807 und rs635481, welche zudem den Haplotypblock 2
darstellten, sowie die SNPs rs11595793, rs1336290, rs722982, welche den Haplotypblock 1

bildeten und als dieser signifikant assoziiert waren, ausgewahlt.

Da der SNP rs2622807 in der Stichprobe 2 nicht direkt bestimmt wurde, wurde ein Proxy ermittelt.
Fir diesen, mit dem SNP rs2622807 (r2 = 0,71, D" = 0,98) im LD liegenden SNP rs581628
(minores Allel = A, majores Allel = G) konnten keine signifikanten Assoziationen mit der PANSS
gefunden werden. Auch fir den SNP rs635481 (r> = 0,64, D” = 0,92) wurde ein Proxy ermittelt,
welcher jedoch dem flir rs2622807 (rs581628) entsprach, sodass hier ebenfalls keine
signifikanten Assoziationen vorlagen. Damit ergaben sich fir die beiden SNPs des LD-Blocks 2
keine Zusammenhéange zur Symptomlast.

Fir die beiden SNPs rs11595793 (r2 = 0,94, D" = 0,98) und rs1336290 (r2 = 0,74, D" = 0,96), die
beide im LD-Block 1 enthalten waren, wurden ebenfalls derselbe Proxy (rs12769829, minores
Allel = A, majores Allel = G) verwendet. In Stichprobe 2 wurde daher fiir beide SNPs mithilfe des
Proxys rs12769829 die Assoziation zur Symptomlast Uberpriuft. Es konnte eine signifikante
Assoziation zwischen dem selteneren A-Allel und dem verstarkten Auftreten von Schuldgefiihlen
(G3) (p = 0,030, B = 0,569) gemessen mit der PANSS-Skala gefunden werden.

Auch fur den dritten SNP des LD-Blocks 1 (rs722982, r2 = 0,73, D" = 0,96) wurde in der zweiten
Stichprobe ein Proxy (rs1649943, minores Allel = A, majores Allel = G) verwendet. Eine
signifikante Assoziation konnte nicht erfasst werden, jedoch eine tendenzielle Assoziation
zwischen dem selteneren Allel A und ebenfalls dem verstéarkten Auftreten von Schuldgefiihlen
(G3) (p = 0,084, B = 0,476) anhand der PANSS.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Assoziation von 21 Polymorphismen im NRG3-Gen als Einzel-SNPs
und im Rahmen von Haplotypen in LD-Blocken zu einer Amplituden&nderung der P300-Welle im
EEG untersucht. Die signifikanten Polymorphismen wurden weiter in einer zweiten Stichprobe

auf Assoziationen mit klinischen Phénotypen anhand der PANSS geprtift.

Insgesamt konnten zwei signifikante Assoziationen zwischen SNPs des NRG3-Gens (rs2622807,
rs635481) und der P300-Amplitude Uber Pz in der Patientinnenstichprobe identifiziert werden,
welche in der Haplotypanalyse bestétigt wurden. Ein Zusammenhang zur Psychopathologie

gemessen mit der PANSS ergab sich hier nicht.

Ein weiterer Haplotypblock (rs11595793, rs1336290, rs722982) zeigte sich ebenfalls nominal
signifikant mit der Amplitude Uber Pz in der Patientinnengruppe assoziiert. Die assoziierten
Haplotypen unterschieden sich lediglich fur rs722982, wobei der das seltenere Allel enthaltende
Haplotyp GCC mit einer héheren Amplitude einherging. Zusatzlich fanden sich hier Assoziationen
in der Gesamtgruppe sowie Uber der Ableitung Cz. Es scheint auch ein Zusammenhang zu dem
Auftreten von Schuldgefiihlen (PANSS) zu bestehen. Die selteneren Allele waren jeweils haufiger

bei erhdhten Schuldgefihlen zu finden.

Unterschwellige Zusammenhénge ergaben sich zusatzlich tUber der Ableitung Fz, hier jedoch
ausschlieRlich in der Kontrollgruppe (4 SNPs), gemeinsam Uber den Ableitungen Cz und Pz (1
SNP bei Patientinnen, Cz zusétzlich auch in der Gesamtgruppe) sowie Uber der Ableitung Pz
allein (2 SNP).

Ergebnisse Uber Fz

Mit Zunahme des minoren Allels C des SNPs rs1336290 bei der Kontrollgruppe lief3 sich Uiber Fz
eine P300-Amplitudenminderung erfassen.

AuRerdem konnten bei der Kontrollgruppe Uber der Ableitung Fz das minore Allel A des SNP
rs561623 sowie das minore Allel G des SNP rs7088441 eher mit einer héheren P300-Amplitude,
das minore Allel C des SNP rs1576986 eher mit einer niedrigeren Amplitude in Verbindung

gebracht werden.

Ergebnisse uber Cz

Fur das minore Allel G des SNPs rs658471 zeigte sich in der Patientinnen- und Gesamtgruppe
Uber der Ableitung Cz eher eine Amplitudenminderung der P300-Welle.

Zudem konnte beim Haplotyp GCT des LD-Blocks 1 (rs11595793, rs1336290, rs722982) Uber
der Ableitung Cz (und Pz) bei der Patientinnen- und Gesamtgruppe eine Amplitudenminderung
der P300-Welle beobachtet werden.
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Ergebnisse lGber Pz

Mit Zunahme des minoren Allels A des SNPs rs2622807 und des minoren Allels G des SNPs
rs635481 war in der EEG-Ableitung Pz eine Amplitudenerhéhung in der Patientinnengruppe
assoziiert. Zudem korrelierte bei Haploblock 2 (rs2622807, rs635481) in der Patientinnengruppe
Uber Pz der Haplotyp GA mit einer Amplitudenminderung der P300-Welle, beim komplementaren
Haplotyp AG wurde eher einer Amplitudenerhéhung erfasst. Zusammenfassend wird das je
selteneren Allel bei der Patientinnengruppe bei rs2622807 und rs635481 haufiger bei einer
hoéheren P300-Amplitude Uber Pz beobachtet. Eine signifikante Verbindung zu klinischen

Phanotypen anhand der PANSS-Skala wurde nicht erfasst.

Auch mit Zunahme des minoren Allels G des SNPs rs6584471 wurde in der Patientinnengruppe
Uber Pz eine tendenzielle Assoziation mit einer Amplitudenminderung der P300-Welle gefunden.
Das minore Allel T des SNPs rs12763193 der Patientinnengruppe konnte ebenfalls eher mit einer

Amplitudenminderung in Verbindung gebracht werden.

Der Haplotyp GCT des Haploblock 1 (rs11595793, rs1336290, rs722982) zeigte Uber der
Ableitung Pz (und Cz) in der Patientinnen- und Gesamtgruppe gehauft eine
Amplitudenminderung der P300-Welle im EEG. Der Haplotyp GCC hingegen konnte tuber Pz in
denselben Gruppen mit einer Amplitudenerhéhung verbunden werden. Beim minoren Allel C des
SNP rs722982 wurde in der Einzel-SNP Analyse eher eine héhere P300-Amplitude in der
Patientinnen- und Gesamtgruppe beobachtet, was darauf hinweisen kénnte, dass das Signal des

Haploblocks von rs722982 getrieben wird.

Zudem konnte eine signifikante Assoziation mit Zunahme des jeweils selteneren Allels der SNPs
rs1336290 und rs11595793, fir beide wurde ein gemeinsamer Proxy verwendet, mit dem
vermehrten Auftreten von Schuldgefiihlen in der PANSS erfasst werden. Auch fir den SNP
rs722982 konnte mithilfe eines Proxys ein Trend zwischen dem selteneren C-Allel und dem
verstarkten Auftreten von Schuldgefiihlen anhand der PANSS-Skala gefunden werden.

Dies scheint darauf hinzuweisen, dass die minoren Allele der SNPs aus dem LD-Block 1 mit
vermehrten Schuldgefiihlen und bezogen auf die P300-Welle getrieben durch das seltenere C-

Allel des SNPs rs722982 mit einer hdheren P300-Amplitude tber Pz assoziiert sein konnten.

5.2 Diskussion der Methoden

Die hier vorliegende Studie wurde als genetische Assoziationsstudie in zwei Stichproben

durchgefuhrt.

Bei der Datenerhebung wurde sich an stringente Ein- und Ausschlusskriterien gehalten. Die
Inkludierung der Probandinnen erfolgte nach einem standardisierten Schema und mittels
etablierter  Testverfahren.  Beispielsweise  wurde beim  Patientinnenkollektiv  zur
Diagnosesicherung, bei den Teilnehmerinnen der Kontrollgruppe, um mdgliche psychische
Erkrankungen auszuschlief3en, eine Befragung nach dem DSM-IV mit SKID |, SKID Il und PANSS

durchgefihrt. Zudem wurde der FHAM zur Erfassung psychisch kranker Angehériger und bei
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Kontrollpersonen Uber 60 Jahren ein Mini-Mental-State-Test zum Demenzausschluss

durchgefiihrt.

Die Assoziationen der Stichprobe 2 mit der PANSS-Skala wurde mittels Proxies ermittelt. Das LD

zwischen den jeweiligen P300-SNPs und den Proxies wurden mithilfe von r2und D" validiert.

Auch die EEG-Erhebung wurde einheitlich nach standardisierten Bedingungen und dem Auditory
Oddball Paradigma durchgefuhrt.

Insgesamt konnte durch dieses Vorgehen die Objektivitat der Studienergebnisse gewahrleistet

werden.

Alle Probandinnen waren kaukasisch, was zu einer ethnischen Homogenitat innerhalb der
Studiengruppe und einer Vergleichbarkeit mit anderen kaukasischen Kollektiven fiihrte. Ein

globaler Vergleich der Studienergebnisse war dadurch jedoch limitiert.

Die EEG-Datenerhebung erfolgte bei insgesamt 372 Personen (116 Patientinnen und 256
Kontrollpersonen), die Stichprobe 2 umfasste 112 Patientinnen. Das somit relativ kleine

Studienkollektiv kann Auswirkungen auf die Aussagekraft der Ergebnisse haben.

Innerhalb der Studiengruppe 1 gab es einen signifikanten Unterschied zwischen dem Geschlecht
und der Zugehorigkeit zur Patientinnen- oder Kontrollgruppe. So gab es in der
Patientinnengruppe ein Ungleichgewicht zugunsten der mannlichen Probanden (72:44, m:w).
Und auch zwischen dem Alter bei EEG-Datenerhebung und Zugehorigkeit zur Patientinnen- bzw.
Kontrollgruppe wurde eine signifikante Diskrepanz erfasst. Die Probandinnen der
Schizophreniegruppe waren im Mittel bei der EEG-Datenerhebung deutlich jinger als die
Teilnehmerinnen der Kontrollgruppe (Patientinnen:Kontrollen, 39,47:46,21 in Jahren). In
Stichprobe 2 ergab sich kein signifikanter Unterschied beziglich des Geschlechts (59:53, m:w).
Generell ist zwar eine mdglichst homogene Studiengruppe anzustreben jedoch ist es von Vorteil,
wenn die Kontrollgruppe alter ist, da so eine mdgliche zukiinftige Schizophrenieerkrankung eher
ausgeschlossen werden kann. Die Abweichung zwischen den Gruppen ist in der Betrachtung der

Ergebnisse zu bertcksichtigen.

5.3 Vergleich mit der européischen Stichprobe des 1000 Genomes Projects

Um die Homogenitat innerhalb der Studiengruppe zu gewahrleisten wurden nur kaukasische
Personen europaischer Herkunft in die Studiengruppe inkludiert. Dadurch konnte eine
Vergleichbarkeit mit anderen kaukasischen Kollektiven ermdglicht werden. Im Folgenden wurde
zur genaueren Darstellung die Allelfrequenzen der signifikant und tendenziell assoziiertien SNPs

mit der européischen Stichprobe des 1000 Genomes Projects verglichen:

Der signifikant assoziierte Polymorphismus rs2622807 (MAF = 32,0 %) zeigte in der inkludierten
Stichprobe vergleichbare Allelfrequenzen mit der européischen Stichprobe des 1000 Genomes

Projects (MAF = 32,1 %). Der Vergleich der Allelfrequenzen bei dem ebenso signifikant
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assoziierten SNP rs635481 (MAF = 30,2 %) stimmten ebenso annahernd mit der europaischen
Vergleichsstichprobe (MAF = 31,2 %) tberein.

Fir die Trend-Polymorphismen rs6584471 (MAF = 44,2 %), rs1576986 (MAF = 27,0 %) und
rs12763193 (MAF = 45,2 %) konnte eine Vergleichbarkeit mit der europdischen 1000 Genomes
Project Stichprobe (MAF = 44,6 %; 25,0%; 45,9 %) festgestellt werden. Die Trend-
Polymorphismen rs722982 (MAF = 32,8 %) und rs561623 (MAF = 30,4 %) waren ebenso zu der
europaischen Vergleichsstichprobe passend (MAF = 29,7 %; 34,8 %). Der SNP rs7088441
(MAF = 46,0 %) zeigte Unterschiede zur europaischen 1000 Genomes Project Population, bei
welcher das in dieser Studie minore Allel G, mit einer MAF von 52,1 % das majore Allel darstellte.
Fir den Polymorphismus rs1336290 (MAF = 37,4 %) konnten ebenso Ubereinstimmungen mit
der europdischen 1000 Genome Project Stichprobe (MAF = 34,4 %) gezeigt werden. (Ensembl
2023)

Ein globaler Vergleich mit anderen Gruppen war aufgrund der ethnischen Homogenitat nur

limitiert moglich, was in der weiteren Betrachtung der Ergebnisse zu bertcksichtigen ist.

5.4 Einflussnahme der SNPs

Nur einer der untersuchten SNPs (rs2295933), fur welchen in dieser Studie keine Signifikanz
nachgewiesen werden konnte, befand sich in einem Exon (Exon 11) des NRG3-Gens. Ein Exon
ist der Teil des Gens, welcher bei den posttranskriptionellen SpleiRvorgadngen erhalten bleibt und
die reife mRNA bildet. Dieser Polymorphismus hat jedoch meist keinen Einfluss auf das
Genprodukt, da trotz des Nukleotidaustausches fir die gleiche Aminosaure kodiert wird. Dennoch
kann, je nach Transkriptionsvariante, selten auch eine Veréanderung der kodierten Aminoséure
oder eine Veranderung des Transkriptionsablaufes resultieren, was direkte Veranderungen nach
sich zieht (Cichon et al. 2002; Wong et al. 2021).

Die Ubrigen untersuchten SNPs befanden sich alle in intronischen Bereichen des NRG3-Gens.
Durch eine Vielzahl an epigenetischen Modifikationen koénnen sich jedoch auch diese
Polymorphismen auswirken. Auch unterliegt das NRG3-Gen inshesondere im Neokortex
differenzierten SpleilRvorgéngen (Paterson et al. 2017). Die Polymorphismen kdnnen Einfluss auf
diese nehmen und so durch alternatives Splei3en unterschiedliche NRG3-Isoformen erzeugen,
welche die neuronale Entwicklung beeinflussen kénnen (Zeledoén et al. 2015). Zudem kann durch
in Introns gelegene Polymorphismen auch Einfluss auf die Genexpression genommen werden.
Zum einen koénnen dort gelegene SNPs die Prozessivitat verandern, durch die regulatorische
Wirkung auf die Transkription zu einer veranderten, verminderten oder beispielsweise durch die
Bildung von alternativen Promotoren ein vermehrte Proteinbildung bewirken, zum anderen zu

einer Veranderung der Sekundéarstruktur der DNA fuhren (Barrett et al. 2012).

5.5 Diskussion der Studienergebnisse

NRG3 gewann die letzten Jahre als Suszeptibilitatsgen fur Schizophrenie an Aufmerksamkeit.

Neureguline binden an die jeweiligen ErbB-Rezeptoren, NRG3 nur an ErbB4, und aktivieren so
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Signalwege, welche Apoptose, Zellmigration, Zellausdifferenzierung oder -teilung nach sich
fuhren (Falls 2003). Neuregulin 3 lasst sich lebenslang insbesondere im prafrontalen Kortex aber
auch in anderen Hirnarealen finden, wobei bestimmte Isoformen zu unterschiedlichen Phasen
verstarkt exprimiert werden (Paterson et al. 2017). Dies macht seine Bedeutung in der kortikalen
Entwicklung deutlich.

Einige Polymorphismen im NRG3-Gen konnten bereits in zahlreichen Studien verschiedener
Populationen erfolgreich mit einer erhéhten Erkrankungsanfalligkeit assoziiert werden (Fallin et
al. 2003; Fallin et al. 2005; Wang et al. 2008; Morar et al. 2011; Tost et al. 2014). Die stringente
Zuteilung zwischen genetischen Variationen und bestimmten Erkrankungen hat sich inzwischen
vor dem Hintergrund der zahlreichen Uberschneidungen psychiatrischer Erkrankungen
zugunsten eines Fokus auf verschiedene Erkrankungssymptome oder neurophysiologische
Auffalligkeiten, unter anderem Wahn, Aufmerksamkeitsdefizite oder andere kognitive
Einschrankungen verschoben (Chen et al. 2009; Kao et al. 2010; Morar et al. 2011; Li et al. 2020;
Zhou et al. 2020). In einer Studie von Tost et al. (2014) konnte beispielsweise eine Veréanderung
in der préafrontalen Kortexphysiologie wahrend der Aktivierung des Arbeitsgedachtnisses mit
einem SNP im NRG3 in Verbindung gebracht werden, wahrend Meier et al. (2013) genetische
Uberschneidungen zwischen Schizophrenie- und Bipolar-I-Patientinnen herausarbeiten konnten
(Meier et al. 2013). Dazu passend wurde in dieser hier vorgestellten Studie eine Assoziation
zwischen den SNPs rs11595793 und rs1336290 mit dem verstarkten Auftreten von
Schuldgefiihlen in der PANSS erfasst, was den Ansatz einer zugrunde liegenden Genetik als

gemeinsame Basis mehrerer psychiatrischer Erkrankungen bzw. Symptome unterstutzt.

Von den in dieser Studie untersuchten 21 Polymorphismen des NRG3-Gens wurden bisher keine
im Zusammenhang mit einer Veranderung der P300-Amplitude untersucht.

Einige der, in dieser Studie untersuchten Polymorphismen im NRG3-Gen wurden auch mit
anderen Erkrankungen in Verbindung gebracht. So konnte der tendenziell mit einer
Amplitudenminderung assoziierte SNP rs6584471 signifikant mit Morbus Hirschsprung (Wang et
al. 2016), die Polymorphismen rs561623 und rs7088441 unter anderem mit einer Suszeptibilitat
fur Morbus Alzheimer verknipft werden (Wang et al. 2014). Bei Wang et al. (2008) und bei
koreanischen Patientinnen in einer Untersuchung von Sujin Shin et al. (2012) wurde analog zu
diesen Studienergebnissen keine signifikante Assoziation fir den im Exon gelegenen SNP
rs2295933 gefunden.

Kao et al. (2010) fanden eine verstarkte NRG3-Expression in den Gehirnen
Schizophreniekranker, welche durch spezifische alternative Transkripte verursacht wurde. Darauf
aufbauend gelang es Zeleddn et al. (2015) in vitro eine Allel-spezifische Differenz derselben
Variation im NRG3 in Reportergen-Expression zu identifizieren. Ebenso wurde von einer
verringerten Expression bestimmter Transkripte bei Tragerinnen des Risikoallels des SNP
rs10748842 im dorsolateralen prafrontalen Kortex und im Gyrus temporalis superior in einer
postmortalen Untersuchung berichtet (Zeled6n et al. 2015). In einer weiteren postmortalen Studie
am Gewebe des dorsolateralen préafrontalen Kortex konnten verschiedene Expressionsmuster

der 4 Isoformklassen des NRG3 abhéangig von der Entwicklungsstufe und des Lebensabschnitts
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aufgezeigt werden (Paterson et al. 2017). Die Bedeutung der Expression des NRG3 fir
neuronales Uberleben konnte zudem in einer weiteren Untersuchung untermauert werden (Plani-
Lam et al. 2015).

Weiter wurde eine Stérung im NRG3-Gen und deren mogliche Auswirkung auf die Suszeptibilitat
fur Schizophrenie in mehreren Tierstudien dargelegt (Avramopoulos 2018). Sowohl eine
induzierte Uberexpression als auch eine verminderte Expression manifestierte sich in
Schizophrenie-ahnlichen Symptomen. Eine vermehrte Expression im medialen préafrontalen
Kortex zog ein verstérkte Impulsivitat, eine generelle Uberexpression gestortes Sozialverhalten
im Erwachsenenalter nach sich (Paterson und Law 2014; Loos et al. 2014). Hayes et al. (2016)
wiesen eine gestorte Prapulsinhibition, Hyperaktivitat und eine mangelhafte Angstkonditionierung
bei fehlendem NRG nach.

Trotz zum Teil ambivalenter Studienergebnisse, ist die Assoziation verschiedener
Polymorphismen im NRG3-Gen mit dessen Rolle in der neuronalen Entwicklung mit
verschiedenen Aspekten der Schizophrenie oder der Krankheitssuszeptibilitit selbst stark
impliziert. Es bedarf weiterer Untersuchungen, um die genauen Einflisse auf den Phéanotypen zu

klaren.

5.6 Die P300-Welle als Endophé&notyp

Wie bereits von O'Donnell et al. (1999) postuliert, ist eine Veranderung der P300-Welle als
potentieller Endophanotyp der Schizophrenie inzwischen mehrfach dargelegt worden (Thaker
2008; Light et al. 2012; Hamilton et al. 2018). Die P300-Amplitude entspricht den von Gottesman
und Gould (2003) dargelegten Kriterien eines Endoph&notyps. Zum einen entspricht die EEG-
Welle einem reproduzierbaren Merkmal, welches messbar und vergleichbar ist, zum anderen
konnte, im Gegensatz zu bei Erkrankten keine Amplitudenminderung bei nicht verwandten
Kontrollen gefunden werden (Hamilton et al. 2018). Bei nicht erkrankten Verwandten von
Schizophreniepatientinnen wurde jedoch laut Thaker (2008) eine Veranderung der P300-
Amplitude gemessen. Demgegeniber stehen Ergebnisse von Tang et al. (2019), welche keinen
Unterschied in der P300-Amplitude zwischen Patientinnen in Remission und gesunden

Kontrollpersonen, wohl aber zu akut psychotischen Erkrankten beschrieben.

Auch wenn die Deutung der P300-Amplitudené&nderung noch nicht endgultig geklart ist, stellt die
akustisch evozierte P300-Welle neben anderen neurophysiologischen und kognitiven Merkmalen

einen validen Endophé&notypen dar.

5.7 Diskussion der Korrelation von NRG3 und der P300-Amplitude

In dieser Untersuchung konnte eine Assoziation zwischen Polymorphismen des NRG3-Gens und
einer Veranderung der P300-Amplitude im EEG dargelegt werden. Wie bereits erortert, fuhrten
die Variationen rs2622807-A und rs635481-G als Einzel-SNPs uber der zentro-parietalen
Ableitung zu einer Amplitudenerhdéhung bei der Patientinnengruppe. Der kontrare Haplotyp GA

des beide SNPs beinhaltenden Haploblocks 2 konnte hingegen signifikant mit einer
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Amplitudenminderung Uber Pz bei schizophrenen Probandinnen assoziiert werden. Auch eine
erniedrigte Amplitude konnte mit dem Haplotyp GCT des Block 1 tiber Pz und Cz fir Patientlnnen-
und die Gesamtgruppe signifikant korreliert werden. Die Anderung des Haplotyps zu GCC wurde
mit einer Wellenerhéhung Uber Pz bei Patientinnen und in der Gesamtgruppe assoziiert. Analog
dazu konnte der SNP rs722982 bei Zunahme des minoren Allels C mit einer

Amplitudensteigerung tendenziell assoziiert werden.

Eine Amplitudenminderung bei Schizophreniekranken wurde bereits durch Hamilton et al. (2018)
und Kim et al. (2018) aufgezeigt. Wie auch Tang et al. (2019) konnten Rawdon et al. (2013) diese
Ergebnisse Uber der parietalen Ableitung bei psychotischen Patientinnen bestatigen. Ebenso
wurde die verringerte P300-Amplitude in Verbindung mit der Chronizitdt der Schizophrenie
impliziert (Johannesen et al. 2013). Die mit einer Amplitudenerh6hung assoziierten Allele kénnten
somit eher eine Bedeutung als protektive Faktoren innehaben.

In einer Untersuchung des bereits mehrfach mit Schizophrenie assoziierten Polymorphismus
rs10748842 im NRG3-Gen, wurde jedoch Kkeine signifikante Assoziation zu einer
Amplitudenénderung gefunden (Kao et al. 2010; Diez et al. 2014).

Trotz teilweise ambivalenter Ergebnisse kann eine Verbindung zwischen dem NRG3-Gen und
Veréanderungen in der P300-Welle durch mehrere Aspekte hergestellt werden. Veranderungen in
der Amplitude sind abhéngig von mentalen Verarbeitungsprozessen, wie der Aufmerksamkeit der
Probandinnen (El Karoui et al. 2015; Huang et al. 2015). Eine Minderung der P300-Amplitude

spricht demzufolge fur ein Aufmerksamkeitsdefizit.

Meier et al. (2013) waren in der Lage eine solche Assoziation zwischen dem NRG3-Gen und
Aufmerksamkeitsdefiziten darzustellen. Dies wurde von Zhou et al. (2020) bei einer chinesischen
Untersuchung unterstutzt, bei welcher signifikant schlechtere Ergebnisse bei einer Testung im
Bereich Aufmerksamkeit mit schizophrenen Patientinnen assoziiert werden konnten. Auch Li et
al. (2020) fanden bei ihrem Studienkollektiv eine Assoziation zwischen Polymorphismen im NRG3
und schlechteren Aufmerksamkeitsleistungen, jedoch keine direkte Assoziation zur
Krankheitsanfélligkeit. Eine Korrelation zwischen Defizit-bedingenden, zugrundeliegenden
Variationen im NRG3-Gen und einer daraus resultierenden Anderung der P300-Amplitude, ist

daher durchaus naheliegend.

Die P300-Welle lasst sich insbesondere an den zentro-parietalen Ableitungen beobachten
(Thaker 2008; Ramchurn et al. 2014). Die Amplitude ist laut Yamaguchi und Knight (1992) von
der Intaktheit der temporoparietalen Verbindung abhé&ngig und impliziert die Relevanz einer
funktionsfahigen Schaltung zwischen frontalen und temporoparietalen Arealen. Es kann diskutiert
werden, dass fiur eben diesen Schaltungspfad NRG3 in seiner Bedeutung in der neuronalen
Entwicklung relevant ist. Die insbesondere im préafrontalen Kortex prominent wahrend der
Entwicklungsphasen exprimierten und von Variationen im Gen beeinflussten Isoformen des
NRG3 koénnten somit auf dessen Ausbildung einwirken (Paterson et al. 2017). Wie Bartolini et al.

(2017) aufzeigen, wird NRG3 wahrend der Kortexentwicklung, wie auch in reifen Stadien
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insbesondere in Pyramidenzellen exprimiert. Dort bleibt die Expression konstant erhalten
wahrend die Reifung voranschreitet und unterschiedliche Lagen der Grof3hirnrinde gebildet
werden (Bartolini et al. 2017). Huang et al. (2015) beschreiben die P300-Amplitude als gebindelte
synchronisierte Entladung von pyramidalen Neuronen im Kortex. Auch dies deutet auf einen

moglichen Einfluss des Gens auf die Generierung der Amplitude hin.

5.8 Ausblick

Die Assoziation von Polymorphismen im Neuregulin 3 mit einer Veranderung der P300-Amplitude
als Endophanotyp ist nicht abschlieRend geklart. Neben vielen vorhergehenden Untersuchungen
deuten die, in dieser Studie dargestellten Assoziationen jedoch auf eine mdgliche Verbindung

zwischen Variationen im NRG3 und deren Auswirkung auf die Amplitude der P300-Welle hin.

Sowohl die moglichen Effekte einzelner genetischer Variationen im NRG3, als auch die Rolle und
Bedeutung des Gens mit seinen Isoformen im Rahmen der neuronalen Entwicklung werfen noch
immer viele Fragen auf. Auch um die Korrelation zwischen Genetik und den Veranderungen der

P300-Amplitude eindeutig zu klaren, werden weitere, tiefergreifende Untersuchungen bendtigt.

Es bedarf weiterer nachfolgender Untersuchungen an groRen und homogenen Stichproben, um
eine konkrete und eindeutige Studienlage zu schaffen. Dennoch kdnnen die, in dieser Studie
dargestellten Assoziationen trotz ihrer Limitationen einen Anstol3 geben, das Suszeptibilitatsgen
NRG3 und die P300-Amplitude als Endophanotypen in den Fokus zukiinftiger Untersuchungen
zu riicken und somit moglicherweise einen kleinen Teil zur Aufklarung der Atiologie der

Schizophrenie beitragen.

Schizophrenie ist eine gravierende psychische Erkrankung, die fiir Betroffene und ihre
Angehdrigen weitreichende Auswirkungen nach sich zieht. Es wird von einer polygenetischen

und multifaktoriellen Krankheitsentstehung ausgegangen.

Wahrend der letzten Jahre konnten mithilfe genomweiter Assoziationsstudien eine Vielzahl an
potentiellen Suszeptibilitatsgenen gefunden werden. Untersuchungen verschiedener Variationen,
wie SNPs in den einzelnen Genen, konnten zur Klarung der heterogenen Atiologie beitragen.
Dennoch ist die Suche nach weiteren, mit der Krankheitsanfélligkeit assoziierten Genloci

erforderlich.

Auch Endophénotypen, messbare und reproduzierbare Merkmale, die direkt genetisch
beeinflusst sind und somit zwischen Genotyp und klassischem Phanotyp einzureihen sind, trugen
malfigeblich zum Diskurs bei. Die Untersuchung méglicher neurophysiologischer, wie die P300-
Welle, und kognitiver Ph&notypen in ihrer Assoziation zu potentiellen Suszeptibilitditsgenen, bietet
die Maoglichkeit genetische Einflisse direkter zu erfassen. Zudem k&nnen mithilfe von
Endophanotypen  Uberschneidungen in der genetischen Grundlage verschiedener
psychiatrischer Erkrankungen mit &hnlichen oder Uberschneidenden Symptomenkomplexen

dargestellt werden.
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Neben den genetischen Faktoren tragen auch soziale und Umwelteinfliisse, wie Winter- bzw.
Frihlingsgeburt, pranatale Infektionen, Leben in urbanen Regionen und Migration zur
Krankheitsanfalligkeit bei. Diese Risikofaktoren und ihr Zusammenwirken mit genetischen

Komponenten bedirfen ebenso weiterer Nachforschungen.

Weitreichende Untersuchungen kdnnten die néachsten Jahre unsere Wissensliicken beziiglich
Genetik, Suszeptibilitdt und Atiologie der Schizophrenie zunehmend schlieRen und so unser

Verstandnis der Schizophrenie maf3geblich formen.
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