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Referat

Es wird heute von einer starken genetischen Atiopathogenese der Schizophrenie ausgegangen,
wobei die Heritabilitat auf 65-80 % geschatzt wird. Defizite in den Leistungen im
Arbeitsgedachtnis griinden sich ebenfalls auf genetischen Alterationen und stellen einen

konsistenten Endophanotyp der Schizophrenie dar.

Ziel dieser Arbeit war es in einer Endophanotypen-Studie Assoziationen von 37 Single
Nukleotid Polymorphismen, welche auf tempordren Ergebnissen der zu diesem Zeitpunkt
groRten Meta-Analyse beruhten und mit Schizophrenie assoziiert wurden, zu Leistungen im

Arbeitsgedachtnis nachzuweisen.

Das Studienkollektiv umfasste 334 Patienten und 524 Kontrollen. Nach Diagnosesicherung
gemdB dem DSM-IV wurde die Genotypisierung der Studienteilnehmer mittels iPLEX-
Technologie und der MALDI-TOF Massenspektrometrie durchgefiihrt. Zur neurokognitiven
Testung wurde der n-back-Test verwendet und in den Kategorien ,korrekte Antworten” und

,Reaktionszeit” ausgewertet.

Es gelang insgesamt 8 der 37 getesteten Polymorphismen in mindestens jeweils einer
Testkategorie signifikant mit den Leistungen des Arbeitsgedachtnisses zu assoziieren.
Hierunter fand sich der Polymorphismus rs2514218 (3'-Richtung des DRD2 Gens) in der 3-back-
Testung mit signifikant verlangerter Reaktionszeit sowie verminderten korrekten Antworten.
Diese signifikante Assoziation mit kognitiven Defiziten weist darauf hin, dass genetische
Alterationen des DRD2 Gens zu beeintrachtigten kognitiven Funktionen flihren kénnen und

bestatigt die Bedeutung dieses Gens in der Atiopathogenese der Schizophrenie.

Es konnte des Weiteren der Polymorphismus rs77149735 (innerhalb des SDCCAG8 Gens) mit
signifikant schnelleren Reaktionszeiten in der 0-back- und 3-back-Testung assoziiert werden.
Dies ist nach der heutigen Literaturlage die erste signifikante Assoziation dieses
Polymorphismus und Gens zu Arbeitsgedachtnisleistungen. Das erst im Jahre 2013 mit
Schizophrenie assoziierte Gen stellt insbesondere auf Grund seiner Involvierung in neuronale
und kortikale Entwicklungsprozesse einen interessanten Loci flir weitere zukinftige
Forschungen bezliglich der Pathogenese der Schizophrenie und den

Arbeitsgedachtnisleistungen als Endophanotyp dar.

Bickmeier, Ruven: Assoziationsuntersuchung von 37 mit Schizophrenie assoziierten Single
Nukleotid Polymorphismen zu Auswirkungen auf Arbeitsgedachtnisleistungen im n-back-Test,
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 74 Seiten, 2019
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1 Einleitung
1.1 Die Schizophrenie

Die Schizophrenie (griechisch: s’chizein ,abspalten” sowie phren ,Seele, Geist, Zwerchfell”)
beschreibt die Teilung des psychischen Erlebens, als eines der Hauptsymptome dieser
schwerwiegenden mannigfaltigen Psychopathologie (Huber, 2005), welche eine der groRten

globalen 6ffentlichen Gesundheitsprobleme darstellt (Collins et al., 2011).
1.1.1 Definition

Die Schizophrenie definiert sich durch ein ausgesprochen vielseitiges Querschnittsbild in ihrer
pathologischen Manifestation und zdhlt zu den endogenen Psychosen. Neben den
Wahnvorstellungen, den akustischen Halluzinationen, den formalen Denkstérungen sowie den
Ich-Storungen sind Affekt und psychomotorische Stérungen dominante Aspekte der
Erkrankung (Méller, 2013). Es wird eine konstante und Uber ldngeren Zeitraum andauernde

Persistenz der Symptome zur Diagnosestellung gefordert (Dilling und Freyberger, 2010).

Die multifaktorielle Atiopathogenese scheint heute als Ursache dieser Psychopathologie
festzustehen, welche maligeblich durch genetische Disposition mitbestimmt wird (Modller,

2013).
1.1.2 Historisches

Unter der Bezeichnung ,,Dementia praecox” fand bereits 1896 von Emil Kraepelin (Kraepelin,
1896) eine erste Beschreibung sowie Zusammenfassung der verschiedenen Symptome und
bisher alleinstdandigen Krankheitsbildern zu einer Einheit statt. Ein gutes Jahrzehnt spater
beschrieb Eugen Bleuler 1911 das von Kraepelin eingefiihrte Krankheitsbild zum ersten Mal als
Schizophrenie (Bleuler, 1911). Wahrend Kraepelin neben den Personlichkeitsverdanderungen
die kognitiven Defizite und den chronisch progredienten Verlauf in den Vordergrund seiner
Beschreibungen stellte, differenzierte Bleuler zwischen Hauptsymptomen und akzessorischen
Symptomen (Kraepelin, 1896; Bleuler, 1911). Assoziations- sowie Affektstorungen, Ambivalenz
und Autismus charakterisierte Bleuler als Hauptsymptome und stellte Halluzinationen, Wahn
und Stérungen des Ich-Erlebens diesen als akzessorisch anbei (Leucht et al., 2008). Mit einer
Klassifizierung in Symptome ersten und zweiten Ranges, gelang Kurt Schneider im Jahre 1957
eine Etablierung von Diagnosekriterien, welche sich bis heute wiederfinden (Schneider, 1957

Tschoke et al., 2011).



Aktuell bestehen zwei Klassifikationsmodelle parallel, welche die dichotomen Symptomatiken
auffassen und neben deren Gewichtung auch Zeitkriterien mit in die Diagnosestellung
eingehen lassen. Sowohl die von der World Health Organisation (WHO) veroffentlichte
International Classification of Diseases 10 German Modification (ICD-10-GM) als auch das von
der American Psychiatric Association (APA) veroffentlichte Diagnostic and Statistic Manual of
Mental Disorders in seiner vierten Version (DSM-IV) kombinieren alle drei historischen Ansatze

in bearbeiteter und erweiterter Form (Tandon et al., 2009).
1.1.3 Klassifikation und Subtypen

Bei eingehendem Vergleich beider aktuell verwendeten Klassifikationssysteme, dem ICD-10-
GM und dem DSM-IV, fdllt eine dhnliche Gewichtung der notwendigen Symptome fir eine
Diagnosestellung einer Schizophrenie auf. Ein wesentlicher Unterschied stellt sich in den
Zeitkriterien, welche fiir eine Diagnosestellung erfillt sein miissen, dar. Wahrend das DSM-IV
ein Andauern der Symptomatik Uber ein halbes Jahr fordert, erlaubt das ICD-10-GM bereits
eine Diagnosestellung nach einer Zeitdauer von einem Monat. Des Weiteren fordert das DSM-
IV im Gegensatz zum ICD-10-GM zusatzlich zu den Positiv- und Negativ-Symptomen einen
Leistungseinbruch im sozialen und/oder beruflichen Bereich (Cheniaux et al., 2009). Somit
bietet das ICD-10-GM fiir die klinische Alltagsarbeit ein praktikableres Diagnosesystem,

wahrend das DSM-IV vorwiegend in der Forschung seine Anwendung findet.

Wahrend das ICD-10-GM die Schizophrenie in sieben Subtypen differenziert, besteht im
Rahmen des DSM-IV die Subklassifizierung in finf Gruppen (Dilling und Freyberger, 2010). Am
haufigsten stellt sich nach DSM-IV Klassifikation der mit Wahn- und Halluzination
vergesellschaftete paranoide Subtyp dar, wahrend der katatone Subtyp, welcher sich durch
Haltungsstereotypien und Negativismus definiert, als seltener Typus einzustufen ist. Als bereits
im Jugendalter beginnender Subtyp weist der desorganisierte Schizophrenietypus verflachten
bis parathymen Affekt und formale Denkstérungen auf. Die Diagnosestellung des residualen
Typus orientiert sich an dem Fortbestehen von bereits stattgefundenen floriden
Krankheitsphasen. Als undifferenzierter Subtypus ist das Bestehen von Schizophrenie
typischen Psychopathologien, ohne der Mdglichkeit einer klaren Zuordnung zu einer der
vorhergenannten Gruppen definiert (Leucht et al., 2008; Tandon et al.,, 2009). Eine
Gegenuberstellung der beiden aktuellen Klassifikationssysteme stellt Tabelle 1 (Tabelle 1, Seite

3) dar.



Tabelle 1 Diagnosekriterien DSM-IV und ICD-10-GM nach (Hautzinger und Thies, 2009)

DSM-IV ICD-10-GM
Symptome | A) Mindestens zwei der folgenden | Mindestens eines der Symptome 1.-4.
Symptome liber mindestens einen | oder zwei der Symptome 5.-9. miissen fir
Monat: einen Monat bestehen:
1. Wahn 1. Gedankenlautwerden, -eingebung, -
2. Halluzination entzug, -ausbreitung
3. desorganisierte Sprechweise 2. Kontroll- oder Beeinflussungswahn,
4. desorganisiertes oder katatones | Gefilihle des Gemachten,
Verhalten Wahnwahrnehmung
5. negative Symptome (verflachter | 3. kommentierende oder dialogisierende
Affekt, Alogie, Willensschwéche) Stimmen
4. anhaltender, kultureller
Bei bizarrem Wahn oder unangemessener oder unrealistischer
kommentierenden oder Wahn
dialogisierenden akustischen 5. anhaltende Halluzinationen
Halluzinationen geniigt ein A- 6. formale Denkstdrungen
Symptom 7. katatones Verhalten
8. Negativsymptome (Apathie,
B) Soziale und/oder berufliche Affektverflachung)
LeistungseinbuRen 9. durchgangige
Verhaltensveranderungen (z.B. sozialer
Riickzug)
Dauer C) Anzeichen der Stérungen Mindestens ein Monat
bestehen mindestens sechs
Monate, wobei mindestens ein
Monat lang A-Symptome bestehen
(floride Symptome)
Ausschluss- | D) Ausschluss einer Affektive Storungen wurden
Kriterien schizoaffektiven oder affektiven ausgeschlossen

Stérung

E) Symptome sind nicht auf die
Wirkung einer Substanz oder eines
medizinischen Krankheitsfaktors
zurickzufihren

F) Bei vorgeschichtlicher
tiefgreifender Entwicklungsstérung
muss ein Monat ausgepragter
Wahn oder Halluzination vorliegen

Neurologische Erkrankungen wurden
ausgeschlossen

Wirkungen einer Substanz (Intoxikation)
oder Entzugssyndrom wurden
ausgeschlossen




1.1.4 Epidemiologie

Die Lebenszeitpravalenz fir die Schizophrenie liegt bei 0,3-2 % mit einem durchschnittlichen
Mittel von 0,7 % (Saha et al., 2005; Owen et al., 2016). In unterschiedlichen Ldndern konnte
eine vergleichbare Pravalenz bei variierendem soziokulturellem Hintergrund festgestellt
werden. Es zeigt sich kein Unterschied der Pravalenz zwischen Mannern und Frauen. Jedoch ist
ein um 3-5 Jahre friheres Ersterkrankungsalter bei Mannern zu beobachten (MacDonald und
Schulz, 2009). Das Pradilektionsalter liegt zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr, wobei
postmenopausal ein zweiter Erkrankungsgipfel bei Frauen zu beobachten ist (Tandon et al.,
2009). Auffallig ist eine erhoéhte Pravalenz in der sozialschwachen Bevolkerungsschicht bei
gleicher Inzidenzrate, was durch die Soziale-Drift-Theorie erklart werden kénnte (Tandon et al.,
2008). Gegenliber der Allgemeinbevolkerung weisen an Schizophrenie erkrankte Patienten
eine erhoht Mortalitdtsrate von 2,6 % auf (McGrath et al., 2008). Die Lebenserwartung von
schizophrene Patienten ist gegenliber der der Allgemeinbevdlkerung um bis zu 15 Jahre
reduziert (van Os und Kapur, 2009), wobei 5 % der Patienten Suizid begehen. Dies ist vor allem
bei jungen, arbeitslosen Mannern mit hohem pramorbiden Intelligenzquotienten und florider

Positivsymptomatik der Fall (Hor und Taylor, 2010).
1.1.5 Verlauf und Prognose

Diese weitlaufige Psychopathologie stellt sich in ihrem Verlauf hochgradig variabel dar, sodass
episodiale als auch chronifizierte Verldufe existieren und sich neben pramorbiden Alterationen
eine ungenaue Einteilung in drei Phasen ergibt (Comer, 2001). Die Manifestation der
Erkrankung beginnt mit einer oftmals durch Negativsymptomatik gekennzeichneten und
zwischen einigen Monaten und bis zu finf Jahren andauernden Prodromalphase. Hier finden
sich neben dem sozialen Rickzug, der personlichen Leistungsminderung auch
Affektverdnderungen von manischer und depressiver Qualitat (Maurer und Hafner, 1995). Die
Variabilitit der Schizophrenie setzt sich mit teils akutem teils schleichendem Ubergang in die
produktive psychotische Phase fort, in der sich Wahnvorstellungen, Halluzinationen sowie
formale Denkstérungen als Schizophrenie typische Symptomkomplexe manifestieren. Die
Dominanz dieser Positivsymptomatik fiihrt in der Mehrzahl der Falle zu einer Hospitalisierung
und zeigt je nach Behandlung einen variablen Zeitverlauf der akuten Phase (Moller, 2013). Sich
dieser anschlieRend folgt die durch Negativsymptomatik gepragte Residualphase. Das
pramorbide Leistungsniveau wird in vielen Fallen nicht mehr erreicht (Ebert und Loew, 2011).
Die sich anschlieBende Persistenz der Phasen mit anhaltender Restsymptomatik sowie

psychopathologisch freier Vollremission wird oftmals durch Rezidive unterbrochen (Marneros



et al., 1991). Es kann sich eine Chronifizierung der Symptomatik ausbilden (van Os und Kapur,

2009).

Prognostisch glinstig erwiesen sich Faktoren wie gute pramorbide soziale und kognitive
Fahigkeiten mit fehlendem Substanzabusus sowie ein akuter Erkrankungsbeginn in hohem
Lebensalter bei weiblichem Geschlecht und negativer Familienanamnese (Tandon et al., 2009).
Langzeitstudien zeigten flir anndhrend der Halfte der Patienten eine gute Prognose, wahrend
sogar bei einem Viertel eine Vollremission zu erreichen ist (Harrison et al., 2001; Tandon et al.,
2009; Ripke et al., 2011). Bemerkenswert ist, dass eine moglichst kurze Dauer der Psychose als
positiver Faktor diskutiert wird (Farooq et al., 2009). Somit ist subsumierend festzustellen, dass
gemal den voranschreitenden pharmakologischen Therapiemdglichkeiten eine Aufteilung der
Verlaufe in drei Abschnitte moglich ist. Wobei eine Kategorisierung in Vollremission,
persistierend mittelschwere Symptomatik und kontinuierlich schizophrenem Residuum

vorgenommen werden sollte (Moller, 2013).
1.1.6 Atiologie

Die Atiopathogenese der Schizophrenie griindet sich auf multiple Faktoren. Neben der
genetischen Disposition selbst wird die Interaktion dieser mit Umweltfaktoren (Comer, 2001;
Owen et al., 2009; Williams et al.,, 2009) und neurobiologischen Faktoren vermutet.
Das Vulnerabilitats-Stress-Modell fasst in einer allgemein anerkannten Hypothese diese
multifaktorielle Atiologie zusammen: Hierbei griindet sich die Manifestation der Schizophrenie
auf pradispositionierende Faktoren wie genetische Faktoren, zerebrale Schaden und
psychosoziale Faktoren, welche zur Vulnerabilitdit des Individuums fiihren. Diese wird
intraindividuell von auslésenden Stressoren wie kritischen Lebensereignissen beeinflusst. Dem
gegenliber weisen dem Individuum eigene Copingstrategien eine protektive Wirkung auf

(Nuechterlein und Dawson, 1984).
1.1.7 Atiologie — Umwelt

Unldngst legten Zwillingsstudien, in denen das Risiko fiir einen eineiigen Zwilling eines an
Schizophrenie erkrankten Patienten auch zu erkranken lediglich 50 % betrug nahe, dass es
neben den genetischen Ursachen, weitere intraindividuelle atiologische Faktoren geben muss

(Cardno und Gottesman, 2000).

Neben Geburtskomplikationen wie Frithgeburt, Asphyxie, Nabelschnurkomplikationen oder
Geburtsstillstand, wobei besonders die fetale Hypoxie als Kausalitdtsmechanismus erachtet

wird (Byrne et al., 2007), werden Infektionen der Mutter im ersten und friihen zweiten

5



Trimenon als Risikofaktoren fir das Kind genannt (Penner und Brown, 2007; Meyer et al.,
2007). Dies korreliert mit der Beobachtung, dass fur Patienten, die in den Wintermonaten
geboren wurden und somit im ersten Trimenon einem erhdhten Risiko der vermehrten
Ansteckung mit z.B. Influenzaviren ausgesetzt waren, ein 1,2- bis 1,5-fach héheres Risiko zur
Entwicklung einer Schizophrenie besteht (Lewis, 1989; Torrey und Bowler, 1990; Ripke et al.,
2014). Kindheitstraumata werden in Kombination mit genetischer Disposition ebenfalls als
Risikofaktoren angesehen. Hierbei missen jedoch multiple Kovariablen wie ein erhohter
Substanzabusus oder Migration beachtet werden (Sideli et al., 2012). Auch gilt neben dem
Aufwachsen und Leben in einer urbanen Umgebung (Maier et al., 1999) der Konsum sowie
Missbrauch psychotroper Substanzen wie Cannabis als Risikofaktor (Moore et al., 2007; Davis
et al., 2016). Bei pradispositionierten Personen erwies sich der Konsum von Cannabis eher als
Ausloser denn als Ursache einer vorriibergehenden Psychose (van Os und Kapur, 2009).
Agerbo und Kollegen wiesen nach, dass sowohl fiir das interindividuelle genetische Risiko, dem
soziodkonomische Status der Eltern sowie fiir eine positive Familienanamnese eine signifikante

Assoziation zu dem Risiko an Schizophrenie zu erkranken besteht (Agerbo et al., 2015).
1.1.8 Atiologie — Neurobiologie

Bereits in den spaten 20er Jahren des 20. Jahrhunderts berichteten Jakobi und Winkler von
einer Volumenreduktion des Gehirns schizophrener Patienten gegeniber einem

Kontrollkollektiv (Jacobi und Winkler, 1927).

Mit Hilfe moderner bildgebender Verfahren konnten besonders betroffene Gehirnregionen
identifiziert und bestatigt werden. Hierzu gehdren neben dem Temporallappen mit dem Gyrus
temporalis superior vor allem der prafrontale Cortex, der Hippocampus, die Amygdala, der
Thalamus sowie das Corpus callosum (Ross et al., 2006; Keshavan et al., 2008). Darliber hinaus
gelang der Nachweis verdnderter Hirnaktivitditen in hippocampalen Strukturen bei
schizophrenen Patienten verglichen mit gesunden Kontrollen wahrend der Absolvierung von
neurokognitiven Tests (Pirnia et al., 2015). Es konnte im Jahr 1998 eine Erweiterung der
Seitenventrikel nachgewiesen werden (Lawrie und Abukmeil, 1998; Wright et al., 2000). Diese
Daten konnten durch neuste Meta-Analysen validiert werden (Shepherd et al., 2012). Auf
mikroskopischer Ebene fillt eine morphologische Diversion der Zytoarchitektur mit
Verringerung der dendritischen Spines, der dendritischen Ldnge sowie einer abweichenden
Dicht von Gliazellen und Neuronen auf (Konradi und Heckers, 2003; Glantz et al., 2006; Du Bois

und Huang, 2007). Hamshere und Kollegen wiesen 2013 die signifikante Assoziation des Gens



SDCCAGS8, welches in die Mitose der zerebralen Zellen und der Expansion der Neuronen

eingebunden ist, mit der Schizophrenie nach (Hamshere et al., 2013).

Bereits 1994 wurde durch Beobachtung von Negativsymptomen und kognitiven Storungen,
welche durch eine Ketaminiberdosierung verursacht wurden, ein Zusammenhang zum
glutamatergen System hergestellt (Krystal et al., 1994). Dies stellte die Grundlage fir die
Glutamat-Hypothese dar, welche von einer NMDA-Rezeptor-Unterfunktion ausgeht. Hier
zeigte neben dem NRGN Gen auch das Gen CACNALC eine starke Assoziation zur Schizophrenie
(Bishop et al., 2011; Ripke et al., 2013; Ripke et al., 2014). Das NRGN Gen sowie das CACNA1C
Gen greifen mittelbar und unmittelbar in die durch Glutamat vermittelte neuronale
Signaltransduktion ein (Pak et al., 2000; Dedic et al., 2017). Des Weiteren steht die bereits in
den 1970er Jahren von S.H. Snyder bzw. A. Carlsson formulierte Dopamin-Hypothese (Leucht
et al., 2008), welche von einer fehlerhaften zentralnervésen dopaminergen Signaliibertragung
ausgeht und insbesondere durch die antidopaminerge Wirkung der klinisch erfolgreichen
Neuroleptika gestitzt wird, im Mittelpunkt der wissenschaftlichen Aufmerksamkeit (Guillin et
al., 2007). Mutationen im DRD2 Gen, welches fiir die D2-Untereinheit des Dopamin-Rezeptors
kodiert, konnten nicht nur erfolgreich mit Schizophrenie assoziiert werden (Ripke et al., 2014;
Gragnoli et al., 2016), sondern wiesen darliber hinaus auch eine Assoziation zu verminderten

Leistungen im Arbeitsgedachtnis auf (Blasi et al., 2015).
1.1.9 Atiologie — Genetik

Die multifaktorielle Atiopathogenese der Schizophrenie wird nicht zuletzt von einer starken
genetischen Disposition komplementiert. So wird von einer Heritabilitit von 65-80 %

ausgegangen (Cardno et al., 1999; Sullivan et al., 2003; Lichtenstein et al., 2009).

Bereits 1946 verfolgte Kallmann die Hypothese, dass fiir die Atiopathogenese genetische
Faktoren ausschlaggebend sein kénnten (Kallman, 1946). Diese Hypothese wurde in den 60er
Jahren durch Zwillings- und Adoptionsstudien untermauert (Tandon et al., 2008). Heutzutage
scheint ein polygener Erbgang, nicht zuletzt auf Grund einer 80-prozentigen Heritabilitdt, am
wahrscheinlichsten (Owen et al., 2009). Aktuelle Forschungen befassen sich sowohl mit
klassischen genetischen Mechanismen als auch mit epigenetischen Variationen. Die Regulation
der Genexpression kann vererbt werden aber auch durch Umwelteinflisse modifiziert werden,
so dass sich das Zusammenspiel dieser beiden Risikofaktoren erklaren lieRe (Crow, 2007; Roth

et al., 2009).



Familienstudien zeigten, dass fir drittgradig Verwandte ein 2-3%iges Risiko und fiir zweitgradig
Verwandte ein 3-6%iges Risiko besteht zu erkranken. Kinder von jeweils an Schizophrenie
erkrankten Eltern wiesen ein 40-60%iges Erkrankungsrisiko auf. Somit nimmt mit
abnehmendem Verwandtschaftsgrad auch das Erkrankungsrisiko ab (Tsuang et al., 2001;
Sullivan et al.,, 2003). Das Erkrankungsrisiko stellt sich, verglichen mit dem der
Allgemeinbevdlkerung, fiir erstgradig Verwandte bis zu 15fach gesteigert dar (Kendler und
Gardner, 1997). Zwillingsstudien zeigten fir monozygote Zwillinge, mit nahezu 100%iger
genetischer Konkordanz, ein Erkrankungsrisiko fiir den gesunden Zwilling bei bereits
vorhandener schizophrener Erkrankung des anderen von 40-50 % (Tandon et al., 2008).
Dizygote Zwillinge weisen ein Erkrankungsrisiko von 10-15 % auf (Sullivan et al., 2003; Tandon

et al., 2008).

Adoptionsstudien zeigten fiir Kinder eines schizophrenen Elternteils, die friihzeitig in eine
gesunde Familie adoptiert wurden, ein vermehrtes Risiko an Schizophrenie zu erkranken.
Demgegeniiber zeigte sich, dass Kinder von gesunden Eltern, die in eine Adoptivfamilie mit
mindestens einem an Schizophrenie erkranktem Elternteil aufwuchsen, kein erhdhtes
Erkrankungsrisiko besalRen. Somit stellen Adoptionsstudien eine Methodik dar, um klar eine
genetische Disposition der Erkrankung Schizophrenie nachzuweisen und von Umwelteinfliissen

abzugrenzen (Kety et al., 1994; Kendler et al., 1994).

Es konnte anhand dieser drei Studientypen die Bedeutung der Genetik innerhalb der
Atiopathogenese der Schizophrenie nachgewiesen werden. lhre Limitation finden diese
Studien jedoch in der Tatsache, dass die Identifizierung einzelner krankheitsverursachender

Gene nicht moglich ist.

Im Rahmen von Kopplungsstudien wurde versucht, innerhalb von Familien in denen zwei oder
mehr Familienmitglieder an Schizophrenie erkrankt sind, mit Hilfe genetischer Marker die mit
dem Phanotyp assoziierten Genloci zu detektieren. Hierbei wurde postuliert, dass die
Wahrscheinlichkeit der gemeinsamen Vererbung der Phanotypen pragenden DNA-Sequenz
und dem genetischen Marker mit abnehmender Entfernung voneinander steigt (Béddeker und
Ziegler, 2000). Somit ist die gesamte Abbildung des Genoms und die ndhere Lokalisation von
Krankheitsgenen mit nur ein paar hundert Markern moglich (Owen et al., 2004). Jedoch ist auf
Grund der Methodik nur eine Detektion der betroffenen Regionen, nicht aber des mit der
Krankheit assoziierten Gens selbst moglich (Tandon et al., 2008). Lewis und Kollegen
veroffentlichen 2003 eine Meta-Analyse, welche eine grofere als bis dato angenommen

Konsistenz der Ergebnisse aus 20 Kopplungsstudien nachweisen konnte. Hier konnten neben



der genomweiten signifikanten Kopplung fir die Region 2p12-gq22.1 mehrere
Kandidatenregionen benannt werden (Lewis et al., 2003). Eine weitere Meta-Analyse aus dem
Jahre 2009 konnte das Ergebnis auf Chromosom 2 von Lewis replizieren und finf der
Kandidatenregionen von Lewis als signifikante Kopplungen nachweisen (Ng et al., 2009). Es
konnten somit durch Kopplungsstudien chromosomale Regionen identifiziert werden, welche
mit Schizophrenie assoziierte Gene enthalten. Jedoch zeigte sich, dass diese Regionen bis zu
4000 Gene umspannen. Somit bleibt die Detektion der eigentlichen Suszeptibilitatsgene

anderen Methoden vorbehalten (Tandon et al., 2008).

Assoziationsstudien stellen ein sensitiveres Verfahren dar, um im Rahmen von einem Fall-
Kontroll-Studiendesign zu Uberpriifen, ob ein Allel vermehrt bei einem Patientenkollektiv im
Vergleich zu einem gesunden Kontrollkollektiv vorkommt. Hierbei bietet es sich an
Polymorphismen, im  Regelfall Einzelnukleotidpolymorphismen (Single  Nukleotid
Polymorphismen, SNPs), in Kandidatengenregionen zu untersuchen, welche zuvor durch
Kopplungsstudien eine Suszeptibilitdt zur Schizophrenie gezeigt haben (Owen et al., 2004).
Oftmals ist eine Lokalisation von SNPs in nicht kodierenden Genabschnitten zu beobachteten.
Es wird von einer Einflussnahme auf die Genfunktion und auf die Expressionsregulation im
Rahmen einer epigenetischen Komponente ausgegangen (Genetics Home Reference, 2018).
Assoziationsstudien weisen eine hohe Sensitivitat auf, woraus sich der Vorteil der Moglichkeit
der Detektion von Genen mit auch nur geringem Effektmall auf die Pathophysiologie der
Schizophrenie ergibt. Gleichzeigt besteht jedoch eine niedrige Spezifitdt, wodurch der Nachteil
der oftmals falsch positiven Ergebnisse zustande kommt (Arolt et al., 2006). Letzteres bedingt
die Notwendigkeit der Replikation der einzelnen Ergebnisse bei dieser Methode. Neben der
ausreichenden GrofRRe der Studienstichprobe (Shi et al., 2008), ist eine klare Definition von Ein-
und Ausschlusskriterien bei einer heterogenen Erkrankung wie der Schizophrenie unabdingbar
(Boddeker und Ziegler, 2000), um eine aussagekraftige Assoziationsstudie durchzufiihren.
Darliber hinaus ist eine moglichst hohe Homogenitat der Stichprobe insbesondere in Hinblick

auf die Ethnizitat zu gewahrleisten (Cardon und Palmer, 2003).

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) zeichnen sich durch einen hypothesenfreien Ansatz
aus und stellen eine Sonderform der Assoziationsstudien dar. Im Zuge der array-Technologie
bietet sich die Moglichkeit 6konomisch nahezu das gesamte menschliche Genom mit einer
Vielzahl von genetischen Markern dquidistant zu evaluieren und SNPs, welche Hinweise auf
Suszeptibilitdtsgene geben, zu identifizieren (Ripke et al., 2011). Mit Beginn der ersten GWAS
im Jahre 2008 von O’Donovan und Kollegen (O'Donovan et al., 2008) bis zum Jahre 2018

konnten multiple mit Schizophrenie assoziierte Loci identifiziert werden. O’Donovan und
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Kollegen konnten nachweisen, dass das Gen ZNF804A, welches fiir ein DNA-bindendes Protein
kodiert, eine starke Assoziation zur Schizophrenie aufweist (O'Donovan et al., 2008).
Stefansson und Kollegen ergdnzten dies 2009 um drei weitere Regionen mit einer starken
Assoziation zur Schizophrenie. Hierunter fand sich die MHC-Region, welche in spateren Studien
multipel repliziert werden konnte (Stefansson et al., 2009; Ripke et al., 2011; Ripke et al.,
2014). Des Weiteren gelang es Stefansson und Kollegen das Gen NRGN mit der Schizophrenie
zu assoziieren. Dieses Gen kodiert fir das Protein Neurogranin, welches ein postsynaptisches
Proteinkinasesubstrat darstellt und durch eine Bindung des Calmodulins in die, Gber den
NMDA-Rezeptor vermittelte, Signaltransduktion eingreift (Baudier et al., 1991; Stefansson et
al., 2009). Sich diesem Befund anschlieRend gelang die Assoziation des Gens CACNA1C mit
Schizophrenie (Hamshere et al., 2013; Ripke et al., 2013; Ripke et al., 2014). Das Gen CACNA1C
kodiert flir die in der Signalkaskade der NMDA-Rezeptoren involvierte alpha-1 Untereinheit
des spannungsabhangigen Calcium-Kanals V1.2. Im Jahre 2013 gelang Hamshere und Kollegen
die Assoziation des Gens SDCCAGS8 mit der Schizophrenie. Dieses in der Gentranskription und
neuronalen Entwicklung involvierte Gen, ist im Wesentlichen an der Organisation der
Zentrosome wahrender der Interphase beteiligt (Ripke et al., 2013; Hamshere et al., 2013;
Ripke et al., 2014). In der bis zum heutigen Zeitpunkt groBten GWAS konnten 108 unabhangige
Loci, die eine Assoziation zur Schizophrenie aufwiesen, identifiziert werden. Hiervon gelang fir
83 Loci die erstmalige Assoziation zur Schizophrenie. Unter den multiplen Loci befand sich
auch das DRD2 Gen unter den signifikant assoziierten Genen (Ripke et al., 2014). Genprodukt
des DRD2 Gens ist die D2-Untereinheit des Dopamin-Rezeptors, welcher als primares und
effektivstes Ziel der pharmakologischen antipsychotischen Therapie gilt und somit die
Bedeutung der Dopamin-Hypothese unterstreicht (Lafuente et al., 2008; Moriguchi et al.,
2013).

1.2 Endophédnotypen

Als Endophanotypen kénnen neben neurophysiologischen, biochemischen,
endokrinologischen, neuroanatomischen auch neurokognitive Variablen gelten, die eine
Assoziation zur Erkrankung aufweisen, kontinuierlich nachweisbar sind und einem Erbgang

folgen (Gottesman und Gould, 2003).
1.2.1 Endophédnotypenkonzept

Es wurde postuliert, dass Gene nicht direkt fir die komplexen Phdnotypen der Schizophrenie
kodieren, sondern dass das genetische Risiko Uber Effekte auf neuronale Funktionen, welche

sowohl flr die Gehirnstrukturentwicklung als auch fir kognitive Funktionen verantwortlich
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sind und als Endophénotypen bezeichnet werden, zustande kommt (Tan et al.,, 2008).
Kongruent hierzu stellen neurokognitive Defizite eines der Hauptsymptome der Schizophrenie
dar (Zai et al., 2017). Endophénotypen sind somit die kausale Verknlipfung zwischen den
genetischen Grundlagen und den phénotypischen Auspragungen der Schizophrenie (Earls et
al., 2016). Sie sind ein Versuch, die atiologisch starke Heterogenitdt der Schizophrenie in
homogene quantitative messbare Parameter zu unterteilen. Dadurch stellt dieses Konzept
einen alternativen Ansatz zur Klassifizierung der Schizophrenie gegeniiber der Unterteilung in
psychopathologische Subtypen dar. Hierdurch kénnen Suszeptibilitatsgene besser identifiziert
werden, da ein heterogener subjektiver Krankheitsphanotyp durch objektiv messbare

biologische Parameter ersetzt wird (Zobel und Maier, 2004).

Gottesman und Gould forderten 2003 folgende Kriterien fiir einen Endophanotyp (Gottesman

und Gould, 2003):

1. Eine Assoziation des Endophdnotyps mit der Erkrankung

2. Vererbbarkeit des Endophanotyps

3. Stabilitdt des Endophanotyps — Manifestation unabhangig von der Krankheitsphase

4, Eine Haufung des Endophanotyps innerhalb einer Familie eines Erkrankten

5. Der Endophanotyp des betroffenen Familienmitglieds findet sich unter den gesunden

Mitgliedern haufiger als in der Allgemeinbevolkerung.

Postuliert wird, dass die den Endophanotypen bedingenden Mechanismen im Vergleich zu
denen des Krankheitsphanotyps einer geringeren Komplexitat unterliegen und gleichzeitig eine
direkte genetische Pragung des diagnostisch messbaren Endophdnotyps vorliegt. Dies
bedeutet, dass gegenliber Phdnotypen eine stdrkere Assoziation zu Genvarianten vorliegt und
so eine erleichterte Detektion von Krankheitsgenen maoglich ist (Gottesman und Gould, 2003;

Gur et al., 2007; Braff et al., 2007). Abbildung 1 (Abbildung 1, Seite 12) gibt dies wieder.
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Klassischer Ansatz ‘ | Endophanotypenkonzept ‘

Genotypen

Endophdnotypen
Phanotypen

Abbildung 1 Endophé&notypenkonzept verdandert nach (Zobel und Maier, 2004); Die Abbildung
stellt grafisch den klassischen Erklarungsansatz der Entwicklung vom Allel zum Phanotypen
dem Endophanotypenkonzept gegeniber.

1]

Kognitive Defizite, wie Exekutiv- und Gedachtnisfunktionen, die mit Schizophrenie assoziiert
sind, erflllen in starker Konsistenz die obigen Kriterien (Jablensky, 2006). |hre zeitliche
Stabilitat (Hoff et al., 2005), die Unabhangigkeit von psychotischen Symptomen (O'Leary et al.,
2000) und das bereits frithe Auftreten zum Krankheitsbeginn (Bilder et al., 2000) sowie das
Auftreten der kognitiven Defizite — in abgeschwachter Form — bei gesunden
Familienmitgliedern, lassen sie als Endophdnotypen eine besondere Aufmerksamkeit erfahren
(Heydebrand, 2006). Eine 2006 veroffentliche Meta-Analyse wies darauf hin, dass die
Exekutivfunktionen und explizit das Arbeitsgedachtnis ndher untersucht werden sollten (Snitz
et al., 2006). Defizite in den Arbeitsgedachtnisleistungen stellen nicht nur ein robustes Korrelat
zur  Schizophrenie dar, sondern sind darlber hinaus eine der wesentlichen
pathophysiologischen neurokognitiven Merkmale der Erkrankung (Mahurin et al., 1998; Silver

und Feldman, 2005; Green, 2006).
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1.2.2 Arbeitsgedachtnis

Erstmalig wurde 1974 ein Modell des Arbeitsgedadchtnisses (Abbildung 2, Seite 14) von
Baddeley und Hitch vorgeschlagen. Der zentralen Exekutive, welche ein Kontrollsystem mit
limitierter Kapazitat darstellt, wurden als supplementdre Subsysteme die phonologische
Schleife, der episodische Puffer sowie der visuell-raumliche Notizblock zugeordnet (Baddeley,
2001). Bereits 1956 beschrieb Miller die Grenzen des Arbeitsgedachtnisses mit sieben plus-
minus zwei chunks welche fir einige Minuten gespeichert werden kénnen (Miller, 1956). Das
Arbeitsgedachtnis stellt somit eine Moglichkeit zur zeitlich limitierten Speicherung und
Bearbeitung von Informationen dar. Anwendung findet es beim logischen Denken und bei
Lernaufgaben. Die phonologische Schleife dient der Aufrechterhaltung akustischer
Informationen und ist in der Lage diese fiir zwei Sekunden zu erhalten ehe sie durch innere
Reartikulation vor dem verblassen geschiitzt werden missen. Hierbei findet das System seine
Limitation in der steigenden Wortanzahl, bei dem die phonologische Schleife die innere
Reartikulation, welche in Echtzeit passiert, nicht mehr der zwei Sekundengrenze anpassen
kann (Baddeley, 2003). Der visuell-raumliche Notizblock ist verantwortlich fir die
Zwischenspeicherung visuell-rdumlicher Informationen welche entweder den Sinnesorganen
oder aber dem Langzeitgedachtnis entstammen und findet seine Aufgabe in der Bewiltigung
visuell-raumlichen Problemen (Baddeley, 2001). Der episodische Puffer dient der
Zusammenfihrung und Erstellung einer schlissigen Episode aus den genannten Subsystemen,
wahrend die zentrale Exekutive die Verarbeitung innerhalb der Subsysteme koordiniert

(Baddeley, 2000).
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Abbildung 2 Arbeitsgedachtnismodell verandert nach (Baddeley, 2000); Die Abbildung zeigt
die drei Komponenten des Arbeitsgedachtnisses und deren Interaktionsmoglichkeiten.

Im Rahmen der Einordnung der kognitiven Leistungen des Arbeitsgedachtnisses in das
Endophanotypenkonzept stellt sich nicht nur die Beeintrachtigung des Arbeitsgedachtnisses als
persistent und behandlungsresistent dar (Manoach, 2003), sondern konnte auch bei gesunden
erstgradig Verwandten nachgewiesen werden (Conklin et al., 2005). Defizite in den
Arbeitsgedachtnisleistungen sind des Weiteren auch unabhangig von der Krankheitsphase
sowie bei pharmakologisch nicht anbehandelten Patienten nachweisbar (Carter et al., 1996;
Barch et al., 2001; Heaton et al., 2001; Krieger et al., 2005). Es konnte im Jahre 2001 eine
Heritabilitat flr genetische Variationen mit Einfluss auf das Arbeitsgedachtnis von 43-49 %
nachgewiesen werden (Ando et al.,, 2001). Darlber hinaus werden kognitive Defizite von
schizophrenen Patienten Stérungen innerhalb des Arbeitsgedadchtnisses zugeschrieben
(Manoach, 2003). McCleery und Kollegen wiesen 2014 im Rahmen einer neurokognitiven
Testbatterie die Assoziation zwischen an Schizophrenie erkrankten Patienten und variierenden
Leistungen im Arbeitsgedachtnis nach (McCleery et al., 2014). Es gelang ebenfalls Defizite in
den Leistungen im Arbeitsgedachtnis bei erstgradig Verwandten von schizophrenen Patienten
nachzuweisen und die Befunde von Conklin und Kollegen aus dem Jahre 2005 zu untermauern

(Conklin et al., 2005; Kristian Hill et al., 2015). Als neurobiologisches Korrelat fiir die Leistungen
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im Arbeitsgedachtnis zeigten sich die Regionen des prafrontalen, des temporalen und
parietalen Cortex (Markov et al., 2009) sowie die Basalganglien, der Thalamus und der
Hirnstamm (D'Esposito und Postle, 2015). Kongruent hierzu weisen der préafrontale, der
temporale und der parietale Cortex wahrend Arbeitsgeddchtnistests bei schizophrenen
Patienten eine geringere Aktivitat auf (Sugranyes et al., 2012; Koike et al., 2013). Kauppi und
Kollegen gelang es fiir polygene Risikobereiche basierend auf einer SNP-Auswahl, welche im
Vorfeld mit Schizophrenie assoziiert worden war, eine geringere Aktivitdt im prafrontalen
Cortex wahrend der Absolvierung eines n-back-Testes bei schizophrenen Patienten und
gesunden Kontrollen nachzuweisen. Somit  gelang  eine  Validierung  der
Arbeitsgedachtnisleistungen und der geringeren Aktivitat im prafrontalen Cortex als hereditare

Vulnerabilitatsfaktoren der Schizophrenie (Kauppi et al., 2015).
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2 Zielstellung

Es wird heute von einer starken genetischen Atiopathogenese der Schizophrenie ausgegangen,
wobei die Heritabilitdat auf 65-80 % geschatzt wird. Auf molekulargenetischer Ebene stellen
Assoziationsstudien eine sehr sensitive Methode dar, um Suszeptibilitatsgene mit nur kleinem

Effekt auf den Phanotyp der Schizophrenie zu detektieren.

Das Konzept der Endophdnotypen bietet die Moglichkeit einer erleichterten Detektion von
Suszeptibilitatsgenen. Defizite in den Leistungen im Arbeitsgeddchtnis stellen nicht nur einen
stark konstanten Befund bei schizophrenen Patienten dar, sondern griinden sich ebenfalls auf

genetische Alterationen.

Es konnten in mehreren GWAS der letzten Jahre multiple Suszeptibilititsgene mit der
Schizophrenie assoziiert werden. Des Weiteren gelang es, einige dieser Suszeptibilitdtsgene
unabhangig hiervon mit kognitiven Defiziten zu assoziieren. Jedoch werden weitere Studien
bendétigt, die die jingsten Ergebnisse der neusten GWAS mit den Arbeitsgeddchtnisleistungen

als Endophéanotyp assoziieren.

Ziel dieser Arbeit war es im Rahmen einer neurokognitiven Testung mit Hilfe des n-back-Testes
Assoziationen von 37 SNPs, welche auf tempordren Ergebnissen der zu diesem Zeitpunkt
groRten Meta-Analyse beruhten und mit Schizophrenie assoziiert wurden, zu Leistungen im

Arbeitsgedachtnis als Endophanotyp von 334 Patienten und 524 Kontrollen nachzuweisen.
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3 Material und Methodik
3.1 Studienstichprobe zur Auswahl der SNPs

Die Auswahl der in dieser Arbeit untersuchten 37 SNPs beruhte auf einem Subset der 100
besten Marker, welches insgesamt 34241 Patienten und 45604 Kontrollen umfasst, aus den

temporaren Ergebnissen der GWAS von Ripke und Kollegen (Ripke et al., 2014).
3.2 Endophanotypen-Studie

Das Studienkollektiv setzte sich aus 334 Patienten (38,9 %) und 524 Kontrollen (61,1 %)
zusammen. Die Geschlechterverteilung innerhalb des Patientenkollektivs verglichen mit der
Geschlechterverteilung innerhalb des Kontrollkollektivs ergab im Fisher’s Exact Test einen
signifikanten Unterschied (p = 0,008). Die Altersverteilung stellte sich im Kruskal-Wallis Rank
Sum Test mit einem signifikanten Unterschied (x2 = 157,2933, df = 1, p = 4,42e°) zwischen
Patienten- und Kontrollkollektiv dar. Die Schulbildung der beiden Gruppen wurde kongruent zu
der des gesamten Studienkollektivs auf einer entsprechenden Ordinalskala abgebildet. Es
ergab sich in der Verteilung der Schulabschlisse innerhalb des Patientenkollektivs verglichen
mit dem Kontrollkollektiv ein signifikanter Unterschied (p = 1,012e%). Tabelle 2 gibt eine
Ubersicht Giber die Geschlechterverteilung, das durchschnittliche Alter sowie die Verteilung der

Schulabschliisse.

Tabelle 2 Verteilung von Geschlecht, Alter und Schulabschluss

Geschlecht n Gesamtn | AlterinJahren Schulabschluss n (%)
(%) M (SD)

m w Niedrig | Mittel Hoch

Gesamt n (%) 457 401 858 45,89 (14,015) 215 282 361
(53,26) | (46,74) (25,06) | (32,87) | (42,07)

Patienten n 197 137 334 38,37 (10,811) 116 90 128
(%) (58,98) | (41,02) (34,73) | (26,95) | (38,32)

Kontrollen n 260 264 524 50,69 (13,723) 99 192 233
(%) (49,62) | (50,38) (18,89) | (36,64) | (44,47)

n = Anzahl, M (SD) = Mittelwert (Standardabweichung), m = mannlich, w = weiblich

Der durchschnittliche Zeitpunkt der Erstmanifestation der Schizophrenie lag bei 23,2 Jahren
bei einer Standardabweichung von 7,6 Jahren. Die Patienten wiesen im Durschnitt 5,2
Krankenhausaufenthalte mit einer Standardabweichung von 4,6 auf. Die durchschnittliche
Hospitalisierungsdauer stellte sich mit 11,9 Monaten sowie einer Standardabweichung von
11,5 Monaten dar. Am haufigsten war der paranoide Subtyp mit 260 (77,8 %) Patienten
vertreten. Der hebephrene Subtyp war 54 (16,2 %) mal, der undifferenzierte 13 (3,9 %) mal

und der katatone 7 (2,1 %) mal vertreten.
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3.2.1 Patienten

Das Patientenkollektiv bestand aus ehemals in Miinchener Kliniken stationdr behandelten
schizophrenen Patienten. Wahrend der Studiendurchfiihrung befanden sich die
Studienteilnehmer in keinem stationiaren Aufenthalt. Uber ein Telefonscreening wurden die
Patienten liber die Studienziele aufgeklart und rekrutiert. Ein folgender Untersuchungstermin
im Universitatsklinikum diente der Erfassung einer ausfiihrlichen biographischen, somatischen
und psychiatrischen Anamnese. Neben dem exakten Krankheitsverlauf unter Einschluss der
Prodromalphase, Erstmanifestation, Medikation, stationaren Aufenthalten, Substanzkonsum
und Substanzmissbrauch wurden auch Begleiterkrankungen und familidare Erkrankungsfalle
erfragt. Des Weiteren wurden Schwangerschaftsverlauf, Schul- und Berufsausbildung und
Familiensituation eruiert. Die Diagnosesicherung der Schizophrenie erfolgte mit Hilfe der
vierten deutschen Uberarbeitung des Strukturierten Klinischen Interviews fiir DSM-IV (SKID)
(Wittchen et al., 1997) und unterlag der Unterteilung in die nach DSM-IV klassifizierbaren
Subtypen. Zur weiteren Validierung der Diagnose wurde die Positiv and negativ syndrom scale
(PANSS) (Kay et al.,, 1987) angewandt. Ausgeschlossen wurden Patienten mit den
Differentialdiagnosen der affektiven, der schizophrenieformen oder der wahnhaften
Stérungen sowie organischen Psychosen. Ebenfalls wurden Alkohol- oder drogeninduzierte
Psychosen sowie aktive Hepatitis B, Hepatitis C und HIV-Erkrankungen als Ausschlusskriterien
erfragt. Im Anschluss wurde zur neurokognitiven Testung der n-back-Test durchgefiihrt und

abschliefend zur Genotypisierung Blut entnommen.
3.2.2 Kontrollen

Die Rekrutierung der Kontrollen fand nach dem Zufallsprinzip aus dem Register des
Einwohnermeldeamtes der Stadt Minchen statt. Nach postalischer Einladung zur
Studienteilnahme und Erlauterung der Studienziele, erfolgte ein Telefonscreening mit dessen
Hilfe die deutsche Abstammung, der Ausschluss von psychiatrischen sowie neurologischen
Erkrankungen und das nicht Vorliegen von Substanzmissbrauchen sowohl in Eigen- als auch in
der Familienanamnese gesichert wurden. Nach erfolgreichem Telefonscreening wurden
vertiefende Informationen (iber die somatische und psychiatrische Krankengeschichte der
Studienteilnehmer in schriftlicher Form abgefragt und die Familienanamnese bis zu drittgradig
Verwandten erweitert. Anschliefend wurden die Studienteilnehmer zu einem dreistiindigen
Termin in das Universitatsklinikum eingeladen. Neben der korperlichen Untersuchung wurden
ebenfalls die Erfassungen von Psychopathologien und Personlichkeitsstorungen mit Hilfe des

SKIDs fokussiert. Des Weiteren wurde das Family History Assessment Modul (FHAM) (Rice et
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al., 1995) und bei Uber sechzigjghrigen Probanden der Mini-Mental State-Test (MMST)
(Folstein et al., 1975) durchgefiihrt. AbschlieRend wurden lber eine weitere schriftliche
Anamnese ausfihrlichere Informationen beziiglich des biographischen Werdeganges, der
genetischen Abstammung, des Schwangerschaftsverlaufes und der eigenen Geburt sowie
Familienstands und Lebenszufriedenheit erhoben. Im Weiteren erfolgte die neurokognitive
Testung durch den n-back-Test sowie zur Genotypisierung eine Blutentnahme. Bei
unauffalligen psychiatrisch Testergebnissen und nicht vorbelasteter Familienanamnese fand

der Studieneinschluss der Probanden statt.

3.2.3 Studienkollektiv in Halle (Saale)

Nach der Zustimmung der ortlichen Ethikkommission erfolgt die Rekrutierung der
Studienteilnehmer in Halle (Saale) unter dem Gesamtkonzept der Katamnesestudie. Patienten
wurden nach Aufnahme in die Universitatsklinik und Poliklinik fiir Psychiatrie, Psychotherapie
und Psychosomatik und Riickgang der Akutsymptomatik durch den behandelnden Arzt und
den Doktoranden iber Ziele und Verlauf der Studie aufgeklart. Es schloss sich eine
Blutentnahme zur Genotypisierung an und dem Patienten wurde eine Anamnese
ausgehandigt. Diese umfasste neben biographischen Daten auch somatische und
psychiatrische Erkrankungen sowie Medikamenten- und Familienanamnese. Bei einem einige
Tage spater stattgefundenem Interview wurde mit Hilfe des SKIDs, welches auf die Bedirfnisse

im Studienablauf angepasst wurde, die Psychopathologie erfasst.

3.3 Neurokognitive Testung — n-back-Test

Der n-back-Test stellt eine Untersuchungsmethode zur Analyse des Arbeitsgedachtnisses dar
und wurde bereits im Jahre 1958 von Kirchner vorgestellt (Kirchner, 1958). Die Probanden
missen nacheinander dargelegte Reize registrieren, bewerten und fiir jeden Reiz einen
Vergleich fir einen n-Positionen zuvor dargelegten Reiz verarbeiten (D'Esposito und Postle,
2002). Hierbei kann die Testkomplexitdt und die Anforderung an das Arbeitsgedachtnis
beliebig durch Anpassung des n-back-Loads variiert werden (Callicott et al., 1999). Neben der
Aufrechterhaltung missen Informationen aktualisiert, iberwacht, neu geordnet und zeitlich
zugeordnet werden, was einer Manipulation von Informationen innerhalb des
Arbeitsgedachtnisses entspricht (Manoach, 2003). Somit stellt die Variierung des n-back-Loads,
welches einer Erhohung der zu speichernden Objekte gleichkommt, sowie die hiermit
verbundenen vermehrte Beanspruchung von manipulativen Prozessen (Braver et al., 1997;
Manoach, 2003), eine Erhohung des Leistungsanspruches an das Arbeitsgedachtnis dar

(Perlstein et al., 2001). Der n-back-Test bietet die Mdglichkeit neben der Fehlerrate auch die
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Reaktionszeit als Variable zu messen, welche beide bei Erhhung des n-back-Loads ansteigen
(Perlstein et al., 2003; Gottesman und Gould, 2003; Callicott et al., 2003). Letztere kann als
autonome Variable mit empirischem Charakter der Probanden bezogenen Auswirkung
verstanden werden (Braver et al., 1997). Callicot und Kollegen modifizierten 1999 den n-back-
Test indem sie nicht den Abgleich der Reize und die Entscheidung auf Ubereinstimmung
forderten, sondern ein direktes Eingeben des n-Positionen zuvor erschienen Reiz Uiber eine
Tastatur verlangten. Sie gehen hierbei davon aus, dass vergleichbare Prozesse gegeniliber dem
urspriinglichen n-back-Test beansprucht werden, jedoch merken sie an, dass das Abspeichern
von Informationen sowie deren erneuter Abruf, das Loschen Uberflissiger Informationen
sowie die Abwehr von Interferenzen eine grofRere kognitive Leistung des Arbeitsgedachtnisses

erfordert (Callicott et al., 1999).

Der n-back-Test entspricht somit einem Continuous Performance Test, welcher
computergestiitzt die Fahigkeit zur Aufnahme und zum Abrufen von Informationen aus dem
Arbeitsgedachtnis untersucht und die stindige Aktualisierung durch neue Informationen
erfordert (Callicott et al., 1999). Die Probanden mussten wahrend des Testes mit Hilfe einer
modifizierten Computertastatur Ziffern eingeben, welche ihnen (iber einen Bildschirm im
Vorhinein prasentiert wurden. Die Ziffern ,2“, ,4“, ,6“ und ,8“ wurden innerhalb eines
Vierecks fir jeweils 0,4 s pro Ziffer an festen Platzen angezeigt. Die Ziffern waren auf der

Tastatur kongruent zu den Platzten auf dem Bildschirm angeordnet.

Entsprechend des n-back-Loads variiert der Schweregrad. Beginnend beim 0-back-Load,
welcher die direkte Eingabe der erscheinenden Ziffer erfordert und eine
Aufmerksamkeitskontrolle darstellt, steigert sich der Schweregrad Uber den 1-back-Load und
2-back-Load bis zum 3-back-Load. Letzterer erfordert die Eingabe der Ziffer, welche 3 Stellen
vor der aktuellen Ziffer erschienen war. Abbildung 3 (Abbildung 3, Seite 21) zeigt dies
exemplarisch fur den 2-back-Load. Die Schweregrade wurden wahrend des Testes durch kurze
Pausen verkniipft gewechselt. Es fanden insgesamt 19 Durchgange mit je 14 Ziffern statt, die
die Probanden nach einem Einfihrungsdurchgang zu absolvieren hatten. Die
computergestiitzte Auswertung der Testergebnisse gliederte sich in die Kategorien ,korrekte
Antworten” sowie die mittlere ,Reaktionszeit” und wurde fir jeden n-back-Load separat
berechnet. Es konnte auf Grund standardisierter Instruktionen und Auswertungen sowohl die

Durchflihrungs- als auch die Auswertungsobjektivitat fiir den n-back-Test erfiillt werden.
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Abbildung 3 2-back Testversion; Die Abbildung zeigt die fiir die Probanden auf dem Bildschirm
sichtbare Ziffernfolge (obere Zahlenabfolge) und demonstriert die dem Test entsprechend
einzugebende Zahl gemal des 2-back-Loads (untere Zahlenabfolge).

In den spaten 90er Jahren des 20. Jahrhunderts konnten Carter und Kollegen ein
Leistungsdefizit von schizophrenen Patienten gegeniiber gesunden Kontrollen in der
Bewiltigung des n-back-Testes nachweisen (Carter et al., 1998). Darlber hinaus zeigten
verschiedenste Studien gleiche Ergebnisse (Callicott et al., 2003; Perlstein et al., 2003; Krieger
et al., 2005). Somit lasst sich bei konsistentem Nachweis einer vermehrten Abnahme der
Testleistungen bei steigendem n-back-Load von schizophrenen Patienten gegeniiber gesunden
Kontrollen eine geminderte Leistungsfahigkeit des Arbeitsgedachtnisses bei Schizophrenen

postulieren (Callicott et al., 2000).
3.4 Genotypisierung
3.4.1 DNA-Extraktion

Jedem Studienteilnehmer wurden zur Asservierung der genomischen DNA fir die
Hochdurchsatzgenotypisierung ca. 7 ml vendses Blut in EDTA-Monovetten entnommen. Es
erfolgte im Anschluss, gemaR dem Protokoll des Qiagen DNA Blood Maxi Kits (Qiagen, 2005),
die DNA-Extraktion. Zur Aufarbeitung und Aufbewahrung wurden die Vollblutproben bei 3000
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revolutions per minute (rpm) fiir 10 min zentrifugiert und das so gewonnene Blutplasma bei

-80 °C konserviert, wahrend der Blutkuchen zunachst bei -20 °C gelagert wurde.

Nach dem Auftauen des Blutkuchens bei Raumtemperatur und Versetzung mit PBS-Puffer auf
ein Gesamtvolumen von 10 ml pro Probe, wurde die Lyse durch Beigabe von 500 ul QIAGEN
Protease (Qiagen, Hilden) und anschlieRendem Vermischen begonnen. Zur Herstellung
optimaler Lysebedingungen, erfolgte die komplementierende Zugabe von 12 ml des
chaotropen Guanidinhydrochlorid (GHCI) beinhaltenden Lysepuffers AL und eine
anschlieBenden 60 s andauernden Homogenisierung auf einem Vortexer (Scientific Industries,
New York City, New York, USA) sowie eine folgenden 30 miniitigen Inkubation in einem 70 °C

warmen Wasserbad.

Zur Vorbereitung der DNA-Bindung an eine Silikagelmembran wurden die Proben mit 10 ml
Ethanol (> 99,8 % p.a.) vermischt und fir 2 min auf einem Vortexer ausgefallt. AnschlieRend
erfolgte die sukzessive Applikation der Probenldsung auf eine QlAamp Maxi Saule (Qiagen,
Hilden) und eine selektive Bindung der DNA durch 3 min(tiges zentrifugieren bei 3000 rpm bei
Raumtemperatur herbeigefiihrt. In zwei aufeinander folgenden Waschschritten wurden zuerst
mit 5 ml AW1 Puffer (Qiagen, Hilden) unter zentrifugieren bei 4000 rpm fir 2 min unter
Raumtemperatur restliche Protein- und RNA-Uberreste entfernt und darauf folgend mit 5 ml
ethanolhaltigem AW2 Puffer (Qiagen, Hilden) die GHCI-Salze quantitativ bei 4000 rpm fir 15

min ausgewachsen und die Silikagelmembran getrocknet.

Die Elution der DNA wurde durch die Inkubation der Silikagelmembran mit kumulativ 1,5 ml
TRIS-haltigem AE Puffer (Qiagen, Hilden) Gber 5 min bei Raumtemperatur sowie durch
zentrifugieren bei 5000 rpm fir 2 min herbeigefiihrt. Dieser Schritt wurde zweimal

hintereinander durchgefiihrt. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten Materialien.

Tabelle 3 Materialien fur die DNA-Extraktion

Material Verwendungszweck Hersteller

EDTA Monovetten Blutenthahme Sarstedt, Nimbrecht

Qiagen DNA Blood Maxi Kit DNA-Extraktion Qiagen, Hilden

50 ml Zentrifugenrohre Herstellung der Blut-Puffer- Sarsted, Nimbrecht
Suspension

1 x PBS-Puffer: Resuspendierung des Eigene Herstellung

100 ml 10 x PBS-Puffer Blutkuchens

900 ml Agqua dest.

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat | Herstellung des 10 x PBS- Carl Roth, Karlsruhe

(Titrierkomplex I11) Puffers

Ethanol Rotipuran > 99,8 % Entfernung der Hydrathille der | Carl Roth, Karlsruhe

p.a. DNA
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Material Verwendungszweck Hersteller

Puffer AE Elution der DNA Qiagen, Hilden

Puffer AL Zelllyse Qiagen, Hilden

Puffer AW1, Puffer AW2 Entfernung der Zellriickstanden | Qiagen, Hilden

QIAGEN Protease Abbau von Zellproteinen Qiagen, Hilden

QIAmp Maxi Spin Colums Bindung der DNA Qiagen, Hilden

Rotixa RP Standzentrifuge Alle Zentrifugationsschritte Hettich, Tuttlingen

Vortex Genie Durchmischung Blut-Puffer- Scientific Industries, New
Suspension York City, New York, USA

WB Wasserbad Inkubation der Suspension Memmert, Schwabhausen

3.4.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Fur die weiteren Laborschritte wurde eine Konzentration der DNA pro Lésung von 50 ng/ul
angestrebt. Die Messung der Konzentration fir die Einstellung der DNA-L6sung erfolgte mittels
PicoGreen assay (Invitrogen, Karlsruhe). PicoGreen bindet als Fluoreszenzfarbstoff selektiv an
doppelstrangige DNA. Nach Stimulation durch Licht mit der Wellenlange 485 nm, emittiert es
Licht der Wellenlange 520 nm. Es besteht eine direkte Proportionalitdit zwischen

ausgestrahlten Lichtquanten und Menge der DNA.

Zur Einstellung der Standardkurve wurde ein 100 ng/ul DNA-Standard (Clontech, Mountain
View, Kalifornien, USA) in einer 1:2 Verdinnungsreihe auf einer Thermo fast 96-well plate
(ABgene, Hamburg) aufpipettiert. 200 pl des Standards wurden in die Vertiefung Al vorgelegt
und davon anschlieRend 100 pl aus Al in die Vertiefung B1 liberflihrt, welche wie auch die
Vertiefungen C1-H1 in einem vorherigen Schritt mit 100 pl autoklaviertem und destilliertem
Wasser befiillt worden waren. Nach durchmischen der Losung wurde die Verdinnungsreihe
durch Gberfiihren von 100 pl Losung aus B1 zu C1 fortgefiihrt. Mit den weiteren Vertiefungen
wurde analog verfahren, wobei die Vertiefung H1 unberihrt blieb. Somit ergab sich eine
Verdinnungsreihe bestehend aus 8 Punkten entsprechend dem Schema: 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,125; 1,5625; 0 ng/pl.

Nach einer Vorverdinnung der zu messenden DNA-Losungen im Verhaltnis 1:10 mit Wasser in
einer Thermo fast 96-well plate, erfolgte jeweils die Pipettierung von 5 pul der
Standardverdiinnungsreihe bzw. der DNA-L6sung auf eine mit jeweils 50 pl autoklaviertem,
destilliertem Wasser pro Vertiefung vorgelegten 96 well flat bottom plate black (Greiner Bio-
One, Frickenhausen). Diese sowie die nachfolgenden Schritte wurden maschinell
halbautomatisch durchgefiihrt (Janus Automated Workstation, PerkinElmer Inc., Waltham,
Massachusetts, USA). Nach Vermischung der Losungen mit jeweils 145 ul des photosensiblen

und 1:156 vorverdiinnten PicoGreens, sodass sich eine Endverdiinnung des PicoGreens von
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1:200 ergab, wurde die 96 well flat bottom plate black mittels Greifarm in den Victor 3
Multilabel Counter 1420 (PerkinElmer Inc., Waltham, Massachusetts, USA) uUberfiihrt.
AnschlieBend wurde fir 30 s eine horizontale doppelellipsenformige Schittelung zur
homogenen Durchmischung durchgefiihrt und darauf folgend eine Anregung des PicoGreens
mit Licht der Wellenlange 485 nm und Messung der Emission bei 520 nm vorgenommen. Die
an einen Rechner Ubermittelten Fluoreszenzwerte dienten zur DNA-
Konzentrationsberechnung unter zu Hilfenahme der Standardkurve. Auf Grundlage der
gemessenen Konzentrationen der einzelnen DNA-Lésungen wurde nach Kontrolle der
Ergebnisse auf ausreichend vorhandenem Ausgangsvolumen und Konzentration eine
vollautomatische Konzentrationseinstellung der einzelnen DNA-L&sungen auf 50 ng/ul und ein
Endvolumen auf 500 ul initiiert. Tabelle 4 gibt eine Ubersicht iber die verwendeten

Materialien.

Tabelle 4 Materialien fiir die DNA-Konzentrationsbestimmung

Material

Verwendungszweck

Hersteller

96 well flat bottom plate
black

Vorlagenplatte fiir Standard-
und Proben-DNA

Greiner Bio-One,
Frickenhausen

Human genomic DNA

Standardverdiinnungsreihe

Clontech, Mountain View,

100 ng/ul Kalifornien, USA

Janus Automated Durchfiihrung aller PerkinElmer Inc., Waltham,
Workstation Pipettierschritte Massachusetts, USA

Quant iT Pico Green ds DNA Fluoreszenzmessung der DNA | Invitrogen GmbH, Karlsruhe
reagent

Thermo fast-96 well plate

Vorverdiinnung der Proben-
DNA,
Standardverdiinnungsreihe

ABgene, Hamburg

Victor 3 Multilabel Counter
1420

Fluoreszenzmessung der DNA

PerkinElmer Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

3.4.3 SNP Auswahl und Assay Design

Die Auswahl der 37 genotypisierten SNPs beruhte auf einem Subset der 100 besten Marker aus
temporaren Ergebnissen der GWAS von Ripke und Kollegen (Ripke et al., 2014). Fiur die
Hauptpublikation der GWAS konnte eine héhere Anzahl an Studienteilnehmer eingeschlossen
werden, sodass die Reihenfolge der SNPs leicht verdndert wurde. Jedoch sind alle Marker im
Discovery Set der aktuellen Studie, bestehend aus 49 Fall-Kontroll-Studien mit insgesamt
34241 Patienten und 45604 Kontrollen sowie 3 Familienassoziationsstudien mit 1235
betroffenen Eltern und deren Nachkommen, stark mit Schizophrenie assoziiert und 34 der 37

genotypisierten SNPs erreichen genomweite Signifikanz. Sowohl der jeweilige p-Wert als auch
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die Odds Ratio sind auf der Internetseite des Psychiatric Genomics Consortium einzusehen:

http://www.med.unc.edu/pgc/files/resultfiles/scz2.snp.results.txt.gz%20%20.

Mit der Software AssayDesign 3.1 (Sequenom, San Diego, Kalifornien, USA) wurden Multiplexe
fir die Genotypisierung der SNPs erstellt und individuelle Primersets bestehend aus zwei
Polymerasekettenreaktionen (polymerase chain reaction, PCR) und einem Extendprimer

entwickelt sowie eine optimale Plexzusammenstellung ermittelt.
3.4.4 Polymerasekettenreaktion

In einer ersten PCR fand die Amplifikation der SNPs flankierenden Genomsequenz im Rahmen
einer SNP Capture Method (Sequenom, 2005) statt. Pro well einer Thermo fast 384-well plate,
wurden jeweils 4 pl eines Mastermixes aus einer Thermo fast 96-well plate mit Hilfe des
Pipettierroboters vorgelegt. Der Mastermix setzte sich aus den Reagenzien 1,85 ul
Reinstwasser, 0,625 pl 10 x PCR-Puffer (Qiagen, Hilden), 0,325 ul MgCl, 25 mM (Qiagen,
Hilden), 0,1 pl dNTP Mix 25 mM (ABgene, Hamburg) und 1 pl Primermix 500 nM zusammen,
welche nach einem Mischvorgang in ein 15 ml Rohrchen (Sarstedt, Nimbrecht) durch die
abschlieBende Zugabe von 0,1 ul HotstarTag DNA Polymerase 5 U/pl (Qiagen, Hilden)
komplettiert wurden. AnschlieBend wurden 2,5 ul DNA mit einer Konzentration von 5 ng/ul

aus einer der insgesamt vier Thermo fast 96-well plates Gberfiihrt.

Nach abzentrifugieren der entstandenen Reaktionsplatten und verschweiRen mit Heat Sealing
Foil (ABgene, Hamburg), wurde die Reaktion im Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien, USA) prozessiert. Einer primaren Denaturierungsphase von 95 °C fir 5 min folgten
die sich in 45 Zyklen wiederholenden Schritte: Erwarmen auf 95 °C fiir 20 s, abkihlen auf 56 °C
fir 30 s und ermoglichen der Primeranlagerung, erwarmen auf 72 °C fir 1 min und
Strangerweiterung durch Tag-Polymerase. Abschliefend wurde die Temperatur von 72 °C fir 3
min gehalten und eine Lagerung bei 12 °C sichergestellt. Nach Erreichen einer ausreichenden
Materialmenge fir die weiteren Schritte wurde durch Applikation der Shrimp Alkaline
Phosphatase (Sequenom, San Diego, Kalifornien, USA) die Uberschissigen dNTPs
dephosphoryliert, um eine Stérung im weiteren Prozedere zu verhindern. Es wurden 1,53 ul
Reinstwasser, 0,17 pl 10 x SAP —Buffer und 0,3 ul SAP-Enzym pro well verwendet und nach
vorherigem mischen und abzentrifugieren bei 37 °C fur 40 min im Thermocycler behandelt.
Eine anschlieRende Temperaturerhohung auf 85 °C fiir 10 min inaktivierte die Phosphatase
dauerhaft. AnschlieBend konnte bei 4 °C eine dauerhafte Lagerung gewihrleistet werden.

Tabelle 5 (Tabelle 5, Seite 26) gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten Materialien.
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Tabelle 5 Materialien fir die Polymerasekettenreaktion

Material Verwendungszweck Hersteller

dNTP Set, 100 mM Multiplex-PCR ABgene, Hamburg

Gene Amp PCR System 9700 Multiplex-PCR Applied Biosystem, Foster
City, Kalifornien, USA

HotStarTag DNA Polymerase | Multiplex-PCR Qiagen, Hilden

5U/ul

MgCl,, 25 mM Multiplex-PCR Qiagen, Hilden

10 x PCR-Puffer Multiplex-PCR Qiagen, Hilden

MICROLAB MPH 96 Pipettierroboter Hamilton, Reno, Nevada, USA

Purelab Ultra

Reinstwasseranlage

ELGA, Celle

Thermo fast 96-well plate

Multiplex PCR

ABgene, Hambug

Thermo fast 384-well plate

Multiplex PCR

ABgene, Hamburg

Gene Amp PCR System 9700

Multiplex Extend-Reaktion

Applied Biosystems, Foster
City, Kalifornien, USA

10 x SAP-Buffer

Dephosphorylierung
uninkorporierter dNTPs

Sequenom, San Diego,
Kalifornien, USA

Shrimp Alkaline Phosphotase
Enzyme

Dephosphorylierung
uninkorporierter dNTPs

Sequenom, San Diego,
Kalifronien, USA

Multimek Pipettierroboter

Zugabe des Extend-
Mastermix zum PCR-Produkt

Beckmann, Fullerton,
Kalifornien, USA

3.4.5 Primerextensionsreaktion

Die MassExtend Primer wurden in einer iPLEX-Reaktion verldangert. Hierbei wurde durch
gezielte Primer, welche exakt eine Base vor dem SNP in 5’-Richtung an die DNA binden und
durch Zugabe von Didesoxynukleotidtriphosphaten sichergestellt, dass nur eine Verlangerung
um exakt eine Base stattfinden konnte. Diese entspricht der komplementadren Base des SNP-
Allels und diente der Generierung eines zugehorigen Extensionsproduktes. Die Vorlage, das
Vermischen sowie das Abzentrifugieren der Reagenzien erfolgten in einem 15 ml R6hrchen
(Sarstedt, Nimbrecht). Der Reaktionscocktail fiir eine Reaktion bestand aus 0,755 ul
Reinstwasser, 0,2 ul iPLEX Buffer Plus, 0,2 ul iPLEX Termination Mix, 0,804 ul Primer Mix sowie
0,041 pl iPLEX Enzym, welches nach dem vermischen der vorherigen Reagenzien und direkt vor
dem Gebrauch des Reaktionscocktails hinzugefiigt wurde. Es wurden je 2 ul des
Reaktionscocktails mit Hilfe der Pipettierroboters zu den SNP Capture Reaktionsprodukten
hinzugegeben. Das Prozedere der Reaktion im Thermocycler sah vor, dass nach
abzentrifugieren der Platte im 1. Schritt 94 °C fir 30 s, im 2. Schritt 94 °C fur 5's, im 3. Schritt
52 °C flr 5 s, im 4. Schritt 80 °C fiir 5 s und im 5. Schritt 72 °C fiir 180 s eingehalten wurden.
Schritt 2 bis 4 wurden in 40 Zyklen hintereinander durchlaufen, wobei je Zyklus Schritt 3 und 4
einer finfmaligen Wiederholung unterlagen. Eine dauerhafte Lagerung konnte bei 4 °C

sichergestellt werden.
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Um einer Verfalschung der Messergebnisse durch lonen vorzubeugen, wurde durch Zugabe
von Clean Resin (Sequenom, San Diego, Kalifornien, USA) und unter zu Hilfenahme einer
dimple palte (Sequenom, San Diego, Kalifornien, USA) eine quantitative Entsalzung

herbeigefiihrt. Tabelle 6 gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten Materialien.

Tabelle 6 Materialien fiir die Primerextensionsreaktion

Material Verwendungszweck Hersteller

iPLEX Buffer Plus Multiplex Extend-Reaktion Sequenom, San Diego,
Kalifornien, USA

iPLEX Enzyme Multiplex Extend-Reaktion Sequenom, San Diego,

Kalifornien, USA

iPLEX Termination Mix

Multiplex Extend-Reaktion

Sequenom, San Diego,
Kalifronien, USA

Multimek Pipettierroboter

Zugabe des Extend-
Mastermix zum PCR-Produkt

Beckmann, Fullerton,
Kalifornien, USA

Purelab Ultra

Reinstwasseranlage

ELGA, Celle

Thermo fast 384-well plate

Multiplex Extend-Reaktion

ABgene, Hamburg

3.4.6 Hochdurchsatzgenotypisierung mit MALDI-TOF MS

Zur abschlieBenden Genotypisierung der SNPs erfolgte eine Matrix Assisted Laser
Desorption/lonisation (MALDI) nach Karas und Hillenkamp (Karas und Hillenkamp, 1988) mit
anschliefender Flugzeitspektrometrie (Time of Fligth, TOF) und einer Massenspektrometrie

(MS).

Durch die dried droplet Methode wurden die Analyten auf die fiir das MALDI-Verfahren notige
Matrix aus 3-Hydroxypicolinsdure uberfiihrt, welche sich auf Silizium SpectroCHIPS
(Seqeunom, San Diego, Kalifornien, USA) mit jeweils 384 Matrixspots befanden. Die genaue
Translokation von je 0,5 pl pro Messpunkt wurde durch den MassARRAY POINT Nanodispenser
(Seqeunom, San Diego, Kalifornien, USA), welcher nach jedem Schritt einer Reinigung der
Edelstahlnadel in Ethanol und anschlieBend mittels Ultraschall unterzogen wurde,
durchgefihrt. Zur Kalibrierung wurden pro SpectroCHIP ein Dreipunkt Kalibrand (3 Point
Calibrand, Seqeuneom, San Diego, Kalifornien, USA) auf acht Matrixpunkte aufgebracht.
AbschlieRend erfolgte die Einbringung der Chips mittels SpectroTARGET (Sequenom, San

Diego, Kalifornien, USA) in das Massenspektrometer (Autoflex, Bruker Daltonics, Bremen).

Im MALDI-Prozess wurde das Matrix-Analytengemisch durch einen gepulsten Laser Uber
Nanosekunden (Jurinke et al., 2004) im Hochvakuum bestrahlt, was zu einer Desorption und
lonisierung der Analyten fihrte.

AnschlieBend erfolgte im Massenspektrometer die
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Beschleunigung der lonen im elektromagnetischen Feld sowie nach einer feldfreien
Driftstrecke die Detektion auf einem Detektor. Auf Grund der Auftrennung der lonen im
Verhéltnis von Masse und Ladung und der zugehorigen Flugzeit konnten fiir jeden SNP
entsprechend seiner Genotypen zwei Detektionspunkte ermittelt werden. Die Ergebnisse

konnten durch die Software SpectroAQUIRE (Sequenom, San Diego, Kalifornien, USA) in

Echtzeit verfolgt werden. Tabelle 7 gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten Materialien.

Tabelle 7 Materialien fiir die Messung der Extensionsprodukte mit MALDI-TOF MS

Material Verwendungszweck Hersteller
Dreipunkt Kalibrant Kalibrierung der Sequenom, San Diego,
Massenspektren Kalifornien, USA

MassARRAY POINT
Nanodispenser

Applikation der
Extensionsprodukte auf
SpectroCHIPs

Sequenom, San Diego,
Kalifornien, USA

Autofelx
Massenspektrometer

Massenspektrometrische
Analyse

Burker Daltonics, Bremen

SpectroCHIPs

Probentrager mit
Matrixdroplets

Sequenom, San Diego,
Kalifornien, USA

SpectroAQUIRE

MALID-Steuerung

Sequenom, San Diego,

Kalifornien, USA

3.4.7 Qualitdtskontrolle

Zur Validierung der Genotypen der einzelnen Polymorphismen wurden mehrere

Qualitatskontrollen durchgefihrt.

Unter Zuhilfenahme der Typer Analyzer Software (Sequenom, San Diego, Kalifornien, USA)
fand eine Spektrenanalyse fiir jeden einzelnen SNP im Rahmen eines Clusterplots statt, wobei
es eine klare Trennung der einzelnen Genotypencluster geben musste. Die vorgelegten
Blindproben mussten negativ sein und die Kontrollproben mussten identische Werte je 96 well
plate aufweisen. Proben mit einer Plex-Callrate < 0,80 sowie einer SNP-Callrate < 0,90 wurden
ausgeschlossen. In jedem Plex wurde eine Referenzprobe des Centre d’Etude du
Polymorphisme Humain genotypisiert und mit den zu erwartenden Genotypen gemaR des
Internationale HapMap Consortium (The International HapMap Consortium, 2003) verglichen.
Es wurde eine 98,9 % Ubereinstimmung gefordert. Das Hardy-Weinberg-Equilibrium wurde fiir
jeden SNP berpriift und SNPs mit einem Hardy-Weinberg-Equilibrium von p < 10° verworfen.

Geringere signifikante Abweichungen wurden im weiteren Verlauf Gberprift.
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3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde mit der Software PLINK v 1.07 und R v2.13.0
durchgefiihrt. Eine Uberpriifung der Geschlechterverteilung und der Verteilung der
Schulabschliisse fand mit dem Fisher’s Exact Test statt. Die Altersverteilung wurde mit Hilfe
des Kruskal-Wallis Rank Sum Test Uberpriift. Das Signifikanzniveau fir alle Testungen wurde

auf p < 0,05 festgelegt. Ein Trend wurde ab p < 0,10 als vorhanden definiert.

Die Auswertung der Assoziation der SNP-Allele zu den Testergebnissen der n-back-Testung
fand mittels linearer und logistischer Regression statt. Hierfiir wurde ein additives SNP-Modell,
welches die Anzahl der Referenzallele kodiert, verwendet. Zur Generierung von
normalverteilten Residuen in der linearen Regression wurden einige der Variablen
transformiert: O-back-Testung Kategorie ,Reaktionszeit” = 1/V(x), 1-back-Testung Kategorie
,korrekte Antworten” = In(89-x), 3-back-Testung Kategorie ,korrekte Antworten” = V(x), 3-
back-Testung , Reaktionszeit” = V(x). Die Transformation fiihrte im Fall der Variablen 0-back-
Testung Kategorie ,Reaktionszeit” und 1-back-Testung Kategorie ,korrekte Antworten” zu
einer Richtungsdnderung des Effekts: Niedrigere Reaktionszeit in der O0-back-Testung
entsprechen hoheren Werten der transformierten Variable und eine hohere Anzahl an
korrekten Antworten in der 1-back-Testung entspricht niedrigeren Werten der transformierten
Variable. Fir die Variable 0-back-Testung Kategorie ,korrekte Antworten“ konnte keine
geeignete Transformation gefunden werden. Deshalb wurde die Variable binar kodiert (Klasse
1: 0-back-Testung Kategorie ,korrekte Antworten” < 78, Klasse 2: 0-back-Testung Kategorie
,korrekte Antworten“ > 78). Ein positiver Regressionskoeffizient entspricht damit einer

besseren Leistung in Bezug auf das Referenzallel.

Dariiber hinaus wurden als Kovariaten das Alter, das Geschlecht und der Bildungsgrad

verwendet. Fir die Gesamtstichprobe wurde weiterhin der Krankheitsstatus miteinbezogen.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen der Analyse der dieser Arbeit zugrunde liegenden Daten wurden die Ergebnisse
innerhalb des gesamten Studien-, des Patienten- und des Kontrollkollektivs ausgewertet. Es
erfolgte eine Separierung je n-back-Load innerhalb dieser Gruppen in den Kategorien , korrekte

Antworten” sowie ,Reaktionszeit”.
4.1 Endophinotypen-Studie — Tabellarische Ubersicht

Es gelang insgesamt 8 der 37 getesteten Polymorphismen in mindestens jeweils einer
Testkategorie signifikant mit den Leistungen des Arbeitsgedachtnisses zu assoziieren. Fir einen
weiteren SNP gelang der Nachweis eines Trends zur Assoziation mit den Leistungen des
Arbeitsgedachtnisses. Tabelle 8 fasst diese diskutierten SNPs sowie deren statistischen Werte

zusammen.

Tabelle 8 Ubersicht tiber die Ergebnisse der Endophanotypen-Studie

SNP n-back Kategorie Pratienten Pkontrollen PgGesamt
rs11223651 0-back korrekte Antworten 0,0753* 0,5599 0,0825*
rs11687313 2-back Reaktionszeit 0,0780* 0,2807 0,0496**
rs11717383 1-back Reaktionszeit 0,1101 0,1319 0,0299**
rs2414718 3-back Reaktionszeit 0,0261** 0,2329 0,0186**
rs2514218 3-back korrekte Antworten 0,0832* 0,0584* 0,0098%**
3-back Reaktionszeit 0,0218** 0,4812 0,0420**
rs4298967 0-back korrekte Antworten 0,9344 0,0286** 0,1201
3-back Reaktionszeit 0,0483** 0,6851 0,1208
rs55661361 1-back korrekte Antworten 0,5055 0,0561* 0,0402**
rs6550435 0-back korrekte Antworten 0,0794* 0,3998 0,0677*
2-back Reaktionszeit 0,1669 0,1376 0,0399**
rs77149735 0-back Reaktionszeit 0,5115 0,0076** 0,0361**
3-back Reaktionszeit 0,8172 0,0339** 0,0949*

*=p<0,10, **=p <0,05

Tabelle 9 gibt die Genotypenverteilung der oben erwdhnten SNPs gemaR den einzelnen

Testkategorien wieder.

Tabelle 9 Ubersicht tiber die Genotypenverteilung der Ergebnisse der Endophinotypen-Studie

SNP n-back Kategorie Allele | Genotypenverteilung A1A1/A1A2/A2A2
AlA2 | patienten Kontrollen Gesamt
rs11223651 | O-back korrekte Antworten | C/T* | 216/100/16 | 336/156/28 | 552/256/44
rs11687313 | 2-back Reaktionszeit A‘/G | 3/78/250 7/97/418 10/175/668
rs11717383 | 1-back Reaktionszeit G‘/T | 69/172/91 114/252/155 | 183/424/246
rs2414718 3-back Reaktionszeit A/G’ | 113/146/50 | 181/226/98 | 294/372/148
rs2514218 | 3-back korrekte Antworten | C/T* | 135/155/41 | 219/231/68 | 354/386/109
3-back Reaktionszeit C/T‘ | 125/144/39 | 212/224/67 | 337/368/106
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SNP n-back Kategorie Allele | Genotypenverteilung A1A1/A1A2/A2A2
AlA2 | patienten Kontrollen | Gesamt
rs4298967 | O-back korrekte Antworten | A‘/G | 41/153/136 | 62/218/243 | 103/371/379
3-back Reaktionszeit A‘/G | 36/143/127 | 61/210/237 | 97/353/364
rs55661361 | 1-back korrekte Antworten | A‘/G | 36/147/150 | 63/243/212 99/390/362
rs6550435 | O-back korrekte Antworten | G/T | 52/159/120 | 81/231/209 | 133/390/32
2-back Reaktionszeit G‘/T | 52/159/120 | 81/231/209 133/390/329
rs77149735 | 0-back Reaktionszeit A‘/G | 0/23/308 1/24/496 1/47/804
3-back Reaktionszeit A‘/G | 0/23/284 1/23/482 1/46/766

‘= Referenzallel, A1 = Allel 1, A2 = Allel 2

Tabelle 10 fast die Lokalisation der SNPs sowie deren Bezug zu Genen zusammen.

Tabelle 10 Ubersicht Giber die Lokalisation der SNPs

SNP Chromosom Position nach NCBI build 37 Gen
rs11223651 11 133841034 -
rs11687313 2 201146399 -
rs11717383 3 52287468 -
rs2414718 15 61863133 -
rs2514218 11 113392994 DRD2 3
rs4298967 12 2408194 CACNA1C*
rs55661361 11 124613957 NRGN*
rs6550435 3 36864489 TRANK1®
rs77149735 1 243555105 SDCCAGS8"*

! = Lage im Intron, % = Lage in 5*-Richtung des Gens, * = Lage in 3-Richtung des Gens, - = Keine
Assoziation zu einem Gen

4.1.1 0-back-Testung

Im Rahmen der 0-back-Testung wiesen in der Kategorie ,korrekte Antworten” im gesamten
Studienkollektiv Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs6550435 ein Trend
aufweisendes besseres Ergebnis auf, als die Nichttrager (pgesamt = 0,0677; bgesamt = 0,28).
Ebenfalls wiesen innerhalb des Patientenkollektivs Trager des Referenzallels desselben
Polymorphismus einen Trend zu einem besseren

Ergebnis als Nichttrager auf

(pPatienten =0,0794; bPatienten = 0,36)

Darliber hinaus wiesen Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs11223651 gegeniiber
Nichttragern im gesamten Studienkollektiv einen Trend zu einem besseren Abschneiden in der
Kategorie ,korrekte Antworten“ auf (pgesam: = 0,0825; bgesam: = 0,33). Ebenfalls konnte
innerhalb des Patientenkollektivs bei Tragern des Referenzallels ein Trend zu einem besseren

Abschneiden gegeniiber Nichttragern gezeigt werden (Ppatienten = 0,0753; Dpatienten = 0,47).

Es konnte fiir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs4298967, welcher sich im

CACNAI1C Gen befindet, ein signifikant besseres Ergebnis innerhalb des Kontrollkollektivs
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gegeniber Nichttragern fiir die Kategorie ,korrekte Antworten” gezeigt werden

(pKontroIIen =0,0286; Brontrollen = 0:60)

Es zeigte sich fiir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs77149735, welcher sich im
SDCCAGS8 Gen befindet, innerhalb des gesamten Studienkollektivs verglichen mit Nichttragern
ein signifikant schnelleres Testergebnis in der Kategorie ,Reaktionszeit” (pgesam:t = 0,0361;
beesamt = 0,001). Des Weiteren zeigte sich, dass Trager des Referenzallels innerhalb des
Kontrollkollektivs verglichen mit Nichttragern signifikant schnellere Ergebnisse in derselben

Kategorie aufwiesen (pgontrollen = 0,0076; byontrolien = 0,002).
4.1.2 1-back-Testung

Im Rahmen der 1-back-Testung wiesen Trager des Referenzallels des Polymorphismus
rs55661361, welcher sich im NRGN Gen befindet, innerhalb des gesamten Studienkollektivs ein
signifikant schlechteres Ergebnis in der Kategorie ,korrekte Antworten” im Vergleich zu
Nichttragern auf (pgesamt = 0,0402; bgesam: = 0,06). Ebenfalls zeigte sich innerhalb des
Kontrollkollektivs, dass Trager des Referenzallels einen Trend zu einem schlechteren Ergebnis
in der Kategorie ,korrekte Antworten” gegeniliber Nichttragern aufwiesen (pkontroien = 0,0561;

bKontrcllen = 0/07)

Fir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs11717383 innerhalb des gesamten
Studienkollektivs konnte gegeniliber den Nichttragern in der Kategorie , Reaktionszeit” eine

signifikant langsamere Testleistung nachgewiesen werden (pgesamt = 0,0299; bgesamt = 23,47).
4.1.3 2-back-Testung

Es zeigten sich in der 2-back-Testung in der Kategorie , korrekte Antworten” keine signifikanten
Unterschiede sowie keine Trends zu Unterschieden innerhalb des gesamten Studienkollektivs

beziehungsweise innerhalb des Patienten- und Kontrollkollektivs.

Fir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs6550435, welcher 4 Kilobasenpaare (kb)
von dem Gen TRANK1 gelegen ist, zeigte sich innerhalb des gesamten Studienkollektivs
gegenliber den Nichttragern ein signifikant langsameres Testergebnis in der Kategorie

,Reaktionszeit” (pgesam: = 0,0399; bgesamt = 21,92).

Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs11687313 wiesen gegenlber den
Nichttragern innerhalb des gesamten Studienkollektivs ein signifikant langsameres
Testergebnis in der Kategorie ,Reaktionszeit” auf (pgesamt = 0,049; bgesamt = 32,79). Innerhalb

des Patientenkollektivs, des gleichen Polymorphismus, zeigte sich bei Tragern des
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Referenzallels gegeniliber Nichttragern ein Trend zu einem langsameren Testergebnis in

derselben Kategorie (Ppatienten = 0,0780; b patienten = 50,21).
4.1.4 3-back-Testung

Innerhalb der 3-back-Testung wiesen Trager des Referenzallels des Polymorphismus
rs2514218, welcher 47 Kilobasenpaare vom DRD2 Gen entfernt liegt, bezogen auf das gesamte
Studienkollektiv in der Kategorie , korrekte Antworten” ein signifikant schlechteres Ergebnis im
Vergleich zu Nichttragern auf (pgesam: = 0,0098; bgesamt = -0,07). Es konnte dariber hinaus
jeweils innerhalb des Patientenkollektivs und des Kontrollkollektivs ein Trend zu einem
schlechteren Ergebnis in derselben Kategorie fiir Trager des Referenzallels gegeniber
Nichttragern nachgewiesen werden (pratienten = 0,0832; bpatienten = -0,08; Prontrolien = 0,0584;
brontrolen = -0,06). Es zeigte sich im Weiteren in der Kategorie , Reaktionszeit” fir Trager des
Referenzallels dieses Polymorphismus gegentiiber Nichttragern sowohl innerhalb des gesamten
Studienkollektivs, als auch innerhalb des Patientenkollektivs ein signifikant langsameres

TeStergebniS (pGesamt = 0/0420; bGesamt = 0/071; Pratienten = 0;0218; bPatienten = 1;41)

Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs2414718 zeigten im Vergleich zu Nichttragern
sowohl innerhalb des gesamten Studienkollektivs als auch innerhalb des Patientenkollektivs
ein signifikant schnelleres Testergebnis in der Kategorie ,Reaktionszeit” (pgesamt = 0,0186;

bGesamt =-0,78; Pratienten = 0,0261; bPatienten = '1;32)

Fir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs77149735, welcher sich im SDCCAG8 Gen
befindet, zeigte sich gegenliber Nichttragern innerhalb des gesamten Studienkollektivs ein
Trend zu einem schnelleren Testergebnis in der Kategorie ,Reaktionszeit” (pgesamt = 0,0949;
bgesamt = -1,65). Darliber hinaus zeigte sich ein signifikant schnelleres Abschneiden fiir Trager
des Referenzallels gegeniber Nichttragern innerhalb des Kontrollkollektivs in derselben

KatEgOFie (pKontroIIen =0,0339; bKontroIIen = _2170)

Innerhalb des Patientenkollektivs wiesen Trdger des Referenzallels des Polymorphismus
rs4298967, welcher sich im CACNA1C Gen befindet, gegeniber Nichttragern ein signifikant

langsameres Ergebnis in der Kategorie ,, Reaktionszeit” auf (ppatienten = 0,0483; bpatienten = 1,23).
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4.2 Synopse der Ergebnisse

Es gelang insgesamt 8 der 37 getesteten Polymorphismen signifikant mit differenten
Leistungen im Arbeitsgedachtnis zu assoziieren. Auf Grund der Testergebnisse lassen sich flinf

Polymorphismen in der Zusammenschau genauer betrachten.

Der Polymorphismus rs2514218, welcher in der Nahe in 3’-Richtung des Gens DRD2 liegt, wies
innerhalb der 3-back-Testung in der Kategorie , korrekte Antworten” sowohl in dem gesamten
Studienkollektiv ein signifikant schlechteres Ergebnis, als auch im Patienten- und
Kontrollkollektiv ein Trend zu einem schlechteren Ergebnis fiir Trager des Referenzallels auf.
Des Weiteren zeigte sich ein signifikant langsameres Abschneiden der Trager des
Referenzallels in der 3-back-Testung in der Kategorie ,Reaktionszeit” im gesamten
Studienkollektiv als auch ein signifikant langsameres Abschneiden innerhalb des
Patientenkollektivs. Abbildung 4 veranschaulicht die Testergebnisse nach statistischer
Transformation fiir die 3-back-Testung in der Kategorie ,korrekte Antworten”, Abbildung 5

(Abbildung 5, Seite 35) die innerhalb der Kategorie ,Reaktionszeit”.

Testergebnisse (adjustierte Mittelwerte) 3-back korrekte Antworten

2,7
2,65 B

2,6 \.\ —&—Patienten *
2'25; _ o == Kontrollen *
2,45 L N _ Gesamt **

2,4 T~
2,35 \ ¥ —p<010
2'3 \ - p ’

~ ** = <0,05

2,25
2,2 . . , ' = Referenzallel
cc cr' T
Allele

adjust. Mittelwert korrekte Antworten

Abbildung 4 Testergebnisse (adjustierte Mittelwerte) fir die 3-back-Testung in der Kategorie
,korrekte Antworten” fiir den SNP rs2514218
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Testergebnisse (adjustierte Mittelwerte) 3-back Reaktionszeit
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Abbildung 5 Testergebnisse (adjustierte Mittelwerte) fiir die 3-back-Testung in der Kategorie
,Reaktionszeit” fiir den SNP rs2514218

= Somit lasst sich zusammenfassen, dass Trager des Referenzallels dieses SNPs in der 3-
back-Testung weniger korrekte Antworten bei einer dariiber hinaus verlangerten

Reaktionszeit aufwiesen.

Fir den Polymorphismus rs77149735, welcher sich im SDCCAG8 Gen befindet, zeigten sich fir
Trager des Referenzallels signifikant schnellere Testergebnisse in der 0-back-Testung innerhalb
der Kategorie ,Reaktionszeit” in Bezug auf das gesamte Studienkollektiv, als auch fir das
Kontrollkollektiv. Darliber hinaus konnte ein Trend in der 3-back-Testung zu einem schnelleren
Ergebnis ebenfalls in der Kategorie ,Reaktionszeit” in Bezug auf das gesamte Studienkollektiv,
sowie ein signifikant schnelleres Testergebnis in der gleichen Kategorie im Kontrollkollektiv
nachgewiesen werden. Abbildung 6 (Abbildung 6, Seite 36) veranschaulicht die Testergebnisse
nach statistischer Transformation fiir die 0-back-Testung in der Kategorie ,Reaktionszeit”,
Abbildung 7 (Abbildung 7, Seite 36) die in der 3-back-Testung innerhalb der Kategorie

,Reaktionszeit”.
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Abbildung 6 Testergebnisse (adjustierte Mittelwerte) fiir die 0-back-Testung in der Kategorie
,Reaktionszeit” fir den SNP rs77149735. Im Patientenkollektiv fand sich kein homozygoter
Trager des Referenzallels

Testergebnisse (adjustierte Mittelwerte) 3-back Reaktionszeit

\

7\

—

/'

~

e

/

~

~d

adjust. Mittelwert Reaktionszeit
N
w

GG

GA'
Allele

A'A'

=4 Patienten
== Kontrollen**

Gesamt*
* =p<0,10
** = p<0,05

' = Referenzallel

Abbildung 7 Testergebnisse (adjustierte Mittelwerte) fir die 3-back-Testung in der Kategorie
,Reaktionszeit” fir den SNP rs77149735. Im Patientenkollektiv fand sich kein homozygoter
Trager des Referenzallels.

= Somit lasst sich festhalten, dass Trager des Referenzallels sowohl zu Beginn als auch

mit steigendem n-back-Load schnellere Reaktionszeiten bei

durchschnittlichen

korrekten Antworten aufweisen. Dies ist insbesondere im Kontrollkollektiv ausgepragt.
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Es fand sich innerhalb des Patientenkollektivs kein homozygoter Trager des

Referenzallels.

Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs55661361, welcher im NRGN Gen gelegen ist,
zeigten ein signifikant schlechteres Testergebnis im Rahmen der 1-back-Testung in der
Kategorie ,korrekte Antworten” im gesamten Studienkollektiv. Des Weiteren war ein Trend zu
einem schlechteren Testergebnis innerhalb des Kontrollkollektivs in derselben Testung und

Kategorie festzustellen.

= Somit lasst sich zusammenfassen, dass Referenzalleltrager in der 1-back-Testung
vermindert korrekte Antworten aufwiesen, bei weder verlangsamter noch schnellerer

Reaktionszeit.

Es konnte fiir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs6550435, welcher 4
Kilobasenpaare in 5-Richtung von dem Gen TRANK1 entfernt liegt, in der 2-back-Testung in
der Kategorie ,Reaktionszeit” ein signifikant langsameres Ergebnis im gesamten
Studienkollektiv nachgewiesen werden, als auch in der 0-back-Testung in der Kategorie
,korrekte Antworten” ein Trend zu einem besseren Ergebnis im gesamten Studienkollektiv und
innerhalb des Patientenkollektivs. Abbildung 8 (Abbildung 8, Seite 38) veranschaulicht die
Testergebnisse nach statistischer Transformation und gibt nach binarer Kodierung fir die O-
back-Testung in der Kategorie ,korrekte Antworten” die Wahrscheinlichkeit der Klasse 2
anzugehoéren wieder, Abbildung 9 (Abbildung 9, Seite 38) veranschaulicht die Testergebnisse

innerhalb der Kategorie ,Reaktionszeit”.
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Abbildung 8 Testergebnisse in der 0-back-Testung in der Kategorie ,korrekte Antworten” fiir
den SNP rs6550435
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Abbildung 9 Testergebnisse (adjustierte Mittelwerte) in der 2-back Testung in der Kategorie
,Reaktionszeit” fiir den SNP rs6550435

= Somit lasst sich festhalten, dass Trager des Referenzallels zu Beginn der Testung bei
durchschnittlicher Reaktionszeit vermehrt korrekte Antworten erreichen konnten,
jedoch bei fortschreitender Testdauer im Rahmen der 2-back-Testung bei
beibehaltenden durchschnittlichen korrekten Antworten, ldngere Reaktionszeiten

bendtigen.
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Fiir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs4298967, welcher sich im CACNA1C Gen

befindet, zeigte sich ein signifikant besseres Testergebnis in der 0-back-Testung innerhalb der

Kategorie , korrekte Antworten” in Bezug auf das Kontrollkollektiv. Dartiber hinaus zeigte sich

ein signifikant langsameres Ergebnis in der Kategorie ,,Reaktionszeit” in der 3-back-Testung in

Bezug auf das Patientenkollektiv.

= Somit lasst sich festhalten, dass Trager des Referenzallels innerhalb der Kontrollen zu

Beginn der Testung vermehrt korrekte Antworten erreichen konnten. Bei jedoch

fortschreitender Testdauer und steigendem n-back-Load im Rahmen der 3-back-

Testung zeigten sich bei beibehaltenden durchschnittlichen korrekten Antworten,

langere Reaktionszeiten innerhalb des Patientenkollektivs.

Tabelle 11 fast die signifikanten und einen Trend aufweisenden Polymorphismen und die

Auswirkungen des Referenzallels auf die Testergebnisse im n-back-Test zusammen.

Tabelle 11 Zusammenfassung der Auswirkung der Referenzallele auf Leistungen im n-back-Test

SNP n-back Kategorie bPatienten I:’Kontrollen bGesamt
(Auswirkung) | (Auswirkung) | (Auswirkung)
rs11223651 | O-back korrekte Antworten 0,3329* (+) 0,1631 (+) 2,0365* (+)
rs11687313 | 2-back Reaktionszeit 50,2098* (-) | 22,1499 (-) 32,7943** (-)
rs11717383 | 1-back Reaktionszeit 29,1624 (-) 20,0962 (-) 23,4678** (-)
rs2414718 3-back Reaktionszeit -1,3161** (+) | -0,4728 (+) -0,7768** (+)
rs2514218 3-back korrekte Antworten -0,0806* (-) -0,0649* (-) -0,0714%** (-)
3-back Reaktionszeit 1,4100*%* (-) | 0,2945 (-) 0,7058** (-)
rs4298967 0-back korrekte Antworten 0,0168 (+) 0,5956** (+) | 0,2474 (+)
3-back Reaktionszeit 1,2274%*(-) 0,1710(-) 0,5426 (-)
rs55661361 1-back korrekte Antworten 0,0317 (-) 0,0734* (-) 0,0614** (-)
rs6550435 0-back korrekte Antworten 0,3622* (+) 0,1984 (+) 0,2821* (+)
2-back Reaktionszeit 25,8350 (-) 19,0982 (-) 21,9160 **(-)
rs77149735 | 0-back Reaktionszeit 0,0007 (+) 0,0020** (+) | 0,0013** (+)
3-back Reaktionszeit -0,3660 (+) -2,6959** (+) | -1,6458* (+)

*=p<0,10, ** = p < 0,05, (+) = bessere/schnellere Leistung, (-) = schlechtere/langsamere

Leistung
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5 Diskussion

Die Schizophrenie stellt eine genetisch komplexe Erkrankung mit einer multifaktoriellen
Atiopathogenese und einem groRen Symptomspektrum dar (Quednow et al., 2014). Diese
Studie fasst ein phanotypisch heterogenes Patientenkollektiv zusammen. Auf Grund der
Heterogenitdt der Erkrankung ist eine Zuordnung eines einzelnen Genotyps zu einem

komplexen Phanotyp sehr schwierig.
5.1 Interpretation der Endophadnotypen-Studie

Die Beeintrachtigung des Arbeitsgedachtnisses und die damit assoziierte prafrontale
Dysfunktion stellt sich als einer der am aussichtsreichsten Endophadnotypen fiir die Assoziation
zur Schizophrenie dar (Gur et al.,, 2007; Quidé et al., 2013). Multiple Studien konnten
schlechtere Arbeitsgedachtnisleistungen bei schizophrenen Patienten nachweisen (Lee und
Park, 2005; Raine, 2006; Koychev et al, 2010). Nicht zuletzt wegen der
krankheitsunabhangigen Persistenz (Albus et al., 2002; Krabbendam et al., 2005; Glahn et al.,
2007) und den replizierten genetischen Assoziationen (Egan et al., 2001; Goldberg et al., 2003;
Glahn et al.,, 2007) stellen sich die Arbeitsgedachtnisleistungen als einer der zentralen

Endophanotypen der Schizophrenie dar.

Der vorliegenden Arbeit liegt eine Assoziationsstudie zu Grunde. Dies bietet die Moglichkeit
der Identifikation von krankheitsassoziierten Genomabschnitten, welche nur eine minimale
Auswirkung auf die Erkrankung haben, durch den Nachweis von Krankheitsassoziation mit
Single Nukleotid Polymorphismen (Maier et al., 1999; Owen, 2000). Assoziationsstudien stellen
im Rahmen der Uberpriifung der Zusammenhinge von Polymorphismen und Kandidatengenen
eine sehr sensitive Methodik dar. Jedoch zeigen sie gegeniliber Kopplungsstudien eine
vermehrte Anzahl an falsch-positiven Ergebnissen (Arolt et al., 2006). Zwar ermoglichen
Assoziationsstudien Genvarianten mit nur geringem Einfluss auf die Schizophrenie zu
identifizieren, bedingen jedoch oftmals auf Grund heterogener Stichproben inkonsistente
Studienergebnisse (Tandon et al., 2008). Somit ergibt sich die Notwendigkeit der Replikation

der einzelnen Studienergebnisse zur Ergebnisvalidierung.
5.1.1 Diskussion der Methodik

Der n-back-Test stellt einen gut charakterisierten neurokognitiven Test zur Uberpriifung der
Arbeitsgedachtnisleistungen dar (Shepherd et al., 2015). Es gelang Goldberg und Kollegen im

Jahre 2003 schlechtere Testergebnisse in beiden n-back-Testkategorien (, korrekte Antworten’

und ,Reaktionszeit”) flr schizophrene Patienten gegenlber gesunden Kontrollen
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nachzuweisen (Goldberg et al., 2003), wahrend Callicot und Kollegen im gleichen Jahr in einer
dhnlichen Studie keine signifikanten Unterschiede aufzeigen konnten (Callicott et al., 2003).
Bove konnte 2008 die Befunde von Goldberg replizieren und zeigte fiir Patienten in der 2-back-
Testung ein schlechteres Abschneiden gegeniber gesunden Kontrollen, wahrend die
Testergebnisse in der 1-back-Testung unauffillig blieben (Bove, 2008). Hiermit gelang es
dariiber hinaus die Hypothese, dass die Arbeitsgedachtnisleistungen von schizophrenen
Patienten vor allem bei hoheren kognitiven Aufgaben vermindert sind, zu untermauern
(Conklin et al., 2005; Bove, 2008). Ebenfalls beschrieben Ruitenbeek und Mehta verldngerte
Reaktionszeiten und weniger korrekte Antworten bei steigendem n-back-Load (van Ruitenbeek
und Mehta, 2013). Des Weiteren konnte Koychev und Kollegen im Jahre 2012 zeigen, dass
Testungen, die wie der n-back-Test nur eine kurze Stimulus Darbietung beinhalten, besser die
Leistungsunterschiede im Arbeitsgedachtnis von schizophrenen Patienten und gesunden

Kontrollen gegenlber anderen Testverfahren abbilden kdnnen (Koychev et al., 2012).

Demgegeniiber zeigten Miller und Kollegen, dass es nur eine eingeschriankte Korrelation
zwischen den Ergebnissen im n-back-Test sowohl in der Kategorie , korrekte Antworten” als
auch ,Reaktionszeit” verglichen mit anderen neurokognitiven Testverfahren gibt. Sie wiesen
somit auf eine eventuell eingeschrankte Validitdt des n-back-Testes und dessen Ergebnisse hin
(Miller et al., 2009). Dies wird dariiber hinaus von mehreren vergleichenden Studien zwischen
den Ergebnissen des n-back-Testes und anderen Arbeitsgedachtnistests untermauert (Roberts
und Gibson, 2002; Oberauer, 2005; Kane et al.,, 2007). Als ursachlich hierflr lasst sich
diskutieren, dass der n-back-Test womoglich abweichende Unterkategorien des
Arbeitsgedachtnisses verglichen mit anderen neurokognitiven Tests abbildet. Jedoch gelingt es
mittels des n-back-Testes, insbesondere in wissenschaftlichen Untersuchungen, valide
interindividuelle Unterschiede insbesondere bei hoheren n-back-Loads nachzuweisen (Jaeggi

et al., 2010).
5.1.2 Diskussion der Studienstichprobe

Auf Grund der erheblich differenten Allelauspragungen an polymorphen Loci bei Menschen
unterschiedlicher Ethnizitat, wie es zwei zu Beginn des 21. Jahrhunderts durchgefihrte Studien
zeigten (Ohtsuki et al., 2001; Williams et al., 2002), ist im Rahmen molekulargenetischer
Studien auf eine moglichst homogene Ethnizitdt der Studienteilnehmer zu achten. Um eine
Aussage Uber auch kleine Effekte der Polymorphismen zuverlassig treffen zu konnen und um
dardber hinaus die statistische Aussagekraft valide zu halten, muss eine moglichst grolle

Studienstichprobe vorliegen (Colhoun et al., 2003). Zur Eliminierung etwaiger StérgrofRen sollte
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eine Korrektur nach Alter, Geschlecht und Bildung, insbesondere unter Beachtung der
Auswirkung dieser Variablen auf die Arbeitsgedachtnisleistungen erfolgen. Explizit bei einem
Durchschnittsalter des Kontrollkollektivs unterhalb des Erstmanifestationsalters der
Schizophrenie ist hierauf acht zu geben, um etwaige spatere Manifestationen bei bis dato
gesunden Kontrollen zu bericksichtigen (Hafner und an-der-Heiden, 1999). Die Patienten
wiesen ein durchschnittliches Alter von 38,37 Jahren und die Kontrollen von 50,69 Jahren auf.
Somit lagen beide Kollektive Giber dem Pradilektionsalter, welches zur Reduktion des Risikos
von falsch-negativen Ergebnissen bei den Kontrollen fiihrte. Jedoch blieb das Risiko der
Spatmanifestation bestehen. Im Rahmen jeglicher wissenschaftlicher Studien stellen die
Gutekriterien Objektivitat, Reliabilitdt und Validitat einen Eckfeiler der Studienqualitat dar.
Durch das Diagnosesystem DSM-IV bestand die Mdglichkeit eine hohe Objektivitat sowie
Reliabilitat im Rahmen der Diagnosestellung zu gewahrleisten. Jedoch unterliegt die Diagnose
Schizophrenie zu einem gewissen Grad der subjektiven Einschatzung des Diagnostikers. Durch
Verwendung des SKIDs sowie durch Einbezug von Arztbriefen wurde versucht ein moglichst
hohes Mal$ an Objektivitat zu gewahrleisten. Darliber hinaus wurde durch die PANSS versucht
die Diagnosestellung der Schizophrenie weiter zu objektivieren. Dennoch dirfen die
Unscharfen bei der Beurteilung einzelner Kriterien innerhalb des SKIDs sowie der PANSS durch
den jeweiligen Untersucher sowie der subjektive Charakter der Arztbriefe nicht auller Acht

gelassen werden.

5.1.3 Diskussion der Ergebnisse

In der dieser Arbeit zu Grunde liegenden n-back-Testung zeigten sich fir Trager des
Referenzallels des Polymorphismus rs2514218 signifikant schlechtere Leistungen im
Arbeitsgedachtnis. Der SNP rs2514218 liegt 47 Kilobasenpaare in 3’-Richtung vom DRD2 Gen
entfernt auf Chromosom 11 g22-23 (Voisey et al., 2012), welches fir den Dopamin-Rezeptor
D2 aus der Dopamin-Subfamilie D2 kodiert. Diese G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, welche
in den Isoformen D2-Lang postsynaptisch und D2-Kurz hauptsachlich prasynaptisch existieren
(Usiello et al., 2000), stellen die Schliisselelemente des dopaminergen Systems dar, dessen
Dysregulation als einer der Pathomechanismen der Schizophrenie angenommen wird (Murray
et al., 2008; Liu et al., 2014; Davis et al., 2014). DRD2 findet sich neben seiner Expression im
limbischen System, wo es stark den dopaminergen Signalweg beeinflusst (Liu et al., 2014),
insbesondere im prafrontalen Cortex und dem Striatum (Di Giorgio et al., 2014). Initial konnten
multiple Studien die Suszeptibilitdt des DRD2 Gens fiir die Schizophrenie nachweisen (Cho et
al., 2012; Liu et al., 2013; Ripke et al., 2014). So zeigten Liu und Kollegen in einer Meta-Analyse

aus dem Jahre 2014 eine Assoziation des Polymorphismus C957T mit dem Erkrankungsrisiko
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flr Schizophrenie auf (Liu et al., 2014). Dies reiht sich in die positive Assoziation der
Polymorphismen rs1799732 (141C Ins/Del) und rs1801028 (Ser311Cys), welche bereits friher
mit Schizophrenie assoziiert wurden ein (Glatt und Jonsson, 2006; Lafuente et al., 2008; Yao et
al., 2015). Im Jahre 2003 konnte gezeigt werden, dass Polymorphismen innerhalb des Gens die
Rezeptorsynthese signifikant beeintrdchtigen (Duan et al., 2003). Die D2-Rezeptoren stellen
das primare und effektivste Ziel der pharmakologischen antipsychotischen Therapie dar
(Lafuente et al., 2008; Moriguchi et al., 2013). Es konnte durch Zahari und Kollegen gezeigt
werden, dass schizophrene Patienten mit der Allel-Variante Cys311 stdrkere Schizophrenie
assoziierte Symptome gegeniiber Nichttragern aufwiesen (Zahari et al., 2011). Dariiber hinaus
konnten bei gesunden Kontrollen epigenetische Variationen im Rahmen einer vermehrten
DNA-Methylierung des DRD2 Gens im Vergleich zu monozygoten Zwillingen von an
Schizophrenie erkrankten Patienten nachgewiesen werden (Nagvi et al., 2018). Somit zeigt die
Literaturrecherche eine starke und konsistente Assoziation des DRD2 Gens zur Schizophrenie,
nicht zuletzt basierend auf den Ergebnissen von Ripke und Kollegen (Ripke et al., 2014). Im
Jahre 2012 gelang Tritsch und Sabatini der Nachweis, dass Dopamin die SignallUbertragung in
prafrontalen Neuronen wahrend Arbeitsgedachtnisleistungen moduliert (Tritsch und Sabatini,
2012). Der im Intron 6 gelegene Polymorphismus rs1076560 konnte durch Zhang und Kollegen
mit der Beeinflussung des  striato-thalamo-prafrontalen  Signalwegs  wahrend
Arbeitsgedachtnisleistungen nicht nur bei schizophrenen Patienten sondern auch gesunden
Kontrollen assoziiert werden (Zhang et al., 2007; Bertolino et al., 2009). Bertolino und Kollegen
konnten darilber hinaus eine verminderte striatale D2-Signallbertragung und eine erhoéhte
prafrontale Aktivitdat wahrend des 2-back-Testes nachweisen (Bertolino et al., 2010). Giorgio
und Kollegen konnten in einer Studie aus dem Jahre 2014 zeigen, dass der DRD2 Gen
Polymorphismus rs1076560 in Verbindung mit einem weiteren, den Acetylcholin-Signalweg
beeinflussenden Polymorphismus, ebenfalls mit dem n-back-Test assoziiert ist (Di Giorgio et
al., 2014). Dies reiht sich in die Ergebnisse von Markett und Kollegen aus dem Jahre 2010 ein,
welche &hnliche Resultate fiir die DRD2 Gen Polymorphismen rs1800497, rs6277 und
rs2283265 aufzeigen konnten (Markett et al., 2010). Dem gegenlber stellte sich der
Polymorphismus rs2514218 in der hier vorliegenden Testung im 3-back-Test mit einer
negativen Beeinfluss der Testergebnisse dar. Das signifikant langsamere Abschneiden der
Referenzalleltrager in der Kategorie ,Reaktionszeit” traf sowohl auf das gesamte
Studienkollektiv als auch auf die Patienten zu. Es konnten hingegen keine negativen
Abweichungen in den Testergebnissen innerhalb der Kontrollen gefunden werden. Auch
konnte flir Trager des Referenzallels eine signifikant verminderte Anzahl an korrekten

Antworten im gesamten Studienkollektiv sowie ein Trend zu verminderten korrekten
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Antworten flir Patienten und Kontrollen ermittelt werden. Dies bettet sich in die verlangerte
Reaktionszeit der Referenzalleltrdager ein. Bemerkenswert ist, dass im Rahmen der Ergebnisse
von Ripke und Kollegen ein selteneres Auftreten des Referenzallels bei schizophrenen
Patienten registriert werden konnte (Ripke et al., 2014). Dies ldsst weitere neurokognitive
Testungen in Zukunft notwendig werden. Jedoch zeigt sich der Polymorphismus rs2514218,
welcher in starken Linkage Disequilibrium (LD) zu mehreren SNPs im Intron-Bereich des DRD2
Gen steht, ebenfalls in die flir dieses Gen nachgewiesene Beeinfluss des Arbeitsgedachtnisses
involviert. Eine epigenetische Dimension der Involvierung dieses Polymorphismus kdnnte eine
mogliche Erklarung fir die Beeinflussung dieses Rezeptorgens sein, welche die striato-
thalamo-prafrontale Signaliibertragung modifiziert (Zhang et al., 2007; Bertolino et al., 2009).
Somit kénnte dieser SNP ein weiterer wichtiger Baustein in der Erklarung dieses komplexen
Systems in der Pathophysiologie der verminderten Arbeitsgedachtnisleistungen sowie der
Schizophrenie und deren etwaige gemeinsame genetische Basis sein. Dies unterstltzen die
Resultate von Blasi und Kollegen aus dem Jahre 2015, welche sowohl eine Modulation der
physiologischen prafrontalen Effizienz wahrend der Arbeitsgedachtnisleistungen als auch eine
Modulation des Ansprechens auf eine antipsychotische pharmakologische Therapie bei DRD2-

Varianten-Tragern nachweisen konnten (Blasi et al., 2015).

Es konnte fir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs6550435, welcher in 5‘-Richtung
in 4 Kilobasenpaaren Entfernung zum TRANK1 Gen liegt, ein Trend zu vermehrten korrekten
Antworten in der O0-back-Testung innerhalb des gesamten Studienkollektivs und dem
Patientenkollektiv, sowie eine signifikant langsamere Reaktionszeit im gesamten
Studienkollektiv in der 2-back-Testung nachgewiesen werden. Im Rahmen der
Literaturrecherche zeigten sich keine wissenschaftlichen Artikel, die sich mit
Arbeitsgedachtnisleistungen als Endophénotyp der Schizophrenie mit diesem Polymorphismus
und diesem Gen auseinandersetzten. Des Weiteren zeigte sich auch keine wissenschaftliche
Arbeit zum allgemeineren Thema Kognition, welche in Verbindung mit diesem
Polymorphismus und diesem Gen stand. Im Jahre 1998 konnte das TRANK1 Gen als Gehirn
spezifisches Antigen nachgewiesen werden (Moore et al., 1998). Darliber hinaus gelang im
Jahre 2013 von Chen und Kollegen im Rahmen einer GWAS und von Mihleisen und Kollegen
im Jahre 2014 in einer weiteren GWAS die Assoziation dieses Gens zur Bipolaren Stérung (Chen
et al., 2013; Miihleisen et al., 2014). Die Ergebnisse der Endophanotypen-Studie zeigen eine
protektive Wirkung des Polymorphismus in Bezug auf die 0-back-Testung in der Kategorie
,korrekte Antworten”. Dies lasst sich als erhohte Aufmerksamkeit werten, da die 0-back-

Testung eine Aufmerksamkeitsiiberprifung darstellt. Im weiteren Verlauf lasst sich die
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langsamere Reaktionszeit in der 2-back-Testung bei normgerechten korrekten Antworten als
eine Einschrankung der Referenzalleltrager werten. Hier scheinen die Referenzalleltrager eine
verlangerte Verarbeitungszeit zu bendétigen, schaffen jedoch dadurch im Gegensatz zu Tragern
des Polymorphismus rs2514218, ein normgerechtes Abschneiden in der Kategorie ,korrekte
Antworten”. Bemerkenswert ist ebenfalls, dass in der 3-back-Testung keine Unterschiede
zwischen Tragern und nicht Tragern festzustellen waren. Im Rahmen der Ergebnisse von Ripke
und Kollegen zeigte sich ein selteneres Vorkommen des Referenzallels bei schizophrenen
Patienten (Ripke et al., 2014). In der Zusammenschau kann somit eine protektive Wirkung bei
initial verbesserten Testergebnissen und im weiteren normgerechten korrekten Antworten
unter verlangsamter Reaktionszeit sowie einem selteneren Vorkommen des Referenzallels bei

schizophrenen Patienten diskutiert werden.

Es konnte fiir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs77149735, welcher im SDCCAG8
Gen liegt, signifikant schnellere Ergebnisse in der Kategorie , Reaktionszeit” in der 0-back und
3-back-Testug in dem Kontrollkollektiv sowie im gesamten Studienkollektiv in der 0-back-
Testung nachgewiesen werden. Dariber hinaus zeigte sich ein Trend zu einem schnelleren
Ergebnis in der Kategorie , Reaktionszeit” in der 3-back-Testung im gesamten Studienkollektiv.
Das SDCCAG8 Gen wurde im Jahre 2013 von Hamshere und Kollegen zum ersten Mal im
Rahmen einer GWAS mit Schizophrenie assoziiert (Hamshere et al., 2013). Im Vorfeld war das
Gen im Rahmen der Gruppe der Nephronophthisis und des Bardet-Biedl-Syndroms (Otto et al.,
2010; Billingsley et al., 2011) in den Fokus medizinischer Forschungen geriickt. SDCCAGS ist als
Zentrosom-assoziiertes Protein in den Ablauf der Interphase und Mitose involviert (Insolera et
al., 2014). Ebenfalls gelang es Insolera und Kollegen 2014 nachzuweisen, dass das SDCCAGS8
Gen im Wesentlichen an der kortikalen Entwicklung und der radialen neuronalen Migration
beteiligt ist (Insolera et al., 2014). Im Rahmen der Literaturrecherche zeigten sich keine
Vorstudien zum Zusammenhang zwischen dem SDCCAGS8 Gen oder dem SNP rs77149735 und
den Leistungen im Arbeitsgedachtnis. Es gelang in der Endophdnotypen-Studie signifikant
schnellere Ergebnisse innerhalb des Kontrollkollektivs und des gesamten Studienkollektivs flr
Referenzalleltrager nachzuweisen. Ebenfalls zeigten die Ergebnisse von Ripke und Kollegen ein
haufigeres Auftreten des Referenzallels bei schizophrenen Patienten (Ripke et al., 2014). Somit
lasst sich unter Zusammenschau der Ergebnisse zeigen, dass ein haufigeres Vorkommen des
Referenzallels bei Patienten keine Auswirkung auf die Leistungen im Arbeitsgedachtnis hat.
Des Weiteren zeigt sich jedoch eine Verbesserung der Leistungen insbesondere innerhalb des
Kontrollkollektiv fir Trdger des Referenzallels. Auf Grund der noch nicht abschlieRend

geklarten Bedeutung und Pathomechanismen des SDCCAGS8 Gens in Bezug auf kortikale und
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neuronale Entwicklungen sowie den Einfluss auf die Schizophrenie sollten diesbeziglich

weitere Studien angestrebt werden.

Es zeigte sich fur Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs55661361 im Rahmen der
hier vorliegenden Endophanotypen-Studie signifikant verminderte ,korrekte Antworten”in der
1-back-Testung innerhalb des gesamten Studienkollektivs als auch ein Trend zu verminderten
korrekten Antworten innerhalb des Kontrollkollektivs. Ripke und Kollegen wiesen in ihrer
Arbeit ein vermindertes Auftreten des Referenzallels des signifikant assoziierten
Polymorphismus bei schizophrenen Patienten nach (Ripke et al., 2014). Der SNP rs55661361
liegt im NRGN Gen und steht somit in Verbindung mit der Glutamat-Hypothese. Glutamat
Konzentrationen und glutamaterge Signalilibertragungen im Gehirn stellen einen zentralen
Pathogenitatsfaktor dar und sind daher Therapieziel von Neuroleptika im Rahmen der
medikamentésen Therapie der Schizophrenie (Tamminga, 2006; Harrison et al., 2008). Es
konnten 2003 Varianten im glutamatergen System mit Schizophrenie assoziiert werden und es
gelang dariiber hinaus im gleichen Zuge die Assoziation zu kognitiven Leistungsminderungen
(Fujii et al., 2003; Egan et al., 2004; Bishop et al., 2005). Das vom NRGN Gen kodierte Protein
Neurogranin stellt ein spezifisches neuronales postsynaptisches Calmodulin bindendes
Substrat der Proteinkinase C dar (Ran et al.,, 2003) und kann durch einen Glutamat
vermittelten Calciumeinstrom oxidiert werden (Li et al., 1999) und die Signaltransduktion
modifizieren, welches schlussendlich eine Schlisselrolle in der Neuroplastizitdt im Rahmen von
Lern- und Gedachtnisprozessen zur Konsequenz hat (Pak et al., 2000; Huang et al., 2004).
Neurogranin liel sich im cerebralen Cortex, der Amygdala und dem Hippocampus sowie
dariber hinaus im Striatum nachweisen (Represa et al., 1990). Es zeigte sich in post mortem
Gehirnen von an Schizophrenie erkrankten Patienten ein verminderter Nachweis von NRGN im
prafrontalen Cortex (Broadbelt et al., 2006). Als eine der ersten mit Schizophrenie assoziierten
Region, im Rahmen von GWAS (Stefansson et al., 2009), unterlag das NRGN Gen multiplen
Untersuchungen. So konnte jedoch weder von Li und Kollegen noch von Shen und Kollegen
eine Assoziation von mit dem NRGN Gen assoziierten SNPs zur Schizophrenie in einem Han-
Chinesischen Kollektiv nachgewiesen werden (Li et al., 2010; Shen et al., 2012). Auch zeigten
Bergen und Kollegen in einem schwedischen Studienkollektiv keine Assoziation des NRGN
Gens (Bergen et al.,, 2012). Dem entgegen zeigten Ruano und Kollegen im Jahre 2008 eine
Assoziation des Gens zur Schizophrenie in einer portugiesischen mannlichen Subpopulation
ihres Studienkollektivs (Ruano et al., 2008), sowie auch Ohi und Kollegen im Jahre 2012 eine
Assoziation nachweisen konnten (Ohi et al., 2012). Dies konnte durch die GWAS im Jahre 2014

von Ripke und Kollegen komplementiert werden (Ripke et al., 2014). Die Beobachtung, dass
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das NRGN Gen die synaptische Anordnung beeinflussen kann, legt nahe, dass jegliche
Mutation innerhalb dieses Gens die Moglichkeit der Interferenz mit wichtigen neuronalen
Funktionen besitzt (Pak et al.,, 2000; Huang et al., 2004). Somit sollte trotz der
unterschiedlichen Studienlage im Rahmen der Literaturrecherche und dem in dieser Arbeit
selteneren Auftreten des Referenzallels bei Patienten, was auf eine etwaige protektive
Wirkung des Polymorphismus schlieSen lassen kénnte, dieses Gen, nicht zu Letzt auf Grund
seiner Interaktionen im Rahmen der Glutamat abhédngigen Signallibertragung, als
Suszeptibilitatsgen flr die Schizophrenie gelten. Dariiber hinaus wurde das NRGN Gen mit der
durch Leistungen des Arbeitsgedachtnis induzierten neuralen Aktivitat in gesunden Kontrollen
assoziiert (Rose et al., 2012; Krug et al., 2013). Es zeigten sich in post mortem Gehirnen von
schizophrenen Patienten verminderte immunhistochemische Signale in mit dem
Arbeitsgedachtnis assoziierten Arealen, des dorsolateralen prafrontalen Cortex (Broadbelt et
al., 2006). Dysfunktionen in diesem Gehirnareal wahrend der Durchfiihrung von Aufgaben des
Arbeitsgedachtnisses ist ein gut bekannter Phanotyp der Schizophrenie (Hall und Smoller,
2010). Walton und Kollegen konnten in einer Studie von 2013 vermehrte neuronale Aktivitidten
wahrend Arbeitsgedachtnistestungen im linken dorsolateralen prafrontalen Cortex bei Tragern
des Polymorphismus rs12541 nachweisen (Walton et al., 2013). Walton und Kollegen zeigten,
dass das NRGN Gen eventuell Signalwege modifiziert, die Einflisse auf Areale haben, welche in
die Arbeitsgedachtnisleistungen involviert sind (Walton et al., 2013). Sie diskutieren, dass
indirekt Gber NMDA-Rezeptor vermittelte Signalwege Einfluss auf das Arbeitsgedachtnis
entstehen kann (Lisman et al., 1998; Wang, 1999). Die Literatur wies bis dato keinen Artikel
zum Einfluss des Polymorphismus rs55661361 des NRGN Gens auf Testresultate des n-back-
Testes auf. Die Ergebnisse der hier vorliegenden n-back-Testung stellen sich innerhalb des
gesamten Studienkollektivs fiir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs55661361 mit
signifikant verminderten korrekten Antworten in der 1-back-Testung bei normgerechter
Reaktionszeit dar. Gleichzeitig lieB sich innerhalb des Kontrollkollektiv ein Trend zu
verminderten korrekten Antworten in der 1-back-Testung registrieren. Diesem Befund
entgegen zeigten Krug und Kollegen im Jahre 2013 im Rahmen einer
magnetresonanztomographisch gestiitzten neurokognitiven Untersuchung vermehrt bessere
Antworten bei T-Allel-Tragern des im NRGN Gen gelegenen SNPs rs12807809 (Krug et al.,
2013). Auf Grund der Tatsache, dass es zu verminderten korrekten Antworten bei Tragern des
Referenzallels innerhalb des gesamten Studienkollektivs und einem Trend zu verminderten
korrekten Antworten innerhalb der Kontrollen sowie jedoch zu einem seltenerem Auftreten
des Referenzallels des SNPs bei schizophrenen Patienten kommt, ldsst sich eine eindeutige

Zuordnung des Referenzallels des SNPs rs55661361 nicht postulieren. Im Rahmen der
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Literaturrecherche zeigte sich eine Unscharfe der aktuellen Wissenslage Uber die genetische
Rolle des NRGN Gens im Rahmen des Einflusses auf das Arbeitsgeddchtnis. Im Wesentlichen
beruhen die Annahmen der Auswirkung des Gens auf post mortem Beobachtungen von
verminderten Volumina in mit dem Arbeitsgedachtnis assoziierten Arealen. Sowie
Aktivitatsuntersuchungen dieser Areale wahrend der Durchfihrung von

Arbeitsgedachtnisleistungen.

Es gelang fir Trager des Referenzallels des Polymorphismus rs4298967 im Rahmen der hier
vorliegenden Endophédnotypen-Studie signifikant schlechtere Ergebnisse in der Kategorie
,Reaktionszeit” in der 3-back-Testung innerhalb des Patientenkollektivs sowie signifikant
bessere Ergebnisse in der Kategorie ,korrekte Antworten” innerhalb des Kontrollkollektivs
nachzuweisen. Der Polymorphismus rs4298967 liegt im CACNA1C Gen, dass fiir eine alpha-1
Untereinheit eines spannungsabhdngigen Calcium-Kanals V1.2 kodiert, welcher durch eine
voribergehende Erhéhung der Membranpermeabilitdt fir Calcium-lonen und somit einer
einhergehenden Zellmembrandepolarisation eine wesentliche Rolle in der neuronalen
Plastizitat, der dendritischen Entwicklung, der Gentranskription sowie in Gedachtnis und
Lernprozessen spielt (Woodside et al., 2004; Moosmang, 2005; White et al., 2008; Shibasaki et
al., 2010). Dedic und Kollegen wiesen nach, dass insbesondere eine Expression in
glutamatergen Neuronen im prafrontalen Cortex, der Amygdala sowie dem Hippocampus zu
registrieren ist. Im Weiteren konnten sie an Knock-out Mausen korrelierende Hinweise auf ein
gesteigertes Risiko psychopathologische Erkrankungen zu entwickeln nachweisen (Dedic et al.,
2017). Fatima und Kollegen konnten im Jahre 2017 eine signifikante Assoziation des SNPs
rs4765905, welcher im CACNALC Gen liegt, mit Schizophrenie in einem pakistanischen
Studienkollektiv nachweisen (Fatima et al., 2017). Dies reiht sich ein in die Befunde von Ripke
und Kollegen aus dem Jahre 2011 sowie bezliglich des SNPs rs4298967 aus dem Jahre 2014
(Ripke et al., 2011; Ripke et al., 2014). Dariber hinaus gelang der Nachweis der Assoziation des
SNPs rs1006737, welcher im CACNA1C Gen liegt mit Schizophrenie (Ripke et al., 2011;
Hamshere et al., 2013). Alle 3 SNPs liegen in einem Linkage Disequilibrium zueinander. Im
Jahre 2011 gelang es Zhang und Kollegen den SNP rs1006737 signifikant mit schlechteren
Ergebnissen in der 1-back-Testung bei schizophrenen Patienten sowie bei gesunden Kontrollen
zu assoziieren (Zhang et al., 2011). Dies sich angliedernd konnte Cosgrove und Kollegen im
Jahre 2017 ebenfalls eine Assoziation zu schlechteren Arbeitsgedachtnisleistungen in Bezug
auf den ebenfalls im CACNA1C Gen gelegenen SNP rs2007044 nachweisen. Dariiber hinaus
gelang es ihnen eine verminderte funktionelle Verbindung zwischen dem dorsolateralen

prafrontalen Cortex und dem rechten oberen occipitalen Gyrus im Rahmen einer
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magnetresonanztomographisch gestiitzten Arbeitsgedachtnisleistungsuntersuchung fiir den
gleichen SNP nachzuweisen (Cosgrove et al., 2017). Kobayashi und Kollegen wiesen 2007
darauf hin, dass unter Umstdanden in Bezug auf den spannungsabhangigen Calciumkanal V1.2
Teildefekte der Untereinheit zu pathologisch relevanten Funktionsdefiziten fiihren kénnten
und so die Beeinflussung des gesamten Endproduktes durch defekte in Untereinheiten
verursacht werden kénnten (Kobayashi et al., 2007). Im Rahmen dieser Arbeit gelang ebenfalls
und sich der Vorbefunde angliedernd der Nachweis von signifikant schlechteren Ergebnissen in
der 3-back-Testung in der Kategorie ,Reaktionszeit” innerhalb des Patientenkollektivs. Somit
erscheint der SNP rs4298967 welcher im starken Linkage Disequilibrium mit dem SNP
rs1006737 und im CACNALC Gen liegt, als vielversprechendes Ziel flir weitere Untersuchungen
beziliglich der Beeinflussung von Arbeitsgedachtnisleistungen und der Pathogenese der
Schizophrenie unter Betrachtung des spannungsabhangigen Calciumkanals und dessen Einfluss
auf die neuronale Plastizitdt, Gedachtnis- und Lernprozesse. Im Rahmen der Ergebnisse von
Ripke und Kollegen aus dem Jahre 2014 zeigte sich ein haufigeres Auftreten des Referenzallels
bei schizophrenen Patienten (Ripke et al., 2014). Somit lasst sich das Referenzallel in der
Zusammenschau als Risikoallel beziiglich der Schizophrenie und verminderten Leistungen im
Arbeitsgedachtnis postulieren. Dem entgegen zeigt sich im Kontrollkollektiv in der 0-back-
Testung eine erhohte Rate an korrekten Antworten. Dies differente Ergebnis innerhalb der
unterschiedlichen Kollektive macht weitere Arbeitsgeddchtnistestungen mit grofReren

neurokognitiven Testbatterien notwendig.
5.2 Synopse der Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit zeigten sich fir Trager des Referenzallels des SNPs rs2514218
schlechtere Leistungen in der neurokognitiven Testung und somit ein mogliches Risikoprofil
des Referenzallels fir den Endophanotypen Arbeitsgedachtnisleistungen. Entgegengesetzt
wiesen Ripke und Kollegen eine protektive Wirkung des Referenzallels fiir schizophrene

Patienten auf.

Fir Trager des Referenzallels des SNPs rs55661361 lieRen sich schlechtere Leistungen in der
neurokognitiven Testung nachweisen und somit ein Risikoprofil des Referenzallels fir den
Endophadnotypen Arbeitsgedachtnisleistungen. Entgegengesetzt wiesen Ripke und Kollegen

eine protektive Wirkung des Referenzallels fiir schizophrene Patienten auf.

Es zeigten sich fur Trager des Referenzallels des SNPs rs77149735 bessere Leistungen in der

neurokognitiven Testung und somit eine mogliche protektive Wirkung des Referenzallels fir
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den Endophdnotypen Arbeitsgedachtnisleistungen. Entgegengesetzt wiesen Ripke und

Kollegen ein Risikoprofil des Referenzallels fiir schizophrene Patienten auf.

Fiir Trager des Referenzallels des SNPs rs6550435 zeigte sich ein indifferentes Bild im Rahmen
der neurokognitiven Testung in Bezug auf die Wirkung des Referenzallels auf den
Endophdnotypen Arbeitsgedachtnisleistungen. Ripke und Kollegen zeigten eine protektive

Wirkung des Referenzallels fiir schizophrene Patienten.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte fiir Referenzalleltrager des SNPs rs4298967 in der
neurokognitiven Testung ein indifferentes Bild in Bezug auf die Wirkung des Referenzallels auf
den Endophdnotypen Arbeitsgedachtnisleistungen nachgewiesen werden. Ripke und Kollegen

zeigten ein Risikoprofil des Referenzallells fiir schizophrene Patienten auf.
5.3 Ausblick

Die Schizophrenie stellt eine Erkrankung mit multifaktorieller Genese dar. Im Jahre 2014
konnten Ripke und Kollegen 128 SNPs in 108 unabhangigen Gen-Loci mit der Schizophrenie
assoziieren (Ripke et al., 2014). Die Ergebnisse der Forschung aus letzter Zeit lassen vermuten,
dass es multiple Polymorphismen und multiple Gene gibt, die jeweils mit einem nur sehr
geringen Anteil zur Atiopathogenese der Schizophrenie beitragen. Des Weiteren weisen die
multiplen Gene unterschiedlichste Proteinprodukte auf und sind in sehr differenten
Zellfunktionen und Signalkaskaden involviert. Um eine kausale Beziehung zwischen SNP und
Krankheitsphdanotyp herstellen zu kénnen, werden weitere Studien mit moglichst groRen

Studienstichproben sowie homogener Zusammensetzung der Studienteilnehmer bendtigt.

Die Assoziation einzelner Endophanotypen wie den Arbeitsgedachtnisleistungen, als
krankheitsspezifische Marker fiir die Schizophrenie, stellt eine vielversprechende Mdglichkeit
dar, um die komplexe Krankheitsphanotypie der Schizophrenie vereinfacht zu erfassen.
Defizite in diesen Bereichen sind gleichzeitig Pradiktoren fir das klinische Outcome (Green et
al., 2000; Hofer et al., 2005; Milev et al., 2005) sowie das Ansprechen der Patienten auf
Therapien (Burton, 2005).

Es gelang im Rahmen dieser Arbeit eine Assoziation des Polymorphismus rs2514218, welcher
in der Nahe des DRD2 Gens liegt, mit signifikant schlechteren Ergebnissen in den
Arbeitsgedachtnisleistungen nachzuweisen. Dies reiht sich in bereits vorbeschriebene
Ergebnisse mehrerer Studien zum DRD2 Gen ein (Zhang et al., 2007; Bertolino et al., 2009;
Markett et al., 2010; Blasi et al., 2015). Es zeigte sich in der Zusammenschau mit den

Ergebnissen von Ripke und Kollegen aus dem Jahre 2014 keine eindeutige Assoziation mit der

50



gleichen Aussagerichtung des Referenzallels (Ripke et al., 2014). Um das Arbeitsgedachtnis als
sicheren Endophdnotypen weiter zu validieren und ihn der Diagnostik zuganglich zu machen
werden weitere Studien benétigt. Insbesondere stellt die Forschung zur Klarung der kausalen
Zusammenhange einzelner SNPs und den Leistungen im Arbeitsgedachtnis eine Aufgabe fir

die Zukunft dar.

Dariber hinaus zeigte sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine signifikante Assoziation
des Polymorphismus rs77149735, welcher im SDCCAG8 Gen liegt, zu besseren
Arbeitsgedachtnisleistungen in der 3-back-Testung. Im Rahmen der Literaturrecherche zeigten
sich keine vorbeschriebenen wissenschaftlichen Arbeiten, welche sich mit der Assoziation des
SDCCAG8 Gens und Arbeitsgedachtnisleistungen auseinandergesetzt haben. In den
Ergebnissen der Arbeit von Ripke und Kollegen konnte ein haufigeres Vorkommen des
Referenzallels bei schizophrenen Patienten nachgewiesen werden (Ripke et al., 2014). Die
erste Assoziation des SDCCAG8 Gens mi der Schizophrenie erfolgte 2013 von Hamshere und
Kollegen im Rahmen einer GWAS (Hamshere et al., 2013). Insbesondere auf Grund seiner
Involvierung in die kortikale und neuronale Entwicklung (Insolera et al., 2014) sind dringend
weitere Studien zum Einfluss des SNPs und des SDCCAG8 Gens auf den Endophdnotypen

Arbeitsgedachtnisleistungen sowie die Schizophrenie notwendig.

Es gelang des Weiteren im Rahmen dieser Arbeit eine signifikante Assoziation des
Polymorphismus rs55661361, welcher sich im NRGN Gen befindet, zu schlechteren
Arbeitsgedachtnisleistungen in der 1-back-Testung nachzuweisen. Wahrend vorherige Studien
bereits Assoziationen dieses Gens zur Schizophrenie nachweisen konnten (Ruano et al., 2008;
Stefansson et al., 2009; Ohi et al., 2012; Ripke et al., 2014), bestehen noch keine kausalen
Erklarungsansatze zum Zusammenhang dieses Gens zu den Arbeitsgedachtnisleistungen. Ripke
und Kollegen wiesen ein selteneres Auftreten des Referenzallels bei schizophrenen Patienten
nach (Ripke et al., 2014). Somit stellt dieses Gen und der hier nachgewiesene Polymorphismus
ein vielversprechendes Ziel fiir weitere Studien zur Untersuchung der Zusammenhange der
Schizophrenie und der Arbeitsgedachtnisleistungen als krankheitsspezifischer Endophanotyp
dar. Dies dient der Moglichkeit der kausalen Erklarung der Entstehung der
Krankheitsphdanotypen. Unter der bestatigten Annahme, dass Endophanotypen bereits vor der
Krankheitsmanifestation nachweisbar sind (Erlenmeyer-Kimling et al., 2000), bietet es dartber
hinaus die Maoglichkeit Endophdnotypentestungen als etwaige zukinftige klinische

Diagnoseinstrumente zuganglich zu machen.
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6 Zusammenfassung

Neuste GWAS konnten fiir die Schizophrenie insgesamt 128 SNPs in 108 unabhangigen Loci mit
der Schizophrenie assoziieren (Ripke et al., 2014), wobei jedoch die kausale Pathogenese vom
Genotyp bis hin zum Phanotyp bislang noch ungeklart bleibt. Eine der wesentlichen
pathognomonischen neurokognitiven Merkmale, mit robuster Korrelation zur Schizophrenie,
stellen Defizite in den Arbeitsgedachtnisleistungen dar (Mahurin et al., 1998; Silver und

Feldman, 2005; Green, 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 37 Polymorphismen basierend auf den tempordren
Ergebnissen der GWAS von Ripke und Kollegen (Ripke et al., 2014) in einer Endophanotypen-
Studie an 334 Patienten und 524 Kontrollen auf eine Assoziation zu Leistungen im

Arbeitsgedachtnis untersucht.

Es gelang insgesamt 8 der 37 getesteten Polymorphismen in mindestens jeweils einer
Testkategorie signifikant mit den Leistungen des Arbeitsgedachtnisses zu assoziieren. Im
Rahmen der 3-back-Testung gelang es zum ersten Mal, den Polymorphismus rs2514218 (3'-
Richtung des DRD2 Gens) in beiden Testkategorien mit signifikant schlechteren und
langsameren Arbeitsgedachtnisleistungen zu assoziieren. Gestltzt wird dies durch die
Literaturlage und weiteren in Bezug zu dem DRD2 Gen stehenden SNPs (Zhang et al., 2007;
Tritsch und Sabatini, 2012; Blasi et al., 2015).

Des Weiteren gelang zum ersten Mal eine Assoziation des Polymorphismus rs77149735
(innerhalb des SDCCAGS8 Gens) mit signifikant schnelleren Arbeitsgedachtnisleistungen in der
0-back und 3-back-Testung. Dieses erst kiirzlich mit Schizophrenie assoziierte und noch nicht
auf Assoziationen zu dem Endophénotyp Arbeitsgeddchtnisleistung untersuchte Gen bietet
insbesondere auf Grund seiner Involvierung in neuronale und kortikale Entwicklungsprozesse
ein interessanten Loci fiir weitere zukinftige Forschungen (Hamshere et al., 2013; Insolera et

al., 2014).

Zur weiteren Klarung der Einflisse von genetischen Alterationen auf diese Gene und die
Zusammenhédnge zu kognitiven Leistungen sowie zur weiteren Erforschung der genetischen
Atiologie der Schizophrenie und der Assoziation zwischen Genotyp und Endophdnotyp werden

weitere Studien erforderlich sein.
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8 Thesen

1. Veranderungen in den Arbeitsgedachtnisleistungen im n-back-Test, welche als
Endophdnotyp anzusehen sind, lassen sich mit Single Nukleotid Polymorphismen
assoziieren.

2. Sowohl fur das gesamte Studien-, als auch fiir das Patienten- und Kontrollkollektiv
lassen sich Assoziationen zwischen Single Nukleotid Polymorphismen und differenten
Arbeitsgedachtnisleistungen im n-back-Test nachweisen.

3. Assoziationen kénnen mit besseren/schnelleren sowie schlechteren/langsameren
Testergebnissen nachvollzogen werden.

4, Es lassen sich Uberschneidungen der mit Schizophrenie assoziierten Single Nukleotid
Polymorphismen und den Assoziationen zu Leistungen im Arbeitsgedachtnis aufzeigen.

5. Durch genetische und epigenetische Einflussnahme der assoziierten Single Nukleotid
Polymorphismen kénnten neurobiologische Variationen hervorgerufen werden,
welche mitverantwortlich fiir die Atiopathogenese der Schizophrenie sowie fiir die
differenten Arbeitsgedachtnisleistungen sind.

6. Diese genetischen Alterationen kdnnten sowohl Grundlage fiir die Schizophrenie als
auch fur variierende Arbeitsgedachtnisleistungen sein.
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