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Referat

Die Schizophrenie ist eine schwere psychiatrische Erkrankung multifaktorieller Genese, die
unter anderem auf Grund von Gedéchtnisdefiziten mit schweren Einschrdnkungen im
alltaglichen Leben einhergeht.

Ihre Atiologie ist noch ungeklart. Allerdings scheinen neben Umweltfaktoren auch genetische
Faktoren eine entscheidende Rolle zu spielen.

Um genetische Varianten schizophrener Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen zu
identifizieren, werden Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) eingesetzt.

In einer Stichprobe bestehend aus 1296 gesunden Kontrollprobanden und 604
Schizophreniepatienten Uberpruften wir 37 Polymorphismen aus der bislang groBten Fall-
Kontrollstudie zur Schizophrenie (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium, 2014) auf ihre Assoziation mit dem verbalen Gedéachtnis, ermittelt durch den
verbalen Lern- und Merkfahigkeitstest (VLMT), um mehr Uber die Funktion dieser
Polymorphismen zu erfahren. Die Genotypisierung erfolgte mittels iPLEX Technologie und
MALDI-TOF Massenspektrometrie.

Es zeigten sich signifikante Unterschiede in der Genotypverteilung zwischen Kontroll- und
Patientengruppe, sowie eine signifikante Assoziation von 11 SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) mit Leistungen im VLMT. Eine verschlechterte Gedéachtnisleistung in
mindestens einem der drei Uberpriften Testph&notypen (Lernleistung, Wortverlust nach
Interferenz, Wortverlust nach zeitlicher Verzégerung) lieR sich fiir sechs dieser SNPs
feststellen.

Fur den SNP rs11682175 konnte eine signifikante positive Assoziation mit der Schizophrenie
beobachtet werden. Zudem war der SNP mehrfach mit signifikant verschlechterten
Testleistungen assoziiert. Dieser SNP liegt 286kb vom VRK2-Gen, das Einfluss auf die
Hirnentwicklung nimmt, entfernt und konnte durch dessen Beeinflussung seine Effekte
vermitteln.

Fur den SNP rs4702 lieR sich ebenfalls eine signifikante positive Assoziation mit der
Schizophrenie feststellen. Dieser SNP zeigte zudem heterogene signifikante Ergebnisse im
VLMT. Mdglicherweise vermittelt dieser SNP, in 3°-UTR des FURIN-Gens lokalisiert, seine
Effekte durch eine Beeinflussung der BDNF-Funktion.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der Schizophrenie genetische Ursachen zu Grunde liegen

koénnten, die zugleich mit Beeintrdchtigungen kognitiver F&higkeiten assoziiert sind.

Moller, Marilena: Assoziationsstudie zum Einfluss von 37 Polymorphismen auf die
Schizophrenie und das verbale Gedéchtnis, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten,
2017
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Verzeichnis der Abkirzungen und Symbole

Verzeichnis der Abkirzungen und Symbole

Abkirzung Bedeutung

3-UTR Three prime untranslated region

A Adenin

ADHS Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung
APOPT1 Mitochondrial apoptogenic 1

BDNF Brain-derived neurotrophic factor

C Cytosin

CACNL1lI Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 11 subunit
CACNA1C Calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit
CACNB2 Calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit
COMT Catechol-O-Methyltransferase

DAT Dopamintransporter

ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DSM IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV
DTI Diffusion Tensor Imaging

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FANCL Fanconi anemia complementation group L
FA-Wert Fraktionaler Anisotropie-Wert

FES Feline sarcoma oncogene, tyrosin kinase

FHAM Family History Assessment Module

fMRI Functional Magnetic Resonance Imaging

FURIN Paired basic amino acid cleaving enzyme

G Guanin

GABA y-Aminobuttersdure

GRM3 Metabotroper Glutamatrezeptor 3

GWAS Genomweite Assoziationsstudie

HWE Hardy-Weinberg-Equilibrium

IMMP2L IMP2 inner mitochondrial membrane peptidase-like
JIP1 Jun NH_-terminal kinase interacting protein 1

kb Kilobasen

LD Linkage disequilibrium

LTP Long-term potentiation

MAF
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mb
MgCl,

Minore Allelfrequenz

Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation Time of Flight Mass
Spectrometry

Megabasen
Magnesiumchlorid
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SNP Single Nucleotide Polymorphism

T Thymin

TCF4 Transkriptionsfaktor 4
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U Unit

VLMT Verbaler Lern-und Merkféahigkeitstest

VRK2 Vaccinia related kinase 2
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1 Einleitung

1  Einleitung

1.1  Die Schizophrenie

Die Schizophrenie ist eine der haufigsten psychiatrischen Erkrankungen, die zu schweren
Einschrankungen im alltaglichen Leben fuhren kann und deshalb mit hohen Kosten fir die
Gesellschaft verbunden ist (World Health Organization, 2001).

Das Risiko der Allgemeinbevolkerung im Laufe des Lebens an Schizophrenie zu erkranken
betragt etwa 1% (SaB, 2003). Die Krankheit beginnt in der Regel in der Adoleszenz
beziehungsweise im jungen Erwachsenenalter. Frauen erkranken haufig spéater als Manner und
haben eine bessere Prognose. Es ist davon auszugehen, dass beide Geschlechter etwa gleich
héufig betroffen sind (World Health Organization, 2001), wenn auch einige Studien ein héheres
Erkrankungsrisiko fiir Manner ermittelten (Aleman et al., 2003).

Die Lebenserwartung der Schizophreniepatienten liegt im Mittel etwa 10 Jahre unter dem
Bevolkerungsdurchschnitt, mitbedingt durch das erhohte Suizidrisiko (World Health
Organization, 2001; SaR, 2003).

Da die Atiologie dieses heterogenen Krankheitsbildes noch nicht abschlieBend geklart werden
konnte, stehen bisher lediglich symptomorientierte Therapiemdglichkeiten zur Verfligung
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). Die
Aufklarung der Pathogenese stellt also einen wichtigen Schritt dar, um eine bessere Diagnostik
und Behandlung der Schizophrenie zu ermdglichen.

Auf Grund der derzeitigen Forschungslage ist davon auszugehen, dass dieser Erkrankung
genetische Faktoren und/oder Umwelteinflisse zu Grunde liegen, die zerebrale Auffélligkeiten
zur Folge haben (Tandon et al., 2008).

1.1.1 Definition

Das Diagnostische und Statistische Manual Psychischer Stérungen (DSM 1V) (SaB, 2003)
fordert fur die Diagnose Schizophrenie das Vorliegen von mindestens zwei der
charakteristischnen ~ Symptome  Wahn, Halluzinationen, desorganisierte  Sprechweise,
desorganisiertes Verhalten, und negative Symptome (flacher Affekt, Alogie, Willensschwache)

(Kriterium A). Treten besonders charakteristische Halluzinationen, wie kommentierende oder
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sich unterhaltende Stimmen auf, ist dieses Symptom ausreichend, um das oben genannte
Kriterium A zu erflllen; ebenso, wenn das Wahnphénomen als bizarr eingestuft wird.

Die Stérung muss mit sozialen und/oder beruflichen Beeintrachtigungen einhergehen, die den
Patienten zum Beispiel in zwischenmenschlichen Beziehungen oder bei der Auslbung seines
Berufs einschranken (Kriterium B). Auf Grund von kognitiven und emotionalen Einbuen liegt
das Leistungshiveau haufig unter demjenigen vor Beginn der Symptomatik. So kénnen unter
anderem Konzentration und Aufmerksamkeit, schlussfolgerndes Denken, Sprache und
Kommunikation beeintrachtigt sein.

Das Zeitkriterium (Kriterium C) fordert eine Dauer der Symptomatik von mindestens sechs
Monaten, von denen mindestens einen Monat lang die charakteristischen Symptome nach
Kriterium A vorliegen miissen.

Die beobachtete Symptomatik darf nicht besser durch eine affektive Stérung mit psychotischen
Merkmalen oder durch eine schizoaffektive Storung zu erklaren sein (Kriterium D). Ebenso darf
die Storung weder durch einen medizinischen Krankheitsfaktor, noch durch Substanzgebrauch
bedingt sein (Kriterium E).

1.1.2  Atiologie

Es ist davon auszugehen, dass der Schizophrenie ein polyétiologisches Geschehen zu Grunde
liegt (Fallon et al., 2003; Davis et al., 2016). Zum einen konnten bei Schizophreniepatienten
genetische Veranderungen festgestellt werden, zum anderen wurde ein Zusammenhang mit
Umweltfaktoren beobachtet (Tsuang et al., 2004).

So konnte ein erhéhtes Schizophrenierisiko flr Kinder ermittelt werden, deren Miitter wahrend
der Schwangerschaft an einer Infektionskrankheit, wie Influenza oder Roteln erkrankten
(Penner und Brown, 2007).

Erwachsene Patienten mit der Diagnose einer schizophrenieformen Erkrankung zeigten bereits
im Kindesalter Entwicklungsverzégerungen, zum Beispiel beim Spracherwerb (Cannon et al.,
2002). Allerdings ist unklar, ob diese Einschrankungen Risikofaktoren fiir die Erkrankung
darstellen oder bereits frihe Symptome der Schizophreniemanifestation sind (Tandon et al.,
2008).

Es konnte eine Assoziation zwischen Geburt und Aufwachsen in einer urbanisierten Region und
Schizophrenierisiko festgestellt werden (Pedersen und Mortensen, 2001; Vassos et al., 2016). Je
langer eine Person in einer Region mit hohem Urbanisierungsgrad lebt, desto hoher ist das
Schizophrenierisiko.

Aber auch die Migration zwischen verschiedenen Kulturen stellt einen Risikofaktor dar. So
konnte gezeigt werden, dass das Schizophrenierisiko bei Personen, die in einem Umfeld leben,

das vorwiegend von einer anderen Kultur und Ethnizitat geprégt ist, steigt (Veling et al., 2008).

2



1 Einleitung

Auch fir Cannabiskonsum wéhrend der Adoleszenz konnte ein erhohtes Risiko eine

Schizophrenie zu entwickeln beobachtet werden (Casadio et al., 2011; Davis et al., 2016).

Die Schizophrenie weist eine hohe Erblichkeit auf. Anhand von Zwillings- und
Adoptionsstudien konnte eine Heritabilitdt von bis zu 80% ermittelt werden (Cannon et al.,
1998).

Durch Kopplungsstudien war es moglich grobe Chromosomenregionen einzugrenzen, die eine
Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie spielen kdnnten (Rujescu, 2007).

Mit Hilfe von genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) kann der Zusammenhang zwischen
Genvarianten und dem Schizophrenierisiko Gberpriift werden, indem die Haufigkeit der
genetischen Varianten in Patienten- und Kontrollgruppe ermittelt wird (Hunter und Kraft,
2007). Der Vorteil dieses Studiendesigns ist die hypothesenfreie Betrachtung des gesamten
Genoms, sodass keine vorhergehende Identifizierung moglicher Risikogene notwendig ist, wie
sie bei den Kandidatengenstudien (nicht-genomweite Assoziationsstudien) gegeben war
(Rujescu, 2007).

Mittels GWAS konnten verschiedene SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) in
unterschiedlichen Genloci identifiziert werden, fiir die zuvor kein Zusammenhang mit der
Schizophrenie bekannt war (z.B. O'Donovan et al., 2008; Stefansson et al., 2009; Ripke et al.,
2011; Ripke et al., 2013; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium, 2014).

SNPs sind als ein erblicher Basenaustausch an willkirlicher Stelle im Genom definiert
(Genetics Home Reference, 2015). Von diesen Varianten finden sich innerhalb des
menschlichen Genoms etwa 10 Millionen. Haufig liegen die SNPs in nicht codierenden
Regionen eines Gens, sodass das Genprodukt unverdndert bleibt. Allerdings kénnen sie, je nach
Lokalisation, die Genregulation und -funktion beeinflussen (Genetics Home Reference, 2015)
und auf diese Weise auch in der Pathogenese der Schizophrenie eine wichtige Rolle spielen.
Bisher war es noch nicht mdglich spezifische Genvarianten zu identifizieren, die mit Sicherheit
das Schizophrenierisiko modifizieren (Tandon et al., 2008). Stattdessen ist davon auszugehen,
dass mehrere verschiedene SNPs zusammenwirken missen, um die Vulnerabilitat im Sinne des
,»common disease- common variant Models* zu erhéhen (Chakravarti, 1999).

Von den durch die GWAS identifizierten SNPs lasst sich auf Genloci schlieen, die mit der
Schizophrenie assoziiert sind. Eine Auswahl signifikanter positiver Assoziationsbefunde der auf

diese Weise identifizierten Loci zeigt Tabelle 1.



Tabelle 1 Auswahl signifikanter positiver Assoziationsergebnisse

1 Einleitung

Gen Beschreibung Lokalisation Studien

miR-137  microRNA 137 1p21.3

ZNF804A Zinkfingerprotein 804A 2032.1

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex 6p21.3-22.1

GRM3 Metabotroper Glutamatrezeptor 3 70921.1-21.2

IMMP2L  IMP2 inner mitochondrial 7931
membrane peptidase-like

TSNARE1 t-SNARE domain containing 1 8024.3

CACNB2 B2 Untereinheit des spannungs- 10p12
abhéangigen Calciumkanals

NRGN Neurogranin 11924.2

CACNA1C a1C Untereinheit des 12p13.3

spannungsabhéangigen L-Typ
Calciumkanals
APOPT1  Mitochondrial apoptogenic 1 14932.33

TCF4 Transkriptionsfaktor 4 18¢21.1

Ripke et al. (2011)
Ripke et al. (2013)
O'Donovan et al. (2008)
Donnelly et al. (2012)
Stefansson et al. (2009)
Ripke et al. (2011)
Steinberg et al. (2011)
Donnelly et al. (2012)
Ripke et al. (2013)
Ripke et al. (2014)
Fujii et al. (2003)
Ripke et al. (2014)
Donnelly et al. (2012)
Ripke et al. (2014)

Ripke et al. (2013)
Ripke et al. (2014)
Ripke et al. (2014)

Stefansson et al. (2009)*
Steinberg et al. (2011)*

Ripke et al. (2013)

Ripke et al. (2014)

Stefansson et al. (2009)
Ripke et al. (2011)
Steinberg et al. (2011)
Donnelly et al. (2012)
Ripke et al. (2013)*

*= Assoziation fir einen dem Gen benachbarten Locus

So lassen sich verschiedene Hypothesen zur Atiologie der Schizophrenie ableiten.

O‘Donovan und Kollegen konnten drei Loci identifizieren, die stark mit der Schizophrenie

assoziiert sind. Neben einem Locus in ZNF804A zeigten zwei Loci in nicht codierenden

Regionen auf 11p14.1 und 16p13.12 genomweite Signifikanz (O'Donovan et al., 2008).

ZNF804A codiert fur ein Zinkfingerprotein, dessen genaue Funktion unbekannt ist. Da es eine

DNA-bindende Region enthdlt, konnte es eine Rolle in der Regulation der Genexpression

spielen (O'Donovan et al., 2008).
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Auch TCF4 nimmt als Transkriptionsfaktor Einfluss auf die Regulation der Genexpression
(Flora et al., 2007). Dieses Gen konnte bereits mehrfach als Risikogen identifiziert werden
(Tabelle 1). TCF4 scheint zudem in die Entwicklung des Nervensystems involviert zu sein
(Flora et al., 2007). Diese Beobachtung stiitzt die These einer neuronalen Entwicklungsstérung
als Grundlage der Schizophrenie, und nicht, wie zuvor angenommen, einer neurodegenerativen
Atiologie (Fallon et al., 2003).

Neben TCF4 konnte auch fur MHC und NRGN eine signifikante positive Assoziation mit der
Schizophrenie ermittelt werden (Stefansson et al., 2009). Fur die MHC-Region konnten
mittlerweile bereits mehrfach signifikante positive Assoziationen verschiedener Loci
nachgewiesen werden (Tabelle 1). Die MHC-Region codiert fur Oberflachenmolekiile, die eine
wichtige Rolle fiir die Regulation der Immunantwort spielen (Aumiller et al., 2010). Diese
Beobachtung stiitzt die These einer immunologischen Beteiligung an der Pathogenese der
Schizophrenie, wenn auch eine klare Assoziation zwischen Infektion und Schizophrenie bisher
nicht aufgezeigt werden konnte (Stefansson et al., 2009).

Auch fir einen Locus in der Nahe des NRGN-Gens konnte eine signifikante positive
Assoziation mit der Schizophrenie ermittelt (Stefansson et al., 2009) und ein weiterer
assoziierter Locus identifiziert werden (Steinberg et al., 2011).

NRGN nimmt dber Calmodulin Einfluss auf durch Calcium vermittelte intrazerebrale
Signalwege (Baudier et al., 1991). Die NRGN-Aktivitat wird wiederum durch die Glutamat
induzierte Stimulation des NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptors beeinflusst (Stefansson et
al., 2009). Diese NMDA-Rezeptoren scheinen in der Pathophysiologie der Schizophrenie eine
wichtige Rolle zu spielen (Stefansson et al., 2009).

Die Besetzung der Synapsen mit NMDA-Rezeptoren wird durch GRM3 (ber Aktivierung der
calciumabhdngigen Proteinkinase C (PKC) im Préfrontalkortex modifiziert (Tyszkiewicz et al.,
2004). Auf diese Weise bewirkt GRM3 eine verbesserte Signaltberleitung.

GRM3 konnte mittels GWAS als Risikogen identifiziert werden (Tabelle 1).

Einfluss auf die Signaliberleitung nimmt auch ein weiteres Gen, TSNAREL, fir das ebenfalls
eine signifikante positive Assoziation mit der Schizophrenie festgestellt wurde (Ripke et al.,
2013; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). Es ist
anzunehmen, dass TSNAREL in den intrazelluldaren Transport von Proteinen und in die
Vesikelexozytose an Synapsen involviert ist (Sleiman et al., 2013). Diese Beobachtung stiitzt

die Annahme, dass der Schizophrenie eine beeintréchtigte Signaluberleitung zu Grunde liegt.

Fiir verschiedene Untereinheiten (oic und B2) spannungsabhangiger Calciumkanéle konnte eine
signifikante positive Assoziation mit der Schizophrenie ermittelt werden (Tabelle 1).

Spannungsabhdngige L-Typ Calciumkanéle werden in weiten Bereichen des Gehirns exprimiert

5



1 Einleitung

und spielen eine wichtige Rolle fiir intrazerebrale Signalkaskaden und der Synapsenplastizitét,
sowie bei Gedachtnisprozessen (Moosmang et al., 2005).

So koénnte eine Calciumkanaldysfunktion durch eine Veranderung von Neuronenkreisen eine
Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie spielen (Bigos et al., 2010).

Ein Interaktionspartner der calciumassoziierten Risikogene ist miR-137. Fir einen Locus dieses
Gens konnte eine signifikante Assoziation mit der Schizophrenie ermittelt werden (Ripke et al.,
2011). miR-137 ist eine nicht codierende RNA, die die Zellexpression durch Modifikation der
mRNA reguliert (NCBI, 2015). Es ist davon auszugehen, dass miR-137 verschiedene
Signalwege beeinflusst, die fur die Schizophrenie entscheidend sind (Kwon et al., 2013; Ripke
et al., 2013), indem es in Reifung und Funktion der Neuronen eingreift (Smrt et al., 2010).
Diese Effekte werden durch die Interaktion mit anderen bereits identifizierten Risikogenen (z.B.
CACNALC, TCF4) vermittelt (Ripke et al., 2011; Kwon et al., 2013; Hill et al., 2014).

Es zeigte sich, dass mitochondriale Proteine eine Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie
spielen konnten (Prabakaran et al., 2004). Ein groRRer Teil dieser Proteine ist entscheidend fiir
die Funktion der Mitochondrien oder ist mit oxidativem Stress assoziiert.

IMMP2L ist ein mitochondriales Protein, das an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert
ist und dort als katalytische Untereinheit eines Peptidasekomplexes fungiert, der die fir das
Mitochondrium bestimmten Proteine aktiviert, indem er deren Zielbestimmungssequenz entfernt
(Burri et al., 2005). Die erste GWAS, die eine signifikante positive Assoziation dieses Gens
anhand des SNPs rs4730488 nachweisen konnte, wurde 2012 durchgefiihrt (Donnelly et al.,
2012). So konnte ein Genlocus, der das IMMP2L-Gen umfasst, als Risikolocus fir die
Schizophrenie identifiziert und eine signifikante positive Assoziation mit der Erkrankung
nachgewiesen werden (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium,
2014).

Fur ein weiteres mitochondriales Protein codiert APOPT1, das anhand des SNPs rs12887734
eine signifikante positive Assoziation mit Schizophrenie zeigte (Schizophrenia Working Group
of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). Die genaue Funktion dieses Proteins ist
unbekannt. Es wird vermutet, dass es eine Rolle in Apoptosevorgéngen spielt (Yasuda et al.,
2006).

Eine Assoziation von Apoptosevorgangen und deren Verdnderungen mit der Schizophrenie

konnte bereits mehrfach festgestellt werden (Glantz et al., 2006; Monsalve et al., 2013).

Die bisher gréRte GWAS wurde 2014 von der Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics Consortium 2014 durchgefiihrt. Es konnten 108 unabhdngige Loci identifiziert
werden, in welchen sich bereits bekannte Risikogene, wie MHC und TCF4, befinden.

Fur 83 dieser Loci war bisher keine signifikante Assoziation mit der Schizophrenie bekannt.

6
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1.1.3 Neurobiologie

Mittels bildgebender Untersuchungsmethoden konnten strukturelle und funktionelle
Hirnveranderungen bei Schizophreniepatienten festgestellt werden.

Eine der wichtigsten Beobachtungen sind Veranderungen der weifen Hirnsubstanz (Keshavan
et al., 2008). Diese Veranderungen scheinen mit Denkstoérungen und kognitiven Defiziten
einherzugehen (Kubicki et al., 2007; Pérez-Iglesias et al., 2010; Rimol et al., 2010; Seitz et al.,
2016).

Es konnte bei schizophrenen Patienten im Vergleich zu den Kontrollprobanden eine signifikante
Verringerung des weillen Hirnvolumens festgestellt werden, darunter auch der Hippocampus
und die parahippocampale Region (Fallon et al., 2003; Rimol et al., 2010).

Mittels DTI (Diffusion Tensor Imaging) konnten Interaktionsstérungen fiir Projektionen
zwischen Temporal- und Frontallappen, sowie Hippocampus und Thalamus nachgewiesen
werden (Kubicki et al., 2007). Sie betreffen den Fasciculus uncinatus, den Fasciculus arcuatus,
das Corpus callosum und das Cingulum (Kubicki et al., 2007; Seitz et al., 2016).

Neben der Verringerung der weien Hirnsubstanz konnte auch eine Verringerung der grauen
Substanz beobachtet werden.

So zeigte eine MRI (Magnetic Resonance Imaging)-Untersuchung, dass mit der Schizophrenie
eine signifikant verringerte Kortexdicke in vielen Hirnregionen, wie dem medialen und lateralen
Frontallappen, dem Temporallappen, und in geringerem Ausmall auch mit Regionen im
Okzipital- und Parietallappen, assoziiert ist (Rimol et al., 2010).

Einige dieser bei Schizophreniepatienten festgestellten Verénderungen der Hirnsubstanz
scheinen nicht spezifisch fir die Schizophrenie, sondern auch mit anderen schweren
psychiatrischen Erkrankungen assoziiert zu sein (Rimol et al., 2010; Li et al., 2012). Diese
Hirnverdnderungen konnten einen unspezifischen Risikofaktor fir solche Erkrankungen
darstellen (Keshavan et al., 2008; Rimol et al., 2010) oder durch mit der Erkrankung assoziierte

genetische Varianten hervorgerufen werden.

Bedeutsamer als die Verdnderungen des Hirnvolumens im Hippocampus scheint eine
verénderte, zumeist verminderte, Synapsenanzahl zu sein (Fallon et al., 2003).

Die dysfunktionale Plastizitdt, unter anderem durch eine verringerte Expression von
Synapsenproteinen verursacht, ist je nach Hirnregion unterschiedlich stark ausgepragt.
Insbesondere scheint aber der mediale Temporallappen betroffen zu sein (Fallon et al., 2003).
Moglicherweise  kénnte eine  bei  Schizophreniepatienten  beobachtete  verdnderte
Apoptosefunktion die Synapsenplastizitdt und -konnektivitat beeinflussen und zu Defiziten in

der Signalibertragung fiihren (Glantz et al., 2006). In Zusammenschau mit den Verénderungen
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der weillen Hirnsubstanz konnte die Schizophrenie daher als Deafferenzierungs- bzw.
Diskonnektionssyndrom bezeichnet werden (Friston und Frith, 1995; Fallon et al., 2003).

Die fehlerhafte Signallibertragung konnte zudem durch verschiedene Verdnderungen im
Transmitterhaushalt schizophrener Patienten verursacht werden.

Zum einen ist das glutamaterge System betroffen (Harrison und Weinberger, 2005). Es konnten
sowohl eine verringerte Glutamatausschittung, besonders bei alteren Patienten (Marsman et al.,
2013), und damit eine reduzierte Aktivierung des NMDA-Rezeptors, als auch eine verringerte
Expression einer glutamatabhéngigen Untereinheit des NMDA-Rezeptors, vor allem im
Hippocampus und im Préfrontalkortex, beobachtet werden (Harrison et al., 2003). Allerdings ist
unklar, in wie weit sich diese Prozesse gegenseitig bedingen (Marsman et al., 2013).

Es ist davon auszugehen, dass Glutamat eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der
Schizophrenie spielt, da es durch Beeinflussung des NMDA-Rezeptors mit weiteren
Signalwegen, wie den calciumabh&ngigen Signalwegen und NRGN in Verbindung steht
(Harrison und Weinberger, 2005).

Zum anderen scheint auch das GABAerge (y-Aminobuttersdure) System eine wichtige
Bedeutung zu haben, da es mit dem glutamatergen System interagiert und wiederum durch
dieses beeinflusst wird (Marsman et al., 2013). So kdnnten verschiedene Mechanismen zu einer
verringerten Aktivitdt von GABAergen Synapsen fulhren (Lewis et al., 2005) und durch diese
Disinhibition exzitatorischer Neuronenkreise mdglicherweise neuronale Schéadigungen zur
Folge haben (Olney et al., 1999).

Zudem interagiert auch Dopamin mit den zuvor beschriebenen Transmittersystemen
(Weinberger, 1987; Olney et al., 1999; Harrison und Weinberger, 2005).

Eine Interaktion mit dem dopaminergen System konnte auch fir das Serotoninsystem
nachgewiesen werden. Auf eine Beteiligung des Serotoninsystems weisen Studien hin, in denen
durch den Einsatz psychomimetischer Medikamente schizophrenieforme Symptome
hervorgerufen wurden, die sich moglicherweise auf Verdnderungen des Transmitterhaushalts
und der Rezeptorendichte zuruckfiihren lassen (Fallon et al., 2003).

Die Schizophrenie konnte also auch durch eine Dysfunktion verschiedener Neuronenkreise,
basierend auf einer Fehlregulation glutamaterger, GABAerger, dopaminerger und

serotoninerger Synapsen, verursacht werden (Fallon et al., 2003).

1.2 Endoph&notypen

Da sich psychiatrische Krankheiten hdufig als heterogenes Bild verschiedener Symptome
prasentieren, entwickelten Gottesman und Gould als Hilfskonstrukt das Konzept der
Endophénotypen (Gottesman und Gould, 2003). Mdoglicherweise lassen sich mit Hilfe dieses

Konzepts neue Einblicke in die Pathogenese der Schizophrenie erhalten.
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Da mehrere Gene Uber unterschiedliche Mechanismen Einfluss auf einen Phénotyp nehmen
kénnen, stellen Endophédnotypen Knotenpunkte verschiedener (patho)physiologischer
Signalwege auf dem Weg vom Gen zum offensichtlichen Phanotyp dar (Keshavan et al., 2008).
Diese Endophanotypen scheinen naher mit der Erkrankung assoziiert zu sein als der klinische
Phanotyp. Zudem geht man davon aus, dass die Anzahl der Gene, die notwendig ist, um
Veranderungen der Endophanotypen zu erreichen, geringer ist, als die, die zu der

entsprechenden psychiatrischen Erkrankung fihrt (Rujescu, 2007).

Ein solcher Marker hat verschiedene Kriterien zu erfiillen. In erster Linie muss er mit der
Erkrankung assoziiert sein. Zudem muss er durchgehend, sowohl in Krankheitsperioden, als
auch in Remissionsphasen bestehen. Er muss erblich sein und in betroffenen Familien
zusammen mit der Erkrankung vererbt werden. Bei gesunden Familienmitgliedern einer
betroffenen Familie muss er h&ufiger nachzuweisen sein als in der Allgemeinbevolkerung
(Gottesman und Gould, 2003).

Maogliche Endophanotypen fur die Schizophrenie sind die sensomotorische Geschicklichkeit
(sensorimotor dexterity), Abstraktionsvermégen und Flexibilitdt (abstraction and mental
flexibility), das Gedachtnis fur Gesichter (face memory) und Emotionen (emotion recognition),
sowie verbale Informationen (verbal memory) (Light et al., 2012; Greenwood et al., 2013).
Mittels einer Kopplungsstudie lieR sich eine Assoziation zwischen der sensomotorischen
Geschicklichkeit und der Chromosomenregion 2932, in der auch ZNF804A lokalisiert ist,
ermitteln (Greenwood et al., 2013). Das verbale Gedachtnis war mit der Chromosomenregion
8024, in der auch TSNAREL1 lokalisiert ist, assoziiert (Greenwood et al., 2013).

1.3 Gedachtnis

,Gedachtnis® ist der physiologische Prozess des Aufnehmens, Abspeicherns und Abrufens
personlicher Erfahrungen (Shi, 2012) (p.384, eigene Ubersetzung).
Psychiatrische und neurologische Erkrankungen gehen haufig mit Stérungen in diesem Prozess

einher. Meistens ist dabei das deklarative Geddchtnis betroffen (Helmstaedter et al., 2001).

Um die komplexen Verarbeitungsprozesse von neuen Informationen im Gehirn und deren
UberfUhrung in das Gedéachtnis zu verstehen, wurden Gedachtnismodelle entwickelt, die dieses
komplizierte Wechselspiel zwischen verschiedenen Hirnregionen veranschaulichen sollen.
Allerdings ist dabei zu beachten, dass viele Fragen, besonders auf molekularer Ebene, noch

nicht geklart werden konnten.
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1.3.1 Aufbau des Gedachtnisses

Atkinson und Shiffrin fuhrten die Differenzierung des Gedachtnisses in das Kurz- und
Langzeitgedachtnis ein.

Diesem Modell liegt die Annahme zu Grunde, dass Informationen zuerst zeitlich begrenzt im
Kurzzeitgedachtnis gespeichert werden, bevor sie (ber Konsolidierungsprozesse in das
Langzeitgedachtnis tberfuhrt werden (Atkinson und Shiffrin, 1968).

Neben der begrenzten Speicherdauer des Kurzzeitgedachtnisses ist auch der Umfang der
gespeicherten Informationen begrenzt. So koénnen 7+/-2 Items im Kurzzeitgedachtnis
abgespeichert werden (Miller, 1956).

Eine Komponente des Kurzzeitgedachtnisses stellt das Arbeitsgedédchtnis (working memory)
dar, das bereits erste Verarbeitungen der Informationen vornimmt (Baddeley und Hitch, 1974).
Die entscheidende Struktur ist der prafrontale Kortex.

Der prafrontale Kortex, insbesondere der linken Hemisphare, spielt auch fur das verbale
Arbeitsgedachtnis eine wichtige Rolle (Eriksson et al., 2015).

Das Langzeitgedachtnis lasst sich in das deklarative und das nondeklarative (implizite)
Gedachtnis einteilen (Squire, 1982).

Im deklarativen Gedachtnis wird das Wissen (ber Fakten und Ereignisse abgespeichert,
wahrend das nondeklarative Gedachtnis unbewusste Lernprozesse, sowie motorische

Fertigkeiten (prozedurales Gedachtnis) umfasst.

Nach Tulving besteht das deklarative Gedachtnis aus einem semantischen und einem
episodischen Teil. Das episodische Gedéchtnis beinhaltet Informationen ber persdnliche
Erlebnisse, wahrend das semantische Faktenwissen speichert (Tulving et al., 1972).

Die gesamten Gedé&chtnisinhalte des deklarativen Geddchtnisses kdnnen bewusst abgerufen
werden (Eichenbaum, 2001).

Semantisches und episodisches Geddchtnis sind eng miteinander verknilpft, weil die
Erfahrungen, die in das episodische Gedachtnis aufgenommen werden, nicht zwangslaufig als
konkretes Ereignis abgerufen werden, sondern sich in den Pool von Faktenwissen des
semantischen Geddchtnisses einfligen (Eichenbaum, 2001).

Als wichtigste Hirnregionen fir ein funktionierendes deklaratives Gedachtnis werden intakte
temporale Strukturen (Helmstaedter et al., 2001), insbesondere der Hippocampus, beschrieben
(Eichenbaum, 2001). Der Hippocampus stellt einen zentralen Knotenpunkt dar, da er die
Relevanz jeder eingesendeten Information bewertet (Shi, 2012).

Eine weitere wichtige Struktur fiir das episodische Gedachtnis ist der Frontallappen, da intakte
prafrontale Strukturen eine wichtige Rolle fir den Abruf episodischer Informationen aus dem

Langzeitgedachtnis spielen (Fletcher et al., 1998).
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1.3.2 Gedéachtnis- und Lernprozesse

Nimmt ein Proband einen neuen Reiz wahr, der in das Geddchtnis Uberfiihrt werden soll,
werden verschiedene Prozesse aktiviert, die auf das Abspeichern und den bewussten Abruf
dieser Information ausgerichtet sind.

Neue Informationen, die Uber die Sinnesorgane aufgenommen werden, werden in die
entsprechenden Regionen des sensorischen Kortex projiziert (Aumduller et al., 2010). Dort wird
die Information, abh&ngig von der Aufmerksamkeit des Probanden, wahrgenommen und
encodiert (Shi, 2012).

Verbale Informationen werden in der Regel von der linken Hemisphére verarbeitet
(Helmstaedter et al., 2001). Sie erreichen Uber die Hoérbahn den priméren und sekundéren
auditorischen Kortex im Temporallappen. Im dort lokalisierten Wernicke-Sprachzentrum wird
Sprache als solche erkannt und registriert (Aumadller et al., 2010). Dieser Umwandlungsvorgang
der aufgenommenen Informationen, Encodierung, ermdglicht eine verbesserte Speicherung. Das
Abspeichern und der spatere Abruf der Information sind also direkt abhédngig von den
Encodierungsfahigkeiten des Probanden (Shi, 2012).

Nach der Encodierung wird die neue Information in das Kurzeitgedachtnis weitergeleitet und
dort fir 20-30 Sekunden gespeichert. Durch Wiederholungen kann diese Zeitspanne erweitert
werden. Die gespeicherten Items werden zu sogenannten Chunks zusammengefasst, was das
Abspeichern erleichtert, durch Interferenzen aber auch Verwechselungen begunstigt (Shi,
2012).

Durch Konsolidierung werden die im Kurzzeitgedachtnis zwischengespeicherten Informationen
in das Langzeitgedachtnis Gberfuhrt. Entscheidende Voraussetzung dafiir ist der wiederholte
Abruf der Informationen. Dadurch werden Veranderungen an den beteiligten Neuronen initiiert,
sodass sowohl Dendritenanzahl und -lange steigen, als auch die Synapsen durch Verringerung
des synaptischen Spalts effektiver arbeiten.

Durch einen erhohten Calciumeinstrom wird die Offnungswahrscheinlichkeit der Rezeptoren
modifiziert und/oder mehr Transmitter freigesetzt, sodass die Uberleitung intensiviert wird.
Dieser Calciumeinstrom kann durch die Aktivierung des NMDA-Rezeptors durch Glutamat
bewirkt werden (Aumdiller et al., 2010; Kandel und Siegelbaum, 2012; Shi, 2012).

Diese Verénderungen werden Langzeit-Potenzierung (long-term potentiation; LTP) genannt, die
als Grundlage der Gedé&chtniskonsolidierung verstanden werden (Kandel und Siegelbaum,
2012).

11
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Das Abrufen der gespeicherten Informationen geschieht entweder durch Wiedererkennen oder
durch freien Abruf. Der freie Abruf basiert auf Assoziationen, da die Informationen als Chunks
gebundelt abgespeichert und entsprechend zusammen abgerufen werden. Allerdings kdnnen
dadurch Interferenzfehler entstehen. Ebenso nehmen die mentale Verfassung, sowie Interessen
des Probanden Einfluss auf die Abrufleistung (Shi, 2012).

1.4 Gedachtnis und Schizophrenie

Die Schizophrenie ist hdufig mit Gedéchtnisstérungen, besonders auf der Ebene des verbalen
deklarativen Gedéachtnisses verbunden (Heinrichs und Zakzanis, 1998; Aleman et al., 1999;
Light et al., 2012). So konnte eine signifikante Assoziation zwischen der Schizophrenie und
einer verringerten verbalen Gedéchtnisleistung nachgewiesen werden (Aleman et al., 1999;
Rushe et al., 1999; Jablensky et al., 2011; Manglam und Das, 2013).

Die beobachteten Gedachtnisstérungen scheinen in erster Linie auf einer Lernstérung begriindet
zu sein (Cirillo und Seidman, 2003).

Eine signifikante Beeintrachtigung der Lernleistung (Lernkurve) bei Schizophreniepatienten
konnte mittels einer Metaanalyse (Aleman et al., 1999), sowie mittels einer Fall-Kontroll-Studie
(Manglam und Das, 2013) nachgewiesen werden.

Beeintrachtigungen der Lernféhigkeit und des episodischen Gedéchtnisses lassen sich auf
Verénderungen im medialen Temporallappen zuruckfiihren (Rushe et al., 1999), wie sie bei
Schizophreniepatienten bereits mehrfach beobachtet werden konnten (Fallon et al., 2003; Rimol
etal., 2010).

Durch Analyse der Lernkurve lasst sich die Encodierungsféhigkeit des Probanden (berpriifen
(Aleman et al., 1999). Aufgrund der hier beobachteten Auffélligkeiten l&sst sich darauf
schlieen, dass die Encodierungsprozesse bei Schizophreniepatienten gestort sind. Neben
Aleman und Kollegen machten auch Cirillo und Seidman in ihrem Review fehlerhafte
Encodierungsprozesse fur die Gedéchtnisdefizite bei Schizophreniepatienten verantwortlich
(Aleman et al., 1999; Cirillo und Seidman, 2003). Allerdings muss beachtet werden, dass die
Lernkurve nur einen Teil der Encodierungsprozesse widerspiegelt (Aleman et al., 1999).
Encodierungsdefiziten liegt eine fehlerhafte Verarbeitung aufgenommener Informationen im
Kurzzeitgedéchtnis zu Grunde, die schliellich zu einer mangelhaften Abspeicherung der
Informationen fihrt, obwohl die Konsolidierungsprozesse an sich intakt sind (Helmstaedter et
al., 2001).

Die Encodierungsfahigkeit kann neben der Lernleistung auch anhand der Analyse von

Abrufleistungen uberprift werden (Hurlemann et al., 2008).
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Bei Schizophreniepatienten ist der freie Abruf, im Vergleich zum unterstitzten Abruf,
besonders stark eingeschrankt (Aleman et al., 1999). Dieser Parameter gibt Aufschluss Uber
frontotemporale Verschaltungen und gilt als der sensitivste zur Ermittlung einer verbalen
Gedachtnisstérung, hangt jedoch wiederum stark von der Lernleistung des Probanden ab
(Helmstaedter et al., 2001).

Eine wichtige Rolle in der Encodierung spielt zudem der anteriore cinguldre Kortex, flr den
bereits mehrfach ein Zusammenhang mit der Schizophrenie beobachtet werden konnte (Krug et
al., 2013). Diese Beobachtung legt eine Verknlpfung zwischen auf Encodierungsstérungen
basierenden Gedachtnisdefiziten und der Schizophrenie nahe.

Bei Patienten in der spaten Prodromalphase konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen
schlechteren Leistungen im freien Abruf verbaler Informationen und vermindertem
rechtsseitigen Hippocampusvolumen festgestellt werden (Hurlemann et al., 2008).

Histologie- und MRI-Untersuchungen zeigten, dass zwischen Zelldichte des linken
Hippocampus und Gedé&chtnisleistungen eine Korrelation besteht. Je geringer die Zelldichte ist,
desto schlechter sind die Abrufleistungen (Helmstaedter und Oertzen, 1999, zit. n. Helmstaedter
etal., 2001; Zentner et al., 1999).

Mit Hilfe von fMRI (functional Magnetic Resonance Imaging)-Untersuchungen konnte bei
Patienten mit Erstmanifestation einer schizophreniformen Stérung eine veranderte
Hippocampusaktivitat wahrend Encodierungsprozessen ermittelt werden (Achim et al., 2007).
Eine erhohte Aktivitat lieR sich bei der Encodierung willkirlicher Bildpaare feststellen,
wahrend bei Encodierungsprozessen assoziativer und geddchtnisrelevanter Informationen keine
Besonderheiten beobachtet wurden.

Die Verdnderungen der Hippocampusaktivitdt kénnen die Unféhigkeit der Patienten neue
Assoziationen zwischen semantisch unabhéngigen Informationen zu bilden zur Folge haben und
als Ursache fir die kognitiven Defizite, die mit psychotischen Erkrankungen, wie der
Schizophrenie einhergehen, angenommen werden (Achim et al., 2007).

Eine weitere Studie entspricht den oben dargestellten Beobachtungen (Pirnia et al., 2015). So
konnte neben einer Aktivitatserhohung des Hippocampus, auch eine erhéhte Aktivitat temporo-
okzipitaler ~ und  parietaler  Hirnregionen  bei  Schizophreniepatienten  wéhrend
Encodierungsprozessen festgestellt werden (Pirnia et al., 2015).

Eine PET-MRI (Positron Emission Tomography-Magnetic Resonance Imaging)-Studie zeigte,
dass bei Schizophreniepatienten wahrend des freien Abrufs zuvor gelernter Worter statt der
Aktivierung eines komplexen Netzwerkes zwischen Frontal- und Temporallappen eine
tibermélige Aktivierung des Préfrontalkortex stattfand. Der Hippocampus hingegen blieb

unerregt. Stattdessen wies dieser eine durchgéangig erhohte Aktivitdt auf, die mit der
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physiologischen Rekrutierung wahrend des Informationsabrufs interferieren kénnte (Heckers et
al., 1998).

Die erhohte Aktivierung prafrontaler Strukturen kénnte den Versuch darstellen, die fehlende
Rekrutierung des Hippocampus zu kompensieren (Heckers et al., 1998).

Zudem konnte die zu Gunsten des prafrontalen Kortex verschobene Aktivierung auf eine
ineffiziente Antwort des Frontalkortex hinweisen (Keshavan et al., 2008).

Mittels einer Metaanalyse wurde die Aktivierung der Hirnregionen schizophrener Patienten und
gesunder Kontrollen wéhrend der Bearbeitung einer Aufgabe, durch die das episodische
Gedéachtnis berprift wird, untersucht (Achim und Lepage, 2005). Die Autoren stellten bei
Patienten, im Vergleich zur Kontrollgruppe, neben einer verringerten Aktivierung des
Hippocampus wéhrend der Encodierung auch eine verringerte Aktivierung im Préafrontalkortex
fest.

Die widerspriichlichen Beobachtungen (Achim und Lepage, 2005; Achim et al., 2007) kénnten
auf Durchfuhrungsunterschiede in den verschiedenen Tests zuriickzufiihren sein (Keshavan et
al., 2008).

Die beobachteten Verdnderungen in Aktivierung und Interaktion verschiedener Hirnregionen
kénnten in Verbindung mit den strukturellen Auffélligkeiten und der genetisch bedingten
Vulnerabilitat stehen (Keshavan et al., 2008).

So konnte fur die verringerte Aktivierung des Préfrontalkortex ein Zusammenhang mit
genetischen Faktoren, wie genetischen Varianten von COMT (Catechol-O-Methyltransferase)
und GRM3, ermittelt werden (Keshavan et al., 2008).

Bei Schizophreniepatienten sind auch die Wiedererkennensleistungen gelernter Worter
signifikant verringert. Allerdings ist diese Beeintrachtigung im Vergleich zum freien Abruf
weniger stark ausgepragt (Aleman et al., 1999). Diese Beobachtung kdnnte hinweisend auf ein
Abrufdefizit, einhergehend mit einer ungentigenden Konsolidierung, sein (Aleman et al., 1999).
Andererseits ~ konnte  auch  eine  Abrufstorung  ohne  Beeintrdchtigung  der
Konsolidierungsprozesse urséchlich sein, da durch Hinweisreize und den Einsatz von
Wiedererkennenslisten eine Verbesserung der Abrufleistungen erreicht werden konnte
(Helmstaedter et al., 2001).

In einer weiteren Studie konnten hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Wiedererkennensleistungen von Schizophreniepatienten und Kontrollprobanden ermittelt
werden (Rushe et al., 1999). Auch die verbale Gedéchtnisspanne war nicht beeintrachtigt. Da
die Geddchtnisspanne als Indikator fiir die auditive Aufmerksamkeit gilt, lasst sich darauf
schliel’en, dass die auditive Aufmerksamkeit bei Schizophreniepatienten intakt ist (Rushe et al.,
1999) und die kognitiven Defizite der Patienten nicht durch eine reduzierte Aufmerksamkeit zu
erklaren sind. Diese Annahme stitzen Aleman und Kollegen mit ihrer Metaanalyse, sowie

Cirillo und Seidman mit ihrem Review (Aleman et al., 1999; Cirillo und Seidman, 2003).
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Defizite im Bereich des verbalen und nicht-verbalen Langzeitgedachtnisses konnten zwar fiir
die Patienten im Vergleich zu den Kontrollen ermittelt werden (Rushe et al., 1999), es gelang
jedoch kein Nachweis eines signifikanten Unterschiedes zwischen verbalen und nicht-verbalen
Testleistungen (Aleman et al., 1999; Rushe et al., 1999).

Dies lasst den Schluss eines unspezifischen Gedachtnisdefizites bei Schizophreniepatienten zu
(Aleman et al., 1999; Rushe et al., 1999).
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2  Zielstellung

Es wurde bereits mehrfach nachgewiesen, dass mit der Schizophrenie geh&uft genetische
Auffélligkeiten einhergehen. Anhand einer Reihe von GWAS konnten Suszeptibilitdtsgene
identifiziert werden, die eine Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie zu spielen scheinen.
Die Schizophrenie geht zudem haufig mit kognitiven Funktionseinschrankungen, wie Stérungen
im Gedachtnis, einher.

In dieser Studie sollen zunéchst 37 SNPs auf ihre Assoziation mit Schizophrenie untersucht
werden. Da ein Teil unserer Probanden ebenfalls an der GWAS des Psychiatric Genomics
Consortium (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014)
teilgenommen hat, handelt es sich hierbei nicht um génzlich voneinander unabhangige Daten.
Weiterhin soll die Assoziation zwischen diesen 37 SNPs und der verbalen Gedachtnisleistung,
ermittelt durch den Verbalen Lern- und Merkfahigkeitstest (VLMT), Uberpruft werden.

Es konnten bereits Gene identifiziert werden, die sowohl mit der Schizophrenie, als auch mit
Gedachtnisleistungen assoziiert sind (Jablensky et al., 2011), und so auf eine gemeinsame
genetische Basis hindeuten.

Ziel der Studie ist es genetische Varianten der Schizophrenie in Hinblick auf eine Assoziation

mit verbalen Gedachtnisleistungen zu untersuchen.
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3 Material und Methodik

3.1 Studienteilnehmer

Die Stichprobe der Fall-Kontroll-Studie setzte sich aus 2744 Kontrollen, bestehend aus zufallig
ausgewahlten gesunden Personen, und 950 schizophrenen Patienten zusammen (Tabelle 2).

Die Patientengruppe bestand aus an Schizophrenie erkrankten Personen, deren Diagnose mit
Hilfe des Strukturierten Klinischen Interviews gemal DSM 1V fir Achse | und Il (SKID | und
SKID II) (Wittchen et al., 1997) gesichert wurde.

Mittels SKID | kdnnen auf Achse | definierte psychische Stérungen sowohl im Langs-, als auch
im Querschnitt erfasst werden. Zudem werden zusatzliche Angaben ber Beginn und Verlauf
der Storung codiert. Durch Screeningfragen folgenden Sprungkriterien wird sichergestellt, dass
der Untersucher méglichst nur die relevanten Stérungen detailliert erfragt.

SKID 11 dient zur Diagnostik von auf Achse Il definierten Personlichkeitsstérungen.

Vor Beginn der Studie wurde die Zustimmung der Ethikkommission (Projekt-Nr. 275-06;
09.07.2008) eingeholt und die Teilnehmer (ber die Zielsetzung der Studie aufgeklart. Alle

erhobenen Daten wurden anonymisiert verwendet.

3.1.1 Zusammensetzung der Studienteilnehmer

Die Gesamtstichprobe bestand aus insgesamt 3694 Studienteilnehmern. Die Verteilung von
Geschlecht und Alter zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2 Zusammensetzung der Studienteilnehmer der Gesamtstichprobe

Geschlecht n (%) Alter in Jahren Gesamt n (%)
mannlich weiblich M (SD)
Kontrollen 1296 (47,2) 1448 (52,8) 48,96 (16,3) 2744 (74,3)
Patienten 604 (63,6) 346 (36,4) 37,62 (11,7) 950 (25,7)
Gesamt 1900 (51,4) 1794 (48,6) 46,05 (16,0) 3694 (100,0)

n= Anzahl; M= Mittelwert;, SD= Standardabweichung

Mittels Kruskal-Wallis Test wurde Uberprift, ob sich die Kontroll- und Patientengruppe
hinsichtlich ihres Alters unterscheiden. Zur Uberpriifung der Variablen Geschlecht und Bildung
wurde der exakte Fisher-Test durchgefiihrt.

Kontroll- und Patientengruppe unterscheiden sich hinsichtlich Geschlecht

(p=2,601*108; OR=0,513 (CI=0,439;0,598)) und Alter (y>=331,703; df=1;

p=4,092*10""%) signifikant voneinander. Im Vergleich zur Kontrollgruppe sind mehr mannliche

Probanden in der Patientengruppe und die Patienten deutlich jinger.
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Der Beginn der Schizophrenie manifestierte sich im Mittel mit M=23,6 Jahren (SD=8,57). Die
Hospitalisierungsdauer der Patienten betrug etwa M=12,9 Monate (SD=16,17). Die bisherige
Anzahl der Hospitalisationen wurde mit M=5,7 (SD=6,14) angegeben.

Es wurde der Schulabschluss der Probanden erfragt und eine Einteilung in niedrig (kein
Abschluss oder Hauptschulabschluss), mittel (Real- oder Mittelschulabschluss) und hoch
(Fachabitur oder Abitur) vorgenommen. Die Verteilung des Bildungsgrades der Probanden zeigt
Tabelle 3.

Tabelle 3 Verteilung des Bildungsgrades der Gesamtstichprobe

Bildungsgrad n (%) Gesamt n (%)
niedrig mittel hoch

Kontrollen 600  (21,9) 829  (30,2) 1315  (47,9) 2744  (59,7)
Patienten 399  (42,0) 242 (25)5) 309 (32,5) 950  (40,3)
Gesamt 999 (27,00 1071 (29,00 1624  (44,0) 3694  (100,0)

n= Anzahl

Auch in der Verteilung des Bildungsgrades zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
Kontroll- und Patientengruppe (p=1,168*103!). Der Anteil der Probanden mit niedrigem
Bildungsgrad war in der Patientengruppe gréRer als in der Kontrollgruppe.

An der Endophanotypenstudie (Uberpriifung der Gedéchtnisleistung) nahmen insgesamt 889
Probanden teil, darunter 531 Kontrollen und 358 Patienten. Die Teilnehmer an der
Endophénotypenstudie rekrutieren sich aus der Gesamtstichprobe. Die Verteilung von
Geschlecht und Alter zeigt Tabelle 4.

Tabelle 4 Zusammensetzung der Studienteilnehmer der Endophanotypenstudie

Geschlecht n (%) Alter in Jahren  Gesamt n (%)
mannlich weiblich M (SD)
Kontrollen 260 (49,0) 271 (51,0) 50,59 (13,7) 531 (59,7)
Patienten 215 (60,1) 143 (39,9) 38,58 (10,9) 358 (40,3)
Gesamt 475 (53,4) 414 (46,6) 45,75 (14,0) 889 (100,0)

n= Anzahl; M= Mittelwert; SD= Standardabweichung

Kontroll- und Patientengruppe der Endophé&notypenstichprobe unterscheiden sich hinsichtlich
Geschlecht (p=0,001; OR=0,638 (C1=0,482;0,845)) und Alter (x>=158,212; df=1;
p=2,782*10"%) signifikant voneinander. Im Vergleich zur Kontrollgruppe sind mehr ménnliche

Probanden in der Patientengruppe und die Patienten deutlich jlnger.
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Der Beginn der Erkrankung manifestierte sich im Mittel mit M=23,2 Jahren (SD=7,56). Die
Hospitalisierungsdauer betrug etwa M=12,1 Jahre (SD=11,73). Die bisherige Anzahl der
Hospitalisationen wurde mit M=5,3 (SD=4,78) angegeben.

Die Verteilung des Bildungsgrades unter den Probanden der Endophénotypenstudie zeigt
Tabelle 5.

Tabelle 5 Verteilung des Bildungsgrades der Endophénotypenstudie

Bildungsgrad n (%) Gesamt n (%)
niedrig mittel hoch
Kontrollen 100 (18,8) 196 (36,9) 235 (44,3) 531 (59,7)
Patienten 125 (34,9) 97 (27,1) 136 (38,0) 358 (40,3)
Gesamt 225 (25,3) 293 (33,0) 371 (41,7) 889 (100,0)

n= Anzahl

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Patientengruppe
(p=3,596*10""). Der Anteil der Probanden mit niedrigem Bildungsgrad war in der

Patientengruppe groRer als in der Kontrollgruppe.

3.1.2 Rekrutierung der Kontrollen

Eine Vorauswahl potenzieller Studienteilnehmer erfolgte mit Hilfe des Einwohnermeldeamts
Minchen nach dem Zufallsprinzip. Mdgliche Probanden wurden durch ein Einladungsschreiben
uber die Studie aufgeklart, bei Interesse folgte ein Telefonscreening zur Uberpriifung der
Studieneignung. Voraussetzung waren eine deutsche Abstammung bis zu den GroReltern und
eine negative Eigen- und Familienanamnese in Hinblick auf psychiatrische, neurologische

sowie hirnorganische Erkrankungen. Zudem wurde eine Medikamentenanamnese erhoben.

Bei Studieneignung wurden die Kontrollprobanden zu einem individuellen Termin eingeladen,
um mittels SKID 1 und Il die gesamte Psychopathologie zu erfassen und eine umfangreiche
neuropsychologische Testbatterie zu durchlaufen.

Mit Hilfe zweier ausfuhrlicher Anamnesebdgen wurde die gesamte Kranken- und
Lebensgeschichte der Probanden erfasst. Zudem wurden biografische Informationen wie
Auffélligkeiten bei Schwangerschaft und Geburt, sowie Angaben zur Schul- und
Berufslaufbahn und zur Lebenszufriedenheit erhoben. Die psychiatrische und somatische
Krankengeschichte der Verwandten bis zur dritten Generation wurde mittels Family History
Assessment Module (FHAM) (Rice et al., 1995) Uberpriift.
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Eine Kklinische Untersuchung diente dem Ausschluss somatischer und neurologischer

Erkrankungen. Es folgte eine Blutentnahme.

3.1.3 Rekrutierung der Patienten

Ehemalige stationére Patienten der psychiatrischen Kliniken aus dem Grofiraum Miinchen mit
der Diagnose Schizophrenie wurden telefonisch kontaktiert und bei Interesse in die Studie
eingeschlossen. Es folgten eine klinische Untersuchung und eine ausfihrliche somatische und
psychiatrische Krankheitsanamnese zum Ausschluss von organisch bedingten und
substanzinduzierten Stérungen. Mit Hilfe des SKID I und Il wurden sowohl die Diagnose
Schizophrenie gesichert, als auch andere psychotische Erkrankungen, sowie affektive Stérungen
mit psychotischen Symptomen ausgeschlossen. Die Patienten unterzogen sich einer
neuropsychologischen Testung.

Zudem wurden mittels einer biografischen Anamnese Informationen wie Auffélligkeiten bei
Schwangerschaft und Geburt sowie Angaben zur Schul- und Berufslaufbahn und zur

Lebenszufriedenheit erhoben. Es wurde eine Blutentnahme durchgefuhrt.

An der Universitatsklinik und Poliklinik fur Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg konnten alle stationdren Patienten, deren Diagnose
sich mittels SKID 1 oder Il sichern l&sst, in die Studie eingeschlossen werden. Es wurde eine
Blutentnahme durchgefiihrt und mit Hilfe eines ausfiihrlichen Anamnesebogens Informationen
Uber die Krankengeschichte der Patienten erhoben, sowie eine umfassende biografische
Anamnese durchgefihrt. Zusatzliche Informationen konnten aus den Krankenakten der
Patienten entnommen werden. Es folgte die Durchfiihrung von SKID | und Il zur Sicherung der

psychiatrischen Diagnose.

3.2 Neuropsychologische Testung

Die Probanden unterzogen sich im Rahmen einer neuropsychologischen Testbatterie dem
verbalen Lern- und Merkfahigkeitstest (VLMT) von Helmstaedter et al. (2001).

Der VLMT dient zur Uberprifung des verbalen deklarativen episodischen Gedachtnisses
(Helmstaedter et al., 2001). Es lassen sich Gedachtnisleistungen, die eine Uberfilhrung von
Informationen in den Arbeitsspeicher, sowie Leistungen, die eine Konsolidierung wvon
episodischen Informationen im Langzeitgedachtnis voraussetzen, durch das Vorlesen von
Wortlisten und das Reproduzieren dieser durch den Probanden tberpriifen.

Eine entscheidende Voraussetzung fur die erfolgreiche Absolvierung des VLMT stellt eine

uneingeschrankte auditive Aufmerksamkeit dar.
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3.2.1 Testaufbau

Der Test besteht aus einer Lern- und einer Interferenzliste mit je 15 semantisch unabhangigen
Wortern und einer Wiedererkennensliste, die 20 zusétzliche Worter enthélt. Zehn von ihnen
weisen eine semantische, weitere zehn eine phonetische Ahnlichkeit mit den Wortern der Lern-

und der Interferenzliste auf.

3.2.2 Testdurchfuhrung

In der Lernphase wird zuerst die Lernliste vom Testleiter vorgelesen. Dabei ist darauf zu achten,
dass jedes Wort die gleiche Betonung erfahrt und ein Rhythmus von zwei Sekunden bei der
Wortdarbietung eingehalten wird. Im Anschluss wird der Proband aufgefordert die Worter in
beliebiger Reihenfolge frei zu reproduzieren.

Dieser Ablauf wird funfmal hintereinander durchgefihrt.

Nach einmaliger Vorstellung der Interferenzliste auf dieselbe Art und Reproduktion dieser
durch den Probanden, wird dem Probanden ein erneuter Abruf der zuvor gelernten Lernliste
abverlangt und der Test scheinbar beendet.

Nach einer Verzogerung von ca. 30 Minuten wird ein weiteres Mal die Reproduktion der
Worter der Lernliste gefordert.

AbschlieBend werden dem Probanden die Worter der Wiedererkennensliste vorgelesen und

durch Ja/Nein Antworten berprft, ob der Proband die Worter der Lernliste wiedererkennt.

3.2.3 Testauswertung

Wihrend der Reproduktion wird die Anzahl der richtig benannten Worter protokolliert und
aufsummiert. Die Fehler werden in ,,Falsch Positive* (FP; Worter, die weder in der Lern- noch
in der Interferenzliste aufgelistet sind), ,,Perseverationen” (P; Wiederholungen von Wortern
innerhalb eines Durchganges) und ,.Interferenzen (In; Nennung von Wortern der aktuell nicht
relevanten Liste) aufgeschliisselt und protokolliert.

Zur Berechnung der drei Fehlerscores wird die Summe der falsch positiven Nennungen (ZFP)
bzw. der Perseverationen (XP) der ersten funf Durchgdnge, beziehungsweise der
Interferenzfehler (XIn) der Durchgénge sechs und sieben ermittelt. Falsch positive Nennungen
und Perseverationen in den Durchgingen sechs und sieben werden in der Auswertung nicht
beriicksichtigt.

Bei der Wiedererkennensleistung werden analog alle richtig erkannten Worter, sowie die

Summe der falsch positiven Nennungen (XFP) und Interferenzfehler (£In) protokolliert.
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Die Summe der richtig replizierten Worter der funf Lerndurchgénge (ZDgl-Dg5) gibt
Aufschluss Uber die Lernfahigkeit des Probanden und prift das Arbeitsgedachtnis.

Die Gesamtlernleistung als Indikator fur die Funktion des Arbeitsgeddchtnisses gibt Aufschluss
tiber kortikale Funktionsstérungen.

Die Differenz zwischen der Lernleistung aus dem fiinften Durchgang und den richtigen
Reproduktionen nach Interferenz (Dg5-Dg6; ,,Wortverlust nach Interferenz), sowie die
Differenz zwischen Lernleistung aus dem fiinften Durchgang und den richtigen Reproduktionen
nach zeitlicher Verzogerung (Dg5-Dg7; ,,Wortverlust nach zeitlicher Verzogerung®) iberprift
die Fahigkeit der Konsolidierung in das Langzeitgedachtnis.

Der Verlust nach zeitlicher Verzogerung gilt als wichtiger Indikator fur die Funktion der
Langzeitkonsolidierung und gibt Aufschluss tGber temporomesiale Funktionsstorungen.

Die freie Abrufleistung nach zeitlicher Verzogerung (Dg7) stellt den sensitivsten Indikator fur
eine verbale Gedéchtnisstorung dar (Helmstaedter et al., 2001).

Abbildung 1 gibt eine Ubersicht tiber Durchfilhrung und Auswertung des VLMT.

Lernliste Interferenzliste | Lernliste zeitliche Lernliste | Wiedererkennensliste
Dgl Dg2 Dg3 Dg4 Dg5 | Dg6 Verzdgerung Dg7 W
v v v v v v von 30 Min. v v
freier Abruf freier Abruf | freier Abruf freier Abruf | Ja/Nein Antworten
FP, P FP, P, In FP,P, In FP, P, In FP, In
\ J
L ) Y
Y
\ Y J Dg5-6 Dg5-7 W-F
¥Dgl-5 Konsolidierung ins Langzeitgedéchtnis korrigierte Wieder-
Avrbeitsgedédchtnis erkennensleistung

Abbildung 1 Ubersicht tiber Durchfiihrung und Auswertung des VLMT
Dg= Durchgang; FP= falsch Positive; P= Perseverationen, In= Interferenzen; I= Interferenz; W=
Wiedererkennen; F= Fehler

Mit Hilfe von altersadaptierten Normtabellen kdnnen die erhobenen Rohwerte in Prozentrange

umgewandelt werden.

3.2.4 Gutekriterien

Die Retestreliabilitat liegt fir den Testparameter ,,Verlust nach zeitlicher Verzogerung™ (Dg5-
Dg7) bei rtt=0,68 und fiir ,,Gesamtlernleistung® (XDg1-5) bei rtt=0,82.

Es werden MaRe des Kurz- und des Langzeitgedachtnisses erfasst, die eine Varianzaufklarung
von 77% aufweisen.

Die klinische Validitat ist eingeschrankt, da die Lern- und Abrufleistung nicht nur auf

linkstemporale Schadigungen zurlckzufuhren ist, sondern auch von frontalen Ld&sionen

22



3 Material und Methodik

beeinflusst werden kann. Besonders auf die Lernleistung kénnen zudem auch posteriore
Lasionen Einfluss nehmen (Helmstaedter et al., 2001).

Nur 35% der Varianz kénnen durch die temporalen Veranderungen erklért werden.

Die Leistung im VLMT, vor allem die Lernleistung, ist altersabhéngig. Zudem zeigen Frauen in
der Regel bessere Ergebnisse, die sich allerdings erst durch zu Grunde liegende
Ungleichverteilungen der Geschlechter in sehr groRen Stichproben als signifikant erweisen.
Lediglich die Lernleistung wird gering von der Intelligenz der Probanden beeinflusst, die
Notwendigkeit zur Korrektur ist aber nicht gegeben (Helmstaedter et al., 2001).

3.3 Genotypisierung

3.3.1 DNA-Extraktion

Die fur die Massenspektrometrie benétigte genomische DNA wurde geméall dem Protokoll des
Qiagen DNA Blood Maxi Kits (Qiagen, 2005) aus Leukozyten extrahiert.

Dazu wurde bei den Probanden eine vengse Vollblutentnahme (ca. 7ml) durchgefuhrt. Es
wurden EDTA-Monovetten (Sarstedt, Nimbrecht) genutzt, um die Blutgerinnung zu
unterbinden.

Um die Zellen zu lysieren und die DNA freizusetzen, wurden 500ul Qiagen Protease
zugegeben. Nach Zugabe von 12ml Lysepuffer AL folgte ein griindliches Durchmischen in
einer 50ml Zentrifugenrohre (Sarstedt, Niimbrecht) fir 1min auf einem Vortex Genie (Scientific
Industries, New York, USA) und eine Inkubation fir 30min in einem 70°C heilRen Wasserbad.
Dieser Puffer enthdlt Guanidiniumhydrochlorid, das die Denaturierung von DNA-
Bindeproteinen bewirkt und so die Freisetzung genomischer DNA erleichtert. Nach Zugabe von
10ml Ethanol (Carl Roth, Karlsruhe) zur Entfernung der Hydrathiille und 2minttigem Vortexen
wurde die DNA-Ldsung auf eine QlAamp Maxi Spin Column (Qiagen, Hilden) aufgebracht und
flr 3min bei 3000rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert, um die DNA an die Silikagelmembran
zu binden. Durch einen Waschschritt mit 5ml Puffer AW1 (Qiagen, Hilden) und 2minutiger
Zentrifugation bei 4000rpm bei Raumtemperatur wurde eine Entfernung von Verunreinigungen
der DNA durch Proteine oder RNA sichergestellt. Nach einerm weiteren Waschschritt mit 5ml
ethanolhaltigem, salzarmen Puffer AW2 (Qiagen, Hilden) und Zentrifugation fur 15min bei
4000rpm, erfolgte die Elution der gebundenen DNA von der Silikagelmembran in das Medium
durch das zweimalige Inkubieren der Sdule mit insgesamt 1,5ml TRIS-haltigem Puffer AE
(Qiagen, Hilden) fur je 5min bei Raumtemperatur und folgender Zentrifugation fur 2min bei
5000rpm.
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3.3.2 DNA-Konzentrationseinstellung

Die resultierenden DNA-L6sungen lagen in unterschiedlichen Konzentrationen vor, sodass eine
einheitliche Konzentrationseinstellung auf 50ng/pl vorgenommen werden musste. Die
notwendige Konzentrationsmessung wurde mit der PicoGreen Methode (Invitrogen, Karlsruhe)
durchgefuhrt. Bei diesem Verfahren wird ein Fluoreszenzfarbstoff selektiv an doppelstrangige
DNA gebunden und mit Licht der Wellenlange wvon 480nm angeregt. Durch die
Emissionsmessung von Licht der Wellenldnge von 520nm kann die proportional zur Intensitat
vorliegende Menge der DNA durch Abgleich mit einer Eichkurve bestimmt werden (Invitrogen,
2008).

Die folgende Tabelle (Tabelle 6) stellt die fur die DNA-Konzentrationseinstellung benétigten

Materialien dar.

Tabelle 6 Materialien fur die DNA-Konzentrationseinstellung

Material, Reagenz, Gerét Verwendungszweck Hersteller

96 well Flat Bottom Plate Vorlagenplatte fur Standard-  Greiner Bio-one,

Black und Proben DNA Frickenhausen

Human genomic DNA Standardverdunnungsreihe Clontech, Mountain View,

100ng/ul USA

Janus Automated Workstation ~ Durchfthrung aller Perkin Elmer Inc.,
Pipettierschritte Massachusetts, USA

Quant iT PicoGreen dsDNA  Fluoreszenzmessung der DNA  Invitrogen GmbH, Karlsruhe
reagent
Thermo Fast 96 well Plate Vorverdiinnung der Proben-  ABgene, Hamburg

DNA,

Standardverdiinnungsreihe

Victor 3 Multilabel Counter Fluoreszenzmessung der DNA Perkin Elmer Inc.,
1420 Massachusetts, USA

Mittels einer 1:2 Verdunnungsreihe eines 100ng/pl Human genomic DNA-Standards, bestehend
aus acht Punkten mit 100; 50; 25; 12,5; 6,75; 3,125; Ong/pl, wurde eine Eichkurve aus
bekannten DNA-Konzentrationen erstellt. Die Proben-DNA wurde mit autoklaviertem,
destilliertem Wasser 1:10 vorverdunnt und je 5ul der vorverdinnten DNA, sowie der DNA-
Standardverdiinnungsreihe in eine 96 well Flat Bottom Plate, in der bereits je well 50pl
autoklaviertes, destilliertes Wasser vorlag, einpipettiert. Nach 1:156 Verdinnung des Quant iT
PicoGreen dsDNA reagent unter Lichtschutz mit autoklaviertem, destilliertem Wasser wurden
145pl des Farbstoffes pro well hinzugegeben, sodass eine Endverdinnung des Quant iT
PicoGreen von 1:200 vorlag.

Alle Pipettierschritte erfolgten halbautomatisiert mittels Pipettierroboter. Durch den Greifarm

des Roboters wurde die Platte automatisch in den Victor 3 Multilabel Counter 1420 eingefuhrt.

24



3 Material und Methodik

Die Platte wurde im Messgerat fur 30s in horizontaler Ebene in Doppelellipsen geschittelt, um
eine homogene Durchmischung der Ldsungen zu erreichen.

Nach Anregung des PicoGreens mit Licht der Wellenldnge 485nm im Fluoreszenzmessgerat
erfolgte die Emissionsmessung bei 520nm. Die ermittelten Fluoreszenzwerte wurden an einen
Rechner Ubermittelt und die DNA-Konzentrationen der Proben durch einen Abgleich der
Fluoreszenzwerte mit denen der Standardkurve ermittelt und die Menge des benétigten Wassers
zur Konzentrationseinstellung auf 50ng/pl berechnet. Die Verdinnung erfolgte automatisch
durch den Pipettierroboter.

3.3.3 Auswahl der SNPs

Die Auswahl unserer 37 Polymorphismen basiert auf vorlaufigen Ergebnissen der Studie des
Psychiatric Genomics Consortium von 2014 (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics Consortium, 2014). Aus den 100 Top-SNPs wahlten wir eine Subgruppe aus.

Die endgliltigen Ergebnisse, basierend auf 36989 Féllen und 113075 Kontrollen, zeigen eine
starke Assoziation aller untersuchten Polymorphismen mit der Schizophrenie, deren Reihung
sich im Vergleich zu den vorlaufigen Ergebnissen geringfuigig anderte. Fur 34 der 37 SNPs
konnte eine genomweite Signifikanz ermittelt werden. Die entsprechenden p-Werte und OR
kénnen der folgenden Webseite entnommen werden:

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

3.3.4  Assay Design

Die zu genotypisierenden SNPs wurden mit der Software AssayDesign 3.1 (Sequenom, San
Diego) zu Multiplexen zusammengestellt. Fur jeden SNP wird so ein individuelles Primerset,
bestehend aus zwei PCR-Primern und einem Extendprimer, der unmittelbar neben dem zu
untersuchenden SNP bindet, entworfen und die optimale Plexzusammenstellung ermittelt.

Das Programm benétigt u.a. die rsNummer des SNPs, Angaben zu den SNP flankierenden
Sequenzen in 5°- und 3°-Richtung, sowie die SNP-Allele. Diese Informationen wurden tber die
Datenbank des National Centre of Biotechnology Information (NCBI, 2014) und die CHIP
Bioinformatic Datenbank (SNPer, 2014) eingeholt.

3.3.5 Multiplex-Polymerase Kettenreaktion

Um geniigend DNA-Material fir die Genotypisierung zur Verfligung zu haben, wurde zunéchst

eine Multiplex-PCR zur Vervielféaltigung der SNP flankierenden genomischen Sequenzen
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durchgefuhrt. Durch diese SNP Capture Reaktion kann ein gesamtes Set aus bis zu 36 SNPs

zeitgleich in einer PCR amplifiziert werden.

Die folgende Tabelle (Tabelle 7) stellt die fir die Multiplex-Polymerase Kettenreaktion

benotigten Materialien dar.

Tabelle 7 Materialien fur die Multiplex-Polymerase Kettenreaktion

Material, Reagenz, Gerét Hersteller

dNTP Set, 100mM ABgene, Hamburg

Gene Amp PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster City, USA
HotStar Tag DNA Polymerase (5U/pl) Qiagen, Hilden

MgCl;, 25mM Qiagen, Hilden

Microlab MPH 96 Hamilton, Reno, USA

PCR-Puffer 10x Qiagen, Hilden

Thermo Fast 96 well Plate ABgene, Hamburg

Thermo Fast 384 well Plate ABgene, Hamburg

Die eingesetzten Volumina und Konzentrationen der einzelnen Reagenzien der Multiplex-PCR

lassen sich der folgenden Tabelle entnehmen (Tabelle 8).

Tabelle 8 Eingesetzte Volumina und Konzentrationen in der Multiplex-PCR

Konzentration in Volumen in einer Volumen flr 384
Reagenz einer 5pl Reaktion  Reaktion* Reaktionen*
Wasser 1,850ul 1368pl
10xPCR-Puffer 1,25x 0,625pl 300ul
MgCI2 25mM 1,625mM 0,325ul 156l
dNTP Mix, 25mM 500uM 0,100pl 48yl
Primer Mix, 500nM 100nM 1,000ul 480ul
each
HotStar Taq 0,5U/Reaktion 0,200ul 48l
Polymerase, 5U/ul
Total 4,000pl 2400pl

*= inkl. 25% Uberhang

Die vorliegenden DNA-LGsungen wurden mit destilliertem, sterilfiltriertem Wasser auf 5ng/pl
verdunnt und in 96 well Platten einpipettiert, der Mastermix mit den Primern gemischt und die
HotStarTag DNA-Polymerase zugegeben. Mit Hilfe eines Pipettierroboters wurden je 4pl
Mastermix auf eine Thermo Fast 384 well Platte Uberfiihrt und jedes well mit je 2,5ul (12,5ng)
DNA-Losung versetzt. Die abzentrifugierten Reaktionsplatten wurden verschlossen in

Thermocyclern (Applied Biosystems, Foster City) nach folgendem Schema weiter prozessiert.
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Multiplex-PCR-Programm :
1. 95°C flr 5min
95°C flr 20s
56°C fur 30s 45 Zyklen
72°C fur 1min
72°C fur 3min
12°C forever

o a k~ w DN

Um Messungenauigkeiten durch nicht inkorporierte Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs)
zu minimieren, schloss sich eine Dephosphorylierung der Reaktionsprodukte mit Shrimp
Alkalischer Phosphatase (SAP) (Sequenom, San Diego) an. Diese Phosphatase
dephosphoryliert die zurtickgebliebenen dNTPs, sodass diese in der folgenden
Extensionsreaktion nicht anstatt der Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs) inkorporiert
werden konnen (Oeth et al., 2005). Die verwendeten Materialien lassen sich Tabelle 9

entnehmen.

Tabelle 9 Materialien fir die Dephosphorylierung der PCR-Produkte

Material, Reagenz, Gerat Verwendungszweck Hersteller

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

Multimek Pipettierroboter Zugabe des Extend-Mastermix Beckmann, Fullerton, USA

zum PCR-Produkt

SAP-Buffer Dephosphorylierung Sequenom, San Diego,
uninkorporierter ANTPs USA

Shrimp Alkaline Phosphatase Dephosphorylierung Sequenom, San Diego,

(SAP) Enzyme uninkorporierter dNTPs USA

Die Zusammensetzung des SAP Mastermix zeigt Tabelle 10.

Tabelle 10 Zusammensetzung des SAP Mastermix

Reagenz Volumen flr 1 Reaktion Volumen fiir 384 Reaktionen
(inkl. 25% Uberhang)

Wasser 1,530ul 734,4ul

10x SAP Buffer 0,170ul 81,6ul

SAP-Enzym 0,300pl 144,0pl

Total 2,000ul 960,0ul
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2ul des Mastermix wurden mit Hilfe eines Pipettierroboters zu den PCR-Produkten gegeben,

gemischt, abzentrifugiert und nach folgendem Schema in einem Thermocycler inkubiert:

1. 37°C fiir 40min
2. 85°C flr 10min
3. 4°C unbegrenzt

Durch das Erhitzen auf 85°C wird das Enzym irreversibel inaktiviert.

3.3.6 iPLEX-Reaktion

Die Primerextensionsreaktion wurde mit dem iPLEX-assay durchgefuhrt. Daflr wurden
MassEXTEND Primer eingesetzt, die sowohl an den Sinnstrang, als auch an den
Gegensinnstrang an das 5°-Ende direkt neben den interessierenden SNP binden. Mit diesem
Verfahren kénnen die an die Amplifikationsprodukte gebundenen Primer um eine einzelne, zum
SNP-Allel komplementédre Base, erganzt werden (Single Base Extension; SBE). Dafuir werden
ddNTPs als Terminatoren verwendet. Es werden massenmodifizierte ddNTPs genutzt, um den
geringen Massenunterschied zwischen herkdmmlichen ddNTPS zu verstarken und so die
Differenzierung zwischen den Basen zu erleichtern. Die Signalintensitit im Spektrum nimmt
proportional mit der Lange der Primer ab. Um eine Vergleichbarkeit zu erreichen, wurden die
Primer ihrer Masse nach in vier Gruppen eingeteilt und hochmassige Primer in hoheren

Konzentrationen als niedrigmassige hinzugegeben (Oeth et al., 2005).

Die bendtigten Reagenzien (iPLEX Buffer Plus (Sequenom, San Diego), iPLEX Termination
Mix (Sequenom, San Diego)) sowie der Primer-Mix wurden grindlich gemischt und
abzentrifugiert, das iPLEX Enzym (Sequenom, San Diego) erst kurz vor dem Start der Reaktion

hinzugegeben. Die genaue Zusammensetzung des iPLEX-Cocktails zeigt Tabelle 11.

Tabelle 11 Eingesetzte Volumina und Konzentrationen fur die iPLEX-Reaktion

Reagenz Konz./ 9ul Volumen fir Volumen fir
eine Reaktion* 384 Reaktionen*

Wasser 0,755ul 362,40yl
iPLEX Buffer Plus 0,222x 0,200pl 96,00pl
iPLEX Termination Mix 1x 0,200ul 96,00ul
Primer Mix 0,625uM bis 1,25uM 0,804ul 385,92l
(7uM bis 14uM)

iPLEX Enzym 1x 0,041pl 19,68l
Total 2,000ul 960,00l

*= inkl. Uberhang
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Je 2ul des Reaktionscocktails wurden mit dem Multimek Pipettierroboter (Beckmann,
Fullerton) zu den vorgelegten PCR-Reaktionsprodukten hinzugegeben und die Thermo Fast 384

well Plate (ABgene, Hamburg) nach folgendem Schema im Thermocycler prozessiert.

iPLEX Programm:
1. 94°C fir 30s
94°C fir 5s
52°C fur 5s 40 Zyklen
80°C fiir 5s > Zyklen
72°C fur 3min
4°C forever

o o~ w DN

Die Extensionsprodukte wurden entsalzt, indem sie mit Clean Resin (Sequenom, San Diego)
behandelt wurden. Das Clean Resin ersetzt storende Natrium- und Kaliumionen durch

Ammoniumionen, die als gasformiger Ammoniak freigesetzt werden.

3.3.7 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Die Genotypisierung wurde mittels der Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation Time of
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) durchgeftihrt.

Die Extensionsprodukte aus der iPLEX-Reaktion wurden in eine Matrix eingebaut und nach
mehrfachem Beschuss mit einem gepulsten Laser im Hochvakuum verdampft und in ionisierter
Form freigesetzt. Die freigesetzten lonen werden in einen Massenanalysator Gberfiihrt und dort
beschleunigt. Anhand der Zeit, die jedes einzelne lon fur die Zuriicklegung von der
Beschleunigungselektrode zum Detektor bendtigt, kann die Masse des lons bestimmt werden
(Kahl G, 2004). Dabei werden lonen mit geringer Masse eher erfasst als lonen hoher Masse, da
jene die Strecke in kirzerer Zeit zuriicklegen. Entsprechend der entstehenden Spektren kann auf

das vorliegende Allel und die Genotypen zuriickgeschlossen werden.

Fur die Messung wurden je 0,5pl der zu untersuchenden DNA unter Verwendung des
MassARRAY POINT Nanodispenser (Sequenom, San Diego) mit Hilfe von Edelstahlnadeln
auf einen Matrixpunkt des 384 aufpréparierte Matrixpunkte enthaltenden SpectroCHIP
(Sequenom, San Diego) aufgetragen. Weitere acht Matrixpunkte wurden mit einem 3-Punkt
Kalibranden (Sequenom, San Diego), der Substanzen bekannter Massen enthélt, versehen, um
anhand von dessen Spektren eine Kalibrierung der Analytenspektren vornehmen zu kénnen.

Vor der Messung im Autoflex Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen) missen die

Massen der Extensionsprimer sowie die zugehorigen Allele in eine Datenbank eingespeist
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werden. Mit Hilfe des AssayEditor 3.4.0.7 (Sequenom, San Diego) konnten anhand der
eigegebenen Informationen die erwarteten Massen der Extensionsprodukte ermittelt werden.
Die Zuordnung der Genotypen zu ihren Spektren erfolgte mit der TyperAnalyzer Software
3.4.0.18 (Sequenom, San Diego). Die Spektren zeigten sowohl einen peak fir den

Extensionsprimer, als auch an der fiir ein bestimmtes Allel spezifischen Stelle.

3.3.8 Qualitatskontrolle

Mit Hilfe der Typer Analyzer Software wurden die Genotypen eines SNPs anhand ihrer
Spektren auf ihre Qualitat Uberprift, indem clusterplots, bestehend aus gruppierten Genotypen,
generiert wurden. Eine klare Abgrenzbarkeit der einzelnen Genotypen voneinander liel auf eine
valide und qualitativ hochwertige Genotypisierung schlief3en.

Jede prozessierte Platte enthielt vier Blindproben an fir jede Platte spezifischen Positionen.
Traten in diesen Blindproben neben dem Signal des Extensionsprimers andere unklare Signale
auf, wurden die betreffenden SNPs nicht der weiteren Auswertung zugefuhrt.

Auf jede Platte wurde eine DNA-Kontrollprobe aufgetragen, deren Genotypen auf jeder Platte
identisch sein mussten, um in der weiteren Auswertung beachtet zu werden. Durch die
Kombination von Blind- und Kontrollproben entstand ein fir jede Platte einzigartiges Muster,
das vor Vertauschungen schiitzen sollte.

Zudem wurden je Plex die Referenzproben des Centre d’Etude du Polymorphisme Humain
(CEPH) fur den GroBteil aller bisher bekannten SNPs genotypisiert. Stimmten mindestens
98,9% der ermittelten Genotypen dieser DNA-Sammlung mit denen der Hapmap-Datenbank
(The International HapMap Consortium, 2003) Uberein, konnte wvon einer validen
Genotypisierung ausgegangen werden.

Es wurde die Probanden callrate bestimmt, die die Rate von erfolgreich ermittelten Genotypen
je Proband widerspiegelt. Nur diejenigen Probanden, die eine callrate von mindestens 0,8
aufwiesen, wurden in die Auswertung einbezogen.

Es wurde die SNP callrate bestimmt, die einen Aufschluss Uber die je SNP erfolgreich
genotypisierten Polymorphismen im Verhdltnis zur maximal méglichen Anzahl gibt. Nur SNPs
mit einer callrate von mindestens 0,9 wurden in die weitere Auswertung eingeschlossen.

Der cut-off fir die minore Allelfrequenz (MAF) wurde mit >0,01 definiert. Polymorphismen mit
einer MAF von >0,01 wurden von der Auswertung ausgeschlossen.

Im Weiteren wurde fur jeden SNP das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE) tberpriift, indem
der exakte Test nach Fisher durchgefiihrt wurde. Polymorphismen mit einem p<10® in der
Gesamtstichprobe wurden in der Auswertung nicht beachtet, da Genotypisierungsfehler nicht
ausgeschlossen werden konnten. Das HWE wurde anschlielend in jeder analysierten

Substichprobe bzgl. eines stringenteren Grenzwerts evaluiert (p<0,05).
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3.4  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software PLINK v. 1.07 (Purcell et al., 2007) und
R v.3.0.0 (R Development Core Team, 2011).

Die Assoziation zwischen den Polymorphismen und der Schizophrenie wurde mit Hilfe der
logistischen Regression Uberpruft. Wir verwendeten ein additives SNP Modell, dem die
Kodierung der Anzahl der Referenzallele mit 0, 1 und 2 zu Grunde liegt.

Die Uberpriifung der Assoziation zwischen den Polymorphismen und den Leistungen im VLMT
erfolgte mittels linearer Regression. Die Regression erfolgte getrennt nach Patienten- und
Kontrollgruppe, sowie in der Gesamtstichprobe.

Als Kovariablen wurden Alter, Geschlecht und Bildung der Probanden in die Untersuchung
einbezogen. In der Gesamtstichprobe wurde zusatzlich der Krankheitsstatus, Schizophrenie
versus Gesundheit, beachtet.

Um normalverteile Residuen zu erhalten, wurden die Testwerte fiur ,,Wortverlust nach

Interferenz* nach /3 + Dg5 — D g6 transformiert.

Es wurde ein Signifikanzniveau von a=0,05 zu Grunde gelegt, 0,05<p<0,1 wurde als Trend

gewertet.

31



4 Ergebnisse

4  Ergebnisse

4.1 Fall-Kontroll-Studie

11 SNPs zeigten signifikante Assoziationen mit der Schizophrenie (Tabelle 12), die restlichen
SNPs wiesen keine signifikanten Assoziationen auf (Tabelle 16).

Alle signifikanten Polymorphismen der Fall-Kontroll-Studie lagen im HWE mit Ausnahme des
SNPs rs5011218 (Kontrollen p=4,92*10, Patienten p=4,29*10%, Gesamt p=4,63*10),

Tabelle 12 Signifikante Polymorphismen der Fall-Kontroll-Studie

SNP Chromosom Position” Gen
rs11682175 2 57987593 -
rs704367 3 63868777 ATXN7?
rs1233578 6 28712247 -
rs12704290 7 86427626 GRM3?
rs11223651 11 133841034 -
rs55661361 11 124613957 NRGN?
rs4702 15 91426560 FURINP; FES®
rs4788190 16 29948401 -
rs11874716 18 52750688 -
rs17512480 18 53173173 TCF42

"= NCBI build 37; = Lage im Intron des Gens; "= Lage in 3'-UTR; °= Lage 5’ nahe des Gens;
-= Lage auRerhalb eines Gens

Es wurde die Genotypverteilung der SNPs in Abhédngigkeit von der Patienten- und
Kontrollgruppe ermittelt, um die Assoziation zwischen den Polymorphismen und der

Schizophrenie zu untersuchen (Tabelle 13).
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Tabelle 13 Genotypverteilung der signifikanten Polymorphismen der Fall-Kontroll-Studie

SNP Allele Genotypen (n) p OR
Al A2 AlAl/ A1A2/ A2A2 (95% CI)
Kontrollen Patienten

rs11682175 T C  753/1339/561 238/462/246 0,002 1,177
(1,06;1,31)

rs704367 C A 1368/1104/259 436/402/103 0,037 1,126
(1,01;1,26)

rs1233578 A G 2069/609/53 775/156/12 <0,001 0,706
(0,60;0,84)

rs12704290 G A 2071/596/40 756/183/7 0,016 0,812
(0,69;0,96)

rs11223651 C T  1582/911/154 605/301/41 0,013 0,851
(0,75;0,97)

rs55661361 G A 1185/1146/314 454/406/88 0,025 0,880
(0,79;0,98)

rs4702 A G 866/1275/494 276/459/208 0,010 1,148
(1,03;1,27)

rs4788190 A G 761/1313/632 232/473/239 0,041 1,114
(1,00;1,24)

rs11874716 T G 937/1296/482 357/451/126 0,003 0,847
(0,76;0,94)

rs17512480 T A 2548/157/1 870/70/2 0,035 1,354
(1,02;1,80)

A2= Referenzallel

Tritt das Referenzallel signifikant haufiger bei den Patienten auf als bei den Kontrollen (OR>1),
ist davon auszugehen, dass dieses Allel mit der Schizophrenie positiv assoziiert ist. Die Trager
dieses Allels sind haufiger von Schizophrenie betroffen als die Nicht-Trager.

Tritt das Referenzallel signifikant seltener bei den Patienten auf als bei den Kontrollen (OR<1),
besteht eine negative Assoziation mit der Schizophrenie. Die Trager dieses Allels sind seltener

von Schizophrenie betroffen als die Nicht-Tréger.

Bei den Polymorphismen rs10764493 und rs9636107 zeigte sich ein Trend (p<0,1) (Tabelle 16).
Die Referenzalleltréger des rs10764493[G] sind seltener von Schizophrenie betroffen (p=0,062;
OR=0,844 (CI=0,71;1,01)) als die Nicht-Trager. Die Referenzalleltrager des rs9636107[G] sind
h&ufiger von Schizophrenie betroffen (p= 0,068; OR=1,102 (CI=0,99;1,22)) als die Nicht-

Trager.
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4.2  Endophéanotypenstudie

Die 37 Polymorphismen der Fall-Kontroll-Studie  wurden im  Rahmen  der
Endophénotypenstudie auf eine Assoziation mit den Testleistungen im VLMT untersucht.

In der folgenden Tabelle (Tabelle 14) sind diejenigen SNPs, sowie deren Lokalisation
dargestellt, die in mindestens einer der drei Gruppen Kontrollgruppe, Patientengruppe,
Gesamtstichprobe und in mindestens einem der drei Tests des VLMT ein signifikantes Ergebnis
aufwiesen.

Mit Ausnahme der SNPs rs5011218 (Gesamt p=0,024), rs1157931 (Gesamt p=0,007) und
rs4766428 (Kontrollen p=0,027, Gesamt p=0,012) lagen alle signifikanten Polymorphismen der
Endophénotypenstudie im HWE.

Tabelle 14 Signifikante Polymorphismen der Endophénotypenstudie

SNP Chromosom Position” Gen
rs11682175 2 57987593 -
rs11687313 2 201146399 -
rs6704768 2 233592501 GIGYF22
rs11717383 3 52287468 -
rs6550435 3 36864489 -
rs12532143 7 111025948 IMMP2L2
rs10764493 10 18727999 CACNB?2?
rs12887734 14 104046834 APOPT12
rs4702 15 91426560 FURIN®; FES®
rs72930787 18 53163569 TCF42
rs5995756 22 40000313 CACNA1I2

"= NCBI build 37; = Lage im Intron des Gens; "= Lage in 3'-UTR; °= Lage 5’ nahe des Gens;
-= Lage auBerhalb eines Gens

In unserer Studie sind 19 signifikante Assoziationen aufgetreten (Tabelle 15).

Es liel? sich kein Testphanotyp identifizieren, der besonders hdufig eine signifikante Assoziation
mit den untersuchten Polymorphismen aufwies.

Es lie} sich keine Gruppe identifizieren, die besonders hdufig eine signifikante Assoziation
aufwies. Fur die Kontrollgruppe konnten sieben signifikante Assoziationen ermittelt werden. In
der Patientengruppe traten sieben und in der Gesamtstichprobe fiinf signifikante Assoziationen
auf.

Fur sieben SNPs lieR sich eine Assoziation mit lediglich jeweils einem Testphanotypen
ermitteln, vier SNPs waren mit jeweils zwei Testph&notypen assoziiert.

Mit insgesamt vier bzw. drei assoziierten Phénotypen ragten die SNPs rs11682175[C] und
rs4702[G] heraus.
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In der folgenden Tabelle (Tabelle 15) sind die Testergebnisse (Wortanzahl) der in dieser
Untersuchung signifikant gewordenen Polymorphismen, die innerhalo des HWE lagen,
dargestellt.

Es ist je SNP der Testphanotyp aufgelistet, in dem eine signifikante Assoziation aufgetreten ist.
Innerhalb dieses Phanotyps sind die Testergebnisse getrennt nach Kontroll- und

Patientengruppe, sowie Gesamtstichprobe abgebildet.
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Tabelle 15 Assoziationen zwischen Polymorphismen und Testphanotypen

4 Ergebnisse

SNP Allele Testphanotyp Gruppe Testergebnisse in Wortern M (SER) p B (SER)
Al A2 Al/Al Al/A2 A2/A2
rs11682175 T C
Gesamtlernleistung
Kontrollen 55,40 (0,56)  54,15(0,34) 52,90 (0,61) 0,009 -1,250 (0,48)
Patienten 49,25 (0,93) 47,56 (0,57) 45,87 (1,03) 0,034 -1,690 (0,80)
Gesamt 52,92 (0,50) 51,49 (0,31) 50,06 (0,55) 0,001 -1,428 (0,43)
Verlust nach zeitlicher Verzogerung
Kontrollen 1,73 (0,14) 2,01 (0,09) 2,29 (0,16) 0,022 0,283 (0,12)
Patienten 2,27 (0,19) 2,50 (0,12) 2,73(0,22) 0,172 0,228 (0,17)
Gesamt 1,95 (0,12) 2,21 (0,07) 2,47 (0,13) 0,009 0,259 (0,10)
rs11687313 G A
Gesamtlernleistung
Kontrollen 54,62 (0,37) 52,67 (0,68) 50,71(1,38) 0,009 -1,958 (0,75)
Patienten 47,50 (0,66) 48,72 (1,11) 49,93(2,29) 0,340 1,215 (1,27)
Gesamt 51,77 (0,34) 51,19(0,61) 50,61 (1,25) 0,398 -0,578 (0,68)
Verlust nach zeitlicher Verzégerung
Kontrollen 1,92 (0,10) 2,27 (0,17) 2,62 (0,35) 0,071 0,349 (0,19)
Patienten 2,41 (0,14) 2,65 (0,23) 2,89 (0,48) 0,362 0,240 (0,26)
Gesamt 2,11 (0,08) 2,42 (0,14) 2,73(0,28) 0,049 0,308 (0,16)
rs6704768 A G
Verlust nach zeitlicher Verzogerung
Kontrollen 1,91 (0,14) 2,01 (0,09) 2,11 (0,16) 0,405 0,101 (0,12)
Patienten 2,80 (0,20) 2,45 (0,12) 2,09 (0,22) 0,039 -0,357 (0,17)
Gesamt 2,25(0,12) 2,18 (0,07) 2,11(0,13) 0,488 -0,069 (0,10)
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SNP Allele Testphanotyp Gruppe Testergebnisse in Wortern M (SER) p B (SER)
Al A2 Al/Al Al/A2 A2/A2
rs11717383 T G
Gesamtlernleistung
Kontrollen 53,22 (0,55)  54,31(0,34) 55,40(0,61) 0,021 1,091 (0,47)
Patienten 47,61 (0,96) 47,82 (0,57)  48,03(1,04) 0,797 0,212 (0,82)
Gesamt 50,95 (0,50) 51,70 (0,31) 52,45(0,55) 0,084 0,749 (0,43)
rs6550435 T G
Verlust nach zeitlicher Verzogerung
Kontrollen 1,80 (0,12) 2,07 (0,09) 2,33(0,18) 0,030 0,266 (0,12)
Patienten 2,50 (0,18) 2,46 (0,12) 2,41(0,24) 0,799 -0,044 (0,17)
Gesamt 2,08 (0,10) 2,22 (0,07) 2,36 (0,214) 0,163 0,140 (0,10)
rs12532143 T C
Gesamtlernleistung
Kontrollen 54,62 (0,48) 54,04 (0,38) 53,47 (0,75) 0,251 -0,577 (0,50)
Patienten 48,74 (0,81) 47,22 (0,65)  45,71(1,31) 0,083 -1,517 (0,87)
Gesamt 52,27 (0,43) 51,32 (0,34) 50,36 (0,69) 0,039 -0,954 (0,46)
Verlust nach zeitlicher Verzogerung
Kontrollen 1,78 (0,12) 2,10 (0,10) 2,42 (0,19) 0,014 0,317 (0,13)
Patienten 2,45 (0,17) 2,46 (0,14) 2,47 (0,27) 0,965 0,008 (0,18)
Gesamt 2,05 (0,10) 2,25 (0,08) 2,45 (0,16) 0,061 0,198 (0,11)
rs10764493 A G
Verlust nach Interferenz
Kontrollen 2,12 (0,02) 2,11 (0,04) 2,10(0,08) 0,744 -0,013 (0,04)
Patienten 2,17 (0,03) 2,01 (0,05) 1,86 (0,11) 0,010 -0,155 (0,06)
Gesamt 2,14 (0,02) 2,08 (0,03) 2,01 (0,06) 0,053 -0,066 (0,03)
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SNP Allele Testphanotyp Gruppe Testergebnisse in Wortern M (SER) p B (SER)
Al A2 Al/Al Al/A2 A2/A2
rs12887734 G T
Verlust nach Interferenz
Kontrollen 2,12 (0,02) 2,13 (0,02) 2,13 (0,04) 0,969 0,001 (0,03)
Patienten 2,09 (0,03) 2,17 (0,03) 2,24 (0,06) 0,038 0,078 (0,04)
Gesamt 2,11 (0,02) 2,14 (0,02) 2,18 (0,04) 0,127 0,035 (0,02)
rs4702 A G
Gesamtlernleistung
Kontrollen 54,79 (0,52) 54,09 (0,35) 53,39 (0,66) 0,143 -0,703 (0,48)
Patienten 46,10 (0,93) 47,82(0,57) 49,54 (0,99) 0,027 1,720 (0,78)
Gesamt 51,34 (0,48) 51,64 (0,31) 51,94(0,57) 0,486 0,298 (0,43)
Verlust nach Interferenz
Kontrollen 2,08 (0,03) 2,13 (0,02) 2,19 (0,04) 0,026 0,058 (0,03)
Patienten 2,13 (0,04) 2,15 (0,02) 2,16 (0,04) 0,648 0,015 (0,03)
Gesamt 2,10 (0,02) 2,14 (0,01) 2,18 (0,03) 0,048 0,040 (0,02)
rs72930787 C T
Verlust nach Interferenz
Kontrollen 2,12 (0,02) 2,12 (0,05) 2,11(0,11) 0,936 -0,005 (0,06)
Patienten 2,15 (0,03) 1,97 (0,09) 1,79 (0,17) 0,042 -0,183 (0,09)
Gesamt 2,14 (0,02) 2,07 (0,05) 2,01(0,09) 0,193 -0,064 (0,05)
rs5995756 C T
Verlust nach Interferenz
Kontrollen 2,11 (0,03) 2,12 (0,02) 2,14 (0,03) 0,535 0,016 (0,03)
Patienten 2,22 (0,04) 2,13 (0,02) 2,05(0,05) 0,014 -0,085 (0,03)
Gesamt 2,15 (0,02) 2,13 (0,01) 2,10 (0,03) 0,239 -0,024 (0,02)

A2= Referenzallel; M= Mittelwert; SER= Standardabweichung; ‘= Trend
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Fur den Polymorphismus rs11682175 konnten die meisten signifikanten Assoziationen
festgestellt werden.

Die Gesamtlernleistung war in allen drei Gruppen mit signifikant schlechteren Leistungen bei
den Referenzalleltragern als bei den Nicht-Tragern assoziiert.

Mit zunehmender Anzahl des Referenzallels konnte ein signifikanter Leistungsabfall in allen

Gruppen beobachtet werden (Abbildung 2).
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Abbildung 2 Gesamtlernleistung in Abhangigkeit vom Genotyp des SNPs rs11682175

Zudem konnte fiir diesen SNP ein erhéhter Wortverlust nach zeitlicher Verzdgerung fir die
Referenzalleltrager im Vergleich zu den Nicht-Trégern in der Kontrollgruppe und in der
Gesamtstichprobe ermittelt werden. Die Leistungen der Patienten zeigten eine nicht signifikante
Tendenz in die gleiche Richtung (Abbildung 3).
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Abbildung 3 Wortverlust nach zeitlicher Verzogerung in Abhangigkeit vom Genotyp des
SNPs rs11682175
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Fur den Polymorphismus rs4702 konnten drei signifikante Assoziationen festgestellt werden.

Allerdings sind diese inkonsistent hinsichtlich ihres Effektes. In der Patientengruppe konnte
eine signifikant bessere Lernleistung fur die Referenzalleltrager im Vergleich zu den Nicht-
Trégern ermittelt werden. In der Kontrollgruppe und der Gesamtstichprobe lieR3 sich eine
signifikante Assoziation mit einem erhohten Wortverlust nach Interferenz fur die

Referenzalleltrager feststellen.

Fur die Polymorphismen rs12532143[C] und rs11687313[A] konnten jeweils zwei signifikante
Assoziationen, sowie zwei Trends bzw. ein Trend festgestellt werden.

Fur beide SNPs lie8 sich eine signifikante Assoziation mit schlechteren Gesamtlernleistungen
bei den Referenzalleltrdgern im Vergleich zu den Nicht-Tragern ermitteln. Der Verlust nach
zeitlicher Verzogerung war bei den Referenzalleltrdgern beider SNPs im Vergleich zu den
Nicht-Tragern erhoht. Fur den SNP rs12532143 liel? sich eine signifikante Assoziation in der
Kontrollgruppe und ein Trend in der Gesamtstichprobe ermitteln. Fiir den SNP rs11687313 war
die Signifikanz in der Gesamtstichprobe, der Trend in der Kontrollgruppe festzustellen.

Die Polymorphismen rs11717383[G] und rs6550435[G] zeigten die signifikanten Assoziationen
in der Kontrollgruppe; zum einen fur die Gesamtlernleistung (rs11717383), zum anderen fir
den Verlust nach zeitlicher Verzégerung (rs6550435).

Fur die weiteren SNPs lieBen sich die signifikanten Assoziationen lediglich in der

Patientengruppe, vorwiegend fiir den Phénotyp ,,Verlust nach Interferenz* feststellen.

40



5 Diskussion

5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zwei SNPs, rs11682175 und rs4702, zeigten sowohl in der Fall-Kontrollstudie, als auch in der
Endophénotypenstudie eine signifikante Assoziation.

5.1.1 Fall-Kontrollstudie

Die flir das Referenzallel homo- oder heterozygoten Genotypen der Polymorphismen
rs11682175[C], rs704367[A], rs4702[G], rs4788190[G] und rs17512480[A] sind positiv mit der
Schizophrenie assoziiert. In der Patientengruppe kamen diese Genotypen signifikant haufiger
vor als in der Kontrollgruppe.

Bei den Polymorphismen rs1233578[G], rs12704290[A], rs11223651[T], rs55661361[A],
rs11874716[G] hingegen sind die fir das Referenzallel homo- oder heterozygoten Genotypen
negativ mit der Schizophrenie assoziiert. Diese Genotypen kamen signifikant seltener in der
Patientengruppe vor als in der Kontrollgruppe, was die Schlussfolgerung zulasst, dass in diesem
Fall das Referenzallel einen protektiven Effekt haben konnte.

Von den oben genannten SNPs lagen fiinf im Intron eines Gens. Fur vier dieser Gene (FURIN,
TCF4, GRM3, NRGN) ist bereits eine Assoziation mit der Schizophrenie vorbeschrieben (z.B.
Stefansson et al., 2009; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium, 2014).

5.1.2 Endophéanotypenstudie

Das jeweilige Referenzallel der Polymorphismen rs11682175[C], rs12532143[C],
rs11687313[A], rs6550435[G] und rs12887734[T] ist ausschliellich mit schlechteren
Testleistungen assoziiert.

Das jeweilige Referenzallel der Polymorphismen rs11717383[G], rs10764493[G],
rs5995756[T], rs72930787[T] und rs6704768[G] ist ausschlielich mit besseren Testleistungen
assoziiert.

Fur den Polymorphismus rs4702[G] war das Referenzallel sowohl mit schlechteren Leistungen
in der Kontrollgruppe und der Gesamtstichprobe, als auch mit besseren Leistungen in der
Patientengruppe assoziiert.

Von diesen SNPs lagen acht im Intron eines Gens. Fiir vier dieser Gene (FURIN, CACNB2,
CACNALI, TCF4) ist ein mdglicher Einfluss auf Gedéachtnisprozesse, zum Teil Uber
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Mediatoren vermittelt, bekannt (Pragnell et al., 1994; Seidah et al., 1996; Moosmang et al.,
2005; Lennertz et al., 2011; Miranda et al., 2011; Nurjono et al., 2012).

5.2  Diskussion der Ergebnisse

Sowohl in der Fall-Kontroll-Studie, als auch in der Endophénotypenstudie wurden zum Teil
heterogene Ergebnisse ermittelt. Diese sollen nun vor dem Hintergrund der bisherigen
Forschungslage diskutiert und eingeordnet werden.

Da alle untersuchten Polymorphismen in nicht-codierenden Regionen eines Gens liegen und die
Funktionen dieser Regionen noch unbekannt sind, ist unklar auf welche Weise diese
genetischen Varianten ihre Effekte hinsichtlich Schizophrenie und Gedéachtnisleistungen
vermitteln. Es ist anzunehmen, dass dies nicht durch eine verdnderte Proteinstruktur, sondern

durch eine modifizierte Genexpression geschieht (Nicolae et al., 2010).

5.2.1 Fall-Kontrollstudie

Der SNP rs11682175[C] ist in einer nicht codierenden Region auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 2 lokalisiert.

In unserer Stichprobe zeigte sich eine signifikante positive Assoziation dieses SNPs mit der
Schizophrenie. Es kdnnte sich um einen Risiko-SNP handeln.

So konnte ebenfalls eine positive Assoziation des rs11682175[C] mit der Schizophrenie
ermittelt werden (p=1,2*10°), allerdings erreichte dieser SNP nicht das geforderte
Signifikanzniveau von p<1*10° um in die Follow-up-Analyse miteinbezogen zu werden
(Stefansson et al., 2009).

Weiterhin wurde das T-Allel des rs11682175 untersucht und zeigte eine signifikante negative
Assoziation, in der Replikation eine signifikante positive Assoziation mit der Schizophrenie
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). Die negative
Assoziation des T-Allels stiitzt unsere Schlussfolgerung, dass das C-Allel des rs11682175 mit
einem erhohten Schizophrenierisiko einhergehen konnte. Der untersuchte Marker liegt ca.
286kb vom VRK2-Gen entfernt.

Fur einen weiteren Locus mit dem Index-SNP rs75575209[A], der sowohl das VRK2-Gen
(Vaccinia related kinase 2), als auch das FANCL-Gen (Fanconi anemia complementation group
L) umfasst, konnte ebenfalls eine signifikante negative Assoziation, in der Replikation eine
signifikante positive Assoziation mit der Schizophrenie nachgewiesen werden (Schizophrenia

Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014).

42



5 Diskussion

Fur den SNP rs2312147[C] in der N&he des VRK2-Gens konnte eine signifikante positive
Assoziation mit der Schizophrenie fiir eine kaukasische Stichprobe belegt werden (Steinberg et
al., 2011). Eine entsprechende Beobachtung konnte fir eine Stichprobe europdischer Herkunft
(Donnelly et al., 2012), sowie flr eine Stichprobe asiatischer Herkunft (Xiao et al., 2016)
gemacht werden. In einer weiteren Studie konnten sowohl fur das asiatische sample der
Stichprobe, als auch flr die zusammengefassten samples, bestehend aus europaischen und
asiatischen Stichproben, ein signifikant hdufigeres Auftreten des C-Allels des SNPs rs2312147
bei Schizophreniepatienten als bei gesunden Kontrollen nachgewiesen werden (Li et al., 2012).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei VRK2 um ein populationsiibergreifendes
Risikogen fur die Schizophrenie handeln konnte.

Das VRK2-Gen codiert fur eine Serin-Threonin-Kinase (Li et al., 2012) und scheint durch eine
Beeinflussung des Axonwachstums tber JIP1 (Jun NH»-terminal kinase interacting protein 1)
die Gehirnentwicklung zu beeinflussen (Blanco et al., 2008; Dajas-Bailador et al., 2008). Auch
ein Einfluss auf die Signaltransduktion konnte ermittelt werden (Blanco et al., 2008).

Fur gesunde Risikoalleltrager des SNPs rs2312147[C] konnte eine signifikante Assoziation mit
einer Verringerung des Gesamthirnvolumens und der weiRen Substanz beobachtet werden (Li et
al., 2012). Zudem konnten gezeigt werden, dass in der Patientengruppe der SNP rs2312147 mit
einer veranderten Konnektivitéat der weillen Hirnsubstanz assoziiert ist (Sohn et al., 2014).

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Konnektivitat bei Schizophreniepatienten durch
eine veranderte Apoptosefunktion beeinflusst wird (Glantz et al., 2006). So kénnten durch eine
erhéhte Vulnerabilitat fur Apoptosevorgange an Synapsen Defizite in der Signallibertragung
verursacht werden. Entsprechend konnte fir VRK2, insbesondere fiir die VRK2A-Isoform ein
tiber Mitochondrien vermittelter, anti-apoptotischer Effekt ermittelt werden (Monsalve et al.,
2013). Moglicherweise bewirken die mit der Schizophrenie assoziierten SNPs dieser Genregion
Verénderungen, die zu einer Aufhebung der anti-apoptotischen Funktion fihren. Auf diese
Weise konnte die erhthte Apoptoseaktivitidt eine gestorte beziehungsweise eingeschrankte
Synapsenplastizitat und -konnektivitat induzieren.

Zudem konnten eine erhdhte mRNA-Expression von VRK2 in der Patientengruppe ermittelt
werden (Li et al., 2012). Ein erhdhter VRK2-Protein Spiegel fiihrt zu einer erniedrigten
Aktivierung von JIP1 (Blanco et al.,, 2008), sodass die Forderung des Axonwachstums
ausbleibt. Dies konnte die beobachtete Verringerung des Hirnvolumens der Patienten erklaren.
Allerdings konnte eine signifikant erniedrigte  mRNA-Expression von VRK2 in der
Patientengruppe im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe und einer Gruppe von Patienten mit

bipolarer Storung ermittelt werden (Tesli et al., 2016). Durch den erniedrigten VRK2-Spiegel
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kénnte der anti-apoptotische Effekt verringert und die neuronale Entwicklung durch eine
erhdhte Apoptoseaktivitat gestort werden.

Diese Ergebnisse stiitzen die These einer Beteiligung neuronaler Entwicklungsstérungen in der
Pathogenese der Schizophrenie.

Einen weiteren Anhaltspunkt dafir liefert eine weitere Studie, da eine signifikante Assoziation
zwischen zwei SNPs (rs13026414 und rs2717068) und hereditaren Epilepsien festgestellt
werden konnte (EPICURE Consortium et al., 2012). Diese SNPs liegen ebenfalls benachbart
zum VRK2-Gen, fiir den SNP rs2717068 konnte ein starkes linkage-disequilibrium (LD) mit
dem SNP rs2312147 ermittelt werden.

Aus diesem Grund gehen die Autoren davon aus, dass die Schizophrenie und hereditére
Epilepsien gemeinsame genetische Risikofaktoren teilen, die Verénderungen im VRK2-Gen
bedingen, die wiederum Einfluss auf die Gehirnentwicklung nehmen (EPICURE Consortium et
al., 2012).

Einen weiteren Hinweis fur die Beteiligung dieses Locus an der Pathogenese psychiatrisch-
neurologischer Erkrankungen liefern die Ergebnisse von Smith und Kollegen (Smith et al.,
2009). Die Autoren beobachteten eine Assoziation von je drei SNPs innerhalb des VRK2-Gens
und des FANCL-Gens mit der bipolaren Stérung. Obwohl in dieser Studie keiner der
untersuchten SNPs das notwendige Signifikanzniveau erreichte, zeigten diese Polymorphismen
deutliche, vorwiegend negative, aber auch positive Assoziationen mit der bipolaren Stérung
(Smith et al., 2009).

Eine mdgliche Verwendung des VRK2-Spiegels als Biomarker fiir Schizophrenie wird
diskutiert, da der erniedrigte Spiegel spezifisch fiir die Schizophrenie zu sein scheint (Tesli et
al., 2016).

Auf Grund der beobachteten Assoziation mit verschiedenen psychiatrisch-neurologischen
Erkrankungen sollte die Erforschung des VRK2, sowie seiner umliegenden Regionen weiter
fortgefiihrt werden. Dabei sollte der Focus besonders auf der vermuteten Beeinflussung von
Hirnfunktion und -entwicklung durch VRK2 liegen, um damit die Atiologie dieser
Erkrankungen, insbesondere die der Schizophrenie, weiter zu kléren.

Es wurde ein Locus untersucht, der neben dem von Smith und Kollegen (Smith et al., 2009)
beschriebenen, weitere benachbarte SNPs umfasste (Schizophrenia Working Group of the
Psychiatric Genomics Consortium, 2014). Darunter auch der rs11682175, fur den auch wir in
unserer Stichprobe eine signifikante Assoziation mit der Schizophrenie ermitteln konnten.
Allerdings deuten die Ergebnisse dieser GWAS darauf hin, dass es sich bei rs11682175 nicht
um einen unabhdngigen Risiko-SNP fiir die Schizophrenie handelt. Stattdessen konnte
nachgewiesen werden, dass der SNP rs11682175 mit dem SNP rs2312147 im schwachen LD

liegt, sodass es nicht mdoglich ist die beobachtete Assoziation auf einen konkreten SNP
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zuriickzufiihren. Aus diesem Grund erscheint es sinnvoll durch weitere Studien zu belegen, dass
es sich bei dem oben beschriebenen Locus, inklusive des VRK?2 und rs11682175, um einen LD-

cluster handelt.

Die neuronale Entwicklung kann auch tber den SNP rs4702 beeinflusst werden.

Der rs4702 ist in einer nicht codierenden Region des FURIN-Gens (paired basic amino acid
cleaving enzyme) lokalisiert. Diese schlieft sich in Richtung 3°‘-Ende an eine flr das
Stoppcodon codierende Region an. Es handelt sich hierbei um einen 3'-untranslatierten Bereich
(three prime untranslated region; 3'-UTR). Die Transkription zu mRNA findet statt, allerdings
wird dieser Bereich nicht translatiert, da er nicht fir Proteine codiert. Stattdessen befinden sich
hier regulatorische Sequenzen, die einen Einfluss auf die Genexpression nehmen (Barrett et al.,
2012).

In unserer Stichprobe zeigte sich ein signifikant haufigeres Auftreten des Referenzallels des
SNPs rs4702[G] in der Patientengruppe als in der Kontrollgruppe. Es kénnte sich um einen
Risiko-SNP handeln.

Es konnte eine negative Assoziation des rs4702[A] mit der Schizophrenie festgestellt werden,
die allerdings das Signifikanzniveau nicht erreichte (Stefansson et al., 2009). Eine signifikante
negative Assoziation fur das A-Allel konnte 2014 ermittelt werden (Schizophrenia Working
Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). Die negative Assoziation des A-Allels

entspricht unserer Beobachtung einer positiven Assoziation des G-Allels mit der Schizophrenie.

Das FURIN-Gen codiert fiir eine membranassoziierte Protease des Golgiapparats (Bresnahan et
al., 1990). Einen Angriffspunkt dieser Protease stellt Pro-BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) dar, der durch die Protease zum aktiven BDNF prozessiert wird (Seidah et al., 1996).
BDNF gehort zur Familie der Nervenwachstumsfaktoren und erfullt neben seiner Aufgabe als

trophischer Faktor auch eine neuroprotektive Funktion (Ghosh et al., 1994).

Bereits in mehreren Studien konnte fiir BDNF eine signifikante Assoziation mit der
Schizophrenie ermittelt werden (Nurjono et al., 2012). So ist davon auszugehen, dass BDNF mit
dem dopaminergen, glutamatergen und serotonergen Transmittersystem interagiert (Nurjono et
al., 2012) und moglicherweise dadurch zu den bei Schizophreniepatienten beobachteten
Storungen der Signaltransduktion beitragt.

Obwohl kein Unterschied im Serum-BDNF-Spiegel zwischen Patienten und Kontrollgruppe
festgestellt werden konnte (Hori et al., 2016), wurde zuvor mehrfach bei schizophrenen
Patienten ein im Vergleich zur Kontrollgruppe verminderter BDNF-Spiegel nachgewiesen
(Rizos et al., 2011; Zhang et al., 2012), der sich auf eine verminderte Aktivierung von BDNF

durch FURIN zurickfuihren lassen kdnnte.
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Damit lassen diese Beobachtungen die Vermutung zu, dass unsere beobachtete Assoziation des
FURIN-Gens mit der Schizophrenie durch BDNF vermittelt sein kdnnte.

Da BDNF als Wachstumsfaktor das Neuronenwachstum stimuliert, nimmt er Einfluss auf die
synaptische Plastizitdt und konnte so Veranderungen von Hirnstruktur und -volumen bei
Schizophreniepatienten bewirken. Diese Verdnderungen konnten auf ein verringertes
Neuronenwachstum, hervorgerufen durch einen herabgesetzten BDNF-Spiegel, zuriickzufiihren
sein. Da FURIN eine entscheidende Rolle in der Prozessierung des Pro-BDNF zum aktiven
BDNF spielt, konnte eine durch den SNP rs4702 ausgel6ste verringerte FURIN-AKktivitat die
beobachtete Absenkung des BDNF-Spiegels erklaren. So konnte bereits eine signifikante
Assoziation zwischen dem SNP rs4702 und einer verminderten FURIN Aktivitat festgestellt
werden (Turpeinen et al., 2015).

Da der SNP rs4702 in 3'-UTR lokalisiert ist, konnte diese genetische Variante einen Einfluss auf
die Genexpression des FURIN nehmen, indem zum Beispiel die Bindungsstellen fir
regulatorische Proteine oder micro-RNAs verandert werden, sodass sowohl die Translation, als
auch die Modifikation des Transkriptionsproduktes beeinflusst werden. Einen Hinweis auf eine
Beteiligung von micro-RNAs an der Pathogenese der Schizophrenie liefert die mehrfach
beobachtete Assoziation von miR-137 mit der Schizophrenie (Ripke et al., 2011; Ripke et al.,
2013).

Zudem konnte fiir eine genetische Variante in 3'-UTR im Nogo-Gen (Reticulon 4; RTN4) und
eine daraus resultierende Uberexpression der mRNA eine Assoziation mit der Schizophrenie
festgestellt werden (Novak et al., 2002). Diese Beobachtung stiitzt unsere Vermutung, dass
Polymorphismen innerhalb einer 3‘-UTR, wie der rs4702, Uber eine Verdnderung der
Genexpression in der Pathogenese der Schizophrenie eine wichtige Rolle spielen kdnnten.

Da allerdings bisher wenig Uber die genaue Funktionsweise der 3‘-UTR bekannt ist, sollten
diese Regionen in weiteren Studien erforscht werden. Es gilt herauszufinden, ob FURIN selbst
oder seine Interaktion mit BDNF die entscheidende Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie
spielt. Das Ziel weiterer Assoziationsstudien sollte daher eine Replikation des vermuteten
Zusammenhangs von FURIN beziehungsweise BDNF, sowie unseres SNPs rs4702 mit der

Schizophrenie sein.

Ein weiteres Gen, das eine Rolle in der Hirnentwicklung zu spielen scheint, ist TCF4, das
bereits mehrfach als Risikogen fiir die Schizophrenie identifiziert wurde (Stefansson et al.,
2009; Ripke et al., 2011; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium, 2014).

In unserer Studie untersuchten wir drei SNPs dieses Gens. Fir den SNP rs9636107[A] konnte
bereits eine signifikante negative Assoziation mit der Schizophrenie nachgewiesen werden

(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). In unserer
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Stichprobe erreichte dieser SNP, ebenso wie rs72930787[T], keine genomweite Signifikanz.
Hingegen konnte ein Locus mit dem Index-SNP rs78322266[T] identifiziert werden, der den
SNP rs72930787[T] umfasst, und eine positive Assoziation dieses Locus mit der Schizophrenie
nachgewiesen werden (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium,
2014). In unserer Studie hingegen konnten wir fiir den SNP rs17512480[A], der im starken LD
mit dem SNP rs78322266 liegt, ein signifikant haufigeres Auftreten des A-Allels in der
Patientengruppe als in der Kontrollgruppe feststellen.

TCF4 reguliert die Genexpression und scheint eine wichtige Rolle in der Entwicklung des
Nervensystems zu spielen (Flora et al., 2007). So wurde eine Mutation im TCF4 identifiziert,
die verantwortlich fur die Pathogenese des Pitt-Hopkins-Syndrom, einer neurologischen
Entwicklungsstdrung, zu sein scheint (Brockschmidt et al., 2007).

Auch die Schizophrenie weist Merkmale einer Entwicklungsstérung auf, die durch genetische
Varianten im TCF4 verursacht werden konnten (Stefansson et al., 2009). Diese Ergebnisse
stlitzen die These, dass TCF4 eine wichtige Rolle in der Hirnentwicklung spielt.

Eine neurophysiologische Studie mit Schizophrenie- und bipolaren Patienten konnte eine
Assoziation des Risikoallels von rs17512836[G] mit Verdanderungen von Amplitude und Latenz
der auditorischen P300 Welle nachweisen (Hall et al., 2014). Diese Ergebnisse lassen eine
Beeinflussung der Hirnfunktion, insbesondere hinsichtlich ~ Aufmerksamkeit und
Arbeitsgedachtnis, durch TCF4 Varianten vermuten (Hall et al., 2014).

Da TCF4 eine Angriffsstelle fir miR-137 besitzt, kdénnte dessen Funktion auch durch miR-137
gestort werden und dadurch eine Dysregulation in der Gehirnentwicklung hervorrufen. So
konnte in vitro eine durch miR-137 vermittelte Verdnderung der Expression von TCF4
festgestellt werden (Kwon et al., 2013).

In unserer Studie konnte nur fur einen der drei untersuchten SNPs des TCF4 (rs17512480) eine
signifikante Assoziation mit der Schizophrenie ermittelt werden. Ursdchlich dafir konnte eine
zu geringe Stichprobengrolie sein.

Da allerdings bereits in verschiedenen anderen Studien mehrere Polymorphismen des TCF4
eine signifikante Assoziation mit der Schizophrenie gezeigt haben (Stefansson et al., 2009;
Lennertz et al., 2011; Ripke et al., 2011; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics Consortium, 2014; Hui et al., 2015), ist davon auszugehen, dass Varianten dieses
Gens moglicherweise Entwicklungsprozesse des Nervensystems beeinflussen und so eine Rolle

in der Pathophysiologie der Schizophrenie spielen.
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Neben den Genen, die die Hirnentwicklung zu beeinflussen scheinen, konnte festgestellt
werden, dass auch Gene, die Einfluss auf calciumabhédngige Signalwege nehmen, mit der
Schizophrenie assoziiert sind.

Darunter auch das GRM3-Gen. Dieses ist bereits mehrfach als Risikogen identifiziert worden
(Fujii et al., 2003; Harrison und Weinberger, 2005).

Wir untersuchten den SNP rs12704290[A] in einem Intron des GRM3. Fiir das gleiche Allel des
SNPs rs12704290 konnte eine signifikante Assoziation mit der Schizophrenie nachgewiesen
werden (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). Die
Ergebnisse der Replikation zeigten eine signifikante positive Assoziation, wéhrend die weiteren
Ergebnisse mit den unseren, die eine negative Assoziation aufwiesen, ubereinstimmten.

Dementsprechend konnte dieser Polymorphismus einen protektiven Effekt austiben.

GRM3 modifiziert durch Aktivierung der calciumabhéngigen PKC die Besetzung der Synapsen
mit NMDA-Rezeptoren im Prafrontalkortex und bewirkt so eine verbesserte Signaliiberleitung
(Tyszkiewicz et al., 2004). Diese durch Glutamat erhohte Neurotransmission wurde in

Préfrontalkortex und Hippocampus beobachtet (Harrison und Weinberger, 2005).

Es zeigte sich, dass das minore Allel des Polymorphismus rs7808623[G] im GRM3 bei
Schizophreniepatienten mit einer erhdhten Integritat der weien Hirnsubstanz in der anterioren
Thalamusstrahlung assoziiert ist (Mounce et al., 2014). Die Autoren schlussfolgern, dass auch
eine geringere Axonanzahl oder erhéhte axonale Schadigung bei Tragern des majoren Allels
ursachlich fur die signifikante Assoziation sein konnte.

Dartiiber hinaus fanden sie Hinweise dafiir, dass eine verringerte Funktionsaktivitat des GRM3
eine reflektorisch gesteigerte Glutamatausschittung bedingen und dadurch wiederum neuronale
Schédigungen zur Folge haben kénnte (Mounce et al., 2014).

In Folge einer Aktivierung des GRM3 konnte andererseits eine erniedrigte
Glutamatausschiittung zu einer verminderten Aktivierung und Besetzung der Synapsen mit
NMDA-Rezeptoren fihren (Tyszkiewicz et al., 2004) und damit die bei Schizophreniepatienten
beobachtete Hypofunktion dieser Rezeptoren vermitteln.

Entsprechend konnten Polymorphismen im GRM3 Verdnderungen bewirken, die zu einer
Modulation der Glutamatausschittung fiihren, sodass der NMDA-Rezeptor Kkeine
Funktionseinschrankung erfahrt. Da das Referenzallel unseres rs12704290[A] seltener bei
Schizophreniepatienten auftritt als bei gesunden Kontrollen, kdnnte es auf diese Weise einen

protektiven Effekt auf die Schizophrenievulnerabilitat haben.

Ein weiteres Gen, das mit calciumabhangigen Signalwegen in Verbindung steht, ist NRGN. Wir

untersuchten den SNP rs55661361 in einem Intron dieses Gens und stellten eine signifikante
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negative Assoziation des Referenzallels (A) mit der Schizophrenie fest. Eine entsprechende
Beobachtung konnte fir diesen Polymorphismus bereits gemacht werden (Schizophrenia
Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014).

Zudem wurde fir einen weiteren Polymorphismus des NRGN eine signifikante Assoziation mit
der Schizophrenie bei portugiesischen Mannern festgestellt (Ruano et al., 2008). Fur den dem
NRGN benachbarten SNP rs12807809[T] konnte eine signifikante positive Assoziation ermittelt
(Stefansson et al., 2009) und repliziert werden (Steinberg et al., 2011).

NRGN spielt durch Beeinflussung der Synaptogenese (Higo et al., 2006) eine Rolle in der
Hirnentwicklung (Higo et al., 2006; Walton et al., 2013).

Die Stimulation des NMDA-Rezeptors durch Glutamat fiihrt neben einem Calciumeinstrom in
das Neuron zu einer Freisetzung von Calmodulin und Oxidation von NRGN (Li et al., 1999).
Der Oxidationszustand von NRGN ist wiederum entscheidend fir nachgeschaltete
calciumabhangige Signalkaskaden (Li et al., 1999).

Eine NRGN-Dysfunktion hingegen konnte ein Ungleichgewicht von Glutamatkanélen nach sich
ziehen (Walton et al., 2013).

Entsprechend koénnte neben GRM3 auch NRGN die Effekte der bei Schizophreniepatienten
beobachteten Hypofunktion des NMDA-Rezeptors vermitteln (Stefansson et al., 2009).

Fur Tréager des Nicht-Risikoallels des rs12807809 im NRGN konnte im Vergleich zu den
homozygoten Referenzalleltragern eine Assoziation mit verringertem Hirnvolumen in
okzipitalen Hirnregionen und im Cingulum festgestellt werden (Walton et al., 2013).

Zudem konnten die Autoren bei homozygoten Risikoalleltragern des rs12541[T] eine erhohte
Aktivierung des dorsolateralen Préafrontalkortex beobachten, wenn auch andere Studien
heterogene Ergebnisse erbrachten. Eine erhohte Aktivierung des Prafrontalkortex kénnte den
Versuch darstellen, eine Ineffektivitat des Frontalkortex (Keshavan et al., 2008) oder eine
fehlende Rekrutierung des Hippocampus (Heckers et al., 1998) zu kompensieren.

So wurde geschlussfolgert, dass die beschriebenen Verénderungen eine Rolle in der
Pathogenese der Schizophrenie spielen konnten (Walton et al.,, 2013), obwohl diese
Beobachtungen nicht ausschlieflich bei Schizophreniepatienten, sondern auch bei gesunden
Risikoalleltragern gemacht wurden.

So deutet die aktuelle Forschungslage darauf hin, dass NRGN durch Beeinflussung der
Hirnentwicklung zerebrale Strukturveranderungen bewirken kdnnte und so eine wichtige Rolle
in der Pathogenese der Schizophrenie spielt.

Maoglicherweise konnte das Referenzallel des rs55661361[A] auf Grund seiner ermittelten
negativen Assoziation eine protektive Wirkung auf die Schizophrenievulnerabilitdt haben,

indem der Polymorphismus Veranderungen bewirkt, die die Genfunktion des NRGN erhalten.

49



5 Diskussion

So konnte eine erhdhte Resistenz des NRGN gegen eine verdnderte Funktion des NMDA-

Rezeptors positive Auswirkungen auf das Erkrankungsrisiko haben.

Ebenso zeigten Polymorphismen in CACNALC und CACNB2, die fir verschiedene
Untereinheiten (aic, B2) von spannungsabhangigen L-Typ Calciumkanélen codieren, bereits in
mehreren Studien signifikante Assoziationen mit der Schizophrenie (Ripke et al., 2013;
Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014). Auch fiir die
ay-Untereinheit eines T-Typ Calciumkanals (CACNL1I), konnte eine signifikante Assoziation
mit der Schizophrenie nachgewiesen werden (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics Consortium, 2014).

In unserer Studie konnten wir fir keinen der drei untersuchten intronischen SNPs dieser Gene
eine signifikante Assoziation ermitteln.

So konnte der SNP rs2799573 des CANCB2 unter anderem als Risiko-SNP fur die
Schizophrenie identifiziert werden (Smoller et al., 2013). Fur den SNP rs17691888 konnte eine
signifikante negative Assoziation mit der Schizophrenie festgestellt werden (Ripke et al., 2013).
Fur einen Locus des CACNB2 mit dem Index-SNP rs7893279[T], der auch unseren
rs10764493[G] umfasst, wurde eine signifikante positive Assoziation mit der Schizophrenie
ermittelt (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014),
wahrend wir einen Trend flr eine negative Assoziation feststellen konnten (p=0,062).

Eine signifikante positive Assoziation mit der Schizophrenie fiir CACNALC konnte anhand des
rs1006737 nachgewiesen werden (Green et al., 2010), die anhand des rs4765905 bestatigt
werden konnte (Hamshere et al., 2013).

Dieser Nachweis gelang ebenfalls fir das CACN1I-Gen. Der betrachtete Locus, der auch
unseren SNP rs5995756[T] umfasst, zeigte eine negative Assoziation mit der Schizophrenie
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium, 2014).

Die beschriebenen Assoziationen weisen zwar auf eine Beteiligung dieser Gene in der
Pathogenese der Schizophrenie hin, scheinen aber nicht spezifisch fir die Schizophrenie zu
sein, da ebenfalls Assoziationen mit anderen psychiatrischen Erkrankungen, wie der bipolaren

Storung, beobachtet werden konnten (Hamshere et al., 2013; Smoller et al., 2013).

5.2.2 Endophéanotypenstudie

Der Polymorphismus rs11682175 zeigte flinf signifikante Assoziationen im VLMT. Dabei war
der SNP mit ausschlieBlich schlechteren VLMT-Leistungen assoziiert.

Es liel sich fir die Referenzalleltrager des rs11682175[C] sowohl in der Patientengruppe, als
auch in der Kontrollgruppe, sowie in der Gesamtstichprobe eine signifikante Assoziation mit

schlechteren Gesamtlernleistungen im Vergleich zu den Nicht-Trégern ermitteln.
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Die Leistungen fallen gruppenunabhéngig bei den homozygoten Referenzalleltragern (CC) am
schlechtesten aus, bei den heterozygoten (CT) liegen sie im MittelmaR3, wahrend die Probanden,
die das Referenzallel nicht aufweisen (TT), die besten Leistungen erbringen.

Da zusatzlich zu den Patienten auch die Kontrollen eine Assoziation von Lerndefiziten mit dem
Referenzallel zeigten, ist davon auszugehen, dass dieser SNP unabhangig von der Schizophrenie
einen negativen Einfluss auf die Lernleistung nimmt.

Ein &hnlicher Zusammenhang lieRR sich fir den Wortverlust nach zeitlicher Verzdgerung
beobachten: Das Referenzallel des SNPs rs11682175 ist mit einem erhdhten Wortverlust, also
schlechteren Leistungen, in der Kontrollgruppe und in der Gesamtstichprobe assoziiert. Auch
hier geht der CC-Genotyp mit schlechteren Leistungen einher als der CT- und der TT-Genotyp.
Fur die Patientengruppe liel sich keine signifikante Assoziation ermitteln (p=0,172), was
womd@glich auf eine zu geringe Stichprobengrofe zurtickzufiihren ist.

Die Beobachtungen, dass die Testergebnisse mit zunehmender Dosis des Referenzallels
schlechter werden, lassen auf einen Allel-Dosiseffekt des rs11682175 schliel3en.

In der Literatur ist fur diesen SNP bisher keine Assoziation mit Kognition oder verbalen
Gedachtnisleistungen vorbeschrieben.

Allerdings kdnnten die beobachteten kognitiven Defizite auf Veranderungen des VRK2-Gens,
dessen Marker wahrscheinlich im LD mit dem SNP rs11682175 liegen, zurickzufuihren sein.
Da VRK2 in das Axonwachstum involviert ist und damit Einfluss auf die Signaltransduktion
nimmt (Blanco et al., 2008), ist eine Beteiligung an Gedachtnisprozessen naheliegend.

So konnte eine Assoziation des mit der Schizophrenie assoziierten SNPs rs2312147[C] in der
Néhe des VRK2-Gens mit dem Hirnvolumen der Probanden ermittelt werden (Li et al., 2012).
Dabei zeigte sich in der gesunden Kontrollgruppe eine signifikante Assoziation des
Referenzallels mit verringertem Gesamthirnvolumen und einer Reduktion des weilRen
Hirnvolumens. Fir die graue Hirnsubstanz konnte nur eine sehr geringe Signifikanz ermittelt
werden (Li et al., 2012).

Diese Beobachtung ldsst darauf schlielen, dass Risiko-SNPs fur Schizophrenie auch bei
gesunden Probanden Verdnderungen der weillen Hirnsubstanz hervorrufen kénnen. Da ein
Zusammenhang zwischen Verénderungen der weien Substanz und Geddchtnisdefiziten
vermutet wird (Kubicki et al., 2007), konnten Gedéachtnisstérungen auf Hirnverénderungen, die
durch Schizophrenie-assoziierte SNPs bedingt werden, zuriickzufiihren sein. Entsprechend
konnte das in unserer Studie beobachtete schlechte Abschneiden der Kontrollprobanden in der
Kategorie Gesamtlernleistung im VLMT zu erkl&ren sein.

Die Gesamtlernleistung als Indikator fiir das Arbeitsgedéchtnis gibt Aufschluss Gber kortikale
Funktionsstorungen (Helmstaedter, 2007), denen Verdnderungen der grauen Hirnsubstanz zu

Grunde liegen.
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Allerdings konnte bisher keine deutliche signifikante Assoziation des VRK2 beziehungsweise
des SNPs rs11682175 mit Veranderungen der grauen Substanz nachgewiesen werden.
Womdglich kénnte VRK2 Verdnderungen der Signaltransduktion hervorrufen und dadurch die
Verarbeitung von Informationen im Arbeitsgedéchtnis erschweren, sodass die Lernleistung
negativ beeinflusst wird.

Da eine starke gruppenubergreifende Assoziation des SNPs rs11682175 mit der
Gesamtlernleistung beobachtet werden konnte, ist ein Einfluss dieser Genregion auf das verbale
Gedachtnis, unabhéngig von der Schizophrenie, sehr wahrscheinlich.

Es konnte festgestellt werden, dass der SNP rs2312147 Einfluss auf die Konnektivitat der
weillen Hirnsubstanz bei Schizophreniepatienten nimmt (Sohn et al., 2014). Die homozygoten
Referenzalleltrager (CC) zeigten im Vergleich zum TC- und TT-Genotyp erhdhte FA-Werte
(Fraktionaler Anisotropie-Wert), die auf eine intakte Konnektivitat der weillen Hirnsubstanz
hinweisen. Fir die heterozygoten Referenzalleltrdger und die homozygoten Nicht-Tréger
konnten hingegen verringerte FA-Werte ermittelt werden, die auf eine eingeschrénkte
Konnektivitat der weien Hirnsubstanz hinweisen und positiv mit Leistungen im Digit Symbol
Test (DST) korreliert waren. Betroffene Hirnregionen waren unter anderem der Temporal- und
Frontallappen, sowie das Cingulum. Es konnte allerdings kein signifikanter Unterschied in der
Konnektivitat der weiRen Hirnsubstanz zwischen Patienten und Kontrollen ermittelt werden
(Sohn et al., 2014).

Die veranderte Konnektivitat zwischen Temporal- und Frontallappen, wie auch die Reduktion
der weil3en Hirnsubstanz (Li et al., 2012), hervorgerufen durch rs2312147, kdnnten ursachlich
fir die von Sohn und Kollegen (Sohn et al., 2014) beobachteten kognitiven Defizite sein.
Entsprechende Verdnderungen der Hirnstruktur kdnnten auch durch den SNP rs11682175
bewirkt werden und eine mdgliche Erklarung fir den von uns beobachteten erhohten
Wortverlust nach zeitlicher Verzdogerung im VLMT in der Kontrollgruppe und in der
Gesamtstichprobe darstellen. Auch der bei den homozygoten Referenzalleltrdgern des
rs2312147[C] in der Patientengruppe beobachtete Erhalt der Konnektivitat (Sohn et al., 2014)
kénnte auf rs11682175 (bertragbar sein und der Grund dafiir sein, dass die Patienten keinen
signifikant erhéhten Wortverlust im VLMT aufwiesen. Da dieser Testphdnotyp die Fahigkeit
der Konsolidierung ins Langzeitgedachtnis 0Oberprift und mit temporalen Verénderungen
assoziiert ist (Helmstaedter, 2007), ist davon auszugehen, dass die beobachteten Veranderungen
der Konnektivitat im Temporallappen zu Konsolidierungsstérungen fihren kénnen.
Madglicherweise waren Sohn und Kollegen (Sohn et al., 2014) bei Betrachtung der homozygoten
Nicht-Referenzalleltrdger (TT) versus der homo- und heterozygoten Referenzalleltrager, wie sie
von Li und Kollegen vorgenommen wurde (Li et al., 2012), zu anderen Ergebnissen gekommen,

die die Vermutung einer Verringerung der Konnektivitét in der Patientengruppe gesttitzt hatten.
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Zudem wurde ein Mikrodeletionssyndrom in einem 4,5mb groRen Bereich auf 2p15-2p16.1, der
auch rs11682175 und das VRK2-Gen umfasst, beschrieben. Die beiden untersuchten Patienten
wiesen neben weiteren Auffalligkeiten eine neuronale Entwicklungsverzégerung mit
autistischen Merkmalen und geistiger Behinderung, sowie kortikale Hirnverdnderungen auf
(Rajcan-Separovic et al., 2007).

Diese Beobachtung stiutzt die Vermutung, dass die beschriebene Genregion eine wichtige Rolle

in kognitiven Prozessen spielt und legt eine genetische Beteiligung an diesen VVorgéngen nahe.

Die diskutierten Ergebnisse sind jedoch kritisch zu hinterfragen, da sich diese nicht auf den von
uns untersuchten rs11682175 beziehen. Es ist ein LD dieser Genregion mit anderen Markern,
unter anderem rs2312147, beschrieben, sodass eine eindeutige Zuordnung einzelner SNPs zu
bestimmten Effekten nicht moglich ist.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die Genregion 2pl16, in der sowohl
rs11682175, als auch VRK2 lokalisiert sind, eine wichtige Rolle in der Hirnentwicklung spielt
und SNPs nahe des VRK2-Gens entwicklungsbedingte Verédnderungen im Gehirn bewirken, die
kognitive Prozesse beeinflussen kénnten.

Unklar bleibt jedoch, ob rs11682175 oder andere im LD liegende SNPs fir die Assoziation mit
den Gedachtnisleistungen verantwortlich sind. Mdoglicherweise geht unsere beobachtete
Assoziation des rs11682175 auf rs2312147 oder andere SNPs des VRK2-Gens zur(ck.
Allerdings konnte unser SNP einen unabhéangigen Risiko-SNP fiir verbale Gedéachtnisdefizite
darstellen, da er eine deutliche gruppen- und phéanotyplbergreifende Assoziation mit
schlechteren Testleistungen im VLMT zeigte. Aus diesem Grund sollte die Assoziation des
rs11682175 mit den Testleistungen im VLMT mittels Replikation Oberprift werden, um die
tatséchliche Bedeutung dieses SNPs fiir die Hirnentwicklung und das verbale Gedéachtnis zu

ermitteln.

Der Polymorphismus rs4702 innerhalb von 3'-UTR des FURIN-Gens zeigte drei signifikante
Assoziationen im VLMT. Fir die Patientengruppe konnte eine signifikante Assoziation des
Referenzallels mit besseren Gesamtlernleistungen im Vergleich zum Nicht-Referenzallel
ermittelt werden. Ein erhohter Wortverlust nach Interferenz, also eine schlechtere
Gedachtnisleistung, war mit dem Referenzallel in der Kontrollgruppe und in der

Gesamtstichprobe assoziiert.
Fur FURIN ist bisher keine Assoziation mit kognitiven Leistungen beschrieben worden.

Allerdings konnte eine Assoziation von Gedé&chtnisleistungen mit BDNF, einem von der

FURIN-Protease aktivierten Nervenwachstumsfaktor, ermittelt werden (Nurjono et al., 2012).
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Da BDNF das Neuronenwachstum beeinflusst, kdnnte aus einer verminderten Aktivitit eine
Hirnvolumenverringerung resultieren, die wiederum zu kognitiven Defiziten fiihren kdnnte.

Bei Schizophreniepatienten konnte ein verminderter BDNF-Spiegel beobachtet werden (Rizos
et al., 2011; Zhang et al., 2012). Zudem konnte eine signifikante positive Assoziation zwischen
BDNF-Spiegel und Hippocampusvolumen, sowohl bei Patienten, als auch bei gesunden
Kontrollen ermittelt werden (Rizos et al., 2011).

Es zeigte sich in einer chinesischen Stichprobe fur die Patientengruppe eine signifikante
positive Assoziation zwischen BDNF-Spiegel und kognitiven Leistungen (Lernen einer
Wortliste) (Zhang et al., 2012). Auch eine signifikante positive Assoziation zwischen BDNF-
Spiegel und verbalen Gedéchtnisleistungen konnte nachgewiesen werden (Hori et al., 2016).
Allerdings konnte keine Assoziation zwischen kognitiven Féhigkeiten und BDNF-Spiegel in der
Patientengruppe ermittelt werden, die Kontrollen jedoch zeigten eine signifikante negative
Assoziation zwischen BDNF-Spiegel und Leistungen des verbalen Arbeitsgedéachtnisses (Niitsu
etal., 2011).

Ein verringerter BDNF-Spiegel kdnnte neben der veranderten Prozessierung und Aktivierung
durch die Protease FURIN auch durch eine verdnderte Transkription des BDNF-Gens
verursacht werden.

Die Transkription von BDNF kann durch einen Calciumeinstrom in die Zelle durch L-Typ-
Calciumkanale, zum Beispiel CACNALC, sowie weitere nachgeschaltete calciumabhangige
Signalkaskaden aktiviert werden (Ghosh et al., 1994).

Sowohl fiir BDNF, als auch fir CACNALC konnte eine Beteiligung an der LTP im
Hippocampus nachgewiesen werden (Korte et al., 1995; Moosmang et al., 2005).

Es konnte anhand eines Mausmodells gezeigt werden, dass BDNF eine essentielle Rolle in der
LTP im Hippocampus spielt und auf diese Art Gedéchtnisprozesse beeinflusst. Mé&use mit
einem knockout dieses Gens zeigten eine schlechtere LTP (Korte et al., 1995).

Da die LTP einen entscheidenden Prozess fiir die Konsolidierung von Informationen darstellt,
konnten LTP-Defizite zu Konsolidierungsdefiziten fihren, die sich mittels VLMT uberpriifen
lassen. In unserer Stichprobe konnte ein erhéhter Wortverlust nach Interferenz, der als Indikator
fur Konsolidierungsstorungen gilt, fir die Referenzalleltréger des rs4702[G] in der
Kontrollgruppe und der Gesamtstichprobe ermittelt werden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der rs4702 (iber seine Interaktion mit BDNF zu
Storungen der LTP im Hippocampus fuhren und dadurch das schlechte Abschneiden der
Probanden erkldren konnte. Allerdings konnten wir diese Beobachtung, wider Erwarten, fir die
Patientengruppe nicht machen (p=0,648), was auf eine zu geringe StichprobengroRe oder auf
von der Schizophrenie unabhéngige kognitive Defizite zurlickzufiihren sein kdnnte. Fir die

Patientengruppe hingegen konnte eine signifikante Assoziation mit einer verbesserten

54



5 Diskussion

Lernleistung, einem Indikator fir das Arbeitsgedachtnis, ermittelt werden. So kdnnte das
Referenzallel des rs4702[G] einen protektiven Einfluss auf die kognitiven Leistungen der

Patienten, vermittelt Gber BDNF, nehmen.

Unsere Ergebnisse decken sich mit den zum Teil widerspriichlichen Beobachtungen von Zhang
und Kollegen, sowie von Niitsu und Kollegen (Niitsu et al., 2011; Zhang et al., 2012). So liegt
die Vermutung nahe, dass eine defekte Prozessierung des pro-BDNF zum BDNF durch FURIN
bei Risikoalleltragern des rs4702[G] kognitive Defizite bedingt. Ein entsprechender
Zusammenhang zwischen FURIN und BDNF wurde bereits beschrieben (Niitsu et al., 2011).
Unter der Annahme, dass dieser Mechanismus einen verringerten BDNF-Spiegel bewirkt,
konnten wir, im Gegensatz zu Zhang und Kollegen (Zhang et al., 2012), eine negative
Assoziation zwischen BDNF-Spiegel und Arbeitsgedachtnisleistungen in der Patientengruppe
feststellen.

Eine mdgliche Erklarung fir die heterogenen Ergebnisse konnte ein umgekehrt U-férmiger
Zusammenhang zwischen BDNF-Spiegel und Gedé&chtnisleistungen sein. Eine entsprechende
Hypothese ist bereits fir TCF4 aufgestellt worden (Zhu et al., 2013), die analog fiir den BDNF-
Spiegel formulierbar ware.

So konnte sowohl ein verringerter, als auch ein erhéhter BDNF-Spiegel zu kognitiven
Beeintrachtigungen fiihren. Das Risikoallel des rs4702[G] konnte die BDNF-Expression
dahingehend beeinflussen, dass der BDNF-Spiegel der Patienten auf ein normales Niveau
angehoben wird und daraus verbesserte Testleistungen resultieren. Andererseits kénnte in der
Kontrollgruppe eine (berschiefende BDNF-Expression stattfinden, die wiederum kognitive
Defizite zur Folge hat.

Allerdings muss jedoch beachtet werden, dass wir durch den rs4702 nur indirekt BDNF-Spiegel
und -funktion tberprifen kénnen. Daher scheint eine weitere Uberpriifung von rs4702 und

BDNF angezeigt.

Zudem konnte das FURIN-Gen auch BDNF-unabhéngige Signalwege beeinflussen, die
ebenfalls einen Einfluss auf Schizophrenie-assoziierte Gedachtnisdefizite nehmen.

Eine Mdglichkeit stellt der Pro-Nervenwachstumsfaktor (NGF) dar (Bresnahan et al., 1990), der
nach Abspaltung einer spezifischen Peptidsequenz durch FURIN zum aktiven
Nervenwachstumsfaktor prozessiert wird (NCBI, 2015).

Anhand eines Mausmodells konnte gezeigt werden, dass Mause, die eine gegenliber FURIN
resistente Variante des Pro-NGF exprimieren, Lern- und Gedéchtnisdefizite aufweisen (Tiveron
et al., 2013). Dies l&sst darauf schlielen, dass ein verandertes FURIN auf den intakten Pro-
NGF, welcher Neuronenwachstum und -differenzierung reguliert (NCBI, 2015), eine dhnliche

Wirkung haben konnte.
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In diesem Zusammenhang ist das Synapsennetzwerk des Hippocampus untersucht und die LTP
Uberprift worden, jedoch konnten keine signifikanten Veranderungen festgestellt werden
(Tiveron et al., 2013).

Allerdings muss beachtet werden, dass einige der Beobachtungen bisher nur an Mausen
gemacht wurden und deren Ubertragbarkeit auf den Menschen in weiteren Studien uberpriift

werden muss.

Anhand der Forschungslage lasst sich vermuten, dass die Gedé&chtnisleistungen durch eine
verénderte Prozessierung des pro-BDNF (Nurjono et al., 2012) oder des Pro-NGF beeinflusst
werden, die wiederum auf ein veréndertes FURIN-Gen zuriickzufiihren sein konnten. Die
Verénderungen der Funktion des FURIN-Gens kdnnten zum einen durch eine Beeinflussung der
Gentranskription ausgeltst werden. Zum anderen ist eine Beeinflussung der Genexpression
naheliegend, da unser Polymorphismus in 3°-UTR lokalisiert ist. So gibt es Hinweise darauf,
dass eine verdnderte FURIN-Expression zu neuroanatomischen Aufféalligkeiten in
verschiedenen Hirnregionen fuhren kann (Fromer et al., 2016). Fur eine genetische Variante
innerhalb 3‘-UTR des DAT (Dopamintransporter)-Gens konnte eine Assoziation mit
Hirnstrukturveranderungen und kognitiven Defiziten schizophrener Patienten ermittelt werden
(Prata et al., 2009).

Diese Ergebnisse untermauern die Vermutung, dass genetische Varianten innerhalb von 3-UTR
einen Einfluss auf kognitive Prozesse nehmen kénnten.

Aus diesem Grund sollte die Funktion von 3‘-UTR hinsichtlich Gedachtnisfunktion,

insbesondere im FURIN-Gen, weiter tberprift werden.

Etwa 1,1kb genaufwarts von unserem SNP rs4702 liegt das FES-Gen. Mdglicherweise konnte
der SNP auch mit Markern des Gens im LD liegen und auf diese Art seine Effekte vermitteln.
Da jedoch fir dieses Gen weder eine Assoziation mit der Schizophrenie, noch mit kognitiven

Funktionen nachgewiesen wurde, ist diese Vermutung eher unwahrscheinlich.

Fur SNPs in Genen, die fiir mitochondriale Proteine codieren, IMMP2L und APOPT1, konnten
signifikante Assoziationen mit VLMT-Leistungen ermittelt werden.

So zeigte der Polymorphismus rs12532143[C] innerhalb des IMMP2L-Gens zwei signifikante
Assoziationen. Fur die Referenzalleltrdger in der Gesamtstichprobe konnte eine signifikante
Assoziation mit schlechteren Gesamtlernleistungen, in der Patientengruppe ein entsprechender
Trend (p=0,083) ermittelt werden. Der Wortverlust nach Interferenz war fiir die
Referenzalleltrager in der Kontrollgruppe signifikant hoher, in der Gesamtstichprobe konnte ein

entsprechender Trend (p=0,061) festgestellt werden.
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Da signifikant verschlechterte Testleistungen der Referenzalleltrédger in der Gesamtstichprobe
und in der Kontrollgruppe ermittelt wurden, ist davon auszugehen, dass das Referenzallel des
rs12532143[C] unabhéngig von der Schizophrenie einen Einfluss auf kognitive Fahigkeiten
nehmen konnte.

Neben einer Assoziation mit der Schizophrenie konnte IMMP2L bisher als Risikogen flir das
Tourette-Syndrom (Petek et al., 2001) und Risiko-SNPs dieses Gens flr Autismus (Maestrini et
al., 2010) identifiziert werden. Diese neuropsychiatrischen Entwicklungsstorungen kénnen mit
Storungen der Informationsverarbeitung einhergehen. Maglicherweise liegen diesen Stérungen
und den von uns beobachteten Defiziten im VLMT &hnliche Ursachen zu Grunde.

Fur den Polymorphismus rs12887734 in APOPT1 konnte eine signifikante Assoziation mit
einem erhohten Wortverlust nach Interferenz in der Patientengruppe festgestellt werden.
Mutationen im APOPT1-Gen sind mit kavitationenbildender Leukenzephalopathie assoziiert
(Melchionda et al., 2014). Die Leukenzephalopathie kann, ebenso wie die Schizophrenie
(Aleman et al., 1999), mit kognitiven Defiziten unterschiedlich starker Auspragung einhergehen
(Melchionda et al., 2014).

In diesem Zusammenhang konnten durch MRI-Untersuchungen Veranderungen der weiflen
Hirnsubstanz (zahlreiche Zystenbildungen) im Corpus callosum und den posterioren Anteilen
der Hemispharen, sowie im Temporal- und Frontallappen beobachtet werden. Diese Ergebnisse
deuten auf eine Beeinflussung zerebraler Prozesse durch das APOPT1-Gen hin. Mdglicherweise
bewirken mit der Schizophrenie assoziierte Polymorphismen im APOPT1-Gen Veranderungen,
die zu einer erhdhten Apoptoseaktivitat und dadurch zu einer Hirnvolumenreduktion fiihren. So
kénnte eine veranderte Apoptosefunktion die Synapsenkonnektivitdt beeinflussen und dadurch
Defizite in der Signaltbertragung verursachen (Glantz et al., 2006). Entsprechend kdnnte eine
defizitare Signallibertragung zu Gedachtnisdefiziten fuhren.

Bei Schizophreniepatienten konnten bereits Hinweise fur eine mitochondriale Dysfunktion und
daraus resultierenden erhohten oxidativen Stress im Prafrontalkortex ermittelt werden
(Prabakaran et al.,, 2004). Diese Beobachtungen konnten auf einem verénderten
Energiemetabolismus im Sinne einer beeintrachtigten Mikrozirkulation oder eines
beeintrachtigten Glucose-/Sauerstoffgebrauches beruhen, der eine Reduktion der weilRen
Hirnsubstanz im Prafrontalkortex der Patienten nach sich zieht (Prabakaran et al., 2004).

Der Préfrontalkortex ist entscheidend fur ein funktionierendes Arbeitsgedéachtnis, dessen
Funktion durch den Phénotyp ,,Gesamtlernleistung™ im VLMT {iberpriift werden kann. Das
schlechte Abschneiden der Referenzalltrager des SNPs rs12532143[C] in dieser Kategorie
konnte also auf die oben beschriebenen mitochondrialen Verdnderungen und deren
Auswirkungen zuriickzufuihren sein.

Veranderungen im prafrontalen Kortex kénnen auch einen Einfluss auf die Abrufleistungen

episodischer Informationen nehmen (Fletcher et al., 1998), sodass auch der erhéhte Wortverlust
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nach zeitlicher Verzégerung, der mit beiden SNPs assoziiert ist, durch entsprechende
Veranderungen begriindet sein kdnnte.

Das Schizophrenie-Risikoallel des SNPs rs12532143[C] kdnnte auch bei gesunden Probanden
ahnliche Struktur- und Volumenveranderungen verursachen, wie sie bei Schizophreniepatienten
nachgewiesen werden konnten. Entsprechend konnte das Referenzallel unabhangig von der
Schizophrenie mitochondriale Veranderungen mit Auswirkungen auf die Hirnfunktion
verursachen, die wiederum zu kognitiven Defiziten fihren kdnnen. So ist davon auszugehen,
dass Schizophrenie und Gedé&chtnisstorungen eine gemeinsame genetische und funktionelle
Basis teilen.

Fur zwei der drei untersuchten Calciumkanaluntereinheiten konnten wir eine signifikante
Assoziation mit Leistungen im VLMT ermitteln.

Das Risikoallel des SNPs rs10764493[G] des CACNB2-Gen war in unserer Stichprobe mit
signifikant besseren Testleistungen im Vergleich zu den Nicht-Trégern fiir den Ph&notyp
»Verlust nach Interferenz in der Patientengruppe assoziiert, fiir die Gesamtstichprobe konnte
ein Trend (p=0,053) hin zu besseren Leistungen beobachtet werden.

Auch das Risikoallel des SNPs rs5995756[T] des CACNALI-Gen war im Vergleich zu den
Nicht-Tragern mit signifikant besseren Testleistungen (geringerer Wortverlust nach Interferenz)
in der Patientengruppe assoziiert.

Fur einen dem rs10764493 des CACNB2 benachbarten SNP (rs2799573) konnte eine
Assoziation mit Entwicklungsstérungen, die mit variablen kognitiven Defiziten einhergehen
kénnen, wie Autismus, ADHS, sowie Lernbehinderung festgestellt werden (Kim und State,
2014).

CACNB32 codiert fiir eine Calciumkanaluntereinheit, die eine Rolle in der Synapsenorganisation
und -funktion der Verkniipfung des Hippocampus mit dem prafrontalen Kortex spielt (Dixson et
al., 2014).

Diese Calciumkanaluntereinheit interagiert unter anderem mit CACNALC, fiur den wir keine
signifikante Assoziation ermitteln konnten, und beeinflusst dessen Funktion (Pragnell et al.,
1994).

Im Mausmodell konnte eine Assoziation zwischen CACNALC und der Plastizitat im
Hippocampus, verbunden mit Ged&chtnisdefiziten, festgestellt und gestorte Lern- und
Gedachtnisprozesse auf Verdnderungen der aic-Untereinheit des Calciumkanals im Bereich des
Hippocampus und des Neokortex zurlickgefuhrt werden (Moosmang et al., 2005). Weiterhin
konnten die Autoren feststellen, dass Verdnderungen des CACNAILC Einfluss auf die vom
NMDA-Rezeptor unabhéngige Plastizitat und die LTP im Hippocampus nehmen kdnnen.
Zudem wurde der Risiko-SNP rs1006737[A] in einer Stichprobe bestehend aus gesunden

Probanden sowohl auf eine Assoziation mit Leistungen im VLMT, als auch auf eine
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Assoziation mit der weilRen Hirnsubstanz des Hippocampus untersucht (Dietsche et al., 2014).
Die Risikoalleltrager zeigten eine schlechtere Lernkurve. Zudem konnte mittels DTI ein Bereich
im rechten Hippocampus ermittelt werden, der bei den Referenzalleltragern geringere FA-Werte
aufwies, was auf eine Funktionsstorung der Projektionsfasern hinweist. Diese Werte waren mit
den anfanglichen Leistungen in der Lernkurve assoziiert. Die Autoren schlussfolgern, dass eine
veranderte CACNALC-Funktion Veranderungen in der weilRen Hirnsubstanz des Hippocampus
herbeifiuihren und auf diese Art die Lernleistungen beeinflussen kann (Dietsche et al., 2014).
Andere Forschungsgruppen konnten fir den SNP rs10063737[A] eine verénderte
Hippocampusaktivitat bei den Risikoallel-Trégern ermitteln. Auf der einen Seite konnte eine
erhohte Hippocampusaktivitat fur homozygote Risikoalleltrager wéhrend der Encodierung von
emotionalen Bildern beobachtet werden (Bigos et al., 2010). Auf der anderen Seite konnte eine
verringerte Hippocampusaktivitat bei Risikoalleltrégern wahrend des Abrufs im Rahmen einer
visuellen Testaufgabe ermittelt werden (Erk et al., 2010). Zudem zeigte sich eine verringerte
funktionelle Verkniipfung zwischen linkem und rechtem Hippocampus der Risikoallel-Tréger.
Da CACNB2 mit CACNALC interagiert, konnten die verbesserten Testleistungen fir die
Referenzalleltrager des CACNB?2 in der Patientengruppe durch eine verbesserte CACNALC-
Funktion vermittelt werden. Andererseits konnte CACNB2 unabhédngig von anderen Genen
durch eine modifizierte Verknipfung der Hirnareale untereinander zu einer Verbesserung der
Gedachtnisleistungen fiihren.

Die in unserer Studie nur in der Patientengruppe beobachtete Leistungsverbesserung lasst darauf
schlielen, dass der SNP rs10764493 einen protektiven Einfluss auf die Gedéachtnisleistungen
schizophrener Patienten nehmen konnte.

Die Ergebnisse dieses SNPs im CACNB2 decken sich mit denen des SNPs rs5995756 im
CACNALL.

Fur CACNALI konnte gezeigt werden, dass diese Untereinheit eine Schrittmacheraufgabe in
Neuronen des Thalamus erflllt und so in die intrazerebrale Signaltransduktion involviert ist
(Chemin et al., 2002). Auf diese Weise konnte es auch in Geddchtnisprozesse eingreifen.

Auf Grund der sich entsprechenden Beobachtungen im VLMT liegt auch flr dieses Gen eine

ahnliche Beeinflussung der oben beschriebenen Prozesse nahe.

In unserer Stichprobe untersuchten wir drei SNPs des TCF4-Gens. Lediglich der SNP
rs72930787[T] zeigte eine signifikante Assoziation mit Testleistungen im VLMT. Die
Referenzalleltrager der Patientengruppe erzielten einen signifikant geringeren Wortverlust nach
Interferenz als die Nicht-Trager.

Mit Hilfe des VLMT wurde der Zusammenhang zwischen einem Polymorphismus des TCF4-
Gens und Geddachtnisleistungen schizophrener Patienten untersucht (Lennertz et al., 2011). Es

zeigte sich, dass Patienten, die das Risikoallel des SNPs rs9960767[C] tragen, signifikant
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bessere Wiedererkennensleistungen erzielten. Fir den Abruf nach zeitlicher Verzdgerung
konnte ein Trend hin zu besseren Leistungen ermittelt werden. Diese Ergebnisse stimmen mit
den unseren Uberein (Lennertz et al., 2011).

Eine dhnliche Beobachtung wurde anhand des SNPs rs2958182[T], der in der N&he des SNP
rs72930787 liegt, in einer Studie mit Han Chinesen gemacht, die darliber hinaus schlechtere
Testleistungen in der Kontrollgruppe beinhaltete (Zhu et al., 2013). Dies wurde darauf
zuruckgefihrt, dass sowohl ein erhohter, als auch ein erniedrigter TCF4-Spiegel kognitive
Defizite bewirken kdnnte.

Es ist davon auszugehen, dass TCF4 als Transkriptionsfaktor in die Entwicklung von
gedéchtnisassoziierten neuronalen Strukturen involviert ist (Lennertz et al., 2011),
maoglicherweise auf Entwicklungsebene (Flora et al., 2007).

Polymorphismen in diesem Gen konnten dessen Aktivitit verdndern, sodass die Transkription
anderer Gene beeinflusst wird, was eine mogliche Erklarung fiir assoziierte Gedachtnisdefizite
darstellen kdnnte.

Das Risikoallel unseres SNPs rs72930787[T] scheint allerdings einen protektiven Einfluss auf
Gedachtnisleistungen bei Schizophreniepatienten zu nehmen. Diese Vermutung wird durch die
Beobachtung gestiitzt, dass das Risikoallel eines mit der Schizophrenie assoziierten SNPs
(rs2958182[T]) des TCF4 die Gedachtnisleistungen der Patienten verbessert (Zhu et al., 2013).
Obwohl in einer weiteren Studie das A-Allel als Risikoallel ermittelt wurde, konnte ebenfalls
eine Assoziation des T-Allels mit verschlechterten Gedachtnisleistungen in Patienten- und
Kontrollgruppe beobachtet werden (Hui et al., 2015).

Die Leistungsverbesserung konnte unter der Annahme, dass das Referenzallel zu einer
Steigerung des TCF4-Spiegels fiihrt, auf eine Anhebung des erniedrigten Spiegels in einen
normalen Bereich zuriickzufiihren sein. Bei gesunden Kontrollen hingegen kdnnte daraus eine
Uberschielende Erhohung resultieren. Dadurch konnte wiederum die Transkription von
entscheidenden Genen dahingehend beeinflusst werden, dass kognitive Defizite entstehen, die
in der Kontrollgruppe festgestellt wurden.

Entsprechende Prozesse kénnten auch durch unseren SNP rs72930787 bewirkt werden.

Der von Zhu und Kollegen, sowie von Hui und Kollegen untersuchte Marker (rs2958182) (Zhu
et al., 2013; Hui et al., 2015) liegt neben dem von Lennertz und Kollegen, sowie von Steinberg
und Kollegen beschriebenen SNP rs9960767[C] (Lennertz et al., 2011; Steinberg et al., 2011)
auch zu den drei von uns untersuchten SNPs eng benachbart, sodass die beobachteten
Assoziationen mit Geddchtnisleistungen nicht zweifelsfrei auf einzelne Polymorphismen

zurlickgefihrt werden kénnen.
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Polymorphismen des TCF4 scheinen jedoch keine Verdnderungen des Hirnvolumens
hervorzurufen, da bei gesunden Probanden weder makroskopische Veranderungen der weil3en
oder grauen Substanz, noch des hippocampalen Hirnvolumens ermittelt werden konnten
(Cousijn et al., 2014). Die Autoren schlussfolgern, dass die SNPs des TCF4 ihre Effekte Uber
eine verdnderte Regulation der Hirnfunktion und der Konnektivitdt, moglicherweise Uber

Beeinflussung der Transkription anderer Gene, bewirken konnten (Cousijn et al., 2014).

In unserer Studie konnten wir keine Assoziation des SNPs rs55661361[A] im NRGN-Gen mit
VLMT-Leistungen feststellen, wahrend hingegen vermutet wird, dass NRGN einen Einfluss auf
Signalwege nimmt, die mit Lern- und Geddachtnisprozessen (Huang et al., 2007) sowie mit der
Synaptogenese wahrend der Gehirnentwicklung (Higo et al., 2006) assoziiert sind. So konnte
anhand eines Mausmodells eine hohe Expression von NRGN in Gehirnregionen, die eine
wichtige Rolle bei kognitiven Prozessen spielen, nachgewiesen werden, darunter der
Hippocampus (Huang et al., 2007). Dies lasst darauf schlieRen, dass genetische Varianten
morphologische Verénderungen bewirken und dadurch Einfluss auf Signalwege des
episodischen Gedachtnisses nehmen kénnten (Krug et al., 2013).

Allerdings sind die beobachteten Veranderungen des Hirnvolumens und der Kortexdicke, die
mit dem untersuchten Polymorphismus des NRGN-Gens assoziiert sind, nicht spezifisch fiir
Schizophreniepatienten (Walton et al.,, 2013). Daher l&sst sich darauf schlieen, dass
Polymorphismen des NRGN-Gens unabhangig von der Schizophrenie kognitive Funktionen

beeinflussen kdnnten.

Auch fur den SNP rs12704290[A] im GRM3-Gen konnten wir keine signifikante Assoziation
mit kognitiven Leistungen nachweisen.

Es konnte jedoch beobachtet werden, dass GRM3 Einfluss auf kognitive F&higkeiten nimmt. So
zeigten ausgewdhlte SNPs, unter anderem solche des GRMS3-Gens, sowohl von
Schizophreniepatienten mit und ohne bekannte kognitive Defizite, als auch von Kontrollen eine
signifikante Assoziation des SNPs rs2189814[C] mit verbalen Testleistungen (Jablensky et al.,
2011).

Zudem zeigten in einer fMRI-Studie SNPs im GRM3 signifikante Assoziationen mit
gedéchtnisrelevanten Hirnstrukturen, wie dem medialen Temporallappen und dem
Hippocampus, sowie einer erhohten Aktivierung dieser Areale wahrend der Bearbeitung von
Gedachtnisaufgaben (de Quervain und Papassotiropoulos, 2006).

Somit l&sst sich davon ausgehen, dass Varianten im GRM3 durch eine Verdnderung von
Signaltransduktion und Hirnaktivierung einen Einfluss auf kognitive Fahigkeiten nehmen

kdnnten.
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5.3 Limitationen

Bei der Suche nach der Atiologie der Schizophrenie stellt die genetische Heterogenitat eine
besondere Herausforderung dar. Dabei kann die Untersuchung von Endoph&notypen ein
hilfreiches Verfahren zur Identifizierung von Risikogenen darstellen. Es ist jedoch von einem
komplexen Zusammenspiel verschiedener genetischer Varianten und Effekte auszugehen,
sodass das Modell der Endophanotypen lediglich als Hilfskonstrukt fungieren kann.

In unserer Studie konzentrierten wir uns auf diejenigen SNPs, fiir die bereits eine Assoziation
mit der Schizophrenie vorbeschrieben ist. Moglicherweise vermitteln nicht diese SNPs selbst,
sondern andere im LD liegende genetische Varianten die beschriebenen Effekte.

Die Ein- und Ausschlusskriterien fur unsere Studie wurden mit Hilfe von Methoden Uberprift,
die auf subjektiven Einschatzungen und Aussagen der Probanden beruhen, sodass es zu
Confoundingeffekten kommen kann.

Im Vergleich zu anderen GWAS war unsere Stichprobe relativ klein, sodass die Ergebnisse
durch Confoundingeffekte, besonders in der kleinsten Untergruppe, der Patientengruppe,
beeinflusst werden kdnnten. Zudem geht eine kleine StichprobengréRe mit einer geringen
Power einher, sodass die Wahrscheinlichkeit geringe Effekte einzelner SNPs aufzudecken sinkt.
Trotz umfangreicher MalRnahmen zur Qualitatskontrolle der Genotypisierung kdnnten
Genotypisierungsfehler dazu beitragen, dass wir beschriebene Assoziationen nicht replizieren
konnten.

Die Zusammensetzung der Studienteilnehmer sowohl in der Fall-Kontroll-Studie, als auch in
der Endophdnotypenstudie unterscheidet sich signifikant zwischen Kontroll- und
Patientengruppe. Im Vergleich zur Kontrollgruppe sind signifikant mehr ménnliche Probanden
in der Patientengruppe und die Patienten signifikant jiinger. Das signifikant hohere Alter der
Kontrollgruppe im Vergleich zur Patientengruppe erhoht die Sicherheit, dass die Kontrollen
tatsachlich gesund sind, und nicht im weiteren Verlauf an Schizophrenie erkranken.

Der Bildungsgrad l&sst Ruckschliisse auf die Intelligenz der Probanden zu. Der Anteil der
Probanden mit niedrigem Bildungsgrad ist in der Patientengruppe signifikant gréRer als in der
Kontrollgruppe, sodass wir eine Korrektur der Werte vornahmen.

Neben Abweichungen der Untersucher vom Testmanual koénnen auch Motivation und
Aufmerksamkeit der Probanden Einfluss auf die VLMT-Ergebnisse nehmen.

All diese Faktoren kdnnen dazu beitragen, dass die Ergebnisse im VLMT nicht zweifelsfrei auf
die beobachteten genetischen Varianten zuriickgefiihrt und bestehende Assoziationen nicht

erfasst werden kdonnen.
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Die These, dass eine neuronale Entwicklungsstérung urséchlich fir die Schizophrenie sein
konnte (Fallon et al., 2003), wird neben verschiedenen GWAS auch durch unsere Ergebnisse
gestutzt. Mittels dieser GWAS lieen sich unter anderem Gene, deren Einfluss auf
Gehirnstrukturen und -prozesse bekannt ist, als Risikogene identifizieren. So konnte flr
verschiedene Risikogene eine Beteiligung an Plastizitat, Synaptogenese und Signaltransduktion
nachgewiesen werden (Harrison und Weinberger, 2005). Zu diesen Risikogenen gehoren
allerdings auch solche, fiir die kein Einfluss auf Gehirnstrukturen und -prozesse bekannt ist oder
deren Funktion noch weitgehend ungekléart ist.

Auch in unserer Studie konnten fir SNPs dieser Risikogene signifikante Assoziationen mit der
Schizophrenie ermittelt werden. Darunter solche, die ihre Wirkung auf molekulargenetischer
Ebene entfalten. So fungiert TCF4 als Transkriptionsfaktor und kann tber eine Regulation der
Transkription verschiedener Gene die Entwicklung des Nervensystems beeinflussen (Flora et
al., 2007).

Ein weiterer SNP (rs4702) ist in 3°-UTR des FURIN lokalisiert und kann somit Einfluss auf die
Genexpression nehmen. FURIN wiederum interagiert mit BDNF (Seidah et al., 1996), der als
Nervenwachstumsfaktor sowohl eine trophische, als auch eine neuroprotektive Aufgabe erfillt
(Ghosh et al., 1994).

Von weiteren Risikogenen ist eine direkte Wirkung auf die Entwicklung von Hirnstrukturen
bekannt. So konnte nachgewiesen werden, dass NRGN eine wichtige Rolle in der
Synaptogenese spielt (Higo et al., 2006) und VRK2 das Axonwachstum beeinflusst (Blanco et
al., 2008).

Entsprechend kénnen diese Gene in die Signaltransduktion eingreifen und dadurch auf der einen
Seite Einfluss auf die Hirnentwicklung nehmen, auf der anderen Seite zu Verdnderungen von
Hirnvolumen und Konnektivitat fiihren.

In diesem Sinne kdnnte die Schizophrenie als Deafferenzierungs- bzw. Diskonnektionssyndrom
angesehen werden (Friston und Frith, 1995).

Die bei Schizophreniepatienten beobachteten Hirnstrukturverdnderungen konnten das
neuroanatomische Korrelat einer gestrten Hirnentwicklung und -ausreifung darstellen, wobei
beachtet werden muss, dass der Schizophrenie vermutlich auch weitere Verdnderungen zu
Grunde liegen, die keine sichtbaren hirnmorphologischen Auffalligkeiten bewirken.

Wir konnten mit unserer Studie weitere Belege daflr liefern, dass einzelne SNPs dieser
Risikogene eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie spielen. Obwohl wir
bereits beschriebene Assoziationen nicht replizieren konnten oder fiir zuvor positiv assoziierte
SNPs eine negative Assoziation ermittelten, lassen sich unsere Ergebnisse gut in die aktuelle

Forschungslage einordnen.
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Zukunftig sollten weitere umfangreiche GWAS durchgefuhrt werden, um neue Risiko-SNPs fiir
die Schizophrenie zu ermitteln und bereits bekannte Assoziationen zu replizieren. Die so
ermittelten Erkenntnisse kdnnten wiederum Hinweise auf die der Schizophrenie zu Grunde

liegenden pathophysiologischen Prozesse geben.

Da viele der Risikogene eine wichtige Rolle fur Signalwege im Gehirn spielen, kénnten deren
Verénderungen ursachlich fur die mit der Schizophrenie einhergehenden kognitiven Defizite
sein.

So konnten wir Schizophrenie-assoziierte SNPs identifizieren, die eine signifikante Assoziation
mit Leistungen im VLMT aufwiesen; sowohl bei Schizophreniepatienten, als auch bei gesunden
Probanden. Darunter war jedoch kein SNP, der bereits in einer vorhergehenden Studie auf eine
Assoziation mit VLMT-Leistungen untersucht worden ist. Allerdings lieBen sich flr andere
SNPs, die zum Teil in dem gleichen Gen wie unsere SNPs oder im LD mit weiteren SNPs
dieses Gens lagen, signifikante Assoziationen mit VLMT-Leistungen ermitteln.

Unsere Studie erbrachte Hinweise darauf, dass der SNP rs11682175[C] unabhéngig von der
Schizophrenie Einfluss auf das verbale Gedéchtnis nimmt und hier sowohl Lern-, als auch
Abrufdefizite bewirken kann. Die signifikante gruppen- und phénotypubergreifende Assoziation
stitzt die Vermutung der Beteiligung dieses SNPs an Gedachtnisprozessen. Andere Marker des
VRK2-Gens koénnten mit dem SNP rs11682175 im LD liegen, sodass Veranderungen dieses
Gens, das eine Rolle fir das Axonwachstum spielt (Blanco et al., 2008), die beobachteten
kognitiven Defizite zur Folge haben kdnnten. Ebenso wie APOPT1 nimmt auch VRK2 Einfluss
auf Apoptoseprozesse (Yasuda et al., 2006; Monsalve et al., 2013), die durch Veranderung der
Hirnstruktur kognitive Defizite bewirken kénnten.

Die ermittelte Assoziation des SNPs rs4702[G] in 3°-UTR des FURIN-Gens mit VLMT-
Leistungen liefert Anhaltspunkte fur eine Beeinflussung des verbalen Gedéchtnisses. Ob diese
Beobachtung auf das FURIN-Gen selbst oder seine Interaktion mit BDNF, fir den bereits eine
Assoziation mit dem verbalen Arbeitsgeddchtnis (Niitsu et al., 2011) und der LTP (Korte et al.,
1995) beschrieben wurde, zuriickzufthren ist, sollte in weiteren Studien Uberpriift werden.

So stellen beispielsweise Hori und Kollegen die Verwendung des BDNF-Spiegels als
neurokognitiven Biomarker fiir Schizophrenie in Frage (Hori et al., 2016).

Der LTP liegen calciumabhéngige Signalwege zu Grunde, deren Stdrungen urséchlich fiir
kognitive Defizite sein kdnnen (Moosmang et al., 2005; Eckel-Mahan et al., 2008; Miranda et
al., 2011). So deuten Forschungsergebnisse, die wir zum Teil bestatigen konnten, darauf hin,
dass Veranderungen in Genen fiir Calciumkanaluntereinheiten tber verschiedene Mechanismen
Einfluss auf Lern- und Gedachtnisleistungen nehmen kdnnen. Gedéachtnisprozessen scheinen
auf den verschiedenen Ebenen von Plastizitit und Signaltransduktion weitere calciumabhangige

Signalwege, zum Beispiel lber GRM3 und NRGN, fur die wir keine Assoziation ermitteln
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konnten, zu Grunde zu liegen. Ebenfalls liel3 sich in unserer Studie die Assoziation zwischen
verbalem Gedéachtnis und TSNAREL anhand des SNPs rs4129585 (Greenwood et al., 2013)

nicht replizieren.

Um die von uns ermittelten Assoziationen zwischen den Polymorphismen und den verbalen
Gedachtnisleistungen zu untermauern, sollten mittels weiterer Studien diese Assoziationen
erneut Uberprift werden. Zudem konnten die Ergebnisse durch weitere Tests, die das verbale
Gedéachtnis uberpriifen, wie zum Beispiel der Verbale Gedéchtnistest (VGT) oder der Rey
Auditory Verbal Learning Test (RAVLT), bestatigt werden.

Mit Hilfe des VLMT kann nur ein kleiner Bereich des Geddachtnisses erfasst werden, sodass zur
Uberpriifung des gesamten Gedéchtnissystems zusatzliche Gedéachtnistests durchgefiihrt werden
mussten (Helmstaedter et al., 2001).

Im Rahmen unserer Studie wurde von den Probanden eine umfangreiche Testbatterie
durchlaufen. In weitergehenden Studien konnte die Auswertung der gesamten Testbatterie
weitere Hinweise fir eine Beeinflussung der Funktionsfahigkeit des Geddchtnisses der

Probanden durch die Polymorphismen liefern.
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10.

Die Schizophrenie ist eine Erkrankung multifaktorieller Genese, die eine hohe
Heritabilitat aufweist. Vermutlich liegt ein polygener Erbgang zu Grunde.

Die Schizophrenie ist mit genetischen Varianten (Single Nucleotide Polymorphisms;
SNPs) assoziiert. Dabei kann die Assoziation sowohl positiv, als auch negativ sein.

Ist ein SNP positiv mit der Schizophrenie assoziiert, kann dieser als Risiko-SNP
fungieren. Ist er negativ assoziiert, kann er einen protektiven Einfluss auf das

Erkrankungsrisiko nehmen.

Bei Schizophreniepatienten konnten eingeschrankte Gedéachtnisleistungen ermittelt
werden, die auf mit der Erkrankung assoziierte genetische Auffélligkeiten

zurickzufihren sein konnten.

Die Schizophrenie-assoziierten SNPs sind mit Leistungen des verbalen Gedachtnisses,
erhoben mittels des verbalen Lern- und Merkfahigkeitstests (VLMT), assoziiert. Dabei
kann eine Assoziation sowohl mit verbesserten, als auch mit verschlechterten

Testergebnissen beobachtet werden.

Eine Assoziation mit den VLMT-Leistungen lasst sich sowohl fur die Kontrollgruppe,

als auch fur die Patientengruppe, sowie flr die Gesamtstichprobe feststellen.

Die Assoziation eines SNPs mit schlechteren oder besseren Testleistungen in der
Gesamtstichprobe und der Kontrollgruppe kann auf einen krankheitsunabhéngigen

Einfluss dieses Polymorphismus auf das verbale Gedachtnis hinweisen.

Madglicherweise teilen die Schizophrenie und verbale Gedé&chtnisstorungen trotz

heterogener Studienergebnisse eine gemeinsame genetische Basis.

Die identifizierten SNPs kdnnten Hirnverdnderungen bewirken, die urséchlich fiir die

Schizophrenie und verbale Gedachtnisstérungen sind.

Diesen hirnmorphologischen Auffélligkeiten konnten sowohl in Bezug auf die
Schizophrenie, als auch in Bezug auf das verbale Ged&chtnis &hnliche genetische

Veranderungen zu Grunde liegen.
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9 Anlagen

Tabelle 16 Nicht signifikante Polymorphismen der Fall-Kontroll-Studie

9 Anlagen

SNP Allele Chr. Position? Gen p OR
Al A2 (95% CI)
rs1198588 T A 1 08552832 - NA NA
rs77149735 G A 1 243555105 SDCCAGS8* 0,633 1,080
(0,79; 1,48)
rs11687313 G A 2 201146399 - 0,298 1,087
(0,93;1,27)
rs6704768 A G 2 233592501 GIGYF2* 0,212 1,070
(0,96;1,19)
rs11717383 T G 3 52287468 - 0,244 1,065
(0,96;1,18)
rs6550435 T G 3 36864489 - 0,437 1,043
(0,94;1,16)
rs9845457 A G 3 135914476  MSL2* 0,938 0,996
(0,89;1,11)
rs17504622 C T 5 152654479 - 0,397 0,879
(0,65;1,19)
rs2910032 T C 5 152540354 - 0,686 1,022
(0,92;1,14)
rs12532143 T C 7 111025948 IMMP2L* 0,798 0,985
(0,88;1,10)
rs6461049 T C 7 2017445 MAD1L1* 0,587 0,971
(0,87;1,08)
rs4129585 C A 8 143312933  TSNARE1* NA NA
rs6984242 A G 8 60700469 - NA NA
rs10764493 A G 10 18727999 CACNB2* 0,062 0,844
(0,71;1,01)
rs10838601 C G 11 46392825 DGKZ* 0,553 1,035
(0,92;1,16)
rs1157931 A G 11 24394101 - NA NA
rs200520444 T G 11 130718226  LOC100507431 0,439 1,047
(0,93;1,18)
rs2514218 C T 11 113392994 - 0,175 0,927
(0,83;1,03)
rs4298967 G A 12 2408194 CACNALC* 0,229 1,070
(0,96;1,19)
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9 Anlagen

SNP Allele Chr. Position? Gen p OR
Al A2 (95% CI)
rs4766428 C T 12 110723245 ATP2A2* 0,173 1,077
(0,97;1,20)
rs61937595 C T 12 57682956 R3HDM2* NA NA
rs12887734 G T 14 104046834  APOPT1* NA NA
rs11857340 T C 15 40572192 - 0,967 0,998
(0,90;1,11)
rs2414718 A G 15 61863133 - 0,728 1,019
(0,92;1,13)
rs72930787 C T 18 53163569 TCF4* 0,849 0,977
(0,77;1,24)
rs9636107 A G 18 53200117 TCF4* 0,068 1,102
(0,99;1,22)
rs5995756 C T 22 40000313 CACNAL1I* 0,358 1,050
(0,95;1,17)

Chr.= Chromosom; *= NCBI build 37; A2= Referenzallel; = Lage im Intron des Gens; -= Lage
aufllerhalb eines Gens; kursiv= nicht im HWE; NA= not available
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