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1 Einleitung

1.1 Definition der Schizophrenie

1.1.1 Epidemiologie und gesellschaftliche Bedeutung

Schizophrenie ist eine Erkrankung die tief in die Lebensrealitat eines jeden Betroffenen
eingreift und mit grundlegenden Veranderungen im Denken, Fiihlen und Handeln, der
Wahrnehmung der Umwelt und des eigenen Ichs einhergeht. Verbunden mit einer
Lebenszeitpravalenz von circa 1% fur den Durchschnitt der Bevélkerung, ergeben sich
ein hohes individuelles Erkrankungsrisiko und eine hohe gesellschaftliche Relevanz.
Zwillings-, Familien- und Adoptionsstudien zeigten in der Vergangenheit zudem ein
deutlich erhdhtes Risiko fiir Verwandte und lieferten damit einen der starksten
Hinweise auf eine genetische Komponente der Erkrankung (Bassett et al. 2001, Kendler
et al. 1985). Danach erhoht sich das Risiko flir Angehorige 2.Grades auf 5%, fir
Angehorige 1.Grades auf 10% (Lichtenstein et al. 2006, Lichtenstein et al. 2009, Wray
und Gottesman 2012). Das hochste Risiko weisen ein-/zweieiige Zwillinge mit 50%/15%
und Kinder schizophrener Eltern mit 40% auf (Moldin und Gottesman 1997, Moller et
al. 2009). Die Rate der Neuerkrankungen liegt weltweit, unabhdngig vom
soziokonomischen Status, zwischen 0,01 % und 0,02 % (Saha et al. 2006), die
Jahrespravalenz unter 18- bis 65-Jahrigen liegt bei 0,8 % bis 0,9 % (Wittchen und Jacobi
2005). In der Mehrzahl der Falle manifestiert sich die Erkrankung zwischen dem 17.
und 30. Lebensjahr und wird im Rahmen einer psychotischen Episode diagnostiziert
(Costain und Bassett 2012), wobei Manner in aller Regel friher und schwerer
erkranken als Frauen (Van Os und Kapur 2009). Eine Schizophrenie bedeutet fiir den
Betroffenen statistisch nicht nur eine um 12-15 Jahre verminderte Lebenserwartung,
auch sinken die Chancen auf eine Beschéftigung erheblich. Innerhalb Europas sind
weniger als 20% der an Schizophrenie Erkrankten berufstatig (Van Os und Kapur 2009,
Insel 2010). Und so verwundert es kaum, dass die Schizophrenie 1988 im Nature-
Editorial, als die schlimmste Erkrankung der Menschheit bezeichnet wird (Editorial
1988). Mithilfe aktueller Therapien kann die Situation Betroffener zwar wesentlich

verbessert werden, dauerhafte Heilung bringen sie haufig jedoch nicht.



1.1.2 Geschichte des Schizophreniebegriffes

Mit den Beschreibungen von , Dementia Praecox” (1898) durch Emil Kraepelin (1856-
1925) und ,Schizophrenie” (1911) durch Eugen Bleuler (1857-1939) konnten die
Schizophrenien erstmals anhand ihrer Klinik sowie teilweise ihres Verlaufs identifiziert
und von anderen Krankheitsentitaten abgegrenzt werden. Damit wurde die Grundlage
fur eine weitere Erforschung und neue Therapien gelegt (Schott und Tolle 2006).
Kraepelin unterteilt die endogenen Psychosen in ,,Dementia Praecox” und ,Manisch-
depressives Irresein”, wobei er ihre Prognose betonte. Er beschreibt , Dementia
Praecox” als eine Erkrankung mit kontinuierlichem Verlauf und negativer Prognose, im
Gegensatz zum ,Manisch-depressiven Irresein® mit phasischem Verlauf und generell
guter Prognose. Er trug damit zum weit verbreiteten Glauben an die Unheilbarkeit der
Schizophrenie entscheidend bei. Bleuler Gbernimmt Kraepelins Dichotomie, betont
aber im Gegensatz zu ihm die aktuelle Symptomatik. Diese unterteilt er weiter in
Grundsymptome, die unmittelbar krankheitsbedingt sind und akzessorische Symptome,
die sich erst im Krankheitsprozess entwickeln. Zu den Grundsymptomen gehoéren
Affekt- und Assoziationsstorungen, Ambivalenz und Autismus. Er war es der den aus
dem Griechischen entlehnten Begriff ,Schizophrenie” pragte, da er eine Inkoharenz
der psychischen Vorgange fiir das Wesentliche der Erkrankung hielt, nicht wie haufig
irrtimlich angenommen, eine Spaltung der Personlichkeit (Rittmannsberger 2012) .
Kurt Schneider (1887-1967), aufbauend auf Bleulers Grundsymptomen, sprach von
Symptomen ersten und zweiten Ranges. Zusammen pragten Kraepelin, Bleuler und
Schneider die anglo-amerikanische Psychiatrie ganz entscheidend (Leonhard und
Beckmann 2003). Parallel zu Kraepelin, entwickelte Carl Wernicke (1848-1905) die
Sejunktionstheorie, nach der eine Verbindungsunterbrechung zwischen neuronalen
Systemen ursichlich fiir deren Uber-, Unter- oder Fehlfunktion ist. Des Weiteren
beschrieb er einige psychopathologische Zustandsbilder in bis dahin ungekannter
Prazision. Er zweifelt im Gegensatz zu Kraepelin daran, dass den unterschiedlichen
klinischen Erscheinungsformen der ,Dementia Praecox” eine einzige Erkrankung

zugrunde liegt. Als Schiler Wernickes griff Karl Kleist (1879-1960) diese Idee auf und



unterteilte die Schizophrenien weiter. Karl Leonhard (1904-1988) wiederum war
Schiiler Kleists und entwickelte darauf aufbauend eine hochdifferenzierte Unterteilung
der Schizophrenien in unsystematische und systematische Schizophrenien, unter
Beachtung von Verlauf und Prognose. In den internationalen Klassifikationssystemen
ICD-10 und DSM-V fanden vor allem die Konzepte Kraepelins und Schneiders zur
Schizophrenie Eingang, insbesondere Kurt Schneiders Symptome ersten und zweiten

Ranges dienen heute als Grundlage einer Diagnose der Schizophrenie.

1.1.3 Definition nach ICD-10

Schizophrenie ist eine schwerwiegende psychische Erkrankung mit Beeintrachtigung
von Wahrnehmung, Kognition, Motivation und Emotionen. Krankheitsmanifestationen
treten typischerweise in Form von Wahnvorstellung, Halluzinationen, Ich-Stérungen
sowie Denkverworrenheit auf, sie werden auch als positive Symptome bezeichnet.
Affektverflachung, Antriebsarmut und Sprechverarmung werden auch als negative
Symptome bezeichnet. Im Krankheitsverlauf sind nicht immer alle Symptome
vorhanden und die dominante Symptomatik kann wechseln.

Entscheidend fir eine Diagnose ist bis heute der psychopathologische Befund
geblieben, der jedoch erst unter Zusammenschau aller Befunde eine eindeutige
Zuordnung ermoglicht. Dies ist umso anspruchsvoller, da es bei der Schizophrenie zwar
spezifische Symptomgruppen, aber keinen spezifischen Symptome gibt. Nach der in
Deutschland verbindlichen ICD-10-GM unterscheidet man daflir 8 verschiedene
Symptomgruppen, von denen ein Symptom der Symptomgruppen 1-4 oder zwei
Symptome der Symptomgruppen 5-8 Ulber einen Zeitraum von mindestens einem
Monat fir eine Diagnose zu beobachten sein missen (Tabelle 1). Entscheidend fiir die
Diagnose ist das zu diesem Zeitpunkt hervorstechendste Symptom beziehungsweise
die hervorstechendste Kombination von Einzelsymptomen, womit es sich um eine
Betrachtung im Querschnitt handelt. Danach ist eine Zuordnung zu den Untergruppen,
klassisch bestehend aus den hebephrenen Schizophrenien mit Betonung des Affektes,
leerer Heiterkeit, formalen Denkstorung und typischerweise friihem Beginn, paranoid-
halluzinatorische Schizophrenien mit hervortreten wahnhafter und halluzinatorischer

Symptome und spater Krankheitsmanifestation sowie katatoner Schizophrenien mit



Hypo- und Hyperkinesien moglich. Weitere Untergruppen beinhalten die
zonasthetische Schizophrenie mit Leibgefiihlsstorung und schizophrenen Symptome in
kurzen Episoden, die undifferenzierten Schizophrenien, die alle Merkmale einer
Schizophrenie aufweisen ohne das eines Uberwiegt, die postschizophrene Depression,
aufgetreten nach einer Krankheitsphase der Schizophrenie, das schizophrene
Residuum als Zeichen einer Chronifizierung mit Gberwiegen negativer Symptome wie
psychomotorischer Verlangsamung und Abflachung des Affektes sowie die
Schizophrenia simplex mit charakteristischer Negativsymptomatik des schizophrenen
Residuums ohne vorausgehende psychotische Symptome (Deutschen Institut fur
Medizinische Dokumentation und Information (DIMDI) 2015). Tendenziell weist die
Untergruppe der hebephrenen Schizophrenien eine unglinstigere Prognose auf.
Produktive psychotische Symptome gelten als potentiell reversibel, Defizienzsyndrome
neigen im Vergleich zu Residualzustanden. Im Verlauf zeigen die Schizophrenien zu
etwa 1/3 remittierende Verldufe, 1/3 leichte Residuen und 1/3 progrediente Verldufe

mit persistierenden Defektsyndromen (Huber 2005).



Internationale Klassifikation psychischer Stérungen (ICD-10)

Symptomgruppe 1 bis 4 5bis 8
Bewuftsein und Orientierung - -
Aufmerksamkeit und Gedachtnis - -
Inhaltliche Denkstérungen Wahn
Wahnwarnehmung )
Formale Denkstérungen Gedankenabreilen

Gedankeninterferenz
Halluzinationen
a) Akustische Halluzinationen kommentierende/dialogische

Stimmen
b) Sonstige Sinnesgebiete - weitere Sinnesmodalititen
Ich-Stérungen Gedankeneingebung
Gedankenentzug -

Gedankenausbreitung

Affekt und Antrieb - Negative Symptome
Psychomotorik - Katatone Symptome

Tabelle 1: Diagnosekriterien fiir Schizophrene Psychosen nach ICD-10-GM

Ausschlusskriterien sind neben zugrundeliegenden internistischen oder neurologischen
Erkrankungen, das Auftreten im Rahmen einer affektiven Stérung oder eine
Verursachung durch psychotrope Substanzen.

Durch Betrachtung der klinischen Symptome im Querschnitt, kann es im Verlauf der
Erkrankung zu einem Wechsel der Diagnose nach ICD-10 kommen (Deister und
Marneros 1993, Schwartz et al. 2000, Van Os und Kapur 2009), eine langfristige
Prognose und Therapie wird hierdurch jedoch erschwert.

Die neurowissenschaftliche genetische Forschung wird durch diese z.T. mehrfach
wechselnde diagnostische Einordnung der Schizophrenien vor erhebliche Probleme
gestellt (Rittmannsberger 2012, Leonhard und Beckmann 2003, Ban 2004). So bleiben
trotz erheblicher Bemihungen die Ergebnisse der genetischen Forschung bislang

hinter den Erwartungen zurick.

1.2 Klassifikation nach Leonhard
Die differenzierte Psychopathologie nach Karl Leonhard versucht im Gegensatz zu ICD-
10 eine exaktere Unterteilung schizophrener Krankheitsbilder in zeitlich stabile

Untergruppen (Stéber et al. 2009). Endogenen Psychosen als Ganzes werden durch



Leonhard in Zykloide Psychosen, unsystematische und systematische Schizophrenien,
manisch-depressive Erkrankungen und phasisch-affektive Psychosen unterteilt
(Leonhard und Beckmann 2003), (Tabelle 2). Fir die vorliegende Studie wurden die
Gruppen der zykloiden Psychosen, unsystematischen Schizophrenien und
systematischen Schizophrenien naher untersucht. Die zykloiden Psychosen verlaufen
typischerweise in Schiiben und haben bipolaren Charakter. Trotz Unterschieden im
zeitlichen Verlauf kommt es bei ihnen am Ende zu einer kompletten Remission.
Hereditdre Einflisse spielen vermutliche eine untergeordnete Rolle (Pfuhlmann et al.
1999). Man unterscheidet die Angst-Gllicks-Psychose, die Erregt-gehemmte-
Verwirrtheitspsychose und die Hyperkinetisch-akinetischer-Motilitatspsychose. Die
Gruppen der unsystematischen Schizophrenien lasst sich vergleichbar den zykloiden
Psychosen in affektvolle Paraphrenie, Kataphasie und periodische Katatonie
unterteilen. Hier kommt es ebenfalls zu rezidivierenden Verlaufen, haufig jedoch mit
dem Zurickbleiben von Residualsymptomen mit unterschiedlichem Schweregrad. Im
Gegensatz zu den zykloiden Psychosen wird hier eine deutliche genetische
Komponente vermutet (Beckmann und Franzek 2000, Pfuhlmann et al. 1999, 2004).
Die systematischen Schizophrenien grenzen sich laut Leonhard deutlich von den ersten
beiden Gruppen ab. Sie verlaufen rasch zu stabilen, engumschriebenen
Residualzustanden. Als Ursache vermutete Leonhard eine Systemerkrankung
(Leonhard und Beckmann 2003) mit insgesamt eher geringer genetischer Belastung.
Eine Unterteilung erfolgt in Hebephrenie, systematische Paraphrenie und
systematische Katatonie. Die postulierte, unterschiedlich stark ausgepragte Beteiligung
genetischer Faktoren bei der Entstehung endogener Psychosen, basiert auf
Beobachtungen in Familien- und Zwillingsstudien (Beckmann und Franzek 2000,

Pfuhlmann et al. 1999, 2004).



Primdr betroffene Ebene

Affekt Kognition Motorik
. Angst-Gliicks- Erregt-gehemmte Hyper-/akinetische
AL G Psychose Verwirrtheitspsychose Motilitatspsychose
Unsystematische Affektvolle . Periodische
. . ) Kataphasie .
Schizophrenien Paraphrenie Katatonie
Systematische Systematische Systematische

Hebephrenien

Schizophrenien Paraphrenien Katatonien
Manische-
depressive
Erkrankung
Reine

Melancholi
Phasische ganc 0|_e

Reine Manie
Psychosen

Reine Depression
Reine Euphorie

Tabelle 2: Unterteilung der endogenen Psychosen nach Karl Leonhard

Die Klassifikation nach Leonhard findet insbesondere im Rahmen der Forschung durch
stabilere Diagnosen im Langsschnittverlauf und eine differenziertere Unterteilung der
Schizophrenien Beachtung (Stober et al. 2009, Gawlik 2007). Eine umfassende
Verbreitung im klinischen Umfeld wurde bislang durch hohe Anforderungen an
Training und Erfahrung des Diagnostikers erschwert, die durch eine

Operationalisierung der Diagnostik nicht erreichbar ist (Leonhard und Beckmann 2003).



1.3 Aktuelle Forschung

In historischer Betrachtung der Entstehung von Krankheiten, neigte man dazu
biologische und psychogene Ursachen strikt voneinander zu trennen. Um die
Beteiligung von Erb- und Umweltfaktoren bei beobachteter familiarer Haufung der
Schizophrenie zu untersuchen begann man seit den 60er Jahren mit den ersten
Familien- und Adoptionsstudien. So wurde die Inzidenz der Schizophrenie unter
adoptierten Kindern schizophrener und nicht schizophrener Eltern verglichen (Lowing
et al. 1983, Kety et al. 1976, Kety et al. 1971, Rosenthal et al. 1971, Heston 1966),
weitere Untersuchungen erfolgten mit Kindern gesunder Eltern, deren Adoptiveltern
im Verlauf an Schizophrenie erkrankten (Wender et al. 1974). Insgesamt lieferten diese
Studien deutliche Hinweise auf eine genetische Komponente bei der
Krankheitsentstehung. Es folgten Zwillingstudien mit Konkordanzraten, d.h. einem
Grad der Ubereinstimmung, bei monozygoten Zwillingen von 40 bis 60 % verglichen
mit Konkordanzraten von 6 bis 14 % bei dizygoten Zwillingen (Ubersicht: Mulle 2012).
Erneut bestdtigten diese Untersuchungen die entscheidende Rolle der genetischen
Pradisposition von geschatzten 70 bis 90 %. Konkordanzraten von weniger als 100 %
bei monozygoten Zwillingen weisen auf die Beteiligung nichtgenetischer Faktoren bei
der Krankheitsentstehung hin (Moldin und Gottesman 1997, Tienari et al. 1987,
Wahlberg et al. 1997).

Daraus resultiert das heutige multifaktorielle Krankheitsmodell, wonach eine
Erkrankung durch die Interaktion verschiedener Faktoren entsteht. Nach dem
Vulnerabilitats-Stress-Modell von Zubin und Spring (1977), kann bei entsprechender
Pradisposition des Individuums (=Vulnerabilitdit) und Einwirkung belastender
Umweltfaktoren (=Stress) eine Schizophrenie zum Ausbruch kommen. Schutzfaktoren,
wie z.B. ein intaktes soziales Netz und gute, intrapersonelle Bewaltigungsstrategien
wirken modulierend. Sie kdnnen die Vulnerabilitat, d.h. die Anfalligkeit flr belastende
Umweltfaktoren, senken (Stamm und Buhler 2001). Eine Pradisposition kann, z.B. in
Form anlagebedingter genetischer, biochemischer, hirnmorphologischer Faktoren und

lebensgeschichtlich erworbener Personlichkeitsstrukturen bestehen. Belastende



Umweltfaktoren treten z.B. in Form von kritischen Lebensereignissen, wie dem Verlust

der Arbeit sowie einem nicht intakten sozialen Umfeld auf.

1.3.1 Identifizierung von Risikoregionen

Im nadchsten Schritt der genetisch-epidemiologischen  Untersuchung der
Schizophrenien stand die Untersuchung betroffener Familien mithilfe der
Segregationsanalyse. Ziel war es anhand vorliegender Phanotypen der Erkrankung auf
ihren Vererbungsgang zu schlieRen (Bickebodller und Fischer 2007). Fiur die
Schizophrenie als Krankheitsentitat zeigte sich hier jedoch kein eindeutiger Hinweis auf
eine Vererbung nach den Mendelschen Regeln. Damit wurde ein entscheidender
Beitrag geleistet die Hypothese eines einzelnen Genes als Ursache der familiaren
Formen der Schizophrenie zu verwerfen (Tsuang et al. 1982, Risch und Baron 1984).
Zur Erklarung der herausragenden Bedeutung der Gene bei Krankheitsentstehung
gewannen daraufhin zwei Hypothesen, welche auch unter der Bezeichnung “Common
Disease Common Variant” (CDCV) und “Common Disease Rare Variant” (CDRV)
bekannt sind, an Bedeutung. Demnach kénnen haufigen Erkrankungen genetische
Veranderungen mit hoher Frequenz in der Population, jedoch jeweils nur geringer
Auswirkung auf die Auspragung der Erkrankung, respektive den Phanotyp (Penetranz)
zugrunde liegen. Alternativ liegen haufigen Erkrankungen genetische Veranderungen
mit geringer Frequenz in der Population, jedoch hoher Penetranz zugrunde (lyengar
und Elston 2007). Aktuelle Untersuchungen weisen auf eine Beteiligung beider
Mechanismen bei der Entstehung der Schizophrenien hin (Wray und Visscher 2010).
Hierbei ist zu beachten, dass es je nach Art der zu untersuchenden genetischen
Veranderung angepasster Testverfahren bedarf. Etabliert hat sich die Durchfiihrung
von Kopplungsanalysen um mogliche Kandidatenregionen weiter einzugrenzen.
Hierbei erfolgt die Bestimmung von genetischen Markern die gemeinsam mit der
Erkrankung vererbt werden (Kopplung). Das Ausmal} der Kopplung liefert eine Aussage
Uber den Abstand zwischen gesuchtem Genort und bereits kartiertem Marker. Im Fall
eines positiven Kopplungsbefundes und nach Eingrenzung maoglicher Kandidatengene

erfolgt im nachsten Schritt der Vergleich der Allelverteilung zwischen Fallen und



Kontrollen (Uber Assoziationsanalysen. Sowohl fiir Kopplungs- als auch
Assoziationsanalysen lasst sich hypothesengeleitetes Vorgehen, z.B. bei Auswahl eines
Kandidatengens auf Basis eines pathophysiologischen Krankheitsmodells, von nicht
hypothesengeleitetem Vorgehen, z.B. bei Identifikation von Kandidatenregionen im
Rahmen genomweiter Kopplungsstudien oder Testung auf Assoziation im Rahmen
genomweiter Assoziationsstudien (GWAS), unterscheiden (Boddeker und Ziegler 2000).
Erhebliche Bemihungen wurden seit dem unternommen, um die bei
Krankheitsentstehung beteiligten genetischen Risikofaktoren naher einzugrenzen.
Trotz zahlreicher positiver Kopplungs- und Assoziationsbefunde, sind selbst die
genetischen Grundlagen der familiar gehduft auftretenden Formen der Schizophrenie
unklar und fehlen bislang spezifische molekulare Marker zur ldentifikation von
Personen mit erhohtem Risiko sowie Erkrankter (Stober et al. 2009, Ripke et al. 2014,
Insel 2010). Nicht selten lassen sich einmalig identifizierte Risikoregionen in

Folgestudien nicht verifizieren (Bulayeva et al. 2007).

1.3.1.1 Kopplungsstudien

Kopplungsstudien eignen sich zur Kartierung genetischer Risikoregionen indem sie die
Kopplung zwischen genetischen Markern und Erkrankung in Familien untersuchen. Im
Fall einer Kopplung, d.h. Ausbleiben der Rekombinationen zwischen einem bereits
kartierten genetischen Locus und dem gesuchten Genort, gilt dies als Hinweis auf eine
geringe genetische Distanz beider Genorte. Dabei gibt die genetische Distanz die
Wahrscheinlichkeit einer Rekombination zwischen zwei Loci an und ist nicht mit der
physikalischen Distanz gemessen in Basenpaaren zu verwechseln.

Eine Untersuchung kann sowohl genomweit als auch auf bestimmte Kandidatengene
beschrankt erfolgen. Das AusmaR der Kopplung wird mithilfe des
Kopplungsungleichgewichtes beschrieben und findet im LOD-Score Ausdruck. Die
Starken der Kopplungsanalyse liegen im Nachweis von Varianten mit hohem relativen
Risiko, zusatzlich ist durch die Untersuchung von Familien die genetische Heterogenitat
geringer als in vergleichbaren Fall-Kontroll-Studien und damit das Risiko einer
Verfdlschung. Zu beachten ist eine geringere Empfindlichkeit gegeniliber genetischen

Varianten mit kleinem relativen Risiko und mogliche Verzerrungen der Ergebnisse

10



durch die alleinige Verwendung ausgewahlter Familien. Kopplungsbefunde sind z.T.
zahlreich, konnten haufig jedoch nicht reproduziert werden (Pulver et al. 1994, Kalsi et
al. 1995). Zu den Chromosomen mit wiederholten Kopplungsbefunden gehéren 1q, 5q,
6p/q, 8p, 10p 11q, 13q, 159 und 22qg (Ng et al. 2009, Lewis et al. 2003, Badner und
Gershon 2002). Zum Teil konnten in weiterfilhrenden Untersuchungen hier lokalisierte
Kandidatengene mit postulierter Beteiligung an der Pathogenese der Schizophrenien
identifiziert werden. Zu ihnen gehoért das auf Chromosom 1q gelegene RGS 4
(Regulator of G-Protein Signalling 4), dem eine Beteiligung bei der Regulation G-
Protein gekoppelter Rezeptoren zugeschrieben wird und das eine verminderte zentrale
Exprimierung bei schizophrenen Patienten zeigte. Weiter das auf Chromosom 6p
gelegene Dysbindin, welches vermutlich an der Bildung neuromuskuldrer Synapsen
beteiligt ist. Neuregulin 1 ist ein auf Chromosom 8p gelegenes Gen, das fiir die
korrekte Funktion von Neurotranmitterrezeptoren und in der neuronalen Entwicklung
eine entscheidende Rolle spielt. Auf Chromosom 22q11 liegt COMT (Katechol-O-
Methyltransferase, Prolindehydrogenase) das mit seinem Einfluss auf die
Dopaminkonzentration im synaptischen Spalt entscheidend zur Neurotransmission
beitragt (Ira et al. 2013). Das auf Chromosom 22q12 gelegene HPS4-Gen (Hermansky-
Pudlak-Syndrom Typ 4 Gen) ist fiur die Bildung des sogenannten BLOC3-
Proteinkomplexes (Biogenesis Of Lysosome-Related Organelles Complex) von
Bedeutung, welcher an der Bildung von Lysosomen, Melanosomen, und
Serotoningranula beteiligt ist. Fir das autosomal-rezessive Hermansky-Pudlak-
Syndroms Typ 4 wurde eine Assoziation mit den Schizophrenien beschrieben (Kuratomi

et al. 2013).

1.3.1.2 Assoziationsstudien

In Assoziationsstudien werden Allele eines Kandidatengens auf eine Assoziation mit
der Erkrankung (berprift. Dies geschieht Uber einen Vergleich zwischen Fallen und
Kontrollen. Auch hier kdnnen Untersuchungen genomweit (GWAS) oder auf bestimmte
Kandidatenregionen begrenzt durchgefiihrt werden. Als Marker kommen meist
sogenannte Single Nukleotid Polymorphismen (SNPs) zum Einsatz. Sie sind fir einen

grofRen Teil der interindividuellen genetischen Variabilitdt verantwortlich und variieren
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in nur einer Base. Wird nun ein signifikanter Unterschied zwischen Fallen und
Kontrollen gefunden, gibt es drei Moglichkeiten der Interpretation: Der verwendete
SNP ist kausal an der Krankheitsentstehung beteiligt, der verwendete SNP steht im
Linkage Disequilibrium mit einer kausal an der Krankheitsentstehung beteiligten
genetischen Veranderung oder es liegt keine disponierende genetische Veranderung
zugrunde, die gefundenen Unterschiede sind durch eine externe StorgroRe bedingt
(Cofounder). Linkage Disequilibrium beschreibt hierbei das gemeinsame Auftreten von
Allelen an verschiedenen Stellen des Genoms. So kann auch ein SNP der nicht direkt an
der Krankheitsentstehung beteiligt ist Aussagen Uber die mit ihm im Linkage
Disequilibrium stehende ursachliche genetische Veranderung erméglichen.

Im Vergleich zu Kopplungsstudien erlauben Assoziationsstudien einen besseren
Nachweis haufiger genetischer Veranderungen mit geringem relativen Risikos.
Aufgrund des zugrundeliegenden Testmodells sind seltene genetische Veranderungen
mit hohem Effekt nur eingeschrankt bestimmbar (Mulle 2012). Ein weiterer Nachteil
besteht in der Anfilligkeit gegeniliber heterogenen Fall-Kontroll-Gruppen, mit
moglicher Verfalschung der Ergebnisse durch Stratifikation.

Eine Unterform stellen die nicht-hypothesengeleiteten genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS) dar (Yang et al. 2013). Unter der Pramisse, dass die GréRe
der Fall-Kontroll-Gruppe entscheidend fiir den Nachweis haufiger Veranderungen mit
geringer Penetranz darstellt (CDCV), initiierte die Schizophrenia Working Group of the
Psychiatric Genomics Consortium (PGC) eine GWAS mit insgesamt 36 989 Fallen sowie
113 075 Kontrollen (Ripke et al. 2014). Es gelang der Nachweis von 108 mit den
Schizophrenien assoziierten Loci, wovon 83 Loci noch unbeschrieben waren. Hierbei
zeigten sich Assoziationen mit Schwerpunkt auf Genen fiir Gehirn und Immunsystem.
So z.B. im Bereich des Dopamin-D2-Rezeptors (DRD2), der als Zielstruktur der meisten
antipsychotischen Medikamente gilt, im Bereich von Genen fir die glutamaterge
Neurotransmission und synaptische Plastizitdit (u.a. GRM3, GRIN2A) und
spannungsgesteuerten Calcium-Kanal-Untereinheiten (u.a. CACNAlc, CACNB2 und

CACNA1l). Dabei standen die gefundenen genetischen Loci hauptsachlich in
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Verbindung mit Verdanderungen der Genexpression, weniger der eigentlichen

Proteinstruktur.

1.3.1.3 Copy Number Variations

Zu den genetischen Veranderungen mit geringer Frequenz jedoch groer Effektstarke,
zahlen u.a. strukturelle Veranderungen wie Copy Number Variations (CNV). Diese
beschreiben die interindividuell schwankende Anzahl an Kopien eines identischen
Abschnitts des Genoms, z.B. eines Gens. Ein Nachweis durch konventionelle GWAS
gelingt durch deren testbedingte Einschrankungen in der Regel nicht (McClellan et al.
2007). Es bedarf spezieller Untersuchungen auf CNVs, z.B. in Form von DNA-
Sequenzierung oder Mikroarrays (,Gen-Chips“) (Carter 2007).

In einer aktuellen groBangelegten Studie mit 6882 Fallen und 6316 Kontrollen wurden
15 CNVs auf lhre Assoziation mit den Schizophrenien tberprift (Rees et al. 2014). Ein
signifikantes Ergebnis zeigten 6 von 15 CNVs, die Deletionen im Bereich des NRXN1-
Gens, der Chromosomen 1qg21.1, 15q11.2 und 22q11.2 sowie die Duplikationen im
Bereich der Chromosomen 16p11.2 und 1511, d.h. im Bereich der Angelman-/Prader-
Willi-Syndrom-Region. In einer Kombination mit Kollektiven aus vorherigen Studien
erreichten 11 der 15 CNVs ein signifikantes Ergebnis. In insgesamt 2,5 % der Falle,
jedoch nur 0,9 % der Kontrollen konnte mindestens einer der getesteten CNVs
nachgewiesen werden. Fiir einige CNVs gilt das Risiko weiterer Erkrankungen, wie z.B.
von Entwicklungsstérungen und neuropsychiatrischen Erkrankungen bei Vorkommen
als erhoht. So ist z.B. die hemizygote Deletion auf Chromosom 22qgl11 fiir die
Entstehung des DiGeorge-Syndroms verantwortlich. Aufgrund einer
Hemmungsfehlbildung der 3. und 4. Schlundtasche kommt zu velo-kardio-fazialen
Missbildungen und geistiger Retardierung variabler Auspragung. Bei schizophrenen
Patienten ist die Pravalenz mit 0,2 % bis 5,3 % im Vergleich zu 1/4000 in der
allgemeinen Bevolkerung deutlich erhoht (Karayiorgou et al. 1995, Ivanov et al. 2003,
Sporn et al. 2004). Weiter wurde ein Zusammenhang zwischen der Chromosom 1:11
Translokation sowie Schizophrenien und affektiven Stérungen beobachtet.
Beeintrachtigt ist DISC1 (Disrupted In Schizophrenia 1), ein auf Chromosom 1

gelegenes Gen mit Einfluss auf neuronales Wachstum und Migration sowie
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glutamaterge Transmission (Blackwood et al. 2001, Hodgkinson et al. 2004). Bislang
fehlt es jedoch an ausreichender Evidenz zur Annahme einer allgemeinen

Risikoerh6hung.

1.3.1.4 Next Generation Sequencing (NGS)

Neue Erkenntnisse versprechen sich aus der breiter verfligharen Moglichkeit zur
Sequenzierung ganzer Genome, d.h. Bestimmung des kompletten Erbmaterials eines
Lebewesens. Unter dem Begriff ,,Next Generation Sequencing”, wird die nachste
Generation der Sequenzierungstechnologien zusammengefasst, die mithilfe
verschiedener Verfahren die Sequenzierung schneller und kostenglinstiger gestalten
(Schmitt et al. 2016).

In einem der groBten Sequenzierungs-Projekte zu den Schizophrenien wurden 623
Triaden, bestehend aus gesunden Eltern und erkranktem Kinder, sequenziert (Fromer
et al. 2014). Es zeigte sich eine erhohte Rate an Neumutationen im Bereich
glutamaterger postsynaptischer Proteine, so z.B. bei dem Aktivitatsregulierten
Zytoskelettassoziierten Protein (ARC) und dem N-21 Methyl-D-Aspartat Rezeptor
(NMDAR). Unterstlitzt werden diese Ergebnisse von einer groRen Exom-
Sequenzierungs-Studie zu den Schizophrenien mit 2536 Fallen und 2543 Kontrollen
(Purcell et al. 2014). Das Exom bezeichnet hierbei die Gesamtheit aller Exone eines

Lebewesens, d.h. der Abschnitte im Genom die fiir ein Protein kodieren kdnnen.

1.3.2 Biochemische Hypothesen zur Pathogenese
Auf biochemischer Ebene wird aktuell ein Ungleichgewicht von Neurotransmittern,
also der Botenstoffe im Gehirn, als pathogenetischer Faktor bei der Entstehung von

Schizophrenien gesehen. (Huber 2005).

1.3.2.1 Dopaminhypothese

Von den in Frage kommenden Neurotransmittersystemen fand Dopamin schon friih
Beachtung (Carlsson et al. 1957). Es zahlt mit Noradrenalin und Adrenalin zur Gruppe
der Katecholamine. Die Synthese erfolgt im menschlichen Organismus aus den
Aminosaduren Phenylalanin und Tyrosin. Seine Wirkung als Sympathomimetikum und
Neurotransmitter mit Beeinflussung von Bewegung, Gedachtnis, Motivation und

emotionalem Verhalten wird (iber Adreno- und Dopamin-Rezeptoren vermittelt. Nach

14



Ausschittung in den synaptischen Spalt wird es durch Wiederaufnahme oder Abbau
wieder aus diesem Entfernt. Der Abbau erfolgt durch die Enzyme Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) und Monoaminooxidase (MAO). Im Rahmen der
Schizophrenien wird eine Uberaktivitit im limbischen System mit erhéhter
prasynaptischer Transmission postuliert. Unterstitzt wird diese Hypothese durch die
antagonistische Wirkung aktueller Therapeutika am postsynaptischen Dopamin D2-
Rezeptor. Es zeigte sich eine glinstige Wirkung auf positive Symptome wie Wahn und
Halluzinationen, jedoch mangelnde Wirksamkeit auf negative Symptome wie kognitive

und affektive Defizite.

1.3.2.2 Glutamathypothese

Hinweise auf einen weiteren pathologisch verdnderten Neurotransmitter
schizophrener Patienten lieferte 1980 die Arbeit von Kim und Kollegen mit Nachweis
verminderter Glutamatlevel im Liquor Erkrankter (Kim et al. 1980). Glutamat ist das
Salz der Glutaminsaure und einer der wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter. Es
entfaltet seine Wirkung (ber mindestens fiinf verschiedene Rezeptortypen, u.a.
ionotrope Rezeptoren wie N-Methyl-D-Aspartat (NMDA), a-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isooxazolpropionat (AMPA) und Kainat-Rezeptoren sowie metabotrope G-
Protein gekoppelte Rezeptoren wie m-Glui/Glus-Rezeptoren. Diese reicht von
Modulation der Motorik bis zur Beteiligung an hoheren Gehirnfunktionen wie
Neuroplastizitdt, Gedachtnis und Hirnentwicklung. Vermutet wird eine Storung der
glutamatergen Signaltransduktion, verminderte Glutamatlevel und variable Expression
von Glutamatrezeptoren in prafrontalem Kortex, Hippocampus und Basalganglien
(Huber 2005, Law und Deakin 2001, Bleich et al. 2001, Coyle und Tsai 2004). Besondere
Bedeutung bei Entstehung der Schizophrenien scheint dabei dem NMDA-Rezeptor
zuzukommen. Mit der Gabe von Phencyclidin (PCP/“Angel Dust”) scheint tiber den
NMDA-Rezeptor eine Hemmung der Glutamatfreisetzung positive und negative

Symptomen, vergleichbar denen der Schizophrenie zu provozieren.

1.3.2.3 Integrative Hypothesen
Weitere Erklarungsmodelle versuchen die Verschmelzung biochemischer und

anatomischer Hypothesen, wie z.B. das Modell der kortiko-striato-thalamo-kortikale
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(CSTC) Riickkoppelungsschleife. Hierbei fiihrt eine Unterfunktion des glutamatergen
kortiko-striatalen Weges zu einer indirekten Offnung des thalamischen Filters mit
ungesteuertem sensorischen Informationszufluss zum Kortex und psychotischem
Erleben (Carlsson 1988, Mehler-Wex et al. 2006, Riederer et al. 1992).

Mit der Entwicklung moderner Bildgebender Verfahren, insbesondere der Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) und funktionellen Magnetresonanztomographie (MRT),
konnten hirnorganische Verdanderungen auf ein gehauftes Vorkommen bei
schizophrenen Psychosen untersucht werden (Lawrie et al. 2008, Sommer und Kahn
2015). In zahlreichen Studien zeigten sich Seitenventrikel und 3. Ventrikel erweitert,
Atrophien z.B. im Hippocampus und in limbischen Kerngebieten sowie pathologischen
Veranderungen in zentralen limbischen Strukturen des Temporallappens (Schmitt et al.
2016). Als Pathomechanismus wird eine Beeintrachtigung der zerebralen Konnektivitat,
sowohl zwischen Hirnregionen (Makrokonnektiviat) als auch im Bereich von Synapsen
(Mikrokonnektivitat) diskutiert, die nicht durch einen Verlust an Neuronen, sondern
Neuropil, also Dendriten, Axonen und Gliafortsdtzen, bedingt scheint. Neben
Umweltfaktoren, wie pra- und perinataler Schadigungen werden genetische

Veranderungen als Ursache in Betracht gezogen (Stéber et al. 2009).
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1.3.3 Kandidatengene PANX 1-3

Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen den chromosomalen Positionen von
PANX1, PANX2 wund PANX3 und den schizophrenen Psychosen lieferten
unterschiedliche  Kopplungs- und Assoziationsanalysen. Eine genomweite
Kopplungsanalyse der Schizophrenien basierend auf 13 Familien, ergab Hinweise auf
eine Kopplung im Bereich 11921 (LOD-Score >3) bezogen auf die gesamte Stichprobe
und 11923-24 (LOD-Score >3) bezogen auf einen Stammbaum (Gurling et al. 2001).
Eine Metaanalyse genomweiter Kopplungsanalysen des Folgejahres lieferte zudem
starke Hinweise fir 22q als Risikoregion fiir Schizophrenien (Badner und Gershon
2002). Weiter wurde in einer Familienstudie mit 12 Familien und insgesamt 135
Individuen der Verdacht auf einen Zusammenhang zwischen Veranderungen auf
PANX2 (22q13) und der periodischen Katatonie gestellt (maximum multipoint LOD-
Score 2.59) (Stober et al. 2000, Stober et al. 2005). Die Auswertung von 20
Kopplungsanalysen im Rahmen einer rangbasierten Meta-Analyse wiederum bestatigte
die Chromosomen 11q und 22q als Risikoregionen fir die Entwicklung der
Schizophrenien (Lewis et al. 2003). Kopplungsbefunde fir die Chromosomen 11g23,
22911 und 22q13 (LOD-Scores > 3.5) zeigten sich in einer weiteren genomweiten
Kopplungsanalyse der Schizophrenien. Untersucht wurden vier Daghestanische
Subpopulation mit einer Haufung von Schizophrenien, einer hohen genetischen Vielfalt
zwischen und geringer genetischer Vielfalt innerhalb ethnischer Gruppen (Bulayeva et
al. 2007). Die in Regionen positiver Kopplungsbefunde gelegenen, Proteine
kodierenden Gene, kommen als potenzielle Kandidatengene fir die Entwicklung einer
Schizophrenie in Betracht. Dabei handelt es sich fiir die Region 11921 um 30x Gene, fir
11913.33 um 39x Gene und 11924 um 97x Gene (Kent WJ 2002). Trotz wiederholter
Untersuchung oben genannter Risikoregionen in vorausgegangenen
Kopplungsanalysen zeigten sich bislang uneinheitliche Ergebnisse (Pulver et al. 1994,
Kalsi et al. 1995, Stober et al. 2002).

PANX1, PANX2 und PANX3 (Abbildung 1) kodieren drei beim Menschen bekannte
Unterformen der Pannexine. Es handelt sich bei den Pannexinen um Hemichannels

und Gap Junctions bildende Kanalproteine von Wirbeltieren mit entscheidender Rolle
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bei der interzellularen Kommunikation, vergleichbar den Connexinen (Orellana et al.
2013, Bruzzone et al. 2003, Penuela et al. 2013, Thompson und Macvicar 2008). Waren
die Kanalproteine der Connexine bei Wirbeltieren bereits bekannt, wurden die
Kanalproteine der Pannexine zunachst bei Wirbellosen und erst darauf bei

Wirbeltieren entdeckt. Bei Wirbellosen werden sie als Innexine bezeichnet.

Sequenzdhnlichkeit [%] mit

Spezies Taxonomie
Schimpanse (Pan troglodytes) Saugetiere
Maus (Mus musculus) Saugetiere
Hund (Canis familiaris) Saugetiere

Kuh (Bos taurus) Saugetiere
Huhn (Gallus gallus) Vogel
Eidechse (Anolis carolinensis) |Reptilien

Tabelle 3: Konservierung PANX1-3 Dargestellt ist die Sequenzahnlichkeit der Gene
PANX1-3 beim Menschen mit orthologen Genen anderer Spezies in Prozent, als
Zeichen der hohen Konservierung wahrend der Evolution. Die Spezies werden sowohl
mit trivial- als auch wissenschaftlicher Bezeichnung genannt. Die Visualisierung erfolgt

mittels Balkendiagrammen (The Ensemble Project).

lhre entscheidende Rolle im Organismus wird verdeutlicht durch die hohe
Konservierung der zugrundeliegenden Gene PANX1-3 innerhalb der Evolution, deren
Nukleotidsequenz selbst Uber Spezies hinweg nahezu unverdndert geblieben ist.
Formen mit verdanderter Nukleotidsequenz wurden durch natirliche Selektion
eliminiert. Beispielhaft findet sich in Tabelle 3 ein Vergleich zwischen PANX1-3 beim
Menschen mit homologen Genen anderer Spezies, welche auch als orthologe Gene
bezeichnet werden.

Trotz Gemeinsamkeiten in der Struktur von Connexinen und Pannexinen besitzen
beide Gruppen unterschiedliche Eigenschaften und Funktionen (D'hondt et al. 2009).
Uber die Bildung von Zell-Zell-Verbindungen, sogenannter Gap Junctions, erméglichen
sie den Austausch von lonen und kleinen Molekiilen (< 1 kDa). Hierfir stellt jede Zelle
einen Hemichannel, zwei Hemichannel bilden eine Gap Junction. Wahrend man

einzelnen Hemichannels zundchst keine funktionelle Bedeutung beigemessen hatte,
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zeigten neuere Untersuchungen eine gezielte Offnung derselben. Dabei bilden
Pannexine liberwiegend Hemichannels, im Gegensatz zu Connexinen, bei denen die
Bildung von Gap Junctions liberwiegt (Thompson und Macvicar 2008, Shestopalov und
Panchin 2008). Ursachlich scheinen hier trotz Gemeinsamkeiten in der
Sekundarstruktur der Proteine mit 4 Transmembrandomanen, zwei extrazelluldren-
und einer intrazelluldren Schleife sowie intrazelluldren N- (NH,) und C- (COOH)
Terminalem Ende, Unterschiede in der Primarstruktur und der Glykosylierung der
extrazelluldren Schleifen zu sein (Scemes et al. 2007).

Vergleicht man weiter PANX1-3 untereinander, zeigt sich eine im Gegensatz zu PANX2,
hohe strukturelle und funktionelle Ubereinstimmung von PANX1 und PANX3. Zum
Beispiel bilden PANX2 Hemichannels mit 8 Untereinheiten, wahrend PANX1 und
PANX3, Hemichannels mit 6 Untereinheiten bilden, vergleichbar den Connexinen
(Penuela et al. 2013).

Die Pannexine kommen nicht nur in der Plasmamembran, sondern ebenfalls in
intrazellularen Organellen, wie dem Golgi-Apparat und Endoplasmatischem Retikulum
vor (D'hondt et al. 2009). Sie sind an der interzellularen Kommunikation nicht
erregbarer Zellen beteiligt. Hierbei unterscheidet man zwei wichtige Wege, zum einen
vermittelt durch Gap Junctions, zum anderen durch Sekretion parakriner Botenstoffe,
z.B. aus Hemichanneln der Pannexine. Diese vermitteln u.a. den Transport von Ca?*,
ATP und Glutamat (ber die Zellmembran als Reaktion auf physiologische und
pathologische Reize. Vermutet wird eine wichtige Rolle bei der Leitung von Ca?*-
Wellen, der Gefallerweiterung, der Auslésung von Entziindungsreaktionen, Zelltod und
neurologischen Erkrankungen wie der Epilepsie (D'hondt et al. 2009, Shestopalov und
Panchin 2008). Eine Hypothese zur gegenseitig erganzenden Funktion beider
Kanalproteine im zentralen Nervensystem postuliert die Bildung von
Kommunikationsverbanden durch Gap Junctions der Connexine, in denen
Kommunikation zwischen und innerhalb von Verbanden durch Pannexine moduliert
wird (Scemes et al. 2007). Im zentrale Nervensystem sind sie beteiligt an
Neuroinflammation, Neurodegeneration und neuronaler Apoptose sowie Stoffwechsel

der Beta-Amyloid-Proteine (Bennett et al. 2012, Bargiotas et al. 2011, Orellana et al.
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2011). Die Freisetzung von ATP und Ca?*-Einstrom sind wichtige Bestandteile einer
Entziindungsreaktion. Dies konnte (ber eine Aktivierung von Mikro- und
Astrogliazellen zur Beeintrachtigung der neuronalen Entwicklung fiihren und auf diese
Weise z.B. im Rahmen einer Schwangerschaftsinfektion den Nachwuchs fiir psychische
Storungen pradisponieren (Aguirre et al. 2013, Avendano et al. 2015, Shestopalov und

Panchin 2008).

PANX1 -
PANX3 -
PANX2

Chromosom 11 Chromosom 22

PANX1 Linge: 53kb

Position: 11021
11:93862094-93915138

PANX2 Linge: 96kb
Position: 22913.33
22:50609 160-50618 723

4 q13.33 PANX3 Linge: 89kb

Position:  11024.2
11:124 481 386 - 124 490 252

Abbildung 1: Position und GroBBe der Gene PANX1, PANX2 und PANX3 auf
Metaphase - Chromosomen Die Gene PANX1-3 werden der ihnen entsprechenden

“"

Bande auf Metaphase - Chromosomen zugeordnet (,...“ steht stellvertretend fir
weitere auf der Bande gelegene Gene). Die Gene werden anhand der Anzahl ihrer
Nukleinbasen, ihrer zytogenetischen und molekularen Position naher charakterisiert

(GRCh37).

1.3.3.1 PANX1

PANX1 ist auf Chromosom 11g21 lokalisiert und umfasst etwa 53 Kilobasen mit 5
Exonen (Abbildung 1, Abbildung 2). Bekannt sind zwei alternativ gespleifite-,
kodierende Isoformen, die sich in wenigen Nukleinbasen im 5. Exon unterscheiden. Der

regulierende Promotor umgibt das 1. Exon, welches sich aus unstranslatiertem-
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(5’UTR) und translatiertem Bereich im Verhéltnis 2:1 zusammensetzt. Das 5. Exon
besteht demgegeniber aus translatiertem- und unstranslatiertem (3’UTR) Bereich im
Verhaltnis 1:14. Die Translation beginnt mit dem Startcodon der Nukleinbasensequenz
ATG bzw. der Aminosdure Methionin am translatierten Bereich des 1. Exons und endet
am translatierten Bereich des 5. Exons.

Das fertige Protein, Pannexin 1, besteht aus 426 bzw. 422 Aminosauren, je nach
Isoform und hat eine molare Masse von 48 g/mol. PANX1 wird im Vergleich zu PANX2
und PANX3 im Korper am weitesten exprimiert. Transkripte finden sich im pranatalen-
und erwachsenen Gehirn, insbesondere postsynaptisch an hippocampalen Neuronen
und Astrozyten sowie in Skelett- und Herzmuskeln, Augen, Schilddrise, Nieren und
anderen Geweben. (Shestopalov und Panchin 2008, Scemes et al. 2007). Seine
postulierten Funktionen bestehen in der Regulation neuronaler Stammzellen, der
Glutamatfreisetzung und Synchronisation neuronaler Verbiande mit Wirkung auf
synaptische Plastizitat, LTP (Long-Term-Potentiation) und Lernen (Aleksic et al. 2007,
Prochnow et al. 2012, Thompson et al. 2008, Wicki-Stordeur et al. 2012). Vermutet
wird auch eine Beteiligung am ATP induzierten Zelltod. So konnte eine Kanal6ffnung
unter Ischamie in hippocampalen und kortikalen Neuronen beobachtet werden
(Thompson und Macvicar 2008). Andere Studien betonen die physiologische Rolle der
Mikroglia in der ATP-abhdngigen Beseitigung defekter Neurone, induziert durch
Freisetzung von Glutamat und weitergeleitet in Form von ATP unabhingigen CA%*-
Wellen lGber Gap Junctions (Sieger et al. 2012) oder parakrin, z.T. unter Beteiligung von

ATP aktivierten Purinrezeptoren (Scemes et al. 2007).

1.3.3.2 PANX2
PANX2 ist auf Chromosom 22g13 lokalisiert (Abbildung 1, Abbildung 3) und umfasst 9,6

Kilobasen. Es existieren drei SpleiRvarianten, mit zwei kodierenden und einem
nonsense-mediated mMRNA Decay (NMD) Transkript. Bei NMD handelt es sich um einen
internen Kontrollmechanismus, der die Expression unvollstindiger mRNA, infolge
fehlerhafter Stopcodons, verhindert. Die Transkripte unterscheiden sich zudem in der
Zahl ihrer Exone. Das 1. Transkript hat 4 Exone, das 2.Transkript hat 3 Exone und das 3.

Transkript 5 Exone (The Ensemble Project). Die Protein kodierenden Transkripte 1 und
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2 stimmen im 1. Exon und 2. Exon Uberein, unterscheiden sich jedoch in der Aufteilung
des 3-Endes, welches bei Transkript 1 dem 3. Exon und bei Transkript 2 dem 3. und 4.
Exon entspricht. Transkript 3 ist nicht proteinogen. Der Promotor beginnt 1kb vor dem
1. Exon und reicht bis an dieses heran. Das 1. Exon wird komplett translatiert. Das
jeweils letzte Exon des vorliegenden Transkriptes hingegen, besteht aus
translatiertem- und unstranslatiertem (3’UTR) Bereich. Die Translation beginnt mit
dem Startcodon der Nukleinbasensequenz ATG bzw. der Aminosaure Methionin am 1.
Exon und endet hinter dem translatierten Bereich des letzten Exons. Das fertige
Protein, Pannexin 2, besteht aus 643 bzw. 677 Aminosduren und hat eine molare
Masse von 71 g/mol bzw. 74 g/mol je nach Transkript. Im Vergleich zu PANX1 wird eine
Uberwiegende Exprimierung in Neuronen vermutet (Vogt et al. 2005, Thompson und
Macvicar 2008). Pannexin 2 ist an der Regulation neuraler Stamm- und
Progenitorzellen beteiligt (Swayne et al. 2010). Chromosom 22q ist als
Kanditatenregion  flir  Schizophrenie in  verschiedenen Kopplungs- und
Assoziationsanalysen vorbeschrieben (Mowry et al. 2004, Delisi et al. 2002).
Insbesondere fir den Phanotyp der periodischen Katatonie zeigten sich positive

Befunde in einer Kopplungsanalyse (Stober et al. 2005).

1.3.3.3 PANX3

PANX3 ist auf Chromosom 1124 lokalisiert (Abbildung 1, Abbildung 4). Es umfasst 9
Kilobasen und 4 Exone. Bis jetzt sind keine Isoformen bekannt. Eine Promotorregion ist
bislang nicht naher definiert. Das 1. Exon besteht aus untranslatiertem- (5'UTR) und
translatiertem Bereich im Verhaltnis 1:3. Das 4. Exon, besteht aus translatiertem- und
unstranslatiertem (3’UTR) Bereich im Verhaltnis 3:2. Die Translation beginnt mit dem
Startcodon der Nukleinbasensequenz ATG bzw. der Aminosdure Methionin am 1. Exon
und endet hinter dem translatierten Bereich des letzten Exons. Das fertige Protein,
Pannexin 3, besteht aus 392 Aminosduren und hat eine molare Masse 45 g/mol. Eine
Exprimierung erfolgt Gberwiegend im Hippocampus sowie Chondrozyten, Osteoblasten

und Fibroblasten.
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2 Thesis

Die vorliegende Arbeit stellt die Frage nach einer Assoziation zwischen genetischen
Varianten auf PANX1, PANX2 und PANX3 und den schizophrenen Psychosen.
Biologische Basis sind Kopplungsbefunde der betreffenden chromosomalen Regionen
und pathophysiologische Uberlegungen, wie der Beteiligung an Kommunikation
innerhalb neuronaler Netzwerke (Aleksic et al. 2007) sowie Neuroinflammation,
neuronaler Apoptose und neuronalen Entwicklungsstérungen (Bennett et al. 2012,
Bargiotas et al. 2011, Orellana et al. 2011). Hierzu werden ausgewdhlte SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) und Haplotypen auf eine Assoziation mit den
Schizophrenien nach ICD-10 sowie den Zykloiden Psychosen, den unsystematischen-
und systematischen Schizophrenien nach Karl Leonhard in vorliegender Fall-Kontroll-
Studie Uberprift. Das Ziel ist durch moglichst genaue, der phanotypischen Vielfalt der
Schizophrenien gerecht werdende und im zeitlichen Verlauf stabilere Diagnosen den
zugrundeliegenden pathophysiologischen- und genetischen Mechanismen ndher zu
kommen.

Es gilt die Relevanz der Pannexine fiir die Entstehung psychischer Erkrankungen,
genauer die Rolle genetischer Varianten auf PANX1-3 fir die Entstehung
schizophrenen Psychosen zu untersuchen. Im Falle einer Assoziation wird Uberprift,
inwieweit sich vorliegende genetische Varianten als biologische Marker fiir spezifische

Syndrome der Erkrankung eignen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Patientenkollektiv

Grundlage fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen, bildet ein Kollektiv
aus 479 Kontrollen und 1163 Fallen, die allesamt an der Universitat Wirzburg fiir eine
Teilnahme gewonnen werden konnten (Tabelle 4). Die Ethikkommission der
Universitat Wirzburg gab ihr Einverstandnis zur Durchfiihrung der Studie (AZ-72-99).
Alle Teilnehmer wurden aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die
Kontrollen stammen aus dem Institut fur Klinische Transfusionsmedizin und
Hamotherapie und wurden in anonymisierter, randomisierter Form zur Verfligung
gestellt. Die Patienten wurden an der Klinik und Poliklinik flr Psychiatrie,
Psychosomatik und Psychotherapie durch Professor Stober, Professor Pfuhlmann und
Dr. Gawlik rekrutiert und in wiederholten Untersuchungen diagnostisch eingeordnet,
die endgililtige Einordnung gemal} differenzierter Psychopathologie nach Leonhard
erfolgte durch Professor Stéber. Alle Falle wurden nach ICD-10 und der differenzierten
Psychopathologie nach Karl Leonhard klassifiziert. Nach ICD-10 verteilten sie sich auf
die diagnostischen Gruppen F20, F22 und F25. Nach Leonhard wurde unterteilt in die
unsystematischen Schizophrenien mit 621 Fallen, bestehend aus affektiver
Paraphrenie, Kataphasie und periodischer Katatonie, die systematischen
Schizophrenien mit 226 Fallen, bestehend aus systematischer Hebephrenie,
systematischer Paraphrenie und systematischer Katatonie und die zykloiden Psychosen
mit insgesamt 316 Fallen, bestehend aus Angst-Glucks-Psychose,
Verwirttheitspsychose und Motilitatspsychose. Als Aufnahmekriterium galt die
Diagnose einer Zykloiden Psychose oder einer systematischen/unsystematischen
Schizophrenie nach Leonhard. Um die Aussagekraft der Ergebnisse zu erh6hen,
wurden Untergruppen mit zu geringer Gruppengrofle zusammengefasst. Bei 1
Kontrolle und 7 Fallen konnte trotz Wiederholung der Versuche, der Genotyp nicht
bestimmt werden. Sie wurden ausgeschlossen, sodass 100% der Genotypen des

Gesamtkollektivs bekannt sind.
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Bezogen auf die Falle lag das Durchschnittsalter bei Ersthospitalisierung bei 27,0

Jahren. Dabei waren leichte geschlechtsspezifische Unterschiede mit einem Trend zu

hoherem Durchschnittsalter bei Frauen von 28,6 Jahren im Vergleich zu Mannern von

26,1 Jahren zu beobachten. Das Alter bei StudieneinschluB der Kontrollen lag im

Mittelwert bei 29,0 Jahren, bei einer Standardabweichung von 9,7 Jahren, das der Falle

bei 41,0 Jahren bei einer Standardabweichung von 15,1 Jahren.

Alter bei Alter bei
Ersthospitalisierung | Studieneinschlufl
MW | sD MW | sD
Gesamt (n=479) - - 29,0 9,7
Kontrollen Manner (n=282) - - 29,4 9,2
Frauen (n=197) - - 28,5 10,3
. ] Gesamt (n=1163) 27,0 10,4 41,0 15,1
Schizophrenien | . (n=755) 26,1 9,8 38,7 13,7
nachIcD-10 | oo \= ' ’ ’ ’
Frauen (n=408) 28,6 11,3 45,1 16,6
. Gesamt (n=621) 27,6 10,7 45,2 15,8
Unsystematische |
] ) Manner (n=386) 26,6 9,9 41,7 14,3
Schizophrenien
Frauen (n=235) 29,3 11,7 51,0 16,4
Falle
. Gesamt (n=226) 23,4 8,1 33,9 12,4
Systematische -
] ) Manner (n=187) 23,1 7,7 34,1 12,4
Schizophrenien
Frauen (n=39) 24,9 9,7 33,0 12,4
. Gesamt (n=316) 28,3 10,8 37,6 12,5
Zykloide -
Méanner (n=182) 28,0 10,8 37,1 12,1
Psychosen
Frauen (n=134) 28,6 10,8 38,4 13,1
Tabelle 4: Klinische Variablen des untersuchten Kollektivs MW: Mittelwert, SD:

Standardabweichung
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3.1.2 Gerite

Autoklav

Autoklav

Automatische Eismaschine
Biophotometer

CryoTube Vials

Elektronische Mehrkanalpipette
Magnetriihrgerat mit Heizplatte
Messzylinder

Messzylinder

PCR

Pipetten 0,5-10ul, 10-100pI, 100-1000ul
Pipetboy Acu

Real-Time PCR

Rotator

Vortex

Waage

Wasserbad

Zentrifuge

3.1.3 Verbrauchsmaterialen
Blutentnahme

Latex Handschuhe

Parafilm

Pasteurpipetten 3 mL
Pasteurpipetten aus Glas ca. 15 cm
PCR-Platten 96-well
Pipettenspitzen 10, 200, 1000 pL
PP Rohren 114x28mm, 50 mL

Serologische Pipetten 5, 10, 25 mL

SYSTEC

TUTTNAUER, 3850 ELV

SCOTSMAN

EPPENDORF

THERMO SCIENTIFIC

BIOHIT, €120

GLW, M32

BRAND

SUPERIOR

BIOMETRA, Thermocycler

AHN BIOTECHNOLOGIE, Pipet4u
INTEGRA BIOSCIENCES

APPLIED BIOSYSTEMS, ABI PRISM® 7000
HARTENSTEIN

SCIENTIFIC INDUSTRIES, Vortex Genie 2
SCALTEC, SAS 62

GFL

HERAEUS, Megafuge 1.0 R

SARSTEDT, S-Monovette 9mL, K-EDTA
KIMBERLY-CLARK

PECHINEY PLASTIC PACKAGING
HARTENSTEIN

BRAND

THERMO SCIENTIFIC

GREINER

SARSTEDT

SARSTEDT
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UVette EPPENDORF

3.1.4 Chemikalien
Kernlysispuffer Tris-HCl pH 8,0 (10mM)
NaCl (400mM)
EDTA (2mM) MERCK
ddH,0 auf 1l auffiillen APPLICHEM

Lysispuffer NH4Cl (155mM)
KHCOs (10mM)
EDTA (0,1mM) MERCK
ddH,0 auf 1l auffillen APPLICHEM

TE Puffer Tris-HCI pH 8,0 (10mM)
EDTA (0,1mM) MERCK
ddH,0 auf 0,2l auffillen APPLICHEM

H,0 (HPLC) MERCK
Isopropylalkohol CH3CH(OH)CHj3 MERCK
Kaliumchlorid KCI MERCK
Kaliumhydrogencarbonat KHCO3 MERCK
PCR Master Mix APPLIED BIOSYSTEMS, TagMan Universal,

NoAmpErase UNG
Pronase MERCK
SDS 10% APPLICHEM
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3.1.5 Software
ABI prism 7000 Software
R

Haploview

Famhap

PGA (= Power Calculator For Case-Control

Genetic Association Analyses)
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3.2 Methoden

3.2.1 DNA-Extraktion

Das verwendete DNA-Kollektiv wurde seit 1985 standardisiert mithilfe der
modifizierten Aussalzmethode aus EDTA-Blut gewonnen (Miller et al. 1988). Zunachst
werden Zellmembran und Kernhiille zerstort und die Histone von der DNA gel6st.
AnschlieBend koénnen Proteine und Zellschrott mithilfe einer Salzlésung zur
Verklumpung gebracht und von der DNA durch Zentrifugation getrennt werden. Das
gewonnene EDTA-Blut wird aus S-Monovetten (Sarstedt) in 50 ml Cellstar Tubes
(Greiner) Gberfiihrt, die S-Monovetten (Sarstedt) anschlieBend mit Lysispuffer gespiilt
und die Reste ebenfalls hinzugegeben. Die Cellstar Tubes (Greiner) werden nun mit
Lysispuffer auf insgesamt 40 ml aufgefillt und 15 min auf Eis inkubiert. Nun wird bei
1500 rpm und 4°C, 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Tubes
5-10 min Uber Kopf stehen gelassen. Zum Pellet werden 500 pl Pronase, 660ul 10% SDS
und 10 ml Kernlysispuffer gegeben, mithilfe einer Plastik-Pasteurpipette alles griindlich
durchmischt und Gber Nacht im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Nun gibt man 3,5
ml 6 M NaCl hinzu, misch 15 sec kraftig und zentrifugiert anschlieRend bei 4000 rpm
und Raumtemperatur fiir 20 min. Die DNA ist nun im Uberstand enthalten und wird
vorsichtig in einen zweiten Cellstar Tube (Greiner) dekantiert. Nachdem mit
Isopropanol auf 25 ml aufgefiillt wurde, kann nach vorsichtigem invertieren die
sichtbare DNA mithilfe einer Glas-Pasteurpipette in ein Nunc CryoTube mit vorgelegten
500ul TE-Puffer Giberfiihrt werden. Nach einer Nacht auf dem Rotator wurde die DNA-

Konzentration mithilfe eines Biophotometers (Eppendorf) gemessen.

3.2.2 Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNPs)

Die im Rahmen dieser Studie bestimmten SNPs wurden mit dem Ziel ausgewahlt, die
genetische Variabilitdt im Bereich der zu untersuchenden Gene PANX1-3 moéglichst
vollstandig zu erfassen. Eingeschrankt wurde die Auswahl durch das Angebot der
kommerziell zur Verfigung stehenden Assays und der Minor Allele Frequency (MAF).

Die Minor Allele Frequency, ist die Frequenz des zweithdufigsten Allels an einem Locus.
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Fiir PANX3 wurden aufgrund zu geringer MAF nur drei SNPs mit einer MAF von

mindesten 2 % bestimmt, um Verfdlschungen der Ergebnisse zu vermeiden.

3.2.2.1 PANX1

Fir PANX1 und die umgebende chromosomale Region (2 kb upstream / 0,5 kb
downstream) sind aktuell etwa 3310 SNPs bekannt. Eine MAF von >0,02 zugrunde
gelegt, verbleiben 250 SNPs (Sherry et al. 2001). In Abbildung 2 findet sich eine
schematische Darstellung von PANX1 mit LD-Blocken und Exonen sowie relativer Lage
der untersuchten SNPs. Drei der sechs untersuchten SNPs, rs1138800, rs12793348 und
rs1070, sind auf Exonen gelegen. Die verbleibenden SNPs rs7928030, rs12294985 und
rs3020015 sind intronisch gelegen (Tabelle 5).

Der auf dem 1. Exon gelegene rs1138800 variiert um die Nukleinbasen Adenin (A) und
Cytosin (C). Adenin ist das zweithaufigste Allel mit einer MAF von 0,3. Beim Vorliegen
der Punktmutation kommt es zu einer Missense Mutation bzw. Transversion. Durch
den Austausch einer Purin- (A) gegen eine Pyrimidinbase (C) wird statt Glutamin (CAA)
Histidin (CAC) translatiert. Vergleichbare Folgen hat eine Punktmutation des auf dem
4. Exon gelegenen SNPs rs12793348. Er variiert um die Nukleinbasen Adenin (A) und
Guanin (G). Guanin ist das zweithaufigste Allel mit einer MAF von 0,14. Beim Vorliegen
der Punktmutation kommt es zu einer Missense Mutation bzw. Transition. Durch den
Austausch einer Purin- (A) gegen eine weitere Purinbase (G) wird statt Isoleucin (ATC)
Valin (GTC) translatiert. SNP rs1070 ist im Bereich der 3-UTR des 5. Exons gelegen und
wird daher nicht translatiert. Er variiert um die Nukleinbasen Adenin (A) und Guanin

(G). Adenin ist hier das zweithaufigste Allel mit einer MAF von 0,25.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung von PANX1 mit Lage der untersuchten SNPs
Der DNA-Strang ist schwarz und in 5-3‘ Richtung dargestellt. Die jeweilige molekulare
Position ldsst sich im Abstand von 10 kB ablesen (GRCh37, PANX1: 93 862094 -
93915 138). In Orange ist die Lage der Exone 1 - 5 und in Griin die Lage der vermuteten
LD-Blocke 1 und 2 vermerkt (The Ensemble Project). Unausgefiillte Boxen als Teil der
Exone 1 und 5 entsprechen der 5-UTR und 3‘-UTR. In Rot wird die Lage der
Promotorregion vermerkt. Die roten Pfeile markieren die Lage der untersuchten SNPs

mit zugehdrigen ID (rs)-Nummern.

3.2.2.2 PANX2

Fir PANX2 und die umgebende chromosomale Region (2 kb upstream / 0,5 kb
downstream) sind aktuell etwa 940 SNPs bekannt. Eine MAF von >0,02 zugrunde
gelegt, verbleiben 43 SNPs (Sherry et al. 2001). In Abbildung 3 finden sich eine
schematische Darstellung von PANX2 mit Auftragung der untersuchten flinf SNPs im
Verhdltnis zu den Exonen. Hier wurde versucht den Unterschieden der einzelnen
Transkripte gerecht zu werden. Die 3 Exone des 2. Transkriptes entsprechen in der
Darstellung I, Ill und IV. Die 4 Exone des 1. Transkriptes entsprechen ebenfalls I, lll und
IV, wobei IV stellvertretend das 3. und 4. Exon mit einschlieBt. Die 5 Exone des 3.
Transkriptes entsprechen |, I, lll und 1V, wobei IV stellvertretend das 4. und 5. Exon mit
einschliel3t

Die SNPs rs5771206 und rs7292533 sind auf Exonen gelegen. Die SNPs rs760754,
rs3817816 und rs4838858 liegen auBerhalb, in nicht kodierenden DNA Bereichen
(Tabelle 6).
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Der auf einem Exon gelegene SNP rs5771206 variiert um die Nukleinbasen Adenin (A)
und Guanin (G). Adenin ist das zweithaufigste Allel mit einer MAF von 0,44. Beim
Vorliegen der Punktmutation kommt es zu einer Silent Mutation bzw. Transition. Durch
den Austausch einer Purin- (A) gegen eine Purinbase (G) und der Degeneration des
genetischen Codes, dndert sich nur die Nukleinbasensequenz, Leucin (CTA) bleibt
Leucin (CTG). SNP rs7292533 ist im Bereich der 3-UTR des letzten Exons gelegen und
wird daher nicht translatiert. Er variiert um die Nukleinbasen Cytosin (C) und Thymin

(T). Cytosin ist hier das zweithaufigste Allel mit einer MAF von 0,29.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von PANX2 mit Lage der untersuchten SNPs
Der DNA-Strang ist schwarz und in 5°-3‘ Richtung dargestellt. Der breitere Anteil
entspricht der Ausdehnung von PANX2. Die jeweilige molekulare Position lasst sich im
Abstand von 10 kB ablesen (GRCh37, PANX2: 50 609 160 - 50 618 723). In Orange ist die
Lage der Exone vermerkt. Die unausgefiillte Box ist Bestandteil von Exons 4 und
entspricht der 3-UTR. In Rot wird die Lage der Promotorregion vermerkt. Die Pfeile
markieren die Lage der untersuchten SNPs mit zugehorigen ID (rs)-Nummern. Die im

Rahmen der Arbeit bestimmten SNPs sind schwarz unterlegt.

3.2.2.3 PANX3
Fir PANX3 und die umgebende chromosomale Region (2 kb upstream / 0,5 kb
downstream) sind aktuell etwa 750 SNPs bekannt. Eine MAF von >0,02 zugrunde

gelegt, verbleiben 12 SNPs (Sherry et al. 2001). Abbildung 4 veranschaulicht in
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schematischer Form PANX3 mit den untersuchten 3 SNPs in Relation zu den Exonen.
Nur rs35027803 liegt auf einem Exon, nicht jedoch rs7937613 und rs686567 (Tabelle 7).
Der auf dem 1.Exon gelegene SNP rs35027803 variiert um die Nukleinbasen Cytosin (C)
und Thymin (T). Cytosin ist das zweithdufigste Allel mit einer MAF von 0,02. Beim
Vorliegen der Punktmutation kommt es zu einer Silent Mutation bzw. Transition. Durch
den Austausch einer Pyrimidin- (C) gegen eine Pyrimidinbase (T) und der Degeneration
des genetischen Codes, andert sich nur die Nukleinbasensequenz, aus Asparaginsaure

(GAT) wird Asparaginsaure (GAC).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von PANX3 mit Lage der untersuchten SNPs
Der DNA-Strang ist schwarz und in 5°-3‘ Richtung dargestellt. Der breitere Anteil
entspricht der Ausdehnung von PANX3. Die jeweilige molekulare Position lasst sich im
Abstand von 10 kB ablesen (GRCh37, PANX3: 124 481 386 - 124 490 252). In Orange ist
die Lage der Exone 1 - 4 vermerkt. Unausgefiillte Boxen als Teil der Exone 1 und 4
entsprechen der 5-UTR und 3‘-UTR. Die Pfeile markieren die Lage der untersuchten
SNPs mit zugehorigen ID (rs)-Nummern. Die im Rahmen der Arbeit vom Verfasser

bestimmten SNPs sind schwarz unterlegt.

3.2.3 PCR Assay / TagMan Assay

Zur Bestimmung der vorliegenden SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) wurde eine
Variante der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) gewahlt. Bei den
TagMan-Assays werden mit Fluoreszenzfarbstoff markierte DNA-Sonden verwendet,

die spezifisch an einen bestimmten DNA-Abschnitt binden und nach erfolgter DNA-
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Replikation Fluoreszenzfarbstoff freisetzen (Abbildung 5). Sie bestehen aus einem
Donor-Fluorochrom (=Reporter), einem Akzeptor-Fluorochrom (=Quencher) und einem
DNA-Abschnitt. Die Fluoreszenz des Reporters wird in diesem Zustand durch den
Quencher unterdriickt. Lagern sie sich die DNA-Sonden wahrend der DNA-Replikation
einem Einzelstrang mit korrespondierender Nukleotidsequenz an, werden Reporter
und Quencher durch die zusatzliche 5‘-3‘-Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase
voneinander getrennt. Die Fluoreszenz des Reporters wird nicht mehr unterdriickt und
kann nun gemessen werden. Zur Verwendung kamen zwei DNA-Sonden pro SNP, die
sich anhand des Fluoreszenzfarbstoffes ,VIC” oder ,FAM“ unterscheiden lielen und
die  eindeutige  Beschreibung der vorliegenden  Punktmutation  durch

Fluoreszenzmessung ermoglichten.

| 1. DNA-Matritze und Assay-Komponenten

» 4GS
T “/ DNA-S.Qnde /M Rackwirts Primer
Forwirts Primer ULAAARRRS 2R RE
. )
5\7 DNA-Matritze 1—(33
LTI LT
3 §
2. Denaturierung und Anlagerung 5 3 | Legende
N lied Blosyste:
DNA-Sonde ,-"r":‘6 Riickwarts Primer A IVIC Pt
S rrrrrrrrer ) Nood ’
Forwirts Primer \ @ quencher (NFQ)
AAA DA AR R0 a0 020 a3 asaaniiy
- Minor groove
3/4 LASS Qi)
Applied Biosystems™
AmpiTaq Gold™
ONA Polymerase
3. Polymerisation und Farbstoff Freisetzung 5 23
Rickwirts Primer . DNASonde
DNA-Sonde A :
whs Erremn @ == Primer
Forwirts Primer ‘;«q{_’ e SR DI =
4 !
T T [« -
AR rr||llllllllﬂr:rfrrr e pathstisirts

3 5

Abbildung 5: TagMan-Assay 1. Darstellung von Probanden DNA und Komponenten
eines TagMan Assays, hier Primer und Fluoreszenzfarbstoff markierte DNA-Sonden. 2.
Denaturierung des DNA-Doppelstranges in zwei Einzelstrange, Bindung der Primer,
Anlagerung von Fluoreszenzfarbstoff markierten DNA-Sonden und der Tag-Polymerase.

3. Synthetisierung des DNA-Partnerstranges durch die Tag-Polymerase mit Freisetzung

34



einem von zwei Farbstoffen, ,FAM“ bzw. ,VIC“ (modifiziert nach Applied Biosystems,

Druckgenehmigung vorliegend).

Pro Reaktionsvolumen wurden 12,5ul TagMan Genotyping Master Mix (Aplied
Biosystems), 0,5ul TagMan SNP Genotyping Assay, 0,7ul H20 und 5ul DNA (4ng/ul)
verwendet. Die Reaktion fand in Thermo-Fast 96 PCR Detection Plates (ABgene) mit
einem Reaktionsvolumen von insgesamt 25ul statt, die zum Schutz vor Verdunstung
vor der PCR mit Optical Adhesive Film (Applied Biosystems) abgedeckt wurden. Initial
wurden 2 min bei 50°C und 10 min bei 95°C durchlaufen, es folgten 60
Wiederholungen von 15 sec bei 92°C und 1 min bei 60°C. Nach der PCR in einem Zykler
Gradient (Biometra) wurde die Fluoreszenz mithilfe des ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (Aplied Biosystems) gemessen. Fir alle SNPs kamen TagMan SNP
Genotyping Assays (Applied Biosystems) zum Einsatz (Tabelle 5 - Tabelle 7). Die

verwendeten Primer wurden von Applied Biosystems nicht mitgeteilt.
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(1) rs1138800
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [A]:
SNP Type:

(2) rs7928030
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [C]:
SNP Type:

(3) rs12294985
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [T]:
SNP Type:

(4) rs12793348
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [G]:
SNP Type:

(5) rs3020015
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [T]:
SNP Type:

(6) rs1070
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [A]:
SNP Type:

PANX1

C___8361354_10
GCGCCGCAGCCATGGCCATCGCTCA[A/CICTGGCCACGGAGTACGTGTTCTCGG
0,30

Exon 1: Missense Mutation CAA (Glutamin) = CAC (Histidin)

C__ 25953884 10
CCAAATAGAACCTGTTTGCTTTATA[C/G]ATAAGGAAACTAAAGCCCAGGGAGG
0,44

Intron

C_31252486_20
TTTGCTCGCTGTCTTCTCCAGGGCT[C/T]TCCCCATGATGGGTTCCCTCCAGCT
0,30

Intron

C__12049202_10
TCAGTGCAAACTCATTGCCGTGGGC[A/G]TCTTCCAGTTGCTCAGTGTCATTAA
0,14

Exon 4: Missense Mutation ATC (Isoleucin) = GTC (Valin)

C_15979441 10
GCTTTTGGCAGAGGCTACGGGAGTC[C/T]JACCGAGAGCCTTTGCAGCAGCCTTG
0,27

Intron

C___ 186398 10
ATCAGGGCACATAAGTGACATTGGC[A/G]TGCTTCATATGGCGTGCTTGGAGCC
0,25

Exon 5 (3-UTR)

Tabelle 5: Untersuchte SNPs auf PANX1, TagMan-Assays Angabe von Assay-ID (=

Identifikationsnummer des TagMan-Assays), Context Sequence (= Nukleotidbasen des

SNPs mit flankierender Nukleotidbasen-Sequenz), MAF (= Minor Allele Frequency) und

SNP Type (The Ensemble Project, Applied Biosystems).
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(1) rs760754
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [C]:
SNP Type:

(2) rs3817816
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [A]:
SNP Type:

(3) rs4838858
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [T]:
SNP Type:

(4) rs5771206
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [A]:
SNP Type:

(5) rs7292533
Assay-ID:

Context Sequence:

MAF [C]:
SNP Type:

PANX2

C___ 575846_10
CCCTCCCCCACCCCCTCCCCCACGA[C/TITTGCTCCCAGGAAACAAATGCTCAG
0,37

Intron

C__ 27505548 20
GGTGGGACTAGGCCTGTCTGGACCC[A/G]GGGGTCCCAAATGTCATGAGACACG
0,24

Intron

C_27922866_10
GGATGGGCCAGGCCTTCCTGCCTTC[C/TIGTTTGGACACCTGCACTGGCCCAGG
0,15

Intron

C___2970299_10
TGTCCCAGGCGGAGGACTGTGGGCT[A/G]GGCCTGGCCCCGGCGCCCATCAAAG
0,44

Exon: Silent Mutation CTA (Leucin) = CTG (Leucin)

C___2970298_10
GGTGGCCAGGAAGGCTGAAGCCCGC[C/T]TCCCATGCTCCTGCATCAGGTGCCC
0,29

Exon (3-UTR)

Tabelle 6: Untersuchte SNPs auf PANX2, TagMan-Assays Angabe von Assay-ID (=

Identifikationsnummer des TagMan-Assays), Context Sequence (= Nukleotidbasen des

SNPs mit flankierender Nukleotidbasen-Sequenz), MAF (= Minor Allele Frequency) und

SNP Type (The Ensemble Project, Applied Biosystems).
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PANX3
(1) rs35027803
Assay-ID C__ 25971362 20
Context Sequence: CAGCTGCAGAGTACATGCTCTCAGA[C/T]GCCCTGCTGCCTGACCGCAGGGGAC
MAF [C]: 0,02

SNP Type: Exon 1: Silent Mutation GAT (Asparaginsdure) = GAC (Asparaginsaure)
(2) rs7937613
Assay-ID: C_29362979_10

Context Sequence: TCCCTTTGGTCTATTTCATTAGTAT[C/G]TGAAATATTGACTCTGTAGTCCTTT
MAF [C]: 0,19
SNP Type: Intron

(3) rs686567

Assay-ID: C__ 1364414 10

Context Sequence: AGTAGAACCTGACTACCTTTATCTA[C/T]GGATTTATTTATAGTTTGTCACACG
MAF [T]: 0,48

SNP Type: Intron

Tabelle 7: Untersuchte SNPs auf PANX3, TagMan-Assays Angabe von Assay-ID (=
Identifikationsnummer des TagMan-Assays), Context Sequence (= Nukleotidbasen des
SNPs mit flankierender Nukleotidbasen-Sequenz), MAF (= Minor Allele Frequency) und

SNP Type (The Ensemble Project, Applied Biosystems).

3.2.4 Statistik

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden zundchst die genetische
Komponente der vorliegenden Daten auf Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE) sowie
Linkage Disequilibrium (LD) untersucht. Beide Parameter sind ein MaR fiir Assoziation
zwischen Allelen: HWE beschreibt die Assoziation zwischen Allelen an gleicher Stelle
auf homologen Chromosomen, wogegen das LD die Assoziation zwischen Allelen an
verschiedenen Stellen eines Genoms beschreibt (Foulkes 2009, Balding 2006). Fir die
Berechnung des HWE wurde der Exakte Test nach Fisher mit Hilfe der Statistiksoftware
R (R Core Team 2013) durchgefiihrt. Berechnung und Visualisierung des LD basieren
auf der Software HAPLOVIEW (Barrett et al. 2005). Die Ergebnisse lassen sich direkt aus
dem Diagramm ablesen (Tabelle 8). Fir die Werte von D' (D-Prime) werden die ersten
beiden Stellen nach dem Komma in jeder Kachel notiert. Zusatzlich sind D' und LOD-

Score (Logarithmic Odds Ratio) farblich kodiert (Mark Daly).

38



D'<1 D'=1
LOD < 2 |weil} blau
LOD 2 2 |Rosatone|rot

Tabelle 8: Visualisierung von LOD-Score und D' mit Haploview Der LOD-Score
(Logarithmic Odds Ratio) dient der Plausibilitatsprifung von D' (D-Prime), Werte (iber
22 sprechen fiir eine Genkopplung. D' schwankt zwischen Werten von 0 - 1, Werte

gegen 1 sprechen fiir ein hohes LD (=Linkage Disequilibrium).

Zur Planung und Auswertung vorliegender Fall-Kontroll-Studie erfolgte eine
Poweranalyse mithilfe der Software PGA (Power Calculator For Case-Control Genetic
Association Analyses). Berechnet wurde ab welchem relativen Risiko ein
Suszeptibilitatsgen mit rezessivem Vererbungsgang und Genfrequenz von 30% mit
einer Wahrscheinlichkeit von 80 % (a=0,05) nachgewiesen werden kann (Menashe et
al. 2008). In der statistischen Analyse erfolgte eine Untersuchung von Allelen und
Haplotypen auf eine Assoziation mit schizophrenen Psychosen. Fir jeden SNP wurde
zu diesem Zweck der Exakte Test nach Fisher sowie der Cochrane Armitage Trend Test
durchgefihrt. Letzterer wirde bei einem signifikanten Ergebnis auf einen linearen
Zusammenhang wischen Genotyp und Erkrankung hinweisen. Zur Berechnung wurde
wieder die Statistiksoftware R verwendet. Eine Korrektur auf multiples Testen erfolgte
nicht.

Die Haplotypen wurden berechnet und anschlielend auf eine Assoziation mit der
Erkrankung getestet. Hierflir kam die Software FAMHAP (Herold und Becker 2009) zum
Einsatz. Auf Basis des Gesamtkollektives aus Fallen und Kontrollen wird die Frequenz
aller Haplotypen geschatzt. Nun erhalt jeder Proband entsprechend seines Genotypes
und der Haplotypfrequenzen eine Liste gewichteter Haplotypen zugeordnet. Eine
Kontingenztabelle mit Einteilung der Haplotypen in Falle und Kontrollen wird
konstruiert und der Chi-Quadrat-Test durchgefihrt. Um der zusatzlichen Variabilitat
innerhalb der Daten, infolge Berechnung der Haplotypen, Rechnung zu tragen,
kommen Monte-Carlo-Simulationen (n=10 000) zur Anwendung (Tim Becker 2008).

Zur Prifung auf Assoziation zwischen Haplotyp und den Schizophrenien nach ICD-10

bzw. der Subphdanomtypen nach Leonhard, erfolgte die Bestimmung der globalen p-
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Werte, der besten Markerkombination und des besten Einzelmarkers. Der globale p-
Wert gibt die Wahrscheinlichkeit der Stichprobe unter der Nullhypothese an, dass
keiner der getesteten Markerkombinationen mit den Schizophrenien assoziiert ist. Die
beste Markerkombination, ist die Kombination aus Einzelmarkern, mit dem niedrigsten
p-Wert bei Testung entsprechender Haplotypen auf Assoziation. Der beste Marker, ist
der Einzelmarker mit dem niedrigsten p-Wert bei Testung der zugehorigen Allele auf
Assoziation mit den Schizophrenien. Im Gegensatz zum globen p-Wert handelt es sich
bei den p-Werten der besten Markerkombination und des besten Markers um
unbereinigte p-Werte, sie werden im Text nicht genannt, sind jedoch in der jeweiligen

Tabelle nachzulesen.

3.2.5 Abbildungen und Tabellen
Sofern nicht anderweitig vermerkt sind alle in dieser Arbeit enthaltenen Abbildungen

und Tabellen selbst erstellt.
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4 Resultate

4.1 PANX1
PANX1 ist auf Chromosom 1121 gelegen, umfasst 53 Kilobasen und kodiert zwei
Transkripte mit jeweils 5 Exonen. Insgesamt wurden sechs SNPs bestimmt, von denen

drei auf Exonen gelegen sind.

4.1.1 LD, HWE und Poweranalyse

Fir das Kandidatengen PANX1 wurden die sechs SNPs rs1138800, rs7928030,
rs12294985, rs12793348, rs3020015 und rs1070 bestimmt. Zwischen den SNPs besteht
ein hohes MaR an LD, mit minimal D'= 0,71 und durchschnittlich D'= 0,85 (0< D'< 1).
Wie bei SNPs auf einem Gen zu erwarten, werden hier die Allele der genannten SNPs
an verschiedenen Loci liberwiegend gemeinsam transmittiert. Es lassen sich zwei LD-
Blocke zwischen rs7928030 und rs12294985 sowie zwischen rs3020015 und rs1070
abgrenzen (Abbildung 6). Alle untersuchten SNPs befinden sich im HWE. Dabei betragt
die Heterozygotenrate bei SNP rs12793348 15%, bei allen Gbrigen SNPs >43% (Tabelle
9). Die Heterozygotenrate der untersuchten SNPs entspricht mit einer Abweichung
<5 % derjenigen der europaischen Vergleichspopulation (The Ensemble Project). Die
vorliegende Studie erreicht eine Power von 80% (a=0,05) ein Suszeptibilitdtsgen mit
rezessivem Vererbungsgang und einer Genfrequenz von 30% nachzuweisen (Minor

Allele Frequency, ,MAF“=0,3), sofern dessen relatives Risiko = 1,65 betragt.
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Abbildung 6: Linkage Disequilibrium-Analyse von SNPs auf PANX1 Der Grau
unterlegte Balken zeigt die relative Lage der untersuchten SNPs zueinander. Farblich
kodiert und in Werten von Hundert sind nun die jeweiligen D'- Werte zwischen zwei
SNPs ablesbar. D-Werte gegen 1 sprechen fiir ein hohes Linkage Disequilibrium. Die

vermuteten LD - Blocke sind schwarz umrandet (Haploview, modifiziert).

4.1.2 Test auf Assoziation

4.1.2.1 Allel- und Genotypisierung

Bei den Schizophrenien nach ICD-10 erreichte im Vergleich von Féllen und Kontrollen
kein Marker Signifikanzniveau (Tabelle 9, Abbildung [Anhang] 9). Marker rs12793348
(p=0,29 Exakter Test n. Fisher und p= 0,16 CA-Trend-Test) und rs1070 (p=0,17 Exakter
Test n. Fisher und p= 0,48 CA-Trend-Test) erzielten in dieser Gruppe das beste Ergebnis.
Marker rs12793348 weist mit 15 % jedoch ebenfalls die geringste Heterozygotenrate
aller gestesteten SNPs auf PANX1 fir die Gruppe der Kontrollen auf. Es folgte eine
weitere Unterteilung der Schizophrenien nach Leonhard in unsystematische (Tabelle
10, Abbildung [Anhang] 10) und systematisch Schizophrenien (Tabelle 11, Abbildung
[Anhang] 11) sowie zykloide Psychosen (Tabelle 12, Abbildung [Anhang] 12). In den
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genannten Untergruppen zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen
Fallen und Kontrollen. Die niedrigsten p-Werte erzielten die Marker rs12793348
(p=0,13 Exakter Test n. Fisher und p= 0,06 CA-Trend-Test) und rs3020015 (p=0,06

Exakter Test n. Fisher und p= 0,19 CA-Trend-Test) fir die Gruppe der systematischen

Schizophrenien.
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14%

Kontrollen (n=479) Schizophrenien nach ICD-10 (n=1163)

Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) | P(¥)
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs1138800 | 341 617 58 225 196 0,62 857 1469 | 156 545 462 0,76 | 0,50
(1=A;2=C) | (35%) (64%) | (12%) (47%) (41%) (37%) (63%) | (13%) (47%) (40%)
rs7928030 | 450 508 104 242 133 0,78 | 1099 1227 252 595 316 0% | 0,88
(1=C;2=G) | (46%) (53%) | (22%) (51%) (28%) (47%)  (53%) | (22%) (51%) (27%)
rs12294985 | 629 329 211 207 61 0,36 | 1490 836 471 548 144 033 | 0,38
(1=C;2=T) | (64%) (34%) | (44%) (43%) (13%) (64%) (36%) | (40%) (47%) (12%)
rs12793348 | 833 75 406 71 2 0,76 | 2108 218 958 192 13 0,29 0,16
(1=A;2=G) | (90%) (8%) | (85%) (15%) (0%) (91%) (9%) | (82%) (17%) (1%)
rs3020015 | 625 333 205 215 59 0,84 | 1485 841 455 575 133 0,24 | 0,44
(1=C;2=T) | (63%) (35%) | (43%) (45%) (12%) (64%) (36%) | (39%) (49%) (11%)
rs1070 333 625 60 213 206 0,69 838 1488 131 576 456 0,17 | 0,48
(1=A;2=G) | (34%) (65%) | (13%) (44%) (43%) (36%) (64%) | (11%) (50%) (39%)

Tabelle 9: Allel- und Genotypverteilung der SNPs von PANX1 fiir Fille

HWE: P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher auf Hardy-Weinberg-Equilibrium, P(+): P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher, P(*): P-

Wert nach Cochrane-Armitage Trend Test; p-Werte nicht auf multiples Testen korrigiert



1%

Kontrollen (n=479) Schizophrenien, unsystematisch (n=621)

Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) | P(%)
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs1138800 | 341 617 58 225 196 0,62 476 766 92 292 237 0,38 | 0,19
(1=A;2=C) | (35%) (64%) | (12%) (47%) (41%) (38%) (62%) | (15%) (47%) (38%)
rs7928030 | 450 508 104 242 133 0,78 560 682 117 326 178 0,50 | 0,37
(1=C;2=G) | (46%) (53%) | (22%) (51%) (28%) (45%) (55%) | (19%) (52%) (29%)
rs12294985 | 629 329 211 207 61 0,36 826 416 270 286 65 0,42 | 0,68
(1=C;2=T) | (64%) (34%) | (44%) (43%) (13%) (67%) (33%) | (43%) (46%) (10%)
rs12793348 | 883 75 406 71 2 0,76 | 1132 110 519 94 8 0,35 | 0,40
(1=A;2=G) | (90%) (8%) | (85%) (15%) (0%) (91%) (9%) | (84%) (15%) (1%)
rs3020015 | 625 333 205 215 59 0,84 818 424 261 296 64 048 | 0,76
(1=C;2=T) | (63%) (35%) | (43%) (45%) (12%) (66%) (34%) | (42%) (48%) (10%)
rs1070 333 625 60 213 206 0,69 425 817 64 297 260 0,37 | 0,79
(1=A;2=G) | (34%) (65%) | (13%) (44%) (43%) (34%) (66%) | (10%) (48%) (42%)

Tabelle 10: Allel- und Genotypverteilung der SNPs von PANX1 fiir unsystematische Schizophrenien

HWE: P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher auf Hardy-Weinberg-Equilibrium, P(+): P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher, P(*): P-

Wert nach Cochrane-Armitage Trend Test; p-Werte nicht auf multiples Testen korrigiert
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Kontrollen (n=479) Schizophrenien, systematisch (n=226)

Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) | P(¥
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs1138800 | 341 617 58 225 196 0,62 162 290 27 108 91 09 | 0,93
(1=A;2=C) | (35%) (64%) | (12%) (47%) (41%) (36%) (64%) | (12%) (48%) (40%)
rs7928030 | 450 508 104 242 133 0,78 222 230 53 116 57 0,74 | 0,45
(1=C;2=G) | (46%) (53%) | (22%) (51%) (28%) (49%) (51%) | (23%) (51%) (25%)
rs12294985 | 629 329 211 207 61 0,36 278 174 81 116 29 0,10 | 0,13
(1=C;2=T) | (64%) (34%) | (44%) (43%) (13%) (62%) (38%) | (36%) (51%) (13%)
rs12793348 | 883 75 406 71 2 0,76 403 49 179 45 2 0,13 | 0,06
(1=A;2=G) | (90%) (8%) | (85%) (15%) (0%) (89%) (11%) | (79%) (20%) (1%)
rs3020015 | 625 333 205 215 59 0,84 279 173 78 123 25 0,06 | 0,19
(1=C;2=T) | (63%) (35%) | (43%) (45%) (12%) (62%) (38%) | (35%) (54%) (11%)
rs1070 333 625 60 213 206 0,69 171 281 25 121 80 0,08 | 0,25
(1=A;2=G) | (34%) (65%) | (13%) (44%) (43%) (38%) (62%) | (11%) (54%) (35%)

Tabelle 11: Allel- und Genotypverteilung der SNPs von PANX1 fiir systematische Schizophrenien

HWE: P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher auf Hardy-Weinberg-Equilibrium, P(+): P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher, P(*): P-

Wert nach Cochrane-Armitage Trend Test; p-Werte nicht auf multiples Testen korrigiert



LY

Kontrollen (n=479)

Zykloide Psychosen (n=316)

Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) | P(¥)
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs1138800 | 341 617 58 225 196 0,62 219 413 37 145 134 092 | 0,70
(1=A;2=C) | (35%) (64%) | (12%) (47%) (41%) (35%) (65%) | (12%) (46%) (42%)
rs7928030 | 450 508 104 242 133 0,78 317 315 82 153 81 037 | 0,22
(1=C;2=G) | (46%) (53%) | (22%) (51%) (28%) (50%) (50%) | (26%) (48%) (26%)
rs12294985 | 629 329 211 207 61 0,36 386 246 120 146 50 0,18 | 0,07
(1=C;2=T) | (64%) (34%) | (44%) (43%) (13%) (61%) (39%) | (38%) (46%) (16%)
rs12793348 | 883 75 406 71 2 0,76 573 59 260 53 3 0,44 | 0,29
(1=A;2=G) | (90%) (8%) | (85%) (15%) (0%) (91%)  (9%) | (82%) (17%) (1%)
rs3020015 | 625 333 205 215 59 0,84 388 244 116 156 44 0,23 | 0,12
(1=C;2=T) | (63%) (35%) | (43%) (45%) (12%) (61%) (39%) | (37%) (49%) (14%)
rs1070 333 625 60 213 206 0,69 242 390 42 158 116 0,20 | 0,15
(1=A;2=G) | (34%) (65%) | (13%) (44%) (43%) (38%) (62%) | (13%) (50%) (37%)

HWE:

P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher auf Hardy-Weinberg-Equilibrium, P(+): P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher, P(*): P-

Tabelle 12: Allel- und Genotypverteilung der SNPs von PANX1 fiir zykloide Psychosen

Wert nach Cochrane-Armitage Trend Test; p-Werte nicht auf multiples Testen korrigiert




4.1.2.2 Haplotypenanalyse

Von den rechnerisch moglichen 64 Haplotypen wurden 17 mit einer Frequenz lber
0,1 % der Falle gefunden. Die haufigsten vier 6-Locus Haplotypen sind in Gber 80 % der
Falle anzutreffen, mit Wahrscheinlichkeiten von 31,4 % bei Haplotyp C-C-T-A-T-A;
25,4 % bei Haplotyp A-G-C-A-C-G; 15,8 % bei Haplotyp C-G-C-A-C-G und 11 % bei
Haplotyp C-C-C-A-C-G respektive (Tabelle [Anhang] 23). Ein haplotypspezifischer SNP
konnte nicht identifiziert werden. Die Untersuchungen bestatigten jedoch zwei Blocke
hohen Linkage Disequilibriums zwischen den SNPs rs7928030 und rs12294985 sowie
rs3020015 und rs1070. Im Fall vollstandigen Linkage Disequilibriums zwischen zwei-
oder mehreren SNPs ware die Genotypisierung eines Marker-SNPs ausreichend um die
genetische Variabilitdt in der Region zu erfassen. In Zusammenschau der vorliegenden
Daten, ist von vollstandigem Linkage Disequilibrium zwischen rs3020015 und rs1070
auszugehen, d.h. zur eindeutigen Bestimmung eines Haplotypen waren mindestens
funf der insgesamt sechs bestimmten SNPs notwendig (Machiela und Chanock 2015).
Zur Prifung auf Assoziation zwischen Haplotyp und den Schizophrenien nach ICD-10
bzw. der Subphdanomtypen nach Leonhard, erfolgte die Bestimmung der globalen p-
Werte, der besten Markerkombination und des besten Einzelmarkers. Insgesamt
erreicht keiner der fiir PANX1 bestimmten globalen p-Werte Signifikanzniveau. Fir die
Gruppe der Schizophrenien nach ICD-10 erweisen sich rs7928030, rs12294985,
rs12793348 und rs1070 mit dem Haplotypen C-T-G-G (Odds Ratio [OR] 1,52) als die
beste Kombination. Der Haplotyp C-T-G-G ist jedoch selten und nur in 0,7 % der Falle
und 0,5 % der Kontrollen zu finden. Bester Einzelmarker ist rs12793348 mit Allel G (OR
1,22). Fir die Gruppe der unsystematischen Schizophrenien zeigt sich ein leicht
abgewandeltes Bild mit einem ausgetauschten Marker, rs1138800, rs7928030,
rs12294985 und rs1070 mit Haplotyp C-G-C-A (OR 1,59), bester Einzelmarker ist der
hinzugekommene rs1138800 mit Allel A (OR 1,12). Die Frequenz des Haplotypen C-G-
C-A ist mit 0,9 % der Fdlle und 0,6 % der Kontrollen ebenfalls gering. Beste
Markerkombination der systematischen Schizophrenien st rs12294985 und
rs12793348 mit Haplotyp C-G (OR 1,44), bester Marker rs12793348 mit Allel G (OR

1,43). Bei den zykloiden Psychosen zeigt sich wieder ein leicht abgewandeltes Bild mit
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der besten Markerkombination aus rs12793348 und rs3020015, Haplotyp A-T (OR

1,14), bester Einzelmarker ist hier rs12294985, Allel T (OR 1,22) (Tabelle 13).

Haplotypenanalyse fiir SNPs auf PANX1
(1)rs1138800 (2)rs7928030 (3)rs12294985 (4)rs12793348 (5)rs3020015 (6)rs1070
Gruppe global P [beste Markerkomb. |unadj. P |bester Marker |unadj. P
Schizophrenien n. ICD-10 0,36 2;3;4;6 0,053 4 0,18
Unsystem. Schizophrenien 0,76 1;2;3;6 0,22 1 0,19
Affektive Paraphrenie 0,73 4,5 0,17 4 0,46
Kataphasie 0,36 4,5 0,11 4 0,053
Periodische Katatonie 0,92 14 0,49 1 0,32
System. Schizophrenien 0,24 3;4 0,036 4 0,07
System. Hebephrenie 0,1 2;4 0,015 4 0,011
System. Paraphrenie 0,79 4:5 0,3 5 0,18
System. Katatonie 0,71 2;4;5 0,14 2 0,35
Zykloide Psychosen 0,41 45 0,08 3 0,08
Angst-Gliicks-Psychose 0,44 1;4;5 0,055 4 0,09
Verwirrtheitspsychose 0,42 4;5 0,056 5 0,14
Motilitatspsychose 0,26 3;5;6 0,031 2 0,07
Tabelle 13: Haplotypenanalyse der untersuchten SNPs auf PANX1 Global P: P-Wert mit

Korrektur auf multiples Testen, unadj. P: P-Wert ohne Korrektur
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4.2 PANX2
PANX2 auf Chromosom 22q13 gelegen, umfasst 9,6 Kilobasen und kodiert drei
Transkripte mit jeweils 4, 3 und 5 Exonen. Insgesamt wurden flinf SNPs bestimmt, von

denen zwei auf Exonen gelegen sind.

4.2.1 LD, HWE und Poweranalyse

Fiir das Kandidatengen PANX2 wurden die fiinf SNPs rs760754, rs3817816, rs4838858,
rs5771206 und rs7292533 bestimmt. Zwischen den SNPs besteht mit D'= 0,49 (0< D'<
1) ein mittleres MaR an LD, die Werte schwanken hierbei zwischen minimal D'= 0,18
und maximal D'=94. Die SNPs rs760754 und rs3817816 (D'=94) sowie rs3817816 und
7292533 (D'=87) werden lberwiegend gemeinsam transmittiert. Es lassen sich keine
LD-Blocke abgrenzen (Abbildung 7). Alle untersuchten SNPs befinden sich im HWE.
Dabei betragt die Heterozygotenrate bei SNP rs4838858 20%, bei allen Ubrigen SNPs
>32% (Tabelle 14). Die Heterozygotenrate der untersuchten SNPs entspricht mit einer
Abweichung <5% derjenigen der europaischen Vergleichspopulation (The Ensemble
Project). Die vorliegende Studie erreicht eine Power von 80% (a=0,05) ein
Suszeptibilitatsgen mit rezessivem Vererbungsgang und einer Genfrequenz von 30%
nachzuweisen (Minor Allele Frequency, ,MAF“= 0,3), sofern dessen relatives Risiko >
1,65 betragt. Die Studie erreicht eine Power von 40% eine bestehende Assoziation mit

der periodischen Katatonie auch nachzuweisen (Gawlik, Wagner et al. 2016).
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Abbildung 7: Linkage Disequilibrium-Analyse von SNPs auf PANX2 Der Grau
unterlegte Balken zeigt die relative Lage der SNPs zueinander. Farblich kodiert und in
Werten von Hundert sind nun die jeweiligen D'- Werte zwischen zwei SNPs ablesbar.
D’-Werte gegen 1 sprechen fir ein hohes Linkage Disequilibrium (Haploview,

modifiziert).

4.2.2 Test auf Assoziation

4.2.2.1 Allel- und Genotypisierung

Bei den Schizophrenien nach ICD-10 erreichte Im Vergleich von Fallen und Kontrollen
ebenfalls kein Marker Signifikanzniveau (Tabelle 14, Abbildung [Anhang] 13). Das beste
Ergebnis fur diese Gruppe zeigte Marker rs4838858 (p=0,08 Exakter Test n. Fisher und
p= 0,18 CA-Trend-Test). Marker rs4838858 weist mit 20 % jedoch ebenfalls die
geringste Heterozygotenrate aller gestesteten SNPs auf PANX2 fir die Gruppe der
Kontrollen auf. Es folgte eine Gruppierung in unsystematische und systematische
Schizophrenien sowie zykloide Psychosen. Fiir die Gruppe der unsystematischen
Schizophrenien weist rs7292533 (p=0,18 Exakter Test n. Fisher und p= 0,07 CA-Trend-
Test) das beste Ergebnis auf (Tabelle 15, Abbildung [Anhang] 14). Fiir die Subgruppe
der periodischen Katatonie erfolgte eine weitere Auswertung. Den niedrigsten p-Wert

erreichte rs7292533 mit p=0,09 im Exakten Test n. Fisher und p= 0,03 im CA-Trend-
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Test. Bei den systematischen Schizophrenien zeigen Marker rs7292533 (p=0,05 Exakter
Test n. Fisher und p= 0,47 CA-Trend-Test) und rs760754 (p=0,19 Exakter Test n. Fisher
und p= 0,08 CA-Trend-Test) das beste Ergebnis, ohne das Signifikanzniveau zu
erreichen (Tabelle 16, Abbildung [Anhang] 15). Bei den zykloiden Psychosen erreicht
Marker rs4838858 (p=1,2x 10 Exakter Test n. Fisher und p= 1,8x 10°-Trend-Test) das
Signifikanzniveau und zeigt damit den deutlichsten Unterschied zwischen Fallen und

Kontrollen aller getesteten Marker auf PANX2 (Tabelle 17, Abbildung [Anhang] 16).
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Kontrollen (n=479) Schizophrenien nach ICD-10 (n=1163)

Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) P (*)
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs760754 267 691 34 199 246 0,50 671 1655 99 473 591 064 | 0,57
(1=C;2=T) | (28%) (72%) | (7%) (42%) (51%) (29%) (71%) | (9%) (41%) (51%)
rs3817816 | 194 764 21 152 306 0,67 505 1821 54 397 712 0,61 | 0,35
(1=A;2=G) | (20%) (80%) | (4%) (32%) (64%) (22%) (78%) | (5%) (34%) (61%)
rs4838858 | 854 104 379 9 4 0,64 | 2033 293 899 235 29 0,08 | 0,18
(1=C;2=T) | (89%) (11%) | (79%) (20%) (1%) (87%) (13%) | (77%) (20%) (2%)
rs5771206 | 344 614 63 218 198 0,84 798 1528 | 135 528 500 064 | 0,38
(1=A;2=G) | (36%) (64%) | (13%) (46%) (41%) (34%) (66%) | (12%) (45%) (43%)
rs7292533 | 238 720 32 174 273 0,54 524 1802 66 392 705 0,36 | 0,16
(1=C;2=T) | (25%) (75%) | (7%) (36%) (57%) (23%)  (77%) | (6%) (34%) (61%)

Tabelle 14: Allel- und Genotypverteilung der SNPs von PANX2 fiir Fdlle

HWE: P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher auf Hardy-Weinberg-Equilibrium, P(+): P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher, P(*): P-

Wert nach Cochrane-Armitage Trend Test; p-Werte nicht auf multiples Testen korrigiert
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Kontrollen (n=479) Schizophrenien, unsystematisch (n=621)
Allel Genotyp Allel Genotyp
SNP 1 2 11 12 22 HWE 1 2 11 12 22 P(+#) | P(¥
rs760754 267 691 34 199 246 0,50 340 902 54 232 335 0,30 | 0,80
(1=C;2=T) | (28%) (72%) | (7%) (42%) (51%) (27%)  (73%) | (9%) (37%) (54%)
rs3817816 | 194 764 21 152 306 | 0,67 265 977 34 197 390 | 0,72 | 0,54
(1=A;2=G) | (20%) (80%) | (4%) (32%) (64%) (21%)  (79%) | (5%) (32%) (63%)
rs4838858 | 854 104 379 9 4 064 | 1121 121 507 107 7 0,46 | 0,39
(1=C;2=T) | (89%) (11%) | (79%) (20%) (1%) (90%) (10%) | (82%) (17%) (1%)
rs5771206 | 344 614 63 218 198 0,84 417 825 73 271 277 0,51 | 0,26
(1=A;2=G) | (36%) (64%) | (13%) (46%) (41%) (34%) (66%) | (12%) (44%) (45%)
rs7292533 | 238 720 32 174 273 0,54 268 974 29 210 382 0,18 | 0,07
(1=C;2=T) | (25%) (75%) | (7%) (36%) (57%) (22%)  (78%) | (5%) (34%) (62%)

Tabelle 15: Allel- und Genotypverteilung der SNPs von PANX2 fiir unsystematische Schizophrenien

HWE: P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher auf Hardy-Weinberg-Equilibrium, P(+): P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher, P(*): P-

Wert nach Cochrane-Armitage Trend Test; p-Werte nicht auf multiples Testen korrigiert
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Kontrollen (n=479) Schizophrenien, systematisch (n=226)

Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) | P(¥)
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs760754 267 691 34 199 246 0,50 146 306 20 106 100 0,19 | 0,08
(1=C;2=T) | (28%) (72%) | (7%) (42%) (51%) (32%) (68%) | (9%) (47%) (44%)
rs3817816 | 194 764 21 152 306 0,67 102 350 9 84 133 0,37 | 0,32
(1=A;2=G) | (20%) (80%) | (4%) (32%) (64%) (23%)  (77%) | (4%) (37%) (59%)
rs4838858 | 854 104 379 9 4 0,64 405 47 181 43 2 09 | 0,79
(1=C;2=T) | (89%) (11%) | (79%) (20%) (1%) (90%) (10%) | (80%) (19%) (1%)
rs5771206 | 344 614 63 218 198 0,84 171 281 30 111 85 0,62 | 048
(1=A;2=G) | (36%) (64%) | (13%) (46%) (41%) (38%) (62%) | (13%) (49%) (38%)
rs7292533 | 238 720 32 174 273 0,54 104 348 21 62 143 0,05 | 047
(1=C;2=T) | (25%) (75%) | (7%) (36%) (57%) (23%) (77%) | (9%) (27%) (63%)

Tabelle 16: Allel- und Genotypverteilung der SNPs von PANX2 fiir systematische Schizophrenien

HWE: P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher auf Hardy-Weinberg-Equilibrium, P(+): P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher, P(*): P-

Wert nach Cochrane-Armitage Trend Test; p-Werte nicht auf multiples Testen korrigiert
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Kontrollen (n=479)

Zykloide Psychosen (n=316)

Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) | P(¥)
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs760754 267 691 34 199 246 0,50 185 447 25 135 156 0,83 | 0,54
(1=C;2=T) | (28%) (72%) | (7%) (42%) (51%) (29%) (71%) | (8%) (43%) (49%)
rs3817816 | 194 764 21 152 306 0,67 138 494 11 116 189 032 | 044
(1=A;2=G) | (20%) (80%) | (4%) (32%) (64%) (22%) (78%) | (3%) (37%) (60%)
rs4838858 | 854 104 379 9% 4 0,64 507 125 211 85 20 [1,2x10°|1,8x10°
(1=C;2=T) | (89%) (11%) | (79%) (20%) (1%) (80%) (20%) | (67%) (27%) (6%)
rs5771206 | 344 614 63 218 198 0,84 210 422 32 146 138 0,43 0,27
(1=A;2=G) | (36%) (64%) | (13%) (46%) (41%) (33%) (67%) | (10%) (46%) (44%)
rs7292533 | 238 720 32 174 273 0,54 152 480 16 120 180 0,63 0,72
(1=C;2=T) | (25%) (75%) | (7%) (36%) (57%) (24%) (76%) | (5%) (38%) (57%)

Tabelle 17: Allel- und Genotypverteilung der SNPs von PANX2 fiir zykloide Psychosen

Wert nach Cochrane-Armitage Trend Test; p-Werte nicht auf multiples Testen korrigiert

HWE: P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher auf Hardy-Weinberg-Equilibrium, P(+): P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher, P(*): P-




4.2.2.2 Haplotypenananlyse

Von den rechnerisch moglichen 32 Haplotypen wurden 27 mit einer Frequenz lber
0,1 % der Fdlle gefunden. Dabei findet sich in tGber 60 % der Falle einer der 3
haufigsten 5-Locus Haplotypen, mit Wahrscheinlichkeiten von 32,8 % bei Haplotyp T-
G-C-G-T; 14,5 % bei Haplotyp T-G-C-A-T und 14,4 % bei Haplotyp T-G-C-G-C respektive
(Tabelle [Anhang] 24). Ein haplotypspezifischer SNP konnte nicht identifiziert werden,
d.h. zur Identifizierung der Haplotypen sind alle bestimmten SNPs notwendig
(Machiela und Chanock 2015). In der Priifung auf Assoziation zwischen Haplotyp und
Erkrankung wurden sowohl die globalen p-Werte, die beste Markerkombination als
auch der beste Einzelmarker bestimmt. Hierbei zeigte sich fir die Gruppe der
Schizophrenien nach ICD-10 ein globaler p-Wert von p=0,025. Als beste
Markerkombination erweisen sich rs4838858 und rs5771206 mit Haplotyp T-G (OR
2,76), welcher in 3,5 % der Félle und 1,3 % der Kontrollen zu finden ist. Bester
Einzelmarker ist rs7292533 mit Allel T (OR 1,14). Kein Signifikanzniveau erreicht der
globale p-Wert bei den unsystematischen Schizophrenien. Beste Markerkombination
sind rs760754 und s3817816 mit Haplotyp T-A (OR 5,52), welcher in nur 1,6 % der Falle
und 0,3 % der Kontrollen vorlag. Bester Einzelmarker ist rs7292533 mit Allel T (OR 1,2).
Fiir die Subgruppe der periodischen Katatonien sind ebenfalls rs760754 und rs3817816
mit Haplotyp T-A (OR 7,69, unkorrigierter p-Wert 0,001) die beste Markerkombination
und bester Einzelmarker rs7292533 mit Allel T (OR 1,31, unkorrigierter p-Wert 0,03).
Eine Bonferroni-Korrektur auf multiples Testen fir Marker rs7292533 erbrachte kein
signifikantes Ergebnis (Gawlik, Wagner et al. 2016). Bei den systematischen
Schizophrenien erreicht der globale p-Wert mit p=0,003 Signifikanzniveau und liefert
damit einen deutlichen Hinweis auf Assoziation. Als weiteres Indiz kdnnen die
unbereinigten p-Werte fir beste Markerkombination rs4838858, rs5771206 und
rs7292533 mit p=0,0002 (Haplotyp ist C-A-C / OR 3,82) und besten Einzelmarker
rs760754 mit p=0,08 (Allel C / OR 1,23) gelten. Haplotyp C-A-A wiederrum ist nur in
4,8 % der Falle und 1,3 % der Kontrollen zu finden. Der niedrigste globale p-Wert im
Test zeigt sich jedoch im Vergleich von Zykloiden Psychosen und Fallen mit p=0,001,
bei der besten Markerkombination wird ein SNP ausgetauscht, rs760754, rs4838858
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und rs5771206 erreichen einen unbereinigten p-Wert von p=0,1x10* (Haplotyp T-T-G
/ OR 6,79), Haplotyp T-T-G ist in 7,9 % der Falle und 1,3 % der Kontrollen zu finden. Der
beste Einzelmarker rs4838858 erreicht ebenfalls p=0,1x10'> unbereinigt (Allel T / OR
2,02) (Tabelle 18).

Haplotypenanalyse fiir SNPs auf PANX2
(1)rs760754 (2)rs3817816 (3)rs4838858 (4)rs5771206 (5)rs7292533
Gruppe global P|beste Markerkomb. |unadj. P (bester Marker |unadj. P
Schizophrenien n. ICD-10 0,025 3;4 0,002 5 0,16
Unsystem. Schizophrenien 0,08 1;2 0,01 5 0,08
Affektive Paraphrenie 0,74 1;2 0,2 3 0,22
Kataphasie 0,97 1;3 0,57 3 0,44
Periodische Katatonie 0,01 1;2 0,001 5 0,03
System. Schizophrenien 0,003 3;4;5 0,0002 1 0,08
System. Hebephrenie 0,048 1,5 0,0054 5 0,016
System. Paraphrenie 0,0005 1;3;4;5 0,1x10™" 5 0,006
System. Katatonie 0,65 1,5 0,15 5 0,45
Zykloide Psychosen 0,0008 1;3;4 0,1x10'15 3 0,1x10'15
Angst-Gliicks-Psychose 0,28 4;5 0,045 4 0,18
Verwirrtheitspsychose 0,0006 2;3;4 0,1x10™" 3 0,1x10™"
Motilitdtspsychose 0,0014 1;3;4 0,1x10™" 3 0,08

Tabelle 18: Haplotypenanalyse der untersuchten SNPs auf PANX2 Global P: P-Wert

mit Korrektur auf multiples Testen, unadj. P: P-Wert ohne Korrektur

Fiir die zwei besten Markerkombinationen innerhalb der Haplotypenanalyse wurde das
Erkrankungsrisiko bezogen auf den Haplotyp mittels Odds Ratio bestimmt. Die
Markerkombination rs760754 und rs3817816, zeigte die besten Ergebnisse bei den
unsystematischen Schizophrenien, mit einem globalen p-Wert von 0,08 wurde das
Signifikanzniveau hier jedoch nicht erreicht. Bei der Berechnung des Odds Ratio, zeigte
die SNPs rs760754 und rs3817816 mit Haplotyp T-A ein deutlich erhohtes
Erkrankungsrisiko, mit einem Odds Ratio von 5,52 bei den unsystematischen
Schizophrenien, deutlich geringeren Werten bei den systematischen Schizophrenien

mit einem Odds Ratio von 1,95 und bei den zykloiden Psychosen mit einem Odds Ratio

58



von 1,49. Bezogen auf alle Falle ergab sich ein erhohtes Erkrankungsrisiko mit einer

Odds Ratio von 3,85 (Tabelle 19).

Haplotypen Ko SZ n. ICD-10 | Syst. SZ | Unsyst. SZ | ZP

(1)  (2) |[Anzah] [Anzahl / Odds Ratio ]

C A 191 480 1,04 100 1,13 245 0,99 136 1,09

C G 76| 191 1,04 46 1,33 95 0,96 49 0,99

T A 3| 25385 21,95 20 5,52 2 1,49

T G 688| 1630 0,92 304 0,80 882 0,96 445 0,93
3) ' (4) |[Anzahl] [Anzahl / Odds Ratio]

C A 252| 585 0,94| 128 1,14| 305 095| 148 0,84
C G 602| 1448 0,98 277 091 816 1,10| 359 0,79
T A 92| 213 095| 43 092 112 086| 62 1,08
T G 12| 80 2,76 4 1,47 9 1,28| 63 629

Tabelle 19: Errechnete Haufigkeitsverteilung von Haplotypen der Marker (1)
rs760754, (2) rs3817816, (3) rs4838858 und (4) rs5771206 sowie deren Odds Ratio
Ko: Kontrollen, SZ n. ICD-10: Schizophrenien nach ICD-10, Syst. SZ: Systematische

Schizophrenien, Unsyst. SZ: Unsystematische Schizophrenien, ZP: Zykloide Psychosen

Die zweite Markerkombination aus rs4838858 und rs5771206 zeigte sich als beste
Kombination fir Falle insgesamt und ist erganzt um jeweils einen weiteren Marker Teil
der besten Markerkombination fiir systematische und unsystematische Schizophrenien.
Als Haplotyp mit deutlich erhéhtem Erkrankungsrisiko stellte sich T-G der SNPs
rs4838858 und rs5771206 heraus. Hier betragt das Odds Ratio bei den Zykloiden
Psychosen 6,29, bei den systematischen Schizophrenien 1,47 und bei den
unsystematischen Schizophrenien 1,28. Bezogen auf Falle insgesamt ergibt sich ein

erhohtes Odds Ratio von 2,76 (Tabelle 19).
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4.3 PANX3
PANX3 auf Chromosom 11924 gelegen, umfasst 9 Kilobasen und kodiert ein Transkript
mit 4 Exonen. Insgesamt wurden 3 SNPs bestimmt, von denen einer auf einem Exon

gelegen ist.

4.3.1 LD, HWE und Poweranalyse

Fiir das Kandidatengen PANX3 wurden die drei SNPs rs35027803, rs7937613 und
rs686567 bestimmt. Zwischen den SNPs besteht ein LD von minimal D'= 0,45 und
durchschnittlich D'= 0,63 (0< D'< 1). Es lassen sich keine LD-Blécke abgrenzen
(Abbildung 8). Alle untersuchten SNPs befinden sich im HWE. Dabei betrdgt die
Heterozygotenrate bei SNP rs7937613 7%, bei SNP rs35027803 13% und bei SNP
rs686567 50% (Tabelle 20). Die Heterozygotenrate der untersuchten SNPs entspricht
mit einer Abweichung <5% derjenigen der europdischen Vergleichspopulation (The
Ensemble Project). Die vorliegende Studie erreicht eine Power von 80% (a=0,05) ein
Suszeptibilitatsgen mit rezessivem Vererbungsgang und einer Genfrequenz von 30%
nachzuweisen (Minor Allele Frequency, ,MAF“= 0,3), sofern dessen relatives Risiko >

1,65 betragt.
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Abbildung 8: Linkage Disequilibrium-Analyse von SNPs auf PANX3 Der Grau
unterlegte Balken zeigt die relative Lage der SNPs zueinander. Farblich kodiert und in
Werten von Hundert sind nun die jeweiligen D'- Werte zwischen zwei SNPs ablesbar.
D’-Werte gegen 1 sprechen fir ein hohes Linkage Disequilibrium (Haploview,

modifiziert).

4.3.2 Test auf Assoziation

4.3.2.1 Allel- und Genotypisierung

Im Vergleich von Fallen und Kontrollen erreichte keiner der getesteten Marker auf
PANX3 Signifikanzniveau, weder fir die Gruppe der Schizophrenien nach ICD-10
(Tabelle 20, Abbildung [Anhang] 17), noch fir die Unterteilung nach Leonhard in
unsystematische Schizophrenien (Tabelle 20, Abbildung [Anhang] 18), systematische
Schizophrenien (Tabelle 21, Abbildung [Anhang] 19) und zykloide Psychosen (Tabelle
21, Abbildung [Anhang] 20). Bester Marker fir die Schizophrenien nach ICD-10 ist
rs35027803 (p=0,22 Exakter Test n. Fisher und p= 0,11 CA-Trend-Test). Bei der Gruppe
der unsystematischen Schizophrenien erreichte rs35027803 (p=0,08 Exakter Test n.
Fisher und p= 0,09 CA-Trend-Test) den besten Wert. Zu beachten ist hier die geringe
Heterozygotenrate von 13 %. Fir die systematischen Schizophrenien erreichte
rs686567 (p=0,27 Exakter Test n. Fisher und p= 0,12 CA-Trend-Test), fir die zykloiden
Psychosen rs7937613 (p=0,29 Exakter Test n. Fisher und p= 0,26 CA-Trend-Test) das
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beste Ergebnis. Marker rs7937613 weist eine noch geringere Heterozygotenrate von

7 % fur die Gruppe der Kontrollen auf.
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Kontrollen (n=479) Schizophrenien nach ICD-10 (n=1163)
Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) P (*)
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs35027803 | 67 891 3 61 415 | 050 | 204 @ 2122 18 168 977 | 022 | 011
(1=C;2=T) | (7%) (93%) | (1%) (13%) (87%) (9%)  (91%) | (2%) (14%) (84%)
rs7937613 | 32 926 0 32 447 | 1,00 68 2258 1 66 1096 | 0559 | 0,53
(1=C;2=G) | (3%) (97%) | (0%) (7%) (93%) (3%)  (97%) | (0%) (6%) (94%)
rs686567 | 557 401 159 239 81 064 | 1359 967 392 575 196 | 098 | 0,88
(1=C;2=T) | (58%) (42%) | (33%) (50%) (17%) (58%) (42%) | (34%) (49%) (17%)
Kontrollen (n=479) Schizophrenien, unsystematisch (n=621)
Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) | P(*)
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs35027803 | 67 891 3 61 415 | 050 | 113 = 1129 14 85 522 | 0,08 | 0,09
(1=C;2=T) | (7%) (93%) | (1%) (13%) (87%) (9%)  (91%) | (2%) (14%) (84%)
rs7937613 | 32 926 0 32 447 | 1,00 38 1204 1 36 584 | 0,78 | 0,71
(1=C;2=G) | (3%) (97%) | (0%) (7%) (93%) (3%)  (97%) | (0%) (6%) (94%)
rs686567 | 557 401 159 239 81 064 | 751 491 221 309 91 052 | 0,26
(1=C;2=T) | (58%) (42%) | (33%) (50%) (17%) (60%) (40%) | (36%) (50%) (15%)

Tabelle 20: Allel- und Genotypverteilung der SNPs von PANX3 fiir Fille und unsystematische Schizophrenien

HWE: P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher auf Hardy-Weinberg-Equilibrium, P(+): P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher, P(*): P-

Wert nach Cochrane-Armitage Trend Test; p-Werte nicht auf multiples Testen korrigiert
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Kontrollen (n=479) Schizophrenien, systematisch (n=226)
Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) P (*)
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs35027803 | 67 891 3 61 415 | 0,50 40 412 3 34 189 | 040 | 0,23
(1=C;2=T) | (7%) (93%) | (1%) (13%) (87%) (9%)  (91%) | (1%) (15%) (84%)
rs7937613 | 32 926 0 32 447 | 1,00 15 437 0 15 211 | 100 | 0,98
(1=C;2=G) | (3%) (97%) | (0%) (7%) (93%) (3%)  (97%) | (0%) (7%) (93%)
rs686567 | 557 401 159 239 81 0,64 | 243 209 66 111 49 0,27 | 012
(1=C;2=T) | (58%) (42%) | (33%) (50%) (17%) (54%)  (46%) | (29%) (49%) (22%)
Kontrollen (n=479) Zykloide Psychosen (n=316)
Allel Genotyp HWE Allel Genotyp P(+) | P(¥)
SNP 1 2 11 12 22 1 2 11 12 22
rs35027803 | 67 891 3 61 415 | 0,50 51 581 1 49 266 | 0,551 | 0,42
(1=C;2=T) | (7%) (93%) | (1%) (13%) (87%) (8%)  (92%) | (0%) (16%) (84%)
rs7937613 | 32 926 0 32 447 | 1,00 15 617 0 15 301 | 0,29 | 0,26
(1=C;2=G) | (3%) (97%) | (0%) (7%) (93%) (2%)  (98%) | (0%)  (5%) (95%)
rs686567 | 557 401 159 239 81 0,64 | 365 267 105 155 56 0,95 | 0,88
(1=C;2=T) | (58%) (42%) | (33%) (50%) (17%) (58%) (42%) | (33%) (49%) (18%)

Tabelle 21: Allel- und Genotypverteilung der SNPs von PANX3 fiir systematische Schizophrenien und zykloide Psychosen

HWE: P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher auf Hardy-Weinberg-Equilibrium, P(+): P-Wert nach Exaktem Test n. Fisher, P(*): P-

Wert nach Cochrane-Armitage Trend Test; p-Werte nicht auf multiples Testen korrigiert



4.3.2.2 Haplotypenanalyse

Von den rechnerisch moéglichen 8 Haplotypen wurden 6 mit einer Frequenz tiber 0,1 %
der Falle gefunden. Die hdufigsten beiden 3-Locus Haplotypen kommen in Gber 88 %
der Falle vor, mit Wahrscheinlichkeiten von 50,2 % bei Haplotyp T-G-C und 39,5 % bei
Haplotyp T-G-T (Tabelle [Anhang] 25). Zur ldentifizierung der Haplotypen sind alle
bestimmten SNPs notwendig (Machiela und Chanock 2015). In dem sich
anschlielenden Test auf Assoziation zwischen Haplotyp und Erkrankung, erfolgte die
Bestimmung der globen p-Werte, sowie der unbereinigten p-Werte flr beste
Markerkombination und besten Marker. Hierbei erreicht keiner der fiir PANX3
berechneten globalen p-Werte Signifikanzniveau. Flr die Schizophrenien nach ICD-10
stellt sich rs35027803 und rs7937613 mit Haplotyp C-G (OR 1,28) als beste
Markerkombination heraus. Bester Einzelmarker ist rs35027803 mit Allel C fir
Schizophrenien nach ICD-10 (OR 1,28) und unsystematische Schizophrenien (OR 1,33).
Beste Markerkombination fiir unsystematische Schizophrenien sind rs35027803 und
rs686567 mit Haplotyp C-C (OR 1,39). Die beste Markerkombination bei
systematischen Schizophrenien entspricht derer bei unsystematischen Schizophrenien
jedoch mit Haplotyp C-T (OR 1,57), welcher in nur 2,9 % der Félle und 1,9 % der
Kontrollen vorkommt. Bester Einzelmarker ist rs686567 mit Allel T (OR 1,19). Bei den
zykloiden Psychosen stellt sich die Kombination aus rs7937613 und rs686567 mit
Haplotyp C-T (OR 1,04) als beste heraus. Haplotyp C-T ist in 0,8 % der Falle und 0,7 %
der Kontrollen zu finden und damit ebenfalls selten. Bester Marker ist rs7937613 mit

Allel G (OR 1,42) (Tabelle 22).
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Haplotypenanalyse fiir SNPs auf PANX3
(1)rs35027803 (2)rs7937613 (3)rs686567
Gruppe global P (beste Markerkomb. [unadj. P |bester Marker (unadj. P
Schizophrenien n. ICD-10 0,3 1;2 0,21 1 0,11
Unsystem. Schizophrenien 0,26 1;3 0,16 1 0,1
Affektive Paraphrenie 0,2 2;3 0,16 3 0,07
Kataphasie 0,66 1;2 0,5 1 0,31
Periodische Katatonie 0,3 1;2 0,2 1 0,11
System. Schizophrenien 0,34 1;3 0,15 3 0,13
System. Hebephrenie 0,29 1;3 0,25 3 0,11
System. Paraphrenie 0,2 1;3 0,11 1 0,07
System. Katatonie 0,34 1;3 0,14 1 0,2
Zykloide Psychosen 0,64 2;3 0,39 2 0,28
Angst-Gliicks-Psychose 0,76 1;2 0,57 1 0,4
Verwirrtheitspsychose 0,59 2;3 0,33 2 0,26
Motilitatspsychose 0,96 2;3 0,84 2 0,65

Tabelle 22: Haplotypenanalyse der untersuchten SNPs auf PANX3 Global P: P-Wert

mit Korrektur auf multiples Testen, unadj. P: P-Wert ohne Korrektur
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5 Diskussion

Die Gene PANX1-3 kommen aufgrund ihrer chromosomalen Lokalisation und
pathophysiologischer Uberlegungen als Kandidatengene bei der Entstehung der
Schizophrenien in Betracht. Fiir die Schizophrenien zeigten vorangegangene Studien
positive Kopplungsbefunde im Bereich der Gene PANX1-3 (Bulayeva et al. 2007,
Gurling et al. 2001, Lewis et al. 2003). Eine Familienstudie deutete auf einen
Zusammenhang zwischen PANX2 und den periodischen Katatonien hin (Stober et al.
2005).

Die vorliegende Fall-Kontroll-Studie stellt die Frage nach einer Assoziation zwischen
genetischen Veranderungen auf PANX1, PANX2 und PANX3 und den schizophrenen
Psychosen nach ICD-10 und Karl Leonhard. Durch die Verwendung beider
Klassifikationen kann der Vergleich zwischen einem klinisch heterogenen, grofen

Kollektiv mit klinisch homogen, kleinen Subgruppen gezogen werden.

5.1 Chromosom 11: PANX1 und PANX3

Aufgrund struktureller und funktioneller Ubereinstimmungen zwischen PANX1 und
PANX3 werden diese gemeinsam besprochen (Penuela et al. 2013). Die
Kandidatengene sind auf Chromosom 11g21 und Chromosom 1124, im Abstand von
31 Megabasen gelegen. Flir PANX1 wurden sechs SNPs und fiir PANX3 drei SNPs
bestimmt, von denen jeweils drei und ein SNP auf Exonen gelegen sind. Die lbrigen
SNPs liegen auf Intronen.

Fiir PANX1 zeigte sich im Test auf Assoziation von SNPs und Haplotypen mit den
Schizophrenien nach ICD-10 kein signifikanter Zusammenhang.

Im Test auf Assoziation mit den Schizophrenien nach Leonhard erreichten rs12793348
bei den systematischen Schizophrenien mit p-Werten von p=0,13 im exakten Test nach
Fisher und p=0,06 im Cochrane-Armitage Trend Test sowie rs3020015 bei den
systematischen Schizophrenien mit p-Werten von p=0,06 im exakten Test nach Fisher
und p=0,19 im Cochrane-Armitage Trend Test, die niedrigsten p-Werte, ohne das
Signifikanzniveau zu erreichen. Der Marker rs12793348 ist auf dem 4. Exon gelegen

und kodiert fiir ein nicht-synonymes Codon, d.h. eine Sequenzvariante von drei
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Nukleobasen mit Verdanderung der translatierten Aminosaure, von Isoleucin (ATC) zu
Valin (GTC). Prinzipiell ist ein Einfluss auf die Funktion der Pannexine denkbar, das
Signifikanzniveau wird jedoch in vorliegender Studie nicht erreicht, u.U. durch zu
geringe Fallzahlen. Einschrankend kommt die mit 15 % geringste Heterozygotenrate
aller gestesteten SNPs auf PANX1 innerhalb der Gruppe der Kontrollen hinzu. Der
Marker rs3020015 ist auf einem Intron zwischen 4. Exon und 5. Exon gelegen und hat
keinen bekannten Einfluss auf die Proteinebene (Kent WJ 2002). In Auswertung der
Haplotypen erreichte keiner der globalen p-Werte Signifikanz. Als beste
Markerkombination der systematischen Schizophrenien erreichten rs12294985 und
rs12793348 mit Haplotyp C-G (OR 1,44) einen unkorrigierten p-Wert von p=0,036. Der
Beitrag genetischer Risikofaktoren bei der Entstehung systematischer Schizophrenien
gilt zudem als gering (Leonhard und Beckmann 2003). Bei der besten
Markerkombination, handelt es sich um die Kombination aus Einzelmarkern, mit dem
niedrigsten p-Wert bei Testung entsprechender Haplotypen auf Assoziation. Der beste
Marker, ist der Einzelmarker mit dem niedrigsten p-Wert bei Testung der zugehorigen
Allele auf Assoziation mit den Schizophrenien. Im Gegensatz zum globen p-Wert
handelt es sich bei den p-Werten der besten Markerkombination und des besten
Markers um unbereinigte p-Werte.

Auf PANX3 zeigte rs35027803 bei den Schizophrenien nach ICD-10 die niedrigsten p-
Werte, im exakten Test nach Fisher mit p=0,08 und im Cochrane-Armitage Trend Test
mit p=0,09, ohne jedoch das Signifikanzniveau zu erreichen. Kein Haplotyp erreichte
signifikante p-Werte.

Bei den Schizophrenien nach Leonhard erreichte rs35027803 fiir die unsystematischen
Schizophrenien p-Werte im exakten Test nach Fisher von p=0,08 und im Cochrane-
Armitage Trend Test von p=0,09. Der auf dem 1. Exon gelegen Marker rs35027803
fihrt zu einer stillen Mutation, ohne Konsequenz fiir die kodierte Aminosaure
Asparaginsdure (GAT = GAC). Zu beachten ist die niedrige Heterozygotenrate von
13 % der Kontrollen. In der Prifung der Haplotypen erreichten die unsystematischen
Schizophrenien den niedrigsten globalen p-Wert mit p=0,26. Als beste

Markerkombination fiir die systematischen Schizophrenien stellte sich rs35027803 und
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rs686567 (p=0,16 unkorrigiert) mit Haplotyp C-C (OR 1,39) heraus. Damit erreichte fur
PANX3 keiner der getesteten Marker und Haplotypen im Test das Signifikanznivau.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
genetischen Veranderungen von PANX1 und PANX3 mit den Schizophrenien nach ICD-
10 bzw. Subtypen nach Leonhard. Die Gegeniiberstellung der Klassifikationssysteme
erfolgte mit dem Ziel, die Test-Power zu erhthen, d.h. einen Effekt, falls vorhanden,
nachzuweisen bzw. die Nullhypothese zu verwerfen, wenn sie falsch ist. Hierfir
werden die Ergebnisse fiir die klinisch heterogene, grole Gruppe der Schizophrenien
nach ICD-10 mit den klinisch homogenen, kleinen Gruppen der Subtypen nach
Leonhard verglichen. Zugrunde liegt das Verstandnis der Schizophrenie als genetisch
komplexe, heterogene Erkrankung, mit unterschiedlichem Beitrag der Gene zur
Krankheitsentstehung fir einzelne Untergruppen. Der Vergleich erfolgt unter der
Pramisse einer Korrelation klinischer- und genetischer Homogenitat innerhalb dieser
Untergruppen mit dem Ziel einer genaueren Phanotyp-Genotyp Zuordnung. Das
dennoch kein signifikante Zusammenhang zwischen Veranderungen auf PANX1 und
PANX3 und den Schizophrenien gefunden werden konnte, kann zum einen daran
liegen, dass kein Zusammenhang besteht, zum anderen an zu geringer Test-Power bei
bestehendem Zusammenhang, z.B. aufgrund Heterogenitdt innerhalb des Kollektivs
oder zu geringer Fallzahlen innerhalb der Subtypen. Modglich ware auch einen
Zusammenhang aufgrund zu weniger Marker nicht zu erkennen. Die Markerauswahl
wurde jedoch aufgrund struktureller Homologien zwischen PANX1 und PANX3, zu
geringer Minor Allele Frequency (MAF) und Assay-Verfligbarkeit auf die bereits
genannten Marker beschrankt.

Auch wenn ein direkter Einfluss getesteter Marker auf die Entstehung der
Schizophrenien durch vorliegende Fall-Kontroll-Studie nicht bestatigt wird, kénnten sie
als indirekte Marker im Linkage Disequilibrium mit einer an der Krankheitsentstehung
beteiligten genetischen Variante stehen. Chromosom 11g21-q24 wurde in
Kopplungsstudien wiederholt als Kandidatenregion fir die Schizophrenien beschrieben
(Lewis et al. 2003, Gurling et al. 2001). Eine groRangelegte genomweiten

Assoziationsstudie von Ripke und Kollegen mit UGber 36000 Fallen und 113000
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Kontrollen, ergab 108 Loci fir Schizophrenie, u.a. auf Chromosom 11qg und 22q (Ripke
et al. 2014). Als weitere Kandidatengene im Zielbereich gelten DRD2 auf Chromsom
11923.2 und IgSf9b auf Chromosom 11g25. DRD2 kodiert den Dopamin D2-Rezeptor,
einen G-Protein gekoppelten Rezeptor der die Adenylatzyklase hemmt. Als
Neurotransmitter spielt Dopamin im Gehirn eine zentrale Rolle flir Bewegung,
Geddchtnis, Motivation und emotionalem Verhalten. Die Blockade des Dopamin D2-
Rezeptor, z.B. durch Neuroleptika, wird zur antipsychotischen Therapie genutzt. 1g5f9b
(Immunoglobulin Superfamily Member 9B) kodiert ein Transmembranprotein welches
sich vermehrt in GABAergen Interneuronen findet. Hier ist es fiir die Ausbildung

inhibitorischer Synapsen und die Zelladhasion verantwortlich.

5.2 Chromosom 22: PANX2

Das Kandidatengen PANX2 ist auf Chromosom 22q13 gelegen. Fiir PANX2 wurden flnf
SNPs bestimmt, von denen zwei auf Exonen gelegen sind. Die Ubrigen SNPs liegen auf
Intronen.

Nominal signifikante Ergebnisse konnten fiir einzelne Marker und Haplotypen erzielt
werden. Fir die Schizophrenien nach ICD-10 ergab sich keine Assoziation mit den
getesteten SNPs, jedoch erreichte in der Haplotypenanalyse der auf multiples Testen
korrigierte globale p-Wert ein signifikantes Ergebnis mit p=0,025. Die beste
Markerkombination fiir das Gesamtkollektiv der Schizophrenien nach ICD-10 stellten
rs4838858 und rs5771206 dar (unkorrigierter p-Wert: 0,002).

Die Ergebnisse decken sich im Wesentlichen mit den Ergebnissen einer Japanischen
Assoziationsanalyse mit 381 Falle und 381 Kontrollen, in der vier nicht-kodierende
SNPs von PANX2 auf ihren Zusammenhang mit den Schizophrenien untersuchte
wurden (Aleksic et al. 2007). Keiner der untersuchten SNPs rs17284210/ rs2835520,
rs4838859, rs7292533 und rs3817816 lieferte einen Anhalt fir Assoziation mit
Schizophrenie. Die Einteilung der Schizophrenien erfolgte nach DSM-IV. Fir die in
beiden Arbeiten untersuchten SNPs rs7292533 und rs3817816, konnte auch von
Aleksic und Kollegen kein signifikantes Ergebnis erzielt werden. Fiir rs3817816 zeigte
sich in der Japanischen Studie ein p-Wert von p=0,88 im Vergleich zu p=0,61 bei

Exaktem Test nach Fisher und p=0,35 bei Cochrane-Armitage Trend Test in
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vorliegender Studie. Die Japanische Stichprobe zeigte einen Unterschied in der
Allelverteilung der Kontrollen fiir rs3817816 mit Allel G (67 %) / A (33 %) im Vergleich
zu Allel G (80 %) / A (20%) in vorliegender Studie. Fiir rs7292533 zeigte sich in der
Japanischen Studie ein p-Wert von p=0,54 im Vergleich zu p=0,36 bei Exaktem Test
nach Fisher und p=0,16 bei Cochrane-Armitage Trend Test in vorliegender Studie. Die
Japanische Stichprobe zeigt ebenfalls einen Unterschied in der Allelverteilung der
Kontrollen fur rs7292533 mit Allel T (66 %) / C (34 %) im Vergleich zu vorliegender
Allelverteilung Allel T (75 %) / C (25%). Die Unterschiedliche Allelverteilung bei
Kontrollen entsprechen jedoch mit einer Abweichung von < 5 % der Japanischen bzw.
Europdischen Vergleichspopulationen (The Ensemble Project) und gehen daher
vermutlich Gberwiegend auf Unterschiede in der Grundgesamtheit zuriick. Weitere in
Betracht kommende Ursachen einer ungleichen Allelverteilung umfassen die sich
unterscheidende Klassifikation gemalR DSM-IV und im Vergleich deutlich geringerer
Anzahl an Probanden in Japanischer Studie.

In der initial genannten Familienstudie von Stéber und Kollegen hatten sich
Kopplungsbefunde zwischen dem klinischen Phanotyp der periodischen Katatonie nach
Leonhard und PANX2 auf 22q13 ergeben (Stéber et al. 2000, Stéber et al. 2005).
Hinweise auf Kopplung zeigten sich bei nichtparametrischem Test (LOD-Score 1,85)
und bei parametrischem Test nach autosomal-dominantem Modell einer Familie (LOD-
Score 2,59). Bei den periodischen Katatonien kommt es zu hyperkinetischen- und
akinetischen Episoden im Wechsel, begleitet von wahnhaften sowie halluzinatorischen
Symptomen mit Entwicklung von psychomotorisch auffdlligen Residualzustanden
(Leonhard und Beckmann 1999). Weiter wird von einer deutlichen genetischen
Pradisposition bei Entstehung der unsystematischen Schizophrenien ausgegangen
(Leonhard und Beckmann 2003). Nominal signifikante Ergebnisse erreichten fiur die
periodische Katatonie als bester Marker der auf 3-UTR gelegene rs7292533 mit Allel T
(OR 1,31, unkorrigierter p-Wert 0,03) und als beste Markerkombination die auf Introns
gelegenen rs760754 und rs3817816 mit dem seltenen Haplotyp T-A (OR 7,69,
unkorrigierter p-Wert 0,001). Der Haplotyp wurde nur fir 3 Kontrollen errechnet,

sodass ein Zufallsbefund denkbar ist Tabelle 19). Da es sich um unkorrigierte p-Werte
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handelt ist ihre Aussagekraft zudem beschriankt. Eine Bonferroni-Korrektur auf
multiples Testen fir Marker rs7292533 erbrachte kein signifikantes Ergebnis (Gawlik,
Wagner et al. 2016). Der globale p-Wert fir unsystematische Schizophrenien erreichte
das Signifikanzniveau nicht. Zudem besteht kein bekannter Effekt auf die Proteinebene
der genannten SNPs und insgesamt markeribergreifend inkonsistente Befunde. Damit
konnen vorangegangene Kopplungsbefunde nicht gestiitzt werden. Eine von Stober
und Kollegen in Folge durchgefiihrte genomweite Kopplungsstudie konnte die
Ergebnisse fir 22ql13 ebenfalls nicht bestatigen (Stéber et al. 2002). Ein
Zusammenhang mit zu geringer Power der vorliegenden Studie ist nicht
auszuschlieBen, insbesondere durch moglicherweise zu geringe Sample-GrolRie
innerhalb der einzelnen Untergruppen.

Fiir die Schizophrenien nach Leonhard zeigte Marker rs4838858 ein deutlich erhéhtes
Vorkommen des seltenen Genotyps T-T bei Erkrankten im Vergleich zu Kontrollen (6%
zu 1%) bei zykloiden Psychosen, mit signifikanten p-Werten im exakten Test nach
Fisher mit p=1,2 x 10® und CA-Trend Test mit p=1,8x10®. Kritisch anzumerken ist die
mit 20 % geringste Heterozygotenrate der getesteten SNPs fiir PANX2. Diese entspricht
mit einer Abweichung von < 5 % jedoch der européischer Vergleichspopulationen (The
Ensemble Project). Weiter spielen bei Entstehung der zykloiden Psychosen, nach
derzeitigem Kenntnisstand, genetische Faktoren eine nur untergeordnete Rolle. Darauf
deuten Zwillingsstudien, mit geringer Abweichung der Konkordanzraten von
monozygoten Zwillingen (39 %) und dizygoten Zwillingen (31 %) sowie eine relativ
geringe familidgre Haufung hin (Franzek und Beckmann 1998). Vermutet wird hier eine
multifaktorielle Genese mit einem Uberwiegen nicht-genetischer Risikofaktoren, u.a.
pranataler Virusinfektionen der Mutter, insbesondere im 1. Trimenon (Stdber et al.
1997, Brown et al. 2004). Der Marker rs4838858 ist zudem intronisch zwischen 1. und
2. Exon gelegen und besitzt keinen bekannten Effekt auf die Proteinebene (The
Ensemble Project). Ein indirekter Effekt als Marker ist aufgrund niedrigen Linkage
Disequilibriums unter den auf PANX2 getesteten SNPs unwahrscheinlich, jedoch nicht
auszuschlieBen. Ein Zufallsbefund kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Kein

anderer auf PANX2 getesteter SNP erreichte das Signifikanzniveau. Von den Ubrigen
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getesteten Markern auf PANX2 erreichte rs7292533 den niedrigsten p-Wert, zum
einen fir die Gruppe der unsystematischen Schizophrenien (Exakter Test n. Fisher von
p=0,18, CA-Trend Test von p=0,07) und zum anderen fur die Gruppe der
systematischen Schizophrenien (Exakter Test n. Fisher von p=0,05, CA-Trend Test von
p=0,47). Nach Bonferronie-Korrektur auf multiples Testen zeigte sich jedoch keine
signifikante Assoziation mit den Schizophrenien (Gawlik, Wagner et al. 2016). Der
Marker rs7292533 ist auf der 3'-untranslatierten Region (3'-UTR) des letzten Exons
gelegen (Kent WJ 2002). Die 3'-UTR reicht vom Translations-Stopcodon bis zum
Transkriptionsendpunkt und dient, u.a. dem Abbruch der Transkription sowie als
Bindungsstelle fur regulatorische Elemente der Transkription. Prinzipiell ware fir
Marker rs7292533 also ein Einfluss auf die Regulation der Transkription von PANX2
denkbar, eine Assoziation mit den Schizophrenien wird jedoch durch die vorliegenden
Ergebnisse nicht gestiitzt.

In der Haplotypenanalyse zeigten die auf multiples Testen korrigierten globalen p-
Werte ein signifikantes Ergebnis flir die systematischen Schizophrenien mit p=0,003
und die zykloiden Psychosen mit p=0,001, jedoch ohne Bezug auf einzelne Marker oder
Haplotypen. Vor diesem Hintergrund erscheint eine Assoziation der auf PANX2
getesteten Marker mit den Schizophrenien unwahrscheinlich. Im besten Fall ware ein
schwacher Effekt, moglicherweise im Rahmen eines polygenen multifaktoriellen
Krankheitsmodells denkbar. Es folgte die Bestimmung der besten Markerkombination
und des besten Einzelmarkers je Krankheitsentitdt. Aufgrund der Verwendung
unkorrigierter p-Werte, kénnen diese jedoch nur als Orientierung gelten. Die beste
Markerkombination flr die unsystematischen Schizophrenien (rs760754 / rs3817816,
unkorrigierter p-Wert: 0,01), fiir die systematischen Schizophrenien (rs4838858 /
rs5771206 / rs7292533, unkorrigierter p-Wert: 0,0002) und fir die zykloiden
Psychosen (rs760754 / rs4838858 / rs5771206, unkorrigierter p-Wert: 0,1 x 107°).

Fur die Markerkombinationen rs760754 und rs3817816 sowie rs4838858 und
rs5771206 erfolgte weiter eine Auswertung der zugehorigen Haplotypen (Tabelle 18,
Tabelle 19). Dabei sind rs760754, rs3817816 und rs4838858 auf Introns gelegen,
rs760754 vor dem 1. Exon, rs3817816 und rs4838858 zwischen 1. Exon und 2. Exon.
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Der Marker rs5771206 ist auf dem 3. Exon gelegen und kodiert fiir ein synonymes
Codon, d.h. eine Sequenzvariante von drei Nukleobasen ohne Verdanderung der
translatierten Aminosaure, hier Leucin (CTA = CTG) (Kent WJ 2002). Der seltene
Haplotyp rs760754 (T) und rs3817816 (A) zeigt ein deutlich erhohtes Odds Ratio fur
Schizophrenien nach ICD-10 (Odds Ratio 3,85), systematische Schizophrenien (Odds
Ratio 1,95) und zykloiden Psychosen (Odds Ratio 1,49), insbesondere jedoch fir
unsystematische Schizophrenien (Odds Ratio 5,52). Dies kann mit einem erhdhten
Erkrankungsrisiko assoziiert sein. Aufgrund der geringen Haufigkeit des Haplotypen
(0,3 % der Kontrollen, errechnet) ist jedoch auch ein Zufallsbefund denkbar. Fir den
ebenfalls seltenen Haplotypen rs4838858 (T) und rs5771206 (G) zeigten die
Schizophrenien nach ICD-10 (Odds Ratio 2,76), die systematische Schizophrenien (Odds
Ratio 1,47) und unsystematische Schizophrenien (Odds Ratio 1,28) insbesondere
jedoch die zykloiden Psychosen (Odds Ratio 6,29) ein erhohtes Odds Ratio. Prinzipiell
konnte dies mit einem erhohten Krankheitsrisiko verbunden sein, dem gegentber
steht jedoch wieder die geringe Haufigkeit des untersuchten Haplotypen (0,4 % der
Kontrollen, errechnet). Keine der beiden untersuchten Varianten besitzt einen
bekannten Effekt auf die Proteinebene. Die Seltenheit der untersuchten Varianten auf
PANX2 und ihr unsicherer Effekt auf die Funktion der Pannexine, sprechen insgesamt
gegen einen signifikanten Beitrag bei der Entstehung der Schizophrenien.

Chromosom 22q11-q13 wird in Kopplungsstudien wiederholt als Kandidatenregion fiir
die Schizophrenien beschrieben (Badner und Gershon 2002, Delisi et al. 2002). So
konnten Bulayeva und Kollegen in einer genomweiten Kopplungstudie zwei
unabhangig gekoppelte Befunde auf 22q11 (LOD-Score 8,7) und 2213 (LOD-Score 6,7)
im parametrischen Test kombinierter Stammbaume nachweisen (Bulayeva et al. 2007).
Als mogliches Kandidatengen wird u.a. COMT (Catechol-O-Methyltransferase) auf
Chromosom  22ql11 diskutiert, dessen Enzym am  Katecholamin- und
Neurotransmittermetabolismus beteiligt ist. Es ist im Bereich der fur VCFS (Velo-
Cardio-Faziales-Syndrom) bzw. DiGeorge-Syndrom ursadchlichen 22g11 Deletion
gelegenen, die mit erhdhten Raten an Schizophrenie einhergeht. Die Studie

beinhaltete etwa 300 nach DSM-IV Kriterien klassifizierte Individuen. Einschrankend
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lieferte der nichtparametrische Test (NPL) keinen Anhalt fiir eine Kopplung (LOD-Score
1,4 bis 2,4). Im Rahmen der groBangelegten genomweiten Assoziationsstudie von
Ripke und Kollegen wurden in diesem DNA-Bereich weitere Kandidatengene
identifiziert (Ripke et al. 2014). Dazu zahlt u.a. CACNA1l (Calcium Voltage-gated
Channel Subunit Alphall) auf Chromsom 22q13.1. Es handelt sich hierbei um die
kanalbildende Untereinheit eines spannungsabhdngigen Calciumkanals vom T-Typ.
Dieser findet sich auf Neuronen und spielt eine Rolle bei synaptischer Plastizitdt und
Langzeit-Potenzierung im Zusammenspiel mit dem NMDA Rezeptor. Zum Teil wird

CACNA1I durch Antipsychotika blockiert (Ripke et al. 2014).

In Zusammenschau der Ergebnisse vorliegender Fall-Kontroll-Studie zeigten PANX1 und
PANX3 weder fiir einzelne Allele noch Haplotypen eine Assoziation mit den
Schizophrenien nach ICD-10 bzw. einer der Subphdnotypen nach Leonhard. Trotz
nominal signifikanter Ergebnisse flir PANX2 mit Marker rs4838858 bei den zykloiden
Psychosen und globalen p-Werten auf Signifikanzniveau bei Schizophrenien nach ICD-
10, systematischen Schizophrenien und zykloiden Psychosen, bleiben die gefundenen
Zusammenhange ohne markeribergreifende Bedeutung. Die SNPs der besten
Markerkombinationen rs760754, rs3817816 und rs4838858 sind auf Introns gelegen.
Der SNP rs5771205 fihrt zu einer stillen Mutation ohne Auswirkung auf die
Aminosauresequenz. Keiner der genannten SNPs hat einen bekannten Effekt auf die
Proteinebene bzw. die Pannexin-Physiologie. Weiter sind Geno- und Haplotypen mit
signifikanten p-Werten fiir Assoziation im Test nur in geringer Fallzahl vertreten, so
dass ein  Zufallsbefund nicht ausgeschlossen werden kann. Ein Zusammenhang
zwischen der periodischen Katatonie und PANX2 konnte in vorliegender Fall-Kontroll-
Studie nicht bestatigt werden. Daher zeigt sich in Zusammenschau aller Befunde kein
Anhalt fir eine entscheidende Rolle genetischer Varianten auf PANX1, PANX2 und
PANX3 bei der Pathogenese der Schizophrenien nach ICD-10 und differenzierter
Psychopathologie nach Leonhard. Bei der Suche nach genetischen Risikofaktoren der
Schizophrenien werden sowohl hdufige genetische Varianten mit geringem Effekt (z.B.

SNPs) als auch (American Psychiatric Association 2013) seltene genetische Varianten
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mit groBem Effekt (z.B. CNVs) diskutiert. Wahrscheinlich ist eine Beteiligung haufiger
und seltener genetischer Varianten an der Entstehung der Schizophrenien (Wray und
Visscher 2010, Mulle 2012). Eine unspezifische Erhéhung der genetischen
Krankheitspradisposition bei genetischen Veranderungen mit geringem Effekt, u.U. in
Verbindung mit Veranderungen anderer Gene, konnte aufgrund zu geringer Fallzahlen
nicht erkannt worden sein. Erschwerend kommt hinzu das zugrundeliegende
Pathomechanismen bislang noch weitestgehend ungeklart sind. Bedingt durch die
Grenzen des Studiendesigns kann zur Beteiligung seltener Veranderungen mit hohem
Effekt, z.B. strukturellen Varianten im genetischen Code, wie CNVs (Copy Number
Variations) mit vorliegender Studie keine Aussage getroffen werden. Hier hat sich mit
dem Fortschritt der Untersuchungstechnologien ein weiteres Feld zur
Ursachenforschung aufgetan.

PANX1-3 bleiben als potenzielle Kandidatengene fiir psychiatrische Erkrankungen,
aufgrund Funktion und zentralen Expression von PANX1 und PANX2 interessant. Zum
Beispiel zeigte sich bei Patienten mit Autismus-Spektrum-Stérung eine Anreicherung
zentral exprimierter quantitativer Merkmale (QTL) auf PANX1 und PANX2. Vermutet
wird eine Beteiligung bei der Pathogenese neurologischer Entwicklungsstorungen

(Davis et al. 2012).
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6 Zusammenfassung

In vorliegender Fall-Kontroll-Studie wurden die SNPs im Bereich der Kandidatengene
PANX1, PANX2 und PANX3 auf eine Assoziation mit den Schizophrenien untersucht.
Besonderes Gewicht wurde dabei einer exakten und gleichzeitig differenzierten
phanotypischen Einordnung dieser klinisch und genetisch heterogenen Erkrankung
beigemessen (Cardno und Gottesman 2000, Sullivan et al. 2003). Hierzu erfolgte eine
Klassifizierung Erkrankter nach ICD-10 und differenzierter Psychopathologie nach
Leonhard. Die Auswahl der gehirnexprimierten Kanalproteine der Pannexine erfolgte
auf Basis positiver Kopplungsbefunde (Bulayeva et al. 2007, Pulver et al. 1994, Gurling
et al. 2001, Lewis et al. 2003, Stober et al. 2005) und zentraler Rolle bei der
interzelluldren parakrinen Kommunikation mit Beteiligung an Prozessen der Regulation
neuronaler Stammzellen, synaptischer Plastizitdt, Neuroinflammation und
Neurodegeneration (Bargiotas et al. 2011, Orellana et al. 2011). Es erfolgte die
Bestimmung von sechs SNPs auf PANX1, fiinf SNPs auf PANX2 und drei SNPs auf PANX3
fiir alle 1163 Fallen und 479 Kontrollen. Als einziger SNP zeigte rs4838858 auf PANX2
eine nominal signifikante Assoziation mit der Gruppe der zykloiden Psychosen (Exakter
Test n. Fisher p=1,2x10"°, Cochrane-Armitage-Trend Test p= 1,8x10°). Weiter zeigten
die auf PANX2 gelegenen seltenen Haplotypen rs760754 (T) / rs3817816 (A) (Odds
Ratio fur unsystematische Schizophrenien 5,52) und rs4838858 (T) / rs5771206 (G)
(Odds Ratio fir zykloide Psychosen 6,29) ein erhohtes Odds Ratio fir alle getesteten
Untergruppen. Insgesamt handelt es sich jedoch um isolierte Befunde, bei denen Zufall
aufgrund der geringen Anzahl betroffener Patienten nicht ausgeschlossen werden
kann. Ein ursachlicher Zusammenhang zwischen PANX1-3 und den Schizophrenien
nach ICD-10 bzw. Leonhard kann in vorliegender Untersuchung somit nicht bestatigen
werden. Abzuwarten bleibt inwieweit durch die weitere Forschung im Bereich haufiger
und seltener genetischer Varianten, insbesondere struktureller Veranderungen des
genetischen Codes (z.B. CNVs) in Verbindung mit genauer phanotypischer
Klassifikation und Fortschritten in der Technologie die hohe genetische Komponente

der Schizophrenien weiter entschlisselt werden kann.
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Abbildung [Anhang] 9: Visualisierung der p-Werte nach Test auf
Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX1 und Fallen
Die p-Werte des Exakten Tests nach Fisher sind blau, des
Cochrane-Armitage Trend Tests sind rot dargestellt. Auf der y-
Achse lassen sich die genauen p-Werte als negativer dekadischer

Logarithmus ablesen. Die x-Achse bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 10: Visualisierung der p-Werte nach Test
auf Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX1 und
unsystematischen Schizophrenien Die p-Werte des Exakten
Tests nach Fisher sind blau, des Cochrane-Armitage Trend Tests
sind rot dargestellt. Auf der y-Achse lassen sich die genauen p-
Werte als negativer dekadischer Logarithmus ablesen. Die x-

Achse bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 11: Visualisierung der p-Werte nach Test auf
Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX1 und
systematischen Schizophrenien Die p-Werte des Exakten Tests
nach Fisher sind blau, des Cochrane-Armitage Trend Tests sind rot
dargestellt. Auf der y-Achse lassen sich die genauen p-Werte als
negativer dekadischer Logarithmus ablesen. Die x-Achse

bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 12: Visualisierung der p-Werte nach Test
auf Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX1 und
Zykloiden Psychosen Die p-Werte des Exakten Tests nach Fisher
sind blau, des Cochrane-Armitage Trend Tests sind rot
dargestellt. Auf der y-Achse lassen sich die genauen p-Werte als
negativer dekadischer Logarithmus ablesen. Die x-Achse

bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 13: Visualisierung der p-Werte nach Test auf
Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX2 und Fallen
Die p-Werte des Exakten Tests nach Fisher sind blau, des
Cochrane-Armitage Trend Tests sind rot dargestellt. Auf der y-

Achse lassen sich die genauen p-Werte als negativer dekadischer

Logarithmus ablesen. Die x-Achse bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 14: Visualisierung der p-Werte nach Test
auf Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX2 und
unsystematischen Schizophrenien Die p-Werte des Exakten
Tests nach Fisher sind blau, des Cochrane-Armitage Trend Tests
sind rot dargestellt. Auf der y-Achse lassen sich die genauen p-
Werte als negativer dekadischer Logarithmus ablesen. Die x-

Achse bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 15: Visualisierung der p-Werte nach Test auf
Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX2 und
systematischen Schizophrenien Die p-Werte des Exakten Tests
nach Fisher sind blau, des Cochrane-Armitage Trend Tests sind rot
dargestellt. Auf der y-Achse lassen sich die genauen p-Werte als
negativer dekadischer Logarithmus ablesen. Die x-Achse

bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 16: Visualisierung der p-Werte nach Test
auf Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX2 und
Zykloiden Psychosen Die p-Werte des Exakten Tests nach Fisher
sind blau, des Cochrane-Armitage Trend Tests sind rot
dargestellt. Auf der y-Achse lassen sich die genauen p-Werte als
negativer dekadischer Logarithmus ablesen. Die x-Achse

bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 17: Visualisierung der p-Werte nach Test auf
Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX3 und Fillen
Die p-Werte des Exakten Tests nach Fisher sind blau, des
Cochrane-Armitage Trend Tests sind rot dargestellt. Auf der y-
Achse lassen sich die genauen p-Werte als negativer dekadischer

Logarithmus ablesen. Die x-Achse bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 18: Visualisierung der p-Werte nach Test
auf Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX3 und
unsystematischen Schizophrenien Die p-Werte des Exakten
Tests nach Fisher sind blau, des Cochrane-Armitage Trend Tests
sind rot dargestellt. Auf der y-Achse lassen sich die genauen p-
Werte als negativer dekadischer Logarithmus ablesen. Die x-

Achse bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 19: Visualisierung der p-Werte nach Test auf
Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX3 und
systematischen Schizophrenien Die p-Werte des Exakten Tests
nach Fisher sind blau, des Cochrane-Armitage Trend Tests sind rot
dargestellt. Auf der y-Achse lassen sich die genauen p-Werte als
negativer dekadischer Logarithmus ablesen. Die x-Achse

bezeichnet die getesteten SNPs.
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Abbildung [Anhang] 20: Visualisierung der p-Werte nach Test
auf Assoziation zwischen untersuchten SNPs auf PANX3 und
Zykloiden Psychosen Die p-Werte des Exakten Tests nach Fisher
sind blau, des Cochrane-Armitage Trend Tests sind rot
dargestellt. Auf der y-Achse lassen sich die genauen p-Werte als
negativer dekadischer Logarithmus ablesen. Die x-Achse

bezeichnet die getesteten SNPs.
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Allele Frequenz
rs1138800 rs7928030 rs12294985 rs12793348 rs3020015 rs1070 Falle Kontrollen

1 C C T A T A 31,4% 30,6%

2 A G C A C G 25,4% 26,2%

3 C G C A C G 15,8% 17,2%

4 C C C A C G 11,0% 11,8%

5 A G C G C G 7,6% 6,5%

6 C C T A C G 2,4% 1,8%

7 A G C A T A 2,4% 1,6%

Haplotypen| 8 A C T A T A 1,1% 1,0%
nach 9 C G C A T A 0,7% 0,5%
Frequenz 10 C C T G C G 0,7% 0,5%
11 C G C G C G 0,6% 0,6%

12 C C C A T A 0,2% 0,7%

13 C G T A C G 0,1% 0,1%

14 A G T A C G 0,1% 0,1%

15 C C C G C G 0,1% 0,2%

16 C C T G T A 0,1% 0,0%

17 C C C G T G 0,1% 0,0%

Tabelle [Anhang] 23: Ubersicht der hiufigsten 6-Locus Haplotypen fiir SNPs auf PANX1 Auf eine Darstellung von

Haplotypen mit einer Haufigkeit kleiner 0,1 % wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.
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Allele Frequenz
rs760754  rs3817816 rs4838858 rs5771206 rs7292533 Fille Kontrollen

1 T G C G T 32,8% 31,2%

2 T G C A T 14,5% 16,4%

3 T G C G C 14,4% 17,4%

4 C A C G T 7,9% 7,3%

5 C A C A T 7,4% 7,6%

6 C A T A T 4,4% 4,5%

7 C G C G C 4,4% 5,1%

8 T G T A T 4,2% 4,3%

9 C G C G T 1,9% 1,5%

10 T G T G T 1,6% 0,5%

11 T G C A C 1,5% 1,1%

12 C G C A T 1,3% 1,0%
Haplotypen| 13 T G T G C 0,8% 0,3%
nach 14 T A C G T 0,6% 0,1%
Frequenz 15 C A T G T 0,5% 0,2%
16 T G T A C 0,3% 0,6%

17 T A C A T 0,2% 0,1%

18 C G T G T 0,2% 0,1%

19 T A T A T 0,2% 0,1%

20 C A C G C 0,2% 0,1%

21 C G C A C 0,2% 0,1%

22 C G T G C 0,2% 0,0%

23 C A C A C 0,2% 0,0%

24 T A T G T 0,1% 0,0%

25 T A C G C 0,1% 0,0%

26 C A T A C 0,1% 0,1%

27 C A T G C 0,1% 0,0%

Tabelle [Anhang] 24:
Ubersicht der haufigsten 5-
Locus Haplotypen fiir SNPs auf
PANX2 Auf eine Darstellung
von Haplotypen mit einer
Haufigkeit kleiner 0,1 % wurde
aus Griinden der

Ubersichtlichkeit verzichtet.
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Allele Frequenz
rs35027803 rs7937613  rs686567 Falle Kontrollen
1 T G C 49,4% 50,2%
2 T G T 38,9% 39,5%
Haplotypen
3 C G C 6,8% 5,3%
nach
4 T C C 2,2% 2,6%
Frequenz
5 C G T 1,9% 1,7%
6 T C T 0,7% 0,7%

Tabelle [Anhang] 25: Ubersicht der haufigsten 3-Locus Haplotypen fiir SNPs

auf PANX3 Auf eine Darstellung von Haplotypen mit einer Haufigkeit kleiner

0,1 % wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.
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