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1. Einleitung

Seit dem Abschluss des Human Genome Projects im Jahre 2003, welches sich dreizehn
Jahre lang die Identifizierung aller ca. 20.000-25.000 Gene der menschlichen DNA und
die Determinierung der Sequenz der ca. 3,3 Milliarden Basenpaare zur Aufgabe machte,
kommt es durch die zunehmende Analyse der erhaltenen Informationen zu enormen
Fortschritten in der genetischen Forschung. Dies liegt daran, dass die Entstehung der
meisten Krankheiten zumindest teilweise genetisch bedingt ist. Vor allem die interindivi-
duellen Sequenzunterschiede, die als ,Genetische Variabilitat* bezeichnet werden, sind
fur phanotypische Unterschiede zwischen den Menschen verantwortlich und ziehen
deshalb das Interesse des Forschungsgebiets auf sich. Dabei wirkt sich die genetische
Variation nicht nur auf offensichtliche, von auflden erkennbare, physiologische Merkmale
wie KorpergrofRe, Augenfarbe, Hautfarbe oder Haarfarbe aus, sondern auch auf
pathologische Merkmale, die z. B. die Veranlagung flr eine Erkrankung darstellen.

Um diese interindividuelle genetische Variation, die bei Menschen nur etwa 0,1 % ihrer
DNA ausmacht, genauer zu untersuchen, wurde das sogenannte HapMap-Projekt im
Jahre 2002 ins Leben gerufen. Hierbei handelt es sich um die Zusammenarbeit inter-
nationaler Forschungsgruppen, u. a. aus den USA, GroRbritannien, Japan, Kanada und
China, welche die Kartographierung der Haplotypen des menschlichen Genoms voran-
treiben und dadurch zukunftig die Identifikation der flr bestimmte Krankheitsbilder ver-
antwortlichen Gene ermoglichen soll. Die Variabilitat des Genoms wird neben gene-
tischen Markern wie Restriktionsfragment-Langenpolymorphisms (RFLPs), Mini-satel-
liten (Variable Number of Tandem Repeats, VNTRs) und Mikrosatelliten (Short Tandem
Repeats, STR) insbesondere durch die haufigsten Marker, namlich eine Base betref-
fende DNA-Sequenz-Unterschiede, sogenannte Einzelnukleotid-Polymorphismen (single
nucleotide polymorphisms = SNPs) hervorgerufen. Genauer handelt es sich dabei um
diallelische Marker, die durch Fehler bei der Replikation entstanden sind. Man geht von
ca. 11 Millionen SNPs (Sachidanandam et al., 2001) mit einer minoren Allelfrequenz
(MAF) von mindestens 1 % aus. Ein Vorteil der SNPs als genetische Marker ist, dass sie
neben ihrem haufigen Auftreten gleichmalRig Gber das Genom verteilt sind. Auf den
Autosomen findet sich im Durchschnitt ein SNP auf 1.331 Basenpaaren (bp), dabei gibt
es allerdings Bereiche mit hdoherer und geringerer Variabilitat (Sachidanandam et al.,
2001).



Im Rahmen des HapMap-Projekts wurden dabei SNPs mit einer MAF = 5 % untersucht.
Seine Ergebnisse wurden im Jahre 2005 publiziert (The International HapMap Cons-
ortium, 2005). Das HapMap-Projekt entwickelte einen Katalog, der das menschliche
Genom in Haplotypbldcke organisiert; ein Haplotyp stellt dabei die Kombination von Alle-
len dar, die auf dem gleichen Chromosom liegen. Innerhalb der beschriebenen Haplo-
typblocke ist dabei das sogenannte Kopplungsungleichgewicht (LD, linkage disequili-
brium), bei dem es sich um das Uberzufallig haufige gemeinsame Auftreten von Allelen
im Bereich eines bestimmten Locus handelt, hoch, die genetische Variabilitat innerhalb
dieser Blocke somit niedrig. Mit der Kenntnis relativ weniger Marker innerhalb eines
Haplotypblocks kdnnen viele der umgebenden SNPs durch diese beschrieben werden.
Somit kann eine Aussage uUber mehr SNPs getroffen werden als primar untersucht
wurden, was den notwendigen Genotypisierungsaufwand deutlich reduziert.

Ein weiteres Projekt zur Erfassung genetischer Varianten stellt das 1.000 Genomes-
Project dar, welches mit der Sequenzierung des gesamten Genoms auch seltenere
SNPs, sogenannte ,rare-variants" mit einer MAF = 1 % erkennen soll (Abecasis et al.,
2010).

Grundsatzlich mussen Erkrankungen, die monogen vererbt werden, unterschieden
werden von Erkrankungen, deren erbliche Disposition von mehreren Genen bestimmt
wird. Bei monogen vererbten Erkrankungen wurden schon in den 1990er Jahren mit
Hilfe von Kopplungsuntersuchungen grof3e Fortschritte gemacht bei der Kartierung der
verantwortlichen Gene (Jimenez-Sanchez et al., 2001). Dabei spielt die Vererbung
innerhalb von Familien eine groRe Rolle. Durch Untersuchung genetischer Marker kann
die chromosomale Lage, in der sich das krankheitsverursachende Gen befindet, zuneh-
mend genauer definiert werden (mittels Kopplungsuntersuchung). Endgultig wird durch
Registrierung der Mutation das gesuchte Gen identifiziert.

Die meisten der in der Bevodlkerung haufigen Erkrankungen wie Arterielle Hypertonie,
Diabetes Mellitus, Gefallerkrankungen, aber auch neurologische Krankheiten, werden
jedoch durch die Wechselwirkung mehrerer geschadigter Gene hervorgerufen, da auch
der Phanotyp von einer ungeheuren Komplexitat gepragt ist. Hier ist die Suche nach
verantwortlichen Genveranderungen wesentlich schwieriger. Zur Erkennung entsprech-

ender Suszeptibilitatsgene bei komplexen Erkrankungen gelten Assoziationsstudien als
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geeigneter (Risch und Merikangas, 1996), die mittlerweile von technischer und finanziel-

ler Seite auch genomweit machbar sind.

Zusatzlich fuhrt aber nicht nur die Wechselwirkung unter den entsprechenden Genen zu
der Manifestation der Erkrankung, sondern haufig auch die zwischen den Genen und
Umweltfaktoren, die somit im Rahmen einer multifaktoriellen Vererbung ebenfalls eine
entscheidende und oft unterschatzte Rolle in der Pathologie spielen. Somit stellt sich,
wie bereits beschrieben, die Erfassung und Bedeutung von genetischen Ursachen bei
polygenetisch bedingten Erkrankungen als deutlich schwieriger dar.

Im Rahmen dieser Dissertation werden die beiden haufigsten psychotischen Erkran-
kungen untersucht: die Schizophrenie und die Bipolare Stérung. Der Fokus liegt hierbei
auf haufigen genetischen Varianten mit einer MAF = 10 %. Somit werden Polymor-
phismen, also Genvarianten mit einer Auftretenshaufigkeit (Allelfrequenz) von tber 10 %
innerhalb einer Population, die einen deutlich unterscheidbaren Phanotyp hervorrufen,
untersucht. Bei Mutationen dagegen handelt es sich um eine dauerhafte Veranderung
des Erbgutes, die nicht gezwungenermallen eine Abweichung des Phanotyps hervor-

rufen muss und weniger als 1 % der Population betrifft.

1.1 Genetik der Schizophrenie und der Bipolaren Stérung

Die Schizophrenie stellt eine der haufigsten Diagnosen der Psychiatrie dar mit Stor-
ungen des Denkens, der Wahrnehmung und der Affektivitat. Man unterscheidet Positiv-
symptome (Ubersteigerungen des normalen Erlebens bis zu unterschiedlichen Formen
von manifesten chronischen Halluzinationen) und Negativsymptome (Einschrankungen
des normalen Erlebens mit zunehmendem Verlust friiher vorhandener Personlichkeits-
merkmale des Patienten). Hierbei kann es z. B. zu Antriebsarmut, Affektverflachung,
Alogie und verminderter Psychomotorik kommen. Mit einer Lebenszeitpravalenz von
1 % ist die Schizophrenie eine verbreitete Krankheit mit gleicher Inzidenz bei beiden
Geschlechtern.

Bei der Bipolaren Stérung handelt es sich ebenfalls um eine haufige Erkrankung, von
der, unter Berucksichtigung auch leichterer Falle, bis zu 3-4 % der Bevdlkerung in den
Industrielandern im Laufe ihres Lebens betroffen sein werden. Sie gehért zu den

Affektstérungen und ist gekennzeichnet durch episodische, willentlich nicht kontrol-
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lierbare und unterschiedliche, teils extreme Auslenkungen des Antriebs, der Aktivitat und
der Stimmung, die zwischen Depression und Manie schwanken kénnen. Die Depression
kann Uber eine stark niedergedrickte Stimmung, Schlafstorungen und Antriebslosigkeit
bis zur Suizidalitat verlaufen, wobei die Manie mit weit Uberhdhter Aktivitat, unange-
messen gehobener oder gereizter Stimmung, geringem Schlafbedlrfnis und Unruhe bis
zum GroRenwahn ein gegensatzliches Symptom darstellt. Der episodische Verlauf mit
zwischenzeitlicher Normalisierung der psychischen Auffalligkeiten und das grofl’e Spek-
trum von Schweregraden erschwert die Diagnose, so dass wahrscheinlich nur ein gerin-

ger Teil aller bipolar Erkrankten derzeit korrekt diagnostiziert wird (Severus et al., 2005).

Beide beschriebenen psychiatrischen Krankheitsbilder gehoren nach Einteilung der
World Health Organization zu den Top10 der ,global burden of disease for the 15-to-44
age group“ (No6then et al., 2010). Obwohl fir die Schizophrenie eine Erblichkeit zwi-
schen 70 % und 90 % (Sullivan et al., 2003) und flr die Bipolare Stérung von 60 % bis
80 % (Craddock und Forty, 2006) angenommen wird, gilt die Pathophysiologie und Atio-
logie aufgrund der noch nicht vollstandig verstandenen Komplexitat als weiterhin unge-
klart.

Im Rahmen sogenannter Assoziationsuntersuchungen (engl.: genome-wide association
studies - GWAS) werden jedoch seit dem Jahr 2006 zunehmend genetische Risikofak-
toren fur Schizophrenie und Bipolare Stoérung identifiziert. Dies wird erst seit wenigen
Jahren durch Fortschritte in der Entwicklung von Genotypisierungstechnologien, die
mittels DNA-Chips das ganze Genom systematisch auf Hunderttausende von haufigen
genetischen Varianten pro Individuum untersuchen kénnen, erleichtert. Die Erfassung
neuer genomweit signifikanter SNPs ist dabei sehr von der Anzahl der untersuchten
Proben und der Anzahl der untersuchten SNPs abhangig. Im Rahmen solcher GWAS-
Untersuchungen (siehe Kap. 1.2) finden sich zunehmend Hinweise, dass sich einzelne
Elemente des genetischen Musters der Pathologie der Schizophrenie und der Bipolaren
Stoérung ahneln (Fischer und Carpenter, 2009). Diese Annahme beruht darauf, dass eine
Co-Aggregation beider Erkrankungen in Familien (Lichtenstein et al., 2009; Van
Snellenberg und De Candia, 2009) und die Assoziation bestimmter ,Risiko"-Gene mit

beiden Erkrankungen (International Schizophrenia Consortium et al., 2009; Moskvina et
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al., 2009) nachgewiesen werden konnte. Zusatzlich gibt es Belege dafir, dass im
Rahmen der funktionellen Anatomie beider Erkrankungen ein Uberlappen der neuralen
Systeme mit entsprechenden Dysfunktionen maoglich ist (Ellison-Wright und Bullmore,
2010). Bei der Bipolaren Stérung wird von einer Dysfunktion im Bereich des prafron-
talen-subkortikalen Netzwerkes in Interaktion mit dem limbischen System (Strakowski et
al., 2005), bei der Schizophrenie von einer Dysfunktion im limbischen und frontalen-
temporalen-subkortikalen Netzwerk (Assaf et al., 2006; Buchanan et al., 2004; Goghari
et al., 2009; Noga et al., 1995; Shenton et al., 1992; Spence et al., 1997) ausgegangen.
Funktionsstorungen in diesen Netzwerken gehen madglicherweise mit Strukturveran-
derungen der beteiligten Hirnabschnitte einher (Bassett und Bullmore, 2009; Horn et al.,
2009; Hugdahl et al., 2009). Solche Strukturveranderungen lassen sich teilweise mittels
moderner Schnittbildgebung und Auswertungssoftware beurteilen, einschatzen und
unter Probanden vergleichen.

Besonders die Kombination der genetischen Forschung und Neurobildgebung gewinnt
zum Verstandnis der Auswirkung der genetischen Variation auf die neurologische
Morphologie zunehmendes Interesse. Neben Strukturveranderungen kénnen auch funk-
tionelle Parameter, wie z. B. die Konnektivitat, die Aufschluss Uber mdgliche Verbin-
dungsstoérungen zwischen aufeinander angewiesenen Hirnregionen ermoglicht, erfasst
werden. Dieser Ansatz des sogenannten Genomic Imaging wurde bereits haufig zur
Analyse von genetischen Varianten, meist SNPs (single nucleotide polymorphisms) von
mit neurologischen Erkrankungen assoziierten Genen, und deren Effekt auf die Struktur
und/oder Funktion bestimmter Hirnabschnitte angewendet. Zahlreiche verschiedene
cerebrale Phanotypen zeigen sich beeinflusst im Rahmen des individuellen genetischen
Hintergrundes (Lencz et al., 2010). Das ENIGMA (Enhancing Neurolmaging Genetics
through Meta-Analysis) Konsortium, ein kollaboratives Netzwerk von Wissenschaftlern,
fuhrt eine Meta-Analyse mit Hilfe von 70 Institutionen durch, mit dem Ziel neuroana-
tomische Effekte in Abhangigkeit von genetischen Varianten zu finden, die eine einzelne
Institution aufgrund zu geringer Probandenzahlen nicht leisten kann (Thompson et al.,
2014). Es ergibt sich dadurch ein grof3es Kollektiv in Zusammenarbeit mit dem
CHARGE (Cohorts for heart and aging research in genomic epidemiology) Konsortium
mit MRT-Datensatzen von insgesamt 24.997 Probanden. Bis jetzt wird u. a. das Hippo-

campus-Volumen, das intrakranielle Volumen, subkortikale Volumina (ENIGMA 2) und
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die Mikrostruktur der weillen Substanz (ENIGMA-DTI) untersucht. Dabei zeigen erste
Ergebnisse, dass trotz genomweiter Signifikanz der fir SCZ und BD signifikanten SNPs
sich nur geringe anatomische Charakteristika finden lassen.

Die in den letzten Jahren zunehmende Bedeutung des Genomic Imaging und die sich
immer weiter verbessernde Technik ermoglicht ein zunehmendes Verstandnis von mole-
kularen Mechanismen bei multifaktoriellen Erkrankungen. In naher Zukunft dirfte wahr-
scheinlich das Genomic Imaging in der Lage sein, die individuelle Vulnerabilitat gegen-
Uber psychiatrischen Erkrankungen zu erfassen und als Konsequenz die Therapie indivi-

duell anzupassen.

1.2 GWAS (Genomweite Assozitationsstudien)

Genomweite Assoziationsstudien sind epidemiologische Untersuchungen der gene-
tischen Variation des menschlichen Genoms. Dabei wird eine Assoziation zwischen be-
stimmten Phanotypen und bestimmten Haplotypen (bzw. Allelen) gesucht. Es werden
Allele identifiziert, die gehauft mit bestimmten Phanotypen einer Krankheit einhergehen.
Von definierten SNPs, die in einem Gen liegen, wird auf die Relevanz eines Gens im
Hinblick auf eine Erkrankung geschlossen. GWAS haben meist ein ,case-control"-
Design, man vergleicht also zwei Gruppen, eine davon mit Auspragung bestimmter
Merkmale einer Erkrankung und eine Kontrollgruppe, die keine entsprechenden Merk-
male aufweist und familiar unbelastet ist.

Aus Vollblut wird die darin enthaltene DNA isoliert und mittels unterschiedlicher
Techniken sequenziert. Anhand der Auspragung von SNPs koénnen bei vermehrtem
Auftreten eines bestimmten Markers in der Gruppe mit vorhandenem Phanotyp Asso-
ziationen festgestellt werden (Manolio, 2010). Dabei befinden sich diese assoziierten
SNPs Uberraschenderweise haufig nicht im Bereich Protein-codierender Genregionen,
sondern in nicht-kodierenden Regionen zwischen zwei Genen oder im Bereich von
Introns, deren genetische Information im Rahmen der posttranskriptionalen Modifikation
der Proteinbiosynthese beim SpleiRen der pra-mRNA verloren geht. Die Information
Uber die Assoziation eines Markers bzw. SNPs mit einem Phanotyp belegt zwar eine
Korrelation, kann aber noch keinen statistisch signifikanten kausalen Zusammenhang
zwischen der genetischen Variante und einer Erkrankung herstellen. Das gilt insbe-

sondere dann nicht, wenn nicht die kausale Variante sondern nur eine zu dieser in
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hohem LD stehende Variante mit einem bestimmten Merkmal assoziiert gefunden wurde.
Die weitere Feststellung und Beurteilung eines realen Zusammenhangs zwischen einem
Marker eines bestimmten Gens und einer Erkrankung kann nur mittels molekular-
biologischer und biochemischer Methoden erforscht werden (Begum et al., 2012).
Hunderte von GWAS wurden bereits durchgefihrt. Die Assoziation von multifaktoriellen
Erkrankungen mit bestimmten genetischen Varianten versprechen neue Informationen
Uber diese Gesundheitsstorungen. Die stark steigende Anzahl an GWAS in den letzten
Jahren und das immer gréRere Probandenspektrum beruht sicherlich auf der verbes-
serten Kosten- und Zeiteffizienz technischer Moglichkeiten der genomweiten Genotyp-
isierung. Trotz der Fortschritte in der Chip-basierten Genotypisierung sind die Kosten
weiterhin der limitierende Faktor bei grof3 angelegten Studien wie GWAS.

Eine groRe Probenanzahl ist jedoch essentiell: Fiur die vielen getesteten Varianten pro
Probe muss bei der statistischen Auswertung ein hohes Signifikanzlevel gelten, meist p
= 5 x 10®, um die Belastung durch multiples Testen zu reduzieren und somit falsch
positive Befunde zu vermeiden. Um genomweite Signifikanz mit entsprechend niedrigen
p-Werten zu erreichen, ist das Zusammenfligen groer Datensatze von sowohl ,cases"
als auch ,controls" von Noten.

In Zukunft wird am ehesten eine neue Technologie die beschriebenen SNP-arrays
ablosen, namlich das ,Next-generation sequencing”. Diese erbringt durch eine vollstan-
dige Sequenzierung des gesamten individuellen Genoms nicht nur die Informationen,
die man auch mit einem SNP-array erhalten wirde, sondern erreicht dabei eine hdhere
Auflésung und héhere Genauigkeit. Im Rahmen des unausweichlichen technischen Fort-
schritts wird auch diese Technologie gunstiger und schneller und sich damit rasch

durchsetzen.

1.2.1 SNP-Genotypisierung mittels DNA-Microarrays

Bei der bereits groRen Anzahl bekannter Varianten (SNPs) des menschlichen Genoms,
z.Zt. ca. 10 Millionen, ist eine Technologie von Vorteil, die einen moéglichst groRen Anteil
der Auspragungen der SNPs registriert, zudem jedoch auch schnell und kostenglinstig
ist. Mdglich ist dies mit sogenannten Microarrays, die mit Hilfe von tragerbasierten
Systemen (Arrays) tausende von Polymorphismen gleichzeitig auswerten kdnnen (Marx-

Stolting, 2007). Aufgrund zunehmender Optimierung und Automatisierung steigt die
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Effizienz dieser Technologie mit jeder weiteren Evolutionsstufe, sie wird deshalb auch
als ,Hochdurchsatztechnologie" bezeichnet. Auf dem Trager befinden sich kurze be-
kannte DNA-Sequenzen, die bei der Herstellung der Chips mit Hilfe eines photolitho-
graphischen Verfahrens mit einer lichtaktivierten Oligonucleotidsynthese in einem geord-
neten Raster auf dem planaren Trager aufgebracht werden. Dies ermdglicht die Hybrid-
isierung sequenzierter DNA an die auf dem Chip befindlichen spezifischen einzel-
strangigen Oligonucleotide nur bei vollstandiger Komplementaritat, vergleichbar mit
einem SchlUssel-Schloss-Prinzip (Ganten und Ruckpaul, 2003).

Fur eine erfolgreiche Hybridisierung der zu untersuchenden DNA und Registrierung der
entsprechenden Bindungen ist eine genaue Einhaltung des durchzufihrenden Proto-
kolls der Hersteller, die sogenannte Prozessierung, entscheidend, da schon kleine
Abweichungen zu einem Fehlergebnis fihren konnen. Vereinfacht dargestellt wird
zunachst die zu untersuchende DNA der Probanden extrahiert, gereinigt, mittels PCR
vervielfaltigt, fluoreszenzmarkiert und anschlielend mit der DNA auf dem Trager hybri-
disiert. Mehrere darauffolgende Waschschritte entfernen verbleibende Fluoreszenz.
Schlussendlich wird flr jeden mit dem Microarray zu erfassenden SNP eine genaue
Auspragung ermittelt. Dies wird erreicht, indem ein Laser die entsprechende Fluores-
zenz an einer fur einen gewissen SNP spezifischen Lokalisation registriert.

Zwei amerikanische Hersteller sind fihrend in der Herstellung und Vermarktung ihrer
SNP-Array-Systeme: Affymetrix® aus Santa Clara in Kalifornien, und lllumina® aus San
Diego in Kalifornien. Auch wenn die Prozessierung der zu untersuchenden DNA flr die
SNP-arrays beider Hersteller unterschiedlicher Chemikalien und Vorgangen bedarf,
basieren beide Systeme auf dem bereits beschriebenen Prinzip der komplementaren
Basenpaarung mit Hybridisierung von fragmentierter Einzelstrang-DNA an die hundert-
tausenden auf den Chips befindlichen einzigartigen Nukleotidstrange. Die entschei-
dende GroRe flr ein entsprechendes Signal stellt dabei die Affinitat zwischen zu unter-
suchender Probe und den bekannten Oligonukleotiden auf den Chips dar. Beide Her-
steller geben eine Genauigkeit von Uber 99,5 % an (LaFramboise, 2009). Im Jahre 2012
ermdglichten die neuesten genomweiten SNP-arrays bei Affymetrix® ca. 906.600 SNPs
und mehr als 946.000 CNVs (Genome-Wide Human SNP Array 6.0; Affymetrix®, Santa
Clara, CA) und bei lllumina® ca. 4,5 Millionen SNPs (Human Omni5 Exome; lllumina®

Inc., San Diego, CA). Die rasante Weiterentwicklung von Chips mit stetigem Anstieg der
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Anzahl nachweisbarer Varianten wurde neben der notwendigen technischen Entwick-
lung auch von der Zunahme an Studien mit dem Ziel, immer mehr Assoziationen
zwischen genomischen Varianten und Erbkrankheiten zu finden, geférdert (LaFramboise,
2009). Obwohl heutige SNP-arrays trotz des enormen Fortschritts weiterhin nur einen
geringen Anteil aller bekannten SNPs erfassen kdnnen, ist es mittlerweile dennoch
mdglich, eine Aussage uber eine grolere Anzahl an SNPs zu machen. Dies ermdglicht
das ,linkage disequilibrium (LD)". Zwei SNPs, die in einem hohen LD zueinander stehen,
konnen als Proxies flreinander wirken. Das bedeutet, dass bei einer hohen Korrelation,
optimalerweise r’=1, der beiden SNPs miteinander, die Genotypisierung eines der
beiden SNPs ausreicht, um eine Aussage Uber den Genotyp des anderen machen zu
kénnen. Somit kann bei einer chipbasierten Genotypisierung von ca. 1 Million SNPs eine
grolRere Aussage Uber die genetische Variabilitdt gemacht werden als reine Informa-
tionen mittels Array geliefert werden kénnen. Beide Hersteller wahlen demnach bevor-
zugt SNPs aus, die im LD mit zahlreichen Varianten stehen und somit neben den
eigentlich erworbenen Informationen ebenfalls Aussagen Uber die Genotypen ihrer
zahlreichen Proxies machen konnen.

Das Auffinden sogenannter Haplotypblécke, in denen schon wenig genetische Varianten
eine Aussage Uber einen Grofteil der in diesen Blocken befindlichen Varianten machen
kénnen, wurde vom Internationalen HapMap Consortium im Rahmen des HapMap-
Projekts (Haplotype Map-Projekts), wie bereits beschrieben, vorangetrieben. Im Jahre
2005 wurden in der ersten Version (phase 1) Uber 1 Millionen SNPs und uber 3,1
Millionen SNPs in der zweiten Version (phase IlI) von 269 Individuen unterschiedlicher
Herkunft in einer Karte der Haplotyp-Blockstruktur zusammengefasst (The International
HapMap Consortium, 2005; The International HapMap Consortium, 2007). In der dritten
Phase (phase Ill) wurden zusatzlich 1,6 Millionen SNPs von 1.184 Individuen aus 11
Bevolkerungsgruppen und zehn 100-Kilobasen Regionen in 692 dieser Individuen unter-
sucht (The International HapMap 3 Consortium, 2010). Durch dieses Projekt ist es
mdglich geworden, den Genotypisierungsaufwand, v. a. von SNPs mit einer héheren
Allelfrequenz und Lage in einem Haplotypblock, deutlich zu vermindern.
Zusammenfassend kann man sagen, dass aufgrund der zunehmenden Kosten- und
Zeiteffizienz, die Zunahme der zu untersuchenden Varianten und der Verbesserung der

Auswertbarkeit der entstehenden Datensatze im Rahmen von Microarray-basierten
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Genotypisierungen zukulnftig weite Bereiche der Diagnostik und Prognostik auf moleku-
larer Basis erfolgen werden. Die somit erfassten individuellen Unterschiede nicht nur der
klinischen Symptome der Erkrankung, sondern auch der bekannten molekularen Regel-
systeme, ermoglichen bei jedem Patienten eine individuelle Diagnostik und somit auch
individuelle Therapie durch u. a. auf jeden Patienten besser abgestimmte medikamen-
tose Therapie und perfektioniertes Nebenwirkungsmanagement im Rahmen der Phar-

makogenetik.

1.3 Die Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie ohne Invasivitat und ohne Strahlenbelastung stellt
dabei eine sinnvolle Mdglichkeit dar, anatomische und funktionelle Charakteristika an
Probanden zu untersuchen, ohne diese zu gefahrden. Das Prinzip der Magnetresonanz-
tomographie beruht auf magnetischer Kernresonanz. Bereits 1946 wurde von F. Bloch
und G.M. Purcell das Phanomen der Kernspinresonanz unabhangig voneinander
entdeckt und zunachst nur flr physikalisch-chemische Untersuchungen angewandt
(Mansfield und Morris, 1982). Die Verwendung der MRT als bildgebende Methode
wurde erst durch die grundlegenden Ideen von P. Lauterbur mdglich (Lauterbur, 1973),
woflr dieser zusammen mit Sir P. Mansfield im Jahre 2003 den Nobelpreis flir Medizin
erhielt. Seitdem hat diese Technik einen groflen Fortschritt in der medizinischen
Bildgebung gebracht mit weiterem Innovationspotential. Die Vorteile bestehen u. a. darin,
dass keine ionisierende Strahlung verwendet wird, multiplanare Schichten méglich sind
und morphologische, metabolische und funktionelle Informationen erfasst werden
kénnen. |hr hoher Weichteilkontrast ermdglicht hierbei v. a. in der cMRT (kranialen
MRT) die Erstellung von aussagekraftigen dreidimensionalen ,Karten" des Hirnparen-
chyms. Ein Kernresonanzsignal kann dann registriert werden, wenn der zu untersuch-
ende Korper in einem statischen Magnetfeld elektromagnetischen Hochfrequenzfeldern
ausgesetzt wird. Zusatzliche Gradientefelder sind notwendig fir Bildinformationen wie z.
B. die Lokalisation eines Signals. Diese Technik kann man sich auch zu Nutze machen,
um die Kortikalis bzw. Hirnrinde vom Marklager anhand ihrer unterschiedlichen Zell-
zusammensetzung zu differenzieren. Dies ermdglicht die Erkennung der Markrinden-
grenze, welche wiederum eine wichtige Voraussetzung flur die Bestimmung der
kortikalen Dicke darstellt.
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1.4 Der Kortex
Der zerebrale Kortex bzw. die GroBhirnrinde stellt eine stark gefaltete Schicht des
Grol3hirns dar. Histologisch lasst sich der zerebrale Kortex in sechs horizontale Schich-
ten einteilen, welche durch bestimmte Zelltypen definiert sind. Zu den Neuronen des
Kortex gehdéren die Pyramidenzellen, welche als efferente Zellen mit Glutamat als
Transmitter fungieren, die Kornerzellen (bzw. modifizierte Pyramidenzellen), welche als
afferente ebenfalls glutamaterge Zellen v. a. Informationen aus dem Thalamus erhalten,
und Interneurone, die zwischen diesen beiden Zellen kommunizieren. Neben den
Neuronen findet man im Kortex zahlreiche Gliazellen unterschiedlicher Art, welche die
Bindesubstanz zwischen den Neuronen mit verschiedenen Aufgaben darstellen: Die
Oligodendrocyten bilden die Myelinscheiden, welche mit ihrer lipidreichen Biomembran
die Axone umgeben und durch ihre elektrische Isolation die saltatorische Erregungs-
leitung ermoglichen. Astrozyten stitzen das Gewebe und bilden die Blut-, die Hirn- und
die Blut-Liquor-Schranke mit Ernahrung der umgebenden Neurone. Die Mikroglia gilt als
Teil des Immunsystems. Die interzellulare Matrix ist dabei sehr gering, der Spalt
zwischen Nerven- und Gliazellen ist dabei nur zwischen 10 bis 50 nm breit.
Der Kortex kann in funf bis sechs Lappen (Lobi) eingeteilt werden, die durch tiefe
Spalten (Fissurae) voneinander getrennt sind. Die von Alexander Ecker vorgeschlagene
Terminologie der Hirnlappen und -windungen besteht seit 1869 unverandert und hat
weiterhin Gultigkeit (Ecker, 1869).
Der Kortex besteht aus:

* Frontallappen oder Stirnlappen (Lobus frontalis)

* Parietallappen oder Scheitellappen (Lobus parietalis)

* Occipitallapen oder Hinterhauptslappen (Lobus occipitalis)

*  Temporallappen oder Schlafenlappen (Lobus temporalis)

* Insellappen (Lobus insularis)

e Zusammenfassung alterer Teile des Kortex zum Limbischen Lappen (Lobus

limbicus)

Diese Einteilung ist nicht nur morphologisch, sondern auch im Rahmen einer

funktionellen Unterscheidung sinnvoll, da die unterschiedlichen Lobi spezielle Aufgaben
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Ubernehmen im Hinblick auf Koérperfunktionen wie Motorik, Handlungsplanung und
Handlungsinitiierung, Sensibilitdt, Sehen und Hoéren, Gedachtnis, Emotionen und
weitere (Creutzfeldt, 1983). Theodore Brown Rasmussen und sein Vorganger Wilder
Penfield als Direktor des Montreal Neurological Institutes beschrieben den berihmten
Homunculus, der den somatosensorischen und motorischen Kortex reprasentiert, und
publizierten dies 1950 in ihrem Buch ,The Cerebral Cortex of Man. A Clinical Study of

Localization of Function." (Penfield und Rasmussen, 1950).

1.4.1 Kortikale Dicke (Cortical Thickness)

Wie bereits angesprochen gibt es multiple durch genetische Varianz beeinflusste
Endophanotypen, wobei man v. a. zwischen strukturellen und funktionellen unterschei-
det. Eine der vielen strukturellen Gréfden ist die kortikale Dicke. Die kortikale Dicke ist
ein vererbliches und quantitatives Merkmal der kortikalen Struktur, welches zusammen
mit der kortikalen Flache das kortikale Volumen beeinflusst. Dabei kann man davon aus-
gehen, dass die kortikale Dicke anderen genetischen Einflissen als die kortikale Flache
ausgesetzt ist (Winkler et al., 2010).

Die kortikale Dicke stellt einen Parameter fur die Architektur der Neuronen und der Glia
in der grauen Substanz dar. Sie betragt im Durschnitt 2,5 mm, variiert jedoch zwischen 1
und 4,5 mm in unterschiedlichen Hirnregionen (Fischl und Dale, 2000). Es besteht eine
grol3e Variabilitat zwischen sowohl erkrankten als auch gesunden Individuen. Der Kortex
ist insofern flr wissenschaftliche Untersuchungen interessant, als dass er sich zunachst
anhand genetischer Grundlagen entwickelt, daraufhin den normalen Altersprozess
durchlauft und sich im Rahmen von u. a. neurodegenerativen Erkrankungen verandert
(Clarkson et al., 2011). Die Heritabilitat ist dabei je nach anatomischer Region des
Kortex unterschiedlich (Winkler et al.,, 2010), exemplarisch stellt sich die Heritabilitat
postzentral als besonders grof dar. In den letzten Jahren gab es zunehmend Beweise
fur ahnliche Veranderungen der kortikalen Dicke bei an Schizophrenie- und Bipolarer
Stoérung-Erkrankten bzw. Risikoalleltragern von mit diesen Erkrankungen assoziierten
SNPs (Rimol et al., 2010b), was wiederum auf einen ahnlichen Pathomechanismus hin-
deutet (Fischer und Carpenter, 2009). Neben Schizophrenie und Bipolarer Stérung
wurden bereits weitere neurologische Erkrankungen, wie z. B. Morbus Alzheimer
(Gutiérrez-Galve et al., 2009; Knight et al., 2009; Lerch et al., 2005), Multiple Sklerose
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(Sailer et al., 2003) oder Chorea Huntington (Rosas et al., 2008) mit einer Veranderung

der kortikalen Dicke in Verbindung gebracht.

1.4.2 Messung der kortikalen Dicke

Im Wesentlichen gibt es zwei unterschiedliche automatisierte Methoden zur Bestimmung
der kortikalen Dicke anhand eines MRT-Datensatzes, die Oberflachen-basierte und die
Voxel-basierte Methode. Zur Veranschaulichung siehe Abbildung 1 (Winkler et al., 2010).

Surface-based representation Volume-based representation

Pial surface

N\

Thickness

N

White surface Grey matter

volume

Grey matter
volume

Surface area

Abb. 1: Hierbei wird die technische Vorgehensweise zwischen der Oberflachen-
basierten (surface-based) und der Voxel-basierten (volume-based) Methode verglichen
(modifiziert nach Winkler et al., 2010).

Im Vergleich zu einer manuellen Messung der kortikalen Dicke hat eine automatisierte
Erfassung wesentliche Vorteile: Sie ist deutlich weniger arbeits- und zeitintensiv und es
ist kein erfahrener Neuroanatom zur Auswertung notwendig, somit kdnnen viel mehr
Daten in kurzerer Zeit verarbeitet werden. Zusatzlich erschwert die teils komplexe
Faltung der Hirnoberflache eine genaue Messung, was in entsprechenden Messfehlern
resultieren kann (Fischl und Dale, 2000). Die kortikale Anatomie mit ihrer aus zweidi-
mensionalen Gewebeebenen bestehenden welligen Oberflachenstruktur kann gut durch
die Oberflachen-basierte Methode reprasentiert bzw. visualisiert werden. Die Ober-

flachen-basierte Methode erstellt nach einer initialen Segmentierung der grauen und
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weillen Substanz und der liquorhaltigen Raume anhand Lokalisation und Signalinten-
sitat im Originaldatensatz ein Dreiecksnetz (siehe Abb. 2), anhand dessen mit einer
Genauigkeit unterhalb der Voxelauflésung eine Bestimmung der durch die Pia mater
encephali begrenzten Oberflache und der Grenzflache zwischen grauer und weiler
Substanz ermdglicht wird (Fischl und Dale, 2000). Die Abstande zwischen den Vertices
dieser beiden Dreiecksnetze ergeben die kortikale Dicke (siehe Abb. 2 und Abb. 8). Im
Gegensatz dazu berechnet die Voxel-basierte Methode die kortikale Dicke in Abhangig-
keit der zwischen der pialen Oberflache und der Grenze zwischen grauer und weilder
Substanz befindlichen Voxel. Dazu muss jeder Voxel einer der drei Gewebsklassen (GM,
WM, CSF) zugehdrig sein und dementsprechend mit Hilfe von automatisierten Regis-
trierungsmethoden eingeteilt werden. Somit ist die Voxel-basierte Methode aulierst
abhangig von der Genauigkeit und der Prazision dieser Registrierungsmethoden und
des davon genutzten Atlas (Klein et al., 2009).

Sowohl die Oberflachen-basierte als auch die Voxel-basierte Methode ermdoglicht die
Analyse zwischen kortikalen Regionen innerhalb eines Individuums aber auch interindi-
viduell (van Essen et al., 1998). Dabei gilt die Voxel-basierte Methode im Vergleich zur
Oberflachen-basierten Methode zwar als rechnerisch effizient, jedoch nicht so prazise
aufgrund der zur Voxelauflésung verminderten Genauigkeit.

Die Oberflachen-basierte Methode wird haufiger als die Voxel-basierte Methode ange-
wandt, am ehesten wegen der hierfir leicht zuganglichen Software, wie z. B. BrainSuite
(Shattuck und Leahy, 2001; Shattuck und Leahy, 2002), BrainVISA (Mangin et al., 1995)
und Freesurfer (Dale et al., 1999; Fischl et al., 1999; Fischl und Dale, 2000). Von diesen
drei Software-Paketen ist Freesurfer das am haufigsten genutzte (Nakamura et al.,
2010).

Die Bestimmung der kortikalen Dicke mittels Freesurfer, welche in unserer Studie
verwendet wurde, erwies sich als reproduzierbar und konsistent (Clarkson et al., 2011)
bei einer hohen Messgenauigkeit mit einer Standardabweichung von unter 0,5 mm
(Fischl und Dale, 2000). Aufgrund dessen kénnen auch geringe fokale Abweichungen
der kortikalen Dicke im Rahmen einer diskreten Atrophie bzw. Hypertrophie erfasst und
in einem interindividuellen Studienprotokoll zum Nachweis geringer durch genetische

oder sonstige Ursachen bedingter Veranderungen ausgewertet werden.
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Oberflichenmodell (Netz von Vertices)

Vertex = Eckpunkte der Dreiecke
(jeder Vertex hat eine X-Y-Z
Koordinate und einen Identifier)

Abb. 2: Oberflachen-basierte Methode zur Berechnung kortikaler Parameter, indem die
Oberflache der Pia mater und der Grenze zwischen der grauen und weilden Substanz
mit Hilfe von Dreiecken moglichst genau nachvollzogen wird. Jedes Dreieck wird hierbei
durch die drei dazugehorigen Vertices genau im dreidimensionalen Raum identifizierbar
(modifiziert nach Athinoula A. Martinos Center for Biomedical Imaging, 2011).

1.5 Ziel der Arbeit
Das Ziel der Arbeit liegt darin, fir Schizophrenie und/oder Bipolare Stérung genomweit
signifikante genetische Varianten (SNPs) bei phanotypisch gesunden Probanden auf
einen mdglichen Effekt auf den Kortex hin zu untersuchen.
Der Studienablauf wurde folgendermalen geplant:

1. Mit Hilfe des NHGRI Katalogs (Hindorff et al., 2009; Hindorff et al., 2010) aller

publizierten genomweiten Assoziationsstudien (Stand 20.04.2012) werden flr
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Schizophrenie und/oder Bipolare Stérung genomweit signifikante SNPs anhand
von speziellen Kriterien extrahiert.

2. Weiter wird von 107 gesunden Probanden sowohl venodses Blut entnommen als
auch T1-gewichtete dreidimensionale MRT-Aufnahmen des Gehirns erstellt.

3. Aus dem venosen Blut wird die darin enthaltene DNA extrahiert, und die
genomweit signifikanten SNPs mittels zweier unterschiedlicher lllumina® Bead-
Arrays (Omni Express und Omni1S) genotypisiert. Falls die signifikanten SNPs
von beiden Chips nicht erfasst werden bzw. technisch bedingt nicht ausgewertet
werden konnen, werden die Genotypen mit Hilfe von Sanger-Sequenzierung
nachgenotypisiert.

Zur gleichen Zeit wird der erworbene MRT-Datensatz mit der Software Freesurfer
prozessiert und darauffolgend die kortikale Dicke ermittelt und analysiert.

4. Probanden mit genetischen Unregelmaligkeiten, Zufallsbefunden in der kranialen
MRT oder technischen Problemen im Rahmen der Verarbeitung mittels Free-
surfer werden aus den darauffolgenden Schritten der Studie ausgeschlossen.

5. Fir alle ausgewahlten SNPs erfolgt ein Vergleich der kortikalen Dicke zwischen
zwei je nach Genotypkonstellation erstellten Gruppen der verbliebenen Proban-
den. Entsprechende Ergebnisse werden flr multiples Testen Kkorrigiert.

6. Mogliche signifikante Cluster werden je nach Lokalisation anhand des JuBrain-
Atlas (Zilles und Amunts, 2010) und zugrundeliegendem SNP beurteilt, in die
vorhandene Literatur eingeordnet und entsprechend interpretiert in Bezug auf
Schizophrenie und Bipolare Stérung. Bei einem Cluster handelt es sich hierbei
um einen zusammenhangenden Anteil der kortikalen Flache, die durch ihre
gemeinsame Signifikanz in Korrelation mit einem signifikanten SNP charakteri-

siert ist.

Sowohl die laborchemische Prozessierung und Auswertung als auch die kortikale

Dickenanalyse mittels Freesurfer erfolgte dabei persodnlich durch den Autor.
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2. Material
2.1 Probandenkollektiv

Im Rahmen dieser Studie wurden 107 Probanden unter dem Studiennamen ,Connect
100" am Institut fur Neurowissenschaften und Medizin (INM) des Forschungszentrums
Julich rekrutiert (Roski et al., 2014). Jedem Probanden wurde zur Anonymisierung eine
fortlaufende Nummer zugeteilt (Con1-Con107). Die Studie wurde vom Ethikkomitee des
Forschungszentrums geprift und als ethisch zu rechtfertigen akzeptiert. Die Untersuch-
ungen im Rahmen der Studie erfolgten auf der Grundlage der revidierten Deklaration
von Helsinki des Weltarztebundes und den entsprechenden gesetzlichen Grundlagen.
Alle Probanden erklarten sich nach eingehender Erlauterung der Forschungsziele und
ihrer personlichen Risiken einverstanden und gaben ihre schriftliche Einwilligung. Sie
waren europaischer Herkunft und wiesen eine weille Hautfarbe auf. Alle Probanden
waren rechtshandig, erfasst mit dem Edinburgh Handedness Inventory (Oldfield, 1971).
Sie wurden von einem Psychiater nach den Kriterien des Mini-Mental State Examination
Tests (MMSE) (Folstein et al., 1975) auf neurologische bzw. psychiatrische Erkran-
kungen hin untersucht. Dabei zeigte keiner Auffalligkeiten, die auf eine entsprechende
Erkrankung hinweisen kénnten (Mittelwert: 29,2 £ 1,0; Minimum: 27). Zusatzlich erfolg-
ten Tests zur Bestimmung von Aufmerksamkeit, Reaktionszeit, Prozessgeschwindigkeit
und motorischen Qualitaten, wobei sich ein signifikanter Verlust der Aufmerksamkeit,
der Prozessgeschwindigkeit und der motorischen Qualitaten mit zunehmendem Alter der
Probanden zeigte, entsprechend den allgemein erwarteten Veranderungen im Rahmen
eines normalen Alterungsprozesses.

Von allen 107 Probanden wurden neben weiteren MR-Sequenzen T1-gewichtete hoch-
aufldsende Schnittbilder mit Hilfe eines 3-Tesla Tim-Trio Ganzkorper-MRT-Scanners
von Siemens (Erlangen, Deutschland) erstellt. Die MRT-Schnittbilder wurden von einem
Neuroradiologen auf pathologische Zufallsbefunde hin kontrolliert, was zum Ausschluss
dreier Probanden von den weiteren Untersuchungen fihrte. Aufgrund genetischer
Unregelmaliigkeiten bei drei Probanden (siehe Abb. 10) und fehlerhafter Prozessierung
des MRT-Datensatzes mittels Freesurfer bei drei weiteren Probanden mussten somit
weitere sechs Probanden ausgeschlossen werden. Zur genaueren Erlauterung der

Grinde fur den Ausschluss siehe Tabelle 9 im Anhang bzw. Kapitel 4.1. Schlussendlich
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konnten somit insgesamt 98 Probanden in das weitere Untersuchungsprotokoll einge-
schlossen werden (siehe Tab. 1).

Die Probandengruppe bestand aus 45 Mannern und 53 Frauen im Alter von 22 bis 71
Jahren mit gleichmaRiger Altersverteilung. Das mittlere Alter betrug 47,2 Jahre mit einer
Standardabweichung von 13,8 Jahren. Die Jahre ihrer Ausbildung, als schulische, uni-
versitare und berufliche Tatigkeit lag zwischen 0 und 25 Jahren mit einer mittleren Aus-

bildungszeit von 14,6 Jahren mit einer Standardabweichung von 4,2 Jahren.

Tab. 1: Probandenkollektiv nach Ausschluss von insgesamt neun Probanden (aufgrund
pathologischer Zufallsbefunde im MRT-Datensatz, genetischer UnregelmaRigkeiten und
technischer Probleme wahrend des Prozessierungsprozesses der Software Freesurfer)

Studiensample

Gesunde Probanden 98
Geschlecht (mannl. / weibl.) 45/ 53
Handigkeit (links / rechts) 0/98
Durchschnittsalter (SD) 47,2 (13,8)

Durchschnittl. Ausbildungsjahre (SD) 14,6 (4,2)




26

Alter bei Rekrutierung
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O Relative Haufigkeit (mannl.) @ Relative Haufigkeit (weibl.)

Abb. 3: Altersverteilung mit Angabe der relativen Frequenzen flr jeweils beide Ge-
schlechter

2.2 Gerate

Autoklav Varioklav 135S, Thermo Electron GmbH, Ober-
schleissheim
D-150, Systec GmbH, Wettenberg

DNA-Verwaltung 2D CYPHER™ Tubes, ABgene, Thermo Scientific
2D CYPHER™ 1,2ml Cluster Tube Racks, ABgene,
Thermo Scientific
2D CYPHER™ SmartScan Solo, ABgene, Thermo
Scientific
SmartScan™ 96, ABgene, Thermo Scientific, Darm-
stadt

Eismaschine AF 100, Scotsman, Mailand, Italien
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Sub-Cell GT, Bio Rad, Minchen
Gel-Dokumentationssystem Gel doc XRS, Bio-Rad, Miunchen
BeadStation 500GX System, lllumina® Inc.

Elektrophoresekammern

Genotypisierungssysteme

Magnetruhrer
Mikrowelle

Pipettierhilfen

Photometer

Pipettierroboter

Power Supply

Reinstwasser-System

Schittler

Sequenzier-Automat

Thermocycler

Zentrifugen

Infinium Plus Whole-Genome Genotyping Starter-
Manual Option Package, lllumina®Inc., San Diego, CA,
USA

ARE, Velp Sientifica, Usmate, Italien

MW 9625, SEVERIN Elektro GmbH, Sundern
Multipette® plus, Eppendorf AG, Hamburg
Transferpette®, BRAND GmbH & Co. KG
Transferpette®-8, BRAND GmbH & Co. KG
Transferpette®-8/-12 electronic, BRAND GmbH & Co.
KG, Wertheim

Nano Drop ND-1000 UV-Vis Spektrophotometer, Peq
Lab

Nano Drop ND-8000 UV-Vis Spektrophotometer, Peq
Lab, Erlangen

Biomek NX-MC, Beckman/Coulter

Biomek NX-S8, Beckman/Coulter, Brea, CA, USA
PowerPac Basic™ Power Supply, Bio-Rad

PowerPac universal™ Power Supply, Bio-Rad,
Munchen

Milli-Q A10 Synthesis, Millipore, Darmstadt

Unimax 1010 / Polymax 1040, Heidholph, Schwabach
AB 3130XL, Applied Biosystems, Thermo Scientific,
Darmstadt

PTC 200, MJ Research

PTC 100, MJ Research, Watertown, MA, USA
Megafuge 1.0, Heraeus

Biofuge A, Heraeus

Biofuge fresco, Heraeus, Hanau

neolLab-Mini-Zentrifuge, Spectrafuge®, Heidelberg
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Vortexer Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, NY,
USA

2.3 Puffer, Lésungen und Reagenzien
* Genotypisierung
lllumina® Inc., San Diego,[0,1 N NaOH
CA, USA 10 mM Tris-HCI pH 8,0
1 mM EDTA

2-Propanol

* Reagenzien fur die DNA Gel-Elektrophorese

AppliChem, Darmstadt Agarose
Ethidiumbromid (C21H20N3Br) (10 mg/ml in aqua dest.)
Invitrogen, Karlsruhe 10 x TBE Puffer:

500 mM Tris (NH2C(CH,OH)3)
500 mM Borsaure

20 mM EDTA (C10H16N208), ph 8,0

Merck, Darmstadt Probenpuffer (BPB-Puffer):

10 x TBE

8 % Ficoll

0,01 % Bromphenolblau (C19H10Br4OsS)

* Reagenzien flr die Sequenzierung

Genecraft, Ludinghausen PCR reaction buffer complete10 x, extra

Nexttec, Leverkusen dNTPs
MgC|2




Langenstandards
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Invitrogen, Karlsruhe

100 bp DNA Ladder
1 kbp DNA Ladder

2.4 Enzyme

Polymerasen

Genecraft, Lidinghausen

BioTherm DNA Polymerase

Labomedic, Bonn

Hot Rescue Taq Polymerase

Quiagen®, Hilden

HotStarTaq Polymerase

2.5 Reaktionskits

DNA-Extraktion

PerkinElmer chemagen

Technol. GmbH, Baesweiler

Chemagen Magnetic Seperation Module |

Genotypisierung

lllumina® Inc., San Diego, CA,
USA

Golden Gate Kit
Infinium |l  Whole-Genome Genotyping Kit
HumanOmni Express BeadChip

Infinium Il Whole-Genome Genotyping Kit

HumanOmni1S BeadChip

mit

mit

Sequenzierung

Applied Biosystems, Thermo

Scientific, Darmstadt

BigDye Terminator v3.1

Sequencing Kit

Ready Reaction Cycle

Quiagen®, Hilden

Dye Ex 2.0

Roche, Munchen

High-Pure PCR-Product Purification Kit
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ABgene, Thermo Scientific,

Darmstadt

ABgene 2D CYPHER™ Pilot Databases
ABgene Smart Scan 96
ABgene Smart Scan Solo

Applied Biosystems, Thermo

Scientific, Darmstadt

3130x| Data Collection v3.0

Beckman-Coulter, Brea, CA,
USA

Biomek® Software 3.2

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Quantity One®

db SNP

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/SNP/

Ensembl Genome Browser

http://www.ensembl.org/index.htmi

FreeSurfer Software-Paket Version 5.1
Freesurfer-Wiki
(https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/fswiki)

HapMap http://www.hapmap.org
HaploView 4.0

llumina®Inc., San Diego, CA, | BeadScan

USA

BeadStudio 2.0

NCBI (National Center for
Biotechnology Information)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

NHGRI GWAS-Katalog

http:// www.genome.gov/gwastudies/

OMIM

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=0OMIM

Primer 3

http://frodo.wi.mit.edu/

SNP Annotation and Proxy
Search (SNAP)

http://www.broadinstitute.org/mpg/snap

UCSC Genome

Bioinformatics

http://genome.ucsc.edu




31

3. Methoden
3.1 NHGRI GWAS-Katalog

Unter Anwendung spezifischer Qualitatskriterien wurden die fur unser Projekt relevanten
SNPs zu Schizophrenie und Bipolarer Stérung aus dem National Human Genome
Research Institute (NHGRI) GWAS-Katalog selektiert.
Zu den Selektionskriterien gehdrten:

1. Genomweite Signifikanz mit einem p <5 x 10®

2. bei SNPs, die im LD zueinander stehen, wurde der weniger signifikante SNP aus

der Liste entfernt
3. Minor Allele Frequency (MAF) =210 %
4. nach erfolgter Genotypisierung keine allelabhangigen Gruppengrof3en mit weni-

ger als 12 Probanden

Alle SNPs, die diese Kriterien nicht erfullten, wurden bei unseren Probanden auch nicht
mittels Freesurfer auf eine je nach Genotypenkonstellation signifikante kortikale Dicken-
veranderung hin untersucht. Der NHGRI GWAS-Katalog (Stand 20.04.2012) (Hindorff et
al., 2009; Hindorff et al., 2010) enthielt 201 nominell primar mit Bipolarer Stérung und
171 nominell primar mit Schizophrenie assoziierte SNPs. Unter der Annahme, dass am
ehesten die genomweit signifikanten SNPs einen Effekt auf die Morphologie des Kortex
haben kdnnten, wurden alle nicht genomweit signifikanten SNPs ausgeschlossen. Da-
durch reduzierte sich die Anzahl von mit Bipolarer Stérung und/oder Schizophrenie
assoziierter SNPs auf insgesamt 40 (siehe Abb. 4 und Tab. 2). Die Zahl reduzierte sich
weiter auf 37 SNPs nach Ausschluss der SNPs, die in gegenseitigem LD miteinander
standen (sog. LD-pruning); hierbei wurde jeweils der SNP mit geringerer Signifikanz
ausgeschlossen. Nach Ausschluss aller SNPs mit einer MAF < 10 % aufgrund des
kleinen Probandenkollektivs und somit notwendiger Konzentration auf haufiger vorkom-
mende SNPs reduzierte sich die Anzahl der SNPs auf 29. Nach Ausschluss von Grup-
pen mit weniger als 12 Probanden zur Reduktion falsch-positiver Befunde verblieben
noch 17 SNPs, 11 davon primar mit Bipolarer Stérung und 8 davon primar mit Schizo-
phrenie assoziiert (siehe Abb. 4 und Tab. 3). Zwei SNPs sind dementsprechend sowohl
mit Bipolarer Stérung als auch mit Schizophrenie als genomweit signifikant assoziiert

worden.
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Das folgende FlieRRbild (Abb. 4) stellt die Vorgehensweise noch einmal bildlich dar.

Gwas-Katalog

genomweite
Signifikanz

(p=5,0x10%)

LD-pruning

by MAFZ10%

Gruppengrolde

(= 12 Probanden)

201 SNPs fiir BD == 40 SNPs === 37 SNPs =) 29 SNPs === 17 SNPs
171 SNPs fir SCZ BD: 11 SNPs

SCZ: 8 SNPs

Abb. 4: Ausschlusskriterien fur die Auswahl der mit Freesurfer zu untersuchenden

genomweit signifikanten SNPs und entsprechende Reduzierung der mit SCZ und/oder
BD assoziierter SNPs
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Tab. 2: Genomweit signifikante SNPs fur BD und/oder SCZ (Stand: 20.04.2012) mit Angabe zur
Originalarbeit, Signifikanzlevel, assoziierter Erkrankung, unmittelbar umgebendes Gen und
Risikoallel.

SNPs, die genomweite Signifikanz in Assoziation mit Bipolarer Storung und/oder Schizophrenie zeigten

Ergebnis der Originalstudie berichtet im NHGRI GWAS-Katalog, Stand 20.04.2012 (Hindorff et al., 2010)

Assoziierte
p-Wert  Studie Erkrankung Chrom Gen(e) SNP-Name - RA
1,00E-12 Chen DT et al., 2011 BD 3p22.2 TRANKT1, intergenic rs9834970 - C
1,00E-12 Stefansson H et al., 2009 SCZ 6p22.1 MHC, PRSS16, intergenic rs6932590 - T
2,00E-12 SCZ PGC, 2011 SCz 6p22.1 TRIM26, intron rs2021722 - C
7,00E-12 Yue WH et al., 2011 SCz 6p22.1 NKAPL, missense rs1635- G
1,00E-11  Yue WH et al., 2011 SCZz 11p11.2 TSPAN18, intergenic rs11038167 - A
2,00E-11 SCZ PGC, 2011 SCz 1p21.3 MIR 137, intergenic rs1625579 - T
1,00E-10 ShiY etal., 2011 SCz 8p11.23 LSM1, WHSC1L1, intron rs16887244 - A
2,00E-10 Chen DT et al., 2011 BD 2911.2 LMANZ2L, intron rs2271893 - G
2,00E-10 Stefansson H et al., 2009 SCz 6p21.32  MHC, NOTCH4, intron rs3131296 - G
3,00E-10 Chen DT et al., 2011 BD 3p21.2 Intergenic rs7618915-G
4,00E-10 Chen DT et al., 2011 BD 10921.2  ANKS3, intergenic rs4948418 - T
2,00E-09 Cichon S et al., 2011 BD 19p13.11  NCAN, UTR-3 rs1064395 - A
2,00E-09 Stefansson H et al., 2009 SCZ 11924.2 NRGN, intergenic rs12807809 - T
4,00E-09 Stefansson H et al., 2009 SCZ 18921.2 TCF4, intron rs9960767 - C
6,00E-09 Wang KS et al., 2010 BD +SCZ  9q33.1 ASTN2, intergenic rs11789399 - G
7,10E-09 Sklar P et al., 2011 BD 10921.2  ANK3 rs10994397 - T
7,40E-09 Rietschel et al., 2011 SCz 11p11.2 AMBRA1, intronic rs7112229 - C
8,00E-09 Chen DT et al., 2011 BD 1p31.1 PTGFR, intergenic rs4650608 - T
9,00E-09 Jiang Y und Zhang H, 2011 BD 16p12.2 NR, intron rs420259 - A
9,00E-09 Ferreira MA et al., 2008 BD 10921.2 ANKS3, intergenic rs10994336 - T
1,00E-08 Jiang Y und Zhang H, 2011 BD 6p21.33 NR, intron rs9378249 - G
1,00E-08 Purcell SM et al., 2009 SCz 6p22.1 MHC rs13194053 - T
1,00E-08 O'Donovan et al., 2008 SCz 2932.1 ZNF804A, intronic rs1344706 - T
1,00E-08 ShiY etal., 2011 SCz 1924.2 BRP44, DCAF®6, intron rs10489202 - A
2,00E-08 Baum AE et al., 2008 BD 13914.11  DGKH, intron rs1012053 - A
2,00E-08 Sklar P et al., 2011 BD 12p13.33 CACNAT1C, intron rs4765913 - A
2,00E-08 KernerB et al., 2011 BD 6927 RP11-252P19.1, intergenic  rs1039002 - T
2,00E-08 SCZ PGC, 2011 SCz 8p23.2 CSMD1, intron rs10503253 - A
2,00E-08 SCZPGC, 2011 SCZ 10g24.32 CNNM2, intron rs7914558 - G
2,80E-08 SCZ PGC, 2011 SCz 8921.3 MMP16 rs7004633 - G
2,90E-08 Green etal., 2012 BD 6925.2 SYNE1, intronic rs9371601 - T
3,00E-08 KernerB et al., 2011 BD 3p26.3 Intergenic rs2727943 - T
3,00E-08 SCZ PGC, 2011 SCz 10924.33 NT5C2, intron rs11191580 - T
3,00E-08 SCZ PGC, 2011 SCZz 18921.2 CCDC68, intergenic rs12966547 - G
3,10E-08 LiuY etal., 2011 BD 12p13.33 CACNA1C, intronic rs1006737 - A
4,00E-08 Sklar P etal., 2011 BD 11914.1 ODZ4, intron rs12576775 -G
4,00E-08 Wang KS et al., 2010 BD + SCZ 6915 GABRRT1, intergenic rs12201676 - C
4,00E-08 Huang J et al., 2010 BD Il 11p15.4 ADM, intergenic rs6484218 - A
5,00E-08 SCZ PGC, 2011 SCz 2q32.3 PCGEMT1, intergenic rs17662626 - A
5,00E-08 Willour VL et al., 2012 SMVinBD 2p25.3 Intergenic rs300774 -A*

Alle SNPs gelten als genomweit signifikante SNPs mit p < 5,00E-08. Die SNPs sind nach p-Wert geordnet.
Die folgenden Abkiirzungen werden verwendet: BD, Bipolare Stérung; SCZ, Schizophrenie; Chrom, chromosomal
band; RA, risk allele; SCZ PGC, Schizophrenia Psychiatric GWAS Consortium; SMV, Selbstmordversuch.

* Der assoziierte SNP auf 2p25 befindet sich in einem grolem LD-Block, der das Gen ACP1 (acid phosphatase 1)
umfasst, ein Gen, dessen Expression sich signifikant erhdht zeigt bei an BD-Erkr. mit erfolgtem Selbstmord.
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Tab. 3: Ausschlusskriterien (AK) nach Genotypisierung der fur BD und/oder SCZ
genomweit signifkanten SNPs mit Angabe der verwendeten Proxies, RAF, MAF und
Gruppenverteilungen je nach Genotypenkonstellation.

Mit Bipolarer Stérung und/oder Schizophrenie genomweit assoziierte SNPs (siehe Tab. 2), die in
unserer Studie genotypisiert wurden.

Originalstudie Aktuelle Studie

Assoziierte Rac/
p-Wert Erkrankung SNP-Name -RA AK  Proxy RAF MAF NonRac
1,00E-12 BD rs9834970 - C 0,53 0,47 77/21
1,00E-12 SCZ rs6932590 - T 3 0,70 0,30 90/8
2,00E-12 SCz rs2021722 - C 3 0,77 0,23 94/4
7,00E-12 SCZ rs1635 - G 2 0,99 0,01 98/0
1,00E-11 SCZ rs11038167 - A 2 0,99 0,01 98/0
2,00E-11 SCZ rs1625579 - T 3 rs1782810 0,82 0,18 95/3
1,00E-10 SCZ rs16887244 - A 3 0,71 0,29 89/9
2,00E-10 BD rs2271893 - G 3 0,28 0,28 89/9
2,00E-10 SCZ rs3131296 - G 3 0,82 0,18 95/3
3,00E-10 BD rs7618915 -G 3 0,67 0,33 92/6
4,00E-10 BD rs4948418 - T 2 0,09 0,09 16/82
2,00E-09 BD rs1064395 - A 0,19 0,19 31/67
2,00E-09 SCz rs12807809 - T 3 0,82 0,18 92/6
4,00E-09 SCZ rs9960767 - C 2 rs12327270 0,06 0,06 11/87
6,00E-09 BD + SCZ rs11789399 - G kgp3812820 0,48 0,48 73/25
7,10E-09 BD rs10994397 - T 3 0,09 0,09 16/80
7,40E-09 SCzZ rs7112229 - C 1 rs7951579 0,84 0,16 97/1
8,00E-09 BD rs4650608 - T 0,62 0,38 85/13
9,00E-09 BD rs420259 - A 3 0,78 0,22 92/6
9,00E-09 BD rs10994336 - T 1 0,09 0,09 15/83
1,00E-08 BD rs9378249 - G 2 0,08 0,08 12/86
1,00E-08 SCZ rs13194053 - T 1 0,80 0,20 95/3
1,00E-08 SCZ rs1344706 - T 0,61 0,39 80/18
1,00E-08 SCz rs10489202 - A 0,28 0,28 49/49
2,00E-08 BD rs1012053 - A 3 0,88 0,12 97/1
2,00E-08 BD rs4765913 - A 3 rs4765914 0,80 0,20 93/5
2,00E-08 BD rs1039002 - T 2 0,05 0,05 9/89
2,00E-08 SCZz rs10503253 - A 0,24 0,24 37/61
2,00E-08 SCz rs7914558 - G rs2275271 0,56 0,44 79/19
2,80E-08 SCZ rs7004633 - G 0,20 0,20 38/60
2,90E-08 BD rs9371601 -T rs70018 (r’=0.892) 0,43 0,43 65/33
3,00E-08 BD rs2727943 - T kgp6486973 0,14 0,14 25/73
3,00E-08 SCZ rs11191580 - T 2 rs11191560 0,92 0,08 96/2
3,00E-08 SCZ rs12966547 - G rs4309482 0,44 0,44 69/29
3,10E-08 BD rs1006737 - A rs2159100 0,31 0,31 53/45
4,00E-08 BD rs12576775 - G rs17138171 0,18 0,18 33/65
4,00E-08 BD + SCZ rs12201676 - C 0,32 0,32 54/44
4,00E-08 BDII rs6484218 - A 0,12 0,12 24/74
5,00E-08 SCZ rs17662626 - A 2 0,93 0,07 98/0
5,00E-08 SMVinBD rs300774 - A rs300797 0,18 0,18 30/68

Alle SNPs gelten als genomweit signifikante SNPs mit p < 5,00E-08. Die SNPs sind nach p-Wert geordnet.
Ausschlusskriterien: 1, LD-pruning mit r?=1; 2, Minor-Allele-Frequency mit < 10 %; 3, GruppengréRe (< 12).
Die folgenden Abkirzungen werden verwendet: BD, Bipolare Stérung; SCZ, Schizophrenie; Chrom,
chromosomal band; RA, risk allele; SMV, Selbstmordversuch; RAF, risk allele frequency; MAF,

minor allele frequency; Rac, risk allele carrier; NonRac, non risk allele carrier; AK, Ausschlusskriterien.
Proxy mit r’>=1 (wenn nicht anders bezeichnet) wurde verwendet fiir Genotypisierung von Connect100. In
diesen Fallen wurden die durch die Genotyp. erhaltenen Genotypen mittels Sanger-Sequenz. bestatigt.
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3.2 Kraniales MRT

Die Rekrutierung der 107 Probanden, die venose Blutentnahme, psychologische Tests
und schlussendlich das kraniale MRT wurden, wie bereits beschrieben, am Forschungs-
zentrum Julich durchgefiihrt. Die Probanden wurden hierbei mit Hilfe eines 3-Tesla MR-
Scanners von Siemens (Tim-Trio, Siemens Medical Systems, Erlangen, Deutschland)
und der entsprechenden Kopfspule untersucht. Hierbei wurden neben Sequenzen zur
morphologischen Untersuchung (T1w 3D-MPRAGE, T2w 3D-Space, T2w Flair) auch
diffusionsgewichtete Sequenzen eingesetzt (z. B. DTl mit 30/60 directions, HARDI),
welche Rulckschlisse auf den Verlauf groler Nervenfaserblindel erlauben. Die von uns
fur die Verwendung mit Freesurfer bendtigten dreidimensionalen T1-gewichteten Se-
quenzen besalien folgende Sequenzparameter: 176 Schichten, TR = 2,25 ms, TE =
3,03 ms, TI 900 ms, FOV 256 x 256 mm?, flip angle = 9°, Voxel-Auflésung 1 x 1 x 1 mm?®.

3.3 Grundlegende labortechnische Methoden

3.3.1 DNA-Extraktion aus Vollblut

Die fur die Analyse notwendige Nukleinsdure erhalt man durch die Extraktion aus
kernhaltigen Leukozyten der Probandenblutproben. Mithilfe von Ethylendiamintetra-
acetat (EDTA) wird die Koagulation der Blutproben verhindert. Hierbei wird durch diesen
Chelatbildner das in der Gerinnungskaskade notwendige Ca?* irreversibel komplexiert.
Die Extraktion ist mittels des von Chemagen entwickelten Chemagen Magnetic
Seperation Module | teils automatisiert. Positiv geladene ,Magnetic Beads" (magne-
tische Kigelchen) binden an die negativ-geladene DNA und ermdglichen somit die Auf-
reinigung. Zunachst massen die Zellkerne der Leukozyten gedffnet werden, um die darin
befindliche DNA zu mobilisieren. Dies erreicht man mithilfe eines Kernlysepuffers. Nun
kann die freigewordene DNA an die Beads binden und aus der zurlckgebliebenen
Losung aus Zelldetritus und anderen Blutbestandteilen enthommen werden. Weitere
Waschvorgange reinigen die DNA von ubrig gebliebenen Blutkomponenten wie Prote-
inen, Salzen, Thrombozyten oder sonstigen Zelltrimmern. Abschliel3end wird die gerei-
nigte DNA in TE™-Puffer (Tris-EDTA-L&sung) geldst.

3.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung isolierter DNA
Die nach Extraktion erhaltene DNA wird zur Qualitatskontrolle (Reinheit) und Quantitats-

bestimmung (Konzentration) photometrisch untersucht. Hierflr eignet sich das Nano-
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Drop ND-1000 Spektrophotometer mit der dazugehdrigen Software, welches bereits aus
einem Volumen von 1 pl der DNA-LOsung die oben beschriebenen Merkmale bestim-
men kann. Die Funktionsweise basiert auf der spezifischen UV-Absorption von Nuklein-
sauren und der dadurch gemessenen optischen Dichte (OD) der zu untersuchenden L6-
sung. Hierbei liegt das Absorptionsmaximum von nicht-DNA-Bestandteilen wie Prote-
inen, Salzen etc. bei einer Wellenlange von 280 nm. Das Absorptionsmaximum von
DNA liegt bei einer Wellenlange von 260 nm. Vor diesem Hintergrund und mit Hilfe der
gemessenen OD bei 260 nm lasst sich unter Anwendung des Lambert-Beerschen-
Gesetzes die Konzentration der DNA berechnen. Die Qualitat der DNA, also die Rein-
heit, wird anhand des Verhaltnisses der beiden optischen Dichten (OD2sp nm/OD280 nm)
bestimmt. Ein errechneter Wert von 1,7 - 1,8 qilt als akzeptabel, wobei ein Wert von 2,0

eine optimale DNA-Qualitat darstellt.

3.3.3 Die Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase-chain-reaction, PCR) ermdglicht die enzy-
matische in-vitro-Amplifikation von DNA-Abschnitten, deren flankierende Sequenzen auf
dem forward- und reverse-Strang bekannt sein miussen (Mullis und Faloona, 1987).
Hierbei kann durch sich wiederholende Zyklen eine exponentielle Vermehrung des zu
amplifizierenden DNA-Abschnitts erreicht werden. Ein PCR-Zyklus besteht typischer-

weise aus drei Schritten:

1. Denaturierung (ca. 96° C)
2. Anlagerung (Annealing) (45 - 65° C)
3. Elongation (72° C)

Im ersten Schritt findet im Rahmen der Hitze-Denaturierung bei ca. 96° C die Trennung
der beiden DNA-Strange durch Losen der Wasserstoffbrickenbindungen statt. Die hier-
durch entstandenen Einzelstrange dienen in den nachsten Schritten als Matrize (Vor-
lage) fur die Synthese neuer komplementarer DNA-Strange. Um die Anlagerung zu
starten, werden synthetische Oligonukleotide (Primer) bendétigt, die sich im Rahmen
dieses Schrittes spezifisch an die komplementare DNA-Region auf dem forward- und
reverse-DNA-Strang binden. Ein Primer stellt eine kurze DNA-Sequenz dar, die den zu

amplifizierenden DNA-Abschnitt flankiert. Er wird bendtigt, da die DNA-Polymerase, im
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Rahmen der Elongation, nur an einen DNA-Doppelstrang einzelne komplementare
Nukleotide binden kann. Bei der DNA-Polymerase handelt es sich um eine thermo-
stabile Tag-Polymerase, die pro Minute ca. 1.000 Nukleotide einbauen kann. Die
Synthese (Elongation) findet nur in 5 - 3’-Richtung statt, ausgehend von den 3’-OH-
Enden der Primer. Als Nukleotide fur die Elongation werden die vier Desoxynukleosidtri-
phosphate (dNTP) der vier Nukleotidbasen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und
Thymin (T) bendtigt.

Jeder Zyklus ermdglicht eine exponentielle Zunahme der PCR-Produkte. Neben der
ursprunglich eingesetzten DNA dienen auch die zunehmend entstehenden syntheti-
sierten DNA-Strange als Matrize fur die Amplifikation. Somit erhalt man bei einer typi-
schen Anzahl von 30 - 40 Zyklen eine 10°- 10’-fache Vermehrung des DNA-Abschnitts.
Letztlich folgt die Agarosegelelektrophorese, sie dient der Erfolgskontrolle und ermog-
licht zusatzlich die Grélienbestimmung von PCR-Produkten.

FUr das GielRen eines Agarosegels bendtigt man 4,8 g Agarose, die in 240 ml TBE-
Puffer geldst wird. Durch Erhitzen I6st sich die Agarose und es ensteht eine durchsich-

tige Losung. Nach Abkuhlen werden 24 ul Ethidiumbromid zugesetzt.

3.4 SNP-Genotypisierung
Bei diesem Projekt wurde die Genotypisierung mit Hilfe der Bead-Array Technologie der

Firma lllumina® durchgefiihrt.

3.4.1 Die lllumina® Omni Genotyping BeadChips

Bei dem HumanOmni Express BeadChip (siehe Abb. 5) handelt es sich um einen mehr
als 700.000 SNPs umfassenden Genotypisierungs-Chip, der zur Infinium HD-Familie ge-
hort. Die enthaltenen SNPs sind zum grofiten Teil tagSNPs aus allen drei HapMap Pha-
sen (I + 11 + 1ll), die auf Grund ihres hohen linkage disequilibrium (LD) eine grof3e Region
ihrer Umgebung abbilden kénnen. Hiermit wird ca. 91 % der Variation in europaischen
Samples abgedeckt, basierend auf den HapMap-Releases mit einer MAF > 5 %, aus-
gehend von r* > 0,8. Auf den OE-Chip kénnen 12 Proben aufgetragen werden. Es wird
200 ng DNA fur die Genotypisierung bendétigt.



38

Abb. 5: lllumina® Omni Express Genotyping BeadChip (mit 12 Kammern fir 12 Pro-
bandenproben) (lllumina®Inc., San Diego, CA, USA)

Der HumanOmni1S BeadChip (siehe Abb. 6) kann ca. 1,2 Millionen SNPs abbilden.
Auch er ist Teil der Infinium HD-Familie und kann in Kombination mit dem Omni Express
zu einer Erhdhung des Markerrasters auf ca. 1,9 Millionen SNPs verwendet werden. Die
mit dem Omni1S untersuchbaren SNPs stammen aus den ersten Veroéffentlichungen
des 1.000 Genomes Project und ermdglichen eine grof3e Abbildung von Varianten mit
einer niedrigen MAF von 2,5 %. Somit werden ca. 82 % der Variation in europaischen
Samples abgedeckt, basierend auf den HapMap-Releases mit einer MAF > 2,5 %, aus-
gehend von r? > 0,8. Auf den O1S-Chip kénnen 8 Proben aufgetragen werden. Auch
hier benétigt man 200 ng DNA fur die Genotypisierung.
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Abb. 6: lllumina® Omni1S Genotyping BeadChip (mit 8 Kammern fir 8 Probanden-
proben) (lllumina®Inc., San Diego, CA, USA)

3.5 Sequenzierung

Die bei der Microarray-basierten Genotypisierung technisch ausgefallenen SNPs wur-
den mittels der Methode nach Sanger und Coulson (1975) basierend auf der Kettenab-
bruchmethode nachsequenziert. Die Sequenzierung wurde mit dem BigDye v3.1 Ready

Reaction Cycle Sequencing Kit der Firma Applied Biosystems durchgefihrt.

Diese Form der Sequenzierung wird ermdglicht, indem mit Fluoreszenz-Farbstoff
markierte ddNTPs (Didesoxynukleosidtriphosphat) an DNA-Bruchstiicke angehangen
und dann in einem Kapillarsystem automatisch detektiert werden. Mittels PCR wird eine

ausreichende Menge an DNA-Templates hergestellt.
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Tab. 4: Einfacher PCR-Ansatz zur Sequenzierung mit Angabe der bendtigten Mengen
fur einen Reaktionsansatz

Reagenz Konzentration |Volumen
H.O 15,54 pl
10xPuffer + MgCl, 2,50 pl
Forward Primer 10 pmol/ul 1,00 pl
Reverse Primer 10 pmol/ul 1,00 pl
dNTPs je 1,25 mM 4,00 pl
DNA 20 ng/pl 1,00 pl
Taq Polymerase 5 U/ul 0,05 ul
Total 25,00 pl

Die PCR wird mittels eines MJR PTC 200 Thermocycler durchgefihrt. Das PCR-
Programm und die verwendeten Annealing-Temperaturen Ta sind:

- 94° C fur 3 min

- 94°Cfur30s

- TaA°Cfar30s 35 Zyklen

- 72°Cfur30s

- 72° C fur 5 min

- 12° C flr immer

Die Agarosegelektrophorese ermoglicht die Darstellung der PCR-Produkte und dient als
Kontrolle. Nur wenn eindeutige Banden nach der PCR im Agarosegel erkennbar sind,

kénnen diese Proben auch fur die Sequenzierung verwendet werden.

Die Aufreinigung erfolgt mittels des von Roche produzierten High Pure PCR Purification
Kits im Rahmen der entsprechenden Herstellerprotokolle. AnschlieRend kann mit den
aufgereinigten PCR-Produkten die eigentliche Sequenzierung erfolgen, das sog. Cycle
Sequencing. Mit Hilfe des DyeEx 2.0 Kit der Firma Quiagen werden nach der Cycle
Sequencing-Reaktion die Uberzahligen ddNTPs entfernt, um die Auslesung durch den
Laser nicht zu beeinflussen. Daraufhin werden die Proben in eine 96well-Platte Gberflhrt

und in einem ABI 3120XL Sequencer analysiert.
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3.6 Freesurfer-Arbeitsablauf

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ermoglicht die Software Freesurfer die Ober-
flachen-basierte Analyse des Kortex mit Hilfe von dreidimensionalen MRT-Datensatzen
des Gehirns. Durch die genaue Erfassung der kortikalen Oberflache und der Grenze
zwischen der grauen und weillen Substanz ist unter anderem eine Berechnung der
kortikalen Dicke mdglich (Fischl et al., 2009).

Die frei verfiUgbare Software Freesurfer wurde am ,Athinoula A. Martinos Center for
Biomedical Imaging" am Massachusetts General Hospital entwickelt und seitdem in
regelmafigen Abstdnden upgedatet. Sie ermdglicht das automatisierte Prozessieren
von dreidimensionalen T1-gewichteten MRT-Datensatzen des Gehirns zur Messung
unterschiedlicher struktureller Parameter, unter anderem der kortikalen Dicke, der korti-
kalen Oberflache und der Auspragung der kortikalen Faltung. Die erfassten Parameter
kénnen sekundar auf einer normalisierten Hirnoberflache fur Darstellungszwecke visua-

lisiert werden.

3.6.1 Rekonstruktion

Die Software ermoglicht durch automatisierte Normalisierung und darauffolgende Seg-
mentierung die Einteilung und Visualisierung der MRT-Bildinformationen in die kortikalen
und subkortikalen Strukturen.

Ausgehend von T1-gewichteten MRT-Daten, z. B. im DICOM-Format, deren Auflésung
moglichst 1 mm? betragen sollte, werden diese zunachst in das mgz-Format tberfiihrt,
welches Freesurfer nun weiter verarbeiten kann.

Im ersten Schritt der vom Algorithmus durchgefihrten Rekonstruktion findet nach der
automatisierten Reduktion der Bewegungsartefakte die Transformation des Datensatzes
in das Talairach-Koordinatensystem entsprechend des Talairach-Atlas von Jean
Talairach und Pierre Tournoux (,Co-Planar Stereotaxic Atlas of the Human Brain®, 1988)
statt. Dies stellt eine Ausrichtung der MRT-Daten entsprechend der Hauptstrukturen (z.
B. linkes und rechtes Cerebrum, Cerebellum, Hirnstamm), der Hirnlappen, der Gyri, der
weillen und grauen Substanz und der Brodmann-Areale dar. Hiermit wird eine
Vergleichbarkeit und somit auch erst eine Auswertbarkeit zwischen den verschiedenen
Gehirnen der Probanden erreicht. Darauffolgend werden Gehirn umgebende Strukturen

inkl. Schadel entfernt. Topologische Defekte werden automatisch korrigiert.
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Weiter erfolgt die Segmentierung in graue und wei3e Substanz durch die Bestimmung
der Grenzen zwischen diesen: Nach einer Intensitatsnormalisierung kann der Algorith-
mus die Grenzen zwischen der Pia mater und dem Ubergang zwischen weilker und
grauer Substanz anhand der Intensitatsunterschiede der Grauwerte festlegen (siehe
Abb. 7). Da der Verlauf der Grenzen zwischen diesen den Ausgang fur die strukturellen
Berechnungen darstellt, missen vor der weiteren Bearbeitung des Datensatzes durch
Freesurfer die von der Software vorerst festgelegten Grenzen visuell auf eine fehlerhafte
Segmentierung Uberpruft und falls notwendig manuell editiert werden. Wie bereits im
Kapitel 1.4.2 beschrieben wird nach der initialen Segmentierung der grauen und weil3en
Substanz und der liquorhaltigen Raume ein Dreiecksnetz (siehe Abb. 2) erstellt, um eine
Bestimmung der kortikalen Oberflache bzw. der Grenzflache zwischen der grauen und
weillen Substanz unterhalb der Voxelauflésung zu erméglichen (Fischl und Dale, 2000).
Diese Methode erlaubt es, letztendlich Dickenveranderungen im Submillimeter-Bereich
zu erfassen, welche im Rahmen des primaren MRT-Datensatzes nicht registriert werden
konnten.

Vor der Analyse der kortikalen Dicke ermdglicht die Software die Einteilung des Kortex
in seine Unterstrukturen (Fischl et al., 2004). Als letzter Schritt erfolgt die eigentliche Be-
rechnung der kortikalen Dicke, indem der kirzeste Abstand zwischen einem Punkt auf
der Pia mater und dem Ubergang zwischen grauer und weiler Substanz in beiden Rich-
tungen erfasst und dann gemittelt wird (Fischl und Dale, 2000). Bei den verwendeten
Punkten beider Grenzflachen handelt es sich dabei um die Eckpunkte (Vertices) des
vorbeschriebenen Dreiecksnetzes (siehe Abb. 8). Hierbei Uberziehen jeweils ca.
150.000 Vertices eine Hemisphare.

Beide Hirnhalften werden separat voneinander bearbeitet. Diese technische Methode
zur Berechnung der kortikalen Dicke wurde gegenlber einer manuellen Erfassung bei
Schizophrenie-Erkrankten validiert (Kuperberg et al., 2003), wobei sich die Ergebnisse
fur die durschnittliche Dicke und die entsprechende Standardabweichung sowohl bei
Patienten als auch bei gesunden Kontrollen stark ahnelten. Es zeigte sich eine kortikale

Ausdinnung beidseits temporal und prafrontal bei Schizophrenen gegentber Kontrollen.
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Die folgenden Abbildungen (Athinoula A. Martinos Center for Biomedical Imaging, 2011)
sollen die Vorgehensweise der Software Freesurfer bildlich veranschaulichen. Dabei

wurden diese durch mich zum besseren Verstandnis verandert:

Oberflache der Pia mater

Kortikale Oberflache
(piale Ansicht)

Grenze zwischen weiBer und grauer Substanz

Kortikale Oberflache
(subkortikale Ansicht)

Abb. 7: Links coronare Darstellung der automatisch erfassten Oberflache der Pia mater
(rote Linie) und der Grenze zwischen der grauen und weillen Substanz (gelbe Linie).
Rechts dreidimensionale Darstellung der Kortikalis, oben mit vollstandiger Darstellung
des Kortex (grin = Gyri), unten mit Blick auf die weilde Substanz bei fehlendem Kortex
(rot = Sulci) (modizifziert nach Athinoula A. Martinos Center for Biomedical Imaging,
2011).
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Kortikale Dicke (CT) - Messung

CT (in mm) piale Oberflache

WM/GM-Grenze

Abb. 8: Die eigentliche Messung der kortikalen Dicke: Hierbei wird die kurzeste
Verbindung zwischen der erfassten Pia mater (der aufleren Begrenzung) und der
Grenze zwischen der grauen und weilden Substanz in zwei Richtungen gemessen und
anschliefend gemittelt (rote Linie = Oberflache der Pia mater; blaue Linie = Grenze
zwischen grauer und weilRer Substanz; gelbe Linien = kortikale Dicke) (modifiziert nach
Athinoula A. Martinos Center for Biomedical Imaging, 2011).

3.6.2 Gruppenanalyse

Nach der Prozessierung der vorhandenen MRT-Datensatze der 98 Probanden war mit
Hilfe eines in Freesurfer integrierten Software-tools namens ,Qdec" ein Vergleich von
strukturellen Hirnveranderungen, in diesem Fall der kortikalen Dicke, zwischen zwei in
Abhangigkeit der Genotypenverteilung gebildeten Gruppen mdglich, um Ruickschlisse
auf potentiell signifikante Unterschiede zu ziehen.

Um Gruppenanalysen der bereits von Freesurfer fur jedes Individuum berechneten
Strukturparameter durchfiihren zu kdénnen, wurde ein verallgemeinertes lineares Model

(GLM = General linear model) erstellt. Um die kortikalen Dickenwerte auf dieses GLM-
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Modell zu Ubertragen, mussten die Daten Uber einen ersten Zwischenschritt von der
Freesurfer-Software auf ein spharisches Koordinatensystem Ubertragen werden. Als
zweiter Zwischenschritt musste der Datensatz daraufhin geglattet werden, in diesem Fall
unter Verwendung eines Gauss'schen Kernels von 10 mm. Das sogenannte
~omoothing" bezeichnet eine Methode zur Glattung eines Datensatzes, um wichtige An-
teile bei gleichzeitiger Reduktion der storenden Anteile, der sogenannten ,noise",
herauszuheben.

Das verallgemeinerte lineare Modell (GLM) ermdglichte es nun, kortikale Dickenver-
anderungen an jedem Vertex der Oberflache unter zwei Gruppen direkt miteinander zu
vergleichen. In diesem Fall wurden als Kovariablen das Geschlecht und das Alter der
Probanden mit in die Berechnung eingeschlossen, um entsprechende Effekte im Rah-

men von Gruppenunterschieden auszuschlief3en.

3.6.3 Statistische Auswertung

Durch die vielen Vertices, die die kortikale Oberflache und die Grenzflache zwischen der
grauen und der weillen Substanz beschreiben, besteht ein hohes Risiko, dass viele
Dickenmessungen zwischen zwei Gruppen sich zunachst allein zufallig als signifikant
unterschiedlich herausstellen. Um trotz multiplen Testens signifikante Ergebnisse zu
erhalten, muss eine entsprechende Korrektur erfolgen. In diesem Fall wurde die in der
Freesurfer-Software integrierte Monte Carlo-Simulation als statistische Methode zur
Identifikation ,wahrer Signifikanz" verwendet (Hagler und Sereno, 2006), welche auf
dem AlphaSim Algorythmus basiert (Ward, 2000). Dabei wurden 10.000 Iterationen der
Monte Carlo-Simulation durchgefiihrt, um das Risiko, Zufallsbefunde zu erheben, zu re-
duzieren. Mit Hilfe dieser Methode und einer anschlieBenden Clusteranalyse kénnen
schlussendlich zusammenhangende Cluster identifiziert werden, die Areale mit signifi-
kanten Dickenunterschieden in bestimmten anatomischen Regionen zwischen zwei Pro-
bandengruppen beschreiben. Das Signifikanzlevel der erhaltenen Cluster wird hierbei
mittels eines sogenannten CWP-Wertes (CWP = Cluster wise probability) angegeben.
Dieser Wert beschreibt die Wahrscheinlichkeit, ein Cluster der gleichen Grofle oder
grélker wahrend der Berechnung von signifikanten Clustern zu erhalten. Somit ist der

CWP-Wert gleichwertig mit dem Ublichen a-Signifikanzniveau von 0,05.
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Die sich letztendlich als signifikant herausgestellten Befunde mit kortikaler Dicken-
abnahme wurden darauffolgend auf den Kortex der entsprechenden Hirnhalfte kartiert
und nach den Kriterien des JuBrain-Atlas (Zilles und Amunts, 2010) anatomisch ein-
geordnet (siehe Kap. 4.2). Falls sich ein Befund in einer vom JuBrain-Atlas noch nicht
erfassten Region befand, wurde der Befund nach von Ecker (1869) und Creutzfeldt

(1983) vorgeschlagenen anatomischen Kriterien beschrieben.
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4. Ergebnisse

4.1 Genotypisierung

Die Genotypisierung der ausgewahlten genomweit signifikanten SNPs erfolgte zum
groen Teil mittels lllumina® SNP-Arrays. Wie bereits beschrieben wird bei der Chip-
Auslesung am Ende der Prozessierung mittels Laserlicht fir jeden SNP eine bestimmte

Fluoreszenzmarkierung erfasst und fir jede DNA-Probe dementsprechend eine Aus-

sage Uber die dazugehorigen Allele gemacht.

Drei Gruppen kommen dadurch zustande:

* Homozygot flr das Wildtyp-Allel AA
* Heterozygot AB
* Homozygot flr das Risiko-Allel BB

(A = Wildtyp-Allel; B = Risiko-Allel)
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Abb. 9: lllumina®Cluster Plot exemplarisch fiir den SNP rs1344706 (ZNF804A) mit Zuordnung des
entsprechenden Genotyps. Der Cluster Plot kann zur Qualitatskontrolle verwendet werden.
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Am Beispiel fir den SNP rs1344706 im Gen ZNF804A spiegelt ein sog. Cluster-Plot
(siehe Abb. 9) die Genotypenverteilung wieder. Anhand eines Cluster-Plots kann man
erkennen, ob eine eindeutige Zuordnung der gescannten Fluoreszenzen von jeder
Probe in die drei Gruppen mdglich war. Die farbigen Punkte sollten sich mdglichst in
den gleichfarbigen Ovalen befinden. Eine deutliche Abweichung der Punkte von den
Ovalen kann eine erschwerte Registrierung der Fluoreszenzmarkierung darstellen, wo-
durch moglicherweise keine eindeutige Einteilung in eine der drei Genotypgruppen mog-
lich war. Somit stellt der Cluster Plot u. a. eine visualisierte Qualitatskontrolle dar, mit
der man mdgliche ,outlier" (keinem Genotyp zuordnungsbar) identifizieren kann. In dem
in Abbildung 9 gezeigten Fall stellt sich jedoch eine nahezu optimale Situation dar, in der
weitgehend alle farbigen Punkte in den gleichfarbigen ovalférmigen Markierungen zu
finden sind. Jeder farbige Punkt stellt dabei eine untersuchte Probe dar.

Fur den SNP rs1344706 entspricht Thymin (T) dem Risikoallel. Insgesamt wurden 108
Proben untersucht (107 Probanden + 1 Qualitatskontrolle). Von den 108 Proben sind 20
homozygot fur das Wildtyp-Allel (AA), was bei diesem SNP dem Genotyp GG an der
entsprechenden Position entspricht. 47 Proben sind heterozygot (AB) mit dem Genotyp
TG und 41 Proben sind homozygot flr das Risiko-Allel (BB), was dem Genotyp TT
entspricht.

Fur die 40 genomweit signifikanten SNPs, soweit auf den SNP-Arrays reprasentiert,
wurden die entsprechenden Genotypen flr alle 107 Probanden extrahiert. Wie bereits
beschrieben wurden daraufhin unterschiedliche Kriterien angewandt, welche die SNP-
Anzahl auf 17 reduzierten (11 BD, 8 SCZ). Von den verbliebenen 17 SNPs wurden 8
SNPs mit Hilfe von Proxybeziehungen zu SNPs, die auf den SNP-Arrays reprasentiert
waren, genotypisiert. Bei 7 der 8 SNPs konnte jeweils ein Proxy mit r’=1 gefunden
werden. Bei einem SNP (rs9371601) wurde ein Proxy-SNP (rs70018) mit einem
r’=0,892 verwendet. In allen 8 Fallen, in denen Proxybeziehungen fiir eine Genotyp-
isierung genutzt wurden, schloss eine zusatzliche Sanger-Sequenzierung der 8 SNPs
eine falschliche Genotypenverteilung im Rahmen der proxybasierten genomweiten
Genotypisierung aus.

Von den 107 Probanden konnte eine erfolgreiche Genotypisierung aller 40 SNPs, in

Kombination der SNP-arrays mit der Sanger-Sequenzierung in 8 Fallen, erreicht werden.
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Im Rahmen der Auswertung der erfassten genetischen Daten wurden drei genetische
Ausreiler gefunden (siehe Abb. 10), die somit flur die folgenden Untersuchungen
ausgeschlossen werden mussten. Diese drei Probanden haben nach genetischen Kri-
terien keine rein europaische Herkunft und ihr Einschluss hatte die Ergebnisse verfal-
schen kénnen entsprechend den Kriterien des Studienprotokolls.

Neben den 3 Probanden, die aufgrund genetischer Unregelmaligkeiten aus dem
weiteren Studienprotokoll ausgeschlossen werden mussten, konnten, wie bereits unter
Kapitel 2.1 erlautert, 3 weitere Probanden aufgrund von Zufallsbefunden in den T1-
gewichteten Sequenzen des cMRT und 3 weitere Probanden aufgrund von technischen
Problemen bei der Bearbeitung ihres MRT-Datensatzes mittels Freesurfer nicht in den
weiteren Fortlauf der Studie eingeschlossen werden. Somit ergab sich eine Anzahl von

insgesamt 98 Probanden, deren Datensatze vollstandig ausgewertet werden konnten.



0.06 -

Multi-dimensional Scaling Analysis

.
Outlier

0.04

CON-036 Germany #
0.02:_ CON-004 Germany

L 4 -
CON-070 Germany ® @ CON-024 Germany <
® CON-071 Indonesia
:
’0

r ¥
-0.02
CON-050 Germany

> - - - r T T -
* 0.02 0.04 0.06 0.08 01 0.12 0.14 0.16
& ® CON-058 Turkish Father
"’-C ON-046 Eastern Europe

CON-072 Germany
CON-075 Germany * 4% CON-103 Germany
-0.02

® CON-051 Germany

-0.04 -

-0.08 1
@ CON-054 Germany

-01 -

Abb. 10: Multidimensionale Skalierungsanalyse (engl.: Multi-dimensional Scaling Analysis) der mit den lllumina® SNP-arrays erfassten
genetischen Daten. Die in roten Kasten abgegrenzten anonymisierten Probanden kdénnen aufgrund genetischer Inhomogenitaten im
Vergleich zum restlichen Kollektiv nicht in die weiteren Untersuchungen eingeschlossen werden, es handelt sich hierbei um sogenannte
Loutlier" (Ausreil3er).

IS




52

4.1.1 Erstellung von zwei Genotypgruppen
Zum Vergleich kortikaler Strukturunterschiede mit Hilfe der Software Freesurfer mussten
zwei Genotypgruppen geschaffen werden. Dabei sind zwei Gruppenkonstellationen

moglich:

* Risikoalleltrager (BB+AB) vs. Nichtrisikoalleltrager (AA)
* homozygot flr das Risikoallel (BB) vs. heterozygot + Nichtrisikoalleltrager
(AB+AA)

Beide Gruppenkonstellationen sind bei der Untersuchung mittels Freesurfer in der Lite-
ratur zu finden. Im Rahmen unseres Studienprotokolls wurde entschieden, Risikoallel-
trager mit Nichtrisikoalleltragern zu vergleichen (BB+AB vs. AA). Dabei geht man
davon aus, dass bereits ein mit einer Erkrankung assoziiertes Allel zu einer Veran-
derung der Genexpression und somit moglicherweise auch zu einer kortikalen Dicken-

anderung, wenn auch geringeren Ausmaldes (Schultz et al., 2011), fuhren kann.

4.2 Freesurfer-Auswertung

Fir die 17 ausgewahlten SNPs wurden, nach erfolgter Prozessierung des MRT-Daten-
satzes aller 98 Probanden, die entstandenen Gruppen je nach Genotypkonstellation mit
Freesurfer analysiert. Dabei wurden Geschlecht und Alter als Kovariate eingeschlossen.
Nach erfolgter Monte Carlo-Simulation mit 10.000 Iterationen (siehe Kap. 3.6.3) zum
Ausschluss falsch-positiver Ergebnisse konnten bei sieben SNPs teils mehrere zusam-
menhangende signifikante Cluster gefunden werden. In allen Fallen fand sich in diesen
Clustern eine kortikale Dickenabnahme bei den Risikoalleltragern im Vergleich zu den
Nichtrisikoalleltragern.

Die folgende Tabelle 5 stellt die SNPs, die Gruppenkonstellationen, die betroffene
Hemisphare, die von der kortikalen Dickenveranderung betroffenen Regionen, die

Cluster-GroRe und das entsprechende Signifikanzlevel dar.



Tab. 5: SNPs mit nach deren Genotypenkonstellation innerhalb des Probandenkollektivs erreichter Signifikanz. Die erhaltenen Cluster

zeigen dabei jeweils eine Dickenminderung des Kortex bei den Risikoalleltragern.

Genetische Risikovarianten mit Effekt auf die Kortikale Dicke in gesunden Probanden

Geninformationen

Clusteranalysen-Resultate

Néachstgelegenes Gen Hemis- Flache  Max
oder Transkript SNP, RA RAC vs. NonRAC phére Signifikanter Unterschied in ROl  Dickeninderungen (mm?) p-Wert CWP
CNTN6-CNTN4; rs2727943, T TT + TC (25) vs. CC (73) Re lateral occipital, cuneus, lingual gyrus RAC <<NonRAC 3.210,75 2,70E-05 1,00E-04
intergenic Li superior parietal, precuneus (in allen ROIs) 2.805,64 4,60E-04 1,00E-04
Li lateral occipital 2.659,73 7,00E-04 1,00E-04
Re inferior temporal 1.064,05 2 00E-04 1,10E-02
ADM; intergenic rs6484218, A AA+AG (24) vs. GG (74) Li superior parietal, precuneus, cuneus RAC <<NonRAC 4.721,67 1,30E-06 1,00E-04
Li intraparietal sulcus, inferior parietal (in allen ROIs) 1.062,40 8,10E-05 8,40E-03
Re parahippocampal gyrus 929,84 8,30E-05 2,90E-02
Li lateral occipital, lingual gyrus 861,78 1,80E-03 3,30E-02
Re precentral gyrus 873,06 6,70E-05 4,20E-02
ZNF804A; intron rs1344706, T TT + TG (80) vs. GG (18) Re  superior temporal RAC << NonRAC 1.498,95 1 40E-04 7,00E-04
SH3YL1; intergenic rs300774, A AA + AC (30) vs. CC (68) Re precuneus RAC << NonRAC 1.341,74 6,80E-04 1,40E-03
Re lateral occipital, fusiform gyrus (in allen ROIs) 1.134,06 1,40E-03 6,70E-03
Li  superior frontal 1.004,03 9,90E-04 1,30E-02
CSMD1; intron rs10503253, A AA + AC (37) vs. CC (61) Re posterior cingulate, precuneus RAC << NonRAC 1.029,15 2 30E-04 1,40E-02
iﬁg?gi’:il'GABRRz rs12201676, C CC + CT (54) vs. TT (44) Re postcentral, rostral superior parietal RAC << NonRAC 926,88 7,40E-04 2,90E-02
ODZ4; intron rs12576775, G GG + GA (33) vs. AA (65) Re precuneus RAC << NonRAC 873,91 7,30E-04 4,20E-02

Befunde sind nach CWP-Wert geordnet.

Folgende Abkirzungen werden verwendet: RA, Risikoallel; RAC, Risikoalleltrager; NonRAC, Nicht-Risikoalleltrager; Re, Rechts; Li, Links; ROI, Region-of-Interest;

Flache, Oberflache des Clusters; Max p-Wert, gibt den p-Wert des Vertex mit der hdchsten Signifikanz innerhalb des Clusters an;

CWHP, clusterwise p-value (Generelles lineares Modell mit Alter und Geschlecht als Kovariate, korrigiert fir multiples Testen)

€S
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4.2.1 Detaillierte Darstellung der Ergebnisse
In den jeweils dazugehdrigen Abbildungen (Abb. 11-17) werden die signifikanten Cluster
zu Darstellungszwecken auf der pialen Oberflache eines standardisierten dreidimen-

sionalen Gehirnmodells demonstriert.

1. rs27272943 (CNTN6-CNTN4)

Bei dem SNP rs2727943 handelt es sich um einen intergenischen SNP in naher Umge-
bung zu dem Gen CNTN6-CNTNA4. 25 Risikoalleltrager wurden mit 73 Nicht-Risikoallel-
tragern verglichen bzgl. ihrer kortikalen Dicke. Dabei ergaben sich vier signifikante Clus-
ter, jeweils zwei in beiden Hemispharen, mit einer entsprechenden kortikalen Dickenab-
nahme.

In der rechten Hemisphare fand sich das signifikanteste Cluster mit einer CWP= 1 x 10,
welches sich Uber einen Anteil des lateralen Occipitallappens, den dorsalen Cuneus und
den dorsalen Gyrus lingualis erstreckt. Mit einer GroRe von 3.210,75 mm? stellte es fiir
diesen SNP das grofte Cluster dar. Die durchschnittliche Dicke des Kortex betrug in
dem Cluster flr die RAC 1,913 mm und fir die NonRAC 2,074 mm, das entsprach
einem Dickenunterschied von 7,76 %.

In der linken Hemisphére lag ein signifikantes Cluster mit einer CWP = 1 x 10 mit den
groften kortikalen Dickenunterschieden im superioren Parietallappen und im Precuneus.
Es hatte eine GroRe von 2.805,64 mm?. Die durchschnittliche kortikale Dicke im Bereich
des Clusters betrug fur die RAC 2,24 mm und fir die NonRAC 2,408 mm, einem Dicken-
unterschied von 6,98 % entsprechend.

Ein weiteres signifikantes Cluster in der linken Hemisphére mit einem CWP = 1 x 10*
zeigte sich zum grofdten Teil im lateralen Occipitallappen und hatte eine Grofle von
2.659,73 mm?. Der Durchschnitt der kortikalen Dicke betrug fur die RAC 2,14 mm und
fur die NonRAC 2,307 mm, somit bestand ein Dickenunterschied von 7,24 %.

Im rechten inferioren Temporallappen fand sich das letzte signifikante Cluster mit einem
CWP = 1,1 x 10 und mit einer GroRe von 1.064,05 mm?. Der Dickenunterschied lag in
diesem Cluster bei 10,29 % bei einer durchschnittlichen kortikalen Dicke des Kortex bei
den RAC von 3,05 mm und bei den NonRAC von 3,4 mm.
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Abb. 11: Signifikante Cluster fir SNP rs2727943 (CNTN6-CNTN4)
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2. rsb6484218 (ADM)

Der SNP rs6484218 liegt intergenisch in Umgebung zu dem Gen ADM. Die kortikale
Dicke wurde verglichen zwischen 24 Risikoalleltragern und 74 Nicht-Risikoalleltragern.
Im Rahmen der Freesurfer-Analyse ergaben sich flnf signifikante Cluster, wovon drei in
der linken und zwei in der rechten Hemisphare lagen.

In der linken Hemisphare stellte sich das gréfte signifikante Cluster flr diesen SNP dar
mit einem CWP = 1 x 10, dessen Hauptanteile im superioren Parietallappen, dem Pre-
cuneus und dem Cuneus lagen. Es hatte eine GréRe von 4.721,67 mm?. Die durch-
schnittliche Dicke fur das Cluster betrug bei den RAC 1,932 mm und bei den NonRAC
2,092 mm, somit ergab sich ein Dickenunterschied von 7,65 %.

Ein weiteres signifikantes Cluster in der linken Hemisphare schloss Teile des intra-
parietalen Sulcus und des inferioren Parietallappen ein mit einem CWP = 8,4 x 10 und
einer Grofe von 1.062,4 mm?. Hierbei betrug die durchschnittliche Dicke bei den RAC
2,008 mm und bei den NonRAC 2,168 mm, einem Dickenunterschied von 7,38 %
entsprechend.

In der rechten Hemisphare stellte sich im Bereich des Gyrus parahippocampalis ein
signifikantes Cluster dar mit einem CWP = 2,9 x 10 und einer GréRe von 929,84 mm?.
Hierbei ergab sich eine durchschnittliche kortikale Dicke in dem Cluster flr die RAC von
2,558 mm und fur die NonRAC von 2,793 mm, der Dickenunterschied machte 8,41 %
aus.

In der linken Hemisphare befand sich im lateralen Okzipitallappen und im Gyrus lingualis
ein Cluster mit einem CWP = 3,3 x 102 und einer GréRe von 861,78 mm?. Der
Dickenunterschied betrug 9,04 % bei einer durchschnittlichen kortikalen Dicke fur die
RAC von 1,962 mm und fur die NonRAC von 2,157 mm.

Das Cluster mit niedrigster Signifikanz flr diesen SNP fand sich im rechten Gyrus prae-
centralis mit einem CWP = 4,2 x 10 und einer GroRe von 873,06 mm?. Durchschnittlich
betrug die kortikale Dicke bei den RAC 2,176 mm und bei den NonRAC 2,374 mm,

einem Dickenunterschied von 8,34 % entsprechend.



occipital

Abb. 12: Signifikante Cluster fir SNP rs6484218 (ADM)




58

3. rs1344706 (ZNF804A)

Der SNP rs1344706 liegt intronisch in unmittelbarer Umgebung zu dem Gen ZNF804A.
80 Risikoalleltrager wurden mit 18 Nicht-Risikoalleltragern verglichen. Das dazugehorige
signifikante Cluster fand sich im superioren Temporallappen und hatte einen CWP = 7 x
10 bei einer GroRe von 1.498,98 mm?. Die durchschnittliche Dicke ergab bei den RAC
2,916 mm und bei den NonRAC 3,158 mm mit einem Dickenunterschied von 7,66 %.
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Abb. 13: Signifikantes Cluster flir SNP rs1344706 (ZNF804A)
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4. rs300774 (SH3YLT)

Der SNP rs300774 ist intergenisch in Nahe zum Gen SH3YL1 gelegen. 30 Risikoallel-
trager wurden in der Freesurfer-Analyse mit 68 Nicht-Risikoalleltragern verglichen.
Dabei wurden drei signifikante Cluster gefunden, zwei in der rechten Hemisphare und
eins in der linken Hemisphare. Ein signifikantes Cluster in der rechten Hemisphare lag
mit dem signifikantesten Anteil im Precuneus mit einem CWP = 1,4 x 10 und einer
GroRe von 1.341,74 mm?. Der Dickenunterschied maR 7,70 % bei einer durchschnitt-
lichen kortikalen Dicke bei den RAC von 1,845 mm und bei den NonRAC von 1,999 mm.
Ein weiteres signifikantes Cluster in der rechten Hemisphare fand sich hauptsachlich im
lateralen Okzipitallappen und im Gyrus fusiformis. Es zeigte sich ein CWP = 6,7 x 10
bei einer GroRe von 1.134,06 mm?. Die durchschnittliche kortikale Dicke in dem Cluster
betrug fur die RAC 2,252 mm und fur die NonRAC 2,435 mm, einem Dickenunterschied
von 7,52 % entsprechend.

In der linken Hemisphare zeigte sich das am wenigsten signifikante Cluster im
superioren Frontallappen mit einem CWP = 1,3 x 10 und einer GroRe von 1.004,03
mm?. Der Dickenunterschied lag bei 6,29 % bei einer kortikalen Dicke fiir die RAC von
2,429 mm und fur die NonRAC von 2,592 mm.
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Abb. 14: Signifikante Cluster fur SNP rs300774 (SH3YL1)
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5. rs10503253 (CSMDT)

Der SNP rs10503253 liegt in einem Intron mit dem Gen CSMD1 in naher Umgebung. 37
Risikoalleltrager wurden bzgl. der kortikalen Dicke mit 61 Nicht-Risikoalleltragern
verglichen. Dabei ergab sich ein signifikantes Cluster in der rechten Hemisphare vor-
wiegend im posterioren Gyrus cinguli und im Precuneus liegend mit einem CWP = 1,4 x
10 und einer GroRe von 1.029,15 mm?. Die kortikale Dicke betrug in dem Cluster bei
den RAC 2,741 mm und bei den NonRAC 2,904 mm. Der Dickenunterschied lag hierbei
bei 5,61 %.

p<0,05 p<0,001

CT-Abnahme

Abb. 15: Signifikantes Cluster fur SNP rs10503253 (CSMD1)
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6. rs12201676 (GABRR1-GABRR?2)

Der SNP rs12201676 liegt intergenisch in Umgebung zu dem Gen GABRR1-GABRR?2.
54 Risikoalleltrager wurden mit 44 Nicht-Risikoalleltragern verglichen. Ein signifikantes
Cluster wurde im Gyrus postcentralis und rostralen superioren Parietallappen gefunden.
Das Cluster hatte einen CWP = 2,9 x 10 und eine GroéRe von 926,88 mm?. Der Dicken-
unterschied lag bei 7,57 % bei einer durschnittlichen kortikalen Dicke in dem Cluster fur
die RAC von 1,856 mm und fir die NonRAC von 2,008 mm.
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Abb. 16: Signifikantes Cluster fur SNP rs12201676 (GABRR1-GABRR?2)
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7. rs12576775 (ODZ4)

Der intronische SNP rs12576775 liegt in Umgebung zu dem Gen ODZ4. 33 Risikoallel-
trager wurden mit 65 Nicht-Risikoalleltragern verglichen. Dabei stellte sich ein signifikan-
tes Cluster mit (iberwiegender Lage im Precuneus dar und einem CWP = 4,2 x 10 mit
einer GroRe von 873,91 mm?. Es ergab sich ein Dickenunterschied von 5,63 % bei einer
durchschnittlichen kortikalen Dicke in dem Cluster fur die RAC von 2,077 mm und fur die
NonRAC von 2,201 mm.

p<0,05 p<0,001

mediooccipital

CT-Abnahme

Abb. 17: Signifikantes Cluster flir SNP rs12576775 (ODZ4)



Risikovarianten fir BD

rs2727943 (CNTN6-CNTN4)
rs6484218 (ADM)

rs300774 (SH3YL1)

rs2727943 (CNTN6-CNTN4)
rs6484218 (ADM)

rs300774 (SH3YL1)

rs12201676 (GABRR1-GABRR2)

rs12576775 (ODZ4)

occipital

RH rs1344706 (ZNF804A)

rs10503253 (CSMD1)

rs12201676 (GABRR1-GABRR?2) d

p<0,05 p<0,001

lateral CT-Abnahme frontal medial

Abb. 18: Zusammenfassung der Ergebnisse der Korrelationen zwischen kortikalen Dickenveranderungen und Genotypenverteilung
bezlglich der Assoziation mit BD und SCZ. Dabei wird die Signifikanz der erhobenen Ergebnisse farblich dargestellt (zunehmend von
rot nach gelb). Darstellung der Hirnoberflache im ,inflated view" zur verbesserten Darstellung der Ausdehnung unserer Befunde.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden 107 gesunde Probanden sowohl genetisch als auch
kernspintomographisch untersucht. Nach Vortests verblieben die genetischen und tomo-
graphischen Datensatze von 98 Probanden, die miteinander verglichen werden konnten,
eingeteilt in zwei Gruppen, namlich Risikoalleltrager (BB vs. AB) und Nicht-Risikoallel-
trager (AA). Genetisch untersucht wurden 40 fir BD und/oder SCZ genomweit
signifikante SNPs, der Gruppenvergleich wurde letztlich fur 17 SNPs durchgefihrt.
Dabei fanden sich bei 7 von 17 fur BD und/oder SCZ genomweit signifikanten SNPs
signifikante kortikale Dickenunterschiede, namlich Verminderungen der kortikalen Dicke,
in einer oder beiden Hirnhemispharen im Vergleich von gesunden Risikoalleltragern mit
Nicht-Risikoalleltragern (siehe Kap. 4). Dabei ist dies, nach unserem Wissen, die erste
Studie, die einen Studienaufbau mit systematischer Auswahl der zu untersuchenden
SNPs (siehe Abb. 4), Analyse der kortikalen Dicke mittels Freesurfer und darauf-

folgender Korrelation dieser Parameter miteinander gewahlt hat.

In den folgenden Abschnitten sollen zunachst neuroanatomische, genetische und
Genomic Imaging-Vorbefunde, jeweils fir SCZ und/oder BD, aufgezeigt werden.
Daraufhin erfolgt eine kritische Betrachtung der von uns angewandten Methoden, wie z.
B. die SNP-Auswahl, die Gruppengrdlie und -verteilung und die Software Freesurfer. Im
Weiteren werden die Lokalisationen der gefundenen signifikanten Cluster anatomisch
und funktionell eingeordnet und in den derzeitigen wissenschaftlichen Kontext gestellit.
AbschlieRend wird exemplarisch fur einen SNP (rs1344706 - ZNF804A), dessen
Bedeutung in der Literatur am besten belegt ist, eine genauere Interpretation der

Ergebnisse erfolgen.

5.1 Einordnung in die Literatur

5.1.1 Neuroanatomische Vorbefunde:

Fur Patienten mit SCZ und/oder BD gibt es zahlreiche neuroanatomische Studien ohne
genetisches Korrelat, die zeigen konnten, dass sich bei diesen Erkrankten im Vergleich

zu Gesunden signifikant haufiger eine alterierte Neuroanatomie nachweisen lasst.
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Dies betrifft eine Reihe anatomischer Merkmale, die mittels MRT und geeigneter
Auswertungssoftware erfasst und analysiert werden kénnen.

Exemplarisch haben Doring et al. (2011) 27 Patienten mit Bipolarer Stérung und 40
gesunde Probanden untersucht und ein signifikant niedrigeres Hippocampus-Volumen
bei den Patienten festgestellt. Dies ist insofern interessant, als dass der Hippocampus u.
a. dafur zustandig ist, emotional relevante Daten in den deklarativen Speicher zu
Ubertragen (Doring et al., 2011). Zusatzlich ist der Hippocampus Teil unseres Beloh-
nungssytems (Vanni-Mercier et al. 2009) mit Dopamin als dazugehérigem Botenstoff.
Nesvag et al. (2013) haben an 207 Schizophrenie-Erkrankten und 206 Gesunden eine
Studie zur kortikalen Faltung durchgefiihrt und gefunden, dass die kortikale Faltung bei
Schizophrenie-Erkrankten links prazentral, rechts temporal und im Bereich des rechten
Precuneus reduziert war. Die kortikale Faltung oder Gyrierung wird wahrend der
embryonalen bzw. fetalen Entwicklung festgelegt, somit entsteht moglicherweise schon
wahrend dieser Phase eine entsprechende Pradisposition, die erst spater relevant wird.
Rimol et al. (2012) fanden bei 173 an Schizophrenie-Erkrankten und 139 an Bipolarer
Stoérung-Erkrankten im Vergleich mit 207 gesunden Probanden ausgepragte Verminde-
rungen des kortikalen Volumens, jeweils anteilig alle Lobi betreffend, vor allem bedingt
durch eine Reduktion der kortikalen Dicke.

Neben Rimol et al. (2012) gab es weitere Studien, die eine Reduktion der kortikalen
Dicke sowohl bei Schizophrenie als auch bei Bipolarer Stérung beschrieben:

Die Studie von Schultz et al. (2010a) war dabei die erste Oberflachen-basierte Studie,
die den gesamten Kortex bei Schizophrenen mit erster Episode untersuchte; die Autoren
fanden dabei eine signifikante Ausdinnung des Kortex prafrontotemporal, im anterioren
Cingulum und in parietalen Arealen. Eine weitere Studie von Schultz et al. (2010b)
zeigte bei schon langer an Schizophrenie-Erkrankten eine diffuse kortikale Ausdinnung,
die den dorsolateralen prafrontalen Kortex, den lateralen temporalen Kortex, den Pre-
cuneus und den Gyrus lingualis betraf.

Ehrlich et al. (2012) untersuchten 131 Schizophrene und 138 gesunde Probanden und
konnten eine Korrelation zwischen kognitiven Defiziten und regionaler kortikaler Ausduin-

nung, z. B. im rechten mittleren und superioren Temporallappen, nachweisen.
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Lyoo et al. (2006) beschrieben bei 25 an Bipolarer Stérung-Erkrankten im Vergleich zu
21 Gesunden eine signifikante kortikale Ausdinnung, u. a. in mehreren prafrontalen
Kortices.

Besonders aussagekraftig ist die Meta-Analyse von Ellison-Wright und Bullmore aus
dem Jahre 2010:

In dieser wurden systematisch voxel-basierte Studien, die Veranderungen der grauen
Substanz des gesamten Hirns bei Patienten mit SCZ oder BD untersuchten und diese
Veranderungen mittels dreidimensionaler Koordinaten stereotaktisch codierten, einge-
schlossen. Letztlich wurden, nach Anwendung von Exklusionskriterien, 42 SCZ-Studien
mit 2.058 Patienten und 2.131 Kontrollen und 14 BD-Studien mit 366 Patienten und 497
Kontrollen in die Meta-Analyse inkludiert.

Dabei wurde in 13 der 14 Studien zur Neuroanatomie von Patienten mit Bipolarer
Stoérung insbesondere eine Abnahme der grauen Substanz festgestellt, vorwiegend in
der rechten und linken Insel und im anterioren Cingulum. Einzelne Befunde, die eine
Zunahme der grauen Substanz beschrieben, zeigten sich in der Meta-Analyse als nicht
konsistent.

Alle 42 Schizophrenie-Studien wiesen insbesondere eine Abnahme der grauen Sub-
stanz nach, vor allem in beiden Inseln und sich weiter ausdehnend in den DLPFC, den
superioren temporalen Kortex, den Thalamus, das anteriore und posteriore Cingulum
und den medialen Gyrus frontalis. In der Meta-Analyse stellte sich bei den Schizo-
phrenie-Studien jedoch auch eine kortikale Dickenzunahme, die den rechten Globus
pallidus und den linken Nucleus caudatus betraf, als konsistent dar.

Insgesamt war die Abnahme der grauen Substanz ausgepragter bei den Schizophrenen
als bei den Bipolaren, die betroffenen Regionen Uberlappten sich dabei in grol3en

Anteilen.

Zusammenfassend zeigt die genannte Literatur, dass sich bereits in ,case-control"-
Designs mit schizophrenen oder bipolaren Patienten im Vergleich zu gesunden Pro-
banden sowohl kortikale Dickenabnahmen als auch Volumenabnahmen des Kortex und
des Hippocampus oder eine Abnahme der grauen Substanz nachweisen lassen.

Diese Veranderungen der Endophanotypen fir die beiden Krankheitsbilder bestatigen
die Annahme von Bassett und Bullmore (2009), Horn et al. (2009) und Hugdahl et al.
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(2009), die davon ausgingen, dass Funktionsstérungen auch mit entsprechenden
Strukturveranderungen der beteiligten Hirnabschnitte einhergehen. Mit dem Wissen,
dass bestimmte Risikogene sowohl mit der Schizophrenie als auch der Bipolaren
Stoérung assoziiert sind (International Schizophrenia Consortium et al., 2009; Moskvina
et al.,, 2009), kann man schlielen, dass die Dysfunktion bestimmter Gene mit einer
Veranderung des Endophanotyps, in diesem Fall des Kortex, einhergehen. Anatomische
Alterationen als Veranderungen der kortikalen Strukturen kénnen Ursache einer ge-
storten Funktion des neuronalen Netzwerkes sein, was wir als schizophrene oder bi-

polare Verhaltensmuster wahrnehmen.

5.1.2 Genetische Vorbefunde:

Wie bereits im Kapitel 1.2 beschrieben ermoéglichen GWAS einen vorbekannten Phano-
typ mit bestimmten Haplotypen (bzw. Allelen) zu assoziieren. Von genomweit signifi-
kanten SNPs flr eine Erkrankung erwartet man einen krankheitsverursachenden Effekt.
Dabei hat der genomweite Ansatz den Vorteil, dass das gesamte Genom und nicht
vorausgewahlte Varianten bzw. Gene untersucht werden und somit die Analyse auch
unerwartete Gene als mogliches Risikogen zum Vorschein bringen kann, er wird
deshalb auch als ,hypothesenfrei" bezeichnet (Hirschhorn und Daly, 2005). Allerdings
werden, trotz grol3er technischer Fortschritte in den letzten Jahren, vor allem haufige
Haplotypen mit einem Phanotyp assoziiert, seltenere Varianten bleiben unentdeckt.
Aulerdem wird keine direkte Kausalitat zwischen Gen und Erkrankung, sondern nur
eine Korrelation zwischen Polymorphismen, meist SNPs, und Phanotypen beschrieben,
so dass weitere Untersuchungen die erfassten Ergebnisse bestatigen missen (Ermann
und Glimcher, 2012). Das groflite Problem, GWAS-Ergebnisse einzuordnen, ist aber
sicherlich das limitierte Wissen Uber die Funktion groRer Teile des menschlichen
Genoms. Somit ist auch die Funktion vieler Gene, die sich in der Nahe genomweit
signifikanter SNPs befinden, weiterhin unklar. Viele genomweit signfikante SNPs liegen
in Introns, die herausgespleil3t werden, oder in nicht-codierenden Genregionen. Der
Effekt solcher Genvarianten lasst sich mit der Ublichen Vorstellung der Proteinbio-
synthese nicht in Einklang bringen, da aus diesen DNA-Abschnitten kein fehlerhaftes
Protein entstehen kann, das einen Funktionsverlust oder eine Funktionsabweichung mit
daraus folgender Entstehung eines pathologischen Phanotypen hervorrufen kénnte. Das

unvollstandige Wissen uber regulatorische Mechanismen verstarkt zusatzlich die Unklar-
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heit, inwiefern, und, wenn ja, in welchem Malde, eine Verbindung zwischen assoziierter
Variante mit der tatsachlichen Funktion besteht (Krawczak, 2014; Kriebel et al., 2012).
Dennoch sieht man an der gro3en Anzahl von GWAS, die nominell primar mit BD (201)
und/oder SCZ (166) assoziierte SNPs nachweisen (Stand: 20.04.2012), das grole
Interesse, dem genetischen Hintergrund dieser beiden haufigen psychiatrischen Krank-
heitsbilder auf die Spur zu kommen. Die Notwendigkeit, die Anzahl falsch-positiver
Ergebnisse aufgrund der vielen getesteten Varianten mit Hilfe der Bonferroni-Korrektur
fur multiples Testen durch einen konservativen Grenzwert von p = 5 x 10® méglichst
klein zu halten, reduziert die Menge genomweit signifikanter SNPs fur BD und SCZ
deutlich (BD=21, SCZ=21) (siehe Tab. 2).

Exemplarisch werden einzelne fir unsere Studie interessante GWAS und ihre Beson-
derheiten aufgezanhlt:

In der Publikation von Cichon et al. (2011) wurde die genetische Variante rs1064395
beschrieben, die sich in Assoziation mit BD als genomweit signifikant herausstellte.
Dabei ergab sich in der kombinierten Analyse aller vorliegenden samples (8.441
Patienten, 35.362 Kontrollen) ein p = 2,14 x 10°. Der SNP liegt im untranslatierten
Bereich (3'-UTR) des Gens NCAN auf dem Chromosom 19p13.11. NCAN wurde zu-
nachst im Rattengehirn beschrieben, in dem es insbesondere in der ersten Woche nach
Geburt exprimiert wird (Rauch et al., 1992). Es codiert das Protein Neurocan, welches
ein Glycoprotein der extrazellularen Matrix darstellt und in die Zelladhasion und
Zellmigration involviert zu sein scheint. Im Rahmen der Studie wurde bei postnatalen
Mausen mittels RNA-Hybridisierung die starkste Expression im Kortex und im Hippo-
campus gezeigt, beim Menschen wurde mittels Transkriptionsanalysen eine hohe
Konzentration von Neurocan im Hippocampus nachgewiesen. Diese anatomischen Re-
gionen sind bekanntermal3en entscheidend fir die Kognition und Emotionsregulation
und wurden bereits in zahlreichen Studien mit BD in Verbindung gebracht (Frey et al.,
2007). Letztendlich stellt somit NCAN einen Suszeptibilitatsfaktor fir BD dar.

In der Studie von O'Donovan et al. (2008) fand sich in der Meta-Analyse der durch-
geflhrten GWAS mit SCZ als genetischem Merkmal (7.308 Patienten, 12.834 Kontrol-
len) fir den SNP rs1344706 ein p = 1,95 x 10”". Der SNP liegt intronisch im Gen
ZNF804A auf dem Chromosom 2g32.1. Das codierte Gen hat keine bekannte Funktion,
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allerdings enthalt es Zinkionen und DNA-Bindungsstellen, was auf eine mogliche Rolle
in der Regulation der Genexpression schliel3en lasst. In einer weiteren Analyse wurden
die Genotypen von 1.865 an BD-Erkrankten mit den bereits untersuchten Genotypen
der SCZ-Patienten kombiniert und zusammen mit den vorliegenden Kontrollen in einer
zweiten fur SCZ und BD kombinierten Meta-Analyse zusammengefasst (9.173 SCZ +
BD-Patienten, 12.834 Kontrollen). Hierbei verbesserte sich der p-Wert fir den SNP
rs1344706 deutlich (p = 9,96 x 10°). Dies weist darauf hin, dass an ZNF804A
angrenzende Risikoallele einen breiteren psychiatrischen Phanotyp als nur das Krank-
heitsbild der Schizophrenie beeinflussen. Weitere pathophysiologische Beurteilungen
der Ergebnisse blieben im Rahmen dieser Studie leider aus.

Sklar et al. (2011) (Psychiatric GWAS Consortium Bipolar Disorder Working Group)
bestatigten einen SNP (rs4765913) im bereits als genomweit signifikant beschriebenen
Gen CACNA1C und fanden ein neues BD-Suszeptibilitatsgen, namlich ODZ4, mit Hilfe
eines intronisch gelegenen SNPs (rs12576775). Dabei ergab sich in der Meta-Analyse
der kombinierten GWAS (11.974 BD-Patienten, 51.792 Kontrollen) ein p = 1,52 x 10°® fiir
den SNP rs4765913 (CACNA1C) und ein p = 4,4 x 10® fir den SNP rs12576775
(ODZ4). Der SNP rs4765913 liegt intronisch im Gen CACNA71C auf Chromosom
12p13.33; dabei codiert CACNA1C die a-Untereinheit des L-Typ spannungsabhangigen
Kalziumkanals. Dieser spannungsabhangige Kalziumkanal spielt anscheinend eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der Bipolaren Stérung, indem er Uber die Gen-
regulation einen direkten Effekt auf die Transkription hat und somit méglicherweise die
neuronale Plastizitat beeinflusst (Gomez-Ospina et al., 2006). Eine Stimmungsstabili-
sierung unter Therapie mit lonenkanalfunktion-verandernden Medikamenten konnte
bereits nachvollzogen werden. Insbesondere die Blockierung der vorbeschriebenen L-
Typ Kalziumkanale zeigte Wirksamkeit im Rahmen der BD-Therapie (Levy und Janicak,
2000). Der SNP rs12576775 liegt im ersten Intron von ODZ4 auf Chromosom 11q14.1;
das Gen ODZ4 stellt das menschliche Homolog des Drosophila Paarregelgens ten-m
(odz) dar. Teneurin-4 (Ten-4/0DZ4) ist ein Transmembranprotein und wird exprimiert v.
a. im Nervensystem, aber auch im mesenchymalen Gewebe (Suzuki et al., 2012). Die
Genfamilie der Teneurine (ODZ) regulieren die Transkriptionsaktivitat und unterstitzen
das Wachstum von Neuriten und die Zelladhasion. Auf3erdem zeigen sie eine regulie-

rende Funktion auf Transkriptionsfaktoren (Young und Leamey, 2009). Mittlerweile
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wurde ODZ4 in einer weiteren GWAS (24.025 BD-Patienten, 24.025 Kontrollen) als
Risikogen fur BD bestatigt (MUhleisen et al., 2014).

5.1.3 Genomic Imaging-Vorbefunde:

Mit dem Fortschritt sowohl in der Humangenetik als auch in der MR-Bildgebung findet
sich zunehmend eine Integration dieser beiden Felder, um u. a. genetische Auswir-
kungen auf die Hirnanatomie besser zu verstehen oder im Hinblick auf bestehende Alte-
rationen der Hirnanatomie, neue dafir verantwortliche Gene zu finden. Insbesondere
seit Ende des Human Genome Projects im Jahre 2003 stieg die Anzahl der jahrlich
publizierten ,Imaging Genomics"-Artikel von 5 im Jahre 2003 bis auf 14 im Jahre 2006
(Glahn et al., 2007). Von einer exponentiell zunehmenden Anzahl ist somit auch in den
darauffolgenden Jahren bis heute auszugehen.

Wichtige Genomic Imaging-Vorbefunde werden in den Tabellen 6 bis 8 dargestellt.



Tab. 6: Genomic Imaging-Vorbefunde von strukturellen und funktionellen Hirnparenchymveranderungen fur SNPs, die in dieser Studie mit
einer signifikanten kortikalen Dickenabnahme assoziiert waren

Genomic Imaging-Vorbefunde von strukturellen und funktionellen Parametern des Hirnparenchyms fiir SNPs, fiir die in unserer Studie eine signifikante
Abnahme der kortikalen Dicke gezeigt werden konnte

assoziierte untersuchtes

SNP, RA Gen Studie Erkrankung Merkmal Befund betroffene anatomische Region

rs1344706, T ZNF804A Esslinger C et al., 2009 SCZ Funktionelle Reduktion bei Gesunden in RAC innerhalb DLPFC und zwischen DLPFC bds.
Konnektivitat

rs1344706, T ZNF804A LenczT etal., 2010 SCZ GM-Volumen Reduktion bei Gesunden in RAC linker Gyrus angularis, Gyrus frontalis inferior, Gyrus

cinguli
rs1344706, T ZNF804A Donohoe G et al., 2011 SCZ GM-Volumen Reduktion bei Patienten vs. Gyrus temporalis superior/medialis, Gyrus frontalis
Gesunden in RAC superior, Gyrus parietalis inferior, Insula, Thalamus,
Gyrus cinguli

rs1344706, T ZNF804A Donohoe G et al., 2011 SCZ GM-Volumen Zunahme bei Patienten in RAC  Hippocampus

rs1344706, T ZNF804A Esslinger C et al., 2011 SCZ Funktionelle  Reduktion bei Gesunden in RAC rechter DLPFC, interhemispharisch prafrontal
Konnektivitat

rs1344706, T ZNF804A CousijnHetal, 2012 SCZ Hirnvolumen  kein sign. Effekt (Gesunde)

rs1344706, T ZNF804A Schultz C et al., 2013 SCZ Kortikale Reduktion bei Patienten in RAC  linker Gyrus temporalis superior/medialis, DLPFC
Flache bds., rechter Okzipitallappen

rs1344706, T ZNF804A SchultzCetal., 2013 SCZ Kortikale Reduktion bei Gesunden in RAC links superior frontal, Gyrus cinguli anterior
Flache

rs10503253,A CSMD1 RoseE etal., 2013 SCz Hirnvolumen  kein sign. Effekt (Gesunde)

rs10503253,A CSMD1 RoseE etal., 2013 SCz kortikale Aktiv. Reduktion bei Gesunden in RAC Gyrus occipitalis medialis, Cuneus
(SWM-Task)

rs12576775, G ODZ4 Heinrich et al., 2013 BD BOLD-Signal Zunahme bei Gesunden in RAC  Amygdala
(Aktivitat)

Genomic Imaging-Vorbefunde sind nach Erscheinungsjahr der dazugehérigen Publikation geordnet.

Folgende Abkirzungen werden verwendet: RA, Risikoallel; RAC, Risikoalleltrager (Risk-allele-carrier); GM, Graue Substanz (Grey matter);

BOLD, Blood-oxygenation-level-dependent; SWM-Task, Spatial-Memory-Working Task; DLPFC, Dorsolateraler Prafrontaler Kortex; kortikale Akt., kortikale Aktivitat.
Hervorgehoben ist die anatomische Region, fiir die wir in unserer Studie fiir den SNP rs1344706 eine signifikante kortikale Dickenabnahme zeigen konnten.

L



Tab. 7: Genomic Imaging-Vorbefunde flr kortikale Dickenanderungen fir SNPs, die von uns nicht untersucht wurden

Genomic Imaging-Vorbefunde von kortikalen Dickendanderungen fiir weitere, von uns nicht untersuchte SNPs

assoziierte untersuchtes

SNP, RA Gen Studie Erkrankung Merkmal Befund betroffene anatomische Region
rs2391191, A l-DAOA Schultz C et al., 2011 SCZ CT Reduktion bei Patienten in RAC C-Eyrus temporalis medialis, inferiorer I5arietallappen,
lateraler Occipitallappen

rs2391191, A DAOA SchultzCetal.,, 2011 SCZ CT kein sign. Effekt (Gesunde)

rs6675281, Phe DISC1 Brauns Setal, 2011 SCZ CT Reduktion bei Gesunden in RAC linker Gyrus supramarginalis

rs821616, Cys DISC1 Brauns Setal, 2011 SCZ CT Reduktion bei Gesunden in RAC rechter Gyrus occipitalis lateralis

rs3738401, GIn DISC1 Brauns Setal, 2011 SCZ CT Reduktion bei Gesunden in RAC linker Gyrus occipitalis lateralis

rs1322784,C  DISC1 Brauns Setal, 2011 SCZ CT Reduktion bei Gesunden in RAC rechter Gyrus temporalis superior, Gyrus lingualis

rs11122359, G DISC1 Brauns Setal, 2011 SCZ CT Reduktion bei Gesunden in RAC rechter Cuneus, Okzipitallappen

rs1938526, G ANK3 Cassidy C et al., 2014 erste CT Reduktion bei Patienten in RAC  Gyrus frontalis superior/medialis/inferior, Gyrus lingualis,
psychot. Gyrus parahippocampalis, Gyrus cinguli, Gyrus
Episode supramarginalis, Precuneus, Gyrus occipitalis medialis,

Gyrus temporalis medialis

Genomic Imaging-Vorbefunde sind nach Erscheinungsjahr der dazugehdrigen Publikation geordnet.

Folgende Abkurzungen werden verwendet: RA, Risikoallel; RAC, Risikoalleltrager (Risk-allele-carrier);CT, Kortikale Dicke.
Hervorgehoben ist die anatomische Region, fiir die wir in unserer Studie fur den SNP rs1344706 eine signifikante kortikale Dickenabnahme zeigen konnten.
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Tab. 8: Genomic Imaging-Vorbefunde von kortikalen Dickenanderungen fur SNPs, die in dieser Studie mit einer signifikanten kortikalen

Dickenabnahme assoziiert waren

Genomic Imaging-Vorbefunde von kortikalen Dickenanderungen fiir SNPs, fiir die in unserer Studie eine signifikante Dickenabnahme gezeigt werden konnte

SNP, RA Gen

assoziierte untersuchtes
Erkrankung Merkmal

Befund betroffene anatomische Region

rs1344706, T ZNF804A

Voineskos A et al., 2011

Reduktion bei Gesunden in RAC linker Gyrus temporalis superior, Gyrus cinguli bds.

rs1344706, T ZNF804A

Schultz C et al., 2013

Zunahme bei Patienten in RAC linker DLPFC, orbitofrontal, Frontallappen,
Temporallappen (u.a. Gyrus temporalis superior)

rs1344706, T ZNF804A

Schultz C et al., 2013

nicht sign. Reduktion bei Gyrus temporal superior/medialis bds.
Gesunden in RAC

rs1344706, T ZNF804A

Bergmann O et al., 2013

kein sign. Effekt
(Patienten/Gesunde)

rs12576775,G ODZ4

Tesli et al., 2013

kein sign. Effekt
(SCZ/BD/Gesunde)

Genomic Imaging-Vorbefunde sind nach Erscheinungsjahr der dazugehorigen Publikation geordnet.

Folgende Abkirzungen werden verwendet: RA, Risikoallel; RAC, Risikoalleltrager (Risk-allele-carrier); CT, Kortikale Dicke; DLPFC, Dorsolateraler Prafrontaler Kortex.
Hervorgehoben ist die anatomische Region, fur die wir in unserer Studie fir den SNP rs1344706 eine signifikante kortikale Dickenabnahme zeigen konnten.

YL
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Hierbei fallt in Tabelle 6 und 8 auf, dass der intronisch in dem Gen ZNF804A gelegene
SNP rs1344706 haufig fur Fragestellungen bzgl. einer mdglichen morphologischen bzw.
funktionellen Hirnparenchymveranderung Verwendung findet. Das liegt sicherlich daran,
dass es als einer der wichtigsten Suszeptibilitatsgene fir Schizophrenie gilt und der
SNP rs1344706 als einer der ersten hoch signifikant mit dieser Erkrankung assoziiert

gefunden wurde (O'Donovan et al., 2008).

In der Tabelle 6 werden Publikationen aufgelistet, die sowohl signifikante als auch keine
relevanten Befunde von verschiedenen strukturellen (Kortikale Dicke, Kortikale Faltung,
Hirnvolumen, GM-Volumen) als auch funktionellen (Funktionelle Aktivitat, kortikale Akti-
vitat, BOLD-Signal) Parametern des Hirnparenchyms beschreiben fur SNPs, fir die in
unserer Studie eine signifikante Dickenabnahme gezeigt werden konnte.

Dabei werden bei Donohoe et al. (2011), Lencz et al. (2010) und Schultz et al. (2013)
jeweils signifikante Abnahmen des Volumens der grauen Substanz bzw. der kortikalen
Flache sowohl bei erkrankten als auch bei gesunden Risikoalleltragern fir den SNP
rs1344706 (ZNF804A) beschrieben. Donohoe et al. (2011) dagegen zeigen eine signifi-
kante Zunahme des Volumens der grauen Substanz in erkrankten Risikoalleltragern fur
den SNP rs1344706, allerdings nur im Hippocampus; sie schlieRen daraus, dass die
Schizophrenie mit einem weitgehend intakten Volumen der grauen Substanz einhergeht.
Neben der uberwiegend beschriebenen Reduktion des Volumens bzw. der Flache des
Kortex wird auch die Abnahme der funktionellen Parameter, wie die Konnektivitat bzw.
kortikale Aktivitat, beschrieben, exemplarisch bei gesunden Risikoalleltragern flr den
SNP rs1344706 bzw. rs10503253 (CSMD1) (Esslinger et al., 2009; Esslinger et al.,
2011; Rose et al.,, 2013), insbesondere innerhalb oder zwischen den dorsolateralen
prafrontalen Kortices, aber auch okzipital. Dies weist mdglicherweise darauf hin, dass
beim Vorhandensein von genetischen Pradispositionen fur psychiatrische Erkrankungen,
in diesem Fall im Rahmen von SNPs, durch diese verursachte héhergradige strukturelle
Aberrationen auch zu funktionellen Dysfunktionen fihren kdnnen (Esslinger et al., 2009).
Die einzige Aktivitatszunahme, gemessen am Sauerstoffgehalt der roten Blutkdrperchen
(BOLD-Kontrast), findet sich bei Heinrich et al. (2013) bei gesunden Risikoalleltragern
fur den mit Bipolarer Stérung assoziierten SNP rs125767775 (ODZ4) in der Amygdala.
Die Amygdala ist als Teil des limbischen Systems wichtig flr die Bewertung und Verar-

beitung von Emotionen. Heinrich et al. (2013) diskutieren, dass eine Aktivitatserhdhung
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der Amygdala ein zunehmendes Ungleichgewicht zwischen der Amygdala und dem
Striatum erzeugen kann und dadurch mdglicherweise psychiatrische Erkrankungen
provoziert werden (Yacubian et al. 2006). Das Striatum ist Bestandteil neuronaler Regel-
kreise und entscheidend flir das Zusammenwirken von Motivation, Emotion, Kognition
und Bewegung. Cousjin et al. (2012) und Rose et al. (2013) finden bei der Messung des
Hirnvolumens keine signifikanten Volumenunterschiede zwischen gesunden Risikoallel-
tragern und Nicht-Risikoalleltragern. In beiden Publikationen wurde hierbei jedoch die
Voxel-basierte Methode (VBM) anstatt der Oberflachen-basierten Methode, wie in

unserer Studie, verwendet.

In der Tabelle 7 werden Publikationen aufgezeigt, die signifikante oder nicht signifikante
kortikale Dickenanderungen gefunden haben fur SNPs, die in unserer Studie nicht
untersucht wurden.

Exemplarisch fanden Brauns et al. (2011) flr fiunf SNPs im Gen Disrupted in
schizophrenia 1 (DISC1) signifikante kortikale Dickenabnahmen bei gesunden Risiko-
alleltragern mit Hilfe von Freesurfer. Die signifikanteste Dickenabnahme bestand flr den
SNP rs6675281 (Leu607Phe) bei den Risikoalleltragern (Phe-Tragern) im linken Gyrus
supramarginalis als Teil des inferioren Parietallappens. Hierbei fand sich ein CWP = 8 x
10 bei einer durchschnittlichen kortikalen Dicke der Leu-Homozygoten von 2,62 mm
und der Phe-Trager von 2,38 mm, was einer Reduktion von 9,16 % entspricht. Dabei
kann eine regionale Reduktion der kortikalen Dicke im Parietallappen moglicherweise
eine Dysfunktion im neuronalen Netzwerk verursachen, insbesondere des ,working
memory", welches bei Schizophrenen als beeintrachtigt gilt (Brauns et al., 2011). DISC1
spielt bekanntermalien eine wichtige Rolle bei der Gehirnentwicklung und gilt als ein
Kandidatengen flr Schizophrenie. Es wurde beschrieben, dass DISC1 die Proliferation
neuronaler Progenitorzellen vermittelt (Mao et al., 2009) und durch Proteininteraktionen
die neuronale Migration, das Neuritenwachstum und die Entwicklung des zerebralen
Kortex beeintrachtigt (Brandon et al., 2009; Kamiya et al., 2005). Neben der kortikalen
Dickenabnahme zeigte sich eine erhdhte neuronale Aktivitat im linken DLPFC wahrend
des ,working memory-task" in den Risikoalleltragern flir den SNP rs6675281. Dies
wurde von Brauns et al. (2011) als mdgliche Folge einer verminderten Kkortikalen
Effizienz erklart, so dass Risikoalleltrager gegebenenfalls flr die gleichen Aufgaben

mehr neuronale Aktivitat bendtigen als Nicht-Risikoalleltrager.
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Schultz et al. (2011) dagegen fanden zwar eine kortikale Dickenabnahme bei Risikoallel-
tragern des SNPs rs2391191 im Gen D-amino oxidase activator (DAOA), allerdings nur
bei an Schizophrenie-Erkrankten und nicht bei gesunden Risikoalleltragern. Es fand sich
jeweils ein zusammenhangendes Cluster in beiden Hemispharen, das anteilig den
mittleren temporalen, inferioren parietalen und lateralen occipitalen Kortex einschlief3t
(rechts: CWP = 0,0179; links: CWP = 0,0108). Schultz et al. (2011) schlossen daraus,
dass der untersuchte SNP einen Einfluss auf die zerebrale Morphologie und mdglicher-
weise die pathophysiologische Entstehung der Schizophrenie hat. Das Produkt des
Gens DAOA, namlich die D-amino acid oxidase (DAAO), interagiert mit dem bio-
chemischen Produkt des Gens G72, welches als Suszeptibilitatsgen fur Schizophrenie
gilt (Chumakov et al., 2002; Schumacher et al., 2004). Uber eine genetische Dysfunktion
von DAOA und eine entsprechende Hyperaktivitat von DAAO kénnten verminderte D-
Serin Mengen eine reduzierte Funktion des glutamatergen Systems verursachen und
eine Unterstimulation der NMDA-Rezeptoren hervorrufen (Habl et al., 2009; Hashimoto
et al., 2003; Madeira et al., 2008; Sacchi et al., 2008). Dabei gilt die Dysfunktion der
NMDA-Rezeptoren als ein pathophysiologischer Faktor der Schizophrenie (Coyle et al.,
2003). Dies bekraftigt die Vermutung von bestehenden Modellen der Neuroentwicklung
(du Bois und Huang, 2007), dass die glutamaterge Dysregulation mit einem Prozess der
kortikalen Ausdlnnung assoziiert ist als neuropathologisches Merkmal der Schizo-
phrenie. Obwohl man davon ausgehen kann, dass die beschriebenen Mechanismen
nicht nur in erkrankten, sondern auch in gesunden Risikoalleltragern bestehen (Schultz
et al., 2011), wurden keine signifikanten kortikalen Dickenanderungen in den gesunden
Risikoalleltragern gefunden. Schultz et al. (2011) gehen davon aus, dass bei Gesunden,
trotz des genetischen Risikostatus als Risikoalleltrager, kompensatorische Mechanis-
men, wie geringere synaptische Schrumpfung oder verminderte altersbezogene Dicken-
veranderungen (Hulshoff Pol et al., 2002; Huttenlocher und Dabholkar, 1997), eine
relevante kortikale Dickenabnahme verhindern und somit der kritische Punkt der

Manifestation der Erkrankung nicht erreicht wird.

In der Tabelle 8 werden Publikationen genannt, die ebenfalls eine signifikante oder nicht
signifikante kortikale Dickenanderung beschrieben haben fir SNPs, fir die in unserer

Studie eine signifikante Dickenabnahme gezeigt werden konnte.
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Voineskos et al. (2011) fanden flr homozygote Risikoalleltrager fir den SNP rs1344706
(ZNF804A) signifikante kortikale Dickenabnahmen im linken Gyrus temporalis superior,
im rechten Gyrus cinguli anterior und linken Gyrus cinguli posterior, jeweils anatomische
Regionen, die sowohl bei der Schizophrenie als auch bei der Bipolaren Stdrung
Funktionsstorungen aufweisen (Balog et al., 2011; Walters et al., 2010). Das anteriore
Cingulum ist besonders wichtig flir die Emotionsregulation und die Steuerung der
Aufmerksamkeit, ein Schaden dieser Struktur kann zu psychiatrischen Auffalligkeiten
fuhren. Das posteriore Cingulum spielt eine Rolle bei kognitiven Funktionen, z. B. beim
Speichern bzw. Abrufen von Informationen im Gedachtnis (,working memory"). Der
Gyrus temporalis superior enthalt sowohl die primare Horrinde, zustandig fur die auditive
Wahrnehmung, als auch das Wernicke-Areal, verantwortlich flr die semantische
Verarbeitung der Sprache, also das Sprachverstandnis. Dabei findet sich das Wernicke-
Areal bei Rechtshandern meist linkshemispharisch, so dass in der Studie von Voineskos
et al. (2011), in der alleinig Rechtshander untersucht wurden, eine subklinische Beein-
flussung des Sprachzentrums maoglich erscheint.

Interessanterweise fanden Schultz et al. (2013) mittels Freesurfer bei an Schizophrenie-
Erkrankten homozygoten Risikoalleltragern fir den SNP rs1344706 (ZNF804A) eine
signifikante kortikale Dickenzunahme im Vergleich zu erkrankten heterozygoten und
homozygoten Nicht-Risikoalleltragern in mehreren Regionen in beiden Hemispharen
(links: dorsolateral prafrontal, ventrolateral prafrontal, medial superior frontal,
orbitofrontal, Gyrus temporalis superior/medius/inferior, inferior parietal; rechts:
dorsolateral prafrontal, inferior frontal, medial superior frontal, Gyrus temporalis
superior/medius/inferior, inferior parietal, lateral occipital, Parahippocampus). Dabei
zeigte sich keine Korrelation zwischen den Ergebnissen und der Einnahme von
Neuroleptika. Beim Vergleich der kortikalen Dicke zwischen gesunden Risiko- und Nicht-
Risikoalleltragern konnten kortikale Dickenabnahmen beidseits temporal und rechts
ventrolateral prafrontal nachvollzogen werden, allerdings ohne Signifikanz. Im direkten
Vergleich, in Abhangigkeit der Diagnose, zwischen gesunden und kranken heterozy-
goten bzw. homozygoten Nicht-Risikoalleltragern stellte sich beidseits insbesondere
temporal eine signifikant reduzierte kortikale Dicke bei den Schizophrenen dar. Bei
erkrankten homozygoten Risikoalleltragern war die kortikale Dicke dagegen beidseits

temporal erhoht im Vergleich zu gesunden homozygoten Risikoalleltragern, jedoch nicht
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signifikant. Neben der kortikalen Dickenanalyse wurde u. a. auch eine Expressionsana-
lyse durchgefuhrt, die eine verminderte Genexpression des Gens ZNF804A bei zuneh-
mender Anzahl an Risikoallelen im prafrontalen Kortex von Patienten nachwies; die ver-
mehrte Genexpression von ZNF804A bei zunehmender Anzahl an Risikoallelen in Ge-
sunden wurde bereits in einer vorangegangenen Publikation beschrieben (Riley et al.,
2010). Die Hauptaussage der Publikation von Schultz et al. (2013) beinhaltet somit den
divergenten Effekt des Risikoallels des SNPs rs1344706 (ZNF804A) auf die kortikale
Dicke und die Genexpression in Abhangigkeit der Diagnose (Gesund vs. Erkrankt).
Dabei stellt die gegensatzliche Genexpression moglicherweise ein Indiz fur den protek-
tiven Effekt auf morphologische Veranderungen des Kortex bei an Schizophrenie-
Erkrankten dar. Schultz et al. (2013) diskutieren, dass eine mogliche Ursache flr die
kontrare Genexpression unterschiedliche epistatische Interaktionen aufgrund eines diffe-
rierenden genetischen Hintergrundes bei Erkrankten und Gesunden sein kdnnte
(Sivakumaran et al., 2011).

Sowohl Bergmann et al. (2013) als auch Tesli et al. (2013) finden fir den SNP
rs1344706 (ZNF804A) bzw. rs12576775 (ODZ4) keine signifikanten Dickenanderungen

des Kortex.

Die vorgestellten Publikationen sowie unsere eigenen Ergebnisse zeigen fir mit BD
und/oder SCZ assoziierte genetische Varianten morphologische Veranderungen sowohl
des Kortex als auch anderer anatomischer Regionen, z. B. des Hippocampus. Somit
wird der Verdacht auf eine Korrelation zwischen Neuroanatomie, bei bekanntermalien
hoher Heritabilitat insbesondere des Kortex (McDonald et al., 2004; Winkler et al., 2010),
und genetischer Disposition fur BD/SCZ erhartet.

Dabei ist davon auszugehen, dass nicht ein globaler genetischer Faktor die Morphologie
des Kortex, in unserem Fall die kortikale Dicke, als Ganzes, sondern im Rahmen regio-
nal spezifischer Heritabilitdt das individuelle genetische Muster die kortikale Struktur
beeinflusst, ohne sich an traditionell definierte Hirnstrukturen zu halten (Rimol et al.,
2010a).
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5.2 Bewertung der Methoden

5.2.1 SNP-Auswahl

Die SNP-Auswahl erfolgte, wie bereits beschrieben, stufenweise unter Verwendung
gewisser Ausschlusskriterien (siehe Kap. 3.1 und Abb. 4). Letztlich wurden nur 17 SNPs
von 40 mdglichen untersucht, 11 fir BD und 8 fur SCZ. Dies lag nicht nur an den
strengen Qualitatskriterien, die fur die eingeschlossenen SNPs galten, sondern letztlich
auch an der geringen Grof3e des Probandensamples. GruppengréfRen, exemplarisch die
Gruppe von Risikoalleltragern fur einen SNP, mit weniger als 12 Probanden sind flr eine
vergleichende kortikale Dickenanalyse nicht sinnvoll. Unterhalb dieser von uns festge-
legten Grenze wirden moglicherweise schon kleine individuelle anatomische Abweich-
ungen einen groRen Gesamteffekt erzielen und falsch-positive Ergebnisse erzeugen.
Bei einem grofleren Probandenkollektiv waren seltener Gruppen mit weniger als 12
Probanden entstanden, was letztlich die Analyse mit mehr als 17 SNPs zugelassen und
vermutlich weitere Ergebnisse zum Vorschein gebracht hatte. Die Verwendung von
SNPs mit einer MAF < 10 % erschien ebenfalls flr eine Analyse mit dieser Anzahl an
Probanden nicht sinnvoll, somit konnten seltenere Varianten nicht untersucht werden,
die moglicherweise in einem groReren Probandensample eine signifikante Dicken-

anderung des Kortex gezeigt hatten.

5.2.2 Probandenkollektiv

Das Probandenkollektiv bestand primar aus 107 Probanden. Nach Ausschluss von
insgesamt 9 Probanden aufgrund genetischer, anatomischer und technischer Unregel-
maligkeiten sank die Anzahl der Probanden auf 98. Die Probanden waren alle gesund
und wiesen keine psychiatrischen Auffalligkeiten auf. Ein case-control-Design, also ein
Vergleich zwischen SCZ- oder BD-Erkrankten und gesunden Probanden, hatte
moglicherweise grolere Effekte mit anderen oder grélieren Clustern ergeben. Es ist
jedoch interessant, dass auch schon bei einem unausgewahlten Kollektiv mit gesunden
Probanden, allein in Abhangigkeit der Genotypenverteilung der Risikovarianten,
signifikante kortikale Dickenunterschiede zu finden waren. Dies wirft die Frage auf, ob
bereits erkennbare Veranderungen in bestimmten kortikalen Regionen den Verdacht auf
eine erhohte Erkrankungswahrscheinlichkeit fir eine dieser beiden Erkrankungen
zulassen und allein die Auspragung der Veranderung, in diesem Fall die kortikale Dicke,

eine Aussage darlUber ermoglicht, ob und wie stark ein Patient betroffen sein wird.
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5.2.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung des Samples erfolgte mit Hilfe von Genotyping BeadChip-Arrays,
namlich dem lllumina® Omni Express und dem lllumina® Omni1S (siehe Kap. 3.5).
Durch die Kombination dieser beiden Chips wurden ca. 1,9 Millionen SNPs untersucht.
Die Genotypisierung war fur alle Probanden mit einer ,Call rate" der SNPs von Uber
99 % hdchst erfolgreich, das heildt, dass fur Uber 99 % aller auf den beiden Chips
befindlichen SNPs auch ein Genotyp ermittelt werden konnte. Falls ein SNP nicht auf
dem OE bzw. O1S abgebildet war, konnten flr diese SNPs dennoch die entsprech-
enden Genotypenverteilungen durch Proxybeziehungen ermittelt werden. In diesen Fal-
len wurden die Genotypen dieser SNPs zusatzlich durch Sanger-Sequenzierung besta-
tigt. Somit lieR® sich flr die Probanden die Genotypenverteilung aller 40 SNPs bestim-
men. Im Rahmen der Qualitatskontrolle wurde eine visuelle Kontrolle der lllumina®-
Cluster Plots fur alle 40 SNPs durchgeflhrt ohne einen ,outlier", also eine fehlerhafte
oder unmogliche Genotypenbestimmung registriert zu haben. Wie im Kapitel 4.1
beschrieben wurden drei genetische Ausreil3er, die nach genetischen Gesichtpunkten

nicht rein europaischer Herkunft waren, von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

5.2.4 Einteilung in Genotypgruppen

Die Erstellung zweier Gruppen von Probanden fir jeden SNP, anhand der entsprech-
enden Genotypenverteilung, ist die Ubliche Methode bei Erfassung genotypenabhang-
iger anatomischer Unterschiede. Hierbei wurden in diesem Fall, wie im Kapitel 4.1.1
beschrieben, jeweils Gruppen mit Risikoalleltragern und Nicht-Risikoalleltragern mitei-
nander verglichen. Dabei gingen wir davon aus, dass bereits ein Risikoallel, also bei
einer heterozygoten Genotypenverteilung, einen potentiellen Effekt hinsichtlich einer
anatomischen Veranderung erbringen konnte. Fir eine Gruppenkonstellation, bei der
nur die homozygoten Risikoalleltrager mit den heterozygoten Risikoalleltragern und den
Probanden mit den Wildtypallelen verglichen wurden, konnte jedoch sprechen, dass das
Wildtypallel bei heterozygoten Risikoalleltragern moglicherweise einen protektiven Effekt
hat und bei Heterozygoten somit keine relevanten anatomischen Veranderungen zu
erwarten waren. In diesem Fall ginge man davon aus, dass allein homozygote Risiko-
alleltrager, denen das protektive Wildtypallel fehlt, kortikale Dickenanderungen zeigen.
Die Festlegung der Gruppeneinteilungen beeintrachtigt die Gruppengrdélien. Hatten wir

uns fur die andere Gruppenkonstellation entschieden, waren zum Teil weitere SNPs
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mittels Freesurfer analysiert, die von uns untersuchten SNPs waren hingegen zum Teil
ausgeschlossen und nicht mittels Freesurfer untersucht worden. Somit scheint es keine

Ideallésung beziglich der Einteilung der Genotypgruppen zu geben.

5.2.5 Freesurfer

Die Software Freesurfer ist, wie bereits beschrieben, ein validiertes Tool fur die kortikale
Dickenauswertung ausgehend von T1-gewichteten MRT-Datensatzen (Fischl und Dale,
2000). Dabei stellt sich die vollautomatisierte Prozessierung als zeiteffiziente und zu-
meist verlassliche Bearbeitung des MRT-Datensatzes dar. Dennoch mussten, wie auch
zum Teil in anderen Publikationen beschrieben (Bergmann et al., 2013; Ehrlich et al.,
2012; Nesvag et al., 2013; Panizzon et al., 2009; Schultz et al., 2010a; Schultz et al.,
2010b; Schultz et al., 2011; Schultz et al., 2013), nach dem Processing-Step visuelle
Kontrollen der automatisierten Segmentierung in allen Schnittebenen des Datensatzes
der Probanden erfolgen. Falls erforderlich wurden manuelle Editierungen der Segmen-
tation in allen hierfur nétigen Schnittebenen durch mich durchgeflihrt, um eine regel-
rechte Registrierung der pialen Oberflache bzw. der GM-/WM-Grenze zu gewahrleisten.
Wahrend der Editierung war mir die Genotypenverteilung der Probanden nicht bekannt,
so dass keine Beeinflussung mdglich war. Trotzdem stellt der fur eine regelrechte
Festlegung der Grenzoberflachen des Kortex notwendige manuelle Eingriff in den
automatisierten Segmentierungsprozess der Software Freesurfer eine mdgliche Fehler-
quelle dar, die Platz fur Missbrauch schafft. Es wird sich mit zuklnftigen Updates der
Software Freesurfer zeigen, ob sich die automatisierte Segmentierung der anato-
mischen Grenzen weiter verbessert und eine manuelle Editierung bald nicht mehr nétig

sein wird.

5.3 Ergebnisdiskussion

5.3.1 Anatomische Einordnung der gefundenen Cluster:

Zwei unserer Befunde lagen im Frontallappen, der eine links im Gyrus frontalis superior
(rs300774 - SH3YL1), der in einer Studie anteilig fir die Selbstwahrnehmung bzw. das
Selbstbewusstsein zustandig gefunden wurde (Goldberg, 2006), ein weiterer im rechten

Gyrus praecentralis (rs6484218 - ADM), von dem die Pyramidenbahn ausgeht und so-
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mit die sogenannte Primar-motorische Rinde bildet als Ort der unmittelbaren Bewe-

gungssteuerung.

Vier Befunde befanden sich im rechten Temporallappen: Einer lag im Gyrus temporalis
superior (rs1344706 - ZNF804A), welcher das sensorische Sprachzentrum, das soge-
nannte Wernicke-Zentrum, zum Verstandnis von Sprache enthalt, bei Rechtshandern,
wie in unserem Fall, jedoch meist links liegt. Weiter enthalt der superiore Anteil des
Temporallappens den primaren auditorischen Kortex in der Tiefe des Sulcus lateralis.
Dieser ist zustandig flr das Verarbeiten von Ténen bzgl. Frequenz und Amplitude.
Zusatzlich zeigt sich dieses Areal als kritische Struktur bzgl. sozialer Kognition bei
Patienten mit Autismus und dem Interpretieren von Mimik (Bigler et al., 2007; Jou et al.,
2010). Bei schizophrenen Patienten fanden sich bereits strukturelle Aberrationen des
Gyrus temporalis superior, u. a. im Hinblick auf das kortikale Volumen (Kasai et al.,
2003). Weitere Erkrankungen, die mit dem superioren Temporallappen assoziiert wor-
den sind, sind die posttraumatische Belastungsstérung, die dissoziative Stérung
(Hopper et al., 2007) und Zwangsstérungen (Yoo et al., 2008). Ein weiterer unserer
Befunde lag im Gyrus temporalis inferior (rs2727943 - CNTN6-CNTN4), welcher vor
allem visuelle Stimuli prozessiert, diese kurzzeitig speichert und mit darauffolgenden
visuellen Wahrnehmungen vergleicht. Somit hat dieser Gyrus einen wichtigen Anteil
beim Identifizieren von Objekten. Der Gyrus parahippocampalis (rs6484218 - ADM) und
der Gyrus fusiformis (rs300774 - SH3YL1), in dem jeweils ein Befund (rs6484218 -
ADM) bzw. Anteil eines Befundes (rs300774 - SH3YL1) lokalisiert war, sind wichtig fur
das optische Erkennen. Dabei spielt ein Teil des Gyrus parahippocampalis, die soge-
nannte ,Parahippocampal Place Area", eine wichtige Rolle beim Erkennen von Gebau-
den (Aguirre et al., 1998; Epstein und Kanwisher, 1998). Der Gyrus fusiformis, be-
sonders rechtsseitig, ist dagegen wichtig fur das Erkennen von Gesichtern (Kanwisher
et al., 1997).

Insgesamt elf und somit die meisten Cluster bzw. Clusteranteile befanden sich im

Parietallappen:

Zwei lagen anteilig im linken superioren Anteil bzw. im oberen Parietallappchen
(rs2727943 - CNTN6-CNTN4; rs6484218 - ADM), welcher fur die visuelle Steuerung von

Bewegungen und Erkennung von Reizen im betrachterbezogenen Raum zustandig ist
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zur Ermdglichung einer raumlichen Aufmerksamkeit. Neuere Arbeiten beschreiben
jedoch auch noch weitere Leistungen des superioren Parietallappens beim Verarbeiten
von Informationen im sogenannten Arbeitsgedachtnis (,working memory") (Koenigs et
al., 2009). Neben der Beobachtung von sich bewegenden Objekten ist der rostrale
parietale Anteil (rs12201676 - GABRR1-GABRRZ2), in dem sich ein weiterer Teil eines
Befundes zeigte, zusatzlich aktiviert bei Bewegung des Individuums selbst. Ein Tell
eines gefundenen Clusters fand sich im linken inferioren Anteil bzw. unteren
Parietallappchen (rs6484218 - ADM), wo das raumliche Denken und ,quasi-raumliche"
Prozesse wie Rechnen und Lesen ermoglicht werden. Zusatzlich ist dieses Areal fur das
Erkennen von Emotionen in facialen Stimuli wichtig (Radua et al., 2010). Sie wird als
Teil des ,, Theory of Mind-Networks" beschrieben im Rahmen der Mentalisierungstheorie,
nach deren Konzept die dazugehorigen anatomischen Regionen den Menschen befa-
higen, das Bewusstsein anderer nachzuvollziehen und dementsprechend deren Gefihle,
Bedurfnisse, Absichten, Ideen, Erwartungen und Meinungen zu vermuten (Kobayashi et
al., 2007).

Die meisten Befundanteile innerhalb des Parietallappens waren im linksseitigen
(rs2727943 - CNTN6-CNTN4; rs6484218 - ADM) bzw. rechtsseitigen (rs300774 -
SH3YL1; rs12201676 - GABRR1-GABRRZ2; rs12576775 - ODZ4) Precuneus lokalisiert.
Er ist zustandig flr das raumlich-visuelle Vorstellungsvermégen und das episodische
Gedachtnis. Er ist anteilig flr die Selbsterkenntnis, insbesondere flr das Selbstbild, und
die Selbstreferenz verantwortlich (Cavanna und Trimble, 2006). AuRerdem gehort er,
wie auch das untere Parietallappchen, zum ,Theory of Mind-Network". Zusatzlich
scheint er eine Funktion bei sprachlicher Kommunikation mit Bekannten unter Einbe-
ziehung biographischer Informationen zu haben (Sassa et al., 2007). Die aufgezahlten
Funktionen des Precuneus lassen bereits erahnen, dass Stérungen zu Verhaltens-
auffalligkeiten fuhren kénnen. Diesbezlglich wurde klrzlich die Schizophrenie mit dem
Precuneus in Verbindung gebracht (Hirjak et al., 2014). Zusatzlich sind Erkrankungen
wie die Borderline-Personlichkeitsstorung oder die Anorexia nervosa als mogliche Folge
einer Stérung des Precuneus bekannt (Irle et al., 2007; Matsumoto et al., 2006).

Ein weiterer Befund projizierte sich zum Teil auf den rechten postcentralen Gyrus
(rs12201676 - GABRR1-GABRRZ2) als Teil des Parietallappens. Dieser gilt als das
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primar somatosensorische Zentrum, dessen Stérung bereits mit der Schizophrenie

(Chen et al., 2013) assoziiert wurde.

Insgesamt sieben Befunde bzw. Befundanteile lagen im Okzipitallappen, der die primare
und sekundare Sehrinde beherbergt. Somit sind seine Funktionen insbesondere auf das
Sehen und Farbenerkennen fokussiert. Jeweils zwei Cluster zeigten sich im linken bzw.
anteilig im rechten lateralen Okzipitallappen (rs2727943 - CNTN6-CNTN4; rs6484218 -
ADM). Im linken (rs6484218 - ADM) bzw. rechten (rs2727943 - CNTN6-CNTN4) Cuneus,
als Teil des Okzipitallappens, fand sich jeweils ein Clusteranteil. Der Cuneus erhalt
visuelle Informationen von der Retina und ist in die einfache visuelle Prozessierung
involviert und somit v. a. fir die visuelle und raumliche Aufmerksamkeit, aber auch fir
autobiographische Erinnerungen (Addis et al., 2004) zustandig. Zusatzlich zu seinen
typischen Funktionen wie der visuellen Prozessierung stellten Haldane et al. (2008) fest,
dass die Hemmungskontrolle in bipolaren Patienten mit dem Volumen der entsprechen-
den grauen Substanz abnimmt. Ein Befund lag anteilig im Gyrus lingualis (rs2727943 -
CNTN6-CNTN4), der, wie die anderen Regionen des Okzipitallappens, v. a. zustandig
ist flr die visuelle Prozessierung, allerdings auch eine Rolle im logischen Denken und
dem Codieren von visuellen Erinnerungen spielt. Aullerdem ist er wichtig fir die Identifi-

kation und Erkennung von Worten (Mechelli et al., 2000).

5.3.2 Ergebnisse flr rs1344706 (ZNF804A)

Genetische epidemiologische Studien weisen daraufhin, dass sowohl die Entstehung
einer Schizophrenie als auch einer Bipolaren Stérung insbesondere durch genetische
(Craddock und Forty, 2006; Sullivan et al., 2003) und weniger durch Umweltfaktoren
(Kety, 1987) beeinflusst wird. Dies ist der Grund flr das grol3e Interesse der
neurogenetischen Forschung, diesen Erkrankungen zugrunde liegende Gene zu finden
und ihre Rolle in der Pathologie aufzuschlisseln. Aus der Vorstellung heraus, dass die
Kombination seltener und haufiger genetischer Risikovarianten mit unterschiedlicher
Penetranz sowohl die SCZ als auch die BD hervorrufen kdnnen (Mowry und Gratten,
2012) werden im Rahmen von hypothesenfreien GWAS immer neue mit SCZ/BD

assoziierte Varianten gesucht.

Der intronisch in dem Gen ZNF804A (2q32.1) gelegene SNP rs1344706 zeigte in der

Publikation von O'Donovan et al. (2008) eine hochgradige Assoziation mit dem



86

Krankheitsbild der Schizophrenie. Somit wurde ZNF804A als erstes genomweit signifi-
kantes Gen fur psychotische Stérungen identifziert. In Kombination mit dem Krankheits-
bild der Bipolaren Stérung stieg die Signifikanz dieses SNPs bis auf einen p-Wert von
9,96 x 10°. Das zeigt, dass dieser SNP bzw. das dazugehérige Gen einen breiteren
Phanotyp beeinflusst als zunachst angenommen. Die genetische Assoziation zwischen
ZNF804A und Schizophrenie wurde unabhangig voneinander repliziert (Purcell et al.,
2009; Riley et al., 2009; Steinberg et al., 2011). Eine Meta-Analyse mit 60.000 Proban-
den bestatigte nochmals die Assoziation von rs1344706 und Schizophrenie (p = 2,5 X
10™"") und in Kombination mit Schizophrenie und Bipolarer Stérung (p = 4,1 x 107°)
(Williams et al., 2011). Mittels fine-mapping zeigte sich der SNP rs1344706 als die mit
hoher Wahrscheinlichkeit die Krankheiten verursachende Variante (Williams et al., 2011).
Hill und Bray (2011) fanden heraus, dass das Risikoallel vom SNP rs1344706 die
Bindung von nicht-identifizierten Proteinen an die Genregion von ZNF804A verhindert
und somit die Genexpression durch die Behinderung der Transkription reduziert. Dabei
stellte sich heraus, dass insbesondere in der frihen fétalen Gehirnentwicklung diese
verminderte Genexpression auftritt im Vergleich zum Erwachsenengehirn (Hill und Bray,
2012). Letztlich kénnte somit die Migration, der Auswuchs von Neuronen und die
Synapsenformation gestort sein (Hill et al., 2012). Méglicherweise wird dadurch bereits
im Fotus die Krankheitsentstehung initiiert im Rahmen von mikroskopischen und makro-
skopischen Hirnparenchymveranderungen und daraus folgenden funktionellen Verande-
rungen der Hirnstrukturen. Dieser Prozess der gestorten Hirnentwicklung kdnnte aber

noch mehrere Jahre postnatal fortbestehen.

In den Tabellen 6 und 8 lassen sich, wie bereits unter Kapitel 5.1.3 genauer erlautert,
wichtige Vorbefunde flur den SNP rs1344706 und mogliche Effekte des Risikoallels in
erkrankten oder gesunden Probanden nachvollziehen. Die Uberwiegend gefundene
Reduktion struktureller bzw. funktioneller Parameter des Hirnparenchyms, insbesondere
des Kortex, lasst sich anhand der zuvor beschriebenen Einschrankung der Gen-
expression von ZNF804A bei Risikoalleltragern erklaren mit daraus folgender
veranderter Genregulation fur die Zellmigration und das Zellwachstum wichtiger Gene
(Hill et al., 2012). Die divergente Auswirkung des Risikoallels auf die kortikale Dicke von
rs1344706 zwischen an Schizophrenie-Erkrankten und Gesunden, beschrieben von

Schultz et al. (2013), lasst sich dagegen nicht mit dem vorgestellten Modell erklaren.
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Anderenfalls wirde man bei Erkrankten eine noch deutlichere Dickenabnahme des
Kortex in fUr Schizophrenie assoziierten Regionen im Vergleich zu Gesunden erwarten,
vor allem dann, wenn man davon ausgeht, dass ab einem gewissen Grad der kortikalen
Atrophie der pathologische Phanotyp in Erscheinung tritt. Diese Differenzen weisen
jedoch darauf hin, dass die unterschiedlichen genetischen Hintergriinde der Erkrankten
im Vergleich zu Gesunden moglicherweise verschiedene epistatische Interaktionen vor-
weisen, die sich mit unseren Modellen nicht immer in Einklang bringen lassen. Dies
zeigt, dass das individuelle genetische Konstrukt und seine Folgen auf die Morphologie

noch viel komplexer sind als von uns angenommen.

Die betroffenen anatomischen Regionen in den Vorbefunden zeigen, dass, unabhangig
ob Zunahme oder Reduktion des funktionellen bzw. morphologischen Merkmals,
bestimmte Regionen Uberdurchschnittlich haufig mit entsprechenden Veranderungen
bei Risikoalleltragern flir den SNP rs1344706 assoziiert gefunden wurden; hierzu zahlt
der DLPFC und der superiore Temporallappen (Gyrus temporalis superior). Dies sind
Regionen, die bekanntermaflen funktionell mit Schizophrenie und Bipolarer Stoérung
assoziiert sind (Rimol et al., 2010b). Dazu passend (Donohoe et al., 2011; Schultz et al.,
2013; Voineskos et al., 2011) fand sich in unserer Studie bei Risikoalleltragern ein
signifikantes Cluster im rechten superioren Temporallappen, zum grof3ten Teil den
Gyrus temporalis superior betreffend (siehe Kap. 4.2.1), mit einer kortikalen
Dickenabnahme von durchschnittlich 0,242 mm (7,66 %). Der Gyrus temporalis superior
ist nicht nur far die auditive Wahrnehmung und das Sprachverstandnis (siehe Kap.
5.1.3) zustandig, sondern spielt auch eine wichtige Rolle in der sozialen Kognition durch
Interaktion mit der Amygdala und dem prafrontalen Kortex (Bigler et al., 2007). Ein-
schrankend muss man sagen, dass sich unser Befund rechtshemispharisch befindet,
das Horzentrum bei Rechsthandern, wie in unserem Kollektiv, meist jedoch kontralateral,
also linkshemispharisch liegt.

Die absolute Dickenabnahme im Bereich des Gyrus temporalis superior von
durchschnittlich 0,242 mm stellte sich ausgepragter dar als bei Voineskos et al. (2011)
(ca. 0,15 mm) und Schultz et al. (2013) (ca. 0,14 mm), jeweils bei gesunden
Risikoalleltragern. Dabei ist zu beachten, dass in beiden Publikationen homozygote
Risikoalleltrager als eine Gruppe mit heterozygoten und homozygoten Nicht-

Risikoalleltragern als zweite Gruppe verglichen wurden, was madglicherweise einen
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reduzierten Effekt bei diesen Autoren beobachten lie, wenn man davon ausgeht, dass
bereits ein Risikoallel eine Minderexpression von ZNF804A verursacht. Rimol et al.
(2010b) findet fur den Gyrus temporalis superior nur sehr geringe kortikale Dicken-
abnahmen im Vergleich zwischen Schizophrenen und Gesunden (0,06 mm) und Bi-
polaren und Gesunden (0,03 mm); dabei handelte es sich allerdings nur um eine neuro-
anatomische Arbeit ohne Berucksichtigung des genetischen Risikostatus der Patienten
bzw. Probanden fur assoziierte SNPs. Oertel-Knochel et al. (2015) fanden eine Differenz
der kortikalen Dicke des linken Gyrus temporalis superior von ca. 0,26 mm (12,5 %)
zwischen BD-Erkrankten und gesunden Probanden. Eine aktuelle Publikation von
Nenadic et al. (2015) beschreibt kortikale Dickenabnahmen des linken Gyrus temporalis
superior von ca. 0,12 mm (4,2 %) und des rechten von nur ca. 0,07 mm (5,4 %),
allerdings wurden auch hier keine genetischen Informationen bertcksichtigt. Beim
Vergleich der nominellen kortikalen Dickenabnahmen muss bedacht werden, dass sich
die absoluten Dickenwerte fur den linken bzw. rechten Gyrus temporalis superior bei
Gesunden bereits deutlich unterscheiden: Nenadic et al. (2015): 2,866 mm (links)/1,285
mm (rechts); Oertel-Kndchel et al. (2015): 2,455 mm (links); Rimol et al. (2010): 2,59
mm (links)/2,65 (rechts); Schultz et al. (2010a): 2,92 mm (rechts); Schultz et al. (2010b):
2,79 mm (rechts)/2,79 mm (links); Schultz et al. (2013): ca. 3,08 mm/2,94 mm (links);
Voineskos et al. (2011): ca. 3,52 mm/3,37 mm (links). Dies kann an den unterschied-
lichen Kollektiven liegen, der verwendeten Software oder individuellen Eingriffen in den
Segmentierungsprozess bei der Verwendung von Freesurfer im Rahmen der Editierung
der pialen Oberflache bzw. der GM-/WM-Grenzen (siehe Kap. 5.2.5). Die von uns
erfassten durchschnittlichen Dicken unseres gefundenen Clusters im linken Gyrus
temporalis superior von 3,158 mm fir NRAC und 2,916 mm flr RAC erscheinen dabei

im mittleren Drittel zu liegen und nicht zu weit nach oben oder unten abzuweichen.
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6. Zusammenfassung

Das noch junge Feld des Genomic Imaging hilft bei dem Verstandnis der Patho-
physiologie neuropsychiatrischer und neurodegenerativer Erkrankungen durch die
Untersuchung von Risikogenen mit bildgebenden Verfahren. Dabei kdnnen mogliche
strukturelle und/oder funktionelle Veranderungen des Gehirns, ausgeldst durch gene-
tische Varianten, helfen, die Entwicklung solcher Erkrankungen aufzuschlisseln. Eine
der untersuchten Merkmale des Hirnparenchyms ist die kortikale Dicke, welche als
reproduzierbarer Biomarker mit bekanntermaf3en hoher Heritibilitat gilt. Fir sowohl die
Schizophrenie als auch die Bipolare Stoérung, beides Krankheiten mit groRem gene-
tischen Einfluss, wurden bereits kortikale Dickenanderungen in Abhangigkeit des gene-
tischen Hintergrundes der Probanden in vorangegangenen Studien beschrieben.

In unserer Studie untersuchten wir 98 gesunde Probanden mit Hilfe einer Software
namens Freesurfer auf mdgliche kortikale Dickenanderungen und verglichen dabei
Risikoalleltrager mit Nicht-Risikoalleltragern flr mit Schizophrenie und/oder Bipolarer
Stérung assoziierten SNPs. Hierbei konzentrierten wir uns besonders auf die Auswahl
der SNPs und schlossen nur genomweit signifikante Varianten nach strengen Kriterien
in die Studie ein. Bei 7 von 17 untersuchten SNPs fanden wir signifikante neuroanato-
mische Veranderungen, namlich kortikale Dickenabnahmen, zwischen den beiden gebil-
deten Probandengruppen in Abhangigkeit ihres Risikostatus. Dabei entsprachen die ge-
fundenen Hirnregionen mit signifikant verminderter Kortexdicke zum grof3en Teil den be-
kanntermal3en funktionell mit Schizophrenie und/oder Bipolarer Stérung assoziierten
Arealen, z. B. den superioren Temporallappen (rs1344706 - ZNF804A). Unsere Studie
steht somit in Einklang mit der bereits vorhandenen Literatur. Hierbei stellt sie, nach
unserem Wissen, die erste Publikation mit solch systematischer Auswahl der zu

untersuchenden SNPs und ihre Korrelation mit der kortikalen Dicke dar.

Inwiefern diese morphologischen Auffalligkeiten bereits pranatal, in der Kindesentwick-
lung oder im Erwachsenenalter entstehen und wie sehr Umweltfaktoren diese noch be-
einflussen, ist noch nicht vollstandig geklart. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass
bereits in der fotalen Entwicklung, in Abhangigkeit des Risikostatus fur mit SCZ/BD
assoziierten SNPs, Veranderungen der Genexpression transkriptions-regulatorische

Auswirkungen haben, die letztlich zu einer veranderten Morphologie und dementsprech-
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end maoglicherweise erhdhtem Erkrankungsrisiko flhren. Es ist wahrscheinlich, dass
dieser Prozess auch postnatal wahrend der Hirnentwicklung fortbesteht. Obwohl be-
kannt ist, dass Umweltfaktoren weniger als der genetische Hintergrund in der Entste-
hung dieser psychiatrischen Erkrankungen eine Rolle spielen, muss insbesondere der
soziale und kognitive Einfluss der Umgebung auf die Hirnentwicklung und Alterspro-
zesse, wie die altersbedingte oder dementielle Atrophie, zuklnftig genauer analysiert

und in folgenden Studien mehr berlcksichtigt werden.

Eine klinische Relevanz der Korrelation von genetischem Hintergrund mit der
Neuroanatomie bestunde dann, wenn durch die Kombination aus genetischem und
neuroanatomischem Befund die Wahrscheinlichkeit von psychiatrischen Erkrankungen,
wie Schizophrenie oder Bipolare Stérung, vorhergesagt werden koénnte. Dies wirde
helfen, durch neue medikamentdse, psychotherapeutische oder interventionelle Thera-
pien, das Lebenszeitrisiko von Gesunden mit erhdhter Erkrankungswahrscheinlichkeit
zu senken oder sogar die Entstehung einer entsprechenden Pathologie vollstandig zu
verhindern. Ob die Untersuchung eines erhdéhten Erkrankungsrisikos und die Information
des Patienten daruber ethisch vertretbar ist, musste durch die daran beteiligten
Fachgesellschaften genau erortert und, falls zugelassen, unter strenger Reglemen-

tierung angewandt werden.

Unsere Studie stellt einen Beitrag zur neurogenetischen und neuroanatomischen
Grundlagenforschung dar. Unsere Ergebnisse und deren Interpretationen missen durch
weitere Studien, mit moglichst groRer Probandenzahl, Einschluss von schizophrenen
und/oder bipolaren Patienten und der Erweiterung auf weitere genetische Marker,
verifiziert und konkretisiert werden. Insbesondere longitudinale Studien mit Vergleich
kortikaler Dickenanderungen zwischen Schizophrenen, Bipolaren und Gesunden Uber
grolRe Zeitraume waren hochinteressant, um die Auswirkungen kortikaler Dickenande-
rungen besser zu verstehen. Mdglicherweise kdnnten kortikale Grenzwerte gefunden

werden, die zwischen Pathologie und Zufallsbefund differenzieren lassen.



7. Anhang

Tab. 9 (Teil 1): Angabe der Daten der Probanden des Kollektivs ,Connect100" mit vergebener
Identifikationsnummer, Geburtsdatum, Geschlecht, Handrigkeit, Ausbildungszeit und Herkunft.
Aufzahlung der Grunde flir einen Ausschluss aus der Studie (farblich markiert) vor Weiter-
verarbeitung der Daten mittels Freesurfer.

Anonymisiertes Probandenkollektiv Connect100 mit Angabe der Griinde fiir einen Ausschluss aus der Studie (Teil 1)

Connect100 - Daten Ausschlussgriinde
Héndrig- Ausbil- Aufélligkeiten Prozessierung genetische

Proband Geburtsdat. Geschlecht keit dungszeit Herkunft im MRT fehlerhaft Outlier Ausschluss

CON-001 18.11.1971 weiblich rechts 13

CON-002 16.3.1972 weiblich rechts 10

CON-003 10.5.1952 mannlich rechts 9

CON-004 29.8.1961 mannlich rechts 13

CON-005 17.8.1969 mannlich rechts 10

CON-006 18.10.1979 weiblich rechts 18

CON-007 15.6.1981 mannlich rechts 18

CON-009 24.5.1967 mannlich rechts 16 niederlandisch

CON-010 2.3.1955 weiblich rechts 14

CON-011  4.7.1980 mannlich rechts 22

CON-013 10.12.1984  weiblich rechts 19

CON-014 30.6.1979 mannlich rechts 18

CON-015 1.2.1985 weiblich rechts 10

CON-016 21.11.1985 weiblich rechts 16

CON-017 26.12.1955 weiblich rechts 10

CON-018 6.1.1952 mannlich rechts 13

CON-019 10.9.1954 mannlich rechts 17

CON-020 23.7.1987 weiblich rechts 12

CON-021 15.6.1946 mannlich rechts 1"

CON-022 20.12.1953 mannlich rechts 9

CON-023 3.1.1959 mannlich rechts 22

CON-024 28.8.1961 mannlich rechts 17

CON-025 10.3.1972 mannlich rechts 10

CON-026 3.8.1957 weiblich rechts 21

CON-027 4.3.1955 weiblich rechts 19

CON-028 20.7.1959 mannlich rechts 23

CON-029 25.12.1987 weiblich rechts 17

CON-030 15.12.1979 weiblich rechts 16

CON-031 6.7.1948 mannlich rechts 9

CON-033 10.2.1964 weiblich rechts 20

CON-034 19.2.1962 mannlich rechts 17

CON-036 13.2.1969 mannlich rechts 25

CON-037 9.1.1954 weiblich rechts 18

CON-038 24.5.1984 mannlich rechts 20

CON-039 16.4.1951 mannlich rechts 16

CON-040 9.9.1950 weiblich rechts 16

CON-041 12.6.1955 mannlich rechts 19

CON-042 2.12.1955 weiblich rechts 15

CON-043 28.11.1982 mannlich rechts 18

CON-044 13.11.1980 mannlich rechts 20

CON-045 31.3.1982 mannlich rechts 20

CON-046 2.2.1982 weiblich rechts 12 osteuropaisch

CON-047 17.10.1983 mannlich rechts 16 osteuropaisch

CON-048 18.12.1987 weiblich rechts 16

CON-049 9.3.1956 mannlich rechts 9

CON-050 15.7.1950 weiblich rechts 11,5

CON-051 20.12.1978 weiblich rechts 17

Die Handrigkeit wurde mit dem Edinburgh Handedness Inventory (Oldfield, 1971) erfasst.
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Tab. 9 (Teil 2): Angabe der Daten der Probanden des Kollektivs ,Connect100" mit vergebener
Identifikationsnummer, Geburtsdatum, Geschlecht, Handrigkeit, Ausbildungszeit und Herkunft.
Aufzahlung der Grunde fur einen Ausschluss aus der Studie (farblich markiert) vor Weiter-
verarbeitung der Daten mittels Freesurfer.

Anonymisiertes Probandenkollektiv Connect100 mit Angabe der Griinde fiir einen Ausschluss aus der Studie (Teil 2)

Connect100 - Daten Ausschlussgriinde
Handrig- Ausbil- Aufélligkeiten Prozessierung genetische
Proband Geburtsdat. Geschlecht keit dungszeit Herkunft im MRT fehlerhaft Outlier Ausschluss

CON-053 3.5.1982 mannlich rechts 16
CON-054 12.11.1979 mannlich  rechts 14 nichteuropgisch ~ ja  ja
CON-055 12.4.1988 weiblich rechts 17
CON-056 28.2.1965 mannlich rechts 19
CON-057 21.5.1949 mannlich rechts 25
CON-058 8.10.1974  ménnlich  rechts 18 firkischervater ~ ja  ja
CON-059 11.11.1946 mannlich rechts 18
CON-060 2.12.1961 mannlich rechts 23
CON-061 15.3.1982 weiblich rechts 12
CON-062 6.1.1979 weiblich rechts 14
CON-063 27.11.1976  weiblich rechts 16
CON-064 7.2.1976 mannlich rechts 13
CON-065 8.8.1979 mannlich rechts 8
CON-066 7.6.1969 mannlich rechts 16
CON-067 12.6.1968 weiblich rechts 10
CON-068 20.12.1954 mannlich rechts 14
CON-069 8.2.1953 weiblich rechts 12
CON-070 21.1.1966 weiblich rechts 7
CON-071 3181973  ménnlich  rechts 18  indonesiscn ~ ja  ja
CON-072 13.6.1963 weiblich rechts 13
CON-073 20.4.1945 weiblich rechts 8
CON-074 30.11.1969 weiblich rechts 12
CON-075 16.5.1968 weiblich rechts 12
CON-076 8.5.1949 mannlich rechts 13
CON-077 6.9.1939 weiblich rechts 10
CON-078 17.9.1943 mannlich rechts 12
CON-079 10.3.1965 weiblich rechts 10
CON-080 16.6.1942 weiblich rechts 10
CON-081 23.3.1962 weiblich rechts 13
CON-082 15.8.1980 ~ mannlich  rechts 11 sldamerkanisch ~ ja ja
CON-083 26.6.1956 weiblich rechts 19
CON-084 25.6.1953 weiblich rechts 8
CON-085 8.6.1962 mannlich rechts 16
CON-086 6.3.1979 weiblich rechts 10
CON-087 21.8.1972 weiblich rechts 17
CON-088 4.6.1948 mannlich rechts 7
CON-089 1.10.1971 weiblich rechts 13
CON-090 30.7.1947 mannlich rechts 10
CON-091 17.8.1948 weiblich rechts 10
CON-092 14.2.1962 weiblich rechts 13
CON-093 30.6.1967 weiblich rechts 13
CON-094 7.1.1953 weiblich rechts 10
CON-095 22.3.1943 weiblich rechts 15
CON-096 4.7.1945 weiblich rechts 17
CON-097 21.10.1983 mannlich rechts 19
CON-098 8.8.1976 mannlich rechts 20
CON-099 8.12.1964 weiblich rechts 13
CON-100 8.5.1946 mannlich rechts 18,5
CON-101 29.9.1948 weiblich rechts 10
CON-102 20.4.1979 weiblich rechts 17
CON-103 12.9.1948 weiblich rechts 12
CON-104 2.5.1948 weiblich rechts 15
CON-105 12.2.1956 mannlich rechts 18
CON-106 26.7.1947 mannlich rechts 13
CON-107 5.12.1947 weiblich rechts 10

Die Handrigkeit wurde mit dem Edinburgh Handedness Inventory (Oldfield, 1971) erfasst.




Tab. 10: Informationen Uber die GWAS mit Erstbeschreibung der mit BD und/oder SCZ assoziierten SNPs, die im Rahmen dieser Studie
einen signifikanten kortikalen Effekt zeigten

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) mit assoziierten SNPs, die in unserer Studie eine Abnahme der kortikalen Dicke zeigten

Nachstgelegenes Gen oder  assoziierte p-Wert bei kombinierter
SNP, RA Transkript Erkrankung Entdeckung Samples bei Entdeckung p-Wert Urspriingliche Studie (GWAS)
rs2727943, T CNTN6-CNTN4; intergenic BD 3,00E-08 1.000 Betroffene, 1.034 Kontrollen 3,00E-08 Kerner B et al., 2011
rs6484218, A ADM; intergenic BD 4,00E-08 402 SCZ, 1.021BD |,493 BD II, 1.210 MDD, 1.060 Kontrollen 4,00E-08 Huang J et al., 2010
rs1344706, T ZNF804A; intron SCz 8,00E-07 642 Betroffene, 2.937 Kontrollen 1,00E-08 O'Donovan et al., 2008
rs300774,A  SH3YL1, intergenic SMV bei BD 2,00E-06 1.201 BD mit, 1.497 BD ohne vorbek. Selbstmordversuch 5,00E-08 Willour VL et al., 2012
rs10503253, A CSMD1; intron SCZz 4,00E-07 9.394 Betroffene, 12.462 Kontrollen 2,00E-08 Schizophrenia Psychiatric
GWAS Consortium, 2011
rs12201676, C GABRR1-GABRRZ2; intergenic BD + SCZ 3,00E-04 BD; 653 BD und 1.034 Kontrollen, 1.172 SCZ und 1.379 Kontrollen 4,00E-08 Wang KS et al., 2010
3,00E-05 SCZ
rs12576775, G ODZ4; intron BD 3,00E-07 7.481 Betroffene, 9.250 Kontrollen 4,00E-08 Sklar P et al., 2011

GWAS sind nach dem CWP-Wert geordnet, der sich fur den jeweiligen SNP in unserer Studie fand.
Folgende Abkiirzungen werden verwendet: BD, Bipolare Stérung; SCZ, Schizophrenie; MDD, engl. major depressive disorder (schwere depressive Episode); SMV, Selbstmordversuche.
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Tab. 11: Darstellung der Ergebnisse mit Angabe der mit kortikaler Ausdiinnung assoziierten SNPs und zusatzlichen Clusterinformationen

Genetische Risikovarianten, die einen Effekt auf gesunde Probanden zeigten, mit detaillierten Clusterinformationen

Geninformationen

Clusteranalysen-Resultate

Nachstgelegenes Gen Hemis- Flache
oder Transkript SNP, RA phare CwWP CWP-Low CWP-Hig_;h Max p-Wert (mm?) NVtxs TalX TalY TalZ Signifikanter Unterschied in ROI
CNTN6-CNTN4; rs2727943, T Re 1,00E-04 <1,00E-06 2,00E-04 2,70E-05 3.210,75 4270 54 -86 11,8 lateral occipital, cuneus, lingual gyrus
intergenic Li 1,00E-04 <1,00E-06 2,00E-04 4 60E-04 2.805,64 6.247 -37,9 -59,6 41,8 superior parietal, precuneus
Li 1,00E-04 <1,00E-06 2,00E-04 7 00E-04 2.659,73 3.900 -34,1 -77 26,8 lateral occipital
Re 1,10E-02 9,50E-03 1,21E-02 2,00E-04 1.064,05 1.886 444 -10,7 -33 inferior temporal
ADM,; intergenic rs6484218, A Li 1,00E-04 <1,00E-06 2,00E-04 1 30E-06 472167 8359 -141 -36,8 68,5 superior parietal, precuneus, cuneus
Li 8,40E-03 7,20E-03 9,60E-03 8,10E-05 1.062,40 2446 -41,3 -37,3 37,5 intraparietal sulcus, inferior parietal
Re 2,90E-02 2,70E-02 3,03E-02 8,30E-05 929,84 1865 25,8 -21,8 -22 parahippocampal gyrus
Li 3,30E-02 3,10E-02 3,53E-02 1,80E-03 861,78 1132 -12,5 -92,8 -2.1 lateral occipital, lingual gyrus
Re 4,20E-02 3,87E-02 4,38E-02 6,70E-05 873,06 2077 33,9 -19,7 43,9 precentral gyrus
ZNF804A; intron rs1344706, T Re 7,00E-04 4,00E-04 1,00E-03 1,40E-04 1.498,95 2953 443 -1,1 -18,1 superior temporal
SH3YL1; intergenic rs300774, A Re 1,40E-03 9,00E-04 1,90E-03 6 ,80E-04 1.341,74 2.076 10,8 -69,2 452 precuneus
Re 6,70E-03 5,70E-03 7,80E-03 1,40E-03 1.134,06 1430 26,5 -95 0,3 lateral occipital, fusiform gyrus
Li 1,30E-02 1,07E-02 1,35E-02 9 90E-04 1.004,03 1978 -23,9 151 39,8 superior frontal
CSMD1; intron rs10503253, A Re 1,40E-02 1,22E-02 1,52E-02 2 ,30E-04 1.029,15 2419 5 -54 16,5 posterior cingulate, precuneus
iﬁg?;l:;—GABRRZ; rs12201676, C Re 2,90E-02 2,64E-02 3,06E-02 7,40E-04 926,88 2168 19,8 -284 56,6 postcentral, rostral superior parietal
ODZ4; intron rs12576775, G Re 4,20E-02 3,86E-02 4,37E-02 7,30E-04 873,91 1490 12 -62,7 36,9 precuneus

Befunde sind nach CWP-Wert geordnet.

Folgende Abkurzungen werden verwendet: Re, Rechts; Li, Links; CWP, clusterwise p-value (GLM mit Alter/Geschlecht als Kovariate, korrigiert fur multiples Testen);
ROI, Region-of-Interest; CWP-Low und CWP-High, 90% Konfidenzintervall fir CWP; Max p-Wert, gibt den p-Wert des Vertex mit der hochsten Signifikanz innerhalb des Clusters an;
Flache, Oberflache des Clusters; NVixs, Anzahl der Vertices im Cluster (jeder Vertex stellt nicht die gleiche Flache dar); TalX, Y, Z, Talairach-Koordinaten (MNI305) des Vertex

mit der groRten Signifikanz.
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Tab. 12 (Teil 1): Farbliche Darstellung der Genotypenverteilung fir 98 Probanden (nach
Ausschluss von 9 Probanden) fur die Risikovarianten, die mit einer signfikanten kortikalen
Ausdlinnung assoziiert waren. Die aufgrund des Genotyps erfolgte Gruppeneinteilung zur
weiteren Analyse mit Freesurfer kann nachvollzogen werden.

Genotypenverteilung und darauf basierende Einteilung in Genotypgruppen, Nicht-Risikoalleltrager (NonRAC) und Risikoalleltrager (RAC),
zur Analyse mit Freesurfer

Proband
(Connect100)

Genetische Risikovarianten mit Effekt auf die Kortikale Dicke in gesunden Probanden

rs2727943 rs6484218 rs1344706 rs300774 rs10503253 rs12201676 rs12576775

CON-001

CON-002
CON-003
CON-004
CON-005
CON-006
CON-007
CON-009
CON-010
CON-011
CON-013
CON-014
CON-015
CON-016
CON-017
CON-018
CON-019
CON-020
CON-021
CON-022
CON-023
CON-024
CON-025
CON-026
CON-027
CON-028
CON-029
CON-030
CON-031
CON-033
CON-034
CON-036
CON-037
CON-038
CON-039
CON-040
CON-041
CON-042
CON-043
CON-044
CON-045
CON-046
CON-047
CON-048
CON-049
CON-050
CON-051

CON-053

CON-055
CON-056

CON-057

Die SNPs sind von links nach rechts mit absteigendem CWP-Wert in der Freesurfer-Analyse geordnet.
Nukleotidbasen: Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G), Thymin (T)
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Tab. 12 (Teil 2): Farbliche Darstellung der Genotypenverteilung fir 98 Probanden (nach
Ausschluss von 9 Probanden) fur die Risikovarianten, die mit einer signfikanten kortikalen
Ausdinnung assoziiert waren. Die aufgrund des Genotyps erfolgte Gruppeneinteilung zur
weiteren Analyse mit Freesurfer kann nachvollzogen werden.

Genotypenverteilung und darauf basierende Einteilung in Genotypgruppen, Nicht-Risikoalleltrager (NonRAC) und Risikoalleltrager (RAC),
zur Analyse mit Freesurfer

Proband
(Connect100)

Genetische Risikovarianten mit Effekt auf die Kortikale Dicke in gesunden Probanden

rs2727943 rs6484218 rs1344706 rs300774 rs10503253 rs12201676 rs12576775
CON-059
CON-060
CON-061
CON-062
CON-063
CON-064
CON-065
CON-066
CON-067
CON-068
CON-069
CON-070
CON-072
CON-073
CON-074
CON-075
CON-076
CON-077
CON-078
CON-079
CON-080
CON-081
CON-083
CON-084
CON-085
CON-086
CON-087
CON-088
CON-089
CON-090
CON-091
CON-092
CON-093
CON-094
CON-095
CON-096
CON-097
CON-098
CON-099
CON-100
CON-101
CON-102
CON-103
CON-104
CON-105
CON-106

CON-107

Die SNPs sind von links nach rechts mit absteigendem CWP-Wert in der Freesurfer-Analyse geordnet.
Nukleotidbasen: Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G), Thymin (T)
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