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1 Einleitung

1 Einleitung

Der genetische Einfluss auf die Atiologie von Psychosen ist durch zahlreiche Studien
erwiesen (Tsuang et al., 2001; Gottesmann et al., 1987; McGuffin et al., 1996; Cardno
et al., 1999). Eine wichtige Rolle hierfiir scheint die Genregion um das
Dopaminrezeptor 2 Gen zu spielen. Dieser Rezeptor ist auch der Angriffspunkt von
Haloperidol, einem Neuroleptikum, welches bei Psychosen eingesetzt wird. Daher
konnte auch das Ansprechen auf eine Therapie mit Haloperidol genetisch beeinfluf3t

werden.

Durch einen genetischen Marker, welcher mit dem Ansprechen eines Medikamentes
assoziiert wire, konnte man Patienten mit einer individuell angepassten Therapie
behandeln. Die genetische Assoziation zwischen Polymorphismen auf der
Dopaminrezeptor 2 Genregion und dem Ansprechverhalten auf Haloperidol bei

psychotischen Patienten wurde in dieser Studie untersucht.

1.1 Psychosen

1.1.1 Definition

Eine Psychose ist eine ,komplexe psychische Stérung mit gestértem Selbst- und
Realititsbezug (,...)* (Pschyrembel, 2009). Psychosen werden nach ihrer Atiologie in
organische und nicht-organische Psychosen eingeteilt. Letztere werden weiter in
schizophrene Psychosen, affektive Psychosen und andere Psychosen differenziert

(Mbller, 2009).

1.1.2 Organische Psychosen

Bei den organischen oder auch korperlich begriindbaren Psychosen kann meist ein

pathomorphologisches Korrelat, eine direkte bzw. indirekte Hirnerkrankung oder
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Hirnschddigung als Ursache nachgewiesen werden.

Zu den akuten reversiblen organischen Psychosen (Leitsymptom: Bewusstseinstriibung)
gehoren Erkrankungen, die beispielsweise durch eine Durchblutungsstorung des
Gehirns oder nach einem Schédelhirntrauma auftreten. Hierzu gehdren das amentielle
Syndrom oder das Meningeom. Das ZNS kann zudem durch Thiaminmangel, Vitamin
B12-Mangel oder Infektionen so geschidigt werden, dass eine Psychose als Symptom
auftritt. Auch ein Delir oder ein Durchgangssyndrom gehéren zu den akuten
organischen Psychosen. Eine Gefahr stellen Noxen wie Alkohol oder psychotrope
Substanzen wie Metamphetamine (McKetin et al., 2006) und Cannabis (Degenhardt et
al., 2006) sowohl bei Intoxikation als auch bei plotzlichem Entzug dar. Zu den
Symptomen dieser Psychosen gehdéren Wesensverdnderungen, Halluzinationen und die

Entwicklung einer symptomatischen Schizophrenie.

Diese akuten, korperlich begriindbaren Psychosen gehen oft unscharf iiber in chronische
irreversible Formen. Hier sind die Leitsymptome vorwiegend

Personlichkeitsverdnderung und Demenz.

1.1.3 Schizophrene Psychosen

1.1.3.1 Definition und Epidemiologie

Zu den nicht organischen Psychosen (endogene Psychosen) werden schizophrene
Psychosen bzw. Schizophrenie gezihlt, welche die hiaufigste Psychose ist.

Die Schizophrenie wurde erstmals 1896 von Emil Kraepelin als ,,Dementia praecox*
beschrieben. Sie ist eine schwerwiegende Erkrankung, welche sowohl in der
Symptomatik als auch im Verlauf ein duferst variables Erscheinungsbild zeigt.

Das Hauptsymptom ist eine Storung der Selbst- und Fremdwahrnehmung. Die
Krankheit wurde nach verschiedensten Einteilungen klassifiziert. Durchgesetzt hat sich
eine seit den 70er Jahren bekannte Klassifizierung, bei welcher die Symptome in
Positiv- und Negativsymptome eingeteilt werden. Positivsymptome sind Wahn,

Halluzinationen, Ich-Stérungen, GroBenideen, formale Denkstérungen und Erregung.
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Als Negativsymptome gelten affektive Verflachung, stereotype Gedanken, sozialer
Riickzug, Mangel an Spontaneitidt und Sprachflull, Schwierigkeiten beim abstrakten
Denken, emotionaler Riickzug und Antriebsarmut (Mdéller et al., 2003; Kay et al.,
1987). Die Negativsymptome zeigen im Gegensatz zu den Positivsymptomen eine
Persistenz im Alter und lassen differentialdiagnostisch an eine Depression denken

(Fenton and McGlashan 1991).

Als Klassifikationssysteme werden derzeit die International Classification of Diseases,
Tenth Edition (ICD 10) und Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
Fourth Edition (DSM-IV), (Bramer 1988; Wittchen et al., 1996) genutzt. Bei der ICD
10 wird die Schizophrenie in sieben verschiedene Subtypen unterteilt: Paranoide,
hebephrene, katatone und undifferenzierte Schizophrenie, postschizophrene Depression,
schizophrenes Residuum und Schizophrenia simplex. Nach dem DSM-IV wird in fiinf
Hauptgruppen unterteilt: paranoid, kataton, desorganisiert, undifferenziert und residual.

Ein hédufiger Subtyp ist der paranoide, welcher sich vor allem in Wahn und
Halluzinationen und weniger in einer Negativsymptomatik &duflert. Die katatone
Schizophrenie zeigt sich besonders in psychomotorischen Stérungen. Durch verbesserte
medikamentdse Therapie ist sie in den industrialisierten Lindern selten geworden. Der
hebephrene Typ (desorganisierte Schizophrenie) zeigt vor allem eine ausgeprigte

Negativsymptomatik und affektive Storung mit schlechter Prognose.

Die Lebenszeitpravalenz fiir Schizophrenie liegt weltweit bei 0,5% -1%, die jdhrliche
Inzidenzrate bei 0,05% (Moller et al., 2009). Unterschiedlichste soziokulturelle Kreise
und Bevolkerungen zeigen dhnliche Privalenzzahlen (Tsuang et al., 1995; Héfner et al.,
1997).

Die Subtypen der Schizophrenie haben unterschiedliche Pridilektionsalter (Moller et
al., 2009). Der paranoide Typ tritt eher im fortgeschrittenen Alter auf, wihrend der
hebephrene Typ tiblicherweise zwischen dem 15. und 25. Lebensjahr in Erscheinung
tritt. Das durchschnittliche Alter bei Erstmanifestation der Erkrankung insgesamt liegt
zwischen dem 18. und 30. Lebensjahr, wobei Ménner im Durchschnitt 4 Jahre friiher
betroffen sind (Moller et al., 2009; Loranger, 1984; Héfner et al., 1998; Hambrecht M.

et al.,, 1992). Das spdtere Auftreten der Krankheit bei Frauen und ein zweiter
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Krankheitsgipfel in der Menopause wird mit einem vermutlich protektiven Einfluss von
Ostrogen auf das dopaminerge System erklirt. Bei Ratten wurde eine
Empfindlichkeitsreduktion der dopaminergen Rezeptoren durch Ostrogen gezeigt
(Héfner et al., 1991).

In einer Metaanalyse aus 49 Studien von 1980 bis 2001 zeigte sich, dass Manner in
hoher entwickelten Landern ein 1,42-fach erhohtes Risiko im Vergleich zu Frauen

aufweisen an Schizophrenie zu erkranken (Aleman et al., 2003).

1.1.3.2 Atiologie und Genetik

Die genetische Disposition spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der
Schizophrenie. Dies wurde in zahlreichen Studien belegt und ist inzwischen allgemein
anerkannt (Tsuang et al., 2001; Gottesmann et al., 1987; McGuffin et al.; 1996, Cardno
et al., 1999). Es konnte allerdings bislang kein einzelnes ursdchliches Gen entdeckt
werden. Vermutlich handelt es sich um eine multifaktoriell bedingte Erkrankung. So
zeigt sie eine inkomplette Penetranz, groflen Einfluss von Umweltfaktoren und
genetische Heterogenitit (Kendler, 2003; Sullivan et al., 2003).

In Zwillingsstudien konnte gezeigt werden, dass bei monozygoten Zwillingen eine
Konkordanz von ca. 50% fiir Schizophrenie besteht und bei dizygoten Zwillingen von
ca. 10%. Daraus ldsst sich ein Einfluss sowohl von genetischer Disposition als auch von
Umweltfaktoren ableiten (McGrath et al.; 1995, Zornberg et al., 2000). Die Bedeutung
sozialer und demographischer Einfliisse beschrieben Eaton (1974), Harrison et al.
(1997) und Eaton et al. (2000). Eaton untersuchte die Hospitalisierung dénischer
Patienten mit Schizophrenie und konnte ein 4,2-fach erhohtes Risiko bei
Stadtbewohnern im Vergleich zur Landbevolkerung zeigen. Das Erkrankungsrisiko fiir
Schizophrenie ist laut einer schwedischen Studie fiir die Stadtbevolkerung 1,65-fach
erhoht (Lewis et al., 1992). Hohe Inzidenzen wurden bei sozial benachteiligten
Probanden festgestellt. Hierbei sollte die social-drift Hypothese beriicksichtig werden,
welche besagt, dass ein Abgleiten in eine tiefere soziale Schichten hédufig als Folge,
nicht aber als Ursache einer bestimmten Krankheit zu werten ist. Cantor-Graae
durchsuchte MEDLINE nach populationsbezogenen Studien zwischen 1977 und 2003

(Cantor-Graae E. et al., 2005). 18 einbezogene Studien zeigten bei Einwanderern der 2.
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Generation im Vergleich zur ersten Generation ein erhohtes Risiko Schizophrenie zu
entwickeln.

Menschen, welche in den Winter- und Friihlingsmonaten geboren wurden, sind laut
einem Review von Torrey haufiger als der Rest der Bevilkerung betroffen (Torrey et
al., 1997). Dies kann moglicherweise mit einer prianatalen Herpes simplex oder Rubella
Exposition in Zusammenhang gebracht werden (Brown et al., 2000).

Murray wertete eine Storung der Neuralentwicklung als Ursache fiir die Schizophrenie
(Murray, 1994; Gourion et al., 2004; Harrison 1997). Moglicherweise spielen Faktoren
aus der Embryonal- und Fetalzeit, wie beispielsweise perinatale Hypoxie (Zornberg et
al., 2000; Cannon et al., 2002), vermindertes fetales Wachstum (Hultmann et al., 1997),
Frithgeburtlichkeit, geringer Kopfumfang (Kunugi et al., 1996 wund 2001),
Nahrstoffmangel wéihrend der Schwangerschaft (Brown et al., 1996), Kaiserschnitt oder
Praeklampsie (Dalman et al., 1999), eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer
Schizophrenie. Gilvarry konnte zeigen, dass bei Miittern mit Autoimmunkrankheiten
wie Diabetes mellitus das Risiko fiir deren Kinder steigt, an einer Psychose zu

erkranken (Gilvarry et al., 1996).

Zusammengefasst ldsst sich die Entstehung der Schizophrenie am besten mit dem
Vulnerabilitits-Stress Modell erkldren, wonach die Kombination aus Pradisposition und

belastenden Umweltfaktoren zur Entstehung der Krankheit fiihrt (Cannon et al., 2002).

1.1.3.3 Hirnstrukturelle Verinderungen

An postmortalen Gehirnen schizophrener Patienten konnte eine Reduktion der
neokortikalen grauen Substanz und eine verminderte Neuronenzahl im Hippocampus
und im Frontallappen nachgewiesen werden (Benes, 2000; Bogerts, 1999a; Hilleke et
al., 2000). In einer Zwillingsstudie konnte gezeigt werden, dass das Gesamtvolumen des
Gehirns bei an Schizophrenie erkrankten Patienten kleiner als das ihrer gesunden
Zwillinge ist (Baare et al., 2001). Hilleke et al. zeigten in einer MRT Studie, dass die
graue Hirnsubstanz bei schizophrenen Patienten vermindert ist und interpretierten dies
als eine Folge der Krankheit, da dieser Befund bei élteren Patienten ausgeprigter war

(Hilleke et al., 2002). Sanfilipo et al. zeigten einen Zusammenhang von vermehrter

5
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Negativsymptomatik mit verminderter prafrontaler weier Substanz und folgerten, dass
eine Verminderung der grauen Substanz eine fiir die Schizophrenie typische
Abnormalitét sei (Sanfilipo et al., 2000). Die Verdnderungen der Frontallappenstruktur
konnten durch eine MRT-Studie von Baare mit vermehrter negativer Symptomatik und
vermindertem verbalen und visuellen Gedéichtnis in Zusammenhang gebracht werden
(Baare et al., 1999).

Shenton fasste in einem Review 193 MRT-Studien aus den Jahren 1988 bis 2000
zusammen und zeigte, dass SeitenventrikelvergroBBerungen und Frontal- bzw.
Temporallappenverdnderungen hiufig beschrieben wurden (Shenton et al., 2000). Ob
diese pathomorphologischen Verdnderungen im Laufe der Krankheit entstehen oder ob
sie ursdchlich fiir die Entwicklung der Schizophrenie sind wird in weiteren Studien zu

klaren sein.

1.1.3.4 Neurotransmitter

Als Ursachenerkliarung fiir die Schizophrenie war lange Zeit die Dopamin-Hypothese
vorherrschend (Carlsson, 1963; Van Rossum, 1966), welche ein erhohtes Vorkommen
von Dopamin im ZNS als Ursache fiir Schizophrenie verantwortlich machte. Spétere in
vitro-Versuche zeigten eine Blockierung von Dopamin-2-Rezeptoren durch
Neuroleptika (Carlsson, 1988). Es konnte eine erhohte Freisetzung von Dopamin im
limbischen System gezeigt werden welche vermutlich die Ursache fiir die
Positivsymptomatik ist (Abi-Dargham et al., 1998). Ein Mangel an Dopamin im
prafrontalen Kortex hingegen scheint die Negativsymptome hervorzurufen. Diese These
wird durch die blockierende Wirkung typischer Neuroleptika auf Dopamin-2-
Rezeptoren und deren hoherer Effektivitdit bei Positivsymptomen als bei

Negativsymptomen gestiitzt (Davis et al., 1991).

In genetischen Studien wurde ein Zusammenhang mit Polymorphismen auf dem DRD2
Gen und dem Auftreten von Schizophrenie bestétigt. In der russischen Bevolkerung
beispielsweise entdeckten Monakhov et al. (2008) eine Assoziation zwischen dem
C957T Polymorphismus des DRD2 Rezeptor Gens und Schizophrenie. Monakhov et al.
(2008) untersuchten die drei Polymorphismen C957T (rs6277), C939T und TaqlA auf

6



1 Einleitung

thren Zusammenhang mit Schizophrenie. Nur beim Polymorphismus C957T konnte
eine signifikante Assoziation gezeigt werden. Auch Jonsson et al. (1999) zeigten in
einer Studie eine Assoziation eines weiteren Markers (-141C Ins/Del) auf dem DRD2
Gen mit vermehrtem Vorkommen der Schizophrenie. Es wurden 129 kaukasische
Patienten und 179 kaukasische Kontrollprobanden in diese Studie aufgenommen. Die
Genotypisierung erfolgte als RFLP (Restriktions Fragment Langenpolymorphismus). Es
konnte eine signifikant geringere Anzahl an -141C Del Allelen bei den Patienten (5,8%)
im Vergleich zur Kontrollgruppe (11,2%) gezeigt werden. Lafuente et al. (2008) zeigten
den Zusammenhang verschiedener Marker auf dem Dopamin 2 Rezeptor Gen mit
Schizophrenie. Von den Polymorphismen -141C Ins/Del, TaqlA, TaqlB und einem
DRD3 Marker konnte nur bei -141 C Ins/Del ein signifikanter Zusammenhang
nachgewiesen werden. Es wurden 243 schizophreniekranke Patienten und 291
Kontrollen spanischer Herkunft in einer Fall-Kontroll Studie verglichen. Von
Bedeutung scheint ein Polymorphismus in der 3’-Genregion des DRD2 Rezeptor Gens
zu sein, der TaqlA, welcher in anderen Studien bereits mit Alkoholismus und
Drogenmissbrauch assoziiert wurde (Blum et al., 1990; Comings et al., 1991). Dubertret
et al. (2001) zeigten eine signifikante Assoziation von Allel 2 des TaqlA

Polymorphismus mit Schizophrenie.

Weitere Studien stellen die urspriingliche Dopamin-Hypothese auf genetischer
Grundlage (Haplotypanalysen, bzw. Assoziationsstudien) in Frage (Nieratschker et al.,
2010; Behravan et al.; 2008, Moises et al.; 1991, Iwata et al., 2003,). So fithrten Moises
et al. eine Kopplungsanalyse unter Einbeziechung des DRD2 Gens durch und konnten
keinen Zusammenhang zur Schizophrenie zeigen (Moises et al., 1991).

In einer Review zeigten Nieratschker et al., dass mehrere Gene (DISC1, NRGI, etc.)
eine Assoziation zur Schizophrenie aufzeigen weshalb ein einzelnes Gen als Ursache
zur Entstehung eher unwahrscheinlich scheint (Nieratschker et al., 2010).

Iwata et al. untersuchten Polymorphismen auf Genen von vier Dopamin regulierenden
Enzymen sowie auf 4 Dopaminrezeptor Genen, u.a. dem DRD2. Hier konnte kein
Zusammenhang zur Schizophrenie gezeigt werden (Iwata et al., 2003). Hori et al.
konnten keine Assoziation der Polymorphismen des DRD2 Gens Ser311Cys und -141C
Ins/Del mit Schizophrenie zeigen (Hori et al., 2001).
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In einem iranischem Kollektiv konnten Behravan et al. keine Assoziation von TaqlA
oder TagB mit Schizophrenie nachweisen. Sie untersuchten 38 Patienten und 63
Kontrollen iranischer Herkunft, welche alle als RFLP genotypisiert wurden (Behravan
et al., 2008). Friedrich konnte keine Assoziation der Polymorphismen -141C Ins/Del
und A-241G des Promoterbereichs des DRD2 Gens mit Schizophrenie zeigen
(Friedrich, 2006). Zakzanis et al. untersuchten in einer Metaanalyse die Dopamin 2
Rezeptordichte und konnten bei ca. 70% der schizophreniekranken Patienten eine
erhohte Dichte zeigen. Die Tatsache, dass ca. 30% der an Schizophrenie erkrankten
Patienten keine erhohte Dichte an Dopaminrezeptoren 2 aufweisen, spricht ebenfalls

gegen die Dopamin-Hypothese als alleingiiltige Erklarung (Zakzanis et al., 1998).

Ein Zusammenhang zwischen Glutamat und Schizophrenie wurde zundchst durch
Carlsson et al. anhand von Tiermodellen gezeigt. Sie vermuteten eine verminderte
glutamaterge Funktion in der kortikostriatalen Ubertragung als zumindest mitbeteiligt
bei der Pathogenese der Schizophrenie in einem multifokalem &4tiologischen Konzept
(Carlsson et al., 1990). Durch Stefansson et al. konnte eine Assoziation zum Neuregulin
1 Gen gezeigt werden. Dieses Gen moduliert die glutamaterge Neurotransmission und
bekriftigt damit die Glutamathypothese (Stefansson et al., 2003).

Bei Verabreichung eines psychomimetischen NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)
Antagonisten wie Ketamin oder Phencyclidin zeigten gesunde Probanden
schizophreniedhnliche Psychosen und schizophrene Patienten eine Exazerbation ihrer
Erkrankung (Adler et al.,, 1999; Javitt and Zukin, 1991; Lahti et al., 1995). In
Tiermodellen erkannten Kaiser et al. verdnderte Genexpression im prafrontalen Kortex
nach Applikation von Phencyclidin (Kaiser et al., 2004). Der artifiziell erzeugte Mangel
an Glutamat im Rattenhirn rief eine verdnderte dopaminerge Expression hervor und
erzeugte im menschlichen Gehirn eine Psychose. Daher lag die Vermutung nahe, dass
auch Glutamat einen wichtigen Einfluss auf schizophrene Symptome hat. Im Ubrigen
haben atypische Neuroleptika eine antagonistische wie auch agonistische Wirkung auf
NMDA Rezeptoren. Egan und Weinberger untersuchten die Bedeutung des Glutamat
fiir die Entwicklung einer Schizophrenie und konnten in drei post mortem Studien einen
signifikanten Zusammenhang zwischen Expression von NMDA Rezeptoren (unter

anderem im préfrontalen Kortex) und Schizophrenie finden (Egan and Weinberger,
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1997). In einer weiteren post mortem Studie wurde eine verminderte GABAerge
Genexpression 1m préafrontalen Kortex bei schizophreniekranken Patienten
nachgewiesen (Volk et al.,, 2001). Jentsch und Roth konnten die Hypothese der
Hypofunktion des Glutamats durch NMDA Rezeptor Antagonisten an Tiermodellen
bestiatigen (Jentsch und Roth, 1999), erwédhnten aber die Bedeutung des

Zusammenspiels verschiedener Neurotransmitter fiir die Entstehung der Schizophrenie.

Straub et al. gelang es, in einer Kopplungsstudie auf verschiedenen Genregionen auf
den Chromosomen 2, 5, 6, 8 und 10 Zusammenhinge mit der Schizophrenie
darzustellen. Auch hier wurde die Hypothese formuliert, dass bei der Pathogenese der
Schizophrenie das Zusammenspiel mehrerer Neurotransmitter entscheidend ist (Straub
et al., 2002(1)). Kegeles et al. erkannten, dass eine Verdnderung des glutamatergen
Systems die dopaminerge Aktivitit beeinflusst (Kegeles et al., 2000). Laruelle et al.
untersuchten den FEinfluss der abnormen dopaminergen Stimulation auf die
glutamaterge Ubertragung und erkannten, dass sich beide Transmitter gegenseitig

beeinflussen (Laruelle et al., 2003).

Die Serotoninhypothese wurde durch Assoziationsstudien des Serotonin 2A Rezeptor
Gens von Inayama et al. und Williams et al. bekréftigt. Beide Arbeitsgruppen konnten
den Zusammenhang zwischen Schizophrenie und einem Polymorphismus des Serotonin
2A Rezeptorgens nachweisen (Inayama et al., 1996, Williams et al., 1997).

Bereits 1952 wurde erkannt, dass die LSD-Psychose, welche durch Serotoninblockade
auftritt, der schizophrenen Psychose dhnlich ist (Osmond und Smythies, 1952). Es
wurde vermutet, dass Serotonin eine groe Rolle in der Pathologie der Schizophrenie
spielt. Die Blockade der Serotoninrezeptoren ist eine entscheidende Wirkung der
atypischen Neuroleptika. Igbal et al. vermuteten den hauptsidchlichen Effekt von
Serotonin in seiner Interaktion mit Dopamin (Igbal et al., 1995). 1991 untersuchten
Igbal et al. Reaktionen auf die Gabe eines Serotoninagonisten (MCPP = m-
chlorophenylpiperazin) und erkannten, dass schizophrene Patienten anders reagierten
als Kontrollprobanden. Insbesondere zeigten sie psychotisch auffilliges Verhalten und
verschlechterte PANSS-Werte (Positive and Negative Syndrome Scale). Zusitzlich

wiesen sie verminderte Cortisol- und Prolaktinspiegel auf (Igbal et al., 1991). Ein
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weiterer Hinweis fiir die Bedeutung des Serotonins war die Entdeckung, dass ein
Polymorphismus des fiir die Tryptophan-Hydroxylase kodierenden Gens eine
Assoziation mit der Negativsymptomatik bei Schizophrenie zeigte (Shinkai et al.,
2000). Die Tryptophan-Hydroxylase ist an der Synthese von Serotonin beteiligt. Tsai et
al. zeigten eine Assoziation zwischen VNTRs (Variable number tandem repeats) im
Serotonin- Transportergen und Schizophrenie (Tsai et al., 2002). In einer PET in vivo
Studie wurde eine erhohte kortikale Serotoninrezeptordichte bei Patienten mit
Schizophrenie festgestellt. Diese Ergebnisse miissten aber im klinischen
Zusammenhang und unter Einbeziehung der Pharmakotherapie noch weiter untersucht
werden, da es sich auch nur um eine pharmakologisch induzierte Erh6hung handeln
konnte (Tauscher et al., 2002). In einer Review wurde der Zusammenhang zwischen
genetischen Polymorphismen des SHT2C Rezeptors und Nebenwirkungen der
atypischen Neuroleptika wie z.B. Gewichtszunahme dargestellt (Reynolds et al., 2005
(1)). Nach Injektion sowohl atypischer als auch konventioneller Neuroleptika wurde
durch Tiermodelle die verdnderte Expression der Dopamin- und auch der
Serotoninrezeptoren bestitigt (Haleem et al., 2002).

Familienstudien weisen darauf hin, dass Acetylcholin ebenfalls eine Rolle bei der
Entstehung von Schizophrenie spielen konnte. Ein Polymorphismus auf dem Gen des
alpha7-nikotinergen Cholinrezeptors wird in Zusammenhang mit
Hoérempfindungsstorungen bei Schizophrenen (Freedman et al., 1996) sowie mit der
Schizophrenie an sich gebracht (Leonard et al., 1996). Tandon und Greden (1989)
stellten die These auf, dass eine erhohte Aktivitdit muskarinischer Rezeptoren
Negativsymptomatik verursachen konnte. Sie erstellten diese These unter anderem auf
Grund der Verminderung von negativer Symptomatik durch Anticholinergika (Tandon

and Greden, 1989).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass nicht ein einzelnes Transmittersystem, sondern
eher eine Dysfunktion mehrerer fiir die Entwicklung von Schizophrenie verantwortlich
ist. Diese Vermutung wird auch durch die gute antipsychotische Wirkung der Atypika
unterstiitzt, welche mehrere Transmittersysteme (Dopamin, Serotonin, Acetylcholin,
Glutamat) zum Teil sowohl antagonistisch als auch partiell agonistisch beeinflussen

(Griinder et al., 2001).
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1.2 Therapie der Psychosen

1.2.1 Allgemeines

Therapieziel bei Psychosen ist neben Symptomfreiheit auch die Verbesserung der
Lebensqualitit und die Integration des Kranken in die Gesellschaft. Obwohl
Psychotherapie, Verhaltenstherapie, Patienten- und Angehorigenschulungen und
kognitives Training als wichtige und effektive Therapieformen gelten (Fenton, 2000),
ist doch die Pharmakotherapie das entscheidende Agens. Neuroleptika dienen in erster
Linie der Akutbehandlung, um mit einem dann kooperativeren Patienten
psychotherapeutische Behandlungswege einzuschlagen (Mdller und Bernd, 2000). Bei
wiederholten  Rezidiven ist allerdings eine  dauerhafte = medikamentdse
Rezidivprophylaxe unverzichtbar.  Grundsitzlich ist die Kombination der
Pharmakotherapie mit Psychotherapie die effektivste (Huber, 2005).

Pharmakologisch wird unter anderem die dopaminblockierende Wirkung der
Neuroleptika genutzt. Zusitzlich ist oft eine Sedierung der agitierten oder dngstlichen

Patienten notwendig (Gleixner, 2005).

1.2.2 Medikamentose Therapie

1.2.2.1 Entwicklung und Einteilung der Neuroleptika

Delay, Deniker und Harl entdeckten 1952 Chlorpromazin aus der Gruppe der
Phenothiazine. Durch die Einfilhrung dieses ersten Neuroleptikums wurde die
Hospitalisierungsrate schizophreniekranker Patienten stark gesenkt (Braus, 2005). Die
antipsychotische Potenz aller anderen Neuroleptika wird seither mit dieser Substanz
verglichen; dies wird als Chlorpromazinidquivalenz bezeichnet. Durch die Wirksamkeit
von Chlorpromazin entstand die oben erwidhnte Dopamin-Hypothese: Durch
Blockierung der Rezeptoren verschiedener Neurotransmitter im Gehirn, insbesonders

der Dopaminrezeptoren, konnte eine signifikante Reduzierung der Positivsymptomatik
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erreicht werden (Lambert et al., 1999; Tollefson et al., 1997).

Nach ihrer chemischen Struktur werden Neuroleptika in sieben Gruppen eingeteilt:
Phenothiazine, Thioxanthene, Butyrophenone, Diphenylbutylpiperidine, Dibenzepine
und Benzamide. Seit 1972 Clozapin als erstes atypisches Neuroleptikum entdeckt
wurde, ist die Einteilung in typische und atypische Neuroleptika (siche Tab. 1)
allerdings sinnvoller, da die klinische BeeinfluBbarkeit der verschiedenen Symptome

und die Nebenwirkungen hieraus hervorgehen (Mdller, 2000).

1.2.2.2 Wirkung von Neuroleptika

Von Kklinischer Bedeutung ist auch die Intensitdt der antipsychotischen Wirkung.
Neuroleptika werden in hoch-, mittel- und niedrigpotente eingeteilt. Hochpotente
Neuroleptika sind meist weniger sedierend als niederpotente Antipsychotika, zeigen

allerdings starkere extrapyramidalmotorische Stérungen (EPMS).

Tabelle 1: Einteilung Neuroleptika

Potenz Neuroleptikum Wirkstoff Typisch/Atypisch
(Handelsname)

Hochpotent Haldol Haloperidol Typisch
Glianimon Benperidol Typisch
Dapotum Fluphenazin Typisch
Orap Pimozid Typisch
Zyprexa Olanzapin Atypisch
Risperdal Risperidon Atypisch

Mittelpotent Propaphenin Chlorpromazin Typisch
Leponex Clozapin Atypisch
Taxilan Perazin Typisch
Dogmatil Sulpirid Atypisch
Seroquel Quetiapin Atypisch

Niedrigpotent Neurocil Levomepromazin Typisch
Truxal Chlorprothixen Typisch
Dipiperon Pipamperon Typisch
Solian Amisulprid Atypisch

12
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Allen Neuroleptika ist eine blockierende Wirkung auf postsynaptische
Dopaminrezeptoren gemeinsam, wodurch die Positivsymptomatik vermindert wird. In
erster Linie werden D2-Rezeptoren im limbischen System blockiert, in geringerem
AusmalB auch D1- oder D4-Rezeptoren. Clozapin zum Beispiel zeigt an D4 Rezeptoren
eine antagonistische Wirkung, an DI, D2, D3 und D5 nur eine leichte Blockade.
AulBlerdem inhibiert es wie fast alle atypischen Neuroleptika die serotonerge, alpha-

adrenerge, cholinerge und histaminerge Ubertragung (Gelbe Liste, 2010).

Auf Grund des vermuteten relativen Dopaminmangels im frontalen Kortex ist es
verstandlich, dass die typischen Neuroleptika zwar sehr gute Ergebnisse bei der
Positivsymptomatik aufzeigen, aber kaum Einfluss auf die Negativsymptomatik haben.
Neuroleptika verstirken den krankheitsbedingt bereits bestehenden Dopaminmangel im
frontalen Kortex (Tollefson et al., 1997 (1)) noch zusétzlich. Ein Nachteil ist, dass die
Blockade der Dopaminrezeptoren im nigrostriatalen System eine parkinsonoide bzw.
extrapyramidale Storung, akute Dyskinesien und vor allem irreversible Spatdyskinesien
als Nebenwirkung auftreten ldsst (Moller et al., 2000). Die antidopaminerge Wirkung
im tuberoinfundibuldren System hat manchmal eine Hyperprolaktinimie und dadurch

bedingte Galaktorrhoe und Gynédkomastie zur Folge (Estler, 2006).

Der Vorteil der Atypika ist die differenzierte Blockade zentraler noradrenerger
Rezeptoren sowie Rezeptoren im frontalen Kortex und die daraus folgende zusédtzliche
Verbesserung der Negativsymptomatik (Beasley et al., 1996). Unter anderem treten bei
den Atypika kaum extrapyramidale Stérungen und nur selten Hyperprolaktindmie auf
(Leucht et al., 1999; Geddes et al., 2000; Davis et al., 2003; Haleem et al., 2002). Eine
Review von Leucht zeigte, dass Atypika eine signifikant bessere Prophylaxe vor
Riickfdllen bieten als konventionelle Neuroleptika (Leucht et al., 2003 (1)). Eine
belastende Nebenwirkung bei den Atypika ist allerdings die starkere Gewichtszunahme,
deren Ursache nicht génzlich geklart ist. Allerdings wird eine genetische Disposition
vermutet (Miiller und Kennedy, 2006). Eine mogliche Stérung der Glukosetoleranz
sowie das Neuauftreten eines Diabetes mellitus sind weitere relevante Nebenwirkungen
(Sernyak et al., 2002). Wetterling et al. (2003) untersuchten diese Zusammenhénge und

kamen zu dem Schluss, dass Clozapin und Olanzapin ein deutlich erhdhtes Risiko fiir
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die Entwicklung eines Diabetes mellitus haben als typische Neuroleptika. Dieses Risiko
entstiinde wegen der Appetitsteigerung und der daraus folgenden Adipositas mit
gesteigerter Sekretion von Insulin und Leptin (Wetterling et al., 2003). Eine seltene aber
gefdhrliche Komplikation einiger Atypika ist die Agranulozytose. So wurde 1975
Clozapin wegen entsprechender Blutbildverdnderungen vom Markt genommen, unter

der Auflage laborchemischer Kontrollen aber bald wieder zugelassen (Huber, 2005).

Neuroleptika konnen durch die Wirkung auf Transmittersysteme, wie beispielsweise
Serotonin, zum einen Nebenwirkungen hervorrufen, zum anderen aber auch die
klinische Wirkung mal3geblich beeinflussen. Die Blockade der Histamin H1-Rezeptoren
tragen beispielsweise zur Sedierung bei, sind aber vermutlich an der Appetitsteigerung
beteiligt (Mdoller et al., 2000). Der Antagonismus an muskarinischen Rezeptoren fiihrt
zwar zu einer Minderung der extrapyramidalen Symptomatik, gleichzeitig aber zu
vegetativen Nebenwirkungen (Moller et al., 2000). Die Blockade der serotonergen
Rezeptoren ist vermutlich fiir die Minderung der Negativsymptome verantwortlich
(Estler, 2006). Neuere atypische Neuroleptika (z.B. Aripiprazol) zeigen einen anderen
Grad der Blockierung, einen schwachen partiellen Agonismus an D2-Rezeptoren, und
weisen dadurch ein geringeres Auftreten von EPMS auf (Griinder et al., 2003). Bei
Aripiprazol besteht zusétzlich ein agonistischer Effekt auf den 5-HT(1A) Rezeptor und
ein antagonistischer auf 5-HT(2A) Rezeptor (Kuroki et al., 2008).

Wegen diverser anderer Wirkungen finden Neuroleptika auch auBlerhalb der Psychiatrie
Anwendung, so als Neuroleptanalgesie in der Andsthesie, bei hyperkinetischen
Syndromen in der Neurologie und als Antiemetikum oder Anticholinergikum in der
Inneren Medizin. In der Gerontopsychiatrie werden Neuroleptika bei Demenzen zur

Behandlung von Unruhe und Angsten verwendet (Adler, 2003).
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1.2.3 Haloperidol

1.2.3.1 Indikation und Wirkung

Haloperidol ist ein typisches Antipsychotikum der Stoffgruppe Butyrophenon mit einem
etwa 50-fach stirkeren antipsychotischen Effekt als Chlorpromazin. Es wurde 1959 als
das erste hochpotente Neuroleptikum in Belgien zugelassen, nachdem es urspriinglich
fiir den Einsatz in der Anédsthesie von Paul Janssen entwickelt wurde (Bangen, 1992).

Haloperidol besteht chemisch aus einer Propyl-Kette mit einem basischen Stickstoff
und ein 4-Fluorbenzoyl sowie einer Bis-(4-fluorphenyl)-methyl-Gruppe (Mdller, 2000).
Die Anwendungsgebiete von Haloperidol sind Basisbehandlung und Behandlung von
Krankheitsschiibben der Psychosen aus dem schizophrenen Formenkreis, wie
Behandlung akuter Verschlechterungen chronisch therapieresistenter Schizophrenien
sowie psychomotorischer Erregungszustdnde psychotischer Genese (Gelbe Liste, 2010).
Haloperidol verringert Symptome wie Halluzinationen, Aggressivitit, Impulsivitdt und
Erregungszustinde (Joy, 2006). Das Medikament ist in verschiedenen
Darreichungsformen verfligbar (Tabletten, Tropfen, Depot und Spritzen), die Dosis
sollte individuell eingestellt werden. Eine Dosis von 15mg zeigt in der Regel ein ebenso

gutes Resultat wie eine hohere Dosis (Miiller et al., 2000).

Haloperidol hat eine hohe Affinitdt zu Dopamin 2 Rezeptoren, eine etwas verminderte
zu Dopamin 1, 3 und 4 Rezeptoren, eine nur geringe zu 5-HT1A und 5-HT2, zu sigma
Opioid- und alpha Adrenorezeptoren. Erst bei hohen Dosen hat Haloperidol eine
Affinitdt zu H1 Histamin- und zu cholinergen Rezeptoren (Gelbe Liste, 2010). In PET-
Studien wurde eine 70 bis 89%ige Blockade der Dopamin 2 Rezeptoren unter
Haloperidol gezeigt, bei beispielsweise Clozapin waren es hingegen nur 38-63% (Farde
et al., 1992). Clozapin hat eine starke Affinitdt zu Dopamin 4 Rezeptoren, 5-HT2A,
muskarinergen und cholinergen Rezeptoren, weshalb hier vermehrt vegetative
Nebenwirkungen auftreten (Burgis, 2008).

Griinder zeigte durch markiertes L-DOPA und PET Aufnahmen, dass nach einer 5-
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wochigen Behandlung zusétzlich zur akuten DRD2 Blockade eine um 25% verminderte
Synthese von Dopamin im Caudatum und im Putamen erfolgte (Griinder et al., 2003).
Dies erkldrt, warum die antipsychotische Wirkung oft erst Wochen spéter einsetzt,
obwohl der dopaminblockierende Effekt wesentlich schneller eintritt.

Der hepatische Abbau von Haloperidol erfolgt zum grofften Teil durch
Glukoronidierung, es wird aber auch durch CYP3A4 verstoffwechselt (Kudo et al.,
1999). Durch die hohe therapeutische Breite von Haloperidol kommen

Vergiftungserscheinungen nur selten vor.

1.2.3.2 Vergleich von Haloperidol mit anderen Antispsychotika

In den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Psychiatrie, Psychotherapie und
Nervenheilkunde (DGPPN) wird in fast allen Situationen die Gabe atypischer
Neuroleptika empfohlen:

Empfehlungsgrad B:

Bei schizophrenen Ersterkrankungen sollten aufgrund der gegeniiber den typischen
Antipsychotika zumindest vergleichbaren Wirkung auf die Positivsymptomatik,
Hinweisen auf eine iiberlegene Wirksamkeit beziiglich der Negativsymptomatik und
geringerer dosisabhédngiger extrapyramidal-motorischer Nebenwirkungen in erster Linie
Atypika eingesetzt werden, allerdings miissen hierbei die substanzspezifischen

Nebenwirkungen beriicksichtigt werden (DGPPN Leitlinien Kurzversion).

In einem Informationsblatt der Kassenérztlichen Vereinigung Bayerns (01.07.2009) zur
Verschreibung von Neuroleptika wurde beschrieben, dass die Verschreibungszahlen der
klassischen Neuroleptika in Bayern von 2005 - 2008 sanken, und die der atypischen
anstiegen. Es wurde aus einem Verhiltnis von 63% klassische zu 37% Atypika im Jahre
2005, 4 Jahre spidter bereits 51,8% klassische zu 48,2% Atypika (Kassendrztliche
Vereinigung Bayern, 2009).

In den USA waren 90% aller verabreichten Neuroleptika Atypika (Burgis, 2008).

Davis et al. konnten zeigen, dass einige Atypika wie Clozapin, Olanzapin, Amisulprid

oder Risperidon eine bessere antipsychotische Wirkung besitzen als typische
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Neuroleptika (Davis et al., 2003). Insbesondere Clozapin scheint im Vergleich mit
typischen Neuroleptika eine verbesserte Effektivitdt hinsichtlich Symptomreduzierung
zu erreichen (Chakos et al., 2001). Es gilt aber zu bedenken, dass die Atypika eine sehr
heterogene Substanzklasse darstellen. Es ist nicht korrekt, von den Atypika bzw.
Zweitgenerations - Antipsychotika wie von einer Entitdt zu sprechen. Schulz et al.
(2003) konnten keine signifikanten Unterschiede in der Verbesserung der Symptome
zwischen Quetiapin und Haloperidol bei Messung der BPRS (Brief Psychiatric Rating
Scale) erkennen, aber ein besseres Ansprechen auf Quetiapin im Hinblick auf

Symptomverbesserung, gemessen an fallkontrollierten Studien.

Beasley et al. zeigten eine erhohte Effektivitit von Olanzapin im Vergleich zu
Haloperidol nur bei der Negativsymptomatik (Beasley et al., 1996). Burton et al.
untersuchten in einer Review den Vorteil der Atypika und bestdtigten den hoheren Grad
an Verbesserung der Negativsymptomatik und der kognitiven Funktion (Burton et al.,
2006).

Leucht et al. zeigten in einer Metaanalyse auch fiir Haloperidol eine Verbesserung der
Negativsymptomatik. Es konnte auch eine Verbesserung der allgemeinen Symptomatik
fiir Risperidon und Olanzapin im Vergleich zu Haloperidol nachgewiesen werden
(Leucht et al., 1999). In einer Metaanalyse (Leucht et al., 2009) konnten keine
signifikanten Unterschiede bei der Verbesserung der Negativsymptomatik zwischen
atypischen und typischen Neuroleptika festgestellt werden. Auch hier wurde festgestellt,
dass die Atypika eine heterogene Gruppe darstellen und in der Hélfte der Fille nicht
effektiver waren als typische Neuroleptika.

Kasper et al. sahen in einer randomisierten Langzeitstudie mit 1294 Patienten Vorteile
von Aripiprazol gegeniiber Haloperidol in der Langzeitbehandlung beziiglich

Eftektivitdt (PANSS) und Compliance (Kasper et al., 2003).

In einer weiteren Metaanalyse untersuchten Geddes et al. (2000) 12649 Patienten in 52
Studien, wobei sie atypische (Amisulprid, Olanzapin, Quetiapin, Risperidon und
Sertindol) mit herkdmmlichen Neuroleptika (Haloperidol und Chlorpromazin)
verglichen. Es zeigte sich zwar ein Vorteil der Atypika, was Effektivitit und Auftreten

extrapryramidalmotorischer Nebenwirkungen angeht, die Vorteile verringerten sich
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aber bei einer Dosis von Haloperidol weniger als 12 mg/Tag. Es wurde vermutet, dass
typische Neuroleptika bei hoherer Dosierung zwar mehr Nebenwirkungen haben,
wiewohl hohere Dosen die antipsychotische Potenz nicht erhohen. Die vermeintlichen
Vorteile der Atypika verringern sich angesichts deren typischer Nebenwirkungen
(Gewichtszunahme, Blutbildveranderungen). Dass durch adidquate Dosierung auch
konventionelle Neuroleptika weniger EPMS zeigen, konnten Leucht et al. bekriftigen
(Leucht et al., 2003(2)).

Liebermann et al. (2003) konnten bei Patienten, welche mit Olanzapin behandelt
wurden, eine hohere Therapie-Abbruchrate feststellen als bei mit Haloperidol
behandelten Patienten (Liebermann et al., 2003). Auch Burton et al. beschrieben trotz
verbesserter antipsychotischer Effekte eine verminderte Compliance bei Patienten,
welche atypische Neuroleptika einnahmen, was vermutlich auf die Gewichtszunahme

zuriickzufiihren war (Burton et al., 2006).

In der CATIE-Studie (,,Clinical Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness®)
wurden 1493 Patienten in verschiedenen US-amerikanischen Stddten hinsichtlich einer
unterschiedlichen Effektivitit zwischen dem typischen Neuroleptikum Perphenazin und
den atypischen Olanzapin, Risperidon, Quetiapin und Ziprasidon untersucht. Lediglich
bei Olanzapin war die Abbruchrate geringer, allerdings musste hierbei stirkere
Gewichtszunahme, Blutzuckeranstieg und Cholesterinanstieg hingenommen werden.
Die iibrigen atypischen Neuroleptika konnten weder eine erhohte Effektivitit im
Vergleich zu Perphenazin aufweisen noch eine spitere Abbruchrate wegen

Nebenwirkungen (Liebermann et al., 2005).

Einen aktuellen Uberblick zeigt das Informationsblatt der Kassenirztlichen Vereinigung
Bayerns (01.07.2009), in welchem 150 Studien mit insgesamt 21533 Patienten
untersucht wurden. Bei der Gesamtwirksamkeit sind nur vier (Amisulprid, Clozapin,
Olanzapin, Risperidon) der neun untersuchten Atypika wirksamer als die klassischen
Neuroleptika. Dies trifft ebenfalls auf die fiir die Atypika bekannte Reduzierung der
Negativsymptomatik zu.

Im Vergleich zu Haloperidol zeigen alle atypischen Antipsychotika weniger EPMS. Bei

der Gabe niedrigpotenter klassischer Neuroleptika wie Chlorpromazin zeigen hier nur
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Clozapin, Olanzapin und Risperidon weniger EPMS (Kassenérztliche Vereinigung

Bayern, 2009).

1.2.3.3 Nebenwirkungen

Als hochpotentes Neuroleptikum weist Haloperidol im Vergleich zu Atypika und auch
zu vielen typischen Neuroleptika eine hohere Rate an extrapyramidalmotorischen
Storungen auf (Liebermann et al., 2003; Kasper et al., 2003). Zu den EPMS zéhlen
Friihdyskinesien, Akathisie, Parkinsonoid sowie Spitdyskinesien. Ursédchlich fiir EPMS
ist die Tatsache, dass die Affinitdt der Neuroleptika zu D2-Rezeptoren nicht spezifisch
fiir das limbische System ist. D2-Rezeptoren werden auch im Striatum blockiert, was
die EPMS auslosen kann.

Friihdyskinesien treten bei 10-30% der Patienten bereits in der ersten Therapiewoche
auf, konnen aber mit dem Anticholinergikum Biperiden gut behandelt werden. Bei
langfristiger Einnahme wichst die Gefahr von Spétdyskinesien, sogenannter stereotyper
Hyperkinesien. Diese treten iiberwiegend im hohen Lebensalter, beim weiblichen
Geschlecht sowie zerebraler Vorschdadigung auf (Karow, 2009) und sind in 1% der Falle
irreversibel (Gleixner, 2005).

Haloperidol hat eine geringe anticholinerge Wirkung und fiihrt deshalb selten zu
Obstipation, Mundtrockenheit, Tachykardie und Harnverhalt (Burgis, 2008). Im
Vergleich zu Atypika wie Olanzapin fiithrt Haloperidol kaum zu Gewichtszunahme
(Liebermann et al., 2003), welche bei den Atypika vermutlich auf der Blockade der
Serotoninrezeptoren beruht (Nyberg et al., 1996).

Hormonelle Effekte konnen sich durch Zyklusstorungen, Libidoverminderung,
Galaktorrhoe oder Gyndkomastie bemerkbar machen, wobei fiir die letzteren ein
Prolaktinanstieg ursdchlich ist. Diese Hyperprolaktindmie ist bei ldngerfristiger
Anwendung hédufig (Ménner: 42,4%, pradmenopausale Frauen: 65,6% (Kinon et al.,
2003)) und vermutlich auf die Blockade der D2-Rezeptoren an Zellen der
Adenohypophyse zuriickzufiihren (Moller, 2000). Das Vorkommen von Dopamin in der
Area postrema erklért den antiemetischen Effekt der Neuroleptika.

Selten kommt es bei der Therapie mit Haloperidol zu Leukopenie, Thrombopenie,
Granulozytopenie, Eosinophilie oder zum AV-Block bzw. Schenkelblock auf Grund
von QT-Verldngerungen. Die Ursache hierfiir wird in der Blockade des HERG- (Human
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Ether-a-go-go Related Gene) Kanals vermutet, ein fiir den verzdgerten K'-
Gleichrichterstrom verantwortlicher Kanal (Moéller, 2000).

Selten ist das maligne neuroleptische Syndrom, welches sich durch Fieber iiber 40°C,
Muskelstarre, vegetative Entgleisung mit Herzjagen und Bewusstseinstriibbung bis hin
zum Koma auszeichnet (Gelbe Liste, 2010).

Das Wirmezentrum im Hypothalamus wird behindert, was zu Beginn der Behandlung
zum Temperaturabfall fiihren kann. Weiterhin kann es zu Miidigkeit (histaminerge
Blockade), orthostatischer Dysregulation (anti-alphal-adrenerge Wirkung), depressiver
Verstimmung, Kopfschmerzen, Schwindel, Kornea- und Linsentriibungen und
asymptomatischer Transaminasenerhohung kommen (Gelbe Liste, 2010).

Als Kontraindikation gilt Bewusstlosigkeit, Parkinson und Kreislaufschock. Nur unter
strenger Kontrolle darf Haloperidol bei schweren Vorerkrankungen des Herzens, der

Nieren, der Leber und bei Krampfanfillen in der Anamnese gegeben werden.

1.2.3.4 Zusammenhang zwischen Ansprechverhalten auf Neuroleptika und
genetischen Variationen

Trotz der hohen Potenz ist bei Haloperidol, wie bei allen anderen Neuroleptika auch mit

einer hohen Rate von Nonrespondern zu rechnen.

Das Nicht-Ansprechen auf ein Neuroleptikum ist je nach Studie anders definiert, daher
gibt es eine grofle Bandbreite an Prozentzahlen fiir Nonresponder. So werden 5 -25%
Therapieresistenz von Meltzer et al. (1992), 5% von May et al. (1988) und bis zu 30%
von Meltzer (1997) beschrieben. Ursdchlich hierfiir sind laut Moller (2000)
Patientenfaktoren (Verhaltensstorung, Doppeldiagnosen, familidre Belastungen),
schizophreniebezogene Faktoren (Genetik, starke Negativsymptomatik, friiher
Krankheitsbeginn), weitere Behandlungsfaktoren (Therapieverweigerung,
Fehldosierungen) und nichtmedikamentése Behandlungsformen (unzureichende
Therapiemoglichkeiten, negative Effekte, etc.). Auch bestehen Unterschiede des
Ansprechens bei verschiedenen Ethnien, was an unterschiedlicher Pharmakodynamik

liegen konnte (Emsley et al., 2002).
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Es wurden bereits zahlreiche Polymorphismen auf verschiedenen Genen mit der
Ansprechrate auf Neuroleptika in Zusammenhang gebracht. Zu diesen Genen zdhlen
einerseits die metabolisch regulierenden Gene und andererseits die Gene der
Neurotransmitter. Zu den metabolisch beeinflussenden Genen zéhlen unter anderem
jene, welche fiir CYP1A2 und CYP2D6 kodieren. Auf Transmitterebene sind
insbesondere die verschiedenen Dopaminrezeptoren und Serotoninrezeptoren
Gegenstand aktueller Forschungen. Auf dem Dopamin 2 Rezeptor Gen wurden
zahlreiche Polymorphismen auf ihren Zusammenhang mit dem Ansprechverhalten mit
hdufig uneinheitlichen Ergebnissen untersucht (Schifer et al., 2001; Malhotra et al.,
1999; Shen et al., 2008; Thomas et al., 2008; Lane et al., 2004; Lencz et al., 2006; Xing
et al., 2007; Hwang et al., 2006; Yamanouchi et al., 2003; Suzuki et al., 2000 und 2001;
Sakumoto et al., 2007; Wu et al., 2005; Arranz et al., 1998; Dahmen et al., 2001;
Reynolds et al., 2005 (2)).

Eine Studie belegte den Zusammenhang zwischen Ansprechen auf Clozapin und dem
Marker -141C Ins/Del des DRD2 Gens.

Malhotra et al. behandelten 72 Patienten, welche entweder an Schizophrenie oder an
schizoaffektiver Storung litten, 10 Wochen mit Clozapin. Die Genotypisierung erfolgte
als Restriktions-Fragmentldngen- Polymorphismus (RFLP). Als positives Ansprechen
wurde eine Verbesserung der BPRS um mindestens 20% gewertet. Hier konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit dem Del- Allel eine 5-fach stirkere Verminderung der
psychotischen Symptome aufwiesen als Patienten mit dem Ins Allel (Malhotra et al.,

1999).

Hwang et al. untersuchten 12 Genvarianten auf DRD2 auf das Ansprechen von
Clozapin bei 97 kaukasischen und 35 afroamerikanischen Patienten. Die
Genotypisierung erfolgte durch einen 5 Exonuklease Fluoreszenz Assay. Hier wurde
wieder BPRS zur Objektivierung genutzt, wobei nur bei afroamerikanischen Patienten
signifikante Unterschiede bei TaqlB und rs1125394 gezeigt werden konnten (Hwang et
al., 20006).

Den Zusammenhang zwischen dem Marker -141C Del/Ins und Ansprechen auf
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Clozapin konnten Arranz et al. nicht bestitigen. Es wurden 151 Patienten britischer
Herkunft mit Clozapin und zusitzlich 149 Patienten han-chinesischen Ursprungs mit
verschiedenen Neuroleptika (Clozapin und andere) behandelt. Das Ansprechen wurde
bei den britischen Probanden durch die GAS (Global Assesment Scale) und bei den
chinesischen Probanden durch klinische Interviews festgestellt. Bei der GAS wurde eine
Verbesserung ab 20 Punkten als Ansprechen gewertet, beim klinischen Interview wurde
eine Remission oder moderate Besserung als Ansprechen gewertet. Trotz der
unterschiedlichen Herkunft der Probanden und verschiedenen Methodik konnte in

keiner der beiden Studien eine Assoziation gezeigt werden (Arranz et al., 1998).

Thomas et al. untersuchten das Ansprechen auf Olanzapin im Zusammenhang mit 10
Markern auf 6 verschiedenen Genen, unter anderem auch DRD2. Auf dem Gen DRD2
wurden die Polymorphismen Ser311Cys und ein Marker, welcher 10kb stromaufwirts
von Exon 8 liegt (C > T), untersucht. Es handelte sich um 122 Probanden, welche an
Schizophrenie oder an schizoaffektiver Storung litten. Die durchschnittliche Dosis lag
bei 16,5 mg Olanzapin pro Tag. Es wurde wdchentlich {iber einen Zeitraum von 6
Wochen sowohl die PANSS als auch die CGI (Clinical Global Impressions) fiir die
Objektivierung des Ansprechens gewihlt. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang

gezeigt werden (Thomas et al., 2008).

Die Studie von Lencz et al. bot den Vorteil, dass es sich um Patienten mit der ersten
Episode einer Schizophrenie, schizoaffektiven Storung oder schizophrenen Storung
handelte, wodurch eine eventuelle Hochregulation der Dopaminrezeptoren durch
vorherige Gaben eines Neuroleptikums ausgeschlossen war. Es wurden 61 Patienten
nach Randomisierung mit Olanzapin (N = 28) oder Risperidon (N = 33) behandelt. Die
Genotypisierung erfolgte durch 5'Exonuklease Fluoreszenz Assay fiir die
Polymorphismen A-241G und -141C Ins/Del auf dem DRD2 Gen. Das Ansprechen
wurde durch Verminderung der typischen Symptome und zusétzlich durch die CGI-
Skala gewertet. Die Ergebnisse zeigten ein signifikant schnelleres Ansprechen der -

241G Alleltrager und der -141C Ins/Ins Genotyptrager (Lencz et al., 2006).

Lane et al. untersuchten den Polymorphismus Ser311Cys des Dopaminrezeptor Gens
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auf einen Zusammenhang mit Ansprechen auf Risperidon an einem Kollektiv von 123
Chinesen. Diese wurden 6 Wochen mit Risperidon behandelt. Zweiwdchentlich wurde
das Ansprechen mit Hilfe der PANSS gemessen. Es konnte ein verminderter PANSS
Wert fiir Patienten mit Ser311Cys im Vergleich zu Patienten mit Ser311Ser gezeigt
werden (Lane et al., 2004).

Yamanouchi et al. untersuchten sechs Marker auf den HTR2-A Gen, dem DRD2 Gen
und dem COMT Gen hinsichtlich des Ansprechens auf Risperidon nach einer Gabe iiber
acht Wochen an 73 japanischen Patienten, wovon 61 an Schizophrenie und 12 an einer
schizophrenen Storung erkrankt waren. Die ersten beiden Gene liegen auf einem
Haplotypblock und beeinflussen sich daher gegenseitig. Die Genotypisierung erfolgte
als RFLP, das Ansprechen wurde durch die PANSS verglichen. Bei den Markern des
DRD?2 Gens zeigte die Genotypverteilung InsA2/DelA1 eine 40% hohere Verbesserung
der Positivsymptomatik im Vergleich zu InsA2/InsA2 (Yamanouchi et al., 2003).

Xing et al. untersuchten sechs Polymorphismen des Dopamin 2 Rezeptor Gens auf
Ansprechverhalten auf Risperidon an 125 Patienten chinesischer Herkunft, welche an
Schizophrenie litten. Als positives Ansprechen wurde eine 40%-ige Verbesserung der
BPRS gewertet. Der Marker A-241G zeigte ein signifikant besseres Ansprechen fiir
Patienten mit dem Allel A, die anderen Marker (TaqlA, TaqlB, 141C Ins/Del,
rs1076562 und T939C) wiesen keine Assoziation auf (Xing et al., 2007).

Der Single Nucleotide Polymorphism (SNP) TaqlA wurde von Grandy auf DRD2
entdeckt und liegt am 3’-Ende des Gens DRD2 (Grandy, 1993).

Reynolds et al. konnten keinen Zusammenhang zwischen Ansprechrate und
Polymorphismen im TaqlA Marker zeigen. In dieser Studie wurden noch weitere Gene
an 117 Patienten untersucht. Es handelte sich um Han-Chinesen, welche ihre erste
Episode an Schizophrenie erlitten und daher ohne neuroleptische Vorbehandlung waren.
Das Ansprechen wurde zweiwdochentlich durch die PANSS dargelegt. Zehn Wochen
lang erhielten die meisten Patienten Chlorpromazin oder Risperidon, acht Patienten

bekamen andere Neuroleptika (Reynolds et al., 2005 (2)).
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Auch Wu et al. untersuchten diese beiden Marker auf dem DRD2 Gen. In der Studie
wurden 135 Patienten mit akuter Schizophrenie iiber einen Zeitraum von 8§ Wochen mit
300-600 mg Chlorpromazin pro Tag behandelt. Die Genotypisierung erfolgte per RFLP,
das Ansprechen wurde durch BPRS gezeigt. Verbesserung der Symptomatik wurde ab
einer prozentualen Verdnderung der BPRS von 50% gewertet. Die Patienten mit dem
Ins Allel zeigten eine signifikant deutlichere Verbesserung der Symptomatik im
Vergleich zu solchen mit dem Del Allel. Der Marker TaqlA zeigte keinen
Zusammenhang (Wu et al., 2005).

Kwon et al. untersuchten den SNP TaqlA auf dem DRD2 Gen auf eine Assoziation zum
Ansprechen auf Aripiprazol. Es wurden 90 Patienten mit Schizophrenie,
schizoaffektiver Stérung oder schizophreniformer Storung iiber 26 Wochen in einer
Doppel-Blind Studie mit Hilfe der PANSS, CGI, SAS, AIMS und BAS auf die
Verbesserung des Ansprechens ausgewertet. Es zeigten sich signifikante Ergebnisse bei
der PANSS fiir Patienten mit A1A1 Genotyp, bei den anderen Skalen konnte keine

Assoziation gezeigt werden (Kwon et al., 2008).

Shen et al. untersuchten bei 128 chinesischen Patienten mit akut exazerbierter
Schizophrenie 4 Polymorphismen auf dem DRD2/ANKK1 Gen auf eine Assoziation
zum Ansprechen von Aripiprazol, womit sie 4 Wochen behandelt wurden. Das
Ansprechen wurde mit der PANSS objektiviert. Der Marker TaqlA zeigte eine deutliche
Verbesserung der Al Alleltrdger in der Positivsymptomatik, der Marker C957T
(rs6277) konnte besseres Ansprechen bei TT Genotypen zeigen, die Marker -141C
Ins/Del (rs1799732) und Ser311Cys (rs1800496) erbrachten keine signifikanten
Ergebnisse (Shen et al., 2008).

Suzuki et al. untersuchten den TaqlA auf das Ansprechverhalten von Bromperidol
(einem Neuroleptikum aus der Gruppe der Butyrophenone), einem selektiven
Dopaminantagonisten, an 30 akut exazerbierten schizophreniekranken Patienten. Sie
erhielten 3 Wochen 6-18mg/Tag, das Ansprechen wurde durch BPRS objektiviert. Hier

konnte kein Zusammenhang festgestellt werden. Suzuki stellte selbst zur Diskussion, ob

24



1 Einleitung

durch zu hohe Konzentrationen des Antagonisten der Einfluss der Genotypen zunichte
gemacht wurde und daher keine Assoziation erkennbar war. AuBlerdem gab er zu
Bedenken, dass die antagonistische Wirkung von Bromperidol nicht selektiv genug sei

(Suzuki et al., 2001 (1)).

Zusétzlich untersuchten Suzuki et al. den SNP -141 Del/Ins auf der Promoterregion des
DRD2 Gens, da bei diesem Polymorphismus Probanden mit dem Ins Allel eine
geringere Dichte an Dopaminrezeptoren aufweisen als mit dem Del Allel (Jonsson et
al.,, 1999). Das Kollektiv bestand aus 49 akut exazerbierten schizophreniekranken
Patienten. Sie erhielten drei Wochen Bromperidol, genotypisiert wurde mittels PCR, das
Ansprechen wurde durch BPRS dargestellt. Die Verbesserung der Symptome konnte
nur bei einer Subgruppe der BPRS (Angstlichkeit/ Depression) signifikant bei Patienten
mit Ins Allel bestétigt werden, die gesamte BPRS war nicht signifikant (Suzuki et al.,
2001 (2)).

Sakumoto et al. untersuchten ebenfalls diese beiden Polymorphismen auf dem DRD2
Gen (TaqlA und -141C Del/lns). Von den 49 Patienten mit akut exazerbierter
Schizophrenie bekamen 30 Bromperidol und 19 Nemonapride (konventionelles
Neuroleptikum), die Genotypisierung erfolgte durch PCR, das Ansprechen wurde durch
BPRS und UKU bestitigt, wobei eine Verbesserung der BPRS um 50% als Ansprechen
gewertet wurde. Die beiden SNPs liegen nicht auf einem Haplotypblock. Auch hier
konnte ein besseres Ansprechen auf die Neuroleptika bei Patienten mit dem A1 Allel

des TaqlA und mit dem Ins Allel gezeigt werden (Sakumoto et al., 2007).

Ebenfalls hatten Suzuki et al. ein Jahr zuvor TaqlA auf das Ansprechen von
Nemonapride untersucht. Es wurden 25 Patienten mit exazerbierter Schizophrenie mit
18mg/Tag Nemonapride {iber einen Zeitraum von 3 Wochen behandelt. Das
Ansprechen wurde wieder durch BPRS objektiviert. Es wurde eine signifikante
Verbesserung der Symptomatik bei heterozygoten und homozygoten Patienten mit Al

Allelen gezeigt (Suzuki et al., 2000).

Dahmen et al. konnten ein signifikant verbessertes Ansprechen auf Neuroleptika fiir
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Patienten mit dem Al Allel auf dem Marker TaqlA auf dem Gen DRD2 zeigen. Das
Kollektiv bestand aus 18 Patienten mit Schizophrenie, welche sechs Wochen entweder
mit Amisulprid oder mit Flupentixol behandelt wurden. Die Genotypsieriung erfolgte

als RFLP, das Ansprechen wurde durch BPRS objektiviert (Dahmen et al., 2001).

1.2.3.5 Zusammenhang zwischen Ansprechverhalten auf Haloperidol und
genetischen Variationen

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde der Marker TaqlA auf Assoziation mit
Ansprechverhalten auf Haloperidol untersucht (Schéfer et al., 2001). In dieser Studie
wurden 57 kaukasische Patienten mit psychotischen Erkrankungen 28 Tage mit
Haloperidol behandelt und wochentlich mit Hilfe der PANSS auf das Ansprechen der
Medikation getestet. Das Ergebnis zeigte eine signifikante Verbesserung der
Positivsymptomatik bei Patienten mit heterozygotem im Vergleich zu solchen mit

homozygotem Genotyp.

Anttila et al. untersuchten drei Kandidatengene (5-HT2A, TPHI und GNB3), welche
mit serotonergen Rezeptoren zusammenhdngen. Das Kollektiv bestand aus 94
finnischen Patienten, welche die DSM IV Kriterien fiir Schizophrenie erfiillten. Dazu
gab es 294 Kontrollprobanden. Zunédchst wurden die Symptome, spater deren Abflachen
durch CGI kontrolliert, ergédnzt durch klinische Interviews. Es wurden verschiedene
konventionelle Neuroleptika gegeben, meist Chlorpromazin, nur drei Probanden
bekamen Haloperidol. Es zeigte sich bei zwei Genen (5-HT2A und TPHI) ein
signifikanter Zusammenhang zwischen verbessertem Ansprechen und Genvariante, bei

einem Gen (GNB3) konnte ein Trend gezeigt werden (Antilla et al., 2007).

Dolzan et al. untersuchten ein Kollektiv von 56 Patienten, welche entweder mit
durchschnittlich 15,2 mg Haloperidol oder mit 4 mg Risperidon pro Tag behandelt
wurden. Es wurde der Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 5-HTTLPR auf der
Promoterregion des Serotonintransporters untersucht. Hier wurde das Ansprechen
zwischen dem 8. und 12. Tag und nach 4 Wochen mit BPRS und CGI beurteilt. Es

wurde eine Assoziation zwischen dem Ansprechen und dem S Allel des 5S-HTTLPR-
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Gens festgestellt (Dolzan et al., 2008).

Cordeiro et al. untersuchten den Polymorphismus Ser9Gly auf dem DRD3 Gen. Es
wurden 112 Patienten mit Chlorpromazin, Thioridazin oder Haloperidol behandelt. Als
Ansprechen wurde die Abwesenheit typischer Symptome gewertet, ohne eine allgemein
anerkannte Skala zu nutzen. Die Genotypisierung erfolgte als RFLP. Diese Studie
konnte keinen Zusammenhang zwischen dem Ansprechen auf typische Neuroleptika

und dem SNP auf dem DRD3 Gen zeigen (Cordeiro et al., 2006).

Panagiotidis et al. untersuchten Polymorphismen auf CYP2D6 auf eine Assoziation zum
Plasmaspiegel und Ansprechen auf Haloperidol. Dieses Gen reguliert die
Metabolisierung von Haloperidol. Es wurden 26 Patienten mit Schizophrenie mit einer
Haloperidol-Depottherapie genotypisiert. Das Ansprechen wurde durch PANSS
dargelegt. Es konnte ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Plasmaspiegel und
der Anzahl funktioneller Allele des Gens CYP2D6 gezeigt werden, keine Assoziation

war zwischen Plasmaspiegel und Ansprechrate zu erkennen (Panagiotidis et al., 2007).

Johannes Schroder untersuchte 1998 an post-mortem Hirnen die Hochregulation von
Dopaminrezeptoren nach Neuroleptikatherapie in den Basalganglien. Es war auffillig,
dass vor allem bei schlechtem Ansprechen und ausgepridgten EPMS eine stirkere

Hochregulation der Rezeptoren stattgefunden hatte (Schroder et al., 1998).

Schéfer et al. fanden anhand der Untersuchung des SNPs TaqlA einen signifikanten
Zusammenhang mit dem Ansprechverhalten auf Haloperidol. In dieser Studie wurden
57 kaukasische Patienten mit bestimmten psychotischen Erkrankungen 28 Tage mit
Haloperidol behandelt und wochentlich mit Hilfe der PANSS auf das Ansprechen der
Medikation getestet. Allerdings konnte nur ein Effekt auf die Positivsymptome gezeigt
werden. So erreichten heterozygote Patienten eine mindestens 50%ige Verbesserung der
Positivsymptomatik, homozygote mit Genotyp Allel 2 nur eine 28,9%ige Verbesserung
(Schéfer et al., 2001).

Saito et al. berichteten von erhohten Plasmaspiegeln von Haloperidol bei Patienten mit
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einem mutierten Allel des CYP2D6 Gens. Laut Saito et al. haben 40% der asiatischen
Probanden eine Mutation in diesem Allel. Poor metabolizer gibt es unter kaukasischen

Probanden 7% und bei Asiaten nur 1% (Saito et al., 2005).

Bradford et al. zeigten, dass die 40 genetischen Varianten auf CYP2D6 je nach
Herkunft starke Frequenzunterschiede aufweisen. So haben Kaukasier 71% funktionelle
Allele, bei Asiaten und Afrikanern machen die funktionellen Allele einen Teil von etwa
50% aus, Asiaten zeigen einen hohen Anteil an Allelen mit reduzierter Funktion (41%)

(Bradford et al., 2002).

Usall et al. zeigten in einer Studie in 10 europdischen Léndern mit 10000 Patienten,
dass besonders bei Behandlung mit Clozapin oder typischen Neuroleptika Frauen ein

besseres Ansprechen zeigten als Manner (Usall et al., 2007).

Zhang-Wong et al. zeigten in einer Studie, dass kaukasische ménnliche Patienten eine
geringere Plasmakonzentration von Haloperidol hatten als asiatische maénnliche
Probanden. Bei den weiblichen Probanden dieser Studie konnte aber kein

interethnischer Unterschied gezeigt werden (Zhang-Wong et al., 1998).

Pohjalainen et al. zeigten in einer in-vivo Studie eine verminderte DRD2 Rezeptordichte
bei Patienten, welche am Polymorphismus TaqlA das Allel Al aufwiesen. Dies wurde
als mogliche Ursache fiir das erhohte Ansprechen auf Neuroleptika bei Patienten dieses

Genotyps gedeutet (Pohjalainen et al., 1998).

Fiir den Marker TaqlA konnte eine Assoziation mit Drogenabhingigkeit (Comings et
al., 1991), Dopaminrezeptordichte (Thompson et al., 1997; Pohjalainen et al., 1998) und
dem Ansprechen auf Neuroleptika nachgewiesen werden (Suzuki et al., 2000; Hwang et

al., 2006; Schéfer et al., 2001).

In weiteren Studien wurde die genetische Assoziation zwischen dem -141C Ins/Del und
dem TaqlA Marker auf Neuroleptikaansprechen mit verschiedenen Ergebnissen

untersucht (Yu-Chi et al., 2008; Lencz et al., 2006; Yamanouchi et al., 2003; Suzuki et
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al., 2001; Sakumoto et al., 2007; Wu et al., 2005; Arranz et al., 1998; Reynolds et al.,
2005 (2); Dahmen et al., 2001; Malhotra et al., 1999).

Es bleibt zu erwédhnen, dass nicht nur die hier diskutierten genetischen Ausgangsdaten
Einfluss auf das Ansprechverhalten von Neuroleptika haben, sondern auch personliche
Einfliisse wie Bildunsgniveau oder die jeweilige soziale Situation (Wieselgren and

Lindstrom, 1996) von Bedeutung sind.

1.3 Dopamin und das Dopaminrezeptor 2 Gen (DRD2)

1.3.1 Bedeutung des Dopamins

Dopamin gehort zur Gruppe der biogenen Amine bzw. zu den Katecholaminen. Es wird
aus der Aminosdure Tyrosin iiber die Tyrosin-Hydroxylase synthetisiert, wobei
zundchst L-Dopa entsteht, welches wiederum durch die Dopa-Decarboxylase zu
Dopamin decarboxyliert wird. Selbst als Neurotransmitter wirkend stellt es ein

Zwischenprodukt in der Adrenalinsynthese dar (Laurie, 2005).

Es werden derzeit viele Gene auf verschiedenen Chromosomen (Dysbindin,
Chromosom 6 (Straub et al., 2002(2)); Neuregulin 1, Chromosom 8§ (Stefansson et al.,
2003); G72, Chromosom 13 (Chumakov et al., 2002); COMT, Chromosom 22 (Shifman
et al., 2002)) als Kandidatengene fiir die Schizophrenie gehandelt. Ein besonders
relevantes Gen ist das Dopamin 2 Rezeptor Gen auf Chromosom 11 (Dubertret et al.,
2004). Auch wenn viele Studien (Weinberger et al., 2005; Norton et al., 2006; Kirow et
al., 2005; Owen et al., 2005; Harrison et al., 2005; Shirts et al., 2004) Gene anderer
Neurotransmitter mit der Pathologie der Schizophrenie in Verbindung bringen, ist
Dopamin dennoch der am hédufigsten mit dieser Krankheit assoziierte Neurotransmitter.
Zusétzlich scheint Dopamin Einfluss auf eine Vielzahl anderer pathologischer Zustinde
zu haben. So wurden Studien mit negativen als auch positiven Ergebnissen zur tardiven
Dyskinesie (Zhang et al., 2003), Alkoholismus (Limosin et al.,, 2002),
Aufmerksamkeitsdefizit - Hyperaktivititssyndrom (ADHS) (Auerbach et al., 2001),
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Parkinson, bipolare Storung, Intelligenz, Nikotinabhidngigkeit (Huang et al., 2009),
Kokainabusus und Heroinabhingigkeit (Perez de los Cobos et al., 2007) veroftentlicht.

1.3.2 Aufbau und Vorkommen von DRD2

Das DRD2 Gen, welches fiir den Dopaminrezeptor kodiert, liegt auf dem langen Arm
des Chromosom 11 (11g22.3-g23.1) (Abb.1). Es beinhaltet acht Exons und hat eine
GroBe von 270 kb, wobei zwischen Exon 1 und 2 ein 250 kb langes Intron liegt (Luo et
al., 2005).
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Abbildung 1: Lage des DRD2 Rezeptors auf Chromosom 11 DRD2

Der humane Dopaminrezeptor D2 ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor mit sieben
transmembranen Doménen, welcher vornehmlich im Gehirn vorkommt. So wie viele G-
Protein gekoppelte Rezeptoren kann D2 sowohl prisynaptisch die Freisetzung von
Dopamin regulieren als auch postsynaptisch verschiedene Funktionen ausiiben. D2
kommt im Gehirn vor allem in der Substantia nigra, im ventralen Tegmentum, im
Corpus Striatum, im Hypophysenvorderlappen (Missale et al., 1998) und in der Area
postrema vor (Trepel, 1999).

Anhand des Mechanismus der Signaliibertragung konnen die Dopaminrezeptoren in
zwei Familien eingeteilt werden (Missale et al., 1998). Der Ubertragungsweg des D2-
Rezeptors ist derselbe wie der des D3- und des D4-Rezeptors, ndmlich durch ein
inhibitorisches G-Protein, welches die Adenylatzyklase hemmt und in Folge die
zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP)-Produktion vermindert.

Zusitzlich gibt es D1 und DS5-Rezptoren, welche mit einer stimulatorischen
Signaliibertragung, also durch Hyperpolarisation G-Protein  gekoppelt die
Adenylatzyklase steigern und die cAMP Produktion erhéhen (Missale et al., 1998).
Diese Rezeptoren sind vermehrt in der Niere und im Splachnikusgebiet vorzufinden
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(Kiittler, 2002).
An der Regulierung der DRD2 Expression ist der Faktor NF-kB beteiligt. Diese Art der
Regulierung ist aber vermutlich nur auf den Bereich der Hypophyse beschriankt

(Bontempi et al., 2007).

1.3.3 Funktion des Dopamins

Dopamin ist ein wichtiger Neurotransmitter im Gehirn und wirkt auerdem durch eine
periphere Stimulation der alphal, betal und 2 Rezeptoren bei niedriger Dosierung als
direktes Sympathomimetikum. Dopamin wirkt hypertensiv durch Beeinflussung des
Renin-Angiotensin Systems und des sympathischen Nervensystems (Zeng et al., 2007).

Durch dopaminergen FEinfluss auf das vegetative Nervensystem werden die
Splachnikus- und Nierengefia3e weitgestellt, was einen Anstieg der Nierendurchblutung
und des Harnvolumens zur Folge hat. Bei pharmakologischer Anwendung von Dopamin
wird bei hoherer Dosierung die Wirkung indirekt durch Noradrenalinfreisetzung
erreicht. Durch die Vasokonstriktion der peripheren Organe wird eine zusitzliche
Blutdrucksteigerung erreicht. Wegen dieser pharmakologischen Wirkungen wird
Dopamin in der Notfallmedizin bei Schock oder schweren Hypotoniezustinden
verabreicht. Allerdings wird das Herzminutenvolumen und der myokardiale
Sauerstoftbedarf durch die betal Wirkung gesteigert (Kiittler, 2002). Dopamin steigert
vermutlich die Kreativitit (Rybakowski et al., 2006) und ist fiir die Hemmung der
Ausschiittung von Prolaktin zustdndig. McAllister et al. (2008) zeigten einen Einfluf3
der genetischen Polymorphismen in der Genregion auf die Rehabilitation nach Schédel-

Hirn-Trauma.

Insbesondere aber ist der hemmende Einfluss auf das extrapyramidalmotorische System
von Bedeutung. Im Gehirn wirkt Dopamin als Neurotransmitter vor allem im Bereich
der Basalganglien. Dopamin wirkt vorwiegend iiber Fasern von der Substantia nigra
zum Striatum. Uber diese nigrostriatalen Fasern wird das Striatum gehemmt, womit
inhibitorische Effekte auf motorische Impulse des GroBhirns erzeugt werden. Durch
diese doppelte Hemmung erklért sich der Einfluf} dieser Fasern zum Bewegungsantrieb.
Damit erkldren sich auch die extrapyramidalmotorischen Nebenwirkungen bei
gehemmter Hemmung des Bewegungsantriebs (Trepel, 1999).
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Weitere dopaminerge Systeme ziehen vom Mittelhirn ins limbische System im
GroBhirn (mesolimbische Projektionen). Die Uberaktivitit dieser Fasern scheint eine
wichtige Pathologie fiir die Schizophrenie darzustellen. Auch das Brechzentrum, die
Area postrema, wird teils durch neuronale Afferenzen aus dem Gastrointestinaltrakt,
zentral aus den Vestibulariskernen oder anderen sensorischen Zentren vor allem
dopaminerg innerviert (Trepel, 1999).

Von Thompson wurde entdeckt, dass die A1 Alleltrdger des TagqlA-SNPs eine geringere
DRD2 Rezeptordichte und auch einen verringerten Glukosemetabolismus in

verschiedenen Gehirnregionen aufweisen als homozygote A2 Alleltrdger (Thompson et

al., 1997).

1.4 Das benachbarte Gen ANKK1

1.4.1 Aufbau und Vorkommen von ANKK1

Der Polymorphismus TaqlA liegt am 3'-Ende des DRD2 Gens, ca. 10 kb stromabwirts
des Stop Codons. Da das gegenldufige Gen Ankyrin repeat and kinase domain
containing 1 (ANKKT1) das 3’-Ende an dieser Stelle hat, liegt TaqlA auf diesem Gen
(Abb.2). Es wurde zeitgleich von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen entdeckt und auch

als X-Kinase Gen bezeichnet (Neville et al., 2004; Dubertret et al., 2004).
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Abbildung 2: Position von ANKK1, aus Neville et al., 2004

Das Gen ANKK1 liegt also ebenfalls auf Chromosom 11q23.1, durch 9,4 kb von DRD2
getrennt in gegenldufiger Orientierung. Das Gen erstreckt sich iiber 84,5 kb und enthélt
8 Exons. Das Transkriptionsprodukt besteht aus 765 Aminosduren (Dubertret et al.,
2004).

Es wird eine Zugehorigkeit zur Familie der Phosphotransferase Genfamilie mit Serin-
Threonine Kinase vermutet, da ein Lysin Rest auf Aminosdure 147 gefunden wurde,
welcher durch eine freie Aminogruppe basisch reagieren kann. Die Aminosiuresequenz
zeigte groBe Ahnlichkeit mit dem Ankyrin Repeat Domain Protein 3 (ANKRD3). Es
gibt zwei weitere Gene mit dhnlicher Doménenstruktur: Death Associated Proteine
Kinase 1 (DAPK1) und Integrin linked Kinase (ILK) (OMIM, 2009).

Der Aufbau des Gens zeichnet sich durch 11 Ankyrin Repeats aus. Die Ankyrin Repeats
bestechen aus paarigen antiparallelen alpha-Helices verbunden mit beta-

Haarnadelstrukturen (Abb.3).
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Abbildung 3: Ankyrin Repeat Domdne (Sedgwick and Smerdon, 1999)

Der TaqlA SNP fiihrt zu einem Aminosdurenaustausch der Aminosdure Glutamat zu
Lysin an Position 713 auf Exon 8. Da dies einen Wechsel einer negativ geladenen
Aminosdure (Glutamat) auf eine positiv geladene Aminosdure (Lysin) bedeutet, ist eine
Einflussnahme auf die Funktion des Proteins vorstellbar.

Bei Entdeckung dieses Gens wurde zunédchst die mRNA Expression untersucht. Neville
et al. konnten diese in der Plazenta und im Spinalkanal nachweisen (Neville et al.,
2004). Dubertret fand zusitzliche Expression im gesamten fetalen und erwachsenen
Gehirn, im Cerebellum und in der Leber. Die Expression im reifen Gehirn ist jedoch
umstritten (Dubertret et al., 2004). Fosella et al. konnte im Rahmen von

Aufmerksamkeitsstudien keine Expression im Gehirn feststellen (Fosella et al., 2006).

1.4.2 Funktion des ANKK1 Gens

Uber die Funktion des ANKK 1 Gens ist bisher wenig bekannt. Hinweise lassen sich aus
Proteinen mit dhnlicher Doménenstruktur wie DAPK1, ILK und ANKRD3 ableiten.

Das Gen DAPKI ist in der Regulation von Apoptose in Neuronen bei Epilepsie
involviert. ILK ist ein essentieller Regulator der Aktivierung von AKT, einer
Proteinkinase, welche als Onkogen wirkt (Troussard, 2003). Die Hauptfunktion beider
besteht offenbar in der Regulation der neuronalen Transmission. Die Ankyrin Repeat
Domine ist ein sehr hdufiges Sequenzmotiv und ist iiblicherweise an Protein-Protein
Interaktion bzw. Signaltransduktion beteiligt (Dubertret et al., 2004). Sie findet sich

sowohl in Eukaryoten als auch in Prokaryoten.
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Dick et al. konnten eine Assoziation zwischen ANKKI1 und Alkoholabhidngigkeit
zeigen. Hier wurde der Einfluss von ANKKI1 auf die Signaltransduktion bekréftigt
(Dick et al., 2007).

Trotz des vermutlich fehlenden direkten Einflusses des ANKK1 Gens auf die Struktur
des Dopaminrezeptors scheint ein Zusammenhang mit dem Ansprechverhalten auf
Haloperidol zu bestehen (Schéfer et al., 2001). Eine mdgliche Erkldarung konnte in der

Neuroentwicklung oder in der verdnderten Signaliibermittlung liegen.

1.5 Haplotypblockstruktur der Genregion DRD2/ANKK1

1.5.1 Allgemeines zum Haplotyp

Etwa 90% der interindividuellen Variabilitidt entstehen durch SNPs und konnten
vermutlich der Schliissel zu Krankheiten wie Diabetes mellitus oder auch Schizophrenie
sein. Die Mehrzahl der SNPs sind allerdings auf Introns und in Intergenregionen
lokalisiert, so dass moglicherweise keine direkten Auswirkungen auf den Phénotyp
erkennbar sind.

Das Organisationsprinzip des menschlichen Genoms in Form einer Blockstruktur zeigt
Abhéngigkeiten zwischen verschiedenen SNPs, die nahe beieinander liegen. Zur
genaueren Analyse der Blockstruktur wurde 2002 das ,,International HapMap Project®
initiiert mit dem Ziel, das inzwischen sequenzierte Genom auf diese Blocke hin zu
untersuchen. Voraussetzung fiir die Haplotyp-Blockstruktur ist die Kenntnis des
Kopplungsungleichgewichts. Verschiedene Allele, welche in engem rdumlichen
Zusammenhang stehen, sind voneinander abhidngig. Wenn zwei Variationen
iiberzufillig oft auf dem gleichen Chromosom einer Population vorkommen, stehen sie
im Kopplungsungleichgewicht (Freudenberg et al., 2002). Haplotypblocke sind
Abschnitte des Genoms, auf denen ein starkes Kopplungsungleichgewicht herrscht.
Diese werden durch sogenannte Hot-Spots, Regionen, auf denen sich fast alle
Rekombinationen der Populationsgeschichte ereignen, unterbrochen (Freudenberg et

al., 2002). Die Entdeckung der Blockstruktur stellt eine groe Vereinfachung der Suche
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nach verantwortlichen Genvarianten fiir spezielle Krankheiten dar.

Zur Untersuchung einer Genregion auf ihre Haplotypblocke wurde auf die Datenbanken
des internationalen HAPMAP Projekts zuriickgegriffen. Das HAPMAP Projekt stiitzt
sich nach dem Release im November 2008 (NCBI Build 36) auf 171 SNPs. Es handelt
sich um ein internationales Projekt zur Identifizierung und Katalogisierung von
humanen genetischen Unterschieden und Ahnlichkeiten.

Die Haplotypblockstruktur innterhalb der Genregion DRD2/ANKK 1 weist drei deutlich

voneinander trennbare Blocke auf (Abb.4).
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Abbildung 4: Haplotypblock der Genregion DRD2/ANKK 1
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Dabei liegt der hdufig mit Response in Zusammenhang gebrachte Polymorphismus
TaqlA im Bereich eines Blocks, welcher primér das Gen ANKKI1 iiberspannt, wahrend

die kodierende Region des DRD2 Gens auf den beiden anderen Blocken liegt.
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2 Fragestellung

Das Ansprechverhalten auf bestimmte Medikamente ist besonders in der Psychiatrie
wegen starker Nebenwirkungen, aber auch wegen der Folgen bei schlechtem
Therapieergebnis von herausragender Bedeutung.

Da die genetische Disposition bei Psychosen eine grof3e Rolle spielt (Gottesmann et al.
1987), diirfte die Genetik auch in Bezug auf das Ansprechverhalten der Neuroleptika
einen entscheidenden Einfluss haben.

Der Zusammenhang zwischen Variationen auf dem Dopamin 2 Rezeptor (DRD2) Gen
auf Chromosom 11 mit Psychosen wurde zundchst wegen der Wirkung der
Antipsychotika vermutet und dann in einigen Studien nachgewiesen (Arinami et al.,
1997; Jonsson et al., 1999). Das Ansprechverhalten auf Haloperidol wurde bereits unter
anderem von Schéfer et al. in Zusammenhang mit dem TaqlA Polymorphismus
(Schifer et al., 2001; Dubertret et al., 2004) gebracht. Dies ist ein Marker, welcher am
3’-Ende des DRD2 Gens bzw. am 3’-Ende des gegenldufigen ANKKI1 Gens liegt,
einem bisher wenig untersuchten Gen, welches durch seine raumliche Ndihe zum DRD2
Gen von Bedeutung sein konnte. Der Zusammenhang des DRD2 Gens mit
Nebenwirkungen der Neuroleptikatherapie scheint gesichert zu sein (Kaiser et al., 2002;

Wu et al., 2005; Hwang et al., 2006).

Ziel dieser Studie ist es, Zusammenhinge zwischen dem Ansprechverhalten auf
Haloperidol und Polymorphismen in dieser Genregion (Dopamin 2 Rezeptor und

ANKKT1) zu finden und reproduzierbar darzustellen.

Auf Grund der Haplotypstruktur in dieser Region stellt sich die Frage, ob ein
Haplotypblock vom DRD2 Gen bis ins ANKK1 Gen hiniiberreicht und vielleicht das
ANKKI1 Gen als das entscheidende Gen im Zusammenhang mit der Response

anzusehen ist.

Zur Klérung dieser Fragen wurden in dieser Studie 3 Polymorphismen des ANKKI
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Gens und 4 Polymorphismen des DRD2 Gens unabhdngig voneinander auf ihre

Assoziation zum Ansprechverhalten auf Haloperidol untersucht.

Die Stichprobe bestand aus 118 Patienten mit verschiedenen akuten psychotischen
Erkrankungen (Schizophrenie, akute Psychose, Substanzen induzierte Psychose,
schizoaffektive Storung), die mit einer Haloperidolmonotherapie behandelt wurden.
AnschlieBend wurde iiber einen Zeitraum von 4 Wochen mit Hilfe der PANSS eine
Verbesserung der Symptomatik zur Genotyp- bzw. Allelverteilung der 7 Marker in
Bezug gesetzt.
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3 Material und Methoden

3.1 Vorbedingungen der Studie

Die Teilnahme an der Studie war freiwillig und wurde nach ausfiihrlicher Aufkldrung
iiber das Ziel und iiber den erfolgenden Datenschutz mit einer unterschriebenen

Einverstandniserkldrung der Probanden bewilligt.

3.2 Studiendesign

3.2.1 Studienteilnehmer

Als Studienteilnehmer wurden 118 Patienten kaukasischen Ursprungs mit einer akuten
psychotischen Storung ausgewihlt. Zur Sedierung war die Gabe von Levomepromazin
als einziges Antipsychotikum auler Haloperidol zugelassen.

Die Dosis des verabreichten Haloperidols lag bei 11,0 +/-6,2 mg. 45,6% der Teilnehmer
hatten eine Schizophrenie, 31,6% eine akute Psychose, 14,0% eine durch Substanzen
induzierte Psychose und 8,8% eine schizoaffektive Stérung. Das Durchschnittsalter lag
bei 33,8 Jahren (SD=10,3), das durchschnittliche Erkrankungsalter bei 28,5 Jahren mit
einer Variation von 9,2 Jahren. Die Anzahl der bisherigen Hospitalisierungen belief sich
auf 2,2 (SD=1,9) mit einer durchschnittlichen Verweildauer von 2,2 (SD=3,0) Monaten.
Die genetischen Gruppen wiesen zu Beginn der Studie keinen Unterschied beziiglich
der PANSS-Werte (Positive and Negative Symptome Scale) auf, auch unterschieden sie
sich wihrend des Verlaufs nicht im Plasmaspiegel an Haloperidol und der
durchschnittlichen Dosis. Auch beziiglich Alter, Geschlecht, Diagnosen, Alter bei
Krankheitsauftreten, Krankenhausaufenthalte und Aufenthaltsdauer zeigten sich keine
Unterschiede zwischen den Genotypen.

Verschiedenste physiologische Parameter wurden zu Beginn und an den Tagen 7, 14, 21
und 28 gemessen. Anhand von vendsen Blutproben wurde zu Beginn und anschlieend

wochentlich der Plasmaspiegel von Haloperidol gemessen.
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3.2.2 Studienablauf

3.2.2.1 Soziodemographische Parameter

Es wurden detaillierte soziodemographische Parameter sowie eine Basisdokumentation
(Bado) und Family History Assessment Module (FHAM) erhoben. Das FHAM ist ein
Interview, mit welchem das Auftreten und der Grad familidrer Belastung durch

psychiatrische Erkrankung standardisiert erhoben werden kann (Rice et al., 1995).

3.2.2.2 Diagnosestellung

Dariiber hinaus wurden die Probanden mit Structural Clinical Interview for DSM IV
(SCID) I und II befragt. Das SCID ist ein semistrukturiertes Interview zur Diagnostik
psychischer Stérungen, welches von einem Arzt oder Psychotherapeuten durchgefiihrt
werden sollte. Mit dem SCID I werden psychische Storungen der Achse I (psychotische
Storungen, affektive Storungen, Angststorungen, somatoforme Stérungen, Essstorungen
u.a.) diagnostiziert, das SCID II ist zur Diagnostik von Krankheiten der Achse 11 wie
beispielsweise Personlichkeitsstorungen hilfreich.

Eine ausfiihrliche medizinische Anamnese wurde ebenfalls durchgefiihrt.

3.2.2.3 Erfassung der Nebenwirkungen

Unerwiinschte Arzneiwirkungen wie Parkinsonismus, Dyskinesien und Akathasien
wurden mit Hilfe der Skalen Extrapyramidal Symptoms Rating Scale (ESRS) und
Barnes Akathisia Scale (BAS) objektiviert. Die Extrapryramidal Symptoms Rating
Scale wurde 1979 von Chouniard et al. entwickelt, um vier verschiedene durch
Medikamente induzierte Bewegungsstorungen zu untersuchen: Parkinsonismus,
Akathasie, Dystonie und Spétdyskinesie. Thre hohe Sensitivitdt und Validitit wurde
durch verschiedene Studien gezeigt (Chouniard et al., 1979; 1982; 1989; De Montigny
et al.,, 1979). Sie besteht aus vier Unterskalen auf der Basis spezieller Anamnese mit
korperlicher Untersuchung und aus vier Clinical Global Impressions (CGI)-Skalen.

Mit der BAS (Barnes Akathisia Scale) wurde eine weitere Methode zur Objektivierung
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einer Akathisie angewandt. Es handelt sich um die am héaufigsten durchgefiihrte
Methode zur Beurteilung einer insbesondere Medikamenten-induzierter Akathisie. Es
werden dabei sowohl objektive als auch subjektive Parameter aufgenommen (Barnes,
1989).

Weitere Nebenwirkungen wurden mit der skandinavischen Nebenwirkungsskala Udvalg
for Kliniske Undersogelser (UKU) (Lingjaerde et al., 1987) dargestellt. Dabei handelt
es sich um eine arztliche systematische Befragung in Bezug auf verschiedene
Organsysteme. Die angewandte Skalierung reicht von 0 fiir ,,fehlend” bis 3 fiir

,,schwer®.

3.2.2.4 Erfassung der Response

Die entscheidende Messung fiir die hier vorliegende Studie war die Messung des
Ansprechens auf das verwendete Neuroleptikum Haloperidol. Hierfiir bediente man sich
verschiedener standardisierter Skalen wie Positive and Negative Syndrome Scale
(PANSS), Brief Psychiatric Rating Scale (BPRS), Clinical Global Impressions (CGI)
und Standard der psychopathologischen Untersuchung der Arbeitsgemeinschaft fiir
Methodik und Dokumentation in der Psychiatrie (AMDP).

Bei der BPRS verteilen sich 18 Items auf 10 fiir Positivsymptome, 4 fiir
Negativsymptome und 4 fiir depressive Symptome, womit auf die begleitende
Depression bei Schizophrenie eingegangen wird. Diese Skala findet insbesondere bei
erwachsenen hospitalisierten Patienten Anwendung. Mit einer Dauer von nur 20

Minuten handelt es sich um eine verkiirzte Skala.

Der CGI ist eine standardisierte Skala mit fraglicher Reliabilitit, aber hoher Validitét.
Sie stiitzt sich auf die drei Items Schweregrad, Verdnderung und therapeutischer Effekt
und wird durch Fremdanamnese erhoben. Wegen der nur 2-miniitigen
Untersuchungsdauer ist diese Skala praktikabel und wird international géngig

eingesetzt.

Eine weitere standardisierte Skala ist das 1965 gegriindete AMDP-System welches zum
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Ziel hat, ein System zur Befunderhebung und Dokumentation zu etablieren. Mittels
Fremd- und Selbstbeurteilung von 140 psychopathologischen Parametern kann eine

diagnoseunabhéngige Validitit erreicht werden.

Die zur Auswertung dieser Studie verwendete Skala ist eine auf der BPRS basierende
Methode mit 30 Items, die PANSS. Mit dieser Skala ist es moglich, das Vorhandensein/
Nichtvorhandensein und die Schwere positiver, negativer und allgemeiner
Psychopathologie der Schizophrenie zu dokumentieren.

Es gibt je 7 Items fiir die Positiv- und Negativsymptomatik und 16 weitere fiir die
allgemeine Psychopathologie. Eingeteilt werden sie in einer Skala von 1 (nicht
vorhanden) bis 7 (extrem schwer). Dadurch reichen die Werte von 7 als Minimum bis
49 als Maximum bei den positiven bzw. negativen Items und von 16 bis 112 bei der
allgemeinen Psychopathologie. Zu den positiven Items (P) zdhlen Wahnideen, formale
Denkstorungen, Halluzinationen, Erregung, GroBenidee, Verfolgungsidee und
Feindseligkeit. Zu den negativen Items (N) Affektverflachung, emotionaler Riickzug,
mangelnder affektiver Rapport, apathischer sozialer Riickzug, Schwierigkeiten im
abstrakten Denken, Mangel an Spontaneitdt und Fliissigkeit des Gespriachsflusses und
stereotype Gedanken. Die Skala der generellen Psychopathologie (G) bezieht sich auf
Sorge um die korperliche Gesundheit, Angst, Schuldgefiihle, Anspannung,
Manierismen und unnatiirliche Korperhaltung, Depression, motorische Verlangsamung,
unkooperatives Verhalten, ungewohnliche Denkinhalte, Desorientiertheit, mangelnde
Aufmerksamkeit, Mangel an Urteilsfahigkeit und Einsicht, Willensschwiche,
mangelnde  Impulskontrolle, Selbstversunkenheit ~ und  aktives soziales
Vermeidungsverhalten.

Alle Items werden durch das klinische Interview erlangt, welchem zwei oder mehrere
geschulte Beurteiler beiwohnen und von diesen einzeln bewertet werden. Zusitzlich
flieBen noch Informationen aus Berichten des Krankenhauspersonals oder von
Familienmitgliedern ein.

In der ersten von vier Phasen des halbstrukturierten psychiatrischen Interviews sollte
der Patient iiber seine Lebensgeschichte und -situation frei sprechen ohne dominantes
Eingreifen des Interviewers. Dabei sollte auf die Art des Gedankengangs, die

Urteilsfahigkeit und Krankheitseinsicht geachtet werden.
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Auf hierbei auftretende Auffélligkeiten sollte in der zweiten Phase durch nur wenig
herausfordernde Fragen eingegangen werden mit dem Ziel, produktive Symptome
genauer zu erfassen.

In der dritten Phase werden durch spezielle Fragen Informationen iiber Stimmung,
Angst, Orientierung (zeitlich, ortlich, situativ) und die Fahigkeit zum abstrakten Denken
gesammelt.

In der vierten Phase wird der Patient hohem Stress ausgesetzt, indem der Interviewer
durch direktive Art Problembereiche beleuchtet, welchen der Patient zuvor eher
abwehrend gegeniiber stand.

Der Nachteil der ungenauen Zuordnung der allgemeinen Psychopathologie wird durch

die hohe Objektivitit, Validitit und Reliabilitit ausgeglichen (Norman et al., 1996).

In dieser Studie wurde das Ansprechen durch die PANSS zu Beginn, am 7., 14., 21. und

28. Tag gemessen und ausgewertet.
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3.3 Material

3.3.1 Geriate

Tabelle 2: Gerdte

Geriat

Typ

Hersteller

Eagle Eye Eagle Eye II Photosystem Stratagene, La Jolla, USA
. Tecan Deutschland GmbH,
Fluorometer Tecan Genios Crailsheim, DE
Gelkammer Wide Mini Sub Cell GT, Agarose | Bio Rad Laboratories GmbH,
Gel Electrophoresis Systems Miinchen, DE
Memmert, Heinrich Rhode GmbH
Inkubator SE 300 Kirchheim b. Miinchen, DE
Kiihlschrank Economic cooler (4°C) Bosch, Miinchen, DE
Mikrowelle Privileg 9024 E Privileg, Quelle AG, DE
. . . Eppendorf Vertieb Deutschland
Mikrozentrifuge Centrifuge 5415 C GmbH, Hamburg, DE
. Eppendorf Vertieb Deutschland
Pipetten GmbH, Hamburg, DE
RotorGene 2000 Real-Time-Cycler Corbett Research, Australia
Bio Rad Laboratories GmbH,
Spannungsquelle Power Pac 300 Miinchen, DE
. Eppendorf Vertrieb Deutschland
Thermocycler Mastercycler Gradient GmbH, Hamburg, DE
Tiefkiihlschrank Economic (— 20 °C) Bosch, Miinchen, DE

Ultra-Tiefkiihlschrank

Ultra Low Temperature Freezer
(—80°C)

New Brunswick, Edison, USA

Scientific Industries Inc. Bohemia,

Vortexer Vortex-Genie 2 N.Y., 11716 USA

PRECISIA Instruments AG,
Waage PRECISIA 1620 C Dietikon, CH

Memmert GmbH und Co KG,
Wasserbad WB 14 Schwabhausen, DE
Zentrifuge Centrifuge 5804 Eppendorf Vertrieb Deutschland

GmbH, Hamburg, DE
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3.3.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Reagenz/Material Typ Hersteller

0,2 ml 8-strips tubes Natur Alpha-laboratories , Eastleigh, United Kingdom
und 8-strip caps

5 x TBE Puffer Puffer Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

6 x Loading Dye

Gel - Elektrophorese

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

96-V-Mikrotiterplatte

Biozym Scientific GmbH, Ohlendorf, DE

Agarose NEEO Ultra-Qualitat

Gel — Elektrophorese

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Borsdure Gel - Elektrophorese Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Bromphenolblau Gel - Elektrophorese Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Cap Strips Eppendorf Eppendorf Vertrieb, Hamburg, DE
Clontech human genomic DNA Clontech, Palo Alto, USA

Combitips plus 0,5 ml Eppendorf Vertrieb, Hamburg, DE
dNTP Set, 100 mM (10 mM ready-to- | PCR MBI Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, DE

use)

EDTA-Dinatriumsalzdihydrat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Ethanol p.a.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Ethanol 70 %

[65,90 g Ethanol p.a. + 34,10 g H,0]

Ethidiumbromid Solution 10 mg/ml

Gel — Elektrophorese

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

Gene Ruler™ 100 bp DNA-Leiter
0,5ug/ul

Gel — Elektrophorese

MBI Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, DE

Glycerol 30

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE

Mikro-Schraubrohre

2 ml, PP

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nimbrecht, DE

PP Rohrchen

15 ml, 120 x 17 mm, PP

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Primer (FRET)

TIBMOLBIOL,Syntheselabor GmbH
Eresburgstrafie 22-23,12103 Berlin,DE

Primer (RFLP)

Fa. Life Technologies, Karlsruhe, DE

Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent

Invitrogen, San Diego, USA

QIAamp DNA Blood Maxi Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, DE

Reaktionsgefd mit Deckel

1,5 ml, autoklavierbar, PP

Josef Peske, Laborbedarf, Aindling, DE

Reaktionsgefd mit Deckel

2,0 ml, autoklavierbar, PP

Josef Peske, Laborbedarf, Aindling, DE

Restriktionsenzym Bpml

Restriktionsenzym

New England BioLabs, USA

Restriktionsenzym BsmAl

Restriktionsenzym

New England BioLabs, USA

Restriktionsenzym Mboll , 1500U

Restriktionsenzym

MBI Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, DE

Restriktionsenzym Nlalll

Restriktionsenzym

New England BioLabs, USA

Strip Tubes

RotorGene, 0,1 ml

Corbett Research, Australia

Tagq-DNA-Polymerase (rekombinant) 1
units/pl

MBI Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, DE

Tris-hydroxymethyl-aminomethan

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
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Tabelle 4: Polymorphismen, Lokalisation auf Chromosom 11

SNP 1D Allel | chrom. Position | Gene Distanz  zu | Lokalisation
Startcodon
rs17600713 | A/G 112765157 ANKK1 1340 Intronl
1s2734849 |C/T 112775370 ANKK1 11553 Exon8
rs2587550 |C/T 112778135 DRD2/ANKKI1 | 14318 3’-Genregion
rs1003641 |A/G 112778846 DRD2 21737 3’-Genregion
rs1124492 | A/C 112787485 DRD2 13098 Intron7
rs2002453 | T/C 112794508 DRD2 6075 Intron2
rs7117915 | A/G 112838635 DRD2 -38052 Intronl

3.3.3 Software

Tabelle 5: Software

Anwendung Software Adresse

Haplotypenanalyse R http://www.R-project.org (2009)
Primerdesign Primer 3 http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ (2009)
RFLP Analyse Webcutter 2.0 http://rna.lundberg.gu.se/cutter2 (2009)

Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc.,

Statistische Auswertung SPSS 15.0 version 15,0, Chicago, 2006

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/HsBlast.html

Primerspezifitit Blast (2007)

3.4 Methoden

3.4.1 DNA-Extraktion

Allen Studienteilnehmern wurde vends Blut abgenommen. Mithilfe des Kits der Firma

Qiagen (Qiagen 2001) wurde die genomische DNA extrahiert.

Je 5-10 ml Blut wurden mit 500ul Proteinkinase K versetzt und mit einem Vortexer
kurz vermischt. Mit diesem Schritt wurde die Lyse der Leukozyten und die Freisetzung

der Nukleinsduren erreicht, woraus eine leichtere Abtrennung der DNA resultierte.
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Dazu wurde ein Guanidin-HCl-haltiger Puffer (AL-Puffer) gegeben, um der DNA die
Hydrathiille zu entziehen und ihr somit die Bindung an die Silikagel-Sdule zu
ermdglichen. Um die Zelllyse zu vervollstindigen, wurde die Losung noch einmal auf
dem Vortexer gemischt und, um den DNA Ertrag zu maximieren, anschlieBend noch in

einem Wasserbad bei 70°C mindestens 30 Minuten inkubiert.

Um die DNA auf das Sdulenmaterial zu féllen wurde sie nach der Zugabe von 10 ml
Ethanol zur Probe wiederum 2 min auf dem Vortexer gemischt, auf die Silikamembran
gegeben und fiir 3 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (3000rpm).

Die DNA band an die Membran, RNA und Nukleinsdurebindende Proteine wurden in
den darauffolgenden Waschschritten entfernt. Zundchst wurde die Sdule mit Sml
Guanidin-HCl-haltigem Puffer gewaschen mit dem Ziel, RNA- und Protein-
Verunreinigungen zu entfernen. Die Guanidiniumsalze wiederum wurden mit Sml
ethanolhaltigem Waschpuffer ausgewaschen.

Fiir die Elution von der Silikamembran wurde die DNA-haltige Membran in sterile 50
ml PP-Rohrchen {tberfiihrt und 1 ml eines Tris-haltigen Puffers (pH > 9.0)
hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur wurde fiir 5 min
zentrifugiert (5000 rpm). Da die Bindung der DNA an die Sdulenmatrix von dem zuvor
noch sauren Milieu abhédngig war, 16st sie sich mittels des basischen Puffers von der

Membran.

3.4.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde die PicoGreen Methode angewandt,
bei welcher sich der hochsensitive Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen als Interkalans in die
Doppelhelix der DNA einlagert. Nach Anregung durch Licht der Wellenldnge 480 nm
wird die Emission der Wellenlinge 520 nm gemessen. Die gemessene
Fluoreszenzemission verhélt sich proportional zur Menge der DNA.

Gemessen wurde in schwarzen 96 well Platten mit flachem Boden, wobei auf jeder
Platte sowohl zusitzlich eine Doppelbestimmung einer Standardkurve mit genomischer
DNA (Clontech human genomic DNA, 100 ng/ul) als auch die Proben doppelt
gemessen wurden. Die Standardkurve wurde aus acht Punktmessungen zu 0/ 1,5625/
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3,125/ 6,25/ 12,5/ 25/ 50/ 100 ng/ul berechnet.

Die Verdiinnung von 1:40 wurde durch die Zugabe von 195 pl der PicoGreen
Verdiinnung (1:200 in 1x TE) zu je 5 pl der DNA erreicht.

Nach einer Reaktionszeit von 10 min wurde die Fluoreszenz nach Schiitteln der Platte
fiir 30 sec in einem Photometer von Tecan Genios gemessen.

Nachdem zur Anregung eine Wellenldnge von 480 nm gewéhlt wurde, konnte mit dem
Tecan Genios Fluoreszenzreader die Emission bei 520 nm gemessen werden. Mit einer
Integrationszeit von 40 us wurden 10 Lichtblitze bei optimaler Steigerung und
Verzogerung gemessen.

Eine 8-Punkt Kalibrierung wurde mit Hilfe der Standardkurve erreicht, welche
mindestens einen Pearsonschen Korrelationskoeffizienten von 0,99 aufweisen sollte.
Fir die qualitative SNP-Genotypisierung wurde eine Genauigkeit der DNA

Konzentration von +/- 10% als ausreichend akzeptiert.

3.4.3 Genotypisierungsmethoden

Fiinf der SNPs wurden mittels Restriktions-Fragment-Léngen-Polymorphismus-Analyse
(RFLP) genotypisiert. Ausnahmen bildeten die Polymorphismen rs17600713 und
1s2587550, welche zusétzlich bzw. ausschlieBlich durch Fluorescence Resonanz Energy
Transfer (FRET) genotypisiert wurden und rs2002453, welcher von der Firma Ingenetix
analysiert wurde. Ingenetix benutzte hierfiir das ABI Prism 7900-System. Dies
ermoglichte ein Hochdurchsatzverfahren auf der Grundlage der Real-Time-PCR. In der
folgenden Tabelle sind die Methoden zur Bestimmung der einzelnen Polymorphismen

aufgelistet (Tab. 6).
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Tabelle 6: Polymorphismen, Bestimmungsmethode

SNP_ID Flankierende Sequenz Bestimmungs-
methode

517600713 AGATGGCAGTGACATGATTACACTGT[A/G] | RFLP/
AGACATTGATGCTAACTCCTGCCAC FRET

152734849 GGAGGGGGGTCTTGCCCTCAGCCTCA[C/T] | RFLP
GCAGGTTGGGGTCAGCCTGACGGGA

(2587550 GATTTTAACGTGCAGGCTCGGTTTA|[C/T]AA | FRET
CCATGGCTCTAGGACACACTCCA

151003641 GCTGAGAACTGAGAAAAGGCCTTGAA[A/G] | RFLP
AAAAGAGTTAGAAAAAGTAGATGAA

151124492 TCAGGTGCACTTTTTCCAGGACCTC[A/C]TG | RFLP
CACAGGTGTGATATTTAGCCTGG

152000453 CTCACAGACCCAGAGAGAGACTTACIC/T]G | Ingenetix
TCCCAGAGCTAGTTAATTCCTGAA

157117915 TCTCCCACCTTCCCTCTCCCTCTGGA[A/G]A | RFLP

CTTTCTGGATGCCCTGGGTCTCAG

3.4.3.1 Genotypisierung

RFLP beruht auf der Amplifizierung der flankierenden Sequenz um den Basenaustausch
und dem anschlieBenden allelspezifischen enzymatischen Verdau der Polymerase
Kettenreaktion (PCR)-Produkte. Die Mitte der 1980er Jahre von Kary B. Mullis
entwickelte Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction) hat sich zu
einer unentbehrlichen Methode in der Molekularbiologie entwickelt, mit der sich
geringste Mengen spezifischer DNA bekannter Sequenz nachweisen und amplifizieren
lassen. Nach der Auftrennung der DNA in die Einzelstrange werden vorher hergestellte
Primer (Oligonucleotide, welche sich komplementir zu je einem Ende der Zielsequenz
verhalten) an die Matrize angelegt und mit Hilfe einer hitzebestindigen DNA-

Polymerase (Taq Polymerase) (Chien et al., 1976) und Desoxynucleotidtriphosphaten
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(dNTPs) verldngert (Tab. 7).

Tabelle 7: Primersequenzen

SNP 1D Orientierung | Primersequenz (5" - 3") PCR-
Produkt

Sense CAGGTGCCACACACTCAGTT 243bp
rs17600713

Antisense AAGGGAAAGTGGCAGGAGTT

Sense TCTTCAGCAGGTGTTGGATG 250bp
rs2734849

Antisense CACCTGGCTGCACAGAATAA

Sense TTGCCCAGGAGATTTTAACG 189bp
rs2587550

Antisense AGCAGCTTTGTGTCCTCCAT

Sense AGAGAAGGCTCTGGGGCTAC 220bp
rs1003641

Antisense TGTCCACATCTCCACAGCAT

Sense CCTACCTGCTCTGCTCACCT 227bp
rs1124492

Antisense TCATGGGACTGGGATATGGT

Sense ATACGGAGGGCCTCAACTTT 250bp
rs2002453

Antisense AGAGGCATCCTTCCAAGTCA

117915 Sense TTAAGGCATGTGGCTGTGAG 233bp

s

Antisense TAGCACATGCGTGGGAAGTA

Je nach Marker wurden die Temperatur, die restlichen Reagenzien und der passende

Puffer abgestimmt, um eine grof3e, aber dennoch spezifische Ausbeute zu erreichen.

So variierten die Puffer beziiglich des pHs als auch der MgCl, Konzentration (Tab. 8).

Tabelle 8: Pufferzusammensetzung

Puffer MT 7,5 MTI10 Puffer E

MgCl, (25mM) 300l 400ul 300l

pH 8,8 8,8 9,0 (500ul Invitro9)
H,O 200ul 100l 200ul

BuffTaq (NH4)SO4 | 500ul 500ul

51




3 Material und Methoden

Es wurden je 1pl DNA Probe (25ng/ul) mit Hilfe einer Transferpipette in die

Mikrotiterplatten transferiert und mit PCR Mastermix polymorphismenspezifischer

Zusammensetzung versehen (Tab. 9).

Tabelle 9: PCR —Ansdtze (Alle Angaben in ul; Primer 10pmol/ul; Polymerase 1U/ul; DNA 25ng/ul)

SNP 1D DNA |[H,0 |Puffer 5x Reverse- Forward- dNTP |Taq
Primer Primer Poly-
merase
rs17600713 | 1,0 6,5 |[MT7,5:2,0 |0,25 0,25 0,25 10,5
1s2734849 |1,0 17,0 |Puffer E: 5,0 | 0,5 0,5 0,5 0,5
rs1003641 |1,0 17,0 |[MT10:5,0 0,5 0,5 0,5 0,5
rs1124492 | 1,0 17,0 |MT10:5,0 0,5 0,5 0,5 0,5
rs7117915 | 1,0 17,0 |MT10:5,0 0,5 0,5 0,5 0,5

Die DNA Amplifikation lief in einem Thermocycler (,,Mastercycler der Firma

Eppendorf) mit einem vorher eingestellten Programm ab. Dieses Programm musste je

nach SNP variiert werden, da sowohl die Temperatur als auch die Zeit eine wichtige

Rolle fiir die Qualitidt der DNA-Fragmente spielen (Tab. 10).

Tabelle 10: PCR - Programme

SNP 1D Initiale Denaturie- Annealing Extension Final
Denaturierung | rung Extension
rs17600713 | 94°C, 5 min 94°C, 30 sec | 56,4°C, 1 min | 72°C, 30 sec | 72°C, 10 min
rs2734849 94°C, 5 min 94°C, 30 sec | 56°C, 1 min 72°C, 30 sec | 72°C, 10 min
rs1003641 94°C, 5 min 94°C, 30 sec | 56°C, 1 min 72°C, 30 sec | 72°C, 10 min
rs1124492 94°C, 5 min 94°C, 30 sec | 56°C, 1 min 72°C, 30 sec | 72°C, 10 min
rs7117915 94°C, 5 min 94°C, 30 sec | 56°C, 1 min 72°C, 30 sec | 72°C, 10 min

Die drei Teilschritte, aus welchen sich die PCR zusammensetzt, werden in 30 — 35
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Zyklen wiederholt:

1. Denaturierung
Mit einer Temperatur von 94°C wird die DNA in Einzelstringe aufgetrennt, zu Beginn

fiir eine Dauer von 5 min, in jedem Zyklus fiir 30 weitere sec.

2. Annealing
Mit einer niedrigeren Temperatur (50 — 70°C) wird die Bindung der Primer an den

komplementiren Strang ermoglicht.

3. Elongation

In jedem Zyklus wird fiir 30 sec die Temperatur auf 72°C erhdht, wodurch ein neuer
DNA Strang mit dem Primer als Startermolekiil mit Hilfe der hitzestabilen DNA
Polymerase synthetisiert wird. AbschlieBend wird jeweils eine einmalige 10-miniitige

Elongation vorgenommen.

3.4.3.2 Restriktionsverdau

Zur ldentifizierung der probandenspezifischen Allele wurden die amplifizierten
Zielsequenzen durch restriktionsenzymatische Spaltung weiter behandelt.
Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche je nach Sequenz an einer spezifischen
Stelle die DNA schneiden, sofern auch die entsprechende allelspezifische
Nukleotidbase vorhanden ist.

Diese Enzyme wurden mit dem Computerprogramm Webcutter 2.0 so ausgewdihlt, dass
die Erkennungssequenz des Enzyms fiir eines der beiden Allele spezifisch war, folglich

auch nur das dieses Allel enthaltende Fragment geschnitten wurde (Tab.11).
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Tabelle 11: Fragmentlingen
SNP 1D Allel Fragmentlinge | Allel Fragmentlidnge
ungeschnitten geschnitten
rs17600713 | A 243bp G 214bp
1s2734849 | C 130bp T 130bp
151bp 151bp
178bp
rs1003641 | A 89bp G 89bp
143bp
rs1124492 | C 90bp A 51bp
226bp 90bp
226bp
rs7117915 | A 233bp G 59bp

So entstanden geschnittene, ungeschnittene oder bei Heterozygoten sowohl geschnittene

als auch ungeschnittene Sequenzfragmente entsprechend der Nukleotidbase an der

spezifischen Stelle des Enzyms,

welche durch die Fragmentlinge leicht zu

unterscheiden waren. Der spezifische Ansatz wurde zu dem 25 pl PCR-Produkt

pipettiert (Tab. 12). Dieser Ansatz wurde je nach Enzym bei einer von der Bezugsfirma

angegebenen Temperatur und Dauer inkubiert.

Tabelle 12: RFLP - Ansditze

SNP 1D Restriktions- | Erken- Enzympuffer | H,O Tem- Inku -
enzym nungs- 10x (ul) (nb peratur | bation

sequenz

rs17600713 | BsmAI:0,5ul | GTCTCN” | NEB3: 3 16,5u1 | 37°C UN

rs2734849 | Nlalll: 1,0ul | CATG" NEB4: 3,0 16,5u1 | 37°C 6h

rs1003641 | Mboll: 1,0ul | GAAGA Puffer B: 4,0 | 10,0 ul | 37°C 3h

1124490 Nlalll: 1,0 ul | GATNN”N | NEB4: 4,0 10,0 ul | 37°C 6h
NATC

rs7117915 | Bpml: 1,0ul | CTGGAG | NEB3:4,0 10,0 ul | 37°C 3h
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3.4.3.3 Gelelektrophorese

Um die unterschiedlich langen Sequenzabschnitte zu visualisieren wurde -eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Migration
geladener Partikel in  einem elektrischen Feld. Als Matrix diente in
Elektrophoresepuffern erhitzte und anschlieend wieder erkaltete Agarose. Da DNA-
Molekiile negativ geladen sind, wandern sie von der Kathode zur Anode. Da kleinere
Fragmente schneller wandern als grof3ere, ist dies der Unterscheidungsfaktor zwischen
geschnittenen und ungeschnittenen Sequenzen. Auch die Stromstirke, die
Pufferbedingungen und die Agarosekonzentration haben Einflul auf die
Geschwindigkeit der DNA-Molekiile im elektrischen Feld. Diese Bedingungen wurden
daher immer konstant gehalten. So wurde eine 2%ige Agarose-Losung mit 0,5 x TBE-
Puffer angeriihrt und in der Mikrowelle erhitzt, bis eine klare Losung erkennbar war.
Nach Abkiihlung auf dem Magnetriihrer auf 40°C wurde 2 pl/100 ml Ethidiumbromid-
Losung hinzugegeben und das Gel in die zuvor mit Kédmmen (10 bis 20 Taschen) und
Seitenabdichtungen vorbereitete Kammer gegossen. Die Kammer wurde nach Erhérten
des Gels mit 0,5 x TBE-Puffer aufgefiillt und von den mit 5 pl Ladepuffer aufgefiillten
DNA-Proben je 20 pl in die Geltaschen pipettiert. Zusitzlich wurde zur Abmessung der
Sequenzldangen eine Standard DNA-Leiter (DNA GeneRuler Ladder) mit Fragmenten
definierter Lange verwendet. Mit einer Gleichspannung von 100 mV wandern die
negativ geladenen Fragmente 60 min, wahrend das Ethidiumbromid in die DNA-Helix
interkaliert.

Bei allen durch RFLP genotypisierte SNPs mit Ausnahme von rs1003641 war dies das
Standardvorgehen. Bei letzterem bedurfte es einer 3%igen Agarose-Losung, da nach
dem Verdau kleinere Fragmente (Fragmentlidnge: 89 bp) aufgetrennt werden mussten.
Die entsprechenden Fragmente konnten unter UV-Licht visualisiert werden (Eagle Eye;

Stratagene). Die Gelfotografien wurden anschlieBend ausgewertet (z.B. Abb. 5, Abb. 6).
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AGAA GG M

Abbildung 5: Gelelektrophorese rs17600713 nach Verdau mit BsmAI M: Standard DNA Leiter, A:
ungeschnittenes Allel, G: geschnittenes Allel

AA AG GG M

Abbildung 6: Gelelektrophorese rs 7117915 nach Verdau mit Bpml. M: Standard DNA Leiter, A:
ungeschnittenes Allel, G: geschnittenes Allel.

3.4.3.4 Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)

Mit dem Fluorescence Resonanz Energy Transfer (FRET) wurde bei zwei SNPs eine
Methode angewandt, deren Prinzip 1946 von Theodor Forster entdeckt wurde (Elder et
al., 2009).

Bei der konventionellen FRET wird das Prinzip des Energietransfers genutzt, in dem ein
Fluorchrom (Donor) seine Energie auf ein anderes Fluorchrom (Akzeptor) unter
bestimmten Vorraussetzungen iibertragt. Daflir darf eine Entfernung dieser Molekiile
von ca. 10 A° nicht iiberschritten werden

Diese Fluorochrome bestehen bei der hier verwendeten Methode der
Hybridisierungssonden aus einer Anker- und einer Sensorsonde, respektive Akzeptor-

und Donorsonde. Das sind jeweils mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte
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Oligonukleotide.

In einem ersten Schritt wurde ein den Polymorphismus enthaltener Sequenzabschnitt
mittels PCR amplifiziert. Die eigentliche Detektion der spezifischen Allele einer DNA
erfolgte in einem zweiten Schritt liber eine Schmelzpunktanalyse. Die hierbei
verwendeten Hybridisierungssonden bestehen aus einer am 3’-Ende mit Fluorescein
markierten Sensorsonde, sowie aus einer am 5’ -Ende mit LCRed640 markierten und am
3’-Ende mit Phosphat blockierten Ankersonde, die in einer ,,Kopf zu Ful}* Anordnung
an die amplifizierte Sequenz binden. Die Sensorsonde, die am 3’-Ende mit Fluorescein
markiert ist, absorbiert eingestrahltes Licht einer bestimmten Wellenldnge und emittiert
infolge der Anregung. Dieses emittierte Licht wird dann von einem kompatiblen
Fluorophor (LCRed640) am 5'-Ende der Ankersonde absorbiert, wenn beide Sonden an
die amplifizierte Targetsequenz gebunden sind. Die dadurch angeregte Ankersonde
emittiert Fluoreszenz einer differierenden Wellenldnge. Die Sensorsonde ist iiber dem

zu bestimmenden SNP lokalisiert, die Ankersonde hybridisiert unmittelbar daneben.

Donor fuorophore
probe

(/2N T T T~
|/ £ Ra) " = .
=N, ,/,.ga—\':';l : 414"11.

Target DNA {doutile unm!oc-ij

]
Target DNA strand wih
brdzed probes

Abbildung 7: Quantifizierung von Nukleinsduren mit Hilfe der Real time PCR und fluorensenz-markieren
Sonden. (1) Einsatz von Sonden, die mit 2 verschiedenen FRET-Fluorophoren markiert
wurden. (2) Wihrend eines PCR-Zyklus hybridisieren die Sonden mit dem komplementdren
DNA-Strang und erméglichen somit eine Fluoreszenz des Ankers (Forster, 2006).

Dazu wird kontinuierlich die Temperatur erhéht, wodurch nach und nach die fiir die
jeweiligen allelspezifischen Sonden charakteristischen Schmelzpunkte erreicht werden.
Durch die Ablosung der Sonden wird auch das Fluoreszenzsignal abgebrochen. Bei
einem Nukleotidaustausch erfolgt eine frithere Abldsung, bedingt durch einen

niedrigeren Schmelzpunkt. Werden nun zwei Schmelzpunkte gemessen, zeigt das eine
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heterozygote Probe. Um das Ablesen zu erleichtern wird die erste negative Ableitung

der Fluoreszenz gegen die Temperatur aufgetragen (Roche, 1998).

Die Primersequenzen und Schmelzpunkte wurden von der Firma TIB MOLBIOL (TIB
MOLBIOL, Berlin) entworfen (Abb. 8), die PCR im RotorGene (Corbett Research,
Doncaster, Australia) durchgefiihrt.

snp5-f snp5-Sens snp5-Anchor
I

G

b

CTTATGGCCACCATGGAAAGTCAGATGTGAGCCCAGGAAGCTGGAGTGTGTCCTAGAGCCATGTTATARACCGAGCCTGCACGTTARAATCTCCTGRGCAAGGGGCTTTTAAAATATACCAACGCCTGRCCCT 268
GAATACCGRTGGTACCTTTCAGTCTACACTCGGRTCCTTCGACCTCACACAGGATCTCOGTACCAATATTTGGCTCGGACGTGCAATTT TAGAGGACCCGTTCCCCCARAATTTTATATGGTTGCOGACCGEGA

ACCCTCAACCAATTARACCAGAACCTCCAGGGTAGGACCTTGRTGTGAGCATCATTAACAATTCCCAAGTGATTCTGAAGAGCACCCAGGGCTGAGAAGCACTCGAGCATCCCATGRTTTCTCTCTRTGCCCT 402
TGGCAGTTGGTTAATTTGGTCTTCGAGGTCCCATCCTGGAACCACACTCOTAGTAATTGTTAAGGGTTCACTAAGACTTCTCGTGGRTCCCGACTCTTCATGACCTCGTAGGRTACCARAGAGAGACACGGGA
snp5-r

Abbildung 8:FRET- Primersequenzen rs2587550

Die Polymorphismen rs17600713 und rs2587550 wurden mit dieser Methode
genotypisiert. Die Ansédtze wurden spezifisch etabliert (Tab. 13).

Tabelle 13: FRET-Ansdtze

SNP_ID rs17600713 rs2587550
H20 3,63 ul 5,5ul
Puffer MT 17,5 5,0 ul /

Puffer MT 7,5 / 2,0 ul
Primer for 0,12 ul 0,5 ul
Primer rev 0,25 ul 0,5 ul
FRET for 1,0 ul 1,0 ul
FRET rev 1,0 ul 1,0 ul
dNTP 0,25 ul 0,25 ul
Tag-Polymerase 0,5 ul 0,5 ul
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Das benutzte PCR-Programm stimmte fiir die beiden Polymorphismen weitgehend
iiberein, lediglich die Annealingtemperatur von 1 min lag fiir rs17600713 bei 56,4°C
und fiir rs2587550 bei 55,1°C. Die initiale Denaturierung war zunichst 5 Minuten bei
94°C. Anschliefend wurden 32 Zyklen mit Denaturierung (30sec, 94°C), Annealing
(Imin, 56,4°C bzw. 55,1°C) und Elongation (30sec, 72°C) durchgefiihrt. Die finale
Elongation fand bei 72°C fiir 10 min statt.

Die Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse wurde vom RotorGene in einem Melt Report
zusammengestellt und graphisch dargestellt.

Je nach Genotyp werden ein oder zwei Peaks erkannt. So steigt beispielsweise bei
rs17600713 die Fluoreszenz bei Homozygoten mit dem Genotyp GG nur bei 60°C an
und bei Homozygoten mit dem Genotyp AA bei 64-65°C. Liegt ein heterozygote
Allelverteilung vor, so lassen sich zwei Peaks erkennen (Abb. 9, Abb. 10).

Melt Report rs17600713; 1 |Kin85 |None |Ag |59,9 (Bin A), 64,6 (Bin B)
Experiment Information 2 |Kin86 |[None  |Aa 65,3 (BinB)
Name rs17600713 3 |Kin87 [None  |Ag |59.4 (Bin A), 64,8 (Bin B)
Start 31.03.05 17:04:48 4 Kinss Nome  [Ga 1603 BinA)
Finish 31.03.05 17:13:47 5 |Kin89 [None |Ag 60,3 (Bin A), 64,6 (Bin B)
Notes lal-12row9-12 6 |Kin91 [None |Ag |59.3 (Bin A), 63,9 (Bin B)
Digital Filter Light
Threshold -0,04195
Temp. Threshold |58°

Abbildung 9: FRET- Ergebnisse

rs17600713

T40 T45 50 55 60 85 70 75 T30 deg.
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Melt Report 1s2587550;

Experiment Information

Experiment Name

rs2587550

Experiment Start

04.04.05 12:28:33

Experiment Finish

04.04.05 12:37:21

16 |Kin65|None|tt |64,6 (Bin B)
18 |Kin67|None|tt |64,9 (Bin B)
19 |Kin68|None|tt |64,8 (Bin B)
20 |Kin69|None|tt (65,1 (Bin B)
22 |Kin73|None|cc [58,4 (Bin A)
24 |Kin75|None|tt (64,8 (Bin B)
25 |Kin76|None|cc [58,6 (Bin A)

Notes snp5_1-12row5-8
Digital Filter Light

Threshold 0,03218

Temp. Threshold 54°

Abbildung 10: FRET- Ergebnisse

12587550

3.4.3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung zu Allel- und Genotypfrequenzen der sechs SNPs erfolgte
mithilfe der Software Statistical Package for Social Sciences. Mit Hilfe des Programms

,Haploview* sowie der statistischen Software “R” wurden Haplotypblocke ermittelt

(Tab. 5).

Zur Darstellung der Assoziation der genetischen Variationen mit den PANSS-
Verlaufswerten wurden Varianzanalysen mit MefBwertwiederholungen berechnet.

Fiir alle statistischen Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05

/T

festgelegt, wihrend p < 0,1 als Trend gewertet wurde.
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4 [Ergebnisse

In dieser Studie wurden 7 Polymorphismen (SNPs) auf dem DRD2 Gen und dem
benachbarten ANKK1 Gen beziiglich ihrer Assoziation zum Ansprechverhalten auf
Haloperidol untersucht. Es wurden zur Beurteilung des Ansprechens die positiven,

negativen und die gesamten PANSS-Werte herangezogen.

4.1 Analyse der Polymorphismen des ANKK1 Gens

4.1.1 Analyse des Markers rs17600713

4.1.1.1 Genotypverteilung

Das Kollektiv bestand aus 99 Patienten. Die Genotypenverteilung (18 AA, 56 AG und
25 GQ) befand sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium (F =-0,140; df = 1; p = 0,173).

Die statistische Auswertung zur Genotypverteilung des Markers rs17600713 zeigt die in
der Tabelle 14 und in Abbildung 11 dargestellten Zusammenhénge zur PANSS.
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Tabelle 14: Ergebnisse rs17600713, Genotypverteilung (alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS Genotyp | Improvement Improvement | Improvement Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv AA 36,15 (24,72) | 48,85(20,54) |50,65 (24,53) 50,57 (26,39)
AG 35,14 (20,44) 44,94 (21,42) |48,51 (21,36) 50,01 (21,42)
GG 29,56 (21,78) | 44,67 (24,39) [51,34 (23,89) 50,15 (24,56)
Negativ AA 18,21 (21,22) |27,58 (27,83) (29,14 (29,38) |[27,24 (32,52)
AG 16,74 (25,76) | 26,42 (25,40) |[29,07 (26,03) [29,04 (26,41)
GG 13,21 (24,65) [20,82 (28,71) [24,51(29,42) |23,78 (29,54)
Gesamt AA 27,18 (21,56) 38,22 (20,49) 139,90 (23,59) 38,91 (26,62)
AG 25,94 (20,25) 35,68 (21,09) |38,79 (20,87) 39,53 (21,45)
GG 21,38 (19,76) 32,75 (24,16) | 37,93 (24,35) 36,97 (24,60)

Die unterschiedlichen Genotypen (AA, AG, GG) des Polymorphismus zeigen keine
signifikanten Unterschiede beziiglich der Verbesserung der positiven, negativen oder

gesamten Symptomatik.

Varianzanalyse:
PANSS positiv: F=2,107, df = 6/190, p = 0,054
PANSS negativ: F =0,300, df = 6/190, p = 0,937

PANSS gesamt: F =0,888, df =6/190, p = 0,505

Haupteffekt:
PANSS positiv: F=0,084, df =2/96,p=0,919
PANSS negativ: F=0,331,df=2/96,p=10,719

PANSS gesamt: F=0,208, df =2/96, p=0,812

Die Ergebnisse zeigen keinen signifikanten Unterschied.
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rs17600713

g
b ——AA
5 -B-AG
g —A-GG
S
o
E

Zeit (d)

Abbildung 11: Prozentuale Verbesserung der PANSS positiv in Abhdngigkeit von der Zeit,
aufgeschliisselt nach den Genotypen, rs17600713

Es bestand kein signifikanter Unterschied der prozentualen Verbesserung zwischen den
unterschiedlichen Genotypen. Der erste p-Wert zeigte mit 0,054 knappe Signifikanz mit
Unterschieden in der Verbesserung von Baseline zu Tag 7. Am 28. Tag nach Beginn der
Studie zeigten die verschiedenen Genotypen in etwa dhnliche Verbesserungen der

positiven Symptomatik nach PANSS.

4.1.1.2 Allelverteilung

Das Kollektiv bestand aus 99 Patienten, entsprechend 198 Allelen. Die Allele verteilten
sich auf 92 Allele A und 106 Allele G.

Die statistische Auswertung zur Allelverteilung des Markers rs17600713 zeigte die in
der Tab. 15 dargestellten Zusammenhénge zur PANSS.
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Tabelle 15: Ergebnisse rs1760071, Allelverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS | Allel | Improvement Improvement Improvement Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28

Positiv | A 35,54 (21,93) 46,47 (20,94) 49,35 (22,39) [50,23 (23,18)

G 32,51 (21,006) 44,81 (22,63) | 49,85 (22,40) |[50,08 (22,71)

Negativ | A 17,32 (23,87) 26,87 (26,07) |29,10 (27,06) |28,33 (28,59)

G 15,08 (25,07) 23,78 (26,88) 26,92 (27,49) [26,56 (27,77)

Gesamt | A 26,43 (20,53) 36,67 (20,66) [39,22(21,71) | 39,28 (23,29)

G 23,79 (19,96) 34,29 (22,40) [38,39(22,34) | 38,32 (22,78)

Varianzanalyse:

PANSS positiv: F=1,402, df =3/194, p=0,243
PANSS negativ: F=0,249, df =3/194, p = 0,862

PANSS gesamt: F =0,645, df =3/194, p = 0,587

Haupteffekt:
PANSS positiv: F=0,131,df=1/196,p = 0,717
PANSS negativ: F=0,416, df = 1/196, p = 0,520

PANSS gesamt: F=0,333,df = 1/196, p = 0,565

Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Allelverteilung des

Markers rs17600713 und der PANSS.

4.1.2 Analyse des Markers rs2734849

4.1.2.1 Genotypverteilung

Das Kollektiv bestand aus 102 Patienten. Die Genotypenverteilung (18 CC, 58 CT und
26 TT) befand sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium (F = -0,140; df = 1; p = 0,150).

Die Auswertung der Genotypen des Polymorphismus rs2734849 zeigte folgende
Ergebnisse (Tab. 16):
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Tabelle 16: Ergebnisse rs2734849,

Genotypverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS Genotyp [Improvement |Improvement |Improvement |Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv cC 36,38 (25,32) |46,86 (22,81) (47,76 (26,57) |[47,42 (28,26)
CT 36,41 (19,38) |47,07(19,90) |[51,11(20,27) 52,60 (20,38)
TT 27,92 (22,06) 43,31 (25,54) |49,69 (24,32) |48,85(24,67)
Negativ cC 19,69(21,48) 28,91 (27,23) (29,29 (29,71) |[27,05 (32,83)
CT 17,35 (25,43) |27,02 (25,11) |[30,16(25,53) |[30,01 (26,34)
TT 13,48 (25,90) |19,81(28,72) [22,88(29,29) |23,16(29,07)
Gesamt cC 28,04 (21,95) 37,89 (21,53) |38,53(24,83) |37,23 (27,66)
CT 26,88 (19,62) |37,04 (20,17) |40,64 (20,15) |41,31(20,96)
TT 20,70 (20,68) 31,56 (24,70) |36,29 (24,35) |36,01 (24,39)

Die unterschiedlichen Genotypen (CC, CT, TT) von rs2734849 zeigten keine
signifikanten Unterschiede beziiglich der Verbesserung der positiven, negativen oder

gesamten Symptomatik.

Varianzanalyse:
PANSS positiv: F =2,200, df = 6/196, p = 0,045
PANSS negativ: F=0,617,df=6/196,p=0,717

PANSS gesamt: F=0917,df=6/196, p = 0,483

Haupteffekt:
PANSS positiv: F=10,396, df =2/99, p= 0,674
PANSS negativ: F=0,601, df =2/99, p= 0,550

PANSS gesamt: F=0,595, df =2/99, p= 0,554

Die Ergebnisse zeigten allerdings Signifikanz beziiglich der Verbesserung von Baseline

zu Tag 7 bei PANSS positiv bei Genotyp CC.
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4.1.2.2 Allelverteilung

Das Kollektiv bestand aus 102 Patienten, entsprechend 204 Allelen. Die Allele

verteilten sich auf 94 Allele C und 110 Allele T.

Die statistische Auswertung zur Allelverteilung des Markers rs17600713 zeigte die in
der Tabelle 17 dargestellten Zusammenhénge zur PANSS.

Tabelle 17: Ergebnisse rs2734849, Allelverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS Allel | Improvement Improvement | Improvement |Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv C 36,40 (21,55) [46,99 (20,80) | 49,83 (22,64) |50,62 (23,51)
T 32,39 (20,92) [45,29 (22,57) |50,44 (22,05) |50,82 (22,35)
Negativ C 18,24 (23,80) [27,74 (25,65) 29,83 (26,88) |28,88 (28,66)
T 15,52 (25,48) [23,61(26,85) |26,72(27,35) |26,77 (27,61)
Gesamt C 27,32 (20,31) |37,37(20,47) [39,83 (21,81) |39,75(23,52)
T 23,96 (20,18) | 34,45(22,37) |[38,58(22,12) |38,80(22,58)
Varianzanalyse:
PANSS positiv: F=1,851, df =3/200, p=0,139
PANSS negativ: F=0,636, df = 3/200, p = 0,593

PANSS gesamt:

Haupteffekt:
PANSS positiv:

PANSS negativ:
PANSS gesamt:

Es wurde kein Zusammenhang zwischen PANSS Werten und Allelverteilung des

F=0,873, df = 3/200, p = 0,456

F=0,172,df =1/202, p=0,679
F=0,724, df = 1/202, p = 0,396
F=0,531, df = 1/202, p = 0,467

Polymorphismus rs2734849 deutlich.
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4.1.3 Analyse des Markers rs2587550

4.1.3.1 Genotypverteilung

Das Kollektiv bestand aus 97 Patienten. Die Genotypverteilung (15 CC, 41 CT und 41
TT) befand sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium (F = 0,090; df = 1; p = 0,379). Die

Auswertung der Genotypen des Markers rs2587550 zeigte folgende Ergebnisse (Tab.

18):

Tabelle 18: Ergebnisse rs2587550, Genotypverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS Genotyp Improvement Improvement Improvement Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv CcC 31,37 (27,96) 45,75 (27,60) 51,48 (26,44) 50,31 (27,66)
CT 33,16 (19,34) 45,16 (22,60) 48,82 (23,32) 49,13 (23,30)
TT 35,90 (20,16) 47,08 (18,48) 50,53 (20,29) 52,16 (21,46)
Negativ cC 18,02 (32,89) 31,82 (30,17) 32,98 (29,23) 31,15 (30,09)
CT 12,38 (23,75) 18,82 (25,98) 21,35 (27,38) 21,71 (28,52)
TT 19,02 (21,83) 29,31 (24,28) 32,39 (25,68) 31,60 (27,49)
Gesamt cC 24,69 (28,44) 38,79 (27,11) 42,23 (26,04) 40,73 (26,73)
CT 22,77 (17,99) 31,99 (21,75) 35,09 (22,49) 35,42 (23,24)
TT 27,46 (18,36) 38,20 (18,39) 41,68 (19,87) 41,88 (21,88)

Die unterschiedlichen Genotypen (CC, CT, TT) des Markers rs2587550 zeigten keine

signifikanten Unterschiede beziiglich der Verbesserung der PANSS.

Varianzanalyse:

PANSS positiv:

PANSS negativ:
PANSS gesamt:

Haupteffekt:
PANSS positiv:

PANSS negativ:
PANSS gesamt:

F=0,979, df = 6/186, p = 0,441
F=0,770, df = 6/186, p = 0,594
F=0,548, df = 6/186, p= 0,771

F=0,132,df=2/94,p = 0,877
F=1,772,df =2/94,p= 0,176
F=0,944, df =2/94, p = 0,393
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Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied der prozentualen Verbesserung

zwischen den unterschiedlichen Genotypen.

4.1.3.2 Allelverteilung

Das Kollektiv bestand aus 97 Patienten, entsprechend 194 Allelen. Die Allele verteilten
sich auf 71 Allele C und 123 Allele T.

Die statistische Auswertung zur Allelverteilung des Markers rs2587550 zeigte die in der
Tabelle 19 dargestellten Zusammenhédnge zur PANSS.

Tabelle 19: Ergebnisse rs2587550, Allelverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS Allel Improvement Improvement | Improvement | Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv C 32,40 (22,96) | 45,41 (24,43) [49,94 (24,33) | 49,63 (24,83)
T 34,98 (19,77) | 46,44 (19,80) [49,96 (21,19) |51,15(21,95)
Negativ C 14,76 (27,62) [24,31(28,14) |[26,26 (28,35) |25,70 (29,14)
T 16,81 (22,52) [25,81 (25,15) (29,00 (26,61) |28,30(28,01)
Gesamt C 23,58 (22,57) | 34,86 (24,00) [38,10(23,94) |37,67 (24,52)
T 25,89 (18,22) | 36,13 (19,64) |[39,48 (20,85) 39,73 (22,37)
Varianzanalyse:
PANSS positiv: F=2,056, df =3/190, p=0,107
PANSS negativ: F=0,236, df =3/190, p=0,871

PANSS gesamt:

F=0,375,df=3/190, p= 0,771

Haupteffekt:
PANSS positiv: F=0,172,df=1/192, p= 0,679
PANSS negativ: F=0,348, df = 1/192, p= 0,556

PANSS gesamt:

Bei der Allelverteilung ist keine signifikante Assoziation zu erkennen.

F=0,327,df=1/192, p= 0,568
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4.2 Analyse der Polymorphismen des DRD2 Gens

4.2.1Analyse des Markers rs1003641

4.2.1.1 Genotypverteilung

Das Kollektiv bestand aus 101 Patienten. Die Genotypverteilung (14 AA, 43 AG und 44
GG) befand sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium (F = 0,070; df = 1; p = 0,506).
Die Auswertung der Genotypen des Polymorphismus rs1003641 zeigte folgende

Resultate (Tab. 20):

Tabelle 20: Ergebnisse rs1003641, Genotypverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS | Genotyp | Improvement Improvement Improvement Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv | AA 29,09 (27,58) 43,95 (28,62) 48,51 (30,04) 48,05 (29,89)
AG 35,22 (19,16) 47,00 (20,17) 51,97 (19,73) 52,18 (20,39)
GG 36,71 (19,91) 47,59 (19,38) 50,62 (20,95) 51,85 (21,91)
Negativ | AA 14,85 (30,46) 29,03 (29,22) 30,27 (28,30) 28,31 (29,07)
AG 14,60 (23,41) 20,79 (25,28) 23,34 (26,42) 24,62 (27,44)
GG 21,27 (22,62) 31,51 (24,12) 34,48 (25,53) 33,05 (27,41)
Gesamt | AA 21,97 (26,80) 36,49 (27,11) 39,39 (27,05) 38,18 (27,20)
AG 24,91 (17,99) 33,90 (20,27) 37,66 (20,34) 38,40 (21,37)
GG 28,99 (18,67) 39,55 (18,70) 42,55 (20,29) 42,45 (22,10)

Die unterschiedlichen Genotypen (AA, AG, GG) des SNPs rs1003641 zeigten keine

signifikanten Unterschiede beziiglich der Verbesserung der positiven, negativen oder

gesamten Symptomatik.

Varianzanalyse:
PANSS positiv: F=0,612,df =6/194, p= 0,720
PANSS negativ: F=1,094, df = 6/194, p = 0,367

PANSS gesamt:
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Haupteffekt:
PANSS positiv: F=0,262, df =2/98, p=0,770
PANSS negativ: F=1,546,df=2/98, p=0,218

PANSS gesamt: F=0,656,df =2/98, p=0,521

Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied der prozentualen Verbesserung

zwischen den unterschiedlichen Genotypen.

4.2.1.2 Allelverteilung

Das Kollektiv bestand aus 101 Patienten, entsprechend 202 Allelen. Die Allele
verteilten sich auf 71 Allele A und 131 Allele G.

Die statistische Auswertung zur Allelverteilung des Markers rs1003641 zeigte die in der
Tabelle 21 dargestellten Zusammenhédnge zur PANSS.

Tabelle 21: Ergebnisse rs1003641, Allelverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS Allel | Improvement Improvement | Improvement |Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28

Positiv A 32,80 (22,63) |45,80(23,46) |[50,60(23,91) |50,55(24,20)

G 36,22 (19,53) | 47,40 (19,49) [51,06(20,41) |51,96 (21,26)

negativ A 14,70 (25,95) 24,04 (26,78) [26,07 (26,98) |26,08 (27,73)

G 19,08 (22,92) 27,99 (24,84) (30,82 (26,16) |30,29 (27,50)

Gesamt A 23,75 (21,52) |34,92 (22,83) |38,34(22,82) [38,31(23,43)

G 27,65 (18,41) 37,70 (19,27) |40,94 (20,28) |[41,12 (21,78)

Varianzanalyse:

PANSS positiv: F=1,128, df =3/198, p=0,339
PANSS negativ: F=0,161, df =3/198, p=10,923

PANSS gesamt:
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Haupteffekt:
PANSS positiv: F =0,334, df = 1/200, p = 0,564
PANSS negativ: F =1,428, df = 1/200, p = 0,233

PANSS gesamt: F=1,061, df =1/200, p= 0,304

Die Allelverteilung zeigte ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang mit der

Ansprechrate auf Haloperidol.

4.2.2 Analyse des Markers rs1124492

4.2.2.1 Genotypverteilung

Das Kollektiv bestand aus 87 Patienten. Die Genotypverteilung (1 AA, 17 AC und 69
CC) befand sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium (F = -0,040; df = 1; p = 0,967).

Die Auswertung der Genotypen zeigte folgende Ergebnisse (Tab. 22 und Abb. 12, 13
und 14):

Tabelle 22: Ergebnisse rs1124492, Genotypverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS | Genotyp |Improvement Improvement Improvement Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv. | AA 75,0 (0) 71,88 (0) 75,0 (0) 78,13 (0)
AC 24,23 (19,80) 38,14 (23,60) 41,33 (23,00) 41,46 (24,73)
CC 37,39 (20,35) 47,91 (20,17) 52,83 (20,54) 53,44 (21,27)
Negativ | AA 53,13 (0) 62,50 (0) 50,00 (0) 46,88 (0)
AC 5,98 (19,61) 11,80 (18,71) 15,47 (19,58) 16,65 (20,97)
CcC 19,39 (25,80) 29,21 (25.,96) 32,65 (26,98) 31,39 (28,74)
Gesamt | AA 64,06 (0) 67,19 (0) 62,50 (0) 62,50 (0)
AC 15,10 (15,41) 24,97 (18,33) 28,40 (18,25) 29,06 (19,84)
CC 28,39 (20,36) 38,56 (20,50) 42,74 (21,12) 42,41 (22,63)

Die Genotypen AA zeigten hier ein deutlich schnelleres Ansprechen, als auch insgesamt
eine erhohte Verbesserung der positiven, negativen und der gesamten Symptomatik.
Insbesondere bei der positiven Symptomatik wird bei den Genotypen AA eine weitaus

hohere prozentuale Verbesserungen erreicht.
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4 Ergebnisse

Varianzanalyse:
PANSS positiv: F=0,521, df = 6/166, p= 0,792
PANSS negativ: F=0,761, df=6/166, p = 0,601
PANSS gesamt: F=10,341,df=6/166,p=0,914

Haupteffekt:
PANSS positiv: F=3,436, df =2/84, p = 0,037
PANSS negativ: F=3,534, df =2/84, p = 0,034
PANSS gesamt: F=4,419,df=2/84, p=0.,015

rs1224492 Genotyp PANSS positiv

Improvement (%)
N w H (&) [2] ~ [e ] ©
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-
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Zeit (Wochen)

——AA
—-AC
—4—CC

Abbildung 12: Prozentuale Verbesserung der Genotypen des Markers rs1224492 auf der Skala von

PANSS positiv. Signifikante Verbesserung der Genotypen AA.
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rs1224492 Genotyp PANSS negativ

Improvement (%)

Zeit (Wochen)

——AA
—-AC
—4—CC

Abbildung 13: Prozentuale Verbesserung der Genotypen des Markers rs1224492 auf der Skala von

PANSS negativ. Signifikant hohere Verbesserung der Genotypen AA.

rs1224492 Genotyp PANSS gesamt

Improvement (%)
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Abbildung 14: Prozentuale Verbesserung der Genotypen des Markers rs1224492 auf der Skala von

PANSS gesamt. Signifikant hohere Verbesserung der Genotypen AA.
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Die Ergebnisse zeigten sowohl bei der positiven, der negativen als auch bei der
gesamten Symptomatik der Patienten mit dem Genotyp AA im Vergleich zu Probanden
mit Genotyp AC oder CC gemessen mit der PANSS eine signifikant erhohte

Verbesserung auf.

4.2.2.2 Allelverteilung

Das Kollektiv bestand aus 87 Patienten, entsprechend 174 Allelen. Die Allele verteilten
sich auf 19 Allele A und 155 Allele C.

Die statistische Auswertung zur Allelverteilung des Markers rs1224492 zeigt die in der
Tabelle 23 dargestellten Zusammenhédnge zur PANSS.

Tabelle 23: Ergebnisse rs1124492, Allelverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS Allel | Improvement Improvement | Improvement |Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv A 29,57 (24,59) | 41,69 (24,66) |44,87 (24,15) |[45,32(26,03)
C 35,95 (20,58) | 46,84 (20,65) [51,57(20,99) |52,12(21,84)
Negativ A 10,94 (23,72) 17,14 (23,80) |19,10(21,43) |[19,84(21,95)
C 17,92 (25,41) |27,30(25,72) [30,76 (26,68) |29,77 (28,22)
Gesamt A [2026(21,200 [29.42(21,81) [31,99(2029) [32,58(21,47)
C 26,93 (20,20) 137,07 (20,59) |41,17 (21,18) |[40,95 (22,60)
Varianzanalyse:
PANSS positiv: F=0,248, df =3/170, p = 0,863
PANSS negativ: F=0,510,df=3/170,p=0,676

PANSS gesamt: F=0,357,df=3/170,p = 0,784

Haupteffekt:
PANSS positiv: F=1,616,df=1/172,p = 0,205
PANSS negativ: F=2,602,df=1/172,p=0,109

PANSS gesamt: F=2,664,df=1/172,p=10,104
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Bei der Allelverteilung konnte das signifikante Ergebnis der Genotypverteilung nicht
bestitigt werden. Bei PANSS negativ und PANSS gesamt konnte annidhernd ein Trend

beziiglich des besseren Ansprechens bei Allel A gezeigt werden.

4.2.3Analyse des Markers rs2002453

4.2.3.1 Genotypverteilung

Das Kollektiv bestand aus 87 Patienten. Die Genotypverteilung (44 CC, 31 CT und 12
TT) befand sich im Hardy-Weinberg-Equilibrium (F = 0,180; df = 1; p = 0,101).

Die Auswertung der Gentoypen zeigte folgende Ergebnisse (Tab. 24, Abb. 15 und 16):

Tabelle 24: Ergebnisse rs2002453, Genotypverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS | Genotyp | Improvement Improvement Improvement Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv | CC 40,79 (20,37) 49,99 (19,04) 53,18 (20,38) 54,29 (21,19)
CT 31,78 (20,66) 43,07 (22,32) 48,15 (21,71) 48,61 (22,89)
TT 23,91 (20,22) 40,88 (24,76) 49,18 (25,32) 47,89 (26,01)
Negativ | CC 22,88 (23,82) 32,92 (24,63) 36,39 (25,70) 34,97 (27,67)
CT 15,97 (23,54) 20,48 (24,79) 23,14 (25,79) 24,01 (27,36)
TT -0,77 (28,34) 16,28 (27,30) 20,61 (26,02) 17,73 (25,70)
Gesamt |CC 31,83 (19,51) 41,46 (19,09) 44,78 (20,20) 44,63 (22,04)
CT 23,88 (18,80) 31,78 (21,07) 35,64 (21,09) 36,31 (22,55)
TT 11,57 (20,76) 28,58 (23,22) 34,89 (23,606) 32,81 (23,24)
Varianzanalyse:
PANSS positiv: F=1,544, df = 6/166, p = 0,167
PANSS negativ: F=1,399, df = 6/166, p=0,218

PANSS gesamt:
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4 Ergebnisse

Haupteffekt:
PANSS positiv: F =1,496, df = 2/84, p = 0,230
PANSS negativ: F=3,534, df =2/84, p = 0,034
PANSS gesamt: F=3,142, df =2/84, p = 0,048

rs2002453 Genotyp PANSS gesamt

Zeit (d)

Abbildung 15: Genotypverteilung PANSS negativ des Markers rs2002453

rs2002453 Genotyp PANSS negativ

Zeit (d)

Abbildung 16: Genotypverteilung, PANSS gesamt des Markers rs2002453
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4 Ergebnisse

Bei der Genotypverteilung zeigte sich eine signifikant erhohte Abnahme der negativen
und der gesamten Symptomatik auf PANSS, nicht aber der positiven Symptomatik. Der
Genotyp CC zeigte dabei die stirkste Verbesserung im Vergleich zu CT und TT (Abb.
12 und 13).

4.2.3.2 Allelverteilung

Das Kollektiv bestand aus 87 Patienten, entsprechend 174 Allelen. Die Allele verteilten
sich auf 119 Allele C und 55 Allele T.

Die statistische Auswertung zur Allelverteilung des Markers rs2002453 zeigte die in der
Tab. 25 und Abb. 17, 18 und 19 dargestellten Zusammenhange zur PANSS.

Tabelle 25: Ergebnisse rs2002453, Allelverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS Allel | Improvement Improvement | Improvement |Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv C 38,44 (20,65) |48,19(20,00) |[51,87(20,68) |52,81(21,60)
T 28,35(20,47) |42,12(22,97) [48,60(22,87) [48.29 (23,81)
Negativ C 21,08 (23,74) 129,68 (25,07) |32,94 (26,17) [32,11 (27,78
T 8,67 (26,55) 18,65 (25,49) 22,04 (25,43) (21,27 (26,36)
Gesamt C 29,76 (19,48) 138,94 (19,91) |42,40(20,66) |42,46(22,29)
T 18,51 (20,24) 30,38 (21,65) |[35,32(21,80) |34,78 (22,48)
Varianzanalyse:
PANSS positiv: F=3,477,df =3/170, p = 0,017
PANSS negativ: F=0,122, df =3/170, p = 0,947

PANSS gesamt: F=1,185,df=3/170,p=0,317

Haupteffekt:
PANSS positiv: F=3,326,df=1/172, p=0.,070
PANSS negativ: F=28,117,df = 1/172, p = 0,005

PANSS gesamt: F=7,143,df=1/172, p = 0,008
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rs2002453 Allele PANSS positiv

Improvement (%)

Zeit (d)

Abbildung 17: Allelverteilung des Markers rs2002453 bei PANSS positiv.

rs2002453 Allele PANSS negativ

Improvement (%)

Zeit (d)

Abbildung 18: Allelverteilung des Markers rs2002453 bei PANSS negativ.
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rs2002453 Allele PANSS gesamt
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Abbildung 19: Allelverteilung des Markers rs2002453 im Bezug auf die Gesamtsymptomatik nach
PANSS. Es kann eine signifikant erhéhte Verbesserung der Symptomatik bei Patienten mit
Allel C gezeigt werden.

Bei der Allelverteilung konnte ein signifikanter Zusammenhang fiir eine Verbesserung
der negativen und der gesamten Symptomatik bei Allel C gezeigt werden. Die positive
Symptomatik zeigte einen Trend ebenso bei Allel C (Abb. 17). Aullerdem konnte eine
Signifikanz beziiglich der Verbesserung von Baseline zu Tag 7 bei Allel C gezeigt

werden.

4.2.4Analyse des Markers rs7117915

4.2.4.1 Genotypverteilung

Das Kollektiv bestand aus 102 Patienten. Die Genotypverteilung (7 AA, 23 AG und 72
GQ) befand sich leicht auBerhalb des Hardy-Weinberg-Equilibriums (F = 0,240; df = 1;
p=0,015).

Die Auswertung des Markers rs7117915 zeigte fiir die Genotypen folgende Resultate
(Tab. 26):
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Tabelle 26: Ergebnisse rs7117915, Genotypverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS Genotyp | Improvement |[Improvement |Improvement |Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv AA 41,14 (21,46) |51,42(23,64) |57,42(17,26) |56,38(20,33)
AG 30,73 (19,19) (43,99 (22,69) |48,96 (22,79) |[50,58 (23,40)
GG 35,13 (21,67) |[46,57 (21,03) |50,73 (21,52) |[51,02 (22,29)
negativ AA 14,36 (31,08) (25,51 (32,99) |25,87(27,60) [25,42(27,16)
AG 16,53 (27,02) (25,17 (28,19) |27,32(28,94) (29,39 (31,69)
GG 17,16 (23,66) (26,31 (24,87) |29,40 (26,26) |[28,37 (26,88)
Gesamt AA 27,75 (24,30) | 38,47 (27,31) |41,64(22,04) |40,90 (23,25)
AG 23,63 (19,35) |34,58(22,34) |38,14(22,97) 39,99 (24,81)
GG 26,14 (20,27) |36,44 (20,34) |40,06 (21,02) |39,69 (21,99)

Die unterschiedlichen Genotypen (AA, AG, GG) =zeigten keine signifikanten

Unterschiede beziiglich der Verbesserung der positiven, negativen oder gesamten

Symptomatik.

Varianzanalyse:
PANSS positiv:
PANSS negativ:
PANSS gesamt:

Haupteffekt:
PANSS positiv:
PANSS negativ:
PANSS gesamt:

F=0,632, df = 6/196, p= 0,704
F=0,524, df = 6/196, p = 0,789
F=0,647, df = 6/196, p = 0,692

F=0,415,df=2/99,p = 0,661
F=0,035, df =2/99, p = 0,965
F=0,077,df =2/99, p= 0,926

Es bestand kein signifikanter Unterschied der prozentualen Verbesserung zwischen den

unterschiedlichen Genotypen.
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4.2.4.2 Allelverteilung

Das Kollektiv bestand aus 102 Patienten, entsprechen 204 Allelen. Die Allele verteilten
sich auf 37 Allele A und 167 Allele G.

Die statistische Auswertung zur Allelverteilung des Markers rs7117915 zeigt die in der
Tabelle 27 dargestellten Zusammenhédnge zur PANSS.

Tabelle 27: Evgebnisse rs7117915, Allelverteilung (Alle Angaben in Prozent (+/-SD))

PANSS Allel Improvement Improvement | Improvement | Improvement
Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28
Positiv A 34,67 (20,11) |46,80 (22,67) |52,16(20,83) |52,78 (21,92)
G 34,52 (21,28) 46,22 (21,15) |50,48 (21,57) |50,96 (22,30)
negativ A 15,71 (27,73) 25,30 (29,13) |26,77 (27,68) |27,89 (29,39)
G 17,07 (23,99) [26,15(25,19) [29,12 (26,49) |28,51 (27,41)
Gesamt A 25,19 (20,73) 36,05 (23,61) [39,47 (22,07) |40,33 (23,59)
G 25,80 (20,05) 36,18 (20,50) 39,80 (21,17) |39,73 (22,26)
Varianzanalyse:
PANSS positiv: F=0,218, df = 3/200, p = 0,884
PANSS negativ: F=0,637, df = 3/200, p = 0,592

PANSS gesamt: F=0,410, df = 3/200, p = 0,746

Haupteffekt:
PANSS positiv: F =0,082, df = 1/202, p = 0,775
PANSS negativ: F =0,082, df = 1/202, p = 0,775

PANSS gesamt: F=0,001, df =1/202, p= 0,975

Die Allelverteilung zeigte keinen Zusammenhang zwischen den Allelen des Markers

und dem Ansprechen auf Haloperidol.
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4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Statistisch signifikante Ergebnisse im Hinblick auf eine Assoziation zur Verbesserung
der Symptomatik nach Haloperidoltherapie lieen sich fiir zwei Polymorphismen im
Bereich des DRD2 Gens feststellen. Fiir die Polymorphismen im ANKK1 Gen konnte
lediglich bei vereinzelten Parametern bei bestimmten Genotypen eine Verbesserung der
Werte von Baseline zu Tag 7 gezeigt werden (Tab. 27, Abb. 21 und 22).

Im DRD2 Gen konnte fiir den Marker rs1124492 bei der Genotypverteilung eine
signifikant hohere Verbesserung der PANSS Skalen positiv, negativ und gesamt bei
Genotyp AA festgestellt und bei der Allelverteilung fiir PANSS negativ und gesamt ein
Trend fiir das Allel A gezeigt werden.

Auf dem Marker rs2002453 konnte bei den genannten Allelen und Genotypen eine
signifikant hohere Verbesserung des Ansprechens auf Haloperidol gezeigt werden.

Auf dem ANKKI1 Gen zeigte der Marker rs17600713 bei der Genotypverteilung bei
PANSS positiv eine knappe Signifikanz beziiglich der Verbesserung von Baseline zu
Tag 7. Auch bei dem Marker rs2734849 konnte bei der Verbesserung von Baseline zu
Tag 7 eine signifikante Verbesserung bei der Genotypverteilung bei PANSS positiv

gezeigt werden.

Tabelle 28: Zusammenstellung der p-Werte fiir die Assoziation PANSS mit 7 SNPs

Haupt-
effekt 1s17600713 | rs2734849 182587550 | rs1003641 rs1124492 | rs2002453 rs7117915

Genotyp:

PANSS
positiv: 0,919 0,674 0,877 0,770 0,037 0,230 0,661

PANSS
negativ: 0,719 0,550 0,176 0,218 0,034 0,034 0,965

PANSS
gesamt: 0,812 0,554 0,393 0,521 0,015 0,048 0,926

Allel:

PANSS
positiv: 0,717 0,679 0,679 0,564 0,205 0,070 0,775

PANSS
negativ: 0,520 0,396 0,556 0,233 0,109 0,005 0,775

PANSS
gesamt: 0,565 0,467 0,568 0,304 0,104 0,008 0,975
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Assoziationsergebnisse (p-Werte) Genotyp
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Abbildung 20: Darstellung der Assoziationsergebnisse (p-Werte) der 7 Marker mit den PANSS
(Genotypen). Die SNPs sind in Reihenfolge ihres Auftretens auf dem Chromosom sortiert.

Assoziationsergebnisse (p-Werte) Allel
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Abbildung 21: Darstellung der Assoziationsergebnisse (p-Werte) der 7 Marker mit den PANSS (Allele).
Die SNPs sind in Reihenfolge ihre Auftretens auf dem Chromosom sortiert.
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4.4 LD-Blockstruktur

Zur Berechnung der LD-Blockstruktur wurden neben den fiir diese Arbeit
genotypisierten 7 SNPs weitere 171 SNPs miteinbezogen.

Mit dem Programm Haploview wurden die LD Blocke bestimmt und lieferten folgendes

Ergebnis:
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Abbildung 22: Mit Haploview ausgewertete LD-Blocke auf DRD?2 Genregion auf Chromosom 11

Es konnen 2 LD Blocke identifiziert werden.

Der erste Block erstreckt sich vom 5"-Ende des ANKK1 Gens bis in das Exon 8, der
zweite beginnt mit dem TaqlA Polymorphismus in Exon 8 etwas weiter downstream
und endet im Intron 1 des DRD2 Gens, relativ dicht an der 5’-Spleif3stelle des Exons 2.
Weitere Haplotypblocke lieBen sich in der hier untersuchten Stichprobe nicht

identifizieren.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden 7 Polymorphismen des Dopamin 2 Rezeptor Gens
und des benachbarten Gens ANKK1 auf eine Assoziation mit dem Ansprechen auf

Haloperidol, einem spezifischen Antagonisten des Dopamin 2 Rezeptors, untersucht.

Hierfiir wurden 118 Patienten mit verschiedenen psychotischen Erkrankungen {iber
einen Zeitraum von 4 Wochen mit Haloperidol als Monotherapie behandelt. Die
Symptomatikverbesserung wurde wdchentlich durch die PANSS iberpriift. Die 3
Polymorphismen des ANKKI1 Gens (rs17600713, rs2734849, rs2587550) und die 4
Polymorphismen des DRD2 Gens (rs1003641, rs1124492, rs2002453 und rs7117915)
wurden mittels RFLP-Analyse bzw. FRET genotypisiert.

Die Hypothese, dass bestimmte Marker auf den Genen DRD2 und ANKK!1 Einfluss auf
das Ansprechverhalten auf Haloperidol bei psychotischen Patienten haben, konnte bei
den SNPs rs1124492 und rs2002453 (beide DRD?2) bestitigt werden, bei den restlichen
fiinf Markern musste die Hypothese verworfen werden.

Auf ANKKI1 konnte bei dem Marker rs17600713 bei PANSS positiv
(Genotypverteilung) zumindest bei der Verbesserung von Basline zu Tag 7 eine
signifikante Assoziation gezeigt werden. Ebenso konnte dies bei PANSS positiv bei der

Genotypverteilung des Markers rs2734849 gezeigt werden.

Die DRD2 Genregion gilt als einer der wichtigsten Genorte im Zusammenhang mit
Schizophrenie. Assoziationsstudien zum Ansprechverhalten auf Neuroleptika zeigen
allerdings sehr divergierende Ergebnisse (Schéfer et al., 2001; Malhotra et al., 1999;
Shen et al., 2008; Thomas et al., 2008; Lane et al., 2004; Lencz et al., 2006; Xing et al.,
2007; Hwang et al., 2006; Yamanouchi et al., 2003; Suzuki et al., 2000 und 2001;
Sakumoto et al., 2007; Wu et al., 2005; Arranz et al., 1998; Dahmen et al., 2001;
Reynolds et al., 2005 (2)), was einerseits an unterschiedlicher Methodik beziiglich der
Rate des Ansprechens liegen konnte, andererseits aber auch an der groBen Zahl

bekannter Polymorphismen in dieser relativ groen Genregion.
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5. Diskussion

Bei den Studien zur genetischen Assoziation und dem pharmakologischen
Ansprechverhalten variierte besonders die Methodik beziiglich der Objektivierung der

Rate des Ansprechens.

Die Methodik der Darstellung des Ansprechens ist meist mit BPRS oder PANSS
definiert. In dieser Studie wurde PANSS benutzt, wobei es vermutlich keinen Einfluss
hat, mit welcher standardisierten Skala das Ansprechen dargestellt wird. Zunichst ist
kein Zusammenhang erkennbar zwischen signifikanten Ergebnissen und den Studien,
welche PANSS den Vorzug gaben. Im {ibrigen ist die PANSS eine auf der BPRS
basierende Methode (Kay, 1987).

Das Ansprechen auf Neuroleptika kann durch prozentuale Verbesserung oder durch
Einteilen in zwei Gruppen (Ansprecher vs. Nicht-Ansprecher) gemessen werden.
Wegen der von Studie zu Studie variierenden Grenzen fiir die Zughdorigkeit zu einer
Gruppe besteht bei letztgenanntem Verfahren ein Mangel an Vergleichbarkeit.

So zdhlen Wu et al. einen Patienten zur Gruppe der Ansprecher ab einer Verbesserung
der BPRS von 50%, wohingegen Malhotra et al. bereits eine verbesserte BPRS von 20%
als Ansprechen werteten (Wu et al., 2005; Malhotra et al., 1999).

In dieser Studie wurde daher wegen der besseren Vergleichbarkeit die prozentuale

Verbesserung gemessen.

Der Einfluss verschiedener Polymorphismen im Bereich der DRD2 Genregion auf das
Ansprechen von Neuroleptika beruht vermutlich auf einer genetisch bedingten
geringeren DRD2 Dichte und daraus folgendem relativ stirkerem Antagonismus der
Medikation. Thompson et al. wiesen in einer Studie eine verminderte Dopamin 2
Rezeptor Expression nach fiir Probanden mit einem oder zwei A1 Allelen am TaqlA
Marker des DRD2 Gens gegeniiber solchen Probanden, welche hier homozygot fiir den
A2 Genotyp waren. Die verminderte Expression lieB sich vor allem im Striatum,

Caudatum und Putamen detektieren (Thompson et al., 1997).

Die Mehrheit der publizierten Studien zur Assoziation des Ansprechens auf

verschiedene Neuroleptikagabe bestehen fiir die Polymorphismen -141C Ins/Del und
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TaqlA auf dem DRD2 Gen.

Bei Betrachtung der Studien zu -141C Ins/Del ldsst sich erkennen, dass von 9 Studien
drei keine signifikante Assoziation zeigten. Die Patienten dieser nicht signifikanten
Studien (Shen et al., 2008; Xing et al., 2007; Arranz et al., 1998) wurden mit atypischen
Neuroleptika behandelt. Bei den sechs signifikanten Studien (Lencz et al., 2006;
Sakumoto et al., 2007; Yamanouchi et al., 2003; Suzuki et al., 2000; Wu et al., 2005;
Malhotra et al., 1999) wurden in den Studien von Wu et al., Suzuki et al. und Sakumoto
et al. die Patienten mit typischen Neuroleptika behandelt, allerdings wurde kein
Haloperidol verwendet. Es ist vorstellbar, dass typische Neuroleptika fiir
Assoziationsstudien mit Dopamin 2 Rezeptor Polymorphismen und Ansprechraten
besser geeignet sind, da diese meist einen spezifischen Antagonismus an DRD2

aufweisen.

Bei den zehn Studien zu TaqlA wurde bei den vier nicht signifikanten Ergebnissen
zweimal ein typisches (Wu et al., 2005; Suzuki et al., 2001), einmal ein atypisches
(Xing et al., 2007) und einmal entweder ein typisches oder ein atypisches (Reynolds et
al., 2004) Neuroleptikum gegeben. Bei den sechs Studien mit signifikanter Assoziation
wurde dreimal ein atypisches (Kwon et al., 2008; Shen et al., 2008; Dahmen et al.,
2001) und dreimal ein typisches (Suzuki et al., 2000; Sakumoto et al., 2007; Schifer et
al., 2001) Neuroleptikum gegeben. Bei diesem Marker wurde nur in der Studie von
Schifer et al. Haloperidol gegeben. Hier ist kein Zusammenhang zwischen Ergebnis

und gegebenem konventionellen Neuroleptikum zu erkennen.

Da es in der Literatur nur wenige Studien zur genetischen Assoziation des DRD2 Gens
zum Ansprechen auf Haloperidol gibt werden hier Assoziationsstudien herangezogen,
welche mit anderen typischen Neuroleptika wie Bromperidol, einem Butyrophenon mit
dhnlichem Rezeptorbindungsverhalten, durchgefiihrt wurden. Sakumoto et al.
untersuchten den SNP -141C Ins/Del und TaqlA auf Ansprechverhalten auf
Bromperidol und Nemonaprid (typisches Neuroleptikum). Es konnte bei TagqlA ein
signifikanter Zusammenhang zum Ansprechen auf Bromperidol bei Patienten mit Allel
Al gezeigt werden (Sakumoto et al., 2007).

Die Vermutung liegt nahe, dass die genetische Assoziation vor allem durch ein stark
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DRD?2 blockierendes Neuroleptikum beeinflult wird. Dabei fillt auf, dass Aripiprazol,
welches bei TaqlA zweimal eine signifikante Assoziation ergab, am Dopamin 2
Rezeptor eine partialagonistische Wirkung hat (Kwon et al., 2008; Shen et al., 2008).

Hier wire weitere Grundlagenforschung angebracht.

Auch die in Studien unterschiedlich verabreichten Dosen sind von Bedeutung. Suzuki et
al. stellte zur Diskussion, ob durch zu hohe Konzentrationen des Antagonisten und
dadurch zu starke Blockade des Dopamin 2 Rezeptors der Einfluss der Polymorphismen
zunichte gemacht werden wiirde und somit keine Assoziation zu den genetischen
Variationen erkennbar wire (Suzuki et al., 2001).

In dieser vorliegenden Studie wurde die empfohlene Dosis von 3-15 mg/d eingehalten.
Konkret waren es 11,0 +/- 6,2 mg/d, so dass hier von keiner Verzerrung der Ergebnisse

durch eine zu starke Blockade der DRD2 Rezeptoren auszugehen ist.

Die ethnische Herkunft der Patienten spielt in der Assoziation zwischen genetischen
Polymorphismen und Ansprechverhalten auf Neuroleptika eine groe Rolle. Dies wird
in zahlreichen Studien deutlich:

Hwang et al. untersuchten kaukasische und afroamerikanische Patienten hinsichtlich
thres Ansprechens auf Clozapin, signifikante Assoziation der Marker TaqlB und
rs1125394 konnten dabei nur bei afroamerikanischen Patienten gezeigt werden (Hwang
et al., 2006).

Vier Studien zum TaqlA Marker wurden mit japanischen, vier weitere mit Han-
chinesischen und zwei mit kaukasischen Patienten durchgefiihrt. Die Studien mit
kaukasischen Patienten zeigten eine signifikante Assoziation (Dahmen et al., 2001;
Schéfer et al., 2001).

Die verwendeten Neuroleptika bei Studien zu TaqlA waren Risperidon, Chlorpromazin,
Flupentixol, Amisulprid, Nemonaprid, Bromperidol und Aripiprazol. Nur in einer

Studie wurde Haloperidol verwendet (Schéfer et al., 2001).

Hinsichtlich des Markers -141C Ins/Del wurden in drei Studien han-chinesische
Probanden untersucht (Shen et al., 2008; Arranz et al., 1998; Xing et al., (2007)),

welche alle keinen Zusammenhang zu verbessertem Ansprechen auf Neuroleptika
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nachweisen konnten.

Die Studie von Arranz et al. untersuchte das Ansprechen auf Clozapin im
Zusammenhang mit dem Marker -141C Ins/Del. Als Probanden standen eine Gruppe
mit 146 Han-Chinesen und eine Gruppe mit 153 Probanden britischer Herkunft zur
Verfligung. Da in dieser Studie bei beiden Gruppen keine Assoziation zum Ansprechen
auf Clozapin gezeigt werden konnte, 146t sich auch kein ethnischer Einflu3 erkennen
(Arranz et al., 1998).

Drei Studien mit japanischen Patienten zeigten eine signifikante Assoziation auf das
Ansprechverhalten auf Bromperidol/Nemonaprid, Risperidon bzw. Nemonaprid, aber
ohne weitere Unterteilung zwischen Ethnien (Sakumoto et al., 2007; Yamanouchi et al.,
2003; Suzuki et al., 2000).

Die Studie von Lencz et al. zeigt gute Vergleichsmoglichkeiten der verschiedenen
Ethnien. Es wurde das Ansprechverhalten von Clozapin im Zusammenhang mit dem
Marker -141C Ins/Del untersucht. Das Kollektiv von 61 Patienten war eine sehr
heterogene Gruppe, bestehend aus 41% Afroamerikanern, 28% Kaukasiern, 18%
Hispanoamerikanern, 5% Asiaten und 8 % sonstigen Ethnien. Sie untersuchten die
Gruppe auf Unterschiede untereinander und Unterschiede der Afroamerikaner zu
anderen Ethnien. Dabei konnte zwar eine Assoziation zwischen -141C Ins/Del und
Ansprechen auf Clozapin insgesamt gezeigt werden, aber kein unterschiedliches

Ansprechverhalten beziiglich der ethnischen Herkunft (Lencz et al., 2006).

In der Studie von Zhang-Wong et al. (1998) hatten kaukasische ménnliche Probanden
eine geringere Plasmakonzentration an Haloperidol als asiatische ménnliche Probanden.
Dies konnte enzymatische Ursachen haben und eine Erkldrung fiir die signifikanten
Ergebnisse bei Studien mit asiatischen Patienten sein (Yamanouchi et al., 2003; Suzuki
et al., 2000; Wu et al., 2005; Sakumoto et al., 2007; Shen et al., 2008; Kwon et al.,
2008).

Nicht zuletzt wegen unterschiedlicher Verstoffwechselung einzelner Neuroleptika ist
die Frage der Unterteilung in verschiedene Ethnien von Bedeutung. Die Unterschiede
der Gene auf metabolischer Ebene sind vermutlich ebenso von Wichtigkeit wie die

Gene der Neurotransmitter, welche hier untersucht wurden. So miissten auch
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Polymorphismen der metabolischen Gene statistisch erfasst werden. Saito et al.
berichteten von Einflissen des CYP2D6 Gens, welches vor allem fiir die
Metabolisierung antidepressiver und neuroleptischer Medikation zustidndig ist. So sind
bei Probanden mit mutiertem CYP2D6 Allel hohere Plasmaspiegel an Haloperidol
nachzuweisen als bei Patienten ohne Mutation (Saito et al., 2005). Auch Bradford
berichtete von der unterschiedlichen Mutation des Allels je nach Herkunft mit
vermehrten funktionsfahigen Allelen bei Kaukasiern (Bradford, 2002).

Da Haloperidol und andere Neuroleptika durch dieses Enzym abgebaut werden (Karow,
2009), welches offenbar grof3e interethnische Varianz aufweist, ist davon auszugehen,
dass das Ansprechen auf Haloperidol immer auch mit diesem Enzym assoziiert ist.
Unabhingig von ethnischen Unterschieden bei diesem Enzym sind auch in derselben
ethnischen Gruppe verschiedene Allele dieses Gens vorhanden und haben Einfluss auf

die Wirkung eines Medikamentes.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass in kiinftigen Untersuchungen zum einen
weitere Ethnien einbezogen werden sollten, und zum anderen die Ergebnisse mit dem

Gen fiir CYP2D6 korreliert werden sollten.

In dieser Studie wurden Patienten mit vier verschiedenen psychotischen Erkrankungen
aufgenommen: Der Anteil der Patienten mit Schizophrenie betrug 45,6%, mit akuter
Psychose 31,6%, mit durch Substanzen induzierte Psychose 14,0% und mit
schizoaffektiver Storung 8,8%. Die Verteilung dieser Psychosen hat vermutlich grof3en
Einfluss auf das Ergebnis der Studie, da davon auszugehen ist, dass das Ansprechen auf
ein Neuroleptikum bei unterschiedlichen Stérungen variabel ausfillt. So ist es
wahrscheinlich, dass Patienten mit durch Substanzen induzierter Psychose ein
schlechteres Ansprechen aufweisen, da bei diesen Patienten oft bereits durch Induktion
verschiedener Enzyme der Plasmaspiegel vieler Medikamente niedriger ist als bei
Patienten ohne jegliche Medikamenteneinnahme.

Es untersuchten beispielsweise Sakumoto et al. nur Patienten, welche an einer akut
exazerbierten Schizophrenie litten (Sakumoto et al., 2007). Shen et al. beschriankten sich
in ihren Studien ebenfalls nur auf Patienten mit akuter Schizophrenie (Shen et al.,

2008). Yamanouchi et al. untersuchten ein Kollektiv, welches aus Patienten mit
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Schizophrenie und mit schizophrener Storung bestand. Durch verschiedene Verteilung
dieser Psychosen bzw. Aufnahmekriterien fiir eine Studie ist nicht zwingend eine

allgemeingiiltigen Aussage zu erwarten (Yamanouchi et al., 2003).

Das Alter und die Geschlechterverteilung spielen ebenfalls eine Rolle bei genetischen
Assoziationsstudien. In dieser Studie lag das Alter im Durchschnitt bei 33,8 Jahren, die
Geschlechter waren gleichméBig auf die Genotypen verteilt. Usall et al. zeigten das
unterschiedliche Ansprechen zwischen den Geschlechtern, mit schlechterem
Ansprechen bei Ménnern (Usall et al., 2007). Eine gleichmiBige Geschlechterverteilung
konnte bei besserem Ansprechen von Frauen das Ergebnis verzerren, eine reine Frauen-

bzw. Mannerstudie diirfte ein genaueres Resultat zeigen.

Das Durchschnittsalter der Studien zu Response auf den Markern -141C Ins/Del und
TaqlA lag zwischen 24 und 42,5 Jahren.

Nach aktuellem Wissensstand ist die Schizophrenie polygen vererbt, wobei es nicht
moglich ist ein einzelnes verantwortliches Gen zu benennen. Daher ist auch bei exakt
standardisiert durchgefiihrten Studien zu erwarten, dass bestimmte SNPs teilweise
signifikant sind und teilweise nicht. So sind vermutlich je nach Patient verschiedene
Gene fiir die Pathogenese entscheidend, was sich auf die Signifikanz der SNPs in einem

Kollektiv auswirkt.

Es gilt festzustellen, dass es bereits zahlreiche Untersuchungen zur Assoziation
zwischen dem Ansprechverhalten auf Neuroleptika und Polymorphismen auf dem
Dopamin 2 Rezeptor Gen gibt, welche sich vor allem auf folgende Marker beziehen:
TaqlA, TaqIB, C957T, -141C Ins/Del, A-241G und Ser311Cys (rs1800496) (Monakhov
et al., 2008; Dubertret et al., 2004; Jonsson et al., 1999; Lafuente et al., 2008).
Hervorzuheben sind wegen der Haufigkeit der Studien TaqlA und -141C Ins/Del.
Speziell TaqlA ist auch deshalb erwdhnenswert, weil dieser im Falle einer Mutation
einen Aminosdureaustausch von Glutamin zu Lysin auf Exon 8 im ANKK1 Gen zur

Folge hat.

Zusammenfassend konnten fiir Polymorphismen im DRD2 Gen und dem Ansprechen
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auf Neuroleptika eine Reihe von signifikanten Assoziationen gefunden werden.

So konnte fiir die atypischen Neuroleptika Aripiprazol (Asiaten), Risperidon, Olanzapin
und Clozapin (heterogene Ethnien), Flupentixol und Amisulprid (Kaukasier), eine
Assoziation zu SNPs im DRD2 Gen nachgewiesen werden und fiir die typischen
Neuroleptika Nemonaprid und Bromperidol (Japaner), Chlorpromazin (Chinesen) und
Haloperidol (Kaukasier) eine signifikante Assoziation zu SNPs im DRD2 Gen (Tab. 29
und 30).

Tabelle 29: Studien zu TaqlA

Studie Allel mit besserer | Neuroleptikum Herkunft
Response

Kwon et al | Al Aripiprazol Asiaten

(2008)

Shen et al. | Al Aripiprazol Han Chinesen

(2008)

Suzuki et al. | Al Nemonaprid 18mg/d Japaner

(2000)

Suzuki et al. | Keine Bromperidol 6-18mg/d Japaner

(2001) Assoziation

Sakumoto et | Al Bromperidol  (6-18mg/d) | Japaner

al. (2007) und Nemonaprid(18mg/d)

Wu et al | Keine Chlorpromazin(300- Chinesen

(2005) Assoziation 600mg/d)

Dahmen et al. | Al Amisulprid oder Kaukasier

(2001) Flupentixol

Reynolds et al. | Keine Chlorpromazin oder | Han Chinesen

(2004) Assoziation Risperidon

Schifer et al. | Al Haloperidol Kaukasier

(2001)

Xing et al. | Keine Risperidon Chinesen

(2007) Assoziation
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Tabelle 30: Studien zu -141C Ins/Del (5 'near gene)

Studie Allel mit besserer | Neuroleptikum Herkunft
Response

Shen et al. | Keine Aripiprazol (19,5mg/d) Han Chinesen

(2008) Assoziation

Sakumoto et

-141 C Ins/Ins

Bromperidol (6-18mg/d)

Japaner

al. (2007) und Nemonaprid (18mg/d)

Lencz et al. | -141 C Ins/Ins Olanzapin oder Risperidon | Heterogene Gruppe
(2006)

Yamanouchi | -141 C Ins/Del Risperidon Japaner

et al. (2003)

Suzuki et al. | -141 C Ins/Ins Nemonaprid 18mg/d Japaner

(2000)

Wu et al |-141 C Ins/Ins Chlorpromazin (300- | Chinesen

(2005) 600mg/d)

Arranz et al. | Keine Clozapin Briten und Han
(1998) Assoziation Chinesen

Malhotra et | -141 C Ins/Ins Clozapin Kaukasier

al. (1999)

Xing et al. | Keine Risperidon Han Chinesen
(2007) Assoziation

Fiir viele dieser Marker konnte bereits in Assoziationsstudien ein Zusammenhang zur

Schizophrenie gezeigt werden (Dubertret et al., 2004), insbesondere fiir TaqlA, TaqlB,
141C Ins/Del und Ser311Clys.

Neville et al. entdeckten ein Gen, welches in direkter Nachbarschaft zum Dopamin 2
Rezeptor Gen liegt, das ANKK1 Gen. Dieser Marker liegt am 3’-Ende des DRD2 Gens
(Neville et al., 2004). In diesem Bereich des DRD2 Gens liegen zahlreiche SNPs,

sodass die Frage aufkommt, welche Bedeutung dieses Gen im Bezug auf Schizophrenie

und letzten Endes auch auf das Ansprechen von Neuroleptika haben konnte.
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Da der TaqlA Marker aber auf ANKKI1 liegt, konnten die Assoziationsstudien iiber
TaqlA hinsichtlich der Relevanz des ANKK 1 Gens uminterpretiert werden (Shen et al.,
2008; Sakumoto et al., 2007; Xing et al., 2004; Schifer et al., 2001; Suzuki et al., 2000;
Suzuki et al., 2001; Wu et al., 2005).

Der SNP TaqlA wurde auf die Assoziation zur Suchtmittelabhingigkeit (Li et al.,
2004), Schizophrenie (Dubertret et al., 2004) und dem Ansprechverhalten auf
Haloperidol (Schifer et al., 2001) untersucht. Diese Assoziationen wurden teilweise
bestitigt. Dies fiihrte zur Annahme, dass dieser SNP Einfluss auf zerebrale Storungen
haben konnte. TaqlA befindet sich auf dem Gen ANKK1, dessen Funktion bislang nicht
bekannt ist.

Das Gen ANKK1 hat 8 Exons, misst 13 kb und kodiert 765 Aminosduren. Es ist
gegenldufig zum DRD2 Gen, von welchem es durch 9,4 kb getrennt wird. Der TaqlA
Marker verursacht durch einen Wechsel von Cytosin zu Thymin einen
Aminosédureaustausch von Glutamat zu Lysin. Der Wechsel von einer negativ auf eine
positiv geladene Aminosdure konnte, wenn auch keinen direkten, so doch einen
indirekten Einfluss auf das Ansprechen iiber z.B. EinfluB auf eine Signaltransduktion

verursachen.

Neben Neville beschrieben auch Dubertret et al. dieses Gen bei einer Untersuchung des
TaqlA Polymorphismus auf Assoziation zur Schizophrenie. Sie untersuchten 83
franzosische Probranden und 103 franzosische Patienten, welche nach DSM IV an
Schizophrenie litten. Sie untersuchten zusétzlich zu TaqlA noch vier weitere Marker,
welche allesamt auf DRD?2 liegen (-141C Ins/Del, TaqlIB, TaqlD, Ser311Cys). In dieser
Studie konnten signifikante Zusammenhédnge mit Schizophrenie fiir TaqlA und TaqlB
nachgewiesen werden (Dubertret et al., 2004).

PET Untersuchungen von Pohjalainen et al. zeigten durch Markierung mit C Racloprid
eine verminderte D2 Rezeptordichte bei Probanden mit A1 Allel bei TaqlA im Striatum
(Pohjalainen et al., 1998).

Fosella et al. untersuchten im Rahmen von Aufmerksamkeitsstudien das ANKK1 Gen.

Dabei konnte kein Nachweis von ANKK1 im adulten Gehirn erbracht werden, obwohl
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Dubertret et al. diesen Nachweis sowohl im fetalen als auch im adulten Gehirn fithren
konnten (Fosella et al., 2006; Dubertret et al., 2004).

McAllister et al. fiihrten weitere Studien zum ANKKI Gen. Es konnten
Zusammenhdnge zwischen dem TaqlA Marker und dem Lernerfolg und der kognitiven
Verbesserung nach Hirnverletzungen nachgewiesen werden (McAllister et al., 2008).
Sequenzanalysen zeigten, dass ANKKI1 den Nuclear Factor NF-kB aktivierenden
receptor-interacting serine/threonine kinase (RIPKs) zwar dhnelt, aber wahrscheinlich
eine andere biologische Funktion hat. Eine Uberexpression von ANKKI1 fiihrte aber zu
einer Suppression des Transkriptionsfaktors NF-kB. Da die DRD2 Expression durch
NF-«B induziert wird, ist es moglich, dass ANKKI1 einen Einfluss auf die Dopamin 2
Rezeptor Expression hat (Huang et al., 2009; Bontempi et al., 2007).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Funktion von ANKKI1 sowie der
Zusammenhang zu DRD2 bislang unklar ist und kiinftig durch weitere Studien

untersucht werden sollte.

In der vorliegenden Studie wurden die Marker rs17600713, rs2734849, rs2587550,
rs1003641, rs1124492, rs2002453 und rs7117915 erstmals auf ihre Assoziation mit

Ansprechverhalten auf Neuroleptika untersucht.

Der Polymorphismus rs2734849 auf Exon 8 des ANKK1 Gens zeigte keine Assoziation
auf das Ansprechverhalten auf Haloperidol. Es konnte aber eine signifikante
Verbesserung der Symptomatik zwischen Baseline und Tag 7 bei PANSS positiv der
Genotypverteilung gezeigt werden. Bei diesem Polymorphismus ist es wichtig zu
erwihnen, dass durch den Tausch von Cytosin zu Thymin ein Aminosdureaustausch
von Arginin zu Histidin zustande kommt.

Dieser SNP wurde von Dick et al. auf seine Assoziation zu Alkoholabhingigkeit
untersucht. Es wurden 10 SNPs auf ANKK1 und 16 auf DRD2 untersucht, signifikante
Assoziationen zu Alkoholabhingigkeit mit Personlichkeitsstorung fanden sich auf
ANKKI, unter anderem auf rs2734849. Hierbei wurde ein signifikanter Zusammenhang
zu Alkoholabhédngigkeit und medizinischen Komplikationen (Summe: p = 0,02,
Durchschnitt: p = 0,03) sowie eine Assoziation zu Alkoholabhédngigkeit mit komorbiden

Personlichkeitsstorungen (Summe: p= 0,04) beobachtet (Dick et al., 2007).
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Auch von Huang et al. wurde der Marker rs2734849 untersucht. In der Studie wurde die
genetische Assoziation von Polymorphismen zu Nikotinabhédngigkeit gezeigt. Auch hier
wurden zahlreiche SNPs auf der Genregion (16 DRD2 und 7 ANKK1) untersucht,
wobei wiederum rs2734849 signifikante Ergebnisse zeigte. Diese waren vor allem in
der afroamerikanischen und in der gepoolten Gruppe signifikant, nicht aber in der

europdischen Gruppe (Huang et al., 2007).

Auch der Marker rs17600713 zeigte bei der Genotypverteilung bei PANSS positiv eine
knappe Signifikanz beziiglich der Verbesserung von Baseline zu Tag 7. Dieser Marker
liegt auf ANKK1 Gen, was eine Bedeutung dieses Gens fiir das Ansprechen auf

Haloperidol zeigen konnte.

Der Marker rs1003641 in der 3'-Genregion des DRD2 Gens zeigte keine Assoziation
zum Ansprechverhalten auf Haloperidol. Hier war das Allel A seltener als das Allel G.
Dieser SNP liegt zwischen den Genen DRD2 und ANKKI1, weshalb hier keine direkte

funktionelle Auswirkung zu erwarten ist.

Der Polymorphismus rs1124492 auf Intron 7 des DRD2 Gens zeigte bei der
Genotypverteilung in allen drei Skalen der PANSS eine signifikante Verbesserung der
Symptomatik als auch ein schnelleres Ansprechen auf die Behandlung mit Haloperidol
bei Patienten mit den Genotypen AA und GG, wéhrend die heterozygoten AG-Trager

sowohl am langsamsten als auch insgesamt am wenigsten auf Haloperidol ansprachen.

Der Marker rs2002453 des Dopamin2 Rezeptor Gens zeigte bei PANSS negativ und
PANSS gesamt in der Genotypverteilung ein signifikant besseres Ansprechen fiir
Patienten mit Genotyp CC. Bei der Allelverteilung konnte dieses Ergebnis bestdtigt
werden durch Signifikanz fiir negative und gesamte PANSS bei Allel C. Bei der
positiven PANSS konnte ein Trend fiir das Allel C gezeigt werden. Dieser SNP liegt auf
Intron 2.

Das Kollektiv bestand aus 87 Patienten, eine groflere Anzahl wére wiinschenswert.

Die Haplotyporganisation stellt eine weitere Moglichkeit dar, genetische
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Untersuchungen fiir Assoziation mit Schizophrenie oder Ansprechverhalten auf
Neuroleptika durchzufiihren. Dubertret et al. untersuchten fiinf Polymorphismen auf
dieser Genregion und entdeckten 37 Haplotypen. Bei einem Haplotypen (Ins-B2-CA2-
S311-A2) konnten sie einen Zusammenhang mit besserem Ansprechen auf das
Neuroleptikum Haloperidol zeigen (Dubertret et al., 2004). Es ist allerdings auch
denkbar, dass viele der in Studien gezeigten Marker nicht die entscheidende genetische
Pradisposition fiir Schizophrenie bzw. besseres Ansprechen darstellen, sondern dass

diese lediglich auf dem entscheidenden Haplotypblock der Genregion liegen.

Um zu kldren, ob es einen Haplotypblock gibt, der das DRD2 Gen mit dem ANKKI1
Gen verbindet und so einen Hinweis auf funktionelle Relevanz des ANKKI1 Gens
liefern konnte, wurde auf 2 Datenbanken zuriickgegriffen, mit deren Hilfe sich LD-
Blockstrukturen anzeigen lassen.

Zum einen wurden die Region auf der Grundlage des HAPMAP Projekts analyisert.
Verwendet wurde dazu das Release vom November 2008 (NCBI Build 36). Die
Grundlage fiir die Berechnung des Haplotyps bilden hier 171 an 30 Trios validierte
SNPs.

Eine zweite Datenbank, die SNPlex Genotyping Systems (Applied Biosystems, Foster
City, USA) beinhaltet in dieser Region 19 SNPs.

TaglA Assoziation zur Response
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D Miinchen: 25 validierte SNPs
118 kaukasische Patienten

I Hapmap: 171 validierte SNPs in der Region (nicht abgebildet)
Utah, U.SA., 30 Trios (Eltern plus 1 Kind), europaischen Ursprungs
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Abbildung 23: verschiedene Haplotypblocke auf DRD2 Genregion

Bei einer graphischen Zusammenstellung der LD-Blocke aus den beiden Quellen (Abb.
23) lasst sich ablesen, dass die LD-Blockstruktur um den TaqIA-SNP nicht eindeutig
ist. Innerhalb der hier untersuchten Stichprobe zeigte der SNP eher eine Zugehorigkeit
zum DRD2 Gen, wéhrend unter Beriicksichtigung der Daten aus Hapmap eine
Uberlappung der Blocke nicht ausgeschlossen werden kann.

Die Frage, ob Assoziationen zwischen Ansprechverhalten von Haloperidol und dem
TaqlA Polymorphismus auf das ANKKI1, das DRD2 oder beide Gene zuriickzufiihren

sind, ldsst sich bei der aktuellen Datenlage nicht eindeutig beantworten.

In dieser Studie konnte neben rs1124492 bei einem weiteren Polymorphismus eine
Signifikanz aufgezeigt werden. Der Marker rs2002453 liegt auf dem Intron 2 des DRD2
Gens. Es ist unklar, wie dieser SNP auf das Ansprechen von Haloperidol eingreift.
Offenbar existiert ein noch unbekannter Mechanismus, der entweder das Dopamin Gen
direkt oder auch nur indirekt beeinfluBt. Uber diesen Polymorphismus ist in der
Literatur nichts bekannt. Hier konnten weitere Forschungen zur Evaluierung der
genetischen Assoziation von Schizophrenie und der Ansprechrate von Neuroleptika
ansetzen.

Da es nach wie vor unklar ist, welche Rolle die Variationen in Introns fiir das
Ansprechen auf Haloperidol spielen bzw. wie sie ihren Einflul ausiiben, bediirften auch
diese ersten Resultate weiterer Untersuchungen.

Zusétzlich sollten verschiedene Ethnien in die Studie miteinbezogen werden und eine
Beschrankung auf die Erkrankung Schizophrenie erfolgen, um eine hohere Sicherheit
der Aussagen zu erreichen.

In der Psychiatrie gibt es bei der Beurteilung der Effektivitit der Medikation erhebliche
Defizite, gerade auch bei Haloperidol. Es ist ein hochpotentes Neuroleptikum mit hdufig
starken Nebenwirkungen, deren Auftreten sich aber nicht vohersagen lasst. Mit der
Erstellung eines genetischen Profils, welches Hinweise auf die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens dieser Nebenwirkungen sowie die Wahrscheinlichkeit einer Response auf
das Neuroleptikum liefern konnte, lieBe sich die Einstellung der Medikation wesentlich

erleichtern
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6 Zusammenfassung

Haloperidol ist ein in der Psychiatrie hdufig verwendetes Neuroleptikum mit einem
ausgepragtem Nebenwirkungsprofil.

In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass nicht nur Schizophrenie eine
genetische Pridisposition aufweist, sondern dass auch das Ansprechverhalten auf
Neuroleptika genetisch mitbedingt ist.

Die auf den hierin vermutlich involvierten Genen DRD2 und ANKKI liegenden 7
Polymorphismen (rs17600713, 152734849, 152587550, 1s1003641, 1s1124492,
rs2002453 und rs7117915) wurden in der vorliegenden Arbeit auf ihre Assoziation zum
Ansprechen auf Haloperidol bei psychotischen Patienten untersucht. Das Ansprechen
wurde durch die PANSS objektiviert.

Fiir die beiden Polymorphismen rs2002453 (Intron 2 des DRD2-Gens) und rs1124492
(Intron 7 des DRD2-Gens) konnte ein signifikanter Zusammenhang mit der Response
auf Haloperidol detektiert werden.

Bei dem Polymorphismus auf rs2002453 konnte auf der negativen und auf der gesamten
Skala der PANSS fiir den Genotypen CC eine signifikante Verbesserung der
Symptomatik gezeigt werden. Bei diesem Marker konnte auch bei der Allelverteilung
auf der negativen und der gesamten Skala von PANSS eine signifikante Verbesserung
der Symptomatik der Patienten mit dem Allel C nachgewiesen werden. Auf der
positiven Skala konnte ein Trend fiir stdrkeres Ansprechen der Patienten mit Allel C

gezeigt werden.

Der Marker rs1124492 zeigte in allen 3 Kategorien der PANSS bei der
Genotypverteilung signifikant deutliche Verbesserung der Symptomatik bei Patienten
mit Genotyp AA und GG. Die Patienten mit Genotyp AG zeigten die langsamste und

die schlechteste Verbesserung der Symptomatik.

Die Hypothese, dass Polymorphismen in dem Gen des Dopamin 2 Rezeptors eine

Assoziation zum Ansprechen von Haloperidol bei psychotischen Patienten aufweisen,
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kann in Bezug auf die Polymorphismen rs2002453 und rs1124492 bestitigt werden.
Alle weiteren SNPs zeigten in keiner der untersuchten Skalen eine Assoziation auf das
Ansprechverhalten auf Haloperidol. Damit konnten lediglich eine signifikante
Assoziationen mit Polymorphismen des DRD2 Gens gezeigt werden.

Allerdings konnte bei zwei Markern auf dem ANKK1 Gen (rs17600713 und rs2734849)
eine signifikante Verbesserung der Symptomatik bei PANSS positiv  der
Genotypverteilung von der Baseline zu Tag 7 gezeigt werden. Auch wenn bei beiden
Markern lediglich die Verbesserung von Baseline zu Tag 7 Signifikanz zeigte sind dies
durchaus Hinweise darauf, dass das ANKK1 Gen ebenfalls EinfluB auf das Ansprechen
auf Haloperidol hat. Gegen einen Einfluss des ANKK1 Gens spricht allerdings die in
dieser Stichprobe vorhandene Haplotypstruktur die auf eine Trennung zwischen dem
DRD?2 Gen und den funktionell relevanten Bereichen des ANKK1 Gens hinweist.

Um diese Ergebnisse weiter zu bekréftigen sollten weitere Studien angefiigt werden.
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7 AbKkiirzungsverzeichnis

AIMS = Assessment of Involuntary Movement Scale

AV-Block = Atrioventrikuldrer Block

BAS = Barat Akathisie Scale

BPRS = Brief Psychiatric Rating Scale

cAMP = zyklisches Adenosinmonophosphat

CGI = Clinical Global Impressions

CYP3A4 = Cytochrom P450 3A4

DGPPN= Deutsche Gesellschaft fiir Psychiatrie, Psychotherapie und Nervenheilkunde
EPMS = Extrapyramidalmotorische Stérungen

FRET = Fluorescence Resonance Energy Transfer

HERG-Kanal = Human Ether-a-go-go Related Gene-Kanal

ICD = International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems
LSD = Lsyergsaurediethylamid

Min = Minuten

MEDLINE = Medizinische Literaturdatenbank

MRI = Magnet Resonance Imaging

NF-«B = Nuclear Factor kB

NMDA = N-Methyl-D-Aspartat

PANSS = Positive and Negative Symptome Scale

PET = Positronen-Emissions-Tomographie

PsychLIT = Psychologische Literaturdatenbank

RFLP = Restriktions Fragment Langen Polymorphismus

RIPK = receptor-interacting serine/threonine kinase

SAS = Simpson Angus Scale

Sec = Sekunden

SNP = Single Nucleotide Polymorphism

UKU = Udvalg for Kliniske Undersogelser (Side Effect Rating Scale)
VNTR = Variable number tandem repeats
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