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1. Einleitung

1.1 Einfihrung in die Pharmakogenetik

Pharmakogenetik befasst sich mit dem Einfluss genetischer Variabilitat auf die Pharmakotherapie’ -
beschreibt also inwiefern die individuelle genetische Ausstattung auf die Arzneimitteltherapie einwirkt
bzw. diese beeinflusst. Hierbei sind die Begriffe Pharmakogenetik und Pharmakogenomik differenziert
voneinander zu betrachten: Im Vordergrund der Pharmakogenetik steht meist der kandidatengen-
basierte Ansatz. Dieser befasst sich mit der Identifikation und Untersuchung relevanter Gene, fir
welche ein kausaler Zusammenhang mit starken Nebenwirkungen oder Therapieansprechen postuliert
wird. Im Gegensatz hierzu bedient sich die Pharmakogenomik einem Hypothese-freien Ansatz.? In
sogenannten genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) wird eine Vielzahl an erkrankten Probanden
mit einem gesunden Patientenkollektiv verglichen. Die Ergebnisse von GWAS ermdglichen die
Identifizierung neuer Genloci im Zusammenhang mit einer bestimmten Erkrankung und bieten somit

Aufschluss tber die Griinde und méoglichen Entstehungsmechanismen einer Erkrankung.

Grundsatzlich ist die genetische Ausstattung von Mensch zu Mensch zu 99,9 % identisch. Die durch
Mutationen entstandenen Unterschiede kdnnen jedoch einen erheblichen Einfluss auf die Entstehung
von Krankheiten, die Verstoffwechselung von Medikamenten und das Ansprechen auf eine
Arzneimitteltherapie haben.®> Mutationen werden in Genom-, Chromosom- und Genmutationen

unterteilt, wobei die Punktmutation den haufigsten Vertreter der Genmutation darstellt.*

Mutationen, die in mindestens 1 % der Bevdlkerung auftreten werden als Polymorphismen bezeichnet,
wobei nicht aus jeder Mutation eine physiologische Konsequenz resultiert. Vielmehr entscheidet die
Lokalisation und Art der Mutation Uber die funktionelle Bedeutung, wobei sich die genaue Vorhersage
als schwierig gestaltet. So sind Punktmutationen in genetischen Kontrollregionen meist relevanter, da
sich hieraus eine Veradnderung der Proteinsynthese ergeben kann. Unter einer sogenannten
Missense-Mutation (auch ,nicht-synonyme®) versteht man einen Basenaustausch, der zu einer
Anderung der Aminoséauresequenz fiihrt und somit auch die Proteinfaltung und -struktur beeinflussen
kann.* Auf der anderen Seite kann auch eine stille Mutation (,synonyme*, ohne Anderung der
Aminosauresequenz) einen Einfluss auf die Stabilitat der mRNA, der Transkription und Translation

haben.’

Neben den oben beschriebenen Faktoren ist zudem die Lokalisation der Mutation von grofler
Bedeutung: Fir die Entstehung bestimmter Erkrankungen wie der Mukoviszidose oder der
Phenylketonurie sind nur Mutationen im Bereich eines Genes relevant (=monogenetische
Erkrankung). Im Gegensatz hierzu resultieren polygenetische Erkrankungen wie z.B. Diabetes,

Depression und Schizophrenie aus einer Vielzahl von Mutationen unterschiedlicher Gene.



Um den Einfluss verschiedener Mutationen auf die Arzneimitteltherapie zu betrachten, ist es zunachst
sinnvoll sich mit der Interaktion zwischen Arzneimittel und Organismus zu befassen. Im Wesentlichen
werden diese Wechselwirkungen in Pharmakokinetik und Pharmakodynamik unterteilt.

Die Pharmakokinetik beschreibt den Einfluss des Organismus auf den Arzneistoff (Absorption,
Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung), wohingegen die Pharmakodynamik die Wirkungen des

Arzneistoffs auf den Organismus beschreibt (Abbildung 1).6

So konnen genetische Veranderungen im Bereich Absorption, Verteilung, Metabolismus und
Ausscheidung zu veranderten Konzentrationen am Wirkort flihren. Beispielsweise miinden vielfaltige
Mutationen im CYP2D6 Gen in eine verringerte CYP2D6 Enzymaktivitat, woraus eine erhdhte
Konzentrationen des Wirkstoffes am Wirkort und ein damit verbundenes, erhdhtes Nebenwirkungs-
risiko resultieren.’ Polymorphismen im Bereich der Pharmakodynamik kénnen durch eine veranderte
Rezeptor- bzw. Zielstruktur ein vermindertes Ansprechen nach sich zu ziehen. Bekannt sind in diesem
Zusammenhang unter Anderem Veranderungen der Vitamin-K-Epoxidreduktase, welche ein individuell

unterschiedliches Ansprechen auf eine Therapie mit Vitamin-K-Antagonisten bewirkt.®

Arzneistoff

-

/Pharmakokinetik [ Resorption ] \

-

[ Speicherung ]<:> Distribution J<:>[ Metabolisierung ]I:>

-

\ Konzentration /
/ am Wirkort \

Pharmakodynamik

Pharmakologischer
Fffakt

@

Wirksamkeit J Nebenwirkung
G J

Abbildung 1: Pharmakokinetik und Pharmakodynamik adaptiert von Mutschler et al. 8

Wieso Pharmakogenetik?

Ziel der Pharmakogenetik ist eine individuelle und maRgeschneiderte Therapie fir den Patienten zur
ermdglichen. So kénnte an Hand des pharmakogenetischen Status eines Patienten ein effektives und

sicheres Arzneimittel in einer spezifisch angepassten Dosis ausgewahlt werden. Dieses Vorgehen



erhoht die Rate an Patienten, die auf eine Therapie ansprechen, und reduziert das Auftreten von
Nebenwirkungen, was mit einer Einsparung von erheblichen Kosten verbunden ist. Allein in den USA
treten pro Jahr trotz korrekter Anwendungsweise schatzungsweise 2.2 Millionen schwere Arzneimittel-
Nebenwirkungen auf, die zu Kosten in Hohe von 4,3 Milliarde US$ und bis zu 106.000 Toten fuhren.®
Hieraus lasst sich besonders auf Grundlage der Bedeutung von Polymorphismen auf die Variabilitat
von Arzneimittelwirkungen, und —nebenwirkungen ein groRes Potential ableiten.’ Daher ist es sehr
wahrscheinlich, dass die individualisierte Pharmakotherapie in der Zukunft eine zunehmende Rolle
spielen und in einem breiten medizinischen Bereich Anwendung finden wird. Im folgenden Abschnitt
wird der aktuelle Stand der pharmakogenetischen Forschung erlautert, in welchen Bereichen bereits
eine malgeschneiderte bzw. stratifizierte Therapie zur Verfigung steht und wieso

pharmakogenetische Therapieansatze in der Antipsychotika-Therapie sinnvoll erscheinen.
Pharmakogenetische Forschung

Historisch gesehen entstand die pharmakogenetische Forschung in den spaten 50er Jahren des 20.
Jahrhunderts mit einer starken Fokussierung auf den pharmakokinetischen Bereich."® Grund hierfiir ist
die Auffassung, dass die Konzentration eines Arzneistoffes fiir die Vermittlung der Wirkung aber auch
der Nebenwirkungen malfigeblich verantwortlich ist." Polymorphismen mit einem Einfluss auf die
Pharmakokinetik konnten die Heterogenitat in der Psychopharmako-Therapie jedoch nicht hinreichend
genug erklaren, weshalb im weiteren Forschungsverlauf auch zunehmend Mutationen im Bereich der

Pharmakodynamik in den Fokus der Aufmerksamkeit riickten.”

Generell stellt die Pharmakogenetik ein sehr rapide wachsendes Forschungsgebiet dar, welches von
drei Entwicklungen wesentlich profitiert hat: Die Entschlisselung des menschlichen Genoms und
immer bessere molekulare Verstandnisse von Krankheiten fuhren zu einer starken Weiterentwicklung
des Fachgebietes.”” Zudem erméglicht die technische Entwicklung eine immer kostengiinstigere

Durchfiihrung molekularbiologischer Methoden.™

All diese Entwicklungen treiben die individualisierte Therapie voran, welche in einigen Gebieten der
Medizin schon Anwendung findet. Jedoch sollte auf Grund der jetzigen Verwendung eher von einer
stratifizierten Therapie als von einer individuell zugeschnittene Therapie gesprochen werden. "
Stratifizierung meint in diesem Sinne die Zusammenfassung verschiedener Patienten zu einem
Kollektiv, welches von einer bestimmten Therapie profitiert. Es ist abzusehen, dass in Zukunft das
gesamte Patientenkollektiv in immer kleinere Gruppen aufgeteilt wird, die von einer bestimmten
Therapie einen besseren Erfolg und weniger Nebenwirkungen zu erwarten haben. Als Beispiel fir
diese beginnende Stratifizierung ist auch die in den letzten Jahren aufkommende Gendermedizin zu

nennen, die sich mit den Unterschieden in der Therapie von Mannern und Frauen befasst."

Eine weit verbreitete Anwendung findet die Stratifizierung in der Tumortherapie. Als Vorreiter dieser
Therapieform ist die Behandlung des Mamma-Karzinoms zu nennen. Bereits in den 1980er Jahren

wurde die Anwendung von Tamoxifen mit dem Vorhandensein eines Ostrogen-Rezeptor positiven



Brustkrebs verknupft.15 Im Jahr 1998 wurde Trastuzumab (Herceptin®), ein spezifischer Antikorper
gegen Her-2-Rezeptoren, welcher nur bei Uberexpression dieser Rezeptorart Verwendung findet, in
Deutschland zugelassen."®

Als eines von vielen weiteren Beispielen in der stratifizierten Tumortherapie ist noch die Verwendung
von Cetuximab (Erbitux®) und Panutumab (Vectibix®) zu nennen. Bei beiden Medikamenten handelt
es sich um Antikdrper gegen den EGF Rezeptor, welche nur bei Vorliegen des KRAS Wildtyps
Anwendung finden. Das Vorliegen einer KRAS Mutation fuhrt zur Umgehung des durch die Antikdrper
blockierten Signalweges und resultiert trotz Medikation in eine erhéhte Zellproliferation, weshalb
Patienten in diesem Fall nicht von einer Therapie profitieren.17

Neben der Tumortherapie finden sich auch andere Bereiche der Medizin, in denen Medikamente nur
fur ein bestimmtes Patientenkollektiv angewendet werden bzw. nur dort wirksam sind: Ivacaftor
(Kalydeco®) gilt als erste kausale Therapie der Mukoviszidose, kommt aber nur bei einer spezifischen
G551D Mutation des CFTR Kanales zum Einsatz.'®

Obwonhl sich die stratifizierte Therapie nicht in allen Bereichen der Medizin etabliert hat, ist dennoch
die Tendenz zu beobachten, dass fir immer mehr Medikamente Einschrankungen oder
Dosisanpassungen auf Grund bestimmter genetischer Polymorphismen in die Fachinformationen
Ubernommen werden. Hier ist als Beispiel die Testung auf Polymorphismen in der
Thiopurinmethyltransferase flir 6-Mercaptopurin und Azathioprin zu nennen. Eine verminderte
Enzymaktivitat ist bei diesen Medikamenten mit einem erhdhten Risiko von akuter Leukopenie und
Infektionsgefahr assoziiert.? Als aktuelles Beispiel ist die Einschrankung der Indikation von Codein flr
ultraschnelle Metabolizer zu nennen: Codein wird durch CYP3A4 zum Morphin bioaktiviert, weshalb

es bei sehr schnellen Metabolisierern zu deutlich erhéhten Serumkonzentrationen kommt.™

Wieso Pharmakogenetik in der Antipsychotika-Therapie/ Ziele der Arbeit

Psychische Erkrankungen nehmen in der heutigen Gesellschaft eine zunehmende Bedeutung ein.
Inzwischen zahlen sie in Deutschland zur haufigsten Ursache fur Frihberentungen. Im Zeitraum von
2000 bis 2009 stieg die Krankenhausfallhaufigkeit von psychisch Kranken um 70 Prozent.”® Neben der
Depression gehort die Schizophrenie mit einer Pravalenz von 1 % weltweit zu den haufigsten
psychiatrischen Erkrankungen.21 Atypische Antipsychotika stellen hierbei die Medikamente der Wahl
dar, finden aber auch Anwendung in den angrenzenden Indikationsgebieten der wahnhaften bzw.

bipolaren affektiven Stérungen und Depressionen mit psychotischen Symptomen.22

Eine stratifizierte bzw. adaptierte Antipsychotika-Therapie existiert zur Zeit nicht. Pharmakogenetische
Therapieansatze sind in diesem Bereich dennoch sehr vielversprechend, da sie eine friihzeitige
Identifikation von Patienten, die von einer bestimmten Therapie profitieren, ermdglichen. Dies
erscheint besonders im Kontext groRer interindividueller Unterschiede im Ansprechen auf eine
Antipsychotika-Therapie als sinnvoll und zielfihrend. Beachtliche 78 % der Patienten brechen eine

antipsychotische Therapie vor 18 Monaten auf Grund fehlender Effektivitat ab.? Der haufig



vorgenommene Wechsel zu einem effektiveren Antipsychotikum gestaltet sich hierbei als schwierig,

langwierig und ist mit verschiedenen Medikationsversuchen verbunden.?*

Neben dem unzureichenden Ansprechen stellen unerwinschte Nebenwirkungen in der
Antipsychotika-Therapie ein weiteres und erhebliches Problem dar. Hierbei ist die Gewichtszunahme
als relevanteste und bedeutendste Nebenwirkung zu nennen. Eine vermehrte Gewichtszunahme geht
mit einem erhohten Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen sowie Diabetes einher® und stellt einen

fuhrenden Grund der Noncompliance dar.?® %

Pharmakogenetische Therapieansatze sind in diesem
Kontext sinnvoll, da erhebliche Unterschiede in der Auspragung der Gewichtszunahme existieren,
welche zu einem Grofdteil auf genetische Faktoren zurlickgefluhrt werden konnen.”® Eine gezielte
pratherapeutische Genotypisierung kénnte helfen Hochrisiko-Patienten schon vor der Therapie zu
identifizieren, zu erheblichen Einsparungen im Gesundheitswesen beizutragen und den Therapierfolg

zu steigern.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation und Prifung relevanter, genetischer Marker im
Hinblick auf eine stratifizierte Antipsychotika-Therapie. Hiermit sollte die Frage beantwortet werden, ob
bestimmte Polymorphismen ein verandertes Ansprechen bzw. das Auftreten von Nebenwirkungen

vorhersagen kénnen.

Hierflr wurden zuerst relevante und vielversprechende Polymorphismen in Kandidatengenen und aus
GWAS identifiziert. In einem zweiten Schritt folgte die Entwicklung von Methoden zur Identifikation der
jeweiligen Polymorphismen. Um auch eine praxisorientierte Anwendung im klinischen Alltag zu
gewahrleisten, wurden schnelle, effiziente und verlassliche, auf Fluoreszenz basierende PCR-
Methoden am LightCycler entwickelt. Abschlieend wurde der Einfluss der untersuchten
Polymorphismen auf die Effektivitat und die Nebenwirkungsrate in einem antipsychotischen

Patientenkollektiv untersucht.

Der Hauptfokus der Arbeit lag hierbei auf dem Gebiet der Antipsychotika vermittelten
Gewichtszunahme. Zudem wurden verschiedene Polymorphismen im Kontext einer veranderten
antipsychotischen Therapievorhersage untersucht und die Auswirkung von relevanten Mutationen im

Olanzapinmetabolismus auf die Serumspiegel und klinischen Parameter betrachtet.

Auf Grund der vorherrschenden Verwendung von Antipsychotika in der Therapie der Schizophrenie22
wird im anschliefenden Kapitel eine Einflihrung zu diesem Thema gegeben. Nachfolgend werden die
untersuchten Polymorphismen und die jeweiligen Kandidatengene differenziert nach den einzelnen

Hauptbereichen Pharmakokinetik, Response und Gewichtszunahme vorgestellt.



1.2 Einfuhrung in die Schizophrenie

1.2.1 Allgemeines bzw. Klassifikation

LAls Schizophrenien wird eine Gruppe psychischer Erkrankungen bezeichnet, denen eine
vielschichtige Persdnlichkeitsstérung mit charakteristischen Veranderungen des Denkens, Fuhlens
und der Beziehung zur Umwelt zu Grunde Iiegt“.8 Die Pravalenz der Erkrankung liegt bei 1 %, wobei
die Halfte der Erkrankungen zwischen der Pubertdt und dem 30. Lebensjahr beginnt. Die von
Mutschler et al. getroffene Formulierung im Plural deutet schon darauf hin, dass es sich bei der
Schizophrenie um eine heterogene Gruppe von Stérungen handelt, die in unterschiedlichen
Auspragungen auftritt. Desweiteren existieren keine pathognomonischen Symptome. Vielmehr gibt es
nach Moeller et al. charakteristische Symptombereiche wie Wahn, Halluzination, Ich-Stérungen,
formale Denkstorungen, affektive Stérungen und katatone Symptome. Zwangslaufig muss keines
dieser Symptome bei einer Schizophrenie vorliegen, weshalb 20 % der Schizophrenien auch ohne

Wahnsymptome auftreten.?®

Klinisch diagnostiziert wird die Schizophrenie nach ICD-10. Hierfir miissen Uber einen Zeitraum von
mindestens 4 Wochen, mindestens 1 Symptom der Punkte 1-4 und/oder mindestens 2 Symptome der
Punkte 5-9 deutlich auftreten (Tabelle 1; links). Zudem wird die Schizophrenie nach ICD-10 in weitere

Subtypen mit jeweils spezifisch vorherrschender Symptomatik unterteilt (Tabelle 1; rechts).

Generell ist die Prognose der Erkrankung relativ gut — bei fast 20 % der Erkrankten kommt es zu einer
fast volligen Heilung und bei 40 % der Falle sind im spateren Krankheitsverlauf psychotische
Symptome kaum noch erkennbar. Jedoch gestaltet sich die Therapie flr ein Drittel der Patienten als
schwierig.8 Als positive prognostische Marker haben sich ein akuter Beginn mit deutlich situativen

Ausléser und als negative Marker eine langere Erkrankungsdauer erwiesen.?



Tabelle 1: Symptome und Subtypen der Schizophrenie

1) ,Positivsymptome* wie Ich-Stérungen
(Gedankenlautwerden, Gedankeneingebung,

Gedankenentzug, Gedankenausbreitung)

Paranoide Schizophrenie (F20.0)
Wahn und Halluzination pragen das
klinische Bild

Sehr haufig

2) Inhaltliche Denkstérungen (Kontrollwahn,

Beziehungswahn, etc.)

Hebephrene Schizophrenie (F20.1)
Gekennzeichnet durch lappisch-albernem
Verhalten, affektiver Verflachung und
Gleichgliltigkeit

Haufig im Jugendalter

3) Akustische Halluzinationen in Form

kommentierender, dialogischer oder anderer Stimmen

Katatone Schizophrenie (F20.2)
Psychomotische Storungen stehen im
Vordergrund

Sehr selten

4) Anhaltender, kulturell unangemessener bizarrer
Wahn (z.B. das Wetter kontrollieren zu kbnnen oder

Kontakt mit Auf3erirdischen zu haben)

undifferenzierte Schizophrenie (F20.3)

5) Anhaltende Halluzinationen jeder Sinnesmodalitat

Schizophrenes Residium (F20.5)
Personlichkeitsdnderung im Sinne von
Antriebsmangel, Affektarmut und sozialem
Ruckzug pragt das Bild

Meist im Verlauf einer Erkrankung

6) Formale Denkstérungen (Gedankenabreil3en,

Zerfahrenheit, Neologismen, etc.)

Schizophrenia simplex (F20.6)
Symptomarme Form ohne Halluzination
und Wahn mit schleichendem Verlauf und
zunehmender Minussymptomatik

Selten und schwer diagnostizierbar

7) Katatone Symptome (z.B. Haltungsstereotypien,

Negativismus, Stupor)

8) "Negativsymptome" (= Minussymptome) wie
Apathie, Sprachverarmung, verflachter oder

inadaquater Affekt, zumeist mit sozialem Riickzug

9) Sozialer Rickzug, Tragheit, Ziellosigkeit




1.2.2 Entstehung der Schizophrenie

Es gilt als gesichert, dass die Atiopathogenese der Schizophrenie aus einem multifaktoriellen
Hintergrund resultiert. Aus Zwillingsstudien ist bekannt, dass genetische Komponenten einen Grolfiteil
(~80 %) dieses multifaktoriellen Modelles ausmachen.®® In den letzten Jahren versucht man sehr
intensiv mittels GWAS, in denen das Vorkommen von hunderttausenden von Polymorphismen in
gesunden Probanden mit Erkrankten verglichen werden, neue Gene im Zusammenhang mit der
Schizophrenie zu identifizieren. Zu den vielversprechendsten und gut replizierten Befunden zahlen
das ZNF804A, das Transkriptionsfaktor 4 und das Major Histo-Kompatibilitdts-Komplex Gen.*" Neben
den Punktmutationen wird auch die Beteiligung an copy number variations intensiv diskutiert.** 3
Wohlgemerkt nimmt die Anzahl an neuen Markern stetig zu, so dass eine genetische Datenbank aus
dem Jahr 2009 allein 7855 Gene im Zusammenhang mit der Schizophrenie beinhaltet.*" ** Nach den
neuesten Erkenntnissen wird geschatzt, dass mit 8.300 unabhangigen Polymorphismen 32 % der
Varianz in der Anfalligkeit der Schizophrenie erklart werden kénnen.*® Auch wenn sich (ber die
Validitdt mancher Befunde streiten lasst, verdeutlicht dies doch, wie komplex und schwierig sich die

Suche nach den gentischen Ursachen der Schizophrenie gestaltet.31

Aus biochemischer Sicht ist die Dopaminhypothese die am weitesten verbreitete Hypothese zur
Entstehung der Schizophrenie. Hierbei geht man von einer unzureichenden D,-Rezeptor-Aktivierung
im mesokortikalen und einer Uberschiefenden D,-Rezeptor-Stimulation im mesolimbischen System
aus. Aus der Uberfunktion leitet man die Positivsymptomatik und entsprechend fiir die Unterfunktion
die Negativsymptomatik ab.? Gestiitzt wird diese Hypothese durch den Wirkmechanismus von
Antipsychotika, welche Uber die Blockade von postsynaptischen D,-Rezeptoren ihre antipsychotische
Wirksamkeit  entfalten.®®  Zudem  kdnnen Amphetamine, welche zu einer erhdhten
Dopaminkonzentration fiihren, eine akute Symptomatik in schizophrenen Patienten auslosen.”’
Angemerkt sei an dieser Stelle aber auch, dass es sich nur um eine Hypothese handelt, der
eindeutige wissenschaftliche Beleg also noch aussteht. Unklar ist auRerdem, ob die fehlgeleitete
Dopaminfunktion einen zentralen Ursprung in der Entstehung der Schizophrenie einnimmt oder ob es
sich nur um einen kleinen Teilbereich der fehlgesteuerten Erregungsleitung handelt.” In diesem
Zusammenhang werden auch immer weitere pathopsysiologische Veranderungen der GABAergen,

glutamanergen, cholinergen und serotonergen Erregungstibertragung diskutiert.*®*

Neben der Genetik und der fehlgesteuerten Erregungsleitung finden sich auch psychosoziale
Faktoren, strukturelle Abnormitaten des ZNS, Stérungen der Informationsverarbeitung und weitere

Faktoren im multifaktoriellem Modell der Entstehung der Schizophrenie wieder.*
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1.2.3 Therapie der Schizophrenie

In der Therapie der Schizophrenie hat sich ein mehrdimensionaler Ansatz, der sowohl
psychopharmakologische als auch psycho- und sozialtherapeutische MalRhahmen beinhaltet, etabliert.
Zu Beginn der Erkrankung und bei akut ausgepragter Positivsymptomatik steht meist die Behandlung
mit Antipsychotika im Vordergrund. Mit Besserung der Symptomatik und wachsender Gesprachs- und

Kooperationsbereitschaft des Patienten gewinnen verhaltenstherapeutische Ansatze an Bedeutung.29

Antipsychotika werden in der Regel in typische und atypische unterteilt, wobei die Grundlage dieser
Einteilung eher historisch zu sehen ist. Diese Klassifizierung ist aus heutiger Sicht wenig hilfreich und
nicht unumstritten. So favorisiert die World Psychiatric Association die Einteilung in Generationen mit
Clozapin, Amisulprid und Olanzapin als zweite, Aripiprazol als dritte und die bisher als typischen
bezeichneten Antipsychotika als erste Generation. Eine kurzlich publizierte Netzwerk-Metaanalyse von
Leucht et al., die 15 Antipsychotika in 212 Studien mit 43.049 Patienten untersuchte, weist auf die
individuell verschiedenen Eigenschaften eines Antipsychotikums hin und betont die differenzierte

Betrachtung des jeweiligen Antipsychotikums.*'

Chlorpromazin stellt den ersten Vertreter der Substanzklasse der typischen bzw. der ersten
Generation von Antipsychotika dar, welcher 1950 zugelassen wurde. Als weitere Vertreter gelten
zudem Perphenazin, Haloperidol, Melperon, und Fluspirilen. Kennzeichnend fiir diese Medikamente
ist die vorherrschende D, (D;)-Rezeptor Blockade. Aus dieser resultiert die Verringerung ausgepragter
Plussymptomatik wie Wahn und Halluzination, bedingt aber auch die Stérung des extrapyramidalen
Bewegungsapparates durch Dopaminhemmung in anderen Hirnarealen. Die extrapyramidalen-
motorischen Stérungen lassen sich in Akathisie (ausgepragte Unruhe), Parkinosoid (Tremor, Rigor,
Akinese), Dystonie (abnorme Kdérperbewegungen) und Dyskinesien (hyperkinetische Bewegungen)
unterscheiden. Unter den hyperkinetischen Nebenwirkungen sind besonders Spatdyskinesien auf
Grund der irreversiblen Folgeschaden geflirchtet. Friihdyskinesien, werden vom Patienten zwar als

sehr unangenehm empfunden, lassen sich in der Regel aber gut medikamentos behandeln.”

Im Jahr 1973 wurde mit Clozapin das erste atypische Antipsychotikum bzw. die zweite Generation von
Antipsychotika auf den Markt gebracht. Charakteristisch fur diese Substanzgruppe ist ein sehr
heterogenes Wirkprofil mit Blockade von Serotonin-, Noradrenalin- und Dopaminrezeptoren. Dieses
breite Wirkprofil erlaubt auch die Behandlung von Patienten mit ausgepragter Negativsymptomatik und
kognitiven Defekten. Zudem ftritt die charakteristische Nebenwirkungen der EPS deutlich seltener auf,
was auch zur Namensgebung der atypischen Antipsychotika flihrte. Als weiterer Vertreter dieser
Substanzklasse sind noch Olanzapin, Risperidon, Amisulprid, Quetiapin, Sertindol und Zotepin zu
nennen. Haufig ist die Anwendung der zweiten Generation von Antipsychotika durch die ausgepragte

Gewichtszuname limitiert, welche am starksten bei Olanzapin und Clozapin ausgepragt ist.*’

Generell bestimmt das jeweilige pharmakologische Profii die Nebenwirkungen eines
Antipsychotikums, weshalb im Folgenden die Rezeptoraffinitit der typischen unerwiinschten
Arzneimittelwirkung der jeweiligen Rezeptorblockade gegenibergestellt ist (Tabelle 2). Die in den

Studienpopulationen  verwendeten  atypischen  Antipsychotika sind nach  absteigender
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Verordnungsreihenfolge (Olanzapin>Quetiapin>Risperidon>Clozapin) in der nachfolgenden Tabelle
aufgefihrt und dem Chlorpromazin gegeniibergestellt. Auf die Darstellung von Amisulprid (4. haufigste
Studienmedikation) wurde verzichtet, da es eine ausgepragte, selektive D,. und D3 Rezeptoraffinitat,
wie viele typische Antipsychotika, besitzt. Das beobachtete ,atypische” klinische Verhalten mit einem
reduzierten EPS-Risiko und gunstiger Beeinflussung von Negativsymptomatik wird mit dem
Antagonismus am 5HT,-Rezeptor in Verbindung gebracht,42 die genaue Wirkungsweise ist aber

weiterhin unklar.?

Tabelle 2: Rezeptoraffinititen der verwendeten atypischen Antipsychotika modifiziert von

Griinder %

Antipsychotikum
Rezeptor Chior-
Olanzapin | Quetiapin | Risperidon | Clozapin . NW
promazin
EPS
Prolaktin-
D, 1 160 3,3 180 19 erhéohung
Sexuelle
Dysfunktion
Gewichts-
5HT, 4 294 0,2 1,6 1,4 zunahme
Sedation
D, 31 455 750 38 56
D, 9,6 1164 17 9.6 12
Mundtrocken-
mACH 1,9 120 >10000 7,5 60 heit
Obstipation
o4 19 62 2 9 0,6 Schwindel
Orthostase
a 230 2500 56 160 750 Blutdruck-
abfall
Mudigkeit
Sedation
H, 71 1 59 2,8 9,1 Gewichts-
zunahme

Dargestellt sind Ki-Werte (nM), welche durch die Kompetition mit Radioliganden um die Bindung an
diesen Rezeptoren ermittelt wurden. Die Daten wurden aus verschiedenen Originalpublikationen
gemittelt. Sie weichen daher teilweise erheblich von publizierten Daten aus einzelnen Publikationen
ab.

12



Die von Leucht et al. publizierte Metaanalyse ermdglicht auch die Beurteilung der Relevanz einer
jeweiligen Nebenwirkung: So zeigte sich fir Haloperidol ein erhdhtes Risiko fiir ein Auftreten von EPS
(gefolgt von Zotepin und Chlorpromazin). Ein erhdhter Prolaktinanstieg war vermehrt bei Paliperidon
und Risperidon zu finden, wahrend Sertindol und Amisulprid eine deutlich ausgepragte QT-Zeit —
Verlangerung aufwiesen. Alle Antipsychotika, welche in der Netzwerkmetaanalyse untersucht wurden,

zeigten ein signifikant besseres Ergebnis als Placebo, so dass an der Wirksamkeit der Medikamente
kein Zweifel besteht.*’

13



1.3 Kandidatengene und relevante Polymorphismen

1.3.1.Polymorphismen im Olanzapinmetabolismus

,Olanzapin gehdrt zu den meist verschriebenen Antipsychotika weltweit und wurde auch in der
Studienpopulation bevorzugt verschrieben. In der bisweilen groRten Studie mit Antipsychotika, dem
Clinical Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness (CATIE) Trial, konnte Olanzapin (im
Vergleich zu Perphenazin, Quetiapin, Risperidon und Ziprasidon) als effektivste Therapieoption
identifiziert werden.”®> Zudem bestatigte eine Netzwerk-Metaanalyse von Leucht et. al. Olanzapin

neben Clozapin und Amisulprid als effektivstes Antipsychotikum.41

Trotz dieser Vorteile ist die Anwendung von Olanzapin haufig mit metabolischen Nebenwirkungen
verbunden.*® So konnte im zuvor beschriebene CATIE Trial eine vermehrte Gewichtszunahme und ein
Anstieg von Cholesterol und Triglyceriden unter Olanzapin-Therapie identifiziert werden.? Auch

Leucht et al. identifizierten Olanzapin als Antipsychotikum mit der starksten Gewichtszunahme.*'

Die Beziehung zwischen Olanzapin Serumkonzentrationen und den metabolischen Nebenwirkungen

44,45

scheinen nach aktueller Studienlage abhangig von der Konzentration zu sein. Darlber hinaus

konnten Olanzapinserum- und Metabolitkonzentrationen als Marker fiir das klinische Ansprechen

identifiziert werden.*® %’

Viele Faktoren kdnnen die Serumkonzentrationen von Olanzapin beeinflussen und es existieren grof3e
interindividuelle Unterschiede in Dosis-korrigierten Serumkonzentrationen.*® So variiert das Verhaltnis
der Serumkonzentration zur Dosis fiur 80 % der Patienten in einem Bereich von 0,6-3,1 ng/ml pro

mg/Tag, zeigt jedoch eine bis zu 26fache Streuung.*

Der Metabolismus von Olanzapin ist in Abbildung 2 dargestellt: Hauptmetabolit stellt hierbei das
Olanzapin-10-N-Glukuronid dar, welches durch die Uridin Diphosphat Glukuronyltranferase 1 A4
(UGT1A4) gebildet wird.*® Das Cytochrom P450 1A2 (CYP1A2) stellt jedoch das relevanteste Enzym
im Olanzapinmetabolismus dar, da nur fur seinen Metaboliten N-Desmethylolanzapin eine Korrelation

mit der Olanzapin Clearance besteht.”" 2

Als weitere, untergeordnete Enzyme in der
Biotransformation von Olanzapin sind das CYP2D6 und die flavin-containing monooxygenase zu

nennen (FMO).%"%?

Zu den bekanntesten Einflussfaktoren der Olanzapin Serumkonzentration zahlen das Geschlecht und
Inhibitoren bzw. Induktoren von CYP1A2: So weisen mannliche Raucher eine deutlich erhdhte

Clearance und somit auch erniedrigte Olanzapin Serumkonzentrationen gegenuber weiblichen

53

Nichtrauchern auf.’" Trotz dieser bekannten Einflussfaktoren konnte eine multiple lineare

Regressionsanalyse mit 627 Patienten und den Einflussfaktoren Dosis, Rauchstatus, Geschlecht,

Alter und Kdrpergewicht nur 24 % der Varianz in Olanzapin Serumkonzentration erklaren.*
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Unterschiede in der Aktivitat von relevanten Olanzapin metabolisierenden Enzymen konnten daher
einen Groldteil der verbleibenden interindividuellen Variabilitit erklaren. Die ausgewahlten,
vielversprechende Polymorphismen und die zu Grunde liegenden Enzyme werden nun kurz

vorgestellt.

N-Desmethyl Olanzapin 2-hydroxymethyl Olanzapin
CHj

@ .,

N

N
Olanzapin-10-N-Glukuronid N=b Olanzapin-N-oxid
I\
N/CH3 O\N s CHj H
o UGT1A4 FMO w
le
I\
@N s’ CHs @h

Abbildung 2 Olanzapinmetabolismus

1.3.1.1 CYP1A2

Das CYP1A2 Gen ist auf Chromosom 15 lokalisiert und besteht aus sieben Exons und umfasst einen
Bereich von 7,8 kb.*® Es kodiert fiir das CYP1A2 Enzym, welches zur Familie der Cytochrom (CYP)
Enzyme gehdrt und an der Biotransformation von exogenen und endogenen Substraten beteiligt ist.*
Hervorzuheben ist hierbei die Schlisselrolle in der Metabolisierung von Clozapin und Olanzapin.57
Generell existiert eine hohe interindividuelle Variabilitat sowohl in der CYP1A2 Expression als auch in
der Aktivitat, welche grofdtenteils auf genetische Faktoren und Umwelteinflisse zuriickgefiihrt werden
kann.*® Bis jetzt wurden 40 verschiedene Mutationen im CYP1A2 Gen identifiziert,”® die sich jedoch
stark in der Allelhdufigkeit in Abhangigkeit von der Population unterscheiden.”® Da viele dieser
Mutationen sich im Linkage Disequilibrium befinden und meist sehr selten auftreten, empfahl eine
Studie fur Routinediagnostik nur die Genotypisierung des *1F und *1D Polymorphismus in

Kaukasiern.>®
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rs762551 (*1F) und rs35694136 (*1D) Polymorphismus

Der auch als *1F (-163C>A, rs762551) bezeichnete Polymorphismus ist die am haufigsten auftretende
Mutation des CYP1A2 Genes in Kaukasiern und stellt einen Basentausch von Cytosin zu Adenin im
Intron 1 des Genes dar.”® In vielen Studien geht dieser Polymorphismus mit einer erhdhten

60-64

Induzierbarkeit des CYP1A2 Enzymes in Rauchern einher. Auf der anderen Seite liegen

widersprichliche Ergebnisse beziglich des Einfluss dieses Polymorphismus auf Olanzapin

65-69

Serumkonzentration vor. Die Studienlage verdeutlicht die Relevanz weiterer Studien zum

klinischen Nutzen einer CYP1A2-Genotypisierung.

Der CYP1A2*1D Polymorphismus (-2467T>delT, rs35694136) stellt eine Deletion der Thymin Base
dar und ist ebenfalls im Intron 1 des Genes lokalisiert. In einer zuletzt publizierten Studie konnte ein
Einfluss auf die Olanzapin Clearance in Rauchern nachgewiesen werden.®® Generell existieren nur
wenige Studien in kleinen Population mit nicht mehr als 50 Patienten, die sich mit der Auswirkung des
Polymorphismus auf Olanzapin Serumkonzentrationen und Nebenwirkungen befasst haben, sodass

die Auswirkung und Relevanz des *1D Polymorphismus weiterhin unklar ist.

1.3.1.2 POR

Das P450 Oxidoreduktase Gen ist lokalisiert auf Chromosom 7 und besteht aus 16 Exons.”® Es kodiert
fur ein 78kDa groRes Protein, welches Elektronen von NADP (Nicotinamid Adenin Dinukleotid
Phosphat-Oxidase) auf das Ham-Zentrum des CYP Ubertragt und somit eine elementare Bedeutung

fur dessen Funktion darstellt.”" ™

In Leber spezifischen POR Knockout Mausen, zeigt sich ein stark
beeintrachtigter hepatischer Metabolismus.” In Menschen resultieren aus Mutationen im POR Gen
eine veranderte Steroidsynthese und kongenitale Missbildungen, wohingegen klinische Effekte auf
den Metabolismus weitgehend unbekannt sind.”* Jedoch konnten Polymorphismen innerhalb des

Genes sowohl mit der CYP1A2 Aktivitat in-vitro'* "° als auch in-vivo’® assoziiert werden.”
rs2302429 Polymorphismus

Der rs2302429 Polymorphismus stellt eine Punktmutation der Guanin zur Adenin Base dar und
befindet sich im Intron 11 des POR Genes. In einer kirzlich publizierten Studie zeigte dieser
Polymorphismus einen signifikanten Einfluss auf die CYP1A2 Aktivitat bei Rauchern und Patienten,
die das Rauchen eingestellt hatten und konnte als relevantester Einflussfaktor aus 5 weiteren POR
Gen Polymorphismen identifiziert werden.”" Bisher wurde der Einfluss dieser Mutation auf die

Serumkonzentration des Olanzapins nicht untersucht.

1.3.1.3 UGT1A4

Die Uridin Diphosphat Glukuronyltranferase (UGT1) gehért zur Gruppe der Phase Il Enzyme und ist

fiir mehr als ein Drittel des Phase |l Metabolismus verantwortlich.”” Generell Ubertragt dieses Enzym
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die Glukuronsaure auf verschiedene lipophile Substrate und tradgt somit zu einer besseren
Wasserloslichkeit und beschleunigten Elimination bei.”® Die UGT1A4 ist von entscheidender
Bedeutung im Olanzapinmetabolismus, da sie die Glukuronidierung zum Olanzapin-10-N-Glukuronid
katalysiert, welcher der Hauptmetabolit darstellt.”® Von den Gber 100 identifizierten Mutationen stellt
der UGT1A4*2 und der UGT1A4*3 Polymorphismus die am besten untersuchten Varianten innerhalb
des UGT1A4 Genes dar."”

rs2011425 Polymorphismus

Der UGT1A4*3 Polymorphismus bezeichnet den Basenaustausch vom Guanin zu Thymin und
verursacht eine Anderung der Aminoséuresequenz von Leucin zu Valin. Die genannte Punktmutation
konnte in zwei in-vitro Studien mit einer erhdhten Glukuronidierung assoziiert werden.” In Bezug auf

Olanzapin Serumkonzentrationen konnten zudem in zwei kurzlich publizierten Studien eine verringerte

C/D Ratio in Tragern des UGT1A4*3 identifiziert werden.®> &

Zusammenfassend existieren fir alle beschriebenen Polymorphismen aufler flr den rs2302429
Polymorphismus im POR Gen Studien, die den Einfluss auf die Olanzapin Serumkonzentration
untersucht haben. Die Studienlage ist jedoch sehr heterogen und durch kleine Patientenkollektive
gepragt, so dass die Relevanz einer Genotypisierung im Kklinischen Alltag weiterhin unklar ist.
Zielsetzung dieser Arbeit war es daher die bereits vorliegenden Ergebnisse an Hand der eigenen
Studienpopulation zu Uberprifen und einzuordnen. Der erwahnte rs2302429 Polymorphismus stellt
einen interesannten und bisher im Kontext von Olanzapin Serumkonzentrationen nicht erforschten

Marker dar, weshalb eine Untersuchung in der Studienpopulationn sinnvoll erschien.

Eine weitere Fragestellung die in vorausgegangenen Studien nicht hinreichend genug adressiert
wurde, ist der Zusammenhang bzw. die Auswirkung von pharmakokinetischen Markern auf das
Ansprechen einer Olanzapin-Therapie. Daher wurde neben dem Einfluss der erwahnten
Polymorphismen auf die Olanzapin Serumkonzentration in einem zweiten Schritt untersucht, ob diese
allein oder in der Kombination mit weiteren Risikofaktoren auch eine Auswirkung auf das Ansprechen

einer antipsychotischen Therapie haben.
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1.3.2 Polymorphismen im Kontext einer verbesserten Therapievorhersage

Obwohl alle atypischen Antipsychotika signifikant effektiver als Placebo sind,*' gibt es doch
erhebliche, interindividuelle Unterschiede im Ansprechen auf ein Antipsychotikum. Zudem stellt das
nicht oder nur ungeniigende Ansprechen auf die primare Behandlung ein schwerwiegendes Problem
dar: So zeigte sich in der Clinical Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness (CATIE) Studie,
dass 74 % (!) der Patienten die Therapie auf Grund von fehlender Effektivitat, nicht tolerierbaren

Nebenwirkungen oder anderen Griinden vor 18 Monaten abbrachen.?

Im Rahmen der Dissertation wurden daher neuartige Kandidatengene im Hinblick auf eine verbesserte
Therapievorhersage untersucht. Nachfolgend werden vielversprechende Polymorphismen im CNR1
Rezeptor, HHR3 Rezeptor,im ABCB Transporter und im ZNF804A Gen vorgestellt.

1.3.2.1 CNR1 Gene

Der untersuchte rs1049353 Polymorphismus befindet sich in Codon 453 des Cannabinoid Rezeptor 1
Genes, welcher als Pradispositionslokus fir Schizophrenie von Cao et al. identifiziert wurde.®' Im
Rahmen der Doktorarbeit wurde der Polymorphismus auch im Kontext der Antipsychotika vermittelten

Gewichtszunahme untersucht, weshalb flir ndhere Information auf das Kapitel 1.4.1.4.4 verwiesen sei.

1.3.2.2 Histamin Rezeptor 3 Gen

Das Histamin Rezeptor 3 (HR3) Gen ist auf Chromosom 20q13.33 lokalisiert® und kodiert fiir den
gleichnamigen, prasynaptischen Auto- und Heterorezeptor, welcher im zentralen Nervensystem weit
verbreitet ist.* Als Autorezeptor spielt er eine relevante Rolle in der Regulierung der neuronalen
Histaminfreisetzung in-vivo® und ist an der Freisetzung von Dopamin, Acetylcholin und Norepinephrin
beteiligt.85 Zudem formt der postsynaptische HR3 Heterodimere mit dem Dopamin 2 Rezeptor und

moduliert somit negativ die Dopamin Rezeptor 2 Funktion.®®®’

Auf Grund der vergleichbaren
Eigenschaften von inversen HR3 Agonisten/Antagonisten und Antipsychotika in Tiermodellen,® gilt
diese Substanzgruppe als vielversprechendes Ziel in der Behandlung der Schizophrenie und weiteren

89-92

kognitiven Stoérungen. Trotz hoher bis moderater Affinitat verschiedener atypischen Antipsychotika

zu HR3 und anderen Histamin Rezeptoren,®*%*

wurde der Einfluss von Polymorphismen innerhalb
des HR3 Genes auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme nicht hinreichend genug

untersucht.
rs3787429 und rs3787430 Polymorphismus

Im Bereich des HR3 Genes existieren nur wenige Polymorphismen, die eine haufige Verteilung in der
europaischen Bevdlkerung besitzen.?” Daher kann mit nur 2 stellvertretenden Punktmutationen
(rs3787429 und rs3787430) nach dem HapMap Projekt der gesamte Genbereich abgedeckt werden.®

Die untersuchten Polymorphismen befinden sich im Exon 3 des HR3 Genes und konnten in einer
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kirzlich publizierten Studie als mogliche Marker eines veranderten Therapieansprechens identifiziert

werden.®

1.3.2.3 ZNF804A Gen

Das ZNF804A Gen ist lokalisiert auf Chromosom 2q32.1 und besteht aus 4 Exons. Es kodiert flr ein
1210 Aminosauren grofRes Protein, welches im Gehirn exprimiert wird und auf Grund der C,H,-
Domane der Zink-Finger Protein-Familie zugeordnet wird.® Das genannte Gen wurde im Rahmen
einer GWAS im Jahr 2008 identifiziert,”® wobei tiber die genaue Funktion noch wenig bekannt ist. Eine
Vielzahl an Studien deutet jedoch auf eine mdgliche Rolle als Transkriptionsfaktor hin, welcher mit
Promoterregionen von PRSS16 und COMT interagiert und an der Regulierung weiterer Gene beteiligt

ist,”” denen eine relevante Rolle in der Schizophrenie zugeschrieben wird. %
rs1344706 Polymorphismus

Der rs1344706 Polymorphismus ist im Intron 2 des ZNF804A Genes lokalisiert und stellt den ersten
Marker dar, der im Rahmen einer GWAS mit Schizophrenie und Bipolaren Stérungen assoziiert wurde

und in weiteren GWAS robust reproduziert werden konnte.”” 919011

Zudem zeigte der untersuchte
Polymorphismus veranderte Transkriptionslevel des ZNF804A Genes,”*'%? welches fir die
Regulation weiterer mit Schizophrenie assoziierter Gene (PRSS16, COMT, PDE4B und DRD2)
verantwortlich gemacht wird.®” Zwei Studien in schizophrenen Patienten postulierten eine verminderte

Verbesserung des PANSS Score bei Vorliegen des rs1344706 Risiko AA-Genotyps.'* %

1.3.2.4 ABCB1 Gen rs28656907(T=>C) und rs28373093 (G=>C)

Das ABCB1 Gen, friiher auch als MDR1 Gen bezeichnet, kodiert fiir das P-Glykoprotein und ist auf

Chromosom 7g21.1 lokalisiert. Es fungiert als Effluxtransporter, welcher unter ATP Verbrauch

105

Substrate aus den Zellen schleust ™ und daher vermehrt in Barriere-Regionen wie der Blut-Hirn-

106107 Ays diesen Griinden nimmt das P-

Schranke, sowie der Blut-Plazenta-Schranke anzutreffen ist.
GP eine zentrale Rolle in der Absorption, Distribution und Elimination von vielen Xenobiotika ein, zu
denen auch viele Antipsychotika gehoren.'® Obwohl iber 1000 SNP im Genbereich identifiziert
wurden, konzentrieren sich Studien im Zusammenhang mit Antipsychotika auf drei Polymorphismen

(rs1128503, rs2032582, rs1045642) mit divergenten Ergebnissen.108
rs28656907 und rs28373093 Polymorphismus

Der dinukleotide Polymorphismus rs28656907/rs28373093, lokalisiert in der proximalen

Promoterregion des ABCB1 Genes konnte in einer Studie von Loeuillet et al. einen Einfluss auf die

109

ABCB1 Expression in lymphoblastoiden B Zell Linien zeigen. ™ In einer spateren Studie an

chinesischem Lebergewebe konnte dieser dinukleotide Polymorphismus als starkstes

110

Assoziationssignal der ABCB1 mRNA Expression identifiziert werden. ™ Obwohl die Ergebnisse noch
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keine zwingenden Schliisse zu lassen, stellt eine mogliche, erhéhte Expression des ABCB1 Genes
einen interessanten Untersuchungsansatz dar. Hieraus konnte eine vermehrte P-GP Synthese
resultieren, die zu einem vermehrten Abtransport der Antipsychotika aus den Geweben und somit zu

einem schwacheren Ansprechen auf die Therapie fuhren kdnnte.

Zusammenfassend existieren fir alle beschriebenen Polymorphismen auler fir den dinukleotiden
rs28656907 und rs28373093 Polymorphismus Studien, die einen signifikanten Einfluss auf das
Responseverhalten zeigen konnten. In Analogie zu den untersuchten pharmakokinetischen
Polymorphismen bestehen diese Studien aus heterogenen Patientenkollektiven, sodass die
Einordnung und Beurteilung der Erkenntnisse sich als schwierig gestaltet. Zudem ist die Anzahl der
vorliegenden Studien limitiert und es existiert fur die untersuchten rs3787429 und rs3787430
Polymorphismen beispielsweise nur eine vergleichbare Studie. Zielsetzung dieser Arbeit war es daher
die Hypothesen aus bereits vorliegenden Studien an Hand der eigenen Studienpopulation zu
Uberprifen. Der dinukleotiden rs28656907 und rs28373093 Polymorphismus stellt einen interessanten
und bisher nicht untersuchten Marker dar, weshalb eine Untersuchung in der Studienpopulation

sinnvoll erschien.
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1.3.3 Polymorphismen in der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme

Einfuhrung Gewichtszunahme unter Antipsychotika

Die Gewichtszunahme ist eine bedeutende Nebenwirkung in der Therapie mit atypischen

26, 27

Antipsychotika und ein fiihrender Grund fir Noncompliance. Zudem geht eine gesteigerte

Gewichtszunahme mit einem erhdhten Risiko fir kardiovaskuldre Erkrankungen und Diabetes

25

einher.”™ So verwundert es nicht, dass schizophrene Patienten eine um 20 % verringerte

Lebenserwartung aufweisen.'" "2

Das Ausmal’ der Gewichtszunahme unterscheidet sich je nach Antipsychotikum: So konnten Leucht
et al. in einer kirzlich publizierten Netzwerk-Metaanalyse folgende absteigende Tendenz der
Gewichtszunahmefeststellen: Olanzapin>Clozapin>Quetiapin,Risperidon>Paliperidon>Amisulprid
>AripiprazoI>Ziprasidon.41 Die Gewichtszunahme Uber einen Zeitraum von einem Jahr ist hierbei
betrachtlich und erreicht fir Olanzapin einen mittleren Wert von 11-17 kg, fur Clozapin sowie

Quetiapin 10 kg und fiir Risperidon 8-9kg.”* "

Wohlgemerkt zeigen nicht alle Patienten unter beispielsweise Olanzapin eine Gewichtszunahme.""
Diese unterliegt individuellen und starken Abweichungen. Die Vorhersage der Gewichtszunahme
gestaltet sich daher schwierig zumal wenige konsistente, klinische und demographischen Variablen

existieren.?®

Genetische Faktoren scheinen nach Zwillingsstudien die starkste Vorhersagekraft der
Gewichtszunahme zu besitzen.? Allgemein ist aber davon auszugehen, dass die Gewichtszunahme
unter Antipsychotika neben der genetischen Komponente aus einem Zusammenspiel verschiedener
Faktoren resultiert: So spielen unter Anderem klinische und demographische Parameter (Schwere und
Art der Erkrankung, Alter, Gewicht), die Lebens- und Essgewohnheiten des Patienten und die

psychotropen Effekte der Medikation (Sedierung !) eine Rolle.*®

Da es unter den meisten Antipsychotika zu einem gesteigerten Appetit und/oder einem verzdgerten
45, 115

Sattigungsgefihl kommt, stellen Neuropeptide, die einen Einfluss auf die Energiehomdostase
haben, interessante Kandidaten fir die genetische Komponente des Antipsychotika vermittelten
Gewichtszunahme dar. Obwohl fir Antipsychotika keine Rezeptoraffinitidten in relevanten
Regelzentren des Gewichtes bekannt sind,* wirken sie indirekt iber die Blockade von Dopamin-,
Histamin und Serotoninrezeptoren auf den Regelkreis der Energiehomdostase ein.*> 1'% 1
Polymorphismen in zentralen Regelstellen des Energiehaushaltes bzw. in genannten
Rezeptorstrukturen kénnten die grofde interindividuelle Schwankungsbreite in der Antipsychotika

vermittelten Gewichtszunahme erklaren.

Daher wird auf den folgenden Seiten kurz auf den vereinfachten Regelkreise der Energiehomdostase
eingegangen und die mdglichen Veranderungen durch Antipsychotika besprochen. Die sich hieraus

ergebenen Kandidatengene werden anschlieend aufgefihrt.
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Allgemeines Leptin-Melanokortin-System

Eine zentrale Rolle in der Regulierung des menschlichen Energiehaushaltes nimmt das Leptin-
Melanokortin-System ein (Abbildung 3), welches in der Region des Nucleus Arcuatus im
Hypothalamus lokalisiert ist. Leptin wird durch Fettzellen ausgeschittet und entfaltet seine Wirkung
Uber den Leptinrezeptor, welcher Uber verschiedene Signalkaskaden die Pro-Opiomelanocortin
(POMC) Neurone stimuliert. Aus dieser Stimulation resultiert die vermehrte Bildung und Ausschittung
von a-Melanozyten stimulierenden Hormon (a-MSH). Dieser Neurotransmitter bindet an den
Melanocortin 4 Rezeptor (MC4R), was zu einer Reihe von anorexigenen Prozessen wie verminderter
Nahrungsaufnahme und erhéhtem Energiebedarf fihrt. Uber eine zweite Signalkaskade hemmt Leptin
die Neurone Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-related Protein (AgRP), die Ausschittung ihrer
namensgleichen orexigenen Transmitter und fihrt somit zu einer Verminderung der inhibitorischen

Effekte auf die POMC Neurone ( Abbildung 3).""""1%11°

Verminderte Erhohte
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Abbildung 3 Leptin-Melanokortin System adaptiert von Balt et al.'?

Vereinfacht verlauft die Regulation der Nahrungsaufnahme tber zwei neuronale Regelkreise: Der tber
POMC und nachgeschalteten Neurone vermittelter Signalweg fiihrt zu einer verminderten
Nahrungaufnahme, wahrend aus einer Aktivierung von NPY/AgRP ein Anstieg der
Nahrungsaufnahme resultiert. Kursiv und rot markiert sind einige im Rahmen der Doktorarbeit
untersuchte Zielstrukturen. Abklrzungen: 5HT,c: Serotoninrezeptor 2C, a-MSH: a-Melanozyten
stimulierendes Hormon, HR1: Histamin 1 Rezeptor, LEPR: Leptin Rezeptor, MC4(3)R:
Melanocortinrezeptor 3 und 4, MCH: Melanin-Concentrating Hormon; NPY: Neuropeptid Y, NPYR:
Neuropeptid Y Rezeptor, POMC: Pro-Opiomelanocortin.
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Interessanterweise existiert kein direkter Antagonismus zwischen POMC und NPY/AgRP Neuronen,
so dass der Regelkreis standig aktiviert ist und nur durch hemmende Einflisse herunter reguliert
wird.?® Dieser Mechanismus betont die Relevanz der hemmenden Botenstoffe. Generell handelt es
sich bei dieser Darstellung um ein sehr vereinfachtes Modell, da noch viele weitere Signalwege auf die
Energiehomdostase einwirken. So wird dieses neben den relevantesten Appetit-stimulierenden
Hormonen Ghrelin'®' und Insulin'® auch von den Neurotransmittern Serotonin und Histamin

beeinflusst.'*

Serotonin aktiviert Gber die Bindung an 5HT,c Rezeptoren den tiber die POMC Neurone
'2% Histamin fihrt durch

Bindung an seine Rezeptoren ebenfalls zu einer verminderten Nahrungsaufnahme und gesteigerten
115, 124

laufenden Signalweg mit der Folge einer verminderten Nahrungsaufnahme.
Thermogenese. Zudem wird in der Regulation der Nahrungsaufnahme die kurzzeitige von der
langerfristigen Regulation unterschieden: Das Hormon Ghrelin verhindert eine vermehrte
Nahrungsaufnahme nach dem Essen, wahrend Leptin und Insulin die l&ngerfristige Aufrechterhaltung

der Energieaufnahme und — speicherung gewahrleisten.'®

Beeinflussung der Energiehomoostase durch atypische Antipsychotika

Abbildung 3 bzw. 4 zeigt die im Rahmen der Doktorarbeit untersuchten Polymorphismen und

veranschaulicht die moégliche Beeinflussung der Energiehomdostase durch Antipsychotika, fir welche

118,126 127

eine Beeinflussung der im Regelkreis relevanten Peptide Insulin, Ghrelin und Leptin

identifiziert werden konnte.

Antipsychotika bewirken hierbei Uber einen ausgepragten Antagonismus an 5HT,c und Histamin 1

Rezeptoren, eine Reduktion des anorexigenen POMC Signalweges, welcher zu einer verstarkten

120

Essensaufnahme fiihrt.'“” In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnte in weiblichen Ratten eine

verminderte Expression von POMC mRNA und eine gesteigerte Expression von NPY und AgRP nach

Olanzapin-Injektion identifiziert werden.'?®

129

Diese Ergebnisse konnten im Rahmen einer weiteren
Studie gestitzt werden. “* Zudem beobachteten Weston-Green et al. eine erhéhte mRNA Expression
von GAD65 und eine verminderte CB1R Bindungsdichte.'”® Aus diesen Befunden postulierten die
Autoren eine Herabsenkung der Cannabinoid-Rezeptordichte durch Olanzapin, welche in Verbindung
mit einer erhdhten GABA-Synthese zu einer verminderten POMC Expression fiihrt."””® Ak et al.
konnten auch in first Episode Patienten einen signifikanten Anstieg von Leptin- und NPY-Spiegeln
identifizieren und bestatigen somit die Beteiligung des Leptin-Melanokortin-System an der

Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme im Menschen.'®

Wichtig ist an dieser Stelle zu erwédhnen, dass die Wechselwirkung von atypischen Antipsychotika mit
dem 5HT,c und Histamin 1 Rezeptor nicht allein die Auspragung der Gewichtszunahme erklaren kann.
Eine Studie in Ratten konnte eine dem Olanzapin vergleichbare Gewichtszunahme mit einer
Kombination aus einem 5HT,c Antagonisten und Haloperidol (als D, Antagonist) identifizieren.™"
Diese Hypothese ist jedoch nicht ausreichend zur Erklarung der Gewichtszunahme unter Risperidon
oder Quetiapin.""® Vielmehr scheint eine Wechselwirkung mit verschiedenen Rezeptoren das Ausmaf

der Gewichtszunahme zu bedingen. Fir eine tiefergehende Beschreibung der zugrundeliegenden
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Abbildung 4: postulierter Mechanismus der Olanzapin vermittelten Gewichtszunahme adaptiert
von Weston-Green et al.'*®

Eine durch Olanzapin vermittelte Erhohung der GAD-Expression (1) in Verbindung mit einer
erniederigten CB1R Rezeptordichte (2) ubt einen hemmenden Einfluss auf die POMC Neurone aus
(3,4), welcher durch eine erhdhte NPY-Expression (5,6) zusatzlich verstarkt wird. Die untersuchten
Zielstrukturen sind rot markiert.

Mechanismen und an der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme beteiligten Rezeptor-

strukturen sei auf die Ubersichtsarbeit von Cocurello et al. verwiesen.'"

Zusammenfassend scheint eine Uber verschiedene Rezeptorstrukturen (hauptsachlich D, 5HT,c und
H;) vermittelte Beeinflussung des Leptin-Melanokortin-System eine relevante Rolle in der
Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme zu spielen. Somit stellen Polymorphismen, die per se
eine Auswirkung auf zentralen Regelstellten des Leptin-Melanokortin-Systems haben, interessante
Marker dar. So konnten beispielsweise Mutationen im Leptin sowie MC4R Gen als Ursache fiir starkes

Ubergewicht identifiziert werden.'*?

Eine Kombination aus relevanten Polymorphismen in Verbindung
mit veranderten Prozessen der Energiehomdoostase konnte somit in eine verstarkte Antipsychotika
vermittelter Gewichtszunahme resultieren. Zudem stelliten durch Polymorphismen veranderte

Expressionsraten relevanter Rezeptorstrukturen einen vielversprechenden Therapieansatz dar.

Nachfolgend werden interessante Polymorphismen und die zu Grunde liegenden Kandidatengene

vorgestellt:
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1.3.3.1 Fatty Acid Amide Hydrolase Gen (FAAH)

Die fatty acid amide hydrolase (FAAH) ist ein integrales Membranprotein, welches weit verbreitet in
Saugetierzellen vorkommt und zur gro3en Familie der Enzyme gehdrt, die ein 130 Aminosauren-Motiv
(=Amidase Signatur) enthalten.”**'** Das fir den FAAH kodierende Gen befindet sich auf dem
Chromosomenabschnitt 1p35-p34 und enthalt 15 Exons."*® Das FAAH Gen inaktiviert den GroRteil der

endogenen Cannabinoide und nimmt daher eine Schllsselrolle im Endocannabinoid-System (ECS)

. 136

ein Mause mit einer Fehlfunktion des FAAH Genes oder solche, welche mit einem FAAH Inhibitor

behandelt wurden, zeigen einen stark erschwerten Abbau der Fettsduren. Hieraus resultieren stark

137,138

erhdhte Konzentrationen an Fettsduren, sowohl in zentralen als auch in peripheren Geweben."**

' Diese erhohten Konzentrationen an Endocannabinoiden gehen mit einer Aktivierung des ECS

einher und sind sehr wahrscheinlich mit Ubergewicht assoziiert."**'*’

rs324420 Polymorphismus

Bei dem untersuchten rs324420 Polymorphismus handelt es sich um einen Basenaustausch von
Cytosin zu Adenin, welcher zu einer Anderung der Aminoséaurestruktur (Threonin statt Prolin) an der

Stelle 129 des Enzymes fiihrt." In isolierten T-Lymphozyten identifizierten Chiang et al. eine um die

142

Halfte reduzierte mMRNA Expression des FAAH Genes in AA-Genotyp Tragern. ™ Zudem zeigten

Trager des A-Allels im Gegensatz zu Wildtyp-Tragern erhéhte Spiegel an N-Arachidonyl Ethanolamin
(AEA) und N-Acetylethanolamin (NAE). Dariiber hinaus traten bei Ubergewichtigen A-Allel-Tragern
erhohte AEA-Spiegel im Vergleich zu normal gewichtigen Risiko-Allel-Tragern auf."® Zudem konnte

der rs324420 Polymorphismus auch direkt mit Ubergewicht und der Antipsychotika vermittelter

Gewichtszunahme assoziiert werden.'*® **

1.3.3.2 Humane Melanocortin Rezeptor 4 Gen

,0er humane Melanocortin Rezeptor 4 besteht aus 332 Aminosauren und ist auf Chromosom 18q22

70,71

lokalisiert. Der Rezeptor ist der Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren zuzuordnen und

wird sehr stark im Gehirn exprimiert, wo auch die zentrale Kontrolle des Essverhaltens und der

145, 146

Energiehomodostase lokalisiert ist. Der endogene Ligand fir den MC4R stellt das a-melanocyte

stimulating hormone (a-MSH) dar, welches zu verminderter Nahrungsaufnahme und erhéhtem

147

Grundumsatz fihrt. ™" Das MC4R Gen wird als eines der relevantesten Gene bezeichnet, die in einem

Zusammenhang mit monogenetischem Ubergewicht stehen. So sind bisher tber 130 funktionell

relevante Mutationen beschrieben,148 die entweder zu einem Totalverlust oder zu einem Teilverlust

1491507151 (Jpereinstimmend damit weisen 1-6 % der stark adiposen Patienten

132
f.

der Genfunktion flihren.
eine Mutation im MC4R Gen au
rs17782313 Polymorphismus

Der rs17782313 Polymorphismus befindet sich 188 kilobasen (kb) downstream des MC4R Genes und
stellt eine Punktmutation vom Thymin zu Cytosin dar. Der Polymorphismus wies im Rahmen einer
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groR angelegten GWAS das starkste Assoziationssignal mit dem BMI auf (p=2.9x10°)."*? Die
Punktmutation befindet sich in einem 190 kb rekombinanten Intervall zwischen der kodierenden
Sequenz von PMAIP1 und MC4R. Das PMAIP1 Gen gilt als relativ unwahrscheinlicher Kandidat fur
die Regulierung des Gewichtes, weshalb Loos et al. das MC4R Gen mit seiner zentralen Rolle in der

Energiehomdostase als das kausalere Gen bezeichneten."

Die Autoren postulierten daher, dass der
identifizierte Polymorphismus einen Einfluss auf die MC4R Expression bzw. Translation austben und

somit durch eine veranderte Energiehomdostase zu einem unterschiedlichen BMI flihren konne.'®?
rs489693 Polymorphismus

Der rs489693 Polymorphismus befindet sich ebenfalls im rekombinanten Intervall zwischen der
kodierenden Sequenz von PMAIP1 und MC4R, 32kp upstream des rs17782313 Polymorphismus und
156 kb downstream des MC4R Genes. Malhotra et al. konnten in der ersten GWAS im Kontext der
Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme den rs489693 Polymorphismus mit einer stark erhéhten

Gewichtszunahme assoziieren und diesen in drei unabhangigen Kohorten bestitigen.'®
Weitere Polymorphismen im Promoter- bzw. Genbereich des MC4R Genes

Auf grund der zentralen Rolle des MC4R Genes im Energiehaushalt bzw. im monogenetischen

%% der Promoter- und

Ubergewicht des Menschen wurde im Rahmen einen betreuten Masterarbeit
Genbereich des MC4R Genes auf weitere Polymorphismen im Kontext der Antipsychotika vermittelten
Gewichtszunahme untersucht. Grundlegende Fragestellung war hierbei ob sich relevante Marker
identifizieren lassen und ob diese mit den zuvor beschriebenen Polymorphismen (rs17782313 bzw.
rs489693) verknupft sind. Hierbei sollte geklart werden, ob trotz groer Entfernung der beiden Marker

ein Einfluss auf das MC4R Gen Uber weitere verknipfte Polymorphismen besteht.

1.3.3.3 FTO Gen

Das Fat mass and obesity (FTO) Gen besteht aus neun Exons, die in einem Bereich von tber 400 kb

155

auf Chromosom 16 lokalisiert sind. ™ Das FTO Gen kodiert fur eine Nonham-(Fell)-Dioxygenase, fur

welche eine Demethylase-Funktion postuliert wird, welche die Regulation von Genen im Metabolismus

beeinflussen kann.'%®'%"

Das Gen erlangte Aufmerksamkeit durch eine GWAS, welche
Polymorphismen innerhalb des Genes mit Ubergewicht und Diabetes assoziieren konnte."® Die
identifizierten Polymorphismen stellen hierbei die statistisch robustesten Marker mit der grofiten
Effektstarke im Zusammenhang mit Ubergewicht und BMI dar."® Obwohl das FTO Protein in fast allen

156 160

Zellen zu finden ist,”™ bleibt die genaue Funktion weiterhin unklar.”™ Eine Mehrzahl an kirzlich

publizierten Studien legt jedoch eine Beteiligung des Genes an der Nahrungsaufnahme und im

Bereich des Wachstums nahe.'®® 16" 162

rs9939609 Polymorphismus

Der rs9939609 Polymorphismus, lokalisiert im ersten Intron des FTO Genes, war die erste Mutation,

die im Rahmen einer GWAS mit Ubergewicht und BMI assoziiert wurde und vielfach bestatigt werden
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konnte. Die funktionale Auswirkung des Basenaustauschs von Thymin nach Adenin ist nicht

bekannt. Daher kann nur spekuliert werden, ob die Mutation zu einer Veranderung der FTO

Expression oder des Splicevorganges flihrt oder ob regulatorische Elemente im Intron 1 zu einer

163,164

Beeinflussung benachbarter Gene fiihren kénnen. Vieles deutet aber darauf hin, dass der

Polymorphismus Uber die Steuerung von Aminosaurespiegeln zu einer Verdnderungen der Appetit-

159

Regulation in Schlisselregion des Gehirnes flhrt. Im Kontext der Antipsychotika vermittelten

Gewichtszunahme konnte in einer kirzlich publizierten Studie ein signifikanter Einfluss des rs9939609

Polymorphismus in einem chronischen Patientenkollektiv identifiziert werden."®

1.3.3.4 CNR1 Gen

Das CNR1 Gen kodiert fiur den Cannabioid Rezeptor 1 (CB1), welcher 1988 zum ersten Mal

166

beschrieben wurde. ™ Er gehort zur Gruppe der prasynaptischen G-Protein gekoppelten Rezeptoren

und befindet sich auf dem Chromosomenabschnitt 6q14-q15, welcher als Pradispositionslokus fir

Schizophrenie von Cao et al. identifiziert wurde.®' Es wird vermutet, dass das Cannabinoid-System

167

eine relevante Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie spielt. °" Diese Vermutung basiert auf der

168189 und die

170,167

Grundlage, dass der Gebrauch von Cannabis einen psychotischen Zustand auslést

positiven Symptome der Schizophrenie unter Antipsychotika-Therapie verschlechtern kann. Eine

Beeinflussung der Schizophrenie erscheint fir den CB1 Rezeptor plausibler, da er in vielen

Gehirnzellen, in peripheren Geweben und im Fettgewebe vorkommt. Im Gegensatz hierzu wird der

CB2 Rezeptor hauptsachlich im Immunsystem exprimiert.171

Der CB1 Rezeptor nimmt auch eine physiologische Rolle im Energiehaushalt, in der

Nahrungsaufnahme und im Suchtverhalten ein, was zur Entwicklung von CB1 Antagonisten flhrte, die

172,173

im Menschen zu einem Gewichtsverlust und verstarkten Nahrungsaufnahme fiihren, und als

Therapie fiir Ubergewicht eingesetzt wurden.'

Beide Punkte machen den CB1 Rezeptor zu einem
interessanten Kandidatengen, sowohl im Kontext eines veranderten Ansprechens als auch im Kontext

der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme.
rs1049353 Polymorphismus

Bei dem untersuchten Polymorphismus handelt es sich um einen Basenaustausch von Guanin zu
Adenin im Codon 453 (Thr) der CNR1 Genes.'” Eine Vielzahl an Studien konnte den rs1049353

176-178
und

Polymorphismus mit einem verdnderten Responseverhalten unter Antidepressiva-
Antpsychotika-Therapie175 in Verbindung bringen bzw. ein erhdhtes Krankheitsrisiko nachweisen."”®
Zudem konnte der untersuchte Polymorphismus in belgischen, italienischen und danischen
Populationen mit metabolischen Parametern (Waist-to-Hip-Ratio und viszeraler Fettmasse) assoziiert

werden.8%183
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1.3.3.5 Histamin 1 Rezeptor Gen

Histamin ist eines der wichtigsten biogenen Amine und entfaltet seine Wirkung uber G-Protein
gekoppelte Rezeptoren, von denen bisher 4 identifiziert wurden.'®*® Das Histamin Rezeptor 1 (HR1)
Gen ist auf Chromosom 3p25 lokalisiert und grofdtenteils fir Hypersensitivitdtsreaktionen, weiche
Muskelzell-Kontraktionen und vaskuldre Permeabilitdt verantwortlich. Bis jetzt gilt das Gen als

f82

intronlos, tritt jedoch in verschiedenen Splice-Varianten au Kroeze et al. konnten in einer vitro

Untersuchung zeigen, dass die HR1-Affinitat eines Antipsychotikums signifikant mit dem Ausmal? der

Gewichtszunahme korreliert."®

In einer weiteren Studie konnte bestatigt werden, dass Clozapin und
Olanzapin die  AMPK-Aktivitdt im  Hypothalamus, einem  wichtigen Regulator der
Nahrungsaufnahme,186 um ein Vielfaches erhéhen kann."® Dieser Effekt blieb jedoch in HR1-Knock-
Out-Mausen aus, weshalb postuliert wird, dass die Erhéhung der AMPK-Aktivitat Uber den HR1
vermittelt wird."® Antipsychotika kénnen also iiber Blockade des HR1, die AMPK -Aktivitat im
Hypothalamus direkt erhdhen, woraus eine verstdrke Nahrungsaufnahme resultiert."® Indirekt
vermodgen Antipsychotika aber auch durch Antagonismus und die Modulation anderer

Neurotransmittersysteme, die Histaminfreisetzung zu beeinflussen.'®

Auf Grund der genannten
physiologischen Zusammenhange stellt der HR1 eines der kausalsten Gene der Antipsychotika

vermittelter Gewichtszunahme dar.
rs346070, rs346074 und rs346075 Polymorphismus

Der rs346070 Polymorphismus befindet sich in der Exon Splicing Enhancer Region des HR1 Genes,
wohingegen die rs346074 und rs346075 Polymorphismen in der Transskriptionsfaktorbindestelle des
HR1 Genes lokalisiert sind. Die untersuchten Polymorphismen (rs346070 und rs346074(5)) sind im
Gegensatz zu Mutationen innerhalb des HR1 Genes haufig in der kaukasischen Bevdlkerung
vertreten® und konnten in einer kiirzlich publizierten Studie einen signifikanten Einfluss auf den BMI

bei Patienten, die mit einem atypischen Antipsychotikum behandelt wurden, zeigen.189

1.3.3.6 PMCH Gen

Das MCH-precursor Gen (PMCH) ist auf Chromosom 12 lokalisiert und wird Gberwiegend in den
Bereichen des Hypothalamus exprimiert.'® Es kodiert fiir die drei Neuropeptide Neuropeptide Glycine-
Glutamic Acid (N-GE), Neuropeptide Glutamic Acid-Isoleucine (N-EI) und Melanin-Concentrating

Hormone (MCH).190 Letzteres Neuropeptid hat sich als kritischer Saugetiereffektor der

Energiehomdostase in verschiedenen genetischen und pharmakologischen Studien erwiesen.'®""9%19%

%% Das MCH stellt ein sehr potentes Orexigen dar, welches seine Wirkung Uber die beiden G-Protein

gekoppelten Rezeptoren MCHR1 und MCHR2 vermittelt.'®® Die akute Erhdhung des Neuropeptides

fuhrt zu einer verstarkten Nahrungsaufnahme, wohingegen eine chronische Erhéhung zu einem

196 197

Gewichtsanstieg fihrt. In einer

genomweiten Linkage-Studie konnten die Marker D12S97 und D12S366 auf Chromosom 12q24, in
198

Die genaue Rolle der beiden anderen Neuropeptide ist unklar.

der Ndhe des PMCH Genes, mit Ubergewicht unter Antipsychotika-Therapie assoziiert werden.
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rs7973796 Polymorphismus

Die Autoren der zuvor erwahnten GWAS postulieren das PMCH Gen auf Grund seiner Bedeutung im
Energiehaushalt und der Nahe zum identifizierten Lokus als das kausalste Gen, welches den

identifizierten Marker erklaren kénnte.'®" 1%

Von dieser Hypothese ausgehend untersuchten Chagnon
et al. die Region in der Nahe des PMCH Genes nach relevanten Mutationen und konnten den
rs7973796 Polymorphismus als weit verbreiteten Polymorphismus identifizieren. Der rs7973796
Polymorphismus befindet sich 4,5 kb entfernt von der 5’-Region des PMCH-Genes und konnte in

dieser Studie mit einem erhéhten BMI in Olanzapin therapierten Patienten assoziiert werden."”’
1.3.3.7 LEP und LEPR Gen

Das menschliche Neuropeptid Leptin wird von dem Gen LEP kodiert, welches auf Chromosom 1q31.3

127,199

lokalisiert ist und aus drei Exons besteht. Der Leptinsignalweg wird durch den Leptin Rezeptor

(LEPR) vermittelt, welcher zur Familie der Cytokinrezeptoren gehért, auf Chromosom 1p31

anzutreffen ist und aus 20 Exons besteht.”***""

In der Region des Nucleus Arcuatus vermittelt Leptin
Uber den POMC/Melanocortin Signalweg eine Unterdriickung des Hungergefiihls und eine Anhebung
des Energiebedarfes (siehe Abbildung 3 und 4). Zudem hemmt Leptin, als relevanter Regulator der
Energiehomoostase, die Produktion zweier Appetit stimulierender Hormone (NPY, Agouti-related
Peptide).202 Studien konnten Ubereinstimmend erhdhte Leptinkonzentrationen bei Patienten, die mit
Antipsychotika behandelt wurden, identifizieren.?®® Obwohl diese Erhéhung eher ein sekundarer Effekt
der Gewichtszunahme und kein primarer Effekt der Antipsychotika-Therapie darstellt, ist die
Entstehung einer Leptinresistenz durch Antipsychotika moglich und ein plausibler Grund fir eine

verstarkte Gewichtszunahme.*® 127203

rs7799039 Polymorphismus

Der untersuchte Polymorphismus ist in der Promoterregion des LEP Genes lokalisiert und stellt eine
Punktmutation von Guanin zu Adenin dar. Fur Trager des mutierten AA-Genotyps konnte eine doppelt
so hohe Leptinsekretion und eine um 60 % erhdhte mRNA Transkription gegenlber Wildtyp-Tragern

nachgewiesen werden.””® Die Ergebnisse aus zwei publizierten in-vivo Studien®*>?®® weisen auf
erhohte Leptinspiegel in A-Allel Tragern hin und sprechen somit Ubereinstimmend mit der zuvor

beschriebenen in-vitro Studie fur eine erhdhte Leptinsekretion in Risikotragern.
rs1137101 Polymorphismus

Der rs1137101 Polymorphismus befindet sich im Exon 6 des LEPR Genes und wird auch als Q223R
Polymorphismus bezeichnet. Die funktionelle Auswirkung der Punktmutation ist nicht hinreichend

genug geklart. Bisher konnte in einer in-vitro Studie kein Einfluss auf die Leptin-Sekretion und

Transkription beobachtet werden.””’

127

Jedoch konnte der rs1137101 Polymorphismus in weiteren

Studien mit Ubergewicht
208, 209

und einer erhdhten Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme

assoziiert werden.
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1.3.3.8 5HT,c Rezeptor Gen

Das 5HT,c Rezeptor Gen ist auf Chromosom X lokalisiert und kodiert fir den gleichnamigen G-Protein
gekoppelten Rezeptor,”'® welcher an der neuronalen Steuerung einer Reihe von physiologischen und

21

Verhaltens-Prozessen beteiligt ist.” " Der 5HT,c Rezeptor gilt als relevantester Serotonin Rezeptor in

der Regulation der Energiehomoostase.?'

5HT,c Rezeptor Agonisten flihren zu einer verminderten,
wohingegen Antagonisten zu einer verstarkten Nahrungsaufnahme fuhren.?"® Auf Grund dieser
Beobachtungen und der Tatsache, dass Antipsychotika mit dem hochsten Risiko einer
Gewichtszunahme (Olanzapin und Clozapin) einen ausgepragten Antagonismus fir den 5HT,c
Rezeptor zeigen,214 stellt das 5HT,c Rezeptor Gen eines der kausalsten und am meisten untersuchte

Gen im Kontext der der Antipsychotika vermittelter Gewichtszunahme dar.
rs3813929 Polymorphismus

Der untersuchte Polymorphismus befindet sich in der Promotorregion des 5HT,c Rezeptor Genes und
stellt eine Punktmutation von Cytosin zu Thymin dar,”"" fiir welche eine Anderung der

Promoteraktivitat beschrieben wurde.?"

Der rs3813929 Polymorphismus stellt im Kontext der
Antipsychotika vermittelter Gewichtszunahme den am besten untersuchen Marker dar. Das T-Allel
zeigte in einer Meta-Analyse einen protektiven Effekt auf die Gewichtszunahme unter Antipsychotika-

Therapie.213

Der rs3813929 Polymorphismus wurde in einer friiheren Doktorarbeit bereits in einer kleineren

Kohorte im Kontext der Antipsychotika vermittelter Gewichtszunahme untersucht.?®

Zur Betrachtung
von Interaktionseffekten zwischen verschiedenen Genen wurde der untersuchte Polymorphismus

auch in die jeweiligen Studienpopulationen dieser Doktorarbeit einbezogen.

1.3.3.9 NPY Gen

Das NPY Gen ist auf Chromosom 7q15.1 lokalisiert, besteht aus 4 Exons und kodiert fiir ein aus 36

Aminosduren bestehendes Peptid.?"’

Es gehért zu den potentesten orexigenen Peptiden und
vermittelt seine Effekte Uber die G-Protein gekoppelte NPY Rezeptor Familie, wobei die héchste
Affinitdt fur den NPY2 Rezeptor besteht.?'"*'#'® NPY nimmt eine zentrale Rolle im Leptin—
Melanokortin System ein (siehe Abbildung 3 und 4), indem es hemmend auf den POMC/MC4R
Signalweg einwirkt und somit indirekt zu einer vermehrten Nahrungsaufnahme fuhrt. Zudem kann das
Hormon aktiv Uber die nachgeschalteten Transmitter Orexin und MCH in die Regulation der
Energiehomoostase eingreifen. Tierstudien konnten erhdhte Expressionsraten des MCH Rezeptors220
und des NPY?' nach Olanzapin-Injektion identifizieren, was die Bedeutung des genannten

Neuropeptides in der Antipsychotika vermittelter Gewichtszunahme betont.
rs16147 Polymorphismus

Der untersuchte Polymorphismus stellt eine Punktmutation von Thymin zu Cytosin da und befindet

sich in der Promoter Region des Genes. In C-Allel Tragern konnte eine um 30 % verminderte basale
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NPY Expression nachgewiesen werden.”* In zwei kirzlich publizierten Studien konnte zudem eine

Assoziation des rs16147 Polymorphismus mit Ubergewicht und Leptinspiegeln identifiziert

werden.??3%%

Basierend auf der Funktion des NPY Genes und der funktionellen Bedeutung des
Polymorphismus erscheint eine mogliche Beeinflussung der Enerergiehomdostase mit Auswirkungen
auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme als plausibel. Diese These wird durch eine Studie
von Tiwari et al. gestitzt, welche das C-Allel mit einer hdheren Gewichtszunahme in antipsychotisch

behandelten Patienten assoziieren konnte.'®

1.3.3.10 GAD Gen

Das Glutamatdecarboxylase 2 (GAD2) Gen ist auf Chromosom 10p11.23 lokalisiert und kodiert fiir ein
65kDa groBe Untereinheit der Glutamatsauredecarboxylase (GAD) 65.° Letztere katalysiert die
Bildung zu y" -Aminobuttersaure (GABA), welche eine der relevantesten hemmenden Neurotransmitter
im ZNS von Saugetieren darstellt.**® Veranderungen der GABA Synthese und Regulation flhren zu
schweren pathologischen Zustdnden und liegen der Pathogenese verschiedener neurologischer
Erkrankungen wie der Schizophrenie oder Epilepsie zu Grunde.?””® Zudem wird GABA in NPY
Neuronen ausgeschittet und hemmt die anorexigen wirkenden POMC Neurone (siehe Abbildung 3
und 4).??” Der Marker DS10S197, welcher sich im Intron 7 des GAD2 Genes befindet, konnte in

228,229,230

mehreren Studien mit Ubergewicht assoziiert werden, weshalb das GAD2 Gen als mogliches

Kandidatengen des Ubergewichtes bezeichnet wird.”'

232

Auch wenn die Beteiligung des Genes an
Ubergewicht kontrovers diskutiert wird,”* sprechen die Ergebnisse einer Studie in weiblichen Ratten,
die eine erhdhte GAD65 mRNA Expression nach subchronischer Olanzap-Ininjektion zeigen konnten,

fur eine mogliche Beeinflussung der Energiehoméostase.
rs2236418 Polymorphismus

Der untersuchte Polymorphismus befindet sich in der Promoter Region des Genes und stellt eine
Mutation von Guanin zu Adenin dar. Boutin et al. konnten eine 6-fach erhdhte transkriptionale Aktivitat
des mutierten AA-Genotyp im Gegensatz zum Wildtyp nachweisen.”®' Zudem konnte der rs2236418
Polymorphismus in gleichnamiger Studie mit Ubergewicht und Skalen zur Identifizierung des

Hungergefiihls assoziiert werden.?*’

Auch wenn zusammenfassend fir einen Grofteil der untersuchten Polymorphismen bereits
Erkenntnisse aus Studien existieren, erweist sich die Einordnung und Beurteilung der Ergebnisse auf
Grund sehr heterogener und kleiner Patientenkollektive als schwierig. Beispielsweise liegt fir den
untersuchten rs7973796, den rs489693, den rs16147 und den Polymorphismen im HR1 Rezeptor
(rs346070, rs346074 und rs346075) nur eine vergleichbare Studie vor. Zielsetzung dieser Arbeit war
es daher die Hypothesen aus bereits vorliegenden Studien an Hand der eigenen Studienpopulation zu
Uberprifen. Desweiteren wurden mit dem rs17782313 und dem rs2236418 Polymorphismus

interessante Marker untersucht, die in pharmakogenetischen Studien bisher nicht erfasst wurden.
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Eine weitere Fragestellung die in vorausgegangenen Studien nicht hinreichend genug adressiert
wurde, ist die Kombination identifizierter Risikofaktoren. Daher wurde in einem zweiten Schritt
untersucht, ob die zuvor identifizierten pharmakogentischen Risikofaktoren in der Kombination mit
klinischen Risikofaktoren eine bessere Unterscheidung in Hoch- bzw. Niedrigrisiko-Patienten

ermoglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Beschreibung der Studie

2.1.1 Studiendesign

Als Grundlage der Auswertungen dienten die Daten einer Diagnostikstudie, die im Zeitraum Mai 2002—
Dezember 2009 an der Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie des Klinikums rechts der Isar
(Direktor: Prof. Dr. med. H. Forstl) in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Klinische Chemie und
Pathobiochemie des Klinikums rechts der Isar (Direktor: Prof. Dr. med. D. Neumeier) durchgefuhrt
wurde.

Die Studie wurde prospektiv und in Bezug auf den Genstatus doppelblind angelegt, wohingegen die
Auswertung retrospektiv erfolgte. Die Studie wurde durch die Ethikkomission der Fakultat fir Medizin
der TU Minchen bewilligt und entspricht den Anforderungen der Deklaration von Helsinki.
Verantwortlicher Projektleiter war Herr Prof. Dr. W. Steimer (Oberarzt des Instituts flir Klinische
Chemie und Pathobiochemie). Die Uberwachung der Studie erfolgte durch Herrn Dr. W. Kissling und
Herrn Prof. Dr. S. Leucht (Oberarzte der Klinik flr Psychiatrie und Psychotherapie).

2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

In die Studie aufgenommen wurden alle neu in die Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie des
Klinikums rechts der Isar stationar aufgenommenen Patienten, die die Einschlusskriterien erfillten,
und sich nach Aufklarung Uber die Studie mit ihrer Teilnahme schriftlich einverstanden erklarten. Die

Einwilligung zur Studienteilnahme konnte jederzeit widerrufen werden.

Einschlusskriterien

e >18Jahre
e Vorliegen von Grunderkrankungen, die eine Therapie mit Antidepressiva oder Antipsychotika
notwendig machen (ICD-10: F2 — F6-Diagnosen)

Ausschlusskriterien

e organisch bedingte Psychosen und Depressionen, Demenzen, Abhangigkeitserkrankungen,
Personlichkeits- oder Essstorungen, sowie Schwangerschaft und Stillzeit

o Einweisung in die Psychiatrie auf Grund gerichtlicher oder behdrdlicher Anordnung
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2.1.3 Datenerhebung

Bei der stationaren Aufnahme der Patienten in die Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie des
Klinikums rechts der Isar wurden demographische Daten, psychiatrische Vorgeschichte, sowie
Korpergrofle und Gewicht erfasst. Zudem wurde die medikamentose Therapie einschlief3lich
Begleitmedikation festgehalten. Die Behandlung erfolgte nach lokaler, klinischer Praxis und erlaubte
durch das offene Studiendesign auch eine individuelle Dosisanpasuung des jeweiligen Medikamentes.
Die Diagnose der Erkrankung wurde nach ICD-10 gestellt. Der Krankheitszustand der Patienten zum

233

Aufnahmezeitpunkt wurde durch die Paranoid-Depressivitats-Skala (PD-S)™ und dem Clinical Global

234
)

Impression (CGI)™™ beurteilt.

Zur Bestimmung des pharmakogenetischen Status wurde im Rahmen der routinemafigen
Blutabnahmen EDTA-Blut entnommen. Desweiteren wurden flr viele Patienten zusatzlich
Serumproben gesammelt. Die Abnahme erfolgte in der Regel im Talspiegel in Woche 4 der
Medikation. Um einen Steady State Zustand zu gewahrleisten, wurde zudem mindestens eine Woche

einer konstanten Dosis vor Blutenthahme vorausgesetzt.

Nach 4 Wochen wurde der Therapieerfolg anhand CGIl und PD-S bestimmt und eventuell aufgetretene
Nebenwirkungen global mit Hilfe einer abgewandelten Form der DOTES-Skala (Dosage Record and

Treatment Emergent Symptom scale)235 dokumentiert. Zudem wurde die Gewichtszunahme notiert.

Die PD-S (Paranoid-Depressivitats-Skala)

Bei der PD-S handelt es sich um einen Selbstbeurteilungsbogen, mit dessen Hilfe der Zustand des
Patienten und die Schwere paranoider und depressiver Symptome beurteilt werden kann. Der Patient
fullt hierzu selbstandig einen Fragebogen bestehend aus je 16 Fragen zur Feststellung angstlich-
depressiver (PDS-D) bzw. paranoider Krankheitsanzeichen (PDS-P), acht Kontroll-Fragen zur
Messung der Krankheitsverleugnung sowie drei Fragen zur Feststellung der Testmotivation der
Probanden aus (siehe Anhang A5).

236, 237 wurde

Da fur Psychopharmaka die Response-Raten fiir Placebo bis zu 41 % betragen konnen,
nur eine Verringerung der paranoiden- bzw. depressiven Symptome um mindestens 50 % als

Behandlungserfolg gewertet.
Der CGI (Clinical Global Impressions)

Bei der CGI-Skala handelt es sich im Gegensatz zum PDS um eine Fremdbeurteilungsskala, welche
durch den behandelnden Arzt ausgeflllt wird und sich in drei Teile gliedern lasst. Der erste Teil dient
der Einschatzung des aktuellen Schweregrades der Krankheit (CGI 1 bzw. CGI-S), wohingegen der
zweite Teil die Zustandsanderung eines Patienten (CGI 2 bzw. CGI-I) und der dritte Teil das Verhaltnis
aus gewulnschten und unerwinschten Arzneimittelwirkungen (=therapeutischen Wirksamkeitsindex,
CGl 3) erfasst (siehe Anhang A6).
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Alle Patienten, die nach CGI 2 einen sehr verbesserten bzw. verbesserten Zustand (CGl 2-Werte 2
und 3) nach vier Wochen Behandlungsdauer zeigten, wurden als Responder eingestuft. Patienten, die
nur wenig Besserung bis Verschlechterung zeigten (CGI 2-Werten zwischen 4 und 8) wurden als

Nicht-Responder klassifiziert.

Die DOTES-Skala (Dosage Record and Treatment Emergent Symptom Scale)

Zur Beurteilung von Nebenwirkungen wurde eine leicht modifiziete Form der DOTES-Skala

238 Hierbei dokumentiert der behandelnde Arzt in welchem Umfang (gering, maRig oder

verwendet.
stark) und in welcher Art Nebenwirkungen wahrend einer 4-wdchigen Therapie aufgetreten sind (siehe
Anhang A7).

Als Grundlage firr die Einteilung der Patienten in Nebenwirkungs-positiv bzw. -negativ diente die
abschlieBende Einschatzung des Arztes wie stark die Begleitsymptome den Patienten beeintrachtigt
haben. Patienten mit maRiger oder deutlicher Beeintrachtigung wurde als Nebenwirkungs-positiv,

Patienten mit keiner oder nur schwacher Beeintrachtigung als Nebenwirkungs-negativ klassifiziert.

35



2.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS 21 (SPSS Inc., Chicago, USA).
Ergebnisse mit einem Signifikanzniveau o< 0.05 (zweiseitig) wurden als statistisch signifikant
betrachtet. Auf Grund des explorativen Charakters der Studie und der schwierigen Interpretation von

Subgruppenanalysen wurde auf eine Korrektur fiir multiples Testen verzichtet.?*®

Die Beurteilung der
Normalverteilung erfolgte mittels Kolmogorov—Smirnov- bzw. Shapiro—-Wilk-Test oder Quantile-
Quantile-Plot. Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurden quantitative Variablen mittels T-Test (2
Gruppen) bzw. ANOVA (>2 Gruppen) und nicht normalverteilte, quantitative Variablen unter
Anwendung des Mann-Whitney-U- (2 Gruppen) bzw. Kruskal-Wallis-Test (>3 Gruppen) ausgewertet.
Bei Vorlage von qualitativen Variablen fand der Chi>-Test-Anwendung bzw. bei Verletzung der
Voraussetzungen (<20 % der Zellen unter n=5) der Fisher-Exakt Test. Zudem erfolgte die Auswertung
moglicher Korrelationen in Abhangigkeit von der Normalverteilung und Merkmalsauspragung mittels
Pearson-Korrelation (NV, quantitativ), Spearman-Korrelation (nicht NV, quantitativ-ordinal) bzw.
Kendall-t-Korrelations-Koeffizient  (ordinal-skalierte ~ Variablen).  Zur  Berlcksichtigung  von

240 die in den

Verzerrungseffekten wurden aulerdem Co-Varianz Analysen verwendet (ANCOVA),
jeweiligen Bereichen (Gewicht, Response und Pharmakokinetik) unter Angabe der eingeschlossen

Variablen aufgefihrt sind.

Das Vorliegen des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts der jeweiligen untersuchten Polymorphismen
wurde mittels Chi>-Test unter Verwendung des angegebenen Online Tools gepriift.**’ Die Ergebnisse

sind in Anhang A8 aufgefiihrt, wobei ein P-Wert unter 5 % eine Verletzung des HWE anzeigt.

Die Untersuchung eines Kopplungsgleichgewichtes (Linkage Disequilibirum) erfolgte mittels Cubex

OnlineTool,**

wobei die Ergebnisse unter Angabe des D’- bzw. r>-Wertes den Ergebnissen der
untersuchten Polymorphismen zu entnehmen sind. Der Wert D" macht hierbei eine Aussage Uber die
Kopplung von Genotypen unabhangig von der Verteilung und dient als Grundlage zur Bildung von
Haplotypen. R? findet dagegen Anwendung in tagSNP Analysen, in denen ein mdglichst grofRer

Genbereich unter Verwendung von nur wenigen SNPs untersucht wird.
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2.3 Analyse genetischer Polymorphismen

Nachstehend abgebildet ist der allgemeine Ablauf der praktischen Arbeit (Abbildung 5). Auf der
rechten Seite finden sich Verweise zu den Abschnitten dieses Kapitels, die die jeweilige Methodik
naher beschreiben. Die verwendeten Reagenzien, Gerdte sowie Software sind in Anhang A1
beschrieben. Der Arbeitsprozess beginnt (soweit noch nicht geschehen) mit der Extraktion der DNA
aus den Leukozyten des Patientenblutes. Diese kann anschlieBend mittels verschiedener
Genotypisierungsmethoden zur Identifikation eines relevanten Polymorphismus benutzt werden. Im
Vordergrund stand hierbei die Entwicklung von Genotypisierungsmethoden, die eine schnelle,
effiziente und verlassliche praktische Anwendung gewahrleisten und somit leicht in die Routine
Diagnostik ubernommen werden koénnen. Da die auf Fluoreszenz basierende PCR-Methode am

LightCycler alle diese Eigenschaften vereint, stellte diese Genotypisierung die Methode der Wahl dar.

| DNA Extraktion I Siehe Abschnitt 2.3.1
| Methodenaufbau l Siche Abschnitt 2.3.6,8-10
LightCycler
|  Voramplifikation Siehe Abschnitt 2.3.2
ThermoCycler

Allel-spezifische
PCR

Siehe Abschnitt 2.3.3-4

|  Enzymatischer
Verdau

/

i 5 7
Gelelektrophorese Siehe Abschnitt 2.3.5

| Bestatigung durch Siehe Abschnitt 2.3.7
Gs Junior

Abbildung 5 schematischer Ablauf der praktischen Arbeit

Nach erfolgreichem Methodenaufbau wurde durch enzymatischen Verdau oder Allel-spezifischer PCR
fur ~50 Patienten eine Validierung der Methodik durchgefihrt. Auf Grund der einfacheren
Handhabung wurde der enzymatische Verdau bevorzugt, so dass die Allel-spezifische PCR nur bei
Fehlen einer passenden Schnittstelle Anwendung fand. Die Generierung des Amplikons fiir die ALS
PCR erfolgte am Thermocycler, wohingegen fiir den enzymatischen Verdau, sofern mdglich, die
bereits generierten Amplikons aus dem LightCycler Lauf verwendet wurden. Ermoglichte das
Amplikon auf Grund mehrerer Schnittstellen des verwendeten Enzymes keine befriedigenden
Ergebnisse, wurden neue Primer erzeugt und mit diesen ein Amplikon am Thermocycler generiert. Die

genaue Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und weitere Einzelheiten sind der jeweiligen
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Methode zu entnehmen (siehe Abschnitt 2.3.11.1-3). Die Sequenz der verwendeten Oligonukleotide,
sowie AmplikongréBen und Schmelztemperaturen finden sich Anhang 1 (LightCycler) bzw. 2 (ALS
PCR).

Nach erfolgreichem Methodenaufbau und Validierung der Ergebnisse erfolgte die Vermessung der
relevanten Proben. Bei stark abweichenden Peaks in der Schmelzkurvenanalyse erfolgte die
Sequenzierung der Region um die Sensorsonde mittels GS Junior. Hierbei sollten zusatzlich
auftretende Mutationen im Bereich der Sonden identifiziert werden bzw. weitere Grinde fir die

abweichenden Peaks gefunden werden.
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2.3.1 DNA Extraktion

Bei Aufnahme eines Patienten in die Studienpopulation erfolgte zur Bestimmung des genetischen
Status die Entnahme von 2,7ml EDTA-Blut mit einer Sarstedt-Monovette®. Zur Gewinnung der DNA
wurden jeweils 300 yl EDTA-Blut verwendet, welches mit Hilfe eines Extraktionskits (Wizard Genomic
DNA Purification Kit, Promega) aus den Leukozyten extrahiert wurde. Die Aufbereitung erfolgte nach
Herstellerangaben und lieferte je nach Leukozytenzahl des Patienten einen DNA-Extrakt mit einer
Konzentration von 50-150 ng/pl. Die DNA wurde jeweils zweimal extrahiert, wobei ein Aliquot
zusammen mit dem EDTA Blut bei -70 °C gelagert wurde. Das andere Aliquot konnte direkt fir

Genotypisierungsreaktionen weiterverwendet werden und wurde bei 4-8 °C gelagert.

2.3.2 Konventionelle PCR am Thermocycler

Die Polymerase-Chain-Reaction (PCR) gehdrt zur Grundausstattung eines molekular-biologischen
Labors und wurde bereits Anfang der 1980er Jahre von K.B. Mullis und Mitarbeitern der Firma Cetus
entwickelt.* Mit dieser in-vitro Reaktion gelingt es einfach und effizient kleinste Mengen an DNA
innerhalb kurzer Zeit zu vervielfaltigen.

Eine erfolgreiche PCR setzt die Verwendung von zwei Primern (Oligonukleotide) voraus, die sich
komplementar an das 5°- und 3’-Ende einer Zielsequenz anlagern. Die Bekanntheit der zu
vervielfaltigenden Sequenz stellt also die wichtigste Voraussetzung bzw. eine Limitation dieser
Methodik dar. Neben den erwahnten Template-DNA und Primern werden die vier verschiedenen
Desoxyribonukleosid-Triphosphat-Bausteine, eine thermostabile DNA-Polymerase und eine Puffer-
I6sung, welche fir die Funktion und Stabilitdt der Polymerase von entscheidender Bedeutung ist,
bendtigt.

Eine PCR beginnt in der Regel mit einem Denaturierungsschritt fiir 2-3 Minuten bei Temperaturen um
93-95 °C, bei welchen die Wasserstoffbriicken der DNA-Doppelhelix gespalten und diese in
Einzelstrange Uberfihrt werden. Bei Verwendung sogenannter Hot-Start-Polymerasen oder bei
Sequenzen mit hohem Anteil an GC-reichen Basen kann der erste Denaturierungsschritt bis auf 10
Minuten verlangert werden. Nach diesem Schritt folgen 30-40 Zyklen, die sich wiederum in einen
kurzen Denaturierungsschritt, dem Annealing und der Elongation unterteilen lassen.

Das sogenannte Annealing erfolgt bei einer Temperatur von wenigen Grad Celsius unter der
Schmelztemperatur des Primerpaares und ermdglicht so optimale Bedingungen fir eine Anlagerung
der Primer an die DNA: Bei zu niedrigen Temperaturen erhoht sich die Anzahl unspezifischer
Nebenprodukte und eine erhéhte Temperatur verringert die Anzahl der sich anlagernden Primer und
somit die DNA Ausbeute.

In der sich anschlieRenden Elongationsphase werden die Basen zwischen den angelagerten Primern
mittels Polymerase und den verschiedenen Desoxyribonukleosid-Triphosphaten aufgefullt. Dies
geschieht bei Temperaturen, bei denen die verwendete Polymerase ein Optimum zeigt, welches bei
der verwendeten Taqg-Polymerase bei 72 °C liegt. Nach Ablauf aller Einzelschritte, die in der Regel
und in Abhangigkeit von der Amplikonldnge um die 30 Sekunden betragt, folgt eine abschlieliende

und lange Elongationsphase von 7 Minuten und ein Abkiihlen der Proben auf < 10 °C.
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Durch die geschilderten Schritte erfolgt eine exponentielle Anreicherung der DNA, die von der
Zykluszahl n abhangig ist. Obwohl theoretisch eine 2" fache Vervielfaltigung der DNA Menge mdglich
ist, werden in der Praxis auf Grund von Nebenprodukten und Zerstérung thermolabiler Substanzen nur
70-80 % der theoretischen Produktmenge gebildet. ***
Die PCR wurde im Rahmen der praktischen Arbeit zur Validierung einer zuvor entwickelten
LightCycler Methode verwendet. Bei Vorlage einer geeigneten Enzymschnittstelle diente diese
Methodik als Grundlage fur den enzymatischen Verdau (siehe Abschnitt 2.3.3) bzw. bei Fehlen einer
solchen als Grundlage fiur die Allel-spezifische PCR (siehe Abschnitt 2.3.4). Die erhaltenen Produkte

wurden anschlieRend an Hand der Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.3.5) untersucht.
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2.3.3 Enzymatischer Verdau

Der enzymatische Verdau oder Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) dient dem
Nachweis von bekannten Punktmutationen. Bei dieser Methodik verwendet man Restriktions-
endonukleasen, Enzyme, die bei Vorliegen einer spezifischen DNA-Sequenz von 4-10 Basenpaaren
eine Schnittstelle erzeugen. Zur Unterscheidung einer Punktmutation wird das Enzym so ausgewahit,
dass z.B. nur bei Vorliegen des Wildtyps eine Schnittstelle generiert wird, wahrend das Amplikon der
Mutante unverandert bleibt. An Hand der jeweiligen Bandenmuster in der Gelelektrophorese kann

anschlielend der jeweilige Genotyp zugeordnet werden.

Die Identifizierung der jeweiligen Schnittstellen erfolgte mit dem Programm Nebcutter,*** wobei die
verwendeten Enzyme in der folgenden Tabelle 3 aufgelistet sind. Die genaue Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes ist der jeweiligen Methode zu entnehmen (siehe Abschnitt 2.3.11.1-3). Weitere
Einzelheiten zu den verwendeten Primern finden sich in Anhang A2. Bezogen wurden die jeweiligen

Restriktionsenzyme, Puffer und BSA von der Firma New England BioLabs GmbH (Frankfurt am Main).

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Restriktionsendonukleasen

Bezeichnung des Herkunft Erkennungssequenz Polymorphismus
Restriktionsenzyms | (Erstisolierung) und Schnittstelle
Apol Arthrobacter 5 HAATTY...3 |rs346075
protophormiae 3...YTTAAR...5
BsaAl Bacillus 5...YACGTR...3 rs7973796
stearothermophilus 3. RTGCAY...5
G668
BsaJl Bacillus 5 . CCNNGG.. .3 |rs324420
stearothermophilus 9...GGNNCC...5
Bsrl Bacillus 5 ACTGGN" . .3 | rs489693
stearothermophilus 3...TGACCN...5
BtsCl Bacillus 5 . GGATGNNT .3 | rs2302429
thermosphaericus 3...CCTACNN ...§&
CviKI-1 Chlorella virus 5. .RGCY..3 rs16147
3...YCGR...5
Dral Deinococcus 5 . . TTTAAA. .3 rs2236418
radiophilus 3. AAATTT... 5
HinP11 Haemophilus 5...GCGC...3 rs7799039
influenzae P1 3...CGCG... &
Mspl Moraxella species 5...CCGG...3 rs1137101
3...GGCC 5
Ndel Neisseria denitrificans | 5. CATATG.. & rs346070
I GTATAC. 5 | (535604136
Stul Streptomyces 5. ..AGGCCT...3 rs2011425
tubercidicus 3 TCOEGA-5 1 1508656007/rs28373093

N=A/C/G/T, R=A/G, Y=C/T
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2.3.4 Allel-spezifische PCR

Die Allel-spezifische (ALS) PCR stellt eine kostenglinstige Alternative zum Nachweis einer
Punktmutation dar**® und wurde im Rahmen der praktischen Arbeit immer dann verwendet, wenn fur
die RFLP kein geeignetes Enzym zur Verfigung stand. Generell wird fiir eine ALS PCR je ein Wildtyp-
und ein Mutationsansatz bendtigt, der einen Primer enthalt der jeweils nur zum 3’-Ende des Wildtypes
oder der Mutante komplementar ist. So enthalt z.B. der Wildtypansatz einem zum Wildtyp passenden
Forward Primer. Bei Vorlage des homozygoten Wildtyp-Genotyps zeigt sich bei anschlieRender
Gelelektrophorese eine spezifische Bande fir den Wildtypansatz. Da sich der Mutationsprimer aus
dem Mutationsansatz in der letzten Position vom Wildtyp-Primer unterscheidet, kommt es unter
optimalen Bedingungen und spezifischer Annealing Temperatur zu keiner Vervielfaltigung des
Mutations-Amplikons und folglich keiner ersichtlichen Bande. Bei Vorhandensein eines heterozygoten
Genotyps waren sowohl eine Wildtyp- als auch eine Mutationsbande zu erkennen.

Um die Spezifitdit der ALS Primer zu erhéhen, wurde an der vorletzten Stelle zum 3’-Ende eine
weitere Basenfehlpaarung eingebaut. Hierbei wurden die Primer so konstruiert, dass bei einem nur
schwach destabilisierenden Effekt zwischen ALS Primer und DNA Template ein stark
destabilisierender Effekt an der vorletzten Basenstelle eingefligt wurde. In umgekehrter Weise wurde
bei schon vorhandenem stark destabilisierendem Effekt der letzten Base nur eine schwach

destabilisierende Fehlpaarung eingefigt. **

Diese Vorgehensweise unterbindet z.B. bei Vorlage eines
homozygoten Wildtyp-Genotyps mit nur schwach destabilisierenden Effekt die Bildung von Produkten
im Mutationsansatz, da durch die eingefiihrte weitere Basenfehlpaarung eine Bindung des Mutations-
spezifischen Primer an die Template-DNA unterbleibt.

Zur Auswahl der geeigneten Allel-spezifischen Primer wurde das WASP-Tool verwendet,”*’ welches
Primer nach beschriebener Vorgehensweise generiert. Diese wurden unter Beachtung der in Abschnitt
2.3.8.1 aufgefuhrten Vorgaben modifiziert. Bei Fehlen des untersuchten Polymorphismus in der
Datenbank des Tools wurden die Primer selbst generiert. Die genaue Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes ist der jeweiligen Methode zu entnehmen (siehe Abschnitt 2.3.11.1-3). Daruber
hinaus listet Anhang A2 weitere Einzelheiten, wie beispielsweise die genaue Sequenz der

verwendeten Primer, Schmelztemperatur etc. auf.

2.3.5 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese stellt ein tragerelektrophoretisches Verfahren dar und beruht auf der

8 1n Abhangigkeit von der

Wanderung geladener Teilchen in einem elektrischen Feld (Migration).
Lange migrieren die negativ geladenen DNA Fragmente unterschiedlich schnell zur positiv geladenen
Anode. Das als Tragermedium verwendete Agarosegel unterstitzt durch seine Molekularsiebeffekte
zusatzlich den Trennungseffekt und erméglicht durch die Anderung der Agarosekonzentration eine
Steuerung des Trennungsverhaltens. Zur Identifikation der aufgetrennten Banden versetzt man das
Agarosegel mit Ethidiumbromid, welches mit der DNA interkaliert und bei Anregung durch UV Licht

eine Fluoreszenz zeigt. Mit Hilfe spezieller Langenmarker ist eine Einschatzung der Basenpaarlange
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des jeweiligen Fragmentes mdglich. Die exakte Konzentration des Gels und die Verweildauer in der

Elektrophoresekammer ist der jeweiligen Methode zu entnehmen (siehe Abschnitt 2.3.11.1-3).

2.3.6 Sondenbasierte Genotypisierung mittels Polymerasekettenreaktion am
LightCycler

Die sondenbasierte Genotypisierung am LightCycler stellt eine Weiterentwicklung der herkdmmlichen
PCR dar. Sie bietet durch hohe Heiz- und Kuhlraten (bis zu 20 °C/s) und eine damit verbundene kurze
Zyklusdauer (20 bis 60 s) eine schnellere Durchfiihrung und ermdéglicht sowohl eine Echtzeit-
Amplifikation als auch eine direkte Auswertung der Ergebnisse ohne Benutzung weiterer molekular-
genetischer Methoden wie RFLP und Gelelektrophorese. Das LightCycler 2.0 Instrument stellt hierbei
eine Weiterentwicklung des LightCycler dar und bietet 2 zusatzliche Kanale (610 und 670nm) fir die

Detektion von HybProbe Sonden.?*

Neben Schmelzkurvenanalysen ermoglicht der LightCycler auch Amplifikationsanalysen (qualitative

und quantitative Methoden),249

welche im Rahmen der Promotion jedoch nicht verwendet wurden und
daher nicht naher beschrieben sind. Die einzige Ausnahme hiervon bildet die Quantifizierung von
Amplikons fiir das Next Generation Sequencing (NGS, siehe folgender Abschnitt 2.3.7). Hierbei wird
mittels eines hochsensitiven Fluoreszein Farbstoffs (Quant-iT Pico Green®), welcher an die
doppelstrangige DNA bindet, und einem DNA Standard eine Eichgerade erzeugt. Aus dieser kann
anschlieBend die ermittelte Fluoreszenz einer jeweiligen Probe einer DNA Konzentration zugeordnet

werden.

Generell beruht die Detektion auf der Fluorimetrie, wobei Sequenz-unabhangige von den Sequenz-
spezifischen Detektionsmethoden unterschieden werden. Auf Grund der héheren Genauigkeit und
einfacheren Handhabung wurde flir Schmelzkurvenanalysen nur das Sequenz-spezifische HybProbe

bzw.das Simple-Probe Format verwendet.

Fir das HybProbe Format werden neben den PCR-Ublichen Reagenzien zur Erzeugung eines
Amplikons (Primer, Nukleotide, Polymerase, Puffer und Magnesium) sowohl eine Sensorsonde als
auch eine Ankersonde, die in einem Abstand von 2-5bp angelagert sind, bendétigt. Eine der Sonden
wird an ihrem 3’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoreszein, die andere beispielsweise mit dem
Fluoreszenzfarbstoff LC-Red-640 markiert. Wahrend des Detektionsprozesses wird der Farbstoff
Fluoreszein (Donor, D) durch eine Diode, die Licht mit der Wellenlange 470nm emittiert, energetisch
angeregt und Ubertragt einen Teil der Anregungsenergie auf den Farbstoff LC-Red-640 (Akzeptor, A).
Das emittierte Licht des angeregten Farbstoffes LC-Red-640 kann anschlieRend vom LightCycler
Fluorimeter detektiert werden. Dieser Vorgang wird auch als Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
(FRET) bezeichnet (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des FRET-Prozesses bei Hybridisierungssonden (nach

LightCycler Probe Design Software 2.0 Manual Version 1.0 250)

Nach der Vervielfaltigung des jeweiligen Amplikons findet eine kontinuierlich Temperaturerhéhung von
0,1 bis 0,2 °C/sec statt. Mit zunehmender Temperatur l16sen sich die Sonden vom komplementaren
Strang ab, mit der Folge eines abnehmenden Fluoreszenzsignales. Bildet man die
Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der Temperatur ab, ergibt sich der Schmelzpunkt der Sonde
aus dem Wendepunkt in der ersten negativen Ableitung dieser Funktion. Der Schmelzpunkt ist als die
Temperatur definiert, bei welcher die Halfte der Sensorsonden an der Ziel-DNA gebunden bzw. frei
vorliegt. Liegt nun eine Mutation im Bereich der Sensorsonde vor, fiihrt dies zu einem
destabilisierenden Effekt, sodass fir die Mutante ein verringerter Schmelzpunkt nachgewiesen werden
kann. Der jeweilige Genotyp lasst sich nun an Hand der Schmelzkurve identifizieren, wobei Wildtyp
und Mutante einen spezifischen Peak und die Heterozygote beide Peaks aufweist. Durch die
Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe und die Detektion bei verschiedenen Wellenlangen

ist auch eine parallele Bestimmung von mehreren Polymorphismen maglich.

Eine Abwandlung des beschriebenen Ansatzes stellt das Simple-Probe-Format dar. Hierbei wird nur
eine Sonde, welche (ber einen sogenannten Quencher mit dem Fluoreszensfarbstoff Fluoreszein
verbunden ist, bendtigt.

Abbildung 7 Schematische Darstellung des FRET-Prozesses bei Simple-Probe Sonden (nach

LightCycler Probe Design Software 2.0 Manual Version 1.0250)
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Liegt diese Simple-Probe frei in Losung vor, verhindert der Quencher eine Emission von Licht. Bindet
jedoch die Sonde an die Ziel-DNA, reduziert sich dieser Effekt, so dass es bei der Anregung durch
den LightCycler zu einer Emission von griiner Fluoreszenz kommt (Abbildung 7). Auch in diesem Fall
kommt es durch eine Mutation im Bereich der Simple-Probe zu einem destabilisierenden Effekt,

welcher an Hand eines erniedrigten Peaks in der Schmelzkurve identifiziert werden kann.

Die erfolgreiche Entwicklung einer neuen Genotypisierungsmethode am LightCycler ist an die
Einhaltung bestimmter Vorgaben geknupft, welche zusammen mit der genauen Vorgehensweise in
den anschlieRenden Kapiteln (2.3.8-10) ndher beschrieben sind.
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2.3.7 Genotypisierung mittels Next Generation Sequencing (NGS) am GS Junior

Das von der Firma Roche vertriebene Gerat war eines der ersten kommerziell erhaltlichen NGS-Gerat.
Hauptvorteile dieses Gerates stellen die Amplikongré3e von bis zu 500bp und die kurze Laufzeit von
10 Stunden dar.* Generell Iasst sich der Gesamtprozess in die Bereiche Library Preparation,

Emulsion-Based Clonal Amplification (emPCR Ampilification) und Sequenzierung unterteilen.
Library Preparation

Am Anfang des Sequenzierungsprozesses steht die Generierung einer Amplikon-Datenbank. Hierbei
werden verschiedene Amplikons mittels PCR und spezifischer Primer (siehe folgender Abschnitt
2.3.8.1) erzeugt, aufgereinigt und Primeraddukte entfernt. AnschlieRend wird der Gehalt der jeweiligen
Amplikons am LightCycler quantifiziert und ein gesamter Pool aller Amplikons erzeugt, in welchem

jedes Amplikon in einer Konzentration von 10" Molekdilen pro ul vorliegt.

Emulsion-Based Clonal Amplification (emPCR Amplification)

In diesem Arbeitsschritt werden Amplikons durch eine Erkennungssequenz auf den jeweiligen Primern
(A/B-Adaptoren) an ein sogenanntes Capture Bead gebunden. Mit Hilfe des Ultra-Turrax Gerates und
synthetischen Olen wird eine Wasser in Ol Emulsion erzeugt, in welcher in jeder Mizelle ein DNA-
Fragment ein einem reaktiven Kompartiment vorliegt. Durch anschlieRende PCR im Thermocycler

wird die am jeweiligen Bead gebundene DNA innerhalb einer Mizelle vervielfaltigt (Abbildung 8).

Y
i,

Adapter carrying Mix DNA Library Create

+ PCR Reagents

e
+ Emulsion Qil

Micro-reactors

library DNA & capture beads “Water-in-oil”
(limited dilution) emulsion

“Break micro-reactors”

i C
Isolate DNA containing beads Perform emulsion PCR

Abbildung 8: Schematische Darstellung und Ablauf der emPCR (Quelle: GS Junior Sequencing

Amplicon Workflow Version 3)

In einem anschlieBenden Aufreinigungsschritt binden sogenannte Enrichment Primer an die am Bead
gebundene DNA und verbinden diesen mit einem weiteren, magnetischen Bead. Mit Hilfe eines

Magnetic Patricle Concentrator erfolgt anschlielend die Trennung von Beads mit erfolgter
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Vervielfaltigung der DNA und Beads ohne gebundene DNA. Im letzten Arbeitsschritt wird tGberprift, ob
die Anzahl der Beads im geforderten Bereich (500.000-2.000.000 Beads) liegt.

Sequenzierung

In einem anschlieBenden Aufreinigungsschritt binden sogenannte Enrichment Primer an die am Bead
gebundene DNA und verbinden diesen mit einem weiteren, magnetischen Bead. Mit Hilfe eines
Magnetic Patricle Concentrator erfolgt anschlieRend die Trennung von Beads mit erfolgter
Vervielfaltigung der DNA und Beads ohne gebundene DNA. Im letzten Arbeitsschritt wird Gberprift, ob
die Anzahl der Beads im geforderten Bereich (500.000-2.000.000 Beads) liegt.

Signal image

Sulfurylase
ATP

Luciferase \Jﬁ-lgifeﬁn

Light + oxy luciferin
Abbildung 9: Schematische Darstellung Sequenzierung (Quelle: GS Junior Sequencing

Amplicon Workflow Version 3)

Im letzten Arbeitsprozess werden die Beads auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen. Hierbei nimmt jedes
Bead einen spezifischen Platz in einem Well ein. Die Reaktionsraume werden anschliefend mit
verschiedenen Schichten aus Nukleotiden, DNA-Polymerase, Puffer und Kontrollbeads Uberschichtet

(Abbildung 9) bzw. abgewaschen. Die Sequenzierung erfolgt hierbei mittels Pyrosequenzierung:

Der Einbau eines Nukleotides durch die Polymerase ist mit einem Verbrauch bzw. einer Spaltung von
ATP in APS und PPi verbunden, welches durch die Sulfurylase wiederum in ATP umgewandelt wird.
Die Luciferase kann das ATP wiederum hydrolysieren und benutzt Luciferin zur Erzeugung von Licht.
So erfolgt eine Aussendung von Licht nur bei Einbau einer Base, welche durch Lichtemission
gemessen werden kann (Abbildung 9). Die Signalstarke gibt die Anzahl eingebauter identischer
Nukleotide wieder. Die Lichtsignalveranderung eines Wells Uber die Zeit wird als sogenanntes

Flowgram dargestellt und ergibt die Basenabfolge der Sequenz.
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2.3.8 Konstruktion der verwendeten Primer und Sonden

2.3.8.1 Konstruktion der Primer

Nach der Identifikation eines relevanten Polymorphismus wurde mit Hilfe der NCBI-Datenbank®’' ein

DNA Bereich von 500 bp um die jeweilige Punktmutation extrahiert und mit Hilfe des Primer3Plus

Tools®?

Primer zur Erzeugung eines Amplikons in diesem Bereich generiert, wobei Amplikons mit
einer GroRe <400 bp bevorzugt wurden. Die Schmelztemperaturen der Primer wurden hierbei in
einem Bereich von 55-60 °C festgelegt, um optimale Ergebnisse zu gewahrleisten und ein sekundares
Annealing zu unterbinden. Da Primerlangen unter 16 bp meist nicht spezifisch genug an die
Zielstruktur binden und mit zunehmender Primerlange die Ineffizienz der PCR zunimmt, wurde bei der
Konstruktion der jeweiligen Primerpaare eine Primerlange von ~ 20 bp angestrebt. Zudem stellt ein
GC-Gehalt von 40-60 % eine adaquate Bindung an die Ziel-DNA sicher. Zur Vermeidung von
Fehlprodukten wurde auf einen geringen Unterschied in der Schmelztemperatur von Vorwarts- und
Ruckwartsprimer geachtet, der maximal 1,6 °C betrug (siehe Anhang A2). Auf Grund ihres haufigen
Vorkommens im Genom wurden auflerdem repetitive und Palindrom-Sequenzen vermieden. Die
Ausbildung von Haarnadelstrukturen innerhalb eines Primers und die Bildung von Primer-Dimeren
beispielsweise zwischen Vorwarts- und Ruckwartsprimern kann die fuir die PCR Reaktion zur
Verfigung stehende Primermenge deutlich reduzieren und 2zu weiteren unerwiinschten
Nebenprodukten fihren. Daher wurde mit Hilfe des Oligoanalyzer 1.5 Tools versucht die Bildung der
beschriebenen Primerstrukturen so weit wie moglich zu unterbinden, wobei Haarnadelstrukturen mit
einer Gibbs Energie (AG) von -3 bis -4 kcal/mol und Primerdimere mit einer AG von -6 bis -8 kcal/mol
akzeptiert wurden.?*®

Fir die Konstruktion von Primern fur das NGS sind grundlegend die gleichen Anforderungen
einzuhalten und zu beachten. Zusatzlich werden die Primer mit spezifischen Adaptor- (blau) und
Schlisselsequenzen (rot) versehen (Abbildung 10). Der Multiplex Identifier (MID; Orange bzw. Gelb)
stellt eine aus zehn Basen bestehende Erkennungssequenz dar und dient bei paralleler Bestimmung
verschiedener Proben, der Identifikation des jeweiligen Patienten. Die verwendeten MIDs bzw. die
gesamte Sequenz der verschiedenen Primer fUr eine Sequenzierung am GS Junior ist den jeweiligen
Methoden (2.3.11.1.3./2.3.11.1.7. bzw. Anhang 3) zu entnehmen.

Forward primer (Primer A):

5-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG MBI T3

Reverse primer (Primer B):

5-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGIMIDI I T e T3

Abbildung 10: Fusionsprimer nach Handbuch GS Junior System Guidelines for Amplicon

Experimental Design August 2010

Grundlegend sollten die Amplikons inklusive Fusionsprimer eine Lange von 400 bp nicht Giberschreiten

und verschiedene Amplikons nicht mehr als 150 bp voneinander variieren. Fir weitere Informationen



sei auf das Handbuch des Herstellers (GS Junior System, Guidelines for Amplicon Experimental

Design, Roche August 2010) verwiesen.

AbschlielRend wurde die Richtigkeit der Primer bzw. die spezifische Bindung an die vorgesehene

Zielstruktur an Hand des BLAS (Basic Local Alignment) Tool tiberpriift.?**

Hierbei gleicht das
beschriebene Tool die Primersequenz mit dem menschlichen Genom ab und identifiziert an welchen
Stellen des Genoms und mit welcher Basenlange sich die Primersequenz anlagert. Nach
Sicherstellung der spezifischen Bindung der Primers an die Zielstruktur, konnte der Primer fur die

Genotypisierung verwendet werden.

Nach Herstellung und Zusendung der angeforderten Sonden durch die Firma Invitrogen wurde das
Lyophilisat mit sterilem Wasser zu einer Konzentration von 25-50 uyM verdinnt, aliquotiert und fir die

weitere Verwendung lichtgeschiitzt bei —20 °C aufbewahrt.

Der Anhang A4 gibt, aufgeteilt in die Themenschwerpunkte Pharmakokinetik, Response und
Gewichtszunahme einen Uberblick Uber die Basenfolgen und Schmelztemperaturen der fir die

Genotypisierung genutzten Primer sowie die Lange der entstehenden PCR-Produkte.

2.3.8.2 Konstruktionen der Sonden

Fir die Konstruktion der HybProbe-Sonden gelten &hnliche Anforderungen im Bezug auf die Lange
und die Vermeidung von monotonen, repetitiven, haarnadelstruktur-bildenden Sequenzen wie schon
bereits flr die Primer beschrieben. Die Lange der Sonde sollte hierbei im Bereich zwischen 20-30
Nukleotiden liegen. Von essentieller Bedeutung flir die Funktion einer Genotypisierungsmethode ist
zudem die Lage und Anordnung der Sensorsonde: Diese sollte im optimalen Falle mittig Uber der
Punktmutation, jedoch mindestens 4 Basenpaare vom Sondenende entfernt, angeordnet werden.
Damit die jeweiligen Genotypen zuverlassig identifiziert und unterschieden werden kdnnen, spielt auch
die Auspragung der Stabilitdtsdnderung, welche durch die Punktmutation verursacht wird, eine
entscheidende Rolle. Je starker der destabilisierende Effekt der nichtkomplementaren Base
ausgepragt ist, desto groRer ist die Differenz zwischen Wildtyp- und Mutantenpeak in der spateren

Schmelzkurven-Auswertung. Nachfolgend ist die empirisch ermittelte Basenpaarstabilitat fir Sonden-

DNA-Duplexe in abnehmender Stabilitat aufgefiihrt.”®

GC>AT>GT=2GA>TT=2G.G>AA=2C.C>C.T>CA

Nach Moglichkeit wurden daher immer Sonden konstruiert die eine groRtmadgliche Differenz in der
Basenpaarstabilitdt (z.B. GC vs. CT) erlaubten. Um einen FRET zu gewahrleisten, sollte zwischen
Sensor und Ankersonde ein Abstand von 1-5 bp liegen. Zudem sollte die Ankersonde eine ~5 °C
héhere Schmelztemperatur als die Sensorsonde besitzen, damit bei zunehmender Temperatur die

Fluoreszenzintensitdt weiterhin  zuverldssig gemessen werden kann. Generell wird nach
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Herstellerangaben eine 3'-Fluoreszein und eine 5 -LCRed Markierung bei benachbarten Sonden und
eine 5-10 °C hohere Schmelztemperatur als die des Primerpaares empfohlen. Wie auch bei den
Primern wurde an Hand des Oligoanalyzer 1.5 Tools die Bildung von Sonden-Dimeren und Primer-
Sonden-Dimeren untersucht bzw. eine AG von -6- bis -8 kcal/mol fir die jeweiligen Dimere

akzeptiert.®

Generell wurde nach Mdglichkeit das HybProbe- dem Simple-Probe Format vorgezogen, weil es eine
simultane Bestimmung mehrerer Polymorphismen ermdglicht und zudem weniger anfallig fur Fehler
und Abweichungen ist. Lies die zugrundeliegende Sequenz jedoch ein HybProbe-Format nicht zu,
wurde auf das Simple-Probe Format ausgewichen. Hierbei ist neben den oben aufgefiihrten
Anforderungen darauf zu achten, dass die Fluoreszein Markierung in einem Abstand von 3-4 Basen
zur Mutation und zum Sondenende erfolgt. Zudem sollte die komplementare Region in der Nahe der

markierten Base keine Guanin-Base enthalten.

AbschlieRend wurde die Richtigkeit und Spezifitdt mit Hilfe des BLAS Tool tUberpruft.
Nach Herstellung und Zusendung der angeforderten Sonden durch die Firma TIB Molbiol wurde das
Lyophilisat mit sterilen Wasser zu einer Konzentration von 3 yM verdinnt, aliquotiert und fir die

weitere Verwendung lichtgeschiitzt bei —20 °C aufbewahrt.

Der Anhang A4 gibt, aufgeteilt in die Themenschwerpunkte Pharmakokinetik, Response und
Gewichtszunahme, einen Uberblick (iber die Basenfolgen und Schmelztemperaturen der fir die

Genotypisierung genutzten Sonden.
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2.3.9 Optimierung der PCR Bedingungen

Neben der Primer- und Sondensequenz sind noch weitere Faktoren fir das Gelingen einer PCR
erforderlich. Hierbei ist die Magnesium-Konzentration von entscheidender Rolle, da sie zum einen als
Cofaktor der Polymerase dient, zum anderen die Anlagerung der Primer an die DNA beeinflusst.
Zudem ist aber auch die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes und das Zyklus- und Temperatur-
programm des Thermo- bzw. LightCycler von essentieller Bedeutung. Daher wurde in Vorversuchen
die optimale Konzentration von Sonden, Primern und Nukleotiden ermittelt und die PCR-Reaktion
hinsichtlich Annealingtemperatur, Zykluszahl und —lange und Elongationszeit optimiert.

Lieferten die oben genannten Malnahmen kein befriedigendes Ergebnis, wurde der Reaktions-
verstarker Dimethylsulfoxid (DMSO) dem Ansatz hinzugefiigt. DMSO destabilisiert GC-reiche DNA-
Abschnitte und flihrt zu einer schnelleren Elongation und einem héheren Gehalt an fehlerfreien PCR-
Produkten.

Generell fand bei der PCR am LightCycler das Prinzip der asymmetrischen PCR Anwendung. Hierbei
wird die Bindung der Sonde an den komplementdren DNA Strang beglinstigt. Dies wird durch
Erhdhung der Konzentration des zur Sonde komplementéren Primers erzielt. Fur Multiplex Anséatze
am LightCycler wurde jede Methode einzeln optimiert bevor eine Kombination und weitere
Optimierung stattfand. Da die verwendeten Farbstoffe ein breites Emissionsspektrum besitzen und
sich gegenseitig Uberlagern, wurde eine Colour Compensation nach Vorgaben des Herstellers
durchgef[]hrt.256 Diese filtert die Nebensignale des jeweils anderen Farbstoffes und vermeidet Fehler

bei der Zuordnung von Peaks in der Schmelzkurve.
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2.3.10 Allgemeiner Ablauf und Durchfiihrung einer Genotypisierungsreaktion

Nachfolgend sind die Arbeitsschritte der jeweiligen Genotypisierungsmethoden aufgefihrt:

Fur eine Genotypisierungsreaktion am LightCycler werden die hierfir bendtigten Reagenzien
(Primer, Sonden, MgCl,, Puffer und evtl. DMSO) ausreichend mittles Vortexmischer geschiittelt und
zentrifugiert. Die jeweilige Menge an Reagenzien (siehe Abschnitt 2.3.11.1-3) wird in eine
Stammldsung fir n+2 Proben pipettiert. Anschlielend wird der Ansatz mit kurz zuvor aus dem
Kuhlschrank genommener Polymerase versetzt, gut vermischt und zentrifugiert. Aus der Stammlésung
werden pro Probe je 19 pl entnommen und damit die Glaskapillare des LightCycler befullt. Zur
Vermeidung fehlerhafter Ergebnisse durch Kontamination wurde jedem Lauf eine Leerkontrolle
hinzugefligt. AnschlieBend wird 1 pl der jeweiligen DNA ergénzt, die Glaskapillare verschlossen, das
gesamte LightCycler-Karussell zentrifugiert und der Lauf gestartet.

Reaktionsansatze am Thermocycler laufen in analoger Weise ab. Im Gegensatz zur zuvor
beschriebenen Methode ist hier die Verwendung von 200 pl Eppendorf-Cups und die Uberschichtung
mit einem Tropfen Mineraldl als Schutz vor Verdunstung zu nennen. Fir eine Allel-spezifische PCR
werden je Probe zwei Reaktionsgefalle bendtigt.

Bei enzymatischem Verdau eines zuvor amplifizierten Produktes wurden die hierfir bendétigten
Reagenzien (H,O, Puffer und evitl. Bovines Serum Albumin (BSA)) ausreichend mittels Vortexmischer
geschittelt und zentrifugiert und in eine Stammldsung fir n+1 Proben pipettiert. Kurz vor
Reaktionsbeginn wurde das Enzym aus dem Kihlschrank genommen und dem Ansatz hinzugefiigt.
Pro Probe wurden jeweils 10 yl Stammlésung mit 10 ul des zuvor amplifizierten Produktes und einem
Tropfen Mineraldl versetzt und flr die in der jeweiligen Methode beschriebene Zeit (siehe Abschnitt
2.3.11.1-3) in ein vortemperiertes Wasserbad bzw. einen Heizblock gestellt.

Zur Uberpriifung einer erfolgten Amplifikation und zur Identifizierung des Genotyps bei enzymatischem
Verdau und Allel-spezifischer PCR wurde die Gelelektrophorese verwendet.

Die hierfir bendtigten Agarosegele wurden gemal den Herstellerangaben aus PeqGold
Universalagarose und 1x TBE-Puffer (UltraPure™ 10x TBE Puffer 1:10 verdiinnt) in Konzentrationen
um 2 % (m/V siehe Abschnitt 2.3.11.1-3) hergestellt. Zur Differenzierung von Fragmenten, die sich in
nur wenigen Basenpaaren unterscheiden, wurde MetaPhor™ Agarose in einer Konzentration von 3,5
% verwendet. Der Lésung wurde eine definierte Menge Ethidiumbromidg/hl) im Ver&ltnis
1:10000 zugesetzt. Nach der Gelierung wurde das Gel mit 1x TBE Puffer Uberschichtet und im
Kihlschrank aufbewahrt. Das jeweilige Amplifikationsprodukt wurde mit 5 pl eines Gel-Ladepuffers
versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Nach Ablauf der Gelelektrophorese, welche bei 100V
zwischen 30 und 45 Minuten in einem Mupid-Gelelektrophoresesystem erfolgte, wurden die Banden
auf den Gelen unter Absorption von UV-Strahlung und anschlieRender Fluoreszenzemission mit Hilfe

einer Photoprint-Station sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert.

Die Sequenzierung am GS Junior umfasst sehr viele Arbeitsschritte, weshalb nur relevante

Abweichungen vom Protokoll des Herstellers wiedergegeben werden kdnnen.
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Die Generierung des Amplikons erfolgte am Thermocycler und wurde mittels Gelelektrophorese
Uberpruft (weitere Informationen sind der jeweiligen Methode in den Abschnitten 2.3.11.1.3. bzw.
2.3.11.1.7. zu entnehmen). AnschlielRend erfolgte die Aufreinigung nach Amplicon Library Preparation
Method Manual (Roche, Stand Juni 2013). Hierbei wurde auf die Kontrolle der kurzen Fragmente
(Kapitel 3.4 im genannten Manual) verzichtet und stattdessen einen doppelte Aufreinigung
(Wiederholung der Arbeitsschritte 3.2.1 im genannten Manual) durchgefihrt Zur Quantifizierung der
jeweiligen DNA im LightCycler wurden 20 pl des 1:200 verdinnten Pico-Green Reagenzes mit 20 pl
des 1:100 verdinnten gereinigten Amplikon DNA Samples vermengt. 20 ul dieser Mischung wurden in
die Kapillaren des LightCycler pipettiert und mit folgendem Programm quantifiziert: 40 °C 30 sec; 5x
[40 °C 1 sec]; 40 °C 30 sec.

Die Herstellung und Durchflhrung der Emulsions-PCR und anschlieRende Aufreinigung erfolgte nach
emPCR Amplification Method Manual- Lib-A (Roche, Stand Mai 2012). Generell lag die Anzahl der
erhaltenen Beads nach erfolgter emPCR oberhalb der Grenze von 2.000.000. Zur Vermeidung wurde
die Amplikonlibrary mit einer Konzentration von 10" Molekiilen pro ul auf 10° Molekiile pro ul verdinnt

und von dieser 15 yl fir die emPCR verwendet.

Die anschlieRende Sequenzierung am GS Junior erfolgte nach Sequencing Method Manual (Roche,
Stand November 2011).

Die abschlieRende Datenanalyse wurde nach Hersteller-Handbuch (454 Sequencing System Software
Manual, Roche, Software Version 2.5p1, August 2010) durchgefiihrt. Hierbei erfolgte die Einschatzung
der Qualitat eines Laufes mit der Software GS Run Browser. Diese Software verwendet nur Reads
einer vordefinierten Qualitadt zu weiteren Auswertung und differenziert in die Filter ,Dots®, ,Mixed*,
»ohort Primer* und ,Short Quality“. Hierbei entfernt der Dots Filter kurze Reads bzw. Reads mit einer
hohen Anzahl an Fehlpaarungen. Der Mixed Filter schliel3t Reads mit zu starken Signalen im Bereich
eines Wells (z.B. durch Bindung verschiedener DNA-Fragmente an ein Bead) von der Auswertung
aus. Zuletzt entfernen die Short Primer und Quality Filter nicht vollstandige bzw. unvollstandig

gelesene Reads.

Zur Zuordnung des jeweiligen Genotyps wurde die GS Amplicon Variant Analyzer Software
verwendet. Die Kodierung der MIDs erfolgte hierbei nach dem Either-Verfahren, welches eine
gelesene Sequenz nach Identifikation nur einer MIDs des Forward oder Reverse Primers in die
Datenauswertung einbezieht. Auszlige der Ergebnisse aus den genannten Software Programmen sind

den jeweiligen Methoden (2.3.11.1.3. bzw. 2.3.11.1.7.) zu entnehmen.
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2.3.11 Nachweis genetischer Polymorphismen

Im Folgenden sind die neu entwickelten Methoden am LightCycler sowie die zugehorigen
Validierungsmethoden unterteilt nach der Studienpopulation (Olanzapinmetabolismus => ,Serum
Olanzapin®, im Kontext eines veranderten Therapieansprechens => ,Response®, Antipsychotika
vermitteleter Gewichtszunahme => ,Gewicht*) aufgefuhrt. Die Grundlagen zum allgemeinen
Methodendesign, Ablauf und Optimierung der Reaktion sind hierbei den Abschnitten 2.3.8-10 zu
entnehmen, die genauen Sequenzen der Oligonukleotide sowie deren Schmelztemperaturen und
Amplikonlangen dem Anhang A2. Nach einer kurzen Beschreibung der jeweiligen Methode wird
jeweils eine Tabelle mit dem verwendeten Zyklusprogramm und der Zusammensetzung des

Reaktionsansatzes sowie eine Abbildung der Schmelzkurve aufgefuhrt.
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2.3.11.1 Nachweis genetischer Polymorphismen im Olanzapinmetabolismus

2.3.11.1.1.rs35694136 (CYP1A2) und rs2011425 (UGT1A4)

Der rs35694136 Polymorphismus wird auch als CYP1A2*1D -2467T>delT Polymorphismus
bezeichnet und stellt eine Deletion der Thymin Base im Intron 1 des CYP1A2 Genes dar. Der
rs2011425 Polymorphismus (UGT1A4*3) bezeichnet den Basenaustausch vom Thymin zu Guanin
und verursacht auch eine Anderung der Aminoséuresequenz (Leucin>Valin) innerhalb des UGT1A4

Genes.

Die Sensorsonde des rs35694136 Polymorphismus (LCRed705-TGATTGTGGCACATGAACCCC-
Phosphat) wurde bei dieser Methode komplementar zum Wildtyp T-Allel konstruiert, an ihrem 5°-Ende
mit LCRed705 markiert und am anderen Ende mit einer Phosphatgruppe geschitzt. Zwei Basen zuvor
wurde die Ankersonde (GAGGTCGAGGCTGCAGTGAGC-Fluoreszein) angeordnet, die am 3'-Ende
mit Fluoreszein markiert wurde. Die Schmelzkurvenanalyse lieferte fir den Wildtyp ein Maximum von
65 °C, wohingegen ein Fehlen der Thymin-Base durch das Maximum bei 60 °C angezeigt wurde. Die
genaue Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und der Verlauf der Schmelzkurve ist Tabelle 4

bzw. Abbildung 11 zu entnehmen.

Die oben beschriebene Methode wurde im weiteren Untersuchungsverlauf durch die Bestimmung des
rs2011425 Polymorphismus erganzt. Die Sensorsonde (LCRed640-AGCATGCGGGAG
GCCTTGCG-Phosphat) bindet bei dieser Bestimmung komplementar zum Wildtyp T-Allel. Zwei Basen
zuvor wurde die Ankersonde (GCCCACTGATGGCAGCCCCTGGC-Fluoreszein) angeordnet, die am
3’-Ende mit Fluoreszein markiert wurde. In der Schmelzkurvenanalyse kann der Wildtyp durch den
Peak bei 71 °C identifiziert werden. Bei Austausch der Thymin-Base durch ein Guanin ergibt sich eine
Schmelzpunkterniedrigung auf 65 °C (Abbildung 12)
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Abbildung 11: rs35694136 Schmelzkurve
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Tabelle 4: rs35694136 und rs2011425 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 35x [95 °C 10 sec — 59 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 50 °C - 80 °C bei 0,1 °C/sec

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H.,0, steril 12

MgCl, 1,7 25mM 3,125 mM
F-Primer CYP1A2*1D 0,4 25 yM 500 nM
R-Primer CYP1A2*1D 0,5 25 yM 625 nM
F-Primer UGT1A4*3 0,3 25 yM 375nM
R-Primer UGT1A4*3 0,5 25 yM 625 nM
Sen CYP1A2*1D 0,4 3 uM 60 nM
Anc CYP1A2*1D 0,4 3 uM 60 nM
Sen rs2011425 0,3 3 uM 45 nM
Anc rs2011425 0,3 3 uM 45 nM
k/:?xhtCycler DNA Master 2 10x 0.5%

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)
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Abbildung 12: rs2011425 Schmelzkurve



Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode des rs35694136 Polymorphismus wurde
ein enzymatischer Verdau mit dem Enzym BtsCl durchgefiihrt: Hierfir wurde die von Chida et al.
publizierte Methode an die Bedingungen im PCR Labor des Institutes angepasst und optimiert. Die
genaue Zusammensetzung des Ansatzes kann Tabelle 5 entnommen werden. Anschlielend wurden
10 yl des generierten PCR-Produktes mit 10 pyl Stammiésung (7 pl H20, 2 pl NEB4 Puffer 10x, 1 pl
Enzym Ndel mit 20000 U/ml) vermischt und bei 37 °C fur 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. Das
Restriktionsenzym schneidet das Wildtyp T-Allel, so dass sich 2 Fragmente mit 148 bp und 19 bp
ergeben; bei Fehlen der Thyminbase verbleibt das Amplikationsprodukt bei 167 bp. Die Bandenmuster
kdnnen Abbildung 13 entnommen werden. Die untersuchten Proben konnten zuverldassig einem

Genotyp zugeordnet werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler Methode Uberein.

Tabelle 5: rs35694136 Amplikongenerierung am Thermocycler
Zyklusprogramm

W: 95 °C 300 sec; 35x [94 °C 30 sec —49 °C 10 sec — 72 °C 60 sec]; 72 °C fur 7 min

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 15,3

Qbiogene Incubation > 10x 0,5x

Puffer

dNTP Peqglab 0,4 5mM 100 M

RFLP F CYP1A2*1D 0,5 25 uM 625 nM

RFLP R CYP1A2*1D 0,5 25 uM 625 nM

Taq Polymerase

Qbiogene 0,3 5 U/l 1,5 U/l

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 pl DNA)

Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode des rs2011425 Polymorphismus wurde
ein enzymatischer Verdau mit dem Enzym Stul durchgefiihrt: Hierfiir wurden 10 ul des generierten
PCR-Produktes aus dem LightCycler Lauf mit 10 yl Stammlésung (7 pl H20, 2 pyl NEB4 Puffer 10x, 1
pl Enzym Stul mit 10000 U/ml) vermischt und bei 37 °C fir 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. Das
Restriktionsenzym schneidet nur das Wildtyp T-Allel, sodass sich 2 Fragmente mit 210 bp und 155 bp
ergeben, wohingegen die Mutante bei 365 bp verbleibt. Die Bandenmuster kénnen Abbildung 14
entnommen werden. Die untersuchten Proben konnten zuverldssig einem Genotyp zugeordnet

werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler Methode Uberein.
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1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)
2. Heterozygote: 167 bp + 148 bp + 19 bp (TDelT)
3. Mutante: 167 bp (DelTDelT)
4. Wildtyp: 148 bp + 19 bp (TT)

5. Leerkontrolle

B B BRI RERY

Abbildung 13: rs35694136 enzymatischer Verdau mit Ndel, Agarosegel 3.5 % (Metaphor), 5 pl
Probe + 1 yl Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V

1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)

2. Wildtyp: 210 bp + 155 bp (TT)

3. Heterozygote: 365 bp + 210 bp + 155 bp (TG)
4. Mutante: 365 bp (GG)

5. Leerkontrolle

Abbildung 14: rs2011425 enzymatischer Verdau mit Stul, Agarosegel 2.0 %, 5 pl Probe + 1 pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V

2.3.11.1.2 rs762551 bzw. CYP1A2*1F Polymorphismus (CYP1A2)

Die Bestimmung des CYP1A2*1F-Allels erfolgte mittels einer bereits etablierten Methode wie in der

Dissertation von Herrn Popp beschrieben. 257
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2.3.11.1,3 rs2302429 Polymorphismus (POR)

Der rs2302429 Polymorphismus (UGT1A4*3) stellt eine Punktmutation der Guanin zur Adenin Base
dar und befindet sich im Intron 11 des POR Genes.

Die Sensorsonde (TGAGGTTTGGATGCCAGGTGG-Fluoreszein) wurde bei dieser Methode
komplementar zum mutierten A-Allel konstruiert und an ihrem 3°-Ende mit Fluoreszein markiert. In
einem Abstand von 2 Basen folgte die Ankersonde (LCRed610-TGGAAGAGGCCCTGGGT
GAGTGG-Phosphat), die am 5°-Ende eine LCRed610 Markierung erhielt und am anderen Ende durch
eine Phosphatgruppe geschitzt wurde. Die Schmelzkurvenanalyse lieferte flr die Mutante ein
Maximum von 66 °C. Der Wildtyp konnte durch ein Peak bei 60 °C identifiziert werden. Die genaue
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und der Verlauf der Schmelzkurve ist Tabelle 6 bzw.

Abbildung 15 zu entnehmen.

Tabelle 6: rs2302429 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 35x [95 °C 10 sec — 58 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 50 °C - 75 °C bei 0.1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 14,2

MgCl, 1,4 25mM 2,75 mM

Forward POR 0,3 25 uM 375 nM

Reverse POR 0,5 25 uM 625 nM

Sen rs2302429 0,3 3 uM 45 nM

Anc rs2302429 0,3 3 uM 45 nM

k/il?xhtCycler DNA Master 2 10x 0.5%

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)
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Abbildung 15: rs2302429 Schmelzkurve

Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode des rs2302429 Polymorphismus wurde
ein enzymatischer Verdau mit dem Enzym BtsCl durchgefiihrt: Hierfir wurden 10 pl des zuvor mit
dem LightCycler-Lauf generierten PCR-Produktes mit 10 yl Stammlésung (7 pl H20, 2 yl NEB4 Puffer
10x, 1 pl Enzym BtsCIl mit 20000 U/ml) vermischt und bei 50 °C fir 3 Stunden im Wasserbad erhitzt.
Das Restriktionsenzym schneidet das mutierte A-Allel, sodass sich 2 Fragmente mit 202 bp und 178
bp ergeben. Der Wildtyp kann durch das Amplikationsprodukt bei 380 bp identifiziert werden. Die
Bandenmuster kénnen Abbildung 16 entnommen werden. Die untersuchten Proben konnten
zuverlassig einem Genotyp zugeordnet werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler

Methode Uberein.

1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)
2. Wildtyp: 380 bp (GG)

3. Heterozygote: 380 bp + 202 bp + 178 bp (GA)

l
!

4. Mutante: 202 bp + 178 bp (AA)

5. Leerkontrolle
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——
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Abbildung 16: rs2302429 enzymatischer Verdau mit BtsCl, Agarosegel 2.0 %,
5 ul Probe + 1 pl Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V
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2.3.11.2 Nachweis genetischer Polymorphismen im Kontext einer verbesserten
Therapievorhersage

2.3.11.2.1. rs3787429 und rs3787430 Polymorphismus (HRH3)

Beide untersuchten Polymorphismen stellen eine stille Punktmutation von Cytosin zu Thymin dar und
befinden sich im Exon 3 des HRH3 Genes.

Fir den rs3787429 Polymorphismus wurde die Sensorsonde (LCRed640-CATGCGCTTCTC
CAGCGAGG-Phosphat) komplementar zum Wildtyp C-Allel konstruiert und am 5°-Ende mit
LCRed640 Farbstoff bzw. am 3-Ende mit einer Phosphatgruppe versehen. In einem Abstand von 2
Basen wurde die Ankersonde (CTGGGTGAAGCTCTGGGACACCATC—Fluoreszein) angeordnet.
Hieraus ergab sich eine Schmelztemperatur von 62,5 °C fiir das Wildtyp-C-Allel und 55,5 °C fir das
mutierte T-Allel. Die genaue Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und der Verlauf der
Schmelzkurve ist Tabelle 7 bzw. Abbildung 17 zu entnehmen.

Tabelle 7: rs3787429/30 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 40x [95 °C 10 sec — 58 °C 20 sec — 72 °C 25 sec]; 50 °C - 75 °C bei 0,1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 12,2

MgCl, 0,6 25 mM 1,75 mM

F monoplex HRH3 0,5 25 uM 625 nM

R monoplex HRH3 0,5 25 uM 625 nM

Sen rs3787429 0,5 3 uM 75 nM

Anc rs3787429 0,5 3 uM 75 nM

Sen2 rs3787430 0,6 3 uM 90 nM

Anc2 rs3787430 0,6 3 uM 90 nM

DMSO 1,0

k/il?xhtCycler DNA Master > 10x 0,5x

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 ul DNA)

Fir den rs3787430 Polymorphismus wurde die Sensorsonde (GGACGCCGACGGCTTGGA-

Fluoreszein) ebenfalls komplementar zum Wildtyp C-Allel konstruiert, jedoch mit Fluoreszein am 3’-
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Ende versehen. In einem Abstand von 2 Basen folgte die Ankersonde (LCRed705-
CCCTCTTGAGTGAGCGCGGCCT) mit 3°-LD-705 Markierung und einer 5’-Phosphatgruppe
(LCRed705-CCCTCTTGAGTGAGCGCGGCCT). Es wurden Maxima in der Schmelzkurve von 64 °C
und 55,5 °C beobachtet, die dem Wildtyp C-Allel bzw. dem mutierten A-Allel zugeordnet werden
kénnen. (Abbildung 18)

Melting Peaks
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Abbildung 17: HRH3 rs3787429 Schmelzkurve
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Abbildung 18: HRH3 rs3787430 Schmelzkurve

Als Validierungsmethode flr den rs3787429 Polymorphismus wurde eine ALS PCR am Thermocycler
entwickelt: Hierfir wurde ein Reverse Primer (TTCACCCACCTCCAGCTC) fir beide Ansatze und
jeweils ein Forward Primer fir den Wildtyp (ATCTTCATGCGCTTCTCCAC) und fir die Mutante
(ATCTTCATGCGCTTCTCCACT) konstruiert. Da das PCR Produkt reich an GC-haltigen Basen ist,
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wurden 10 % DMSO hinzugefiigt. Die genaue Zusammensetzung des optimierten Ansatzes ist Tabelle
8 zu entnehmen.

Tabelle 8: rs3787429 ALS PCR-Methodenbeschreibung
Zyklusprogramm

W: 95°C 300 sec; 30x [93 °C 30 sec — 57 °C 30 sec — 72 °C 30 sec]; 72 °C flr 7 min

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,O0, steril 13,3

Qbiogene Incubation 2 10x 0.5x

Puffer

dNTP Peqglab 0,4 5mM 100 uM

ALS FW rs3787429
oder 0,5 25 uM 625 nM
ALS FM rs3787429

ALS R rs3787429 0,5 25 uM 625 nM

DMSO 2

Taq Polymerase

Qbiogene 0,3 5 U/pl 1,5 U/pl

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 pl DNA)

An Hand des 113 bp groRen Amplifikationsproduktes (Abbildung 19) konnten die verschiedenen
Genotypen zuverlassig identifiziert werden. In beiden Ansatzen ergaben sich schwache Fehlbanden,
die die Prasenz der Hauptbande aber nicht Gberdeckten, so dass die untersuchten Proben problemlos

zugeordnet werden konnten und die Ergebnisse der LightCycler Methode bestatigten.

ALS PCR Wildtyp ALS PCR Mutante

1. AQ2 DNA Ladder
2. Wildtyp (CC)
3. Mutante (TT)
4. Heterozygote (CT)

5. Leerkontrolle

Abbildung 19: rs3787429, Gelelektrophorese, Agarosegel 2 %, 5 ul Probe + 1 pl Auftragspuffer
pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V



Als Validierungsmethode fir den rs3787430 Polymorphismus wurde ebenfalls eine ALS PCR am
Thermocycler entwickelt: Hierfir wurden ein Forward Primer (AGGAGCCAGAAGGAGGTTTC) und
jeweils ein Reverse Wildtyp Primer (AAGAGGGGCTCCAAGCAG) und ein Reverse Mutant Primer
(CAAGAGGGGCTCCAAGCAA) verwendet. Da die Primer auch in dieser Methode einen GC Gehalt
von Uber 5 0% besitzen, wurden 10 % DMSO fur den Wildtypansatz und 5 % DMSO fiur den
Mutationsansatz hinzugefugt (ndheres siehe Tabelle 9). Zur Optimierung der Ergebnisse wurde flr
den Wildtypansatz eine Annealingtemperatur von 54,5 °C und fur den Mutationsansatz eine
Temperatur von 55,5 °C gewahit.

Tabelle 9: rs3787430 ALS PCR-Methodenbeschreibung
Zyklusprogramm

W: 95 °C 300 sec; 34x [93 °C 30 sec — 54,5 °C (W)/ 55,5 °C (M) 30 sec — 72 °C 30 sec]; 72 °C fir 7
min

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 13,3

ICDQLt:fi]E:eg;rene Incubation 5 10x 0,5x

dNTP Peglab 0,4 5mM 100 uM

ALS Forward rs3787430 | 0,5 25 uM 625 nM

ALS RW rs3787430
oder 0,5 25 uM 625 nM
ALS RM rs3787430

2 (W)
DMSO 1(M)
Taq Polymerase 0.3 5 Ul 1,5 U/l

Qbiogene

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)

Das 243 bzw. 242 bp lange Amplifikationsprodukt wurde anschlieRend auf einem 2 % Gel aufgetrennt
(Abbildung 20). Hierbei konnten fur die untersuchten Proben die Ergebnissen der LightCycler Methode
bestatigt werden.



ALS PCR Wildtyp ALS PCR Mutante

1. AQ2 DNA Ladder
2. Wildtyp (CC)
3. Heterozygote (CT)
4. Mutante (TT)

5. Leerkontrolle

o
=
—

:

Abbildung 20: rs3787430 Gelelektrophorese, Agarosegel 2 %, 5 pl Probe + 1 pl Auftragspuffer
pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V
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2.3.11.2.2 rs1344706 Polymorphismus (ZNF804A)

Der rs1344706 Polymorphismus ist im Intron Bereich des ZNF804A Genes lokalisiert und stellt eine

Punktmutation von Thymin zu Guanin dar.

Die  Sensorsonde (CAAAAACTATCAGAATCAACTTCTTGGA-Fluoreszein)  wurde hierbei
komplementar zum Wildtyp T-Allel konstruiert und an ihrem 3’-Ende mit Fluoreszein markiert. In
einem Abstand von 2 Basenpaaren folgte die Ankersonde (LCRed640-TCTATCTGGAAAGTAA
TCAAAGGTTTACAGG-Phosphat), die am 5°-Ende eine LCRed640 Markierung erhielt und am
anderen Ende durch eine Phosphatgruppe geschiitzt wurde. Die Schmelzkurvenanalyse lieferte fur
den Wildtyp ein Maximum von 61 °C, wohingegen der Austausch der Thymin-Base durch das
Maximum bei 56 °C identifiziert werden kann. Die genaue Zusammensetzung des Reaktionsansatzes

und der Verlauf der Schmelzkurve ist Tabelle 10 bzw. Abbildung 21 zu entnehmen.

Tabelle 10: rs1344706 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 35x [95 °C 10 sec — 58 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 50 °C -75 °C bei 0,1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 14,2

MgCl, 1,4 25 mM 2,75 mM

Forward ZNF804A 0,3 25 uM 375 nM

Reverse ZNF804A 0,5 25 uM 625 nM

Sen rs1344706 0,3 3 uM 45 nM

Anc rs1344706 0,3 3 uM 45 nM

,I;/il?xhtCycler DNA Master 5 10x 0,5x

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 pl DNA)

Als Validierungsmethode fir den rs1344706 Polymorphismus wurde eine ALS PCR am Thermocycler
entwickelt: Hierfir wurde ein Reverse Wildtyp (ATATCCAAGAAGTTGATTCTGACA) und ein Reverse
Mutant Primer (TCCAAGAAGTTGATTCTGACC) mit einer Fehlpaarung an der vorletzten Stelle
generiert, um eine spezifische Anlagerung zu beglnstigen. Zur Bestimmung wurden jeweils ein
Wildtyp- und ein Mutationsansatz verwendet. Diese enthalten den identischen Forward Primer
(GCACATGAGTAGTGAGGTT) und unterscheiden sich nur durch Zugabe des Reverse Primers. Die
genaue Zusammensetzung ist Tabelle 11 zu entnehmen.
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Abbildung 21: rs1344706 Schmelzkurve
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Tabelle 11: rs1344706 ALS PCR-Methodenbeschreibung

64 66 G

Zyklusprogramm

94 °C 180 sec; 33x [93 °C 30 sec — 54,5 °C 30 sec — 72 °C 30 sec]; 72 °C flr 7 min

Qbiogene

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 15,3

Ig)ﬁ;fi]fzagrene Incubation 5 10x 0,5x

dNTP Peqlap 04 5mM 100 uM

ALS F ZNF804A 0,5 25 yM 625 nM

ALS RW ZNF804A

oder 0,5 25 uM 625 nM

ALS RM ZNF804A

Taq Polymerase 0.3 5 U/l 15 U/l

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 pl DNA)
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An Hand des 157 bzw. 154 bp groflen Amplifikationsproduktes (Abbildung 22) konnten die
verschiedenen Genotypen zuverlassig identifiziert werden und stimmten fir die untersuchten Proben
mit den Ergebnissen der LightCycler Methode Uberein.

ALS PCR Wildtyp ALS PCR Mutante

1. AQ 2 DNA Ladder
2. Mutante (GG)
3. Wildtyp (TT)

4. Heterozygote (TG)

[ (o)
L | L
- = - -
(S | 4
Gt e
P el
— i

5.Leerkontrolle

Abbildung 22: rs1344706 Gelelektrophorese, Agarosegel 2 %, 5 pl Probe + 1 ul Auftragspuffer
pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V
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2.3.11.2.3 ABCB1: rs28656907(T=>C) und rs28373093 (G=>C)

Der dinukleotide Polymorphismus rs28656907/rs28373093 ist in der proximalen Promoterregion des

ABCB1 Genes lokalisiert und stellt eine Punktmutation von Thymin/Guanin zu Cytosin/Cytosin dar.

Beide Punktmutationen befinden sich direkt nebeneinander, konnen aber auf Grund des vorliegenden
LD von 1 ohne Probleme identifiziert werden. Die Sensorsonde (GCTCTTCTACACCTCTTTAGGGTT-
Fluoreszein) wurde hierbei komplementar zum Gegenstrang des Wildtyp T- bzw. G-Alleles konstruiert
und an ihrem 3’-Ende mit Fluoreszein markiert. 2 Basen zuvor wurde die Ankersonde (LCRed640-
GGCATACTCCTTTCTGAGAATTTCTCGTCT-Phosphat), die am 5°-Ende eine LCRed640 Markierung
erhielt und am anderen Ende durch eine Phosphatgruppe geschitzt wurde, angeordnet. Die
Schmelzkurvenanalyse lieferte fir die beiden Wildtypen ein Maximum von 62,5 °C, wohingegen der
Austausch der benachbarten Basen zu einer starken Temperaturverschiebung fiihrt und durch den
Peak bei 50 °C identifiziert werden kann. Die genaue Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und

der Verlauf der Schmelzkurve ist Tabelle 12 bzw. 23 zu entnehmen.

Tabelle 12: rs28656907 und rs28373093 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 35x [95 °C 10 sec — 58 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 50 °C - 75°C bei 0,1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 14,2

MgCl, 1,4 25mM 2,75 mM

Forward ABCB1 0,3 25 uM 375 nM

R ABCB1 0,5 25 uM 625 nM

Sen ABCB1 0,3 3 uM 45 nM

Anc ABCB1 0,3 3 uM 45 nM

k/il?xhtCycler DNA Master 2 10x 0.5%

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 pl DNA)
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Abbildung 23: rs28656907 und s28373093 Schmelzkurve

Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode wurde ein enzymatischer Verdau mit dem
Enzym Stul durchgefihrt: Hierfir wurden 10 ul des generierten PCR-Produktes aus dem LightCycler
Lauf mit 10 pyl Stammbsung (7 pl H20, 2 yl NEB4 Puffer 10x, 1 yl Enzym Stul mit 10000 U/ml)
vermischt und bei 37 °C fiir 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. Das Restriktionsenzym schneidet nur bei
Vorliegen der beiden mutierten Allele, so dass sich 2 Fragmente mit 374 bp und 72 bp ergeben. Der
Wildtyp kann durch das Amplifikationsprodukt bei 446 bp identifiziert werden. Die Bandenmuster
kdnnen der Abbildung 24 entnommen werden. Die untersuchten Proben konnten zuverldssig einem

Genotyp zugeordnet werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler Methode Uberein.

1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)

2. Mutante: 374 bp + 72 bp (CC/CC)

3. Heterozygote: 446 bp + 374 bp+ 72 bp (TC/GC)
4. Wildtyp: 446 bp (TT/GG)

5. Leerkontrolle

Abbildung 24: rs2302429 enzymatischer Verdau mit Stul, Agarosegel 2.0 %, 5 pl Probe + 1 pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V
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2.3.11.3 Nachweis genetischer Polymorphismen in der Antipsychotika
vermittelten Gewichtszunahme

2.3.11.3.1 rs324420 Polymorphismus (FAAH)

Bei dem untersuchten rs324420 Polymorphismus handelt es sich um einen Basenaustausch von
Cytosin zu Adenin, welcher zu einer Anderung der Aminosaurestruktur (Threonin statt Prolin) an der
Stelle 129 des FAAH Enzymes fuhrt.

Die Sensorsonde (GCTGTCTCAGGCCCCAAGGCAG-LCRed640) wurde an ihrem 3’-Ende mit dem
LCRed640 Farbstoff markiert und so konstruiert, dass sie komplementar zum Strang des Wildtypes
ist. Um einen optimalen FRET Ubergang zu gewahrleisten, folgte in einem Abstand von 2
Basenpaaren die Ankersonde (Fluoreszein-CCTGCTCTATGGCGTCCCTGTGAGCCTC), die an ihrem
5’-Ende mit Fluoreszein markiert wurde. Aus den Gegebenheiten folgte eine Schmelztemperatur von
70 °C fir das Wildtyp-C-Allel und 63,5 °C fur das mutierte G-Allel. Die genaue Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes und der Verlauf der Schmelzkurve ist Tabelle 13 bzw. Abbildung 25 zu
entnehmen.

Tabelle 13: rs324420 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 40x [95 °C 10 sec — 60 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 58 °C — 78 °C bei 0,1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 14,4

MgCl, 0,6 25 mM 1,75 mM

FA Pro129Thr 0,5 25 yM 625 nM

RA Pro129Thr 0,3 25 yM 375 nM

Sen Pro129Thr 0,6 3 uM 90 nM

Anc Pro129Thr 0,6 3 uM 90 nM

k/:?xhtCycler DNA Master 2 10x 0.5%

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)
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Abbildung 25: Pro129 rs324420 Schmelzkurve Temperature {(°C)

Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode wurde zusatzlich fir 60 Proben ein
enzymatischer mit dem Enzym BSAJI durchgefiihrt. Hierfir wurden 10 pyl PCR-Produkt aus dem
vorausgegangenen LightCycler Lauf und 10 yl Stammldésung (6 yl H20, 2 yl NEB4 Puffer 10x, 2 ul
Enzym BSAJI mit 5000 U/ml) bei 60 °C fir 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. Das Restriktionsenzym
schneidet nur das Wildtyp C-Allel, sodass sich 2 Fragmente mit 133 bp und 71 bp ergeben; das
mutierte A-Allel verbleibt unverdndert mit 204 bp. Die Bandenmuster kénnen Abbildung 26
entnommen werden. Die untersuchten Proben konnten zuverldssig einem Genotyp zugeordnet

werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler Methode Uberein.

Agarosegel 2 %, 5ul Probe + 1 pl Auftragspuffer pro

Geltasche, Laufzeit und —spannung: 30 min bei 100V

1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)
2. Heterozygote: 204 bp + 133 bp + 71 bp (CA)
3. Wildtyp: 133 bp + 71 bp (CC)

4. Mutante: 204 bp (AA)

5. Leerkontrolle

Abbildung 26: rs324420 enzymatischer Verdau mit BSAJI
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2.3.11.3.2. rs17782313 und rs489693 Polymorphismus

Der rs17782313 Polymorphismus befindet sich 188 kilobasen (kb) downstream des MC4R Genes
und stellt eine Punktmutation von Thymin zu Cytosin dar, wahrend bei dem rs489693 Polymorphismus
eine Punktmutation von Adenin zu Cytosin,156 kb downstream des MCR4 Genes, vorliegt.

Um einen groRen Peakabstand zu gewahrleisten wurde die Sensorsonde komplementar zum
mutierten C-Allel konstruiert und an ihrem 3’-Ende mit Fluoreszein markiert (GAGATTGTATCCCG
ATGGAAATGACAAGAA-Fluoreszein). Die in einem Abstand von 2 Basen folgende Ankersonde
wurde an ihrem 5°-Ende mit LCRed640 und an ihrem 3'-Ende mit Phosphat versehen (LCRed640-
GCTTCAGGGGGAAGGTGACATTTAAGTTGG—Phosphat). In der Schmelzkurvenanalyse konnten
Wildtyp-Trager an Hand des Maximums von 57,5 °C und mutierte Allel-Trdger an Hand des
Maximums von 63 °C identifiziert werden.

Die genaue Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und der Verlauf der Schmelzkurve ist Tabelle
14 bzw. Abbildung 27 zu entnehmen.

Tabelle 14: rs17782313 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 35x [95 °C 10 sec — 58 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 52 °C — 67 °C bei 0,1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 12,6

MgCl, 1,4 25 mM 2,75 mM

Forward MC4R 0,5 25 uM 625 nM

Reverse MC4R 0,5 25 uM 625 nM

Sen MC4R 0,5 3 uM 75 nM

Anc MC4R 0,5 3 uM 75 nM

DMSO 1

k/il?xhtCycler DNA Master 5 10x 0,5x

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 ul DNA)
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Abbildung 27: MC4R rs17782313 Schmelzkurve am LC 1.5

Im spateren Forschungsverlauf wurde die oben aufgefihrte Methode vom LC 1.5 auf den LC 2.0
Ubertragen und um den weiteren Polymorphismus rs489693 erganzt, was aber keine relevante

Auswirkung auf den Verlauf und die Peaks in der Schmelzkurve hatte (Abbildung 28).
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Abbildung 28: MC4R rs17782313 Schmelzkurve am LC 2.0 (zusammen mit rs489693)

Fir den rs489693 Polymorphismus wurde die Sensorsonde komplementar zum mutiertem C-Allel
konstruiert, an ihrem 5°-Ende mit LCRed705 markiert und am 3’-Ende durch eine Phosphatgruppe
geschiitzt (LCRed705-CTGTTGTCATTAGTTCCCGTTTGTT-Phosphat). Zwei Basenpaare zuvor wird
die Ankersonde, die an ihrem 5°-Ende mit Fluoreszein versehen wurde, angelagert
(CCAGATTTGGTCAA TACAGGTCATGTCTTAA-Fluoreszein). Der Wildtyp kann an Hand des Peaks
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bei 58 °C und die Mutante an Hand des Peaks bei 64 °C in der Schmelzkurvenanalyse (Abbildung 29)

identifiziert werden. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist Tabelle 15 zu entnehmen.

Tabelle 15: rs17782313 + rs489693 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 35x [95 °C 10 sec — 58 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 50 °C — 75 °C bei 0,1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 11,7

MgCl, 1,4 25 mM 2,75 mM

Forward MC4R 0,5 25 uM 625 nM

Reverse MC4R 0,5 25 uM 625 nM

F rs489693 0,3 25 uM 375 nM

R rs489693 0,5 25 uM 625 nM

Sen MC4R 0,5 3 uM 75 nM

Anc MC4R 0,5 3 uM 75 nM

Sen rs489693 0,3 3 uM 45 nM

Anc rs489693 0,3 3 uM 45 nM

DMSO 0,5

,I;/il?xhtCycler DNA Master 5 10x 0,5x

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 pl DNA)

Als Validierungsmethode fir den rs17782313 Polymorphismus wurde eine ALS PCR am
Thermocycler entwickelt: Hierfiir wurde ein Forward Wildtyp (TAAAGCAGGAGAGATTGTATCAT) und
ein Forward Mutant Primer (TAAAGCAGGAGAGATTGTATCAC) mit einer Fehlpaarung an der
vorletzten Stelle generiert, um eine spezifische Anlagerung zu begtinstigen. Zur Bestimmung wurden
jeweils ein Wildtyp- und ein Mutationsansatz verwendet. Diese Ansatze enthalten den identischen
Reverse Primer (AAGCTACCTCAATCCCAGAT) und unterscheiden sich nur durch Zugabe des

Forward Primers voneinander. Die genaue Zusammensetzung ist Tabelle 16 zu entnehmen.
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Abbildung 29 MC4R rs489693 Schmelzkurve

Tabelle 16: rs17782313 ALS PCR-Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

94 °C 180 sec; 30x [93 °C 30 sec — 54 °C 30 sec — 72 °C 30 sec]; 72 °C flr 7 min

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,O, steril 15,3

Qbiogene Incubation > 10x 0,5x

Puffer

dNTP Peglap 0,4 5mM 100 uM

ALS F-Wildtyp MC4R
oder 0,5 25 uM 625 nM
ALS F-Mutante MC4R

ALS R-Primer MC4R 0,5 25 uM 625 nM

Taq Polymerase

Qbiogene 0,3 5 U/pl 1,5 U/pl

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)

An Hand des 119bp groflen Amplifikationsproduktes (Abbildung 30) konnten die verschiedenen
Genotypen zuverladssig identifiziert werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler

Methode Uberein.



ALS PCR Wildtyp ALS PCR Mutante

1. AQ 2 DNA Ladder
2. Heterozygote (TC)
3. Wildtyp (TT)
4. Mutante (CC)

5.Leerkontrolle

Abbildung 30: rs17782313 Gelelektrophorese, Agarosegel 2 %, 5 pl Probe + 1 pl Auftragspuffer
pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 30 min bei 100V

Fir die Validierung der am LightCycler etablierten Methode (rs489693 Polymorphismus) wurde ein
enzymatischer Verdau mit dem Enzym BSRI durchgefiihrt. Hierfiir wurde mit dem Ansatz aus Tabelle
17 und den Primern aus der zuvor beschriebenen LightCycler Methode ein Amplikon erzeugt.
AnschlieRend wurden 10 ul dieses Amplikons und 10 uyl Stammibésung (6 pl H20, 2 ul NEB3 Puffer
10x, 2 pl Enzym BSRI mit 5.000 U/ml) bei 65 °C fiur 3 Stunden im Wasserbad erhitzt. Das
Restriktionsenzym schneidet nur das Wildtyp A-Allel, sodass sich 2 Fragmente mit 223 bp und 54 bp
ergeben; das mutierte C-Allel verbleibt unverandert mit 277 bp. Die Bandenmuster kénnen Abbildung
31 enthommen werden. Die untersuchten Proben konnten zuverlassig einem Genotyp zugeordnet

werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler Methode Uberein.

Agarosegel 2 %, 5 pl Probe + 1 pl Auftragspuffer pro

Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V

1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)

2. Mutante: 277 bp (CC)

3. Heterozygote: 277 bp + 223 bp + 54 bp (AC)
4. Wildtyp: 223 bp + 54 bp (AA)

5. Leerkontrolle

Abbildung 31: rs489693 enzymatischer Verdau mit BSRI
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Tabelle 17: rs489693 Amplikongenerierung am Thermocycler

W: 95 °C 300 sec; 30x [93 °C 30 sec —58 °C 30 sec — 72 °C 30 sec]; 72 °C flr 7 min

H,0, steril 15,3

Qbiogene Incubation 2 10x 0,5x
Puffer

dNTP Peqglab 0,4 5 mM 100 uM
F rs489693 05 25 UM 625 nM
R rs489693 0,5 25 uM 625 nM
Taq Polymerase

Qbiogene 9.3 5 Ui 15 UM

bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammidsung und 1 pl DNA)
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2.3.11.3.3. rs9939609 Polymorphismus (FTO)

Der rs9939609 Polymorphismus ist im ersten Intron des FTO Genes lokalisiert und stellt eine

Punktmutation von Adenin zu Thymin dar.

Es wurde eine neue Fluoreszenz-basierte LightCycler Methode entwickelt, die in Tabelle 18 naher
beschrieben ist. Da auf Grund des hohen Anteils an AT-haltigen Basenpaaren eine ausreichend hohe
Schmelztemperatur fur die Sensor- und Ankersonden nicht realisierbar war, wurde nur eine einzige
Sonde zur Detektion verwendet. Die 28 bp lange Simple-Probe (CTTGCGACTGCTGTGAATXTTAGT
GATGC) wurde so konstruiert, dass sie komplementar zum Wildtyp des Polymorphismus ist. Der
vorliegende A>T Polymorphismus besitzt nur eine geringe Differenz der Stabilitdt mdglicher
Basenpaarungen. Folglich ergibt sich nur eine geringe Temperaturdifferenz der Maxima in der
abgeleiteten Schmelzkurve mit einem Maximum von 61 °C fir den Wildtyp Genotyp und 59,5 °C fur
mutierte Allel Trager. Trotz des geringen Peakabstandes war auf Grund der geringen Streuung der
Peaksignale eine Identifikation der Genotypen problemlos mdglich. Die genaue Zusammensetzung
des Reaktionsansatzes und der Verlauf der Schmelzkurve ist Tabelle 18 bzw. Abbildung 32 zu

entnehmen.

Tabelle 18: rs9939609 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 35x [95 °C 10 sec — 59 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 52 °C — 67 °C bei 0,1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 13,5

MgCl, 1,4 25 mM 2,75

Forward FTO 0,5 25 uM 625 nM

Reverse FTO 0,3 25 uM 375 nM

simple FTO 0,3 3 uM 45 nM

DMSO 1

k/il?xhtCycler DNA Master 2 10x 0,5x

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)
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Abbildung 32: FTO rs9939609 Schmelzkurve

Als Validierungsmethode fir den rs9939609 Polymorphismus wurde eine ALS PCR am Thermocycler
entwickelt: Fir den Wildtyp bzw. Mutationsansatz wurde ein Wildtyp Reverse Primer
(AGACTATCCAAGTGCATCAGT) und ein Mutant Reverse Primer (AGACTATCCAAGTGCATCAGA)
mit einer Fehlpaarung an der vorletzten Stellen generiert. Weitere zusatzliche Reagenzien neben dem
Forward Primer (GCAAAATGGCAACACACACT) kénnen der Tabelle 19 enthommen werden. Zur
Verbesserung der Ergebnisse wurde flr den Wildtypansatz (W) eine Annealing-Temperatur von 54,7
°C und fur den Mutationsansatz (M) eine Annealing-Temperatur von 55,5 °C gewahit.

An Hand des 236 bp groflen Amplifikationsproduktes (Abbildung 33) konnten die verschiedenen
Genotypen zuverldssig identifiziert werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler

Methode Uberein.

ALS PCR Wildtyp ALS PCR Mutante

NQ2 DNA Ladder
2. Mutante (TT)
3. Heterozygote (AT)
4. Wildtyp (AA)

5.Leerkontrolle

BRI

Abbildung 33: FTO rs9939609 Gelelektrophorese, Agarosegel 2 %, 5 upl Probe + 1 pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V
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Tabelle 19: rs9939609 ALS PCR-Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

W: 94 °C 180 sec; 30x [93 °C 30 sec — 54,7 °C 30 sec — 72 °C 30 sec]; 72 °C fir 7 min

M: 94 °C 180 sec; 30x [93 °C 30 sec — 55,5 °C 30 sec — 72 °C 30 sec]; 72 °C fur 7 min

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 15,1

ICDQLt:fi]E:eg;rene Incubation 5 10x 1x

dNTP Peglab 0,4 5 mM 100 uM

ALS Forward FTO 0,6 25 uM 750 nM

ALS R Wildtyp FTO
oder 0,6 25 uM 750 nM
ALS R Mutante FTO

Taq Polymerase

Qbiogene 0,3 5 U/ul 1,5 U/l

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)

Kontrolle unklarer Ergebnisse mittels NGS am GS Junior

Einige wenige Proben lieferten abweichende Ergebnisse von der eben beschriebenen LightCycler
Methode. Exemplarisch sind hierflir 2 Proben in Abbildung 34 dem standardmafigen Kurvenverlauf
(schwarz) gegeniber gestellt. Beim Vergleich fallt ein zusatzlicher Peak bei 55 °C auf. Die starke
Temperaturerniedrigung lasst auf eine weitere Punktmutation im Bereich der Simple-Probe schlielen.
Hierbei kdnnte es sich um den rs76804286 Polymorphismus handeln, bei welchem nur in 2,5 % der
Falle eine Mutation von Adenin zu Guanin vorliegt. Die Sonde musste auf Grund weiterer fehlender
Méglichkeiten Uber diesen Bereich ausgerichtet werden. Eine gute Méglichkeit diese Hypothese zu
Uberprifen liefert das NGS (Beschreibung der Grundlagen bzw. Vorgehensweise siehe Abschnitt
2.3.7 bzw. 2.3.10).

Hierfir wurden im Rahmen eines Methodentransfers 3 nicht zu identifizierende Proben, die den oben
abgebildeten, abweichenden Peak zeigten und 2 Proben mit den bekannten Genotypen (AA,AT) als
Kontrolle verwendet. Zunachst wurde fir die jeweilige Probe ein Amplikon erzeugt (Tabelle 20) und
dieses in der Gelelektrophorese uberprtft. Hierflir wurden die Primer der Ursprungsmethode um eine
Identifikationssequenz (MID 23-27, genau Sequenz der Primer siehe Anhang A3), welche spater die
Zuordnung zur jeweiligen Probe ermdglicht und um spezifische Adapter-Bindungsstellen erganzt
(siehe Abbildung 10).
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Tabelle 20: rs9939609 Generierung einer Amplikondatenbank

Zyklusprogramm

W: 94 °C 180 sec; 33x [94 °C 15 sec —59 °C 45 sec — 72 °C 60 sec]; 72 °C fur 8 min
Reagenz Volumen (ul) | Konzentration Endkonzentration’
H.O0, steril 18,75

Puffer Roche |l 2,5 10x (mit 13mM MgCl,) | 0,5x

dNTP Roche 0,5 10 mM 200 uM
FTO-Forward MID 23-27 | 1 50 yM 2000 nM
FTO-Reverse MID 23-27 | 1 50 uM 2000 nM

Hifi Polymerase 0,25 5 U/ul 1,25 U/l

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 pl DNA)

1 pl Amplifikationsprodukt wurde anschlieBend mit 1pl Auftragpuffer (5x Biozym) gemischt und auf
einem 2 %-igem Agarosegel (PeqGold Universalagarose) fiir 45 min bei 100 V aufgetrennt. Die Bande

bei 423 bp zeigte die erfolgreiche Generierung der jeweiligen Amplikons an (Abbildung 35).

Nach anschlielender Aufbereitung und Sequenzierung nach Handbuch (siehe Abschnitt 2.3.10)
konnte die Qualitdt des Laufes (Abbildung 36) beurteilt und die jeweiligen Proben einem Genotyp

zugeordnet werden (Abbildung 37).



1. AQ2 DNA Ladder

2-6. Proben B59, J136, J166, T138, T159

7. Leerkontrolle

Abbildung 35: Gelelektrophorese der Fusionsprimer Agarosegel 2 %, 5 pl Probe + 1 pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V

Die folgende Abbildung zeigt die Verteilung der jeweiligen Beads und gibt einen groben Uberblick tiber
die Qualitat des Laufes: Es zeigt sich ein hoher Anteil an Luftblasen (schwarz bzw. lila) und im oberen
Teil der Picotiterplatte eine Vielzahl an nicht gelesenen Reads (rot). Zudem konnte mit Hilfe des
Programmes GS Run Browser die Anzahl der Reads, welche die vorgegebenen Qualitadtsmerkmale
erflllten und in die Auswertung mit einbezogen wurden, betrachtet werden (Abbildung 36). Fir die

Beschreibung der einzelnen Qualitatskriterien sei auf Abschnitt 2.3.10 verwiesen.

TCAL (Librand Fegian
1 Total
Raw Wells 257,506 257,506
Fey Pass Wells 230,858 230,858

Failedl Dot 50,878 50,878
Mixed 26,150 26,150

Shart Quality 108,266 108,266

Short Primer 47 47

Passed Filter wells 43,500 43,500
% Dot + Mixed 3337 3337

% short 46,92 46,92
% Passed Filter 18.84 15.84

smﬂl‘. |
rplatte und Anzahl gelesener Reas

Abbildung 36: Abbildung der Picotite
Auch bei dieser Betrachtung fallt ein hoher Anteil an Reads auf, welche die Filterkriterien nicht erfiillen
konnten. Der héchste Anteil fehlerhafter Reads (46,92 %, Abbildung 36) wird demnach durch zu kurze
Fragmente verursacht. Diese hohe Fehlerrate ist der Umstellung des Herstellers auf Reagenzien mit
veranderter Konzentration geschuldet. Hieraus resultiert eine erhdhte Amplifikation kurzer DNA-
Fragmente und dies zieht weitere Reinigungsschritte zur Entfernung dieser nach sich, welche in
diesem Lauf testweise ausgelassen wurden. Die Sequenzierung fir den im Kapitel 2.3.11.1.7.

beschriebenen rs7799039 Polymorphismus erfolgte mit einer doppelten Aufreinigung nach
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Herstellerskript (siehe Kapitel 2.3.10). Zudem ist der hohe Anteil fehlerhafter Reads durch die hohe
Anzahl an Luftblasen zu erklaren.

Trotz dieser Einschrankungen konnten 43.500 Reads zur Auswertung verwendet werden, so dass fir
jede Probe eine ausreichende Anzahl an Reads (Durchschnitt: 678 Reads/Probe; 252-1077
Reads/Probe), die die jeweiligen Qualitatskriterien erfullten, zur Verfligung standen. Daruber hinaus

konnten keine relevanten Unterschiede zwischen Forward und Reverse Sequenzierung identifiziert

werden.

Reference | Variant figgl eso J136 166 T138 | TI59

FT0 164:A/G 0.32 0.00 0.00 0.00 0.00 0.32 A
FT0 197.T)C 040 0.00 0.40 0.00 0.00 000 ke /N
FT0 2440 10000 | +8824 | ~v96.06 | 10000 8347 | v8L35 3 e N - Pekorl
[0 4N L1865 900 -394  000] +1653] ~1865 L .. oy |
1o 246:T/A + 18.65 900 ~3.94 0.00 | ~1653 | «18.65 E

10 253.5.-/A +184 0.00 0.00 0.00 L1l »Ll84 & )

10 377:G/A 100.00 0.00] 49.14 0.00 |  4791| 10000 § .

10 386:0/- v2.78 0.00 0.00] 278 0.00 000 8§ ...

1o [401:4/- *173] vL73| ~132 0.76 0.00 000 5 .

10 l4421)C 0.56 0.00 0.00 0.00 0.56 000 &

1o Irs9939609 9874 | ~9827 | 48.68| 9B.74| 40.12 0.00 N

Irs76B04286 100.00 100.00 0.00 0.00 S0 &0 M Ms M0 Wb M0 M1 MO0 MWD el &0 m0 M0 050

Temperature (*C)

Abbildung 37 Ergebnisse der Softwareauswertung

Die Kontrollen bestatigen hier die Ergebnisse der Lightcycler Methode: Kontrollprobe T159 zeigt ein
charakteristisches Wildtyp-Peak im LightCycler Lauf und hat nach oben abgebildeter Grafik keine
Mutation flr den rs9939609 und den rs76804286 Polymorphismus. Auch die Kontrollprobe T138
zeigte keine Mutation im rs76804286 Polymorphismus, jedoch liegt bei 49 % der Reads eine Mutation
im rs9939609 Polymorphismus vor, was die Ergebnisse eines heterozygoten Genotyps bestatigt. Fir
die Proben B59, J136 und J166 zeigt sich fir den rs76804286 Polymorphismus eine Mutation
(J136,J166 =50 %= Heterozygote, B59 =100 %= homozygote Mutante).

Somit kann die Hypothese bestatigt werden, dass die abweichenden Peaks durch die rs76804286
Mutation ausgeldst werden. Diese Mutation destabilisiert die sich anlagernde Sonde, was zu einer
weiteren Schmelzpunkterniedrigung fihrt. Somit ist der Peak bei 55,5° (B59; blau, in rechter
Abbildung) an das Vorliegen einer homozygoten Mutation des rs9939609 und des rs76804286
Polymorphismus geknupft. Die Kombination aus der homozygoten Mutante des rs9939609
Polymorphismus mit der Heterozygoten des rs76804286 Polymorphismus fiihrt zu den Peaks von 55,5
°C und 59,5 °C (J166; rot in rechter Abbildung). Die Kombination der beiden Heterozygoten ergibt
einen verschobenen Peak in Nahe der AT-Bande der FTO-Methode (J136; nicht abgebildet). Auf

Grund der Ergebnisse konnten die unklaren Ergebnisse einem Genotyp zugeordnet werden.
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2.3.11.3.4. rs1049353 Polymorphismus (CNR1)

Bei dem untersuchten Polymorphismus handelt es sich um eine stille Mutation in Codon 453 (Thr) im

CNR1 Gen, die einen Basenaustausch von Guanin zu Adenin darstellt.

Um einen hohen Temperaturunterschied der verschiedenen Schmelzkurven zu gewahrleisten wurde
die Sensorsonde komplementar zum mutierten A-Allel konstruiert, das 5°-Ende mit einer
Phosphatgruppe geschitzt und das 3-Ende mit LCRed640 markiert (LCRed640-
ATCAAGAGCACAGTCAAGATTGCCAAGGT-Phosphat). Die Ankersonde (CAGTGTTCACAGGGCC
GCAGAAAGCT-Fluoreszein) erhalt eine 3'-Fluoreszein Markierung und befindet sich 2 Basen entfernt
vor der Sensorsonde. Aus den Gegebenheiten folgte eine Schmelztemperatur von 69,5 °C fiir das
mutierte A-Allel und 65,5 °C fur das Wildtyp G-Allel. Die genaue Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes und der Verlauf der Schmelzkurve ist Tabelle 21 bzw. Abbildung 38 zu

entnehmen.

Tabelle 21: rs1049353 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 35x [95 °C 10 sec — 58 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 60 °C - 73 °C bei 0,1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 13,0

MgCl, 1,8 25mM 3,25 mM

Forward 1359 G/A 0,4 25 uM 500 nM
Reverse1359 G/A 0,3 25 uM 375 nM

Sen 1359 G/A 0,5 3 uM 75 nM

Anc 1359 G/A 0,5 3 uM 75 nM

DMSO 0,5

k/il?xhtCycler DNA Master 2 10x 0.5%

! bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20l (19ul Stammlésung und 1ul DNA)
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Abbildung 38: 1359G/A rs1049353 Schmelzkurve

Als Validierungsmethode fur den rs1049353 Polymorphismus wurde eine ALS PCR am Thermocycler
entwickelt: Hierfir wurde neben dem Reverse Primer (CACCTTTTCATTGAGCATGGTA) jeweils ein
Wildtyp (GAAAGCTGCATCAAGAGCAAG)
(GAAAGCTGCATCAAGAGCAAA) konstruiert. Auf Grund der geringen Temperaturunterschiede der

beiden Primer konnte eine Bestimmung bei einer Annealing Temperatur von 56,7 °C sowohl fur den

Forward Primer flur den und die Mutante

Wildtyp- als auch fur den Mutationsansatz durchgefiihrt werden. Die genaue Zusammensetzung ist
Tabelle 22 zu entnehmen.

An Hand des 200 bp groRen Amplifikationsproduktes (Abbildung 39) konnten die verschiedenen
Genotypen zuverlassig identifiziert werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler
Methode Uberein.

ALS PCR Mutante

ALS PCR Wildtyp

1. AQ2 DNA Ladder
2. Mutante (AA)
3. Heterozygote (GA)

4. Wildtyp (GG)

e
=
—
—
—
—
.

5.Leerkontrolle

Abbildung 39: rs1049353 Gelelektrophorese, Agarosegel 2 %, 5 pl Probe + 1 ul Auftragspuffer
pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V
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Tabelle 22: rs1049353 ALS PCR-Methodenbeschreibung

W: 94 °C 180 sec; 30x [93 °C 30 sec — 56,7 °C 30 sec — 72 °C 30 sec]; 72 °C fur 7 min

H,O0, steril 15,3

Qbiogene Incubation 2 10x 0.5x
Puffer

dNTP Peglab 04 5 mM 100 pM

ALS Wildtyp 1359 G/A
oder 0,5 25 uM 625 nM
ALS Mutante 1359 G/A

ALS R 1359 G/A 0,5 25 uM 625 nM

Taq Polymerase

Qbiogene 0,3 5 U/pl 1,5 Uyl

bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammidsung und 1 yl DNA)
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2.3.11.3.5. rs346070, rs346074 und rs346075 Polymorphismus (HRH1)

Der rs346070 (C>T) Polymorphismus befindet sich in der Exonic Splicing Enhancer Region, wahrend
der rs346074 (A>G) und rs346075 (A>C) Polymorphismus in der Transskriptionsfaktorbindestelle des
HRH1 Genes lokalisiert sind.

Die Sensorsonde (GCTAAACCACAATATGTATAGCACATG-Fluoreszein) wurde hierbei
komplementar zum Wildtyp C-Allel des rs346070 Polymorphismus konstruiert. In einem Abstand von
2 Basenpaaren folgte die Ankersonde (LCRed610-GTGCCTGTACAAGCTGATGTTTTGTATTTTGTG-
Phosphat), die am 5°-Ende eine LCRed610 Markierung erhielt und am 3’-Ende mit einer
Phosphatgruppe geschiitzt wurde. Die Schmelzkurvenanalyse dieser Methode zeigte eine Maximum
bei 62 °C bzw. 57 °C, welches dem Wildtyp C-Allel bzw. dem mutierten T-Allel zu zuordnen ist.. Die
genaue Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und der Verlauf der Schmelzkurve ist Tabelle 23

bzw. Abbildung 40 zu entnehmen.

Die Bestimmung des rs346074 Polymorphismus wurde so aufgebaut, dass die Sensorsonde
(CAGTAATAGATTTAAATGATGCCTTCTGGG—Fluoreszein) komplementar an das A-Allel des
Wildtypes bindet. In einem Abstand von 2 Basen folgt die Ankersonde (LCRed640-TGTCCATTA
GCAGAGGGCAGCCA-Phosphat), die an ihrem 5°-Ende mit LCRed640 markiert wurde. Aus den
Gegebenheiten folgt ein Maximum von 62,5 °C fur den Wildtyp Genotyp und ein Maximum von 59 °C
fur das mutierte A-Allel (Abbildung 41).
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Abbildung 40: HRH1 rs346070 Schmelzkurve
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Fir den rs346075 Polymorphismus wurde eine Sensorsonde (AGCTTTCTCAACCCATGTCTTACA
TTTTC—Fluoreszein) konstruiert, die komplementar zum mutierten C-Allel ist. In einem Abstand von 2
Basen folgt die an ihrem 5°-Ende mit LCRed705 markierte Ankersonde (LCRed705-TGGG
ATGAAGGGTTAACGGCCTC-Phosphat). In der Schmelzkurve (Abbildung 42) zeigte sich ein
Maximum von 65,5 °C fur die Mutante (Genotyp CC) und ein Maximum von 60 °C fur den Wildtyp
(Genotyp AA).

Tabelle 23: rs346070/74/75 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 35x [95 °C 10 sec — 57 °C 20 sec — 72 °C 25 sec]; 50 °C — 72 °C bei 0,1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 11,4

MgCl, 1,2 25 mM 2,5mM
fs&%%ﬂ?;) 0,5 25 pM 625 nM
z&%g‘;ﬂ'g") 0,5 25 M 625 nM

F kombi rs346070 0,5 25 uM 625 nM

F kombi rs346070 0,5 25 uM 625 nM

Sen1.2 rs346074 0,5 3 uM 75 nM

Anc1.2 rs346074 0,5 3 uM 75 nM

Sen2.2 rs346075 0,5 3 uM 75 nM

Anc2.2 rs346075 0,5 3 uM 75 nM

Sen3 rs346070 0,5 3 uM 75 nM

Anc3 rs346070 0,5 3 uM 75 nM

II\_/il?XhtCycler DNA Master 2 10x 0.5%

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 pl DNA)
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Abbildung 41: HRH1 rs346074 Schmelzkurve
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Abbildung 42: HRH1 rs346075 Schmelzkurve

Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode des rs346070 Polymorphismus wurde
ein enzymatischer Verdau mit dem Enzym Ndel durchgefiihrt. Hierflir wurden 10 uyl PCR-Produkt aus
dem vorausgegangenen LightCycler Lauf und 1 Opl Stammlésung (6 pl H20, 2 yl NEB4 Puffer 10x, 2
pl Enzym Ndel mit 20.000 U/ml) bei 37 °C fir 3 Stunden im Wasserbad erhitzt. Das Restriktionsenzym
schneidet nur das mutierte T-Allel, so dass sich 2 Fragmente mit 215 bp und 124 bp ergeben; das

Wildtyp C-Allel verbleibt unverandert mit 339 bp. Die Bandenmuster kénnen Abbildung 43 entnommen
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werden. Es ergab sich eine Fehlbande bei 400 bp, die die Auswertung aber nicht weiter storte. Zudem
war auch nach deutlicher Uberschreitung (8h!) der empfohlenen Inkubationszeit (15min) bei 37 °C
eine schwache Wildtypbande flir das homozygote A-Allel zu erkennen, welche auf Grund der
ausgepragteren restlichen Banden die Genotyp Bestimmung nicht weiter erschwerte. Die
untersuchten Proben konnten zuverlassig einem Genotyp zugeordnet werden und stimmten mit den

Ergebnissen der LightCycler Methode Uberein.

1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)
2. Heterozygote: 339 bp + 215 bp + 124 bp (CT)
3. Wildtyp: 339 bp (CC)

4. Mutante: 215 bp + 124 bp (TT)

|

5. Leerkontrolle
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Abbildung 43: rs346070 enzymatischer Verdau mit Ndel Agarosegel 2 %, 5 pul Probe + 1 pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V

Als Validierungsmethode fiir den rs346074 Polymorphismus wurde eine ALS PCR am Thermocycler
entwickelt: Hierbei wurde jeweils ein Forward Wildtyp Primer (GAGCTATTAATCAGATAGTACA
GTAAGA) oder ein Forward Mutant Primer (AGCTATTAATCAGATAGTACAGTAAGG) jeweils mit
dem Reverse Mutant Primer (ACATATGCACGAGGGCAG) vermischt. Die genaue Zusammensetzung
des Wildtyp- bzw. Mutationsansatzes ist Tabelle 24 zu entnehmen. Da der Reverse Primer in dieser
Methode einen GC Gehalt von ber 50 % besitzt, wurde 10 % DMSO hinzugeflgt.

ALS PCR Wildtyp ALS PCR Mutante

1. AQ2 DNA Ladder
2. Mutante (GG

3. Heterozygote (AG)
4. Wildtyp (AA)

5. Leerkontrolle

Abbildung 44: rs346074 Gelelektrophorese, Agarosegel 2 %, 5 pl Probe + 1 pl Auftragspuffer
pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V



An Hand des 231 bp (=Wildtypbande) bzw. 232 bp (=Mutationsbande) langen Amplifikationsproduktes
konnten die verschiedenen Genotypen zuverlassig identifiziert werden und stimmten mit den
Ergebnissen der LightCycler Methode Uberein (Abbbildung 44).

Tabelle 24: rs346074 ALS PCR-Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

W: 95 °C 300 sec; 30x [93 °C 30 sec —54,5 °C 30 sec — 72 °C 30 sec]; 72 °C fur 7 min

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,O, steril 13,8

Qbiogene Incubation > 10x 0,5x

Puffer

dNTP Peqglab 0,4 5mM 100 M

ALS FW rs346074
oder 0,5 25 uM 625 nM
ALS FM rs346074

ALS Reverse 346074 0,5 25 uM 625 nM

DMSO 1,5

Taq Polymerase

Qbiogene 0,3 5 U/pl 1,5 U/l

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)

Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode des rs346075 Polymorphismus wurde
ein enzymatischer Verdau mit dem Enzym Apol durchgefiihrt: Hierfir wurden fir 57 Proben 10 pl
PCR-Produkt aus dem voraus-gegangenen LightCycler Lauf und 10ul Stammbsung (5,8 pl H20, 2 pl
NEB3 Puffer 10x, 0,2 yl BSA, 2 yl Enzym Apol mit 10.000 U/ml) bei 50 °C fir 2 Stunden im
Wasserbad erhitzt. Das Restriktionsenzym schneidet nur das Wildtyp A-Allel, sodass sich 2
Fragmente mit 110 bp und 92 bp ergeben; das mutierte C-Allel verbleibt unverandert bei 202 bp. Die
Bandenmuster kdnnen Abbildung 45 entnommen werden. Die untersuchten Proben konnten
zuverlassig einem Genotyp zugeordnet werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler
Methode Uberein.



1 AQ2 DNA-Ladder (Biozym)

2 Heterozygote: 202bp + 110bp + 92bp (AC)
3 Mutante: 202bp (CC)

4 Wildtyp: 110bp + 92bp (AA)

5 Leerkontrolle

Abbildung 45: rs346075 enzymatischer Verdau mit Apol, Agarosegel 2 %, 5 uyl Probe + 1 pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V
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2.3.11.1.6. rs7973796 Polymorphismus

Der rs7973796 Polymorphismus befindet sich 4,5 kb entfernt von der 5°-Region des PMCH-Genes
und stellt eine Punktmutation von Adenin zu Guanin dar.

Da auf Grund des hohen Anteils an AT-haltigen Basenpaaren eine ausreichend hohe
Schmelztemperatur fir die Sensor und Anker-Sonden nicht realisierbar war, wurde nur eine einzige
Sonde zur Detektion verwendet. Die 31bp lange Simple-Probe (CCAGTTXAATGATACGTA
TGTTGAAGTATTTC) wurde so konstruiert, dass sie komplementar zum mutierten G-Allel ist. Aus den
Gegebenheiten folgte eine Schmelztemperatur von 60 °C fiir das mutierte G-Allel und 54,5 °C fiir das
Wildtyp-A-Allel. Die genaue Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und der Verlauf der
Schmelzkurve ist Tabelle 25 bzw. Abbildung 46 zu entnehmen.

Tabelle 25: rs7973796 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 40x [95 °C 10 sec — 57 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 48 °C — 66 °C bei 0,1 °C/sec

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 14,1

MgCl, 1,7 25 mM 3,125 mM

F.2 Primer PMCH 0,4 25 uM 500 nM

R-Primer PMCH 0,5 25 uM 625 nM

PMCH rs7973796 0,3 3 uM 45 nM

k/il?xhtCycler DNA Master 2 10x 0.5%

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)

Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode wurde ein enzymatischer Verdau mit dem
Enzym BSaAl durchgefuhrt: Hierfir wurden 10yl PCR-Produkt aus dem vorausgegangenen
LightCycler Lauf und 10ul Stammibsung (6ul H 20, 2ul NEB4 Puffer 10x, 2ul Enzym BSaAl mit 5000
U/ml) bei 37 °C fir 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. Das Restriktionsenzym schneidet nur das
mutierte G-Allel, sodass sich 2 Fragmente mit 250bp und 134bp ergeben; das Wildtyp A-Allel verbleibt
unverandert bei 384bp. Die Bandenmuster konnen Abbildung 47 entnommen werden. Die
untersuchten Proben konnten zuverlassig einem Genotyp zugeordnet werden und stimmten mit den
Ergebnissen der LightCycler Methode Uberein.
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Fluorescence -d(F1)/dT

Abbildung 46: rs7973796 Schmelzkurve
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1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)

2. Wildtyp: 384bp (AA)

3. Heterozygote: 384bp + 250bp + 134bp (GA)
4. Mutante: 250bp + 134bp (GG)

5. Leerkontrolle

Abbildung 47: rs7973796 enzymatischer Verdau mit BSaAl, Agarosegel 2 %, 5ul Probe+1pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 30 min bei 100V
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2.3.11.1.7.rs7799039 (LEP) und rs1137101 (LEPR) Polymorphismus

Der untersuchte rs7799039 Polymorphismus ist in der Promoterregion des LEP Genes lokalisiert und
stellt eine Punktmutation von Guanin zu Adenin dar. Im Gegensatz hierzu befindet sich der rs1137101
(A>G) Polymorphismus in Exon 6 des LEPR Genes und wird auch als Q223R Polymorphismus

bezeichnet.

Die Sensorsonde (CGACAGGGTTGCACTGATCC-Fluoreszein) wurde bei dieser Methode komple-
mentar zum mutierten A-Allel des rs7799039 Polymorphismus konstruiert. In einem Abstand von 2
Basen folgte die Ankersonde (LCRed640-CCGCCTCAGTCTCCCTAAGTGC-Phosphat), die am 5'-
Ende eine LCRed 640 Markierung erhielt und am 3°-Ende durch eine Phosphatgruppe geschitzt
wurde. Die Schmelzkurve dieser Methode zeigte ein Maximum bei 65,5 bzw. 60 °C, welches dem
mutierten A-Allel bzw. dem Wildtyp G-Allel zu zuordnen ist. Die genaue Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes und der Verlauf der Schmelzkurve ist Tabelle 26 bzw. Abbildung 48 zu

entnehmen.

Die Bestimmung des rs1137101 Polymorphismus wurde so aufgebaut, dass die Sensorsonde
(LCRed-705-TAATTTTCCAGTCACCTCTAATGTCAG-Phosphat) komplementar an das A-Allel des
Wildtypes bindet. In einem Abstand von 2 Basen folgt die Ankersonde (CCTTATGTGTTTGAAAA
TCACATCTGGTGG-Fluoreszein), die an ihrem 5-Ende mit LCRed640 markiert wurde. Aus den
Gegebenheiten folgt ein Maximum von 65 °C fur den Wildtyp und ein Maximum von 60,5 °C fir das
mutierte G-Allel (Abbildung 49).
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Abbildung 48: rs7799039 Schmelzkurve

96



Tabelle 26 rs7799039 und rs1137101 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 40x [95 °C 10 sec — 59 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 48 °C - 72 °C bei 0,1 °C/sec

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 12,5

MgCl, 1,3 25mM 2,625 mM
F-Primer LEP 0,4 25 uM 500 nM
R-Primer LEP 0,5 25 uM 625 nM
F-Primer LEPR 0,4 25 uM 500 nM
R-Primer LEPR 0,5 25 uM 625 nM
Sen rs7799039 0,3 3 uM 45 nM
Anc rs7799039 0,3 3 uM 45 nM
Sen rs1137101 0,4 3 uM 60 nM
Anc rs1137101 0,4 3 uM 60 nM
k/il?xhtCycler DNA Master 2 10x 0.5x

"bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 pl Stammldsung und 1 pl DNA)
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Abbildung 49: rs1137101 Schmelzkurve



Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode des rs7799309 Polymorphismus wurde
ein enzymatischer Verdau mit dem Enzym HinP1l durchgefihrt: Die Primer der LightCycler Methode
erlaubten auch die Generierung eines Amplikons, wobei die genaue Zusammensetzung Tabelle 27
entnommen werden kann. AnschlieRend wurden 10 pl des generierten PCR-Produktes mit 10 pl
Stammldsung (7 yl H20, 2 pyl NEB4 Puffer 10x, 1 yl Enzym HinP11 mit 10000 U/ml) vermischt und bei
37 °C fir 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. Das Restriktionsenzym schneidet das G-Allel des
Wildtypes in 2 Fragmente mit 321 bp und 50 bp, wohingegen das mutierte A-Allel unverandert bei 371
bp verbleibt. Die Bandenmuster kénnen Abbildung 50 entnommen werden. Die untersuchten Proben
konnten zuverlassig einem Genotyp zugeordnet werden und stimmten mit den Ergebnissen der
LightCycler Methode (berein.

Tabelle 27 rs7799039 und rs1137101 Amplikongenerierung am Thermocycler
Zyklusprogramm

W: 95 °C 300 sec; 33x [93 °C 30 sec —59 °C 30 sec — 72 °C 30 sec]; 72 °C flr 7 min

Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration'
H-,0, steril 15,3

Qbiogene Incubation

Puffer 2 10x 0,5x

dNTP Peglab 0,4 5mM 100 pM

F-Primer LEP(R) 0,5 25 uM 625 nM

R-Primer LEP(R) 0,5 25 uM 625 nM

Taq Polymerase

Qbiogene 0,3 5 U/l 1,5 U/l

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)

1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)

2. Mutante: 371 bp (AA)

3. Heterozygote: 371 bp + 321 bp + (50 bp) (GA)
4. Wildtyp: 321bp + (50 bp) (GG)

5. Leerkontrolle

Abbildung 50: rs7799039 enzymatischer Verdau mit HinP1l, Agarosegel 1,5 %, 7 pl Probe + 1pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V

98



Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode des rs1137101 Polymorphismus wurde
ein enzymatischer Verdau mit dem Enzym Mspl durchgefiihrt: Auch bei dieser Kontrollmethode
erlaubten die Primer der LightCycler Methode die Generierung eines Amplikons, wobei sich die
Zusammensetzung des Ansatzes nur durch die Primer von der vorherigen Methode unterscheidet
(Tabelle 27). Anschlielend wurden 10 pl des generierten PCR-Produktes mit 10 pyl Stammlésung (7 pl
H20, 2 ul NEB4 Puffer 10x, 1 yl Enzym Mspl mit 20000 U/ml) vermischt und bei 37 °C fir 2 Stunden
im Wasserbad erhitzt. Das Restriktionsenzym schneidet nur das mutierte G-Allel, sodass sich 2
Fragmente mit 151 bp und 187 bp ergeben; das Wildtyp A-Allel verbleibt unverandert bei 338 bp. Die
Bandenmuster kdénnen Abbildung 51 entnommen werden. Die untersuchten Proben konnten

zuverlassig einem Genotyp zugeordnet werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler

Methode Uberein.

1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)

2. Mutante: 187 bp + 151 bp (GG)

3. Wildtyp: 338 bp (AA)

4. Heterozygote: 338 bp + 187 b + 151 bp (AG)

5. Leerkontrolle

Abbildung 51: rs1137101 enzymatischer Verdau mit Mspl, Agarosegel 2 %, 5 pl Probe + 1 pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V

Kontrolle unklarer Ergebnisse mittels NGS am GS Junior

Einige wenige Proben lieferten abweichende Ergebnisse von der zuvor beschriebenen LightCycler
Methode. Exemplarisch sind hierfir 4 Proben mit unterschiedlichem Verlauf in Abbildung 52 dem
standardmagigen Kurvenverlauf (schwarz) gegeniber gestellt. Beim Vergleich fallen zusatzliche
Peaks bei 53, 55 und ein sehr ausgepragtes, breites Peak um 64 °C auf. Die Temperaturerniedrigung
der beiden Peaks lasst auf eine weitere Punktmutation im Bereich der Sensor Sonde schlieRen.
Hierbei kdnnte es sich um den rs72563764 Polymorphismus handeln, welcher der untersuchten
Mutation vorgelagert ist und in 6,9 % (nach NCBI dbsnp Datenbank; Kaukasisches Sample) der Falle
eine Mutation von Cytosin zu Thymin aufweist. Die Sonde musste auf Grund weiterer fehlender
Moglichkeiten Uber diesen Bereich ausgerichtet werden. Fir den breiten Peak um 64 Grad konnte

auch ein weiterer Polymorphismus verantwortlich gemacht werden.

99



Melting Peaks Melting Peaks

057l GG (wildtype)

051 GG (wildtype)

0578 GA (heterozygote)

0531 GA (heterozygote)

0478 0431

0:378] asgil

=
=
i)
5

0.2314

=
=
5

0431} 227 (J81)

?7? (J124) 0031

=
=
]
2

0063 no template control

_{didT) Fluorescence {610)
= = =

5

=
-(d/dT) Fluorescence (640)

e
]
G2

-0.1689
0221
-0.2694
-0322TH
-0.3694
04224
-0.468

%6 4 0 S 4 % S G0 62 B4 6 B 70 T2 % = % % % s B 62 60 6 68 T 72
Temperature (°C) Temperature (°C)

Abbildung 52: LEP rs7799039 Schmelzkurve

Die Schmelzkurve ergibt sich durch das Auftragen der negativen Ableitung der Fluoreszenz in
Abhangigkeit von der Temperatur. Fiur die Proben J81 und J124 ergeben sich bei 640 nm ein
zuséatzlicher Peak bei 53 °C, fur J128 bei 55 °C und fur J125 einen sehr breiten Peak um 64 °C.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde Analog zur FTO Methode das Next Generation Sequencing
(Beschreibung der Grundlagen bzw. Vorgehensweise siehe Abschnitt 2.3.7 bzw. 2.3.10) angewendet.
Hierflr wurden im Rahmen eines Methodentransfers die oben abgebildeten Proben und 2 Proben mit
den bekannten Genotypen (GG, GA) als Kontrolle verwendet. Zuerst wurde fiir die jeweilige Probe ein
Amplikon erzeugt (Tabelle 28) und dieses in der Gelelektrophorese Uberpruft. Hierfir wurden die
Primer der Ursprungsmethode um eine Identifikationssequenz (MID 23-28), welche spater die
Zuordnung zur jeweiligen Probe erméglicht und um ein spezifische Adapter-Bindungsstellen erganzt
(siehe Abbildung 10). Abweichend von Tabelle 28 wurden fir 2 Proben ein Temperaturprogramm mit
33 Zykluswiederholungen, einer Annealing Temperatur von 59 °C und Primer mit einem Volumen von

je 0,6 yl verwendet, was zu einer erhéhten Amplikonmenge flihrte.

1 pl Amplifikationsprodukt wurde anschlieRend mit 1 pl Auftragpuffer (5x Biozym) gemischt und auf
einem 2 %-igem Agarosegel (PeqGold Universalagarose) fiir 45 min bei 100 V aufgetrennt. Die Bande

bei 441 bp zeigte die erfolgreiche Generierung der jeweiligen Amplikons an. (Abbildung 53).

Nach anschlielender Aufbereitung und Sequenzierung nach Handbuch (siehe Abschnitt 2.3.10)
konnte die Qualitat des Laufes (Abbildung 54) beurteilt und die jeweiligen Proben einem Genotyp
zugeordnet werden (Abbildung 55). Die folgende Abbildung zeigt die Verteilung der jeweiligen Beads
und gibt einen groben Uberblick (iber die Qualitat des Laufes: Es zeigt sich eine weitgehend

homogene Verteilung mit einem geringen Anteil an Luftblasen (in den unteren Ecken rechts und links).
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Tabelle 28 rs7799039 ALS PCR-Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

W: 94 °C 180 sec; 30x [94 °C 15 sec —58 °C 45 sec — 72 °C 60 sec]; 72 °C flir 8 min
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration
H,0, steril 22,7

Puffer Roche II 3 10x (mit 13mM MgCl,)

dNTP Roche 0,6 10 mM 200 uM
LEP-Forward MID 23-28 | 1,2 50 uM 2000 nM
LEP-Reverse MID 23-28 | 1,2 50 uM 2000 nM
HiFi-Polymerase 0,3 5 U/ul 1,5 U/ul

DNA Einsatz 1,0

1. AQ2 DNA Ladder

2-7. Proben

8. Leerkontrolle

Abbildung 53 Gelelektrophorese der Fusionsprimer, Agarosegel 2 %, 5 ul Probe
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V

TiCAD (Libransg Fagion
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Failadl Dot 10,413
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Abbildung 54 Picotiterplatte und Anzahl der gelesenen Reads
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Zudem konnte mit Hilfe des Programmes GS Run Browser die Anzahl der Reads, welche die
vorgegebenen Qualitadtsmerkmale erfillten und in die Auswertung mit einbezogen wurden, betrachtet
werden. Fur die Beschreibung der einzelnen Qualitatskriterien sei auf Abschnitt 2.3.10 verwiesen. Die
doppelte Aufreinigung resultierte in eine Verminderung der kurzen Fragmente (38,05 % vs. 46,92 %,
Abbildung 54) und resultiert durch die weitgehend luftblasenfreie Picotiterplatte in eine deutlich
erhéhte Anzahl an verwertbaren Reads (103.280 vs. 43.500 im Vergleich zu der unter 2.3.11.1.3
beschriebenen Methode). Es ergab sich fir jede Probe eine ausreichende Anzahl an Reads
(Durchschnitt: 1285 Reads/Probe; 166-2420 Reads/Probe), die die jeweiligen Qualitatskriterien
erfullten. Zudem konnten keine relevanten Unterschiede zwischen Forward und Reverse

Sequenzierung identifiziert werden.

Reference | Variam | Max 124 198 140 J&1 1125 J128 Melting Peaks
LEP 10BA- [+4995| »47.02 | 3519 »46.45 (.00 0.00 | +4995 GG (wildtype)

LEP 1427)C 0.41 (.00 0.00 04 (.00 0.00 0.00 i
LEP 1437)C 0.28 (.00 0.00 028 (.00 0.00 0.00
LEP 17440 | 2857 (.00 0.00 000 2857 0.00 0.00
LEP 18LA)G (.52 (.00 0.52 0.00 (.00 0.00 0.00
LEP 250G/A | +032 (.00 0.00 000 932 0.00 0.00
LEP 272.T)C (.69 (.00 0.00 0.69 (.00 0.00 0.00
LEP 287.T)C 0.35 (.00 0.00 035 0.00 0.00 0.00 222 (J124)
LEP 290:4/G 0.78 (.00 0.78 0.00 (.00 0.00 0.00
LEP B 0.41 (.00 0.00 04 (.00 0.00 0.00
LEP 319T)C 0.35 (.00 0.00 035 (.00 0.00 0.00
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Abbildung 55: Ergebnisse der Softwareauswertung

Die Kontrollen bestatigen hier die Ergebnisse der LightCycler Methode: Kontrollprobe J40 zeigte ein
typisches Wildtyp Peak im LightCycler Lauf und hat nach oben abgebildeter Grafik keine Mutation fir
den rs7799039 und den rs72563764 Polymorphismus (0 % mutiertes Allel). Auch die heterozygote
Kontrollprobe J198 zeigte einen typischen Peak im LightCycler Lauf und konnte auch im GS Junior
Lauf als Heterozygote (66 % mutiertes Allel) identifiziert werden. Die Linksverschiebung des Wildtyp
Peaks bei 53 °C fur die Proben J124 und J81 beruhen auf dem vorgelagerten rs72563764
Polymorphismus, fir den beide Proben heterozygot sind (50 % bzw. 69 % mutiertes Allel). Der 55 °C
Peak der Probe J128 ist durch eine zusatzliche Mutation in 51 % der Félle zu erkldren und ergibt in
Kombination mit dem homozygoten, mutierten Allel des rs7799039 Polymorphismus den breiten Peak
bei 64 °C.

Somit liegt den abweichenden Peaks nicht nur der vermutete rs7799039 Polymorphismus zu Grunde,
sondern auch eine weitere, nicht beschriebene Mutation. Beide Mutation befinden sich im Bereich der
Sensorsonde und fiihren zu einer Destabilisierung, welche zu einer Schmelzpunkterniedrigung fihrt.

Auf Grund der Ergebnisse konnten die unklaren Proben einem Genotyp zugeordnet werden.
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2.3.11.1.8 rs3813929 Polymorphismus (5-HTR2C)

Die Bestimmung des rs3813929 Polymorphismus erfolgte mittels einer bereits etablierten Methoden

wie in der Dissertation von Frau Laika beschrieben.?'®

2.3.11.1.9 rs16147 (NPY) und 2236418 Polymorphismus (GAD)

Bei dem untersuchten rs16147 Polymorphismus handelt es sich um eine Punktmutation von Thymin
zu Cytosin, welche in der Promoter Region des NPY Genes lokalisiert ist. Der rs2236418
Polymorphismus ist zwar auf einem anderen Gen (GAD2) lokalisiert, wurde aber aus Zeit und
Kostengrinden mit dem rs16147 Polymorphismus in einer Methode kombiniert. Auch der rs2236418
Polymorphismus befindet sich innerhalb der Promotoregion des genannten Genes und stellt eine

Punktmutation von Guanin zu Adenin dar.

Fur den rs16147 Polymorphismus wurde die Sensorsonde (LCRed640-CAACAGGACTACCAACC
CACTG-Phosphat) am 5°-Ende mit LCRed640 Farbstoff markiert, durch eine Phosphatgruppe
geschitzt und so konstruiert, dass sie komplementar zum Strang des Wildtypes ist. Um einen
optimalen FRET Ubergang zu gewéhrleisten, wurde 2 Basen zuvor die am 5° Ende mit Fluoreszein
markierte Ankersonde (AGCAGCCCAGACGATTCTTGTCTCCT-Fluoreszein), angeordnet. Aus den
Gegebenheiten folgte eine Schmelztemperatur von 62 °C fur das Wildtyp-A-Allel und 57 °C fiir das
mutierte G-Allel. Die genaue Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und der Verlauf der

Schmelzkurve ist Tabelle 29 bzw. Abbildung 56 zu entnehmen.

Melting Peaks

0.28 . AA (wildtype)

0.23 \

0.18 GG (mutant)
] AG (heterozygote
0.13 / ( y\q )

0.08
0.03-
0.02.
0.07]
0.12
0.17]
0.22.
0.27]

No template control

-(d/dT) Fluorescence (640}

50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70
Temperature {"C)

Abbildung 56: rs16147 Schmelzkurve
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Fur den rs2236418 Polymorphismus wurde die Sensorsonde (LCRed705-
CGGTCTCTTTTAAAGCTCCCC-Phosphat komplementar zum mutierten A-Allel konstruiert, am 5°-
Ende mit LCRed705 Farbstoff markiert und durch eine Phosphatgruppe geschiitzt. Um einen
optimalen FRET Ubergang zu gewahrleisten, wurde 2 Basen zuvor die am 5-Ende mit Fluoreszein
markierte Ankersonde (GGCTCCGAGGACCCTTAGGTAGT-Fluoreszein), angeordnet. Aus den
Gegebenheiten folgte eine Schmelztemperatur von 61 °C fir das mutierte A-Allel und 55 °C fir das
Wildtyp C-Allel (Abbildung 57).

Tabelle 29: rs16147 und rs2236418 Methodenbeschreibung

Zyklusprogramm

95 °C 90 sec; 35x [95 °C 10 sec — 58 °C 20 sec — 72 °C 30 sec]; 50 °C — 72 °C bei 0,1 °C/sec
Reagenz Volumen (pl) Konzentration Endkonzentration’
H,0, steril 12,25

MgCl, 1,3 25 mM 2,625 mM

F-Primer NPY 0,15 50 uM 375 nM

R-Primer NPY 0,5 25 uM 625 nM

F-Primer GAD 0,15 50 uM 375 nM

R-Primer GAD 0,25 50 uM 625 nM

Sen NPY 0,3 3 uM 45 nM

Anc NPY 0,3 3 uM 45 nM

Sen GAD 0,4 3 uM 60 nM

Anc GAD 0,4 3 uM 60 nM

DMSO 1,0

k/:?xhtCycler DNA Master 5 10x 0,5x

'bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 pl (19 ul Stammlésung und 1 pl DNA)
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Melting Peaks
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Abbildung 57: rs2236418 Schmelzkurve

Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode des rs16147 Polymorphismus wurde ein
enzymatischer Verdau mit dem Enzym CViKI-1 durchgefiihrt. Anwendung fanden hierbei Primer,
welche die Generierung eines Amplikons mit nur einer spezifischen Schnittstelle ermdglichten. Die
Zusammensetzung des Ansatzes ist dem standardmafigen Ansatz aus Tabelle 27 zu entnehmen. Die
besten Ergebnisse wurden hierbei mit 30 Zyklen und einer Annealingtemperatur von 57,7 °C erzielt.
AnschlieRend wurden 10 ul des generierten PCR-Produktes mit 10 yl Stammiésung (6 pl H20, 2 pl
NEB4 Puffer 10x, 2 yl Enzym CViKI-1 mit 5000 U/ml) vermischt und bei 37 °C fir 3 Stunden im
Wasserbad erhitzt. Das Restriktionsenzym schneidet nur das mutierte G-Allel, sodass sich 2
Fragmente mit 113 p und 38 bp ergeben; das Wildtyp A-Allel verbleibt unverandert bei 151 bp. Die
Bandenmuster kénnen Abbildung 58 entnommen werden. Die untersuchten Proben konnten

zuverlassig einem Genotyp zugeordnet werden und stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler

Methode Uberein.

1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)

2. Wildtyp: 151 bp (AA)

3. Mutante: 113 bp + 38 bp (GG)

4. Heterozygote: 151 bp + 113 bp + 38 bp (AG)

5. Leerkontrolle

Abbildung 58: rs16147 enzymatischer Verdau mit CViKI-1, Agarosegel 2 %, 5 pyl Probe + 1 pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 30 min bei 100V
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Fur die Validierung der am LightCycler etablierten Methode des rs2236418 Polymorphismus wurde
ein enzymatischer Verdau mit dem Enzym Dral durchgefihrt: Auch bei dieser Kontrolimethode
erlaubten die Primer der LightCycler Methode die Generierung eines Amplikons, wobei die
Zusammensetzung analog zu Tabelle 27 ist. Hierbei wurden 10 pl des generierten PCR-Produktes mit
10 pl Stammldsung (7 pl H20, 2 yl NEB4 Puffer 10x, 1ul Enzym Dral mit 20000 U/ml) vermischt und
bei 37 °C fur 2 Stunden im Wasserbad erhitzt. Das Restriktionsenzym schneidet nur das mutierte A-
Allel, sodass sich 2 Fragmente mit 86 bp und 83 bp ergeben; das Wildtyp G-Allel verbleibt unverandert
bei 169 bp. Die Bandenmuster kdnnen Abbildung 59 entnommen werden, wobei die Banden fur das
A-Allel (86 bp +83 bp) auf Grund ihrer Differenz von nur 3b p als eine zusammen-hangende Bande zu
erkennen sind. Die untersuchten Proben konnten zuverlassig einem Genotyp zugeordnet werden und

stimmten mit den Ergebnissen der LightCycler Methode (berein.

1. AQ2 DNA-Ladder (Biozym)

2. Wildtyp: 169 bp (GG)

3. Mutante: 86 bp + 83 bp (AA)

4. Heterozygote: 169 bp + 86 bp + 83 bp (AG)

5. Leerkontrolle

Abbildung 59: rs1137101 enzymatischer Verdau mit Mspl, Metaphor-Gel 3,5 %, 5 pl Probe + 1 pl
Auftragspuffer pro Geltasche, Laufzeit und —spannung: 45 min bei 100V
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3. Ergebnisse

3.1 Genotypisierungsmethoden

Die Gesamtpopulation wurde in Abhangigkeit von dem Vorhandensein der untersuchten Merkmale in
drei Subpopulationen (,Serum Olanzapin®, ,Response“ und ,Gewicht) unterteilt. Patienten mit
mehreren relevanten Parametern (beispielsweise Gewicht und Serumspiegel) wurden sowohl in der
Subpopulation ,Gewicht als auch in der pharmakokinetischen Kohorte (= Olanzapin Serum)
untersucht, sodass es zu Uberschneidungen in den einzelnen Populationen kommt. Fiir die jeweilige
Subpopulation wurden vielversprechende Polymorphismen identifiziert, die im Kapitel 1.4 ndher
charakterisiert sind. Fir die anschlieRend aufgeflihrten Punktmutationen wurden neue sondenbasierte
LightCycler Methoden entwickelt (siehe Abschnitt 2.3.11.1-3). Jede Methode wurde zudem mit einem
klassischen Genotypisierungs-Verfahren fir mindestens 50 Proben auf Richtigkeit gepruft. Hierbei
wurde fir mit *markierte Polymorphismen eine ALS PCR (siehe Abschnitt 2.3.11.1-3 bzw. Anhang A2)

und fir die restlichen Polymorphismen ein enzymatischer Verdau (siehe Abschnitt 2.3.3) durchgefiihrt.

Olanzapin Serum

o CYP1A2*1D (rs35694136) und UGT1A4 (rs2302429)
e POR (rs2011425)

Response

e CNR1 (rs1049353)

e HRH3 (rs3787429* und rs3787430*)
e ZNF804A (rs1344706*)

e ABCB1 (rs2865690/rs28373093)

Gewicht

FAAH (rs324420)
MCA4R (rs17782313* und rs489693)

e FTO (rs9939609*%)

e CNR1 (rs1049353%)

e HRH1 (rs346070, rs346074* und rs346075)
e PMCH (rs7973796)

e LEP (rs7799039) und LEPR (rs1137101)

e NPY (rs16147) und GAD (rs2236418)
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Insgesamt konnten mit den neu entwickelten Lightcycler Methoden 21 Polymorphismen zuverlassig
einem Genotyp zugeordnet werden. Zudem wurden die sonden-basierten Genotypisierungs-
Ergebnisse mittels enzymatischem Verdau oder allel-spezifischer PCR an Hand von mindestens 50

Proben bestétigt. Hierbei wurden auRer der von Chida et al.”*®

adaptierten Kontrolimethode des
rs35694136 Polymorphismus alle Verfahren neu entwickelt. Mit Ausnahme von 5 Patienten, die im
Folgenden naher spezifiziert sind, konnten an Hand der entwickelten Verfahren alle untersuchten

Proben den jeweiligen 21 Genotypen zugeordnet werden.

Fur zwei Polymorphismen (rs9939609 und rs7799039) kam es auf Grund weiterer Punktmutationen
innerhalb der Bindungsstellen der Sonden flir wenige Patienten zu abweichenden Peaks. Durch
Sequenzierung der relevanten Stellen konnten auch diese Proben einem Genotyp zugeordnet werden.

Einzelheiten hierzu sind den jeweiligen Methoden (siehe Abschnitt 2.3.11.1.3. bzw.6) zu entnehmen.

Fir den rs489693 Polymorphismus konnte auch nach mehrmaliger Extraktion der DNA fir zwei
Patienten kein Ergebnis erhalten werden. Zudem lieferten die Schmelzkurzen zweier weiterer Proben
keine Ergebnisse in der Kombinationsbestimmung mit einem weiteren Polymorphismus. Die
Einzelbestimmung des rs489693 Polymorphismus fuhrte fir diese 2 Proben zu Abweichungen in der
Schmelzkurve (siehe Abbildung 60). Da die zuverldssige Bestimmung des Genotyps fur 4 Proben

nicht mdglich war, wurden diese von der statistischen Auswertung ausgeschlossen.

Melting Peaks

Sl CC (mutant)

0.103
0.083
0.063
0.043 AC (heterozygote)
0.023]
0.003

A{d/dT) Fluorescence {703)

0.017+
0.037
0.057

48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72
Temperature {°C)

Abbildung 60 rs489693 abweichende Peaks

Zudem kam es fur eine Probe bei der Bestimmung des rs1049353 Polymorphismus zu Abweichungen
in der Schmelzkurvenanalyse (Abbildung 61). Da auch nach mehrmaliger DNA-Extraktion der gleiche
Peak-Verlauf identifiziert werden konnte, wurde die Probe von der statistischen Auswertung
ausgeschlossen. Unbekannte Polymorphismen innerhalb der Bindungsstelle der Sonden kdnnten die

beschriebenen Abweichungen erklaren.
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3.2 Verteilung der untersuchten Polymorphismen

Die Verteilung der jeweiligen Genotypen fiur alle untersuchten Polymorphismen ist in Anhang A8 den
Ergebnissen der HAPMAP-EU Population gegenuber gestellt.

Es zeigt sich eine vergleichbare Verteilung der untersuchten Polymorphismen. Zudem befinden sich
fast alle untersuchten Polymorphismen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (ndhere Angaben siehe
Anhang AS8). Einzige Ausnahme hiervon stellt der CYP1A2*1D und der rs2865690/rs28373093
Polymorphismus dar. Die Abweichung des CYP1A2*1D Polymorphismus ist auf einen erhéhten Anteil
an delT/delT-Genotyp Tragern zurtickzufuhren ist. Dies ist allein dem Zufall geschuldet und auf Grund
einer vergleichbaren Haufigkeit des delT-Alleles in europdischen Studien (6,1 % vs. 3,4-11 %;

)?*° ist eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse

zusammengefasst in der Arbeit von Perera et al.
gewabhrleistet. Auch fir den rs2865690/rs28373093 Polymorphismus ist die Abweichung von der

erwarteten Verteilung durch Zufall und nicht durch besondere Selektionskriterien verursacht.
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3.3 Charakterisierung der Studienpopulationen

Um den Einfluss der bestimmten Polymorphismen auf die Gewichtszunahme (Population
»Gewicht), den Response (Population ,Response“) und pharmakokinetische Fragestellungen
(Population ,,Serum Olanzapin®) zu untersuchen, wurden aus einer Gesamtpopulation von n=572,

%0 drei weitere

welche schon an anderer Stelle charakterisiert und ausgewertet wurde,
Teilpopulationen gebildet (Abbildung 62).Generell handelt es sich bei allen Populationen in Bezug auf
die genetische Abstammung um eine sehr homogene Gruppe mit einem Anteil von Kaukasiern um 98
%. Da das Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf der antipsychotischen Therapie lag, wurden nur
Patienten, die mindestens ein atypisches Antipsychotikum im Rahmen ihres Klinikaufenthaltes
erhalten hatten, in die jeweiligen Teilpopulationen eingeschlossen. Patienten, die im
Rekrutierungszeitraum mehrfach in stationdrer Behandlung waren, wurden nur zum ersten

Aufnahmezeitpunkt beriicksichtigt.

Zur Untersuchung des Zusammenhanges von genetischen Polymorphismen und Antipsychotika
vermittelter Gewichtszunahme wurde die Teilpopulation n; (n=350) gebildet, welche nur Patienten
beinhaltet, fur die Gewichtsdaten zu Beginn der Therapie und nach 4 Wochen zur Verfigung standen.
Des Weiteren wurde eine Subpopulation n;, (n=178) generiert, in welche keine Patienten
eingeschlossen wurden, die weitere stark gewichtsinduzierende Medikation (trizyklische

Antidepressiva, Mirtazapin, Lithium, Valproinsaure und Paroxetin)®’

oder die gewichtsneutralen
Antipsychotika Ziprasidon und Aripiprazol erhalten hatten. Hiermit sollte die Komedikation als
Verzerrungsfaktor der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme limitiert werden. Zur
differenzierten Betrachtung der Gewichtszunahme in zuvor unbehandelten Patienten wurde zudem
eine Subpopulation ns; (n=90) mit Patienten, die sich zum ersten Mal einer antipsychotischen

Behandlung unterzogen, generiert.

Gesamtpopulation
n=573

Population n: Population n2 Population n3
Gewicht Response | Serum Olanzapin
N=350 N=377 || N=98

Adjustierte | FirstEpisode
Subpopulation Subpopulation
nibN=178 nicN=90

Abbildung 62: Uberblick der gebildeten Teilpopulationen

Um den Einfluss eines genetischen Polymorphismus auf das Ansprechen einer antipsychotischen

Therapie zu untersuchen, wurde eine weitere Teilpopulation n, (n=377) gebildet, welche nur Patienten
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beinhaltet fir die mindestens ein Parameter (CGIl, PDS-D/P) zur Charakterisierung des Ansprechens

einer antipsychotischen Behandlung zur Verfugung stand.

Die dritte Population n; (n=98) beinhaltet nur Patienten, die fir mindestens 4 Wochen eine Olanzapin-
Therapie erhalten hatten und flr welche Olanzapin Serumkonzentration ermittelt wurden. Diese

Kohorte wurde hinsichtlich des Einflusses pharmakokinetischer Polymorphismen untersucht.

Nachfolgend wird jede Teilpopulation separat demographisch charakterisiert, auf weitere klinische

Einflussfaktoren untersucht und anschlieRend der Einfluss der jeweiligen Polymorphismen aufgefihrt.
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3.4 Ergebnisse der Population ,,Serum Olanzapin“

3.4.1 Demographische Beschreibung

Von den 98 Patienten der Population ,Serum Olanzapin® waren 54 (55,1 %) weiblich und 44 (44,9 %)

mannlich. Der Anteil der Raucher betrug 40,8 %. Eine positive Familienanamnese bezlglich

psychiatrischer Erkrankungen hatten 36 (39,1 %) von 92 Patienten, fir die diese Information verfiigbar

war. Zudem zeigten 34 (35,4 %) von 96 Patienten mit dem hinterlegten Merkmal eine erste Episode

einer psychiatrischen Erkrankung.

Tabelle 30 und Abbildung 63 geben einen Uberblick (iber die demographischen Daten, den

Krankheitszustand der Patienten zum Aufnahmezeitpunk und die Verteilung der Diagnosen:

Der Durchschnittspatient zeigt sich als 40-jahriger mit leichtem Ubergewicht (BMI~25) und

ausgepragten paranoiden und depressiven Symptomen, welche im Vergleich zu den anderen

untersuchten Populationen (siehe Abschnitt 3.5.1 bzw. 3.6.1) leicht starker ausgepragt sind. Zudem

fallt bei der Verteilung der Diagnosen ein gleichmaBiger Anteil von F2 und F3 Diagnosen auf.

Tabelle 30 und Abbildung 63

Variable n Mittelwert + SD
Alter 98 41,4 +14,6
Gewicht 93 72,8+ 15,1
Aufnahme

Grole 97 171,2+ 9,6
BMI Aufnahme 92 249+47
Aufenthaltsdauer 98 78,1+ 38,5
PDS-P Aufnahme | 93 94+8,5
PDS-D Aufnahme | 93 19,2+9,9
CGI-Aufnahme 98 6,1+0,7
Dosis (mg) 98 14,7+7,3
Serum- 98 246 £ 18,3
konzentration

(ng/ml)

C/D (ng/mlI*mg) 98 1,7+1,2

M F2 Diagnose M F3 Diagnose & F4-F6 Diagnose
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3.4.2 Medikation

Die nachfolgenden Tabelle 31 und Abbildung 64 geben einen Uberblick tber die Medikation der
Population ,Serum Olanzapin®. Die Mehrheit der Patienten (75,5 %) erhielten Olanzapin als einziges
atyischen Antipsychotikum. Nur die Minderheit (28,6 %) wurde sowohl mit atypischen als auch mit
typischen Antipsychotika behandelt. Bei der Kombination von Olanzapin mit einem weiteren
atypischen Antipsychotikum stellten Risperidon (n=8), Quetiapin (n=7), Amisulprid und Paliperidon
(n=4) die Praparate mit der haufigsten Anwendung dar. Bei der antidepressiven Medikation stellten
Mirtazapin, Citalopram und trizyklische Antidepressiva die am haufigsten verwendeten Medikamente
dar. Als Komedikation erhielten die meisten Patienten Biperiden (n=18), Lithium (n=19) und
Benzodiazepine (nicht eingetragen). Zudem erhielten 7 Patienten den starken CYP1A2 Induktor
Carbamazepin und 4 Patienten Valproinsaure, Medikamente, welche nachweislich zu reduzierten
Olanzapin Serumkonzentrationen fiinren.*® ?°> Da die Anzahl der individuellen CYP1A2 Substrate zu
gering flr eine einzelne statistische Auswertung waren, wurden CYP1A2 Substrate (nach der Arbeit

263

von Flockhart et al.)™" zu einem Faktor zusammengefasst (Vorhandensein Ja (n=38) bzw. Nein).

Tabelle 31: Medikation nach Studienpopulation

Therapie nur mit Atypikum 70
1 74
2 22
Anzahl der
Atypika 3 1
4 1
Therapie Atypikum +Typikum 28
1 25
Anzahl der Typika 2 3
Pipamperon 8
Haufigste Typika Haloperidol 8
Komdekation
Perazin 1
Mirtazapin 30
Haufigste .
Antidepressiva Citalopram 25
Komedikation TCA 13
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Olanzapin +
Clozapin

Olanzapin +
Paliperidon

Olanzapin +
Amisulprid

Olanzapin +
Quetiapin

Olanzapin +
Risperidon

Olanzapin +
Typikum

Olanzapin
Monotherapie*

s

B Population Olanzapin Serum
Abbildung 64: Verarbreichte Studienmedikation
* Monotherapie bezogen auf atypische Antipsychotika, Gabe von Typika moglich
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3.4.3 Klinische Einflussfaktoren und Wechselwirkungen

Relevante klinische Einflussfaktoren stellen hierbei das Geschlecht, Alter, Gewicht sowie mdgliche

49,93 79 Auf der nachsten

Komedikationen mit einem Einfluss auf den Olanzapinmetabolismus dar.
Seite findet sich ein Uberblick (iber die erhaltenen Olanzapin -Dosen, und -Serumkonzentrationen in
Abhangigkeit von diesen Einflussfaktoren. Zudem wurde der Einfluss auf Kkorrigierte
Serumkonzentrationen untersucht, wobei sowohl eine Dosis-Korrektur (=Serumkonzentration
/Olanzapindosis) als auch eine Dosis- und Gewichts-Korrektur (=Serumkonzentration/Olanzapindosis

x Gewicht zur Aufnahme in kg) durchgefiihrt wurde.

Zwischen Méannern und Frauen konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der untersuchten
Parameter identifiziert werden. Im Gegensatz zu Frauen erhielten Manner jedoch héhere Dosen (15,4
vs. 14,1 mg; p=0,402) und wiesen trotzdem niedrige Serumkonzentration (24,0 vs. 24,8 ng/ml;
p=0,936) auf.

Patienten mit einer Komedikation des potenten CYP1A2 Induktors Carbamazepin zeigten ein
signifikant erniedrigtes C/D-Verhaltnis (0,7 vs. 1,8 ng/ml*mg; p=0,017). Die offensichtlich
durchgefiihrte Dosisanpassung war hierbei nicht ausreichend und resultierte bei Patienten mit einer
Carbamazepin Komedikation in Serumspiegel unterhalb des empfohlenen therapeutischen Bereichs
von 20-80 mg/ml (Tabelle 32).

Im Gegensatz hierzu fiihrte die Dosisanpassung (16,9 vs. 13,2 mg; p=0,014) bei Rauchern zu

vergleichbaren Serumspiegeln von Rauchern gegentber Nicht-Rauchern.

In einer kurzlich publizierten Studie konnte ein dem Rauchen vergleichbarer Einfluss von
Valproinsaure auf die Olanzapin Serumkonzentration nachgewiesen werden.®®®> Auch in der
untersuchten Population konnte eine dem Rauchen vergleichbare Reduktion der Olanzapin C/D-Ratio
(1,3 vs. 1,7 ng/mlI*mg; p=0,461) bei Patienten mit Valproinsdure Komedikation beobachtet werden,
wobei der Unterschied nicht signifikant war. Zudem erschwert die Tatsache, dass 2 dieser 4 Patienten
Raucher waren und ein Patient zusatzlich Carbamazepin erhalten hatten, die Interpretation der

Ergebnisse.

Da nur 7 bzw. 4 Patienten Carbamazepin oder Valproinsdure als Komedikation erhielten, wurden
diese CYP1A2 Induktoren mit dem Rauchstatus zu einem Faktor zusammengefasst. Patienten, die
einen CYP1A2 Induktoren erhielten, zeigten ein signifikant erniedrigtes Olanzapin C/D-Verhaltnis (2,0

vs.1,4 ng/ml*mg; p=0,007).

Neben diesen Faktoren wurde der Einfluss der Komedikationen untersucht. Hierbei hatte weder die
Anzahl der antipsyschotischen Medikationen noch das Vorhandensein eines CYP1A2 Substrates

einen signifikanten Einfluss auf das Olanzapin C/D-Verhaltnis (p=0,100 bzw. p=0,927).
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Tabelle 32: Klinische Einflussfaktoren auf Olanzapin Serumkonzentration

Frauen (n=54,51)

IManner (n=44,42)

p

Nein (n=91,87)
Ja (n=7,6)

p

Nein (n=58,57)
Ja (n=40,36)

p

Nein (n=94,89)

Ua (n=4)

Nein (n=53,52)
Ja (n=45,41)

p

142+74
154 £7,2

0,402

145+7,3
16,975

0,422

13,2+6,7
16,9+7,3

0,014

13,7+74
15,0+ 41

0,936

13,2+6,8
16,575

0,024

24,8 +18,7
24,0 +18,1

0,934

25,5 £18,6
12,5 £7,5

0,068

246 £18,5
246 +18,3

0,992

248 +18,4
20,6 +18,5

0,660

259 £18,7
231 £17,9

0,439

0,461

124,5 +99,8
124,4 +67,2

0,9393

129,5 + 86,8
51,1 £19,0

0,030

134,5 £93,9
108,5 +70,6

0,157

125,9 +87,4
91,8 +50,3

0,442

142,2 +94,6
101,9 +68,9

0,024
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Weder das Alter noch das Gewicht bei Aufnahme konnten signifikant mit Serumspiegeln von
Olanzapin bzw. dem C/D-Verhaltnis korreliert werden (p>0,317 bzw. p>0,362). Eine separate
Auswertung von Patienten tber (n=87) und unter 60 Jahren (n=11) analog zur Studie von Haslemo et

262
al.

identifizierte einen Trend zu niedrigen Serumspiegeln fir Patienten tber 60 Jahren (14,6 vs. 25,9
ng/ml; p=0,054). Hierbei konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in den Olanzapindosen (11,9 vs.

15,7 mg; p=0,171) und im C/D-Verhaltnis (1,4 vs. 1,8 ng/mI*mg; p=0,316) beobachtet werden.

Eine Differenzierung nach Diagnose resultierte in erwartungsgemal hoheren Dosen und damit
verbundenen Serumkonzentrationen von Patienten mit einer F2 gegeniiber einer F3 Diagnose (18,6
vs. 11,1 mg und 34,7 vs. 15,5 ng/ml; p<0,001).
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3.4.4 Exemplarisches Vorgehen

In den nachfolgenden Kapiteln werden die statistischen Ergebnisse, der unter 2.3.11.1 beschriebenen

Polymorphismen aufgefiihrt, welche im Kontext veranderter Serumspiegel, untersucht wurden.

Mit Hilfe einer ANOVA wurde der Einfluss der jeweiligen Genotypen auf die Serum- bzw. korrigierten
Serumspiegel untersucht. Hierbei wurde auf eine gleichmafige Verteilung von CYP1A2 Induktoren
(Rauchen, Carbamazepin bzw. Valproinsaure) CYP1A2 Substraten und Art der Medikation in den
verschiedenen Genotypgruppen geprift. Auf Grund der geringen Haufigkeit von *1F CC-Genotyp
Tragern und *1D delTdelT-Genotyp Tragern wurden diese in weiteren statistischen Auswertungen
zusammengefasst (*1F-C-Allel, *1D-delt-Allel).

Zur Vermeidung von Verzerrungsfaktoren wurde die Dosis-korrigierte Serumkonzentration von
Olanzapin als abhangige Variable in einem ANCOVA Modell untersucht. Dieses Modell beinhaltet als
Kofaktoren Faktoren Alter, Geschlecht, Gewicht zur Aufnahme, CYP1A2 Induktoren und den
CYP1A2*1D bzw. *1F Polymorphismus.

Um den Einfluss eines Interaktionseffektes zwischen Genotyp und CYP1A2 Induktoren zu
untersuchen wurde oben beschriebenes Model mit den festen Faktoren CYP1A2 Induktor und *1D
bzw. *1F Genotyp adjustiert auf die Kofaktoren Alter, Geschlecht und Gewicht zur Aufnahme

verwendet.

Da zu erwarten ist, dass der Einfluss der identifizierten Risikofaktoren nur einen geringen Einfluss auf
die Serumkonzentration von Olanzapin ausliben wird und nur relevante Unterschiede in ein
verandertes Response-Verhalten resultieren, wurden die Risikofaktoren kombiniert. Fiir Risikomodel 1
wurde das Erhalten eines CYP1A2 Induktors als 1, die Kombination von Induktor und *1F AA-Genotyp
als 2 und alle restlichen Auspragungen als 0 kodiert. In diesem Modell ware demnach eine erniedrigte
Konzentration fur Risikostufe 2 zu erwarten. Risikomodell 2 bericksichtigt zudem den CYP1A2*1D
Polymorphismus. Als Risikofaktoren fur erhéhte Serumkonzentrationen wurden hierbei die
Abwesenheit eines Induktoren, sowie das *1D delT-Allel und das *1F C-Allel eingestuft. Da nur fur 4
Patienten gleichzeitig 3 Risikofaktoren vorlagen wurden diese mit den Tragern von 2 Risikofaktoren

zusammengefasst.
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3.4.5 Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf Serumkonzentrationen

3.4.5.1 CYP1A2*1D und *1F

Die CYP1A2*1F (rs762551) und *1D (rs35694136) Polymorphismen befinden sich innerhalb des
Intron 1 des CYP1A2 Genes, welchem eine Schllsselrolle in der Metabolisierung von Clozapin und
Olanzapin zugeschrieben wird.”” Auf Grund seltener Mutationen im Genbereich, die zudem in einem
hohem Linkage Disequilibrium stehen, erscheint eine Routinediagnostik nur fir diese Polymorphismen
in Kaukasiern sinnvoll.* In vielen Studien geht der CYP1A2*1F Polymorphismus mit einer erhdhten

Induzierbarkeit des CYP1A2 Enzymes in Rauchern einher,Bo'64

wobei die Studienlage im Kontext
5% Fir den CYP1A2*1D

Polymorphismus konnte ein Einfluss auf die Olanzapin Clearance in Rauchern nachgewiesen

veranderter Olanzapin Serumkonzentration widersprichlich st

werden.® Die Relevanz dieser Deletion ist auf Grund sehr weniger Studien in kleinen Populationen

um 50 Patienten weiterhin unklar.® %

Sowohl fur den CYP1A2*1D als auch fur den CYP1A2*1F Polymorphismus zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter CYP1A2 Induktoren sowie Carbamazepin-
Komedikation. Zudem waren CYP1A2 Substrate und atypische Medikation in den verschiedenen

Genotypgruppen vergleichbar.

Tabelle 33: Olanzapin Serumkonzentrationen in Abhangigkeit vom untersuchten Genotyp

Serum- Korpergewicht
Dosis . C/D Ratio korrigierte C/D
SNP konzentration :
(mg) (ngimi) (ng/ml per mg) Ratio
9 (ng/ml per mg/kg)
CYP1A2*1D Genotyp
TT (n=89,85) * 145+74 22,7 +16,6 1,6 £1,0 116,2 + 79,8
T/delT (n=6,5)* 19,2 +4,9 43,5 +27,6 24+14 204,5+102,3
delT/delT (n=3) 13,3 +5,8 44,0 + 22,1 3,7+26 223,8+140,4
p 0,297 0,004 0,003 0,009
CYP1A2*1F Genotyp
CC (n=8,7)* 19,6 +7,8 26,1 +£10,7 1,4 £0,5 98,9 +46,9
CA (n=36,35)* 15,1 +7,3 30,5 +20,1 21 +£1,3 150,8 +101,5
AA (n=54,51)* 13,7 £7,0 20,4 +17,0 1,5 £11 109,9 +75,9
p 0,091 0,035 0,038 0,068

* die zweite Anzahl an Patienten bezieht sich auf den Parameter Kérpergewicht und dosiskorrigierte
Serumkonzentration. Auf Grund fehlender Gewichtsdaten flr n=5 Patienten unterscheidet sich die
Genotypverteilung von den andereren untersuchten Parametern

120



Trager des CYP1A2*1D delT/delT Genotyps zeigten 2,3-fach erhdhte Dosis-korrigierte (p=0,003;
Tabelle 33) und 1,9-fach erhéhte Korpergewicht-korrigierte Serumspiegel des Olanzapins (p=0,009;
Tabelle 33) als Wildtyp Trager. Auf Grund der geringen Anzahl an deltT/delT Genotyp Tragern wurde
ein Vergleich von delT-Allel Tragern zu Wildtyptragern durchgefiihrt, welcher in gleichsam signifikante

Ergebnissen (C/D-Ratio: 1,6 vs. 2,8 ng/mlI*mg; p=0,003) resultierte.

Fur den CYP1A2*1F Polymorphismus konnte ein signifikanter Einfluss nur auf die Olanzapin Serum -
und dosiskorrigierte Serum-Konzentration identifiziert werden, wobei heterozygote Genotyp-Trager die
jeweils hochsten Olanzapin Serumspiegel zeigten (Tabelle 33). In Analogie zu CYP1A2*1D wurden fir
weitere statistische Auswertungen alle C-Allel Trager zusammengefasst. Hierbei zeigten C-Allel
Trager ein signifikant erhdhtes C/D Verhaltnis (1,98 vs. 1,49 ng/ml*mg; p=0,039) gegeniber AA-
Genotyp Tragern.

Mit Hilfe eines ANCOVA Modelles wurde der Einfluss der beiden untersuchten Polymorphismen auf
die Dosis-korrigierten Olanzapin Serumkonzentration unter Berlicksichtigung der klinischen Faktoren
Alter, Geschlecht, Gewicht zur Aufnahme und CYP1A2 Induktoren untersucht. Fir den CYP1A2*1D
Polymorphismus als festen Faktor ergeben sich mit den beschriebenen klinischen Kovariaten und dem
CYP1A2*1F Genotyp vergleichbare Ergebnisse zur ANOVA (1,6 vs. 3,1 ng/ml*mg; p<0,0001,
Abbildung 65). In Analogie ergeben sich fir den CYP1A2*1F Polymorphismus als festen Faktor fiir C-
Allel Trager eine erhdhte C/D Ratio gegeniiber AA-Genotyp-Tragern (2,0 vs. 1,5 ng/ml*mg; p=0,028,
Abbildung). Neben den beiden untersuchten Polymorphismen erreicht nur der klinische Faktor
CYP1A2 Induktor ein signifikantes Niveau (p=0,025).

CYP1A2*1D CYP1A2*1F
1 p<0,001 p=0,028
3-
3.1

2,0

Olanzapin C//D Ratio (ng/ml*mg)

TT TdelT+delTdelT CC+CA AA

Abbildung 65: Einfluss des CYP1A2*1D bzw. *IF Genotyps auf Dosis-korrigierte Olanzapin

Serumspiegel

Obwohl die beiden Marker auf dem gleichen Gen lokalisiert sind, besteht keine starke Korrelation der
jeweiligen  Genotyp-Gruppen (r>=0,024), sodass von unabhangigen Effekten auf die

Serumkonzentration auszugehen ist. Jedoch war in der untersuchten Population das Vorhandensein
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eines delT-Allels an den AA-Genotyp des CYP1A2*1F Polymorphismus gebunden (8/9 Patienten),

sodass eine Untersuchung des Interaktionseffektes nicht sinnvoll erscheint.

Die folgende Abbildung (Abbildung 66) gibt einen Uberblick Uber die adjustierten Mittelwerte des
CYP1A2*1D bzw. *1F Polymorphismus in Abhangigkeit von der Anwesenheit von CYP1A2 Induktoren:

5 4,0 2,2+ 2,2
E
= 3,54 2,01
2
= 307 18 1.8 g
3
14 2,5_ 156_
a
o
[ 2,0_ 154_
s
N 1,21
c 187 ’ 12
© 1,0 1,01
! T

C-Allel AA
rs762551 Polymorphismus (CYP1A2*1F)

1T deITI-AIIeI
rs35694136 Polymorphismus (CYP1A2*1D)

Abbildung 66: ANCOVA Interaktionsmodell CYP1A2*1D bzw. *1F Genotyp x CYP1A2 Induktoren
(grun = Rauchen, Carbamazepin oder Valproinsaure vorhanden, rot = kein CYP1A2 Induktor)
adjustiert auf die klinischen Faktoren Alter, Geschlecht, Gewicht zur Aufnahme

Sowohl fir den CYP1A2*1D (Interaktionseffekt p=0,276) als auch fir den CYP1A2*1F
(Interaktionseffekt p=0,613) Polymorphismus zeigt sich ein vom CYP1A2 Induktoren Status unab-
hangiger Effekt des Genotyps mit jeweils hdheren Serumspiegeln bei Patienten, die keine Induktoren
erhalten hatten. Fur AA-Genotyp Trager des CYP1A2*1F Polymorphismus zeigte sich ein nur

schwach reduziertes C/D-Verhaltnis bei Patienten, die zusatzlich CYP1A2 Induktoren erhalten haben.

Mit diesem linearen Modell (Tabelle 34) kénnen 24,4 % der Varianz der Dosis-korrigierten
Serumkonzentration von Olanzapin erklart werden. Zudem stellt der CYP1A2*1D Genotyp die Variable
mit dem grofiten Einfluss auf die korrigierten Serumspiegel dar. Bei Vernachlassigung der nicht
signifikanten Faktoren Alter, Geschlecht und Gewicht zur Aufnahme entwickeln Patienten, die sowohl
Trager des CYP1A2*1D (deltT-Allel) als auch des CYP1A2*1F (C-Allel) Risiko-Allels sind und zugleich
keinen CYP1A2 Induktor erhalten haben eine um 2,5-fach erhohte C/D-Ratio.

122



Tabelle 34: Lineares Regressionsmodell mit der abhdngige Variable Dosis-korrigierte

Olanzapin Serumkonzentration (ng/mil*mg)

Konstante
CYP1A2*1D'
CYP1A2*1F?

CYP1A2 Induktoren®
Alter

Geschlecht

Gewicht zur Aufnahme

2,733
1,542
-0,524
-0,530
-0,006
-0,274
-0,001

0,620
0,411
0,234

0,232
0,008
0,269
0,009

0,365
-0,220
-0,222
-0,076
-0,115
0,007

<0,001
<0,001
0,028
0,025
0,469
0,311

0,950

' kodiert O fiir TT Genotyp, 1 fiir delT-Allel
2 kodiert O fiir C-Allel, 1 fiir AA Genotyp

® kodiert O fiir kein CYP1A2 induzierendes Medikament und 1 fiir Induktoren (Rauchen, Carbamazepin oder

Valproinsaure)
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3.4.5.2 rs2302429 (POR) und rs2011425 (UGT1A4)

Der rs2302429 Polymorphismus stellt eine Punktmutation der Guanin- zur Adenin-Base dar und
befindet sich im Intron 11 des POR Genes, welches Elektronen von NADP auf das Ham-Zentrum des
CYP dubertragt und somit eine elementare Bedeutung fur dessen Funktion darstellt.”" " Die
Auswirkung des Polymorphismus auf Olanzapin Serumkonzentrationen ist unbekannt, jedoch legen

74,75

sowohl in in-vitro als auch in-vivo " Studien einen Einfluss auf die CYP1A2 Aktivitat nahe.”’

Der rs2011425 Polymorphismus ist in Exon 1 des UGT1 Genes lokalisiert, welches fur das
gleichnamige Phase Il Enzym kodiert. Dieses katalysiert die Glukuronidierung zum Olanzapin-10-N-
Glukuronid, dem Hauptmetaboliten des Olanzapinmetabolismus.”® In zwei kirzlich publizierten
Studien konnte eine verringerte Dosis-korrigierte Olanzapin Serumkonzentration in Tragern des
UGT1A4*3 beobachtet werden.®>

Fir beide untersuchte Polymorphismen konnte kein signifikanter Unterschied in der Verteilung
relevanter Einflussfaktoren wie CYP1A2 Induktoren bzw. Carbamazepin, CYP1A2*1F und*1D
Genotyp identifiziert werde. Zudem war die Verteilung von CYP1A2 Substraten und atypischen

Medikationen in den verschiedenen Genotypgruppen vergleichbar.

Sowohl fir den rs2302429 als auch fiir den rs2011425 Polymorphismus konnte kein signifikanter

Einfluss auf die Serumspiegel identifiziert werden (Tabelle 35).

Tabelle 35: Olanzapin Serumkonzentrationen in Abhangigkeit vom untersuchten Genotyp

Serum- Korpergewicht
Dosis . C/D Ratio korrigierte C/D
SNP konzentration :
(mg) (ngimi) (ng/ml per mg) Ratio
9 (ng/ml per mg/kg)
UGT1A4 *3 Genotyp
TT (n=83,78)* 14,4 +74 24,3 £18,2 1,7 £1,2 126,3 +92,2
TG (n=15) 16,3 £ 6,6 26,4 +£19,4 1,6 £0,7 114,8 +44,1
GG (n=0)
0,352 0,687 0,642 0,638
p
POR rs2302429 Genotyp
GG (n=64,61)* 13,5 £6,9 22,0 £17,2 7 £13 1222 +92,5
GA (n=30,28)* 174 +7,6 29,6 +19,7 1,7 £0,9 130,5 + 77,7
AA (n=4) 15,0 +7,1 29,0 22,2 8 £0,8 116,2 +43,6
p 0,053 0,153 0,971 0,899
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Sowohl fir den rs2302429 (GG/GA/AA: 1,7/1,8/1,7 ng/mlI*mg; p=0,975) als auch fir den UGT1A4*3
Polymorphismus (TT vs. TG: 1,8 vs. 1,5 ng/mlI*mg; p=0,385) konnte in einem auf die
Verzerrungsfaktoren Alter, Geschlecht, Basisgewicht, CYP1A2 Induktoren, sowie CYP1A2*1D und
*1F Genotyp adjustierten Modell, kein signifikanter Einfluss auf die Dosis-korrigierte Olanzapin
Serumkonzentration identifiziert werden. Zudem verblieb der Interaktionseffekt (CYP1A2 Induktoren x

Genotyp) fiir die untersuchten Polymorphismen ohne signifikantes Ergebnis (p=0,090 bzw. p=0,333).
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3.4.6 Einfluss von Serumkonzentrationen auf Nebenwirkungen sowie Response

Nachfolgend soll untersucht werden, ob erhdhte Olanzapin Serumkonzentrationen mit einem
veranderten Ansprechen auf eine Psychopharmakotherapie sowie mit einer verstarkten

Gewichtszunahme bzw. Nebenwirkungen einhergehen.

Anzumerken ist hierbei, dass es sich bei der untersuchten Population um ein heterogenes
Patientenprofil mit mehrheitlich F2 und F3 Diagnosen handelt, welche sich signifikant in der Hohe der
verabreichten Dosen und damit verbundenen Serumspiegeln unterscheiden (siehe Abschnitt 3.5.3).
Zudem wiesen schizophrene Patienten (F2) eine erhdhte paranoide Symptomatik (PDS-P) vor
Therapiebeginn auf (MWU; 7,0 vs. 5,0; p=0,007), wohingegen depressive Symptome signifikant
niedriger auftraten als bei Patienten mit einer F3 Diagnose (MWU; 14 vs. 23; p=0,002). Ein
signifikanter Unterschied beziglich der Fremdeinschatzung des Arztes konnte nicht identifiziert
werden (MWU; p=0,716).

ErwartungsgemaR erhielten Patienten mit einem ausgepragten Krankheitszustand nach CGI bzw.
PDS-P auch erhohte Olanzapindosen (r*=0,236; p=0,019 bzw. r?*=0,402; p<0,001). Diese
Beobachtung konnte nur fiir den PDS-P (r?=0,303; p=0,003) auf die Olanzapin Serumkonzentrationen
Ubertragen werden (r>=0,296; p=0,019). Fir den CGI konnte keine signifikante Korrelation mit

Olanzapin Serumkonzentartionen identifiziert werden (r>=0,164; p=0,106).

Unter den untersuchten Parametern (Tabelle 36) konnte nur fir die Zustandsénderung der paranoiden
Symptome (A PDS-P) und die Aufenthaltsdauer eine signifikante Korrelation mit Serumspiegeln des

Olanzapins identifiziert werden.

Tabelle 36: Spearman Korrelation

: Aufenthalts
Olanzapin [ A cglH | APDS-P | APDS-D |Summe NW A Gewicht
Serumspiegel dauer
r 0,025 0,226 0,146 0,036 0,256 0,029
p 0,814 0,033 0,172 0,740 0,011 0,786
n 91 89 89 88 98 89

Da ein signifikanter Zusammenhang zwischen Olanzapin Serumkonzentration und der Art der
Diagnose besteht, wurden magliche Korrelationen getrennt nach F2 bzw. F3 Diagnose betrachtet:
Hierbei korrelierte nur fir schizophrene Patienten (F2 Diagnose; n=40) ein verbessertes Ansprechen
nach PDS-P mit erhdhten Serumkonzentrationen (r?=0,349; p=0,027, Abbildung 67). In Analogie
konnten in respondierenden Patienten (PDS-P>50 %) erhoéhte Olanzapin Serumkonzentrationen
identifiziert werden, wobei der Unterschied sowohl in der Gesamtpopulation als auch in schizophrenen

Patienten kein signifikantes Niveau erreichte (p=0,528 vs. p=0,705). Zudem konnten keine erhdhten
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Serumspiegel bei Patienten, die unter Nebenwirkungen litten identifiziert werden (p=0,174 bzw.
0,136).
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Abbildung 67: Spearman Korrelation der Olanzapin Serumspiegel mit der Zustandsanderung
der paranoiden Symptomatik (A PDS-P)

Zwei unabhangige Studien konnten oberhalb einer Konzentrationsgrenze von 23,2 ng/ml ein

verbessertes Ansprechen identifizieren.*” %

Dies konnte in unserer Studienpopulation in Bezug auf
den CGI nicht beobachtet werden. Fir den PDS-P-Response zeigte sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied, auch wenn in der F2 Population deutlich mehr Patienten oberhalb des Schwellenwertes
respondierten (39,3 % vs. 9,1 %; p=0,122). Die Zustandsanderung der paranoiden Symptome zeigte
in Analoge hierzu eine verminderte Symptomreduktion fiir Patienten unterhalb des
Konzentrationsbereiches von 23,2 ng/ml (F2: 1,0 vs. 5,0; p=0,108). Hierbei zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen Baselineparametern des PDS-P bzw. PDS-D, sowie CGI in

Respondern und Nicht-Respondern. Zudem war die Komedikation in beiden Gruppen vergleichbar.

In vorausgegangenen Studien konnte das Ansprechen einer antipsychotischen Therapie mit einer
verstarkten Gewichtszunahme assoziiert werden (zusammengefasst in der Arbeit von Coccurello et
aI.).115 Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Population ,Gewicht* (siehe Abschnitt 3.6.3) zeigten
PDS-P Responder (2,8 vs. 1,5 kg; p=0,080) und CGI- Responder (4,6 vs. 1,8 kg; p=0,017) eine
erhohte Gewichtszunahme gegeniiber Nicht-Respondern. Eine Differenzierung in F2 bzw. F3
Diagnose konnte nur fur schizophrene Patienten (F2-Diagnose), die nach PSD-P respondierten (n=5
vs. 32) eine signifikant erhéhte Gewichtszunahme identifizieren (5,7 vs. 1,8 kg; p=0,007). Dartber
hinaus korrelierte eine erhéhte Gewichtszunahme mit einer verbesserten Zustandsanderung (CGI-2:
r’=-0,251; p=0,003) sowie einem verbesserten Ansprechen nach CGI (r*=0,243; p=0,006). Zwischen
Respondern und Nicht-Respondern konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich verzerrender
Faktoren wie Alter, Geschlecht, Gewicht zur Aufnahme und gewichtsinduzierender Komedikation

identifiziert werden.
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Problematisch bei der Interpretation der Ergebnisse erweist sich der Zusammenhang zwischen
erhohten PDS-P Werten vor Therapiebeginn und einigen untersuchten Parametern: Eine verstarkte
paranoide Symptomatik vor Beginn der Therapie ist mit einer erhéhten Reduktion der Symptome nach
4 Wochen verbunden. Patienten mit einer erhéhten paranoiden Symptomatik erhalten jedoch auch
erhdhte Olanzapindosen, welche wiederum mit der H6he der Symptomreduktion korrelieren. Um die
paranoide Ausgangs-Symptomatik als Verzerrungsfaktor hinreichend genug zu bericksichtigen,
wurde die prozentuale Zustandsanderung nach PDS-P verwendet, welche die Verbesserung der
Symptome ins Verhaltnis zu den Symptomen vor Therapiebeginn setzt. Hierbei ergab sich sowohl in
der Gesamtpopulation als auch in der F2 Population keine signifikante Korrelation (p>0,132). Zudem
wurde ein ANCOVA Modell mit der abhangigen VariableA PDS-P und den Covariaten Serumspiegel,
PDS-P zur Aufnahme, Diagnose und Gewichtszunahme gebildet. Hierbei zeigte sich nur fir den PDS-

P zur Aufnahme ein signifikanter Einfluss auf die Veranderung der paranoiden Symptome (p<0,001).

Neben dem Response scheinen auch metabolische Nebenwirkungen positiv. mit Olanzapin
Serumkonzentrationen korreliert zu sein.** Eine Studie konnte in diesem Zusammenhang einen
Grenzwert von 20,4 ng/ml identifizieren oberhalb dessen es zu einer verstarkten Gewichtszunahme

kommt.?®°

Dies konnte in der untersuchten Population weder fiir die Gewichtszunahme (1,8 vs. 2,2 kg;
p=0,671) noch fir den Anteil an Patienten mit einer Gewichtszunahme Uber 7 % bestatigt werden

(p=0,302).
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3.4.7 Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf Nebenwirkungen sowie
Response

Von den vier untersuchten Punktmutationen konnten fir den CYP1A2*1F und CYP1A2*1D
Polymorphismus ein signifikanter Einfluss auf die Dosis-korrigierte Olanzapin Serumkonzentration
identifiziert werden. Hierbei fihrte der CYP1A2*1D Polymorphismus bei gleichen Olanzapin Dosen zu
erhéhten Serumkonzentrationen, wobei fur den CYP1A2*1F Polymorphismus ein umgekehrter Effekt
beobachtet werden konnte. Somit ist flr beide Polymorphismen ein verandertes Ansprechen bzw.
Nebenwirkungsrate auf Grund erhdhter oder erniedrigter Serumspiegel plausibel. Jedoch zeigte sich
fur die Polymorphismen CYP1A2*1D und *1F kein signifikanter Zusammenhang mit dem Ansprechen
oder Nebenwirkungen. Dies kénnte zu einem mit der Tatsache erklart werden, dass sich 98 % der

)?°® befanden und im Rahmen des

Patienten innerhalb der therapeutischen Breite von (20-80 ng/ml
TDM eine Dosisoptimierung stattgefunden hatte. Hieraus resultiert nur eine geringe Anzahl an
Patienten, die stark abweichende Serumspiegel zeigen, und bei welchen erhéhte Nebenwirkungsraten

zu erwarten waren.

Um den Einfluss des CYP1A2*1D und *1F Polymorphismus in einer grofteren Population auf
Nebenwirkungen sowie Response zu untersuchen, wurden Patienten der Gesamtpopulation, welche
mit Olanzapin und Clozapin (groRtenteils Gber CYP1A2 verstoffwechselt) therapiert wurden, zu einer
Kohorte zusammengeschlossen. Fur diese 205 Patienten konnte ein signifikanter Einfluss eines
CYP1A2 Induktoren auf den PDS-P-Response in schizophrenen Patienten identifiziert werden: Hierbei
zeigten schizophrene Patienten (n=84), die einen Induktoren erhalten hatten, eine signifikant erhéhten
Anteil an Nicht-Respondern (79,5, vs. 55,0 %; p=0,016). Einen Trend fiir ein vermehrtes Auftreten in
Nicht-Respondern konnte zudem in Tragern des CYP1A2*1D TT-Genotyps (71,8 vs. 46,2 %; p=0,104)
und des CYP1A2*1F AA-Genotyps (76,2 vs. 59,5 %, p=0,102) identifiziert werden.

100%7

0 1 2 2 1 0
Abbildung 68: Ansprechen nach PDS-P in Abhangigkeit vom Risikofaktor; links Risikomodell 1

und rechts Risikomodell 2 adaptiert nach Czerwensky et al.>*; rot = kein Ansprechen, griin =

Ansprechen.
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Eine Kombination der beschriebenen Einflussgroften konnte auch fiir die Risikomodelle 1 (p=0,076)
und 2 (p=0,002; Erlauterung der Risikomodelle siehe Abschnitt 3.4.4) einen Zusammenhang mit dem
Ansprechen nach PDS-P identifizieren (Abbildung 68). Demnach fiihrt die Kombination von Faktoren
(CYP1A2*1D delT-Allel, CYP1A2*1F C-Allels und die Nicht-Anwendung eines CYP1A2 Induktoren),
welche zu erhdhten Serumkonzentration filhren, zu eine verbesserten Vorhersage des
Therapieansprechens (Abbildung 68 rechts). Die Rate an Patienten, die nach PDS-P auf eine
Therapie ansprachen war bei 2 Faktoren deutlich hoher als bei Patienten mit einem bzw. keinem
Faktor (60 vs. 21,4 vs. 17,6 %; Abbildung 68 rechts). Fir den CGI-Response konnte kein signifikanter

Zusammenhang beobachtet werden.

In einer Korrelationsanalyse zeigte sich zudem ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Risikomodel 2 und der prozentualen paranoiden (n=82; r=0,199; p=0,023) sowie dem CGI-2 (n=193;
=-0,177; p=0,005). Eine direkte Korrelation mit der Summe der Nebenwirkungen konnte nicht
identifiziert werden. In Bezug auf das Auftreten von starken gegenuber leichten Nebenwirkungen
zeigte nur der CYP1A2*1D Polymorphismus eine erhdhte Nebenwirkungsrate in delT-Tragern (54,5
vs. 31,2 %; p=0,029).

In Bezug auf die Verteilung moglicher Einflussfaktoren (PDS-P bzw. CGI zur Aufnahme, Alter zu
Krankheitsbeginn, Erste Episode, Clozapin-Therapie) zeigte sich kein signifikanter Unterschied in den
jeweiligen Risikogruppen des Risikomodelles 2. Als Ausnahme ist hiervon ein erhéhter Anteil an
Clozapin behandelten schizophrenen Patienten fiir Risikostufe 2 des Risikomodells 1 zu nennen
(p=0,018). Zudem waren die Risikogruppen hinsichtlich der Komedikation (Atypika, Typika,

Moodstabilizer, Antidepressiva) vergleichbar.

In einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten Modell (siehe Abschnitt) konnte in schizophrenen
Patienten fur das Risikomodell 2 gleichsam einen Trend fir eine verstarkte Zustandsanderung nach
PDS-P mit Zunahme der Risikostufe (=erhohte Serumkonzentrationen) beobachtet werden
(2,2/12,1/6,1; p=0,053).
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3.5 Ergebnisse der Population ,,Response*

3.5.1 Demographische Beschreibung

Von den 377 Patienten der Population ,Response” waren 224 (59,4 %) weiblich und 153 (40,6 %)
mannlich. Der Anteil der Raucher betrug 45,5 %. Eine positive Familienanamnese bezlglich
psychiatrischer Erkrankungen hatten 165 (45,6 %) von 362 Patienten, fir die diese Information
verfigbar war. Zudem zeigten 91 (24,6 %) von 370 Patienteneine erste Episode einer psychiatrischen
Erkrankung. Fur die verbleibenden 7 Patienten wurde keine Information hinsichtlich dem Auftreten

einer ersten Episode hinterlegt.

Tabelle 37 und Abbildung 69 geben einen Uberblick (iber die demographischen Daten, den

Krankheitszustand der Patienten zum Aufnahmezeitpunk und die Verteilung der Diagnosen:

Tabelle 37 und Abbildung 69

Variable n Mittelwert £ SD
Alter 377 40,7 £ 14,7
Gewicht 357 74,8 + 16,8
Aufnahme

Grole 376 171,2+9,0

BMI Aufnahme 356 255+5,3
Aufenthaltsdauer | 377 70,7+41,6
PDS-P bei 341 6,0 (2,0-13,0)
Aufnahme

PDS-D bei 341 18,0 (10,0-26,0)
Aufnahme

CGI-Aufnahme 373 6,0 (5,5-7,0)

M F2 Diagnose W F3Diagnose i F4-F6 Diagnose

Auch diese Basisparameter weichen von der in 3.6.1 beschriebenen Population ,Gewicht® nur
marginal ab. Der Durchschnittspatient ist hierbei um die 40 Jahre alt und gekennzeichnet durch ein
leichtes Ubergewicht (BMI~25), ausgepragte paranoide und depressive Symptome und eine F2

Diagnose in der Mehrheit der Falle.

3.5.2. Medikation

Die Medikation der Population ,Response‘ wurde zusammen mit der Population ,Gewicht"

beschrieben. Fiir ndhere Informationen sei auf das Kapitel 3.6.2 verwiesen.
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3.5.3. Klinische Einflussfaktoren und Wechselwirkungen

Tabelle 38 gibt einen Uberblick liber die Response-Skalen bei Aufnahme, nach 4 Wochen und (iber
die Veranderung von PDS-D bzw. PDS-P differenziert nach F2 und F3 Diagnose. Innerhalb von 4
Wochen zeigten sich eine signifikante Anderung der paranoiden und depressiven
Selbstbeurteilungsskalen sowie der Fremdbeurteilungsskala durch den Arzt (p<0,0001; Wilxocon
Ranksummentest; Tabelle 38). Ubereinstimmend wurde der Zustand nach 4 Wochen durch einen Arzt
in 52,8 % der Falle als besser bzw. viel besser eingestuft. Trotz einer deutlichen Senkung der
Symptomatik sprachen nach Definition nur 41,1 % der Patienten in Bezug auf die PDS-P-Skala (A
PDS-P>50 %) sowie 24,7 % in Bezug auf PDS-D(A PDS-P>50 %) auf die Therapie an. Das schwache
Ansprechen auf den PDS-D ist unter Bertcksichtigung einer antipsychotischen Therapie, bei welcher
die Senkung der paranoiden Symptome im Vordergrund steht, zu vernachlassigen und wird in den
weiteren Auswertungen nicht weiter beruicksichtigt. Eine separate Betrachtung der Diagnosen zeigt fur
schizophrene Patienten gegeniber Patienten mit einer F3 Diagnose signifikant erhéhte paranoide
Symptome in Verbindung mit einer erhéhten paranoiden Symptomreduktion und einer erniedrigten

depressiven Symptomatik (Tabelle 38).

Tabelle 38 Uberblick iiber die Response-Skalen und Summe der Nebenwirkungen

Variable n® Population F2 Diagnose F3 Diagnose P
,Response*“ n=139 n=77

PDS-P 341/209/98 6,0 (2,0-13,0) 7,0 (3,0-16,0) 3,0 (0,0-7,25) <0,001

Aufnahme

PDS-P 278/160/88 3,0 (1,0-8,0) 4,5 (2,0-10,0) 2,0 (0,0-5,0) <0,001

4 Wochen

PDS-D 341/209/98 18,0 (10,0-26,0) 15,0 (9,0-23,0) 23,0 (13,0-28,0) | <0,001

Aufnahme

PDS-D 4 278/160/88 13,0 (6,0-20,25) 11,0 (6,0-17,0) 15,0 (7,0-23,0) 0,005

Wochen

CGl- 373/225/113 6,0 (5,5-7,0) 6,0 (5,0-7,0) 6,0 (6,0-7,0) 0,832

Aufnahme

CGl-4 338/204/104 5,0 (4,0-6,0) 5,0 (4,0-6,0) 5,0 (4,0-6,0) 0,676

Wochen

Summe NW 332/196/104 2,0 (0,0-4,0) 2,0 (0,0-4,0) 2,0 (0,0-3,0) 0,084

A PDS-P 275/159/86 2,0 (0,0-6,0) 3,0 (0,0-7,0) 1,0 (-1,0-4,0) 0,007

A PDS-D 275/159/86 4,0 (-1,0-,9,0) 3,0 (-1,0-8,0) 6,0 (-1,0-12,0) 0,056

Eine Differenzierung nach Geschlecht zeigte sowohl in den Basisparametern des Response als auch
in der Symptomreduktion der jeweiligen Response-Skalen keine signifikanten Unterschiede fir

Mé&nner und Frauen (p>0,186).

Ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit langjahriger Symptomatik und solchen, die zum

ersten Mal eine ausgepragte psychotische Symptomatik entwickelten, konnte fir die

Zustandsbesserung durch den behandelnden Arzt (CGI-2) und die Veranderung des CGl (p<0,001

132



bzw. p=0,001) identifiziert werden: Hierbei zeigten zuvor unbehandelte Patienten eine ausgepragtere
Besserung der Krankheitszustandes (1,3t1,4 vs. - 0,9+ ,1) unabhangig von der Art der Diagnose.
Ubereinstimmend korrelierte ein friiherer Krankheitsbeginn (r=-0,173; p=0,002) und eine damit
verbundene langere Krankheitsdauer (r=0,140; p=0,013) mit einer schlechteren Zustandsanderung
(CGI-2).

Um zu beurteilen, ob die Medikation einen Einfluss auf die Besserung des Krankheitszustandes
hatte, wurden alle Patienten der Population ,Response®, die eine Monotherapie mit den in der Studie
verwendeten Antipsychotika (Olanzapin, Clozapin, Risperidon, Quetiapin, Amisulprid und Paliperidon)
erhalten hatten, auf Unterschiede in Abhangigkeit vom verwendeten Antipsychotikum untersucht: Vor
Beginn der Therapie zeigte sich ein signifikanter Unterschied der CGl Skala (p=0,042), und des PDS-
P (p=0,020) in Abhangigkeit vom Antipsychotikum. Hierbei erhielten Patienten mit erhdhten
paranoiden Symptomen und einem schweren Krankheitszustand bevorzugt das Antipsychotikum
Clozapin. Eine Differenzierung nach Clozapin-Therapie und Nicht-Clozapin-Therapie resultierte in
gleichsam erhdéhten paranoiden Symptomen sowohl vor Therapie (16 vs. 6; p=0,007) als auch nach
der Therapie (10,5 vs. 3; p=0,020). Wohlgemerkt konnte kein signifikanter Unterschied in den
untersuchten Antipsychotikagruppen hinsichtlich der Verbesserung des Krankheitszustandes bzw. der

paranoiden und depressiven Symptome beobachtet werden.

Zudem zeigte sich kein signifikanter Einfluss einer atypischen (p>0,146) und einer typischen (p>0,113)
Komedikation sowie einer adjuvanten Therapie mit einem Moodstabilizer (p>0,241) auf die
Verbesserung des Symptome. Im Gegensatz hierzu konnte fiir Patienten ohne eine antidepressive
Komedikation ein erhdhte Reduktion der paranoiden Symptome beobachtet werden (5,0 vs. 2,5;
p<0,001), die jedoch kein signifikantes Niveau fiir die relative paranoide Symptomreduktion erreichte
(p=0,196).

Responder nach CGI und PDS-P zeigten keinen signifikanten Unterschied in den Parametern Alter,
Geschlecht, sowie Komedikation (atypisches bzw. typisches Antipsychotikum und Moodstabilizer).
Patienten ohne depressive Komedikation zeigten sowohl nach CGI- als auch nach PDS-P (F2
Patienten) ein erhéhtes Ansprechen (p=0,007 bzw. 0,013). Ubereinstimmend konnten in Respondern
nach CGIl sowie PDS-P verringerte depressive Symptome identifiziert werden (16 vs. 18: p=0,019
bzw. 15 vs. 20; p=0,041). Patienten, die nach CGI respondierten, waren zu einem erhéhten Anteil
Patienten mit einer ersten Episode (44,2 % vs. 23,6 %; p=0,004), wobei diese Beobachtung nicht auf
Patienten, die nach PDS-P respondierten, Ubertragen werden konnte (p=0,451). Die Verteilung des
Antipsychotikums Clozapin zeigte keinen signifikanten Unterschied in CGI-Respondern gegeniber
Non-Respondern (p=0,769), wahrend ein erhdhter Anteil an Clozapin-Patienten in Non-Respondern
identifiziert werden konnte (13,5 % vs. 2,8 %; p=0,003).

Die Beurteilung des Krankheitszustands zum Aufnahmezeitpunkt bzw. nach 4 Wochen durch den
behandelnden Arzt (CGI-1) korrelierte mit der Einschatzung der Patienten, sowohl fur PDS-P (0,255;
p<0,001 bzw. 0,301; p>0,001) als auch fir PDS-D (0,155; p=0,004 bzw. 0,323; p>0,001). Zudem gab

es einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Differenz des CGI1, der Beurteilung der
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Zustandsanderung durch den behandelnden Arzt (CGI2; -0,548, p<0,001) des PDS-P (0,231;
p<0,001) und PDS-D (0,194; p=0,002).

AuRerdem zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen hohen CGIl1-Wert bzw. PDS-P und PDS-
D Werten vor Therapiebeginn und einer verstarkten Reduktion der Symptomatik der jeweiligen Skala
(A CGl und CGI1: r*=0,396; p<0,001/ A PDS-P und PDS-P: r*=0,638; p<0,001/ A PDS-D und PDS-D:
r’=0,409; p<0,001). Weiterhin fand sich eine signifikante Korrelation zwischen der stationaren
Aufenthaltsdauer und der Zeitspanne bis zum Beginn des Ansprechens (r? = 0,561; p < 0,001) sowie
dem A CGlI (r? =-0,271; p < 0,001) und A PDS-D (r*=-0,129; p=0,032).
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3.5.4. Exemplarisches Vorgehen

In den nachfolgenden Kapiteln werden die statistischen Ergebnisse, der unter 2.3.11.2 beschriebenen
Polymorphismen aufgefiihrt, welche im Kontext einen verbesserten Therapievorhersage untersucht

wurden.

Da fiir die Mehrheit der Response-Parameter keine Normalverteilung vorlag, wurden zwecks besserer
Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht parametrische Verfahren angewendet. Die Beurteilung der
paranoiden Symptome erfolgte auf Grund starker Unterschiede in Abhangigkeit von der Diagnose,
differenziert nach Patienten mit schizophrenen sowie affektiven Stérungen. Fir den CGI und
Nebenwirkungen konnten keine signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit von der Diagnose

identifiziert werden, weshalb keine Differenzierung nach Erkrankung vorgenommen wurde.

Die Untersuchung der paranoiden Symptome (PDS-P Aufnahme und Differenz) und der Beurteilung
des Krankheitszustandes durch den Arzt (CGI-1) sowie der Zustandsanderung (CGI-2) erfolgte mittels
Mann-Whitney-U bzw. Kruskal-Wallis Test. Zudem wurde das Response-Verhalten in Abhangigkeit
vom untersuchten Genotyp mittels Chi>-Test bzw. Fisher-Exakt-Test untersucht. Hierbei wurde auf
gleichmalige Verteilung der im Kapitel 3.5.3 beschriebenen Einflussgréen (PDS-P Aufnahme, Alter
zu Krankheitsbeginn, first Episode Patienten, Komedikation und Clozapin-Therapie) gepruft. Fir den
rs28656907/rs28373093 Polymorphismus im ABCB1 Gen wurde zudem auf eine homogene
Verteilung von PGP-Inhibitoren getestet. Hierbei wurden bekannte PGP-Inhibitoren (Omeprazol,
Calciumantagonisten, Statine) mit weiteren Medikamenten, fiir die ein Einfluss auf die Inhibition
postuliert wird (TCA, Antidepressiva, typische Antipsychotika) 267219 7y einem  Faktor
zusammengefasst (erhalten bzw. nicht erhalten und Anzahl der PGP-Inhibitoren in den Auspragungen

0,1 >2) und die gleichmafige Verteilung mit Hilfe des Chi*-Test Uberprift.

Die paranoide Zustandsanderung erfillte als einziger Parameter die Bedingungen, die eine
Generierung eines ANCOVA Modelles zulieRen. Dieses auf Verzerrungsfaktoren adjustierte Modell
beinhaltet als Kofaktoren den PDS-P zur Aufnahme, das Alter des Krankheitsbeginnes den first
Episode Status (ja bzw. nein), den Status einer antidepressiven Komedikation (Ja bzw. Nein), Status
einer Clozapin-Therapie (Ja bzw. Nein). Die Ergebnisse sind hierbei nur flr die Kohorte der
schizophrenen Patienten beschrieben, mit Ausnahme von signifikanten Zusammenhangen in der

Kohorte mit affektiven Stérungen.

Zudem wurde nach oben beschriebenem Modell ein Interaktionseffekt von Genotyp und Geschlecht
untersucht. Der Vergleich erfolgte an Hand eines ANCOVA Modelles mit der abhangigen Variable A
PDS-P und den unabhangigen Faktoren Genotyp und Geschlecht, welche auf die Kovariaten PDS-P
zur Aufnahme, first Episode Status, Status einer antidepressiven Komedikation bzw. einer Clozapin

Therapie adjustiert wurden.
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3.5.5. Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf das Ansprechen

3.5.5.1 rs1049353 (CNR1)

Der rs1049353 Polymorphismus befindet sich in Codon 453 des CNR1 Genes, welches fir den G-

' Da fir das Cannabinoid-System eine

167

Protein gekoppelten Cannabinoid Rezeptor 1 kodiert (CB1).
entscheidende Rolle in der Pathogenese der Schizophrenie postuliert wurde, ™' stellt die untersuchte
Punktmutation im CB1 Rezeptor einen plausiblen Marker im Kontext eines veranderten Ansprechens
auf eine Psychopharmakotherapie dar und konnte bereits in einer Studie mit einer erhéhten Haufigkeit

in Respondern assoziiert werden. 17

Fir den untersuchten Polymorphismus konnte kein signifikanter Einfluss auf den PDS-P vor
Therapiebeginn identifiziert werden. Zudem waren die Genotypgruppen hinsichtlich der Komedikation
(Atypika, Typika, Moodstabilizer, Antidepressiva) und in der Verteilung von Patienten mit einer ersten
Episode und Clozapin-Therapie vergleichbar. Das Alter zu Krankheitsbeginn zeigte einen signifikanten
Unterschied in Abhangigkeit vom Genotyp (p=0,031), nicht jedoch in den nach Diagnosen

differenzierten Kohorten.

Nach 4 Wochen Therapie konnte eine verringerte Reduktion sowohl der absoluten als auch der
relativen paranoiden Symptome fur Trager des rs1049353 AA-Genotyps beobachtet werden (p=0,010
bzw. 0,058 Tabelle 39). Eine Differenzierung nach Diagnose resultierte in vergleichbaren Ergebnissen
fur schizophrene Patienten, zeigte jedoch einen gegensatzlichen Trend mit verstarkter
Symptomverbesserung fiir AA-Genotyp Trager mit einer F3 Diagnose. Auf Grund der geringen Anzahl
an homozygoten A-Allel Tragern mit affektiven Stérungen sollte das Ergebnis jedoch mit Vorsicht

interpretiert werden.

Tabelle 39 Kruskal-Wallis Test der PDS-P Parameter in Abhangigkeit vom rs1049353 Genotyp

Population ,,Response* F2 F3
Variable |GG GA AA (P GG GA AA |P GG GA AA |P
n* 194 124 22 119 76 13 57 38 3
PDS-P 60 70 65 |099 |70 85 50 |(0142 |50 20 7,0 |0,392

Aufnahme
PDS-P 4|40 30 4,0 0,068 | 5,0 4,0 7,0 0,698 | 3,0 1,0 0,0 0,006
Wochen

A PDS-P 20 35 00 |0,010 20 40 00 |0,007 |10 10 70 |0,174

%A PDS-P | 396 586 14,3 0,058 | 389 50,0 -7,1 [0,117 | 33,3 69,2 90,6 | 0,047

* Die Anzahl der Patienten mit dem jeweiligen Genotyp bezieht sich auf den PDS-P Aufnahme, flr
eine bessere Ubersicht ist die Genotypverteilung anderer Paramater in dieser Tabelle nicht aufgeflhrt
und wird im Anhang A9 dargestellt
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In Analogie konnte unter den schizophrenen Nicht-Respondern nach PDS-P der héchste prozentuale
Anteil an AA-Genotyp Tragern identifiziert werden, wobei kein signifikantes Niveau erreicht wurde
(p=0,194). Zudem zeigte sich kein signifikanter Unterschied des rs1049353 Polymorphismus bei

Respondern und Nicht-Respondern nach CGI.

Im Gegensatz zur ANOVA konnte in einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten Model kein
signifikanter Einfluss des 1049353 Genotyp auf die paranoide Symptomverbesserung schizophrener
Patienten beobachtet werden (p=0,220). Durch Einbeziehung des Geschlechtes konnte dieses
(p<0,001) neben dem untersuchten Polymorphismus (p=0,013) und dem Interaktionseffekt
(Geschlecht x Genotyp; p=0,005, Abbildung 70) jedoch als signifikante Einflussgrofen identifiziert

werden.
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Abbildung 70: ANCOVA Interaktionsmodell rs1049353 Genotyp x Geschlecht (griin = weiblich,

rot = méannlich)

Patienten mit einer F3 Diagnose zeigten Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der ANOVA eine
Reduktion der paranoiden Symptome mit dem A-Allels (1,1/3,5/6,4; p=0,011). Durch Einbeziehung

des Geschlechtes konnte kein signifikanter Interaktionseffekt identifiziert werden (p=0,621).

In Bezug auf die Nebenwirkungshaufigkeit zeigten AA-Genotyp-Trager einen Trend flr ein geringeres

Auftreten von maRigen bis deutlichen Nebenwirkungen (12,5 % vs. 87,5 %; p=0,083).
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3.5.5.2 rs3787429 und rs37874230 (HR3)

Sowohl der rs3787429 als auch der rs3787430 Polymorphismus befinden sich in Exon 3 des HR3
Genes, welches fur den gleichnamigen, prasynaptischen Auto- und Heterorezeptor kodiert, der eine
relevante Rolle in der Regulierung der Histaminfreisetzung84 und in der Modulation weiterer
Neurotransmitter spielt. % Fir die untersuchten Polymorphismen konnte in einer kirzlich publizierten
Studie ein signifikanter Zusammenhang mit dem Ansprechen auf eine antipsychotische Risperidon
Therapie gezeigt werden.®* Nach den Ergebnissen einer LD-Analyse der Studienpopulation stehen die
beiden Marker in einem mafigen LD (D"=0,759, r?=0,155).

Fir beide untersuchten Polymorphismen konnte kein signifikanter Einfluss auf den PDS-P vor
Therapiebeginn identifiziert werden. Zudem waren die Genotypgruppen hinsichtlich der Komedikation
(Atypika, Typika, Moodstabilizer, Antidepressiva), des Alters zu Krankheitsbeginn und in der

Verteilung von Patienten mit einer ersten Episode und Clozapin-Therapie vergleichbar.

Nach 4 Wochen konnte ein Anstieg der paranoiden Symptomatik mit dem T-Allel des rs3787429
Polymorphismus beobachtet werden (p=0,042, Tabelle 40). In Analogie zeigten TT-Genotyp Trager
die schwachste relative Symptomreduktion, wobei kein signifikantes Niveau sowohl in der

Gesamtpopulation als auch in den nach Diagnose differenzierten Kohorten erreicht wurde (p<0,084).

Tabelle 40 Kruskal-Wallis Test der PDS-P Parameter in Abhangigkeit vom rs3787429 Genotyp

Population
»Response“Population F2 F3
»Response*
Variable |CC CT TT P CC CT TT P CC CT TT P
n* 116 167 58 70 102 37 36 46 16
PDS-P 65 60 65 |0767 |70 70 90 (0894 |20 50 20 |0,184

Aufnahme
PDS-P 4|30 3,0 5,0 0,042 |40 4,0 7,0 0,130 | 1,0 2,5 3,0 0,067
Wochen

A PDS-P 20 20 20 |0643 |40 20 25 (053100 15 00 |0,561

%A PDS-P | 571 40,0 33,3 (0,153 | 57,1 358 33,3 (0,084 | 50,0 44,6 69,2 | 0,788

* Die Anzahl der Patienten mit dem jeweiligen Genotyp bezieht sich auf den PDS-P Aufnahme, flr
eine bessere Ubersicht ist die Genotypverteilung anderer Paramater nicht aufgefihrt

Ubereinstimmend mit dieser Beobachtung war der Anteil an Patienten die nach PDS-P nicht auf die
Therapie ansprachen fir TT-Genotyp Trager hdher als fir TC- und CC-Genotyp Trager (73,9 % vs.
62,5 % vs. 46,3 %, p=0,047), wobei dieser Effekt nur in der schizophrenen Kohorte ein signifikantes
Ergebnis erzielte. Ein signifikanter Zusammenhang des rs3787429 Polymorphismus mit weiteren

untersuchten Skalen (CGI) konnte nicht identifiziert werden.
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In einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten Model konnte kein signifikanter Einfluss des rs3787429
Genotyp auf die paranoide Zustandsanderung in schizophrenen Patienten identifiziert werden
(p=0,212). Zudem konnte kein geschlechtsspezifischer Unterschied festgestellt werden

(Interaktionseffekt Geschlecht x Genotyp; p=0,654).

Nach 4 Wochen zeigten Trager des rs3787430 CC-Genotyps eine besseres Ansprechen gegeniber
T-Allel Tragern (p=0,022; Tabelle 41). Auf Grund der geringen Anzahl an TT-Genotyp Tragern (n=4;
schizophrene Kohorte) wurden in den nachfolgenden Analysen alle T-Alle Trager zusammengefasst
(CT+TT).

Ubereinstimmend mit dieser Beobachtung war der Anteil an Patienten die nach PDS-P auf die
Therapie ansprachen flir CC-Genotyp Trager signifikant héher als fur T-Allele Trager (81,5 % vs. 18,5
%, p=0,012), wobei dieser Effekt nur in der schizophrenen Kohorte ein signifikantes Ergebnis erzielte.
Ein signifikanter Zusammenhang des rs3787430 Polymorphismus mit weiteren untersuchten Skalen

(CGl) konnte nicht identifiziert werden.

Tabelle 41 Kruskal-Wallis Test der PDS-P Parameter in Abhangigkeit vom rs3787430 Genotyp

Population
»Response“Population F2 F3
»Response*
Variable |CC CT TT P CC CT TT1 P CC CT TT P
n* 243 90 8 147 58 4 77 21 0
PDS-P 60 70 40 |0665|70 80 30 |0330 (30 20 0,763
Aufnahme
PDS-P 4|30 40 60 |0,194 |40 50 50 |0176 |20 25 0,515
Wochen
A PDS-P 2,0 1,0 -10 (0215 |3,0 20 1,0 10,232 1,0 0,0 0,281
%APDS-P | 500 394 80 |0,064 |500 267 286 |0,022|500 50,0 0,391

* Die Anzahl der Patienten mit dem jeweiligen Genotyp bezieht sich auf den PDS-P Aufnahme, flr
eine bessere Ubersicht ist die Genotypverteilung anderer Paramater nicht aufgefihrt

In einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten Model konnte ein Einfluss des rs3787430 auf die
paranoide Zustandsanderung in schizophrenen Patienten identifiziert werden (p=0,056), welcher unter
Einbeziehung des Geschlechts (p=0,002) ein signifikantes Niveau erreichte (p=0,025). In Analogie zur
ANOVA zeigten CC-Genotyp Trager einen erhdhte Reduktion der paranoiden Symptome (4,3 vs. 2,0).
Ein Interaktionseffekt zwischen Genotyp und Geschlecht konnte hierbei nicht beobachtet werden
(p=0,469).

139



3.5.5.3 rs1344706 ZNF804A Gen

Der rs1344706 Polymorphismus ist im Intron 2 des ZNF804A Genes lokalisiert und konnte im Rahmen

97, 99,100,101 Zudem

98,99,102

von GWAS robust mit Schizophrenie und Bipolaren Stérungen assoziiert werden.
zeigte der untersuchte Polymorphismus veranderte Transkriptionsspiegel des ZNF804A Genes,
welchem eine entscheidende Rolle in der Regulation Schizophrenie-relevanter Gene zugeschrieben
wird.*® Studien postulieren eine verminderte Verbesserung des PANSS Scores bei Vorliegen des
rs1344706 AA-Genotyps.' '

Fir den untersuchten Polymorphismus konnte kein signifikanter Einfluss auf den PDS-P vor
Therapiebeginn identifiziert werden. Zudem waren die Genotypgruppen hinsichtlich der Komedikation
(Atypika, Typika, Moodstabilizer, Antidepressiva), des Alters zu Krankheitsbeginn und in der

Verteilung von Patienten mit einer ersten Episode und Clozapin-Therapie vergleichbar.

Nach 4 Wochen zeigten Trager des rs1344706 GG-Genotyps die niedrigste prozentuale Reduktion
der paranoiden Symptome (p=0,040; Tabelle 42), wobei dies nur in schizophrenen Patienten und nicht

in Patienten mit einer affektiven Stdrung beobachtet werden konnte (siehe Tabelle).

Tabelle 42 Kruskal-Wallis Test der PDS-P Parameter in Abhangigkeit vom rs1344706 Genotyp

Population
»Response“Population F2 F3
»Response*
Variable | TT TG GG |P TT TG GG | P TT TG GG |P
n* 132 162 47 78 100 31 44 45 9
PDS-P 50 70 70 |0540 |70 80 60 |0551 |30 20 60 |0,582

Aufnahme
PDS-P 43,0 3,0 5,0 0,076 | 4,0 6,0 5,0 0,140 | 1,0 2,5 2,0 0,656
Wochen

A PDS-P 20 20 00 |0281 (30 40 00 |0193 |10 00 10 |0439

%A PDS-P | 500 455 20,0 | 0,040 | 53,0 40,0 4,2 |0,042 | 50,0 394 50,0 | 0,478

* Die Anzahl der Patienten mit dem jeweiligen Genotyp bezieht sich auf den PDS-P Aufnahme, fir
eine bessere Ubersicht ist die Genotypverteilung anderer Paramater nicht aufgefihrt

Ubereinstimmend mit dieser Beobachtung war der Anteil an Patienten die nach PDS-P nicht auf die
Therapie ansprachen fir GG-Genotyp Trager deutlich héher als fur TG- und TT-Genotyp Trager (74,4
% vs. 55,7 % vs. 56,9 %, p=0,101). Ein signifikanter Zusammenhang des rs1344706 Polymorphismus

mit weiteren untersuchten Skalen (CGI) konnte nicht identifiziert werden.

In einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten Model konnte kein signifikanter Einfluss des rs1344706
Genotyp auf die paranoide Zustandsanderung in schizophrenen Patienten identifiziert werden
(p=0,415). Zudem konnte kein geschlechtsspezifischer Unterschied festgestellt werden

(Interaktionseffekt Geschlecht x Genotyp; p=0,157).
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3.5.5.4 rs28656907/rs28373093 (ABCB1)

Der dinukleotide Polymorphismus rs28656907/rs28373093 ist in der proximalen Promoterregion des
ABCB1 Genes lokalisiert, welches fiir das P-GP Protein kodiert, das als Effluxtransporter eine zentrale

108

Rolle in der Absorption, Distribution und Elimination von vielen Antipsychotika einnimmt.™ Fir den

benannten Polymorphismus konnte in zwei unabhangigen in vitro Studien eine erhohte ABCB1 mRNA

Expression identifiziert werden. "% "

Ein moglicher Einfluss des untersuchten Polymorphismus sollte nur bei Antipsychotika auftreten, die
auch ein Substrat von P-GP darstellen. Auf Grund der unwahrscheinlichen Funktion von Clozapin und
Quetiapin als P-GP Substrate wurden diese von der weiteren Auswertung ausgeschlossen. 1% pa
atypische Antipsychotika auch PG-P Inhibitoren darstellen und sich somit gegenseitig inhibieren

kénnen, wurden zudem nur Patienten mit einer Monotherapie atypischer Antipsychotika berlcksichtigt.
108

Fir den untersuchten Polymorphismus konnte kein signifikanter Einfluss auf den CGI bzw. PDS-P vor
Therapiebeginn identifiziert werden. Zudem waren die Genotypgruppen hinsichtlich der Komedikation
(Typika, Moodstabilizer, Antidepressiva und PGP-Inhibitoren), des Alters zu Krankheitsbeginn und in

der Verteilung von Patienten mit einer ersten Episode und Clozapin-Therapie vergleichbar.

Unter Therapie mit antipsychotisch wirksamen P-GP-Substraten (Olanzapin, Risperidon, Paliperidon
und Amisulprid) konnte kein signifikanter Einfluss des rs28656907/rs28373093 Polymorphismus auf
den Response identifiziert werden. Auch eine Differenzierung der Patienten nach F2 bzw. F3
Diagnose flihrte zu keinen signifikanten Unterschieden der untersuchten Parameter in den jeweiligen
Genotypgruppen. Ubereinstimmend konnte in einem adjustierten Model kein signifikanter Einfluss des

untersuchten Polymorphismus und kein Interaktionseffekt mit dem Geschlecht identifiziert werden.

Im Gegensatz hierzu zeigte sich eine Abnahme der Nebenwirkungshaufigkeit fir Trager des mutierten
C-Allels (Abbildung 71; p=0,054). Hierbei zeigte auch das Vorhandensein eines P-PG Inhibitors einen
Trend fir verstarkte Nebenwirkungen (66,0 % vs. 51,2 %; p=0,086).

Eine separate Untersuchung der Verteilung von PGP-Inhibitoren in den Genotypgruppen, differenziert
nach starken bzw. mafRigen Nebenwirkungen, konnte keine signifikanten Unterschiede identifizieren.
Zudem zeigte sich ein Trend flir eine Korrelation der Héhe des DOTES-Gesamtwertes mit dem
untersuchten Genotyp (r=-0,125; p=0,056), wobei Wildtyptrager die hochste Anzahl an
Nebenwirkungen entwickelten (WT n=36/HT n=105/MT n=31: 2/2/0; p=0,116; Kruskal-Wallis-Test).
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3.6 Ergebnisse der Population ,,Gewicht*

3.6.1 Demographische Beschreibung

Von den 350 Patienten der Population ,Gewicht waren 209 (59,7 %) weiblich und 141 (40,3 %)
mannlich. Der Anteil der Raucher betrug 43,1 %. Eine positive Familienanamnese beziglich
psychiatrischer Erkrankungen hatten 154 (45,7 %) von 337 Patienten, fir die diese Information
verfligbar war. Zudem zeigten 90 (26,2 %) von 343 Patienten mit dem hinterlegten Merkmal eine erste

Episode einer psychiatrischen Erkrankung.

Von den 178 Patienten der adjustierten Subpopulation waren 109 (61,2 %) weiblich und 69 (38,8 %)
mannlich. Der Anteil der Raucher betrug 47,8 %. Eine positive Familienanamnese bezlglich
psychiatrischer Erkrankungen hatten 67 (39,2 %) von 171 Patienten, fur die diese Information
verfligbar war. Zudem zeigten 48 (27,7 %) von 173 Patienten mit dem hinterlegten Merkmal eine erste

Episode einer psychiatrischen Erkrankung.

Von den 90 Patienten der first Episode Subpopulation waren 46 (51,1 %) weiblich und 44 (48,9 %)
mannlich. Der Anteil der Raucher betrug 41,1 %. Eine positive Familienanamnese bezlglich
psychiatrischer Erkrankungen hatten 33 (37,9 %) von 87 Patienten, fir die diese Information verfligbar

war. Die Population enthalt alle Patienten mit einer ersten Episode aus der Gesamtpopulation.

Tabelle 43, gibt einen Uberblick ber die demographischen Daten und den Krankheitszustand der

Patienten der untersuchen Populationen zum Aufnahmezeitpunkt:

Tabelle 43 Krankheitszustand vor Therapiebeginn

Population Adjustierte First Episode

»Gewicht“ Subpopulation | Subpopulation
Variable n Mittelwert £ SD | Mittelwert £ SD | Mittelwert = SD
Alter 350/178/90 41,1+ 15,0 39,4+ 15,0 37,3+ 13,6
Gewicht Aufnahme 350/178/90 74,7 + 16,5 74,1+ 16,3 72,6 £ 15,9
GroRe 349/177/90 171,3+9,0 171,4 £ 8,6 173,1+9,4
BMI Aufnahme 349/177/90 254 +5,2 253154 242+49
Aufenthaltsdauer 350/178/90 71,2+ 42,0 71,3+417 59,8 + 39,4
PDS-P bei Aufnahme* 311/159/85 6,0 (2-13) 7,0 (3-15) 6,0 (2-12)
PDS-D bei Aufnahme* 311/159/85 18 (10-26) 16 (10-23,5) 17(10-25,5)
CGl-Aufnahme* 346/176/85 6,0 (6-7) 6,0 (6-7) 6,0 (5-7)

* auf Grund der Abweichung von der Normalverteilung Angabe in Median (0,25-0,75 Perzentil)
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Hiernach ist der Durchschnittspatient um die 40 Jahre alt, schon vor Therapiebeginn leicht
Ubergewichtig (BMI~25) und zeigt ausgepragte paranoide und depressive Symptome. Zudem schatzt
der Arzt den Krankheitszustand des Patienten als deutlich bis schwer krank (CGI 6 bzw. 7) ein. Bei
Betrachtung der Tabelle 43 fallen keine relevanten Unterschiede der Basisparameter auf. Auch das
Ansprechen nach CGI-2 (<3: 50,3 %/51,2 %/60,5 %) bzw. PDS-P(<50 %: 39,5 %/42,5 %/35,8 %) ist in

den untersuchten Populationen vergleichbar.

Abbildung 72 stellt die prozentuale Verteilung der Diagnosen in den verschiedenen Populationen
gegeniber. Auch hier zeigt sich eine anndhend gleichmaRige Verteilung mit einem mehrheitlichen
Anteil von F2-Diagnosen. Einzige Ausnahme hiervon stellt der stark erhohte Anteil an F2-Diagnosen in

Verbindung mit einem erniedrigten Anteil der F3-Diagnose der adjustierten Subpopulation dar.

Population ,,Gewicht* Adjustierte Subpopulation First Episode Subpopulation

M F2 Diagnose M F3 Diagnose i F4-F6 Diagnose

Abbildung 72: ICD10-Diagnosen im Vergleich

144



3.6.2 Medikation

Nachfolgend werden die Populationen ,Gewicht“ und ,Response” auf Grund vergleichbarer Verteilung
der Medikation zusammen beschrieben, wobei Tabelle 44 und Abbildung 73 einen Uberblick lber die
Medikation der jeweiligen Population gibt. Die Mehrheit der Patienten (~70 %) wurde mit einem
einzigen antipsychotischen Praparat behandelt. Nur die Minderheit (~20 %) erhielt eine Kombination
aus atypischem und typischem Antipsychotikum. In allen drei Populationen stellte Olanzapin das am
meisten verwendete Praparat dar (~45 %), gefolgt von Quetiapin (~25 %) und Risperidon (~20 %). Bei
der antidepressiven Medikation stellten Mirtazapin, Citalopram und trizyklische Antidepressiva die am
haufigsten verwendeten Medikamente dar. Als Komedikation der psychotischen Erkrankung erhielten
die meisten Patienten der Population ,Gewicht* bzw. der “Population ,Response® Benzodiazepine
(n=97 bzw. n=108), Biperiden (n=83 bzw. n=96) und Lithium (n=55 bzw. n=54). Zudem wurden als
weitere Phasenprophylaktika Lamotrigin (n=21 bzw. n=23), Valproinsdure (n=20 bzw. n=22) und

Carbamazepin (n=17 bzw. n=21) eingesetzt.

Tabelle 44: Medikation nach Studienpopulation

Population Population | Adjustierte First Episode
»Response® | ,,Gewicht“ | Subpopulation | Subpopulation
Therapie nur mit Atypikum 275 252 127 74
1 271 259 123 79
2 94 80 52 11
Anzahl der
Atypika 3 11 10 3 0
4 1 1 0 0
Therapie Atypikum + Typikum 102 98 51 16
1 79 76 44 14
Anzahl der 2 19 18 6 2
Typika
3 4 4 1 0
Pipamperon 33 34 15 4
Haufigste .
Typﬁ’(a Haloperidol 31 30 16 2
Komedikation | pgrazip 15 14 8 5
Mirtazapin 91 89 0 27
Haufigste .
Antidepressiva Citalopram 90 85 45 17
Komedikation TCA 25 27 0 4
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Abbildung 73: Ubersicht iiber die atypische Medikation in den verschiedenen

Subpopulationen
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3.6.3 Klinische Einflussfaktoren und Wechselwirkungen

Tabelle 45 gibt einen Uberblick tber die Gewichtsparameter bei Aufnahme, nach 4 Wochen und tber
die Veranderung von Gewicht und BMI. Zudem ist fir die Gesamtpopulation exemplarisch eine
Differenzierung nach Geschlecht aufgefiihrt. Bei Betrachtung der Parameter fallt in allen drei
untersuchten Populationen eine leichte Zunahme des Gewichtes (~ 1,5kg) und des BMI (~ 0,5kg/m?)

auf, welche am starksten in der first Episode Subpopulation ausgepragt ist.

Eine Differenzierung nach Geschlecht ergibt flir das Gewicht zur Aufnahme und nach 4 Wochen einen
zu erwartenden signifikanten Unterschied mit einem hdéheren Gewicht von Mannern (T-Test, p<0.001).
Dieser Effekt wird durch die Grofie relativiert, sodass sowohl fur den Parameter BMI zu Beginn als
auch nach 4 Wochen kein signifikanter Unterschied zwischen Mannern und Frauen feststellbar ist. In
Bezug auf die Gewichtsveranderung zeigen Manner Uber alle Populationen hinweg eine deutlich

ausgepragtere Gewicht- und BMI-Zunahme als Frauen.

Tabelle 45: Gewichtsparameter differenziert nach Population und Geschlecht

Population ,,Gewicht* Adjustierte First Episode
Subpopulation | Subpopulation
Variable Gesamt LLOLCTAE: Gesamt Gesamt
Frauen
74,7 + 16,5 82,4 + 15,3
Gewicht Aufnahme (P<0,001) 69,5+ 15,3 74,1£16,3 726+159
76,1+ 16,1 84,4 +14,7
Gewicht 4 Wochen (P<0,001) 70,5 + 14,5 e ey SR
254 +52 258+4,4
BMI Aufnahme (P=0,336) 25257 253+54 242+49
259+5,0 26,4 +4,3
BMI 4 Wochen (P=0,117) 258154 25,7+5,2 249+438
Absolute 14+3,3 2.0£3,7 13£32 19430
Gewichtszunahme (P=0,005) 1.0+£29
Relative 2.2£4,6 28+48 20+4,7 29+4,4
Gewichtszunahme (P=0,051) 1.8£4,5
Absolute BMI O’f 1,1 06+12 0,4+1,1 0,7+1,0
Zunahme (P=0,014) 0,4 +1,

Es besteht Einigkeit dariber, dass die Starke der Gewichtszunahme von der Art des
Antipsychotikums abhangt. Leucht et al. konnten in einer kurzlich publizierten Netzwerk-

Metaanalyse folgende absteigende Tendenz der Gewichtszunahme feststellen:
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Olanzapin>Clozapin>Quetapin,Risperidon>Paliperidon>Amisulprid>Aripiprazol>Ziprasidon.*’

Um ein statistisch aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten, wurde nur eine Differenzierung in Hoch- und
Niedrig-risiko Atypika vorgenommen. Patienten mit einer Olanzapin und/oder Clozapin Medikation
wurden in die Hochrisikogruppe eingeteilt, Patienten mit einer anderen atypischen Medikation wurden
der Niedrigrisikogruppe zugeordnet. Tabelle 46 zeigt einen T-Test-Vergleich der beiden Gruppen in
den jeweiligen Populationen: Es fallt eine signifikant starker ausgepragte absolute und relative
Gewichtszunahme bei Patienten, die mit Olanzapin und/oder Clozapin behandelt wurden, auf. Die
starkeren Unterschiede der Medikationsgruppen in der first Episode und adjustierten Subpopulation
gegeniber der Gesamtpopulation lassen auf Verzerrungseffekte durch eine antipsychotische

Vorbehandlung und/oder durch gewichtsinduzierende Komedikation schlief3en.

Tabelle 46 Einfluss der Medikation auf die Gewichtszunahme

Population ,,Gewicht* Adjustierte First Episode
Subpopulation Subpopulation

Hoch vs. Niedrig p Hoch vs. Niedrig p Hoch vs. Niedrig p
A . 1,8 vs. 1,1 0,054 1,9vs. 0,8 0,023 2,7vs.0,9 0,006
Gewicht
4 . 2,7vs. 1,7 0,037 29vs. 1,3 0,023 4,0vs. 1,5 0,007
Gewicht
%
A 0,6 vs. 0,4 0,069 0,6 vs. 0,3 0,030 1,0vs. 0,9 0,006
BMI

Neben dem Einfluss des Geschlechtes gibt es noch weitere klinische Parameter, die die Starke der

Gewichtszunahme beeinflussen kénnen, #44°188:271-274

Diese maoglichen Einflussfaktoren (u.a. Alter,
BMI, Serumkonzentrationen, Therapieansprechen) werden nachfolgend auf eine Korrelation mit der
Gewichtszunahme Uberprift und sind in Tabelle 47 bzw. Abbildung 74 fir die Population ,Gewicht"
dargestellt. Um ein statistisch aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten, wurden nur Serumspiegel von

Antipsychotika verwendet, die fir mehr als 50 Patienten vorlagen.

Tabelle 47: Pearson Korrelation der Gewichtszunahme mit den aufgefiihrten Parametern

A Gewicht | Gewicht BMI Ansprechen
Population Alter | ACGIM1 | APDS-P | APDS-D
. ... |Aufnahme | Aufnahme (Tagen)
,»Gewicht
r -0,232 -0,298 -0,122 0,103 0,045 -0,046 0,041
P 0,001< 0,001< 0,022 0,069 0,476 0,470 0,440
n 350 349 350 310 253 253 350
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Signifikante Korrelationen mit der absoluten Gewichtszunahme ergeben sich hierbei fir den BMI zur
Aufnahme (p<0,001) und das Alter (p=0,022). Als einziger stellvertretende Parameter flir das
Ansprechen der Pharmakotherapie erreichte die Fremdeinschatzung durch den Arzt (A CGI1) einen
Trend (p=0,069). Abbildung 74 stellt in einem Streudiagramm die signifikanten Korrelationen Alter und

BMI mit der Gewichtszunahme differenziert nach Geschlecht gegenuber:
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Abbildung 74: Pearson Korrelation differenziert nach Geschlecht von BMI zur Aufnahme und

Alter mit der Gewichtsdifferenz nach 4 Wochen (blau=weiblich, rot=mannlich)

Es zeigt sich eine schwache Korrelation (r=-0,298) von BMI und Gewichtszunahme mit einem
stérkeren Gewichtsanstieg fur Patienten mit einem niedrigen BMI. Zudem beglnstigt ein junges Alter

eine verstarkte Gewichtszunahme, wobei dieser Effekt sehr schwach ausgepragt ist (r=-0,122).

Um eine Aussage darlber zu treffen, ob first Episode Patienten eine veranderte Gewichtszunahme
zeigen, wurden die Gewichtsparameter differenziert nach Patienten mit einer ersten Episode und
solchen, bei denen schon langer psychotische Symptome existieren, betrachtet: Patienten mit einer
ersten Episode (n=90) zeigten einen niedrigeren BMI zur Aufnahme (24,2 vs. 26,0 kg/m? p=0,006)
und waren junger (42,4 vs. 37,3; p=0,004) als die Ubrigen Patienten (n=253). Im Kontext der
Gewichtsveranderung zeigten Patienten mit einer ersten Episode einen Trend fir eine starkere
Gewichts- (2,0 vs. 1,2 kg; p=0,061) und BMI-Zunahme (0,7 vs. 0,4 kg/m?; p=0,054).

Um den Einfluss der verschiedenen Diagnosen auf die Gewichtszunahme zu untersuchen, wurde
eine ANOVA differenziert nach F2, F3 und F4-6 Diagnose durchgefiihrt. Mischdiagnosen wurden in
dieser Auswertung nicht berlcksichtigt. Die Ergebnisse zeigten in allen drei Populationen keinen
signifikanten Einfluss der Diagnose auf die Gewichtszunahme: In der Gesamtpopulation zeigten
Patienten mit einer F2 Diagnose ein erhdhtes Gewicht zur Aufnahme (n=207; 75,7 + 16,9 kg)
gegeniber Patienten mit einer F3 (n=98; 73,5 + 15,3 kg) und F4-6 Diagnose (n=19; 71,5 + 18,6 kg;
p=0,365). Nach 4 Wochen zeigten Patienten mit einer F3 Diagnose (1,6 + 3,6 kg) die starkste
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Gewichtszunahme im Vergleich zu Patienten mit einer F2 (1,2 + 3,6 kg) und F4-6 Diagnose (0,9 + 2,9
kg; p=0,511).

Neben den beschriebenen Einflussfaktoren konnte in Studien auch ein Einfluss der Komedikation auf

214,275 Hierbei erweist sich die Interpretation auf Grund

die Gewichtszunahme nachgewiesen werden.
unterschiedlicher Komedikationen (Sedativa, Moodstabilizer, Antidepressiva) und damit verbundener
Wechselwirkungen und gegenseitiger Beeinflussung der Gewichtsparameter als sehr schwierig. Um
den Einfluss der Komedikation genauer zu untersuchen wurden alle drei Populationen in vier Gruppen
unterteilt: Die erste Gruppe erhielt nur ein atypisches Antipsychotikum in der Monotherapie ohne
typische, antidepressive und stimmungs-stabilisierende Komedikation. Die zweite Gruppe beinhaltet
Patienten, die mit einen oder mehreren atypischen Antipsychotika und/oder einem Typikum behandelt
wurden. Die dritte Gruppe erhielt zusatzlich noch eine antidepressive oder stimmungsstabilisierende
Komedikation. Patienten in der vierten Gruppe wurden mit mehreren Atypika und/oder Typika
behandelt und erhielten zusatzlich eine antidepressive und eine stimmungs-stabilisierende

Komedikation.

In keiner Population konnte ein signifikanter Einfluss dieser Einteilung auf die Gewichtsparameter
identifiziert werden: In der Gesamtpopulation zeigten Patienten mit der hdchsten Anzahl an
Komedikationen (n=65) eine schwach erhéhte Gewichtszunahme (1,6 kg) nach 4 Wochen gegenuber
den Gruppen 3 (n=174; +1,3 kg), 2 (n=54; +1,5 kg) und 1 (n=57; +1,5 kg; p=0,945). Eine weitere
Auswertung der Gesamtanzahl der Komedikationen konnte ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf

die Gewichtszunahme identifizieren.

Eine differenzierte Betrachtung der Gewichtszunahme in Abhangigkeit vom CGI bzw. PDS-P-
Response resultierte in einen Trend fir den CGI. Hierbei zeigten Patienten mit einem Ansprechen
nach CGl (n=42) eine erhdhte Gewichtszunahme gegeniber Nicht-Respondern (n=278; 2,4 vs. 1,4 kg;
p=0,070). Eine nach Diagnose getrennte Untersuchung konnte einen signifikanten Einfluss des
Ansprechens auf die Gewichtszunahme bei Patienten mit einer F2-Diagnose identifizieren (n=167/26;
2,6 vs. 1,1 kg; p=0,017). Zwar zeigte eine Korrelation der Gewichtszunahme nach 4 Wochen mit dem
CGI-1 nur eine Tendenz (p=0,069), eine weitere Analyse konnte jedoch eine signifikante Korrelation
mit der Zustandsanderung des Patienten (CGI-2: Kendall-Tau Korrelation; r=-0,121; p=0,004) und des
CGI-Response identifizieren (r=-0,094; p=0,040), welche nur auf einen Effekt in schizophrenen

Patienten zurlickzuflihren ist.
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3.6.4 Exemplarisches Vorgehen

In den nachfolgenden Kapiteln werden die statistischen Ergebnisse, der unter 2.3.11.3 beschriebenen
Polymorphismen aufgeflhrt, welche im Kontext der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme

untersucht wurden.

Die statistische Auswertung beginnt mit einer ANOVA, welche den Einfluss der Gewichtsparameter
und der Gewichtzunahme in Abhangigkeit vom jeweiligen Genotyp untersucht. Der Parameter relative
BMI Zunahme findet in der Literatur kaum Verwendung und wird in den nachfolgenden Tabellen nicht
abgebildet. Da im vorherigen Kapitel (3.3.1.2) ein Einfluss der klinischen Parameter Alter, Geschlecht,
Basisgewicht bzw. —BMI und Art der Medikation auf die Gewichtszunahme identifiziert werden konnte,
wurde auf gleichmaRige Verteilung dieser Parameter in den jeweiligen Genotypgruppen gepriift (Chi-
Quadrat fur Alter und Geschlecht, ANOVA fur Alter). Die gleiche Untersuchung erfolgte auch fur die
Verteilung des rs17782313 Polymorphismus in den jeweiligen Genotypgruppen, welcher tber alle drei

Studienpopulationen einen signifikanten Effekt auf die Gewichtsveranderung zeigte.

Um den Einfluss der unter 3.6.3 beschriebenen Einflussfaktoren auf die Gewichtszunahme in kg nach
4 Wochen zu bertlicksichtigen und Verzerrungseffekte zu vermeiden wurde ein adjustiertes ANCOVA
Modell generiert. Dieses beinhaltet als Kofaktoren Alter, Geschlecht, Gewicht zur Aufnahme, Art des
Antipsychotikums (differenziert in Hoch- und Niedrig-risiko Antipsychotikum) und den rs17782313
Genotyp. Da es nur einen marginalen Unterschied in der Korrelation von Basisgewicht bzw. BMI und
der Gewichtszunahme gab und die Variable Basisgewicht fiir jeden Patienten zur Verfigung stand,
fand diese Variable Anwendung im adjustierten ANCOVA Modell. Als abhangige Variable wurde die
Veranderung des Gewichtes verwendet, da sie am haufigsten beschrieben wird und somit eine

bessere Vergleichbarkeit mit Ergebnissen anderer Studien gewahrleistet ist.

Da ein GrofRteil der Patienten schon vor Therapiebeginn eine Behandlung mit verschiedenen
Antipsychotika erfahren hat, bietet diese chronische Patientenkohorte die Mdglichkeit den Einfluss
eines jeweiligen Polymorphismus auf das Gewicht bzw. den BMI unter chronischer Antipsychotika
Behandlung zu untersuchen. Dieser Ansatz ermdglicht auch den Vergleich mit cross-sektionalen
Studien. Grundlage hierfur stellte wiederum ein ANCOVA Modell dar, welches den BMI zu
Therapiebeginn als abhangige Variable, den jeweiligen Genotyp als unabhangigen Faktor und die
Kovariaten Alter, Geschlecht und rs9939609 Polymorphismus beinhaltet. Der genannte
Polymorphismus im FTO Gen zeigte in allen untersuchten Populationen einen signifikanten Einfluss

auf Gewichtsparameter vor Therapiebeginn und wurde daher in das Modell eingeschlossen.

In den zuvor beschriebenen ANCOVA Modellen wurden die verwendeten atypischen Antipsychotika
zusammen betrachtet und nur auf den Einfluss von stark bzw. weniger stark gewichtsinduzierender
Medikation adjustiert. Dies basiert auf der Hypothese, dass Polymorphismen im Regelkreis der
Energiehomoostase einen vergleichbaren Einfluss auf die Gewichtszunahme unter Antipsychotika-
Therapie haben. Auf Grund unterschiedlicher Rezeptoraffinitaten verschiedener Antipsychotika ist es
vorstellbar, dass ein bestimmtes Antipsychotikum eine starkere Gewichtszunahme in Folge eines

Polymorphismus zeigt, wahrend ein anderes Antipsychotikum einen schwacheren bzw. keinen Effekt
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auslibt. Die Unterschiede in der Auspragung der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme
sprechen fir eine differenzierte Beeinflussung relevanter Signalwege. Zudem konnte in einem
physiogenomischen Untersuchungsanatz eine unterschiedliche Beteiligung von Olanzapin

2% Um den

(Apolipoprotein) und Risperidon (Leptin und NPY) auf Gewichtsprofile identifiziert werden.
Einfluss verschiedener Antipsychotika auf die Gewichtszunahme Uberprifen zu kénnen, wurden aus
der Gesamtpopulation nur Patienten mit einer Monotherapie mit einem atypischen Antipsychotikum
bericksichtigt. Da nicht fir alle Antipsychotika, die in der Studie verwendet wurden, genugend
Verschreibungen vorhanden waren, wurden die verwendeten Antipsychotika differenziert nach
vergleichbarer Gewichtszunahme (Olanzapin und Clozapin vs. Risperidon, Quetiapin, Paliperidon und
Amisulprid)41 betrachtet. Der Vergleich erfolgte an Hand eines ANCOVA Modelles mit der abhangigen
Variable A Gewicht und den uiraiben Faktoren Genotyp und Art des Antipsychotikum

(differenziert in zwei Gruppen; wie zuvor besprochen), welche auf die Kovariaten Gewicht zur
Aufnahme, Alter, Geschlecht, rs1772313 Genotyp und gewichtsinduzierende Komedikation (Lithium,
Valproinsaure, Paroxetin, TCA und Mirtazapin) adjustiert wurde. Bei Vorliegen eines signifikanten
Interaktionseffektes Genotyp x Medikation (p<0,05) ist davon auszugehen, dass sich das Ausmal} der

Gewichtszunahme in Abhangigkeit von der Art der Medikation unterscheidet.

Eine unterschiedliche Wirkung eines Antipsychotikums auf einen Polymorphismus ist zudem vor Allem
zu erwarten, wenn sich dieser innerhalb einer relevanten Rezeptorstruktur befindet: So wurden im
Rahmen der Doktorarbeit zwei Polymorphismen innerhalb des HR1 Rezeptors und ein
Polymorphismus im 5HT,c Rezeptor untersucht. Eine direkte Auswirkung des Polymorphismus sollte
also fur Antipsychotika mit einer hdheren Rezeptoraffinitat einen ausgepragteren Effekt zeigen. Daher
wurden fir diese Polymorphismen die Antipsychotika nach Rezeptoraffinitat differenziert und nach
oben beschriebenem Interaktionseffekt untersucht. Die genaue Einteilung der Gruppen ist den

jeweiligen Abschnitten zu entnehmen.

Zudem wurde nach oben beschriebenem Modell ein Interaktionseffekt von Genotyp und Geschlecht
untersucht. Der Vergleich erfolgte an Hand eines ANCOVA Modelles mit der abhangigen Varialle

Gewicht und den unabhangigen Faktoren Genotyp und Geschlecht, welche auf die Kovariaten
Gewicht zur Aufnahme, Alter, rs1772313 Genotyp, Hoch- oder Niedrig-Risiko-Therapie und
gewichtsinduzierende Komedikation (Lithium, Valproinsaure, Paroxetin, TCA und Mirtazapin) adjustiert
wurde. Da sich ein Einfluss des Geschlechtes unabhangig von der Menge der verschriebenen
Antipsychotika verhalten sollte, wurde fur dieses Modell die Population mit héchster Patientenanzahl

verwendet (=Gesamtpopulation).
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3.6.5 Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf die Gewichtszunahme

3.6.5.1 rs324420 (FAAH)

Der rs324420 Polymorphismus befindet sich in der Nahe des FAAH Genes, welches auf Chromosom
15 lokalisiert ist und den gréRten Anteil der endogenen Cannabinoide inaktiviert. Der AA-Genotyp des
untersuchten Polymorphismus konnte mit einer verringerten FAAH mRNA Expression, erhdhten
Konzentrationen von endogenen Cannabinoiden und einer erhdhten Antipsychotika vermittelten

Gewichtszunahme in Verbindung gebracht werden.'*% 142143

In allen drei Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter
Alter, Geschlecht, Basisgewicht, Medikation und rs17782313 Genotyp in den verschiedenen
Genotypgruppen.

Bei Therapiebeginn zeigten Patienten mit dem AA-Genotyp gegeniber C-Allel Tragern ein héheres
Gewicht und einen héheren BMI. Dieser klinische Effekt erreichte aber fir keinen Parameter ein

signifikantes Ergebnis (Tabelle 48).

Nach 4 Wochen verloren Patienten mit dem AA-Genotyp in der Gesamt- und adjustieren Population
an Gewicht, wahrend CA-Genotyp Trager eine starkere Gewichtszunahme als Wildtyp-Trager zeigten.
Ein signifikantes Ergebnis konnte fir alle Gewichtsparameter, aber nur in der Gesamtpopulation
beobachtet werden (A BMI in kg/m?; CC:0,4; CA:0,7; AA:-0,2; p=0,038, Tabelle 48). Hierbei gestaltet
sich die Interpretation der Ergebnisse auf Grund der starksten Gewichtszunahme fir heterozygote
Allel-Trager und der geringen Anzahl an Patienten mit dem AA-Genotyp (n=6 bzw. 5; siehe Tabelle

48) als schwierig.

Tabelle 48 ANOVA rs324420 Polymorphismus

: o Adjustierte First Episode

HEBIELE = Eit Subpopulation Subpopulation
Variable CC CA AA |P CC CA AA |P CC CA AA |P
n 234 110 6 117 56 5 58 32 0
Gewicht 750 736 852 0222 | 740 736 83.0 (0464 | 73,1 717 0,692
Aufnahme
Gewicht 4| 76,2 755 84,7 | 0,398 | 751 754 829 | 0,571 | 74,7 74,3 0,924
Wochen
BMI 256 249 29,6 | 0,074 | 253 250 285 |0,377 | 24,5 23,6 0,428
Aufnahme
BMI 26,0 256 294 | 0,169 | 256 25,5 284 | 0,488 | 25,0 245 0,620
4 Wochen
A Gewicht | 1,2 20 -0,5 | 0,044 | 1,1 1,8 -0,2 {0,233 |16 26 0,111
%A 1,9 3.1 -06 (0028 1,7 28 -0,2 [0,222 |23 4,0 0,071
Gewicht
A BMI o4 07 -02 003804 06 -01 0240 (05 0,9 0,125
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Um eine bessere Interpretation der Ergebnisse zu ermoglichen, wurden, in Analogie zu den Studien
von Sipe bzw. Monteleone et al.,"** '*
in einen Trend fur die relative Gewichtszunahme (%A kg in %; CC:1,9; CA+AA:2,9; p=0,056 und
CC:2,3; CA+AA:4,0; p=0,071), welcher jedoch nicht in der adjustierten Subpopulation beobachtet
werden konnte (%A kg in %; CC:1,7; CA+AA:2,5; p=0,280). An dieser Stelle bleibt jedoch fraglich, ob

die beobachtete Gewichtsabnahme fur AA-Genotyp Trager der geringen Anzahl an Patienten und dem

alle A-Allel-Trager (CA+AA) zusammengefasst. Dies resultierte

Zufall oder einem tatsachlich vorliegendem Effekt geschuldet ist.

Auch unter Bericksichtigung maoglicher Einflussfaktoren zeigten A-Allel-Trager eine starkere
Gewichtszunahme als Wildtyp-Trager, jedoch erreichte dieses Ergebnis keine Signifikanz (ANCOVA;
0,124<p<0,341). Ein signifikanter Einfluss des untersuchten Polymorphismus auf den BMI vor
Therapiebeginn konnte bei chronischen Patienten nicht nachgewiesen werden (CC:26,1; CA+AA:25,7
kg/m?; p=0,535). Zudem konnte kein Interaktionseffekt zwischen dem rs324420 Genotyp und der Art
des Antipsychotikums (p=0,672) bzw. dem Geschlecht (p=0,432) identifiziert werden.

154



3.6.5.2 rs17782313 und rs489693 (MC4R)

Die beiden untersuchten Polymorphismen befinden sich in einem 190 kb rekombinanten Intervall
zwischen der kodierenden Sequenz von PMAIP1 und MC4R, wobei letzteres Gen als eines der
relevantesten Gene im Zusammenhang mit monogenetischem Ubergewicht bezeichnet wird. Beide
Polymorphismen konnten in GWAS mit einem erhdhten BMI (rs17782313)"%2 bzw. mit einer erhéhten
Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme (rs489693) assoziiert werden™® und stehen nach

unseren Genotypisierungs-Ergebnissen in einem starken LD (Gesamtpopulation; D'=0,923, r?=0,632).

In allen drei Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter
Alter, Geschlecht, und Medikation in den verschiedenen Genotypgruppen der beiden untersuchten
Polymorphismen. Vor Therapiebeginn zeigten CC-Genotyp Trager des rs17782313 Polymorphismus
und AA-Genotyp Trager des rs489693 Polymorphismus das hochste Basisgewicht bzw. den héchsten
BMI, wobei ein signifikantes Niveau nur fir den BMI und den rs17782313 Polymorphismus erreicht
wurde (TT:25,8; TC:24,6; CC:26,9 kg/m?; p=0,040, Tabelle 49).

Nach 4 Wochen konnte Uber alle Studienpopulationen hinweg ein signifikanter Einfluss des
rs17782313 Polymorphismus auf die Gewichtsverdnderung identifiziert werden: Trager des CC-
Genotyps zeigten einer starkere Gewichtszunahme als TC- bzw. TT-Genotyp Trager mit einem
Dosiseffekt fir das C-Allel (Gesamtpopulation und A Gewicht in kg; TT:1,1; CT:1,8; CC:2,6; p=0,029,
Tabelle 49).

Tabelle 49 ANOVA rs17782313 Polymorphismus

. s Adjustierte First Episode
B =t Subpopulation Subpopulation
Variable TT TC cc |P TT TC cc |P TT TC cc |P
n 203 126 21 112 57 9 49 32 9

Gewicht 755 726 80,1 (0,091 751 712 80,8 |0,159 | 74,3 686 77,5 | 0,179
Aufnahme
Gewicht 4| 766 744 826 | 0,078 | 758 73,2 84,7 | 0,124 | 756 71,5 80,1 | 0,268
Wochen

BMI 258 246 26,9 | 0,040 | 258 241 259 | 0,154 | 24,4 23,6 254 | 0,594
Aufnahme
BMI 26,2 252 27,8 (0,043 | 26,0 248 27,2 |0,244 | 248 246 26,3 | 0,651
4 Wochen

A Gewicht | 1,1 1,8 26 0,029 | 0,7 2,0 3,9 0,002 | 1,3 2,8 2,6 0,053
%A 16 29 3,5 0,025 | 1,1 3,3 5,5 0,001 |19 44 3,5 0,035
Gewicht

A BMI o4 06 08 (003 02 o7 13 |0001 04 10 08 |0,041
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Auch Trager des A-Allels des rs489693 Polymorphismus zeigten in allen drei Studienpopulationen

eine signifikant starkere Gewichts- und BMI-Zunahme als CC-Genotyp Trager (Gesamtpopulation und

A Gewicht in kg; AA:1,9; AC:1,8; CC:1,0; p=0,043, Tabelle 50).

Tabelle 50 ANOVA rs489693 Polymorphismus

Population ,,Gewicht*

Adjustierte
Subpopulation

First Episode
Subpopulation

Variable AA AC CC |P AA AC CC |P AA AC CC |P

n 37 133 176 17 61 98 13 38 38

Gewicht 781 730 754 0,196 | 78,7 713 753 (0,168 | 77,1 70,4 73,6 | 0,380
Aufnahme

Gewicht 4| 80,0 748 76,3 | 0,225 {815 73,0 76,0 | 0,146 | 79,6 73,0 74,7 | 0,418
Wochen

BMI 26,6 248 258 |0,087 | 26,2 242 259 |0,129 | 25,6 23,9 242 | 0,567
Aufnahme

BMI 272 254 26,1 (0,121 | 271 248 26,1 |0,162 | 264 24,8 24,5 | 0,470
4 Wochen

A Gewicht | 1,9 1,8 1,0 0,043 | 2,8 1,7 0,7 [0016 |25 26 1,1 0,062
%A 28 28 1,5 10,028 {42 28 1,1 0,011 | 34 4,0 1,6 | 0,046
Gewicht

A BMI o6 06 03 |0034 09 0,6 0,2 0,010 |08 09 04 | 0,051

Die Ergebnisse des ANCOVA Modelles (siehe Abschnitt 3.6.4) sind in Abbildung 75 dargestellt.
Ubereinstimmend mit der ANOVA konnten sowohl fir den rs17782313 als auch fir den rs489693
Polymorphismus signifikante Ergebnisse (0,002<p<0,036) bzw. ein Trend(p=0,076) {ber alle
Studienpopulationen hinweg identifiziert werden (Abbildung 75).
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Abbildung 75: Einfluss des rs17782313 Genotyps auf die Gewichtszunahme nach 4 Wochen
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Hierbei war ein Anstieg der Gewichtszunahme mit dem C-Allel des rs17782313 Polymorphismus bzw.
mit dem A-Allel des rs489693 Polymorphismus zu beobachten. Auf Grund der Tatsache, dass nicht
alle Proben zum Zeitpunkt der Publikation zur Verfiigung standen, weichen die hier beschriebenen
Ergebnisse auf Grund veranderter Patientenzahl (n~5 Patienten) marginal von den publizierten

111, 151

Ergebnissen ab. Anhang A9 gibt hieriiber einen Uberblick.

Gleichsam konnte auch in chronischen Patienten der CC-Genotyp (rs17782313 Polymorphismus) und
der AA-Genotyp (rs489693 Polymorphismus) mit dem hochsten BMI assoziiert werden (p=0,084 bzw.
p=0,066, Abbildung 75 bzw. 76).

)
S
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2 41
< 28-
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25+
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AA AC CC AA AC CC AA AC CC AA AC CC

Abbildung 76: Einfluss des rs489693 Genotyps auf die Gewichtszunahme nach 4 Wochen bzw.
auf den BMI vor Therapiebeginn (ANCOVA)

Unter Berlcksichtigung des Interaktionseffektes (siehe Abschnitt 3.6.4) zwischen dem jeweiligen
Genotyp und der Medikation zeigten Patienten, die nicht mit Olanzapin oder Clozapin therapiert
wurden, eine starkere Gewichtszunahme in Abhangigkeit vom Genotyp, wobei der Interaktionseffekt
kein signifikantes Niveau (p=0,071 fur rs17782313 und p=0,296 fir rs489693; Abbildung 77) erreichte.
Hieraus lasst sich ein leichter Trend jedoch keine zwingenden Schlisse fiir eine
medikationsspezifische Gewichtszunahme ableiten. In dem genannten Modell zeigte sich zudem ein
signifikanter Einfluss des rs489693 Genotyp (p=0,039) und ein Trend fiir den rs17782313 Genotyp
(p=0,053).

Zudem konnte fur beide untersuchten Polymorphismen kein signifikanter Unterschied der
Gewichtszunahme in den jeweiligen Genotyp-Gruppen in Abhangigkeit vom Geschlecht beobachtet
werden (p=0,948 bzw. p=0,103). Im Gegensatz hierzu zeigte sich vor Therapiebeginn ein signifikanter
Unterschied des BMI in Abhangigkeit vom Geschlecht (Interaktionseffekt p=0,019, rs17782313
Genotyp p=0,037): Wahrend fir Manner nur ein marginaler Unterschied in den Genotypgruppen des
rs17782313 Polymorphismus identifiziert werden konnte, zeigten weibliche CC-Genotyp Trager den
hochsten BMI zur Aufnahme (Abbildung 78).
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Abbildung 77: ANCOVA Interaktionsmodell MC4R Genotyp x Medikation (griin = Olanzapin,

Clozapin, rot = Quetiapin, Risperidon, Amisulprid, Paliperidon)
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Abbildung 78: ANCOVA Interaktionsmodell rs17782313 Genotyp x Geschlecht (griin =

mannlich, rot= weiblich)

3.6.5.3 Weitere Polymorphismen im Promoter- bzw. Genbereich des MC4R Genes

Mittels NGS am GS Junior wurde die komplette Sequenz des MC4R-Gens (1438bp) und der von
Lubrano-Berthelier bzw. Wankhade et al. vermutete Promoterbereich fir Patienten der adjustierten

Subpopulation im Rahmen einer betreuten Masterarbeit sequenziert.?”” 2’8 15

Innerhalb des MC4R Genes konnten nur sehr seltene Mutationen identifiziert werden. Allein drei
Polymorphismen innerhalb des Promoterbereiches (rs17066842, rs11872992 und rs8087522)

erzielten eine Haufigkeit, die eine weitere statistische Auswertung erlaubten:

158



Fir diese Polymorphismen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter
Alter, Geschlecht, Basisgewicht, Medikation und rs17782313 Genotyp in den verschiedenen
Genotypgruppen. Einzige Ausnahme hiervon stellten AA-Genotyp Trager des rs11872992
Polymorphismus dar, welche ein signifikant jingeres Alter aufwiesen (p=0,032). Da nur vier Trager
des rs11872992 AA-Genotyps in der Population enthalten waren, wurden diese im weiteren Verlauf

der Auswertung zusammengefasst.

Nach 4 Wochen zeigten sowohl A-Allel Trager des rs17066842 als auch des rs11872992
Polymorphismus eine erhohte Gewichtszunahme, ohne jedoch ein signifikantes Niveau zu erreichen
(Tabelle 51). Allein fir den rs8087522 Polymorphismus konnte ein signifikanter Einfluss auf die

relative Gewichtsveranderung identifiziert werden (p=0,044).

In Analogie zur ANOVA zeigten A-Allel Trager aller drei untersuchten Polymorphismen eine hohere,
aber nicht signifikante, Gewichtszunahme als GG-Genotyp Trager in einem adjustierten Modell
(0,392<p<0,621) Die niedrigen Gewichtsunterschiede in den Genotypgruppen des rs8087522
Polymorphismus im ANCOVA Modell der prozentualen Gewichtszunahme implizieren, dass der Effekt
des AA-Genotyps durch Stérfaktoren verzerrt wurde (ANCOVA; GG:1,8; GA:1,9; AA:3,8 %; p=0,201
vs. p=0,044, Tabelle 51).

Tabelle 51 ANOVA rs17066842, rs11872992 und rs8087522 Polymorphismus

rs17066842 rs11872992 rs8087522
Variable GG GA+AA | P GG GA AA |P GG GA AA |P
n 167 10+1 135 39 4 92 70 16

Gewicht 74,3 70,7 0,473 | 745 734 6750662 734 76,5 67,7 | 0,127
Aufnahme
Gewicht 4 | 75,6 72,2 0,496 | 75,7 75,0 68,0 | 0,631 | 744 77,8 70,4 | 0,176
Wochen

BMI 25,3 24,6 0,686 | 25,3 25,3 23,110,725 | 251 259 235 |0,242
Aufnahme

BMI 25,7 25,1 0,734 | 25,7 25,8 234 |0,689 | 254 26,3 24,4 | 0,326
4 Wochen

A Gewicht | 1,3 1,5 0,803 | 1,2 1,6 0,6 0,725 | 1,0 1,3 2,7 0,154
%A 1,9 3.1 0,409 | 1,9 2,4 1,3 0,841 | 1,6 2,0 4.7 0,044
Gewicht

A BMI 0,4 0,5 0,692 | 0,4 0,5 0,3 0,768 | 0,3 0,4 0,9 0,101

Unter den identifizierten, seltenen Mutationen konnte fir den rs2229616 Polymorphismus ein
signifikanter Zusammenhang mit der prozentualen Gewichtszunahme identifiziert werden (ANCOVA,;

GG:1,9 vs. AA:6,3 %; p=0,049). Auf Grund der geringen Anzahl an heterozygoten Genotyp Tragern ist
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das Ergebnis jedoch schwer zu interpretieren. Fir weitere sehr seltene Polymorphismen sei auf die
Arbeit von Frau Sun verwiesen. '>*

rs8087522 rs17782313

-1.0; 0,0611 0.184: 0.0226 - -(,96; 0.6522

\ -0.77:0.0241 - -0,204; 0,0395
_1.0: 0,0093 ‘0,825: 0.038

rs17066842 rs11872992

-1,0; 0,0053

Abbildung 79: LD-Analyse im Promoter- und Genbereich des MC4R Genes nach '**

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass fur die drei identifizierten Polymorphismen eine Kopplung der
Risikoallele besteht (hohes D’), dass jedoch die Marker auf Grund der unterschiedlichen
Genotypverteilung nicht den jeweils anderen Marker erklaren kénnen (niedriges r?). Nur fir den

rs17782313 und rs489693 Polymorphismus besteht ein starkes LD mit sowohl hohem D" als auch r*-
Wert.
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3.6.5.4 rs9939609 (FTO)

Der rs9939609 Polymorphismus befindet sich im ersten Intron des FTO Genes und wurde in mehreren
GWAS mit Ubergewicht und BMI assoziiert."® In einer kiirzlich publizierten Studie konnte zudem ein
Einfluss auf den BMI bei Patienten, die mit atypischen Antipsychotika behandelt wurden,

nachgewiesen werden.'®

In allen drei Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter
Alter, Geschlecht, Medikation und rs17782313 Genotyp in den verschiedenen Genotypgruppen. Die
Gewichtsparameter vor Therapiebeginn deuten in allen drei Populationen auf einen Einfluss des
rs9939609 Polymorphismus hin: Vor Behandlungsbeginn zeigten Trager des AA-Genotyps gegeniber
T-Allel Tragern ein héheres Gewicht und einen héheren BMI in der Gesamtpopulation, jedoch nicht in
der first Episode Population. Heterozygote AT-Genotyp Trager wiesen in der Gesamt- undadjustierten
Population sowohl einen erniedrigtes BMI als auch ein vermindertes Gewicht gegenlber den anderen
Genotypgruppen auf (Tabelle 52).

Nach 4 Wochen zeigten Patienten mit dem AT-Genotyp in allen drei Populationen die ausgepragteste
Gewichtszunahme, wobei dieses Ergebnis nur flr die adjustierte Subpopulation und den Parameter
relative Gewichtsveranderung ein signifikantes Niveau erreichte (AA:1,7; AT:2,8; TT:0,5 %; p=0.050,
Tabelle 52).

Tabelle 52 ANOVA rs9939609 Polymorphismus

: o Adjustierte First Episode
B =t Subpopulation Subpopulation
Variable AA AT TT P AA AT TT P AA AT TT P
n 64 167 119 32 89 57 20 38 32

Gewicht 786 725 75,7 0,033 | 782 71,8 754 (0,123 | 77,2 67,9 753 | 0,051
Aufnahme
Gewicht 4799 742 76,8 |0,050 | 795 735 76,0 |0,185 |785 70,1 77,4 | 0,063
Wochen

BMI 26,8 24,7 258 (0,013 | 27,0 242 259 (0,025 | 246 23,0 254 | 0,103
Aufnahme
BMI 27,3 25,2 26,1 (0,017 | 27,4 248 26,1 |0,038 | 251 23,7 26,1 | 0,102
4 Wochen

A Gewicht | 1,3 1,7 1,1 0312 |13 17 05 |0083 |14 22 21 0,613

%A 1,8 27 1,7 0,180 | 1,7 2,8 0,9 0,050 | 1,9 3,4 3,0 0,486
Gewicht
A BMI 04 0,6 0,4 0,364 | 0,4 0,6 0,2 0,118 | 0,5 0,7 0,7 0,658

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der ANOVA verzeichneten AT-Genotyp Trager des
rs9939609 Polymorphismus in einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten Modell die ausgepragteste

Gewichtszunahme in allen drei untersuchten Populationen, ohne jedoch ein signifikantes Niveau zu
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erreichen (ANCOVA; 0,243<p<0,694). Im Gegensatz hierzu konnte ein grenzwertiger Einfluss des
untersuchten Polymorphismus auf den BMI in chronischen Patienten identifiziert werden (p=0,051,
Abbildung 80). Unter Berlicksichtigung der Medikation bzw. des Geschlechtes konnte kein
signifikanter Einfluss der Art des Antipsychotikums (p=0,176) und des Geschlechts (p=0,572) auf den
rs9939609 Polymorphismus festgestellt werden.

29+ Chronische Population

- q T p=0,051
E 28

[27]

=

o 274

£

s

£ 261

é’ 25,
5 254

N

=

@ 24

Abbildung 80: Einfluss des rs9939609 Genotyps auf den BMI vor Therapiebeginn
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3.6.5.5 rs1049353 (CNR1)

Der rs1049353 Polymorphismus stellt eine stille Mutation im Codon 453 des Cannabinoid Rezeptor 1
(CB1) Genes dar, '® welches auf Chromosom 6 lokalisiert ist und eine physiologische Rolle im

Energiehaushalt, in der Essensaufnahme und im Suchtverhalten des Menschen spielt. '">'"

In allen drei Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter
Alter, Geschlecht, Basisgewicht und rs17782313 Genotyp in den verschiedenen Genotypgruppen. In
Bezug auf die Medikation konnte ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Genotypgruppen
in der Gesamtpopulation identifiziert werden: GG-Genotyp Trager zeigten hierbei einen leicht erhéhten

Anteil (62,1 %) an stark gewichtsinduzierender Medikation (Olanzapin und/oder Clozapin; p=0,027).

In keiner der drei Studienpopulationen konnte ein signifikanter Einfluss des rs1049353

Polymorphismus auf die Gewichtsparameter vor Therapiebeginn identifiziert werden (Tabelle 53).

Nach 4 Wochen zeigten Patienten mit dem GA-Genotyp in allen drei Populationen die ausgepragteste

Gewichtszunahme, ohne jedoch ein signifikantes Niveau zu erreichen (0,265<p<0,792, Tabelle 53).

Tabelle 53 ANOVA rs1049353 Polymorphismus

. s Adjustierte First Episode
Population ,,Gewicht Subpopulation Subpopulation
Variable GG GA AA |P GG GA AA |P GG GA AA |P
n 195 131 24 98 65 15 50 36 4

Gewicht 754 73,8 74,4 (0693 | 747 734 73,4 |0,876 |73, 7 712 715 | 0,761
Aufnahme

Gewicht 4| 76,7 754 755 |0,745 | 758 749 74,8 | 0,927 | 753 736 74,8 | 0,883
Wochen

BMI 25,7 252 250 (0,613 |255 250 245 |0,727 | 243 24,0 24,7 | 0,928
Aufnahme
BMI 26,1 25,7 254 | 0,652 | 25,9 255 25,0 (0,805 |24,8 248 259 | 0,911
4 Wochen

A Gewicht | 1,3 1,6 1,0 0,668 | 1,1 1,5 1,4 0,792 | 1,5 24 3,4 0,283
%A 20 25 1,9 0,570 | 1,6 2,5 2,2 0,516 | 2,3 35 48 0,312
Gewicht

A BMI 04 05 04 (0656 03 05 05 |0616 05 08 12 |0,265

Sowohl bei Betrachtung der Gewichtsveranderung der drei Studienpopulationen (0,321<p<0,764) als
auch des BMI der chronischen Patientenkohorte (GG:26,1; GA:25,9; AA:25,5 kg/m?; p=0,877) konnte
kein signifikanter Einfluss des untersuchten Genotyps in einem ANCOVA Modell festgestellt werden.
Auch der Interaktionseffekt zwischen dem rs1049353 Genotyp und der Art des Antipsychotikums
(p=0,516) bzw. dem Geschlecht (p=0,506) verblieb ohne signifikantes Ergebnis.
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3.6.5.6 rs346070, s346074 und s346075 (HR1)

Die untersuchten Polymorphismen befinden sich in relevanten Steuerungs- und Bindungselementen
des HR1 Genes, welches auf Chromosom 3 lokalisiert ist und fiir den gleichnamigen Rezeptor kodiert.
Das HR1 Gen stellt auf Grund der zentralen Bedeutung des HR1 Rezeptors in der AMPK-vermittelten
Nahrungsaufnahme ein plausibles Kandidatengen im Kontext der Antipsychotika vermittelten
Gewichtszunahme dar. Da der HR1 auch uber die Modulation anderer Neurotransmitter indirekt durch
Antipsychotika beeinflusst werden kann, kdnnen auch Antipsychotika, die per se keinen ausgepragten
HR1- Antagonismus zeigen, einen Effekt auf die Gewichtszunahme ausuben. Ein direkter Einfluss auf
Gewichtsparameter, der Uber den HR1 vermittelt wird, sollte in Antipsychotika mit hohem HR1-
Antagonismus einen anderen Effekt, in Abhangigkeit von den funktionalen Folgen des
Polymorphismus, als in solchen mit einem schwachen HR1- Antagonismus zeigen. Der indirekte
Einfluss wurde an Hand der statistischen Standarduntersuchungen (ANOVA und ANCOVA) beurteilt.
Zur Untersuchung eines direkten Einflusses wurde die Studienpopulation getrennt nach
Histaminaffinitdt untersucht. In Analogie zu der Studie von Verhof et al. wurden die Medikamente
Olanzapin, Clozapin und Quetiapin einer hohen HR1-Affinitdt und alle anderen einer niedrigen HR1-

Affninitat zugeordnet.'®

In allen drei Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter
Alter, Geschlecht, Medikation, Basisgewicht und rs17782313 Genotyp in den verschiedenen
Genotypgruppen der untersuchten Polymorphismen. Die Polymorphismen rs346074 und rs346075
stehen in einem absoluten LD (D=1 und r2=1), weshalb nachfolgend nur der rs346075
Polymorphismus beschrieben ist. Zudem besteht eine starke Kopplung des rs346070 an den
rs346074 Polymorphismus (D=1 und r2=0,355).

Weder fiir den rs346070 noch fiir den rs346075 Polymorphismus konnte in einer der drei Populationen
ein signifikanter Einfluss auf die Gewichtsparameter vor Therapiebeginn identifiziert werden (Tabellen
54 und 55).

Nach 4 Wochen zeigten AA-Genotyp Trager des rs346075 Polymorphismus in allen drei Populationen
die ausgepragteste Gewichtszunahme, ohne jedoch ein signifikantes Niveau zu erreichen
(0,110<p<0,866; Tabelle 55).

Auch unter Berlcksichtigung eines direkten Einflusses in den nach Histamin-Rezeptor-Affinitat
differenzierten Studienpopulationen konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen den
untersuchten Polymorphismen und den Gewichtsparametern vor und nach der Therapie festgestellt

werden.

In einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten ANCOVA Modell (siehe Abschnitt 3.6.4) konnte fir den
rs346070 Polymorphismus kein signifikanter Einfluss auf die Gewichtsveranderung in den drei
untersuchten Populationen (0,082<p<0,833) und in der chronischen Patientenkohorte (CC:26,1;
CT:25,4; TT:25,7; p=0,648) beobachtet werden. Zudem zeigte sich kein Interaktionseffekt zwischen
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untersuchtem Genotyp und Affinitat zum HR1 Rezeptor (p=0,511) bzw. dem Geschlecht (p=0,810) in

der Gewichtszunahme.

Tabelle 54 ANOVA rs346070 Polymorphismus

Population ,,Gewicht*

Adjustierte
Subpopulation

First Episode
Subpopulation

Variable CC CT TT P CC CT TT cC CC CT TT CcC
n 249 88 13 128 44 6 249 58 30 2 249
Gewicht 750 73,7 7570802 750 719 721 (0,526 |723 73,6 66,0 |0,794
Aufnahme
Gewicht 4| 76,4 752 77,1 |0,800 | 76,2 73,2 73,2 |0531 741 755 72,2 | 0,906
Wochen
BMI 256 25,0 24,8 |0,602 | 257 241 237 |0,156 | 24,0 24,9 19,6 | 0,296
Aufnahme
BMI 26,1 255 252 (0575|262 245 240 |[0,139 | 246 256 215 |0,417
4 Wochen
A Gewicht |14 14 1,3 |0,996 | 1,3 1,4 12 0984 (18 20 6,2 |0,129
%A 22 23 22 [0973 |20 21 20 |0980 |27 28 93 |0,114
Gewicht
A BMI o5 05 04 |0971 |04 04 04 |0986 |06 0,6 1,8 | 0,231
Tabelle 55 ANOVA rs346074/5 Polymorphismus
: . Adjustierte First Episode
P | ht*
LI b Subpopulation Subpopulation
Variable AA AC CCC |P AA AC CC |P AA AC CCC |P
n 51 146 153 28 72 78 10 41 39
Gewicht 750 73,4 759 |0427 | 720 726 76,3 |0,278 | 723 70,9 74,5 | 0,597
Aufnahme
Gewicht 4| 76,6 749 77,2 |0459 (741 73,7 77,4 |0,348 | 757 73,1 758 | 0,706
Wochen
BMI 253 251 258 (0454 | 24,4 246 26,2 |0,144 | 24,5 238 24,6 | 0,783
Aufnahme
BMI 258 256 26,3 (0483|251 250 265 |0,177 | 255 245 250 | 0,810
4 Wochen
A Gewicht |16 15 1,3 0,817 | 2,2 1,2 1,0 |0,273 |34 2.2 1,3 |0,128
%A 25 22 21 0,818 | 3,5 1,7 1,8 |0,176 |54 3,0 22 | 0,110
Gewicht
A BMI o5 05 04 |0866 |07 04 03 |0302|10 07 05 |0,213
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Trager des rs346075 AA-Genotyps zeigten Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der ANOVA die
ausgepragteste Gewichtszunahme in einem adjustierten ANCOVA Modell und den héchsten BMI in
chronischen Patienten, ohne jedoch ein signifikantes Niveau zu erreichen (0,102<p<0,963; und
AA:26,7; AC:25,9; CC:26,1 kg/m? p=0,861). Eine veranderte Gewichtszunahme in Abhangigkeit von
der Histaminaffinitdt konnte im Interaktionsmodell nicht beobachtet werden (p=0,277). Im Gegensatz
hierzu zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der nach Geschlecht differenzierten
Gewichtszunahme des rs346075 Polymorphismus (p=0,036; Abbildung 81). Hierbei zeigten Frauen
einen Anstieg der Gewichtszunahme mit dem C-Allel, wahrend fir Manner ein umgekehrter Effekt
identifiziert werden konnte. Fir den Genotyp allein konnte in diesem Modell kein signifikanter Einfluss
identifiziert werden (p=0,774).

2,0+
Interaktionseffekt

p=0,036
1,0 1.1]

,0

Gewichtsdifferenz nach 4 Wochen (ka)

AA AC ccC

Abbildung 81: ANCOVA Interaktionsmodell rs346075 Genotyp x Geschlecht (griin = weiblich,
rot = méannlich)
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3.6.5.7 rs7973796 (PMCH)

Der rs7973796 Polymorphismus befindet sich 4,5 kb entfernt von der 5°-Region des MCH-precursor
(PMCH) Genes auf Chromosom 12, welches flr das orexigene Neuropeptid Melanin-Concentrating
Hormon (MCH) kodiert."®®"%" Die bis jetzt einzige genomweite Linkage-Studie im Zusammenhang mit

122 |n einer

Ubergewicht unter Antipsychotika konnte zwei Marker in der Nahe des Genes identifizieren.
Folgestudie konnten die Autoren den rs7973796 Polymorphismus als vielversprechendste
Punktmutation im Bereich des PMCH Genes identifizieren und mit einem erhéhten BMI in Olanzapin

therapierten Patienten assoziieren.'”’

In allen drei Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter
Alter, Geschlecht, Medikation, rs17782313 Genotyp und Basisgewicht in den verschiedenen
Genotypgruppen des untersuchten Polymorphismus. Die einzige Ausnahme hiervon bildete die first
Episode Population, in welcher GG-Genotyp Trager grofBtenteils (72,7 %; p=0,024) weiblichen

Geschlechtes waren

In keiner der drei Studienpopulationen konnte ein signifikanter Einfluss des rs7973796
Polymorphismus auf die Gewichtsparameter vor und nach der Therapie identifiziert werden (Tabelle
56). Trager des GG-Genotyps zeigten in fast allen Parametern der drei Studienpopulationen ein
hoéheres Basisgewicht und eine verstarkte Gewichtszunahme ohne jedoch ein signifikantes Niveau zu

erreichen (Tabelle 56).

Tabelle 56 ANOVA PMCH Polymorphismus

. s Adjustierte First Episode
Population ,,Gewicht Subpopulation Subpopulation
Variable AA AG GG |P AA AG GG |P AA AG GG |P
n 65 182 103 30 94 54 19 49 22

Gewicht 725 74,7 76,2 (0,382 | 70,1 745 758 |0,29 |68,8 755 69,6 | 0,174
Aufnahme
Gewicht 4| 740 76,0 778 |0,334 | 71,0 759 77,0 |0,236 | 70,4 77,3 72,1 | 0,180
Wochen

BMI 251 253 258 (0,626 | 24,7 249 26,2 0,330 | 23,5 24,5 241 |0,772
Aufnahme
BMI 256 25,7 26,4 | 0540 | 25,0 254 26,6 | 0,304 | 241 251 25,0 | 0,727
4 Wochen

A Gewicht |15 13 16 |0634 |09 14 13 |0768 |16 18 25 |0,588

%A 23 20 24 0,755 | 1,4 2,2 2,0 0,756 | 2,4 2,7 3,8 0,557
Gewicht
A BMI 05 04 0,5 0,752 | 0,3 0,5 0,4 0,753 | 0,5 0,6 0,9 0,528

In einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten ANCOVA Modell (siehe Abschnitt 3.6.4) konnte sowohl

in den drei untersuchten Studienpopulationen (0,341<p<0,797) als auch in der chronischen
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Patientenkohorte (AA:25,7; AG:25,9; GG:26,3; p=0,825) kein signifikanter Einfluss des rs7973796
Genotyps auf die Gewichtszunahme bzw. den BMI identifiziert werden. Auch der Interaktionseffekt

zwischen dem rs7973796 Genotyp und der Art des Antipsychotikums (p=0,955) bzw. dem Geschlecht
(p=0,842) verblieb ohne signifikantes Ergebnis.
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3.6.5.8 rs7799039 (LEP) und rs1137101 (LEPR)

Der untersuchte rs7799039 Polymorphismus befindet sich in der Promoterregion des LEP Genes auf
Chromosom 1g31.3 und konnte in Abhangigkeit vom Genotyp in einer Studie mit einer erhohten

204

Leptinsekretion bzw. -transkription in Verbindung gebracht werden.”™ Der rs1137101 Polymorphismus

ist in Exon 6 des LEPR Genes Ilokalisiert und konnte in zwei Studien mit veranderten

Gewichtsparametern unter Antipsychotika-Therapie assoziiert werden.'** ™'

Beide Polymorphismen
stellen auf Grund der Lokalisation in relevanten Steuerungselementen des Leptins und seines
Rezeptors interessante Kandidaten einer Beeinflussung der Energiehomoostase und somit auch der

Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme dar.

In allen drei Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter
Alter, Geschlecht, Medikation, rs17782313 Genotyp und Basisgewicht in den verschiedenen
Genotypgruppen der beiden untersuchten Polymorphismen. Ausnahme hiervon bildete der rs7799039
Polymorphismus, welcher in der Gesamt- und adjustierten Population, fir Trager des AA-Genotyps
einen erhdhten Anteil an Hochrisiko-Medikation enthielt (62 vs. 38 %; p=0,047 bzw. 71 vs. 29 %;
p=0,003). Zudem zeigten GG-Genotyp Trager des rs7799039 Polymorphismus einen erhohten Anteil
an weiblichen Patienten in der first Episode Population (76 vs. 24 %; p=0,014) und AA-Trager des
rs1137101 Polymorphismus einen signifikant hoheren Anteil an rs17782313 CC-Genotyp Trager,

jedoch nur in der adjustierten Studienpopulation.

Tabelle 57 ANOVA LEP Polymorphismus

: o Adjustierte First Episode
B =t Subpopulation Subpopulation
Variable GG GA AA |P GG GA AA |P GG GA AA |P
n 102 177 71 30 94 54 25 44 21

Gewicht 751 73,8 76,6 | 0,470 | 772 71,7 76,5 (0,099 | 70,0 74,0 72,7 | 0,607
Aufnahme
Gewicht 4| 764 751 78,2 | 0,395 | 77,7 732 784 |0,143 | 71,3 76,3 74,8 | 0,450
Wochen

BMI 255 250 26,3 0,226 | 26,6 244 256 |0,074 | 246 24,0 24,2 | 0,901
Aufnahme
BMI 26,0 255 26,8 | 0,177 | 26,7 25,0 26,1 | 0,140 | 24,0 24,7 24,9 | 0,971
4 Wochen

A Gewicht |14 14 16 |0841 |05 15 19 0079 (13 22 22 |0,450

%A 20 23 23 0,908 | 0,7 2,5 2,6 0,060 | 2,1 3,3 3,2 0,524
Gewicht
A BMI 04 0,5 0,5 0,913 | 0,1 0,5 0,6 0,073 | 0,5 0,7 0,7 0,512

In keiner der drei Studienpopulationen konnte ein signifikanter Einfluss des rs7973796 und rs1137101

Polymorphismus auf die Gewichtsparameter vor und nach der Therapie identifiziert werden (Tabellen
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57 und 58). Trager des G-Allels des rs7973796 Polymorphismus zeigten in allen Studienpopulationen
eine verstarkte Gewichtszunahme, was jedoch nur in der adjustierten Subpopulation zu einem nicht
signifikanten Trend (0,060<p<0,079; Tabelle 57) fuhrte.

Tabelle 58 ANOVA LEPR Polymorphismus

: o Adjustierte First Episode
B =t Subpopulation Subpopulation
Variable AA AG GG |P AA AG GG |P AA AG GG | P
n 104 168 78 56 86 36 25 47 18

Gewicht 729 761 741 0,276 | 750 744 721 0,697 [ 693 740 73,6 |0,473
Aufnahme
Gewicht 4| 742 778 752 0,166 | 76,0 76,0 73,2 | 0,647 | 714 76,3 745 | 0,442
Wochen

BMI 25,3 259 24,7 | 0,227 | 255 255 24,2 |0457 | 235 249 234 0,411
Aufnahme

BMI 25,7 26,5 25,0 | 0,096 | 25,8 26,0 24,5 (0,338 | 242 256 23,7 | 0,251
4 Wochen

A Gewicht | 1,3 1,7 1,0 0,338 | 1,0 1,6 1,1 0,488 | 2,1 2,3 0,9 0,241
%A 1,8 26 1,9 0,308 | 1,2 2,6 1,9 0,263 | 2,9 34 1,5 | 0,294
Gewicht

A BMI 04 06 03 (0248 03 05 03 |0271|07 08 03 |0,187

Fir den rs7799039 Polymorphismus konnte auch in einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten
ANCOVA Modell kein signifikanter Einfluss auf die Gewichtsveranderung in den drei untersuchten
Populationen (0,162<p<0,858) und in der chronischen Patientenkohorte (GG:25,7; GA:25,6; AA:27,3;
p=0,114) beobachtet werden.
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Abbildung 82: ANCOVA Interaktionsmodell rs7799039 Genotyp x Medikation (griin = Olanzapin,
Clozapin, rot = Quetiapin, Risperidon, Amisulprid, Paliperidon)

Unter Bertlicksichtigung der Medikation zeigte sich fiir Patienten, die mit Olanzapin bzw. Clozapin

therapiert wurden, ein Anstieg der Gewichtszunahme mit dem G-Allel, wahrend fiir Patienten mit
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weniger stark gewichtsinduzierender Medikation eine Gewichtsabnahme mit dem G-Allel zu
beobachten war (Abbildung 82). Sowohl der Interaktionseffekt (p=0,389) als auch der Genotyp allein
(p=0,959) erreichte kein signifikantes Niveau (p=0,389).

Zudem konnte kein Einfluss des Geschlechts auf die Gewichtszunahme in den jeweiligen

Genotypgruppen beobachtet werden (p=0,538).

Heterozygote Trager des rs1137101 Polymorphismus konnten in allen drei untersuchten
Studienpopulationen (ANCOVA 0,071<p<0,250) und in der Kohorte aus chronischen Patienten
(AA:25,9; AG:26,5; GG:25,0 kg/m?, p=0,218) die starkste Gewichtszunahme bzw. den hdchsten BMI
zeigen, wobei dieses Ergebnis nur einen Trend fir die Gesamt- und first Episode Population zeigte.
Dieser Effekt war in beiden betrachteten Therapiegruppen (Olanzapin und Clozapin vs. weitere

Antipsychotika) zu beobachten, so dass kein Interaktionseffekt identifiziert werden konnte (p=0,960).

Bei Betrachtung der Gewichtszunahme unter Berlicksichtigung des Geschlechtes zeigte sich ein
starker Anstieg der Gewichtszunahme mit dem A-Allel nur in Mannern (rs1137101 Genotyp: p=0,081;
Geschlecht: p<0,001; Interaktionseffekt: p=0,053 Abbildung 83). Der geschlechtsspezifische
Unterschied fir den AA-Genotyp betragt hierbei 3,0 kg (Kl 1,1-4,8; p<0,001).
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Abbildung 83: ANCOVA Interaktionsmodell rs1137101 Genotyp x Geschlecht (griin = weiblich,
rot = mannlich)
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3.6.5.9 rs3813929 (5HT,c)

Der rs3813929 Polymorphismus ist auf Chromosom X in der Promotorregion des 5HT,c Rezeptor

211

Genes lokalisiert,” ' welches fiir den gleichnamigen G-Protein gekoppelten Rezeptor kodiert, der eine

210,212

relevante Rolle in der Energiehomdostase spielt. FUr den untersuchten Polymorphismus wurde

eine Anderung der Promoteraktivitat beschrieben.?'®

Zudem stellt der rs3813929 Polymorphismus den
am besten untersuchten Marker im Kontext der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme dar und
konnte in einer Metaanalyse einen signifikanten Einfluss zeigen.213 In Analogie zu den Auswertungen
eines anderen Markers (siehe Abschnitt 3.6.5.6) wurde, neben dem indirekten Einfluss der Mutation
auf die verschiedenen Antipsychotika, auch ein direkter Einfluss auf Medikamente mit hoher bzw.
niedriger 5HT,c-Rezeptor Affinitat untersucht (siehe nahere Erlauterungen in 3.6.4). Hierbei wurden
auf Grundlage der Ki-Werte von Naber et al. die Antipsychotika Amisulprid und Quetiapin als
Medikamente mit niedriger Affinitdt und Risperidon, Olanzapin, Clozapin und Paliperidon als

hochaffine Medikamente definiert.?™

In allen drei Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter
Alter und Medikation in den verschiedenen Genotypgruppen des rs3813929 Polymorphismus.
Ausnahme hiervon bildete die first Episode Population, in welcher Wildtyp Trager signifikant jlinger
waren (p=0,043). Das Geschlecht war in allen drei Population signifikant unterschiedlich verteilt, was
jedoch zu erwarten war und auf der Tatsache beruht, dass der untersuchte Polymorphismus auf
Chromosom X lokalisiert ist, sodass Manner (XY) keinen Heterozygoten Genotyp auspragen kénnen.
Damit dies nicht zu Verzerrungen der Ergebnisse fihrt, wurden auBer der ANOVA alle
weitergehenden Untersuchungen mit allen T-Allel Tragern durchgefiihrt (CT+TT). Vor Therapiebeginn
zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Gewichtsparameter in den
Genotypgruppen des untersuchten Polymorphismus fir die Gesamt und first Episode Population
(Tabelle 59). Zudem war der CC-Risiko Genotyp des rs17782313 Polymorphismus ungleichmafig in
der adjustierten Subpopulation enthalten (100 % im Wildtyp des rs3813929 Polymorphismus;
p=0,029).

Nach 4 Wochen konnten kein signifikanter Einfluss des rs3813929 Polymorphismus auf die
Gewichtsparameter in allen untersuchten Studienpopulationen identifiziert werden (Tabelle 59). Trager
des CC-Genotyps zeigten in allen Studienpopulationen eine starkere Gewichtszunahme als T-Allel
Trager, ohne jedoch ein signifikantes Niveau zu erreichen (A Gewicht; Gesamtpopulation; 1,5 vs. 1,0
kg; p=0,247).

Wildtyp Trager des rs3813929 Polymorphismus zeigten in einem ANCOVA Modell eine leicht erhdhte
Gewichtszunahme im Vergleich zu T-Allel Tragern ohne jedoch ein signifikantes Niveau zu erreichen
(0,461<p<0,835). Auch in der chronischen Patientenkohorte (CC:25,9; CT+TT:26,2 kg/m?; p=0,648)
konnte kein signifikanter Einfluss auf den BMI vor Therapiebeginn identifiziert werden. Unter
Berlicksichtigung der Medikation zeigte sich fiir Antipsychotika mit hoher bzw. niedriger (Quetiapin

und Amisulprid) 5HT,c-Affinitat ein vergleichbarer Effekt des untersuchten Polymorphismus auf die
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Gewichtszunahme (p=0,618). Zudem konnte sowohl flir Manner als auch fir Frauen eine

vergleichbare Gewichtszunahme in den jeweiligen Genotypgruppen beobachtet werden (p=0,986).

Tabelle 59: ANOVA 5HT,c Polymorphismus

Population ,,Gewicht*

Adjustierte
Subpopulation

First Episode
Subpopulation

Variable CC CT TT P CC CT TT P CC CT TT P

n 245 74 31 129 39 10 63 16 1

Gewicht 756 704 785 (0,024 | 751 706 754 |0,311 | 74,2 63,9 76,3 | 0,047
Aufnahme

Gewicht 4| 771 711 804 | 0,006 | 76,5 71,3 77,0 | 0,199 | 764 64,6 78,6 | 0,015
Wochen

BMI 255 255 250 (0,876 | 254 252 24,210,805 |245 233 23,7 0,637
Aufnahme

BMI 26,0 25,7 256 | 0,841 | 25,8 254 24,7 | 0,768 | 25,3 23,6 24,5 | 0,436
4 Wochen

A Gewicht | 1,5 0,8 1,9 0,141 | 14 0,7 1,6 0,472 | 2,2 0,7 2,3 0,200
%A 2,0 14 24 0,238 | 2,2 1,3 1,9 0,580 | 3,3 1,3 3,0 0,247
Gewicht

A BMI 05 0,2 0,6 0,115 | 0,5 0,2 0,5 0,319 | 0,7 0,3 0,8 0,217
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3.6.5.10 rs2236418 (GAD)

Das rs2236418 Polymorphismus befindet sich auf Chromosom 10p11.23 in der Promotoregion des

Glutamatdecarboxylase 2 (GAD2) Genes, welches die Bildung zu GABA, einem der relevantesten

hemmenden Transmitter im ZNS, katalysiert”> 2%

129

und unter subchronischer Olanzapininjektion
verstarkt in Ratten exprimiert wird. = Der untersuchte Polymorphismus stellt eine Punktmutation von
Guanin zu Adenin dar, wobei fir G-Allel Trager eine 6-fach erhohte transkriptionale Aktivitat

nachgewiesen werden konnte.”*'

In allen drei Populationen konnte kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter Alter,
Geschlecht, rs17782313 Genotyp und Medikation in den verschiedenen Genotypgruppen des
untersuchten Polymorphismus identifiziert werden. Vor Therapiebeginn zeigte sich sowohl in der
Gesamt- als auch in der adjustierten Population ein signifikanter Einfluss des rs2236418
Polymorphismus auf das Gewicht und den BMI zur Aufnahme: G-Allel Trager wiesen erhohte
Gewichtsparameter im Vergleich zu Tragern des AA-Genotyps auf (BMI in kg/m?: AA:24,8; AG:26,6;
GG:26,4; p=0,009, Tabelle 60).

Nach 4 Wochen konnte in allen drei Studienpopulationen ein signifikanter Einfluss des untersuchten
Polymorphismus auf die Gewichtsveranderung identifiziert werden. Hierbei zeigten Trager des AA-
Genotyps die ausgepragteste Gewichtszunahme, wobei heterozygote Allel-Tréager den schwéachsten
Gewichtsanstieg verzeichneten (Gesamtpopulation: AA:1,7; AG:0,7; GG:1,6 kg; p=0,021, Tabelle 60).

Tabelle 60: ANOVA GAD Polymorphismus

: C Adjustierte First Episode
Population ,Gewicht Subpopulation Subpopulation
Variable AA AG GG | P AA AG GG | P AA AG GG | P
n 223 109 18 121 49 8 54 31 5

Gewicht 726 78,7 76,6 | 0,006 | 71,7 79,2 80,0 0,014 | 706 755 76,8 | 0,322
Aufnahme
Gewicht 4| 744 794 78,2 |0,023 | 734 795 80,7 | 0,048 | 73,1 76,4 78,6 | 0,549
Wochen

BMI 248 266 26,4 0,009 | 245 270 264 |0,018 | 23,7 24,7 26,8 | 0,346
Aufnahme
BMI 254 26,8 26,9 | 0,030 | 25,0 27,1 26,6 | 0,055 | 246 250 27,4 | 0,460
4 Wochen

A Gewicht | 1,7 07 16 |0021 |17 03 07 [0033 |26 09 18 |0,039

%A 2,7 12 23 0,029 | 2,6 0,6 1,0 0,032 | 3,8 1,4 2,5 0,054
Gewicht
A BMI 06 0,2 0,5 0,026 | 0,6 0,1 0,2 0,029 | 0,9 0,3 0,6 0,047

174



Da eine funktionale Auswirkung des G-Allels beschrieben wurde, wurden die wenigen Trager des GG-
Genotyp mit heterozygoten G-Alle Tragern (AG+GG) zusammengefasst. Hierbei zeigten Trager des
AA-Genotyps in allen drei untersuchten Studienpopulationen eine signifikant starke Gewichtszunahme
als G-Allel-Trager (1,7 vs. 0,8 kg; p=0,010; 1,7 vs. 0,4 kg; p=0,009; 2,6 vs. 1,0 kg; p=0,014).

Die Ergebnisse des ANCOVA Modelles (siehe Abschnitt 3.6.4) sind in Abbildung 84 dargestellt.
Hierbei zeigte sich in Ubereinstimmung zur ANOVA bzw. zum T-Test eine starkere Gewichtszunahme
fir AA Genotyp Trager in allen untersuchten Studienpopulationen, wobei in der Gesamt- und
adjustierten Population ein Trend (p=0,091 bzw. 0,063) und in der first Episode Population ein
signifikantes Ergebnis beobachtet werden konnte (p=0,029, Abbildung 84). Im Gegensatz hierzu
zeigten langjahrig behandelte AA-Genotyp Trager einen signifikant niedrigen BMI vor Therapiebeginn
(p=0,005, Abbildung 85).
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Abbildung 84: Einfluss des rs2236418 Genotyps auf die Gewichtszunahme nach 4 Wochen
bzw. auf den BMI vor Therapiebeginn (ANCOVA)
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Abbildung 85: ANCOVA Interaktionsmodell rs2236418 Genotyp x Geschlecht (griin = weiblich,

rot = méannlich)
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Sowohl mit Olanzapin und Clozapin als auch mit weiteren Antipsychotika behandelte Patienten
zeigten eine starkere Gewichtszunahme fiir AA Genotyp Trager, so dass kein Interaktionseffekt
identifiziert werden konnte (p=0,778). Fir Manner zeigte sich ein starker Unterschied zwischen AA
und AG+GG-Genotyp Tragern, wahrend Frauen einen unveranderten Effekt auf die Gewichtszunahme
zeigten (Genotyp: p=0,029; Geschlecht: p<0,0001; Interaktionseffekt: p=0,019, Abbildung 85).
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3.6.5.10 s16147 (NPY)

Der rs16147 Polymorphismus stellt eine Punktmutation von Thymin zu Cytosin da und befindet sich in
der Promoterregion auf Chromosom 7g15.1 des NPY Genes, 217 \welches fiir eines der potentesten

218,219

orexigenen Peptide kodiert. Das mutierte C-Allel konnte mit einer 30 % verminderten basalen

NPY Expression in Verbindung gebracht werden®?? und wurde in einer kiirzlich publizierten Studie mit

einer erhéhten Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme assoziiert.”'®

In allen drei Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter
Alter, Geschlecht, rs17782313 Genotyp und Medikation in den verschiedenen Genotypgruppen des

untersuchten Polymorphismus.

In der Gesamt- und adjustierten Subpopulation konnte kein signifikanter Einfluss des rs16147
Polymorphismus auf Gewichtsparameter vor und nach der Therapie identifiziert werden (Tabelle 61).
Zwar zeigten Trager des AA-Genotyps die ausgepragteste Gewichtszunahme in allen
Studienpopulationen, einen Trend bzw. ein signifikantes Ergebnis konnte hierbei nur in der first
Episode Population verzeichnet werden (A Gewicht in kg: AA:3,2; AG:1,7; GG:1,2; p=0,055, Tabelle
61).

Tabelle: 61 ANOVA NPY Polymorphismus

: L Adjustierte First Episode
B =t Subpopulation Subpopulation
Variable AA AG GG |P AA AG GG |P AA AG GG | P
n 88 176 86 43 88 47 22 45 23

Gewicht 753 741 755 (0,758 | 752 739 734 (0863|771 712 71,2 | 0,321
Aufnahme
Gewicht 4| 771 753 76,8 [ 0,629 | 769 749 749 |0,771 | 80,3 729 724 | 0,134
Wochen

BMI 254 253 258 (0,787 | 255 251 253 (0,945 | 246 241 24,110,918
Aufnahme
BMI 26,0 25,7 26,2 | 0,729 | 26,0 254 25,7 | 0,820 | 25,7 24,6 24,5 | 0,659
4 Wochen

A Gewicht | 1,9 1,3 1,3 0,335 | 1,7 1,0 1,4 0,452 | 3,2 1,7 1,2 0,054
%A 28 20 1,9 0,388 | 2,5 1,7 2,1 0,648 | 4,7 2,7 1,7 0,060
Gewicht

A BMI o6 04 04 |0281 |06 03 05 |0,334 |11 06 04 |0,050

Die Ergebnisse des ANCOVA Modelles (siehe Abschnitt 3.6.4) sind in Abbildung 86 dargestellt. In
Analogie zu den Ergebnissen der ANOVA zeigten AA-Genotyp Trager in allen drei untersuchten
Studienpopulationen eine héhere Gewichtszunahme als G-Allel Trager, wobei ein signifikantes Niveau

nur in der first Episode Population erreicht wurde (p=0,007, Abbildung 86). Ein signifikanter Einfluss
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des untersuchten Polymorphismus auf den BMI vor Therapiebeginn konnte in chronischen Patienten
nicht nachgewiesen werden (AA:25,5; AG:25,9 GG:26,7 kg/m? p=0,400).

Population ,,Gewicht“ adj. Subpopulation First Episode

4

p=0,280 p=0,703 p=0,007

1,4

Gewichtsdifferenz nach 4 Wochen (kg)

AA AG GG AA AG GG AA AG GG

Abbildung 86: Einfluss des rs16147 Genotyps auf die Gewichtszunahme nach 4 Wochen bzw.
auf den BMI vor Therapiebeginn (ANCOVA)

Unter Berlcksichtigung der Medikation zeigte sich fur mit Olanzapin und Clozapin behandelte
Patienten ein Anstieg der Gewichtszunahme mit dem A-Allel des rs16147 Polymorphismus. Im
Gegensatz hierzu zeigten Patienten, die mit Risperidon, Quetiapin, Amisulprid und Paliperidon
therapiert wurde, einen vergleichbare Gewichtszunahme in allen Genotypen (Genotyp: p=0,116;
Medikation: p=0,323; Interaktionseffekt: p=0,079, Abbildung 87).
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25+
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Abbildung 87: ANCOVA Interaktionsmodell rs16147 Genotyp x Medikation (rot = Olanzapin,
Clozapin, griin = Quetiapin, Risperidon, Amisulprid, Paliperidon)

Ein Interaktioneffekt fiir den rs16147 Genotyp und das Geschlecht konnte nicht identifiziert werden
(p=0,971).
178



3.6.6 Kombinierte Einflussfaktoren

Um die Effektstarke eines jeweiligen Genotyps auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme
nach 4 Wochen zu beurteilen und mit anderen klinischen Faktoren zu vergleichen wurde ein lineares
Regressionsmodell gebildet. Als relevante Polymorphismen wurden hierbei Punktmutationen
(rs17782313 (MC4R), rs16147 (NPY) und rs2236418 (GAD)) einbezogen, die einen signifikanten
Einfluss in der first Episode Population zeigten. Grundlage dieser Auswahl stellt die erhdhte
Gewichtszunahme in zuvor unbehandelten Patienten dar, welche eine Identifikation von
Einflussfaktoren ermdglicht, die in chronischen Patienten durch langjahrige Therapie und daraus

279

resultierenden Verzerrungsfaktoren nur schwer nachweisbar sind. Anschliefend wurden die in first

Episode Patienten identifizierten Polymorphismen auch in der Population ,,Gewicht“ untersucht.

Zur Beurteilung der Langzeit-Auswirkung eines Polymorphismus wurden relevante Punktmutationen
mit einem signifikanten Einfluss auf den BMI vor Therapiebeginn in ein weiteres lineares
Regressionsmodell eingeschlossen. Tabelle 62 stellt die Effektstarken der relevanten Polymorphismen
auf die Gewichtszunahme nach 4 Wochen fur die first Episode und die Gesamtpopulation gegeniber.
In Analogie gibt Tabelle 63 einen Uberblick tber die Effektstarken auf den BMI vor Therapiebeginn.

Tabelle 62 Lineares Regressionsmodell fiir first Episode und Population ,,Gewicht“

First Episode n=90 Population ,,Gewicht*“ n=350
Modell
B Beta p B Beta P

Konstante 6,200 0,001 4,872 0,000<
rs16147 -1,202 -0,282 0,003 0,709 0,104 0,168
rs2236418 -1,248 -0,203 0,040 -0,317 -0,013 0,084
rs17782313 1,244 0,276 0,005 -0,596 -0,049 0,008
Komedikation* -0,514 -0,085 0,387 -0,381 0,071 0,247
Medikation -1,296 -0,212 0,032 0,196 0,000 0,556
Alter 0,002 0,011 0,911 -0,015 -0,071 0,169
Geschlecht 1,291 0,214 0,036 1,673 0,278 0,001<

Gewicht
-,044 -0,230 0,033 -0,060 -0,326 0,001<

Aufnahme
R? 0,327 0,162

*mit weiteren gewichtsinduzierenden Medikamenten

Fir zuvor unbehandelte Patienten zeigte sich ein signifikanter Einfluss der Polymorphismen
rs17782313 (MC4R; p=0,005), rs16147 (NPY; p=0,003) und rs2236418 (GAD; p=0,040), sowie der
klinischen Faktoren Medikation (p=0,032), Geschlecht (p=0,036) und Gewicht zur Aufnahme
(p=0,033). Den grolten Einfluss auf die Gewichtszunahme wiesen hierbei die Polymorphismen
rs17782313 und rs16147 auf. Von diesem Modell ausgehend erweist sich der Wildtyp des rs16147
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und rs2236418, sowie die Mutante des rs17782313 Polymorphismus als Risikoallel. In einem
ANCOVA Modell, adjustiert auf die in der Tabelle 62 angegebenen Verzerrungsfaktoren, zeigte die
Anzahl der genannten genetischen Risikofaktoren (rs16147 AA-Genotyp, rs2236418 AA-Genotyp,

rs17782313 C-Allel) einen signifikanten Einfluss auf die Gewichtszunahme.

Patienten mit 3 Risikofaktoren (n=4; Kl (2,5-10,4); p<0,001) sowie Patienten mit 2 Risikofaktoren
(n=33; Kl (0,5-5,0); p=0,009) zeigten hierbei eine signifikant starkere Gewichtszunahme gegeniiber
Patienten mit keinen Risikofaktor (n=6). Eine gemeinsame Betrachtung von Patienten mit 2 und 3
Risikofaktoren, resultierte in eine mittlere Gewichtszunahme von 3,0 kg, und in wiederumsignifikante
Unterschiede im Vergleich zu Patienten mit keinem Risikoallel (Kl (1,1-5,1); p=0,001; Abbildung 88).
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Abbildung 88: Starke der Gewichtszunahme nach 4 Wochen in Abhangigkeit von der Anzahl
der Risikoallele. Dargestellt sind die geschatzten Mittelwerte nach ANCOVA und die Signifikanz

der Gruppenunterschiede nach Sidak-Korrektur

Im Gegensatz hierzu erreichten in der Gesamtpopulation nur der rs17782313 Polymorphismus
(p=0,008) und die klinischen Faktoren Geschlecht und Gewicht zur Aufnahme ein signifikantes Niveau
(p<0,001).

Unter den im vorherigen Kapitel beschriebenen klinischen Risikofaktoren erreichte sowohl in der first
Episode als auch in der Population ,Gewicht das Alter sowie das Gewicht zur Aufnahme einen
signifikanten Einfluss auf die Gewichtszunahme. Von diesen Faktoren stellt ein niedriges Gewicht zur
Aufnahme einen robust replizierten Marker fUr eine verstarkte Gewichtszunahme dar. In Analogie zu
vielen Studien, die eine Differenzierung Uber- bzw. unterhalb eines BMI von 25 vornahmen,’* 2% 280
sind in der nachfolgenden Abbildung 90 die Ergebnisse des Interaktionseffekies Risikomodel x

BMI<25> des zuvor beschriebenen ANCOVA Modelles dargestellt.
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Abbildung 89: Starke der Gewichtszunahme in Abhangigkeit vom Risikofakor und einem BMI
<25 bzw. einem BMI >25. Fiir die Population ,,Gewicht” (links) und die first Episode Population

Fir beide Populationen zeigt sich ein signifikanter Einfluss des Risikomodelles (p=0,004 bzw.
p<0,001) mit einer verstarkten Gewichtszunahme fir Risiko-Genotyp-Trager. Patienten mit einem
niedrigen BMI tragen ein erhohtes Risiko fiir eine verstarkte Gewichtszunahme. Ein Anstieg der
Gewichtszunahme war hierbei sowohl bei Patienten mit einem BMI unter 25 als auch Uber 25 zu

beobachten, sodass kein Interaktionseffektidentifiziert werden konnte (p=0,925 bzw. p=0,508).

Tabelle 63: Lineares Regressionsmodell fiir chronische Patienten

Chronische Patienten n=252
Modell
B Beta p
Konstante 22,388 0,001<
rs17782313 -0,341 -0,038 0,534
rs2236418 1,931 0,177 0,004
rs9939609 -0,735 -0,097 0,116
Alter 0,051 0,150 0,017
Geschlecht 1,259 0,117 0,062
R? 0,073

Als signifikante Einflussfaktoren auf den BMI vor Therapiebeginn kénnen nur der rs2236418
Polymorphismus (p=0,004) und das Alter (p=0,017) identifiziert werden (Tabelle 63). Dieses Modell

erklart nur 7,3 % der Varianz des BMI zur Aufnahme.
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4. Diskussion

4.1 Population ,,Serum Olanzapin“

4.1.1 Klinische Interaktionen und Wechselwirkungen

In einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten Modell konnte nur die Komedikation eines CYP1A2
Induktors (Rauchen, Carbamazepin oder Valproinsaure; p=0,025) einen signifikanten Einfluss auf die

Dosis-korrigierten Olanzapin Serumkonzentration zeigen.

Ubereinstimmend mit dem bekannten Einfluss des Rauchens auf die Induktion des CYP1A2 Enzymes

(zusammengefasst in der Arbeit von Perera et al.),**

zeigten Raucher (n=40) einen Trend fur niedrige
Dosis-korrigierte Olanzapin Serumkonzentrationen gegenuber Nicht-Rauchern (1,5 vs. 1,9 ng/ml*mg;
p=0,067). Die signifikant erhdhten Olanzapindosen in Rauchern (16,9 vs. 13,2mg; p=0,014) bei
vergleichbaren Serumspiegeln, weisen auf eine adaquate Dosisanpassung im Rahmen eines TDM

hin.

Auch der starke CYP1A2 Induktor Carbamazepin (n=7) flhrte zu einer verminderten Dosis-korrigierten
Olanzapin Serumkonzentration (0,7 vs. 1,8 ng/mI*mg; p=0,017), wie in vielen Studien beschrieben.?"
Erwahnenswert ist hierbei, dass die Dosisanpassung nicht ausreichend war und in deutlich reduzierte
Serumspiegel (12,5 vs. 25,5 ng/ml*mg; p=0,068) unterhalb des empfohlenen Therapiebereiches von
20 ng/ml resultierte. Dies betont die Relevanz einer adaquaten Dosisanpassung unter Komedikation

von Carbamazepin.

In einer kurzlich publizierten Studie konnte ein dem Rauchen vergleichbarer Einfluss der
Valproinsaure auf die Serumkonzentration des Olanzapins nachgewiesen werden.?® Auf Grund der
kleinen Patientenanzahl von 4 Patienten, die zudem in 2 Fallen Rauchern waren und in einem Fall

Carbamazepin erhalten hatten, kann zu dieser Fragestellung keine valide Antwort gegeben werden.

Ein Einfluss des Geschlechts konnte in der untersuchten Studienpopulation nicht identifiziert werden.
Dies steht im Kontrast zu einer erniedrigten CYP1A2 Aktivitdt und daraus postulierten verminderten

29 Jedoch konnte in

CYP1A2 Clearance in Frauen (zusammengefasst in der Arbeit von Perera et al.).
Analogie hierzu ein erhéhtes C/D Verhaltnis in Frauen gegentiber Mannern identifiziert werden (1,9 vs.
1,6 ng/ml*mg; p=0,222). Zudem scheint ein signifikanter Einfluss von schwachen Einflussgrofien wie

dem Geschlecht nur in ausreichend grof3en Studienpopulationen nachweisbar zu sein.”

Da fur altere Patienten eine verlangerte Eliminationshalbwertzeit des Olanzapins bekannt ist,2%

erwartet man fir dieses Patientenkollektiv eine entsprechend erhéhte Dosis-korrigierte Olanzapin
Serumkonzentration. Jedoch konnte nur ein gegensatzlicher, nicht signifikanter Effekt in der
untersuchten Population beobachtet werden. Dies kdnnte durch die nur geringe Anzahl an alteren

Patienten (n=11 >60 Jahren) und Verzerrungsfaktoren erklart werden.
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4.1.2 Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf Serumkonzentrationen

.In der untersuchten Studienpopulation54 zeigten Trager des CYP1A2*1D delT-Allels signifikant
erhohte Dosis-korrigierte Olanzapin Serumkonzentrationen gegenuber Wildtyptragern. Obwohl die
Anzahl der delT-Allel Trager gering war (n=6 deltT/T; n=3 delT/delT), stellt dies nach unserem
Kenntnisstand die Studie mit der hochsten Anzahl an delt/delt-Genotyp Tragern dar, die im
Zusammenhang mit der Pharmakokinetik von Olanzapin untersucht wurde. Zudem ist diese Studie die
erste ihrer Art ist, die eine Assoziation des CYP1A2*1D Polymorphismus mit Dosis-korrigierten

Olanzapin Serumkonzentrationen identifizieren konnte.

Unsere Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit der Studie von Kootstra-Ros, welche héhere Dosis-
und Koérpergewicht-korrigierte Serumkonzentrationen fir delT-Genotyp Trager identifizieren konnte,
jedoch nur einen Patienten mit der homozygoten Mutante in der Studienpopulation beinhaltete.®
Ghotbi et al. konnten keinen Einfluss des CYP1A2*1D Polymorphismus auf den
Olanzapinmetabolismus nachweisen.”® Jedoch zeigte sich in Ubereinstimmung mit unseren
Ergebnissen ein erhdhtes C/D Verhaltnis fur heterozygote Allel Tréger.65 Die fehlende Signifikanz
kénnte durch die Studienpopulation erklart werden, welche keinen Patienten mit dem delT/delT

Genotyp beinhaltete.*

In einer klrzlich publizierten Studie konnten erniedrigte Paraxanthin/Koffein-Quotienten in rauchenden
delT-Allel Tragern beobachtet werden, was eine erniedrigte Clearance fur Trager der Deletion
impliziert und unsere Ergebnisse einer erhdhten Serumkonzentrationen fir delT-Allel Trager stiitzt.®
Im Gegensatz zu dieser Studie berichtete Pavanello et al. von einem umgekehrten Effekt mit einer
erhohten Clearance fur delT-Genotyp Tré\ger.63 Zudem konnte eine Studie in einer tlrkischen
Population keinen Einfluss des CYP1A2*1D Polymorphismus auf die CYP1A2 Aktivitat identifizieren.®
Die Unterschiede konnten auf unterschiedliche ethnische Herkunft oder weitere Verzerrungsfaktoren

zuruckgefuhrt werden.®

In Bezug auf den CYP1A2*1F Polymorphismus konnten wir die Ergebnisse aus einer bereits im Jahr
2008 publizierten Teilpopulation bestéltigen.67 Trager des CYP1A2*1F AA-Genotyps zeigten hierbei in
einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten Modell ein signifikant erniedrigtes C/D Verhaltnis
gegeniber C-Allel Tragern. Dieser Effekt war unabhangig von dem Vorhandensein von CYP1A2

Induktoren.

Eine Vielzahl an Studien konnte eine erhdéhte Clearance von Markersubstanzen flr Trager des
CY1A2*1F AA-Genotyps, die gleichzeitig einen CYP1A2 Induktoren erhalten hatten, identifizieren.®®%*
Eine erhohte Clearance und damit verbundene erniedrigte Serumkonzentrationen fiir AA-Genotyp
Trager stimmen mit unseren Ergebnissen Uberein. Der in dieser Studie identifizierte, vom CYP1A2
Induktor-Status unabhangige, Effekt des CYP1A2*1F wurde aulier in einer Teilpopulation dieser
Studie bisher nicht berichtet.®” Jedoch zeigten AA-Genotyp Trager in Verbindung mit einem CYP1A2
Induktoren ein deutlich reduziertes C/D Verhaltnis gegenuber Tragern, die keinen Induktoren erhalten
hatten (ANCOVA ohne Induktor: 2,1 vs. 1,9 ng/mI*mg; p=0,466 und mit Induktor 1,7 vs. 1,2 ng/ml*mg;
p=0,084).
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Studien, welche den Einfluss des CYP1A2*1F Polymorphismus auf die Dosis-korrigierten Olanzapin

65.66.68. 69 e fehlende

Serumkonzentration untersucht haben, verfehlten eine signifikante Assoziation.
Signifikanz der Studien von Nozawa, Skogh bzw. Kootstra-Ros et. al kdnnten mit der geringen Anzahl
an Patienten (um 50) und unbekannten Verzerrungseffekten durch weitere Mutationen erklart werden.
Eine kirzlich publizierte Studie mit 342 Patienten konnte jedoch auch in einer bedeutend gréReren

22 \/ielmehr

Population keinen signifikanten Einfluss des CYP1A2*1F Polymorphismus identifizieren.
scheint dieser Studie zur Folge eine Punktmutation (rs2472297), lokalisiert in der Region zwischen
CYP1A1 und CYP1A2, die Auswirkung auf die verdnderten Dosis-korrigierten Olanzapin

282

Serumkonzentrationen zu erklaren.”™ Hierbei ist jedoch kritisch anzumerken, dass der gebildete

Haplotyp (bestehend aus 4 Polymorphismen inklusive dem CYP1A2*1F A-Allel) nur einen grenzwertig
signifikanten Effekt (p=0,05) in Nichtrauchern zeigen konnte.?®? Dies steht im Gegensatz zu dem zuvor
beschriebenen und robust replizierten Effekt, den der CYP1A2*1F AA-Genotyp auf die CYP1A2

Aktivitat in Rauchern ausubt.

Die Kombination der in dieser Studie identifizierten Faktoren, welche mit einer erhdhten
Serumkonzentration einhergehen (kein CYP1A2 Induktor, *1F C-Allel, *1D delT-Allel), ermdglichte die
Identifikation von Patienten, die positiv auf eine Clozapin- bzw. Olanzapin-Therapie ansprachen.
Hierbei zeigten schizophrene Patienten mit 2 Faktoren eine deutlich erhohte Rate an PDS-P
Respondern gegeniber Patienten mit nur einem bzw. keinem Faktor (60,0 vs. 21,4 vs. 17,6 %;
p=0,002). Auch in einem auf Verzerrungsfaktoren adjustierten Modell konnte eine, wenngleich nicht
signifikante, Verringerung der paranoiden Symptome nach 4 Wochen fur Trager mit 2 Faktoren
identifiziert werden (6,1/2,1/2,1; p=0,053). Zudem korrelierte die Anzahl der Faktoren mit der
Zustandsanderung des Patienten (CGI-2; n=193; r=-0,177; p=0,005). Das Vorhandensein der
beschriebenen Faktoren fihrt demnach zu einer besseren Zustandsénderung nach 4 Wochen. Diese
Ergebnisse legen eine Beteiligung sowohl des CYP1A2*1D als auch des *1F Polymorphismus am
Olanzapinmetabolismus nahe. Das Vorhandensein mehrerer Faktoren resultiert in eine erhdhte
Serumkonzentration, welches mit einem erhéhten Ansprechen verbunden ist. Hiermit konnte zum
ersten Mal ein Nutzen der CYP1A2 Genotypisierung zur ldentifikation von Respondern gezeigt
werden. Es sind jedoch zwingend weitere Studien nétig, bevor eine Ubertragung und Anwendung im

klinischen Alltag realisierbar ist.

Fir den UGT1A4*3 und POR rs2302429 Polymorphismus konnte kein signifikanter Einfluss auf
Olanzapin Serumkonzentrationen identifiziert werden. In Analogie zu den Studien von Ghotbi bzw.
Mao et al. wurden jedoch erniedrigte Serumkonzentrationen fir heterozygote UGT1A4*3 Genotyp

Trager beobachtet.®® &

Anzumerken ist hierbei, dass kein homozygoter UGT1A4*3 Trager in unserer
Studienpopulation enthalten war und die Unterschiede zwischen den Genotypen nur marginal waren.
Eine kirzlich publizierte Studie konnte zudem keinen signifikanten Einfluss des UGT1A4*3
Polymorphismus auf die Olanzapin Serumkonzentrationen identifizieren®®® und steht damit in Analogie
zu unseren Ergebnissen und einer alteren Studie.®® Obwohl eine veranderte Glukuronidierung fiir den
untersuchten Polymorphismus sowohl in-vitro als auch in-vivo nachgewiesen werden konnte,”® scheint
auf Grund inkonsistenter Ergebnisse die Auswirkung des UGT1A4*3 Polymorphismus auf die

Serumkonzentrationen des Olanzapins nur sehr schwach ausgepragt zu sein. Auch fir den POR
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rs2302429 Polymorphismus, welcher noch nicht im Zusammenhang mit Olanzapin
Serumkonzentration untersucht wurde, ist eine Auswirkung auf den Olanzapinmetabolismus

unwahrscheinlich.

Das naturalistische und retrospektive Studiendesign mit einer kleinen Population (n=98) stellt eine
wesentliche Limitation dieser Studie dar. Gleichwohl erlaubt dieser Ansatz die Identifizierung von
relevanten Effekten in einer praxisnahen klinischen Population. Eine Verzerrung der Ergebnisse durch
Komedikationen oder Nahrungsmittel kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die Komedikation
mit Kontrazeptiva fiihrt beispielsweise zu einer erhdhten CYP1A2 Aktivitat®® und wurde in dieser
Studie nicht dokumentiert. Jedoch impliziert eine kirzlich publizierte Studie, dass der Gebrauch von
Ethinylestradiol-haltigen Kontrazeptiva zu keinen relevanten Veranderungen der Olanzapin

24 Desweiteren wurde der Einfluss von starken CYP1A2 Induktoren wie

Serumkonzentration fuhrt.
Carbamazepin und Rauchen dokumentiert und kein starker CYP1A2 Inhibitor verabreicht. Zudem
kann auf Grund standardisierter Krankenhauskost ein Verzerrungseffekt durch Lebensmittel als sehr
unwahrscheinlich angesehen werden. Zuletzt sollte noch die Abweichung des HWE fir den
CYP1A2*1D Polymorphismus Erwahnung finden, welches auf den erhohten Anteil an delT/delT-
Genotyp Tragern zurlickzufihren ist. Dies ist allein dem Zufall geschuldet und auf Grund einer
vergleichbaren Haufigkeit des delT-Allels mit europaischen Studien (6,1 % vs. 3,4-11 %;

zusammengefasst in der Ubersichtsarbeit von Perera et al.),**°

«54

glauben wir, dass die Ergebnisse eine

Ubertragbarkeit gewéahrleisten.

Auch wenn in vorausgegangenen Studien ein Einfluss der untersuchten Polymorphismen
(CYP1A2*1D,*1F und UGT1A4*3) auf die Serumkonzentration bzw. auf die CYP1A2 Aktivitat (POR
rs2302429) beschrieben wurde, gestaltet sich die Beurteilung auf Grund kleiner Patientenkollektive
und begrenzter Studienlage als schwierig. Mit den Ergebnissen der zu Grunde liegenden Arbeit
konnte erstmalig in einem gréfReren Patientenkolletiv ein Einfluss des CYP1A2*1D Polymorphismus
auf die Olanzapin Serumkonzentration identifiziet ~werden, welcher in  zuklnftigen
pharmakokinetischen Studien weiter untersucht werden sollte. In Analogie zu Studien der
Enzymaktivitiat konnte fir CYP1A2*1F AA-Genotyp Trager eine verminderte Olanzapin
Serumkonzentration beobachtet werden. Auf Grund divergenter Ergebnisse einer Vielzahl anderer
Studien, sollte der Einfluss des untersuchten Polymorphismus auf den Olanzapinmetabolismus
unbedingt in weiteren Studien adressiert werden. Die Kombination der in dieser Studie identifizierten
Faktoren einer erhdhten Serumkonzentration (kein CYP1A2 Induktor, *1F C-Allel, *1D delT-Allel)
ermdglichte die Identifikation von Patienten, die besser auf eine Olanzapin- bzw. Clozapin-Therapie
ansprachen. Hiermit konnte zum ersten Mal ein Nutzen der CYP1A2 Genotypisierung zur ldentifikation

von Respondern und ein mdglicher pharmakogenetischer Therapieansatz gezeigt werden.
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4.1.3 Einfluss von Serumkonzentrationen auf Response und Nebenwirkungen

In der untersuchten Studienpopulation konnte eine signifikante Korrelation zwischen erhohten
Serumkonzentrationen und der paranoiden Zustandsanderung sowohl in der Gesamtpopulation
(r*=0,226; p=0,033) als auch bei schizophrenen Patienten (F2 Diagnose; r?=0,349; p=0,027)
identifiziert werden. Unter Berlcksichtigung des PDS-P zur Aufnahme konnte keine signifikante
Korrelation mehr identifiziert werden. Dies ist mit der Tatsache zu erklaren ist, dass eine erhdhte
paranoide Symptomatik vor Therapiebeginn per se mit einer starkeren Symptomreduktion verbunden
ist. Ubereinstimmend mit dieser Vermutung zeigte sich keine signifikante Korrelation der Olanzapin
Serumkonzentrationen mit der CGI-Skala, welche eher die prozentuale Anderung der Symptomatik

285

eines Patienten widergibt®™™ und somit mdgliche Verzerrungen durch hohe PDS Basisparameter

ausgleicht.

Trotz dieser negativen Befunde deutet die Gesamtheit der Ergebnisse auf einen Zusammenhang
zwischen Olanzapin Serumkonzentrationen und dem klinischen Ansprechen hin. In Analogie zu den

unabhangigen Studien von Perry bzw. Fellows et al.'®?"®

zeigte sich oberhalb eines Grenzwertes von
23,2 ng/ml fir schizophrene Patienten ein verstarktes Ansprechen (91,7 % 11/12) und eine erhéhte
Reduktion der paranoiden Symptome (PDS-P-Skala; 4,8 vs. 0,8), wenn auch die Ergebnisse kein
signifikantes Niveau erreichten (p=0,122 bzw. p=0,127). Zudem wiesen sowohl CGI- (4,6 vs. 1,8 kg;
p=0,017) als auch PDS-P-Responder (5,7 vs. 1,8 kg; p=0,007) eine erhdhte Gewichtszunahme
gegeniber Nicht-Respondern auf, welche vermehrt mit einem Ansprechen assoziiert werden
konnte."" Hierbei ist besonders anzumerken, dass signifikante Unterschiede in kleinen Population wie
dieser nur durch starke Differenzen der jeweiligen untersuchten Merkmale detektiert werden kénnen.
Zudem befanden sich 98 % der Patienten innerhalb der therapeutischen Breite von (20-80 ng/ml),266
womit das Ausbleiben signifikanter Zusammenhange in Bezug auf Nebenwirkungen erklart werden

konnen.

Studien, welche die Beziehung zwischen Plasmakonzentrationen und klinischer Besserung untersucht
haben, konnten Uberzeugend einen signifikanten Zusammenhang fiir die Medikamente Lithium,
trizyklische Antidepressiva und klassische Antipsychotika besté1tigen.266 Fir das atypische
Antipsychotikum Olanzapin deutet die Mehrzahl an Studien gleichsam auf eine enge Beziehung
zwischen Plasmakonzentrationen und klinischer Wirksamkeit hin (zusammengefasst in der Arbeit von
Lopez et al.).286 Hierbei scheint nach unseren Ergebnissen ab einem Schwellenwert >23 ng/ml eine
verstarkte Reduktion der paranoiden Symptome aufzutreten und eine Gewichtszunahme ein positiver
Pradiktor flr das Ansprechen der Therapie darzustellen. Eine direkte Korrelation von
Serumkonzentrationen mit der Gewichtszunahme konnte Ubereinstimmend mit Citrome bzw. Kinon et

287, 288

al. jedoch nicht identifiziert werden. Vielmehr scheint, wie in den Studien von Citrome bzw.

Kinon et al. beobachtet, erst ab einer groften Differenz der Dosen (10 vs. 40 mg) bzw. Seren (16,25

ng/ml vs. 65 ng/ml; berechnet nach Hiemke et al.)?®®

280,281

eine verstarkte Gewichtszunahme in Erscheinung
zu treten. Daher erscheint der von Perry in einer ohnehin kleinen Population von 39 Patienten
postulierte Grenzwert von 20 ng/ml deutlich zu gering bemessen zu sein®®® und konnte in unserer

Population nicht bestatigt werden.
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4.2 Population ,,Response*

4.2.1 Klinische Interaktionen und Wechselwirkungen

Bei Betrachtung moglicher klinischer Einflussfaktoren zeigte sich erwartungsgemaf ein signifikanter
Unterschied der untersuchten Parameter in Abhangigkeit von der Diagnose. Patienten mit einer
Schizophrenie zeigten gegenlber Patienten mit affektiven Stérungen erhohte paranoide und

verminderte depressive Symptome bei vergleichbarem Krankheitszustand.

Das Geschlecht sowie das Alter konnten Ubereinstimmend mit einer Vielzahl an Studien nicht mit

einem veranderten Response-Verhalten in Verbindung gebracht werden.?%%"

Die Beobachtung, dass Patienten mit einer ersten Episode bzw. mit einer kiirzeren Krankheitsdauer
vermehrt auf eine antipsychotische Therapie ansprechen ist plausibel. In Studien konnte
Ubereinstimmend eine langere Krankheitsdauer mit einem verminderten Ansprechen assoziiert

292

werden. Hierbei fuhrt eine Population aus langjahrig behandelten Patienten zu einer Ansammlung

an therapieresistenten Patienten, welche deutlich schlechter auf eine atypische Therapie ansprechen.

Somit sind chronische Patientenkollektive mit deutlichen Verzerrungseffekten behaftet.””®

Nach den Ergebnissen einer grolRen Netzwerk-Metaanalyse von Leucht et al. konnte Clozapin als das

effektivste Antipsychotikum identifiziert werden.*'

Auf Grund seines erhdhten Nebenwirkungs-
potentials (Agranulozytose >1 %) bleibt es jedoch besonders therapieresistenten Patienten
vorbehalten. In Analogie wiesen Clozapin-therapierte Patienten deutlich erhéhte paranoide Symptome
gegeniber Patienten, die mit einem anderen Antipsychotikum behandelt wurden, auf (16 vs. 6;
p=0,007). Zudem wurden Non-Responder zu einem deutlich erhéhten Anteil mit Clozapin therapiert
(135 % vs. 2,8 %; p=0,003). Es konnte kein signifikanter Unterschied der untersuchten
Antipsychotikagruppen hinsichtlich der Verbesserung des Krankheitszustandes bzw. der paranoiden
und depressiven Symptome beobachtet werden. Als Grund hierfir ist die sehr heterogene Population

anzufthren.

Unter den verschiedenen Komedikationen konnte eine adjuvante antidepressive Therapie als
Risikofaktor flr einen schlechteren Response identifiziert werden: Patienten die nach CGIl und PDS-P
respondierten zeigten signifikant niedrigere depressive Symptome vor Therapiebeginn und erhielten
weniger antidepressive Komediaktion als Nicht-Responder. Eine antidepressive Komedikation in
Verbindung mit erhéhten depressiven Symptomen deutet auf eine verstarkte negativ-Symptomatik hin,

welche mit einem schlechteren Ansprechen assoziiert ist.?% 2%
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4.2.2 Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf den Response

4.2.2.1 rs1049353 (CNR1)

Der rs1049353 Polymorphismus befindet sich im Codon 453 des CNR1 Genes, welches fir den G-

Protein gekoppelten Cannabinoid Rezeptor 1 kodiert (CB1)."

Dieser gehoért zur Gruppe der
prasynaptischen  G-Protein  gekoppelten  Rezeptoren und befindet sich auf dem
Chromosomenabschnitt 6q14-q15, welcher als Pradispositionslokus flir Schizophrenie von Cao et al.
identifiziert wurde.®' Es wird vermutet, dass das Cannabinoid-System eine relevante Rolle in der
Pathogenese der Schizophrenie spielt.'®” Diese Vermutung basiert auf der Grundlage, dass der

168,169

Gebrauch von Cannabis einen psychotischen Zustand auslésen und die positiven Symptome der

Schizophrenie unter Antipsychotika-Therapie verschlechtern kann.""%"®7

Eine Vielzahl an Studien konnte den rs1049353 Polymorphismus mit einem veranderten Ansprechen

176-178 175

auf Antidepressiva und Antpsychotika in Verbindung bringen bzw. ein erhdhtes

Krankheitsrisiko nachweisen.'”®

Auch in der untersuchten Studienpopulation konnte ein signifikanter Einfluss des rs1049353
Polymorphismus auf das Ansprechen sowohl bei schizophrenen Patienten als auch bei Patienten mit
einer affektiven Storung identifiziert werden. Mannliche Patienten mit einer F2 Diagnose zeigten
hierbei in einem auf Verzerrungsfaktoren adjustieten Modell einen Anstieg der paranoiden
Symptomverbesserung mit dem A-Allel (-8/2,3/3,1; p=0,013). Im Kontrast hierzu zeigten Patienten mit
affektiven Stérungen einen geschlechtsunabhangigen Abfall der paranoiden Symptomverbesserung
mit dem A-Allel (6,4/3,5/1,1; p=0,011).

In der einzigen vergleichbaren Studie mit schizophrenen Patienten konnte das A-Allel vermehrt in
Respondern identifiziert werden. Dies steht im Gegensatz zu unseren Ergebnissen in schizophrenen
Patienten.'” Beim Vergleich der Studien erweisen sich die unterschiedlichen Skalen zur Beurteilung
des Ansprechens als problematisch. Hamdani et al. verwendeten zur Identifikation von Respondern
die May und Dencker Skala, welche den Zustand des Patienten an Hand von CGI und BPRS

einstuft.?**

Eine differenzierte Betrachtung des rs1049353 Polymorphismus nach CGI-Response
konnte jedoch keinen signifikanten Einfluss in unserer schizophrenen Studienpopulation identifizieren.
Zudem wurde in der zitierten Studie von Hamdani et al. keine differenzierte Betrachtung nach
Geschlecht vorgenommen.175 Studien in Zusammenhang mit dem Ansprechen auf Antidepressiva
weisen jedoch auf einen geschlechtsspezifischen Zusammenhang hin, wobei sowohl ein Einfluss in

Mannern'” als auch in Frauen'’® identifiziert werden konnte.

Fur Patienten mit affektiven Stérungen konnte Ubereinstimmend mit der Studie von Domschke et al.

eine verringerte paranoide Symptomverbesserung fiir G-Allel Trager beobachtet werden.'”® Hierbei ist
jedoch limitierend einzubringen, dass in der zitierten Studie das Ansprechen auf eine Antidepressiva-

Therapie untersucht wurde und ein verstarkter Einfluss des weibllichen Geschlechts in unserer F3-
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Kohorte nicht identifiziert werden konnte. Zudem konnten Mitjans et al. mannliche GG-Genotyp Trager

mit einem verbesserten antidepressiven Ansprechen assoziieren."”’

Zusammenfassend erweist sich die Beurteilung der Ergebnisse auf Grund heterogener und schwer
vergleichbarer Studienlage als sehr schwierig. Eine Vielzahl an Studien konnte den untersuchten

rs1049353 Polymorphismus nicht mit Schizophrenie assoziieren.”***%

Vielmehr scheint jedoch ein
Einfluss des untersuchten Genotyps auf das Ansprechen einer antipsychotischen175 als auch
antidepressiven Therapie als wahrscheinlich. Zur Identifikation des Risikoallels sind zwingend weitere
nach Geschlecht differenzierte Studien nétig. Unsere Studie konnte den rs1049353 GG-Genotyp
Ubereinstimmend mit der Arbeit von Domschke et al. mit einem verminderten Ansprechen
assoziieren."® Auch eine Studie im Zusammenhang mit striatalem Response auf Bilder und

176

Emotionen, welche in der Studie von Domschke et al. bestatigt werden konnte, " deutet auf das G-

Allel als Risikoallel hin.?’
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4.2.2.2 rs3787429 und rs3787430 (HR3)

Sowohl der rs3787429 als auch der rs3787430 Polymorphismus befinden sich in Exon 3 des HR3
Genes. Das besagte Gen kodiert fir den gleichnamigen, prasynaptischen Auto- und Heterorezeptor,
der eine relevante Rolle in der Regulierung der Histaminfreisetzung84 und in der Modulation weiterer
Neurotransmitter spielt.85 Fur die untersuchten Polymorphismen konnte ein vom Genotyp abhangiges
Ansprechen unter einer Risperidon-Therapie identifiziert werden.® Hierbei zeigten heterozygote CT-
Genotyp Trager eine erhdhte Reduktion der BPRS Skala nach 4 (rs3787429) bzw. 4 und 8
(rs3787430) Wochen.®

Ubereinstimmend mit der Studie von Wei et al. scheint der rs3787430 Polymorphismus der
relevantere Marker im Kontext eines veranderten Ansprechens zu sein: Schizophrene CC-Genotyp
Trager des rs3787430 Polymorphismus zeigten in einem adjustiertem Model unter Einbeziehung des
Geschlechtes eine erhdhte Reduktion der paranoiden Symptome gegenuber T-Allel Tragern (4,3 vs.
2,0; p=0,025). Dies steht im Gegensatz zu der zitierten Studie von Wei et al., welche CT-Genotyp
Trager mit einer veranderten Reduktion assoziieren konnte. Im Kontrast zu dem beschriebenen
Marker konnte fiir den rs3787429 Polymorphismus kein signifikanter Einfluss auf das Ansprechen

bzw. die Nebenwirkungsrate einer Antipsychotika-Therapie identifiziert werden.

Als problematisch erweist sich die schwierige Vergleichbarkeit der beiden Studien. Wei et al.
untersuchten die Polymorphismen im Kontext einer Risperidon Monotherapie und verwendeten zur
Beurteilung der Zustandsdnderung die BPRS-Skala. Auch in einer generierten Kohorte aus
schizophrenen Risperidon-Patienten (n=44) konnten wir einen Trend eines erhdhten PDS-P Response
in CC-Genotyp Trager beobachten (61,5 vs. 33,3 %; p=0,063). Auf Grund der nur schwach
ausgepragten HR3 Affinitat der atypischen Antipsychotika, scheint die Wirkung des untersuchten
Polymorphismus nicht an ein Zusammenspiel von Antipsychotika und Rezeptor, sondern eher an eine
Beeinflussung von weiteren Neurotransmittern gebunden zu sein. So spielt der HR3 Rezeptor als
Autorezeptor eine relevante Rolle in der Regulierung der neuronalen Histaminfreisetzung in-vivo® und
ist an der Freisetzung von Dopamin, Acetylcholin und Norepinephrin beteiligt.85 Da ein direkter

2% sollte ein Einfluss

Einfluss von Antipsychotika auf den HR3 Rezeptor unwahrscheinlich erscheint,
fur alle atypischen Antipsychotika gleichermallen bestehen. Die Identifikation eines abweichenden
Risikogenotyps konnte durch die verschiedenen Populationen erklart werden. Hierbei kann es auf
Grund verschiedener Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen und veranderter Korrelationen mit
anderen Markern zu abweichenden Ergebnissen kommen. In der Literatur ist dies als Flip-Flop-
Phanomen beschrieben und erklart die Identifikation von gegensatzlichen Risikofaktoren in

verschiedenen Populationen.?®

Zusammenfassend stellt der rs3787430 Polymorphismus einen interessanten Marker zur mdglichen
Identifikation von Respondern bzw. Nicht-Respondern dar. Die relevante Rolle des HR3 Rezeptors als
Autorezeptor®™ und das hohe Potential von inversen HR3 Agonisten-Antagonisten in der Behandlung

der Schizophrenie und weiteren kognitiven Stijrungen,sg'92

unterstreichen diese Hypothese. Weitere
Studien sind jedoch nétig, die sowohl die funktionelle Konsequenz als auch den Einfluss auf die

Antipsychotika-Therapie untersuchen.
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4.2.2.3 rs1344706 (ZNF804A)

Der rs1344706 Polymorphismus ist im Intron 2 des ZNF804A Genes lokalisiert und konnte im Rahmen

97, 99,100,101
PR Zudem

98,99,102

von GWAS robust mit Schizophrenie und Bipolaren Stérungen assoziiert werden.
zeigte der untersuchte Polymorphismus verénderte Transkriptionsspiegel des ZNF804A Genes,
welchem eine entscheidende Rolle in der Regulation Schizophrenie-relevanter Gene zugeschrieben
wird.® Zwei unabhangige Studien konnten den rs1344706 AA-Genotyp mit einer verminderten

Reduktion des PANSS Score assoziieren.'* '%*

In der untersuchten Population konnte fir den rs1344706 Polymorphismus kein signifikanter Einfluss
auf den Response nach PDS-P bzw. CGIl und die Reduktion der paranoiden Symptome identifiziert
werden. Die Studie von Mdssner et al. beobachtete im Gegensatz eine verringerte Reduktion des
PANSS Score flir AA-Genotyp Trager, wobei dieser Effekt nur fir die Senkung der positiven

187

Symptome ein signifikantes Niveau erreichte und nur schwach ausgepragt war. = In Analogie konnten

Zhang et al. einen signifikanten Einfluss in einer chinesischen Population beobachten, identifizierten

aber das A-Allel als Risikoallel.'®®

Unterschiede in den beschriebenen Studien kénnten auf die Verwendung unterschiedlicher Skalen zur
Beurteilung der Zustandsbesserung zuriickgeflihrt werden. Modssner et al. identifizierte eine
Symptomreduktion von <10 PANSS Score Punkten, welche mit einer minimalen Zustandsbesserung

nach CGI-1 gleich zu setzen ist.?*®

Die nur schwache Zustandsbesserung konnte in den Augen des
Patienten weniger stark wahrgenommen werden als in der Fremdeinschatzung nach PANSS, weshalb
geringe Unterschiede in den Genotypgruppen auf Grund der geringen Fallzahl nur schwer zu

identifizieren sind.

97, 99,100,101 und der

Basierend auf der robusten Assoziation mit Schizophrenie und Bipolaren Stérungen,
Beeinflussung des ZNF804A Genes,”®**'% welches fiir die Regulation weiterer mit Schizophrenie
assoziierter Gene (PRSS16, COMT, PDE4B und DRD2) verantwortlich gemacht wird,”” verbleibt der
rs1344706 Polymorphismus als vielversprechender Marker. Auch wenn die relevanten Effekte zu
schwach sind um in einer naturalistischen Studie zu relevanten Unterschieden zu flhren, kénnten

weitere Studien helfen, das Ansprechen auf eine antipsychotische Therapie zu erklaren.
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4.2.2.4 rs28656907/rs28373093 (ABCB1)

Der dinukleotide Polymorphismus rs28656907/rs28373093 ist in der proximalen Promoterregion des
ABCB1 Genes lokalisiert, welches fiir das P-GP Protein kodiert, das als Effluxtransporter eine zentrale
Rolle in der Absorption, Distribution und Elimination von vielen Antipsychotika einnimmt."® Fir Trager
der homozygoten Mutante des untersuchten Polymorphismus konnte in einer in vitro Studien eine 2-

fach erhdhte ABCB1 mRNA Expression identifiziert werden.'*® "°

Aus dieser erhohten Expression des ABCB1 Genes koénnte eine vermehrte P-GP Synthese
resultieren, die zu einem vermehrten Abtransport der Antipsychotika aus den Geweben und somit zu
einem schwacheren Ansprechen auf die Therapie und verminderter Nebenwirkungsrate fiihren
kénnte. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese zeigte sich ein Abfall der Nebenwirkungshaufigkeit
mit dem mutierten Allel (41,7 vs. 25,7 vs. 16,1 %; p=0,054). Trager der homozygoten Mutante zeigten
zudem eine verringerte Summe an Nebenwirkungen nach DOTES, wobei der Effekt kein signifikantes
Niveau erreichte (p=0,116). Ein signifikanter Einfluss auf das Ansprechen konnte nicht identifiziert

werden.

Unsere Ergebnisse weisen auf einen moglichen Einfluss des rs28656907/rs28373093
Polymorphismus auf die Nebenwirkungsrate einer Antipsychotika-Therapie hin, wobei ein signifikantes
Niveau verfehlt wurde (p=0,054) und daher zwingend weitere Untersuchungen bendtigt werden.
Studien im Zusammenhang mit Nebenwirkungen und Response waren in der Vergangenheit sehr
stark auf drei Marker (rs1128503, rs2032582, rs1045642) innerhalb des ABCB1 Genes fokussiert,

19 Zudem konnten

193,194,108
d

wobei die Ergebnisse sehr heterogen'® und ohne tiberzeugende Schliisse waren.
in-vitro Studien der beschriebenen Marker keine erhéhte ABCB1 Expression beobachten, en

untersuchten Polymorphismus aber als starkstes Assoziationssignal identifizieren."®*

Limitierend muss an erster Stelle angefiuihrt werden, dass eine erhdhte ABCB1 Expression nicht

300 Z7udem miissen die aus in-vitro

zwangslaufig zu einer erhdhten P-GP Expression flhren muss.
Studien erhaltenen Ergebnisse erst in-vivo Ubertragen werden. Die unzahligen mdglichen
Einflussfaktoren in ABCB1 Polymorphismus Studien erweisen sich au3erdem als sehr problematisch.
So koénnen viele Medikamente als PGP-Inhibitoren fungieren und damit zu verzerrten Ergebnissen
fuhren. Auch die Identifikation von relevanten P-PG Inhibitoren erweist sich auf Grund sehr

210 Trotz

heterogener Ergebnisse und Unterschieden in den verwendeten Methoden als problematisch.
dieser Limitation wurde in der zu Grunde liegenden Studie ein Einfluss mdglicher P-GP Inhibitoren

untersucht und auf gleichmaRige Verteilung weiterer Verzerrungsfaktoren geachtet.

Zusammenfassend scheint der rs28656907/rs28373093 Polymorphismus ein interessanter Marker mit
moglichem Einfluss auf die ABCB1 Expression zu sein. Valide Aussagen koénnen jedoch erst durch

weitere Studien getroffen werden.
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4.3 Population ,,Gewicht“

4.3.1 Klinische Interaktionen und Wechselwirkungen

Das Geschlecht konnte in der untersuchten Population als mdglicher, klinischer Einflussfaktor auf die
Gewichtszunahme identifiziert werden. Hierbei zeigten Manner eine signifikant starkere
Gewichtszunahme als Frauen (2,0 £ 3,7 kg vs. 1,0 £ 2,9 kg; p=0,005). Die Studienlage zu diesem

115, 271

Thema ist sehr heterogen: So konnte sowohl das weibliche als auch das mannliche

Geschlecht’”® mit einer verstarkten Gewichtszunahme in Verbindung gebracht werden bzw. kein

273, 301, 302 pias deutet auf einen eher

eindeutiger Einfluss des Geschlechts identifiziert werden.
populations-spezifischen Effekt hin, weshalb der Befund mit Vorsicht interpretiert werden sollte. Es
sind zwingend weitere Studien nétig, um eine klare Aussage Uber die Rolle des Geschlechts in der

Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme zu treffen.'"

Ubereinstimmend mit dem aktuellen, wissenschaftlichen Kenntnisstand konnte eine erhéhte
Gewichtszunahme von Olanzapin und Clozapin gegenliber anderen atypischen Antipsychotika
beobachtet werden.*' Hierbei war der Unterschied in der first Episode Population (2,7 vs. 0,9 kg;
p=0,006) deutlich ausgepragter als in der adjustierten Subpopulation (1,9 vs. 0,8 kg; p=0,023) und
Gesamtpopulation (1,8 vs. 1,1 kg; p=0,054). Der geringe Unterschied der beiden Medikationsgruppen
in der Gesamtpopulation lasst sich durch Komedikation verursachte Verzerrungseffekte erklaren. Die
Beobachtung, dass zuvor unbehandelte Patienten einer verstarkte Gewichtszunahme zeigen wurde

in Studien vielfach beschrieben.**>%

An dieser Stelle ist kritisch darauf hinzuweisen, dass der Status
des first Episode Patienten per se keinen Risikofaktor darstellt.* Vielmehr scheint der Faktor ,first
Episode” durch generell jingere Patienten mit einem niedrigeren Gewicht charakterisiert zu sein,
welche Faktoren selbst mit der Gewichtszunahme Kkorrelieren. So zeigten zuvor unbehandelte
Patienten einen erniedrigten BMI (24,2 vs. 26,0 kg/m? p=0,006), ein jungeres Alter (37,3 vs. 42,4;
p=0,004) und eine starkere Gewichtszunahme (2,0 vs. 1,2 kg; p=0,061) im Vergleich zu langjahrig
behandelten  Patienten. Zudem koénnen in zuvor unbehandelten Patientenkollektiven
Verzerrungseffekte deutlich besser ausgeschlossen werden. Dies lasst sich durch die Tastsache
begrinden, dass chronischen Patientenkollektive, eine hohe Anzahl an schlecht respondierenden

Patienten enthalten.?”®

Als weitere klinische Risikofaktoren, die in Verbindung mit einer erhéhten Antipsychotika vermittelten

Gewichtszunahme stehen, konnten ein niedriger BMI (r=-0,298; p<0,001) und junges Alter (r=-0,122;

p<0,022) identifiziert werden. Dies ist in Ubereinstimmung mit einer Vielzahl an Studien,272'274' 304, 305

auch wenn weiterhin unklar ist, inwiefern junges Alter bzw. ein niedriger BMI auf die

272

Gewichtszunahme einwirken konnten. Hierbei ist auch anzumerken, dass die identifizierten

Korrelationen nur schwach ausgepragt sind und jingere Populationen einen erhdhten Anteil an
Patienten mit einer ersten Episode enthalten. Trotz dieser Limitationen spricht eine zunehmende
Anzahl an Studien dafirr, dass Heranwachsende im Gegensatz zu alteren Patienten eine deutlich

45,306

ausgepragtere Gewichtszunahme unter atypischen Antipsychotika zeigen. Die Beurteilung eines

193



niedrigen BMIs als Risikofaktor gestaltet sich deutlich schwieriger und bedarf weiterer Studien: Auch
wenn eine Studie den Einfluss des BMI vor Therapiebeginn auf das statistische Phanomen der

397 weist eine Vielzahl an Studien auf einen relevanten

Regression zur Mitte zuriickfiihren konnte,
Einfluss des BMI auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme hin. Eine kirzlich publizierte
Auswertung der EU-SOHO Studie (n=4626) konnte zudem fur die untersuchten oralen Antipsychotika
(Olanzapin, Clozapin, Risperidon, Quetiapin und Amisulprid) eine erhdhte Gewichtszunahme fir

Patienten mit einem BMI unterhalb 25 kg/m? identifizieren.?®°

Obwohl keine signifikante Korrelation der Gewichtszunahme mit der Differenz verschiedener
Response-Skalen identifiziert werden konnte, zeigten PDS-P und CGI-Responder eine erhdhte
Gewichtszunahme gegeniiber Nicht-Respondern. Dies ist in Ubereinstimmung mit einer Vielzahl an
Studien."”® Der nur zwischen Respondern und Nicht-Respondern identifizierbare Unterschied in der
Gewichtszunahme spricht fiir einen nur schwach ausgepragten Zusammenhang zwischen Response
und Gewichtszunahme, welcher erst ab einer starken Symptomreduktion (PDS-P Response = >50 %
Besserung) bemerkbar wird. Ubereinstimmend mit dieser Vermutung konnte eine Studie im Rahmen
des CATIE-Trials einen zwar signifikanten jedoch nur schwach ausgepragten Einfluss der

Gewichtszunahme auf die Symptomreduktion identifizieren.?*®

Fur weitere beschriebene mogliche Risikofaktoren wie Art der Diagnose oder Polymedikationza’ 45,115

konnten keine signifikanten Assoziationen identifiziert werden. Problematisch beim Vergleich
verschiedener Studien erweisen sich hierbei verschiedene Skalen zur Beurteilung des Response und

unterschiedliche Definitionen und Mdglichkeiten der Gruppenbildung fur die Polymedikation.
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4.3.2 Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf Gewicht

4.2.3.1 rs324420 (FAAH)

Der untersuchte rs324420 Polymorphismus (C>A) befindet sich in der Nahe des FAAH Genes und

fuhrt zu einer Anderung der Aminosaurestruktur, welche fiir AA-Genotyp Trager mit einer Reduktion

der FAAH Expression einhergeht.'*?

133,134

Das genannte Gen stellt ein in Saugetierzellen weit verbreitetes

integrales Membranprotein dar, welches den Groliteil der endogenen Cannabinoide inaktiviert

% Mazuse mit einer

und daher eine Schlisselrolle im Endocannabinoid-System (ECS) einnimmt.
Fehlfunktion des FAAH Genes oder solche, welche mit einem FAAH Inhibitor behandelt wurden,
zeigen einen stark erschwerten Abbau der Fettsduren. Hieraus resultieren stark erhohte

137,138 133, 139

Konzentrationen an Fettsauren, sowohl in zentralen als auch in peripheren Geweben.

Diese erhthte Konzentration an Endocannabinoiden geht mit einer Aktivierung des ECS einher und ist

sehr wahrscheinlich mit Ubergewicht assoziiert. "'

Vor Beginn der Therapie konnte kein signifikanter Einfluss des rs324420 Polymorphismus auf die
Gewichtsparameter festgestellt werden, wobei Patienten mit dem AA-Genotyp das hoéchste
Basisgewicht (in kg: CC:75,0; CA:73,6; AA:85,2; p=0,222) und den hdéchsten BMI in der
Gesamtpopulation aufwiesen (in kg/m?: CC:25,6; CA:24,9; AA:29,6; p=0,076).

Ubereinstimmend mit dieser Beobachtung konnten Sipe bzw. Monteleone et al. einen erhdhten Anteil

144, 308

an AA-Genotyp-Tragern in Ubergewichtigen Patienten identifizieren. Diese Ergebnisse stehen

jedoch im Gegensatz zu einer franzésischen Studie, welche das C-Allel als Risiko-Allel identifizieren

309

konnte.™ In einer groBen danischen Fall-Kontroll Studie konnte nach Korrektur fir Multiples Testen

keine Assoziation des Polymorphismus mit Ubergewicht identifiziert werden.*®

Nach 4 Wochen zeigte sich in der Gesamtpopulation ein signifikanter Einfluss des rs324420
Polymorphismus mit einem Gewichtsverlust flir AA-Genotyp-Trager (in kg: CC:1,2; CA:2,0; AA:-0,5;
p=0,044). Auf Grund der geringen Patientenzahl wurden alle A-Allel-Trager (AA+CA)
zusammengefasst. In einem adjustierten ANCOVA Modell zeigten A-Allel-Trager im Gegensatz zu AA-
Genotyp Tragern in allen drei Populationen eine verstarke Gewichts- bzw. BMI-Zunahme, ohne jedoch
ein signifikantes Niveau zu erreichen (Gesamtpopulation: 0,6 vs.0,4 kg/m? p=0,115). Im Einklang mit
dieser Beobachtung konnte in der einzigen vergleichbaren Studie eine erhéhte BMI-Zunahme von A-
Allel-Tragern gegeniuber dem Wildtyp nach 24 Wochen festgestellt werden (1,5 vs. 3,2 kg/m?
p=0,002)."* An dieser Stelle bleibt jedoch fraglich, ob die beobachtete Gewichtsabnahme fiir AA-
Genotyp Trager der geringen Anzahl an Patienten und dem Zufall oder einem tatsachlich

vorliegendem Effekt geschuldet ist.

Die Beurteilung der Ergebnisse erweist sich auf Grund der heterogenen Studienlage und geringen

Fallzahl fur den AA-Genotyp als schwierig. Eine verminderte Expressionsrate des FAAH Genes deutet

142

auf eine durch die Punktmutation entstandene Fehlfunktion des Genes hin. ™ Dies resultiert in einen

verminderten Abbau und flhrt somit zu erhéhten Konzentrationen an endogenen Cannabinoiden.'*
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Inwiefern und ob dies einen Einfluss auf eine verstarkte Gewichtszunahme bzw. einen erhdhten BMI
hat, ist vom jetzigen wissenschaftlichen Kenntnisstand nicht zu beurteilen. Da erhohte
Konzentrationen an AEA den CB1 Rezeptor aktivieren und neben dem Appetit viele weitere
metabolische Funktionen modulieren kénnen, ' ist eine Beeinflussung der Gewichtsparameter jedoch
sehr wahrscheinlich. In Bezug auf die Gewichtszunahme unter atypischen Antipsychotika scheinen
Trager des A-Allels eine erhdhte Gewichtszunahme gegenlber Wildtyp-Tragern zu zeigen, wobei die
inkonsistenten Ergebnisse bezlglich heterozygoten und homozygoten A-Allel Tragern weitere Fragen
aufwerfen. Hierzu sind zwingend weitere Studien noétig, welche neben der Rolle des rs324420
Polymorphismus auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme auch die zu Grunde liegenden

Mechanismen untersuchen.
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4.2.3.2 rs17782313, rs489693 und weitere untersuchte Polymorphismen (MC4R)

Die beiden untersuchten Polymorphismen befinden sich in einem 190 kb rekombinanten Intervall
zwischen der kodierenden Sequenz von PMAIP1 und MC4R, wobei letzteres Gen als eines der
relevantesten Gene im Zusammenhang mit monogenetischem Ubergewicht bezeichnet wird: Es

kodiert fir den humanen Melanokortin Rezeptor 4, welcher den G-Protein gekoppelten Rezeptoren

145, 146

zuzuordnen ist und Uber seinen endogen Liganden (a-MSH) zu einer verminderten Nahrungs-

aufnahme und erhéhtem Grundumsatz fiihrt."’

Mutation im MC4R Gen auf."*

Bis zu 6 % der stark adip6sen Patienten weisen eine

Vor Therapiebeginn zeigten CC-Genotyp Trager des rs17782313 Polymorphismus und AA-Genotyp
Trager des rs489693 Polymorphismus das héchste Basisgewicht bzw. den héchsten BMI, wobei ein
signifikantes Niveau nur fir den BMI und den rs17782313 Polymorphismus in der Gesamtpopulation
erreicht wurde. Zudem konnte gleichsam ein nicht signifikanter Trend der beiden Risiko-Allele auf den
BMI in chronischen Patienten beobachtet werden (p=0,084 bzw. p=0,066).

Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen zeigte der rs17782313 Polymorphismus in einer GWAS
eines der starksten Assoziationssignale in Verbindung mit Ubergewicht und Gewichtsregulation, wobei
das C-Allel als Risiko-Allel identifiziert'®® und in einer Meta-Analyse mit Uber 300.000 Patienten

bestatigt werden konnte.*'

Den in der Literatur beschriebenen Anstieg des BMI mit dem C-Allel
konnte in unserer Population nicht beobachtet werden, was durch eine relativ kleine Patienten-
population und Verzerrungseffekte durch die antipsychotische Therapie erklart werden kdnnte. In einer
kirzlich publizierten Studie konnte ein Einfluss des rs17782313 CC-Genotyp auf relevante

311 Zudem

Gehirnregionen des Essverhaltens identifiziert werden, jedoch nur in weiblichen Patienten.
konnten drei von vier Assoziationsstudien einen verstarkten Einfluss des rs17782313 Polymorphismus
in weiblichen Probanden identifizieren.*"" Ubereinstimmend konnte auch in unserer Population ein
Interaktionseffekt zwischen rs17782313 Genotyp und Geschlecht auf den BMI vor Therapiebeginn
identifiziert werden (p=0,019), wobei weibliche CC-Genotyp-Trager einen erhdhten BMI zeigten. Fir
den rs489693 Polymorphismus existieren keine Studien, die einen Einfluss auf den BMI untersucht

haben.

Nach 4 Wochen konnte ein signifikanter Anstieg der Gewichtszunahme mit dem C-Allel des
rs17782313 Polymorphismus bzw. mit dem A-Allel des rs489693 Polymorphismus Uber alle
Studienpopulationen hinweg in einem auf Stérfaktoren korrigierten Modell beobachtet werden. Fir den
rs17782313 Polymorphismus stellt dies die erste Studie dar, die einen Einfluss der untersuchten
Punktmutation auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme zeigen konnte."®' Chowhury et al.
konnten ebenfalls das C-Allel mit einer erhdhten Gewichtszunahme assoziieren, wobei dies nur in
einer Subpopulation mit Clozapin und Olanzapin behandelten Patienten einen Trend erreichte (n=69;
p=0,09).>"? In unserer Studienpopulation zeigte sich fiir den rs17782313 Polymorphismus ein
verstarkter Einfluss auf die Gewichtszunahme bei Patienten, die mit Risperidon, Quetiapin, Amisulprid

oder Paliperidon therapiert wurden (Interaktionseffekt Genotyp x hoch vs. niedrig-risiko Medikation;
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p=0,071). Im Gegensatz hierzu konnte in Olanzapin und Clozapin therapierten Patienten ein deutlich
schwacherer Gewichtsanstieg identifiziert werden. Dies kénnte die verfehlte Signifikanz der zuvor
zitierten Studie (Chowhury et al.) erklaren, welche ein Patientenkolletiv mit einem erhéhten Anteil an

Olanzapin- und Clozapinmedikation beinhaltete

Die erhdhte Gewichtszunahme von AA-Genotyp Tragern des rs489693 Polymorphismus stitzt die

%3 Hierbei konnte

Ergebnisse einer GWAS im Kontext Antipsychotika vermittelter Gewichtszunahme.
das A-Allel in einer Population aus zuvor unbehandelten Patienten als Risiko-Allel identifiziert und in
drei unabhangigen Populationen bestatigt werden. Obwohl Malhotra et al. eine ausgepagtere
Gewichtszunahme fiir jeden Genotyp beobachten konnte, ist das Verhaltnis zwischen AA und CC-
Genotyp (~ Faktor 2,9) in der Replikationskohorte 1 mit unseren Ergebnissen vergleichbar (~ Faktor
3,0).111 Eine langere Studiendauer (6 vs. 4 Wochen) mit Clozapin als einziges Antipsychotikum,
welches mit Olanzapin die ausgepragteste Gewichtszunahme nach sich zieht, kénnte die verstarkte

Gewichtszunahme in der Malhotra Population erklaren.'"

Die starke Korrelation beider Polymorphismen, welche wir identifizieren konnten, fligen die Ergebnisse
der beschriebenen Studien zusammen und unterstreichen die Bedeutung dieser Punktmutationen in
der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass die
funktionelle Bedeutung der untersuchten Polymorphismen weiterhin unklar ist. Die GWAS, welche das
C-Allel des rs17782313 Polymorphismus als Risiko-Marker flr einen erhdhten BMI identifizieren
konnte, postulierte einen Einfluss der Punktmutation Uber einen entfernten Regulierungsbereich der

Transkription bzw. Translation des MC4R Genes.'*

Ein klarer Beweis fir diese Hypothese liegt nach
unserem Kenntnisstand jedoch nicht vor. Um zu klaren ob die untersuchten Marker mit einem
Polymorphismus im LD stehen und Uber diesen eine funktionelle Rolle auf das MC4R Gen austiben,
wurde das gesamte MC4R-Gen (1438 bp) und der von Lubrano-Berthelier bzw. Wankhade et al.
vermutete Promoterbereich fir Patienten der adjustierten Subpopulation im Rahmen einer betreuten

Masterarbeit mittels Sequenzierung auf relevante Polymorphismen untersucht.?’- 278154

Hierbei konnten nur drei Polymorphismen (rs17066842, rs11872992 und rs8087522) innerhalb des
Promoterbereiches identifiziert werden, deren Haufigkeit eine weitere statistische Auswertung
erlaubten. Einen signifikanten Einfluss auf Gewichtsparameter vor bzw. nach der Antipsychotika-
Therapie konnte nach Adjustierung keiner der untersuchten Marker erzielen. Fur den rs8087522
Polymorphismus liegt in diesem Zusammenhang nur eine vergleichbare Studie vor, welche einen
Trend fUr eine hdhere, prozentuale Gewichtszunahme in einer Subpopulation (n=76; Clozapin

behandelte Patienten) zeigen konnte.*'

In Analogie hierzu konnten AA-Genotyp Trager auch in
unserer Population eine signifikant erhéhte Gewichtszunahme gegeniiber G-Allel Trager verzeichnen
(p=0,044), wobei dieser Effekt nach Einbeziehung relevanter Einflussfaktoren kein signifikantes
Niveau mehr erreichte (p=0,201). Die Auswirkung auf die Gewichtszunahme scheint demnach eher
schwach ausgepragt zu sein und durch den rs17782313 Polymorphismus verzerrt zu werden. Weitere
Erwahnung sollte zudem der rs2229616 Polymorphismus finden, flr welchen in einem adjustierten
Modell ein signifikanter Einfluss auf die prozentuale Gewichtszunahme identifiziert werden konnte
(GG:1,9 vs. AA:6,3 %kg; p=0,049). Auf Grund der geringen Anzahl an Heterozygoten-Tragern (n=5)

und fehlender longitudinaler Studien sollten die Ergebnisse jedoch mit Vorsichtig betrachtet werden.
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Ergebnisse einer LD-Analyse konnten unter den identifizierten Polymorphismen im Promoter-und
Genbereich des MC4R Genes keinen Marker identifizieren, der mit den zuvor beschriebenen
Polymorphismen (rs17782313 und 489693) in einem relevanten Gleichgewicht steht, um die zu
Grunde liegenden Effekte der untersuchten Polymorphismen hinreichend genug abdecken zu kénnen.
Daher scheint nach unseren Ergebnissen der Effekt der Risiko-Allele nicht an einen weiteren
funktionellen Marker im untersuchten Bereich gebunden zu sein. In Analogie konnten Beckers et al. in
einem tagSNP Ansatz keinen BMI-Risiko Marker in einer 5 kb Region um das Gen identifizieren.>"
Hieraus postulierten die Autoren, dass die untersuchte Region nicht in Verbindung mit dem
rs17782313 Polymorphismus steht und durch andere Kandidatengene erklart werden koénnte, die
bisher auf Grund der bekannten und plausiblen Rolle des MC4R Genes in der Gewichtszunahme nicht

313

hinreichend genug untersucht wurden. Nichtsdestotrotz konnten auch Marker auflerhalb des

untersuchten Bereiches einen Einfluss auf die MC4R Regulation ausiben.

Zusammenfassend scheint auf Grund der vorliegenden Studien in groflen Patientenkollektiven
(>300.000 Patienten) kein Zweifel an der Assoziation des rs17782313 C-Allels mit einem erhdhten

BMI zu bestehen.?"°

Dieser Effekt konnte auch in der untersuchten Population identifiziert werden,
wobei Abweichungen auf eine Verzerrung durch atypische Antipsychotika-Therapie zurlickgefihrt
werden kénnten. Zudem weisen unsere Ergebnisse in Ubereinstimmung mit weiteren Studien®"" auf

einen verstarkten Effekt in weiblichen Patienten hin.

Der im Rahmen dieser Arbeit erstmalig identifizierte Einfluss des rs17782313 Polymorphismus151 auf
die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme scheint auch auf ein weiteres Patientenkollektiv
tibertragbar zu sein.*'? Die starke Korrelation (rs17782313/rs489693) und Assoziation des rs489693
Polymorphismus mit Gewichtszunahme unter Antipsychotika-Therapie111 und dessen ldentifikation im

Rahmen einer GWAS'® stiitzen diese Hypothese.

Die Ergebnisse aus LD-Analysen konnten keinen Marker im Bereich des MC4R Genes identifizieren,
welcher die Effekte der untersuchten Polymorphismen (rs17782313 und rs489693) erklaren konnte.
Daher scheint eine Beeinflussung der untersuchten Polymorphismen auf die Regulation des MC4R

313 als unwahrscheinlich, Um einen Einfluss auf

Genes in Analogie zur Studie von Beckers et al.
regulatorische Elemente auferhalb der untersuchten Bereiche auszuschlief3en sind dringend weitere

Studien nétig.
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4.2.3.3 rs9939609 (FTO)

Der rs9939609 Polymorphismus befindet sich im ersten Intron des FTO Genes, welches fir eine

156,157 160

nonheme (Fe Il)-dioxygenase kodiert, dessen genaue Funktion weiterhin unklar ist.” Eine

Vielzahl an kuirzlich publizierten Studien legt jedoch eine Beteiligung des Genes an der

159, 161, 162

Nahrungsaufnahme und im Bereich des Wachstumes nahe. Far den Polymorphismus an sich

wird eine Veranderung der Appetitregulation in Schliisselregionen des Gehirnes postuliert.’*®

In den untersuchten Studienpopulationen konnte ein signifikanter Einfluss des Polymorphismus auf die
Gewichtsparameter vor Beginn der Therapie identifiziert werden: Trager des AA-Genotyps zeigten in
der Gesamtpopulation den héchsten BMI zur Aufnahme (AA:26,8; AT:24,7; TT:25,8; p=0,013), was
auch in chronischen Patienten beobachtet werden konnte (AA:27,7; AT:25,5; TT:25,9; p=0,051). Diese

Beobachtung ist konform mit den Ergebnissen verschiedener Studien,'®

die Trager des AA-Genotyps
mit dem hochsten BMI assoziieren konnten. Jedoch konnte dieser Effekt weder in der first Episode
Population bestatigt, noch ein BMI-Anstieg vom AT zum AA-Genotyp beobachtet werden. Diese
Abweichung koénnte durch ein relativ kleines Patientenkollektiv (im Vergleich zu GWAS) und

Verzerrungseffekte durch andere Einflussfaktoren erklart werden.

Nach 4 Wochen zeigten heterozygote Trager des rs9939609 Polymorphismus in allen drei
Populationen die starkste Gewichtszunahme in einem adjustierten ANCOVA Modell, welches jedoch
keinen signifikanten Einfluss des untersuchten Polymorphismus auf die Gewichtszunahme
identifizieren konnte (0,243<p<0,694). Eine erhdohte Gewichtszunahme flir heterozygote Trager
scheint in diesem Zusammenhang zudem nicht plausibel, da bei einer funktionellen Auswirkung der
Punktmutation mindestens ein vergleichbarer Effekt fir homozygot mutierte Allele zu erwarten ware.
Eine Studie, die mit 239 zuvor unbehandelten Patienten durchgefiihrt wurde, konnte ebenfalls keinen
signifikanten Einfluss des Genotyps auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme feststellen.”®
Zwar konnten Reynolds et al. diese Beobachtung in einer Population von 93 first Episode Patienten
bestatigten, identifizierten jedoch einen signifikanten Einfluss des rs9939609 Polymorphismus auf den

165 Zudem beobachteten die Autoren

BMI in 187 chronisch behandelten schizophrenen Patienten.
einen erhohten BMI in A-Allel Tragern des rs9939609 Polymorphismus, welche gleichzeitig auch
Trager des T-Allels des rs3813929 Polymorphismus im 5HTR,c Rezeptor waren. Aus diesen
Ergebnissen schlussfolgerten Reynolds et al., dass der untersuchte Polymorphismus in chronischen

Patienten einen verstarkten Effekt zeigt und mit dem rs3813929 Polymorphismus interagiert.165

Diese Einschatzung kénnen wir im GroRRen und Ganzen teilen: Es besteht ein signifikanter Einfluss
des Polymorphismus auf den BMI in der Gesamtpopulation und ein gewichts-beeinflussender Trend in
einer separaten Analyse mit nur chronische behandelten Patienten (n=253; AA:27,7; AT:25,5;
TT:25,9; p=0,051). Zudem konnte in der chronischen Patientenkohorte ein Interaktionseffekt mit
héheren BMI-Werten fir A-Allel Trager des rs9939609 Polymorphismus, die gleichzeitig auch Trager
des dem rs3813929 Polymorphismus waren, identifiziert werden. Diese Beobachtung blieb jedoch

ohne ein signifikantes Ergebnis (p=0,589). Zudem konnte der in der Literatur beschriebene Anstieg
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von 0,36kg/m? bzw. der von Reynolds beobachtete Anstieg von 1,6kg/m? fiir jedes A-Allel,'®® in

unserer Population nicht beobachtet werden.

Zusammenfassend scheint ein Einfluss des rs9939609 Polymorphismus auf den BMI auch in einem
Patientenkollektiv, das Uber einen langen Zeitraum mit atypischen Antipsychotika behandelt wurde, zu
existieren. Wie stark dieser Effekt ausgepragt ist und ob eine Interaktion mit dem rs3813929
Polymorphismus besteht, kann auf Grund der jetzigen Studienlage nicht beurteilt werden. Hierfir sind
weitere Studien und eine Aufklarung der genauen Mechanismen der durch Antipsychotika vermittelten

Gewichtszunahme nétig.
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4.2.3.4 rs1049353 (CNR1)

Der rs1049353 Polymorphismus stellt eine stille Mutation im Codon 453 des Cannabinoid Rezeptor 1
(CB1) Genes dar, welches auf Chromosom 6 lokalisiert ist und eine physiologische Rolle im
Energiehaushalt, in der Nahrungsaufnahme und im Suchtverhalten des Menschen spielt. CB1

172,173

Antagonisten flihren zu einem Gewichtsverlust und verminderter Essensaufnahme, und wurden

als Therapie fur Ubergewicht eingesetzt.'™

In den untersuchten Studienpopulationen konnte kein signifikanter Einfluss des rs1049353 Genotyps
auf Gewichtsparameter vor und nach der antipsychotischen Therapie identifiziert werden. Zwar wurde
der untersuchte Polymorphismus in verschiedenen Studien mit metabolischen Parametern

180-183

assoZziiert, eine Rolle in der Pathophysiologie des Ubergewichts ist jedoch weiterhin strittig.*"

Zudem konnte in den drei zu diesem Thema vorliegenden Studien kein signifikanter Einfluss auf die

143,315,316 Baj den erwahnten Studien

Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme beobachtet werden.
handelt es sich um kleine Populationen (n=76, 83 und 183) von koreanischer, europaischer und
afrikanisch-amerikanischer Herkunft, welche Uber einen Beobachtungszeitraum von 14-24 Wochen im
Kontext Antipsychotika vermittelter Gewichtszunahme untersucht wurden. Die jetzige Datenlage lasst
daher einen Einfluss des rs1049353 Polymorphismus auf die Antipsychotika vermittelte

Gewichtszunahme als sehr unwahrscheinlich erscheinen.
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4.2.3.5rs346070, rs346074 und rs346075 (HR3)

Die untersuchten Polymorphismen (rs346070(4/5)) befinden sich in relevanten Steuerungs- und

9

Bindungselementen des HR1 Genes,'® welches auf Chromosom 3 lokalisiert ist und fir den

gleichnamigen Rezeptor kodiert. In Studien konnte gezeigt werden, dass die Histaminaffinitat eines

Antipsychotikums mit dem AusmaR der Gewichtszunahme korreliert.'®®

Zudem konnen Clozapin und
Olanzapin die AMPK-Aktivitat im Hypothalamus, einen wichtigen Regulator der Nahrungsaufnahme,186
um ein Vielfaches erhohen, jedoch nur bei Vorhandensein eines HR1 Rezeptors.'® Aus diesen
zentralen Beobachtungen wurde eine relevante Rolle des HR1 Rezeptors in der Antipsychotika

vermittelten Gewichtszunahme abgeleitet.m' 188

Indirekt vermdégen Antipsychotika auch durch
Antagonismus und Modulation anderer Neurotransmittersysteme die Histaminfreisetzung zu
beeinflussen.®® Obwohl es sich bei den untersuchten Polymorphismen um stille Mutationen handelt,*
kénnte die Lokalisation in der Exon Splicing Enhancer Region bzw. in der Transskriptions-

faktorbindestelle des HR1 Genes eine funktionale Konsequenz nach sich ziehen."®®

Sowohl fir den rs346070 als auch fir den rs346075 Polymorphismus konnte kein signifikanter
Einfluss auf Gewichtsparameter vor und nach der antipsychotischen Therapie identifiziert werden.
Einzige Ausnahme hiervon stellte die nach Geschlecht differenzierte Betrachtung der
Gewichtszunahme des rs346075 Polymorphismus dar: Hierbei zeigten Frauen eine Zunahme mit dem
C-Allel, wahrend fir Manner ein Gewichtsverlust beobachtet werden konnte (Interaktionseffekt

p=0,036). Leider liegen in Bezug auf die Gewichtsveranderung keine vergleichbaren Studien vor.

Verhof et al. konnten zwar eine signifikante Assoziation des Geschlechts mit einem héheren BMI in
Frauen identifizieren (p<0,001), untersuchten die zu Grunde liegende Population jedoch nicht

differenziert nach Geschlecht.'®®

Zudem konnte in der von Verhof et al. publizierten cross-sektionalen
Studie ein Einfluss der beiden untersuchten Polymorphismen auf den BMI in Abhangigkeit von der
Histaminaffinitdt beobachtet werden, was im Gegensatz zu unseren Ergebnissen in chronischen
Patienten steht. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass fir den rs346070 Polymorphismus zwar kein
signifikanter Interaktionseffekt beobachtet werden konnte (p=0,199), jedoch Ubereinstimmend mit
Verhof et al. ein Unterschied zwischen TT-Genotyp Tragern mit einer atypischen Medikation mit hoher

und niedriger Histamin Affinitat bestand.

Zusammenfassend sind zwingend weitere Studien nétig, um den Einfluss der beiden untersuchten
Polymorphismen auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme hinreichend genug beurteilen zu

kénnen. Im Gegensatz zu vorausgegangenen Studien, welche keinen Zusammenhang mit

317-319

Polymorphismen im Bereich der HR1 und der Gewichtszunahme herstellen konnten, stellen die

beschriebenen Ergebnisse jedoch erste Anhaltspunkte flr relevante Polymorphismen in einem Gen
dar, fir welches eine zentrale Rolle in der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme postuliert

wird."**
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4.2.3.6 rs7973796 (PMCH)

Der rs7973796 Polymorphismus befindet sich 4,5 kb entfernt von der 5°-Region des MCH-precursor
(PMCH) Genes auf Chromosom 12, welches fur das orexigene Neuropeptid Melanin-Concentrating
Hormon (MCH) kodiert,"®'" das sich als kritischer Saugetiereffektor der Energiehomdostase in

verschiedenen genetischen und pharmakologischen Studien erwiesen hat.'®" 19219319

Die bis jetzt
einzige genomweite Linkage-Studie der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme konnte zwei
Marker in der Nahe des Genes identifizieren," von denen der untersuchte Polymorphismus als
vielversprechendster bezeichnet wird. In einer Folgestudie konnte der rs7973796 Polymorphismus

zudem mit einem erhdhten BMI assoziiert werden.'®’

In den untersuchten Studienpopulationen konnte kein signifikanter Einfluss des rs7973796 Genotyps
auf Gewichtsparameter vor und nach der antipsychotischen Therapie identifiziert werden. Zwar

197

zeigten GG-Trager Ubereinstimmend mit der Publikation von Chagnon et al. ™" einen erhéhten BMI —

ein signifikantes Niveau konnte jedoch in keiner statistischen Analyse erhalten werden.

Chagnon et al. konnten einen signifikanten Effekt des rs7973796 Genotyps auf den BMI nur in
Olanzapin therapierten Patienten unter 50 Jahren identifizieren. Wieso der untersuchte
Polymorphismus nur einen Einfluss auf Patienten unter 50 Jahren haben sollte, geht aus der
Publikation nicht hervor. Zudem erscheint eine Differenzierung nach Alter (>50< Jahre) auf Grund

»visueller Inspektion® und der relativ kleinen Population (n=72 fir Olanzapin) als sehr fraglich.

Auch wenn das PMCH Gen keine haufig vorkommende Mutationen enthalt, stellt es auf Grund der
orexigenen Wirkung des MCH Neuropeptides ein interessantes Kandidatengen dar. In einer Studie mit
mannlichen Ratten konnte durch Olanzapin-Injektion eine erhéhte mRNA Expression des MCHR1

Rezeptors nachgewiesen werden.””

Die Nahe des Genes lasst jedoch nicht zwingend auf einen
Zusammenhang mit dem in der genomweiten Linkage-Studie identifizierten Marker schlieen.'® Die
erwahnte Studie stellt zudem die einzige vergleichbare Untersuchung des rs7973796 Polymorphismus
dar, welche die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme adressiert hat. Daher kann die Frage
nach dem Einfluss des rs7973796 Genotyps bzw. des PMCH Genes auf Gewichtsparameter nur mit

Hilfe weiterer Studien beantwortet werden.
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4.2.3.7 rs7799039 (LEP) und rs1137101 (LEPR)

Die untersuchten Polymorphismen befinden sich in zentralen Regelstellen des Leptin-
Melanocortinsystems, welches eine zentrale Rolle in der Regulation der Energiechomdostase einnimmt
(siehe Abbildung 3). Der rs7799039 Polymorphismus befindet sich in der Promoterregion des LEP

Genes und konnte mit einer erhéhten Leptinsekretion und -transkription assoziiert werden.?*

Leptin
entfaltet seine hemmende Wirkung auf die Appetit stimulierenden Hormone (NPY, Agouti-related
Peptid)202 Uber seinen Rezeptor (LEPR).202 Der rs1137101 Polymorphismus ist in Exon 6 des LEPR

Genes lokalisiert, welches flir den zu vor genannten Leptinrezeptor kodiert.

Der rs7799039 bzw. der rs3813929 Polymorphismus gehort basierend auf der zentralen Bedeutung
der zu Grunde liegenden Gene (LEP bzw. 5HTR,c) in der Energiehomdostase zu den am besten
untersuchten Punktmutationen im Kontext der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme. Das G-
Allel des rs7799039 Polymorphismus konnte in der Mehrzahl der Studien (zusammengefasst in den

Arbeiten von Lee bzw. Kao et al.)'*" %%°

mit erhdhter Gewichts- bzw. BMI-Zunahme assoziiert werden,
wobei die Studienlage nicht ganzlich einheitlich ist. Da ein Einfluss des G-Allels grofitenteils bei
Olanzapin und Clozapin behandelten Patienten identifiziert werden konnte und sich ein abweichender
Effekt unter Risperidon-Therapie zeigte, schlussfolgerten Lee et al., dass der Einfluss des rs7799039
Polymorphismus von der Art des Antipsychotikums abhangig ist. Diese Hypothese wird durch Studien
gestarkt, welche fir Olanzapin und Clozapin einen verstarkten Einfluss auf Serumleptinspiegel

identifizieren konnten.%?'

Ubereinstimmend mit dieser Vermutung zeigten sich in der untersuchten Studienpopulation fiir G-Allel
Trager, die mit Olanzapin und Clozapin behandelt wurden, eine Gewichtszunahme, wahrend fir
Patienten, die mit anderen Antipsychotika therapiert wurden ein umgekehrter Effekt zu beobachten
war. Die Wechselwirkung zwischen Art der Medikation und rs7799039 Genotyp erreichte zwar kein
signifikantes Niveau, kdnnte aber erklaren, wieso Uber alle drei Studienpopulationen kein signifikanter

Einfluss identifiziert werden konnte.

Neben der zuvor beschriebenen Wechselwirkung (Medikation x Genotyp) weisen zwei unabhangige
Studien auf einen moglichen Interaktionseffekt zwischen dem untersuchten rs7799039 und dem
rs3813929 Polymorphismus hin: Trager der Risikoallele G (rs7799039) und C (rs3813929) zeigten

322, 323

hierbei ein erhéhten BMI bzw. Anteil an Ubergewicht. In chronischen Patienten unserer Arbeit

konnte dieser Zusammenhang nicht bestatigt werden (p=0,299).

Im Gegensatz zum rs7799039 Polymorphismus existiert fir den rs1137101 Polymorphismus eine

deutlich limitierte Anzahl an Studien (zusammengefasst in den Arbeiten von Lee bzw. Kao et al.),m'

320 \velche durch sehr heterogene Ergebnisse gepragt sind. Ein signifikanter Einfluss konnte bisher nur

324

in zwei Studien, die eine Stratifizierung nach Geschlecht vornahmen®® bzw. unter

Beriicksichtigung des rs7799039 Polymorphismus,*' nachgewiesen werden.
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In allen drei Studienpopulationen konnte kein signifikanter Einfluss des untersuchten Polymorphismus
auf die Gewichtszunahme identifiziert werden, wobei ein mdglicher Interaktionseffekt zwischen
rs1137101 Genotyp und Geschlecht zu beobachten war, welcher jedoch kein signifikantes Niveau
erreichte (p=0,053). Hierbei zeigte sich flr mannliche Patienten ein deutlicher Anstieg der
Gewichtszunahme mit dem A-Allel, wahrend fiur weibliche AA-Genotyp Trager nahezu keine
Gewichtsveranderung beobachtet werden kbinnte ( kg=3,0 [1,1-4,8]; p<0,001). Ein
geschlechtsspezifischer Unterschied ist zumindest plausibel, da Frauen erhdhte Leptinspiegel

209

aufweisen und wahrscheinlich auch sensitiver auf das Hormon reagieren.” Im Kontext bereits

publizierter Arbeiten scheint der rs1137101 Polymorphismus jedoch nur einer untergeordnete Rolle in

der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme einzunehmen: Ein signifikanter Einfluss auf die

164,324,325 Dariiber hinaus

209, 324

Gewichtszunahme konnte in keiner longitudinalen Studie identifiziert werden.
konnten signifikante Zusammenhange nur in weiblichen Probanden beobachtet werden, wobei

der Einfluss des Geschlechtes in Vergleich zu unseren Ergebnissen ein divergentes Resultat lieferte.

Zusammenfassend bleibt der rs7799039 Polymorphismus trotz ausbleibender signifikanter Ergebnisse
in der betrachteten Studienpopulation ein vielversprechender Marker in der Antipsychotika vermittelten
Gewichtszunahme. Studien weisen U(bereinstimmend mit unseren Ergebnissen auf einen
substratspezifischen Effekt hin, welcher auf Grundlage der heterogenen Rezeptorprofile verschiedener
Antipsychotika und starken Unterschieden in der Auspragung der Gewichtszunahme als sehr plausibel
erscheint. Weitere nach Medikament stratifizierte Untersuchungen kénnten helfen die individuellen
Unterschiede in der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme aufzuklaren. Obwohl fir den
rs1137101 Genotyp ein Interaktionseffekt zwischen Geschlecht und Genotyp identifiziert werden
konnte, scheint der untersuchte Marker im Kontext bereits publizierter Arbeiten nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Weitere nach Geschlecht differenzierte Studien sind nétig um eine

valide Aussage treffen zu kdnnen.
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4.2.3.8 rs3813929 (5HT)

Der rs3813929 Polymorphismus ist auf Chromosom X in der Promotorregion des SHTR2C Rezeptor

211

Genes lokalisiert,” ' welches fiir den gleichnamigen G-Protein gekoppelten Rezeptor kodiert. Fir den

untersuchten Polymorphismus wurde eine Anderung der Promoteraktivitét beschrieben, wobei auf

Grund divergenter Ergebnisse die genaue funktionelle Rolle weiterhin unklar ist.?'>?'

Aufgrund der
Tatsache, dass 5HTR2C Rezeptor Agonisten den Appetit reduzieren®® und die Mehrheit der
Antipsychotika einen ausgepragten Antagonismus zum SHTR2C Rezeptor zeigen, stellt der -759C/T
Polymorphismus die am besten untersuchte Punktmutation in der Antipsychotika vermittelten

Gewichtszunahme dar.

Die Mehrheit der Studien konnte hierbei einen protektiven Effekt des T-Allels identifizieren.*?° Trager
des Risiko C-Allels zeigten in einer Meta-Analyse ein um Uber dreifach erhohtes Risiko einer

Gewichtszunahme tber 7 %.2"

Auch in den untersuchten Studienpopulationen wiesen in einem auf
Storfaktoren korrigiertem Modell CC-Genotyp Trager eine erhdhte Gewichtszunahme auf. Die
Unterschiede zwischen den Genotypgruppen waren jedoch schwach ausgepragt, so dass kein
signifikantes Niveau erreicht wurde. Auch eine zusatzliche Betrachtung der Gewichtszunahme Uber
bzw. unter 7 % konnte keine signifikanten Unterschiede zwischen dem CC-Genotyp und T-Allel
Tragern identifizieren. Trotz vieler positiver Studienergebnisse konnte in einigen Studien kein
Zusammenhang zwischen dem -759C/T Polymorphismus und der Antipsychotika vermittelten

215, 326

Gewichtszunahme identifiziert werden. Als Grunde fur die abweichenden Ergebnisse kdnnen

Unterschiede in der Lange der Studie bzw. Behandlungsdauer, Art der Patienten (first Episode vs.
chronisch) bzw. des Antipsychotikums und weitere Faktoren (Ethnizitdt, Umgebung) genannt

215

werden. Zudem konnte eine Studie eines chronischen Patientenkollektives keinen Einfluss des

untersuchten Polymorphismus allein, sondern nur in Kombination mit weiteren Polymorphismen

innerhalb des 5HTR,c Genes identifizieren.?"

Daher kénnte eine unterschiedliche Verteilung dieser
Marker die abweichenden Ergebnisse erklaren. Eine Wechselwirkung des rs3813929 mit dem
rs7799039 Polymorphismus im Leptin Gen, wie in den Studien von Gregor bzw. Yevtushenko et al.

322, 323

postuliert, konnte in unserer Population nicht bestatigt werden. Weitere Studien Uber die

funktionalen Hintergriinde sind daher unabdingbar.

Trotz robuster Replikation des rs3813929 Polymorphismus weisen unsere Ergebnisse auf eine eher
untergeordnete Bedeutung in der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme hin, in der andere

Marker eine relevantere Rolle spielen.
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4.2.3.9 rs2236418 (GAD)

Der rs2236418 Polymorphismus befindet sich auf Chromosom 10p11.23 in der Promotorregion des

Glutamatdecarboxylase 2 (GAD2) Genes, welches die Bildung zu GABA, einer der relevantesten

hemmenden Transmitter im ZNS, katalysiert”®> 2%

129

und unter subchronischer Olanzapinjektion

verstarkt in Ratten exprimiert wird.

In allen untersuchten Studienpopulationen konnte ein signifikanter Einfluss des rs2236418
Polymorphismus auf die Gewichtszunahme identifiziert werden. Hierbei zeigten AA-Genotyp Trager
eine starkere Gewichtszunahme als G-Allel Trager, wobei eine Interaktionsanalyse zwischen
Geschlecht und Genotyp auf einen verstarkten Effekt in Mannern hinweist (Interaktionseffekt
p=0,019). Zudem scheint eine unterschiedliche Auswirkung des Polymorphismus in Abhangigkeit von
der Therapiedauer zu existieren. Im Gegensatz zu zuvor unbehandelten Patienten konnte in

chronischen Patienten ein niedriger BMI fiir AA-Genotyp Trager identifiziert werden (p=0,009).

Dies stellt nach unserem Kenntnisstand die erste Studie dar, die das A-Allel des rs2236418
Polymorphismus mit einer verstarkten Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme assoziieren
konnte. Der untersuchte Polymorphismus stellt eine Punktmutation von Guanin zu Adenin dar, wobei
fir den AA-Genotyp eine 6-fach erhohte transkriptionale Aktivitdt gegeniber dem Wildtyp

231

nachgewiesen werden konnte.”” Zudem wurde das G-Allel des rs2236418 Polymorphismus in

gleichnamiger Fall-Kontroll Studie mit einem erhdhten Risiko fur starke Fettleibigkeit assoziiert>' und
konnte in einer weiteren Studie einen Trend fUr eine hohere Kalorienaufnahme in Frauen zeigen.327
Trotz dieser positiven Befunde ist die Studienlage nicht einheitlich. So konnten Swabrick et al. weder
die Assoziation des rs2236418 Polymorphismus mit starker Fettleibigkeit, noch eine unterschiedlich

ausgepragte transkriptionale Aktivitat des gleichnamigen Polymorphismus nachweisen.??®

Boesgaard
et al. konnten in einer groflen Studienpopulation aus 5857 Danen das G-Allel mit einem verminderten

BMI assoziieren.*®

Auch wenn die Beteiligung des Genes an Ubergewicht kontrovers diskutiert wird*

, sprechen die
Ergebnisse einer Studie an weiblichen Ratten, die eine erhéhte GAD65 mRNA Expression unter
subchronischer Olanzapininjektion zeigen konnte, flir die Beteiligung des Genes im Regelkreis des
Energiehaushaltes129 und machen das GAD Gen ebenfalls zu einem interessanten Kandidatengen in
Bezug auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme. Unsere Ergebnisse sollten Anreize fir
weitere Studien setzen, um den Einfluss des Genes bzw. des Polymorphismus in der Regulation der

Energiehomdoostase aufzuklaren.
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4.2.3.10 rs16147 (NPY)

Der rs16147 Polymorphismus stellt eine Punktmutation von Thymin zu Cytosin da und befindet sich in
der Promoterregion auf Chromosom 7q15.1 des NPY Genes, welches flir eines der potentesten
orexigenen Peptide kodiert. Uber die nachgeschalteten Transmitter Orexin und MCH fiihrt NPY zu
einer gesteigerten Nahrungsaufnahme. Das mutierte C-Allel konnte mit einer 30 % verminderten
basalen NPY Expression in Verbindung gebracht werden®? und wurde in einer kirzlich publizierten

Studie mit einer erhdhten Gewichtszunahme unter Antipsychotika assoziiert.?'®

In allen drei untersuchten Studienpopulationen konnte eine erhohte Gewichtszunahme fiir AA-
Genotyp Trager beobachtet werden, wobei in einem auf Storfaktoren korrigierten Modell nur Patienten
der first Episode Population ein signifikantes Niveau erreichten (AA:3,5; AG:1,6 GG:1,1 p=0,007).
Zudem existiert moglicherweise ein Interaktionseffekt zwischen Genotyp und der Art der Medikation:
Hierbei zeigte sich eine verstarkte Gewichtzunahme nur bei Patienten, die mit Olanzapin und Clozapin
therapiert wurden, wobei der Interaktionseffekt kein signifikantes Niveau erreichte (Interaktionseffekt
Genotyp x Medikation: p=0,079).

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu der von Tiwari et al. publizierten Studie (Olanzapin und
Clozapin; n=89), in welcher G-Allel Trager eine verstarkte Gewichtszunahme zeigten.?’® Die
Abweichung kénnte durch die relativ kleine Studienpopulation erklart werden. Zudem konnte in der
Gesamtpopulation der zitierten Studie in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen ein nicht

signifikanter Anstieg (p=0,310) der Gewichtszunahme mit dem A-Allel beobachten werden.?'®

Trotz dieser divergenten Ergebnisse sollte der rs16147 Polymorphismus in weiteren Studien im
Kontext Antipsychotika vermittelter Gewichtszunahme berlicksichtigt werden. Erhdohte Expressions-
raten des MCH Rezeptors®® und des NPY?' nach Olanzapin-Injektion weisen zudem auf eine
relevante Rolle des Neuropeptides hin. Ak et al. konnten in diesem Zusammenhang auch einen
signifikanten Anstieg von NPY-Spiegeln in first Episode Patienten identifizieren.”*® Die beschriebenen

223, 329

Assoziation des untersuchten Markers mit Ubergewicht und Leptinspiegeln224 unterstiitzen diese

Hypothese. Auch in Bezug auf die funktionale Konsequenz des rs16147 Polymorphismus sind auf

Grund heterogener Ergebnisse aus Expressionstudien zwingend weitere Studien nétig.?'®3%%"
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4.3.3 Kombinierte Einflussfaktoren

Als relevante Einflussfaktoren auf die Gewichtszunahme nach 4 Wochen konnten in der first Episode
Population die Punktmutationen rs17782313 (MC4R), rs16147 (NPY) und rs2236418 (GAD)
identifiziert werden. Die Einbeziehung und Kombination dieser Polymorphismen mit klinischen
Einflussfaktoren flihrte in Abhangigkeit von der Population (first Episode, Population ,Gewicht* bzw.

chronische Population) zu divergenten Ergebnissen:

In zuvor unbehandelten Patienten zeigte sich in einem linearen Regressionsmodell ein signifikanter
Einfluss der Polymorphismen (MC4R; p=0,005), rs16147 (NPY; p=0,003) und rs2236418 (GAD;
p=0,040), sowie der klinischen Faktoren Medikation (p=0,032), Geschlecht (p=0,036) und Gewicht zur
Aufnahme (p=0,033).

Im Gegensatz hierzu erreichten in der Gesamtpopulation nur der rs17782313 Polymorphismus
(p=0,008) und die klinischen Faktoren Geschlecht und Gewicht zur Aufnahme ein signifikantes Niveau
(p<0,001).

In chronischen Patienten konnten nur der rs2236418 Polymorphismus (p=0,004) und das Alter

(p=0,017) als signifikante Einflussfaktoren auf den BMI vor Therapiebeginn identifiziert werden.

Die Betrachtung der erklarten Varianz der jeweiligen Regressionsmodelle verdeutlicht die bessere
Vorhersagekraft des first Episode Modelles (r*=0,327>r?=0,162 (Population ,Gewicht“)>r?=0,073
(chronische Patienten)). Hieraus leitet sich eine deutlich erschwerte Identifikation von Risikofaktoren in
chronischen Patienten ab, welche groéRtenteils durch eine vorausgegangene Behandlung mit
verschiedenen Antipsychotika erklart werden kann: Hierbei zeigt die Antipsychotika vermittelte

114, 332

Gewichtszunahme einen starken Anstieg innerhalb der ersten 6-12 Monate und flhrt Uber einen

272 3% bzw. zu einer nur noch sehr schwach

Zeitraum von 36-38 Monaten zu einer Plateaubildung
ausgepragten Gewichtszunahme.'® Daher erweist sich die Identifikation von relevanten
Risikofaktoren chronischer Patienten auf Grund der nur schwach ausgepragten Gewichtszunahme als
schwierig. Zudem enthalten chronische Patientenkollektive einen erhéhten Anteil an schlecht
respondierenden Patienten, die mit weiteren Medikamenten behandelt werden und somit zu

erheblichen Verzerrungseffekten fihren kénnen.?"®

Desweiteren verdeutlichen die divergenten Ergebnisse, dass Polymorphismen einen unterschiedlichen
Effekt in first Episode und chronischen Patienten haben kénnen und betonen die Relevanz einer
separaten Betrachtung der Patientenkollektive. Unterschiedliche Auswirkungen kénnten hierbei tUber
zeitlich-differenzierte Veranderung in der Energiehomdostase, wie es beispielsweise flir den

hypothalamischen AMPK Signalweg postuliert wird,"** erklart werden.

Ein aus dem Regressionsmodell abgeleitetes Risikomodell erlaubte die Differenzierung von Patienten
mit einer verstarkten Gewichtszunahme (6,3kg, 3 Risikofaktoren) gegentber Patienten mit einer
verminderten Gewichtszunahme (-0,1kg; kein Risikofaktor; Kl (2,5-10,4); p<0,001). Die Ubertragung

dieses Modelles unter Einbeziehung des klinischen Parameters BMI (differenziert in BMI >25<) zeigte
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einen signifikanten Einfluss sowohl in der first Episode (p<0,001) als auch in der Population ,Gewicht"
(p=0,004). Hierbei ist ein Anstieg der Gewichtszunahme mit Zunahme der Risikofaktoren zu
beobachten, wobei ein BMI unter 25 das Risiko unabhangig vom zugrunde liegenden Polymorphismus

263-265271.272280 1herein und betont, dass auch

erhoht. Dies stimmt mit einer Vielzahl von Studien
klinische Faktoren zur Abwagung des Risikos einer Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme

bertcksichtigt werden missen.

Auch wenn es sich bei dem zuvor beschriebenen Risikomodell um ein sehr vereinfachtes Modell
handelt, welches die unterschiedlichen Einfliisse der jeweiligen Polymorphismen vernachlassigt und in
groReren Populationen bestatigt werden muss, veranschaulicht es doch sehr einfach die Bedeutung

relevanter Polymorphismen auf die durch Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme.

Die Kombination relevanter Risikofaktoren ist in vorausgegangenen Studien bisher nicht hinreichend
adressiert worden. Eine japanische Studie untersuchte 21 Kandidatengene im Kontext Antipsychotika

334 patienten mit

vermittelter Gewichtszunahme und konnte 4 relevante Polymorphismen identifizieren.
zwei oder drei genetischen Risikofaktoren zeigten hierbei in Analogie zu unseren Ergebnissen eine

signifikant stérkere Gewichtszunahme als Probanden mit einem bzw. keinem Risikofaktor.***

Qi et al. untersuchten den Zusammenhang von genetischen Pradispositionsmarkern und einer BMI-
Zunahme in Abhangigkeit von der Einnahme zuckergesufiter Getranke.**® Hierbei wurden 4
Risikogruppen auf Basis der Anzahl der zugrunden liegenden genetischen Risikofaktoren gebildet. In
allen drei untersuchten Kohorten (Nurses Health Study n=6934; Health Professional Follow-up Study
n=4423 und Women’s Genome Health Study n=21740) zeigte sich in Probanden, die ein
zuckergesiBtes Getrank erhalten hatten, eine verstarkte Gewichtszunahme in Abhangigkeit vom
genetischen Pradispositionsscore: Studienteilnehmer mit einer erhdhten Anzahl an Risikofaktoren

zeigten auch eine verstarkte BMI-Zunahme.**

Die Kombination verschiedener Risikofaktoren scheint demnach eine bessere Vorhersagekraft einer
Gewichtszunahme zu ermdglichen. Im Kontext der durch Antipsychotika vermittelten
Gewichtszunahme erlaubt dieses Vorgehen eine prazisere Identifizierung von Patientenkollektiven, die
verstarkte metabolische Nebenwirkungen zu erwarten haben. An erster Stelle sollte jedoch die
Validierung méglicher Marker in groRen Patientenkollektiven stehen, bevor eine Risikostratifizierung in

der klinischen Praxis Anwendung finden kann.

Zusammenfassend konnen aus den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen in Verbindung mit der

aktuellen Studienlage folgende Schllisse abgeleitet werden:

1) Studienpopulationen mit zuvor unbehandelten Patienten ermdoglichen auf Grund erhdhter
Effektstarken und verringerter Verzerrungsfaktoren eine deutlich bessere Identifikation wvon
genetischen Risikofaktoren gegeniiber chronischen Population. Dies sollte in der Studienplanung

neben geschlechts- und medikations-spezifischen Effekten bericksichtigt werden.

2) Polymorphismen in zentralen Regelstellen der Energiehomdostase Uben einen relevanten Einfluss

auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme aus.
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3) Neben genetischen Risikofaktoren spielen klinische Paramater eine entscheidende Rolle in der
Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme. Ein junges Alter und ein BMI<25 stellen weitere

Risikofaktoren dar, die vor Therapiebeginn bertcksichtigt werden sollten.

4) Die Kombination verschiedener klinischer und genetischer Risikofaktoren ermdglicht die

Stratifizierung von Patienten in Hochrisikogruppen
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5. Zusammenfassung

Pharmakogenetische Therapieansatze zielen darauf ab Nebenwirkungen eines Arzneimittels zu
minimieren und gleichzeitig den Therapieerfolg zu maximieren. Eine gezielte pratherapeutische
Genotypisierung kénnte helfen Hochrisikopatienten schon vor Therapiebeginn zu identifizieren und
durch Auswahl geeigneter Medikamente zu einer erheblichen Verbesserung der Arzneimitteltherapie

und Einsparungen im Gesundheitswesen beizutragen.

Eine stratifizierte bzw. adaptierte Antipsychotika-Therapie existiert zurzeit nicht. Pharmakogenetische
Therapieansatze in diesem Bereich scheinen besonders im Hinblick auf grofRe interindividuelle
Unterschiede im Ansprechen auf eine Antipsychotika-Therapie als sinnvoll und zielfihrend.
Beachtliche 78 % der Patienten brechen eine antipsychotische Therapie vor Ablauf von 18 Monaten
auf Grund fehlender Effektivitat ab.?® Der haufig vorgenommene Wechsel zu einem effektiveren
Antipsychotikum gestaltet sich hierbei als schwierig, langwierig und ist mit verschiedenen
Medikationsversuchen verbunden.”* Unter den Nebenwirkungen einer atypischen Antipsychotika-
Therapie ist die Gewichtszunahme als bedeutendste Therapieeinschrdnkung zu nennen, welche mit
einem erhdhten Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen sowie Diabetes® und einer gesteigerten

.27 Ein hoher Anteil interindividueller Unterschiede sowohl im Ansprechen

Noncompliance einhergeht.
als auch in Bezug auf die Gewichtszunahme kdnnen auf genetische Faktoren zurtickgeflhrt werden
und unterstreichen die Bedeutung pharmakogenetischer Therapieansatze in der Antipsychotika-

Therapie, die allein im Hauptindikationsgebiet der Schizophrenie 1 % der Weltbevdlkerung betrifft.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die ldentifikation und Prifung relevanter genetischer Marker im
Hinblick auf eine stratifizierte Antipsychotika-Therapie. Hiermit sollte die Frage beantwortet werden, ob
bestimmte Polymorphismen eine Vorhersage eines veranderten Ansprechens bzw. des Auftretens von
Nebenwirkungen ermdoglichen. Im Rahmen der Arbeit wurden schnelle, effiziente und verlassliche
Genotypisierungsmethoden fiir 21 Polymorphismen in 17 Kandidatengenen entwickelt, die auch eine

praxisorientierte Anwendung im klinischen Alltag gewahrleisten.

Genetische Unterschiede in relevanten metabolisierenden Enzymen kdnnen trotz identischer
Dosierung zu erheblichen, interindividuellen Schwankungen der Wirkstoffkonzentration und somit zu
veranderten Nebenwirkungen und Ansprechen flihren. Fir die untersuchten Polymorphismen im
CYP1A2 (*1D und *1F) und im UGT1A4 (*3) Gen konnte in vorausgegangenen Studien ein Einfluss
auf die Serumkonzentration bzw. auf die CYP1A2 Aktivitat (POR rs2302429) identifiziert werden,
wobei die Auswirkung der genannten Polymorphismen auf das Ansprechen einer Antipsychotika-
Therapie weitestgehend unbekannt ist. Von den 4 untersuchten pharmakokinetischen
Polymorphismen im Olanzapinmetabolismus zeigten nur die Marker CYP1A2*1F und *1D einen
signifikanten Einfluss auf die Olanzapin Serumkonzentration. Hierbei resultierte das Fehlen eines
CYP1A2 Induktors bzw. das Vorhandensein des *1F C-Allels und *1D delT-Allels in erhdhte
Serumkonzentrationen. Die Kombination dieser Faktoren ermdglichte die Identifikation von Patienten,

die besser auf eine Olanzapin- bzw. Clozapin-Therapie ansprachen.54 Hiermit konnte zum ersten Mal
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ein Nutzen der CYP1A2 Genotypisierung zur Identifikation von Respondern und ein mdglicher

pharmakogenetischer Therapieansatz gezeigt werden.**

Das unzureichende Ansprechen vieler Patienten auf die primare antipsychotische Behandlung stellt
ein schwerwiegendes Problem in der Antipsychotika-Therapie dar. Sowohl fir den rs1049353
Polymorphismus im Cannabinoid Rezeptor 1 Gen als auch fir den rs3787430 Polymorphismus im
Histamin Rezeptor 3 Gen wurde in vorausgegangen Studien ein vom Genotyp abhangiges Response
Verhalten beschrieben. In Analogie konnte auch in der untersuchten Population ein signifikanter
Einfluss auf die Zustandsanderung der paranoiden Symptome beobachtet werden. Auf Grund
heterogener und schwer vergleichbarer Studienlage bedarf es jedoch zwingend weiterer Studien,
bevor eine Implementierung in den klinischen Alltag umgesetzt werden kann. Fir den dinukleotiden
Polymorphismus rs28656907/rs28373093 des ,ATP-binding cassete 1 (ABCB1) Genes scheint
moglicherweise eine Assoziation mit einer erhdhten Nebenwirkungsrate zu existieren, welche bisher
noch nicht beschrieben wurde. Auf Grund der starken Fokussierung vieler Studien auf nur drei Marker
(rs1128503, rs2032582, rs1045642) des ABCB1 Genes, welche zudem zu inkonsistenten

Ergebnissen fiihrten,'® sollte dieser Befund Anreize fiir weitere Untersuchungen schaffen.

.12 \vas zu einem

Schizophrene Patienten weisen eine um 20 % verringerte Lebenserwartung auf,
erheblichen Anteil auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme und die damit verbundenen
metabolischen Konsequenzen zurtickzufuhren ist. Da es unter den meisten atypischen Antipsychotika

4515 stellen

zu einem gesteigerten Appetit und/oder einem verzogerten Sattigungsgefiihl kommt,
Neuropeptide, die einen Einfluss auf die Energiehomdostase haben, einen vielversprechenden
Untersuchungsansatz dar. Die im Rahmen der Arbeit veroffentlichte Publikation konnte als erste einen
Einfluss des rs17782313 Polymorphismus auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme

151

identifizieren. Zudem konnte ein weiterer Marker in der Nahe des Melanokortin Rezeptors

11

(rs489693) mit Gewichtszunahme assoziiert und damit die Ergebnisse einer genomweiten

13 Die starke

Assoziationsstudie der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme gestutzt werden.
Korrelation beider Polymorphismen flgt die Ergebnisse der beschriebenen Studien zusammen und
legt eine relevante Bedeutung dieser Punktmutationen in der Antipsychotika vermittelten
Gewichtszunahme nahe. Als weiterer bisher nicht im Kontext der Gewichtszunahme beschriebener
Marker, konnte der rs2236418 Polymorphismus (Promotorregion des Glutamatdecarboxylase 2
Genes) identifiziert und in allen Studienpopulationen robust mit Antipsychotika vermittelter
Gewichtszunahme assoziiert werden. Desweiteren konnte der rs16147 Polymorphismus, welcher sich
in der Promoterregion des Neuropeptid Y Genes befindet und fir eines der potentesten orexigenen
Peptide kodiert, in der Subpopulation von zuvor unbehandelten Patienten einen signifikanten Einfluss

auf die Gewichtszunahme zeigen.

Die Kombination der identifizierten genetischen Risikofaktoren (rs17782313, rs2236418 und rs16147)
ermoglichte eine Differenzierung von Patienten mit einer erheblichen Gewichtszunahme nach 4
Wochen (3 Risikofaktoren, 6,3 kg) zu Patienten, die keine Gewichtszunahme zeigten (kein
Risikofaktor; -0,1 kg Kl (2,5-10,4); p<0,001, zuvor unbehandeltes Patientenkollektiv). Dies deutet
darauf hin, dass die genannten Polymorphismen in zentralen Regelstellen der Energiehomdostase

einen relevanten Einfluss auf die Antipsychotika vermittelte Gewichtszunahme ausiben und eine
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Identifizierung von Hochrisikopatienten ermdglichen. Neben genetischen Risikofaktoren scheinen
klinische Paramater eine bedeutende Rolle in der Antipsychotika vermittelten Gewichtszunahme zu
spielen. In einem linearen Regressionsmodell von zuvor unbehandelten Patienten konnten als
klinische EinflussgroRen das Geschlecht, die Art der Medikation und das Gewicht vor Therapiebeginn
identifiziert werden. Diese Faktoren sollten in zuklnftigen Modellen zur Abschatzung des individuellen
Gewichtsrisikos neben genetischen Komponenten Verwendung finden. Die Ubertragbarkeit des
beschriebenen Regressionsmodelles auf langjahrig therapierte Patienten erwies sich als schwierig
und resultierte in eine deutlich erschwerte Identifikation von Hochrisikopatienten. Dies ist auf eine
schwachere Gewichtszunahme in Verbindung mit ausgepragteren Verzerrungsfaktoren in einem
langjahrig therapierten Patientenkollektiv zuriickzufiihren, weshalb zur Identifikation von genetischen
und klinischen Risikofaktoren unbehandelte Patientenkollektive vorrangig berlcksichtigt werden

sollten.

Zusammenfassend konnten durch die vorliegende Arbeit einige vielversprechende Polymorphismen,
die einen relevanten Einfluss auf die Pharmakokinetik, das Ansprechen sowie die Antipsychotika
vermittelte Gewichtszunahme haben, identifiziert werden. Die beobachteten Effekte wurden trotz einer
heterogenen Population mit unterschiedlicher Komedikation gewonnen, so dass die Ergebnisse
relevant genug erscheinen, um auch im klinischen Alltag Anwendung finden zu kénnen. Auch wenn es
sich bei den verwendeten Risikomodellen um sehr vereinfachte Modelle handelt und die identifizierten
Risikofaktoren in gréBeren Populationen bestéatigt werden missen, konnten doch Erfolg verprechende

Schritte in Richtung stratifizierter Antipsychotika-Therapie getan werden.

Bereits zum jetzigen Zeitpunkt ist eine Vielzahl an pharmakogenetischen Testsystemen erhaltlich

%) welche neben den bekannten

(zusammengefasst in der Arbeit von Drozda et al.
pharmakokinetischen Polymorphismen in den Genen von CYP2D6 und CYP2C19 auch zunehmend
pharmakodynamische Kandidatengene abdecken. Als Beispiel sei an dieser Stelle der GeneSightRx
Test erwahnt, der auf Grundlage verschiedener Polymorphismen in den Genen von CYP2D6,
CYP2C19, CYP1A2, SLC6A4 und HTR,, dem Arzt eine Praxisempfehlung im Sinne eines
Ampelschemas (,Use as directed”, ,Use with caution, ,Use with increased caution“) zur Verfliigung
stellt. Bereits drei publizierte Studien, wenn auch in kleinen und bisher nur in antidepressiven

337339 7udem stellt

Patientenkollektiven durchgefiihrt, weisen auf einen Vorteil dieser Anwendung hin.
das aufgefiuihrte Testsystem ein hervorragendes Beispiel der Kombination verschiedener genetischer
Risikofaktoren dar, und verdeutlicht wie pharmakogenetische Erkenntnisse im klinischen Alltag
Anwendung finden kénnen. Aufgabe in der Zukunft wird es sein weitere robust replizierte Marker in

einem Algorithmus zu kombinieren, um eine optimale Therapie zu ermdglichen.
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7. Anhang

Anhang A1: Ubersicht iiber die verwendeten Reagenzien, Gerite und Software

Ubersicht iiber die verwendeten Reagenzien

Reagenz

Hersteller

Agarose PeqGold Universal

Aqua DeltaSelect Spulldsung (steril)
Bovine Serum Albumine (fur PCR) 20 mg/ml
Bovine Serum Albumine (flir enzymat.
Verdau) 10mg/mi

DNA-Leiter Quantitas (50 bp - 2 kbp)
und (25 bp - 500 bp)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

dNTP-Mix

Ethanol

Ethidiumbromid, 1 %-ig (walrige Lésung)
FastStart High Fidelity PCR System
(Polymerase, Reaction Buffer,

MgCl, DMSO)

Gel-Ladepuffer 6x Konzentrat, Typ1
GS Junior Titanium emPCR Kit

GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit
GS Junior Titanium Sequencing Kit
Hybridisierungssonden

Isopropanol

LightCycler-DNA Master HybProbe
LightCycler-FastStart DNA Master
HybProbe

Metaphoragarose

MgCl, (25mM)

Mineraldl

NEB-Puffer 3 und 4

fur Restriktionsendonukleasen
Nuclease-Free Water

Primer

Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit
Restriktionsendonukleasen

Taq DNA Polymerase

PegLab — Biotechnologie GmbH, Erlangen

Delta Select GmbH, Dreieich

Roche, Mannheim

New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
PegLab — Biotechnologie GmbH, Erlangen
PegLab — Biotechnologie GmbH, Erlangen
Merck, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Steinheim

.1 Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

.1 Roche, Mannheim

TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Cambrex, Wiesbaden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Steinheim

New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main

.] Qiagen, Hilden

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen, Darmstadt

New England BioLabs GmbH, Frankfurt am Main
Qbiogene (Vertrieb: MP Biomedicals, Heidelberg)
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TBE-Puffer 10x UltraPure ™
TE-Puffer 10x
Wizard Genomic DNA Purification Kit

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Fisher Scientific, Schwerte

Promega GmbH, Mannheim

Ubersicht iiber die verwendeten Gerite

Gerat

Hersteller

Circomix-Vortexer

Dynal Magnetic Particle Concentrator-E
GeneAmp PCR System 9700 PE
GS Junior: 454 Sequencing
LightCycler 2.0 und 1.5
LightCycler-Karussellzentrifuge
Mupid-2 Mini Gel Migration Trough
Photoprint OO-IP-010.SD
SpeedCycler

Rollenschuttler

Rotary Mixer

Thermal Printer DPU-414
Thermomixer 5433

Thermostat 5310

Thermoblock UNITEK™-Hub 130
Ultra Turrax Tube Disperser

Video Copy Processor P91
Waage 1702 MP 8

Wasserbad

Zentrifuge 5415 C

Braun, Melsungen

.| Life Technologies, Darmstadt

Applied Biosystems,Weiterstadt
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Cosmo Bio Co, LTD, Offenbach
LTF Labortechnik, Wasserburg

.| Analytikjena, Jena
.] GreinerLabortechnik, Frickenhausen

.J Cenco Instrumenten, Chicago

Seiko Instruments GmbH, Neu-Isenburg
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

PeqlLab, Erlangen

] IKA, Staufen

Mitsubishi Digital Elektronics, Ratingen
Sartorius AG, Goéttingen
Memmert GmbH, Schwabach

Eppendorf , Hamburg
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Ubersicht iiber die verwendete Software

Gerit

Hersteller

BLAST

CubeX (LD-Calculator)
HWE-Calculator

LightCyclere Software 3.5 und 4.05
NEBcutter

Oligo Analyzer 1.2

Primer 3 Plus Software

GS Amplicon Variant Analyzer 2.7

National Center for Biotechnology Information

.1 www.oege.org/software/cubex

http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

New England Biolabs Inc.

.] Gene Link, Hawthorne, NY, USA

Whitehead Institute for Biomedical Research

Roche, Mannheim

GS Junior Sequencer 2.7

GS Run Browser 2.7

HapMap Database

NCBI Variation Database (dbSNP)
SNP500Cancer

SPSS Statistics 21
WASP Tool (ALS PCR)

.] Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

.1 hapmap.ncbi.nlm.nih.gov

.] www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP.

http://snp500cancer.nci.nih.gov/cgfseqg/pages/snp50

0.do

.J IBM, Ehningen

http://bioinfo.biotec.or.th/ WASP
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Anhang A2 Ubersicht der verwendeten Primer bei Durchfiihrung einer ALS-PCR

Gen Polymorphismus | Bezeichnung Sequenz bp Amplikon Tw*
-gréRe
MC4R" rs17782313 ALS F-Wildtyp MC4R TAAAGCAGGAGAGATTGTATCAT 23 119bp 57.4
ALS F-Mutante MC4R TAAAGCAGGAGAGATTGTATCAC 23 56.1
ALS R-Primer MC4R AAGCTACCTCAATCCCAGAT 20 58.8
FTO rs9939609 ALS Forward FTO GCAAAAT GGCAACACACACT 20 236bp 57.2
ALS R-Wildtyp FTO AGACTATCCAAGTGCATCAGT 21 58.3
ALS R-Mutante FTO AGACTATCCAAGTGCATCAGA 21 58.0
CNR1 rs1049353 ALS F-Wildtyp 1359 G/A GAAAGCTGCATCAAGAGCAAG 21 200bp 58.3
ALS F-Mutante 1359 G/A GAAAGCTGCATCAAGAGCAAA 21 57.0
ALS R-Primer 1359 G/A CACCTTTTCATTGAGCATGGTA 22 57.2
HRH1 rs346074 ALS FW rs346074 GAGCTATTAATCAGATAGTACAGTAAGA 28 231bp 58.7
ALS FM rs346074 AGCTATTAATCAGATAGTACAGTAAGG 27 232bp 59.0
ALS Reverse rs346074 ACATATGCACGAGGGCAG 18 59.5
HRH3 rs3787429 F W rs3787429 ATCTTCATGCGCTTCTCCACC 21 113bp 62.1
F M rs3787429 ATCTTCATGCGCTTCTCCACT 21 62.0
Reverse rs3787429 TTCACCCACCTCCAGCTC 18 61.1
HRH3 rs3787430 ALS Forward rs3787430 AGGAGCCAGAAGGAGGTTTC 20 242bp 62.7
ALS Reverse W rs3787430 AAGAGGGGCTCCAAGCAG 18 241bp 63.2
ALS Reverse M rs3787430 CAAGAGGGGCTCCAAGCAA 19 62.8
ZNF804A rs1344706 ALS F ZNF804A GCACATGAGTAGTGAGGTT 19 157bp 56.6
ALS RW ZNF804A ATATCCAAGAAGTTGATTCTGACA 21 153bp 56.3
ALS RM ZNF804A TCCAAGAAGTTGATTCTGACC 24 55.7
* Die Schmelztemperatur der Primer wurde mittels Primer3Plus Tool *** ermittelt, die Schmelztemperatur der Sonden mittels Oligo Analyzer 1.5 **° und der

nearest-neighbour Methode (T NN)

* genau genommen befindet sich der rs17782313 Polymorphismus in einem rekombinanten Intervall zwischen der kodierenden Sequenz von PMAIP1 und

MC4R
Die unterstrichene Base markiert die Lokalisation der Punktmutation in

nerhalb des jeweiligen Primers
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Anhang A3 Ubersicht iiber die verwendeten Primer zur Sequenzierung mittels GS Junior

Gen

Bezeichnung

Sequenz

Amplikon-
groRe”

Tw*

FTO

FTO-Forward MID23
FTO-Reverse MID23
FTO-Forward MID24
FTO-Reverse MID24
FTO-Forward MID25
FTO-Reverse MID25
FTO-Forward MID26
FTO-Reverse MID26
FTO-Forward MID27
FTO-Reverse MID27

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TACTCTCGTG GGTGGTACGCTGCTATGGTT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG TACTCTCGTG TGCTCTCCCACTCCATTTCT
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TAGAGACGAG GGTGGTACGCTGCTATGGTT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG TAGAGACGAG TGCTCTCCCACTCCATTTCT
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TCGTCGCTCG GGTGGTACGCTGCTATGGTT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG TCGTCGCTCG TGCTCTCCCACTCCATTTCT
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ACATACGCGT GGTGGTACGCTGCTATGGTT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG ACATACGCGT TGCTCTCCCACTCCATTTCT
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ACGCGAGTAT GGTGGTACGCTGCTATGGTT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG ACGCGAGTAT TGCTCTCCCACTCCATTTCT

20
20

421bp

60,0
59,8

LEP

LEP-Forward MID23
LEP-Reverse MID23
LEP-Forward MID24
LEP-Reverse MID24
LEP-Forward MID25
LEP-Reverse MID25
LEP-Forward MID26
LEP-Reverse MID26
LEP-Forward MID27
LEP-Reverse MID27
LEP-Forward MID28
LEP-Reverse MID28

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TACTCTCGTG AGAAGCGATGGATGCACAGT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG TACTCTCGTG CTTCCTGCAACATCTCAGCA
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TAGAGACGAG AGAAGCGATGGATGCACAGT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG TAGAGACGAG CTTCCTGCAACATCTCAGCA
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG TCGTCGCTCG AGAAGCGATGGATGCACAGT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG TCGTCGCTCG CTTCCTGCAACATCTCAGCA
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ACATACGCGT AGAAGCGATGGATGCACAGT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG ACATACGCGT CTTCCTGCAACATCTCAGCA
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ACGCGAGTAT AGAAGCGATGGATGCACAGT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG ACGCGAGTAT CTTCCTGCAACATCTCAGCA
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ACTACTATGT AGAAGCGATGGATGCACAGT
CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG ACTACTATGT CTTCCTGCAACATCTCAGCA

20
20

441bp

60,1
60,8

* Die Schmelztemperatur der Primer wurde mittels Primer3Plus Tool

Adaptoren
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Anhang A4 Ubersicht der verwendeten Primer und Soden

Ubersicht iiber die verwendeten Primer und Sonden zur Untersuchung von Polymorphismen im Zusammenhang mit der Pharmakokinetik von

Olanzapin
Gen Polymorphismus | Bezeichnung Sequenz bp Amplikon Tw*
-gréRe
CYP1A2*1D | rs35694136 F-Primer CYP1A2*1D GCCCACTCCAGTCTAAATCAAA 22 398bp 60,5
R-Primer CYP1A2*1D AGGACAAGCCTTAAATTGGATG 22 59,5
Sen CYP1A2*1D LCRED705-TGATTGTGGCACATGAACCCC-Phosphat 21 62,5
Anc CYP1A2*1D GAGGTCGAGGCTGCAGTGAGC-Fluorescein 21 68,2
CYP1A2*1D | rs35694136 CYP1A2*1D RFLP F TGAGCCATGATTGTGGCATA 20 167bp 58,4
CYP1A2*1D RFLP R AGGAGTCTTTAATATGGACCCAG 23 60,5
UGT1A4*3 rs2011425 F-Primer UGT1A4*3 TAAGGCGAAGGAAACAAATG 20 365bp 57,9
3 R-Primer UGT1A4* TTGAGTGTAGCCCAGCGTAA 20 59,5
Sen rs2011425 LCRED640-AGCATGCGGGAGGCCTTGCG-Phosphat 20 71,0
Anc rs2011425 GCCCACTGATGGCAGCCCCTGGC-Fluorescein 23 76,2
POR: rs2302429 Forward Por GCTCACAGCAGGCAGAGTG 19 380bp 60,9
Reverse POR AGCCTTGGTCTCGTACTCCA 20 59,9
Sen rs2302429 TGAGGTTTGGATGCCAGGTGG-Fluorescein 21 67,9
Anc rs2302429 LCRed610-TGGAAGAGGCCCTGGGTGAGTGG-Phosphat 23 71,7
* Die Schmelztemperatur der Primer wurde mittels Primer3Plus Tool *** ermittelt, die Schmelztemperatur der Sonden mittels Oligo Analyzer 1,5 *>° und der

nearest-neighbour Methode (T NN)

Die unterstrichene Base markiert die Lokalisation der Punktmutation innerhalb der Sensorsonde
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Ubersicht iiber die verwendeten Primer und Sonden zur Untersuchung von Polymorphismen im Zusammenhang mit Response

Gen Polymorphismus | Bezeichnung Sequenz bp Amplikon Tw*
-groRe

HRH3 rs3787429 F monoplex HRH3 ATCATCAGCAGCGTGTATGG 20 319bp 59,7
rs3787430 R monoplex HRH3 | ACAGGTATGGGGTGGGTGA 19 61,1

Sen rs3787429 LCRED640-CATGCGCTTCTCCAGCGAGG—-Phosphat 19 65,7

Anc rs3787429 CTGGGTGAAGCTCTGGGACACCATC—Fluorescein 24 69,7

Sen2 rs3787430 GGACGCCGACGGCTTGGA-Fluorescein 18 67,3

Anc2 rs3787430 LCRED705-CCCTCTTGAGTGAGCGCGGCCT 22 72,0

ZNF804A rs1344706 Forward ZNF804A CCTTGGTGGAAATGGAAGAG 20 202bp 59,5
Reverse ZNF804A | GGATTGGGACGAGGAGAAA 19 60,0

Sen rs1344706 CAAAAACTATCAGAATCAACTTCTTGGA-Fluorescein 28 57,5

Anc rs1344706 LCRED640-TCTATCTGGAAAGTAATCAAAGGTTTACAGG-Phosphat 31 62,7

ABCB1 rs2865690 Forward ABCB1 ATAGGACGTGAAGATAGACAACTGG 25 446bp 60,0
rs28373093 R ABCB1 TGAAAGGAATAGAGAAAGATGTAGGG 26 60,3

Sen ABCB1 GCTCTTCTACACCTCTTTAGGGTT-Fluorescein 24 63,2

ANC ABCB1 LCRED640-GGCATACTCCTTTCTGAGAATTTCTCGTCT-Phosphat 30 65,7

* Die Schmelztemperatur der Primer wurde mittels Primer3Plus Tool ** ermittelt, die Schmelztemperatur der Sonden mittels Oligo Analyzer 1,5 ** und der

nearest-neighbour Methode (Ty NN)

Die unterstrichene Base markiert die Lokalisation der Punktmutation innerhalb der Sensorsonde
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Ubersicht iiber die verwendeten Primer und Sonden zur Untersuchung von Polymorphismen im Zusammenhang mit der Gewichtszunahme unter

Antipsychotika

Gen Polymorphismus | Bezeichnung Sequenz bp Amplikon Tn*
-gréRe
FAAH rs324420 FA Pro129Thr GGAAGTGAACAAAGGGACCA 20 204bp 59,9
RA Pro129Thr AATGACCCAAGATGCAGAGC 20 60,2
Sen Pro 129Thr GCTGTCTCAGGCCCCAAGGCAGLCRed640 22 71,5
Anc Pro 129Thr Fluorescein-CCTGCTCTATGGCGTCCCTGTGAGCCTC 28 75,0
MC4R* rs17782313 Forward MC4R TTGTGTGCCAGAGGAAACAG 20 320bp 59,9
Reverse MC4R ACCTCAATCCCAGATGCTAAA 21 59,2
Sen MC4R GAGATTGTATCCCGATGGAAATGACAAGAA-Fluorescein 30 63,6
Anc MC4R LCRed640-GCTTCAGGGGG AAGGTGACATTTAAGTTGG-P 30 69,7
MC4R* rs489693 F rs489694 TTTTCTCTACAGAATCGCCACA 22 277bp 59,9
R rs489694 TCTGCTGAAACTGTGCTTGG 20 60,2
Sen rs489693 LCRed705-CTGTTGTCATTAGTTCCCGTTTGTT—Phosphat 25 59,7
Anc rs489693 CCAGATTTGGTCAATACAGGTCATGTCTTAA-Fluorescein 31 64,1
FTO rs9939609 Forward FTO GGTGGTACGCTGCTATGGTT 20 353bp 60,0
Reverse FTO TGCTCTCCCACTCCATTTCT 20 59,8
simple FTO CTTGCGACTGCTGTGAATX TTAGTGATGC-Phosphat 28 65,1
CNR1 rs1049353 Forward 1359 G/A | GCTCATTAAGACGGTGTTTGC 21 313bp 59,8
Reverse1359 G/A GAGGCATCAGGCTCACAGA 19 60,1
Sen 1359 G/A LCRed640- ATCAAGAGCACAGTCAAGATTGCCAAGGT-Phosphat 29 67,2
Anc 1359 G/A CAGTGTTCACAGGGCCGCAGAAAGCT-Fluorescein 27 71,4
HRH1 rs346070 F kombi rs346070 GCCATACCTGGTAAGCAAAAA 21 339%bp 59,1
R kombi rs346070 | CCAAAGAGAAAGCCCATATCA 21 59,2
Sen3 rs346070 GCTAAACCACAATATGTATAGCACATG-Fluorescein 27 60,2
Anc3 rs346070 LCRed610-GTGCCTGTACAAGCTGATGTTTTGTATTTTGTG-P 33 65,4
HRH1 rs346074 F monoplex CAAGCCCAATTTTCCATTTG 20 542bp 60,3
rs346075 rs346074(5) CCTGTAATTGAAGGTCTTCTCCA 23 59,6
R monoplex CAGTAATAGATTTAAATGATGCCTTCTGGG-Fluorescein 30 63,7
rs346074(5) LCRed640-TGTCCATTAGCAGAGGGCAGCCA-Phosphat 23 68,8
Sen1,2 rs346074 AGCTTTCTCAACCCATGTCTTACATTTTC—Fluorescein 29 62,6
Anc1,2 rs346074 LCRed705-TGGG ATGAAGGGTTAACGGCCTC-Phosphat 23 67,6
Sen2,2 rs346075
Sen2,2 rs346075

238



PMCH rs7973796 F,2 PMCH GTCTAAGAGCAGAGTTGGAATGAC 24 384bp 58,6
R PMCH CACTTTCACCTAGCGTTTACCA 22 59,3
PMCH rs7973796 CCAGTXT1AATGATAQGTATGTTGAAGTATTTC 31 57,9

LEP rs7799039 F-Primer LEP AGAAGCGATGGATGCACAGT 20 371bp 60,8
R1-Primer LEP CTTCCTGCAACATCTCAGCA 20 60,1
Sen rs7799039 CGACAGGGTTGCACTGATCC-Fluorescein 20 63,1
Anc s7799039 LCRed640-CCGCCTCAGTCTCCCTAAGTGC-Phosphat 22 68,7

LEPR rs1137101 F-Primer LEPR ACCTCTGGTTCCCCAAAAAG 20 338bp 60,3
R-Primer LEPR GCCACTCTTAATACCCCCAGT 21 594
Sen rs1137101 LCRed-705-TAATTTTCCAGTCACCTCTAATGTCAG-Phosphat 27 60,0
Anc rs1137101 CCTTATGTGTTTGAAAATCACATCTGGTGG-Fluorescein 30 63,1

NPY rs16147 F-Primer NPY CCCTGCTTTCCTTCTTTCCT 20 295bp 59,8
R-Primer NPY GCAGCTTTGGGACCCTCTA 19 60,3
Sen NPY LCRed640-CAACAGGACTACCAACCCACTG-Phosphat 22 63,7
Anc NPY AGCAGCCCAGACGATTCTTGTCTCCT-Fluorescein 26 69,4

NPY rs16147 NPY Verdau F- CCCAGACGATTCTTGTCTCC 20 151bp 59,7
Primer AGTTGCCTCACTCCAACAGC 20 60,5
NPY Verdau R-
Primer

GAD rs2236418 F-Primer GAD CCTTTCCCTCAAATGCTCTG 20 169bp 59,8
R-Primer GAD AGAAAACGTGCGTGTCTGTG 20 59,9
Sen GAD LCRed705-CGGTCTCTTTTAAAGCTCCCC-Phosphat 21 61,4
Anc GAD GGCTCCGAGGACCCTTAGGTAGT-Fluorescein 23 70,5

* Die Schmelztemperatur der Primer wurde mittels Primer3Plus Tool *** ermittelt, die Schmelztemperatur der Sonden mittels Oligo Analyzer 1,5 *>° und der

nearest-neighbour Methode (T NN)
* genau genommen befindet sich der rs17782313 Polymorphismus in einem rekombinanten Intervall zwischen der kodierenden Sequenz von PMAIP1 und

MC4R

* markiert ist die modifizierte Thymidin Base im Rahmen des SimpleProbe Designs
Die unterstrichene Base markiert die Lokalisation der Punktmutation innerhalb des Sensorsonde
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Anhang A6 CGI Skala
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Anhang A7 DOTES Skala
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Anhang A8 Haufigkeiten der untersuchten Polymorphismen

Polymorphismus Vergleich der Genotyphaufigkeit HWE
Population ,,Gewicht*
CcC CA AA
Population 234 110 6 2=2 96
rs324420 669% 314% 1,7%
p=0,085
HapMap-CEU |62,8% 327% 4,4%
TT TC CcC
. 203 126 21
Population X?=0,06
rs17782313 58 % 36 % 6 %
p=0,806
HapMap-CEU |49,2% 458% 51 %
AA AC (o]0
Population 37 133 176 222 4
rs489693 10,7% 383% 50,7%
p=0,121
HapMap-CEU | 16,7% 48,3% 35%
AA AT TT
. 64 167 119
Population 220,16
rs9939609 18,3% 47,7% 34%
p=0,687
HapMap-CEU |11,9% 66,1% 22%
GG GA AA
Population 195 131 24 X2=0,1
rs1049353 557% 37,4% 6,9%
p=0,755
HapMap-CEU | 45 % 40 % 5%
CcC CT TT
Population 249 88 13 222 12
rs346070 711% 251% 3,7%
p=0,145
HapMap-CEU | 63,7 % 31 % 5,3 %
. AA AC cC -
rs346075 Population 51 146 153 X2=2,73
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14,6% 41,7% 43,7% p=0,099
HapMap-CEU |8,3% 48,3% 43,3%
AA AG GG
Population e i B 220,96
rs7973796 186% 52% 29,4%
p=0,327
HapMap-CEU | 27,7% 44,6% 27,7%
GG GA AA
Population 102 177 & X2=0,13
rs7799039 291% 50,6% 20,3%
p=0,716
HapMap-CEU | 20,5% 53,6% 259 %
AA AG GG
Population 104 168 78 X2=0,42
rs1137101 297% 48% 223 %
p=0,517
HapMap-CEU | 248% 47,8% 27,4%
AA AG GG
Population 223 109 18 X2=0,94
rs2236418 63,7% 311% 51%
p=0,332
HapMap-CEU | 70,8% 257% 3,5%
AA AG GG
Population 88 176 86 X2=0,01
rs16147 251% 50,3% 24,6%
p=0,914
HapMap-CEU |28,3% 41,6% 30,1 %
Population ,,Response*
GG GA AA
Population 194 124 22 220,13
rs1049353 571% 36,5% 6,5%
p=0,716
HapMap-CEU | 55 % 40 % 5%
cc CT TT
X2=0,03
rs3787429* Population 116 167 58
34% 49% 17% p=0,873
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HapMap-CEU | 32,7% 513% 159 %
cC cT e
Population 243 90 8 X2=0,01
rs3787430 T13% 264% 23% | o099
HapMap-CEU | 71,7% 274% 0,9%
TE TG GG
Population 132 162 47 X2=0,06
rs1344706*
387% 475% 138% | o500
HapMap-CEU | 342% 523% 13,5%
35 114 46
Population _
rs2865690/ 179% 585% 236% | X=583
rs28373093 - - p=0,016
gf:ef EPH 136% 54,5% 34,8%
Population Pharmakokinetik
cC CA AA
CYP1AZHE Population 8 36 54 X2=0,33
(rs762551) 82% 367% 551% | _gseg
HapMap-CEU |8,8% 381% 531 %
E) TideIT  delT/delT
Population 89 6 3 222141
CYP1A211D 90,8% 61% 31% ’
(rs35694136) P<0,001
::;Sts';a'ms 89,7% 86% 1,7%
GG GA AA
. 64 30 4
rs2302429 Population X2=0,04
653% 30,6% 4,1%
(POR) p=0,838
gf:e—ICEP' 773% 182% 4,5%
rs2011425 ;; 1T? OGG 20,67
Population
(UGT1A4) 847% 153% 0% p=0,412
Ghotbietal.® | 711% 299% 0%

246



Anhang A9 Erganzung der Ubersichtstabellen mit der Patientenanzahl der
Population ,Response*

Population ) F2 F3
»Response
rs1049353 GG GA AA |GG GA AA |GG GA AA
PDS-P 4 Wochen 156 102 19 |90 58 11 50 35 3
A PDS-P 153 102 19 |89 58 11 48 35 3
%A PDS-P 144 88 17 |88 56 10 | 41 23 2
rs3787429 CC CT TT |cC CT TT |cC CT TT
PDS-P 4 Wochen 99 136 43 |55 81 24 35 38 15
A PDS-P 98 134 43 |54 81 24 35 36 15
%A PDS-P 86 127 37 |52 80 23 25 30 11
rs3787430 CC CT TT |cC CT TT |cC CT TT
PDS-P 4 Wochen 199 72 7 114 43 3 68 20 88
A PDS-P 197 71 7 113 43 3 67 19 86
%A PDS-P 178 66 6 109 43 3 52 14 66
rs1344707 TT TG GG [TT TG GG |[TT TG GG
PDS-P 4 Wochen 107 130 41 61 74 25 37 42 9
A PDS-P 106 128 41 60 74 25 37 40 9
%A PDS-P 96 117 37 |58 73 24 29 30 7
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Anhang A10 Gegenuberstellung Ergebnisse rs17782313 und rs489693 Dissertation und Publikation

ANOVA rs17782313 Publikation Dissertation
Population “Gewicht” T TC ccC P Value T TC ccC P
N=198 N=126 N=21 N=203 N=126 N=21
Baseline weight (kg) 75.6(73.3-77.9) 72.6(69.7-75.5) 80.1(72.7-87.4) 0.086 75.5(73.2-77.8) 72.6(69.7-75.5) 80.1(72.7-87.4) 0.091
Weight after 4 weeks (kg) 76.7(74.5-78.9) 74.4(71.5-77.2) 82.6(75.4-89.9) 0.073 76.6(74.3-78.8) 74.4(71.5-77.2) 82.6(75.4-89.9) 0.078
Absolute weight gain 1.1(0.7-1.5) 1.8(1.2-2.4) 2.6(1.4-3.7) 0.041 1.1(0.6-1.5) 1.8(1.2-2.4) 2.6(1.4-3.7) 0.029
Relative weight gain after 4 1.7(1.1-2.4) 2.9(2.0-3.8) 3.5(1.7-5.4) 0.045 1.6(1.0-2.4) 2.9(2.0-3.8) 3.5(1.7-5.4) 0.025
Baseline BMI 25.9(25.2-26.7) 24.5(23.7-25.4) 26.9(24.1-29.7) 0.031 25.8(25.1-26.6) 24.5(23.7-25.4) 26.9(24.1-29.7) 0.040
BMI after 4 weeks 26.3(25.6-27.0) 25.2(24.3-26.0) 27.8(25.0-30.5) 0.034 26.2(25.5-26.9) 25.2(24.3-26.0) 27.8(25.0-30.5) 0.043
Absolute BMI gain 0.4(0.2-0.5) 0.6(0.4-0.8) 0.8(0.5-1.2) 0.047 0.3(0.2-0.5) 0.6(0.4-0.8) 0.8(0.5-1.2) 0.030
Adjustierte Subpopulation TT TC cC P Value TT TC cC P
N=107 N=57 N=9 N=112 N=57 N=9
Baseline weight (kg) 75.1(71.9-78.3) 71.2(67.0-75.4) 80.8(67.5-94.1) 0.168 75.1(72.0-78.1) 71.2(67.0-75.4) 80.8(67.5-94.1) 0.159
Weight after 4 weeks (kg) 75.8(72.6-79.0) 73.2(69.2-77.2) 84.7(72.2-97.3) 0.127 75.8(72.7-78.8) 73.2(69.2-77.2) 84.7(72.2-97.3) 0.124
Absolute weight gain 0.75(0.2-1.3) 2.0(1.0-3.0) 3.9(2.5-5.3) 0.003 0.71(0.2-1.2) 2.0(1.0-3.0) 3.9(2.5-5.3) 0.002
Relative weight gain after 4 1.2(0.4-2.0) 3.3(1.8-4.8) 5.5(2.4-8.6) 0.003 1.1(0.3-1.8) 3.3(1.8-4.8) 5.5(2.4-8.6) 0.001
Baseline BMI 25.9(24.8-26.9) 24.1(22.8-25.4) 25.9(21.3-30.6) 0.143 25.8(24.7-26.8) 24.1(22.8-25.4) 25.9(21.3-30.6) 0.154
BMI after 4 weeks 26.1(25.0-27.1) 24.8(23.5-26.0) 27.2(22.8-31.6) 0.224 26.0(25.0-27.0) 24.8(23.5-26.0) 27.2(22.8-31.6) 0.244
Absolute BMI gain 0.2(0.0-0.4) 0.7(0.4-1.0) 1.3(0.8-1.7) 0.002 0.2(0.0-0.4) 0.7(0.4-1.0) 1.3(0.8-1.7) 0.001
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ANOVA rs489393 Publikation Dissertation
Population “Gewicht” AA AC cC p Value TT TC cC P
N=35 N=130 N=176 N=37 N=133 N=176
Baseline weight (kg) 79.5(73.1-85.9) 73.0(70.2-75.8) 75.6(73.2-78.0) 0.093 78.1(71.8-84.5) 73.0(70.2-75.8) 75.4(73.0-77.8) 0.196
Weight after 4 weeks (kg) 81.4(75.1-87.7) 74.9(72.1-77.6) 76.6(74.3-78.9) 0.103 80.0(73.7-86.2) 74.8(72.1-77.5) 76.3(74.0-78.7) 0.225
Absolute weight gain 1.8(0.7-3.0) 1.9(1.3-2.5) 1.0(0.6-1.5) 0.056 1.8(0.8-3.0) 1.8(1.2-2.4) 1.0(0.5-1.4) 0.043
Relative weight gain after 4 2.7(1.1-4.4) 2.9(2.1-3.8) 1.6(1.0-2.3) 0.046 2.8(1.2-4.4) 2.8(2.0-3.7) 1.5(0.9-2.1) 0.028
Baseline BMI 27.1(24.7-29.3) 24.7(24.0-25.5) 25.8(25.0-26.6) 0.040 26.6(24.4-28.9) 24.8(24.0-25.5) 25.8(25.0-26.6) 0.087
BMI after 4 weeks 27.6(25.4-29.8) 25.4(24.6-26.1) 26.1(25.4-26.9) 0.052 27.2(25.1-29.4) 25.4(24.6-26.1) 26.1(25.3-26.8) 0.121
Absolute BMI gain 0.6(0.2-1.0) 0.7(0.5-0.8) 0.3(0.2-0.5) 0.047 0.6(0.2-1.0) 0.6(0.4-0.8) 0.3(0.2-0.5) 0.034
Adjustierte Subpopulation AA AC CcC p Value AA AC CcC P
N=16 N=59 N=94 N=17 N=61 N=98
Baseline weight (kg) 80.3(69.7-91.0) 71.3(67.6-75.0) 75.3(71.8-78.7) 0.106 78.7(68.2-89.3) 71.3(67.7-74.9) 75.2(71.9-78.6) 0.168
Weight after 4 weeks (kg) 83.1(72.9-93.3) 73.1(69.5-76.7) 76.2(72.8-79.6) 0.082 81.5(71.4-91.6) 73.0(69.6-76.5) 76.0(72.6-79.3) 0.146
Absolute weight gain 2.7(1.2-4.2) 1.8(0.8-2.8) 0.9(0.3-1.5) 0.060 2.8(1.4-4.2) 1.7(0.8-2.7) 0.7(0.2-1.2) 0.016
Relative weight gain after 4 4.0(1.6-6.4) 2.9(1.4-4.4) 1.4(0.6-2.3) 0.057 4.2(1.9-6.4) 2.8(1.3-4.2) 1.1(0.3-1.8) 0.011
Baseline BMI 26.7(22.9-30.5) 24.2(23.1-25.4) 25.8(24.7-27.0) 0.113 26.2(22.5-29.9) 24.2(23.1-25.3) 25.9(24.7-27.0) 0.129
BMI after 4 weeks 27.6(23.9-31.2) 24.8(23.7-26.0) 26.1(25.0-27.2) 0.117 27.1(23.5-30.6) 24.8(23.7-25.8) 26.1(25.0-27.2) 0.162
Absolute BMI gain 0.9(0.4-1.4) 0.6(0.3-0.9) 0.3(0.1-0.5) 0.045 0.9(0.4-1.4) 0.6(0.3-0.9) 0.2(0.0-0.4) 0.010




ANCOVA Whole Study Adjusted First Episode
rs177822313 Population Subpopulation Population
Publikation Estimated marginal means 11-17-25 08-2.0-35 14-26-27
Anzahl der Patienten (TT-TC-CC) 198 — 126 - 21 107 -57-9 46-32-9
P P=0.060 P=0.005 P=0.124
Dissertation Estimated marginal means 1.1-18-25 0.7-2.0-3.6 1.3-27-28
Anzahl der Patienten (TT-TC-CC) 203 - 126 - 21 112-59-9 49-32-9
P P=0.036 P=0.002 P=0.076
ANCOVA Whole Study Adjusted First Episode
rs489693 Population Subpopulation Population
Publikation Estimated marginal means 1.0-1.8-22 09-17-28 1.0-27-27
Anzahl der Patienten (CC-AC-AA) 176 — 130 - 35 94 -59-16 37-36-13
P P=0.039 P=0.044 P=0.017
Dissertation Estimated marginal means 1.0-1.7-21 0.7-1.7-2.9 09-26-2.8
Anzahl der Patienten (CC-AC-AA) 176 — 133 - 37 198 — 61 -17 38-38-13
P P=0.028 P=0.011 P=0.020
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