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Zusammenfassung

Einleitung: Lithiumaugmentation (LA) ist eine effektive Strategie in der Behandlung
der therapieresistenten Depression (TRD). Es fehlen jedoch klinisch anwendbare
Pradiktoren fur das Ansprechen auf LA. Vorangegangene Arbeiten zeigten eine
signifikante Assoziation des Glykogen-Synthase-Kinase-3}3 (GSK3R) -50T/C Single
Nucleotide Polymorphismus (SNP) mit dem Ansprechen auf LA bei TRD-Patienten.
Ziel dieser Dissertationsarbeit ist die Identifikation weiterer SNPs der GSK3R-
vermittelten Signaltransduktion (Wnt/R-Catenin- und Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)
/ Proteinkinase-B (AKT)-Signalweg) als Responsepradiktoren fur LA.

Methoden: In einer prospektiven multizentrischen Kohortenstudie wurde das
genetische Material von 148 Probanden mit TRD unter LA anhand der Microarray Bio-
Chips ,Infinium Exome-24“ und ,Infinium OmniExpress-24“ genotypisiert. Die Schwere
der Depression wurde mit der Hamilton Depression Rating Skala (HAMD-17) bei
Baseline und nach mindestens 4 Wochen LA-Behandlung bestimmt. Es erfolgte eine
systematische Literaturrecherche zur Selektion von SNPs nach festgelegten Kriterien
(Der SNP zeigt eine Assoziation mit Response oder Remission bei AD-Behandlung
mit p < 0,05, die Signifikanz bleibt nach Hinzufiugen von Kovariaten, Korrektur fur
multiples Testen oder Replikation in einer unabhangigen Stichprobe erhalten). Proxy-
Beziehungen wurden mit dem SNP Annotation and Proxy Search Systems (SNAP)
gepruft (r?> < 0,8, Basenpaarabstand > 500). Die Remissionswahrscheinlichkeit wurde
mittels Cox-Regressionsanalyse untersucht.

Ergebnisse: Es wurden 6 SNPs fir die statistischen Analysen selektiert: rs1530056
(FRZB); rs2709373 und rs12477677 (CREB1); rs352428, rs3800373 und rs9380526
(FKBPS5). 2 SNPs zeigten eine signifikante Assoziation mit Remission unter LA: Der
CREB1-Proxy-SNP rs12477677 (p = 0,033) und sein CC-Genotyp (p = 0,011) sowie
der FRZB-SNP rs1530056 GG-Genotyp (p = 0,036). Die Ubrigen SNPs zeigten keine
Assoziation.

Schlussfolgerung: Dies ist die erste klinische Studie, die den Einfluss systematisch
selektierter SNPs der GSK3[-vermittelten Signaltransduktion auf Remission unter LA
untersucht. Laut der vorliegenden Ergebnisse spielen 2 SNPs des Wnt/}-Catenin-
Signalweges (rs1530056 und rs12477677) eine entscheidende Rolle bei dem
Erreichen einer Remission unter LA, die als potentielle Responsepradiktoren fur LA

eingesetzt werden konnten.
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Abstract

Introduction: Lithium augmentation (LA) is an effective strategy in therapy of
treatment-resistant depression (TRD). However, clinically applicable predictors of LA-
response are missing. Previous studies showed significant association between the
glycogen-synthase-kinase-313 (GSK3R) -50T/C single nucleotide polymorphism (SNP)
and LA-resonse in TRD-patients. The aim of this study was to identify further SNPs in
GSK3B-transmitted signaling (Wnt/3-catenin- and phosphoinositide-3-kinase (PI3K) /
proteinkinase-B (AKT)-pathway) as predictors of LA-response.

Methods: In a multi-site prospective cohort study we genotyped the genetic material
of 148 TRD-patients with LA-treatment with ,Infinium Exome-24“ and ,Infinium
OmniExpress-24“ microarray chips. Depression severity was assessed using the
Hamilton Depression Rating Scale (HAMD-17) at baseline and after at least 4 weeks
of LA-treatment. In order to select SNPs we conducted a systematic literature research
with preditermined criteria (the SNP shows a sigificant association with response or
remission in antidepressant treatment with p < 0,05, the significance remains after
addition of covariates, multiple testing correction or replication in an independant
sample). Proxy-relations were analysed with the SNP Annotation and Proxy Search
System (SNAP) (r?2 < 0,8, base pair distance > 500). Remission was tested in a Cox
Proportional-Hazards Model.

Results: We selected 6 SNPs for statistical analysis: rs1530056 (FRZB); rs2709373
and rs12477677 (CREB1); rs352428, rs3800373 and rs9380526 (FKBP5). 2 SNPs
showed significant association with remission in LA-treatment. CREB1 proxy SNP
rs12477677 (p = 0,033) and its CC-genotype (p = 0,011) as well as FRZB-SNP
rs1530056 GG-genotype (p = 0,036). No association was found for the remainig SNPs.
Conclusion: This is the first clinical study investigating the influence of a systematic
selection of SNPs in the GSK3R-transmitted signaling on remission in TRD-patients
treated with LA. Present results suggest that 2 SNPs in the Wnt/l3-catenin pathway
(rs1530056 and rs12477677) might play a significant role in reaching remission during

LA-treatment and could function as potential predictors of LA-response.
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1 Einleitung

1.1 Depression

1.1.1 Depressive Storungen

Depressive Stérungen zahlen zu den haufigsten und schwersten Formen psychischer
Erkrankung’. Zu den typischen Symptomen zahlen Traurigkeit, Interesselosigkeit und
Antriebsverlust sowie Gefuhllosigkeit und Minderwertigkeitserleben. Weiterhin leiden
depressive Patienten an einhergehenden somatischen Beschwerden wie
Schlafstérungen, Mudigkeit und Appetitverlust. Nicht zuletzt kann eine Depression

Suizidalitat verursachen und im schlimmsten Fall zum Suizid fuhren?.

Die Wahrscheinlichkeit im Laufe des Lebens an einer Depression zu erkranken liegt
bei bis zu 17%3. Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) leiden
weltweit Uber 300 Millionen Menschen aller Altersklassen an einer depressiven
Storung®. Dabei entwickeln 15-25% der Patienten einen chronischen Verlauf°. Unter
allen Erkrankungen, welche zu langfristiger Behinderung fuhren, steht die Major
Depression an vierter Stelle’ und wird Berichten der WHO zufolge schon 2020 Platz

zwei einnehmen®.

Weiterhin gehen depressive Erkrankungen mit hohen Ruckfallraten einher, wobei ca.
50% der Patienten nach der ersten Episode und sogar bis zu 80% nach der zweiten
Episode eine oder mehrere weitere depressive Episoden erleiden’. Durch die hierbei
entstehenden hohen Kosten durch Arbeitsunfahigkeit und Produktivitatsminderung
haben besonders die schweren, therapieresistenten und rezidivierenden Formen

depressiver Stérungen einen bedeutenden soziodkonomischen Einfluss’8.

1.1.2 Therapieresistente Depression

Therapieresistenz ist ein weit verbreitetes Problem in der Behandlung depressiver
Erkrankung. In der gréfRten bisher durchgefuhrten Studie zur Therapie der Depression
in den USA, der STAR*D-Studie (Sequenced Treatment Alternatives to Relieve

1



Depression), konnten lediglich 37% der Patienten nach 12 Wochen Citalopram-
Einnahme und 67% nach insgesamt 4 adaquaten Therapieversuchen eine Remission
erreichen®. Weiterhin zeigten mehrere Zulassungs- und Wirksamkeitsstudien zu
verschiedenen Antidepressiva (AD), dass ein Drittel bis die Halfte der Probanden nicht

auf die Behandlung ansprach'®",

Eine allgemeingultige Definition des Begriffes der therapieresistenten Depression
(TRD) existiert nicht, haufig wird der Begriff jedoch als das Nichtansprechen auf
mindestens zwei medikamentdse Therapieversuche verstanden, die sich in der AD-
Klasse unterscheiden und beziiglich Dosis und Dauer adaquat durchgefiihrt wurden'.
Im klinischen Alltag zeichnen sich jedoch haufig unsystematische Therapieverlaufe mit
inadaquat durchgefuhrten Pharmakotherapien ab, welche als eine der Hauptursachen
fur TRD angesehen werden. Die Arbeiten verschiedener Forschungsgruppen konnten
zeigen, dass eine algorithmusbasierte Therapie einer Behandlung nach freiem
klinischen Ermessen Uberlegen ist'*-'5. Die Festlegung einer idealen Abfolge einzelner
Behandlungsschritte ist hierbei weiterhin ausstehend. Derzeit empfiehlt die aktuelle
deutsche S3-Leitinie / Nationale Versorgungsleitlinie Unipolare Depression’® die
Lithiumaugmentation (LA) als Mal3inahme mit den besten Wirksamkeitsnachweisen im
zweiten Schritt der ,MalRnahmen bei Nichtansprechen® auf einen adaquaten

Therapieversuch.

1.2 Lithium

1.2.1 Lithiumaugmentation

Augmentation wird definiert als Therapiemalinahme, bei der einem AD eine weitere
Substanz hinzugeflgt wird, welche selbst nicht zur Klasse der AD gehdrt und keine
Standardtherapie einer depressiven Episode darstellt’”. Augmentationsverfahren
koénnen in der Behandlung von TRD eingesetzt werden. Als Behandlungsmallinahme
mit optimaler Evidenzlage' nimmt die LA eine zentrale Rolle in der Behandlung der

therapieresistenten unipolaren Depression ein.



Ab den 50er Jahren wurde Lithium zunachst als Phasenprophylaxe in der bipolaren
Stoérung sowie als Akuttherapie bei manischen Episoden eingesetzt'®. Anfang der 80er
Jahre berichteten de Montigny et al. erstmals von der erfolgreichen Behandlung
therapieresistenter unipolar depressiver Patienten durch die zusatzliche Gabe von
Lithium zum eingesetzten Antidepessivum?. Seither konnten zahlreiche offene
Studien sowie 10 randomisierte placebokontrollierte Studien die Effektivitat der LA bei

TRD belegen, wobei Ansprechraten von bis zu 50% beschrieben wurden'®21,

Trotz hoher Evidenz wird LA in der Praxis jedoch immer noch zurtckhaltend
eingesetzt. Die geringe therapeutische Breite des Lithiums, regelmalige
Spiegelkontrollen sowie beflrchtete Nebenwirkungen, wie z.B. Tremor,
Gewichtszunahme oder Nephrotoxizitat fuhren zu Anwendungsunsicherheiten beim
Behandler. Aulzerdem fehlen klinisch anwendbare Pradiktoren fir das Ansprechen auf

LA, die eine gezielte Therapiezuweisung ermoglichen wirden.

1.2.2 Wirkmechanismen von Lithium

Trotz jahrzehntelanger Forschungsbemuihungen sind die Wirkmechanismen von
Lithium aufgrund ihrer Komplexitat noch nicht hinreichend aufgeklart??>. Anders als
traditionelle AD und Antipsychotika bindet Lithium nicht an zellulare Rezeptoren,
sondern entfaltet seine Wirkung Uber die Modifikation intrazellularer Second-
Messenger-Systeme, nachgeschaltete Neurotransmitter-Rezeptoren und
Enzymhemmung mit anschlieRender Modulation komplex vernetzter intrazellularer

Signalkaskaden?.

Nach aktuellem Forschungsstand scheinen GABAerge, neurotrophe und genetische
Effekte fir die Wirkung der LA eine Rolle zu spielen®. Weitere Studienergebnisse
zeigen einen steigernden Effekt von Lithium auf die neuroendokrine Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse sowie auf den Serotoninstoffwechsel; zwei
neurobiologische Systeme, die auf die Regulation affektiver Stérungen
entscheidenden Einfluss nehmen'®?4, Hierbei erhoht Lithium die Ausschittung von
Glukokortikoiden und Serotonin und steigert die Serotoninbiosynthese Uber

Modulierung der Genexpression?>-2.



Dariber hinaus werden Lithium neuroprotektive Eigenschaften durch die
Beeinflussung des Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) zugeschrieben, welcher
Zelliberleben und synaptische Plastizitat fordert?®. Laut praklinischer
Untersuchungsergebnisse steigt BDNF unter Lithiumeinfluss, auch in klinischen
Studien zeigten sich zweifach erhdhte BDNF-Serumwerte unter LA im Vergleich zu

einer einfachen AD-Behandlung?®*.

1.2.3 Inhibition der GSK3R

Aulerdem ist Lithium ein direkter und indirekter Inhibitor der Glykogen-Synthase-
Kinase-33 (GSK3B), einer Serin/Threonin-Kinase, welche vorwiegend zentral
exprimiert wird und als proapoptotisches Enzym negativ auf Zelliberleben und
synaptische Plastizitat wirkt3!32, Die Inhibition erfolgt vermutlich tiber eine Kompetition

von Lithium mit Magnesium33.

Eine Folge der GSK3R-Inhibition ist die Aktivierung von Cyclic AMP-response element-
binding protein (CREB) liber den Wnt/R-Catenin-Signalweg34. CREB unterstiitzt
wiederum die Expression von BDNF, was antiapoptotische, neurotrophe und
neuroprotektive Effekte begiinstigt®>3¢. Zudem nimmt die GSK3R-Inhibition Einfluss

auf die Modulation zirkadianer Rhythmen3’.

Auf genetischer Ebene wird darliber hinaus eine Assoziation zwischen dem GSK3/3-
Gen und affektiven Stérungen beschrieben. Hierbei konnte eine Kopplung von
bipolaren affektiven Erkrankungen mit genetischen Markern gefunden werden, die
nahe der Lokalisation des GSK3R-Gens liegen®. AuRerdem zeigen tierexperimentelle
Untersuchungen eine AD-ahnliche Wirkung unter GSK3R-Inhibition3°4°. In Anbetracht
dieser Ergebnisse scheint der positive Einfluss von Lithium auf Neuroprotektion und

Neuroplastizitat mit der Hemmung der GSK3[ zusammenzuhangen.

1.2.4 Wnt/R-Catenin- und PISK/AKT-Signalweg

Die GSK30 spielt eine zentrale Rolle bei der Signalvermittlung im Wnt/R-Catenin- und
PI3Kinase/AKT-Signalweg und scheint Uber diese intrazelluldaren enzymatischen

Kaskaden an der Vermittlung der Lithiumwirkung beteiligt zu sein. Die Wnt-Proteine



bilden eine Familie von Signalproteinen, die Zellteilung, Zellentwicklung sowie
Zelldifferenzierung  entscheidend beeinflussen*'. Hierbei bindet Wnt an
membranstandige  Frizzled- und LRP- (LDL-receptor related proteins)
Proteinkomplexe, wodurch Signale an intrazellulare Proteine wie z.B. GSK3 und den
Transkriptionsregulator 3-Catenin weitergeleitet werden. In Abwesenheit des Wnt-
Signals liegt GSK33 mit Axin, Adenomatous Polyposis Coli (APC) und Casein-Kinase-
1 (CK1) in einem intrazellularen Komplex vor, welcher den proteasomalen Abbau von
R-Catenin Gber Phosphorylierung aufrechterhalt*'. Durch Wnt-Aktivierung sowie durch
Lithiumeinfluss wird der Abbau von [3-Catenin gehemmt, sodass 3-Catenin im Zellkern
akkumuliert und Uber Komplexbildung mit Transkriptionsfaktoren die spezifische
Genaktivierung einleitet*2, Unter den Zielgenen finden sich unter anderem Proteine,
die fur Neurogenese und neuronale Differenzierung entscheidend sind, wie zum
Beispiel Neurogenin1, NeuroD1, Wnt3 und Wnt7a*344, Abbildung 1 a) und b)

veranschaulichen den Wnt/R-Catenin-Signalweg.

Der PI3K/AKT-Signalweg spielt eine zentrale Rolle fur Zellentwicklung, Zellibeleben
und den zellularen Stoffwechsel. Im PI3K/AKT-Signalweg binden Wachstumsfaktoren
an membranstandige Serin/Threonin-Kinasen oder G-Protein-Rezeptoren*®. Hieriiber
erfolgt die Aktivierung von PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase), die ihr Substrat
Phosphatidylinositol (3,4) Biphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol (3,4,5)
Triphosphat (PIP3) konvertiert. Durch die erhdhte plasmatische Konzentration von
PIP3 bindet dieses an die Phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDPK1), die
schlieRlich Uber Phosphorylierung die Proteinkinase B (AKT) aktiviert*®. Die
Aktivierung von AKT hat unter anderem die Inhibition der GSK303 zur Folge. Lithium
wirkt ebenfalls aktivierend auf AKT durch Phosphorylierung* und wird Gber diesen
Weg auch zum indirekten Inhibitor der GSK3R. Abbildung 1 c) veranschaulicht den
PI3K/AKT-Signalweg.



Abbildung 1: Wnt/R-Catenin- und PI3K/AKT-Signalweg
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Quelle: Woodgett 201047, Mit freundlicher Genehmigung von Faculty Opinions. a) In Abwesenheit des
Wnt-Signals fordert der GSK3R-Enzymkomplex den proteasomalen Abbau von [-Catenin. b) Wnt-
Aktivierung mit Auflésung des GSK3R-Enzymkomlexes, Akkumulation von R-Catenin im Zellkern und
Genaktivierung. c) Hauptstrang des PI3K/AKT-Signalweges mit Darstellung der GSK3R-Inhibition durch
AKT.

So nehmen der Wnt/R-Catenin- und PI3K/AKT-Signalweg als Vermittler der
Lithiumwirkung durch den Einfluss auf Zellentwicklung, Zellmetabolismus und
Genexpression eine zentrale Position in der Untersuchung potentieller Biomarker fur

das Ansprechen auf Lithiumaugmentation ein.



1.3 Responsepradiktion

1.3.1 Responsepradiktion der Lithiumaugmentation

Die Identifizierung und Anwendung eines zuverlassigen Pradiktors fir das Ansprechen
auf LA wurde einen bedeutenden Fortschritt in der Behandlung der TRD darstellen.
Der Einsatz eines solchen Biomarkers konnte eine individualisierte Therapieplanung
ermoglichen, die eine frihzeitige Einschatzung des Therapieerfolges beinhalten
wuirde. So konnte die LA als Behandlungsschritt bei TRD-Patienten optimal eingesetzt
werden. Dementsprechend ware die Untersuchung maoglicher Pradiktoren von groliem

klinischen und gesundheitsbkonomischen Interesse.

Im Rahmen der Behandlung affektiver Erkrankungen haben verschiedene
Arbeitsgruppen  bereits  Pradiktoren fur das  Ansprechen auf eine
Lithiumphasenprophylaxe bei bipolarer Stérung untersucht. Hierbei konnten klinische
Faktoren wie das Erreichen interepisodischer Remission, eine positive
Familienanamnese fur bipolare Stérung sowie die Abwesenheit psychischer
Nebenerkrankungen mit einer adaquaten Response auf eine

Lithiumphasenprophylaxe assoziiert werden.

Bezuglich der Response bei LA haben einige wenige Studien klinische sowie
demographische Daten untersucht. So scheint der Schweregrad der depressiven
Episode mit dem Erfolg der LA in Verbindung zu stehen®. Schwer depressiv erkrankte
Patienten sprechen also besser auf LA an. Weiterhin konnten eine familiare
Vorbelastung fur schwere Depression oder bipolare Stérung sowie eine Vorgeschichte
mit mindestens drei depressiven Episoden mit einer besseren Responserate assoziiert
werden®. Alvarez et al. fanden auRerdem einen Zusammenhang zwischen einer
erfolgreichen LA und psychomotorischer Verlangsamung sowie starkem
Gewichtsverlust®’. Alter, Geschlecht sowie die Klasse des augmentierten
Antidepressivums zeigten hingegen keine Assoziation zum Responseverhalten der
Patienten®°2, Es ist zu erwahnen, dass die genannten Ergebnisse aufgrund des meist
retrospektiven Studiendesigns, uneinheitlicher Methodik und kleiner

Stichprobengréflen nur eine eingeschrankte Aussagekraft besitzen. Entsprechend



konnte keiner der genannten Faktoren als Pradiktor fur Lithiumresponse in der

Depressionsbehandlung etabliert werden.

Aufgrund des wachsenden Wissens um die Bedeutung genetischer Einflisse auf
Entstehung, Verlauf und Behandlung psychischer Erkrankungen ruckte zuletzt die
Untersuchung des pradiktiven Wertes genetischer Faktoren ins Zentrum des
Forschungsinteresses. Hierbei konnten zwei vielversprechende Genvarianten
identifiziert werden. Stamm et al. beschrieben eine signifikante Assoziation zwischen
dem Serotonintransporter-Genpolymorphismus 5HTTLPR und Lithiumresponse,
wobei homozygote Trager des kurzen S-Allels besser auf die Lithiumtherapie
ansprachen als Trager des langen L-Allels. Auch der -50T/C Polymorphismus der
GSK3R erwies sich als einflussreiche Genvariante bezuglich des Ansprechens auf LA,

die im Folgenden naher erlautert wird.

1.3.2 GSK3R -50T/C Single Nucleotide Polymorphismus

Als Single Nucleotide Polymorphismen (SNPs) werden verschiedene Variationen
einzelner Basenpaare innerhalb eines DNA-Strangs bezeichnet. Definitionsgemaf
handelt es sich um bestimmte Lokalisationen im menschlichen Genom, bei denen sich
die verschiedenen Allele in einem einzigen Nukleotid unterscheiden. Uber 90% der
genetischen Variation basiert auf diesem Austausch einzelner Nukleotide®. In der
DNA eines Individuums treten im Durchschnitt 4 bis 5 Millionen SNPs sowohl in
kodierenden als auch in nicht-kodierenden Regionen des Genoms auf. Abhangig von
der Nukleotidvariation kann ein SNP Einfluss auf Genregulation, Proteinproduktion

sowie Proteinfunktion nehmen®3 und so potentiell als biologischer Marker fungieren.

Der -50T/C SNP der GSK3R, auch unter seiner ,Reference SNP-ID* bezeichnet als
rs334558, befindet sich in der Promotorregion des GSK3[3-Gens auf Chromosom 3
und konnte durch seine funktionell relevante Position Einfluss auf die Genexpression
nehmen®*. Tatsachlich wurde in einer Untersuchung an zwei unterschiedlichen
Zelllinien eine Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle im Bereich des -50T/C SNPs
identifiziert. Hierbei geht das T-Allel (Wildtyp) mit einer hdheren Transkriptionsrate

sowie einer vermehrten TAU-Phosphorylierung einher als das C-Allel (Mutation)®.



Weiterhin wurde der -50T/C SNP im Rahmen von bipolaren Stérungen untersucht. So
konnten Assoziationen zwischen dem -50T/C SNP wund Krankheitsverlauf,
Erstmanifestationsalter sowie Konzentrationsstérungen gefunden werden®6-58,
Benedetti et al. beschrieben darlber hinaus ein besseres Ansprechen auf eine
Langzeit-Lithiumprophylaxe bei bipolar erkrankten Patienten, die Trager des C-Allels
waren®®, Weitere pharmakogenetische Studien beschrieben unter der gleichen
Medikation ein schlechteres Therapieansprechen und hohere Rezidivraten fur T-Allel-
Trager®®®, Das C-Allel wird also bei der bipolar affektiven Stérung als

prognosebegunstigender Faktor angesehen.

Entsprechend konnte die eigene Arbeitsgruppe eine Assoziation zwischen dem -50T/C
SNP und LA bei therapieresistenten unipolar depressiven Patienten zeigen, wobei
unter homo- wund heterozygoten C-Allel-Tragern eine signifikant hdhere
Remissionsrate vorherrschte, als bei homozygoten T-Allel-Tragern®'. Diese
Untersuchungsergebnisse machen den -50T/C SNP des GSK3R-Gens zu einem
Kandidatengen, das als Responsepradiktor fir LA bei Patienten mit TRD fungieren

konnte.

1.3.3 SNPs in der GSK3R-vermittelten Signaltransduktion

Nach derzeitigem Forschungsstand zeigen weitere Polymorphismen
enzymkodierender Gene der GSK3R-vermittelten Signaltransduktion Assoziationen
mit dem Ansprechen auf antidepressive Pharmakotherapie bei unipolar depressiven
Patienten. So beschrieben Serretti et al. eine positive Assoziation eines SNPs des
Transkriptionsfaktors CREB, welcher direkt von der GSKS3[ inhibiert wird, mit
Remission bei Major Depression®?. Weiterhin zeigte eine Variante des frizzled-related
protein Gens (FRZB), einem Antagonisten von Wnt und somit Regulator des Wnt-
Signalweges, einen signifikanten Einfluss auf partielle Response unter klassischer AD-
Therapie®. Eine japanische Arbeitsgruppe fand einen Zusammenhang zwischen dem
Ansprechen schwer depressiver Patienten auf Fluvoxamin und einem CLOCK
(Circadian locomotor output cycles kaput protein)-SNP, welcher fur die Modulation
zirkadianer Rhythmen relevant erscheint; hier wurden, wenn auch bei geringer

Fallzahl, Assoziationen mit Response und Remission beschrieben®.



Es existieren aullerdem Untersuchungen zu Polymorphismen einzelner
enzymkodierender Gene des Wnt-Signalweges und ihrem Effekt auf Lithiumresponse
bei bipolar affektiv erkrankten Patienten. In einer pharmakogenetischen Studie von
Mamdani et al. zeigten zwei CREB1-SNPs signifikante Assoziationen mit dem
Ansprechen auf eine Lithiumphasenprophylaxe®. Darliber hinaus scheint eine
Genvariante des transkriptionshemmenden Kernrezeptors Rev-Erb alpha, der direkt
durch die GSK3BR inhibiert wird, in Zusammenhang mit Nonresponse auf
Lithiumtherapie zu stehen®. Der Einfluss von Genvarianten der GSK3R-vermittelten
Signalkaskaden auf das Ansprechen auf LA in der unipolaren Depression wurde bis

dato nicht untersucht.

1.4 Arbeitsziele

In der Behandlung der TRD ist die LA derzeit eine Behandlungsstrategie mit
herausragender Evidenzlage. Es fehlen jedoch zuverlassige Pradiktoren flr das
Ansprechen auf LA, die eine frlhzeitige und prazise Einschatzung des individuellen
Therapieerfolges gewahrleisten konnen. Die gegenwartige Datenlage verdeutlicht den
Einfluss der GSK3Rk-assoziierten Signaltransduktion auf die Vermittlung der
Lithiumwirkung. Der -50T/C SNP der GSK3R als zentrales Enzym dieser
enzymatischen Kaskaden zeigte aullerdem einen signifikanten Einfluss auf die
Lithiumresponse bei unipolar depressiven Patienten. Zudem beschreiben
verschiedene Arbeitsgruppen positive Zusammenhange zwischen dem Ansprechen
auf AD bzw. Lithiumphasenprophylaxe und weiteren SNPs enzymkodierender Gene
der GSK3R-vermittelten Signalkaskaden. Bislang fehlen jedoch Untersuchungen zur
Assoziation zwischen Polymorphismen dieser Signalwege mit dem Ansprechen auf LA
in der unipolaren Depression. Die Identifikation eines solchen Biomarkers kénnte zur

Etablierung einer genotypbasierten Therapieplanung der TRD beitragen.
In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob neben dem GSK3( -50T/C

Polymorphismus weitere Genvarianten enzymcodierender Gene des Wnt/R-Catenin-

und PI3K/AKT-Signalweges mit Remission unter LA assoziiert sind.
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Auf Basis der Vorbefunde zum Wnt/3-Catenin- und PI3K/AKT-Signalweg und des -
50T/C SNP der GSK30 kann fur diese Untersuchung folgende Fragestellung formuliert

werden:

- Existieren neben dem GSK3[ -50T/C Polymorphismus weitere SNPs
enzymcodierender Gene der GSK3[-vermittelten Signalwege (Wnt/R-Catenin-
Signalweg und PI3K/AKT-Signalweg), die mit Remission unter LA in der

unipolaren Depression assoziiert sind?
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2 Methoden

2.1 Studie

2.1.1 Studienaufbau

Die Daten, die der hier vorliegenden Untersuchung zugrunde liegen, entstammen einer
prospektiven,  multizentrischen  klinischen  Studie  zur Evaluierung des
genotypabhangigen Ansprechens auf LA bei Patienten mit therapieresistenter
unipolarer Depression. Die Studie beinhaltet zwei Studienarme mit den Akronymen
LALIA® (Antidepressiva und Lithiumaugmentation) und ,ELIA* (Escitalopram und
Lithiumaugmentation). Der vollstandige Name der ALIA-Studie lautet ,Pradiktive
Relevanz genetischer Polymorphismen in der Glykogen-Synthase-Kinase-313
(GSK3R) vermittelten intrazellularen Signaltransduktion fir die Wirksamkeit der LA bei
der antidepressivaresistenten Major Depression®; der vollstandige Name der ELIA-
Studie lautet ,Antidepressive Effektivitat, Sicherheit, Vertraglichkeit und genetische
Vorhersage des Behandlungserfolges einer Lithiumaugmentation bei Patienten mit
Major Depression, die mit Escitalopram behandelt werden®. Die auf Basis dieser
Studienarme erhobenen Daten ermoglichen, ausgehend von der Analyse der GSK30,
die Untersuchung weiterer genetischer und biochemischer Biomarker bezuglich einer

moglichen responsepradiktiven Eigenschaft bei LA in der unipolaren Depression.

2.1.2 Studienzentren

An den folgenden 12 Studienzentren, die Mitglieder des Berliner Wissenschaftsnetzes
Depression®” sind, wurde die ALIA/ELIA-Studie durchgefiihrt:

1) Charité Universitatsmedizin Berlin, Charité Campus Mitte;
Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie
2) Vivantes Wenckebach-Klinikum, Berlin;
Klinik fur Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik
3) Schlosspark-Klinik, Berlin;
Abteilung fur Psychiatrie

12



4) Fliedner Klinik, Berlin
5) Psychiatrische Universitatsklinik der Charité im St. Hedwig-Krankenhaus, Berlin
6) Evangelisches Krankenhaus Konigin Elisabeth Herzberge, Berlin;
Abteilung fur Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik
7) Universitatsklinikum Leipzig;
Klinik und Poliklinik fur Psychiatrie und Psychotherapie
8) Judisches Krankenhaus, Berlin;
Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie
9) Vivantes Auguste-Viktoria-Klinikum, Berlin;
Klinik fur Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik
10) Friedrich von Bodelschwingh-Klinik, Berlin;
Klinik far Psychiatrie, Psychotherapie
11) Vivantes Humboldt-Klinikum, Berlin;
Abteilung fur Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik
12) St. Joseph-Krankenhaus, Berlin;

Klinik fur Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik

2.1.3 Einschlusskriterien

Um in die Studie aufgenommen zu werden, mussten Probanden folgende Kriterien

erfullen:

- Unipolare Major Depression gemaly ICD-10 (International Classification of
Diseases)- und DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders)-Kriterien

- Indikation fur eine antidepressive Pharmakotherapie

- Hamilton Depression Rating Skala, 17 ltems (HAMD-17) 212

- Unzureichendes Ansprechen auf eine antidepressive Monotherapie
(mindestens 150 mg Imipramin-Aquivalent, mindestens 4 Wochen Dauer) und
klinisch gestellte Indikation fur eine LA

- Alter 218 Jahre

- Schriftliches Einverstandnis nach Aufklarung
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2.1.4 Ausschlusskriterien

Bei Zutreffen folgender Kriterien wurden Probanden aus der Studie ausgeschlossen:

- Kontraindikation fur eine Lithiumtherapie (zB. Schwere Niereninsuffizienz,
Schilddrusenfunktionsstorung, signifikante EKG-Veranderungen)

- Depressives Syndrom aufgrund einer nicht-psychiatrischen bzw. einer weiteren
Achse-I-Diagnose

- Diagnose einer Demenz oder einer organischen Gehirnerkrankung

- Diagnose einer Substanzabhangigkeit und Konsum dieser Substanz in den
letzten 6 Monaten (ausgenommen Koffein und Nikotin)

- Diagnose einer Antisozialen Personlichkeitsstorung

2.1.5 Studienablauf

Die ALIA/ELIA-Studie besteht aus einer vorgeschalteten Screeningphase (Pre-phase)
und einer anschliefienden Studienphase (Core Study). Die 4-wdchige Screeningphase
dient der Patientenrekrutierung und Stichprobenselektion entsprechend der oben
genannten Ein- und Ausschlusskriterien. Potentielle Probanden mussten innerhalb

dieser Phase eine suffiziente antidepressive Therapie erhalten.

Es folgte die Einleitung der 4-wdchige Studienphase mit der ersten Studienvisite (V1)
und einer Blutentnahme vor der ersten Lithiumgabe bei Baseline, nachdem der Patient
aufgeklart worden war und sein schriftliches Einverstandnis gegeben hatte. Die parallel
zur LA angesetzte Begleitmedikation richtete sich nach den individuellen
gesundheitlichen Bedingungen des jeweiligen Probanden und fiel in den

Entscheidungsbereich des behandelnden Arztes.

In den anschlieRenden Studienvisiten (V2 — V4) wurden wochentliche Erhebungen des
HAMD-17 durchgefuhrt. Im Rahmen der Behandlung mit Lithium fanden regelmafige
Spiegelkontrollen statt, deren Ergebnisse wahrend den Studienvisiten dokumentiert
wurden. Sobald sich der Lithiumspiegel (LS) 2 Wochen lang bei = 0,5 mmol/l
(suffizienter LS) stabilisiert hatte, wurde das Ende der Studienphase mit der letzten

Studienvisite (V5) und einer weiteren Blutentnahme eingeleitet.
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Basierend auf dem ersten und letzten HAMD-17-Wert konnte eine Aussage Uber das
Ansprechen auf LA im Sinne einer Remission getroffen werden. Remission wurde
dabei definiert als HAMD-Punktwert < 7. Abbildung 2 veranschaulicht den
Studienablauf.

Abbildung 2: Studienablauf am Beispiel der ALIA-Studie

Weekly ratings confirmation rating
Blood sample Blood sample
| I
I I
To T3 T4 T5 Te
= =
Baseline Study endpoint
Pre-phase Core Study
Antidepressant Lithium
monotherapy augmentation

Quelle: ALIA-Studie; TO: Beginn der Screeningphase; T1: Beginn der Studienphase mit Blutenthahme
bei Baseline; T2 — T4: Wochentliche Erhebung des HAMD-17; T5: Ende der Studienphase mit
Blutentnahme

2.1.6 Messinstrumente

Die fur diese Arbeit relevanten angewandten Messinstrumente werden im Folgenden

entsprechend ihres Einsatzes in den jeweiligen Studienvisiten beschrieben:

T1 (Baseline):

-  BADO-Anamnesebogen (Basisdokumentation)

- Soziodemographische Daten (Alter, Geschlecht)

- HAMD-17

- Therapieresistenzlevel nach Thase and Rush (Ausfuhrung siehe unten)

- Mini International Neuropsychiatric Interview (M.1.N.1.)
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T2 -T5:

-  HAMD-17 (Hamilton Depression Rating Scale, 17 Items)
- Medikation

- LS-Bestimmung

T1 und T5:

- Korpergrofie und Korpergewicht zur Berechnung des BMI (Body-Maf3-Index)

2.1.6.1 Festlegung des Therapieresistenzlevels nach Thase and Rush

Stadium 1: Non-Response auf mindestens einen adaquaten Behandlungsversuch
mit einem Antidepressivum

Stadium 2: Stadium 1 und Non-Response auf einen  adaquaten
Behandlungsversuch mit einem Antidepressivum aus einer anderen
Wirkstoffklasse

Stadium 3: Stadium 2 und Non-Response auf einen  adaquaten
Behandlungsversuch mit einem trizyklischen Antidepressivum

Stadium 4: Stadium 3 und Non-Response auf einen  adaquaten
Behandlungsversuch mit einem (irreversiblen) Monoaminooxidase
(MAO) — Hemmer

Stadium 5: Stadium 4 und Non-Response auf eine adaquat durchgeflhrte bilaterale

Elektrokonvulsionstherapie (EKT)

2.1.7 Untersuchungsmaterial

Um Material fur genetische Analysen zu erhalten, wurden 2 Blutenthnahmen
durchgefuhrt, eine bei Baseline vor LA, die andere bei Studienende nach mindestens
4 Wochen unter LA. Das Blut wurde nach herkdmmlichem klinischen Vorgehen aus
einer peripheren Vene enthommen. Die 3 Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-
Roéhrchen, die fur diese Untersuchung relevant sind, wurden bei der ersten Visite vor
Beginn der Lithiumaugmentation entnommen, mit einem dem Probanden

zugeordneten pseudonymisierten Zahlencode versehen und innerhalb von maximal 3
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Stunden bei -37 Grad eingelagert. Bei Studienende wurden die gekuhlten EDTA-
Proben kollektiv ans Institut fur Humangenetik, Department of Genomics,

Forschungszentrum Life & Brain des Universitatsklinikums Bonn versandt.

2.2 Laboranalysen

2.2.1 DNA-Extraktion

Die Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Extraktion und -Weiterverarbeitung erfolgte am
oben genannten Institut fur Humangenetik des Universitatsklinikums Bonn unter
Anwendung folgender Laborgerate zur Nukleinsduren-Isolation der Firma PerkinElmer

chemagen Technologie GmbH®8:

- chemagic Magnetic Separation Module | instrument (chemagic MSM 1)
- chemagic Stand 50k Type A (Artikel No. CMG-305)
- chemagic DNA Blood10k Kit (Artikel No. CMG-102)

Der Inhalt des chemagic DNA Blood10k Kits setzt sich wie folgt zusammen:

- Magnetkigelchen (dienen der Pallet-Separation im chemagic MSM )

- Lysepuffer

- Bindungspuffer

- 4 x Waschpuffer: (1) pH 5.1-5.6; (2) pH 5.1-5.6; (3) pH 5.1-5.6; (4) pH 6.0-6.7
- Elutionspuffer pH 7.8-8.2

- Protease

Die Schritte zur DNA-Verarbeitung werden orientierend am Anleitungsprotokoll des
chemagic DNA Blood10k Kits®® erlautert:

1. 10ml Blut werden in ein geeignetes Gefal} gegeben.

2. Zur Blutprobe werden 50pul Protease und 9ml Lysepuffer hinzugefugt.
Die Losung wird gemischt und anschliefend 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.
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3. Nach dem Lyseschritt werden 1,2ml Magnetkugelchen und 29ml
Bindungspuffer hinzugegeben.

Die Lésung wird erneut gemischt und 5 Minuten inkubiert.

4. Das Gefald mit der Losung wird nun in der linken Vertiefung des chemagic Stand
50k positioniet und 4 Minuten stehengelassen, sodass sich die
Metallklgelchen verteilen kdnnen.
Daraufhin wird der Uberstand abpipettiert und das GefaR aus dem chemagic
Stand 50k entfernt.

5. Der Lésung werden nun 15ml Waschpuffer (1) beigemengt.
Sie wird gemischt und fur 2 Minuten inkubiert.

6. Das Gefal® mit der Losung wird erneut fur 2 Minuten im chemagic Stand 50k
platziert, sodass sich die Klgelchen verteilen.

Der Uberstand wird dann entfernt und das Gefal der Halterung entnommen.

7. Schritt 5 und 6 werden nun jeweils mit 15ml Waschpuffer (2) und 15ml
Waschpuffer (3) wiederholt.

AnschlieRend wird das Gefal im chemagic MSM | platziert.

8. Sobald sich die Kugelchen durch die magnetische Wirkung an eine Seite des
Gefalles angelagert haben, werden 40ml Waschpuffer (4) hinzugegeben.
Nach 1 Minute Inkubation wird der Uberstand abpipettiert und das GefaR aus
der Halterung entfernt.

9. Nun werden 1-2ml Elutionspuffer hinzugefugt und mit den Magnetkugelchen
und dem DNA-Pellet 20 Sekunden lang gut vermischt.

Die Losung wird anschlieRend unter leichtem Schwenken flir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

10.Das Gefal® wird dann in der rechten Vertiefung des chemagic Stand 50k
positioniert und 3 Minuten stehengelassen, sodass sich die Magnetkigelchen
verteilen kénnen.

Nun wird das Eluat mit der gereinigten DNA extrahiert.
Die DNA-Konzentration der einzelnen Proben wurde nach der Extraktion mit dem

NanoDrop 8000 Microvolume UV-Vis Spectrophotometer der Firma Thermo Fisher

Scientific’® gemessen.
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2.2.2 Genotypisierung

Die Genotypisierung der DNA-Proben wurde ebenfalls am Institut fir Humangenetik
des Universitatsklinikums Bonn durchgefuhrt. Sie erfolgte genomweit mit Hilfe zweier
Microarray Bio-Chips der Firma lllumina: Infinium Exome-24 BeadChip”! und Infinium
OmniExpress-24 BeadChip2.

Bei DNA-Microarray handelt es sich um eine moderne Technik zur Bestimmung der
Genexpression, welche die parallele Analyse mehrerer tausender DNA-Sequenzen
und ihrer Variationen ermdglicht. Die Methode basiert auf der Hybridisierung
komplementarer Nukleinsduren. Die Arbeitsschritte der Genotypisierung werden in

Anlehnung an den Infinium HTS Assay Protocol User Guide’? folglich kurz dargestellt:

Tag 1:

1. Die DNA-Proben werden fur die Amplifikation denaturiert und neutralisiert.

2. Die Amplifikation erfolgt anschliefend wahrend einer Inkubation Gber Nacht.

Tag 2:

3. Die amplifizierte DNA wird nun durch einen kontrollierten enzymatischen
Prozess fragmentiert.

4. Anschlieliend wird die DNA mit Isopropanol ausgefallt und bei 4 Grad
zentrifugiert, sodass die DNA-Fragmente akkumulieren.

5. Mit einem Hybridisierungspuffer wird die DNA als Vorbereitung auf die
Hybridisierung resuspendiert.

6. Die DNA-Probe wird auf den BeadChip aufgetragen und mithilfe der IntelliHyb
Dichtung verteilt. Der beladene BeadChip wir nun Uber Nacht im lllumina
Hybridization Oven inkubiert, sodass sich die Hybridisierung von DNA-

Fragmenten und Gensonden stattfinden kann.
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Tag 3:

7. Nicht gebundene und unspezifisch gebundene DNA wird in Vorbereitung auf
Extension und Farbung abgewaschen.

8. Der Extensions- und Farbungsprozess findet in einer kapillaren
Durchflusskammer statt. Hierbei werden die Gensonden um ein Nukleotid
verlangert, wobei die Probe-DNA als Matrize verwendet wird. An diese
Nukleotide ist jeweils gruner oder roter Fluoreszensfarbstoff gebunden.

9. Der gefarbte BeadChip wird nun vom lllumina HiScan / iScan System gescannt,
wobei mithilfe eines Lasers der gebundene Farbstoff zum fluoreszieren
angeregt wird. Das Scan-System produziert hochaufgeloste Bilder des

Fluoreszens-Musters und leitet hieraus den Genotyp ab.

2.3 Literaturrecherche

Es erfolgte eine systematische Literaturrecherche mit dem Ziel, genetische Varianten
des Wnt- und PI3K/AKT-Signalweges auszuwahlen, die eine Assoziation mit dem
Ansprechen auf antidepressive Pharmakotherapie aufweisen und deren Einfluss auf
Lithiumresponse bei LA in der unipolaren Depression untersucht werden soll. Das
Flussdiagramm in Abbildung 3 gibt eine Ubersicht (iber das Vorgehen bei der

Literaturrecherche. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte erlautert.

2.3.1 Auflistung der Proteine

Im ersten Schritt wurde eine Auflistung aller Proteine aus Wnt- und PI3K/AKT-
Signalweg in Anlehnung an Pathway-Maps aus der ,KEGG-Pathway-Database”
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)’* erstellt. Diese Datenbank beinhaltet
eine Sammlung aller Proteine und proteinkodierenden Gene molekularer Signalwege,
welche Inhalt der Forschung darstellen bzw. zu denen Publikationen veroffentlicht

wurden.
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2.3.2 PubMed-Suche

AnschlieBend wurde die biomedizinische Datenbank PubMed im Juli 2017 nach
Publikationen durchsucht, in welchen ein mdglicher Bezug zwischen genetischen
Varianten (SNPs) der gelisteten Proteine und dem Ansprechen auf antidepressive
Pharmakotherapie untersucht wird. Hierbei wurde fur jedes einzelne gelistete Protein

folgende Suchbegriff-Kombination eingegeben:

Name des Proteins AND polymorphism, geneticlMeSH Terms] AND depression AND

((antidepressant OR lithium) OR (response OR remission)) Filters: Humans

Abbildung 3: Schritte der Literaturrecherche
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2.3.3 Selektion von Publikationen

Aus den Suchergebnissen erfolgte eine Selektion von Publikationen, in denen
Response und/oder Remission bei antidepressiver Pharmakotherapie in der

unipolaren Depression Gegenstand der Untersuchung ist.

2.3.4 Auswahl priorisierter SNPs

Aus den selektierten Publikationen erfolgte daraufhin die Auswahl priorisierter SNPs

nach folgenden Kriterien:

- Der SNP ist mit Response und/oder Remission bezlglich antidepressiver
Pharmakotherapie assoziiert.

- Das Signifikanzniveau liegt bei p < 0,05 bzw. p = 5x108

- Die Signifikanz bleibt nach Hinzuflgen von Kovariaten, Korrektur fur multiples

Testen oder Replikation in einer unabhangigen Stichprobe erhalten.

2.3.5 Prufung der Proxy-Beziehungen und der Microarray Bio-Chips

Die ausgewahlten SNPs wurden mithilfe des ,SNP Annotation and Proxy Search®-
Systems (SNAP)”® einer Kopplungsanalyse unterzogen. Ziel war es, SNPs
benachbarter Genorte zu identifizieren, die haufiger gemeinsam vererbt werden, als
durch Zufall in einer Population zu erwarten ware (Proxy-SNPs). Dies SNPs befinden

sich in einem Kopplungsungleichgewicht bzw. linkage disequlibrium (LD).

Zunachst wurden die Proxy-Beziehungen der ausgewahlten SNPs untereinander
untersucht. Hierbei wurde der Grenzwert flr r? bei < 0,8 (0 = kein LD; 1 = volles LD)
und der SNP-Abstand bei > 500 Basenpaaren festgelegt. SNPs, die in Proxy-
Beziehung, also in starkem LD mit r?2 > 0.8, zu einem anderen SNP aus der Auswahl

standen, wurden ausgeschlossen.

Weiterhin wurden die fur diese Untersuchung verwendeten Microarray Bio-Chips
»Infinium Exome-24“ und ,Infinium OmniExpress-24“ am Institut fur Psychiatrische

Phanomik und Genomik der Universitatsklinik Minchen auf die SNP-Auswahl hin
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durchsucht. SNPs, die nicht auf den Chips gefunden werden konnten, wurden an
dieser Stelle erneut mithilfe des SNAP einer genomweiten Kopplungsanalyse
unterzogen und die beiden Chips wiederholt auf die gefundenen Proxy-SNPs hin

gepruft.

Aus diesem Vorgehen ergab sich eine SNP-Auswahl, bestehend aus SNPs und Proxy-

SNPs, welche auf Remission unter LA hin untersucht werden konnte.

2.4 Statistische Analysen

Die Datenauswertung und statistischen Rechnungen erfolgten mit dem Statistical
Package for Social Science (SPSS), Version 24 der Firma IBM. Im Rahmen der
Darstellung demographischer und klinischer Daten wurde flr kategoriale Variablen die
absolute Haufigkeit und der prozentuale Anteil, fur metrische Variablen der Mittelwert

und die Standardabweichung beschrieben.

2.4.1 Dropout

Die Stichprobe wurde weiterhin auf eine mdgliche Populations-Stratifizierung hin
untersucht. Das Phanomen der Populations-Stratifizierung kann als potentieller
Confounder auftreten, wenn abstammungsbezogene Unterschiede in den Allel-
Frequenzen der Stichprobe bestehen. Zunachst wurden die Daten der Stichprobe
gemeinsam mit den Daten aus der dritten Phase des ,International HapMap Project’®
analysiert. Das ,International HapMap Project® stellt eine Kartographierung der
Haplotypen des menschlichen Genoms auf Basis von 1301 DNA-Proben zur
Verfigung. AnschlieRend wurde eine Hauptkomponentenanalyse mit dem smartpca-
Programm (Version 13050) durchgefihrt, um Abstammungs-Komponenten zu
berechnen. Auf Basis der Visualisierung der ersten beiden Hauptkomponenten
konnten Probanden mit hoher genetischer Abweichung von der kaukasischen
Ethnizitat identifiziert werden. Um Populations-Stratifizierung als Confounder
auszuschlieBen wurde folglich das Vorliegen einer kaukasischen Ethnizitat als

Dropout-Kriterium festgelegt.
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Um weitere potentielle Confounder bei der Untersuchung des Therapieansprechens
unter Lithiumaugmentation auszuschlieBen, wurden von der Arbeitsgruppe flr
Affektive Storungen der Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie der Charité Campus

Mitte insgesamt 6 Dropout-Kriterien ausgearbeitet:

- Die LA-Behandlung muss mindesten fur 28 Tage erfolgt sein

- Es darf kein Diagnosewechsel erfolgen

- Der HAMD-Wert bei Baseline muss <12 Punkte betragen

- Es darf keine unzulassige Vormedikation eingenommen werden

- Es darf keine unzulassige Begleitmedikation eingenommen werden

- Es muss eine kaukasische Ethnizitat vorliegen

Probanden, die diese Kriterien nicht erfullten wurden von den statistischen Analysen

ausgeschlossen.

2.4.2 Cox-Regressionsanalyse

Fir die vorliegende Untersuchung wurde die Cox-Regressionsanalyse als
statistisches Verfahren gewahlt. Die Cox-Regressionsanalyse ermoglicht die
Untersuchung des Eintrittszeitpunktes eines Ereignisses, in diesem Fall das Eintreten
von Remission unter LA bei TRD. Weiterhin kann der Einfluss unabhangiger Variablen,
hier die ausgewahlten SNPs aus Wnt- und PI3K/AKT-Signalweg, auf die Zeit bis zum
Ereigniseintritt analysiert werden. Hierbei wird angenommen, dass der Einfluss einer
Variable auf das betreffende Ereignis Uber die Zeit konstant ist. Das bedeutet, dass
mithilfe der Cox-Regressionsanalyse die Remissionswahrscheinlichkeit auch tber den
Zeitpunkt des Studienendes hinaus abgeschatzt werden kann, wenn ein Patient bei
der letzten Visite noch kein Therapieansprechen gezeigt hat. Die Ergebnisse der Cox-

Regressionsanalyse wurden mit Hazard Ratio und p-Wert (p) beschrieben.

2.4.3 Screening

Fir jeden einzelnen SNP aus der SNP-Auswahl wurde eine univariate Screening-
Analyse auf Basis der Cox-Regression durchgefuhrt, um den jeweiligen Effekt der

SNPs auf Remission unter LA zu untersuchen. Anlehnend an die Ergebnisse einer

24



Simulations-Studie zu Confounder-Selektions-Strategien von Maldonado et al. wurde

hier ein hdheres Signifikanzniveau von p < 0,15 gewahilt.

2.4.4 Multivariate Analysen

SNPs, deren p-Werte im Screening innerhalb des Signifikanzniveaus lagen, wurden in
einem multivariaten Rechenmodell weiter untersucht. Als potentielle Einflussfaktoren

auf das Therapieansprechen wurden folgende Kovariaten hinzugefugt:

- HAMD-Wert bei Baseline
- Alter
- Geschlecht

- Vorliegen eines suffizienten LS > 0,5 mmol/l Gber mindestens 14 Tage

Dieses Rechenmodell wurde ebenfalls zur Untersuchung der Genotypen der SNPs

eingesetzt. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt.

Die Prufung einer moglichen Abweichung vom Hardy Weinberg Gleichgewicht der
signifikanten SNPs wurde durch Dr. rer. nat. Urs Heilbronner vom Institut fur
Psychiatrische Phanomik und Genomik der Universitatsklinik Minchen mit der
Software PLINK 1.977 durchgefiihrt.

2.4.5 Interaktion

Weiterhin wurde gepruft, ob die Effekte der SNPs bzw. Genotypen mit signifikanten p-
Werten unabhangig voneinander bestanden oder ob eine Interaktion nachzuweisen
war. Hierzu wurden die entsprechenden SNP- bzw. Genotyp-Variablen sowie ihr
Interaktionsterm  (SNP*SNP  bzw. Genotyp*Genotyp) in ein multivariates

Regressionsmodell integriert. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Stichprobe

Zum Zeitpunkt der Datenauswertung waren 230 Probanden in die ALIA/ELIA-Studie

eingeschlossen. Die gesamte Stichprobe bestand demnach aus 230 Patienten.

3.1.1 Dropout

FUr die Datenauswertung und die statistischen Analysen wurde aus der gesamten
Stichprobe eine Auswahl an Probanden getroffen, welche die in 2.4.1 genannten
Dropout-Kriterien erflllten. Probanden, die ein oder mehrere Kriterien nicht erfullten,
wurden als Dropouts gewertet und nicht in die Auswahl einbezogen. Hierzu gehorten
8 Probanden mit unzulassiger Vormedikation, 10 Probanden mit unzuldssiger
Begleitmedikation, 4 Probanden aufgrund eines Diagnosewechsels, 4 Probanden mit
HAMD bei Baseline unter 12 Punkten, 62 Probanden mit einer Behandlungsdauer von
unter 28 Tagen, 5 Probanden mit nicht-kaukasischer Ethnizitdt und 10 Probanden
wegen fehlender Genotypisierung bei fehlenden oder nicht verwendbaren Blutproben.
Zwei Probanden verstarben im Studienverlauf. Bei einigen Dropout-Probanden trafen
zwei oder mehr Dropout-Kriterien zu. Insgesamt wurden 82 Patienten aus der
gesamten Stichprobe ausgeschlossen, sodass die Daten von 148 fur eine Per-
protocol-Analyse zur Verfugung standen. Im Folgenden werden diese 148 Patienten
als Per-protocol-Sample (PP-Sample) bezeichnet. Abbildung 4 veranschaulicht den

Prozess der Patientenselektion.
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Abbildung 4: Patientenselektion nach Dropout-Kriterien
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Quelle: Eigene Darstellung. Selektion des Per-protocol-Samples anhand der 6 festgelegten
Dropoutkriterien (siehe 2.4.1). Hinzu kamen Dropouts durch fehlende Genotypisierung und Tod von
Probanden im Studienverlauf.

3.1.2 Alter und Geschlecht

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Altersverteilung im PP-Sample

Variable N MW SD

Alter (Jahre) 148 48,6 13,80

N = Anzahl; MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Geschlechterverteilung im PP-Sample

Variable N %
Geschlecht
Weiblich 92/148 62,2%
Mannlich 56/148 37,8%

N = Anzahl; % = Prozentualer Anteil
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Der Mittelwert im Alter der Probanden lag bei 48,6 Jahren. Von insgesamt 148
Probanden waren 92 weiblich (62,2%) und 56 mannlich (37,8%).

3.1.3 Aktuelle depressive Episode

Tabelle 3: Parameter zur aktuellen depressiven Episode im PP-Sample
Variable N %

Schwere der aktuellen Episode

Leicht (HAMD-17 8-14 Punkte) 11/147 7,4%
Mittel (HAMD-17 15-25 Punkte) 101/147 68,2%
Schwer (HAMD-17 = 26 Punkte) 35/147 23,6%
Dauer der aktuellen Episode
< 1 Monat 7/146 4,7%
< 3 Monate 23/146 15,5%
< 6 Monate 42/146 28,4%
<1 Jahr 30/146 20,3%
< 2 Jahre 21/146 14,2%
< 5 Jahre 17/146 11,5%
<10 Jahre 2/146 1,4%
>10 Jahre 4/146 2,7%

Therapieresistenzlevel

Stadium 1 5/147 3,4%
Stadium 2 60/147 40,5%
Stadium 3 34/147 23,0%
Stadium 4 40/147 27,0%
Stadium 5 8/147 5,4%

N = Anzahl; % = Prozentualer Anteil; HAMD = Hamilton Depression Rating Skala

In der ersten Visite vor Beginn der Lithiumaugmentation wurde die Schwere der
aktuellen depressiven Episode anhand des erreichten Punktwertes in der Hamilton
Depressions-Skala mit 17 Items (HAMD-17) ermittelt. Eine leichte Depression wurde
bei 8-14 Punkten, eine mittelschwere Depression bei 15-25 Punkten und eine schwere
Depression bei = 26 Punkten diagnostiziert. Die meisten Patienten (68,2%) litten an

einer mittelschweren Depression, gefolgt von 23,6% mit schwerer Depression. Bei
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70% der Patienten dauerte die aktuelle depressive Episode seit weniger als einem

Jahr an.

Basierend auf den bereits stattgefundenen Therapieversuchen wurde das
Therapieresistenzlevel der Patienten nach dem Schema von Thase and Rush
(Erlauterung siehe 2.1.6.1) festgelegt. 60 Patienten (40,5%) wurden hierbei Stadium 2
zugeordnet, sie hatten also schon 2 adaquate Therapieversuche mit 2 AD
unterschiedlicher Wirkstoffklassen erfolglos durchgefuhrt. Weitere 74 Patienten (50%)
wurden Stadium 3 und 4 zugeordnet und wurden neben 2 adaquaten
Therapieversuchen einer weiteren Behandlung mit einem trizyklischen
Antidepressivum (TCA) oder zwei weiteren Behandlungen mit einem TCA und einem

MAO-Hemmer unterzogen.

3.1.4 Aktuelle Pharmakotherapie

Tabelle 4: Verteilung der antidepressiven Medikation und der Komedikation im PP-
Sample

Variable N %

Antidepressive Medikation

Selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI) 76/145 51,4%
Serotonin-Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer (SNRI) 35/144 23,6%
Trizyklisches Antidepressivum (TCA) 14/143 9,5%
Noradrenalin-Dopamin-Wiederaufnahmehemmer (NDRI)  8/143 5,4%
MT-Agonist und 5HT2c-Antagonist (Agomelatin) 4/143 2,7%
Alpha2-Antagonist (Mirtazapin) 27/143 18,2%
MAO-Hemmer 4/143 2,7%

Komedikation

Atypisches Antipsychotikum 42/143 28,5%
Antiepileptikum 10/143 6,8%
Benzodiazepin 35/140 23,6%
Niederpotentes Neuroleptikum 4/141 2,7%

N = Anzahl; % = Prozentualer Anteil

Um in die ALIA/ELIA-Studie aufgenommen zu werden, mussten Probanden

mindestens 4 Wochen lang eine antidepressive Medikation eingenommen haben.
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SSRI stellten hierbei mit 51,4% den groRten Anteil an eingesetzter antidepressiver
Pharmakotherapie. Es folgten SNRI mit 23,6% und alpha2-Antagonisten (Mirtazapin)
mit 18,2%. Die am haufigsten verabreichten Komedikationen waren atypische

Antipsychotika mit 28,5% und Benzodiazepine mit 23,6%.

3.1.5 Lithiumspiegel

Tabelle 5: Daten zum LS im Studienverlauf im PP-Sample
Variable N %

Mind. ein LS = 0,4 mmol/| 146/148 98,6%
Mind. 14 Tage suffizienter LS = 0,5 mmol/I 135/148 91,2%

N = Anzahl; % = Prozentualer Anteil; LS = Lithiumspiegel

Bei 146 Probanden (98,6%) konnte im Verlauf der Studie mindestens ein LS von 20,4
mmol/l gemessen werden. Bei 135 Probanden stabilisierte sich ein suffizienter LS von

= 0,5 mmol/l Uber mindestens 14 Tage.

3.1.6 HAMD-Punktwert

Tabelle 6: Veranderung des HAMD-Punktwertes unter LA im PP-Sample

Variable N MW SD
HAMD-Punktwert bei erster Visite (vor LA) 148 21,8 5,09
HAMD-Punktwert bei letzter Visite (unter LA) 148 12,3 7,19
Reduktion im HAMD-Punktwert zwischen 148 9,5 7,14
erster und letzter Visite

Prozentuale Reduktion im HAMD-Punktwert 148 43,5 30,06

zwischen erster und letzter Visite

N = Anzahl; MW = Mittelwert; SD = Standardabweichung; HAMD = Hamilton Depression Rating Skala

Der Mittelwert des HAMD-Punktwertes lag vor Lithiumaugmentation bei 21,8 und sank
im Verlauf der Studie auf einen Mittelwert von 12,3. Dies entspricht einer Reduktion
von 9,5 Punkten (43,5%).
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3.1.7 Response und Remission

Tabelle 7: Haufigkeit des Erreichens von Response und Remission im PP-Sample

Variable N %
Response erreicht 70/148 47,3%
Remission erreicht 51/148 34,5%

N = Anzahl; % = Prozentualer Anteil

Von 148 Patienten konnten 70 (47,3%) eine Response und 51 (34,5%) eine Remission
unter Lithiumaugmentation erreichen. Response war hierbei definiert als Reduktion
des HAMD-Punktwertes = 50%, Remission als HAMD-Punktwert < 7 bei der letzten
Visite.

3.2 Literaturrecherche

An den 148 Probanden des PP-Samples sollte der Einfluss genetischer Varianten des
Whnt- und PISK/AKT-Signalweges auf das Therapieansprechen unter LA hin untersucht
werden. Hierzu erfolgte eine Literaturrecherche wie in 2.3 erlautert. Das
Flussdiagramm in Abbildung 5 veranschaulicht die Abfolge der Schritte in der

Literaturrecherche und die Ergebnisse der einzelnen Schritte.

3.2.1 Auflistung der Proteine aus Wnt- und PI3K/AKT-Signalweg

Auf Basis der Pathway-Maps aus der KEGG-Pathway-Database konnten insgesamt
128 Proteine, 75 fur den Wnt- und 53 flr den PI3K/AKT-Signalweg, gefunden werden.
Tabelle 16 und Tabelle 17 im Anhang zeigen eine Auflistung aller 128

proteinkodierenden Gene.
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Abbildung 5: Schritte der Literaturrecherche mit Ergebnissen
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3.2.2 PubMed-Suche

In der PubMed-Suche zu den 128 proteinkodierenden Genen wurden Ergebnisse zu
insgesamt 7 Genen, 5 aus dem Wnt-Signalweg (FRZB, APC, CREB1, CLOCK,
FKBP5) und 2 aus dem PI3K/AKT-Signalweg (AKT1, BCL2) gefunden. Die folgenden

zwei Tabellen geben eine Ubersicht tiber die verwendeten Suchbegriff-Kombinationen

und die Anzahl der Ergebnisse der PubMed-Suche zu diesen 7 Genen. Zu den Ubrigen

121 Genen wurden keine Ergebnisse gefunden.

Tabelle 8: Anzahl der Ergebnisse der PubMed-Suche zu Genen des Wnt- und
PI3K/AKT-Signalwegs

Gen Suchbegriff-Kombination Ergebnisse

WNT:

FRZB (((sfrp3) AND polymorphism, geneticlMeSH Terms]) AND 1
depression) AND ((antidepressant OR lithium) OR
(response OR remission)) Filters: Humans

APC (((apc) AND polymorphism, geneticlMeSH Terms]) AND 1
depression) AND ((antidepressant OR lithium) OR
(response OR remission)) Filters: Humans

CREB1 (((creb1) AND polymorphism, geneticlMeSH Terms]) AND 30
depression) AND ((antidepressant OR lithium) OR
(response OR remission)) Filters: Humans

CLOCK (((clock) AND polymorphism, geneticlMeSH Terms]) AND 21
depression) AND ((antidepressant OR lithium) OR
(response OR remission)) Filters: Humans

FKBP5 (((fkbp5) AND polymorphism, geneticlMeSH Terms]) AND 32

depression) AND ((antidepressant OR lithium) OR

(response OR remission)) Filters: Humans
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PI3K/AKT:
AKT1 (((akt1) AND polymorphism, geneticlMeSH Terms]) AND 1
depression) AND ((antidepressant OR lithium) OR

(response OR remission)) Filters: Humans

BCL2 (((bcl2) AND polymorphism, geneticlMeSH Terms]) AND 1
depression) AND ((antidepressant OR lithium) OR

(response OR remission)) Filters: Humans

FRZB = secreted frizzled-related protein 3; APC = adenomatous polyposis coli; CREB1 = cAMP
responsive element binding protein 1; CLOCK = circadian locomotor output cycles kaput; FKBP5 =
FK506 binding protein 5; AKT1 = RAC-alpha serine/threonine-protein kinase; BCL2 = B-cell lymphoma
protein

3.2.3 Selektion von Publikationen

Zu den genannten 7 Genen erschienen im Rahmen der PubMed-Suche insgesamt
102 Publikationen. 16 dieser Publikationen untersuchten unter anderem Response
und/oder Remission bei antidepressiver Pharmakotherapie in der unipolaren
Depression. In den weiteren 86 Publikationen wurden andere Fragestellungen
untersucht, zum Beispiel die Assoziation zwischen SNPs und Depression (unipolar
oder bipolar), Erkrankungsanfalligkeit, Suizidalitat, Schlafstérungen oder kognitiver

Dysfunktion.

3.2.4 Auswahl priorisierter SNPs

In den 16 selektierten Publikationen wurden insgesamt 401 SNPs aus Wnt- und
PI3K/AKT-Signalweg bezlglich Response und/oder Remission untersucht. Hiervon
zeigten 9 SNPs eine positive Assoziation (5 mit Response, 3 mit Remission, 1 mit
Response und Remission) bei einem p-Wert < 0,05. Die folgende Tabelle gibt eine
Ubersicht (iber die 9 SNPs, die fiir die weitere Untersuchung priorisiert wurden. Die
ubrigen 392 SNPs wiesen in der Literatur keine Assoziation mit Response und/oder

Remission nach unseren Kriterien auf und wurden somit nicht weiter untersucht.
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Tabelle 9: Ubersicht (iber die priorisierten SNPs aus den selektierten Publikationen
mit zugehorigen p-Werten und Assoziationen

Gen priorisierte SNPs  Assoziation p Publikation
WNT:
FRZB rs1530056 Response 0,038 Jang et al., 2013
PMID 23207650
CREB1 rs889895 Remission 0,02 Calati et al., 2013
PMID 23537502
rs7569963 Remission 0,015 Seretti et al., 2011
PMID 20643483
CLOCK rs3736544 Response/ 0,007/ Kishi et al., 2009
Remission 0,008 PMID 19347611
FKBP5 rs352428 Response 0,003 Ellsworth et al.,
2013
PMID 23324805
rs1360780 Response 0,04 Kirchheiner et al.,
2008
PMID 18597649
0,02 Binder et al., 2004
PMID 15565110
rs3800373 Response 0,04 Kirchheiner et al.,
2008
PMID 18597649
rs4713916 Remission 0,049 Lekman et al.,
2008
PMID 18191112
PI3K/AKT:
AKTA1 rs1130214 Response 0,017 Losenkov et al.,

2016
PMID 26515520

FRZB = secreted frizzled-related protein 3; CREB1 = cAMP responsive element binding protein 1;
CLOCK = circadian locomotor output cycles kaput; FKBP5 = FK506 binding protein 5; AKT1 = RAC-
alpha serine/threonine-protein kinase; p = p-Wert; PMID = PubMed-ldentifikationsnummer

35



3.2.5 Prufung der Proxy-Beziehungen und der Microarray Bio-Chips

Auf den Microarray Bio-Chips, mit denen die Genotypisierung durchgeflhrt wurde,
konnten 3 der 9 priorisierten SNPs (rs1530056, rs352428, rs3800373) identifiziert
werden. Unter den 9 priorisierten SNPs wurde eine Proxy-Beziehung entdeckt, hierbei
bestand zwischen rs3800373 und rs1360780 ein Kopplungsungleichgewicht von r? =
0,914. Als Proxy von rs3800373 konnte rs1360780 von der weiteren Untersuchung

ausgeschlossen werden.

Die restlichen 5 SNPs wurden einer genomweiten Kopplungsanalyse unterzogen, um
mogliche Proxy-SNPs fur die weiterfuhrenden Analysen zu finden. Fir 3 SNPs wurden
Proxy-SNPs gefunden, welche auf den Bio-Chips identifiziert werden konnten. Fur
rs3736544 konnte kein Proxy-SNP gefunden werden und fir rs1130214 war kein
Proxy-SNP auf den Bio-Chips vorhanden, sodass auch diese SNPs nicht weiter

untersucht werden konnten.
Die 6 SNPs und Proxy-SNPs aus dem Wnt-Signalweg, die in den folgenden
statistischen Analysen auf eine Assoziation mit Remission unter LA gepruft wurden,

sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Ubersicht tiber die SNP-Auswahl fur die statistischen Analysen

Gen SNPs Proxy-SNPs
WNT:
FRZB rs1530056
CREB1 rs889895 rs2709373
rs7569963 rs12477677
FKBP5 rs352428
rs3800373
rs4713916 rs9380526

Fett und kursiv = SNPs und Proxy-SNPs, die fir die statistischen Analysen ausgewahlt wurden

36



3.3 Statistische Analysen

3.3.1 Screening

Im univariaten Screening wurden zunachst die Allel-Variablen der 6 selektierten SNPs
auf eine mdgliche Assoziation mit Remission unter LA hin untersucht. Als Allel-Variable
wird hier eine kategoriale Variable bezeichnet, die alle drei Allel-Kombinationen bzw.
Genotypen beinhaltet. Als Referenz wurde jeweils der Genotyp mit dem haufigsten

Auftreten gewahlt.

Fir rs1530056 (p = 0,134) und rs12477677 (p = 0,084) konnte in der univariaten Cox-
Regressionsanalyse ein p-Wert < 0,15 gefunden werden. Auch der rs1530056 GG-
Genotyp (p = 0,052) sowie der rs12477677 CC-Genotyp (p = 0,030) zeigten im
Screening p-Werte deutlich unterhalb des festgelegten Signifikanzniveaus. Wie aus
Abbildung 6 und 7 hervorgeht, zeigen diese beiden Genotypen eine im Vergleich
deutlich erhdhte Remissionswahrscheinlichkeit. Tabelle 11 zeigt die Screening-

Ergebnisse der 6 selektierten SNPs.

Tabelle 11: Ergebnisse des univariaten Screenings fur Remission unter LA mit Allel-
Variablen

Variable (SNP) N HR (95% KIl) p

rs1530056 148 0,134
rs1530056 AA vs. GA 148 1,181 (0,578 — 2,412) 0,647
rs1530056 GG vs. GA 148 1,881 (0,993 — 3,561) 0,052
rs2709373 148 0,917
rs2709373 CT vs. TT 148 0,884 (0,482 — 1,620) 0,690
rs2709373 CC vs. TT 148 0,853 (0,116 — 6,251) 0,875
rs12477677 148 0,084
rs12477677 CTvs. TT 148 1,042 (0,559 — 1,873) 0,940
rs12477677 CCvs. TT 148 2,684 (1,097 — 6,565) 0,030
rs352428 GA vs. GG 148 0,669 (0,313 — 1,427) 0,298

(AA-Allel nicht vorhanden)
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rs3800373 148 0,669

rs3800373 GT vs. TT 148 0,778 (0,423 — 1,432) 0,419
rs3800373 GG vs. TT 148 0,700 (0,168 — 2,925) 0,625
rs9380526 148 0,442
rs9380526 CT vs. TT 148 0,683 (0,380 — 1,228) 0,203
rs9380526 CC vs. TT 148 0,922 (0,280 — 3,035) 0,893

N = Anzahl; HR = Hazard Ratio; KI = Konfidenzintervall; p = p-Wert; Fett und kursiv = SNPs mit p-
Wert < 0,15

Abbildung 6: Behandlungsdauer bis zur Remission unter LA fur rs1530056

Uberlebensfunktion fiir Muster 1 - 3

_ rs1530056
1,0 L Allele
. - I aa
| L gg
LL
0,81 1
[~ n 1
& ‘ l__
£ ] g
& | L
B | 0.6 — L‘
E' |
-
~ 4
0,44 |
0,24
1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60
Zeit in Tagen von V1 bis zur Remission bzw.
Behandlungsdauer

GA = Genotyp GA, Referenz; AA = Genotyp AA vs. GA; GG = Genotyp GG vs. GA; V1 = Visite 1

38



Abbildung 7: Behandlungsdauer bis zur Remission unter LA flr rs12477677
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TT = Genotyp TT, Refrenz; CT = Genotyp CT vs. TT; CC = Genotyp CC vs. TT; V1 = Visite 1

3.3.2 Multivariate Analysen

Rs1530056 und rs12477677 wurden in einem multivariaten Regressionsmodell mit
Allel-Variablen unter Einbezug relevanter Kovariaten (HAMD bei Baseline, Alter,
Geschlecht, suffizienter LS > 0,5 mmol/l Gber mindestens 14 Tage) weiter untersucht.
Fur beide SNPs konnte keine signifikante Abweichung vom Hardy Weinberg
Gleichgewicht beobachtet werden (rs1530056: p = 0,1019; rs12477677: p = 0,826).

Das multivariate Regressionsmodell mit Allel-Variablen ergab signifikante p-Werte (p
<0,05) firdenrs12477677 SNP (p = 0,033) und seinen CC-Genotyp (p =0,011) sowie
fir den rs1530056 GG-Genotyp (p = 0,036). Einen Uberblick iber die Ergebnisse der

multivariaten Analyse mit Allel-Variablen gibt Tabelle 12.
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Tabelle 12: Ergebnisse des multivariaten Regressionsmodells fur Remission unter LA
mit Allel-Variablen

Variable (SNP/Kovariate) N HR (95% Kil) p

rs1530056 148 0,106
rs1530056 AA vs. GA 148 1,268 (0,614 — 2,617) 0,521
rs1530056 GG vs. GA 148 2,014 (1,045 — 3,881) 0,036
rs12477677 148 0,033
rs12477677 CTvs. TT 148 1,018 (0,549 — 1,888) 0,954
rs12477677 CCvs. TT 148 3,329 (1,321 — 8,398) 0,011
HAMD 148 0,901 (0,845 — 0,960) 0,001
Alter 148 1,017 (0,996 — 1,039 0,106
Geschlecht 148 0,808 (0,453 — 1,441) 0,470
Suffizienter LS 148 5,001 (0,685 -36,530) 0,113

N = Anzahl; HR = Hazard Ratio; KI = Konfidenzintervall; p = p-Wert; HAMD = Hamilton Depression
Scale bei Baseline; Suffizienter LS = Suffizienter Lithiumspiegel > 0,5 mmol/l Gber mindestens 14
Tage; Fett und kursiv = SNPs mit p-Wert < 0,05

Weiterhin wurden der rs1530056 GG-Genotyp und der rs12477677 CC-Genotyp in
einem multivariaten Regressionsmodell mit Genotyp-Variablen unter Einbezug
relevanter Kovariaten (HAMD bei Baseline, Alter, Geschlecht, suffizienter LS > 0,5
mmol/l Uber mindestens 14 Tage) untersucht. Eine Genotyp-Variable ist eine
kategoriale dichotome Variable, in der der signifikante Genotyp gegen die ubrigen

Genotypen gerechnet wurde.

Das multivariate Regressionsmodell mit Genotyp-Variablen ergab signifikante p-Werte
fur den rs1530056 GG-Genotyp (p = 0,039) sowie flr den rs12477677 CC-Genotyp (p
=0,008). Einen Uberblick tiber die Ergebnisse der multivariaten Analyse mit Genotyp-
Variablen gibt Tabelle 13.
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Tabelle 13: Ergebnisse des multivariaten Regressionsmodells fur Remission unter LA
mit Genotyp-Variablen

Variable (SNP/Kovariate) N HR (95% KIl) p

rs1530056 GG vs. GA/AA 148 0,543 (0,304 — 0,970) 0,039
rs12477677 CCvs. CT/TT 148 0,298 (0,122 — 0,732) 0,008
HAMD 148 0,901 (0,846 — 0,960) 0,001
Alter 148 1,017 (0,996 — 1,038) 0,120
Geschlecht 148 0,799 (0,449 — 1,422) 0,445
Suffizienter LS 148 4,971 (0,682 - 36,214) 0,113

N = Anzahl; HR = Hazard Ratio; KI = Konfidenzintervall; p = p-Wert; HAMD = Hamilton Depression
Scale bei Baseline; Suffizienter LS = Suffizienter Lithiumspiegel > 0,5 mmol/l Gber mindestens 14
Tage; Fett und kursiv = SNPs mit p-Wert < 0,05

3.3.3 Interaktion

Das Regressionsmodell zur Prifung der SNP-SNP-Interaktion mit Allel-Variablen
ergab keine Signifikanz fur die Interaktionsterme aller vier Allel-Kombinationen. Die

Effekte der Allel-Variablen bestehen demnach unabhangig voneinander.

Tabelle 14: Ergebnisse des Regressionsmodells zur Prafung der Interaktion zwischen
den SNPs mit Allel-Variablen

Variable (SNP/IT) N HR (95% Kl) D
rs1530056 148 0,071
rs1530056 AA vs. GA (1) 148 1,351 (0,503 - 3,633) 0,551
rs1530056 GG vs. GA. (2) 148 2,672 (1,122 -6,364) 0,026
rs12477677 148 0,476
rs12477677 CT vs. TT (1) 148 1,808 (0,697 — 4,691) 0,224
rs12477677 CC vs. TT (2) 148 1,249 (0,158 —9,898) 0,833
rs1530056 * rs12477677 148 0,270
rs1530056 (1) * rs12477677 (1) 148 0,419 (0,080 —2,198) 0,304
rs1530056 (1) * rs12477677 (2) 148 3,230 (0,272 - 38,312) 0,353
rs1530056 (2) * rs12477677 (1) 148 0,333 (0,084 —1,312) 0,116
rs1530056 (2) * rs12477677 (2) 148 4,822 (0,364 — 63,843) 0,233

IT = Interaktionsterm; N = Anzahl; HR = Hazard Ratio; KI = Konfidenzintervall; p = p-Wert
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Das Regressionsmodell zur Prifung der SNP-SNP-Interaktion mit Genotyp-Variablen
ergab keine Signifikanz fur den Interaktionsterm rs1530056 GG * rs12477677 CC. Die

Effekte der Genotyp-Variablen bestehen demnach unabhangig voneinander.

Tabelle 15: Ergebnisse des Regressionsmodells zur Prafung der Interaktion zwischen
den Genotypen mit Genotyp-Variablen

Variable (Genotyp/IT) N HR (95% Kil) p

rs1530056 GG vs. GA/AA 148 0,187 (0,033 — 1,063) 0,059
rs12477677 CC vs. CT/TT 148 0,138 (0,030 — 0,629) 0,011
rs1530056 GG * rs12477677 CC 148 3,069 (0,490 — 19,238) 0,231

IT = Interaktionsterm; N = Anzahl; HR = Hazard Ratio; KI = Konfidenzintervall; p = p-Wert
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Genpolymorphismen der GSK3R-vermittelten
Signalkaskaden (Wnt/R-Catenin- und PI3K/AKT-Signalweg) zu identifizieren, die mit
dem Ansprechen auf LA bei unipolar depressiven Patienten assoziiert sind. Hierzu
erfolgte eine systematische Literaturrecherche mit PubMed nach festgelegten
Kriterien. Die verwendeten Daten entstammen der ALIA/ELIA-Studie. Diese zeichnet
sich durch das bis dato groRte Sample an Probanden mit TRD aus, die mit LA
behandelt wurden. Die Ergebnisse der statistischen Analysen basieren auf den Daten
von 148 therapieresistenten unipolar depressiven Patienten, die eine LA erhalten

haben.

Es konnten zwei SNPs des Wnt/3-Catenin-Signalweges identifiziert werden, die mit
einer hoheren Remissionswahrscheinlichkeit unter LA einhergehen. Der Proxy-SNP
rs12477677 zeigte eine signifikante Assoziation mit Remission, wobei Trager des CC-
Genotyps eine zwei- bis dreifach erhdohte Remissionswahrscheinlichkeit aufwiesen.
Auch der GG-Genotyp des SNPs rs1530056 war mit Remission assoziiert. Die Effekte
der beiden SNPs und ihren Genotypen bestanden unabhangig voneinander. Fur SNPs
des PI3K/AKT-Signalweges wurde keine Assoziation mit Remission unter LA

gefunden.

Im Folgenden werden relevante Ergebnisse, Methoden sowie Starken und Schwachen

der vorliegenden Arbeit diskutiert.

4.1 Relevante Ergebnisse

4.1.1 FRZB-SNP rs1530056

Die vorliegende Untersuchung zeigte eine signifikante Assoziation von rs1530056 mit
Remission unter LA. Rs1530056 ist ein SNP des FRZB-Gens, das fur das Protein
SFRP3 (Secreted frizzled-related protein 3) kodiert. Rs1530056 befindet sich auf

Chromosom 2 an Position 182830118 in einem translatierten Bereich am 3'-Ende des
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Gens®378, SFRP3 fungiert als Antagonist von Wnt. Es hindert Wnt an der Bindung an
seinen membranstandigen Rezeptor und inaktiviert somit den Wnt/3-Catenin-
Signalweg’®. Folglich wird R-Catenin weiter abgebaut und die Genaktivierung bleibt
inhibiert.

Rs1530056 wurde im Rahmen der Literaturrecherche auf Basis einer Untersuchung
von Jang et al.® fiir die statistischen Analysen ausgewahit. Diese ist bisher die einzige
Forschungsgruppe, die Untersuchungen zu SFRP3 im Zusammenhang mit

Depression und ihrer Behandlung publiziert hat.

In dem selektierten Paper berichteten Jang et al. eine Assoziation von rs1530056 mit
partieller Response; dabei zeigten A-Allel-Trager insgesamt ein besseres Ansprechen
auf AD-Therapie als G-Allel-Trager®. Die Prifung einer offentlichen Datenbank zu
Assoziationen von SNPs und Genexpression zeigte zudem eine geringere FRZB-
Expressionsrate bei A-Allel-Tragern®. Niedrigere SFRP3-Konzentrationen gingen
also mit verminderter Wnt-Antagonisierung und somit erhdhter Wnt-Signalweg-
Aktivierung einher, welche Neuroprotektion und synaptische Plastizitat fordert882,
Diese Ergebnisse verweisen auf eine funktionelle Relevanz von rs1530056 durch

Regulation der FRZB-Expression bei AD-Response®3.

Die Untersuchung von Jang et al. geht zurtck auf Vorergebnisse einer praklinischen
Studie derselben Arbeitsgruppe zur Genexpression unter Elektrokrampftherapie, in
der nach regelmaliger elektrokonvulsiver Stimulation stark reduzierte SFRP3-
Konzentrationen in Maus-Hippocampi gefunden wurden. Auch unter kontinuierlicher
SSRI-Behandlung wurde eine hippocampale SFRP3-Suppression festgestellt 8. Um
die mogliche Bedeutung der SFRP3-Reduktion als Mediator antidepressiver Effekte
zu prufen, fuhrten Jang et al. Verhaltensanalysen an SFRP3-Knockout-Mause durch.
Hierbei zeigten Knockout-Mause und heterozygote Mause ein deutlich starkeres
antidepressives Verhalten im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen. Der antidepressive
Effekt konnte durch SSRI-Gabe nicht gesteigert werden; die Gen-Suppression selbst
war also entscheidend fir den erzielten antidepressiven Effekt®®. Diese
Beobachtungen verweisen auf die Rolle von FRZB als Zielgen in der

Depressionsbehandlung.
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Im Bereich neuropsychiatrischer Forschung untersuchte die Arbeitsgruppe um
Inestrosa et al. die Rolle des Wnt-Signalweges fur die Entstehung und Behandlung
von Morbus Alzheimer; FRZB-1 antagonisierte hierbei die reparativen Effekte von Wnt-
Proteinen gegen neurotoxisches Beta-Amyloid®. FRZB und sein Proteinprodukt
fungieren hier also als Gegenspieler zu neuroprotektiven Prozessen. Diese
Ergebnisse stltzen die Berichte von Jang et al. zu FRZB als Antagonist

antidepressiver und neuroprotektiver Effekte.

DarlUber hinaus besteht eine begrenzte Anzahl an Untersuchungen zu FRZB und
seinem Protein SFRP3, diese beziehen sich vorwiegend auf den Zusammenhang mit
Tumor- und Skeletterkrankungen®8. In einer Fall-Kontroll-Studie mit kleiner Fallzahl
beschrieben Alanazi et al. eine starke Assoziation einer SFRP3-Variante mit einem
verminderten Erkrankungsrisiko fiir Brustkrebs?®’. Ein anderer FRZB-SNP zeigte sich
in einer retrospektiven Studie mit groRerem Sample mit der Entstehung von Knie-
Osteochondrose assoziiert’®. Die Aussagekraft fir einen Vergleich mit unserer
Untersuchung ist zwar begrenzt, da sich die Studien in Aufbau und Samplegrofie
sowie im untersuchten Gen-Polymorphismus von unserer unterscheiden. Jedoch
verdeutlichen diese Ergebnisse die Bedeutung von FRZB fur Differenzierung,

Proliferation und Regulierung zellularer Prozesse.

Interessanterweise zeigt die vorliegende Arbeit eine signifikante Assoziation des
rs1530056 GG-Genotyps mit dem Ansprechen auf LA (p = 0,036; HR = 2,014),
wahrend in der Studie von Jang et al. A-Allel-Trager eine bessere Response auf AD-
Behandlung aufwiesen. Anlehnend an die Ergebnisse von Jang et al. kann davon
ausgegangen werden, dass G-Allel-Trager im Verhaltnis zu A-Allel-Tragern hdhere
FRZB-Expressionsraten aufweisen®, was letztlich die Wnt-Aktivierung hemmen und
neuroprotektive Effekte vermindern wirde. Folglich waren GG-Genotyp-Trager
hdherer Neurotoxizitat ausgesetzt. Lithium wirkt direkt inhibierend auf die GSK30R,
wodurch der Wnt/R-Catenin-Signalweg disinhibiert und somit neuroprotektive Effekte
gesteigert werden®'. Rs1530056 GG-Genotyp-Trager konnten daher starker von
Neuroprotektion durch Lithium profitieren. Die Ergebnisse einer retrospektiven
Untersuchung von Bschor et al. unterstiitzen diese Uberlegung; schwer depressiv
erkrankte Patienten sprachen hier besser auf eine LA-Behandlung an*®. In Vorarbeiten

der eigenen Arbeitsgruppe zeigten zudem C-Allel-Trager des GSK3B} -50T/C SNPs
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eine signifikant bessere LA-Response verglichen mit T-Allel-Tragern®'. Das C-Allel
ging im Verhaltnis mit geringerer GSK3R-Transkription einher, was auf einen
funktionellen Effekt des SNPs schlieRen 13sst®®. SFRP3 fordert Uber Wnt-
Antagonisierung indirekt die Aktivitat der GSK3R. Hohe SFRP3-Level konnten also die
Aktivitat geringer GSK3R-Level stabilisieren, welche unter LA wiederum inhibiert

wiurde.

Im Vergleich zur Studie von Jang et al. mit 541 Probanden und Einbezug einer
Kontrollgruppe®? stand fiir unsere Untersuchung eine im Vergleich geringe Anzahl an
Patientendaten ohne Kontrollgruppe zur Verfugung, sodass die Moglichkeit eines
falsch positiven Ergebnisses berlcksichtigt werden sollte. Eine weitere Limitation
unserer Untersuchung gegenuber Jang et al. liegt im explorativen Ansatz ohne
Korrektur fur multiples Testen. Weitere Unterschiede sind zu nennen: Jang et al.
untersuchten partielle Response unter AD-Behandlung, definiert als 25% Minderung
der Symptomstarke, gemessen an wdchentlichen HAMD-Ratings, wobei die Patienten
im Schnitt 11 Wochen stationar verblieben®. Die vorliegende Arbeit untersuchte
hingegen Remission unter LA, definiert als HAMD < 7 bei der letzten Studienvisite nach
mindestens 4 Wochen LA-Behandlung und Erreichen eines suffizienten LS far
mindestens 14 Tage, sodass Mess- und Zeitkriterien hier klarer gesetzt wurden. Fur
die statistischen Analysen fuhrten Jang et al. Haplotyp-basierte Assoziationstests mit
dem frei zuganglichen Programm PLINK durch®. Unsere Arbeitsgruppe wahite die
Cox-Regressionsanalyse als statistisches Modell, fir die SPSS verwendet wurde.
Aufgrund der genannten Unterschiede sind die beiden Untersuchungen nur begrenzt
vergleichbar, beide Ergebnisse erweitern jedoch das Verstandnis der Bedeutung von

rs1530056 in der antidepressiven Behandlung.

Die vorgestellten Ergebnisse und Voruntersuchungen sprechen insgesamt fur einen
Einfluss von rs1530056 auf das Ansprechen auf LA. Daruber hinaus bestehen
Hinweise auf die funktionelle Relevanz des SNPs, die unsere Ergebnisse stlitzen. Die
hier gefundene Assoziation ist jedoch kritisch zu betrachten und sollte in einem
groReren Sample einschliel3lich einer Korrektur fur multiples Testen erneut untersucht
werden. Fortfiihrend ware auch die Uberpriifung einer méglichen Interaktion von
rs1530056 und dem GSK3R -50T/C SNP interessant. Aufgrund der sparlichen
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Datenlage sind aulRerdem weitere Kandidatengen-Studien notwendig, um die Rolle

von FRZB fur AD-Response zu bestatigen.

4.1.2 CREB1-SNP rs12477677

Im multivariaten Regressionsmodell zeigte rs12477677 sowie sein CC-Genotyp eine
signifikante Assoziation mit Remission unter LA. Rs12477677 ist ein Proxy-SNP von
rs7569963, einem SNP des CREB1-Gens. Rs7569963 befindet sich auf Chromosom
2 an Position 208181429 am 3‘-Ende des Gens®. CREB1 kodiert fiir den
Transkriptionsfaktor CREB (cAMP response element binding protein), der direkt von
der GSK3R inhibiert wird34. Eine Inaktivierung der GSK3R, zum Beispiel durch Lithium,
fordert die Aktivierung von CREB durch die Proteinkinase A und erhoht die

Transkription seiner Zielgene®.

Wir selektierten den CREB1-SNP rs7569963 aus einer Kandidatengenstudie von
Serretti et al.?2. Finf CREB1-SNPs wurden auf eine mogliche Assoziation mit
Response, Remission und Therapieresistenz unter AD-Therapie bei Patienten mit
Major Depression gepriuft. Die Arbeitsgruppe berichtete einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem rs7569963 GG-Genotyp und Remission. Die
Assoziation konnte in Allel- und Haplotyp-basierten Analysen nicht bestatigt werden.
Das A-Allel des SNPs zeigte sich hingegen mit Therapieresistenz assoziiert, was sich
auch in Haplotyp-basierten Analysen wiederspiegelte®”. Die Signifikanz aller
Ergebnisse blieb im Sub-Sample weiblicher Probanden nicht erhalten. Insgesamt lag
eine kleine SamplegroRe von 190 Patienten vor®?, welche die fehlende Bestéatigung

der Signifikanz in weiteren Analysen und im Sub-Sample mit bedingen konnte.

Serretti et al. wahlten die funf CREB1-SNPs auf Basis von Untersuchungen von Perlis
et al. aus. Die Arbeitsgruppe Uberprifte CREB1-Polymorphismen auf einen moglichen
Zusammenhang mit einem erhdohten Aufkommen von Aggression in einem kleinen
Sample depressiver Patienten. Fur einen SNP konnte eine Assoziation im mannlichen
Sub-Sample gefunden werden, rs7569963 zeigte jedoch keine Signifikanz®. In einer
weiterfUhrenden Studie untersuchten Perlis et al. einen moglichen Einfluss derselben
SNPs auf AD-assoziierte Suizidalitat. Das Sample umfasste Uber 1000 depressive

Probanden unter Citalopram-Behandlung®'. Rs7569963 zeigte hier eine signifikante
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Assoziation mit neu aufgekommenen Suizidgedanken. Ohne Einbezug einer Placebo-
kontrollierten Kontrollgruppe konnte der Effekt jedoch nicht als behandlungsspezifisch
bestatigt werden®'. Entsprechend fand eine unabhangige Arbeitsgruppe keine
Assoziation des SNPs mit Suizidalitdt in einer Kandidatengenstudie mit 250
Probanden®. Die Untersuchungen variieren in Studienaufbau, Samplezahl sowie
statistischen Verfahren und kdnnen aufgrund der Unterschiede im untersuchten SNP-
Effekt nicht direkt mit der vorliegenden Arbeit verglichen werden. Dennoch verweisen
vor allem die Ergebnisse von Perlis et al. auf den Einfluss von rs7569963 auf das
Therapieansprechen bei Depression. Bisher wurde der rs7569963 SNP in keinem

weiteren Kontext untersucht.

Zahlreiche Studien haben die wichtige Rolle von CREB fur die Entstehung depressiver
Erkrankungen  sowie fur ihre  Behandlung  bestatigt. Laut letzten
Forschungsergebnissen zeigten sich mehrere CREB-SNPs mit der Entstehung einer
Major Depression assoziiert®>°*. Unter Anderem entdeckten Liu et al. eine signifikante
Assoziation mit einem CREB-Haplotypen®*. In einer Fall-Kontroll-Studie von Wei et al.
mit Uber 1000 Probanden zeigte ein weiterer SNP eine Korrelation mit Major
Depression®3. Frihere Untersuchungen beschrieben auRerdem erniedrigte CREB-
Level bei depressiven Patienten sowie gesteigerte CREB-Level unter langfristiger AD-
Therapie®. In praklinischen Studien fiihrte eine Erhéhung der CREB-Konzentration zu
antidepressivem Verhalten bei Mausen®. Die Regulierung von CREB-Expression und
-Aktivitat sind jedoch komplex; so fuhrten hingegen einige AD zu verminderter CREB-
Expression und -Funktion® und in Tiermodellen zeigten sich in einigen Hirnregionen
erniedrigte CREB-Konzentrationen mit antidepressivem Verhalten assoziiert®’.
Darlber hinaus bestehen Hinweise auf den Einfluss von CREB1-Polymorphismen auf
Lithium-Response bei bipolarer Erkrankung; so beschrieben Mamdani et al. die
Assoziation zweier CREB1-SNPs mit dem  Ansprechen auf eine

Lithiumphasenprophylaxe®.

Eine mogliche funktionelle Relevanz von rs7569963 wurde bis dato nicht untersucht.
Durch seine Lokalisation in einer nicht-Protein-kodierenden Region am 3‘-Ende des
CREB1-Gens®' spielt der SNP keine direkte Rolle fir die Proteinsynthese.
Untersuchungen beschrieben jedoch die reichliche Transkription von nicht-

proteinkodierender Ribonukleinsaure (ncRNA), die einen regulierenden Einfluss auf
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Translation, Stabilisierung und Editing von Messenger-RNA ausubt; im Rahmen
synaptischer Aktivitat bei Langzeitgedachtnis-Speicherung scheint CREB die
Transkription dieser ncRNA zu induzieren®. Darlber hinaus wurde die entscheidende
Rolle von CREB fur neuronale Plastizitdt, Kognition und Langzeitgedachtnis in
mehreren Untersuchungen bestatigt®®-%". Diese Berichte kdnnten auf eine funktionelle

Bedeutung von CREB1-Polymorphismen, wie auch rs7569963, hinweisen.

Anlehnend an die Haufigkeitsverteilungen der Allele entspricht das A-Allel von
rs7569963 dem C-Allel des rs12477677 Proxy-SNPs. Im Gegensatz zur Studie von
Serretti et al., in der A-Allel-Trager eine hohere AD-Resistenz-Wahrscheinlichkeit
aufwiesen, zeigten unsere Ergebnisse eine Assoziation des rs12477677 CC-Genotyps
mit Remission unter LA. Daruber hinaus zeigte sich auch ein signifikanter
Gesamteffekt des Proxy-SNPs bezuglich Remission unter LA (p = 0,033). Es kann
vermutet werden, dass das genotypabhangige Therapieansprechen auf AD oder LA
mit einer unterschiedlichen Modulierung von CREB1-Expression und CREB-
Aktivierung zusammenhangt. Dementsprechend koénnte der mit LA assoziierte CC-
Genotyp mit einer geringeren CREB1-Expression einhergehen. Durch eine folglich
verminderte transkriptorische CREB-AKktivitat wirden neurotoxische Effekte geférdert.
Dies kdnnte entsprechend der Ergebnisse von Serretti et al. mit erhdhter Nonresponse
auf AD-Therapie einhergehen®?, Lithium konnte diesem Effekt durch gezielte GSK3R-
Inhibition und einhergehende Erhéhung der CREB-Aktivitat entgegenwirken.

Vorangegangene Untersuchungen zum GSK3M3 -50T/C SNP beschrieben verminderte
GSK3B-Transkription sowie erhdhte LA-Response-Wahrscheinlichkeit bei C-Allel-
Tragern®'. Die GSK3R ist ein direkter Inhibitor von CREB und reguliert somit
unmittelbar die CREB-Aktivitat34. Dementsprechend sollte fortflihrend gepriift werden,
ob die hier gefundene Assoziation von rs12477677 vom Effekt des GSK3R -50T/C
SNPs abhangig ist. Unterschiedliche Ergebnisse zum Ansprechen auf LA und AD
wurden in Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zum SHTTLPR Serotonin
Transporter Polymorphismus beschrieben: Homozygote s-Allel-Trager sprachen
besser auf LA an'®?, wahrend homozygote I-Allel-Trager in einer Studie von
Kirchheiner et al. eine hohere Response-Wahrscheinlichkeit unter SSRI-Monotherapie
zeigten'%3, Serotonin reguliert Gber verschiedene Signalwege die Aktivitat der GSK3R

durch inhibitorische Phosphorylierung. Dysregulationen serotonerger Aktivitat haben
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eine verminderte GSK3R-Inhibition zur Folge'®, was eine gesteigerte CREB-
Hemmung bewirkt. Folglich ware die Untersuchung einer mdglichen Interaktion von
rs12477677 und SHTTLPR weiterfuhrend interessant.

Eine Limitation dieser Arbeit sowie der Untersuchung von Serretti et al. stellen die
kleinen Samplegroflen dar, welche die statistische Aussagekraft einschranken
konnen. Die Moglichkeit von falsch positiven Ergebnissen sowie von unentdeckten
kleineren Assoziationen muss somit beachtet werden. Weiterhin unterscheiden sich
die Untersuchungen in Studienaufbau und statistischem Vorgehen. Wir fuhrten eine
prospektive Interventionsstudie durch, wahrend bei Serretti et al. retrospektiv Daten
von Probanden verschiedener psychiatrischer Zentren eingeholt wurden®?. AuRerdem
wurde die Depressionsdiagnose nach DSM-IV gestellt®?. Wir richteten uns hingegen
nach ICD-10 Kriterien. Im Unterschied zu der von uns gewahlten Cox-
Regressionsanalyse kam bei Serretti et al. ein allgemeines lineares Modell zur
Anwendung®. In beiden Fallen wurden die Kovariaten ,Alter* und ,Geschlecht als
mogliche Einflussgrofien hinzugefugt, weitere Kovariaten unterschieden sich. Das
Signifikanzniveau wurde bei Serretti et al. entsprechend Bonferroni Korrektur bei p =
0,016 festgelegt, was im Unterschied zu unserer rein explorativen Analyse eine
verminderte Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse suggeriert. Die genannten
Unterschiede schranken die Validitat eines direkten Vergleiches der beiden
Untersuchungen ein, beide Arbeiten untermauern jedoch die Relevanz des

untersuchten CREB1-SNPs fur das Therapieansprechen bei Depression.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse fur einen Einfluss von rs12477677 auf das
Ansprechen auf LA. Zur Verifizierung der vorliegenden Ergebnisse sollte die
Untersuchung in einem grof3eren Sample unter Einbezug einer Korrektur fur multiples
Testen repliziert werden. Weiterhin sind Studien zur funktionellen Relevanz des
getesteten SNPs notwendig, um eine bessere Einordnung unserer Ergebnisse zu

ermoglichen.
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4.2 Methodische Aspekte

4.2.1 Studienaufbau

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine multizentrische prospektive
Kohortenstudie zur Evaluierung des Genotyp-abhangigen Ansprechens auf LA bei
Patienten mit TRD.

Ein Einschlusskriterium war ein unzureichendes Ansprechen auf eine antidepressive
Monotherapie bei einer Behandlungsdauer von mindestens 4 Wochen. Dies schlief3t
alle AD-Klassen mit ein. Die Arbeitsgruppe um Kirchheiner et al. untersuchte FKBP5-
SNPs an 304 depressiven Patienten mit AD-Behandlung unterschiedlicher Klassen'®.
Auch fur die Kandidatengenstudie von Binder et al. wurden Patienten unter
verschiedenen AD-Therapien rekrutiert'®. Hingegen untersuchte Ellsworth et al. in
ihrer Kandidatengenstudie spezifisch depressive Probanden mit SSRI-Behandlung®’.
Eine weitere Arbeitsgruppe fand keine Assoziation zwischen Therapieansprechen und
der augmentierten AD-Klasse®'. Da in diesen Studien teilweise sowohl uni- als auch
bipolar erkrankte Probanden untersucht wurden'® und die Samplezahlen deutlich
auseinandergehen’%.1%7 'kann ein direkter Vergleich mit unserer Studie nicht gezogen
werden. Dennoch stellt die fehlende Differenzierung der AD-Klassen in den Analysen
von Kirchheiner et al. und Binder et al. sowie in der vorliegenden Arbeit eine Limitation
dar, da keine spezifische Aussage zu Assoziationen mit dem Therapieansprechen auf
einzelne antidepressiv wirkende Substanzen getroffen wird. Um die Remission unter
LA abhéngig vom augmentierten Antidepressivum zu priufen, sollte in einer
weiterfihrenden Arbeit eine Auswertung der einzelnen AD-Klassen durchgefuhrt

werden.

Soweit uns bekannt weist die ALIA/ELIA-Studie mit 230 Probanden das bis dato grofte
Sample an TRD-Patienten unter LA-Behandlung auf. Dennoch konnten aufgrund
verschiedener Dropout-Kriterien (siehe 3.1.1) lediglich Daten von 148 Patienten fur die
statistischen Analysen verwendet werden. 10 Probanden wurden wegen fehlender
Genotypisierung ausgeschlossen, da Blutproben nicht vorhanden oder nicht
verwendbar waren, zum Beispiel durch inkorrekte Verarbeitung oder unklare

Beschriftung. Diese Dropouts koénnen in der weiteren Rekrutierung und
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Probengewinnung mit einer Optimierung der standardisierten Einarbeitung der

Interviewer vermieden werden.

4.2.2 Literaturrecherche

Auf Basis der systematischen Literaturrecherche mit PubMed wurden 6 SNPs (3 SNPs
und 3 Proxy-SNPs) fur die statistischen Analysen ausgewahlt. Dabei erfolgte die
Literaturrecherche nach festgelegten Kriterien, basierend auf Fragestellung,

Diagnose, p-Wert und Proxybeziehungen (siehe 2.3).

Dieses Vorgehen unterscheidet sich von gangigen Kandidatengen Studien, die
ausgewahlte Gene untersuchen, sowie von genomweiten Assoziationsstudien, die das
gesamte Genom auf eine Fragestellung hin screenen um spezifische Loci zu
identifizieren. So untersuchten z.B. Kishi et al. drei SNPs des Kandidatengens CLOCK
auf Responsepradiktion unter SSRI-Behandlung®; in einer genomweiten
Untersuchung fanden Wray et al. 44 SNPs mit Assoziation zum Erkrankungsrisiko fur
Depression'@.  In  den genannten Untersuchungen orientiert sich die
Literaturrecherche an vorangegangener Forschung, es ist jedoch keine festgelegte
Systematik im Vorgehen erkennbar. Die vorliegende Arbeit zeichnet sich durch eine
systematische Literaturrecherche aus, die eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aus

der PubMed-Suche gewahrleistet.

Bei der Wahl des Signifikanzniveaus in der SNP-Selektion (p < 0,05 bzw p < 5x108)
sowie den Bedingungen zur Priifung von Proxy-Beziehungen unter den SNPs (r? <
0,8; SNP-Abstand > 500 Basenpaare) orientierte sich unsere Untersuchung an
Standards gangiger Kandidatengen- und Assoziationsstudien. In einer breit
angelegten genomweiten Assoziationsstudie zu Depression von Howard et al. wurde
ein Signifikanzniveau von p < 5x10® und ein Grenzwert fiir r? < 0,1 festgelegt'®. Im
Vergleich zur vorliegenden Arbeit wurde der Grenzwert fir r? hier konservativer
gewahlt. Es entsteht eine SNP-Selektion, in der eine gekoppelte Allelvererbung
ganzlich ausgeschlossen werden kann, potentiell signifikante SNPs mit mittlerem LD
zwischen r? < 0,8 und r? < 0,1 jedoch aus der Selektion fallen. Wie in unserer
Untersuchung setzten Matsumoto et al. in einer Kandidatengenstudie zur AD-

Response den Grenzwert fiir r> < 0,89, Von Vorteil ist hier die Mdglichkeit, potentiell
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signifikante SNPs mit mittlerem LD zu selektieren, wahrend SNPs mit hohem LD

ausgeschlossen werden kdnnen.

Um die SNP-Anzahl einzugrenzen, beschrankten wir uns bei der Festlegung der
Kriterien ,Fragestellung® und ,Diagnose“ auf Response und/oder Remission bei
antidepressiver Pharmakotherapie in der unipolaren Depression. Dieses Vorgehen
ermdglichte eine genauere Eingrenzung der SNP-Auswahl. Jedoch wurden von
Beginn an SNPs ausgeschlossen, die im Rahmen anderer Fragestellungen und
Diagnosen untersucht wurden. SNPs, die in der ausgewahlten Literatur keine
signifikante Assoziation mit dem Therapieansprechen aufweisen konnten, wurden
ebenfalls ausgeschlossen. Des Weiteren konnten zwei selektierte SNPs bzw. ihre
Proxy-SNPs nicht weiter untersucht werden, da sie nicht auf den verwendeten Bio-
Chips vorhanden waren. Im Sinne einer umfassenderen Pathwayanalyse kdnnte das
Einbeziehen der zuvor genannten Kriterien sowie die Verwendung alternativer Bio-
Chips in einer folgenden Arbeit die Chance auf Identifizierung weiterer

Responsepradiktoren fur das Ansprechen auf LA erhdhen.

4.3 Starken

Unsere Studie umfasst das bisher grofldte Patientenkollektiv mit therapieresistenter
unipolarer Depression unter LA-Behandlung, das in einer prospektiven
Langsschnittstudie untersucht wurde. Hierbei wurden umfassende klinische und
demographische Daten erhoben, die einen mdglichen Einfluss auf das Ansprechen
einer LA haben koénnten. So bildet unser Datensatz eine umfangreiche Basis zur
Untersuchung diverser Fragestellungen bezlglich des Responseverhaltens unter LA.
Frihere Untersuchungen zu diesem Thema sind durch retrospektive Studiendesigns,
methodische = Abweichungen sowie heterogene Sample vergleichsweise

eingeschrankt949:50,
Im Gegensatz zu anderen Studien lag der durchschnittiche LS in unserer

Untersuchung im therapeutischen Bereich'®. Dies spricht fiir eine suffiziente LA, die

durch fachéarztliche Betreuung unter groftenteils stationaren Bedingungen
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sichergestellt wurde. Die vorliegenden Ergebnisse basieren demnach auf einer

qualitativ hochwertigen Durchfuhrung der untersuchten Behandlungsstrategie.

Zur prospektiven Erfassung des Schweregrades der Depression wahlten wir den
HAMD-17. Dieser standardisierte Fragebogen zeichnet sich als diagnosespezifisches
Messinstrument aus. Daruber hinaus wurde die Diagnose mittels M.I.N.l.-Fragebogen
sicher gestellt. Im Vergleich erfolgte die Einstufung der Depressionsschwere in
anderen Untersuchungen teils retrospektiv mit unspezifischeren Fragebogen®°. Um die
Inter-Rater-Variabilitdt durch verschiedene Interviewer einzugrenzen wurden
regelmaldig Mitarbeiter-Trainings durchgefuhrt. Dabei wurde ein Proband Uber den

Studienverlauf hinweg vom selben Interviewer begleitet.

Die wochentliche Erhebung des HAMD-17 ermdoglichte die statistische Berechnung
moglicher Einflussfaktoren auf eine Remission unter LA mittels Cox-
Regressionsanalyse. Zur Ermittlung des Eintritts eines Ereignisses, hier Remission,
stellt die Cox-Regressionsanalyse das geeignetste statistische Verfahren dar. Um
weitere Einflussfaktoren zu berlcksichtigen wurden Alter, Geschlecht und die

Bedingung des suffizienten LS als Kovariaten mit einberechnet.

Insgesamt zeichnet sich die vorliegende Studie durch zahlreiche Mallhahmen zur

Qualitatssicherung aus, welche die Reliabilitat und Validitat der Untersuchung starken.

4.4 Limitationen

Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren 230 Probanden in die ALIA/ELIA-Studie
eingeschlossen, von denen Daten von 148 Probanden fur die statistischen Analysen
verwendet werden konnten. Die verhaltnismaRig kleine Samplezahl stellt im Rahmen
der statistischen Analysen eine Limitation unserer Studie dar, welche die Aussagekraft
der vorliegenden Ergebnisse beeintrachtigt. Derzeit wird die Probanden-Rekrutierung
von unserer Arbeitsgruppe fortgesetzt um das Sample zu erweitern und so die Validitat
zukunftiger statistischer Auswertungen zu steigern. So sollten auch die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit in Zukunft in einem gréReren Sample Uberprift werden.
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Wie weiter oben erwahnt erfolgte die Auswertung der Fragebdgen in der Studienphase
durch unterschiedliche Interviewer. Trotz HAMD-Training der Mitarbeiter bleibt die
Einstufung der depressiven Episode durch den HAMD weitgehend subjektiv. Dies
kann zur Folge haben, dass geeignete Probanden aus der Studie ausgeschlossen
bzw. dass ungeeignete Probanden in die Studie aufgenommen wurden. Durch den
Einsatz eines alleinigen Interviewers konnte diese Verzerrung aufgehoben werden.
Dies ist aufgrund des multizentrischen Studienaufbaus und aufgrund der
Probandenanzahl jedoch nicht zu ermdglichen. Bei fortgefuhrter Rekrutierung sollte
diesem Bias mit einer Optimierung des HAMD-Trainings entgegengewirkt werden. Die
Subijektivitat der einzelnen Interviewer kann jedoch nicht eliminiert werden und muss

als verzerrender Faktor angenommen werden.

In der vorliegenden Untersuchung wird das Erreichen einer Remission allein der LA-
Behandlung zugeschrieben. Im Rahmen des Studiendesigns konnten parallel
verlaufende heterogene Begleittherapien als potentielle Einflussfaktoren auf das
Therapieansprechen nicht erfasst werden, sodass die Wirksamkeit der einzelnen
Behandlungsmethoden nicht differenziert werden kann. Der Vergleich mit einer
Kontrollgruppe, die anstatt der LA ein Placebo erhalt, hatte diese Fehlerquelle zwar
relativieren konnen. Ein solches Vorgehen ware jedoch ethisch nicht vertretbar

gewesen.

4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass der CREB1-
Proxy-SNP rs12477677 und sein CC-Genotyp sowie der GG-Genotyp des FRZB-
SNPs rs1530056 mit einer hoheren Remissionswahrscheinlichkeit bei LA
einhergehen. Entsprechend unserer Fragestellung konnten wir somit zwei weitere
Genpolymorphismen neben dem GSK3[B-50T/C-SNP identifizieren, die eine
Assoziation mit dem Ansprechen auf LA bei therapieresistenten Patienten aufweisen

und als potentielle Responsepradiktoren fur LA in Frage kommen.

Besonders der rs12477677-CC-Genotyp zeigte eine hochsignifikante Assoziation und

scheint sich so besonders gut als genetischer Marker fur eine gezielte und
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individualisierte Therapieplanung zu eignen. Folglich sind Untersuchungen zur
funktionellen Relevanz dieses SNPs notwendig. Die gefundene Assoziation zum
rs1530056-GG-Genotyp verweist ebenfalls auf eine einflussreiche Rolle des SNPs auf
LA-Ansprechen. Vorangegangene Studien, die seinen funktionellen Effekt bestatigten,
stltzen unser Ergebnis. Zukunftig ist die Replikation dieser Untersuchung in einem
grofReren Sample erforderlich, um unsere Ergebnisse zu beiden SNPs zu bestatigen.
Hierbei sollte eine Korrektur fur multiples Testen miteinbezogen werden.
Weiterfuhrend sollte das responsepradiktive Potential der SNPs in einer klinischen
Studie gepriuft werden. Daruber hinaus ware die Untersuchung mdglicher
Interaktionen der beiden SNPs mit dem GSK3R -50T/C SNP und dem Serotonin
Transporter SHTTLPR SNP interessant.

Die vorliegende Arbeit untermauert die Bedeutung genetischer Varianten der GSK3[3-
vermittelten Signalkaskaden als vielversprechende Ansatzpunkte zur ldentifikation
zuverlassiger Responsepradiktoren bei LA-Behandlung. In diesem Sinne wirde die
Erarbeitung einer umfassenderen Pathwayanalyse der GSK3R-vermittelten
Signalwege eine interessante Fortfuhrung dieser Arbeit darstellen. Dies konnte durch
eine Uberarbeitung und Erweiterung der von uns entwickelten Kriterien fir eine
reproduzierbare Literaturrecherche erfolgen, um eine groRere Anzahl potentiell

einflussreicher SNPs fur die LA-Therapie zu erfassen.

Als Behandlungsstrategie mit der bislang besten Evidenzlage fallt der LA eine
besondere Stellung in der Therapie der TRD zu. Dennoch sind die genauen
Wirkmechanismen von Lithium noch weitgehend unbekannt und bedirfen
weiterfUhrender Untersuchungen. Eine genauere Kenntnis der Lithiumwirkung kénnte
zu einem besseren Verstandnis seiner neuroprotektiven Effekte beitragen und daruber

hinaus die Identifikation potentieller Responsepradiktoren unterstitzen.

Die Etablierung solcher zuverlassiger Biomarker als Responsepradiktoren wirde
einen bedeutenden Fortschritt in der Entwicklung einer personalisierten Medizin
darstellen. Im Rahmen der Behandlung von TRD tragen die Ergebnisse dieser Arbeit
wichtige Erkenntnisse zur Optimierung der entsprechenden Therapieplanung bei und
bedurfen eingehender Weiterentwicklung. Eine zukunftige Anwendung der hier

identifizierten SNPs als Responsepradiktoren fir LA boéte die Maoglichkeit eines
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evidenzbasierten Entscheidungsprozesses in der Behandlung von TRD. Ein hierdurch
optimierter LA-Einsatz kdnnte zur Vermeidung therapieresistenter Krankheitsverlaufe
sowie steigender Anwendungssicherheit beim Behandler fihren und zur Etablierung

einer personalisierten Therapie psychischer Erkrankungen beitragen.
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5 Anhang

Tabelle 16: Gene des Wnt/R-Catenin Signalweges

Gen-Symbol Gen-Name

AXIN1 Axis inhibition protein 1

AXIN2 Axin-like protein

DKK1 Dickkopf-related protein 1

DKK2 Dickkopf-related protein 2

DKK3 Dickkopf-related protein 3

DKK4 Dickkopf-related protein 4

KREMEN1 Kringle containing transmembrane protein 1
WIF1 Whnt inhibitory factor 1

WNT2B Wnt family member 2b

WNT7A Whnt family member 7a

CCER1 Coiled-coil glutamate rich protein 1

CK1a Casein kinase 1 alpha

CK1e Casein kinase 1 epsilon

CK2A1 Casein kinase 2 alpha 1

SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1

SFRP2 Secreted frizzled-related protein 2

FRZB Secreted frizzled-related protein 3

SFRP4 Secreted frizzled-related protein 4

LRP1 Low density lipoprotein receptor-related protein 1
LRP5S Low density lipoprotein receptor-related protein 5
LRP6 Low density lipoprotein receptor-related protein 6
FZD1 Frizzled class receptor 1

FZD3 Frizzled class receptor 3

FZD6 Frizzled class receptor 6

FZD7 Frizzled class receptor 7

DVL1 Dishevelled segment polarity protein 1

DVL2 Dishevelled segment polarity protein 2

DVL3 Dishevelled segment polarity protein 3

DAAM2 Dishevelled-associated activator of morphogenesis 2
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SENP2
PAR1
FRAT1
NKD1
APC
CXXC4
PKA
GCGR
PSEN1
PSEN2
CTNNB1
TCF1
TCF4
TCF7L2
LEF1
SMAD3
SMAD4
SMAD7
NLK
HMGXB4
CTBP1
CTBP2
CREBBP
EP300
CREB1
CREB2
CREB3
CRTCA1
ICAT
E2F1
SOX17
CHD8
RUVBL1
AES

Sentrin-specific protease 2

Protease-activated receptor 1

Frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas 1
Naked cuticle homolog 1

Adenomatosis polyposis coli

CXXC-type zink finger protein 4

Protein kinase A

Glucagon receptor

Presenilin 1

Presenilin 2

Catenin-beta 1 isoform x1

Transcription factor 1

Transcription factor 4

Transcription factor 7-like 2

Lymphoid enhancer-binding factor 1

SMAD family member 3

SMAD family member 4

SMAD family member 7

Nemo-like kinase

HMG box-containing protein 4

C-terminal binding protein 1

C-terminal binding protein 2

CREB binding protein

E1A binding protein p300

Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1
Cyclic AMP-responsive element-binding protein 2
Cyclic AMP-responsive element-binding protein 3
CREB-regulated transcription coactivator 1
Beta-catenin-interacting protein 1

E2F transcription factor 1

SRY-box transcription factor 17

Chromodomain helicase DNA binding protein 8
RuvB-like protein 1

Amino-terminal enhancer of split
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TLE1
MAP3K7
PPP2R1A

AMER1
PPRC1
MYC
JUN
FRA1
CCND1
MMP7
CLOCK
FKBP5

Transducin-like enhancer of split 1

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7
Serine/threonine-proteine phosphatase 2A regulatory
subunit A

APC membrane recruitment protein 1

PPARG related coactivator 1

V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
Jun-proto-oncogene

FOS-like antigen 1

Cyclin D1

Matrix metalloproteinase-7

Circadian locomotor output cycles kaput protein
FK506-binding protein 5

Auflistung in Anlehnung an KEGG-Pathway-Maps'"!

Tabelle 17: Gene des PI3K/AKT-Signalweges

Gen-Symbol Gen-Name

INSR Insulin receptor

IRS1 Insulin receptor substrate 1

IGF1 Insulin-like growth factor 1

IRS4 Insulin receptor substrate 4

ARRB2 Beta arrestin 2

PPP2A4 Serine/threonine-proteine phosphatase 2A activator
PDPK1 Phosphoinositide-dependent protein kinase 1
SOCS1 Suppressor of cytokine signaling 1

PTPN1 Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 1
MAPKS8 Mitogen-activated protein kinase 8

PTPRF Protein tyrosine phosphatase receptor type F
PI3K Phosphatidylinositol-3 kinase

AKT1 AKT serine/threonin kinase 1

AKT2 AKT serine/threonin kinase 2

AKT3 AKT serine/threonin kinase 3

PKCB Classical protein kinase C beta type
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PRKCI
PDLIMS
SREBF1
PRKAA1
PRKAA2
ACACA
FASN
PKLR
HK1
FOXO1

PPARGC1A

PPARD
G6PC
FBP1
PCK1
GYS1
GYS2
PPP1R1B
PPP2CA
PPP2R2C
PHKG1
PDE4A
PDE4B
LIPE
BAG1
BCL2
IMPA1
IMPA2
INPP1
INPP5D
INPPL1
RPS6KB2
MTOR

Atypical protein kinase C iota type

PDZ and LIM domain 5

Sterol regulatory element-binding transcription factor 1
Protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 1
Protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 2
Acetyl-CoA carboxylase alpha / biotin carboxylase 1
Fatty acid synthase

Pyruvate kinase isozymes R/L

Hexokinase 1

Forkhead box protein O1

Alpha peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha

Peroxisome proliferator-activated receptor delta
Glucose-6-phosphatase

Fructose-1,6-bisphosphatase

Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1

Glycogen synthase 1

Glycogen synthase 2

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B

Protein phosphatase 2 catalytic subunit alpha

Protein phosphatase 2 regulatory subunit B gamma
Phosphorylase kinase catalytic subunit gamma 1
Phosphodiesterase 4A

Phosphodiesterase 4B

Hormone-sensitive lipase

BCL2-associated athanogene 1

B-cell CLL /lymphoma 2 protein

Inositol monophosphatase 1

Inositol monophosphatase 2

Inositol polyphosphate 1-phosphatase

Inositol polyphosphate 5-phosphatase D

Inositol polyphosphate phosphatase like 1

Ribosomal protein S6 kinase beta

Mechanistic target of rapamycin kinase
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TSC1 Tuberous sclerosis 1

TSC2 Tuberous sclerosis 2
EIF4E Eukaryotic translation initiation factor 4E
RHEB Ras homolog enriched in brain

Auflistung in Anlehnung an KEGG-Pathway-Maps'"?
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