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Einleitung 1

1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Fragestellung, ob es
molekulargenetische Messparameter gibt, die mit der Wirksamkeit von
Antidepressiva einhergehen und damit in der Lage sein konnten, den Erfolg einer
Behandlung mit Antidepressiva vor Therapiebeginn vorherzusagen. Genetische
Varianten auf der Ebene der Pharmakokinetik wurden diesbeziglich bereits in
zahlreichen Probandenstudien untersucht. In den letzten Jahren richtete sich das
Augenmerk jedoch zunehmend auf den Bereich der Pharmakodynamik. In der
vorliegenden Arbeit wird untersucht, inwieweit Varianten in den Genen flr den
Dopamin-, Serotonin- und Noradrenalintransporter bei der individuellen Optimierung

der antidepressiven Therapie eine Rolle spielen konnten.

1.1. Therapieresistenz in der Behandlung der Depression mit Antidepressiva

Das Krankheitsbild der Depression gehort zu den weltweit haufigsten Ursachen fur
Behinderung und Tod (Murray und Lopez, 1997). Mit einer Punktpravalenz von 4-
11% der erwachsenen Bevolkerung (Wittchen, 2001) und einem Lebenszeitrisiko von
16-20% (Jacobi et al., 2004, Kessler et al., 2003) ist sie eine hoch pravalente
Erkrankung, die typischerweise chronisch oder chronisch rezidivierend verlauft und
mit einer erheblichen Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens einhergeht (Berger,
1999, Wolfersdorf et al., 1997, Murray und Lopez 1997).

Obwohl mittlerweile ein breites Spektrum an Antidepressiva unterschiedlicher
Wirkmechanismen zur Verfugung steht, bleibt die Pharmakotherapie der Depression
durch eine sehr hohe Zahl an Therapieversagern gekennzeichnet. Unabhangig von
der Wahl des verabreichten Antidepressivums sprechen etwa 30 bis 50% der
depressiven Patienten nur unzureichend auf den ersten Behandlungsversuch mit
einem Standardmedikament an (Entsuah et al., 2001; Thase, 2003a; Thase, 2003b;
Bauer et al.,, 2002, Nelson, 2003). In einer Metaanalyse von acht randomisierten
kontrollierten Studien erreichten nur 35 bis 45% der Patienten mit Depression, die
herkdbmmliche Dosen der am haufigsten verabreichten Antidepressiva erhielten, nach
sechs bis acht Wochen einen Gesundheitszustand ohne signifikante depressive

Symptome (Thase et al., 2001).
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Im klinischen Alltag wird eine Therapieresistenz in der Regel bei Nichtansprechen auf
zwei Behandlungsversuche mit Antidepressiva verschiedener Wirkklassen in jeweils
adaquater Dosis und Dauer diagnostiziert (Thase und Rush, 1995). Die Response
(therapeutisches Ansprechen) wird als eine >50%-ige Reduktion der Items in
standardisierten Untersuchungstests wie Hamilton Depression Rating Scale (HDRS),
Montgomery Asberg Depression Rating Scale (MADRS) oder Bech Rafaelsen
Melancholia Scale (BRMS) definiert (Thase, 2003). Erst nach Verschwinden aller
Symptome mit Rulckkehr auf das urspringliche Funktionsniveau liegt eine
vollstandige Remission vor (Thase, 2003).

Therapieversagen fuhrt einerseits zu einer massiven Beeintrachtigung des
Wohlbefindens der betroffenen Patienten und stellt andererseits eine hohe finanzielle
Belastung des Gesundheitssystems dar. So zeigte eine Untersuchung zur externen
Qualitatssicherung der stationaren Depressionsbehandlung, dass sich die
Krankenhausaufenthaltsdauer bei Auftreten von Therapieversagen im Schnitt
verdoppelte (Harter et al., 2004).

Bevor eine wahre Therapieresistenz angenommen werden darf, mussen weitere
Faktoren, die fur das Ausbleiben des Therapieerfolges verantwortlich sein kdnnen,
ausgeschlossen werden. Hierzu gehdren die Mdglichkeiten der Fehldiagnose, der
Komorbiditat insbesondere mit anderen psychiatrischen, aber auch mit zahlreichen
internistischen Erkrankungen, der Insuffizienz der Behandlung und nicht zuletzt der
mangelnden Compliance (Hirschfeld et al., 2002, Souery et al., 1999).

Bisher ist es nicht mdoglich, bereits bei Verordnung eines Antidepressivums
vorherzusehen, ob ein ausreichender Therapieerfolg erzielt werden kann. Auf der
Suche nach moglichen Pradiktoren des zu erwartenden Therapieerfolges stellt die
Identifikation genetischer Faktoren, die mit dem Auftreten von Therapieresistenz

assoziiert sind, eine viel versprechende Strategie dar.

1.2. Die Rolle genetischer Faktoren fur die Variabilitat in der
Arzneimittelwirkung

Die Fahigkeit, auf eine Therapie mit einem Antidepressivum ausreichend
anzusprechen, ist von Patient zu Patient sehr unterschiedlich. Neben anderen
Einflussfaktoren wie Alter, Organfunktion, Art der Begleitmedikation und maoglichen

Arzneimittelinteraktionen werden auch genetische Faktoren fur einen grof3en Teil der
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interindividuellen Variabilitat der Arzneimittelwirkung verantwortlich gemacht (Evans
und McLeod, 2003, Kirchheiner et al., 2004). Anhand genetischer Varianten, die eine
Aussage daruber erlauben, inwieweit ein einzelner Patient in der Lage ist, auf ein
bestimmtes Medikament zu reagieren, erhofft man sich, die Arzneitherapie z.B. bei
der Wahl des Praparates oder der Hohe der Dosierung an die individuellen erblichen
Eigenschaften des einzelnen Patienten anpassen zu kénnen.

Genetische Variabilitat beeinflusst die Wirkung von Arzneimitteln von der Absorption
bis zur Elimination und betrifft damit sowohl den Bereich der Pharmakokinetik
(Absorption, Distribution, Metabolismus, Elimination) als auch den Bereich der
Pharmakodynamik (Medikamenteneffekte) (Evans und McLeod, 2003).

Die Bedeutung genetischer Polymorphismen auf Seiten der Pharmakokinetik wurde
in vielen klinischen Studien gut charakterisiert (Bertilsson et al., 1997, Kirchheiner et
al., 2001). So ist es fur eine Reihe von Antidepressiva moglich, bei Vorliegen von
Polymorphismen in Genen des Cytochrom-P450-Enzymsystems
Dosierungsanpassungen zu berechnen, die Genotyp bedingte Unterschiede in der
Enzymaktivitat ausgleichen konnen (Kirchheiner et al., 2004). Inwieweit jedoch
Genotyp abhangige Dosierungsempfehlungen den Therapieerfolg beeinflussen,
mussen zukunftige Untersuchungen zeigen (Kirchheiner et al., 2004).

Im Bereich der Pharmakodynamik wurden bisher besonders genetische Varianten im
serotonergen System untersucht: Polymorphismen in den Genen fur den
Serotonintransporter (SERT), die Serotoninrezeptoren 5-HT1A, 5-HT2A und 5-HT6
und die Tryptophanhydroxylase TPH1 wurden mit dem Therapieansprechen auf
SSRI in Zusammenhang gebracht (Ubersicht siehe Kirchheiner et al., 2004 und
Serretti et al., 2005). Zunehmend wird aber auch Polymorphismen in Genen des
noradrenergen und dopaminergen Systems, des Katecholamin- und
Neuropeptidmetabolismus, der intrazellularen SignalUbertragung oder in Genen, die
an der Regulation der HPA-Achse beteiligt sind, ein Einfluss auf die
Arzneimittelwirkung von Antidepressiva beigemessen (Ubersicht siehe Kirchheiner et
al., 2004 und Serretti et al., 2005, Licinio et al., 2004, Binder et al., 2004).

Die Hypothese, dass eine generelle Dysfunktion der zentralen monoaminergen
Neurotransmission an der Pathophysiologie der Depression beteiligt ist (Gold et al.,
1988, Bonhomme und Esposito 1998, Laine et al., 1999) und die Tatsache, dass im
Rahmen der Depression veranderte Monoaminkonzentrationen durch Antidepressiva

beeinflusst werden (Frazer 1997), lasst neben dem Serotonintransportergen auch die
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Gene fur den Dopamin- und Noradrenalintransporter als Kandidatengene, die die

individuelle Therapieresponse beeinflussen kénnten, erscheinen.

1.2.1. Das Serotonintransportergen (SERT)

Affektive Erkrankungen gehen mit erheblichen Veranderungen im zentralen
Serotoninstoffwechsel einher (Ubersicht in Charney, 1998 und Owens und Nemeroff,
1998) und Antidepressiva fuhren ihrerseits zu Veranderungen der serotonergen
Neurotransmission (Bonhomme und Esposito, 1998).

Der Serotonintransporter stellt nicht nur das primare Zielprotein im Wirkmechanismus
von SSRI dar, auch andere Antidepressiva wie TCA, Venlafaxin und Nefazodon
binden an den Serotonintransporter und hemmen die Wiederaufnahme von
Serotonin aus dem synaptischen Spalt (White et al., 2005, Reyes-Haro et al., 2003,
Owens et al., 1995).

Das Gen fur den humanen Serotonintransporter, SLC6A4, befindet sich auf dem
Chromosom 17q11.2 (Ramamoorthy et al., 1993). Es erstreckt sich Uber 37,8 kb und
umfasst 14 Exons (Ramamoorthy et al., 1993, Lesch et al., 1994). Ein funktioneller
Polymorphismus in der 5’-Promoter-Assoziierten Region dieses Gens besteht aus
einer 44-bp Insertions-/Deletions-Mutation (44-bp Ins/Del), die zu einem langen (I)
und einem kurzen (s) Allel fihrt, wobei die kurze Variante mit einer zweifach
erniedrigten Genexpression und Transportaktivitat in vitro verbunden ist (Lesch et al.,
1996, Heils et al., 1996).

Untersuchungen zu einer moglichen Assoziation der 44-bp Ins/Del-Mutation mit dem
Risiko fur affektive Erkrankungen flhrten bisher nicht zu einheitlichen Ergebnissen
(Collier et al., 1996b, Furlong et al., 1998, Mynett-Johnson et al., 2000, Vincent et al.,
1999, Frisch et al., 1999, Minov et al., 2001).

Zahlreiche Studien kommen hingegen zu dem konsistenten Ergebnis, dass Patienten
mit Depression, die Trager von einem oder zwei langen Allelen (1) der 44-bp Ins/Del-
Mutation sind, durchschnittlich besser auf eine medikamentése Behandlung mit SSRI
ansprechen (Rausch et al., 2002, Yu et al., 2002, Smeraldi et al., 1998, Zanardi et
al., 2001, Pollock et al., 2000, Zanardi et al., 2000, Lee et al., 2004, Serretti et al.,
2004, Murphy et al., 2004a). Studien an asiatischen Patienten dagegen zeigten eine
bessere Response bei Tragern des kurzen Allels (s/s) (Kim et al., 2000, Kim et al.

2006, Yoshida et al., 2002). Als Ursache fur diese Diskrepanz wurden hauptsachlich
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ethnische Unterschiede in den genetischen Varianten, die zu Unterschieden im
Haplotypmuster fihren, angenommen (Yoshida et al., 2002).

Einige weitere Studien deuten darauf hin, dass auch die Wirksamkeit von anderen
Antidepressiva als SSRI durch den 44-bp Ins/Del- Polymorphismus beeinflusst
werden kdnnte. So zeigten in einer Assoziationsstudie von Young et al. depressive
geriatrische Patienten mit (I/1)-Genotyp eine bessere Therapieresponse auf
Nortriptylin (Young et al., 1999). In einer neuroendokrinen Studie wiesen gesunde
Probanden mit zwei (I)-Allelen einen groReren Anstieg der Prolaktinkonzentration im
Blut nach iv-Gabe des Trizyklikums Clomipramin auf, was fur eine erhdhte
serotonerge Neurotransmission und ein besseres Ansprechen auf Clomipramin
sprechen konnte (Whale et al., 2000). Rausch et al. hingegen konnten zeigen, dass
eine erhohte initiale Kinetik des Serotonintransports in Blutplattchen depressiver
Patienten mit einem besseren Ansprechen auf Nortriptylin korreliert ist (Rausch et al.,
2003).

Ein weiterer Polymorphismus befindet sich im Intron 2 des SERT-Gens. Es handelt
sich hierbei um einen VNTR, der drei Allele mit je 9, 10 oder 12 Kopien einer 17-bp
langen repetitiven Sequenz aufweist (Lesch et al., 1994, Ogilvie et al., 1996). Dieser
17-bp VNTR scheint als stark positives Element in der Regulation der Transkription
des SERT-Gens in der rostralen Hirnrinde von Mauseembryonen zu wirken
(MacKenzie und Quinn, 1999). Drei Studien haben bisher den pradiktiven Wert
dieses VNTR flr den Erfolg einer Antidepressiva-Therapie untersucht: eine in zwei
Studien beschriebene Assoziation des langen 12-Allels mit besserem Ansprechen
auf SSRI (Kim et al., 2000, Kim et al., 2006) konnte jedoch in einer weiteren Studie
nicht bestatigt werden (Ito et al., 2002).

1.2.2. Das Dopamintransportergen (DAT1)

Der Botenstoff Dopamin scheint eine wichtige Rolle fir die Pathophysiologie der
Depression (Willner, 1995, Kapur und Mann, 1992) und den Wirkmechanismus von
Antidepressiva (D’Aquila et al., 2000, Willner, 1997, Brunswick et al., 2003) zu
spielen. Es konnte gezeigt werden, dass eine Beeintrachtigung des
Dopaminstoffwechsels in kortikolimbischen Arealen zur Entwicklung von Anhedonie

und Antriebslosigkeit, zentralen Symptomen des depressiven Syndroms, beitragt
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(Willner, 1995). Im Einklang hiermit fanden sich im mesolimbischen System von
Flinders Sensitive Line Ratten (FSL), einem Tiermodell flr depressives Verhalten,
veranderte Dopaminkonzentrationen (Yadid et al., 2001). Sowohl im Liquor
depressiver Patienten als auch in den Basalganglien depressiver Suizidopfer wurden
wiederholt erniedrigte Konzentrationen von Dopamin und Dopaminmetaboliten
gemessen (Roy et al., 1985, Willner, 1995, Bowden et al., 1997). Brunswick et al.
konnten in SPECT-Untersuchungen nachweisen, dass die Dopamintransporter-
Affinitat in den Basalganglien depressiver Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen erhdht ist, was fur eine Erhohung der Aktivitdt der Dopamin-
Wiederaufnahmemechanismen im Rahmen der Depression als mdgliche Ursache flr
die niedrige extrazellulare Konzentration von Dopamin bei Depressiven spricht
(Brunswick et al., 2003). Zahlreiche Studien belegen ferner eine abnorme Verteilung
und Dichte des Dopamintransporters im ZNS depressiver Patienten bzw.
entsprechender Tiermodelle (Jiao et al., 2003, Sheggi et al., 2002, Klimek et al.,
2002, Meyer et al., 2001, Neumeister et al., 2001, Laasonen-Balk et al., 1999).
Versuche mit Labortieren weisen darauf hin, dass Antidepressiva verschiedener
Wirkstoffklassen sowohl die extrazellulare Dopaminkonzentration (Smith et al., 2000,
Ichikawa und Meltzer, 1995) und die Dopamintransporterbindungsaffinitat im Striatum
(Scheffel et al., 1994, Fujita et al., 1997) als auch die Expression von DAT1 in der
Substantia nigra (Petrie et al., 1998) beeinflussen. Auch in menschlichen Probanden
wurde die striatale Dopamintransporteraktivitat unter Medikation mit SSRI moduliert
(Kugaya et al., 2003).

Das Gen SLC6A3, das fur den hoch affinen humanen Dopamintransporter (DAT1)
kodiert, befindet sich auf dem Chromosom 5p15.3 (Giros et al., 1992, Vandenbergh
et al., 1992) Es umfasst 15 Exons, die sich Uber 64 kb erstrecken (Donovan et al.,
1995, Kawarai et al., 1997). In der 3’-nichttranslatierten Region (3’'UTR) des DAT1-
Gens befindet sich ein 40-bp Variable Number of Tandem Repeats-Polymorphismus
(40-bp VNTR), der 3 bis 13 Kopien einer 40-bp Repeat-Sequenz aufweist
(Vandenbergh et al., 1992, Sano et al, 1993, Kang et al., 1999). Einzelne
Allelvarianten dieses Polymorphismus konnten bereits mit verschiedenen
psychiatrischen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden (Gelernter et al.,
1994, Cook et al.,, 1995, Schmidt et al., 1998). Einige Studien deuten auf eine
Verbindung mit der bipolaren Stérung hin (Greenwood et al., 2001, Waldman et al.,
1997).
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Die Region 3’'UTR des DAT1-Gens spielt eine erwiesene Rolle in der Regulation der
Transkriptionseffizienz (Mignone et al., 2002). Entsprechend konnte gezeigt werden,
dass Trager des 10-Repeat-Allels im Vergleich mit Tragern des 9-Repeat-Allels eine
gesteigerte Expression von DAT1 aufweisen (Mill et al., 2002). Demgegenuber
erbrachten Reportergenassays keine einheitlichen Resultate: Befunde einer erhéhten
Luciferaseexpression in Zellen, die mit dem 10-Repeat-Allel transfiziert worden
waren (Fuke et al.,, 2001, Miller und Madras, 2002), konnten in spateren
Untersuchungen nicht repliziert werden (Mill et al., 2005, Greenwood und Kelsoe,
2003). Eine Erklarung fur diese Unterschiede konnte in einem Linkage Disequilibrium
des VNTR mit anderen, fir die Transkription relevanten, Polymorphismen liegen (Mill
et al., 2005, Fuke et al., 2005).

Inwieweit der 40-bp VNTR in der 3'-UTR des DAT1-Gens den Erfolg einer Therapie
mit Antidepressiva bei depressiven Patienten beeinflusst, wurde bisher noch nicht

untersucht.

1.2.3. Das Noradrenalintransportergen (NET)

Das Krankheitsbild der Depression fuhrt auch im noradrenergen System zu
vielfaltigen Veranderungen (Lake et al., 1982, Roy et al., 1988, Veith et al., 1994,
Lambert et al.,, 2000). Unter anderem lassen die Ergebnisse einer
Autoradiographiestudie von Klimek et al. darauf schliel3en, dass die Expression des
Noradrenalintransporters in Teilen des ZNS depressiver Patienten als Ausgleich fur
das Noradrenalindefizit in den zentralen Synapsen im Rahmen der Depression
erniedrigt ist (Klimek et al., 1997).

Der Noradrenalintransporter (NET) ist ein wichtiges Zielprotein zahlreicher
Antidepressiva (Owens et al., 1997, Richelson 2003). In mehreren Studien konnte
gezeigt werden, dass antidepressiv wirksame Medikamente wie Desipramin,
Milnazipran, Reboxetin, aber auch Paroxetin in unterschiedlichem Ausmall die
Konzentration der NET-mRNA bzw. die Dichte und Wiederaufnahmefunktion des
Noradrenalintransporters in vitro und in vivo beeinflussen (Zhu et al., 2002, Zhu und
Ordway, 1997, Zavosh et al., 1999, Gould et al., 2003, Hébert et al., 2001, Shinkai et
al., 2005, Owens et al., 2000, Benmansour et al., 2004).

Das Gen SLC6A6, das flir den humanen Noradrenalintransporter (NET) kodiert,

befindet sich auf dem Chromosom 16q12.2 und umfasst 14 Exons, die sich Uber 45
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kb erstrecken (Porzgen et al.,, 1995, Pacholczyk et al., 1991). Stober et al.
entdeckten in diesem Gen u.a. 5 Missense-Mutationen (Val69lle im Exon 1, Thr99lle
im Exon 2, Val245lle im Exon 4, Val449lle im Exon 9, Gly478Ser im Exon 10) und die
hoch polymorphe Mutation 7287G>A im Exon 9 (Stdber et al., 1996b). Uber die
funktionelle Bedeutung dieses Polymorphismus im Exon 9 ist bisher wenig bekannt.
Allerdings konnte bei Tragern des G/G-Genotyps eine gegenlber Tragern der G/A-
bzw. A/A-Genotypen erhohte Liquorkonzentration von 3-Methoxy-4-
Hydroxyphenylglykol (MHPG), einem Hauptmetaboliten von Noradrenalin,
nachgewiesen werden (Jonsson et al., 1998). Ein weiterer Polymorphismus
(=7182T>C) wurde in einem flir die Regulation der Transkription bedeutsamen Intron
der 5’-Promoterregion des NET-Gens identifiziert (Zill et al., 2002, Kim et al., 1999).
Einige Studien haben sich mit einer moglichen Assoziation von Polymorphismen im
NET-Gen mit affektiven Erkrankungen auseinandergesetzt (Stober et al., 1996,
Owen et al., 1999, Leszczynska-Rodziewicz et al., 2002, Ryu et al., 2004, Inoue et
al.,, 2004, Zill et al.,, 2002). Studien zum -182T>C Polymorphismus flhrten zu
widerspruchlichen Ergebnissen: wahrend in einer koreanischen Population der
Genotyp T/T im Vergleich zu allen anderen auftretenden Genotypen mit einem
niedrigeren Risiko flr das Vorhandensein einer Depression assoziiert war (Ryu et al.,
2004), traf dies in einer japanischen Population flr den Genotyp C/C zu (Inoue et al.,
2004). Zill et al. hingegen fanden in einer Gruppe von deutschen Patienten keine
Anhaltspunkte fur eine Verbindung des —182T7>C Polymorphismus mit dem Risiko fur
Depression (Zill et al., 2002).

Yoshida et al. konnten in einer Gruppe japanischer Patienten mit Depression zeigen,
dass Patienten, die uUber mindestens ein T-Allel des —182T>C Polymorphismus
verfugten, eher besser auf eine Therapie mit dem Antidepressivum Milnazipran,
einem dualen  Serotonin-/Noradrenalinwiederaufnahmehemmer,  ansprachen,
wahrend Trager zweier A-Allele des 1287G>A Polymorphismus im Exon 9 haufiger
von einem verzogerten Ansprechen auf Milnazipran betroffen waren (Yoshida et al.,
2004). In einer weiteren Studie von Kim et al. war der G/G-Genotyp des 71287G>A
Polymorphismus mit einem besseren Ansprechen auf das Trizyklikum Nortriptylin
assoziiert (Kim et al., 2006). Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass das
Ansprechen auf Antidepressiva, die am Noradrenalintransporter binden und dessen

Transportfunktion hemmen, ahnlich der vielfach beschriebenen Assoziation der 44-
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bp Ins/Del-Mutation in der Promoter-Assoziierten Region des SERT-Gens mit der

Response auf SSRI, durch Polymorphismen im NET-Gen beeinflusst werden kdnnte.

1.3. Herleitung der Aufgabenstellung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Bedeutung von Polymorphismen in
den Genen fir den Dopamin-, Serotonin- und Noradrenalintransporter fir die
Arzneimittelwirkung von Antidepressiva. Es sollte untersucht werden, ob
ausgewahlte Polymorphismen in den Genen fur die drei Monoamintransporter
(SERT, DAT1, NET), die Zielproteine im Wirkmechanismus von Antidepressiva
darstellen bzw. als Regulatoren der im Rahmen der Depression gestorten
monoaminergen Neurotransmission fungieren, unter herkdmmlichen Kklinischen
Bedingungen einen Einfluss auf den Erfolg der antidepressiven Therapie und den
Verlauf der depressiven Erkrankung haben.

Polymorphismen in den drei mdglicherweise an der Antidepressivaresponse
beteiligten Transportergenen sollten genotypisiert und

1. die Haufigkeitsverteilung der entsprechenden Allele in der an Depression
erkrankten Studienpopulation im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe,

2. ein moglicher Zusammenhang zwischen der Schwere der Depression und dem
Genotyp und

3. das therapeutische Ansprechen (Kurz — und Langzeitverlauf) der Erkrankung auf

die Antidepressivabehandlung in Abhangigkeit vom Genotyp untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

In der vorliegenden Studie, die in Form einer prospektiven geblindeten
Anwendungsbeobachtung durchgefuhrt wurde, sollte die Wirksamkeit von
Antidepressiva in Abhangigkeit von ausgewahlten genetischen Polymorphismen
untersucht werden. Da es sich um eine naturalistische Studienform handelt, wurden
keinerlei Eingriffe in die Pharmakotherapie des behandelnden Arztes vorgenommen,
sondern ausschliellich die Medikamenteneinnahme verschiedenster Antidepressiva
dokumentiert. Auf diese Weise sollte die medikamentése Behandlung der Depression
in der psychiatrischen Alltagspraxis moglichst wirklichkeitsnah und unverfremdet
abgebildet werden.

Im Sinne einer Intent-to-treat Analyse wurde angestrebt, moglichst alle zur Teilnahme
bereiten Patienten, die wegen einer depressiven Erkrankung in eines der an der
Studie beteiligten Krankenhauser aufgenommen wurden, in die Studie aufzunehmen.
Es wurden keine konkreten Studienbedingungen, wie z.B. ein Steady State des
Medikamentenspiegels, gefordert. Jeder Patient konnte zu jedem Zeitpunkt der
Studie ohne Angabe von Griunden die Teilnahme abbrechen.

Eine Blindung erfolgte insofern, dass Arzt und Patient fur die Dauer der Studie nicht
Uber den genetischen Status des Patienten informiert wurden.

Die vorliegende Studie ist Teil eines Ubergeordneten Forschungsvorhabens zur
Optimierung der Arzneimitteltherapie mit Antidepressiva durch molekulargenetische
Bestimmung individueller genetischer Unterschiede. Sie wurde nach den Richtlinien
der Good Clinical Practice, sowie nach den ICH- (International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for
Human Use) Guidelines durchgefuhrt und durch die Ethikkommission des
Universitatsklinikums Charité der Humboldt-Universitat Berlin genehmigt.

Es lagen positive Ethikvoten flr die pharmakogenetischen Untersuchungen an
Patienten mit Depression sowie fur die pharmakogenetische Charakterisierung der

gesunden Personen (Vergleichsgruppe) vor.

2.1.1. Patienten

Insgesamt 264 primar depressive Patienten aus drei psychiatrischen Kliniken in

Berlin  (Universitatsklinikum Charité, Abteilung fur Psychiatrie; Krankenhaus
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Hellersdorf, Erste und Zweite Psychiatrische Abteilung, 6.B. Wilhelm-Griesinger-
Krankenhaus; Krankenhaus am Urban, Abteilung fur Psychiatrie und Psychotherapie)
wurden in die Studie eingeschlossen. Alle Patienten hatten schriftlich ihr
Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie zur Bedeutung pharmakogenetischer

Varianten fur die Wirksamkeit von Antidepressiva gegeben.

2.1.1.1. Einschlusskriterien

Eingeschlossen wurden ausschliellich Patienten kaukasischen Ursprungs, die
wegen einer primar depressiven Erkrankung stationar oder in der Tagesklinik mit
antidepressiv wirksamen Medikamenten behandelt wurden. Die Diagnosestellung
erfolgte nach den Richtlinien der ICD 10 bzw. der DSM-IV durch den behandelnden
Stationsarzt oder den Oberarzt und wurde durch den Studienarzt anhand der
Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) (mindestens 7 Punkte) und des M.I.N.I,,
einer Kurzversion des strukturierten klinischen Interviews fiur DSM-IV und ICD-10 zur
psychiatrischen Diagnosestellung (Sheehan et al., 1998) bestatigt. Eine Ubersicht
uber die Einschlussdiagnosen bietet Tab. 2.1. Alle Patienten mussten sich nach
Aufklarung durch den jeweiligen Studienarzt schriftlich zur Teilnahme an der Studie

bereit erklaren.

Tab. 2.1. Einschlussdiagnosen

Diaghose ICD 10 DSM-IV

Major Depression Leichte depressive Episode (F32.0) Major Depression, einzelne
Mittelgradige depressive Episode (F32.1) Episode (296.2)
Schwere depressive Episode ohne Major Depression, rezidivierend
psychotische Symptome (F32.2) (296.3)

Schwere depressive Episode mit psychotischen
Symptomen (F32.3)

Rezidivierende depressive Stoérung,
gegenwartig leichte Episode (F33.0)
Rezidivierende depressive Stérung,
gegenwartig mittelgradige Episode (F33.1)
Rezidivierende depressive Stérung,
gegenwartig schwere Episode ohne
psychotische Syptome (F33.2)
Rezidivierende depressive Stérung,
gegenwartig schwere Episode mit
psychotischen Symptomen (F33.3)

Bipolare Stérung (1,11) gegenwartig mittelgradige oder leichte Bipolar | Stérung, letzte Episode
depressive Episode (F31.3) depressiv (296.5)

gegenwartig schweredepressive Episode ohne Bipolar Il Stérung (296.89)
psychotische Symptome (F31.4)
gegenwartig schwere depressive Episode mit
psychotischen Symptomen (F31.5)
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Nicht naher Nicht naher bezeichnete depressive Episode Nicht ndher bezeichnete
bezeichnete (F32.9) depressive Stérung (311)
depressive Stérung Sonstige rezidivierende depressive Stérung Nicht naher bezeichnete bipolare

(F33.8) Stdrung (296.80)

Nicht néher bezeichnete depressive Stérung

(F33.9)

Sonstige bipolare affektive Stérung (F31.8)
Nicht naher bezeichnete bipolare affektive
Stoérung (F31.9)

Sonstige affektive Stérung (F38)

Nicht naher bezeichnete affektive Stérung (F39)

Anpassungsstérung Anpassungsstorung, verlangerte depressive Anpassungsstérung mit
mit depressiver Reaktion (F43.21) depressiver Stimmung (F309.0)
Stimmung

2.1.1.2. Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden Patienten, die junger als 18 Jahre alt waren, nicht
kaukasischen Ursprungs waren, an primar nicht affektiven Erkrankungen litten (z.B.
postpsychotische depressive Phasen, organisch depressive Stérungen, depressive
Storung bei Demenz, psychische Verhaltensstérungen durch psychotrope
Substanzen, schizoaffektive  Storungen, Personlichkeitsstorungen, primare
Alkoholabhangigkeit), bei Einweisung in die Klinik einen Punktwert unter 8 auf der
HDRS aufwiesen und Patienten, die mit nichtmedikamentdsen Therapieverfahren
oder mit nicht als Antidepressiva zu bezeichnenden Medikamenten behandelt
wurden.

Patienten, deren Diagnose im Verlauf der Behandlung wechselte oder deren Verbleib
in der Studie aufgrund anderer gravierender Umstande verhindert war, wurden

nachtraglich aus der Studie ausgeschlossen.

2.1.2. Medikamentenauswabhl

Alle krankenhausublichen antidepressiv wirksamen Substanzen konnten nach den
herkdbmmlichen Dosierungsvorschriften fur die Behandlung der Depression
eingesetzt werden. Zusatzmedikationen waren erlaubt und wurden dokumentiert.
Die Compliance der Patienten wurde indirekt durch Blutspiegelbestimmungen der

Substanzen kontrolliert.




Material und Methoden 13

2.1.3. Studienablauf

Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden flr mindestens 3 Wochen
nach stationarer Aufnahme bzw. nach Beginn der antidepressiven Medikation
beobachtet. Die Blutentnahme fur die Genotypisierung (2x8 ml EDTA-BIlut) erfolgte
am 1. bis 3. Tag. Am 20. bis 22. Tag wurde Blut fur die
Medikamentenspiegelbestimmung (je 8 ml pro Substanz) entnommen. Am Tag 1
oder 2 nach Aufnahme in die Studie wurde der Schweregrad der Depression anhand
der Hamilton Depression Rating Scale (HDRS) bestimmt. Fir die Beurteilung der
Response wurden die ermittelten Summenpunktwerte auf der HDRS am Tag 20 bis
22 bzw. zwei Monate nach Entlassung des Patienten mit den Werten zu
Therapiebeginn (Tag 1 bis 3) verglichen. Als Parameter flr die Therapieresponse
wurde entsprechend den World Federation of Societies of Biological Psychiatry
(WFSBP) Guidelines for Biological Treatment of Unipolar Depressive Disorders ein
Abfall des Summenpunktwertes auf der HDRS um mehr als 50% definiert (Bauer et
al., 2002). Einen Uberblick tber den weiteren stationaren Ablauf der Studie bietet
Tab. 2.2.

Tab. 2.2. Zeitschema zur Durchflihrung des stationaren Teils der Studie

Tag nach Aufnahme/ Untersuchungen
Medikationsbeginn

Tag 1(-3) M.L.N.I.,, HDRS, EKG

Tag 2(-4) BE (G,P), GD, MS, M

Tag 20-22 BE (P), UAW1, UAW2, HDRS, MS, EKG
Katamnese KB, HDRS

M.ILN.I.:  Kurzversion des strukturierten klinischen Interviews fir DSM-IV und ICD-10 zur psychiatischen
Diagnosestellung (Sheehan et al., 1998); HDRS: Hamilton Depression Rating Scale; GAS: Global Assessment
Scale; CGI: Clinical Global Impressions;

BE: Blutentnahme; G: 2x8ml EDTA-BIut zur Genotypisierung; P: Plasmaspiegel, je Antidepressivum 10ml Serum;
GD: Grunddatenbogen; MS: Messungen-Blatt; UAW1: Selbstbeurteilungbégen, 1xwdchnetlich auszufillen;
UAW?2: Fremdbeurteilungsbogen; M: Medikationsdokumentation; KB: Katamnesebogen

2.1.4. Kontrollkollektiv

Insgesamt 190 gesunde Probanden kaukasischen Ursprungs, die ihr schriftliches
Einverstandnis zur pharmakogenetischen Untersuchung von Varianten der

Arzneimittelwirkung gegeben hatten und ansonsten als gesunde Freiwillige an
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klinischen Studien des Institutes fur Klinische Pharmakologie teilnahmen, darunter 67
Manner und 123 Frauen, bildeten die Kontrollgruppe. Alle Kontrollprobanden waren
frei von psychiatrischen Erkrankungen und nahmen keine psychotropen
Medikamente ein. Das mediane Alter lag bei 42 Jahren (Range 33-66).

2.2. Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) und der
RFLP-Analyse. Die hierzu notwendige genomische DNA wurde aus Vollblut
gewonnen.

Die gesamte Genotypisierung wurde blind gegenliber den Kklinischen Daten

ausgefuhrt.

2.2.1. DNA- Extraktion

Die Gewinnung genomischer DNA aus Vollblut erfolgte mit Hilfe des MagNa Pure der
Firma Roche. Es handelt sich hierbei um ein vollautomatisches System fur die
Festphasenextraktion von Nukleinsauren. Dieses Extraktionsverfahren nutzt die
Eigenschaft von Nukleinsauren, sich bei hohen Salzkonzentrationen bzw.
lonenstarken an Glas zu binden. Hierfur werden magnetische Silicapartikel, die aus
einem Eisenkern mit Magnetitiberzug und einer auferen Glasschuppenschicht
bestehen, eingesetzt.

Zunachst werden die Zellen im Vollblut durch einen Lyse-Puffer aufgeldst und die
zellularen Proteine durch Proteinase K verdaut. Der Lyse-Puffer enthalt
chaotropische Salze in hoher Konzentration und hat damit eine hohe ionische Starke.
In diesem Milieu bindet die freigesetzte DNA an die aul3ere Glasschuppenschicht der
magnetischen Silicapartikel, die der Losung hinzugefugt werden. Die magnetischen
Partikel mitsamt der gebundenen DNA werden wahrend der folgenden
Pipettierschritte durch Magneten in den Spitzen zurlckgehalten. Auf diese Weise
werden die Partikel durch mehrere Waschlosungen transportiert, in denen
bestehende Verunreinigungen entfernt werden. Im letzten Waschschritt wird die
chaotropische Salzkonzentration herabgesetzt. Bei zusatzlich erhdhter Temperatur
I6st sich die DNA von den Glaspartikeln und wird in Elutions-Puffer gelost. Die
Glaspartikel werden nun durch Magneten entfernt und es verbleibt eine Lésung von

gereinigter DNA.
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2.2.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR st eine in vitro-Methode zur Vervielfaltigung von kurzen, genau definierten
DNA-Fragmenten unter Verwendung einer hitzestabilen DNA-Polymerase.

Die DNA-Polymerase ist unter geeigneten Bedingungen in der Lage, DNA-
Einzelstrange zu kopieren. Vorraussetzung hierfur ist das Vorhandensein von DNA-
Startermolekilen, den Primern. Dabei handelt es sich um zwei synthetische
Oligonukleotide, die jeweils dem 3’-terminalen Ende der zu vervielfaltigenden
Sequenz auf einem der beiden DNA-Einzelstrange komplementar sind. Der
Vorwartsprimer wird dabei vom 5’-Ende zum 3’-Ende des ersten Stranges abgeleitet,
der Ruckwartsprimer vom 5’-Ende zum 3’-Ende des Gegenstranges. Nachdem die
Primer an den 3’-Enden der entsprechenden Sequenz auf den DNA-Einzelstrangen
gebunden haben, werden sie von der DNA-Polymerase in 5’-3’ Richtung entlang der
einstrangigen DNA-Matritze verlangert. Es entsteht ein neuer DNA-Strang, der zum
ursprunglichen Strang komplementar ist. Dieser Vorgang wird bei der PCR mehrfach
wiederholt.

Zur Durchfihrung der Reaktion wird zunachst die DNA, welche die zu amplifizierende
Sequenz enthalt, mit der DNA-Polymerase, Desoxyribonukleosidtriphosphaten
(dATP, dCTP, dGTP und dTTP) und den beiden Primern in einem geeigneten
Reaktionspuffer inkubiert. Die PCR lauft in einem Thermocycler temperaturgesteuert
in mehreren Reaktionszyklen ab. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten. Im ersten
Schritt, der Denaturierung, werden die beiden Strange der DNA-Doppelhelix durch
kurzzeitiges Erhitzen auf 94-95°C getrennt. Danach wird die Temperatur gesenkt
und bei Erreichen der Anlagerungstemperatur (ca. 5°C unter der Schmelztemperatur
der Primer) lagern sich die Primer im zweiten Schritt, dem Annealing, an die
entsprechenden Sequenzen auf den DNA-Einzelstrangen an. Fur den dritten Schritt,
die Extension, wird das Temperaturoptimum der DNA-Polymerase hergestellt und es
erfolgt die Verlangerung der Primer entlang der DNA-Matritze. Am Ende dieses
Schrittes liegen neu synthetisierte DNA-Doppelstrange vor. In den folgenden Zyklen
werden auch die neu entstandenen DNA-Strange als Vorlage genutzt. Sie werden
von den Oligonukleotidsequenzen der Primer flankiert, so dass ihre Lange festgelegt
ist. Im Lauf der Reaktion wachst die Menge an gebildeter DNA exponentiell an. Nach

n Runden ist die betreffende Sequenz im Idealfall 2n-fach amplifiziert.
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2.2.3. Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (RFLP-Analyse)

Restriktionsenzyme, die auch als Restriktionsendonukleasen bezeichnet werden,
sind in der Lage, spezifische DNA-Sequenzen auf der Doppelhelix zu erkennen und
beide Strange an spezifischen Stellen (Schnittstellen) zu schneiden. Bei der RFLP-
Analyse werden PCR-amplifizierte DNA-Abschnitte mit einem geeigneten
Restriktionsenzym verdaut und dabei in spezifische Fragmente gespalten.
Entsprechend ihrer Lange konnen diese Fragmente anschlieRend in der
Gelelektrophorese aufgetrennt werden. Nach Farbung der DNA wird dann ein fur
diesen DNA-Abschnitt charakteristisches Bandenmuster sichtbar.

Fallt aufgrund einer Mutation in der Erkennungsregion flr das Restriktionsenzym
eine Schnittstelle weg oder wird durch eine Mutation eine zusatzliche Schnittstelle
geschaffen, andert sich die Lange der entstehenden DNA-Fragmente. Hierbei spricht
man von einem Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP). Das in der
Gelelektrophorese entstehende Bandenmuster ist entsprechend verandert und

kennzeichnet die Mutation.

2.2.4. Bestimmung der Varianten in den Genen fiir den Dopamin- (DAT1) und
den Serotonintransporter (SERT)

Sowohl der 40-bp VNTR in der 3'UTR des Dopamintransportergens (DAT1) als auch
die beiden Polymorphismen im Serotonintransportergen (SERT) (44-bp Insertions-/
Deletions-Mutation (/ns-/Del-Mutation) in der Promoter-Assoziierten Region, 17-bp
VNTR im Intron 2) wurden mittels PCR und nachfolgender Gelelektrophorese
bestimmt. In Abhangigkeit vom Vorhandensein der Insertion oder Deletion der 44-bp
Ins-/Del-Mutation bzw. abhangig von der Anzahl der vorhandenen Repeats in den
VNTR variierte die Lange der in der PCR entstehenden PCR-Produkte und damit
deren Laufgeschwindigkeit in der Gelelektrophorese. Entsprechend wurden die PCR-
Produkte gemal ihrer Lange in der Gelelektrophorese aufgetrennt, die entstandenen
Banden angefarbt und mit Hilfe des Eagleeye™ (Fa. Stratagene), einem digitalen
Videosystem, dokumentiert. Das resultierende Bandenmuster kennzeichnete den
Genotyp (siehe Abb. 2.1.-2.6.).
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2.2.4.1. Bestimmung des 40-bp VNTR im Dopamintransportergen (DAT1)

Fur die Untersuchung des 40-bp VNTR im DAT1-Gen wurde eine PCR nach Persico
et al. und Sano et al. mit Einsatz von zwei DNA-Polymerasen (Tag- und Pwo-
Polymerase) verwendet (Persico et al., 1995, Sano et al., 1993). Ansatz und
Reaktionsbedingungen sind in Tab. 2.5. dargestellt. Eine Auflistung der verwendeten
Primer befindet sich in Tab. 2.3.

Eine Ubersicht Uber die detektierten Allele bietet Abb. 2.2 und Tab. 2.4,

Tab. 2.3. Ubersicht (iber die Primer zur Genotypisierung im SERT- und DAT1-Gen

Gen Poly- Primer Primersequenz Annealing-
morphismus Temperatur

SERT 44-bp Ins/Del 44bp-1 5-GGC GTT GCC GCT CTG AAT GC-3’ 62°C
44bp-2 5-GAG GGA CTG AGC TGG ACA ACAC-3

SERT 17-bp VNTR 17bp-3 5-GGT CAG TAT CAC AGG CTG CGA GTA G-3 62°C
17bp-4 5-TGT TCC TAG TCT TAC GCC AGT GAA G-3

DAT1 40-bp VNTR DAT 1-F 5-TGT GGT GTA GGG AAC GGC CTG AGA-3 68°C
DAT 1-R 5-CTT CCT GGA GGT CAC GGC TCA AGG-Z

Tab.2.4. Tabellarische Darstellung der moéglichen Allele der 44-bp Ins/Del-Mutation und des 17-bp

VNTR im SERT-Gen und des 40-bp VNTR im DAT1-Gen

Gen Polymorphismus | Position | Allel Fragmentlange
(bp)
SERT | 44-bp Ins/Del 5-UTR Ins (1) 528
Del (s) 484
SERT | 17- bp VNTR Intron 2 | 12 Repeats 301
10 Repeats 267
9 Repeats 250
DAT1 | 40-bp VNTR 3-UTR | 12 Repeats 564
11 Repeats 524
10 Repeats 484
9 Repeats 444
8 Repeats 404
6 Repeats 324
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Abb. 2.1. PCR-Strategie zur Bestimmung des DAT1 40-bp VNTR

UTR

11x 40bp-Repeats

| | <|_|

Allel 11: 11 Repeats (524bp) | bt

10x 40bp-Repeats

i

[ ,_I> 1 1

Allel 10: 10 Repeats (484bp) |

9x 40bp-Repeats

Allel 9: 9 Repeats (444bp) |  —

8x 40bp-Repeats <
1 1

Allel 8: 8 Repeats (404bp) | !

6x 40bp-Repeats

Allel 6: 6 Repeats (324bp) | e

Schematisch dargestellt ist der Abschnitt des Gens DAT1 mit der 3’'UTR sowie darunter die einzelnen PCR-
Produkte mit Angabe des entsprechenden Allels, der Anzahl der Repeats sowie der Lange des PCR-Produkts in
bp. Die Reapeats im VNTR sind durch Striche auf den PCR-Produkten markiert, die VNTR-Sequenz liegt jeweils

zwischen den Pfeilen.

Tab. 2.5. DAT1 40-bp VNTR: Reaktionsbedingungen und Auswertung

Reaktionsansatz:
Mastermix 1 (15ul) dNTPs (2mM) 6,254l
Primer DAT1-F(10uM) 0,75ul
Primer DAT1-R (10uM) 0,75ul
Taq-Polymerase Biotherm 0,35ul
H2O (steril, bidest) 6,9l
Mastermix 2 (10ul) 10*Puffer (Boehringer2) 2,7l
H2O (steril, bidest) 5,8ul
0,1U/ul PWO 1,5ul
+genomische DNA 2ul
Cycler-Programm: 2min 94°C-35x (30s 94°C-1min 68°C)-7min 72°C-30min 10°C
(Perkin-Elmer 9700 oder 9600)
Elektrophorese: 120min bei 100V auf 4%-igem Agarosegel, Farbstoff Ethidiumbromid
DNA-Marker: 50bp (MBI Fermentas)
Auswertung:
Genotyp (Anzahl Repeats) 10/10 10/9 9/9 11/10 11/9 10/8 10/6 12/10
Codierung 0 1 2 3 4 5 6 7
Muster (bp) - - - - - - - 564
- - - 524 524 - - -
484 484 - 484 - 484 484 484
- 444 444 - 444 - - -
- - - - - 404 - -
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Abb. 2.2. DAT1 40-bp VNTR: PCR

600 -
400 -
300 -

Marker: 100bp Marker, 0: 484bp (Genotyp 10/10), 1: 484/444bp (Genotyp 10/9), 2: 444bp (Genotyp 9/9), 3:
524/484bp (Genotyp 11/10), 4: 524/444bp (Genotyp 11/9), 5: 484/404bp (Genotyp 10/8), 6: 484/324bp (Genotyp
10/6). Ein Allel mit 12 Repeats wurde nicht gefunden. Bei den zusatzlichen Banden Uber den heterozygoten
Proben (1,3,4,5,6) handelt es sich um Heteroduplex-DNA, die wahrend der PCR durch Zusammenlagerung der
PCR-Produkte entsteht, die Auswertung des Bandenmusters aber nicht beeintrachtigt.

2.2.4.2. Bestimmung der 44-bp Insertions/Deletions-Mutation und des 17-bp
VNTR im Serotonintransportergen (SERT)

Fir die Genotypisierung der 44-bp Ins-/Del-Mutation und des 17-bp VNTR wurden
PCRs, die bei Kaiser et al. beschrieben wurden, angewandt (Kaiser et al., 2002).
Reaktionsbedingungen und Ansatze sind in den Tab. 2.6. und 2.7. aufgefihrt. Die
Sequenzen der verwendeten Primer kdénnen Tab. 2.3. entnommen werden. Im
Reaktionsansatz zur Bestimmung der 44-bp Ins/Del-Mutation wurden die dNTPs zur
Stabilisierung des PCR-Produktes wie bei Kaiser et al. beschrieben durch dNTP-
GTPs, dGTPs und deaza GTPs ersetzt.

Abb. 2.3. PCR-Strategie zur Bestimmung der SERT 44-bp Ins/Del-Mutation

. UTR [
SERT 44-bp VNTR: 5 1 Exon 1 30

(I-Allel: 44bp Ins (528bp) | Pt {

(s)-Allel: 44bp Del (484bp) | 1

Schematisch dargestellt ist der Abschnitt des SERT-Gens mit der 5’UTR sowie darunter das lange (I)-Allel (die
44bp-Insertion ist durch Pfeile markiert) und das kurze (s)-Allel mit Angabe der Langen (bp).
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Tab. 2.6. SERT 44-bp Ins/Del-Mutation: Reaktionsbedingungen und Auswertung

Reaktionsansatz (24pl): 10*Puffer (Boehringer1) 2,5ul
dNTP-GTPs (2mM) 2,5ul
dGTPs (1mM) 1,25l
deaza GTPs (1mM) 1,25l
Primer 44bp-1 (10uM) 0,5ul
Primer 44bp-2 (10uM) 0,5ul
Taq Polymerase Boehringer 0,154l
HO (steril, bidest) 15,35ul
+genomische DNA 1,2ul
Cycler-Programm: 2min 94°C- 35x (30s 94°C- 30s 62°C-1min 72°C)-7min 72°C
(Perkin-Elmer 9700 oder 9600)
Elektrophorese: 120min bei 100V auf 3,5%-igem Agarosegel, Farbstoff SybrGold®
DNA-Marker: 50bp (MBI Fermentas)
Auswertung:
Genotyp (Ins=I, Del=s) i I/s sls
Codierung 11 12 22
Muster 528 528 -
- 484 484

Abb. 2.4. SERT 44-bp Ins/Del-Mutation: PCR

Marker: 100bp Marker, 11: 528bp (I/I), 12: 528/484bp (l/s), 22: 484bp (s). Die zusatzlichen Banden (ber den
heterozygoten Proben (12) stellen Heteroduplex-DNA dar, die durch Zusammenlagerung der PCR-Produkte der
beiden verschiedenen Allele entsteht, die Auswertung des Bandenmusters aber nicht beeintrachtigt.

Abb. 2.5. PCR-Strategie zur Bestimmung des SERT 17-bp VNTR

. Intron 1 Intron 2
SERT 17-bp VNTR: 5" v —| Exon 2 I I Exon 3 |_ ............. 3
Allel 12: 12 Repeats (301bp) k 1éx 1I7Ibllelelp<Ieat; |
s S B9

Allel 10: 10 Repeats (267bp) ox 17bp-Repeats'

Allel 9: 9 Repeats (250bp)
9x 17bp-Repeats

Schematisch dargestellt ist der Abschnitt des SERT-Gens mit dem Intron 2 sowie darunter die einzelnen PCR-
Produkte mit Angabe des entsprechenden Allels, der Anzahl der Repeats sowie der Lange des PCR-Produkts in
bp. Die Repeats im VNTR sind durch Striche auf den PCR-Produkten markiert, die VNTR-Sequenz liegt jeweils
zwischen den Pfeilen.
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Tab. 2.7. SERT 17-bp VNTR: Reaktionsbedingungen und Auswertung

Reaktionsansatz (24pl): 10*Puffer (Boehringer1) 2,5ul
dNTPs (2mM) 1,75ul
Primer 17bp-3 (10uM) 0,5ul
Primer 17bp-4 (10uM) 0,5ul
Taq Polymerase Boehringer 0,154l
H>O (steril, bidest) 18,6l
+ genomische DNA 1,2ul
Cycler-Programm: 2min 94°C- 35x (30s 94°C-20s 62°C- 1min 72°C)- 7min 72°C
(Perkin-Elmer 9700 oder 9600)
Elektrophorese: 150min bei 100 Volt auf 3,0%-igem Agarosegel, Farbstoff SybrGold®
DNA-Marker: 50bp (MBI Fermentas)
Auswertung:
Genotyp (Anzahl Repeats) 12/12 12/10 10/10 12/9 10/9
Codierung 11 12 22 13 23
Muster (bp) 301 301 - 301 -
- 267 267 - 267
- - - 250 250

Abb. 2.6. SERT 17-bp VNTR: PCR

300
250 - -

200
150

Marker: 50bp Marker, 11: 301bp (Genotyp 12/12), 12: 301/267bp (Genotyp 12/10), 13: 301/250bp (Genotyp
12/9), 22: 267bp (Genotyp 10/10). Der Genotyp 10/9 wurde nicht gefunden. Bei den zusatzlichen Banden Uber
den heterozygoten Proben (12,13) handelt es sich um Heteroduplex-DNA, die durch Zusammenlagerung der
PCR-Produkte der beiden verschiedenen Allele entsteht, die Auswertung des Bandenmusters jedoch nicht
beeintrachtigt.

2.2.5. Bestimmung der Varianten im Noradrenalintransportergen (NET)

FUr die Bestimmung der genetischen Varianten im Noradrenalintransportergen (NET)
(-182T>C, 1287G>A, Val69lle, Thr99lle, Val245lle, Val449lle, Gly478Ser) wurden
zunachst mittels PCR die jeweiligen DNA-Abschnitte, welche die zu untersuchenden
Mutationen enthielten, amplifiziert. Zur Kontrolle der PCR wurden 10ul des PCR-
Produktes auf 2%ige Agarosegele aufgetragen, fur 30 Minuten bei einer Spannung

von 120 Volt in der Gelelektrophorese laufen gelassen und die Banden mit dem
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Farbstoff SybrGold® gefarbt. Der Erfolg der PCR wurde anschlieRend mit Hilfe des
digitalen Viedeosystems Eagleeye™ (Fa. Stratagene) dokumentiert.

Nach erfolgreicher PCR wurden die PCR-Produkte mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen verdaut und dabei gemafR ihrem Genotyp geschnitten. Die
entstandenen DNA-Fragmente wurden anschlieBend in der Gelelektrophorese
aufgetrennt. Nach Farbung der Banden und Dokumentation im Eagleeye™ wurden
die Genotypen anhand des Restriktionsmusters bestimmt.

Die Genotypisierung der Mutationen in den Exons 2, 4, 9 und 10 wurde nach
Verfahren von Stdéber et al., im Exon 1 abgewandelt nach Stdber et al. durchgefihrt
(Stober et al., 1996b). Fur die PCRs zur Bestimmung der Mutationen Val69l/le im
Exon 1, Thr99lle im Exon 2 und Val245lle im Exon 4 wurden mutierte Primer wie bei
Stober die

verwendeten Enzyme zu schaffen. Die Methode fur die Bestimmung des -182T7>C-

et al. beschrieben eingesetzt, um kunstliche Schnittstellen fur
Polymorphismus in der Promoterregion wurde neu etabliert. Eine Ubersicht tiber die
Sequenzen der verwendeten Primer sowie die PCR-RFLP-Bedingungen vermitteln
die Tab. 2.8. und 2.9. Schematische Darstellungen der einzelnen PCR-RFLP-
Strategien sowie detaillierte Reaktionsbedingungen und Bandenmuster der einzelnen

Reaktionen sind in den Abb. 2.7.-2.20. sowie in den Tab. 2.10.-2.16. dargestellt.

Tab. 2.8. Ubersicht (iber die PCR-RFLP-Bedingungen fiir die Bestimmung der Varianten im NET-Gen

Mutation Protein- Exon Primer Fragment- | Restriktions- | Wildtyp- Mutiertes
variante lange enzym allel Allel

NET -182T>C 5UTR | 5UTR-F3/5’UTR-R3 295 Bsel I 231+41+23 146+85+41+23

NET 205G>A | Val69lle 1 1F02/15M-R 252 Rsal 235+17 252

NET 296C>T | Thr99lle 2 1M-F/1-R 159 Alw21l 140+19 159

NET 733G>A | Val245lle | 4 3-F/3M-R 144 NmuCl 123+21 144

NET1287G>A 9 8-F/8-R 241 Cfr13l 113+76+31+21 | 113+97+31

NET1345G>A | Val449lle | 9 8-F/8-R 241 NmuCl 133+67+41 200+41

NET1432G>A | Gly478Ser | 10 9-F/9-R 214 BspLI 214 109+105
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Tab. 2.9. Ubersicht Gber die verwendeten Primer fiir die Genotypisierung der Varianten im NET-Gen

Mutation Primer Sequenz Fragment- Annealing-
lange Temperatur
(bp) (°C)
NET -182T>C | SUTR-F3 | 5-GCT GGC GAG AGG AAC TTT A-3’ 295 62
5’UTR-R3 | 5-TGA ACG AGG AAA AGT GCT G -3
NET Val6é9lle | 1F02 5-CGG TAA AGT TCC TCT CGC CA-3 252 60
15M-R 5-CCA CTG CGA AGC CGA GTA-3’
NET Thr99lle | 1M-F 5-GCCTTC TTG ATC CCG TGC A-3 159 57
1R 5- ACC GTG ACT TTC TCC CAC C-3’
NET 3-F 5- ATT TAC CCT GGT CCC CTC C-3 144 59
Val245lle
3M-R 5’- GCT AAA ATA CAA GAC GGT GA-3
NET 8-F 5-TCC AGG GAG ACC CTAATT CC-3 241 57
Val449lle
NET 8-R 5-TTGACT TTATTG AAATGC GGC-3’
1287G>A
NET 9-F 5'- CAC AAC AAT CAG TTC CCA CG-3’ 214 66
Gly478Ser
9-R 5’- CAG GAT TCT AGG AGG ACT GGG-3

Abb. 2.7. PCR-RFLP-Strategie zur Bestimmung von NET -182 T>C

. UTR — Intron 1 .
-182T (wt): 5 ___Exon1 | 3

41bp 231bp 23bp
I I} 1

RIS

Bse LI  TCNNNNNNNGG

. UTR — Intron 1
-182C (mt): 5 {_ Exon1 | 3

41bp 85bp  146bp 23bp
F——i iH

Tron

Bse LI CCNNNNNINNGG

Schematisch dargestellt ist der Abschnitt des NET-Gens mit der 5UTR sowie darunter die RFLP-Produkte des
Wildtyp- und des mutierten Allels nach Verdau mit Bse LI. Pfeile markieren die Schnittstellen. Beim Wildtypallel
fallt eine Schnittstelle aufgrund der Thyminbase an Position -182 weg (durch zweifach durchgestrichenen Pfeil
markiert). Die Sequenz, die Bse LI als Schnittstelle erkennt bzw. beim Wildtyp aufgrund der Thyminbase an
Position -182 nicht erkennt, ist aufgefiihrt, die genaue Position der Schnittstelle in der Sequenz durch einen Pfeil
nach unten markiert. Die Langen der RFLPs sind in bp angegeben.
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Tab. 2.10. NET -182 T>C: Reaktionsbedingungen und Auswertung

Reaktionsansatz (25pl) 10*Puffer (GeneCraft) 2.5ul
MgCl, (50mM) 0,5ul
dNTPs (2mM) 1,5ul
Primer 5UTR-F3 (10uM) 0,5ul
Primer 5UTR-R3 (10pM) 0,5ul
Taq Polymerase Biotherm 0,2ul
HO (steril, bidest) 19,3l
+genomische DNA 1ul

Cycler-Programm: 2min 94°C- 35x (30s 94°C- 40s 62°C-1min 72°C)-7min 72°C
(Perkin-Elmer 9700 oder 9600)

Restriktion mit BseLl: PCR-Produkt 10ul
Puffer Y+ 2ul
Bsell 0,5ul
H.O 7,5ul

Inkubation bei 55°C Uber 12h

Elektrophorese: 90min bei 120V auf 3%-igem Agarosegel, Farbstoff SybrGold®
DNA-Marker: 50bp (MBI Fermentas)
Auswertung:
Genotyp TIT TIC CiC
Codierung 0 1 2
Muster (bp) 231 231 -
- 146 146
- 85 85
41 41 41

23 23 23

Abb. 2.8. NET -182 T>C: PCR-RFLP

250 -

150 -
100 —

50 -

Marker: 50bp Marker, 0: 231/41/23bp (T/T), 1: 231/146/85/41/23bp (T/C), 2: 146/85/41/23bp (C/C)
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Abb. 2.9. PCR-RFLP-Strategie zur Bestimmung von NET Val69lle (205 G>A) (Exon1)

. 5'UTR — Intron 1
205G (wt): 5 {_ Exon1 | 3

235bp 17bp
[

T

Rsal GTIAC
. SUTR  —————— Intron 1
205A (mt): 5 {_ Exon1 | 3
252bp

4

Rsal ATAC

Schematisch dargestellt ist der Abschnitt des NET-Gens mit der 5’UTR und dem Exon 1sowie darunter die RFLP-
Produkte des Wildtyp- und des mutierten Allels nach Verdau mit Rsa |. Der Pfeil markiert die Schnittstelle im
Wildtypallel. Die geschnittene Sequenz ist aufgefiihrt, der Pfeil nach unten markiert die genaue Position der
Schnittstelle innerhalb der geschnittenen Sequenz. Die unterstrichene Base wurde mithilfe eines mutierten
Primers in die Sequenz eingebracht, um eine kinstliche Schnittstelle flir Rsa | zu generieren. Im mutierten Allel
erkennt das Enzym Rsa | aufgrund der Base Adenin an Position 205 keine Schnittstelle, das Allel bleibt
ungeschnitten (durchgestrichener Pfeil). Die Langen der RFLPs sind in bp angegeben.

Tab. 2.11. NET Val69l/le (Exon1): Reaktionsbedingungen und Auswertung

Reaktionsansatz (25ul): 10*Puffer (GeneCraft) 2,5ul
MgClz (50mM) 0,8ul
dNTPs (2mM) 2,5ul
Primer 1F02 (10pM) 0,5ul
Primer 15M-R (10uM) 0,5ul
Taq Polymerase Biotherm 0,2ul
H>O (steril, bidest) 18,0ul
+genomische DNA 1,24l

Cycler-Programm: 2min 94°C- 35x (30s 94°C- 40s 60°C- 1min 72°C)- 7min 72°C
(Perkin-Elmer 9700 oder 9600)

Restriktion mit Rsal: PCR-Produkt 7ul
Puffer Y+ 2ul
Rsal 0,5ul
H>O (steril, bidest) 7,5ul

Inkubation bei 37°C iber 12h

Elektrophorese: 90min bei 120V auf 3,5%-igem Agarosegel, Farbstoff SybrGold®
DNA-Marker: 50bp (MBI Fermentas)
Auswertung:
Genotyp wt/wt  wt/mt  mt/mt
Aminoséaure Val/val Valllle lle/lle
Codierung 0 1 2
Muster (bp) - 252 252
235 235 -

17 17 -
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Abb. 2.10. NET Val69lle (Exon1) : PCR-RFLP

Marker: 100bp Marker, 0 : 235/(17)bp (Val/Val), 1 : 252/235/(17)bp (Val/lle). Ein homozygoter Trager der Mutation

wurde nicht gefunden.

Abb. 2.11. PCR-RFLP-Strategie zur Bestimmung von NET Thr99lle (296 C>T) (Exon 2)

296C (wt): 5

296T (mt): 5

Intron 1 — Intron 2
i Exon 2 I

19bp 140bp
H

T

Alw 21l GTACAIC

Intron 1 M Eons 1 Intron 2

{ xon 2 f
159bp

£

Alw 211 GTACAT

Schematisch dargestellt ist der Abschnitt des NET-Gens mit dem Exon 2 sowie darunter die RFLP-Produkte des
Wildtyp- und des mutierten Allels nach Verdau mit Alw 21I. Der Pfeil markiert die Schnittstelle im Wildtypallel. Die
geschnittene Sequenz ist aufgefiihrt, der Pfeil nach unten markiert die genaue Position der Schnittstelle innerhalb
der geschnittenen Sequenz. Die unterstrichene Base wurde mithilfe eines mutierten Primers in die Sequenz
eingebracht, um eine kinstliche Schnittstelle fir Rsa | zu generieren. Im mutierten Allel erkennt das Enzym Alw

211 aufgrund der Base Thymin an Position 296 keine Schnittstelle, das Allel

(durchgestrichener Pfeil). Die Langen der RFLPs sind in bp angegeben.

Tab. 2.12. NET Thr99lle (Exon 2): Reaktionsbedingungen und Auswertung

Reaktionsansatz (25pl):

Cycler-Programm:

Restriktion mit Alw21I:

10*Puffer (Gene Craft) 2,5ul
MgCl, (50mM) 0,5ul
dNTPs (2mM) 2,54l
Primer 1M-F (2uM) 0,5ul
Primer 1-R (2uM) 0,5ul
Taq Polymerase Biotherm 0,15ul
H2O (steril, bidest) 18,35l
+genomische DNA 1ul

2min 94°C- 35x (30s 94°C- 40s 57°C- 1min 72°C)- 7min 72°C

(Perkin-Elmer 9700 oder 9600)

PCR-Produkt 7ul
Puffer0+ 2yl
Alw211 0,5ul
H2O (steril, bidest) 7,5l

Inkubation bei 37°C Giber 12h

bleibt ungeschnitten
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Elektrophorese:
DNA-Marker:

Auswertung:
Genotyp

Aminosaure
Codierung

Muster (bp)

90min bei 120V auf 3,5%-igem Agarosegel, Farbstoff SybrGold®

50bp (MBI Fermentas)

wt/wt wt/mt  mt/mt

Thr/Thr Thr/lle lle/lle

0 1 2
- 159 159
140 140 -
19 19 -

Abb. 2.12. NET Thr99lle (Exon 2): PCR-RFLP

Marker: 50bp Marker, 0: 140/(19)bp (Thr/Thr), 1: 159/140/(19)bp (Thr/lle). Ein homozygoter Trager der Mutation

wurde nicht gefunden.

Abb.2.13. PCR-RFLP-Strategie zur Bestimmung von NET Val245lle (733 G>A) (Exon 4)

733G (wt): 5

733A (mt): 5

Intron 3 — Intron 4
Exon 4 3

— 1
123bp 21bp
H

T

Nmu Cl JGTCAC

Intron 3 — Intron 4
Exon 4 3

e 1

144bp

Nmu CI ATCAC

Schematisch dargestellt ist der Abschnitt des NET-Gens mit dem Exon 4 sowie darunter die RFLP-Produkte des
Wildtyp- und des mutierten Allels nach Verdau mit Nmu CI. Der Pfeil markiert die Schnittstelle im Wildtypallel. Die
geschnittene Sequenz ist aufgefiihrt, der Pfeil nach unten markiert die genaue Position der Schnittstelle innerhalb
der geschnittenen Sequenz. Die unterstrichene Base wurde mithilfe eines mutierten Primers in die Sequenz
eingebracht, um eine kinstliche Schnittstelle flir Rsa | zu generieren. Im mutierten Allel erkennt das Enzym Nmu
Cl aufgrund der Base Adenin an Position 733 keine Schnittstelle, das Allel bleibt ungeschnitten
(durchgestrichener Pfeil). Die Langen der RFLPs sind in bp angegeben.
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Tab. 2.13. NET Val245lle (Exon 4): Reaktionsbedingungen und Auswertung

Reaktionsansatz (25ul): 10*Puffer (Gene Craft) 2,5ul
MgCl> (50mM) 0,5ul
dNTPs (2mM) 2,5ul
Primer 3-F (10uM) 0,5ul
Primer 3M-R (10uM) 0,5ul
Taq Polymerase Biotherm 0,15ul
H20 (steril, bidest) 18,35ul
+genomische DNA 1ul

Cycler-Programm: 2min 94°C- 35x (30s 94°C- 40s 59°C-1min 72°C)-7min 72°C
(Perkin-Elmer 9700 oder 9600)

Restriktion mit NmuCl: PCR-Produkt 10pl
Puffer R+ 2ul
NmuCl 0,5ul
H2O (steril, bidest) 7,5ul

Inkubation bei 37°C iber 12h

Elektrophorese: 90min bei 120V auf 3,5%-igem Agarosegel, Farbstoff SybrGold®
DNA-Marker: 50bp (MBI Fermentas)
Auswertung:
Genotyp wt/wt  wt/mt  mt/mt
Aminosaure Val/Val Valllle llellle
Codierung 0 1 2
Muster (bp) - 144 144
123 123 -
21 21 -

Abb. 2.14. NET Val245lle (Exon 4): PCR-RFLP

400 - |

200 — s
150 —

100 —

Marker: 50bp Marker, 0: 123/(21)bp (Val/Val), 1: 144/123/(21)bp (Val/lle). Ein homozygoter Trager der Mutation
wurde nicht gefunden.
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Abb. 2.15. PCR-RFLP-Strategie zur Bestimmung von NET 71287G>A (Exon 9)

. Intron8 ——————  Intron 9
1287G (wt): 5 Exon 9 3

L =
76bp 21bp 113bp  31bp
| 1t 1=

i T

GIGNCC Cfr13l

Intron 8 — Intron 9
1287A (mt): 5 {_ Exon9 | 3

97bp 1130p  31bp

H T

AGNCC  Cfr13l

Schematisch dargestellt ist der Abschnitt des NET-Gens mit dem Exon 9 sowie darunter die RFLP-Produkte des
Wildtyp- und des mutierten Allels nach Verdau mit Cfr 13l. Pfeile markieren die Schnittstellen. Beim mutierten
Allel fallt eine Schnittstelle aufgrund der Base Adenin an Position 1287 weg (durch zweifach durchgestrichenen
Pfeil markiert). Die Sequenz, die Cfr 13l als Schnittstelle erkennt bzw. beim mutierten Allel aufgrund der Base
Adenin an Position 1287 nicht erkennt, ist aufgefiihrt, die genaue Position der Schnittstelle in der Sequenz durch
einen Pfeil nach unten markiert. Die Langen der RFLPs sind in bp angegeben.

Tab. 2.14. NET 1287G>A (Exon 9): Reaktionsbedingungen und Auswertung

Reaktionsansatz (25ul) 10*Puffer (Gene Craft) 2,54l
MgClz (50mM) 0,5ul
dNTPs (2mM) 2,5pl
Primer 8-F (10pM) 0,5ul
Primer 8-R (10uM) 0,5ul
Taq Polymerase Biotherm 0,15ul
H2O (steril, bidest) 18,35ul
+genomische DNA 1ul

Cycler-Programm: 2min 94°C- 35x (30s 94°C- 40s 57°C- 1min 72°C)- 7min 72°C
(Perkin-Elmer 9700 oder 9600)

Restriktion mit Cfr13I: PCR-Produkt 10pl
Puffer Y+ 2ul
Cfr13l 0,5ul
H>O (steril, bidest) 7,5ul

Inkubation bei 37°C liber 12h

Elektrophorese: 90min bei 120V auf 3%-igem Agarosegel, Farbstoff SybrGold®
Auswertung:
Genotyp G/IG G/A A/A
Codierung 0 1 2
Muster (bp) 113 113 113
- 97 97
76 76 -
31 31 31

21 21 -
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Abb. 2.16. NET 1287G>A (Exon 9): PCR-RFLP

Marker: 50bp Marker, 0: 113/76/(31)/(21)bp (G/G), 1: 113/97/76/(31)/(21)bp (G/A), 2: 113/97/(31)bp (A/A).

Abb. 2.17. PCR-RFLP-Strategie zur Bestimmung von NET Val449lle (1345 G>A) (Exon 9)

. Intron 8 ——————  Intron 9
1345G (wt): 5 Exon 9 3

= - 1
133bp 67bp  41bp
] |

o1

{GTCAC Nmu ClI

Intron 8 — Intron 9
1345A (mt): & Exon 9 3

1

200bp 41bp

£ 1

ATCAC Nmu ClI

Schematisch dargestellt ist der Abschnitt des NET-Gens mit dem Exon 9 sowie darunter die RFLP-Produkte des
Wildtyp- und des mutierten Allels nach Verdau mit Nmu CI. Pfeile markieren die Schnittstellen. Beim mutierten
Allel fallt eine Schnittstelle aufgrund der Base Adenin an Position 1345 weg (durch zweifach durchgestrichenen
Pfeil markiert). Die Sequenz, die Nmu Cl als Schnittstelle erkennt bzw. beim mutierten Allel aufgrund der Base
Adenin an Position 1345 nicht erkennt, ist aufgefihrt, die genaue Position der Schnittstelle in der Sequenz durch
einen Pfeil nach unten markiert. Die Langen der RFLPs sind in bp angegeben.

Tab. 2.15. NET Val449lle (Exon 9): Reaktionsbedingungen und Auswertung

Reaktionsanasatz (25pl): 10*Puffer (Gene Craft) 2,5l
MgCl> (50mM) 0,5ul
dNTPs (2mM) 2,5ul
Primer 8-F (10puM) 0,5ul
Primer 8-M (10uM) 0,5ul
Taq Polymerase Biotherm 0,15ul
H2O (steril, bidest) 18,05ul
+genomische DNA Tul

Cycler-Programm: 2min 94°C - 35x (30s 94°C - 40s 57°C - 1min 72°C) — 7min 72°C
(Perkin-Elmer 9700 oder 9600)

Restriktion mit NmuCl: PCR-Produkt 7ul
Puffer R+ 2ul
NmuCl 0,5ul
H2O (steril, bidest) 7,5ul

Inkubation bei 37°C Uber 12h
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Elektrophorese: 90min bei 120V auf 3%-igem Agarosegel, Farbstoff SybrGold®
Auswertung:
Genotyp Val/Val Valllle lle/lle
Codierung 0 1 2
Muster (bp) - 200 200
133 133 -
67 67 -
41 41 41

Abb. 2.18. NET Val449lle (Exon 9): PCR-RFLP
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Marker: 50bp Marker, 0: 133/67/(41)bp (Val/Val). Es wurde kein mutiertes Allel gefunden.

Abb. 2.19. PCR-RFLP-Strategie zur Bestimmung von NET Gly478Ser (1432 G>A) (Exon 10)

. Intron 9 ——————  Intron 10
1432G (wt): 5 { Exon10 ;| 3

109bp 105bp

T

BspLI  GGNINCC

Intron 9 —— Intron 10
1432A (mt): & {_Exon10 ;|

214bp

=

BspLl  AGNNCC

Schematisch dargestellt ist der Abschnitt des NET-Gens mit dem Exon 10 sowie darunter die RFLP-Produkte des
Wildtyp- und des mutierten Allels nach Verdau mit Bsp LI. Der Pfeil markiert die Schnittstelle im Wildtypallel. Die
geschnittene Sequenz ist aufgefihrt, der Pfeil nach unten markiert die genaue Position der Schnittstelle innerhalb
der geschnittenen Sequenz. Im mutierten Allel erkennt das Enzym Bsp LI aufgrund der Base Adenin an Position
1432 keine Schnittstelle, das Allel bleibt ungeschnitten (durchgestrichener Pfeil). Die Langen der RFLPs sind in

bp angegeben.
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Tab. 2.16. NET Gly478Ser (Exon 10): Reaktionsbedingungen und Auswertung

Reaktionsansatz (25ul): 10*Puffer (Gene Craft) 2,5ul
MgCl, (50mM) 0,8ul
dNTPs (2mM) 2,5ul
Primer 9-F (10uM) 0,5ul
Primer 9-R (10uM) 0,5ul
Taq Polymerase Biotherm 0,15ul
H2O (steril, bidest) 18,05pl
+genomische DNA 1ul

Cycler-Programm: 2min 94°C — 35x (30s 94°C — 40s 66°C — 1min 72°C) — 7min 72°C
(Perkin-Elmer 9700 oder 9600)

Restriktion mit Alw21I: PCR-Produkt 10pl
Puffer Y+ 2ul
BsplL1 0,5ul
H>O (steril, bidest) 7,5ul

Inkubation bei 37°C liber 4h

Elektrophorese: 90min bei 120V auf 3%-igem Agarosegel, Farbstoff SybrGold®
Auswertung:
Genotyp Gly/Gly Gly/Ser Ser/Ser
Codierung 0 1 2
Muster (bp) - 214 214
109 109 -
105 105 -

Abb. 2.20. NET Gly478Ser (Exon 10): PCR-RFLP

Rl Ry
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Marker: 50bp Marker, K: Kontrolle (unverdautes PCR-Produkt) 214bp, 0: 109/105bp (Gly/Gly). Es wurde kein
mutiertes Allel gefunden.

2.3. Software und statistische Analysen

Die erhobenen Patientendaten wurden in einer Access®-Datenbank (Microsoft, USA)
archiviert.

Die statistische Testung fur den Vergleich verschiedener Gruppen (z.B. der
Medikamentengruppen) erfolgte anhand des nichtparametrischen Kruskal-Wallis-
Tests. Der nichtparametrische Trendtest nach Jonckheere-Terpstra wurde fir die

Analyse genotypabhangiger Unterschiede in der Therapieresponse angewandt. Die
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Reihenfolge der Genotypen flr den 40-bp VNTR im DAT1-Gen wurde hierfur wie
folgt festgelegt: (9/9)>(10/9)>(10/10) bzw. (9/9)<(10/9)<(10/10) (zweiseitig).

Die Haufigkeitsverteilung der untersuchten Allele und Unterschiede in den
Frequenzen kategorischer Variablen wie Geschlecht oder Zahl der Responder
wurden mittels Chi-Quadrat-Test (x*Test) analysiert, in kleinen Untergruppen kam
der exakte Test nach Fisher zur Anwendung. Die Effektgrole wurde als Odds-
Quotient mit 95%-Konfidenzintervall angegeben.

FUr die Einschatzung multipler Effekte auf die Response wurde eine logistische
Regressionsanalyse, welche Alter, Geschlecht, Art des Antidepressivums, Zahl der
vorangegangenen depressiven Episoden, initiale Schwere der depressiven Episode,
DAT1-Genotyp und SERT 44-bp Insertions/Deletions—Genotyp einschloss, mit der
Eigenschaft Responder (binar) als abhangiger Variable ausgefuhrt.

FUr alle statistischen Untersuchungen wurde das Programm SPSS® 11.0 (Statistical

Package for the Social Sciences; Inc., Chicago, USA) fur Windows verwendet.
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3. Ergebnisse

Von insgesamt 264 Patienten, die mit der Diagnose einer akuten depressiven
Episode in die Studie eingeschlossen wurden, konnten nur 190 Patienten, darunter
67 Manner und 123 Frauen, Uber mindestens 21 Tage beobachtet werden. Die
verbleibenden 74 Patienten nahmen nach Einschluss in die Studie an der
Genotypisierung teil, brachen aber vor Ablauf von 21 Tagen die Studie ab, da sie
entweder vorzeitig aus dem Krankenhaus entlassen worden waren  (n=46
entsprechend dem arztlichen Rat, n=21 entgegen dem arztlichen Rat), in ein anderes
Krankenhaus verlegt worden waren (n=3) oder Suizid begangen hatten (n=3). Es
wurden keine Unterschiede in der Schwere der Depression bei Studieneinschluss
zwischen der Gruppe der 190 Patienten, die der Studie Uber mindestens 21 Tage
beiwohnten (mittlerer Punktwert auf der HDRS am Tag 1 = 304£8) und der Gruppe der
74 vorzeitig ausgeschiedenen Patienten (mittlerer Punktwert auf der HDRS am Tag 1
= 30+7,5) festgestellt. Es lagen ebenfalls keine erkennbaren Unterschiede in der
Allelverteilung der untersuchten polymorphen Gene zwischen diesen beiden
Gruppen vor (Daten nicht aufgefuhrt). Die 74 vorzeitig ausgeschiedenen Patienten
wurden in der Auswertung zur Response nicht beachtet. Die im Folgenden
dargestellten Daten beziehen sich also ausschlieBlich auf die 190 Patienten, bei

denen der Beobachtungszeitraum mindestens 21 Tage betragen hatte.

Der Altersmedian der Studienteilnehmer lag bei 46 Jahren (range 19-72 Jahre). Der
mediane Punktwert auf der HDRS bei Studieneinschluss lag bei 31 (range 8-53), was
nach der Einteilung von Rabkin und Klein einem mittelschweren bis schweren
depressiven Syndrom entspricht (Rabkin und Klein, 1987). 168 Patienten litten an
einer unipolaren Depression, ca 15% der Patienten (n=22) wiesen eine Depression
im Rahmen einer diagnostizierten bipolar affektiven Stérung mit manischen Episoden

in der Anamnese auf.

3.1. Haufigkeitsverteilung der untersuchten Varianten im DAT1-, SERT- und
NET-Gen und Vergleich mit der Kontrollgruppe

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Genotypisierung des 40-bp VNTR im
DAT1-Gen, der 44-bp Ins/Del-Mutation und des 17-bp VNTR im SERT-Gen und der
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genetischen Varianten -182T7>C, 1287G>A, Val69lle, Thr99lle, Val245lle, Val449lle,
Gly478Ser im NET-Gen dargestellt und die ermittelten Genotyp- und
Allelverteilungen in der Patientengruppe und der Kontrollgruppe verglichen. Einen
gesammelten Uberblick Uber die erhaltenen Genotyp- und Allelhdufigkeiten der
untersuchten Polymorphismen im DAT1- und SERT-Gen und der Polymorphismen -
182T>C und 1287G>A im NET-Gen bieten die Tabellen 3.1-3.4.

Es fanden sich keine Unterschiede in den Allelfrequenzen zwischen der Gruppe der

bipolaren und der Gruppe der unipolaren Patienten.

3.1.1. Genotyp- und Allelhaufigkeiten des 40-bp VNTR im DAT1-Gen

Bei der Bestimmung des 40-bp VNTR im Dopamintransportergen fand sich in der
Patientengruppe folgende Genotypverteilung: 53,2% der Patienten waren
homozygote Trager des 10-Repeat-Allels (10/10), 37,9% heterozygote Trager eines
10-Repeat- und eines 9-Repeat-Allels (10/9) und 8,4% homozygote Trager des 9-
Repeat-Allels (9/9). Ein Patient (0,5%) war heterozygoter Trager eines 10-Repeat-
und eines 8-Repeat-Allels (10/8). Bezlglich der Allelhaufigkeiten ergaben sich
folgende Werte: 72,4% fur das 10-Repeat-Allel, 27,4% fur das 9-Repeat-Allel und
0,2% fur das 8-Repeat-Allel.

In der Kontrollgruppe trugen 53,2% der Probanden den (10/10)-Genotyp, 38,4% den
(10/9)-Genotyp, 6,3% den (9/9)-Genotyp, 1,1% waren heterozygote Trager eines 10-
Repeat- und eines 11-Repeat-Allels (10/11) und jeweils ein Proband (je 0,5%) waren
heterozygote Trager eines 10-Repeat- und eines 6-Repeat-Allels (10/6) bzw. eines 9-
Repeat- und eines 11-Repeat-Allels (9/11). Insgesamt wurden das 10-Repeat-Allel
zu 73,2%, das 9-Repeat-Allel zu 25,8%, das 11-Repeat-Allel zu 0,8% und das 6-
Repeat-Allel zu 0,2% nachgewiesen. In der Literatur beschriebene 12- bzw. 7-
Repeat-Allele wurden weder in der Patienten- noch in der Kontrollgruppe gefunden.
Sowohl in der Patientengruppe als auch in der Kontrollgruppe lagen die ermittelten
Genotyp- und Allelhaufigkeiten im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede in der Verteilung der Genotypen (x*=4,1; df=3; p=0,3)
bzw. der Allele (x*>= 3,4; df=2; p= 0,3) zwischen der Gruppe der depressiven
Patienten und der Gruppe der gesunden Kontrollen gefunden (Ubersicht siehe Tab
3.1.).

Der einzelne Trager des 8-Repeat-Allels in der Patientengruppe wurde nicht in die

weiteren Analysen zur Response eingeschlossen.
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Tab. 3.1. Genotyp- und Allelhaufigkeiten des 40-bp VNTR im DAT1-Gen in der Patienten- und der
Kontrollgruppe

Genotypen

DAT1 40-bp VNTR 10/10 10/9 9/9 10/8 10/6 10/11 911
Patienten (n=190) 53,2% 37,9% 8,4% 0,5% - -

Kontrollen (n=190) 53,2% 38,4% 6,3% - 0,5% 1,1% 0,5%

Allele (Anzahl Repeats)

DAT1 40-bp VNTR 10 9 8 6 11
Patienten 72,4% 27,4% 0,2%
Kontrollen 73,2% 25,8% - 0,2% 0,8%

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Genotyp- und Allelverteilung zwischen der
Patienten- und der Kontrollgruppe festgestellt (Chi*-Test).

3.1.2. Genotyp- und Allelhaufigkeiten der 44-bp Insertions/Deletions-Mutation
in der Promoter-Assoziierten Region des SERT-Gens

Bei der Bestimmung der 44-bp Ins/Del-Mutation in der Promoter-Assoziierten Region
des Serotonintransportergens wurde folgende Genotypverteilung in  der
Patientengruppe festgestellt: 36,3% waren Trager zweier langer Allele (I/1), 47,9%
waren Trager eines langen und eines kurzen Allels (I/s) und 15,8% waren Trager
zweier kurzer Allele (s/s). Das lange Allel (I) wurde mit einer Haufigkeit von 60,3%
und das kurze Allel (s) mit einer Haufigkeit von 39,7% angetroffen.

In der Kontrollgruppe traten der (I/I)-Genotyp in 37,9%, der (I/s)-Genotyp in 47,4%
und der (s/s)-Genotyp in 14,7% der Falle auf. Fir die Allelverteilung ergaben sich
folgende Werte: zu 61,6% wurde das (I)-Allel und zu 38,4% das (s)-Allel
nachgewiesen.

Sowohl in der Patientengruppe als auch in der Kontroligruppe lagen die ermittelten
Genotyp- und Allelhaufigkeiten im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede in der Genotyp- (x*=0,28; df=2; p=0,9) bzw. der
Allelverteilung (x?=0,28; df=1; p=0,6) zwischen den beiden Gruppen festgestellt
(Ubersicht siehe Tab. 3.2.).
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Tab. 3.2. Genotyp- und Allelhaufigkeiten der 44-bp Ins/Del-Mutation in der Promoter-Assoziierten
Region des SERT-Gens in der Patienten- und der Kontrollgruppe

SERT 44-bp Ins/Del Genotypen Allele

I I/s sls I S
Patienten (n=190) 36,3% 47,9% 15,8% 60,3% 39,7%
Kontrollen (n=190) 37,9% 47,4% 14,7% 61,6% 38,4%

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Genotyp- und Allelverteilung zwischen der
Patienten- und der Kontrollgruppe festgestellt (Chi*-Test).

3.1.3. Genotyp- und Allelhaufigkeiten des 17-bp VNTR im Intron 2 des SERT-
Gens

Das 12-Repeat-Allel des 17-bp VNTR im Intron 2 des SERT-Gens wurde in der
Patientengruppe mit 61,1% haufiger angetroffen als in der Kontrollgruppe mit 53,7%
(x2=8,30; df=1; p=0,004). Die Allelhaufigkeiten fir das 10-Repeat- und das 9-Repeat-
Allel lagen bei 36,8% bzw. 2,1% in der Patientengruppe und bei 43,7% bzw. 2,6% in
der Kontrollgruppe. Allerdings lag der Odds-Quotient fir das Risiko, dass eine
Depression vorliegt, fir das 12-Repeat-Allel bei lediglich 1,2 mit einem 95%-
Konfidenzintervall von 0,94-1,21 (n.s.).

Homozygote Trager des 12-Repeat-Allels (12/12) traten zwar mit 41,6% in der
Patientengruppe haufiger als in der Kontroligruppe (33,7%) auf. Bei einer weiteren
Genotypverteilung von 37,9% fur den (12/10)-Genotyp, 16,3% fur den (10/10)-
Genotyp, 3,1% fur den (10/9)-Genotyp und 1,1% fur den (12/9)-Genotyp in der
Patientengruppe vs. 37,9% (12/10), 23,2% (10/10), 3,1% (10/9) und 2,1% (12/9) in
der Kontroligruppe konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in der
Genotypverteilung zwischen den beiden Gruppen gezeigt werden (x?>=7,76; df=3;
p=0,051) (Ubersicht siehe Tab 3.3.). Das seltene, in der Literatur beschriebene 7-

Repeat-Allel trat weder in der Patienten- noch in der Kontrollgruppe auf.




Ergebnisse 38

Tab. 3.3. Genotyp- und Allelhaufigkeiten des 17-bp VNTR im Intron 2 des SERT-Gens in der
Patienten- und der Kontrollgruppe

Genotypen

SERT 17-bp VNTR 12/12 12/10 10/10 10/9 12/9
Patienten (n=190) 41,6% 37,9% 16,3% 3,1% 1,1%
Kontrollen (n=190) 33,7% 37,9% 23,2% 3,1% 2,1%
Allele

SERT 17-bp VNTR 12 10 9
Patienten 61,1% 36,8% 2,1%
Kontrollen 53,7% 43,7% 2,6%

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Genotypverteilung zwischen der Patienten- und der
Kontrollgruppe festgestellt (Chi*-Test).
Allele: x?= 8,30; df=1; p=0,004

3.1.4. Genotyp- und Allelhaufigkeiten des 1287G>A-Polymorphismus im Exon 9
des NET-Gens

46,9% der depressiven Patienten waren homozygote Trager des Wildtypallels (G/G),
42,6% waren heterozygote Trager eines mutierten Allels (G/A) und 10,5% Trager
zweier mutierter Allele (A/A). Demgegenuber wiesen in der Kontrollgruppe 44,2% der
Probanden zwei Wildtypallele auf (G/G), 41,6% waren heterozygote Trager des
mutierten Allels (G/A) und 14,2% homozygote Trager des mutierten Allels (A/A). Die
Allelhaufigkeiten lagen in der Patientengruppe bei 68,2% fur das Wildtypallel (G) und
bei 31,8% fur das mutierte Allel (A) versus 65,0% (G) und 35,0% (A) in der
Kontrollgruppe. Alle erhaltenen Genotyp- und Allelhaufigkeiten lagen im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der
Genotyp- (x*=2,16; df=2; p=0,3) bzw. Allelverteilung (x*=1,67; df=1; p=0,2) zwischen
der Patienten- und der Kontrollgruppe (Ubersicht siehe Tab. 3.4.).

3.1.5. Genotyp- und Allelhaufigkeiten des -182T>C-Polymorphismus in der
Promoterregion des NET-Gens

Bei der Bestimmung des -182T>C-Polymorphismus in der Promoterregion des
Noradrenalintransportergens fand sich folgende Genotypverteilung: 50,5% der
depressiven Patienten waren Trager zweier Wildtypallele (7/T), 42,1% trugen jeweils

ein Wildtyp- und ein mutiertes Allel (7/C) und 7,4% waren Trager zweier mutierter
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Allele (C/C). In der Kontrollgruppe fand sich der (7/T)-Genotyp in 46,8% der Falle,
der (7/C)- Genotyp in 45,3% der Falle und der (C/C)-Genotyp in 7,9% der Falle. Das
Wildtypallel (T) trat in der Patientengruppe mit einer Haufigkeit von 71,6% und das
mutierte Allel (C) mit einer Haufigkeit von 28,4% auf. In der Gruppe der gesunden
Kontrollprobanden lag die Pravalenz des Wildtypallels (T7) bzw. des mutierten Allels
(C) bei 69,5% respektive 30,5%. Alle erhaltenen Genotyp- und Allelhaufigkeiten
lagen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Es wurden keine Unterschiede in der
Verteilung der Genotypen (x*=1,04; df=2; p=0,6) und der Allele (x*=0,79; df=1; p=0,4)
zwischen der Patienten- und der Kontroligruppe festgestellt (Ubersicht siehe Tab.
3.4.).

Tab. 3.4. Genotyp- und Allelhaufigkeiten des -182T>C-Polymorphismus in der Promoterregion und
des 1287G>A-Polymorphismus im Exon 9 des NET-Gens in der Patienten- und der Kontrollgruppe

NET -182T>C Genotypen Allele

T/T T/C C/C T C
Patienten (n=190) 50,5% 42,1% 7,4% 71,6% 28,4%
Kontrollen (n=190) 46,8% 45,3% 7,9% 69,5% 30,5%
NET 1287G>A Genotypen Allele

GIG G/A A/A G A
Patienten (n=190) 46,9% 42,6% 10,5% 68,2% 31,8%
Kontrollen (n=190) 44.2% 41,6% 14,2% 65,0% 35,0%

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Genotyp- und Allelverteilung zwischen der
Patienten- und der Kontrollgruppe festgestellt (Chi*-Test).

3.1.6. Genotyp- und Allelhaufigkeiten der funf Missense-Mutationen (Val69lle,
Thr99lle, Val245lle, Val449lle, Gly478Ser) im NET-Gen

Die funf untersuchten Missense-Mutationen Val69lle, Thr99lle, Val245lle, Val449lle
und Gly478Ser traten sowohl in der Patientengruppe als auch in der Kontrollgruppe
aulerst selten auf. Im Folgenden werden die Auftretenshaufigkeiten der einzelnen
Mutationen kurz dargestellt, auf eine weitere Auswertung im Rahmen der Studie
wurde jedoch verzichtet.

6 Patienten (3,2%) waren heterozygote Trager der Thr99lle-Mutation im Exon 2 des
NET-Gens. In der Kontroligruppe traf dies fir 2 Probanden (1,1%) zu. Die
Allelhaufigkeiten fur das mutierte Allel lagen damit bei 1,6% in der Patientengruppe

und 0,5% in der Kontrollgruppe.
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Fur die Val245lle-Mutation im Exon 4 ergaben sich folgende Resultate: 4 Patienten
(2,1%) und 3 gesunde Kontrollprobanden (1,6%) waren heterozygote Trager der
Mutation. Die Pravalenz des mutierten Allels lag damit bei 1,1% in der
Patientengruppe und bei 0,8% in der Kontrollgruppe:

Lediglich ein Proband (0,5%) der Kontrollgruppe war heterozygoter Trager der
Val69lle-Mutation im Exon 1 des NET-Gens. In der Patientengruppe wurde die
Val69lle-Mutation nicht angetroffen.

Die Mutationen Val449lle im Exon 9 und Gly478Ser im Exon 10 traten weder in der

Patienten- noch in der Kontrollgruppe auf.

3.1.7. Korrelation der Variablen Initiale Schwere der Depression, Zahl
vorangegangener depressiver Episoden und Geschlecht mit den
untersuchten Polymorphismen im DAT1-, SERT- und NET-Gen

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Schwere der Depression zum
Zeitpunkt des Einschlusses in die Studie und den Genotypen des 40-bp VNTR im
DAT1-Gen, der 44-bp Ins/Del-Mutation und dem 17-bp VNTR im SERT-Gen und den
Polymorphismen -182T7>C und 7287G>A im NET-Gen aufgedeckt werden (Daten
siehe Tab. 3.6.-3.10.).

Auch die Anzahl der vorangegangenen depressiven Episoden war unabhangig vom
Genotyp der 0.g. Polymorphismen (Daten siehe Tab. 3.6.-3.10.).

Ebenso wenig ergaben sich Unterschiede in der Allelverteilung der genannten
Polymorphismen im DAT1-, SERT- und NET-Gen zwischen der Gruppe der 123
Frauen und der Gruppe der 67 Manner (Daten siehe Tab. 3.6.-3.10.)

3.2. Die Therapieresponse

Der mediane Punktwert auf der HDRS lag bei 31 (range 8-53) zum Zeitpunkt des
Einschlusses in die Studie und war am Tag 21 auf 16 (range 0-41) gefallen. Die
Response wurde als prozentualer Abfall des Punktwertes auf der HDRS betrachtet
vom Tag des Studieneinschlusses (stationare Aufnahme) bis zum Tag 21 nach
Studienbeginn beschrieben. Der mediane prozentuale Abfall auf der HDRS betrug

44% (range -50%-100%). 42% der Patienten zeigten eine Verbesserung ihrer
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individuellen HDRS-Punktwerte um mehr als 50% und wurden als Early Responder
eingestuft.

Es wurden keine signifikanten Unterschiede im mittleren Abfall der Punktwerte auf
der HDRS zwischen Patienten mit bipolar affektiver Stérung und Patienten mit
unipolarer Depression festgestellt (39,4%+30,2 vs. 45,4%+30,5), ebenso zeichneten
sich keine Unterschiede in Abhangigkeit vom Geschlecht (Manner: 47%+31, Frauen:
43%+30), begleitendem Alkoholabusus, Rauchen oder Alter ab (Spearman Rank

Correlation Analysis, r><0,01 fur alle Analysen).

3.2.1. Therapieresponse innerhalb der einzelnen Antidepressivaklassen

Die Art der antidepressiven Medikation wurde nicht durch die Studie vorgegeben.
Vielmehr sollten die einzelnen Substanzen wie im klinischen Alltag Ublich verordnet
werden. Die am haufigsten verabreichten Substanzen waren Mirtazapin (n=59), SSRI
(n=77 mit Sertralin n=15, Citalopram n=37, Paroxetin n=16, Fluvoxamin n=1,
Fluoxetin n=8), Venlafaxin (n=39) und Trizyklische Antidepressiva (TCA) (n=37 mit
Amitriptylin n=16, Clomipramin n= 2, Doxepin n=14, Trimipramin n=5). Zu den
verbleibenden Antidepressiva, als ,andere® zusammengefasst, zahlten: (Reboxetin
n=7, Nefazodon n=1, Moclobemid n=1, Mianserin n=1, Johanniskraut n=1). Es
wurden keine Unterschiede in der Therapieresponse zwischen den funf grofden
Medikamentengruppen (Mirtazapin, SSRI, Venlafaxin, TCA, andere) gefunden
(Daten siehe Tab. 3.5.).

Bei einigen Patienten wurde die Medikation im Laufe der Studie gewechselt. In
diesen Fallen wurden Substanzen, die fur mindestens eine Woche vor der zweiten
Messung des Punktwertes auf der HDRS am Tag 22 der Studie eingenommen
wurden, eingeschlossen, da sie bereits deutlich zum Therapieansprechen
beigetragen haben kdonnen. Fuir diese Patienten sind zwei Antidepressiva aufgefuhrt.
Sie  wurden nicht von Patienten diskriminiert, die eine zeitgleiche
Kombinationstherapie mit zwei antidepressiv wirksamen Medikamenten erhielten. Fur
die Analyse der medikamentenspezifischen Response ergibt sich somit eine
Untergruppe von 31 Patienten, die zwei Medikamente und eine Untergruppe von 2
Patienten, die drei Medikamente im Laufe des Beobachtungszeitraumes
eingenommen haben, welche alle zur gesamten Therapieresponse beigetragen
haben konnen. Es wurde kein Unterschied des mittleren prozentualen Abfalls des

Punktwertes auf der HDRS zwischen der Untergruppe von Patienten, die mehr als
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ein Medikament eingenommen haben (mittlerer prozentualer Abfall auf der HDRS
45%+30) und der Gruppe von Patienten, die nur ein Medikament verabreicht

bekommen haben (mittlerer prozentualer Abfall auf der HDRS 41%+33) festgestellt.

Tab. 3.5. Demographische Daten, Schwere der Depression und Therapieresponse innerhalb der
einzelnen Medikamentengruppen

Medikamentengruppe Mirtazapin SSRI TCA Venlafaxin Andere

Anzahl Patienten* 58 77 37 39 11

Demographische Daten und initiale Schwere der Depression
Alter, Median (Range) 45 (19-71) 44 (21-72) 46 (20-69) 46 (19-68) 44 (20-61)
Anteil Frauen (%) 66% 71% 76% 62% 46%

Anzahl vorangegangener
depressiver Episoden, 1 (0-20) 2 (0-20) 2 (0-20) 3 (0->20) 2 (0-20)
Median (Range)

Anzahl vorangegangener
manischer Episoden, 0 (0-5) 0 (0-15) 0 (0-4) 0 (0-25) 0 (0-4)
Median (Range)

Summe der HDRS-Skala (Tag 1),
Durchschnitt + SD 31+ 8 3017 3118 3118 3214

Therapieresponse

Anteil Responder in %
(>50% Abfall auf der HDRS 40% 44% 51% 41% 36%
nach 21 Tagen)

Abfall auf der HDRS nach
21 Tagen (%), 43+31% 42+31% 48+33% 45+31% 38+21%
Durchschnitt + SD

* Die Gesamtzahl Uberschreitet die Zahl der in die Studie eingeschlossenen Patienten, da Patienten, die mehr
als ein Antidepressivum aus unterschiedlichen Klassen erhalten haben, doppelt gezahlt wurden.

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in den aufgefiihrten Parametern zwischen den
Medikamentengruppen festgestellt (Kruskal Wallis Test fir Mediane, Chi-Test fir Haufigkeiten Responder).
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3.2.2. Therapieresponse in Abhéangigkeit vom 40-bp VNTR im DAT1-Gen

Es befanden sich signifikant weniger Responder unter den homozygoten Tragern
des 9-Repeat-Allels des 40-bp VNTR im DAT1-Gen verglichen mit den
heterozygoten und homozygoten Tragern des 10-Repeat-Allels (19% vs. 37% vs.
52%, p=0,0037, Chi*-Test fur Haufigkeiten)(siehe Abb. 3.1.). Der mittlere prozentuale
Abfall der Punktwerte auf der HDRS lag bei 32+34% fur die Trager des (9/9)-
Genotyps vs. 41+29% flur Trager des (10/9)-Genotyps und 49+31% fur Trager des
(10/10)-Genotyps (p=0,013, Jonckhere Terpstra Trend Test fur Trend 9/9 < 9/10 <
10/10, zweiseitig) (siehe Tab.3.6.). Verglichen mit der Gruppe homozygoter Trager
des 10-Repeat-Allels lag die Odds-Ratio fur das Risiko, Nonresponder zu sein, bei
1,9 (95%-Konfidenzintervall: 1,0-3,5) fur heterozygote Trager des 10-Repeat-Allels
und bei 4,8 (95%-Konfidenzintervall:1,3-18) fir homozygote Trager des 9-Repeat-
Allels. In einer logistischen Regressionsanalyse, in welche die Variablen Alter,
Geschlecht, Art des Antidepressivums, Zahl der vorangegangenen depressiven
Episoden, initiale Schwere der depressiven Episode, DAT1-Genotyp und SERT 44-
bp Ins/Del —Genotyp eingeschlossen wurden, erwies sich einzig der DAT1-Genotyp
als signifikanter Pradiktor der Therapieresponse (p=0,025).

Beim Vergleich der bipolaren vs. der unipolaren Patienten zeigte sich, dass der 40-bp
VNTR im DAT1-Gen bei Patienten mit einer Depression im Rahmen einer bipolar
affektiven Stérung einen anderen Einfluss auf die Therapieresponse haben kdnnte
als bei Patienten mit unipolarer Depression, die Zahl der eingeschlossenen Patienten
mit bipolar affektiver Storung ist jedoch zu klein, um klare Schlisse zu ziehen. In der
Gruppe der Patienten mit unipolarer Depression (n=168) befanden sich unter den
Tragern des (10/10)-Genotyps 54% (n=49) Responder, unter den Tragern des (10/9)-
Genotyps 37% (n=23) Responder und unter den Tragern des (9/9)-Genotyps 21%
(n=3) Responder. In der Gruppe der Patienten mit bipolar affektiver Stérung wurden
hingegen nur 33% (n=5) der Trager des (10/10)-Genotyps, aber 43% (n=3) der
Trager des (10/9)-Genotyps als Responder eingestuft (der (9/9)-Genotyp wurde unter
den bipolaren Patienten nicht gefunden).
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Tab. 3.6. Demographische Daten, Schwere der Depression und Therapieresponse in Abhangigkeit
vom DAT1 40-bp VNTR-Genotyp

DAT1 40-bp VNTR-Genotyp 10/10 10/9 9/9 10/8 Stat. Sign.

Anzahl der Patienten 103 70 16 1

Demographische Daten und initiale Schwere der Depression

Alter, Median (Range) 46 (19-70) 44 (20-71) 53 (33-72) 32 n.s.
Anteil Frauen 63% 69% 63% n.s.
Anzahl vorangegangener

depressiver Episoden, 1 (0-20) 2 (0-20) 3 (0->20) n.s.
(Range)

Anzahl vorangegangener

manischer Episoden, 0 (0-15) 0 (0-4) 1 (0->20) n.s.
(Range)

SUMHDRS (Tag 1), 3118 307 28+9 n.s.
Durchschnitt+SD

Therapieresponse

Anteil Responder in %
(>50% Abfall auf der HDRS 52% 37% 19% 0,0037
nach 21 Tagen)

Abfall auf der HDRS nach
21 Tagen (%), 49+31% 41+£29% 32+34% 0,013
Durchschnitt+SD

Fir die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Chi-Test fiir die Haufigkeit der Responder und der
Jonckhere Terpstra Trend Test fur den prozentualen Abfall auf der HDRS innerhalb der Genotyp-Gruppen
benutzt.

Abb. 3.1. Anzahl der Responder und Nonresponder in Abhangigkeit vom DAT1 40-bp VNTR-Genotyp.
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3.2.2.1. Medikamentenspezifische Analyse der Therapieresponse in
Abhangigkeit vom 40-bp VNTR im DAT1-Gen

Fur die Analyse des Einflusses des 40-bp VNTR im DAT1-Gen auf die Response auf
unterschiedliche Klassen an Antidepressiva wurden die Patienten wie in Kapitel
3.4.1. beschrieben in funf Gruppen eingeteilt (Mirtazapin, SSRI, TCA, Venlafaxin,
.-andere® Antidepressiva). Die Untergruppenanalyse der Response (>50% Abfall auf
der HDRS) in Abhangigkeit vom DAT1-Genotyp in den finf Medikamentengruppen
zeigte, dass der grolte Einfluss in der Gruppe der SSRI (n=77) vorlag: der mittlere
prozentuale Abfall der Punktwerte auf der HDRS lag bei 50+28% unter den (10/10)-
Genotyp-Tragern, bei 37+28% unter den (10/9)-Genotyp-Tragern und bei 26+43%
unter den (9/9)-Genotyp-Tragern (p=0,026, Jonckhere Terpstra Trend Test). Fur
Mirtazapin (n=58) lag der mittlere prozentuale Abfall auf der HDRS bei 44+31% unter
den (10/10)-Genotyp-Tragern, bei 42+ 33% unter den (10/9)-Genotyp-Tragern und
bei 33+8% unter den (9/9)-Genotyp-Tragern (p=n.s.). In der Gruppe der Trizyklischen
Antidepressiva (n=32) lag der mittlere prozentuale Abfall der Punktwerte auf der
HDRS unter Tragern des 10-Repeat-Allels bei 53+42% fur (10/10)-Genotyp-Trager,
bei 44+28% fur (10/9)-Genotyp-Trager und bei 38+34% fur (9/9)-Genotyptrager
(p=n.s.). In den Gruppen Venlafaxin und andere Antidepressiva wurden keine
Unterschiede in der Response zwischen den Untergruppen abhangig vom DAT1-
Genotyp festgestellt.

Der Effekt des DAT1-Genotyps auf die Zahl der Responder in den einzelnen
Gruppen war dagegen unabhangig von der Klasse des verabreichten
Antidepressivums (siehe Abb. 3.2.).

Es lagen ebenfalls keine Unterschiede in der Verteilung der DAT1-Genotypen
zwischen der Gruppe der Patienten, die mehr als ein Antidepressivum eingenommen
haben (diese konnten die difficult-to-treat-Patienten darstellen) und der Gruppe der

Patienten mit Monotherapie vor.
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Abb. 3.2. Prozentualer Anteil der Responder in den einzelnen Genotypgruppen des DAT1 40-bp
VNTR in Abhangigkeit von der Klasse des verabreichten Antidepressivums
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Die Zahlen in den Saulen geben die exakte Zahl der Patienten in den einzelnen Genotypgruppen wieder. P=0,037
nach logistischer Regressionsanalyse

3.2.2.2. Analyse des langfristigen Therapieerfolgs (Long Term Outcome) in
Abhangigkeit vom 40-bp VNTR im DAT1-Gen

Fur die Einschatzung des langfristigen Therapieerfolges (Long Term Outcome)
wurde die Zahl der Patienten, die innerhalb von sechs Monaten nach Entlassung aus
dem Krankenhaus wegen einer erneuten depressiven Episode stationar
aufgenommen werden mussten, mit der Zahl der Patienten, die in der Lage waren,
nach Remission zu arbeiten, verglichen. Von 77 Patienten wurden 10 (13%)
innerhalb von sechs Monaten erneut stationar behandelt, wahrend 22 (29%) arbeiten
gehen konnten. Es fanden sich keine vom DAT1-Genotyp abhangigen Unterschiede
in diesen Parametern.

Wie erwartet lag jedoch die Rate der Patienten, die ihre Arbeit wieder aufnehmen
konnten, in der Gruppe der Early Responder signifikant hdher als in der Gruppe der
Nonresponder (43% vs. 19%, p=0,036).
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3.2.3. Therapieresponse in Abhangigkeit von der 44-bp Insertions/Deletions-
Mutation in der Promoter-Assoziierten Region des SERT-Gens

In der MedikamentenUbergreifenden Analyse zeigte sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen der 44-bp Insertions/Deletions-Mutation und dem
Therapieerfolg. 46% der Trager des (l/I)-Genotyps und jeweils 43% der Trager des
(I/s)- bzw. (s/s)-Genotyps wurden als Responder eingestuft (siehe Abb. 3.3.). Der
mittlere prozentuale Abfall der Punktwerte auf der HDRS lag bei 45+28% fur Trager
des (I/1)-Genotyps, 44+32% flr Trager des (I/s)-Genotyps und 45+33% fur Trager des
(s/s)-Genotyps (siehe Tab. 3.7.). Unter den Patienten, die SSRI einnahmen, zeigte
sich ein statistisch nicht signifikanter Trend zu besserem Therapieansprechen bei
homozygoten und heterozygoten Tragern des (I)-Allels. Mit einem Anteil von 27%
befanden sich unter den Tragern des (s/s)-Genotyps weniger Responder als unter
den Tragern des (I/)- und (I/s)-Genotyps mit einem Anteil von 47% (p=n.s.). Der
mittlere prozentuale Abfall der Punktwerte auf der HDRS lag bei 39£29% unter den
homozygoten Tragern des (s)-Allels und bei 44+32% unter den Tragern des (I/I)- und
(I/s)-Genotyps (p=n.s.). In den Gruppen der Patienten, die Mirtazapin, Venlafaxin,
Trizyklika oder andere Antidepressiva eingenommen hatten, konnten ebenfalls keine
Unterschiede in der Response zwischen den einzelnen Genotypgruppen festgestellt

werden.
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Tab. 3.7. Demographische Daten, Schwere der Depression und Therapieresponse in Abhangigkeit
vom 44-bp Ins/Del-Polymorphismus in der Promoter-Assoziierten Region des SERT-Gens

SERT 44-bp Ins/Del-Genotyp I/ I/s s/s stat. Sign.

Anzahl der Patienten 69 91 30
Demographische Daten und initiale Schwere der Depression

Alter, Median (Range) 46 (19-70) 46 (19-72) 45 (20-69) n.s.
Anteil Frauen 58% 75% 50% n.s.
Anzahl vorangegangener

depressiver Episoden, 2 (0-20) 2 (0-20) 3 (0-20) n.s.
Median (Range)

Anzahl vorangegangener

manischer Episoden, 0 (0-15) 0 (0->20) 1 (0-3) n.s.
Median (Range)

Summe der HDRS-Skala (Tag 1), 3118 307 2918 n.s.
Durchschnitt+SD

Therapieresponse

Anteil Responder in %
(>50% Abfall auf der HDRS 46% 43% 43% n.s.
nach 21 Tagen)

Abfall auf der HDRS nach
21 Tagen (%), 45128% 44132% 45%+33% n.s.
Durchschnitt+SD

Fir die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Chi?-Test furr die Haufigkeit der Responder und der
Jonckhere Terpstra Trend Test fur den prozentualen Abfall auf der HDRS innerhalb der Genotyp-Gruppen
benutzt.

Abb. 3.3. Anzahl der Responder und Nonresponder in Abhangigkeit vom SERT 44-bp Ins/Del-
Genotyp.

100 +

90

80 - O Nonresponder

70 - @ Responder

60
50 ~

40 -

30 ~

Anzahl der Patienten

20 ~
10

I/1 I/s s/s
SERT 44-bp Ins/Del-Genotyp




Ergebnisse 49

3.2.4. Therapieresponse in Abhangigkeit vom 17-bp VNTR im Intron 2 des
SERT-Gens

Es konnte kein Zusammenhang zwischen den einzelnen Genotypen des 17-bp
VNTR im Intron 2 des SERT-Gens und der Response auf die antidepressive
Medikamententherapie aufgedeckt werden. Homozygote Trager des 12-Repeat-
Allels (12/12) zeigten nach drei Wochen einen mittleren prozentualen Abfall der
Summenpunktwerte auf der HDRS von 43+31%, heterozygote Trager eines 12- und
eines 10-Repeat-Allels (12/10) zeigten einen Abfall von 47+32% und homozygote
Trager des 10-Repeat-Allels (10/10) zeigten einen Abfall von 45+27%. Der Anteil der
Responder in den einzelnen Genotypgruppen lag bei 41% fur den (12/12)-Genotyp,
bei 49% fur den (12/10)-Genotyp und bei 45% fiir den (10/10)-Genotyp (Ubersicht
siehe Tab. 3.8.und Abb. 3.4.). Patienten, die Trager eines 9-Repeat-Allels waren,
wurden wegen der kleinen Zahl (n=8) nicht mit in die Auswertung eingeschlossen.

Auch in den Medikamentenuntergruppen zeigte sich keine Assoziation der
Therapieresponse mit dem 17-bp VNTR-Genotyp. Weder der mittlere prozentuale
Abfall der Summenpunktwerte auf der HDRS noch der Anteil der Responder in den

Untergruppen waren mit den einzelnen Genotypen des 17-bp VNTR Kkorreliert.
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Tab.3.8. Demographische Daten, Schwere der Depression und Therapieresponse in Abhangigkeit
vom 17-bp VNTR im Intron 2 des SERT-Gens

SERT 17-bp VNTR-Genotyp 12/12 12/10 10/10 12/9 10/9 Stat.Sign.

Anzahl der Patienten 79 72 31 2 6
Demographische Daten und initiale Schwere der Depression

Alter, Median (Range) 46 (21-67) 43 (19-72) 47 (19-72) 46(43-49) 47(38-60) n.s.
Anteil Frauen 71% 57% 71% n.s.
Anzahl vorangegangener

depressiver Episoden, 2 (0->20) 2(0-20) 1 (0-15) n.s.
Median (Range)

Anzahl vorangegangener

manischer Episoden, 0 (0->20) 0 (0-5) 0 (0-4) n.s.
Median (Range)

Summe der HDRS-Skala (Tag 1), 2918 318 3117 n.s.
Durchschnitt+SD

Therapieresponse

Anteil Responder in %
(>50% Abfall auf der HDRS 41% 49 % 45% n.s.
nach 21 Tagen)

Abfall auf der HDRS nach
21 Tagen (%), 43+31% 47+32%  45+27% n.s.
Durchschnitt+SD

Fir die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Chi?-Test firr die Haufigkeit der Responder und der
Jonckhere Terpstra Trend Test fur den prozentualen Abfall auf der HDRS innerhalb der Genotyp-Gruppen
benutzt.

Abb. 3.4. Anzahl der Responder und Nonresponder in Abhangigkeit vom SERT 17-bp VNTR-Genotyp
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3.2.5. Therapieresponse in Abhangigkeit von den Polymorphismen -182T>C in
der Promoterregion und 1287G>A im Exon 9 des NET-Gens

Auch fir die Polymorphismen im NET-Gen konnte kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Genotyp und der Response auf die antidepressive
Therapie festgestellt werden.

40% der Trager des G/G-Genotyps, 44% der Trager des G/A-Genotyps und 60% der
Trager des A/A-Genotyps des 1287G>A-Polymorphismus wurden nach 3 Wochen
als Responder eingestuft (siehe Abb. 3.6.). Der mittlere prozentuale Abfall auf der
HDRS lag bei 43+32% fur Trager des G/G-Genotyps, bei 41+29% fur Trager des
G/A-Genotyps und bei 44+29% fir Trager des A/A-Genotyps (Ubersicht siehe
Tab.3.9.).

Des Weiteren zeigten 43% der Trager des T/T-Genotyps, 45% der Trager des T/C-
Genotyps und 50% der Trager des C/C-Genotyps des -7182T>C-Polymorphismus
nach 3 Wochen eine Response auf die antidepressive Therapie (siehe Abb. 3.5.).
Der mittlere prozentuale Abfall auf der HDRS betrug hierbei 41£29% fur Trager des
T/T-Genotyps, 43+30% fur Trager des G/A-Genotyps und 48+42% fur Trager des
C/C-Genotyps (Ubersicht siehe Tab 3.10.). Keines der aufgefihrten Ergebnisse
erreichte statistische Signifikanz.

FUr eine Untergruppenanalyse wurden die Daten von Patienten, die noradrenerg
wirkende Antidepressiva erhalten hatten, gesondert ausgewertet. In dieser
Untergruppe waren Trizyklika mit n=37, Mirtazapin mit n=58, Venlafaxin mit n=39 und
Reboxetin mit n=7 vertreten, die Gesamtzahl der verabreichten noradrenergen
Antidepressiva belief sich auf 141. Fur den 1287G>A-Polymorphismus im Exon 9
ergab sich ein statistisch nicht signifikanter Trend hin zu besserer Response bei
homozygoten Tragern des mutierten Allels: der mittlere prozentuale Abfall der
Summenpunktwerte auf der HDRS nach drei Wochen betrug 42+32% unter Tragern
des G/G-Genotyps, 47+30% unter Tragern des G/A-Genotyps und 54+28% unter
Tragern des A/A-Genotyps (p=n.s.). Der Anteil der Responder lag bei 40%, 45% und
64% respektive (p=n.s.).

FUr den -182T>C-Polymorphismus in der Promoterregion des NET-Gens ergaben
sich keine Unterschiede in der Response in Abhangigkeit vom Genotyp. Der mittlere
prozentuale Abfall der Summenpunktwerte auf der HDRS nach drei Wochen betrug

461£29% unter Tragern des T/T-Genotyps, 45+31% unter Tragern des T/C-Genotyps



Ergebnisse 52

und 43+38% unter Tragern des C/C-Genotyps. Der Anteil der Responder in den
einzelnen Genotypgruppen lag bei jeweils 46%, 42% und 43%.

Tab. 3.9. Demographische Daten, Schwere der Depression und Therapieresponse in Abhangigkeit
vom -182T>C-Genotyp in der Promoterregion des NET-Gens

NET -182T>C-Genotyp /T T/C Cc/C stat. Sign.

Anzahl der Patienten 96 80 14
Demographische Daten und initiale Schwere der Depression
Alter, Median (Range) 49 (19-72) 44 (20-69) 42 (27-58) n.s.

Anteil Frauen 66% 64% 64% n.s.

Anzahl vorangegangener
depressiver Episoden, 2 (0->20) 1 (0- 20) 1 (0-20) n.s.
Median (Range)

Anzahl vorangegangener
manischer Episoden, 0 (0->20) 0 (0-15) 0(0) n.s.
Median (Range)

Summe der HDRS-Skala (Tag 1), 3117 29+8 3315 n.s.
Durchschnitt+SD

Therapieresponse

Anteil Responder in %
(>50% Abfall auf der HDRS 43% 45% 50% n.s.
nach 21 Tagen)

Abfall auf der HDRS nach
21 Tagen (%), 41£29% 43+30% 48+42% n.s.
Durchschnitt+SD

Fir die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Chi>-Test fiir die Haufigkeit der Responder und der
Jonckhere Terpstra Trend Test flr den prozentualen Abfall auf der HDRS innerhalb der Genotyp-Gruppen
benutzt.
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Abb. 3.5. Anzahl der Responder und Nonresponder in Abhangigkeit vom NET -782T>C-Genotyp
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Tab 3.10. Demographische Daten, Schwere der Depression und Therapieresponse in Abhangigkeit
vom 1287G>A-Genotyp im Exon 9 des NET-Gens

NET 1287G>A-Genotyp G/G G/A A/A stat.Sign.
Anzahl der Patienten 89 81 20

Demographische Daten und initiale Schwere der Depression

Alter, Median (Range) 46 (20-72) 46 (19-69) 43 (33-62) n.s.
Anteil Frauen 64% 64% 70% n.s.
Anzahl vorangegangener

depressiver Episoden, 2 (0-20) 2 (0->20) 2 (0-8) n.s.
Median (Range)

Anzahl vorangegangener

manischer Episoden, 0 (0-5) 0 (0->20) 0 (0-4) n.s.
Median (Range)

Summe der HDRS-Skala (Tag 1), 3117 3118 2818 n.s.
Durchschnitt+SD

Therapieresponse

Anteil Responder in %

(>50%Abfall auf der HDRS 40% 44% 60% n.s..
nach 21 Tagen)

Abfall auf der HDRS nach

21 Tagen (%), 43+32% 41+29% 441+29% n.s.

DurchschnittxSD

Fir die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Chi?-Test fiir die Haufigkeit der Responder und der
Jonckhere Terpstra Trend Test fiir den prozentualen Abfall auf der HDRS innerhalb der Genotyp-Gruppen

benutzt.
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Abb. 3.6. Anzahl der Responder und Nonresponder in Abhangigkeit vom NET 1287G>A-Genotyp
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4. Diskussion

4.1. Haufigkeitsverteilung der untersuchten Varianten im DAT1-, SERT- und
NET-Gen und Vergleich mit der Kontrollgruppe
4.1.1. Haufigkeitsverteilung der Genotypen des 40-bp VNTR im DAT1-Gen

Zahlreiche Studien weisen auf eine veranderte Expression, Verteilung und Funktion
des Dopamintransporters im Gehirn von depressiven Patienten hin (Brunswick et al.,
2003, Jiao et al., 2003, Sheggi et al., 2002, Klimek et al., 2002, Meyer et al., 2001,
Neumeister et al., 2001, Laasonen-Balk et al., 1999) und lassen somit das
Dopamintransportergen als geeignetes Kandidatengen flr depressive Stdérungen
erscheinen.

In der vorliegenden Studie konnten keine Hinweise auf eine Assoziation des 40-bp
VNTR im DAT1-Gen mit dem Risiko fur das Vorliegen einer Depression gezeigt
werden. Die ermittelten Genotyphaufigkeiten und Allelfrequenzen sowohl in der
Patienten- als auch in der Kontrollgruppe unterschieden sich nicht von in anderen
Populationsstudien an gesunden Kaukasiern beschriebenen Haufigkeitsverteilungen
(Kang et al., 1999). Auch der Schweregrad der Depression bei Aufnahme in die
Studie konnte nicht mit dem 40-bp VNTR-Genotyp in Zusammenhang gebracht
werden.

In einer gréReren Anzahl von Assoziationsstudien konnte in Ubereinstimmung mit
den Resultaten der vorliegenden Studie kein Zusammenhang des 40-bp VNTR im
DAT1-Gen mit affektiven Storungen hergestellt werden (Manki et al., 1996, Frisch et
al., 1999, Georgieva et al., 2002, Bocchetta et al., 1999, Kirov et al., 1999a, Souery
et al.,, 1996, Gomez-Casero et al., 1996). Im Gegensatz dazu stehen jedoch einige
Studien, deren Ergebnisse auf eine Assoziation des 40-bp VNTR im DAT1-Gen mit
dem Auftreten einer bipolar affektiven Stérung hindeuten (Greenwood et al., 2001,
Waldman et al., 1997, Kelsoe et al., 1996). In der vorliegenden Studie war bei ca.
15% der Patienten eine bipolar affektive Erkrankung bekannt. Dies entspricht der
ublicherweise beschriebenen Haufigkeit der bipolaren Erkrankung unter depressiven
Patienten (Bauer et al, 2002, Berger, 1999)). Mit einer Grofke von 22 Personen ist die
Gruppe der bipolaren Patienten jedoch zu klein, um signifikante Unterschiede in der
Allelfrequenz im Vergleich zu den unipolaren Patienten oder zur Kontrollgruppe
erkennen zu konnen. Vielfach wird zwar von einer strikten Trennung der unipolaren

Depression von der bipolar affektiven Stoérung ausgegangen, mehrere Studien stellen
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diese strenge Einteilung jedoch in Frage und kommen zu dem Schluss, dass es sich
bei der unipolaren Depression und der bipolar affektiven Stérung um verschiedene
Manifestationen einer gleichen genetischen Pradisposition handeln konnte (Waldman
et al., 1997, Benazzi, 2005). Gestutzt wird diese Annahme zum Einen durch die
Uberlappung der klinischen Symptome beider Krankheitsbilder (Benazzi, 2005), zum
Anderen durch die Beobachtung, dass Angehorige von Patienten mit bipolar
affektiver Storung ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung sowohl bipolar als auch
unipolar affektiver Erkrankungen tragen (Nurnberger und Gershon, 1992, Gershon,
1990, McGuffin und Katz 1989). Zuklnftige Untersuchungen muissen zeigen, welche
Faktoren Uber die unterschiedliche Auspragung der klinischen Symptome bei
affektiven Erkrankungen entscheiden.

Mit einem Umfang von 190 Patienten und 190 Kontrollprobanden liegt die
vorliegende Studie bezuglich ihrer Fallzahl im Bereich vergleichbarer
Assoziationsstudien, erreicht aber sicher nicht die optimale Grdle, die nétig gewesen
ware, um einen moglicherweise vorhandenen geringen Einfluss eines einzelnen
Polymorphismus auf das Risiko fur das Auftreten einer Depression aufzuzeigen. Die
Probanden im Patienten- und im Kontrollkollektiv waren bezuglich ihres ethnischen
Hintergrundes weitgehend homogen (ausschlieldlich Kaukasier) und im
Geschlechterverhaltnis  ausgeglichen. Das  durchschnittiche  Alter  der
Studienteilnehmer in der Patienten- und der Probandengruppe unterschied sich zwar
um 5 Jahre (Patienten: 46 Jahre, Probanden: 41 Jahre), so dass letztlich die
Fehlermdglichkeit besteht, dass eine Zahl der als gesund eingestuften
Kontrollprobanden in den nachsten Jahren an einer Depression erkrankt. Es ist
jedoch nicht davon auszugehen, dass dieser Altersunterschied das Ergebnis

mafgeblich beeinflusste.

4.1.2. Haufigkeitsverteilung der Genotypen der 44-bp Insertions/Deletions-
Mutation in der Promoter-Assoziierten Region des SERT-Gens

In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Dichte und Funktion
des Serotonintransporters, der eine zentrale Rolle in der Regulation der
serotonergen Neurotransmission spielt, im Gehirn depressiver Patienten verandert ist
(Mann et al., 2000, Malison et al., 1998, Heinz et al., 2002, Parsey et al., 2006).

Die in dieser Studie ermittelten Allelfrequenzen fur die 44-bp Insertions-/Deletions-

Mutation in der  Promoter-Assoziierten Region des Serotonintransportergens
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stimmen mit in anderen kaukasischen Studienpopulationen beschriebenen
Frequenzen Uberein (Heils et al., 1996, Lesch et al., 1996, Collier et al., 1996b). Es
konnte keine Assoziation der 44-bp Ins/Del-Mutation mit dem Schweregrad bzw. dem
Auftreten einer Depression aufgedeckt werden. Diese Resultate stehen im Einklang
mit einer gro3en Zahl an Studien, die ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen der
44-bp Ins/-Del-Mutation und dem Auftreten einer Depression herstellen konnten
(Rees et al., 1997, Kunugi et al., 1997, Esterling et al., 1998, Gutiérrez et al., 1998,
Ohara et al., 1998, Hoehe et al., 1998, Ewald et al., 1998, Vincent et al., 1999, Frisch
et al., 1999, Minov et al., 2001).

Im Widerspruch dazu stehen zwei Studien von Furlong et al. und Collier et al., die ein
gehauftes Auftreten des mit einer erniedrigten Genexpression verbundenen (s)-Allels
in zwei heterogenen Kollektiven von Patienten mit unipolarer Depression und bipolar
affektiver Stérung aufzeigen, wobei der Effekt auf das relative Risiko mit einem
Odds-Quotienten von 1,2 in beiden Studien sehr klein bleibt (Furlong et al., 1998,
Collier et al.,, 1996b). Die Ergebnisse dieser Studien koénnen zwar gut mit
Beobachtungen uUber eine erniedrigte Zahl an Serotonintransporterbindungsstellen
sowohl im prafrontalen Cortex und im Dienzephalon von depressiven Patienten als
auch in der Rapheregion des Hirnstamms von alkoholabhdngigen Patienten mit
Depression in Ubereinstimmung gebracht werden (Mann et al., 2000, Malison et al.,
1998, Heinz et al., 2002, Parsey et al., 2006). Angesichts der Uberaus grof3en Zahl
an Assoziationsstudien mit negativem Ergebnis, denen auch die vorliegende Studie
zugerechnet werden muss, erscheint es jedoch sehr unwahrscheinlich, dass das (s)-
Allel der 44-bp Ins/Del-Mutation ein bedeutsames Risiko fur die Entstehung affektiver
Erkrankungen darstellt. Auch ein neu entdeckter SNP im sechsten Repeat der 44-bp
Ins/Del-Mutation, der offenbar ebenfalls die Genexpression beeinflusst, zeigte keine
Korrelation mit dem Auftreten einer Depression (Parsey et al., 2006). Eine Studie von
Mynnett-Johnson et al. zeigte hingegen eine  Assoziation eines
Multimarkerhaplotypen innerhalb des SERT-Gens, der auch die 44-bp Ins/Del-
Mutation umfasst, mit der bipolar affektiven Storung auf und verdeutlicht damit, dass
modglicherweise eher die Summe einer Vielzahl von Genen mit kleinem Effekt, zu
denen auch die 44-bp Ins/Del-Mutation gehoéren kdonnte, zum Risiko fur das Auftreten
einer affektiven Erkrankung beitragt (Mynett-Johnson et al., 2000). Weitere Studien
deuten wiederum darauf hin, dass ein moglicher Einfluss der 44-bp Ins/Del-Mutation

auf das Risiko fur eine Depression auch durch personliche Charaktereigenschaften
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wie Angstlichkeit und neurotisches Verhalten aber auch traumatische
Lebenserfahrungen moduliert sein kénnte (Caspi et al., 2003, Lesch et al., 1996,
Serretti et al., 2006, Munafo et al., 2006, Wilhelm et al., 2006).

4.1.3. Haufigkeitsverteilung der Genotypen des 17-bp VNTR im Intron 2 des
SERT-Gens

Fur den 17-bp VNTR im Intron 2 des Serotonintransportergens fand sich zwar ein
Unterschied in der Verteilung des 12-Repeat-Allels zwischen der Patienten- und der
Kontrollgruppe mit einer signifikant niedrigeren Allelfrequenz in der Kontrollgruppe
(p=0,004). Der Odds-Quotient fur das Risiko einer Depression lag fur das 12-Repeat-
Allel jedoch nur bei 1,2 (95%-Konfidenzintervall: 0,94-1,21) und spricht daher nicht
dafur, dass das 12-Repeat-Allel in dieser Studie mit einem erhdhten Risiko flr eine
Depression assoziiert ist. Bezlglich der Genotypenverteilung und der initialen
Schwere der Depression konnten keine Unterschiede zwischen der Patienten- und
der Kontrollgruppe festgestellt werden. Die Ursache fur den Unterschied in der
Allefrequenz liegt am ehesten in einer veranderten Allelverteilung in der
Kontrollgruppe: so trat das 12-Repeat-Allel mit 53,7% in der Kontrollgruppe dieser
Studie erheblich seltener als in Kontrollkollektiven anderer Studien (60,2% in Hoehe
et al., 1998, 59,3% in Ogilvie et al., 1996, 61,6% in Bellivier et al., 1997, 68,2% in
Gutiérrez et al., 1998) auf. Demgegenuber unterschied sich die Auftretenshaufigkeit
des 12-Repeat-Allels in der Patientengruppe mit 61,1% nicht von in anderen Studien
beschriebenen Haufigkeiten. Das vorliegende Ergebnis spricht demnach nicht dafur,
dass das 12-Repeat-Allel in der vorliegenden Studie mit dem Vorliegen einer
Depression korreliert. Sowohl die Patienten als auch die Kontrollprobanden waren
ausschlielich kaukasischen Ursprungs, sodass ethnische Unterschiede als Ursache
fur die abweichende Allelverteilung in der Kontrollgruppe unwahrscheinlich sind. Eher
kann davon ausgegangen werden, dass eine zufallige Verschiebung der
Allelverteilung in der Kontrollgruppe durch die begrenzte Zahl an Kontrollprobanden
(n=190) begunstigt wurde.

Der Einfluss des 17-bp VNTR im Intron 2 des SERT-Gens auf das Risiko der
Entstehung affektiver Erkrankungen bleibt auch in der Literatur unklar. Ogilvie et al.
beschrieben in einer sehr kleinen Gruppe von 39 Patienten mit unipolarer Depression
eine signifikant erhdhte Frequenz des seltenen 9-Repeat-Allels im Vergleich zu einer

gesunden Kontrollgruppe (Ogilvie et al., 1996). In weiteren Studien konnte eine
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Assoziation des 12-Repeat-Allels mit der bipolar affektiven Stérung gezeigt werden
(Collier et al., 1996a, Rees et al., 1997, Kirov et al., 1999b). Demgegentber stehen
mehrere Studien, die keine Assoziation des 17-bp VNTR mit affektiven Erkrankungen
(Kunugi et al., 1996, Stober et al., 1996a, Furlong et al., 1998, Hoehe et al., 1998,
Bellivier et al., 1997, Gutiérrez et al., 1998, Bocchetta et al., 1999, Mynnett-Johnson
et al.,, 2000) nachweisen konnten und im Einklang mit dem Ergebnis der
vorliegenden Studie in der Summe eher gegen einen bedeutenden Einfluss des 17-

bp VNTR auf das Risiko fur affektive Stérungen sprechen.

4.1.4. Haufigkeitsverteilung der Genotypen im NET-Gen

Beobachtungen einer erniedrigten Dichte des Noradrenlintransporters im Gehirn
depressiver Patienten (Klimek et al., 1997) und die Tatsache, dass der
Noradrenalintransporter ein wichtiges Zielprotein fur zahlreiche Antidepressiva
darstellt (Richelson, 2003), lassen auch das NET-Gen als mogliches Kandidatengen
fur affektive Erkrankungen erscheinen.

In dieser Studie konnten keine Anhaltspunkte fiir eine Assoziation der beiden hoch
polymorphen Varianten -182T>C und 1287G>A und der Missense-Mutationen
Val69lle (Exon 1), Thr99lle (Exon 2) und Val245lle (Exon 4) mit dem Risiko fur das
Auftreten einer Depression gefunden werden. Weder in der Patienten- noch in der
Kontrollgruppe wurden die Mutationen Val449lle (Exon 9) und Gly478Ser (Exon 10)
nachgewiesen. Die ermittelten Allel- und Genotyphaufigkeiten stimmten mit den in
anderen kaukasischen Populationen beschriebenen Haufigkeiten Uberein (Stober et
al., 1996, Zill et al., 2002).

Die vorliegenden Ergebnisse stehen im Einklang mit mehreren Studien, die ebenfalls
keinen Zusammenhang zwischen dem 71287G>A- Polymorphismus im Exon 9 des
NET-Gens (Owen et al., 1999, Leszczynska-Rodziewicz et al., 2002, Zill et al., 2002)
bzw. den genannten Missense-Mutationen (Stdober et al., 1996) und der
Suszeptibilitat fur affektive Erkrankungen herstellen konnten.

Studien zum -182T>C-Polymorphismus in der Promoterregion des NET-Gens fuhrten
hingegen zu widerspruchlichen Ergebnissen: wahrend in einer Studie an 112
koreanischen Patienten der Genotyp T/T im Vergleich zu allen anderen auftretenden
Genotypen mit einem niedrigeren Risiko fir das Vorhandensein einer Depression
assoziiert war (Ryu et al., 2004), traf dies in einer Studie an 145 japanischen

Patienten fur den Genotyp C/C zu (Inoue et al., 2004). Zill et al. hingegen fanden in
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einer Gruppe von 193 deutschen Patienten keine Anhaltspunkte fur eine Verbindung
des —182T>C Polymorphismus mit dem Risiko fir Depression (Zill et al., 2002), was
die Ergebnisse der vorliegenden Studie unterstutzt. Es werden weitere Studien mit
einer moglichst groRen Zahl an Teilnehmern noétig sein, um zu klaren, ob der
—182T>C Polymorphismus in der Promoterregion des NET-Gens flr die Entwicklung

einer Depression von Bedeutung ist.

Es ist mittlerweile unbestritten, dass die depressive Stdrung neben zahlreichen
weiteren Faktoren, die flr die Pathogenese bedeutsam sind, eine multigenetische
Grundlage hat. Eine Vielzahl an Genen mit kleinem Effekt tragen vermutlich zur
genetischen Suszeptibilitat fur die Entwicklung einer Depression bei. Dass
Polymorphismen in Monoamintransportergenen hierbei eine Rolle spielen, kann nicht
ausgeschlossen werden, ein prominenter Effekt ist jedoch in Anbetracht der
Ergebnisse sowohl der vorliegenden Studie als auch zahlreicher weiterer Studien

unwahrscheinlich.

4.2. Die Therapieresponse

In der vorliegenden Studie wurde die Response auf die antidepressive Therapie
bereits nach 3 Wochen anhand des Abfalls des Summenpunktwertes auf der HDRS
eingeschatzt. In zahlreichen klinischen Studien wird die Therapieresponse hingegen
erst nach einem Zeitraum von 4-6 Wochen nach Therapiebeginn gemessen. Die
relativ zeitige Einschatzung der Response in der vorliegenden Studie schien jedoch
angebracht, da bereits in mehreren Studien eine deutliche Korrelation zwischen
zeitiger Response auf ein Antidepressivum und finalem Therapieerfolg nachgewiesen
werden konnte und eine effektive antidepressive Medikamententherapie mdglichst
bereits nach einer kirzeren Zeitspanne als 4-6 Wochen wirksam werden sollte
(Nierenberg et al., 2000, Nierenberg et al., 2004, Szegedi et al., 2005, Binder et al.,
2004).

In der vorliegenden Studie wiesen 42% der Patienten nach 3 Wochen einen
Punktwerteabfall von mehr als 50% auf der HDRS auf und wurden entsprechend als
Responder eingestuft. Der mittlere Wert fir den Abfall auf der HDRS im
Patientenkollektiv lag zu diesem Zeitpunkt bei 44%, 18 Patienten zeigten gar kein

Ansprechen auf die Therapie bei Verschlechterung ihrer Krankheitssymptome. Im
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Vergleich hierzu lag der mittlere prozentuale Abfall auf der HDRS in einer
pharmakogenetischen  Studie an  mexikanisch-stammigen  amerikanischen
Tagesklinikpatienten mit Depression nach 3-wochiger Behandlung mit Fluoxetin bzw.
Desipramin bei 30% (Licinio et al., 2004). In einer weiteren Studie zu einem Val/Met-
Polymorphismus im Gen flr die Catechol-O-Methyltransferase zeigten die Patienten
nach 3 Wochen Therapie mit Mirtazapin einen mittleren prozentualen Abfall der
Punktwerte auf der HDRS-17 von 38% (Szegedi et al., 2005), was den Ergebnissen
der vorliegenden Studie entspricht. Der Vergleich mit diesen Studien zeigt, dass das
Patientenkollektiv der vorliegenden Studie eine typische Therapieresponserate
aufweist.

Die Art der verabreichten antidepressiven Medikamente wurde nicht durch das
Studiendesign vorgegeben. Zwischen den funf Medikamentenuntergruppen, in
welche die verabreichten Antidepressiva eingeteilt worden waren, wurden keine
Unterschiede in den Response-Raten festgestellt, was Beobachtungen aus einer
Untersuchung von Wong et al. entspricht und die Hypothese unterstutzt, dass
unterschiedliche Medikamentenklassen wie SSRI, SNRI, NaSSA und andere ihre
Wirkung jenseits der primaren Medikamentenbindungsstellen auf einer gemeinsamen

funktionellen Endstrecke entfalten (Wong et al., 2004).

4.2.1. Therapieresponse in Abhangigkeit vom 40-bp VNTR im DAT1-Gen

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass dopaminerge Mechanismen eine
Rolle im Wirkmechanismus von Antidepressiva spielen und die Verfugbarkeit des
Dopamintransporters im Gehirn durch Antidepressiva verschiedener Klassen
beeinflusst wird (Smith et al., 2000, Kugaya et al., 2003, Ichikawa et al., 1995, Willner
et al., 2005, Zhou et al., 2005, Papakostas, 2006). Studien, die eine mdgliche
Assoziation des 40-bp VNTR im DAT1-Gen mit dem Therapieansprechen auf
Antidepressiva untersuchen, lagen bisher jedoch nicht vor.

Die Response auf die medikamentése Therapie mit Antidepressiva in dieser Studie
variierte in Abhangigkeit von der Zahl der Repeats im 40-bp VNTR des DAT1-Gens
entsprechend einem ,Gendosis“-Schema: das 9-Repeat-Allel war mit einem im
Vergleich mit dem 10-Repeat-Allel signifikant geringerem Ansprechen auf die
Therapie mit Antidepressiva assoziiert. Dieses Ergebnis ist gut mit Befunden einer

erhohten Expression und Translation von DAT1 im Zusammenhang mit dem 10-
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Repeat-Allel zu vereinbaren (Mill et al., 2002, Fuke et al., 2001, Miller und Madras,
2002, Heinz et al., 2000).

Der Einfluss des 40-bp VNTR im DAT1-Gen auf das Therapieansprechen gemessen
am mittleren prozentualen Abfall der Punkte auf der HDRS war in der Gruppe der
Patienten, die mit SSRI behandelt worden waren, am groten. Aber auch die
Response auf Mirtazapin, Venlafaxin und Trizyklika wurde, wenn auch in geringerem
Ausmal, durch den VNTR beeinflusst. So war der Effekt des DAT1-Genotyps auf die
Anzahl der Responder unabhangig von der Klasse des verabreichten
Antidepressivums. Dieser Befund unterstiutzt ebenfalls die oben genannte
Hypothese, dass Antidepressiva unterschiedlicher Klassen jenseits ihrer Bindung an
die jeweils unterschiedlichen Zielproteine uber letztlich gleiche Mechanismen zu
Veranderungen der synaptischen Plastizitat fuhren und somit Polymorphismen in
Molekulen, die den primaren Zielproteinen von Antidepressiva nachgeschaltet sind,
in ihrem Einfluss nicht auf einzelne Wirkstoffe begrenzt sind (Wong et al., 2004, Maniji
et al., 2003). Auf welche Weise der Dopamintransporter und das DAT1-Gen in diese
Mechanismen involviert sind, wurde bisher kaum untersucht.

Kugaya et al. konnten in einer Untersuchung an gesunden Probanden zeigen, dass
sich die Dopamintransporterbindungskapazitat im Gehirn nach mehrtagiger
Einnahme von SSRI erhoht (Kugaya et al., 2003). In der vorliegenden Studie wurde
der grolte Effekt des 40-bp VNTR im DAT1-Gen auf die Therapieresponse bei
Patienten, die mit SSRI behandelt wurden, festgestellt. Mehrere Studien deuten
darauf hin, dass sowohl die Pathogenese der Depression als auch der
Wirkmechanismus von Antidepressiva durch Veranderungen in der Interaktion des
dopaminergen und serotonergen Neurotransmittersystems beeinflusst werden
konnten (D’Aquila et al., 2000, Zangen et al., 2001, Willner et al., 2002). Eine weitere
Untersuchung von Zhou et al. zeigt, dass die Gabe von Fluoxetin Uber eine
Veranderung der Bindungsaffinitdit des Dopamintransporters im Striatum zu einer
stark erhohten Aufnahme von Serotonin durch den Dopamintransporter mit
nachfolgend vermehrter Ausschittung von Dopamin und Serotonin in den
synaptischen Spalt fihrt (Zhou et al., 2005), was die Vermutung nahe legt, dass der
Dopamintransporter durch Beeinflussung des serotonergen Signaltransports eine bis
dahin unbekannte Rolle im Wirkmechanismus von serotonergen Antidepressiva

spielen konnte.
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Die vorliegende Arbeit kdnnte ein Hinweis daflr sein, dass der 40-bp VNTR im
DAT1-Gen mit Veranderungen des Therapieansprechens auf Antidepressiva
einhergeht. Die in dieser Studie beobachtete geringere Response auf eine
medikamentdse Behandlung mit Antidepressiva bei Tragern des 9-Repeat-Allels
konnte Veranderungen in der Funktion des dopaminergen Transportsystems in
Abhangigkeit von der Anzahl der Repeats im 40-bp VNTR widerspiegeln. Die
Hypothese, dass eine erhohte Dichte und Verfugbarkeit des Dopamintransporters im
Gehirn mit einem besseren Ansprechen auf eine antidepressive Therapie assoziiert
ist, muss jedoch zunachst in weiteren Studien Uberprift werden.

In einer Post-hoc Power-Analyse in der vorliegenden Studie, in der die Responder-
Rate von 34% unter Tragern eines oder zweier 9-Repeat-Allele (n=86) mit der
Responder-Rate von 52% unter homozygoten Tragern des 10-Repeat-Allels (n=103)
verglichen wurde (fur n=86 Probanden fur beide Gruppen, p=0,016, Exakter Test
nach Fisher), wurde eine Power von 60% erreicht.

Zukunftige Studien werden ndétig sein, um den in dieser Arbeit hergestellten
Zusammenhang zwischen dem 40-bp VNTR im DAT1-Gen und der
Therapieresponse auf Antidepressiva zu uUberprifen. Ungeachtet dessen gibt das
Ergebnis der vorliegenden Studie Anlass fur die weitere Untersuchung der
molekulargenetischen Mechanismen, uber die der 40-bp VNTR die Expression des
DAT1-Gens beeinflusst und Uber die der Dopamintransport im ZNS die

Therapieresponse auf Antidepressiva modulieren konnte.

4.2.2. Therapieresponse in Abhangigkeit von der 44-bp Insertions/Deletions-
Mutation in der Promoter-Assoziierten Region und vom 17-bp VNTR im
Intron 2 des SERT-Gens

Die Ergebnisse einer grolten Zahl an Responsestudien weisen darauf hin, dass die
44-bp Ins/Del-Mutation in der Promoter-Assoziierten Region des SERT-Gens an der
individuellen Modulation der Therapieresponse auf SSRI (Fluvoxamin, Paroxetin,
Fluoxetin, Citalopram und Sertralin) beteiligt ist (Rausch et al., 2002, Yu et al., 2002,
Smeraldi et al., 1998, Zanardi et al., 2001, Pollock et al., 2000, Zanardi et al., 2000,
Lee et al., 2004, Serretti et al., 2004, Murphy et al., 2004a, Arias et al., 2003). Der
Effekt scheint jedoch relativ klein zu sein: in einer Metaanalyse der Ergebnisse aus

mehreren Studien mit insgesamt 974 Patienten lag der Odds-Quotient flr das Risiko,
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Responder zu sein, fur Trager mindestens eines langen Allels () bei 1,7 (Kirchheiner
et al., 2004).

In der vorliegenden Studie betrug der Odds-Quotient fur das Risiko, Responder zu
sein, innerhalb des gesamten Patientenkollektives nur 1,03 (95%-Konfidenzintervall:
0,47-2,3) flr Trager mindestens eines (I)-Allels (l/I, I/s) im Vergleich mit homozygoten
Tragern des (s)-Allels. Es konnte damit kein Effekt des 44-bp Ins/Del-
Polymorphismus auf die die Medikamentengruppen Ubergreifende Therapieresponse
gezeigt werden. Allerdings erhielten lediglich 77 der 190 Patienten in dieser Studie
SSRI.

In der Untergruppe der mit SSRI behandelten Patienten lag das relative Risiko, auf
die antidepressive Therapie anzusprechen, fur Trager eines oder zweier (I)-Allele bei
2,4 (95%-Konfidenzintervall: 0,6-10), wobei der Effekt statistisch nicht signifikant war.
Die Fallzahl in der SSRI-Untergruppe in dieser Studie ist mit n=77 nicht kleiner als
die durchschnittliche Fallzahl in den 0.g. Responsestudien, in denen eine Verbindung
des (I)-Allels mit besserer Response auf SSRI nachgewiesen werden konnte.
Allerdings wurde die Response in der vorliegenden Studie wie erwahnt bereits drei
Wochen nach Behandlungsbeginn eingeschatzt. Im Gegensatz dazu lag der
Zeitpunkt der Responsebestimmung in den o0.g. Responsestudien im Schnitt bei
sechs Wochen nach Behandlungsbeginn, der kurzeste Beobachtungszeitraum
betrug vier Wochen (Ubersicht siehe Kirchheiner et al., 2004). Dies kénnte dafiir
sprechen, dass der Effekt, den der 44-bp Ins/Del-Genotyp auf die Response auf
SSRI ausUlbt, erst nach einem Zeitraum von vier und mehr Wochen zum Tragen
kommt, wahrend die kurzfristige Response nicht beeinflusst wird. Demnach kann
nicht vollig ausgeschlossen werden, dass nach einer langeren Behandlungszeit als
drei Wochen auch in der vorliegenden Studie ein statistisch signifikanter Effekt der
44-bp Ins/Del-Mutation hatte festgestellt werden kdnnen. Aber auch Studien von
Kato et al., Ng et al. und Kraft et al., die Uber einen Zeitraum von sechs Wochen
gefuhrt wurden, konnten keinen Zusammenhang zwischen dem 44-bp Ins/Del-
Genotyp in der Promoter-Assoziierten Region des SERT-Gens und der
Therapieresponse auf die SSRI Citalopram, Paroxetin, Fluvoxamin und Sertralin
finden (Kato et al., 2005, Ng et al., 2006, Kraft et al., 2007). Insbesondere der Studie
von Kraft et al. kommt hier eine besondere Bedeutung zu, da sie mit einer
Studienpopulation von 1914 Patienten (Star*D-Studie) die mit Abstand grofite Studie

zu diesem Thema darstellt. Nach sechswdchiger Behandlung mit dem SSRI
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Citalopram konnte in dieser umfangreichen Patientengruppe keine Assoziation des
SERT 44-bp Ins/Del-Genotyps und 10 weiterer Varianten im SERT-Gen mit der
Therapieresponse nachgewiesen werden, wodurch das Ergebnis der vorliegenden
Studie unterstutzt wird.

Ebenfalls im Widerspruch zu den Studien, die eine Korrelation zwischen dem (I)-Allel
im 44-bp Ins/Del-Polymorphismus und besserer Response auf SSRI beschreiben,
stehen einige Studien an koreanischen bzw. japanischen Patienten, in denen das (s)-
Allel mit einer besseren Response auf die SSRI Fluoxetin, Paroxetin, Sertralin und
Fluvoxamin verbunden ist (Kim et al., 1999, Yoshida et al., 2002, Kim et al., 2006).
Fur diese Diskrepanz wurden einerseits ethnische Unterschiede in der Verteilung der
Allele der 44-bp Ins/Del-Mutation verantwortlich gemacht: die Frequenz fur das (s)-
Allel ist bei Asiaten tatsachlich mit 0,79 hoher als bei Kaukasiern mit 0,42 (Kunugi et
al., 1997, Steimer et al., 2001). Allerdings wurden auch die Studien von Yu et al. und
Lee et al., in denen das (s)-Allel mit schlechterer Response auf SSRI assoziiert war,
an asiatischen Patienten durchgefiihrt (Yu et al., 2002, Lee et al., 2004). Die in der
vorliegenden Studie ermittelte Frequenz fur das (s)-Allel unterscheidet sich mit 0,4
nicht von in anderen Studien an gesunden Kaukasiern beschriebenen Frequenzen,
so dass die Mdoglichkeit einer zufallig abweichenden Allelverteilung in dieser Studie
als Ursache fur ein abweichendes Ergebnis ausscheidet.

Aber auch ein zusatzlicher Single Nucleotide Polymorphism (SNP) (G>A) im
sechsten Repeat der 44-bp Ins/Del-Mutation kdonnte fur abweichende Ergebnisse wie
in der vorliegenden Studie verantwortlich sein (Hu et al., 2004). Es handelt sich bei
diesem Polymorphismus um eine funktionelle Mutation, wobei die *G-Variante im (I)-
Allel (Ig) in einer Zellkultur in ahnlichem Ausmal} wie das (s)-Allel deutlich weniger
exprimiert wurde als die *A-Variante (Ia) (Hu et al., 2004). Man geht davon aus, dass
die 44-bp Ins/Del-Mutation in der Promoter-Assoziierten Region des SERT-Gens die
individuelle Response auf SSRI Uber eine Veranderung der Expression des
Serotonintransporters beeinflussen konnte (Smeraldi et al., 1998). Widerspruchliche
Ergebnisse zum Einfluss der 44-bp Ins/Del-Mutation auf die Proteinexpression in vivo
in verschiedenen Bildgebungsstudien, die von einem biallelischen Polymorphismus
ausgegangen waren, konnten moglicherweise durch die bis dahin unbekannte G>A-
Variante erklart werden (Heinz et al., 2000, Willeit et al., 2001, Shioe et al., 2003,
Van Dyck et al., 2004, Mann et al., 2000). Jedoch konnte in einer neueren Studie

kein Einfluss des triallelischen Polymorphismus im Promoter des SERT-Gens auf die
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mittels  Positronenemissionstomographie gemessene Bindungskapazitat des
Serotonintransporters im menschlichen Gehirn nachgewiesen werden (Parsey et al.,
2006). Studien von Kugaya et al. und Rausch et al. weisen aber darauf hin, dass die
Response auf eine Therapie mit SSRI tatsachlich von der Dichte und Funktion des
Serotonintransporters im Gehirn vor Therapiebeginn abhangen kénnte (Kugaya et
al., 2004, Rausch et al., 2002). Obwohl die Bedeutung des triallelischen
Polymorphismus in der Promoter-Assoziierten Region des SERT-Gens auf die
Expression des Serotonintransporters nicht vollends geklart ist, scheint es sinnvoll, in
zukunftigen Studien den zusatzlichen Einfluss der G>A-Variante im sechsten Repeat
der 44-bp Ins/Del-Mutation auf die Response auf SSRI zu untersuchen. Zwei
Assoziationsstudien an der o.g. Star*D-Studienpopulation von Kraft et al. und Hu et
al., in denen die G>A-Variante in der Promoterassoziierten Region des SERT-Gens
bereits berlcksichtigt wurde, konnten jedoch keine Assoziation dieses
Polymorphismus mit dem Ansprechen auf den Selektiven
Serotoninwiederaufnahmehemmer Citalopram nachweisen (Kraft et al., 2007, Hu et
al., 2007). Weitere Studien, die dieses Ergebnis konfirmieren konnen, stehen aus.
Letztlich bleibt unklar, wie die Diskrepanzen in den bisherigen Responsestudien zum
44-bp Ins/Del-Polymorphismus in der Promoter-Assoziierten Region des SERT-Gens
erklart werden kénnen. Einige Studien, zu denen auch die vorliegende Studie gezahlt
werden muss, sprechen nicht fur eine Assoziation der 44-bp Ins/Del-Mutation mit
dem Ansprechen auf eine Behandlung mit SSRI. Die divergenten Ergebnisse der
bisherigen Studien lassen aber weiterhin auch an die Moglichkeit eines bisher
unbekannten, an den Polymorphismus in der Promoter-Assoziierten Region des
SERT-Gens gekoppelten Marker denken, der die Therapieresponse auf SSRI

beeinflussen konnte.

Ergebnisse zweier Studien von Whale et al. und Young et al. brachten das (I)-Allel
auch mit einem besseren Ansprechen auf die Trizyklika Clomipramin und Nortriptylin
in Verbindung (Whale et al., 2000, Young et al., 1999). Dem entgegen war in einer
Studie von Kim et al. aber das (s)-Allel mit besserer Response auf Nortriptylin
verbunden (Kim et al.,, 2006). Weitere Responsestudien scheiterten daran, einen
Zusammenhang zwischen der 44-bp Ins/Del-Mutation in der Promoter-Assoziierten
Region des SERT-Gens und dem Therapieansprechen auf Nortriptylin, das

noradrenerge und spezifisch serotonerge Antidepressivum Mirtazapin und den
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Serotonin- und Noradrenalinwiederaufnahmehemmer Milnazipran und andere von
SSRI verschiedene Antidepressiva zu zeigen und stehen damit im Einklang mit dem
Ergebnis der vorliegenden Studie (Yoshida et al., 2004, Murphy et al., 2004, Pollock
et al., 2000, Minov et al., 2001). Die Beobachtung, dass Labormause, die genetisch
bedingt keinen Serotonintransporter exprimieren, in Modellversuchen flir erlernte
Hilflosigkeit wie dem Immobilitatstest oder dem forcierten Schwimmtest keine sonst
ubliche antidepressive Reaktion auf SSRI-Gabe zeigen, wahrend die Reaktion auf
Nicht-SSRI unverandert ist, legen nahe, dass die Blockade am Serotonintransporter
offenbar flr die Entfaltung der Wirksamkeit von SSRI, nicht aber fur die von
Antidepressiva mit Affinitdt sowohl zum serotonergen als auch zum noradrenergen
System, notwendig ist (Holmes et al., 2002). Dieser Befund konnte moglicherweise
eine Erklarung dafur sein, dass in der vorliegenden Studie auch die Response auf
Venlafaxin und TCA, die ebenfalls an den Serotonintransporter binden und die
Wiederaufnahme von Serotonin aus dem synaptischen Spalt hemmen, offenbar nicht

mit dem Genotyp der 44-bp Ins/Del-Mutation assoziiert war.

Weder in der medikamentenubergreifenden Analyse der Gesamtgruppe noch in der
Untergruppe flir SSRI (n=77) konnte ein Zusammenhang zwischen der Response auf
die antidepressive Medikamententherapie und dem Genotyp im 17-bp VNTR im
Intron 2 des SERT-Gens nachgewiesen werden. Im Widerspruch dazu stehen zwei
Studien an 120 bzw. 241 koreanischen Patienten, in denen die homozygoten Trager
des 12-Repeat-Allels verglichen mit Tragern des (12/10)- und (10/10)-Genotyps nach
sechs Wochen ein besseres Ansprechen auf die Behandlung mit SSRI aufwiesen
(Kim et al., 1999, Kim et al., 2006). Eine Ursache fur die Differenz zwischen diesen
Studien und der vorliegenden Studie konnte erneut darin liegen, dass die Response
in der vorliegenden Studie bereits nach einem Zeitabschnitt von drei Wochen
bestimmt wurde. Andererseits scheint die Genotypverteilung des 17-bp VNTR im
SERT-Gen ahnlich der des 44-bp Ins/Del-Polymorphismus ethnischen Unterschieden
zu unterliegen, die fur unterschiedlich ausgepragte Assoziationen der jeweiligen
Polymorphismen mit der Therapieresponse in den einzelnen Populationen
verantwortlich sein konnten: wahrend der (12/12)-Genotyp in der vorliegenden Studie
im Einklang mit Ergebnissen anderer Studien an kaukasischen Patienten (Stober et
al., 1996, Furlong et al., 1998, Hoehe et al., 1998, Bellivier et al., 1997, Gutiérrez et

al., 1998, Bocchetta et al., 1999) nur zu 42% angetroffen wurde, lag er in der
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koreanischen Patientengruppe von Kim et al. zu 80% vor. Eine weitere Studie von Ito
et al. hingegen, in der der (12/12)-Genotyp in einer Gruppe von 66 japanischen
Patienten zu 74% nachgewiesen wurde, konnte im Einklang mit der vorliegenden
Studie jedoch ebenfalls keinen Zusammenhang des 17-bp VNTR mit der Response
auf SSRI herstellen (Ito et al., 2002).

4.2.3. Therapieresponse in Abhangigkeit vom -182T>C-Polymorphismus in der
Promoterregion und vom 1287G>A-Polymorphismus im Exon 9 des NET-
Gens

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen den beiden
Polymorphismen -182T>C in der Promoterregion und 1287G>A im Exon 9 des NET-
Gens und der die Medikamentengruppen Ubergreifenden Response auf die
verabreichten Antidepressiva aufgedeckt werden.

77 Patienten in der vorliegenden Studie wurden mit SSRI behandelt und stellen
damit eine recht grof3e Untergruppe in dieser Untersuchung dar. Zwar konnte gezeigt
werden, dass auch SSRI wie Paroxetin und Fluoxetin bedingt in der Lage sind, die
Funktion des Noradrenalintransporters zu hemmen bzw. die extrazellulare
Noradrenalinkonzentration im ZNS zu erhdéhen (Shinkai et al., 2005, Owens et al.,
2000, Gilmor et al., 2002, Bymaster et al., 2002), ein Einfluss von Polymorphismen
im NET-Gen auf die Response auf SSRI war jedoch nicht zu erwarten.

Insgesamt 141-mal wurden jedoch Antidepressiva verabreicht, die ihre Wirkung zum
grolien Teil Uber einen Eingriff in das noradrenerge System entfalten, darunter 83-
mal Antidepressiva, die direkt an den Noradrenalintransporter binden und die
Wiederaufnahme von Noradrenalin aus dem synaptischen Spalt hemmen (Venlafaxin
(n=39), Trizyklika (n=37) und Reboxetin (n=7)), und 58-mal Mirtazapin, ein Agonist
an prasynaptischen Alpha2-Adrenorezeptoren, welche in funktioneller Einheit mit
dem Noradrenalintransporter stehen. Aber auch in der Untergruppe der
noradrenergen Antidepressiva war die Response auf die antidepressive Therapie
nicht vom Genotyp der -182T>C- und 71287G>A- Polymorphismen im NET-Gen
abhangig.

Im Gegensatz dazu konnten Yoshida et al. in einer Studie an 96 japanischen
Patienten mit Depression eine bessere Response auf den dualen Serotonin-/

Noradrenalinwiederaufnahmehemmer Milnazipran bei Vorliegen eines oder zweier T-
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Allele des -182T>C-Polymorphismus im Vergleich zum C/C-Genotyp nachweisen.
Zusatzlich wiesen Patienten, die Trager des A/A-Genotyps des 71287G>A-
Polymorphismus waren, ein insgesamt langsameres Ansprechen auf die
medikamentose Therapie mit Milnazipran auf als Patienten, die Uber mindestens ein
Wildtyp-Allel (G) verfligten (Yoshida et al., 2004). Dieses Ergebnis wird von einer
Studie von Kim et al. an 241 koreanischen Patienten unterstltzt, in der nach sechs
Behandlungswochen die Responserate auf das noradrenerge Antidepressivum
Nortriptylin unter den homozygoten Tragern des G-Allels des 1287G>A-
Polymorphsimus signifikant hdéher war als unter den hetero- und homozygoten
Tragern des A-Allels (Kim et al., 2006).

Die Antidepressiva Milnazipran und Nortriptylin wurden in der vorliegenden Studie
nicht verabreicht. Es ist durchaus denkbar, dass sich ein Einfluss von
Polymorphismen im NET-Gen auf die Response auf einzelne Wirkstoffe beschrankt,
da z.B. die Bindungsaffinitdt und das Ausmald der Inhibition am Transporter auch
innerhalb der einzelnen Wirkstoffklassen stark variieren (Richelson, 2003, Tatsumi et
al., 1997). Auch konnte z.B. gezeigt werden, dass Zellkulturen, die mit Milnazipran
beimpft wurden, nach anfanglicher Inhibition letztlich eine erhohte Funktion des
Noradrenalintransporters ab dem dritten Tag des Experiments aufweisen (Shinkai et
al., 2005). Demgegenuber wurde in mehreren in vivo- wie in vitro- Studien nach
mindestens dreitdgiger Gabe verschiedener Antidepressiva wie Desipramin,
Reboxetin und auch Paroxetin eine Abnahme der Bindungskapazitat und der
Wiederaufnahmefunktion des Noradrenlintransporters beschrieben (Zhu et al., 2002,
Zhu und Ordway, 1997, Zavosh et al., 1999, Gould et al., 2003, Hébert et al., 2001,
Shinkai et al., 2005, Owens et al., 2000, Benmansour et al., 2004. Auch wenn diese
Befunde zum Teil nicht bestatigt wurden (Biegon , 1986, Shores et al., 1994,
Benmansour et al., 2004), koénnten sie vielleicht ein Hinweis darauf sein, dass sich
die Wirkung von Milnazipran auf die Expression des NET-Gens von der Wirkung
anderer Antidepressiva, die im noradrenergen System ansetzen, unterscheidet.
Studien zu Veranderungen der NET-mRNA-Konzentration in verschiedenen
Zellkulturen nach Antidepressivagabe ergaben bisher jedoch widersprlchliche
Ergebnisse (Shinkai et al., 2005, Zhu et al., 2002, Hébert et al., 2001, Szot et
al.,1993, Zavosh et al.,1999).

Die Aussagekraft der vorliegenden Studie wird dadurch limitiert, dass die Fallzahl in

den einzelnen Medikamentenuntergruppen relativ klein ist. Aussagen zu einzelnen
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Medikamenten wie in den Studien von Yoshida et al. und Kim et al. kdnnen nicht
getroffen werden. Auch wurden die Effekte der Polymorphismen im NET-Gen auf die
Response auf Milnazipran bei Yoshida et al. und auf Nortriptylin bei Kim et al. erst
nach einer Behandlungszeit von sechs Wochen beschrieben, wahrend in der
vorliegenden Studie die kurzfristige Response bereits nach drei Wochen
eingeschatzt wurde.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sprechen nicht dafur, dass die
Polymorphismen -182T>C und 7287G>A im NET-Gen einen Einfluss auf die
kurzfristige Response auf noradrenerge Antidepressiva austben. Eine Aussage Uber
den Effekt der genannten Polymorphismen auf Erfolg und Verlauf einer langer
dauernden antidepressiven Therapie wie bei Yoshida et al. fur Milnazipran und bei
Kim et al. fur Nortriptylin beschrieben, kann in dieser Studie jedoch nicht getroffen

werden.
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5.  Zusammenfassung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, in einem naturalistischen Studiensetting
zu untersuchen, ob Polymorphismen in den Genen fur den Dopamin-, Serotonin- und
Noradrenalintransporter mit der Wahrscheinlichkeit flir das Auftreten einer
Depression, mit dem Schweregrad der Erkrankung sowie mit dem Ansprechen auf
eine antidepressive Therapie assoziiert sind.

Hierbei zeigte sich, dass die untersuchten Polymorphismen in den Genen fur den
Serotonin-, Noradrenalin- und Dopamintransporter in dieser Untersuchung an 190
Patienten nicht mit dem Risiko fur eine Depression sowei dem Schweregrad der
Erkrankung korreliert waren.

Es konnte gezeigt werden, dass das 10-Repeat-Allel im 40-bp VNTR im DAT1-Gen
in dieser Studie mit einem besseren Ansprechen auf die antidepressive
Medikamententherapie nach drei Wochen verbunden war. Die molekulargenetischen
Mechanismen, Uber die der 40-bp VNTR die Wirksamkeit von Antidepressiva
beeinflussen konnte, sind jedoch weitestgehend ungeklart. Weitere Studien, die
einen Zusammenhang zwischen dem DAT1-Genotyp und der Response auf
Antidepressiva untersuchen und das Ergebnis dieser Studie Uberprufen, liegen
bisher nicht vor.

Demgegeniuber war der Genotyp der 44-bp Ins/Del-Mutation nicht mit der
medikamentenubergreifenden Response auf die antidepressive Therapie assoziiert.
Im Gegensatz zu mehreren Studien, die beschreiben, dass Trager mindestens eines
(D-Allels eine bessere Response auf SSRI aufweisen, konnte in der vorliegenden
Studie kein statistisch signifikanter Einfluss des 44-bp Ins/Del-Genotyps auf die
Response auf SSRI festgestellt werden. Die Polymorphismen -182T7>C in der
Promoterregion und 7287G>A im Exon 9 des NET-Gens konnten ebenfalls nicht mit
interindividuellen Unterschieden der kurzfristigen Response auf Antidepressiva in
Verbindung gebracht werden.

Auch wenn die untersuchten Polymorphismen im SERT- und NET-Gen in dieser
Studie nicht mit der Response auf Antidepressiva assoziiert waren, bietet die
vorliegende Studie einen bisher unbekannten Anhaltspunkt daflr, dass der 40-bp
VNTR im DAT1-Gen fur die Response auf Antidepressiva von Bedeutung sein

konnte.
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