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Abstraktum 

Schwerpunkt dieser Promotionsarbeit war die Identifizierung von genetischen und epigenetischen 

Markern zur Vorhersage der Gewichtsentwicklung unter Therapie mit Antipsychotika der zweiten 

Generation. Hierfür wurden neue molekularbiologische Tests entwickelt mit dem Ziel, diese in der 

klinischen Praxis einzusetzen. 

Psychische Erkrankungen haben in der heutigen Gesellschaft eine zunehmende Prävalenz. Eine Ein-

schränkung in der Therapie ist die Gewichtszunahme, die häufig als Nebenwirkung einer Psycho-

pharmaka-Behandlung auftritt. Hieraus resultieren oft ernsthafte Folgeerkrankungen sowie eine 

schlechte Adhärenz und somit das Ausbleiben des Therapieerfolgs. Ziel dieser Arbeit war daher, po-

tenzielle Risikomarker für die Ausbildung einer Gewichtszunahme zu identifizieren und Empfehlun-

gen für eine mögliche psychiatrische Arzneimitteltherapie auf Grundlage von pharmakogenetischen 

und -epigenetischen Untersuchungen zu erarbeiten. Anhand einer Studienpopulation von 350 psy-

chisch erkrankten Patienten wurden insgesamt acht verschiedene Polymorphismen sowie das Methy-

lierungsmuster eines Abschnitts des HIF3A-Gens untersucht. Diese Marker wurden in vorangegan-

genen Studien bereits mit Übergewicht im Allgemeinen in Verbindung gebracht und sollten nun auf 

einen möglichen Einfluss auf die Gewichtszunahme unter Antipsychotika-Therapie in einer klini-

schen Population untersucht werden. Neben dem Polymorphismus rs9939609 des FTO-Gen konnte 

im Rahmen dieser Untersuchung erstmals rs7185735 im gleichen Gen als vielversprechender Risiko-

marker identifiziert werden. Eine kombinierte Betrachtung der Risikoallele dieser Marker und des 

MC4R-Gens, das bereits in vorangegangenen Untersuchungen als Risikofaktor identifiziert worden 

war, zeigte einen additiven Effekt. Diese Ergebnisse sind ein weiterer Erfolg in Richtung individua-

lisierter Psychopharmaka-Therapie zur Vermeidung von Gewichtszunahme. 

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Überprüfung der Alzheimer-Therapie mit Donepezil. Hier-

für wurden CYP2D6-Genotypisierungen der Patienten durchgeführt. Anhand unserer Ergebnisse 

konnte die Arbeitsgruppe von Prof Grimmer der Technischen Universität München untersuchen, ob 

eine individualisierte Dosierung auf Grundlage genetischer Faktoren gegenüber der zurzeit üblichen 

Standarddosierung Vorteile bringt. 

Im Rahmen der epigenetischen Untersuchungen wurde zudem die Stabilität der Methylierung in Blut-

proben getestet. Derzeit verwenden viele Studien gelagertes Probenmaterial ohne jedoch mögliche, 

lagerungsbedingte Veränderungen zu hinterfragen. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass methy-

lierte DNA im Vergleich zu unmethylierter stabiler ist. Nach einer Lagerung von zehn Monaten zeigte 
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die Analyse für das HIF3A-Gen höhere Methylierungswerte. Diese Untersuchungen sind ein wesent-

licher Beitrag, um die Verlässlichkeit epigenetischer Studien sicher zu stellen.  
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Abstract 

The focus of this doctoral thesis was the identification of genetic and epigenetic markers to predict 

weight gain under therapy with second-generation antipsychotics. Therefore, we developed new mo-

lecular biology tests with the aim of employing them in clinical practice. 

Modern society is characterized by an increasing prevalence of mental disorders. One limitation faced 

in therapy is weight gain, which often occurs as a side effect of treatment with antipsychotics. This 

often results in serious complications as well as poor compliance, and consequently, in an absence of 

therapeutic success. The aim of this thesis was therefore to identify potential risk markers for weight 

gain and to develop guidelines for the therapy with antipsychotics based on pharmacogenetic and 

epigenetic studies. Based on a study population of 350 patients with mental disorders, eight different 

polymorphisms as well as the methylation pattern of a section of the HIF3A gene were investigated. 

Previous studies had already associated these markers with obesity in general and should now be 

analyzed for a possible effect on weight gain as side effect of antipsychotic therapy in a clinical pop-

ulation. In addition to the polymorphism rs9939609 of the FTO gene, we identified rs7185735 of the 

same gene as a promising risk marker for the first time. A combined consideration of risk alleles of 

these markers and of MC4R gene, which had already been identified as a risk factor in previous 

studies, demonstrated an additive effect. These results are a further success towards individualized 

antipsychotic therapy to prevent weight gain. 

Another aspect of this thesis was the examination of Alzheimer's therapy with donepezil. Therefore, 

we conducted CYP2D6 genotyping of these patients. With the help of our results, the group of Prof. 

Grimmer of the Technical University of Munich was able to investigate, whether an individual dosage 

based on genetic factors is beneficial with respect to therapeutic response compared to the current 

standard dosage. 

As part of the epigenetic studies, we also tested the stability of methylation in blood samples. At 

present, many studies use stored sample material, however without questioning potential storage-

related modifications. Our results suggest that methylated DNA is more stable than unmethylated. 

After storage for ten months, the analysis of the HIF3A gene revealed higher methylation values. 

These investigations represent a major contribution to ensure the reliability of epigenetic studies. 
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1 Einleitung 

1.1 Identifizierung von Markern in Bezug auf die Antipsychotika-vermittelte 

Gewichtszunahme 

 Klassifizierung und Krankheitsbild von Psychosen 

Als Psychosen werden psychische Erkrankungen bezeichnet, die mit einem zeitweiligen Realitäts-

verlust einhergehen. Dabei ist Psychose als Überbegriff zu verstehen, der eine Vielzahl verschiedener 

Krankheitsbilder umfasst. Psychosen können zum einen organische Ursachen haben, d.h. die Psy-

chose entsteht als Folge einer Grunderkrankung wie z.B. einer Demenz oder einem Tumor. Bei nicht-

organischen Psychosen ist die Ursache nicht so einfach zu erklären. Hierzu zählen schizophrene und 

affektive Psychosen. Genetische Prädisposition aber auch psychische Stressfaktoren oder Störungen 

der Kindheit werden als mögliche Risikofaktoren für die Entwicklung einer Psychose diskutiert.1-6 

 

Zwillingsstudien sowie auffällige familiäre Häufungen haben gezeigt, dass genetische Faktoren einen 

großen Anteil an der Prävalenz von Psychosen haben müssen.7, 8 Allerdings ist die Datenlage hier 

sehr komplex. Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) postulieren regelmäßig neue Genorte als 

Risikofaktoren für die Entstehung der Schizophrenie.9-11 Ripke et al. schätzen, dass bis zu 8.300 un-

abhängige Polymorphismen zum Auftreten der Schizophrenie beitragen.12 

 

Die Behandlung erfolgt optimaler Weise durch eine Kombination aus pharmakologischer und Psy-

chotherapie. Neuroleptika sind dabei sowohl zur Akutbehandlung als auch zur Prophylaxe Mittel der 

Wahl. Sozialtherapeutische Maßnahmen beeinflussen die Heilungschancen positiv. Pauschalisiert 

lässt sich bei der Prognose die 1/3 Regel anwenden: Bei ca. einem Drittel der Erkrankten kann eine 

Heilung oder eine deutliche Besserung der Symptome erreicht werden, bei einem weiteren Drittel 

bleibt der Krankheitszustand weitgehend unverändert und ein weiteres Drittel zeigt eine deutliche 

Verschlechterung.13 

 

Im Rahmen dieser Studie wurden nur Patienten mit nichtorganischen Psychosen berücksichtigt. Im 

Folgenden soll daher auf die verschiedenen Formen der nichtorganischen Psychose genauer einge-

gangen werden: 

 

 



1 Einleitung 

 

2 

 

Schizophrene Psychosen  

Schizophrene Psychosen finden sich in der Internationalen Klassifikation der Krankheiten Version 10 

(ICD-10) unter den Kapiteln F20-F29 (Schizophrenie, schizotype und wahnhafte Störungen). Eine 

Psychose kann prinzipiell nicht mit einer Schizophrenie gleichgesetzt werden, die Klassifizierung ist 

jedoch oft nicht eindeutig. Auch der Begriff Schizophrenie beschreibt eine sehr heterogene Gruppe 

von psychischen Erkrankungen. In Deutschland sowie auch weltweit leiden ca. 0,5-1% der Bevölke-

rung unter diesem Krankheitsbild.14, 15 

 

Der Begriff Schizophrenie wird oft zu Unrecht mit einer Persönlichkeitsspaltung in Verbindung ge-

bracht. Dies muss nicht immer der Fall sein. Eine schizophrene Psychose äußert sich in der Regel 

durch eine sogenannte Positivsymptomatik. Der Betroffene hat Wahnvorstellung, Halluzinationen 

und ein gestörtes Selbstbild. Er isoliert sich und leidet auch oft unter Schlaf- und Konzentrations-

problemen. Dazu kommt die Negativsymptomatik, die durch Antriebs- und Kommunikationsarmut 

und kognitive Defizite geprägt ist.14 

  

Auf biochemischer Ebene geht man davon aus, dass sich schizophrene Psychosen aus einer Störung 

des Stoffwechsels von Neurotransmittern, vor allem Dopamin, heraus manifestieren. Dabei werden 

Gehirnregionen mit einer Überstimulation von Dopamin-Rezeptoren für die Positivsymptomatik, Re-

gionen mit einer Unterstimulation für die Minussymptomatik verantwortlich gemacht.16 

 

Affektive Psychosen 

Affektive Psychosen gehören nach ICD-l0 Klassifikation zu den affektiven Störungen (F30-F39). 

Hier leiden die Betroffenen unter extremen Stimmungen. Am Häufigsten ist hier die unipolare De-

pression: Antriebslosigkeit, emotionale Gleichgültigkeit und der komplette Verlust der Aktivität sind 

hierfür typisch. Laut Daten des Robert Koch Instituts liegt die Wahrscheinlichkeit in Europa im Laufe 

des Lebens an einer Depression zu erkranken bei ca. 19%, Tendenz steigend.17 Allerdings werden nur 

sehr schwere Depressionen auch zu den Psychosen gezählt. Der Übergang ist jedoch auch hier flie-

ßend. Seltener treten unipolare Hochstimmungen, sogenannte Manien, auf. Sie sind gekennzeichnet 

durch Größenwahn, Selbstüberschätzung und Hyperaktivität. Leidet der Patient unter bipolaren Stö-

rungen erlebt er einen ständigen Wechsel zwischen den Stimmungsextremen.18 
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Auch bei diesem Krankheitsbild liegt ein Ungleichgewicht verschiedener Neurotransmitter vor, was 

sich auch in der Psychopharmakotherapie wiederspiegelt. Depressive Stimmungen werden in der Re-

gel mit Antidepressiva (z.B. trizyklische Antidepressiva, Serotonin- und/oder Noradrenalin-Wieder-

aufnahmehemmer), Manien hingegen mit Neuroleptika behandelt.19 

 

Weitere Krankheitsbilder, die sich in geringerem Umfang in der Studienpopulation wieder fanden 

und die einen Einsatz von Antipsychotika der 2. Generation notwendig machten, können nur einge-

schränkt den Psychosen zugeordnet werden. Zu ihnen zählen zum einen neurotische, Belastungs- 

und somatoforme Störungen (ICD-10: F40-F48). Dies sind psychische Störungen die in Verbindung 

mit Störungen des Sozialverhaltens auftreten wie z.B. Phobien, Angst-, Zwangs- und Anpassungsstö-

rungen. Des Weiteren traten Verhaltensauffälligkeiten mit körperlichen Störungen und Faktoren 

(ICD-10: F50-F59) auf. Hierzu gehören unter anderem Ess- und Schlafstörungen. Ein weiteres 

Krankheitsbild waren Persönlichkeits- und Verhaltensstörungen (ICD-10: F60- F69). Dies sind 

klinisch auffällige meist länger anhaltende Zustandsbilder und Verhaltensmuster. Sie spiegeln sich in 

gegenüber der Allgemeinbevölkerung deutlichen Abweichungen im Wahrnehmen, Denken, Fühlen 

und in den Beziehungen zu anderen wieder. Oft entstehen sie aus persönlichem Leiden und negativen 

sozialen Erfahrung heraus.20 

 

 

 Antipsychotika-Therapie 

Antipsychotika, auch als Neuroleptika bezeichnet, sind Arzneistoffe aus der Gruppe der Psychophar-

maka und haben eine antipsychotische Wirkung. Hauptsächlich werden sie bei Manien und schizo-

phrenen Störungen eingesetzt, aber auch bei anderen psychischen Erkrankungen wie z.B. Depressio-

nen und Autismus gewinnen sie immer mehr an Bedeutung.21-23 

 

Aus historischer Sicht lassen sich die Antipsychotika in zwei Gruppen einteilen: Die frühen Vertreter 

der Antipsychotika werden gerne als typische Antipsychotika (Typika) bezeichnet. Zu ihnen gehören 

unter anderem Chlorpromazin, das 1950 der erste zugelassene Vertreter dieser Substanzklasse war, 

sowie Haloperidol, Melperon und Perphenazin. Rund 20 Jahre später kamen die atypischen Antipsy-

chotika (Atypika) auf den Markt. Hierzu zählen unter anderem Clozapin, Olanzapin, Risperidon, 

Amisulprid, Quetiapin und Paliperidon.19, 24 Diese Aufteilung erfährt heutzutage eine immer größere 

Erweiterung und Aufweichung, sodass viele Ärzte und Wissenschaftler mittlerweile zu einer Abkehr 
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von dieser Einteilung raten. Gerhard Gründer bevorzugt im Handbuch der Psychopharmakotherapie 

die Unterscheidung in Antipsychotika der ersten und zweiten Generation, wobei auch bei dieser Ein-

teilung Substanzen mit sehr unterschiedlichen pharmakologischen Eigenschaften zusammengefasst 

werden.24 Im Rahmen dieser Arbeit wird die Einteilung in typische und atypische bzw. Antipsycho-

tika der ersten und zweiten Generation zum einfacheren Verständnis weiterhin verwendet. 

 

Leucht et al. stellte ebenfalls diese vorherrschende Zweigruppeneinteilung in Frage und versuchte 

daher in Hinblick auf ihre Wirkung und Nebenwirkung eine Rangordnung der einzelnen Substanzen 

zu erstellen.25 In einer Meta-Analyse verglich er 15 verschiedene Antipsychotika miteinander. Alle 

Antipsychotika waren effektiver als Placebo, sodass deren Wirksamkeit und Nutzen nicht angezwei-

felt werden sollte. Die Unterschiede in der Wirksamkeit zwischen den einzelnen Antipsychotika wa-

ren dabei minimal, jedoch unterschieden sich die einzelnen Medikamente stark in ihrem Nebenwir-

kungsprofil. 

 

Prinzipiell lassen sich Wirkung und Nebenwirkung von Antipsychotika auf ihre Affinität gegenüber 

bestimmten Neurorezeptoren zurückführen. Tabelle 1 gibt eine Übersicht über die wichtigsten An-

griffspunkte und den entsprechenden Auswirkungen der Antipsychotika. Ihnen gemeinsam ist eine 

antagonistische Wirkung am Dopamin2 (D2)-Rezeptor. Diese Dopamin-Rezeptorblockade ist verant-

wortlich für die antipsychotische Wirkung.26 Die Wirkung der Typika ist dabei jedoch nicht besonders 

spezifisch. Sie erstreckt sich auf das gesamte dopaminerger System, was starke extrapyramidale mo-

torische Störungen (EPMS) zur Folge hat. EPMS sind gekennzeichnet durch Störungen des Bewe-

gungsablaufs, wie z.B. Rigor, Tremor und Akinesie.19, 24 
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Tabelle 1: Übersicht über die verschiedenen Targets von Antipsychotika und den wichtigsten ent-

sprechenden Auswirkungen nach Holsboer et al.24 

Rezeptor erwünschte Wirkung unerwünschte Wirkung 

Dopamin2 (D2) antipsychotisch EPMS, Prolaktinerhöhung, se-

xuelle Dysfunktion, antieme-

tisch 

Dopamin1 (D1) antipsychotisch EPMS (fraglich) 

Dopamin4 (D4) verringerte EPMS, antipsycho-

tisch 

 

Serotonin (5-HT2) verringerte EPMS, antidepres-

siv/Wirkung gegen Nega-

tivsymptomatik 

Appetit-, Gewichtszunahme, 

Sedation 

Muskarinische Acetylcholin-

rezeptoren (mACh) 

verringerte EPMS Mundtrockenheit, Obstipation, 

Glaukom, Tachykardie, Ver-

wirrung/Delirium 

α1-Adrenorezeptor  Sedierung, Schwindel, Blut-

druckabfall 

α2-Adrenorezeptor  Sedierung, Schwindel, Blut-

druckabfall 

Histamin (H1) Sedation Müdigkeit, Sedation, Ge-

wichtszunahme 
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Diese Nebenwirkung ist bei den Atypika weniger stark ausgeprägt, was auch zu dieser Namensge-

bung geführt hat. Diese Substanzgruppe zeichnet sich zudem durch ein erweitertes Wirkprofil an 

weiteren Neurorezeptoren aus (z. B. Serotonin-, Histamin-, Noradrenalin-Rezeptor).24 Daraus leitet 

sich zum einen eine zusätzliche antidepressive Wirkung und somit ein möglicher Einsatz bei der Mi-

nussymptomatik ab. Zum anderen sind im Gegensatz zu Typika andere Nebenwirkungen stärker aus-

geprägt. Eine sehr ausgeprägte Nebenwirkung, die auch oft limitierend für die Therapie mit Antipsy-

chotika der zweiten Generation sein kann, ist die Gewichtszunahme. Sie ist vor allem bei der Therapie 

mit Clozapin und Olanzapin stark ausgeprägt.25 Eine Übersicht über die verschiedenen, in dieser Stu-

dienpopulation eingesetzten atypischen Antipsychotika mit ihren Rezeptoraffinitäten ist in Tabelle 2 

dargestellt. Nur für Paliperidon konnten keine vergleichbaren Daten gefunden werden. Die Vor- und 

Nachteile der in dieser Population am häufigsten verwendeten Neuroleptika zeigt Tabelle 3. 

 

Tabelle 2: Relative Affinität der in der Studienpopulation verschriebenen Antipsychotika der zwei-

ten Generation bei therapeutischen Dosen zu ausgewählten Neurorezeptoren basierend auf Miya-

moto et al.27 (- = minimale bis keine Affinität; + = niedrig; ++ = mittel; +++ = hoch; ++++ = sehr 

hoch) 

 Rezeptor 

Antipsychotikum D2 D1 D4 5-HT2A mACh α1 α2 H1 

Clozapin + + ++ +++ ++++ +++ + +++ 

Olanzapin ++ ++ ++ +++ +++ +++ + +++ 

Risperidon +++ + - ++++ - +++ ++ - 

Amisulprid ++++ - - - - - - - 

Quetiapin + - - ++ ++ +++ - ++ 

Ziprasidon +++ + ++ ++++ - ++ - - 

Aripiprazol ++++ - + +++ - + + + 

Sertindol +++ ++ + ++++ - ++ + + 

 

Die Wirkung von Antipsychotika setzt etwas verzögert nach mehreren Tagen bis zu mehreren Wochen 

ein und manifestiert sich erst langsam, obwohl eine Rezeptorblockade des Dopamin-Rezeptors direkt 

nachweisbar ist. Dies wird erklärt durch die Blockade der präsynaptischen, die Freisetzung von Do-

pamin hemmenden Dopamin-Rezeptoren. Dadurch erfolgt initial eine gesteigerte Dopamin-Freiset-

zung. Erst nach längerer Behandlungsdauer wird die Dopamin-Freisetzung wieder gemindert und der 

antagonistische Effekt der Antipsychotika an der postsynaptischen Membran kommt immer stärker 

zum Tragen.19 
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Tabelle 3: Vor- und Nachteile der in dieser Studienpopulation verschriebenen atypischen Antipsy-

chotika nach Aktories et al.19 

Antidepressi-

vum 

Vorteile Nachteile 

Clozapin kaum EPMS, Wirkung gegen Negativsympto-

matik, 30-60% Wirksamkeit bei sonst therapie-

restistenter Schizophrenie 

Gefahr der Agranulozytose, 

Sedierung, ausgeprägte Ge-

wichtszunahme 

Olanzapin selten EPMS, Wirkung gegen Negativsympto-

matik 

ausgeprägte Gewichtszu-

nahme, erhöhte Blutfettwerte 

Quetiapin selten EPMS, Wirkung gegen Negativsympto-

matik 

ausgeprägte Sedierung 

Amisulprid selten EPMS, Wirkung gegen Negativsympto-

matik, kaum Sedierung  

erhöhte Prolaktinsekretion 

Risperidon selten EPMS, Wirkung gegen Negativsympto-

matik, Depotformulierung verfügbar 

Blutdruckabfall 

Aripiprazol selten EPMS, Wirkung gegen Negativsympto-

matik, geringe Gewichtszunahme  

im Einzelfall verschlechterte 

psychotische Symptomatik 

 

 

 Pharmakogenetik 

Die Pharmakogenetik beschäftigt sich mit dem Einfluss genetischer Faktoren auf die Arzneimittel-

therapie und ermöglicht so im besten Fall eine Vorhersage auf die individuelle Wirkung eines Medi-

kaments im Körper. Solche genetischen Faktoren sind in erste Linie Mutationen in Genen, die direkt 

oder indirekt über ihre Transkriptionsprodukte mit dem Arzneistoff interagieren. Diese Interaktion 

lässt sich in Pharmakokinetik und Pharmakodynamik unterscheiden (Abbildung 1). Die Pharmako-

kinetik beschreibt den Einfluss des Organismus auf das Arzneimittel, also Aufnahme, Verteilung, 

Metabolisierung und Eliminierung. Die Pharmakodynamik behandelt die Wirkung des Arzneimittels 

auf den Körper (Wirkung und Nebenwirkung). 

 

Gentische Variationen lassen sich auf Mutationen zurückführen, sodass verschiedene Varianten eines 

Gens (Allele) entstehen. Sie werden in Gen-, Chromosom- und Genommutationen unterteilt. Der 

Einzelbasenaustausch oder Single Nukleotid Polymorphismus (SNPs) stellt dabei die häufigste Gen-
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mutation dar. Andere Genmutationen sind Insertionen, Deletionen sowie Abweichungen der Kopien-

anzahl ganzer Genabschnitte (copy number variants). Mutationen, die in der Bevölkerung eine Häu-

figkeit von mindestens 1% aufweisen, bezeichnet man als Polymorphismen. Sie lassen sich zum Bei-

spiel auf Schädigungen oder Anpassungen der Desoxyribonukleinsäure (DNA) durch äußere Ein-

flüsse (z.B. ultraviolettes [UV-] Licht oder Chemikalien) oder auf Fehler bei der Genreplikation, die 

anschließend vererbt wurden, zurückführen.28 Die Auswirkungen einer solchen Mutation sind oft nur 

schwer vorauszusagen. Missense-Mutationen oder nicht-synonyme Mutationen führen zu einer Än-

derung der Aminosäuresequenz des codierten Gens. Dies kann die Proteinfunktion beeinflussen. Au-

ßerdem gibt es sogenannte stille Mutationen die keine sichtbare Auswirkung auf das Genprodukt 

haben. Allerdings können diese je nach Lage der Mutation Einfluss auf die Transkription oder die 

Stabilität der messenger Ribonukleinsäure (mRNA) haben.29, 30 

 

Auf derartige Variationen des Genoms lassen sich teilweise bestimmte Krankheiten bzw. ein erhöhtes 

Krankheitsrisiko zurückführen. So führt bei der Sichelzellanämie eine bestimmte Punktmutation im 

ß-Globin-Gen bei homozygoten Merkmalsträgern immer zu dieser spezifischen Blutbildungsstö-

rung.31 Bestimmte Varianten des Brustkrebsgens 1 (BRCA) gehen mit einem erhöhten Brustkrebsri-

siko einher.32 Auch bei der Entstehung von Psychosen und Schizophrenie werden genetische Varian-

ten als Ursache diskutiert (siehe Kapitel 1.1.1). Aus Mutationen können aber auch individuelle Un-

terschiede bezüglich der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Arzneistoffen resultieren. 

Pharmakokinetische Schwankungen werden z.B. durch genetisch bedingte Aktivitätsunterschiede 

von Cytochrom P450 (CYP)-Enzymen hervorgerufen, die für die Metabolisierung und den Abbau 

vieler Arzneistoffe verantwortlich sind. Über CYP2D6 und CYP1A2 werden viele psychotrope Sub-

stanzen verstoffwechselt.33 Neben dem Wirkstoffabbau kann auch der Arzneistofftransport durch ge-

netische Veränderungen beeinträchtigt sein. Schon der Austausch zweier Nukleotide in der Sequenz 

des ATP binding cassette (ABC)-Transportergens ABCB1 kann sich auf die Plasmaspiegel häufig 

verabreichter Xenobiotika, wie z.B. Digoxin und Fexofenadin auswirken.34, 35 Auch Mutationen am 

Zielort sind denkbar. Die Krebsmedikament Erlotinib, Cetuximab und Panitumumab greifen über In-

teraktion mit dem humanem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)-Rezeptor in das Zellwachstum von 

Krebszellen ein. Allerdings ist ihre Anwendung auf bestimmte Genvarianten beschränkt. Während 

Erlotinib bei Vorliegen der L858R-Mutation am effektivsten wirkt, ist eine Behandlung mit Cetuxi-

mab und Panitumumab nur bei nicht mutiertem Ras-Gen sinnvoll.36-38  
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Die Pharmakogenetik bietet daher über eine Individualisierung der Arzneimitteltherapie ein Instru-

ment ineffektive und somit unnötige Therapien zu vermeiden. Aber auch Therapien, die für manche 

Menschen mit zu vielen Nebenwirkungen behaftete sind, können direkt durch Alternativen ersetzt 

werden. Ebenso lässt sich die optimale Dosierung über Pharmakogenetik bestimmen. Dieses Vorge-

hen führt nicht nur zu einer Erleichterung für den Patienten, sondern kann auch erhebliche Kosten, 

die durch Therapieabbrüche und schwere Nebenwirkungen entstehen, einsparen.39 

 

Neben der genetischen Variabilität haben auch epigenetische Veränderungen einen wichtigen Anteil 

an individuell unterschiedlichem Ansprechen auf Arzneimittel.40 Hierbei handelt es sich um erbliche 

aber auch durch äußere Faktoren hervorgerufene Veränderungen des Phänotyps einer Zelle oder eines 

Organismus, die nicht durch deren Genotyp verursacht werden. Sie äußern sich durch Modifikationen 

an Histonen bzw. DNA in Form von Alkylierungen, Ubiquitinierung und Phosphorylierung. Nach 

heutigem Kenntnisstand führen sie in erster Linie zu Veränderungen der Genexpression (siehe Kapi-

tel 1.1.4).41, 42 

ABCB1  Digoxin ↑ 

Arzneistoff

Absorption

Verteilung

Metabolisierung

Elimination

Transport

Zielstrukturen

Wirkung

Nebenwirkung

Pharmakokinetik Cyp2D6  Amitriptylin, Haloperidol, 
 Risperidon 

Cyp1A2  Amitriptylin, Haloperidol, 
 Clozapin, Olanzapin 

Pharmakodynamik 

EGF-Rezeptor  Erlotinib 

 Cetuximab, Panitumumab 

Abbildung 1: Pharmakogenetische Mechanismen variabler Arzneistoffwirkungen mit Beispielen. 
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Pharmakogenetischer Wissenstand 

Die Pharmakogenetik ist ein wachsendes Feld. Die ersten Beobachtungen zur unterschiedlichen 

Wirkdauer von Arzneimitteln stammen aus den 50iger Jahren. Damals suchten erste Studien in der 

Genetik nach möglichen Ursachen.43, 44 Seit 1950 hat sich auf diesem Gebiet viel getan. Das zuneh-

mende Verständnis des menschlichen Genoms und der biochemischen Prozesse von Krankheiten 

treibt auch die pharmakogenetische Forschung voran. Zudem bietet die Entwicklung neuer Metho-

den, wie das Next Generation Sequencing (NGS) immer weitreichendere Möglichkeiten. Aufgrund 

der immer schneller und kostengünstiger werdenden Sequenzierung des gesamten Genoms nehmen 

pharmakogenetische Daten in Bezug auf Pathogenese und Arzneimittelwirkung von Krankheiten ex-

ponentiell zu.45 

 

Ein Gebiet, auf dem pharmakogenetische Untersuchungen weit verbreitet sind, ist die Tumortherapie. 

So findet bereits seit den 1980er Jahren Tamoxifen nur bei Vorhandensein eines Östrogen-Rezeptor 

positiven Brustkrebs Anwendung.46 Im Jahr 1998 wurde Trastuzumab, ein spezifischer Antikörper 

gegen Her-2-Rezeptoren, welcher nur bei Überexpression dieser Rezeptorart Verwendung findet, in 

Deutschland zugelassen.47 Mit Pertuzumab und Trastuzumab-Emantansin folgten weitere Arz-

neistoffe bei diesem Anwendungsgebiet. Bereits erwähnt wurde der Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib, 

der bei Vorliegen der L858R-Mutation des EGF-Rezeptors die besten Therapieergebnisse erzielt so-

wie die Antikörper Cetuximab und Panitumumab, die nur bei KRAS (Kirsten rat sarcoma viral on-

cogene homolog)-Gen Wildtypen eingesetzt werden.38, 36 

 

In anderen Bereichen findet die pharmakogenetische Diagnostik in der medizinischen Praxis jedoch 

verhältnismäßig wenig Anwendung. So postuliert die Food and Drug Administration (FDA) mittler-

weile für über 100 Arzneimittel pharmakogenetische Einflüsse auf deren Wirkung, jedoch ohne ent-

sprechende Handlungsanweisungen zu geben.48 In dieser Liste finden sich auch viele Antipsychotika. 

Hier empfiehlt die FDA Tests in Bezug auf die Genvarianten der CYP-Enzyme. Ein Grund für die 

geringe Verwendung genetischer Tests in der Arzneimitteltherapie ist die große Komplexität dieses 

Forschungsfeldes. Oft sind die Zusammenhänge kompliziert und nicht zweifelsfrei geklärt und die 

Studienlage erscheint nicht ganz eindeutig. Ein anderer Grund kann darin liegen, dass einige geneti-

sche Varianten sehr selten sind. In den Augen mancher Ärzte mag der Nutzen für diese wenigen 

Patienten den Aufwand entsprechender Tests nicht rechtfertigen.49 Voraussetzung für die klinische 

Anwendung ist die Entwicklung klarer Guidelines, die vorgeben, welche Tests in welcher Situation 

durchzuführen sind und welche Konsequenzen aus den Ergebnissen gezogen werden müssen. 
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Pharmakogenetik in der Psychopharmakotherapie 

Auch in der Psychopharmakotherapie bietet die individualisierte Therapie großes Potenzial. Das 

Problem in der Behandlung psychischer Störungen ist das unterschiedliche Therapieansprechen vieler 

Patienten. Rund 30-50% aller Patienten reagieren nicht ausreichend auf die initiale Therapie.27, 50, 51 

Hinzu kommen der oft verzögerte Wirkeintritt und die vorzeitig auftretenden oft sehr ausgeprägten 

Nebenwirkungen psychotroper Substanzen.19 All das führt zu einer schlechten Compliance der Pati-

enten und einer hohen Rate an Therapieabbrüchen.52 Probleme bei Diagnostik und Therapie entstehen 

durch den Mangel eines objektiv messbaren Parameters zur Einschätzung des Krankheitszustandes. 

Diese beruht lediglich auf subjektiver Selbst- und Fremdbeurteilung. Genetische Marker, die Rück-

schlüsse auf Wirksamkeit und das Auftreten von Nebenwirkungen geben könnten, würden die Arz-

neimitteltherapie sowohl für den Patienten als auch für den Arzt deutlich erleichtern.50, 53 Zudem 

liesen sich so Kosten, die durch Therapieabbrüche, Medikamentenwechsel und starke Nebenwirkun-

gen entstehen einsparen.54 

 

Eine grundlegende Überlegung in der Pharmakologie ist, dass die Konzentration eines Wirkstoffes 

Auswirkungen auf das Ausmaß von Wirkungen und Nebenwirkungen hat. Es rückten daher zu Beginn 

der Forschung zunächst die Pharmakogenetik der Enzyme des Arzneimittelmetabolismus in den Vor-

dergrund.55 Mithilfe dieser Strukturen konnte aber nur ein Teil der beobachteten Variabliliäten erklärt 

werden. Daher wurden in Folge auch genetische Veränderungen der Zielstrukturen und somit die 

genetischen Grundlagen der pharmakodynamischen Wirkung von Arzneimitteln untersucht.51 Trotz 

zahlreicher Studien auf diesem Gebiet gibt es noch kaum allgemeine Empfehlungen für eine indivi-

dualisierte antipsychotische Therapie. Vielmehr basiert die Therapiefindung meist auf dem Prinzip 

Versuch und Irrtum. Eine Vielzahl potenzieller Kanditatengene wurde bisher identifiziert, von denen 

jedoch keines als gesichert relevant gilt. Der Einfluss verschiedener anderer nichtgenetischer Kofak-

toren, wie z.B. Alter, Geschlecht, Lebensstil, Herkunft, Komedikation, macht die Interpretation umso 

schwieriger. Allein die Rolle der CYP-Enzyme im Metabolismus vieler Antipsychotika gilt als si-

cher.56 Zwar sind mittlerweile auch einige kommerzielle Testsysteme auf dem Markt, obligate Tests 

zur Arzneimittel- und Dosisfindung vor Therapiebeginn sind bisher jedoch erst wenig etabliert und 

beschränken sich auf einige wenige Medikamente (trizyklische Antidepressiva, Carbamazepin, Phe-

nytoin). Vielmehr erfolgt ein Test auf die CYP-Enzym-Varianten meist erst nach mehreren erfolglo-

sen Therapieversuchen.57 
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1.1.3.1 Polymorphismen in der Antipsychotika-induzierten Gewichtszunahme 

Die Gewichtszunahme gilt als eine der wichtigsten Nebenwirkungen in der Therapie mit Antipsycho-

tika, vor allem der zweiten Generation. Ca. 40% der Patienten leiden unter einer ausgeprägten Ge-

wichtszunahme. Clozapin und Olanzapin sind dabei die beiden Substanzen die das größte Risiko für 

Antipsychotika-vermittelte Gewichtszunahme aufweisen. In einer Meta-Analyse lag die durch-

schnittliche Gewichtszunahme in den ersten drei Therapiemonaten für Olanzapin bei 2,3 kg pro Mo-

nat für Clozapin bei 1,7 kg pro Monat.58 Das höhere Gewicht ist nicht nur ein kosmetisches Problem, 

es kann außerdem eine Vielzahl weiterer Erkrankungen, wie Typ 2 Diabetes, kardiovaskuläre Erkran-

kungen und Metabolisches Syndrom, nach sich ziehen.59 Zum anderen führt sie aber auch zu einer 

schlechten Compliance der betroffenen Patienten und zu zahlreichen Therapieabbrüchen.60 

 

Das Auftreten von Gewichtszunahme scheint in einem Zusammenspiel vieler verschiedener Faktoren 

bergründet zu sein. Demografische Parameter wie Alter und Geschlecht werden dabei genauso dis-

kutiert wie Lebens- und Essgewohnheiten der Patienten.61, 62 Detaillierter beschrieben sind die mög-

lichen Einflussfaktoren auf die Gewichtszunahme in Kapitel 3.3.4 Klinische Einflussfaktoren und 

Wechselwirkungen. Zwillingsstudien lassen jedoch ebenfalls auf einen Einfluss genetischer Fakto-

ren schließen.63, 64 Studien konnten bereits Polymorphismen im Serotonin-, Cannabinoid- und Lep-

tinrezeptorgen als mögliche Risikofaktoren identifizieren.65 Czerwensky et al. haben in unserer Stu-

dienpopulation einen signifikanten Zusammenhang zwischen zwei Polymorphismen des Melanocor-

tin-4-Rezeptor (MC4R)-Gens und der Antipsychotika-induzierten Gewichtszunahme gefunden.66, 67 

 

Die genannten Risikogene sind alle an der Energiehomöostase beteiligt und stellen somit interessante 

Kanditatengene für einen Einfluss auf das Gewicht dar. Über Blockade von Neurorezeptoren könnten 

Antipsychotika indirekt Einfluss auf den Energiehaushalt nehmen, was eine Beeinflussung des Ge-

wichts erklären könnte. Die Affinität der Antipsychotika zum Histamin-Rezeptor ist der beste Vor-

hersagefaktor für deren Risiko eine Gewichtszunahme zu verursachen.24 Dieses Vorgehen stellt einen 

möglichen Ansatz bei der Suche nach relevanten Risikomarkern dar. Im Rahmen seiner Doktorarbeit 

hat Fabian Czerwensky in dieser Studienpopulation weitere Gene der Energiehomöostase auf mögli-

che Zusammenhänge zwischen Polymorphismen und dem Auftreten von Gewichtszunahme unter-

sucht.68 

 

Ein anderer Ansatz sind sogenannte GWAS. Hierbei wird eine Vielzahl von Genorten von möglichst 

vielen Probanden gleichzeitig untersucht. Über signifikante Ergebnisse lassen sich so neue Genloci 
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im Zusammenhang mit bestimmten Wirkungen identifizieren. Sie können somit Aufschlüsse über 

mögliche Wirkmechanismen geben und völlig neue Theorien begründen. Nachteil solcher GWAS ist 

allerdings, dass aufgrund der großen Zahl an getesteten Genorten einige Zusammenhänge leichter 

übersehen werden. Kritiker verweisen oft auf statistische Mängel. Außerdem werden seltene Poly-

morphismen meist gar nicht erst berücksichtigt.69 

 

Ausgehend von dem Ansatz den auch Dr. Fabian Czerwensky verfolgt hat, wurden im Rahmen dieser 

Arbeit Marker untersucht, die bereits als mögliche Einflussfaktoren auf die Gewichtsregulation im 

Allgemeinen identifiziert worden waren. Die Hypothese dabei war, dass Risikovarianten, die ein er-

höhtes Gewicht bzw. einen erhöhten Body Mass Index (BMI) begünstigen auch eine verstärkte Ge-

wichtszunahme unter Antipsychotika-Therapie fördern. Die Studienpopulation war dabei sehr hete-

rogen und wurde mit verschiedenen antipsychotischen Therapien und Komedikationen behandelt. 

Die Vorhersage des spezifischen Einflusses einzelner Antipsychotika wird somit erschwert. Auf der 

anderen Seite bildet dieses Patientenkollektiv den Klinikalltag realistisch ab und erhöht somit die 

klinische Relevanz der identifizieren Marker. Die Gewichtszunahme innerhalb der ersten vier Wo-

chen nach Therapiebeginn ist dabei ein guter Indikator für die Langzeitentwicklung des Gewichts.70, 

71 Die untersuchten Gene und Polymorphismen werden auf den folgenden Seiten näher beschrieben. 

 

 

1.1.3.2 Kandidatengene und Polymorphismen 

Translocator Protein (TSPO) Gen 

Das TSPO-Gen ist auf 22q13.2 lokalisiert und kodiert ein 18 kDa großes Transmembranprotein der 

äußeren Mitochondrienmembran, das Translocator Protein (TSPO). Dieses wird auch als peripherer 

Benzodiazepin-Rezeptor (PBR) bezeichnet. Zwei wesentliche Funktionen von TSPO sind zum heu-

tigen Zeitpunkt bekannt: Zum einen ist das Protein an der Synthese und dem Transport von Steroid-

hormonen, zum anderen an der Synthese und dem Transport von Porphyrin, einer Vorstufe von Häm, 

beteiligt.72 Des Weiteren wird TSPO mittlerweile mit einer Vielzahl von Krankheiten in Zusammen-

hang gebracht. So scheint es z.B. bei Alzheimer, Parkinson, Multipler Sklerose und Angststörungen 

eine Rolle zu spielen.72-74 TSPO ist außerdem bei Entzündungsprozessen involviert. Es vermittelt 

Signale zwischen Mikroglia und Hirnneuronen und kontrolliert auf diese Weise die Entzündungsre-

aktion als Immunantwort auf Verletzungen. Da TSPO bei Entzündungsprozessen hochreguliert ist, 

kann es als Biomarker bei Neuroinflammation genutzt werden.75, 76 Synthetische TSPO-Liganden 

werden bereits bei Positronenemissionstomographien (PET) eingesetzt. Mit deren Hilfe lassen sich 
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ein erhöhtes TSPO-Vorkommen und somit Entzündungsprozesse nachweisen. So konnte unter ande-

rem auch gezeigt werden, dass während depressiver Episoden vermehrt Entzündungsprozesse in be-

stimmen Hirnarealen ablaufen.77 

 

TSPO wird mit der Gewichtsregulation im Allgemeinen sowie in Bezug auf die antipsychotische 

Therapie in Verbindung gebracht.78, 79 Eine Studie hat gezeigt, dass Patienten, die mit Clozapin be-

handelt werden, signifikant erhöhte TSPO-Bindungslevel besitzen.80 Eine weitere Studie fand heraus, 

dass schizophrene Patienten, die zusätzlich mit Minocyclin behandelt werden, einen stärkere Verbes-

serung der Schizophrenie sowie eine geringe Gewichtszunahme aufweisen als Patienten ohne Mi-

nocyclinzugabe.81 Minocyclin ist ein Antibiotikum, das die Mikroglia-Aktivität inhibiert und dadurch 

die TSPO-Bindungslevel erniedrigt. 

 

Auch wenn die genauen molekularbiologischen Vorgänge noch nicht geklärt sind, deuten diese Stu-

dien auf eine Rolle von TSPO im Krankheitsbild der Schizophrenie sowie deren Behandlung hin. 

 

rs6971 und rs6973 

Sowohl rs6971 als auch rs6973 befinden sich im Exon 5, dem TSPO-Gen nachgelagert. Rs6971 ist 

ein nicht-synonymer SNP. Er impliziert einen Basenaustausch von Cytosin zu Thymin und verursacht 

dadurch einen Austausch der Aminosäure Alanin zu Threonin in der Ligandenbindetasche, der eine 

schlechtere Bindung des TSPO Liganden zur Folge hat. Rs6973 impliziert einen Basenaustausch von 

Guanin zu Thymin. 

 

Rs6971 wurde bereits mit dem Auftreten von bipolaren Störung in Zusammenhang gebracht. Co-

lasanti et al. vermuteten, dass durch den Aminosäureaustausch die Hypothalamus-Hypophysen-Ne-

bennierenrinden-Achse, die über Steroide kommuniziert, beeinflusst wird.82 Dies scheint zu einem 

erhöhten Risiko für bipolare Störungen zu führen. In einer vorangegangenen großen Untersuchung, 

bei der insgesamt 64 Polymorphismen untersucht wurden, konnte die Gruppe um Professor Müller 

einen signifikanten Zusammenhang zwischen den TSPO Polymorphismen rs6971 und rs6973 und 

Antipsychotika-induzierter Gewichtszunahme nachweisen.83 Dieser Fund sollte in einer weiteren ge-

zielten Studie verifiziert werden. 
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Humanes Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R) Gen 

Das MC4R-Gen ist auf Chromosom 18q22 lokalisiert und kodiert den humanen Melanocortin-4-Re-

zeptor. Dieser besteht aus 332 Aminosäuren und gehört zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. 

Er stellt einen der fünf Subtypen (MC1R-MC5R) der Melanocortin-Rezeptorfamilie dar. MC4R wird 

im zentralen Nervensystem, vor allem im Gehirn, exprimiert, wo er Einfluss auf das Hungergefühl 

und den Energieverbrauch hat.84, 85 Die Bindung seines Liganden, des α-Melanozyten-stimulierenden 

Hormons (α-MSH), führt zu erhöhtem Grundumsatz und verminderter Nahrungsaufnahme und somit 

zu einem Gewichtsverlust.86 Bisher sind über 150 Mutationen des MC4R-Gens dokumentiert. Viele 

davon sind funktional und werden unter anderem mit Übergewicht in Zusammenhang gebracht.87 So 

wurde beispielsweise der Polymorphismus rs17782313 in der Nähe des MC4R-Gens im Rahmen von 

GWAS als Assoziationsmarker für Übergewicht identifiziert.88 

 

Czerwensky et al. konnten in dieser Studienpopulation einen signifikanten Zusammenhang des 

rs17782313 mit von Antipsychotika der zweiten Generation (SGA) induzierter Gewichtszunahme 

identifizieren.66 Weitere Studien zeigten einen Effekt des rs489693 auf Gewichtszunahme unter aty-

pischer Antipsychotika-Therapie.67, 89 

  

Beide Polymorphismen befinden sich in einem Downstream-Bereich des MC4R-Gens, für den bisher 

kein funktioneller Zusammenhang mit dem MC4R-Gen hergestellt werden konnte. Im Rahmen ihrer 

Masterarbeit untersuchte Ruoyu Sun das MC4R-Gen inklusive seines Promotorbereichs mittels Py-

rosequenzierung auf weitere genetische Marker für Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme und 

deren Zusammenhang mit rs17782313 und rs489693.90 

 

rs8087522 

Der rs8087522 Polymorphismus liegt ca. 500 bp upstream des MC4R-Gens in der Promotorregion 

und stellt eine Punktmutation des Wildtyp-Allels Cytosin zu Thymin dar. Bei ihren Untersuchungen 

konnte Ruoyu Sun für diesen Polymorphismus einen signifikanten Einfluss des Genotyps auf die 

relative Gewichtszunahme identifizieren. Es wurden die 178 Patienten der adjustierten Subpopulation 

(siehe Kapitel 3.3.1) analysiert. Im Rahmen dieser Arbeit sollten zum einen die Ergebnisse der Se-

quenzierung mittels einer weiteren Methode validiert werden. Zum anderen sollte die Gesamtpopu-

lation genotypisiert werden, um dadurch den möglichen Einfluss des rs8087522 auf das Gewicht an-

hand eines größeren Patientenkollektivs zu verifizieren. 
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Zudem konnten Chowdhury et al. einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem rs8087522 Ge-

notyp und der Gewichtszunahme unter Clozapin-Therapie feststellen.91 A-Allel-Träger haben nach 6 

Wochen Therapie im Schnitt 5,38% Gewicht zugenommen, während G-Allel homozygote Patienten 

nur 2,43% ihres Körpergewichts zunahmen (p = 0,027). 

 

 

NADH-Ubiquinon Oxidoreduktase 75 kDa Untereinheit 1 (NDUFS1) Gen 

Das NDUFS1-Gen liegt auf Chromosom 2q33.3 und kodiert die NADH-Ubiquinon Oxidoreduktase 

75 kDa Untereinheit 1. Dieses 75 kDa große Protein gehört zum Komplex I der Atmungskette auf der 

inneren Mitochondrienmembran. Es dient dem Elektronentransfer von oxidiertem Nicotinamid-A-

denin-Dinukleotid (NADH) auf Ubiquinon und schleust somit Elektronen in die Atmungskette ein. 

Mutationen innerhalb des Gens werden mit einem Funktionsverlust des Komplex I in Verbindung 

gebracht. 

 

Bei Schizophrenie wurden Fehlfunktionen der Mitochondrien nachgewiesen und Studien haben ge-

zeigt, dass unter Antipsychotika-Therapie die Genexpression in den Mitochondrien verändert ist. So 

vermindern Clozapin, Risperidon und Haloperidol beispielsweise die Aktivität des Komplex I.92 Es 

wird vermutet, dass dies eine Folge von Proteinoxidationen und oxidativem Stress ist, der durch die 

Antipsychotika ausgelöst wird.93, 94 Dieser oxidative Stress könnte ebenfalls ein Grund für die Ent-

wicklung eines metabolischen Syndroms und Diabetes sein.94 Olanzapin ist zwar nicht dafür bekannt 

oxidativen Stress auszulösen, allerdings zeigen Patienten unter Olanzapingabe eine erniedrigte Oxi-

dation von Fettsäuren, was eine Gewichtszunahme begünstigt.95, 96 

 

Goncalves et al. haben daher 60 Polymorphismen in insgesamt 28 Mitochondrien-Genen auf ihren 

Einfluss auf Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme untersucht.83 Die Autoren stellten die Hy-

pothese auf, dass Polymorphismen in Mitochondrien-Genen, die am Energiehaushalt beteiligt sind, 

Einfluss auf die Gewichtszunahme unter Antipsychotika der zweiten Generation haben. 

 

rs6435326, rs1801318 und rs1053517 

Der rs6435326 liegt im Intron 13 des NDUFS1-Gen und impliziert einen Basenaustausch von Adenin 

zu Thymin, rs1053517 liegt in Exon 19 und hat einen Basenaustausch von Cytosin zu Thymin zur 

Folge. Rs1801318 ist ein synonymer Basenaustausch, er ist in Exon 12 lokalisiert und impliziert einen 

Basenaustausch von Adenin zu Guanin. Beide Triplets codieren die Aminosäure Arginin. Goncalves 
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et al. konnten einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus rs6435326 und der 

Gewichtszunahme feststellen. Patienten, die Risikoallele aller drei Polymorphismen besaßen (T-C-

G), nahmen ebenfalls signifikant an Gewicht zu.83 Die Autoren schließen daher auf eine Verbindung 

zwischen den NDUFS1 Polymorphismen und Antipsychotika-induzierter Gewichtszunahme. 

 

 

Fat mass and obesity associated (FTO) Gen 

Das FTO-Gen, auch bekannt als Alpha-Ketoglutarat abhängige Dioxygenase, liegt auf Chromosom 

16q12.2 und kodiert eine Demethylase, die die Transkription anderer Gene beeinflussen kann.97, 98 

Die genaue Funktion von FTO ist immer noch unklar. Es wird allerdings vermutet, dass FTO indirekt 

die Adipogenese reguliert und in direktem Zusammenhang mit der Nahrungsaufnahme und dem 

Energiehaushalt steht.99, 100 Mittlerweile konnten mehrere GWAS Polymorphismen innerhalb des 

Gens mit Übergewicht und Diabetes in Verbindung bringen.101, 102 Änderungen der FTO-Genexpres-

sion in Mäusen bewirkten Veränderungen des Körpergewichts.103, 104 

 

rs9939609 

Der rs9939609 Polymorphismus ist im ersten Intron des FTO-Gens lokalisiert und hat einen Basen-

austausch von Thymin zu Adenin zur Folge. Er ist der erste und der am häufigsten mit Übergewicht 

in Verbindung gebrachte Polymorphismus.101, 105, 106 Aufgrund seiner Lage im Intron 1 wird vermutet, 

dass rs9939609 einen Einfluss sowohl auf die FTO-Gentranskription an sich, als auch auf die Tran-

skription anderer Gene, die mit Übergewicht assoziiert sind, hat.100, 107 In Bezug auf den Einfluss von 

rs9939609 auf die Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme ist die Studienlage zweigeteilt. Es 

liegen Publikationen vor, die einen signifikanten Zusammenhang beschreiben, andere Studien konn-

ten diesen Einfluss jedoch nicht bestätigen.108-113 Der Polymorphismus wurde daher von Fabian Czer-

wensky im Rahmen seiner Doktorarbeit in der Arbeitsgruppe von Prof. Steimer analysiert. 

 

rs7185735 und rs17817288 

Die Polymorphismen rs7185735 und rs1787288 sind ebenfalls im ersten Intron des FTO Gens loka-

lisiert und stellen eine Punktmutation von Adenin zu Guanin bzw. von Guanin zu Adenin dar. Beide 

Polymorphismen sind weitere interessante potenzielle Marker in Bezug auf die Gewichtszunahme 

unter Antipsychotika der zweiten Generation. Sie wurden in einer GWAS durch Tan et al. als die am 

stärksten mit BMI und Übergewicht assoziierten Polymorphismen identifiziert.114 
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 Epigenetik 

Neuronen, Drüsenzellen und Erythrozyten sind nur drei Beispiele für ca. 210 verschiedene Zelltypen, 

die den menschlichen Organismus aufbauen.115 Trotz stark unterschiedlicher Morphologie und Auf-

gaben besitzen sie alle eine identische DNA-Sequenz. Für die Entwicklung zu hoch spezialisierten 

Zelltypen müssen Zellen daher Mechanismen besitzen, die es ihnen ermöglichen, die Genexpression 

räumlich und zeitlich zu regulieren. Ferner müssen diese Aktivitätsmuster auch an die Zellen der 

nächsten Generation vererbt werden können. Es muss neben der DNA-Sequenz eine weitere Infor-

mationsebene geben, die die Genexpression regelt. 

 

Mit diesem Thema befasst sich das Forschungsgebiet der Epigenetik.116 Die heute allgemeingültige 

und wissenschaftlich anerkannte Definition bezieht sich auf mitotisch oder meiotisch vererbbare 

Merkmale und Veränderungen, die die Genexpression beeinflussen, aber nicht auf die zugrunde lie-

gende DNA-Sequenz zurückzuführen sind.42, 117, 118 Neben der Modifikation von Histon-Proteinen 

sind Modifikationen von DNA-Nukleobasen von besonderer Bedeutung. Diese beiden Formen der 

Regulation stehen möglicherweise in direkter Wechselwirkung.119, 120 Epigenetische Merkmale sind 

aber auch durch äußere Einflüsse veränderbar. Zwillingsstudien haben gezeigt, dass das Epigenom in 

frühen Lebensjahren noch nahezu identisch ist, sich aber mit zunehmendem Alter immer weiter von-

einander unterscheidet. Diese Unterschiede sind umso stärker ausgeprägt, umso unterschiedlicher die 

Lebensführung der Zwillinge ist.121 Außerdem ist bekannt das sich das epigenetische Muster alters-

abhängig verändert.122-124 

 

Aberrante Prozesse und Veränderungen innerhalb dieses Epigenoms können zur Entstehung von ver-

schiedenen Krankheiten wie z.B. Krebs, Autoimmun-, neurodegenerativen oder auch Stoffwechsel-

Erkrankungen führen.125-127 Forscher erhoffen sich von der Epigenetik neue Erkenntnisse in Bezug 

auf die Entstehung von Krankheiten, die die Genetik bisher nicht erbringen konnte. So auch in Bezug 

auf die Schizophrenie.128 Postmortem Gehirnuntersuchungen von schizophrenen Patienten haben 

deutliche Unterschiede im Methylierungsmuster im Vergleich zu gesunden Probanden gezeigt. For-

scher vermuten, dass traumatische Erfahrungen im frühen Kindesalter oder auch schon während der 

Entwicklung im Mutterleib zu epigenetischen Veränderungen führen, die sich im Erwachsenenalter 

in einer Entwicklung einer Schizophrenie niederschlagen können.129-131 

 

Auch in Bezug auf Übergewicht erhoffen sich Forscher aus der Epigenetik neue Erkenntnisse. Es gibt 

Hinweise darauf, dass DNA-Methylierungen zur Entwicklung von Übergewicht beiträgt.132-134 Eine 
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in Nature Genetics publizierte Studie konnte nachweisen, dass Stoffwechselstörungen wie Fettleibig-

keit und Diabetes in Mäusen epigenetisch vererbt werden.135 Dazu ließen sie künstlich befruchtete 

Eizellen übergewichtiger und an Diabetes erkrankter Tiere von Leihmüttern austragen, sodass Ein-

flussfaktoren während der Schwangerschaft ausgeschlossen werden konnten. Auch die Nachkommen 

litten später an Übergewicht und Diabetes. Die Informationsweitergabe erfolgte hierbei über 5-Me-

thylcytosin. 

 

 

1.1.4.1 Bedeutung von 5-Methylcytosin 

Die zeitlich am längsten bekannte DNA-Modifikation ist 5-Methylcytosin (mC) (siehe Abbildung 

2). Dessen Existenz wurde bereits 1925 postuliert, 1950 nachgewiesen und es gilt heutzutage als die 

am meisten erforschte epigenetische Modifikation.119, 125, 127, 136-139 Die Modifizierung wird postrep-

likativ durch DNA-Methyltransferasen (DNMT) mit dem Kofaktor S-Adenosylmethionin (SAM) als 

Methylgruppendonor eingeführt. In Eukaryoten sind drei Enzyme dieser Klasse bekannt: DNMT1, 

eine maintenance Methyltransferase, sorgt während der DNA-Replikation dafür, dass im Genom be-

reits bestehende Methylierungen erhalten bleiben, wodurch mC zu einer vererbbaren Modifikation 

wird. Zusätzlich sind DNMT3a und DNMT3b bekannt, welche für die de novo-Methylierung verant-

wortlich sind.140, 141 Von entscheidender Bedeutung ist die Tatsache, dass die DNA-Methylierung für 

die Entwicklung von Säugetieren unentbehrlich ist. DNMT1-, DNMT3a- oder DNMT3b-Knockout-

Mäuse sterben im Verlauf ihrer Entwicklung.141-143 

 

In Eukaryoten sind 3-5% aller Cytosine methyliert, vorwiegend 

in einem CpG-Kontext (Cytosin-Phosphat-Guanin), wobei es 

zelltypspezifische Unterschiede gibt.144 Eine besonders hohe 

Dichte an CpG-Dinukleotiden kann in Promotorregionen gefun-

den werden. Hier befinden sich ca. 10% aller CpG-Dinukleo-

tide.125, 145 Bereits 1969 wurde für mC eine regulatorische Funk-

tion postuliert und 1975 durch zwei Gruppen bestätigt.146-148 Die 

Anwesenheit einer Methylgruppe verändert die Wechselwirkung 

von Proteinen mit der DNA.137 Hierdurch hat mC direkten Ein-

fluss auf die Bindung von Transkriptionsfaktoren sowie Chromatin remodulierenden Proteinen und 

kann z.B. eine Inhibierung der Transkription und somit der Genexpression bewirken.149, 150 

 

Abbildung 2: 5'-Methylcytosin 
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1.1.4.2 Hypoxia-inducible factor 3 alpha (HIF3A) 

HIF3A ist eine von drei α-Untereinheiten des hypoxia inducible transcription factor (HIF). Neben 

HIF1A, EPAS1 und HIF3A gehört noch die ß-Untereinheit ARNT zum HIF-Komplex. Das HIF3A-

Gen befindet sich auf Chromosom 19 und ist 43 kb groß. Bisher sind acht verschiedene Splicevari-

anten dieses Gens bekannt.151 Der HIF-Komplex reguliert über die Genexpression eine Vielzahl von 

zellbiologischen Prozessen als Antwort auf veränderte Sauerstoffkonzentrationen.152 Neue Studien 

vermuten, dass HIF zudem eine Schlüsselrolle im Energiehaushalt und der Entwicklung von Überge-

wicht einnimmt. In Mäusen bewirkte eine Störung des HIF-Komplexes bzw. eine erniedrigte HIF-

Genexpression einen erhöhten Energieumsatz, geringere Fettbildung und einen Schutz vor Überge-

wicht.153, 154 Die HIF3A-Untereinheit ist in Bezug auf diese Fragestellung noch nicht so gut untersucht 

wie die anderen Untereinheiten, sie scheint aber eine Rolle bei der Zellantwort auf Glucose und In-

sulin zu spielen.155 Zudem beschleunigt sie die Adipozytendifferenzierung.156 

 

 

Eine epigenomweite Assoziationsstudie (EWAS) testete den Methylierungsstatus von 485.000 CpG-

Stellen aus Blutproben von 479 Patienten europäischer Abstammung auf einen Zusammenhang mit 

dem Gewicht. Die Autoren fanden eine Assoziation zwischen drei CpG-Stellen (cg22891070, 

cg27146050 und cg16672562) im Intron 1 des HIF3A-Gens mit dem Body Mass Index.157 Dabei war 

jede Erhöhung der Methylierung von cg22891070 um 10 Prozentpunkte (der Ausdruck „Prozent-

punkt“ wurde im Rahmen dieser Arbeit als Einheit für die absolute Methylierung verwendet) mit 

einem höheren BMI von 3,6% assoziiert. Dieses Ergebnis konnte in zwei Replikationspopulationen 

verifiziert werden. Weitere unabhängige Studien bestätigten mittlerweile diesen Zusammenhang in 

unterschiedlichen Populationen.158-161  

 

Unklar ist bisher jedoch, ob der erhöhte BMI die Methylierung des HIF3A-Gens bedingt oder eine 

Kausalität in die andere Richtung gegeben ist. Eine dritte Möglichkeit wäre, dass beide Parameter 

über einen weiteren, bisher unbekannten Faktor bestimmt werden. Bisher kann darüber nur spekuliert 

werden. Dick et al. halten eine Änderung der Methylierung aufgrund des höheren BMI für wahr-

scheinlicher.157 Zum einen konnten sie keinen Zusammenhang zwischen dem Methylierungsstatus 

und anderen BMI-assoziierten Parametern, wie z.B. dem Auftreten von Diabetes finden. Zum anderen 

konnten sie zwei Polymorphismen identifizieren (rs8102595 und rs3826795), die zwar mit dem Me-

thylierungsstatus, nicht aber mit dem BMI korrelierten. Dick et al. folgerten daher, dass die erhöhte 

HIF3A-Methylierung aus dem erhöhten BMI resultiert. Im Gegensatz dazu untersuchten Huang et al. 
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den Zusammenhang zwischen dem HIF3A-Polymorphismus rs3826795, der mit dem Methylierungs-

status assoziiert ist, und dem BMI im Kontext einer Vitamin B Supplementierung.162 Vitamin B agiert 

als Coenzym bei der Methylgruppenübertragung. Sie fanden einen signifikanten Zusammenhang zwi-

schen dem rs3826795 Genotypen und dem BMI in Abhängigkeit von der Vitamin B Einnahme 

(p < 0.01). Studienteilnehmer, die höhere Dosen Vitamin B bekamen, nahmen signifikant mehr zu. 

Aus den Ergebnissen folgerten sie, dass die DNA-Methylierung den BMI direkt beeinflusst und dieser 

Effekt durch eine Vitamin B Substitution verstärkt wird. Eine Schwäche dieser Studie ist jedoch, dass 

die Autoren auf eine direkte Messung der Methylierung verzichteten.  

 

Wir haben in unserer Studienpopulation die drei CpG-Stellen in Bezug auf eine Antipsychotika-ver-

mittelte Gewichtszunahme untersucht (CpG5 = cg22891070, CpG1 = cg27146050 und 

CpG7 = cg16672562). Falls die Methylierung Einfluss auf den BMI nimmt, wäre es interessant zu 

sehen, ob dieser Effekt auch auf die Gewichtsänderung als Nebenwirkung einer antipsychotischen 

Medikation übertragbar ist. Ein Zusammenhang wäre zudem ein Indikator für einen Methylierungs-

level-abhängigen BMI. 

 

Falls der BMI die Methylierung beeinflusst, könnte dies ebenfalls in unserer Studienpopulation sicht-

bar sein. Im Laufe der Behandlung hat ein Großteil der Patienten an Gewicht zugenommen. Der Zeit-

punkt der Blutprobenabnahme variiert innerhalb der Studienpopulation sehr stark. So wurde bei eini-

gen Patienten bei Einweisung bzw. zu Beginn der Behandlung, bei anderen erst nach einigen Woche 

Therapie eine Blutprobe entnommen. Patienten, bei denen die Blutabnahme vor Therapiebeginn mit 

Ausgangsgewicht stattgefunden hat, sollten daher eine niedrige Methylierung aufweisen. Patienten, 

die erst nach längerer Therapie und daraus resultierender Gewichtszunahme Blut abgenommen beka-

men, sollten höher Methylierungslevel besitzen. 

 

Bisher sind noch keine Studien in Bezug auf einen Zusammenhang zwischen der Methylierung von 

HIF3A oder der Methylierung anderer Gene und der Antipsychotika-vermittelten Gewichtszunahme 

bekannt. Aufgrund der beschriebenen Fragestellungen ist eine Untersuchung in diesem Kontext von 

großem Interesse. 
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1.1.4.3 Stabilität von 5-Methylcytosin 

Die Blutproben dieser Studienpopulationen wurden von 2002 - 2009 gesammelt und unter verschie-

denen Bedingungen gelagert. Da die Methylierung eine quantitative und veränderbare Messgröße ist, 

stellt sich die Frage, ob die Lagerungsbedingungen einen Einfluss auf den Methylierungsstatus haben. 

Unterschiedliche Stabilitäten der methylierten und der nicht methylierten DNA sind denkbar. Ein 

Einfluss der Lagerungsbedingungen auf den Gehalt und die Qualität der extrahierten DNA wurde 

bereits nachgewiesen. Molekularbiologische Analysen könnten dadurch verfälscht werden.163 Zudem 

haben Studien haben gezeigt, dass sich bei längerer Lagerung das Verhältnis der einzelnen Subtypen 

weißer Blutkörperchen ändert.164, 165 Da unterschiedliche Zelltypen unterschiedliche Methylierungs-

muster aufweisen, könnten daraus ebenfalls veränderte mC-Level resultieren. Enzymaktivitäten, die 

auch in vitro stattfinden, aber auch mechanische Einflüsse wären weitere mögliche Gründe für ver-

änderte Methylierungswerte. Die Ermittlung von verlässlichen Lagerungs- und Transportbedingun-

gen ist daher unerlässlich, um den Vergleich von verschiedenen Studien zu gewährleisten. 

 

Die Studienlage war hierzu zu Beginn der Untersuchung sehr schlecht. In vielen Studien werden 

keine Angaben in Bezug auf die Lagerungsbedingungen und -zeiten gemacht. Viele Studien lagern 

die Blutproben bei -80 °C, jedoch ohne Nachweis, dass sich das Methylierungsmuster nicht ändert. 

Ziel der Studie war daher den Einfluss der Lagerungsbedingungen auf die DNA-Qualität in einem 

Zeitraum von bis zu zehn Monaten zu evaluieren.166 

 

2016 veröffentlichten Bulla et al. eine ähnliche Studie, in der sie Blut bei -80 °C, -20 °C, bei 4 °C 

und bei Raumtemperatur über bis zu einem Jahr lagerten.167 Sie konnten zwar über die Zeit geringere 

Ausbeuten an DNA, aber keine Veränderung der Methylierungswerte feststellen. Weitere Studien in 

Sperma und Plazentagewebe konnten ebenfalls keine Änderung der Methylierung in Abhängigkeit 

der Lagerzeit finden.168, 169 Allerdings wurden hier jeweils nur kurze Lagerzeiten von 72 bzw. 24 

Stunden und auch nur bei Kühlschrank- bzw. bei Raumtemperaturen untersucht.  
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 Ziel der Studie 

Psychische Erkrankungen gewinnen immer mehr an Bedeutung. So stieg die Zahl der Krankheitsaus-

fälle aufgrund von psychischen Störungen laut Daten der DAK aus dem Jahr 2015 in den letzten 20 

Jahren um mehr als 200%. Im Vergleich dazu stieg die Anzahl der Fehltage in Bezug auf alle Erkran-

kungen im gleichen Zeitraum nur um 21%. Psychische Erkrankungen gehören zu den häufigsten 

Gründen für Arbeitsunfähigkeit und Frühberentung.170 Die Depression ist dabei mit einer Prävalenz 

von rund 8% in Deutschland am häufigsten.171 Schizophrene und bipolare Störungen haben in 

Deutschland ein Prävalenz von jeweils ca. 1%.15 

 

Wie bereits in Kapitel 1.1.2 beschrieben bringt die Psychopharmakotherapie in diesem Bereich ei-

nige Herausforderungen mit sich. Mittel der ersten Wahl sind Neuroleptika, wobei heutzutage die 

Antipsychotika der zweiten Generation aufgrund ihres besseren Nebenwirkungsprofil denen der ers-

ten Generation vorgezogen werden.19 Probleme hierbei sind das unterschiedliche Therapieansprechen 

vieler Patienten, der oft verzögerte Wirkeintritt und die trotzdem zum Teil erheblichen Nebenwirkun-

gen. Hieraus resultieren eine schlechte Therapietreue der Patienten und eine hohe Rate an Therapie-

abbrüchen.52 Studien haben gezeigt, dass mangelnde Therapietreue sowie Medikamentenwechsel zu 

längeren Krankenhausaufenthalten und insgesamt höheren Therapiekosten führt.54, 172 Sun et al. be-

rechneten, dass sich die so verursachten Kosten 2005 allein in den USA auf 1479 Millionen US$ be-

liefen.172 

 

Vor allem Gewichtszunahme ist eine schwerwiegende Nebenwirkung mit hoher klinischer Relevanz 

und Häufigkeit in der Therapie von psychisch Erkrankten. Eine deutliche Gewichtszunahme führt zu 

erheblichen zusätzlichen somatischen und psychischen Problemen was eine Depression verstärken 

kann. Nicht selten führt dies zu einer Non-Compliance und somit zum Ausbleiben des Therapieer-

folgs. Des Weiteren können sich aus der Gewichtszunahme ernsthafte Folgeerkrankungen z.B. des 

Herz-Kreislaufsystems und Diabetes Typ 2 entwickeln.59, 60 

 

Durch molekularbiologische Untersuchungen könnten Patienten mit bestimmten Risikogenvarianten 

möglicherweise schon vor Therapiebeginn erkannt werden. Dieses Vorgehen würde die Effektivität 

einer bisweilen langwierigen und schwierigen Therapie wesentlich verbessern und ein erhebliches 

Einsparungspotential mit sich bringen.57, 173 Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag daher auf der 

Gewichtszunahme als einer möglichen Nebenwirkung der psychiatrischen Arzneimitteltherapie. Es 

sollte untersucht werden, ob verschiedene genetische und epigenetische Marker einen Einfluss auf 



1 Einleitung 

 

24 

 

den Behandlungserfolg stationär aufgenommener psychiatrischer Patienten mit Neuroleptika haben. 

Der Schwerpunkt lag dabei auf Genvarianten, die bereits mit Übergewicht in der Allgemeinbevölke-

rung in Verbindung gebracht wurden. Langzeitziel ist es, einen genetischen bzw. epigenetischen Al-

gorithmus in Bezug auf diese Fragestellung zu entwickeln und so durch gezieltes Genscreening vor 

Therapiebeginn eine Empfehlung für eine mögliche individuelle psychiatrische Arzneimitteltherapie 

geben zu können. 

 

Des Weiteren sollte die Kausalität in Bezug auf den Zusammenhang zwischen dem Gewicht und dem 

Methylierungsstatus von HIF3A weiter aufgeklärt werden. 
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1.2 Identifizierung von pharmakogenetischen Einflüssen auf die Therapie 

von Morbus Alzheimer 

 Krankheitsbild des Morbus Alzheimer 

Morbus Alzheimer ist die häufigste Form der Demenz. Eine genaue Ursache ist bisher nicht bekannt. 

Allerdings scheinen genetische Faktoren für einen Teil der Alzheimererkrankungen vor allem bei 

jungen Patienten verantwortlich zu sein. So wurden Mutationen des Apolipoprotein E (ApoE) sowie 

in Präsenilin-1 und -2 und des Amyloid-Vorläuferproteins (APP) mit dem Auftreten von Morbus Alz-

heimer in Verbindung gebracht.174-176 Neben genetischen Faktoren und dem Alter gelten Diabetes, 

Bluthochdruck, kardiovaskuläre Erkrankungen sowie hohe Cholesterinwerte als Risikofaktoren.177-

180 Die Erkrankung ist durch eine Atrophie des Gehirns gekennzeichnet. Mikroskopisch lassen sich 

intrazelluläre Aggregate des Tau-Proteins sowie extrazelluläre Beta-Amyloid-Plaques erkennen. 

Diese lagern sich an die Nervenzellen an und beeinträchtigen sie in ihrer Funktionsfähigkeit. Zudem 

ist die Acetylcholinausschüttung vermindert.181, 182  

 

Alzheimer tritt typischer Weise ab dem 65. Lebensjahr auf. Symptomatisch lässt sich ein Verlust kog-

nitiver und emotionaler Fähigkeiten feststellen. Betroffene leiden in der Regel unter Merk- und Ori-

entierungsstörungen bis hin zum Verlust des Sprachverständnisses und alltäglicher Fähigkeiten.19 

Eine Diagnose wird in der Regel über sogenannte neuropsychologische Tests wie z.B. den Uhrentest 

gestellt. Dies sind Test in denen Gedächtnisleistung und kognitive Fähigkeiten getestet werden. Bei 

Unsicherheiten können auch labordiagnostische Untersuchungen (Blutbild, Liquoruntersuchungen) 

und bildgebende Verfahren (Computertomographie, Magnetresonanztomographie, PET) für die Di-

agnose mitherangezogen werden.183 

 

Prinzipiell ist Morbus Alzheimer bis heute nicht heilbar. Eine Therapie besteht aus der Kombination 

von Medikamenten und Gedächtnistraining mit dem Ziel den Verlauf der Erkrankung zu mindern. 

Als Arzneistoffe stehen Acetylcholinesteraseinhibitoren (Donepezil, Rivastigmin, Galantamin) sowie 

der Achetylcholin- und N-Methyl-D-Aspartat-Antagonist (NMDA-Antagonist) Memantin zur Verfü-

gung. Ginkgo-Präparate sollen ebenfalls die kognitiven Fähigkeiten erhöhen. Alle Behandlungsstra-

tegien zielen darauf ab, die Symptome abzuschwächen, eine ursächliche Behandlung gibt es bisher 

nicht.19 
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Derzeit leiden in Deutschland ca. 1,6 Millionen Menschen an Morbus Alzheimer. Aufgrund der im-

mer älter werdenden Bevölkerung wird allerdings mit weiter steigenden Zahlen in den nächsten Jah-

ren gerechnet.184 

 

 

 Donepezil in der Alzheimer-Therapie 

Donepezil gehört zu den reversiblen Cholinesterasehemmern und wird bei der leichten bis mittel-

schweren Form des Morbus Alzheimer eingesetzt. Es blockiert reversibel das aktive Zentrum der 

Acetylcholinesterase, wodurch die Spaltung des Neurotransmitters Acetylcholin gehemmt wird. 

Dadurch können cholinerge Nervenzellen besser aktiviert werden.185 

 

Die Dosierung beträgt 5 mg/Tag und kann bei Bedarf auf 10 mg/Tag erhöht werden. Donepezil wird 

oral eingenommen, wobei die Bioverfügbarkeit bei 100% liegt. Die maximale Plasmakonzentration 

wird nach drei bis vier Stunden, der Steady State wird nach ca. drei Wochen Einnahme erreicht. Die 

optimale Plasmakonzentration liegt bei 30 bis 70 ng/ml. Donepezil wird sowohl unverändert als auch 

als Metabolit zum größten Teil über den Urin ausgeschieden. Die Metabolisierung findet in der Leber 

durch CYP2D6 und CYP3A4 statt.186 

 

Zu den häufigsten Nebenwirkungen von Donepezil zählen Übelkeit, Durchfall und Kopfschmerzen 

(Häufigkeit > 10%). Zudem können auch Infektionen, Appetitlosigkeit, Halluzinationen, Erregung, 

Angstzustände, Synkopen, Schwindel, Schlaflosigkeit, Müdigkeit, Schmerzen, Verletzungen, Ma-

gen-Darm-Beschwerden, einschließlich Erbrechen, Ausschlag, Juckreiz, Muskelkrämpfe und Harni-

nkontinenz auftreten (häufig: 1 bis 10%). 

 

Acetylcholinesterasehemmer sind Mittel der Wahl bei der leichten bis mittelschweren Alzheimer Er-

krankung und sollen eine Besserung der kognitiven Fähigkeit und der Bewältigung des Alltags be-

wirken. Eine Langzeitbehandlung ist möglich. Es sollte die maximale verträgliche Dosis gegeben 

werden. Hinsichtlich der Wirksamkeit sind alle Medikamente der Acetylcholinesterasehemmer ver-

gleichbar. Welches Medikament aus dieser Gruppe ausgewählt wird, richtet sich nach dem Neben- 

und Wechselwirkungsprofil. Für Donepezil gibt es zudem Hinweise auf eine Wirksamkeit im schwe-

ren Krankheitsstadium.183 
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 Das Cytochrom P450 2D6 (CYP2D6) 

Cytochrom P450-Enzyme dienen dazu, durch Biotransformationsreaktionen im menschlichen Orga-

nismus Substanzen mit lipophilen Eigenschaften chemisch so zu verändern, dass sie in wasserlösli-

cher Form über den Urin oder die Gallenflüssigkeit ausgeschieden werden können. Sie katalysieren 

dabei oxidative Reaktionen im Phase-I-Metabolismus. Cytochrom P450-Systeme kommen haupt-

sächlich in der Leber, zu geringen Anteilen aber auch in der Darmmukosa, der Niere, der Lunge und 

in anderen Geweben vor.187, 188 Viele Medikamente werden über die verschiedenen Cytochrom P450-

Enzyme verstoffwechselt.189 Das in dieser Studie untersuchte Donepezil wird über das Isoenzym Cy-

tochrom P450 2D6 (CYP2D6) metabolisiert.190 

 

Anhand von Homologien ihrer Aminosäuresequenz werden Cytochrom P450-Systeme in Familien, 

Subfamilien und Isoenzyme eingeteilt.191 Das CYP2D6-Gen ist auf dem langen Arm des Chromo-

soms 22 lokalisiert und besteht aus neun Exons und acht Introns. Zusammen mit zwei flankierenden 

Pseudogenen (CYP2D8P und CYP2D7P) umfasst der CYP2D6-Genlocus etwa 45 kb.192-195 Bis jetzt 

sind über 100 verschiedene Allele dieses Gens beschrieben worden, welche nach dem internationalen 

Nomenklatursystem mit arabischen Zahlen gekennzeichnet werden.196, 197 

 

Viele dieser Mutationen sind funktional. CYP2D6*1 wird als Wildtyp bezeichnet und besitzt eine 

normale Enzymaktivität. Andere Allele führen dazu, dass das CYP2D6-Enzym nicht gebildet wird 

und haben somit einen kompletten Funktionsverlust zur Folge.198 Diese sogenannten „Nullallele“ 

führen z.B. zu Fehlern im Splicing (z.B. bei CYP2D6*4), zu Frameshift-Mutationen (z.B.CYP2D6*3 

und *6) oder zur Deletion des gesamten Gens (CYP2D6*5). 

 

Bei anderen Allelen wie dem CYP2D6*9, charakterisiert durch eine Deletion, oder dem CYP2D6*10 

oder *41, charakterisiert durch Substitutionen, kommt es durch die daraus resultierenden spezifischen 

Veränderungen in der Aminosäureabfolge des Genprodukts zu einer Einschränkung der katalytischen 

Aktivität des CYP2D6-Enzyms.199-201 Bei Duplikation des gesamten Gens, erhöht sich die Anzahl 

des entsprechenden Enzyms und somit auch dessen Aktivität. Der Genotyp eines Individuums erlaubt 

also Rückschlüsse auf die Stoffwechselleistung des daraus resultierenden Phänotyps. Die Bestim-

mung des Genotyps ist daher gerade für die Arzneimitteltherapie von großer Bedeutung und so wur-

den unter anderem im Arbeitskreis von Prof. Steimer verschiedene Methoden zur Genotypisierung 

des CYP2D6 entwickelt.202, 203 
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Um eine bessere Vergleichbarkeit der CYP2D6-Funktion zu erreichen, wurden den verschiedenen 

Allelen Gendosen zugeordnet. Über die Gendosis lässt sich der entsprechende Stoffwechseltyp zu-

ordnen. Dabei bezeichnet man Individuen mit einer Gendosis von 0 und somit einem defizienten 

Metabolismus als poor Metabolisierer (PM) im Vergleich zu extensive Metabolisierern (EM) mit 

normaler Stoffwechselkapazität (Gendosis 2, 1,5 und je nach Definition auch 1). Zudem lassen sich 

noch die intermediate Metabolisierer (IM) mit einer Gendosis von 0,5 (und je nach Definition auch 

1) und somit einer beeinträchtigten Stoffwechselleistung und die ultrarapid Metabolisierer (UM) mit 

stark erhöhtem Metabolismus (Gendosis > 2) abgrenzen.204 

 

Inwieweit sich die Ergebnisse der Genotypisierung auf den wirklichen Phänotypen übertragen lassen 

ist immer noch strittig. Ein eindeutiger Rückschluss vom Genotyp auf den Phänotyp ist nicht immer 

möglich. 

 

 

 Ziel der Studie 

Aktueller Goldstandard in der Therapie von Morbus Alzheimer mit Donepezil ist eine Standardtages-

dosis von 5 oder 10 mg/Tag. Mit dem Hintergrundwissen, dass Donepezil über CYP-Enzyme, vor 

allem CYP2D6, verstoffwechselt wird und deren Aktivität stark von der entsprechenden Genvariante 

abhängig ist, erscheint eine Standarddosierung wenig sinnvoll. Noetzli et al. konnten einen signifi-

kanten Zusammenhang zwischen der CYP2D6-Variante und der Clearance von Donepezil nachwei-

sen (p < 0,01).205 So zeigten ultrarapid Metabolisierer bei gleicher Tagesdosis eine bis zu 67% 

schnellere und poor Metabolisierer eine bis zu 37% langsamere Elimination von Donepezil im Ver-

gleich zu extensive Metabolisierern. Andere Studien konnten einen Zusammenhang zwischen dem 

CYP2D6-Genotypen und dem Therapieansprechen bzw. der Donepezilserumkonzentration im Steady 

State und dem Therapieansprechen aufstellen.206-208 Alle diese Studien deuten auf ein Nutzen der 

individualisierten Donepezildosierung und der Überprüfung der Serumspiegel hin. 

 

Im Rahmen dieser Studie sollten daher der CYP2D6-Genotyp mit den Donepezilserumspiegeln sowie 

dem Therapieansprechen in direkten Zusammenhang gebracht werden. Es sollte geklärt werden, in-

wieweit der CYP2D6-Genotyp Rückschlüsse auf die Serumspiegel von Donepezil und das Therapie-

ansprechen der Patienten zulässt. Und inwiefern eine Genotypisierung im Vorfeld der Therapie die 

Medikamentenauswahl und -dosierung positiv beeinflussen kann.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Beschreibung der Antipsychotika-Studie 

 Studiendesign 

Die vorliegende Arbeit basiert auf einer Diagnostikstudie, die am Klinikum rechts der Isar der Tech-

nischen Universität München in einer Kooperation zwischen der Klinik für Psychiatrie und Psycho-

therapie und dem Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie im Zeitraum von Mai 2002 bis 

Dezember 2009 durchgeführt wurde. Verantwortlicher Projektleiter war Herr Prof. Dr. med. W. Stei-

mer, Oberarzt des Instituts für Klinische Chemie und Pathobiochemie. Die Studie wurde weiterhin 

überwacht von Herrn Dr. med. W. Kissling und Herrn Prof. Dr. med. S. Leucht, Oberärzte der Klinik 

für Psychiatrie und Psychotherapie. Die Studie war prospektiv und pharmakogenetisch doppeltblind 

angelegt, die Auswertung erfolgte retrospektiv. Das Studienprotokoll wurde im Vorfeld durch die 

Ethikkomission der Fakultät für Medizin der TU München genehmigt und entspricht der Deklaration 

von Helsinki. In Bezug auf den pharmakogenetischen Einfluss der Antidepressiva-Therapie auf die 

Gewichtszunahme standen 350 Patientenproben zur Verfügung. 

 

 Ein- und Ausschlusskriterien 

In die Studie eingeschlossen wurden alle volljährigen, neu stationär in der Klinik für Psychiatrie und 

Psychotherapie des Klinikums rechts der Isar aufgenommenen Patienten mit einer Grunderkrankung, 

die eine Therapie mit Antidepressiva oder Antipsychotika notwendig macht (ICD-10: F2 – F6-Diag-

nosen). Die Patienten mussten nach Aufklärung über die Studie schriftlich der Teilnahme zustimmen. 

Diese Einverständniserklärung kann jederzeit widerrufen werden. 

 

Ausschlusskriterien stellten Abhängigkeitserkrankungen, organisch bedingte Psychosen oder Depres-

sionen, Demenzen sowie Schwangerschaft und Stillzeit dar. Weiterhin wurden keine Patienten in die 

Studie aufgenommen, die auf gerichtliche oder behördliche Anordnung in die Klinik für Psychiatrie 

und Psychotherapie des Klinikums rechts der Isar eingewiesen wurden. 
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 Datenerhebung  

Bei der stationären Aufnahme wurden demographische Daten, psychiatrische Vorgeschichte und ak-

tueller Krankenstand festgehalten. Größe, Gewicht, Informationen zum Lebensstil, die Einfluss auf 

den Medikamentenstoffwechsel haben können (z.B. Raucherstatus, Alkoholkonsum), sowie aktuelle 

medikamentöse Therapien wurden ebenfalls erfasst. 

 

Der Krankheitszustand jedes Patienten wurde mit Hilfe der Paranoid-Depressivitäts-Skala (PD-S) 

und der Clinical Global Impressions-Skala (CGI-Skala) zum Zeitpunkt der Aufnahme und nach vier 

Wochen erfasst.209, 210 Die Diagnose wurde nach ICD-10 gestellt. Die Therapie erfolgte nach lokaler, 

klinischer Praxis, eine individuelle Dosisanpassung war aufgrund des offenen Studiendesigns mög-

lich. Die verabreichten Medikamente inklusiver Komedikation wurden dokumentiert. Nach vier Wo-

chen stationärer Behandlung wurde der Therapieerfolg anhand der CGI- und der PD-Skala erfasst. 

Zudem wurde erneut das Gewicht bestimmt. Nebenwirkungen wurden mittels einer leicht veränderten 

Version der Dosage Record and Treatment Emergent Symptom-Skala (DOTES-Skala) registriert.211 

Zusätzlich wurde im Falle eines Therapieerfolges der Zeitpunkt des Ansprechens durch den behan-

delnden Arzt dokumentiert sowie die Dauer des stationären Aufenthalts jedes Patienten erfasst.  

 

Den Patienten wurden im Rahmen der routinemäßig durchgeführten Blutentnahme zusätzlich 2,7 ml 

Blut mit Zusatz des Chelatbildners Ethylendiamintetraazetat (EDTA-Blut) zur Bestimmung des phar-

makogenetischen Status abgenommen. 

 

PD-S (Paranoid-Depressivitäts-Skala)  

Bei der PD-S handelt es sich um eine Selbstbeurteilungsskala, mit einer P-Skala zur Erfassung para-

noider Symptome und einer D-Skala zur Feststellung ängstlich-depressiver Krankheitsanzeichen.209 

Jede der beiden Skalen umfasst 16 zu bewertende Einzelaussagen (Items) und zusätzlich acht Kon-

troll-Items zur Messung der Krankheitsverleugnung sowie drei Items zur Feststellung der Testmoti-

vation der Probanden (Anhang 9.2.1). Auf Grund möglicher hoher Placebo-Responseraten von 41% 

in Placebo kontrollierten Studien wurde nur eine Verringerung der P- bzw. D-Werte um mindestens 

50% als Behandlungserfolg gewertet.212, 213 
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CGI-Skala (Skala für den Klinischen Gesamteindruck/Clinical Global Impressions Scale)  

Bei der CGI-Skala handelt es sich um eine Fremdbeurteilungsskala, deren Anwendung durch den 

behandelnden Arzt ausgefüllt wird.210 Dieser beurteilt den Patienten im Vergleich zur gleichen Pati-

entengruppe. Die CGI-Skala gliedert sich in einen Teil zur Einschätzung des aktuellen Symptom-

schwere der Krankheit (CGI 1 bzw. CGI-S), zur Zustandsänderung eines Patienten (CGI 2 bzw. CGI-

I) und zum Verhältnis aus gewünschten und unerwünschten Arzneimittelwirkungen (CGI 3, thera-

peutischen Wirksamkeitsindexes). Die Beurteilung für CGI 1 und CGI 2 erfolgt in sieben Stufen, für 

CGI 3 in vier Stufen (Anhang 9.2.2). Patienten, die nach vier Wochen einen sehr verbesserten oder 

verbesserten Zustand (CGI 2-Werte 1 und 2) wurden als Responder eingestuft, alle Patienten, die eine 

nur wenig Verbesserung bis hin zu einer Verschlechterung zeigten, (CGI 2-Werte 3 bis 7) wurden als 

Non-Responder gewertet.  

 

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

Zur Beurteilung der Nebenwirkungen wurde eine leicht abgewandelte Form der DOTES-Skala ver-

wendet.211 Hierbei dokumentierte der behandelnde Psychiater während der vierwöchigen Therapie 

Art und Umfang (gering, mäßig oder stark) der aufgetretenen Nebenwirkungen (Anhang 9.2.3). Für 

die Einteilung der Patienten nach nebenwirkungs-positiv und nebenwirkungs-negativ wurde die ab-

schließende Bewertung des Arztes herangezogen, wie stark die Begleitsymptome den Patienten be-

einträchtigten. Patienten die überhaupt nicht oder sehr wenig unter Nebenwirkungen litten, wurden 

als nebenwirkungs-negativ gewertet, Patienten, die mäßig oder deutlich beeinträchtigt wurden als 

nebenwirkungs-positiv eingestuft. 
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2.2 Beschreibung der Alzheimer-Studie 

Die Daten basieren auf einer Studie, die am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universität 

München in einer Kooperation zwischen der Klinik für Psychiatrie und dem Institut für Klinische 

Chemie und Pathobiochemie im Zeitraum von 2013 bis 2015 durchgeführt wurde. Verantwortlicher 

Projektleiter war Privatdozent Dr. med. T. Grimmer vom Zentrum für kognitive Störungen und Re-

habilitation der Klinik für Psychiatrie des Klinikums rechts der Isar. Die Studie war prospektiv und 

pharmakogenetisch doppeltblind angelegt, die Auswertung erfolgte retrospektiv. Das Studienproto-

koll wurde im Vorfeld durch die Ethikkomission der Fakultät für Medizin der TU München geneh-

migt und entspricht der Deklaration von Helsinki. 

 

Die Studienteilnehmer wurden in der Demenz-Ambulanz des Klinikums rechts der Isar sowie in der 

Gedächnisambulanz der Klinikums der Universität München am Campus Großhadern rekrutiert. Ein-

geschlossen wurden alle volljährigen Patienten, bei denen Morbus Alzheimer diagnostiziert wurde 

und die in diesem Rahmen Donepezil erhielten. Alle Patienten waren zu Beginn der Studie naiv für 

Antidementiva. Alzheimer wurde daher entweder gerade erst neu diagnostiziert oder die Patienten 

waren nach bestehender Diagnose bisher noch nicht mit einem Antidementivum behandelt worden. 

Bei der ersten Vorstellung in der Klinik erfolgte die Diagnostik mittels neuropsychologischer Tests. 

Bei Diagnose von Morbus Alzheimer und Beginn der medikamentösen Therapie mit Donepezil er-

folgte eine zweite Untersuchung nach drei bis 12 Monaten. Der Krankheitsstand wurde mittels neu-

ropsychologischer Tests und Selbsteinschätzung der Patienten erneut ermittelt. Den Patienten wurden 

zusätzlich 2,7 ml EDTA-Blut zur Bestimmung des pharmakogenetischen Status sowie Vollblut/Se-

rum zur Bestimmung der Arzneimittelkonzentration abgenommen. Die Arzneimittelkonzentration im 

Blut befand sich zu diesem Zeitpunkt im steady state. Dieser ist für Donepezil nach ca. 14-21 Tagen 

Therapie erreicht.214, 215 Zudem wurden Größe, Gewicht und Komedikationen erfasst. Die Patienten 

mussten nach Aufklärung über die Studie schriftlich der Teilnahme zustimmen. Diese Einverständ-

niserklärung kann jederzeit widerrufen werden. Insgesamt wurden 48 Patienten, die im Rahmen einer 

Morbus Alzheimer Erkrankung im Klinikum rechts der Isar in Behandlung waren und Donepezil-

Therapie erhielten, in die Studie eingeschlossen. 

 

Ausschlusskriterium stellte eine mögliche Vorbehandlung mit Antidementiva dar.  
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2.3 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen SPSS 21, EXCEL 2010 und R. Ergebnisse 

mit einem Signifikanzwert (p) von ≤ 0.05 (zweiseitig) wurden als statistisch signifikant betrachtet. 

Aufgrund des explorativen Charakters der Studie und der schwierigen Interpretation von Subgrup-

penanalysen wurde auf eine Korrektur für multiples Testen verzichtet.216 Die Beurteilung der Nor-

malverteilung (NV) erfolgte mittels Kolmogorv-Smirnov- bzw. Shapiro-Wilk-Test und Boxplot bzw. 

Histogramm. Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurden quantitative, unabhängigen Variablen 

mittels T-Test (zwei Gruppen) bzw. Varianzanlayse (ANOVA) (> zwei Gruppen) verglichen. In Bezug 

auf den T-Test wurde stets von einer Varianzheterogenität ausgegangen. Zur Berücksichtigung von 

Verzerrungseffekten wurden außerdem Kovarianzanalysen (ANCOVA) durchgeführt.217 Zur simulta-

nen Betrachtung von Effekten mehrerer Variablen wurde eine lineare Regression durchgeführt, wobei 

alle Variablen in gleichem Maß in die Analyse einbezogen wurden (Einschluss-Methode).218 Nicht 

normalverteilte Variablen wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests (zwei Gruppen) und des 

Kruskal-Wallis-Tests (> zwei Gruppen) untersucht. Korrelationen zwischen zwei quantitativen Vari-

ablen wurde mittels Pearson-Korrelation (NV) und Spearman-Korrelation (keine NV) getestet.219 

 

Zum Test auf Verschiedenheit zwischen quantitativen, abhängigen Variablen wurde bei Normalver-

teilung der T-Test angewendet. Bei nicht normalverteilten Variablen wurde mittels Wilcoxon-Vorzei-

chen-Rang-Test (zwei Gruppen) bzw. Friedmann-Test (> zwei Gruppen) getestet. Zum Test auf 

Gleichheit zwischen zwei quantitativen Variablen wurde ein Bland-Altman-Plot erstellt.220, 221 Zum 

Vergleich von Messmethoden wurde zudem der Konkordanz-Korrelationskoeffizient berechnet.222 

 

Zur Untersuchung des Kopplungsgleichgewichts (Linkage Disequilibrium [LD]) wurde das CubeX 

Online Tool verwendet.223 Der Parameter D´ beschreibt das Ausmaß des LDs relativ zu dem maximal 

möglich annehmbaren Wert. Bei einem D´-Wert von ± 1 (sogenanntes complete LD) wird mindestens 

einer der vier möglichen Haplotypen in der betroffenen Population nicht beobachtet (kein Nachweis 

für eine Rekombination der Marker). Allerdings könnte ein hoher D´-Wert bei kleiner Population 

aufgrund fehlender Haplotypen durch niedrige Populationsgröße verursacht werden. Die Korrelati-

onseffizient r2 bestimmt ebenfalls das Ausmaß des LDs. Bei einem r2-Wert gleich 1 (sogenanntes 

perfect LD) liefern die beiden untersuchten Marker identische Informationen. Ein r2-Wert von 0 be-

deutet, dass ein perfektes Equilibrium beider Marker herrscht. Um das Vorhandensein eines Linkage 

Disequilibriums zu beurteilen sollten sowohl der D´- als auch der r2-Wert in Kombination berück-

sichtigt werden. 
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Das Vorliegen des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (HWE) der jeweiligen untersuchten Polymor-

phismen wurde mittels Chi²-Test unter Verwendung des angegebenen Online Tools geprüft.224 Die 

Ergebnisse sind in Anhang 9.3 dargestellt, wobei ein p-Wert von > 0,05 ein Entsprechen des HWE 

anzeigt. 
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2.4 Analyse genetischer Marker 

Zu Beginn standen ausführliche Literaturrecherchen über mögliche Zielstrukturen. Anschließend 

wurden in experimenteller Arbeit molekularbiologische Methoden aufgebaut, mit denen der indivi-

duelle pharmakogenetische und epigenetische Status der Patienten untersucht wurde. Ziel dieser Ar-

beit war die Entwicklung von Methoden für den Routineeinsatz. Die Fluoreszenz-basierende Poly-

merase-Ketten-Reaktion (PCR) am LightCycler (LC) ist eine schnelle, spezifische und verlässliche 

Methode zur Genotypisierung. Zudem sind nur geringe DNA-Mengen zu einer erfolgreichen Analyse 

nötig, die Probenvorbereitung ist simpel und die Kontaminationsgefahr ist gering. Da diese PCR-

Methode somit für den Routinegebrauch geeignet ist, wurde sie als Methode der Wahl entwickelt. Im 

Folgenden wird der generelle Ablauf der Methodenentwicklung beschrieben, auf die einzelnen Ar-

beitsschritte wird in den Kapiteln 2.4.10 und 2.4.11 genauer eingegangen. Alle verwendeten Rea-

genzien, Geräte und Software sind in Anhang 9.1 aufgeführt. 

 

Zu Beginn des Arbeitsprozesses wurde die DNA aus den Leukozyten aus EDTA-Blut der Patienten 

extrahiert. Anschließend wurde jeweils eine neue Methode zur Genotypisierung am LightCycler ent-

wickelt und optimiert. Eine Validierung erfolgte entweder mittels Allel-spezifischer PCR am Ther-

mocycler oder, falls ein geeignetes Restriktionsenzym zur Verfügung stand, mittels enzymatischem 

Verdau. Hierfür wurde entweder das PCR-Produkt der LightCycler-Reaktion verwendet oder es 

wurde, falls dieses aufgrund mehrerer Schnittstellen für den weiteren Gebrauch ungeeignet war, ein 

neues PCR-Produkt mit neuen Primer am Thermocycler erzeugt. Die jeweiligen DNA-Produkte wur-

den anschließend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels UV-Detektion sichtbar gemacht. 
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 DNA Extraktion 

Jedem Patienten wurde bei Aufnahme in die Studienpopulation 2,7 ml EDTA-Blut in einer Sarstedt-

Monovette® abgenommen. Direkt im Anschluss wurde aus den so erhaltenen Leukozyten mit Hilfe 

eines Extraktionskits (Wizard Genomic DNA Purification Kit) die DNA nach Herstellerangaben iso-

liert. Für jeden Patienten wurden zwei Extraktionen mit je 300 μl EDTA-Blut durchgeführt. Daraus 

konnten abhängig von der Leukozytenzahl jedes Patienten ein DNA-Extrakt mit einer Konzentration 

von 50-150 ng/μl erhalten werden. Ein Aliquot der so gewonnenen DNA und das EDTA-Blut wurde 

bei -70 °C bzw. die Blutproben der J-Proben bei -20 °C gelagert. Das zweite Aliquot der DNA-Proben 

wurde bei 4-8°C gelagert und direkt für die folgenden Analysen weiterverwendet. Wurden die DNA-

Aliquots aufgebraucht, wurde erneut DNA aus den gefrorenen Blutproben extrahiert. 

 

 

 Sonden-basierte Genotypisierung mittels Polymerase-Kettenreaktion am 

LightCycler 

Der LightCycler ist eine sehr schnelle Methode zur Genotypen-Bestimmung einzelner Polymorphis-

men. Auf Grund der hohen Heiz- und Kühlraten (bis zu 20 °C/s) von LightCycler-Geräten und der 

 
 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Bestimmung ge-

netischer Marker. 
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damit verbundenen kurzen Zyklusdauer (20 bis 60 s) gelingt die Durchführung einer PCR wesentlich 

schneller als mit herkömmlichen Thermocyclern. Die Zugabe von fluoreszenzmarkierten Sonden zum 

Reaktionsansatz ermöglicht die Amplifikation der Proben-DNA in Echtzeit zu verfolgen und die Er-

gebnisse direkt auszuwerten. 

 

Der LightCycler 2.0, der für diese Arbeit verwendet wurde, verfügt über fünf verschiedene Detekti-

onskanäle, die zur Messung der von angeregten Sonden emittierten Fluoreszenz verschiedener Wel-

lenlängen (530 nm, 610 nm, 640 nm, 670 nm und 705 nm) dienen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 

ausschließlich mit der Schmelzpunktanalyse gearbeitet. Diese erfolgt nach der Amplifikation und 

ermittelt die Schmelztemperatur (Tm) des DNA-Doppelstranges. Hierbei wurden zwei Arten von Son-

den verwendet: Hybridisierungssonden und SimpleProbe-Sonden. Das Detektionsprinzip beider Son-

denarten basiert auf einem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET). Der LightCycler ermög-

licht allerdings auch Amplifikationsanalysen (qualitative und quantitative Methoden).225 Diese wur-

den im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht verwendet und werden daher im Folgenden auch nicht 

näher beschrieben.  

 

Für die Genotypisierung mit Hybridisierungssonden (HybProbe-Format) wird neben Primern, Puffer, 

DNA und Polymerase noch eine Sensor- und eine Ankersonde benötigt (siehe Abbildung 4). Die 

Sensorsonde liegt über der Mutationsstelle, Sensor- und Ankersonde befinden sich auf der DNA in 

einem Abstand von ca. 2-5 Basenpaaren (bp). Der an einer Sonde gebundene Donorfarbstoff Flu-

orescein wird durch Absorption von Licht mit einer Wellenlänge von 470 nm in einen energetisch 

angeregten Zustand versetzt (A). Binden beide Sonden an die DNA wird ein Teil dieser Anregungs-

energie auf den an der benachbarten Sonde gebundenen Akzeptorfarbstoff LightCycler-Rot (LC-Red) 

übertragen. Der Akzeptorfarbstoff emittiert nachfolgend abhängig von seiner Struktur Licht in den 

oben angegebenen Wellenlängen (B), was vom LightCycler-Fluorometer detektiert wird. Dieser Vor-

gang ist der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer. Bei steigendender Temperatur während der 

Schmelzkurvenanalyse kommt es zur Ablösung des Sondenpaares von der Proben-DNA (C). Der 

Energietransfer kann nicht mehr stattfinden und es wird kein Licht durch den Akzeptorfarbstoff mehr 

emittiert. Der Schmelzpunkt ist als die Temperatur definiert, bei der 50% der Sonden gebunden und 

50% ungebunden vorliegen. Er bildet den Wendepunkt der Funktion der Fluoreszenzintensität in Ab-

hängigkeit von der Temperatur. Die negative erste Ableitung dieser Funktion zeigt den Schmelzpeak 

(Maximum). Liegt im Bereich der Sonden eine Mutation vor, führt dies zu einer Destabilisierung des 

Doppelstrangs und somit zu einer niedrigeren Temperatur des Schmelzpunktes. 
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Abbildung 4: Funktionsweise von Hybridisierungssonden226: Anregung des Donorfarbstoff Flu-

orescein (A); Sensor- und Ankersonde sind an die DNA gebunden, FRET kann stattfinden und 

der Akzeptorfarbstoff LC-Red emittiert Licht, was vom LightCycler-Fluorometer detektiert wird 

(B); Bei steigendender Temperatur löst sich das Sondenpaar von der DNA, der Energietransfer 

kann nicht mehr stattfinden und es wird kein Licht mehr durch den Akzeptorfarbstoff mehr emit-

tiert (C). 

 

Eine besondere Form der Hybridisierungssonden sind SimpleProbe-Sonden (siehe Abbildung 5). Sie 

tragen einen Rezeptorfarbstoff (Fluorescein), der über einen Quencher mit der Sonde verbunden ist 

(A). Bei in Lösung befindlichen SimpleProbe-Sonden unterdrückt der Quencher die Lichtemission 

(A, C und D). Ist die Sonde an die Zielsequenz gebunden, wird dieser Effekt reduziert und es kommt 

zur Emission eines Fluoreszenzsignals (B). Durch eine Erhöhung der Temperatur löst sich die Sonde 

wieder vom Amplikon (D). Auch hier verursacht eine Mutation eine Schmelzpunkterniedrigung. 

 

Abbildung 5: Funktionsweise von SimpleProbe-Sonden226: Liegt die SimpleProbe-Sonde in Lö-

sung vor, unterdrückt der Quencher die Lichtemission (A, C, D); bindet die Sonde an die Ziel-DNA 

wird dieser Effekt reduziert und Fluorescein sendet ein Fluoreszenzsignal aus (B). 

 

Ist die Temperatur des Schmelzpunkts zwischen Wildtyp und Mutation groß genug (> 5 °C) lassen 

sich auf diese Weise die verschiedenen Genotypen unterscheiden. Die Ausprägung der Stabilitätsän-

derung hängt von der Art der Fehlpaarung, ihrer Position und den benachbarten Basenpaaren ab. So 

sind SNPs, die von G:C-Paaren flankiert werden, durch die stärkere Ausbildung von Wasserstoffbrü-

ckenbindungen stabiler als solche, die von A:T-Paaren umgeben sind. Nachfolgend ist die empirisch 

ermittelte Basenpaarstabilität für Sonden-DNA-Duplexe in abnehmender Stabilität aufgeführt:227 

G:C > A:T > G:T ≥ G:A > T:T ≥ G:G > A:A ≥ C:C > C:T > C:A . 

Durch die fünf unterschiedlichen Detektionswellenlängen ist die gleichzeitige Bestimmung mehrerer 

Polymorphismen in einem Ansatz möglich (Multiplexbestimmung).  
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 Konventionelle PCR am Thermocycler 

Die Polymerase-Kettenreaktion gehört zu den Standardmethoden eines molekularbiologischen La-

bors. Sie dient zur in vitro-Vervielfältigung bestimmter DNA-Abschnitte und ist damit sowohl die 

Grundlage für den Nachweis genetischer Veränderungen, als auch für andere Anwendungen wie die 

Klonierung von Genen und den Nachweis verschiedener Krankheitserreger. Hierbei reichen kleinste 

DNA-Mengen aus, um in kurzer Zeit große Mengen eines spezifischen Amplikons zu generieren. 

Benötigt werden neben der zu vervielfältigenden DNA als Vorlage zwei Primer (Oligonukleotide) mit 

einer Länge zwischen 16 und 30 Basenpaaren, die die zu vervielfältigende DNA flankieren und sich 

komplementär an das 5´- und 3´-Ende der Zielsequenz anlagern. Weiterhin sind die vier verschiede-

nen Desoxyribonukleosid-Triphosphat-Bausteine und eine thermostabile DNA-Polymerase notwen-

dig. Für optimale Reaktionsbedingungen wird eine Pufferlösung verwendet, die meist Kalium- und 

Magnesiumchlorid enthält. Die optimale Pufferzusammensetzung ist hierbei für jede Reaktion spezi-

fisch, da die Kalium- und Magnesium-Ionen entscheidend für die Stabilität und Aktivität der DNA-

Polymerase sind. 

 

Zu Beginn einer PCR-Reaktion erfolgt eine initiale Denaturierungsphase, bei der der Reaktionsansatz 

je nach eingesetzter Polymerase bis zu zehn Minuten einer Temperatur von 94-95 °C ausgesetzt wird. 

Hierbei werden die Wasserstoffbrückenbindungen des DNA-Doppelstrangs gespalten, sodass Einzel-

stränge entstehen. Zudem gibt es Polymerasen, sogenannte Hot Start-Polymerasen, die durch diese 

initiale Phase erst aktiviert werden. Die eigentliche PCR-Reaktion erfolgt anschließend in 30-40 Zyk-

len, die jeweils in drei Phasen unterteilt werden können: der Denaturierung, der Primerhybridisierung 

und der Elongation. Während der Denaturierung wird zu Beginn jedes Zyklus der DNA-Doppelstrang 

bei 94-95 °C nochmals wenige Sekunden denaturiert. Anschließend kommt es in der Hybridisie-

rungsphase für 20-30 Sekunden zur spezifischen Anlagerung der Primer an die komplementären 

DNA-Einzelstränge. Dies erfolgt wenige Grad Celsius unter der Schmelztemperatur der Primer (50% 

der Primer sind an die DNA-Einzelstränge gebunden). In diesem Temperaturbereich lagern sich ge-

nug Primer an, um ein PCR-Produkt zu garantieren, unspezifische Nebenreaktionen werden jedoch 

minimiert. Während der anschließenden Elongation wird die DNA durch eine DNA-Polymerase be-

ginnend am 3´-Ende des angelagerten Primers komplementär zum vorliegenden DNA-Strang in 3´-

5´-Richtung mit Nukleotiden aufgefüllt. Somit entsteht erneut ein DNA-Doppelstrang. Bei einer 

Zielsequenzlänge von 500 Basenpaaren dauert dieser Vorgang ca. 30 Sekunden. Die Reaktionstem-

peratur wird durch die optimale Arbeitstemperatur der Polymerase bestimmt. Nach dem letzten Zyk-
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lus wird ein abschließender Elongationsschritt über drei bis zehn Minuten durchgeführt, um eine voll-

ständige Amplifikation zu gewährleisten. Anschließend erfolgt eine Abkühlung der Proben auf 

< 10 °C. Die Menge des entstehenden PCR-Produkts ist abhängig von der Anzahl der durchgeführten 

Zyklen „n“. Da die DNA exponentiell vervielfältigt wird, beträgt die theoretische Produktmenge 2n. 

Tatsächlich werden aber aufgrund von unspezifischen Nebenprodukten und Degradation thermolabi-

ler Reagenzien nur 70-80% erreicht. 

 

Die so entstandenen PCR-Produkte wurden im Rahmen dieser Arbeit als Ausgangsprodukt für den 

enzymatischen Verdau verwendet oder wurden, falls eine Allel-spezifischen PCR durchgeführt 

wurde, direkt mittels Gelelektrophorese untersucht. Des Weiteren wurden die so gewonnen Ampli-

kons als Grundlage für die DNA-Bibliothek für die Sequenzierungsreaktion verwendet. 

 

 
Abbildung 6: schematische Darstellung einer Polymerase-Kettenreaktion228: Während der Dena-

turierung wird zu Beginn jedes Zyklus der DNA-Doppelstrang bei 94-95 °C nochmals wenige Se-

kunden denaturiert (1); In der Hybridisierungsphase erfolgt die spezifischen Anlagerung der Pri-

mer an die komplementären DNA-Einzelstränge (2); Während der Elongation wird die DNA durch 

eine DNA-Polymerase komplementär zum vorliegenden DNA-Strang aufgebaut (3). 
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 Enzymatischer Verdau 

Mittels enzymatischem Verdau oder Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP) lassen 

sich bekannte Punktmutationen bestimmen. Hintergrund ist, dass bestimmte Enzyme, sogenannte 

Restriktionsendonukleasen, die DNA an spezifischen Positionen schneiden können. DNA-Sequenzen 

von vier bis zehn Basenpaaren dienen den Enzymen dabei als Erkennungssequenz. Liegt eine solche 

Sequenz vor, schneidet das Enzym die DNA an einer spezifischen Stelle. Zur Unterscheidung von 

Genotypen verwendet man ein Enzym, in dessen Erkennungssequenz der entsprechende Polymor-

phismus liegt. Je nachdem, ob eine Punktmutation vorliegt oder nicht, schneidet das Enzym die DNA. 

Nach anschließender Auftrennung der DNA-Fragmente mit Hilfe der Gelelektrophorese kann man 

zwischen verschiedenen Genotypen unterscheiden. 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden mit Hilfe des Programms 

NEBcutter bestimmt und sind in Tabelle 4 aufgeführt.229 Die genaue Zusammensetzung des Reakti-

onsansatzes und die genauen Reaktionsbedingungen sind den jeweiligen Methoden (Kapitel 2.4.11) 

zu entnehmen. Alle Restriktionsenzyme und Puffer wurden von der Firma New England BioLabs 

GmbH (Frankfurt/Main) bezogen. 

 

Tabelle 4: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme. 

Restriktionsenzym Erkennungssequenz und 

Schnittstelle 

Polymorphismus 

BstU1 CG/CG rs6971 

NIaIV GGN/NCC rs6973 

TSP45I /GTSAC rs1053517 

EcoRI G/AATTC rs1801318 

NIaIII CATG/ rs7185735 

N = A/T/G/C, S = G/C 
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 Allel-spezifische PCR 

Die Allel-spezifische (ALS) PCR ist eine weitere Methode zur Bestimmung von Punktmutationen 

und wurde in dieser Arbeit verwendet, wenn kein passendes Restriktionsenzym zur Verfügung stand. 

Hierfür werden spezifische Primer benötigt, wobei das 3´-Ende eines der beiden Primer an der zu 

untersuchenden Mutationsstelle sitzt. Dieser Primer wird doppelt konstruiert, sodass das 3´-Ende ent-

weder zu der Wildtyp- oder der Mutationsbase komplementär ist. Mit diesen Primern führt man zwei 

getrennte PCR-Ansätze durch, wobei bei optimalen Bedingungen ein PCR-Produkt nur dann entsteht, 

wenn der betreffende Primer genau komplementär zur Sequenz der Proben-DNA ist. So entsteht bei-

spielsweise bei Vorliegen des Wildtyps und Einsatz des Wildtyp-Primers das entsprechende Ampli-

kon, während in dem Reaktionsansatz mit Mutations-Primer kein PCR-Produkt gebildet wird. Hete-

rozygote zeigen in beiden Ansätzen ein PCR-Produkt. Die entstandenen Amplikons werden im An-

schluss mit Hilfe der Gelelektrophorese sichtbar. Um die Bildung unspezifischer Produkte zu vermei-

den, sollte die Hybridisierungstemperatur ausreichend hoch gewählt werden. 

 

Um die Spezifität der beiden Primer zu erhöhen, wurden bei einigen Primern an der dem 3´-Ende 

benachbarten Stelle eine weitere Fehlpaarung eingebaut.230, 231 Hierbei wurden die Primer so konstru-

iert, dass bei Vorliegen eines schwachen destabilisierenden Effekts an der letzten Primerstelle, an der 

vorletzten Stelle eine Fehlpaarung mit stark destabilisierender Wirkung eingeführt wurde und umge-

kehrt.231 Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit von Fehlpaarungen und somit falsch positiven Resul-

taten weiter minimiert. 

 

Genaue Angaben zu den Reaktionsansätzen und Reaktionsbedingungen sind der jeweiligen Methode 

zu entnehmen (Kapitel 2.4.11). 

 

 

 Gelelektrophorese 

Die Gelelektrophorese ist eine Methode zur Trennung von geladenen Molekülen und beruht auf deren 

Wanderung in einem elektrischen Feld. Auf diese Weise lassen sich Protein-, DNA- oder RNA-Ge-

mische trennen und visualisieren. Die zu untersuchende DNA wird auf ein Agarosegel aufgetragen. 

Unter Einfluss eines elektrischen Feldes wandern die negativ geladenen DNA-Fragmente in Abhän-

gigkeit von ihrer Größe unterschiedlich schnell zur Anode. Das Agarosegel dient hierbei als Moleku-

larsieb, durch das sich die Moleküle fortbewegen. Zusätzlich wird das Gel zur Visualisierung der 



2 Material und Methoden 

 

43 

 

entstandenen Banden mit Ethidiumbromid versetzt. Dieses lagert sich in die DNA-Helix ein und flu-

oresziert nach Anregung durch UV-Strahlung. Zusätzlich aufgetragene Längenmarker ermöglichen 

eine Größenbestimmung der DNA-Fragmente. 

 

 

 Konstruktion der Primer 

Anhand der zu vervielfältigenden DNA-Sequenz (verfügbar über die NCBI-Datenbank232), wurden 

mit Hilfe des Primer3plus Tools (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, USA) 

passende Primerpaare für jeden Polymorphismus konstruiert.233, 234 Dabei wurde eine Amplikonlänge 

von ca. 200 bp, maximal 400 bp angestrebt. Folgende Primereigenschaften wurden berücksichtigt: 

Die Primerlängen sollte ca. 20 bp betragen. Dies gewährte zum einen eine ausreichende Spezifität, 

zum anderen wurde eine hohe Anlagerungseffektivität gewährleistet. Weiterhin wurde ein Gua-

nin/Cytosin (GC)-Gehalt von 40-60% mit einer gleichmäßigen Verteilung über die gesamte Primer-

länge angestrebt. Dadurch sollte eine gleichförmige Anlagerung der Primer an die Zielsequenz er-

leichtert werden. Die Schmelztemperaturen (Tm) von Vorwärts- und Rückwärtsprimern sollten mög-

lichst nah beieinanderliegen. Die in dieser Arbeit verwendeten Primerpaare wiesen eine maximale 

Differenz von 2,5 °C auf. Ist der Temperaturunterschied der Primer zu groß (> 5 °C), kann keine op-

timale Hybridisierungstemperatur gefunden werden. Bei niedriger Temperatur würden so unspezifi-

sche Produkte durch Fehlanlagerung des Primers mit hoher Tm entstehen, bei hoher Anlagerungstem-

peratur wäre hingegen kein oder nur wenig Produkt sichtbar, da die Tm des anderen Primers bereits 

überschritten ist. Die Primer wurden außerdem mit Hilfe des Oligoanalyzer 1.5 Tools (Gene Link, 

Orlando, USA) hinsichtlich der Ausbildung von Haarnadelstrukturen und Primer-Dimeren überprüft, 

da diese die Effektivität einer PCR durch Aneinanderlagern komplementärer Primersequenzen bzw. 

durch Ausbildung von Nebenprodukten erheblich mindern können.235 Es wurde daher versucht, sol-

che Strukturen zu vermeiden. 

 

Die Spezifität und Fehlerfreiheit der konstruierten Primer wurde mittels des sogenannten Basic Local 

Alignment Tools (BLAST) (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA) über-

prüft.236, 237 Dabei wurden die Sequenzen der Primer mit denen des menschlichen Genoms verglichen. 

Die Software zeigte anschließend mit welchen Stellen des Genoms es zu Anlagerungen des Oligo-

nukleotids kommen kann und in wie vielen Basen sich die Sequenzen gleichen. Es wurden nur Pri-

merpaare zur Amplifikation verwendet, die nachweislich spezifisch für die Zielsequenz waren. 
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Die Primer wurden von Invitrogen (Carlsbad, USA) in lyophilisiertem Zustand bezogen und anschlie-

ßend zu einer Konzentration von 25 μmol/l mit sterilem Wasser verdünnt. Nach Aliquotierung wur-

den die Primerlösungen bei -20 °C aufbewahrt. In Anhang 9.4 ist ein Überblick über die Basenfolgen 

und Schmelztemperaturen der für die Genotypisierung genutzten Primer sowie die Länge der entste-

henden PCR-Produkte gelistet. 

 

 

 Konstruktion der Sonden 

Für die Konstruktion der Hybridisierungssonden gelten ähnliche Anforderungen wie für die Kon-

struktion der Primer. Die Länge der Sonden sollte zwischen 20 und 30 bp betragen, der GC-Gehalt 

sollte bei ca. 40-60% liegen und repetitive Sequenzen wurden vermieden. Die Sonden wurden eben-

falls mittels Oligoanalyzer 1.5 Tool auf Haarnadelstukturen und Dimere sowohl untereinander als 

auch mit den verwendeten Primern getestet.235 Die Sonden wurden anhand der Zielsequenz so entwi-

ckelt, dass der zu detektierende SNP möglichst mittig, mindestens jedoch 4 bp vor Ende der Sensor-

sonde liegt. Die Ankersonde schließt in einem Abstand von 2-5 bp an die Sensorsonde an, sodass der 

Abstand zwischen Donor- und Akzeptorfarbstoff zwischen 10-50 Å beträgt. Dadurch wird eine Flu-

oreszenzlöschung durch sterische Behinderung vermieden, eine ausreichende Energieübertragung je-

doch gewährleistet. Die Schmelztemperatur wurde ebenfalls mittels Oligoanalyzer 1.5 Tool und der 

nearest-neighbor Methode (TmNN) ermittelt und sollte zwischen 5-10 °C über der der Primer lie-

gen.235 Zur Detektion von Sequenzvariationen sollte die Ankersonde eine 5-10 °C höhere Tm als die 

Sensorsonde besitzen. Die Sonden wurden gemäß der unter 2.4.2 angegebenen Basenpaarstabilität so 

konstruiert, dass die Temperaturverschiebung durch eine Basenfehlpaarung möglichst groß war (2,6-

5,8 °C). Um eine Verlängerung der Sonden durch die DNA-Polymerase zu vermeiden, wurde die 3´-

Position der Sonden phosphoryliert, falls diese Position nicht bereits mit Fluorescein oder einem Ak-

zeptorfarbstoff belegt war. 

 

In Rahmen dieser Arbeit wurden zur Genotypisierung nur Hybridisierungssonden verwendet. Diese 

sind aufgrund einer niedrigeren Fehler- und Abweichungsanfälligkeit den SimpleProbe-Sonden vor-

zuziehen. Lediglich für die Bestimmung von FTO rs9939609 wurde das SimpleProbe-Format ver-

wendet, da hier eine Bestimmung mittels HybProbe-Format aufgrund der zugrundeliegenden Se-

quenz nicht möglich war. FTO rs9939609 wurde von Dr. Fabian Czerwensky im Rahmen seiner Pro-

motionsarbeit vermessen und für diese Arbeit lediglich in die Auswertung miteinbezogen. Für weitere 
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Informationen bezüglich der Methode siehe Czerwensky.68 

 

Die Sondenspezifität wurde wie die der Primer durch einen Sequenzabgleich mittels BLAST-Pro-

gramm überprüft.236, 237 Alle Sonden wurde über TIB Molbiol (Berlin, Deutschland) bezogen und mit 

sterilem Wasser zu einer Konzentration von 3 μM verdünnt. Nach anschließender Aliquotierung wur-

den diese bis zur Verwendung lichtgeschützt bei -20 °C aufbewahrt. 

 

In Anhang 9.4 ist ein Überblick über die Basenfolgen und Schmelztemperaturen der für die Genoty-

pisierung genutzten Sonden gelistet. 

 

 

 Optimierung der PCR Bedingungen 

Um eine möglichst hohe Effektivität und Spezifität der Genotypisierungsreaktionen zu erzielen, wur-

den diese entsprechend optimiert. Neben der Primer- und Sondenwahl sind passende Temperatur- und 

Pufferbedingungen wichtige Kriterien für eine erfolgreiche PCR-Reaktion.238 Die Hybridisierungs-

temperatur und -zeit muss so gewählt werden, dass eine effiziente Amplifikation der Zielsequenz 

möglich ist, die Entstehung unspezifischer und damit effektivitätsmindernder Nebenprodukte aber 

unterbunden wird. Des Weiteren ist die Konzentration der einzelnen Komponenten für ein Gelingen 

der Reaktion ausschlaggebend. So wurden die Endkonzentrationen für die Sonden zwischen 0,075 

bis 0,1125 μM, die der Primer zwischen 0,25 und 1 μM gewählt. Ein Überschuss an Primern ist not-

wendig, um die Bindung an die Zielsequenz zu gewährleisten und den komplementären DNA-Strang 

zu verdrängen. Ein zu hoher Primer-Gehalt hat allerdings die Bildung von Nebenprodukten und Pri-

mer-Dimeren zur Folge. Der Anteil an unspezifischen Nebenprodukten steigt ebenso beim Einsatz zu 

hoher Nukleotid- und DNA-Polymerase-Konzentrationen (> 400 μM/Nukleotid und Reaktion 

bzw. > 2 Einheiten/Reaktion). Auch die Pufferzusammensetzung, insbesondere die Magnesium-Io-

nen (Mg2+)- Konzentration, ist für die Reaktion bedeutend. Mg2+ beeinflusst zum einen die Anlage-

rung der Primer an die DNA, zum anderen dient es als Kofaktor für die DNA-Polymerase. Zu hohe 

Mg2+-Konzentrationen stabilisieren allerdings die Doppelstrang-DNA und behindern so die PCR. In 

Vorversuchen wurden daher verschiedene Reaktionsbedingungen (Temperatur, Zykluszeit und -an-

zahl) und Zusammensetzungen (Konzentration der Primer, Sonden und Mg2+) des Reaktionsgemi-

sches getestet und somit jede PCR-Reaktion optimiert. Konnte hierdurch noch kein zufriedenstellen-
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des Ergebnis erzielt werden, wurde dem PCR-Ansatz Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Bovines Ser-

umalbumin (BSA) zugemischt. DMSO führt durch Destabilisierung GC-reicher DNA-Abschnitte zu 

einer schnelleren Elongation und einem höheren Gehalt an fehlerfreien PCR-Produkten. BSA dient 

zur Absättigung der Oberflächen der Reaktionsgefäße und vermeidet die Adsorption der DNA-Poly-

merase, welche für die PCR sonst nicht mehr zur Verfügung stünde, an diese Stellen. 

 

Bei Multiplex-Ansätzen am LightCycler wurde jede Methode zunächst einzeln optimiert, bevor eine 

Kombination versucht wurde. Dieser kombinierte Reaktionsansatz wurde im Anschluss ebenfalls 

weiter optimiert. Auf Grund der breiten Emissionsspektren der verschiedenen Akzeptorfarbstoffe 

kommt es bei Multiplex-Anwendungen zu einer spektralen Überschneidung. Um Fehler bei der Zu-

ordnung der Genotypen zu den Schmelzkurvenmaxima zu verhindern, müssen die entstehenden Ne-

bensignale mittels einer sogenannten Color Compensation beseitigt werden. Dazu wurde mit den 

verwendeten Sonden und der LightCycler-Software jeweils eine Kalibrierung gemäß Herstelleranga-

ben durchgeführt.239 

 

Alle Methoden zum Nachweis der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen sind mit 

Konzentrationsangaben und Reaktionsbedingungen unter 2.4.11 aufgeführt. 

 

 

 Allgemeiner Ablauf und Durchführung einer Genotypisierungsreaktion 

Im Folgenden sind die generellen Arbeitsschritte einer Genotypisierung mittels der oben vorgestellten 

Methoden beschrieben: 

 

Alle für die PCR benötigten Reagenzien (Primer, Sonden, Nukleotide, Puffer, Magnesiumchlorid 

[MgCl2] und Enzyme) wurden bei -20°C gelagert. Die zu untersuchende DNA wurde entweder zum 

kurzfristigen Gebrauch im Kühlschrank bei 4-8 °C bzw. die Aliquots zur Reserve bei -70 °C aufbe-

wahrt. Nach dem Auftauen wurden alle benötigten Komponenten (siehe 2.4.11) gevortext und zent-

rifugiert. Es wurde jeweils eine Stammlösung für n+2 Proben in ein steriles 1,5 ml-Eppendorf-Cup 

pipettiert und erneut gevortext. Die zusätzliche Menge Stammlösung diente zum einen für die Leer-

kontrolle, um fälschlicherweise positive Ergebnisse durch Kontamination auszuschließen, zum ande-

ren um eventuelle Verluste durch das Pipettieren auszugleichen. Die in den Protokollen angegebene 

Menge Stocklösung wurde anschließend in 200 μl-Eppendorf-Cups (für PCR am Thermocycler) bzw. 
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20 μl-LightCycler-Kapillaren (für PCR am LightCycler) vorgelegt und 1 μl DNA hinzugegeben. Die 

LightCycler-Kapillaren wurden nach dem Verschließen nochmals zentrifugiert. Alle Bestimmungen 

wurden am LightCycler 2.0 durchgeführt. 

 

Weiterhin wurde für die Allel-spezifische PCR und den enzymatischen Verdau parallel eine Positiv-

kontrolle amplifiziert, die den untersuchten Polymorphismus in hetero- oder homozygoter Form ent-

hielt. Für die Allel-spezifische PCR (2.4.5) wurden für jede DNA-Probe aufgrund der Verwendung 

von Wildtyp- bzw. Mutationsprimer zwei Reaktionsgefäße benötigt. 

 

Zur Detektion mittels enzymatischem Verdau (2.4.4) wurden aus sterilem H2O, Puffer und Enzym 

eine Stocklösung (siehe PCR-Protokolle unter 2.4.11) in ein steriles Eppendorf-Cup pipettiert, ver-

mischt und zentrifugiert. Jeweils 10 μl Stocklösung wurden in einem neuen Eppendorf-Cup mit 10 μl 

PCR-Produkt versetzt und gemäß der für das verwendete Restriktionsenzym nötigen Reaktionsbe-

dingungen im Thermoblock inkubiert. 

 

Die Produkte der Allel-spezifischen PCR und des enzymatischen Verdaus wurden mittels Gelelekt-

rophorese sichtbar gemacht. Die dazu nötigen Agarosegele wurden gemäß den Herstellerangaben aus 

PeqGold Universalagarose und 1x TRIS-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (UltraPure™ 10x TBE-Puffer 

1:10 verdünnt) in, falls nichts anderes erwähnt wird, einer Konzentrationen von 1,5% (m/V) herge-

stellt. Der Lösung wurde eine definierte Menge Ethidiumbromid (1 μg/ml) im Verhältnis 1:10000 

zugesetzt. Nach der Gelierung wurde das Gel mit 1x TBE-Puffer überschichtet. Das jeweilige Reak-

tionsprodukt wurde in einem Verhältnis von 5:1 mit Gel-Ladepuffer versetzt und es wurden 5 µl in 

die Geltaschen pipettiert. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 100 V für ca. 30 min. Die entstandenen 

Banden wurden anschließend unter UV-Strahlung mit Hilfe der Photoprint-Station sichtbar gemacht 

und fotografisch dokumentiert. 
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 Nachweis genetischer Polymorphismen im Rahmen der Antipsychotika-

vermittelter Gewichtszunahme 

2.4.11.1 rs6971 und rs6973 Polymorphismus (TSPO) 

Sowohl rs6971 als auch rs6973 befinden sich im Exon 5, dem TSPO-Gen nachgelagert. Rs6971 ist 

ein nicht-synonymer SNP. Dies bedeutet, dass er einen Basenaustausch von Cytosin (C) zu Thymin 

(T) und dadurch einen Aminosäureaustausch von Alanin zu Threonin impliziert, der eine schlechtere 

Bindung des TSPO-Liganden zur Folge hat. Rs6973 impliziert einen Basenaustausch von Guanin (G) 

zu Thymin. 

 

Die Sensorsonde des rs6971 Polymorphismus (LCRed640-AGTTGAGTGTGGTCGCGAAGG-

Phosphat) wurde bei dieser Methode komplementär zum Wildtyp C-Allel konstruiert, an ihrem 5´-

Ende ist sie mit LCRed640 markiert, am 3´-Ende ist sie mit einer Phosphatgruppe geschützt. Zwei 

Basen zuvor wurde die Ankersonde (CCATGGTTGTCCCGCCATACGCA-Fluorescein) angeordnet, 

die am 3´-Ende mit Fluorescein markiert wurde. Die Schmelzkurvenanalyse lieferte für den Wildtyp 

ein Maximum von 62 °C, der Basenaustausch zu Thymin wurde durch das Maximum bei 54,5 °C 

angezeigt. Der genaue Verlauf der Schmelzkurve ist Abbildung 7 dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 7: rs6971 - Schmelzkurve 

Leerkontrolle 
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Der rs6973 wurde in einem Multiplex-Ansatz simultan bestimmt. Die Sensorsonde (GGGCCAC-

CTCTGAAGCTC-Fluorescein) bindet bei dieser Bestimmung komplementär zum Wildtyp G-Allel. 

In einem Abstand von drei Basen wurde die Ankersonde (LCRed705-TGACCCCTGGGCCAAGGC-

Phosphat) angeordnet, die am 5´-Ende mit LCRed705 markiert wurde. Der Schmelzpunkt liegt bei 

60 °C für Guanin, durch einen Austausch mit Thymin ergibt sich ein Schmelzpunkt von 49 °C (Ab-

bildung 8). Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und das Temperaturprogramm kann Ta-

belle 5 entnommen werden. Zusätzlich wurde eine Color Compensation durchgeführt um eine ein-

deutige Zuordnung der Emissionsspektren zu gewährleisten. 

 

  

 

Abbildung 8: rs6973 - Schmelzkurve 

 

Leerkontrolle 
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Tabelle 5: rs6971 + rs6973 - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 95 °C, 90 sec  

Amplifikation: 40x [95 °C, 10 sec; 60 °C, 20 sec; 72 °C, 20 sec] 

Schmelzkurve: 95 °C, 30 sec; 40-80 °C bei 0,1 °C/sec 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 11,2   

MgCl2 1 25 mM 1,25 mM 

TSPO rs6971_73F 0,3 25 μM 375 nM 

TSPO rs6971_73R 0,5 25 μM 625 nM 

TSPO rs6971 Sen 0,5 3 μM 75 nM 

TSPO rs6971 Anc 0,5 3 μM 75 nM 

TSPO rs6973 Sen 0,75 3 μM 112,5 nM 

TSPO rs6973 Sen 0,75 3 μM 112,5 nM 

DMSO 1,5   

LightCycler-DNA Master HybProbe 2 10x 1x 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 

 

Für die Validierung der LightCycler-Methode wurde für rs6971 ein enzymatischer Verdau mittels des 

Restriktionsenzyms BstU1 durchgeführt. Dazu wurde zunächst eine PCR am Thermocycler durchge-

führt. Die Zusammensetzung des Ansatzes und das Temperaturprogramm kann Tabelle 6 entnommen 

werden. 
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800 bp 

 

350 bp 

 

 
 

 

 

50 bp 

Tabelle 6: rs6971 enzymatischer Verdau - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 94 °C, 5 min 

Amplifikation: 30x [95 °C, 30 sec; 60 °C, 30 sec; 72 °C, 30 sec]; 72 °C, 10 min 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 8,1   

Premix J (Biozym) 10 2x 1x 

TSPO rs6971_73F 0,3 25 μM 375 nM 

TSPO rs6971_73R 0,3 25 μM 375 nM 

TaqPolymerase (Qbiogene) 0,3 5 U/μl 1,5 U 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 

 

Anschließend wurden 10 μl des generierten PCR-Produktes mit 10 μl Stocklösung (6 μl H2O, 2 μl 

CutSmart Puffer 10x, 2 μl BstU1 mit 10000 U/ml) vermischt und bei 60 °C für zwei Stunden mittels 

Thermoblock erhitzt. BstU1 schneidet nur den Wildtyp (Erkennungssequenz CGCG), sodass zwei 

Fragmente mit 258 bp und 109 bp entstehen. Das ungeschnittene Amplikon ist 367 bp lang. Die Ban-

denmuster können Abbildung 9 entnommen werden. Die untersuchten Proben konnten zuverlässig 

einem Genotyp zugeordnet werden und stimmten zu 100% mit der LightCycler-Messung überein. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: rs6971 enzymatischer Verdau mit BstUI. 

1. Längenmarker (50 bp DNA Ladder, Invitrogen) 

2. Leerkontrolle 

3. Wildtyp (258/109 bp; C/C) 

4. Heterozygote (367/258/109 bp; C/T) 

5. Homozygote (367 bp; T/T) 
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Für den rs6973 Polymorphismus wurde ebenfalls ein enzymatischer Verdau durchgeführt. Als Rest-

riktionsenzym wurde NIaIV verwendet. Da das für die vorherigen Versuche verwendete Amplikon 

aufgrund zu vielen verschiedenen Schnittstellen nicht für diese Reaktion geeignet war, wurden neue 

Primer für ein 104 bp langes PCR-Produkt entwickelt. Die Zusammensetzung des Ansatzes und das 

Temperaturprogramm kann Tabelle 7 entnommen werden. 

 

Tabelle 7: rs6973 enzymatischer Verdau - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 94 °C, 5 min 

Amplifikation: 30x [95 °C, 30 sec; 60 °C, 30 sec; 72 °C, 30 sec]; 72 °C, 10 min 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 8,1   

Premix J 10 2x 1x 

TSPO rs6973V F2 0,3 25 μM 375 nM 

TSPO rs6973V R 0,3 25 μM 375 nM 

TaqPolymerase (Qbiogene) 0,3 5 U/μl 1,5 U 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 

 

Anschließend wurden 10 μl des generierten PCR-Produktes mit 10 μl Stocklösung (6 μl H2O, 2 μl 

CutSmart Puffer 10x, 2 μl NIaIV 2000 U/ml) vermischt und bei 37 °C für 150 min auf dem Ther-

moblock erhitzt. NIaIV schneidet nur den Wildtyp (Erkennungssequenz GGNNCC), sodass zwei 

Fragmente mit 54 bp und 60 bp entstehen. Das Amplikon der Mutante bleibt mit 104 bp erhalten. Für 

die Auftrennung mittels Gelelektrophorese wurde hier ein 2%iges Agarosegel verwendet. Die Ban-

denmuster können Abbildung 10 entnommen werden.  
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Abbildung 10: rs6973 enzymatischer Verdau mit NIaIV. 

1. Längenmarker (50 bp DNA Ladder, Invitrogen) 

2. Leerkontrolle 

3. Homozygote (104 bp; T/T) 

4. Heterozygote (104/60/54 bp; G/T) 

5. Wildtyp (60/54 bp; G/G) 

 

6.  

 

800 bp 
 

350 bp 

 

 
 

 

50 bp 
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2.4.11.2 rs8087522 Polymorphismus (MC4R) 

Der rs8087522 Polymorphismus liegt ca. 500 bp 5´-wärts des Gens MC4R und stellt eine Punktmu-

tation des Wildtyp-Allels Cytosin zu Thymin dar. 

 

Dieser Polymorphismus wurde bereits in der adjustierten Subpopulation im Rahmen der Masterarbeit 

von Ruoyu Sun am GS Junior mit Pyrosequenzierung bestimmt. Die im Folgenden beschriebene 

Methode am LightCycler diente daher der Validierung der Methode am GS Junior bzw. der Messung 

der gesamten Studienpopulation. Eine weitere Methode mittels enzymatischem Verdau oder Allel-

spezifischer PCR wurde daher nicht entwickelt. 

 

Die Sensorsonde (TCTCTGTTTTTCAGGTATTTTAACTGA-Fluorescein) wurde bei dieser Me-

thode komplementär zum Wildtyp C-Allel konstruiert und ist an ihrem 3´-Ende mit Fluorescein mar-

kiert. Mit einem Abstand von einer Base folgt die Ankersonde (LCRed640-

CCACTACTGGCTGGGTTCTTAATAAA-Phosphat), die an ihrem 5´-Ende mit LCRed640 markiert 

und am 3´-Ende mit einer Phosphatgruppe geschützt ist. Die Schmelzkurvenanalyse lieferte für den 

Wildtyp ein Maximum von 59 °C, der Basenaustausch zu Thymin wurde durch das Maximum bei 

54 °C angezeigt. Der genaue Verlauf der Schmelzkurve ist in Abbildung 11 dargestellt. Die Zusam-

mensetzung des Reaktionsansatzes und das Temperaturprogramm kann Tabelle 8 entnommen wer-

den. 

 

 

 

 

Abbildung 11: rs8087522 - Schmelzkurve 
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Tabelle 8: rs8087522 - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 95 °C, 10 min  

Amplifikation: 40x [95 °C, 10 sec; 58 °C, 20 sec; 72 °C, 20 sec] 

Schmelzkurve: 95 °C, 30 sec; 40-80 °C bei 0,1 °C/sec 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 14   

MgCl2 1 25 mM 1,25 mM 

MC4Rrs8087522 Anc 0,5 25 μM 625 nM 

MC4Rrs8087522 Sen 0,5 25 μM 625 nM 

MC4R_rs8087522 PF 0,5 3 μM 75 nM 

MC4R_rs8087522 PR 0,5 3 μM 75 nM 

LightCycler-FastStart DNA Master  

HybProbe 
2 10x 1x 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 

 

 

  



2 Material und Methoden 

 

56 

 

2.4.11.3 rs6435326, rs1801318 und rs1053517 Polymorphismus (NDUFS1) 

Der rs6435326 liegt im Intron 13 des NDUFS1-Gen und impliziert einen Basenaustausch von Ade-

nin (A) zu Thymin, rs1053517 liegt in Exon 19 und hat einen Basenaustausch von Cytosin zu Thymin 

zur Folge. Rs1801318 ist ein synonymer Basenaustausch, er ist in Exon 12 lokalisiert und impliziert 

einen Basenaustausch von Adenin zu Guanin. Beide Triplets codieren die Aminosäure Arginin. 

 

Die Sensorsonde des rs6435326 Polymorphismus (AACTCCTTTTGTAATAAAGAAAGATTT-Flu-

orescein) wurde bei dieser Methode komplementär zum Wildtyp A-Allel konstruiert und ist an ihrem 

3´-Ende mit Fluorescein markiert. Vier Basen danach folgt die Ankersonde (LCRed610-

GAAGTTAAAAGTGCAATTCTTTCAGG-Phosphat), die an ihrem 5´-Ende mit LCRed610 markiert 

und am 3´-Ende mit einer Phosphatgruppe geschützt ist. Die Schmelzkurvenanalyse lieferte für den 

Wildtyp ein Maximum von 55,5 °C, der Basenaustausch zu Thymin wurde durch das Maximum bei 

50,5 °C angezeigt. Der genaue Verlauf der Schmelzkurve ist Abbildung 12 dargestellt. 

 

Rs1053517 wurde in einem Multiplex-Ansatz simultan bestimmt. Die Sensorsonde (ATGTCACAA-

TATCTTTAAAAACAGCAGG-Fluorescein) bindet bei dieser Bestimmung komplementär zum 

Wildtyp C-Allel. In einem Abstand von zwei Basen wurde die Ankersonde (LCRed705-

CAGTGGCTCACACCTGTAAGCC-Phosphat) angeordnet, die am 5´-Ende mit LCRed705 markiert 

wurde. Der Schmelzpunkt lag für Cytidin bei 62 °C, durch einen Austausch mit Thymin ergab sich 

ein Schmelzpunkt von 57 °C (Abbildung 13). Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und das 

Temperaturprogramm kann Tabelle 9 entnommen werden. Zusätzlich wurde eine Color Compensa-

tion durchgeführt um eine eindeutige Zuordnung der Emissionsspektren zu gewährleisten. 

 

Die LightCycler Methode zur Bestimmung von rs1801318 ließ sich nicht mit der Bestimmung der 

anderen beiden NDUFS1-Polymorphismen in einem Reaktionsansatz kombinieren. Daher wurde 

rs1801318 in einem zusätzlichen Reaktionsansatz bestimmt. Die Sensorsonde (CACTGTTTAAT-

GCTAGAATTCGA-Fluorescein) wurde bei dieser Methode komplementär zum Wildtyp A-Allel 

konstruiert und ist an ihrem 3´-Ende mit Fluorescein markiert. Zwei Basen danach folgt die Anker-

sonde (LCRed640-GAGGTTGGTAATAGTATTTATTCAAGGTTT-Phosphat), die an ihrem 5´-Ende 

mit LCRed640 markiert und am 3´-Ende mit einer Phosphatgruppe geschützt ist. Die Schmelzkur-

venanalyse lieferte für den Wildtyp ein Maximum bei 52 °C, der Basenaustausch zu Guanin wurde 

durch das Maximum bei 47 °C angezeigt. Der genaue Verlauf der Schmelzkurve ist in Abbildung 14 
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dargestellt. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und das Temperaturprogramm kann Ta-

belle 10 entnommen werden. 

 

 

 

 

 

  

 

Abbildung 12: rs6435326 - Schmelzkurve 

 

Abbildung 13: rs1053517 – Schmelzkurve 
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Tabelle 9: rs6435326 + rs1053517 - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 95 °C, 90 sec  

Amplifikation: 40x [95 °C, 10 sec; 58 °C, 20 sec; 72 °C, 20 sec] 

Schmelzkurve: 95 °C, 30 sec; 40-80 °C bei 0,1 °C/sec 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 11,5   

MgCl2 1,5 25 mM 1,875 mM 

Ndufs1_rs6435326 PF1 0,5 25 μM 625 nM 

Ndufs1_rs6435326 PR1 0,5 25 μM 625 nM 

Ndufs1_rs1053517 PF 0,5 25 μM 625 nM 

Ndufs1_rs1053517 PR 0,5 25 μM 625 nM 

Ndufs6435326 Sen 0,5 3 μM 75 nM 

Ndufs6435326 Anc 0,5 3 μM 75 nM 

Ndufs1053517 Sen 0,5 3 μM 75 nM 

Ndufs1053517 Anc 0,5 3 μM 75 nM 

LightCycler-DNA Master HybProbe 2 10x 1x 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 
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Tabelle 10: rs1801318 - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 95 °C, 90 sec  

Amplifikation: 40x [95 °C, 10 sec; 60 °C, 20 sec; 72 °C, 20 sec] 

Schmelzkurve: 95 °C, 30 sec; 37-70 °C bei 0,1 °C/sec 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 12   

MgCl2 1 25 mM 1,25 mM 

Ndufs1_rs1801318 PF 0,5 25 μM 625 nM 

Ndufs1_rs1801318 PR 0,5 25 μM 625 nM 

Ndufs1801318 Sen3 0,5 3 μM 75 nM 

Ndufs1801318 Anc3 0,5 3 μM 75 nM 

DMSO 2   

LightCycler-DNA Master HybProbe 2 10x 1x 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 

 

  
Abbildung 14: rs1801318 Schmelzkurve 
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Für die Validierung der LightCycler-Methoden wurde für rs6435326 eine Allel-spezifische PCR 

durchgeführt, da hierfür kein geeignetes Restriktionsenzym zur Verfügung stand. Hierfür wurden ein 

reverse Primer (ACCACCCCAAAACAGGTAT) sowie ein forward Wildtyp-Primer 

(GGAATAACTCCTTTTGTAATAAAGAA) und ein forward Mutant-Primer (GGAATAACTCCTT-

TTGTAATAAAGAT) entwickelt. Die Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionsansätze sowie das 

Temperaturprogramm können Tabelle 11 entnommen werden. 

 

Tabelle 11: rs6435326 ALS PCR - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 94 °C, 5 min 

Amplifikation: 30x [95 °C, 30 sec; 60 °C, 30 sec; 72 °C, 30 sec]; 72 °C, 10 min 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 15,4   

Inkubationspuffer (Qbiogene) 2 10x 1x 

dNTP (Peqlab) 0,3 5 mM 75 μM 

Ndufs1_rs6435326 PF1_V oder 

Ndufs1_rs6435326 PF2_V 
0,5 25 μM 625 nM 

Ndufs1_rs6435326 PR_V 0,5 25 μM 625 nM 

Taq Polymerase (Qbiogene) 0,3 5 U/μl 1,5 U 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 

 

Anschließend wurden die PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese aufgetrennt (Abbildung 15). Das 

entstandene Amplikon hatte eine Länge von 229 Basenpaaren.  
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Abbildung 15: rs6435326 Allel-spezifische PCR a) Wildtyp-Primer; b) Mutant-Primer. 

 
 

Für rs1053517 und rs1801318 wurde jeweils ein enzymatischer Verdau mit TSP45I bzw. EcoRI 

durchgeführt. Dazu wurde zunächst für beide Polymorphismen ein neues PCR-Produkt am Ther-

mocycler generiert. Die jeweilige Zusammensetzung der Reaktionsansätze sowie die Temperaturpro-

gramme können Tabelle 12 und Tabelle 13 entnommen werden. 

 

Tabelle 12: rs1053517 enzymatischer Verdau - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 94 °C, 5 min 

Amplifikation: 30x [95 °C, 30 sec; 55 °C, 30 sec; 72 °C, 30 sec]; 72 °C, 10 min 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 7,1   

Premix J (Biozym) 10 2x 1x 

Ndufs1_rs1053517 PF 0,3 25 μM 625 nM 

Ndufs1_rs1053517 PR 0,3 25 μM 625 nM 

BSA 1   

Taq Polymerase (Qbiogene) 0,3 5 U/μl 1,5 U 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 

 

  

1. Längenmarker (100 bp DNA  

Ladder, Invitrogen) 

2. Leerkontrolle 

3. Wildtyp (A/A) 

4. Heterozygote (A/T) 

5. Homozygote (T/T) 

2072 bp 

 

600 bp 
 

 

100 bp 
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Tabelle 13: rs1801318 enzymatischer Verdau - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denat: 94 °C, 5 min 

Amp: 30x [95 °C, 30 sec; 60 °C, 30 sec; 72 °C, 30 sec]; 72 °C, 10 min; 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 15,4   

Inkubationspuffer (Qbiogene) 2 10x 1x 

dNTP (Peqlab) 0,3 5 mM 75 μM 

Ndufs1_rs1801318 PF 0,5 25 μM 625 nM 

Ndufs1_rs1801318 PR 0,5 25 μM 625 nM 

Taq Polymerase (Qbiogene) 0,3 5 U/μl 1,5 U 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 

 

10 μl des generierten PCR-Produktes wurden anschließend mit 10 μl Stocklösung (rs1053517: 6 μl 

H2O, 2 μl CutSmart, 2 μl TSP45I mit 5000 U/ml; rs1801318: 6 μl H2O, 2 μl Neb2-Buffer 10x, 2 μl 

EcoRI mit 20000 U/ml) vermischt. Der Reaktionsansatz für rs1053517 wurde bei 65 °C für 60 Mi-

nuten auf dem Thermoblock erhitzt, für rs1801318 wurde der entsprechende Ansatz bei 37 °C für 60 

Minuten inkubiert. TSP45I schneidet den Wildtyp (Erkennungssequenz GTSAC; S = G/C). Es ent-

stehen zwei Fragmente von 61 und 182 bp, bei Vorliegen des mutierten Allels bleibt das PRC-Produkt 

mit einer Länge von 243 bp erhalten. EcoRI schneidet das Wildtyp-Allel A (Erkennungssequenz 

GAATTC). Die entstehenden DNA-Fragmente sind 74 und 89 bp lang, während das ungeschnittene 

Amplikon 163 Basenpaare lang ist. Die Bandenmuster können Abbildung 16 und Abbildung 17 

entnommen werden.  
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800 bp 
 

350 bp 

 
 

 

 

50 bp 

800 bp 

 
350 bp 

 

 
 

 

50 bp 

 

Abbildung 16: rs1053517 enzymatischer Verdau mit TSP45I. 

 

 

 

Abbildung 17: rs1801318 enzymatischer Verdau mit EcoRI. 

 

  

1. Längenmarker (50 bp DNA Ladder,  

Invitrogen) 

2. Leerkontrolle 

3. Wildtyp (182/61 bp; C/C) 

4. Heterozygote (243/182/61 bp; C/T) 

5. Homozygote (243 bp; T/T) 

1. Längenmarker (50 bp DNA Ladder,  

Invitrogen) 

2. Leerkontrolle 

3. Homozygote (163 bp; G/G) 

4. Heterozygote (163/89/74 bp; A/G) 

5. Wildtyp (89/74 bp; A/A) 
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2.4.11.4 rs7185735 und rs17817288 Polymorphismus (FTO) 

Die Polymorphismen rs7185735 und rs1787288 sind im ersten Intron des FTO-Gens lokalisiert und 

stellen eine Punktmutation von Adenin zu Guanin bzw. von Guanin zu Adenin dar.  

 

Für die Methode am LightCycler wurde für rs7185735 die Sensorsonde (LCRed640-AGG-

TAACTACCCCCATGATACTAAAGAC-Phosphat) komplementär zum mutierten G-Allel konstru-

iert, an ihrem 5´-Ende ist sie mit LCRed640 markiert, am 3´-Ende ist sie mit einer Phosphatgruppe 

geschützt. Zwei Basen davor wurde die Ankersonde (AAGGTCTCCCTACCCCCGC-Fluorescein) 

angeordnet, die am 3´-Ende mit Fluorescein markiert wurde. Die Schmelzkurvenanalyse lieferte für 

das mutierte Allel G ein Maximum bei 62 °C, das Wildtyp-Allel A wurde durch ein Maximum der 

Schmelzkurve bei 56 °C angezeigt. Der genaue Verlauf der Schmelzkurve ist in Abbildung 18 dar-

gestellt.240 

 

 

Rs1787288 wurde in einem Multiplex-Ansatz simultan bestimmt. Die Sensorsonde (LCRed705-AT-

TCCAGCAGCTACTCATTTATTTTTC-Phosphat) bindet bei dieser Bestimmung komplementär 

zum Wildtyp-Allel G. Sie ist an ihrem 5´-Ende mit LCRed705 markiert und an ihrem 3´-Ende mit 

Phosphat geschützt. Vier Basen davor wurde die Ankersonde (CACAGTTCTGAG-

TAACAAGTGTCGTCCA-Fluorescein) angeordnet, die am 5´-Ende mit Fluorescein markiert wurde. 

Die Schmelzpunkte liegen analog zu der Bestimmung von rs7185735 für das Wildtyp-Allel Guanin 

bei 62 °C. Durch einen Austausch mit Alanin ergibt sich ein Schmelzpunkt von 56 °C (Abbildung 

 
Abbildung 18: rs7185735 - Schmelzkurve 
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19). Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes und das Temperaturprogramm können Tabelle 14 

entnommen werden. Zusätzlich wurde eine Color Compensation durchgeführt, um eine eindeutige 

Zuordnung der Emissionsspektren zu gewährleisten. 

 

Für die Validierung der LightCycler-Methode wurde für rs7185735 ein enzymatischer Verdau mit 

Hilfe des Restriktionsenzyms NIaIII durchgeführt. Dazu wurde zunächst ein neuer PCR-Ansatz am 

Thermocycler entwickelt. Die Zusammensetzung des Ansatzes und das Temperaturprogramm können 

Tabelle 15 entnommen werden.240 

 

 

  

 

Abbildung 19: rs1787288 - Schmelzkurve 



2 Material und Methoden 

 

66 

 

Tabelle 14: rs7185735 + rs1787288 - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 95 °C, 90 sec  

Amplifikation: 40x [95 °C, 10 sec; 60 °C, 20 sec; 72 °C, 20 sec] 

Schmelzkurve: 95 °C, 30 sec; 40-70 °C bei 0,1 °C/sec 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 12,25   

MgCl2 0,75 25 mM 0,9375 mM 

FTOrs735 F3 0,5 25 μM 625 nM 

FTOrs735 R3 0,5 25 μM 625 nM 

FTOrs288 F1 0,5 25 μM 625 nM 

FTOrs288 R1 0,5 25 μM 625 nM 

FTOrs735 Sen2 0,5 3 μM 75 nM 

FTOr735 Anc2 0,5 3 μM 75 nM 

FTOrs288 Sen2 0,5 3 μM 75 nM 

FTOrs288 Anc2 0,5 3 μM 75 nM 

LightCycler-DNA Master HybProbe 2 10x 1x 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 
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Tabelle 15: rs7185735 enzymatischer Verdau - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 94 °C, 5 min 

Amplifikation: 30x [94 °C, 30 sec; 60 °C, 30 sec; 72 °C, 30 sec]; 72 °C, 10 min; 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 15,4   

Inkubationspuffer (Qbiogene) 2 10x 1x 

dNTP (Peqlab) 0,3 5 mM 75 μM 

FTOrs735 F3 0,5 25 μM 625 nM 

FTOrs735 R3 0,5 25 μM 625 nM 

Taq Polymerase (Qbiogene) 0,3 5 U/μl 1,5 U 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 

 

Anschließend wurden 10 μl des generierten PCR-Produktes mit 10 μl Stocklösung (6 μl H2O, 2 μl 

CutSmart Puffer 10x, 2 μl NIaIII mit 10000 U/ml) vermischt und bei 37 °C für zwei Stunden mittels 

Thermoblock erhitzt. NIaIII schneidet nur die Mutante (Erkennungssequenz CATG), es entstehen 

zwei Amplikons mit 103 bp und 109 bp. Bei Vorliegen des Wildtyps bleibt das Amplikon mit 212 bp 

ungeschnitten. Die Bandenmuster können Abbildung 20 entnommen werden.  

 

 

Abbildung 20: rs7185735 enzymatischer Verdau mit NIaIII. 

 

1. Längenmarker (50 bp DNA Ladder, Invitrogen) 

2. Wildtyp (212 bp; A/A) 

3. Heterozygote (212/109/103 bp; A/G) 

4. Homozygote (109/103 bp; G/G) 

5. Leerkontrolle 

800 bp 

 

350 bp 

 

 

50 bp 
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Bezüglich rs1787288 wurde eine Allel-spezifische PCR entwickelt. Hierfür wurden ein forward Pri-

mer (GGAGAAAGTTGGGAAGGTC) sowie ein reverse Wildtyp-Primer (TCCAATTATT-

CCAGCAGCTCC) und ein reverse Mutant-Primer (TCCAATTATTCCAGCAGCTCT) konstruiert. 

Die Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionsansätze sowie das Temperaturprogramm können Ta-

belle 16 entnommen werden. 

 

Tabelle 16: rs1787288 ALS PCR - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 94 °C, 5 min 

Amplifikation: 40x [94 °C, 30 sec; 56 °C, 30 sec; 72 °C, 30 sec]; 72 °C, 10 min 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 8,1   

Premix J (Biozym) 10 2x 1x 

FTOrs288 PF-V 0,3 25 μM 375 μM 

FTOrs288 PR5-V oder FTOrs288 

PR6-V 
0,3 25 μM 375 nM 

Taq Polymerase (Qbiogene) 0,3 5 U/μl 1,5 U 

DNA 1   

Total 20   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 20 μl 

 

Die jeweiligen PCR-Produkte wurden anschließend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und sicht-

bar gemacht (Abbildung 21). Das entstandene Amplikon ist 240 Basenpaare lang.  
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Abbildung 21: rs1787288 Allel-spezifische PCR a) Wildtyp-Primer; b) Mutant-Primer. 

 

  

1. Längenmarker (50 bp 

DNA Ladder, Invitrogen) 

2. Wildtyp (G/G) 

3. Heterozygote (G/A) 

4. Homozygote (A/A) 

5. Leerkontrolle 

800 bp 

 

350 bp 

 

 

50 bp 
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2.4.11.5 rs9939609 Polymorphismus (FTO) 

Der rs9939609 Polymorphismus liegt ebenfalls im ersten Intron des FTO-Gens und verursacht eine 

Punktmutation von Adenin zu Thymin. 

 

Die Genotypisierungsergebnisse bezüglich rs9939609 wurden im Rahmen dieser Arbeit als 

Ergänzung zur Auswertung von FTO rs7185735 und rs1787288 verwendet. Die 

Methodenentwicklung zur Bestimmung von rs9939609 sowie die Messung der Studienpopulation 

wurden von Dr. Fabian Czerwensky durchgeführt. Der Polymorphismus wurde am LightCycler mit 

Hilfe einer SimpleProbe-Sonde gemessen. Zur Kontrolle wurde eine Allel-spezifische PCR 

entwickelt sowie eine Sequenzierung am GS Junior durchgeführt. Die genaue Methodenbeschreibung 

sowie die Abbildungen der Ergebnisse können der Promotionsarbeit von Dr. Czerwensky entnommen 

werden.68 
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 Nachweis genetischer Polymorphismen im Rahmen der Alzheimer-Studie 

Im Rahmen der Alzheimer-Studie wurden die bedeutensten Polymorphismen des Cytochrom P450 

2D6 (CYP2D6) bestimmt. Alle Messungen wurden nach bestehenden Standard Operating 

Procedures (SOP) des PCR-Labors der Klinischen Chemie und Pathobiochemie des Klinikums rechts 

der Isar nach oben beschriebenen Methoden durchgeführt. Zunächst wurde aus der extrahierten DNA 

in einer ersten PCR das gesamte CYP2D6 präamplifiziert (SOP: C2D6 1.PCR-P PCR-1.PCR). Dieses 

PCR-Produkt wurde als Ausgangsmaterial für alle weiteren Untersuchungen verwendet (siehe Ta-

belle 17). 

 

Tabelle 17: Übersicht über die im Rahmen der Alzheimer-Studie bestimmten Polymorphismen und 

den jeweiligen Methoden. 

Polymorphismus SOP LightCycler SOP Thermocycler 

Deletion (*5) / 

Duplikation 

C2D6 Del-Dup LC C2D6 Del-Dup-P PCR Del-Dup 

*3 C2D6 multiplexB-S Sonde 

multiplexB 

C2D6 multiplex-P PCR multiplex 

*4, *6 C2D6 multiplexA-S Sonde 

multiplexA 

C2D6 multiplex-P PCR multiplex 

*9  C2D6 9-S Sonde-9  

*10  C2D6 10-S Sonde-10 C2D6 10-P PCR-10 

*41  C2D6 41-S Sonde-41  

 

Die Messungen der Serumkonzentration von Donepezil wurden von Frau Marion Stange und Frau 

Dr. Heike Schneider mittels Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (HPLC-

MS) durchgeführt und sind im Rahmen der Dissertation von Frau Marion Stange näher 

beschrieben.241 
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2.5 Analyse epigenetischer Marker 

Der Standard zur Bestimmung von Methylierungsmuster der DNA ist die Bisulfit-Sequenzierung. 

Hierfür wurde im Rahmen dieser Arbeit eine neue Methode am Sequenzierautomaten GS Junior von 

Roche (Basel, Schweiz) entwickelt und validiert. Nach erfolgreicher DNA-Isolation (siehe 2.4.1) 

wurde zunächst eine Bisulfit-Konvertierung durchgeführt. Mittels anschließender PCR-Reaktion am 

Thermocycler wurde das zu untersuchende Amplikon generiert und mit Gelelektrophorese überprüft. 

Nach Aufreinigung und DNA-Bibliothek-Aufbereitung wurden die Proben mittels Pyrosequenzie-

rung am Sequenzierautomaten GS Junior sequenziert und mit der dazugehörigen GS Amplicon Vari-

ant Analyzer (AVA)-Software von Roche ausgewertet. Da diese Methode einigen Schwankungen un-

terworfen ist, wurde eine Vergleichsmethode an der Droplet Digital PCR entwickelt. Hierfür wurde 

das Bisufit-konvertierte und aufgereinigte Amplikon eingesetzt. 

 

 

  

 
Abbildung 22: Schematische Darstellung der Vorgehensweise 

zur Bestimmung epigenetischer Marker. 

DNA 
Extraktion 

Bisulfitkonvertierung

DNA-
Bibliothek-

Aufbereitung

Pyrosequenzierung 
am GS Junior

Droplet Digital 
PCR
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 Bisulfit-Konvertierung 

 

Abbildung 23: Reaktionsmechanismus der Bisulfit-Konvertierung242: Cytosin wird umgewandelt 

zu Uracil, während 5-Methylcytosin nicht umgesetzt wird.  

 

Die Bisulfit-Konvertierung ist das Mittel der Wahl, um 5-Methylcytosin von unmethyliertem Cytosin 

zu unterscheiden. Sie beruht darauf, dass unmethyliertes Cytosin durch die Reaktion mit Sulfit-Ionen 

zu Uracil (U) umgewandelt wird. Hierbei reagiert Natriumbisulfit mit der 5,6-Doppelbindung des 

Cytosins, sodass sulfoniertes Cytosin als Zwischenprodukt entsteht. Durch eine energetisch begüns-

tigte Deaminierung entsteht sulfoniertes Uracil. Die Sulfonatgruppe wird unter alkalischen Bedin-

gungen abgespalten und man erhält das Reaktionsprodukt Uracil. Alle Reaktionen sind Gleichge-

wichtsreaktion. Während unter den gewählten Reaktionsbedingungen bei Cytosin das Gleichgewicht 

auf Seiten der Produkte liegt, verläuft die Sulfonierung des Methylcytosins wesentlich langsamer. 

Das Gleichgewicht liegt auf Seite des Edukts. Es kommt zu keiner Umsetzung. Probleme, die bei 

dieser Reaktion auftreten, sind eine mögliche Degradation der DNA sowie eine unvollständige 

Konvertierung. Um diese Probleme zu minimieren ist es wichtig, ein möglichst schonendes und kur-

zes aber trotzdem effektives Temperaturprogramm für die Reaktion zu verwenden. Das im Rahmen 

dieser Arbeit verwendete EZ DNA Methylation-Lightning™ Kit verspricht eine Konvertierung von 

nicht methyliertem Cytosin von 99,5%, einen Erhalt von 5-Methylcytosin von ebenfalls 99,5% sowie 

einen DNA-Erhalt von 80%. Eine weitere Limitation dieser Methode ist die fehlende Unterscheid-

barkeit zwischen Methyl- und Hydroxymethylcytosin, was durch Bisulfit ebenfalls nicht umgesetzt 

wird. Eine Unterscheidung wäre durch eine vorangehende Oxidation des Hydroxymethylcytosins zu 
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Cytosin möglich. Da der Gehalt an Hydroxymethylcytosin in der menschlichen DNA mit 0,6-0,9% 

sehr gering ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit auf eine genaue Unterscheidung verzichtet. Die Pro-

dukt-DNA verhält sich ähnlich zu RNA. In einer nachfolgenden PCR-Reaktion am Thermocycler 

wird bei den DNA-Amplifikaten Uracil durch Thymin ersetzt. 

 

 
Abbildung 24: Schema der Bisulfit-Konvertierung und anschlie-

ßender PCR-Reaktion243: Während der Bisulfit-Konvertierung 

wird unmethyliertes Cytosin in Uracil umgewandelt, durch die 

PCR werden diese durch Thymin ersetzt. 

 

 

 Konstruktion der Primer 

Für die Primer zur Untersuchung der Methylierungsmuster sind spezielle Anforderungen zu beachten, 

da es sich hierbei um Bisulfit-konvertierte DNA handelt. Durch die der PCR vorangehende Bisufit-

Konvertierung entstehen DNA-Sequenzen mit hohem Thyminanteil, sodass zum einen der ange-

strebte GC-Gehalt, zum anderen die Vermeidung von Haarnadelstrukturen und Primer-Dimeren nicht 

möglich sind. Dies führt dazu, dass die Entwicklung einer effektiven PCR deutlich erschwert wird. 

Die Primer sollten unter diesen Bedingungen etwas länger sein (26-30 bp). Um eine komplette Amp-

lifikation zu gewährleisten sollte das Amplikon verhältnismäßig kurz sein (150-300 bp). Wenn mög-

lich sollte in der Primerregion das Vorkommen von CpG-Stellen vermieden werden, falls sich doch 

ein CpG in der Primersequenz befindet, muss an der entsprechenden Stelle eine Mixbase verwendet 

werden. 35-40 Zyklen bei einer Hybridisierungstemperatur von 55-60 °C werden empfohlen. Im Rah-

men der Methodenentwicklung wurde, neben dem Primer3Plus Tool, das MethPrimer 2.0 Tool zur 

Primerkonstruktion verwendet.233 Dies ist speziell für Primer zur Bisulfit-Sequenzierung konzipiert. 

Es wurden mehrere Primerpaare konstruiert und mittels Temperaturgradienten-PCR an der Droplet 
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digital PCR auf ihre Effektivität getestet. Das Primerpaar, das das meiste PCR-Produkt sowie die 

wenigsten Nebenprodukte produziert hat, wurde für die weitere Analyse verwendet (Abbildung 25). 

 

 

 

Für die Sequenzierung werden den Primer zusätzlich eine Adaptorsequenz (Abbildung 26, blau) zum 

Binden an andere Moleküle während der Probenvorbereitung, eine Schlüsselsequenz (rot), die dem 

GS Junior als Erkennungssequenz dient, sowie sogenannte Multiplex Identifiers (MID, gelb bzw. 

orange) angehängt. Die MIDs dienen der Identifizierung der einzelnen Proben nach der Sequenzie-

rung. Um zu gewährleisten, dass das komplette Amplikon sequenziert wird, sollte eine Amplikon-

länge von 400 bp inklusive Fusionsprimer nicht überschritten werden. Für weitere Informationen 

wird auf das Handbuch des Herstellers „GS Junior System, Guidelines for Amplicon Experimental 

Design“ (Roche, Juli 2011) verwiesen.244 

 
Abbildung 25: ddPCR-Ergebnisse für das zur Analyse verwendete Primer-

paar HIF3A.conv5.for/conv5.rev bei verschiedenen Temperaturen (von 

links nach rechts: H2O, 60 °C, 58,3 °C, 56,1 °C, 55 °C): Darstellung aller 

Droplets in Abhängigkeit ihrer Fluoreszenzintensität, blaue Droplets wer-

den als positiv gewertet. 
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Abbildung 26: Fusionsprimer244: blau: Adaptorsequenz, rot: Erkennungssequenz, gelb/orange: 

MID, grün: Amplifikationsprimer. 

 

Die Primer wurden von der Firma Invitrogen bzw. für die Droplet Digital PCR von IDT-Integrated 

DNA Technology (Coralville, USA) im lyophilisierten Zustand bezogen und anschließend zu einer 

Konzentration von 25 μmol/l bzw. für die Droplet Digital PCR von 18 μmol/l mit sterilem Wasser 

verdünnt. Nach Aliquotierung wurden die Primerlösungen bei -70 °C aufbewahrt. 

 

Eine Übersicht über die genaue Basenabfolge aller verwendeten Primer inklusive der verwendeten 

MID gibt Anhang 9.5 bzw. 9.6. 

 

 

 Pyrosequenzierung am GS Junior 

Der von der Firma Roche vertriebene GS Junior war eines der ersten kommerziell erhältlichen Se-

quenziergeräte der nächsten Generation (NGS) und arbeitet mittels Pyrosequenzierung. Das Prinzip 

wurde von dem Amerikaner Jonathan Rothberg entwickelt, dessen Firma 454 Life Science später von 

Roche aufgekauft wurde. Bei der Pyrosequenzierung wird bei jedem Einbau eines Nukleotids durch 

die Polymerase in den Matrizenstrang, ein Pyrophosphat (PPi)-Molekül abgespalten. Das freigewor-

dene PPi setzt nachfolgend eine Luciferase-katalysierte Sekundärreaktion in Gang, bei der ein Lumi-

neszenz-Signal entsteht. Vorteile des GS Juniors im Vergleich zu anderen Geräten sind die relativ 

einfache Handhabung sowie die mögliche Sequenzierlänge von bis zu 500 bp und die kurze Laufzeit 

von zehn Stunden. Generell lässt sich der Gesamtprozess in die Bereiche DNA-Bibliothek Präpara-

tion, Emulsions-basierte PCR Amplifikation (emPCR Amplifikation) und die eigentliche Sequen-

zierung unterteilen. 

 

DNA-Bibliothek Präparation 

Am Anfang des Sequenzierungsprozesses steht die Generierung einer Amplikon-Bibliothek, die spä-

ter sequenziert wird. Dafür wird aus der zu untersuchenden DNA das entsprechende Amplikon mittels 

PCR-Reaktion generiert. Den Primern werden entsprechende Erkennungssequenzen sowie im Falle 
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eines Multiplex-Ansatzes entsprechende Erkennungs-MIDs angehängt (siehe Abschnitt 2.5.2). Die 

PCR-Produkte werden anschließend aufgereinigt und quantifiziert. Die verschiedenen Proben werden 

mittels 1x TE-Puffer auf eine einheitliche Konzentration von 107 Molekülen/µl verdünnt und zusam-

men gepoolt. Die Qualität der Amplikon-Bibliothek wird durch erneute PCR mit vorgegebenen Pri-

mern und anschließender Elektrophorese überprüft. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Kontrolle 

mittels TapeStation (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) durchgeführt. Diese ist eine zeitspa-

rende Alternative, da die Amplikon-Bibliothek direkt, ohne vorrausgehende PCR-Reaktion, über eine 

Mini Elektrophorese aufgetrennt und so auf DNA-Fragmente falscher Länge überprüft werden kann. 

Falls nötig kann eine weitere Reinigung durchgeführt werden. 

 

Emulsions-basierte PCR Amplifikation  

In diesem Arbeitsschritt wird eine wässrige Lösung, die die DNA-Bibliothek sowie sogenannte Cap-

ture Beads und PCR-Reagenzien enthält mit synthetischem Öl gemixt. Nach Angaben von Roche 

(emPCR Amplification Method Manual - Lib-A, Roche, Stand Mai 2012) wird mit Hilfe des Ultra-

Turrax Geräts (IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland) wird eine Wasser in Öl Emulsion erzeugt, 

in welcher optimalerweise in jeder Wassermizelle ein DNA-Fragment mit einem Capture Bead in 

einem reaktiven Kompartiment vorliegt. Dabei bindet das DNA-Fragment über die jeweilige Adap-

torsequenz der Primer (A/B-Adaptoren) an das komplementäre DNA-Fragment der Capture Beads. 

Durch anschließende PCR im Thermocycler wird die am jeweiligen Bead gebundene DNA innerhalb 

einer Mizelle vervielfältigt (Abbildung 27). 

 

Abbildung 27: Schematische Darstellung und Ablauf der emPCR245: Die aufgereinigten DNA-

Amplikons werden über eine Adaptorsequenz an Capture Beads gebunden und in einer nachfol-

genden PCR-Reaktion vervielfältigt. 

 

Anschließend werden die Beads gereinigt und Beads, an die keine DNA gebunden hat, abgetrennt. 

Dazu koppelt die an die Beads gebundene DNA über sogenannte Enrichment Primer an magnetische 

Beads. Mit Hilfe eines Magnetic Particle Concentrator erfolgt die Trennung von Beads mit und ohne 

gebundene DNA. Beads, an die mehr als ein spezifisches Amplikon gebunden hat, werden während 
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der Sequenzierung herausgefiltert. Im letzten Arbeitsschritt werden die Beads quantifiziert und es 

wird mit einer Menge von 500.000 Beads weiter gearbeitet. Überschüssige Beads können bis zu zwei 

Wochen aufbewahrt und in einer weiteren Sequenzierung analysiert werden. 

 

Sequenzierung 

Im letzten Arbeitsschritt werden die Beads zusammen mit Enzym- und Kontroll-Beads auf eine 

Mikrotiterplatte aufgetragen, wobei in jedes Well nur ein DNA-Bead passt. Die Mikrotiterplatte wird 

in den GS Junior geladen und die Sequenzierung wird gestartet (Abbildung 28). 

 

 
Abbildung 28: Abbildung der Mikrotiterplatte und schematische Darstel-

lung der Beladung.245 

 

Dabei erfolgt anhand der vorliegenden Einzelstrang-DNA die Generierung des jeweiligen Doppel-

strangs. Dazu wird die Mikrotiterplatte mit den verschiedenen Nukleotiden geflutet, wobei zwischen 

den verschiedenen Nukleotiden immer wieder Waschschritte erfolgen. Wird ein Nukleotid durch die 

Polymerase in den DNA-Strang eingebaut, wird PPi frei. Dieses wird unter Vorhandensein von Ade-

nosin-5´-Phosphorsulfat (APS) durch die Sulfurylase wiederum in Adenosintriphosphat (ATP) um-

gewandelt. Anschließend wandelt die Luciferase unter ATP-Verbrauch Luciferin zu Oxyluciferin um, 

wobei Licht ausgesendet wird. Die Stärke dieses Lichtsignals ist proportional zum ATP-Verbrauch 

und somit auch zu der Anzahl der eingebauten Nukleotide. Das Licht wird von einer Kamera detek-

tiert. Die Lichtsignalveränderung eines Wells über die Zeit wird als sogenanntes Flowgram dargestellt 

und ergibt die Basenabfolge der Sequenz. Überflüssige Nukleotide werden zum einen durch die A-

pyrase abgebaut, zum anderen werden sie durch die Waschschritte ausgeflutet. 
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der Sequenzierung245: Die 

Mikrotiterplatte wird mit den einzelnen Nukleotiden geflutet. Wird 

ein Nukleotid in den DNA-Strang eingebaut, erfolgt über enzymati-

sche Reaktionen die Emission eines Lichtsignals. Dieses wird detek-

tiert und in eine Basensequenz übersetzt. 

 

Die 454-Technologie wird von Roche mittlerweile nicht weiter verfolgt. 2013 kündigte das Unter-

nehmen an, sich aus diesem Sektor zurück zu ziehen und Ende 2016 lief die Unterstützung für die 

entsprechenden Geräte, den GS Junior und den GS FLX, aus. 

 

 

 Droplet Digital PCR  

Die Droplet Digital PCR (ddPCR) ist eine Form der Polymerase-Kettenreaktion. Hierbei dienen 

kleine Wassertröpfchen, die in Öl als Emulsion vorliegen, als Reaktionsräume. Die Probe wird dabei 

in bis zu 20.000 Tröpfchen mit einer Größe im Bereich von Nanolitern zerteilt. Die ddPCR dient zur 

quantitativen Bestimmung einer Ziel-DNA. Vorteile sind der geringe Probeneinsatz, die schnelle und 

kostengünstige Analyse sowie die hohe Präzision und gute Reproduzierbarkeit. Zudem ist für dieses 

Verfahren im Gegensatz zur Real Time PCR weder eine Kalibrationskurve noch eine Referenzprobe 

erforderlich. 

 

Das Funktionsprinzip ist wie folgt: In den Wassertröpfchen wird die zu analysierende DNA mittels 

PCR vervielfältigt. Jede Probe enthält eine TaqMan-Sonde (siehe 2.5.5), die mit einem Fluoreszenz-

farbstoff gekoppelt ist. Liegt das entsprechende Target in einem Tröpfchen vor, wird von der Sonde 
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ein Fluoreszenzsignal ausgesendet, welches detektiert wird. Tröpfchen, die ein Fluoreszenzsignal 

aussenden, werden als positiv gewertet und vom Droplet Reader gezählt. Die Auswertung erfolgt 

mittels QuantaSoft Software. Die Software berechnet unter Anwendung der Poisson-Verteilung an-

hand der Anzahl der positiven und negativen Tröpfchen die Konzentration der Ziel-DNA in Kopien 

pro µl. 

 

 
Abbildung 30: Schematische Darstellung und Ablauf der Droplet Digital PCR246: Die DNA-Probe 

wird in einzelne Tröpfchen zerteil, die als Reaktionsräume für die PCR dienen. Bindet eine ent-

sprechende Sonde an das PCR-Produkt wird ein Fluoreszenzsignal ausgesendet und vom Droplet 

Reader detektiert. 

 

 

 Konstruktion der Sonden für die Droplet Digital PCR 

Die Sonden für die Droplet Digital PCR sind TaqMan-Sonden, welche mit einem Fluoreszenzfarb-

stoff sowie mit einem Quencher gekoppelt sind. Liegt die intakte Sonde in Lösung oder gebunden an 

die Ziel-DNA vor, unterdrückt der Quencher das Fluoreszenzsignal des Farbstoffs ( Abbildung 31A). 

Lagert sich die Sonde komplementär an die Zielsequenz an (B), wird sie während der PCR durch die 

Exonuklease-Aktivität der DNA-Polymerase hydrolysiert (C). Dadurch wird die Fluoreszenz des 

Farbstoffs sichtbar und kann detektiert werden (C, D). Die Sonden sollten eine Schmelztemperatur 

haben, die 6-8 °C über der der Primer liegt. 
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Abbildung 31: Funktionsweise von TaqMan-Sonden226: An die TaqMan-Sonde ist ein Fluores-

zenzfarbstoff und ein Quencher gebunden, der das Fluoreszenzsignal des Farbstoffs unterdrückt. 

Lagert sich die Sonde an die DNA an, wird sie im Rahmen der Elongation hydrolysiert und das 

Fluoreszenzsignal wird sichtbar. 

 

Zudem wurden Locked Nucleic Acids (LNA) in die Sonden eingebaut. Bei diesen Nukleotiden ist das 

2´O-Atom der Ribose mit dem 4´C-Atom durch eine Methylenbrücke verbunden. Hierdurch wird das 

Nukleotid in der idealen Konformation zur Watson-Crick-Basenpaarung fixiert. Durch den Einbau 

dieser Basen in ein Oligonukleotid wird die Hybridisierung mit der Ziel-DNA beschleunigt, der ent-

standene Doppelstrang stabilisiert und die Zielspezifität erhöht. Die Schmelztemperatur der Sonden 

steigt pro eingebautes LNA-Nukleotid um 2-8 °C. Die Schmelzpunktdifferenz zwischen Target und 

Fehlpaarung wird so erhöht. Pro Base wurden drei bis vier LNA-Nukleotide verwendet. Um optimale 

Ergebnisse zu erhalten, wurde die Position des zu detektierende SNP bzw. des CpGs immer mit einem 

LNA-Nukleotid besetzt, weitere LNA-Nukleotide sollten in der Nähe eingebaut werden. Die 

Schmelztemperatur sollte ca. 65 °C, die Länge ca. 12 bp betragen.247 Aufgrund der Bisulfit-Konver-

tierung und des daraus resultierenden hohen A/T-Anteils der Se-

quenz sind die für diese Analyse verwendeten Sonden etwas län-

ger. 

 

Die Schmelztemperatur der Sonden wurde mit dem ExiqonTool 

berechnet.248 Die einzelnen Schmelztemperaturen von überein-

stimmender Paarung und Fehlpaarung wurden mit dem Thermo-

dynamic DNA Melting Curve Tool berechnet.249 Die Differenz 

sollte idealerweise so groß wie möglich sein.  

 

Die Sonden wurden von der Firma IDT-Integrated DNA Techno-

logy in lyophilisiertem Zustand bezogen und anschließend zu einer Konzentration von 5 μmol/l mit 

sterilem Wasser verdünnt. Nach Aliquotierung wurden die Primerlösungen bei -20 °C aufbewahrt. 

 

 
Abbildung 32: Locked Nucleic 

Acid (LNA) 
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 Durchführung der Methylierungsbestimmung von HIF3A mittels Pyrose-

quenzierung am GS Junior 

Nachfolgend werden die genauen Arbeitsschritte zur Messung der Methylierungslevel aufgeführt: 

 

Zu Beginn erfolgte die Bisulfit-Konvertierung der zu analysierenden DNA. Zunächst wurde dafür der 

DNA-Gehalt der extrahierten Proben am Qubit mit dem Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) bestimmt. Dazu wurde nach Herstellerangaben eine Stammlösung aus 

Puffer und Reagenz hergestellt und in einem Verhältnis von 200:1 mit DNA in einem Qubit assay 

tube vermischt. Die Mischung wurde gevortext, zentrifugiert und nach einer Inkubationszeit von min-

destens zwei Minuten wurde der DNA-Gehalt im high sensitivity-Modus gemessen. Die Einstellun-

gen wurden so gewählt, dass der DNA-Gehalt in ng/µl angezeigt wurde. 

 

Anschließend wurde die Bisulfit-Konvertierung mit dem EZ DNA Methylation-Lightning™ Kit nach 

Herstellerangaben am GeneAmp PCR System 9700 PE durchgeführt. Es wurden je Reaktion zwischen 

200 und 500 ng DNA eingesetzt, maximal wurden jedoch 20 µl Extrakt verwendet. War das Volumen 

der eingesetzten DNA < 20 µl, wurde entsprechend mit H2O aufgefüllt. Nach erfolgter Konvertierung 

wurde der DNA-Gehalt am NanoDrop im RNA-Modus gemessen. Je ca. 100 ng der DNA wurden 

zur Generierung der Amplikon-Datenbank eingesetzt. 

 

Die Effektivität der Konvertierung wurde zum einen durch Sanger-Sequenzierung geprüft (Abbil-

dung 33). Dafür wurde das amplifizierte Amplikon zur Analyse an die Firma GATC (Berlin, Deutsch-

land) geschickt. An den ehemaligen Cytosin-Positionen wurde kein Cytosin, stattdessen Thymin de-

tektiert (mit Ausnahme der CpG-Stellen). 

 

 

 

Abbildung 33: Ausschnitt der Sanger-Sequenzierung des HIF3A-Amplikons: Cytosin wurde 

durch Bisulfit-Konvertierung und anschließender PCR in Thymin umgewandelt, die CpG-Stel-

len der Ausgangs-DNA waren in diesem Beispiel zu 100 Prozentpunkten methyliert und sind 

auch nach der Konvertierung noch als Cytosin erhalten. 
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Des Weiteren wurde eine PCR mit Primern für das entsprechende naive Amplikon durchgeführt. Als 

forward Primer wurde HIF3A.naiv.PF (TGCACACCCCATGTTTCTAA; Tm: 60,0 °C), als reverse 

Primer wurde HIF3A.naiv.PR (CCAGCTAGAGGAAGGGAAGG; Tm: 60,3 °C) verwendet. Das Pi-

pettierschema entspricht Tabelle 18, als Hybridisierungstemperatur wurden 60 °C verwendet. Nach 

anschließender Gelelektrophorese konnte keine DNA-Amplifikation nachgewiesen werden (Abbil-

dung 34).  

 

 

Abbildung 34: HIF3A - PCR für die Library Präparation mit Bisulfit-konvertierter DNA und dem 

Primerpaar HIF3A.conv5 (1-5; PCR-Produkt von 278 bp) und dem Primerpaar für naive DNA 

HIF3A.naiv (9-13; Negativkontrolle: nur Primer und Primerdimere nachweisbar). 

 

Für die Sequenzierung wurde zum Großteil nach den Arbeitsanweisungen des Herstellers verfahren. 

Im Folgenden sind daher nur relevante Abweichungen vom Protokoll aufgeführt. 

 

Die Generierung des Amplikons erfolgte am Thermocycler. Hierfür wurde der forward Primer 

HIF3A.conv5.for: GTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT und der reverse Primer 

HIF3A.conv5.rev: RATACAACCAAAACCCRAATAC verwendet. Diesen wurden jeweils die Er-

kennungssequenzen zur Sequenzierung und die entsprechenden MIDs angehängt (siehe 2.5.2). Laut 

Herstellervorgabe sind die MIDs 1-14 für die hier verwendete Messung im Both-Verfahren geeignet. 

Da die MIDs 9 und 12 in Experimenten schlechtere Sequenzierungsergebnisse zeigten, wurden diese 

MIDs für diese Analyse nicht verwendet. Eine Übersicht über die genaue Basenabfolge aller Primer 

gibt Anhang 9.5. Alle weiteren Reagenzien sowie das Temperaturprogramm können Tabelle 18 ent-

nommen werden. Das Produkt hatte eine Länge von 278 bp und wurde mittels Gelelektrophorese 

überprüft (Abbildung 34). 

 

1.-5. PCR-Produkt mit Primern für Bisul-

fit-konvertierte DNA (278 bp) 

6./8. Leerkontrolle  

7. Längenmarker (50 bp DNA Ladder, 

Invitrogen) 

9.-13. PCR-Produkt mit Primern für naive 

DNA 
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Tabelle 18: HIF3A Library-Präparation - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 94 °C, 3 min 

Amplifikation: 30x [94 °C, 15 sec; 56 °C, 45 sec; 72 °C, 20 sec]; 72 °C, 8 min; 

Reagenz Volumen (μl) Konzentration 
Endkonzentra-

tion* 

H2O 29   

Fast Start High Fidelity Reaction 

Buffer 2 (Roche) 
3,75 

10x (mit 18 nM 

MgCl2) 
1,06x 

dNTP (Roche) 0,75 10 mM 212 μM 

HIF3A.conv5.for 0,75 25 μM 530 nM 

HIF3A.conv5.rev 0,75 25 μM 530 nM 

FastStart Hifi Polymerase (Roche) 0,375 5 U/μl 1,875 U 

Total 35,375   

DNA ca. 100 ng   

*bezogen auf ein Gesamtvolumen von 35,375 μl 

 

Anschließend erfolgte die Aufreinigung nach „Amplicon Library Preparation Method Manual“ (Ro-

che, Stand Juni 2013), wobei das Verhältnis von AMPure XP Beads, H2O und PCR-Produkt abge-

wandelt wurde: Die Amplikon-Datenbank wurde mittels TapeStation und High Sensitivity (HS) 

D1000 ScreenTape und -Reagenzien auf kurze Fragmente überprüft. Die Durchführung erfolgte nach 

dem Arbeitsprotokoll des Herstellers („Agilent High Sensitivity D1000 ScreenTape System Quick 

Guide“, Agilent Technologies, 2013). Dafür werden die benötigten Reagenzien vor der Messung für 

30 Minuten bei Raumtemperatur aufbewahrt. 2 µl High Sensitivity D1000 Sample Buffer werden mit 

2 µl High Sensitivity D1000 Ladder bzw. mit 2 µl der DNA Proben gemischt, gevortext und zentrifu-

giert. Anschließend werden die Proben sowie ein High Sensitivity D1000 ScreenTape und Pipetten-

spitzen in die TapeStation geladen und der Lauf gestartet. Pro Lauf können maximal 15 Proben + ein 

Längenmarker gemessen werden. Die Auswertung erfolgt mit 2200 TapeStation Analysis Software. 

Da bei den ersten Durchläufen noch kurze Fragmente (Primer und Primerdimere) sichtbar waren 

(Abbildung 35) wurde eine weitere Aufreinigung der DNA-Bibliothek nach dem „Technical Bulle-

tin - Short Fragment Removal for the Amplicon Library Preperation Procedure“ (Roche, Stand Mai 

2013) durchgeführt. Dazu wurde das passende Verhältnis von AMPure XP Beads und DNA experi-

mentell bestimmt. Es wurden verschiedene Verhältnisse erprobt und mittels TapeStation analysiert 
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(Abbildung 35). Ein Verhältnis von AMPure XP Beads zu DNA von 1:0,8 wurde als Optimum ange-

sehen. Dieses Verhältnis wurde daraufhin für alle DNA-Aufbereitungen übernommen, es wurden so-

mit 48 µl AMPure XP Beads, 30 µl H2O und 30 µl PCR-Produkt für die Aufreinigung eingesetzt. 

 

 

Abbildung 35: DNA-Analyse mittels TapeStation: B1-E1: experimentelle Bestimmung des passen-

den Verhältnisses von DNA und AMPure XP Beads; F1: Amplikon-Bibliothek nach Standardauf-

reinigung (Verhältnis 1:1,6): Es sind noch kurze DNA-Fragmente in der Probe enthalten; G1: 

Amplikon Library nach Aufreinigung mit Verhältnis DNA - AMPure XP Beads 1:0,8: Die kurzen 

Fragmente wurden komplett entfernt, die Probe enthält nur noch das gewünschte Amplikon. 

 

Die anschließende Quantifizierung erfolgte am Qubit mit dem Qubit dsDNA HS Assay Kit. Die Pro-

ben wurden entsprechend verdünnt und gepoolt. Die Platten mit dem überschüssigen Probenvolumen 

der aufgereinigten DNA-Bibliothek sowie der Verdünnung wurden mit einer Folie versiegelt und bei 

-70 °C gelagert. 

 

Die Herstellung und Durchführung der Emulsions-PCR und die anschließende Aufreinigung erfolgte 

nach „emPCR Amplification Method Manual - Lib-A“ (Roche, Stand Mai 2012). Generell lag die 

Anzahl der erhaltenen Beads nach erfolgter emPCR oberhalb der Grenze von 2.000.000. Zur Reduk-

tion der Bead-Anzahl wurde die Amplikon-Bibliothek mit einer Konzentration von 107 Molekülen 

pro μl auf 105 Moleküle pro μl verdünnt. Davon wurden 15 μl für die emPCR eingesetzt. 

 

Die anschließende Sequenzierung am GS Junior erfolgte nach „Sequencing Method Manual“ (Roche, 

Stand Januar 2013). Jede Probe wurde mindestens zweimal vermessen. 

 

A1 High Sensitivity D1000 Ladder (Agilent) 

B1 Längenmarker (50 bp DNA Ladder, Invitro-

gen) + AMPure XP Beads (1:1,2) 

C1 Längenmarker + AMPure XP Beads (1:1) 

D1 Längenmarker + AMPure XP Beads (1:0,8) 

E1 Längenmarker + AMPure XP Beads (1:0,6) 

F1 Library (109 Moleküle/µl) nach Standardauf-

reinigung (Verhältnis 1:1,6) 

G1 Library (109 Moleküle/µl) nach Aufreinigung 

mit Verhältnis 1:0,8 
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Die abschließende Datenanalyse wurde nach Hersteller-Handbuch („454 Sequencing System Soft-

ware Manual“, Software Version 2.5p1, Roche, August 2010) durchgeführt. Die Einschätzung der 

Qualität der Läufe erfolgte mit der Software GS Run Browser. Die Software gibt eine Übersicht über 

die Qualität der einzelnen Wells und verwendet nur Reads mit einer vordefinierten Qualität zur wei-

teren Auswertung. Bei aus Qualitätsmängeln aussortierten Reads wird differenziert nach den Filtern 

„Dots“, „Mixed“, „Short Primer“ und „Short Quality“. Hierbei entfernt der Dots Filter kurze Reads 

bzw. Reads mit einer hohen Anzahl an Fehlpaarungen. Der Mixed Filter schließt Reads mit zu starken 

bzw. zu vielen positiven Signalen im Bereich eines Wells (z.B. durch Bindung verschiedener DNA-

Fragmente an ein Bead oder durch Beeinflussung umliegender Wells) von der Auswertung aus. Der 

Short Primer Filter entfernt nicht vollständig gelesene Reads, der Short Quality Filter entfernt Reads 

mit zu hoher Anzahl an valley flows. Dies sind Signale, die in dem Grenzbereich zwischen 1-2, 2-3 

usw. Nukleotiden, der sogenannten Borderline Zone, liegen. Die genaue Anzahl der Nukleotide lässt 

sich so nicht genau zuordnen. Bei dieser Analyse waren aufgrund der vielen Poly-T- und Poly-A-

Sequenzen, die durch die Bisulfit-Konvertierung entstehen, die Lichtsignale sehr ungenau und die 

Anzahl der valley flows somit sehr hoch. Viele Reads haben daher die Qualitätskontrolle mit den 

Standarteinstellungen nicht bestanden. Um dennoch ausreichend viele Reads zur Auswertung zu er-

halten, wurde die Anzahl an erlaubten valley flows von 4 pro 320 bp auf 18 pro 168 bp erhöht. 

 

Zur Validierung wurden bei jedem Lauf auch Standards sequenziert. Hierfür wurde das Human WGA 

Methylated & Non-methylated DNA Set verwendet. Das Kit enthält komplett methylierte und kom-

plett unmethylierte DNA. Diese wurden entsprechend kombiniert, sodass Standard-DNA mit 0, 25, 

50, 75, und 100 Prozentpunkten Methylierung entstand.  

 

Zur Auswertung wurde die GS Amplicon Variant Analyzer Software verwendet. Die Kodierung der 

MIDs erfolgte hierbei nach dem Both-Verfahren, welches eine gelesene Sequenz aufgrund der Kom-

bination der MIDs des forward und reverse Primers identifiziert und in die Datenauswertung einbe-

zieht. 
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 Durchführung der Methylierungsbestimmung von HIF3A mittels Droplet Di-

gital PCR 

Die Analysen mittels ddPCR und die Auswertung der Daten wurden nach dem Handbuch des Her-

stellers durchgeführt.250 Es wurde jeweils ein Assay für GpG1, 5 und 7 entwickelt. Alle Messungen 

wurden durch Ramona Secci durchgeführt. Das genaue Pipettierschema kann Tabelle 19 entnommen 

werden. Zur Analyse wurden die Proben der aufgereinigte DNA-Bibliothek mit einer Konzentration 

von 109 Molekülen pro μl verwendet. Diese wurden anschließend auf eine Konzentration von 

103 Molekülen pro μl weiter verdünnt. Als Primer wurden hier der forward Primer HIF3A.conv.for 

(TGGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTT; Tm: 58,2 °C) und der reverse Primer HIF3A.conv.rev 

(ATACAACCAAAACCCRAATACRAA; Tm: 58,0 °C) verwendet. Die verwendeten Sonden sind in 

Anhang 9.6 aufgeführt. Die Sonden für das unmethylierte Cytosin sind am 5´-Ende mit Hexachlor-

fluorescein (HEX), die Sonden für mC sind am 5´-Ende mit Fluorescein gekoppelt. Die Fluoreszenz 

der Sonden lässt sich somit über die Wellenlänge unterscheiden. Zudem befindet sich an jeder Sonde 

am 3´-Ende der Quencher Iowa Black FQ. Für jede Probe wurden drei verschiedene Reaktionsansätze 

durchgeführt: Ein Reaktionsansatz für jede CpG-Stelle. Alle Messungen wurden als Duplikate durch-

geführt. 

 

Tabelle 19: HIF3A ddPCR - Methodenbeschreibung 

Temperaturprogramm 

Denaturierung: 95 °C, 5 min 

Amplifikation: 40x [94 °C, 30 sec; 55 °C, 30 sec; 55 °C, 30 sec]; 98 °C, 10 min; 

Reagenz 
Volumen 

(μl) 
Konzentration 

Endkonzentra-

tion* 

H2O 5,0   

ddPCR Supermix (BioRad) 10,0 µl 2x 1x 

Enzyme (BfaI) 1,0 µl 5U 5U 

Sonde (FAM) 1,0 µl 5 µM 250 nM  

Primermix 1,0 µl 18 µM 900 nM  

Sonde (HEX) 1,0 µl 5 μM 250 nM 

DNA 1,0 µl   

Total 20 µl   

*bezogen auf 20 µl Gesamtvolumen 
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20 µl des Reaktionsgemischs und das Droplet Generator Öl wurden getrennt in eine DG8 Droplet 

Generator Kassette pipettiert. Eine Kassette bietet Platz für bis zu acht Proben. Diese wurde anschlie-

ßend in den QX200 Droplet Generator gestellt, der daraus Tröpfchen generierte. Anschließend wur-

den die Proben in eine 96-Well Platte pipettiert und mit einer Folie versiegelt. Die Proben wurden 

mittels PCR am C1000 Touch Thermal Cycler vervielfältigt und mit dem QX200 Droplet Reader 

analysiert. Aus dem Verhältnis der positiven Tröpfchen je Sonde (methyliert und unmethyliert) lässt 

sich so die Konzentration der Methylierung an dieser Position berechnen. In einem ersten Schritt 

wurde der Schwellenwert, der positive von negativen Tröpfchen trennt, zunächst manuell festgelegt 

(manuelle Auswertung). Vor allem für CpG1 war dies jedoch problematisch, da hier auch nach zahl-

reichen Optimierungsversuchen keine eindeutige Trennung zwischen positiven und negativen Tröpf-

chen möglich war. In einem zweiten Schritt wurde der Schwellenwert daher über die Position der 

negativen Tröpfchen der Leerkontrollen statistisch berechnet und auf die Patientenproben übertragen 

(automatisierte Auswertung). Eine Gegenüberstellung der jeweiligen Ergebnisse ist in Anhang 9.7 

dargestellt. Zur Kontrolle wurden jeweils bidestilliertes Wasser (ddH2O) sowie synthetisch herge-

stellte genomic blocks (gBlock) gemessen. Die gBlocks entsprechen der Sequenz des Amplikons nach 

der Bisulfit-Konvertierung, wobei alle CpG-Stellen als Cytosin bzw. als Thymin dargestellt werden. 

Sie sollten daher nach der Analyse ein Methylierungslevel von 100 bzw. 0 Prozentpunkten aufweisen. 

Zudem wurden die für die Sequenzierung am GS Junior verwendeten Standards mit 0, 25, 50, 75, 

und 100 Prozentpunkten Methylierung vermessen. 

Abbildung 36: HIF3A - ddPCR: 1D-Plot für CpG1 (F01/C01), CpG5 (F05/C05), CpG7 (F09/C09); 

Dargestellt sind alle Droplets einer Probe in Abhängigkeit von der Fluoreszenzintensität von FAM 

(Channel 1 / blau, Sonde für Methylcytosin) und HEX (Channel 2 / grün, Sonde für unmethyliertes 

Cytosin), Droplets oberhalb des Schwellenwertes (pink) werden als positiv gewertet. 
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Abbildung 37: HIF3A - Droplet Digital PCR: 2D-Plot für CpG1 (1), CpG5 (2) und CpG7 (3): 

Dargestellt sind alle Droplets einer Probe in Abhängigkeit von ihrer Fluoreszenzintensität von 

FAM (methylierte Sonde) und HEX (unmethylierte Sonde), Droplets oberhalb des Schwellen-

wertes (pink) werden als positiv gewertet; graue Droplets: FAM negativ, HEX negativ; blaue 

Droplets: FAM positiv, HEX negativ; grüne Droplets: FAM negativ, HEX positiv; orange 

Droplets: FAM positiv, HEX positiv. 
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 Bestimmung der Stabilität von 5´-Methylcytosin in Blutproben 

Um herauszufinden, ob sich das Verhältnis von 5´-mC zu Cytosin bei längerer Lagerung ändert bzw. 

ob es Stabilitätsunterschiede zwischen methylierter und nicht methylierter DNA gibt, wurden Blut-

proben von zehn gesunden Probanden genommen und aliquotiert.166 Eine Probe wurde direkt nach 

Entnahme extrahiert und sequenziert. Je drei Aliquots wurden bei -70 °C und bei -20 °C gelagert. Je 

ein weiteres Aliquot wurde im Kühlschrank bei 4-8 °C (KS) und bei Raumtemperatur (RT) gelagert, 

ein Aliquot lagerte bei -70 °C und wurde einmal wöchentlich bei Raumtemperatur aufgetaut 

(-70 °C/RT). Die Proben wurden anschließend nach einem (30 Tage), nach drei (90 Tage) und nach 

zehn Monaten Lagerung analysiert. 

 

Die Messungen erfolgten analog der Messung der Methylierungslevel von HIF3A. Zur Betrachtung 

der Stabilität von 5´-mC wurden die CpG-Stellen herangezogen, die sich innerhalb des Amplikons, 

das auch für die Analyse von HIF3A verwendet wurde, befinden. Zunächst wurde die DNA aus je 

300 µl Blut mittels Wizard Genomic DNA Purification Kit extrahiert. Anschließend erfolgte die Bisul-

fit-Konvertierung und die Sequenzierung am GS Junior (siehe 2.5.6). 

  

 

Abbildung 38: Übersicht über die Lagerung der Blutproben im 

Rahmen der Stabilitätsuntersuchungen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Genotypisierungsmethoden 

Für die Polymorphismen TSPO rs6971 und rs6973, NDUFS1 rs6435326, rs1801318 und rs1053517 

und FTO rs7185735 und rs17817288 wurden jeweils eine neue Methoden am LightCycler und zur 

Validierung eine zweite Methode am Thermocycler entwickelt. Alle Ergebnisse der beiden Methoden 

stimmten miteinander überein (siehe Kapitel 2.4.11). Für rs6973 zeigte eine Probe kein verwertbares 

Messergebnis. Auch nach erneuter Extraktion der DNA und Wiederholung der Messung konnte kein 

eindeutiges Messsignal erhalten werden (Abbildung 39). Die Tatsache, dass trotz erneuter Extraktion 

keine Schmelzkurve erhalten werden konnte, lässt auf eine schlechte DNA Qualität der Blutprobe 

schließen. Aufgrund der langen Lagerzeit sowie häufigem Auftauen und Einfrieren kann es zu De-

struktionen der DNA kommen. Diese Probe wurde aus der Analyse ausgeschlossen.  

 
Abbildung 39: Schmelzkurve für TSPO rs6973 J48; auch nach mehrfacher Wiederholung der 

Analyse konnte keine auswertbare Schmelzkurve erhalten werden; Die Probe wurde aus der Ana-

lyse ausgeschlossen. 

 

Bezüglich MC4R rs8087522 wurde eine neue Methode am LightCycler entwickelt. Zur Validierung 

wurden die Messwerte der Pyrosequenzierung, die im Rahmen ihrer Masterarbeit von Ruoyu Sun 

durchgeführt wurde, verwendet.90 Bei der Analyse mittels Sonden-basierter Genotypisierung am 

LightCycler zeigte eine Probe auch bei Wiederholungsmessungen eine nicht eindeutige Verschiebung 
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der Schmelzkurve (Abbildung 40). Dies könnte durch einen seltenen unbekannten Polymorphismus 

im Bereich der Sonden erklärbar sein. Da sich die Probe nicht eindeutig zuordnen ließ, wurde sie aus 

der Auswertung ausgeschlossen. Drei Proben zeigten ein abweichendes Ergebnis von den Sequenzie-

rungsergebnissen. Aufgrund von verschiedene Problemen, die während der Methodenentwicklung 

am GS Junior sowie bei der Auswertung auftraten (siehe Masterarbeit Ruoyu Sun90), sind die Ergeb-

nisse der LightCycler-Messung als die Zuverlässigeren zu bewerten. 

 

 
Abbildung 40: Schmelzkurve für MC4R rs8087522 J38; Die Schmelzkurve konnte keinem Geno-

typen eindeutig zugeordnet werden; Die Probe wurde daher von der Analyse ausgeschlossen. 

 

Für die Detektion der CYP2D6 Polymorphismen in der Alzheimerpopulation wurden etablierte Me-

thoden verwendet. Alle Proben konnten eindeutig zugeordnet werden. 
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3.2 Methoden zur Methylierungsbestimmung 

Zur Bestimmung der Methylierungslevel wurde jeweils eine neue Methode am GS Junior und an der 

Droplet Digital PCR entwickelt. 

 

Am GS Junior fand eine Sequenzierung des gesamten Amplikons von 208 Basenpaaren (exklusive 

Primer mit 70 bp) statt. Innerhalb dieses Amplikons wurden alle zehn CpG-Stellen bestimmt. Für 

insgesamt vier Patienten konnten im Rahmen dieser Analyse aufgrund von zu wenig DNA-Material 

und daraus resultierend zu wenigen Reads keine auswertbaren Ergebnisse generiert werden. Bezüg-

lich CpG1 wurde zudem ein weiterer Patient, bezüglich CpG5 wurden drei weitere Patienten aus 

denselben Gründen aus der Analyse ausgeschlossen. 

 

Für die Messung mit ddPCR musste pro CpG-Stelle ein eigener Assay entwickelt werden (siehe Ka-

pitel 2.5.4). Hierzu wurden nur Assays für die drei CpG-Stellen entwickelt, die bereits in der Literatur 

mit Gewichtszunahme in Verbindung gebracht wurden (CpG 1, 5 und 7).157 Insgesamt wurden für 

jede der drei CpG-Stellen 52 Proben gemessen. Dabei wurde jede Probe doppelt gemessen. Es lagen 

daher 156 Wertepaare vor. Alle Messungen waren erfolgreich und wurden für die Auswertung ver-

wendet. 
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3.3 Charakterisierung der Antipsychotika-Studienpopulation 

 Demographische Beschreibung 

Insgesamt wurden im Rahmen der Diagnostikstudie von 2002-2009 572 Patientenproben gesammelt. 

Von insgesamt 474 Patienten sind Daten bezüglich ihrer Gewichtsentwicklung vorhanden. Davon 

wurden 350 Patienten mit atypischen Antipsychotika behandelt. Diese Patientengruppe wurde im 

Rahmen dieser Arbeit auf den Einfluss genetischer und epigenetische Marker auf ihre Gewichtszu-

nahme untersucht. 86 Patienten erhielten zwar keine atypischen Antipsychotika, jedoch andere Me-

dikamente, die für ihr Potenzial, Gewichtszunahme als Nebenwirkung auszulösen bekannt sind 

(trizyklische Antidepressiva, Lithium, Valproinsäure, Mirtazapin, Paroxethin).251 Diese Patienten 

wurden nicht in die Untersuchung aufgenommen. 38 weitere Patienten erhielten weder atypische 

Neuroleptika, noch andere Medikamente mit bekanntem Effekt auf das Gewicht. Diese Patienten-

gruppe fungierte als Vergleichsgruppe.  

 

Studienpopulation 

Von den insgesamt 350 Patienten waren 209 (59,7%) weiblich und 141 (40,3%) männlich. Der Anteil 

der Raucher betrug 151 (43,1%). Eine positive Familienanamnese bezüglich psychiatrischer Erkran-

kungen hatten 154 (45,7%) von 337 Patienten, für die diese Information verfügbar war. Zudem zeig-

ten 91 (26,4%) von 345 Patienten mit dem hinterlegten Merkmal eine erste Episode einer psychiatri-

schen Erkrankung. Von 320 Patienten mit hinterlegter Information sprachen 42 (13.1%) auf die The-

rapie an (CGI 2-Werte von 1 oder 2 nach vier Wochen). 

 

Des Weiteren wurde eine adjustierte Subpopulation gebildet (n = 178). Diese beinhaltete nur Patien-

ten mit gewichtsbeeinflussenden Antipsychotika aber ohne gewichtsbeeinflussende Komedikation. 

Zu den Medikamenten, die zu einem Ausschluss aus dieser Gruppe führten, gehörten trizyklische 

Antidepressiva, Mirtazapin, Lithium, Valproinsäure und Paroxetin sowie die gewichtsneutralen An-

tipsychotika Ziprasidon und Aripiprazol.68 Von diesen 178 Patienten waren 109 (61,2%) weiblich und 

69 (38,8%) männlich. Der Anteil der Raucher betrug 85 (47,8%). Eine positive Familienanamnese 

bezüglich psychiatrischer Erkrankungen hatten 67 (39,2%) von 171 Patienten, für die diese Informa-

tion verfügbar war. Zudem zeigten 48 (27,7%) von 173 Patienten mit dem hinterlegten Merkmal eine 

erste Episode einer psychiatrischen Erkrankung. Von 168 Patienten mit hinterlegter Information spra-

chen 26 (15,5%) auf die Therapie an (CGI 2-Werte von 1 oder 2 nach vier Wochen). 
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Ein Überblick über die demographischen Daten und den Krankheitszustand der Patienten der unter-

suchten Population zum Aufnahmezeitpunkt ist in Tabelle 20 dargestellt. 

 

Tabelle 20: Demographische Beschreibung der Gesamtpopulation (n = 350) und der adjustierten 

Population (n = 178); SD = Standardabweichung. 

 
Gesamtpopulation 

(n = 350) 

adjustierte Subpopulation 

(n = 178) 

Variable n* Mittelwert SD n* Mittelwert SD 

Alter 350 41,1 15,0 178 39,4 14,9 

Gewicht bei Aufnahme 

[kg] 
350 74,7 16,5 178 74,1 16,2 

Größe [cm] 349 171,3 9,0 177 171,4 8,6 

BMI bei Aufnahme [kg/m²] 349 25,4 5,2 177 25,2 5,4 

Aufenthaltsdauer 350 71,2 42,0 178 70,8 41,7 

PDS-P bei Aufnahme 311 8,7 8,5 159 10,1 8,9 

PDS-D bei Aufnahme 311 18,3 10,0 159 16, 9,0 

CGI bei Aufnahme 346 6,0 0,88 176 6,0 0,91 

*Anzahl der Patienten mit verfügbaren Daten bezüglich dieser Variable 

 

Der durchschnittliche Patient dieser Studienpopulationen ist ca. 40 Jahre alt, der BMI liegt an der 

Grenze zwischen Normalgewicht und Übergewicht (BMI~25). Der Patient zeigt ausgeprägte parano-

ide und depressive Symptome. Zudem schätzt der Arzt den Krankheitszustand des Patienten als deut-

lich krank ein (CGI 6). Zwischen beiden Populationen fallen keine relevanten Unterschiede auf. 

 

Vergleichspopulation 

Von den 38 Patienten der Vergleichspopulation waren 23 (60,5%) weiblich und 15 (39,5%) männlich. 

Der Anteil der Raucher betrug neun (23,7%). Eine positive Familienanamnese bezüglich psychiatri-

scher Erkrankungen hatten 16 (44,4%) von 36 Patienten, für die diese Information verfügbar war. 

Zudem zeigten 17 (44,7%) der Patienten eine erste Episode einer psychiatrischen Erkrankung. In 

dieser Population sprachen sieben (18,4%) Patienten auf die Therapie an. Auch hier gibt Tabelle 21 

einen Überblick über die demographischen Daten und den Krankheitszustand. 

 



3 Ergebnisse 

 

96 

 

Tabelle 21: Demographische Beschreibung der Vergleichspopulation (n = 38). 

Variable n* Mittelwert SD 

Alter 38 47,0 17,5 

Gewicht bei Aufnahme [kg] 38 71,5 17,3 

Größe [cm] 38 171,9 9,7 

BMI bei Aufnahme [kg/m²] 38 24,1 5,0 

Aufenthaltsdauer 38 58,4 31,9 

PDS-P bei Aufnahme 29 3,3 3,2 

PDS-D bei Aufnahme 29 17,7 10,2 

CGI bei Aufnahme 38 5,5 0,83 

*Anzahl der Patienten mit verfügbaren Daten bezüglich dieser Variable 

 

Der Durchschnittspatient der Vergleichspopulation ist mit 47 Jahren etwas älter und ist normalge-

wichtig (BMI~24). Die paranoiden Symptome sind weniger stark ausgeprägt als in der Studienpopu-

lation (PDS-P 3,3 vs. 8,7) und die stationäre Aufenthaltsdauer ist im Schnitt etwas geringer (58,4 vs. 

71,2 Tage). 

 

In Abbildung 41 ist die prozentuale Verteilung der Diagnosen nach ICD-10 in den einzelnen Popu-

lationen dargestellt. Auffällig ist der im Vergleich zu den anderen Populationen hohe Anteil der F3-

Diagnosen und geringe Anteil der F2-Diagnosen in der Vergleichspopulation. Hier litten jeweils ca. 

30% der Patienten unter depressiven Episoden (F32) und unter rezidivierenden depressiven Episoden 

(F33). In der adjustierten Subpopulation zeigt sich mit 76,4% ein besonders hoher Anteil an F2-Di-

agnosen. 
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Abbildung 41: Übersicht über die prozentuale Verteilung der ICD-10-Diagnosen in den einzelnen 

Populationen; F2 = Schizophrenie, schizotype und wahnhafte Störungen; F3 = Affektive Störun-

gen, manische oder depressive Episoden, bipolar affektive Störungen; F4-6 = Neurotische Störun-

gen, Verhaltensauffälligkeiten mit körperlichen Störungen und Faktoren, Persönlichkeits- und 

Verhaltensstörungen. 
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 Medikation 

In Abbildung 42 ist eine Übersicht über die Verteilung der verschiedenen atypischen Antipsychotika 

in der Studienpopulation dargestellt. 

 
Abbildung 42: Übersicht über die Verteilung der einzelnen atypischen Antipsychotika in den Stu-

dienpopulationen. 

 

Das am häufigsten verordnete atypische Antipsychotikum war Olanzapin mit ca. 40% gefolgt von 

Quetiapin mit ca. 30%. Allgemein lässt sich eine große Diversität in der Medikation erkennen. Die 

meisten Patienten erhielten nur ein atypisches Antipsychotikum, ein Patient bekam jedoch auch vier 

verschiedenen Antipsychotika (Abbildung 43). 

 

 

Abbildung 43: Übersicht über die Anzahl der atypischen Antipsychotika in den Studienpopulatio-

nen. 

141

102

63

59

36

29

12

9

1

61

55

41

36

22

22

0

0

0

0 50 100 150

Olanzapin

Quetiapin

Risperidon

Amisulprid

Clozapin

Paliperidon

Ziprasidon

Aripiprazol

Sertindol

adjustierte
Subpopulation

Gesamtpopulation



3 Ergebnisse 

 

99 

 

Viele der Patienten nahmen zahlreiche weiterer Medikamente ein. Daher ist in der Studienpopulation 

eine Vielzahl an verschiedenen Komedikationen zu finden. Zur Vereinfachung zeigt Tabelle 22 eine 

Übersicht der zur Behandlung der psychischen Störungen relevanten Medikamentengruppen. 

 

Häufigste antipsychotische Komedikationen waren dabei typische Antipsychotika (z.B. Pipamperon, 

Haloperidol, Perazin) (ca. 30%), selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (Citalopram, Esci-

talopram, Sertralin) (ca. 30%) und Mirtazapin (ca. 25%). Die Medikation der Vergleichspopulation 

bestand aus typischen Antipsychotika (34%) sowie Serotonin- (47%) und/oder Noradrenalin-Wieder-

aufnahmehemmern (Venlafaxin, Duloxetin (24%) und Reboxetin (8%)). Zudem wurden in 60-70% 

der Fälle zusätzlich Sedativa (Benzodiazepine, Schlafmittel) verschrieben. 

 

Tabelle 22: Übersicht über die antipsychotische und antidepressive Komedikation in den Studien-

populationen bzw. über die antidepressive Medikation in der Vergleichspopulation. 

Medikamentengruppe 
n Gesamtpo-

pulation 

n adjustierte Sub-

population 

n Vergleichspo-

pulation 

trizyklische Antidepressiva 27 0 0 

typische Antipsychotika 118 51 13 

Serotonin-Wiederaufnahmehem-

mer 
111 54 18 

Noradrenalin-Wiederaufnah-

mehemmer  
55 13 3 

Serotonin-Noradrenalin-Wieder-

aufnahmehemmer 
27 10 9 

Sedativa 224 124 22 

Antikonvulsiva 55 20 6 

Lithium 55 0 0 

MAO Hemmer 9 2 0 

Mirtazapin 89 0 0 
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 Gewichtsentwicklung der Studienpopulationen 

In Tabelle 23 sind die einzelnen Gewichtsparameter der einzelnen Populationen dargestellt. Es ist zu 

erkennen, dass sowohl in der Gesamtpopulation als auch in der adjustierten Subpopulation die Pati-

enten nach vier Wochen Therapie mit atypischen Antipsychotika signifikant an Gewicht zunahmen 

(+1,41 bzw. +1,30 kg). Ein Mittelwertvergleich zwischen dem Ausgangsgewicht bzw. Ausgangs-

BMI und dem Gewicht bzw. BMI nach vier Wochen zeigt einen signifikanten Unterschied (T-Test: 

p = 0,000). Im Gegensatz dazu zeigt die Vergleichspopulation ohne atypische Antipsychotika-Medi-

kation ein konstantes Gewicht nach vier Wochen (-0,008 kg; T-Test: p = 0,984). Alle Patienten waren 

über den Beobachtungszeitraum stationär im Klinikum rechts der Isar in Behandlung und hatten somit 

während dieser Zeit einen vergleichbaren Lebenswandel mit Standard-Klinikkost. Das Ergebnis lässt 

daher darauf schließen, dass die unterschiedliche Gewichtszunahme auf die Medikation und somit 

auf die atypischen Antipsychotika zurückzuführen ist. 

 

Tabelle 23: Gewichtsparameter differenziert nach Population (Mittelwert ± SD). 

 Gesamtpopulation 
adjustierte Subpopula-

tion 

Vergleichspopula-

tion 

Ausgangsgewicht 

[kg] 
74,7 ± 16,5 74,1 ± 16,2 71,5 ± 17,3 

Gewicht 4 Wochen 

[kg] 
76,1 ± 19,1 75,4 ±16,0 71,5 ± 16,5 

Δ Gewicht 4 Wochen 

[kg] 

1,41 ± 3,25 

p = 0,000 

1,30 ± 3,16 

p = 0,000 

-0,008 ± 2,36 

p = 0,984 

Δ Gewicht 4 Wochen 

[%] 
2,19 ± 4,63 2,02 ± 4,70 0,257 ± 3,33 

Ausgangs-BMI 

[kg/m²] 
25,4 ± 5,22 25,2 ± 5,36 24,1 ± 4,95 

BMI 4 Wochen 

[kg/m²] 
25,9 ± 4,99 25,7 ± 5,19 24,1 ± 4,65 

Δ BMI 4 Wochen 

[kg/m²] 

0,47 ± 1,09 

p = 0,000 

0,42 ± 1,05 

p = 0,000 

0,006 ± 0,78 

p = 0,962 

Δ BMI 4 Wochen 

[%] 
2,17 ± 4,61 1,97 ± 4,66 0,257 ± 3,33 

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt.  
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Tabelle 24 verdeutlicht die Vergleichbarkeit der Gesamt- und der Vergleichspopulation. Ein direkter 

Vergleich der Gewichtsparameter zeigt, dass beide Populationen sich in Bezug auf das Gewicht bzw. 

den BMI vor Therapiebeginn nicht signifikant unterscheiden. Allerdings besteht ein signifikanter Un-

terschied bezüglich der Gewicht- und BMI-Zunahme nach vierwöchiger Therapie. 

 

Tabelle 24: Vergleich der Gewichtsparameter zwischen der Gesamtpopulation und der  

Vergleichspopulation. 

 Gesamtpopulation Vergleichspopulation p 

Ausgangsgewicht [kg] 74,7 ± 16,5 71,5 ± 17,3 0,287 

Gewicht 4 Wochen [kg] 76,1 ± 19,1 71,5 ± 16,5 0,109 

Δ Gewicht 4 Wochen [kg] 1,41 ± 3,25 -0,008 ± 2,36 0,001 

Δ Gewicht 4 Wochen [%] 2,19 ± 4,63 0,257 ± 3,33 0,002 

Ausgangs-BMI [kg/m²] 25,4 ± 5,22 24,1 ± 4,95 0,129 

BMI 4 Wochen [kg/m²] 25,9 ± 4,99 24,1 ± 4,65 0,031 

Δ BMI 4 Wochen [kg/m²] 0,47 ± 1,09 0,006 ± 0,78 0,002 

Δ BMI 4 Wochen [%] 2,17 ± 4,61 0,257 ± 3,33 0,002 

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt. 

 

 Klinische Einflussfaktoren und Wechselwirkungen 

Der Einfluss verschiedener klinischer Faktoren auf die Gewichtszunahme unter Atypika-Therapie ist 

zahlreich beschrieben.62, 70, 252, 253 Diese Einflüsse wurden in dieser Studienpopulation sowohl für die 

Gesamt- als auch für die adjustierte Subpopulation sehr detailliert von Czerwensky untersucht.68 Im 

Folgenden sollen daher nur die wichtigsten Faktoren kurz wiedergegeben bzw. ergänzt werden: 

 

Geschlecht 

Czerwensky konnte mittels T-Test in der Gesamt- und in der adjustierten Subpopulation sowohl für 

das Ausgangsgewicht (p < 0,001/0,001) als auch die absolute Gewichts- (p = 0,005/0,016) und BMI-

Zunahme (p = 0,016/0,024) einen signifikanten Unterschied zwischen Männern und Frauen feststel-

len.68 Dabei waren Männer signifikant schwerer und nahmen auch mehr an Gewicht und BMI zu als 

Frauen. Beim absoluten BMI zu Beginn der Studie (p = 0,336/0,605) und auch nach vier Wochen 

(p = 0,117/0,309) war kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Hier wurde das höhere Gewicht 

der männlichen Patienten durch die Körpergröße relativiert. 
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Art der Medikation 

Ein weiterer Faktor, der Einfluss auf die Gewichtszunahme hat, ist die Art der Medikation. So haben 

einigen Antipsychotika ein höheres Risiko eine Gewichtszunahme auszulösen als andere. Leucht et 

al. konnten in einer Metaanalyse unter den verschiedenen atypischen Antipsychotika folgende Rang-

folge bezüglich ihres Risikos für Gewichtszunahme feststellen: 

 

Olanzapin > Clozapin > Quetiapin, Risperidon > Sertindol > Paliperidon > Amisulprid > Aripipra-

zol > Ziprasidon25 

 

Auf Grundlage dieser Reihenfolge wurden die Antipsychotika in folgende Gruppen eingeteilt: 

 

 Antipsychotika mit hohem Risiko für Gewichtszunahme:   Olanzapin, Clozapin 

 Antipsychotika mit mäßigem Risiko für Gewichtszunahme:  Quetiapin, Risperidon, 

Sertindol, Paliperidon 

 Antipsychotika mit niedrigem bis gar keinem Risiko für Gewichtszunahme: Amisulprid, Ari-

piprazol, Ziprasidon 

 

Die Gewichtszunahme ist unter Olanzapin und Clozapin am stärksten ausgeprägt und die Identifizie-

rung genetischer Marker ist für diese Medikation besonders relevant. Bezüglich des Risikofaktors 

„Art des Antipsychotikums“ wurde zwischen Clozapin und Olanzapin (Hochrisiko-Therapie) und 

den anderen Atypika (Niedrigrisiko-Therapie) unterschieden. Der T-Test konnte in dieser Studienpo-

pulation einen signifikanten Unterschied der Gewichtszunahme in Abhängigkeit von der Medikation 

identifizieren (Gesamtpopulation: Hochrisiko-Therapie 2,7% vs. Niedrigrisiko-Therapie 1,7%; 

p = 0,037; adjustierte Subpopulation: Hochrisiko-Therapie 2,9% vs. Niedrigrisiko-Therapie 1,3%; 

p = 0,023). Zudem wurden für alle getesteten Polymorphismen die Patienten mit Hochrisiko-Thera-

pie nochmal separat auf eine Genotypen-abhängige Gewichtszunahme getestet. 

 

Ausgangsgewicht/Ausgangs-BMI 

Als weitere Einflussfaktoren auf die Gewichtszunahme konnte das Ausgangsgewicht bzw. der Aus-

gangs-BMI identifiziert werden. Hierbei korrelierte ein niedriges Gewicht/BMI zu Beginn der Studie 

mit einer höheren Gewichtszunahme nach vier Wochen Antipsychotika-Therapie (für alle Gruppen 

p < 0,001). 
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Therapieansprechen 

Sharma et al. haben in ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen Therapieansprechen und dem 

Auftreten von Nebenwirkungen beschrieben.254 Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher auf einen mög-

lichen Zusammenhang zwischen dem Therapieerfolg und der Gewichtszunahme getestet. Als Thera-

pieerfolg wurde ein CGI 2-Wert von 1 oder 2 nach vier Wochen gewertet. Der T-Test zeigte für die 

Gesamtpopulation einen Trend: Patienten mit Therapieerfolg (n = 42) nahmen im Schnitt 3,67% Ge-

wicht zu, während Patienten ohne Therapieerfolg (n = 278) nur 2,12% zunahmen (p = 0,067). Dieser 

Effekt erreicht in der adjustierten Subpopulation (n = 26/142) ein signifikantes Niveau (4,61% vs. 

1,58%; p = 0,009). 

 

MC4R 

Czerwensky konnte weiterhin den Polymorphismus rs17782313 im MC4R-Gen als möglichen Risi-

kofaktor für eine Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme identifizieren.68 Der Polymorphismus 

befindet sich 180 kb downstream des MC4R-Gens und stellt eine Punktmutation von Thymin zu Cy-

tosin dar. Träger des Risikoallels C nahmen nach vier Wochen Atypika-Therapie signifikant mehr 

Gewicht zu als Träger des Wildtyp-Allels T (Gesamtpopulation: T/T = 1,6% vs. T/C = 2,9% vs. 

C/C = 3,5%; p = 0,025; adjustierte Subpopulation: T/T = 1,1% vs. T/C = 3,3% vs. C/C = 5,5%; 

p = 0,001). Dieser Polymorphismus wurde daher als Kofaktor in die Analysen dieser Arbeit aufge-

nommen. 

 

Als weitere mögliche Einflussfaktoren wurden von Czerwensky die Art der Diagnose, der Zustand 

des Patienten nach PDS und das Alter untersucht. Als einziger signifikanter Zusammenhang konnte 

eine schwache Korrelation zwischen Alter und absoluter Gewichtszunahme nachgewiesen werden 

(p = 0,022). 

 

Um Verzerrungseffekte aufgrund eventueller antipsychotischer Vorbehandlungen auszuschließen, 

wurde zusätzlich nur die Gruppe der Patienten betrachtet, die zum ersten Mal mit Neuroleptika be-

handelt wurden (naive Subpopulation, n = 91).252, 255 Im Vergleich zu Patienten mit antipsychoti-

scher Vormedikation hatte diese Patientengruppe zu Beginn der Studie einen signifikant niedrigeren 

BMI (24,2 vs. 26,0 kg/m²; p = 0,004). Zudem waren die Patienten signifikant jünger (37,3 vs. 42,4 

Jahre; p = 0,004). In Bezug auf die Gewichtsveränderung zeigten Patienten dieser Subpopulation ei-

nen Trend für eine stärkere Gewichts- (2,9 vs. 1,9%; p = 0,063) und BMI-Zunahme (2,9 vs. 1,8%; 

p = 0,054).  
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3.4 Genotypisierungen der Antipsychotika-Population 

 Exemplarisches Vorgehen 

Im folgenden Kapitel werden die statistischen Ergebnisse, der unter 2.4.11 beschriebenen Genotypi-

sierungen aufgeführt. 

 

Die Häufigkeitsverteilung der untersuchten Polymorphismen in der Studienpopulation im Vergleich 

zu den Häufigkeiten der HapMap-EU Population ist in Anhang 9.3 dargestellt. Es kann eine ver-

gleichbare Verteilung der untersuchten Polymorphismen festgestellt werden. Zudem befinden sich 

alle untersuchten Polymorphismen im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Anhang 9.3). 

 

Zu Beginn der Auswertung wurde eine ANOVA durchgeführt. Hierbei wurde der Einfluss der jewei-

ligen Genotypen auf Gewicht und BMI sowie deren Veränderung nach vierwöchiger Medikamenten-

einnahme untersucht. Die ANOVA wurde für alle Subpopulationen durchgeführt. 

 

Im Kapitel 3.3.4 konnte ein Einfluss der klinischen Parameter Alter, Geschlecht, Ausgangsgewicht 

bzw. -BMI, Therapieansprechen und Art der Medikation auf die Gewichtszunahme nachgewiesen 

werden. Zudem wurde der MC4R-Polymorphismus rs17782313 von Czerwensky als möglicher Ri-

sikofaktor für Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme identifiziert. Es wurde daher auf eine 

gleichmäßige Verteilung dieser Parameter in den jeweiligen Genotyp-Gruppen geprüft (Chi-Quadrat 

für Geschlecht, Art der Medikation, Therapieansprechen und rs17782313; ANOVA für Alter und 

Ausgangsgewicht). 

 

Um den Einfluss der unter 3.3.4 beschriebenen Einflussfaktoren auf die Gewichtszunahme nach vier 

Wochen zu berücksichtigen und Verzerrungseffekte zu vermeiden, wurde ein adjustiertes ANCOVA-

Modell generiert. Dieses beinhaltete als Kofaktoren Alter, Geschlecht, Gewicht zur Aufnahme, The-

rapieansprechen und den rs17782313 Genotyp. Da es nur einen marginalen Unterschied in der Kor-

relation von Basisgewicht bzw. BMI und der Gewichtszunahme gab und die Variable „Basisge-

wicht“ für jeden Patienten zur Verfügung stand, fand diese Variable Anwendung im adjustierten AN-

COVA-Modell. Als abhängige Variable wurde die prozentuale Veränderung des Gewichtes verwen-

det, da sie am häufigsten beschrieben wird und somit eine bessere Vergleichbarkeit mit Ergebnissen 

anderer Studien gewährleistet ist. 
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Zudem wurde in einigen Fällen eine lineare Regression durchgeführt. Dabei wurde ebenfalls die pro-

zentuale Veränderung des Gewichts als abhängige Variable eigesetzt. Als unabhängige Faktoren wur-

den der jeweilige Genotyp sowie die bereits oben benannten Kofaktoren verwendet. Für die Einbe-

rechnung der unabhängigen Faktoren wurde die Einschluss-Methode gewählt. 

 

Da die Gewichtszunahme vor allem bei der Therapie mit Clozapin und Olanzapin von Bedeutung ist 

wurden in einem weiteren Schritt nur Patienten mit dieser Hochrisiko-Therapie nach oben beschrie-

benem Muster auf signifikante Zusammenhänge getestet (n = 174). Um zudem Verzerrungseffekte 

aufgrund eventueller antipsychotischer Vorbehandlungen auszuschließen, wurden die Gruppe der Pa-

tienten betrachtet, die zum ersten Mal mit Neuroleptika behandelt wurden (naive Subpopulation, 

n = 91). 

 

 

 Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf die Gewichtszunahme 

3.4.2.1 rs6971 und rs6973 Polymorphismus (TSPO) 

Das TSPO-Gen ist auf 22q13.2 lokalisiert und kodiert ein 18 kDa großes Transmembranprotein der 

äußeren Mitochondrienmembran, das Translocator Protein (TSPO). TSPO ist an der Synthese und 

dem Transport von Steroidhormonen sowie von Porphyrin beteiligt.72 Zudem ist es bei Entzündungs-

prozessen involviert. 

 

TSPO wird mit der Gewichtsregulation im Allgemeinen sowie in Bezug auf die antipsychotische 

Therapie in Verbindung gebracht.78-81, 256 Zudem konnte die Gruppe um Professor Müller einen sig-

nifikanten Zusammenhang zwischen den TSPO Polymorphismen rs6971 und rs6973 und der An-

tipsychotika-induzierten Gewichtszunahme nachweisen.83 

 

Sowohl rs6971 als auch rs6973 befinden sich im Exon 5, dem TSPO-Gen nachgelagert. Rs6971 ist 

ein nicht-synonymer SNP. Er impliziert einen Basenaustausch von Cytosin zu Thymin und verursacht 

dadurch einen Austausch der Aminosäure von Alanin zu Threonin im aktiven Zentrum. Rs6973 im-

pliziert einen Basenaustausch von Guanin zu Thymin. 

 

Die Untersuchung der Polymorphismen rs6971 und rs6973 im TSPO-Gen wurden in Zusammenar-

beit mit dem Arbeitskreis von Prof Müller des Department of Psychiatry an der University of Toronto, 
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Toronto, Kanada durchgeführt. Neben der hier beschriebenen Studienpopulation wurden zwei weitere 

Population auf einen Zusammenhang der Polymorphismen mit Antipsychotika-induzierter Gewichts-

zunahme analysiert, die Population der Gruppe von Prof Müller (Toronto-Population) und die NIMH 

Research Units on Pediatric Psychopharmacology (RUPP) Autism Network Population (RUPP-Po-

pulation). Die Toronto-Population beinhaltet 109 erwachsene Patienten kaukasischer Abstammung 

mit Schizophrenie aus verschiedenen Studienzentren. Die Patienten wurden für 14 Wochen beobach-

tet. Die RUPP-Population erfasst 119 Kinder zwischen vier und 17 Jahren mit Autismus. Die Kinder 

wurden mit Risperidon behandelt und die Entwicklung über acht Wochen erfasst. Für die genaue 

Charakterisierung dieser Studienpopulationen siehe Pouget et al.257 Für rs6973 war für eine Probe 

keine auswertbare Genotypisierung möglich (siehe 3.1). 

 

In den Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter Alter, 

Geschlecht, Medikation, Therapieansprechen und rs17782313 Genotyp. 

Für rs6971 konnte sowohl in der Gesamtpopulation als auch in der adjustierten Population kein sig-

nifikanter Zusammenhang mit einer Antipsychotika-induzierten Gewichtszunahme gefunden wer-

den. Alle Genotypen zeigten ein ähnliches Verhalten bezüglich der Gewichtsentwicklung (Tabelle 

25). 

 

Für rs6973 konnte in der adjustierten Subpopulation ein signifikanter Zusammenhang für das Aus-

gangsgewicht bzw. den Ausgangs-BMI gefunden werden (p = 0,013/0,006; Tabelle 26). So zeigten 

homozygote Träger des mutierten Allels A ein deutlich höheres Gewicht als die anderen Genotypen 

(A/A = 87,8 kg, C/C = 72,7 kg, C/T = 74,1 kg). Da die Gewichtszunahme bei allen Genotypen ähn-

lich war, spiegelte sich dieser Effekt ebenfalls beim Gewicht nach vier Wochen wieder. In einem 

zweiten Schritt wurde getestet, ob dieser Effekt eventuell von einer vorrausgegangenen, längeren 

Medikamenteneinnahme hervorgerufen wurde oder der Polymorphismus möglicherweise einen Ein-

fluss auf das Gewicht im Allgemeinen hat. Dazu wurde zwischen Patienten, die schon zu Beginn der 

Studie Antipsychotika genommen hatten, und Patienten, die zum ersten Mal Antipsychotika nahmen 

(naive Subpopulation), unterschieden. In der Gruppe der chronischen Patienten (n = 130) war dieser 

Effekt nicht nachweisbar (p = 0,362). Im Gegensatz dazu verdeutlichte sich der Effekt in der naiven 

Subpopulation (n = 48): homozygote A-Allel-Träger zeigten ein deutlich höheres Ausgangsgewicht 

(92,9 ± 25,7 kg) als homozygote C-Allel-Träger (71,2 kg ± 14,9 kg) und heterozygote Patienten 

(73,1 ± 14,3 kg) (p = 0,026). Ähnlich verhielt es sich mit dem BMI (A/A = 32,7 kg/m², 
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C/A = 24,8 kg/m², C/C = 22,8 kg/m²; p = 0,001). Dieser Effekt blieb signifikant nach Berücksichti-

gung der möglichen Kofakoren Alter und Geschlecht (lineare Regression: p = 0,024/0,002). Der Ef-

fekt scheint daher unabhängig von der antipsychotischen Medikation zu sein. Die geringe Anzahl der 

Patienten und besonders der homozygoten A-Allel-Träger (n = 5) begrenzt die statistische Aussage-

kraft. 

 

Tabelle 25: ANOVA für TSPO rs6971, Mittelwert ± SD. 

 Gesamtpopulation n=350 adjustierte Subpopulation n=178 

 

 

C/C 

n=187 

C/T 

n=130 

T/T 

n=33 
p 

C/C 

n=99 

C/T 

n=65 

T/T 

n=14 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

74,9 

± 17,3 

74,3 

± 16,5 

75,1 

± 11,7 
0,943 

74,1 

± 18,0 

73,6 

± 14,7 

76,4 

± 11,2 
0,852 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

76,2 

± 16,9 

75,9 

± 16,2 

76,7 

± 10,6 
0,972 

75,3 

± 17,7 

75,0 

± 14,4 

77,2 

± 10,9 
0,895 

Δ Gewicht 

[kg] 

1,23 

± 3,07 

1,62 

± 3,61 

1,60 

± 2,79 
0,543 

1,27 

± 2,90 

1,38 

± 3,75 

0,88 

± 2,14 
0,868 

Δ Gewicht 

[%] 

1,96 

± 4,35 

2,46 

± 5,14 

2,45 

± 4,11 
0,593 

2,01 

± 4,49 

2,15 

± 5,36 

1,25 

± 2,91 
0,810 

 n=349 (C/T=129) n=177 (C/T=64) 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

25,7 

± 5,53 

25,2 

± 5,04 

25,8 

± 4,05 
0,530 

25,3 

± 5,90 

24,9 

± 4,89 

26,5 

± 4,32 
0,611 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

26,1 

± 5,26 

25,6 

± 4,92 

26,3 

± 5,60 
0,595 

25,7 

± 5,65 

25,3 

± 4,81 

26,7 

± 4,12 
0,651 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,41 

± 1,04 

0,54 

± 1,18 

0,54 

± 1,00 
0,551 

0,41 

± 0,97 

0,45 

± 1,23 

0,28 

± 0,75 
0,790 

Δ BMI [%] 
1,96 

± 4,35 

2,40 

± 5,11 

2,45 

± 4,11 
0,655 

2,01 

± 4,49 

2,01 

± 5,28 

1,25 

± 2,91 
0,843 
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Tabelle 26: ANOVA für TSPO rs6973, Mittelwert ± SD. 

 Gesamtpopulation n=349 adjustierte Subpopulation n=178 

 

 

C/C 

n=208 

C/A 

n=121 

A/A 

n=20 
p 

C/C 

n=107 

C/A 

n=60 

A/A 

n=11 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

74,5 

± 15,8 

74,0 

± 16,3 

81,7 

± 24,0 
0,150 

72,7 

± 14,3 

74,1 

± 16,8 

87,8 

± 25,5 
0,013 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

75,9 

± 15,5 

75,3 

± 15,5 

83,1 

± 23,6 
0,127 

74,1 

± 14,4 

75,3 

± 15,9 

88,9 

± 25,8 
0,014 

Δ Gewicht 

[kg] 

1,44 

± 3,37 

1,36 

± 3,20 

1,49 

± 2,39 
0,971 

1,37 

± 3,20 

1,14 

± 3,34 

1,10 

± 2,04 
0,886 

Δ Gewicht 

[%] 

2,18 

± 4,73 

2,24 

± 4,69 

2,15 

± 3,33 
0,993 

2,08 

± 4,79 

1,99 

± 4,95 

1,27 

± 2,40 
0,864 

 n=348 (C/A=120) n=177 (C/A=59) 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

25,4 

± 4,96 

25,3 

± 5,07 

27,2 

± 8,17 
0,28 

24,6 

± 4,60 

25,5 

± 5,54 

30,0 

± 9,37 
0,006 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

25,8 

± 477 

25,7 

± 4,75 

27,7 

± 7,97 
0,236 

25,1 

± 4,50 

25,8 

± 5,15 

30,4 

± 9,26 
0,006 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,48 

± 1,12 

0,45 

± 1,10 

0,47 

± 0,78 
0,962 

0,45 

± 1,04 

0,35 

± 1,14 

0,33 

± 0,70 
0,810 

Δ BMI [%] 
2,18 

± 4,73 

2,16 

± 4,64 

2,15 

± 3,33 
0,999 

2,08 

± 4,79 

1,84 

± 4,85 

1,27 

± 2,40 
0,841 

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt. 
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Im Zusammenhang mit den beiden Vergleichspopulationen wurden nur Patienten untersucht, die eine 

Medikation mit mäßigem oder hohem Risiko für Gewichtszunahme bekamen. Die Analyse der ent-

sprechenden Gruppen zeigte kein signifikantes Ergebnis (Tabelle 27, Tabelle 28). Auch die lineare 

Regression in Bezug auf die relative Gewichtszunahme unter Berücksichtigung möglicher anderer 

Einflussfaktoren (Alter, Geschlecht, Gewicht zur Aufnahme, Therapieansprechen und rs17782313 

Genotyp) lieferte keine Signifikanz (rs6971: p = 0,507/0,589; rs6973 p = 0,741/0,564). 

 

Tabelle 27: ANOVA für TSPO rs6971, Mittelwert ± SD. 

 
Population Clozapin + Olanzapin 

n=174 

Population Clozapin + Olanzapin+ 

Risperidon + Quetiapin n=300 

 

 

C/C 

n=88 

C/T 

n=63 

T/T 

n=23 
p 

C/C 

n=151 

C/T 

n=121 

T/T 

n=28 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

74,5 

± 17,0 

72,7 

± 14,1 

73,4 

± 11,2 
0,777 

74,4 

± 16,7 

72,4 

± 14,8 

74,0 

± 11,8 
0,588 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

76,1 

± 16,1 

74,8 

± 14,2 

74,9 

± 10,1 
0,840 

75,6 

± 16,0 

74,2 

± 14,7 

75,8 

± 10,7 
0,718 

Δ Gewicht 

[kg] 

1,61 

± 3,14 

2,04 

± 3,78 

1,45 

± 2,89 
0,667 

1,22 

± 3,03 

1,74 

± 3,61 

1,73 

± 2,93 
0,402 

Δ Gewicht 

[%] 

2,60 

± 4,58 

3,02 

± 5,48 

2,30 

± 4,33 
0,794 

2,01 

± 4,41 

2,64 

± 5,20 

2,66 

± 4,34 
0,515 

 n=173 (C/T=62) n=299 (C/T=120) 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

25,2 

± 5,32 

24,4 

± 4,05 

25,4 

± 3,94 
0,481 

25,6 

± 5,52 

24,5 

± 4,43 

25,5 

± 3,94 
0,191 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

25,8 

± 4,96 

25,0 

± 4,03 

25,9 

± 3,50 
0,544 

26,0 

± 5,20 

25,1 

± 4,37 

26,1 

± 3,52 
0,251 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,54 

± 1,06 

0,65 

± 1,22 

0,50 

± 1,03 
0,778 

0,41 

± 1,04 

0,58 

± 1,19 

0,59 

± 1,04 
0,422 

Δ BMI [%] 
2,60 

± 4,58 

2,89 

± 5,43 

2,30 

± 4,33 
0,869 

2,01 

± 4,41 

2,57 

± 5,16 

2,66 

± 4,34 
0,573 
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Tabelle 28: ANOVA für TSPO rs6973, Mittelwert ± SD. 

 
Population Clozapin + Olanzapin 

n=173 

Population Clozapin + Olanzapin + 

Risperidon + Quetiapin n=299 

 

 

C/C 

n=108 

C/A 

n=57 

A/A  

n=8 
p 

C/C 

n=179 

C/A 

n=105 

A/A 

n=15 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

73,9 

± 14,3 

73,8 

± 16,3 

70,9 

± 22,2 
0,869 

73,8 

± 14,7 

72,2 

± 15,3 

80,6 

± 24,1 
0,141 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

75,7 

± 13,6 

75,4 

± 15,8 

72,5 

± 22,3 
0,840 

75,2 

± 14,3 

73,8 

± 14,7 

82,0 

± 23,6 
0,142 

Δ Gewicht 

[kg] 

1,81 

± 3,68 

1,66 

± 2,85 

1,59 

± 1,77 
0,954 

1,43 

± 3,44 

1,60 

± 3,13 

1,36 

± 2,20 
0,911 

Δ Gewicht 

[%] 

2,84 

± 5,36 

2,57 

± 4,15 

2,36 

± 3,02 
0,923 

2,22 

± 4,88 

2,57 

± 4,70 

2,00 

± 3,29 
0,809 

 n=172 (C/A=56) n=298 (C/T=104) 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

24,8 

± 4,32 

25,3 

± 5,25 

23,6 

± 6,43 
0,617 

25,1 

± 4,55 

24,9 

± 4,98 

27,4 

± 8,84 
0,189 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

25,5 

± 4,03 

25,8 

± 4,99 

24,2 

± 6,42 
0,603 

25,6 

± 4,33 

25,4 

± 4,71 

27,8 

± 8,54 
0,181 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,61 

± 1,22 

0,53 

± 0,96 

0,52 

± 0,58 
0,890 

0,48 

± 1,15 

0,53 

± 1,08 

0,43 

± 0,74 
0,915 

Δ BMI [%] 
2,84 

± 5,36 

2,42 

± 4,03 

2,36 

± 3,02 
0,856 

2,22 

± 4,88 

2,48 

± 4,65 

1,99 

± 3,29 
0,874 

 

Im Gegensatz zu unserer Analyse konnte in der RUPP-Population ein signifikanter Effekt gefunden 

werden. Kindern, die homozygot das C-Allel trugen, zeigten im Lauf der Studie eine signifikant ge-

ringere BMI-Zunahme (p = 0,003).257 In der Toronto-Population war zumindest ein Trend erkenn-

bar.257 So nahm abhängig von der Anzahl des Risikoallels T das Gewicht um 1,35% bzw. 1,41% zu 

(p = 0,07) (Tabelle 29). 
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Tabelle 29: Übersicht über die Gewichts- bzw. BMI-Änderung im Verlauf der Studie in Abhängig-

keit des rs6971 Genotyps und die Ergebnisse der linearen Regression in den verschiedenen Ver-

gleichspopulationen. 

Population Genotyp Δ Gewicht [%] ± SD p 

Toronto-Population (n=109) C/C (n=54) 3,72 ± 4,5 0,070 

 C/T (n=44) 5,05 ± 5,6   

 T/T (n=11) 7,10 ± 6,0   

Toronto-Population, nur Clo-

zapin- und Olanzapin-Medi-

kation (n=78) 

C/C (n=41) 3,23 ± 4,5  0,040 

C/T (n=29) 5,17 ± 6,3   

T/T (n=8) 8,09 ± 6,1   

München-Population (n=300) C/C (n=151) 2,01 ± 4,41 0,589 

 C/T (n=121) 2,64 ± 5,20  

 T/T (n=28) 2,66 ± 4,34  

Population Genotyp Δ BMI  p 

RUPP-Population (n=119) C/C  0,55 0,003 

 C/T 0,68  

 T/T 0,68  

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt. 

 

Für Patienten, die zum ersten Mal mit Antidepressiva behandelt wurden, konnten ebenfalls keine 

signifikanten Ergebnisse gezeigt werden. Lediglich der BMI zu Studienbeginn für rs6973 war für 

A/A-Homozygote signifikant höher (p = 0,012). Dieser Effekt passt mit dem bereits oben beschrie-

benen Zusammenhang zwischen rs6973 und dem Ausgangsgewicht bzw. -BMI in der adjustierten 

Subpopulation zusammen. 
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3.4.2.2 rs8087522 Polymorphismus (MC4R) 

Das MC4R-Gen ist auf Chromosom 18q22 lokalisiert und codiert den humanen Melanocortin-4- Re-

zeptor, einen G-gekoppelten Rezeptor. Dieser spielt im Energiehaushalt und dem Essverhalten des 

Menschen eine entscheidende Rolle.84, 85 Die vielen funktionalen Polymorphismen in diesem Gen 

werden unter anderem mit Übergewicht in Verbindung gebracht.88 

 

In dieser Studienpopulation wurde bereits ein Effekt für rs17782313 und rs489693 auf die Gewichts-

zunahme unter atypischen Antipsychotika nachgewiesen.66, 67, 89 Für rs8087522 konnte Sun einen Zu-

sammenhang in der adjustierten Subpopulation identifizieren.90 Dieser sollte im Rahmen dieser Ar-

beit zum einen durch Genotypisierung der Gesamtpopulation verifiziert werden. Zum anderen sollten 

die Ergebnisse der Sequenzierung durch eine weitere Methode validiert werden. 

 

Der rs8087522 Polymorphismus befindet sich ca. 500 bp upstream des MC4R-Gens und stellt eine 

Punktmutation des Wildtyp-Allels Cytosin zu Thymin dar. 

 

Bei der Analyse mittels Sonden-basierter Genotypisierung am LightCycler konnte eine Probe nicht 

eindeutig bestimmt werden. Diese wurde in der Auswertung ausgeschlossen (siehe 3.1). Drei Proben 

zeigten ein abweichendes Ergebnis zu den Sequenzierungsergebnissen. Aufgrund der geringeren Feh-

leranfälligkeit der LightCycler-Methode sowie der teilweise uneindeutigen Ergebnisse und somit 

schwierigeren Auswertung der Sequenzierung wurden für die folgende Analyse die Ergebnisse der 

LightCycler-Messung verwendet. Diese weichen daher geringfügig von den Ergebnissen von Sun 

ab.90 

 

In den Populationen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter Alter, 

Medikation und Therapieansprechen. T/T-Allel-Träger der Gesamtpopulation zeigten ein signifikant 

niedrigeres Ausgangsgewicht zu Beginn der Studie (p = 0,027) (Tabelle 31). Zudem war in der Ge-

samtpopulation unter den Frauen der Anteil des T/T-Genotyps höher als erwartet, während unter den 

männlichen Studienteilnehmern der T/T-Genotyp seltener auftrat (p = 0,024). Dieser Effekt konnte in 

der adjustierten Subpopulation jedoch nicht bestätigt werden (p = 0,159) und ist wohl zufallsbedingt. 

Des Weiteren zeigte sich ebenfalls nur in der Gesamtpopulation eine häufige Übereinstimmung zwi-

schen den Wildtyp- und den mutierten Allelen der rs17782313 und rs8087522 Polymorphismen 

(p = 0,001). Patienten, die in Bezug auf rs17782313 Träger des mutierten Allels C waren, zeigten 
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häufiger als erwartet auch eine Mutation in Bezug auf rs8087522 (T-Allel). Da beide Polymorphis-

men innerhalb desselben Gens liegen, ist eine gemeinsame Vererbung der jeweiligen Allele plausibel. 

Die beiden Polymorphismen befinden sich allerdings nicht im Linkage Disequilibrium (LD) (Tabelle 

30). Die hier dargestellten Werte wurden mittels CubeX-Online-Tool berechnet.223 

 

Tabelle 30: LD-Analyse von rs177882313 und rs8087522 nach 223. 

L1 L2 D' r2 Entfernung 

rs17782313 rs8087522 0,233 0,0425 189381 

 

Homozygote Träger des mutierten Allels T hatten im Durchschnitt das niedrigste Gewicht zu Beginn 

der Studie (p = 0,027/0,110). Nach vier Wochen nahmen diese Patienten sowohl in der Gesamtpopu-

lation als auch in der adjustierten Population mehr Gewicht zu als C-Allel-Träger (Tabelle 31). An-

ders als in der Auswertung von Sun, erreichte dieser Effekt in beiden Populationen keine Signifikanz 

(p = 0,117/0,053).90 Dies ist auf die veränderte Genotypen-Zuordnung aufgrund der unterschiedli-

chen Ergebnisse der verschiedenen Messmethoden zurück zu führen. Lediglich die prozentuale BMI-

Änderung in der adjustierten Population zeigte ein signifikantes Ergebnis (p = 0,044). 

 

Auch die ANCOVA zeigte keine signifikanten Ergebnisse für die Gewichtszunahme [%] in Abhän-

gigkeit des rs8087522 Genotyps (p = 0,289/0,176). Im Gegensatz dazu konnten das Geschlecht, das 

Ausgangsgewicht sowie rs17782313 als signifikante Kovariate identifiziert werden. 

 

Die Auswertung der Patienten mit Antipsychotika mit hohem Risiko für Gewichtszunahme zeigte 

ähnliche Ergebnisse wie die Auswertung der Gesamtpopulation und der adjustierten Subpopulation. 

Patienten mit dem T/T-Genotyp zeigten im Schnitt das niedrigste Ausgangsgewicht zu Beginn der 

Studie (C/C = 73,6 ± 15,1 kg, C/T = 75,7 ± 15,0 kg, T/T = 64,2 ± 14,5 kg; p = 0,034). Nach vier Wo-

chen Therapie nahmen diese Patienten signifikant das meiste Gewicht zu (C/C = 2,6 ± 4,6%, 

C/T = 2,3 ± 4,8%, T/T = 5,9 ± 6,0 %; p = 0,035). Nach Adjustierung für andere mögliche Einfluss-

faktoren konnte jedoch keine Signifikanz für den Genotypen mehr beobachtet werden (p = 0,162). 

 

Auch in der Gruppe der naiven Patienten konnten keine signifikanten Effekte des Genotyps nachge-

wiesen werden. 
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Tabelle 31: ANOVA für MC4R rs8087522, Mittelwert ± SD. 

 Gesamtpopulation n=349 adjustierte Subpopulation n=177 

 

 

C/C 

n=176 

C/T 

n=146 

T/T 

n=27 
p 

C/C 

n=91 

C/T 

n=70 

T/T 

n=16 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

73,9 

± 16,0 

76,9 

± 16,7 

68,2 

± 17,5 
0,027 

73,2 

± 15,5 

76,6 

± 16,6 

67,7 

± 17,9 
0,110 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

75,3 

± 15,8 

78,1 

± 16,1 

70,5 

± 17,0 
0,053 

74,4 

± 15,4 

77,8 

± 16,5 

70,4 

± 16,7 
0,177 

Δ Gewicht 

[kg] 

1,46 

± 3,21 

1,19 

± 3,34 

2,31 

± 3,11 
0,251 

1,16 

± 2,67 

1,17 

± 3,66 

2,67 

± 3,33 
0,192 

Δ Gewicht 

[%] 

2,20 

± 4,45 

1,88 

± 4,62 

3,89 

± 5,65 
0,117 

1,74 

± 1,01 

1,77 

± 5,03 

4,74 

± 6,26 
0,053 

 n=348 (C/C=175) n=176 (C/C=90) 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

25,1 

± 4,99 

26,0 

± 5,22 

24,1 

± 6,50 
0,116 

25,0 

± 4,93 

26,0 

± 5,77 

23,5 

± 5,82 
0,198 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

25,6 

± 4,84 

26,4 

± 4,90 

24,9 

± 6,33 
0,194 

25,4 

± 4,90 

26,3 

± 5,53 

24,4 

± 5,40 
0,303 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,48 

± 1,08 

0,39 

± 1,10 

0,82 

± 1,10 
0,117 

0,38 

± 0,90 

0,36 

± 1,18 

0,94 

± 1,17 
0,121 

Δ BMI [%] 
2,15 

± 4,41 

1,88 

± 4,62 

3,89 

± 5,65 
0,115 

1,64 

± 3,91 

1,77 

± 5,03 

4,74 

± 6,26 
0,044 

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt. 
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3.4.2.3 rs6435326, rs1801318 und rs1053517 Polymorphismus (NDUFS1) 

Das NDUFS1-Gen befindet sich auf Chromosom 2 und codiert die NADH-Ubiquinon Oxidoreduk-

tase 75 kDa Untereinheit 1. Dieses Protein gehört zum Komplex I der Atmungskette auf der inneren 

Mitochondrienmembran. Es dient dem Elektronentransfer von NADH auf Ubiquinon und schleust 

somit Elektronen in die Atmungskette ein. Mutationen innerhalb des Gens werden mit einem Funkti-

onsverlusts des Komplex I in Verbindung gebracht. Goncalves et al. konnten zwischen den drei Po-

lymorphismen rs6435326, rs1801318 und rs1053517 und der Antipsychotika-induzierten Gewichts-

zunahme einen signifikanten Zusammenhang feststellen.83 Der rs6435326 liegt im Intron 13 des 

NDUFS1-Gen und impliziert einen Basenaustausch von Adenin zu Thymin, rs1053517 liegt in Exon 

19 und hat einen Basenaustausch von Cytosin zu Thymin zur Folge. Rs1801318 ist ein synonymer 

Basenaustausch, er ist in Exon 12 lokalisiert und impliziert einen Basenaustausch von Adenin zu 

Guanin. Beide Triplets codieren die Aminosäure Arginin. 

 

In der Population zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Parameter Alter, 

Geschlecht, Ausgangsgewicht, Medikation und rs17782313 Genotyp und Therapieansprechen. 

 

Sowohl in der Gesamtpopulation als auch in der adjustierten Subpopulation zeigten rs6435326 A/A-

Allel-Träger das niedrigste Ausgangsgewicht und die höchste Gewichtszunahme nach vier Wochen. 

Allerdings erreichten diese Effekte ebenso wie die anderen untersuchten Parameter keine Signifikanz 

(Tabelle 32). Für die anderen beiden Polymorphismen zeigten sich ähnliche Ergebnisse. Rs1801318 

A/A-Genotypen sowie rs1053517 T/T-Genotypen nahmen das meiste Gewicht zu. Allerdings er-

reichte auch hier kein Parameter eine Signifikanz. 
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Tabelle 32: ANOVA für NDUFS1 rs6435326, Mittelwert ± SD. 

 Gesamtpopulation n=350 adjustierte Subpopulation n=178 

 

 

A/A 

n=91 

A/T 

n=184 

T/T 

n=75 
p 

A/A 

n=40 

A/T 

n=102 

T/T 

n=36 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

73,9 

± 15,3 

75,0 

± 17,2 

75,0 

± 16,4 
0,866 

72,7 

± 15,7 

73,9 

± 16,0 

76,3 

± 17,8 
0,612 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

75,5 

± 14,4 

76,3 

± 16,8 

76,4 

± 16,1 
0,917 

74,5 

± 15,4 

74,9 

± 15,6 

77,9 

± 18,0 
0,584 

Δ Gewicht 

[kg] 

1,61 

± 3,31 

1,29 

± 3,33 

1,44 

± 3,01 
0,745 

1,77 

± 2,62 

1,02 

± 3,26 

1,55 

± 3,40 
0,396 

Δ Gewicht 

[%] 

2,62 

± 4,75 

2,03 

± 4,75 

2,08 

± 4,21 
0,596 

2,71 

± 4,30 

1,70 

± 4,87 

2,15 

± 4,66 
0,503 

 n=349 (A/A=90) n=177 (A/A=39) 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

25,1 

± 4,91 

25,6 

± 5,55 

25,4 

± 4,78 
0,797 

24,7 

± 5,45 

25,5 

± 5,57 

25,2 

± 4,72 
0,766 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

25,7 

± 4,57 

26,0 

± 5,34 

25,9 

± 4,99 
0,856 

25,3 

± 5,37 

25,8 

± 5,33 

25,8 

± 4,72 
0,862 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,53 

± 1,11 

0,44 

± 1,12 

0,47 

± 1,01 
0,800 

0,55 

± 0,84 

0,34 

± 1,10 

0,50 

± 1,09 
0,479 

Δ BMI [%] 
2,52 

± 4,70 

2,03 

± 4,75 

2,08 

± 4,21 
0,696 

2,50 

± 4,13 

1,70 

± 4,87 

2,15 

± 4,66 
0,636 
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Tabelle 33: ANOVA für NDUFS1 rs1801318, Mittelwert ± SD. 

 Gesamtpopulation n=350 adjustierte Subpopulation n=178 

 

 

A/A 

n=160 

A/G 

n=156 

G/G 

n=34 
p 

A/A 

n=85 

A/G 

n=79 

G/G 

n=14 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

75,2 

± 16,0 

73,8 

± 17,5 

76,7 

± 14,4 

0,566 74,5 

± 16,1 

73,0 

± 16,6 

78,3 

± 15,6 

0,511 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

76,7 

± 15,5 

75,2 

± 17,1 

77,9 

± 13,6 

0,580 76,0 

± 16,1 

74,1 

± 16,2 

79,3 

± 14,7 

0,491 

Δ Gewicht 

[kg] 

1,43 

± 3,33 

1,43 

± 3,18 

1,20 

± 3,34 

0,926 1,51 

± 2,83 

1,13 

± 3,29 

0,96 

± 4,29 

0,692 

Δ Gewicht 

[%] 

2,21 

± 4,62 

2,25 

± 4,70 

1,84 

± 4,50 

0,893 2,19 

± 4,16 

1,91 

± 5,07 

1,54 

± 5,88 

0,859 

 n=349 (A/A=159) n=177 (A/A=84) 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

25,5 

± 5,22 

25,3 

± 5,37 

25,7 

± 4,66 

0,942 25,1 

± 5,19 

25,4 

± 5,74 

25,3 

± 4,40 

0,952 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

25,9 

± 4,97 

25,8 

± 5,19 

26,0 

± 4,24 

0,972 25,6 

± 5,13 

25,8 

± 5,49 

25,6 

± 4,06 

0,975 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,46 

± 1,09 

0,50 

± 10,9 

0,38 

± 1,10 

0,850 0,47 

± 0,90 

0,38 

± 1,14 

0,30 

± 1,34 

0,794 

Δ BMI [%] 
2,15 

± 4,58 

2,25 

± 4,70 

1,84 

± 4,50 

0,892 2,09 

± 4,06 

1,91 

± 5,07 

1,54 

± 5,88 

0,911 
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Tabelle 34: ANOVA für NDUFS1 rs1053517, Mittelwert ± SD. 

 Gesamtpopulation n=350 adjustierte Subpopulation n=178 

 

 

T/T 

n=102 

T/C 

n=185 

C/C 

n=63 
p 

T/T 

n=46 

T/C 

n=104 

C/C 

n=28 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

74,0 

± 15,2 

74,7 

± 17,5 

76,0 

± 15,8 
0,770 

72,6 

± 15,4 

74,1 

± 17,0 

76,6 

± 15,0 
0,605 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

75,7 

± 14,6 

76,0 

± 17,1 

77,3 

± 15,7 
0,812 

74,2 

± 15,4 

75,3 

± 16,7 

77,9 

± 14,8 
0,636 

Δ Gewicht 

[kg] 

1,60 

± 3,30 

1,34 

± 3,31 

1,31 

± 3,02 
0,779 

1,59 

± 2,72 

1,17 

± 3,25 

1,30 

± 3,56 
0,757 

Δ Gewicht 

[%] 

2,50 

± 4,69 

2,13 

± 4,78 

1,89 

± 4,11 
0,683 

2,39 

± 4,33 

1,89 

± 4,86 

1,89 

± 4,80 
0,826 

 n=349 (T/T=101) n=177 (T/T=45) 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

25,2 

± 4,82 

25,5 

± 5,64 

25,7 

± 4,59 
0,793 

24,8 

± 5,28 

25,4 

± 5,74 

25,4 

± 3,99 
0,822 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

25,7 

± 4,56 

26,0 

± 5,41 

26,1 

± 4,40 
0,846 

25,3 

± 5,25 

25,8 

± 5,52 

25,8 

± 3,82 
0,867 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,52 

± 1,10 

0,45 

± 1,12 

0,43 

± 1,01 
0,827 

0,49 

± 0,88 

0,39 

± 1,10 

0,43 

± 1,14 
0,844 

Δ BMI [%] 
2,42 

± 4,63 

2,13 

± 4,78 

1,89 

± 4,11 
0,763 

2,20 

± 4,18 

1,89 

± 4,86 

1,89 

± 4,80 
0,930 

 

Die Untersuchung der Polymorphismen in Bezug auf das Ausgangsgewicht bzw. die prozentuale Ge-

wichtszunahme in der naiven Subpopulation (Ausgangsgewicht: 0,641 < p < 0,778; Δ Gewicht %: 

0,448 < p < 0,937), sowie bei den Patienten mit Hochrisiko-Medikation zeigten ebenfalls keine sig-

nifikanten Zusammenhänge (Ausgangsgewicht: 0,761 < p < 0,935; Δ% Gewicht: 0,682 < p < 0,990). 

 

Zudem wurde analog zu Goncalves et al. die Kombination der in dieser Studie identifizierten Risiko-

allele getestet. In einem ANOVA-Modell wurde der Einfluss der gesamten Anzahl aller drei Risiko-

allele (rs6435326: T-Allel, rs1801318: G-Allel, rs1053517: C-Allel) untersucht. Auch hier zeigte sich 

sowohl für das Ausgangsgewicht als auch für die relative Gewichtszunahme kein signifikantes Er-

gebnis (Tabelle 35). 
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Tabelle 35: ANOVA für Anzahl der Risikoallele NDUFS1. 

 Gesamtpopulation n=350 adjustierte Subpopulation n=178 

Anzahl 

Risikoallele 

mittleres Aus-

gangsgewicht [kg] 
Δ Gewicht [%] 

mittleres Aus-

gangsgewicht [kg] 
Δ Gewicht [%] 

0 73,9 ± 15,3 2,61 ± 4,75 72,7 ± 15,7 2,71 ± 4,30 

1 74,7 ± 13,4 1,05 ± 4,69 72,1 ± 9,02 -2,45 ± 2,46 

2 77,4 ± 16,6 2,13± 4,45 75,9 ± 15,3 2,47 ± 3,97 

3 73,7 ± 18,0 2,03 ± 4,88 73,0 ± 17,9 1,38 ± 5,30 

4 75,2 ± 16,9 2,13 ± 4,78 74,5 ± 18,5 2,51 ± 4,42 

5 73,7 ± 16,6 2,09 ± 3,71 74,2 ± 13,8 2,38 ± 3,88 

6 76,9 ± 14,8 2,09 ± 4,52 78,8 ± 16,1 1,91 ± 5,94 

p 0,828 0,967 0,904 0,517 
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3.4.2.4 rs7185735 und rs17817288 Polymorphismus (FTO) 

Das FTO-Gen befindet sich auf Chromosom 16 und kodiert eine Demethylase, die die Transkription 

anderer Gene beeinflussen kann.97, 98 Studien haben festgestellt, dass FTO Einfluss auf die Adipoge-

nese, die Nahrungsaufnahme und den Energiehaushalt hat.99, 100 Polymorphismen innerhalb des Gens 

werden mit Übergewicht und Diabetes in Verbindung gebracht.101, 102 

 

Die Polymorphismen rs7185735 und rs1787288 befinden sich im ersten Intron des FTO-Gens und 

stellen eine Punktmutation von Adenin zu Guanin bzw. von Guanin zu Adenin dar. Sie wurden in 

einer GWAS durch Tan et al. als die am stärksten mit dem BMI und Übergewicht assoziierten Poly-

morphismen identifiziert.114 

 

Die Populationen zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Verteilung der Parameter Alter, 

Geschlecht, Medikation und rs17782313 Genotyp. Lediglich in Bezug auf das Therapieansprechen 

war in der Gesamtpopulation eine Tendenz, in der adjustierten Subpopulation ein signifikanter Effekt 

in Bezug auf rs7185735 erkennbar: Patienten, die auf die Therapie ansprachen, besaßen überdurch-

schnittlich häufiger das mutierte Allel G (p = 0,062/0,035). 

 

rs7185735 

In der gesamten Studienpopulation zeigte der rs7185735 einen signifikanten Zusammenhang mit dem 

mittleren Ausgangsgewicht (p = 0,036) bzw. dem Ausgangs-BMI (p = 0,031) (Tabelle 36).240 Diese 

Parameter waren für G/G-Allel-Träger am höchsten, während Heterozygote mit dem niedrigsten Ge-

wicht bzw. BMI in die Studie gestartet sind. Das ANCOVA-Modell unter Einbezug von Geschlecht 

und Alter als Kofaktoren zeigte nur für den Ausgangs-BMI einen signifikanten Zusammenhang mit 

dem rs7185735 Genotyp (Ausgangsgewicht: p = 0,071; Ausgangs-BMI: p = 0,041).258, 259 In der ad-

justierten Subpopulation erreichte dieser Effekt nur in Bezug auf den BMI und ohne Berücksichtigung 

weiterer Kofaktoren Signifikanz (ANOVA: p = 0,033; ANCOVA: p = 0,056). 
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Tabelle 36: ANOVA für FTO rs7185735, Mittelwert ± SD. 

 Gesamtpopulation n=350 adjustierte Subpopulation n=178 

 

 

A/A 

n=120 

A/G 

n=171 

G/G 

n=59 
p 

A/A 

n=58 

A/G 

n=90 

G/G 

n=30 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

75,7 

± 16,7 

72,6 

± 15,6 

78,7 

± 18,2 
0,036 

75,4 

± 16,5 

71,8 

± 15,8 

78,5 

± 16,5 
0,113 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

76,8 

± 16,3 

74,4 

± 15,1 

79,9 

± 17,8 
0,064 

76,0 

± 16,2 

73,6 

± 15,4 

80,0 

± 16,9 
0,153 

Δ Gewicht 

[kg] 

1,07 

± 3,44 

1,73 

± 3,19 

1,18 

± 3,01 
0,198 

0,49 

± 3,15 

1,73 

± 3,30 

1,55 

± 2,47 
0,059 

Δ Gewicht 

[%] 

1,67 

± 4,67 

2,72 

± 4,78 

1,72 

± 3,98 
0,115 

0,83 

± 4,44 

2,79 

± 5,11 

2,00 

± 3,37 
0,047 

 n=349 (A/G=170) n=177 (A/G=89) 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

25,8 

± 5,13 

24,8 

± 4,91 

26,7 

± 6,00 
0,031 

25,9 

± 5,51 

24,3 

± 4,86 

26,9 

± 6,04 
0,033 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

26,1 

± 4,92 

25,3 

± 4,66 

27,1 

± 5,83 
0,049 

26,1 

± 5,39 

24,8 

± 4,57 

27,5 

± 6,13 
0,043 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,36 

± 1,17 

0,57 

± 1,06 

0,40 

± 0,99 
0,233 

0,17 

± 1,09 

0,55 

± 1,07 

0,52 

± 0,82 
0,081 

Δ BMI [%] 
1,67 

± 4,67 

2,67 

± 4,75 

1,72 

± 3,98 
0,139 

0,83 

± 4,44 

2,69 

± 5,06 

2,00 

± 3,37 
0,060 

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt. 

 

In Bezug auf die Gewichtszunahme nach vier Wochen war keine Signifikanz erkennbar. Allerdings 

zeigte sich in der adjustierten Subpopulation ein Trend: Patienten, die das Risikoallel G besaßen, 

nahmen deutlich mehr an Gewicht zu als A-Allel Heterozygote. Dies wurde noch deutlicher, wenn 

man nur die Patienten betrachtete, die Clozapin oder Olanzapin einnahmen (Abbildung 44). 

 

In einem weiteren Schritt haben wir diese Effekte in Bezug auf die verschiedenen Diagnosen unter-

sucht.240 Die Ergebnisse für die Patienten mit Schizophrenie (F2-Diagnosen) sind in Tabelle 37 dar-

gestellt. Auch hier zeigte sich analog der Auswertung aller Diagnosen in der Gesamtpopulation ein 

signifikanter Effekt für das Ausgangsgewicht (p = 0,009) sowie den Ausgangs-BMI (p = 0,002). In 

der adjustierten Subpopulation war dieser Effekt ebenfalls nur für den Ausgangs-BMI signifikant 
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(p = 0,035).  

 

Nach vier Wochen war ebenfalls ein Trend zu einer höheren Gewichtszunahme für G-Allel-Träger 

erkennbar. Dieser erreichte in der adjustierten Subpopulation Signifikanz (p = 0,050). Auch hier 

wurde dieser Effekt für Patienten mit Clozapin- oder Olanzapin-Therapie noch deutlicher (Abbil-

dung 44). 

 

In den Gruppen der Patienten mit affektiven Störungen war sowohl in der Gesamtpopulation (n = 111) 

als auch in der adjustierten Subpopulation (n = 26) kein signifikanter Effekt in Bezug auf die Ge-

wichtszunahme nach vier Wochen nachweisbar (0,121 < p < 0,527). 

 

Tabelle 37: ANOVA für FTO rs7185735 für Patienten mit Schizophrenie, Mittelwert ± SD. 

 Gesamtpopulation n=215 adjustierte Subpopulation n=141 

 

 

A/A 

n=77 

A/G 

n=104 

G/G 

n=34 
p 

A/A 

n=48 

A/G 

n=70 

G/G 

n=23 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

77,9 

± 17,7 

72,1 

± 15,6 

80,9 

± 17,4 
0,009 

76,2 

± 17,2 

71,5 

± 16,1 

78,3 

± 17,6 
0,146 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

78,7 

± 17,7 

73,8 

± 15,0 

82,0 

± 17,1 
0,020 

76,7 

± 16,8 

73,3 

± 15,7 

79,8 

± 18,0 
0,225 

Δ Gewicht 

[kg] 

0,79 

± 3,32 

1,71 

± 2,89 

1,05 

± 2,80 
0,121 

0,49 

± 3,34 

1,86 

± 2,85 

1,51 

± 2,60 
0,050 

Δ Gewicht 

[%] 

1,19 

± 4,52 

2,76 

± 4,65 

1,47 

± 3,70 
0,052 

0,87 

± 4,74 

2,99 

± 4,75 

1,96 

± 3,58 
0,050 

 n=215 n=141 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

26,4 

± 5,45 

24,4 

± 4,67 

27,7 

± 6,51 
0,002 

26,0 

± 5,76 

23,9 

± 4,70 

26,7 

± 6,30 
0,035 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

26,7 

± 5,35 

25,0 

± 4,45 

28,0 

± 6,31 
0,004 

26,2 

± 5,62 

24,5 

± 4,49 

27,2 

± 6,41 
0,064 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,26 

± 1,15 

0,58 

± 0,99 

0,33 

± 0,95 
0,108 

0,17 

± 1,16 

0,62 

± 0,96 

0,51 

± 0,84 
0,058 

Δ BMI [%] 
1,19 

± 4,52 

2,76 

± 4,65 

1,47 

± 3,70 
0,052 

0,87 

± 4,74 

2,99 

± 4,75 

1,96 

± 3,58 
0,050 

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt. 
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Abbildung 44: Darstellung der absoluten Gewichtszunahme nach vier Wochen Antipsychotika-

Therapie in Abhängigkeit des FTO rs7185735 Genotyps für Patienten mit Clozapin- oder Olan-

zapin-Therapie: Es zeigt sich eine signifikant höhere Gewichtszunahme für G-Allel-Träger.240 

 

Da die mittlere Gewichtszunahme nach vier Wochen in beiden Population zwischen A/G-Genotypen 

und G/G-Genotypen keinen signifikanten Unterschied zeigte, wurden beide Gruppen für die folgen-

den Analysen zusammengefasst.240 Die Ergebnisse des T-Tests sind in Abbildung 45 dargestellt. Da-

bei zeigten G-Risikoallel-Träger der adjustierten Subpopulation eine signifikant höhere Gewichtszu-

nahme nach vier Wochen antipsychotischer Therapie als A/A-Allel-Träger (2,60 vs. 0,83% Gewichts-

zunahme, p = 0,017). Dieser Effekt zeigte sich noch stärker bei den Patienten unter Clozapin- und 

Olanzapin-Therapie (3,74 vs. 0,44% Gewichtszunahme, p = 0,004). Zur Berücksichtigung weiterer 

möglicher Einflussfaktoren (Alter, Geschlecht, rs17782313, Ausgangsgewicht und Therapieanspre-

chen) wurde eine ANCOVA durchgeführt. Auch hier war der rs7185735 in beiden Subpopulationen 

ein signifikanter Faktor für die Gewichtszunahme (p = 0,038/0,018). 

 

Im Gegensatz dazu zeigten Patienten, die ein Antipsychotikum mit niedrigem oder mittlerem Risiko 

für Gewichtszunahme bekommen haben, keine signifikante Genotypen-abhängige Gewichtszunahme 

(Abbildung 46) (T-Test: Gesamtpopulation: p = 0,777; adjustierte Subpopulation p = 0,670). 
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Abbildung 45: Darstellung der relativen Gewichtszunahme in % nach vier Wochen Antipsycho-

tika-Therapie in Abhängigkeit des FTO rs7185735 Genotyps, Patienten mit einem und zwei Risi-

koallelen G wurden zu einer Gruppe zusammengefasst. Der T-Test zeigt eine signifikant höhere 

Gewichtszunahme für G-Allele-Träger im Vergleich zu A/A-Allel-Trägern. 

 

 

 

 

Abbildung 46: Darstellung der Gewichtzunahme in % nach vier Wochen Antipsychotika-Therapie 

in Abhängigkeit von der Medikation und dem rs7185735 Genotypen: blau: Hochrisikomedikation 

für Gewichtszunahme als Nebenwirkung (Clozapin + Olanzapin); grün: Medikation mit niedrigem 

oder mittlerem Risiko (Risperidon, Amisulprid, Quetiapin, Paliperidon). G-Allel-Träger, die Hoch-

risikomedikation bekamen, nahmen im Laufe der Therapie signifikant an Gewicht zu, für Patien-

ten mit Niedrigrisikotherapie war dieser Effekt nicht erkennbar. 
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In Bezug auf die Patienten mit Schizophrenie (F2-Diagnosen) zeigte sich in der Gesamtpopulation 

nach vierwöchiger Therapie ebenfalls eine höhere Gewichtszunahme für G-Risikoallel-Träger als für 

A/A-Allel-Träger (1,18 vs. 2,44% Gewichtszunahme) (Abbildung 47).240 Allerdings war dieser Ef-

fekt nicht signifikant (p = 0,052). Für Patienten unter Clozapin- oder Olanzapin-Therapie war dieser 

Effekt deutlicher ausgeprägt (n = 99; 0,60 vs. 3,12% Gewichtszunahme; p = 0,013). Auch in der ad-

justierten Subpopulation (n = 141) zeigte sich ein signifikanter Einfluss des rs7185735. Während 

A/A-Allel-Träger im Schnitt 0,87% Gewicht nach vier Wochen zunahmen, betrug die Gewichtszu-

nahme für G-Risikoallel-Träger 2,72% (p = 0,027). Auch hier war der Effekt für Patienten unter Clo-

zapin- oder Olanzapin-Therapie stärker ausgeprägt (n = 66; 0,11 vs. 3,61% Gewichtszunahme; 

p = 0,008). Der Zusammenhang blieb auch nach Berücksichtigung weiterer möglicher Einflussfakto-

ren (Alter, Geschlecht, rs17782313, Ausgangsgewicht und Therapieansprechen) durch eine AN-

COVA signifikant (0,007 < p < 0,036). 

 

Für Patienten mit affektiven Störungen (F3-Diagnosen) zeigte sich in beiden Populationen sowohl 

unter den Patienten mit beliebiger SGA-Medikation (n = 111/26) als auch unter den Patienten mit 

Clozapin- oder Olanzapin-Medikation (n = 65/11) kein signifikanter Effekt (0,219 < p < 0,803). Al-

lerdings war die Patientenanzahl in diesen Subpopulationen zum Teil sehr klein. 
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Abbildung 47: Darstellung der relativen Gewichtszunahme in % nach vier Wochen Antipsycho-

tika-Therapie in Abhängigkeit des FTO rs7185735 Genotyps für Patienten mit Schizophrenie (F2-

Diagnose), Patienten mit einem und zwei Risikoallelen G wurden zu einer Gruppe zusammenge-

fasst. Der T-Test zeigt eine signifikant höhere Gewichtszunahme für G-Allele-Träger im Vergleich 

zu A/A-Allel-Trägern. 

 

 

rs1781788 

Für rs1781788 konnten keine signifikanten Zusammenhänge zwischen Genotyp und Gewicht bzw. 

Gewichtsdifferenz festgestellt werden. Für Patienten, die das G-Allel trugen, war eine Tendenz für 

eine höhere Gewichtszunahme erkennbar. Allerdings erreichte diese in der Gesamt- und in der adjus-

tierten Subpopulation keine Signifikanz (Tabelle 38). Auch diese Tendenz bestätigte sich in der 

Gruppe der Patienten, die Clozapin und Olanzapin bekamen. Am stärksten ausgeprägt war hier der 

Effekt auf den BMI. Homozygote Risikoallel-Träger (G-Allel) nahmen im Durchschnitt nach vier 

Wochen signifikant mehr Gewicht zu als A-Allel-Träger (3,90% vs. 2,16%; p = 0,032). Der gleiche 

Effekt war in der adjustierten Subpopulation erkennbar (4,53% vs. 2,02%; p = 0,046). Die Ergebnisse 

des T-Tests sind in Abbildung 48 dargestellt. Nach Berücksichtigung von Alter, Geschlecht, 

rs17782313, Ausgangs-BMI und Therapieansprechen als weitere mögliche Einflussfaktoren im AN-

COVA-Modell zeigte rs17817288 nur bei Patienten der adjustierten Subpopulation mit Clozapin- 

oder Olanzapin-Therapie einen signifikanten Einfluss (p = 0,070/0,042). 

 

In der naiven Subpopulation konnten keine signifikanten Zusammenhänge gefunden werden. 
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Abbildung 48: Darstellung der BMI-Zunahme in % nach vier Wochen Antipsychotika-Therapie 

in Abhängigkeit des FTO rs17817288 Genotyps für Patienten mit Olanzapin- und Clozapin-The-

rapie, Träger des nicht-Risiko-Allels A wurden zusammengefasst. Der T-Test zeigt eine signifikant 

höhere Gewichtszunahme für G/G-Allel-Träger im Vergleich zu A-Allel-Trägern. 
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Tabelle 38: ANOVA für rs17817288, Mittelwert ± SD. 

 Gesamtpopulation n=350 adjustierte Subpopulation n=178 

 
A/A 

n=82 

A/G 

n=178 

G/G 

n=90 
p 

A/A 

n=43 

A/G 

n=93 

G/G 

n=42 
p 

Ausgangsge-

wicht [kg] 

73,6 

± 13,4 

74,6 

± 17,2 

75,9 

± 17,9 
0,643 

73,7 

± 13,3 

74,0 

± 17,5 

74,9 

± 16,4 
0,944 

Gewicht 4 

Wochen [kg] 

74,7 

± 13,2 

75,9 

± 16,7 

77,8 

± 17,2 
0,457 

74,5 

± 13,3 

75,2 

± 17,2 

76,9± 

16,1 
0,782 

Δ Gewicht 

[kg] 

1,14 

± 2,96 

1,32 

± 3,40 

1,82 

± 3,22 
0,352 

0,77 

± 3,14 

1,22 

± 3,13 

2,01 

± 3,19 
0,185 

Δ Gewicht 

[%] 

1,75 

± 4,34 

2,09 

± 4,62 

2,80 

± 4,89 
0,306 

1,19 

± 4,58 

1,93 

± 4,43 

3,06 

± 5,28 
0,179 

 n=349 (A/G=177) n=177 (A/G=92) 

Ausgangs-

BMI [kg/m²] 

25,5 

± 3,99 

25,2 

± 5,46 

25,8 

± 5,74 
0,686 

25,6 

± 3,97 

24,9 

± 5,70 

25,7 

± 5,88 
0,648 

BMI 4 Wo-

chen [kg/m²] 

25,9 

± 3,85 

25,6 

± 5,22 

26,4 

± 5,46 
0,501 

25,9 

± 3,85 

25,3 

± 5,49 

26,4 

± 5,73 
0,508 

Δ BMI 

[kg/m²] 

0,40 

± 10,4 

0,43 

± 1,12 

0,61 

± 1,08 
0,335 

0,26 

± 1,11 

0,38 

± 1,00 

0,68 

± 1,06 
0,148 

Δ BMI [%] 
1,75 

± 4,34 

2,04 

± 4,59 

2,80 

± 4,89 
0,289 

1,19 

± 4,58 

1,83 

± 4,35 

3,06 

± 5,28 
0,167 
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3.4.2.5 rs7185735 und rs9939609 

Der rs9939609 Polymorphismus wurde bereits von Dr. Fabian Czerwensky in der Arbeitsgruppe von 

Prof. Steimer analysiert (für genauere Angaben bezüglich der Methoden und der Ergebnisse siehe 

Czerwensky68). Er ist ebenfalls im ersten Intron des FTO-Gens lokalisiert und hat einen Basenaus-

tausch von Thymin nach Adenin zur Folge. Es ist der erste und der am Häufigsten mit Übergewicht 

in Verbindung gebrachte Polymorphismus.101, 105, 106 

 

Rs7185735 und rs9939609 befinden sich im Linkage Disequilibrium (D': 1.0; r2: 0,9654; Tabelle 39). 

Allerdings ist das Linkage Disequilibrium durch ethnische Faktoren beeinflusst und kann daher in 

verschiedenen Bevölkerungsgruppen variieren. 

 

Tabelle 39: LD-Analyse von rs9939609 und rs7185735 nach Berechnung mittels CubeX-Online-

Tool.223 

L1 L2 D' r2 Entfernung 

rs9939609 rs7185735 -1,0 0,9654 2124 

 

Die Ergebnisse der Genotypisierung beider Polymorphismen waren daher sehr ähnlich.240 Lediglich 

ein Patient wurde aufgrund der Anzahl der Risikoallele in eine andere Risikogruppe eingestuft. Dieser 

Patient war heterozygot für das rs9939609 Risikoallel A, aber homozygot für das nicht-Risikoallel A 

des rs7185735 (Tabelle 40). Dieser Patient war Teil der adjustierten Subpopulation, bekam aber we-

der Olanzapin noch Clozapin. Die Ergebnisse der Analyse beider Polymorphismen bezogen auf die 

Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme sind daher ebenfalls sehr ähnlich (siehe Abbildung 49). 

Träger des rs9939609 Risikoallels A der adjustierten Subpopulation nahmen signifikant mehr Ge-

wicht zu als T/T-Allel-Träger (p = 0,026). Das gleiche gilt für Patienten mit Hochrisiko-Therapie 

(p = 0,024/0,004). Die detaillierte Analyse des rs9939609 in dieser Studienpopulation ist in Czer-

wensky beschrieben.68 

 

Tabelle 40: Genotypenverteilung rs7185735 und rs9939609. 

 rs9939609 

rs7185735 A/A A/T T/T 

A/A 0 1 119 

A/G 5 166 0 

G/G 59 0 0 
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Abbildung 49: Darstellung der Gewichtzunahme in % nach vier Wochen Antipsychotika-Therapie 

in Abhängigkeit des FTO rs9939609 Genotyps, Patienten mit einem und zwei Risikoallelen A wur-

den zusammengefasst. Der T-Test zeigt eine signifikant höhere Gewichtszunahme für A-Allel-Trä-

ger im Vergleich zu T/T-Allel-Trägern. 
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 kombinierte Auswertung: FTO rs7185735 und MC4R rs17782313 

Langfristiges Ziel ist es, eine Empfehlung zu geben, welche Risikogene vor Therapiebeginn genetisch 

bestimmt werden sollten. Um den Effekt des FTO-Gen auf die Antipsychotika-induzierte Gewichts-

zunahme in Relation zu dem in dieser Population identifizierten Risikofaktor MC4R rs17782313 zu 

bestimmen, wurden beide Polymorphismen kombiniert.240 Die genaue Analyse von MC4R 

rs17782313 ist in Czerwensky dargestellt.68 Es sollte herausgefunden werden, ob sich die Effekte 

beider Risikoallele verstärken. Zunächst wurde eine ANOVA der addierten Anzahl der Risikoallele 

beider Polymorphismen durchgeführt, die Ergebnisse sind in Abbildung 50 dargestellt. Dabei wurde 

für MC4R rs17782313 die Anzahl des Risikoallels C verwendet, für FTO rs7185735 wurde nur zwi-

schen nicht Risikoallel-Träger (kein Risikoallel) und Risikoallel-Träger (ein Risikoallel) unterschie-

den.  

 

 

 

Abbildung 50: Darstellung der Gewichtszunahme in % nach vier Wochen Antipsychotika-Therapie 

in Abhängigkeit der Anzahl der Risikoallele von MC4R rs17782313 und FTO rs7185735, Für 

MC4R rs17782313 wurde die Anzahl des Risikoallels C verwendet, für FTO rs7185735 wurde zwi-

schen nicht Risikoallel-Träger (Risikoallel 0) und Risikoallel-Träger (Risikoallel 1) unterschieden. 

Die ANOVA zeigt einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Anzahl der Risikoallele und 

der Gewichtszunahme in allen getesteten Populationen. Dabei nimmt die Gewichtszunahme mit 

steigender Anzahl an Risikoallelen proportional zu. 
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Es zeigte sich, dass die Effekte sich durchaus verstärken. Patienten, die Träger beider Risikoallele 

sind, nahmen in allen getesteten Populationen signifikant mehr Gewicht zu (0,001 < p < 0,015). Da-

bei war die Gewichtszunahme proportional zu der Anzahl der Risikoallele. Der kombinierte Einfluss 

beider Polymorphismen auf die relative Gewichtszunahme nach vier Wochen bleibt auch nach Be-

rücksichtigung der anderen möglichen Risikofaktoren Alter, Geschlecht, Ausgangsgewicht, Art der 

Medikation und Therapieansprechen in allen Populationen signifikant (0,001 < p< 0,012). 

 

Um die jeweiligen Einflüsse der einzelnen Polymorphismen und der anderen Risikofaktoren auf die 

Gewichtszunahme zu bestimmen, wurde eine lineare Regression durchgeführt. Die relative Gewichts-

zunahme nach vier Wochen war hierbei abhängiger Faktor; rs17782313, rs7185735, Alter, Ge-

schlecht, Ausgangsgewicht, Art der Therapie und das Therapieansprechen wurden als unabhängige 

Faktoren mit der Einschluss-Methode in das Modell einbezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 41 

dargestellt. Hier zeigte sich, dass MC4R rs17782313 in allen Populationen einen signifikanten Ein-

fluss auf die Gewichtszunahme hat. In Bezug auf FTO rs7185735 zeigte sich auch hier eine Abhän-

gigkeit des Einflusses von der Medikation. In der Gesamtpopulation ließ sich kein signifikanter Zu-

sammenhang feststellen. Im Gegensatz dazu erreichte der Einfluss bei Patienten, die Clozapin oder 

Olanzapin bekamen, ein signifikantes Niveau. Andere signifikante Faktoren waren das Geschlecht, 

das Ausgangsgewicht sowie das Therapieansprechen. 

 

Aus der Analyse der adjustierten Subpopulation mit Clozapin- oder Olanzapin-Medikation lässt sich 

ablesen, dass pro rs17782313 Risikoallel die Gewichtszunahme nach vier Wochen um 1,84% höher 

ist, rs7185735 Risikoallel-Träger haben einen 2,98% höhere Gewichtszunahme (B-Wert).Während 

der Regressionskoeffizient den direkten Einfluss eines Faktors pro Einheit wiedergibt, zeigt der Beta-

Wert den normierten Regressionskoeffizient an. Er ermöglicht somit einen direkten Vergleich der 

einzelnen Variablen. In Bezug auf die Analyse der adjustierten Subpopulation mit Clozapin- oder 

Olanzapin-Therapie kann man daher erkennen, dass die beiden Polymorphismen und das Therapie-

ansprechen ähnlich große Einflüsse auf die Gewichtszunahme haben. Insgesamt lassen sich durch 

dieses Modell 30,8% der Varianz der prozentualen Gewichtszunahme erklären (R² = 0,308). 
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Tabelle 41: Lineare Regression in Bezug auf die relative Gewichtszunahme nach vier Wochen. B 

= Regressionskoeffizient; Beta = standardisierter Regressionskoeffizient; R2 = Bestimmtheitsmaß. 

 
Gesamtpopulation 

n=350 

adjustierte Subpopu-

lation n=178 

adjustierte Subpopu-

lation, Clozapin und 

Olanzapin n=81 

B Beta p B Beta p B Beta p 

Konstante 7,729  0,000 4,509  0,034 5,401  0,094 

MC4R rs17782313 1,236 0,156 0,003 2,099 0,256 0,000 1,844 0,225 0,027 

FTO rs7185735 0,747 0,075 0,149 1,382 0,135 0,050 2,980 0,250 0,014 

Alter -0,02 -0,07 0,197 -0,00 -0,01 0,910 0,012 0,032 0,752 

Geschlecht  2,069 0,214 0,000 2,290 0,234 0,003 1,846 0,175 0,116 

Ausgangsgewicht -0,11 -0,37 0,000 -0,09 -0,32 0,000 -0,13 -0,36 0,001 

Art der Medikation -0,56 -0,06 0,247 -0,58 -0,06 0,374    

Therapieansprechen 1,619 0,116 0,026 3,001 0,228 0,001 3,441 0,247 0,016 

R² 0,191 0,271 0,308 

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt. 
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3.5 Genotypisierung der Alzheimer-Population 

 Charakterisierung der Studienpopulation 

Insgesamt 48 Patienten wurden in die Alzheimer-Studie aufgenommen. Allerdings wurde von einem 

Patienten nur eine Serumprobe zur Bestimmung der Arzneimittelspiegel entnommen, sodass für die-

sen Patienten kein Genotyp bestimmt werden konnte. Alle Patienten erhielten die Diagnose Morbus 

Alzheimer und wurden mit Donepezil behandelt. 23 Patienten (48%) waren männlich. Das Durch-

schnittsalter lag bei 72,6 ± 8,89 Jahren. Der durchschnittliche Zeitraum zwischen Erst- und Zweitun-

tersuchung betrug 216,8 ± 70,92 Tage. Die durchschnittliche Dauer von Beginn der Donepezil-The-

rapie bis zur Zweituntersuchung betrug 5,7 ± 2,53 Monate. Komedikationen, die über CYP2D6 ver-

stoffwechselt werden, waren Citalopram (n = 5) und Carvediol (n = 1). Citalopram gilt als CYP2D6-

Inhibitor. 

 

 Ergebnisse der Genotypisierung der Alzheimer-Population 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Bezug auf die Alzheimer-Studie Patienten, die mit Donepezil 

behandelt wurden, auf die wichtigsten funktionellen Polymorphismen des CYP2D6-Gens getestet 

(n = 47). Den Patienten wurde die entsprechende Gendosis (Tabelle 42) sowie anschließend die ver-

schiedenen Stoffwechseltypen von poor bis ultrarapid Metabolisierer zugeordnet (Tabelle 43). Do-

nepezil wird über CYP2D6 verstoffwechselt. Funktionsbeeinflussende Polymorphismen innerhalb 

dieses Gens können daher einen wesentlichen Einfluss auf die Verfügbarkeit und Wirkung von Do-

nepezil haben. 

 

Tabelle 42 gibt eine Übersicht über die getesteten Polymorphismen, deren zugeordnete Gendosis und 

die Allelhäufigkeit in der Studienpopulation.204 Auffällig war hier der erhöhte Anteil an CYP2D6*4-

Allelen. Die Allelfrequenz betrug in der Studienpopulation mit 25 Allelen 26,6%. Insgesamt trugen 

23 Patienten die *4-Mutation auf einem Allel, ein Patient war homozygot für das *4-Allel. In der 

kaukasischen Bevölkerung Mitteleuropas beträgt die erwartete Allelfrequenz nach HapMap nur ca. 

20%. 
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Tabelle 42: Übersicht über die getesteten Allele des CYP2D6-Gens, deren Gendosis und deren 

Häufigkeit in der Studienpopulation. 

Allel *1 *3 *4 *5 (Deletion) *6 *9 *10 *41 Duplikation *1 

Gendosis 1 0 0 0 0 0,5 0,5 0,5 2 

Anzahl 48 1 25 4 1 1 2 11 1 

 

 

Tabelle 43: Übersicht über die Verteilung der Gendosen und Stoffwechseltypen in der Studienpo-

pulation in Bezug auf CYP2D6; PM = poor Metabolisierer, EM = extensive Metabolisierer, IM = 

intermediate Metabolisierer, UM = ultrarapid Metabolisierer.260 

N
gesamt 

= 47; Gendosis
M 

= 1,2 ± 0,58 (0-3) 

Gendosis 0 0,5 1 1,5 2 >2 

Anzahl 2 8 19 6 11 1 

Stoffwechseltyp PM IM IM EM EM UM 

 

Die mittlere Gendosis ± SD in der Studienpopulation betrug 1,2 ± 0,58. 17 Patienten zeigten eine 

normale Genaktivität und konnten der Gruppe der extensive Metabolisierer zugeordnet werden. 27 

Patienten gehörten mit einer verminderten Genaktivität zu den intermediate Metabolisierern. Ein Pa-

tient zeigte aufgrund einer Duplikation des Wildtyp-Allels eine stark erhöhte Genaktivität. Er erhielt 

die Gendosis 3 und wurde der Gruppe der ultrarapid Metabolisierer zugeordnet. Bei zwei Patienten 

konnte aufgrund der vorliegenden Genvarianten kein funktionierendes Enzym gebildet werden. Ihnen 

wurde die Gendosis 0 zugeordnet und sie galten daher als poor Metabolisierer.204 

 

In einem weiteren Schritt wurde von Frau Marion Stange der Einfluss der von uns ermittelten 

CYP2D6-Gendosis auf die Medikamentenspiegel im Serum bestimmt. Die Ergebnisse sind in der 

Dissertation von Frau Stange dargestellt.241 Zudem wurden weitere mögliche Einflussfaktoren mit-

berücksichtigt: Geschlecht, Alter, Tageseinnahmedosis, die Einnahme von CYP2D6-Inhibitoren so-

wie die Zeit bis zur Zweituntersuchung. 

 

Der mögliche Einfluss von Geschlecht und Alter auf die Arzneimitteltherapie wurde bereits erläutert 

(siehe 3.3.4). Eine zusätzliche Einnahme von CYP2D6-Inhibitoren erniedrigt die Enzymaktivität. 

Dadurch könnten CYP2D6-Stoffwechselsubstrate langsamer abgebaut werden und die Serumspiegel 

von z.B. Donepezil somit erhöht sein.261, 262 Die Einnahme von Medikamenten, die als CYP2D6-

Inhibitoren wirken, wurden daher in die Analyse mitaufgenommen. 
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Desweiteren wurde im Rahmen der Zweituntersuchung anhand verschiedener kognitiver Tests das 

Therapieansprechen untersucht. Eine lineare Regression sollte den Einfluss verschiedener Faktoren 

auf die Verbesserung der kognitiven Fähigkeiten aufklären.241  
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3.6 Bestimmung der Methylierungslevel 

 Qualität der Sequenzierläufe 

In den ersten Testläufen waren die Qualität der Sequenzierung sowie die Reproduzierbarkeit der Er-

gebnisse noch nicht mit einer zufriedenstellenden Präzision gegeben. Daher wurden zu Beginn ver-

schiedene Parameter untersucht. So wurde zum einen die Generierung des Amplikons optimiert. Hier-

bei wurden verschiedene PCR-Programme, Polymerasen und Primer getestet und die entsprechenden 

Sequenzierungsergebnisse verglichen. Zudem wurden Anpassungen in Hinblick auf die normaler-

weise standardisierte Vorbereitung der DNA-Bibliothek sowie die Auswertung der Daten mittels 

AVA-Software vorgenommen. Im Folgenden werden die durchgeführten Optimierungen sowie die 

Qualität der Sequenzierungen dargestellt: 

 

Bead-Verteilung 

Die Verteilung und das Verhältnis von auswertbaren und nicht auswertbaren Beads dienten zur ersten 

Einschätzung des Sequenzierungserfolg. Eine exemplarische Bead-Verteilung ist in Abbildung 51 

dargestellt. Die Bilder wurden durch die Kamera des GS Juniors aufgenommen. Die Anzahl der Be-

ads ohne Erkennungssequenz war vergleichsweise niedrig (Abbildung 51, links), was auf eine er-

folgreiche Anlagerung der DNA an die Beads bzw. eine erfolgreiche Aufreinigung der Beads hindeu-

tete. Die Kontroll-Beads (Abbildung 51, Mitte) sowie die DNA-Beads (Abbildung 51, rechts) wa-

ren gleichmäßig verteilt. Die Anzahl der Beads, die nicht erfolgreich gelesen werden konnten bzw. 

die Qualitätskriterien nicht erfüllten (failed controle beads/failed library), war akzeptabel (siehe Ab-

schnitt Qualitätsfilter). 
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Read-Länge  

Die Amplikonlänge dieses Assays betrug 208 Basenpaare (exklusive Primer [70 bp]) und ist in der 

Übersicht der Read-Längen als Peak deutlich erkennbar. Die ersten Läufe zeigten jedoch noch kurze 

Fragmente (Abbildung 52). Diese waren auch bei der Qualitätskontrolle der DNA-Bibliothek mittels 

TapeStation zu sehen (2.5.6). Diese kurzen Fragmente lassen sich in erste Linie auf unspezifische 

Bildung von Primerdimeren zurückführen. Diese Fragmente waren zu lang, um während der Stan-

dardaufreinigung der DNA-Amplikons herausgewaschen oder durch die Standardeinstellung des 

Dots Filters herausgefiltert zu werden. Diese unvollständigen Amplikons verfälschen zum einen die 

Ergebnisse, da sie keine repräsentative Replikation der Ausgangs-DNA darstellen. Zum anderen wer-

den durch diese kurzen Fragmente Beads blockiert, an die somit keine kompletten Amplikons mehr 

binden können. Es wurde daher wie in Kapitel 2.5.6 beschrieben eine Anpassung der Bibliothekauf-

reinigung durchgeführt. Das Verhältnis von AMPure XP Beads zu DNA wurde von 1:1,6 auf 1:0,8 

abgeändert. Somit wurden diese Fragmente entfernt, bevor die DNA an die Beads gekoppelt wurde. 

Die Auswertung der Read-Länge zeigte anschließend nur noch den Peak, der das komplette Amplikon 

repräsentierte. 

 

Abbildung 51: Verteilung der Beads eines exemplarischen Laufs (vom 14.07.15); Links: Beads 

ohne DNA (no key, lila); Mitte: Kontroll-Beads: passed controle Beads (hellgrün), failed con-

trole Beads (orange); Recht: DNA-Bibliothek: passed Filter Library (grün), failed Library (rot). 
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Abbildung 52: Darstellung der Read-Längen exemplarisch für die Läufe vom 25.11.15 (oben, mit 

Standardaufreinigung) und vom 10.06.16 (unten, mit modifizierter Aufreinigung): Nach Opti-

mierung der Amplikonaufreinigung wurden alle zu kurzen Fragmente aus der DNA-Bibliothek 

entfernt. 
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Qualitätsfilter 

Verschiedene Parameter der Sequenzierung wurden als Indikatoren für die Beurteilung der Laufqua-

lität durch das Programm GS Run Browser definiert und für jeden Lauf berechnet. Über verschiedene 

Merkmale filterte die Software Beads mit schlechter Read-Qualität aus, sodass nur Beads mit hoher 

Qualität für die weitere Datenanalyse berücksichtigt wurden: 

 

Der Dots Filter entfernt kurze Reads bzw. Reads mit einer hohen Anzahl an Fehlpaarungen. Der 

Mixed Filter schließt Reads mit zu starken bzw. zu vielen positiven Signalen im Bereich eines Wells 

von der Auswertung aus. Der Short Primer Filter entfernt nicht vollständig gelesene Reads und der 

Short Quality Filter entfernt Reads mit zu hoher Anzahl an valley flows (siehe 2.5.6). Einen Überblick 

über die Qualität der Läufe gibt Tabelle 44 und Abbildung 53. 

 

Tabelle 44: Übersicht über die Anzahl der Beads pro Lauf in Bezug auf die einzelnen Qualitätskri-

terien. Raw = Gesamtzahl aller Beads; Dots = durch den Dots Filter aussortierte Beads; Mixed = 

durch den Mixed Filter aussortierte Beads; Short Q = durch den Short Quality Filter aussortierte 

Beads; Short P = durch den Short Primer Filter aussortierte Beads; Passed = auswertbare, den 

Qualitätskriterien entsprechende Beads 

Lauf Nr. 1 2 3 4 5 6 7 

Datum 05.11.15 25.11.15 08.01.16 29.01.16 01.04.16 06.04.16 06.05.16 

Raw  323.026 307.763 320.943 315.551 300.155 293.739 261.561 

Dot 27.516 23.870 25.872 42.599 9.284 9.234 3.682 

Mixed 48.369 33.259 33.834 34.734 42.274 49.573 32.455 

Short Q 137.797 99.152 106.058 106.142 96.586 95.521 90.666 

Short P 1.028 1.331 437 614 248 233 406 

Passed  95.060 139.975 146.147 123.246 143.111 131.535 124.749 

 

Lauf Nr. 8 9 10 11 12 13 

Datum 11.05.16 10.06.16 15.06.16 14.07.16 15.07.16 27.10.16 

Raw  266.270 288.559 294.281 291.380 285.182 275.272 

Dot 3.843 15.645 9.696 7.834 7.566 9.570 

Mixed 18.466 42.999 35.456 42.895 45.568 47.205 

Short Q 60.858 106.847 93.690 99.250 99.202 82.427 

Short P 423 257 274 881 922 745 

Passed  172.548 113.463 145.368 133.896 124.155 127.723 
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Abbildung 53: Qualitätsmerkmale aller durchgeführten Läufe: Übersicht über die Gesamtzahl der 

Beads (raw wells), der nicht ausgewerteten Beads differenziert nach nicht bestandenem Qualitäts-

kriterium (Dots, Mixed, Short Quality und Short Primer Filter) sowie auswertbarer Beads (passed 

wells). 

 

Es ist zu erkennen, dass alle Läufe eine ähnliche Qualität aufweisen. Die durchschnittliche Anzahl 

der Beads, die die Qualitätskriterien erfüllten und ausgewertet konnten, lag bei 132.383 bzw. 46,5%. 

Aufgrund der vielen Poly-T- und Poly-A-Sequenzen, war der Short Quality Filter trotz Anpassung 

noch das Qualitätskriterium, das die meisten Beads ausfilterte (siehe Kapitel 2.5.6). 

 

 

Basen-N-Mere 

Die Anzahl der eingebauten Nukleotide wird proportional durch die Signalstärke der freigesetzten 

Fluoreszenz bestimmt. In den meisten Fällen wird immer nur ein Nukleotid von einer Base eingebaut. 

Im Fall der Bisulfit-konvertierten DNA kommen allerdings besonders viele Poly-A- und Poly-T-Se-

quenzen vor. In der Detektion dieser Polysequenzen besitzt der GS Junior eine Schwachstelle.263 Dies 

ist in Abbildung 54 dargestellt. Bei Poly-N-Sequenzen nimmt die Genauigkeit der Fluoreszenzsig-

nale deutlich ab. Die genaue Anzahl der eingebauten Nukleotide kann nicht mehr detektiert werden. 

Die einzelnen Peaks werden immer breiter und verschmelzen ineinander. 
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Abbildung 54: Darstellung der Anzahl auswertbarer Beads in Bezug auf die Anzahl eingebauter 

Nukleotide am Beispiel einer Poly-A-Stelle: mit zunehmender Anzahl eingebauter, homologer 

Nukleotide wird die Singalstärke immer ungenauer. 

 

Dieses Problem lässt sich bei der Auswertung häufiger beobachten. Da solche Polysequenzen in na-

tiver DNA eher selten auftreten, fällt dieses Problem normalerweise nicht weiter ins Gewicht. Bei 

Bisulfit-konvertierter DNA stellt es allerdings aufgrund der Häufung von homopolymeren Sequenzen 

ein großes Problem dar. An diesen Stellen kann die Software oft die genaue Länge der Polymere nicht 

bestimmen. Es entstehen sogenannte valley flow-Signale, die in dem Grenzbereich zwischen 1-2, 2-

3 usw. Nukleotiden, der sogenannten Borderline Zone, liegen. Reads mit zu vielen valley flows wer-

den vom Short Quality Filter aussortiert. Dadurch war bei den Standardeinstellungen die Anzahl der 

auswertbaren Beads zu gering um eine statistische Auswertung durchzuführen. Die Einstellungen des 

Short Quality Filters wurden daher modifiziert. Die Anzahl erlaubter valley flows wurde von vier pro 

320 bp auf 18 pro 168 bp erhöht. Den Unterschied zwischen den Filtereinstellungen zeigt Abbildung 

55. Bei den Standardeinstellungen erfüllten nur 4716 Beads die Qualitätskriterien während 233.206 

Beads allein durch den Short Quality Filter aussortiert wurden (1,6% auswertbare Beads). Mit modi-

fizierter Einstellung erfüllten nur noch 99.250 dieses Filterkriterium nicht, 133.896 Beads konnten 

erfolgreich ausgewertet werden (46,0% auswertbare Beads). 
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Abbildung 55: Vergleich der Filter passed (grün) und Filter failed Beads 

(rot) mit den Standardeinstellungen für den Short Quality Filter (links) 

und den modifizierten Einstellungen (rechts) am Beispiel des Laufs vom 

14.07.16: Die Anzahl auswertbarer Reads steigt mit modifizierten Ein-

stellungen erheblich. 

 

Ein weiteres Problem war, dass die hohe Anzahl von Poly-N-Sequenzen zu Lücken in der Sequenz 

und zu Verschiebungen des Leserasters führte. Dadurch wurden einige CpG-Stellen nicht richtig er-

kannt. Besonders betroffen hiervon waren CpG3 und 5. Aufgrund der umliegenden Basensequenzen, 

in denen besonders viele N-mere vorkamen, kam es hier besonders häufig zu Verschiebungen des 

Leserasters. Bei Betrachtung der einzelnen Reads war sichtbar, dass dadurch teilweise die CpGs nicht 

richtig erkannt wurden. Dieser Fehler konnte im Rahmen der Auswertung nicht behoben werden. Da 

für die Auswertung nicht die Absolutwerte sondern nur das Verhältnis der Methylierungslevel zwi-

schen den einzelnen Patientenproben von Bedeutung war, wurde dieser Fehler als systematischer 

Fehler in der Auswertung akzeptiert.  

 

 

Abbildung 56: Darstellung der einzelnen Reads durch die AVA-Software des GS Junior: Das Le-

seraster der Sequenz im Bereich um CpG5 wird aufgrund von einem zu viel gelesenen Adenin 

verschoben, das Cytosin im Bereich von CpG5 wird dadurch nicht erkannt. 
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Sequenzierungsgenauigkeit - Messung der Standards 

In jedem Lauf wurden sogenannte Standards mitgemessen. Diese Standards bestanden aus komplett 

methylierter und komplett nicht methylierter DNA (Human WGA Methylated & Non-methylated DNA 

Set), die zu Methylierungskonzentrationen von 100, 75, 50, 25 und 0 Prozentpunkten vermischt 

wurde. Eine Übersicht über die Messungen der Standards bezogen auf alle CpG-Stellen ist in Abbil-

dung 57 dargestellt. Abbildung 58 zeigt die Mittelwerte der gemessenen Standards bezogen auf die 

einzelnen CpG-Stellen. 

 

Abbildung 57: Messergebnisse der Standards: Darstellung der Mittelwerte aller 

gemessenen CpG-Stellen, Standardabweichung und Regressionsgeraden. 

 

 

Abbildung 58: Mittlere Messergebnisse der Standards differenziert nach einzel-

nen CpG-Stellen. 
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Die Ergebnisse der Standards lagen im unteren prozentualen Bereich über den erwarteten Werten (0, 

25, 50 Prozentpunkte), für die zu 75 Prozentpunkten methylierten DNA lagen die gemessenen Wert 

leicht, bei der komplett methylierten DNA deutlich unter den erwarteten Werten. Die Qualität der 

einzelnen CpG-Stellen zeigte dabei deutliche Unterschiede. So lagen die Werte von CpG3 und CpG5 

immer deutlich unter den erwarteten Werten, während die anderen CpG-Stellen eher eine Tendenz zu 

erhöhten Werten zeigten. 

 

Des Weiteren wurden auch der gBlock entsprechend verdünnt und sequenziert. Da hier der Schritt 

der Bisulfit-Konvertierung entfällt, sollte durch den Vergleich mit den Messungen der Standards er-

sichtlich werden, welcher Fehler durch Konvertierung bzw. durch die Sequenzierung an sich entsteht. 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 59 und Abbildung 60 dargestellt. 

 

 

Abbildung 59: Messergebnisse des gBlocks: Darstellung der Mittelwerte aller 

CpG-Stellen, Standardabweichung und Regressionsgeraden. 
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Abbildung 60: Messergebnisse des gBlocks differenziert nach einzelnen CpG-

Stellen. 

 

Die Messung des gBlocks zeigte insgesamt etwas genauere und, über alle CpGs differenziert betrach-

tet, etwas stabilere Werte als die Messung der Standards. Die gemessenen Werte lagen näher an den 

erwarteten. Zwar war auch hier ein Unterschied zwischen den verschiedenen CpG-Stellen erkennbar, 

allerdings war dieser deutlich weniger stark ausgeprägt als bei den Standardmessungen. Auch hier 

zeigte CpG3 auffällig niedrigere Messwerte. Insgesamt wiesen die Werte des gBlocks ein etwas hö-

heres Bestimmtheitsmaß auf (R² = 0,9859) als die Werte der Standards (R² = 0,9672). Sie lieferten 

also einen etwas besseren Zusammenhang zu den tatsächlichen Werten, was aufgrund der wenigeren 

Arbeitsschritte und damit geringeren Fehleranfälligkeit nachvollziehbar ist. Allerdings zeugt auch 

das Bestimmtheitsmaß der Standardmessungen von 0,9672 von einer guten Übereinstimmung des 

Modells mit den tatsächlichen Werten. Betrachtete man die Mittelwerte aller CpGs waren Standardab-

weichung und Variationskoeffizient (= relative Standardabweichung [CV]) für die Standards und den 

gBlock vergleichbar (Tabelle 45). Die mittlere Standardabweichung der Standards lag bei ± 4,25Pro-

zentpunkten. Daraus kann abgeleitet werden, dass 68% der gemessenen Werte ± 4,25 Prozentpunkte 

und 95% der Messwerte ± 8,51 Prozentpunkte um den Mittelwert liegen. Eine Einschränkung im 

Vergleich zwischen Standards und gBlock besteht darin, dass für den gBlock nur eine Messung durch-

geführt wurde.  
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Tabelle 45: Mittelwerte und Standardabweichungen der Standards und des gBlocks bezogen auf 

alle CpG-Stellen und alle Läufe. 

Erwarteter Wert [Prozentpunkte] 0 25 50 75 100 

Mittlere Methylierung Standards [Prozent-

punkte] 

1,033 32,675 51,376 72,261 81,865 

Standardabweichung [Prozentpunkte]  3,665 6,239 4,486 2,624 

Variationskoeffizient [%]  11,2 12,1 6,21 3,21 

Mittlere Methylierung gBlock [Prozent-

punkte] 

0 26,17 58,46 77,48 95,27 

Standardabweichung [Prozentpunkte]  3,279 6,927 4,159 4,827 

Variationskoeffizient [%]  12,5 11,8 5,37 5,07 

 

Zudem wurden neun verschiedene Patientenproben als zusätzliche Kontrollen bei jedem Lauf mitge-

messen. Dies sollte ebenfalls die Vergleichbarkeit der einzelnen Läufe gewährleisten. Die mittlere 

Standardabweichung dieser Proben bezogen auf alle CpG-Stellen lag über alle Messungen hinweg 

zwischen 1,61 und 3,23 Prozentpunkte Methylierung. Der Variationskoeffizient betrug zwischen 7,27 

und 14,89% (CV =
SD

𝑀
× 100%). Die mittlere Standardabweichung bezogen auf alle neun Proben lag 

bei ± 2,44 Prozentpunkten. Es würden somit 68% der gemessenen Werte ± 2,44 Prozentpunkte und 

95% ± 4,89 Prozentpunkte um den Mittelwert streuen. Dies entspricht der in der Literatur angegebe-

nen Präzision von Pyrosequenzierergebnisse von ± 5 Prozentpunkten.264 Wurden die CpG-Stellen 

differenziert betrachtet, ergaben sich Standardabweichungen zwischen 0,434 und 4,88 Prozentpunk-

ten  sowie relative Standardabweichungen von 1,36 bis 42,5%. Auf eine definierte Bestimmungs-

grenze wurde im Rahmen der Auswertung bewusst verzichtet. Definiert man aber den niedrigsten 

Wert mit einem CV von < 20%, einem üblichen Wert in der analytischen Chemie, als möglichen 

Grenzwert liegt dieser bei 4,9 Prozentpunkten.265, 266 Derart niedrige Werte wurden nur im Rahmen 

von CpG3 und CpG4 gemessen. 

 

Potapova et al. konnten im Rahmen einer Validierung der 454 Technologie nachweisen, dass die 

Richtigkeit der Messerergebnisse bei zu geringer Mindest-Read-Anzahl nicht gegeben ist. Sie legten 

im Rahmen ihrer Analyse eine Read-Zahl von 150 Reads pro Probe für eine richtige Quantifizierung 

fest.267 Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher ebenfalls Proben, die weniger als 150 auswertbare 

Reads zeigten, von der Analyse ausgeschlossen. 
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 Vergleich GS Junior – Droplet Digital PCR 

Um die Messungen der Methylierungslevel am GS Junior zu validieren wurde eine zweite Methode 

an der Droplet Digital PCR (ddPCR) entwickelt. Da hier Punktmutationen gemessen werden und 

somit für jede CpG-Stelle ein eigener Assay designt werden muss, wurden hier nur die drei CpG-

Stellen vermessen, die in der Literatur bereits mit dem BMI assoziiert worden sind.157 Insgesamt 

wurden für jede der drei CpG-Stellen 52 Proben gemessen. Dabei wurde jede Probe doppelt gemes-

sen. Es lagen daher 156 Wertepaare zum Vergleich vor. Eine direkte Gegenüberstellung der Ergeb-

nisse der Pyrosequenzierung und der ddPCR mit automatisierter und manueller Auswertung sowie 

die jeweiligen Differenzen sind getrennt nach CpG-Stelle in Anhang 9.7 dargestellt. Die Standardab-

weichungen betrugen zwischen 0,07 und 28,25 Prozentpunkten für CpG1, zwischen 0,07 und 12,30 

Prozentpunkten für CpG5 und zwischen 0,22 und 10,69 Prozentpunkten für CpG7. Die Variationsko-

effizienten lagen zwischen 1 und 85% (CpG1), 1 und 88% (CpG5) und 1 und 36% (CpG7). Die 

folgende Auswertung bezieht sich auf die Ergebnisse aller drei CpG-Stellen zusammen. 

 

Die absoluten Messwerte von CpG5 sind am GS Junior aus den in Kapitel 3.6.1 beschriebenen Grün-

den prinzipiell zu niedrig. Um dennoch eine Vergleichbarkeit mit der ddPCR zu gewährleisten, wurde 

anhand der Standards ein Korrekturfaktor berechnet. Dieser ergab sich aus dem Mittel der Quotienten 

der mittels ddPCR und GS Junior gemessenen Werte für die Standards mit 25, 50, 75, und 100Pro-

zentpunkten Methylierung (Tabelle 46). Alle Messwerte der Patientenproben wurden um diesen Fak-

tor korrigiert. In Anhang 9.7 sind sowohl die tatsächlich gemessen als auch die korrigierten Werte 

aufgeführt. Für den Methodenvergleich wurden nur die korrigierten Werte verwendet. 

 

Tabelle 46: Berechnung des Korrekturfaktors für CpG5: Die Messwerte für CpG5 des GS Juniors 

wurden um einen Korrekturfaktor korrigiert, um eine Vergleichbarkeit zwischen GS Junior und 

ddPCR zu gewährleisten. Der Korrekturfaktor berechnet sich aus dem mittleren Quotienten der 

Messungen der Standards (Messwert CpG5 ddPCR/Messwert CpG5 GS Junior). 

Standards 

[Prozentpunkte] 

Messwert ddPCR 

[Prozentpunkte] 

Messwert GS Junior 

[Prozentpunkte] 

Prozentuale Abwei-

chung 

25 28,9 20,68 1,398 

50 56,5 41,94 1,348 

75 66,2 51,30 1,290 

100 86,2 67,98 1,267 

 Korrekturfaktor 1,326 
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Die mittleren Messwerte der Standards für die verschiedenen CpG-Stellen sind in Abbildung 61 

dargestellt. Für die Standardgerade der GS Junior Messung wurden nur die Ergebnisse der Proben 

verwendet, die auch mit der ddPCR gemessen wurden. So sollten Abweichungen, die durch die Vor-

behandlung der Proben (Bisulfit-Konvertierung, PCR-Amplifikationen) entstanden sind, ausge-

schlossen werden. Hier zeigen sich ähnliche Ergebnisse für alle Messreihen. Auch die Messwerte der 

ddPCR korrelieren für beide Auswertungsmethoden sehr gut mit den erwarteten Werten 

(R² = 0,9687/0,9784). Die mittlere Standardabweichung der automatisierten Auswertung der ddPCR 

Werte lag bei 2,60 Prozentpunkten, der Variationskoeffizient lag zwischen 0 und 17%. Für die manu-

elle Auswertung wurden direkt die kombinierten Werte aus der QuantaSoft Software ausgelesen, so-

dass kein Standardabweichung bzw. Variationskoeffizient berechnet wurden. Ähnlich zu den Sequen-

zierergebnissen lagen bei der ddPCR die Messergebnisse für die Werte mit niedriger Methylierung 

(25 und 50 Prozentpunkte) über den erwarteten Werten. 
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Abbildung 61: Darstellung der Standardmessungen der einzelnen CpG-Stellen ge-

trennt nach Mess- bzw. Auswertungsmethode. 
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In Bezug auf die Patientenproben zeigte sich eine starke Korrelation zwischen den Messergebnissen 

des GS Juniors und der ddPCR. Für den Vergleich der Messmethoden wurde der Konkordanz-Korre-

lationskoeffizient berechnet. Dieser gibt die Streuung der Messwerte um die Winkelhalbierende an 

und berücksichtigt daher eine eventuelle Verzerrung (Bias) der Werte. Er ist ein häufig verwendeter 

Index für den Vergleich von kontinuierlichen Messwerten.222 In Bezug auf die automatisierte Aus-

wertung ergab sich ein Konkordanz-Korrelationskoeffizient von 0,893 mit einem 95%-Konfidenzin-

tervall von 0,856 - 0,920. Für den Vergleich der manuellen Auswertung der ddPCR und der Pyrose-

quenzierung betrug der Konkordanz-Korrelationskoeffizient 0,967 (95%-Konfidenzintervall: 0,956 - 

0,976). Die Darstellung der Messergebnisse im Punktdiagramm zeigte entsprechend eine enge Streu-

ung um die Winkelhalbierende (Abbildung 62/Abbildung 63 links). Zur Analyse der Differenzen 

der Messwerte der verschiedenen Methoden sowie deren Streuung, wurde ein Bland-Altmann-Plot 

erstellt (Abbildung 62/Abbildung 63 rechts).220, 221 Dazu wurden die Differenzen der jeweiligen 

Messwerte gegen die Mittelwerte in einem Punktdiagramm aufgetragen. In dieser Analyse wurden 

die Werte der Pyrosequenzierung mit den Ergebnissen der ddPCR zum einen mit der automatisierten, 

zum anderen mit der manuellen Auswertung verglichen. Es wurde der Mittelwert der Differenzen 

sowie der Mittelwert der Differenzen ± 2SD (= 95% Konfidenzintervall) eingezeichnet. Je näher die 

Werte an der Nulllinie liegen, umso ähnlicher sind die Ergebnisse beider Messmethoden. 

 

Sowohl bei der automatisierten als auch bei der manuellen Auswertung waren die mittels ddPCR 

gemessen Werte insgesamt etwas höher als die Werte des GS Juniors (mittlere Differenz ± SD = 

2,25 ± 6,98 / 1,18 ± 3,83). Beim Vergleich der automatisierten gegen die manuelle Auswertung zeigte 

sich, dass die Abweichung zu den Ergebnissen der Pyrosequenzierung bei der manuellen Auswertung 

geringer ist. Auch die Standardabweichung war niedriger und es waren weniger Ausreißer zu finden. 

Diese Unterschiede beruhten vor allem auf dem Assay für CpG1. Während die Ergebnisse der Assays 

von CpG5 und CpG7 keine Unterschiede hinsichtlich der manuellen und der automatisierten Aus-

wertung zeigten, waren in Bezug auf die automatisierte Auswertung von CpG1 zum Teil starke Aus-

reißer erkennbar (siehe Anhang 9.7, Ausreißer sind hier rot markiert). Diese zeichneten sich jedoch 

durch eine geringe Anzahl an positiven Droplets sowie einer großen Abweichung der Doppelbestim-

mungen aus. Insgesamt lässt sich sagen, dass bei der ddPCR und automatisierter Auswertung 95% 

aller gemessenen Werte bis zu +16,21 Prozentpunkte größer bzw. -11,71 Prozentpunkte kleiner waren 

als der mittels GS Junior gemessene Wert. In Bezug auf die manuelle Auswertung waren 95% bis 

+8,84 Prozentpunkte größer bzw. -6,48 Prozentpunkte kleiner als die Werte der Sequenzierung. 
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Abbildung 62: links: Auftragung der Messwerte der Pyrosequenzierung am GS Junior gegen die 

der ddPCR mit automatisierter Auswertung: Die Messwerte zeigen eine enge Streuung um die 

Winkelhalbierende und somit eine enge Korrelation; rechts: Bland-Altman-Plot: Punktdiagramm 

der Differenzen der ddPCR-Messwerte mittels automatisierter Auswertung und der GS Junior-

Messwerte gegen die entsprechenden Mittelwerte. 

 

 

Abbildung 63: links: Auftragung der Messwerte der Pyrosequenzierung am GS Junior gegen die 

der ddPCR mit manueller Auswertung: Die Messwerte zeigen eine enge Streuung um die Winkel-

halbierende und somit eine enge Korrelation; rechts: Bland-Altman-Plot: Punktdiagramm der Dif-

ferenzen der ddPCR-Messwerte mittels manueller Auswertung und der GS Junior-Messwerte ge-

gen die entsprechenden Mittelwerte. 
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 Methylierung von HIF3A 

Eine genomweite Assoziationsstudie konnte einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Me-

thylierungsstatus von drei CpGs im Intron 1 der HIF3A-Gens (cg22891070, cg27146050 und 

cg16672562) und dem BMI aufdecken.157 Diese Beobachtung wurde von mehreren nachfolgenden 

Studien bestätigt.158-161 Diese konnten nachweisen, dass ein höherer Methylierungsstatus an diesen 

CpG-Stellen mit einem höheren BMI assoziiert ist. Im Rahmen dieser Arbeit haben wir daher den 

Methylierungsstatus dieser drei sowie sieben weiterer CpG-Stellen, die sich in dem analysierten 

Amplikon befinden, in Bezug auf die Antipsychotika-vermittelte Gewichtszunahme untersucht 

(CpG5 = cg22891070, CpG1 = cg27146050 und CpG7 = cg16672562). 

 

Für insgesamt vier Patienten konnten im Rahmen dieser Analyse aufgrund von zu wenig DNA-Ma-

terial und daraus resultierend zu wenigen Reads keine auswertbaren Ergebnisse generiert werden. 

Davon bekamen zwei Patienten Olanzapin-Therapie und gehörten daher der Gruppe von 174 Patien-

ten mit Hochrisiko-Therapie an, ein weiterer Patient war der naiven Subpopulation zuzuordnen. Be-

züglich CpG1 wurde zudem ein weiterer Patient (mit Olanzapin-Therapie), bezüglich CpG5 wurden 

drei weitere Patienten (davon zwei Patienten mit Olanzapin-Therapie) aus denselben Gründen aus 

der Analyse ausgeschlossen. 

 

Der relative Methylierungsstatus aller zehn CpG-Stellen korrelierte sehr stark untereinander 

(p = 0,000) (Abbildung 64). Er lag bei demselben Patienten entweder bei allen CpG-Stellen in einem 

verhältnismäßig hohen Bereich oder alle CpGs zeigten niedrige Methylierungslevel. Daher wurden 

im Folgenden exemplarisch für alle CpG-Stellen die Ergebnisse von CpG1 dargestellt. Diese Stelle 

zeigte in unserer Untersuchung mit die stärksten Effekte auf das Gewicht. Zudem war CpG1 

(cg27146050) die CpG-Stelle, die in der Studie von Dick et al. mit den größten Auswirkungen auf 

den BMI assoziiert worden war.157 Neben den Korrelationen untereinander, korrelierte der Methylie-

rungsstatus aller CpG-Stellen mit dem Alter (Pearson-Korrelation: 0,000 < p < 0,003). So nahm die 

Methylierung mit zunehmendem Alter ab (Abbildung 64). 

 

Weiterhin wurde über die Darstellung einer Heatmap versucht, Zusammenhänge zwischen der Me-

thylierung der CpG-Stellen und Parametern, die entweder Einfluss auf die Methylierung oder auch 

auf die Gewichtszunahme haben könnten, zu finden. Dazu wurden die Proben in Bezug auf ihr rela-

tives Methylierungslevel angeordnet und farblich markiert. Gleichzeitig wurde der jeweilige Status 
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in Bezug auf FTO- und MC4R-Genotyp, Therapieansprechen, Raucherstatus, Geschlecht, Alter, Vor-

medikation mit Antipsychotika, Gewichtszunahme und Sequenzierlauf, in dem die Probe sequenziert 

wurde, verglichen. Auch hier zeigt sich eine starke Korrelation der einzelnen CpG-Stellen unterei-

nander. Für die anderen Parameter war keine Bildung von Gruppierungen, und somit deutliche Zu-

sammenhänge erkennbar (Abbildung 65). 

 

 
 

Abbildung 64: Darstellung der Punktdiagramme und Korrelationen der einzelnen CpG-Stellen, 

des Ausgangsgewichts, der Gewichtsdifferenz nach vier Wochen Therapie, des Alters und dem 

Zeitpunkt der Blutentnahme: alle CpG-Stellen außer CpG4 korrelieren sehr stark untereinander 

(rot), CpG4 und das Alter zeigen eine etwas schwäche Korrelation mit den CpG-Stellen (grün), 

die anderen Parameter weisen keine Korrelation auf (gelb). 
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Abbildung 65: Darstellung von Gruppierungen in Bezug auf Methylierung der CpG-Stellen, FTO- 

und MC4R-Genotyp, Therapieansprechen, Raucherstatus, Geschlecht, Alter, Vormedikation, Ge-

wichtszunahme und Sequenzierlauf in einer Heatmap: Es sind keine Gruppierungen in Zusam-

menhang mit der Methylierung erkennbar. 
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Um die Beziehung zwischen Methylierung und Antipsychotika-induzierter Gewichtszunahme ge-

nauer zu betrachten, wurde zunächst in der Gesamtpopulation mittels linearer Regression auf Zusam-

menhänge getestet. Hier wiesen Patienten mit niedrigen Methylierungsleveln zwar eine höhere Ge-

wichts- bzw. BMI-Zunahme auf, allerdings blieben diese Ergebnisse ohne Signifikanz (Δ Ge-

wicht [%]: 0,177 < p< 0,869; Δ BMI [%]: 0,136 < p < 0,711). In einem zweiten Schritt wurden nur 

Patienten mit Hochrisiko-Therapie untersucht. Auch hier konnte kein signifikanter Zusammenhang 

zwischen dem Methylierungsstatus und der Antipsychotika-vermittelten Gewichts- 

(0,084 < p < 0,442) bzw. BMI-Zunahme (0,053 < p < 0,287) gefunden werden. Ähnliche Ergebnisse 

zeigten sich auch in der adjustierten Subpopulation (Δ Gewicht [%]: 0,350 < p < 0,996; Δ BMI [%]: 

0,497 < p < 0,969). In Anlehnung an Dick et al. testeten wir weiterhin auf Zusammenhänge für den 

BMI zu Beginn der Studie mit den Methylierungsleveln. Es konnte ebenfalls keine signifikante Be-

ziehung gefunden werden (0,369 < p < 1,000). Dieses Ergebnis bestätigte sich auch in der Gruppe 

der Patienten, die noch nicht mit Antipsychotika vorbehandelt waren (naive Subpopulation: n = 91; 

0,205 < p < 0,842). 

 

Da der Methylierungsstatus mit dem Alter korrelierte, wurde auf einen Zusammenhang innerhalb 

einzelner Altersgruppen getestet. Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang für Patienten ≤ 50 

Jahren (n = 252). Hier konnte für den Großteil der GpG-Stellen ein signifikanter Zusammenhang mit 

der relativen Gewichts- und BMI-Zunahme nachgewiesen werden (0,007 < p < 0,035). Dieser war 

am stärksten ausgeprägt für CpG1 (p = 0,010) und CpG2 (p = 0,007). Für CpG4 (p = 0,061), CpG5 

(p = 0,078) und CpG9 (p = 0,059) erreichte dieser Trend kein signifikantes Niveau. Da aufgrund der 

Messungenauigkeit keine exakte Bestimmung der Methylierungswerte möglich war, sondern diese 

immer einer gewissen Schwankung unterworfen waren, wurde in einem zweiten Schritt der Methyl-

ierungsstatus klassifiziert. Unterteilungen wurden immer in Schritten von 5 Prozentpunkten vorge-

nommen. Der anschließende Vergleich mittels ANOVA zeigte auch hier einen signifikanten Zusam-

menhang für die Gewichts- bzw. BMI-Zunahme nach vier Wochen Therapie in Abhängigkeit von den 

Methylierungswerten (CpG1: p = 0,014). Patienten ≤ 50 Jahren mit niedrigen Methylierungsleveln 

(< 10 Prozentpunkte) wiesen eine höhere Gewichtszunahme auf als Patienten mit mittleren Methyl-

ierungsleveln (zwischen 10 und 25 Prozentpunkte). Für Patienten mit sehr hohem Methylierungslevel 

(> 25 Prozentpunkte) stieg die Gewichtszunahme wieder an (Abbildung 66, Tabelle 47). In Bezug 

auf Patienten, die älter waren als 50, verhielt es sich gegenteilig. Hier nahm die Gewichtszunahme 

mit höheren Methylierungsleveln zu. Dieser Effekt erreichte jedoch weder bei der linearen Regression 
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noch beim Mittelwertvergleich mittels ANOVA ein signifikantes Niveau (p = 0,100/0,310) (Abbil-

dung 66). 

  

 
 

 

 

Abbildung 66: Darstellung der prozentualen Gewichtsdifferenz in Abhängigkeit der Methylierung 

von CpG1 differenziert nach Alter: Darstellung der Einzelwerte und Analyse mittels lineare Regres-

sion (oben). Darstellung der Mittelwerte gruppierter Methylierungslevel und Analyse mittels A-

NOVA (unten). Patienten bis zu einem Alter von 50 Jahren und niedrigen Methylierungsleveln (< 10 

Prozentpunkte) nahmen nach vierwöchiger Therapie signifikant am meisten Gewicht zu. 
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Tabelle 47: Übersicht über ausgewählte Gewichtsparameter für alle Patienten ≤ 50 Jahren in Ab-

hängigkeit von dem Methylierungsstatus von CpG1: Patienten mit niedrigen Methylierungsleveln 

(< 10 Prozentpunkte) nahmen nach vierwöchiger Therapie signifikant am meisten Gewicht zu 

(p = 0,014). 

Methylierung [Pro-

zentpunkte] 
n 

Ausgangs- 

gewicht 

abs. Gewichtszunahme 

nach 4 Wochen [kg] 

rel. Gewichtszunahme 

nach 4 Wochen [%] 

<10 11 80,2 3,49 5,64 

10-15 82 71,1 2,15 3,16 

15-20 99 76,0 1,40 1,99 

20-25 43 77,4 0,692 1,29 

>25 17 71,3 2,36 3,39 

 

Im adjustierten Modell unter Einbezug weiterer potenzieller Einflussfaktoren zeigten nur CpG1, 2, 8 

und 10 signifikante Ergebnisse (0,018 < p < 0,030). Als weitere Risikofaktoren für die Antipsycho-

tika-induzierte Gewichtszunahme konnten das Ausgangsgewicht (p = 0,000), das Geschlecht 

(p = 0,000), das Therapieansprechen (0,022 < p < 0,049), die Art der Medikation (0,009 < p < 0,017) 

sowie der MC4R-Genotyp (p = 0,001) identifiziert werden. 

 

Betrachtete man die Zusammenhänge zwischen Methylierung, Gewichtszunahme und den eben er-

wähnten weiteren signifikanten Einflussfaktoren im Einzelnen, wurde deutlich, dass die Unterschiede 

der Gewichtszunahme in Bezug auf den Methylierungsstatus in der Gruppe der Patienten mit Clo-

zapin- oder Olanzapin-Therapie begründet waren. In Abbildung 67 sind die Ergebnisse der statisti-

schen Auswertung aller Patienten ≤ 50 Jahren differenziert nach Hoch- und Niedrigrisiko-Therapie 

exemplarisch für CpG1 dargestellt. Für die anderen neun CpG-Stellen waren die Zusammenhänge 

ähnlich. Patienten mit Hochrisiko-Therapie und sehr niedrigen Methylierungsleveln nahmen beson-

ders viel Gewicht zu. Im Gegensatz dazu verhielt sich die Gewichtszunahme bei Patienten mit einer 

Medikation mit niedrigerem Risiko für eine Gewichtszunahme als Nebenwirkung unabhängig vom 

Methylierungsstatus relativ konstant. In Bezug auf die anderen Kofaktoren konnten keine direkten 

Zusammenhänge mit der Gewichtszunahme unter bestimmten Methylierungsleveln gefunden wer-

den. 
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Abbildung 67: Darstellung der prozentualen Gewichtsdifferenz in Abhängigkeit der Methylie-

rung von CpG1 für alle Patienten ≤ 50 Jahren differenziert nach Medikation: Darstellung der 

Einzelwerte und Analyse mittels lineare Regression (oben). Darstellung der Mittelwerte grup-

pierter Methylierungslevel und Analyse mittels ANOVA (unten). Patienten mit Clozapin- oder 

Olanzapin-Therapie und niedrigen Methylierungsleveln (< 10 Prozentpunkte) nahmen nach 

vierwöchiger Therapie signifikant am meisten Gewicht zu. 
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Tabelle 48:Übersicht über ausgewählte Gewichtsparameter für alle Patienten ≤ 50 Jahren mit Clo-

zapin- oder Olanzapin-Therapie in Abhängigkeit von dem Methylierungsstatus von CpG1: Patien-

ten mit niedrigen Methylierungsleveln (< 10 Prozentpunkte) nahmen nach vierwöchiger Therapie 

signifikant am meisten Gewicht zu (p = 0,004). 

Methylierung [Pro-

zentpunkte] 
n 

Ausgangs 

gewicht 

abs. Gewichtszunahme 

nach 4 Wochen [kg] 

rel. Gewichtszunahme 

nach 4 Wochen [%] 

<10 6 69,6 5,35 8,83 

10-15 34 70,4 3,30 4,78 

15-20 53 75,9 1,60 2,36 

20-25 22 73,1 1,15 1,87 

>25 9 70,2 2,54 3,75 

 

Des Weiteren wurde getestet, in wie weit der Methylierungsstatus mit dem Zeitpunkt der Blutent-

nahme zusammenhing. Sollte die Methylierung eine Folge der Gewichtszunahme sein, könnten Pati-

enten, die vor der Blutentnahme schon längere Zeit Medikamente bekommen und schon Gewicht 

zugenommen hatten, höhere Methylierungslevel aufweisen. 

 

Der Zeitpunkt der Blutentnahme war für 317 der 346 Patienten bekannt. Im Schnitt erfolgte diese 18 

Tage nach Therapiebeginn. In die Analyse wurden nur Patienten mit deutlicher Gewichtszunahme 

aufgenommen. Diese wurde definiert als eine Gewichtszunahme von mindestens 7% des Körperge-

wichts nach vier Wochen Therapie (n = 53).268 Es wurde getestet, ob Patienten, denen Blut zu einem 

späteren Therapiezeitpunkt abgenommen wurde, höhere Methylierungswerte aufwiesen als Patienten, 

denen vor oder zu Beginn der Antipsychotika-Therapie Blut abgenommen worden war. Hierbei 

konnte allerdings keine Korrelation zwischen der Therapiedauer bis zur Blutentnahme und dem Me-

thylierungsstatus nachgewiesen werden (Pearson-Korrelation: 0,242 < p < 0,945; Spearman-Korre-

lation: 0,106 < p < 0,226). Abbildung 68 zeigt das Streudiagramm der gemessenen Methylierungs-

werte in Abhängigkeit des Zeitpunkts der Blutabnahme am Beispiel von CpG1. 
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Abbildung 68: Darstellung der Methylierung von CpG1 in Bezug auf den 

Zeitraum in Tagen zwischen Therapiebeginn und Blutentnahme: Es konnte 

keine signifikante Korrelation gefunden werden. 

 

 

 Stabilität von Methylcytosin 

Aus der vorliegenden Studienpopulation wurde in Bezug auf eine Patientenprobe die extrahierte 

DNA, die im Kühlschrank und die bei -70 °C gelagert war, sequenziert und verglichen. Zudem wur-

den aus bei -70 C und bei -20 °C eingefrorenen Blutproben DNA neu extrahiert und sequenziert. 

 

Um die direkte Stabilität im Blut zu testen, wurden von zehn Probanden Blutproben entnommen und 

unter verschiedenen Bedingungen gelagert.166 Es wurden Aliquots bei -70 C und bei -20 °C eingefro-

ren. Ein Aliquot wurde bei Raumtemperatur und ein Aliquot bei 2-8 °C im Kühlschrank gelagert. Ein 

Aliquot wurde ebenfalls bei -70 C eingefroren und einmal in der Woche aufgetaut. Alle Proben wur-

den jeweils nach einem, nach drei und nach zehn Monaten extrahiert und sequenziert. Zudem wurde 

jede Probe direkt nach Blutentnahme sequenziert, um die initiale Methylierung zu bestimmen. Die 

Ergebnisse werden im Folgenden beschrieben. 

 

Vergleichsmessung der Studienpopulation 

In Bezug auf die DNA-Extrakte wurden 44 verschiedene Patientenproben untersucht. Die DNA der 
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Blutproben wurde direkt nach Blutentnahme extrahiert. Eine Probe wurde im Kühlschrank, eine 

Probe wurde bei -70 °C gelagert. Der Lagerungszeitraum betrug zwischen acht und 15 Jahren. Der 

Vergleich des Methylierungsstatus der extrahierten DNA, die im Kühlschrank und bei -70 °C im Ge-

frierschrank gelagert wurden, zeigte insgesamt einen signifikanten Unterschied (T-Test) (Tabelle 49). 

Die gefrorenen Proben wiesen im Mittel niedrigere Methylierungswerte auf (-0,841 Prozent-

punkte ± 3,52). Bei Betrachtung der einzelnen CpG-Stellen zeigten sich für CpG1, 2, 5, 8 und 10 

ebenfalls signifikante Unterschiede. 

 

Tabelle 49: Mittelwertvergleich mittels T-Test für die Methylierung der extrahierten DNA der Pa-

tientenproben nach Lagerung im Kühlschrank und bei -70 °C; KS = Kühlschrank 

CpG-

Stelle 
n 

Mittel-

wert KS 

Mittelwert 

- 70 °C 

abs Abweichung [Pro-

zentpunkte] ± SD 

rel Abweichung 

[%] ± SD 

p-Wert 

(T-Test) 

CpG1 42 16,4 15,5 -0,898 ± 2,67 -3,64 ± 15,3 0,035 

CpG2 44 40,7 39,1 -1,56 ± 4,17 -3,43 ± 10,4 0,017 

CpG3 44 8,31 8,15 -0,158 ± 2,13 2,86 ± 30,8 0,624 

CpG4 44 3,91 3,98 0,077 ± 1,62 15,4 ± 49,3 0,754 

CpG5 38 18,0 17,0 -0,975 ± 2,87 -4,70  ± 15,0 0,043 

CpG6 44 40,5 39,9 -0,558 ± 4,28 -1,33 ± 10,6 0,392 

CpG7 44 17,8 17,5 -0,366 ± 3,36 0,297 ± 20,8 0,474 

CpG8 44 70,6 69,2 -1,383 ± 4,39 1,84 ± 8,58 0,043 

CpG9 44 49,1 48,0 -1,12 ± 4,30 -1,89 ± 8,71 0,091 

CpG10 44 44,0 42,5 -1,49 ± 3,93 3,29 ± 8,96 0,016 

CpG  

gesamt 
432 31,2 30,3 -0,841 ± 3,52 0,08 ± 22,3 0,000 

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt. 

 

Die Ergebnisse des T-Tests ließen darauf schließen, dass sich der Methylierungsstatus der im Kühl-

schrank gelagerten und der bei -70 °C gefrorenen Proben signifikant voneinander unterscheidet. Al-

lerdings waren die absoluten Unterschiede sehr gering. Die im Kühlschrank gelagerten Proben hatten 

in der Regel etwas höhere Methylierungslevel als die eingefrorenen Proben. Die durchschnittliche 

Abweichung für alle CpG-Stellen lag absolut bei 0,841 Prozentpunkten Methylierung und relativ bei 

0,08%. Für CpG2 war die Abweichung mit absolut 1,56 Prozentpunkten und relativ 3,43% am Größ-

ten. 
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Um herauszufinden, ob die Proben beider Lagerungsarten trotz signifikantem T-Test gleich behandelt 

werden und in die Analyse einfließen konnten, wurde ein Bland-Altman-Plot erstellt.220, 221 Die ab-

soluten Differenzen der Messwerte der gleichen Patientenprobe bei Kühlschrank- und -70 °C-Lage-

rung wurde gegen den jeweiligen Mittelwert in einem Punktdiagramm aufgetragen. Die mittlere Dif-

ferenz sowie die mittlere Differenz ± 2SD wurden eingezeichnet. Bei einer hinreichend symmetri-

schen Verteilung der Differenzen liegen 95% der Punkte innerhalb dieser Übereinstimmungsgrenzen 

(= 95%-Konfidenzintervall) (Abbildung 69). 

 

 
Abbildung 69: Bland-Altman-Plot für alle CpG-Stellen; Vergleich Kühlschrank- 

und gefrorene Proben: Darstellung der Differenzen der Messwerte einer Probe 

bei Kühlschrank- und -70 °C-Lagerung gegen deren Mittelwerte: Es zeigt sich 

eine gleichmäßige Streuung um die Nulllinie. 

 

Es zeigte sich, dass die Mehrheit der Punkte innerhalb dieses Übereinstimmungsbereichs lag. 20 von 

insgesamt 432 Datenpunkten lagen außerhalb, dies entsprach 4,6%. Zudem war erkennbar, dass sich 

die Datenpunkte gleichmäßig um den Mittelwert bzw. den Nullwert verteilten. Es war kein Bias in 

Richtung positiven oder negativen Differenzen erkennbar. Die absoluten Differenzen wurden mit zu-

nehmenden Absolutwerten ebenfalls größer. 95% der Messwertdifferenzen streuten in einem Bereich 

von +6,199 bis -7,881 Prozentpunkten Methylierung. Da diese Abweichungen der absoluten Mess-

werte zwischen im Kühlschrank und bei -70 °C gelagerten Proben in etwa im Rahmen der Messun-

genauigkeit von ± 5 Prozentpunkten lagen und kein systematischer Fehler in die eine oder andere 

Richtung erkennbar war, wurden die Proben als gleichwertig angesehen und für die Analyse verwen-

det. 
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In einem weiteren Schritt wurden DNA aus, bei -20 und -70 °C gefrorenen, Blutproben neu extrahiert 

und mit den gelagerten DNA-Extrakten verglichen. Auch hier zeigte sich ein signifikanter Unter-

schied zwischen den einzelnen Gruppen. Die nachextrahierte DNA hatte in der Regel einen höheren 

Methylierungslevel als die gelagerten DNA-Extrakte. Für alle CpG-Stellen insgesamt betrachtet war 

dieser Unterschied signifikant (p = 0,000) (Tabelle 50). Dieses Ergebnis zeigte sich auch bei getrenn-

ter Betrachtung der einzelnen CpG-Stellen: In Bezug auf die bei -70 °C gelagerten Proben zeigten 

lediglich CpG5 und 8 keinen signifikanten Unterschied (p = 0,101/0,289). Für die bei -20 C gelager-

ten Proben war dies für CpG 1, 5, 7 und 8 der Fall (0,135 < p < 0,297). Bei gemeinsamer Betrachtung 

aller eingefrorenen Proben (-20 °C und -70 °C) zeigten alle CpG-Stellen signifikante Unterschiede 

zu den DNA-Extrakten (die Ergebnisse der T-Tests differenziert nach CpG-Stelle sind hier nicht dar-

gestellt). Insgesamt unterschieden sich die Werte der Blutproben, die bei -70 °C gelagert waren, etwas 

stärker von der extrahierten DNA als die Proben, die bei -20 °C eingefroren waren. Während der 

absolute Unterschied der Methylierung im Schnitt weniger als 2 Prozentpunkte betrug, machte dies 

prozentual einen Unterschied von durchschnittlich 13% aus (Tabelle 50). 

 

Tabelle 50: T-Test für die gelagerte extrahierte DNA und die nachextrahierten Blutproben 

Lagerung der 

Blutprobe 
n 

Mittelwert 

DNA-Extrakt 

Mittelwert 

Blutproben 

nachextrahiert 

abs Abweichung 

[Prozentpunkte] 

 ± SD 

rel Abwei-

chung [%]  

± SD 

p-Wert 

(T-Test) 

-70 °C 388 29,63 31,47 1,84 ± 4,89 13,5 ± 32,9 0,000 

-20 °C 398 32,11 33,39 1,28 ± 3,43 8,80 ± 28,9 0,000 

Gesamt 786 30,88 32,44 1,56 ± 4,22 11,1 ± 31,0 0,000 

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt. 

 

Auch hier wurden die entsprechenden Bland-Altman-Plots erstellt (Abbildung 70). Es war zu erken-

nen, dass auch in diesem Fall, die Messwertdifferenzen relativ gleichmäßig um den Mittelwert streu-

ten, allerdings lagen über 5% der Messwerte außerhalb des Übereinstimmungsbereichs. Die Betrach-

tung der Diagramme ließ auch hier nicht darauf schließen, dass ein Bias in Richtung höherer Methy-

lierungswerte der, aus den gelagerten Blutproben nachextrahierten, DNA vorlag. In Bezug auf die 

Nulllinie ist zwar erkennbar, dass die Mehrheit der Differenzen im positiven Bereich lag, die nach-

extrahierte DNA somit in den meisten Fällen einen höheren Methylierungswert aufwies. Dies spie-

gelte sich auch in der mittleren Differenz wieder (1,84 bzw. 1,28 Prozentpunkte). Allerdings streuten 

einige Messwerte auch erheblich in den negativen Bereich. Die Einschätzung einer systematischen 
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Änderung ist daher eher schwierig. Nach gemeinsamer Betrachtung der T-Tests und der Bland-Alt-

man-Plots kann daher nur vermutet werden, dass die neu extrahierte DNA generell einen höheren 

Methylierungsstatus aufweist. 

 

 
 

Abbildung 70: Bland-Altman-Plots für den Vergleich zwischen gelagerten DNA-Extrakten und 

aus gelagerten Blutproben extrahierter DNA (links: -70 °C; rechts: -20 °C): Für beide Lage-

rungsbedingungen ist eine relativ gleichmäßige Streuung der Messwertdifferenzen um den Mit-

telwert erkennbar. Insgesamt scheinen die Datenpunkte leicht in den positiven Bereich verscho-

ben zu sein. 

 

Stabilitätsuntersuchung mit frisch entnommenen Blutproben 

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde das Blut von zehn freiwilligen Probanden verwendet.166 Die-

ses wurde jeweils initial nach Blutabnahme (T0), sowie nach einem, drei und zehn Monaten Lagerung 

unter verschiedenen Bedingungen sequenziert. Insgesamt wurden zehn verschiedene CpG-Stellen un-

tersucht. Eine Übersicht über die mittleren Methylierungslevel sowie die mittleren absoluten Ände-

rungen aller CpG-Stellen in Abhängigkeit von den Lagerungsbedingungen zeigen Tabelle 51 sowie 

Abbildung 71. Die Ergebnisse differenziert nach den einzelnen CpG-Stellen können Anhang 9.8 

entnommen werden. Der Mittelwertvergleich mittels T-Test zwischen dem Messwert zum Zeitpunkt 

T0 und einem, drei bzw. zehn Monaten zeigte bei der Gesamtheit aller CpGs für alle Lagerungsbe-

dingungen eine signifikante Änderung der Methylierungslevel. Auch bei Betrachtung der einzelnen 

CpG-Stellen unterschieden sich die Messwerte vor allem nach zehn Monaten signifikant voneinander 

(Anhang 9.8). So war die gemessene Methylierung nach längerer Lagerung signifikant höher. Der 

höchste Wert wurde, außer bei der Lagerung im Kühlschrank (2-8 °C), nach zehn Monaten Lagerung 

erreicht. Der Verlauf der Methylierungslevel der bei -20 °C, bei Raumtemperatur und der einmal wö-

chentlich aufgetauten Proben war nahezu gleich. Hier nahm die Methylierung nach einem und drei 
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Monaten nur leicht zu, nach zehn Monaten war jedoch ein sehr deutlicher Anstieg erkennbar. Die bei 

-70 °C gefrorenen Proben zeigten im Vergleich dazu nach einem Monat niedrigere, nach drei und 

zehn Monaten allerdings etwas höhere Methylierungswerte. Allerdings variierten die mittleren Me-

thylierungslevel der Proben dieser vier Lagerungsbedingungen im Rahmen von 2,3 Prozentpunkten, 

bei Standardabweichungen von 4,62 bis 5,61 Prozentpunkten. Wir haben den Anstieg der Methylie-

rung für diese Lagerungsbedingungen daher als vergleichbar angesehen. Bei den Proben, die im Kühl-

schrank gelagert wurden, zeigten die Methylierungslevel im Vergleich zu den anderen Lagerungsbe-

dingungen einen weniger starken Anstieg. Zwar war das Methylierungslevel nach zehn Monaten im-

mer noch deutlich höher als zu Beginn. Allerdings war das Maximum hier schon nach einem Monat 

erreicht, anschließend nahmen die Methylierungslevel wieder ab. 

 

Abbildung 72 zeigt die Bland-Altman-Plots differenziert nach Lagerbedingungen. Es zeigte sich bei 

allen Plots nach längerer Lagerung eine Verzerrung in Richtung höherer Methylierungswerte. Dieser 

war auch für die im Kühlschrank gelagerten Proben zu erkennen. Während der Mittelwert hier auf 

keine Änderung der Methylierung nach zehn Monaten Lagerung hindeutete, ließ die Betrachtung der 

einzelnen Messwerte im Bland-Altman-Plot auch hier auf eine systematische Erhöhung der Methyl-

ierung schließen. Einzelne Ausreiser in den negativen Bereich waren der Grund, weshalb die mittlere 

Änderung niedrig war. In Bezug auf alle Lagerungsbedingungen war erkennbar, dass die Differenzen 

nach einmonatiger Lagerung noch recht gleichmäßig um den Mittelwert streuten (grün), nach drei 

Monaten Lagerung (gelb) waren schon einige Ausreiser in Richtung höhere Methylierungswerte er-

kennbar. Nach zehn Monaten (rot) verstärkte sich dieser Effekt deutlich. Für alle Lagerungsbedin-

gungen zeigten sich mit zunehmender Lagerzeit größere Streuungen der Messwert in Bezug zu der 

Messung zum Zeitpunkt T0 und daraus resultierend größere 95%-Konfidenzintervalle. 
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Tabelle 51: Übersicht über die mittleren Methylierungslevel [Prozentpunkte] aller Messzeitpunkte 

und mittleren absoluten Änderungen aller CpG-Stellen nach einem, drei und zehn Monaten (M) 

Lagerung in Bezug auf den Zeitpunkt T0 und in Abhängigkeit von den Lagerungsbedingungen 

sowie p-Werte der T-Tests: Für fast alle Bedingungen zeigten sich signifikant höhere Methylie-

rungslevel mit zunehmender Lagerzeit. Nur die Proben, die für einen Monat bei -70 °C gelagert 

wurden, zeigten niedrigere Methylierungswerte. Dieser Effekt war jedoch nicht signifikant; RT = 

Raumtemperatur.166  

Lagerung T0 1 M Dif 

abs 

1 M 

p-

Wert 

3 M Dif 

abs 

3 M 

p-

Wert 

10 M Dif 

abs 

10 M 

p-Wert 

-70 °C 29,5 29,3 -0,179 0,524 33,7 +4,20 <0,001 38,0 +8,52 <0,001 

-20 °C 29,5 31,1 +1,61 <0,001 31,1 +1,62 0,001 36,9 +7,40 <0,001 

RT 29,5 30,5 +1,01 0,004 30,9 +1,43 0,010 36,8 +7,33 <0,001 

2-8 °C 29,5 33,5 +4,03 <0,001 32,9 +3,38 <0,001 31,8 +2,33 0,001 

-70 °C/RT 29,5 30,8 +1,32 <0,001 31,1 +1,59 0,002 35,7 +6,22 <0,001 

Signifikante p-Werte sind in rot dargestellt. 

 

 

 
 

Abbildung 71: Darstellung der mittleren Methylierungslevel aller CpG-Stellen direkt nach 

Blutabnahme sowie nach einem, drei und zehn Monaten Lagerung in Abhängigkeit von den 

Lagerungsbedingungen: Die Methylierung steigt außer bei Lagerung im Kühlschrank (2-8 °C) mit 

zunehmender Lagerzeit kontinuierlich an.166 
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Abbildung 72: Bland-Altman-Plots der Messwerte in Abhängigkeit der verschiedenen Lage-

rungsbedingungen: Dargestellt sind die Differenzen der Messwerte nach einem (grün), drei 

(gelb) und zehn Monaten (rot) und dem Zeitpunkt T0 in Bezug auf die entsprechenden Mittel-

werte. Weiterhin sind die jeweiligen Mittelwerte (M) der Differenzen (durchgezogene Linien) und 

M ± 2SD (gepunktete Linien) eingezeichnet. M ± 2SD entspricht dem Übereinstimmungsbereich 

bzw. 95% Konfidenzintervall.166 
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Zudem wurde beobachtet, dass sich die Extraktion der DNA mit zunehmender Lagerzeit schwieriger 

gestaltete. Oft musste die Zelllyse zweimal durchgeführt werden, um eine adäquate Menge Zellkerne 

zu gewinnen. Besonders nach zehn monatiger Lagerung war es schwer, noch ausreichend DNA für 

die Bisulfit-Konvertierung und Sequenzierung zu extrahieren. Während nach einmonatiger Lagerung 

eine einmalige Zelllyse ausreichte, musste dieser Schritt nach zehnmonatiger Lagerung bei allen Pro-

ben wiederholt werden, um ausreichend DNA zu erhalten. Bei den Proben, die drei Monate lagerten, 

variierte die Durchführung der Zelllyse. Es wurde nach der ersten Zelllyse empirisch entschieden, ob 

eine Wiederholung notwendig war. Die Vergleichbarkeit dieser Proben untereinander war daher nicht 

mehr gegeben, sodass diese Proben aus der folgenden Auswertung herausgenommen wurden. Einen 

Überblick über die Entwicklung der DNA-Ausbeuten in Abhängigkeit von den Lagerungsbedingun-

gen und -zeiten gibt Abbildung 73. 

 

 

Abbildung 73: relative DNA-Ausbeute nach Extraktion in Bezug auf die Ausbeute zum Zeitpunkt 

T0 in Abhängigkeit von Lagerungsbedingung und -zeitraum: Die Ausbeuten nehmen für fast alle 

Lagerungsbedingungen mit zunehmender Lagerzeit kontinuierlich ab.166 

 

Die DNA-Ausbeuten nahmen für alle Lagerungsbedingungen mit zunehmender Zeit im Vergleich 

zum Zeitpunkt T0 kontinuierlich ab. Lediglich die gefrorenen Proben, die einmal wöchentlich aufge-

taut wurden, zeigten nach zehn Monaten höhere Ausbeuten. Allerdings war hier die Standardabwei-

chung mit 36,7% vergleichsweise hoch. Für alle Proben konnte nach zehn monatiger Lagerung nur 

noch sehr geringe Ausbeuten erhalten werden.166  
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Die relativen Extraktionsausbeuten nach zehn Monaten für die bei -70 °C und -20 °C gelagerten Pro-

ben sowie die gefrorenen und einmal wöchentlich aufgetauten Proben lagen zwischen 11,3 und 32,8% 

und unterschieden sich untereinander nicht signifikant (0,106 < p < 0,556). Die im Kühlschrank und 

bei Raumtemperatur gelagerten Proben zeigten im Gegensatz dazu signifikant niedrigere Ausbeuten 

(0,002 < p < 0,038). Diese waren mit 3,61 und 2,55% beispielsweise um rund 70-75% geringer als 

die Ausbeute der bei -70 °C gelagerten Proben (11,3%). Untereinander können die Ergebnisse der im 

Kühlschrank und bei Raumtemperatur gelagerten Proben als vergleichbar angesehen werden, der T-

Test zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,360).166 
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4 Diskussion 

4.1 Klinische Interaktionen und Wechselwirkungen 

Geschlecht 

In der Studienpopulation konnte ein signifikanter Einfluss des Geschlechts auf die Gewichtszunahme 

nach vier Wochen Antipsychotika-Therapie nachgewiesen werden (p = 0,005). Männer zeigten eine 

signifikant höhere Gewichtszunahme als Frauen (2,0 ± 3,7 kg vs. 1,0 ± 2,9 kg). Die Studienlage zum 

Geschlecht als klinischen Einflussfaktor ist nicht eindeutig. So vermuten einige Studien eine stärkere 

Gewichtszunahme für das weibliche Geschlecht, andere Studien konnten keinen eindeutigen Einfluss 

des Geschlechts auf die Gewichtszunahme identifizieren.61, 62, 253, 269 Eine signifikant stärkere Ge-

wichtszunahme für Männer ist in der Literatur nicht beschrieben. Diese heterogene Datenlage deutet 

darauf hin, dass der Einfluss des Geschlechts in dieser Studienpopulation populationsspezifisch zu 

sein scheint. 

 

Art der Medikation 

Die von Leucht et al. vorgenommene Klassifizierung der Antipsychotika in Bezug auf deren Risiko 

Gewichtszunahme auszulösen wurde in dieser Studienpopulation bestätigt.25 So wurde eine signifi-

kant höhere Gewichtszunahme unter Patienten mit Clozapin- und Olanzapin-Therapie beobachtet als 

bei Patienten, die ein anderes Atypikum erhielten (2,7% vs. 1,7%; p = 0,037). Da die Gewichtszu-

nahme als Nebenwirkung bei diesen Patienten am Bedeutendsten erscheint, wurden der Einfluss der 

getesteten Marker zusätzlich separat in der Gruppe der Patienten mit Clozapin- und Olanzapin-The-

rapie überprüft.270, 271  

 

Ausgangsgewicht / Ausgangs-BMI 

Der in dieser Studienpopulation stark ausgeprägte Zusammenhang zwischen dem Ausgangsgewicht 

bzw. dem Ausgangs-BMI und der Gewichtszunahme nach vier Wochen (p < 0,001) ist in anderen 

Studien bereits beschrieben.272, 273 So fanden Lee et al. heraus, dass ein niedriger Ausgangs-BMI von 

< 25 kg/m² mit einem signifikant erhöhten Risiko für Gewichtszunahme besonders zu Therapiebe-

ginn einhergeht.62 

 

Alter 

Auch für das Alter konnte ein signifikanter Zusammenhang mit der Gewichtszunahme in der Studi-

enpopulation gefunden werden. So zeigten jüngere Patienten eine höhere Gewichtszunahme unter 
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Antipsychotika-Therapie (p = 0,022). Diese Korrelation war allerdings deutlich schwächer ausge-

prägt als die Korrelation der anderen Einflussfaktoren. Auch andere Studien konnten diese Korrela-

tion zwischen jungen Patienten und hoher Gewichtszunahme nachweisen.62, 253, 273, 274 

 

Der genaue Mechanismus wie Alter und Ausgangsgewicht auf die Gewichtszunahme Einfluss neh-

men ist noch nicht eindeutig geklärt, allerdings konnten Kinon et al. zeigen, dass Patienten mit einem 

jungen Alter und niedrigerem Ausgangsgewicht unter Antipsychotika-Therapie einen größeren Ap-

petit entwickelten.70 Die große Übereinstimmung der Studienergebnisse lässt zumindest auf einen 

kausalen Zusammenhang zwischen Alter, Ausgangsgewicht und Antipsychotika-induzierter Ge-

wichtszunahme schließen. 

 

Therapieansprechen 

Zahlreiche Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen Therapieansprechen und dem Auftreten 

von Gewichtszunahme als Nebenwirkung.254, 275 Agid et al. stellten sogar die Hypothese auf, dass die 

Gewichtszunahme zu Beginn der Psychopharmakotherapie als Marker für die Effizienz verwendet 

werden kann.276 Während die Gesamtpopulation nur einen Trend in diese Richtung zeigte (p = 0,067), 

war dieser Effekt in der adjustierten Subpopulation signifikant (p = 0,009). Dieser Zusammenhang 

konnte allerdings nur für eine Unterscheidung zwischen Therapieansprechen und Nicht-Therapiean-

sprechen nachgewiesen werden (CGI 2-Werte = 1/2 vs. CGI 2-Werte > 2). In Bezug auf die Differenz 

der CGI-Werte vor und nach vierwöchiger Therapie war kein signifikanter Zusammenhang nachweis-

bar. Dieser nur schwache Effekt stimmt überein mit den Ergebnissen von Hermes et al., die im Rah-

men der Clinical Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness (CATIE)-Studie publiziert wur-

den. Die Autoren konnten zwar einen signifikanten aber nur sehr geringen Effekt nachweisen.277 

 

MC4R 

Im Rahmen seiner Doktorarbeit konnte Dr. Fabian Czerwensky den Polymorphismus rs17782313 im 

MC4R-Gen in dieser Studienpopulation als möglichen Risikofaktor für eine Antipsychotika-indu-

zierte Gewichtszunahme identifizieren.66, 68 Der Polymorphismus befindet sich 180 Kilobasen 

downstream des MC4R-Gens und stellt eine Punktmutation von Thymin zu Cytosin dar. Träger des 

Risikoallels C nahmen nach vier Wochen Atypika-Therapie signifikant mehr Gewicht zu als Träger 

des Wildtyp-Allels T (Gesamtpopulation: p = 0,025; adjustierte Subpopulation: p = 0,001). Dieser 

Polymorphismus wurde daher als Kofaktor in die Analysen dieser Arbeit aufgenommen. Auch der 
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Polymorphismus MC4R rs489693 war in mehreren Studien mit Antipsychotika-induzierter Ge-

wichtszunahme assoziiert.67, 89, 91 Da er jedoch im Vergleich zu rs17782313 in dieser Studienpopula-

tion einen geringeren Zusammenhang aufwies und sich beide Polymorphismen in einem starken LD 

befinden, wurde im Rahmen der Auswertung nur rs17782313 berücksichtig. 
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4.2 pharmakogenetische Einflüsse auf die Antipsychotika-induzierte Ge-

wichtszunahme 

 TSPO 

Das TSPO-Gen codiert für das Translocator Protein, ein Transmembranprotein der äußeren Mito-

chondrienmembran. Bislang ist der genaue molekulare Mechanismus noch nicht exakt geklärt, jedoch 

wird TSPO mit zahlreichen Krankheiten, unter anderem auch mit Schizophrenie, in Verbindung ge-

bracht.278-280 Außerdem soll es bei der Gewichtsregulation von Bedeutung sein.78, 79 

 

Im Rahmen einer Kollaboration mit dem Arbeitskreis von Prof. Müller (Department of Psychiatry 

der University of Toronto) wurden TSPO rs6971 und rs6973 in Bezug auf Antipsychotika-induzierte 

Gewichtszunahme untersucht. Eine vorrausgegangen Studie, in der 28 verschiedene Mitochondrien-

Gene untersucht wurden, konnte hierzu einen Zusammenhang feststellen.83 Weitere Studien bezüg-

lich dieser Fragestellung sind nicht bekannt. 

 

rs6971 

In unserer Studienpopulation konnte auch bei den Patienten mit Hochrisiko-Medikation (p = 0,794) 

für rs6971 kein signifikanter Zusammenhang mit dem Gewicht festgestellt werden. Im Gegensatz 

hierzu wurde in den anderen, an der Studie teilnehmenden Population, ein signifikanter Effekt gefun-

den. In der Population aus Toronto zeigten T-Allel-Träger mit Clozapin- oder Olanzapin-Medikation 

eine signifikante höhere Gewichtszunahme (C/C = 3,23 ± 4,5%, C/T = 5,17 ± 6,3%, 

T/T = 8,09 ± 6,1%; p = 0,040). Auch in der RUPP-Population, in der die Patienten mit Risperidon 

behandelt wurden, war das T-Allel mit einer höheren BMI-Zunahme assoziiert (C/C = 0,55, 

C/T = 0,68, T/T = 0.68; p = 0,003). 

 

Eine mögliche Erklärung könnte sein, dass die Mehrheit unserer Studienpopulation mit Antipsycho-

tika vorbehandelt war, während die Patienten der Vergleichspopulationen zum ersten Mal eine anti-

psychotische Therapie bekamen. Allerdings konnte in unserer Studienpopulation auch bei den naiven 

Patienten (n = 90; p = 0,112) sowie den naiven Patienten mit Clozapin- oder Olanzapin-Behandlung 

(n = 53; p = 0,124) ebenfalls kein Zusammenhang gefunden werden. Es scheint demnach, dass es 

andere Gründe für die abweichenden Studienergebnisse gibt. 
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Zumindest die RUPP-Population, in der ein stark signifikanter Zusammenhang gefunden wurde, un-

terscheidet sich stark von den anderen beiden Populationen. Hier wurden autistische Kinder unter-

sucht, die nur mit Risperidon behandelt wurden. Unterschiede zwischen unserer Studienpopulation 

und der Toronto-Population bestehen vor allem beim Beobachtungszeitraum. Wir haben die Ge-

wichtszunahme nach vier Wochen, die Gruppe aus Toronto nach 14 Wochen analysiert. Ein weiterer 

Schwachpunkt ist die geringe Patientenzahl der Patienten aus Toronto mit Clozapin- oder Olanzapin-

Medikation (n = 78). So könnten Unterschiede in der Diagnose bzw. in der Behandlungsdauer, aber 

auch Schwächen bezüglich der statistischen Aussagekraft mögliche Ursachen für die widersprüchli-

chen Studienergebnisse sein. 

 

Trotz den verschiedenen Ergebnissen postulieren Pouget et al. einen möglichen Zusammenhang zwi-

schen TSPO rs6971 und Gewichtszunahme unter Antipsychotika-Therapie.257 Rs6971 ist ein funkti-

onaler Polymorphismus und führt zu einem Austausch der Aminosäure Alanin zu Threonin in der 

Ligandenbindetasche. Dieser Aminosäureaustausch führt zu einer schlechteren Bindung des Ligan-

den.279 Untersuchungen lassen darauf schließen, dass der Ligand von TSPO die Glucose-Spiegel im 

Blut senkt und über Gentranskription Mechanismen auslöst, die die Fettbildung reduzieren, die Glu-

cosetoleranz erhöhen und die Gewichtszunahme senken. Eine geringere Bindungsaffinität von TSPO 

zu seinem Liganden könnte diese Mechanismen möglicherweise beeinträchtigen. 

 

rs6973 

Für rs6973 zeigte sich in der adjustierten Subpopulation ein signifikanter Effekt des Genotyps auf das 

Gewicht und den BMI zu Studienbeginn. So zeigten A/A-Homozygote ein signifikant höheres Aus-

gangsgewicht sowie einen signifikant höheren Ausgangs-BMI (87,8 ± 25,5 kg / 30,0 ± 9,37 kg/m²) 

als C-Allel-Träger (C/C = 72,7 ± 14,3 kg / 24,6 ± 4,60 kg/m², C/A = 74,1 ± 16,8 kg / 

25,5 ± 5,54 kg/m²) (p = 0,013/0,006). Dieser Effekt beruhte in erster Linie auf den Patienten der nai-

ven Subpopulation. Hier zeigte sich ebenfalls ein signifikante Zusammenhang (p = 0,026/ 0,001), 

während bei Patienten mit antipsychotischer Vormedikation der Effekt nicht zu beobachten war 

(p = 0,362). Diese Beobachtung deutet auf einen Effekt von rs6973 auf das Gewicht im Allgemeinen 

hin. Ob TSPO eventuell über seine Rolle bei Entzündungsreaktionen Einfluss auf die Gewichtsregu-

lation hat, ist nach bisherigem Kenntnisstand rein spekulativ und bedarf weiterer Untersuchungen.256 

 

In der Toronto-Population wurde weiterhin der Einfluss von TSPO rs6971 und rs6973 auf die Aus-

prägung der Schizophrenie sowie das Therapieansprechen untersucht. Es wurde kein signifikanter 
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Zusammenhang gefunden (0,220 < p < 0,890). Während rs6973 hierzu noch nicht untersucht wurde, 

liegen bezüglich rs6971 mehrere Studien mit unterschiedlichen Ergebnissen vor. Einige Studien 

konnten signifikante Zusammenhänge beobachten, andere Studien berichten jedoch das Gegenteil.82, 

281, 282 

 

Die Polymorphismen rs6971 und rs6973 sind bisher nur wenig untersucht, sodass ihre Rolle vor allem 

bezüglich der Antipsychotika-induzierten Gewichtszunahme aufgrund der heterogenen Studiener-

gebnisse weiterhin unklar ist. 

 

 

 MC4R 

Das MC4R-Gen kodiert den humanen Melanocortin-4-Rezeptor. Er wird im zentralen Nervensystem, 

vor allem im Gehirn, exprimiert, wo er Einfluss auf das Hungergefühl und den Energieverbrauch 

hat.84, 85 Die Bindung seines Liganden, des α-Melanozyten-stimulierenden Hormons, führt zu erhöh-

tem Grundumsatz und verminderter Nahrungsaufnahme und somit zu einem Gewichtsverlust.86 Viele 

Polymorphismen innerhalb oder in der Nähe des Gens werden unter anderem mit Übergewicht in 

Zusammenhang gebracht.87 Rs17782313 und rs489693 konnten in dieser Studienpopulation bereits 

mit Gewichtszunahme unter Antipsychotika-Therapie assoziiert werden. Die Identifizierung weiterer 

Marker innerhalb des MC4R-Gen schien daher ein vielversprechender Ansatzpunkt. 

 

rs8087522 

Rs8087522 T/T-Allel-Träger zeigten zu Beginn der Studie ein niedrigeres Ausgangsgewicht als A-

Allel-Träger (p = 0,027). Allerdings war ebenfalls auffällig, dass in der Gruppe der T/T-Genotypen 

der Frauenanteil überdurchschnittlich hoch war. Das niedrigere Ausgangsgewicht lässt sich daher 

wohl eher mit dem zufällig erhöhten Frauenanteil als mit dem Genotypen an sich in Verbindung zu-

rückführen. Auch Beckers et al. konnten keinen Zusammenhang zwischen rs8087522 und dem Ge-

wicht feststellen, was unser Ergebnis bestätigt.283 

 

In Bezug auf die Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme konnte im Gegensatz zu der Arbeit 

von Ruoyu Sun kein signifikanter Zusammenhang gefunden werden.90 Ruoyu Sun hat die adjustierte 

Subpopulation mittels Pyrosequenzierung am GS Junior untersucht und konnte über ANOVA einen 

signifikanten Zusammenhang zwischen dem Genotypen und der prozentualen Gewichtszunahme 
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(C/C = 1,6%, C/T = 1,9%, T/T = 4,7%; p = 0,044) sowie der prozentualen BMI-Zunahme 

(C/C = 1,5%, C/T = 2,0%, T/T = 4,7%; p = 0,035) feststellen. Die Reproduktion am LightCycler 

konnte dieses Ergebnis jedoch nicht bestätigen. Insgesamt unterschieden sich drei Patienten hinsicht-

lich ihrer Genotypisierungsergebnisse. Da sich die LightCycler-Methode als die zuverlässigere Me-

thode darstellte und sich die Auswertung der GS Junior-Daten ohnehin als schwierig und teilweise 

uneindeutig erwies, wurde für die weitere Auswertung die Ergebnisse der LightCycler-Messung ver-

wendet. Daraus ergab sich für den Zusammenhang zwischen Genotyp und prozentualer Gewichtszu-

nahme in der adjustierten Subpopulation ein p-Wert von p = 0,053. Nur die prozentuale BMI-Zu-

nahme lieferte hier ebenfalls ein signifikantes Ergebnis (p = 0,044). Eine gemeinsame Betrachtung 

des Genotyps mit anderen klinischen Einflussfaktoren in einem ANCOVA-Modell konnte dies jedoch 

nicht bestätigen (p = 0,176). In der Gesamtpopulation konnte kein Effekt festgestellt werden. 

 

Chowdhury et al. konnten in einer Studie einen signifikanten Zusammenhang zwischen rs8087522 T-

Allel-Trägern und der Gewichtszunahme bei 76 Patienten unter Clozapin-Therapie feststellen.91 So 

betrug die durchschnittliche prozentuale Gewichtszunahme nach sechs Wochen Clozapin-Gabe bei 

T-Allel-Trägern 5,38%, während C-Allel homozygote Patienten nur 2,43% ihres Körpergewichts zu-

nahmen (p = 0,027). Ein ähnlicher Effekt war auch in unserer Studienpopulation nach Betrachtung 

der Patienten mit Hochrisiko-Therapie zu sehen. So zeigte die prozentuale Gewichtszunahme in Ab-

hängigkeit vom Genotyp eine Signifikanz von p = 0,035. Im Unterschied zu Chowdhury et al. bezog 

sich der Unterschied jedoch nicht auf T-Allel- und C/C-Träger. In unserer Studienpopulation zeigten 

C/C- und C/T-Genotypen ähnliche Gewichtszunahme nach vier Wochen (C/C = 2,6 ± 4,6% und 

C/T = 2,3 ± 4,8%). Im Gegensatz dazu nahmen T/T-Genotypen im Schnitt 5,9 ± 6,0% Gewicht zu. 

Als Einschränkung dieses Ergebnisses lässt sich allerdings sagen, dass T/T-Genotypen bereits mit 

einem signifikant geringeren Gewicht in die Studie starteten (C/C = 73,6± 15,1 kg, 

C/T = 75,7 ±15,0 kg, T/T = 64,2 ± 14,5 kg; p = 0,034). Die höhere Gewichtszunahme der T-Allel-

Homozygoten lässt sich daher wohl eher mit dem niedrigeren Ausgangsgewicht, als mit dem Genotyp 

erklären. Diese Annahme wird ebenfalls durch die Ergebnis ANCOVA unterstützt. Hier zeigte sich 

ein signifikanter Effekt des Ausgangsgewichts auf die Gewichtszunahme (p < 0,001). Der Genotyp 

zeigte hingegen keinen signifikanten Einfluss mehr (p = 0,162). 

 

Chowdhury et al. erklärten den Effekt des rs8087522 mit einer Beeinflussung der Transkription des 

MC4R-Gens. Der Polymorphismus befindet sich in der Promotorregion. Chowdhury et al. fanden 

heraus, dass ein bisher unbekanntes Protein an das T- nicht jedoch an das C-Allel bindet. Dies könnte 
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zu einer veränderten Genexpression von MC4R beitragen.91 

 

Die Ergebnisse unsere Studie lassen eher auf eine untergeordnete Rolle des rs8087522 in Bezug auf 

das Gewicht bzw. die Gewichtszunahme unter Antipsychotika-Therapie schließen. Zwar zeigte die 

Studie von Chowdhury et al. ein anderes Ergebnis, allerdings sind diese aufgrund der geringen Pati-

entenzahl von 76 mit Vorsicht zu interpretieren. Für eine genaue Aussage sind weitere Studien in 

Bezug auf MC4R rs8087522 notwendig. 

 

 

 NDUF1 rs6435326, rs1053517 und rs1801318 

Das NDUFS1-Gen kodiert die NADH-Ubiquinon Oxidoreduktase 75 kDa Untereinheit 1, ein Protein 

des Komplex I der Atmungskette auf der inneren Mitochondrienmembran. Sowohl beim Krankheits-

bild der Schizophrenie als auch bei Einnahme von Antipsychotika sind Veränderungen innerhalb der 

Mitochondrien beschrieben worden.93, 94, 284-286 Mitochondrien-Gene bieten daher einen weiteren in-

teressanten Ansatz für die Identifizierung genetischer Risikomarker in Bezug auf die Antipsychotika-

induzierte Gewichtszunahme. 

 

Eine Studie hat 60 Polymorphismen in insgesamt 28 Mitochondrien-Genen auf ihren Einfluss auf 

Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme untersucht.83 Die Autoren stellten die Hypothese auf, 

dass Polymorphismen in Mitochondrien-Genen, die am Energiehaushalt beteiligt sind, Einfluss haben 

auf die Gewichtszunahme unter Antipsychotika der zweiten Generation. Goncalves et al. konnten 

einen Effekt des rs6435326 mit der prozentualen Gewichtszunahme nach mindestens sechs Wochen 

Therapie in einer Studienpopulation mit 164 Patienten europäischer Herkunft nachweisen 

(p = 0,0003). Dabei nahmen T/T-Allel-Träger (1,1 ± 4,5%) deutlich weniger Gewicht zu als Hetero-

zygote (3,1 ± 4,5%) und A/A homozygote Patienten (5,1 ± 5,1%). Zudem konnten sie zeigen, dass 

eine bestimmte Allelkombination der Polymorphismen rs6435326, rs1053517 und rs1801318 einen 

schützenden Einfluss auf das Auftreten einer möglichen Gewichtszunahme hat (T-C-G vs. A-T-A; 

p = 0,005). 

 

In unserer Studienpopulation konnten wir diese Ergebnisse nicht reproduzieren. Weder die genannten 

Polymorphismus noch die Kombination der Risikoallele zeigte einen signifikanten Zusammenhang 

mit der Gewichtszunahme unter Antipsychotika-Therapie (0,396 < p < 0,911). Zwar zeigten auch 
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hier T-Allel-Träger des Polymorphismus rs6435326 eine leicht geringere Gewichtzunahme nach vier 

Wochen Therapie (T/T = 2,08 ± 4,21%, A/T = 2,03 ± 4,75%, A/A = 2,62 ± 4,75%), dieser Effekt er-

reichte jedoch keine Signifikanz (p = 0,596). Unsere Ergebnisse stimmen damit mit den Ergebnissen 

einer weiteren Replikationsstudie überein (CATIE-Replikationspopulation).83 Diese konnte im Ge-

gensatz zu uns zwar den gemeinsamen Effekt der kombinierten Allele T-C-G (p = 0,04), nicht aber 

den alleinigen Zusammenhang von rs6435326 mit Gewichtszunahme replizieren (p = 0,18). 

 

Aufgrund dieser heterogenen Ergebnisse und der schwachen Studienlage bezüglich NDUFS1-Poly-

morphismen und Gewichtszunahme unter atypischen Antipsychotika erweist sich eine Beurteilung 

der Studienergebnisse als schwierig. Polymorphismen des NDUSF1-Gens könnten eine Funktions-

einschränkung des Komplex I und der Atmungskette verursachen und somit die Produktion mito-

chondrialer oxidativer Sauerstoffspezies (ROS) erhöhen.287, 288 Diese können den Energiehaushalt in-

direkt über den Signalweg des Prohormons Proopiomelanocortin (POMC) beeinflussen. Mitochond-

riale ROS stimulieren POMC produzierende Zellen im Hypothalamus. POMC führt über seine Ab-

bauprodukte zu einer geringeren Nahrungsaufnahme sowie einem erhöhten Energieverbrauch des 

Körpers.289, 290 Insofern scheint ein Einfluss von NDUFS1-Polymorphismen auf die Gewichtszu-

nahme durchaus denkbar. Unsere Ergebnisse lassen jedoch auf das Gegenteil schließen. 

 

 

 FTO 

Das FTO-Gen kodiert eine Demethylase, die die Transkription anderer Gene beeinflussen kann.97, 98 

Die genaue Funktion von FTO ist allerdings noch unklar. Vermutungen legen jedoch nahe, dass FTO 

die Adipogenese sowie die Nahrungsaufnahme und den Energiehaushalt reguliert.99, 100 Mittlerweile 

zeigten mehrere GWAS-Studien einen Zusammenhang zwischen Polymorphismen des FTO-Gens 

und Übergewicht.101, 102 Vor allem der rs9939609 Polymorphismus, der im ersten Intron des FTO-

Gens lokalisiert ist und einen Basenaustausch von Thymin nach Adenin darstellt, scheint eine Rolle 

bei der Regulation des Körpergewichts zu spielen.101, 105, 106 

 

In Bezug auf die Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme und rs9939609 ist die Studienlage 

zwiegespalten. Einige Studien postulieren einen signifikanten Einfluss des Genotyps, während andere 

Studien diesen verneinen.108-113 Fabian Czerwensky konnte im Rahmen seiner Doktorarbeit einen 
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signifikanten Einfluss von rs9939609 auf die Atypika induzierte Gewichtszunahme in einer Subpo-

pulation chronischer Patienten identifizieren.68 Dieser Effekt konnte auch von Reynolds et al. gezeigt 

werden. Sie beobachteten einen signifikant erhöhten BMI bei A-Allel-Trägern in einer Gruppe von 

187 chronisch behandelten schizophrenen Patienten.110 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei weitere Polymorphismen des FTO-Gens, rs7185735 und 

rs17817288, auf ihren Zusammenhang mit Gewichtszunahme als Folge der Antipsychotika-Therapie 

untersucht. Sie sind ebenfalls im ersten Intron des FTO-Gens lokalisiert und stellen eine Punktmuta-

tion von Adenin zu Guanin bzw. von Guanin zu Adenin dar. Tan et al. identifizierte in einer GWAS 

diese beiden Polymorphismen als die am stärksten mit BMI und Übergewicht assoziierten Marker.114 

 

rs7185735 

In der adjustierten Subpopulation zeigte sich ein schwach signifikanter Effekt für den rs7185735 Po-

lymorphismus auf die prozentuale Gewichtszunahme nach vierwöchiger Therapie.240 Homozygote 

Träger des Risikoallels G nahmen im Schnitt 2,00 ± 3,37% Gewicht zu während heterozygote Pati-

enten 2,79 ± 5,11% und homozygote A-Allel-Träger nur 0,83 ± 4,44% an Gewicht zulegten 

(p = 0,047). Da ein T-Test keinen signifikanten Unterschied zwischen dem G/G- und dem G/A-Ge-

notyp (p = 0,974), jedoch einen signifikanten Unterschied beider Gruppen zu den A/A-Trägern zeigte 

(p = 0,018/0,048), wurden Patienten, die mindestens ein Risikoallel G trugen, zusammengefasst. So 

zeigten Risikoallelträger der adjustierten Subpopulation eine 3,1-mal höhere Gewichtszunahme als 

Patienten ohne Risikoallel (p = 0,017). Dieser Effekt war noch stärker in der Gruppe der Patienten 

mit Hochrisiko-Therapie (Clozapin und/oder Olanzapin). Hier war die Gewichtszunahme für Risiko-

allel-Träger 8,5-mal höher (3,74% vs. 0,44%; p = 0,004). Für Patienten, die ein anderes atypisches 

Antipsychotikum erhielten, konnte kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden 

(p = 0,752). 

 

Des Weiteren deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass dieser Effekt vor allem für Patienten mit 

Schizophrenie von Bedeutung ist. Im Gegensatz dazu, ließ sich dieser Zusammenhang in der Gruppe 

der Patienten mit affektiven Störungen nicht nachweisen. Diese Diagnose-abhängigen Effekte sind 

nicht durch eine größere Anzahl an Patienten mit Clozapin- oder Olanzapin-Therapie unter den schi-

zophrenen Patienten bedingt. Im Gegenteil, der Anteil an Patienten mit dieser Medikation war in der 

Subpopulation der Patienten mit affektiven Störung sogar höher (59% vs. 46%). Zudem konnten wir 

auch für Patienten mit affektiven Störungen und Clozapin- oder Olanzapin-Medikation keinen Effekt 
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des rs7185735 auf die Gewichtszunahme feststellen. 

 

Da rs7185735 und rs9939609 sich in einem starken LD befinden, zeigten beide Polymorphismen ein 

sehr ähnliches Ergebnis.240 Lediglich ein Patient wurde bei der Analyse von rs9939609 aufgrund sei-

ner Genotypisierungsergebnisse in eine andere Risikogruppe eingestuft. Auch für rs9939609 konnte 

daher ein signifikanter Effekt des Risikoallels A auf die Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme 

in der adjustierten Subpopulation sowie bei Patienten mit Hochrisiko-Therapie gezeigt werden 

(p = 0,026/0,004). 

 

Die Ergebnisse stützen vorrausgegangene Studien, die einen Einfluss des rs9939609 auf die Ge-

wichtszunahme unter Antipsychotika der zweiten Generation postulieren und deuten auf einen Ein-

fluss beider Polymorphismen auf eine Gewichtszunahme unter Antipsychotika hin.108, 110, 113 Nichts-

destotrotz sind die Ergebnisse mit Vorsicht zu interpretieren. Zum einen aufgrund einer Reihe von 

Studien, die diesen Zusammenhang nicht finden konnten. Jassim et al. untersuchten eine Population 

von 160 deutschen Patienten, Perez-Iglesias et al. beobachteten eine Studienpopulation von 239 zum 

ersten Mal an Psychosen erkrankter Patienten über einen Zeitraum von einem Jahr.111, 112 Beide Stu-

dien konnten keinen Einfluss von rs9939609 auf die Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme 

nachweisen. Auch Shing et al. fanden keinen Effekt in einer Population von 218 Patienten mit chro-

nischer Schizophrenie oder schizoaffektiven Störungen, die hauptsächlich mit Clozapin oder Olan-

zapin behandelt wurden.109 Zum anderen bestehen große Unterschiede zwischen unserer Studienpo-

pulation und den anderen Studien, die sich für einen Effekt der FTO-Polymorphismen aussprechen. 

Diaz-Anzaldúa et al. zeigten einen signifikanten Effekt in Patienten Mexikanische Abstammung.113 

Zudem war die Medikation dieser Studienpopulation sehr heterogen. So waren neben Atypika auch 

viele Patienten mit Lithium und Valproinsäure zu finden. Diese Medikamente zeigen ebenfalls ein 

hohes Risiko für Gewichtszunahme und Patienten mit dieser Medikation wurden daher von uns in 

der adjustierten Subpopulation, in der wir den signifikanten Effekt nachweisen konnten, ausgeschlos-

sen. Song et al. führte seine Studie bei Patienten mit chinesischer Abstammung und Risperidon-The-

rapie durch.108 In unserer Population zeigte sich der Effekt jedoch in erster Linie bei Patienten mit 

Clozapin- und Olanzapin- und nicht mit Risperidon-Medikation. Reynold et al. untersuchten sowohl 

chronisch als auch zum ersten Mal an Schizophrenie erkrankte Patienten. Die Patienten wurden mit 

verschiedenen Antipsychotika, vor allem Clozapin und Olanzapin, behandelt. In der Gruppe der chro-

nisch Kranken konnten die Autoren eine BMI-Steigerung von 1,6 kg/m² pro A-Allel nachweisen.110 
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Im Gegensatz dazu, zeigten unsere Ergebnisse in Bezug auf die Anzahl der Risikoallele keine konti-

nuierliche Gewichtszunahme. Stattdessen verhielt sich die Gewichtszunahme unter hetero- und ho-

mozygoten Risikoallel-Trägern ähnliche. Dieser Unterschied kann aus der sehr kleinen Anzahl an 

homozygoten Risikoallel-Trägern in unserer Studienpopulation resultieren. Diese ist anfälliger für 

zufällige Schwankungen. Ein weiterer möglicher Grund ist das niedrige Anfangsgewicht der hetero-

zygoten Patienten, da ein niedriger BMI als Risikofaktor für eine höhere Gewichtszunahme unter 

Antipsychotika-Therapie gilt.291 

 

Des Weiteren zeigte sich für rs7185735 und rs9939609 ein schwach signifikanter Effekt für das Aus-

gangsgewicht bzw. den Ausgangs-BMI in der Gesamtpopulation (rs7185735 p = 0,036/0,031; 

rs9939609 p = 0,044/0,014).240 Unter der Einschränkung, dass es sich bei unserer Studienpopulation 

nicht um gesunde, sondern psychisch kranke Probanden handelte, bestätigen diese Ergebnisse bereits 

publizierte GWAS.101, 105, 106, 292 Hier konnte ein Effekt von FTO rs9939609 auf das Gewicht nachge-

wiesen werden. 

 

Dieser gewichtsbeeinflussende Effekt lässt sich vermutlich auf einen Einfluss der Polymorphismen 

auf die Gentranskription der FTO-Gens, aber auch auf die Transkription von anderen Genen, die mit 

Übergewicht assoziiert sind, zurückführen.100,293 So scheint FTO mit der Promotorregion des Iro-

quois-class homeodomain protein IRX3 (IRX3) zu interagieren und Polymorphismen im FTO-Gen 

zu einer IRX3-Überexpression zu führen. IRX3-Expression wurde in Studien mit Knockout-Mäusen 

mit höherem Körpergewicht in Verbindung gebracht.107 

 

Zusammenfassend weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass bestimmte Varianten des FTO-Gens 

nicht nur einen Einfluss auf Übergewicht im Allgemeinen, sondern auch auf die Gewichtszunahme 

unter Therapie mit Antipsychotika der zweiten Generation haben.240 Bereits ein Risikoallel scheint 

zu einer höheren Gewichtszunahme zu führen. Da die Studienpopulationen und die Studienplanungen 

der verschiedenen Studien zu diesem Thema variieren, sind die Studien allerdings nur eingeschränkt 

vergleichbar. Während alle Patienten unter schizophrenen Störungen litten, unterschieden sich die 

Studien in der Medikation, dem Beobachtungszeitraum sowie in der demographischen Zusammen-

setzung der Studienpopulation. Diese methodischen Unterschiede könnten ein Grund für die unter-

schiedlichen Ergebnisse sein. Weitere Studien, um die Rolle von FTO in Bezug auf die Antipsycho-

tika-induzierte Gewichtszunahme weiter aufzuklären, sind daher wünschenswert. 
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rs1781788 

Für rs1781788 war bei Patienten, die das G-Allel trugen, eine Tendenz für eine höhere Gewichtszu-

nahme erkennbar. Auch diese Tendenz bestätigte sich in der Gruppe der Patienten, die eine Clozapin- 

oder Olanzapin-Behandlung bekamen (p = 0,032/0,046). Diese Ergebnisse sprechen ebenfalls für 

eine generelle Bedeutung der FTO-Polymorphismen im Rahmen der Gewichtszunahme unter Aty-

pika. Für rs1781788 im speziellen sind keine weiteren Studien in diesem Zusammenhang literaturbe-

kannt. Somit wurde dieser Polymorphismus im Rahmen dieser Arbeit erstmalig mit einer höheren 

Gewichtszunahme unter Antipsychotika-Therapie in Verbindung gebracht. 

 

 

 Kombination der Risikoallele von FTO und MC4R 

Die Kombination verschiedener Risikoallele soll die Vorhersagekraft in Bezug auf eine Gewichtszu-

nahme unter Atypika-Therapie verbessern und dient dem Ziel definierte Empfehlungen für genetische 

Tests vor Therapiestart zu geben. Solche Tests sollen zukünftig Hinweise auf die zu erwartende Wir-

kung und Nebenwirkung der verschiedenen Medikamente liefern. Es wurden daher die Risikoallele 

von MC4R rs17782313 und FTO rs7185735, der beiden Polymorphismen, die die größten Einflüsse 

auf die Gewichtszunahme zeigten, in einer gemeinsamen Analyse kombiniert. Als weitere Risikofak-

toren waren zudem das Ausgangsgewicht und das Therapieansprechen in allen Populationen signifi-

kant. 

 

Die kombinierte ANOVA zeigte einen additiven Effekt.240 Patienten, die die Risikoallele für beide 

Polymorphismen trugen nahmen in allen Populationen signifikant mehr Gewicht zu als Patienten 

ohne Risikoallel (0,001 < p < 0,015). Der Effekt war deutlich größer als bei der einzelnen Betrach-

tung der Polymorphismen. Patienten mit mindestens drei Risikoallelen nahmen ca. 6% ihres Körper-

gewichts zu, während Patienten ohne Risikoallel maximal 1% Körpergewicht gewannen. Es zeigte 

sich zudem, dass in der Gesamt- und in der adjustierten Subpopulation der Einfluss von MC4R 

rs17782313, bei Patienten mit Clozapin- oder Olanzapin-Medikation allerdings den Einfluss des FTO 

rs7185735 überwog. Dies wurde durch die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse bestätigt. Eine 

Limitation der Analyse stellt jedoch die geringe Patientenzahl dar, die sich vor allem in der Gruppe 

der Patienten mit drei Risikoallelen wiederspiegelt (n = 9). 
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Andere Studien konnten bereits einen gemeinsamen Einfluss dieser beiden Polymorphismen auf das 

Gewicht aber auch auf das Risiko für Bluthochdruck und Diabetes Typ 2 zeigen.294-297 Hierbei bezo-

gen sich jedoch die meisten Studien auf FTO rs9939609. Unsere Studie bestätigt diesen additiven 

Effekt und zeigt seine Bedeutung auch im Rahmen der Gewichtszunahme unter Atypika-Therapie. 

Eine Bestimmung des MC4R rs17782313 und FTO rs7185735 bzw. rs9939609 Genotypen scheint 

daher durchaus sinnvoll, um eine Aussage über das Risiko für eine Antipsychotika-induzierte Ge-

wichtszunahme vor allem unter Clozapin- und Olanzapin-Therapie zu treffen. Bei Vorliegen der ent-

sprechenden Risikogenvarianten sollte in Zukunft nach Bestätigung durch weitere Studien möglich-

erweise über eine alternative Antipsychotika-Therapie nachgedacht werden. Auf diese Weise könnte 

das Risiko eines Therapieabbruches aufgrund einer übermäßigen Gewichtszunahme als Nebenwir-

kung reduziert werden.  
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4.3 pharmakogenetische Einflüsse auf die Therapie von Morbus Alzheimer 

Im Rahmen der Alzheimer-Studie wurde getestet, inwieweit die Polymorphismen des CYP2D6-Gens 

Einfluss auf die Donepezilserumspiegel und das Therapieansprechen der Patienten haben. Hierfür 

wurden insgesamt 47 Patienten, bei denen Alzheimer diagnostiziert wurde und die mit Donepezil 

behandelt wurden, auf die häufigsten funktionalen Polymorphismen getestet.  

 

Auffallend war hier der erhöhte Anteil von CYP2D6*4-Allelen. Dies kam in unserer Studienpopula-

tion mit einer Häufigkeit von 26,6% vor, in Europa liegt die durchschnittliche Häufigkeit bei ca. 20%. 

Dieser Fund unterstützt eine Studie von Lu et al.298 Die Autoren konnten in einer Meta-Analyse mit 

erkrankten und gesunden Probanden unterschiedlicher Herkunft ein signifikant höheres Alzheimer-

Risiko für CYP2D6*4-Träger feststellen (p = 0,026). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das 

CYP2D6*4-Allel möglicherweise Einfluss auf die Ausbildung eines Morbus Alzheimer hat. Im Ge-

gensatz dazu konnten Versaldi et al. nur eine CYP2D6*4-Allel Häufigkeit von 7,1% in einer Popula-

tion italienischer Alzheimer Patienten nachweisen.299 Die Häufigkeit in einer gesunden Vergleichs-

gruppe lag bei 15,3%. Auch Scordo et al. fanden keinen Zusammenhang zwischen der CYP2D6*4-

Allel Häufigkeiten und dem Auftreten von Alzheimer.300 Im Kontext dieser widersprüchlichen Stu-

dienergebnisse ist fraglich, ob der in unserer Population gefundene, erhöhte *4-Anteil klinisch be-

gründet oder zufallsbedingt ist. Jedoch deuten alle Studien darauf hin, dass der CYP2D6-Polymor-

phismen über den Metabolismus von Donepezil das Therapieansprechen der Patienten beeinflussen. 

 

Auch der Einfluss von CYP2D6-Polymorphismen auf die Serumspiegel wurde in zahlreichen Studien 

belegt.206, 207, 299 Zudem beobachteten einige Untersuchungen eine Korrelation der Serumspiegel mit 

dem Therapieansprechen.207, 301 Betrachtet man die Ergebnisse dieser Studien, scheint eine Dosisan-

passung von Donepezil auf Basis des CYP2D6-Genotypen sinnvoll. Diese These wurde im Anschluss 

an unsere Analyse in dieser Studienpopulation weiter untersucht. Mit Hilfe unserer Ergebnisse wurde 

von Frau Marion Stange im Rahmen ihrer Dissertation der Einfluss der CYP2D6-Gendosis auf die 

Serumspiegel von Donepezil und das Therapieansprechen analysiert. Für Ergebnisse sowie Diskus-

sion siehe „Einfluss der hepatischen Metabolisierungsgeschwindigkeit auf die Wirksamkeit von An-

tidementiva“, Marion Stange.241 Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Genotypisierung trägt 

daher zur Aufklärung bei, inwiefern eine Genotypisierung im Vorfeld der Therapie die Medikamen-

tenauswahl und -dosierung positiv beeinflussen kann. 
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4.4 Bestimmung der Methylierungslevel 

 Qualität der Sequenzierläufe 

Im Rahmen des Methodenaufbaus zur Quantifizierung von Methylgruppen, wurden zahlreiche An-

passungen in Bezug auf die Generierung der DNA-Bibliothek sowie die von Roche vorgegebenen 

Arbeitsanweisungen für die Vorbereitung, Durchführung und Auswertung der Sequenzierung durch-

geführt. Insgesamt konnte durch diese Maßnahmen die Qualität der Sequenzierläufe und der Ergeb-

nisse im Laufe der Methodenentwicklung deutlich verbessert werden. Besondere Herausforderung 

war hierbei die hohe Anzahl an Polysequenzen.263 Diese können vom GS Junior nicht zuverlässig 

ausgewertet werden und waren im Rahmen dieser Arbeit eine bedeutende Fehlerquelle, die die Qua-

lität der Läufe stark beeinflusst hat. 

 

Unter optimierten Bedingungen zeigte sich eine gute Präzision der Messergebnisse. In Bezug auf die 

Patientenproben konnte die in der Literatur angegebene Schwankung von ± 5 Prozentpunkten bestä-

tigt werden.264 Allerdings war die Streuung der Standards fast doppelt so hoch (Patientenproben 

SD = ± 2,44 Prozentpunkte vs. Standards SD = ± 4,25 Prozentpunkte). Dies könnte zum einen an Pi-

pettierfehlern liegen, die beim Erstellen der verschiedenen Konzentrationen erfolgt sein könnten. 

Zum anderen wären Qualitätsunterschiede der Standard-DNA denkbar. Die unmethylierte DNA 

stammte aus der Amplifizierung von DNA aus der HCT116 DKO Zelllinie, einer Zelllinie aus 

menschlichen Kolonkarzinomzellen. Die methylierte DNA wird durch Methylierung des unmethyl-

ierten Standards durch M.SssI Methyltransferase gewonnen. Diese methyliert alle Cytosine der CG-

Dinukleotide innerhalb eines DNA-Doppelstrangs. Es ist daher möglich, dass die enzymatische Um-

setzung nicht zu 100% stattgefunden hat und die Methylierungslevel des methylierten Standards nicht 

genau 100 Prozentpunkten entsprachen bzw. leichte Unterschiede bei verschiedenen Chargen vorla-

gen. Das könnte ebenfalls zu Schwankungen innerhalb der einzelnen Standards beigetragen haben. 

Die Tatsache, dass bei der Messung der gBlocks für 100 Prozentpunkte ein deutlich höherer Wert 

gemessen wurde, unterstreicht diese Möglichkeit. Da die gBlocks synthetisch hergestellt wurden, und 

hier bereits für CpGs Cytosin und für alle anderen C in der Sequenz Thymin eingebaut wurde, kann 

man hier sicher sein, dass die tatsächlichen Werte auch wirklich 100 Prozentpunkten entsprechen. 

 

Eine weitere Fehlerquelle ist die Bisulfit-Konvertierung. Der Vergleich der Messwert der Standards 

gegenüber denen des gBlocks zeigt für den gBlock eine bessere Korrelation zu den erwarteten Werten 

(R² = 0,9859 vs. 0,9672). Dieser Unterschied lässt auf Abweichung durch die Bisulfit-Konvertierung 
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schließen. Diese musste bei den Standards, aber nicht beim gBlock durchgeführt werden. Hierbei 

besteht zum einen die Möglichkeit, dass nicht alle Cytosine konvertiert werden, zum anderen wird 

die DNA bei der Reaktion Chemikalien und hohen Temperaturen ausgesetzt. Dies schädigt und zer-

stört die DNA zu einem gewissen Maße.302 Der Hersteller verspricht eine Konvertierungsrate von 

99,5%, einen Schutz von mC von 99,5% sowie eine DNA-Rückgewinnung von 80%.303 Mindestens 

20% DNA gehen also während dieser Reaktion verloren. Die Bisulfit-Konvertierung stellt daher ei-

nen erheblichen Unsicherheitsfaktor innerhalb der Messmethode dar. 

 

In Bezug auf die Richtigkeit lässt sich sagen, dass die Werte die durch den GS Junior gemessen 

wurden generell etwas zu hoch waren. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Arbeiten überein.266, 

304, 305 Im Rahmen eines Methodenvergleichs konnten Redshaw et al. für die Pyrosequenzierung am 

GS Junior zwar eine bessere Präzision jedoch auch eine schlechtere Richtigkeit gegenüber anderen 

Messmethoden feststellen.304 Die von Redshaw et al. gemessenen Werte waren, abgesehen von den 

Standards für 0 und 100 Prozentpunkte, höher als die erwarteten Werte. Vor allem in niedrigen Mess-

bereichen war der Effekt sehr deutlich. Die zu 10 Prozentpunkten methylierte Probe zeigte beispiels-

weise Messergebnisse die mehr als das Doppelte betrugen. Im Schnitt waren die Werte um 32 Pro-

zentpunkte zu hoch. Die Abweichung zwischen Mehrfachmessungen betrug zwischen 1 und 13 Pro-

zentpunkten.  

 

Erklärt werden könnte dies durch Fehler der Polymerase bei der Amplikongenerierung. So favorisie-

ren einige Polymerasen GC-reiche DNA.306 Shen et al. haben herausgefunden, dass die Hybridisie-

rungstemperatur Einfluss auf die gemessenen Methylierungslevel hat.307 Hohe Temperaturen schei-

nen vor allem bei niedrigerem Methylierungsstatus erhöhte Messwerte zu begünstigen. Redshaw et 

al. konnten zudem unterschiedliche Analyseergebnisse in Abhängigkeit der verwendeten MIDs nach-

weisen.304 MID9 erzielte hierbei besonders schlechte Resultate und wurde daher auch im Rahmen 

dieser Arbeit nicht für die Analyse verwendet. 

 

Eine weitere Fehlerquelle liegt in der Auswertung der AVA-Software. Lange Poly-T-Sequenzen sind 

anfälliger für valley flows und werden durch den Short Quality Filter eher aussortiert. Daraus resul-

tiert ebenfalls ein zu hoher Methylierungswert. Zudem verfälschen Alignment-Fehler der AVA-Soft-

ware die Ergebnisse. Nicht auswertbare Signale, die zu Lücken in der Basensequenz oder Verschie-

bung des Leserasters führen, werden in die Auswertung miteinbezogen. Reads mit 100%iger Über-

einstimmung und somit mit Methylierungswerte von 100 Prozentpunkten können dadurch nie erreicht 
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werden. Aufgrund der Sequenz waren solche Alignment-Fehler vor allem bei CpG3 und 5 stark aus-

geprägt. Die theoretische Quantifizierungsgrenze lag bei 4,9 Prozentpunkten. Derart niedrige Werte 

wurden nur in Bezug auf CpG3 und 4 gemessen. Die Ergebnisse dieser CpG-Stellen wurden im Rah-

men dieser Arbeit zwar ausgewertet, sollten allerdings vorsichtig interpretiert werden. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Bisulfitsequenzierung im Allgemeinen im Vergleich zu 

anderen Messmethoden (z.B. digitale oder quantitative PCR) bessere und reproduzierbarere Werte 

liefert und daher mittlerweile die Methode der Wahl darstellt. Im Rahmen dieser Analyse konnte nach 

zahlreichen Optimierungen eine mit der Literatur vergleichbare Qualität der Sequenzierläufe erreicht 

werden. Allerdings ist die Pyrosequenzierung aufgrund ihrer Schwäche bei Polystrukturen nicht die 

beste Sequenziermethode in Bezug auf epigenetische Fragestellungen. Andere Sequenziertechniken, 

wie das Halbleiterverfahren von Ion Torrent oder die sequencing-by-synthesis-Methode von Illumina 

zeigen diese Nachteile nicht.308 

 

Der Methodenaufbau ist zudem sehr aufwendig und die Durchführung eines einzelnen Laufes ist sehr 

zeitintensiv und teuer. Veränderungen einzelner Parameter führen oft zu großen Abweichungen in 

den Ergebnissen. Zudem lassen sich Einstellungen der Software in Bezug auf die Auswertung und 

Qualitätseinstellungen nicht einfach ändern sondern benötigen die Anwendung weiterer Filter. Funk-

tioniert eine Methode lassen sich jedoch viele Proben gleichzeitig vermessen. Ein weiterer Vorteil ist 

die verhältnismäßig lange Read-Länge von über 500 Basenpaaren. Bei bestehender Methode ist der 

GS Junior daher durchaus eine gute Option, für die Forschung vor allem im Bereich der Epigenetik 

scheint dieses Gerät jedoch eher ungeeignet. 

 

Trotz dieser Einschränkungen ist es im Rahmen dieser Arbeit durch die in Kapitel 3.6.1 beschriebe-

nen Optimierungen gelungen, eine zuverlässige Methode zur Bestimmung der Methylierung des aus-

gewählten Amplikons des HIF3A-Gens am GS Junior zu entwickeln. So wurden die Aufbereitung 

der DNA-Bibliothek und die Auswertung mittels AVA Software angepasst. Die Zeit und Temperatur 

der Bisulfit-Konvertierung wurde möglichst gering und somit DNA schonend gewählt, um eine 

DNA-Degradation zu vermeiden. Zudem wurden verschiedene PCR-Parameter, unter anderem meh-

rere Polymerasen zur Generierung des Amplikons, getestet. Aufgrund dieser Anpassungen weist die 

Methode eine gute Präzision und Reproduzierbarkeit auf. Systematische Fehler in Bezug auf die 

Richtigkeit wurden im Rahmen dieser Arbeit akzeptiert, da nur ein Vergleich der Methylierungslevel 
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relativ zueinander vorgenommen wurde. Die Absolutwerte waren daher von untergeordneter Bedeu-

tung. 

 

 

 Vergleich GS Junior – Droplet Digital PCR 

Bei der Droplet Digital PCR wird die Ziel-DNA durch die Generierung von kleinen Tröpfchen in 

viele einzelne, parallele Reaktionsansätze aufgeteilt, in denen die einzelnen DNA-Molekül millio-

nenfach vervielfältig werden. Farbstoff-markierte Sonden dienen der Detektion sequenzspezifischer 

Ziele. Die Fluoreszenzsignale der einzelnen Reaktionsansätze werden anschließend gezählt und sta-

tistisch ausgewertet. Mit der ddPCR bietet sich somit ein sehr sensitiver Ansatz zur absoluten Quan-

tifizierung und zum Nachweis seltener Allele. 

 

Nach vorangegangener Bisulfit-Konvertierung können auf diese Art und Weise auch Methylgruppen 

an CpG-Dinukleotiden quantifiziert werden. Der Hersteller BioRad konnte im Rahmen einer Analyse 

von Methylgruppen im Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein N-Gen eine hohe Sensi-

tivität und Präzision für die ddPCR nachweisen.309 Diese guten Ergebnisse wurden in weiteren Studie 

durch Yu et al. und Wiencke et al. bestätigt.310, 311 Die Autoren konnten im Vergleich zu anderen 

Fluoreszenz-basierenden PCR-Methoden ebenfalls eine bessere Präzision und niedrigere Bestim-

mungsgrenze für die ddPCR feststellen. So war der Variationskoeffizient in der Studie von Wiencke 

et al. für die ddPCR mit 3,5% nahezu 7-mal niedrigere als der Variationskoeffizient der quantitativen 

PCR (qPCR)-Methode (25%). Diese Ergebnisse lassen auf hohe Messgenauigkeit der ddPCR schlie-

ßen. Andere Studien zeigen jedoch gegenteilige Ergebnisse in Bezug auf die digitale PCR. In einem 

direkten Methodenvergleich konnten Redshaw et al. für die ddPCR eine schlechtere Präzision fest-

stellen als für die qPCR. Die präzisesten Ergebnisse lieferte in dieser Studie allerdings die Pyrose-

quenzierung am GS Junior.304 

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Messergebnisse der Pyrosequenzierung am GS Junior mit den 

Ergebnissen der ddPCR verglichen und validiert werden. Da sich die Auswertung vor allem in Bezug 

auf den Assay für CpG1 als schwierig herausstellte, wurde neben der manuellen Auswertung (manu-

elle Festlegung des Schwellenwerts zur Trennung von positiven und negativen Tröpfchen) versucht, 

die Auswertung zu automatisieren. Dazu wurde der Schwellenwert über die Position der negativen 

Tröpfchen der Leerkontrollen statistisch berechnet und auf die restlichen Proben übertragen. Somit 
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sollten Fehlerquellen aufgrund von subjektiven Einschätzungen vermieden werden. Im Folgenden 

wird daher der Vergleich mit beiden Auswertmethoden diskutiert. 

 

Die Messungen der Standards zeigten insgesamt eine gute Übereinstimmung mit den erwarteten Wer-

ten sowie eine gute Vergleichbarkeit der verschiedenen Messmethoden. Auch Standardabweichung 

(ddPCR: 2,60 Prozentpunkte vs. GS Junior: 4,25 Prozentpunkte) und Variationskoeffizient (ddPCR: 

0-17% vs. GS Junior: 3,2-12,1%) lagen in ähnlichen Bereichen. Die automatisierte und manuelle 

Auswertung unterschieden sich nicht stark voneinander (R² = 0,9687 vs. 0,975). Auffällig war, dass 

die Messwerte der ddPCR vor allem im unteren Bereich (25 und 50 Prozentpunkte), in ähnlichem 

Maß wie die Werte der Sequenzierung, über den erwarteten Werten lagen. Dies unterstützt die Hypo-

these, dass die erhöhten Werte bereits aus der Generierung der DNA-Bibliothek resultierten. Wie 

bereits erwähnt, könnten eine Favorisierung GC-reicher Regionen durch die Polymerase oder Ein-

flüsse der Hybridisierungstemperatur mögliche Gründe gewesen sein. Werte von 100 Prozentpunkten 

wurden bei der ddPCR ebenfalls nicht erreicht, wobei die Abweichungen hier geringer waren als bei 

der Sequenzierung (siehe Kapitel 3.6.2). Unvollständig methylierte Standards, Fehler bei der Bisul-

fit-Konvertierung sowie falsch positive Messsignale für die unmethylierte Sonde sind wahrscheinli-

che Ursachen. 

 

Die Messergebnisse der Patientenproben zeigten innerhalb der Zweifachmessung zum Teil sehr hohe 

Abweichungen. Dies spiegelte sich vor allem im Assay für CpG1 wieder, dessen Konstruktion und 

Auswertung am problematischsten war. Hier ließen sich besonders häufig große Abweichungen zwi-

schen beiden Messungen derselben Probe beobachten. Der direkte Vergleich zwischen der automati-

sierten und der manuellen Auswertung zeigte zudem, dass dieses Problem besonders bei der automa-

tisierten Auswertung zum Tragen kam. Zudem waren hier zum Teil sehr große Abweichungen zu den 

Sequenzierergebnissen feststellbar. Auffällig war jedoch, dass die stark abweichenden Messwerte 

sich oft durch eine geringe Anzahl positiver Tröpfchen sowie einer großen Abweichung der Doppel-

bestimmungen auszeichneten und somit die Richtigkeit der Messwerte ohnehin fraglich erschien 

(siehe Anhang 9.7). Die Werte der manuellen Auswertung korrelierten hingegen besser mit den Se-

quenzierergebnissen. Während die Ergebnisse der Assays von CpG5 und CpG7 keine Unterschiede 

hinsichtlich der manuellen und der automatisierten Auswertung zeigten, wurde bei dem Assay für 

CpG1 deutlich, dass die automatisierte Auswertung gegenüber der manuellen bei schwierigeren As-

says fehleranfälliger zu sein scheint. Negative Tröpfchen wurden hier oft als positiv bewertet, woraus 
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sich höhere Methylierungswerte für die automatisierte Auswertung im Vergleich zu den anderen Me-

thoden ergaben. Obwohl die automatisierte Auswertung extra aufgrund der schwierigen Auswertung 

des Assays für CpG1 entwickelt worden war, scheint diese Methode für diesen Assay daher weniger 

geeignet. 

 

In der Gegenüberstellung mit den Sequenzierergebnissen ergab sich daher eine deutlich größere 

Streuung und Standardabweichung der Messwertdifferenzen für die automatisierte im Vergleich zur 

manuellen Auswertung (SD = 6,98 vs. 3,83) (Abbildung 62 und Abbildung 63). Der Bland-Altman-

Plot zeigte für beide Auswertungen eine gleichmäßige Streuung der Messwertdifferenzen um deren 

Mittelwert. Dieser war mit + 1,18 bzw. + 2,25 Prozentpunkten relativ nah am Nullwert. Ein Bias oder 

ein systematischer Fehler konnte daher nicht festgestellt werden. Es kann daher nicht gesagt werden, 

dass eine der beiden Methoden generell höhere oder niedrigere Ergebnisse lieferte.  

 

Eine Einschränkung besteht darin, dass bei der ddPCR die Anzahl positiver Tröpfchen oft sehr gering 

war. Hieraus ergaben sich oft hohe Abweichungen zwischen den Messwerten. In Bezug auf die An-

zahl an positiven Tröpfchen ist durchaus noch Optimierungspotenzial vorhanden, z.B. durch Erhö-

hung der DNA-Konzentration. Eine größere Anzahl auswertbarer Tröpfchen sollte die Genauigkeit 

der Ergebnisse erhöhen. Im Rahmen dieser Auswertung wurden keine Proben aufgrund von wenigen 

positiven Tröpfchen oder großen Standardabweichungen ausgeschlossen, woraus sich zum Teil er-

hebliche Abweichungen im Vergleich der Messmethoden ergaben. 

 

Insgesamt zeigte sich bei den Messungen der Standards eine gute Vergleichbarkeit der verschiedenen 

Messmethoden, der Vergleich der Patientenproben zeigte etwas stärkere Abweichungen. Allerdings 

scheint die Größenordnung vor allem in Bezug auf die manuelle Auswertung akzeptabel. Zudem 

zeigten die Messungen am GS Junior ebenfalls eine Messungenauigkeit von ca. ± 5 Prozentpunkten. 

Beide Methoden scheinen daher durchaus vergleichbare Ergebnisse zu liefern. Die großen Qualitäts-

unterschiede zwischen den Messungen der Standards und der Patientenproben könnten auf die unter-

schiedliche DNA-Qualität zurück zu führen sein. Die Patientenproben waren zum Teil über zehn 

Jahre alt und wurden mehrfach eingefroren und aufgetaut. Wurden die Blutproben neu extrahiert, 

konnte oft nur noch wenig DNA gewonnen werden. Diese schlechte Qualität der Ausgangs-DNA 

kann die Analyseergebnisse negativ beeinflussen und zuverlässige Messungen behindern.312 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die ddPCR eine deutlich einfachere Handhabung bietet als 

die Sequenzierung am GS Junior. Die Probenvorbereitung ist weniger aufwendig und schneller. Zu-

dem ist die Methode kostengünstiger. Die Präzision ist mit der Präzision der Sequenzierung am GS 

Junior vergleichbar, sodass die Methode eine gute Alternative bzw. Validierung zu der Pyrosequen-

zierung darstellt. Nachteil ist jedoch, dass pro Assay nur einzelne CpG-Stellen betrachtet werden 

können. Es muss daher ein spezielles Untersuchungsziel bekannt sein. Die Analyse größerer Genab-

schnitte oder EWAS ist mit der ddPCR kaum umsetzbar. 

 

 

 Methylierung von HIF3A 

Methylierungen sind reversible und vererbbare Variationen der DNA. Sie tragen zur Regulation der 

Gentranskription bei. Genetische aber auch äußere Faktoren können Auswirkungen auf die DNA-

Methylierung haben. Somit verbindet die Epigenetik den Einfluss von genetischen und umweltbe-

dingten Einflüssen auf den Phänotyp. Genomweite Assoziationsstudien haben mittlerweile über 30 

verschiedene Polymorphismen mit dem BMI in kausale Verbindung gebracht. Jedoch können durch 

diese genetischen Faktoren lediglich 1-5% der Variationen des BMI erklärt werden.157 Die Epigenetik 

bietet Forschern einen neuen Ansatz zur Erklärung von Übergewicht, die die Genetik bisher nicht 

beantworten konnte. 

 

In einer genomweiten Assoziationsstudie fanden Dick et al. einen signifikanten Zusammenhang zwi-

schen dem Methylierungsstatus der drei CpGs cg22891070, cg27146050 und cg16672562 im Intron 1 

des HIF3A-Gens.157 Diese Beobachtung konnte von mehreren nachfolgenden Studien bestätigt wer-

den.158-161 Alle diese Studien zeigten, dass ein höherer Methylierungsstatus an diesen CpGs mit einem 

höheren BMI assoziiert ist. Zwar vermutet man mittlerweile, dass die Methylierung eine Folge des 

erhöhten BMI ist, allerdings ist die genaue Kausalität nach wie vor nicht bewiesen.157, 159 In dieser 

Arbeit haben wir die Methylierung an insgesamt zehn CpG-Stellen im Intron 1 des HIF3A-Gens in 

Bezug auf die Antipsychotika-vermittelte Gewichtszunahme untersucht. Sollte doch das Methylie-

rungsmuster das Gewicht beeinflussen, stellt sich die Frage, ob dieser Einfluss auch Auswirkungen 

auf die Gewichtsentwicklung unter antipsychotischer Therapie hat. Daher wurde im Rahmen dieser 

Arbeit überprüft, ob Patienten die mehr an Gewicht zunehmen, höhere Methylierungslevel aufweisen. 
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Die Methylierungswerte aller zehn CpG-Stellen korrelierten stark miteinander (p < 0,001). Zudem 

bestand ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Methylierungsstatus und dem Alter. Die durch-

schnittliche Methylierung aller CpGs nahm mit zunehmendem Alter ab (0,000 < p < 0,003). Eine 

Korrelation der Methylierung mit dem Alter wurde bereits für zahlreiche Gene bewiesen. Man geht 

mittlerweile davon aus, dass epigenetische Veränderungen auch Einfluss auf den Alterungsprozess 

ausüben.313, 314  

 

In Bezug auf den BMI zu Beginn der Studie zeigte sich in unserer Untersuchung keine Abhängigkeit 

mit dem Methylierungsstatus. Um Effekte durch vorhergehende, antipsychotische Therapien auszu-

schließen, wurde auch die Gruppe nicht vorbehandelter Patienten getestet. Auch in dieser Subpopu-

lation konnten wir die Ergebnisse von Dick et al. nicht verifizieren. Allerdings handelte es sich bei 

unserer Studienpopulation nicht um Probanden aus der Allgemeinbevölkerung sondern Patienten mit 

psychotischen Erkrankungen. Dieser Unterschied schränkt die Vergleichbarkeit beider Studien ein. 

Zusätzlich war unsere Studienpopulation mit n = 91 in Bezug auf die naive Subpopulation relativ 

klein. 

 

Weiterhin konnten wir sowohl in der Gesamtpopulation als auch in der adjustierten Subpopulation 

keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Methylierungsstatus und der Gewichtszunahme 

feststellen. Aufgrund der Altersabhängigkeit des Methylierungsstatus testeten wir auf Zusammen-

hänge in verschiedenen Altersklassen. Hier zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang bei jüngeren 

Patienten (≤ 50 Jahren) für sieben der zehn getesteten CpGs (0,007 < p < 0,035). Patienten mit nied-

rigen Methylierungsleveln nahmen signifikant mehr Gewicht zu. Für CpG 4, 5 und 9 war ein Trend 

in diese Richtung erkennbar (0,059 < p < 0,078). Dieser Zusammenhang war auch nach Einbezug 

weiterer Kofaktoren signifikant (Ausgangsgewicht, Geschlecht, Therapieansprechen, die Art der Me-

dikation sowie MC4R-Genotyp). Bei einzelner Betrachtung dieser Kofaktoren zeigte sich, dass dieses 

Ergebnis in erster Linie auf Patienten mit Clozapin- oder Olanzapin-Therapie zurückzuführen war. 

Patienten mit dieser Medikation nahmen in Abhängigkeit der Methylierung signifikant mehr Gewicht 

zu, während bei Patienten mit Medikationen, die niedrigere Risiken für eine Gewichtszunahme als 

Nebenwirkung haben, die Gewichtszunahme unabhängig vom Methylierungsstatus war. Dieser Ef-

fekt war jedoch nur in der Population der ≤ 50 Jährigen erkennbar. Bei älteren Patienten zeigte sich 

eher ein gegenteiliger Einfluss, der jedoch keine Signifikanz erreichte. 

 

Ob dieser von uns gefundene Effekt jedoch kausal ist, konnte nicht nachgewiesen werden. Zudem ist, 
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wie bereits erwähnt, bei einem möglichen Zusammenhang zwischen Methylierung und Gewichtszu-

nahme noch nicht bewiesen, welcher Parameter welchen bedingt.157, 159 Alle Annahmen zu dieser 

Kausalität beruhen nur auf Vermutung. Die lineare Regression zeigte, dass sehr viele andere Faktoren, 

wie z.B. das Ausgangsgewicht, das Geschlecht oder das Therapieansprechen (siehe Kapitel 3.6.3), 

Einfluss auf die Gewichtszunahme ausüben. Im Vergleich dazu, scheint der Methylierungsstatus eher 

eine untergeordnete Rolle zu spielen. Zudem würden die Ergebnisse nach eine Korrektur für multiples 

Testen keine Signifikanz mehr aufweisen. Der Kofaktor Alter, der in unserer Studie einen entschei-

denden Einfluss auf den signifikanten Zusammenhang zwischen Gewichtszunahme und Methylie-

rung hatte, spielte in anderen Publikationen eine untergeordnete Rolle. Zwar wurde auch hier das 

Alter als Kofaktor in die Analyse eingeschlossen, der signifikante Zusammenhang zwischen BMI 

und Methylierung konnte aber unabhängig vom Alter der Probanden in verschiedenen Studienpopu-

lationen nachgewiesen werden. In den von Dick et al. untersuchten Studienpopulationen betrug das 

Durchschnittsalter zwischen 43,8 und 60,9 Jahren.157 In weiteren Studien wurden Patienten zwischen 

32 und 83 bzw. 47 und 70 Jahren untersucht.160, 161 Eine Beeinflussung der Gewichtszunahme durch 

die HIF3A-Methylierung scheint daher möglich, ist aber vermutlich maximal ein untergeordneter 

Faktor. 

 

Eine andere Hypothese ist, dass die Methylierung durch den BMI beeinflusst wird. Diese wird von 

den meisten Autoren als die plausibelste Ursächlichkeit angenommen.157, 159 Um diese Annahme zu 

untersuchen, haben wir Patienten unserer Studienpopulation mit stark ausgeprägter, Antipsychotika-

induzierter Gewichtszunahme auf Zusammenhänge zwischen dem Zeitpunkt der Blutentnahme und 

dem Methylierungsstatus untersucht. Die Annahme war, dass Patienten, bei denen die Blutentnahme 

zu einem späteren Therapiezeitpunkt erfolgte und die zu diesem Zeitpunkt schon mehr Gewicht zu-

genommen hatten, höhere Methylierungswerte aufwiesen. Auch hier konnten wir keinen signifikan-

ten Zusammenhang nachweisen. Einschränkung war jedoch die geringe Patientenzahl (n = 53), die 

die oben beschriebenen Kriterien erfüllten und in die Analyse aufgenommen wurden. Hieraus resul-

tierte eine geringere statistische Aussagekraft. Der Blutentnahmezeitpunkt konnte oft nur grob rekon-

struiert werden, da hierzu genaue Dokumentationen fehlten. Zudem war weder die genaue Gewichts-

zunahme seit Therapiebeginn bis zum Zeitpunkt der Blutentnahme bekannt, noch erlaubte die Ge-

wichtsänderung eine Einordnung der Patienten in Bezug auf deren BMI. Ein direkter Vergleich der 

Methylierungswerte zweier Blutproben, entnommen an zwei definierten Zeitpunkten und genauer 

Dokumentation der Gewichtsentwicklung in diesem Zeitraum ist für eine exakte Überprüfung der 

Hypothese notwendig. 
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Zusammenfassend lässt unserer Studie keine Annahme auf eine Kausalität zwischen HIF3A-Methy-

lierung und der Gewichtszunahme unter Antipsychotika-Therapie zu. Unsere Ergebnisse deuten da-

rauf hin, dass die Methylierung der untersuchten CpG-Stellen im HIF3A-Gen keinen bzw. einen un-

tergeordneten Effekt auf die Antipsychotika-vermittelte Gewichtszunahme ausübt. Die Hypothese, 

dass die erhöhte Methylierung eine Folge des höheren BMI ist, spricht ebenfalls für diese Annahme. 

Demnach wäre der Methylierungsstatus kein geeigneter Marker, um eine Gewichtszunahme voraus-

zusagen, sondern würde erst aus der Gewichtszunahme resultieren. Nach unserem Kenntnisstand ist 

dies jedoch die erste Studie die einen Zusammenhang zwischen Methylierung von HIF3A und der 

Gewichtszunahme unter Antipsychotika-Therapie überprüft hat. Weitere Studien sind daher sinnvoll 

und wünschenswert. Zudem muss in Zukunft noch genauer geklärt werden, welche Rollen das 

HIF3A-Gen und dessen Methylierung bei der Regulation des Körpergewichts spielen. Studien haben 

gezeigt, dass HIF3A einen Einfluss auf die Zellantwort auf Glucose und Insulin ausübt und die Adi-

pozytendifferenzierung beschleunigt.155, 156 Allerdings ist die HIF3A-Untereinheit bislang wenig un-

tersucht und die molekularbiologischen Zusammenhänge sind kaum geklärt. 

 

Eine weitere Einschränkung unserer Studie ist die Messungenauigkeit der Methode. Diese weist eine 

Schwankung von ca. ± 5 Prozentpunkten auf, was bei geringen Unterschieden in der Methylierung 

erhebliche Auswirkung auf die Ergebnisse haben kann. Durch Gruppierung der Proben im Abstand 

von 5 Prozentpunkten Methylierung wurde versucht, dies zu relativieren. Allerdings besteht hierbei 

die Gefahr, Proben in die falschen Gruppen einzusortieren. Zudem wurde im Rahmen unserer Studie 

nicht zwischen verschiedenen Zellsubtypen unterschieden, sondern das EDTA-Blut als Gesamtes ver-

wendet. Aufgrund von unterschiedlichen Methylierungsleveln der einzelnen Zellsubtypen und unter-

schiedlicher Zusammensetzung dieser Zelltypen innerhalb der Blutproben, könnten die Ergebnisse 

verfälscht worden sein. Dick et al. konnten zwar weder einen Einfluss der Zusammensetzung der 

einzelnen Blutzellen auf den BMI noch auf die Methylierungslevel nachweisen, allerdings kann die-

ser auch nicht komplett ausgeschlossen werden.157 Bei unserer Studie handelte es sich um eine retro-

spektive Studie. Die Durchführung eines Blutbildes war zum Zeitpunkt der Probensammlung nicht 

vorgesehen. Mittlerweile waren die Blutproben bereits über mehrere Jahre eingefroren, was eine 

nachträgliche Bestimmung der Zellzusammensetzung unmöglich machte. 

 

Des Weiteren ist die Studie vor dem Hintergrund der Ergebnisse unserer Untersuchungen der Stabi-

lität von Methylcytosin in Blutproben nach Lagerung (siehe Kapitel 3.6.4 und 4.4.4) als kritisch zu 

betrachten. Sollten sich die Methylierungslevel über einen längeren Lagerungszeitraum signifikant 



4 Diskussion 

 

196 

 

verändern, hätte dies aufgrund der unterschiedlich langen Lagerung der Patientenproben erheblichen 

Einfluss auf unsere Ergebnisse. Zur Minimierung dieses Risikos wurde für die Analyse nur die direkt 

nach Probenentnahme extrahierte DNA verwendet. Eine Veränderung des Verhältnisses von Cytosin 

und Methylcytosin innerhalb der gelagerten DNA-Extrakte ist zwar unwahrscheinlicher, kann aber 

trotzdem nicht ausgeschlossen werden. 

 

 

 Stabilität von Methylcytosin 

Die Proben der Studienpopulation für die oben beschriebenen Untersuchungen wurden zwischen acht 

und 15 Jahren unter verschiedenen Bedingungen gelagert. Dabei lagerten das EDTA-Blut zum Teil 

bei -20 °C (J-Proben) zum Teil bei -70 °C (B-, T-, S-Proben), die extrahierte DNA lagerte im Kühl-

schrank oder bei -70 °C. Für die Genotypisierung waren die Lagerungsbedingungen nicht von Be-

deutung. In Bezug auf die Quantifizierung der Methylierung stellte sich jedoch die Frage, inwieweit 

Abbauprozesse während der Lagerung Einfluss auf die Methylierungslevel haben. Sowohl eine aktive 

Demethylierung als auch eine Zersetzung der DNA, wobei methylierte und unmethylierte Stellen eine 

unterschiedliche Stabilität aufweisen, wäre denkbar. Diese Einflüsse würden die Ergebnisse der Me-

thylierungsbestimmung verfälschen (siehe Kapitel 4.4.3). 

 

Mehrere Untersuchungen berichten von schlechteren DNA-Ausbeuten bei der Extraktion nach län-

gerer Lagerung von EDTA-Blutproben.315-317 Die schlechteren Ausbeuten schienen allerdings nicht 

mit einer schlechteren DNA-Qualität zusammen zu hängen. So war die DNA trotzdem noch für viele 

molekularbiologische Untersuchungen verwendbar und lieferte verlässliche Testergebnisse.316, 318 Im 

Gegensatz dazu beobachteten Malentacchi et al. mittels Elektrophorese und PCR Veränderungen der 

DNA nach nur ein paar Tagen Lagerung des Blutes bei 4 °C.163 Auch Palmirotta et al. folgerten aus 

ihren Untersuchungen, dass die Lagerung Einfluss auf molekularbiologische Testergebnisse hat.319 

Bezüglich der Lagerungsstabilität von 5´-Methylcytosin in EDTA-Blutproben waren zu Beginn un-

serer Untersuchungen jedoch keine Daten veröffentlicht. Viele epigenetische Studien geben keine 

Auskunft bezüglich der Lagerung bzw. „Frische“ ihrer Blutproben. Wir haben daher Blutproben von 

zehn Freiwilligen für bis zu zehn Monate unter verschiedenen Bedingungen gelagert und den Methy-

lierungsstatus analysiert.166 Zudem wurden die DNA der Patientenproben der Studienpopulation ver-

glichen. Diese wurden entweder in bereits extrahierter Form oder als EDTA-Blut gefroren oder im 

Kühlschrank gelagert. 
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Patientenproben 

In Bezug auf die Patientenproben konnten wir keine eindeutigen Unterschiede bezüglich der Lage-

rung feststellen. Der Vergleich der bei -70 °C und im Kühlschrank gelagerten DNA-Extrakte zeigte 

im Mittelwertvergleich zwar signifikante Unterschiede, allerdings ließ der Bland-Altman-Plot auf 

keine systematische Veränderung schließen. Die Differenzen der Messwerte der bei -70 °C und im 

Kühlschrank gelagerten Proben zeigte eine gleichmäßige Streuung um den Mittelwert bzw. den Null-

punkt. Die Abweichungen lagen im Rahmen der Messmethodenabweichung. Die Proben wurden da-

her als gleichwertig angesehen und für die Analyse in Bezug auf die Antipsychotika-induzierte Ge-

wichtszunahme verwendet. 

 

Die aus den gelagerten EDTA-Blutproben extrahierte DNA zeigte im Mittel im Vergleich zu den 

DNA-Extrakten höhere Methylierungswerte. Diese Abweichung war mit durchschnittlich 1,56 Pro-

zentpunkten sehr gering, sodass über eine systematische Änderung nur spekuliert werden kann. Al-

lerdings war zu beobachten, dass die Standardabweichung und die Streuung der Messwertdifferenzen 

größer waren als bei dem Vergleich der verschiedenen DNA-Extrakte (SD = 4,22 vs. 3,52). Dies 

könnte auf eine schlechtere DNA-Qualität zurückzuführen sein. Die Ergebnisse ließen allerdings kei-

nen eindeutigen Rückschluss auf eine veränderte Methylierung der Blutproben in Bezug auf die ge-

lagerten DNA-Extrakte zu. Um das Risiko von lagerungsbedingten Verfälschungen der Methylie-

rungswerte zu minimieren, wurden die Messwerte der gelagerten Blutproben nicht in die Analyse zur 

Antipsychotika-vermittelten Gewichtszunahme einbezogen (siehe Kapitel 4.4.3). 

 

Stabilitätsuntersuchung mit frisch entnommenen Blutproben  

Im Rahmen dieser Versuchsreihe konnten wir vorhergehende Studien in Bezug auf schlechtere DNA-

Ausbeuten aus EDTA-Blut nach längerer Lagerung bestätigen.315-317 2016 wurde eine ähnliche Studie 

zu unserer veröffentlicht.167 Bulla et al. testeten Methylierungswerte und Extraktionsausbeuten von 

EDTA-Blut nach Lagerung von bis zu einem Jahr unter verschiedenen Bedingungen. Auch diese Stu-

die konnten abnehmende DNA-Ausbeuten nach Extraktion in Abhängigkeit der Lagerungsdauer 

nachweisen. Die Ausbeuten waren dabei unabhängig von der Extraktionsmethode. Während bei un-

serer Untersuchung die durchschnittlichen Ausbeuten nach zehn Monaten für alle Lagerungsbedin-

gungen weniger als 30% im Verhältnis zur den direkt nach Blutabnahme extrahierten Proben betru-

gen, stellten Bulla et al. deutliche Unterschiede in den verschiedenen Lagerungsbedingungen fest. 

Blut bei Raumtemperatur zeigte hier die größten Verluste. Hier lagen die Ausbeuten nach 14 Tagen 

bereits nur noch bei 30%. Proben, die gekühlt oder gefroren aufbewahrt wurden, zeigten deutliche 
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höhere Ausbeuten. So betrug der DNA-Gehalt der bei -80 °C gefrorenen Proben nach einem Jahr 

immer noch über 70%. Deutlich bessere Ausbeuten konnte durch Zusatz von DNA-Stabilisierern 

(DNAgard) vor Einfrieren (> 85%) bzw. direkt vor Extraktion (> 90%) erreicht werden. Die Autoren 

gaben daher die Empfehlung wenn möglich dem EDTA-Blut Stabilisierer zuzusetzen und bei -80 °C 

zu lagern. 

 

Unsere Ergebnisse der Quantifizierung von mC deuteten darauf hin, dass die Methylierungslevel der 

Blutproben mit längerer Lagerung ansteigen.166 Bei allen Lagerungsbedingungen war ein signifikan-

ter Anstieg der Methylierung nach zehnmonatiger Lagerung messbar. Dieser Anstieg ging einher mit 

geringeren DNA-Ausbeuten bei der DNA-Extraktion. Es wäre daher denkbar, dass methylierte DNA 

eine höhere Stabilität aufweist als unmethylierte DNA und somit während der Lagerung und dem 

Extraktionsvorgang im Verhältnis weniger zersetzt wird. Diese Hypothese wird unterstützt durch eine 

Untersuchung von Thalhammer et al.320 Die Autoren untersuchten die Schmelzpunkte und somit die 

Stabilität von DNA-Doppelsträngen. Sie fanden heraus, dass methylierte DNA einen höheren 

Schmelzpunkt aufweist als unmethylierte. Daraus folgerten sie, dass 5´-Methylcytosin die DNA-

Struktur stabilisiert. Allerdings widerspricht diese Hypothese anderen Studien, die eine größere An-

fälligkeit von methyliertem Cytosin in Bezug auf eine hydrolytische Deaminierung als von unmethy-

liertem Cytosin berichten.321, 322 Eine weitere Erklärung wären Änderungen des Anteils unterschied-

licher Subtypen von Leukozyten im Laufe der Lagerung aufgrund unterschiedlicher Zersetzungsraten 

der Zelltypen in Blut.164, 165 Da unterschiedliche Zelltypen unterschiedliche Methylierungslevel auf-

weisen, könnten sich durch geänderte Zellverhältnisse auch die Methylierungswerte ändern. Im Rah-

men dieser Untersuchung wurden die Konzentrationen der Zelltypen in den Blutproben nicht be-

stimmt. 

 

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten Bulla et al. keine signifikante Veränderung der DNA-

Methylierung und -Qualität nachweisen. Gelelektrophorese und long-range PCR-Ergebnisse ließen 

auf keine deutliche Zersetzung der DNA schließen. Im Rahmen der mC-Bestimmungen lagen die 

absoluten Abweichungen bei < 1 Prozentpunkt. Allerdings gab es im Vergleich zu unseren Untersu-

chungen einige methodische Unterschiede. Zum einem betrachteten die Autoren keine einzelnen 

CpG-Stellen sondern den Methylierungsstatus gesamter Gene. Sie verwendeten hierfür den Epitect 

Methyl II PCR Array „Human stress and Toxicity“ von Qiagen. Dieser basiert auf methylsensitivem 

und methylabhängigem enzymatischem Verdau von 22 ausgewählten Genen und anschließender 

Quantifizierung mittels qPCR. Diese Methode zeigte in verschiedenen Methodenvergleichen eine 
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schlechtere Präzision und Genauigkeit als die Pyrosequenzierung und auch als die Droplet Digital 

PCR.266, 304, 311 Eine weitere Einschränkung der Studie von Bulla et al. besteht in die Tatsache, dass 

die Autoren für die untersuchten Gene jeweils Werte von ca. 100 oder ca. 0 Prozentpunkten Methyl-

ierung nachweisen konnten. Geht man von der Hypothese aus, dass die unmethylierte DNA instabiler 

ist und somit schneller zersetzt wird bzw. den Extraktionsvorgang nicht übersteht, wäre dies bei Aus-

gangswerten von 0 und 100 Prozentpunkten nicht ersichtlich. 

 

Auch andere Studien in Sperma und Plazentagewebe postulieren keinen Einfluss der Lagerung auf 

die Methylierung.168, 169 Allerdings konnten Vilahur et al. abhängig von der Messmethode größere 

Schwankungen der Ergebnisse mit zunehmender Lagerzeit feststellen, was die Autoren auf Zerset-

zungsprozesse der DNA zurückführten.169 Eine Einschränkung beider Studien sind die kurzen Lager-

zeiten von 72 bzw. 24 Stunden. In unserer Studie zeigten sich die deutlich veränderten mC-Level erst 

nach zehnmonatiger Lagerung bzw. bei deutlich schlechteren DNA-Extraktionsausbeuten. Zudem 

sind andere Gewebearten, vor allem Sperma, weniger anfällig für lagerungsbedingte Schwankungen 

in Bezug auf die Zusammensetzung verschiedener Zelltypen als Blut. Dies könnte ein weiterer Grund 

sein, weshalb diese Studien keine Veränderung in der Methylierung feststellen konnten. 

 

Zusammenfassend beruht unsere Hypothese auf der Annahme, dass die von uns nachgewiesenen ver-

änderten Methylierungswerte nach Lagerung aus unterschiedlicher Stabilität der methylierten und 

unmethylierten DNA resultieren. Dies könnte auch ein Grund für die geringeren DNA-Ausbeuten bei 

der Extraktion der Blutproben sein. Eine weitere Erklärung wäre, dass sich unterschiedliche Zelltypen 

während der Lagerung unterschiedlich schnell zersetzen. Dadurch würde der Anteil einzelner Zellty-

pen im Blut über die Zeit schwanken. Extrahierte DNA scheint hingegen bei Temperaturen von              

-70 °C bis 37 °C über mehrere Jahre stabil zu sein und zeigt eine deutlich geringere Zersetzung.323 

Darauf deutet auch der Vergleich der eingefrorenen und im Kühlschrank gelagerten DNA-Extrakte 

der Patientenproben hin, die ähnliche Methylierungswerte lieferten. In Blutproben scheint hingegen 

ein stärkerer Fragmentierungsprozess der DNA stattzufinden. So wird DNA beispielsweise beim Ein-

frieren durch entstehende Eiskristalle oder durch Scherkräfte bei der Extraktion und Aufreinigung 

mechanisch zerstört.324, 325 Während der Lagerung bei Raumtemperatur wären enzymatische Ursa-

chen denkbar. Zudem ist zeitlich lange gelagerte DNA eventuell anfälliger für chemische Einflüsse 

während der DNA-Extraktion. Verschiedene DNA-Extraktionsmethoden könnten somit ebenfalls die 

DNA-Qualität und auch die Methylierungslevel beeinflussen.163 Unsere Ergebnisse deuten darauf 

hin, dass die Stabilitätsunterschiede für alle getesteten Lagerungsbedingungen von Bedeutung sind. 
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Während die Ergebnisse der frisch entnommenen Blutproben auf eine Erhöhung der Methylierungs-

werte als Folge längerer Lagerung von EDTA-Blut hinwiesen, zeigte sich im Vergleich der Patien-

tenproben kein eindeutiger Unterschied. Der Bland-Altman-Plot ließ eher auf eine größere Streuung 

als auf eine systematische Veränderung schließen. Über mögliche Gründe lässt sich spekulieren. 

Eventuell haben Zersetzungsprozesse der extrahierten DNA eine Bedeutung, sodass sich auch hier 

veränderte Methylierungswerte über lange Lagerzeiten zeigen. Methylierungsanalysen von extrahier-

ten und anschließend gelagerten Proben wäre eine Möglichkeit, um bezüglich dieser Fragestellung 

Sicherheit zu gewinnen. Allgemein zeigten sowohl die Blutproben der Studienpopulation als auch 

das frisch entnommene EDTA-Blut mit längerer Lagerzeit für alle Lagerbedingungen größere Stan-

dardabweichungen und Streuungen. Dies lässt ebenfalls auf Zersetzungsprozesse und somit schlech-

tere DNA-Qualität der länger gelagerten Blutproben schließen. Zudem deutet die stärkere Streuung 

darauf hin, dass die Zersetzung vermutlich nicht linear verläuft, sondern durch viele Faktoren indivi-

duell beeinflusst wird. 

 

Eine Einschränkung unserer Untersuchung sind die Messungenauigkeiten der Messmethode. Diese 

liegen bei ca. ± 5 Prozentpunkten. Kleinere Unterschiede lassen daher keinen Rückschluss auf einen 

kausalen Zusammenhang zu. Zudem wurde nicht in verschiedene Zellsubtypen differenziert. Auch 

dies könnte zu Verfälschungen geführt haben. Epigenetische Studien aus EDTA-Blut sollten daher 

den Anteil einzelner Zelltypen bestimmen und als Kofaktor in ihre Analyse aufnehmen. In Bezug auf 

die Stabilität von Methylcytosin wären zudem weitere Analysen mit isolierten weißen Blutkörper-

chen aber auch mit extrahierter DNA interessant. Eine weitere Einschränkung der Studie ist, dass nur 

zehn einzelne CpG-Stellen innerhalb eines Gens untersucht wurden. Die Untersuchung impliziert, 

dass Änderungen des Methylierungsstatus in Abhängigkeit von der Lagerung möglich sind. Jedoch 

ist durchaus denkbar, dass andere Genloci sich anders verhalten. 

 

Gewisse Instabilitäten und Verluste von DNA müssen vermutlich immer einkalkuliert werden. Sollte 

wirklich ein Stabilitätsunterschied in methylierter und unmethylierter DNA bestehen, worauf unsere 

Untersuchungen hindeuten, kann dies für epigenetische Analysen starke Einschränkungen bedeuten. 

Oft ist eine direkte Analyse von Probenmaterial aus zeitlichen oder logistischen Gründen nicht mög-

lich. Epigenetische Studien könnten allerdings durch lange Lagerzeiten oder Transporte der Proben 

verfälscht werden und sollten für zuverlässige Studienergebnisse daher zeitnah durchgeführt werden. 

Sollte dies nicht möglich sein, scheint eine frühzeitige DNA-Extraktion oder eine Lagerung von 

EDTA-Blut unter Zusatz von DNA-Stabilisierern bei -80 °C sinnvoll.167  
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5 Zusammenfassung 

Psychische Erkrankungen haben in der heutigen Gesellschaft eine zunehmende Bedeutung. Mittler-

weile zählen sie in Deutschland zu den häufigsten Ursachen für Arbeitsunfähigkeit und Frührente. 

Des Weiteren nehmen die Krankenhausaufenthalte aufgrund psychischer Erkrankungen zu, sodass 

die Kosten für das Gesundheitssystem unaufhörlich steigen.170 Laut statistischem Bundesamt beliefen 

sich in Deutschland 2008 allein die direkten Kosten auf ca. 28,7 Mrd. Euro und waren damit hinter 

den Krankheiten des Herz-Kreislaufsystems und des Verdauungstrakts der dritthöchste Posten im Ge-

sundheitssystem.326 Experten gehen weiterhin von einer stetigen Steigerung aus. Schizophrenie und 

Psychosen gehören dabei mit einer Prävalenz von 1% nach der Depression zu den häufigsten Fällen 

psychischer Erkrankungen.15 

 

Eine allgemeingültige Antipsychotika-Therapie gibt es derzeit nicht. Vielmehr stehen zahlreiche Me-

dikamente zur Verfügung, die sich jedoch durch sehr individuelle Wirkungs- und Nebenwirkungspro-

file auszeichnen.25 Das unterschiedliche Ansprechen psychiatrischer Patienten auf die Therapie mit 

Psychopharmaka bedingt eine hohe Anzahl an Therapieabbrüchen und Medikationswechseln.52, 54, 327 

Ein Großteil der individuellen Unterschiede lässt sich dabei möglicherweise auf pharmakogenetische 

und epigenetische Faktoren zurückführen. Die Identifizierung solcher Marker stellt daher ein vielver-

sprechendes Mittel dar, um die beste Therapie für jeden individuellen Patienten zu identifizieren. 

 

Im Rahmen dieser Studie konzentrierten wir uns auf die Gewichtszunahme, eine schwerwiegende 

Nebenwirkung mit hoher klinischer Relevanz und Häufigkeit in der Therapie von psychisch Erkrank-

ten. Eine deutliche Gewichtszunahme führt zu zusätzlichen somatischen und psychischen Problemen, 

die eine Depression noch verstärken können. Nicht selten resultiert daraus eine Non-Compliance und 

somit ein Ausbleiben des Therapieerfolgs.60 Des Weiteren kann eine Gewichtszunahme ernsthafte 

Folgeerkrankungen verursachen, z.B. Diabetes oder Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems. All 

dies sind Faktoren, die dazu beitragen, dass schizophrene Patienten eine um 20% geringere Lebens-

erwartung aufweisen.59, 328 Durch molekularbiologische Untersuchungen können Patienten mit be-

stimmten Risikogen-Varianten aber möglicherweise schon vor Therapiebeginn frühzeitig erkannt 

werden. Dieses Vorgehen würde die Effektivität einer derzeit langwierigen und schwierigen Behand-

lung wesentlich verbessern und zusätzlich die Krankheitskosten senken.173 
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Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Identifikation und Untersuchung potenzieller Risikomarker, die 

eine Gewichtszunahme als Nebenwirkung der antipsychotischen Therapie beeinflussen. Es sollte ge-

prüft werden, ob durch Genscreening die Gewichtsentwicklung prognostiziert und so eine Empfeh-

lung für eine sinnvolle psychiatrische Arzneimitteltherapie gegeben werden kann. 

 

Zu dieser Fragestellung wurden Blutproben eines bereits vorliegenden Patientenkollektivs des Klini-

kums rechts der Isar herangezogen. Dieses umfasste eine sehr heterogene Studienpopulation mit ver-

schiedenen antipsychotischen Therapien und Komedikationen. Einerseits ließ sich somit der spezifi-

sche Einfluss einzelner Antipsychotika nur schwer bestimmen. Auf der anderen Seite bildete dieses 

Kollektiv allerding den Klinikalltag realistisch ab und erhöhte damit die klinische Relevanz der iden-

tifizierten Marker. Insgesamt wurden acht verschiedenen Polymorphismen sowie das Methylierungs-

muster des HIF3A-Gens untersucht. Vorangegangene Studien hatten diese Marker bereits mit Über-

gewicht im Allgemeinen oder mit Antipsychotika induzierter Gewichtszunahme in Verbindung ge-

bracht. Es wurden jeweils neue Methoden zu deren Bestimmung auf Basis von Polymerase-Ketten-

reaktion und Pyrosequenzierung entwickelt. 

 

Als vielversprechend stellte sich im Rahmen dieser Untersuchung das FTO-Gen heraus. Varianten 

dieses Gens wurden bereits von einigen GWAS mit Übergewicht assoziiert.101, 102, 105, 106 In Bezug auf 

die Antipsychotika-vermittelte Gewichtszunahme ist die Studienlage widersprüchlich.108-113 Wir 

konnten einen signifikanten Zusammenhang der Risikoallele der Polymorphismen rs9939609 und 

rs7185735 mit der Gewichtszunahme nach vier Wochen Therapie mit atypischen Antipsychotika fin-

den. Dieser war besonders stark ausgeprägt bei Patienten, die mit Olanzapin oder Clozapin behandelt 

wurden. Beide Medikamente sind für diese Nebenwirkung bekannt. Eine kombinierte Betrachtung 

mit dem MC4R rs17782313 Polymorphismus, einer Genvariante, die in dieser Studienpopulation be-

reits durch Dr. Fabian Czerwensky als Risikofaktor identifiziert wurde, zeigte einen additiven Ef-

fekt.66 Patienten mit mindestens drei Risikoallelen nahmen ca. 6% ihres Körpergewichts zu, während 

bei Patienten ohne Risikoallel dieser Wert maximal 1% betrug (0,001 < p < 0,015). Für die anderen 

untersuchten Polymorphismen sowie den Methylierungsstatus von HIF3A konnte in dieser Studien-

population kein signifikanter Einfluss auf die Gewichtsentwicklung festgestellt werden. 

 

Interessante Erkenntnisse lieferten die Experimente in Bezug auf die Stabilität der Methylierung in 

Blutproben. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass methylierte DNA stabiler ist als unmethylierte. 
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Unsere Analyse ergab höhere Methylierungswerte für das HIF3A-Gen nach einem Lagerungszeit-

raum von zehn Monaten unabhängig von den Lagerungsbedingungen. Zwar widersprechen diese Er-

gebnisse anderen bisher veröffentlichten Studien über die Lagerstabilität von mC, allerdings sind sie 

aufgrund von methodischen Unterschieden sowie Unterschieden in Bezug auf Lagerung und Proben-

material nur bedingt mit unserer Studie vergleichbar.167-169 So ist unsere Studie die erste, die die Sta-

bilität von mC in Blutproben mittels Sequenzierung untersuchte. Um die Zuverlässigkeit von, immer 

bedeutender werdenden, epigenetischen Studien sicher zu stellen, sind weitere Untersuchungen in 

diese Richtung notwendig. 

 

Ein weiterer Gesichtspunkt dieser Arbeit lag auf der Alzheimer-Therapie mit Donepezil. Hier sollte 

überprüft werden, ob eine individualisierte Dosierung auf Grundlage genetischer Faktoren gegenüber 

der zurzeit üblichen Standarddosierung Vorteile für das Therapieansprechen bringt. Donepezil wird 

über das CYP-Enzym CYP2D6 verstoffwechselt. Es wurde daher auf die häufigsten Genvarianten 

von CYP2D6, die zu einer veränderten Enzymaktivität führen, getestet. Mithilfe unserer Ergebnisse 

konnte die Arbeitsgruppe von Prof. Grimmer der Technischen Universität weitere Untersuchungen 

im Hinblick auf diese Fragestellung durchführen. Es wurden Serumspiegel sowie das Therapiean-

sprechen bestimmt und diese mit dem CYP2D6-Genotypen in Zusammenhang gebracht. 

 

Zusammenfassend konnten mit den Genvarianten des FTO-Gens zwei vielversprechende Polymor-

phismen in Bezug auf die Antipsychotika-induzierte Gewichtszunahme vor allem unter Clozapin- 

und Olanzapin-Therapie identifiziert werden. Der Effekt konnte in einer heterogenen Population mit 

unterschiedlicher Komedikation nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass die Ergebnisse für den klini-

schen Alltag bedeutsam sein könnten. Neben den genetischen Faktoren wurden jedoch auch andere 

klinische Faktoren, wie Ausgangsgewicht, Geschlecht und Therapieansprechen, als signifikante Ein-

flussgrößen identifiziert.  

 

Zudem wurde erheblich zu der Fragestellung, ob genetische Untersuchungen auch im Rahmen der 

Donepezil-Therapie von Morbus Alzheimer klinisch relevant sein könnten, beigetragen. In Bezug auf 

die weiteren epigenetischen Untersuchungen zeigen die Ergebnisse der Stabilitätstests von methyl-

ierter und unmethylierter DNA, wie wichtig es ist, die Versuchsparameter epigenetischer Analysen 

genauer zu untersuchen, zu validieren und zu optimieren. Nur so können verlässliche Studienresultate 

gewährleistet werden.  
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Mit dieser Studie wurde somit ein weiterer Beitrag zur individualisierten Arzneimitteltherapie geleis-

tet. Da es sich bei den statistischen Modellen um starke Vereinfachungen handelt, sind zukünftig 

weitere Studien in größeren Patientenkollektiven zur Bestätigung der Ergebnisse dieser Arbeit not-

wendig. 

 

Genetische und epigenetische Tests werden aufgrund der Weiterentwicklung molekularbiologischer 

Methoden und den sich daraus ergebenden neuen Erkenntnissen immer populärer. Auch im Rahmen 

der Antipsychotika-Therapie gewinnen sie immer mehr an Bedeutung. So sind bereits erste kommer-

zielle genetische Tests auch für die Therapie psychischer Erkrankungen verfügbar, deren Anwendung 

sich auf die Therapie positiv auswirken kann.57, 329-331 Um einen breiteren Einsatz zu erzielen, braucht 

es jedoch klare Vorgaben, welche Tests wann durchzuführen sind und wie auf die Ergebnisse zu rea-

gieren ist.49, 56, 57 Weitere Studien, eine besserer Aufklärung der verordnenden Ärzte und eine größere 

Akzeptanz sowie eine Kostenübernahme durch die Krankenkassen sind notwendig, um das Potenzial, 

das pharmakogenetische Untersuchungen bieten, besser auszuschöpfen und optimale Arzneimittel-

therapien zu ermöglichen.45, 51 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

A   Adenin 

ABC   ATP binding cassette 

ALS (PCR)  Allel-spezifische (PCR) 

α-MSH   α-Melanozyten-stimulierendes Hormon 

ANCOVA  Kovarianzanalyse (Analysis of Covariance) 

ANOVA  Varianzanalyse (Analysis of Variance) 

ApoE   Apolipoprotein E 

APS   Adenosin-5´-Phosphorsulfat 

ATP   Adenosintriphosphat 

AVA   Amplicon Variant Analyzer 

B   Regressionskoeffizient 

Beta   standardisierter Regressionskoeffizient 

BLAST  Basic Local Alignment Tool 

BMI    Body Mass Index 

bp   Basenpaare 

BRAC   Brustkrebsgen 1 (BReast CAncer 1) 

BSA   Bovines Serumalbumin 

C   Cytosin 

CATIE-Studie  Clinical Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness-Studie 

CGI-Skala  Clinical Global Impressions-Skala (Skala für Klinischen Gesamteindruck) 

CGI-I   Clinical Global Impression of Improvement (Skala der Verbesserung) 

CGI-S   Clinical Global Impression of Severity (Skala der Symptomschwere) 

CpG   Cytosin-Phosphat-Guanin 

CV   Variationskoeffizient / relative Standardabweichung 

CYP   Cytochrom P450 

D   Dopamin 

ddH2O   bidestilliertes Wasser  

ddPCR   Droplet Digital PCR 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DNMT   DNA-Methyltransferase 
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DOTES  Dosage Record and Treatment Emergent Symptom 

EDTA   Ethylendiamintetraazetat 

EGF   epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor) 

EM   extensive Metabolisierer 

emPCR  emulsions-basierte PCR 

EPMS   extrapyramidale motorische Störungen 

EWAS   epigenomweite Assoziationsstudie 

FDA   Food and Drug Administration 

FRET   Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer 

FTO   Fat mass and obesity associated 

G   Guanin 

gBlock   genomic block 

GWAS   genomweite Assoziationsstudien 

H   Histamin 

HIF   hypoxia inducible transcription factor 

HIF3A   hypoxia inducible factor 3 alpha 

HS   high sensitivity 

5-HT   Serotonin (5-Hydroxytryptamin) 

HWE   Hardy-Weinberg Equilibrium 

ICD Internationale Klassifikation der Krankheiten (International Classification of 

Diseases) 

IM   intermediate Metabolisierer 

Kb   Kilobasen 

KRAS   Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

KS   Kühlschrank 

LC   LightCycler 

LD   Linkage Disequilibrium 

LNA   Locked Nucleic Acids 

M   Monat 

M   Mittelwert 

mACh   muskarinischer Acetylcholinrezeptor 

mC   Methylcytosin 

MC4R   Melanocortin-4-Rezeptor 
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Mg2+   Magnesium-Ion 

MgCl2   Magnesiumchlorid 

MID   Multiplex Identifiers 

mRNA   messenger Ribonukleinsäure 

NADH   oxidiertes Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid 

NDUFS1  NADH-Ubiquinon Oxidoreduktase 75 kDa Untereinheit 1 

NGS   Sequenziertechnologie der nächsten Generation (Next Generation Sequencing) 

NMDA  N-Methyl-D-Aspartat 

NV   Normalverteilung 

p   Signifikanzwert 

PBR   peripherer Benzodiazepin-Rezeptor 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

PD-S    Paranoid-Depressivitäts-Skala  

PET   Positronenemissionstomographie 

PM   poor Metabolisierer 

POMC   Proopiomelanocortin 

PPi   Pyrophosphat 

R²   Bestimmtheitsmaß 

RFLP   Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus 

ROS   oxidative Sauerstoffspezies 

RT   Raumtemperatur 

qPCR   quantitative PCR 

SAM   S-Adenosylmethionin 

SD   Standardabweichung 

SGA   Antipsychotika der zweiten Generation (second generation antipsychotics) 

SNP   Einzelbasenaustausch (single nucleotide polymorphism) 

SOP   Standard Operating Procedures 

T   Thymin 

TBE-(Puffer)  TRIS-Borat-EDTA-(Puffer) 

Tm   Schmelztemperatur 

TmNN   Schmelzpunkt bestimmt mittels nearest-neighbor Methode 

TRIS   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

TSPO   Translocator Protein 
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U   Uracil 

UM   ultrarapid Metabolisierer 

UV   ultraviolett  
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9 Anhänge 

9.1 Übersicht über die verwendeten Reagenzien, Geräte und Software 

Übersicht über die verwendeten Reagenzien 

Reagenz  Hersteller 

Agarose PeqGold Universal  PeqLab-Biotechnologie GmbH 

Aqua DeltaSelect Spüllösung (steril)  Delta Select GmbH 

Bovine Serum Albumine (für PCR) 20 mg/ml  Roche Diagnostics GmbH 

ddPCR supermix for probes Bio-Rad Laboratories GmbH 

DNA-Leiter Invitrogen (50 bp – 1 kb)  Invitrogen GmbH 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  PeqLab-Biotechnologie GmbH 

dNTP-Mix  PeqLab-Biotechnologie GmbH 

dNTP-Mix Roche Diagnostics GmbH 

Droplet generator oil Bio-Rad Laboratories GmbH 

Ethanol  Merck KGaA 

Ethidiumbromid, 1 %-ig (wässrige Lösung)  Merck KGaA 

EZ DNA Methylation-Lightning™ Kit ZymoResearch 

FastStart High Fidelity PCR System (Polymer-

ase, Reaction Buffer, MgCl2,DMSO)  

Roche Diagnostics GmbH 

 

Gel-Ladepuffer 6x Konzentrat, Typ1  Sigma-Aldrich 

GS Junior Titanium emPCR Kit  Roche Diagnostics GmbH 

GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit  Roche Diagnostics GmbH 

GS Junior Titanium Sequencing Kit  Roche Diagnostics GmbH 

GS Junior Maintenance Wash Kit Roche Diagnostics GmbH 

High Sensitivity D1000 Screen Tape Agilent Technologies 

High Sensitivity D1000 Reagents Agilent Technologies 

Human WGA Methylated & Non-methylated 

DNA Set 

ZymoResearch 

 

Hybridisierungssonden TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH  

Isopropanol  Sigma-Aldrich  

LightCycler-DNA Master HybProbe  Roche Diagnostics GmbH  

LightCycler-FastStart DNA Master HybProbe  Roche Diagnostics GmbH  
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Metaphoragarose  Cambrex  

MgCl2 (25mM)  Roche Diagnostics GmbH  

Mineralöl  Sigma-Aldrich-Chemie GmbH  

Nuclease-Free Water  Qiagen  

Primer  Invitrogen GmbH  

Primer IDT-Integrated DNA Technology 

Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit  Invitrogen GmbH 

Qubit dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher scientific 

Restriktionsendonukleasen + Puffer New England BioLabs GmbH  

TaqMan-Sonden IDT-Integrated DNA Technology, München 

Taq DNA Polymerase  Qbiogene (Vertrieb: MP Biomedicals) 

TBE-Puffer 10x UltraPure™  Invitrogen GmbH  

TE-Puffer 10x  Thermo Fisher Scientific  

Wizard Genomic DNA Purification Kit  Promega GmbH 
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Übersicht über die verwendeten Geräte 

Gerät Hersteller 

C1000 Touch Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories GmbH 

Circomix-Vortexer  B. Braun  

Dynal Magnetic Particle Concentrator-E Life Technologies  

GeneAmp PCR System 9700 PE  Applied Biosystems  

GS Junior 454 Sequencing  Roche Diagnostics GmbH 

LightCycler 2.0  Roche Diagnostics GmbH 

LightCycler-Karussellzentrifuge  Roche Diagnostics GmbH 

Mupid-2 Mini Gel Migration Through  Cosmo Bio Co, LTD  

NanoDrop 2000C Spektrophotometer PegLab-Biotechnologie GmbH 

Photoprint OO-IP-010.SD  LTF Labortechnik  

PX1 plate sealer Bio-Rad Laboratories GmbH 

SpeedCycler2  Analytik Jena AG  

Qubit 2.0 Fluorometer  Thermo Fisher scientific 

QX200 Droplet Reader Bio-Rad Laboratories GmbH 

QX200 Droplet Generator Bio-Rad Laboratories GmbH 

Rollenschüttler Greiner Labortechnik  

Rotary Mixer  Cenco Instrumenten  

2200 TapeStation Instrument Agilent Technologies 

Thermal Printer DPU-414  Seiko Instruments GmbH  

Thermoblock UNITEKTM-HBS 130  PeqLab-Biotechnologie GmbH  

Ultra Turrax Tube Disperser IKA  

Video Copy Processor P91  Mitsubishi Digital Elektronics  

Waage 1702 MP 8  Sartorius AG  

Zentrifuge 5415 C  Eppendorf 
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Übersicht über die verwendeten Software 

Software Hersteller 

AVA-Software Roche Diagnostics GmbH 

BLAST  National Center for Biotechnology Information  

CubeX (LD-Calculator) www.oege.org/software/cubex 

Excel Microsoft Corporation 

Exiqon Tool https://www.exiqon.com/ls/Pages/ExiqonTMPre-

dictionTool.aspx 

GS Amplicon Variant Analyzer 3.0 Roche Diagnostics GmbH 

GS Junior Sequencer 3.0  Roche Diagnostics GmbH 

GS Run Browser 3.0 Roche Diagnostics GmbH 

HapMap Database  hapmap.ncbi.nlm.nih.gov  

HWE-Calculator  http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml  

LightCycler® Software 3.5 und 4.05  Roche  

MethPrimer 2.0 http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/meth-

primer.cgi 

NCBI Variation Database (dbSNP) www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP, National Center for Bi-

otechnology Information 

NEBcutter  New England Biolabs Inc.  

Oligo Analyzer 1.5  Gene Link  

Primer 3 Plus Software  Whitehead Institute for Biomedical Research  

QuantaSoft Software Bio-Rad Laboratories GmbH 

R The R Foundation 

SPSS Statistics 21  IBM 

2200 TapeStation Analysis Software Agilent Technologies 

Thermodynamic DNA Melting Curve Tool http://biophysics.idtdna.com/ 

WASP Tool  http://bioinfo.biotec.or.th/WASP  
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9.2 Selbst- und Fremdbeurteilungsskalen 

 Paranoid-Depressivitäts-Skala 
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 Clinical-Global-Impressions-Skala 
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 Dosage Record and Treatment Emergent Symptom 
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9.3 Häufigkeiten der untersuchten Polymorphismen 

Gen 
Polymorphis-

mus 
HapMap_CEU [%] Studienpopulation [%] HWE 

TSPO rs6971 C/C C/T T/T C/C C/T T/T X²=2,17 

  51,3 39,0 9,7 53,4 37,1 9,4 p=0,141 

TSPO rs6973 G/G G/T T/T G/G G/T T/T X²=0,19 

  50,0 41,0 9,0 59,6 34,7 5,7 p=0,663 

MC4R rs8087522 C/C C/T T/T C/C C/T T/T X²=0,19 

  41,6 53,1 5,3 50,4 41,8 7,7 p=0,663 

Ndufs1 rs6435326 A/A A/T T/T A/A A/T T/T X²=1,01 

  23,3 55,0 21,7 26,0 52,6 21,4 p=0,315 

Ndufs1 rs1801318 A/A A/G G/G A/A A/G G/G X²=0,20 

  47,2 46,3 6,5 45,7 44,6 9,7 p=0,655 

Ndufs1 rs1053517 T/T T/C C/C T/T T/C C/C X²=1,74 

  36,7 48,3 15,0 29,1 52,9 18,0 p=0,187 

FTO rs7185735 A/A A/G G/G A/A A/G G/G X²=0,02 

  23,3 65,0 11,7 34,3 48,9 16,9 p=0,888 

FTO rs17817288 A/A A/G G/G A/A A/G G/G X²=0,11 

  17,0 54,2 28,8 23,4 50,9 25,7 p=0,740 

FTO rs9939609 A/A A/T T/T A/A A/T T/T X²=0,16 

  11,8 66,1 22,0 18,3 47,7 34 p=0,689 
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9.4 Übersicht über die verwendeten Primer und Sonden für die Genotypenbestimmung 

Gen Polymorphis-

mus 

Bezeichnung Sequenz (5´ - 3´) bp Ampli-

konlänge 

TM 

(°C)* 

FTO rs7185735 FTOrs735 F3  ATGCCCAACCTCTATCTCCA 20 212 bp 59.5 

    FTOrs735 R3 TGTCTGAATGGGAAAATACAGTG 23  59.0 

    FTOrs735 Sen2 LCRed640-AGGTAACTACCCCCATGATACTAAAGAC-Phosphat 28  62.9 

    FTOr735 Anc2 AAGGTCTCCCTACCCCCGC-Fluorescein 19  67.0 

       

  rs17817288 FTOrs288 F1 CTGGCTTTTGAGCTTCTTCAG 21 203 bp 59.4 

    FTOrs288 R1 CCTATGACACGCTTCCAACA 20  59.7 

    FTOrs288 Sen2 LCRed705-ATTCCAGCAGCTACTCATTTATTTTTC-Phosphat 27  63.1 

    FTOrs288 Anc2 CACAGTTCTGAGTAACAAGTGTCGTCCA-Fluorescein 28  68.6 

    FTOrs288 PF-V GGAGAAAGTTGGGAAGGTC 19 240 bp 58.5 

    FTOrs288 PR5-V TCCAATTATTCCAGCAGCTCT 21  56.0 

    FTOrs288 PR6-V TCCAATTATTCCAGCAGCTCC 21  56.5 

       

Ndufs1 rs6435326 Ndufs1_rs6435326 PF1 TTGGGGAAAAGCAAAACAAT 20 237 bp 59.4 

    Ndufs1_rs6435326 PR1 CATGCAGTTTTTATTTGCCAGA 22  60.1 

    Ndufs6435326 Sen AACTCCTTTTGTAATAAAGAAAGATTT-Fluorescein 27  57.7 

    Ndufs6435326 Anc LCRed610-GAAGTTAAAAGTGCAATTCTTTCAGG-Phosphat 26  62.6 

    

Ndufs1_rs6435326 

PF1_V 

GGAATAACTCCTTTTGTAATAAAGAA 

26 

229 bp 57.6 

    

Ndufs1_rs6435326 

PF2_V 

GGAATAACTCCTTTTGTAATAAAGAT 

26 

 56.7 

    Ndufs1_rs6435326 PR_V ACCACCCCAAAACAGGTAT 19  59.0 
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  rs1801318 Ndufs1_rs1801318 PF GGTGTGGAAGAGGCAGATGT 20 243 bp 60.1 

    Ndufs1_rs1801318 PR AGACTCCGTCCCACCAAAA 19  60.5 

    Ndufs1801318 Sen3 CACTGTTTAATGCTAGAATTCGA-Fluorescein 23  58.8 

    

Ndufs1801318 Anc3 LCRed640-GAGGTTGGTAATAGTATTTATTCAAGGTTT-Phos-

phat 

30  61.4 

       

  rs1053517  Ndufs1_rs1053517 PF  GCCCAGTCTAGGATGTCGTT 20 163 bp 59.2 

    Ndufs1_rs1053517 PR CTTGAACTCCTGGCCTCAAC 20  59.8 

    Ndufs1053517 Sen ATGTCACAATATCTTTAAAAACAGCAGG-Fluorescein 28  63.6 

    Ndufs1053517 Anc LCRed705-CAGTGGCTCACACCTGTAAGCC-Phosphat 22  66.5 

       

MC4R rs8087522 MC4R_rs8087522PF 

MC4R_rs8087522PR 

MC4Rrs8087522Anc 

MC4Rrs8087522Sen 

 
 

AACCCCTTTTGAACCCATTC 

TCTGCTTTTTGGCTAGGATACTG 

LCRed640-CCACTACTGGCTGGGTTCTTAATAAA-Phosphat 

TCTCTGTTTTTCAGGTATTTTAACTGA- Fluorescein 

20 

23 

26 

27 

 

190 bp 

 

 

62.2 

61.9 

64.5 

60.7 

 

TSPO rs6971 TSPO rs6971_73F 

TSPO rs6971_73R 

TSPO rs6971 Sen 

TSPO rs6971 Anc 

 

TGCAGAAAGCACAGGACACT 

GATCTCCTGCTGGTCAGTGG 

LCRed640-AGTTGAGTGTGGTCGCGAAGG- Phosphat  

CCATGGTTGTCCCGCCATACGCA-Fluorescein 

20 

20 

21 

23 

367 bp 59,6 

60,8 

63,8 

69,6 

 rs6973 TSPO rs6973V F2 

TSPO rs6973V R  

TSPO rs6973 Sen 

CAGAAAGCACAGGACACTGC 

CACTGGGCCTGCTAGTCTGT  

GGGCCACCTCTGAAGCTC-Fluorescein 

20 

20 

18 

104 bp 59,6 

60,5 

64,5 

  TSPO rs6973 Anc LCRed705-TGACCCCTGGGCCAAGGC- Phosphat 18  69,4 

       

* Die Schmelztemperatur [TM] der Primer wurde mittels Primer3Plus Tool233, 234, die Schmelztemperatur der Sonden mittels Oligoanalyzer 1.5 und der 

nearest-neighbor Methode (TM NN) gemessen235, die Mutationsstellen sind rot markiert. 
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9.5 Übersicht über die verwendeten Primer für die Sequenzierung 

Bezeichnung Sequenz (5´ - 3´) bp Amplikon-

länge# 

TM 

(°C)* 

HIF3A.conv5.for1 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGAGTGCGTGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT 28 278 bp 60,0 

HIF3A.conv5.for2 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGCTCGACAGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.for3 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGACGCACTCGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.for4 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGCACTGTAGGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.for5 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATCAGACACGGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.for6 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATATCGCGAGGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.for7 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTGTCTCTAGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.for8 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCTCGCGTGTCGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.for10 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTCTATGCGGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.for11 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGATACGTCTGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.for13 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCATAGTAGTGGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.for14 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGAGAGATACGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTTTATTT    

HIF3A.conv5.rev1 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACGAGTGCGTRATACAACCAAAACCCRAATAC 22  60,0 

HIF3A.conv5.rev2 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACGCTCGACARATACAACCAAAACCCRAATAC   
 

HIF3A.conv5.rev3 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGACGCACTCRATACAACCAAAACCCRAATAC   
 

HIF3A.conv5.rev4 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGCACTGTAGRATACAACCAAAACCCRAATAC   
 

HIF3A.conv5.rev5 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATCAGACACGRATACAACCAAAACCCRAATAC   
 

HIF3A.conv5.rev6 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATATCGCGAGRATACAACCAAAACCCRAATAC   
 

HIF3A.conv5.rev7 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGTGTCTCTARATACAACCAAAACCCRAATAC    

HIF3A.conv5.rev8 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTCGCGTGTCRATACAACCAAAACCCRAATAC    

HIF3A.conv5.rev10 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTCTCTATGCGRATACAACCAAAACCCRAATAC    

HIF3A.conv5.rev11 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGATACGTCTRATACAACCAAAACCCRAATAC   
 

HIF3A.conv5.rev13 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCATAGTAGTGRATACAACCAAAACCCRAATAC    

HIF3A.conv5.rev14 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAGAGATACRATACAACCAAAACCCRAATAC    

*Die Schmelztemperatur der Primer wurde mittels Primer3Plus Tool233, 234 ermittelt und bezieht sich wie die Basenlänge nur auf die Primer ohne MIDs und Adaptoren; 
#Angegeben ist die Amplikongröße inklusive MIDs und Adaptoren; blau: Adaptorsequenz, rot: Erkennungssequenz, orange: MIDs; R=A/G 
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9.6 Übersicht über die verwendeten Primer und Sonden für die ddPCR 

Bezeichnung Sequenz (5' - 3') bp Amplikon- 

Länge# 

TM (°C)* 

HIF3A.conv.for TGGTTTTGGGTTTAATAAGGAATTT 25 209 bp 58,2 

HIF3A.conv.rev ATACAACCAAAACCCRAATACRAA 24  58,0 

*Die Schmelztemperatur der Primer wurde mittels Primer3Plus Tool ermittelt233, 234; R=A/G 

 

 

CpG Bezeichnung Sequenz (5' - 3') bp TM (°C) Paarung* TM (°C) Fehlpaarung* 

CpG1 HIF3A.CpG1.meth FAM-AAA+C+GACAACTAACC+CA-Iowa Black FQ 17 65,8 54,3 

  HIF3A.CpG1-3.unm HEX-AAA+C+AA+CAA+CTAACCCA-Iowa Black FQ 17 67,2 58,4 

 CpG5 HIF3A.CpG2.meth FAM-AG+GT+C+GGTTTTTTTT+TG-Iowa Black FQ 17 64,2 53,2 

 HIF3A.CpG2.unm HEX-AGG+T+T+GGTTTTTTTT+TG-Iowa Black FQ 17 62,3 52,9 

CpG7 HIF3A.CpG3.meth FAM-TAAATA+CRCA+C+G+AC-Iowa Black FQ 14 63,8 48,3 

 HIF3A.CpG3.unm HEX-TAAA+TA+CR+CA+C+A+AC-Iowa Black FQ 14 64,8 54,9 

*Die Schmelztemperatur wurde mittels Thermodynamic DNA Melting Curve Tool berechnet249, Mutationsstellen sind rot gekennzeichnet, die LNA-

Basen sind mit einem + gekennzeichnet. 
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9.7 Messdaten ddPCR 

 

Tabelle 52: Vergleich gemessene Methylierungslevel [Prozentpunkte] Droplet Digital PCR und Py-

rosequenzierung am GS Junior CpG1; Ausreißer sind in rot dargestellt. 

Probe 

Pos 

Drop 

met 

Pos 

Drop 

unmet 

Met 

auto 

M Met 

auto 
SD CV 

M Met 

man 

M Met GS 

Junior 

B1 11 33 25,07 25,9 1,11 0,04 23,0 26 

B1 17 47 26,64  
  

  

B110 15 89 14,36 15,6 1,77 0,11 14,1 14,465 

B110 11 54 16,87  
  

  

B119 7 7 50,12 49,0 1,52 0,03 33 24,215 

B119 12 13 47,97  
  

  

B1-2 17 100 13,51 18,5 7,02 0,38 22 23,6 

B1-2 26 83 23,44  
  

  

B126 4 25 13,77 56,9 60,98 1,07 9 10,5 

B126 4 0 100,00  
  

  

B136 4 36 9,97 17,2 10,21 0,59 9,6 7,85 

B136 11 34 24,41  
  

  

B139 13 39 24,91 32,9 11,25 0,34 14,7 12 

B139 27 39 40,82  
  

  

B15 13 59 18,06 25,4 10,38 0,41 14 28,95 

B15 33 68 32,74  
  

  

B15-2 13 66 16,48 16,6 0,14 0,01 16 13 

B15-2 10 50 16,67  
  

  

B157 8 36 18,33 18,2 0,24 0,01 18 16 

B157 11 51 17,99  
  

  

B15-KS 42 31 57,73 38,2 27,65 0,72 33 24,32 

B15-KS 19 83 18,63  
  

  

B161 23 57 28,70 29,8 1,59 0,05 18 17,75 

B161 15 34 30,95  
  

  

B163 20 79 19,89 15,9 5,68 0,36 12,0 13,3 
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B163 11 82 11,86  
  

  

B20 50 320 13,56 13,1 0,71 0,05 7,5 10,5 

B20 35 254 12,56  
  

  

B3 10 63 12,62 9,3 4,67 0,50 13,0 15,5 

B3 4 57 6,01  
  

  

B32 87 247 26,51 36,0 13,35 0,37 20,2 14,3 

B32 50 84 45,40  
  

  

B3-2 1 16 5,64 10,8 7,24 0,67 7,0 9,35 

B3-2 3 15 15,88  
  

  

B37 53 185 21,97 15,8 8,70 0,55 12,3 12,25 

B37 61 557 9,65  
  

  

B3-KS 24 140 12,49 11,4 1,53 0,13 12,7 15 

B3-KS 18 149 10,33  
  

  

B43 65 407 13,49 11,9 2,28 0,19 9,7 10,05 

B43 62 532 10,27  
  

  

B47 5 48 9,42 12,8 4,80 0,37 13 11,4 

B47 6 31 16,20  
  

  

B51 72 156 31,45 32,6 1,65 0,05 24,5 23,4 

B51 77 150 33,78  
  

  

B57 24 76 23,92 26,1 3,12 0,12 17,7 18,25 

B57 23 58 28,34  
  

  

B58 17 52 24,58 33,1 12,03 0,36 14,8 15,85 

B58 20 28 41,58  
  

  

B66 41 197 16,25 16,5 0,30 0,02 18,6 17 

B66 21 102 16,67  
  

  

B81 47 237 16,48 16,8 0,38 0,02 18,4 19,25 

B81 67 275 17,02  
  

  

B98 20 37 35,01 33,8 1,70 0,05 16,3 13,4 

B98 17 35 32,60  
  

  

J111 18 116 13,42 14,0 0,80 0,06 12,6 17 

J111 15 88 14,56  
  

  

J111-

KS 
15 112 11,80 11,9 

0,10 0,01 
10,3 13,65 
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J111-

KS 
14 103 11,94  

  

  

J117 55 187 22,69 20,9 2,56 0,12 19,5 26,9 

J117 38 161 19,07  
  

  

J117-2 81 323 19,98 20,6 0,94 0,05 19,5 26,2 

J117-2 83 305 21,32  
  

  

Std0 3 193 1,53 1,1 0,60 0,54 0,4 0,65 

Std0 2 288 0,69  
  

  

Std100 67 6 91,83 93,4 2,20 0,02 93 86,85 

Std100 93 5 94,93  
  

  

Std25 6 12 33,68 33,1 0,76 0,02 28 27,55 

Std25 28 58 32,61  
  

  

Std50 150 93 61,90 59,4 3,58 0,06 58,7 56,43 

Std50 157 120 56,84  
  

  

Std75 84 19 81,65 79,4 3,18 0,04 79 73,09 

Std75 104 31 77,15  
  

  

T125 21 89 19,41 24,6 7,33 0,30 15,4 19,6 

T125 34 82 29,78  
  

  

T126 23 70 25,35 34,5 12,88 0,37 18 20,8 

T126 15 22 43,57  
  

  

T131 54 201 21,56 21,3 0,42 0,02 19,7 21,25 

T131 68 263 20,97  
  

  

T132 36 135 21,20 18,9 3,28 0,17 15,6 17,3 

T132 24 126 16,56  
  

  

T140 31 264 10,77 12,1 1,94 0,16 7,3 9,7 

T140 34 226 13,51  
  

  

T19 23 124 15,32 20,1 6,75 0,34 12,0 12,9 

T19 52 155 24,86  
  

  

T42 15 66 18,88 16,0 4,04 0,25 13 14,25 

T42 10 67 13,17  
  

  

T45 41 107 28,16 28,3 0,17 0,01 23,9 23,75 

T45 42 108 28,40  
  

  

T48 9 112 7,56 5,6 2,76 0,49 4,7 11,85 
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T48 4 107 3,65  
  

  

T58 64 359 15,23 15,2 0,07 0,00 14,4 15,6 

T58 62 351 15,13  
  

  

T67 22 112 16,70 19,2 3,60 0,19 17,5 15,85 

T67 30 110 21,80  
  

  

T9 34 30 53,35 33,4 28,25 0,85 24 9,3 

T9 13 84 13,41  
  

  

T98-2 13 175 6,90 10,2 4,61 0,45 9,8 8,85 

T98-2 30 193 13,42  
  

  

T98-KS 5 93 5,10 10,6 7,79 0,73 6 8,2 

T98-KS 19 99 16,11  
  

  

T98-

neu 
21 77 21,49 20,3 

1,62 0,08 
15 12 

T98-

neu 
14 59 19,19  

  

  

T9-KS 9 29 23,73 22,1 2,28 0,10 13 10,6 

T9-KS 9 35 20,50  1,11 0,04   
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Tabelle 53: Vergleich gemessene Methylierungslevel [Prozentpunkte] Droplet Digital PCR und Py-

rosequenzierung am GS Junior CpG5; Ausreißer sind in rot dargestellt. 

Probe 

Pos 

Drop 

met 

Pos 

Drop 

unmet 

Met 

auto 

M Met 

auto 
SD CV 

M Met 

man 

M Met 

GS Ju-

nior 

M Met  

GS Junior 

kor 

B1 34 45 42,85 41,6 1,74 0,04 42 34,5 45,7 

B1 35 51 40,38 
     

 

B110 74 162 30,39 26,4 5,64 0,21 27,9 16,67 22,1 

B110 51 158 22,41 
     

 

B119 27 46 30,87 35,4 6,37 0,18 39 28,115 37,3 

B119 34 49 39,88 
     

 

B1-2 40 58 40,08 38,6 2,11 0,05 39,0 29,19 38,7 

B1-2 40 67 37,10 
     

 

B126 16 64 16,51 14,1 3,45 0,24 16 13 17,2 

B126 11 76 11,64 
     

 

B136 10 106 8,08 11,1 4,26 0,38 11,9 8,25 10,9 

B136 16 90 14,11 
     

 

B139 28 129 15,83 17,3 2,12 0,12 18,2 11 14,6 

B139 37 147 18,83 
     

 

B15 36 44 43,66 47,9 5,95 0,12 47 33,5 44,4 

B15 40 36 52,07 
     

 

B15-2 23 39 35,92 34,5 2,02 0,06 35 17 22,5 

B15-2 27 49 33,06 
     

 

B157 20 49 21,39 24,1 3,85 0,16 31 17,4 23,1 

B157 7 13 26,83 
     

 

B15-

KS 

36 59 37,31 31,8 7,77 0,24 33 29,25 38,8 

B15-

KS 

29 81 26,32 
     

 

B161 28 51 23,00 21,1 2,71 0,13 31 20,8 27,6 

B161 18 50 19,17 
     

 

B163 18 52 25,56 24,2 1,88 0,08 27,0 14,7 19,5 

B163 23 59 22,91 
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B20 36 288 10,84 11,5 0,90 0,08 11,9 10,1 13,4 

B20 44 304 12,12 
     

 

B3 10 48 16,10 16,9 1,20 0,07 18,0 14 18,6 

B3 12 50 17,80 
     

 

B32 81 284 21,90 23,9 2,81 0,12 23,5 16 21,2 

B32 79 224 25,88 
     

 

B3-2 2 10 12,62 13,7 1,57 0,11 17,0 6,54 8,7 

B3-2 3 16 14,84 
     

 

B37 296 920 21,53 21,7 0,23 0,01 23,5 17,55 23,3 

B37 270 870 21,86 
     

 

B3-KS 22 112 15,59 16,8 1,72 0,10 17,5 15 19,9 

B3-KS 33 139 18,02 
     

 

B43 134 773 13,24 14,1 1,19 0,08 16,1 12,25 16,2 

B43 159 708 14,92 
     

 

B47 26 90 4,00 10,6 9,27 0,88 22 14,55 19,3 

B47 22 75 17,11 
     

 

B51 151 195 38,48 40,3 2,63 0,07 42,5 32,3 42,8 

B51 165 212 42,21 
     

 

B57 62 126 12,16 20,9 12,3

0 

0,59 31,7 19,8 26,3 

B57 55 124 29,55 
     

 

B58 37 110 19,79 20,4 0,88 0,04 27 18,2 24,1 

B58 41 109 21,03 
     

 

B66 79 187 28,43 25,3 4,41 0,17 26,5 19,15 25,4 

B66 60 208 22,19 
     

 

B81 75 216 25,14 26,4 1,83 0,07 27,3 18,65 24,7 

B81 79 195 27,74 
     

 

B98 40 119 17,09 12,1 7,00 0,58 22,2 15,25 20,2 

B98 40 157 7,19 
     

 

J111 22 82 20,19 18,3 2,70 0,15 18,5 14,75 19,6 

J111 26 132 16,37 
     

 

J111-

KS 

37 130 22,06 19,4 3,75 0,19 19,3 15,5 20,6 
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J111-

KS 

32 158 16,76 
     

 

J117 115 144 44,21 49,4 7,37 0,15 48,2 36,4 48,3 

J117 140 116 54,64 
     

 

J117-2 288 265 52,00 51,1 1,25 0,02 49,9 33,7 44,7 

J117-2 305 279 50,23 
     

 

Std0 3 278 0,96 1,0 0,02 0,02 0,21 0,48 0,6 

Std0 4 331 0,99 
     

 

Std100 152 20 87,22 86,2 1,50 0,02 89 67,98 90,1 

Std100 106 17 85,09 
     

 

Std25 39 78 32,38 28,9 4,91 0,17 30 20,68 27,4 

Std25 33 95 25,44 
     

 

Std50 175 138 55,20 56,5 1,89 0,03 57,9 41,94 55,6 

Std50 177 124 57,88 
     

 

Std75 114 53 66,13 66,2 0,07 0,00 68,2 51,3 68,0 

Std75 117 59 66,22 
     

 

T125 35 86 22,99 24,5 2,13 0,09 30 25,9 34,3 

T125 35 65 26,00 
     

 

T126 19 57 18,18 25,1 9,78 0,39 31 20,8 27,6 

T126 34 58 32,00 
     

 

T131 127 268 26,71 25,9 1,10 0,04 31,5 21,85 29,0 

T131 112 238 25,15 
     

 

T132 9 46 13,72 18,6 6,89 0,37 23,0 18,1 24,0 

T132 37 118 23,46 
     

 

T140 31 251 10,76 10,5 0,37 0,03 10,5 7,35 9,7 

T140 38 325 10,24 
     

 

T19 34 123 20,77 20,3 0,69 0,03 21,3 12,2 16,2 

T19 38 145 19,79 
     

 

T42 17 60 20,32 14,6 8,08 0,55 17 13,6 18,0 

T42 12 87 8,89 
     

 

T45 38 97 24,07 24,6 0,76 0,03 30 22,35 29,6 

T45 55 114 25,15 
     

 

T48 23 114 7,54 8,4 1,21 0,14 14,3 10,7 14,2 
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T48 11 93 9,25 
     

 

T58 99 383 13,52 12,7 1,18 0,09 20 13,2 17,5 

T58 99 405 11,86 
     

 

T67 37 117 14,85 12,9 2,72 0,21 21,5 15,6 20,7 

T67 29 126 11,00 
     

 

T9 17 105 13,47 12,5 1,44 0,12 13,4 8,2 10,9 

T9 15 113 11,44 
     

 

T98-2 24 197 10,73 11,1 0,48 0,04 11,3 8,5 11,3 

T98-2 31 237 11,41 
     

 

T98-

KS 

22 134 14,03 13,1 1,38 0,11 13,3 7,6 10,1 

T98-

KS 

18 128 12,09 
     

 

T98-

neu 

17 86 16,37 20,3 5,54 0,27 21 20,5 27,2 

T98-

neu 

27 82 24,21 
     

 

T9-KS 2 37 4,01 10,7 9,47 0,88 13 8,4 11,1 

B1 34 45 42,85 41,6 1,74 0,04 42 34,5 45,7 
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Tabelle 54: Vergleich gemessene Methylierungslevel [Prozentpunkte] Droplet Digital PCR und Py-

rosequenzierung am GS Junior CpG7; Ausreißer sind in rot dargestellt. 

Probe 

Pos 

Drop 

met 

Pos 

Drop 

unmet 

Met 

auto 

M Met 

auto 
SD CV 

M Met 

man 

M Met 

 GS Ju-

nior 

B1 30 50 37,49 29,9 10,69 0,36 30 27,5 

B1 15 52 22,37 
     

B110 41 157 20,72 19,6 1,55 0,08 19,6 18,545 

B110 34 149 18,53 
     

B119 22 61 26,57 27,0 0,68 0,02 27 24 

B119 22 58 27,53 
     

B1-2 28 41 40,57 35,0 7,85 0,22 34,0 23,12 

B1-2 23 55 29,47 
     

B126 14 81 14,74 15,9 1,59 0,10 16 13 

B126 17 83 16,99 
     

B136 15 68 18,09 17,3 1,13 0,07 17 13,25 

B136 15 76 16,49 
     

B139 9 60 13,01 15,4 3,41 0,22 16,3 17 

B139 33 152 17,82 
     

B15 25 63 28,42 25,7 3,87 0,15 25 30 

B15 19 64 22,94 
     

B15-2 13 60 17,93 22,0 5,68 0,26 18 14 

B15-2 7 20 25,97 
     

B157 9 41 18,00 18,2 0,25 0,01 18 18,3 

B157 11 49 18,35 
     

B15-KS 32 88 26,69 27,6 1,34 0,05 26 24,5 

B15-KS 30 75 28,59 
     

B161 19 71 20,75 23,0 3,23 0,14 23 21 

B161 21 62 25,32 
     

B163 21 99 17,47 17,5   18 15 

B20 44 365 10,68 11,9 1,71 0,14 11,8 10,9 

B20 46 303 13,10 
     

B3 16 47 25,39 27,9 3,50 0,13 28,0 16 
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B3 17 39 30,34 
     

B32 62 271 18,54 19,5 1,40 0,07 16,3 15,4 

B32 57 220 20,51 
     

B3-2 0 9 0,00 10,7 15,16 1,41 13,0 14,95 

B3-2 3 11 21,43 
     

B37 196 797 19,54 20,9 1,87 0,09 20,7 16,8 

B37 233 806 22,19 
     

B3-KS 35 146 19,29 18,0 1,89 0,10 17,8 19,5 

B3-KS 28 140 16,63 
     

B43 132 740 14,99 14,2 1,15 0,08 14,2 12,5 

B43 106 680 13,37 
     

B47 18 92 16,37 15,6 1,13 0,07 16 13,45 

B47 13 75 14,77 
     

B51 117 284 29,10 28,5 0,88 0,03 29,3 24,95 

B51 120 283 27,86 
     

B57 47 101 31,80 27,2 6,44 0,24 27 21 

B57 32 109 22,69 
     

B58 28 90 23,71 22,1 2,24 0,10 22 20,3 

B58 24 93 20,54 
     

B66 47 222 17,41 19,0 2,25 0,12 18,9 17,55 

B66 45 173 20,58 
     

B81 43 95 31,07 25,9 7,27 0,28 26,0 21,25 

B81 28 106 20,79 
     

B98 23 114 16,47 15,2 1,75 0,11 15,4 15,2 

B98 19 117 14,00 
     

J111 18 113 13,76 16,8 4,26 0,25 14,8 16 

J111 13 53 19,79 
     

J111-

KS 

30 138 17,92 18,4 0,68 0,04 18,3 13,5 

J111-

KS 

40 172 18,88 
     

J117 89 188 32,09 32,6 0,69 0,02 31,5 30 

J117 89 180 33,07 
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J117-2 177 330 34,84 35,0 0,23 0,01 33,7 30,6 

J117-2 178 329 35,17 
     

Std0 1 246 0,40 0,8 0,60 0,73 0,4 0,49 

Std0 3 235 1,25 
     

Std100 136 4 97,16 97,4 0,29 0,00 97 95,35 

Std100 120 3 97,57 
     

Std25 25 53 32,03 29,3 3,80 0,13 29 26,44 

Std25 24 66 26,65 
     

Std50 157 117 57,33 60,6 4,63 0,08 60,2 59,79 

Std50 164 93 63,87 
     

Std75 83 38 68,64 71,8 4,45 0,06 72 71,27 

Std75 113 38 74,94 
     

T125 27 80 25,28 25,6 0,41 0,02 26 21 

T125 26 75 25,86 
     

T126 29 56 34,19 31,6 3,62 0,11 32 21,25 

T126 31 75 29,07 
     

T131 78 288 21,27 23,0 2,49 0,11 22,8 21,05 

T131 81 246 24,79 
     

T132 27 106 20,26 20,3 0,11 0,01 20,4 20,15 

T132 27 105 20,42 
     

T140 41 216 15,88 16,9 1,38 0,08 14,8 13,9 

T140 48 220 17,84 
     

T19 33 140 19,04 19,4 0,48 0,02 19,4 16,8 

T19 32 130 19,72 
     

T42 13 79 14,16 14,0 0,22 0,02 14 13,45 

T42 12 75 13,84 
     

T45 44 125 26,11 24,3 2,49 0,10 24,6 26,85 

T45 37 123 22,58 
     

T48 18 123 12,76 13,2 0,63 0,05 13,2 12,55 

T48 15 95 13,64 
     

T58 66 374 14,90 15,6 0,92 0,06 15,6 14,8 

T58 76 391 16,21 
     

T67 22 110 16,75 16,3 0,61 0,04 16,4 13 
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T67 22 117 15,88 
     

T9 33 114 22,45 18,7 5,23 0,28 17,9 15,9 

T9 17 96 15,04 
     

T98-2 22 212 9,42 9,1 0,48 0,05 9 9 

T98-2 21 219 8,75 
     

T98-KS 22 128 14,69 15,4 0,96 0,06 14,7 10 

T98-KS 22 115 16,05 
     

T98-

neu 

19 101 15,92 14,4 2,16 0,15 14,3 16 

T98-

neu 

14 95 12,86 
     

T9-KS 9 32 22,11 21,0 1,56 0,07 20 13,6 

T9-KS 8 33 19,91 
     

B1 30 50 37,49 29,9 10,69 0,36 30 27,5 
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9.8 Stabilitätsreihe für einzelne CpG-Stellen 

CpG1 

Lagerzeit T0 1 Monat 

Lagerbed. M M Dif abs Dif % p 

-70 °C 14,61 ± 3,8 14,03 ± 4,1 -0,57 ± 2,9 -3,29 ± 19,8 0,639 

-20 °C 14,61 ± 3,8 15,56 ± 3,7 0,95 ± 2,2 8,71 ± 17,8 0,205 

KS 14,61 ± 3,8 16,99 ±3,2 2,38 ± 2,6 19,5 ± 21,4 0,019 

RT 14,61 ± 3,8 15,06 ± 2,9 0,44 ± 3,4 7,69 ± 27,2 0,690 

-70 °C/RT 14,61 ± 3,8 15,76 ± 3,5 1,15 ± 3,2 11,6 ± 25,2 0,290 

 

Lagerzeit 3 Monate 10 Monate 

Lager-

bed. 
M Dif abs Dif % p M Dif abs Dif % p 

-70 °C 19,48 ± 3,6 4,86 ± 3,3 38,6 ± 34,8 0,016 21,41 ± 3,6 6,80 ± 2,1 51,0 ± 25,1 0,000 

-20 °C 15,91 ± 3,8 0,95 ± 2,2 11,5 ± 23,0 0,682 20,33 ± 4,6 5,71 ± 2,4 41,4 ± 19,9 0,000 

KS 18,17 ± 4,5 3,56 ± 2,5 26,7 ± 21,3 0,002 15,90 ± 6,1 1,29 ± 4,6 8,70 ± 33,2 0,397 

RT 16,90 ± 4,0 2,29 ± 3,4 19,2 ± 28,5 0,063 20,59 ± 5,0 5,98 ± 4,8 45,7 ± 38,2 0,003 

-70 °C/ 

RT 

15,86 ± 3,2 1,25 ± 2,1 10,9 ± 16,1 0,091 18,61 ± 3,8 4,00 ± 3,5 31,8 ± 31,1 0,005 
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CpG2 

Lagerzeit T0 1 Monat 

Lagerbed. M M Dif abs Dif % p 

-70 °C 28,32 ± 4,4 28,95 ± 4,7 0,63 ± 4,1 2,94 ± 15,4 0,638 

-20 °C 28,32 ± 4,4 31,27 ± 4,2 2,94 ± 3,8 11,6 ± 15,7 0,035 

KS 28,32 ± 4,4 31,09 ± 5,1 2,76 ± 3,7 10,2 ± 13,8 0,041 

RT 28,32 ± 4,4 28,87 ± 5,3 0,55 ± 5,3 3,18 ± 21,0 0,752 

-70 °C/RT 28,32 ± 4,4 30,50 ± 4,4 2,17 ± 3,0 8,39 ± 11,4 0,046 

 

Lagerzeit 3 Monate 10 Monate 

Lager-

bed. 
M Dif abs Dif % p M Dif abs Dif % p 

-70 °C 45,81 ± 4,8 17,5 ± 4,0 63,7 ± 20,4 0,000 49,93 ± 4,2 21,6 ± 4,0 78,8 ± 2,4 0,000 

-20 °C 40,91 ± 6,4 12,6 ± 4,5 45,4 ± 18,6 0,000 47,88 ± 6,1 19,6 ± 5,5 71,2 ± 25,6 0,000 

KS 44,39 ± 6,5 16,1 ± 4,7 57,9 ± 19,4 0,000 43,64 ± 8,5 15,3 ± 7,9 55,7 ± 28,9 0,000 

RT 42,97 ± 6,8 14,6 ± 5,3 52,9 ± 22,2 0,000 47,04 ± 6,0 18,7 ± 5,8 68,4 ± 26,5 0,000 

-70 °C/ 

RT 

42,56 ± 6,4 14,2 ± 3,9 50,9 ± 15,0 0,000 46,17 ± 6,5 17,8 ± 5,4 64,6 ± 23,3 0,000 
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CpG3 

Lagerzeit T0 1 Monat 

Lagerbed. M M Dif abs Dif % p 

-70 °C 8,94 ± 2,7 8,50 ± 2,4 -0,44 ± 2,5 0,69 ± 26,4 0,589 

-20 °C 8,94 ± 2,7 8,78 ± 2,3 -0,16 ± 2,0 2,46 ± 25,1 0,813 

KS 8,94 ± 2,7 8,99 ± 2,3 0,05 ± 1,6 4,19 ± 22,1 0,924 

RT 8,94 ± 2,7 9,17 ± 1,9 0,23 ± 2,9 12,2 ± 44,8 0,808 

-70 °C/RT 8,94 ± 2,7 9,66 ± 2,7 0,72 ± 2,8 13,9 ± 32,2 0,430 

 

Lagerzeit 3 Monate 10 Monate 

Lager-

bed. 
M Dif abs Dif % p M Dif abs Dif % p 

-70 °C 9,40 ± 2,4 0,46 ± 2,5 11,4 ± 35,5 0,570 13,86 ± 3,8 4,92 ± 2,9 61,7 ± 43,7 0,000 

-20 °C 8,42 ± 2,8 -0,51 ± 

2,1 

-3,06 ± 

26,0 

0,470 14,63 ± 4,8 5,69 ± 3,2 69,0 ± 43,4 0,000 

KS 9,86 ± 2,8 0,92 ± 2,3 14,8 ± 28,8 0,233 13,28 ± 3,4 4,34 ± 2,5 55,2 ± 44,4 0,000 

RT 8,97 ± 2,7 0,03 ± 2,5 5,40 ± 36,4 0,970 14,19 ± 3,4 5,25 ± 3,1 68,6 ± 51,7 0,000 

-70 °C/ 

RT 

8,46 ± 2,0 -0,47 ± 

1,7 

-1,33 ± 

23,4 

0,409 14,32 ± 4,7 5,38 ± 3,0 64,1 ± 41,3 0,000 
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CpG4 

Lagerzeit T0 1 Monat 

Lagerbed. M M Dif abs Dif % p 

-70 °C 3,90 ± 1,4 3,91 ± 0,8 0,005 ± 1,0 8,7 ± 32,3 0,988 

-20 °C 3,90 ± 1,4 4,40 ± 1,6 0,49 ± 1,1 18,9 ± 35,4 0,201 

KS 3,90 ± 1,4 5,32 ± 1,6 1,41 ± 1,2 46,0 ± 47,8 0,005 

RT 3,90 ± 1,4 3,65 ± 1,2 -026 ± 1,4 1,60 ± 38,8 0,567 

-70 °C/RT 3,90 ± 1,4 4,32 ± 1,8 0,42 ± 1,2 14,7 ± 29,3 0,285 

 

Lagerzeit 3 Monate 10 Monate 

Lager-

bed. 
M Dif abs Dif % p M Dif abs Dif % p 

-70 °C 5,04 ± 1,1 1,1 ± 1,7 45,4 ± 61,0 0,060 6,13 ± 1,0 2,2 ± 1,4 75,8 ± 63,7 0,001 

-20 °C 3,63 ± 1,0 -0,28 ± 

1,0 

-1,41 ± 

28,4 

0,395 5,02 ± 1,4 1,12 ± 1,6 43,1 ± 0,6 0,056 

KS 3,72 ± 0,88 -0,18 ± 

1,5 

7,9 ± 50,0 0,712 3,78 ± 1,6 -0,12 ± 

1,4 

0,56 ± 45,6 0,788 

RT 3,74 ± 0,86 -0,16 ± 

1,2 

3,94 ± 33,2 0,670 5,03 ± 1,9 1,13 ± 2,3 46,5 ± 84,8 0,162 

-70 °C/ 

RT 

3,65 ± 0,81 -0,25 ± 

1,5 

5,49 ± 44,9 0,600 4,51 ± 1,3 0,61 ± 2,1 34,5 ± 70,9 0,392 
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CpG5 

Lagerzeit T0 1 Monat 

Lagerbed. M M Dif abs Dif % p 

-70 °C 17,61 ± 5,8 16,52 ±5,3 -1,09 ± 2,5 4,66 ± 19,9 0,200 

-20 °C 17,61 ± 5,8 18,68 ± 4,0 1,07 ± 2,3 10,5 ± 17,6 0,180 

KS 17,61 ± 5,8 20,06 ± 5,4 2,45 ± 3,3 18,6 ± 27,2 0,043 

RT 17,61 ± 5,8 18,60 ± 4,7 0,99 ± 2,5 9,21 ± 17,8 0,247 

-70 °C/RT 17,61 ± 5,8 18,91 ± 6,0 1,30 ± 3,2 9,89 ± 18,6 0,231 

 

Lagerzeit 3 Monate 10 Monate 

Lager-

bed. 
M Dif abs Dif % p M Dif abs Dif % p 

-70 °C 19,28 ± 4,9 1,67 ± 2,3 13,0 ± 19,9 0,051 22,81 ± 6,2 5,20 ± 3,3 34,6 ± 28,9 0,001 

-20 °C 17,23 ± 5,2 -0,38 ± 

2,1 

-0,48 ± 

12,8 

0,579 22,46 ± 6,5 4,85 ± 2,4 30,9 ± 22,4 0,000 

KS 19,27 ± 5,6 1,66 ± 1,8 11,5 ± 12,0 0,017 17,15 ± 6,4 -0,46 ± 

3,0 

-1,51 ± 

20,2 

0,641 

RT 17,62 ± 5,3 0,01 ± 2,2 2,11 ± 17,2 0,989 22,43 ± 6,3 4,82 ± 2,8 30,4 ± 20,4 0,000 

-70 °C/ 

RT 

17,13 ± 4,5 -0,48 ± 

2,2 

0,26 ± 14,0 0,504 19,60 ± 5,9 1,99 ± 1,8 13,0 ± 13,7 0,006 
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CpG6 

Lagerzeit T0 1 Monat 

Lagerbed. M M Dif abs Dif % p 

-70 °C 42,19 ± 5,6 41,12 ± 6,8 -1,07 ± 3,9 -2,62 ± 9,5 0,402 

-20 °C 42,19 ± 5,6 43,71 ± 5,4 1,52 ± 4,5 4,26 ± 11,2 0,339 

KS 42,19 ± 5,6 48,89 ± 6,1 6,70 ± 4,3 16,5 ± 11,0 0,001 

RT 42,19 ± 5,6 44,26 ± 5,9 2,07 ± 3,4 5,23 ± 8,7 0,083 

-70 °C/RT 42,19 ± 5,6 43,10 ± 6,8 0,91 ± 4,2 2,32 ± 9,5 0,511 

 

Lagerzeit 3 Monate 10 Monate 

Lager-

bed. 
M Dif abs Dif % p M Dif abs Dif % p 

-70 °C 42,77 ± 5,1 0,58 ± 3,8 1,90 ± 9,2 0,638 55,24 ± 5,3 13,0 ± 2,0 31,6 ± 7,6 0,000 

-20 °C 41,06 ± 6,4 -1,13 ± 

3,5 

-2,69 ± 8,1 0,339 52,20 ± 5,3 10,0 ± 4,9 24,6 ± 13,3 0,000 

KS 42,36 ± 5,5 0,17 ± 

2,5 

0,57 ± 5,9 0,838 46,07 ± 7,3 3,88 ± 5,0 9,47 ± 12,5 0,037 

RT 39,03± 3,0 -3,16 ± 

2,2 

-7,61 ± 5,3 0,001 52,89 ± 9,4 10,7 ± 4,6 24,9 ± 9,6 0,000 

-70 °C/ 

RT 

40,64 ± 3,9 -1,56 ± 

3,8 

-2,98 ± 8,2 0,228 52,20 ± 7,0 10,0 ± 3,0 24,0 ± 7,5 0,000 
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CpG7 

Lagerzeit T0 1 Monat 

Lagerbed. M M Dif abs Dif % p 

-70 °C 17,82 ± 2,9 19,24 ± 4,3 1,42 ± 2,8 7,89 ± 14,7 0,145 

-20 °C 17,82 ± 2,9 21,07 ± 4,3 3,24 ± 3,1 18,7 ± 18,2 0,009 

KS 17,82 ± 2,9 24,41 ± 6,1 6,59 ± 3,9 35,7 ± 19,5 0,000 

RT 17,82 ± 2,9 19,98 ± 5,5 2,16 ± 3,8 11,1 ± 21,4 0,102 

-70 °C/RT 17,82 ± 2,9 22,10 ± 4,0 4,28 ± 2,6 24,6 ± 13,5 0,001 

 

Lagerzeit 3 Monate 10 Monate 

Lager-

bed. 
M Dif abs Dif % p M Dif abs Dif % p 

-70 °C 21,81 ± 4,5 3,99 ± 2,7 22,3 ± 13,7 0,001 23,60 ± 5,3 5,78 ± 3,0 31,6 ± 14,3 0,000 

-20 °C 18,84 ± 4,3 1,02 ± 1,7 4,81 ± 8,6 0,093 23,60 ± 4,4 5,78 ± 2,5 32,6 ± 13,3 0,000 

KS 21,76 ± 4,2 3,93 ± 2,4 22,1 ± 14,6 0,001 15,55 ± 3,5 -2,28 ± 

3,0 

-12,0 ± 

18,3 

0,041 

RT 18,31 ± 4,8 0,49 ± 2,3 1,29 ± 13,0 0,520 23,06 ± 4,1 5,24 ± 3,2 30,7 ± 21,2 0,001 

-70 °C/ 

RT 

19,30 ± 3,4 1,48 ± 2,2 8,88 ± 12,8 0,052 21,15 ± 4,5 3,32 ± 2,6 18,6 ± 13,8 0,003 

 

 

  

0

5

10

15

20

25

0 1 3 10

M
et

h
yl

ie
ru

n
gs

st
at

u
s 

[P
ro

ze
n

tp
u

n
kt

e]

Lagerzeit in Monaten

CpG7

-70°C -20°C KS RT -70°C/RT



9 Anhänge 

 

258 

 

CpG8 

Lagerzeit T0 1 Monat 

Lagerbed. M M Dif abs Dif % p 

-70 °C 71,59 ± 4,7 71,66 ± 6,3 0,08 ± 2,7 0,02 ± 3,9 0,931 

-20 °C 71,59 ± 4,7 73,58 ± 5,1 2,00 ± 3,6 2,88 ± 5,2 0,111 

KS 71,59 ± 4,7 77,24 ± 6,2 5,66 ± 3,6 7,91 ± 5,2 0,001 

RT 71,59 ± 4,7 72,54 ± 7,1 0,96 ± 3,2 1,18 ± 4,5 0,374 

-70 °C/RT 71,59 ± 4,7 72,89 ± 6,2 1,31 ± 3,6 1,82 ± 5,0 0,285 

 

Lagerzeit 3 Monate 10 Monate 

Lager-

bed. 
M Dif abs Dif % p M Dif abs Dif % p 

-70 °C 74,8 ± 6,3 3,17 ± 3,1 4,38 ± 4,3 0,010 76,58 ± 5,4 5,00 ± 3,0 7,03 ± 4,6 0,001 

-20 °C 72,73 ± 6,7 1,14 ± 3,1 1,49 ± 4,2 0,270 75,74 ± 5,0 4,15 ± 3,0 5,88 ± 4,3 0,002 

KS 74,01 ± 5,5 2,42 ± 3,0 3,42 ± 4,4 0,031 70,92 ± 6,7 -0,66 ± 

3,9 

-1,00 ± 5,8 0,602 

RT 71,86 ± 6,5 0,28 ± 3,0 0,28 ± 4,1 0,776 76,38 ± 6,2 4,79 ± 4,9 6,87 ± 7,0 0,013 

-70 °C/ 

RT 

71,74 ± 4,7 0,15 ± 2,5 0,27 ± 3,7 0,853 75,91 ± 5,8 4,32 ± 2,9 6,04 ± 4,0 0,001 
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CpG9 

Lagerzeit T0 1 Monat 

Lagerbed. M M Dif abs Dif % p 

-70 °C 46,86 ± 5,7 46,54 ± 5,9 -0,32 ± 1,9 -0,68 ± 4,4 0,607 

-20 °C 46,86 ± 5,7 49,28 ± 5,8 2,41 ± 4,3 5,59 ± 10,0 0,110 

KS 46,86 ± 5,7 54,63 ± 6,1 7,78 ± 3,5 17,0 ± 8,6 0,000 

RT 46,86 ± 5,7 48,32 ± 6,7 1,46 ± 4,2 3,26 ± 9,1 0,304 

-70 °C/RT 46,86 ± 5,7 48,51 ± 5,1 1,65 ± 4,0 4,08 ± 8,7 0,224 

 

Lagerzeit 3 Monate 10 Monate 

Lager-

bed. 
M Dif abs Dif % p M Dif abs Dif % p 

-70 °C 52,15 ± 6,2 5,29 ± 2,1 11,4 ± 4,7 0,000 59,06 ± 4,7 12,2 ± 2,8 26,8 ± 8,6 0,000 

-20 °C 48,11 ± 6,7 1,25 ±2,1 2,53 ± 4,3 0,096 57,42 ± 6,2 10,6 ± 2,8 22,9 ± 7,6 0,000 

KS 50,14 ± 5,9 3,28 ± 2,8 7,24 ± 6,3 0,005 47,71 ± 6,9 0,85 ± 5,0 2,07± 10,6 0,603 

RT 46,90 ± 7,9 0,04 ± 3,8 -0,23 ± 8,1 0,973 56,92 ± 7,1 10,1 ± 5,9 22,2 ± 13,9 0,000 

-70 °C/ 

RT 

48,53 ± 4,3 1,67 ± 2,3 4,03 ± 5,7 0,050 56,48 ± 7,5 9,63 ± 2,7 20,5 ± 4,6 0,000 
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CpG10 

Lagerzeit T0 1 Monat 

Lagerbed. M M Dif abs Dif % p 

-70 °C 42,92 ± 7,2 42,50 ± 8,2 -0,42 ± 2,8 1,19 ± 6,7 0,651 

-20 °C 42,92 ± 7,2 44,53 ± 6,8 1,61 ± 3,7 4,41 ± 9,6 0,205 

KS 42,92 ± 7,2 47,43 ± 7,1 4,51 ± 3,3 11,1 ± 9,5 0,002 

RT 42,92 ± 7,2 44,39 ± 6,5 1,47 ± 3,1 3,99 ± 7,1 0,170 

-70 °C/RT 42,92 ± 7,2 4,26 ± 7,3 -0,67 ± 2,8 -1,36 ± 6,8 0,478 

 

Lagerzeit 3 Monate 10 Monate 

Lager-

bed. 
M Dif abs Dif % p M Dif abs Dif % p 

-70 °C 46,31 ± 7,0 3,39 ± 2,8 8,33 ± 6,3 0,004 51,36 ± 6,7 8,44 ± 3,6 20,7 ± 11,2 0,000 

-20 °C 44,06 ± 8,3 1,14 ± 3,3 2,61 ± 7,4 0,300 49,44 ± 6,3 6,52 ± 3,1 16,2 ± 9,0 0,000 

KS 44,91 ± 7,3 4,99 ± 3,7 5,13 ± 9,8 0,119 44,05 ± 

10,2 

1,13 ± 7,2 2,84 ± 16,4 0,632 

RT 41,77 ± 8,2 -0,15 ± 

3,1 

-0,48 ± 7,5 0,884 49,59 ± 6,3 6,66 ± 4,7 16,9 ± 13,7 0,002 

-70 °C/ 

RT 

42,76 ± 6,5 -0,16 ± 

2,5 

0,04 ± 6,2 0,845 48,02 ± 9,1 5,10 ± 3,9 11,8 ± 9,0 0,003 
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