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2. Einleitung

2.1. Pharmakogenetik und Psychopharmakotherapie

Psychopharmaka sind heute aus der Therapie psychiatrischer Erkrankungen nicht mehr
wegzudenken und stellen neben der Psycho- und Soziotherapie die Basis der
psychiatrischen Behandlung dar. Eine Vielzahl von klassischen und neu entwickelten
Substanzen stehen flr eine sachgerechte Psychopharmakotherapie zur Verfigung, und
Psychopharmaka gehdren mit zu den am meisten verordneten Arzneimitteln.

Trotz groRer Fortschritte auf dem Gebiet der Pharmakologie stellen mangelnde
Wirksamkeit und/oder unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (adverse drug events — ADE)
nach wie vor ein ungeldstes Problem der Psychopharmakotherapie dar. So zeigen 30 bis
40 Prozent der Patienten keine klinische Besserung auf die Behandlung mit
Antipsychotika und 60 bis 70 Prozent derer, die auf die Therapie ansprechen, leiden unter
mehr oder weniger ausgepragten Nebenwirkungen (Taylor 1995; Doris et al. 1999; Kerwin
et al. 2000).

Eine wichtige Determinante fur inter-individuelle Unterschiede in der Arzneimittelwirkung
und dem Auftreten von Nebenwirkungen ist die Geschwindigkeit, mit der Substanzen
durch arzneimittelmetabolisierende Enzyme abgebaut werden. Unterschiedliche
Stoffwechselkapazitaten dieser Enzyme bedingen nach der Gabe der gleichen Dosis
einer  Substanz eine oft erhebliche Variabilitdt  der  entsprechenden
Plasmakonzentrationen. Neben Einflissen wie Alter, Geschlecht und Begleiterkrankungen
sowie Komedikation sind es insbesondere auch genetische Faktoren, die diese
Abweichungen in den Enzymaktivitdten verursachen (Kalow et al. 1998; Poolsup et al.
2000; Ingelman-Sundberg et al. 2001). Das Forschungsgebiet der Pharmakogenetik
beschaftigt sich mit der Frage, inwieweit genetische Polymorphismen und seltene
genetische Varianten fir inter-individuellen Unterschiede von Arzneimittelwirkungen
beziehungsweise -nebenwirkungen verantwortlich sind. Dabei bezieht sich der Terminus
.genetischer Polymorphismus® auf ein monogen vererbtes Merkmal, welches in der
Bevolkerung in mindestens zwei Phanotypen, die auf mindestens zwei Genotypen
zurickzufiihren sind, auftritt, wobei jeder der Phanotypen mit einer Haufigkeit von
mindestens ein Prozent vorkommt. Bei einer Allelfrequenz von weniger als einem Prozent
spricht man von ,seltenen genetischen Varianten“ (Buselmaier et al. 1999).
Pharmakogenetische Phdnomene kdnnen sowohl die Pharmakokinetik als auch die
Pharmakodynamik eines Arzneimittels beeinflussen. Genetisch bedingten Variationen der
Pharmakokinetik, die in der Regel darauf zurtckzufuhren sind, dass aufgrund von

Mutationen bestimmte arzneistoffabbauende Enzyme in ihren katalytischen Eigenschaften



verandert werden, sind in den letzten Jahren eingehend dokumentiert und charakterisiert

worden.

2.2. Das Cytochrom P4502D6 (CYP2D6)

Biotransformationsreaktionen im menschlichen Organismus dienen in der Regel dazu,
Substanzen mit lipophilen Eigenschaften chemisch so zu verandern, dass sie in
wasserloslicher Form Uber den Urin oder die Gallenflissigkeit ausgeschieden werden
kénnen. Hierbei spielen Enzyme des Cytochrom-P450-Systems eine entscheidende
Rolle. Bei diesen Enzymen handelt es sich um Hamoproteine, die in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums verankert sind. Cytochrom-P450-Enzyme kommen
hauptsachliche in der Leber, zu geringen Anteilen aber auch in der Darmmukosa, der
Niere, der Lunge und in anderen Geweben vor (Gonzales 1992; Nebert 1997). Sie
katalysieren oxidative Reaktionen im Phase-I-Metabolismus einer Vielzahl endogener und
exogener Substanzen wie z.B. Steroide, Fettsduren und Prostaglandine, Medikamente,
Pflanzengifte und Karzinogene (Heim et al. 1992). Die verschiedenen Cytochrom-P450-
Enzyme werden anhand von Homologien ihrer Aminosauresequenz in Familien,
Subfamilien und Isoenzyme eingeteilt (Nelson et al. 1993).

Fir alle Cytochrom-P450-Enzyme gilt, dass ihre hepatische Expression individuell sehr
variabel ist. Ursachlich hierfir sind neben pathologischen Zustanden und
Umwelteinflissen vor allem Polymorphismen in den kodierenden Gensequenzen oder

deren Promotorregionen (Gonzalez et al. 1994; Ingelman-Sundberg et al. 1999).

Bisher am besten untersucht ist der Polymorphismus des Cytochrom P450 2D6
(CYP2D6). Er wird auch als Spartein-Debrisoquin-Polymorphismus bezeichnet — nach
den beiden Arzneimitteln, die in den 1970ern zu seiner Entdeckung fuhrten (Mahgoub et
al. 1977; Eichelbaum et al. 1979).

Das CYP2D6-Enzym ist verantwortlich fir den Metabolismus von tber 100 verschiedenen
Arzneimitteln (Bertilsson et al. 2002). Viele dieser Substanzen finden Anwendung in der
Psychiatrie, unter anderem altere tricyclische Antidepressiva, einige der neueren
selektiven Serotonin-Reuptake-Inhibitoren (SSRI) sowie einige klassische und atypische
Neuroleptika. Eine Auswahl der gebrauchlichsten Praparate ist Tabelle 1 zu entnehmen.
Auch endogene Substanzen wie Tryptamin und Tyramin werden durch das CYP2D6-

Enzym verstoffwechselt (Hiroi et al. 1998).



Tabelle 1: Antidepressiva und Neuroleptika, die Uber das CYP2D6-Enzym abgebaut
werden

Antidepressiva Referenz

Amitriptylin Mellstrom et al. 1983)

Clomipramin Balant-Gorgia et al. 1996)

Desipramin Musa et al. 1994)

Doxepin Haritos et al. 2000)

Fluoxetin Hamelin et al. 1996)

Fluvoxamin Carrillo et al. 1996)

Maprotilin Firkusny et al. 1994; Brachtendorf et al. 2002)

Mianserin Dahl et al. 1994)

Mirtazapin Stormer et al. 2000b)

Paroxetin Sindrup et al. 1992)

Trimipramin Eap et al. 2000)

(
(
(
(
(
(
Imipramin (Brosen et al. 1986b)
(
(
(
(
(
(

Venlafaxin Otton et al. 1996)

Neuroleptika Referenz

Chlorpromazin Yoshii et al. 2000)

Haloperidol Tyndale et al. 1991; Fang et al. 1997)

Perazin Stormer et al. 2000a)

Perphenazin Dahl-Puustinen et al. 1989)

Risperidon Huang et al. 1993)

Thioridazin

(
(
(
(
(
(

Yoshii et al. 2000)

Das CYP2D6-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 22 lokalisiert (Eichelbaum et
al. 1987; Gough et al. 1993) und besteht aus neun Exons und acht Introns. Zusammen
mit zwei flankierenden Pseudogenen (CYP2D8P und CYP2D7P) umfasst der CYP2D6-
Genlocus etwa 45 kb (Kimura et al. 1989; Heim et al. 1992). Bis jetzt sind Uber 70
verschiedene Allele dieses Gens beschrieben worden (Ingelman-Sundberg et al.), welche
nach dem internationalen Nomenklatursystem mit arabischen Zahlen gekennzeichnet
werden (Daly et al. 1996).

Wenigstens 15 der bisher bekannten Mutationen sind dafur verantwortlich, dass das
CYP2D6-Enzym nicht gebildet wird (Meyer et al. 1997). Diese sog. ,Nullallele® fihren zu
Fehlern im Splicing (z.B. bei CYP2D6*4 und *11), zu Frame-shift-Mutationen (z.B.




CYP2D6*3, *6, *13 und *15), zur Deletion des gesamten Gens (CYP2D6*5), Stopp-
Kodon-Mutationen (CYP2D6*8) oder Missense-Mutationen (CYP2D6*7).

Bei anderen Allelen wie dem CYP2D6*9, charakterisiert durch eine Deletion, oder dem
CYP2D6*10, *17 oder *41, charakterisiert durch Substitutionen, kommt es durch die
resultierenden spezifischen Veranderungen in der Aminosaureabfolge des Genprodukts
zu einer Einschrankung der katalytischen Aktivitdt des CYP2D6-Enzyms (Masimirembwa
et al. 1996; Sachse et al. 1997; Griese et al. 1998; Raimundo et al. 2000; Raimundo et al.
2004).

Das Genprodukt des CYP2D6*2-Allel entspricht in seiner Metabolisierungskapazitat
weitgehend dem vom Wildtyp-Allel CYP2D6*1 kodierten Enzym (Zanger et al. 2001).

Der Genotyp eines Individuums erlaubt also Ruckschlisse auf die Stoffwechselleistung
des resultierenden Phanotyps, wobei der Phanotyp prinzipiell auch direkt GUber die
Applikation eines enzymspezifischen Testarzneimittels und die Charakterisierung der
sogenannten metabolischen Ratio (metabolic ratio, MR) im Urin oder im Blut bestimmt
werden kann. Die MR ist definiert als Quotient der Konzentration der unveranderten
Substanz und des enzymspezifischen Metaboliten. Dabei bezeichnet man Individuen mit
defizientem Metabolismus fir bestimmte Arzneimittel phanotypisch als Poor Metabolizer
(PM) im Vergleich zu Extensive Metabolizer (EM) mit normaler Stoffwechselkapazitat.
Innerhalb der EM kann man noch einmal zwei Untergruppen abgrenzen: die Ultra Rapid
Metabolizer (UM) mit stark erhéhtem Metabolismus und die Intermediate Metabolizer (IM)
mit mehr oder weniger stark beeintrachtigter Stoffwechselleistung. Fir das CYP2D6-
Enzym werden Debrisoquin, Spartein, Dextromethorphan oder Propafenon als
Testsubstanzen verwendet (Linder et al. 1997).

Die Phanotypisierung ist aber mit einer Reihe von Nachteilen behaftet, die einen
routinemafligen Einsatz verhindern. So beinhaltet die Applikation einer Testsubstanz
immer das Risiko von Nebenwirkungen, die Testdurchflihrung ist langwierig, teuer und
erfordert eine gute Patientencompliance. DarlGber hinaus kann die Begleitmedikation das
Ergebnis verfalschen, so dass eine zeitaufwendige Auswasch-Periode fir alle
interagierenden Arzneimittel nétig wird und dadurch der Therapiebeginn verzogert werden
kann bzw. eine bereits begonnene medikamentése Therapie unterbrochen werden muss.
Im Gegensatz dazu stellt die Genotypisierung eine wenig eingreifende, sichere und
reproduzierbare Methode dar, die mit Hilfe einer kleinen Blut- oder Gewebeprobe rasch
die gewtlinschte Information liefert.

Aus diesem Grunde wurden in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen zur
Phanotyp-Genotyp-Korrelation fir CYP2D6 mit dem Ziel durchgefihrt, mittels alleiniger

Genotypisierung eine Vorhersage des CYP2D6-Phanotyps zu ermoglichen und so auf die



Verabreichung eines Testarzneistoffes verzichten zu kénnen (Dahl et al. 2000; McElroy et
al. 2000).

Fiar Poor Metabolizer in einer kaukasischen Bevolkerung ist heute der Ruckschluss vom
Geno- auf den Phanotyp mit einer Genauigkeit von tber 99% moglich (Dahl et al. 1992;
Chen et al. 1996; Stuven et al. 1996; Sachse et al. 1997; Griese et al. 1998; Gaedigk et
al. 1999). Ein PM-Phanotyp resultiert immer dann, wenn ein Individuum homozygot fur ein
Nullallel ist oder zwei verschiedene Nullallele besitzt (so genannte Compount
Heterozygotes). Circa funf bis zehn Prozent der kaukasischen Bevdlkerung exprimieren
das CYP2D6-Enzym nicht (Sachse et al. 1997).

Zwei bis drei Prozent der Bevdlkerung zeigen einen UM-Phanotyp (Johansson et al. 1993;
Sachse et al. 1997). Dies lasst sich in zehn bis 30 Prozent der Falle durch eine
Duplikation oder Multiplikation des gesamten CYP2D6-Gens erklaren (Johansson et al.
1993; Dahl et al. 1995; Lovlie et al. 1996; Sachse et al. 1997). Die genetische und/oder
biochemische Basis des UM-Phanotyps ohne Gen-Amplifikation ist noch weitgehend
unklar, jedoch wurde kirzlich die mogliche Beteiligung des CYP2D6*35-Allels postuliert
(Lovlie et al. 2001). Allerdings ist die endglltige Bedeutung dieses Allels fur den UM-
Phanotyp noch nicht abschlieRend geklart (Allorge et al. 2001; Lovlie et al. 2001).
Wahrend ein EM-Phanotyp durch das Vorhandensein von zwei funktionellen CYP2D6*1
oder *2-Allelen charakterisiert ist, ist der IM-Phanotyp assoziiert mit variablen
Kombinationen von funktionellen Allelen, Nullallelen und solchen Allelen, die mit einer
verminderten Enzymaktivitat einhergehen, namlich CYP2D6*9, *10, *17 und *41 (Broly et
al. 1993; Yokota et al. 1993; Masimirembwa et al. 1996; Raimundo et al. 2000). Durch
Genotypisierung dieser Allele gelingt eine Vorhersage des IM-Phanotyps in 75% der Falle
(Raimundo et al. 2000; Raimundo et al. 2004).

Nach wie vor ist die Genotypisierung als Alternative zur Phanotypisierung aber mit zwei
grol3en Problemen behaftet. Zum einen wird eine routinemaRige Genotypisierung in der
klinischen Praxis deshalb abgelehnt, weil nach der derzeitigen Datenlage nur ein kleines
Patientenkollektiv mit extremen Geno- bzw. Phanotyp-Varianten (also PM und UM) von
der Kenntnis des individuellen Genstatus profitieren koénnte und daher eine
pratherapeutische Genotypisierung nicht kosten-effektiv erscheint (Wedlund et al. 2001;
Steimer et al. 2002c¢). Zum anderen ist eine eindeutige Zuordnung vom Genotyp auf einen
resultierenden Phanotyp noch nicht in allen Fallen moglich ist. Allerdings wird die in den
letzten Jahren praktizierte Methode der Ubertragung eines mit Hilfe der Phanotypisierung
evaluierten Nomenklatursystems von PM, IM, EM und UM auf durch Genotypisierung
gewonnenen Ergebnisse heute zwiespaltig beurteilt (Steimer et al. 2005b).

Neuerdings konnte namlich in einigen Studien ein CYP2D6-Gen-Dosis-Effekt auf die
Pharmakokinetik CYP2D6-abhangiger Medikamente (Dalen et al. 1998; Kvist et al. 2001;
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Murphy et al. 2001; Shimoda et al. 2002; Steimer et al. 2004; Steimer et al. 2005b) und
auf das Auftreten unerwlinschter Arzneimittelwirkungen (Steimer et al. 2005b) etabliert
werden. Steimer et al. postulieren daher das Konzept einer semiquantitativen Gendosis
als bevorzugtes Instrument, um klinische Daten mit dem CYP2D6-Genotyp zu korrelieren
(Steimer et al. 2004; Steimer et al. 2005b). Eine semiquantitative Gendosis in diesem
Sinne wird aus der Anzahl und Aktivitat der vorhandenen CYP2DG6-Allele berechnet
(Steimer et al. 2005b).

2.3. CYP2D6 und unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (ADE)

Zahlreiche Fallbeschreibungen in der Literatur haben das Interesse auf die Beziehung
zwischen CYP2D6 und dem Auftreten von unerwilinschten Arzneimittelwirkungen (ADE)
nach der Applikation CYP2D6-abhangiger Medikamente gerichtet (Bertilsson et al. 1981;
Swanson et al. 1997; Sallee et al. 2000; Kohnke et al. 2002). So zeigte z.B. eine altere
Patientin, die eine niedrige Tagesdosis Nortriptylin erhalten hatte, ungewohnlich
ausgepragte Nebenwirkungen wie Midigkeit, Schwindel und Verwirrtheit. Die Nortriptylin-
Plasmaspiegel lagen weit Uber dem therapeutischen Bereich und eine retrospektiv
durchgefuhrte CYP2D6-Phanotypisierung ergab einen PM-Phanotyp (Bertilsson et al.
1981). In einem anderen Fall verstarb ein neun Jahre altes Kind mit einem CYP2D6-PM-
Genotyp nach der Einnahme von Fluoxetin an toxischen Fluoxetin- und Norfluoxetin-
Konzentrationen (Sallee et al. 2000).

Ferner haben etliche klinische Studien den Zusammenhang zwischen dem CYP2D6-
Genotyp und dem Auftreten von ADE untersucht. De Leon et al. konnten in einer
Pilotstudie zeigen, dass Patienten mit einem PM-Genotyp vermehrt zu ADE tendieren (de
Leon et al. 1998). Eine andere Studie untersuchte das Auftreten von extrapyramidalen
Nebenwirkungen bei psychiatrischen Patienten und fand hier eine hdhere Inzidenz bei
Individuen mit einem PM-Genotyp (Vandel et al. 1999). Auch die Untersuchung von Chen
et al. zeigte eine signifikant hohere Pravalenz von Patienten mit dem PM-Genotyp in einer
Patientengruppe, die nach der Gabe von CYP2D6-abhangigen Antidepressiva unter ADE
gelitten hatten, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne ADE (Chen et al. 1996).
Daneben haben noch weitere Studien groRtenteils einen Trend zum vermehrten Auftreten
von ADE bei Individuen mit dem CYP2D6-PM-Genotyp herausarbeiten kénnen (Spina et
al. 1992; Arthur et al. 1995; Pollock et al. 1995; Chou et al. 2000; Rau et al. 2004b). Ob
auch Patienten mit einem IM-Phano- bzw. Genotyp vermehrt unter unerwinschten
Arzneimittelwirkungen leiden, wenn sie mit CYP2D6-abhangigen Medikamenten
behandelt werden, wird derzeit kontrovers diskutiert. Obwohl einige Studien eine
Korrelation zwischen dem IM-Genotyp und dem Auftreten von ADE aufzeigen konnten
(Chen et al. 1996; Kapitany et al. 1998; Chou et al. 2000; Steimer et al. 2005b), kénnen
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die Ergebnisse anderer Untersuchungen dieses Konzept nicht stiitzen (Schillevoort et al.
2002; Wuttke et al. 2002; Rau et al. 2004b). Allerdings zeigten Steimer et al. einen
signifikanten Unterschied hinsichtlich des Auftretens von ADE zwischen Patienten mit
einer semiquantitativen Gendosis von 2 und Patienten mit einer Gendosis von 1 (Steimer
et al. 2005b).

24. CYP2D6 und Ansprechen auf die Psychopharmakotherapie

Verschiedene Autoren haben in den letzten Jahren einen moglichen Zusammenhang
zwischen dem CYP2D6-Phano- bzw. Genotyp und dem Ansprechen auf die
Psychopharmakotherapie untersucht (Pollock et al. 1995; Lane et al. 1997; Mihara et al.
1997a; Aitchison et al. 1999; Brockmoller et al. 2002; Rau et al. 2004b; Steimer et al.
2005b). Dabei zeigte sich in der Uberwiegenden Anzahl dieser Studien keine Korrelation
zwischen CYP2D6 und therapeutischem Erfolg (Baumann et al. 1986; Pollock et al. 1995;
Lane et al. 1997; Aitchison et al. 1999; De Vries et al. 2002; Steimer et al. 2005b).
Allerdings geben einige Einzelfallbeschreibungen und klinisch kontrolliere Studien einen
Hinweis darauf, dass der UM-Phano- bzw. -Genotyp mit einem schlechterem Ansprechen
auf die Therapie vergesellschaftet sein kdnnte (Bertilsson et al. 1993; Baumann et al.
1998; Brockmoller et al. 2002; Rau et al. 2004b). Rau et al. fanden in ihrer Untersuchung
eine signifikant héhere Pravalenz von Patienten mit einem UM-Genotyp in einer Gruppe
Therapieversager verglichen mit der Normalbevolkerung (Rau et al. 2004b). Dartber
hinaus konnten Mihara et al. in ihrer Studie eine signifikante Beziehung zwischen dem
CYP2D6-Genotyp, dem S-Mianserin-Plasmaspiegel und dem Ansprechen auf die
Therapie herstellen. Hier zeigten Patienten mit einem heterozygoten CYP2D6-
Wildtyp/CYP2D6*10-Genotyp deutlich hohere S-Mianserin-Plasmaspiegel und eine
héhere Rate von Respondern als Patienten mit einem homozygoten CYP2D6-Wildtyp-
Status (Mihara et al. 1997a). Auch Ulrich et al. demonstrierten eine signifikante
Korrelation zwischen den Plasmaspiegeln von Haloperidol und dem therapeutischen
Ansprechen (Ulrich et al. 1998a). De Oliveira et al. zeigten in einer Meta-Analyse von tber
50 Studien, dass Haloperidol-Plasmaspiegel oberhalb des therapeutischen Fensters zu
einem schlechterem Ansprechen auf die Therapie fuhren (de Oliveira et al. 1995). In einer
anderen Untersuchung ergab sich, dass Patienten, die mit Risperidon in einer niedrigeren
taglichen Dosis behandelt wurden, besser auf die Therapie ansprachen als Patienten, die
eine héhere Dosis erhalten hatten (Lane et al. 2000).

Es darf davon ausgegangen werden, dass der Einfluss des CYP2D6-Phano- bzw.
Genotyp auf das Therapieansprechen insbesondere dann von Bedeutung ist, wenn flr ein

bestimmtes Medikament, dass Uber das CYP2D6-Enzym verstoffwechselt wird, eine
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Beziehung zwischen therapeutischen Plasmaspiegeln und klinischem Ansprechen
existiert (Scordo et al. 2002).

2.5. Zielsetzung der Arbeit

Einige retrospektive Studien haben aufgezeigt, dass die CYP2D6-Genotypisierung ein
mogliches Instrument sein kann, um die Psychopharmakotherapie kosten-effektiv und
patienten-orientiert zu individualisieren (Chen et al. 1996; de Leon et al. 1998; Chou et al.
2000).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich ebenfalls mit dem Einfluss des Cytochrom
P4502D6 auf den Therapieverlauf, Wirkungen und Nebenwirkungen einer verabreichten
Psychopharmakotherapie.

Zunachst werden im experimentellen Teil der Arbeit neue Analysemethoden entwickelt,
um die wichtigsten der bisher beschriebenen Polymorphismen des CYP2D6-Gens in einer
kaukasischen Bevdlkerung in Kombination mit bereits etablierten Methoden erfassen zu
kénnen.

Im zweiten Teil der Arbeit werden dann die Ergebnisse einer prospektiven Studie
vorgestellt, deren Ziel es war, die Beziehung zwischen dem CYP2D6-Genotyp und dem
Verlauf einer psychiatrischen Therapie zu beurteilen.

Hierzu wurden die Zusammenhange zwischen semiquantitativer Gendosis und der
angewandten Psychopharmakotherapie, den aufgetretenen Nebenwirkungen und dem
Ansprechen auf die Therapie untersucht. Ein besonderes Augenmerk richtete sich dabei
auf die Frage, ob neben den Patienten mit extremen Genotyp-Varianten, d.h. Individuen
mit einer Gendosis von 0 (entsprechend einem PM-Genotyp) oder einer Gendosis von
mehr als 2,5 (entsprechend einem UM-Genotyp), auch Individuen mit einer
semiquantitativen Gendosis von 0,5 oder 1 (entsprechend dem IM-Genotyp) von ihrem
Genotyp hinsichtlich des Therapieverlaufs beeinflusst werden.

Sollte der Genotyp tatsachlich auch bei Patienten mit dem IM-Genotyp ein valider
Pradiktor fur den Therapieverlauf sein, so kdnnte die Psychopharmakotherapie durch
einfache und dann auch kosten-effektive Genotypisierung vor Therapiebeginn optimiert
werden und zeitraubende suboptimale Therapieversuche ebenso vermieden werden wie
belastende Uberdosierungen. Dadurch wiirden Qualitdt und Effizienz dieser Therapie

entscheidend verbessert, Behandlungszeiten verkurzt und somit auch Kosten gesenki.
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3. Material und Methoden
3.1. Chemikalien- und Geriteliste

3.1.1. Gerate

Centrifuge 5415C (Zentrifuge)
Circomix (Vortexer)

GeneAmp PCR Systems 9700
LightCycler™

LightCycler™ Carousel Centrifuge
Mini Gel Migration Through, Mupid 2
Photoprint PP-IP-008SD
SL-Pette® Autoclavable (Pipetten)
Thermostat 5310 (Thermoblock)
1702 MP 8 (Waage)

3.1.2. Polymerasen und Puffer

LC-DNA Master Hybridization Probes
LC-FastStart DNA Master Hybridization Probes
‘Sawady” Long Range PCR System-Enzym
1,67 U/pl

‘Sawady’ Long Range PCR System-10x
Reaktionspuffer

MasterAmp 2xPCR Premix D

Taq DNA Polymerase 5 U/ul

3.1.3. Sonstiges

alle Primer und Hybridisierungssonden

Aqua Spullésung DeltaSelect

Auftragspuffer

Bovine Serum Albumin
Desoxy-Ribonucleosid-Tri-Phosphate (dNTP)
Eppendorf-Cups

Ethidiumbromid (1%ige Lésung)

1 Kb Plus DNA Ladder, 50 bp Ladder
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Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Cosmo Bio Co, LTD, Offenbach
Ltf-Labortechnik, Wasserburg
Sud-Laborbedarf GmbH, Gauting
Eppendorf, Hamburg

Sartorius AG, Géttingen

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Peqglab, Erlangen

Peqlab, Erlangen
Epicentre Technologies, Oldendorf

Q-Biogene, Griinberg

TIB MolBiol, Berlin
DeltaSelect, Pfullingen
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Eurogentec, Koln
Eppendorf, Hamburg
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe



LightCycler™ Capillaries Roche, Mannheim

MgCl; (25 mM) Roche, Mannheim

Mineral Qil Sigma-Aldrich, Taufkirchen
NEBuffer 4 New England Biolabs, Schwalbach
Nukleotide (5 mM) Roche, Mannheim

PeqGold Universal Agarose Peqglab, Erlangen

Restriktionsenzyme (Nla lll, Sma I, Ban Il,

Hph 1) New England Biolabs, Schwalbach
10xTBE Buffer Invitrogen, Karlsruhe

Thermo Tube™ PCR-Tubes 0,2 Peglab, Erlangen

Wizard® Genomic DNA Purifikation Kit Promega, Mannheim

3.2. Allgemeines

3.21. PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Methode zur
spezifischen exponentiellen Amplifikation eines bis zu mehreren Tausend Basenpaaren
(base pairs, bp) langen DNA-Abschnittes (Template), der durch zwei Primer markiert wird.
Die PCR-Primer sind kunstlich synthetisierte Oligonukleotide, die meist zwischen 15 und
25 bp lang sind und die die komplementdre Basensequenz zu den beiden Enden der
Zielsequenz aufweisen. Die exponentielle Vervielfaltigung der DNA geschieht dann mittels
einer hitzestabilen tag-Polymerase aus Bakterium Thermus aquaticus in drei
Reaktionsschritten  mit  verschiedenen  Temperaturen und unter definierten
Reaktionsbedingungen. Im ersten Schritt wird die DNA bei etwa 94°C zu Einzelstrangen
denaturiert. Anschlielend binden die Primer bei Temperaturen zwischen 45 und 55 °C an
die entsprechende Zielsequenz (Annealing). Ausgehend von den Primern synthetisiert die
tag-Polymerase  unter Verwendung der im  Reaktionsansatz  enthaltenen
Desoxyribonukleosid-Triphosphate bei ca. 72 °C neue, zum vorliegenden Einzelstrang
komplementdre DNA-Strange (Extension). Durch  Wiederholung dieser drei
Reaktionsschritte (20-40x) wird der DNA-Abschnitt, der zwischen den beiden Primern
liegt, milliardenfach amplifiziert. Die konventionelle PCR wurde im Gerat GeneAmp PCR

Systems 9700 der Firma PE Applied Biosystems, Weiterstadt, durchgefuhrt.

Die LightCycler™-Technologie folgt dem Prinzip der konventionellen PCR und bietet dabei

den Vorteil, dass die Dauer der Temperaturprogramme deutlich verkirzt und der Verlauf

15



der PCR anhand von Fluoreszenzsignalen direkt am angeschlossenen Computer verfolgt
werden kann.

Hybridisierungssonden ermoglichen auferdem die sofortige Detektion von Mutationen der
zu untersuchenden DNA nach dem FRET-Prinzip (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer). Hierzu werden dem Standard-PCR-Ansatz zusatzlich zwei sequenzspezifische
Oligonukleotide (Hybridisierungssonden) zugefigt, welche in rdumlicher Nahe zueinander
zwischen den beiden Primern an die Ziel-DNA binden. Diese Hybridisierungssonden sind
mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert (hier: Fluorescein am 3°-Ende
und LC-Red 640 am 5°-Ende). Mit einer 470 nm-Leuchtdiode des LightCyclers™ wird das
Fluorescein angeregt und Ubertragt, wenn beide Hybridisierungssonden an die DNA
gebunden sind, Energie auf das benachbarte Red-Fluorophor, welcher daraufhin eine rote
Fluoreszenz bei 640 nm emittiert. Die Detektion der Mutationen nach diesem Prinzip
erfolgt im Anschluss an die PCR in der sog. Schmelzkurvenanalyse. Dabei wird die
Temperatur in der Reaktionskammer nach der letzten Anlagerung der Primer schrittweise
erhoht. Je nach Bindungsaffinitdt der Sonden l6sen sich diese nun bei einer gewissen
Temperatur von der DNA ab, und das FRET-Signal verschwindet. Bildet man
mathematisch die erste Ableitung des FRET-Wertes gegen die Temperatur, dann erhalt
man ein  Maximum bei der starksten Abnahme des FRET-Signals pro
Temperaturdifferenz, dem Schmelzpunkt. Setzt man im Bereich der gesuchten Mutation
eine Wildtyp-Hybridisierungssonde ein (Basensequenz komplementar zum Wildtyp-Allel),
dann 16st sich diese bei Vorhandensein einer Punktmutation bei niedrigerer Temperatur
von der DNA ab als bei Vorliegen einer Wildtyp-Sequenz. Die Schmelzkurvenanalyse
zeigt also je nach Genotyp der zu untersuchenden Probe zwei Schmelzpunkte, einen bei
niedrigerer Temperatur fir die Mutation und einen bei héherer Temperatur fir den
Wildtyp.

Das Verfahren der Real-Time PCR auf dem LightCycler'™ der Firma Roche, Mannheim,
ermdglicht so eine groltmogliche Verkirzung der Reaktions- und Arbeitszeit und eine
direkte Darstellung des PCR-Produktes ohne weitere Arbeitsschritte. Dadurch wird auch

die Gefahr einer Kontamination der DNA minimiert.

3.21.1. Allgemeine Durchfiihrung der PCR

Alle Komponenten der Stock-Lésungen der unten aufgefiihrten PCR-Reaktionen wurden
jeweils in ein steriles Eppendorf-Gefall pipettiert, vermischt und zentrifugiert.
AnschlieRend wurde ein Aliquot der Lésung in ein 200 pl-Tube (fir die konventionelle
PCR) bzw. in eine LightCycler™-Kapillare (fiir die Real-Time PCR) (berfiihrt und DNA
dazugegeben. Die Reaktionslésung fir die konventionelle PCR wurde abschliellend mit

einem Tropfen Mineraldl liberschichtet, die Reaktionslésung in der LightCycler™-Kapillare
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musste noch einmal zentrifugiert werden. Fir alle PCR-Reaktionen wurde gleichzeitig
eine Leerkontrolle mitgeflihrt, um eine unspezifische Amplifikation von kontaminierender
DNA auszuschlieRen.

Beide Ansatze wurden dann ohne Verzdgerung in das jeweilige Gerat (GeneAmp PCR
Systems 9700 oder Roche LightCycler™) eingebracht und die Amplifikationsreaktion

gemald den angegebenen Programmen gestartet.

3.2.2. Analyse der PCR-Produkte
Fir die weitere Analyse der amplifizierten PCR-Produkte standen mehrere Methoden zur

Verfluigung.

3.2.21. Gelelektrophorese

Die Wanderung elektrisch geladener Teilchen im Gleichstromfeld wird als Elektrophorese
bezeichnet. Dabei hangt die Wanderungsgeschwindigkeit dieser Teilchen im Agarosegel
von ihrer GroRe ab: kleinere Molekile laufen schneller, groRere langsamer. Kleine DNA-
Fragmente bis 10 000 bp lassen sich leicht im Agarosegel elektrophoretisch auftrennen,
weil Nukleinsduren unter spezifischen Pufferbedingungen eine negative Ladung
aufweisen und von der Kathode zur Anode laufen. Da alle spezifisch amplifizierten
Produkte einer PCR-Reaktion die gleiche Lange haben und somit im Gel gleich schnell
wandern, erscheinen sie nach Farbung mit Ethidiumbromid als definierte Bande unter UV-
Licht. Durch die gleichzeitige Elektrophorese von DNA-Fragmenten bekannter Lange
(sog. Langenmarker) kann auf die GroRe des zu untersuchenden PCR-Produktes

geschlossen werden.

3.2.2.1.1. Herstellung des Gels

Zur Herstellung eines Agarosegels mit einer definierten Agarosekonzentration wurde eine
entsprechende Menge Agarose (PeqGold Universal Agarose) in einen sterilen
Erlenmeyerkolben eingewogen (0,21 g fir ein 0,7%iges Gel, 0,6 g fur ein 2%iges Gel und
0,75 g fur ein 2,5%iges Gel) und mit 30ml 1xTBE-Puffer aufgegossen. Die Mischung
wurde in der Mikrowelle drei Mal aufgekocht, anschliefend unter dem Abzug mit 3 pl
1%igem Ethidiumbromid versehen und auf einen Geltrager aufgebracht. Dann wurde ein
Rasterkamm in das noch flissige Gel gesteckt. Nach ca. 10 Minuten konnte das nun feste
Gel mit einer Mischung aus 10 ml 1xTBE-Puffer und 1 pl 1%iger Ethidiumbromidlésung
Uberschichtet werden. Das fertige Agarosegel wurde dann fiir mindestens 30 Minuten im
Kuhlschrank gekunhlt.
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3.2.2.1.2. Auftragen der PCR-Produkte und Durchfiihrung der Elektrophorese
Jeweils 5 yl PCR-Produkt wurde mit 1 ul Auftragspuffer vermischt und 5 pl dieser Proben-
Puffer-Mischung in je eine Tasche des vorbereiteten Gels pipettiert. Zum Abschatzen der
Fragmentgrofe wurde eine Bahn des Gels mit einem Langenmarker beschickt (1 Kb Plus
DNA Ladder oder 50 bp Ladder). Das Gel wurde dann in die Elektrophoresekammer (Mini
Gel Migration Through, Mupid 2 der Firma Cosmo Bio Co, Offenbach) eingelegt, und zwar
so, dass die aufgetragenen Proben kathodenseitig zu liegen kamen.

Die Laufzeiten der Elektrophoresen betrugen jeweils 30 Minuten bei 100 Volt. Dabei
wanderten die Fragmente je nach Grofe unterschiedlich weit in Richtung Anode.

Die Fragmente wurde nach Anregung durch UV-Licht photographiert und ein Bild auf
Thermopapier ausgedruckt (Photoprint PP-IP-008SD der Firma Ltf-Labortechnik,
Wasserburg).

3.2.2.2. RFLP-Analyse

Spezifische Mutationen kdnnen durch den Einsatz von DNA-schneidenden Enzymen, den
sogenannten Restriktionsendonukleasen oder —enzymen, detektiert werden. Jedes
Restriktionsenzym hat eine charakteristische, haufig pallindromisch organisierte und aus 4
oder 6 bp bestehende Erkennungssequenz, die sogenannte Restriktionsstelle, an der es
die DNA schneidet. Die unterschiedliche Lange der DNA-Fragmente nach
Restriktionsenzym-Verdau  wird in der RFLP (Restriktionsfragment-Langen-

polymorphismus)-Analyse fir den Mutationsnachweis genutzt.

Die verwendeten Restriktionsenzyme, die von der Firma New England Biolabs,

Schwalbach, bezogen wurden, und ihre spezifischen Restriktionsstellen sind in Tabelle 2

aufgefihrt.

Tabelle 2: Verwendete Restriktionsenzyme und Restriktionsstellen
Enzym Restriktionsstelle

Ban Il 5°...GPuGCPy/C...3’

Hph | 5°...GGTGA(N)g/...3"

Nla 1l 5...CATG/...3"

Small 5°...CCCIGGG...3’

3.2.2.2.1. Durchfiihrung der RFLP-Analyse

Alle Komponenten der Stock-Lésungen (Tabelle 3) wurden in ein steriles Eppendorf-
Gefal} pipettiert, anschlieRend gemischt und zentrifugiert. Jeweils 10 pl der Stock-Lésung
(15 ul bei Nla Ill) wurden in ein neues Eppendorf-Gefald Gberfihrt und je 10 ul PCR-
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Produkt hinzugefligt (5 pl bei Nla Ill). Der Ansatz wurde mit einem Tropfen Mineraldl
Uberschichtet und entsprechend den Vorschriften fur das betreffende Enzym im
Thermoblock (Thermostat 5310) inkubiert (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Stocklésungen und Reaktionsbedingungen
Enzym H,O Neb4 BSA Reaktionsbedingungen
Ban Il 2 ul 6 ul 2 ul - 37 °C, uber Nacht
Hph | 2 ul 6 ul 2 ul - 37 °C, uber Nacht
Nla I 1,5 ul 11,3 pl 2 ul 0,2 pl 37 °C, 2 Stunden
Small 0,5 ul 7,5 ul 2 ul - 25 °C, Uber Nacht

Die entstandenen Fragmente wurden wie die nativen PCR-Produkte mittels
Gelelektrophorese zur Darstellung gebracht, dabei wurde fir alle Reaktionen ein

0,7%iges Agarosegel verwendet.

3.3. CYP2D6-Genotypisierung

Die Extraktion der DNA erfolgte aus Leukozyten des peripheren Blutes in EDTA-Blut mit
Hilfe des ,Wizard® Genomic DNA Purification Kit* der Firma Promega, Mannheim
entsprechend den Vorschriften des Herstellers. Zusatzlich bendtigt wurden sterile

Eppendorf-Cups, reines Isopropanol und 70%iges reines Ethanol.

3.3.1. Bereits etablierte Methoden

Die bereits etablierten Methoden zum Nachweis des CYP2D6*3-, *4-, *5-, *6-, *7-, *8-, *9-,
*10- und *17-Allels sowie der Genduplikation wurden am Institut fiir Klinische Chemie und
Pathobiochemie des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdt Minchen

entwickelt oder nach bereits publizierten Methoden adaptiert.

3.31.1.
Die Praamplifikation des gesamten CYP2D6-Gen erfolgte als Adaptation einer Methode

Praamplifikation

von Stiiven et al. fiir die Anwendung auf dem LightCycler™ (Stuven et al. 1996; Muller et
al. 2003). Tabelle 4 zeigt die Sequenz der verwendeten Primer CYP2D6-F und CYP2D6-

R und das benutzte Temperaturprogramm.
3.3.1.2. Detektion der CYP2D6*3-, *4-, *6-, *7- und *8-Allele

Das Produkt der Praamplifikation wurde mit Wasser verdiinnt und in eine beschriebene
Multiplex-PCR (Stuven et al. 1996) auf dem GeneAmp PCR Systems 9700 eingesetzt.
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Die verwendeten Primer (MF, A1, A2, B1, B2, E3, E4, T1, T2, G1 und G2 fir die

Multiplex-PCR) und das Temperaturprogramm kénnen Tabelle 4 enthommen werden.

3.3.1.3. Detektion der Gen-Duplikation und —Deletion (CYP2D6*5-Allel)

Sowohl die Gen-Duplikation als auch die Gen-Deletion wurden mit Hilfe von
Hybridisierungssonden auf dem LightCycler der Firma Roche, Mannheim, analysiert
(Muller et al. 2003). Primer und Hybridisierungssonden (Del-F, Del-R, Dup-F, Dup-R, Rep
1 und Rep 2) der Reaktion sind in Tabelle 4 aufgefihrt.

3.3.1.4. Detektion des CYP2D6*10-Allels
Zur Detektion des *10-Allels wurde das Produkt der Praamplifikation in eine bereits

beschriebene PCR eingesetzt (Ji et al. 2002b). Die verwendeten Primer zeigt Tabelle 4.

3.3.1.5. Detektion des CYP2D6*9- und *17-Allels

Das Produkt der Praamplifikation wurde zur Detektion des *9- und *17-Allels in eine
beschriebene Real-Time-PCR auf dem LightCycler™ eingesetzt (Steimer et al. 2005a).
Primer und Hybridisierungssonden (CYP9F, CYP9R, CYP9sens, CYP9an fir das
CYP2D6*9-Allel, CYP17F, CYP17R, CYP17sens und CYP17an fir das CYP2D6*17-Allel)

sind ebenfalls Tabelle 4 zu entnehmen.
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Tabelle 4:

Primer und Reaktionsbedingungen

Primer

PCR-Bedingungen
(Roche LightCycler™)

Praamplifikation

C2D6-F 5°-GGT AAG GGC CTG GAG CAG GAA-

2 min bei 95 °C; 35 Zyklen a

3 H o H o
C2D6-R  5-GCC TCA ACG TAC ccc TaT crc-3” | 10 S bei _95 C, 10 s bei 68 °C,
180 s bei 68 °C;
Schmelzkurve von 50 bis
80 °C
Multiplex-PCR | MF 5-GTG GGG CTAATG CCT T-3' 2 min bei 94 °C; 15 Zyklen a
A1 5-GGG TCC CAG GTC ATC CT-3° 20 s bei 94 °C. 30 s bei 75
A2 5-GGG TCC CAG GTC ATC CG-3' S bel » OUS DEI 10 -
B1 5-CGA AAG GGG CGT CC-3 57 °C, 150 s bei 72 °C; 8 min
B2 5-CGA AAG GGG CGT CT-3' bei 72 °C
E3 5-GCT GCA CAT CCG GAT-3" -
E4 5-GCT GCA CAT CCG GAG-3' (Gerat: PE 9700)
T1 5-CTC CTC GGT CAC CCA-3'
T2 5-CTCCTC GGT CAC CCC-3
G1 5-TCT GCC CAT CAC CCA CC-3'
G2 5-TCT GCC CAT CAC CCA CA-3"
Defion | oo TGS CERCAC TR S [2e TR 2 min el 95 °C, 36 Zyden
el- - - . .
. 10 s bei 95 °C, 10 s bei 68 °C
3 ’ ’
Rep 1 5-TGC TGC CTC CCA CTC TGC AGT | 180 s bei 68 °C;
GCT C-3fluorescein ;
Rep 2  5-LCRed640-ATG GCT GCT CAG TTG Scr:melzkurve von 50 bis
GAC CCA CGC T-3'phosphate 80 °C
Duplikation Dup-F 5-CCC TCA GCC TCG TCACCT CAC-3" | wie Deletion
Dup-R 5-CAC GTG CAG GGC ACC TAG AT-3’
Rep1  5-TGC TGC CTC CCA CTC TGC AGT
GCT C-3fluorescein
Rep 2  5-LCRed640-ATG GCT GCT CAG TTG
GAC CCA CGC T-3'phosphate
CYP2D6*10 L10mut 5-GGG GGC CTG GTG A3’ 5 min bei 94 °C; 35 Zyklen a
L10wt 5-GGG GGC CTG GTG G-3 30 s bei 94 °C. 20 s bei 57 °C
20 s bei 72 °C; 3 min bei
72 °C (Gerat: PE 9700)
CYP2D6%9 CYP9F 5™-CTC CTA TCC ACG TCA GAG AT-3’ 3 min bei 95 °C, 35 Zyklen a
CYP9R 5°-GAG AGC ATA CTC GGG ACA G-3 5 s bei 95 °C. 13 s bei 50 °C
CYP9sens 5-AGA GAT GGA GAA GGT GAG A- |2 S D€l s » 19 S bel ;
3'fluorescein 45 s bei 72 °C, Schmelzkurve
CYP9an 5-LCRed640-TGG CTG CCA CGG ; 0
TGG GG-3'phosphate von 32 bis 75 °C
CYP2D6*17 CYP17F 5-GGT GGT CGT GCT CAA T-3' wie CYP2D6*9

CYP17R 5-GGT CCC ACG GAAATC T-3°

CYP17sens  5°-LCRed640-GCC CAT CAC CCA
GAT CCT-3'phosphate
CYP17an 5'-CCG ACC GCC CGC CT-

3’fluorescein
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3.3.2. Entwicklung einer Real-Time PCR zur Detektion des CYP2D6*35-Allels

Zum Nachweis des *35-Allels wurde eine PCR auf dem LightCycler™ der Firma Roche,
Mannheim, etabliert. Das Produkt der Praamplifikation (siehe 3.3.1.1) wurde im Verhaltnis
1:10 mit Wasser (steriles Aqua dest.) verdinnt und in die Reaktion eingesetzt. Die
verwendeten Primer und Sonden (Cyp31F, Cyp31R, Wildtyp*35 und Anchor*35) kénnen

Tabelle 5 entnommen werden.

Tabelle 5: Primer und Hybridisierungssonden der *35-PCR

Cyp31F 5°-TCA ACA CAG CAG GTT CA-3°

Cyp31R 5-ACG GCA CTC AGG ACT AAC TC-3

Wildtype *35 5-GTG AGG CAG GTA TGG GGC TAG AAG CAC TG-
3’ fluorescein

Anchor *35 5°-LC Red640-GCC CCT GGC CGT GAT AGT G-3'phosphate

In einem Gesamtvolumen von 20 ul wurden nachfolgende Reagenzien eingesetzt (siehe
Tabelle 6).

Tabelle 6: Zusammensetzung der Reaktionslésung der *35-PCR
Reagens Volumen

H.O 13,8 pl

MgCl, (25 mM) 0,4 pl

Primer 31F 0,6 pl

Primer 31R 0,6 pl

Sonde Cyp31M 0,8 pl

Sonde Cyp31Anchor 0,8 pl

LC-DNA Master Hybridization Probes 2 ul

DNA (Verdinnung der Praamplifikation) 1l

Die MgCl,-Endkonzentration des Reaktionsgemisches betrug 1,5 mmol/l.

Das folgende Temperaturprogramm wurde benutzt: einer Denaturierungsphase von 10
Sekunden bei 95 °C folgte die Amplifikation mit 26 Zyklen, bestehend aus je 10 Sekunden
bei 95 °C, 10 Sekunden bei 58 °C und 30 Sekunden bei 72 °C. Die Schmelzkurve begann
bei einer Temperatur von 51 °C und endete bei 75 °C, die Rampengeschwindigkeit betrug
0,1 °C pro Sekunde.
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Es entstand ein Fragment mit einer GréRe von 689 bp, welches zusatzlich zur Real-Time
PCR mittels Agarosegelelektrophorese auf 2%igem Agarosegel zur Darstellung gebracht
wurde.
Zur Validierung der Methode wurden 60 DNA-Proben parallel mittels Verdau durch das
Restriktionsenzym Nila lll analysiert (Lovlie et al. 2001; Steimer et al. 2002a; Muller et al.
2003).

3.3.3. Entwicklung einer Real-Time PCR zur Detektion des CYP2D6*41/*2-
Polymorphismus

Auch zur Differenzierung zwischen dem *41-(*2C-) und *2-(*2G-)Allels wurde eine Real-

Time PCR entwickelt. Mit Hilfe von Primern, die spezifisch an das *2-Allel binden, konnte

ein Fragment bestehend aus 408 bp amplifiziert werden (Johansson et al. 1993). Die

Sequenzen von Primern und Sonden (UpF14, 10 B, C2D6-1584C und Anchor-1584)

konnen Tabelle 7 enthommen werden.

Tabelle 7: Primer und Hybridisierungssonden der *2-PCR

Up F 14 5-GCC TGG ACA ACT TGG AAG AAC C-3

10B 5-GTG GTG GGG CAT CCT CAG G-3°

C2D6-1584C 5’-LCRed640-TTG TAG AGA CCG GGT TCT T-3’phosphate
Anchor-1584 5°-GCA CCC AAT CCC AGC TAATTT TGT ATT-3 fluorescein
F-Sma 5-CTG GAC AAC TTG GAA GAC CC™-3°

R-Sma 5-ATG TTG GCC AGG CTAGTC TT-3’

Das Gesamtvolumen der Reaktion betrug 20 ul. Es wurde mit folgendem Ansatz

gearbeitet, der eine MgCl,-Endkonzentration von 0,8 mmol/l aufwies (siehe Tabelle 8).
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Tabelle 8: Zusammensetzung der Reaktionslésung der *2-PCR

Reagens Volumen
H,O 12,86 pl
Puffer 2 ul
MgCl, (25 mM) 0,64 pl
DTNP (5mM) 0,4 pl
Primer 10B 0,4 ul
Primer UpF14 0,9 pl
Sonde C2D6-1584C 0,4 pl
Sonde Anchor -1584 0,4 pl
Albumin 0,5 ul
Polymerase 0,5 ul
DNA 1 pl

Das Enzym ,Sawady Long Range PCR-System” der Firma Peqlab, Erlangen, wurde
zusammen mit dem empfohlenen Puffer verwendet.

Das Reaktionsgemisch wurde in das folgende Temperaturprogramm auf dem
LightCycler™ eingesetzt: Die Denaturierungszeit betrug 210 Sekunden bei 95 °C, dann
folgte die Amplifikation mit 32 Zyklen aus je 10 Sekunden bei 95 °C, 10 Sekunden bei
64 °C und 85 Sekunden bei 68 °C. Die Schmelzkurve begann bei 40 °C und endete bei
70 °C mit einer Rampengeschwindigkeit von 0,1 °C pro Sekunde.

Das entstandene DNA-Fragment wurde mittels Gelelektrophorese (2%iges Agarosegel)
zur Darstellung gebracht.

Zur Uberpriifung der gewonnenen Ergebnisse wurde das Produkt der oben
beschriebenen *2-spezifischen PCR in eine neue PCR mit den Primern F-sma und R-sma
eingesetzt (sog. ,nested PCR"). Die Sequenzen dieser Primer sind ebenfalls in Tabelle 7
aufgefihrt. Durch die beiden mutagenen Primer wurde eine Schnittstelle fir
Restriktionsenzyme in das Produkt eingefuhrt. Flr diese Reaktion wurde das Produkt der
oben beschriebenen *2-spezifischen Reaktion 1:50 mit sterilem Wasser verdinnt und in

die nested PCR eingesetzt. Der Reaktionsansatz kann Tabelle 9 entnommen werden.
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Tabelle 9: Zusammensetzung der Reaktionslésung der *2-nested PCR

Volumen

H,O 42,5 ul
Puffer 5ul
dNTP (5mM) 0,2 ul
Primer F-sma 1l
Primer R-sma 1l
Polymerase 0,3 ul
DNA (1:50-Verdinnung der Praamplifikation) 1l

Puffer und Taq DNA Polymerase der Firma Q-Biogene, Grinberg, wurden verwendet.

Die PCR verlief auf dem Gerat GeneAmp PCR Systems 9700 mit dem folgenden
Temperaturprogramm: Nach einer Denaturierungszeit von 180 Sekunden bei 94 °C folgte
die Amplifikation mit 20 Zyklen aus je 20 Sekunden bei 94 °C, 15 Sekunden bei 60 °C und
120 Sekunden bei 68 °C.

Das entstandene 151 bp grof3e Produkt wurde mittels des Restriktionsenzyms Sma |
verdaut (Raimundo et al. 2000; Muller et al. 2003).

3.3.4. Real-Time PCR zur Unterscheidung zwischen Homozygotie oder
Heterozygotie des CYP2D6*2 und CYP2D6*41-Allels

In der unter 3.3.3 beschriebenen PCR zur Analyse des CYP2D6*2- und *41-Allels konnte
bei Vorliegen nur eines Peaks und Ausschluss einer anderen Mutation nicht
unterschieden werden zwischen einem homozygoten Genstatus oder einer Heterozygotie
CYP2D6*1/*2 bzw. *1/*41. Zur Analyse dieser Proben wurde ebenfalls eine Real-Time
PCR auf dem LightCycler etabliert. Auch hier wurde das Produkt der Praamplifikation mit
Wasser verdinnt und in die Reaktion eingesetzt. Primer und Sonden der Reaktion (*2/1-
F, *2/1-R, *2/1-Anch und *2/1-Mut) sind in Tabelle 10 aufgefihrt.

Tabelle 10:  Primer und Hybridisierungssonden der *1/*2_*41-PCR

*2/1-F 5"-CAC CAT GGT GTC TTT GCT TTC-3’

*2/1-R 5°-CAG CCT CAA CGT ACC CCT-3°

*2/1-Anch 5-CCA TTC TAG CGG GGC ACA GCA CAA A-3'fluorescein

*2/1-Mut 5-LC Red640-CTC ATA GGG GGA TCG GCT CAC-
3 'phospate
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Folgende Reagenzien wurden in einem Gesamtvolumen von 20 ul verwendet (siehe
Tabelle 11).

Tabelle 11:  Zusammensetzung der Reaktionslésung der *1/*2_*41-PCR

Volumen

H.O 13,8 pl
MgCl, (25 mM) 2yl
Primer *2/1-F 0,4 ul
Primer *2/1-R 0,4 ul
Sonde *2/1-Mut 0,4 pl
Sonde *2/1-Anch 0,4 pl
LC-FastStart DNA Master Hybridization Probes 2 ul

DNA (Verdiinnung der Praamplifikation) 1l

Das Reaktionsgemisch wies eine MgCl,-Endkonzentration von 3,5 mmol/l auf.

Ein Temperaturprogramm wie folgt wurde angewandt: nach einer Denaturierungsphase
von 10 Minuten bei 95 °C schloss sich die Amplifikation, bestehend aus 26 Zyklen mit je
20 Sekunden bei 95 °C, 30 Sekunden bei 58 °C und 30 Sekunden bei 72 °C, an. Die
Schmelzkurve begann bei einer Temperatur von 35 °C und endete bei 75 °C, die
Rampengeschwindigkeit betrug 0,1 °C pro Sekunde.

Das entstehende Produkt hatte eine Grofle von 260 bp und wurde zusatzlich zur Real-
Time PCR mittels Agarosegelelektrophorese sichtbar gemacht (2,5%iges Agarosegel).
Zur Bestatigung der Ergebnisse wurden 60 DNA-Proben parallel mittels Verdau durch das

Restriktionsenzym Ban Il analysiert.

3.3.5. PCR zur Unterscheidung zwischen CYP2D6*1XN, *2XN und *4XN

Bei Individuen mit dem Nachweis der Duplikation kann mit oben beschriebener Methode
(siehe 3.3.1.3) nicht differenziert werden zwischen der Duplikation eines funktionellen
Allels (*1 oder *2 bzw. *41) (Johansson et al. 1993; Dahl et al. 1995) oder eines nicht-
funktionellen Allels (*4) (Masimirembwa et al. 1993; Lovlie et al. 1996). Darum wurde eine
beschriebene PCR (Sachse et al. 1997) zur Diskrimination zwischen den duplizierten
Allelen adaptiert und bei allen Proben mit positivem Duplikationsnachweis durchgefiihrt.
Die verwendeten Primer (12Lx2F, 12Lx2R, 12AP921R, 12BP11-4F und 12BP124R)

konnen Tabelle 12 entnommen werden.
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Tabelle 12:  Primer der Reaktion

12Lx2F 5-GCC ACCATG GTG TCT TTG CTT TC-3°
12Lx2R 5-ACC GGA TTC CAG CTG GGA AAT G-3°
12AP92-1R 5-CTC AGC CTC AAC GTA CCC CT-3°
12BP11-4F 5°-TCA ACA CAG CAG GTT CA-3°
12BP124R 5-CTGTGG TTT CAC CCA CC-3°

Einer ersten PCR (Reaktion 12) mit den Primern P2x2f und P2x2r folgten zwei ,nested
PCRs* (Reaktionen 12A und 12B) mit den Primern 12Lx2F und 12AP921R (Reaktion
12A) bzw. 12BP11-4F und 12BP124R (Reaktion 12B).

Fir die erste PCR (Reaktion 12) wurde mit folgendem Ansatz in einem Gesamtvolumen

von 37,5 pl gearbeitet (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13:  Zusammensetzung der Reaktionslosung der Reaktion 12

Volumen
H,O 24,25 pl
Puffer 3,75 pl
MgCl, (25 mM) 2 ul
dNTP (5mM) 2 ul
Primer 12Lx2F 0,5 ul
Primer 12Lx2R 0,5 ul
Polymerase 2 ul
DNA 2,5 ul

Es wurde die Taqg DNA Polymerase der Firma Q-Biogene zusammen mit dem
empfohlenen Puffer verwendet.

Das Temperaturprotokoll verlief wie folgt auf dem Gerat GeneAmp PCR Systems 9700:
Die Denaturierungszeit betrug 180 Sekunden bei 94 °C, dann folgte die Amplifikation mit
34 Zyklen aus je 20 Sekunden bei 94 °C, 30 Sekunden bei 62 °C und 10 Minuten bei
68 °C. Die Schlufdelongation betrug 30 Minuten bei 68 °C.

Fir die Reaktionen 12A und 12B wurden die nachstehenden Ansatze (siehe Tabelle 14)
verwendet, auRerdem ein einheitliches Temperaturprogramm mit einer Denaturierungszeit
von 120s bei 94 °C, gefolgte von der Amplifikation, bestehend aus 15 Zyklen mit je 20
Sekunden bei 94 °C, je 30 Sekunden bei abfallender Temperatur beginnend im ersten
Cycle mit 75 °C und endend im letzten Cycle mit 57 °C und anschlieBend je 150
Sekunden bei 72 °C. Die SchluRelongation betrug 8 Minuten bei 72 °C.
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Tabelle 14: Zusammensetzung der Reaktionslosung der Reaktion 12A bzw. 12B

Volumen
H.O 10,05 ul
Primer 12Lx2F (12A) bzw. 12BP11-4F (12B) 0,8 ul

Primer 12AP921R (12A) bzw. 12BP124R (12B) | 0,4 pl

MasterAmp 2xPCR Premix D 12,5 pl
Taq DNA Polymerase 2 ul
DNA 1 ul

Die Reaktionsprodukte aller drei Ansatze wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
und sichtbar gemacht (0,7%iges Gel flr Reaktion 12; 2,5%iges Gel fiir die Reaktionen
12A und 12B). In der Reaktion 12 entstand ein Produkt mit einer GréRe von 10 000 bp.
Das Produkt der Reaktion 12A umfasste 264 bp und wurde mit dem Restriktionsenzym
Ban Il verdaut, das Produkt der Reaktion 12B mit 433 bp durch das Restriktionsenzyms
Hph I.

3.4. Studie

3.4.1. Studiendesign

Es handelte sich um eine prospektive, stationare und in Bezug auf den CYP2DG6-
Genstatus doppelt-blind angelegte Studie, die an der Klinik fur Psychiatrie und
Psychotherapie des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdt Minchen
durchgefuhrt wurde. Verantwortlicher Projektleiter war Herr PD Dr. W. Steimer, Oberarzt
des Instituts fur Klinische Chemie und Pathobiochemie. AuRerdem wurde die Studie von
Herrn PD Dr. W. Kissling und Herrn PD Dr. S. Leucht, beides Oberarzte der Klinik fur
Psychiatrie, und Herrn Dr. S. Heres, Assistenzarzt der Klinik flr Psychiatrie, supervidiert.
Die Bewilligung zur Durchfuhrung der Studie erfolgte durch die Ethikkommission der

Fakultat fir Medizin der Technischen Universitat.

3.41.1. Einschlusskriterien

In die Studie wurden Patienten beiderlei Geschlechts eingeschlossen, die zwischen dem
01. Mai 2002 und 01. Mai 2003 in die Klinik fur Psychiatrie aufgenommen wurden und
folgende Einschlusskriterien erfillten: die Patienten mussten mindestens 18 Jahre alt und

einwilligungsfahig sein, auRerdem musste eine Grunderkrankung bestehen, die eine

28




Behandlung mit Antidepressiva oder Neuroleptika erforderlich machte (also depressive
Stérungen, Erkrankungen aus dem schizophrenen Formenkreis, Zwangsstérungen und

Angststérungen).

Voraussetzung fir die Teilnahme an der Studie war die schriftliche Einwilligung des
Patienten, die nach einer ausfuhrlichen Aufklarung tber Nutzen und Risiken der Studie

erfolgte und jederzeit widerrufen werden konnte.

3.41.2. Ausschlusskriterien
Ausschlusskriterien waren andere Erkrankungen als die oben aufgefihrten, insbesondere

Demenzen und Drogen- oder Alkoholabhangigkeit.

3.4.2. Studienaufbau und erhobene Variablen

Nach Einwilligung der Patienten zur Aufnahme in die Studie wurden in einem
ausfihrlichen Gesprach folgende Daten erhoben: neben demographischen Daten wurde
die medizinische Anamnese und speziell die psychiatrische Vorgeschichte und
Vorgeschichte der aktuellen Erkrankung erfasst.

Zur Beurteilung des klinischen Zustandes der Patienten diente die Paranoid-
Depressivitatsskala von von Zerssen (PD-S) (Collegium Internationale Psychiatriae
Scolarum 1996).

Im Rahmen der routinemafligen Blutabnahmen wurde den Patienten zusatzlich ETDA-
Blut zur Bestimmung des CYP2D6-Genotyps abgenommen.

Die Therapie erfolgte dann entsprechend dem jeweiligen Krankheitsbild und gemaR dem
aktuellen Stand medizinischer Kenntnis.

Vier Wochen nach der Aufnahme folgte ein erneuter Patientenkontakt wiederum mit
Erhebung des klinischen Zustandes mittels PD-S. Des weiteren wurden eventuell
aufgetretene unerwiinschte Arzneimittelwirkungen mit Hilfe einer abgewandelten Version
der DOTES (Dosage Record and Treatment Emergent Symptom Scale) (Collegium
Internationale Psychiatriae Scolarum 1996) festgehalten. Nach Entlassung der Patienten
wurde die Aufenthaltsdauer sowie die wahrend der stationdren Behandlung angewandte
medikamentdse Therapie und Begleitmedikation mit generischem Namen, Dosierung,

Verabreichungsform, Beginn und Ende der Einnahme erfasst.

3.4.21. Bildung der Gendosisgruppen
Entsprechend dem Ergebnis der Genotypisierung wurde fir jeden Patienten unter
Beriicksichtigung der neuesten Erkenntnisse in der Literatur eine semiquantitative

Gendosis ermittelt, wobei Anzahl und Aktivitat der nachgewiesenen Allele berlcksichtigt
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wurden. AnschlieBend wurden die Patienten in Gendosis-Gruppen zusammengefasst
(siehe Tabelle 15), um eine statistischen Auswertung zu ermdglichen. Die Gendosis-
Gruppen 0, 1, 2 und 3 entsprechen in etwa der bisher in der Literatur verwendeten
Nomenklatur des PM-, IM-, EM- und UM-Genotyps.

Tabelle 15:  CYP2D6-Genotypen, semiquantitative Gendosis und Zuordnung zu
Gendosis-Gruppen

CYP2D6-Genotyp Anzahl Aktivitit der | Semiquantitative | Gendosis-
aktiver Allele | Allele? Gendosis Gruppe
*IXN/*1 >3 +/+ >3 3
*IXN/*2 >3 +/+ >3 3
*2XN/*1 >3 +/+ >3 3
*2XN/*2 >3 +/+ >3 3
*1XN/*9 >3 +/(+) >2,5 3
*2XN, *2/*41,*17  |=3 +/(+) >2 ?
*1XN/*3 >2 +/- >2 ?
*IXN/*4 >2 +/- >2 ?
*1/*1 2 +/+ 2 2
*1/*2 2 +/+ 2 2
*2/*2 2 +/+ 2 2
*41XN/*41 >3 (+)/(+) >1,5 ?
*1/*9 2 +/(+) 1,5 2
*1/*10 2 +/(+) 1,5 2
*1/*41 2 +/(+) 1,5 2
*2/*9 2 +/(+) 1,5 2
*2/*41 2 +/(+) 1,5 2
*1/*3 1 +/- 1 1
*1/*4 1 +/- 1 1
*1/*5 1 +/- 1 1
*1/*6 1 +/- 1 1
*2/*3 1 +/- 1 1
*2/*4 1 +/- 1 1
*2/*5 1 +/- 1 1
*41/*41 2 (H)/(+) 1 1
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CYP2D6-Genotyp Anzahl Aktivitit der | Semiquantitative | Gendosis-
aktiver Allele | Allele? Gendosis Gruppe

*41/*10 2 (H)(+) 1 1
*9/*10 2 (H)/(+) 1 1
*41/*4 1 (+)- 0,5 1
*41/*6 1 (+)- 0,5 1

*9/*6 1 (+)- 0,5 1
*10/*3 1 (+)- 0,5 1

*3/*4 0 - 0 0

*3/*5 0 - 0 0

*4/*4 0 - 0 0

*4/*5 0 - 0 0

@ + normale Enzymaktivitat

(+) eingeschrankte Enzymaktivitat
- keine Enzymaktivitat

3.4.2.2. Kilinisches Zustandsbild

Die Erfassung des Krankheitsverlaufs und des therapeutischen Effekts erfolgte mittels der
Paranoid-Depressivitats-Skala (PD-S) (Collegium Internationale Psychiatriae Scolarum
1996).

Die PD-S ist eine Selbstbeurteilungsskala. Sie enthalt eine P-Skala mit 16 ltems zur
Messung paranoider Tendenzen sowie eine D-Skala mit ebenfalls 16 Items zur
Feststellung angstlich-depressiver Verstimmung. AuRerdem erfassen 8 Kontrollitems die
Krankheitsverleugnung und 3 ltems prifen die Testmotivation. Die Antwortskalierung der

Items ist vierfach abgestuft (‘trifft gar nicht zu” bis “trifft ausgesprochen zu’; vgl. Anhang).

3.4.2.3. Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen

In Anlehnung an die DOTES (Dosage Record and Treatment Emergent Symptom Scale)
(Collegium Internationale Psychiatriae Scolarum 1996) wurde eine Begleitsymptomliste
erstellt. Diese gliederte sich in die Beurteilungskategorien a) Verhalten, b) Neurologische
Symptome, c) Vegetative Symptome, d) Kardiovaskulare Symptome und e) andere
Symptome, welche die verschiedenen Begleitsymptome als Iltems enthielten (vgl.
Anhang). AuRerdem diente eine globale Beurteilung der Einschatzung, inwieweit der
Patient durch die Begleitsymptome beeintrachtigt war (1=gar nicht bis 5=nicht beurteilbar).
Eine aufgetretene unerwiinschte Arzneimittelwirkung wurde als solche gewertet, wenn der

behandelnde Arzt eine mindestens mafige Beeintrachtigung konstatierte.
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3.4.3. Auswertung der Daten

Fir qualitative Merkmale wurden Kreuztabellen erstellt, die mit dem Chi-Quadrat Test
bezuglich ihrer Signifikanz untersucht wurden.

Quantitative  Variablen wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov  Tests auf
Normalverteilung getestet. Da eine Normalverteilung in keinem Falle nachgewiesen
werden konnte, wurden weiterhin nicht-parametrische Tests zur Analyse genutzt. Im Falle
der Untersuchung mehrerer unabhangiger Variablen wurde der Kruskall-Wallis Test
durchgefuhrt, fir die Analyse zweier unabhangiger Variablen der Mann-Whitney U Test.
Als Signifikanzniveau a wurde ein Wert von 0,05 festgelegt.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Programms SPSS Version 11.5 fir
Windows (SPSS Inc., Chicago, llI.)
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4. Ergebnisse

4.1. CYP2D6-Genotypisierung

Eine Genotypisierung wurde mit 152 Proben von Patienten der Klinik fir Psychiatrie und
Psychotherapie im Rahmen der Studie durchgefiihrt. Die Angabe der Position von
Mutationen innerhalb der DNA erfolgt jeweils gemaf der CYP2D6-Gensequenz (GenBank
Accession No. M33388).

4.1.1. Bereits etablierte Methoden

41.1.1. Praamplifikation

Diese PCR amplifiziert das gesamte CYP2D6-Gen. Ziel ist die Herstellung eines
Amplifikats, das als Ausgangsmaterial flir nachfolgende Reaktionen verwendet werden
kann und so eine hohe Spezifitdt der anschlieBenden PCR ermdglicht. Durch die
Praamplifikations-PCR entstand bei allen verwendeten Proben ein Produkt mit einer
Lange von 4666 bp. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Stliven et al (Stuven et al.
1996) Uberein.

41.1.2. Detektion der CYP2D6*3-, *4-, *6-, *7- und *8-Allele

Das Allel CYP2D6*3 zeichnet sich aus durch das Fehlen der Base Adenin an der Stelle
2549. Durch diese Rasterschubmutation kommt es zu einer Veranderung des Leserasters
des Gens, genau wie bei dem CYP2D6*6-Allel, bei dem die Base Thymin an der Stelle
1707 deletiert ist. Die Allele CYP2D6*4, *7 und *8 sind charakterisiert durch
Punktmutationen. Bei CYP2D6%4 ist die Base Guanin an der Stelle 1846 durch die Base
Adenin ersetzt, bei CYP2D6*7 die Base Adenin durch Cytosin an der Stelle 2935 und bei
CYP2D6*8 findet sich die Base Thymin anstelle von Guanin an der Stelle 1758. In jedem
Fall minden diese Mutationen in ein nicht-funktionelles Genprodukt. Die Analyse der funf
genannten Allele erfolgte mit Hilfe einer bereits etablierten Methode, der sogenannten
Multiplex-PCR. Die entstandenen Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese
unter UV-Licht sichtbar gemacht. Fur das *3-Allel entstand ein Produkt aus 1010 bp, fur *4
aus 304, fir *6 aus 166, fur *7 aus 1394 und fir *8 aus 219 bp.

Die Genotypisierung ergab in der Studienpopulation ein Allelfrequenz von 0,036 (11/304)
fur CYP2D6*3, 0,161 (49/304) fur CYP2D6*4 und 0,013 (4/304) fur CYP2D6*6. Weder
das CYP2D6*7- noch das *8-Allel konnten in der untersuchten Stichprobe nachgewiesen

werden.
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41.1.3. Detektion der Gen-Duplikation und —Deletion (CYP2D6*5-Allel)

Sowohl Gen-Duplikation als auch Gen-Deletion konnten in der Real-Time PCR mittels
eines Fluoreszenzmaximums bei 71,5 °C in der Schmelzkurve identifiziert werden.

Die Gen-Deletion war bei 8 von 304 untersuchten Allelen nachweisbar (Allelfrequenz
0,026), die Gen-Duplikation bei 10 von 304 Allelen (Allelfrequenz 0,033).

41.1.4. Detektion des CYP2D6*10-Allels

Das *10-Allel zeichnet sich dadurch aus, dass an der Stelle 100 die Base Cytosin durch
Thymin ersetzt ist. Die Analyse des *10-Allels erfolgte mit Hilfe einer bereits
beschriecbenen PCR, die dabei entstandenen Fragmente wurden mittels
Agarosegelelektrophorese unter UV-Licht sichtbar gemacht. Fiir das *10-Allel entstand ein
Produkt von 137 bp.

Das CYP2D6*10-Allel zeigte in der Studienpopulation eine Allelfrequenz von 0,030
(9/304).

41.1.5. Detektion des CYP2D6*9- und *17-Allels

Das *9-Allel ist gekennzeichnet durch eine Deletion dreier Basenpaare im Exon 5. In der
Real-Time PCR zeigte sich ein Fluoreszenzmaximum des Wildtyp-Allels bei 54 °C, des
Mutations-Allels bei 39 °C. Das CYP2D6*9-Allel fand sich in der untersuchten Population
bei 8 von 304 Allelen (Allelfrequenz 0,026).

Das *17-Allel besitzt an der Position 1023 die Base Tymin statt Cytosin. Das Maximum
der Fluoreszenz zeigte sich in der Real-Time PCR bei 66 °C fir das Wildtyp-Allel und bei
59 °C fur das Mutations-Allel. Die Allelfrequenz betrug 0,003 (1/304).

4.1.2. Entwicklung einer Real-Time PCR zur Detektion des CYP2D6*35-Allels

Das *35-Allel ist charakterisiert durch den Austausch der Base Guanin durch Adenin an
der Stelle 31. Die phanotypische Konsequenz des CYP2D6*35-Allels ist noch nicht
endgultig geklart, moglicherweise besteht eine Beziehung zum UM-Phanotyp (Allorge et
al. 2001; Lovlie et al. 2001).

Das Wildtyp-Allel (31G) erreichte das Maximum der Fluoreszenz in der Schmelzkurve der
Real-Time PCR bei 64 °C, das Mutations-Allel (31A) bei 59 °C (siehe Abbildung 1).

Zur Bestatigung der Methode wurden 60 Proben parallel mittels Restriktionsverdau durch
das Enzym Nla Il analysiert. Das Wildtyp-Allel (31G) wurde in drei Fragmente aus je 20,
98 und 315 bp verdaut, das *35-Allel (31A) in vier Fragmente mit 20, 98, 112 und 203 bp.
Es fand sich eine vollstindige Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der
Schmelzkurvenanalyse und dem Restriktionsenzymverdau bei allen untersuchten Proben
(Steimer et al. 2002b).
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Die Allelfrequenz des CYP2D6*35-Allels betrug in der Studienpopulation 0,053 (16/304).
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Abbildung 1: Schmelzkurve der Real-Time PCR zur Detektion des CYP2D6*35-Allels mit
je einer Probe fiir jeden Genotyp und einer Leerkontrolle

4.1.3. Entwicklung einer Real-Time PCR zur Detektion des CYP2D6*41/*2-
Polymorphismus

Der *41/*2-Polymorphismus liegt in der Promotorregion der *2-Allels an der Stelle -1584.
Bei einem *41-Allel ist hier die Base Guanin durch Cytosin ersetzt.

Das Maximum der Fluoreszenz der Schmelzkurvenanalyse lag fur das *41-Allel bei 56 °C,
fur das *2-Allel bei 49 °C (siehe Abbildung 2). Bei *2-negativen Individuen konnte keine
Fluoreszenz detektiert werden.

Die Bestatigung der Ergebnisse erfolgte anschliefend ebenfalls durch Restriktionsverdau.
Das in der 'nested-PCR" entstandene 151 bp grof’e Fragment wurde mittels Sma |
verdaut. Das *2-Allel wurde dabei in 2 Fragmente aus je 131 und 20 bp geschnitten, das
*41-Allel blieb unverdaut. Bei 60 untersuchten Proben fand sich eine vollstandige

Ubereinstimmung der Ergebnisse.
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4.0 *41/*41
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Abbildung 2: Schmelzkurve der Real-Time PCR zur Unterscheidung zwischen
CYP2D6*2 und CYP2D6*41 mit je einer Probe fur jeden Genotyp und einer
Leerkontrolle

4.1.4. Real-Time PCR zur Unterscheidung zwischen Homozygotie oder
Heterozygotie des CYP2D6*2 und CYP2D6*41-Allels
Alle Proben, die in der PCR zur Unterscheidung zwischen dem CYP2D6*2 und *41-Allel
nur einen Peak aufwiesen und bei denen das Vorhandensein eines anderen Allels mittels
der oben beschriebenen Analyseverfahren ausgeschlossen worden war, wurden in der
hier beschriebenen Real-Time PCR analysiert. Da sowohl das CYP2D6*2- als auch das
CYP2D6*41-Allel im Gegensatz zu CYP2D6*1 die Base Cytosin statt Guanin an der Stelle
1661 aufweisen, konnte mittels dieser PCR entschieden werden, ob das entsprechende
Allel in homozygoter oder heterozygoter Form vorlag.
Das *1-Allel (1661G) erreicht in der Schmelzkurvenanalyse der Real-Time PCR das
Maximum der Fluoreszenz bei 58 °C, das *2 oder *41-Allel (1661C) bei 48 °C.
Auch hier wurde zur Bestatigung der erhaltenen Ergebnisse ein Restriktionsenzymverdau
mittels Ban |l angeschlossen. Wahrend das *2- und das *41-Allel nicht in
Restriktionsfragmente geschnitten wurde, erhielt man bei *1-Allelen zwei Fragmente aus
je 229 und 31 bp. Das kleinere, 31 bp groRe Fragment kann in der Gelelektrophorese auf
einem 2,5%igen Agarosegel nicht differenziert werden (siehe Abbildung 3). Auch hier
fand sich eine vollige Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen beider Methoden.
Das CYP2D6*1-Allel kam in der untersuchten Stichprobe mit einer Allelfrequenz von
0,457 (139/304) vor, das CYP2D6*2-Allel mit einer Frequenz von 0,145 (44/304) und das
CYP2D6*41-Allel mit einer Frequenz von 0,105 (32/304).
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Abbildung 3: Agarosegelelektrophorese (2,5%iges Agarosegel) des Banll-
Restriktionsenzymverdaus der *1/*2_*41-PCR
1+6 50 Basenpaare DNA-Langenmarker

2 *2/*2
3 *1/*1
4 *1/*2
5 Leerkontrolle

4.1.5. PCR zur Unterscheidung zwischen CYP2D6*1XN, *2XN und *4XN

Das Vorliegen einer Genduplikation wurde mittels Real-Time PCR nachgewiesen. Ob die
Duplikation ein CYP2D6*1-, *2/*41- oder *4-Allel betraf, konnte anhand der Kombination
der Restriktionsverdaue der Reaktionen 12A (Ban Il) und 12B (Hph |) identifiziert werden.
Fir das *1-Allel entstanden aus der Reaktion 12A zwei Fragmente mit je 231 und 33 bp,
aus der Reaktion 12B ebenfalls zwei Fragmente mit 362 und 71 bp. Das *2/*41-Allel
wurde durch Ban Il nicht verdaut, im Verdau der Reaktion 12B entstanden wie bei *1-
Allelen zwei Fragmente mit je 362 und 71 bp. Fur das *4-Allel blieb das Produkt der
Reaktion 12A ebenfalls unverdaut, aus dem Produkt der Reaktion 12B entstanden
allerdings drei Fragmente mit je 262, 100 und 71 bp.

Die Genotypisierung der Studienpopulation ergab eine Allelfrequenz von 0,020 (6/304) fur
die Duplikation des CYP2D6*1-Allels und eine Frequenz von 0,013 (4/304) fur eine
Vervielfachung des CYP2D6*2/*41-Allels. Eine Duplikation des CYP2D6*4-Allels kam in
der Stichprobe nicht vor. Diese PCR erlaubt allerdings nicht die Unterscheidung zwischen

einer Duplikation des *2- oder des *41-Allels.
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4.2. Studie

4.2.1. Studienpopulation

Zwischen Mai 2002 und Mai 2003 wurden 251 Patienten, die die Einschlusskriterien
erfullten, in die Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie aufgenommen. 39 dieser
Patienten wurden weniger als eine Woche lang stationar behandelt und deshalb nicht in
die Studie eingeschlossen, 12 Patienten verweigerten die Teilnahme und 33 Patienten
konnten aus verschiedenen anderen Grinden nicht in die Studie aufgenommen werden.
167 Patienten gaben ihre Einwilligung zur Teilnahme an der Studie und wurden dem
Aufnahmescreening unterzogen. Allerdings zogen 2  Studienteilnehmer ihre
Einverstandniserklarung wieder zurlick und bei 10 Probanden konnte kein EDTA-Blut zur
Genotypisierung entnommen werden. Bei 5 Patienten konnte eine Gendosis aufgrund der
Ergebnisse der Genotypisierung nicht genau bestimmt werden, aus diesem Grund wurden
diese Patienten nicht in die statistische Auswertung einbezogen. 3 Patienten wurden
wahrend der Zeitdauer der Patientenrekrutierung erneut stationar aufgenommen und
deshalb ein zweites Mal in die Studie eingeschlossen. Somit konnten die Daten von 150

Fallen statistisch ausgewertet werden.

4.21.1. Demographische Daten und Krankheitsmerkmale

150 Falle konnten in die statistische Studienauswertung einbezogen werden, darunter 62
Manner (41,33%) und 88 Frauen (58,67%). Das Durchschnittsalter betrug 43,23 + 15,17
Jahre (18-78 Jahre), das Korpergewicht 73,74 + 14,23 kg (40-120 kg) und die
Korpergrofle 171,66 + 14,23 cm (155-195 cm). 62 Patienten (41,33%), darunter 27
Manner und 35 Frauen, waren Raucher.

70 Patienten (46,67%) litten unter einer affektiven Stérung (ICD-10: F3), bei 70 Patienten
(46,67%) wurde eine Stérung aus dem schizophrenen Formenkreis diagnostiziert (ICD-
10: F2) und 49 Patienten (32,67%) litten unter neurotischen, Belastungs- oder
somatoformen (ICD-10: F4) oder Personlichkeits- und Verhaltensstérungen (ICD-10: F6).
Bei 39 Patienten (26,00%) wurden 2 oder mehr Diagnosen gestellt. Eine Ubersicht (iber

die unterschiedlichen Diagnosen in der Studienpopulation ist Tabelle 16 zu entnehmen.
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Tabelle 16:  Ubersicht tiber die ICD-10 Diagnosen in der Studienpopulation

Diagnosen n
Schizophrenie (F20.0-F20.9) 53
schizotype Stérung (F21) 2
anhaltende wahnhafte Stérung (F22) 1

akute polymorphe psychotische Stérung mit Symptomen einer|1
Schizophrenie (F23.1)

schizoaffektive Stérungen (F25.0-F25.8) 14
Manie mit psychotischen Symptomen (F30.2) 2
bipolare affektive Stérung (F31.0-F31.9) 18
depressive Episode (F32.0-F32.9) 28
rezidivierende depressive Episode (F33.0-F33.9) 25
sonstige affektive Stérungen (F38.8) 1
phobische Stérungen (F40.0-F40.9) 5
sonstige Angststorungen (F41.0-F41.9) 6
Zwangsstorungen (F42.0-F42.9) 6
Reaktionen auf schwere Belastungen und Anpassungsstérungen (F43.0- |9
F43.9)

somatoforme Stérungen (F45.0-F45.9) 2
Personlichkeitsstérungen (F60.0-F60.9) 14
sonstige emotionale Stérungen im Kindesalter (F93.8) 1

4.21.2. Gendosis-Gruppen

147 Patienten wurden mit Hilfe der oben dargestellten Methodik genotypisiert und
entsprechend ihrer semiquantitativen Gendosis nach Anzahl und Aktivitdt der Cyp2D6-
Allele in Gendosis-Gruppen eingeteilt. Dabei wurde das CYP2D6*35-Allel aufgrund seiner
bislang noch unklaren Relevanz in der Auswertung nicht beritcksichtigt. 3 Patienten
wurden wahrend der Zeitdauer der Patientenrekrutierung erneut stationar aufgenommen
und darum ein zweites Mal in die Studie eingeschlossen. Diese 3 Patienten wiesen die
Genotypen *1/*1, *1/*4 bzw. *1/*6 auf.

Die Bildung von Gendosis-Gruppen aus Patienten mit verschiedenen Gendosen in
Anlehnung an die bisher benutzte Einteilung in PM-, IM-, EM- und UM-Genotypen
ermOglichte durch die Entstehung ausreichend grofer Gruppen die statistische
Auswertung.

5 Patienten (3,33%) wurden aufgrund des Vorhandenseins von mindestens 2,5 aktiven

Allelen der Gendosis-Gruppe 3 (semiquantitative Gendosis >2,5) zugerechnet. 78 Falle
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(52,00%) gehdrten der Gendosis-Gruppe 2 (semiquantitative Gendosis 2 und 1,5) und 57

Falle (38,00%) der Gendosis-Gruppe 1 (semiquantitative Gendosis 1 und 0,5) an. 10
Patienten (6,67%) besalRen keine CYP2D6-Aktivitdt und wurden somit der Gendosis-

Gruppe 0 (semiquantitative Gendosis 0) zugeteilt.

Die Allel- und Genotypfrequenzen kénnen Tabelle 17 und 18 entnommen werden.

Tabelle 17:  Allelfrequenzen in der Studienpopulation und zugeordnete semiquantitative

Gendosis

CYP2D6 Allele n Patienten Semiquantitative Gendosis
*1 137 (45,67%) 1
*2 41 (13,67%) 1
*3 10 (3,33%) 0
*4 48 (16,00%) 0
*5 8 (2,67%) 0
“6 5(1,67%) 0
“7 0 (0%) 0
8 0 (0%) 0
*9 8 (2,67%) 0,5
*10 9 (3,00%) 0,5
17 0 (0%) 0,5
*41 29 (9,67%) 0,5
*1XN 3 (1,00%) 2
*2XN 2(0,67%) 2
*4XN 0 (0%) 0
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Tabelle 18:  Genotypen der Studienpopulation und Zuordnung zu den Gendosisgruppen
Gendosis- CYP2D6- n Patienten | Semiquantitative
n Patienten
Gruppe Genotyp (%) Gendosis
3 5 (3,33%) “1XN/*1 1(0,67%) >3
*1XN/*2 1 (0,67%) >3
*2XN/*1 1 (0,67%) >3
*2XN/*2 1 (0,67%) >3
*1XN/*9 1(0,67%) 2,5
2 78 (52,00%) *1/*1 34 (22,67%) 2
*1/*2 19 (12,67%) 2
*2/*2 4 (2,67%) 2
*1/*9 4 (2,67%) 1,5
*1/*10 5 (3,33%) 1,5
*1/*41 9 (6,00%) 1,5
*2/*9 1(0,67%) 1,5
*2/*41 2 (1,33%) 1,5
1 57 (38,00%) *1/*3 2 (1,33%) 1
*1/*4 20 (13,33%) 1
“1/*5 5 (3,33%) 1
“1/*6 3 (2,00%) 1
*2/*3 2 (1,33%) 1
*2/*4 6 (4,00%) 1
*2/*5 1(0,67%) 1
*41/*41 4 (2,67%) 1
*41/*10 1(0,67%) 1
*9/*10 1(0,67%) 1
*41/*4 8 (5,33%) 0,5
*41/*6 1(0,67%) 0,5
*9/*6 1(0,67%) 0,5
*10/*3 2 (1,33%) 0,5
0 10 (6,67%) *3/*3 1(0,67%) 0
*3/*4 1(0,67%) 0
*3/*5 1(0,67%) 0
*4[*4 6 (4,00%) 0
“4/*5 1(0,67%) 0
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4.2.2. Psychiatrische Vorgeschichte

Bei 57 Patienten war die derzeitige Episode die Erstmanifestation einer psychiatrischen
Erkrankung bzw. es handelte sich um den ersten stationaren Aufenthalt.

Die ubrigen Patienten wiesen im Durchschnitt 2,62 + 2,35 vorhergehende stationare
Aufenthalte auf, die durchschnittliche Episodendauer betrug 2,37 + 1,97 Monate und die
Gesamtdauer der vorangegangenen Episoden belief sich auf 4,65 £+ 4,01 Monate.

Bei 11 Patienten konnte Alkoholmissbrauch oder —abhangigkeit in der Vorgeschichte
ermittelt werden, bei weiteren 11 Patienten bestand in der Vergangenheit eine Tabletten-
oder Drogenabhangigkeit.

Die durchschnittliche Dauer der jetzigen Episode vor stationarer Aufnahme lag
Patientenangaben zufolge bei 4,32 + 8,46 Monaten.

4.2.21. Psychiatrische Vorgeschichte und CYP2D6-Gendosis-Gruppe

Hinsichtlich der Anzahl vorhergegangener stationarer Aufenthalte, der durchschnittlichen
Aufenthaltsdauer und der Gesamtdauer aller vorhergegangenen stationaren
Behandlungen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gendosis-
Gruppen etabliert werden. Die Anzahl vorausgegangener Episoden betrug zwischen
1,20 £ 1,14 bei GDG 0 und 1,79 = 2,60 bei GDG 2 (p=0,942; Kruskal-Wallis Test), die
durchschnittliche Episodendauer schwankte zwischen 1,21 + 1,54 Monaten bei GDG 1
und 3,00 £ 4,24 Monaten bei GDG 3 (p=0,809; Kruskal-Wallis Test). Die Gesamtdauer
aller vorangegangenen Episoden ergab Werte zwischen 2,62 + 4,04 bei GDG 1 und
6,00 £ 8,49 bei GDG 3 (p=0,801; Kruskal-Wallis Test) (siehe Tabelle 19).

Tabelle 19:  Vorgeschichte: Dauer in Monaten (Mittelwert £ Standardabweichung) und

Signifikanzniveau p

Durchschnittliche |Summe
Gendosis-Gruppe | Anzahl Episoden .
Episodendauer Episodendauer
0 (n=10) 1,20+ 1,14 1,37 £ 1,63 2,90 £ 3,64
1 (n=57) 1,47 £1,92 1,21 £1,54 2,62+4,04
2 (n=78) 1,79 £ 2,60 1,565 +2,05 2,84 £3,48
3 (n=5) 1,60 £ 1,67 3,00 £4,24 6,00 + 8,49
Signifikanzen im
p=0,942 p=0,809 p=0,801
Kruskal-Wallis Test
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4.2.3. Aufenthaltsdauer

Die mittlere stationdre Aufenthaltsdauer aller Studienpatienten wahrend der aktuellen
Krankheitsepisode betrug 55,29 + 33,89 Tage. Zwischen den Gendosis-Gruppen zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der mittleren Aufenthaltsdauer, die
zwischen 53,59 + 30,34 Tagen bei GDG 2 und 60,80 + 34,81 Tagen bei GDG 0 lag
(p=0,901; Kruskal-Wallis Test).

Dieses Bild anderte sich allerdings, wenn die Gruppen zusatzlich noch in zwei
Subgruppen unterteilt wurden. Die eine Subgruppe enthielt die Patienten, die wahrend
ihrer stationaren Behandlung ein Medikament erhalten hatten, das primar Uber das
CYP2D6-Enzym eliminiert wird. Der anderen Subgruppe wurden diejenigen Patienten
zugeordnet, die kein solches Praparat erhalten hatten. Daten bezlglich des Verlaufes der
medikamentdsen Therapie waren fur insgesamt 143 Patienten verfigbar. Dieser Ansatz
lieR erkennen, dass Patienten, die CYP2D6-abhangige Medikamente eingenommen
hatten, im Durchschnitt langer hospitalisiert blieben (58,53 + 36,18 Tage) als Patienten,
die keine CYP2D6-abhangigen Medikamente erhalten hatten (46,53 + 25,62 Tage). Der
beobachtete Unterschied verfehlte allerdings ein statistisch signifikantes Niveau (p=0,085;
Mann-Whitney U Test).

Innerhalb der Medikamentensubgruppen zeigten sich aber keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Gendosis-Gruppen hinsichtlich der Dauer des
stationaren Aufenthaltes (p=0,651 bei Patienten ohne CYP2D6-Substrate und p=0,791 bei
Patienten mit CYP2D6-abhangigen Medikamenten; Kruskal-Wallis Test) (siehe Tabelle 20
und Abbildung 4).
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Tabelle 20:  Aufenthaltsdauer in Tagen (Mittelwert + Standardabweichung)
ohne CYP2D6-abh. | mit CYP2D6-abh.
Gendosis-Gruppe gesamt
Medikamente Medikamenten
alle 55,29 + 33,89 46,53 + 25,62 58,53 + 36,18
0 60,80 + 34,81 51,20 £ 28,01 70,40 £ 41,37
(n=10) (n=5) (n=5)
1 56,19 £ 38,55 47,56 + 29,67 58,07 + 40,63
(n=57) (n=9) (n=45)
2 53,59 + 30,34 43,79 £ 24,53 57,80 £ 32,13
(n=78) (n=19) (n=55)
3 60,40 + 36,82 (66,00) 59,00 + 42,36
(n=5) (n=1) (n=4)
Signifikanzen im
p=0,901 p=0,651 p=0,791
Kruskal-Wallis Test
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Abbildung 4: mittlere Aufenthaltsdauer innerhalb der Gendosis-Gruppen, eingeteilt nach

Medikamenteneinnahme

|
*

Patienten mit CYP2D6-abhangigen Medikamenten
Patienten ohne CYP2D6-abhangige Medikamente
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4.2.4. Medikamentose Therapie
Bei 7 Patienten (davon 4 Individuen aus GDG 2 und 3 aus GDG 1) konnte der Verlauf der
medikamentdsen Therapie nicht dokumentiert werden, so dass in die Auswertung

bezuglich der medikamentosen Therapie nur Daten von 143 Patienten eingehen.

113 Patienten (74,83%) erhielten Neuroleptika, Antidepressiva wurden an 95 Patienten
(66,43%) verabreicht und ebenfalls 95 Patienten (63,33%) erhielten Anxiolytika.

Olanzapin (n=59, 41,26%), Risperidon (n=33, 23,08%) und Amisulprid (n=17, 11,89%)
waren die am haufigsten verabreichten Neuroleptika, die bevorzugten Antidepressiva
waren Mirtazapin (n=49, 34,27%), Citalopram (n=30, 20,98%) und Paroxetin (n=14,
9,79%). Als Mood-Stabilizer wurden neben Lithium (n=18, 12,59%) auch Carbamazepin
(n=11, 7,69%), Valproinsaure (n=6, 4,20%) und Lamotrigin (n=4, 2,80%) verabreicht. Zur
Anxiolyse wurde vorwiegend Lorazepam (n=75, 52,45%) und Lormetazepam (n=17,
11,89%) eingesetzt (siehe Abbildung 5).
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andere Benzodiazepine
Diazepam
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Abbildung 5: verabreichte psychotrope Medikamente, eingeteilt nach Indikationsgruppen
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4241. CYP2D6-abhangige Medikamente und Gendosis-Gruppe

109 der 143 Patienten (76,22%), fur die der Verlauf der medikamentésen Therapie
dokumentiert werden konnte, erhielten wahrend ihres stationaren Aufenthaltes bis zur
Entlassung Medikamente, die hauptsachlich Gber das CYP2D6-Isoenzym verstoffwechselt
werden. Die am haufigsten verschriebenen CYP2D6-Substrate waren Mirtazapin (n=49,
34,27%), Risperidon (n=33, 22,08%) und Haloperidol (n=10, 6,99%). Abbildung 6 zeigt
alle verabreichten CYP2D6-abhangigen Medikamente.
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Risperidon
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Anzahl Patienten

Paroxetin
Haloperidol
Doxepin
Venlafaxin
Trimipramin
Fluoxetin

10

Clomipramin

Imipramin

Abbildung 6: Ubersicht ber alle in der Studienpopulation verabreichte CYP2D6-
abhangige Medikamente

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen CYP2DG6-
Gendosis-Guppen hinsichtlich der Haufigkeit der Verschreibung von CYP2D6-abhangigen
Medikamenten: 5 von 10 Patienten (50,00%) der GDG 0, 45 von 54 Individuen (83,33%)
der GDG 1, 55 von 74 Patienten (74,32%) der GDG 2 und 4 von 5 Probanten (80,00%)
der GDG 3 hatten im Verlauf des stationaren Aufenthaltes CYP2D6-dependente
Medikamente eingenommen (p=0,139; Chi-Quadrat Test). Innerhalb der ersten vier
Wochen der Behandlung hatten insgesamt 99 Patienten, namlich 4 von 10 Individuen
(40,00%) der GDG 0, 42 von 54 (77,78%) der GDG 1, 49 von 74 Patienten (66,22%) der
GDG 2 und 4 von 5 (80,00%) der GDG 3, CYP2D6-abhangige Medikamente erhalten
(p=0,092; Chi-Quadrat Test).

1 von 10 Patienten (10%) in GDG 0, 11 von 54 (20,37%) in GDG 1, 14 von 74 (18,92%)
Individuen in GDG 2 und 3 von 5 (60%) in GDG 3 hatten im Verlauf der stationaren
Behandlung 2 oder mehr Medikamente erhalten, die primar Gber das CYP2D6-Enzym
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abgebaut werden (p=0,209; Chi-Quadrat Test) (sieche Tabelle 21). Beim Vergleich der
einzelnen Gruppen untereinander zeigte sich im Chi-Quadrat Test trotz sehr niedriger
Patientenzahl ein signifikantes Ergebnis dahingehend, dass die Patienten der GDG 3
verglichen mit den Angehdrigen der anderen Gendosis-Gruppen haufiger zwei oder mehr
verschiedene CYP2D6-abhangige Medikamente wahrend ihres Krankenhausaufenthaltes
erhalten hatten (siehe Tabelle 22).

Tabelle 21:  Anzahl der verschriebenen CYP2D6-abhéangigen Medikamente in den
Gendosis-Gruppen

Gendosisgruppe

0 1 2 3

n=10 n=54 n=74 n=5
Anzahl der 0 5 9 19 1
verschriebenen | 1 4 34 41 1
C2D6-abh. 2 1 10 12 3
Medikamente 3 0 1 2 0
Wahrscheinlichkeit fur
>=2 verschiedene 10% 20,37% 18,92% 60%
C2D6-abhangige
Medikamente

Tabelle 22:  Signifikanzen im Chi*-Test fiir den Vergleich ,kein oder ein Cyp2D6-
abhéngiges Medikament* - ,zwei oder mehr Cyp2D6-abhéngige
Medikamente“ zwischen je zwei Gendosis-Gruppen:

GDG 0 1 2 3
0 - 0,440 0,489 0,039
1 0,440 - 0,838 0,046
2 0,489 0,838 - 0,031
3 0,039 0,046 0,031 -

424.2. Medikamentenumstellungen und CYP2D6-Gendosis-Gruppe

Als Medikamentenumstellung wurde die Alternation eines Praparates innerhalb derselben
Indikationsgruppe definiert, also ein Wechsel von einem Neuroleptikum zu einem anderen
Neuroleptikum oder von einem Antidepressivum zu einem anderen. Dabei wurden nur die
Patienten in die Auswertung einbezogen, die wahrend des stationadren Aufenthaltes
CYP2D6-abhangige Medikamente erhalten hatten (n=109).

Bei der Analyse der Daten zeigte sich, dass die Wahrscheinlichkeit fur zwei oder mehr

Umstellungen der medikamentésen Therapie bei den 5 Patienten der GDG 0 erhéht war.
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Betroffen waren namlich 2 der 5 Patienten (40%) ohne CYP2D6-Aktivitat verglichen mit
nur 7 von 104 Probanden (6,73%) mit mindestens residualer CYP2D6-Enzymaktivitat
(p=0,041; Chi-Quadrat Test) (siehe Tabelle 23).

Tabelle 23:  Medikamentenumstellungen innerhalb der Gendosis-Gruppen

Gendosisgruppe

0 1 2 3

n=5 n=45 n=55 n=4
Anzahl der 0 2 32 30 2
Medikamenten- 1 1 10 21 2
umstellungen 2 2 3 3 0

3 0 0 1 0

Wahrscheinlichkeit flr
>= 2 Umstellungen der | 402, 6,67% 7.27% 0%
medikamentdsen
Therapie

AuRerdem wurde untersucht, ob eine eventuelle Medikamentenumstellung auch eine
Anderung des metabolischen Pfades verursachte. Das bedeutet, es wurde gepriift, ob ein
Wechsel von einem CYP2D6-abhéangigen Medikament zu einer Substanz erfolgte, die
Uber sonstige Enzymsysteme abgebaut wurde, ob eine Umstellung von einem nicht-
CYP2D6-abhangigen Praparat zu einem CYP2D6-abhangigen Medikament stattfand oder
ob durch die Medikamentenumstellung keine Anderung des Abbauweges resultierte.

Auch Dosisanderungen der CYP2D6-abhangigen Medikamente wurden hinsichtlich ihrer
Bedeutung innerhalb der Gendosis-Gruppen untersucht.

Bei beiden Ansatzen fanden sich keinerlei Unterschiede zwischen den Gendosis-
Gruppen. Die Signifikanzen des Chi-Quadrat Tests fur die erwahnten Analysen lagen alle

weit oberhalb des Signifikanzniveaus a von 0,05 (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24:  Signifikanzen zwischen den Gendosis-Gruppen im Chi-Quadrat Test fur die
Medikamentenumstellungen

ghne zu CYP2D6- | von zu hoherer | zu
Anderung abh. Medi- CYP2D6- Dosis niedrigerer
des metab. kamenten abh. Medi- CYP2D6- Dosis
Pfades hin kamenten abh. Medi- CYP2D6-
weg kamente abh. Medi-
kamente
Signifikanz-
niveau im p=0,556 p=0,926 p=0,474 p=0,714 p=0,396
Chi*-Test
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4.2.4.3. Relative mittlere Dosis und CYP2D6-Gendosis-Gruppe

In einem weiteren Schritt wurde fur jedes Psychopharmakon, das in erster Linie Uber das
CYP2D6-Enzym eliminiert wird, die mittlere applizierte Dosis sowie die mittlere applizierte
Dosis/kg KG berechnet und in Bezug darauf die relative mittlere Dosis bzw. die relative
mittlere Dosis/lkg KG pro Patient. Dieses Verfahren soll anhand eines einfaches
Beispieles naher erlautert werden: insgesamt zwei Patienten hatten wahrend ihres
stationaren Aufenthaltes Clomipramin erhalten, Patient x in einer Dosis von 2,04 mg/kg
KG, Patient y in einer Dosis von 2,15 mg/kg KG. Daraus ergibt sich, dass die mittlere
applizierte Dosis von Clomipramin (2,04 + 2,15)/2 = 2,095 mg/kg KG betrug. In Bezug auf
diese mittlere Dosis erhielt Patient x eine relative mittlere Dosis/kg KG von (2,04 / 2,095) =
0,97, Patient y eine relative mittlere Dosis/kg KG von (2,15 / 2,095) = 1,03. In analoger
Weise wurde fur samtliche CYP2D6-abhangigen Wirkstoffe eine relative mittlere Dosis/kg
KG ermittelt. So konnten die Dosierungen aller Patienten unabhangig von dem tatsachlich
erhaltenen Medikament miteinander verglichen werden.

Diese Berechnung konnte bei 103 der insgesamt 109 Patienten durchgefiihrt werden, die
wahrend ihres stationdren Aufenthaltes CYP2D6-abhangige Psychopharmaka erhalten
hatten.

Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der relativen mittleren
Dosis/kg KG zwischen den Gendosis-Gruppen (GDG 3: 0,84+0,04; GDG 2: 1,02+0,39;
GDG 1: 1,05+0,34; GDG 0: 0,9810,11; p=0,645; Kruskal-Wallis Test) (sieche Abbildung 7).
Allerdings zeigte sich ein Trend zu einer niedrigeren relativen mittleren Dosis/kg KG bei
Patienten der GDG 3, der gegenliber den Patienten der GDG 0 ein statistisch
signifikantes Niveau erreichte (p=0,050; Whitney-Mann U Test).
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Abbildung 7: Relative mittlere Dosis/kg KG und Gendosis-Gruppe

4.2.5. Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen

Das Auftreten unerwlnschte Arzneimittelwirkungen, ihre Beziehungen zur CYP2D6-
Gendosis, zur Verschreibung CYP2D6-abhangiger Medikamente und zur relativen
mittleren Dosis/kg KG wurde vier Wochen nach Beginn des stationdren Aufenthaltes
evaluiert.

Zu diesem Zeitpunkt hatten 99 Patienten bereits Medikamente erhalten, die primar tUber

das CYP2D6-Enzym metabolisiert werden.

4.2.51. Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen und Gendosis-Gruppe

Das Auftreten unerwunschter Arzneimittelwirkungen wurde in Abhangigkeit von der
Verschreibung CYP2D6-dependenter Medikamente zwischen den Gendosis-Gruppen
verglichen.

Bei Patienten, die ausschliefllich CYP2D6-unabhangige Medikamente erhalten hatten,
konnten keine Unterschiede hinsichtlich des Auftretens von Nebenwirkungen zwischen
den Gendosis-Gruppen beobachtet werden. Der einzige Patient in GDG3 zeigte keine
Nebenwirkungen (0,00%), wohingegen 9 von 25 Patienten (36,00%) der GDG 2, 2 von 12
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(16,67%) der GDG 1 und 1 von 6 (16,67%) der GDG 0 unter unerwinschten
Arzneimittelwirkungen litten (p=0,502; Chi-Quadrat Test).

Hingegen fand sich bei Patienten mit CYP2D6-abhangigen Medikamenten eine Zunahme
des Auftretens unerwinschter Arzneimittelwirkungen insbesondere bei Angehdrigen der
GDG 0. Wahrend nur 1 von 4 Patienten (25,00%) der GDG 3, 10 von 49 Patienten
(20,41%) der GDG 2 und 16 von 42 Probanden (38,10%) der GDG 1 unter
Nebenwirkungen gelitten hatten, zeigten 4 von 4 Patienten (100,00%) der GDG 0
(sieche Tabelle 25 und Abbildung 8). Die

beobachteten Unterschiede im Auftreten unerwinschter Arzneimittelwirkungen waren

unerwunschte Arzneimittelwirkungen

statistisch signifikant. Das Signifikanzniveau zwischen allen Gendosis-Gruppen lag bei
p=0,006 im Chi-Quadrat Test, ein Vergleich zwischen den einzelnen Gendosis-Gruppen
zeigte signifikante Unterschiede im Chi-Quadrat Test zwischen Angehdrigen der GDG 0
und allen anderen Patienten. Der Unterschied zwischen Patienten der GDG 1 und der
GDG 2 ergab zumindest eine Tendenz (p=0,063; Chi-Quadrat Test) (siche Tabelle 26).
Ebenso fand sich ein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich des Auftretens
unerwilinschter Arzneimittelwirkungen innerhalb der GDG 0 zwischen denjenigen
Patienten, die CYP2D6-abhangige Medikamente erhalten hatten und denjenigen ohne
solche Medikamente (p=0,016; Chi-Quadrat Test). Innerhalb der anderen GDG ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede im Chi-Quadrat Test (p=0,165 fir GDG1, p=0,146
fur GDG 2 und p=0,576 fur GDG 3).

Tabelle 25:  Anzahl der Patienten mit unerwinschten Arzneimittelwirkungen, eingeteilt

nach Gendosis-Gruppe und applizierter Medikation

Pat. ohne CYP2D6-abh.
Medikamente (n=44)

Pat. mit CYP2D6-abh.
Medikamenten (n=99)

Gendosis-Gruppe

Pat. mit ADE/Gruppe

Pat. mit ADE/Gruppe

0 1/6 (16,67%) 4/4 (100,00%)
1 2/12 (16,67%) 16/42 (38,10%)
2 9/25 (36,00%) 10/49 (20,41%)
3 (0/1 (0,00%)) 1/4 (25,00%)

Signifikanzen im Chi*-Test

p=0,502

p=0,006
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Tabelle 26:  Signifikanzen im Chi-Quadrat Test fur den Vergleich der Anzahl von
Patienten mit unerwiinschten Arzneimittelwirkungen pro Gendosis-Gruppe
zwischen je zwei Gendosis-Gruppen (fir alle Patienten mit CYP2D6-
abhangigen Medikamenten, n=99)

GDG 0 1 2 3
0 - 0,017 0,001 0,028
1 0,017 - 0,063 0,604
2 0,001 0,063 - 0,828
3 0,028 0,604 0,828 -
120 . X
2 Patienten ohne CYP2D6-
< 100 abh. Medikamente
w # Patienten mit CYP2D6-
o .
< abh. Medikamenten
= 80
€
s
& 60
2
o
= 40
2
c
F | .
[}
o
O _

0 1 2 3

Gendosis-Gruppe

Abbildung 8:  Anzahl der Patienten mit unerwinschten Arzneimittelwirkungen pro
Gendosis-Gruppe, eingeteilt nach medikamentdser Therapie

4.2.5.2. Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen und relative mittlere Dosis

Des Weiteren wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Hdéhe der
applizierten Dosis CYP2D6-abhangiger Medikamente und dem Auftreten von
unerwinschten Arzneimittelwirkungen bestand.

Die Analyse wurde wegen der sonst zu geringen Fallzahlen auf die Patienten der
Gendosis-Gruppen 1 und 2 beschrankt, wobei relevante Daten flir insgesamt 86 Falle zur
Verfligung standen. Beide Gendosis-Gruppen wurden in zwei Untergruppen unterteilt. Die
eine Subgruppe bestand aus Patienten, die eine relative mittlere Dosis von 1,00 oder
mehr erhalten hatten, die andere aus Patienten mit einer applizierten Dosis von weniger

als 1,00 relativ zur mittleren Dosis.
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Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied in den beiden Subgruppen der GDG 2
hinsichtlich der Anzahl von Patienten mit unerwiinschten Medikamentenwirkungen: bei 3
von 19 Individuen (15,79%) in der Subgruppe mit hoherer relativer mittlerer Dosis und bei
6 von 25 Patienten (24,00%) in der Gruppe mit niedrigerer relativer mittlerer Dosis fanden
sich unerwinschte Arzneimittelwirkungen (p=0,504; Chi-Quadrat Test). Im Gegensatz
dazu waren in der GDG 1 deutlich haufiger Nebenwirkungen zu beobachten, wenn den
Patienten eine hdhere relative mittlere Dosis verabreicht wurde. Bei Patienten der GDG 1
mit einer relativen mittleren Dosis von 1,00 oder mehr zeigten sich unerwinschte
Arzneimittelwirkungen bei 10 von 17 Patienten (58,82%), im Gegensatz dazu fanden sich
Nebenwirkungen nur bei 6 von 25 Probanden (24,00%) der GDG 1, die eine relative
mittlere Dosis von weniger als 1,00 erhalten hatten (p=0,023; Chi-Quadrat Test) (siehe
Tabelle 27).

Auch der Unterschied zwischen Patienten der GDG 1 und GDG 2 mit einer relativen
mittleren Dosis von 1,00 oder mehr war statistisch signifikant (p=0,001; Chi-Quadrat Test),
wahrend kein statistischer Unterschied zwischen den Patienten der beiden Gendosis-
Gruppen mit einer relativen mittleren Dosis unter 1,00 etabliert werden konnte (p=0,100,
Chi-Quadrat Test).

Tabelle 27: Zusammenhang zwischen relativer mittlerer Dosis und Anzahl von
Patienten pro Gendosis-Gruppe mit unerwiinschten Arzneimittelwirkungen,
Signifikanzen im Chi-Quadrat Test

Gendosis-Gruppe |Relative mittlere Patienten mit Signifikanzen im
Dosis ADE/Gruppe Chi’-Test
<1,00 6/25 (24,00%)
1 (n=42) p=0,023
>=1,00 10/17 (58,82%)
<1,00 6/25 (24,00%)
2 (n=44) p=0,504
>=1,00 3/19 (15,79%)

4.2.5.3. Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen und relative mittlere Dosis/kg KG

In Ergdnzung zu dem unter Punkt 4.2.5.2. beschriebenen Verfahren wurde der
Zusammenhang zwischen dem Auftreten unerwilinschter Arzneimittelwirkungen und der
Hoéhe der applizierten relativen mittleren Dosis in Bezug auf das Kérpergewicht als relative
mittlere Dosis/kg KG untersucht.

Auch hierzu wurden die 86 Falle der Gendosis-Gruppen 1 und 2 in zwei Subgruppen
unterteilt. Die eine Untergruppe bestand aus Patienten, die eine relative mittlere Dosis/kg
KG von 1,00 oder mehr erhalten hatten, die andere Subgruppe aus Patienten mit einer

relativen mittleren Dosis/kg KG von weniger als 1,00.

54



Hierbei ergab sich ein ganz ahnliches Bild wie bei der Analyse der relativen mittleren
Dosis ohne Bezug auf das Kérpergewicht.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in den beiden Subgruppen der GDG 2
hinsichtlich der Anzahl von Patienten mit unerwinschten Arzneimittelwirkungen: 6 von 22
Patienten (27,23%) mit einer relativen mittleren Dosis/kg KG von weniger als 1,00 und 3
von 22 Patienten (13,64%) mit einer hoheren relativen mittleren Dosis/kg KG litten unter
Nebenwirkungen der applizierten Medikamente (p=0,262; Chi-Quadrat Test). Auf der
Seite fanden sich in der GDG 1

Arzneimittelwirkungen, wenn eine hohere relative mittlere Dosis/kg KG verabreicht

anderen deutlich haufiger unerwilinschte
worden war. Hier zeigten sich Nebenwirkungen bei 10 von 18 Patienten (55,56%) mit
einer relativen mittleren Dosis/kg KG von 1,00 oder mehr. Im Gegensatz dazu litten nur 6
von 24 Patienten (25,00%) mit einer niedrigeren relativen mittleren Dosis/kg KG unter
unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (p=0,044; Chi-Quadrat Test) (siehe Tabelle 28 und
Abbildung 9).

Der Unterschied zwischen Patienten der GDG 1 und 2 mit einer relativen mittleren
Dosis/kg KG von weniger als 1,00 war statistisch nicht signifikant (p=0,861; Chi-Quadrat
Test), wahrend zwischen den Patienten der beiden Gendosis-Gruppen mit einer hohen
relativen mittleren Dosis/kg KG ein signifikanter Unterschied etabliert werden konnte

(p=0,005; Chi-Quadrat Test).

Tabelle 28: Zusammenhang zwischen relativer mittlerer Dosis/kg KG und Anzahl von
Patienten pro Gendosis-Gruppe mit unerwiinschten Arzneimittelwirkungen,

Signifikanzen im Chi-Quadrat Test

Gendosis-Gruppe |Relative mittlere Patienten mit Signifikanzen im
Dosis/kg KG ADE/Gruppe Chi*-Test
<1,00 6/24 (25,00%)
1 (n=42) p=0,044
>=1,00 10/18 (55,56%)
<1,00 6/22 (27,23%)
2 (n=44) p=0,262
>=1,00 3/22 (13,64%)

55




60 ) .
@ Relative mittlere

Dosis/kg KG <1,00

@ Relative mittlere
Dosis/kg KG >=1,00

50

40

30

20 -

Patienten/Gruppe mit ADE in %

Gendosis-Gruppe

Abbildung 9: Relative mittlere Dosis/kg KG und Patienten mit unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen/Gruppe in den Gendosis-Gruppen 1 und 2

4.2.6. Ansprechen auf die Therapie

Das klinische Zustandsbild der Patienten wurde bei Aufnahme und nach vierwochiger
Behandlung mittels der Paranoid-Depressivitats-Skala von von Zerssen (Collegium
Internationale Psychiatriae Scolarum 1996) beurteilt. Patienten mit einer affektiven
Stérung zeigten zu Behandlungsbeginn einen mittleren Punktwert der D-Skala von
20,46 £ 9,53 Punkten, nach vierwochiger Behandlung fiel der Mittelwert auf 14,59 + 11,38
Punkte. Es fand sich eine durchschnittliche prozentuale Besserung um 28,69 + 47,72%.
Die P-Skala betrug bei Patienten mit einer Erkrankung aus dem schizophrenen
Formenkreis bei Aufnahme 8,18 + 6,32 Punkte und nach vier Wochen 5,80 + 6,01 Punkte,
die durchschnittliche prozentuale Besserung 29,10 £ 62,60%. Fur beide Gruppen lag die
Signifikanz im T-Test fir verbundene Stichproben bei p=0,001.

Die Patienten wurden nach der erzielten Punktwertbesserung zwischen Tag 1 und Tag 28
in Non-Responder oder Responder eingeteilt. Dabei wurde als ,cut-off‘ die 75. Perzentile
der prozentualen Besserung in der P-Skala fir Patienten mit schizophreniformen
Erkrankungen bzw. in der D-Skala fir Patienten mit affektiven Krankheitsbildern gewahit.
Dieser ,cut-off* wurde in Anlehnung an eine Arbeit von Brockmdller et al. klassifiziert, in
der ebenfalls die 75. Perzentile einer Punktwertbesserung (hier: EPS score) zur
Unterscheidung zweier Populationen herangezogen wird (Brockmoller et al. 2002).

In diese Auswertung konnten 112 Patienten einbezogen werden, von denen nach obiger

Einteilung 28 (25,00%) als Responder klassifiziert wurden.

56



4.2.6.1. Response und Applikation CYP2D6-abhédngiger Medikamente

Um die Beziehung zwischen den CYP2D6-Gendosis-Gruppen und dem Ansprechen auf
die Therapie zu analysieren, wurden Responder und Non-Responder in Subgruppen
eingeteilt nach der Gendosis-Gruppe und hinsichtlich der Verschreibung CYP2D6-
abhangiger oder —unabhangiger Medikamente. Dabei beschrankte sich die Analyse
aufgrund unzureichender Fallzahlen in den anderen Gendosis-Gruppen auf Patienten der
Gendosis-Gruppen 1 und 2, wobei relevante Daten fiir 98 Falle verfligbar waren.

Wahrend sich bei Patienten, die keine CYP2D6-abhangigen Medikamente erhalten
hatten, die Anzahl der Responder in den beiden Gendosis-Gruppen nicht signifikant
voneinander unterschied (GDG 1: 3 von 8 Patienten (37,50%), GDG 2: 5 von 21 Patienten
(23,81%); p=0,461; Chi-Quadrat Test), fand sich in der Subgruppe von Patienten mit
CYP2D6-abhangigen Arzneimitteln ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gendosis-Gruppen: in GDG 2 hatten 13 von 34 Patienten (38,24%) auf die
Therapie angesprochen, demgegentber zeigten in GDG 1 nur 5 von 35 Individuen
(14,29%) eine klinische Besserung (p=0,024; Chi-Quadrat Test) (siehe Tabelle 29 und
Abbildung 10).

Tabelle 29:  Responder pro Gendosis-Gruppe, eingeteilt nach medikamentoser

Therapie
Pat. ohne CYP2D6-abh. Pat. mit CYP2D6-abh.
Medikamente Medikamenten

Pat mit Ansprechen/ Pat mit Ansprechen/ Signifikanzen im

Gendosisgruppe (Gruppe Gruppe Chi*-Test
1 3/8 (37,50%) 5/35 (14,29%) p=0,135
2 5/21 (23,81%) 13/34 (38,24%) p=0,800

Signifikanzen im

=0,461 =0,024
Chi*-Test P P
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Abbildung 10: Anzahl von Respondern pro Gendosis-Gruppe, eingeteilt nach
medikamentdser Therapie

4.2.6.2. Response und relative mittlere Dosis/kg KG

Des Weiteren wurde untersucht, ob eine Beziehung zwischen dem Ansprechen auf die
Therapie und der Hohe der applizierten relativen mittleren Dosis’lkg KG CYP2D6-
abhangiger Medikamente bestand. Hierzu wurden die Patienten der Gendosis-Gruppen 1
und 2 in zwei Subgruppen eingeteilt. Die eine Untergruppe bestand aus Patienten, die
eine relative mittlere Dosis/kg KG von 1,00 oder mehr erhalten hatten, die andere aus
Patienten mit einer applizierten Dosis von weniger als 1,00 relativ zur mittleren Dosis/kg
KG. In diese Auswertung konnten 35 Patienten der Gendosis-Gruppe 1 und 31 Patienten
der Gendosis-Gruppe 2 einbezogen werden, fur die alle relevanten Daten zur Verfigung
standen.

Es zeigte sich, dass bei einer héheren relativen mittleren Dosis/kg KG in der GDG 1
signifikant weniger Probanden auf die Therapie angesprochen hatten als in der GDG 2
(GDG 1: 1 von 15 Patienten (6,76%), GDG 2: 7 von 16 Patienten (43,75%); p=0,037; Chi-
Quadrat Test). Bei den Patienten mit einer relativen mittleren Dosis/kg KG von unter 1,00
zeigte sich kein solcher Unterschied zwischen den Gendosis-Gruppen (GDG 1: 4 von 20
Patienten (20,00%), GDG 2: 4 von 15 Patienten (26,67%); p=0,700; Chi-Quadrat Test)
(siehe Tabelle 30 und Abbildung 11).
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Tabelle 30: Zusammenhang zwischen relativer mittlerer Dosis/kg KG und Responder
pro Gendosis-Gruppe, Signifikanzen im Chi-Quadrat Test

Relative mittlere . Signifikanzen im
. Gendosis-Gruppe |Responder/Gruppe ”
Dosis/kg KG Chi‘-Test
1 4/20 (20,00%)
<1,00 p=0,700
2 4/15 (26,67 %)

1 1/15 (6,67%)
>=1,00 p=0,037
2 7/16 (43,75%)
>0 BGDG 1
]
= 4 B GDG 2
g 40
8 35
S 30 1
% 25 A
§ 20 -
o 15 A
73 p=0,700 p=0,037
a 10 N
(14 5 -
0
<1,00 >=1,00
Relative mittlere Dosis/kg KG
Abbildung 11: Relative mittlere Dosis/kg KG und Responder/Gruppe in den

Gendosis-Gruppen 1 und 2
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5. Diskussion

5.1. Genotypisierung

Das CYP2D6-Enzym ist verantwortlich fir den Metabolismus einer Vielzahl verschiedener
Arzneimittel, darunter insbesondere auch zahlreiche Antidepressiva und Neuroleptika. Die
genetischen Polymorphismen des CYP2D6-Gens flhren zu groflen Unterschieden in der
enzymatischen Aktivitdt des entsprechenden Genprodukts. Diese inter-individuellen
Abweichungen der Stoffwechselkapazitdt konnen den Therapieverlauf sowie
Arzneimittelwirkungen und —nebenwirkungen beeinflussen. Eine Vorhersage der
metabolischen Kapazitdt vor Therapiebeginn koénnte daher zu einer Optimierung und
Individualisierung der Pharmako- und insbesondere der Psychopharmakotherapie
beitragen.

In der Vergangenheit wurde die Phanotypisierung als Goldstandard zur Beurteilung der
Pharmakokinetik eines Individuums angesehen. Allerdings ist die Phanotypisierung mit
einer Reihe von Nachteilen behaftet, die einen routinemafligen Einsatz in der Praxis
verhindern (Steimer et al. 2002c). Eine Alternative zur Phéanotypisierung stellt die
Genotypisierung dar. Voraussetzung fur ihren Einsatz in der pharmakogenetischen
Diagnostik ist, dass sie schnell, kosten-effektiv und sicher die gewinschte Information
liefern kann.

Die hier vorgestellte Methodik zur Analyse der CYP2D6*2-, *41- und *35-Allele erlaubt in
Kombination mit bereits beschriebenen Analysemethoden (Stuven et al. 1996; Ji et al.
2002a; Stamer et al. 2002; Muller et al. 2003; Steimer et al. 2005a) eine umfassende
Untersuchung der wichtigsten der bisher bekannten CYP2D6-Polymorphismen in einer
kaukasischen Bevolkerung. Dabei ermdglicht die Real-Time PCR eine groRtmogliche
Verklrzung der Arbeitszeit verglichen mit konventionellen PCR-Methoden, da zum einen
die Dauer der Temperaturprogramme deutlich verklrzt ist, zum anderen zusatzliche
Arbeitsschritte zur Darstellung des PCR-Produkts unnétig werden. So kann eine Analyse
des CYP2D6-Gens im Rahmen einer routinemafigen Genotypisierung innerhalb eines
Arbeitstages vorgenommen werden (Muller et al. 2003). Die Zuverlassigkeit der
entwickelten Methoden wurde durch Referenzmethoden getestet, die weitere PCR-
Reaktionen, RFLP-Analyse und Gelelektrophorese umfassten. Zusatzlich wurde eine
bereits beschriebene Methodik adaptiert (Sachse et al. 1997), die bei Vorliegen einer
Gen-Duplikationen die Identifikation des vervielfaltigten Allels (CPY2D6*1, *2 oder *4)

erlaubt.
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Durch die Kombination der bereits beschriebenen und der neu etablierten
Analysemethoden war es moglich, die Teilnehmer der Studie auf die wichtigsten
CYP2D6-Allele hin zu untersuchen und nach der individuellen semiquantitativen Gendosis
in Gendosis-Gruppen einzuteilen, wobei die Empfehlungen der jungsten Literatur
bertcksichtigt wurden. Die Notwendigkeit der Bildung von Gendosis-Gruppen ergab sich
aus der zu geringen Anzahl der Patienten pro Gendosis, wodurch Vergleiche von

Patienten einzelner Gendosen statistisch nicht verwertbar waren.

Verschiedene Studien zur Genotypisierung haben ergeben, dass sich die Pravalenzen der
Polymorphismen des CYP2D6-Gens in einer psychiatrischen Population nicht von denen
in der Allgemeinbevdlkerung unterscheiden (Daniels et al. 1995; Chen et al. 1996;
Hamelin et al. 1999). Allerdings =zeigte sich in einer Voruntersuchung bei 75
psychiatrischen Patienten ein vermehrtes Auftreten von UM-Metabolisierern im Vergleich
zur Normalbevdlkerung (Steimer et al. 2000), eine andere Untersuchung fand deutlich
weniger Patienten mit einem PM-Genotyp als dies aufgrund der Verteilung dieses
Genotyps in der Gesamtbevdlkerung zu erwarten gewesen ware (Brockmoller et al.
2002).

Die in der hier vorgestellten Studienpopulation mittels Genotypisierung ermittelten Allel-
Frequenzen entsprachen den in der Normalbevdlkerung angetroffenen Werten (Steiner et
al. 1988; Sachse et al. 1997; Scordo et al. 2004) und bestatigten damit die Ergebnisse
vorheriger Untersuchungen.

Die abweichenden Befunde in den oben genannten Studien lassen sich im ersten Fall
durch den geringen Stichprobenumfang erklaren. Im letzteren Fall beschrankte sich die
Studie auf Patienten, die mit Haloperidol behandelt wurden. Die Autoren schlossen, dass
die divergenten Pravalenzen dadurch zustande kamen, dass PM-Metabolisierer auch mit
geringeren Dosierungen, wie sie im ambulanten Bereich verabreicht werden, schon
ausreichend hohe Serumspiegel entwickeln und so besser auf die Therapie ansprechen,

was eine stationare Behandlung Uberfllissig machen kénnte.
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5.2. Klinische Studie

Das Ziel dieser klinischen Studie war es, den Einfluss des individuellen CYP2D6-
Genstatus auf den Verlauf der medikamentdsen Therapie, die klinische Wirksamkeit und
die auftretenden Nebenwirkungen wahrend einer stationaren psychiatrischen Behandlung
zu untersuchen. Es sollte geklart werden, ob durch eine Genotypisierung diese Variablen
hinreichend gut vorhergesagt und so von vorneherein eine geeignete Medikation gewahlt
werden konnte, um Therapieversagen oder das Auftreten unerwinschter

Arzneimittelwirkungen zu verhindern.

5.2.1. Psychiatrischen Vorgeschichte

Bezlglich der vorangegangenen stationaren Aufenthalte unterschieden sich die Patienten
der verschiedenen CYP2D6-Gendosis-Gruppen unserer Studie nicht voneinander, wobei
aufgrund der Heterogenitat der Studienpopulation im Hinblick auf Alter und Diagnosen

signifikante Unterschiede auch nicht zu erwarten waren.

5.2.2. Aufenthaltsdauer

In einer kurzlich veréffentlichten Studie wurde aufgezeigt, dass Patienten, die CYP2D6-
abhangige Medikamente erhalten hatten, eine deutlich langere stationare
Aufenthaltsdauer aufwiesen als Patienten ohne CYP2D6-dependente Medikation (Chou et
al. 2000). Dieses Phanomen konnte durch die Ergebnisse unserer Untersuchung bestatigt
werden: alle Patienten, die mit Substanzen behandelt worden waren, welche primar tber
das CYP2D6-Enzym abgebaut werden, waren in dem beobachteten Zeitraum langer in
stationdrer Behandlung als Patienten ohne die Applikation solcher Praparate. Der
beobachtete Unterschied erreichte beinahe ein statistisch signifikantes Niveau. Die
Tatsache, dass alle Patienten mit CYP2D6-abhangigen Medikamenten unabhangig von
der Gendosis-Gruppe langer hospitalisiert waren, lasst darauf schlieffen, dass die
Therapie mit solchen Substanzen langwieriger ist als die medikamentdse Therapie mit
Praparaten, die Uber andere Stoffwechselwege abgebaut werden. Ein mdglicher Grund
dafur kdnnte die breite Substratspezifitat des CYP2D6-Enzyms sein. Eine Vielzahl haufig
verabreichter psychoaktiver Arzneimittel oder kardiovaskularer Begleitmedikamente wird
Uber das CYP2D6-Enzym verstoffwechselt, so dass nicht selten Interaktionen wie
Sattigung oder Inhibition des Abbauweges resultieren (Brosen et al. 1986a; Brosen et al.
1988; Brosen et al. 1989; Brosen 1996; Owen et al. 1998; Prior et al. 1999; Ereshefsky et
al. 2000). Diese Arzneimittelinteraktionen kénnen den Therapieverlauf beeinflussen und

verzogern.
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5.2.3. Medikamentose Therapie

Der Uberwiegende Anteil der Studienpatienten erhielt wahrend des stationaren
Aufenthaltes mindestens ein Medikament, das vorwiegend Uber das CYP2D6-Enzym
eliminiert wird. Die Halfte aller Patienten in der GDG 0 nahmen CYP2D6-abhangige
Medikamente ein. AuBerdem wurden 31,33% aller verabreichten Antidepressiva und
Neuroleptika primar Uber den CYP2D6-Stoffwechselweg abgebaut. Diese Zahlen

entsprechen den Befunden in anderen Studien (Chou et al. 2000; Tamminga et al. 2003).

Interessanterweise zeigte sich, dass bei Patienten der GDG 3 die Anzahl der
verschriebenen CYP2D6-abhangigen Medikamente signifikant hoéher war als bei
Patienten der anderen Gendosis-Gruppen. Dies kénnte in Kombination mit der geringeren
Anzahl von Patienten mit unerwinschten Arzneimittelwirkungen in dieser Gruppe als
Hinweis darauf gewertet werden, dass sich die Psychopharmakotherapie mit CYP2D6-
abhangigen Substanzen bei Patienten der GDG 3 klinisch relativ komplikationslos
gestaltet und deshalb diese Medikamente problemlos und damit bevorzugt appliziert
werden. Auch Tamminga et al. fanden in ihrer Studie keine unginstigen Auswirkungen
des UM-Genotyp auf den Verlauf der medikamentdsen Therapie (Tamminga et al. 2003).
Mdglicherweise hangt dies damit zusammen, dass fir etliche CYP2DG6-abhangige
Psychopharmaka uber das CYP2D6-Enzym pharmakologisch aktive Metaboliten gebildet
werden, so dass hier auch ein ultra-schneller Metabolismus zu normaler

pharmakologischer Aktivitat der applizierten Substanz fihrt.

Patienten der GDG 0 mit CYP2D6-abhangigen Medikamenten zeigten ein erhdhtes Risiko
fur Medikamentenumstellungen verglichen mit den anderen Gendosis-Gruppen. Dies
kénnte mit der hdheren Rate an unerwlinschten Arzneimittelwirkungen in der GDG 0
zusammenhangen, die mdglicherweise eine Anderung der medikamentésen Therapie
erforderlich machte. Medikamentenumstellungen fiihren zu einer Verlangerung der
stationaren Aufenthaltsdauer und somit auch zu héheren Behandlungskosten.

Allerdings gab es keine Unterschiede zwischen den Gendosis-Gruppen, was die
Auswirkungen von Substanzwechseln auf den beschrittenen metabolischen Pfad der
verabreichten Substanzen betraf. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die
behandelnden Psychiater verblindet gegentiber dem Genotyp ihrer Patienten waren und
daher Medikamentenumstellungen unter Berucksichtigung der metabolischen Kapazitat

auch nicht erwartet werden konnten.

Die Analyse der verabreichten relativen mittleren Dosen/kg KG aller CYP2D6-abhangigen

Medikamente ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gendosis-Gruppen.
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Uberraschenderweise fand sich jedoch eine Tendenz zu einer geringeren relativen
mittleren Dosis/kg KG bei Patienten der GDG 3 verglichen mit der relativen mittleren
Dosis/kg KG bei Patienten der GDG 0, welche sich wiederum nicht statistisch signifikant
von der der GDG 1 oder 2 unterschied. Eigentlich wirde man nach den allgemeinen
Dosisempfehlungen bei UM-Metabolisierern eine hdéhere Dosierung erwarten, bei PM-
Metabolisierern nur ca. 50% der Standarddosis (Bertilsson et al. 1993; Kirchheiner et al.
2001). Der unerwartete Befund einer sich in etwa entsprechenden relativen mittleren
Dosis/kg KG bei Patienten aller Gendosisgruppen lasst sich im Falle der GDG 0 wiederum
mit der Verblindung der behandelnden Psychiater gegeniber dem Genstatus der
Patienten und mit einem fehlenden Therapeutischen Drug Monitoring (TDM) fir eine
Vielzahl der verabreichten Substanzen erklaren. Die Symptome, die durch Uberhohte
Serumkonzentrationen der eingenommenen Praparate hervorgerufen werden, kdnnen in
manchen Fallen den Symptomen der zu behandelnden Grunderkrankung entsprechen.
Der Arzt kann diese Symptome ohne Kenntnis der Serumspiegel oder des Genstatus
leicht als ein Nichtansprechen auf die Therapie missinterpretieren und wird dann wie oben
beschrieben eher eine Anderung der medikamentdsen Therapie anstreben, als die Dosis
auf ein niedrigeres Niveau zu titrieren. Im Falle der GDG 3 kann die im Vergleich
tendenziell eher niedrigere relative mittlere Dosis/lkg KG erneut als Hinweis darauf
gewertet werden, dass, wie schon oben erwdhnt, durch die Bildung pharmakologisch
aktiver Metaboliten der Therapieverlauf fiir eine Vielzahl der applizierten Substanzen nur

wenig beeintrachtigt wird.

5.2.4. Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen

In zahlreichen Fallbeschreibungen und einer Reihe von meist retrospektiven Studien ist
schon auf den Zusammenhang zwischen komplett fehlender CYP2D6-Aktivitat bzw. zu
hohen Serumspiegeln der applizierten Substanzen und dem Auftreten von unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen hingewiesen worden (Bertilsson et al. 1981; Spina et al. 1992;
Arthur et al. 1995; Pollock et al. 1995; Chen et al. 1996; Spina et al. 1997; Swanson et al.
1997; de Leon et al. 1998; Kapitany et al. 1998; Vandel et al. 1999; Chou et al. 2000;
Sallee et al. 2000; Kohnke et al. 2002; Schillevoort et al. 2002; Wuttke et al. 2002; Rau et
al. 2004a). Dabei zeigte sich in einigen Studien auch eine Beziehung zwischen
Nebenwirkungen der applizierten Medikamente und dem IM-Genotyp bzw. einer Gendosis
von 1 (Kapitany et al. 1998; Chou et al. 2000; Steimer et al. 2005b), obwohl andere
Untersuchungen diese Ergebnisse nicht stiitzen konnten (Schillevoort et al. 2002; Wuttke
et al. 2002; Rau et al. 2004b).

Auch in der hier vorliegenden Untersuchung konnte ein Zusammenhang zwischen dem

Auftreten unerwiinschter Arzneimittelwirkungen CYP2D6-abhangiger Medikamente und
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dem PM-Genotyp beobachtet werden: in der GDG 0 zeigte sich eine signifikant hohere
Anzahl von Patienten mit beeintrachtigenden Nebenwirkungen als in den anderen
Gendosis-Gruppen. Darlber hinaus fanden sich auch in der GDG 1 im Vergleich mit der
GDG 2 mehr Patienten mit unerwlnschten Arzneimittelwirkungen, wobei dieser

Unterschied aber statistisch nicht signifikant war

AuRerst bemerkenswert war die Tatsache, dass sich die Patienten der GDG 1 und 2
insbesondere dann hinsichtlich des Auftretens unerwiinschter Wirkungen voneinander
unterschieden, wenn eine hdhere relative mittlere Dosis/kg KG der verschriebenen
CYP2D6-abhangigen Praparate verabreicht wurde. Patienten der GDG 1 mit einer
uberdurchschnittlichen Dosis/kg KG litten signifikant haufiger unter Nebenwirkungen als
Angehorige der GDG 2 mit einer entsprechend hohen relativen mittleren Dosis/kg KG,
wahrend kein solcher Unterschied zwischen den beiden Gendosis-Gruppen bei einer

unterdurchschnittlichen Dosis/kg KG gefunden wurde.

Dieser Befund legt nahe, dass nicht nur ,poor metabolizer* ohne CYP2D6-Aktivitat von
einer Genotypisierung vor Therapiebeginn profitieren wurden. Auch bei Patienten der
Gendosis-Gruppen 1 und 2 koénnte die Kenntnis des individuellen Genstatus Grundlage
einer Therapieentscheidung sein. So kdnnte bei Nichtansprechen auf die medikamentdse
Therapie bei Individuen der GDG 2 eine Erhéhung der applizierten Dosis durchaus
erfolgversprechend sein. Bei Patienten der GDG 1 hingegen sollte aufgrund des zu
erwartenden Anstiegs der unerwunschten Arzneimittelwirkungen bei hoheren
Dosierungen statt einer Dosissteigerung besser eine Umstellung auf ein alternatives

Praparat erfolgen.

5.2.5. Ansprechen auf die Therapie

Das Verhaltnis zwischen CYP2D6 und klinischer Wirksamkeit der medikamentdsen
Therapie ist bisher nur in wenigen Studien untersucht worden (Baumann et al. 1986;
Pollock et al. 1995; Lane et al. 1997; Mihara et al. 1997a; Aitchison et al. 1999;
Brockmoller et al. 2002; De Vries et al. 2002; Rau et al. 2004b; Steimer et al. 2005b).
Einige Einzelfallberichte und klinische Studien deuten darauf hin, dass Patienten mit
einem UM-Phano- bzw. Genotyp ein erhohtes Risiko flr ein Therapieversagen aufweisen
(Bertilsson et al. 1993; Baumann et al. 1998; Brockmoller et al. 2002; Rau et al. 2004b).
Allerdings konnte nur in wenigen Untersuchungen eine statistisch signifikante Beziehung
zwischen Genotyp und Ansprechen auf die Therapie etabliert werden: in einer Studie fand
sich ein héherer Anteil von UM-Metabolisierern in der Gruppe der Therapieversager (Rau

et al. 2004b), in einer anderen Studie zeigte sich eine signifikant positive Beziehung
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zwischen dem Ansprechen auf die Therapie, erhéhten S-Mianserin-Plasmaspiegeln und
dem IM-Genotyp (Mihara et al. 1997b).

Von einer dritten Arbeitsgruppe wurde die These aufgestellt, dass sowohl zu hohe
Haloperidol- als auch Amitriptylin/Nortriptylin-Serumspiegel, wie sie ja bei Individuen mit
einem PM-Phanotyp resultieren kdnnen, neben vermehrten Nebenwirkungen eine
ausbleibende klinische Wirkung mit sich bringen kdnnten (Ulrich et al. 1998b; Ulrich et al.
2001).In einer Meta-Analyse wiesen auch de Oliveira et al. darauf hin, dass eine
Obergrenze der therapeutischen Haloperidol-Serumspiegel existiert und dass eine
Uberschreitung dieser Grenze zu einem schlechteren klinischen Ansprechen fiihren kann
(de Oliveira et al. 1995). Darlber hinaus zeigte sich in einer anderen Untersuchung ein
besseres therapeutischen Ansprechen in einer Patientengruppe, die eine niedrigere
Risperidon-Tagesdosis erhalten hatte, verglichen mit einer Kontroligruppe mit einer

héheren Tagesdosis (Lane et al. 2000).

In der vorliegenden Studie ergab sich, dass in der GDG 1 signifikant weniger Patienten
auf die Therapie angesprochen hatten als in der GDG 2. Insbesondere zeigte sich auch
eine signifikant geringere Anzahl von Respondern in der GDG 1 verglichen mit GDG 2,
wenn eine hohe relative mittlere Dosis/kg KG appliziert worden war, wahrend bei einer
niedrigeren mittleren Dosis’lkg KG ein solcher Unterschied zwischen den
Gendosisgruppen nicht etabliert werden konnte. Es fand sich also ein Zusammenhang
zwischen Therapieversagen und einer semiquantitativen Gendosis von 0,5 oder 1,
entsprechend einem IM-Genotyp  nach herkommlicher = Nomenklatur, mit
dementsprechend zu erwartenden hoheren Serumspiegeln CYP2D6-abhangiger

Medikamente.

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den oben erwahnten Untersuchungen zu
Risperidon und Haloperidol (de Oliveira et al. 1995; Lane et al. 2000). Risperidon und
Haloperidol waren auch die am zweit- und dritthaufigst verordneten CYP2D6-abhangigen
Medikamente in unserer Studienpopulation.

Allerdings muss bei der Beurteilung dieser Ergebnisse unbedingt die Tatsache Beachtung
finden, dass in der hier prasentierten Studie die klinische Wirksamkeit mittels eines
Patienten-Selbstbeurteilungsbogens erfasst wurde. Es koénnte durchaus sein, dass
Patienten der GDG 1 eine eventuelle klinische Zustandsbesserung subjektiv schlechter
beurteilten, da diese Patienten, wie oben dargestellt, unter vermehrten, belastenden
Nebenwirkungen der Therapie zu leiden hatten, insbesondere dann, wenn sie mit
Uberdurchschnittlichen Dosen behandelt worden waren. Daruber hinaus muss

berlicksichtigt werden, dass in die Studie Patienten unabhangig von der applizierten
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Medikation eingeschlossen wurden, so dass eine erhebliche Heterogenitat hinsichtlich
pharmakologischer Eigenschaften der Studienmedikation resultierte.

AulRerdem darf auch die Tatsache nicht ignoriert werden, dass neben
pharmakokinetischen Faktoren noch verschiedene andere Variablen, die in der
vorliegenden Studie nicht erfasst wurden, einen Einfluss auf Erfolg oder Misserfolg der
medikamentésen Therapie austben. Dazu zahlen unter anderem Non-Compliance der
Patienten (Bebbington 1995), pharmakodynamische Varianten (Arranz et al. 1995) und
psychosoziale Grofden (Lieberman et al. 1996; vanOs et al. 1996).

Insgesamt mussen also die Ergebnisse, die die hier vorgestellte Studie hinsichtlich des
therapeutischen Ansprechens erbracht hat, kritisch betrachtet werden. In jedem Falle
stellen sie aber einen weiteren wichtigen Hinweis darauf dar, dass das Ansprechen auf
die medikamentdse Therapie auch vom Genotyp beeinflusst werden kann, wobei eine
semiquantitative Gendosis von 0,5 oder 1 mit einem schlechteren Ansprechen assoziiert

ist.

5.2.6. Diskussion der Fehlermoglichkeiten

Eine Beschrankung der vorliegenden Studie ist die Tatsache, dass die Patienten nur
aufgrund der Ergebnisse der Genotypisierung den verschiedenen Gendosis-Gruppen
zugeordnet wurden; eine zusatzliche Phanotypbestimmung mittels einer Testsubstanz
fand nicht statt. Ein sicherer Rickschluss vom Genotyp auf den resultierenden Phanotyp
ist nicht in allen Fallen mdglich, und es ist, wenn auch fur die groRe Mehrzahl der
Patienten unwahrscheinlich, nicht auszuschlieen, dass weitere, bisher noch unbekannte
Allelvarianten des CYP2D6-Gens existieren, die einen Einfluss auf die Aktivitat des
exprimierten Enzyms austiben. Daher spiegelt die Einordnung der Patienten in Gendosis-
Gruppen nicht notwendigerweise exakt das phanotypische Profil der Studienpopulation
wider.

Die Phanotypisierung mittels einer Testsubstanz ist im Rahmen klinischer Studien
allerdings kaum durchfuhrbar. Bei den Teilnehmern der Studie handelte es sich
ausschlieBlich um stationare Patienten mit teils erheblichem Leidensdruck, eine Wash-out
Periode von mehreren Tagen, die eine zwingende Voraussetzung fur die Bestimmung des
Phanotyps darstellt, ware ethisch nicht vertretbar gewesen. Insofern fehlen als
bestatigendes Bindeglied zwischen Genotyp und klinischem Outcome wiinschenswerte

pharmakokinetischen Daten.
Ein weiterer limitierender Faktor besteht in der duf3erst heterogenen Zusammensetzung
der Studienpopulation sowohl hinsichtlich demographischer und Krankheitsmerkmale als

auch in Bezug auf die angewandte medikamentdse Therapie. Insbesondere die nicht
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unerheblichen Unterschiede in pharmakokinetischen und pharmakodynamischen
Eigenschaften der applizierten Substanzen schranken die Aussagekraft der

Studienergebnisse ein.

Auch die relativ geringe Fallzahl stellt einen begrenzenden Faktor der Studie dar. Zwar
konnten einige statistisch signifikante Ergebnisse gefunden werden, trotzdem waére eine
héhere Fallzahl winschenswert, um weitere Unterschiede statistisch signifikant erkennen
zu koénnen (de Leon et al. 1998). Darlber hinaus standen auch leider nicht fir jeden
Patienten alle relevanten Daten zur Verfigung, so dass nicht alle Patienten in den

verschiedenen Auswertungen beriucksichtigt werden konnten.

5.2.7. Gesamtbeurteilung der Studienergebnisse

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse weisen darauf hin, dass der CYP2D6-
Genstatus eine wichtige Determinante fir den Verlauf einer stationaren psychiatrischen
Behandlung darstellt.

Bei Patienten mit einer Gendosis von 0, d.h. bei Patienten ohne CYP2D6-Aktivitat (Poor
Metabolizer), gestaltete sich die Therapie insofern kompliziert, als haufiger Umstellungen
der medikamentdsen Therapie vorgenommen wurden und diese Patienten eindeutig
haufiger unter unerwlinschten Arzneimittelwirkungen litten als Patienten mit funktionellen
CYP2D6-Genen. Daruber hinaus fanden sich deutliche Hinweise, dass auch bei Patienten
mit eingeschrankt-funktionellen CYP2D6-Allelen, also mit einer Gendosis von 0,5 oder 1,
der Therapieverlauf durch die individuelle Gendosis beeinflusst wird: diese Patienten litten
verglichen mit Patienten der Gendosis 1,5 oder 2 signifikant haufiger unter
Nebenwirkungen der Therapie, wenn héhere Dosen CYP2D6-abhangiger Medikamente
verabreicht wurden. Auflerdem zeigte sich in dieser Patientengruppe auch ein
schlechteres Ansprechen auf die Therapie im Vergleich zu den Patienten mit einer
Gendosis von 1,5 oder 2, insbesondere bei der Applikation einer hohen relativen mittleren
Dosis/kg KG.

Bisher wurde bei fast allen Untersuchungen davon ausgegangen, dass nur die
Extremfélle einer Population, d.h. PM- und UM-Genotypen (8-10%), von einer
pratherapeutischen Genotypisierung profitieren kénnten.

Die hier vorgelegte Studie demonstriert jedoch, dass auch bei Individuen mit einem EM-
oder IM-Genotyp der Therapieverlauf durch Kenntnis des Genstatus optimiert werden
konnte: bei Patienten mit einer Gendosis von 0,5 oder 1 sollten Dosissteigerungen bei
Nichtansprechen auf die Therapie vermieden werden, da hier die Gefahr des Auftretens
unerwunschter Arzneimittelwirkungen zunimmt und auch die Rate an Non-Respondern

bei hohen relativen mittleren Dosierungen/kg KG erhoht ist. Statt dessen ware der
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Wechsel zu einem Alterativpraparat anzuraten, um unnétige Belastungen und
zusatzliche Kosten durch Nebenwirkungen zu vermeiden. Bei Patienten mit einer
Gendosis von 1,5 oder 2 hingegen konnten Dosissteigerungen bei Non-Response
durchaus erfolgversprechend sein.

Die Ergebnisse dieser Studie sind insofern von besonderer Bedeutung, als in einem
realen klinischen Setting in einer hinsichtlich klinischer Merkmale und pharmakologischer
Profile sehr heterogenen Population statistisch signifikante Aussagen zum Einfluss des
CYP2D6-Genstatus auf den Therapieverlauf getroffen werden konnten.

Unter der Voraussetzung, dass nicht nur die extremen Genotyp-Varianten, sondern
Patienten aller Genotypen von der pratherapeutischen Kenntnis ihres individuellen
Genstatus profitieren kdnnten, wird es kunftig sehr viel leichter sein, die Kosten-Nutzen-
Effizienz eines pratherapeutischen pharmakogenetischen Screenings aufzuzeigen und die

routinemafige Genotypisierung in die allgemeine klinische Praxis einzufiihren.
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6. Zusammenfassung

In der Behandlung psychiatrischer Erkrankungen nehmen Psychopharmaka seit
Jahrzehnten einen hohen Stellenwert ein. Trotz langjahriger Erfahrungen mit
verschiedenen Substanzen und stetiger Fortschritte in der Psychopharmakologie ist aber
eine zuverlassige Voraussage des individuellen Therapieerfolges noch nicht méglich und
der Therapieverlauf wird haufig durch mangelnde Wirksamkeit sowie das Auftreten
unerwunschte Arzneimittelwirkungen kompliziert.

Das Enzym CYP2D6 ist am Abbau einer Vielzahl verschiedener Antidepressiva und
Neuroleptika beteiligt. Das kodierende Gen auf Chromosom 22 ist GUberaus polymorph mit
Uber 70 bisher bekannten Allelen. Dieser Polymorphismus des CYP2D6-Gens fihrt zu
einer grof3en Bandbreite an enzymatischer Aktivitat, vom vélligen Fehlen bis zur stark
erhdhten Stoffwechselkapazitat. Durch Phanotypisierung mit geeigneten Testsubstanzen
kénnen Patienten in Poor Metabolizer (PM), Intermediate Metabolizer (IM), Extensive
Metabolizer (EM) und Ultraextensive Metabolizer (UM) eingeteilt werden. Um die
Ergebnisse einer Genotypisierung mit diesen phanotypischen Eigenschaften zu
korrelieren, wurde kirzlich das Konzept der semiquantitativen Gendosis eingefuhrt.
Nullallele erhalten hierbei die Gendosis ,0“ (z.B. CYP2D6*3, *4 und *6), Allele, die zu
einem Genprodukt mit eingeschrankter enzymatischer Aktivitat fihren, den Wert ,0,5¢
(z.B. CYP2D6*9, *10, *17 und *41), das Wildtyp-Allel (CYP2D6*1) und das CYP2D6*2-
Allel werden mit dem Wert ,1° belegt und multiplizierte Allele (CYP2D6*1XN und *2XN)
mit dem Wert ,>=2°.

Zahlreiche anekdotische Einzelfallbeschreibungen und retrospektive Studien haben in den
vergangenen Jahren Hinweise darauf erbracht, dass genetisch bedingte inter-individuelle
Unterschiede in der Pharmakokinetik applizierter CYP2D6-abhangiger Arzneimittel den
Verlauf einer Psychopharmakotherapie, das Auftreten von Arzneimittelwirkungen und
—nebenwirkungen beeinflussen kénnen. Aus diesem Grunde wurde postuliert, dass die
pratherapeutische Kenntnis der metabolischen Kapazitdt eines Patienten den Weg zu
einer individuell optimierten medikamentésen Therapie mit CYP2D6-Substraten ebnen
konnte.

Eine Vorhersage der zu erwartenden Pharmakokinetik ist grundsatzlich mittels Phano-
oder Genotypisierung moglich. Wahrend die Phanotypisierung mit einer Reihe von
Nachteilen behaftet ist, die einen routinemaRigen Einsatz in der Klinik verhindern, hat sich
die Genotypisierung in den letzten Jahren prinzipiell methodisch als valide und praktikable

Alternative erwiesen.
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Im experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit wurden neue PCR-Methoden entwickelt,
die in Kombination mit bereits beschriebenen Verfahren eine umfassende Analyse der
wichtigsten der bisher bekannten Polymorphismen des CYP2D6-Gens in einer
kaukasischen Bevolkerung erlauben. Zur Evaluation der entwickelten Methoden wurden
Uber 150 Proben analysiert und die Ergebnisse durch weitere PCR-Reaktionen, RFLP-
Analyse und Gelelektrophorese validiert. Durch den Einsatz der LightCycler™-
Technologie wurde die Gesamtarbeitszeit flr die Genotypisierung deutlich reduziert, so

dass eine routinemafligen Anwendung in der klinischen Praxis moglich wird.

In der durchgefiuhrten doppelblinden Studie mit 150 Patienten wurde der Einfluss der
CYP2D6-Gendosis auf den Verlauf der medikamentdésen Therapie, das Auftreten von
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen und das Ansprechen auf die Therapie wahrend

einer stationaren psychiatrischen Behandlung untersucht.

Bei der Aufnahme in die Studie wurden die Patienten zu demographischen und
anamnestischen Daten befragt und eine Genotypisierung der Allele CYP2D6*2, *3, *4, *5,
*6, *7, *8, *9, *10, *17 und *41 sowie *1XN, *2XN und *4XN durchgefiihrt. Weitere
patientenbezogenen Daten, insbesondere Informationen bezliglich der Dauer des
stationaren Aufenthaltes und der angewandten medikamentésen Therapie, wurden der
Patientenakte entnommen. Der Schweregrad der Erkrankung wurde bei Aufnahme und
nach 4 Wochen mit Hilfe der Paranoid-Depressivitats-Skala (PD-S) erfasst. Ebenfalls
nach 4 Wochen erfolgte die Beurteilung der aufgetretenen unerwlnschten
Arzneimittelwirkungen  durch  den betreuenden Psychiater  mittels  einer
Begleitsymptomliste, die in Anlehnung an die DOTES (Dosage Record and Treatment

Emergent Symptom Scale) entwickelt worden war.

Dabei konnte aufgezeigt werden, dass zum Teil signifikante Beziehungen zwischen der

CYP2D6-Gendosis und dem Therapieverlauf bestanden.

Alle Patienten, die CYP2D6-abhangige Medikamente erhalten hatten, waren deutlich
langer hospitalisiert als Patienten ohne CYP2D6-dependente Substanzen.

Bei Patienten mit einer semiquantitativen Gendosis von >=2,5 wurden haufiger 2 oder
mehr CYP2D6-abhangige Medikamente verordnet als in den anderen Gendosis-Gruppen.
Demgegenuber waren bei Patienten mit einer semiquantitativen Gendosis von 0
signifikant haufiger 2 oder mehr Umstellungen der medikamentdésen Therapie zu
beobachten. Die applizierte relative mittlere Dosis/kg KG unterschied sich nicht innerhalb

der verschiedenen Gendosis-Gruppen.
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In der Gruppe der Poor Metabolizer war die Anzahl von Patienten, die unter
unerwlinschten Arzneimittelwirkungen litten, signifikant gegenliber den anderen
Gendosis-Gruppen erhoht. Besonders interessant war die Beobachtung, dass sich auch
die Patienten der Gendosisgruppen 1 und 2 (entsprechend Intermediate und Extensive
Metabolizer nach herkdmmlicher Nomenklatur) dann signifikant hinsichtlich des Auftretens
von Nebenwirkungen voneinander unterschieden, wenn eine Uberdurchschnittlich hohe

Dosis der CYP2D6-abhangigen Substanzen appliziert worden war.

Bezuglich der klinischen Wirksamkeit der angewendeten Therapie konnte festgestellt
werden, dass bei Probanden mit einer semiquantitativen Gendosis von 0,5 oder 1 die
Anzahl von Respondern insgesamt niedriger war als bei Patienten mit einer
semiquantitativen Gendosis von 1,5 oder 2. AuRerdem zeigte sich auch eine signifikant
geringere Anzahl von Respondern in der Gruppe der Intermediate Metabolizer verglichen
mit Extensive Metabolizern, wenn eine hohe relative mittlere Dosis’kg KG appliziert
worden war, wahrend keine Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen bei einer

niedrigen relativen mittleren Dosis/kg KG etabliert werden konnten.

Zusammenfassend kann als Ergebnis dieser Studie festgehalten werden, dass der
Verlauf der stationdren psychiatrischen Behandlung hinsichtlich der angewandten
medikamentdsen Therapie, des Auftretens unerwiinschter Arzneimittelwirkungen und des
Ansprechens auf die Therapie nicht nur, wie allgemein anerkannt, bei extremen Genotyp-
Varianten, also der Gruppe der PM-Genotypen, vom Genstatus beeinflusst wird. Auch bei
der grof’en Gruppe der Patienten mit einer semiquantitativen Gendosis von 0,5 und 1
bzw. 1,5 und 2 kdénnte eine pratherapeutische Genotypisierung zur Optimierung der
medikamentdsen Therapie beitragen. Insbesondere sollten bei Patienten mit einer
semiquantitativen Gendosis von 0,5 oder 1 (Intermediate Metabolizer) Dosissteigerungen
bei Nichtansprechen auf die Therapie vermieden werden, da hier die Gefahr des
Auftretens unerwinschter Arzneimittelwirkungen zunimmt. Bei Patienten mit einer
semiquantitativen Gendosis von 1,5 oder 2 (Extensive Metabolizer) hingegen kdnnten
Dosissteigerungen bei Non-Response durchaus erfolgversprechend sein. Dieses
Ergebnis ist insofern von besonderer Bedeutung, als in einer realen klinischen Situation in
einer heterogen therapierten Population statistisch signifikante Aussagen zum Einfluss

des CYP2D6-Genstatus auf den Therapieverlauf getroffen werden konnten.
Moglicherweise konnte durch das Resultat dieser Untersuchung das Kosten-Nutzen-
Verhaltnis eines routinemaRigen pharmakogenetischen Screenings vor Therapiebeginn

entscheidend verbessert werden und die CYP2D6-Genotypisierung kénnte sich so in
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Zukunft als wichtiges Instrument erweisen, um Qualitat und Effizienz der
Psychopharmakotherapie zu verbessern und die medikamentdse Therapie individuell zu

optimieren.
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8. Anhang

8.1.

Paranoid-Depressivitits-Skala (PD-S)

(Collegium Internationale Psychiatriae Scolarum 1996)
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8.2.

Begleitsymptomliste

Pharmakogenetische Untersuchung bei psychiatrischen Paticnten

Leidet die Palientin/ der Patient wahrend der Therapie unter einerfmehrerer der folgenden Mebenwiskingen,
und war dies evil. der Grund, eine Medikamentenumstellung voreunehmen?

a, Yerhalten

b. Keuralogizch

¢, Yepeiatv

d. Cardiovascolir

e, Andere

f. Sonstige

Tonischer Verwirrtheitszustand

Errepung’ Agitation
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Gresteigerte mot. Aktivitst
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Schlaflosipkeit

Schlifrighett, Somnolenz, Diisigheit

Rigor

Tremar

Dystonische Symplome
Akathisie
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Mundtrockenhet
Behindeste MNasenatmung
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Schwitzen
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