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1. Einleitung
1.1 Aufmerksamkeitsdefizit-/ Hyperaktivitatsstorung

"Ob der Philipp heute still
Wohl bei Tische sitzen will ?"
Also sprach in ernstem Ton
Der Papa zu seinem Sohn,
Und die Mutter blickte stumm
Auf dem ganzen Tisch herum.
Doch der Philipp hérte nicht,
Was zu ihm der Vater spricht.
Er gaukelt
Und schaukelt,

Er trappelt
Und zappelt
Auf dem Stuhle hin und her.
"Philipp, das mikfallt mir sehr 1"

Abb.1: Der Zappel-Philipp von Heinrich Hoffmann (1) [Hoffmann, 1988]

Heinrich Hoffmann beschrieb 1846 in seinem Buch ,.Der Struwwelpeter mit der
Geschichte des Zappel-Philipps als erster Psychiater typische Symptome der
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung (ADHS). Die Geschichte handelt vom
kleinen Jungen Philipp, der trotz der Ermahnungen seiner Eltern nicht still am Tisch
sitzen kann, standig mit dem Stuhl schaukelt und am Ende mitsamt der Tischdecke und
der Mahlzeit auf den Boden fillt. ,,Der Struwwelpeter* gilt als die Erstbeschreibung von
ADHS und représentiert damit ein wichtiges Dokument der Medizingeschichte. Die
Erz&hlung des Zappel-Philipps zeigt zudem, dass die Diagnose ADHS keine
,Erfindung* der Moderne ist [Thome et al., 2003].

1902 berichtete George Still, ein Kinderarzt, von Hyperaktivitat bei einer Gruppe von
Kindern, die unter dem Defizit der ,,gewollten Hemmung*“ bzw. unter fehlender

moralischer Kontrolle leiden. Dazu beschrieb er schon damals Merkmale von ADHS. Er
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erkannte, dass dieser Erkrankung eine familidre Pradisposition zugrunde liegt, dass
Jungen héaufiger als Madchen betroffen sind und dass bei Verwandten des Betroffenen
vermehrt Kriminalitat, Alkoholismus und Depressionen auftreten. Als Ursache flr die
Symptomatik der Hyperaktivitdt vermutete er eine Schadigung des Zentralen
Nervensystems.

Stills Erkenntnisse wurden durch die Forschung der néchsten 50-90 Jahre bestétigt.
Charles Bradley entdeckte 1937, dass das Psychopharmakum Benzedrin einen
sedierenden Effekt auf die Hyperaktivitat betroffener Kindern hat. Diese Erkenntnis
bildete die Grundlage fir nachfolgende Behandlungen mit d-Amphetamin und
Methylphenidat, die heute Mittel der Wahl bei der medikamentdsen Behandlung von
ADHS- Patienten darstellen [Levy et al., 2001].

1.1.1 Definition und Symptomkriterien

Die klinische Diagnosestellung von ADHS wird auf der Basis der Kriterien der
International Statistical Classification of Diseases (ICD-10) beziehungsweise des
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-1V) gestellt [American
Psychiatric Association, 1994; Schmidt et al., 2001].

Nach heutiger Definition ist ADHS durch die Symptomtrias Aufmerksamkeitsstdrung,
motorischer Uberaktivitat und ausgepragter Impulsivitat gekennzeichnet, die in einem
fur den Entwicklungsstand des Betroffenen abnormen Ausmal} situationstibergreifend
auftritt. Die Storung beginnt vor dem siebten Lebensjahr und sollte in mindestens zwei
Lebensbereichen/Situationen (z.B. in der Schule, in der Familie oder in der
Untersuchungssituation) konstant auftreten. Die Symptome verursachen eine
weitreichende  Beeintrachtigung der sozialen, schulischen oder beruflichen
Funktionsfahigkeit. Zudem darf die Storung nicht die Kriterien fir eine tiefgreifende
Entwicklungsstérung, eine manische Episode, eine depressive Episode oder eine
Angststorung erfillen.

Die Unterschiede zwischen DSM-1V und ICD-10 sind bezuglich hyperkinetischer
Storungen eher gering; fir beide sind die Symptomkriterien gestorte Aufmerksamkeit,
Hyperaktivitat und Impulsivitat entscheidend.

Im Folgenden werden nun die Symptomkriterien nach ICD-10 F.90 und DSM IV

vorgestellt.



Einleitung

Seite 3

Aufmerksamkeitsstérung:

1. Beachtet haufig Einzelheiten nicht oder macht Flichtigkeitsfehler bei den Schularbeiten, bei der Arbeit
oder bei anderen Tatigkeiten.

2. Hat oft Schwierigkeiten, langere Zeit die Aufmerksamkeit bei Aufgaben oder Spielen
aufrechtzuerhalten.

3. Scheint haufig nicht zuzuhtren, wenn andere ihn ansprechen.

4. Fuhrt hdufig Anweisungen anderer nicht vollstandig durch und kann Schularbeiten, andere Arbeiten
oder Pflichten am Arbeitsplatz nicht zu Ende bringen (nicht aufgrund oppositionellem Verhalten oder
Verstandnisschwierigkeiten).

5. Hat haufig Schwierigkeiten, Aufgaben und Aktivitaten zu organisieren.

6. Vermeidet hdufig, hat eine Abneigung gegen oder beschaftigt sich haufig nur widerwillig mit
Aufgaben, die langer andauernde geistige Anstrengungen erfordern (wie Mitarbeit im Unterricht oder
Hausaufgaben).

7. Verliert hdufig Gegenstande, die er/sie fiir Aufgaben oder Aktivitdten benotigt (z.B. Spielsachen
Hausaufgabenhefte, Stifte, Blcher oder Werkzeug).

8. Lasst sich oft durch &uRere Reize leicht ablenken.

9. Ist bei Alltagstatigkeiten haufig vergesslich.

Hyperaktivitét:
1. Zappelt haufig mit Handen oder Fiifen oder rutscht auf dem Stuhl herum.

2. Steht in der Klasse oder in anderen Situationen auf, in denen Sitzen bleiben erwartet wird.

3. Lauft haufig herum oder klettert exzessiv in Situationen, in denen dies unpassend ist (bei Jugendlichen
und Erwachsenen kann dies auf ein subjektives Unruhegefuhl beschrénkt sein).

4. Hat hdufig Schwierigkeiten, ruhig zu spielen oder sich mit Freizeitaktivitaten ruhig zu beschéftigen.

5. Ist hdufig ,,auf Achse* oder handelt oftmals, als wire er ,,getrieben® (nur ICD-10).

6. Zeigt ein anhaltendes Muster exzessiver motorischer Aktivitat, das durch die soziale Umgebung oder
durch Aufforderungen nicht durchgreifend beeinflussbar ist (nur DSM-1V).

Impulsivitat:
1. Platzt haufig mit der Antwort heraus, bevor die Frage zu Ende gestellt ist.

2. Kann héufig nur schwer warten, bis er/sie an der Reihe ist (bei Spielen oder in Gruppensituationen
(nur 1ICD-10)).

3. Unterbricht und stort andere haufig (platzt z.B. in Gespréche oder in Spiele anderer hinein).

4. Redet hufig Ubermé&Rig viel ohne angemessen auf soziale Beschrankungen zu reagieren (nur ICD-10);

in DSM-IV unter Hyperaktivitat subsumiert.

Tabelle 1: Symptomkriterien der hyperkinetischen Stérung nach 1CD-10 (Forschungskriterien) und des
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatssyndrom nach DSM-IV [American Psychiatric Association,
1994; Schmidt et al., 2001]
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Fur die einfache Aktivitats- und Aufmerksamkeitsstorung (F90.0) sind folgende
Symptome gefordert: Mindestens sechs Monate lang bestehen mindestens sechs der
Symptome der Aufmerksamkeitsstorung, drei Symptome der Hyperaktivitat und ein
Symptom der Impulsivitat in einem mit dem Entwicklungsstand des Kindes nicht zu
vereinbarenden und unangemessenen Ausmalg.

Nach DSM-IV werden drei Typen unterschieden:

e Der Mischtyp liegt vor, wenn sechs Symptome einer Aufmerksamkeitsstérung und
sechs Symptome einer Hyperaktivitat und Impulsivitét fir mehr als sechs Monate
auftreten.

e Der vorwiegend unaufmerksame Typ weist mindestens sechs Symptomkriterien
einer Aufmerksamkeitsstorung auf, wohingegen Hyperaktivitat und Impulsivitat
nicht oder nicht hinreichend stark ausgebildet sind.

e Der vorwiegend hyperaktiv-impulsive Typ weist mindestens sechs
Symptomkriterien fir Hyperaktivitdt und Impulsivitat auf, wohingegen eine

Aufmerksamkeitsstorung nicht oder nicht hinreichend stark ausgebildet ist.

1.1.2 Epidemiologie und Komorbiditat

Mit einer Pravalenz von 8-12 % [Faraone et al., 2005] bzw. 3-10% [American
Psychiatric Association, 1994] weltweit ist ADHS eine der h&ufigsten psychiatrischen
Erkrankungen des Kindesalters. Einige epidemiologische Studien besagen sogar, dass
die Pravalenz drei- bis viermal so hoch ist [Paule et al., 2000].

Fur die Atiologie von ADHS werden genetische und biochemische Faktoren, die
Umwelt und der soziale Hintergrund diskutiert. Dabei sehen Hill und Taylor (2001) die
genetische Komponente als das wichtigste Element an.

Familienstudien haben gezeigt, dass Eltern, deren Kinder von ADHS betroffen sind, ein
zwei- bis achtfach erhohtes Risiko fur ADHS aufweisen. Weitere Verwandte der
betroffenen Kinder haben ein dhnlich gesteigertes Risiko [Faraone et al., 2005]. Dabei
wird ein ADHS-Subtyp innerhalb einer Familie nicht Gberdurchschnittlich vererbt
[Faraone et al., 2000].

Noch aussagekraftiger sind Zwillings- und Adoptionsstudien, da hierbei der genetische

Hintergrund von Umwelteinfliissen besser getrennt werden kann.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6VB8-4GSJXRM-1&_user=616166&_coverDate=03%2F31%2F2007&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000032339&_version=1&_urlVersion=0&_userid=616166&md5=f9ad2ceda9a53f2b62916ff26b809a30#bib118
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Die Konkordanzraten belaufen sich bei monozygoten Zwillingen auf 50-80%, hingegen
bei dizygoten auf 30-40% [Heiser et al., 2004].

Im Folgenden sind die Ergebnisse verschiedener Zwillingsstudien zur Heritabilitat von
ADHS, die in den USA, Australien, Skandinavien und in der Européischen Union
durchgefuhrt wurden, in Abbildung 1 dargestellt. Dabei lag im Mittel die Erblichkeit fur
ADHS bei monozygoten Zwillingen bei 77%.

Mean = .77

Martin et al 2002

Kuntsi and Stevens os 2001
Coolidge et al 2000
Wilcutt et al 2000
Hudziak et al 2000
Nadder ot al 1906
Levy et al 1567
Sherman et al 1567
Silberg et al 1966
Gjone et 3l 1996
Thapar et al 1966
Schenitz ot al 1966
Edelbrock ot 3l 1966
Stevenson 1962

Gillis et al 1862
Gaodman and Stavens on 15994
Matheny 1960
Willerman 1573

A 2 3 4 S5 6 7 8 9 1
Heritability of ADHD

o

Abb. 2: Heritabilitdt von ADHS bei monozygoten Zwillingen [Biederman, 2005]

Bei Adoptionsstudien wurde deutlich, dass ein héherer Anteil an Hyperaktivitat unter
den leiblichen Eltern von betroffenen Kindern im Vergleich zu Adoptiveltern zu
verzeichnen ist [Biederman, 2005].

Zudem ist ADHS haufig mit anderen psychiatrischen Erkrankungen vergesellschaftet.
In einer Studie von Kadesjo und Gillberg (2001) lag in einer Stichprobe von
schwedischen Kindern mit ADHS die Préavalenz fiir eine weitere psychiatrische
Erkrankung bei 87% und fur zwei oder mehr bei 67%. Die dabei am hdaufigsten
auftretenden Komorbiditaten sind dissoziale Personlichkeitsstorungen, Oppositionelle
Storung (ODD) und Stérung des Sozialverhaltens (CD), Lern- und
Entwicklungsstorungen sowie affektive Stérungen, Angststérungen und Tic-Stoérungen.
In Abbildung 3 ist das Profil der Komorbiditat bei ADHS- Patienten nach Biederman
(2005) dargestelit.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6VB8-4GSJXRM-1&_user=616166&_coverDate=03%2F31%2F2007&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000032339&_version=1&_urlVersion=0&_userid=616166&md5=f9ad2ceda9a53f2b62916ff26b809a30#bib89
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Abb.3: Das Profil der Komorbiditat bei ADHS- Patienten

Die Symptomatik setzt sich haufig auch ins Jugend- und Erwachsenenalter fort. In einer
Studie von Barkley et al. (1990) wurde beschrieben, dass 88% der untersuchten
Patienten acht Jahre nach Diagnosestellung noch immer die Kriterien von ADHS
erfillten. In dieser Studie wurde eine Abnahme der Hyperaktivitdt mit dem Alter
festgestellt, die Aufmerksamkeitsstorung war jedoch Uberdauernd. In der Adoleszenz
zeigten Kinder mit ADHS schlechtere Schulleistungen und verminderte kognitive
Fahigkeiten. Ein erhohter Alkohol- und Nikotinabusus sowie Konsum illegaler Drogen
wurde in Bezug auf Gleichaltrige beschrieben. Die Delinquenzrate war ebenfalls
gesteigert, ein Zusammenhang mit der gehduft auftretenden dissozialen
Personlichkeitsstorung wird diskutiert. Innerhalb der Familien ADHS-betroffener
Kinder treten vermehrt Konflikte auf.

Hé&ufig persistierten im Erwachsenenalter Symptome der Impulsivitat, Unruhe und
Unaufmerksamkeit, jedoch zeigte sich im Allgemeinen, dass die ADHS-Merkmale mit
dem Alter abnehmen [Brassett-Harknett et al., 2007].

1.1.3 Therapie

Die Therapie von ADHS umfasst verhaltenstherapeutische Optionen, milieubezogene
MaRnahmen und Pharmakotherapie [Goldman et al., 1998].

In der MTA- Studie (Multimodal Treatment Study of Children With ADHD) wurden
diese unterschiedlichen Therapieansdtze miteinander verglichen. Hierfur wurden 579

Kinder mit ADHS vom Mischtyp im Alter von 7.0- 9.9 Jahren in vier Gruppen


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6VB8-4GSJXRM-1&_user=616166&_coverDate=03%2F31%2F2007&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000032339&_version=1&_urlVersion=0&_userid=616166&md5=f9ad2ceda9a53f2b62916ff26b809a30#bib13
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aufgeteilt, in denen sie mit einer bzw. zwei der unterschiedlichen Konzepte ber 14
Monate hinweg behandelt wurden. Dabei zeigten sich die Kombinationstherapie aus
Pharmako- und Verhaltenstherapie sowie die alleinige Pharmakotherapie gegentber den
milieubezogenen MaRnahmen oder der alleinigen Verhaltenstherapie Gberlegen [Jensen
etal., 1999].

In der Pharmakotherapie  werden Uberwiegend Methylphenidat (MPH),
Dextroamphetaminsulfat und Atomoxetin eingesetzt.

Mittlerweile sind tber 170 Studien zur medikamentdsen Therapie bei mehr als 6000
Schulkindern durchgefiihrt worden. Dabei sprachen ungefahr 70% der Patienten auf die
Medikation mit Stimulantien an, wobei ,,Ansprechen® in diesem Zusammenhang eine
statistisch oder klinisch signifikante Reduktion der Hyperaktivitat bzw. eine vermehrte
Aufmerksamkeit bedeuten soll [Goldman et al., 1998].

Bei Non-Respondern wurden andere Medikamente wie trizyklische Antidepressiva
oder Selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRIs) eingesetzt [Swanson et al.,
2007].

MPH und d-Amphetamin sind Psychostimulantien, die als indirekte Dopaminagonisten
wirken. Nach derzeitiger Studienlage blockieren sie die Wiederaufnahme von Dopamin
und/oder Noradrenalin aus dem synaptischen Spalt, stimulieren deren Ausschittung und
verlangern damit die Einflussnahme dieser Neurotransmitter auf die postsynapischen
Rezeptoren. Das ebenfalls eingesetzte Pemolin wirkt in ahnlicher Weise wie die
genannten Amine, obwohl es kein Amphetamin-Derivat ist, sondern ein Oxazolinon
[Mutschler et al., 2001].

Volkow et al. (1998) berichteten, dass MPH durch Blockade von Dopamintransportern
eine erhohte Konzentration von Dopamin in der Synapse bewirkt. Dabei kann MPH
dopaminerge Transporter abhéngig von der Dosis, bei 20mg zu 54% und bei 40mg oder
60mg bis zu 72-74%, blockieren. MPH scheint daneben einen zusétzlichen
Wirkmechanismus im noradrenergen System zu haben [Rohde et al., 2007]. Neben
MPH sind auch andere Psychostimulantien (d-Amphetamin und Pemolin) in der Lage,
dopaminerge Transporter zu inhibieren und damit die Symptome von ADHS zu lindern.
In Tiermodellen wurden weitere Hinweise auf die Mechanismen der eingesetzten
Pharmaka gewonnen. Hess et al. (1996) untersuchten Colobomamé&use, die eine

Deletion aufwiesen, die mehrere Gene umfasste. Diese Deletion betraf unter anderem
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das Gen, welches fiir das synaptisch assoziierte Protein 25 (SNAP-25) kodiert. Die
Mause zeigten eine ausgepragte motorische Hyperaktivitat, die durch die Applikation
von d-Amphetamin deutlich reduziert werden konnte. Diese Erkenntnisse unterstutzen
die Hypothese, dass eine Dysregulation im dopaminergen Transmittersystem eine Rolle
in der Atiologie von ADHS spielt [Amara et al., 1993; Faraone et al., 1998].
Atomoxetin ist ein neues Medikament in der Therapie von ADHS, das 2005 in
Deutschland zugelassen wurde. Es ist als Inhibitor der prasynaptischen noradrenergen
Transporter im zentralen Nervensystem (ZNS) beschrieben. Die verfugbare
Konzentration an Noradrenalin und Dopamin wird hierdurch erhoht, besonders im
prafrontalen Kortex (PFC) [Purper-Ouakil et al., 2005 und Brown et al., 2005].

Die Pharmakotherapie bildet jedoch nur eine Sdule der Therapie von ADHS. Die
Verhaltenstherapie, die Psychoedukation und milieubezogene MalRnahmen spielen
ebenfalls fiir eine erfolgreiche Therapie eine wichtige Rolle. Die eingehende Beratung
von Eltern und Institutionen wie beispielsweise der Schule sollten Teil des

Therapiekonzeptes sein [Goldman et al., 1998].

1.1.4 Neurobiologischer Hintergrund

In den letzten drei Jahrzehnten lag der Fokus der neurobiologischen Forschung
beziiglich ADHS auf den Monoamin-Transmittersystemen [Pliszka, 2005]. In
Tierversuchen von Arnsten et al. (2005) wurden hierbei Veranderungen in den
noradrenergen und dopaminergen Transmittersystemen des PFC beschrieben. Der PFC
umfasst diejenigen neokortikalen Anteile des Frontallappens, die rostral des PFC bis
zum Frontalpol gelegen sind. Er steht in enger Verbindung zu sensorischen
Assoziationsgebieten des Kortex, zu den Basalganglien, zum dorsomedialen Nukleus
des Thalamus und zum limbischen System.

Funktionen dieses Grol3hirnbereiches umfassen das Kurzzeitgedachtnis und hoéhere
soziale, psychische und geistige Leistungen des Menschen. Bei Beeintréchtigung der
Funktion des PFC haben ADHS-Patienten Einschrdnkungen in den Bereichen Planung,
Problemlosung und der Aufmerksamkeit. AuBerdem kann es zu impulsivem und

situationsunangemessenem Verhalten kommen [Nolte, 2002; Trepel, 2004].
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Mithilfe bildgebender Verfahren wie der Magnetresonanztomographie (MRT) wurden
Patienten mit ADHS hinsichtlich Verdnderungen ihrer Hirnstrukturen untersucht.
Hierbei beschrieben Krain und Castellanos (2006) eine Volumenreduktion der Gehirne
betroffener Patienten im Kindes- und Jugendalter im Vergleich zu Gesunden. Vor allem
der PFC scheint signifikant kleiner zu sein. Dartiber hinaus wurde (Uber eine
Verminderung der physiologisch auftretenden Asymmetrie des rechten in Vergleich
zum linken préfrontalen Kortex berichtet. Ahnliche Veranderungen beziglich der GroRke
und Symmetrie wurden bei den Basalganglien und im Kleinhirn beschrieben. Daneben
scheint zusatzlich die weille und graue Substanz des Gehirns vermindert zu sein. Diese
genannten volumetrischen Veranderungen scheinen nicht progressive Defizite zu sein,
welche vermutlich aus genetischer oder umweltbedingter Einflussnahme resultieren.
Man geht davon aus, dass bei Patienten mit ADHS im PFC ein Ungleichgewicht des
noradrenergen zum dopaminergen System zugrunde liegt. Dabei wird von einer
Dominanz der noradrenergen gegenuber der dopaminergen Neurotransmission
ausgegangen [Malone et al., 1994; Bruno et al., 2007].

Satterfield und Dawson (1971) gehorten zu den Ersten, die eine frontolimbische
Dysfunktion fir eine Ursache von ADHS hielten. Sie nahmen an, dass die schwache
inhibitorische Kontrolle tber die limbischen Funktionen zu ADHS fiihren. Der
erfolgreiche Einsatz von Stimulantien und verschiedene Tiermodelle zum dopaminergen
System scheinen diese Annahme zu unterstiitzen [Faraone et al., 1998].

Spontaneously hypertensive rats (SHR) eignen sich im Tierversuch als genetisches
Modell fir ADHS. Sie wurden von Russell (2001) mit normotensiven Wistar-Kyoto
(WKY) als Kontrollratten untersucht. Dabei reagierten die SHR nach elektrischer
Stimulation von dopaminergen Neuronen mit einer geringeren Dopaminausschiittung
als WKY. Neben dieser hypodopaminergen Funktion des PFC der SHR scheint die
Inhibition der Noradrenalinausschuttung durch den Rezeptor selbst beeintréchtigt zu
sein. Dies spricht fur eine schwache Regulation der noradrenergen Funktion des PFC
von SHR.

Die genannten Resultate deuten darauf hin, dass die bei ADHS auftretenden
Verhaltensstorungen das Ergebnis des Ungleichgewichtes zwischen dem noradrenergen
und dem dopaminergen System im PFC sind, wobei die inhibitorische dopaminerge

Aktivitat reduziert und die noradrenerge erhéht vorliegt [Russell, 2001]. Laut einer


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T4S-3V8KT5V-T&_user=616166&_coverDate=11%2F15%2F1998&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000032339&_version=1&_urlVersion=0&_userid=616166&md5=3085fe3b85ec127567e28e9132de6071#bib68
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Studie von Moll et al. (2000) steigert MPH wiederum signifikant diese intrakortikale
inhibitorische Aktivitat.

In einer weiteren Tiermodell-Studie konnten Gainetdinov et al. (1999) mithilfe
Dopamintransporter-Knockout- Madusen (DAT-KO) einen Phé&notypen generieren, der
in der Hyperaktivitat dem Bild einer ADHS-Stérung beim Menschen simulierte. lhnen
fehlte das fir den Dopamintransporter (DAT) kodierende Gen, wodurch der
Dopamintonus erhéht vorlag. Die Maé&use wiesen Hyperaktivitdt und eine
Beeintrachtigung ihrer rdumlichen  Wahrnehmung auf. Nach Gabe wvon
Psychostimulantien nahm ihr Bewegungsdrang ab. Dieser Effekt scheint in der
serotonergen Neurotransmission begriindet zu sein [Gainetdinov et al., 1999].
Zusammenfassend weisen die Wirksamkeit von Stimulantien in der ADHS- Therapie
und  verschiedenene Tierversuche zur Pathophysiologie von ADHS auf eine

Dysfunktion der Neurotransmittersysteme des Gehirns hin [Thapar et al., 2005].

1.1.5 Molekulare Genetik

Die hohe Heritabilitdt von ADHS fiihrte zu molekulargenetischen Untersuchungen
beziiglich der pathophysiologischen Grundlagen. ADHS wird als komplexe
psychiatrische Erkrankung angesehen, an deren Entstehung eine Vielzahl von Genen
mit kleineren Effekten beteiligt ist [Faraone et al., 2005]. Dabei wurden genomweite
Untersuchungen auf Quantitative Trait Loci (QTL) durchgefiihrt. QTL bezeichnen
Abschnitte auf einem Chromosom, die Einfluss auf den Phanotyp des betreffenden
Organismus haben [Eley et al., 2005]. Diese Analysen bringen Hinweise auf relevante
chromosomale Loci, die in Assoziationsstudien néher erforscht werden kénnen und
geben Anhalt zur Aufdeckung neuer Kandidatengene. In mehreren Kopplungsstudien
wurde tbereinstimmend der Marker 5p13 als relevanter Genlocus beschrieben [Odgie et
al., 2003; Hebebrand et al., 2006]. Dieser chromosomale Genort 5p13 befindet sich
nahe dem Dopamintransportergen (DAT). Friedel et al. (2007) untersuchten im Rahmen
einer Feinkartierung 30 Polymorphismen dieses Gens bei 329 Familien mit 523
betroffenen Kindern. Dabei wurde der Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
rs463379 als signifikant assoziiert mit ADHS beschrieben und stellt DAT als
interessantes Kandidatengen fir ADHS in Aussicht. Dieses Beispiel zeigt, wie ein
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potentielles Kandidatengen fiir ADHS in einer Kopplungsstudie [Hebebrand et al.,
2006] erkannt und im Anschluss in einer Feinkartierung [Friedel et al., 2005] als
assoziiert erkannt werden konnte.

In Kandidatengenuntersuchungen wurden Gene besonders der dopaminergen und
serotonergen Transmittersysteme fokussiert [Swanson et al., 2001]. Diese Systeme
wurden aufgrund der Erkenntnisse von Tierversuchen, der Pharmakotherapie und der
Bildgebung ausgewéhlt [Mill et al., 2005]. Zudem gibt es Hinweise auf Interaktion
zwischen dem dopaminergen und dem serotonergen System in der Pathophysiologie
von ADHS [Hawi et al., 2002]. Weiterhin ist zusatzlich das noradrenerge System von
Bedeutung. Die Erkenntnisse im PFC im Kontext mit ADHS weisen auf eine
Beteiligung des noradrenergen Systems in der polygenetischen Atiologie von ADHS
hin [Malone et al., 1994].

Dartiber hinaus stellen Gene, die Proteine kodieren, welche modulierenden Einfluss auf
die Neurotransmission haben, eine weitere interessante Kandidatengruppe dar. Diese
Proteine sind an der Synapse an der Ausschuttung und Wiederaufnahme von neuronalen
Botenstoffen beteiligt und haben damit fur die Regulation der Neurotransmission eine
grolRe Bedeutung [Brookes et al., 2005].

Auf der Basis dieser Uberlegungen wurde eine Vielzahl von Assoziationsstudien zu
Kandidatengenen durchgefiihrt.

In der Tabelle 2 sind Kandidatengene fur ADHS, die in verschiedenen Studien

beschrieben worden sind, zusammengestelit.

Dopaminerges System

DAT (Dopamintransporter) Hawi et al., 2003; Brookes et al., 2005; Feng et al.,
2005; Bobb et al., 2005; Friedel et al., 2007

DRD2 (Dopaminrezeptor D2) Rowe et al., 1999; Comings et al., 1991; Todd et al.,
2002; Huang et al., 2003

DRD3 (Dopaminrezeptor D3) Muglia et al., 2002; Payton et al., 2001; Barr et al.,
2000

DRD4 (Dopaminrezeptor D4) Lowe et al., 2004; Payton et al., 2001; Bellgrove et
al., 2005; Barr et al., 2001

DDC (Dopa-decarboxylase) Hawi et al., 2003
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DBH (Dopamin-3-Hydroxylase)

Comings et al., 1999; Daly et al., 1999; Roman et
al., 2002; Smith et al., 2003; Zhang et al, 2005

Noradrenerges System

ADRA2A
(Alpha 2A-Adrenoceptor)

Brookes et al., 2005

NET

(Noradrenalin-Transporter)

Xu et al., 2005; Bobb et al., 2005; Barr et al., 2002;
McEvoy et al., 2002; Comings et al., 2000; De Luca,
2004; Kent et al., 2001; Todd et al., 2003

Serotonerges System

SERT (Serotonintransporter)

Curran et al., 2005; Kent et al., 2002

TPH2 (Tryptophanhydroxylase)

Sheehan et al., 2005; Walitza et al., 2005

HTR2A (5-Hydroxy-
tryptaminrezeptor 2A)

Li et al., 2002; Bobb et al., 2005

HTR1B (5-Hydroxy-
tryptaminrezeptor 1B)

Hawi et al., 2002; Quist et al., 2003; Bobb et al.,
2005; Li et al., 2005

HTR2C (5-Hydroxy-
tryptaminrezeptor 2C)

Bobb et al., 2005; Li et al., 2004

Gene, die synaptische Proteine kodieren

SNAP-25

Mill et al., 2002 und 2004; Brophy et al. 2002, Barr
et al., 2000 ; Kustanovich et al., 2003; Feng et al.,
2005 ; Bobb et al., 2005

SYP (Synaptophysin)

Brookes et al., 2006

MAO-A (Monoaminoxidase)

Domschke et al., 2005

COMT (Catechol-O-
Methyltransferase)

Eisenberg et al., 1999; Qian et al., 2003; Bobb et al.,
2005; Thapar et al., 2005

Weitere Gene

FADS2 (fatty acid desaturase)

Brookes et al., 2006

CHRNAA4 (nicotinerges
Acetylcholin-Rezeptorgen a 4)

Brookes et al., 2006

Tabelle 2: Untersuchte Kandidatengene fir ADHS
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Aufgrund ihrer Fahigkeit, verschiedene Neurotransmittersysteme zu modulieren, sind
Gene, die synaptische Proteine kodieren, von besonderem Interesse. Im Folgenden
werden die Grundlagen der Neurotransmission, die Bedeutung von synaptischen
Vesikeln und Proteinen naher erldutert.

1.2 Neurotransmission

Die Prozesse der Neurotransmission sind wichtig fir das Verstandnis der
Pathophysiologie von ADHS. Daher werden die Abldufe der neuronalen
Informationsverarbeitung im Folgenden dargestelit.

Das menschliche Gehirn besitzt circa 10 Milliarden Neurone, welche die
Grundeinheiten der spezifischen Gehirnleistungen bilden. Die Verbindungen zwischen
den einzelnen Neuronen werden durch Synapsen bewerkstelligt, wobei jedes Neuron
uber mehr als 100 derartige Verknlpfungen verfiigt. Hier werden Informationen von
einem Neuron auf ein folgendes ber den synaptischen Spalt auf molekularem Weg
durch Neurotransmitter weitergegeben. Die Botenstoffe werden anschliefend im
synaptischen Spalt abgebaut oder aus dem synaptischen Spalt wieder aufgenommen und
in Vesikeln gespeichert. Dieses ,,Recycling” geschieht aktiv durch vesikuldre
Transporter. Die Speicherung von Neurotransmittern in synaptischen Vesikeln ist eine
entscheidende Voraussetzung fir die Funktion der Synapse.

Die Neurotransmitter unterteilt man in biogene Amine, Aminosauren und Neuropeptide.

Typ Wichtige Neurotransmitter

Biogene Amine | Acetylcholin,  Dopamin,  Noradrenalin  und

Serotonin

Aminosauren Glutamat, GABA, Glycin

Neuropeptide Angiotensin 1l, B-Endorphin, Cholezystokinin,
Enkephalin, Neuropeptid Y,  Neurotensin,

Somatostatin, Substanz P

Tabelle 3: Wichtige Neurotransmitter im Gehirn [Nolte, 2002]
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In den genannten Transmittersystemen wurden verschiedene Gene zu ADHS untersucht
(s. Kapitel 1.1.5). Das in dieser Arbeit untersuchte Kandidatengen SV2C kodiert fur ein
synaptisches Vesikelprotein. Im Folgenden wird auf den Aufbau und die Funktion der
synaptischen Vesikel fir die Neurotransmission und anschlie}end auf das Protein SV2C

eingegangen.

1.2.1 Synaptische Vesikel
1.2.1.1 Zyklus der Synaptischen Vesikel

Synaptische Vesikel (SV) sind elementare Bestandteile der Neurotransmission. Sie sind
fur die Ausschittung von Botenstoffen in den synaptischen Spalt verantwortlich und
erfillen damit die sekretorische Funktion der prasynaptischen Struktur. Sie befinden
sich hierbei durchgehend im zyklischen Transportvorgang, dem Trafficking. Zundchst
nehmen sie durch aktiven Transport Neurotransmitter auf der prasynaptischen Seite auf
und sammeln sich in der aktiven Zone an (docking/priming). Die aktive Zone ist der
Bereich der prasynaptischen Struktur, der auf die Transmitterausschittung spezialisiert
ist. Dort geben die SV im nachsten Schritt durch den Zustrom von Ca?* getriggert die
gespeicherten Neurotransmitter in den synaptischen Spalt ab. Dies geschieht via
Exozytose. Dabei kommt es zur Fusion der SV mit der prasynaptischen Membran. Nun
folgen die Endozytose und das Recycling der SV, wobei sich aus der prasynaptischen
Membran wieder SV formen. Somit sind diese wieder bereit, neue Neurotransmitter
aufzunehmen [Stdhof et al., 1999 u. 2004].

In Abbildung 4 ist das Trafficking der SV graphisch dargestellt.
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Abb. 4: Zyklus der synaptischen Vesikel [Studhof et al., 1999]

1.2.1.2 Aufbau der synaptischen Vesikel

SV haben einen Radius von 17 bis 22nm und bendtigen fiir den oben dargestellten
Zyklus weniger als 100us. Sie beinhalten zwei obligatorische Komponenten. Das sind
zum einen die Transportproteine und zum anderen die Trafficking-Proteine.

Die Transportproteine sind fir die Aufnahme von Botenstoffen verantwortlich.

Die Neurotransmitteraufnahme in SV wird durch einen elektrochemischen Gradienten
ausgelost. Dieser wird durch eine vakuoldre H*-Pumpe seitens des SV generiert.

Die Trafficking-Proteine sind am zyklischen Transportvorgang der SV an der Endo-
und Exozytose sowie dem Recycling von SV beteiligt. Der Mechanismus des
Trafficking von SV ist weniger gut verstanden. Derzeit wird versucht, Proteine, die
allen SV gemeinsam sind, zu identifizieren, denn alle SV scheinen, unabhéngig vom
Neurotransmitter, einem ahnlichen Trafficking-Prozess zu unterliegen. SV-Proteine sind
unterschiedlich aufgebaut. Sie besitzen periphere Membranproteine, die durch
hydrophobe posttranslatorische Modifikation an das SV binden. Dazu besitzen sie eine
oder mehrere Transmembranregionen.

Zehn mutmaBliche Klassen von Trafficking-Proteinen sind in Abbildung 5 beschrieben.

Dazu z&hlen Synaptotagmin (SYT), das synaptische Vesikelprotein 2A,B und C (SV2A,
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B und C), SV Two-Related Protein (SVOP) und Synaptophysin (SYP) [Stdhof et al.,
1999 u. 2004].

Synapsins
1,1, &
Synaptobrevins 2 S
% 1& 1 y HR
(VAMPs)
.
cl L4 Rab3
Gomains Rab5
Synaptotagmins c
1&n i
Synaptophysins
¥ /
Synaptic 18l
Vesicle c
Synaptogyrin

i SCAMPs 1&4

Abb. 5: Aufbau eines synaptischen Vesikels [Sudhof et al., 1999]

Das Vesicle Associated Membrane Protein 2 (VAMP2) bildet mit Syntaxin 1a (STX-1a)
und synaptosomal assoziiertem Protein 25 (SNAP-25) einen Komplex, der fir die
Transmitterausschittung in den synaptischen Spalt essentiell ist. Die Proteine, welche in
diese Komplexe involviert sind, bezeichnet man als SNARES (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein receptors). lhnen wird fur das
intrazellulare Trafficking eine wichtige Rolle zugeschrieben [Brookes et al., 2005].

Die Familie der SYT kodiert fir Proteine, welche Kalzium binden und fir die
Ausschittung von Neurotransmittern bereitstellen. Damit stellt SYT ein wichtiges Gen
fur die Ca**-regulierte Exozytose an der Synapse dar. Die Proteine SYP und SYT
interagieren mit den SNARE-Proteinen [Brookes et al., 2005; Brophy et al., 2002]. In
einer Assoziationsstudie von Brookes et al. (2005) konnte beziglich STX1, SYP, SYT1
und VAMP2 nur hinsichtlich Genvarianten von SYP eine Assoziation zu ADHS gezeigt
werden.

Die Proteinfamilie SV2 wird ebenfalls zu den Trafficking-Proteinen gezahlt. Sie wurde
von Buckley und Kelly [1985] entdeckt und scheint eine essentielle Rolle bei der
Neurotransmission zu spielen [Stdhof et al., 1999]. Im Folgenden wird auf die
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Proteinfamilie SV2 und im Besonderen auf SV2C eingegangen, denn SV2C scheint bei

der Ca**-getriggerten Exozytose bedeutsam zu sein.

1.2.2 SV2C als Kandidatengen
1.2.2.1 Die Proteinfamilie SV2

Die Proteinfamilie SV2 wurde bei Untersuchungsreihen mit monoklonalen Antikorpern
gegen synaptische Vesikelproteine entdeckt [Buckley et Kelly ,1985]. SV2-Proteine
sind Bestandteil synaptischer Vesikel (s. Abb. 3) und scheinen eine wichtige Funktion
in der Neurotransmission zu haben [Stdhof et al., 1999].

Es konnten drei Isoformen von SV2-Proteinen kloniert werden, die auf monoklonale
Antikorper reagierten: SV2A, SV2B und SV2C.

Ein SV2-Protein enthdlt 12 Transmembranregionen mit N- und C-Terminus im
Zytoplasma. Es zeigt eine signifikante Ahnlichkeit zu Kohlenhydrattransportproteinen
in Eukaryonten und Bakterien. Die meisten Loops des Proteins, die mit dessen
Transmembranregion verbunden sind, sind kurz. Die Ausnahmen bilden der Loop
zwischen den Transmembrandoménen 6 und 7 im Zytoplasma und der intravesikulare
Loop zwischen den Transmembrandomanen 7 und 8. Der grofe intravesikulére Loop ist
in hohem MaRe glykosyliert. Zudem steht er mdoglicherweise aufgrund seiner
Proteinreste  mit dem Inneren des synaptischen Vesikels in hydrophober
Wechselwirkung.

Die drei Isoformen von SV2 haben untereinander eine hohe Ahnlichkeit beziiglich ihrer
Transmembranregion und des zytoplasmatischen Loops, jedoch unterscheiden sie sich
in der Sequenz des N-Terminus im Zytoplasma und des intravesikuldren Loops. In

Abbildung 6 ist die Struktur von SVV2-Proteinen schematisch dargestellt.
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Abb. 6: Modell eines SV2-Proteins: Lokalisation der Proteinreste, die bei allen Isoformen vorhanden
sind. Jeder Rest wird durch einen Kreis dargestellt. Reste, die in allen SVC-Isoformen vorkommen,
reprasentieren schwarze Kreise; Reste, die in zwei Isoformen vorkommen, graue Kreise; Reste, die nicht
stetig vorkommen, weie Kreise [Stdhof et al., 1999].

Die drei SV2-Proteine kommen an unterschiedlichen Orten im Gehirn und im
endokrinen Gewebe vor. Die Verteilung der Proteine wurde mittels Immunzytochemie
und in-situ-Hybridisierung erforscht. Dabei zeigte sich, dass SV2-Proteine in Kkleinen
synaptischen Vesikeln vorhanden und nicht an ein bestimmtes Neurotransmittersystem
gebunden sind.

SV2A-Proteine sind ubiquitar in allen Neuronen des Gehirns zu finden, SV2B-Proteine
kommen hingegen nur begrenzt in Synapsen vor. SV2C-Proteine sind ebenfalls in
synaptischen Vesikeln vorhanden, primdr in Synapsen phylogenetisch alter
Gehirnbereiche. Daraus konnte man ableiten, dass SV2C-Proteine &lter als die anderen
beiden Isoformen sind [Sudhof et al., 1999].

Ein weiterer Bestandteil synaptischer Vesikel stellen neben den SV2-Proteinen die
SVOP dar (s. Abb 3). Diese besitzen eine ahnliche Transmembranstruktur wie SV2,
verfligen jedoch nicht Gber einen langen glykosylierten Loop. SVOP sind in wirbellosen

Tieren anzutreffen, SV2-Proteine hingegen nicht. Daraus konnte man schliel3en, dass
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SV2-Proteine entwicklungsgeschichtlich jlnger sind und maoglicherweise die
Abkdémmlinge von SVOP bei Vertebraten darstellen.

Sowohl bei SVOP als auch bei SV2A und SV2B hat sich eine signifikante Homologie
zu Proteinen von Transportmolekiilen verschiedenster Substrate gezeigt. Vor diesem
Hintergrund diskutierten Sidhof und Kollegen, dass SV2-Proteine vesikulare
Transportproteine fiir ein unbekanntes Substrat sein konnten, welches jedoch
biochemisch noch nicht nachgewiesen werden konnte [Stidhof et al., 2004].

Dazu mussten sie als treibende Kraft einen Protonengradienten nutzen. Mit den negativ
geladenen Aminosduren in der ersten Transmembranregion konnte das Protein positiv
geladene Substrate transportieren. Aus diesem Grund befoérdern SV2-Proteine
wahrscheinlich keine negativ geladene Substrate wie Chlorid oder ATP [Sudhof et al.,
1999].

1.2.2.2 Struktur und Funktion von SVV2C

Janz und Sudhof klonierten als Erste 1999 das Protein SV2C. Es reagierte hierbei auf
monoklonale SV2-Antikdérper. Daneben zeigte es ein hohes MaR an Homologie zu den
Proteinen SV2A und SV2B. SV2C hat 62% seiner Struktur mit SV2A und 57% mit
SV2B gemeinsam. AulRerdem verfiigt es ebenso wie SV2A und SV2B lber zwolf
Transmembrandomdnen. Somit wurde SV2C als dritte Isoform der SV2-Familie
beschrieben. Mithilfe eines SV2C-spezifischen Antikdrpers fanden Janz und Sudhof
heraus, dass das Protein SV2C in synaptischen Vesikeln lokalisiert ist. SV2C zeigt im
Vergleich zu SV2A eine sehr begrenzte Verteilung. Es kommt primdr in phylogenetisch
alten Hirnregionen wie dem Pallidum, der Substantia nigra, dem Mittelhirn, dem
Hirnstamm und dem Bulbus olfactorius vor. Im Hippocampus und im Kortex war SV2C
nicht auffindbar, im Kleinhirn nur in geringem Umfang. Zudem wurde SV2C in
adrenergen chromaffinen Zellen gefunden.

Die allgemeine Grundstruktur eines SV2-Proteins wurde in Kapitel 1.2.2.1 bereits
beschrieben. Die drei SV2-Isoformen zeigen eine hohe Ubereinstimmung in ihrer
Transmembranregion und des zytoplasmatischen Loops. In der Sequenz des Amino-
Terminus und des intravesikuldren Loops unterscheiden sie sich. Die N-Termini von
SV2A und SV2C haben eine sehr dhnliche Struktur. Bei SV2B ist dieser Terminus
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jedoch kirzer und anders aufgebaut. SV2C besteht aus 727 Aminoséuren
[www.genecards.org] und ist wie die beiden anderen Isoformen N-glykosyliert [Sudhof
etal., 1999].

Das kodierende Gen SV2C ist auf dem langen Ende des Chromosoms 5q13.3 lokalisiert
[www.genecards.org]. Die Abbildung 7 in Kapitel 3.2.1 gibt einen Uberblick Uber die
genomische Organisation des SV2C-Gens.

Die Funktion von SV2C ist noch nicht endgultig geklart. Von Schivell et al. (2005)
wurde die Interaktion der SV2-Proteine mit dem synaptischen Vesikelprotein SYT
beschrieben. Alle drei Isoformen von SV2 binden SYT-Proteine, jedoch haben nur
SV2A und SV2C eine SYT-bindende Doméne in ihrem Amino-Terminus [Schivell et
al., 2005]. SYT bindet nach Fernandez-Chacon et al. (1999) in der prasynaptischen
Struktur Kalzium fiir die Exozytose der Synapse. Aufgrund der Interaktion mit SYT
scheint SV2C an der Regulation der Ca®*-abhangigen Exozytose in Nerven- und
endokrinen Zellen beteiligt zu sein [Schivell et al., 2005; Xu et al., 2001]

Weiterhin konnte eine Wechselwirkung von Botulinumtoxin (BoNT) mit SV2C gezeigt
werden, eine Interaktion mit SV2A oder SV2B konnte dagegen nicht nachgewiesen
werden. BONT hemmt die Transmitterfreisetzung an der motorischen Endplatte, wobei
die Proteine SYT | und Il als Rezeptoren fiir die Serotypen BoNT/B und BoNT/G
dienen. Mahrhold et al. (2006) beschrieben die Interaktion von BoNT/A mit der groRRen
intravesikularen Domaéne des Proteins SV2C. Dies fuhrte zu einer drastischen
Reduktion der Toxizitat von BONT/A am Nervus phrenicus von Mausen.

Einzelne Doménen von SV2-Proteinen interagieren mit SYT-Proteinen (s. oben). Da
SYT wichtig fiir die Ca®*-abhangige Exozytose ist, ist es vorstellbar, dass BoNT im
Allgemeinen mit Proteinrezeptoren in Wechselwirkung tritt, deren Aufgabe die
Regulation der Exozytose ist [Mahrhold et al., 2006].

Weiterhin wurde die Rolle von SV2C in der regulierten Insulinsekretion untersucht. Das
Gen ist in Insulin-sezernierenden Zellen an der Rekrutierung von Vesikeln an der
Plasmamembran beteiligt, allerdings konnte fiir keine SV2-Isoform eine Funktion bei
der K*-induzierten Insulinsekretion gezeigt werden. Daraus kann geschlossen werden,
dass SV2C bei den Ca**-abhangigen Schritten der Exozytose keine regulatorische

Aufgabe Gbernehmen [lezzi et al., 2005].


http://www.genecards.org/
http://www.genecards.org/
javascript:Anchor('610291_Reference4')
javascript:Anchor('610291_Reference2')

Einleitung

Seite 21

1.2.2.3 SV2C und ADHS

In der Pathophysiologie von ADHS scheint eine Dysfunktion der
Neurotransmittersysteme des Gehirns urséchlich an der Storung beteiligt zu sein. Daher
sind die Mechanismen der neuronalen Informationsverarbeitung von besonderem
Interesse. Hierbei spielen synaptische Proteine aufgrund ihrer F&higkeit zur Modulation
von Neurotransmittersystemen eine wichtige Rolle. SV2C kodiert ein synaptisches
Vesikelprotein, dass am Trafficking synaptischer Vesikel Einfluss zu nehmen scheint.

In einer molekulargenetischen Studie des Hauses mittels array comparative genomic
hybridization (aCGH) haben Frau Selch und Kollegen in einer Stichprobe von 99
ADHS-Patienten SV2C als Kandidatengen fir ADHS identifiziert.

Durch diese molekulargenetische Untersuchungsmethode kann man Mikroduplikationen
und -deletionen auf einem Gen erkennen. In weiterflihrenden Untersuchungen kénnen
Gene identifiziert werden, die durch diese Veranderungen betroffen sind. aCGH wurde
bereits auf der Suche nach genomischen Aberrationen bei psychiatrischen Stérungen
wie Autismus [Szatmari et al., 2007] eingesetzt. Die Detektion solcher Aberrationen
sind eine interessante Mdglichkeit, genomweit neue Kandidatengene fiir Stérungsbilder
mit komplexer genetischer Grundlage wie ADHS zu identifizieren.

In genannter Studie des Hauses wurden mehrere private Deletionen und Duplikationen
entdeckt, die bei einzelnen Kindern de novo auftraten oder durch die Eltern vererbt
wurden. So wurde auf dem Chromosom 513 eine Duplikation bei einem Patienten und
dessen ebenfalls von ADHS betroffenen Vater gefunden. Durch diese Duplikation ist
das Gen flir SV2C betroffen, das, wie bereits geschildert, eine wichtige Rolle in der
Funktion der synaptischen Vesikel einnimmt. Die Duplikation, die SVC2 partiell
einschlieRt, konnte eine Verdnderung der Regulation von SV2C mit nachfolgender
Beeinflussung der Funktionalitdt von SV2C in der Neurotransmission bedingen und bei
den von der Duplikation betroffenen Probanden in besonderem MaRe zur
Atiopathogenese der ADHS beitragen. Auf der Grundlage der bekannten Funktionen
von SV2C und den berichteten Vorbefunden ist SV2C somit als ein Kandidatengen fir
molekulargenetische Untersuchungen der ADHS zu betrachten. Regulatorisch relevante

Regionen, wie die Promoterregion, sind dabei von besonderem Interesse.
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1.3 Zusammenfassung und Zielsetzung

ADHS ist ein neuropsychiatrisches Storungsbild, das durch die Symptomtrias
Aufmerksamkeitsstorung, motorischer Uberaktivitat und Impulsivitat charakterisiert ist.
Verschiedene Tiermodelle zur Pathophysiologie von ADHS deuten darauf hin, dass
mehrere Neurotransmittersysteme am Pathomechanismus von ADHS beteiligt sind. Die
Effektivitat der Pharmakotherapie und die Ergebnisse der Bildgebung unterstiitzen die
Annahme einer besonderen Beteiligung monoaminerger Neurotransmitter. Bei der
neuronalen Signalubertragung sind synaptische Vesikel bedeutsam flr die Ausschittung
und Wiederaufnahme von Botenstoffen. Das in dieser Dissertation untersuchte Gen
SV2C ist auf dem langen Ende des Chromosoms 5q13.3 lokalisiert und kodiert ein
Protein, welches sich in der Membran von synaptischen Vesikeln befindet und an der
Regulation der Exozytose bei der Neurotransmission beteiligt ist. In einer
vorangegangenen molekulargenetischen Studie an einer Stichprobe von 99 ADHS
Patienten durch aCGH wurde eine Duplikation gefunden, die SV2C partiell einschlief3t.
Diese Duplikation konnte eine Dysfunktion der Regulation von SV2C und der
Gesamtfunktionalitdt von SV2C in der Neurotransmission nach sich ziehen. SV2C ist
damit ein interessantes Kandidatengen fir ADHS. Ziel dieser Dissertation ist die
molekulargenetische  Untersuchung von SV2C anhand dreier ausgewahlter
Polymorphismen aus dem Promotorbereich auf eine Assoziation zu ADHS. Diese
Untersuchung soll im Rahmen einer familienbasierten Assoziationsstudie geschehen.
Das hierbei verwendete Patientenkollektiv umfasst 100 ADHS-Familien, die nach
DSM-IV (s. Tabelle 1) diagnostiziert worden sind.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Oligonukleotide

Aus der Promotorregion von SV2C wurden fiir die drei SNP rs30198, rs1862519 und
rs30196 die in Tabelle 4 dargestellten Primer verwendet. Die amplifizierte Produktlange

und die Annealingtemperatur des jeweiligen SNP sind ebenfalls angegeben.

Kennung des | Primer forward Primer reverse Produkt- Annealing-
SNPs lange temperatur
Rs30198 5”-agtaggcaacctagctctge-3” 5’-caactgtgactgtgcgttg-3” 195bp 60.6°C
Rs1862519 5’-gtactgcttctcagaggcetgagat-3~ | 5'-ttgaagggacatagacgatctcct-3° | 472bp 61.6°C
rs30196 5”-gcctgaccatctcatagcacca-3” 5’-gttagcttgggctttccagttcga-3~ | 229bp 60.4°C

Tabelle 4: Verwendete PCR-Primer

2.1.2 Puffer

Als Puffer wurden fir die PCR Goldstar und MgCl, verwendet, fur die Gel-
Elektrophorese TAE-Puffer und Blaupuffer.

Goldstar10x 750mM Tris-HCI (pH 9)
200mM (NH4)2804
0.1% Tween 20

MgCl, 25mM

25x TAE-Puffer Tris-Base 1219
Eisessig 28.59
EDTA (0.5M/pH 8) 50ml
aqua dest. ad 1l

Blaupuffer 10ml H20

1.5ml Glycerol
25mg Bromphenolblau-Xylen-cyanol

Tabelle 5: Verwendete Puffer bei PCR und Gel-Elektrophorese
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2.1.3 Enzyme

Fur die PCR wurde das Enzym Taq DNA-Polymerase (5U/ul) von Eurogentec (Seraing,
Belgien) verwendet.

Der Restriktionsverdau (Digest) wurde mit den in Tabelle 6 dargestellten Enzymen
durchgefuhrt, die jeweiligen Inkubationstemperaturen und Produktlangen sind zudem

dargestellt.

SNP-Kennung Enzym Puffer | Inkubation Produktldngen
des

Polymorphismus

rs30198 Plel NEB4 | 6h bei 37°C G/G -> 75bp + 120bp
G/A -> 75bp + 120bp + 197bp

A/A ->197bp

rs1862519 BsmAl NEB3 | 16h bei 55°C | C/C -> 220bp + 252bp
GIC -> 220bp + 252bp + 472bp

G/G -> 472bp

rs30196 Hpy188I1l | NEB4 | 16h bei 37°C | T/T-> 113bp + 116bp

G/T -> 113bp + 116bp + 229bp

G/G -> 229hp

Tabelle 6: Enzyme und Produktlédngen fiir den Restriktionsverdau
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2.1.4 Arbeitsgeréte

In Tabelle 7 sind die verwendeten Arbeitsgerate aufgelistet.

Biometra Uno Il Thermoblock

BIOMETRA, Gottingen

Biometra T-1 Thermoblock

BIOMETRA, Géttingen

Biometra T-Gradient Thermoblock

BIOMETRA, Géttingen

Frischhalte-Folie

Toppits Melitta, Minden

Gelkammern, Kamme, Spatel

PEQLAB, Biotechnologie GmbH, Erlangen

Mikrowelle SIEMENS
Parafilm Menasha, WI 52920, USA
Pipetten Eppendorf, Hamburg

Vitaris, Baar

Pipettenspitzen

STARLAB GmbH, Ahrensburg
Nimbrecht, Sarstedt

Spannungsgerate

Gene Power Supply, GPS 200/400, Pharmacia,
Freiburg

Power Supply Consort E835 300V-500mA, Belgien
Power Supply Consort E844 400V-400mA

Biometra Powerpack P24

Schittelgerét

IKA- LABORTECHNIK, Staufen

Tubes

MultiplyR-puStripPro Biosphere®, Numbrecht

Thermopapier f. Mitsubishi Video-

Printer

MS-L GmbH, Wiesloch, Heidelberg

UV-Transluminator

Fluo-Link (TFL-20M, 312nm), MWG Biotech,
Eberstadt

Waage PM 300 METTLER, Gielen
Wasserbad GFL (Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel)
Zentrifuge neoLAB®, Heidelberg

Vortex Microspin FV-2400

Tabelle 7: Verwendete Arbeitsgerate
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2.1.5 Chemikalien

In Tabelle 8 sind die benutzten Chemikalien aufgelistet.

Agarose Biozym, Hessen, Oldendorf

Aqua dest. Merck, Darmstadt

100-Basenpaarleiter Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

Bromphenolblau-Xylencyanol Sigma, Steinheim

0,5 M EDTA (pH 8) Applichem, Darmstadt

Enzyme(Plel, BsmAl, Hpy188lll) New England Biolabs®
www.neb.com

1% Ethidiumbromidldsung Sigma, Steinheim

Glycerol Sigma, Steinheim

KCL Sigma, Steinheim

MqCl, Sigma, Steinheim

Nukleotide dNTP (2.5mM; dATP; dGTP, dCTP;
dTTP) Promega, Mannheim

Tris-Base Applichem, Darmstadt

Tris-HCI Applichem, Darmstadt

Tween 20 Sigma, Steinheim

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien
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2.2 Methoden
2.2.1 Genstruktur von SV2C

Der schematische Aufbau von SV2C ist in Abbildung 7 dargestellt. SV2C ist auf dem
langen Ende des Chromosoms 5g13.3 lokalisiert [www.genecards.org].

Es besteht aus 13 Exons; es gibt mindestens vier Splice-Varianten
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cgi?db=human&I=SV2C].
Drei Polymorphismen wurden aus dem Promotorbereich von SV2C ausgewahlt, die in
dieser Dissertation auf eine Assoziation zu ADHS untersucht wurden. Die SNP waren
rs30196, rs30198 und rs18625109.

Exon 8 EXon 9
1530196 Biaii? \ | Exonlo
rs30198
!

Exon 6 Exonll

Exon 12

Exonl

/

a1 RADE Exon 2 . 5
rs1862519 Exon 4 Exon 5

Exon 3

Exon 13

d
.

| 21384 kB |

Abb. 7: Schematischer Aufbau der Genstruktur von SV2C. Die roten Balken markieren die drei

untersuchten SNP, die schwarzen die Exons von SV2C.

2.2.2 SNP und Haploblocks

SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) sind Einzelnukleotid-Polymorphismen von
DNA-Abschnitten, in denen sich zwei Individuen durch die WVariation einer
Nukleotidbase unterscheiden.

Verschiedene Studien haben bei der Untersuchung von SNP gezeigt, dass sich diese in

Blocke, sogenannte Haploblocks, zusammenfassen lassen. Innerhalb eines Haploblocks
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weisen Polymorphismen eine hohe Korrelation beztiglich des Genotyps auf. Mithilfe
weniger ausgewéhlter SNP eines Haploblocks, die als Tag-SNP bezeichnet werden, ist
es moglich, eine Aussage Uber weitere Polymorphismen dieses Haploblocks treffen zu
kdnnen [Halperin et al., 2004].

Diese Tag-SNP wurden mithilfe des Haploview-Programmes basierend auf HapMap-
Daten (http://www.hapmap.org) ausgewahlt. Diese Datenbank zeigt jene Regionen mit
ausgepragtem Linkage disequilibrium (LD) fur ein bestimmtes Gen an. LD beschreibt
die Situation, dass Allelkombinationen h&ufiger vorkommen als die Verteilung der
Haplotypen von Allen bezuglich ihrer Haufigkeit es hatte vermuten lassen [Brookes et
al., 2005]. Aus einem derartigen Haploblock wurden gezielt die hier untersuchten Tag-
SNP ausgewahlt. Abbildung 8 zeigt mit rs30198, rs1862519 und rs30196 die drei Tag-
SNP fur diesen Haploblock, wobei die minimale Allelfrequenz MAF bei 0.1 und der

Determinationskoeffizient r bei 0.9 lagen [www.broad.mit.edu/mpg/haploview].

rs1B862514
rs30186
rs30188

Block 1 (3 k)
1 1

Abb. 8: Untersuchte SNP in einem Haploblock des Promotorbereichs von SV2C

Die SNP wurden im Promotorbereich von SV2C ausgewdhlt, da der Promotor eine
entscheidende Funktion bei der Transkription von DNA darstellt.

Der Promotor enthélt spezifische DNA-Sequenzen, die von Transkriptionsfaktoren
erkannt werden und dort den Transkriptionsinitiationskomplex bilden. Dieser aktiviert
die fir die Transkription wichtige RNA-Polymerase [LoOffler, 2003]. Der Core-

Promotor ist das wesentliche Element des Promotors. Neben dem Promotor kénnen
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auch weitere DNA-Abschnitte, sogenannte Enhancer, Transkriptionsfaktoren binden.
Diese sind haufig von ihrem Zielpromotor entfernt gelegen. Die Interaktion zwischen
Enhancer und Promotor ist wichtig fur den Ablauf der Transkription. Dabei bestimmt
die Bindung sequenzspezifischer Transkriptionsfaktoren die Haufigkeit der Initiation

einer Transkription [Smale et al., 2003].

2.2.3 Molekulargenetische Methoden
2.2.3.1 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Kary Mullis gelang 1984 mit der Entwicklung des Verfahrens der
Polymerasekettenreaktion (engl. PCR, Polymerase Chain Reaction) der Durchbruch in
der Gentechnik [Mullis et al., 1987]. Mit diesem Verfahren ist es moglich, Abschnitte
der Desoxyribonukleinsdure (DNA) gezielt zu vervielféltigen. Fir die Amplifikation
wird isolierte genomische DNA aus dem Blut verwendet. Das zu amplifizierende
Fragment wird von zwei bekannten, zueinander weisenden DNA-Sequenzen,
sogenannten Primern (Oligonukleotiden), flankiert. Nachdem die DNA-Polymerase
lediglich in 5°-3"-Richtung synthetisieren kann, sind ein auf dem Lesestrang liegender
forward-Primer und ein auf dem komplementdren Strang liegender reverse-Primer
notwendig. Es kommt zu einer exponentiellen Zunahme der zu amplifizierenden DNA-
Abschnitte, wenn diese drei Einzelreaktionen in aufeinanderfolgenden Zyklen mehrfach
wiederholt werden. Dadurch werden bei n Zyklen theoretisch 2" Kopien produziert.
Somit ist es bei 35 Zyklen méglich, den spezifischen DNA-Bereich auf bis zu 3 x 10™°
Kopien zu vervielfaltigen.

Im ersten Schritt wird der zu amplifizierende DNA-Abschnitt, der als Vorlage
(Template) fir die PCR dient, bei 95°C hitzedenaturiert und liegt damit in Form von
Einzelstrangen vor. Dieser VVorgang findet in automatisierten Thermocyclern statt.

Bei der zweiten Einzelreaktion kommt es zur Anlagerung von flankierenden synthetisch
hergestellten Primern (Annealing). Diese erfolgt adaptiert an die jeweilig eingesetzten
Primer bei Temperaturen von ca. 50°C bis 65°C.

Der nachste Schritt ist die Elongation, die bei einer Temperatur von 72°C stattfindet, um

unspezifische Hybridisierungen zu verhindern. Hierbei kommt es zur Synthese des zu
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kopierenden DNA-Abschnitts, die an den angelagerten Primern beginnt und daraufhin
komplementér zu den einzelnen vorliegenden DNA-Stréangen erfolgt. Die Synthese wird
durch die thermostabile, aus dem Archaebakterium Thermus aquaticus isolierte DNA-
Polymerase, kurz ,,Taq-Polymerase*, vermittelt. Deren Aktivitat bleibt auch bei hohen

Temperaturen uber mehrere Stunden aufrecht erhalten [Loffler et al., 2003].
Die definierte Abfolge von

e Denaturierung bei 95°C flr 45s
e Annealing zwischen 58-61°C fiir 45s
e Elongation bei 72°C fir 45s

wurde bei den in dieser Arbeit verwendeten Laborprotokollen mit einer Wiederholung

von 35 Zyklen eingesetzt.

Vorangestellt war eine Denaturierung bei 95°C von 180s, und abschlieRend endete die
PCR mit einer Elongation bei 72°C tber 180s.
In Tabelle 9 ist der Reaktionsansatz der PCR dargestellt.

DNA Tul
Primer forward Tul
Primer reverse Tyl
Nukleotide 2.5 mM Tyl
Puffer: Goldstar 2.5l
Puffer: MgCl, Tyl
Taqg Polymerase 0.5 ul

Tabelle 9: Reaktionsansatz der PCR

Die Lokalisation, die Primerpaare und die PCR-Produktldnge sind in Tabelle 6

aufgefiihrt. Das Volumen des Ansatzes betrug 25.0ul.
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2.2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die durch PCR gewonnenen replizierten DNA-Fragmente von SV2C wurden in einem
homogenen, konstanten, elektrischen Feld mittels horizontaler Gel-Elektrophorese
aufgetrennt. Es wurden 3%ige Agarosegele mit der Grofie 12 x 14cm verwendet, welche
durch Zugabe von 3.00mg Agarose in 100ml TAE-Puffer gegossen wurden. AuRerdem
wurden den Gelen noch Ethidiumbromid in einer Menge von 3-5ul zugesetzt. Als
Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Zunichst wurde 7ul PCR-Produkt mit 7pul
Blaupuffer versetzt, gemischt und zusammen in die durch K&mme vorgegebenen
Geltaschen pipettiert. Nun wurde eine Spannung von 120 Volt angelegt und die
Fragmente Uber 30-45 Minuten aufgetrennt. Das in den Gelen vorhandene
Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA-Doppelhelix der PCR Produkte und
fluoresziert bei Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenldnge 365nm. Somit konnten nach
elektrophoretischer Auftrennung die DNA-Fragmente in Form von Banden sichtbar
gemacht werden. Zur GroRenbestimmung diente eine 100 Basenpaare umfassende
DNA-Leiter als Referenz. S&mtliche Ergebnisse wurden mit einem UV-
Transilluminator festgehalten [Loffler et al., 2003].

2.2.3.3 Restriktionsverdau

Mithilfe des Restriktionsverdaus kann man die Basenabfolge des zu untersuchenden
SNP fir die erhaltenen PCR-Produkte in einem neuen Ansatz herausfinden. Hierbei
werden durch Zugabe des entsprechenden Enzyms Fragmente in unterschiedlicher
GroRe in Abhéngigkeit der vorhandenen definierten Erkennungssequenz generiert,
wobei jedes Enzym bestimmte Reaktionsbedingungen, die in Tabelle 6 dargestellt sind,
beansprucht. In Tabelle 10 ist der jeweilige Reaktionsansatz fir den Enzymverdau

dargestellt.
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Reagenz | Menge
PCR- 10-15ul

Produkt

Enzym | 1ul
Puffer 2ul
dH,0O 2-7ul

Tabelle 10: Reaktionsansatz des Restriktionverdaus (Gesamtvolumen 20pl)

Nach abgeschlossenem Restriktionsverdau wurden die einzelnen Ansatze erneut
gelelektrophoretisch in der oben beschriebenen Weise aufgetrennt. Fir diesen VVorgang
wurden ebenfalls die bereits beschriebenen Gele und Puffer verwendet sowie die
Banden mit dem UV-Transilluminator visualisiert.

Die Auswertung der im Digest-Gel entstandenen Banden ist beispielhaft in Tabelle 11

dargestellt.

2.2.4 Statistische Methoden
2.2.4.1 Transmissions-Disequilibrium-Test

Die vorliegende Dissertation wurde als familienbasierte Assoziationsstudie mit Trios
bestehend aus einem ADHS-Patienten und dessen leibliche Eltern durchgefihrt. Es
wurde untersucht, welche der beiden Allele bei heterozygoten Elternpaaren haufiger auf
das von ADHS betroffene Kind tbertragen wurden. Wird eines der beiden Allele auf
das erkrankte Kind im Sinne eines signifikanten Transmissionsunterschiedes bevorzugt
vererbt, spricht man von einem Transmissionsungleichgewicht. Um den Zusammenhang
der untersuchten Polymorphismen mit dem Auftreten eines bestimmten Phanotyps zu
prifen, wurde die gefundene Allelverteilung mit Hilfe des Transmissions-
Disequilibrium-Tests (TDT) ausgewertet (Spielman et al., 1993). Der TDT vergleicht
hierbei transmittierte und nicht transmittierte Allele anhand einer Vier-Felder-Tafel. Das
einfache Signifikanzniveau wurde im Vorfeld auf p<0.05 festgelegt.
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2.2.4.2 Hardy-Weinberg Gleichgewicht

Das Hardy-Weinberg Gleichgewicht (HWG) ist ein mathematisches Modell der
Populationsgenetik. Es dient als statistisches Tool zur Berechnung von Allel- bzw.
Genotypfrequenzen in einer idealen Population. Das HWG findet Anwendung in der
Berechnung von heterozygoten Individuen (Aa) bei dominant-rezessiven Erbgangen, da
heterozygote von homozygot dominanten Allele (AA) phénotypisch nicht zu
unterscheiden sind, da sich das dominante Allel durchsetzt.

p gibt die Haufigkeit des Allels A, q die Haufigkeit von a.

Berechnungsformeln des HWG:

p + g =1 (Komplementaritat der Allele A und a)
p’+2pq+q°=1

Betrachtet man die Allele, ergibt sich Folgendes:
AA +2Aa+aa=1
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Dissertation war, innerhalb einer Stichprobe von 100 ADHS-Patienten den
Promotorbereich von SV2C anhand der drei SNP rs30196, rs30198 und rs1862519 auf
Assoziation zu ADHS zu untersuchen.

Beispielhaft sind im Folgenden die verschiedenen Untersuchungsgange anhand des SNP
rs30196 dokumentiert.
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Abbildung 9: Invertierte Fotographie eines PCR-Gels des SNP rs30196; Slot 1: 100bp-ladder, Slot 2-13:
Proben 0455-0492 bzw. 0493-0551, Slot 14: Leerprobe, Slot 15: Negativkontrolle

Abbildung 10: Fotographie eines Digest-Gels mit der ersten Hélfte der in Abb. 9 gezeigten PCR-
Produkten: Slot 1: 100bp-ladder, Slot 2-13: Proben 0455-0492, Slot 14: Leerprobe, Slot 15:

Negativkontrolle
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Slot | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |12 13 |14 15

Abbildung 11: Invertierte Fotographie eines Digest-Gels mit der zweiten Halfte der in Abb. 9 gezeigten
PCR-Produkten: Slot 1: 100bp-ladder, Slot 2-13: Proben 0493-0551, Slot 14: Leerprobe, Slot 15:
Negativkontrolle

Die Proben 0455- 0551 des SNP rs30196 aus den Abbildungen 8, 9 und 10 wurden
mithilfe Tabelle 6 ausgewertet und in Tabelle 11 dokumentiert.

0455 | G/T | 0472 | GIT | 0492 | G/IT | 0502 | G/G | 0534 | GIG

0461 | G/T | 0473 | T/T | 0493 | G/T | 0503 | G/T |0551 | T/T

0462 | T/T | 0481 | G/G | 0494 | G/T | 0511 | G/G

0463 | G/G | 0482 | G/G | 0495 | G/T | 0512 | G/T

0464 | G/T | 0483 | G/G | 0496 | G/T | 0513 | G/T

0471 | T/T | 0491 | G/G | 0501 | G/T | 0514 | T/IT

Tabelle 11: Auswertung der Proben 0455- 0551 des SNPs rs30196 anhand des Digest-Gels

Die Allelverteilung des gesamten Patientenkollektivs fiir die untersuchten
Polymorphismen ist in Tabelle 12 dargestellt.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?type=rs&rs=rs30196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?type=rs&rs=rs30196
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Ergebnisse

SNP rs1862519 |GG | GC |CC
Eltern 132 | 61 7
Kinder 96 46 2
SNP rs30196 GG |GT |TT
Eltern 65 111 | 26
Kinder 50 76 19
SNP 30198 GG |AG |AA
Eltern 67 115 |19
Kinder 54 74 17

Tabelle 12: Allelverteilung des Patientenkollektivs

In dieser Studie wurde eine Genotypisierung betroffener Kinder und deren Eltern

hinsichtlich dreier Polymorphismen durchgefiihrt. Dabei wurde analysiert, ob eines der

beiden Allele heterozygoter Elternpaare haufiger auf ihr Kind transmittiert wurde.

In der folgenden Tabelle wurden die Ubertragenen und nicht Gbertragenen Allele der

Trios dargestellt und das jeweilige Transmissionsungleichgewicht berechnet. Es ergab

sich bei Festlegung des Signifikanzniveaus auf p<0.05 nach statistischer Auswertung

kein signifikanter Zusammenhang der drei untersuchten SNP mit ADHS.

SNP Allel Trios Transm. |Nichttrans. |TDT

rs1862519 |G 144 238 237 0.917411
rs1862519 |C 144 50 51 0.917411
rs30196 G 145 176 173 0.796253
rs30196 T 145 114 117 0.796253
rs31098 G 144 181 176 0.680051
rs31098 A 144 107 112 0.680051

Tabelle 13: Transmission disequilibrium test (TDT)

Grafisch sind die p-Werte in Abbildung 12 gezeigt.
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Abbildung 12: P-Werte der untersuchten Polymorphismen

Die Kriterien des Hardy-Weinberg Gleichgewichts waren fir alle Polymorphismen der
Kinder und fur den SNP rs1862519 der Eltern erfullt; fir die SNP rs30196 und 30198

der Eltern nicht.

SNP Eltern Kinder
Rs1862519 | 0.9884 0.174
Rs30196 0.0442 0.2357
Rs30198 0.0025 0.2691

Tabelle 14: Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
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4. Diskussion

ADHS ist weltweit die h&ufigste psychiatrische Storung des Kindesalters. Trotz einer
hohen Heritabilitat ist nur ein Teil der an der Pathophysiologie von ADHS beteiligten
Gene bekannt. Hierbei scheint eine Dysfunktion der Neurotransmittersysteme des
Gehirns die Entstehung von ADHS zu bedingen. Verschiedene Tiermodelle [Russell,
2006; Mill, 2006] deuten auf eine Beteiligung monoaminerger Signalwege in der
Pathogenese von ADHS hin. Sowohl die Effektivitat der Pharmakotherapie als auch die
Resultate der Bildgebung scheinen diesen Zusammenhang zusatzlich zu beschreiben. Im
Gehirn findet die Signallbertragung an Synapsen mittels Neurotransmitter statt, wobei
Botenstoffe via synaptischer Vesikel transportiert werden. Das synaptische
Vesikelprotein SV2C nimmt Einfluss auf den Prozess der Signaliibertragung, indem es
am Ablauf der Exozytose von Neurotransmittern beteiligt ist. Somit nehmen
synaptische Proteine wie SV2C einen essentiellen Part bei der Neurotransmission ein
und erlangen dadurch grof3es Interesse bei der Untersuchung des Pathomechanismus
von ADHS.

Im Rahmen einer molekulargenetischen Studie zu chromosomalen Deletionen und
Insertionen wurde im Labor fiir klinische Psychobiologie der Universitat Wirzburg von
Frau Selch und Kollegen eine aCGH an einer Stichprobe von 99 ADHS-Patienten
durchgefuhrt. Dabei zeigte sich bei einer ADHS-Familie eine Duplikation, die SV2C
partiell einschloss. Diese Duplikation kdnnte eine Dysfunktion der Regulation von
SV2C bedingen und dadurch die Funktionalitat von SV2C in der Neurotransmission
beeinflussen. Die Atiologie von ADHS weist eine hohe Heritabilitdt auf und die
genannte Duplikation konnte in der untersuchten Familie auf einen mdglichen
Hauptgeneffekt von SV2C in der neurobiologischen Pathogenese von ADHS dieser
Familie hindeuten. SV2C stellt somit allgemein fur ADHS ein interessantes
Kandidatengen dar, wenn auch in der Gesamtpopulation der Betroffenen von einer
geringen Effektstarke ausgegangen werden muss.

Fur die Funktion des Gens ist der Promoter die wichtigste regulatorische Einheit. In
friheren Untersuchungen konnte eine wichtige Rolle von Promotorvarianten in
psychiatrischen Erkrankungen [Lesch et al., 1996] gezeigt werden, Polymorphismen im

Promotorbereich sind daher fiir molekulargenetische Untersuchungen von besonderem
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Interesse. In der vorliegenden Dissertation wurden aus dem putativen Promotorbereich
des Kandidatengens SV2C drei SNP ausgewahlt und molekulargenetisch mittels PCR
und Restriktionsverdau bei einem Patientenkollektiv von 100 ADHS-Familien
hinsichtlich einer Assoziation zu ADHS analysiert. Anhand dieser drei SNP ist es
maoglich, eine Aussage Uber eine Region von 5000 Basenpaaren upstream vom putativen
Transkriptionsstartpunkt zu treffen und auf einen potenziellen pathophysiologischen
Zusammenhang mit ADHS zu prifen. Fir diese drei Polymorphismen des
Promotorbereichs konnte in der verwendeten Stichprobe keine Assoziation zu ADHS
gezeigt werden.

Bei vielen psychiatrischen Stérungen wird eine polygenetische Atiologie diskutiert. Sie
sind nicht durch die Dysfunktionalitit eines einzelnen Gens (monogenetisch)
verursacht, sondern es muss mit einer Vielzahl an Genen gerechnet werden, die fur die
Erkrankung verantwortlich ist. Nach solchen Modellen addieren sich diese Gene hierbei
im Sinne eines Schwelleneffektes und nehmen Einfluss auf den Phé&notyp. Es ist
mdoglich, dass verschiedene Gene unterschiedlich starke Auswirkungen auf den
Phénotyp der Erkrankung haben [Baron, 2001; Motulsky, 2006].

Bei ADHS wird ebenfalls eine multifaktorielle Pathogenese angenommen. Zahlreiche
Untersuchungen an verschiedenen Kandidatengenen wurden bereits durchgefihrt,
wobei die Ergebnisse der einzelnen Studien zum Teil widersprichlich sind.
Das Gen DAT1 wurde in verschiedenen Studien als assoziiert zu ADHS beschrieben
[Hawi et al., 2003; Bobb et al., 2005 und Friedel et al., 2007]. Zudem wird mit Einsatz
von MPH nach Volkow et al. (1998) dieser Transporter blockiert und die Symptome der
Patienten durch Eingriff in die dopaminerge Signalibertragung signifikant gemindert.
DATL1 gilt neben DRD4, DRD5, SNAP-25, 5HTT, HTR1B und DBH als wichtigstes
Kandidatengen fir ADHS [Elia et al., 2007]. Einige durchgefuhrte Studien zeigten
jedoch hinsichtlich der Assoziation von DAT1 zu ADHS negative Ergebnisse. Roman et
al. (2001) konnten in ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen dem Gen und ADHS
nicht bestatigen. Weitere negative Resultate in Bezug auf DAT1 sind ebenso von
Holmes et al. (2000) und Swanson et al. (2000) beschrieben worden. Fur andere
Kandidatengene wie beispielsweise DRD4 wurden ebenfalls Studien durchgefihrt, die
keine Assoziation der Gene zu ADHS ergaben [Eisenberg et al., 2000; Hawi et al.,
2000; Holmes et al., 2000].
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Anhnlich kontroverse Studienergebnisse ergaben sich fiir SNAP-25. Dieses Gen wird von
verschiedenen Autoren als assoziiert zu ADHS beschrieben [Brophy et al. 2002; Mill et
al.,, 2002]. In anderen Arbeiten konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang
gefunden werden [Kustanovich et al., 2003; Faraone et al., 2005; Renner et al., 2008].
Diese genannten Beispiele zeigen, dass Assoziationsuntersuchungen heterogene
Ergebnisse mit sich bringen. Die Inkonsistenz der Ergebnisse deutet darauf hin, dass
eine fehlende Assoziation eines Kandidatengens innerhalb eines Patientenkollektivs
nicht automatisch eine Funktion des Gens in der Entstehungsgeschichte der Erkrankung
ausschlief3t.

Die Auswahl der Studienteilnehmer konnte als wesentliche EinflussgroRe fir die
Diskrepanz  der Untersuchungsresultate verantwortlich sein. ADHS-Patienten
unterscheiden sich in Subtypzuordnung, Komorbiditat, Medikamenten-Response und
Geschlecht. Daher wird diskutiert, ob diese klinische Heterogenitét fir divergierende
Ergebnisse bei Kandidatengenstudien verantwortlich sein kdnnte. Die phanotypische
Variabilitat konnte sich ebenso auf neurobiologischer Ebene widerspiegeln. Nach Krain
und Castellanos [2006] deuten unterschiedliche neuroanatomische Ergebnisse,
besonders hinsichtlich der Asymmetrie der Basalganglien, auf eine neurobiologische
Heterogenitat von ADHS-Patienten hin.

Das in dieser Dissertation verwendete Patientenkollektiv von 100 Familien wurde nach
ICD-10 und DSM-1V diagnostiziert. Die Stichprobe wurde fiir diese Arbeit unabhéngig
vom ADHS-Subtyp, Komorbiditdt, Medikamenten-Response oder Geschlecht
ausgewahlt.

Im Folgenden wird auf Differenzen verschiedener ADHS-Subtypen eingegangen. In der
Literatur wurden diese bereits von diversen Autoren beschrieben [Volk et al., 2006;
Faraone et al., 2000]. Von Unterschieden im Verhalten, im Profil der Komorbiditat und
der Familiengeschichte der einzelnen Subtypen wurde berichtet.

McLoughlin et al. (2007) fihrten eine Studie an 6222 Zwillingspaaren mit ADHS
durch. Anhand dieser Zwillinge wurde das Ausmaf der genetischen Ubereinstimmung
zwischen dem vorwiegend unaufmerksamen Typ und dem hyperaktiv-impulsiven Typ
untersucht. Laut dieser Studie scheinen beide Subtypen zwar (ber die Héalfte des
genetischen Profils gemeinsam zu haben, jedoch muss von einer gewissen genetischen

Unabhéngigkeit in der Expression des ADHS-Subtyps ausgegangen werden. Diese
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genetische Heterogenitat kann als Hinweis auf mogliche Subtyp-spezifische Gene
interpretiert werden, die in der individuellen Krankheitsentstehung von ADHS von
Bedeutung sein kdnnten.

Der vorwiegend unaufmerksame Typ scheint im Vergleich zu Kindern mit signifikanten
Symptomen der Hyperaktivitdt und Impulsivitit eine andere neuronale Ursache zu
haben [Solanto et al., 2000]. Hierbei diskutierten Renner et al. (2008), dass die
Dimension der Unaufmerksamkeit mit Defiziten der Exekutivfunktionen in einer
Unterfunktion des prafrontalen Kortex begrindet sein konnte. Unterschiedliche
Transmittersysteme scheinen somit pathophysiologisch an der Entstehung von ADHS-
Subtypen beteiligt zu sein.

Neben der Einteilung nach Subtypen kdénnte das Profil der Komorbiditat ein wichtiger
Indikator fiir die klinische Heterogenitat von ADHS-Patienten sein [Taylor, 1998]. In
einer Studie von Kadesjo und Gillberg (2001) lag die Prévalenz von ADHS-Patienten
fur eine weitere psychiatrische Erkrankung bei 87%, fur zwei oder mehr
Komorbiditaten bei 67%. Verschiedene Studien zeigten dabei deutliche Differenzen
beziiglich der Begleiterkrankungen [Biederman et al., 2005; Jensen et al., 2001]. Zudem
scheinen manche Komorbiditdten vermehrt bei bestimmten ADHS-Subtypen
vorzukommen. Eiraldi et al. (1997) beschrieben beim Mischtyp ein gehduftes Auftreten
von externalisierenden Stérungen wie ODD, CD und Abusus von Substanzen wie
Alkohol im Vergleich zu anderen Subtypen. Dagegen scheint der vorwiegend
unaufmerksame Typ eher internalisierende Stérungen als zusétzliche psychiatrische
Erkrankungen aufzuweisen [McGough et al., 2005; Murphy et al., 2002]. Das
serotonerge System wird als neuropathologische Grundlage fiir Stérungen wie ODD
und CD angesehen. Dieses Neurotransmittersystem ist fiir die Regulation von Angst,
Aggression und Impulsivitat sowie der Stimmungslage bedeutsam [Lesch et al., 2003].
Nach Spoont (1992) pradisponieren Abweichungen der serotonergen Aktivitat im
Gehirn flr dissoziales Verhalten. Eine Komorbiditdt konnte damit einen Hinweis
liefern, welches Neurotransmittersystem eines ADHS-Patienten pathologisch veréndert
vorliegen konnte.

Nach Bauermeister et al. (2007) scheinen auch geschlechtsspezifische Unterschiede
bezlglich der Komorbiditdt zu bestehen. Jungen scheinen dabei innerhalb der

Untergruppe Mischtyp ein erhdhtes Risiko fur eine depressive Stérung zu haben;
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Médchen innerhalb der Untergruppe vorwiegend unaufmerksamer Typ eher fiir eine
Angststorung. Daraus folgt, dass das Geschlecht der Patienten zusammen mit der
Komorbiditat zur Heterogenitat einer Stichprobe beitragt.

Zusétzlich ist ein Einfluss von ethnischen Hintergriinden auf die Diagnose und die
Zuteilung zu einzelnen ADHS-Subtypen madglich [Hillemeier et al., 2007]. In diesem
Patientenkollektiv ist eine Beeintrachtigung durch die Ethnizitat jedoch eher als gering
einzuschétzen, da sich die Stichprobe ausnahmslos aus deutschen Familien
zusammensetzte.

Als weiterer klinischer Parameter, der bei der Auswahl der Studienteilnehmer
berlicksichtigt werden sollte, ist das Ansprechen der Patienten auf medikamenttse
Therapie zu nennen. In der MTA-Studie wurde von der Effektivitat der
Pharmakotherapie berichtet [Jensen et al., 1999]. Elia et al. (1991) beschrieben
hingegen, dass manche Patienten nicht auf Pharmakotherapie ansprechen.
Psychostimulantien wie MPH reduzieren laut Volkow et al. (1998) die Symptome von
ADHS, indem sie Dopamintransporter blockieren. Mdglicherweise liegt bei Non-
Respondern eine andere neurobiologische Ursache zugrunde, welche den genannten
Medikamenten nicht zugéanglich ist [Feng et al., 2005]. Rohde et al. (2007) beschrieben
in einer Studie mithilfe des Ansprechens auf MPH einen Zusammenhang von
Kandidatengen und ADHS-Subtyp. Sie untersuchten das Kandidatengen ADRA2A aus
dem noradrenergen Transmittersystem bei Patienten vom vorwiegend unaufmerksamen
Typ. Sie berichteten, dass sich die Wirksamkeit von MPH vor allem bezlglich der
Dimension der Unaufmerksamkeit abhéngig von ADRA2A-Polymorphismen in ihrem
Patientenkollektiv unterschied. Damit scheint ein pathophysiologischer Zusammenhang
zwischen ADRA2A und dem vorwiegend unaufmerksamen Typ zu bestehen. Diese
Studie beschreibt demnach, dass manche ADHS-Kandidatengene fur bestimmte ADHS-
Subtypen spezifisch bedeutsam zu sein scheinen. In dhnlicher Weise kénnte auch SV2C
an der Pathogenese von ADHS beteiligt sein. Weiterhin zeigt diese Studie, dass die
Pharmokogenetik ein  wichtiger ~ Gesichtspunkt bei der Erforschung der
neurobiologischen Ursache von ADHS darstellen kénnte.

In vorangegangenen Kapiteln wurde bereits von der Interaktion des Gens SV2C mit
BONT/A berichtet. BoNT verhindert an der prasynaptischen Struktur die Ausschuttung

von Neurotransmittern und damit die Signaltbertragung an der Synapse. Diesen Effekt
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erzielt das Toxin durch Proteolyse neuronaler SNARE-Proteine, welche fir die
Funktionsfahigkeit synaptischer Vesikel und damit fir die Neurotransmission wichtig
sind [Keller et al., 2004]. Das Protein SV2C scheint nach Mahrhold et al. (2006) die
Untereinheit BoNT/A mit seiner grof3en intravesikularen Doméne zu binden. Im
Tierversuch konnte durch diese Bindung eine deutliche Reduktion der Neurotoxizitat
von BoNT/A am Nervus phrenicus von Mé&usen herbeigefihrt werden.

Denkbar wiéren pharmakogenetisch relevante Uberlegungen, wenn man den
Zusammenhang von SV2C und BoNT/A vor dem Hintergrund der Ergebnisse von
Muencke und Kollegen [2007] betrachtet. Diese berichteten von Untersuchungen zu
Latrophilin 3 (LPHN3) bei ADHS. LPHN3 besitzt die Eigenschaft, das Nervengift
Latrotoxin von Spinnen der Gattung Latrodectus zu binden [Ushkaryov et al., 2004] und
zu einem Risikohaplotyp konnte eine Assoziation mit ADHS in mehreren unabhangigen
Stichproben bestatigt werden.

Sowohl bei LPHN3 als auch bei SV2C handelt es sich um ein Gen, welches ein
synaptisches Protein kodiert. Zusétzlich verfligen beide Proteine Uber die Eigenschaft,
natlrlich vorkommende Neurotoxine als Liganden zu binden. Bestlinde fir SV2C ein
Zusammenhang mit ADHS, wie es fir LPHN3 beschrieben wurde, kdnnte die Fahigkeit
des Proteins, als Bindungspartner zu dienen, pharmakologisch genutzt werden. SV2C
konnte als Target fir ein Pharmakon dienen, das eine Konformationsédnderung dieses
Proteins bewirkt und durch dessen Dysfunktion zu einer Minderung der ADHS-
Symptomatik von Patienten beitragt.

AbschlieBend wird noch auf Limitationen dieser Dissertation eingegangen. Dabei ist
zundchst die StichprobengroBe zu nennen; es wurden 100 ADHS-Familien in diese
Studie eingeschlossen. Mdglicherweise war die Stichprobe zu klein, um eine
signifikante Assoziation dieser drei SNP des Promotorbereiches hinsichtlich ADHS zu
erhalten. Um diese Einflussgrole zu minimieren, misste man eine groRere
Probantengruppe in die Studie aufnehmen.

Das Patientenkollektiv wurde nach ICD-10 und DSM-IV diagnostiziert, allerdings
wurden verschiedene klinische Parameter, wie bereits erldutert, bei der Auswahl nicht
bertcksichtigt. Eine zusétzliche Untergliederung der Stichprobe hinsichtlich des

klinischen Phanotyps ware in zukinftigen Studien denkbar.
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Mithilfe der Software Haploview wurde auf der Grundlage der HapMap-Daten drei
SNP aus der Promotorregion ausgewahlt. Neben dem Promotorbereich gibt es jedoch
noch weitere Gen-Abschnitte, die fir die Genregulation bedeutsam sind, und damit
interessante Regionen flr zukinftige molekulargenetische Untersuchungen von SV2C

darstellen.
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5. Zusammenfassung

In der Pathophysiologie von ADHS ist der Prozess der Neurotransmission bedeutsam
flr das Verstandnis der Erkrankung. Gene wie SV2C, die synaptische Proteine kodieren,
spielen eine wichtige Rolle bei der Signallbertragung und konnten daher fur den
Pathomechanismus von ADHS interessant sein. SV2C qualifiziert sich als
Kandidatengen, da ihm eine regulatorische Aufgabe bei der Ausschittung von
Neurotransmittern zugeschrieben wird.

Einen weiteren Hinweis auf die potentielle Beteiligung von SV2C an der Entstehung
von ADHS ergab eine Studie des Labors fur klinische Psychobiologie der Universitat
Wirzburg. Dabei wurde mittels aCGH im Bereich von SV2C eine Duplikation entdeckt,
welche auf eine Dysfunktion von SV2C bedingen konnte.

In dieser Dissertation wurde SV2C in einer Stichprobe von 100 ADHS-Familien anhand
von drei Tag-SNP des putativen Promotorbereichs analysiert.  Mittels
molekulargenetischer Methoden (PCR, Restriktionsverdau) wurden die Genotypen des
Patientenkollektivs bezliglich dieser SNP bestimmt. Fir keinen der drei untersuchten
SNP konnte in dieser Arbeit eine signifikante Assoziation zu ADHS beschrieben
werden.

Das Studienergebnis schlie3t allerdings eine Bedeutung von SV2C in der Pathogenese
der Storung nicht aus. Zu bedenken ist, dass die statistische Leistungsfahigkeit von
Einzelstudien gering ist, sodass anhand groRerer Fallzahlen eine Assoziation von SV2C
zu ADHS zu prufen ist. Weitere DNA-Sequenzen, die neben dem Promotor an der
Genregulation beteiligt sind, waren zusatzliche interessante Ansatzpunkte folgender
Kandidatengenstudien. Hierflr wére auch das Verfahren des Hochdurchsatzes sinnvoll,
bei dem maschinell in kiirzerer Zeit mehrere SNP untersuchen werden kénnen.

Das verwendete Patientenkollektiv dieser Dissertation wurde unabhéngig vom ADHS-
Subtyp, Komorbiditat, Medikamenten-Response oder Geschlecht ausgewdhlt. Eine
unausgewogene Verteilung dieser klinischen Parameter innerhalb der Stichprobe kénnte
eine Beeinflussung der Studienergebnisse darstellen, wenn sich die klinische
Heterogenitat auch auf neurobiologischer Ebene zeigt. Von einer differenzierteren
Phénotypisierung kdnnten zukiinftige molekulargenetische Untersuchungen profitieren.
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Als Studiendesign dieser Doktorarbeit wurde die familienbasierte Assoziationsstudie
gewadhlt. Dieser Studientypus wird dem multifaktoriellen Charakter der Erkrankung am
ehesten gerecht und eignet sich fir weitere Assoziationsstudien an SV2C.

Das langfristige Ziel bei der Suche nach Kandidatengenen wie SV2C ist das Verstehen
der genetischen Komponente in der Atiologie von ADHS. Mit diesen Erkenntnissen
wére die Entwicklung neuer Medikamente denkbar, die beispielsweise synaptische
Proteine beeinflussen und dabei die Transmitterabgabe in den synaptischen Spalt
regulieren konnten. Ein individuelles Therapiekonzept fir ADHS-Patienten wére vor
dem neuropathologischen Hintergrund denkbar, welches sich sowohl am Genotyp als

auch am Phanotyp des Einzelnen orientiert.
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