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I. Einleitung

1. Symptomatik & Diagnosekriterien

Die aktuelle Nosologie der Psychopathologien ordnet unter affektiven Stérungen die Manie,
die Depression sowie als bipolare affektive Storung das alternierende Auftreten dieser beiden
Zusténde, eventuell unterbrochen von symptomfreien Perioden, ein. Fir eine Diagnose stehen
Symptomkataloge zur Verfugung anhand derer geprift wird, ob und in welchem Schweregrad
ein Mensch betroffen ist. Sie dienen der genormten und reproduzierbaren Diagnosestellung im
Fall der grundlegend sehr heterogenen psychischen Erkrankungen. Das "Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders” ist das von der American Psychiatric Association
herausgegebene Kilassifikationssystem und aktuell in der funften Auflage (DSM-5) in den
Vereinigten Staaten von Amerika (United States of America, USA) in Gebrauch. Das
Kompendium “International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems” (ICD) wird von der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation,
WHO) gestellt und findet weltweit, mit Ausnahme der USA, Anwendung bei der
Diagnostizierung. Aktuell ist die zehnte Auflage des ICD in Gebrauch (ICD-10).

In jedem Fall ist Voraussetzung fir eine Diagnosestellung, dass die auftretenden Symptome
derart ausgepragt sind, dass das Individuum selbst beziehungsweise seine Umwelt subjektiv
darunter leiden. Weiterhin ist ein Auftreten der Symptomatik ber mindestens zwei Wochen
am Stuck und in diesem Zeitraum an den meisten Tagen festzustellen. Durch
Ausschlussdiagnostik muss sichergestellt sein, dass die Symptomatik idiopathisch und nicht
sekundar aufgrund (hirn)organischer Ursachen auftritt. So konnen affektive Stérungen
beispielsweise auf Demenzerkrankungen (Bertoux et al., 2012), Infektionen mit dem Syphilis-
Erreger Treponema pallidum (Barbosa et al., 2012), multiple Sklerose (Tapos und Sivaswamy,
2013) eine Hypo- oder Hyperthyreose (Krishna et al., 2013) oder auch auf eine Uberaktivitat
der hypothalamisch-hypophysar-adrenergen Achse aufgrund von Neoplasien (Reed et al.,
1983) zuriickgefiihrt werden. Des Weiteren kénnen die Symptomatiken infolge des Konsums
psychoaktiver Substanzen ("Drogen”, Pharmazeutika) oder als dessen Nachwirkung
beziehungsweise im Laufe einer Entwdhnung, beobachtet werden (Handelsman et al., 1992;
Seivewright and Dougal, 1993; Leventhal et al., 2013).



1.1. Depression

Einzelne depressive Episoden sind im ICD-10 mit F32 codiert. In Abhéngigkeit von der
Beeintrachtigung der normalen Lebensfiihrung beziehungsweise der Symptomkombination
kann diagnostisch zwischen leichter (F32.0), mittelgradiger (F32.1) und schwerer depressiver
Episode (F32.2) unterschieden werden. Depression ist gekennzeichnet durch einen anhaltenden
Zustand von konstant gedrlckter, duster-dunkel negativer Stimmung, Begeisterungs- und
Interessenlosigkeit, Hoffnungslosigkeit, Minderwertigkeitsgefiihl und Gedankenschleifen, eine
Unféahigkeit Freude zu empfinden (Anhedonie) sowie somatische Symptome, beispielsweise
Appetit- und Libidoverlust, motorische beziehungsweise psychomotorische Hemmung und ein
Geflhl korperlicher Schwéche bis hin zu einem Stupor. Die Diagnose F32.2 ist oft verbunden
mit dem Vorliegen von Gedanken im Hinblick auf, beziehungsweise dem Versuch eines
Suizids. Treten zusdtzlich Halluzinationen beziehungsweise Wahnvorstellungen auf, wird die
Diagnose F32.3 (schwere depressive Episode mit psychotischen Symptomen) gestellt. Von
rezidivierender depressiver Storung (F33) wird gesprochen wenn depressive Episoden in
regelmaligen oder unregelméligen Zeitintervallen auftreten und zwischen ihnen keine

manischen oder hypomanischen Episoden zu verzeichnen sind.

1.2. Bipolare affektive Stérung

Bipolare affektive Storung (ICD-10 F31) bezeichnet ein alternierendes Auftreten von
depressiven und manischen beziehungsweise hypomanischen Episoden in entsprechender
Auspragungen (leicht oder mittelgradig, schwer; mit oder ohne psychotische Symptome).
(Hypo)manische Phasen sind diagnostisch definiert als Zeitabschnitte unnormal empfundener
Aktivitat, Obersteigertem Antrieb und realitatsfremd-positiver Selbsteinschatzung. Negativ
empfundene Aspekte kdnnen ein Geflihl des Getriebenseins und der inneren Unruhe sein. Das
ICD-10 listet eine isolierte Manie unter F30. Manische und depressive Symptomatik muss zur
Diagnosestellung von F31 jeweils mindestens einmal zugegen sein. Dieses Kriterium ist
anamnestisch zu prifen. Zwischen den bei der bipolaren affektiven Stérung auftretenden
Krankheitszustanden konnen symptomfreie Zeitintervalle liegen. Zusatzlich kann bei
entsprechender Anamnese und einer aktuell vorliegenden Kombination beziehungsweise einem
raschen symptomatischen Wechsel zwischen den beiden Polen eine gemischte Episode (F31.6)

beobachtet werden.



2. Epidemiologie der Depression

Zur Epidemiologie affektiver Erkrankungen liegen zahlreiche nationale und internationale
Untersuchungen aus verschiedenen Landern vor. Uberwiegend handelt es dabei um Studien
bezuglich depressiver Stérungen oder allgemein Depression. Laut WHO litten 2011 global
etwa 350 Millionen Menschen an einer Depression und damit machte diese Diagnose den
grofiten Anteil an psychischen Erkrankungen aus.

Fir die Bevolkerung Europas im Jahr 2010 wird von Wittchen et al. (2011) eine 12-Monats-
Pravalenz von 38,2 % flr eine psychische Storung geschatzt, der depressiven Stérung wird
dabei eine Pravalenz von 6,9 % zugedacht. Die Depressionspravalenz lag laut einer Erhebung
des Robert-Koch-Institutes (RKI) in Deutschland in den Jahren 2008 bis 2011 mit 10,2 % bei
Frauen in der Altersgruppe zwischen 18 und 79 Jahren nahezu doppelt so hoch wie bei
Mannern (6,1 %).

Im Gesundheitsreport der Techniker Krankenkasse (TK) von 2012 werden psychische und
Verhaltensstérungen als Hauptursache fur Arbeitsunfahigkeitsmeldungen unter Erwerbstétigen
im Jahr 2011 genannt. Insbesondere bei Frauen erhdhten sich die Fehlzeiten aufgrund
psychischer Stérungen im Vergleich zwischen 2010 und 2011 um 20,8 %, fiir Méanner wird ein
Zuwachs von 6,2 % angegeben. Es wird diesbeziiglich von der Fortsetzung eines Trends der
Vorjahre gesprochen. Insgesamt wird fir Berufstatige im Vergleich zum Jahr 2000 eine
Erhdhung der Fehlzeiten aufgrund der Diagnose einer psychischen Stérung um 70 %
ausgewiesen.

Richter et al. (2008) konnten in einer Metaanalyse von 44 Studien zu psychischen
Erkrankungen aus den Jahren 1947 bis 2006 keine Zunahme nachweisen und fuhren den
gesellschaftlichen Eindruck zurtick auf eine erhdhte Sensibilitat, verfeinerte Diagnostik und die
verringerte Stigmatisierung psychisch Kranker, wodurch deren Bereitschaft sich in Behandlung
zu begeben gestiegen ist. Dieselben Mechanismen fiilhren vermutlich auch zu den von den
Krankenkassen vorgelegten Zahlen.

Nach Schatzungen der WHO im "Global Burden of Disease, 2004 Update™ werden psychische
Storungen im Jahr 2030 die meistgestellte Diagnose sein. Die weltweit aufgrund psychischer
Erkrankungen entstehenden Kosten werden nach Schéatzung des World Economic Forum und
der Harvard University von 2,5 Billionen US $ im Jahr 2010 auf Gber 6 Billionen US $ im Jahr

2030 angestiegen sein.



3. Atiologie der Depression

3.1. Stressachse

Stress, insbesondere chronischer psychosozialer Stress, kann Induktor depressiver
Symptomatik sein (Kendler et al., 1999; Kendler et al., 2002). Als zugrunde liegender
Mechanismus dieser biologisch-physiologischen beziehungsweise pathogenen Reaktion auf
externe Bedingungen wird eine Hyperaktivitat oder Ubererregbarkeit des hypothalamisch-
hypophyséar-adrenalen Systems (,,hypothalamic-pituitary-adrenal axis*, HPA-axis/HPA-
Achse) aufgrund defizitarer Selbstregulation angesehen.

Die physiologische Stressreaktion dient im evolutiondren Sinn einer Anpassung des
Organismus an Umweltbedingungen, das heilt der Bewiltigung ,,stressiger, eine adaptive
Reaktion erfordernder, Situationen. Auf ein noradrenerges Signal des Locus coeruleus hin wird
im Hypothalamus, einem Kerngebiet des limbischen Systems, Kortikotropin-freisetzendes
Hormons (,,Corticotropin-releasing hormone“, CRH) synthetisiert und freigesetzt. CRH
wiederum veranlasst Synthese und Ausschittung von ACTH (Adrenocorticotropin-
freisetzendes Hormon, »adrenocorticotropine-releasing hormone*) aus dem
Hypophysenvorderlappen. ACTH erreicht tber die Blutbahn die Nebennieren und induziert
dort die Ausschittung wvon Stresshormonen in Form von Corticosteroiden, anteilig
hauptsachlich des Glucocorticoids Cortisol (11p-Hydroxycortison, C21H300s). Cortisol bildet
nach Bindung an seinen intrazellularen Rezeptor mit diesem einen Transkriptionsfaktor und
kann somit via Beeinflussung der Genexpression adaptive Prozesse initiieren. Uber negative
Ruckkopplungsschleifen begrenzen die freigesetzten Glucocorticoide eine weitere Sekretion
stimulierender Hormone. VVon nachgewiesener Bedeutung fir das inhibierende Feedback sind
im Zentralnerven-System (ZNS) Hypothalamus und Hypophyse selbst, des Weiteren wurde der
Hippokampus als tUbergeordnete regulative Instanz identifiziert (Swaab et al., 2005; Juruena,
2013).

Fortgesetzte Stimulierung aufgrund chronischen Stresses kann zu einer Desensitivierung dieser
zentralen Regulationsmechanismen, einer graduell ausgepragten Glucocorticoid-Resistenz,
fuhren (Pariante und Miller, 2001). Auch kann aufgrund eventuell im Laufe der Entwicklung
erworbener, regulativer Defizite oder genetisch basierter Variation (Mutation) des Systems

eine Vulnerabilitat im Sinne einer Ubererregbarkeit bestehen und damit bei Eintreten einer



entsprechenden, als belastend empfundenen Situation eine Hyperaktivitdt der HPA-Achse
ausgelost werden (Heim et al., 2008; Baes et al., 2014).

Bei depressiven Patienten wurden im Vergleich zu Kontrollpersonen deutlich erhdhte Cortisol-
Gehalte im Blut gefunden (Board et al., 1956; Weber et al., 2000). Im Experiment zeigten
Nagetiere infolge (berméfiger, induzierter Sekretion von CRH depressions-dhnliches
Verhalten (Owens und Nemeroff, 1993). Diese Befunde weisen sichtbar auf eine Assoziation
der beobachteten Phdnomene hin.

Andauernde, tberphysiologische Aktivitat der HPA-Achse und resultierend chronisch erhohte
Cortisolgehalte konnen aufgrund der nahezu ubiquitdr prasenten Rezeptorensysteme zu
Verénderungen in zahlreichen Organen beziehungsweise Systemen und metabolischen
Vorgéngen fuhren. Im Zusammenhang mit depressiver Symptomatik erscheint insbesondere
ein Einfluss auf monoaminerge Transmission und neuronale Plastizitat im ZNS von Relevanz.
So konnten Verdnderungen zentralnervéser Monoamingehalte beziehungsweise -freisetzung
(Anisman and Sklar, 1979; Weiss et al., 1981; Gambarana et al., 1999) sowie reduzierte
hippokampale Neurogenese bei gleichzeitig intensivierter Neurodegeneration infolge
fortgesetzten  Stresses  beziehungsweise  erhdhten  Glucocorticoid-Konzentrationen
nachgewiesen werden (Sapolsky et al., 1986; Czeh und Lucassen, 2007). In zahlreichen
Studien an Tieren wurde untersucht, inwieweit sich Stress und resultierende anhedone,
depressions-dhnliche Zustéande in synaptischer Plastizitat beziehungsweise deren Verénderung
niederschlagen. Tiere, primar Nagetiere, wurden Stress-Paradigmen unterworfen, anschlie3end
in histologischen Untersuchungen die Zahl und Stéarke der synaptischen Verbindungen sowie
der ausgebildeten neuronalen Fortsétze und Verschaltungen bestimmt und mit nicht-gestressten
Kontrolltieren verglichen. Die essentielle Erkenntnis aus diesen Experimenten ist, dass in
verschiedenen Hirnregionen gestresster Tiere geringere interneuronale Verschaltungen zu
finden sind (Watanabe et al., 1992; Galea et al., 1997; Bessa et al., 2009). Auch war im
prafrontalen Kortex und im Hippokampus verdnderte mRNA- und Proteinexpression von

Exocytoseproteinen nachzuweisen (Mdller et al., 2011).

3.2. Monoamin-Defizit / Serotonin-Defizit

Die Monoamindefizit-Hypothese zur Entstehung depressiver Symptomatik geht davon aus,

dass die Monoamin-Neurotransmitter Dopamin, Noradrenalin und in Bezug auf affektive



Erkrankungen insbesondere  Serotonin  (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) in reduzierter
Konzentration bei der Kommunikation zwischen Pra- und Postsynapse zur Verfligung stehen
und diese daher nicht in ausreichendem Mal} stattfindet, beziehungsweise, dass ein daraus
hervorgehendes Ungleichgewicht innerhalb des neuronalen Netzwerkes die Pathologie bedingt.
Auf einen présynaptischen Reiz hin werden serotoninhaltige Vesikel exozytotisch in den
synaptischen Spalt entleert. Serotonin diffundiert durch den Spalt zur Postsynapse und aktiviert
dort durch Bindung an Serotonin-Rezeptoren postsynaptische Mechanismen. Ein Defizit,
welches zu unzureichender Reiztransmission fuhrt, kann folglich verschiedene Ursachen
haben. Zu geringes prasynaptisches Vorliegen des Transmitters aufgrund verringerter Synthese
basierend auf geringer Konzentration des Serotonin-Vorlaufers Tryptophan, Synthese anderer
Tryptophan-basierter Molekule oder erhéhter Abbaurate von Serotonin, mangelhafter Transfer
der Transmittermolekile in die synaptischen Vesikel, reduzierte Ausschuttung infolge eines
prasynaptischen Reizes aufgrund defizitarer dafir bendtigter molekularer Maschinerie und
folglich Exozytose zu geringer Mengen, um den fir eine Transmission erforderlichen
Konzentrationsgradienten zu erzeugen, erhdhte enzymatische Degradation der Transmitter-
molekile im synaptischen Spalt und auch eine unzureichende postsynaptische Rezeption
beziehungsweise Weiterleitung des Reizes ab der Postsynapse, basierend auf unnormaler

Rezeptionskapazitat oder defizitarer second messenger-Dynamik, kommen hierfur in Frage.

Sowohl Tiermodelle der Depression als auch Befunde erkrankter Menschen geben Hinweise
auf eine reduzierte zentrale Serotonin-Présenz bei depressiver Symptomatik (Shaw et al., 1967;
Lloyd et al., 1974; Birkmayer und Riederer, 1975; Bridges et al., 1976; Li et al., 2003;
Hasegawa et al., 2006; Iritani et al., 2006; Barton et al., 2008). Klinisch-pharmakologische
Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass die verringerte Transmission auch auf einer
erhéhten Wiederaufnahmekapazitét der Prasynapse fiir die Transmittermolekiile beruhen kann.
Fur die prasynaptische Wiederaufnahme sind spezifische Proteine (Wiederaufnahme-
Transporter) zustandig, der Vorgang dient physiologisch der Beendigung der Transmission.
Die Wiederaufnahmekapazitat der Prasynapse ist somit primar abhéngig von der Anzahl der
transmembranér vorhandenen Transporter.

Der humane Serotonin-Transporter (5-HTT) ist auf Chromosom 17 in Bande 17g12 durch das
Gen SLC6A4 (Solute Carrier Family 6 (neurotransporter serotonin), Member 4) codiert
(Gelernter et al., 1995). Der periphere und der zentrale Serotonin-Transporter sind in ihrer

molekularen Struktur identisch, wodurch eine Modellierung zentraler Transportvorgénge in



peripherem Gewebe, beispielsweise anhand von Blutzellen, ermdglicht wird (Lesch et al.,
1993).

In der Promotor-Region des Gens SLC6A4 wurde die Serotonin-Transporter-assoziierte
polymorphe Region (5-HTT-Gene Linked Polymorphic Region, 5-HTTLPR) identifiziert, ein
DNA-Polymorphismus, welcher die Genexpressionsrate signifikant beeinflusst. Dieser
Polymorphismus besteht in der, im Vergleich zur "wildtypischen" WVersion, Insertion
beziehungsweise Deletion einer 43 Basenpaare (bp) langen, Guanin und Cytosin reichen
Sequenz im Bereich des SLC6A4-Promotors. Die Allele werden bei Anwesenheit der Sequenz
als "langes Allel" (long allele, I-Allel) und bei Abwesenheit als "kurzes Allel” (short allele,
s-Allel) bezeichnet (Heils et al., 1996; Wendland et al., 2006).

Untersuchungen zeigten, dass das dominante s-Allel mit einer im Vergleich zum I-Allel um
etwa die Halfte reduzierten SLC6A4-Expression einhergeht (Lesch et al., 1996). Es wird
angenommen, dass die sich ausbildende Sekundérstruktur des DNA-Molekiils in der SLC6A4-
Promotor-Region bei Vorliegen des I-Allels eine Bindung von Faktoren begunstigt die der
Initilerung der Proteinbiosynthese (PBS) dienen. Der resultierende Unterschied der
Proteinexpression kann Einfluss auf die transmembranare Transportkapazitat und damit auf die
Aufrechterhaltungsdauer und Intensitat der Transmission nehmen. In vitro-Experimente lie3en
erkennen, dass die Serotonin-Aufnahme in Lymphoblasten bei VVorliegen eines s-Allels um bis
zu Uber 50 % reduziert ist (Lesch et al., 1996). Auch die Serotonin-Aufnahme in
Thrombozyten ist bei humanen Tragern des s-Allels signifikant geringer als bei homozygoten
I-Allel-Tragern (Greenberg et al., 1999).

Assoziiert mit dem I-Allel wurde ein Polymorphismus identifiziert ("rs25531"; Kraft et al.,
2005) durch den bei Vorhandensein der Base Guanin (lg) anstatt Adenin (la) die
Expressionsrate auf jene des s-Allels reduziert wird (Nakamura et al., 2000; Hu et al., 2006).
Eine Untersuchung mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET) am lebenden humanen
Gehirn konnte fir homozygote Ia-Allel-Trager eine signifikant hohere 5-HTT-Dichte
nachweisen (Praschak-Rieder et al., 2007).

Zahlreiche Studien assoziierten SLC6A4 mit psychiatrischen Erkrankungen, unter anderem
affektiven Storungen (Lesch et al., 1996; Du et al., 1999). Auch Variationen in regionaler
Hirnaktivitat wurden mit 5-HTTLPR assoziiert. So ist die amygdalare Aktivitat infolge angst-
reprasentierender Stimuli in s-Allel-Tragern im Vergleich zu homozygoten |-Allel-Tragern
signifikant ausgepragter (Hariri et al., 2002). Die GroRzahl der Studien fand eine Assoziation
von SLC6A4-Genotypen und affektiven Stérungen in Verbindung mit weiteren Faktoren wie

Geschlecht, sozialen Gegebenheiten beziehungsweise traumatischen Ereignissen in der



Lebensgeschichte (Caspi et al., 2003; Baune et al., 2008; Lazary et al., 2008; Klauke et al.,
2011; Wang et al., 2011; Brown et al., 2013). Eine Replikation der Resultate war nicht in
jedem Fall erfolgreich (Gutiérrez et al., 1998). Auch Metaanalysen konnten eine Assoziation
nur teilweise bestatigen (Munafo et al., 2009; Risch et al., 2009).

3.3. Neurogenese & neuronale Plastizitét

Das Gehirn ist permanent mit einer sich verandernden Umwelt konfrontiert und muss folglich
standig neue Informationen verarbeiten und integrieren (cerebrale Plastizitat). Dies wird
bewerkstelligt durch kontinuierlichen Auf- und Abbau beziehungsweise die Modulation von
Verbindungen zwischen den Neuronen (neuronale beziehungsweise synaptische Plastizitat).
Entgegen der Annahme, dass die Neuronenanzahl des menschlichen Gehirns spatestens ab dem
Einsetzen der Pubertét konstant ist, wurde von Eriksson et al. (1998) nachgewiesen, dass im
Hippokampus adulter humaner Individuen (Alter > 55 Jahre) Neurogenese stattfindet. Adulte
Neurogenese war vorher bereits im Gehirn von Ratten entdeckt worden (Altman, 1962; Kaplan
und Hinds, 1977). Ebenfalls in Tierstudien wurde bestatigt, dass sich neugebildete Neurone
funktional in das vorhandene hippokampale Netzwerk eingliedern (van Praag et al., 2002).

Im Zusammenhang mit affektiven Stérungen wird dem Hippokampus besondere Bedeutung
zuerkannt, da diese Region neben ihrer regulierenden Beteiligung an der HPA-Achsenaktivitét
im limbischen System eine zentrale Schaltstelle fiir die Generierung des Langzeitgedachtnisses
und fur Lernvorgénge darstellt (Vertes, 2006). Er wird als bedeutende Kontrollregion fur die
Integration, emotionale Interpretation, Bildung und Konsolidierung von deklarativen Langzeit-
gedachtnisinhalten und deren Assoziationen erachtet (Izquierdo und Medina, 1997; Breton und
Robertson, 2013; McKenzie et al., 2013). Die Region unterhdlt afferente und efferente
Verbindung sowohl zu niedrigeren, beispielsweise Amygdala und Hypothalamus, als auch
héheren cerebralen Zentren, beispielsweise dem Neokortex (Segal, 1979; Olton et al., 1982;
Denham und Borisyuk, 2000). Aufgrund dieser zentralen Funktion wird der Hippokampus als
essentiell fir die Ausbildung und Festigung von Verhaltensmustern sowie beim Menschen
auch flr Entstehung und Remission affektiver Stérungen angesehen (Buchheim et al., 2012;
Turner et al., 2012; Oliveira et al., 2013). Als Region adulter Neurogenese im limbischen
System kann seine zellulare Struktur und interzellulare Kommunikation mit Veranderung des
Verhaltens, basierend auf neuer oder andersartiger, erlernter Interpretation von auf3eren und
inneren Gegebenheiten assoziiert werden (Becker und Wojtowicz, 2007; Sesack und Grace,
2010; Eisch und Petrik, 2012; Mendez-David et al., 2013).



Adulte Neurogenese findet im Hippokampus in der Subkdrnerzellschicht (“subgranular zone",
SGZ) des Gyrus dentatus statt, die gebildeten Zellen wandern in die Kdrnerzellschicht des
Hippokampus ein und integrieren sich in bestehende Verschaltungen (Jessberger et al., 2008;
Albert et al., 2009). Untersuchungen mittels bildgebender Verfahren (Magnet Resonanz-
Imaging, MRI; funktionelle Magnet-Resonanz Tomographie, fMRT) zeigten in depressiven
Individuen ein geringeres Hippokampus-Volumen als in gesunden Kontrollpersonen (Sheline
et al., 1996; Maller et al., 2007; Ezzati et al., 2013). Cobb et al. (2012) fanden reduzierte
Hippokampus-Volumina in Abh&ngigkeit von der Dauer beziehungsweise der Chronizitét
depressiver Symptomatik. Die post mortem Untersuchung von hippokampalem Gewebe liel}
bei depressiven Individuen eine deutlich geringere Anzahl reifer Kornerzellen im Gyrus
dentatus erkennen als bei nicht-depressiven Personen (Boldrini et al., 2013).

Das physiologische Korrelat zu Lernvorgédngen und dem Aufbau von Erinnerungen ist die
Verstarkung interneuronaler Verbindungen durch Bildung neuer persistierender Synapsen und
Intensivierung der Signallibertragung an bestehenden Synapsen durch Langzeit-Potenzierung
(,,long term potentiation®, LTP; Bliss und Lemo, 1973; Sarvey et al., 1989). Ebenso ist die
Langzeit-Depression (,,long term depression®, LTD; Lynch et al., 1977) und der Riickbau von
Verbindungen beteiligt an Veranderungen der neuronalen Verschaltung (Becker et al., 2008).
Dies entspricht dem von D. O. Hebb im Jahr 1949 formulierten Prinzip. Die Prozesse sind
zeitabhéngig beziehungsweise werden initiiert wenn die aufeinanderfolgenden prasynaptischen
Reize sich in bestimmten Zeitintervallen ereignen. Die Bildung einer LTP oder LTD an der
Synapse ist zusatzlich abhangig von dem Zeitpunkt zu dem die Prasynapse retrograd durch
einen exzitatorischen post-synaptischen Stromfluss (“Excitatory Post-Synaptic Current”,
EPSC) erregt wird (Bi und Poo, 1998; Karmarkar und Buonomano, 2002). Die Veranderungen
an der Synapse werden also durch bidirektionale Kommunikation zwischen Pra- und
Postsynapse bedingt. Der sekundare Schritt besteht in der Expression von Proteinen, die die
morphologischen Verdnderungen einleiten, steuern und erhalten (Kinasen, Phosphatasen,
Transkriptionsfaktoren, Neurotrophine), die Substanz der neuen Strukturen darstellen, oder im
Fall der LTD den Ruckbau der Verbindung bewerkstelligen (Lombroso und Ogren, 2009;
Yang und Zhou, 2009; Molnar, 2011; Cheung et al., 2013; Matsuura et al., 2013; Khoutorsky
et al., 2013; Ramiro-Cortés und Israely, 2013).

Die auf den angefuhrten Erkenntnissen basierende Hypothese zur Entstehung affektiver
beziehungsweise depressiver Symptomatik geht davon aus, dass reduzierte adulte Neurogenese
und in reduziertem Male erfolgende synaptische Plastizitat, moglicherweise ausgel6st durch

reduzierte Expression neurotropher Faktoren, fiir die Pathologie verantwortlich ist (Jacobs et



al., 2000). Es kann angenommen werden, dass aus verringerter zerebraler Plastizitat eine
verringerte kognitive Flexibilitdt folgt, welche es dem depressiven Individuum nicht
ermoglicht, neue, erweiternde Faktoren in seine subjektive Realitat einzuschlieRen und sich so
die Ausweglosigkeit der Situation manifestiert (Psychostase).



4. Pharmakotherapie depressiver Storungen

Die Mittel der Wahl zur Pharmakotherapie depressiver Erkrankung haben pharmakodynamisch
samtlich eine Wiederaufnahme-Inhibition monoaminerger Neurotransmitter gemein.

Primar wird auf das serotonerge System eingewirkt, einige trizyklische Antidepressiva (TCAS)
und atypische Antidepressiva wie zum Beispiel Venlafaxin, weisen auch eine noradrenerge
Komponente auf. Allgemein sind die eingesetzten Pharmaka einer Plazebo-Applikation bei
schwerer, das heil3t klinisch ausgeprégter depressiver Storung deutlich Uberlegen (Hewett et
al., 2010; Levkovitz et al., 2011; Gibbons et al., 2012; Leucht et al., 2012; Marchesi et al.,
2013).

Durch die Blockade der présynaptischen Transporterproteine fir die Neurotransmitter
Serotonin und Noradrenalin wird eine Konzentrationserhéhung dieser Substanzen im
synaptischen Spalt erreicht und die synaptische Transmission intensiviert. Diese Intensivierung
der Transmission wird als Initiator des antidepressiven Mechanismus betrachtet.

Es ist bekannt, dass das noradrenerge und das serotonerge System im ZNS anatomisch und
funktional interagieren und sich gegenseitig in ihrer Aktivitat beeinflussen (Aghajanian, 1985;
Chiang and Aston-Jones, 1993; Mongeau et al., 1993; Hughes and Stanford, 1996).
Gleichzeitiger Einflussnahme auf beide Systeme wird héhere Effektivitat zugeschrieben.

Ein Phdnomen der antidepressiven Pharmakotherapie ist die meist mehrwdochige Latenzzeit,
welche zwischen der Ersteinnahme des Medikamentes und dem Eintritt des antidepressiven
Effektes bei fortgesetzter Einnahme besteht ("lag of onset™). Die im Tierexperiment und
teilweise klinisch bestétigte Theorie zur Ursache dieser Latenzzeit besagt, dass zwar bereits
nach Applikation einer ersten Dosis die Wiederaufnahme-Inhibition einsetzt, die resultierende
Erhéhung der Transmitterkonzentration im synaptischen Spalt aufgrund einer dadurch tber
prasynaptische Autorezeptoren induzierten Reduktion der Exozytose-Aktivitat aber subeffektiv
bleibt. Wahrend der beobachteten Latenzzeit findet nach chronischer Aktivierung der
Autorezeptoren, vermutlich mittels Translokation (Internalisierung) und Degradation
derselben, eine prasynaptische Desensitisierung statt. In Folge kommt es zu einer im Vergleich
zum pramedizierten Zustand verstarkten Exozytose und Transmission (de Montigny et al.,
1990; Artigas et al., 1996; McAsKill et al., 1998; Béique et al., 2000; Nutt, 2002).

Die aktuell in Deutschland zur antidepressiven Pharmakotherapie zugelassenen selektiven
Serotonin - Noradrenalin - Wiederaufnahme - Inhibitoren ("selective Serotonin-Norepinephrine
Reuptake Inhibitors”, sSNRI) sind Duloxetin, Milnacipran und Venlafaxin. Diese sSNRIs

unterscheiden sich in ihren Affinitatsverhdltnissen fiir ihre Zielstrukturen. Milnacipran zeigt



identische serotonerge und noradrenerge Aktivitdt, Duloxetin hat eine zehnfach hohere
Affinitat fur den Serotonin-Transporter als fir den Noradrenalin-Transporter, bei Venlafaxin
liegt dieses Verhéltnis bei 30 : 1 (Montgomery, 2008).



5. Venlafaxin

5.1. Pharmakodynamik

5.1.1. Serotonerg-noradrenerger Wirkmechnismus

Der sSNRI Venlafaxin (VEN) ist in Deutschland seit 1995 als Antidepressivum zugelassen und
wird heute auch in der Pharmakotherapie von Angst- und Panikstérungen sowie chronischen
Schmerzen eingesetzt (Stahl et al., 2005; Beipackzettel Venlafaxin Préparat). Affinitat flr
cholinerge, histaminerge und adrenerge Rezeptoren wurde nicht beziehungsweise in
vernachlassigbarer GroRenordnung festgestellt, wodurch ein giinstigeres Nebenwirkungsprofil
zu verzeichnen ist als bei nicht-selektiven Substanzen (Muth et al., 1986).

Im Tierexperiment zeigte Venlafaxin in den entsprechenden Paradigmen eine Wirkung wie
man sie von einem Antidepressivum erwartet (Dhir und Kulkarni, 2007; Dhir und Kulkarni,
2008; Ide et al., 2010). Venlafaxin-Applikation Uber einen Zeitraum von 14 Tagen lie} im
cerebralen Kortex und im Hippokampus von Ratten keine Verénderung der Serotonin- und
Noradrenalin-Transporter-Dichte erkennen, wobei allerdings im Forced-Swim-Test (FST) ein
antidepressivum-ahnlicher Effekt zu beobachten war (Zhao et al., 2009). Eine Venlafaxin-Gabe
Uber den Zeitraum von 21 Tagen an Ratten in einer Untersuchung mittels Autoradiographie
liel im Zingulum sowie in agranuldarem und perirhinalem Kortex auf eine signifikant geringere
Serotonin-Transporter-Dichte schlieen als nach Desipramin- und Trimipramin-Behandlung,
wobei in Hirnstamm und Hippokampus keine Verédnderungen gefunden wurden (Hebert et al.,
2001). Dieselbe Studie fand in mehreren untersuchten Regionen nach Venlafaxin-Applikation
im Vergleich zu Fluoxetin- und Trimipramin-Gabe eine signifikant reduzierte Noradrenalin-
Transporter-Dichte, allerdings unter anderem nicht im Locus coeruleus.

Die pharmakologische Aktivitat von Venlafaxin im Menschen wurde beziglich Serotonin
mittels Analyse der Serotonin-Konzentration in Thrombozyten von Probanden, die iber einen
Zeitraum von einer Woche Venlafaxin beziehungsweise Plazebo erhalten hatten untersucht.
Sowohl nach 150 als auch 300 mg Venlafaxin pro Tag zeigten sich im Vergleich zu Plazebo
hochsignifikant geringere thrombozytare Serotonin-Gehalte (Blier et al., 2007). Debonnel et al.
(2007) fanden bereits bei einer Dosierung von téaglich 75 mg nach sieben und 28 Tagen
hochsignifikant geringere Serotonin-Gehalte in den Thrombozyten.

Mittels der Untersuchung der Auswirkung einer intravendsen (i.v.) Tyramin-Bolusapplikation

auf den systolischen Blutdruck nach Venlafaxin-Gabe von 75 oder einschleichend 225 mg / d



uber einen Zeitraum von einer Woche und von 75 oder einschleichend 375 mg / d ber einen
Zeitraum von drei Wochen wurde die Inhibition des Noradrenalin-Transportes durch die
Substanz am Menschen untersucht (“Tyramine Pressor Response"; Ghose und Turner, 1975).
Die 75 mg/ d-Dosierungen zeigten keinen Einfluss auf den Tyramin-Effekt, wohingegen
sowohl bei 225 als auch 375 mg / d nach einer beziehungsweise nach drei Wochen ein deutlich
geringerer Blutdruckanstieg zu erkennen war (Debonnel et al., 2007).

Die Experimente der Arbeitsgruppen um Blier und Debonnel weisen deutlich auf eine
dosisabhangige Inhibition des Serotonin- beziehungsweise des Noradrenalin-Transportes durch
Venlafaxin hin. Bei Gabe niedriger Dosisierung hat Venlafaxin den Effekt eines sSRI, in
héheren Dosierungen entfaltet sich der sSNRI-Effekt. Venlafaxin kann somit als SSNRI mit
dosisabhangiger Wirkung bezeichnet werden. Als letztlich entscheidend flir einen
pharmakologischen Effekt muss jedoch die Konzentration einer Wirksubstanz an ihrem
Wirkort angesehen werden.

Auch besitzt Venlafaxin weitere, moglicherweise fir den Therapie-Effekt relevante

Wirkmechanismen.

5.1.2. Andere Wirkmechanismen von Venlafaxin

Venlafaxin inhibierte in vitro die durch Korticosteroide induzierte Transkription (Augustyn et
al., 2005). In einem Akut-Stress-Paradigma zeigte sich im paraventrikularen Nukleus von
Ratten, die fir 27 Tage mit Venlafaxin vorbehandelt worden waren, ein signifikant geringerer
Anstieg der fir CRF kodierenden mRNA als bei mit Vehikel vorbehandelten Tieren (Stout et
al., 2002). Mit diesen Effekten konnte eine Normalisierung der HPA-Funktion assoziiert sein.
Venlafaxin fuhrte invitro in PC12-Zellen zu einem dosisabhéngigen Anstieg der mRNA-
Menge des Enzyms Superoxid-Dismutase 1 (SOD1), welches dem Abbau oxidativen Stresses
dient und damit neuroprotektive Eigenschaft besitzt (Greenlund et al., 1995; Li et al., 2000).
Die Reduktion oxidativen Stresses erhoht die Wahrscheinlichkeit geringerer Zell- und
insbesondere Neuronschadigung sowie fiir eine Reduktion apoptotischer Vorgénge sowohl
bezuglich vorhandener als auch neugebildeter Strukturen.

Venlafaxin zeigte antiinflammatorische Eigenschaften durch Suppression der Transkription
diverser Cytokine (Interleukin 12 p40, TNF-a, Interferon-y) invitro und im Mausmodell der
experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis (Vollmar et al., 2009).

Venlafaxin und andere Antidepressiva fuhrten bei erfolgreicher Behandlung zu einer Erhéhung

der Plasma-Level des Neurotrophins ,,Brain-derived neurotrophic Factor“ (BDNF) auf das



Niveau der Kontrollpersonen (Aydemir et al., 2005; Gonul et al., 2005; Aydemir et al., 2006;
Yoshimura et al., 2007; Lee und Kim, 2008). Auch fanden sich in humanem hippokampalem
post mortem Gewebe bei antidepressiv behandelten Individuen hohere BDNF-Gehalte als in
nicht antidepressiv Behandelten (Chen et al, 2001). Analoge Befunde stammen aus
Tiermodellen der Depression (Czubak et al., 2009; Larsen et al., 2010; Zhang et al., 2010) und
in vitro Untersuchungen (Lee et al., 2010; Angelucci et al., 2011). Von erhohten BDNF-
Gehalten kann wiederum auf eine fur einen antidepressiven Effekt notwendige Neurogenese
geschlossen werden.

Eine Microarray-Untersuchung auf differentielle Genexpression in humanen Leukozyten vor
und nach vierwochiger Venlafaxin-Applikation lie3 signifikante Unterschiede bei Genen
erkennen, die mit Signaltransduktion, Regulation der PBS und metabolischen Funktionen
assoziiert sind (Kalman et al., 2005). In diese Studie waren sechs Personen fortgeschrittenen
Alters eingeschlossen.

Unklar ist, ob und wenn ja, welche dieser zuséatzlichen Wirkmechanismen fir den

therapeutischen Effekt von Venlafaxin relevant sind.

5.2. Pharmakokinetik

Chemisch betrachtet handelt es sich bei Venlafaxin um das Phenylethylamin-Derivat (RS)-1-
[2-Dimethylamino-1-(4-methoxyphenyl) ethyl] cyclo-hexan-1-ol mit der Summenformel
C17H27NO2 und einem Molekulargewicht von M = 277,86 g / mol (Haskins et al., 1985; siehe
auch Abbildung 1). Die Verbindung liegt in pharmazeutischen Produkten als Hydrochlorid des
Racemats vor und wird heute meist als retard Préparat (Extended Release, XR) gegeben.
Initiale Dosierungen liegen bei 37,5 - 75 mg / d, die empfohlene tagliche Maximaldosis betragt
450 mg. Nach Applikation per os (p.o.) wird Venlafaxin im gastro-intestinalen Trakt zu 92 -
98 % resorbiert (relative Bioverfiigbarkeit, Fre). Die absolute Bioverfligbarkeit (Fans) nach p.o.
Gabe betragt 45 - 59 % bei einer Plasmaprotein-Bindung von 27 %, das Verteilungsvolumen
7,5+ 3,71/ kg und die Plasma Clearence 1,3+ 0,6 I/ h/kg (Troy et al., 1997; Katzman und
Jacobs, 2007).

Venlafaxin unterliegt einem ausgepragten first pass-Metabolismus. Das hepatische
Cytochrom P450 Isoenzym 2D6 (CYP2D6) katabolisiert Venlafaxin durch Abspaltung der
Methylgruppe (-CH3) des Sauerstoffes zu dessen Hauptmetabolit O-Desmethylvenlafaxin
(ODV). Weiterer primarer Metabolit ist das durch CYP3A4 gebildete N-Desmethylvenlafaxin
(NDV). ODV und NDV koénnen durch CYP3A4 beziehungsweise CYP2D6 jeweils in einem



zweiten Demethylierungsschritt zu N,O-Didesmethylvenlafaxin (DDV) metabolisiert werden
(Fogelman et al., 1999; Wijnen et al., 2009; siehe auch Abbildung 1). Venlafaxin wird zu 58 %
in O-Desmethylvenlafaxin, zu 1% in N-Desmethylvenlafaxin und zu 18 % in N,O-
Didesmethylvenlafaxin metabolisiert, was sich im renalen Ausscheidungsprofil wiederspiegelt.
Beim Menschen werden innerhalb von 48 Stunden 87 % einer Dosis renal und 10 % mit den
Fézes ausgeschieden (Howell et al, 1993). N-Desmethylvenlafaxin und N,O-Dides-
methylvenlafaxin besitzen keine, beziehungsweise auch aufgrund ihres mengenmaRigen
Anteils vernachléssigbare pharmakologische Aktivitat, wohingegen O-Desmethylvenlafaxin
nahezu mit der Muttersubstanz Venlafaxin identische Eigenschaften zeigt (Klamerus et al.,
1992). Der Metabolismus von Venlafaxin ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt. Die
Plasmahalbwertszeit von Venlafaxin betragt funf Stunden, jene von O-Desmethylvenlafaxin
11 Stunden. Nach Applikation wird die Spitzenkonzentration von Venlafaxin im Blut innerhalb
von 2,4 Stunden, jene von O-Desmethylvenlafaxin innerhalb von 4,3 Stunden erreicht
(Mendlewicz, 1995).
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Abbildung 1: schematische Darstellung von Venlafaxin und durch CYP450-Isoenzyme gebildete Metaboliten
(nach: Wijnen et al., 2009; Strukturformeln mittels ChemSketch Freeware, Version 12, ACD Labs,
Frankfurt, Deutschland und MS Paint)

5.3. Pharmakogenetik

Pharmakogenetische Variationen mit Einfluss auf Enzymaktivitaten, kénnen bei verschiedenen
Individuen unter identischer Dosierung zu deutlich unterschiedlichen Konzentrationen an
aktiver Substanz fiihren. CYP2D6, das vermutlich am intensivsten untersuchte CYP-Isoenzym,
ist neben der Metabolisierung von Venlafaxin beteiligt an der Umsetzung von zahlreichen

weiteren Xenobiotika, einschlieBlich diverser Psychopharmaka (Hicks et al., 2013). Die



wildtypische Variante von CYP2D6 besteht in zwei aktiven Allelen, Tréger dieser Variante
werden als "schnelle Metabolisierer” bezeichnet. Durch Duplikation kann CYP2D6 in drei oder
mehr Kopien im Genom vorliegen wodurch die Enzym-Quantitét erh6ht und der Metabolismus
beschleunigt wird ("ultraschnelle Metabolisierer). Es besteht hierbei die Gefahr, dass die
Konzentration antidepressiv aktiver Substanz unter die therapeutische Effektivitat fallt oder
dort verweilt und ein therapeutischer Effekt nicht eintritt (Veefkind et al., 2000).
"Intermedidre” und "langsame Metabolisierer” sind Tréger nur eines oder keines CYP2D6-
Allels oder besitzen aufgrund mutierter Allele Enzyme mit geringerer oder fehlender Aktivitat
(Zhou, 2009). Hierbei besteht aus therapeutischer Sicht die Gefahr, dass bei Ublichen
regelmaligen Applikationsintervallen eine Akkumulation von Wirkstoff stattfindet und
Konzentrationen oberhalb des therapeutischen Fensters beziehungsweise in einem toxischen
Bereich resultieren (Lessard et al., 1999). Alternativ kann die Metabolisierung zu inaktiven
Substanzen erhoht sein (Hermann et al., 2008).

Bei polypharmazeutischen Therapie-Ansdtzen besteht durch Interaktionen der Substanzen die
Gefahr einer Phianokonversion von Metabolisiererstatus. Eine kiirzlich vertffentlichte Studie
zeigte, dass unter erwachsenen, mit Venlafaxin therapierten Patienten 4 % die genetische Basis
des langsamen Metabolisierers trugen, allerdings bei 27 % eine langsame Metabolisierung zu
beobachten war (Preskorn et al., 2013).

Beim Therapeutischen Drug Monitoring (TDM; "Medikamentenspiegelbestimmung™) wird
mittels quantifizierender Analyse-Methoden die Serumkonzentration von pharmakologisch
aktiven Substanzen bestimmt und auf diesem Weg die durch mdgliche pharmakokinetische
Variation unsichere Einschatzung eines zu erwartenden Effektes tber die applizierte Dosis
teilweise umgangen. Die Verwendung von Serumkonzentrationen ermoglicht die Einschédtzung
des zu erwartenden Effektes von einer Position aus, welche sich einen Schritt n&dher am
Zielorgan der Psychopharmaka, dem Gehirn, befindet. Auch dieser Ansatz hat allerdings
Grenzen. Venlafaxin fuhrte in einem in vitro-Modell der humanen Blut-Hirn-Schranke (BHS;
"Blood-Brain-Barrier”, BBB) zu signifikanter Induktion wvon  Efflux-Transport-
Proteinkomplexen (Bachmeier et al., 2011). Dies konnte auch im Mausmodell in vivo fir
verschiedene Gewebe nachgewiesen werden (Bachmeier et al., 2013). Venlafaxin zeigte dabei
in vitro ein geringes Inhibitions-Potential am Effluxtransporter P-Glykoprotein (P-gp; auch
bezeichnet als MDR1, "Multi-Drug-Resistance-Protein 1"; Weiss et al., 2003).

Auf Basis klinischer Daten wurden durch die Arbeitsgruppe fiir Therapeutisches Drug
Monitoring der Arbeitsgemeinschaft fir Neuropsychopharmakologie und Pharmakopsychiatrie

(AGNP-TDM-Gruppe) empirisch Serumkonzentrationen fir zahlreiche Psychopharmaka



bestimmt, welche als empfohlene Konzentrationsbereiche bei Freiheit von unerwinschten
Nebenwirkungen den angestrebten Therapie-Effekt erwarten lassen (Baumann et al., 2004). Da
der Hauptmetabolit O-Desmethylvenlafaxin ein mit der Muttersubstanz VVenlafaxin identisches
pharmakodynamisches Profil an den primaren Zielstrukturen aufweist, werden die
Serumkonzentrationen dieser beiden Substanzen zu einem Summenserumspiegel addiert. Er
liegt fur Venlafaxin zwischen 100 und 400 ng / ml Serum (Hiemke et al., 2011).

Eine Therapiesteuerung unter Verwendung von TDM l&sst 6konomische Vorteile erkennen da
zum einen minimal notwendige Dosierungen der Psychotropika zur Erreichung
(hochwahrscheinlich) effektiver Serumkonzentrationen eingesetzt werden konnen und
weiterhin der Bedarf einer sekundédren Therapie von unerwinschten Nebenwirkungen
schwindet (Preskorn und Fast, 1991; Lundmark et al., 2000). Patienten kdnnen deutlich friiher

aus stationédrer Behandlung entlassen werden (Simmons et al., 1985).

Die Effektivitat einer pharmakologisch-antidepressiven Therapie in Zusammenhang mit dem
SLC6A4-Genotyp flir 5-HTTLPR, teilweise unter Einbeziehung von rs25531, wurde in
zahlreichen Studien untersucht. Allerdings kam Venlafaxin nur in einzelnen dieser Studien
zum Einsatz. In einem koreanischen Kollektiv von Patienten mit depressiver Stérung
zeigten I-Allel-Trager nach vierwéchiger Venlafaxin-Einnahme im Vergleich zu homozygoten
s-Allel-Tragern eine bessere therapeutische Antwort (Lee et al., 2010).

In anderen Studien wurden verschiedene sSRIs (Citalopram, Fluoxetin, Fluvoxamin, Paroxetin,
Sertralin) verwendet und die Resultate assoziierten haufig |- beziehungsweise Ia-Allel-Tréger
mit einem besseren therapeutischen Ansprechen auf die Medikation (Pollock et al., 2000;
Zanardi et al., 2001; Illi et al., 2010). Eine Studie ergab, dass bei homozygoten s-Allel-Tragern
mit einem Alter Uber 25 Jahren eine hohere Wahrscheinlichkeit fir ein Nicht-Ansprechen
besteht (Joyce et al., 2003). Zwei Untersuchungen fanden fur homozygote I-Allel-Tréger eine
signifikant hthere Wahrscheinlichkeit fur eine Remission in Pharmakotherapie mit Citalopram,
nach Einschluss des rs25531 war die Assoziation allerdings nicht mehr zu erkennen (Huezo-
Diaz, 2009; Mrazek et al., 2009).

Fir den Noradrenalin-Transporter und SLC6A2-Varianten liegen beziglich eines Therapie-
Effektes von Venlafaxin keine Informationen vor. Ein SLC6A2-Polymorphismus wurde mit
einer erhdhten Suszeptibilitdat fur die Aufmerksamkeits-Defizit / Hyperaktivitats-Stérung
(ADHS) assoziiert und scheint auch bei deren Pharmakotherapie mit dem Dopamin-

Noradrenalin-Wiederaufnahme-Inhibitor Methylphenidat einen Einfluss auf den therapeu-



tischen Effekt zu besitzen (Joung et al., 2010; Kim et al., 2010). Dieser Polymorphismus,
rs28386840, besteht in einem Basenaustausch (Adenin, "A" gegen Thymin, "T") in der
SLC6A2-Promotor-Region. Die Expression des Noradrenalin-Transporters ist in vitro bei
Vorliegen eines T-Allels um etwa 50 % gegentiber homozygoten A-Genotypen reduziert (Kim
et al., 2006) und Tréger des T-Allels zeigten eine bessere therapeutische Antwort auf
Methylphenidat (Kim et al., 2010). Eine Assoziation von rs28386840 mit anderen
psychiatrischen, insbesondere affektiven Erkrankungen oder einem Einfluss auf den
therapeutischen Effekt wurde nicht nachgewiesen (Hahn et al., 2008). Auch die Assoziation
mit ADHS wurde mehrfach nicht repliziert (Renner et al., 2011; Sengupta et al., 2012).

In den hier angefihrten Studien zu Assoziationen von SLC6A2- sowie SLC6A4-Varianten mit
einem therapeutischen Effekt antidepressiver Medikation waren stets die applizierten
Dosierungen zugrunde gelegt worden, sodass letztlich unklar ist, ob nicht variierende

Serumkonzentrationen die Ergebnisse verfalschten.



6. Ziele der vorliegenden Arbeit

6.1. Ziel 1: Identifizierung potentieller genetischer Korrelate
des antidepressiven Effektes von Venlafaxin

Wie ersichtlich wurden zahlreiche potentielle Mechanismen der Wirksamkeit von Venlafaxin
identifiziert. Die angefuhrten Studien untersuchten meist einzelne a priori definierte
Merkmale, deren Einfluss beziehungsweise Beeinflussung anhand vorangegangener
Erkenntnisse vermutet wurde. So ergeben sich Anhaltspunkte fur durch Venlafaxin induzierte
physiologische Veranderungen, die an der antidepressiven Wirkung beteiligt sind. Der beim
Menschen beobachtete "dosisabhdngige” duale serotonerg-noradrenerge Mechanismus der
Substanz muss als von besonderem Interesse angesehen werden, da physiologische Effekte
unter lediglich serotonerger Aktivitdt sich von serotonerg-noradrenerger Aktivitat
unterscheiden sollten, beziehungsweise im zweiten Fall zusatzliche Faktoren als beeinflusst
beziehungsweise von Einfluss angenommen werden konnen. Die Kenntnis induzierter,
sekundérer physiologischer Veranderung als Grundlage therapeutischer Effektivitdt konnte

eine zukinftige, gezieltere Intervention durch neue Pharmazeutika ermdglichen.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher im Sinne der Grundlagenforschung und im Hinblick
auf die Identifizierung neuer Angriffspunkte pharmakologischer Intervention die Auswirkung
chronischer Venlafaxin-Applikation in verschiedenen Dosierungen auf die Genexpression
untersucht.

Dazu wurden zwei ineinander Ubergehende Ansédtze herangezogen. Zundchst wurden im
Tierexperiment Uber einen Zeitraum von einem Monat verschiedene Venlafaxin-Dosen an
Mause verabreicht und deren Hippokampus hypothesenfrei mittels Microarray auf Effekte
bezuglich Genexpressionsraten analysiert.

Im zweiten Schritt wurde die Expression der in der Tierstudie als differentiell exprimiert
identifizierten Gene in Leukozyten von Patienten nach einmonatiger Venlafaxin-Einnahme
analysiert. Expressionsanderungen in Leukozyten konnen Hinweise auf Vorgange im
menschlichen Gehirn geben (Sullivan et al., 2006; van Heerden et al., 2009; Bosker et al.,
2012). Auf Basis dieses Wissens kdnnte eine gezieltere pharmakologische Einflussnahme unter

Umgehung des monoaminergen Systems entwickelt werden.



6.2. Ziel 2: personalisierte Pharmakotherapie mit Venlafaxin

In zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwieweit funktionale genetische
Variationen von SLC6A2 und SLC6A4 im Zusammenspiel mit vorliegenden Serumsummen-
konzentrationen von Venlafaxin und seinem Hauptmetabolit O-Desmethylvenlafaxin den
erwlnschten Effekt einer Pharmakotherapie vorhersagen lassen. Mit Kenntnis dieser
Zusammenhange ware ein hoherer Grad an individuell zugeschnittener Behandlung moglich.
Es bestunde die Mdglichkeit, Patienten bei vorliegender Information zu ihrem Genotyp von
5-HTTLPR und/ oder rs28386840 initial gezielter und schneller auf einen bendtigten
Serumspiegel hin zu dosieren, wobei eine Uberwachung der Serumkonzentration mittels TDM
die Titration in den angestrebten Bereich unterstiitzen und helfen kann, unerwiinschte Effekte
zu vermeiden beziehungsweise gegebenenfalls Venlafaxin als deren Ursache zu determinieren.
Mit diesem Ziel wurden in einem naturalistischen Studien-Design klinische Patienten wahrend
einer depressiven Episode aufgrund einer unipolaren depressiven Stérung oder im Rahmen
einer bipolaren affektiven Erkrankung genotypisiert, ihre symptomatische Veranderung nach
einer vierwochigen Therapiedauer evaluiert und beziiglich eines Zusammenhanges mit den

Serumkonzentrationen an Pharmakon analysiert.



1. Material & Methoden

1. Material

allgemeines Ge- und Verbrauchsmaterial, allgemeine Gerate

- sterilisiertes, demineralisiertes Wasser (H2O dd), Eigenherstellung mittels Barnstead
NANOpure® Diamond™ Life Science (UV/UF)-Reinstwasseranlage (Thermo Fisher
Scientific, 419 Sutton Road, Southend On Sea, Essex SS2 5PH, United Kingdom)

- Methanol (MeOH; CH40) puriss p.a., Acetonitril (ACN; C2HsN) puriss p.a., Isopropanol
(C3HgO) puriss p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

- Kolbenhubpipetten verschiedener, bedarfsgemal maximaler Volumina (1 pl, 5 pl, 10 pl,
20 pl, 100 pl, 1000 pl; Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

- Mehrkanalpipetten verschiedener, bedarfsgeméalR maximaler Volumina (10 pl, 20 pl, 100 pl;
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland und Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

- unsterile Pipettenspitzen diverser Maximalvolumina (10 ul, 100 ul, 1000 pl; Sarstedt AG &
Co., Nimbrecht, Deutschland)

- sterile, RNAse- und DNAse-freie Pipettenspitzen diverser Volumina
(0,1-10 pl, 0,5-20 pl, 2 - 100 pl, 2 - 200 pl, 20 - 300 pl, 100 - 1200 pl; Sarstedt AG &
Co., Numbrecht, Deutschland)

- unsterile ReaktionsgefaRe (1,5 ml, 2 ml; Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland)

- sterile, RNAse- und DNAse-freie Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2 ml; "Safe-Lock Tubes,
Eppendorf BioPur"; Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

- sterile, RNAse- und DNAse-freie Reaktionsgefélie fir PCR-Ansétze in 4er- und 8er-Ketten
("Multiply®-PCR-Ketten"; Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland)

- sterile, RNAse- und DNAse-freie Zentrifugen-GefaRe (15 ml und 50 ml; "Cellstar Tubes®",
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

- Autoklav "VB-40" (Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland)

- elektronische Analysen- und Préazisionswaage "PB4002-S/FACT" (Mettler-Toledo AG,
Greifensee, Schweiz)

- Feinwaage "HL52" (Mettler-Toledo GmbH, GieRRen, Deutschland)
- pH-Meter "SevenEasy™ pH Meter" (Mettler-Toledo GmbH, Schwerzenbach, Schweiz)
- Ultraschallbad "Sonorex Super, RK 103H" (Bandelin electronic, Berlin, Deutschland)

- diverse Zentrifugen



Tierstudie - Experiment, Dissektion & HPLC-Analysen

- DBA/2 Méuse, Alter 6 - 8 Wochen; 30/31 x mannlich (Charles River
Laboratories, Research Models and Services, Germany GmbH, Sulzfeld, Deutschland)

- Venlafaxin-Tabletten 37,5 mg ("Venlafaxin-1 A Pharma® 37,5 mg Tabletten", Packung a 20
Tabletten (N1), vorliegend als Venlafaxin-Hydrochlorid - entsprechend 37,5 mg Venlafaxin
pro Tablette (1 A Pharma GmbH, Oberhaching, Deutschland)

- Isofluran (C3H.CIFsO; CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf, Deutschland)

- Binokular "Olympus SZX7" (Olympus Corporation, Tokyo, Japan)

- Kaltlichtquelle "KL 1500 LCD" (Schott AG, Mainz, Deutschland)

- Kélteplatte mit Temperierungs-Einheit (Haake GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

- Reinsubstanzen Venlafaxin (VEN; C17H27NOg, vorliegend als Hydrochlorid) und
O-Desmethylvenlafaxin (ODV; C16H2sNO3), Reinheit HPLC-Grad (Wyeth Reference
Standards, New York, U.S.A.)

- Reinsubstanzen Noradrenalin (NA; CsH11NOs, vorliegend als Hydrochlorid), 3-Methoxy-4-
Hydroxyphenylglycol (MHPG; CoH1204, vorliegend als Hemipiperazinium-Salz), Dopamin
(DA,; CgH11NO2, vorliegend als Hydrochlorid), 3,4-Dihydroxyphenylacetat (DOPAC;
CsHsO4), Homovanillinsaure (HVA; CoH1004), Serotonin / 5-Hydroxytryptamin (5-HT;
C10H12N20, vorliegend als Hydrochlorid), 5-Hydroxyindolacetat (5-HIAA; C10H9NO3) -
Reinheit aller Substanzen "HPLC-Grad" (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

HPLC - mobile Phase fiir Monoamin-Analyse: 0,50 mM TEA

0,10 mM EDTA ) 0
0.10 M NaHoPO [ 10 % MeOH, 90 % H0 dd
0,65 mM Oss oH 4,1

HPLC - stationare Phase fiir Monoamin-Analyse:

EC 250/4.6 NUCLEOSIL®100-5 C18 (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland)

HPLC - mobile Phase fiir VEN- und ODV-Analyse: 15,00 % v/v ACN
0,09 % v/v TEA pH 2,5
ad 100,00 % v/v mit H,O dd

HPLC - stationare Phase fiir VEN- und ODV-Analyse:

EC 150/4.6 NUCLEODUR®100-3 CN-RP (Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland)



HPLC-Analysen (Humanstudie)

HPLC - Spiileluent fir VEN- und ODV-Analyse: 5 % v/v ACN
95 % v/v H,0O dd

HPLC - analytischer Eluent fiir VEN- und ODV-Analyse:

wie mobile Phase fir Tierstudie (Seite 23)

HPLC - stationdre Phase / Extraktionsséule fiur VEN- und ODV-Analyse:

MZ-PerfectBond® 10-4.0, CN 20um (MZ Analysentechnik, Mainz, Deutschland)

HPLC - stationdre Phase / analytische Saule fir VEN- und ODV-Analyse:

wie bei Tierstudie (Seite 23)

RNA-Extraktion aus murinen Hippokampi

- peqGOLD RNAPure™ (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen Deutschland)

- Kugelmihle "TissueLyser" & Kugeln (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

- Chloroform puriss p.a. (HCCIs; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

- "MaxTract™ High Density 200 x 1,5 ml" (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

- "Ethanol absolut flr die Molekularbiologie™ (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
- "RNeasy Mini Kit (250)" (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

- "RNAse free DNAse Set (50)" (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)

RNA-Extraktion aus humanem Blut
- "PAXgene® Blood RNA Kit" (PreAnalytiX GmbH, Hombrechtikon, Schweiz)
- Schiittelinkubator "Thermomixer®comfort™ (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

- Ethanol (C2HeO) "Ethanol absolute, > 99.8 % (GC)" (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland)

- "RNAse free DNAse Set (50)" (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland)



gRT-PCR-Expressionsanalyse von DBA/2-Hippokampi und humanen Leukozyten

- "iScript™ c¢DNA Synthesis Kit" (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)

- "iQ™ SYBR® Green Supermix” (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)
- Primer
e designed mit NCBI-Primer-BLAST (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/)

hs Tphl Intron-System: f 5'-AAGGCCCAATTGAAATGTCGC-3'
r 5-GTACTTGCCGGAAAGGAGCA-3'

— bezogen von metabion international AG, Martinsried, Deutschland
oder
e als "QuantiTect Primer Assay" bezogen von Qiagen (Hilden, Deutschland)
- Primereffizienz: Programm "LinRegPCR Version 11.1, Januar 2009"
- 384-Well-gRT-PCR-Platte "4titude Framestar® 480/384" (4titude Ltd., Berlin, Deutschland)

- DEPC-H,0, MgCl>-Ldsung, Desoxynukleotid-Gemisch, Tag-Polymerase, Thermocycler,
Gel-Elektrophorese: siehe unten "Genotypisierung (Humanstudie)"

gRT-PCR

- "C1000™ Thermal Cycler" mit "CFX384™ Real-Time System" und "CFX Manager™
Software™ (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland)

- "SYBR® Select Master Mix for CFX" (applied biosystems, Texas, USA)
- 384-Well-gRT-PCR-Platte "4titude Framestar® 480/384" (4titude Ltd., Berlin, Deutschland)

- Referenzgen-Wahl: Programm "gbasePLUS Version 2.4, 20120828-0902" (Biogazelle NV,
Zwijnaarde, Belgium)

- automatisches Pipettiersystem "epMotion 5075 TMX" und zugehdrige 50 pl-Spitzen
(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)



DNA-Extraktion aus humanem Blut
Lysispuffer: 15,50 % v/v 1 M NH4ClI (aq)
1,00 % v/iv1 M KHCO:3 (aq)
0,02 % v/iv0,5 M EDTA (aq)
ad 100,00 % v/v mit H20 dd

SE-Puffer: 75 mM NaCl (aq)
25 mM EDTA (aqg; aus 0,5 M Losung)

Lysis-Puffer und SE-Puffer werden nach dem Ansetzen autoklaviert
- Proteasen-Gemisch (“Pronase E"; AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Protease-L6sung: 20 mg Pronase E + 1 ml Wasser (LiChrosolv®, Merck, Darmstadt,
Deutschland)

- Matrix-Rohrchen ("Matrix™ 2D Barcoded Storage Tubes"; Thermo Scientific, St- Leon-
Rot, Deutschland)

Genotypisierung (Humanstudie)

- 96-Well Platte "twin.tec PCR Plate 96 semi-skirted" (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

- Trishydroxymethyl-Aminomethan-Base (s) / TRIS-Base "Tris ultrapure™ (C4sH11NO3;
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)

"DEPC-Wasser": - 0,05 % DEPC in H20 dd, tiber Nacht bei 37 °C schutteln
(Schittelwasserbad - Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland)
- autoklavieren (degradiert auch DEPC)

- Primer fir 5-HTTLPR-PCR: f5’-TGCCGCTCTGAATGCCAGCAC-3’
r 5’-GGGATTCTGGTGCCACCTAGACG-3’
(Eigendesign; Metabion international AG, Martinsried, Deutschland)

- Primer fiir rs28386840-PCR: f 5-CTCTAGTTTTCTTGCCCCTCAAG-3'
r 5-GAGACAGCAAAGGGAAGGAAACCA-3'
(Eigendesign; Metabion international AG, Martinsried, Deutschland)

- Polyoxyethylenesorbitan-Monolaurate "Tween®20" (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland)

750 mM TRIS-HCI (pH 9)

PCR-Puffer "Goldstar 10x": 200 mM (NH4)2S04
in H20 dd
0,1 % Tween®20



- Bovines Serumalbumin (BSA) ("BSA 100 x purified"; New England Biolabs GmbH,
Frankfurt, Deutschland)

MgCl>-Puffer (25 mM): 500 mM KCI
100 mM TRIS-HCI (pH 8,3)
0,25 % Tween®20 in H20 dd
0,25 mg/ml BSA
25 mM MgCl>

- Desoxy-Adenin-Triphosphat (AATP), Desoxy-Cytosin-Triphosphat (dCTP), Desoxy-
Guanosin-Triphosphat (dGTP), Desoxy-Thymin-Triphosphat (dTTP), je 40 umol als
Natrium-Salz, je 100 mM (U1240; Promega GmbH, Mannheim, Deutschland)

Nukleotid-Gemisch (je 2,5 mM): Komposition entsprechender Volumina der dATP-, dCTP-,
dGTP- und dTTP-Stockldsung in H20 dd (LiChrosolv®)

- Tag-Polymerase (DNA-Polymerase von Thermus aquaticus, "Haus Taq");
laborinterne Eigenherstellung nach Desai und Pfaffle (1995)

TAE-Puffer (Konzentrat 25 x): 121,0 g Tris-Base (S)
28,5 ml Eisessig/"Acetat” (I) > + H20 dd ad 1000 ml
50,0 ml EDTA-LGsung
Konzentrat wird vor Gebrauch mit H,O dd 1 : 25 (1 + 24) verdiinnt
Gel: - fur x-%iges Gel x g Agarose einwiegen + 100 ml TAE-Puffer
- in Mikrowellenherd bis zur vollstandigen Transparenz erhitzen
- pro 100 ml Agarose-Ldsung 3 Tropfen Ethidiumbromid-L6sung (0,07 %) zugeben
- in Gelkammer mit Kamm gewd(nschter Zahnzahl giessen und aushérten lassen
- bis zum Gebrauch bei 4 °C aufbewahren

- 3,3",5,5'-Tetrabrom-Phenolsulfonphthalein (*"Bromphenolblau”, C19H10Br4OsS; Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland)

- 1,2,3-Propantriol ("Glycerol", C3HgO3z; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
Blaupuffer: 10 ml H>O dd
1 ml Glycerol

"eine Spatelspitze” Bromphenolblau
- Puffer fur rs25531-Genotypisierung "NEBuffer 4, #B7004S, 10 x Concentrate" *
- Restriktionsenzym flir rs25531-Genotypisierung "Mspl, #R0106L, 20.000 U/ml" *
- Puffer fur rs28386840-Genotypisierung "NEBuffer 3, #87003S, 10 x Concentrate" *
- Restriktionsenzym flir rs28386840-Genotypisierung "Bsrl, # R0527L, 5000 U/ml" *

* (New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland)



2. Methoden

2.1. Tierstudie

2.1.1. Wahl der Versuchstiere

Ziel der Tierstudie war es im Hippokampus Gene zu identifizieren, bei denen unter dem
Einfluss verschiedener Dosierungen von Venlafaxin eine differentielle Expression zu
beobachten ist. Aufgrund von gegebener Infrastruktur sowie im Hinblick auf 6konomische
Aspekte wurde die Maus als Versuchstier gewéhlt. Voraussetzung des zu verwendenden
Stammes war eine Sensitivitat des serotonergen sowie noradrenergen Systems der Tiere fur
die eingesetzte Substanz. Mittels Literaturrecherche wurde der Inzucht-Mausstamm "Dilute
Brown Non-Agouti” (DBA/2) identifiziert, fur den nachgewiesen worden war, dass beim
Menschen eingesetzte, antidepressiv. wirksame Substanzen (trizyklische Serotonin-/
Noradrenalin-Wiederaufnahme-Inhibitoren, TCA-SNRI;  selektive  Serotonin-Wieder-
aufnahme-Inhibitoren, sSRI; selektive Noradrenalin-Wiederaufnahme-Inhibitoren, sNRI) in
Standardverhaltenstests einen antidepressivum-ahnlichen Effekt auf das Verhalten der Tiere
haben (Lucki et al., 2001; Ripoll et al., 2003; Sugimoto et al., 2008). Venlafaxin selbst war in

DBA/2-Méausen bisher nicht untersucht worden.

2.1.2. Findung der zu applizierenden Venlafaxin-Dosis

Zur Dosisfindung wurde eine Literaturrecherche durchgefiihrt, in die Ver6ffentlichungen
einbezogen wurden, in denen Méuse verschiedener Stdimme das Antidepressivum Venlafaxin
durch p.o.-Applikation erhalten hatten. Es sollten hinsichtlich der jeweiligen Studienziele
effektive verwendete Dosierungen identifiziert werden, um anhand dieser die im hier
geplanten Experiment anzuwendenden Applikationsmengen zu definieren. Die Literatur-
recherche offenbarte eine hohe Diversitdat der eingesetzten Venlafaxin-Dosen. Auch
eroffneten sich die Fragen, inwieweit akute und chronische Gabe hinsichtlich der
verwendeten Dosen zu bewerten sind und ob die Verwendung verschiedener Mausstamme in
den verschiedenen Untersuchungen als vernachlassigbar betrachtet werden darf. Bei der hier
beabsichtigten chronischen Gabe tber einen Zeitraum von 30 Tagen wird analog der Situation
im Menschen die Einstellung eines dynamischen Gleichgewichtes (steady state des

Venlafaxin-Spiegels in Blut und ZNS) angestrebt. Anhand der Literaturrecherche liel3 sich



bezuglich der zu applizierenden Dosierungen keine abschlieBende Instruktion ableiten. Die in
die Recherche einbezogenen Publikationen und die hier relevanten Informationen sind in
Tabelle 1 einzusehen. Die eingesetzten Dosierungen bewegten sich zwischen 6 und
120 mg / kg, appliziert akut oder chronisch, p.o. oder intragastral (i.g.). Die hdchste
chronische Dosis wurde von Howell et al. (1993) mannlichen CD Albino-Mausen tber einen
Zeitraum von 14 Tagen mit einer i.g. Dosis von 120 mg/kg/d verabreicht. Allerdings
wurden in diesem Fall keine Verhaltensuntersuchungen durchgefiihrt. Aufgrund
uneinheitlicher Information bezuglich zu verwendender Dosierungen und der bei Howell et al.
offensichtlich ohne nachteilige Effekte chronisch eingesetzten Dosis von 120 mg/kg/d
wurden die hier zu applizierenden Dosen unter Abdeckung der in der Literatur gefundenen
Dosisbreite auf 30mg/kg/d beziehungsweise 100 mg/kg/d festgelegt. Die Tiere der
Kontrollgruppe erhielten reines Trinkwasser.

Die bei einem beispielsweise 70 kg schweren Patienten verwendeten Dosisierungen von 75 -
375 mg / d entsprechen einer Dosis von 1,1 -5,4mg/kg/d. Da der murine Metabolismus
einen im Vergleich zum Menschen hoheren Umsatz aufweist, wurden die Dosierungen im
eher hohen getesteten Bereich als dquipotent eingeschétzt. Patat et al. (1998) geben die orale
Bioverfugbarkeit von Venlafaxin im gesunden Probanden mit 40 - 45 % an, wahrend Aryal et
al. (2012) in ménnlichen CD1-Mausen eine Bioverfligbarkeit von 11,6 % fanden. Die im
Verhaltnis héheren, taglichen Gaben bei den untersuchten Méusen wurden auch unter diesem

Aspekt als dquipotent bewertet.

Autor (Jahn) verwendeter elngesetz.te Venlafaxin Applikations- | Applikations-
Mausstamm Dosis / Dosen weg dauer
Howell et al., ) i) 10, 35 oder 120 mg / kg . i) akut
(1993) CD Albino (9) | {0190 mg / kg "9 ii) 14 d
Mirza et al.,
(2007) NMRI (?) 20 mg / kg p.o. 28d
é%gr;)ar etal, SIL/L (?) 6, 20 oder 60 mg / kg p.o., s.c.* bis zu 80 d

Tabelle 1: Listung der furr die Venlafaxin-Dosisfindung herangezogenen Verdéffentlichungen; angefihrt sind
Erstautor und Erscheinungsjahr, verwendeter Mausstamm, applizierte Venlafaxin-Dosen in mg / kg,
Applikationsweg (i.g. intragastral, p.o. peroral, s.c. subcutan) und Applikationsdauer;
* Applikation mittels osmotischer Miniaturpumpen




2.1.3. Venlafaxin-Gewinnung

Venlafaxin zur Gabe an die Versuchstiere wurde mittels Ultraschall-Homogenisierung aus
Venlafaxin-Hydrochlorid-Tabletten der Firma 1A Pharma® gewonnen. Jede Tablette enthalt
37,5 mg Venlafaxin. Die Tabletten werden zundchst im Morser pulverisiert. Jeweils drei
gemorsterte Tabletten werden in 15 ml-Sorvall-Zentrifugenréhrchen (Sorvall®Instruments,
E.l. du Pont de Nemours & Co. (Inc.), Wilmington, Delaware, U.S.A.) mit 9 ml hochreinem
Wasser (H.O dd) uberdeckt und die Suspension im Ultraschall-Homogenisator (Branson
Digital Sonifier®, G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik, Schwébisch-Gmiind,
Deutschland) fir 1 min bei einer Amplitude von 30 % auf Eis behandelt. AnschlieRend wird
die Suspension zentrifugiert (40700 g +4000g, 4 °C, 20 min) und der Uberstand in ein
50 ml-ZentrifugengefaR dekantiert. Die Lagerung erfolgt bei -20 °C. Aus dem Verhaltnis von
Pharmakon pro Tablette und dem Aufnahmevolumen ergibt sich unter Annahme vollstandiger
Losung im Extrakt eine Venlafaxin-Konzentration von 12,5 mg / ml. Diese Konzentration und
damit die erfolgreiche Extraktion von Venlafaxin aus der Tablettenmatrix wird mittels HPLC-
Analyse bestatigt. Die prinzipiellen Bedingungen der HPLC-Methodik sind in Tabelle 7
(Seite 45) aufgefihrt, injiziert wird fur diese Prufung die Lésung von Venlafaxin in H20 dd.
Die fur die Studie notwendige Stabilitat von Venlafaxin in wéssriger Lésung tGber mindestens
eine Woche wurde durch weitere Konzentrationsanalysen (ber einen Zeitraum von drei
Wochen untersucht. Eine 12,5 mg/ ml-Lésung wurde dazu in einem Laborschrank bei
Raumtemperatur (RT) aufbewahrt und durch kinstliche Quellen einem Lichteinfluss aus-
gesetzt der den spateren Versuchsbedingungen entsprach. Die Vermessung von Aliquots der
Losung mittels HPLC im Zwei-Tages-Rhythmus bestatigte die Stabilitat der Substanz, eine

nicht-enzymatische Degradation fand unter den gegebenen Bedingungen nicht statt.

2.1.4. Venlafaxin-Gabe an die VVersuchstiere

Die in der Studie verwendeten DBA/2-Mé&use ménnlichen Geschlechts wurden tber Charles
River Laboratories (Deutschland) bezogen. Die Tiere wurden im Zentrum fir Experimentelle
Molekulare Medizin (ZEMM) der Medizinischen Fakultdt an der Julius-Maximilians-
Universitait Wirzburg in Einzelkéfigen unter Standardbedingungen (21 °C £ 1°C,
Luftfeuchtigkeit 50 - 55 %, 12 h Hell-Dunkel-Zyklus (Lichtphase 0700 - 1900)) gehalten. Die
Zuteilung der Tiere in die einzelnen experimentellen Gruppen (Kontrolltiere - kein

Venlafaxin, niedrige Dosis - 30 mg / kg / d, hohe Dosis - 100 mg / kg / d) erfolgte nach dem



Zufallsprinzip. Trockenfutter wurde ad libitum zur Verfligung gestellt. In einem Vorversuch
wurde Uber den Zeitraum von einer Woche das Trinkverhalten der einzelnen Tiere durch
tagliches Wiegen der Trinkflaschen beobachtet, um die durchschnittliche tégliche Trink-
wasseraufnahme zu evaluieren. Diese Zeitspanne gewéhrleistete auch die Akklimatisierung
der Tiere an die Umgebungsbedingungen. Fir die Studie wurde das Trinkwasser der Tiere
ausgehend von dem durchschnittlichen wochentlichen Konsum mit entsprechenden Konz-
entrationen an Venlafaxin aus den Tablettenextrakten versetzt, um eine tagliche Aufnahme
der angestrebten Menge an Pharmakon zu gewéhrleisten. Anhand von taglichem Wiegen der
Trinkflaschen Uber die Dauer des Experimentes (2.5. - 1.6.2011) wurde das Konsumverhalten
weiterhin beobachtet und die Venlafaxin-Konzentration bei Bedarf in wdchentlichem
Rhythmus angepasst. Das experimentelle Design war von der Regierung von Unterfranken
unter dem Aktenzeichen 55.2-2531.01-7/09 genehmigt worden. Am letzten Tag des
Experimentes wurden die Tiere durch geschultes und autorisiertes Personal mit Isofluran
narkotisiert und dekapitiert. Der Schadelknochen wurde entlang der Schadelnéhte
durchschnitten, die Gehirne als Ganzes entnommen, in vorbereitete Alufolie eingeschlagen
und sofort in mit Trockeneis (CO: (s), -78,5 °C) gekihltes Isopropanol gegeben. Die Gehirne

wurden bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C aufbewahrt.

2.1.5. Praparation der Hirnregionen von Interesse

Zur Sektion und Préparation der zu untersuchenden Gehirnregionen werden die vollstandigen,
gefrorenen Gehirne zundchst in einer Glaspetrischale auf einer Kalteplatte (-5 °C) leicht
angetaut und anschlieBend mittels Skalpell durch mehrere parallele Schnitte auf koronarer
Ebene unterteilt (siehe Abbildung 2).

Aus den leicht angetauten Gehirnscheiben werden mit Hilfe eines Binokulars unter
Kaltlichtbeleuchtung die Regionen von Interesse beziehungsweise deren im jeweiligen Schnitt
vorhandener Anteil in sagittaler Aufsicht mittels stumpfer Spatel abgeldst und sofort in
1,5 ml-Reaktionsgefallen auf Trockeneis wieder gefroren. Die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Regionen sind Hirnstamm, Cerebellum, Kortex und Hippokampus. Bilateral
ausgebildete Regionen werden hemisphérengetrennt fir die Untersuchung bereit gestellt. In
Abbildung 3 sind die Schnittebenen 3 (rostraler Hippokampus-Anteil) und 5 (caudaler
Hippokampus-Anteil) dargestellt und die zu préaparierenden Anteile der Hippokampi sowie

des Kortex markiert.



Abbildung 2: Vollstandiges, gefrorenes Gehirn einer DBA/2-Maus auf Kélteplatte mit
eingezeichneten Koronarschnittebenen 1 - 5; der caudale Teil des Hirnstammes (HS)
und das aufsitzende Cerebellum (Cereb) sind links im Bild zu erkennen
(eigene Aufnahme)

Abbildung 3: Koronarschnitte eines DBA/2-Maus-Gehirns in sagittaler Ansicht (eigene Aufnahmen);
A Schnittebene 3 (siehe Abbildung 2) mit rostralem Hippokampus-Anteil, B Schnittebene 5 (siehe
Abbildung 2) mit caudalem Hippokampus-Anteil; rote Markierung: Hippokampus (Hip r - rechts,
Hip | - links), griine Markierung: Kortex (Cr - rechts, C I - links)
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2.1.6. Quantifizierung von Venlafaxin, O-Desmethylvenlafaxin und
Monoamin-Neurotransmittern im murinen ZNS mittels HPLC-Analyse

Die Konzentrationen von Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin sollten post mortem in
Hirnstamm, Cerebellum und Kortex der Studientiere bestimmt werden, um sicherzustellen,
dass die Substanzen dosisabhangig im Gehirn vorhanden sind. Die Quantifizierung der
Monoamin-Neurotransmitter Noradrenalin (NA), Dopamin (DA) und Serotonin (5-HT) sowie
deren Hauptmetabolite 3-Methoxy-4-Hydroxyphenylglycol (MHPG), 3,4-Dihydroxy-Phenyl-
acetat (DOPAC), Homovanillinsdure (HVA) und 5-Hydroxyindolacetat (5-HIAA) wurde
durchgefuhrt, um einen mdglichen Einfluss der verschiedenen Venlafaxin-Dosierungen auf
ihre Konzentration zu untersuchen.

Die Gewebestiicke werden fir die HPLC-Analysen im Verhéltnis 1 : 10 (1 +9) in saurem
Standard-HPLC-Puffer mit Antioxidans ("DTPA / H3POs-Puffer"; 150 mM ortho-Phosphor-
séure, HsPOs; 500 uM Diethylentriamin-Pentaacetat, DTPA) aufgenommen und per
Ultraschallhomogenisator auf Eis unter Argon-Atmosphére bis zur vollstdéndigen Homo-
genisierung bei einer Amplitude von 15 % behandelt. Der Aufschluss des Gewebes wird unter
Argon-Atmosphére durchgefihrt, um einer nicht-enzymatischen Degradation der Analyten-
Molekiile, hauptsachlich durch Oxidation an Luftsauerstoff, vorzubeugen. Die Homogenisate
werden zentrifugiert (40700 g +4000g, 4°C, 20min), der Uberstand in 1,5 ml-
ReaktionsgefaRe berflihrt und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert. Vor der Injektion werden
die Homogenisate durch Mikrozentrifugenfiltration (Amicon Ultra Centrifugal Filters,
AusschlussgroRe / molecular weight cut-off (MWCQO) 3 kD, Millipore, Cork, Irland; 21400 g,
RT, 6 min) von eventuell vorhandenen groben Verunreinigungen befreit.

Die Analysen wurden durchgefihrt auf einem Agilent 1100 HPLC-System (Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland) mit automatisierter Probenaufgabe (Autosampler),
Degaser fiur die flissigen Phasen und einem Saulenofen zur Temperierung von Eluat und
analytischer Séaule. Venlafaxin- und O-Desmethylvenlafaxin wurden mit einem Fluoreszenz-
detektor (FLD; Agilent Technologies) vermessen. Fur die Monoamin-Transmitter kam ein
elektro-chemischer Detektor (ECD; Model 1640; Bio-Rad, Minchen, Deutschland) zum
Einsatz. Die Auswertung der Messungen erfolgte Gber das Programm "ChemStation for LC"
Rev. A. 10.02 [1757] (Agilent Technologies) anhand des Verhaltnisses der Signalintensitaten
von Kalibrator- und Probenlésungen.

Fur die Quantifizierung von Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin werden zunéchst

Reinsubstanz-Stammlésungen (10 mg/ml) in  Methanol und aus diesen unter



Zusammenfihrung in mehreren Verdiunnungsschritten mit DTPA / HsPOs-Puffer die drei
verwendeten Kalibrationslosungen (150/300/600 ng/ ml) hergestellt. Die Analyse der
Gewebehomogenisate erfolgt mittels Fluoreszenzdetektion  (AExzitation= 290 nm,
Aemission = 305 nm). Die mobile Phase setzt sich zusammen aus 84,91 % H»O dd, 15,0 %
Acetonitril (ACN) und 0,09 % Triethylamin (6,43 mM; TEA), ihr pH-Wert wird mittels
H3PO4 auf 2,5 eingestellt. Als stationdre Phase dient Cyanopropyl-modifiziertes Kieselgel
(Saule: EC 150/4.6 NUCLEODUR®100-3 CN-RP, Macherey-Nagel, Deutschland). Die
Chromatographie wird isokratisch bei einer Temperatur von 40 °C und einem Fluss von
1 ml/ min durchgefiihrt. Der Probenteller des Autosamplers wird auf 20 °C temperiert. Das
Injektionsvolumen (IV) betrdgt fir Kalibrator- und Probenldsungen jeweils 50 pl.
Vermessung der Einzelsubstanzen dient der Findung der Retentionszeiten. Die Retentionszeit
betrug fir Venlafaxin 8 min und fur O-Desmethylvenlafaxin 4 min. Die Nachweis-grenze
wurde fir Venlafaxin mit 7 ng / ml und fir O-Desmethylvenlafaxin mit 10 ng / ml berechnet.
Analog werden zur Quantifizierung der Monoamin-Transmitter zundchst Stammldsungen (10
mg/ ml) von NA, MHPG, DA, DOPAC und 5-HT in DTPA / HsPO4s-Puffer hergestellt.
Aufgrund geringerer Loslichkeit in wéssrigem Medium wird die HVA-Stammldsung mit der
Konzentration 1 mg / ml und die 5-HIAA-Stammlésung mit 2,5 mg / ml angesetzt. Im ersten
Verdunnungsschritt werden die sieben Analyten in Konzentrationen von jeweils 500 pg / ml
zusammengefuhrt und in weiteren Schritten die drei Kalibratorldsungen hergestellt
(20/40/80ng / ml jedes Analyten). Die Retentionszeiten betragen: NA 7,2 min, MHPG
9,8 min, DA 13,8 min, DOPAC 15,1 min, HVA 35,7 min, 5-HT 31,5 min und 5-HIAA
25,4 min. Die Elution wird isokratisch bei 35°C und einem Fluss von 0,75 ml/ min
vollzogen. Die mobile Phase setzt sich zusammen aus 90 % H,O dd und 10 % Methanol
(MeOH) mit 0,1 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 0,5mM Triethylamin (TEA),
0,65 mM Octansulfonsaure (Oss) und 0,1 M Natriumdihydrogenphosphat (NaH2POa), der pH-
Wert wird mit HiPOs4 auf 4,1 eingestellt. Als stationdre Phase kommt Octadecyl-
modifiziertes Kieselgel zum Einsatz (Saule: EC 250/4.6 NUCLEOSIL®100-5 C18, Macherey-
Nagel,  Deutschland). Der  Probenteller des  Autosamplers  wird  mittels
Thermostatisierungseinheit auf 20 °C temperiert. Das IV betragt jeweils 35 ul. Die
experimentell bestimmten Nachweisgrenzen lagen fur die jeweilige Substanz bei: NA,
MHPG, DA und DOPAC - 1,3 ng/ml, 5-HIAA, 5-HT und HVA - 2,5 ng/ml.



2.1.7. RNA-Extraktion aus murinem Hippokampus-Gewebe

Die Extraktion wurde jeweils aus dem kompletten Hippokampus vorgenommen. Das Gewebe
uberschritt in keinem Fall die zuldssige Masse von 40 mg pro Extraktionsansatz. Verwendet
wurde eine Kombination der kommerziell angebotenen Extraktionsprotokolle der Firmen
PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland) und Qiagen GmbH (Hilden,
Deutschland). Zum Aufschluss des Gewebes wird das auf Trockeneis gefrorene Probengut
zunéchst in einem RNAse-freien 2 ml-Safelock-Réhrchen (Eppendorf) mit 500 pl pegGOLD
RNAPure™ (PEQLAB) lberdeckt und im TissueLyser (Qiagen) fiir 3 min bei einer Frequenz
von 20Hz behandelt. Es folgt Inkubation bei RT fir 5 min. Nach kurzem
Herunterzentrifugieren (13700 g, 4 °C) werden auf jeden Ansatz 100 pl Chloroform (HCClIs)
gegeben und es wird fur 5min auf Eis (=0 °C) inkubiert. Die Ansitze werden in
MaXtract™ High Density 1,5 ml-Reaktionsgefale (Qiagen) tberfiihrt und bei 4 °C fir 5 min
mit 13700 g zentrifugiert. Die MaXtract™-Gelschicht bildet wahrenddessen eine Barriere
zwischen der unteren, organischen protein- sowie lipid-fragmenthaltigen Phase und der
oberen wassrigen Phase, in welcher sich die Nukleinséduren befinden. Zentrifugationsschritte
im Folgenden werden stets bei RT durchgefiihrt. In RNAse-freien 1,5 ml-Reaktionsgefalen
werden je 250 pl eines 70 %igen Ethanol-DEPC-Wasser-Gemisches vorgelegt, die wassrigen
Phasen zupipettiert und nach Durchmischung auf RNeasy® Spin Saulen (RNeasy® Mini Kit,
Qiagen) 0berfuhrt. Nach Zentrifugation (13700 g, 30s) und Verwerfen des Durchlaufs
werden je 350 pl des Waschpuffers "RW 1" (RNeasy® Mini Kit, Qiagen) auf die Saule
gegeben und wie im vorherigen Schritt durchzentrifugiert. 80 pl DNAse | Inkubationsgemisch
(10 ul DNAse | Stocklosung + 70 ul DNA-Verdau Puffer (Qiagen) vorgemischt) werden auf
die Membran der Spin-Saule pipettiert, gefolgt von Inkubation fur 15 min bei RT zwecks
Verdau der auf der Séule vorhandenen DNA. Nach der Inkubation werden 350 ul RW 1-
Puffer aufgegeben, durchzentrifugiert (13700 g, 30 s) und verworfen. AnschlieBend werden
zweimalig pro Probe je 500 pl "RPE"-Puffer (RNeasy® Mini Kit, Qiagen) auf die Saule
gegeben und nach einer Inkubationszeit von 1 min mit 13700 g durchzentrifugiert und
verworfen. Zur vollstdandigen Trocknung des Sdulenmaterials folgt ein weiterer
Zentrifugationsschritt (13700 g, 2 min). Die Sdule wird auf ein RNAse-freies 1,5 ml-
Reaktionsgefa gesetzt und die Elution der RNA mit 60 ul RNAse-freiem Wasser durch
Zentrifugation (13700 g, 1 min) vollzogen. Die Eluate werden umgehend auf Eis gekihlt und
bei -80 °C aufbewahrt.



2.1.8. Bestimmung von RNA-Qualitat und Konzentration

RNA-Quali- und -Quantitét in den Extrakten aus den Hippokampi der Mduse wurden in der
Microarray Core Unit des Interdisziplindren Zentrums fir Klinische Forschung (IZKF) des
Universitatsklinikums Wirzburg mittels Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) bestimmt. Das
Funktionsprinzip entspricht dem unter 2.2.5. (Seite 46) bezlglich des Experion™-Systems

(Bio-Rad) beschriebenen.

2.1.9. Umschreiben der RNA in cDNA

Die RNA aus den Hippokampi der Tiere wurde in der Microarray Core Unit des IZKF im
Zuge der standardisierten Affymetrix-Methodik zur Microarray-Analyse mittels GeneChip®3'
IVT Express Assay (Affymetrix UK Ltd., High Wycombe HP10 OHH, United Kingdom)
zundchst in cDNA konvertiert. Diese cDNA wurde zum einen fir die Microarray-
Untersuchung zu antisense RNA (aRNA) weiterverarbeitet und zum anderen in den
Messungen mit quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR) zur Validierung der Array-Resultate

eingesetzt.

2.1.10. Hypothesenfreie Microarray Expressions-Analyse der DBA/2-Hippokampi

zur Generierung von Kandidatengenen

Die Microarray-Analyse der RNA-Extrakte aus den Hippokampi der DBA/2-Méause wurde in
Kooperation mit der Microarray Core Unit des IZKF durchgefiihrt. Eingesetzt wurde der
GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 (Affymetrix). Der Chip ermdglicht die synchrone
Analyse von tber 39000 Transkripten (Data Sheet, Affymetrix). Die Vorbereitung der RNA
wurde unter Verwendung des GeneChip®3' IVT Express Assays (Affymetrix) durchgefiihrt.
Dabei wird die RNA (ber cDNA als Intermediat in aRNA umgeschrieben. Biotinylierte
Ribonukleotide vermitteln die Fluoreszenzmarkierung der aRNA-Molekile durch Bindung
eines doppelten Streptavidin-Phycoerythrin-Komplexes. Die markierte aRNA wird in den
Chip eingespritzt. Nach Hybridisierung der aRNA an die entsprechende Zielsequenz wird der
Chip mit einem Lasersystem (Affymetrix) gescannt. Anhand der bekannten Belegung des
Arrays mit spezifischen Sequenzsonden wird durch die Affymetrix-Software das
Hybridisierungsmuster eines jeden Arrays beziiglich der Intensitat fir jede Zielsequenz in

Expressionsmuster ibersetzt.



Die rohen Expressionswerte werden einer Varianz-Stabilisierung unterzogen, um die
einzelnen Signale innerhalb eines jeden Arrays zu normalisieren (Huber et al., 2002). Der sich
anschlieBende Summierungsschritt mittels "median-polish" innerhalb des von lIrizarry et al.
(2003) entwickelten Programms "log scale robust multi-array analysis™ liefert flr jeden Array
einen Expressionsmittelwert. Die berechneten Mittelwerte werden anschlielend einer
logarithmischen Transformation unterzogen. Mittels t-Test wird fur jedes Gen jeweils
zwischen zwei experimentellen Gruppen ein logarithmierter Fold Change- (logFC-) der
Expression berechnet (Smyth, 2004).

Um der Gefahr falsch-positiver Befunde aufgrund multiplen Testens zu reduzieren werden die
nominalen p-Werte mit der "False Discovery Rate (FDR)"-Methode korrigiert (Benjamini und
Hochberg, 1995). Ein korrigierter p-Wert beziehungsweise eine FDR <5 % wurde bei der
Auswertung der Arrays fur eine signifikant differentielle Expression vorausgesetzt.

2.1.11. Evaluierung der per Microarray gefundenen Kandidatengene mit
quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die Evaluierung der per Microarray nach 30-tdgiger Venlafaxin-Gabe an DBA/2-Méuse
gefundenen Kandidatengene ("Zielgene", siehe Tabelle 2) anhand gRT-PCR wurde mit einem
CFX384™ Real-Time System auf einem C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad) in Kombination
mit dem SYBR®Select Master Mix for CFX (applied biosystems, Texas, USA) durchgefiihrt.
Die Auswertung der Analysen findet mittels der CFX™.-Software (Bio-Rad) statt. Die Daten
der Probenanalysen werden in das Programm geladen und eine "Gene Study” (Teil des
Programms) durchgefiihrt, welche nach Normalisierung der Zielgenexpression anhand der
Referenzgenexpression relative Expressionswerte fur jede Probe ausgibt. Wiederholungs-
messungen einzelner Proben mit bestimmten Primerpaaren werden (ber die in jeder Messung
mitgefiihrten "Inter Run Calibrators” (IRCs) normalisiert.

Die Effizienzen der einzelnen Primerpaare werden anhand der Proben-Analysedaten iber das
Programm LinRegPCR (Version 11.1, Januar 2009) bestimmt und in der Gene Study
eingetragen. Eine Effizienz von 100 % entspricht dabei einer Verdoppelung des DNA-
Materials mit jedem PCR-Zyklus. Die Effizienzen der fiir die Analyse muriner Hippokampus-

RNA eingesetzten Primerpaare lagen zwischen 82,0 und 85,4 %.



Zielgene Spezies: Mus musculus

Akronym Offizielle Bezeichnung Transkript-Identifikation (NCBI)

Duspl dual specificity phosphatase 1 NM_013642

Mef2c myocyte enhancer factor 2C NM_001170537
Fos FBJ osteosarcoma oncogene NM_010234
Nfil3 nuclear factor, interleukin 3, regulated NM_017373
Nrdal nuclear receptor subfamily 4, group A, NM 010444
member 1 S —
Egr2 early growth response 2 NM_010118

calcium/calmodulin-dependent protein

CaMK2d . NM_001025438
kinase 11, delta
Prkachb protein kinase, CAMP dependent, catalytic, NM 011100
beta -
Arc activity-regulated cytoskeleton-associated NM_001276684
protein NM_018790

Tabelle 2: mittels qRT-PCR in murinem Hippokampusgewebe auf differentielle Expression hin untersuchte
Zielgene; Angabe der Gen-Akronyme, der offiziellen Bezeichnung sowie der Transkript-
Identifikationsnummer laut National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Referenzgene dienen bei der gqRT-PCR als Normalisierungsparameter fur die Zielgen-
expression zwischen den einzelnen untersuchten Proben. Pramisse fir die Verwendung ist
eine von der Behandlung unabhdngige Expression. Als Referenzgene bieten sich somit
Housekeeping-Gene an, deren Proteinprodukte fur die prinzipielle Funktion (struktureller
Aufbau, basaler Metabolismus, PBS) einer Zelle benétigt und daher konstitutionell exprimiert
werden. Die Expression der Referenzgene in den einzelnen Proben wird analysiert und die

gemessene Zielgen-Expression relativ zu dieser in der Auswertung betrachtet.

In Vorversuchen werden die potentiellen Referenzgene im Hinblick auf Stabilitdt und
Homogenitat der Expression in jeweils zehn reprasentativen Proben untersucht. Fir die
vorliegende Arbeit wurden bereits in vorherigen gRT-PCR-Analysen im hiesigen Labor
verwendete Referenz-gene in Betracht gezogen (siehe Tabelle 3). Die zu verwendenden
Referenzgene wurden durch das Programm gbasePLUS (Version 2.4, 20120828-0902;
basierend auf den Programmen geNorm und qBase; Biogazelle NV, Zwijnaarde, Belgium)
identifiziert (Vandesompele et al., 2002). Es sind dies im Fall der Tierstudie die als am

homogensten exprimiert identifizierten Gene Sdha und Thp.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_013642.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001170537.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_010234.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_017373.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_010444.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_010118.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001025438.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_011100.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001276684.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_018790.3

Referenzgene Spezies: Mus Musculus
Akronym Offizielle Bezeichnung Transkript-Identifikation (NCBI)
B2m beta-2 microglobulin NM_009735
Hprt hypoxanthine guanine phosphoribosyl NM 013556
transferase -
. NM_001110251
Hmbs hydroxymethylbilane synthase NM 013551
Actb actin, beta NM_007393
Sdha ** succinate der_lydrogenase complex, subunit NM 023281
A, flavoprotein (Fp) -
Pgkl phosphoglycerate kinase 1 NM_008828
Tfrc transferrin receptor NM_011638
Thp ** TATA box binding protein NM_013684

Tabelle 3: fir die gRT-PCR-Untersuchung der murinen Hippokampi in Frage kommende Referenzgene
(** letztlich verwendete Referenzgene); Angabe der Gen-Akronyme, der offiziellen Bezeichnung
sowie der Transkript-Identifikationsnummer laut NCBI

Die fur die Untersuchungen verwendeten Primerpaare entstammten entweder dem
Produktkatalog der Qiagen GmbH oder wurden nach Eigendesign mit dem Programm
"Primer-BLAST" des National Center for Biotechnology Information (NCBI) von Metabion
(Martinsried, Deutschland) synthetisiert und geliefert (siehe Tabellen 4 und 5).

Die Primerpaare werden zunadchst in Vorversuchen auf ihre Funktionalitat geprift. Von
besonderer Bedeutung ist hierbei, sicherzustellen, dass eine spezifische Amplifikation des
gewinschten Produktes ("Amplikon™) stattfindet sowie eine Amplifikation von genomischer
DNA (gDNA) nicht stattfindet. Eine Amplifikation von eventuell vorhandener gDNA wird
unterbunden durch die Verwendung von Primerpaaren, die sich intronspannend
beziehungsweise Uber eine Exon-Exon-Grenze an die Template-DNA anlagern. Durch die
Zeitvorgabe des Syntheseschrittes ist eine vollstandige Polymerisation intronhaltiger DNA
aufgrund hoher Produktlangen nicht moglich. Primer die an Exon-Exon-Grenzen an die
Template DNA binden kdnnen an intronhaltige gDNA nicht binden.

Zur Prifung der Funktionalitdt werden an repréasentativen cDNA- sowie gDNA-Proben
vergleichbarer Herkunft qRT-PCR-Analysen der (potentiell) zu verwendenden Primerpaare

durchgefuhrt.

FUr jedes Primerpaar werden im Verhdltnis 1 : 6 Mastermixe aus der Primersuspension und
dem SYBR®Select Master Mix for CFX Reagenzien-Gemisch hergestellt. Zuvor werden die

von Qiagen bezogenen Primerpaar-Lyophilisate nach Herstellerangaben aufbereitet und die



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_009735.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_013556.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?holding=&db=Nucleotide&cmd=search&term=NM_001110251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?holding=&db=Nucleotide&cmd=search&term=NM_013551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007393.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_023281.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_008828.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_011638.4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_013684.3

von Metabion in separaten GefaRen in Suspension gelieferten forward- und reverse-Primer in

einer 1: 20 (1 + 1 + 18) Verdunnung mit DEPC-Wasser zusammengefuhrt.

Die cDNA-L06sungen werden vor Gebrauch im Verhéltnis 1 : 4 mit DEPC-Wasser verdinnt.
Fur die Messungen werden in 384-Well-qRT-PCR-Platten ("4titude Framestar 480/384",
4titude Ltd., Berlin, Deutschland) jeweils 6 il des Mastermixes pro Reaktionsansatz vorgelegt
und 4 pul cDNA-L6sung zugegeben (Vges = 10 pl). Jede Probe wird im Duplikat analysiert.
Negativkontrollen werden bei jeder Messung und fur jedes Primerpaar mitgefiihrt, das heil3t
diese Ansidtze enthalten zwar Mastermix jedoch Wasser anstatt cDNA-Template. Bei den
Analysen der einzelnen Gene werden auf jeder 384-Well-gRT-PCR-Platte mehrere IRCs
mitgefihrt, die bei der Auswertung zur Normalisierung zwischen den einzelnen Platten

verwendet werden.



Zielgene

Spezies: Mus musculus

Bezugsquelle

Akronym | Primersequenzen AmplikongroRe (Bestellnummer)
f5-TGGTTCAACGAGGCTATTGAC-3' .
DUl S GGCAATGAACAAACACTCTCC-3 70 bp Metabion
Sequenz wird durch den Hersteller nicht Qiagen
Mef2 . 11
®1°C | versffentlicht 3 bp (QT00103733)
Fos Squenz VYII’d durch den Hersteller nicht 81 bp Qiagen
veroffentlicht (QT00147308)
. f 5-GGACCAGGGAGCAGAACC-3' .
N 5 GTCCGGCACAGGGTAAATC 3 64 bp Metabion
Sequenz wird durch den Hersteller nicht Qiagen
Nr4al | Verstfentlicht 134 bp (QT00101017)
Sequenz wird durch den Hersteller nicht Qiagen
BO2 | Lersffentlicht 103 bp (QT00160125)
Sequenz wird durch den Hersteller nicht Qiagen
Camkad |\ ersffentlicht 95 bp (QT01062404)
Sequenz wird durch den Hersteller nicht Qiagen
Prk ) 2
rkach | erottentlicht 92 bp (QT00112399)
1 Sequenz wird durch den Hersteller nicht 134 b Qiagen
Arc veroffentlicht P (QT00250684)
’ f5-AGGGGCTGAGTCCTCACA-3' 90 b
r 5-GACTTCTCAGCAGCCTTGAGAC-3' P Metabion
3 f 5-GCAGCAGACCTGACATCCTG-3' 68 b
r 5-AGCTCTGCTCTTCTTCACTGG-3' P
4 f 5-GCTGAAGCCACAAATGCAG-3' 9 b
r 5-GCTGAGCTCTGCTCTTCTTCA-3' P
5 f5-ACACCAGGTCTCAAGGCTGC-3' 120b
r 5-GTCTTGGAACCCATGTAGGCA-3' P
6 f5-GGTGAGCTGAAGCCACAAATG-3' 83 b
r 5-CTGGTATGAATCACTGCTGGGG-3' P
7 f5-CCCCCAGCAGTGATTCATACCA-3' 176 b
r 5-CAGCAAAGACTTCTCAGCAGC-3' P

Tabelle 4: fur die qRT-PCR-Analyse muriner Hippokampus-RNA auf differentielle Expression hin getestete und
verwendete Primerpaare der Zielgene; * flr Arc letztlich verwendetes Primerpaar; Angabe der Gen-
Akronyme (siehe auch Tabelle 2), der Sequenzen des forward (f) und des reverse (r) Primers soweit
bekannt, der Grol3e des jeweiligen Amplikons in Basenpaaren (bp) sowie von Bezugsquelle und

gegebenenfalls Bestellnummer




Referenzgene Spezies: Mus musculus
Akronym Primersequenzen AmplikongroRe (BBeZsutg?I?\lljJer:fner)
B2m \S/s;qoyfigit\lf;/;;otl durch den Hersteller nicht 143 bp (QTcgiaﬂegnSM)
Hmbs \S/sgoyfigt\;;/;c: durch den Hersteller nicht 109 bp (QTcggzgéznlSO)
Acth \S/sgogfigt\;;/;c: durch den Hersteller nicht 77 bp (QT(gE%e(Sn??Z)
Sdha * \S/sg;figit\lf;/;c: durch den Hersteller nicht 150 bp (QTgi%%e%%)
Pgk1 \S/sg;figit\lf;/;]c: durch den Hersteller nicht 116 bp (QTgia;gS%r; "
Trc \S/sg;figit\lf;/;c: durch den Hersteller nicht 106 bp (QTgci)a:ngzeznms)
Thp * \S/s;q;figit\lf;/;c: durch den Hersteller nicht 114 bp (Q_rg(i)aigi)esn4 2

Tabelle 5 fir die gRT-PCR-Analyse muriner Hippokampus-RNA auf differentielle Expression hin in Frage
kommende Referenzgenprimerpaare (* letztlich verwendete Referenzgene); Angabe der Gen-
Akronyme (siehe auch Tabelle 3), AmplikongréRe (bp) sowie der Bezugsquelle und der
Bestellnummer

Fir samtliche gRT-PCR-Analysen wurde dasselbe, fiir die SYBR®Select Master Mix for CFX
-Anwendung optimierte Protokoll verwendet (siehe Tabelle 6). Zur Aktivierung der
Reagenzien werden die Reaktionsgemische zunéchst auf 50 °C erhitzt und fur 2 min bei
dieser Temperatur inkubiert. Eine initiale Denaturierung wird Uber 2 min bei 95 °C
durchgefuhrt. Es schlielRen sich 40 Zyklen mit jeweils Denaturierung fir 15 s bei 95 °C und
Synthese fiir 1 min bei 60 °C an. Am Ende eines jeden Zyklus wird die emitierte Fluoreszenz
infolge Interkalation des Fluorophors in die synthetisierte doppelstrangige DNA (dsDNA)
gemessen. Die Fluoreszenzintensitét steigt proportional zur Menge an vorhandener dsDNA.
Zur Quantifizierung der in den einzelnen Proben urspriinglich vorhandenen Menge an cDNA
und damit an urspringlicher RNA, wird die PCR-Phase mit exponentieller Amplifikation
herangezogen. Der Beginn dieser Phase ist definiert durch den Cq-Wert, das hei3t durch jenen
Amplifikationszyklus, nach dem die Produktmenge und damit die gemessene Fluoreszenz
erstmals deutlich vom Hintergrundsignal zu differenzieren ist. Der Cq-Wert wird durch die
CFX Manager™-Software bestimmt. In den Zyklen vor dem Cgq-Wert findet aufgrund
suboptimaler sterisch-kinetischer Bedingungen keine exponentielle Amplifikation statt.
Wahrend der Amplifikationszyklen jenseits der exponentiellen Phase kommt es aufgrund

sterischer Hinderung durch die vorhandene Produktmenge und der relativen Abnahme der




Verfligbarkeit von Reagenzien im Vergleich zu der nun vorhandenen Menge an Template zu

einem Einschwenken in eine Plateauphase.

40 x

PCR-Schritt Reaktions-Temperatur Reaktionsdauer

1.Initiierung / Aktivierung 50°C 120 s
2. initiale Denaturierung 95°C 120 s
3. Denaturierung 95°C I5s ,T\‘
4. Annealing / Synthese * 60°C 60 s —
5. Denaturierung 95°C 10s
6. Schmelzkurvenanalyse:

Erhéhung der Probentemperatur in 0,5 °C-Schritten (je 5 s gehalten)

von 65 °C auf 95 °C; Fluoreszenzmessung je vor nachstem Erhéhungsschritt

Tabelle 6: qRT-PCR-Protokoll fiir Expressionsanalysen mittels CFX384™ Real-Time System und
C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad); PCR-Reaktion und Schmelzkurvenanalyse;
(* Messung der aktuellen Probenfluoreszenz)

Nachdem die 40 Zyklen durchlaufen sind, wird zur Prifung der Produktreinheit eine
Schmelzkurvenanalyse  durchgefiihrt.  Die  fragmentlangenabhéngige,  vollstédndige
Dissoziation der beiden DNA-Strange bei einer spezifischen Temperatur fiihrt zu einem
rapiden Fluoreszenzabfall. Kongruenter Kurvenverlauf in sdémtlichen Proben wird zum
Nachweis spezifischer ~Amplifikation herangezogen. Zur weiteren Prifung der
Produktspezifitdt werden ausgewéhlte Proben jeder gRT-PCR-Messung auf 3 %iges,
ethidiumbromidhaltiges Agarose-Gel aufgetragen und die ProduktgroRen mit dem erwarteten

Wert verglichen (siehe Tabellen 4 und 5).

2.2. Humanstudie

2.2.1. Patienten-Einschluss

Die Humanstudie umfasste zwei Teile. Zum einen wurde auf der Tierstudie aufbauend die
Genexpression nach Venlafaxin-Einnahme untersucht, zum zweiten der vermutete
Zusammenhang von Venlafaxin- und O-Desmethylvenlafaxin-Serumsummenkonzentration,
ausgewdhlten Polymorphismen des Serotonin- und Noradrenalin-Wiederaufnahme-
Transporter-Gens und der Therapie-Effektivitdt. Die Studie war unter dem Aktenzeichen
96/11 von der Ethikkomission der Universitat Wirzburg genehmigt worden und folgte den

Vorgaben der Deklaration von Helsinki zu den ethischen Grundsatzen fir die medizinische




Forschung am Menschen. Vor Studieneinschluss wurde nach Aufklarung tber Studieninhalt
und -ziel das Einverstandnis der Patienten zu den Untersuchungen schriftlich festgehalten.

Die Patienten fur die Untersuchung auf Ebene des Transkriptoms wurden zwischen August
2010 und August 2011 ausschlieBlich prospektiv durch mehrmals wéchentliche Durchsicht
der Kadizes auf den Stationen der Erwachsenenpsychiatrie der Klinik fir Psychiatrie,
Psychosomatik und Psychotherapie des Universitatsklinikums Waurzburg identifiziert.
Einschlusskriterien waren die Diagnose einer depressiven Symptomatik im Rahmen einer
unipolaren oder bipolaren affektiven Storung, die bei Aufnahme in die Klink durch Anamnese
bestatigte Naivitat fur Venlafaxin und die Initialisierung einer psychopharmakologischen
Behandlung mit diesem Medikament. Das naturalistisch-klinische Design der Studie erlaubte
beziehungsweise erforderte den Einschluss von Patienten unabhéngig von deren Geschlecht,
Alter, Venlafaxin-Dosis und somatischer Komorbiditét.

Patienten fur die Untersuchung des Zusammenhanges von Venlafaxin- und O-Desmethyl-
venlafaxin-Serumsummenkonzentration, Therapie-Effektivitdt und den Genotypen des
Serotonin- und Noradrenalin-Wiederaufnahme-Transporter-Gens wurden zusatzlich auf
retrospektivem Weg identifiziert. Die Datengesamtheit des Speziallabors fur Therapeutisches
Drug Monitoring an der Klinik fur Psychiatrie, Psychosomatik und Psychotherapie des
Universitatsklinikums Wurzburg beinhaltet(e) Analysedaten ab dem Jahr 2003. Diese wurde
nach Venlafaxin-Serumspiegelmessungen durchsucht. Nach den als Venlafaxin-Rezipienten
identifizierten Patienten wurde anschlielend die DNA-Datenbank von Prof. Dr. med. Andreas
Reif durchsucht. Patienten von denen sowohl TDM-Daten als auch DNA-Material vorhanden
waren, wurden in das Kollektiv aufgenommen.

Die in der Studie herangezogenen klinischen Informationen wurden in jedem Fall den
Anforderungsscheinen des TDM-Labors entnommen. Erhoben wurden die téglich applizierte
Dosis an Venlafaxin (mg / d) sowie die resultierende Summenserumkonzentration (ng / ml),
Geschlecht und Alter der Patienten, die Komedikation sowie die Veranderung der
Symptomatik anhand der Clinical Global Impression-Improvement-Scale (CGI-1). Diese
Skala verbalisiert anhand von sieben Kategorien die Veranderung der Symptomatik des
Patienten im Vergleich zwischen dem Zeitpunkt des Behandlungsbeginns und dem innerhalb
der der Blutentnahme vorausgehenden sieben Tage gewonnenen Eindruck des Schweregrades
der Erkrankung. Mdgliche, durch den Psychiater zu treffende Beurteilungen lauten "sehr
viel besser”, "viel besser”, "nur wenig besser”, "unverandert”, "etwas schlechter”, "viel
schlechter”, "sehr viel schlechter” und "nicht beurteilbar" (Guy (Editor), 1976; Busner and
Targum, 2007).



2.2.2. Blutprobennahme

Zur quantitativen Bestimmung der Serumkonzentration werden nach den VVorgaben der TDM-
Routine sieben bis neun Milliliter Vollblut in eine zusatzfreie Serummonovette abgenommen.
Die Blutentnahme erfolgt in niichternem Zustand und mindestens 12 Stunden nach der letzten
Medikamentengabe, um die Messung eines Talspiegels zu gewéhrleisten. Zeitgleich mit der
Blutentnahme wird durch den behandelnden Psychiater der Anforderungsschein fir die
Analyse ausgeflllt und damit der aktuelle klinische und studienrelevante Status des Patienten
dokumentiert.

Zur Untersuchung der Expression von Genen unter dem Einfluss einer Venlafaxin-Therapie
werden Blutproben mit dem PAXgene® Blood RNA System (PreAnalytiX, Qiagen) zu zwei
Zeitpunkten ("BE X" funf bis acht Tage und "BE XX" 25 bis 32 Tage nach Initialisierung der
Venlafaxin-Einnahme) entnommen. Diese Proben werden bis zur Aufarbeitung bei -20 °C
gelagert.

Fur die Genotypisierung des Patienten werden in zwei EDTA-Monovetten jeweils 7 - 9 ml
Blut abgenommen und bis zur Bearbeitung im Kihlschrank bei 4 - 8 °C gelagert. Die

Extraktion der DNA erfolgte binnen zweier Tage.

2.2.3. Serumkonzentrationsanalyse von Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin

Die HPLC-Methodik (siehe Tabelle 7) entspricht im Wesentlichen der unter 2.1.6. (Seite 33)
fur die Analyse der Maushirn-Homogenisate beschriebenen. Allerdings findet hier zundchst
eine online-Aufreinigung der Analyten statt, bevor ihre chromatographische Trennung und

schliel3lich die Detektion tber Eigenfluoreszenz erfolgt.

Probenmatrix humanes Serum

Injektionsvolumen 100 pl

Extraktionssaule MZ-PerfectBond® 10-4.0, CN 20 pm
Splleluent 19: 1 vol/ vol ACN in H20O dd

analytische Saule MN EC 150/4.6 Nucleodur® 100-3 CN-RP
analytischer Eluent 15 % ACN + 0,09 % TEA + 84,91 % H.O dd
Fluss (Spuleluent & analytischer Eluent) | 0,75 ml/ min

Saulentemperatur 30°C

Retentionszeit (Venlafaxin) 11,5 min

Retentionszeit (O-Desmethylvenlafaxin) | 9,0 min

Tabelle 7: HPLC-Bedingungen fir Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin-Analyse in humanem Serum
und Venlafaxin in Venlafaxin-Tablettenextrakten



2.2.4. RNA-Extraktion aus humanem Blut

Die Entnahme des Blutes erfolgt mittels PAXgene® Blood RNA System, zur Aufarbeitung
der RNA wird der zugehorige PAXgene® Blood RNA Kit (PreAnalytiX, Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland) verwendet und nach Herstellerprotokoll vorgegangen. Die Lagerung der
RNA-Eluate erfolgt bei -80 °C.

2.2.5. Bestimmung von RNA-Quanti- und -Qualitét

Zur Bestimmung der RNA-Quali- und -Quantitdt wurde fir die RNA aus humanen
Leukozyten das "Experion™ Automated Electrophoresis System" (Bio-Rad) in Kombination
mit dem "Experion™ RNA StdSens Analysis Kit" (Bio-Rad) nach Herstellerangaben
verwendet. Per Analyse mit dem Programm "Eukaryotic Total RNA StdSens™ wird die
Proben-RNA hinsichtlich Integritdt und Konzentration vermessen, indem im "Lab on a Chip"-
Format Elektrophoresen durchgefihrt werden. Als Indikatoren dienen dabei die ribosomale
18S (1847 Nukleotide) und 28S (4718 Nukleotide) RNA (18S rRNA beziehungsweise 28S
rRNA). Das Flachenverhaltnis der Peaks von 28S zu 18S rRNA im Elektropherogramm wird
herangezogen, um die Integrititdt der (m)RNA zu beurteilen. Die Grundlage dieser
Vorgehensweise ist die im Vergleich zur 18S rRNA vermutlich aufgrund struktureller
Unterschiede rascher fortschreitende, nicht-enzymatische Degradation der 28S rRNA. Bei
einer RNA-Probe von hoher Qualitat wird von einem 28S / 18S rRNA-Verhaltnis von 2 : 1
ausgegangen (Becker et al., 2009). Die Quantifizierung findet Uber eine
Fluoreszenzintensitatsmessung in Relation zu der RNA-Leiter mit bekannten Konzentrationen
statt. Zur Beurteilung wird das gemessene Verhiltnis durch die Experion™ Software in den
RNA Quality Index (RQI; Stufen 1 -10) umgeformt. In der vorliegenden Arbeit wurden
ausschlieBlich Proben mit einem RQI > 7 verwendet, wobei dieser Wert per definitionem die

untere Grenze fur hohe RNA-Qualitat markiert.

2.2.6. Umschreiben der RNA in cDNA

Fir die Umschreibung der RNA aus humanen Leukozyten in cDNA wurde der
"iScript™ cDNA Synthesis Kit" (Bio-Rad) nach Herstellerangaben verwendet. Das Gesamt-
volumen eines einfachen Umschreibeansatzes betragt bei diesem Kit 20 pl, welche sich

zusammensetzen aus 4 pl "5x iScript Reaction Mix", 1 pl "iScript Reverse Transcriptase"



sowie 15 pl der Kombination von nuklease-freiem Wasser mit RNA-Template. Die
eingesetzte Menge an RNA-Template betrug hier 500 ng. Ausgehend von der RNA-
Konzentrationsmessung wird das entsprechend bendtigte Volumen an RNA-Suspension
ermittelt und mit nuklease-freiem Wasser auf 15 pl ergéanzt. Um eine Kontrolle der Reaktion
und eventueller Kontaminationen zu ermoglichen werden zusétzlich Ansdtze mitgefuhrt, die
anstatt der reversen Transkriptase oder anstatt der Template-RNA Wasser enthalten. Die
Ansétze werden zur cDNA-Synthese nach Herstellerprotokoll im Thermocycler prozessiert.
Nach dem Durchlaufen des Reaktionsprotokolls werden die Ansatze im Verhéltnis 1 : 5 mit
TE-Puffer
Arbeitslosung wird bei 4 °C, die Stocklosung bei -20 °C aufbewahrt.

versetzt und anschliefend in Arbeits- und Stocklosung aufgeteilt. Die

2.2.7. Prifung der cDNA-Synthese

Zur Prifung der cDNA-Synthese aus humaner Leukozyten-RNA sowie auf eventuell
vorhandene gDNA wird zundchst eine Polymerase-Kettenreaktion ("Polymerase Chain
Reaction”, PCR) durchgefiihrt (Protokoll siehe Tabelle 8). Hierfur werden Primer verwendet
die in einem intronischen Bereich des Gens der humanen Tryptophanhydroxylase 1
("hs_Tphl_Intron™) binden. Die Basensequenzen des verwendeten Primerpaares sind im
Materialteil angegeben. Pro PCR-Ansatz werden 2,5 pul 15 mM MgCl,-Lésung, 1 pl 2,5 mM
Nukleotidmix, 2 pl Primerverdiinnung, 0,2 ul Tag-Polymerase, 1 ul der entsprechenden
18,3 ul DEPC-Wasser in
zusammengefihrt (Vges = 25 pl).

Nukleinsaurelésung  sowie einem 200 pl-Reaktionsgefal

b

PCR-Schritt Reaktions-Temperatur | Reaktionsdauer
1. initiale Denaturierung 95°C 300s
2. Denaturierung 95°C 40s
3. Annealing 61,1°C 40 s
4. Elongation 72°C 40s
5. "Ausklang" 72°C 300 s
6. Ende der PCR 10°C -

Tabelle 8: PCR-Bedingungen fiir Priifung der cDNA mittels hs_Tph1_Intron-System

35 x

Nach durchlaufenem Reaktionsprotokoll werden einzelne Ansiatze mit 6 pl Blaupuffer
versetzt und ein Volumen von jeweils 13 ul auf 2 %iges, ethidiumbromidhaltiges Agarosegel

aufgetragen. Das Amplikon des hs_Tphl_Intron-Systems weist eine GrofRe von 198 bp auf



und wird unter UV-Belichtung identifiziert. Bei Nachweis von gDNA sind die betroffenen

Proben aus der Analyse auszuschlieBen beziehungsweise ist durch die Verwendung

entsprechender Primerpaare die Amplifikation der gDNA in der gRT-PCR zu unterbinden.

2.2.8. Genexpressionsanalyse in humanen Leukozyten mittels gRT-PCR

Die Analyse der Genexpression wird analog der unter 2.1.11. (Seite 37) ausgefuhrten

Methode durchgefiihrt. Tabelle 9 flhrt die zur Analyse gewéhlten Zielgene sowie potentielle

und verwendete Referenzgene an. Die getesteten und letztlich eingesetzten Primer fir Ziel-

und Referenzgene sind in den Tabellen 10 und 11 gelistet. Die Amplifikationseffizienzen der

verwendeten Primerpaare lagen zwischen 81,5 % und 83,9 %.

Zielgene Spezies: Homo sapiens
Akronym Offizielle Bezeichnung Transkript-ldentifikation (NCBI)
Duspl dual specificity phosphatase 1 NM_004417
Mef2c myocyte enhancer factor 2C NM_001131005
Fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene NM 005252
homolog -
Nfil3 nuclear factor, interleukin 3 regulated NM_005384
Nrdal * nuclear receptor subfamily 4, group A, NM 001202233
member 1
Egr2 * early growth response 2 NM_000399
Referenzgene Spezies: Homo sapiens
Akronym Offizielle Bezeichnung Transkript-Identifikation (NCBI)
HPRT1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 NM_000194
Gusb glucuronidase, beta NM_000181
Alasl aminolevulinate, delta-, synthase 1 NM_000688
Sdha ** succinate deh.ydrogenase complex, subunit NM 004168
A, flavoprotein (Fp) -
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
YWHAZ mMonooXxygenase activation protein, zeta NM_001135699
polypeptide
Tfrc ** transferrin receptor (p90, CD71) NM_001128148

Tabelle 9: Liste der mittels gRT-PCR in humanen Leukozyten auf differentielle Expression hin untersuchten
Gene (Zielgene; * Untersuchung nicht erfolgt, da in den Proben eine zu geringe Menge an cDNA-
Template vorlag um eine valide Analyse zu gewéhrleisten) und in Frage kommender Referenzgene
(** letztlich verwendete Referenzgene; diese Gene hatten die homogenste Expression zwischen den
Proben der beiden Abnahmezeitpunkte gezeigt); Angabe der Gen-Akronyme, der offiziellen
Bezeichnung sowie der Transkript-ldentifikationsnummer laut NCBI



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=259013538
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=301069378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=254750707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=52630428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=320202955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=209969751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=164518913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=268834191
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=362999011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=156416002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001135699.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=189458818

Zielgene Spezies: Homo sapiens
. i ) Bezugsquelle
Akronym | Primersequenzen AmplikongroRe (Bestellnummer)
f 5-TCCCCTGAGTACTAGCGTCC-3' .
UL GGGCCACCCTGATCGTAGAS 81 bp Metabion
1 f5-GGTTTGGACAACAAAGCCC-3' 89 bp
Mef2c r5-TTTGCAACTCTTCTTTGGCAC-3' Metabion
5 f5-GGTTTGGACAACAAAGCCC-3' 77 bp
r5-CTTTGGCACCAGTGCCTTTC-3'
3 f5-GGTTTGGACAACAAAGCCC-3' 75 bp
r5-TTGGCACCAGTGCCTTTCT-3'
4 f5-GGTTTGGACAACAAAGCCC-3' 85 bp
r 5-CAACTCTTCTTTGGCACCAGT-3'
- Sequenz wird durch den Hersteller nicht 81 bp Qiagen
veroffentlicht (QT00053368)
f5-GGGGCAAGGTGGAACAGTTA-3' :
PS5 TTGGTCTGTCTCCGCTTGGAS 137 bp Metabion
. f 5-CCCGAGAGCAGGAACACG-3' :
N S TCTGGGATAAATCCGTCAGGC S r3bp Metabion
1 f5-GGCAGACGGGATAATGTGGT-3' 70 bp
Nr4al°® r 5-GGCTTGGATACAGGGCATCT-3' Metabion
’ f5-GACGGGATAATGTGGTTGGC-3' 81 bp
r5-TGGTGTCCCATATTGGGCTT-3'
3 f5-CCCTGAAGGCAGACGGGATA-3' 93 bp
r5-CTGGTGTCCCATATTGGGCTT-3'
4 f 5-AAGGCAGACGGGATAATGTGG-3' 85 bp
r 5-GTGTCCCATATTGGGCTTGGA-3'
5 Sequenz wird durch den Hersteller nicht 72 bp Qiagen
veroffentlicht (QT00095515)
Eqro® f5-GGCCCCTTTGACCAGATGAA-3 87 bp Metabion

r 5-TGGGAGATCCAACGACCTCT-3'

Tabelle 10: fur die gRT-PCR-Analyse humaner Leukozyten auf differentielle Expression hin getesteten

und verwendeten Zielgen-Primerpaare (*: flr Mef2c letztlich verwendete Primer;

°: die Untersuchung lieR sich hier nicht praktikabel durchfiihren, da in den Proben eine zu

geringe Menge an cDNA-Template vorlag um eine valide Analyse zu gewahrleisten); Angabe der
Gen-Akronyme (siehe auch Tabelle 9), der Sequenzen des forward (f) und des reverse (r) Primers
soweit bekannt, der GroRe des jeweiligen Amplikons in Basenpaaren (bp) sowie der Bezugsquelle

und gegebenenfalls der Bestellnummer




Referenzgene Spezies: Homo sapiens

Akronym Primersequenzen AmplikongroRe (BBe(:sutg?I?\llJJer:fner)
w | ITSCMTICTETIANCESS | oty | i
o |[SOCCNTCOATTERTECCAMT |y | et
VWHAZ seeﬂ:;i; wird vom Hersteller unter Verschluss 147 bp (Qnggzelnszz)
e ooy | o | e

Tabelle 11: Liste der fur die gRT-PCR-Analyse humaner Leukozyten auf differentielle Expression hin
in Frage kommende Referenzgen-Primerpaare (* letztlich verwendete Referenzgene; diese Gene
hatten die homogenste Expression zwischen den Proben der Gruppen gezeigt); Angabe der
Gen-Akronyme (siehe auch Tabelle 12), der Sequenzen des forward (f) und des reverse (r) Primers
soweit bekannt, der GroRe des jeweiligen Amplikons in Basenpaaren (bp) sowie der Bezugsquelle
und gegebenenfalls der Bestellnummer

2.2.9. DNA-Extraktion aus humanem Blut

Um die Genotypisierung der Patienten hinsichtlich ihrer Varianten der untersuchten
Polymorphismen durchfiihren zu konnen, wird im ersten Schritt die DNA aus dem
gewonnenen Blut isoliert. Hierfir wird eine modifizierte Version der im Jahre 1988 von
Miller et al. publizierten Methode angewendet. Die extrahierte DNA wird bis zur weiteren

Verwendung bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.10. Genotypisierung von 5-HTTLPR, rs25531 und rs28386840

Die Genotypisierungen wurden im Wesentlichen analog zu den von Deckert et al. (1997),
Wendland et al. (2006) und Renner et al. (2011) verdffentlichten Methoden durchgefihrt.
Zunéchst wird zur Vervielfaltigung des DNA-Materials eine PCR durchgefihrt. Die I- und s-
Allele des 5-HTTLPR, der im I-Allel des 5-HTT-Gens gelegene Polymorphismus rs25531 und
der SLC6A2-Polymorphismus rs28386840 werden mittels Agarosegel-Elektrophorese anhand
von Langenreferenzen unter UV-Belichtung identifiziert. Fur rs25531 wird die DNA einem

Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym Mspl unterzogen. Fir rs28386840 wird das




Restriktionsenzym Bsrl eingesetzt. Beide Enzyme entstammen dem Produktkatalog von New
England Biolabs GmbH (Frankfurt, Deutschland).

2.3. Statistische Auswertung

Die Auswertung der Microarray-Untersuchungen wurde von Herrn Dr. biol. hum. Claus-
Jirgen Scholz der Microarray Core Unit des IZKF wie unter 2.1.10. (Seite 36) beschrieben

vorgenommen.

Die statistische Auswertung der Gbrigen Untersuchungen wurde mit SPSS Statistics
(Version 20 beziehungsweise 21; IBM) durchgefihrt. In jedem Fall wurde ein p-Wert von

0,05 als Signifikanz-Grenze verwendet.

Die in Hirnstamm, Cerebellum und Kortex der DBA/2-Mdause gemessenen Gehalte an
Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin, der Monoamin-Neurotransmitter Noradrenalin,
Dopamin und Serotonin sowie ihrer Metaboliten und die nach gRT-PCR flr jedes untersuchte
Gen erhaltenen Expressionswerte wurden in Abhangigkeit von den Behandlungsgruppen mit
dem Kruskal-Wallis-Test und gegebenenfalls post hoc mittels Mann-Whitney-U-Test auf
statistisch signifikante relative Unterschiede hin untersucht. Zweitgenannter Test wurde auch
fur den gruppeninternen Vergleich der Expression nach Herkunftshemisphére der

Hippokampi verwendet.

Die Genexpression in humanen Leukozyten wurde in Bezug auf den Abnahmezeitpunkt hin
geschlechtsunabhangig und in den geschlechtsstratifizierten Untergruppen mittels t-Test
analysiert. Fir den Vergleich der Expression unter niedriger (<200 ng / ml) beziehungsweise
hoher (>200 ng/ml) Serumsummenkonzentration zum Zeitpunkt BE XX wurde nach
Testung auf Normalverteilung der nicht-parametrisch testende Mann-Whitney-U- beziehungs-

weise der parametrisch testende t-Test eingesetzt.

Die CGI-I-Werte wurden dichotomisiert, wobei eine Evaluierung von "sehr viel besser" (1)
und "viel besser" (2) als therapeutisch angestrebter Effekt (“gutes Ansprechen™) und von
"wenig besser" (3), "unverdndert" (4) oder "schlechter" (5, 6, 7) als ungenligender Effekt

("schlechtes Ansprechen™) definiert wurde (siehe auch Owens et al., 2008; Kim et al., 2010).



Falls eine Evaluierung nicht mdéglich gewesen war (CGI-I ,nicht beurteilbar) wurde der
betreffende Patient aus der Untersuchung ausgeschlossen.

Die Genotypen von SLC6A2 sowie SLC6A4 wurden nach Kim et al. (2010) beziehungsweise
Ruhé et al. (2009) in "niedrig-exprimierend™ und "hoch-exprimierend" dichotomisiert.

Durch Trichotomisierung der Summenserumkonzentrationen aus Venlafaxin und O-Des-
methylvenlafaxin wurden die Variablen "niedriger Summenserumspiegel” (bis 200 ng / ml),
"hoher Summenserumspiegel” (201 - 400 ng / ml) und "supra-empfohlener Summenserum-
spiegel” (Gber 400 ng/ ml) definiert. Bei der Definition dieser Bereiche wird Bezug
genommen auf die von der AGNP empfohlenen Summenspiegelbereiche von Venlafaxin und
O-Desmethylvenlafaxin bei Patienten in antidepressiver Therapie (100 - 400 ng / ml). Eine
Klassifizierung dieser Art wurde bereits von Dreimuller et al. (2011) verwendet.

Um Zusammenhange zwischen den Genotypen, Summenserumkonzentration und der
Therapie-Antwort beim Menschen im Gesamtkollektiv und durch Trichotomisierung der
Summenserumspiegel definierten Subkollektiven statistisch zu analysieren, wurden
Kreuztabellen-Analysen mit dem y2-Test beziehungsweise dem Exakten Test nach Fisher

durchgefihrt.

Eine Korrektur fir multiples Testen fand nur im Rahmen der Microarray-Untersuchung statt.



I11. Ergebnisse

1. Venlafaxin- und O-Desmethylvenlafaxin-Konzentrationen im murinen ZNS

Per HPLC und Fluoreszenzdetektion sollten die Konzentrationen von Venlafaxin und
O-Desmethylvenlafaxin in Hirnstamm, Cerebellum und Kortex von mannlichen DBA/2-
Mausen nach einmonatiger Venlafaxin-Applikation (p.o.) in verschiedenen Dosierungen
gemessen werden. Die Methodik zur Analyse wurde validiert und zeigte bei Vermessung von
Reinsubstanzldsungen von Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin in den Konzentrationen
150/ 300/ 600 ng / ml plausible Resultate.

Die Chromatogramme der durchgefihrten Analysen zeigten zu den entsprechenden
Retentionszeiten in den Homogenisaten samtlicher Behandlungsgruppen Peaks von geringer
Hohe, Unterschiede waren visuell nicht auszumachen. Die resultierenden Zahlenwerte stehen
kaum in Relation zur Behandlungsgruppe. Im Falle einer quantitativ-konstanten Interferenz
beziehungsweise Unterlagerung der Analytenpeaks durch unbekannte Substanzen identischer
Retentionszeit, welche sich Uber die Hohe der Peaks in den Chromatogrammen der
Kontrolltiere ergeben wirde, bestiinde die Maoglichkeit, die Menge an unbekannten
Substanzen in den Verumgruppen per Subtraktion zu eliminieren. Diese Konstanz war jedoch
nicht gegeben, was sich insbesondere daran zeigte, dass nach Subtraktion der in
Kontrolltieren gemessenen "Analyten”-Konzentration von den Quantitaten der Verumgruppen
teilweise negative Konzentrationen resultierten. Es kann daher aus diesen Analysen auch
qualitativ nicht bestétigt werden, dass Venlafaxin sein Zielorgan erreicht hat und Gber die

Dauer des Experimentes mit einer konstanten Konzentration in dessen Physiologie eingriff.



2. Monoamin-Neurotransmitter-Konzentrationen im murinen ZNS

Die in Hirnstamm, Cerebellum und Kortex gemessenen Monoamin-Neurotransmitter-
Konzentrationen wurden auf Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen untersucht. Fir
die Berechnungen in kortikalem Gewebe wurden die Mittelwerte aus den Messergebnissen
der linken und rechten Hemisphéren verwendet. Pro Dosisgruppe und Region flossen jeweils
zehn beziehungsweise elf Werte in die Analyse ein.

Die Abbildungen 4, 5 und 6 zeigen die Verhéaltnisse der untersuchten Substanzen zwischen
den drei Behandlungsgruppen in Hirnstamm, Cerebellum und Kortex der mannlichen DBA/2-
Méuse. Der Hirnstamm als Sitz der serotonergen und noradrenergen Zellkérper und Ort

primérer Transmitter-Synthese kann als die am nachhaltigsten beeinflusste Region gelten.

2.1. Serotonin (5-HT)

Die Gehalte an 5-HT und seinem Hauptmetaboliten 5-HIAA unterschieden sich bei den
Tieren sowohl im Hirnstamm als auch im Cerebellum in Abhangigkeit von der
Behandlungsgruppe. In beiden Regionen lagen ihre Konzentrationen in der Hochdosisgruppe
signifikant unter jenen in der Niedrigdosisgruppe. Die 5-HT- und die 5-HIAA-
Konzentrationen in der Niedrigdosisgruppe waren im Hirnstamm allerdings teils signifikant
héher als in der Kontrollgruppe, wohingegen im Cerebellum nahezu keine Differenz zwischen
diesen Gruppen bestand. Kortikal wurden in den Verumgruppen teils geringere 5-HIAA-

Konzentrationen beobachtet als in der Kontrollgruppe (siehe Abbildungen 4, 5 und 6).

2.2. Noradrenalin (NA)

Die NA-Konzentrationen in den untersuchten Regionen zeigten keine Unterschiede, die
statistisch signifikant waren. Im Hirnstamm fanden sich keine signifikanten Unterschiede der
MHPG-Konzentrationen. Im Cerebellum waren hingegen signifikante Unterschiede im
MHPG-Gehalt zu erkennen, wobei in der Kontrollgruppe im Vergleich zu den Verumgruppen
jeweils eine hohere Konzentration vorlag. Die MHPG-Konzentration in der Hochdosisgruppe
lag dabei signifikant Gber jener der Niedrigdosisgruppe (siehe Abbildungen 4, 5 und 6). Die
Vermessung des kortikalen Areals in der Kontrollgruppe lieferte fir MHPG extrem hohe und
anhand der Literatur als unreliabel zu definierende Konzentrationen (Muramoto et al., 1982;

Li et al., 1984; Huotari et al., 2002). Sie sind vermutlich zurtickzufiihren auf in den Proben



vorhandene, unbekannte und interferierende Substanzen. Die hochsignifikanten Unterschiede
der MHPG-Konzentrationen zwischen Kontroll- und Verumtieren missen daher als Artefakt

eingestuft und aus der Theoriebildung ausgeschlossen werden (siehe Abbildung 6).
2.3. Dopamin (DA)
DA und seine Hauptmetaboliten DOPAC und HVA wiesen geringfligige Unterschiede

zwischen den Behandlungsgruppen auf. Statistische Signifikanz wurde nicht erreicht (siehe
Abbildungen 4, 5 und 6).

Monoamin-Gehalte im Hirnstamm von DBA/2-Mausen

470

M Kontrollen
270 O Niedrigdosis

Hochdosis

Gehalt (ng/g)
NN

%
?
.
7
7

NN
NN

AMMMINY

170

NN
AN

70

2
%
f/
%
/
%
.
/
_
_

/
%
%
_

a0 b

NA MHPG DA DOPAC HVA 5-HT 5-HIAA Analyt

Abbildung 4: Konzentrationsmittelwerte (ng/g; £ Standardabweichung) der Monoamin-Neurotransmitter
Noradrenalin (NA), Dopamin (DA) und Serotonin (5-HT) sowie deren Hauptmetaboliten
3-Methoxy-4-Hydroxyphenylglycol (MHPG), 3,4-Dihydroxy-Phenylacetat (DOPAC),
Homovanillinséure (HVA) und 5-Hydroxyindolacetat (5-HIAA) im Hirnstamm von
DBA/2-Méusen nach einmonatiger Venlafaxin-Applikation (p.o.) in verschiedenen Dosierungen:
Kontrollen 0 mg/kg/d - schwarz (n = 11), Niedrigdosis 30 mg/kg/d - wei’ (n = 10), Hochdosis
100 mg/kg/d - schraffiert (n = 10); zu p = 0,05 signifikante Differenzen sind mit * markiert
(Mann-Whitney-U-Test)



Monoamin-Gehalte im Cerebellum von DBA/2-Ma&usen
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Abbildung 5: Konzentrationsmittelwerte (ng/g; + Standardabweichung) der Monoamin-Neurotransmitter
Noradrenalin (NA), Dopamin (DA) und Serotonin (5-HT) sowie deren Hauptmetaboliten
3-Methoxy-4-Hydroxyphenylglycol (MHPG), 3,4-Dihydroxy-Phenylacetat (DOPAC),
Homovanillinsdure (HVA) und 5-Hydroxyindolacetat (5-HIAA) im Cerebellum von
DBA/2-Méusen nach einmonatiger Venlafaxin-Applikation (p.o.) in verschiedenen Dosierungen:
Kontrollen 0 mg/kg/d - schwarz (n = 11), Niedrigdosis 30 mg/kg/d - weil? (n = 10), Hochdosis
100 mg/kg/d - schraffiert (n = 10); zu p = 0,05 signifikante Differenzen sind mit * markiert
(Mann-Whitney-U-Test)



Monoamin-Gehalte im Kortex von DBA/2-Ma&usen
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Abbildung 6: Konzentrationsmittelwerte (ng/g; + Standardabweichung) der Monoamin-Neurotransmitter
Noradrenalin (NA), Dopamin (DA) und Serotonin (5-HT) sowie deren Hauptmetaboliten
3-Methoxy-4-Hydroxyphenylglycol (MHPG), 3,4-Dihydroxy-Phenylacetat (DOPAC),
Homovanillinsdure (HVA) und 5-Hydroxyindolacetat (5-HIAA) im Kortex von
DBA/2-Méusen nach einmonatiger Venlafaxin-Applikation (p.o.) in verschiedenen Dosierungen:
Kontrollen 0 mg/kg/d - schwarz (n = 11), Niedrigdosis 30 mg/kg/d - weil} (n = 10), Hochdosis
100 mg/kg/d - schraffiert (n = 10); zu p = 0,05 signifikante Differenzen sind mit * markiert
(Mann-Whitney-U-Test)



3. Genexpressionsuntersuchungen

3.1. Microarray-Analyse (muriner Hippokampus)

Jeder Behandlungsgruppe waren zehn Mé&use zugedacht, das in der Lieferung Uberzéhlige
Tier wurde der Kontrollgruppe zugeteilt.

Die Microarray-Untersuchung auf differentielle Genexpression im Hippokampus infolge von
Venlafaxin-Applikation wurde in den drei Dosisgruppen der ménnlichen DBA/2-Maduse
durchgefuhrt. Die Hippokampi wurden hemisphdrengetrennt aus den Gehirnen prapariert und
die RNA extrahiert. Fir die Array-Hybridisierung wurden die RNA-Extrakte der gleichen
Hemispharen in Abhéngigkeit von den Behandlungsgruppen gepoolt (siehe Tabelle 12).
Zunéchst wurden sechs Chips untersucht (Chips 1 - 6).

DBA/2-Miuse (3) rechte Hemisphére linke Hemisphare
Kontrollgruppe Tiere 1 -5 (Chip 1) Tiere 6 - 11 (Chip 2)
Niedrigdosisgruppe Tiere 1 - 5 (Chip 3) Tiere 6 - 10 (Chip 4)
Hochdosisgruppe Tiere 1 - 5 (Chip 5) Tiere 6 - 10 (Chip 6)

Tabelle 12: Pooling-Schema der RNA-Extrakte aus den Hippokampi der DBA/2-Mause fir die
ersten sechs Chips der Microarray-Untersuchung (Chip 1 - 6)

Bei der Auswertung der sechs Chips zeigte sich in der zweidimensionalen
Korrespondenzanalyse eine teils erratische Verteilung bezuglich der Einflussvarianz
"Venlafaxin-Dosis" (Abbildung 7). Zwecks tbersichtlicher Veranschaulichung werden in den

Darstellungen der Korrespondenzanalysen anstatt der Gen-Cluster die Chips gezeigt.
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Abbildung 7: zweidimensionale Korrespondenzanalyse der ersten Microarray-Untersuchung (Chip 1 - 6),
modifizierte Orginaldaten; Chip 1 (n = 5) und 2 (h = 6): Kontrolltiere, Chip 3 und 4 (n je 5):
Niedrigdosistiere, Chip 5 und 6 (n je 5): Hochdosistiere; Gerade: Korrelation von Venlafaxin-
Dosis und Chip-Verteilungsmuster - Chip 2 und Chip 5 wurden aufgrund der Verteilung als
AusreiBer definiert

Vor diesem Hintergrund wurden zwei weitere Chips (Chip 7 und Chip 8) vermessen, um
Chip 2 und Chip 5 in der Analyse zu ersetzen. Sie waren beschickt mit den Hippokampus-
RNA-Extrakten der kontralateralen Hemispharen der auf Chip 1 und Chip 6 analysierten
Tiere. Damit war in der Kontroll- und der Hochdosisgruppe jeweils eine Anzahl von funf
Tieren enthalten, von denen jeweils der Hippokampus der linken und rechten Hemisphére per
Microarray analysiert wurde (siehe Tabelle 13).

DBA/2-Miuse (&) rechte Hemisphare linke Hemisphare
Kontrollgruppe Tiere 1 - 5 (Chip 1) Tiere 1 - 5 (Chip 7)
Niedrigdosisgruppe Tiere 1 - 5 (Chip 3) Tiere 6 - 10 (Chip 4)
Hochdosisgruppe Tiere 6 - 10 (Chip 8) Tiere 6 - 10 (Chip 6)

Tabelle 13: Pooling-Schema der RNA-Extrakte aus den Hippokampi der DBA/2-Méuse fir die
Chips zur Microarray-Untersuchung der Genexpression nach Venlafaxin-Applikation



Abbildung 8 stellt die Verteilung dieser Chips in der zweidimensionalen Korrespondenz-
analyse dar.
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Abbildung 8: zweidimensionale Korrespondenzanalyse nach Analyse von zwei weiteren Chips
(Chips 7 und 8), modifizierte Orginaldaten; Chip 1 und 7 (n je 5): Kontrolltiere,
Chip 3und 4 (n je 5): Niedrigdosistiere, Chip 6 und 8 (n je 5): Hochdosistiere;
Gerade: Korrelation von Venlafaxin-Dosis und Chip-Verteilungsmuster

Zu der ldentifizierung differentiell exprimierter Gene wurden innerhalb der Behandlungs-
gruppen die Expressionswerte der Hippokampi aus rechter und linker Hemisphare gepoolt
und mittels t-Test jeweils zwei Gruppen miteinander verglichen. Die Untersuchung lieferte
fur den Vergleich zwischen Kontroll- und Niedrigdosisgruppe sowie Kontroll- und
Hochdosisgruppe eine Liste signifikant differentiell exprimierter Gene (siehe Tabellen 14 und
15). Insgesamt zeigte die Microarray-Analyse zwischen Kontroll- und Niedrigdosistieren 28
mit p < 0,05 ("adj.P.Val", adjusted p-value) signifikant regulierte Gene, zwischen Kontroll-

und Hochdosisgruppe wurden 122 signifikant differentielle Transkript-Abundanzen gefunden.



Aus diesen Listen wurden aufgrund ihrer biologischen Relevanz die signifikant differentiell
exprimierten Gene Arc, Camk2d, Duspl, Egr2, Fos, Mef2c, Nfil3, Nrd4al, Prkacb fir die
Validierung per qRT-PCR ausgewahlt. Finf dieser Gene (Arc, Duspl, Egr2, Fos, Nr4al)

waren in beiden Verumgruppen im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant differentiell

exprimiert, eines (Mef2c) nur in der Niedrigdosisgruppe und drei der Gene (Camk2d, Nfil3,

Prkacb) lediglich in der Hochdosisgruppe. Ausfiihrungen zu der biologischen Relevanz dieser

Gene im Kontext der vorliegenden Arbeit sowie entsprechende Literaturangaben befinden

sich im Diskussionsteil.

ID logFC | AveExpr P.Value adj.P.val gene.symbol
1427683_at -0,82 8,26 -8,62 1,37E-10 6,19E-06 | Egr2
1418687_at -0,74 10,07 -8,19 4,97E-10 1,12E-05 | Arc
1427682_a_at | -0,73 8,03 -7,51 4,13E-09 5,05E-05 | Egr2
1416505_at -0,66 10,72 -7,49 4,47E-09 5,05E-05 | Nr4al
1450794 _at 1,06 8,29 7,29 8,23E-09 7,42E-05 | Avp
1423100_at -0,55 10,74 -5,95 5,97E-07 2,99E-03 | Fos
1427122_at -0,54 8,39 -5,84 8,47E-07 3,82E-03 | Copg2as2
1429169_at -0,49 8,18 -5,61 1,75E-06 6,26E-03 | Rom3
1448830_at -0,48 10,35 -5,22 6,10E-06 1,62E-02 | Duspl
1452160 _at -0,44 9,05 -5,00 1,24E-05 2,79E-02 | Tiparp
1425833_a_at 0,45 11,95 4,98 1,33E-05 2,85E-02 | Hpca
1416711_at -0,44 9,37 -4,95 1,45E-05 2,97E-02 | Thrl
1451506_at -0,46 10,31 -4,79 2,38E-05 4,30E-02 | Mef2c
1451961 _a at | 0,51 10,73 4,76 2,65E-05 4,42E-02 | Mbp
1436750_a_at -0,43 11,75 -4,72 2,96E-05 4,76E-02 | Oxctl

Tabelle 14: Orginaldaten (Auszug) des Vergleichs der Expression in Hippokampi der Kontroll- und der
Niedrigdosistiere (n je 10 Proben); gelistet sind Gene deren differentielle Expression mit einem
p < 0,05 gefunden wurde; hinterlegt sind Gene die in Folge mittels qRT-PCR validiert wurden;
ID: Identifikationsbezeichnung des Gens auf Affymetrix-Chips; logFC: logarithmierter "Fold
Change" der Genexpression im Vergleich der Niedrigdosis- zu den Kontrolltieren




ID logFC | AveExpr P.Value adj.P.val gene.symbol
1427683_at -0,84 8,26 -9,80 4,23E-12 8,90E-08 | Egr2
1460613 _x_at| 0,92 7,12 9,68 5,92E-12 8,90E-08 | Gh
1423100_at -0,59 10,74 -7,11 1,47E-08 7,36E-05 | Fos
1452378 _at -0,55 9,02 -6,87 3,13E-08 1,41E-04 | Malatl
1437107_at -0,54 10,16 -6,82 3,72E-08 1,52E-04 | Rab6b
1454725 at -0,52 10,61 -6,57 8,06E-08 2,80E-04 | Tra2a
1416505 _at -0,51 10,72 -6,44 1,22E-07 3,66E-04 | Nr4al
1418687 _at -0,50 10,07 -6,17 2,93E-07 8,25E-04 | Arc
1418932 _at -0,48 8,47 -6,00 4,99E-07 1,25E-03 | Nfil3
1440290 _at -0,47 8,25 -5,67 1,44E-06 2,61E-03 | Gm10010
1429169 at -0,45 8,18 -5,66 1,51E-06 2,63E-03 | Rbm3
1448830 _at -0,42 10,35 -5,10 8,87E-06 8,89E-03 | Duspl
1446607_at -0,41 8,13 -5,08 9,65E-06 9,47E-03 | Mtap7
1455599 at -0,39 10,97 -4,83 2,10E-05 1,70E-02 | Gfod1
1438494 at -0,36 8,59 -4,37 8,82E-05 4,10E-02 | Hrhl
1420610_at -0,35 8,13 -4,36 9,04E-05 4,20E-02 | Prkacb
1422659 at -0,34 8,92 -4,33 1,00E-04 4,20E-02 | Camk2d
1457344 _at -0,34 7,83 -4,32 1,04E-04 4,30E-02 | Neto2
1440148 at -0,42 7,99 -4,31 1,06E-04 4,30E-02 | Gpr6

Tabelle 15: Orginaldaten (Auszug) des Vergleichs der Expression in Hippokampi der Kontroll- und der
Hochdosistiere (n je 10 Proben); gelistet sind Gene deren differentielle Expression mit einem
p < 0,05 gefunden wurde; hinterlegt sind Gene die in Folge mittels qRT-PCR validiert wurden,
ID: Identifikationsbezeichnung des Gens auf Affymetrix-Chips; logFC: logarithmierter "Fold
Change" der Genexpression im Vergleich der Hochdosis- zu den Kontrolltieren

3.2. gRT-PCR (muriner Hippokampus)

Die qRT-PCR-Analysen in den Hippokampi der DBA/2-Mause in Kontroll-, Niedrig- und

Hochdosisgruppe wurden anhand derselben RNA-Extrakte durchgefihrt, die bereits auf den

Microarray-Chips untersucht worden waren. In der Auswertung der Analysen wurde, wie

schon bei den Microarrays, keine Trennung nach Herkunftshemisphére vorgenommen, sodass

in jeder Dosisgruppe jeweils zehn Proben in die Berechnungen einflossen. Zusétzlich wurde

gruppenintern auf hemispharenabhéngige Differenzen hin analysiert. In der Kontroll- und

Hochdosisgruppe wurde somit die Expression im rechten und linken Hippokampus jeweils

eines Individuums in den Vergleich einbezogen, in der Niedrigdosisgruppe jene in

unterschiedlichen Tieren. Abbildung 9 stellt die Vergleiche der relativen Expressions-

Mittelwerte in den drei Behandlungsgruppen dar.




Die Microarray-Untersuchungen der Expression in den Hippokampi der Mduse hatten fiir die
Verumgruppen im Vergleich zu der Kontrollgruppe stets eine geringere Expression der
anschlieend per gRT-PCR untersuchten Gene (Arc, Camk2d, Duspl, Egr2, Fos, Mef2c,
Nfil3, Nr4al und Prkacb) angezeigt. Camk2d und Prkacb wurden in der qRT-PCR-Analyse
als zwischen den experimentellen Gruppen nicht-differentiell exprimiert gefunden. Mef2c
zeigte sowohl in der Niedrig- als auch der Hochdosisgruppe signifikant hohere Expression als
in der Kontrollgruppe. Fir die anderen Gene wurde die Herunterregulation infolge einer
Venlafaxin-Applikation in der gRT-PCR-Analyse bestatigt. Fur Nr4al wurde in der
Hochdosisgruppe im Vergleich zu der Niedrigdosisgruppe eine signifikant hohere Expression
gefunden. Bei den tbrigen untersuchten Genen beschrankten sich signifikante Unterschiede

auf den Vergleich der Kontroll- zu der Niedrig- beziehungsweise zu der Hochdosisgruppe.
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Abbildung 9: Vergleich der relativen Genexpression der per qRT-PCR analysierten Gene (Camk2d, Duspl,
Egr2, Fos, Mef2c, Nfil3, Nrdal, Prkach, Arc) in den Hippokampi von DBA/2-Méausen nach
einmonatiger Venlafaxin-Applikation, Mittelwerte mit Standardabweichung;

Dosis-Gruppen: schwarz - Kontrollen (0 mg/kg/d), weif3 - Niedrigdosis (30 mg/kg/d),
schraffiert - Hochdosis (100 mg/kg/d); n jeweils 10 pro Gruppe, Berechnung mittels
Kruskal-Wallis-Test, post hoc Mann-Whitney-U-Test; x-Achse: untersuchte Gene,

y-Achse: relative Expression in Prozent; * kennzeichnet zu p = 0,05 signifikante Differenzen



Der gruppen- beziehungsweise tierinterne Vergleich der Expression in den Hippokampi der
beiden Hemisphéaren zeigte in einzelnen Fallen (Kontrolltiere - Arc und Prkachb,
Niedrigdosistiere - Duspl) eine signifikante Differenz auf. Bei Vorliegen eines signifikanten
Unterschiedes wurde die Expression stets in der linken Hemisphdre stérker ausgepragt
gefunden.

Die Wahl der in humanen Leukozyten nach chronischer Venlafaxin-Applikation auf differen-
tielle Expression hin zu untersuchenden Gene fiel anhand der im \orangegangenen
ausgefuhrten Ergebnisse der Tierstudie auf Arc, Duspl, Egr2, Fos, Mef2c, Nfil3 und Nr4al.

3.3. qRT-PCR (humane Leukozyten)

Die Analyse von Egr2 und Nr4al zeigte in den Vortestungen der Primerpaare anhand
représentativer Proben Cq-Werte um 30, was flr eine valide Untersuchung als "zu spéat"
betrachtet wird. In der Praxis der gqRT-PCR bedeutet dies, dass initial eine sehr geringe
Menge an Template-mRNA vorhanden war. Diese Gene wurden daher im humanen Material
nicht analysiert. Ebenso musste auf eine Untersuchung der Arc-Expression verzichtet werden,
da die Testung mehrerer Primerpaare stets (auch) unspezifische Produkte lieferte und die
Quantitat der Arc-mRNA somit nicht verléasslich bestimmt werden konnte.

Insgesamt wurden 46 Patienten in die Analyse einbezogen. Das durchschnittliche Alter der
Patienten in dem Kollektiv lag bei 44,7 Jahren (SD £ 17,5) und der Uberspannte Bereich
zwischen 18 und 82 Jahren. Das Kollektiv bestand aus 22 Frauen und 24 Mé&nnern. Die
Frauen hatten ein Durchschnittsalter von 42,6 Jahren (SD % 16,6; Minimum 18 Jahre,
Maximum 78 Jahre), die Manner von 46,6 Jahren (SD + 18,4; Minimum 21 Jahre, Maximum
82 Jahre). Beziiglich des Alters wurde zwischen den Geschlechtern mittels t-Test keine
signifikante Differenz festgestellt (t (44) = -770; p = 0,445).

Analog der Tierstudie wurde nach einmonatiger Venlafaxin-Einnahme in humanen
Leukozyten im Gesamtkollektiv fur Fos eine signifikant geringere Expression gefunden
(t (90) = 2,898; p =0,005; siehe Abbildung 10). Die Expressionsunterschiede von Duspl,
Mef2c und Nfil3 waren nicht signifikant ausgepragt. Der Vergleich der Expression in
Verbindung mit dem Serumsummenspiegel aktiver Substanz zum Zeitpunkt BE XX zeigte
eine signifikante Reduktion der Fos-Expression lediglich innerhalb des Subkollektivs mit
hoher Konzentration (t (72) = 2,620; p = 0,011; siehe Abbildung 11), nicht jedoch in dem
Subkollektiv der neun Patienten mit niedriger Konzentration (U = 25; Z =-1,369; p = 0,190).



In keinem Fall waren signifikante geschlechtsabhéngige Expressionsintensitaten innerhalb der
beiden Untersuchungszeitpunkte BE X und BE XX zu beobachten. Zwischen den Zeitpunkten
BE X und BE XX war fir Fos bei den Ménnern ein Trend zu Signifikanz zu verzeichnen
(t (46) = 1,865; p=0,070) wahrend die Herunterregulation bei den Frauen signifikant
ausgepragt war (t (42) = 2,577; p = 0,014).
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Abbildung 10: Vergleich der relativen Expression (y-Achse, mit Standardabweichung) der Gene Duspl, Fos,
Mef2c und Nfil3 in Leukozyten von weiblichen und méannlichen Patienten zu zwei Zeitpunkten
nach Beginn einer Venlafaxin-Pharmakotherapie: BE X 5 - 8 Tage nach Ersteinnahme,

BE XX 25 - 32 Tage nach Ersteinahme; n jeweils = 46; nach t-Test zu p = 0,05 signifikante
Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet
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Abbildung 11: Vergleich der relativen Expression (y-Achse, mit Standardabweichung) der Gene Duspl, Fos,
Mef2c und Nfil3 in Leukozyten von weiblichen und ménnlichen Patienten im Subkollektiv mit
hohem Serumsummenspiegel zum Zeitpunkt BE XX (VEN + ODV > 200 ng/ml) zu zwei
Zeitpunkten nach Beginn einer Venlafaxin-Pharmakotherapie: BE X 5 - 8 Tage nach
Ersteinnahme, BE XX 25 - 32 Tage nach Ersteinahme; n jeweils = 37;
nach t-Test zu p = 0,05 signifikante Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet



4. Pharmakogenetische Untersuchung am Menschen:

Assoziation von Genotyp, Serumkonzentration und Therapie-Antwort

4.1. Klinische Daten, Serumkonzentrationen und Genotypen sowie Komedikation innerhalb

des untersuchten Patientenkollektivs

In die Untersuchung wurden retro- und prospektiv insgesamt 56 Patienten eingeschlossen. Die
deskriptiven Daten des Kollektivs sind den Tabellen16 (klinische Daten), 17
(Serumkonzentrationen und Genotypen) und 18 (Komedikation) zu entnehmen.

n (gesamt) 56
n (weiblich / mannlich) 32 (57,1%) / 24 (42,9%)
Alter in Jahren £ SD; Bereich 41,57 +14,32;18-74
Diagnose depressive Stérung (unipolar) 41 (73,2%)

(ICD-10) |bipolare affektive Stérung 15 (26,8%)
CGlI-I n ("gutes Ansprechen™) 26 (46,4%)
(dichotomisiert) | n ("schlechtes Ansprechen™) 30 (53,6%)

Tabelle 16: deskriptive Statistik des Patienten-Kollektivs fiir die Untersuchung des Zusammenhanges von
VEN + ODV-Serumkonzentration, SLC6A2- und SLC6A4-Genotyp und Therapie-Effekt;
Angaben: absolute Anzahlen (n), Mittelwerte + Standardabweichung (SD), Bereich oder
prozentuale Anteile zu Geschlecht, Alter, Diagnose und dichotomisierten CGI-1-Werten

Insgesamt waren in etwa gleich haufig Frauen und Manner in dem untersuchten Kollektiv
vertreten und entsprechend der Epidemiologie ein gréRerer Prozentsatz der Patienten unipolar als
bipolar erkrankt. Nach 30 Tagen hatte ungeféahr die Halfte der Patienten ein gutes Ansprechen
auf die Therapie gezeigt.

Die Genotyp-Frequenzen von SLC6A2 (Gen des Noradrenalin-Transporters) und SLC6A4
(Gen des Serotonin-Transporters) befanden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p > 0,1).

Zwischen den Gruppen der Summenserumkonzentrationen an aktiver Substanz (niedrig, hoch,
supra-empfohlen) sowie den Genotypen (niedrig-exprimierend, hoch-exprimierend) wurden

keine signifikanten Unterschiede beziiglich der eingenommenen Komedikationen festgestellt.



tagliche Mittelwert (mg/d) £ SD; Bereich 233,04 + 75,58; 75 - 375
Venlafaxin- n (<150 mg/d) 16 (28,6%)

Dosis n (> 150 mg/d) 40 (71,4%)

Serum- Mittelwert (ng/ml) £ SD; Bereich 370,70 = 181,84; 103 - 862
summen- n (<200 ng/ml) "niedrig" 12 (21,4%)

konzentration

n (201 - 400 ng/ml) "hoch"

21 (37,5%)

(VEN + ODV) |n (> 400 ng/ml) "supra-empfohlen” 23 (41,1%)
SLCBA2 n (AA; "hoch-exprimierend") 26 (46,4%)
n (AT/TT; "niedrig-exprimierend") 30 (53,6%)
n (lala; "hoch-exprimierend") 14 (25,0%)
SLC6A4 N (lale / Il / sla / sl / ss;

"niedrig-exprimierend")

42 (75,0%)

Tabelle 17: deskriptive Statistik des Patienten-Kollektivs fur die Untersuchung des Zusammenhanges von
VEN + ODV-Serumkonzentration, SLC6A2- und SLC6A4-Genotyp und Therapie-Effekt;
Angaben: absolute Anzahlen (n), Mittelwerte + Standardabweichung (SD), Bereiche oder
prozentuale Anteile zu taglicher Venlafaxin-Dosis, gemessenen Summenserumkonzentrationen
sowie in "niedrig-" und "hoch-exprimierend" dichotomisierte SLC6A2- und SLC6A4-Genotypen

Antipsychotikum ja 24 (42,9%)
Komedikation (z.B. Quetiapin, Aripiprazol) nein 32 (57,1%)
neben Stimmungstabilisator ja 20 (35,7%)
Venlafaxin (z.B. Lamotrigin, Lithium) nein 36 (64,3%)
Benzodiazepin ja 19 (33,9%)
(z.B. Lorazepam) nein 37 (66,1%)
Diuretikum ja 12 (21,4%)
(z.B. Hydrochlorothiazid) nein 44 (78,6%)
. ja 5 (8,9%)
L-Thyroxin nein 51 (91,1%)
. ja 4 (7,1%)
orales Kontrazeptivum o 52 (92.9%)
R-Blocker ja 8 (14,3%)
(Metoprolol, Bisoprolol) nein 48 (85,7%)
Antidiabetikum ja 2 (3,6%)
(Metformin) nein 54 (96,4%)
Protonenpumpenhemmer ja 5 (8,9%)
(Pantoprazol) nein 51 (91,1%)
keine Komedikation 8 (14,29%)
. ja 10 (17,9%)
Nebenwirkungen oin 16 (82,1%)

Tabelle 18: deskriptive Statistik des Patienten-Kollektivs fur die Untersuchung des Zusammenhanges von
VEN + ODV-Serumkonzentration, SLC6A2- und SLC6A4-Genotyp und Therapie-Effekt;
Angaben: absolute Anzahlen und prozentuale Anteile zu den von den Patienten neben Venlafaxin
eingenommenen Komedikationen sowie der Haufigkeit beobachteter unerwiinschter Nebenwirkungen




4.2. Therapie-Antwort und SLC6A2- / Noradrenalin-Transportergen-Polymorphismus

Im Gesamtkollektiv der 56 Patienten waren keine signifikanten Assoziationen der
symptomatischen Veranderung (CGI-I, "gutes Ansprechen™ oder "schlechtes Ansprechen™) mit
dem Genotyp des SLC6A2 SNP 1528386840 (y>=0,249; df=1; p=0,618) oder der
Serumkonzentration aktiver Substanz (XZ =0,522; df = 2; p = 0,770) zu erkennen.

Auch in den drei nach Summenserumkonzentration aus Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin
stratifizierten Untergruppen mit niedrigen, hohen beziehungsweise supra-empfohlenen
Konzentrationen zeigte der SLC6A2-Polymorphismus rs28386840 keine signifikante Assoziation
mit der Veranderung der depressiven Symptomatik.

4.3. Therapie-Antwort und SLC6A4- / Serotonin-Transportergen-Polymorphismus

Der untersuchte Polymorphismus des flr den Serotonin-Transporter kondierenden Gens SLC6A4
war im Gesamtkollektiv signifikant mit dem Ansprechen assoziiert (x> = 4,691, df = 1, p =
0,030). Von 14 homozygoten Trégern des la-Allels, das heilt dem hochexprimierendem
Genotyp, zeigten lediglich drei (ca. 21 %) ein gutes Ansprechen, wohingegen bei den Tragern
niedrigexprimierender Genotypen gutes und schlechtes Ansprechen nahezu gleich verteilt

gefunden wurden (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: prozentuale Verteilung der SLC6A4-Expressionsaktivitat bei gutem beziehungsweise
schlechtem therapeutischem Ansprechen auf einmonatige Venlafaxin-Applikation
n (gesamt) = 56; p = 0,030



In den nach Serumkonzentration stratifizierten Unterkollektiven mit niedrigem und supra-
empfohlenem Spiegel war die Expressionsaktivitat nicht signifikant mit den dichotomisierten
CGlI-1-Werten assoziiert (siehe Tabelle 19).

Bei Patienten, die eine hohe Konzentration von Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin
aufgebaut hatten, war die Expressionsaktivitét signifikant mit der Therapie-Antwort assoziiert
(siehe Tabelle 19). So hatten samtliche funf Trager des homozygoten Ia-Allels ein schlechtes
Ansprechen gezeigt, wohingegen in der Gruppe der Trager mindestens eines niedrig-
exprimierenden Allels sowohl gutes als auch schlechtes therapeutisches Ansprechen bei etwa
der Halfte der Patienten zu beobachten war.

SLC6A4 niedrige SSK hohe SSK supra SSK
n 12 21 23

n (guter / schlechter Effekt) 517 9/12 12/11
lala n/ % (gut) 0/0,0% 0/0% 3/37,5%
(hochexprimierend) n/ % (schlecht) | 1/100,0% 5/100 % 5/62,5%
lalg / sla/sle/ ss n/ % (gut) 5/45,5% 9/56,3% 9/60,0 %
(niedrigexprimierend) | n/ % (schlecht) | 6 /54,5 % 7143,8% 6/40,0%
p (Exakter Test nach Fisher) 0,583 0,039* 0,278

Tabelle 19: deskriptive Statistik nach Kreuztabellenanalyse und Ergebnisse des Exakten Tests nach Fisher
in serumkonzentrationshasierten Subkollektiven (niedrige / hohe / supra-empfohlene Serum-
summenkonzentration, SSK) flir den Zusammenhang der SLC6A4-Expressionsaktivitét
mit dichotomisierten CGI-I1-Werten; gelistet sind die Umfange der Unterkollektive (n)

und Prozentangaben; * markiert Signifikanz zu p = 0,05




1V. Diskussion

1. Identifizierung potentieller genetischer Korrelate des antidepressiven Effektes von

Venlafaxin

Im Zuge einer antidepressiven Pharmakotherapie differentiell exprimierte Gene konnen
Hinweise auf physiologische Verénderung geben, die den gewiinschten Effekt auf klinischer
Ebene widerspiegeln beziehungsweise beinhalten. Aktuell géngige Antidepressiva (ben
pharmakodynamisch eine Wiederaufnahme-Inhibition der Monoamin-Neurotransmitter
Serotonin und / oder Noradrenalin aus und es wird davon ausgegangen, dass durch die
resultierende Intensivierung der transsynaptischen Kommunikation neuroplastische Prozesse
angestoen werden, die mit Remission einhergehen. Anhand des Monoamin-
Wiederaufnahme-Inhibitors Venlafaxin, einem erfolgreich eingesetzten Antidepressivum mit
"dosisabhédngig"” dualem Effekt, sollten Gene identifiziert werden, deren Produkte potentiell
Ziele fir neue Medikamente darstellen konnten. Ein direkter Eingriff in die antidepressive
Mechanik unter Umgehung des monoaminergen Transmissionsystems kénnte einen rascheren
und verlasslicheren Wirkungseintritt gewéhrleisten und somit die Effektivitat antidepressiver
Pharmakotherapie steigern.

Dieses Ziel wurde (ber zwei Ebenen verfolgt. Zundchst wurde Venlafaxin Uber einen
Zeitraum von einem Monat an Mduse gegeben und ihr Hippokampus, die Kontrollinstanz
zwischen externen Bedingungen und der Manifestierung von Lernverhalten sowie
emotionaler Interpretation per Microarray auf differentiell exprimierte Gene gescannt. Nach
Validierung ausgewahlter Kandidatengene mittels gRT-PCR wurden diese Gene in
Leukozyten von Patienten in Venlafaxin-Therapie auf differentielle Expression nach

einmonatiger Einnahme untersucht.

1.1. Venlafaxin- und O-Desmethylvenlafaxin-Konzentrationen im murinen Gehirn

DBA/2-Méuse hatten Uber einen Zeitraum von 30 Tagen drei unterschiedliche, tégliche
Mengen Venlafaxin Gber ihr Trinkwasser aufgenommen (Kontroll-, Niedrigdosis-,
Hochdosis-Gruppe).

Die Aufnahme der entsprechenden Mengen sollte durch Anpassung der Venlafaxin-
Konzentration im Trinkwasser der Tiere sichergestellt werden. Gewisse, statistisch nicht-

signifikante Schwankungen der taglich ingestierten VVolumina in den Verumgruppen waren zu



beobachten. Eine Quantifizierung der Trinkwasseraufnahme in der Kontrollgruppe wurde aus
6konomischem Grund nicht durchgefihrt, es darf jedoch davon ausgegangen werden, dass
auch in dieser Gruppe die taglich konsumierten Volumina nicht zu 100 % konstant und den
Verumgruppen vergleichbar waren. Die Etablierung eines steady state der Wirkstoffe Gber
den Applikationszeitraum konnte damit erfolgen.

Um zu verifizieren, dass die Wirksubstanzen das Zielorgan erreicht haben und die erwartete
differentielle Expression bestimmter Gene durch sie induziert ist, sollten mittels HPLC-FLD
ihre Gehalte in mehreren Hirnregionen quantifiziert werden. Zu erwarten wére eine relativ
homogene Verteilung von Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin zwischen den untersuchten
Arealen gewesen, wobei sich die cerebelldre Konzentration eventuell aufgrund geringerer
Zielstruktur-Dichte als niedriger hatte erweisen konnen als in Kortex und Hirnstamm
(Kornhuber et al., 1995; Smith et al., 1997; Kornhuber et al., 1999).

Die analog zu der fur die Bestimmung der Serumkonzentrationen eingesetzte analytische
Methodik ermdglichte jedoch eine Quantifizierung nicht. Zu den durch Reinsubstanz-
vermessung bestimmten Retentionszeiten von Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin waren
in den Gewebeproben Signale vorhanden, allerdings zeigten diese keinen plausiblen
Zusammenhang mit den applizierten Dosen. Insbesondere waren in den Kontrollproben
Signale vorhanden, obwohl keine Substanz appliziert worden war. Die Frage, worum es sich
bei den interferierenden Substanzen handelte und aus welchem Grund sie in offensichtlich
schwankenden Quantitaten in den Gewebehomogenisaten présent waren, konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht beantwortet werden. lhre Identifizierung hatte mittels praparativer HPLC
und anschlielender massenspektrometrischer Analyse, gefolgt von einer Datenbank-
Recherche und abschliefender Identitatsbestatigung durch Vermessung entsprechender
Referenz-Reinsubstanzen erfolgen missen. Eine Mdoglichkeit, um in zukinftigen,
vergleichbaren Ansétzen eine Quantifizierung durchfiihren zu kénnen, kénnte eine Extraktion
und in Folge Aufreinigung und Konzentrierung der Analyten bieten. Dies kdnnte durch einen
a priori Einsatz sensitiverer und vor allem spezifischerer Detektionsmethoden, beispielsweise

Massenspektrometrie, unterstiitzt werden (Karlsson et al., 2010; Karlsson et al., 2011).
1.2. Monoamin-Neurotransmitter-Konzentrationen im murinen Gehirn
Die HPLC-ECD-Messungen umfassten Noradrenalin und dessen Metabolit 3-Methoxy-4-

Hydroxyphenylglycol (MHPG), Dopamin und seine Metaboliten 3,4-Dihydroxy-Phenylacetat

(DOPAC) und Homovanillinsdure (HVA) sowie Serotonin und dessen Metabolit



5-Hydroxyindol-Essigsdure (5-HIAA). Bestimmt wurden die Gesamtgehalte (intra-
+ extrazellular) der Substanzen in den entsprechenden Gewebeproben.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Applikation unterschiedlicher
Venlafaxin-Dosen insbesondere einen Effekt auf die Gehalte von Serotonin und dessen
Metabolit 5-HIAA in allen drei untersuchten Hirnregionen hatte. Im Hirnstamm, dem Ort der
primaren Synthese von Serotonin ist ein Dosis-Wirkungseffekt zu erkennen. Der
Noradrenalin-Metabolit MHPG zeigte sich im Cerebellum differentiell reguliert. Das
dopaminerge System wurde nicht moduliert.

Die Konzentration der Wirksubstanzen im Gehirn hatte nicht bestimmt werden kdnnen, ein
noradrenerger Effekt und noch mehr ein dopaminerger Effekt bedingen jedoch eine deutlich
héhere Konzentration an Venlafaxin. Eventuell liegt hierin der Grund fur die beobachtete
Diskrepanz.

Die Verdnderungen der Konzentrationen an Serotonin und Noradrenalin sowie ihrer
Metaboliten in den drei Dosisgruppen lassen einen indirekten Rickschluss auf eine Aktivitét
von Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin in den Gehirnen der Versuchstiere zu. Einfluss
auf die Monoamin-Gehalte durch Venlafaxin-Applikation war bereits in vorhergegangenen
Studien nachgewiesen worden (zum Beispiel Muneoka et al., 2009), Unterschiede in
Applikationsdauer und Spezies begrenzen jedoch eine vergleichende Interpretation der
Quantitaten. Die beobachteten Veranderungen lassen trotz nicht messbarer Spiegel an
Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin im Gehirngewebe den Schluss zu, dass diese
zumindest so hoch waren, dass das serotonerge System und in einem geringen Mal3 auch das
noradrenerge System beeinflusst worden sind. Damit Gbereinstimmend ist auch der Befund,
dass in der Niedrigdosisgruppe lediglich 28 Gene, in der Hochdosisgruppe jedoch 122 Gene
als signifikant differentiell exprimiert im Vergleich zu der Kontrollgruppe gefunden worden

waren.

1.3. Genexpression im murinen Hippokampus

Ziel der Genexpressionsstudie an Mausen war es, im Hippokampus Gene zu identifizieren die
nach chronischer Applikation des sSNRI Venlafaxin in verschiedenen Dosierungen eine
differentielle Expression aufweisen. Dosisabhéngige Variationen auf Transkriptomebene
kénnen Hinweise auf mdgliche mechanistische Effekte chronischer Applikation des
Psychopharmakons geben. In zahlreichen Untersuchungen waren diverse Zielstrukturen von

psychotropen Substanzen identifiziert worden. Es wurde gezeigt, dass verschiedene



Substanzen, die in der Therapie der Depression eingesetzt werden, einen therapeutischen
Effekt Uber verschiedene Mechanismen entfalten konnen.

Im Rahmen der Tierstudie wurde zundchst das hippokampale Transkriptom der Mé&use nach
30tégiger Venlafaxin-Aufnahme hypothesenfrei mittels Microarray auf differentiell
exprimierte Gene gescannt. AnschlieRend sollten ausgewahlte differentiell exprimierte Gene
per qRT-PCR-Analyse bezlglich des Grades der Expressionsdifferenzen validiert werden.

1.3.1. Microarray Expressionsanalyse

Venlafaxin fiihrt beim Menschen im klinischen Idealfall nach zwei- bis vierwdchiger
Applikation zum Eintreten des gewunschten antidepressiven Effektes, sodass angenommen
werden muss, dass in diesem Zeitraum physiologische Verénderungen vonstatten gehen. Es
ist somit davon auszugehen, dass mit der Untersuchung nach 30 Tagen alle klinisch
relevanten Veranderungen detektiert wurden. Dabei féllt auf, dass sich unter den differentiell
exprimierten Genen keine direkt und exklusiv mit dem serotonergen beziehungsweise
noradrenergen Transmissionssystem assoziierten Gene befinden, sondern Gene, die nicht

unmittelbar zu diesen Systemen gehdren und damit in der Tat neue Ansatze er6ffnen konnten.

1.3.2. gqRT-PCR Expressionsanalyse

Venlafaxin induziert bei chronischer Applikation unter anderem eine Expressionsregulation
von Genen, deren Proteinprodukte in vorangegangenen Studien als Faktoren neuronaler
Aktivitat und Plastizitdt beziehungsweise von Gedéchtnisbildung und Lernverhalten
identifiziert worden waren.

Die Expression von Arc wird durch synaptische Aktivitat induziert, es handelt sich um ein
neuronales "early response gene™ (Fosnaugh et al., 1995). Arc wurde als Regulator des Notch-
Pathways identifiziert, welcher beteiligt ist an neuronaler Differenzierung und Plastizitét
(Alberi et al., 2011). Arc-knock-out (ko)-Mause zeigen eine im Vergleich zu Wildtyp (wt)-
Mausen reduzierte Gesamtzahl an dendritischen Dornfortsatzen (Peebles et al., 2010) und
erwiesen sich in verschiedenen Lernparadigmen als unfahig zu der Konsolidierung von neuen
Inhalten im Langzeitgedéchtnis (Plath et al., 2006).

In einer Tierstudie lieBen Mause, in deren Hippokampus Duspl Uberexprimiert worden war,
depressions-dhnliches Verhalten erkennen. In Maé&usen, deren hippokampale Duspl-

Expression nach "chronischem unvorhersehbaren Stress" (“chronic unpredictable stress”,



CUS), einem Depressionsmodel, als erhoht gefunden worden war, reduzierte chronische
Fluoxetin-Applikation sowohl das depressions-dhnliche Verhalten als auch die Duspl-
Expression (Duric et al., 2010). Diese Befunde assoziieren Duspl direkt mit depressiver
Erkrankung und die Expressionsreduktion mit Remission.

Egr2 kodiert fur einen Zink-Finger-Wachstumsfaktor, der Teil von zellularen Prolifera-
tionsvorgédngen ist (Joseph et al., 1988). Hippokampal fanden sich nach LTP-induzierender
Stimulation deutlich erhthte Gehalte an Egr2-mRNA und deutlich sowie langanhaltend des
translatierten Proteins (Williams et al., 1995). Untersuchungen an adulten Mé&usen mit
konditional-neuronalem Egr2-ko im Vorderhirn mittels Verhaltens-, Gedachtnis- und Lern-
paradigmen lieBen keine negativen Auswirkung im Vergleich zu den Kontrolltieren erkennen.
Vielmehr zeigten die ko-Mé&use schnelleres motorisches Lernen und verbessertes
Wiedererkennungsvermdgen (Poirier et al., 2007).

Der Transkriptionsfaktor Mef2c ist ,,downstream target* des MAP-Kinase Signalweges (Han
et al., 1997). Im ZNS und speziell im Hippokampus reguliert Mef2c die Morphogenese von
Dendriten, die Differenzierung post-synaptischer Strukturen und die Zahl exzitatorischer
Synapsen. Vor diesem Hintergrund konnte in Nagetieren gezeigt werden, dass es an Lern-
vorgéangen und der Ausbildung von Gedéachtnis beteiligt ist (Barbosa et al., 2008; Flavell et
al., 2008; Li et al., 2008; Akhtar et al., 2012). Mef2c wurde als ein Induktor von BDNF
identifiziert (Lyons et al., 2012).

Der Transkriptionsfaktor Nfil3 wurde urspringlich als exklusiv in T-Zellen exprimiert
angesehen, mittlerweile ist nachgewiesen worden, dass Nfil3 auch neuronal exprimiert wird
und dort wéhrend regenerativer Prozesse beziehungsweise neuroprotektiv aktiv st
(MacGillavry et al.,, 2009; Tamai et al., 2013). Des Weiteren wurde Nfil3 als
Transkriptionsfaktor identifiziert, der an der Ausbildung circadianer Rhythmen im
Zusammenspiel mit zahlreichen weiteren Faktoren beteiligt ist (Mitsui et al., 2001; Ueda et
al., 2005; Ohno et al., 2007). Abnorme circadiane Rhythmen wurden mit depressiver
Symptomatik assoziiert. Nach Nfil3-Uberexpression wurde eine im Vergleich zum Wildtyp
verkirzte circadiane Periodik beobachtet (Yamajuku et al., 2011).

Das ,,immediate-early gene*“ (IEG) Nr4al kodiert fUr einen Transkriptionsfaktor, der die
Transkription zahlreicher metabolismus-assoziierter Gene in verschiedenen Geweben
(Muskulatur, Fettgewebe, Herz, Gehirn, Leber) induzieren und damit Einfluss auf
metabolische Funktionen austiben kann (Pearen und Muscat, 2010). Nrdal, ein sogenannter
"orphan"-Rezeptor, ist ohne gebundenen Liganden aktiv (Zhao und Bruemmer, 2010). Eine

Transkriptionsinduktion wurde nach Aktivierung membranstéandiger Serotonin-Rezeptoren



beobachtet (Gervais et al., 1999), sodass die Intensivierung der Transmission uber diesen
indirekten Mechanismus das Potential besitzt, Physiologie und Metabolismus von
serotonergen Neuronen zu beeinflussen. Die Induktion durch "nerve growth factor" (Fahrner
et al., 1990) weist auf eine Beteiligung an physiologischen Vorgangen im Zusammenhang mit
neuronaler Differenzierung, Regenerierung sowie enzymatischer Neurotransmitter-Synthese
hin (Thoenen et al., 1981; Yankner und Shooter, 1982; Heumann et al., 1987).

Das IEG Fos kodiert fur eine Transkriptionsfaktor-Untereinheit, es ist beteiligt an der
Umsetzung synaptischer Plastizitdat und kann damit eine Rolle bei Lernvorgéngen sowie
Gedéachtnisbildung spielen (Greenberg und Ziff, 1984; Morgan und Curran, 1991; Yasoshima
et al., 2006; Kemp et al., 2013). Fos verbindet sich dazu mit Jun und dieses Heterodimer
besitzt im Gegensatz zu Fos-Monomeren hohe und spezifische DNA-Sequenz-Affinitat (Chiu
et al., 1988; Halazonetis et al., 1988).

Aufgrund der unterstitzenden Datenlage aus der Literatur wurden daher diese Gene aus den
im Microarray signifikant reguliert gefundenen Genen fiir eine Replikation mittels gRT-PCR
ausgewadhlt.

Die durch Microarray-Analyse identifizierten Kandidatengene, die flr die Validierung per
gRT-PCR gewahlt wurden, hatten durch Venlafaxin-Applikation sdémtlich eine signifikant
geringere Expression in den Verumgruppen im Vergleich zu der Kontrollgruppe gezeigt. Die
gRT-PCR-Analysen bestétigten dies fir Egr2, Fos, Nrdal und Arc. Fir Duspl und Nfil3 lieR
die Validierung eine Signifikanz nur im Vergleich zwischen Kontroll- und Niedrig-
dosisgruppe erkennen, nicht jedoch fir die Hochdosisgruppe. Die Expression von Camk2d
und Prkacb war laut gRT-PCR nicht differentiell. Mef2c zeigte im Gegensatz zu der
Microarray-Analyse in den beiden Verumgruppen jeweils eine signifikante Induktion der
Expression.

Die beobachteten Diskrepanzen sind mdglicherweise auf die unterschiedlichen
Normalisierungsmethoden in den beiden Messungen zurtickzufiihren, bei denen die Abundanz
verschiedener Referenz-Transkripte zugrunde gelegt wurde.

In den humanen Untersuchungen wurden nur Transkripte analysiert, bei denen auch per qRT-

PCR eine differentielle Expression gefunden worden war.

Eine Limitation der Untersuchung ist, dass die in der Studie verwendeten Méause des DBA/2-
Stammes nicht als Depressionsmodell gelten. Da der Vergleich der unterschiedlich mit
Venlafaxin behandelten Tiere innerhalb dieses Stammes und nicht zwischen einem

Depressionsmodell und einem wildtypischen Stamm durchgefuhrt wurde, resultieren die



Befunde aus rein pharmakodynamischen Vorgéangen. In weiterflihrenden Untersuchungen
konnte bei einer identischen Anzahl von DBA/2-Mausen beispielsweise durch Anwendung
eines chronischen moderaten Stressors (“chronic mild stress"-Paradigma) ein depressions-
ahnliches Verhalten induziert werden, um dann nach anschlieRender identischer
pharmakologischer Behandlung eine Expressionsanalyse durchzufiihren.

In diesem Kontext kénnten dann auch vergleichende Verhaltensversuche bezlglich eines
antidepressivum-&hnlichen Effektes durchgefuhrt werden. Damit konnte beurteilt werden, ob
die applizierten Venlafaxin-Dosen und die beobachtete differentielle Genexpression mit
unterschiedlichem Verhalten in Verbindungen stehen.

1.4. Genexpression in humanen Leukozyten

Aufbauend auf den Resultaten der Tierstudie wurden analog in humanen Leukozyten die als
differentiell exprimiert identifizierten Gene mittels qRT-PCR analysiert. Erfolgreich durch-
gefuhrt werden konnte diese Untersuchung flr die Gene Duspl, Fos, Mef2c und Nfil3.

Egr2 und Nr4al lieen insgesamt und vermutlich gewebespezifisch eine sehr geringe
Expression erkennen. Praktisch gesprochen lag in den RNA-Extrakten aus Leukozyten eine
derart geringe Menge an Egr2- und Nr4al-Transkript als Template vor, dass die Analysen
beziehungsweise deren potentielle Ergebnisse auf der Basis praktischer Erfahrung von
vornherein als unreliabel eingestuft werden mussten und deshalb nicht durchgefihrt wurden.
MaRstab hierfir war die Begutachtung der Amplifikationskurven im Zuge der

Primervalidierung an einer reprasentativen Probenauswahl.

Duspl und Mef2c zeigten der Tierstudie entsprechend eine Reduktion beziehungsweise
Induktion der Expression, die Differenzen fielen jedoch gering aus. Bei Nfil3 war nach
einmonatiger Venlafaxin-Einnahme im Gegensatz zur Tierstudie eher eine Induktion zu
beobachten. Die Unterschiede zu den Ergebnissen der Tierstudie kénnen sich mit den
verschiedenen Organismen begriinden lassen, aus denen die Proben stammten. Auch wurden
unterschiedliche Gewebe analysiert. Im Fall der Tierstudie wurde das genuine Zielorgan

untersucht, im Fall der Humanstudie das genuine Objekt.

Fur Fos konnte im Gesamtkollektiv eine signifikante Herunterregulation der Expressionsrate
ermittelt werden. Diese geringere Fos-Expression nach Venlafaxin-Applikation Gber einen

Zeitraum von einem Monat zeigt Ubereinstimmung mit dem Resultat der Tierstudie.



Bezlglich der Expressionsuntersuchungen ist somit die differentielle Expression des IEG Fos
als primérer Befund zu betrachten. Sowohl im murinen als auch im humanen Organismus
wurde nach einmonatiger Venlafaxin-Exposition eine signifikant reduzierte Fos-mRNA-
Menge nachgewiesen, wodurch ein Hinweis auf die besondere Rolle dieses Gens
beziehungsweise seines Translationsproduktes im Zusammenhang mit der Wirkung von
Venlafaxin gewonnen werden konnte.

Hinweise flr eine Rolle von Fos bei der Entstehung und der Remission depressiver
Symptomatik ergeben sich aus Tierstudien. Eine Fos-modulierte aktivitatsabhdngige BDNF-
Induktion (Dong et al., 2006) lasst auf sowohl direkte als auch indirekte Beteiligung an

Prozessen neuronaler Funktionen schlieRen.

In zwei Verhaltensparadigmen war zu beobachten, dass Fos-ko-Ma&use im Vergleich zu
Kontrolltieren komplexe Aufgaben rdumlicher Orientierung (Morris water maze) schwerlich
meistern, dass einfache Lernvorgédnge (rechts / links in einem T-maze) jedoch nicht betroffen
sind (Paylor et al., 1994). Hippokampaler Fos-ko resultierte in weiblichen Mdausen in
reduziertem Angstverhalten im "elevated-plus maze", wohingegen bei mannlichen Mdusen
keine signifikante Differenz zu den Kontrolltieren zu beobachten war. Ebenso fand sich bei
weiblichen Fos-ko-Méusen im Vergleich zu weiblichen wt-Tieren eine raschere Gewéhnung
an einen taglich Uber 22 aufeinanderfolgende Tage auferlegten “restraint-stress”
(Immobilisierung). Dieser war anhand der Glucocorticoid-Blutkonzentration quantifiziert
worden. Ménnliche wt- und Fos-ko-Mé&use lieBen keine unterschiedliche Habituation
erkennen (McQuade et al., 2006). Es scheint also das Geschlecht zumindest bei den
untersuchten Mausen einen Einfluss auf die induzierten Vorgange zu haben. Beide Befunde
mit erhéhter Resilienz unter Fos-Expressionsreduktion sind in guter Ubereinstimmung mit der
Beobachtung, dass Fos unter Antidepressiva-Therapie verhaltensregulierend wirkt. Auch der

Geschlechtseffekt wurde in der gleichen Richtung beobachtet.

Eine Studie, in der Ratten (Geschlecht nicht angegeben) postnatal Giber einen Monat téglich
einem "maternal separation"-Paradigma unterzogen wurden, zeigte, dass diese Tiere im
Vergleich zu jenen der Kontrollgruppe eine signifikant reduzierte Fos-Expression im
Hippokampus sowie depressions-ahnliches Verhalten im FST aufweisen. Sowohl die orale
Gabe des sSRI Fluoxetin als auch 30-min(tiges tagliches Laufband-"Training" an den letzten
zehn Tagen des Experimentes fuhrte zu einer Normalisierung der Fos-Expression und auch

des depressions-ahnlichen Verhaltens (Park et al., 2013). Dieser Befund steht im Kontrast zu



den Beobachtungen bei den im vorherigen Abschnitt beschrieben Mé&usen. Mdgliche
Erklarungen sind die Unterschiede bei den Spezies, den verwendeten Paradigmen und den

eingesetzten Substanzen.

Alle 46 Patienten der Expressionsstudie hatten Venlafaxin eingenommen und 95 % zeigten
laut CGI-1-Beurteilung durch den behandelnden Psychiater nach vierwochiger Einnahme eine
Verbesserung der Symptomatik (“wenig besser" bis "sehr viel besser"). Die Patienten hatten
Venlafaxin in unterschiedlichen Dosierungen erhalten und présentierten ein breites Spektrum
an Serumkonzentrationen, es muss jedoch davon ausgegangen werden, dass im Lauf der
Venlafaxin-Therapie Uber einen Monat eine Dosis- beziehungsweise Serumspiegeltitration
anhand der TDM-Analysen beziiglich optimaler Wirkung erfolgt war. Da die Untersuchung in
einem klinischen Milieu unter naturalistischen Bedingungen durchgefiihrt wurde, ist von
zahlreichen Faktoren (Komedikation, Lebenswandel des Individuums) neben Venlafaxin
auszugehen, die sich auf die Genexpression auswirken konnten. Es darf als hochst-
wahrscheinlich angenommen werden, dass bei keinen zwei Patienten des Kollektivs
identische Voraussetzungen beziehungsweise identische zusétzliche Einflussfaktoren
vorlagen. Trotz dieser Einschrankungen wurde Fos als signifikant differentiell exprimiert
identifiziert, was auf seine Bedeutsamkeit flr den Venlafaxin-Effekt hinweist.

Eine Unterteilung der Patienten nach Serumkonzentrationen lieR nur fir hohe Spiegel eine
signifikante Verringerung der Fos-Expression erkennen. Das Ausbleiben eines solchen
Resultates bei den Patienten mit niedrigen Spiegeln kann allerdings auch auf die geringe
GruppengroRe bei gleichzeitg ausgepragten Standardabweichungen zurtickzufiihren sein.

Die Untersuchung der relativen Expression in Abhangigkeit von dem dichotomisierten
Therapie-Effekt lieR flr keines der untersuchten Gene signifikante Differenzen erkennen.
Allerdings war die Fos-Expression bei Patienten mit gutem Ansprechen etwas geringer als bei
Patienten mit schlechtem Ansprechen. Auch dieser Befund weist auf eine Bedeutung der Fos-

Expression flr den Venlafaxin-Effekt hin.

Aufbauend auf den hiesigen Befunden konnten als weitere Schritte Protein-Quantifizierung
und Aktivitatsassays in Betracht gezogen werden, um die Auswirkung reduzierter Expression
auf funktionaler Ebene zu untersuchen. Die neuronale Interaktion, die durch die
Wiederaufnahme-Inhibition an der Synapse zumindest initial beeinflusst wird und die als
essentiell fur einen antidepressiven Effekt angesehen wird, ist an Leukozyten nicht gegeben.

Allerdings ist Serotonin als Immunmodulator bekannt und bei depressiven Patienten wurden



deutlich geringere Serotonin-Konzentrationen als bei Kontrollpersonen nachgewiesen (Li et
al., 2010; Martino et al., 2012). Depressive Symptomatik war mit Verdnderungen der
Aktivitdt des Immunsystems assoziiert worden. Als diskutabel ist anzusehen, ob eine
Blockade der Serotonin-Aufnahme in periphere Immunzellen direkt zu einer Normalisierung
von Cytokin-Konzentrationen beitrdgt und Fos in diese Vorgdnge involviert ist. Es ist
bekannt, dass Venlafaxin-Applikation einen reduzierenden Einfluss auf die Cytokin-
Konzentrationen des Blutes ausubt (Kubera et al., 2001; Vollmar et al., 2008; Vollmar et al.,
2009). Dies konnte durch Fos-Reduktion vermittelt und damit ein spezifischer Ausgangspunkt

fur weiterfiihrende, funktionelle Untersuchungen beim Menschen sein.

Ziel der hiesigen Untersuchung war neben der Grundlagenforschung zum Wirkmechanismus
von Venlafaxin die Schaffung von Ansétzen fur die Entwicklung neuer Antidepressiva. Die
ubiquitdre Prasenz und Aktivitat von Fos l&sst es allerdings fraglich erscheinen, dass gezielte
pharmazeutische Herunterregulation der Fos-Aktivitat praktikabel ist.

Weiterfuhrende Untersuchungen sollten daher primar andere im Microarray differentiell
reguliert gefundene Gene im Hinblick auf ihre Relevanz beim Menschen zum Inhalt haben.
Immerhin waren in der Microarray-Analyse mehr als 120 Gene als differentiell exprimiert

identifiziert worden, von denen bisher nur neun weiter untersucht worden sind.



2. Personalisierte Pharmakotherapie mit VVenlafaxin

Die Untersuchung konnte keine Assoziation des im Promotorbereich des Noradrenalin-
Transportergens (SLC6A2) liegenden SNP rs28386840 mit der Therapie-Antwort feststellen.
Auch in den nach Serumkonzentration an aktiver Substanz stratifizierten Untergruppen war
ein Effekt nicht zu finden. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass rs28386840 keinen
Einfluss auf die Therapie-Antwort bei Venlafaxin hat. Ein vergleichbares Resultat erzielte
eine im Jahr 2010 von Baffa et al. durchgefuhrte Studie, in der rs28386840 in Klinisch-
naturalistischem Design bezuglich seiner Assoziation mit dem therapeutischen Effekt unter-
sucht worden war. Die Patienten dieser Stichprobe waren allerdings mit diversen
Antidepressiva behandelt worden.

Jeweils etwa 50 % der hier untersuchten Patienten waren Trdger des zu hoher
beziehungsweise niedriger prasynaptischer Noradrenalin-Transporter-Dichte fiihrenden
Genotyps. Nahezu 80 % der Patienten hatten einen hohen oder supra-empfohlenen
Serumspiegel aus Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin. Es kann daher angenommen
werden, dass zumindest bei einem grof3en Teil der Patienten die noradrenerge Komponente
zum Tragen kam. Daher hatte ein Effekt von rs28386840 nachweisbar sein sollen.

Die Genotypisierung von rs28386840 scheint folglich nicht hilfreich fir eine

Therapiesteuerung.

Im Gegensatz dazu war der untersuchte SLC6A4-Polymorphismus mit dem Ansprechen auf
Venlafaxin assoziiert. Trager des hochexprimierenden Genotyps lala zeigten signifikant
haufiger ein schlechtes Ansprechen. Dies war im Gesamtkollektiv sowie in dem Subkollektiv
der Patienten mit hoher Konzentration aktiver Substanzen nachzuweisen. Bei Patienten mit
niedrigem Spiegel und jenseits der empfohlenen Konzentration besteht scheinbar kein
Einfluss des Polymorphismus, da sowohl bei niedrig- als auch hochexprimierenden
Genotypen gute und schlechte Therapie-Antwort in nahezu gleich ausgepragten Anteilen zu

verzeichnen waren.

Neben dem angesichts der prinzipiell mdglichen Einflussfaktoren auf Erfolg einer anti-
depressiven Therapie geringen Umfang der untersuchten Stichprobe, der deren Einbeziehung
in die statistische Analyse nicht erlaubte, missen einige weitere Einschrankungen der

Aussagekraft dieser Befunde erwahnt werden.



Die zur Evaluierung der symptomatischen Verénderung genutzte CGI-I1-Skala ermdglicht eine
rasche und effiziente Erfassung dieses Parameters, gleichzeitig aber sind mit ihr einige
Einschrankungen verbunden. Die sechs aussagekraftigen Klassifikationen ermdglichen keine
tiefergehende Unterscheidung psychopathologischer Veranderung. Allerdings konnten Jiang
und Ahmed (2009) zeigen, dass zwischen der CGI-I-Skala und differenzierenderen
Evaluierungsinstrumenten wie der Hamilton Rating Scale for Depression (HAM-D) oder der
Montgomery Asberg Depression Rating Scale (MADRS) zu allen verglichenen Zeitpunkten
einer Venlafaxin-Pharmakotherapie signifikante Korrelation besteht. Die CGI-1-Skala erfasst
den Gesamtzustand des Patienten ("Global Impression™), sodass die Beurteilung nicht
exklusiv auf den Effekt einer einzelnen therapeutischen Intervention bezogen werden kann.
Die primére Diagnose depressiver Symptome und die alleinige Verwendung von Venlafaxin
in der antidepressiven Pharmakotherapie richten die CGI-1-Skala jedoch auf diese Parameter
aus. Die Beurteilung der Patienten oblag mehreren Psychiatern beziehungsweise Arzten und
diese wurden nicht explizit bezuglich der Konformitét ihrer Beurteilungen geschult oder
gepruft. Da allerdings lediglich sechs aussagekréftige Kategorien zur Verfigung standen und
insbesondere durch Dichotomisierung in gutes oder schlechtes Ansprechen diametrale
Kategorien geschaffen wurden, durfen diese limitierenden Faktoren als entschérft angesehen
werden.

Als weitere Limitation bei der Evaluierung des therapeutischen Effektes in Bezug auf
Venlafaxin ist die groRenteils polypharmazeutische Behandlung der Patienten zu erwéhnen. In
Abhangigkeit von ihrem Alter beziehungsweise ihren Komorbiditaten nahmen die Patienten
in unterschiedlichen Dosierungen und Kombinationen weitere, teils auch psychotrope
Medikamente wie Stimmungsstabilisierer und Antipsychotika zur Augmentation ein, die den
klinischen Effekt moduliert haben kdnnen. Allerdings fanden sich zwischen den Genotyp-
Gruppen keine signifikanten Unterschiede. Periphere Arzneimittelinteraktionen oder
Phanokonversionsphanomene kénnen durch die Verwendung der Serumkonzentrationen von

Venlafaxin und O-Desmethylvenlafaxin als ausgeglichen gelten.

Der Befund einer in lala-Trégern geringeren Reduktion der depressiven Symptomatik ist
diskrepant zu einem Grofiteil der Ergebnisse bisheriger Therapie-Studien, allerdings weisen
diese zahlreiche Unterschiede zu der hiesigen auf. Speziell die Verwendung von
Serumkonzentrationen anstatt der Dosierung darf als wichtige Innovation gelten und wurde

nur in einzelnen vorherigen Untersuchungen herangezogen.



Allgemein wird angenommen, dass sich hohere Serumkonzentrationen aktiver Substanz (bei
Vermeidung unerwunschter Nebenwirkungen) ginstiger auf den Therapie-Effekt auswirken
(Gex-Fabry et al., 2004; Haji et al., 2011). Allerdings wurden bei Patienten, die einen
gewdlnschten therapeutischen Effekt zeigten, Venlafaxin-Serumspiegel zwischen 25 und
400 ng / ml gemessen, wodurch eine beachtliche effektive Breite demonstriert wird (Charlier
et al., 2000) und was wiederum ein Hinweis auf andere, eventuell pharmakogenetische
Faktoren von Relevanz ist.

In Studien zum Einfluss des 5-HTTLPR auf den therapeutischen Effekt von Antidepressiva
kamen diverse sSRIs zum Einsatz. Zahlreiche Ergebnisse schreiben dem hetero- oder
homozygoten Tragen des |- beziehungsweise Ia-Allels besseres Ansprechen im Vergleich zu
den ubrigen Genotypen zu (Pollock et al., 2000; Zanardi et al., 2001; Arias et al., 2003;
Bozina et al., 2008; Illi et al., 2010). Andere Arbeitsgruppen wiederum berichten keinen
Zusammenhang zwischen Genotyp und Therapie-Antwort (Kirchheiner et al., 2007; Hu et al.,
2007; Kraft et al., 2007; Dogan et al., 2008; Baffa et al., 2010). Eine Metaanlyse von 15
Studien mit insgesamt 1435 Patienten in sSRI-Pharmakotherapie offenbarte eine signifikant
geringere Remissionsrate bei Vorliegen des homozygoten s-Allels sowie bei homo- und
heterozygoten s-Allel-Trégern eine geringere Wahrscheinlichkeit fur ein grundsétzliches
Ansprechen im Sinne eines therapeutischen Effektes (Serretti et al., 2007). Diese Metaanalyse
berticksichtigte allerdings den SNP rs25531 nicht.

Einige andere Studien berichten allerdings einen positiven Effekt des niedrig-exprimierenden
s-Allels auf die angestrebte therapeutische Antwort von sSRIs. In einem Kollektiv von
Européern ("Caucasians™) waren nach chronischer sSRI-Applikation positive Therapie-
Antwort und Remission signifikant haufiger bei homozygoten s-Allel-Trégern zu verzeichnen
als bei heterozygoten s-Allel-Tréagern und homozygoten I-Allel-Tragern (Wilkie et al., 2009).
Koreanische Patienten zeigten signifikant hohere Response-Raten, sofern sie homo- oder
heterozygot Tréger des s-Allels waren (Won et al., 2012).

Eine Untersuchung der Auswirkung des 5-HTTLPR auf den Effekt einer antidepressiven
Kurzzeit-Behandlung mit Venlafaxin in einem asiatischen Patientenkollektiv assoziierte das
I-Allel mit besserem Ansprechen (Lee et al., 2010). Diese Untersuchung beinhaltete allerdings
weder Serumkonzentrationen noch rs25531.

Lediglich eine weitere Studie konnte identifiziert werden in der ein grob-vergleichbares
Prozedere verfolgt wurde (Dreimdiller et al., 2011). Die Resultate der beiden Untersuchungen
sind nicht einheitlich. Dreimuller et al. hatten gezeigt, dass das Ia-Allel in Verbindung mit

einem hohen sSRI-Serumspiegel eine erwinschte Therapie-Antwort beginstigt. Die Studie



von Dreimiller et al. weist allerdings mehrere methodische Unterschiede zu der hiesigen auf.
Ein Klinisches Design wurde verwendet, jedoch Patienten mit bipolarer affektiver
Symptomatik nicht eingeschlossen. Die Symptom-Evaluierung wurde wochentlich tiber einen
Zeitraum von finf Wochen mittels HAM-D durchgefuhrt. Dreimller et al. untersuchten drei
positive Kategorien (leichte Verbesserung der Symptomatik, "improvers"; ausgepragte
positive therapeutische Antwort, "responders”; Remission, "remitters”), wohingegen hier auf
die diametralen Kategorien "gutes Ansprechen” oder "schlechtes Ansprechen™ fokussiert
wurde. Die Feststellung der symptomatischen Verédnderung und die Quantifizierung der
Serumkonzentration waren fur die vorliegende Arbeit synchron erfolgt, bei Dreimiller et al.
jedoch wurde der Spiegel nach zweiwdchiger Therapie gemessen und unter der Annahme,
dass bei gleichbleibender Dosierung keine Konzentrationsveranderungen auftreten, fur die
statistische Analyse mit den HAM-D-Resultaten nach fiinfwdchiger Therapie kombiniert.
Statt einer Beschrankung auf ein Medikament (hier: Venlafaxin) hatten die Patienten bei
Dreimuller et al. verschiedene sSRIs erhalten. Das fiir Citalopram stratifizierte Unterkollektiv,
bei dem das zur vorliegenden Untersuchung kontrare Ergebnis erhalten wurde, umfasste 36
Patienten. Auch die Aufbereitung der genetischen Daten fiir die statistische Analyse weist
einen gravierenden Unterschied auf. Wéhrend in der vorliegenden Arbeit die diploiden
Genotypen in den resultierenden Phénotyp umgeformt wurden, hatten Dreimiller et al. eine
Spaltung der Genotypen in Einzelallele vorgenommen. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass trotz sehr &hnlicher Fragestellung ein direkter Vergleich der Resultate aufgrund
deutlicher methodischer Diskrepanzen unter grundsatzlichem Vorbehalt betrachtet werden
muss.

Als interessantester Befund in Verbindung mit der hier durchgefiihrten pharmakogenetischen
Untersuchung darf eine Studie der Arbeitsgruppe um Reimherr aus dem Jahr 2010 gelten.
Patienten, deren depressive Symptomatik anhand der HAM-D-Skala als schwer evaluiert
worden war, erhielten zundchst tber acht Wochen eine Pharmakotherapie mit klinisch
ublichen Dosierungen des sSRIs Sertralin. Bei per definitionem vorliegender Therapie-
Resistenz, gemessen anhand der HAM-D-Punktezahl-Reduktion nach acht Wochen, wurde
diesen Patienten in einem randomisierten und doppelt-verblindeten Verfahren zusétzlich zu
Sertralin entweder der sNRI Atomoxetin oder ein Plazebo gegeben. Eine anschlieRende
Analyse des therapeutischen Effektes (allerdings ohne Berilcksichtigung der
Serumkonzentrationen) und des 5-HTTLPR zeigte, dass zum ersten unter Monotherapie mit
dem sSRI keine Assoziation festzustellen war, und dass zum zweiten jedoch nach zuséatzlicher

Gabe des sNRIs Tréager des homozygoten s-Allels signifikant hdufiger remittierten als Tréager



der ubrigen Genotypen. Eine Beurteilung unter Einbeziehung des rs25531 wurde aufgrund der
zu jener Zeit unbekannten Existenz desselben nicht durchgefuhrt.

Die kombinierte Applikation des sSRIs Sertralin mit dem sNRI Atomoxetin kann als dem
sSNRI Venlafaxin vom primaren pharmakodynamischen Effekt &hnlich bis gleichwertig
interpretiert werden. Es kann daraus geschlussfolgert werden, dass eine Kombination von
Serotonin- und Noradrenalin-Wiederaufnahme-Inhibition bei s-Allel-Tragern die Wahrschein-
lichkeit fur ein positives pharmakotherapeutisches Ansprechen beglnstigt. Gravierende
Unterschiede zwischen den beiden Untersuchungen sind, dass zum einen bei Reimherr et al.
lediglich homozygote s-Allel-Tréger signifikant von der kombinierten Intervention
profitierten und zum anderen der sNRI erst nach einer mehrere Wochen dauernden sSRI-
Applikation augmentativ gegeben wurde. Die Gabe des augmentativen Plazebos allerdings
beglinstigte die Remission der gegeniiber sSRI-Therapie resistenten Symptomatik der
homozygoten s-Allel-Trager nicht. Sertralin und Atomoxetin wurden in Dosierungen
gegeben, die als klinisch effektiv gelten, wohingegen bei Gabe von Venlafaxin eine
Beurteilung des zuséatzlichen noradrenergen Effektes aufgrund der geringeren Affinitat der
aktiven Substanzen fir den Noradrenalin-Transporter im ZNS bei entsprechender Dosierung
zwar angenommen, jedoch weniger eindeutig gezielt angestrebt werden kann. Eine Erklarung
mag die Theorie bieten, dass die bei homozygoten s-Allel-Tragern im Vergleich geringere
Serotonin-Wiederaufnahmekapazitat durch ihre Blockade einen nur méRigen Effekt auf die
interagierenden monoaminergen Transmissionssysteme austibt und in Folge eine zusétzliche,
direkte Inhibition der Noradrenalin-Wiederaufnahme einen stérkeren Effekt auf die

physiologischen Gegebenheiten hat.

Bezogen auf das Gesamtkollektiv und einen prinzipiellen Effekt des hier untersuchten
SLC6A4-Polymorphismus in antidepressiver Venlafaxin-Therapie koénnte die Empfehlung
ausgesprochen werden, fir diese Substanz bei Trégern des hochexprimierenden Genotyps
eine Summenserumkonzentration aktiver Substanz ber 400 ng / ml anzustreben, da dieser
Genotyp im vorliegenden Fall bei geringeren Konzentrationen im Bereich der sSNRI-
Aktivitat des Pharmakons signifikant mit einer ungenligenden Therapie-Antwort assoziiert

wurde, oberhalb der Grenze jedoch offensichtlich seinen Einfluss verliert.

Aufgrund der angeflihrten Limitationen, insbesondere des geringen Stichprobenumfanges,

muissen die Resultate jedoch als nicht ausreichend gesichert angesehen werden, um im



klinischen Alltag Einzug zu halten. Allerdings kann die vorliegende Studie als erster, viel-
versprechender Schritt in diese Richtung betrachtet werden.

In sich anschlieBenden prospektiven Untersuchungen koénnte anhand deutlich groRerer
Stichproben, ausgefeilterer Evaluierungsmethoden, Einbeziehung weiterer genetischer
Varianten und unter Berticksichtigung von neben Venlafaxin in der Therapie vorhandenen
antidepressiven Faktoren ein reliabel pradiktiver Zusammenhang identifiziert werden.
Randomisiert kontrolliert Klinisches Studiendesign konnte dazu beitragen Faktoren geringer
Auspragung zu identifizieren, die unter naturalistischen Bedingungen "verschiittet” bleiben
und aufbauend auf eventuellen Befunden konnte wiederum die Replikation im klinischen

Alltag angestrebt werden.



V. Zusammenfassung

Depressive Erkrankungen verursachen sowohl das personliche Leid der erkrankten Individuen
als auch volkswirtschaftlichen Schaden durch krankheitsbedingten Arbeitsausfall und
Belastung der Gesundheitsversorgungssysteme. Therapeutische Konzepte wie die
Anwendung pharmakotherapeutischer Intervention sind in unterschiedlichem Mal} von Erfolg
gekront.

Zahlreiche somatische Faktoren wurden mit der Atiologie depressiver Stérungen in
Verbindung gebracht. Die priméar verfolgten pharmakologischen Ansétze basieren nach wie
vor auf Erkenntnissen aus der Mitte des vergangenen Jahrhunderts. In erster Linie setzt die
Pharmakotherapie Substanzen ein, die die Wiederaufnahme monoaminerger Neurotransmitter
(Serotonin, Noradrenalin, zum Teil auch Dopamin) aus dem synaptischen Spalt inhibieren
und nach einer allerdings meist mehrwdchigen, regelmaRigen Einnahme des Préparates zu
einem Rickgang der depressiven Symptomatik fuhren. Andererseits kann jedoch bei
zahlreichen  Erkrankten auch nach fortgesetzter Therapie mit  verschiedenen
Behandlungsansétzen keine Remission verzeichnet werden und es stellt sich die Frage nach
der Ursache dieser Diskrepanz.

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand der als Antidepressivum eingesetzte selektive
Serotonin- / Noradrenalin-Wiederaufnahme-Inhibitor ~ Venlafaxin. Durch Blockade des
prasynaptischen Serotonin- und Noradrenalin-Transporters fiihrt Venlafaxin initial zu einer
intensivierten Neurotransmission. Die Zielstrukturen von Venlafaxin sind der prasynaptische
Serotonin- und der Noradrenalin-Transporter, wobei aufgrund unterschiedlicher Affinitat eine
geringe Dosis beziehungsweise Konzentration als rein serotonerg betrachtet wird und bei
einer hohen Dosis beziehungsweise Konzentration sowohl die Wiederaufnahme von

Serotonin als auch Noradrenalin inhibiert wird.

Es wurden in dieser Arbeit zwei Ziele verfolgt. Im ersten Teil wurde mittels Gen-
expressionsuntersuchungen nach potentiellen Effektoren von Venlafaxin gesucht, um
prinzipielle Mechanismen der antidepressiven Wirkung zu identifizieren und auf ihrer Basis
die Entwicklung spezifischerer Intervention zu ermdglichen.

Der zweite Teil beinhaltet eine pharmakogenetische Untersuchung am Menschen. Ziel war zu
evaluieren, inwieweit die Expressionsaktivitdt von SLC6A2 und SLC6A4 und damit die
présynaptische Transportkapazitdt in Kombination mit der Serumkonzentration aktiver

Substanz als Pradiktor des therapeutischen Effektes dienen kann. Die Kenntnis dieser



Zusammenhange wirde bei Vorliegen eines bestimmten Genotyps eine gezieltere Titration
der individuell benotigten Konzentration ermdglichen und koénnte die Effektivitat der

Therapie steigern.

Fur die Genexpressionsuntersuchungen erhielten DBA/2-Mause Uber einen Zeitraum von 30
Tagen Venlafaxin in verschiedenen Dosierungen ber das Trinkwasser. AnschlieRend wurden
die Hippokampi der Tiere mittels genomweiter Microarray-Analyse hypothesenfrei auf
zwischen den Dosisgruppen differentiell exprimierte Gene hin untersucht. Der Hippokampus
wird als zentrales Element der Steuerung, Ausbildung und Veranderung von
Verhaltensmustern gesehen. Signifikant differentiell exprimierte Gene, die in vorherigen
Studien mit depressiver Erkrankung beziehungsweise einem Effekt psychiatrischer
Medikation assoziiert worden waren, wurden mittels gRT-PCR-Analyse validiert. Im
Anschluss an die Analyse im Tier wurden als differentiell exprimiert bestétigte Gene per
gRT-PCR analog in humanen Leukozyten untersucht. Die Blutproben waren in einem
klinisch-naturalistischen Design wahrend der ersten und der finften Woche einer Venlafaxin-
Pharmakotherapie von Patienten der Klinik flir Psychiatrie, Psychosomatik und
Psychotherapie des Universitatsklinikums Wuirzburg gewonnen worden, das heif3t vor und
nach potentiellem Eintreten der antidepressiven Wirkung. Trotz der unterschiedlichen
Herkunft der analysierten Gewebe konnten auf diesem Weg Hinweise auf Vorgange im
menschlichen Gehirn gefunden werden, wie in vergleichenden post mortem Untersuchungen

zwischen peripherem und zentralem humanem Material erkannt worden war.

Die in der Tierstudie identifizierten Gene kodieren fur Transkriptionsfaktoren sowie Proteine
die als Teil von second messenger-Kaskaden bekannt sind. Von statistischer Signifikanz
erwies sich in der Analyse der humanen Leukozyten die Expressionsreduktion der mRNA der
Transkriptionsfaktor-Untereinheit Fos.

Befunde zu einer Funktion von Fos, die eine Interpretation im Bezug auf den antidepressiven
Effekt von Venlafaxin ermdglichen, liegen lediglich aus Tierstudien vor. Fos-ko im Hippo-
kampus von Mausen wurde mit reduziertem Angstverhalten und hoherer Exzitabilitdt von
hippokampalen Neuronen assoziiert. Auch wurde eine Assoziation mit Vorgangen bei
synaptischer Plastizitat und damit potentiell bei Lernvorgangen gefunden. Auf der anderen
Seite wurde depressions-dhnliches Verhalten bei Ratten mit niedriger hippokampaler Fos-

Expression und dessen erfolgreiche pharmakologische "Therapie™ mit einer Induktion der



Fos-Expression assoziiert. Es scheinen also bereits zwischen nicht-menschlichen Spezies
ausgepragte Unterschiede der Rolle von Fos beziehungsweise Fos zu bestehen.

Aufgrund der unterschiedlichen Spezies und Gewebe in den hier durchgefiihrten
Untersuchungen sowie den uneinheitlichen Befunden bezuglich der Rolle von Fos
beziehungsweise Fos in vorangegangenen Studien kann abschlieRend lediglich konstatiert
werden, dass Fos vermutlich an der Entstehung depressionsbegiinstigender Physiologie
beteiligt ist und auch, dass eine antidepressive Pharmakotherapie mit Venlafaxin ihre
Wirkung vermutlich unter Beteiligung von Fos entfaltet.

Die Entwicklung innovativer Antidepressiva die unter Umgehung der monoaminergen
Transmissionssysteme durch gezielte Reduktion der Fos-Abundanz das therapeutische Ziel
erreichen lassen, konnte auf Basis der vorliegenden Studie angedacht werden, scheint
allerdings aufgrund der ubiquitdren Mediatorentatigkeit des Proteins und insbesondere
aufgrund seiner nicht endgultig definierten Rolle bei der Entstehung von Krebs nicht
praktikabel. Zukinftige Untersuchungen sollten daher auf andere im Microarray differentiell

exprimiert gefundene Gene fokussieren.

In die Untersuchung der Expressionsaktivitdt der fur die priméren Zielstrukturen von
Venlafaxin (Serotonin- beziehungsweise Noradrenalin-Transporter) kodierenden Gene
(SLC6A4 beziehungsweise SLC6A2) und der Serumkonzentration an aktiver Substanz nach
Venlafaxin-Applikation im Hinblick auf deren Pradiktivitdt des therapeutischen Effektes,
wurden in einem Kklinisch-naturalistischen Design Patienten der Klinik fir Psychiatrie,
Psychosomatik und Psychotherapie des Universitatsklinikums Wiirzburg eingeschlossen.
Genotypisiert wurden fiir SLC6A2 der SNP rs28386840 und fir SLC6A4 der Polymorphismus
5-HTTLPR. Die Genotypen wurden jeweils in niedrig- und hoch-exprimierend unterteilt und
damit auf die phanotypische Transportkapazitdt der prasynaptischen Membran Bezug
genommen. Der therapeutische Erfolg wurde anhand der CGI-I-Skala evaluiert und fir die
Analysen in "gutes Ansprechen” und "schlechtes Ansprechen” dichotomisiert.

Der SLC6A2-Polymorphismus zeigte sich als nicht mit dem therapeutischen Effekt assoziiert.
Der hochexprimierende SLC6A4-Genotyp wurde signifikant mit einem schlechteren
Ansprechen assoziiert. Dies war in den nach Serumkonzentration aktiver Substanz
stratifizierten Unterkollektiven insbesondere in dem Bereich zwischen 200 und 400 ng / ml zu

erkennen, wohingegen unter- und oberhalb dieses Bereiches keine Assoziation zu finden war.



Aus diesen Resultaten kann gefolgert werden, dass sich aus der Genotypisierung von
rs28386840 keine therapeutischen Instruktionen ableiten lassen. Bei Kenntnis des 5-HTTLPR-
Genotyps konnte flr den klinischen Alltag die Empfehlung ergehen, falls Venlafaxin als
SSNRI bei Patienten mit hochexprimierendem Genotyp eingesetzt werden soll, eine
Serumsummenkonzentration jenseits des durch die AGNP empfohlenen Bereiches (100 - 400
ng / ml) anzustreben.

Da hier jedoch lediglich eine Stichprobe von 56 Patienten untersucht und insbesondere, da
zahlreiche potentielle Kofaktoren des therapeutischen Effektes nicht in die Analyse
einbezogen werden konnten, ist die Assoziation vor Anwendung in der Therapiesteuerung

anhand umfassenderer prospektiver kontrollierter Studien zu validieren.



VI. Summary

Depressive disorders not only lead to the suffering of the affected individuals but also to
economic losses by incapacitating them to fulfill social demands and by utilization of health
care systems. Therapeutic intervention via pharmacotherapy is successful in variabel degrees.

Etiological research revealed a diversity of somatic factors to be associated with the illness.
Primary pharmacological treatment is using substances that inhibit the reuptake of
monoaminergic neurotransmitters (serotonin, norepinephrine, in part also dopamine) into the
presynaptic terminals. Continued application, sometimes for weeks, leads to a reduction of
depressive symptoms (lag of onset). On the other hand for a number of patients various
pharmacotherapeutic drugs do not result in symptomatic relief or remission. A reason for
these discrepancies to date has not been determined but it is to assume, that pharmacokinetic
and pharmacodynamic variations between patients bear the responsibility.

In the thesis at hand venlafaxine, an inhibitor of serotonin- respectively serotonin- and
norepinephrine-reuptake, was used. Venlafaxine's pharmacodynamic activity is dependent on
its concentration in the target compartment as the affinity for the serotonin-transporter is 30

times that for the norepinephrine-transporter.

Two goals were targeted here. Comparative gene expression analysis was performed to
identify potential effectors of antidepressive effectiveness. On this basis a more specific
pharmacological intervention than increasing monoaminergic transmission might be
facilitated.

The second part of the thesis was dedicated to pharmacogenetic research. In it the
predictiveness of the expression activity of the genes coding for venlafaxine's primary targets
(SLC6A2, norepinephrine-transporter; SLC6A4, serotonin-transporter) in combination with
serum concentrations of active moiety (venlafaxine and its equally active metabolite
o-desmethylvenlafaxine) towards the therapeutic effect was investigated. Knowledge on such
an association might improve efficacy of future pharmacological intervention with
venlafaxine, as serum concentrations necessary for patients' desired improvement in the light

of a respective genotype could be individually targeted.

For gene expression analysis, first, mice (DBA/2 strain) were given venlafaxine in different
dosages via the oral route for one month and their hippocampi were analyzed by hypothesis-

free genome wide microarray analysis for genes differentially expressed between treatment



groups. For candidate genes identified that way, differential expression was validated via
gRT-PCR. In the second step validated genes were investigated via QRT-PCR for differential
expression in leucocytes of patients who had received antidepressive venlafaxine treatment
for one month. Expression was compared between leucocytes after one week and during the
fifth week of treatment, that is, before and after potential onset of antidepressive effect. Post
mortem comparison between human central and peripheral tissue had to a certain degree
shown congruence of expression patterns and thus leucocyte analysis can give hints towards

events in the central nervous system.

Candidate genes identified in the animal study code for transcription factors respectively
proteins mediating in second messenger cascades. In human leucocytes statistical significance
was reached for the reduced mMRNA abundance of Fos after one month of treatment. Fos is a
transcription factor subunit that after heterodimerization with Jun influences expression of
effector genes.

Association of Fos with depressive disorder and its role in an antidepressive effect had been
shown in animal studies. Hippocampal knock-out (ko) of Fos in mice had been associated
with reduced fear behaviour and higher excitability of the neurons in this region. Also an
association with synaptic plasticity and thus with learning behaviour had been shown. On the
other hand, in rats depression-like behaviour had been associated with low hippocampal Fos
expression and following successful pharmacological “therapy" expression had been found to
be induced. Thus already between non-human species pronounced differences in the role of

Fos respectively Fos can be seen.

Regarding the different species and tissues investigated as well as the heterogeneous reports
on the role of Fos, it can thus only be concluded that the gene respectively its protein product
is part of the development and the venlafaxine-induced relief of depressive symptoms.

New antidepressant drugs based on an interaction with Fos, e.g. by decreasing its abundance,
might in theory be considered. However, due to its far-reaching activity in a number of
various processes throughout the organism and especially its role as a proto-oncogene,
systemic inhibition of Fos does not seem a proper basis for innovative therapeutic
intervention.

Future studies should therefore focus on other differentially expressed genes found in the

microarray analysis.



For evaluating the predictive power of the expression activity of the genes SLC6A2
respectively SLC6A4 which code for venlafaxine's primary targets (serotonin- respectively
norepinephrine-transporter) and the serum concentration of active moiety with regard to the
achieved antidepressive effect in a naturalistic clinical design patients from the Department of
Psychiatry, Psychosomatics and Psychotherapy (University Hospital of Wirzburg) were
analyzed. SLC6A2 was genotyped for rs28386840 and SLC6A4 for 5-HTTLPR. To investigate
phenotypical conditions, patients were dichotomized into carriers of "low-expressing” and
"high-expressing™" genotypes. Results of the pharmacological intervention were evaluated
using the CGl-I-scale and symptom changes after one month of venlafaxine application were
dichotomized into "good response” and "bad response™.

rs28386840 was found not to be associated with therapeutic outcome. The high-expressing
genotype of SLC6A4 was found to be significantly associated with insufficient response. After
stratifying the collective for serum concentrations this especially held true in the subcollective
with high concentration (200 - 400 ng / ml). Below and above this range 5-HTTLPR was not
significantly associated with the response.

It can be concluded that genotyping rs28386840 will not be useful for instruction of
therapeutic intervention with venlafaxine. However, information on patients' 5-HTTLPR
might instruct psychiatrists, if venlafaxine is considered for treatment, to use serum
concentrations which exceed the range recommended by the AGNP (> 400 ng/ ml) in
patients with the high-expressing genotype of SLC6A4.

The study at hand analyzed only 56 patients and inclusion of a variety of cofactors as well as
regression analysis incorporating both polymorphisms to evaluate their potential and probable
synergistic effect was not possible. Thus, before application of the present findings into
clinical practice, validation and confirmation of the potentially causal relationship in larger

samples using a prospective controlled design is necessary.
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