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1. DEFINITION UND EINORDNUNG DES EIGENEN ARBEITSGEBIETES IN DEN STAND DER
FORSCHUNG

1.1 Allgemeine Einleitung

In der psychiatrischen Forschung vollzog sich Mitte des 20. Jahrhunderts ein fundamentaler
Wandel von bis dato vorherrschenden psychosozialen Erklarungsmodellen hin zu biologischen
Aspekten psychiatrischer Erkrankungen. Neben den zeitgleich veréffentlichten Befunden der
klinischen Pharmakologie bzw. Psychopharmakologie ber die Wirkweise von Neuroleptika und
Antidepressiva, war fir diesen Wandel die Suche nach biologischen Markern und
Risikofaktoren fur Erkrankungen wie schizophrene Psychosen, Depressionen und
Alkoholabhangigkeit maflgeblich, die aktuell auf einem vorlaufigen Publikationshéhepunkt

angekommen ist.

Die heutige Markerforschung basiert letztendlich auf Konzepten der friihen 50er und 60er Jahre
Jahre, als (genetische) Begriffe wie “relatives Risiko” in die Epidemiologie von Erkrankungen
aufgenommen (Cornfield, 1951; Levin 1953) und erste genetische Marker flir unterschiedliche
Krankheitszustande in verschiedenen Disziplinen der Humanmedizin beschrieben wurden
(Renwick, 1961).

Diese Konzepte wurden mit einer gewissen Zeitverzogerung auch in die Psychiatrie integriert
und zahlen heute zu den traditionellen Forschungskonzepten psychiatrischer Forschung. Die
wohl wichtigste Konsequenz der Markerforschung bei psychiatrischen Erkrankungen war die
Tatsache, dald damit das wissenschaftliche Denken innerhalb der Psychiatrie ndher an die
bereits vorhandenen Standards anderer Disziplinen herangefiihrt wurde. Dies beinhaltete eine
Annaherung sowohl an die Grundlagenforschung als auch an Disziplinen wie moderne

Pathologie und medizinische Genetik.

In den letzten Jahren zeigte sich jedoch, dall diese vermeintlich attraktiven Konzepte eine
gewisse Uberbeanspruchung erfahren haben. Es wurden bzw. werden mitunter wahllos
unterschiedliche biologische Befunde mit psychiatrischen Erkrankungen assoziiert, ohne daf}

die Qualitat der Marker und damit deren potentielle klinische Relevanz deutlich wirde.

Dieser drohende wissenschaftliche Reputationsverlust der Markerforschung scheint nur durch
eine genaue Definition der unterschiedlichen Markerqualitaten (z.B. in State-, Trait- und
Residualmarker) und damit eine realitatsnahere Bewertung der entsprechenden Befunde
aufzuhalten zu sein. Flr eine solchermalRen wissenschaftlich fundierte Markerdefinition bieten

sowohl die Neuroendokrinologie fur die Etablierung von State- und Residualmarkern als auch
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die Pharmakogenetik fur die Bestimmung von Trait-Markern durch ihre etablierten

Testverfahren gute Voraussetzungen.

1.2 Biologische Psychiatrie

Es ist zum groRten Teil ein Verdienst der Markerforschung und der klinischen Pharmakologie
bzw. der Psychopharmakologie die Psychiatrie den biologischen Wissenschaften angenahert zu
haben. Hierbei steht die Psychopharmakologie bei Betrachten des historischen Ablaufes zeitlich
und inhaltlich an erster Stelle, griinden sich doch auf deren Beobachtungen viele der heute

noch gultigen, grundlegenden Hypothesen der biologischen Psychiatrie.

Hierbei spielte die Entdeckung der Neuroleptika eine entscheidende Rolle. Bereits unmittelbar
nach dem 2. Weltkrieg wurden in Frankreich im Rahmen umfangreicher Forschungsarbeiten
Uber anthistaminisch wirksame Substanzen auch die schon langer bekannten Phenothiazine
untersucht. Diese waren aber generell zu toxisch, um klinisch angewandt werden zu konnen.
Durch systematische Strukturabwandlungen entstanden in den folgenden Jahren jedoch
mehrere Phenothiazinderivate, darunter auch das Chlorpromazin, die ein wesentlich
gunstigeres Nebenwirkungsprofil aufwiesen. 1951 wurde dann das erste Derivat, das
Chlorpromazin von Laborit in die Klinik eingeflihrt (Laborit et al., 1951). Aufgrund ihrer
klinischen Beobachtungen konnten Delay und Deniker 1952 belegen, daf’ durch die alleinige
Verabreichung von Chlorpromazin manische und schizophrene Psychosen nachhaltig zu
beeinfluBen waren (Delay et al., 1952). Ahnliche Wirkungen wurden ein Jahr spater auch dem
Rauwolfia-Alkaloid Reserpin zugeschrieben, so dal} diese Substanz 1954 ebenfalls als
Antipsychotikum empfohlen wurde (Kline et al., 1954). Wahrend diese Substanzen heutzutage
keine Rolle mehr spielen, gelten die Butyrophenone mit ihrem Hauptvertreter Haloperidol, die
1958 entdeckt wurden, noch heute als potente antipsychotisch wirksame Arzneimittel und

werden klinisch sehr haufig eingesetzt (Janssen et al., 1961).

Nahezu zeitgleich entdeckte der Schweizer Psychiater Kuhn die therapeutische Wirksamkeit
des Imipramins bei depressiven Patienten und stellte bei depressiven Patienten unter
Imipraminmedikation eine reduzierte depressive Gehemmtheit und eine aufgehellte Stimmung
fest (Kuhn et al., 1957). Die amerikanischen Psychiater Loomer, Saunders und Kline vollzogen
die gleiche Beobachtung bei der Anwendung von Iproniazid, einem Monoaminooxidasehemmer,
der bei der Entwicklung neuer Tuberkulostatika entdeckt wurde (Saunders et al.,, 1957). So
wurden durch einen glicklichen Umstand nahezu zeitgleich zwei unterschiedliche

Wirkungsprinzipien fur die medikamentdse antidepressive Therapie nachgewiesen.
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In den darauffolgenden Jahren vollzog die Psychopharmakologie eine rasante Entwicklung und
wurde nicht nur als Pharmakologie im engeren Sinne, sondern auch als experimentelle
Pharmakologie betrieben. Man erhoffte sich von ihr eine gezielte psychiatrische
Atiologieforschung. Dies filhrte bei zeitgleicher Entwicklung leistungsfahiger biochemischer
Methoden und vielversprechenden Tiermodellen zur Formulierung von flir die Psychiatrie
wichtigen Atiologiehypothesen, die durch pharmakologische Wirkmechanismen erklart wurden.
Entsprechend formulierten Schildkraut 1965 die Katecholamin-, Coppen 1967 die Serotonin-
und Janowski 1972 die Acetylcholinhypothese der Depression als deren atiologisches
Erklarungsmodell (Schildkraut et al., 1965; Janowski et al., 1972; Meltzer et al., 1987). All diese
Modelle gingen von Transmitterveranderungen an den jeweiligen Synapsen wahrend einer
Depression aus. Trotz der nach wie vor gultigen und gut belegten Tatsache, dal3 es im Rahmen
einer Depression Mangelzustiande bestimmter zentraler Neurotransmitter an den Synapsen und
im ungekehrten Sinne einen dopaminergen Uberschul® bei der Schizophrenie (Snyder et al.,
1972) gibt, geht man heute davon aus, dall die damaligen monokausalen
Neurotransmittererklarungen der Komplexitat hirnphysiologischer Regelkreise bzw. durch
Erkrankung veranderter Regelkreise nicht gerecht werden und allenfalls noch heuristischen
Wert haben.

1.3 Markerdiskussion in der Psychiatrie

Das in Beziehungsetzen von biologischen Korrelaten zu psychopathologischen Auffalligkeiten
wird bei historischer Betrachtung in der deutschprachigen Psychiatrie bereits seit Kraepelin
durchgefiihrt, so dal} eigentlich bereits seit dieser Zeit von Markerforschung oder fir die

damalige Zeit zutreffender von Indikatoren-Forschung gesprochen werden kann.

In den 50er Jahren wurde der Begriff Marker exklusiv auf die genetischen Marker begrenzt. Er
erfuhr im Laufe der Jahre jedoch eine begriffliche Erweiterung, um der Vielzahl von Befunden
bei psychiatrischen Erkrankungen eine begriffliche Definition zuzuschreiben. Dies flihrte in der
Psychiatrie im folgenden dazu, dal® nahezu jede beobachtbare bzw. mefbare biologische

Veranderung als Trait-, State- oder Residualmarker bezeichnet wurde.

Diese begriffliche Erweiterung des urspringlich rein genetisch definierten Markerbegriffes ist
eigentlich unscharf, da bei der Beschreibung z.B. veranderter Serumkonzentrationen oder
Proteinstrukturen als potentielle Marker zunachst in der Regel nicht bekannt ist, ob die
gemessene Veranderung genetisch determiniert ist, ob sie Uberhaupt eine Rolle fir die

Pathogenese der Erkrankung spielt (Buchsbaum et al., 1983) oder ob sie lediglich einen Marker
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fir eine Disposition darstellt (Schuckit et al., 1987). Trotzdem hat sich die Verwendung der
erweiterten Markerdefinition in der Psychiatrieforschung durchgesetzt und wird generell
beschrieben als mel- und quantifizierbarer biologischer Indikator einer psychiatrischen
Erkrankung (Usdin et al., 1982).

Unter State-Markern versteht man zustands- bzw. zeitabhangige Variablen, die nur wahrend
aber nicht vor und/oder nach der Krankheitsepisode nachweisbar sind; Trait-Marker sind
hingegen lebenslang beobachtbare Merkmale, die hinsichtlich ihrer Auspragung variieren
kénnen. Als Residualmarker sind diejenigen Befunde zu definieren, die sich im Laufe einer
chronischen bzw. oftmals auftretenden Erkrankung ausbilden kénnen, nicht-reversibel sind und
somit persistieren. Residualmarker sind also als eine Art “biologische Narbe” aufgrund haufiger

Krankheitsepisoden zu verstehen.

Es gibt theoretisch mindestens drei bedeutsame Argumente flr die psychiatrische
Markerforschung, die alle potentiell zu einem Informationsgewinn filihren: erstens, die
Identifizierung von State- und Trait-Markern ist ein wichtiger Schritt hin zum Verstehen der
Atiologie und Art der Vererbung einer psychiatrischen Erkrankung. Zweitens, verschiedene
biologische Indikatoren, seien es metabolische Produkte, Befunde neuroendokriner
Stimulationsteste oder akute neurophysiologische Reaktionen, sind moglicherweise klinisch
relevant und nutzlich flir die Forschung. Dieser Nutzen reicht von der Mdoglichkeit, das
Fortschreiten einer psychiatrischen Erkrankung 2zu beschreiben bis hin zu einer
Diagnosenvalidierung und der Entwicklung rationaler Therapieleitlinien. Und drittens, das
Erkennen von Risikofaktoren, die eine Vulnerabiliat fir eine Erkrankung voraussagen, stellt

madglicherweise einen Fortschritt flir Praventionsprogramme jeglicher Art dar (Gershon, 1980).

Dennoch ist die aktuelle Situation in der psychiatrischen Markerforschung wenig
vielversprechend. Nur wenige Marker haben sich herauskristallisiert, die eindeutig als
krankheits- bzw. stadienspezifisch angesehen werden kénnen. Alle Bestrebungen einzelne
Marker in das “Diagnostische Manual fiir psychiatrische Erkrankungen” als diagnosespezifisch
aufzunehmen sind bis heute gescheitert. Dies hat mindestens vier Ursachen: erstens,
psychiatrische Erkrankungen sind multifaktoriell. Kein einzelner &tiologischer oder
pathogenetischer Faktor ist notwendig und ausreichend ihr Auftreten zu erklaren. Hierflr sind
wohl insbesondere komplexe Interaktionen zwischen genetischen - und UmwelteinflliRen
verantwortlich, die zudem noch durch Alter, Geschlecht und auch z.B kulturelle Zugehdrigkeit

modifiziert werden. Zweitens, psychiatrische Klassifikationssysteme haben eine relativ geringe
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Reliabilitat. Drittens, die statistische Power der Studiendesigns, insbesondere bei der
Erforschung von Trait-Markern, ist relativ niedrig. Viertens, unser Wissen uber den
pathophysiologischen Hintergrund psychiatrischer Erkrankungen, Uber veranderte cerebrale
Strukturen und Funktionen im Rahmen dieser Erkrankungen ist noch sehr unvollstandig. Auch
hat die biologische Psychiatrie vice versa kein Erklarungsmodell daflir, wie sich aus cerebralen
organischen Veranderungen psychopathologische Symptome generieren (Rothpearl et al.,
1981).

1.4 Neuroendokrinologie innerhalb der biologischen Psychiatrie

Nachdem Laignel-Lavastine bereits in den 20er Jahren erste Beobachtungen zu der Beziehung
einer von ihm so beschrieben "inneren Sekretion" und dem Nervensystem beschrieben hatte,
bewiesen Berta und Ernst Scharrer 1939, dal’ bestimmte hypothalamische Zellen sekretorische
Eigenschaften aufwiesen und etablierten damit das Prinzip der Neurosekretion. Manfred Bleuler
war der erste deutschsprachige Wissenschaftler, der sich umfassend der Bedeutung der

Neuroendokrinologie innerhalb der Psychiatrie widmete.

Basierend auf dem Konzept, da® psychische Stérungen, wie z.B. die Depression, durch
veranderte hirnphysiologische Ablaufe bedingt sind, begann Bleuler bereits Ende der 40er
Jahre, endokrine Erkrankungen und potentiell daraus resultierende Gemutsveranderungen zu
beobachten. Er beschrieb z.B. schon damals genau die Vergesellschaftung einer Hypothyreose
mit psychischen Defekten (Kretinismus). Bleuler hypostasierte, dal’ sich “psychische und
endokrine Steuerungen erganzen und in hohem Mal3e vereinigen”, eine Behauptung, die er aus
der Beobachtung ableitete, dald das Krankheitsgeschehen bei Psychosen haufiger mit Zeiten
endokriner Umstellung (z.B. Menopause, post-partem) zusammenfallt. Bleuler erkannte, dal}
endokrine Erkrankungen jedweder Art im allgemeinen von Stérungen der Stimmung, der
Vitalgefiihle und der Libido begleitet sind (Bleuler, 1948). Besondere Aufmerksamkeit erhielt in
diesem Zusammenhang das Hypophysen-Zwischenhirnsystem. Nach dem Stand der damaligen
Kenntnisse setzte Bleuler arbeitshypothetisch voraus, dal “die Zusammengehdrigkeit der
endokrinen und hirnlokalen Psychosyndrome nicht nur eine &uflerlich erscheinungsbildliche,
sondern auch eine biologisch bedingte” sei. Die Frage nach der tatsachlichen Bedeutung des
Endokriniums fur Auslésung, Verlauf und Remission psychiatrischer Erkrankungen sah er als

die wesentliche Aufgabe der von ihm so genannten “endokrinologischen Psychiatrie”.

Harris erkannte etwa zeitgleich, dald das vendse portale System, das Hypothalamus und

Hypophyse verbindet, an der Regulation der Hypophysenhormone beteiligt ist, und zwar mittels
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der Sekretion von hypothalamischen und hypophysaren Hormonen (Harris et al., 1948).

Mitte der 70er Jahre wurde ein bis dato psychiatrischerseits wenig beachteter endokriner
Parameter direkt in Zusammenhang mit psychischen Stérungen gebracht. Es zeigte sich, daf
Patienten mit Hypercortisolismus auf dem Boden einer Cushing-Erkrankung haufiger auch
affektive Stérungen aufwiesen (Whybrow et al., 1978). Dies bewirkte, in Kombination mit der
klinischen Beobachtung, daf® depressive Patienten typischerweise Symptome zeigen, die auf
eine hypothalamische Fehlfunktion hindeuten, namlich Schlafstérungen, Appetitstérungen,
Libidoverlust, cirkadiane Auffalligkeiten und eine autonome Dysregulation, daf® damit begonnen
wurde das hypothalamisch-hypophysare Nebennierenrinden-System (HHN-System) intensiv zu
untersuchen. Heute gilt das HHN-System als bedeutendster hormoneller Regelkreis der

biologischen Psychiatrie.

Die moderne Depressionsforschung etablierte in den darauffolgenden Jahren va.
Fragestellungen, die sich dem kausalen Bedingungsgefiige zwischen Effekten peripherer
Hormone wie Cortisol auf das Gehirn (sog. upstream-Effekte) und Effekten der endokrinen
Sekretion auf das Verhalten (Psychopathologie) widmeten (sog. downstream-Effekte). Diesen
Fragestellungen liegt ein impliziertes Modell der Bidirektionalitdt zwischen zentralem
Nervensystem (ZNS) und peripherer Hormonsekretion in dem Sinne zugrunde, als dal eine
veranderte periphere Hormonsekretion nicht nur zentrale Regulationsstérungen reflektiert,
sondern selbst wieder in zentrale Mechanismen eingreift, was sich wiederum in beobachbarem
Verhalten abbildet. Diese Bidirektionalitat verlauft aber nicht nur wie beschrieben vertikal,
sondern auch horizontal zwischen verschiedenen Systemen wie z.B. dem endokrinen - und

dem Immunsystem (Keller et al., Strausbaugh et al., 1992).

1.5 Pharmakogenetik und biologische Psychiatrie

Die Bedeutung der Genetik einschlieRlich der Pharmakogenetik fur die Medizin ist in den letzten
beiden Jahrzehnten durch die Entwicklung neuer molekularer Techniken wie dem Restriktions-
fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) und der Polymerasenketten-Reaktion (PCR) sowie
das Erkennen einer genetischen Atiologie bei vielen Erkrankungen deutlich gestiegen und hat
auch dazu beigetragen atiologische Pathomechanismen verschiedener Erkrankungen zu
identifizieren. Ein klassisches Beispiel hierfir sind die Untersuchungen zur Primaquin-
induzierten Hamolyse, die zur Entdeckung der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und im
weiteren zur Entdeckung einer anlagebedingten Defizienz dieser Dehydrogenase flihrten

(Polednak, 1992). Basierend auf diesen Entdeckungen wurden die entscheidenden Hinweise
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zur ldentifierung der molekularen Mechanismen auch verwandter hamolytischer

Arzneimitteleffekte gefunden.

Im Bereich der Psychopharmaka haben v.a. klinische Beobachtungen schwerer toxischer
Arzneimittelnebenwirkungen und Befunde, die deutlich interindividuelle Unterschiede (intra-und
interethnischer Atiologie) in den therapeutischen Effekten von Psychopharmaka beschrieben,
wesentlich zu der hohen Bedeutung der pharmakogenetischen Forschung flr die biologische

Psychiatrie beigetragen.

Ein bedeutsames Beispiel hierfir war die Identifizierung verschiedener Mutationen des
Cytochrom P450 (CYP 450), ein hepatisches Enzymsystem, das wesentlich an der
Metabolisierung verschiedener Psychopharmaka beteiligt ist, und damit potentiell zu
unerwlnschten Nebenwirkungen beitragen kann. Ein anderes Beispiel war die ldentifizierung
verschiedener Neurotransmitter-Rezeptorpolymorphismen, die ebenfalls eine hohe Bedeutung

fur das Ansprechen auf Psychopharmaka haben (Arranz et al., 1998).

Pars pro toto werden im folgenden kurz die drei wichtigsten Bereiche pharmakogenetischer
Forschung, deren klinische Implikationen und Nutzen im Sinne der Definition von Trait-Markern
am Beispiel des CYP 450 2D6 dargestellt. Erstens, im Bereich der Arzneimittelmetabolisierung
sind die klinischen Implikationen bisher am Uberzeugendsten beschrieben. Da Konzentration
und Funktion eines Enzyms sehr haufig von der Metabolisierung seiner Substrate abhangen,
haben genetische und/oder umweltbedingte Unterschiede in der Enzymaktivtat Einflu auf die
Pharmakokinetik der Substrate des Enzyms. Diese Unterschiede in der Pharmakogenetik
kénnen den individuellen therapeutischen Effekt und die Toxizitdt von Psychopharmaka bei
betroffenen Mutationstragern beeinfluBen (Cholerton et al., 1992, Coutts et al., 1994). Es gibt
sogar zentralnervis wirkende Substanzen (z.B Codein), die pharmakologisch inaktiv und deren
analgetische Wirkung erst durch eine 2D6-abhangige Umwandlung (Codein in Morphin)
einsetzen kann. Personen, die 2D6-Defienzen aufweisen sind dann z.B. nicht in der Lage
Codein in Morphin umzuwandeln. Diese Personen brauchen also eine zunehmend hdéhere
Dosierung des Codein wegen fehlender analgetischer Wirkung, und nicht weil sie Codein-
abhangig sind (Mortimer et al., 1990). Aus diesem Beispiel wird klar ersichtlich, dal}
pharmakogenetische Bestimmungen hilfreich bei der Einschatzung des therapeutischen
Erfolges bzw. MilRerfolges medikamentdéser Strategien sind und mitunter auch

differentialdiagnostisch wertvolle Hinweise fur klinische Symptome liefern kénnen.

Die zweite wichtige klinische Implikation pharmakogenetischer Forschung besteht fir den
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Bereich der Interaktionen von Psychopharmaka, was anhand der oftmals in der Psychiatrie
anzutreffenden medikamentdsen Kombinationstherapie besonders interessant (und klinisch
relevant) ist. Sowohl die Induktion von Arzneimitteln als auch deren Hemmung flhrt zu
Wechselwirkungen zwischen Medikamenten, wobei beim CYP 450 2D6 der Mechanismus der
kompetitiven Hemmung die Hauptrolle spielt. Dieses Phanomen ist z.B. verantwortlich flr
erhdhte Serumspiegelkonzentrationen eines Neuroleptikums und eines tricyclischen
Antidepressivums, wenn beide zusammen gegeben werden (Llerena et al., 1993). Ahnliche
Interaktionen bestehen auch zwischen chemisch unterschiedlichen Antidepressiva, z.B.

tricyclischen Substanzen und Serotonin-Wiederaufnahmehemmern (Ciraulo et al., 1990).

Die dritte wichtige Bereich Bereich pharmakogenetischer Forschung befal3t sich mit potentiellen
Assoziationen von 2D6 Mutationstragern und Erkrankungen wie tardive Dyskinesien (Arthur et
al., 1995), malignes neuroleptisches Syndrom (lwahashi et al.,, 1994), aber auch
Suchterkrankungen (Sellers et al., 1995, Tucker et al., 1995). Mdglicherweise kdénnen diese
bisher nicht gut verstandenen Nebenwirkungen von Psychopharmaka oder die Entwicklung von
Suchtverhalten bei Einnahme bestimmter suchterzeugender Substanzen zumindestens partiell

aufgrund eines bestimmten CYP 450 2D6 Genotypus erklart werden.

1.6 Methoden der neuroendokrinen und pharmakogenetischen Forschung

Die Regulation der glandotropen Hormone ist seit Anfang der 80er Jahre Gegenstand intensiver
Forschung. Die Regulation hypothalamisch-hypophysarer endokriner Systeme wird bzgl.
intrahypothalamischer und extrahypothalamischer (via biogener Transmittersysteme)
Mechanismen untersucht. Die neuroendokrine Forschung bedient sich hierbei v.a.

Stimulationstests und des sogenannten Drug Challenge-Paradigmas (Russel et al., 1987).

Die Sekretion der glandotropen Hormone der Adenohypohyse wird durch entsprechende
releasing- und inhibiting-Faktoren des Hypothalamus gesteuert. Deren Steuerung erfolgt nicht
nur Uber Rickkopplungsmechanismen durch die Hormone der peripheren endokrinen Organe,
sondern auch uUber zentrale Transmittersysteme bzw. eine pharmakologische BeeinfluRung
dieser Systeme (Rolandi et al, 1984, Feldmann et al., 1985). Zu den Ublichen Testverfahren im
Rahmen spezifischer Stimulationstests zahlt der Dexamethason/Corticotropin-Relasing
Hormone-Test (DEX/CRH-Test; Holsboer et al., 1987, siehe 2.2.1.1.). Dieser Test erméglicht
es, die physiologischen bzw. pathologischen Regulationsmechanismen des wichtigsten
strelregulatorischen  Systems des Menschen, des hypothalamisch-hypophyséaren

Nebennierenrinden-Systems (HHN-System) zu untersuchen. Das HHN-System reguliert u.a. die
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basale - und streRBinduzierte Cortisol-Freisetzung aus der Nebennierenrinde (Stalla et al., 1984)
und wird selbst durch eine Vielzahl von Neurotransmittern, Neuromodulatoren und Hormonen
beeinflult, wobei der Hypothalamus (via corticotropin-releasing hormone (CRH)) und die
Hypophyse (via Adrenocorticotropin (ACTH) die Integration zentralnervoser und endokriner
“Informationen”  gewahrleisten. ACTH wird in den basophilen Zellen des
Hypophysenvorderlappens aus der Vorstufe Pre-Proopiomelanocortin gebildet. Die ACTH-
Sekretion erfolgt pulsatil mit 5-8 Pulsen in 24 Stunden (Axelrod et al., 1984).

Das Drug Challenge-Paradigma bedient sich der Hypothese, dal eine Stérung zentralnervéser
Regulationen  mittels der Gabe mdglichst wirkungsreiner  Substanzen, deren
pharmakodynamische Mechanismen aus Tierpharmakologie und in-vitro-Experimenten bekannt
sind darstellbar ist. Dabei werden endokrine Parameter engmaschig uber die Zeit bestimmt, und
es wird somit moglich indirekt Aussagen Uuber in-vivo Funktionen von Rezeptoren und
biochemische Effekte zu treffen. Prinzipiell wird diese Strategie flr akute pathophysiologische
(State-) und genetische (Trait)-Fragestellungen eingesetzt. Der bekannteste neuroendokrine
Test im Rahmen des Drug Challenge-Paradigmas ist die dopaminerg induzierte
Wachstumshormonsekretion aus dem Hypophysenvorderlappen. Das Wachstumshormon
(HGH) unterliegt, ebenso wie Cortisol, einem circadianen Rhythmus mit einem
Sekretionsmaximum in der Einschlafphase, die basalen Spiegel sind sehr niedrig. Direkte
Dopaminagonisten, wie Apomorphin, stimulieren die HGH-Sekretion (Meltzer et al., 1978). Die
Apomorphin-induzierte HGH-Sekretion wird deshalb schon seit Mitte der 70er Jahre als klinisch
handhabbare Mdglichkeit angesehen, zentrale dopaminerge Zustande (Rezeptorensensitivitat
und nachgeschaltete post-Rezeptorenprozesse) bei verschiedenen psychiatrischen

Erkrankungen peripher abzubilden (Rotrosen et al, 1978, Meltzer et al., 1981).

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde Mitte der 80er Jahre entwickelt. Diese DNA-
Technik erlaubt eine Vermehrung (oder Amplifikation) von bestimmtem DNA-Sequenzen und ist
derart empfindlich, da® man ein einziges, definiertes DNA-Molekdl in einer Untersuchungsprobe
nachweisen kann. Aus diesem Grund fand diese Technik verstarkt Eingang in die medizinische
Diagnostik, da schon geringe Materialien Erbmaterial (sogar das Erbmaterial einer einzigen
Zelle) fur einen Nachweis, z.B von Virusnukleinsauren oder defekten Genen, ausreichen. Durch
die Entwicklung der PCR-Diagnostik wurde die Forschung somit unabhangig von der Menge der
fur eine Untersuchung zur Verfligung stehenden DNA. Das Prinzip der PCR-Diagnostik ist
hierbei die Fahigkeit von DNA-Polymerasen mittels eines RNA-Einzelstranges als Matrize einen

DNA-Doppelstrang herzustellen, sofern ein kurzer doppelstrangiger Bereich als Startpunkt
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vorhanden ist. Im Prinzip gleicht also die PCR dem naturlichen Vermehrungsmechanismus der
DNA , mit dem Unterschied, da® der Mechanismus in diesem Fall im Reagenzglas stattfindet.
Voraussetzung fur die Durchfiihrung einer PCR ist, dal® man Teile der zu vervielfaltigenden
Nukleotidsequenz kennt, und zwar die Randbereiche, welche die interessierende Sequenz
einschliefien. Komplementar hierzu werden im folgenden zwei Primer (Startermolekile fur die
DNA-Synthese) synthetisiert. Ein PCR-Zyklus lauft folgendermalien ab: zunachst erfolgt eine
Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei hohen Temperaturen; danach erfolgt eine Zugabe
der Oligonukleotid-Primer im UberschuB, diese lagern sich an die DNA-Einzelstrange an
(Hybridisierung). Zuletzt erfolgt die DNA-Synthese-Reaktion in Gegenwart von DNA-
Nukleotiden. Fir eine ausreichende Vermehrung von DNA-Sequenzen sind mindestens 25
Reaktionszyklen erforderlich. 30 automatisierte Reaktionszyklen bendtigen etwa vier Stunden
Reaktionszeit, was eine, im Gegensatz zur DNA-Klonierung, relativ schnelle Klonierungszeit
darstellt (Hames et al., 1985; Ibelgaufts, 1990). Eine andere DNA-Technik derer sich die
Pharmakogenetik bedient ist der Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP). Diesem
liegt folgendes Prinzip zugrunde: die Basensequenzen vieler Abschnitte der genomischen DNA
weisen interindividuelle Sequenzunterschiede auf. Solche meist harmlosen
Sequenzveranderungen treten haufig durch den Austausch einzelner Basen auf, kbnnen aber
auch durch Umlagerungsprozesse langerer DNA-Abschnitte verursacht werden. Diese
individuellen Sequenzunterschiede werden nach den Mendelschen Gesetzen weitervererbt,
sofern sie in Keimzellen auftreten. Viele dieser Sequenzunterschiede betreffen die Erkennungs-
und Schneidesequenzen von Restriktionsenzymen. Der Austausch von Basen in einer solchen
Seuquenz kann einerseits bewirken, dal} das betreffende Restriktionsenzym diese Sequenz
nicht mehr erkennt und nicht mehr schneiden kann (Verschwinden von
Restriktionsenzymschnittstellen), andererseits kann durch eine Sequenzanderung eine neue
Schnittstelle geschaffen werden (Auftreten von Restriktionsenzymschnittstellen). Spaltet man
nun genomische DNA mit einem Restriktionsenzym, so zeigt sich das Verschwinden oder
Auftreten von Schnittstellen in einer Verklirzung oder Verlangerung der DNA-Fragmente und
damit in fir dieses Restriktionsenzym unterschiedliche DNA-Fragmentmuster. Dieses
Phanomen bezeichnet man als Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus. Liegen diese
unterschiedlichen Fragmentmuster im Bereich defekter Gene vor, kann man den RFLP zur
Diagnose genetisch bedingter Erkrankungen einsetzen (Polak et al., 1990; Sambrook et al.,
1989).
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2. BEITRAG DER EIGENEN ARBEITEN ZUM FORSCHUNGSGEBIET

2.1 Erlduterungen und Ubersicht

Die hier dargestellten Arbeiten stellen eine Auswahl von Publikationen dar, die seit 1994
federfiihrend oder in Co-Autorschaft entstanden sind. Bereits in meiner Promotionsschrift, die
ich am Max-Planck-Institut fir Psychiatrie in Minchen unter Herrn Prof. Holsboer erstellte,
wurden wichtige Fragen der Neuroendokrinologie und der Markerforschung innerhalb des HHN-
Systems thematisiert (Kapitel 2.2): erstens, sind die Veranderungen, die in basalen DEX/CRH-
Untersuchungen bei Depressiven gefunden werden auch zentral abbildbar? Zweitens, wenn
basale (oder auch als zentral zu wertende Veranderungen) vorhanden sind, sind diese
zustandsabhangig (im Sinne eines State-Markers) oder persistierend (im Sinne eines
Residualmarkers/Trait-Markers) und sind diese Marker durch klassische Antidepressiva zu
beeinfluBen? Die Ergebnisse der Promotionsschrift wurden 1998 in Depression and Anxiety
veroffentlicht. Alle weiteren Verodffentlichungen zu Veranderungen des HHN-Systems bei
verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen wie Depression, Manie und Schizophrenie sind
ebenfalls in meiner Minchener Zeit entstanden und dienten zum einem dem Ziel, die
Bedeutung des Einflues verschiedener klinischer Variablen wie Alter und Geschlecht auf die
HHN-Achse zu bestimmen, und zum anderen dem Ziel die Wertigkeit der HHN-Veranderungen

im Sinne einer Markerdefinition zu bestimmen.

Die Berliner Zeit diente wissenschaftlicherseits zunachst nochmals dazu, die Bedeutung
neuroendokriner Stimulationstest fur psychiatrische Erkrankungen zu bestatigen, allerdings mit
einem anderen Test bei einer anderen Erkrankung. Mittels der Apomorphin-induzierten HGH-
Sekretion konnten wichtige Befunde uUber die dopaminerge Responsivitat bei der
Alkoholabhangigkeit beschrieben und die entsprechende Einteilung dieser Veranderungen
exemplarisch im Sinne einer Markerdefinition vorgenommen werden (Kapitel 2.3). Die
entsprechenden Ergebnisse wurden u.a. im American Journal of Psychiatry und in den Archives
of General Psychiatry veroffentlicht. Mit der Einbeziehung erster pharmakogenetischer
Untersuchungen bzgl. potentieller Dopamin-Rezeptorpolymorphismen wurde versucht, auch auf

die Frage nach Trait-Markern der Alkoholabhangigkeit zu fokussieren.

Fortan widmete ich mich intensiver der Trait-Marker-Forschung und es erwies sich als hilfreich
und sinnvoll, die klassische Idiosyncratic Drug Reaction der Pharmakologie zu untersuchen
(Kapitel 2.4). In Kooperation mit verschiedenen Berliner Instituten und in besonderem Malle mit

dem Institut fur Klinische Pharmakologie der Charité unter Herrn Professor Roots, begann ich

17



systematisch das fir die Psychiatrie psychopharmakologisch bedeutsamste Beispiel einer
solchen Arzneimittelreaktion, die Clozapin-induzierte Agranulocytose, hinsichtlich potentieller
Trait-Marker zu untersuchen. Inhaltlich ging es darum, hypothesengesteuert Polymorphismen
von am Clozapinmetabolismus beteiligten Enzymystemen sowie das HLA-System auf ihre
atiopathogenetische Bedeutung bei der Entwicklung der Clozapin-induzierten Agranulocytose
hin zu untersuchen. Veréffentlichungen zu diesem Thema erschienen bzw. erscheinen u.a. in

den Archives of General Psychiatry und in Pharmacopsychiatry.

Einige Ergebnisse der vorgestellten Untersuchungen sind noch nicht publiziert, hierauf wird
gesondert verwiesen. Ohne die grof3zigige finanzielle Unterstiitzung des Bundesministeriums
fur Bildung und Forschung seit 1996 und ohne die formale und inhaltliche Einbindung in den
Verbund Klinische Pharmakologie Berlin/Brandenburg (Sprecher: Prof. Ganten) waren die

Untersuchungen zur Clozapin-induzierten Agranulocytose nicht mdglich gewesen.

Auch in den nachsten Jahren wird die finanzielle Unterstltzung flr verschiedene Projekte im
Bereich Trait-Marker-Forschung bei unerwiinschten Arzneimittelnebenwirkungen fortgesetzt
werden, unter besonderer Gewichtung von Enzymsystem-Polymorphismen und Apoptose-

Mechanismen.

Die Auflistung der Publikationsschriften und Einteilung dieses Kapitels entspricht einer

chronologischen Einteilung meiner wissenschaftlichen Bemihungen seit 1994.

2.2 HHN-System bei Depression und anderen psychiatrischen Erkrankungen

Das HHN-System stellt das wichtigste strefregulatorische System des Menschen dar und
koordiniert Anforderungen, die intern oder extern auf den Organismus einwirken. Es unterliegt
einem komplexen Regulationsgeflige, welches von zentralen und basalen Faktoren beeinfluf3t
wird. Der Hypothalamus stellt in diesem System eine Art Relaisstation dar, mit afferentem
Zuflul® von u.a. Amygdala und Hippocampus (Kupfermann et al., 1991). Der Hypothalamus ist
mittels corticaler Strukturen als Teil des limbischen Systems, dem Regulator von Emotionen
und Vegetativum, anzusehen. Die meisten Fasersysteme des Hypothalamus sind bidirektional,
allerdings gibt es hiervon zwei Ausnahmen. Erstens, den hypothalamisch-hypophysealen Trakt;
dieser enthalt nur deszendierende Axone paraventrikularer und supraoptischer Neurone, die
hauptsachlich in der hinteren Hypophyse enden. Und zweitens, den retino-hypothalamischen

Trakt, dessen Fasern Uberwiegend zum Nucleus suprachiasmaticus projizieren.

Viele Neurone des Hypothalamus synthetisieren und sezernieren Peptide. Einige Neurone
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setzen ihre Peptide in den synaptischen Spalt frei (wo diese als Neurotransmitter wirken),
andere sezernieren die Peptide direkt in die Blutzirkulation, und zwar in der Eminentia mediana,
einer extrahypothalamisch gelegenen Struktur des Hypothalamus (Scharrer et al, 1954). Die
von Harris bereits Ende der 40er Jahre aufgestellte Hypothese, dal’ die hypophysare
Hormonsekretion durch Freisetzung hypothalamischer humoraler Faktoren reguliert wirde,
konnten Saffran und Gullemin bestatigen. Diese Wissenschaftler bewiesen, dall Homogenate
der Eminentia mediana einen ACTH-freisetzenden Faktor enthielten, das corticotropin-releasing
hormone (CRH) (Saffran et al., 1955, Guillemin et al., 1955). Erst Anfang der 80er Jahre gelang
es, die Sequenzierung des Gens fir humanes CRH aufzukldren und damit die
Aminosaurensequenz des Peptids zu entschlisseln (Vale et al. 1981; Furutani et al., 1993;
Shibahara et al., 1983). 1988 wurde das CRH-Gen auf das Chromosom 8 lokalisiert (Arbiser et
al.,, 1988). Die Regulationsmechanismen des HHN-Systems vollziehen sich mittels einer
negativen RUckkoppelungsschleife auf drei anatomischen Ebenen und einem schnellen,
langsamen und intermediaren Feedback, wobei CRH als Schlisselhormon fungiert und die

adrenale Cortisolfreisetzung via hypohysarem ACTH reguliert (Keller-Wood et al., 1984).

HHN-Systemstérungen wurden bei einer Vielzahl von psychiatrischen Erkrankungen beobachtet
(Ubersicht bei Holsboer et al., 1992). Neben depressiven Patienten zeigen auch Patienten mit
schizophrenen Erkrankungen, maniformen Zustanden oder dementiellem Syndrom Stérungen
dieses endokrinen Systems. In gewisser Weise ist eine Veranderung des HHN-Systems also
durchaus zunachst nur als unspezifischer Ausdruck einer Strefisituation zu werten, was
besonders fir die Ergebnisse, die mit dem Dexamethason-Suppressions-Test (siehe 2.2.1.1.)
erhoben wurden gilt. Die Befunde des DEX/CRH-Testes und deren vergleichsweise hohe
Replizierbarkeit bei depressiven Erkrankungen deuten jedoch darauf hin, dall die Qualitat
dieser Befunde flr deren Charakterisierung als potentieller Marker flir die Depression deutlich
hoher als flr andere psychiatrische Erkrankungen, und damit spezifischer ist (Arana et al.,
1987).

Von grundlegender Bedeutung fur die HHN-System-Untersuchungen bei depressiven
Erkrankungen war das Strel3konzept der Depression. Dieses besagt, dald verschiedenartigste
Belastungen zu einer Stimulation von ACTH und damit einer vermehrten Cortisolfreisetzung
fuhren (Koob et al.,, 1985). Ebenfalls eine grundlegende Bedeutung als experimenteller
Konstrukt hatten die Tiermodelle von Kalin und Seligman: Kalin konnte belegen, dal
intracerebroventrikulare CRH-Injektionen bei Rhesusaffen zu einem despair syndrome fihren,

einem Zustand der einer Depression bei Menschen durchaus ahnelt (Kalin et al.,, 1989) und
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bestatigte damit altere Tiermodelle der Depression wie das learned helplessness-Konstrukt von
Seligman (Seligman et al., 1976). Schon Ende der 50er Jahre berichtete Beard, daf die
basalen Cortisolspiegel Depressiver erhoht seien, Gibbons zeigte komplementar hierzu eine
Erniedrigung erhohter Cortisolspiegel bei Remission (Beard et al., 1958, Gibbons et al., 1968),
was als erster friher Hinweis auf eine Qualitat der Cortisolkonzentration als State-Marker galt.
Aber erst eine Dekade spater wurden das zwischenzeitlich erworbene Wissen um
neuroanatomische und pathophysiologische Gegebenheiten sowie wesentlich verbesserte
MeRverfahren gezielter angewendet. Hierzu zahlte auch die Implemetierung des
Dexamethason-Suppressionstestes (DST) und des CRH-Testes bzw. im folgenden deren
Kombination, des DEX/CRH-Testes (Holsboer et al., 1987, siehe 2.2.1.1.).

2.2.1 Periphere Befunde, die die Aktivitat des HHN-Systems reflektieren

Heuser IJE, Gotthard U, Schweiger U, Schmider J, Lammers CH, Dettling M, Holsboer F: Age-
associated changes of pituitary-adrenocortical hormone regulation in humans: importance of
gender. Neurobiol Aging. 15: 227-231, 1994

Schmider J, Lammers CH, Gotthard U, Dettling M, Holsboer F, Heuser IJE: Combined
dexamethasone / corticotropin-releasing-hormone test in acute and remitted manic patients, in
acute depression and in normal controls. Biol Psychiatry. 38: 797-802, 1995

Lammers CH, Garcia-Borreguerro D, Schmider J, Gotthard U, Dettling M, Holsboer F, Heuser
IJE: Combined dexamethasone-/corticotropin-releasing-hormone test in patients with
schizophrenia and in normal controls. Biol Psychiatry. 38: 803-807, 1995

Heuser IJE, Gotthard U, Schmider J, Lammers CH, Schweiger U, Dettling M, Grasser A,
Holsboer F: Pituitary-adrenal-system regulation and psychopathology during amitriptyline
treatment in elderly depressed patients and normal comparison subjects. Am J Psychiatry. 153:
93-99, 1996

2.2.1.1 Einfiihrung

Die meisten Befunde zu peripheren HHN-System-Veranderungen bei der Depression aber auch
anderen psychiatrischen Erkrankungen entstammen DST- und DEX/CRH-Untersuchungen.
Beim DST wird eine geringe Menge des synthetischen Glukokortikoids Dexamethason um
23.00 Uhr verabreicht. Dieses bewirkt normalerweise eine Suppression von Cortisol am
nachsten Tag. Beim DEX/CRH-Test werden dem DEX-vorbehandelten Probanden am
darauffolgenden Tag noch zusatzlich 100 mikrogramm CRH injiziert und die daraus
resultierende ACTH- und Cortisolsekretion gemessen. Wahrend der konventionelle DST die via
peripherer Glucocorticoid-Regulierung und endogener CRH-Aktivitdt erfolgende Kontrolle
adrenaler Funktionen widerspiegelt, gibt die zuatzliche Gabe eines zentral wirksamen Hormons

wie des CRH Aufschllsse Uber vorliegende zentrale Regulationsstérungen.
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Mittels beider Testverfahren wurden bei depressiven Patienten folgende HHN-
Systemveranderungen gefunden: erstens, erhohte basale Cortisolplasmakonzentrationen;
zweitens, nicht supprimierbare Cortisolspiegel nach DEX-Gabe und drittens, eine
abgeschwachte ACTH-Antwort bei normaler Cortisolantwort nach exogener Gabe von CRH
(ACTH-Blunting). Diese Veranderungen sind allesamt gut belegt und haufig reproduziert (Carroll
et al., 1981; Gold et al., 1984; Holsboer et al., 1984, Linkowski et al., 1985). Insbesondere die
HHN-System-Veranderungen depressiver Patienten im DEX/CRH-Test waren Uberraschend,
zeigten sie doch, dal} der negative Rickkopplungsmechanismus von der peripheren zur
zentralen Ebene des HPA-Systems bei diesen Patienten gestort sein multe (Holsboer et al.,
1987).

Ziel unserer Untersuchungen bei depressiven Patienten war es folgende Fragen zu
beantworten: Erstens, inwieweit sind HHN-System-Veranderungen durch antidepressive
Medikation reversibel? Zweitens, sind Veranderungen des HHN-Systems mit der Verbesserung
psychopathologischer Symptome korreliert und drittens, wie wirkt antidepressive Medikation auf
das HHN-System nicht-depressiver Normalpersonen? Zudem sollte die bis dato kontrovers
diskutierte Frage beantwortet werden, inwieweit alters- mit krankheitsabhangigen

Veranderungen des HHN-Systems zu vergleichen sind.

Die Untersuchungen zum HHN-System bei manischen Patienten sind an Qualitat und Quantitat
in keiner Weise mit denjenigen depressiver Patienten zu vergleichen. Dies ist v.a. Ausdruck des
schwierigen klinischen Handlings dieser Patienten und der Tatsache, dafl der DEX/CRH-Test
zumindestens eine vierstindige Bettruhe vorschreibt, was im Falle einer ausgepragten
maniformen Symptomatik nur schwer von den Patienten einzuhalten ist. Die vorliegenden
Berichte beschreiben in der Regel, da® manische Patienten generell zu einem wesentlich
geringeren Teil Veranderungen der Cortisolplasmakonzentration oder des HHN-Systems
aufweisen (Caroll et al., 1979; Cookson et al., 1985; Kennedy et al., 1989, Whalley et al., 1989).
Unsere Untersuchungen sollten diese fur den DEX-Test beschriebenen Veranderungen mittels
des aussagekraftigeren DEX/CRH-Testes prifen und potentielle = HHN-System-

Regulationsstérungen auch innerhalb des manischen Syndroms identifizieren.

Analog zu den Ergebnissen bei manischen Patienten wird auch bei Patienten mit einer
schizophrenen Psychose berichtet, dal deren HHN-Systemveranderungen quantitativ und
qualitativ geringer ausfallen als bei depressiven Patienten. Das Auftreten von HHN-System-

Veranderungen scheint hierbei in Abhangigkeit des Auftretens zusatzlicher depressiver
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Symptome vorzuliegen (Dewan et al., 1982; Asnis et al., 1986; Roy et al., 1986; Holsboer-
Trachsler et al., 1987). Auch diese Befunde wurden bis dato nur mittels des DST erhoben, so
daf auch bei diesen Patienten intendiert war, mittels des DEX/CRH-Testes neue Erkenntnisse

bzgl. der Regulationsmechanismen des HHN-Systems dieser Patienten zu gewinnen.

Zusammengefaldt galten unsere Untersuchungen zur peripheren Aktivitdt des HHN-Systems
also der Frage, inwieweit und welche HHN-System-Veranderungen Marker einer bestimmten
psychiatrischen Erkrankung bzw. eines bestimmtem Krankheitszustandes oder Lebensalters
sind, oder ob diese Veranderungen einfach nur pathophysiologische Veranderungen des

Strel3systems ungeachtet des zugrundeliegenden psychopathologischen Syndroms abbilden.

2.2.1.2 Methodik

Alle Teilnehmer der Untersuchungen erhielten am Vortag der CRH-Stimulierung um 23.00 Uhr
1,5 mg Dexamethason. Am folgenden Tag nahmen die Probanden oder Patienten um 12.30 ein
standardisiertes (NaCl armes) Mittagessen ein. Ab 13.30 lagen die Untersuchungsteilnehmer
auf einem Bett in einem ruhigen, larmabgeschirmten Raum. Mittels einer Kamera und
Gegensprechanlage konnten die Probanden oder Patienten vom benachbarten Labor aus
Uberwacht werden. Die Untersuchungsteilnehmer wurden mit einem intravendsen
Verweilkatheter (“Braunile”) in einer Unterarmvene versorgt; diese Kanlle wurde mit einem
verlangerten Infusionsbesteck verbunden, welches durch eine Offnung in das benachbarte
Labor geflhrt und dort von einem Infusomaten betrieben wurde. Von einem Dreiwegehahn aus
wurde Blut im Labor entnommen. Eine heparinisierte Kochsalzldsung lief in einer
Geschwindigkeit von 50 ml/h wahrend des gesamten Untersuchungsablaufes um die Kaniile
offenzuhalten. Die Blutentnahmen erfolgten von 14.00 bis 18.00 Uhr in viertelstindigem
Abstand. Um 15.00 Uhr wurden 100 mikrogramm humanes CRH (Bissendorf Peptide,

Wedemark) als Bolus innerhalb von 30 Sekunden injiziert.

Die jeweilige ACTH- und Cortisolsekretion nach CRH-Gabe wurde als Flache unter der Kurve
(AUC, ohne Dimension) mittels einer trapezoidalen Integration berechnet und fiir die basale
Sekretion korrigiert. Die nicht integrierten Stimulationswerte wurden als Maximalwert minus
Basalsekretionswert (DELTA) angegeben. Der grofite Wert nach CRH-Stimulation (zwischen
15.00-18.00 Uhr wurde als PEAK bezeichnet. Die mittlere Hormonkonzentration zwischen
14.00-15.00 Uhr (nach Dexamethason und vor CRH) wurde als Mittelwert aus den funf
entnommenen Proben berechnet und als BASAL-Konzentration bezeichnet. Als Grenze fir die
Einteilung Suppression/Non-Suppression wurde eine Cortisolkonzentration von 110 nmol/l
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definiert.

Alle Patienten, die in die jeweiligen Studien aufgenommen wurden, wurden mittels eines
Strukturierten Klinischen Interviews (SKID; Wittchen et al., 1990) befragt um Beurteiler-reliable
Diagnosen entsprechend den Kriterien des Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, 3. Revidierte Fassung (DSM-IlI-R, 1987) der American Psychiatric Association
(APA), zu erstellen. Sie durften keine relevanten neurologischen und/oder internistischen
Erkrankungen haben. Patienten mit Substanzmittelabusus sowie Vorbehandlung mit einem
Depot-Neuroleptikum innerhalb der letzten sechs Monate wurden nicht fir die Studie rekrutiert.
Zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung durften die Patienten mindestens finf Tage keine

psychotrope Medikation erhalten haben.

Der Schweregrad der jeweiligen Erkrankung wurde mit folgenden Fremdbeurteilungsskalen
abgeschatzt: Brief Psychiatric-Rating-Scale fir Schizophrenie (BPRS; Overall et Gorham,
1962), Mania-Rating-Scale flir Manie (MRS; Bech et al., 1978), Hamilton-Depression-Rating
Scale fur Depression (HDRS; Hamilton, 1960).

Alle gesunden Probanden muften eine Eigen-und Familienanmnese frei von pyschiatrischen
und/oder neurologischen Erkrankungen haben. Auferdem durfte keine Behandlung mit
psychotroper Medikation oder Substanzmittelabusus vorausgegangen sein oder zum
Untersuchungszeitraum vorliegen. Allergische Erkrankungen oder behandlungsbediirftige
internistische ~ Erkrankungen  waren  ebenso  AusschluRkriterien  wie  belastende

Lebensereignisse, aufgetreten bis zu sechs Monate vor der Untersuchung.

Fir unsere Therapiestudie definierten wir klinische Response (d.h. gutes Ansprechen auf
Therapie) als eine Abnahme des Depressions-Wertes (HDRS) nach dem Behandlungsintervall
von 50% oder mehr vom Ausgangswert (Beginn der Behandlung) und kleiner 10 Punkte nach

Therapie.

ACTH im Plasma wurde mittels eines dualen Antikdrper-immunoradiometrischen Assays der
Firma Nicols Institute (San Juan, Capistrano, Kalifornien, USA) am Max-Planck-Institut fir
Psychiatrie gemessen. Die Intraassay-Variabilitdt betrug 3,6 bei einer mittleren Konzentration
von 11pmol/L, die Interassay-Variabilitat war kleiner als 3,5 mit einer unteren Nachweisgrenze

von 1pmol/L.

Cortisol im Plasma wurde mit einem kommerziellen Radioimmunoassay der Firma Gamma

Coat, Travenol, ebenfalls in den hauseigenen Labors bestimmt. Hier lag die Intraassay-
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Variabilitat bei 4-7% und die Interassay-Variabilitat bei 5-8%.

Die  Plasmakonzentrationen von  Amitriptylin  und  Nortriptylin ~ wurden  mittels

Hochdruckflissigkeitschromatographie und ultravioletter Detektion bestimmt.

Gruppenunterschiede (Patienten vs. Kontrollpersonen) bei den DEX/CRH-Testen mit kleinem
Stichprobenumfang wurden mit dem nonparametrischen Mann-Whitney-U-Test bzgl. der
jeweiligen interessierenden abhangigen Variablen bestimmt. Wurden mehr als zwei Gruppen
miteinander verglichen, so erfolgte erst eine nonparametrische Varianzanalyse (nach Kruskal-
Wallis), um Globaleffekte zu identifizieren. Lokale Effekte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test

bestimmt.

Gruppenunterschiede bei Studien mit groBem  Stichprobenumfang (siehe auch
Liquoruntersuchungen 2.2.2.2) wurden mittel multivariater Varianzanalyse (MANOVA, mit
Me§wiederholung) verglichen. Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant akzeptiert. Die

Werte im Text und in den Tabellen sind als Mittelwert (SD) angegeben.

2.2.1.3 Ergebnisse und Diskussion

2.2.1.3.1 Depression

39 Patienten (32 Frauen und 7 Manner), mit der DSM-III-R Diagnose einer aktuellen Episode
einer Major Depression nahmen an der Untersuchung teil. Das Durchschnittsalter der Patienten
war 69 Jahre (SD=6), das durchschnittliche Lebensalter bei Erstmanifestation war 56 Jahre
(SD=15) bei durchschnitlich 5 Episoden und einem HDRS-Score von 26 (SD=6) und einem BMI
(body mass index) von 24.5 kg/m? (SD=3.8).

Die nicht-depressiven Kontrollpersonen, neun Manner und sechs Frauen, hatten ein
Durchschnittsalter von 67 Jahren (SD=5), waren medikationsfrei und wiesen eine leere
Familienanamnese bzgl. psychiatrischer und/oder neurologischer Erkrankungen auf. |hr BMI
betrug 24.5 kg/m? (SD=2.6).

Beide Gruppen durchliefen ein identisches, doppelblindes Procedere: nach mindestens
sechstagiger Washout-Phase erhielten sie flir eine Woche ein Placebo, danach den ersten
DEX/CRH-Test, eine HDRS-Bestimmung sowie EEG- und EKG-Untersuchungen. Daran schlof}
sich eine sechswochige antidepressive Medikation mit Amitriptylin in aufsteigender Dosierung
bis 75 mg/die an. Nach der ersten, dritten und sechsten Woche der antidepressiven Medikation

wurde wiederum ein DEX/CRH-Test, parallel hierzu jeweils ein HDRS durchgefiihrt. Response
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wurde als mindestens 50% Reduktion des basalen HDRS-Wertes oder als HDRS-Wert unter 10

Punkten definiert.

Die klinischen Ergebnisse innerhalb der Patientengruppe waren folgende: keiner der 39
Patienten entwickelte unter der sechswdchigen Amitriptylinmedikation unerwiinschte
Nebenwirkungen, die zum Abbruch der Studienteilnahme gezwungen hatte. Im Verlauf des
sechswdchigen Behandlungsintervalls kam es zu einer kontinuierlichen Abnahme der HDRS-
Werte, was einer Verbesserung der Psychopathologie entsprach (F335=41,1; p<0,0001). Das
erste statistisch signifikante Absinken vollzog sich nach drei Wochen der medikamentdsen
Behandlung. Die mittlere steady-state Plasmaspiegelkonzentration von Amitriptylin und
Nortriptylin betrug 180 ng/ml (SD=80).

Bei der Gruppe der Kontrollpersonen zeigte sich, dal® zwei der 14 Personen die Studie wegen
auftretendem Schwindel bzw. massivem Fingertremor abbrechen muften. Die mittlere steady-

state Plasmaspiegelkonzentration von Amitriptylin und Nortriptylin betrug 118 ng/ml (SD=40).

Die seriellen DEX/CRH-Untersuchungen bei der Patientengruppe zeigten zu den vier
Testzeitpunkten unterschiedliche Ergebnisse (p<0,001). Ein signifikanter Zeiteffekt fir basales
ACTH (F335=9,2; p<0,0001) und basales Cortisol (F335=6,3; p<0,006) kam dadurch zustande,
dall die Werte fir diese Hormonparameter wahrend der Placebowoche am hdchsten waren,
nach einer Woche antidepressiver Medikation abnahmen, und fortan auf diesem Niveau
persistierten. Ahnliche Resultate zeigten sich bei der post-CRH stimulierten Hormonsekretion.
Am Ende der ersten Woche waren die DELTA’s fur ACTH am gréf3ten und am Ende der

sechsten Behandlungswoche am kleinsten (p<0,09).

Beim Vergleich Patientengruppe/Kontrollpersonen zeigten sich signifikante Unterschiede in der
basalen ACTH-Konzentration (Fq4=14,1; p<0,001), der basalen Cortisolkonzentration
(F1.49=3,9; p<0,05) und der Cortisol-AUC (F49=11,2; p<0,01). Die basale Cortisolkonzentration
der Patienten korrelierte im Vergleich mit Alter, BMI, Krankheitsdauer und basaler ACTH-
Konzentration am deutlichsten mit der klinischen Schwere der Depression (r=0,6, N=39,
p<0,01).

Innerhalb der Patientengruppe wurde nochmals zwischen Respondern/Nonrespondern und

DST-Suppressoren/DST-Nonsuppressoren unterschieden:

Als Responder wurden nach Ende der sechswoéchigen Amitriptylin-Behandlung 21 Patienten

(54%) definiert, als Nonresponder 18 Patienten (46%). Es zeigte sich kein signifikanter
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Gruppenunterschied fiir die ACTH-Variablen. In beiden Gruppen nahmen die Werte fir basales
ACTH, ACTH PEAK und ACTH DELTA nach einer Woche Amitriptylin-Behandlung deutlich ab
und verblieben auf diesem Niveau (siehe Gesamt-Patientengruppe). Nonresponder hatten
signifikant hdhere Cortisolkonzentrationen (F;37,=11, p<0,01) sowie signifikant hohere Cortisol-
PEAK-Werte (F;37,=7,4, P<0.01). Fur die AUC’s von Cortisol und ACTH zeigten sich keine

signifikanten Gruppenunterschiede.

Am Ende der Placebowoche waren 13/39 Patienten (33%) DST-Nonsuppressoren, diese waren
klinisch signifikant schwerer erkrankt (HDRS-Wert: 29 Punkte (SD=6) vs. 25 Punkte (SD=5),
p<0,01). DST-Nonsuppressoren hatten im Trend héhere basale ACTH-Plasmaspiegel (p<0,06)
und signifikant hdhere basale Cortisol-Plasmaspiegel (F437=58,3, P<0,0001) im Vergleich zu
DST-Suppressoren (269,6 nmol/L (SD=141,6) vs. 39,2 nmol/L (SD=28,9). Diese Unterschiede
der Cortisol-Plasmaspiegel blieben bei jeder weiteren DEX/CRH-Untersuchung signifikant. Funf
der 13 Nonsuppressoren der Placebowoche anderten ihren DST-Status trotz antidepressiver
Medikation nicht. Ein Vierfelder-Chi>-Test ergab, daR 69% aller DST-Nonsuppressoren der
Placebowoche entsprechend unserer Responsekriterien nach Studienende als Nonresponder

definiert werden mufdten.

Die seriellen DEX/CRH-Untersuchungen bei den Kontrollpersonen zeigten im Gegensatz zu
den Patienten keinen Zeiteffekt. Keiner der Kontrollpersonen durchbrach die Dexamethason-

induzierte HHN-Suppression an einem der vier Testzeitpunkte.

Diese aufwendige Studie erbrachte zusammengefallt folgende Ergebnisse: erstens, die initial
nach Dexamethason-Vorbehandlung hohen Cortisolspiegel der depressiven Patienten sanken
zeitlich deutlich vor der klinischen Besserung der Patienten ab. Die basalen Cortisolspiegel der
depressiven Patienten waren die einzige klinische Variable, die mit dem Schweregrad der
Depression signifikant assoziiert war. Zweitens, die Zeitverlaufe in den DEX/CRH-
Testergebnissen waren bei Behandlungs-Respondern und Nonrespondern &hnlich
pathologisch, unabhéngig davon welchen DST-Status die Patienten aufwiesen. Drittens, DST-
Nonsuppressoren zeigten nach zusétzlicher CRH-Stimulation signifikant gré8ere maximale
ACTH- und Cortisol-Antworten im Vergleich zu DST-Suppressoren. Und viertens, bei
psychopathologisch unauffélligen Kontrollpersonen, die sechs Wochen lang 75 mg Amitriptylin
erhielten, dnderten sich die DEX/CRH-Testergebnisse nicht.

Diese Untersuchung konnte zweierlei erstmals zeigen; zum ersten, dal8 das klassische
Antidepressivum Amitriptylin (iberhaupt auf das HHN-System einwirkt, und zwar im Sinne einer
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Glukocorticoid-Suppression, und zweitens, dall im Rahmen einer medikamentésen
antidepressiven Behandlung die HHN-Normalisierungen zeitlich vor den klinischen
Besserungen der Patienten ablaufen. Somit konnten Einwénde widerlegt werden, die besagten,
dall die Besserung der psychopathologischen Symptomatik lediglich reaktiv zu einer
Normalisierung des HHN-Systems fiihre. Es konnte gezeigt werden, dall antidepressive Effekte
zumindestens auch lber das HHN-System und seine Regulationsmechanismen ablaufen.
Aufgrund der Tatsache, dal83 die erhbhten Cortisolkonzentrationen die einzige Variable
darstellten, die mit der Schwere der Depression signifikant assoziiert war, konnte bestétigt
werden, dall HHN-System-Verdnderungen eine gewisse Markerqualitét fiir die Depression
besitzen, und in Abhéngigkeit des Persistierens dieser Verdnderungen, von State-Marker bzw.
Residualmarker gesprochen werden kann. Erstmals wurde auch untersucht, wie ein
Antidepressivum auf das HHN-Systems gesunder Kontrollpersonen wirkt. Wir konnten keine
statistisch signifikanten Auswirkungen des Amitriptylin auf das HHN-System unserer
Kontrollpersonen nachweisen, wenngleich hier einschrédnkend darauf hingewiesen werden muR3,
daB in unserer Kontrollgruppe eine Uberbetonung &lterer Ménner vorlag. Dies mul3 deswegen
betont werden, weil es gut bekannt ist, dal3 die Variablen Alter und Geschlecht durchaus
Relevanz fiir das HHN-System besitzen: in einer anderen Untersuchung hatten wir 40 gesunde,
dltere Personen (Durchschnittsalter 69 Jahre (SD=5) und 20 gesunde, jliingere Personen
(Durchschnittsalter 34 Jahre (SD=8)) mittels des kombinierten DEX/CRH-Testes untersucht und
festgestellt, dal die Alteren héhere Cortisolkonzentrationen vor und nach CRH-Stimulation
aufwiesen. Zudem zeigte sich bei dieser Untersuchung, dal83 Frauen, unabhéngig vom Alter,

signifikant hbhere Cortisolskretionen im Vergleich zu Méannern aufwiesen.

2.2.1.3.2 Manie

Sieben mannliche und vier weibliche Patienten (Durchschnittsalter 39 Jahre (SD=17)) mit einer
DSM-III-R Diagnose einer akuten manischen Episode nahmen an der Untersuchung teil. Der
mittlere Punktwert der Patienten auf der MRS war 22 (SD=5) und der mittlere BPRS-Wert 47
(SD=8) Punkte. Die Patienten hatten eine unterschiedliche Medikamentenanamnese: ein
Patient hatte noch niemals Psychopharmaka eingenommen, vier Patienten waren mindestens
einen Monat medikamentenfrei, ein Patient erhielt zum Zeitpunkt der Untersuchung Clozapin,
zwei weitere Patienten Clozapin und Lorazepam bzw. Clozapin und Perazin. Eine Kombination
von Lorazepam, Lithium und Carbamazepin erhielten zwei Patienten, eine Kombination von
Haloperidol, Lithium und Carbamazepin ein Patient. Der Schweregrad der maniformen

Symptomatik bei den behandelten und den unbehandelten Patienten war vergleichbar: 23
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(SD=2) vs. 23 (SD=4) Punkte auf der MRS.

Die manischen Patienten wurden sowohl mit einer Gruppe von 11 gesunden Kontrollpersonen
(Durchschnittsalter 38 (SD=15)) als auch mit einer Gruppe depressiv Erkrankter
(Durchschnittsalter 37 (SD=15)), die allesamt zum Zeitpunkt der DEX/CRH-Untersuchungen
medikationsfrei waren verglichen. Der mittlere HDRS-Wert dieser Patienten betrug 30 (SD=5)
Punkte.

Alle Patienten erhielten eine DEX/CRH-Untersuchung, 6/11 manischen Patienten wurden nach

einem mindestens sechsmonatigen symptomfreien Intervall nochmals untersucht.

Im Ergebnis zeigte sich, dal die basalen Cortisol- und ACTH-Konzentrationen depressiver und
manischer Patienten signifikant hdher als die der Kontrollpersonen waren (p<0,05), wohingegen
sich die beiden Patientengruppen im Vergleich nicht signifikant voneinander unterschieden.
Manische Patienten hatten Cortisolkonzentrationen von 127,6 nmol/L (SD=100,0), depressive
Patienten 226,4 nmol/L (SD=174,4) und die Kontrollpersonen 20,4 nmol/L (SD=7,8). Die ACTH-
Konzentrationen waren 2,9 pmol/L (SD=1,5) bei manischen Patienten, 3,4 pmol/L (SD=1,2) bei

depressiven Patienten und 1,2 pmol/L bei den Kontrollpersonen (SD=0,3).

6/11 (55%) der manischen, 8/11 (73%) der depressiven Patienten und 0/11 (0%)
Kontrollpersonen waren DST-Nonsuppressoren nach Dexamethasongabe. Nach CRH-Gabe
zeigten im Vergleich zu den Kontrollpersonen wiederum beide Patientengruppen eine signifikant
hohere sekretorische Aktivitat des HHN-Systems (AUC-Cortisol und AUC-ACTH). Manische
Patienten hatten eine Cortisol-AUC von 24,2 (SD=28,1), depressive Patienten eine Cortisol-
AUC von 14,4 (SD=31,1) und Kontrollpersonen eine Cortisol-AUC von 4,4 (SD=6,3). Fur die
ACTH-AUC ergab sich fir manische Patienten ein Wert von 415 (SD=393), flr depressive
Patienten von 237 (SD=206) und fur Kontrollpersonen 245 (SD=192).

Der Anteil der Nonsuppressoren in beiden Patientengruppen erhdhte sich nach der CRH-
Stimulation weiter, da bei den manischen Patienten zusatzlich drei weitere Patienten und bei
den depressiv Erkrankten zwei weitere Patienten nach CRH-Gabe die DEX-induzierte
Cortisolsuppresion durchbrachen. Insgesamt waren also 8/11 (73%) der manischen und 10/11
(91%) der depressiven Patienten Nonsuppressoren. Die Kontrollpatienten blieben auch nach
CRH-Stimulation Nonsuppressoren. Die Verlaufsuntersuchung der sechs manischen Patienten
nach sechs symptomfreien Monaten ergab signifikant niedrigere Konzentrationen aller HHN-

Parameter (wie basale Konzentrationen, PEAK-Werte, AUC), die aber im Vergleich zu den
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Kontrollpersonen immer signifikant hdher waren.

Diese Untersuchung zeigte, dal® Patienten mit einer Manie Veranderungen des HHN-Systems
aufweisen, die den Veranderungen depressiv Erkrankter ahneln und deutlich vom Zustand des
HHN-Systems bei Normalpersonen unterschieden werden koénnen. Es zeigte sich fir akut
manische Patienten bei den Messungen nach CRH-Stimulation, dal die Starke der
Hormonfreisetzung (entsprechend der Hoéhe der AUC's) positiv mit hohen MRS-Scores
korreliert war. Interessanterweise zeigte sich im Verlauf, dal® diese Unterschiede zwischen
manischen Patienten und Kontrollpersonen unabhangig vom psychopathologischen Zustand
der manischen Patienten persistierten, denn die manischen Patienten waren bei der zweiten

Untersuchung als klinisch remittiert diagnostiziert.

Geht man davon aus, daf3 der DST eher krankheitsstadiumabhéngige Verdnderungen des
HHN-Systems abbildet und der kombinierte DEX/CRH-Test endogene “Narben” dieses
Systems, konnten die obigen HHN-Befunde manischer Patienten durchaus als State-Marker fiir
diesen affektiven Zustand (Korrelation mit MRS-Scores), wenn nicht als Residualmarker
(Verlaufsuntersuchung) gewertet werden. Sicher wéren aber fiir letztere Einteilung lédngere
Zeitintervalle zwischen den Untersuchungen wiinschenswert gewesen. Die Tatsache, dal3 ein
Teil der manischen Patienten bei den Untersuchungen mediziert war, war sogar indirekt von
Vorteil fiir die unsere Interpretation der Befunde, denn Antipsychotika, Phasenprophylaktika und
Benzodiazepine wirken nachgewiesenermal3en supprimierend auf das HHN-System (Torpy et
al., 1994), so dal8 davon ausgegangen werden kann, dal3 bei diesen Patienten HHN-System-
Verénderungen sogar noch maskiert waren. Die Tatsache, dal3 mit dem DEX/CRH-Test noch
zusétzliche Nonsuppressoren identifiziert wurden, sprach dafiir, dal8 der kombinierte Test eher

als der konventionelle DST potentielle Residualmarker identifizieren kann.

2.2.1.3.3 Schizophrenie

24 Patienten, 16 Manner und 8 Frauen, mit der DSM-III-R Diagnose einer Schizophrenie,
nahmen an der Studie teil. Drei Patienten litten an einer Schizophrenie vom desorganisierten
Typus, einer an einer Schizophrenie vom katatonen Typus, 15 Patienten an einer Schizophrenie
vom paranoiden Typus, 3 Patienten an einer Schizophrenie vom Residualtypus und 2 Patienten

an einer Schizophrenie vom undifferenzierten Typus.

Das mittlere Alter der Patienten war 34 Jahre (SD=9). 9/24 Patienten waren mindestens drei

Monate vor Studienbeginn medikamentenfrei, 9 Patienten wurden zum Untersuchungszeitpunkt

mit einem atypischen Antipsychotikum (8 Patienten mit Clozapin, ein Patient mit Sulpirid) und 6
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Patienten mit einem typischen Antipsychotikum (5 Patienten mit Haloperidol, 1 Patient mit
Perphenazin) behandelt. Die Patienten hatten einen mittleren BPRS-Wert von 41 Punkten
(SD=14), was einem mittelschweren Krankheitsgrad entspricht. 16 gesunde Personen mit
einem Durchschnittsalter von 34 Jahren (SD=10), die keine Eigen- oder Familienanamnese von
neurologischen und/oder psychiatrischen Erkrankungen aufwiesen, stellten die Kontrollgruppe

dar.

Bei der Untersuchung zeigten sich folgende Befunde: 3/24 Patienten (13%) waren DST-
Nonsuppressoren. Die anschlieende CRH-Stimulierung identifizierte sechs weitere
Nonsuppressoren, so daf} insgesamt 9/24 Patienten (38%) als Nonsuppressoren mittels des
DRX/CRH-Testes identifiziert wurden. Uber die Halfte der Nonsuppressoren nach CRH-
Stimulierung waren unbehandelte schizophrene Patienten. Bei den Kontrollpersonen wurden
finf Nonsuppressoren erst nach CRH-Stimulierung identifiziert, dies entspricht 21% der

Kontrollpersonen.

Die basalen Cortisolkonzentrationen waren bei den schizophrenen Patienten signifikant héher
als bei den Kontrollpersonen (56 nmol/L (SD=71) vs. 18 nmol/l (SD=9); p<0,05), dies galt auch
als Trend fur die basalen ACTH-Konzentrationen. (2,4 pmol/L (SD=1,9) vs. 1,6 pmol/L (SD=0,6)
p<0,08).

Patienten, die mit typischen oder atypischen Neuroleptika behandelt wurden, waren klinisch
weniger schwer krank als unmedizierte Patienten (BPRS 32 Punkte (SD=8) vs. 52 Punkte
(SD=16); p<0,05). Dies spiegelte sich folgendermafien in den DEX/CRH-Ergebnissen wider:
unmedizierte Patienten wiesen gegeniber medizierten Patienten auch nach CRH-Stimulation
signifikant erhdhte Cortisol AUC- (21,4 (SD=33,5) vs. 5,5 (SD=13,1) und PEAK-Werte (248
nmol/L (SD=303) vs. 160 nmol/l (SD=223) auf. Die unterschiedlichen klinischen Subtypen

unterschieden sich nicht bzgl. ihrer ACTH-oder Cortisolkonzentrationen.

Diese DEX/CRH-Untersuchungen an schizophrenen Patienten zeigten zusammengefal3t
folgende Ergebnisse: Erstens, analog zu den Untersuchungen manischer Patienten gelang es
mittels des kombinierten Testes, Nonsuppressoren zu identifizieren, die mittels des einfachen
DST nicht zu charakterisieren waren. Dies spricht deutlich fiir die Uberlegenheit dieses
diagnostischen Testes gegentiber dem DST bei der Identifizierung komplexerer HHN-System-
Verdnderungen. Zweitens, das Ausmal3 der HHN-System-Verédnderungen war im Vergleich zu
Verdnderungen manischer und depressiver Patienten deutlich geringer. HHN-System-
Verénderungen schienen geringer spezifisch fiir schizophrene Psychosen und damit weder als
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State - noch als Residualmarker fiir diese Erkrankung verwendbar zu sein. Drittens, Vorbefunde
die eine das HHN-System supprimierende Wirkung von Antipsychotika postulieren (Torphy et
al., 1994), konnten bestétigt werden.

2.2.2 Zentrale Befunde, die die Aktivitidt des HHN-Systems im ZNS reflektieren

Dettling M: Neuropeptidhormon-Konzentrationen von Corticotropin-Releasing-Hormon, Vaso-
pressin und Somatostatin im spinalen Liquor von depressiven Patienten und Probanden vor und
nach Behandlung mit Antidepressiva. Dissertation zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat zu Mianchen, Minchen, 1994

Heuser |, Bissette G, Dettling M, Schweiger U, Gotthardt U, Schmider J, Lammers CH,
Nemeroff CB, Holsboer F: Cerebrospinal fluid concentrations of corticotropin-releasing
hormone, vasopressin, and somatostatin in depressed patients and healthy controls: response
to amitriptyline treatment. Depression and Anxiety. 8: 71-79, 1998

2.2.2.1 Einfiihrung

Im Sinne einer inhaltlichen Weiterentwicklung der Studien zu HHN-System-Veranderungen
insbesondere depressiv Erkrankter und im Sinne einer weiteren Differenzierung und inhaltlichen
Interpretation dieser Veranderungen wurde in unserer Arbeitsgruppe parallel zu den peripheren
Befunden auch auf zentrale Veranderungen des HHN-Systems fokussiert. Hierzu schienen fur
die klinische Forschung Liquoruntersuchungen pradestiniert. Wir untersuchten hierzu die
Neuropeptidhormone Corticotropin-Releasing Hormone (CRH), Arginin-Vasopressin (AVP) und
Somatostatin (SOM), und zwar basierend auf folgenden theoretischen, praklinischen und

klinischen Vorbefunden:

CRH in besonderem Male, aber auch das AVP, sind die "Schlisselhormone" des Strel}-
responsiven und Stre3-adaptiven hypothalamisch-hypophysaren-Nebennierenrinden-(HHN)-
Systems. Neben dieser endokrinen Funktion beider Neuropeptidhormone gibt es auch Hinweise
darauf, dal® CRH Neurotransmitterwirkungen im ZNS besitzt und beispielsweise physiologische
Vorgénge (Blutdruck, Atmung) und Verhalten (Schlaf, Nahrungsaufnahme) moduliert; zudem
wird dem AVP u.a. eine bedeutende Rolle bei kognitiven Leistungen zugeschrieben (Roberts
und Bloom, 1981; Brown et al., 1982; Fisher et al., 1982; Plotsky, 1987; Sirinathsinghij, 1989).

SOM inhibiert das Wachstumshormon-Freisetzungshormon (GHRH) und reguliert somit die
hypophysare Wachstumshormon (GH)-Sekretion (Reichlin 1983). Wie CRH und AVP hat auch
SOM auf Verhaltensebene eine Vielzahl von Effekten; so steigert SOM die motorische Aktivitat
(Rezek et al., 1977) und moduliert Schlaf, Appetit, circadiane Rhythmen, Schmerzempfindung

sowie aktives und passives Vermeidungsverhalten (Reichlin et al., 1982; Rubinow et al., 1983;

31



Vecsei et al., 1983; Vecsei et al., 1984; Schettini et al., 1988 Florio et al., 1991).

CRH und AVP werden innerhalb des Nucleus paraventicularis (PVN) in unterschiedlichen
Zellgebieten gebildet und zu verschiedenen "Speicherstatten" transportiert. Es handelt sich
dabei zum einen um die grof3zelligen (magnocellularen) Zellgebiete, wo neben AVP auch noch
Oxytocin produziert wird. AVP und Oxytocin werden von dort via Eminentia mediana zum
Hypophysenhinterlappen (HHL) transportiert und dort gespeichert. Das zweite wichtige
Zellgebiet besteht aus Nucleus infundibularis, ventromedialis und dorsomedialis
(parvocellularus); dort liegen die Syntheseorte von CRH, GHRH, thyreotropine releasing
hormone (TRH) und SOM. Diese Neuropeptide gelangen ebenfalls via Eminentia mediana zu

ihrem Speicherort, dem Hypophysenvorderlappen (HVL).

Es wurde nun gefunden, dal® es bei Gesunden mit steigender DEX-Dosis erwartungsgemal zu
einem dosisabhangigen  Abfall der  durch CRH stimulierbaren ~ ACTH-und
Cortisolkonzentrationen kommt (von Bardeleben, 1992). Bei hypercortisolamischen depressiven
Patienten hingegen fand sich nach Dexamethason-Vorbehandlung und zusatzlicher CRH-
Stimulation eine Uberschiellende und keine verminderte ACTH-und Cortisolantwort (Holsboer,
1987; von Bardeleben, 1989), wie dies bei Gesunden der Fall ist. Dies deutete darauf hin, dafl
der Uber aktuelle Cortisolspiegel regulierte negative Rickkopplungsmechanismus bei diesen
Patienten gestort ist, wobei zentrale, zumindest suprahypophysare Veranderungen des HHN-
Systems flr diese "paradoxe" ACTH-und Cortisol-Antwort vermutet wurden (sogenannte CRH-

Overdrive-Hypothese).

In der Folge wurden von mehreren Arbeitsgruppen Liquoruntersuchungen durchgefiihrt. Eine
statistisch signifikant erhéhte, morgendliche CRH-Konzentration im Liquor depressiv Erkrankter
wurde in mehreren Studien beschrieben (Nemeroff et al., 1984; Bissette et al., 1985; Banki et
al., 1987) und als Beleg fir die CRH-Overdrive-Hypothese gewertet. Eine spatere Studie
derselben Arbeitsgruppe fand dann ebenfalls im Sinne der CRH-Overdrive-Hypothese bei
Patienten, die sich suizidiert hatten eine verminderte Anzahl von CRH-Rezeptoren im frontalen
Cortex im Vergleich zu Menschen, die Opfer eines Tétungsdeliktes geworden waren (Nemeroff
et al., 1988; Arato et al., 1989, Roy et al.,1987). Allerdings fanden die Autoren in diesen Studien
keine signifikanten morgendlichen Liquor-CRH-Konzentrationsunterschiede zwischen depressiv

Erkrankten und Kontrollpersonen.

Es gibt nur wenige Studien bzgl. der Liquor-CRH-Konzentrationen bei anderen als depressiven
Erkrankungen. Bei den wenigen vorliegenden Untersuchungen ergaben sich keine
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Unterschiede in den CRH-Konzentrationen zwischen Patienten mit Schizophrenie, Manie oder
Angststérungen im Vergleich zu Kontrollpersonen (Nemeroff, 1984; Banki, 1987). Allerdings
wurde eine CRH-Konzentrationserh6hung bei Patienten mit einem depressiven Syndrom im
Rahmen einer Demenz im Vergleich zu nicht depressiven Dementen gefunden (Nemeroff et al.,
1992).

Mehrere Liquorstudien berichteten von erniedrigten AVP-Konzentrationen bei depressiv
Erkrankten und erhéhten AVP-Konzentrationen bei manischen Patienten (Gold et al., 1978;
Gold et al., 1983; Gold et al., 1988), wahrend andere keine Unterschiede zwischen Patienten

und Kontrollen fanden (Sérensen et al., 1985).

SOM wurden bei depressiv Erkrankten im Vergleich zu Kontrollpersonen signifikant erniedrigt
im Liquor vorgefunden (Gerner et al., 1982; Rubinow et al., 1983; Agren et al., 1984), bei
anorektischen und manischen Patienten zeigten sich erhéhte Konzentrationen (Gerner et al.,
1982). Bissette und Mitarbeiter fanden nicht nur bei Depression, sondern auch bei Demenz und
Schizophrenie signifikant erniedrigte SOM-Konzentrationen (Bissette et al., 1986), wahrend eine
spatere Arbeit der Nemeroff-Gruppe keine SOM-Konzentrationsunterschiede zwischen

depressiv Erkrankten und Kontrollpersonen beschrieb (Nemeroff et al., 1992).

Insgesamt blieb aufgrund der Vorbefunde festzuhalten, dal® die Ergebnisse zu
Liquorkonzentrationen verschiedener Neuropeptidhormone bei Depression bezlglich AVP und
SOM uneinheitlich waren, wahrend die Ergebnisse der CRH-Liquoruntersuchungen vermuten
lieBen, dal® bei der Depression eine zustandsabangige Sekretionszunahme von CRH vorliegt,
die als eine Ursache der pathologischen DST-, CRH- und DEX-CRH-Testergebnisse bei
depressiv Erkrankten angenommen werden konnte und damit potentielle Markerqualitat (State-

oder Residualmarker) besal3.

Zur Untersuchung dieser Hypothese flihrten wir in einem Patienten- und
Kontrollpersonenkollektiv zwei Liquorpunktionen kombiniert mit einem DEX/CRH-Test (zum

Studienablauf siehe 2.2.1.2) vor und nach standardisierter antidepressiver Medikation durch.

2.2.2.2 Methodik

Die Lumbalpunktionen wurden jeweils morgens um 8.00 Uhr in Seitenlage der Untersuchten mit
einer atraumatischen Spinalkanile nach Sprotte der Firmen Hell und Pajunk durchgefihrt. Ab
22.00 Uhr am Vorabend muften die Untersuchten strikte Bettruhe einhalten, durften nicht essen

und rauchen und nur bis zu 1 Liter Mineralwasser zu sich nehmen. Die Punktion wurde
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zwischen LWK 3 und 4 durchgeflihrt; nach Punktion des Spinalkanals wurden ca 10 ml Liquor in
vier aufeinanderfolgende 2 ml Plastikrohrchen abgetropft. Die Untersuchten muf3ten nach der
Lumbalpunktion bis 12.00 Uhr im Bett liegenbleiben und wurden aufgefordert viel Flissigkeit zu
sich  zu nehmen, um postpunktionellen Kopfschmerzen  vorzubeugen. Die
Neuropeptidkonzentrationen (CRH, AVP, SOM) in den Liquorproben wurden mittels
Radioimmunoassays von Dr. Bissette (Dept. Of Psychiatry, University of North Carolina School
of Medicine, Chapel Hill, NC 27599, USA) bestimmt. Die Methoden und Vorgehensweisen
hierzu wurden ausflhrlich an anderer Stelle dargelegt (Vale et al., 1983; Bissette et al., 1986;
Ysewin-van Brussel, 1985). Die Sensitivitat dieser Radioimmunoassays war 0,5-2,5 pg/tube, die
Wiederentdeckungsrate betrug 70-95%. Alle weiteren klinischen Definitionen, Cortisol- und
ACTH-Bestimmungen und statistische Berechnungen verliefen analog zu den bereits oben

beschriebenen Untersuchungen (2.2.1.2).

2.2.2.3 Ergebnisse und Diskussion

37 depressive Patienten, 26 Frauen und 11 Manner, sowie 25 Kontrollpersonen (8 Frauen, 17
Manner) wurden vor Behandlungsbeginn lumbalpunktiert und die Liquorkonzentration von CRH,
AVP und SOM bestimmt. Alle Patienten waren seit mindestens einer Woche medikamentenfrei.
Die Patienten waren im Durchschnitt 47 Jahre (SD=17) und wiesen einen HDRS-Wert von 26
Punkten auf (SD=6). Die Kontrollpersonen waren mit 65 Jahren (SD=15) deutlich alter als die

Patientengruppe (F16,=17, p<0,0001).

Eine multivariate Varianzanalyse erbrachte einen signifikanten Gruppenunterschied in Bezug
auf die Liquorkonzentrationen von CRH, AVP und SOM (p<0,002), die weitere Analyse der
lokalen Effekte ergab, dal® die depressiven Patienten statistisch signifikant niedrigere SOM-
Liquorkonzentrationen aufwiesen (31,4 pg/mmol (SD=9,8) vs. 38,6 pg/mmol (SD=8,7);
F160=8,55, p<0,005), wahrend die anderen Neuropeptidhormonkonzentrationen im Liquor nicht
unterschiedlich zwischen den Gruppen waren (Depressive vs. Kontrollen; CRH 49,6 pg/mmol
(SD=18,4) vs. 49,6 pg/mmol (SD=13,3), AVP 3,74 pg/mmol (SD=0,8) vs. 3,8 pg/mmol (SD=0,7).

Eine schrittweise multiple Regressionsanalyse flir die depressiven Patienten mit Liquor-CRH als
abhangiger Variable und allen anderen Parametern als unabhangigen Variablen ergab, daf} der
Liquor-SOM-Gehalt mit r=0,65 den groRten Anteil an der Varianz der Liquor-CRH-Konzentration
aufwies (P<0,01).

Parallel zur Eingangspunktion wurde ein DEX/CRH-Test duchgefihrt mit der Intention mdgliche
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Zusammenhange zwischen peripheren Testvariablen und zentralen Liquorkonzentrationen
dazustellen. Eine MANOVA erbrachte einen signifikanten Gruppeneffekt zwischen den beiden
Gruppen (p<0,02). Depressive Patienten hatten signifikant héhere Werte fiir basales (107 nml/L
(SD=104) vs. 43 nmol/L (SD=47); F 10=7,8, p<0,01) und PEAK- (337 nmol/L (SD=225) vs. 216
nmol/L (SD=180); F 160=4,7, p<0,03) Cortisol; auch die basalen ACTH-Konzentrationen (2,8
pmol/L (SD=1,5) vs. 1,7 pmol/L (SD=0,8); F 16=11,8, p<0,001) waren signifikant héher bei
Patienten. Es fanden sich bei der Eingangsuntersuchung allerdings keine signifikanten

Korrelationen zwischen peripheren und zentralen Parametern des HHN-Systems.

Achtzehn Patienten wurden nach einer sechswochigen Behandlung mit Amitriptylin 75 mg/Tag
repunktiert. Das durchschnittliche Alter dieser Patiente war 48 Jahre (SD=15), der mittlere
HDRS-Wert vor Behandlung war 27 Punkte (SD=6), der Wert nach Behandlung war 12 Punkte
(SD=5). Auch 11/25 mit Amitriptylin behandelte Kontrollpersonen wurden repunktiert, deren
mittleres Durchschnittsalter war 68 Jahre (SD=10).

Weder innerhalb der Gruppe der Patienten noch innerhalb der Gruppe der Kontrollpersonen
unterschieden sich die Konzentrationen der Neuropeptide im Liquor vor und nach der

sechswochigen Amitriptylinbehandlung (siehe Tabelle 1)

Tab. 1: Konzentrationen (pg/ml) von CRH, AVP und SOM im Liquor von 18 depressiven Patienten und
11 Kontrollpersonen vor und nach einer sechswochigen Behandlung mit Amitriptylin (AMI).

PATIENTEN KONTROLLPERSONEN
N 18 11
ALTER 48 (SD=15) 68 (SD=10)
HDRS vor AMI 27 (SD=6)
HDRS nach AMI 12 (SD=8)
CRH vor AMI 45,3 (SD=10,3) 44,4 (SD=12,7)
CRH nach AMI 452 (SD=12,4) 41,5 (SD=11,4)
AVP vor AMI 3,8 (SD=0,9) 4,0 (SD=0,6)
AVP nach AMI 3,8 (SD=0,5) 4,1 (SD=0,5)
SOM vor AMI 32,5 (SD=9,7) 35,8 (SD=7,5)
SOM nach AMI 33,9 (SD=9,8) 34,9 (SD=8,6)
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Zehn der 18 Patienten wurden als Therapie-Responder und acht als Nonresponder definiert.
Die Liquor-Neuropeptidkonzentrationen fir AVP und SOM waren in beiden Gruppen
vergleichbar wahrend CRH vor Behandlung im Trend und nach Behandlung statistisch

signifikant niedriger bei den Respondern war (p<0,05) (siehe Tabelle 2).

Tab. 2: Konzentrationen (pg/ml) von CRH, AVP und SOM im Liquor von 10 Respondern und 8
Nonrespondern vor und nach einer sechswochigen Behandlung mit Amitriptylin (AMI).

RESPONDER  NONRESPONDER

N 10 8
ALTER 54 (SD=24) 45 (SD=11)
HDRS vor AMI 24 (SD=6) 29 (SD=6)
HDRS nach AMI 6 (SD=4) 18 (SD=3)
CRH vor AMI (pg/ml) 45 (SD=13) 49 (SD=11)
CRH nach AMI (pg/ml) 39,4 (SD=8,3) 49,9 (SD=13,6)
AVP vor AMI (pg/ml) 4,1 (SD=0,6) 3,8 (SD=1,0)
AVP nach AMI (pg/ml) 3,9 (SD=0,5) 3,8 (SD=0,4)
SOM vor AMI (pg/ml) 32,3 (SD=7,8) 32,3 (SD=11)

SOM nach AMI (pg/ml) 34,3 (SD=9,8) 33,7 (SD=9,7)

Wichtig flr die weitere Interpretation unserer Befunde war die Bedeutung von Alters- und
Geschlechtseffekten, die wir auch schon bei unseren DEX/CRH-Untersuchungen gefunden
hatten. Zur Berechnung mdglicher Alterseffekte fihrten wir eine Kovarianzanalyse mit Alter als
Covariate durch. Es zeigte sich, dal} fir Alter korrigiert tatsachlich keinerlei Unterschiede in den
Neuropeptidliquorkonzentrationen zwischen Patienten und Kontrollpersonen bestanden. Auch
die unterschiedlichen SOM-Konzentrationen zwischen Patienten und Kontrollpersonen vor
medikamentdser Behandlung konnte durch eine altersassoziierte Zunahme der SOM-

Liquorkonzentration erklart werden.

Hinsichtlich des Geschlechtes zeigten sich folgende Effekte: bei der Punktion vor Behandlung
ergab sich ein Geschlechtsunterschied dahingehend, dall die 26 Patientinnen im Vergleich zu
den 11 Patienten eine im Trend hoéhere CRH-Liquorkonzentration aufwiesen (52,6 pmg/ml
(SD=20) vs. 42,6 pgl/ml (SD=9,5). Wurde eine Gesamtgruppe Patienten und Kontrollpersonen

gebildet, zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied (Frauen/Manner: 53,1 pg/ml

36



(SD=18,6) vs. 45,5 pg/ml (SD=11,7).

Korrelationen zwischen den Neuropeptidhormonkonzentrationen und den DEX/CRH-
Parametern fanden wir innerhalb der Patientengruppe auch bei der zweiten Testung nicht. Im
Gegensatz hierzu fand sich aber in der Gruppe der Kontrollpersonen eine postive Korrelation fiir
den Anderungsbetrag von Liquor-CRH und DELTA-ACTH (r=0,6; p<0,05), d.h. abnehmende
CRH-Liquor-Konzentrationen waren mit einer verminderten Freisetzung von ACTH nach CRH-
Stimulation und zunehmende CRH-Konzentrationen mit einer erhéhten ACTH-Freisetzung
assoziiert. Liquor-AVP- und -SOM-Konzentrationsdnderungen vor und nach antidepressiver

Behandlung zeigten keine Beziehung zu Veranderungen von DEX/CRH-Testvariablen.

Zusammengefal3t ergab die Liquorstudie zum einen das Uberraschende Ergebnis, dal3
depressive Patienten und Kontrollpersonen einen &hnlichen Liquorkonzentrationsgehalt von
CRH, AVP und SOM aufwiesen. Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollpersonen lief3en
sich alle auf einen deutlichen Alters- und Geschlechtseffekt zuriickfiihren. Es zeigte sich mit
zunehmendem Lebensalter eine deutliche Zunahme der SOM-, nicht aber der AVP-
Liquorkonzentrationen. Bei gesunden Kontrollpersonen, nicht aber bei depressiven Patienten,
wurde zudem ein Trend fiir eine altersabhéngige Zunahme der CRH-Liquorkonzentrationen
gefunden. Es konnte auch gezeigt werden, dall das Antidepressivum Amitriptylin eine

signifikante Abnahme der CRH-Liquorkonzentration bei Therapierespondern bewirkte.

Unsere Liquorergebnisse bedeuteten, dal3 die Zunahme/Anderung der Liquorkonzentrationen
von CRH und SOM eher generelle Alterungsprozesse und nicht depressive Zustédnde
reflektieren, da keines der beiden Neuropeptide mit dem Schweregrad der Depression variierte.
Insofern sind CRH-Liquorkonzentrationen nicht als Marker flir eine Depression zu
charakterisieren. Die Tatsache, dal8 CRH-Liquorkonzentrationen bei depressiven Patienten
durch Amtitriptylin beeinfluBbar waren, deutet allerdings auf eine kausale, noch zu definierende
Beteiligung dieses Schliisselhormons des HHN-Systems bei der Remission depressiver
Symptomatik hin. Es gab durch die Ergebnisse unsere Kontrollpersonen starke Hinweise
darauf, dal8 das HHN-System wéhrend einer Depression und im Rahmen eines normalen

Alterungsprozesses Verdnderungen in &hnlicher Ausrichtung durchlauft.

2.3 Dopaminerge Aktivitdt und Alkoholabhédngigkeit

Die Bedeutung des dopaminergen Systems fir Abhangigkeitserkrankungen, v.a. fir die
Alkoholabhangigkeit wurde bereits in den 80er Jahren aufgrund tierexperimenteller Befunde
erkannt. Grundlegend fir das Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen dem
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Neurotransmitter Dopamin und der Entwicklung von Alkoholabhangigkeit vermittelte das
Tiermodell des Alkohol-Reinforcement. Dieses besagt folgendes: das Charakteristikum von
Sucht allgemein und in besonderem MalRe der Alkoholabhangigkeit ist der Zwang, die
suchterzeugende Substanz unter Kontrollverlust bezogen auf die Menge der Substanz
einzunehmen. Dieser Zwang hangt von verstarkenden Effekten der Droge ab. Verstarkende
Faktoren sind zum einen alle Effekte, die zur Spannungsreduktion flhren, z.B. anxiolytische
Effekte und euphorische Effekte. Es gibt aber auch verstarkende Effekte, die aus dem Prinzip
der negativen Verstarkung, d.h. der Vermeidung negativer Effekte der Drogeneinnahme
ableitbar sind. Ein Beispiel hierfir ware die Einnahme von Drogen um korperliche
Entzugssymptomatik zu vermeiden. Die ersten tierexperimentellen Untersuchungen zum Drug-
Seeking-Behaviour und zu Reinforcement-Prozessen wurden mit Opiaten und Stimulantien
durchgefiihrt (Koob et al.,, 1988). Untersuchungen mittels intravendser Eigengabe dieser
Substanzen trugen dazu bei, bestimmte Substrate zu identifizieren, die verstarkende Wirkungen
dieser Substanzen vermittelten, und lieRen vermuten, dal® diese neuralen Systeme Teil eines
sogenannten Belohnungs (Reward)-Systems waren (Koob, 1992). Das mesolimbische
dopaminerge System und seine Verbindungen in die Region des Nucleus accumbens wurde als
anatomisches Substrat des Belohnungssystems identifiziert. Diese Region spielt auch fur akute
verstarkende Alkoholeffekte die entscheidende Rolle, was durch verschiedene Untersuchungen
belegt wurde. Alkohol steigert dosisabhangig die Feuerungsrate dopaminerger Neurone der
Ventral Tegmental Area (VTA) in vivo und in vitro, was bedeutet, dal akute Alkoholeinnahme
das mesolimbische dopaminerge System aktiviert (Gessa et al., 1985). In Ubereinstimmung mit
diesen physiologischen Daten konnte auch gezeigt werden, dal® geringe Dosen systemisch
verabreichten Alkohols die calciumabhangige dopaminerge Freisetzung aus dem Nucleus
accumbens steigert (Engel et al.,, 1992). Die dopaminerge Hypothese des Alkohol-Reward
erhielt weitere Unterstlitzung durch Befunde, die belegten, dald Eigengabe von Alkohol bei
Ratten die Dopaminfreisetzung in den Nucleus accumbens aktiviert und Dopamin dort direkt in
die VTA-Region gelangt (Gatto et al., 1990; Weiss et al., 1993). Auch pharmakologische
Manipulationen der dopaminergen Transmission mittels der Gabe von dopaminergen und
antidopaminergen Substanzen bestatigten die Ubergeordnete Bedeutung des dopaminergen
Systems flr die Alkoholabhangigkeit (Samson et al., 1991; Weiss et al., 1990; Rassnick et al.,
1993). Diese tierexperimentellen Befunde, die die Bedeutung des dopaminergen Systems fir
Sucht und Suchtentwicklung eindrucksvoll dokumentierten, wurden im weiteren Verlauf der

Forschungsbemuhungen weltweit bei Untersuchungen an alkoholabhangigen Patienten
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bestatigt. Strategien hierfir waren Anfang der 90er Jahre neuroendokrine und seit Mitte der
90er Jahre molekularbiologische Untersuchungen. Neuroendokrine Untersuchungen
ermoglichten es, das dopaminerge System alkoholabhangiger Patienten zu verschiedenen
Inoxikationszeitpunkten zu untersuchen, z.B. wadhrend einer Intoxikation, wahrend einer
kurzfristigen und einer langfristigen Abstinenz, und erméglichten damit Aussagen dariber,
inwieweit der Nachweis des Schweregrades der dopaminergen Stérung markertypisch fir die
Schwere der Alkoholerkrankung des Patienten ist. Die molekularbiologische Forschung
intendierte demgegeniber dazu, bestimmte Trait-Marker der Alkoholabhangigkeit zu
identifizieren und fokussierte entsprechend der dopaminergen Hypothese der
Alkoholabhangigkeit auf die Untersuchung bestimmter Dopaminrezeptorpolymorphismen, in der
Hoffnung, hieriiber Hinweise auf Assoziationen zwischen anlagebedingten Veranderungen des
dopaminergen Systems und der Schwere der Alkoholabhangigkeit zu erhalten. Diese
Hypothese eines genetischen Einflul auf die Alkoholabhangigkeit hatten zeitgleich mehrere
Zwillings-und Adoptionsstudien zweifelsfrei nachgewiesen (Schukitt, 1992). Es bestand also
Grund zu der Annahme, dal® durch die Erforschung des dopaminergen Systems
alkoholabhangiger Patienten und der daraus resultierenden Erkenntnisse drei bedeutende
Elemente jeglicher Alkoholismusbehandlung, namlich das eindeutige Identifizieren abhangiger
Patienten, das Gewahren eines sicheren korperlichen Entzuges und die Entwicklung neuer
auch pharmakologischer Strategien zum Erreichen langfristiger Abstinenz wesentlich profitieren
koénnten.

2.3.1 Neuroendokrine Abbildung zentralnervoser dopaminerger Transmission

Detting M, Heinz A, Dufeu P, Rommelspacher H, Graf KJ, Schmidt LG: Dopaminergic
responsivity in alcoholism: trait, state, or residual marker ? Am J Psychiatry. 152: 1317-1321,
1995

Heinz A, Dettling M, Kuhn S, Dufeu P, Graf KJ, Kirten |, Rommelspacher H, Schmidt LG:
Blunted growth hormone response is associated with early relapse in alcohol-dependent
patients. Alcohol Clin Exp Res. 19: 62-65, 1995

Heinz A, Lichtenberg-Kraag B, Sallstrom-Baum S, Graf KJ, Kriger F, Dettling M,
Rommelspacher H: Evidence for prolonged recovery of dopaminergic transmission after
detoxification in alcoholics with poor treatment outcome. J Neural Transm Gen. 102:149-157,
1995

Schmidt LG, Dettling M, Graf KJ, Heinz A, Kuhn S, Podschus J, Rommelspacher H: Reduced
dopaminergic function is related to severe dependence. Biol Psychiatry. 39: 193-198, 1996

Heinz A, Dufeu P, Kuhn S, Dettling M, Graf KJ, Kirten I, Rommelspacher H, Schmidt LG:
Psychopathological and behavioral correlates of reduced dopaminergic sensitivity in alcoholism.
Arch Gen Psychiatry. 53: 1123-1128, 1996
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Heinz A, Dufeu P, Kuhn S, Dettling, M., Podschus J, Graf K, Rommelspacher H, Schmidt L.G.:
Reduced dopaminergic sensitivity is associated with low levels of depression, but not craving, in
alcohol-dependent patients with poor treatment outcome. Alcoholism. 32: 19-27, 1996

2.3.1.1 Einfiihrung

Das human growth hormone (HGH) wird in den eosinophilen Zellen des
Hypophysenvorderlappens gebildet, gepeichert und sezerniert. Die HGH-Sekretion wird
hauptsachlich durch hypothalamische Zellkdrper, die Releasinghormone bzw. bestimmte
Neurotransmitter in das hypohysare, vendse Portalsystem sezernieren, reguliert. Die
Neurotransmitter besitzen hierbei eine weitestgehend definierte Wirkung auf die HGH-
Sekretion. Dopamin und Noradrenalin (Uber Alpha-Rezeptoren), sowie GABA erhdéhen die
HGH-Sekretion, wahrend Noradrenalin (iber Beta-Rezeptoren) die HGH-Sekretion inhibiert. Die
Mdoglichkeit mittels der endokrinen HGH-Response auf definierte Substanzen Aufschlul} Gber
zentralnervose Rezeptorsensitivitdten zu erhalten, wurde Anfang der 80er Jahre mit dem Alpha-
Agonisten Clonidin aufgegriffen. Hierbei zeigte sich bei depressiven Patienten eine verminderte
HGH-Antwort im Vergleich mit Kontrollpersonen (Matussek et al., 1980). In den folgenden
Jahren wurde aber nicht nur nur die noradrenerge sondern auch die dopaminerge Regulation
der HGH-Sekretion ein fester Bestandteil neuroendokriner Untersuchungen (Tabakoff et al.,
1978, Muller et al., 1980).

Da Dopamin die HGH-Sekretion stimuliert und Dopaminrezeptoren sowohl in der (zentralen)
Eminentia mediana als auch in der Hypophyse lokalisiert sind, versuchte man mittels der Gabe
dopaminerger Substanzen wie L-Dopa, Amphetamin, Bromocriptin und Apomorphin die HGH-
Sekretion zu stimulieren, um hieruber Aufschluf® Uber die dopaminerge Sensitivitat zentraler
Regionen zu erhalten. Der Apomorphin-induzierten HGH-Sekretion kam hierbei besondere
Bedeutung zu, da sich viele klinische und tierexperimentelle Untersuchungen mit der
Apomorphin-induzierten HGH-Sekretion befal3t hatten. Im Humanexperiment bindet
Apomorphin an Dopaminrezeptoren im Gehirn, und zwar dosisabhangig sowohl pra- als auch
postsynaptisch. Es besteht hierbei eine Praferenz fir den postsynaptischen Dopamin D2-
Rezeptor (Rommelspacher et al., 1992). Tierexperimentell steigert Apomorphin (bei Ratten und
Affen) die HGH-Sekretion aber nicht, was die Ubertragbarkeit tierexperimenteller Befunde bzgl.
hypothalamischer-hypophysarer Dopaminfunktionen einschrankt. Bzgl. der Frage, ob
tatsachlich ein zentraler dopaminerger Zustand mittels der Apomorphin-induzierten HGH-
Sekretion abgebildet wird ergaben sich aus den Untersuchungen mit humanen hypophyséren

Zellkulturen deutliche Hinweise: bei diesen Untersuchungen inhibierte Apomorphin die HGH-
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Sekretion, was vermuten lie3, daf sich die Dopaminstimulierenden Apomorphineffekte nicht auf
peripher-hypophysarer Ebene, sondern zentral-hypothalamisch vollziehen (Sylvalathi et al.,
1988).

Gegentber anderen Dopaminagonisten hat Apomorphin folgende, relative Vorteile: erstens, es
kommt regelmaRig innerhalb 30-60 Minuten nach subcutaner Applikation von Apomorphin zu
HGH-Spitzen. Zweitens, Apomorphin hat eine kurze Wirkdauer und drittes, Apomorphin besitzt

eine vergleichsweise hohe dopaminerge Selektivitat.

Aufgrund der dopaminergen Hypothesen zur Alkoholabhangigkeit wurde die Apomorphin-
induzierte HGH-Sekretion auch bei alkoholabhangigen Patienten durchgefiihrt. Diese
Hypothesen basierten wie beschrieben auf Verdffentlichungen der 80er Jahre, die zeigen, daf}
das mesolimbisch-mesocorticale dopaminerge System im Bereich der Alkohol- bzw.
Drogenabhangigkeit eine tibergeordnete Rolle spielt, und zwar im Sinne einer Stimulierung des

dopaminergen Belohnungssystems durch Alkohol (Engel, 1987; Wise, 1988).

Tierexperimentelle Untersuchungen beschrieben eine Stimulierung zentraler dopaminerger
Neurone durch akute Alkoholgabe, und daraus abgeleitet eine Down-Regulation der Dopamin
D2-Rezeptoren (Gessa et al, 1985; Di Chiara et al., 1988).

Neuroendokrine Voruntersuchungen an Alkoholpatienten hatten Hinweise gegeben, dal} sich
dopaminerge Rezeptorfunktionen in Abhangigkeit des klinischen Schweregrades der
auftretenden Abhangigkeitssymptomatik (Entzug, Abstinenz, Intoxikationsgrad) andern kénnen.
So wurde Anfang der 80er Jahre eine erhéhte dopaminerge Responsivitat im spaten Entzug
(Annunziato et al., 1983) und spater eine Normalisierung dieser Erhéhung im weiteren Verlauf
gefunden (Balldin et al., 1985). In der langerfristigen Abstinenz zeigte sich sowohl eine
reduzierte als auch eine normale dopaminerge Responsivitat (Balldin et al., 1992; Balldin et
al.,1993). Diese Befunde sprachen zusammengefal’t daflir, die dopaminerge Responsivitat
Alkoholabhangiger auf die Verwendbarkeit als State- oder Residualmarker der

Alkoholabhangigkeit mittels eines Drug Challenge-Paradigmas zu untersuchen.

Unsere Arbeitsgruppe verfolgte nun im wesentlichen die Frage, ob, wenn vorhanden,
neuroendokrin darstellbare Veranderungen des dopaminergen Systems relevante Marker der

Alkoholabhangigkeit sind.
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2.3.1.2 Methodik

Potentielle Untersuchungsteilnehmer mit dem Wunsch nach einem stationaren Alkoholentzug
meldeten sich zunachst bei unserer Alkoholambulanz. Dort erfolgte ein ausgedehntes Interview
(Composite International of Diseases (CIDI), Robins et al., 1988; Brief Psychiatry Rating Scale
(BPRS)) bzgl. demographischer und psychiatrischer Daten. Wenn die Patienten die ICD-10-
Kriterien der Alkoholabhangigkeit erflllten, wurden sie in die Studie aufgenommen.
Ausgeschlolen wurden Patienten, die andere Drogen wie Alkohol einnahmen und/oder
metabolische, neuroendokrine oder neuropsychiatrische Erkrankungen aufwiesen. Ebenso nicht
in die Untersuchung aufgenommen wurden Patienten, die einen Body Mass Index unter 20 oder
Uber 30 kgkG/m? aufwiesen, und Patienten die bei Aufnahme nicht akut bzw. subakut
(Alkoholeinnahme innerhalb der letzten 24 Stunden) intoxikiert waren. Dies erfolgte deshalb,
weil aus tierexperimentellen Untersuchungen bekannt war, dal} die Dopamin D2-Rezeptordichte
bereits innerhalb von 5 Tagen nach der letzten Alkoholeinnahme ansteigt (Rommelspacher et
al., 1992) und diese Patienten somit unter Umstanden zu einer Verfalschung des tatsachlichen

dopaminergen Status hatten beitragen kénnen.

Alle Patienten durchliefen wahrend ihres stationaren Aufenthaltes folgendes Procedere: am Tag
der stationdren Aufnahme wurde der Grad der Alkoholintoxikation der Patienten klinisch und
biochemisch tberprift. Danach wurden die Patienten auf unsere Entzugstation verbracht. Nach
der ersten neuroendokrinen Testung getestet (Zeitpunkt der akuten Intoxikation) erfolgte im
Bedarf bei auftretender Entzugssymptomatik die Gabe von Clomethiazol. Nach vollzogenem
Entzug verblieben die Patienten fur drei Wochen auf einer offenen Station, eine Woche nach
Entzug wurde die zweite dopaminerge Stimulation durchgefiihrt (Zeitpunkt der kurzfristigen
Abstinenz). Nach Entlassung aus der stationdren Behandlung wurden die Patienten in eine
externe Gesprachs- und Ambulanzgruppe unserer Klinik integriert, die sich einmal pro Woche
traf. Wahrend eines jeden Treffens erfolgte eine Blutentnahme fir die Bestimmung des
Blutalkohols als Hinweis fur einen kurz zurlckliegenden Rickfall bzw. des carbohydrate
deficient transferrine (CDT) als Hinweis auf einen langer zurtickliegenden Rickfall. Zudem
wurden die Angehérigen der Patienten nach einem Riickfall der Patienten befragt. Nach drei
Monaten erfolgte bei einem Teil der Patienten eine dritte dopaminerge Stimulation (Zeitpunkt
der langfristigen Abstinenz). Nach insgesamt sechs Monaten endete die Betreuung durch

unsere Alkoholambulanz.

Um Einschatzungen der Bedeutung der HGH-Antwort auf dopaminerge Stimulation als Marker
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fur die Alkoholabhangigkeit vornehmen zu kénnen, teilten wir die gesamte Patientengruppe auf
in Abstinente (dies waren Patienten, die innerhalb von 6 Monaten keinen Ruckfall erlitten) und
in Ruckfaller (dies waren Patienten, die innerhalb von drei Monaten bis zu dreimal einen
Ruckfall erlitten). Ein Ruckfall wurde definiert als Einnahme von mindestens 50 g Alkohol

(entspricht 1 Flasche Bier).

Entsprechend der von Cloninger beschriebenen Typen-Einteilung (siehe 2.3.2.1) wurden bei
allen Patienten am Tag der ersten neuroendokrinen Testung und nach sechs Monaten der
Tridimensional personality Questionnaire (TPQ) durchgefuhrt. Mittels dieses Interviews konnten

die beiden Personlichkeits-Traits Novelty Seeking und Harm Avoidance identifiziert werden.

Die Patienten fullten von Beginn bis Ende der sechsmonatigen Behandlung wdchentlich bzw.
nach zwei Monaten vierzehntaglich Selbstrating-Fragebdgen aus, namentlich die Self-Rating
Anxiety-Skala (SAS; Zung et al., 1971) und die Self-Rating-Depression-Skala (SDS; Zung et al.,
1965).

Patienten und Kontrollpersonen durchliefen folgendes Procedere bzgl. der neuroendokrinen
Untersuchung: die Patienten kamen um 8.00 Uhr auf unsere Entgiftungsstation und es erfolgte
eine Bestimmung des Alkoholspiegels im Serum. Danach bestand Bettruhe, bis um 14.30 Uhr
das Legen einer Kanile und eine 10 ml Blutentnahme zur Bestimmung der HGH-Baselinewerte
erfolgte. Um 14.45 wurde Apomorphinhydrochloride (0,01 mg/kgKG) subcutan injiziert. Danach
wurden in 30 Minuten Intervallen jeweile 5 ml Blut entnommen. Die Blutproben wurden
innerhalb von drei Stunden zentrifugiert, das Serum bei -20 Grad Celsius eingelagert. Die
Serum HGH-Konzentrationen wurden mit immunoradiometrischen Assays untersucht
(Medgenix Diagnostics S.A., Fleurus, Belgien). Die untere Nachweisgrenze der Sensitivitat
betrug 0,5 ng/ml. Der Intraassay-Koeffizient betrug 6,5-14%, der Interassay-Koeffizient
zwischen 7,8-18,3%.

Die Kontrollpersonen waren 10 alters-und geschlechtsangepalite Probanden, die keine positive
Familienanamnese oder aktuelle positive Eigenanamnese bzgl. Suchterkrankungen und/oder
anderer psychiatrischer Erkrankungen aufwiesen. Die Kontrollpersonen wurden in nichternem

Zustand dopaminerg stimuliert.

Bei der Untersuchung mit drei MelRzeitpunkten wurden die Daten der neuroendokrinen
Stimulation mittels einer ANOVA mit MefRwiederholung und faktoriellem Design mit Gruppen-

(Responder, Nonresponder, Kontrollpersonen) und Zeitfaktor (insgesamt sechs Messungen;
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zwei Baseline-Werte und vier Messungen nach Stimulation) durchgefuhrt. Im Falle signifikanter
Interaktionen flihrten wir als post-hoc Test einen Scheffé-Test durch (Zeitpunkt: 60 Minuten
nach Stimulation). Im Falle signifikanter globaler Effekte, wurden lokale Effekte mittels eines
student-t-Testes bestimmt. Andere klinischen Variablen wurden mittels eines chi-square Testes

verglichen.

Bei der Untersuchung mit zwei Melzeitpunkten wurde aufgrund der héheren Ungleichverteilung
der HGH-Werte ein anderes statistisches Verfahren ausgewahlt und log-transformiert. Hierflir
wurde die Netto-HGH-Antwort nach 60 Minuten ausgewahlt. Diese Strategie wurde durch eine
Berechnung der area under the curve (AUC) der HGH-Werte bestatigt. Alle
Gruppenunterschiede in der HGH-Sekretion und in den verschiedenen klinischen Interviews
wurden mittels einer ANOVA mit MeRwiederholung verglichen. Andere klinische Variable
wurden mittels eines Student-t-Testes oder eines Mann-Whitney-U-Testes verglichen. Um eine
Hypothese bzgl. der Korrelationen zwischen HGH-Sekretion, Alkoholeinnahme und

Personlichkeits- Traits zu generieren wurde eine multiple Testung durchgefihrt.

2.3.1.3 Ergebnisse und Diskussion

Die neuroendokrine Untersuchung unserer Alkoholpatienten wurde unter verschiedenen
Gesichtspunkten durchgefihrt. In einer ersten Untersuchung (Dettling et al., 1995) prifte unsere
Arbeitsgruppe ob die HGH-Antwort auf dopaminerge Stimulation mdéglicherweise die Qualitaten
eines Residualmarkers aufweist. Dies war flr weitere genetische Herangehensweisen eine
bedeutsame Frage. Daran anschlieend versuchten wir in einem zweiten
Untersuchungsabschnitt, Korrelationen zwischen der Klinik der Alkoholabhangigkeit und den
HGH-Befunden nachzuweisen (Schmidt et al., 1996). In einem letzten Untersuchungsabschnitt
(Heinz et al., 1996) versuchten wir, unsere Befunde in einen generellen psychopathologischen

und personlichkeitsbezogenen Kontext zu stellen.

In der ersten Untersuchung implementierten wir, wie beschrieben, drei neuroendokrine
Stimulationen und verglichen die HGH-Antworten mit dem therapeutischen Outcome der
Patienten. In diese Untersuchung wurden insgesamt 21 alkoholabhdngige Patienten (16
Manner, 5 Frauen) eingeschlossen. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 45 Jahre in
einem Bereich zwischen 28 und 57 Jahre. Entsprechend unserer klinischen Kriterien konnten
wir die HGH-Antwort von 16 Abstinenten (10 Manner, 3 Frauen) und 8 Ruckfallern (sechs
Frauen und zwei Manner) vergleichen. Unsere Kontrollgruppe bestand aus acht Mannern und
zwei Frauen mit einem Durchschnittsalter von 44 Jahren in einem Bereich von 28-57 Jahren.
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Bei der ersten Testung (Tag 1, friher Entzug) zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen
den drei Gruppen (F=4,8, p<0,01, Zeiteffekt F=3,9, p<0,001). Im post-hoc Test war der HGH-
Antwort nach 60 Minuten bei Abstinenten (Scheffé F=4,7) und Rickfallern (Scheffé F=9,2) auf
der einen und den Kontrollpersonen auf der anderen Seite signifikant geringer (F=9,8, p<0,006);
zwischen Ruckfallern und Abstinenten zeigte sich eine héhere HGH-Antwort der Abstinenten
auf Trendniveau (F=3,3, p<0,08).

Bei der zweiten Testung (kurzfristige Abstinenz) waren die HGH-Antworten der Abstinenten im
Gegensatz zur ersten Untersuchung nahezu identisch zu den HGH-Antworten der
Kontrollpersonen (F=0,1, p<0,09), wohingegen die HGH-Antworten der Rickfaller wiederum auf

signifikantem Niveau geringer ausfiel (F=4,5, p<0,02).

Auch bei der dritten Testung (langfristige Abstinenz) zeigte sich wiederum eine niedrigere HGH-
Antwort der Ruckfaller auf signifikantem Niveau, sowohl im Gruppeneffekt (F=5,1, P<0,01) als
auch bei allen post-hoc Tests (F=8,1, p<0,002).

Es zeigten sich generell keinerlei alters-oder geschlechtsabhangige Effekte auf die HGH-
Antwort zu allen drei Testzeitpunkten. Es zeigten sich bei der klinischen Beurteilung der
Alkoholpatienten auch keinerlei Unterschiede in der taglichen Alkoholeinnahme, der klinischen
Parameter der Abhangigkeit, der Starke der Entzugssymptomatik oder sonstigen comorbiden

Erkrankungen.

Das wesentliche und bedeutende Ergebnis dieser Untersuchung war, daf} die HGH-Antwort der
Ruckfaller zu allen drei MefRzeitpunkten auf stabil statistisch signifikant niedrigem Niveau
verblieb. Dies war nachgewiesenermallen kein akuter Alkoholeffekt, da wir den letzten
Alkoholriickfall dieser Patienten vor der dritten Testung Uberprift hatten, dieser betrug
durchschnittlich 10 Tage. Es zeigte sich also, dal® Patienten mit einem schlechten
therapeutischen Outcome (=Rickfalle) eine reduzierte dopaminerge Responsivitat, unabhangig

von akuter Alkoholeinnahme aufwiesen.

Wir interpretierten diesen konsistenten Befund als Ausdruck eines im Vergleich zu Abstinenten
starker derangierten dopaminergen Systems dieser prognostisch ungtinstigeren Subgruppe von
alkoholabhangigen Patienten. Dies belegten auch die Ergebnisse der zweiten Testung; hier
hatten beide Patientengruppen 8 Tage vorher ihre letzte Alkoholeinnahme und die im weiteren
Verlauf abstinenten Patienten waren bzgl. ihrer HGH-Antwort schon wieder auf einem mit den

Kontrollpersonen vergleichbaren Niveau. Dies deutete darauf hin, dall das dopaminerge
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System der prognostisch glinstigeren Patientengruppe schnell dazu in der Lage war sich zu
regenerieren, wahrenddessen bei den spateren Ruckféllern eine Art biologische Narbe (HGH-

Blunting) vorhanden war.

Zusammengefaldit konnten wir in dieser Untersuchung also zeigen, dall alkoholabhéngige
Patienten mit einem chronisch derangierten dopaminergen System einen klinisch ungliinstigeren
Verlauf der Alkoholabhéngigkeit aufweisen. Insofern definierten wir dieses sog. HGH-Blunting
als einen Residualmarker der Alkoholabhéngigkeit, der Patienten mit einem erhbhten Risiko fiir

friihe Ruickfélle charakterisiert.

Im Rahmen des zweiten Untersuchungsabschnittes untersuchten wir, ob die HGH-Antwort nach
dopaminerger Stimulation im Entzug (erster Test) und nach einer kurzfristigen Abstinenz von 8

Tagen (zweiter Test) mit klinischen Symptomen korreliert sind.

Wir untersuchten hierfir zunachst 49 alkoholabhangige Patienten, 42 Manner und 7 Frauen.
Wir definierten 18 Abstinente und 31 Rickfaller entsprechend den vorbeschriebenen Kriterien.

Es zeigten sich folgende demographische und klinische Variablen:

Tab. 3: Vergleich zwischen 18 Abstinenten und 31 Rickfallern bzgl. demographischer und klinischer
Variablen

ABSTINENTE RUCKFALLER

N 18 31
ALTER bei Studienbeginn 45 (SD=9) 44 (SD=8)
ALTER (vermehrtes Trinken) 31 (SD=9) 30 (SD=(8)
ALTER (erstes Craving) 34 (SD=10) 32 (SD=8)
ALTER (erster Kontrollverlust) 37 (SD=18) 33 (SD=8)
ANZAHL der ICD 10-Kriterien 6,0(SD=1,6) 6,4 (SD=1,2)
ANZAHL stationarer Aufenthalte 3,4 (SD=2,1) 4,9 (SD=2,3)

AILKOHOLKONSUM (g/Tag)
CDT (ng/ml)

GGT (U/L)

FETTLEBER (%)
CEREBRALE ATROPHIE (%)
ANZAHL ZIGARETTEN

200,1 (SD=98,5)
20,4 (SD=16,8)
98,5 (SD=48,7)
68,7
62,5
26,1 (SD=24)

2427 (SD=154,1)
24,2 (SD=16,8)
135,8 (SD=64,5)

63,3
68,9
26,1 (SD=19.6)
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Es bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede bzgl. dieser Variablen. Dennoch
zeigten sich bei weiterer klinischer Evaluierung einige wenige Variablen, die es erlaubten
zwischen Abstinenten und Rickfallern zu differenzieren. Diese Variablen waren (siehe Tabelle
4):

Tab. 4: Klinische Variablen, die eine Differenzierung zwischen Abstinenten (N=18) und Ruckfallern
(N=31) erlaubten

ABSTINENTE  RUCKFALLER P

INTENSIVES Entzugssyndrom (%) 28,9 71,1 0,04
MORGENDLICHE Entzugssymptome (%) 66,7 96,7 0,003
Alkoholismus des VATERS (%) 12,5 34,5 0,04
KLEINHIRNATROPHIE (%) 6,7 34,5 0,04

Analog zu den beschriebenen Befunden des ersten Untersuchungsbeschnittes (drei
neuroendokrine Tests) zeigten sich auch bei nur zwei neuroendokrinen Tests (im Entzug und
nach kurzzeitiger Abstinenz) ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Abstinenten und
Ruckfallern. Zu beiden Testzeitpunkten zeigten spatere Rickfaller signifikant reduzierte HGH-
Antworten nach dopaminerger Stimulation (erster Test: F=12,4, p<0,001; zweiter Test: F=4,88,
p<0,03).

Eine Diskriminationsanalyse ergab den hdchsten Koeffizienten aller Variablen in einem
pradiktiven Sinne fur die HGH-Antwort (-0,59), gefolgt von paternalem Alkolholismus (0,49) und
cerebellarer Atrophie (0,44). Die Ergebnisse dieser Untersuchung bestatigten unsere
Hypothese einer Korrelation von biologischen Variablen und klinischen Symptomen bei der

Alkoholabhangigkeit.

Wir konnten zeigen, dal3 das HGH-Blunting der spéteren Riickfiller ebenso wie eine positive
Familienanamnese einen prognostisch ungliinstigeren Verlauf der Alkoholabhdngigkeit bzw.
eine schwere Alkoholabhéngigkeit widerspiegelt. Die Charakterisierung der HGH-Antwort als
Marker der Alkoholabhéngigkeit, der mindestens gleichbedeutend mit anderen klinischen

Variablen zu werten war, wurde damit bestéatigt.

In einer weiteren Untersuchung innerhalb dieses Studienabschnittes konnten wir das bereits
beschriebene derangiertere dopaminerge System der Ruckfaller im Vergleich zu Abstinenten

auch durch zusatzliche Messungen von peripheren Dopaminkonzentrationen und G-Proteinen
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(als Indikator fur Dopamin D2-Rezeptor assoziierte Second-messenger-Mechanismen) im Blut
belegen. Die Messungen bei 45 Alkoholpatienten zeigten eindeutig, dall die Regenerationszeit
der dopaminergen Transmission nach Entzug bei Rickfallern wesentlich langer dauerte als bei
Abstinenten. Wahrend die Abstinenten schon einen Tag nach Entzug erhdhte periphere
Dopamin- und G-Protein-Konzentrationen aufwiesen, was den Effekten eines Alkoholentzuges
entspricht, zeigten spatere Ruckfaller diese Veranderungen erst 8 Tage nach stationdrem
Entzug. In unserem dritten und letzten Untersuchungsabschnitt bzgl. der neuroendokrinen
Untersuchungen alkoholabhangiger Patienten versuchten wir eine weitere Facette der
dopaminergen Responsitvitdt zu hinterfragen, namlich ob eine reduzierte dopaminerge
Responsivitat méglicherweise mit psychopathologischen Symptomen wie Angstlichkeit und
Depression und/oder Personlichkeits-Traits wie Novelty Seeking (nach Cloninger, siehe auch
2.3.2.1) korreliert ist. Diese Fragestellung war war insofern interessant, als dafl3 Cloninger flr
diesen Personlichkeitstypus eine signifikante Korrelation mit der Responsivitdt dopaminerger
Rezeptoren beschrieben hatte und andere Autoren eine reduzierte dopaminerge Transmission
als potentielle Ursache von bei alkoholabhangigen Patienten haufig anzutreffende depressive
Symptome und dysphorische Zustande bezeichneten (Cloninger et al., 1987; Rosetti et al.,
1992). Zudem gab es Hinweise, dal® depressive Zustdnde das Ruckfallrisiko bei
Alkoholabhangigkeit erhdhen (Aneshensel et al., 1983; Glenn et al., 1991). Das gesamte
Studienkollektiv bestand aus 45 alkoholabhangigen Patienten und 19 Placebokontrollen.
Entsprechend unseren Einteilungskriterien definierten wir 19 Abstinente (2 Frauen, 17 Manner)
und 26 Ruckfaller (3 Frauen, 23 Manner). Bei diesen Patienten zeigten sich bzgl. der HGH-

Antwort und den Personlichkeits- Traits aus dem TPQ folgende Ergebnisse (siehe Tabelle 5):

Tab. 5: HGH-Antwort und Personlichkeits-Traits bei Abstinenten (N=19) und Ruckfallern (N=26) zu
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten

ABSTINENTE RUCKFALLER P

HGH (ng/ml)

PEAK (60 MIN)-HGH TAG 1 8,6 0,7 <0,03
PEAK (60 MIN)-HGH TAG 8 9,6 7,7 NS
TPQ (mean)

Novelty Seeking

TAG 1 16,7 (SD=5,2) 17,2 (SD=5,9) NS
MONAT 6 15,2 (SD=5,9) 14,0 (SD=4,3) NS
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Harm Avoidance

TAG 1 18,0(SD=6,9) 14,9 (SD=8,0) NS
MONAT 6 15,1 (SD=8,5) 9,3 (SD=3,0) NS
Reward Dependance

TAG 1 16,6 (SD=5,0) 18,0 (SD=4,4) NS
MONAT 6 15,3 (SD=5,7) 10,0 (SD=5,0) NS

Mit Ausnahme der HGH-Antwort auf dopaminerge Stimulation bei dem ersten Test konnten wir
keine Unterschiede zwischen den Patientengruppen feststellen. Auch bzgl. der Selbstrating-
Fragebdgen flr Depression und Angst konnten wir keinen Gruppeneffekt feststellen, es bestand
allein ein signifikanter Zeiteffekt (Depression: F=4,24, p<0,003; Angst: F=2,62, p<0,04). Es
zeigten sich keine signifikanten Korrelationen zwischen den untersuchten Parametern,
insbesondere nicht zwischen Novelty Seeking und der dopaminergen Responsivitat beim
ersten Test (p<0,2). Wir fanden entgegen unserer Hypothese also keine Assoziationen
zwischen der Hyposensitivitdt dopaminerger Rezeptoren einerseits und psychopathologischen
Symptomen bzw. Persénlichkeits-Traits andererseits. Entgegen unseren Erwartungen zeigten
spétere Riickfiller sogar geringere Angst- und Depressionswerte als Abstinente. Auch das
Novelty Seeking zeigte keinerlei Korrelationen zur HGH-Antwort auf dopaminerge Stimulation.
Die HGH-Sekretion zeigte nur Korrelationen zu einer anamnestisch evaluierten, langjdhrigen
Alkoholeinnahme. Auch diese Untersuchung bestétigte also die (ibergeordnete Bedeutung der
HGH-Antwort nach dopaminerger Stimulation als biologischen Marker der Alkoholabhéngigkeit,
zeigte aber auch, dall dieser Marker unabhédngig von aktuellen psychopathologischen

Zustédnden zu sehen ist.

2.3.2 Dopamin-Rezeptorpolymorphismen und Alkoholabhéngigkeit

Heinz A, Sander T, Harms H, Finckh U, Kuhn S, Dufeu P, Dettling M, Graf KJ, Rolfs A,
Rommelspacher H, Schmidt LG: Lack of allelic association of dopamine D1 and D2 (Taq |A)
receptor gene polymorphisms with reduced dopaminergic sensitivity in alcoholism. Alcohol Clin
Exp Res. 20: 1109-1113, 1996

Finckh U, Rommelspacher H, Kuhn S. Dufeu P, Otto G, Heinz A, Dettling M, Giraldo-Velasquez
M, Pelz J, Graf KJ, Harms H, Sander T, Schmidt LG, Rolfs A: Influence of the dopamine D2
receptor (DRD2) genotype on neuroadaptive effects of alcohol and the clinical outcome of
alcoholism. Pharmacogenetics. 7 (4): 271-281, 1997
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2.3.2.1 Einfiihrung

Alkoholabhangigkeit ist eine polygenische Erkrankung. Dieses Charakteristikum verbindet sie
mit den meisten anderen psychiatrischen Erkrankungen. Erstmals beschrieben Blum und
Mitarbeiter 1990 eine signifikante Assoziation zwischen dem Taqg1 A1 Allel des Dopamin D2-
Rezeptorgens und der Alkoholabhangigkeit. Blum verglich in seiner Untersuchung Patienten,
die am Alkoholismus oder an Alkohol-verwandten Erkrankungen verstorben waren mit
Kontrollpersonen, die an einem Unfall und anderen, nicht mit Alkohol in Verbindung stehenden
Erkrankungen verstorben waren. Es zeigte sich, dal® 13/22 alkoholabhangige Patienten und
4/24 Kontrollpersonen Alleltrager des Taq 1 Polymorphismus waren (p<0,003). Aufgrund der
zeitgleich oder kurz zuvor beschrieben tierexperimentellen Untersuchungen, die ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen dopaminergen Mechanismen und der Entwicklung zur
Alkoholabhangigkeit bzw. einzelnen charakteristischen Symptomen der Alkoholabhangigkeit
beschrieben hatten, erschien dieser Befund folgerichtig und logisch. Er beeinfluBte viele
Arbeitsgruppen ahnliche Untersuchungen durchzuflihren, mit dem Ziel diese Assoziation zu
replizieren und/oder andere klinisch relevante Dopamin-Rezeptorpolymorphismen zu
identifizieren. Es zeigte sich aber im folgenden, daf} der Taq A1-Befund von Blum in der
Mehrzahl der folgenden Untersuchungen nicht repliziert werden konnte (Bolos et al. 1990;
Comings et al., 1991; Gelernter et al., 1991; Goldman et al. 1992; Cook et al., 1993; Pato et al.,
1994; Lawford et al., 1997). Daraufhin wurden die Grinde fir diese scheinbare Nicht-
Replizierbarkeit des Befundes diskutiert und man kam Uberein, dall die fundamentalen
Unterschiede zwischen mono- und polygenischen Erkrankungen am wahrscheinlichsten fir die
kontroversen Befunde verantwortlich waren, und die in der Mehrzahl negativen Befunde bzgl.
der Bedeutung des Dopamin D2-Rezeptorpolymorphismus flr die Alkoholabhangigkeit eher ein
Problem der Interpretation der Daten widerspiegelte. Betrachtet man namlich die
Charakteristika polygen vererbter Erkrankungen zeigt sich, dal® deren Mutationen in der Regel
Polymorphismen sind und in der Regel immer mehr als funf Gene betreffen. Trager dieser
Mutationen sind in der Bevolkerung relativ haufig (5-65%) und auch die Frequenz derart
vererbter Erkrankungen ist in der Bevodlkerung relativ haufig, was in einer Uberaus heterogenen
Gesamtgruppe der Erkrankten resultiert. Die Varianz, die durch das mutierte Gen erklart wird,
ist mit 1-5% dementsprechend gering. Die Heterogenitat der Gesamtgruppe der
alkoholabhangigen Patienten stellt sicher das groRte Problem der klinischen und
molekularbiologischen Alkoholismusforschung dar, da es unmittelbare Auswirkungen auf die

Interpretation positiver und negativer Befunde mit sich bringt. Das Problem besteht nicht nur
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darin, dal} es unterschiedliche klinische Schweregrade von Abhangigkeit gibt, sondern auch in
der Existenz comorbider Erkrankungen wie z.B. der antisozialen Personlichkeitsstorung und
vieler anderer in der Klinik auftretenden Varianten von Persénlichkeitscharakteristika, die bei
Alkoholabhangigen anzutreffen sind. Dieses Problem wurde mit der Zeit erkannt, und es wurden
verschiedene Verfahren entwickelt, unterschiedliche Alkoholtypen zu identifizieren. Cloninger
und Mitarbeiter identifizierten  unterschiedliche  Patientengruppen  aufgrund  von
Personlichkeitsvarianten der Patienten (Cloninger et al., 1987) und nahm hierbei Bezug auf
deren exploratives Verhalten. Er nannte deren unterschiedliches Verhalten entweder Novelty
Seeking (aktives, aggressives und unstetes Verhalten) oder Harm Avoidance (zurickhaltendes
und vermeidendes Verhalten, siehe auch 2.3.1.2). Andere Autoren unterschieden verschiedene
Patientengruppen innerhalb der Gesamtgruppe der Alkoholabhangigen mittels des klinischen
Schweregrades der Erkrankung (Auftreten von Delirien, Lebererkrankungen), aufgrund der
Familienanamnese und/oder aufgrund des Zeitpunktes des Krankheitsbeginns der Erkrankung
(Neiswanger et al., 1995; Kono et al, 1997). Aufgrund unserer neuroendokrinen
Untersuchungen und deren Interpretation als State- und Residualmarker der
Alkoholabhangigkeit stand uns ein zusatzlicher, neuroendokriner Marker zur Verfiigung, um die
einzelnen Patienten zu charakterisieren. In Verbindung mit weiteren klinischen Charakteristika
(z.B. Schwere der Entzugssymptomatik) untersuchten wir bei alkoholabhéngigen Patienten
Dopamin D1 und D2-Rezeptorgenpolymorphismen, in der Intention damit nachweisen zu
kénnen, dal® diese Polymorphismen Trait-Marker der Alkoholabhangigkeit bzw. bestimmter
Alkohol-Subtypen darstellen. Darlberhinaus wollten wir mit unserer Untersuchung potentielle
Zusammenhange zwischen unseren HGH-Ergebnissen und der genetischen Konstellation des
Dopamin D1- und D2-Rezeptorgens nachweisen. Dies machte insofern Sinn, als dal} bekannt
war, dall die dopaminerg-induzierte HGH-Freisetzung von der Stimulation hypothalamischer

dopaminerger D1 und D2-Rezeptoren abhangt.

2.3.2.2 Methodik

Die genomische DNA wurde aus vendsem Blut extrahiert. Die diallelischen Polymorphismen
des Dopamin D1- und Dopamin D2-Rezeptors waren bekannt; sie resultieren aus einer
einzelnen Basenpaarsubstitution, die eine Veranderung der Restriktionstelle fir die
Restriktionsenzyme Bsp12861 (D1-Rezeptor) und Tag 1 (D2-Rezeptor) verursachen. Diese
veranderten Restriktionsstellen liegen im Falle des Dopamin D1-Rezeptorpolymorphismus auf

dem D2-Allel, und im Falle des Dopamin D2-Rezeptorpolymorphismus auf dem A1-Allel. Die
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Berechnungen der Allelfrequenzen und -pravalenzen wurden mit einem entsprechenden SAS
Copmputerprogramm durchgefiihrt (SAS Institute, 1988). Vergleiche der Allelfrequenzen
wurden zwischen Alkoholabhangigen und Kontrollen einerseits und zwischen Respondern und
Nonrespondern  andererseits  durchgefuhrt. Alle  weiteren klinischen  Definitionen,
neuroendokrinen Testungen und statistische Berechnungen verliefen analog zu den bereits

oben beschriebenen Untersuchungen und Berechnungen (2.3.1.2).

2.3.2.3 Ergebnisse und Diskussion

In unserer ersten Untersuchung zur Frage moglicher Assoziationen zwischen dopaminerger
Hyporesponsivitdt und Dopamin-Rezeptorpolymorphismen untersuchten wir bzgl. der
Genotypisierung 97 alkoholabhangige Patienten (57 Manner, 40 Frauen) und verglichen deren
Ergebnisse mit 113 nicht-alkoholabhangigen Kontrollpersonen (50 Manner, 63 Frauen). Fur die
neuroendokrine Untersuchung rekrutierten wir 67 Patienten, entsprechend unseren Kriterien
wurden 30 Patienten als Abstinente und 37 Patienten als Ruckfaller charakterisiert. Es zeigte
sich bei diesen Patienten wiederum eine statistisch signifikant erniedrigte HGH-Antwort nach
dopaminerger Stimulation bei den Riickfallern, die allerdings bei diesem Kollektiv im Gegensatz
zu den vorbeschriebenen Untersuchungen nur bei der ersten Untersuchung bestand (F=14,79,
p<0,001). Daraufhin teilten wir die Alkoholpatienten in verschiedene Genotypen der
diallelischen Dopamin-Rezeporpolymorphismen des Dopamin D1- und des Dopamin D2-
Rezeptors und/oder in homo- und heterozygote Alleltrager und Nichttrager des Polymorphismus
ein. Es zeigten sich bei dieser Einteilung keine unterschiedlichen HGH-Antworten der
unterschiedlichen Genotypen, weder bei der ersten noch bei der zweiten Untersuchung.
Darlberhinaus zeigten sich auch keine Unterschiede bzgl. der Allelfrequenzen der untersuchten

Mutationen zwischen alkoholabhangigen Patienten und den Kontrollpersonen (siehe Tabelle 6):

Tab. 6: HGH-Antwort und Persoénlichkeits-Traits bei Abstinenten (N=19) und Ruckfallern (N=26) zu
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten

N Di1D1 D1D2 D2D2 P

Dopamin 1 Rezeptor

Kontrollpersonen 101 42 42 17

Alkoholabhangige 92 34 42 16 NS
Ruckfaller 37 14 18 5 NS
Abstinente 30 10 13 7 NS
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A1A1 A1A2 A2A2

Dopamin 2 Rezeptor

Kontrollpersonen 113 4 35 74

Alkoholabhangige 97 3 31 63 NS
Ruckfaller 37 2 8 27 NS
Abstinente 29 2 10 17 NS

Konklusiv fanden wir in dieser Untersuchung keinen Anhalt dafiir, dafl die von uns mehrfach
beschriebene dopaminerge Hyporesponsivitat (HGH-Blunting), die die Qualitat eines
Residualmarkers der Alkoholabhangigkeit aufweist, auf genetischen Varianten des Dopamin D1
- und Dopamin D2-Rezeptorgens beruht. In der zweiten Untersuchung zu diesem
Themenkomplex untersuchten wir einen neuen Polymorphismus des D2-Rezeptorgenlokus. Es
handelte sich hierbei um einen AG-Substitutionspolymorphismus in der 3‘-Region des Exon 8
(E8). Dieser Polymorphismus wurde bei 283 alkoholabhangigen Patienten und 146 ethnisch-
gematchten Kontrollen genotypisert. Bei insgesamt 102 dieser genotypisierten Patienten wurde
die Apomorphin-induzierte HGH-Sekretion am Tag der Aufnahme und bei 31 Patienten
zusatzlich nach drei Monaten durchgefiuihrt.Wir fanden keine signifikanten Assoziationen
zwischen dem AG-Substitutionspolymorphismus und der Alkoholabhangigkeit, beide Gruppen

zeigten ahnliche Frequenzen (p<0,35; siehe Tabelle 7).

Tab. 7: Frequenzen des Dopamin D2-Rezeptor(GA-Substitutions)polymorphismus bei alkoholabhangigen
Patienten (N=283) und Kontrollpersonen (N=146).

Exon 8 N AIA AIG G/IG P
Kontrollpersonen 146 70 66 10 NS
Alkoholabhangige 283 133 114 36 NS

Es zeigten sich jedoch einige Assoziationen auf statistisch signifikantem Niveau zwischen dem
Exon 8 A/A Genotyp und verschiedenen klinischen Parametern (p<0,01). Die Trager des Exon
8 A/A Genotyps zeigten erhohte Depressions- und Angstwerte in SDS und SAS nach
stationdrem Entzug in der sechsmonatigen Follow-up-Phase (p<0,000), vermehrte
Suizidversuche in der Anamnese (p<0,02), sowie im Trend starkere Entzugssymptomatik
(p<0,07), eine erhéhte Ruckfallrate (p<0,08) und eine verminderte HGH-Sekretion nach
dopaminerger Stimulation (1. Test: p<0,03; 2. Test: p<0,09). Eine Regressionsanalyse zeigte,

dall der Dopamin D2-Rezeptor E8-Genotypus der einzige Faktor war, der die Schwere der
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Entzugssymptomatik weiblicher Alkoholiker signifikant beeinflu3te. Konklusiv schlossen wir aus
diesen Daten, dall der untersuchte Dopamin D2-Rezeptorpolymorphismus zwar keine
Assoziationen bzgl. der Erkrankung Alkoholabhangigkeit, wohl aber einen deutlichen Effekt
bzgl. der Wirkung chronischer Alkoholeinnahme bzw. Effekte auf den klinischen Verlauf der

Alkoholabhangigkeit aufweist.

Insgesamt bestand zumindest fiir die untersuchten Polymorphismen keine erhéhte genetische
Vulnerabilitdt bei alkoholabhéngigen Patienten, es zeigten sich auch keine deutlichen
Assoziationen zwischen den Polymorphismen und den neuroendokrinen Befunden. Es gibt zwar
noch andere bekannte Mutationen der beiden Dopaminrezeptoren, diese wurden aber bisher
noch nicht in Zusammenhang mit der Alkoholabhéngigkeit untersucht bzw. beschrieben.
Zusammengefal3t konnte aufgrund dieser Untersuchung zum einen also nahezu
ausgeschlossen werden, dal8 die untersuchten Dopamin-Rezeptorpolymorphismen eine
libergeordnete Bedeutung bei der Vermittlung der Vulnerabilitdt von Alkoholabhéngigkeit und
dall die HGH-Befunde die Qualitdt von Trait-Markern der Alkoholabhédngigkeit bzw. eine

genetische Basis besitzen.

2.4 Pharmakogenetik bei unerwiinschten Arzneimittelnebenwirkungen

Durch in den 90er Jahren entwickelte neue, molekulargenetische Techniken wie PCR und
RFLP wurde es mdglich, individuelle erbliche Faktoren bzw.Trait-Marker am Patienten zu
bestimmen, die auf die Wirkstarke eines Medikamentes und sein Nebenwirkungsspektrum
Einflul nehmen. Hierbei handelt es sich in erster Linie um die nichtinvasive Erfassung erblicher
Unterschiede im Arzneimittelmetabolismus. Auch das Ausmal} einer Enzyminduktion kann
erblich bedingt unterschiedlich gro? sein. Diese genetisch begriindeten Polymorphismen
definierter Enzyme, die im Stoffwechsel von Arzneimitteln eine Rolle spielen, erfordern bei der
Dosierung ganz besondere Beachtung. Auch genetische Polymorphismen bei den Rezeptoren
tragen erheblich zu der interindividuellen Varianz der Wirksamkeit von Pharmaka bei. Selbst
weniger spezifische erbliche Unterschiede, wie z.B. im HLA-System sind wichtig fir

Vertraglichkeit und Wirksamkeit bestimmter Medikamente beim einzelnen Individuum.

Bei den Arzneimittel-Nebenwirkungen unterscheiden wir die dosisabhdngigen von denen, die
nicht durch relative Uberdosierung erklarbar sind. Wahrend viele der dosisabhangigen
Nebenwirkungen durch genetische Varianten in der Elimination der Wirksubstanzen oder durch
ungewodhnliche Rezeptorempfindlichkeit erklart werden kénnen, missen flr die sogenannten

idiosynkratischen Nebenwirkungen Besonderheiten bei der metabolischen Toxifizierung oder
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immunologische Besonderheiten untersucht werden.

2.4.1 ldiosyncratic Drug Reactions am Beispiel der Clozapin-induzierten Agranulocytose

Dettling M, Miiller-Oerlinghausen B, Rolfs A: Pathomechanisms of clozapine-induced agranulo-
cytosis-impact of genetic determinants. Naunyn-Schmiedeberg‘s Archives of Pharmacology.
355: 4, suppl., 1997

Dettling M, Muller-Oerlinghausen B, Britsch P: Clozapine treatment of HIV-associated psycho-
sis: Too much bone marrow toxicity ? Pharmacopsychiatry. 31: 156-157, 1997

Dettling M, Cascorbi |, Roots I, Miiller-Oerlinghausen B: Genetic determinants of clozapine-
induced agranulocytosis-recent results of HLA-subtyping in a non-Jewish Caucasian sample.
Arch Gen Psychiatry. In press, 2000

Dettling M, Sachse C, Miller-Oerlinghausen B, Roots I, Brockmdller J, Rolfs A, Cascorbi I: Lack
of association between clozapine-induced agranulocytosis and hereditary polymorphisms of
drug metabolizing enzymes myeloperoxidase and cytochrome P450 2D6. Pharmacopsychiatry.
In press, 2000

Dettling M, Schaub RT, Muller-Oerlinghausen B, Roots |, Cascorbi I: Further evidence of
human-leukocyte antigen-encoded susceptibility to clozapine-induced agranulocytosis
independent of ancestry. Submitted, 2000

2.4.1.1 Einfiihrung

Trotz vielfaltiger Bemihungen in den letzten 25 Jahren konnte die Atiologie Arzneimittel-
induzierter Agranulocytosen mit Ausnahme einiger weniger Einzelsubstanzen nicht
zufriedenstellend geklart werden. Dies gilt insbesondere fiir die Atiopathogenese
Psychopharmaka-induzierter Agranulocytosen. Ein Hauptproblem bei der Erforschung mancher
Arneimittel-induzierten Agranulocytosen ist das Fehlen dieser Reaktion im Tiermodell. Dies
bedeutet, dal? diese gefahrliche Nebenwirkung zumeist erst in klinischen Untersuchungen der
Phase IV evident wird und dann entweder zu einer volligen Ricknahme des Medikamentes vom
Markt oder zu einer sehr eingeschrankten Verwendung dieser Medikamente flhrt, was unter
Umstanden wie im Falle des Clozapin gravierende Nachteile fur die Patienten mit sich bringt.
Das vollig Uberraschend gehaufte Auftreten dieser Nebenwirkung fuhrte Mitte der 70er Jahre
dazu, daR® dieses klinisch aufgrund seines ansonsten gunstigen Wirkungs- und
Nebenwirkungsprofils ausserordentlich suffiziente Medikament wegen der Unvorhersehbarkeit
des Auftretens der Agranulocytose und der hohen Letalitat dieser Nebenwirkung seitdem nur
unter restriktiven Manahmen (Medikament der 2. bzw. 3. Wahl, regelmaRige Blutbildkontrollen,
Richtlinien zur kontrollierten Anwendung) angewendet werden darf (Helmchen, 1989; Ichikawa,
1991). Die Clozapin-induzierte Agranulocytose gilt heute als das psychopharmakologisch

bedeutsamste Beispiel einer Idiosyncratic Drug Reaction. Eine solche Arzneimittelnebenwirkung
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ist allgemein definiert als eine nicht vorhersehbare und im allgemeinen lebensbedrohende
medikamentdése Nebenwirkung, die selten (ca. 10% aller Nebenwirkungen) und nicht-
dosisabhangig auftritt (Goldstein et al, 1984). Weitere allgemeine Charakteristika dieser
Nebenwirkung sind eine Verzdgerung zwischen Medikamentenexposition und -toxizitat, die bei
Reexposition entfallt, ein fehlendes Tiermodell (sieche oben) und eine periphere Eosinophilie
(Pohl et al., 1988; Park et al., 1988). Bei manchen Arzneimitteln sind spezifische Organe
betroffen. All diese Kriterien werden durch den klinischen Verlauf der Clozapin-induzierten
Agranulocytose, die mit einer Inzidenz von ca.1% auftritt (Alvir et al., 1993) und deren Zielzellen

Vorstufen neutrophiler Granulocyten sind, erfuillt.

Ubereinstimmend wurden in den letzten Jahren drei magliche &tiopathogenetische
Mechanismen favorisiert (Claas, 1989). Entsprechend einer toxischen, einer immunologischen
und einer genetischen Hypothese wurden fir Clozapin vereinzelt Befunde bzgl. erhohter
toxischer Metabolitenkonzentrationen, des Auftretens von Antikérpern im Serum und
bestimmter HLA-Assoziationen bei Agranulocytosepatienten beschrieben (Bondesson et al.,
1988; Lieberman et al., 1990; Gerson et al., 1992). Problematisch war aber zum einen die
Tatsache, dall die wenigsten Befunde repliziert wurden; zum anderen waren aufgrund der
niedrigen Inzidenz die Fallzahlen zu niedrig, um weitergehende Aussagen Uber mogliche
determinierende Faktoren einer Agranulocytose zu treffen. Als mogliche Erklarung fir die
haufige Nicht-Replizierbarkeit der Befunde wurde auch diskutiert, dal® die jeweiligen
Hypothesen nicht abgrenzbar voneinander sind, wobei aber aufgrund des klinischen Verlaufes
der Clozapin-induzierten Agranulocytose, der alle Kriterien einer Idiosyncratic Drug Reaction
erflllt, sehr wahrscheinlich von einer genetischen Komponente ausgegangen werden mufdte. Es
erschien aber durchaus vorstellbar, dal z.B. zunachst primar genetische und toxische und im
weiteren Verlauf des Geschehens immunologische Mechanismen miteinander zu der

Entstehung Medikamenten-induzierten Agranulocytosen beitragen.

Die Pharmakogenetik stellte somit mit ihren mannigfaltigen molekulargenetischen Verfahren
aufgrund des fehlenden Tiermodells mancher Medikamenten-induzierter Agranulocytosen eine
der wenigen und damit unverzichtbaren = Moglichkeiten dar, determinierende
atiopathogenetische  Faktoren flr die Auslésung einer Medikamenten-induzierten
Agranulocytose vor Exposition mit einem potentiell knochenmarksschadigendem Medikament

zu bestimmen.
Der erste potentielle Mechanismus mit dem sich unsere pharmakogenetische Studie zur
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Clozapin-induzierten Agranulocytose befalRte, beinhaltete Untersuchungen zu dem neutrophilen
Oxidatiossystem Mxeloperoxidase. In Kenntnis der Fahigkeit von Leukocyten immunologische
Mechanismen zu initiieren, erschien es uns sinnvoll zu untersuchen, inwieweit die Fahigkeiten
von Leukocyten, Arzneimittel zu metabolisieren fir die Entwicklung von Arzneimittel-induzierten
Nebenwirkungen wie der Agranulocytose atiopathogenetisch bedeutsam sein koénnten
(Uetrecht, 1989). Im Falle der Myeloperoxidase sollte untersucht werden, inwieweit eine durch
Polymorphismen veranderte Oxidation im Rahmen der Clozapinmetabolisierung ursachlich fir

die Clozapin-induzierte Agranulocytose verantwortlich sein kénnte.

Die zugrundeliegenden Hypothesen werden aufgrund ihrer Komplexitat etwas ausflhrlicher
dargestellt: (patho)physiologischer Hintergrund fir die Untersuchung der Myeloperoxidase
waren folgende bekannte Ablaufe: eine Hauptfunktion von neutrophilen Granulocyten ist die
Phagocytose (Aufnahme und Zerstérung) von infektiosem Material (Klebanoff et al., 1978)
mittels antimikrobieller Stoffe, z.B. der Myeloperoxidase (MPO; Weiss, 1989). Die Kombination
von Myeloperoxidase mit Hydrogenperoxid ist flr die Synthese von "Compound 1", einem sehr
starken Oxidans verantwortlich (Harrison et al., 1980). Das Hydrogenperoxid wird hierbei von
dem zweiten bedeutenden neutrophilen Oxidasesystem, der NADPH-Oxidase generiert, diese
wandelt Oxygen zu Superoxid um. In einer Reihe weiterer chemischer Reaktionen entsteht
schlieRlich Hypochlorsaure, eine sehr stark bakterizide Substanz. In einer ruhenden Zelle ist die
MPO in Granuolen gespeichert und die NADPH-Oxidase inaktiv, wird die Zelle jedoch aktiviert
wird Myeloperoxidase freigesetzt und die NADPH-Oxidase aktiviert. Die Aktivierung der Zelle
kann hierbei Uber vielerlei Mechanismen induziert werden, entweder Uber eine Infektion, oder
Uber andere Immunisierungsvorgange (Sandborg, 1988). Im allgemeinen geht man davon aus,
dafl} ein aktivierter neutrophiler Leukocyt ausreichend Hypochlorsdure generiert um in weniger

als einer Sekunde 150 Bakterien zu vernichten.

Entscheidend fir unsere Untersuchung war nun der gut belegte Befund, dal® Hypochlorsaure
und "Compound 1" mit Arzneimitten reagieren. Die Arzneimittel mit denen die beiden
Oxidantien ausgepragt reagieren sind diejenigen, die nennenswerte oxidierbare funktionelle
Gruppen enthalten (Uetrecht et al., 1991; Kettle et al., 1991). Hierbei entstehen reaktive
Metaboliten. Auch fir die MPO ist bekannt, dal} dieses Enzym an der Metabolisierung vieler
Arzneimittel beteiligt ist bzw. in der Lage ist freie Arzneimittelradikale zu generieren (Uetrecht,
1995). Es ist gut belegt, dal einzelne Medikamente, z.B. Phenylbutazon, Temoxicam und
Chlorpromazin inhibierend auf die Aktivitat der MPO wirken kdénnen (Kettle et al., 1991), parallel

aber auch durch diese metabolisiert werden (Ichihara et al., 1995).
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Ein sehr interessanter Nebenbefund bzgl. der Frage der moglichen Richtung der
Aktivitdtsdnderung bei MPO-Polymorphismen im Rahmen von Arzneimittel-induzierten
Agranuocytosen und indirekt auf die Sinnhaftigkeit unserer Hypothesen hinweisend war der
Nachweis, daf} bei Patienten mit der sehr seltenen angeborenen MPO-Defizienz (Kaplow, 1986)
sozusagen kompensatorisch eine Eosinophilie auftritt (Lanza et al., 1987), nach Ansicht einiger
Autoren ein Hinweis auf alternative Mechanismen zur Generierung eines funktionstlichtigen
MPO-H,0,-Systems. Eine Eosinophilie ist klinisch ndmlich oftmals einer beginnenden Clozapin-
induzierten Neutropenie bzw. Agranulocytose vorgeschaltet und wird von manchen Autoren als

pradiktiv flr diese Arzneimittel-Nebenwirkung angesehen (Hummer et al., 1996).

Bereits zu Studienbeginn war bekannt, dal} die 5'-Region des MPO-Gens den MPO-Promotor
und andere die MPO-Expression regulierende Elemente enthalt (Morishita et al., 1986;
Hashinaka et al., 1988; Chang et al., 1990). Mehrere Befunde bei Untersuchungen an
speziellen HL-60-Zellen (die MPO exprimieren) hatten dies bestatigt und die relevanten
Bereiche lokalisiert (Weill et al., 1988; Jorgensen et al., 1991; Chang et al., 1991; Libbert et al.,
1991; Hashinaka et al., 1992). Eine 594-bp MPO-DNA-Sequenz (bp-583-+11) schien flr die
Promotoraktivitdt von (ibergeordneter Bedeutung zu sein, und zeigte Ubereinstimmung in 19
Basen mit zwei anderen Enzymen, der Elastase und dem human granulocyte colony-stimulating

factor, die ebenfalls durch Granulocyten exprimiert werden (Austin et al., 1995).

Die Kenntnis der fur die MPO-Promotoraktivitat relevanten Bereiche ermdglichte es zum einen,
diese als Marker zu nutzen, und zum anderen, auch andere Faktoren zu identifizieren, die fur
die Regulierung der MPO-Promotoraktivitat von Bedeutung sind (Austin et al., 1996).
Polymorphismen der MPO-Promotorregion wurden bisher nur fur die akute myelotische
Leukdmie und das Bronchial-Carzinom untersucht (London et al., 1997). Diese Untersuchung
basierte atiopathogenetisch darauf, dal die MPO in der Lage ist, im Zigarettenrauch das
karzinogene Benzpyren und karzinogene aromatische Amine zu aktivieren und karzinogene
freie Radikale zu generieren. Eine bereits 1993 vorbeschriebene G/A Basensubstitution
bewirkte eine reduzierte Transkription des MPO-Promotors, und infolgedessen hypostasierten

die Autoren, dal} das Auftreten dieses Polymorphismus eine Art Schutzfunktion darstellt.

Aufgrund der vielfaltigen und gut belegten Kombination zwischen Clozapin- und MPO-
Wechselwirkungen, der bekannten Tatsache einer Generierung reaktiver Metabolite durch MPO
und der Lokalisation dieses Enzymsystems in den Zielzellen der Clozapin-induzierten

Agranulocytose, erschien uns die Untersuchung des beschriebenen MPO-Polymorphismus als
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potentieller Trait-Marker der Clozapin-induzierten Agranulocytose vielversprechend.

Ein zweiter moglicher Pathomechanismus im Rahmen der Entwicklung einer Clozapin-
induzierten Agranulocytose betraf die hepatischen Cytochrom P (CYP) 450-Isoenzyme. Fischer
und Mitarbeiter untersuchten die Beteiligung von CYP450 2D6 am Clozapin-Stoffwechsel
anhand menschlicher Leber-Mikrosomen und in rekombinanten Zellen, die spezifisch CYP 450
2D6 exprimieren (Fischer et al., 1992). Sie konnten zeigen, daf} Clozapin am aktiven Zentrum
von CYP 450 2D6 bindet und aktiv von diesem metabolisiert wird. Die rekombinanten Zellen
produzierten zahlreiche Clozapinmetaboliten, was bedeuten konnte, dal CYP 450 2D6-
Polymorphismen fir die Variabilitat der Clozapinmetabolisierung und mdéglicherweise auch fir
passager erhdhte knochenmarkstoxische Metabolitenkonzentrationen verantwortlich waren
(Gonzalez et al., 1992).

Wahrend die Untersuchungen zur MPO und den CYP 450-Isoenzymen potentielle Interaktionen
zwischen Genetik und “pathologischer” Metabolisierung darstellen sollten, wurde bei den
parallel durchgefihrten immunogenetischen Untersuchungen auf die Beziehung Genetik und
Immunsystem fokussiert, die flr einige Arzneimittel-Nebenwirkungen gut bekannt ist (dritter

potentieller Mechanismus).

Das HLA-(human leukocyte antigen) System ist ein Teil des MHC (major histocompatibility
complex). Der MHC befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosom 6. Die HLA-Gene
werden in zwei Gruppen unterteilt: Klasse 11-Gene (HLA -DP, -DZ, -DO, -DX, -DQ und -DR) und
Klasse I-Gene (HLA- B,-C,-A). Diese Gene sind wesentlich an der Autoimmunitat beteiligt
(Shackelford et al.,1982). Die Coinzidenz von Chlorpromazin-induzierten Autoantikérpern mit
dem HLA-B44 Phanotyp (Canoso et al.,1982), die erhdhte Inzidenz des Hydralazin-assoziierten
systemischen Lupus erythematodes mit dem HLA-DR4 Phanotyp (Batchelor et al., 1980) und
die Assoziation von D-Penicillamin-induzierter Nephropathie und dem HLA-B8 und DRS3
Phanotyp (Wolley et al., 1980) sind gut belegte und haufig replizierte pharmakogenetische

Befunde.

Seit Anfang der 90er Jahre gab es auch Hinweise auf eine Assoziation bestimmter HLA-

Subtypen mit der Clozapin-induzierten Agranulocytose. So zeigten erstmals US-amerikanische

Untersuchungen einen  Zusammenhang zwischen judisch-ethnischem  Hintergrund

(Aschkenazy-Juden) und der Entwicklung einer Agranulocytose unter Clozapinmedikation

(Liebermann et al., 1990). Im Gegensatz zu einer Inzidenz von 0.6 und 2% in friheren Studien

fand Lieberman unter den Patienten mit judischer Abstammung eine Inzidenz von 20% (6 von
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30 Patienten). Daraufhin wurde von sechs Agranulocytosepatienten eine HLA-Typisierung
durchgefiihrt. Der Haplotyp HLA-B38, DR4,DQw3 wurde bei flinf von sechs Patienten gefunden.
Da dieser Haplotyp haufig in dieser Population gefunden wird, wurden die Ergebnisse mit einer
Kontrollgruppe gleichen ethnischen Hintergrundes verglichen. Hier wurde dieser Haplotyp nur

bei 2 von 17 Patienten gefunden.

Zwei und funf Jahre spater verdffentlichte dieselbe Arbeitsgruppe weitere Falle von
Agranulocytosen, zwei der Betroffenen waren wiederum jldischer Abstammung und vier nicht-
judischer Abstammung. Erneut zeigte sich unter den jlidischen Patienten die beschriebene
HLA-Konstellation. Zudem wurde beschrieben, dafl® der Haplotyp HLA-DR*02, DQB1*0502 and
DQA1*0102 unter nicht-jidischen kaukasischen Betroffenen signifikant haufiger auftrat. (Yunis
et al., 1992 und 1995). Die bis dato veroffentlichten positiven Assoziationen widersprachen aber
den Daten von Claas und Mitarbeitern fur nicht-judische kaukasische Betroffene. Nach
Durchfuhrung einer HLA-A,-B,-C,-DR und -DQ Typisierung stellten diese Autoren bei den
untersuchten Patienten keine signifikanten Assoziationen von bestimmten HLA-Subtypen und

dem Auftreten einer Clozapin-induzierten Agranulocytose fest (Claas et al., 1992).

Jedoch fanden sich in der Claas‘schen Untersuchung einige Mangel: so wurden keine
ausreichenden Angaben zum Studiendesign gegeben, keine klinische Charakterisierung der
Patienten durchgefihrt und weder beschrieben, woher die Blutproben der retrospektiv
untersuchten Patienten kamen, noch wie diese gelagert wurden. Eine Ubersichtstabelle
(Tabelle 8) falt die vorbeschriebenen Befunde und die Anzahl der untersuchten Patienten

zusammen (Alleltrager/Gesamtzahl der untersuchten Patienten):

Tab. 8: Ubersichtstabelle der vorbeschriebenen HLA-Haplotypen bei judischen und kaukasischen
Patienten mit Clozapin-induzierter Agranulocytose

Ethnizitat judisch judisch kaukasisch kaukasisch kaukasisch
HLA B38/39 5/6 717 22/103

HLA DR4 5/6 717

HLA DQw3 5/6 77

HLA DR2 4/4 13/21
HLA DQw1 4/4 81/103 13/21
HLA DQB1*0201

Autor Lieberman, 1990  Yunis, 1992 Yunis, 1992  Claas, 1992 Yunis, 1995
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Ethnizitat judisch kaukasisch judisch judisch

HLA B38/39 9/10 1/3 8/11

HLA DR4 9/10 1/3 4/11

HLA DQw3 9/10 1/3

HLA DR2 2/3 2/11

HLA DQw1 2/3

HLA DQB1*0201 12/18

Autor Yunis, 1995 Theodoropoulou, 1997  Amar, 1998 Valevski, 1998

Basierend auf den in der Einleitung beschriebenen Grundlagen war es Ziel der Untersuchung
mittels HLA-Subtypisierung, MPO- und CYP 450 2D6-Polymorphismus-Bestimmungen
betroffener Patienten einen potentiellen Trait-Marker bzw. eine Genkonstellation nachzuweisen,
die bestimmte Patienten-Subpopulationen als Risikogruppen fiir die Entstehung einer Clozapin-

induzierten Agranulocytose definieren.

2.4.1.2 Methodik

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte unter enger Kooperation mit der Arzneimittelkommission
der deutschen Arzteschaft in Kéln. Dieser werden im Rahmen des von ihr betriebenen
Spontanerfassungsystems seit Jahren von Klinikérzten und niedergelassenen Arzten auf
freiwilliger Basis im Zusammenhang mit Arzneimitteln auftretende Nebenwirkungen gemeldet.
Uber ein Anschreiben wurden die meldenden Kollegen Uber das Projekt informiert und um
Mithilfe gebeten. Bei allen Patienten erfolgte eine schriftiche Aufklarung und
Einverstandniserklarung. Die Daten Uber die abgelaufenen Agranulocytosen und Uber die
Diagnosen der Patienten wurden aus dem Meldeformular der Arzneimittelkommission und den
Arztbriefen der Patienten (DSM-III-R Diagnosen) ibernommen. Die Einteilung bzw. Bewertung
der Blutbildnebenwirkung erfolgte nach folgenden Kriterien: als Patienten galten schizophrene
Patienten, paranoider Typ, mit einer Anzahl neutrophiler Granulocyten von <500/nl unter
solitarer Clozapinmedikation; als Kontrollpersonen galten schizophrene Patienten, ebenfalls
paranoider Typ, die mindestens seit zwei Jahren solitar Clozapin eingenommen hatten, ohne
eine Leukopenie oder Agranulocytose zu entwickeln. Patienten und Kontrollpersonen wurde
jeweils 30 ml vendses Blut entnommen. Der A-645G*-Polymorphismus in der 5-Region des
MPO-Gens wurde mittels PCR/RFLP-Verfahren nachgewiesen. Nach Amplifiktion eines 350 bp-
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Fragmentes, wurde dieses bei 37°C inkubiert und durch das Auftreten einer neuen kleineren
Bande zwischen dem Wildtyp G-Allel und der A-Mutante mittels Agarose-Gelelektrophorese
unterschieden. Als interne Kontrolle eines stattgefundenen Verdaus diente der Nachweis der
konstitutionellen Restriktionstelle bei -40 nt. Dartber hinaus wurde die Korrektheit der
Genotypisierung ausgewahlter Proben mittels DNA-Sequenzierung geprift und gleichzeitig
nach weiteren Mutationen gesucht. CYP 450 2D6 wurde mittels PCR auf die Allele *3, *4, *5,
*6, *8, and *14 untersucht, diese Allele sind verantwortlich fir den Status der Betroffenen als
langsamer, schneller und ultraschneller Metabolisierer. HLA-A, -B, -C, DRB und DQB-Allele von
Patienten und Kontrollpersonen wurden mittels PCR-Verfahren identifiziert. Die DNA wurde
mittels eines standardisierten Chloroform/Phenol-Extraktes aus vendsen Leukocyten isoliert.
Die Sequenzen der variablen und damit charakterisierenden Genregionen waren aus der
Literatur bekannt. Aufgrund der Bekanntheit der beschriebenen HLA-Loci gelang es ohne
Schwierigkeiten PCR-generierte Amplifikate herzustellen und diese zu spezifizieren. HLA B
wurde mittels eines SSP-PCR Kits der Firma Protrans, Ketsch, Deutschland und DQB mittels
eines INNO-LIPA rSSO-Kits der Firma Medipro, Ketsch, Deutschland genotypisiert. Die
Allelfrequenzen aller untersuchten Allele bei Betroffenen und Kontrollpersonen wurden durch -
Test bzw. Fisher's Test verglichen. Regressionsanalysen wurden unter Berucksichtigung
ungleicher Alters-und Geschlechtsverteilung der untersuchten Personen durchgefiihrt. Alle
statistischen Analysen wurden mit einem SPSS 7.5-Programmes durchgefihrt. Ein p-Wert <

0,05 wurde als statistisch signifikant akzeptiert.

2.4.1.3 Ergebnisse und Diskussion

Wir untersuchten zunachst diejenigen HLA-Haplotypen (HLA-B, DRB und DQB), bei denen in
den insgesamt wenigen Vorbefunden eine Assoziation zur Clozapin-induzierten Agranulocytose
beschrieben worden war. Es handelte sich hierbei im einzelnen um die Haplotypen HLA-B38,
DRB1*0402, DRB4*0101, DQB1*0201 und DQB1*00302 bei judischen Patienten und die
Haplotypen HLA-DR*02, DRB1*1601, DRB5*02 und DQB1*0502 bei nicht-judischen
kaukasischen Patienten. Bei letzteren war zudem die Anwesenheit des Haplotypen B35 als
protektiv fir die Clozapin-induzierte Agranulocytose beschrieben worden. Es gelang uns fir
diese Untersuchung 30 Patienten mit einer Clozapin-induzierten Agranulocytose zu
identifizieren und von diesen Blut zu erhalten. Alle Betroffenen waren weilte, deutsche
Kaukasier aus dem ganzen Bundesgebiet, alle hatten die Diagnose einer paranoiden

Schizophrenie und die Agranulocytose unter solitarer Clozapin-Medikation entwickelt. Dieses
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Kollektiv an Agranulocytosepatienten zahlt trotz der scheinbar geringen Zahl zu dem
zweitgrofiten weltweit beschriebenen. Das Kontrollkollektiv rekrutierten wir aus schizophrenen
Patienten der psychiatrischen Poliklinik und der Katamnese der Psychiatrischen Klinik der FU
Berlin. Die insgesamt 77 Kontrollpersonen hatten alle zum Zeitpunkt der Blutentnahme
mindestens zwei Jahre lang solitdr Clozapin eingenommen ohne Blutbildveranderungen
entwickelt zu haben. Die Gruppe der Patienten bestand aus 17 Frauen mit einem
Durchschnittsalter von 44,5 Jahren (SD=8) und 13 Mannern mit einem Durchschnittsalter von
49,8 Jahren (SD=9). Wir fanden folgende HLA-Subypen bei Patienten und Kontrollpersonen vor
(siehe Tabelle 9):

Tab. 9: HLA-Subtypisierungen bei 30 Clozapin-Agranulocytosepatienten und 77 Kontrollpersonen

HLA Cases Cases Controls Controls Odds Ratio 95%-C.L P
N % N %
B35 5 17,2 14 18,2 0,94 0,31-2,89 NS
B38 5 17,2 9 11,7 1,57 0,48 - 5,16 NS
DQB1*0201 13 43,3 20 25,6 2,22 0,92-5,36 0,07
DQB1*03 16 53,3 43 55,1 0,93 0,40-2,17 NS
DQB1*0302 5 16,7 12 15,4 1,10 0,35-3,44 NS
DQB1*0502 5 16,7 1 1,3 15,4 1,72-138 0,006
DRB1*0402 3 10,0 2 2,6 4,22 0,67 — 26,6 NS
DRB1*1601 3 10,0 3 3,8 2,78 0,53 -14,6 NS
DRB4 11 36,7 35 44,9 0,71 0,30 — 1,69 NS
DRB5*02 3 10,0 0 0,0 0,02

Zusammengefal3t fanden wir folgende Ergebnisse: erstens, es zeigte sich ein Trend fiir ein
gehéduftes Auftreten von HLA-DQB*0201 bei den nichtjiidischen kaukasischen Patienten
(p<0.07). Zweitens, es bestétigten sich die Vorbefunde von Yunis und Mitarbeitern beziiglich
eines gehéduften Auftretens von DQB*0502 und DRB5*02 bei nicht-jlidischen kaukasischen
Patienten. Drittens, es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und
Kontrollpersonen fiir die Haplotypen HLA-B38, HLA-B35, HLA-DQB*03, HLA-DQB*05, HLA-
DRB1*0402, HLA-RB1*1601 und sémtliche HLA-DRB4-Haplotypen.

Der Trend fur eine erhdhte Frequenz des Haplotyps HLA-DQB*0201 bei nicht-jidischen
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kaukasischen Patienten war insofern interessant, als dal} bis dato vergeblich nach einem
gemeinsamen genetischen Marker bei nicht-judischen und judischen kaukasischen Patienten im
HLA-System gesucht wurde und "nur” Varianten der sogenannten Heat-Shock-Proteine, die wie
das HLA-System in der MHC-Region lokalisiert sind, als mogliche gemeinsame Marker fur eine
Clozapin-induzierte Agranulocytose in beiden ethnischen Gruppen charakterisiert worden waren
(Corzo et al., 1995). Amar und Mitarbeiter beschrieben nun aber interessanterweise 1998
diesen Haplotyp HLA-DQB*0201 als gehauft bei Askenazy-Patienten mit einer Clozapin-
induzierten Agranulocytose auftretend (Amar et al., 1998), was in Kombination mit unserem
Befund bei kaukasischen Patienten vielversprechend im Sinne einer Identifizierung
gemeinsamer Marker dieser beiden ethnischen Gruppen erscheint. Als einschrankend flr
unseren Befund muld sicher die geringe Fallzahl der Patienten gewertet werden. Dennoch
waren durch unsere Untersuchung erste Hinweise auf genetische Marker, die flr verschiedene
ethnische Gruppierungen existieren gegeben. Auch die anderen Positiv-und v.a.
Negativbefunde unserer Untersuchung waren von Bedeutung. Wahrend die Positivbefunde in
der Zukunft in einem gréReren Kollektiv zu bestatigen sind, deuteten die Negativbefunde
eindeutig darauf hin, dal} bis dato fir kaukasische und judische Patienten beschriebene HLA-
Haplotypen fir nicht-jidische Kaukasier keine Ubergeordnete Bedeutung hatten, und daf}
moglicherweise andere HLA-Klasse | (z.B. HLA-C) und —Klasse Il Antigene in ihrer Bedeutung
bisher unterschatzt wurden. Weitere potentielle genetische Marker wurden auch im Rahmen
unserer Polymorphismus-Untersuchungen bzgl. der am Clozapin-Metabolismus beteiligten
Enzymsysteme MPO und CYP 450 2D6 untersucht, um hiermit Patienten definieren zu kénnen,
die eine erhdhte Vulnerabilitat flr diese Nebenwirkung aufweisen. Im Rahmen dieser
Untersuchung wurden 31 Patienten und 77 Kontrollpersonen genotypisiert. Die Gruppe der
Patienten bestand aus 17 Frauen mit einem Durchschnittsalter von 44,5 Jahren (SD=8) und 14
Mannern mit einem Durchschnittsalter von 41,1 Jahren (SD=8). Das Ergebnis unserer
Untersuchung zeigte, dald die Frequenzen der mdglichen Genotypen der MPO und des CYP
450 2D6 gleichverteilt waren (siehe Tabelle 10):
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Tab. 10: MPO- und CYP2D6-Genotypen bei 31 Clozapin-Agranulocytosepatienten und
Kontrollpersonen
Cases Cases Controls Controls
N % N %

MPO ** G/G 19 61,3 49 63,6
MPO ~* G/A 10 32,3 27 35,1
MPO ~* A/A 2 6,5 1 1,3
Ein aktives CYP2D6-Gen 8 25.8 22 28,6
Zwei aktive CYP2D6-Gene 21 67,6 48 62,3
Drei aktive CYP2D6-Gene 1 3,2 3 3,9
Kein aktives CYP2D6-Gen 1 3,2 4 5,2
Total 31 100,0 77 100,0

77

Eine Regressionsanalyse erbrachte unter Berlcksichtigung von Alter und Geschlecht ein

relatives Risiko fir eine Clozapin-induzierte Agranulocytose von 1,21 (0,46-3,21; p=0,70) flr

G*®A-(Mutations)-Trager. Auch die Frequenzen der 2D6 Genotypen waren vergleichbar

zwischen Patienten und Kontrollpersonen. Zwar bestand flir CYP 450 2D6-Mutationstrager ein
relatives Risiko von 9,98 (0,56-178), dies war aber nicht statistisch signifikant (p=0,12). Wir

fanden keine statistisch signifikant unterschiedlichen Frequenzen des MPO-Genotyps (p=0,34;

Tab. 10) bzw. der daraus resultierenden Enzymaktivitat (Odds Ratio= 1,11; siehe Tabelle 11).

Tab. 11: MPO- und CYP 450 2D6 Aktivitat bei 31 Clozapin-Agranulocytosepatienten

Cases Cases Controls Controls Odds Ratio 95%-C.L. P
N % N %

MPO
High active 19 61,3 49 63,6 1,00
Low active 12 38,7 28 36,4 1,11 0,47-2,60 0,82
CYP 450 2D6
Active 30 96,8 73 94,8 1,64 0,18-153 0,55
Inactive 1 3,2 4 5,2 1,00
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Die Kombinationsanalyse von MPO-und CYP 450 2D6-Mutationstragern ergab auch keinen
Hinweis fur eine Interaktion der beiden Polymorphismen (MPO: relatives Risiko=1,29 (0,48-
3,51; p=0,61; CYP 450 2D6: 10,4 (0,59-186; p=0,11).

Wir fanden somit keine (iberzeugenden Hinweise dafiir, dal3 ein oder beide Enzymsysteme
bzw. Polymorphismen dieser Enzyme im Sinne eines Trait-Markers an der Entwicklung der

Clozapin-induzierten Agranulocytose beteiligt sind.

Einschrankend missen aber folgende Hinweise berticksichtigt werden: erstens, der untersuchte
MPO-Polymorphismus G*®A fiihrt zu einer erniedrigten Enzymexpression. Diese ist fiir die
Arzneimittelnebenwirkung Clozapin-Agranulocytose nicht unbedingt anzunehmen. Es ware
nach Vorbefunden eher zu erwarten, dal® bei der Entwicklung dieser Agranulocytose eine
gesteigerte Oxidation von Clozapin und dadurch eine potentiell starkere Generierung von
toxischen Metaboliten und/oder Radikalen vorliegt. Entsprechende Polymorphismen wurden
aber (noch) nicht beschrieben. Zweitens, gleiches gqilt letztendlich auch fir die CYP 450-
Bestimmungen. Das Isoenzym 2D6 ist nach neueren Erkenntnissen nur nachgeordnet an der
Metabolisierung von Clozapin beteiligt (Spina et al., 1998). Die quantitativ hauptsachlich
beteiligten CYP 450-Enzyme sind 1A2 und/oder 3A4 (Eiermann et al., 1997). Polymorphismen
dieser Enzyme mit mdglicherweise klinischer Relevanz wurden aber erst kirzlich entdeckt
(Sachse et al., 1999), so dal} wir unser Kollektiv diesbezliglich nochmals untersuchen werden.
Gleichwohl erschien es vorab sinnvoll, auch die wenn nur geringe quantitative Beteiligung des
2D6 und potentiell daraus resultierende Konsequenzen fir die Entwicklung einer Clozapin-
induzierten Agranulocytose auszuschlielen, was wir mit der vorliegenden Untersuchung getan

haben.

2.4.2 Andere Arzneimittel-induzierte Agranulocytosen

Dettling M, Cascorbi |, Hellweg R, Deicke U, Weise L, Miller-Oerlinghausen B: Genetic
determinants of drug-induced agranulocytosis-potential risk of olanzapine? Pharmaco-
psychiatry. 32: 110-112,1999

2.4.2.1 Einfiihrung

Da die fur die Clozapin-induzierte Agranulocytose hypostasierten Mechanismen auch bei
anderen Arzneimittel-induzierten Blutbildveranderungen diskutiert, und zudem viele andere
bekannte und haufig angewandte Psychopharmaka nachgewiesenermallen durch das
neutrophile Oxidationssystem MPO metabolisiert werden, erschien es sinnvoll, unsere im

Rahmen der Clozapin-induzierten Agranulocytose erworbenen Kenntnisse zu erweitern. Dies
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wurde von unsere Arbeitsgruppe auch explizit als Ziel der Bemihungen der nachsten Jahre

deklariert und wird vom BMBF in einem Folgeantrag seit 1999 finanziell untersttzt.

Sollte ein Nachweis atiopathogenetisch relevanter MPO-und auch NADPH-Polymorphismen
bzw. HLA-Haplotypen bei Arzneimittel-induzierten Agranulocytosen im Sinne der
Charakterisierung einesTrait-Markers gelingen, ware dies als ein wichtiger Zwischenschritt
anzusehen, den komplexen Ablauf dieser lebensbedrohlichen und nicht-vorhersehbaren
Arzneimittelnebenwirkung pathophysiologisch besser zu verstehen. Darlberhinaus ergaben
sich bei Nachweis eines genetischen Markers fur die Entwicklung einer Agranulocytose weitere
wesentliche Vorteile sowohl fir die koérperliche Unversehrtheit der Patienten als auch die
Kostentrager im Gesundheitswesen. Die Sinnhaftigkeit und Notwendigkeit, die bis 1998
verfolgte Fokussierung auf Clozapin zugunsten anderer Psychopharmaka und anderer
Arzneimittel generell aufzugeben, ergibt sich auch aus der Darstellung einer Recherche, die die
Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft unléngst durchgefiihrt hat. Im Zeitraum der
letzten sechs Jahre (1993-1998) wurden insgesamt 676 Agranulocytose-Verdachtsfalle unter
Arzneimittel gemeldet (persénliche Mitteilung; Dr. Tiaden, AkdA, Kéln). Hierunter befinden sich
neben Psychopharmaka auch z.B. Antibiotika und verschiedene Herzmedikamente. Im
einzelnen handelt es sich u.a. um Arzneimittel wie Thioridazin, Trevilor, Olanzapin, Moclobemid
! Penicillinamid, Roxithromycin, Clindamycin, Tetracyclin / Beta-Acetyldigoxin, Bisoprolol

(Einfach-oder Zweifachnennungen)

Aus diesen inhaltlichen Grinden begannen wir unsere erweiterten pharmakogenetischen
Untersuchungen zunachst bei Patienten, die unter dem Neuroleptikum Olanzapin eine deutliche
Verringerung der Leukocytenzahlen entwickelt hatten. Unser Interesse an Olanzapin-
induzierten Blutbildveranderungen begrindete sich darin, da Olanzapin dem Clozapin
strukturchemisch verwandt ist und es diesbezlglich mdglich schien, da dhnliche Mechanismen
wie die fur Clozapin hypostasierten an der moéglichen Entwicklung einer Olanzapin-induzierten
Blutbildveranderung verantwortlich sein kénnten. Zwar wurden in praklinischen Studien mit
Ausnahme asymptomatischer Transaminasenerh6hungen keine bedrohlichen
Arzneimittelnebenwirkungen und insbesondere keine tierexperimentellen Hinweise auf ein
erhdhtes Agranulocytoserisiko beschrieben (Nemeroff et al., 1997); in Anbetracht eines
hypostasierten Idiosyncatic Drug Reaction-Modells auch bei der Olanzapin-induzierten
Agranulocytose, schien dies aber kein ausreichend valider Beleg dafir, dal diese
Nebenwirkung beim Menschen nicht auftreten kann. Und auch die historische Erfahrung mit der

Clozapin-induzierten Agranulocytose zeigte, dal® mitunter Jahre vergehen kénnen, bei Clozapin
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immerhin sieben Jahre zwischen Markteinfihrung und ersten Verdffentlichungen tGber erhéhtes
Agranulocytoserisiko, bis schwere Nebenwirkungen verschiedener Arzneimittel klinisch
apparent werden. Der Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft waren bei
Studienbeginn 34 Verdachtsmeldungen bzgl. Veranderungen des weilen Blutbildes unter
Olanzapin gemeldet (Stand 11/98) worden, darunter 18 Patienten mit Leukopenien und ein
Patient mit einer Agranulocytose. Wir recherchierten die im Rahmen des
Spontanerfassungssystems der Arzneimittelkommission registrierten Daten um einen mdglichen
Zusammenhang zwischen Olanzapinmedikation und Blutbildveranderung zu belegen. Es zeigte
sich, dal dieser Zusammenhang in einem Uberwiegenden Teil der Verdachtsmeldungen nicht
eindeutig zu belegen war, es aber dennoch mindestens zwei Falle gab, bei denen ein
Zusammenhang hochwahrscheinlich war. Diese Patienten wurden von uns rekrutiert und deren

Blut einer HLA-Typisierung zugefuhrt.

2.4.2.2 Methodik

Analog zu unseren Untersuchungen zur Clozapin-induzierten Agranulocytose wurden HLA-A, -
B, -C, DRB und DQB Allele mittels PCR-Verfahren identifiziert. Die DNA wurde mittels eines
standardisierten Chloroform/Phenol-Extraktes aus vendsen Leukocyten isoliert. Die Sequenzen
der variablen und damit charakterisierenden Genregionen waren bekannt. Aufgrund dieser
Bekanntheit der beschriebenen HLA-Loci gelang es ohne Schwierigkeiten PCR-generierte
Amplifikate herzustellen und diese zu spezifizieren. Ebenso analog zur Clozapin-Untersuchung
erfolgte Identifizierung, schriftliche Aufklarung und Einwiligung der Patienten und die

statistische Bearbeitung der Ergebnisse.

2.4.2.3 Ergebnisse und Diskussion

Wir konnten zwei Patienten identifizieren, deren Blutbildveranderungen im Sinne einer
Leukopenie/Agranulocytose mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Einnahme von Olanzapin
zurtckzufihren war. Diese hohe Wahrscheinlichkeit des Zusammenhangs zwischen
Blutbildveranderung und Olanzapinexposition ergab sich aus der Anamnese der

Medikamentenexposition der Patienten, deshalb wird diese ausfuhrlich dargestellt.

Die erste Patientin war 24 Jahre alt und Kaukasierin. Sie hatte erstmals eine Episode einer
paranoiden Schizophrenie erlitten, und bis zu ihrer stationdren Aufnahme niemals Neuroleptika
eingenommen. Zunachst hatte die Patientin das Neuroleptikum Perazin erhalten, von dem keine

erhdhten Inzidenzen von Agranulocytosen bekannt sind. Wahrend einer elfwchigen Therapie
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unter Perazin zeigten sich gegenliber dem Blutbild bei Aufnahme keine wesentlichen
Veranderungen (4300 Leukocyten bei einer Neutrophilenzahl von 1700/nl). Aufgrund einer
Elektrolytentgleisung der Patientin (Hyponatriaemie) wurde die neuroleptische Medikation
umgesetzt, zunachst auf Flupentixol. Hierunter war der Blutbildstatus der Patientin unauffallig
(5500 Leukocyten/nl; 2100 neutrophile Granulocyten/nl). Sie entwickelte jedoch starke
extrapyramidal-motorische Nebenwirkungen, so dal sie erneut auf ein anderes Neuroleptikum
umgesetzt werden muldte. Die Patientin erhielt Risperidon und im weiteren Verlauf Pimozid. Es
zeigten sich zwar ebenfalls keine Veranderungen des Blutbildes, aber auch keine adaquate
antipsychotische Wirkung, so dal} die Patientin dann Olanzapin in aufsteigender Dosierung bis
15 mg/die erhielt. Nach nur funf Tagen entwickelte die Patienten einen starken Abfall ihrer
Leukocyten- (4000/nl) und insbesondere (neutrophilen) Granulocytenanzahl (auf 1040/nl). Dies
entsprach einer Neutropenie. Nach sofortigem Absetzen der Olanzapinmedikation regenerierte
sich der Blutbildstatus der Patientin binnen einer Woche (5500/nl Leukocyten, 2310 neutrophile

Granulocyten/nl).

Wir definierten dieses Geschehen als eine mit hoher Wahrscheinlichkeit durch Olanzapin
induzierte Neutropenie, da die Patientin zum Zeitpunkt des Geschehens nur dieses Medikament
erhalten hatte. Zudem zeigte sich in diesem Kasus, dall Olanzapin im Vergleich zu allen
anderen bei der Patientin eingesetzten Neuroleptika die héchste myelotoxische Potenz
aufzuweisen schien. Auch der rasante Abfall und die zligige Regeneration des Blutbildes nach

Absetzen entspracht dem Verlauf klassischer Neuroleptika-induzierter Agranulocytosen.

Die zweite Patientin war 27 Jahre und ebenfalls Kaukasierin. Bei ihr bestand seit mehreren
Jahren die Diagnose einer paranoiden Schizophrenie. Die Patientin wurde bereits vier Monate
mit Olanzapin behandelt, ohne dal sich irgendwelche Veranderungen des weiflen Blutbildes
gezeigt hatten. Nach vier Monaten solitarer Medikation mit Olanzapin, hatte die Patientin ein
leichtgradiges depressives Querschnittssyndrom entwickelt und wurde zusatzlich mit 75 mg
Amitriptylin/die behandelt. Finf Wochen nach Beginn dieser Comedikation zeigte die Patientin
innerhalb einer Woche einen dramatischen Rickgang ihrer Leukocytenzahl (2700/nl) und
neutrophilen Granulocytenzahl (405/nl). Der letztere Differential-Blutbildbefund entsprach damit
einer Agranulocytose. Nach Absetzen beider Medikamente erholte sich das weille Blutbild

innerhalb weniger Tage.

Trotz der Comedikation werteten wir dieses Geschehen als eine mit hoher Wahrscheinlichkeit

durch Olanzapin induzierte Agranulocytose, da Amitriptylin-induzierte Blutbildveranderungen
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noch wesentlich seltener als bei Neuroleptika auftreten (Inman et al., 1988) und der zeitliche
Verlauf der Agranulocytose wiederum typisch fiir Neuroleptika-induzierte Blutbildveranderungen
war. Auch bei kontroverser Diskussion unserer Argumentation bzgl. des Amitriptylin schien aber
zumindest durch diesen Fall eindeutig dokumentiert, dafl Olanzapin durchaus
knochenmarkstoxisches Potential entwickeln konnte. Diese Potenz war mdglicherweise durch
Hinzunahme eines weiteren Psychopharmakons, bei diesem Kasus durch Hinzunahme von

Amitriptylin, verstarkt worden.

Die HLA-Typiserung beider Patienten ergab fir Patient 1 den Haplotyp HLA-A2, B7, Cw07,
DRB1*0101/*1501, DRB5*0101, DPB *0501/*1001 und DQB *0501/*0601 und fir Patient 2
A2/24, B62, Cw03, DRB1*0401/*1301, DRB3*0202, DRB4*0101, DPB 0401/0401 und DQB
*0302/*0602.

Beide Haplotypen sind bisher noch nicht gehauft bei Agranulocytosepatienten beschrieben
worden, was aber aufgrund der Anzahl von nur zwei Fallen nicht Uberbewertet werden sollte

und weiterer Untersuchungen bedarf.

Diese Untersuchung intendierte zum einen, im Sinne eines Screenings erste Untersuchungen
zur ldentifizierung von Trait-Markern (z.B. HLA-Haplotyp) einer Arzneimittelnebenwirkung
(Olanzapin-induzierte Neutropenie bzw. Agranulocytose) durchzufihren. Zum anderen
begannen wir mit dieser Untersuchung eine genetisch-orientierte Datensammlung auch flr
Olanzapin-induzierte Blutbildveranderungen aufzubauen, im Sinne einer Erweiterung unserer
urspringlichen Untersuchungen zur Clozapin-induzierten Agranulocytose. Dies erschien
aufgrund der historischen Erfahrung mit der Clozapin-induzierten Agranulocytose und der

relativen strukturchemischen Ahnlichkeit beider Substanzen sinnvoll.

2.4.3 Untersuchungen zum Metabolismus von Arzneimitteln

Sachse C, Ruschen S, Dettling M, Schley J, Bauer S, Miller-Oerlinghausen B, Roots I,
Brockmdller J: Flavin monooxygenase (FMO3) polymorphism in a caucasian population: allele
frequencies, mutation linkage and functional effects on clozapine and caffeine me-tabolism.
Clinical Pharmacology and Therapeutics. 66: 431-438,1999

Dettling M, Sachse C, Brockméller J, Schley J, Muller-Oerlinghausen B, Pickersgill |, Rolfs A,
Schaub R, Schmider J : Longterm therapeutic drug monitoring of clozapine and metabolites in
psychiatric in- and outpatients. Psychopharmacology. In press, 2000

2.4.3.1 Einfiihrung

Um mogliche Interaktionen zwischen dem Metabolismus eines Arzneimittels und seinen

Wirkungen bzw. Nebenwirkungen identifizieren zu kénnen, ist es notwendig, sich Klarheit Gber
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die an dem Metabolismus der untersuchten Substanz beteiligten Enzymsysteme zu
verschaffen. Wenn die beteiligten Enzymsysteme identifiziert sind, kann man in einem weiteren
Schritt Gberprifen, inwieweit das Auftreten bestimmter Nebenwirkungen mit nachgewiesenen
Mutationen dieser Enzymsysteme assoziiert ist. Gelingt dieser Nachweis, ware es moglich vor
einer Therapie mit einem Arzneimittel potentielle Risikopatienten (Trager vom Mutationen) zu
identifizieren, was einer Charakterisierung dieser Mutationen als Trait-Marker in Bezug auf die

entsprechende Nebenwirkung entsprache.

Entgegen einer weitverbreiteten Meinung ist das Wissen um die Enzymsysteme, die
verschiedene Arzneimittel metabolisieren, eher gering. So gibt es nur wenige Arzneimittel,
deren  Metabolisierungswege  eindeutig geklart sind.  Pharmakogenetische  und
pharmakokinetische Untersuchungen tragen hier entscheidend dazu bei, diesen wichtigen

Bereich der Psychopharmakologie zu erforschen.

Die Metabolisierung von Clozapin ist ein Beispiel fir eine noch weitgehend ungeklarte
pharmakokinetische Mechanismen. Bei Beginn unserer pharmakokinetischen Untersuchung
zum Clozapin waren folgende Befunde bekannt: erstens, die Serumkonzentrationen von
Clozapin weisen eine hohe interindividuelle und geringe intraindividuelle Unterschiede auf; es
besteht eine lineare Dosis/Konzentrations-Abhangigkeit (Cooper et al., 1996). Aufgrund dieser
Eigenschaften wurde seit den 80er Jahren fiir Clozapin bei Vorliegen bestimmter Kriterien ein
sog. Therapeutisches Drugmonitoring (TDM) empfohlen. Diese Kriterien waren
Complianceprobleme und/oder fehlende therapeutische Wirkung, das Auftreten von
Nebenwirkungen und Behandlung mit zusatzlichen Psychopharmaka. Kontrovers wurde
diskutiert, ob fur Clozapin eine sogenannte Schwellenkonzentration, d.h. ob eine Konzentration
bei der die Rate der Clozapinresponder ansteigt, existiert. Einige, v.a. US-amerikanische
Studien bejahten dies, und definierten diese Konzentration bei 350-420 ng/ml (Perry et al, 1991;
Hasegawa et al., 1993; Potkin et al., 1994; Miller et al., 1994; Kronig et al., 1995). Einige
europaische Untersuchungen konnten bei ihren Patienten keinen derartigen Zusammenhang
beschreiben, und wiesen zudem darauf hin, dal auch bei den Patienten der US-
amerikanischen Studien eine hohe Rate der Responder (20-50%) mit niedrigeren
Serumkonzentrationen respondierten. Resultat dieser kontroversen Diskussionen war, dal} die
Uberprifung einer Schwellenkonzentration als Beleg fiir Response oder Nonresponse unter
Clozapin nicht als Indikation fir ein TDM implementiert wurde. Zweitens, es war auch bekannt,
dall die Hohe der Clozapin-Serumkonzentrationen von individuellen klinischen Variablen wie

Alter, Geschlecht, Kérpergewicht, Rauchverhalten, aber auch der Aktivitat der Cytochrom P450-
71



Isoenzyme abhéngen. Einige Befunde bedurften allerdings der Uberpriifung, wie z.B. der Effekt
des Rauchens auf die Serumkonzentration von Clozapin. Um den EinfluB von
Serumkonzentrationen und deren metabolischer Mechanismen auf die Clozapinresponse zu
bestimmen, fihrte unsere Arbeitsgruppe ein zehnwochiges Clozapin TDM mit der Bestimmung
von Clozapin und seinen Hauptmetaboliten, Norclozapin und Clozapin-N-Oxid, sowie eine
parallele Evaluierung demographischer, klinischer und psychiatrischer Daten durch. Analog zu
unseren Cytochrom P450 (CYP) 2D6-Untersuchungen bei Patienten mit einer Clozapin-
induzierten Agranulocytose flihrten wir bei unseren TDM-Patienten auch 2D6-

Genotypisierungen durch, um dessen Beteiligung am Abbau von Clozapin zu belegen.

Ebenso wie die Cytochrom P450-Isoenzyme zeigt auch die Flavin-enthaltene Monooxygenase 3
(FMO3) eine ausgepragte funktionale und molekulargenetische Variabilitat; bisher sind sechs
Polymorphismen bekannt, die fir einen Aminosaureaustausch codieren: Mggl, Pissl, Eqs6K,
Vy5:M, E3p5X und E;psG (Dolphin et al., 1997; Treacy et al., 1998). Es wurde fir Koffein,
Trimethylamin und Methimazol nachgewiesen, dall FMO3-Polymorphismen fir veranderte
Funktionen im Bereich der N- und S-Oxidation von Arzneimitteln verantwortlich sind. Diese
Befunde schienen aufgrund des bekannten Metabolisierungsweges von Clozapin interessant,
und in vitro-Untersuchungen zeigten, dall FMO3 die primare Oxidation von Clozapin zu
Clozapin-N-Oxid katalysiert (Tugnait et al., 1997; Fang et al., 1998).

Um Aufschlisse Uber die Frequenz von FMO3-Polymorphismen und deren mogliche
Beteiligung am Clozapin- und am Koffeinmetabolismus zu erhalten, untersuchten wir zunachst

mit Clozapin behandelte schizophrene Patienten und gesunde Kontrollpersonen.

2.4.3.2 Methodik

EinschluRkriterien flr unsere pharmakokinetische Untersuchung waren die Diagnose einer
paranoiden Schizophrenie nach DSM-III-R Kriterien, Alter zwischen 18-60 Jahren, vorherige
neuroleptische Behandlung der Patienten mit zwei klassischen Neuroleptika ohne relevante
klinische Besserung und/oder Auftreten schwerer extrapyramidalmotorischer Nebenwirkungen,
und das Fehlen klinisch relevanter internistischer und/oder neurologischer Erkrankungen.
Retrospektiv bewertet wurden nur Patienten, die solitar mit Clozapin behandelt wurden. Nach
einer klinischen Eingangsuntersuchung wurden die Patienten mit Clozapin in aufsteigender
Dosierung behandelt. Die Einstiegsdosis war 25 mg/Tag, die Aufdosierung erfolgte in 25-50 mg
Schritten jeden 3.-4.Tag und die Dosis wurde auf 2-3 Einnahmezeiten aufgeteilt. Die

Serumkonzentrationen wurden wochentlich jeden Morgen 12 Stunden nach der letzten
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Clozapineinnahme abgenommen. Patienten, die nach 10 Wochen im Vergleich zur
Eingangsuntersuchung eine mehr als 20% Reduktion ihrer BPRS-Werte aufwiesen, wurden als
Responder definiert. Patienten, die pro Tag mehr als 10 Zigaretten rauchten, wurden als
Raucher definiert. Die Serumkonzentrationen von Clozapin, Norclozapin und Clozapin-N-Oxid
wurden analog zu einem von Weigmann und Hiemke beschriebenen Verfahren bestimmt
(Weigmann et al., 1992). Die geringste messbare Konzentration fir alle drei Metaboliten war 3-4
ng/ml Serum. Die Varianzkoeffizienten lagen zwischen 3-7%. Die recovery rate betrug 90% fir
Clozapin, 80% fir Norclozapine und 72% fur Clozapine-N-Oxid. Die Gruppen
(Responder/Nonresponder; Raucher/Nichtraucher etc.) wurden mittels t-Test oder einer ANOVA
verglichen, Korrelationen wurden mit einer linearen Regression untersucht. In unserer
Untersuchung zu den FMO3-Polymorphismen wurde fir die Lokalisierung der bekannten
FMO3-Polymorphismen P53L und E;53G der PCR-RFLP-Test von Dolphin (Dolphin et al., 1997)
durchgefihrt, fir die restlichen 4 Mutationen wurden spezifische PCR-RFLP-Mechanismen
etabliert (artificially created restrictions side strategy; ACRS-PCR). Alle anderen
Genotypisierungsuntersuchungen (DNA-Extraktion etc.) entsprechen den bereits beschriebenen
Untersuchungsmethoden. Einzelnen ausgewahlten Patienten wurde analog zu unserer
Kinetikuntersuchung Uber einen zehnwochigen Zeitraum Blut fir die Bestimmung von Clozapin

und seinen Hauptmetaboliten enthommen.

Die gesunden Kontrollpersonen erhielten zusatzlich zur Bestimmung der FMO3-
Polymorphismen noch eine Phanotypisierungsuntersuchung, um die metabolische Kapazitat der
Kontrollpersonen bzgl. des Koffeinabbaus zu testen. Die Kontrollpersonen erhielten eine
einmalige Dosis von 100 mg Koffein (Koffeinum purum, Berlin-Chemie); unmittelbar im
Anschlufd daran wurden Uber 5 Stunden die Urinkonzentrationen von Koffein, Paraxanthin (CYP
1A2-katalysiert) und Theophyllin bzw. Theobromin (FMO3-katalysiert) via HPLC gemessen
(Grant et al., 1984). Signifikante Unterschiede bzgl. der Allelfrequenzen der FMO3-Mutationen

wurden mittels eines two-tailed Fisher’s Test (Systat 7.0 software, SPSS Inc.) untersucht.

2.4.3.3 Ergebnisse und Diskussion

34 Patienten beendeten die zehnwdchige Studie zum Clozapin-TDM; eine Patientin entwickelte
eine Neutropenie nach insgesamt 4 Wochen Clozapinmedikation und mufte deshalb die Studie
abbrechen. In Abhangigkeit der Responsekriterien konnten wir 21 Patienten als Responder (8
Frauen, 13 Manner) und 13 Patienten als Nonresponder (8 Frauen und flinf Manner) definieren.

Raucher (N=25) und Nichtraucher (N=9) waren in beiden Gruppen annahrend gleichverteilt. Es
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zeigten sich folgende klinische Variablen und Serumkonzentrationen bei Respondern und
Nonrespondern (siehe Tabelle 12):
Tab. 12: Klinische Daten und Serumkonzentrationen von Clozapin, Norclozapin und Clozapin-N-Oxid bei
Respondern (N=21) und Nonrespondern (N=13); *p<0,05

RESPONDER NONRESPONDER

N 21 13
ALTER 31,5(SD=10,2) 37,4 (SD=10,5)
BMI ( kg/m2)) 25,4 (SD=1,9) 25,0 (SD=2,7)
BPRS 49,8 (SD=15.1) 42,6 (SD=12,6)
mean daily clozapine dose (mg) 320 (SD=221,2) 313 (SD=204,3)
Clozapinkonzentration (ng/ml) 210,7 (SD=175) 269,2 (SD=179,7)
Norclozapinkonzentration (ng/ml) 147,4 /SD=127,7) 190,5 (SD=135,3)
Clozapin-N-Oxid-Konz. (ng/ml) 39,6 (SD=28,4) 69,1 (SD=64,7)
Clozapinkonzentration 0,6 (SD=0,3) * 1,0 (SD=0,6)
dosis-korrigiert(ng/ml/mg)

Norclozapin/Clozapin Ratio 0,8 (SD=0,3) 0,7 (SD=0,2)
Clozapin-N-Oxid/Clozapin Ratio 0,3 (SD=0,1) 0,4 (SD=0,6)

Teilten wir die Gesamtgruppe in Raucher und Nichtraucher auf, zeigten sich flr einzelne
Serumkonzentrationen folgende Ergebnisse:
Tab. 13: Serumkonzentrationen von Clozapin, Norclozapin und Clozapin-N-Oxid bei Rauchern (N=25)

und Nichtrauchern (N=9); *p<0,001. CV=intraindividuelle Varianz der Serumkonzentrationen, alle Werte
dosiskorrigiert

RAUCHER NICHTRAUCHER
N 25 9
CV der Metaboliten (ng/ml/mg) 0,3 (SD=0,1) * 0,4 (SD=0,2)
Clozapinkonzentration (ng/ml/mg) 0,6 (SD=0,2) * 1,1 (SD=0,2)
Norclozapin/Clozapin Ratio 0,8 (SD=0,3) 0,6 (SD=0,2)
Clozapin-N-Oxid/Clozapin Ratio 0,3 (SD=0,4) 0,2 (SD=0,1)
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Der CYP2D6-Genotypus hatte keinen Einflud auf die absoluten Clozapinkonzentrationen
(F=0,5; p<0,7), auf die dosiskorrigierten Clozapinkonzentrationen (F=1,3; p<0.3) und den
Behandlungserfolg (x°=2.3, p=0.52).

Zusammenfassend fanden wir also zwei klinisch relevante Ergebnisse in unserer Untersuchung:
erstens, Responder und Nonresponder unterschieden sich mit Ausnahme der dosis-korrigierten
Clozapinkonzentrationen nicht in ihren Clozapin- bzw. Metabolitenserumkomzentrationen und
den entsprechenden Ratios. Wir fanden auch keine Hinweise fiir eine Schwellenkonzentration
fur Clozapin-Response. Zweitens, das Rauchverhalten war die einzige klinische Variable, die

signifikant auf die Serumkonzentration von Clozapin und seinen Metaboliten einwirkte.

Aufgrund der Tatsache, daf® wir im Rahmen unseres Clozapin-TDM zwischen Respondern und
Non-Respondern keinerlei Unterschiede in den nativen Serumkonzentrationen von Clozapin
und seinen beiden Hauptmetaboliten und auch nicht in deren metabolischer Ratio gefunden
hatten, wurden Vorbefunde bestétigt, die ein kontinuierliches TDM Uber die vorbeschriebenen
Indikationen hinaus als nicht notwendig erachten. Die signifikanten Unterschiede zwischen
Respondern und Nonrespondern bzgl. ihrer dosiskorrigierten Clozapinkonzentration
interpretierten wir als Indiz daflir, dal® die Responder eine héhere Clozapinclearance im

Vergleich zu Nonrespondern aufwiesen.

Die Clozapinclearance aber ist zu groRen Teilen von der Aktivitdt der Cytochrom P 450-
Isoenzyme abhangig. Diese wiederum ist von vielerlei Faktoren wie Inhibierung und Induktion
durch andere Medikamente und allelischen CYP 450-Varianten eines Individuums abhangig.
Eine Beziehung zwischen CYP2D6-Genotypus und nativen Clozapinkonzentrationen konnte in
dieser Untersuchung wie in anderen auch (Dahl et al., 1994) aber nicht gefunden werden. Eine
solche Assoziation zeigte sich, wie wir erstmalig beschreiben konnten, auch nicht bei
dosiskorrigierten Clozapinkonzentrationen. All dies zusammengenommen, deutet also vieles
daraufhin, da® es zwar eine unterschiedliche Response auf Clozapin in Abhangigkeit der
Clozapinclearance gibt, die Clozapinclearance aber nicht mit dem 2D6-Status der Individuen

zusammenhangt.

Unsere Untersuchung ergab also Hinweise auf die Relevanz anderer Isoenzyme des CYP-450-
Systems flr die Response auf Clozapin, z.B. 1A2 und 3A4, denen eine starke Beteiligung an

der Metabolisierung von Clozapin zugeschrieben wird (Eiermann et al., 1997).

Wir konnten auch keine Clozapin-Schwellenkonzentration fir die Response unter Clozapin
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feststellen. Wir bildeten in Abhangigkeit der Clozapin-Serumkonzentrationen zwei
Responsegruppen: Response bei niedrigen Konzentrationen (<350 ng/ml, N=26 (17 Responder
und 9 Nonresponder)) und Response bei hohen Konzentrationen (<350 ng/ml, N=8 (4
Responder und 4 Nonresponder). Die Verteilung von Respondern und Nonrespondern in diesen
beiden Gruppen deutete daraufhin, dal es keine Beziehung zwischen der Héhe der nativen
Clozapin-Serumkonzentration und einer Response unter Clozapin zu geben schien. In der
Patientengruppe mit niedrigen Konzentrationen (unter 350 ng/ml) zeigte sich eine Responserate
von 65%. Dies entspricht durchaus den ublichen Responseraten auch hdéher dosierter
Untersuchungen und deutete daraufhin, dal® auch mit wesentlich niedrigeren
Serumkonzentrationen als 350-420 ng/ml eine ausreichende klinische Responserate erreicht

wird.

Rauchen stellte sich in unsere Untersuchung als die einzige klinische Variable dar, die deutlich
signifikant auf die Serumkonzentrationen von Clozapin und seinen Metaboliten einwirkte. Da
Raucher in unserem Kollektiv signifikant héhere Dosen erhielten (392+192 mg vs. 110+87 mg,
F=17,7, p<0,0002) berechneten wir die dosiskorrigierten Werte und fanden signifikante
Unterschiede: Nichtraucher wiesen einen signifikant hdheren Konzentrations/Dosis-Quotienten
auf. Dieser Befund bestatigte Vorbefunde, die einen signifikanten Effekt von Rauchen auf die
Serumkonzentration von Clozapin im Sinne einer Reduktion feststellten (Haring et al., 1994;
Centorrino et al., 1994). Eine wahrscheinliche Erklarung hierfir ist die maximale Induktion des
wesentlich am Clozapinmetabolismus beteiligten hepatischen Isoenzyms CYP 1A2 bei

Rauchern.

Zusammengefal3t zeigten unsere Ergebnisse des Clozapin-TDM eine CYP-2D6 Genotyp-
unabhéngig unterschiedliche Clozapinclearance von Clozapin-Respondern und Nonrespondern.
Méglicherweise sind hierflir andere Cyp 450-Isoenzyme verantwortlich. Es konnten keine
weiteren klinisch relevanten Parameter ermittelt werden, die es erlauben zwischen Respondern
und Nonrespondern zu differenzieren. Das Rauchverhalten der einzelnen Individuen hatte im

Gegensatz zum 2D6-Genotypus einen grol3en Einflul3 auf den Clozapinmetabolismus.

In unserer in vivo-Untersuchung zum FMO3-Polymorphismus verglichen wir bei ausgewahlten
Patienten den FMO3-Genotypus und die Serumkonzentrationen der Patienten Uber den
Zeitraum von zehn Wochen. Weder die Mutation K158 noch die Mutationen M257 und G308
hatten Effekte auf die Metabolitenkonzentration von Clozapin und/oder Koffein. Die Clozapin-N-

Oxid Ratio erwies sich aufgrund der hohen Stabilitadt der Serumkonzentrationsmessungen aller
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Metaboliten als guter Marker der intraindividuellen enzymatischen Aktivitat, die beschriebenen

Mutationen hatten hierauf aber keinen funktionalen Effekt (Kruskall-Wallis, n.s.).

Zusammengefaldit ergab diese Untersuchung zu der Beteiligung von FMQO3-Polymorphismen
und deren Anteil am Clozapinmetabolismus keinen positiven Befund, der auf eine
libergeordnete Bedeutung dieses Enzymsystems bei der Generierung des Clozapin-N-Oxids
hinwies. Beide hier beschriebene Untersuchungen konnten insgesamt also keine wesentlich
neuen bzw. eindeutig gesicherten Erkenntnisse zum Metabolismus von Clozapin liefern und

bedlirfen einiger AnschluBuntersuchungen.

3. PERSPEKTIVEN DES FORSCHUNGSGEBIETES

Um die Perspektiven der in dieser Habilitationsschrift beschriebenen Untersuchungsmethoden
differenziert diskutieren zu kénnen, méchte ich vorab nochmals kurz den Stand der Forschung
und die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen zusammenfassen, um anschlieBend die

Perspektiven der Markerforschung in dem jeweiligen Forschungsgebiet dazustellen.

Die Atiologie der Depression ist bis heute ungeklart, weder genetische noch andere Konzepte
wie die Noradrenalinmangel-Hypothese  haben zu letztendlich  (berzeugenden
Atiologiemodellen gefiihrt. So wird auch heute noch die Diagnose einer Depression letztendlich
allein aufgrund vorliegender psychopathologischer Querschnittssymptomatik diagnostiziert, und
atiologisch multifaktorielles Geschehen angenommen. Dies bedeutet, da® fir die Ausldsung
einer Depression sowohl genetische Vulnerabilitdt als auch lebensgeschichtliche Ereignisse
eine Uberragende Rolle spielen. Die Fehlregulation des HHN-Systems unterliegt vermutlich
denselben Faktoren, was fiur die Bewertung der mitunter verwirrenden und sich

widersprechenden DEX/CRH-Testergebnisse wichtig ist.

Die vorgestellten Arbeiten zum HHN-System haben gezeigt, dall eine Uberstimulierte
Glucocorticoidregulation unabhangig von der dargestellten Ebene generell ein Phanomen bei
verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen wie Depression, Manie und Schizophrenie ist,

aber auch nosologieunabhangig als Alterserscheinung auftritt.

In Abhangigkeit der Ebene des HHN-Systems kann man aber insbesondere die stabilen
Ergebnisse der DEX/CRH-Untersuchungen durchaus als State- wenn nicht Residualmarker fir
affektive Erkrankungen charakterisieren, bei der Depression noch deutlicher ausgepragt als bei
der Manie. Mittels des DEX/CRH-Testes konnten bei zahlreichen Patienten im Rahmen eines

DST nicht identifizierte HHN-Veranderungen aufgezeigt werden, was die hohe Spezifitdt des

77



DEX/CRH-Testes fur die Identifizierung neuroendokriner Narben innerhalb des HHN-Systems
widerspiegelt. Die Markerspezifitat unserer DEX/CRH-Ergebnisse flir die Depression ist im
Vergleich zur Spezifitdt anderer potentieller Marker der Depression als relativ hoch
einzuschatzen. Im einzelnen zeigten unsere klinischen Untersuchungen zum HHN-System
folgende Ergebnisse: erstens, wir konnten zeigen, dal} psychiatrische Patienten mit den
Diagnosen Depression, Manie und Schizophrenie, in unterschiedlichem Ausmal3, nicht nur
einen héheren Prozentsatz von DST-Nonsuppression zeigten, sondern auch eine statistisch
signifikant erhéhte Stimulierbarkeit von Cortisol und einen statistischen Trend zur vermehrten
ACTH-Freisetzung im Rahmen des DEX/CRH-Testes. Zweitens, in einer Therapiestudie mit
Amitriptylin zeigte sich eindeutig eine zeitlich friihere Normalisierung der DEX/CRH-Befunde
nach einer Woche im Vergleich zur Verbesserung der psychopathologischen
Querschnittssymptomatik nach drei Wochen. Effekte des tricyclischen Antidepressivums auf die
DEX/CRH-Befunde der gesunden Kontrollpersonen zeigten sich nicht. Drittens, wahrend die
DST-Ergebnisse eher krankheitsunabhangige Zustdande des HHN-Systems reflektierten, bildete
der DEX/CRH-Test eher "endogene" Narben im Bereich dieses Systems wider. Viertens,
unsere Liquorstudie lieferte keine Uberzeugenden Belege fur die CRH-Overdrive-Hypothese.
Wir konnten keine signifikanten Unterschiede bzgl. des CRH-Liquorgehaltes von depressiven
Patienten und Kontrollpersonen feststellen. Flinftens, wir konnten zeigen, dal} die Variablen
Alter und Geschlecht nach der Variablen Diagnose die wesentlichsten EinfluRfaktoren bzgl. der
Ergebnisse im DEX/CRH-Test darstellten.

Konklusiv bedeuteten unsere Ergebnisse, dal} die durch den DEX/CRH-Test darstellbaren
HHN-Systemveranderungen besonders bei der Depression stabil und ausgepragt, und als
State-Marker bzw. Residualmarker zu charakterisieren bzw. definieren waren. Die durch
antidepressive Medikation induzierte Normalisierung der HHN-Regulationstérungen ging der

psychopathologischen Verbesserung der Patienten voraus.

Neben anderen Untersuchungen des HHN-Systems insbesondere auf tierexperimenteller
Ebene fuhrten unsere klinischen Untersuchungen via neuroendokriner Funktions bzw.
Stimulationstests in letzter Konsequenz zur Entwicklung neuer pharmakologischer
Substanzklassen, die moglicherweise eine Alternative zur bisherigen medikamentdsen
Behandlungsformen der Depression darstellen. Ungeachtet der Frage, inwieweit die DEX/CRH-
Befunde als State-Marker bzw. Residualmarker zu bewerten sind, zeigte v.a. unsere
Untersuchung der Effekte antidepressiver Standardmedikation auf das HHN-System, die eine

generelle medikamentése BeinfluBbarkeit des Systems durch klassische Antidepressiva
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belegten, dafl die Markerforschung in diesem Bereich wichtige Beitrage liefern kann (Holsboer,
1999).

Diese neue potentiell antidepressiv. wirksame Substanzklasse sind die CRH-
Rezeptorantagonisten. Der Nachweis deren antidpressiver Wirksamkeit steht zwar noch aus,
derzeit und in nachster Zukunft werden aber viele psychiatrische Zentren placebokontrollierte
Untersuchungen durchfiihren. Indikationen fir diese neue Substanzklasse scheinen aber nicht
nur Depressionen, sondern auch Angsterkrankungen und Alkoholentzugssymptome zu sein,
auch eine Indikation zur Ruckfallprophylaxe bei Alkoholabhéngigen scheint, basierend auf
nachgewiesenen spezifischen HHN-Regulationsstérungen dieser Patienten zu bestehen (Timpl
et al.,, 1998). Theoretisch ebenso vielversprechend sind auch andere Substanzen aus dem
Bereich der das HHN-System beeinfluRenden Medikamente: Steroid-Synthese-Inhibitoren,
Glucocorticoid-Rezeptor-Antagonisten, Dexamethason-Substitution, sowie eine Kombination

klassischer Antidepressiva mit Glucocorticoid-Rezeptor-Antagonisten (Murphy et al., 1991).

Die neuroendokrine Markerforschung im Bereich des HHN-Systems, die sich seit ca. 15-20
Jahren intensiv um ein Verstandnis dieses komplexen Themas bemihte, erwies sich also als
hochbedeutender Bestandteil eines from bed to bench and back- Zuganges an psychiatrische
Erkrankungen. Analog zu den anderen Bereichen der Markerforschung Uber die in dieser
Habilitationsschrift berichtet wurde, bestehen fiir den Forschungsbereich der neuroendokrinen
Marker also durchaus vielversprechende und erfreuliche Zukunftsperspektiven, die darin
bestehen, bei vorhandener klinischer Relevanz der neuroendokrinen Marker, dieses Wissen in

spezifische neue medikamentdse Behandlungsstrategien umzusetzen.

Unsere neuroendokrinen Befunde zur Alkoholabhangigkeit zeigten aber, dal} diese erfreuliche
Perspektive trotz intensivster Bemihungen nicht immer am Ende eines solchen Prozesses
besteht. In unseren Alkoholismusuntersuchungen zeigten sich eindeutig die Grenzen der

Markerforschung.

Diese Grenzen bestehen erstens, in der Abhangigkeit dieses Forschungsbereiches von der
Homo- bzw. Heterogenitat der untersuchten Erkrankung, zweitens, in den Moglichkeiten eines
medikamentosen Zuganges an eine heterogene Erkrankung und drittens, in der Auswahl des

untersuchten Systems vor Untersuchungsbeginn.

Unsere Untersuchungen an alkoholabhangigen Patienten dienten ja nicht nur der Darstellung

derer zentralen dopaminergen Neurotransmission, sondern auch der potentiellen Méglichkeit
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hieriber Hinweise auf Sinnhaftigkeit des Einsatzes von (dopaminergen und/oder
antidopaminergen) Anticraving-Substanzen, also rlckfallverhitenden Substanzen zu erhalten.
Dies gelang im Rahmen unserer Apomorphin-Untersuchungen nicht. Bei genauerer

Betrachtung unserer Ergebnisse zeigten sich die Griinde hierfir aber sehr deutlich.

Unsere Untersuchungen bzgl. der dopaminergen Neurotransmission alkoholabhangiger
Patienten zeigten zusammenfassend folgende Ergebnisse: Erstens, alkoholabhangige
Patienten mit einem chronisch derangierten dopaminergen System, abgebildet durch reduzierte
Responsivitat der Dopamin D2-Rezeptoren nach Apomorphin-induzierter HGH-Sekretion,
wiesen einen klinisch ungunstigeren Verlauf der Alkoholabhangigkeit auf. Das HGH-Blunting
dieser Patienten war als Residualmarker zu werten, und in seiner klinischen Relevanz durchaus
mit Variablen wie positiver Familienanamnese zu vergleichen. Zweitens, wir fanden keinen
Hinweis darauf, dal das HGH-Blunting mit Personlichkeitscharakteristika oder
psychopathologischer Symptomatik assoziiert ist. Dies bedeutete, dal® das dopaminerge
System bzw. dessen Schadigungsgrad allein ein Abbild der Schwere der Alkoholabhangigkeit
ist, und aller Wahrscheinlichkeit nach keine Ubergeordnete Bedeutung als Angriffspunkt fir
Anticraving-Substanzen besitzt. Drittens, wir fanden keine Hinweise darauf, dal das HGH-
Blunting einer Subgruppe von alkoholabhangigen Patienten die Qualitatskriterien eines Trait-

Markers besitzt.

Ohne Zweifel erwies sich die Apomorphin-induzierte HGH-Sekretion als Kklinisch
unproblematisch durchzufihrende Untersuchung mit spezifischem Aussagewert. Unsere
Ergebnisse des HGH-Blunting wurden auch von anderen Arbeitsgruppen mehrfach bestatigt
(Wiesbeck et al., 1998). Aber es deutete sich aufgrund der fehlenden Assoziation typischer
Personlichkeitscharakteristika mit den HGH-Befunden an, dafl das dopaminerge System
beeinfluBende Medikamente nicht per se rlckfallsprophylaktische (=Anticraving-) Effekte
besitzen. Dies wurde spater durch unsere klinischen Untersuchungen mit Lisurid, einem D2-
agonistisch, D1-antagonistisch und serotonerg wirkenden Medikament bestaetigt. In diesen
Untersuchungen sollten die Anticraving-Effekte des Lisurid untersucht werden. Wahrend erste
Ergebnisse der Lisurid/Placebo Studie unserer Forschergruppe noch hoffnungsvoll interpretiert
wurden (Schmidt et a., 1994), zeigte sich beim Brechen des Codes, dal} das Lisurid keinerlei

Anticraving -Effekte besal (nicht verdffentlicht).

Die fehlende Anticraving-Potenz dopaminerger Substanzen war insofern tberraschend, als daf3

die Uberzeugenden tierexperimentellen Untersuchungen zum dopaminergen Belohnungssystem
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durchaus Anla® gaben, durch medikamentdse Interventionen auf dieses System suffizient
einwirken zu koénnen. Aber nicht nur Lisurid, sondern auch andere dopaminerg wirkende
Substanzen zeigten keinerlei Effekte auf die Ruckfallsfrequenz alkoholabhangiger Patienten.
Ahnliches zeigte sich im (ibrigen auch bei rein serotonerg wirkenden Substanzen (George et al.,
1992; Wiesbeck et al., 1999).

Die fehlenden Effekte dopaminerger Substanzen auf das Craving der Patienten lielen
RuckschlifRe darauf zu, dalk entweder die dopaminerge Responsivitat der Rezeptoren aufgrund
der irreversiblen Schadigung nicht mehr zu beeinfluBen war, zumindest nicht bei
physiologischer Dosierung des Lisurid, die gabaerge Kontrolle der HGH-Sekretion bedeutender
war als bei Studienbeginn angenommen (Vescovi et al., 1998), oder das dopaminerge System
zwar eine Rolle bei der Entwicklung zur (stoffgebundenen) chronischen Alkoholabhangigkeit
spielt, fir die psychologisch motivierten Verhaltensweisen, die einem Rickfall vorangehen aber

ohne Ubergeordnete Bedeutung ist.

Wahrend die meisten Untersuchungen von potentiellen Anticraving- Substanzen in den letzten
10 Jahren wenig erfolgsversprechende Ergebnisse lieferten, zeigten Studien mit Acamprosat,

einem Calcium-Acetylhomotaurin, gute rickfallsprophylaktische Effekte (Saf3 et al., 1996).

Die genauen Wirkmechanismen dieser Substanz, insbesondere ihre Effekte im zentralen
Nervensystem sind jedoch noch nicht eindeutig geklart. Eine Untersuchung von Berton und
Mitarbeiter lieferte erstmals deutliche Hinweise, dal® die gute ruckfallspophylaktische Potenz
des Acamprosat nicht nur via glutamerger Interaktionen (Uber NMDA(N-methyl-D-aspartat)-

Rezeptoren) sondern auch tber gabaerge Systeme vermittelt wird (Berton et al., 1998).

Basierend auf diesen neuen Erkenntnissen erscheinen die negativen Ergebnisse der
dopaminergen Anticraving-Substanzen in einem neuen Licht. Analog zu Vescovi und Mitarbeiter
kénnte man hypostasieren, dal} das dopaminerge System in seiner Bedeutung als Zielstruktur
zur Verhinderung von Ruckfallen auf Verhaltensebene in der zentralnervésen Hierarchie der
Systeme nur basale Bedeutung hat, vielmehr gezielte Interaktionen mit dem GABAergen
System als  partiellem Regulator ~ dopaminerger  Transmission  hier  deutlich
erfolgsversprechender sind. Die Suche nach geeigneten Anticraving-Substanzen wird in den
nachsten Jahren sicher weiterhin im Fokus der wissenschaftlichen Bemihungen stehen, und es
bleibt abzuwarten ob und zu welchem Anteil dopaminerg wirksame Substanzen noch eine Rolle

spielen werden (Spanagel et al., 1997).
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Zusammengefalit bedeutet dies, dall auch die eindeutige Identifizierung und Charakterisierung
eines krankheits- bzw. krankheitsstadienspezifischen Markers nicht bedeutet, dal® dies
zwangslaufig eine klinische Relevanz im Sinne einer neuen, medikamentdsen Strategie
und/oder gunstige Effekte auf den klinischen Verlauf einer Erkrankung haben muf3. Zumal wenn
die zugrundeliegende bzw. untersuchte Erkrankung die Alkoholabhangigkeit ist, die im

Vergleich zu allen deren psychiatrischen Erkrankungen eine erstaunliche Polygenie aufweist.

Erfreuerlicherweise stellen unsere pharmakogenetischen Arbeiten zur Clozapin-induzierten
Agranulocytose, analog zu den neuroendokrinen Arbeiten zum HHN-System-dort allerdings mit
anderen Perspektiven, aber wiederum ein eher vielversprechenderes Beispiel fur
Markerforschung in  einem  Forschungsbereich mit gunstigen und relevanten

Zukunftsperspektiven dar.

Die Zusammenarbeit zwischen Psychiatern und Klinischen Pharmakologen hat sich in den
letzten 10 Jahren nicht zuletzt aufgrund der revolutionden Entwicklungen im Bereich der
Molekularbiologie intensiv verstarkt. Dies betrifft insbesondere den Bereich der
Psychopharmakologie zu, und hier v.a. den Bereich der Psychopharmaka-Nebenwirkungen und
- Interaktionen. Hier wurde in den letzten Jahren die Suche nach klinisch relevanten Trait-
Markern zunehmend intensiviert. Ohne allzu optimistische Bewertungen vornehmen zu wollen,
ist zu erwarten, daf} durch die Kooperation beider Fachdisziplinen deren Bedeutung flr eine
suffiziente Psychopharmakatherapie in den nachsten Jahren nicht nur flr den Bereich der

Pharmakogenetik, sondern auch fir Fragen der Pharmakokinetik eher weiter zunehmen wird.

Um die Zukunftsperspektiven, die klinische Relevanz und die Konsequenzen wissenschaftlich
serioser Markerforschung mittels pharmakogenetischer Strategien naher darstellen zu kénnen,
werden zunachst die relevanten Ergebnisse unserer Untersuchung zur Clozapin-induzierten
Agranulocytose nochmals zusammengefaldt: erstens, wir fanden keine Hinweise darauf, dal® die
am Clozapinmatabolismus bzw. der Generierung reaktiver Clozapinmetaboliten beteiligten
Enzymsysteme CYP 350 2D6 und Myeloperoxidase bzgl der untersuchten Mutationen an der
Entwicklung einer Clozapin-induzierten Agranulocytose beteiligt sind. Dies gilt im Falle der
Myeloperoxidase aber nur fir die untersuchte G463A-Basensubstitution. Zweitens, wir fanden
annahrend signifikante Assoziationen des HLA-DQB1*0201 mit der Clozapin-induzierten
Agranulocytose. Dies koénnte ein Hinweis darauf sein, dall dieser HLA-Haplotyp einen
gemeinsamen genetischen Marker verschiedener ethnischer Gruppen fir die Clozapin-

induzierte Agranulocytose darstellt. Drittens (nicht Bestandteil dieser Habilitationsschrift),
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hochsignifikante Assoziationen einzelner HLA-Haplotypen mit der Clozapin-induzierten
Agranulocytose fanden wir fir folgende Haplotypen: Cw7heterozygot (p<0.02), Cw7homozygot
(p<0.03), Cw7 homo-und heterozygot (p<0.02), DQB1*0502 (p<0.04), DRB1*0101 (p<0.03) und
DRB3*0202 (p<0.02). Ungeachtet aller, auch statistischen Unwagbarkeiten bei der
Einschatzung der klinischen Relevanz HLA-assoziierter Arzneimittelnebenwirkungen zeigen
dieser Ergebnisse eine recht wahrscheinliche Beteiligung immungenetischer Mechanismen bei
dieser Idiosyncratic Drug Reaction. Wahrend unsere neuroendokrinen Arbeiten zur
Identifizierung von relevanten State- bzw- Residualmarkern innerhalb des HHN-Sytems
depressiver Patienten beitrugen und damit letztendlich die Entwicklung neuer medikamentdser
Behandlungsstrategien der Depression malgeblich beeinfluBten, werden durch unsere
pharmakogenetischen Untersuchungen potentielle Trait-Marker der Clozapin-induzierten
Agranulocytose charakterisiert. Diese Charakterisierung von Risikopatienten hat, neben einer
Risikominderung fir den einzelnen Patienten auch bedeutende und weitreichende

Konsequenzen im gesundheitsékonomischen Bereich.

Diese Konsequenzen ergeben sich bei Betrachten des klinischen Wirkprofils des Clozapin und
bei Betrachten der restriktiven Behandlungsmodalitdten bei Clozapinmedikation (u.a.
regelmaRige Blutbildkontrollen, schriftliche Einverstandniserklarung von Patient und Arzt,

sofortiges Absetzen bei Erreichen auch nur verdachtiger Neutrophilenwerte).

Das Wirkprofil des Clozapin wird von erfahrenen Klinikern als aullerordentlich glnstig
eingeschatzt. Insbesondere die Kombination von guter antipsychotischer Potenz mit nahezu
volligem Fehlen extrapyramidalmotorischer Nebenwirkungen wie z.B. Spatdyskinesien ist
hierfur verantwortlich. Diese Kombination macht Clozapin potentiell zu einem Neuroleptikum der
1. Wahl, kdme es nicht zu dem bekannten, nicht vorhersehbaren und lebensbedrohenden

Auftreten von Agranulocytosen in vergleichsweise hoher Inzidenz.

Fehlen von extrapyramidalmortorischen Nebenwirkung flihrt nachvollziehbar und durch
klinische Erfahrung bestatigt zu einer wesentlich erhéhten Compliance schizophrener Patienten,
und hier insbesondere bei den Patienten, die erstmals aufgrund psychotischer Symptomatik
neuroleptisch behandelt werden muissen. Ein vermehrter Einsatz von Clozapin als
Erstmedikation, ganz entgegen der derzeitigen Praxis des Einsatzes eines klassischen
Neuroleptikums (mit klassischen Wirkungen und Nebenwirkungen) wirde mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit dazu flhren, dald weniger Erkrankte ihre neuroleptische Medikation wegen

der schwer ertraglicher Nebenwirkungen ohne Wissen und Einverstandnis der behandelnden
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Arzte absetzten. Damit wiirde sicher auch das dann wegen des Absetzen der Neuroleptika
hohe Risiko einer Reexacerbation psychotischer Symptomatik und folgendem erneuten

Krankenhausaufenthalt reduziert werden konnen.

Die mallgebliche Konsequenz eines Screenings auf potentielle Trait-Marker der Clozapin-
induzierten Agranulocytose ware also die Mdglichkeit vor Beginn einer Clozapinbehandlung
potentielle Risikopatienten zu identifizieren und auszuschliessen. Somit kénnten wesentlich
mehr potentiell von Clozapin als Erstmedikation profitierende schizophrene Patienten auf
Clozapin eingestellt, und damit eine entscheidene Bedingung fir eine hohere
Patientencompliance, namlich relative Nebenwirkungsarmut der krankheitsbedingt indizierten
Neuroleptika geschaffen werden. Positv fir eine Complianceerhéhung wirde sich sicher auch
eine bei Charakterisierung von Trait-Markern der Clozapin-induzierten Agranulocytose mogliche
Lockerung der restriktiven Verschreibungs-und Behandlungsmodalitaten von Clozapin
auswirken. All diese unmittelbaren klinischen Konsequenzen eines Markerscreenings bzgl. der
Clozapin-induzierten Agranulocytosen vor Behandlung mit Clozapin hatten langfristig
bedeutende Folgen im gesundheitsbkonomischen Bereich; sie fuhrten zu weniger und kirzeren
Krankenhausaufenthalten der Patienten und damit zu massiven Einsparungsméglichkeiten des
Gesundheitssystems bei dieser Patientengruppe. Diese Kosten sind immens, pars pro toto
seien zwei epidemiologische Untersuchungen erwahnt. Salize und Mitarbeiter beschrieben den
Langzeitverlauf der Versorgungskosten von schizophrenen Patienten in verschiedenen
psychiatrischen Einrichtungen (psychiatrische Krankenhauser, Nervenarzte, berufsrehabilitative
Einrichtungen bzw. Malnahmen) in einer Vergleichsuntersuchung (Salize et al., 1999).
Wahrend im Jahre 1979/80 jahrliche Durchschnittskosten von 37.000,- DM pro Patient im
Krankenhaus anfielen (Hafner et al., 1982), ergaben sich 1994/95 Kosten in H6he von 65.000,-
DM pro Patient. Diese Kosten lagen um 28,5% hoher als bei Anlegen der allgemeinen
Preissteigerungsrate Uber einen Zeitraum von 15 Jahren zu erwarten gewesen ware. Wahrend
diese Daten unabhangig von der Wahl des verordneten Medikamentes der schizophrenen
Patienten erhoben wurden, gaben Meltzer und Mitarbeiter in einer Untersuchung spezifische
Daten fir den Fall eines vermehrten Einsatzes von Clozapin in den USA an. Die Autoren
konnten zweifelsfrei darlegen, dal® die Behandlungskosten pro Patient und Jahr bei einem
haufigeren Einsatz von Clozapin um 22% im Vergleich zu den Behandlungskosten der Therapie
mit klassischen Neuroleptika reduziert werden (Meltzer et al., 1993). Diese 22%ige Reduzierung
entsprach einer Kostensenkung um umgerechnet 35.000,- DM pro Patient und Jahr bei

insgesamt hoheren Gesamtbehandlungskosten in den USA im Vergleich zu Deutschland. Als
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hauptsachlich verantwortlich flr die reduzierten Behandlungskosten erwies sich die deutlich
reduzierte Frequenz von Rehospitalisierungen. Diese Daten belegen eindeutig, dal} die
Identifizierung von Risikopatienten z.B. einer Clozapin-induzierten Agranulocytose Uber die
Identifizierung eines Trait-Markers fir die individuelle Risikominderung des Patienten hinaus,
weitgehende  Konsequenzen fir die  Psychiatrie und deren  entsprechenden
Interventionsmoglichkeiten hat. Eine engmaschige Kooperation zwischen Klinik und Klinischer
Pharmakologie im Bereich medikamentéser Nebenwirkungen kann in den nachsten Jahren
zunehmend ein hochmodernes und -effektives Instrumentarium fur eine suffiziente und
kostenglinstige Psychopharmakotherapie werden, und darliberhinaus den Verlauf und die

Prognose psychischer Erkrankungen auferst positiv beeinfluen.

Wie diese Habilitationsschrift aufzeigt, ist die klinische Relevanz der Identifizierung von State-,
Trait -und Residualmarkern fur die biologische Psychiatrie in mehreren Bereichen wie neue
medikamentdse Strategien, individuelle Risikominderung, klinische Verlaufsprognose und
Behandlungskosten gegeben. Sollte die Strategie der Markerforschung auch in den nachsten
Jahren wissenschaftlich seriés weiterverfolgt werden, ist in mehreren Bereichen weiter von
einem nicht unerheblichen Benefit flr die biologische Psychiatrie und die psychiatrischen

Patienten auszugehen.
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5. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACTH
APA

AUC

AVP

BMI
BPRS
CDT

CIDI

CRH

CYP 450
DEX/CRH
DNA

DST

EEG

EKG
FMO3
GABA
GHRH
HDRS
HGH
HHN-System
HLA

HVL

ICD

LWK
MHC
MPO
MRS
NADPH-Oxidase

Adrenocorticotrophes Hormon
American Psychiatric Association
Area under the curve
Arginin-Vasopressin
Body-Mass-Index

Brief Psychiatric Rating Scale
Carbohydrate deficient transferrine
Composite international of diseases
Corticotropin releasing hormone
Cytochrome P450
Dexamethason/Cortiotropin releasing hormone
Desoxyribonucleinsaure
Dexamethason-Suppressions-Test
Elektroenzephalogramm
Elektrokardiogramm
Flavin-enthaltende Monooxygenase 3
Gammaaminobuttersaure

Growth hormone releasing hormone
Hamilton depression rating scale
Human growth hormone
Hypothalamisch-hypophysares Nebennierenrindensystem
Human leukocyte antigen
Hypophysenvorderlappen
International classification of diseases
Lendenwirbelkdrper

Major histocompatibility complex
Myeloperoxidase

Mania rating scale

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphatoxidase
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PCR
PVN
RFLP
SAS
SDS
SKID
SOM
TDM
TPQ
TRH
VTA
ZNS

Polymerasekettenreaktion

Nuleus paraventrikularis
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
Self-rating anxiety scale

Self-rating depression scale

Strukturiertes Klinisches Interview Depression
Somatostatin

Therapeutic drug monitoring

Tridimensional Personality Questionnaire
Thyreotropin releasing hormone

Ventral tegmental area

Zentrales Nervensystem
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