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1 Einleitung

1.1 Schizophrenie

Die Schizophrenie ist eine der schwerwiegendsterchpatrischen Erkrankungen, und bis
heute ist ihre Therapie in vielerlei Hinsicht predplatisch. Auch die Pathophysiologie
psychiatrischer Erkrankungen war lange Zeit unkBis zum Ende des 19. Jahrhunderts
wurden sie in vier grof3e Gruppen ohne genauerezingtine Bedeutung eingeteilt. Diese
Kategorien waren 1) Stoérungen der Kognition, 2) &immung, 3) des Lernens, des
Gedachtnisses und der Intelligenz und 4) des soridlerhaltens. Der Heidelberger
Psychiater Emil Kraepelin begann Krankheiten, déa dnentalen Bereich betreffen, nach
spezifischen Krankheitsprozessen zu erforschert §8tang es ihm, das Krankheitsbild, das
heute als Schizophrenie bekannt ist und bis dahimeru einer Vielzahl von
Erscheinungsbildern als Geisteskrankheit, Irresder Wahnsinn bezeichnet wurde, von den
manisch-depressiven Krankheiten abzugrenzen un®eisentia praecox zu benennen. Er
wahlte den Begriff aufgrund des beobachteten frélginmenden Verfalls des Intellekts.
Eugen Bleuler fasste 1911 das Krankheitskonzeptznesammen und erkannte, dass es sich
nicht um eine homogene Krankheit handelt, sondesimehr um eine Gruppe eng
verwandter Storungen der Kognition. Diese sei vemdWillen, dem Verhalten und der
Emotion abgetrennt, weshalb Bleuler den bis helitktiggn Begriff der Schizophrenie,
Spaltung der Seele, wahlte (Télle und Windgassed32Kandel, et al 2000).

Bis heute ist es nicht gelungen, das Krankheitspgidau zu definieren und die Symptomatik
abzugrenzen, es stellt eher eine heterogene GugupBsychosen dar. Die Préavalenz liegt bei
etwa 1 % und die Erstdiagnose wird bei Mannernigé&wischen dem 20. und 25. und bei
Frauen zwischen dem 25. und 30. Lebensjahr gestéfiiptsymptome der chronischen
Erkrankung sind positive Symptome, wie Wahnvorstelen, Halluzinationen, Ich-
Erlebnisstérungen und katatone Symptome, negatyjwmp®me, wie Affektverflachung,
Apathie, Anhedonie und Asozialitat, kognitive Sympe, wie Zerfahrenheit, Alogie,
Aufmerksamkeitsstérungen und Spracharmut, und @fekSymptome, wie Depression,
Angst und Affektverflachung. Diese kdnnen untersdhch stark ausgepragt sein, so dass
nach ICD-10 verschiedene Subtypen unterschiededenanit den haufigsten Auspragungen
der paranoiden Schizophrenie (F20.0), der hebephre®chizophrenie (F20.2) und der
katatonen Schizophrenie (F20.3).
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1.1.1 Neurobiologische Grundlagen der Schizophrenie

1.1.1.1 Bedeutung von Dopamin

Arvid Carlsson stellte in den 60er Jahren die Dapatypothese der Schizophrenie auf
(Carlsson, 1963). Er postulierte, dass die positi8gmptome durch eine Uberaktivitat des
mesolimbischen Systems hervorgerufen werden (Abbgdl.1). Auch konnte beobachtet
werden, dass Psychostimulantien, die die Dopamsthistung steigern, wie z.B.
Amphetamin, bei Probanden Psychosen induzieren heidPatienten mit Schizophrenie
psychotische Symptome verstarken (Lieberman, @0&¥). Laruelle und Mitarbeiter (1996)
beobachteten in einer Untersuchung mit Single-Rh&missionscomputertomographie
(SPECT), dass Amphetamin bei schizophrenen Patigdie in psychotischen Phasen waren,
zu einer starkeren Dopaminausschittung fihrte elgh mit gesunden Probanden und
sahen dies als weitere Bestatigung der Dopamin-tigse. Bei Patienten mit Morbus
Parkinson fiuihrt eine zu hohe Dosis von Levodopanstezu psychotischen Symptomen
(Willner, 1997). Typische Antipsychotika, die voillemn gegen positive Symptome der
Schizophrenie wirken, haben eine hohe Affinitdt zdopaminergen PRezeptor und es
besteht eine ausgepréagte Korrelation zwischen ilktgrischen Wirksamkeit und der
Bindungsaffinitdt zu diesem Rezeptorsubtyp (Liekmrm2004). Neben demfRezeptor
gehdren auch P und Di-Rezeptoren zur Familie der ofartigen Rezeptoren. Diese
Rezeptorgruppe wirkt inhibitorisch Gber G-Protedexr G-Familie auf die Adenylylcyclase.
D;- und D-Rezeptoren (bartige Rezeptoren) wirken hingegen tbgrs@mulierend auf die
Adenylylcyclase (Aktories, et al 2005).

Daniel Weinberger erganzte die Hypothese von Gamlashd vertrat die Auffassung, dass
auch das mesokortikale System an der Schizophiegtieiligt sei. Dopaminerge Bahnen
ziehen in diesem System vom ventralen tegmentatdneGzum prafrontalen Kortex, der bei
der Organisation von Verhalten, Motivation, Planun@ufmerksamkeit und sozialem
Verhalten eine Rolle spielt (Abbildung 1.1). Einerminderte Aktivitat dieser Bahn flhrt
nach Weinberger zu den negativen Symptomen unditkegm Stérungen der Schizophrenie.
Im gesunden Zustand inhibiert die mesokortikale rBalen mesolimbischen Weg durch
Feedback-Mechanismen. Eine Aktivitatsminderungetié€&ahn fuhrt somit zu Enthemmung
und Uberaktivitat im mesolimbischen Gebiet. Dies sach Weinberger die eigentliche
Ursache der Erkrankung (Heinz, et al 2003; Kanelel 2000). Bis heute ist aber noch nicht
endgultig bewiesen, ob die Dopamin-Hypothese uneé Hrgdnzung von Weinberger

vollkommen zutreffend sind.
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Abbildung 1.1: Vier dopaminerge Bahnen. (Lieberman, 2004)

1.1.1.2 Bedeutung von Serotonin

Es wird angenommen, dass Serotonin hauptsachlichduleoend auf andere
Neurotransmittersysteme, wie Dopamin und moglicleeser Glutamat, wirkt und das
Serotoninsystem selbst nicht primar bei der Schimepe gestort ist (Lieberman, et al 1998).
M-Chlorophenylpiperazin (mCPP), ein 5-bkbc-Serotoninagonist, konnte in einer Studie die
positiven Symptome bei nicht-medikamentds behaedelPatienten mit Schizophrenie
verstarken, nicht jedoch bei Probanden ausléseys{#l; et al 1993). Serotonerge Neurone
im medianen und dorsalen Raphekern innervieren rdmgaige Neurone in der Substantia
nigra und im ventralen tegmentalen Bereich. Weiteihteragieren sie mit synaptischen
Endigungen dopaminerger Neurone im Striatum, N@ckzcumbens, medialen préafrontalen
Kortex und in der Amygdala. Agonisten an 54T 5-HT;- und 5-HT-Rezeptoren haben
eine erhohte Freisetzung von Dopamin zur Folgeptseerge Aktivitat Uber 5-HE-
Rezeptoren fiuhrt jedoch zu einer verminderten dapargen Signaltbertragung (lyer und
Bradberry, 1996; Barnes und Sharp, 2003). Uber 5:Hihd 5-HTA Rezeptoren kann die
Freisetzung von Glutamat moduliert werden (Lieberni2004). Belege fir die Bedeutung
von Serotonin in der Schizophrenie ergeben sichtewen hauptsachlich aus der

pharmakologischen Wirkung der atypischen Antipsyi&ao
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1.1.1.3 Bedeutung von Glutamat

Antagonisten am glutamatergen NMDA-Rezeptor, wiesrielgclidin (PCP) und Ketamin
bewirken bei gesunden Probanden insbesondere neleimaliger Einnahme Veranderungen
in der Kognition und im Verhalten, die mit deneni loer Schizophrenie auftretenden
Symptomen, vergleichbar sind. Verminderter Affektirickgezogenheit, psychomotorische
Verlangsamung und Stérungen der Kognition sowie sivisien, Desorganisiertheit und
visuelle oder akustische Halluzinationen wurdenhnextravenoser Gabe von Ketamin bei
Probanden beobachtet. Auch konnte bei Positroneisgdtons-Tomographie- (PET-)
Untersuchungen nach chronischer Einnahme eine wmderie Aktivitat in frontalen
Gehirnbereichen beobachtet werden (Hertzmann, €t980). In Affen zeigte sich nach
subchronischer Gabe von PCP eine verminderte doyaga Aktivitat im frontalen Kortex,
die mit kognitiven Defiziten einherging (Jentsch,a¢ 1997); Gabe von NMDA-Rezeptor
Agonisten und Ko-Agonisten, wie Glycin, D-Cyclosenind D-Serin, bei schizophrenen
Patienten verbessern die negativen Symptome deariking und zum Teil die Kognition
(Goff und Coyle, 2001; Lieberman 2004; Laruelle,a#t2003). Kegeles und Mitarbeiter
(2000) zeigten in Untersuchungen mit SPECT, dass @imphetamin-induzierte
Dopaminausschittung durch Gabe von Ketamin erhdhd. viDieser Befund liefert ein
Modell, wie eine gestorte Funktion des NMDA-Rezeptfir eine geschadigte kortikale —
subkortikale Verbindung verantwortlich sein konrdes zur Hypothese der Pathophysiologie

der Schizophrenie nach Weinberger beitragt.

1.1.2 Therapie der Schizophrenie

Die Behandlung der Schizophrenie erfolgt nach eirf@@samtbehandlungsplan, der neben
der Pharmakotherapie  psychoedukative, familiengerasche und  kognitiv-
verhaltenstherapeutische Ansatze verbindet. InAletphase liegt der Schwerpunkt auf der
antipsychotischen Pharmakotherapie. In der Stahilisgsphase und der Phase der
Rezidivprophylaxe sind psychosoziale Mal3hahmen gonehmender Bedeutung. Dabei
sollen Medikamente, die vom jeweiligen Patienteh\grtragen werden, in einer niedrigen
noch hinreichend wirksamen Dosis, eingesetzt wer(Edlle und Windgassen, 2003;
Benkert, et al 2007).
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1.1.2.1 Pharmakotherapie der Schizophrenie

Die pharmakologischen Ansatzpunkte zur Behandlueg 8chizophrenie stitzen sich
hauptséachlich auf die Dopamin-Hypothese. Im Jal®®21wurde Chlorpromazin als erstes
wirksames Medikament zur Behandlung dieser Erkragkentdeckt. Wie die spater
entwickelten anderen Antipsychotika der ersten Gdiwa, die sogenannten ,typischen”
Antipsychotika, wirkt es als Antagonist an dopamye® D-Rezeptoren. Diese Gruppe von
Arzneistoffen zeigt eine malig gute Wirksamkeit egegPositivsymptome, da die
dopaminerge Uberaktivitat der mesolimbischen Badduziert wird, auf Negativsymptome
und Storungen der Kognition haben die typischenipgthotika hingegen kaum Einfluss.
Typische Nebenwirkungen dieser Medikamente sind allgm extrapyramidalmotorische
Symptome (EPS). Die Motorik wird von der dopamimgrgigrostriatalen Bahn beeinflusst
(Abbildung 1.1). Bei einer Hemmung der dopaminergédtivitat in dieser Bahn kommt es,
ahnlich wie bei Patienten mit Morbus Parkinson, Bewegungsstorungen, wie
Parkinsonismus, Akathisie und Dystonie und nach gkeiitherapie auch zu tardiver
Dyskinesie (Abbildung 1.3). Die vierte dopaminer8ahn, der tuberoinfundibulare Weg
(Abbildung 1.1), kann ebenso beeinflusst werdenbdd&ommt es zu einem Anstieg der
Prolaktinspiegel und in Folge kann es zu Amenordmdl Galaktorrh6 bei Frauen und
Gynakomastie bei Mannern kommen (Lieberman, 20@QDbveira und Juruena, 2006).

In Bildgebungsstudien mit Positronen-Emissions-Tgraphie (PET) wurde beobachtet, dass
die Wahrscheinlichkeit fir ein klinisches Ansprechegei einer B-Rezeptorbesetzung von
mehr als 65 — 70 % hoher ist und das Risiko fur éfgmlaktinamie und EPS bei einer
Besetzung von mehr als 72 % bzw. 78 % deutliche@gitstFarde, et al 1992; Nordstrom, et al
1993; Kapur, et al 2000). Somit ergibt sich nur ealativ enger Bereich, in dem
Antipsychotika wirksam sind, ohne Nebenwirkungervetursachen.

Neben der Dopamin-Hypothese festigte sich in dear Gahren die Meinung, dass die
antipsychotische Wirkung eng mit auftretenden EE®uwnden und sogar Bedingung fur die
therapeutische Wirkung sei. Mit Einfihrung des esrstAntipsychotikums der zweiten
Generation, Clozapin, wurde dieses wegen der fdeleriNebenwirkungen auf die Motorik
als ,atypisch* bezeichnet (Weiden, 2007; Hippiu€999). Es erhoht Prolaktin nicht
Ubermafig und ist auch bei Patienten wirksam, dahtnauf typische Antipsychotika
ansprechen. Der pharmakodynamische Unterschiet ihedrezeptorprofil; Clozapin zeigt
neben der Affinitdt zu dopaminergen Rezeptorenhaamtagonistische Eigenschaften am
serotonergen 5-Hk-Rezeptor und bindet an Rezeptoren weiterer Neamsinitter. Der

Antagonismus am 5-Hk-Rezeptor hemmt die Freisetzung von Serotonin uaid damit
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einen Anstieg der Dopaminkonzentration vor allemStnatum zur Folge, so dass das Risiko
fur EPS reduziert wird (Lieberman, 1998). Nachderar &linische Vorteil dieses
Rezeptorprofils bekannt war, versuchte man weitergpsychotika mit diesen ,atypischen*
Eigenschaften zu entwickeln, die vor allem antagiisghe Wirkungen an serotonergen und
dopaminergen Rezeptoren gemeinsam haben (Stall). 198 binden zusatzlich zum Teil an
dopaminerge B, Ds;- und Di-Rezeptoren, an serotonerge 51T 5-HToc-, 5-HT3-, 5-HTe-
und 5-HT-Rezeptoren, an adrenerge unda,-Rezeptoren, an Histamin- HRezeptoren und
an muskarinische Rezeptoren (Stahl, 1998), wolgeAffinitat der atypischen Antipsychotika
zu den einzelnen Rezeptoren sehr unterschiedlichksen (Richelson, 1999). Der genaue
Wirkmechanismus der Antipsychotika ist heute noahtnvollstandig bekannt. Neben den
beschriebenen Erklarungsansatzen gibt es auchnemere Hypothese, die davon ausgenht,
dass die Dissoziationskonstanten der Medikamenta dopaminergen PRezeptor eine
wesentliche Rolle spielen. ,Loose Binders”, wie Zpin und Quetiapin, binden im
Vergleich zu endogenem Dopamin und insbesonderéargleich mit Haloperidol nur kurz
an den Rezeptor und sollen dadurch ihre atypischikuwAy vermitteln (Kapur und Seeman,
2001).

Durch die immer noch unzureichende Wirkung der iatjgen Antipsychotika und die
auftretenden Nebenwirkungen, wie z.B. SedierungyiG@dszunahme, anticholinerge Effekte
und bei einigen Antipsychotika EPS, die bei 42 % &atienten zu therapeutischen
Konsequenzen fuhren (Benkert, et al 2007), istRtharmakotherapie der Schizophrenie auch
mit der zweiten Generation von Wirkstoffen unbefrigend. Eine groRe Meta-Regressions-
Analyse fand keinen signifikanten Unterschied zWmest typischen und atypischen
Antipsychotika in Bezug auf klinische Effektivitéaind Vertraglichkeit, wenn Studien mit
einer taglichen Dosis von bis zu 12 mg Haloperiddér einer aquivalenten Dosis eines
anderen Typikums durchgefiihrt wurden. Nur EPS rrateter atypischen Antipsychotika
signifikant seltener auf (Geddes, et al 2000). Eieeere groRe Studie (CATIE) verglich
systematisch atypische Antipsychotika mit dem TymkPerphenazin. Sie konnte ebenfalls
keine deutliche Uberlegenheit der neueren Wirkstoffi Bezug auf Wirksamkeit,
Nebenwirkungen und Abbruchrate der Therapie zeigeéar Olanzapin war in seiner
Wirksamkeit und der Dauer, in der es von den Petreeingenommen wurde, Perphenazin
Uberlegen, die deutliche Gewichtszunahme, sowie &®rrschlechterung der Lipidwerte
schrankt diese Uberlegenheit in der klinischen Amiumg jedoch ein (Lieberman, et al
2005). Die Ergebnisse dieser Studie werden aufgderdniedrigen Dosis von Perphenazin

als Referenzsubstanz fir typische Antipsychotikehduitisch betrachtet.
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Weitere Forschung zeigte, dass partielle Agonistign,in der mesolimbischen Bahn, in der
eine Ubermalige Dopamin-Aktivitat vorliegt, als agbnisten am PRezeptor wirken, und
in der mesokortikalen Bahn, in der die Dopamin-®ikdit vermindert ist, als Agonisten
wirken, eine moglicherweise Uberlegene Wirkung positive und negative Symptome der
Schizophrenie haben, sowie keine EPS und Erhohengmlaktinspiegel hervorrufen (Lahti,
et al 1998; Lieberman, 2004). Auch ein partiellegoAismus an serotonergen 5-AT
Rezeptoren soll zu einer Verbesserung der Negatipghyme, Stimmung und kognitiven
Funktionen beitragen, da er eine optimale Kombamataus Aktivierung prasynaptischer
Rezeptoren und Blockade postsynaptischer Rezeptiaestellt (Millan, 2000). Als Folge
dieser Uberlegungen wurde 2002 in den USA und 20@eutschland der partielle,bund
5-HT1a-Agonist Aripiprazol als erstes Antipsychotikum digitten Generation zugelassen.

Im Folgenden werden die Substanzen, die in diesdreiA untersucht wurden, naher
vorgestellt. Es sind jeweils Beispiele aus den dB®nerationen der Antipsychotika
(Abbildung 1.2).

1.1.2.1.1 Antipsychotika der ersten Generation

Haloperidol

Haloperidol, ein Butyrophenonderivat, ist seit Ermtr 50er Jahre als Antipsychotikum auf
dem Markt. Es blockiert vor allem dopaminerge-Rezeptoren, aber auah-Rezeptoren.
Sehr geringe Affinitat besteht zu muskarinischeretjicholin- (mACh-), H- und 5-HT-
Rezeptoren (Benkert, et al 2007). Es gehort zuwielhweit am haufigsten verschriebenen
Antipsychotika, da es hochpotent und kostengunstigin vielen klinischen Studien wird
Haloperidol als Vergleichsmedikament eingesetzy,(&b al 2006). Aufgrund seiner hohen
Potenz besitzt es eine gute Wirksamkeit insbesenleirakut psychotischen Symptomen und
wird auch in Deutschland insbesondere in Notfaligibnen eingesetzt. Die intensive-D
Rezeptorblockade fiihrt jedoch haufig zu Nebenwigam EPS treten dosisabhéngig auf,
weiterhin  kommt es gelegentlich zu Mudigkeit, odtatischer Dysregulation und
Tachykardie.

Ubliche klinische Dosen sind 5 bis 10 mg/d. FiireairPlasmaspiegelbereich von 5 bis 17
ng/ml ist die therapeutische Wirksamkeit in Studomtegt worden. Haloperidol besitzt eine
Halbwertszeit von 12 bis 36 h und wird durch Cyroch P450 (CYP)3A4 und CYP2D6 vor
allem zum reduzierten Haloperidol mit geringer dopiaminerger Aktivitdt abgebaut
(Benkert, et al 2007).
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1.1.2.1.2 Antipsychotika der zweiten Generation

Amisulprid

Amisulprid bindet selektiv an Partige Rezeptoren, wobei die Affinitdt zum-Dund Ds-
Rezeptor ahnlich grof ist und zum-Rezeptor schwacher (Schoemaker, et al 1997; Benker
et al. 2007). @ und D;-Rezeptoren sind insbesondere im limbischen Systedhnicht im
Striatum lokalisiert, so dass das Benzamid Amisdlgine gute antipsychotische Wirkung
mit geringem Risiko fur EPS besitzt (Perrault, e1997). Vor allem bei niedrigen Dosen
blockiert es dopaminerge ,bund D;-Autorezeptoren (Schoemaker, et al 1997) und ist
dadurch in diesem Dosisbereich besonders wirksayargegativsymptome.

In einer Studie mit Therapeutischem Drug MonitoriitDM) ermittelten Mduller und
Mitarbeiter (2007), dass ein Plasmaspiegel 200 ng/ml als Schwellenwert fur klinisches
Ansprechen und eine Konzentration von >320 ng/mlRikiko fir das Auftreten von EPS
gesehen werden kann. Die Ublichen klinischen Ddisgen taglich bei 400 bis 800 mg und
konnen auf maximal 1200 mg erhéht werden, fur diem@e Behandlung von
Negativsymptomen wird eine Dosis von 50 bis 300dreghpfohlen. Nebenwirkungen sind
unter niedrigen Dosen generell gering, unter hohdd®sen treten neben EPS, haufig
Schlaflosigkeit, Angst, Agitiertheit und vermehrt®peichelfluss haufig auf, gelegentlich
kann es zu Prolaktinerhbhungen kommen. Die Hallszeit der Substanz liegt bei 12 bis 20
h. Da Amisulprid zum Grof3teil unverandert renalgasehieden wird, besitzt es ein geringes
Interaktionsrisiko (Benkert, et al 2007).

Clozapin

Das Dibenzodiazepin Clozapin wurde als erstes stheis Antipsychotikum, wie oben
beschrieben, eingesetzt. Es besitzt hohe AffiratétD,-, Hi-, a3-, 5-HToa-, 5-HT2c- und
mMACh- (M; und M,) Rezeptoren, sowie niedrige Affinitat zu-PD,-, Ds-, Ds-, 5-HTia-, 5-
HTs-, a,- und mACh- (M) Rezeptoren (Benkert, et al 2007). Es ist effelatitksam in der
Therapie der Schizophrenie ohne EPS zu verursasieaeigt eine Uberlegenheit gegentiber
typischen und wahrscheinlich auch anderen atyprsémtipsychotika bei therapieresistenten
Patienten. Weiterhin gibt es Hinweise fur eine angidale und antiaggressive Wirksamkeit.
Das geringe Risiko fur EPS wird auf das Rezeptdilpuad insbesondere die Préferenz fir
Ds-Rezeptoren, die vor allem im limbischen Systemkoormen, zurlickgefihrt. Unter der
Behandlung mit Clozapin kommt es bei 1-2 % derdpddin, deutlich ofter als unter anderen
Antipsychotika, zu Agranulozytose. Wegen mehreredeifalle in Finnland wurde es nach

seiner Einfihrung 1971 in einigen Landern wiedemwvdlarkt genommen und z.B. in den
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USA erst 1990 wieder eingefuhrt; in Deutschland dear spezielle Regelungen fir die
Verordnung getroffen (Hippius, 1999). Die Anwenduist) beschrankt auf schizophrene
Patienten, die auf andere Antipsychotika nicht eedpen oder diese nicht vertragen
(Novartis Pharmaceuticals Corporation, 2005). White muiussen regelmalige

Blutbildkontrollen durchgefiihrt werden. Weitere Mealwirkungen sind vor allem zu Beginn

sehr haufig auftretende Sedierung, sowie orthestati Dysregulation mit Tachykardie und
Hypotonie, haufig kommt es auch zu persistieremtigrersalivation, Gewichtszunahme und
Hyperglykamie.

Die tagliche Erhaltungsdosis liegt zwischen 100 #@30 mg, als Hochstdosis kann in
Einzelfallen 900 mg/d gegeben werden. ErwartetesrRéspiegel unter diesen Dosen, die
ausreichend fur die Wirksamkeit sind, liegen bed 3s 600 ng/ml. Clozapin wird Uber

CYP1A2 und CYP3A4, weniger Uber CYP2D6, mit einaivertszeit von 12 bis 16 h zu

den Hauptmetaboliten N-Desmethylclozapin und Clor&poxid abgebaut (Benkert, et al

2007). N-Desmethylclozapin ist pharmakologisch sattwaktiv (Novartis Pharmaceuticals
Corporation, 2005).

Olanzapin

Olanzapin ist Clozapin als Thienobenzodiazepirtikelhnlich und besitzt ein vergleichbares
Rezeptorprofil mit Blockade von vor allem mACh-H3-- und D.s-Rezeptoren sowie;-
und H-Rezeptoren (Conley, et al 1998; Bymaster, et 8b18enkert, et al 2007). Es besitzt
jedoch hohere Affinitat zum dopaminergen ,-Rezeptor als zu anderen
Dopaminrezeptorsubtypen. Eine Dosis von 5 bis 2@dnmgicht fur die antipsychotische
Wirksamkeit aus und es konnte ein besserer Effelit €lie Behandlung von
Negativsymptomen sowie ein geringes Risiko fur EfRS/ergleich zu Haloperidol gezeigt
werden (Tollefson, et al 1997). Kessler beobachtetee geringere Blockade von
dopaminergen P und Dy»-Rezeptoren in der Substantia nigra und dem vemtri@gmentalen
Areal verglichen mit Haloperidol bei sonst ahnlicBesetzung dieser Rezeptoren in anderen
Hirnregionen. Auch eine Besetzung von mehr als 8@e¥serotonergen 5-HA-Rezeptoren
im Kortex bei therapeutischen Dosen unterschiednfapin deutlich von Haloperidol
(Kessler, et al 2005). Die niedrige tagliche Dokisnte ebenfalls dazu beitragen, dass
weniger Nebenwirkungen und ein geringeres Intesakfpotential unter Olanzapin auftreten
(Bymaster, et al 1996). Unter Olanzapin kommt esfigdzu einer Gewichtszunahme, des
Weiteren kommen Sedierung, Hypotonie, voribergebemdticholinerge Effekte und
dosisabhangig auch EPS vor (Benkert, et al 2007).
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Die Halbwertszeit von Olanzapin liegt bei 30 bislt6(Es wird Gber Glucuronyltransferasen,
Flavinmonoxigenasen, CYP1A2 und geringflgig UbeP@B6 abgebaut. Plasmaspiegel im

Bereich von 20 bis 80 ng/ml gelten als ausreicHéndie Behandlung (Benkert, et al 2007).

Quetiapin

Das Dibenzothiazepin Quetiapin blockiert in erdtigrie 5-HT,-, D,-, unda;-Rezeptoren, es
besitzt aul3erdem Affinitdt zu 5-HT D;-, D3, a>- und H-Rezeptoren. Hierbei ist es
Clozapin relativ ahnlich, besitzt jedoch eine ggeire Affinitat als dieses zu;BH D,- und 5-
HT,-Rezeptoren (Saller und Salama, 1993). Auch dagkdrifir EPS ist bei Quetiapin
zusammen mit Clozapin wahrscheinlich am geringsegglichen mit den tbrigen atypischen
Antipsychotika (Benkert, et al 2007) und liegt deiaceboniveau (Arvanitis und Miller,
1997). Kapur begrindet dies mit der nur kurz andaden Bindung der beiden Arzneistoffe
an den BR-Rezeptor (Kapur und Seeman, 2001). Der Effekt maditive Symptome der
Schizophrenie war im Dosisbereich von 150 bis 7%fddnvergleichbar mit Haloperidol und
bei 300 mg/d wurden gute Effekte gegen Negativspmpt erreicht (Arvanitis und Miller,
1997). Bei einem Plasmaspiegelbereich >70 ng/ngtZguetiapin seine klinische Wirkung.
Zu Beginn der Behandlung treten sehr héaufig Sedgemund Schlafrigkeit, orthostatische
Hypotonie und Kopfschmerzen auf, haufig auch Leekig, Rhinitis, Mundtrockenheit und
Gewichtszunahme (Benkert, et al 2007). Quetiapml wktensiv Uber CYP3A4 zu 20 meist
inaktiven Metaboliten abgebaut. Seine Halbwertdiesgt bei 7 h.

Risperidon

Risperidon ist ein Benzisoxazolderivat und bindet &llem an 5-HZa-, 5-HToc, 5-HT+-,
D,-, ;- undaz-Rezeptoren. Zu HRezeptoren besitzt es nur eine geringe Affiniggnkert,

et al 2007). Marder und Meibach (1994) zeigten esaivirksamkeit gegen positive und
negative Symptome unter 6, 10 und 16 mg/d bzw. @dmg einer klinischen Studie
verglichen mit Haloperidol und Placebo. Zwischens&wo von 0,5 bis 16 mg/d wurde eine
signifikante lineare Korrelation mit dem Auftretean EPS beobachtet. Bei einer Dosis von
mehr als 6 mg/d ist diese Nebenwirkung so starkggusigt, dass sie zum Teil mit
Anticholinergika behandelt wird. Bis zu einer Dogm 12 mg/d treten EPS jedoch insgesamt
geringer auf als unter hohen Dosen typischer Awtipstika (Weiden, 2007). Haufige
Nebenwirkungen sind Schlaflosigkeit, Unruhe, Angstande und Kopfschmerzen.
Risperidon besitzt eine kurze Halbwertszeit vonuht wird unter Beteiligung von CYP2D6
und CYP3A4 metabolisiert. Uber CYP2D6 wird der a&tiMetabolit 9-Hydroxyrisperidon
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gebildet. Beide Substanzen bilden im Plasma dizealkiraktion, die bei 20 bis 60 ng/ml im
therapeutisch Ublichen Bereich liegt. Der Metabdbesitzt mit 24 h eine langere
Halbwertszeit und ist seit Sommer 2007 als Antipsyikum unter dem Namen Paliperidon
auf dem Markt. Er zeigt ein vergleichbares Rezgpuiil wie Risperidon, fiihrt jedoch
aufgrund der langen Halbwertszeit und der sperniealenik des Fertigarzneimittels als
OROS'-Tablette, einem patentierten System zur retaetieRreisetzung des Wirkstoffs aus
einer oralen Arzneiform, zu ausgeglichenen Plasmagsem. Somit kommt es nicht zu
Spiegelspitzen, die fir Nebenwirkungen verantwahntlsind. Paliperidon unterliegt keinem
ausgepragten hepatischen Metabolismus, so dassRdako fiir pharmakokinetische
Interaktionen mit anderen Arzneimitteln als gerempesehen werden kann (Kramer, et al
2007).

1.1.2.1.3 Antipsychotika der dritten Generation

Aripiprazol

Aripiprazol, 7-{4-[4-(2,3-Dichlorophenyl)-1-piperazyl]butoxy}-3,4-dihydro-2(1H)-
chinolinon, wurde im Juni 2004 als atypisches Asyghotikum in Deutschland fur die
Behandlung der Schizophrenie zugelassen, in den i96é&s zusatzlich fur die Behandlung
akuter manischer und gemischter Episoden im Rahraerbipolaren Stérungen im Handel.
Biochemisch konnte gezeigt werden, dass Aripipraimsi von anderen Antipsychotika durch
seinen partiellen Agonismus arp-Dund Di-Rezeptoren unterscheidet (Inoue, et al 1996;
Lawler, et al 1999). Unter hyperdopaminergen Bedimggen verhalt sich Aripiprazol in vivo
im Rattenmodell als Antagonist am dopaminergetRBzeptor, da es z.B. durch Apomorphin
induzierte Stereotypien, wie Lecken und Schnuffainferdrickt (Kikuchi, et al 1995;
Fujikawa, et al 1996). Unter hypodopaminergen Vimigsen agiert es als Agonist am
dopaminergen PRezeptor, wie Kikuchi und Mitarbeiter 1995 in em&lodell mit Reserpin
behandelten Ratten zeigen konnten. Diese Ergebmissepartiellen Agonismus an,D
Rezeptoren decken sich mit in vitro Untersuchungam Lawler (1999) und Burris (2002).
Aripiprazol wird deshalb auch als ,Dopamin-Systetatisierer* bezeichnet (Stahl, 2001 a,
b). Jordan und Koautoren konnten 2002 an gekldmi@manen Rezeptoren (Jordan, et al 2002
a) und an Rezeptoren der Ratte (Jordan, et al Bp@2igen, dass Aripiprazol auch partielle
agonistische Aktivitat an 5-HE-Rezeptoren aufweist. Weiterhin ist es ein 5;kRezeptor
Antagonist (McQuade, et al 2002). Es besitzt kememnenswerte Affinitat zu anderen
Neurotransmitter-Rezeptoren. Durch dieses neuaRggeptorprofil soll Aripiprazol sowohl

gegen positive als auch besser, im Vergleich Zieigen atypischen Antipsychotika, gegen
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negative Symptome der Schizophrenie und Kognitieastirachtigungen wirken, sowie ein
geringes Nebenwirkungsprofil aufweisen. Extrapydaimotorische Nebenwirkungen,
Gewichtszunahme, Sedierung, Prolaktinerh6hungem Qdec-Zeit Verlangerungen sollen
unter Behandlung mit diesem Medikament, wenn Uhgtanur gering ausgepragt sein
(Carson, et al 2000; Kane, et al 2002). Aripiprapotd Uber CYP3A4 und CYP2D6
abgebaut, wobei der aktive Hauptmetabolit Dehydpgarazol gebildet wird. Diese Substanz
zeigt dieselbe Affinitdt zu dopaminergen ,-Rezeptoren, wie Aripiprazol. Die
Fachinformation empfiehlt eine tagliche Dosis idhbis 30 mg Aripiprazol (Bristol-Myers
Squibb Company, 2006). Wie hoch Plasma- und Seromgdrationen unter diesen Dosen
sind und inwieweit therapeutische Effekte und Ne&bdwungen von Aripiprazol- und

Dehydroaripiprazolspiegeln abhangen ist noch niciérsucht worden.

1.1.2.1.4 Kontrollsubstanz Domperidon

FUr die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde atstkollsubstanz Domperidon gewahlt.
Das Benzimidazol ist ebenfalls ein Antagonist ampaininergen B-Rezeptoren, es wirkt
jedoch aufgrund seiner hohen Affinitat zu dem Efftansporter P-Glykoprotein (P-gp) in der
Blut-Hirn-Schranke nur peripher (Schinkel, et aB&R Domperidon 16st in klinisch Ublichen
Dosen somit keine zentralnervdsen Nebenwirkungenusd wird als peripher wirksames
Prokinetikum eingesetzt (Tsujikawa, et al 2003)eilmer Studie fiihrte es in Dosen von 20, 40
und 80 mg/kg bei P-gp defizienten mdrla(-/-) Mausemmotorischen Nebenwirkungen, wie
dem Fehlen spontaner Bewegungen (Schinkel, et3)18ei gleichzeitiger Gabe des P-gp-
Inhibitors Cyclosporin A wurden in Mausen erhéhteniperidonkonzentrationen im Gehirn
sowie Katalepsie beobachtet (Tsujikawa, et al 2088fgrund dieser Ergebnisse erscheint
Domperidon als geeignete Kontrollsubstanz fir dietetsuchungen in der vorliegenden
Arbeit.
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Abbildung 1.2: Strukturformeln, der in dieser Arbeit untersuchfemipsychotika und der
nicht antipsychotisch wirksamen antidopaminergentkalsubstanz Domperidon.

1.2 Extrapyramidalmotorische Symptome als typische Nebmwirkung der
Antipsychotika

Durch eine verminderte dopaminerge Aktivitat imi&trm, ausgelost durch den-Bezeptor
Antagonismus der Antipsychotika, kommt es, ahninl bei Morbus Parkinson, zu einer

Enthemmung der cholinergen Interneurone (Abbildung). Eine ebenfalls resultierende
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erhohte Aktivitat GABAerger Neurone fuhrt zu eimermehrten Hemmung im Thalamus, die
eine verminderte Aktivitat glutamaterger Neuronie, zZLm Kortex projizieren zur Folge hat,
so dass die Filterfunktion des Thalamus fir sensonsche Meldungen zum Kortex
verstarkt wird und zu Parkinson-ahnlichen Symptoriémt (Aktories, et al 2005). Farde und
Mitarbeiter konnten 1992 zum ersten Mal einen qgtethten Zusammenhang zwischen
zentraler dopaminerger MRezeptor-Blockade durch Antipsychotika und EPS mbei
Menschen mittels einer PET-Untersuchung zeigene Rezeptorbesetzung von mehr als 80
% ist mit erhéhtem Auftreten von EPS verbunden d€aet al 1992; Kapur, et al 2000).
Wadenberg und Mitarbeiter (2000; 2001) konntenergiglass ein kataleptischer Zustand bei
Nagern ebenfalls bei einer dopaminergespR@zeptorbesetzung von mehr als 80 % als
Schwellenwert ausgelost wird, und dass die Mechaemsfur diese Nebenwirkung zwischen
den Spezies somit vergleichbar sind. Der Zusammmnhawischen Katalepsie und
Rezeptorblockade korrelierte signifikant sowohl riloke Zeit als auch Uber die Dosis
(Wadenberg, et al 2000). Durch die urspringlich@dilyese, dass antipsychotische Aktivitat
eng mit EPS einhergeht, wurde der Test auf Kataep®i Ratten und Mausen in
Screeningtests als Pradiktor fir die antipsychbéseVirkung beim Menschen gesehen
(Worms und Lloyd, 1979). Heute gilt er als validerWersage fiir das Auftreten von EPS
Nebenwirkungen in der antipsychotischen Therapie.Mal} fur die Intensitat der Katalepsie
gilt die Zeit, die das Tier in einer flur es ungewlithen Position verbleibt. Trotz des
intensiven und langen Einsatzes dieses Tests inAdareimittelforschung gibt es keine
einheitlichen Methodik- und Beurteilungsvorgabear(8erg, et al 1988). Zentral wirksame
Medikamente beeinflussen jedoch auch die Motoribasen die nicht EPS oder Katalepsie
auslosen. Hierbei spielt in Hirnregionen, die fandewegungsbeginn, die Zeit in Bewegung
und die horizontale Wegstrecke zustandig sind, falisrder dopaminerge ERezeptor eine
wesentliche Rolle (Kelly, et al 1998). Als Test filotorkoordination bei Nagern gilt das
Rotarod als gut etablierte Methode. Ahlenius undleblaart (1986) zeigten, dass sowohl
Katalepsie als auch Beeintrachtigungen auf demrBadtauf dopaminerge Beeinflussung in
derselben Hirnregion zurtickgefiihrt werden konnemf Aem akzelerierenden Rotarod
kénnen nach Jones und Roberts (1969) auch Effedteibdrigeren Dosen zentral aktiver
Substanzen erkannt werden im Vergleich zu einemar@dt mit gleich bleibender
Geschwindigkeit, ebenso sei die Leistung medikaerergiver Mause auf einem Rotarod mit

linearer Beschleunigung sehr viel konstanter.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der funktionellen Wechisklmgen zwischen
dem dopaminergen und dem serotonergen System, idielnduktion von EPS durch
Antipsychotika beeinflussen (Lieberman, 2004)

1.3 Kognition

Gedachtnisstorungen  bei  schizophrenen  Patienten ersecheiden  sich  von
Kognitionseinschrankungen bei Patienten mit MorAleheimer. Bei der Schizophrenie liegt
eine Dysfunktion der Neurone vor, keine Neuroneedegation oder Verminderung der
Neuronenaktivitdt (Tamminga, 2006). Die daraus Itesanden Beeintrachtigungen lassen
sich in sieben Gruppen einteilen. Dies sind: vebalLernen und Gedéachtnis,
Verarbeitungsgeschwindigkeit, Arbeitsgedachtniggidches Denken und Problemlésung,
Aufmerksamkeit und Wachsamkeit, rAumliches Lerned Ged&chtnis und soziales Lernen
(Nuechterlein, et al 2004). Stérungen des Gedaseni treten schon zu Beginn der
Erkrankung auf bevor positive Symptome in den Vogdend treten. Auch konnte gezeigt
werden, dass positive Symptome und Stérungen dgnikon unabhangig voneinander sind
und nicht korrelieren (Gold, 2004). Die kognitiveistung liegt in verschiedenen Tests bei
schizophrenen Patienten im Mittel ein bis zwei 8tadabweichungen unter der Leistung von

gesunden Kontrollen (Kasper und Resinger, 2003).dzse Funktionen eng mit dem
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beruflichen und sozialen Funktionsniveau der P#trerassoziiert sind, spielen sie fir den
Langzeitverlauf der Erkrankung eine bedeutendeeR@keen, et al 2004; Green, 2007).
Viele Hirnregionen sind an kognitiven Funktionete 8ei der Schizophrenie beeintrachtigt
sein konnen, beteiligt. Fir das deklarative Gedishgpielen der prafrontale, der parietale
und der anteriore cingulare Kortex, der Hippocampnd die Basalganglien eine wichtige
Rolle. Lern- und Gedachtnissysteme und Regionee, fdr Exekutivfunktionen, sowie
Aufmerksamkeit zustandig sind, liegen hauptsachlioh prafrontalen und anterioren
cinguléaren Kortex, sowie im medialen TemporallapfEsmminga, 2006).

Vor allem das glutamaterge, cholinerge und dopamg@&eSystem sind an kognitiven
Funktionen beteiligt, serotonerge und GABA-Rezepiospielen ebenfalls eine Rolle. Die
genauen Mechanismen, die an kognitiven Funktioretriligt sind, und wie Stdérungen der
Kognition durch Medikamente behoben werden kénm&nunklar. Die nach derzeitigem
Kenntnisstand wichtigsten Neurotransmittersystesowje eventuelle Angriffspunkte fur eine
Pharmakotherapie werden im Folgenden kurz bes@mieb

Dopamin

Dopaminerge BRezeptoren kommen im Gegensatz zdR@zeptoren in grof3er Dichte im
prafrontalen Kortex vor. mRNA von FEihnlichen Rezeptoren wurde vor allem im
Hippocampus gefunden, mRNA von-Bhnlichen Rezeptoren jedoch kaum (Von Huben, et
al 2006; Tamminga, 2006). Goldman-Rakic und Mitadsg2004) konnten zeigen, dasg D
Rezeptoren im prafrontalen Kortex fur das Arbeitkgdtnis wichtig sind und Agonisten die
Leistung im Tierversuch verbessern. Diese Substanbaben starke hypotensive
Eigenschaften, so dass sie sich nicht fir den Einsaim Menschen als Medikamente zur

Kognitionsverbesserung eignen.

Serotonin

Durch Blockade von serotonergen 5-ARezeptoren und schwache Blockade der D
Rezeptoren wird ebenfalls die Freisetzung von kaldim Dopamin erhdht (Westerink, et al
2001). Der Effekt wird von der Aktivitdt serotonerg5-HT;a-Rezeptoren mit beeinflusst
(Ichikawa, et al 2001). 5-Hk-Rezeptoren kommen auch im Hippocampus vor und everd
mit dem deklarativen Gedachtnis in Zusammenhangagbh Fir Antagonisten und partielle
Agonisten wurde ein positiver Effekt auf die Kogmit beobachtet (Tamminga, 2006). 5-
HT1a- zusammen mit 5-H-Rezeptoren modulieren neben Dopamin auch die dtreisg

von Glutamat von Pyramidenneuronen des frontalemeXo

Einleitung 16



5-HTs-Rezeptoren, die bislang wenig untersucht sind,rkemin grof3er Zahl im Neokortex,
limbischen System und dem Hippocampus vor. InvAgenisten an diesem Rezeptor, wie
Clozapin und Olanzapin erhéhen die Acetylcholinggtzung und sollen somit eventuell

auch bei kognitiven Stérungen der Schizophrenid&ige£ffekte haben.

Glutamat

Glutamat ist an der Langzeit-Potenzierung beteilighd scheint somit an der
Neuronenplastizitat und spezifischen MechanismenKagnition beteiligt zu sein. Geringe

Aktivierung der NMDA-abhangigen Glutamattransmissgcheint die Kognition positiv zu

beeinflussen, starkere synaptische Aktivierung tfijgdoch zu Neuronendegeneration
(Tamminga, 2006).

Acetylcholin

Auch Acetylcholin-Rezeptoren spielen eine bedewteiblle bei Kognitionsvorgangen.

Nicotinerge Acetylcholin-Rezeptorenliegen in hoher Dichte im Hippocampus vor und
scheinen wichtig fir dessen Aktivitat zu sein. Iddaeigte eine klinische Studie, dass
Nicotin nur bei einmaliger Gabe die Kognition vesberte (Tamminga, 2006).

Auch muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren die vor allem im basalen cholinergen
Komplex und um den Nukleus in der kortikalen Meyishn vorkommen, sind an

Lernvorgangen beteiligt. Uber die Meynert-Bahn whektylcholin zum Neokortex gebracht.
Bei Alzheimer Patienten liegen Storungen in dieBahn vor, die durch die Gabe von
Acetylcholinesterase-Hemmern vermindert werden. Behnizophrenen Patienten ist die
Anzahl muskarinischer Acetylcholin-Rezeptoren imafmntalen Kortex vermindert,

Acetylcholinersterase-Hemmer haben nur einen leicipositiven Effekt bei schizophrenen

Patienten (Tamminga, 2006).

Die beschriebenen Neurotransmittersysteme, insbleserdas dopaminerge und serotonerge
System werden von Antipsychotika beeinflusst. Kamie Studien zeigen, dass atypische
Antipsychotika, die auf mehrere Transmittersystemiken, bessere Effekte auf die
Kognition haben als typische Antipsychotika (Keefeal 1999; Meltzer und McGurk, 1999;
Harvey und Keefe, 2001). Der Effekt in vielen dreStudien ist jedoch gering und deren
Durchfihrung nicht immer optimal. Patienten werdefwfig in der Anfangsphase auf
typische Antipsychotika eingestellt, um den Ausgaveyt der kognitiven Leistung zu testen,

nach Umstellung auf ein atypisches Antipsychotikuvird die Testung unter diesem
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Medikament wiederholt. Hierbei wird jedoch der Waedblungseffekt nicht bertcksichtigt.
Patienten haben bei der zweiten Testung bereits ggwisse Ubung, die Situation ist ihnen
nicht mehr fremd und die Aufmerksamkeit und Motivatdaher oft grof3er. Bei gesunden
Probanden wird allein bei einer solchen Wiederhgldes Tests eine Verbesserung von einer
halben bis ganzen Standardabweichung beobachtgpgi@@ar und Gold, 2002). Eine neue
Studie zeigte fur die atypischen Antipsychotika r@kpin und Risperidon keine
Verbesserung in verschiedenen neurokognitiven Tdstsiiber die bei gesunden Kontrollen
durch den Wiederholungseffekt beobachtete Verbesgdtinausgeht (Goldberg, et al 2007).
Die Dosis der als Referenzsubstanz eingesetztéschgn Antipsychotika ist oft relativ hoch,
so dass Nebenwirkungen, wie verminderte Motivatiaod Wachheit sowie Verlangsamung,
die Testung beeinflussen kénnen; ebenso werdenghanficholinerge Komedikamente zur
Linderung der Nebenwirkungen gegeben, die sich fabennegativ auf die Kognition
auswirken. Neuere Studien, die eine geringere jediberapeutisch Ubliche Dosis der
typischen Referenzmedikamente einsetzen, konnténe kBberlegenheit der atypischen
Antipsychotika beobachten (Geddes, et al 2000; iIGreteal 2002; Keefe, et al 2007). Es wird
daher diskutiert, inwieweit Nebenwirkungen bei sghien Antipsychotika bzw. diese
Medikamente selbst die Ergebnisse negativ beesdlusso dass haufig keine Verbesserung
zum Ausgangswert eintritt, wie sie allein durch drederholungseffekt zu erwarten ware;
atypische Antipsychotika somit jedoch durch einléeldieser Nebenwirkungen im Vergleich
mit den eingesetzten typischen Antipsychotika pasitin der Testung abschneiden ohne
einen direkten Effekt auszutiben (Green, et al 2Q@2penter und Gold, 2002).

Im Tiermodell wird haufig die Morris Water Maze gesetzt, um Lernen und Gedé&chtnis von
Nagern unter dem Einfluss von Medikamenten zu sotdren. In diesem Test zur
Uberprifung des raumlichen Lernens soll das Tiae @®lattform in einem Wasserbecken
suchen und sich durch optische Hinweise orienti@orris, 1984). Hierbei ist insbesondere
der Hippocampus von Bedeutung. Nager mit Lasioneiesem Gehirnbereich sind unféhig
den Test erfolgreich auszufiihren (Morris, 1982n Rieiterer Test zur Untersuchung des
raumlichen Lernens und Gedachtnisses bei NagerdigestRadial-Arm Maze (Olton und
Samuelson, 1976). Das natlrliche Verhalten dereTgch Orte mit Futter raumlich zu
merken und wieder zu finden wird hierbei ausgenuddr Testaufbau ist variabel, haufig
gehen von einem Zentrum sternférmig Gange ab, aendeénde sich Futter oder Wasser
befindet. Zur Erfillung der Aufgabe ist die Funktides Hippocampus und des frontalen
Kortex von entscheidender Bedeutung. Der Test elintiiglie Differenzierung von Arbeits-

und Referenzgedéachtnis, indem zum einen beobawindt wie haufig Nager wiederholt in
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einen Arm laufen, in dem sie schon einmal warei, zunmm anderen, ob sie in Arme laufen,
die nie Belohnungen enthalten. Ein Nachteil diétests ist, dass Nager Futter oder Wasser
depriviert sein missen, um die nétige Motivatiom Euftllung des Tests zu besitzen. Auch
kénnen Geruche von Futter oder anderen Tierenzudier in der Maze waren, den Weg der
Tiere beeinflussen. Bei der Morris Water Maze besteses Problem nicht und die
Motivation wird durch die natirliche Aversion voragjern gegeniber Wasser erzeugt. Somit
konnen Untersuchungen in der Morris Water Maze isgéhsatz zur Radial Arm Maze
mehrmals nacheinander durchgefihrt werden.

Burescova und Mitarbeiter (1985) entwickelten ekembination aus beiden Tests, die
Radial Maze in einem Wasserbecken. Diese wurdeespéeiterentwickelt zur ,Water
Version of the radial-arm maze" (Hyde, et al 1997 Methode verbindet die Vorteile der
Morris Water Maze mit der Mdglichkeit das Arbeitsid Referenzgedachtnis bei raumlichem

Lernen auf einfache Weise bei Nagern zu untersuchen

1.4 Therapeutisches Drug Monitoring (TDM)

Mit Hilfe des Therapeutischen Drug Monitorings Esikh durch analytische Bestimmung
eines Plasma- oder Serumspiegels in einem Patienikmer aus dem Ergebnis abgeleiteten
Dosisfortsetzung, ein gewunschter, therapeutiseistgier Effekt erzielen. Somit dient TDM
der Dosisindividualisierung (Baumann, et al 2004).

Das Therapieansprechen unter Antipsychotikabehagdht trotz Einfiihrung der atypischen
Antipsychotika unbefriedigend. 20 % bis 30 % dérizaphrenen Patienten sprechen auf die
Medikation nicht an (Conley und Buchanan 1997) od&benwirkungen, wie EPS,
erschweren die Behandlung. Dies fuhrt oft zu Deglséungen, Medikamentenwechsel und
Kombinationsbehandlungen (Hiemke, 2004 a). Ursadkli@men pharmakokinetische oder
pharmakodynamische Griinde sein, doch auch die Gamepl ist bei 20 % bis 80 % der
psychiatrischen Patienten unzureichend. Durch TCvWinkdie Einnahme der Medikamente
Uberpriuft werden und individuelle pharmakokinetessdBesonderheiten aufgedeckt werden.
Weiterhin soll das Therapieansprechen verbessertdas Auftreten von Nebenwirkungen,
wie EPS, vermieden werden (Baldessarini, et al 1988em Patienten auf Spiegel eines
definierten therapeutischen Fensters oder Zielbleeevon Blutspiegeln, die im Mittel bei
therapeutischen Dosen erreicht werden, eingesteitien.

Verschiedene Studien konnten mittels Bildgebung rd&a et al 1992) und in
Tieruntersuchungen (Aravagiri, et al 1999) zeigdgss Gehirnspiegel, die fur die Wirkung

essentiell sind, besser mit Blutspiegeln als mit @wosis korrelieren. Farde (1988)
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beobachtete, dass Antipsychotika in klinischen hasiee mit PET messbare Blockade der
dopaminergen PRezeptoren im Gehirn verursachen. Weitere PET#&tugeigten deutlich
den Zusammenhang zwischen dopaminergeRE&zeptorblockade und der therapeutischen
Wirkung von atypischen Antipsychotika (Kapur, e28@01; Seeman, et al 2002; Grinder, et
al 2003). Blutspiegel sind jedoch nach Gabe eimsteh Dosis hoch variabel zwischen
Patienten (Hiemke, et al 2004 b) und kénnen sonaithd die Dosis nicht vorhergesagt
werden. Grinde hierfur sind interindividuelle Vaéioaen im Metabolismus durch hepatische
und extrahepatische Enzyme, Transporter, die diesoAdion, die Distribution, den
Metabolismus und die Elimination beeinflussen, @amplianceprobleme. Fur Amisulprid,
das nahezu ausschliel3lich renal ohne vorherigetisepa Metabolisierung eliminiert wird
(Curran und Perry 2001), wurden ebenso starke Wamen im Blutspiegel beobachtet, wie
bei Antipsychotika, die einer ausgepragten hepagisE&limination unterliegen (Hiemke, et al
2004 b). Somit scheinen vor allem Unterschiede Tansportern bei der individuellen
Verteilung von Medikamenten im Kdrper eine grol3dldRpu spielen. Doch auch zwischen
Blutspiegeln und korrespondierender dopaminerges-R&eeptorbesetzung, wie flr
Amisulprid (Vernaleken, et al 2004; Grunder, eR@03), Aripiprazol (Yokoi, et al 2002) und
Olanzapin (Kapur, et al 1998) gezeigt, treten hadable Schwankungen zwischen Patienten
auf. Diese Variation ist am ehesten durch die goteedliche Durchlassigkeit der Blut-Hirn-
Schranke zu erklaren, die, wie im Folgenden besbbn, in hohem Mal3 ebenfalls von
Transportern abhangig ist. TDM ist somit zur sclamelind leicht zuganglichen Bestimmung
des Arzneimittelspiegels im Korper, insbesondere @Wberprifung der Compliance, bei
Nebenwirkungen und Kombinationsbehandlungen sidnvolAuch  regelmalige
Verlaufskontrollen zur Vermeidung von Rickfallenerein Risiko beim Absinken von
Plasmaspiegeln dramatisch zunimmt (Gaertner, 20@l) sind von groRem Nutzen. Doch die
Untersuchung und Berticksichtigung von Transportraeigmen insbesondere in der Blut-
Hirn Schranke, die den Wirkort vom Blut trennt, i&tr das weitere Verstandnis der
Verteilungsvorgange und zur Therapieoptimierunglésslich.

1.5 Blut-Hirn-Schranke

Das Zentrale Nervensystem (ZNS) ist vor endogemehexogenen Stoffen, die aus dem Blut
in dieses Kompartiment gelangen kodnnten, durch Rlig-Hirn-Schranke und die Blut-
Cerebrospinalflissigkeits-Schranke gut geschitiet. Hbmdostase im ZNS und insbesondere
im Gehirn wird somit aufrechterhalten. Anfang dés Zahrhunderts konnten Paul Ehrlich und

sein Schuler Edwin Goldmann die Existenz einer iBeerzwischen dem Blutkreislauf und
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dem ZNS zum ersten Mal zeigen. Bei Ratten, deneiinAfarbstoffe ins Blut injiziert
wurden, farbten sich alle Organe mit Ausnahme dalsir@s. Bei Injektion der Farbstoffe ins
Ruckenmark wurde nur das ZNS gefarbt, der restli€bgoer nicht. Diese Barriere wird
durch die Endothelzellen der Blutkapillaren im Gehjebildet. Sie liegen eng beieinander
und Tight junctions (Zonulae occludentes) verhindeen Stoffaustausch zwischen den
Kompartimenten. Endothelzellen im Choroid Plexusdsvon einer durchgehenden Schicht
epithelialer Zellen umgeben, die ebenfalls den zehalaren Stoffaustausch weitgehend
verhindern (Sun, et al 2003; Johanson, et al 200%) kleinere lipophile Substanzen kénnen
die Zellen durch transzellulare Passage durchdninglmch auch weitere Mechanismen
beeinflussen den Stofftransport (Abbott und Romet896). Dies sind insbesondere
Auswartstransporter in den Membranen der Endotheizedie die Blutkapillaren umgeben.
Bislang ist messenger RNA (mRNA) von 15 Transposterwie Organischen
Anionentransportern (OAT), Multidrug Resistenz asigoten Proteinen (MRP), Multidrug
Resistenz Proteinen (MDR), Organischen Anionen Jpartierenden Polypeptiden (OATP),
Organischen Kationentransportern (OCT), Konzeneati Natriumabhangigen
Nukleosidtransportern (concentrative Nucleotidtpamger; CNT) und Adenosin Transportern
(equilibrativen Nukleosidtransportern; ENT) in dBlut-Hirn Schranke gefunden worden
(Bauer, et al 2005). Auf der luminalen Seite siné €fir den Medikamententransport
wichtigen ATP-abhangigen Transporter P-Glykoprotégp), Breast Cancer Resistance
Protein (BCRP), MRP2 und MRP4, sowie OATP2 lokalisiert.chAuauf der basolateralen
Seite befinden sich Proteine, die Arzneistoffe dasn Gehirn heraustransportieren. Dazu
gehdren MRP1, OATP2 und OAT3 (Bauer, et al 2009)bidlung 1.4). P-gp gilt zurzeit als
einer der wichtigsten Transporter fur Arzneimiitelder Blut-Hirn-Schranke und spielt auch
bei der Elimination von psychotropen Substanzendmm Gehirn eine grofR3e Rolle (Linnet

und Ejsing, 2007). Im folgenden Kapitel wird auésies Protein deshalb naher eingegangen.
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Gehirn

Mrp1 oat3

Endothelzelle

Oatp2 p-GP Mrp2 BCRP Mrpd

Blut

Abbildung 1.4: Einige wichtige Transporter in der Blut-Hirn-Schka von denen die
Lokalisation in den Endothelzellen bekannt ist (nBauer, et al 2005).

1.5.1 P-Glykoprotein (P-gp, ABCB1)

1976 entdeckten Juliano und Ling in Colchicin resigen Zellen von Ovarien des

chinesischen Hamsters ein Glykoprotein von 17008@dD, das in nicht resistenten Wildtyp

Zellen nicht vorhanden war. Die Menge des Protdingelierte mit dem Ausmald an

Medikamentenresistenz. Da das Glykoprotein mit reveranderten Permeabilitdt in den
mutierten Zellen assoziiert war, nannten sie eslyRdaprotein. Bereits 1973 war von Dano

zum ersten Mal ein aktiver auswartsgerichteter 3part von Daunomycin aus resistenten
Ehrlich Tumorzellen berichtet worden.

P-gp gilt zurzeit als einer der wichtigsten Effltattisporter flr Arzneistoffe. Es wird in vielen

Blut-Gewebeschranken exprimiert. Thiebaut (198Kalisierte es in den Gallenkanalchen
zwischen Leberhepatozyten und auf der apikaleneSenh Epithelzellen in den kleinen

Leberkanadlen und Pankreaskandlen, in der Nierel@uépikalen Seite der Epithelzellen des
Proximalen Tubulus und im Kolon und Jejunum auf dmikalen Oberflache der

Darmepithelzellen. Diese Ergebnisse zeigen, dags &1 der Sekretion von Substraten in die
Galle, Urin und in den Darm beteiligt ist. Weitarhst es an der luminalen Membran der
Endothelzellen der Kapillaren der Blut-Hirn-Schrankund in Zellen der Blut-Testes-

Schranke und Plazenta zu finden (Cordon-Cardd, 89, Lin 2003, Tanabe, et al 2001).
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Das Glykoprotein besteht aus 1280 Aminosauren emédig zur ATP-binding cassette (ABC)
Superfamilie. Bis heute konnten 49 Mitglieder darmanen ABC-Familie identifiziert
werden, die in sieben Untergruppen, ABCA bis ABG&ferenziert werden (Higgins 1992;
Dean, et al 2001; Giardin 2006). Es sind membradggé Proteine, die ihre Energie zum
Transport von Stoffen, oft gegen einen hohen Kotragansgradienten, durch Hydrolyse von
ATP beziehen (Horio, et al 1988). Typische ABC Borter, wie auch das P-gp, bestehen
aus zwei Transmembrandoméanen, welche die Membrsiseh durchlaufen und die durch
ihre unterschiedliche Aminosauresequenz fur diesBatspezifitat verantwortlich sind. Diese
bilden einen Kanal durch den Substrate transpostierden. Zwei Nukleotidbindungsstellen,
die an der zytoplasmatischen Seite der Membrarlisidid sind, enthalten die Walker A und
B Motive, die fir die Bindung von Adenosintriphosph(ATP) und dessen Hydrolyse
essentiell sind. Ein zuséatzliche C Signatur smbknfalls eine Rolle bei der ATP-Hydrolyse
(Deeley 2006, Stefkova 2004) (Abbildung 1.5).

1280

Abbildung 1.5: Struktur des P-gp mit zwei homologen Halften, dias je sechs
Transmembranhelices und einer Nukleotidbindungsdaenb&stehen (Ambudkar, et al 1999).

P-gp ist das Produkt des MDR1 Gens (Ueda, et &)189&s beim Menschen auf Chromosom
7, Bande 7921.1 liegt (Callen, et al 1987); Maussitaen zwei Gene, mdrla, das auch als
mdr3 bezeichnet wird und mdrlb, ein weiterer Nastendrl, die auf Chromosom 5 liegen
(Borst, et al 1994; Devault und Gros, 1990). Mdstavor allem an der Expression von P-gp
in intestinalen Epithelzellen, der Blut-Hirn-Schkanund der Blut-Testes-Schranke beteiligt,

mdrlb hauptsachlich an der Expression in der Nabemmund den Ovarien (Schinkel, et al
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1997). Es wird angenommen, dass die funktionelkerielhe der Maus vergleichbar sind mit
dem menschlichen P-gp (Bosch und Croop, 1998).

Im MDR1 Gen des Menschen wurden verschiedene SiNgieleotide Polymorphismen
(SNPs) identifiziert, die mit der Expression vomgund verschiedenen Konzentrationen von
Substraten, wie z.B. Digoxin, im Plasma assozsartl (Hoffmeyer, et al 2000). Doch auch
Inhibitoren, wie Verapamil, oder Induktoren, wiehdaniskraut, konnen die Pharmakokinetik
komedizierter Arzneistoffe Uber die Funktion vorg-verandern (Nakagami, et al 2005;
Pfrunder et al 2003). Da neben ImmunsuppressivaGyclosporin A, kardialen Wirkstoffen,
wie Digoxin, Steroiden, wie Dexamethason, und vielanderen peripher wirkenden
Arzneistoffen auch ZNS-wirksame Medikamente Substneon P-gp sind, die fir ihre
Wirkung Uber die Blut-Hirn-Schranke gelangen mis&emmt dem Transporter gerade hier
eine besondere Bedeutung in der Psychopharmakptbeza. Uhr und Mitarbeiter (2000;
2003) konnten fur einige Antidepressiva, wie Anptylin und Citalopram,
Substrateigenschaften nachweisen, indem sie Koratemten der Arzneistoffe in Gehirn und
Blut von mdrla/lb Doppelknockout Mausen von Schirfk®97) im Vergleich zu Wildtyp
(WT) Mausen verglichen. Auch andere Arbeitsgruppeigten im Tiermodell oder in vitro,
dass Antipsychotika, wie Amisulprid (Abou EIl Ela, & 2004; Schmitt, et al 2006) und
Risperidon (Wang, et al 2004; Doran, et al 2009)sBate des Effluxtransporters sind, dass
Clozapin (Doran, et al 2005; Maines, et al 2005neg, et al 2002; Abou El Ela, et al 2004)
nicht transportiert wird, im Gegensatz zu seineriivak Metaboliten N-Desmethylclozapin
(Abou El Ela, et al 2004) und dass Haloperidol, mwéberhaupt, nur ein schwaches Substrat
ist (Schinkel, et al 1996; Doran, et al 2005). Fpuetiapin gibt es widersprichliche
Ergebnisse, Boulton (2002) identifizierte es alseguSubstrat, Grimm (2006) und Abou El
Ela (2004) fanden keine Bestatigung, dass das sythotikum von P-gp transportiert wird.
Auch bei Olanzapin ist die Datenlage unklar. Wandg Mitarbeiter (2006) fanden 1 h nach
Gabe des Antipsychotikums unterschiedliche Konzagiotnen in Gehirnen von P-gp
Knockout und WT Mausen, Abou El Ela (2004) und Bonl(2002) sahen keine eindeutigen
Ergebnisse fur Substrateigenschaften in ihren 8tudiripiprazol und sein aktiver Metabolit
Dehydroaripiprazol sind noch nicht auf ihre Afféizu P-gp untersucht worden.

Welche Auswirkungen Substrateigenschaften von Awgtpotika fur die Therapie der
Schizophrenie haben wurde bislang erst in wenigemiéh untersucht. Nach Hoffmeyer
(2000) und Tanabe (2001) ist die P-gp ExpressionMansch niedriger, wenn ein TT-
Genotyp bei den zur Zeit haufig untersuchten undder P-gp Expression in Zusammenhang
gebrachten SNPs C3435T in Exon 26 und G2677T imERdovorliegt und hoher, wenn C
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bzw. G im SNP vorhanden sind. Bozina und Mitarlbgi2906) untersuchten in einer Studie
mit schizophrenen Patienten, die mit Olanzapin bdék wurden inwieweit die beiden SNPs
assoziiert sind und welchen Einfluss sie auf dier&pie haben. Sie fanden eine signifikante
Assoziation zwischen den Polymorphismen und konrgeigen, dass ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem TT-Genotyp im SNP G26if¥TExon 21 und der
Verbesserung auf der positiven SubskalaRisitive and Negative Syndrome Scale (PANSS)
besteht. Ein Trend zeigte sich auch beim TT-GenotySNP C3435T in Exon 26 und dem
Therapieansprechen. Lin und Mitarbeiter (2006) nsuighten ebenfalls Patienten unter der
Behandlung mit Olanzapin. Sie fanden einen Zusarharaym bei TT-Genotypen zwischen
Plasmakonzentrationen von Olanzapin und einer Rexukler positiven Symptome auf der
Brief Psychiatric Rating Scale (BPRS). Ein Trend war ebenso flr negative Symptame
erkennen. Diese Assoziation fanden sie fur die afmannten SNPs G2677T und C3435T,
sowie fur C1236T, einem Polymorphismus in Exon s ist eine stille Mutation, so dass
vermutet wird, dass sie mit einem noch unbekanfuektionellen MDR1 Polymorphismus
im Zusammenhang steht (Xing, et al 2006).

Xing und Mitarbeiter untersuchten schizophrene éPétin unter der Behandlung mit
Risperidon. Auch in dieser Arbeit wurden die dréen genannten SNPs untersucht. Die
Autoren fanden keinen Zusammenhang zwischen demrapieansprechen und den
Polymorphismen C3435T und G2677T. Sie zeigten jeddass der SNP C1236T in Exon 12
bei TT-Genotypen mit signifikant héherem Therapgmachen, gemessen mit der BPRS
Skala, assoziiert ist (Xing, et al 2006).

Die Ergebnisse dieser Studien stimmen mit dem Rkfdass das T-Allel in den genannten
Polymorphismen mit einer geringeren Expression Regp assoziiert ist, gut Uberein. Ein
daraus resultierender hoherer Spiegel der Mediktamiem Gehirn kénnte fur die klinische
Verbesserung der Patienten verantwortlich seirocledind diese Studien durch ihre geringe
Zahl an Patienten limitiert und lassen aufgrund Wtkthodik nur vermuten, dass die
beobachteten Effekte mit erhohten Konzentrationen Gehirn zusammenhangen. Da
Konzentrationen in diesem Wirkort beim Mensch nigeimessen werden kdnnen, kann tber
den genauen Zusammenhang nur spekuliert werden.

Schmitt und Mitarbeiter (2006) beobachteten einerstarkten Effekt durch Komedikation
des P-gp Inhibitors Cyclosporin A auf die Reduktiston Apomorphin-induzierter
Hyperlokomotion durch Amisulprid in Ratten. Diesigte dass die Beeinflussung der
Expression von P-gp einen Einfluss auf die Pharmakamik haben koénnte. Ob
pharmakodynamische Veranderungen durch eine digggé&nflussung der P-gp Expression
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und daraus resultierenden unterschiedlichen Koratgoten von Antipsychotika im Gehirn
bedingt sind, ist bislang noch nicht gezeigt word@iese Zusammenh&nge kdnnen am besten
im Tiermodell, z.B. in der mdrla/1b Doppelknockddaus, durch Konzentrationsmessungen

in Geweben und Verhaltenstests untersucht werden.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Mit Hilfe des TDM kann die Therapie der Schizopheemit Antipsychotika gesteuert
werden. Fir das neueste Antipsychotikum Aripipragaib es jedoch noch keinerlei Studien
uber die Anwendung von TDM. In der vorliegenden déitbvurde als Grundlage fir die
Anwendung von TDM eine HPLC-Methode entwickelt, die quantitative Bestimmung von
Aripiprazol und seinem aktiven Metaboliten Dehydipi@razol fir die Routineanwendung in
Patienten ermoglicht. Es sollte ein moglicher Zusemhang zwischen der taglichen Dosis
und den Serumspiegeln beider Substanzen durch Ktoasensmessungen von Serum
schizophrener Patienten, die mit Aripiprazol innidchen Dosen behandelt wurden,
untersucht werden. Weiterhin sollte ein fur die nidche Anwendung hilfreicher
therapeutischen Bereich identifizieren werden, mdeZusammenhange zwischen
Serumkonzentrationen und dem therapeutischen Effekiv. dem Auftreten von
Nebenwirkungen ausgewertet wurden.

Wie beschrieben mussen Antipsychotika, um wirken k#unnen, in einer bestimmten
Konzentration im Gehirn vorhanden sein. Spiegediesem Kompartiment konnen beim
TDM nicht betrachtet werden. Es wird jedoch vermutkass viele durch die alleinige
Messung der Serumspiegel noch ungeklarte individuélnstimmigkeiten zwischen
Serumkonzentrationen und dem Therapieansprechen Neleenwirkungen Uber variable
Konzentrationen im Gehirn, verursacht durch Vatien im Transport in dieses
Kompartiment durch die Blut-Hirn-Schranke, erkigrden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb die wgsten zurzeit klinisch eingesetzten
Antipsychotika in klinisch Gblichen Dosen am Modé#r Maus auf ihre Affinitat zu P-gp,
welches fur den Arzneistofftransport als einer dedeutendsten Effluxtransporter in der
Blut-Hirn-Schranke gilt, untersucht. Als Kontrollsstanz wurde in allen Versuchen
Domperidon, ein bekanntes P-gp Substrat und dahemeripher wirkender PRezeptor
Antagonist (Schinkel, et al 1996), eingesetzt. €iilge Antipsychotika ist bereits ein aktiver
Auswartstransport aus Zellen oder aus dem GehimMausen beschrieben worden, indem
P-gp Knockout Mause mit Wildtyp (WT) Mausen vergkn wurden. Dieser Zusammenhang

sollte in der vorliegenden Arbeit genauer unterswarden.
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Durch pharmakokinetische Messungen der Hirn- undurBkonzentrationen im Vergleich
von WT und P-gp defizienten Mausen des Stamms FVB/Nden die Spiegel der
Antipsychotika direkt im Wirkkompartiment mittels RLC-Analyse untersucht und
ermoglichten eine Identifizierung von P-gp Subsinatind eine Beurteilung der Starke der
Affinitdt zum Effluxtransporter.

Um zu Uberprifen, ob beobachtete pharmakokinetischénterschiede zu
pharmakodynamischen Auswirkungen fuhren, wurdem&e&nsuntersuchungen mit Mausen
unter der Behandlung mit Antipsychotika durchgefiihr

Zum einen wurden typische durch den Antagonismusdepaminergen PRezeptoren
ausgeloste motorische Nebenwirkungen betrachtdgninein Test auf Katalepsie und, als
sensitivere Untersuchung fur die Beurteilung matdrer Effekte, das Rotarod verwendet
wurde. Beim Vergleich von FVB/N WT und FVB/N mdrlb(-/-, -/-) Mausen wurden
verschiedene Dosen der Antipsychotika gegeben bhachmkodynamische Unterschiede auf
dem Rotarod untersucht.

Des Weiteren wurden Effekte der Antipsychotika inerschiedenen Dosen auf
Gedachtnisfunktionen und Lernen in Mausen untetsudierfir wurde die von Burescova
(1985) und Hyde (1997) entwickelte Kombination Wdorris Water Maze mit Radial Arm
Maze, die ,Radial Arm Water Maze“ (RAWM), verwendatie eine Untersuchung des
raumlichen Gedachtnisses mit Differenzierung in eRafiz- und Arbeitsgedéchtnis
ermoglicht. Es wurde zum einen der Einfluss deripgsyichotika auf das Lernen allgemein
Uberprift sowie im Hinblick auf unterschiedlichegp-Expression der Mause, um auch auf
diesem Gebiet pharmakodynamische Veranderungen ntersuchen. Dabei sollte auch
herausgefunden werden, inwieweit sich die antipsiysbhe Behandlung positiv oder negativ
auf die Kognition auswirkt. Antipsychotika werderesbeziglich bei ihrem therapeutischen
Einsatz unterschiedlich beurteilt. Die Durchfihrutigses Tests mit Mausen des Stamms
FVB/N war aufgrund des bekannten Lerndefizits dieSmere in der Water Maze nicht
maoglich (Upchurch, et al 1988; Royle, et al 1999)r die Untersuchung wurden deshalb
FVB/N mdrla/lb(-/-, -/-) Mause sowie zur Kontrof&/B/N WT Mause mit Mausen vom
Stamm C57BL/6J gekreuzt und die F1-Generation diesielen Kreuzungen in der RAWM
untersucht.

Die somit heterozygoten mdrla/lb und wildtypischMgiuse der F1-Generation wurden mit
mdrla/lb Doppelknockout und WT Mausen des StamnB/IR\auf ihre Expression von P-
gp in der Blut-Hirn-Schranke verglichen, um diedktie in der RAWM bei den heterozygoten

Mausen beurteilen zu kdnnen.
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2 Methoden

2.1 Chemikalien

2.1.1 Arzneistoffe
9-Hydroxyrisperidon
Amisulprid
Aripiprazol

Clozapin
Domperidon

Dehydroaripiprazol

Desmethylclozapin
Haloperidol
Olanzapin
Quetiapin
Risperidon

Perphenazin

2.1.2 Chemikalien

Acetonitril (HPLC-Qualitat)

Di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Essigsaure

Methanol (HPLC-Qualitat)

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

1-Propanol

Phosphorsaure

Reinstwasser

Janssen Pharmaceutica N.V.r&e@elgien)
Sanofi-Synthelabo GmbH, Berlin
Bristol-Myers Squibb GmbH & Co. KGaA,
Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Institut fur Kernchemie, Johas Gutenberg-
Universitat, Mainz
Sandoz AG, Basel (Schweiz)
Janssen Pharmaceutica N.V., Beersgi@se
Mikromol GmbH, Luckenwalde
Astra Zeneca, London (Grof3britannien)
MP Biomedicals, Illkirch (Frankreich)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, restadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbBteinheim
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Dastadt

Karl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Membrapure GmbH, Bodenheim

Millipore GmbH, Schwalbach
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2.1.3 Fertigarzneimittel

Foren€ (Isofluran) Inhalationslésung

Haldol Jansséh(Haloperidol) Ampullen

Isotone Kochsalzlésung 0,9% Braun

Motilium Tropferf® (Domperidon)
Suspension

Risperdal Lésung 1mg/fMi(Risperidon)
Loésung

Solian Losun§ (Amisulprid) Lésung

Tweer? 80 (Polysorbat 80)

2.2 Gerate und Materialien

2.2.1 Laborgerate

Analysenwaage (MC1)
CCTV Kamera WV-BP330
Gefrierschrank (economic — no frost)

Homogenisator (Potter S)

HPLC-Anlage (Agilent 1100 Series)
HPLC-Saulen (s. Tabelle 2.2)
Kihlschrank (Bosch automatic)
Magnetriihrer (IKAMAG’ RCT)
pH-Meter (CG837)

Pipetten (Referen&e

RotaRod fur Mause
Standzentrifuge (Rotina 48R)
Tischzentrifuge (Biofuge pico)

Ultraschallbad (Sonorex RK510S)

Abbott GmbH & CoGKWiesbaden
Janssen-Cilag GmbH, Neuss
B. Braun Melem@G, Melsungen
Altana Pharma Deutschland GmbH,dtamz

Janssen-Cilag GmbH, Neuss

Sanofi-Aventis Deutschland Bih
Bad Soden
Fluka-Chemie AG, Buchs (Schayvei

Sartorius AG, Gottingen
Panasonic Deutschland, Hambur
Robert Badelisgerate GmbH, Miinchen
B. Braun Biotech Intaomati GmbH,
Melsungen
Bio-Rad Laborege GmbH, Minchen
MZ-AnalysentechniklftlmMainz
Robert Bosch HauigeilGmbH, Minchen
IKA® Laborgerate, Staufen i. Br.
SCHOTT Instruments GmbH, Mainz
Eppendorf AG, Hamburg
TSE, Bad Homburg
Andreas Hettich Gn8bBo. KG, Tuttlingen
Heraélsaborgerate, Kendro Laboratory
Products GmbH, Langenselbold
BANDELIN electroniGmbH & Co. KG,

Berlin
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2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Messpipetten 10 ml CosfaBtripette Corning Incorporated, Corning, NY, USA

pH-Papier Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren

Pasteur-Pipetten Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.
Eberstadt

Pipettenspitzen 2 — 200 ul (epT.I.LP.S.) Eppend@f Hamburg

Pipettenspitzen 1000 pl Sarstedt AG & Co, Numbrech

Reagenzglaser Chromacol LTD, Welwyn Garnden City,

GroRbritannien

Reagiergefal3e 1,5 ml Sarstedt AG & Co, Numbrecht
Roéhren 13 ml Sarstedt AG & Co, Numbrecht
Rollrandflaschen 500l Chromacol LTD, Welwyn Gandity,

GroRbritannien

2.3 Software

HPLC-Chromatogramme fir die Methodenetablierung udishische Anwendung von
Aripiprazol sowie fir die Kinetikuntersuchungen wen mit der Software HP ChemStation
for LC 3D (Version Rev. A.08.08847]) Copyright' 1990 — 2000 und HP ChemStation for
LC 3D (Version Rev. A.10.041757) Copyright’ 1990 — 2003 der Firma Agilent
Technologies (Waldbronn) ausgewertet.

Zur automatischen Aufzeichnung der Ergebnisse anf Rotarod wurde das Programm TSE
RotaRod V3.5 (07-2004) und V4.0 (07-2005) der Fiif&& (Bad Homburg) verwendet.

Die Versuche in der RAWM und zur Erfassung der Soimgeschwindigkeit wurden mit
Hilfe der Software EthoVision Pro Version 3.1.16pgaght” 1993 — 2005 der Firma Noldus
Information Technology bv (Wageningen, Niederlanaiggezeichnet und ausgewertet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Progra SPSS Version 12.0.1 Copyright
1989 — 2003 der Firma SPSS Inc. (Chicago, USA).

2.4 Losungen fur die HPLC-Analyse

Aripiprazol wurde in 15 % Acetonitril gelést und mit Reinsts@sund Zugabe von wenig

Salzsaure auf 500 pg/ml verdinnt.
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Dehydroaripiprazol wurde in 3 Teilen 1-Propanol geldst und mit 1 TFdinstwasser auf 1
mg/ml verdunnt.

Domperidon wurde in 1 Teil DMSO gel6st und mit 9 Teilen Matbdzu 1 mg/ml verdinnt.
Amisulprid, Clozapin, Desmethylclozapin, Haloperidd, Olanzapin, Quetiapin,
Risperidon und 9-Hydroxyrisperidon wurden in Methanol zu Stammldsungen mit 1 mg/ml

gelost.

2.5 LoOsungen zur i.p. Injektion

Zur Herstellung von Lésungen zur intra peritonealep.) Injektion der Mause fir die
Verhaltensuntersuchungen und fur die Kinetikstudigarden die Arzneistoffe wie im
Folgenden angegeben zu  Stammlosungen gelost, bzvie @ngegebenen
Fertigarzneimittelldsungen verwendet. Diese Ausghisgingen wurden mit physiologischer
Kochsalzlésung (0,9 %) weiter zu den in Tabelleghfiegebenen Konzentrationen verdinnt.
Fertige Injektionslésungen wurden in einem Volunven 1 ml je Maus appliziert. lhr pH-
Wert lag in einem Bereich von 6 bis 7. Eine Hatler Kontrollm&ause erhielt in allen Tests
physiologische Kochsalzlésung, die andere HalfteTdere wurde nicht behandelt. Der im
Folgenden verwendete Begriff ,unbehandelte Kontnéllse® bezieht sich auf alle

Kontrolltiere.

2.5.1 Stammlésungen

Aripiprazol wurde in physiologischer Kochsalzldsung unter Zggaon 0,1 % Tween 80
und etwas Essigsaure (100 %) zu einer KonzentraborD,6 mg/ml gelost.
Dehydroaripiprazol wurde in 1-Propanol gelést und mit dem gleichenluxenantell
physiologischer Kochsalzlésung zu 1 mg/ml verdinnt.

Clozapin wurde in 3 % Ethanol (96 %) angeldst und mit phiggischer Kochsalzlosung
unter Zusatz von 1 % Tween 80 und etwas Salzsaeu 1 mg/ml geldst.

Olanzapin Schmelztabletten (Zyprexa velofabwurden in physiologischer Kochsalzlésung
zu einer Konzentration von 1 mg/ml aufgelost.

Quetiapin wurde mit physiologischer Kochsalzlésung und etwEssigsaure zu einer

Konzentration von 20 mg/ml gelost.
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2.5.2 Fertigarzneimittelldsungen

Haloperidol (Haldol-Janssét) Lésung (5 mg/ml)
Risperidon (Risperdal) Losung (1 mg/ml)

Amisulprid (Soliarf’) Lésung (100 mg/ml)
Domperidon (Motilium®) Lésung (10 mg/ml)
Diazepam(Diazepam-ratiopharff) Lésung (10 mg/2ml)

Tabelle 2.1:Konzentrationen (mg/kg) der verwendeten Arzneikisfingen zur i.p. Injektion
von Mausen

Arzneistoff Verhaltensuntersuchungen Kinetikstudien
Kata-
lepsie Rotarod RAWM
WT KO WT +/- WT KO WT
Amisulprid 3 3 3 3 3 30 30
10 10 10 10 10
30 30
Aripiprazol 1 1 1 0,3 0,3 10 10
5 5 5 1 1
10 10
Dehydro- 1 1 1 1
aripiprazol
Clozapin 2 2 2 2 10 10
10 10
Haloperidol 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1 3 3
1 0,3 0,3
3 3
Olanzapin 0,5 0,5 0,5 0,5 2 2
2 2 2 2
Quetiapin 10 10 10 10 30 30
30 30
Risperidon 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 3 3
1 1 1
3 3

Materialien und Methoden 32



Tabelle 2.1:(Fortsetzung)

Arzneistoff Verhaltensuntersuchungen Kinetikstudien
Kata-
lepsie Rotarod RAWM
WT KO WT +/- WT KO WT
Domperidon 20 20 20 20 20 50 50
50 50 50
80 80
Diazepam 3 3
5 5

2.6 HPLC Methoden

2.6.1 Probenaufbereitung von Plasma und Serum zur HPLC Aalyse

Die Proben wurden im Labor bei 3000 x g fur 10 rmentrifugiert und das uberstehende
Serum im Kuhlschrank bzw. Gefrierschrank bei -20 °6is zur Analyse aufbewabhrt.
Unmittelbar vor der HPLC-Analyse wurden die Seruot@n bei 13000 x g fur 5 min
zentrifugiert, um eventuelle Verunreinigungen sowipide weitgehend vom Serum zu

trennen.

2.6.2 Apparatur HPLC

Fur die HPLC Analysen wurde eine Anlage der Agil#h00 Serie von Bio-Rad verwendet.
Diese bestand aus einem automatischen Probengeber Probenteller fur 100

Rollrandflaschen, einem thermostatisierten S&ulenra mit elektrischem 6-Wege

Schaltventil, das an den Probengeber und an zwaipBo angeschlossen war (Abbildung
2.1). Die erste Pumpe transportierte die Probe mitem Spileluenten auf die
Extraktionssaule. Hier wurden weitgehend storentisrRabestandteile, wie Proteine und
Lipide, vom Analyten getrennt und zum Abfall ged¢itNach einigen Minuten, je nach zu
detektierender Substanz, schaltete das 6-Wege IMendi in einem Back-Flush-Verfahren
wurde die Probe mit Hilfe des analytischen Eluenteamsportiert von der zweiten Pumpe,
von der Extraktionssaule in umgekehrter Richtundae analytische Séaule gepumpt. Nach

einigen Minuten schaltete das Ventil wieder in Aiesgangsposition zuriick, um die Analyse
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zu beenden. Ein Wellenlangendetektor mit UV-Langes, je nach Analyt auf die optimale
Wellenlange eingestellt war, detektierte die aufgeiten Probenbestandteile. Die
Datenauswertung wurde mit der Software HP Chendtdiir LC 3D (Version Rev. A.08.03

[847 und Version Rev. A.10.02757) durchgefuhrt.

Abfall Abfall

Back-Flush-
Verfahren

Detektor Detektor

[ Analytische Saule
[ Analytische Saule

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Aufbaus der HPLC dgenlamit
Saulenschaltung.

2.6.3 Ubersicht HPLC Methoden

Die quantitative Analyse von Antipsychotika in Blitirn und Milz der behandelten Mause
erfolgte mit derselben HPLC Apparatur und ahnliddarchfiihrung, wie fir die Analyse von
Aripiprazol in Kapitel 3.1.1.2 ,Chromatographischeurchfilhrung am Beispiel von
Aripiprazol* beschrieben. Es wurden unterschiedi@aulen mit verschiedenen Langen und
Fullmaterialien sowie unterschiedliche Eluentennus@&nsetzungen verwendet. Zum Tell
variierten auch die Schaltzeiten des 6-Wege-Ventisie die Temperatur. Diese Parameter
sind in Tabelle 2.2 fur alle untersuchten Antipsyttka aufgefuhrt. (Nach der Validierung
von Aripiprazol wurde die Flllung der LiCrospherdgn leicht verandert, dies flihrte zu

einer schnelleren RT von Aripiprazol und Dehydrpgmiazol. Bei den zu einem spateren
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Zeitpunkt durchgefuhrten Gewebsmessungen behandeléeise variieren somit die in
Tabelle 2.2 angegebenen RT von den in der Validggangegebenen Werten.)

Die verwendeten Methoden wurden nach internationaRichtlinien (Clinical and
Laboratory Sandards Institute (CLSI) (1992), friiher NCCLS) validiert (Sachse,a&2003;
Sachse, et al 2006). Sie werden im Rahmen des inmosleemischen Labor routinemalig
durchgefuhrten TDM angewendet und unterliegen sg@ndexternen Kontrollen, wie den
Ringversuchen von Cardiff Bioanalytical Servicesd.ltCardiff, UK. Mit einer taglich
mitlaufenden Kalibratorprobe wird fur jeden Laufrwier jeweiligen Auswertung kalibriert

und mit zwei Qualitatskontrollproben die Genauigkderpruft.
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Tabelle 2.2:Ubersicht tiber Parameter fiir die Analyse von Asytiotika mittels HPLC

Arzneistoff Saulen Eluent Schaltzeiten Temperatur Wellen- | Retentionst Gesamt-|
Extraktions- |Analytische |Spuleluent, Analytischer des 6-Weget (°C) lange Zeit Laufzeit
saule Saule Flussrate Eluent, Flussratg¢Ventils (min) (nm) | (ungefahr)| (min)

(min)
Amisulprid, CN 20um LiCrospher | 8% Acetonitril | 1:1 Acetonitil : 5und 15 25 210 13,4 23
Aripiprazol, (10x4 mm) |{CN5pum in Reistwasser, | Phosphatpuffer 12,8
Dehydro- (250 x 4,6  |0,8 ml/min (1,825 HK2PO4 11,7
aripiprazol, mm) * 3H20 in
Domperidon Reistwasser, 12,2
pH6,4),
1,2 ml/min
Haloperidol CN 20pm ODS Hypersil 10% Acetonitril {40 % Acetonitril, 7 und 17 40 252 12,4 20
(10x4 mm) |[C185um in Reistwasser |0,4 % TEMED
(150 x 3 mm)| 1,5 ml/min in Reinstwasser
pH 6,5,
0,6 ml/min
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Tabelle2.2: (Fortsetzung

Arzneistoff Saulen Eluent Schaltzeiten| Temperatur Wellen- | Retentionst Gesamt-
Extraktions- | Analytische |Spuleluent, Analytischer des 6-Weget (°C) lange Zeit Laufzeit
saule Saule Flussrate Eluent, Flussrate¢Ventils (min) (nm) | (ungefahr)| (min)

(min)
Risperidon CN 20pm ODS Hypersil 8% Acetonitril |38 % Acetonitril, 8 und 18 40 285 10,4 20
9-Hydroxy- (10x4 mm) |C185um in Reistwasser, | 0,4 % TEMED 10,0
risperidon (150 x 3 mm)| 0,8 ml/min in Reinstwasser
pH 6,5,
0,8 ml/min
Clozapin, C8 20 um ODS Hypersil 8% Acetonitril |38 % Acetonitril, 7 und 10 25 254 15,9 20
N-Desmethyl- | (10 x4 mm) [C18 5 um in Reistwasser, |0,4 % TEMED 12,1
clozapin (250 x 4,6 1,5 ml/min in Reinstwasser
Olanzapin, mm) pH 6,8, 10,4
Quetiapin 1,5 ml/min 15,1




2.7 TDM unter Behandlung von Aripiprazol

2.7.1 Patienten

Im Rahmen des TDM wurden Aripiprazolkonzentratiom@nBlut psychiatrischer Patienten
mit der beschriebenen HPLC-Methode bestimmt. Didsesche Untersuchung erfolgte im
Einverstandnis mit der lokalen Ethikkommission.

Neben der Diagnose wurden weitere Informationen Alier und Geschlecht der Patienten,
die Dosis von Aripiprazol sowie Komedikamente unlinikche Daten, die von den
behandelnden Arzten beurteilt wurden, zum Therdfgikle Schweregrad der Erkrankung,
Nebenwirkungen und Schweregrad der Nebenwirkungisst. Hierzu wurde di€linical
Global Impressions Scale (CGI) verwendet, deren Iltem 1 den Schweregrad&derankung
auf einer Skala von 2 = nicht krank bis 8 = selmar krank angibt, und Item 2 Uber den
Therapieeffekt von 1 = sehr gut bis 4 = unveréndddr verschlechtert Auskunft gibt. Nach
einer Arbeit von Leucht und Koautoren (2005) entdpirdie Einschatzung 2 = mafiger
Therapieeffekt dieser Skala einer Verbesserungb@ofo gegentiber dem Ausgangswert auf
der Brief Psychiatric Rating Scale (BPRS) sowie 1 = sehr guter Therapieeffekt einer
Verbesserung von 70 %. In Ubereinstimmung der Moggazur Anwendung der CGI Rating
Skalen (Guy, et al 1997) wurde Item 1 auf die vgednende Woche und Item 2 auf den
Beginn der Medikation bezogen.

Eine Kurzversion derUtvalg for Kliniske Undersogelser (UKU) Nebenwirkungsskala
(Lingjeerde et al. 1987) wurde zu Erfassung des $obgvades der Nebenwirkungen mit 0 =

keine bis 3 = schwere Nebenwirkungen herangezogen.

2.7.2 Serumproben

Patienten, die seit mindestens 14 Tagen auf eimstaote Dosis Aripiprazol eingestellt
waren und deren Blutkonzentration von Aripipraazohsomit im Steady-State befand, wurde
vendses Blut zur Bestimmung der Arzneimittelkonegtiin entnommen. Diese
Blutentnahme folgte im Abstand von mindestens 12 rach der letzten
Medikamenteneinnahme, ublicherweise morgens voreGddy Tagesdosis. Das Blut von
Patienten aus der Klinik fir Psychiatrie in Mainarde direkt in das Neurochemische Labor
gebracht, Blutproben von Patienten anderer Klinemden per Post ohne weitere Kihlung
innerhalb weniger Tage zugeschickt.

Die Proben wurden, wie im Abschnitt 2.6.1 ,Probdbateitung von Plasma und Serum zur
HPLC Analyse*“ beschrieben, vorbereitet.
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Konzentrationen von Aripiprazol und Dehydroaripgyhim Serum wurden mittels einer im
Rahmen dieser Dissertation entwickelten und vatieie HPLC-Methode gemessen (s.
Kapitel 3.1.1 ,Eigene Methode: HPLC Analyse vonghorazol®).

2.7.3 Statistik

Die Auswertung der statistischen Berechnungen gidomit der Software SPSS (Version
12.0.1).

Fur pharmakokinetische Berechnungen, wie die Katia von Dosis zu Serum, wurden alle
523  Serumproben herangezogen. Hierbei  wurden  \ma@iter Mittelwerte,
Standardabweichungen und Variationskoeffizienten .V(C sowie lineare
Korrelationskoeffizienten berechnet. Zur Auswertungn Konzentration zu Dosis
Verhéaltnissen wurde jeweils der Wert, von der ersia das Labor gesandten Probe eines
Patienten, verwendet.

Pharmakodynamische Berechnungen hinsichtlich D&gisjedikation und Schweregrad der
Erkrankung wurden anhand aller ersten Proben sghizoer Patienten berechnet. Fir
Auswertungen beziglich Therapieeffekt und Nebemwigen wurde nur die jeweils erste
Serumprobe schizophrener Patienten verwendet, éigem Aripiprazol kein weiteres
Antipsychotikum erhielten.

Eine statistische Signifikanz beziglich eines Ustkiedes wurde bei einem p-Wert vod p

0,05 angenommen.

2.8 Tiere

Fur die Kinetikuntersuchungen und Rotarod-Studiemden mannliche Mause vom Stamm
FVB/N verwendet. Mdrla/l1b(-/-, -/-) Tiere (Tacon@ermantown, USA) und Wildtyp Mause
stammten aus der Zucht des Tierlabors des Unidgsklinikums Mainz und wurden
frhestens im Alter von vier Wochen nach dem Abmetzon der Mutter in den Tierstall der
Klinik fir Psychiatrie gebracht. Die Tiere wurdeb ainem Alter von mindestens sieben
Wochen in den Versuchen verwendet. Dabei wurdédef3teil der FVB/N Mause zuerst auf
dem Rotarod untersucht, anschlieend, nach einestaAb von mindestens sieben Tagen,
wurden die Tiere fur die Kinetikuntersuchungen vemdet. Sie waren somit im Mittel far
Rotarod-Studien etwas leichter (20 - 30 g) alhinetikuntersuchungen (25 - 40 g).

Materialien und Methoden 39



Fiur Tests in der Radial Arm Water Maze wurden mighel Tiere von der im Tierstall der
Klinik fur Psychiatrie geziichteten F1-Generations atVB/N Weibchen (Wildtyp und
mdrla/lb(-/-, -/-)) und C57BL/6J Mannchen verwendet

Alle Mause lebten nach dem Absetzen zwischen ditenlrund vierten Lebenswoche in
Gruppen von zwei bis funf Tieren in einem Kafig (Malonkafig Typ II) mit freiem Zugang
zu Wasser und Standardfutter. Licht war zwolf Sem@ém Tag, von 6:00 h bis 18:00 h,
angeschaltet. Die Raumtemperatur betrug im Mitt2t1C2 und die Luftfeuchtigkeit im
Durchschnitt 60 %.

2.9 Kinetikuntersuchungen

2.9.1 Gewebepraparation

Die Mause wurden 1, 3, 6, 9 und 24 h nach i.p.kiiga mit Isofluran narkotisiert und mit

Hilfe einer Guillotine dekapitiert. Blut aus dem #@r der Maus wurde direkt in einem
Reagenzglas aufgefangen. Das Gehirn wurde nachafatégm durch einen Sagittalschnitt
geteilt. Eine Halfte wurde direkt aufgearbeitetAbschnitt 2.9.2 ,Gewebeaufarbeitung®), die
andere Halfte in einem Reagiergefald auf Trockeselmckgefroren und anschliel3end bei

-40°C tiefgekunhlt. Die Milz wurde nach Praparaterenfalls direkt aufgearbeitet.

2.9.2 Gewebeaufarbeitung

Serum, gewonnen durch 10 min Zentrifugation degeBllei 3000 x g, wurde bei -40 °C
tiefgefroren oder direkt mittels der entsprechend®hC-Methode analysiert.

Gehirn und Milz der Mause wurden auf der Analysesyea gewogen und mit vier
entsprechenden Volumenteilen Lésungsmittel versdétidt Gewebe von Mausen, denen
Amisulprid, Clozapin, Haloperidol, Olanzapin, Qagiin oder Risperidon verabreicht worden
war, wurde Methanol als Losungsmittel verwendet diedZellen tber 20 St63e mit einem
Homogenisator bei 1100 U/min aufgeschlossen. Hind WMilz der mit Domperidon
behandelten Tiere wurden zuerst Uber funf Sto3eLf@ivVolumenteil DMSO zerkleinert und
anschlieBend nach Zugabe von 7/8 Volumenteilen dethtiber 15 St6Re homogenisiert.
Gewebe von Mausen, die eine i.p. Injektion mit Anpzol erhalten hatten, wurde zuerst mit
zwei Volumenteilen 1-Propanol und mit anschlieRendegabe von zwei Volumenteilen
Reinstwasser aufgearbeitet. Je eine Milz und einghBlfte einer unbehandelten Maus wurde
mit Losungsmittel, dem ein jeweiliger Arzneistoffin i mittlerer zu detektierender

Konzentration zugesetzt war, aufbereitet. Dieseb@&mp jeweils einer WT und einer
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mdrla/lb(-/-, -/-) Maus, dienten als Kontrolle Aiederfindungsrate der Arzneistoffe im

Gewebe. Nach Zellaufschluss mittels Homogenisatoden die Proben in ein Reagiergefafl?
uberfihrt und bei 13000 x g fir 5 min zentrifugieler Uberstand wurde bei -40 °C

tiefgefroren oder direkt mit HPLC-Methoden analysie

2.9.3 Auswertung Kinetikuntersuchungen

Es wurden jeweils Mittelwerte und StandardfehleENS der Konzentrationen von Hirn,
Serum und Milz von funf Mausen eines Genotyps ujgder Behandlung und zu jedem
Zeitpunkt ermittelt. Zur statistischen Beurteiluder Unterschiede fir jeden Zeitpunkt wurde
zwischen den Genotypen unter gleicher Behandlungweiseitiger t-Test fir unabhangige
Stichproben gerechnet. Eine statistische Signiikanrde bei einem p-Wert von $ 0,05
angenommen. DieArea under the Curve (AUC) wurde fur Hirn-, Serum- und
Milzkonzentrationen zwischen 1 h und 24 h nachTaepez-Methode berechnet.

Aufgrund der Studien von Uhr und Mitarbeitern (20003), bei denen Hirn und
Serumwerte auf die Milz als Referenzorgan, die kehgp exprimiert, bezogen wurde,
wurden auch in dieser Arbeit die Arzneistoffkonzanbnen in der Milz bestimmt. Da hier
jedoch die Konzentrationen Uber mehrere und nichitzu einem Zeitpunkt, wie bei den
Arbeiten von Uhr, gemessen wurden und die Absoh#katrationen in Hirn und Serum zur
Beurteilung der Unterschiede zwischen den Genotghemusreichend und ausdrucksstarker

erachtet wurden, wurde auf eine Einbeziehung dé&kidinzentrationen verzichtet.

2.10Quantifizierung der mdrl mRNA

Mdrla mRNA wurde am Institut fir Klinische Pharmbigie und Toxikologie der
Universitatsklinik in Basel, Schweiz, in der BlutrhtSchranke von FVB mdrla/lb(-/-, -/-)
und FVB WT Mausen sowie von heterozygoten mdrlathWT Mausen der F1-Generation

quantifiziert.

2.11Verhaltensuntersuchungen

2.11.1 Katalepsie
WT FVB Mausen wurde am Versuchstag eine i.p. Impgktvon den in Tabelle 2.1
angegebenen Konzentrationen Amisulprid, Aripiprakalloperidol, Risperidon, Domperidon
oder Diazepam gegeben. Nach 0,5, 2, 4, 6, 8, 1A Ardwurden die behandelten Tiere sowie
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unbehandelte Kontroliméuse auf kataleptisches \hernamit dem Ring Test und dem Bar
Test untersucht.

2.11.1.1Ring Test

Bei diesem Versuch, der in Anlehnung an die besblrie Methode von Pertwee (1972)
durchgefuhrt wurde, werden die Mause am Fell zveaacNacken und Schultern sowie am
Schwanz hochgehoben und diagonal auf ein Quadraiwo4 cm eines Reagenzglasstanders
gesetzt. Diese Position, bei der die Tiere Vorderd Hinterpfoten weiter vom Korper
wegstrecken mussen als bei der natirlichen Korfiarttgg kann als ungewdhnliche und
unkomfortable Position betrachtet werden, aus den sine unbeeinflusste Maus sofort
wieder 16st. In den ersten 30 s waren drei Verseclaeibt das Tier derart zu platzieren. Nach
Positionierung der Maus wurde eine Stoppuhr gestarid die Zeit bis zur Bewegung einer
Pfote und damit dem Lésen aus der unnatirlicherpé&tbialtung gemessen. Die maximale

Versuchszeit betrug 180 s.

2.11.1.2Bar Test

Bei diesem Test wird eine Maus ebenfalls am Feiselen Nacken und Schultern sowie am
Schwanz hochgehoben und leicht gestreckt mit demérpfoten auf einen Kasten von 2,5
cm Hohe gestellt. Unbehandelte Tiere klettern $afot dem ganzen Koérper auf oder neben
die Erhoéhung. Eine Stellung mit schrager Korpethadt wie in diesem Fall, ist eine

unnaturliche Position aus der sich das Tier unbediarsofort wieder I6st. Hier waren

ebenfalls drei Versuche innerhalb der ersten 3(asiat, die Maus zu platzieren. Dann wurde
eine Stoppuhr gestartet und die Zeit bis zur Bewggainer Pfote gemessen bei einer

maximalen Versuchszeit von 180 s.

2.11.2 Rotarod

2.11.2.1Apparatur Rotarod

Das RotaRod Advanced (TSE) fur funf Mause bestand ainer Stange von 3 cm
Durchmesser, die mit insgesamt sechs Querwandefiinhh Abschnitte von je 5,8 cm
eingeteilt war und von einem Elektromotor angetiebvurde (Abbildung 2.2). Die Stange
war mit einem langsgeriffelten schwarzen Hartgunifmerzogen, das den Mausen den Halt

erleichterte. Sie befand sich, vom hochsten Puakiagsen, 16 cm tber der Bodenplatte. In
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der Mitte jedes Abschnitts war eine Lichtschranke Abstand von 3 cm lber dem Boden
angebracht. Das Computerprogramm TSE RotaRod Syg¢&ihbzw. V4.0 erméglichte die
Programmierung eines Durchgangs mit mehreren Phamschiedener Geschwindigkeiten.
Fur die Untersuchung in dieser Arbeit wurde einfiPgewéhlt bei dem sich die Stange zuerst
Uber 10 s bei 2,5 Umdrehungen pro Minute (U/miehtie und anschliel3end Uber 230 s linear
auf 27,5 Umdrehungen pro Minute beschleunigt wu(dkzelerierender Rotarod-Test)
(Abbildung 2.2). Bis zu funf Tiere wurden auf diersvor Beginn des Durchganges bereits
bei 2,5 Umdrehungen pro Minute drehenden Stangetzjasnd das Profil sowie die Zeit am
Computer gestartet. Fiel eine Maus herunter wurdes cautomatisch mit Hilfe der
beschriebenen Lichtschranken detektiert und dieadggezeichnet.

2,5 1]

>

10 _ 240
Zeit (s)

Abbildung 2.2: Apparatur Rotarod (links) und schematische Ddtstgl des verwendeten
akzelerierenden Profils mit linearer Beschleunigiibgr insgesamt 240 s (rechts).

2.11.2.2Durchfuihrung des Rotarod Tests
Mannliche FVB WT und mdrla/lb Doppelknockout Mausarden auf dem Rotarod

zunachst Ober funf Tage mit dem unter Abschnitt 121 ,Apparatur Rotarod®

beschriebenen Profil unbehandelt trainiert, um kegchgbare Ausgangsbedingungen fur den
am sechsten Tag folgenden Verhaltenstest zu eemichm ersten Tag wurden drei
Durchgange sowie an den folgenden vier Tagen viufd je Maus durchgefuhrt. Der
Mittelwert der acht Laufergebnisse der Tage vierd ufinf wurde als sogenannter

Kontrollwert fir jede einzelne Maus berechnet.
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Am folgenden Versuchstag wurden die Tiere mit den Tiabelle 2.1 angegebenen
Arzneistofflosungen und jeweiligen Konzentratiorhandelt. 0,5, 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 24
h nach der Injektion wurden die Mause auf dem Rdtamnit jeweils drei Durchgangen
getestet. Im Vorversuch zum Vergleich des TestKati#lepsie und dem Verhalten auf dem
Rotarod wurden die Mause nur bis zu 12 h untersightder anschlielRenden Untersuchung
der P-gp Effekte bis zu 24 h.

2.11.2.3Auswertung von Katalepsie und Rotarod

Aus den drei gemessenen Zeiten der Dauer der Katalewurden Mittelwerte und
Standardfehler (SEM) berechnet.

Die Einzelwerte der Trainingstage vier und fiinfgedlaus auf dem Rotarod wurden wie
beschrieben zu einem Mittelwert, dem Kontrollwegt geweiligen Maus, zusammengefasst.
Die Mittelwerte der drei Laufe, die zu jedem eimesl Zeitpunkt des Versuchstages auf dem
Rotarod erzielt wurden, wurden auf den individuell@ Training erreichten Kontrollwert der
jeweiligen Maus bezogen und in Prozent angegeben.

Die Ergebnisse einer Methode wurde zwischen derotgpan bei gleicher Behandlung und
zwischen den unbehandelten bzw. mit physiologisckerchsalzlosung behandelten
Kontrolltieren und den mit Antipsychotika behandaltMausen mittels MANOVA mit
Messwiederholung und anschlieRendem zweiseitigdrast-fur unabhéngige Stichproben
berechnet. Die unbehandelten und mit NaCl-Lésury %, behandelten Kontrollméuse
unterschieden sich nicht voneinander und wurdemlférAuswertungen zu einer Gruppe von
Kontrolltieren zusammengefasst. Die Prozentwertebébandelten Mause auf dem Rotarod
wurden mit den Ergebnissen dieser Kontrollméausgedem Zeitpunkt verglichen, da noch
eine Verbesserung Uber die 24 h des Versuchstagdsabachten war. Eine statistische
Signifikanz wurde bei einem p-Wert vor<f0,05 angenommen. Die berechneten Mittelwerte
der Katalepsieergebnisse und der Prozentergebrisseyon den WT Mausen auf dem

Rotarod erreichten wurden, wurden miteinander kiente
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2.11.3 Radial Arm Water Maze (RAWM)

2.11.3.1Apparatur der RAWM

FUr die Untersuchung der Auswirkung der Antipsydteotauf das rdumliche Lernen von
Mausen wurde eine 8-Arm Radial Water Maze verwenbBets verwendete Becken aus
weiRem Plastik besal3 einen Durchmesser von 200ndneine Wandhdhe von 60 cm. Hierin
wurden acht dreieckige Einséatze aus grauem Plastpgositioniert, dass sich ein Zentrum mit
acht davon abgehenden ,Armen* ergab (Abbildung.2l8¢ Plastikeinsatze besal3en eine
Hohe von 34 cm und eine Lange von 68 cm. Die rnesatiden Arme waren 26 cm breit, ein
Arm war etwas schmaler mit einer Breite von 20 ch@ser wurde konstant als Startarm
verwendet.

Das Becken war bis zu einer H6he von 24 cm miteklakVasser mit einer Temperatur von
20 bis 22C geflllt. Eine runde Plattform aus durchsichtigdftexiglas mit 17 cm
Durchmesser befand sich am Ende eines der acht.AMmeiner H6he von 23 cm war ihre
Oberflache 1 cm mit Wasser bedeckt. Der Abstand Ramd der Plattform zur AuRenwand
des Beckens betrug 12 cm und zu den Seitenwand#fitied 4,5 cm.

Die RAWM war in einer Ecke des Versuchsraums sogesitllt, dass sie von zwei
Raumwanden sowie einer 150 cm hohen Wand umgeberAwaliesen drei Wanden waren
jeweils optische Symbole in der Gréf3e eines DIN Bidttes angebracht: ein schwarzes
Dreieck, drei schwarze Punkte und schwarze Welldwail3em Grund. Weiterhin befanden
sich an jedem Ende der Arme, aul3er im Startarmsalm Hinweise. Dies waren ebenfalls
unterschiedliche schwarze Muster bzw. Symbole aiffem Grund in einer Grél3e von 7 x
10 cm (Abbildung 2.3).

Uber der RAWM war eine CCTV Kamera installiert, dierbindung zum Computer zur

Datenaufzeichnung mit dem Programm EthoViSibatte (Abbildung 2.3).
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Abbildung 2.3: Radial Arm Water Maze (RAWM) mit Armbezeichnungend optischen

Markierungen am Ende jedes Arms und an den RaumemaimdAufsicht dargestellt (links)
und Aufbau der gesamten Apparatur mit Kamera undhfier zur Datenaufzeichnung
(rechts).

2.11.3.2Etablierung des RAWM Tests

Um moglichst optimale Parameter fur die Testdurchiiing der RAWM bei behandelten
Mausen zu finden, wurde der Testaufbau zuvor midehandelten WT Mausen Uberpruft.
Hierbei sollte eine geeignete Testdauer in Bezugdaueinzelnen Durchgange sowie eine
optimale maximale Anzahl der Durchgange gefunderdere Weiterhin sollte ein Kriterium
festgelegt werden, das den Lernerfolg einer Mauden RAWM widerspiegelt. Es wurde
ebenfalls untersucht, ob Mause bestimmte Arme kegranschwimmen, um dies bei der
Reihenfolge der Positionen der Plattform zu berigtitgien. AulRerdem sollte untersucht
werden, ob die zusatzlichen ,optischen* Hinweise dan Armen zu einem besseren
Lernerfolg fuhren.

Es wurden zunachst bei konstanter Plattformlokiddisazwei Gruppen von je acht Mausen
untersucht, wobei in der einen Gruppe die bescaneb optischen Hinweise am Ende der
Arme fehlten. Die Tiere wurden mit BlickrichtungrzAul3enwand in den Startarm gesetzt
und hatten je Durchgang 90 s Zeit um die Plattfaunriinden und 30 s um sich von dort aus
umzusehen und raumlich zu orientieren. Als Kriterjiwum den Lernerfolg zu beurteilen,

wurde dreimaliges Anschwimmen der Plattform innbrlvan 15 s gewertet.
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Bei einer weiteren Voruntersuchung wurden zwei @ampvon je vier Mausen an acht Tagen
getestet, wobei sich die Plattform an jedem Tagimem anderen Arm befand und sich deren

Position zwischen den Gruppen spiegelbildlich stieied.

2.11.3.3Durchfuihrung des RAWM Tests

Die Durchfuhrung in der RAWM mit behandelten Mauserolgte auf Grundlage der
Ergebnisse, die bei der Testetablierung beobacm@tden und im Kapitel 3.4.4.1
.Etablierung des RAWM Tests" beschrieben sind.

Heterozygoten und WT Mausen wurde am Versuchstargens eine der in Tabelle 2.1
aufgefuhrten Arzneistofflosungen injiziert. 1, 5} And 29 h nach Applikation wurden die
Tiere in der RAWM auf ihre rdumliche Lernfahigkaiitersucht. Zu jedem dieser Zeitpunkte
befand sich die Plattform in einem anderen Arm, evaie nie in zwei benachbarten Armen
zu aufeinander folgenden Zeitpunkten aufgestelitdeuDie Reihenfolge der Arme in denen
sich die Plattform befand war Arm 7 zum ersten @eikt 1 h nach Injektion, Arm 2 nach 5
h, Arm 4 nach 24 h und Arm 1 nach 29 h. Zu jedemveer Zeitpunkte hatten die Mause 15
Versuche von je 60 s um ein vorgegebenes Kriterzunerfillen. Dies bestand darin, die
Plattform innerhalb von 20 s in drei aufeinandelgéaden Versuchen anzuschwimmen.
Erreichte eine Maus die Plattform im 13. Versuchhhiinnerhalb von 20 s, so war der
Durchgang flur diese Maus beendet, da sie nicht mether Lage war das Kriterium innerhalb
von 15 Versuchen zu erfullen. Jeder Versuch beganisStartarm mit Blick der Maus in
Richtung AuRenwand. Fand eine Maus die Plattforchtrinnerhalb von 60 s, wurde sie vom
Experimentator auf direktem Weg zum Ziel geleifbrt blieb sie fir 30 s bis sie aus dem
Wasser genommen und auf ein Handtuch gesetzt wiNaeh jedem funften und zehnten
Durchgang wurde die Maus fur eine Minute sowie ameeder jeweiligen Versuchsreihe fur
mehrere Minuten bis zur Trocknung ihres Fells ueieae warmende Rotlichtlampe gesetzt.
Zwischen den vier Versuchszeitpunkten befand siehMiaus in ihrem Kafig mit freiem

Zugang zu Futter und Wasser.

2.11.3.4Auswertung des RAWM Tests

Fur die Auswertung der Ergebnisse in der RAWM vodrla/1b heterozygoten und WT
Mausen unter Behandlung mit Antipsychotika wurdersehiedene Parameter herangezogen,
die die Beurteilung des raumlichen Gedachtnissesdim Differenzierung von Referenz- und

Arbeitsgedachtnis, im Vergleich mit unbehandeltdozw. mit NaCl-Lésung 0,9 %
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behandelten, Kontrollmausen, ermdglichen. Die Kalhiere unterschieden sich nicht
voneinander und wurden fir die Auswertung in efBarppe zusammengefasst.

Berechnet wurde die Latenz, d.h. die Zeit, die 2usn Erreichen der Plattform benotigt
wurde, als Maf fur die raumliche Orientierung itnadp eines Versuchs. Es wurde der
Mittelwert der Latenzen der ersten 13 Versuche Mgusen einer Behandlungsgruppe flr
jeden der vier Zeitpunkte nach deast Observation Carried Forward- (LOCF-) Methode
berechnet und jeweils zwischen den gleichbehand@enotypen und mit der unbehandelten
Kontrollgruppe verglichen.

Ein weiterer Parameter zur Beurteilung des raurahchernens innerhalb eines der vier
Untersuchungszeitpunkte war die Anzahl der Versuche die einzelne Maus bis zum
Erreichen des beschriebenen Kriteriums benétigtarde/ das Kriterium innerhalb der 15
erlaubten Versuche nicht erreicht, wurde das Engeber Maus auf einen Wert von 16
Versuchen festgesetzt. Der Mittelwert der Anzahl dersuche der jeweils zehn Mause je
Behandlungsgruppe, bzw. der Mittelwert der insgesz@rKontrolltiere, wurde zwischen den
Behandlungsgruppen und jeweils mit der Kontrollgriperglichen.

Weiterhin wurde betrachtet, wie viele Mause ausreiBehandlungsgruppe das definierte
Kriterium erflllten und somit je Zeitpunkt erfolgca waren.

Als Mal fiir die Intensitat des Gelernten und desr&rungsvermégens wurde die Latenz bis
zum Erreichen der Plattformposition, auf der side é@lattform zum vorhergehenden
Zeitpunkt befand, beim ersten Versuch des jewalgehden Zeitpunkts beurteilt. Dieser
Versuch entspricht dem ,Probe Trial“ in der klasbEn Morris Water Maze und dient damit
der Beurteilung der rdumlichen Gedéachtnisleistung.

Zur Beurteilung des Arbeitsgedachtnisses wurderdevielte Eintritte in einen Arm, aul3er
demjenigen, in dem sich die Plattform befand, a&hl& gewertet. Dabei wurde ein
Armeintritt als solcher gewertet, wenn die Maus ©ém gesamten Korper in den Arm
geschwommen war. Die Summe der Fehler aus demeawbis 13. Versuch je Zeitpunkt
wurde fiur die statistische Auswertung verwendet.f Aine direkte Auswertung des
Referenzgedachtnisses Uber die begangenen falgainegintritte wurde verzichtet, da die
Beurteilung dieser Funktion aus den ubrigen Parametum raumlichen Lernen, wie Anzahl
der bendtigten Versuche und Latenz bis zur Plattiodglich ist.

Die Schwimmgeschwindigkeit wahrend der Untersuchiander RAWM wurde als Quotient
aus der geschwommenen Strecke je Versuch und temZ,aalso der bendtigten Zeit bis zum

Erreichen der Plattform, in cm/s berechnet.
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2.11.3.5Statistische Auswertung der Ergebnisse in der RAWM

FiUr die statistische Auswertung der Ergebnisse auravie oben beschrieben, Mittelwerte
und Standardfehler (SEM) der einzelnen Parameterchaet. Die Beurteilung signifikanter
Unterschiede in den Ergebnissen bezlglich Latemzall der Versuche, Latenz bis zum
Erreichen der  zuvor  gelernten Plattformposition, béisgedachtnis und
Schwimmgeschwindigkeit erfolgte mittels MANOVA urahschlieRendem zweiseitigen t-
Test fur unabhangige Stichproben. Dieser Test whadaler Auswertung der Ergebnisse in
dieser Untersuchung ausnahmsweise auch bei nightfisanten MANOVA-Ergebnissen
angewendet, um trotz der methodischen Einschramkurdinweise bezlglich méglicher
Unterschiede der Ergebnisse zu ermitteln. Eingstigthe Signifikanz wurde bei einem p-
Wert von p< 0,05 angenommen.

Die Anzahl der Méause, die das Kriterium unter Betiang im Vergleich zu keiner bzw. zu
einer Gabe von NaCl-Lésung erreichten, wurde s$istts mittels Chi-Quadrat-Test bewertet.
Fur die Auswertungen wurde das Programm SPSS Vers®0.1 der Firma SPSS Inc.
(Chicago, USA) verwendet.

2.11.4 Schwimmgeschwindigkeit

2.11.4.1Apparatur zum Test der Schwimmgeschwindigkeit

Inwieweit die untersuchten Antipsychotika durcheimrEinfluss auf die Motorik auch die

Schwimmaktivitdt  beeinflussen, wurde  mittels einewigenen  Tests  zur

Schwimmgeschwindigkeit untersucht. Hierfir wurde &ecken aus weillem Plastik mit
darin stehenden grauen Plastikwanden verwendegide Gang von 15 cm Breite und 85
cm Lange bildeten. An einem Ende befand sich eieevsichtbare Plattform von 14,5 cm
Hohe und 10 cm Durchmesser, die 1 cm aus dem kROdns 22 °C temperierten Wasser
hinaus ragte, und somit fir die Mause sichtbar Wéiterhin war an der Plastikwand direkt
hinter der Plattform eine optische Markierung vox 70 cm angebracht (Abbildung 2.4).

Durch diese Hilfestellungen fur die Mause, moégligwhnell und einfach wieder dem Wasser
entfliehen zu konnen, sollten Einflisse z.B. au# dotivation der Tiere weitestgehend

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 2.4: Apparatur zur Messung der
Schwimmgeschwindigkeit mit eingezeichneter Platfor
und optischer Markierung am Ende Arms.

2.11.4.2Durchfuhrung des Tests der Schwimmgeschwindigkeit

Heterozygote mdrla/lb und WT Mause wurden zu BederrUntersuchung unbehandelt fur
30 s auf die sichtbare Plattform gesetzt. Anschlel3wurden sie mit Blick in Richtung
Plattform am gegenuberliegenden Ende des Gangasithsser gelassen. Die Zeit und die
Wegstrecke bis zum Erreichen des Ziels wurden Isitteines videogestitzten
computergesteuerten Analysesystems ermittelt. Did&&wgang wurde funfmal je Maus
wiederholt und die Tiere anschlieRend unter eiraliéhtlampe getrocknet. 20 min nach dem
letzten Schwimmdurchgang erhielten die Tiere eipelnjektion eines Antipsychotikums in
den gleichen Konzentrationen wie sie fir Untersagen in der RAWM verwendet wurden
(Tabelle 2.1). 1 h nach Arzneimittelgabe wurden @nerchgénge je Maus zur Messung der
Schwimmgeschwindigkeit unter der Behandlung mitigsychotika durchgefuhrt und die
Tiere anschlieBend unter Rotlicht bis zum Trockdes Fells gesetzt. Zeigten die Tiere 1 h
nach Injektion eine deutlich verlangsamte Geschighk®it im Vergleich zum vorherigen
Durchgang in unbehandeltem Zustand, wurden sie Bdtlerneut wie beschrieben dreimal
getestet.

2.11.4.3Auswertung des Tests der Schwimmgeschwindigkeit

Mittels der durch den Computer aufgenommenen Weglstrund der Zeit bis zum Erreichen
der Plattform wurde die Schwimmgeschwindigkeit im/g€ berechnet. Der Mittelwert fur die

Geschwindigkeit der letzten drei der funf Schwimmuhgénge in unbehandeltem Zustand
wurde in einem t-Test fur gepaarte Stichprobendar Mittelwert der drei Durchgange nach
Behandlung verglichen. Eine statistische Signifikavurde bei einem p-Wert von$0,05

angenommen. Die Differenz zwischen den Mittelwertdia die jeweilige Maus unbehandelt
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und unter Behandlung eines Antipsychotikums erteiclwurde zwischen den Genotypen bei
gleicher Behandlung in einem zweiseitigen t-Tesufiabhéngige Stichproben verglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Entwicklung einer HPLC Methode flr den Nachweis vonAripiprazol

Als erstes musste eine neue Methode fiur den Nashwa Aripiprazol entwickelt und
validiert werden. Es wurde ein HPLC-Verfahren nmiaunschaltung und spektroskopischem
Nachweis gewahlt, das ahnlich wie bereits etaleli&erfahren, die fir das therapeutische

Drug Monitoring anderer Psychopharmaka genutzt emyrdufgebaut war.

3.1.1 Eigene Methode: HPLC Analyse von Aripiprazol

3.1.1.1 Stammldésungen Aripiprazol

Zum Zeitpunkt der Entwicklung einer HPLC Methode ¢ién Nachweis von Aripiprazol lag
keine Reinsubstanz des Antipsychotikums vor. Argmpl (Abilify®) Tabletten 10 mg
wurden daher in Methanol gelost und zur Herstellemger Stammlésung verwendet. Die
Konzentration des klaren Uberstands des Tabletteadés wurde nach Zentrifugation bei
13000 x g fur 5 min an mehreren Tagen gemessen. Bessung gleich hoher
Konzentrationen an zwei aufeinander folgenden Tagerde eine vollstandige Auflosung
des Wirkstoffes angenommen. Diese methanolischerigysvurde mit medikamentenfreiem
Plasma zu Kalibratorproben mit Konzentrationen ¥6n20, 100, 150, 200, 300, 350 und 500
ng/ml verdiinnt. Qualitatskontrollproben wurden iorkentrationen von 50, 250 und 400
ng/ml angesetzt. Eine methanolische Losung mit In&Fml Perphenazin wurde mit

Reinstwasser auf 0,0615 mg/ml verdiinnt und dielstenterner Standard.

3.1.1.2 Chromatographische Durchfiihrung am Beispiel von Arpiprazol

Nach der Vorbereitung der Plasmaproben, wie im Abgt2.6.1 ,Probenaufbereitung von
Plasma und Serum zur HPLC Analyse* beschriebendewrje 200 pl der Proben in
Rollrandflaschen pipettiert und auf den Probentellr HPLC-Anlage gestellt. In Position 91
befand sich der interne Standard Perphenazin. D@meatische Probengeber saugte 99 pul
einer zu analysierenden Probe sowie 1 pl des mmerBtandards an und injizierte die
Flissigkeit nach Durchmischung in die Kapillare ddPLC Anlage. Der Spileluent,
bestehend aus Reinstwasser mit 8 % (v/v) Acetgnitansportierte die Probe mit einer
Flussrate von 0,8 ml/min auf die Extraktionssadie,mit CN 20 um Partikeln gefullt war (10

X 4 mm). Hier wurden, wie beschrieben, storendsrRédbestandteile abgetrennt. Nach 5 min
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schaltete das 6-Wege-Ventil in eine andere Posilioth die Probe wurde im Back-Flush-
Verfahren mit Hilfe des analytischen Eluenten nitee Flussrate von 1,2 ml/min auf die
analytische Saule (250 x 4,6 mm), die mit 5 um groRartikeln LiChrospher CN gefullt war,
transportiert. Dieser Eluent bestand aus Acetonitd einem Phosphatpuffer, der 1,825 g Di-
Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat pro Liter Reinssa@ enthielt und mit Phosphorsaure
auf einen pH von 6,4 eingestellt war, im Verhalthi4. Nach insgesamt 10 min war die
Elution von der Vorsdule abgeschlossen und das @eWentil schaltete in die
Ausgangsposition zurtick. Die Auftrennung der Suimta, die bei einer Temperatur von 25
°C erfolgte, war nach 23 min abgeschlossen unduli@ge bereitete sich auf die Analyse der
nachsten Probe vor.

3.1.1.3 Durchfuhrung Validierung

Fur die Validierung der HPLC Methode zur Bestimmwmn Aripiprazol wurden acht

Kalibrator- und drei Qualitatskontrollproben an ffliragen jeweils zweimal analysiert. Ein
Lauf bestand aus folgenden Proben in der angegeb&mwehenfolge: Leerplasma —
Kalibratorprobe 1 (10 ng/ml) — Kalibratorprobe @ (2g/ml) — mittlere Qualitatskontrollprobe
(250 ng/ml) — niedrige Qualitatskontrollprobe (5§fml) — Kalibratorprobe 3 (100 ng/ml) —
hohe Qualitatskontrollprobe (400 ng/ml) — Kalibrgtwbe 4 (150 ng/ml) — Kalibratorprobe 5
(200 ng/ml) — hohe Qualitatskontrollprobe (400 nigAnmittlere Qualitatskontrollprobe (250
ng/ml) — Kalibratorprobe 6 (300 ng/ml) — niedrigaudtatskontrollprobe (50 ng/ml) —

Kalibratorprobe 7 (350 ng/ml) — hohe Qualitatskotprobe (400 ng/ml) — mittlere

Qualitatskontrollprobe (250 ng/ml) — niedrige Qtikkontrollprobe (50 ng/ml) -

Kalibratorprobe 8 (500 ng/ml). Nach einer Stundad@awvurde der Lauf ein zweites Mal pro
Tag wiederholt.

3.1.1.4 Auswertung Validierung

Fur die Quantifizierung der gemessenen Analyte eu@ Hohe der Peaks verwendet und
auf die Hohe des Peaks des internen Standards drezKgrrelationskoeffizienten wurden
Uber lineare Regressionsanalysen bestimmt. ZurdMaling der Methode wurden weitere
Parameter untersucht und mit den Leitlinien @&sical and Laboratory Standards Institute
(CLSI (1992), friher NCCLS) beurteilt. Diese Paréendoeinhalteten Linearitat, Prazision,
Genauigkeit, Wiederfindung, Quantifizierungsgrendgchweisgrenze und Interferenzen.

Linearitat wurde in einem Bereich von 10 bis 10@0m bestimmt. Die Prazision innerhalb
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eines Laufs, zwischen den zwei Laufen pro Tag umischen den funf Validierungstagen
wurde als Qualitatsparameter der Methode verwendet. Genauigkeit wurde Uber die
Wiederfindungsrate durch Messung von Aripiprazot omd ohne Extraktionssaule erfasst.
Die Quantifizierungsgrenze wurde bei einer Pramisiier analysierten Konzentration von
mindestens 15 % akzeptiert, und die Nachweisgreveredefiniert als ein Signal-Rausch-
Verhaltnis >3. Weiterhin wurde die Stabilitat von@#prazol tber 20 Wochen bei —20 °C und

Uber 17 Tage bei Raumtemperatur jeweils bei Ligidskion und im Dunkeln untersucht.

3.1.2 Ergebnisse Validierung

Die beschriebene Methode ermdglichte die Analyse Aopiprazol und Dehydroaripiprazol
mit einer Retentionszeit von 17,8 bzw. 16,0 minennalb von 25 min. Die Serumproben
wurden durch die vorgeschaltete Extraktionssdulsreathend von Matrixbestandteilen
gereinigt und die Analyte sowie der interne Stadd@erphenazin wurden gut voneinander
getrennt.

Die Methode war im Bereich von 10 bis 1000 ng/minear mit einem
Korrelationskoeffizienten von Rz > 0,998 fur Aripzol und mit Rz > 0,999 fur
Dehydroaripiprazol.

Bei Aripiprazol enthaltenen Qualitatskontrollprobemt 50, 250 und 400 ng/ml wurden bei
der Auswertung der Gesamtprazision Werte von 122 {SD), 101 = 8 und 98 + 9 % der
Sollwerte erreicht. Die Prazision innerhalb einesufies lag fur die drei angegebenen
Konzentrationen bei 9,1, 8,1 und 7,8 %, zwischeriavufen bei 8,0, 3,4 und 4,8 % und
zwischen den funf Tagen bei 7,0, 3,0 und 4,7 %.

Die Genauigkeit, gemessen mittels Wiederfindung wmitl ohne Extraktionsséaule, lag bei
111,5 % fur 50 ng/ml, bei 94,7 % fur 200 ng/ml e 94,8 % fir 1000 ng/ml.

Die Quantifizierungsgrenze wurde mit 50 ng/ml Api@izol definiert. Bei dieser
Konzentration lag die Prazision tber 20 Messunge199,7 %.

Ein Signal zu Rausch Verhéltnis > 3 und somit diaciNveisgrenze wurde bei einer
Konzentration vore 10 ng/ml fir beide Substanzen erreicht.

Uberprifung der Stabilitat von Aripiprazol ergakiniee Verluste bei —20C bei Messungen
nach 2, 3, 4, 5, 7, 12, 18 und 20 Wochen. Der Endwach 20 Wochen lag bei einer
Konzentration von 50 ng/ml bei 100,0 % verglicheit dem Wert in Woche 0, bei einer
Konzentration von 200 ng/ml bei 97,3 % und bei eidenzentration von 400 ng/ml bei
98,6 %. Bei Raumtemperatur ergaben sich ebenfallsekVerluste von Aripiprazol. Werte
von 100,5 %, 101,3 %, 97,4 %, 98,5 % und 109,0 Phichtexposition und Werte von 100,2
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%, 118,0 %, 101,2 %, 94,8 % und 107,7 % bei LaggromDunkeln wurden nach 1, 3, 7, 14
und 17 Tagen gemessen.

Die nachtragliche Uberprifung der Konzentration desr Validierung eingesetzten
Tablettenextrakts von Aripiprazol mit Reinsubstargab folgende Werte: Die eingesetzte
Tablettenldsung von 50 ng/ml entsprach 98,4 % dandvbstanz, 250 ng/ml 96,1 %, 500
ng/ml 97,6 % und 1000 ng/ml 99,4 %.

Anwendung dieser Methode auf 46 andere psychotropedikamente, die
medikamentenfreiem Plasma zugesetzt waren, ergaks &eboxetin, Pipamperon und
Desmethylclozapin dhnliche Retentionszeiten zeigienAripiprazol (Tabelle 3.1).

Zur Uberprifung der Anwendbarkeit auf Serumproben Patienten, die mit Aripiprazol
behandelt werden, wurden 520 Proben von 283 Patigggmessen. Die Ergebnisse sind im
Kapitel 3.2 ,Anwendung der Nachweismethode von Kuigzol fir Therapeutisches Drug

Monitoring“ dargestellt.

Tabelle 3.1:Liste der getesteten moglichen Interferenzen

Substanz Retentions- Konzentration Peak Hohe
zeit (min) (ng/mL) (mAU/100ng)
Diazepam 9,77 1000 0,39
Sulpirid 13,46 1210 3,88
9-Hydroxyrisperidon 14,10 2000 0,26
Clozapin 15,48 750 1,28
Amisulpirid 16,06 500 1,22
Risperidon 16,31 1000 0,52
Reboxetin 17,04 400 0,37
Aripriprazol 17,61 500 0,98
Pipamperon 17,80 400 0,66
Norclozapin 18,03 500 1,45
Fluvoxamin 18,15 100 2,13
Perphenazin 19,05 615 0,82
Donepezil 21,17 1000 1,19
Norcitalopram 21,32 50 1,01
Citalopram 23,01 100 1,05
Melperon 23,26 1000 0,32
Nordoxepin 23,36 200 1,40
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Tabelle 3.1:(Fortsetzung)

Substanz Retentions- Konzentration Peak HOhe
zeit (min) (ng/mL) (mAU/100ng)

Normaprotilin 23,85 200 0,68
Norfluoxetin 24,17 200 0,31
Paroxetin 24,22 100 0,46
Norperazin 24,56 200 0,28
Perazin 24,56 200 0,24
Doxepin 24,99 200 1,28
Norsertralin 25,35 100 0,83
Sertralin 25,35 100 1,01
Desipramin 25,79 200 0,53
Nortriptylin 26,97 135 0,75
Maprotilin 27,38 200 0,89
Fluoxetin 27,57 200 0,37
Imipramin 28,16 200 0,50
Nortrimipramin 28,23 270 0,27
Amitriptylin 29,18 180 0,54
Trimipramin 29,75 300 0,32
Clomipramin 200 n.d.
Norclomipramin 200 n.d.
Flunitrazepam 1000 n.d.
Haloperidol 105 n.d.
Lorazepam 1000 n.d.
N-Demethylvenlafaxin 100 n.d.
Nitrazepam 1000 n.d.
Nordazepam 1000 n.d.
O-Demethylenlafaxin 200 n.d.
Olanzapin 150 n.d.
Oxazepam 1110 n.d.
Quetiapin 212 n.d.
Temazepam 1000 n.d.
Tianeptin 1000 n.d.
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Tabelle 3.1:(Fortsetzung)

Substanz Retentions- Konzentration Peak Hbhe
zeit (min) (ng/mL) (mAU/100ng)
Venlafaxin 100 n.d.
Ziprasidon 500 n.d.
Zotepin 1050 n.d.

n.d. nicht detektierbar

3.2 Anwendung der Nachweismethode von  Aripiprazol  flr

Therapeutisches Drug Monitoring

Im Zeitraum von Juli 2004 bis Mai 2006 wurde fur328atienten aus Psychiatrischen
Kliniken in Deutschland und der Schweiz, die mitpiprazol behandelt wurden, TDM im

Neurochemische Labor der Klinik fir PsychiatrieNtainz angefordert. Insgesamt wurden
523 eingesandte Blutproben untersucht. Die Patiewsren 17 bis 84 Jahre alt und wurden
chronisch mit Aripiprazol behandelt. 166 (59 %) vbnen waren Manner, das mittlere Alter
lag bei 35,1 (£ 12,2) Jahren. Bei 57 % von ihnen=(r164) war die Diagnose einer
Schizophrenie (F20) nach ICD-10 gestellt wordene nzahl der Blutproben dieser

Patientengruppe lag bei 293. 16 Patienten (6 %@nlitnter einer schizoaffektiven Stérung
(F25), 11 (4 %) unter einer affektiven Stérung (33} und 10 (4 %) unter einer emotional
instabilen Personlichkeitsstérung vom Borderlingg {#760.31). Weitere 18 Patienten (6 %)
waren von verschiedenen anderen psychiatrischeraiileingen betroffen, unter anderem
organischer wahnhafter Stérung (F06.2), anhaltem@mhafter Stérung (F22) oder akuten
vorubergehenden psychotischen Stdrungen (F23). @eiPatienten (18 %) war keine

Diagnose an das Labor mitgeteilt worden.

3.2.1 Pharmakokinetische Parameter
Spiegel — Dosis Korrelation
Die Auswertung aller 523 Serumproben ergab eingnif¢tanten Zusammenhang zwischen
der taglichen Dosis von Aripiprazol und den gemesseSpiegeln. Bei Betrachtung der
Konzentrationen von Aripiprazol und der Dosis kanrdin Korrelationskoeffizient von

r = 0,419 mit p< 0,01 berechnet werden. Konzentrationen von Delaygiprazol
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korrelierten mit der taglichen Dosis mit r = 0,3%p < 0,01) und die Summe aus

Muttersubstanz und Metabolit mit der Dosis mit®,482 (p< 0,01) (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Serumkonzentrationen von Aripiprazol (A), Dehydipgrazol (B) und der
Summe aus beiden Substanzen (C) bezogen auf dieh&ddosis in Patienten unter
Aripiprazol Behandlung.
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Dehydroaripiprazol

Die Konzentration von Dehydroaripiprazol im Seruen Batienten lag im Mittel bei 40 % der
Konzentration von Aripiprazol. Der interindividuelVariationskoeffizient (C.V.) zwischen
allen Behandelten lag bei 93 %, der intraindivitRi€l.V., berechnet fur 73 Patienten, deren
Blut zwei- bis neunmal zur Spiegelbestimmung in #&urochemische Labor geschickt
worden war, jedoch nur bei 26 %.

CYP3A4 und CYP2D6 beeinflussende Komedikamente

Um zu untersuchen, inwieweit Komedikamente, die Mrgiprazol abbauenden Enzyme
CYP3A4 und CYP2D6 beeinflussen, die Serumspiegegingern, wurden Konzentration zu
Dosis Verhdltnisse (K/D) bestimmt. Die mittleren Meéebei Patienten, die keine CYP3A4
und CYP2D6 beeinflussenden Medikamente erhieltag, bei 11,4 + 7,3 ng/ml/mg flr
Aripiprazol und bei 4,0 £ 4,0 ng/ml/mg fir Dehydripgprazol. EIf Patienten wurden mit dem
Betablocker Metoprolol, einem Inhibitor von CYP2Dbé&handelt; diese hatten einen 40 %
hoheren K/D — Wert fur Aripiprazol (g 0,05) und einen um 56 % erhdhten Wert fur den
aktiven Metaboliten. Zwei Patienten erhielten in nkedikation das Antidepressivum
Fluvoxamin, welches Inhibitor von CYP1A2, CYP2C9YR2C19 und CYP3A4 ist. K/D —
Werte dieser Patienten lagen um 51 % hoher fur ipnagol und um 120 % fir
Dehydroaripiprazol verglichen mit Patienten mit eaimflussten Leberenzymen. Auch das
Antidepressivum Fluoxetin, Inhibitor von CYP2D6 ugdringfigig von CYP3A4, das bel
drei Patienten komediziert wurde, fuhrte zu eirecHten Erhdhung der Aripiprazolspiegel
um 18 % und zu einer Abnahme der Dehydroaripipsgeetel von 30 %.

Bei Patienten (n = 3), die mit Paroxetin, einemibitor von CYP2D6, komediziert wurden,
fand sich keine Veradnderung gegenitber den Ausgargmw fir den Aripiprazolspiegel.
Carbamazepin, das als Antiepileptikum und Stimmstagslisierer eingesetzt wird und die
Enzyme CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 und CYP3A4 induzietniedrigte bei sechs
Patienten die K/D — Werte von Aripiprazol um 36 Bafte aber keinen signifikanten Einfluss
auf Spiegel von Dehydroaripiprazol (Tabelle 3.2).

3.2.2 Pharmakodynamische Parameter

Pharmakodynamische Parameter wurden nur fur dies@éiéizophrenen Patienten, die in diese
Studie eingeschlossen waren, ausgewertet, um digéamst homogene Gruppe zu erhalten.
Dies waren 109 Manner und 55 Frauen im Alter vonbi966 Jahren (Mittelwert 33,8 *

10,8). 96 % der Patienten waren auf der CGI Skalalén Schweregrad der Erkrankung mit
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einem Wert > 4 und somit als deutlich krank von demandelnden Arzten eingeschatzt
worden. Fur alle Patienten ergab sich ein mittléigrt von 6,0 (schwer krank) fur den

Schweregrad der Erkrankung.

Serumspiegel

Patienten wurden mit einer taglichen Dosis Aripgmlaim Bereich von 7,5 bis 60 mg/d
(Median 15, Mittelwert 19,8 + 8,2 mg/d) behanddliabei waren die am haufigsten
eingesetzten Dosen 15 und 30 mg/d (43,3 und 26,2Hi&yaus resultierte ein mittlerer
Aripiprazol Spiegel von 214 + 140 ng/ml (25. bis Perzentil 124 — 286 ng/ml; Median 179
ng/ml; Bereich 0 — 869 ng/ml) und ein mittlerer Pdtoaripiprazol Spiegel von 78 + 59
ng/ml (25. bis 75. Perzentil 39 — 97 ng/ml; Med&ng/ml; Bereich 5 — 326 ng/ml). Fur die
Summe aus beiden aktiven Substanzen errechneteisidfittelwert von 292 + 172 ng/mi

(25. bis 75. Perzentil 174 — 375 ng/ml; Median 2§4nl; Bereich 15 — 1031 ng/ml).

Komedikamente

73 % der schizophrenen Patienten erhielten aul3pipfaizol jeweils ein bis sieben weitere
Medikamente. 54 % von ihnen wurden mit einem odeeizweiteren Antipsychotika
behandelt, wobei die atypischen Antipsychotika @ma (19,4 %), Olanzapin (18,5 %),
Amisulprid (13,9 %) und Quetiapin (13,9 %) am hgsfen komediziert wurden. Typische
Antipsychotika, wie Chlorprothixen (7,4 %), Pipampe (6,5 %), Melperon (3,4 %) oder
Haloperidol (1,9 %) wurden seltener mit Aripiprazébmbiniert. Ebenso kam die
Kombination mit den neueren atypischen Antipsydtao®isperidon (6,5 %) und Ziprasidon
(1,9 %) bei den wenigsten Patienten vor. 18 % deizephrenen Patienten wurden zusatzlich
mit Antidepressiva behandelt, 21 % erhielten Beraz&pine, 8 % Stimmungsstabilisierer,

7 % weitere psychoaktive Medikamente, sowie 18 éhtr NS-wirksame Medikamente.

Therapieeffekt

74 schizophrene Patienten erhielten nur Aripipraslantipsychotische Therapie. Fiur diese
Gruppe wurde im Mittel ein CGI Item 2 Wert von 218d somit ein mafiger Therapieeffekt
berechnet. Die Behandlung mit Aripiprazol war vaenddehandelnden Arzten bei 60 % der
Patienten mit sehr gutem oder maRigem Therapigelfelrteilt worden. Das 25. bis 75.
Perzentil ihrer Serumspiegel lag im Bereich von b&1286 ng/ml fir Aripiprazol und von
173 bis 367 ng/ml fur die Summe aus Muttersubstamt Metabolit. Unter der Annahme,

dass Patienten mit sehr gutem oder maRigem Thefégkeals Responder definiert wurden,
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lag der Anteil an Therapierespondern bei 68 % ddreRten, wenn Aripiprazolspiegel im
Bereich von 150 bis 300 ng/ml lag. Die Anzahl dessponder mit einem Spiegel unterhalb
oder oberhalb dieses Bereichs war geringer miGiiuvo bzw. 50 %. Fur Dehydroaripiprazol

und die Summe beider aktiver Substanzen wurdedesiartiger Zusammenhang gefunden.

Nebenwirkungen

Bei 24 der 74 mit Aripiprazol monotherapierten Paten (32 %) wurden Nebenwirkungen
beobachtet. Innere Unruhe (8 %), Schlafrigkeit uBeédierung (7 %) und EPS-
Nebenwirkungen (7 %) waren haufige NebenwirkungeBeltener wurde Uber
gastrointestinale Storungen (3 %), kardiovaskul@térungen (3 %), Hauterscheinungen
(1 %), Akkomodationsstorungen (1 %) und urogenigtirungen (1 %) berichtet.
Aripiprazol-Serumspiegel von Patienten, die keiderdeichte Nebenwirkungen hatten und
mit O oder 1 auf der UKU Skala bewertet wurdenetagn Bereich des 25. und 75. Perzentils
von 110 bis 249 ng/ml (Mittelwert 194 + 125 ng/Bereich 10 — 598 ng/ml). Serumspiegel
von Dehydroaripiprazol lagen zwischen 43 und 100nh@25. bis 75. Perzentil; Mittelwert
80 + 56 ng/ml; Bereich 5 — 246 ng/ml) und fir dien8ne zwischen 166 und 353 ng/ml (25.
bis 75. Perzentil; Mittelwert 275 £ 173 ng/ml; Biete 15 — 844 ng/ml). Patienten, bei denen
die Schwere ihrer Nebenwirkungen mit mittel odenveer (UKU 2 und 3) angegeben war,
hatten hohere Serumspiegel. Fur Aripiprazol lagesedzwischen 210 und 335 ng/ml (25. bis
75. Perzentil; Mittelwert 292 + 151 ng/ml; Berei@h — 535 ng/ml), fir Dehydroaripiprazol
zwischen 64 und 80 ng/ml (25. bis 75. Perzentiltdlivert 84 + 35 ng/ml; Bereich 61 — 144
ng/ml) und fur die Summe zwischen 245 und 375 n@a%l bis 75. Perzentil; Mittelwert 364
+ 198 ng/ml; Bereich 156 — 679 ng/ml).
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Tabelle 3.2: Demographische DaterClinical Global Impressions (CGI) Werte, tagliche
Dosen und Serumkonzentrationen von Aripiprazol seidem aktiven Metaboliten ohne und
mit Komedikamenten von Patienten unter BehandluitgAnpiprazol.

Anzahl der Patienten (total), n 283
schizophrene Patienten, n 164

Anzahl der Proben (total), n 523
schizophrene Patienten, n 293

Anzahl der schizophrenen Patienten unter Arizipira

Monotherapie, n 75

Geschlecht, n
Manner 109
Frauen 55

Alter, Mittelwert (Bereich), Jahre 33,8 (19-66)

CGl Item 1 (Schweregrad der Erkrankung)
aller schizophrener Patienten 6,0
mit Aripiprazol Monotherapie 5,9

CGl Item 2 (Therapieeffekt)
aller schizophrener Patienten 2,4
mit Aripiprazol Monotherapie 2,2

Aripiprazol Dosis, Mittelwert (Bereich), mg/d 19(3,5-60,0)

Serumspiegel, Mittelwert (25. — 75. Perzentil),

ng/ml
Aripiprazol 214 (124-286)
Dehydroaripiprazol 78 (39-97)
Summe 292 (174-375)

Dehydroaripiprazol zu Aripiprazol Konzentration,

Mittelwert (Bereich), % 40,2 (2,2-533,3)
intraindividueller C.V. % 26,2
interindividueller C.V. % 92,9

Konzentration zu Dosis Verhaltnisse (K/D), ng/mljmgne und mit Komedikation

Aripiprazol
ohne Komedikation (n) 11,4 +£7,3(221)
mit Komedikation von

Metoprolol (n) 16,0 + 7,3 (11) p<0,05
Fluvoxamin (n) 175+1,3(2)
Fluoxetin (n) 13,5+1,4(3)
Paroxetin (n) 11,4+51(3)
Carbamazepin (n) 7,4+ 3,3 (6)

Dehydroaripiprazol
ohne Komedikation (n) 4,0 +4,0 (186)
mit Komedikation von

Metoprolol (n) 6,3+5,3(9)
Fluvoxamin (n) 8,8+3,1(2)
Fluoxetin (n) 28+1,7(2)
Paroxetin (n) 8,1+7,8(3)
Carbamazepin (n) 4,0+5,2 (6)

Aripiprazol plus Dehydroaripiprazol
ohne Komedikation (n) 15,6 £ 10,2 (186)
mit Komedikation von

Metoprolol (n) 20,7+ 8,1(9)
Fluvoxamin (n) 26,3+ 1,7(2)
Fluoxetin (n) 159+ 3,4(2)
Paroxetin (n) 19,5+ 10,8 (3)
Carbamazepin (n) 11,4+ 7,8(6)
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3.3 Tierexperimentelle Kinetikuntersuchungen

Therapeutisches Drug Monitoring ist auf die Messwpng Arzneistoffkonzentrationen im
Blut der Patienten limitiert. FUr eine Beurteiludgr Konzentrationen von Antipsychotika in
ihrem Wirkkompartiment, dem Gehirn, und eines nd@wh Einflusses von P-gp auf die
Verteilung in dieses Kompartiment, wurden Konzemreen der in dieser Arbeit
untersuchten Arzneistoffe im Blut, Gehirn und deatzZzMon WT und mdrla(-/-, -/-) Mausen
(n =5 je Genotyp und Dosis ) gemessen (Tabell@n334 und 3.5).

Amisulprid

Beim Vergleich der Gehirnkonzentrationen von Anysid zwischen mdrla/lb(-/-, -/-) und

WT Mausen nach i.p. Gabe von 30 mg/kg konnten fkgmte Unterschiede beobachtet
werden (p< 0,01). Die Spiegel im Gehirn der P-gp defizienkd#ause erreichten nach 1 h

einen Wert von ca. 8000 ng/ml und wurden Uber @i geringer. Im Gehirn von WT Tieren

konnte nach der Injektion zu keinem Zeitpunkt emessbare Konzentration von Amisulprid
nachgewiesen werden.

Die AUC im Gehirn der mdrla/l1b(-/-, -/-) Mause gesen im Zeitraum 1 h bis 24 h erreichte
einen Absolutwert von 10361 ng/ml.

Serumkonzentrationen von Amisulprid lagen im Mitiel den P-gp Doppelknockout M&usen
zweifach hoher als bei WT Tieren.

Konzentrationen von Amisulprid in der Milz der WTause waren nur in den ersten 3 h
messbar, in mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen hingegerzbi&4 h nach Injektion. Dabei lag der Wert
der WT Tiere 1 h nach Injektion deutlich hoher ialslen P-gp defizienten Tieren, nach 3 h
Uberstieg die Konzentration in den P-gp DoppelkoottMausen den Spiegel der WT Tiere
6,6-fach (p< 0,01). Die AUC beider Genotypen war ahnlich mit%lin mdrla/1b(-/-, -/-)

Mausen in Bezug auf den Wert der WT Tiere.
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Abbildung 3.2: Mittelwerte £ SEM der Konzentrationen von Amisutpin Serum (ng/ml)
und Gehirn (ng/g) von WT (durchgezogene Linie) amtt1la/1b(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte
Linie) nach i.p. Injektion von 30 mg/kg Amisulpritip < 0,05 zwischen Konzentrationen der
Genotypen nach zweiseitigem t-Test.

Aripiprazol und Dehydroaripiprazol

Nach i.p. Injektion von 10 mg/kg Aripiprazol wurdesignifikant unterschiedliche
Gehirnkonzentrationen von Aripiprazol und Dehydneigrazol zwischen WT und
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen zu verschiedenen Zeitpemk gemessen. Die
Gehirnkonzentrationen von Aripiprazol waren ca.rfageh héher in den P-gp defizienten
Mausen verglichen mit WT Tieren 3 h bis 9 h nagh injektion (p< 0,01). 1 h nach Gabe
war der Spiegel im Gehirn 1,9-fach héhek(f,05), nach 24 h jedoch 17,7-fach<p,01).
Dehydroaripiprazol wurde in den Mausen nach i.pekiiion der Muttersubstanz gebildet.
Dabei erhohte sich diese Konzentration mit der ZeiSerum und Gehirn bis zu einem
Maximum bei 9 h nach Gabe von Aripiprazol und lagdeesem Zeitpunkt um 5,0-fach héher
in P-gp defizienten Tieren als in WT Mausen. 1 kehnénjektion lag der Spiegel in den
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen im Gehirn um 3,4-fach é&bhund 24 h nach Gabe der
Muttersubstanz 12,3-fach héher (3 h bis 24 1,0001).

Die AUC von Aripiprazol gemessen im Gehirn der PQpppelknockout Mause betrug
402 % verglichen mit der AUC bei WT Tieren; die @&medkonzentration an
Dehydroaripiprazol im Gehirn von mdrla/lb(-/-, ¥ausen lag bei 595 % bezogen auf den
Wert der WT Mause.

Serumspiegel beider Substanzen waren ca. ein-weffach héher in den P-gp defizienten
Tieren. Dabei lag dieser Werte 1 h nach Injektien8 fur Aripiprazol bzw. bei 0,9 fur den
Metaboliten und vergrol3erte sich Gber die Zeitanik11,7 bzw. 3,3.

Konzentrationen von Aripiprazol in der Milz untelngeden sich in den ersten 9 h kaum
zwischen den Genotypen, 24 h nach Injektion Gkegsder Spiegel in den mdrla/lb(-/-, -/-)
Mausen die Konzentration der WT Tiere 17,6-fach {p0,05). Konzentrationen von

Dehydroaripiprazol in der Milz waren 3 h und 6 hcimalnjektion in beiden Gruppen
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vergleichbar. 1 h nach Aripiprazolgabe lag die Kemtration des Metaboliten in der Milz der
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen 40 % niedriger als in Wi€ren. Nach 9 h lberstieg sie ihn 1,4-
fach (p < 0,05). Uber den gesamten Zeitraum betrachtet iag AUC der mdrla/lb
(-/-, -I-) Mause fur Aripiprazol bei 96 %, fur Dethyaripiprazol bei 144 %.
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Abbildung 3.3: Mittelwerte + SEM der Konzentrationen von AripipchZobere Abbildung)
und Dehydroaripiprazol (untere Abbildung) in Sergng/ml) und Gehirn (ng/g) von WT
(durchgezogene Linie) und mdrla/lb(-/-, -/-) Mauggestrichelte Linie) nach i.p. Injektion
von 10 mg/kg Aripiprazol.* p < 0,05 zwischen Konzentrationen der Genotypen nach
zweiseitigem t-Test.

Clozapin und N-Desmethylclozapin

Gehirnkonzentrationen von Clozapin in mdrla/lb(-/-) Mausen, die mit 10 mg/kg
behandelt wurden, lagen in den ersten 3 h nachnijgktion niedriger als bei WT Mausen,
stiegen aber zu einem Zeitpunkt von 9 h nach Antipstikagabe auf eine 4,3-fach hohere
Konzentration an. Die AUC der P-gp defizienten M&leg somit bei 97 % verglichen mit
WT Tieren.

Die Konzentration des Metaboliten N-Desmethylcloagpder nach i.p. Injektion von
Clozapin gebildet wurde, lag im Mittel 8,8-fach ledln mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen verglichen
mit WT Tieren (p< 0,01). Nach 9 h war der Quotient zwischen den Ggem mit 15,9 am
grofiten.

Die AUC von N-Desmethylclozapin in mdrla/lb(-/-)-Mausen war mit einem Wert von
1104 % deutlich hoher als die AUC der WT Mause.
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Serumspiegel lagen fur Clozapin um 1,8-fach hdhneden P-gp defizienten Tieren. Fir
seinen Metaboliten lagen sie um 1,3-fach innerkdalbersten 3 h hdéher und waren nach 24 h
mit einem Faktor von 9,4 am hochsten.

Konzentrationen in der Milz lagen innerhalb dertems3 h bei beiden Substanzen bei den
mdrla/lb(-/-, -/-) M&usen niedriger als bei den W&ren, nach 6 h und 9 h hingegen héher.
Im Mittel war der Spiegel von Clozapin in der Miei P-gp defizienten Mausen um den
Faktor 1,3 hoher, von N-Desmethylclozapin um 1,ie BUC betrug 56 % bzw. 119 % in
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen verglichen mit WT Tieren.
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Abbildung 3.4: Mittelwerte £+ SEM der Konzentrationen von Clozagabere Abbildung)
und N-Desmethylclozapin (untere Abbildung) in Ser(mg/ml) und Gehirn (ng/g) von WT
(durchgezogene Linie) und mdrla/lb(-/-, -/-) Mauggestrichelte Linie) nach i.p. Injektion
von 10 mg/kg Clozapin* p < 0,05 zwischen Konzentrationen der Genotypen nach
zweiseitigem t-Test.

Haloperidol

Gehirnkonzentrationen von Haloperidol in mdrla/tb(-/-) und WT Mausen, die mit 3
mg/kg behandelt waren, unterschieden sich nichevamder Uber den gesamten Zeitraum
von 24 h.

Auch die AUC im Gehirn der P-gp Doppelknockout €ievar mit der Gesamtkonzentration
im Gehirn der WT Mause vergleichbar; der Wert lag3y %.

Serumkonzentrationen waren hingegen in mdrla/lb{-}- Mausen mit 0,5 bis 0,8-fachen
Werten signifikant niedriger als in WT Tieren (1% 0,05; 3 h bis 9 h, § 0,01).
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Auch Konzentrationen in der Milz lagen um den Fak@5 innerhalb der ersten 9 h
signifikant niedriger in P-gp defizienten Mausen<®,01). Die AUC in diesen Tieren lag
verglichen mit WT Mausen bei 48 %.
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Abbildung 3.5: Mittelwerte + SEM der Konzentrationen von Halopetith Serum (ng/ml)
und Gehirn (ng/g) von WT (durchgezogene Linie) umdtla/1b(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte
Linie) nach i.p. Injektion von 3 mg/kg Haloperidélp < 0,05 zwischen Konzentrationen der
Genotypen nach zweiseitigem t-Test.

Olanzapin

Gehirnspiegel von Olanzapin in mdrla/lb(-/-, -/-uMen, die mit 2 mg/kg behandelt waren,
lagen nach 1 h und 6 h (p 0,01) sowie nach 9 h (g 0,05) signifikant hoher als
Konzentrationen der Substanz im Gehirn von WT Tie®e unterschieden sich im Mittel
jedoch nur um einen Faktor von 1,4.

Auch die AUC im Gehirn der P-gp defizienten Mauag hur bei 93 % verglichen mit dem
Wert der WT Tiere.

Serumspiegel von Olanzapin in P-gp Doppelknockodtusén erreichten im Mittel einen
Faktor von 0,8 verglichen mit WT Mausen.

Ebenso verhielten sich Konzentrationen von mdrXallb/-) Mausen in der Milz, sie lagen
im Mittel um den Faktor 0,7 niedriger als bei WTemgn. Innerhalb der ersten 3 h waren sie
deutlich niedriger (3 h, g 0,01), nach 6 h und 9 h jedoch relativ &hnlich eniem mittleren
Faktor von 1,2 zwischen den Genotypen. Die AUCmdérla/1b(-/-, -/-) Mause lag mit 64 %
deutlich unter dem Wert der WT Tiere.
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Abbildung 3.6: Mittelwerte + SEM der Konzentrationen von OlanzapinSerum (ng/ml)
und Gehirn (ng/g) von WT (durchgezogene Linie) amtt1a/1b(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte
Linie) nach i.p. Injektion von 2 mg/kg Olanzapinp < 0,05 zwischen Konzentrationen der
Genotypen nach zweiseitigem t-Test.

Quetiapin

Gehirnspiegel von Quetiapin nach i.p. Injektion \B8hmg/kg waren bei WT Mausen nur fir
die ersten 3 h messbar. In dieser Zeit lagen diar@spiegel von mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen
1,9-fach hoher. In diesem Genotyp waren Quetiapin&ntrationen bis zu 9 h nachweisbar.
Die AUC im Gehirn der P-gp Doppelknockout Mauseringtl69 % von der Konzentration,
die in WT Tieren gemessen wurde.

Serumspiegel lagen um 1,6-fach innerhalb der er8ténhther bei den mdrla/lb(-/-, -/-)
Mausen verglichen mit WT Tieren.

Quetiapinkonzentrationen waren in der Milz von Pegfizienten Tieren fir die ersten 9 h
messbar, bei WT Mausen fur die ersten 6 h. In dieZeitraum lagen die Spiegel der
mdrla/lb(-/-, -/-) Mause mit einem mittleren Fakton 3,3 deutlich héher. Auch die AUC in
diesem Genotyp Uberstieg die der WT Tiere mit eilféent von 250 % deutlich.
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Abbildung 3.7: Mittelwerte + SEM der Konzentrationen von QuetiapirSerum (ng/ml) und
Gehirn (ng/g) von WT (durchgezogene Linie) und nadth(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte
Linie) nach i.p. Injektion von 30 mg/kg Quetiapinp < 0,05 zwischen Konzentrationen der
Genotypen nach zweiseitigem t-Test.
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Risperidon und 9-Hydroxyrisperidon

Nach i.p. Injektion von 3 mg/kg Risperidon unteisden sich die Spiegel der Muttersubstanz
und des gebildeten aktiven Metaboliten 9-Hydroxersdon in Serum und Gehirn von
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen signifikant von Konzetivaen, die in WT Tieren gemessen
wurden. Die Risperidonspiegel gemessen im Gehim Rap defizienten Tieren 10,4-fach
nach 1 h (p< 0,05) bis 2,3-fach nach 24 h héher (3 h bis 60p01; 24 h, < 0,05).
Konzentrationen von 9-Hydroxyrisperidon waren ierén ohne P-gp 8,1-fach nach 1 h(p
0,05) bis zu einem Maximum von 20,6-fach nach ®hehn verglichen mit WT Mausen (3 h
bis 6 h, p< 0,01; 24 h, px 0,05).

Die Konzentration der Summe aus beiden aktiven tdaben war im Gehirn der mdrla/lb
(-/-, -I-) Mause 9,5-fach (1 h) bis 16,4-fach (9enhoht (1 h, < 0,05; 3 h bis 6 h, g 0,01;
24 h, p< 0,05).

Die AUC lag in P-gp Doppelknockout Mausen fur Risgen 705 %, fur 9-
Hydroxyrisperidon 1626 % und fur die Summe ausd@eit?61 % hoher als in WT Mausen.
Serum Spiegel von mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen lagén Risperidon Uber den gesamten
Zeitraum im Mittel um 1,8-fach hoher als bei WT fEie. Das Verhéltnis der Konzentrationen
von 9-Hydroxyrisperidon im Serum war bei beiden @gpen zu den ersten beiden
Messzeitpunkten gleich. Dann erhohte sich die Skomzentration der P-gp defizienten
Tiere bis zu einem Maximum von 19,2-fach erhdhteertdh 24 h nach Injektion verglichen
mit WT Mausen (< 0,05).

Konzentrationen in der Milz lagen fir Risperidomenhalb der ersten 3 h und fur den
Metaboliten innerhalb der ersten 9 h mit jeweilseen mittleren Faktor von 0,6 deutlich
niedriger bei mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen (beide Sabzen 1 h bis 3 h, $0,01). Der Quotient
erhodhte sich bei 9-Hydroxyrisperidon zwischen degpFDoppelknockout Mausen und den
WT Mausen nach 24 h auf 9,7.

Die AUC in der Milz von mdrla/1b(-/-, -/-) Mausergab fir Risperidon einen Wert von 56
% und fur 9-Hydroxyrisperidon einen Wert von 72 gzbgen auf die WT Tiere.

Ergebnisse 69



250 4 800 -

% S 700 | I
2 200 2 600 |
~ \
S 150 § 500 *\
8 © 400 - AN
£ 100 S 300 4 \
*
S o N 200 - kN .
2 2 1001 -~ *
S 0 ‘ ‘ ‘ £ ol F—= 3 --F-_-4
o 1h 3h 6h 9h 24h 1h 3h 6h 9h 24h
~ 250 - 800 -
E D 700 -
4 (=)
2 200 2 600 .
5 150 A 5 500 4 5 - *
8 8 4004 * 7 TT=E_
§ 1001 w0 E7 I
s & 200 -~
g 0 2 100 Y
£ € i
2 0 £ 0 88— g5 35
2 1h 3h 6h 9h 24h

Abbildung 3.8: Mittelwerte + SEM der Konzentrationen von Rispernid@bere Abbildung)
und 9-Hydroxyrisperidon (untere Abbildung) in Sergng/ml) und Gehirn (ng/g) von WT
(durchgezogene Linie) und mdrla/lb(-/-, -/-) Mauggestrichelte Linie) nach i.p. Injektion
von 3 mg/kg Risperidon* p < 0,05 zwischen Konzentrationen der Genotypen nach
zweiseitigem t-Test.

Domperidon

Konzentrationen von Domperidon im Gehirn der Massegen nach i.p. Injektion von 50
mg/kg erst nach 3 h bei den mdrla/lb(-/-, -/-) Mdwsnd nach 6 h bei den WT Tieren auf
messbare Werte an (3 hg,01). Danach verhielten sie sich bei beiden Ggrast ahnlich.

In P-gp Doppelknockout Mausen war jedoch nach Z¥¢h ein dreifach hoherer Wert im
Vergleich zu WT Méausen zu beobachten.

Die AUC lag mit 157 % bei P-gp defizienten Tiereautlich héher als bei Mausen mit
funktionellem P-gp.

Serumspiegel der mdrla/lb(-/-, -/-) Mause unteextdn sich insbesondere 3 h nach i.p.
Injektion mit einem Faktor von 2,1 von den Wertar WT Tiere (p< 0,05). Diese Spiegel
lagen aber im Mittel mit einem Quotienten von hyZhnlichen Bereichen.

Konzentrationen von Domperidon in der Milz schwamktiber die Zeit mit einem Minimum
nach 6 h und einem Maximum nach 9 h. Dieser Verlaaf bei beiden Genotypen
vergleichbar.

Die AUC in diesem Gewebe war ebenfalls mit einemtWen 93 % in den mdrla/lb(-/-, -/-)

Mausen im Vergleich zu den WT Tieren ahnlich.
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Abbildung 3.9: Mittelwerte + SEM der Konzentrationen von Domperida Serum (ng/ml)
und Gehirn (ng/g) von WT (durchgezogene Linie) amtt1a/1b(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte
Linie) nach i.p. Injektion von 50 mg/kg Domperiddnp < 0,05 zwischen Konzentrationen

der Genotypen nach zweiseitigem t-Test.
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Tabelle 3.3 Hirn £ SEM, Serum = SEM und Milz £+ SEM Konzentmaten von mdrla/lt-/-, -/-) (KO) (n = 5) und FVB Wil-Typ (WT) Méauser

(n =5) zu 5 Zeitpunkten nach i.p. Injektion.

Arzneistoff  nach i.p. Hirn (ng/qg) Serum (ng/ml) Milz (ng/g)
(mgkg)  Injektion KO wT KO wT KO wT
Amisulprid 1h 7.968 £ 505** 0+0 2.332+ 107 1.235 + 474 565 + 83 3.597 + 1508
30 mg/kg 3h 444 + 34** 0+0 96 + 19 51 +13 716 +103** 109 +46

6h 57 + 3** 0+£0 9+3 4 £2 39 +18 00
9h 0+0 0+£0 3x0 20 00 00
24h 148 + 17** 0+0 17 + 1** 00 142 + 29** 0+0
Aripiprazol 1h 8.479 £ 536* 4.470 + 1088 1.392 + 98 1.792 +280 17.745 +6.477 15.637 +2.714
10 mg/kg 3h 5.511 + 729** 1.644 + 209 773+ 110 713 +58 4750 +365  5.436 +515
6h 3.928 + 219** 1.147 + 194 493 + 27** 296 + 33 3.736 £ 175 4.743 £ 272
9h 3.928 + 689** 729+ 118 575 = 89* 204 £ 25 5.917 £1.537 3.464 =707
24h 923 + 54** 52+9 132 + 8** 11 +6 10.528 + 2.642* 597 + 205
Dehydro- 1h 162+ 15 47+11 39+5 42+5 229 +24 363 +71
aripiprazof 3h 342 + 22** 47+ 8 58+4 48+ 4 373 £13 347 + 37
6h 465 + 17** 8917 71+ 2* 54+5 476 +10 529 +30
9h 557 + 58** 111 +13 99 + 6** 58+ 7 843 +111* 466 + 70
24h 280 + 21** 23+ 4 50 + 3** 15+ 3 374 £71 264 +15
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Tabelle 3.3:(Fortsetzunc

Arzneistoff nach i.p. Hirn (ng/g) Serum (ng/ml) Milz (ng/g)
(mg/kg) Injektion KO WT KO WT KO WT
Clozapin 1h 6.334+ 1.070 6.743 + 677 267 + 24** 605 + 77 5.188 + 638** 13.577 + 382
10 mg/kg 3h 1.619 + 165* 2.530+ 199 122 £ 7** 207 +£5 1.768 + 248** 4.111+ 371
6h 308 + 60* 149 + 22 37 + 4% 22+2 488 + 117* 198 + 24
9h 238+ 95 55+ 6 29 + 9* 7+3 190+ 94 787
24h 37+3 28+3 10+£2 5+1 28 + 28 32+3
Desmethyl- 1h 1.034 + 124** 205+ 41 1.305 + 380 807 + 66 4.010 + 432 4.230+ 578
clozapirf 3h 1.899 + 151** 227 £ 58 1.045+ 212 834 + 105 4.001 + 290 4.672 + 263
6h 1.767 + 144* 360 + 61 953+ 75 823+ 29 4.016 + 380*  2.416 + 293
9h 3.501 £ 399** 220+ 13 1.068 + 208* 439 + 38 1781+ 112* 1.119+ 113
24h 324 £ 104* 33+9 127 +91 14+4 177+ 177 49+ 14
Haloperidol 1h 4.302 + 725* 5.492 + 278 161 +13 215+ 18 5.710+1.238** 10.599 + 386
3 mg/kg 3h 2.476 + 251* 3.114 + 206 62 + 5** 128+8 3.053 £ 515** 7.674 + 384
6h 1.721+ 102 1.609 + 77 47 + 3** 66 + 2 1.952+193* 4.596 + 290
9h 745 + 83 550 + 38 18 + 2** 29+2 533 £ 62** 872+ 73
24h 63+ 13 69 + 28 2+0 2+1 154 + 36 125+ 54
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Tabelle 3.3:(Fortsetzunc

Arzneistoff nach i.p. Hirn (ng/g) Serum (ng/ml) Milz (ng/g)
(mg/kg) Injektion KO WT KO WT KO WT
Olanzapin 1h 2.292 + 337* 1.272 + 255 101 + 8** 379+ 26 18.907 £ 1.645 22.927 + 1.800
2 mg/kg 3h 238 + 46** 556 + 23 38+8 30+2 3.217 + 347** 13.003 + 651
6h 277 + 30* 148 + 22 14+1 10+1 3.399+ 744 3.110 + 107
9h 135+ 12** 45+5 4+1 5+1 1.041 + 57 813+ 110
24h 0+ 0** 238 + 46 0+ O* 83+ 17 0+0 30+18
Quetiapin 1h 8.230+1.431 5.893 + 964 655 + 96 785+ 129 6.134+1.209 3.459 + 649
30 mg/kg 3h 751 + 298 308 + 36 87 +32 76 +21 1.360 + 626 375+ 37
6h 132+ 87 00 23+8 77 380 + 232 86+5
Sh 81+ 11* 00 13+2 11+1 106 + 13** 0+0
24h 0+0 0+0 6+6 0+0 0+0 0+0
Risperidon 1h 620 £ 157* 60+6 145 + 28 218 +27 1.926 + 386** 5.367 + 706
3 mg/kg 3h 146 £ 17** 22+4 51+7 48 £5 691 + 83** 1.234+112
6h 55 + 4** 8+1 26 + 2** 10 £2 239+21 288 + 67
9h 37+16 5+1 8+5 31 117+ 77 63+ 24
24h 12 £ 1* 5+0 1+0 0+0 232 19+3
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Tabelle 3.3:(Fortsetzunc

Arzneistoff nach i.p. Hirn (ng/qg) Serum (ng/ml) Milz (ng/g)
(mg/kg) Injektion KO WT KO WT KO WT
9-Hydroxy- 1h 281 + 58* 35+1 117+ 21 116+ 12 1.048 £ 176** 2.653 £ 270
risperidoit 3h 454 + 21** 3312 109+ 12 101+6 1.377 £ 79** 2.647 £ 182
6h 393 + 29** 26+5 103+ 11* 59+ 11 1.241+ 65 1.929 + 285
9h 220 £ 86 11+2 47 = 23 175 458 + 193 751 £ 167
24h 126 + 31* 61 28 £ 8* 1+0 489 + 150* 50+ 29
Domperidon 1h 00 0+0 96 + 14 94 + 31 141.607 £ 30.417 196.220 + 42.812
20 mg/kg 3h 401 + 41** 0+0 97 + 8* 46 + 15 52.247 +14.390** 181.316 + 28.386
6h 276+ 15 289 + 36 38+5 38+3 41.003 +19.565 67.239 + 33.465
9h 247 + 41 193+ 42 18+1 12+ 3 185.490 £ 55.130 133.901 + 38.486
24h 10+4 3+3 7+3 8+3 33.870 £ 13.144 57.349 + 25.674

* p<0.05 verglichen mit korrespondierendem WT Whittels zwei-seitigem ungepaartestest.
** p<0.01 verglichen mit korrespondierendem WT Whaittels zwei-seitigem ungepaartestest
4Bestimmt als Metabolit nach Gabe der Muttersulzs



Tabelle 3.4: Quotienten der mittleren Hirn- und Serumkonzemiren der untersuchten
Substanzen von mdrla/lb(-/-, -/-) (KO) (n = 5) B Wild-Typ (WT) Méause (n = 5) zu
funf Zeitpunkten nach i.p. Injektion.

Arzneistoff nach i.p. Hirn Serum Hirn/ Serum
(mgrkg) Injektion KO/MWT KO/MWT KO/MWT
Amisulprid 1h n.b. 1,9 65,4
30 mg/kg 3h n.b. 1,9 n.b.
6h n.b. 2,3 n.b.
9h n.b. 1,4 n.b.
24h n.b. n.b. n.b.
Aripiprazol 1h 19 0,8 2,5
10 mg/kg 3h 3,4 1,1 3,2
6h 3,4 1,7 2,1
9h 54 2,8 1,2
24h 17,7 11,7 0,7
Dehydro- 1h 3,4 0,9 3,8
aripiprazof 3h 7.2 1,2 6,2
6h 5,2 1,3 4,1
9h 5,0 1,7 3,1
24h 12,3 3,3 3,3
Clozapin 1lh 0,9 0,4 2,2
10 mg/kg 3h 0,6 0,6 1,1
6h 2,1 1,7 1,2
9h 4,3 4,3 n.b.
24h 1,3 2,0 0,8
Desmethyl- 1h 5,0 1,6 6,8
clozapir? 3h 8,4 1,3 6,5
6h 4,9 1,2 4,3
9h 15,9 2,4 6,2
24h 9,9 9,4 0,2
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Tabelle 3.4:(Fortsetzung)

Arzneistoff nach i.p. Hirn Serum Hirn/ Serum
(mg/kg) Injektion KO/WT KO/WT KO/WT
Haloperidol 1h 0,8 0,8 1,0
3 mg/kg 3h 0,8 0,5 1,6
6h 11 0,7 15
9h 1.4 0,6 2,2
24h 0,9 0,8 0,9
Olanzapin 1h 1,8 0,3 7,0
2 mg/kg 3h 0,4 1,3 0,3
6h 1,9 1,3 1,7
9h 3,0 1,0 3,2
24h 0,0. 0,0 n.b.
Quetiapin 1h 14 0,8 1,6
30 mg/kg 3h 2,4 1,2 1,7
6h n.b. 3,3 n.b.
9h n.b. 1,2 n.b.
24h n.b. n.b. n.b.
Risperidon 1h 10,4 0,7 14,5
3 mg/kg 3h 6,6 11 6,1
6h 6,8 2,5 1,8
9h 7,4 2,9 1,8
24h 2,3 1,9 1,5
9-Hydroxy- 1h 8,1 1,0 7,4
risperidof 3h 13,5 1,1 12,8
6h 15,2 1,8 8,2
9h 20,6 2,8 15,5
24h 19,9 19,6 1,6
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Tabelle 3.4:(Fortsetzung)

Arzneistoff nach i.p. Hirn Serum Hirn/ Serum
(mg/kg) Injektion KOMWT KOMT KO/MT
Domperidon 1h n.b. 1,0 n.b.
20 mg/kg 3h n.b. 2,1 n.b.
6h 1,0 1,0 11
9h 1,3 15 1,0
24h 3,0 0,8 n.b.

* p < 0,05 verglichen mit korrespondierendem WT Wertastzweiseitigem t-Test.
** p < 0,01 verglichen mit korrespondierendem WT Wertalstzweiseitigem t-Test
& Bestimmt als Metabolit nach Gabe der Muttersuizsta
n.b. Nicht berechenbar wegen Division durch Null.

Tabelle 3.5: AUC (Area under the Curve) Werte in Hirn, Serum und Milz von
mdrla/lb(-/-, -/-) (KO) (n = 5) und FVB Wild-Typ (W Mausen (n = 5) Uber eine
Zeitspanne von 1 h bis 24 h nach i.p. Injektion.

Hirn Serum Milz
Arzneistoff
KO WT KO WT KO WT
Amisulprid 10.361 0 2.751 1.392 3.535 3.868
Aripiprazol 76.314 18.977 10.962 6.387 76.314 79.109
Dehydroaripiprazol 9.527 1.600 1.665 957 12.988 8.996
Clozapin 13.726  14.219 1.013 1.284 12.459 22.403

Desmethylclozapin  45.015 4.078 17.341 9.334 42.794 35.852

Haloperidol 22.836 23.564 634 1.014 25.145 52.357
Olanzapin 4.933 5.299 278 1.150 46.519 72.302
Quetiapin 11.235 6.663 1.102 1.095 11.627 4.653
9-OH-Risperidon 5.522 340 1.332 706 15.999 22.192
Risperidon 1.570 223 431 398 5.591 10.022
Domperidon 4.133 2.631 664 493 2.318.670 2.486.453
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3.4 Tierexperimentelle Verhaltensuntersuchungen

3.4.1 Vergleich Katalepsie - Rotarod

Der klassische Test auf extrapyramidalmotorischebedwirkungen, insbesondere von
typischen Antipsychotika, ist der Test auf Katalepsei Nagern. Durch einen veranderten
Wirkmechanismus und eine zum Teil geringere dopargm DB-Rezeptor Blockade der
neueren atypischen Antipsychotika wird eventuelin&eKatalepsie bei Nagern mehr
ausgelost, aber es treten dennoch motorische Nétkeimgen bei Patienten auf. Diese
Nebenwirkungen kénnten mit einem sensitiveren xigeementellen Test, wie dem Rotarod,
erkannt werden. Fir die Untersuchung inwieweit étesssung des Laufverhaltens auf dem
Rotarod mit dem klassischen, die dopaminerg&kBzeptor Besetzung widerspiegelnden Test
auf Katalepsie vergleichbar ist, wurden FVB WT Mg&ugn = 6 bis 7 pro Substanz und
Konzentration) unter Behandlung mit Antipsychotilkebeiden Verhaltenstests Uber 12 h
untersucht. Durch die Gabe des GARBAgonisten Diazepam (n = 3 pro Dosis) sollte
Uberprift werden, welchen Einfluss sedierende Edgeaften von Arzneistoffen auf das
Laufverhalten auf dem Rotarod haben.

Die Dauer und der Verlauf des kataleptischen Véehal gemessen mit der Ring Test und
der Bar Test Methode, war bei allen eingesetzterndistoffen vergleichbar, so dass im
Folgenden nur die Ergebnisse des Ring Tests datljestrden.

Die Ergebnisse der MANOVA mit Messwiederholung é&gagnifikante Unterschiede in den
Parametern Behandlung (Faktor 1), Zeit (Faktorrt) deren Interaktion (Faktor 1 * Faktor
2) sowohl auf dem Rotarod (F1uF 102)= 7,246 P=0,000; F2: & 612)= 50,811 P=0,000;
F1*F2: Rioz, 612)= 2,268 P=0,000) als auch bei der UntersuchundKatélepsie (F1: f7, 102)

= 13,721 P=0,000; F2:d-612)= 18,862 P=0,000; F1*F2:¢g, 612)= 7,565 P=0,000). In den
anschlieBenden zweiseitigen t-Tests fur unabhangtgghproben wurden bei Haloperidol,
Risperidon und Aripiprazol dosisabhangige Einsckwagen auf dem Rotarod und im Test

auf Katalepsie gefunden.
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Kontrollen
Mause, die unbehandelt waren (n = 11), zeigten ketaleptisches Verhalten. Auf dem

Rotarod lagen alle Kontrolltiere zu den Untersudszeitpunkten Uber ihrem Kontrollwert

von 100 % und verbesserten sich zu spateren Zditgimoch leicht.
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Abbildung 3.10: Dauer der Katalepsie (Mittelwerte + SEM, Ilinks) unelative
Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mittelwerte + SEBthts) prozentual zum im Training
erreichten Kontrollwert von unbehandelten WT Mausen

Amisulprid
Mit Amisulprid behandelte Mause unterschieden sielder in der Dauer der Katalepsie noch
in ihrer Laufleistung auf dem Rotarod von unbehétedeKontrolltieren bei Dosen von 3, 10

und 30 mg/kg.
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Abbildung 3.11: Dauer der Katalepsie (Mittelwerte + SEM, Ilinks) unelative
Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mittelwerte + SEBthts) prozentual zum im Training
erreichten Kontrollwert auf dem Rotarod (rechtsh W&o'T Mausen nach i.p. Injektion von 3
mg/kg (Quadrat), 10 mg/kg (Dreieck) und 30 mg/kgeik) Amisulprid.
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Aripiprazol

Niedrige Dosen Aripiprazol (1 mg/kg) hatten keiri&influss auf die motorischen Féhigkeiten
der Mause. Unter einer mittleren Dosis von 5 mggkigg die Dauer der Katalepsie bis zu
einem Maximum von 9 £5 s 6 h nach i.p. Injektiaon(2 h, p< 0,05; 8 h bis 12 h, § 0,05).
Bei der hohen Dosis von 10 mg/kg wurden Zeitenlmsreu 22 + 7 s nach 4 h gemessen (2 h
bis 12 h, p< 0,05). Nach 2 h bis 8 h sowie nach 12 h war dieeDder Katalepsie signifikant
unterschiedlich zwischen der niedrigen und der hobesis (Abbildung 3.12). Auf dem
Rotarod zeigten die niedrig behandelten Tiere num Zrsten Zeitpunkt nach 0,5 h eine
signifikant kirzere Laufzeit als unbehandelte Koltnduse (p< 0,01). Mit héheren Dosen
behandelte M&use waren unter 5 mg/kg 0,5 h bisd&ch Injektion beeintrachtigt ¢0,05)
und unter 10 mg/kg 0,5 h bis 4 h sowie 8 h bis tat¢h Behandlung signifikant schlechter (p
< 0,05). Zwischen der niedrigsten und der hdchstesiDwurde zu den Messzeitpunkten 0,5
h, 2 h und 8 h ein signifikanter Unterschied gem(p< 0,05) (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Dauer der Katalepsie (Mittelwerte + SEM, Ilinks) unelative
Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mittelwerte + SEdthts) bezogen auf den im Training
erreichten Kontrollwert auf dem Rotarod (rechtsh WWT Mausen nach i.p. Injektion von 1
mg/kg (Quadrat), 5 mg/kg (Dreieck) und 10 mg/kgdis) Aripiprazol.* p < 0,05 verglichen
mit unbehandelten Kontrollen nach zweiseitigem $tTe

Haloperidol

Mause, die mit Haloperidol behandelt waren zeigtiengro3te Beeintrachtigung zum ersten
Messzeitpunkt nach 0,5 h. Sie verbesserten sictirkoerlich bis zum letzten Zeitpunkt nach
12 h. Bei der hochsten Dosis von 3 mg/kg zeigté €ime ausgepragte Katalepsie von
99 + 23 s Dauer (g 0,01). Im Vergleich zu unbehandelten Kontrollmédydeei denen zu
keinem Zeitpunkt eine Katalepsie messbar war, eeridgtiere unter dieser Dosis bis zum
letzten Messzeitpunkt nach 12 h eine signifikang&te Dauer des kataleptischen Zustands

(0,5 h bis 12 h; g£ 0,05). Bei der mittleren Dosis von 1 mg/kg konelbenfalls zwischen 2 h
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(15 £ 3 s) und 12 h (3 £ 1 s) nach i.p. Injektidn signifikanter Unterschied berechnet
werden (p< 0,05). Tiere, die mit der niedrigen Dosis von ®8/kg behandelt waren,
unterschieden sich nur zu einem Zeitpunkt von dentidllen. Somit war auch das Ergebnis
beim Vergleich zwischen der niedrigsten und hochsi2osis Haloperidol zu allen
Zeitpunkten signifikant verschieden£@,05) (Abbildung 3.13). Auf dem Rotarod konnte bei
allen drei Dosen eine signifikant verklrzte Laufzel Vergleich zu Kontrolltieren gemessen
werden (p< 0,05). Zwischen der niedrigsten und der hdchstesiDbestand jedoch kein
signifikanter Unterschied (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Dauer der Katalepsie (Mittelwerte + SEM, Ilinks) unelative
Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mittelwerte £ SEdthts) bezogen auf den im Training
erreichten Kontrollwert auf dem Rotarod (rechtsh WT Mausen nach i.p. Injektion von 0,3
mg/kg (Quadrat), 1 mg/kg (Dreieck) und 3 mg/kg (KydHaloperidol.* p < 0,05 verglichen
mit unbehandelten Kontrollen nach zweiseitigem $tTe

Risperidon

Beim Ring Test Versuch mit Mausen, die mit Rispanidhehandelt waren zeigte sich nur ein
signifikanter Unterschied zu Kontrolltieren bei deshen Dosis von 3 mg/kg fur die ersten
beiden Messzeitpunkte (155 +11 s und 110 + 5 s;00001). Mause unter der Behandlung
von 0,3 und 3 mg/kg unterschieden sich ebenfatisligse beiden Zeitpunkte signifikant (0,5
h, p<0,001; 2 h, g 0,001) (Abbildung 3.14). Beim Vergleich von unbetialten Kontrollen
und den behandelten Mausen zeigte sich auf denrd®oteater der hohen Dosis von 3 mg/kg
Risperidon ein signifikanter Unterschied bis zu @édch i.p. Injektion (p< 0,001), bei 1
mg/kg bis zu 4 h (0,5 h, §0,001; 2 h, £ 0,001; 4 h, P<0,05) und bei der niedrigen Dosis
von 0,3 mg/kg bei 0,5 h nach Behandlung<(p,001). Signifikant kirzere Zeiten auf dem
Rotarod wurden auch fir die mit 3 mg/kg behanddlténise im Vergleich mit den 0,3 mg/kg
behandelten Tieren beobachtet (2 k,@01; 4 h, p< 0,01; 6 h, p< 0,05) (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Dauer der Katalepsie (Mittelwerte + SEM, links) unelative
Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mittelwerte + SE®thts) bezogen auf den im Training
erreichten Kontrollwert auf dem Rotarod (rechtsh WT Mausen nach i.p. Injektion von 0,3
mg/kg (Quadrat), 1 mg/kg (Dreieck) und 3 mg/kg (KyeRisperidon* p < 0,05 verglichen
mit unbehandelten Kontrollen nach zweiseitigem $tTe

Domperidon
Der als Kontrollsubstanz eingesetzte peripher&kBzeptor Antagonist Domperidon zeigte in
den Mausen wie erwartet keine Auswirkungen auDdieer der Katalepsie und auf die Dauer

des Laufens auf dem Rotarod.
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Abbildung 3.15: Dauer der Katalepsie (Mittelwerte + SEM, Ilinks) unelative
Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mittelwerte £ SEdthts) bezogen auf den im Training
erreichten Kontrollwert auf dem Rotarod (rechtsh WT Mausen nach i.p. Injektion von 20
mg/kg (Quadrat), 50 mg/kg (Dreieck) und 80 mg/kgeik) Domperidon.

Diazepam
Mit 3 und 5 mg/kg Diazepam behandelte Mause zeigtdmeiden Tests keine Unterschiede

zu unbehandelten Kontrollen.
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Abbildung 3.16: Dauer der Katalepsie (Mittelwerte + SEM, Ilinks) unelative
Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mittelwerte £ SEdthts) bezogen auf den im Training
erreichten Kontrollwert auf dem Rotarod (rechtsh W'T Mausen nach i.p. Injektion von 3
mg/kg (Quadrat) und 5 mg/kg (Dreieck) Diazepam.

Zwischen der Dauer der Katalepsie und der Lautlagtauf dem Rotarod wurde bei 0,3
mg/kg (p< 0,05) und 3 mg/kg (g 0,05) Haloperidol sowie bei 1 mg/kg {0,05) und 3
mg/kg (p< 0,05) Risperidon eine signifikante Korrelationweden.

Inwieweit ein Zusammenhang zwischen den Ergebniaaédem Rotarod und der Dauer der
Katalepsie unabhangig von der antipsychotischenaBaéllang besteht wurde ebenfalls mit
Korrelationsberechnungen Uberpruft. Es bestand sigrifikante Korrelation mit einem
Koeffizienten von -0,714 (g 0,01). M&ause, die eine langere Katalepsie als 2@igten,
erreichten auf dem Rotarod unter Behandlung wenmjer 30 % ihres Kontrollwerts.
Weiterhin waren jedoch auf dem Rotarod Einschragkuarin der Laufleistung messbar, ohne

dass ein kataleptischer Zustand beobachtet weraiemtdx
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3.4.2 Auswirkungen von P-gp auf die motorische Aktivitdtauf dem Rotarod

Der Vergleich zwischen Katalepsie und Rotarod eeigine sensitivere Erfassung der
motorischen Nebenwirkungen von Antipsychotika, wieKapitel 4.3 ,Vergleich Katalepsie

— Rotarod” ndher ausgefiihrt wird. Die Untersuchunder Auswirkung von P-gp auf die
motorische Aktivitat von WT und mdrla/b(-/-, -/-) &dsen (n = 12 pro Genotyp und
Behandlung) wurde deshalb mit dem Rotarod durclngefu

Kontrollen

Mause, die unbehandelt waren oder denen Kochsafmtsjiziert wurde, unterschieden sich
in ihrer Leistung auf dem Rotarod nicht voneinanédrenso war kein Unterschied zwischen
WT (n = 22) und mdrla/lb Doppelknockout Mausen (B2F erkennbar. Alle Kontrolltiere
liefen wahrend des Versuchstages etwas langereaufRiotarod als an den Trainingstagen.
Sie erreichten zum Zeitpunkt 0,5 h 119 % ihres Kalhterts und verbesserten sich bis zum

Zeitpunkt von 24 h auf 150 %.
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Abbildung 3.17: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteret SEM) bezogen
auf den im Training erreichten Kontrollwert von ehiandelten bzw. mit NaCl-Losung 0,9 %
behandelten WT (durchgezogene Linie) und mdrlaklb(-) Mausen (gestrichelte Linie).

Amisulprid

WT Mause, die mit Dosen bis zu 30 mg/kg Amisulp¢ibbildung 3.11), und mdrla/b
(-/-, -I-) Tiere, die mit bis zu 10 mg/kg behandslirden, zeigten zu allen Zeitpunkten eine
ahnliche Laufleistung auf dem Rotarod und unteestdm sich nicht von unbehandelten

Kontrollimausen (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteet SEM) bezogen
auf den im Training erreichten Kontrollwert von WMausen (durchgezogene Linie) und
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte Linie) nagh Injektion von 3 mg/kg (links) und 10
mg/kg (rechts) Amisulprid.

Aripiprazol

Unter einer Dosis von 1 mg/kg erreichten WT Mauseden ersten drei Messzeitpunkten
(0,5 h bis 4 h; < 0,05) signifikant schlechtere Werte auf dem Rataats unbehandelte
Kontrolimause. Mit 5 mg/kg und 10 mg/kg behand®ftause (Abbildung 3.12) unterschieden
sich von den Kontrollen zu allen Zeitpunkten voh B,bis 12 h bzw. 24 h nach i.p. Injektion
(p < 0,05). Es ergab sich kein signifikanter Untersghmvischen diesen beiden Dosen,
jedoch waren Mause unter der héheren Dosis von g6 h bis 12 h nach der Injektion
weniger beeintrachtigt als Tiere, die eine mittl®esis von 5 mg/kg Aripiprazol erhalten
hatten. Mause, die mit 1 mg/kg behandelt warenersohieden sich signifikant von den
Tieren, denen eine i.p. Injektion von 5 mg/kg gegetwvurde, zu fast allen Zeitpunkten (0,5 h,
2 h, 6 h bis 12 h; g 0,05), jedoch von den Mausen, die mit 10 mg/kgabelelt wurden nur
zu drei von sieben Zeitpunkten (0,5 h, 2 h, 8 ;(05).

P-gp defiziente Mause, die mit 1 mg/kg behandeltewaunterschieden sich nach 2 h und
nach 8 h (p< 0,05) von den mit der gleichen Dosis behandeltein Mausen. Mit 5 mg/kg
behandelte mdrla/b(-/-, -/-) Tiere liefen langef dem Rotarod, inshesondere zu spéateren
Zeitpunkten (6 h, p< 0,05; 8 h, p< 0,01; 10 h, p< 0,05) verglichen mit gleich behandelten
WT Mausen (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteet SEM) bezogen
auf den im Training erreichten Kontrollwert von WMausen (durchgezogene Linie) und
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte Linie) nagh Injektion von 1 mg/kg (links) und 5
mg/kg (rechts) Aripiprazol.

Dehydroaripiprazol

Mit 1 mg/kg Dehydroaripiprazol behandelte WT Maus@&ten keine veranderte Laufleistung
auf dem Rotarod verglichen mit unbehandelten, bmvit Kochsalzlosung behandelten
Kontrollmausen. Es wurde nur zu dem Zeitpunkt 4 dchn Injektion ein signifikant
schlechterer Wert verglichen mit Kontrollen gefundp< 0,05).

P-gp defiziente Mause hingegen konnten sich sigaiti schlechter auf der sich drehenden
Stange halten und unterschieden sich von WT Tieteallen Zeitpunkten, auf3er 10 h und
24 h nach Injektion. Dabei war die deutlichste B&éichtigung 4 h nach Substanzgabe zu
beobachten (0,5 h bis 4 hg®0,05; 6 h bis 8 h, § 0,01; 10 h bis 12 h, $ 0,05) (Abbildung
3.20).
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Abbildung 3.20: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteret SEM) bezogen
auf den im Training erreichten Kontrollwert von WMausen (durchgezogene Linie) und
mdrla/lb(-/-, -/-) Ma&ausen (gestrichelte Linie) naglp. Injektion von 1 mg/kg
Dehydroaripiprazol.* p < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpantyach
zweiseitigem t-Test.
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Clozapin

Mause, die mit 10 mg/kg Clozapin behandelt warenenschieden sich von Kontrollméusen
0,5 h bis 4 h nach i.p. Injektion £0,05). Es liel3 sich jedoch kein Unterschied zwasctien
niedrig behandelten (2 mg/kg) und den unbehanddilémsen berechnen. Unterschiede
zwischen den beiden Behandlungsgruppen waren Di% 4 h nach i.p. Injektion signifikant
(p<0,05).

P-gp defiziente Tiere unterschieden sich von denMalisen nur unter der hohen Dosis von
10 mg/kg 4 h nach Behandlung<®,05) (Abbildung 3.21).

250 4 250 -

S S

200 1 200 1

150 | 150

100 1 100 |

50 - o 50 -

(%) des Kontrollwerts
(%) des Kontrollwerts

05h 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 05h 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h
Zeit nach i.p. Injektion (h) Zeit nach i.p. Injektion (h)

Abbildung 3.21: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteret SEM) bezogen
auf den im Training erreichten Kontrollwert von WMausen (durchgezogene Linie) und
mdrla/lb(-/-, -/-) M&usen (gestrichelte Linie) nagh Injektion von 2 mg/kg (links) und 10
mg/kg (rechts) Clozapirt. p < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpantypach
zweiseitigem t-Test.

Haloperidol

WT Mause, die mit 0,3, 1 und 3 mg/kg Haloperidoh&mdelt wurden, waren in ihrer
Leistung auf dem Rotarod deutlich eingeschrani& f8g/kg und 1 mg/kg, 0,5 h bis 12 hgp
0,05; 3 mg/kg, 0,5 h bis 10 h,0,05) (Abbildung 3.13). Besonders 0,5 h nachlnpektion
konnten sie sich nur kurze Zeit auf dem RotarotehaDiese Einschrankung verbesserte sich
konstant bis zum letzten Zeitpunkt. Zwischen dersddowaren kaum Unterschiede zu
erkennen. Zwischen 0,3 mg/kg und 3 mg/kg wareredieichten Prozentwerte in Bezug auf
den Kontrollwert nur zu den Zeitpunkten 0,5 h unid2ach Injektion verschieden €0,05).
Mdrla/lb(-/-, -/-) Méause, die mit 0,3 mg/kg Halopet behandelt waren, unterschieden sich
kaum von WT Tieren, denen die gleiche Dosis injfiareurde. Nur zu dem Zeitpunkt 4 h nach
Antipsychotikagabe war ihre Laufleistung signifikaverschieden (p< 0,05) (Abbildung
3.22).
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Abbildung 3.22: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteret SEM) bezogen
auf den im Training erreichten Kontrollwert von WMausen (durchgezogene Linie) und
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte Linie) nagh Injektion von 0,3 mg/kg Haloperidol.
* p< 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpantgach zweiseitigem t-Test.

Olanzapin

WT Mause, die mit 2 mg/kg Olanzapin behandelt warenterschieden sich von

Kontrollmausen 0,5 h bis 8 h nach i.p. Injektiors(p,05). Tiere, denen 0,5 mg/kg Olanzapin
injiziert wurde, verhielten sich auf dem Rotaro@htianders als Kontrollmause. Zwischen
den beiden Dosisgruppen der WT Mause war eine adsisgige Beeintrachtigung zu
beobachten. Sie unterschieden sich zu jedem Zéitpaunl3er 8 h nach Injektion, signifikant
voneinander (g 0,05).

P-gp Doppelknockout Méause, die ebenfalls 0,5 mdikg. 2 mg/kg Olanzapin erhalten
hatten, verhielten sich ahnlich zu gleich behaeteMVT Tieren. Es wurde nur unter der
Dosis von 2 mg/kg nach 6 h eine signifikant bestengleistungen in den mdrla/lb(-/-, -/-)
Tieren beobachtet (9 0,05) (Abbildung 3.23).

250 250 +
200 - 200 -
150 A 150 -

100 - 100 -

(%) des Kontrollwerts

50 - 50 -

(%) des Kontrollwerts

05h 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h 05h 2h 4h 6h 8h 10h 12h 24h
Zeit nach i.p. Injektion (h) Zeit nach i.p. Injektion (h)

Abbildung 3.23: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteet SEM) bezogen
auf den im Training erreichten Kontrollwert von WMausen (durchgezogene Linie) und
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte Linie) nagh Injektion von 0,5 mg/kg (links) und 2
mg/kg (rechts) Olanzapirt. p < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpanty
nach zweiseitigem t-Test.
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Quetiapin

WT Tiere, die mit Quetiapin behandelt waren, urdieiesden sich von unbehandelten Mausen
unter einer Dosis von 10 mg/kg nur nach 1 K& (@,05) und unter einer Dosis von 30 mg/kg
nach 0,5 h, 2h, 8h und 10 h £p0,05) signifikant. Zwischen WT Mausen, die mit h@/kg
und 30 mg/kg Quetiapin behandelt waren, zeigte sote dosisabhéangig schlechtere
Laufleistung auf dem Rotarod. 2 h sowie 6 h bis Rsach i.p. Injektion wurde ein
signifikanter Unterschied zwischen den Dosisgrugpeobachtet (g 0,05).

Mdrla/lb(-/-, -/-) Tiere waren vor allem zu dentensZeitpunkten signifikant starker durch
das Antipsychotikum beeintrachtigt. Sie unterschiedsich von gleich behandelten WT
Mausen unter einer Dosis von 10 mg/kg signifikaht(®< 0,01), 4 h und 6 h (¥ 0,05) nach
Injektion, sowie unter einer Dosis von 30 mg/kg Zph< 0,05) und 4 h (g 0,01) nach
Behandlung (p< 0,05) (Abbildung 3.24).
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Abbildung 3.24: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteet SEM) bezogen
auf den im Training erreichten Kontrollwert von WMausen (durchgezogene Linie) und
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte Linie) nagh Injektion von 10 mg/kg (links) und 30
mg/kg (rechts) Quetiapirf.p < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpantgach
zweiseitigem t-Test.

Risperidon

WT Mause, die mit verschiedenen Dosen von Risperlsshandelt wurden, zeigten auf dem
Rotarod dosisabhangig eine verminderte LaufleistuDgbei unterschiedenen sie sich
signifikant von unbehandelten Kontroliméausen baeeiDosis von 0,3 mg/kg 0,5 h nach i.p.
Injektion (p< 0,05). Mit 1 mg/kg behandelte Mause liefen auf sleh drehenden Stange im
Vergleich zu ihrem Kontrollwert signifikant kirzé€r,5 h, 2 h und 4 h (g 0,05) nach
Behandlung, ebenso auch unter einer Dosis von &gr@b h bis 6 h (< 0,05) nach i.p.
Injektion (Abbildung 3.14). Zwischen der niedrigstéd,3 mg/kg) und der héchsten Dosis
(3mg/kg) wurde ein signifikant unterschiedlicheg&bnis fur alle Zeitpunkte, aul3er nach 10
h gefunden (p< 0,05).
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P-gp Doppelknockout Mause, die mit 0,3 mg/kg Rigjmer behandelt wurden, waren deutlich
starker in ihrer Motorik beeintrachtigt als WT Teaunter der gleichen Dosis. Der Unterschied
war zwischen 0,5 h bis 12 h nach Injektion sigmifik mit p< 0,01. Diese mdrla/lb(-/-, -/-)
Mause verhielten sich auf dem Rotarod in den erstdn nach Injektion ahnlich zu WT
Mausen, die mit einer zehnfach héheren Dosis varmg&g Risperidon behandelt waren. Zu
spateren Zeitpunkten war ihre Leistung noch schéeds die der WT Méause, sie erreichten
12 h nach Injektion nicht einmal ihren Kontrollwerdn 100 %, sondern nur eine Leistung
von 64 %. Die Laufleistung der zehnfach héher bdbden WT Tiere lag zu diesem
Zeitpunkt wieder bei 110 % (Abbildung 3.25).
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Abbildung 3.25: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteet SEM) bezogen

auf den im Training erreichten Kontrollwert von WMausen (durchgezogene Linie) und
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte Linie, okeQuadrate) nach i.p. Injektion von 0,3
mg/kg Risperidon sowie von WT Mausen nach i.p. Kiigen von 3 mg/kg Risperidon

(gepunktete Linie, Kreise). p < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpanty
nach zweiseitigem t-Test.

Domperidon

WT Mause, die mit 20, 50 und 80 mg/kg Domperidomarelelt waren, zeigten keine
Beeintrachtigung auf dem Rotarod gegentber Kotigeadin (Abbildung 3.15). Sie erreichten
tendenziell eine bessere Laufleistung und errenchigter 20 mg/kg 8 und 10 h nach i.p.
Injektion Ergebnisse von 199 % ihres Kontrollwerts.

Mdrla/lb(-/-, -/-) Mause zeigten unter 20 und 50kgglosisabhangig Beeintrachtigungen in
ihrer Leistung. Dabei zeigten sie die kirzeste kamf6 h bis 8 h nach Injektion. Zu allen
Zeitpunkten bei Behandlung mit 20 mg/kg (0,5 his, p< 0,05; 4 h bis 12 h, § 0,01; 24

h, p< 0,05) und von 2 h bis 24 h nach Behandlung mitnSkg (2 h bis 12 h, § 0,01; 24 h,

p < 0,05) lieBen sich signifikant unterschiedliche éingisse gegeniber den gleich
behandelten WT Gruppen berechnen (Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteet SEM) bezogen
auf den im Training erreichten Kontrollwert von WMausen (durchgezogene Linie) und
mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen (gestrichelte Linie) nagh Injektion von 20 mg/kg (links) und 50
mg/kg (rechts) Domperidort. p < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpanty
nach zweiseitigem t-Test.

3.4.3 Vergleich von FVB Mausen und Mausen der F1-Generain

Die Untersuchung der Auswirkungen von Antipsychatduf das Lernen und Gedachtnis der
Mause in der RAWM war mit Mausen des Stamms FVBANgaind des bekannten
Lerndefizits dieser Tiere nicht mdglich (Upchuret,al 1988; Royle, et al 1999). Fur die
Untersuchung wurden deshalb FVB/N mdrla/lb(-/), Mause sowie zur Kontrolle FVB/N
WT Mause mit Mausen vom Stamm C57BL/6J gekreuzt el heterozygote bzw.
wildtypische F1-Generation dieser beiden Kreuzungater RAWM untersucht.

Zur Uberprufung wie groR der Effekt des P-gp beierazygoten mdrla/lb Mausen im
Vergleich zu WT bzw. mdrla/lb Doppelknockout Tielisy wurde bei Mausen der F1-
Generation die Menge an mdrla mRNA, die fur diegxpression des P-gp in der Blut-Hirn-
Schranke entscheidend ist (Schinkel, et al 199Tantffiziert. Es wurden weiterhin
Kinetikuntersuchungen 1 h und 6 h nach i.p. Ingktvon Risperidon, sowie Verhaltenstests
auf dem Rotarod 0,5, 2, 4 und 6 h nach i.p. Inggkttlurchgefuhrt. Risperidon wurde als
Untersuchungssubstanz ausgewahlt, da es sich ifela mit FVB Mausen als starkstes P-

gp Substrat der untersuchten Arzneistoffe zeigte.

3.4.3.1 Genexpression von P-gp quantifiziert anhand der mdta mRNA

Die quantitative Messung der mdrla mRNA in alleervGenotypen (n = 3 je Genotyp), die
im Rahmen einer Kooperation mit dem Institut fuimidche Pharmakologie und Toxikologie
der Universitatsklinik in Basel, Schweiz, gemesaemde ergab, dass die Genexpression von
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P-gp quantifiziert anhand der mRNA von heterozygoMausen der F1l-Generation im
Vergleich zu WT Mausen der F1-Generation um 46,3/&mindert war. Die Menge an
MRNA von FVB Doppelknockout Mausen im VergleichdB WT Mausen war um 88,1 %

vermindert (Abbildung 3.27).
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Abbildung 3.27: Reduktion der Expression (Mittelwerte + SEM) vomria mRNA von
heterozygoten Mausen der F1-Generation (F1 +/-)iarfeVB mdrla/lb(-/-, -/-) (FVB KO)
Mausen jeweils bezogen auf 100 % mdrla Expressojedeiligen WT Mause.

3.4.3.2 Kinetikuntersuchung

Die Kinetikuntersuchungen ergaben 1 h nach i.kiipn eine Konzentration von Risperidon
im Gehirn von heterozygoten mdrla/lb Mausen deGEderation (n = 7), die um 2,2-fach
hoher lag als im Gehirn von WT Tieren der F1-Gemena(n = 8). Konzentrationen von
9-Hydroxyrisperidon lagen um den Faktor 2,3 hoh&rh nach Behandlung war die
Konzentration von Risperidon um 1,1-fach und dienkentration des Metaboliten um 1,6-
fach hoher bei heterozygoten (n = 5) verglichenWilt Mausen der F1-Generation (n = 4).
Im Serum von heterozygoten Mausen lag die Konzeotrd h nach Injektion um den Faktor
1,2 fur Risperidon bzw. um 1,1 fir 9-HydroxyrisgEnn hoéher als im Serum von WT
Mausen. Nach 6 h betrug die Konzentration von Ridpa im Serum nur noch 84 % bzw.
die Konzentration des aktiven Metaboliten noch 98é% Spiegels der WT Tiere.

Im Vergleich waren die Konzentrationen von Rispanidm Gehirn von mdrla/lb(-/-, -/-)
Tieren 1 h nach i.p. Injektion um 10,4-fach bzw.nKentrationen von 9-Hydroxyrisperidon
um 8,1-fach hoher als in FVB WT Mausen. 6 h nachaelung lagen die Konzentrationen
bei Doppelknockout Tieren um einen Faktor von &8 5,2 hoher (n = 5 je Zeitpunkt und
Genotyp).

Im Serum erreichte die Konzentration von Risperidb@n mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen einen
Faktor von 0,7 verglichen mit WT Tieren, die Kontzation von 9-Hydroxyrisperidon

Ergebnisse 93



unterschied sich nicht zwischen den beiden Genaty®é nach i.p. Injektion lag der Spiegel
von Risperidon im Serum der P-gp Doppelknockout $4aum den Faktor 2,6 und die
Konzentration von 9-Hydroxyrisperidon um den Fakton 1,8 hoher als in WT Mausen
(Tabellen 3.6 und 3.7 und Abbildung 3.29).

Tabelle 3.6: Konzentrationen von Risperidon (Mittelwerte + SEM)Hirn und Serum von
FVB WT und FVB mdrla/lb(-/-, -/-) (KO) Mausen sowre Mausen der wildtypischen F1-
Generation aus FVB/N x C57BL/6J (WT) und heterozggoTieren aus der F1-Generation
aus FVB/N mdrla/ib(-/-, -/-) x C57BL/6J 1 h und 6nach i.p. Injektion von 3 mg/kg
Risperidon.

. Hirn/
Hirn (ng/g) Serum (ng/ml)
Serum
, heterozgot
nach i.p.
Genotyp o heterozgot WT heterozgot WT bzw. KO/
Injektion
KO KO WT
F1 1h 150+ 8 687 247 £ 15 291+ 15 2,2
FVB 1h 620+ 157 606 145 + 28 218 + 27 10,4
F1 6 h 10+0 9+0 17+4 204 11
FVB 6 h 26+ 2 81 55+4 10+2 6,8

Tabelle 3.7: Konzentrationen (Mittelwerte + SEM) von 9-Hydroigperidon in Hirn und
Serum von FVB WT und FVB mdrla/lb(-/-, -/-) (KO) M&en sowie in Mausen der
wildtypischen F1-Generation aus FVB/N x C57BL/6JT\Nind heterozygoten Tieren aus der
F1-Generation aus FVB/N mdrla/lb(-/-, -/-) x C57&LA h und 6 h nach i.p. Injektion von 3
mg/kg Risperidon.

. Hirn/
Hirn (ng/g) Serum (ng/ml)
Serum
_ heterozgot
nach i.p.
Genotyp o heterozgot WT heterozgot WT bzw. KO/
Injektion
KO KO WT
F1 1h 28+3 13+£2 18111 166 + 8 2,3
FVB 1h 281 + 58 351 117+ 21 116 £ 12 8,1
F1 6 h 18+2 11+1 73+13 74 £ 13 1,6
FVB 6 h 103 +11 265 393 + 29 50+11 15,2
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3.4.3.3 Verhaltensuntersuchung auf dem Rotarod

Auf dem Rotarod liefen heterozygote mdrla/lb M&uase 5) 2 h nach i.p. Injektion von 0,3
mg/kg Risperidon um 29 % schlechter als WT TienreFdeGeneration (n = 5). Sie erreichten
nur 55,6+ 28,7 % ihres individuellen Kontrollwerts im Vergle zu 78,4+ 41,1 % bei den
WT Mausen. 6 h nach Behandlung waren heterozygdrdailb Mause kaum noch in ihrer
Laufleistung beeintrachtigt und unterschieden sion WT Mausen nur um 3 %. Beide
Genotypen hatten zu diesem Zeitpunkt ihren Kontratt aus den Trainingstagen vier und
funf von 100 % fast wieder erreicht (Abbildunge2&8und 3.29).

FVB mdrla/lb(-/-, -/-) Tiere (n = 12 pro Zeitpunkiyjaren 2 h nach Behandlung mit
0,3 mg/kg deutlich starker beeintrachtigt. Sie iehten nur 7,2+ 1,9 % ihres Kontrollwerts
im Vergleich zu WT Mausen (n = 12 pro Zeitpunkt)e @inen Wert von 103,& 14,3 %
erzielten. P-gp defiziente Tiere zeigten somit edeintrachtigung auf dem Rotarod von
93 %. 6 h nach i.p. Injektion lag diese Beeintréghtg noch bei 71 % (Abbildungen 3.28
und 3.29).
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Abbildung 3.28: Relative Aufenthaltsdauer auf dem Rotarod (Mitteteet SEM) bezogen
auf den im Training erreichten Kontrollwert von M&n der wildtypischen F1-Generation
(durchgezogene Linie) und heterozygoten MausenFdeGeneration (gestrichelte Linie)
(links) sowie von FVB WT Mausen (durchgezogenenid)iund FVB mdrla/lb(-/-, -/-)
Mausen (gestrichelte Linie) (rechts) nach i.p. ktign von Risperidon in einer Dosis von 0,3
mg/kg .

3.4.3.4 Vergleich von FVB Mausen und Mausen der F1-Generabn

Bei einem direkten Vergleich der Risperidonkonzatmnen im Gehirn von mdrla/lb
Knockout Mausen im Vergleich zu den jeweiligen WRadden und der Leistung auf dem
Rotarod, ausgedriickt als Beeintrachtigung in Prioden jeweiligen WT Mause, lassen sich

konzentrationsabhangige Zusammenhange erkennen.
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Bei heterozygoten mdrla/lb Mausen der F1-Genetabendenen die mdrla mRNA um
46 % reduziert war, waren auch RisperidonspiegeGiamirn 1 h nach i.p. Injektion von 3
mg/kg mehr als doppelt so hoch (220 %) und ihrestueig auf dem Rotarod 2 h nach
Injektion um 29 % schlechter verglichen mit WT Ménsler F1-Generation.

6 h nach Injektion war die Konzentration von Risgpa@n nur noch um 12 % hodher und die
Leistung auf dem Rotarod noch um 3 % schlechtenal$§T Mausen.

1 h nach Injektion von 3 mg/kg Risperidon lag dienEentration im Gehirn von FVB
mdrla/lb Doppelknockout Tieren, bei denen 88 % geanindrla mRNA vorlag, um 1036 %
fur Risperidon bzw. um 953 % fir die Summe aus Bfistibstanz und Metabolit héher als in
FVB WT Mausen. Dies fuhrte zu einer um 93 % schie@n Leistung auf dem Rotarod 2 h
nach Injektion von 0,3 mg/kg.

6 h nach Gabe von Risperidon lag die Konzentrati@ser Substanz um 682 % hoéher im
Gehirn der FVB mdrla/l1b Doppelknockout Méause uné ibeistung auf dem Rotarod war
um 71 % vermindert verglichen mit FVB WT Tieren.
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Abbildung 3.29: Mittelwerte + SEM der Konzentrationen von Rispendion Gehirn von

heterozygoten Mausen der F1-Generation (F1 +/-)wvamdFVB mdrla/ib(-/-, -/-) (FVB KO)

Mausen in Prozent im Vergleich zur Konzentrationjgweiligen WT Mausen (links) und
Mittelwerte £+ SEM der Beeintrachtigungen von F1 #ihd FVB KO Mausen auf dem
Rotarod im Vergleich zur 100 % Leistung der jevwggh WT Mause (rechts) zu zwei
verschieden Zeiten (oben und unten).
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3.4.4 Verhaltensuntersuchung in der RAWM

Welche Effekte Antipsychotika auf kognitive Leisgam haben ist bislang unklar. Ebenso ist
nicht bekannt, inwieweit die Expression von P-gp einer pharmakodynamischen
Auswirkung auf diesen Bereich fuhrt. Zur Untersunipdlieser Fragestellungen wurde die F1-
Generation von FVB und C57BL/6J Mausen in der RAWBtwendet, da FVB Mause

aufgrund ihres bekannten Lerndefizits in diesent liegeeignet sind.

3.4.4.1 Etablierung des RAWM Tests

Die Untersuchung mit unbehandelten WT Mausen in RAWM vor dem eigentlichen
Versuch mit behandelten Tieren zeigte einen skpgmfien Unterschied zwischen der
Versuchsanzahl bis zum Erreichen des gesetztearkints mit und ohne optische Hinweise
(n = 8 pro Gruppe) am Ende der mdoglichen siebefadie. Die Gruppe von Mausen bei
denen diese Orientierungshilfen fehlten brauchteMittel 10,8 + 1,5 Versuche um das
Kriterium, dreimaliges Anschwimmen der Plattform A&rm 7 innerhalb von 15 s, zu
erreichen. Mause, bei deren Testung am Ende dediaghég Zielarme schwarz-weil3e
Markierungen vorhanden waren, erreichten das Kuiterbereits nach 6,6 0,8 Versuchen.
Dieser Unterschied war mit0,05 signifikant. Die Tiere benétigten im erstemréhgang 67

+ 10 s beziehungsweise 71 + 11 s um die Plattformemeichen. Bei allen weiteren
Durchgangen lag die Latenz deutlich unter 60 s {lobg 3.30).
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Abbildung 3.30: Bendtigte Zeit bis zum Erreichen der Plattfornder RAWM (Mittelwerte
+ SEM) mit (gefulltes Quadrat) und ohne (offenegiBeck) optische Hinweise am Ende der
Arme (n = 8).
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Im zweiten Vorversuch mit zwei Gruppen von je WBT Mausen, mussten die Tiere an
jedem der acht Versuchstage eine neue PositiorPi@tform erlernen, die zwischen den
Gruppen spiegelbildlich verschieden war. DiesersMeh wurde mit den optischen Hinweisen
am Ende jedes Arms durchgefihrt, um den Mausen iohdgl gute raumliche
Orientierungshilfen zu bieten. Beim ersten Durcligpam Tag 1 schwammen die Mause beim
ersten Armeintritt in Arm 1, 2, 6 oder 7, also inn#e die dem Startarm am né&chsten lagen.
Im Mittel wurden am ersten Tag 11,5 Versuche behotim die Plattform im Arm 4 dreimal
nacheinander innerhalb von 15 s zu erreichen. Bai Brgebnissen zwischen den beiden
Gruppen gab es fur die Auswertungen in Bezug aufsihsdauer und Haufigkeit des
Anschwimmens eines Arms keine Unterschiede. BesterrUmlernen am 2. Tag auf Arm 2
bzw. Arm 6 brauchten die Mause mit 13,4 VersucmerMittel langer um das Kriterium zu
erfullen, ab dem 3. Tag nahm die Versuchsanzahbdiden Gruppen deutlich ab (Abbildung
3.31). Die Haufigkeit mit der die Tiere in einenrd&rme schwammen, in der sich die
Plattform am jeweiligen Tag nicht befand, variiezteischen dem 3. und dem 8. Versuchstag
kaum.

Versuchsanzahl

0 T T T T T T T 1
1l.Tag 2.Tag 3.Tag 4.Tag 5 Tag 6.Tag 7.Tag 8. Tag

Abbildung 3.31: Anzahl der Versuche (Mittelwerte + SEM), die zunirdichen des
Kriteriums (dreimaliges Anschwimmen der Plattfornmeérhalb von 15 s) erforderlich waren
bei unterschiedlicher Plattformlokalisation pro Tag= 8).

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Dauer von 60 Byrchgang zum Erreichen der Plattform
als ausreichend angesehen werden kann. Mit Ausnathese ersten Trials der ersten
Untersuchung war es den Mausen mdglich innerhabediZeit die Plattform zu finden. Es
zeigte sich, dass die Tiere fur das Umlernen vanedgten auf die zweite Plattformposition

eine groRere Anzahl an Versuchen bendtigten. Umsklawnter einer moglicherweise die
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Motorik und Kognition einschrankenden Behandlung vantipsychotika mdoglichst viele
Testdurchlaufe bis zum Erreichen des Kriteriumbieten und gleichzeitig die Belastung auf
die Kondition und damit mdgliche Beeinflussungemirge zu halten, wurde ein Maximum
von 15 Versuchen festgelegt. Bei einer Testdauarmaximal je 60 s schwimmen und 30 s
ruhen auf der Plattform sowie dem Handling zwischeri Durchgéngen lag die Testdauer
insgesamt bei maximal 30 min pro Maus. Das Kriteridie Plattform innerhalb einer
bestimmten Zeit dreimalig anzuschwimmen, wurde Hilfe der optischen Hinweise mit
signifikant weniger Durchgangen erreicht und wareirmalb von sieben Versuchen mdglich.
Im Hinblick auf die eventuell beeinflusste Motouikd da sich zeigte, dass Mause, die die
Position der Plattform noch nicht gelernt hattenthieh I&nger als 20 s brauchten, um sie zu
finden, wurde das Kriterium auf 20 s erweitert. Rssitionen fir die Plattform zum ersten
Zeitpunkt wurde Arm sieben gewahlt, da es den Mauwssutlich leichter fiel zum ersten
Zeitpunkt diese Position zu erlernen, als ein werh Startarm entferntes Ziel in einer fir sie
bis dahin vollig neuen Umgebung. Zwei benachbartened wurden nicht als Ziel an
aufeinander folgenden Zeitpunkten gewahlt, da kereren war, dass Mause beim Umlernen
bevorzugt in den direkt benachbarten Armen nachRlattform suchten. Die Ergebnisse
dieser Voruntersuchungen dienten als Grundlage digr Anwendung der RAWM bei
behandelten Mausen, wie sie im Abschnitt 2.11.3&irghfihrung des RAWM Tests”

beschrieben ist.
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3.4.4.2 Ergebnisse des RAWM Tests

Die Untersuchung von behandelten Mausen (n = 10Geaootyp und Behandlung) und
unbehandelten Kontrolimausen (n = 30) in der RAWNrde Uber vier Zeitpunkte (1 h, 5 h,
24 h und 29 h) nach i.p. Injektion durchgefuhrt.der Auswertung werden vorrangig die
Ergebnisse der ersten beiden Zeitpunkte betraaddetyie aus den Ergebnissen des Kapitels
3.4.3 ,Vergleich von FVB Mausen und Mausen der FEnr&ation” hervorgeht, nur wahrend
dieses Zeitraums von einer unterschiedlichen @uobkkbnzentration in den Gehirnen der

Genotypen ausgegangen werden kann.

Beurteilung des rdumlichen Lernens anhand der Paramter Latenz, Anzahl der

Versuche und Anzahl der Mause, die das Kriterium efiillen

Vergleich zwischen unbehandelten und behandelten Mi&en

Bei der Auswertung der Parameter fur rdumliches néer wurden zwischen der
unbehandelten Kontrollgruppe und einigen Behandigngppen signifikante Unterschiede in
den Parametern Latenz bis zum Erreichen der Riattt;nd Anzahl der Versuche bis zum
Erreichen des Kriteriums mittels MANOVA (Tabellen83 und 3.9) und anschlieRendem
zweiseitigem t-Test gefunden. Auch die Anzahl detusk, die das Kriterium erflllten, war
nach den Ergebnissen eines Chi-Quadrat-Tests zuni Swtistisch signifikant
unterschiedlich.

Zum Zeitpunkt 1 h nach Injektion waren WT Tieree danit 1 mg/kg Aripiprazol (Latenz
p < 0,05, Anzahl der Versuche 0,05, Anzahl Mause, die Kriterium erfiillengp0,05),

2 mg/kg Clozapin (g 0,01, p< 0,05, p< 0,01), 0,1 mg/kg Haloperidol 0,001, p< 0,001,
n.s.), 0,3 mg/kg Haloperidol 0,001, p=< 0,001, p< 0,001), 2 mg/kg Olanzapin 0,001,

p < 0,001, p< 0,001), 10 mg/kg Quetiapin (® 0,001, p< 0,001, p< 0,001), 0,3 mg/kg
Risperidon (px 0,01, p< 0,05, n.s.) und 1 mg/kg Risperidong|®,001, p< 0,001, p< 0,001)
behandelt waren, bei der Auswertung dieser Pararsigi@fikant schlechter als unbehandelte
Kontrolimause.

5 h nach i.p. Injektion war die Leistung der WT Mauin diesen drei Parametern des
raumlichen Lernens bei den Behandlungsgruppen kgm&fipiprazol (n.s., n.s., g 0,01)
und 10 mg/kg Quetiapin (n.s., g 0,05, p< 0,01) immer noch schlechter als bei
unbehandelten Kontrolltieren. WT Mause, die mit 8/kg Amisulprid behandelt waren,

zeigten zu diesem Zeitpunkt ebenfalls eine verstigte Leistung (g 0,05, p< 0,05, p<
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0,01). Die Anzahl der Tiere in den BehandlungsgempfpO mg/kg Amisulprid ( 0,05),

1 mg/kg Aripiprazol (p< 0,01), 0,3 mg/kg Haloperidol (g 0,01), 0,5 mg/kg Olanzapin
(p < 0,05), 2 mg/kg Olanzapin (g 0,001) und 1 mg/kg Risperidon & 0,01), die das
Kriterium erfillten, war signifikant niedriger ails der Kontrollgruppe.

Bei mit 1 mg/kg Dehydroaripiprazol behandelten M#uswar die Latenz bis zum
Anschwimmen der Plattform zu diesem Zeitpunkt, Bidch i.p. Injektion, kirzer als die
Latenz der Kontrollmause §0,05).

Unter Behandlung derselben Dosen und Arzneistdife sich 1 h nach Behandlung negativ
auf die Leistung der WT Mause auswirkten, wurdeanédls bei heterozygoten mdrla/lb
Mausen schlechtere Leistungen zu diesem Zeitpumkiien Parametern Latenz bis zum
Erreichen der Plattform, Anzahl der Versuche bisyZrreichen des Kriteriums und Anzahl
der Mause, die das Kriterium erfullen beobachtetdlkg Aripiprazol (p< 0,001, p< 0,001,

p < 0,01), 2 mg/kg Clozapin (p 0,01, p< 0,05, p< 0,01), 0,1 mg/kg Haloperidol 0,01,

p < 0,01, p< 0,05), 0,3 mg/kg Haloperidol (g 0,001, p< 0,001, p< 0,001), 2 mg/kg
Olanzapin (p< 0,001, p< 0,001, p< 0,01), 10 mg/kg Quetiapin (g 0,001, p< 0,001,

p < 0,001) 0,3 mg/kg Risperidon 0,001, p< 0,001, p< 0,05) und 1 mg/kg Risperidon
(p £ 0,001, p< 0,001, p< 0,001). Zusatzlich brauchten P-gp defiziente Mauke mit

3 mg/kg Amisulprid (= 0,05) behandelt waren signifikant langer als dimtollgruppe, um
die Plattform zu erreichen. WT Méause unter diessliddlung zeigten 1 h nach i.p. Injektion
keine Beeintrachtigungen im rdumlichen Lernen.

5 h nach Injektion waren heterozygote mdrla/lb Made mit 1 mg/kg Risperidon und mit
1 mg/kg Aripiprazol behandelt waren, in der Lateoiz zum Erreichen der Plattform
(p < 0,001, bzw. p< 0,001) und in der Anzahl der Versuche<®,01, bzw. p< 0,001)
signifikant schlechter als unbehandelte Mause. AdierAnzahl der Tiere, die das Kriterium
erreichte war kleiner (g 0,01, bzw. p< 0,001). Dieser Wert war ebenfalls bei Mausen, die

mit 0,3 mg/kg Haloperidol (g 0,05) behandelt waren signifikant kleiner.

Vergleich zwischen den Genotypen

Bei Betrachtung der Ergebnisse zwischen den be{@enotypen werden im Folgenden
signifikante p-Werte des t-Tests angegeben auchwén Ergebnisse der MANOVA keine
signifikanten Ergebnisse zeigten und sind somit alsr Hinweise auf einen Effekt des

Genotyps zu verstehen.
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24 h nach i.p. Injektion war noch eine Tendenzrkemnen (p = 0,055), dass P-gp defiziente
Tiere mehr Versuche zum Erreichen des Kriteriunteruh mg/kg Risperidon als WT Mause
bendtigten. Heterozygote mdrla/lb Mause, die nsitrig/kg Olanzapin behandelt waren,
brauchten 5 h und 24 h nach i.p. Injektion sigifik weniger Versuche bis zum Erreichen
des Kriteriums als WT Tiere (p 0,05 bzw. p< 0,05). Unter 2 mg/kg Olanzapin erreichten
1 h und 5 h nach i.p. Injektion signifikant mehntdrezygote Mause als WT Tiere das
Kriterium (p< 0,05 zu beiden Zeitpunkten). Auch die Anzahl dersviche, die heterozygote
mdrla/lb Méause 5 h nach i.p. Injektion unter diBehandlung benétigten, war mit einer
Tendenz von p = 0,061 kleiner. 24 h nach Behandlomgptigten diese Tiere auch eine
kirzere Zeit, um die Plattform zu erreichen (p 859) (Abbildungen 3.32, 3.33 und 3.34).
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Abbildung 3.32: Latenz (s) bis zum Erreichen der Plattform von ®dhwarze Saulen) und
heterozygoten mdrla/lb Mausen (graue Sé&ulen) zu Aedpunkten nach i.p. Injektion.
*p < 0,05 zwischen Ergebnissen von behandelten Mausgninbehandelten Kontrollméusen
nach zweiseitigem t-Testp < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpantgach
zweiseitigem t-Test.
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Abbildung 3.33: Anzahl der Versuche bis zum Erreichen des Kriteswon WT (schwarze
Saulen) und heterozygoten mdrla/lb Mausen (graukergazu vier Zeitpunkten nach i.p.
Injektion. *p < 0,05 zwischen Ergebnissen von behandelten Mausenuanbehandelten
Kontrolimausen nach zweiseitigem t-Tésp < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter
Genotypen nach zweiseitigem t-Test.
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Abbildung 3.34: Anzahl der WT (schwarze Saulen) und heterozygoteinla/lb Mause
(graue Séaulen), die das Kriterium erfullen, zu viéeitpunkten nach i.p. Injektion.
*p < 0,05 zwischen Ergebnissen von behandelten Mausgninbehandelten Kontrollméusen
nach Chi-Quadrat-Test.p < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpantyach
Chi-Quadrat-Test.
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Tabelle 3.8: Statistische Parameter der Auswertung fir dennfetex Latenz zu allen vier
Zeitpunkten nach i.p. Injektion nach Genotyp (WTdumeterozygot), Dosis (unbehandelt,
niedrig und hoch) und deren Interaktion mittels MAWNA.

Arzneistoff Faktor F-Wert p<
Amisulprid Genotyp Fa, e1y= 0,629 n.s.
Dosis Fe, 124~ 2,010 0,05
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 1,382 n.s.
Aripiprazol Genotyp Fa, 61~ 1,640 n.s.
Dosis Fs, 124= 4,106 0,001
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 0,286 n.s.
Dehydroaripiprazol Genotyp Fa, 43= 0,535 n.s.
Dosis Fa,43= 1,118 n.s.
Genotyp*Dosis  Fa, 43y= 0,436 n.s.
Clozapin Genotyp Fa, 40y= 0,274 n.s.
Dosis Fua, 42y= 9,488 0,001
Genotyp*Dosis  Fu, 44= 0,771 n.s.
Haloperidol Genotyp Fa, 6= 1,340 n.s.
Dosis Fs, 124= 7,603 0,001
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 0,236 n.s.
Olanzapin Genotyp Fa, 61)= 1,165 n.s.
Dosis Fe, 124= 7,281 0,001
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 1,398 n.s.
Quetiapin Genotyp Fa, 43= 0,303 n.s.
Dosis Fua, 43= 19,788 0,001
Genotyp*Dosis  Fu, 43= 0,485 n.s.
Risperidon Genotyp Fa,61y= 1,700 n.s.
Dosis Fe, 124= 10,590 0,001
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 0,388 n.s.
Domperidon Genotyp Fa, 43= 1,354 n.s.
Dosis Fa, 43= 0,445 n.s.
Genotyp*Dosis  Fa, 43y= 0,448 n.s.

n.s. nicht signifikant
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Tabelle 3.9: Statistische Parameter der Auswertung fur den Retean@Anzahl der Versuche
zu allen vier Zeitpunkten nach i.p. Injektion na@enotyp (WT und heterozygot), Dosis
(unbehandelt, niedrig und hoch) und deren Intepaktnittels MANOVA.

Arzneistoff Faktor F-Wert p<
Amisulprid Genotyp Fa, 61y= 0,357 n.s.
Dosis Fe, 124= 1,176 n.s.
Genotyp*Dosis Fs, 124)= 1,369 n.s.
Aripiprazol Genotyp Fua, 61y= 1,893 n.s.
Dosis Fe, 124= 3,346 0,01
Genotyp*Dosis Fe, 1249= 0,188 n.s.
Dehydroaripiprazol Genotyp Fua, 43= 0,726 n.s.
Dosis Fa, 43= 0,542 n.s.
Genotyp*Dosis Fa, 43= 0,309 n.s.
Clozapin Genotyp Fa, 449= 1,306 n.s.
Dosis Fu, a2y= 4,761 0,01
Genotyp*Dosis Fa, 42= 1,892 n.s.
Haloperidol Genotyp Fa,61)= 0,874 n.s.
Dosis F, 124)= 4,661 0,001
Genotyp*Dosis F, 124)= 0,288 n.s.
Olanzapin Genotyp Fu, 61y= 2,370 n.s.
Dosis F, 1249= 6,329 0,001
Genotyp*Dosis F, 124)= 1,782 n.s.
Quetiapin Genotyp Fua, 43= 0,265 n.s.
Dosis Fu, 43= 11,234 0,001
Genotyp*Dosis Fa, 43= 0,676 n.s.
Risperidon Genotyp Fa,61)= 2,211 n.s.
Dosis Fs, 124)= 6,959 0,001
Genotyp*Dosis Fes, 124)= 0,375 n.s.
Domperidon Genotyp Fa, 43= 1,445 n.s.
Dosis Fa, 43= 0,546 n.s.
Genotyp*Dosis Fua, 43= 0,266 n.s.

n.s. nicht signifikant
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Beurteilung des Erinnerungsvermdgens anhand des Pameters Latenz bis zur zuvor
gelernten Plattform

Bei der Betrachtung des Auswerteparameters denkdies zum Erreichen der Position, an
der die Plattform zum vorhergehenden Zeitpunkt lislat war, im ersten Versuch eines
neuen Zeitpunkts zeigten sich fur die Betrachtuag [@osis nicht jedoch fur den Genotyp
signifikante Unterschiede in der MANOVA (TabellelB). Die anschlielenden t-Tests
wurden jedoch, wie bereits oben beschrieben, awsbchen den Genotypen durchgefihrt
und sind als Hinweise auf einen moglichen Effekvarstehen.

Heterozygote mdrla/lb und WT Mause, die mit 1 mgRigperidon behandelt waren,
brauchten zum Zeitpunkt 5 h nach Behandlung sigifi mehr Zeit als Kontrollmause, um
die zum Zeitpunkt 1 h nach i.p. Injektion gelerrdattformposition anzuschwimmen
(p < 0,001, p< 0,01). Auch brauchten beide Genotypen unter Bdbagdmit 1 mg/kg
Aripiprazol (p< 0,05, p< 0,05) und 10 mg/kg Quetiapin §0,05, p< 0,01) l&nger, um bis zu
der zuvor gelernten Plattformposition zu schwimm®&AT Mause, die mit 0,3 mg/kg
Haloperidol (p< 0,001) und 2 mg/kg Olanzapin & 0,001) behandelt waren, bendtigten
ebenfalls mehr Zeit. Heterozygote mdrla/lb Maugerudehandlung von 2 mg/kg Clozapin
(p £ 0,05) waren in diesem Parameter schlechter alstréltrere; unter 1 mg/kg
Dehydroaripiprazol jedoch signifikant besse&(f,01).

24 h nach Behandlung bendtigten Méuse beider Gpantydie mit 0,3 mg/kg Risperidon
behandelt waren, signifikant weniger Zeit, um diesifon, auf der die Plattform zum
Zeitpunkt 5 h nach Injektion lokalisiert war, anzimimmen (p< 0,001, p< 0,01). Unter

1 mg/kg Risperidon brauchten heterozygote mdrldlidye signifikant langer bis zum
Zielarm (p< 0,05), ebenso WT Mause unter Behandlung mit 2 ghn@lanzapin (p 0,05)
(Abbildung 3.35).

29 h nach der i.p. Injektion bendtigten WT Mausie, mhit 1 mg/kg Aripiprazol behandelt
waren, eine signifikant kirzere Zeit als Kontreie, um die zum Zeitpunkt 24 h gelernte
Plattformposition, anzuschwimmen & 0,01). Mit 2 mg/kg Olanzapin behandelte Mause
bendtigten signifikant mehr Zeit zu diesem Zeitpu(k< 0,001). Heterozygote mdrla/lb
Mause unter Behandlung mit 3 £0,05) und 10 mg/kg Amisulprid (8 0,05), 0,3 mg/kg
Aripiprazol (p £ 0,01), 1 mg/kg Dehydroaripiprazol (® 0,05), 0,1 mg/kg Haloperidol
(p < 0,05) und 2 mg/kg Olanzapin §0,001) schwammen zu diesem Zeitpunkt signifikant
schneller im Vergleich zu unbehandelten Kontrollsgiu zur zuvor gelernten
Plattformposition. Mit 2 mg/kg Olanzapin behandelteterozygote mdrla/lb Tiere

unterschieden sich somit auch signifikant von ¢leehandelten WT Mausen £0,001).
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Abbildung 3.35: Latenz (s) bis zum Erreichen der zuvor gelerntattfBrmposition von WT
(schwarze Saulen) und heterozygoten mdrla/lb Mafggane Saulen) zu drei Zeitpunkten
nach i.p. Injektion.* p < 0,05 zwischen Ergebnissen von behandelten Mauseh u
unbehandelten Kontrollmausen nach zweiseitigemst-Fep < 0,05 zwischen Ergebnissen
gleichbehandelter Genotypen nach zweiseitigem t-Tes
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Tabelle 3.10: Statistische Parameter der Auswertung fiur dennRetex Latenz bis zum
Erreichen der zuvor gelernten Plattformpositiondem drei Zeitpunkten 5 h, 24 h und 29 h
nach i.p. Injektion nach Genotyp (WT und heterozygbosis (unbehandelt, niedrig und

hoch) und deren Interaktion mittels MANOVA.

Arzneistoff Faktor F-Wert p<
Amisulprid Genotyp Fe, 62= 0,357 n.s.
Dosis Fe, 126)= 1,176 n.s.
Genotyp*Dosis  F, 126)= 1,369 n.s.
Aripiprazol Genotyp Fe, 62= 1,893 n.s.
Dosis F, 126= 3,346 0,01
Genotyp*Dosis  F, 126)= 0,188 n.s.
Dehydroaripiprazol Genotyp Fe, 44= 0,726 n.s.
Dosis Fe, 40= 0,542 n.s.
Genotyp*Dosis  Fs, 44y= 0,309 n.s.
Clozapin Genotyp F, 45= 1,306 n.s.
Dosis F@a, 5= 4,761 0,01
Genotyp*Dosis  F, 45= 1,892 n.s.
Haloperidol Genotyp Fe, 62= 0,874 n.s.
Dosis F, 126)= 4,661 0,001
Genotyp*Dosis  F, 126)= 0,288 n.s.
Olanzapin Genotyp Fs, 62= 2,370 n.s.
Dosis F, 126)= 6,329 0,001
Genotyp*Dosis  F, 126)= 1,782 n.s.
Quetiapin Genotyp F@, 44= 0,265 n.s.
Dosis Fa, 42y= 11,234 0,001
Genotyp*Dosis  F3, 44y= 0,676 n.s.
Risperidon Genotyp Fe, 62= 2,211 n.s.
Dosis F, 126)= 6,959 0,001
Genotyp*Dosis  F, 126)= 0,375 n.s.
Domperidon Genotyp F, 44= 1,445 n.s.
Dosis F, 44y= 0,546 n.s.
Genotyp*Dosis  F, 44)= 0,266 n.s.

n.s. nicht signifikant
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Beurteilung des Arbeitsgedachtnisses

Die statistischen Parameter der Auswertung mittBIANOVA zeigten signifikante
Unterschiede in der Summe der Arbeitsgedachtnisfeldn Mausen, die mit Aripiprazol und
Haloperidol behandelt waren, bezlglich der Doser i#lile vier Zeitpunkte (Tabelle 3.11). In
den anschlieBenden t-Tests konnte fur heterozygutela/lb Mause, die mit 2 mg/kg
Clozapin (p< 0,05), 2 mg/kg Olanzapin (g 0,05) oder 1 mg/kg Risperidon & 0,01)
behandelt waren, und fir WT Mause unter Behandhoind@,3 mg/kg Haloperidol (g 0,001)
eine signifikant geringere Anzahl an Arbeitsgedéidfiéhlern gegeniber unbehandelten
Kontrollm&ausen beobachtet werden (Abbildung 3.36).

Bei der Betrachtung zwischen den Genotypen madméerozygote mdrla/lb Mause unter
Behandlung mit 2 mg/kg Clozapin §0,05), 2 mg/kg Olanzapin (@ 0,05) oder 1 mg/kg
Risperidon (px 0,05) signifikant weniger Fehler als WT Tiere.

Bei Betrachtung der einzelnen Zeitpunkte konnte Ioneir WT Mausen, die mit 1 mg/kg
Aripiprazol behandelt waren, 1 h nach i.p. Injektieine signifikant hohere Anzahl an
Arbeitsgedachtnisfehlern verglichen mit unbehamutelKontrolltieren beobachtet werden
(p < 0,05). Mause, die mit anderen Antipsychotika belettnwaren, zeigten zum Tell
signifikant weniger Arbeitsgedéachtnisfehler. 1 hcmmalnjektion waren dies bei den
heterozygoten mdrla/lb Tieren solche unter Behagdimit 0,3 mg/kg (p< 0,01) und
1 mg/kg Risperidon (g 0,01). WT Tiere unterschieden sich 1 h nach nkition nicht von
Kontrollmausen.

5 h nach i.p. Injektion machten heterozygote mdiiaause, die mit 1 mg/kg Aripiprazol
(p < 0,01), 0,5 mg/kg Olanzapin ¢ 0,01) und 1 mg/kg Risperidon & 0,001) behandelt
waren, signifikant weniger Arbeitsgedéachtnisfehtdsenso wie WT Mause, die mit 1 mg/kg

Dehydroaripiprazol (g 0,05) und 0,3 mg/kg Haloperidol §£0,05) behandelt waren.
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Abbildung 3.36: Summe der Arbeitsgedachtnisfehler Gber alle vieitpdekte von WT
(schwarze Saulen) und heterozygoten mdrla/lb M&gsane Saulen). p < 0,05 zwischen
Ergebnissen von behandelten Mausen und unbehamdi@tdrollmausen nach zweiseitigem
t-Test.® p < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpantyach zweiseitigem t-
Test.
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Tabelle 3.11:Statistische Parameter der Auswertung fiir Arbedgghtnisfehler zu allen vier

Zeitpunkten nach i.p. Injektion nach Genotyp (WTdumeterozygot), Dosis (unbehandelt,

niedrig und hoch) und deren Interaktion mittels MAWNA.

Arzneistoff Faktor F-Wert p<
Amisulprid Genotyp Fa, 61)= 0,338 n.s.
Dosis Fe, 124= 0,647 n.s.
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 1,455 n.s.
Aripiprazol Genotyp Fa, 617 1,020 n.s.
Dosis Fe, 124= 2,119 0,05
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 1,300 n.s.
Dehydroaripiprazol Genotyp Fa, 43= 1,498 n.s.
Dosis Fa, 43= 0,427 n.s.
Genotyp*Dosis  F, 43= 0,264 n.s.
Clozapin Genotyp Fa, 4= 0,924 n.s.
Dosis Fa, 44= 0,472 n.s.
Genotyp*Dosis  F, 44= 1,880 n.s.
Haloperidol Genotyp Fa, 61= 1,438 n.s.
Dosis Fs, 124~ 2,190 0,05
Genotyp*Dosis  Fg, 124= 0,720 n.s.
Olanzapin Genotyp Fa,e1= 0,777 n.s.
Dosis Fe, 124= 1,223 n.s.
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 1,531 n.s.
Quetiapin Genotyp Fa, 43= 0,624 n.s.
Dosis Fa, 43= 1,362 n.s.
Genotyp*Dosis  Fa, 43= 0,958 n.s.
Risperidon Genotyp Fa, 61)= 2,084 n.s.
Dosis Fe, 124= 1,182 n.s.
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 1,309 n.s.
Domperidon Genotyp F, 43= 0,546 n.s.
Dosis Fa, 43= 0,371 n.s.
Genotyp*Dosis  Fu, 43= 0,332 n.s.

n.s. nicht signifikant
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Schwimmgeschwindigkeit in der RAWM

Bei der Auswertung der Schwimmgeschwindigkeit inr AWM, berechnet aus der
geschwommenen Strecke zur bendtigten Latenz, regytd in der MANOVA zu einigen
Behandlungen signifikante Unterschiede zwischen deosen (Tabelle 3.12). Die
anschlieBenden t-Tests zeigten, dass die Schwinomgegdigkeit 1 h nach Injektion bei WT
und heterozygoten mdrla/lb Mausen unter Behandhitg3 mg/kg (WT p< 0,01,
heterozygot x 0,05) und 10 mg/kg (g 0,01, p< 0,05) Amisulprid, 0,1 mg/kg (g 0,001,

p < 0,001) und 0,3 mg/kg (g 0,05, p< 0,001) Aripiprazol, 2 mg/kg Clozapin & 0,001,

p < 0,001), 0,1 mg/kg (x 0,001, p< 0,001) und 0,3 mg/kg (g 0,001, p< 0,001)
Haloperidol, 0,5 mg/kg (g 0,05, p< 0,05) und 2 mg/kg (g 0,001, p< 0,001) Olanzapin, 10
mg/kg Quetiapin (x 0,001 p< 0,001) und 0,3 mg/kg (g 0,001, p< 0,001) und 1 mg/kg
(p £ 0,001, p< 0,001) Risperidon signifikant langsamer als beibehandelten
Kontrollmausen war.

5 h nach i.p. Injektion schwammen WT Mause, die 3nihg/kg Amisulprid (p< 0,01), 2
mg/kg Olanzapin (i 0,05) und 10 mg/kg Quetiapin & 0,05) behandelt waren ebenfalls
signifikant langsamer im Vergleich zu den Kontiiellen. Heterozygote mdrla/b Mause, die
mit 1 mg/kg Aripiprazol (p< 0,001), 0,3 mg/kg Haloperidol (g 0,001) und 1 mg/kg
Risperidon (p< 0,001) behandelt waren, waren zu diesem Zeitpatanfalls in ihrer
Schwimmgeschwindigkeit verlangsamt. 24 h nachlngktion von 1 mg/kg Risperidon war

der Effekt in diesen M&ausen immer noch zu beobadfe 0,01) (Abbildung 3.37).
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Abbildung 3.37: Schwimmgeschwindigkeit in der RAWM von WT (schwau@aulen) und
heterozygoten mdrla/lb Mausen (graue Sé&ulen) zu Aedpunkten nach i.p. Injektion.
*p < 0,05 zwischen Ergebnissen von behandelten Mausgninbehandelten Kontrollméusen
nach zweiseitigem t-Testp < 0,05 zwischen Ergebnissen gleichbehandelter Gpantgach
zweiseitigem t-Test.
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Tabelle 3.12:Statistische Parameter der Auswertung fir die Besaligkeit in der RAWM

zu allen vier Zeitpunkten nach i.p. Injektion na@Genotyp (WT und heterozygot), Dosis

(unbehandelt, niedrig und hoch) und deren Intepaktnittels MANOVA.

Arzneistoff Faktor F-Wert p<
Amisulprid Genotyp Fa,61)= 0,434 n.s.
Dosis Fe, 124= 2,853 n.s.
Genotyp*Dosis  Fg, 124= 0,777 n.s.
Aripiprazol Genotyp Fa, 61)= 1,326 n.s.
Dosis Fs, 124)= 5,883 0,001
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 0,631 n.s.
Dehydroaripiprazol Genotyp Fa, 43= 0,218 n.s.
Dosis Fa, 43= 1,556 n.s.
Genotyp*Dosis  Fa, 43= 0,473 n.s.
Clozapin Genotyp Fa, 44= 0,530 n.s.
Dosis Fua, a2y= 13,687 0,001
Genotyp*Dosis  Fu, 44= 0,727 n.s.
Haloperidol Genotyp Fa, 1= 0,837 n.s.
Dosis F, 124= 7,303 0,001
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 0,626 n.s.
Olanzapin Genotyp Fa, 61)= 0,561 n.s.
Dosis F, 124= 6,225 0,001
Genotyp*Dosis  Fg, 124)= 1,594 n.s.
Quetiapin Genotyp Fa, 43= 0,512 n.s.
Dosis Fua, 43= 15,459 0,001
Genotyp*Dosis  Fa, 43y= 0,283 n.s.
Risperidon Genotyp F, e1y= 1,008 n.s.
Dosis Fe 124~ 16,073 0,001
Genotyp*Dosis  Fg, 124= 1,725 n.s.
Domperidon Genotyp Fa, 43= 0,461 n.s.
Dosis Fa, 43y= 0,590 n.s.
Genotyp*Dosis  Fu, 43= 0,167 n.s.

n.s. nicht signifikant
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3.4.4.3 Schwimmgeschwindigkeit

Die Auswertung des Tests zur Messung der Schwimohgesdigkeit mit sichtbarer
Plattform zeigte, dass Mause, die mit Clozapin, n@dgin, Quetiapin und Risperidon
behandelt waren, 1 h nach i.p. Injektion des Antpstikums signifikant langsamer
schwammen als im unbehandelten Zustand (AbbilduBg§, 3Tabelle 3.13). Heterozygote
mdrla/b Mause, die mit 1 mg/kg Risperidon behandalten, zeigten die gréf3te Differenz
zwischen ihrer Geschwindigkeit im unbehandeltentaus, in welchem sie 24,2 cm/s
schwammen, zu einer Geschwindigkeit von 13,4 cmitsruBehandlung. WT Mause unter
dieser Behandlung schwammen unbehandelt mit eimscl@vindigkeit von 28,7 cm/s zu
19,4 cm/s unter Risperidon @ 0,01). Auch Mause, die eine i.p. Injektion von h@/kg
Quetiapin, 2 mg/kg Clozapin, 0,3 mg/kg Risperiderl 2 mg/kg Olanzapin erhalten hatten,
schwammen unter Behandlung signifikant langsamer<(®,01). WT Mause, denen
Haloperidol injiziert worden war, schwammen untaree Dosis von 0,1 mg/kg signifikant
schneller als unbehandelt. Diese Tiere hatten Jedat 22,1 cm/s mit Abstand die niedrigste
Geschwindigkeit im unbehandelten Zustand verglichemt dem Mittelwert aller
unbehandelten Tiere von 25,8 cm/s. Unter einer 9esn 0,3 mg/kg Haloperidol und 0,5
mg/kg Olanzapin schwammen WT Tiere hingegen langsats unbehandelt.

Beim Vergleich zwischen den Genotypen schwammeerteygote mdrla/lb Mause unter
der Behandlung mit 0,3 mg/kg Haloperidol signifikachneller als WT Mausen unter der

gleichen Behandlung (0,01).

Tabelle 3.13: Mittelwerte der Schwimmgeschwindigkeit (cm/s) inr déntersuchung mit
sichtbarer Plattform von WT und heterozygoten mdtiaMausen unbehandelt und 1 h bzw.
5 h nach i.p. Behandlung.

WT heterozygot
Arzneistoff h nach un- un-
. behandelt behandelt
(mg/kog) Injektion behandelt p< behandelt p<
(cm/s) (cm/s)
(cml/s) (cml/s)
Kontrolle
1h 27,0 28,0 n.s. 27,4 29,3 n.s.
Amisulprid
1h 25,7 26,7 n.s. 25,7 27,8 0,05
3 mg/kg
Amisulprid
1lh 27,5 27,5 n.s. 27,0 28,5 n.s.
10 mg/kg

Ergebnisse 117



Tabelle 3.13:(Fortsetzung)

WT heterozygot
Arzneistoff h nach un- un-
o behandelt behandelt
(mgrkg) Injektion behandelt p<  behandelt p<
(cm/s) (cm/s)
(cm/s) (cm/s)
Aripiprazol
1lh 23,7 24,0 n.s. 25,5 24,8 n.s.
0,3 mg/kg
Aripiprazol
1lh 26,2 24,8 n.s. 26,7 27,1 n.s.
1 mg/kg
Dehydroaripipra-
1h 29,1 28,1 n.s. 21,8 22,5 n.s.
zol 1 mg/kg
Clozapin
1h 25,8 18,7 0,01 25,0 19,4 n.s.
2 mg/kg
Haloperidol
1h 22,1 26,1 0,05 26,2 29,5 n.s.
0,1 mg/kg
Haloperidol
1h 25,6 23,9 0,05 26,2 29,0 0,01
0,3 mg/kg
Olanzapin
1h 25,2 23,1 0,05 26,1 26,2 n.s.
0,5 mg/kg
Olanzapin
1h 25,0 20,9 0,01 25,0 20,9 0,05
2 mg/kg
Quetiapin
1h 26,8 19,8 0,01 25,8 16,8 0,01
10 mg/kg
Risperidon
1h 27,4 20,7 0,01 25,7 19,4 0,01
0,3 mg/kg
Risperidon
1h 28,7 19,4 0,01 24,2 13,4 0,05
1 mg/kg
Domperidon
1h 24,3 25,1 n.s. 25,2 28,4 0,05
20 mg/kg
Clozapin
5h 25,8 28,2 0,05 25,0 25,2 n.s.
2 mg/kg
Olanzapin
5h 25,0 25,5 n.s. 25,0 25,0 n.s.
2 mg/kg
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Tabelle 3.13:(Fortsetzung)

WT heterozygot
Arzneistoff h nach un- un-
o behandelt behandelt
(mg/kg) Injektion behandelt p<  behandelt <
(cml/s) (cml/s)
(cm/s) (cm/s)
Quetiapin
5h 26,8 28,3 n.s. 25,8 26,2 n.s.
10 mg/kg
Risperidon
5h 27,4 26,2 n.s. 25,7 24,1 n.s.
0,3 mg/kg
Risperidon
5h 28,7 26,3 n.s. 24,2 23,4 n.s.
1 mg/kg
n.s. nicht signifikant
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Abbildung 3.38: Schwimmgeschwindigkeit (cm/s) von WT (schwarze 8@&ulund
heterozygoten mdrla/lb Mausen (graue Saulen) 1dhzum Teil 5 h nach i.p. Injektion.
* p < 0,05 zwischen denselben Mausen im unbehandeltérbenandelten Zustand nach t-

Test fUr gepaarte Stichproben.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung des Efflamxsporters P-gp fur die Pharmakokinetik
und —dynamik von Antipsychotika am Modell der Mauasi untersuchen. Fur die
pharmakokinetischen Untersuchungen mussten einigghdden fur den Nachweis der
Antipsychotika in Blut und Gewebe etabliert werdemd fur die pharmakodynamischen
Studien wurden Verhaltenstests aufgebaut, um nsotoei und kognitive Leistungen und
Effekte von Antipsychotika zu erfassen.

4.1 Validierung der HPLC Methode zur Bestimmung von Aripiprazol

Die zu Begin der Arbeit entwickelte chromatographes Methode mit Saulenschalt-Technik
ermoglichte die automatische und schnelle Bestingnwon Aripiprazol und seinem aktiven
Metaboliten Dehydroaripiprazol mit minimaler Prokerbereitung innerhalb von 25 min.
Die Validierungsergebnisse entsprachen den €tmcal and Laboratory Standards Institute
(CLSI (1992), fruher NCCLS) vorgegebenen internalen Anforderungen. Die Prazision
lag innerhalb eines Laufes, zwischen zwei Laufeth zimischen allen flnf Validierungstagen
unter 10 %. Die erreichte Nachweis- und Quantifimigsgrenze lag deutlich unter den
Ublicherweise gemessenen therapeutischen SpidgelrMethode ist somit geeignet fur die
Anwendung im Rahmen des TDM. Proben kénnen mitreeren Methode innerhalb einer
Stunde gemessen werden und bei Routineproben kdngetnisse innerhalb von 24 h nach
Blutentnahme mitgeteilt werden. Die Uberprifung des der Validierung eingesetzten
Tablettenextrakts mit Reinsubstanz ergab eine Utsth@mung von annahernd 100 %. Die
Losung des Arzneistoffs aus der Tablette kann samivollstandig und die Genauigkeit der
Validierungsergebnisse als ausreichend betracleetem.

Das Antidepressivum Reboxetin, das AntipsychotikBipamperon und der Metabolit des
Antipsychotikums Clozapin, Desmethylclozapin, hattéhnliche Retentionszeiten wie
Aripiprazol. Bei gleichzeitiger Komedikation dies8ubstanzen ist daher auf Interferenzen
mit dem Aripiprazol-Peak zu achten. Durch leichtaarigtion im Fluss oder im
Acetonitrilgehalt des analytischen Eluenten, jetnaktuellen Bedingungen des Einzelfalls,
ist eine Trennung der Peaks aber mdglich. Die Ambarkeit dieser Methode auf

Patientenproben konnte durch eigene Untersuchugpegsigt werden.
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4.2 Klinische Anwendung Aripiprazol

Die Untersuchungen ergaben, dass ein signifikabtisammenhang zwischen der taglichen
Dosis von Aripiprazol und den resultierenden Sepiegeln besteht. Hierbei korrelierten die
Spiegel der Summe aus Aripiprazol und Dehydroargzipl (r = 0,482) besser mit der Dosis
als die einzelnen Serumspiegel von Aripiprazol (r0#19) und Dehydroaripiprazol
(r = 0,355). Die errechneten Korrelationskoeffizeanwaren jedoch trotz ihrer Signifikanz
eher niedrig. Dieses Ergebnis findet sich ebensarmeren psychotropen Medikamenten und
lasst sich durch intrinsische Faktoren, wie genb@sDisposition, Alter oder Krankheiten,
und extrinsische Faktoren, wie Rauchen und Nahraitgg erklaren (Baumann, et al 2004).
Dehydroaripiprazol, der aktive Metabolit des Ari@ipols, wurde bei den Patienten dieser
Studie im Mittel zu 40 % gebildet. Dieser Wert wadch in der Fachinformation von Bristol-
Myers Squibb Company und Otsuka America Pharmazaulnc. fur Aripiprazol (Bristol
Myers Squibb Company, 2006) angegeben. Interindelld Unterschiede waren hierbei sehr
grof3 (C.V. = 93 %), intraindividuelle Variationeadpch eher niedrig (C.V. = 26 %). Ein
vergleichbares Ergebnis zeigt sich in der Studie Mwolden und Koautoren (2006). Man
kann annehmen, dass dieser Befund vor allem dumsstetigche Unterschiede in den
metabolisierenden Phase | und Phase II Enzymenubegr ist. Bekannt sind grol3e
Unterschiede in der Aktivitdt von CYP3A4 und CYP20be zum Teil durch genetische
Polymorphismen erklart werden kdnnen (Sachse, €t98l7; Mizutani, et al 2003). Ein
genauer Zusammenhang bei Patienten unter Behandiungripiprazol musste in weiteren
Studien genauer untersucht werden. Eine abschiief3&nklarung der Ergebnisse ist ohne
Genotypisierung der Patienten schwierig.

Der in dieser Arbeit untersuchte Zusammenhangcheis Serumspiegeln von Aripiprazol
und Dehydroaripiprazol und CYP3A4 und CYP2D6 bdasgenden Komedikamenten zeigte
ein deutliches Interaktionspotential mit verandererumspiegeln von Aripiprazol bis zu
51 % und von Dehydroaripiprazol bis zu 120 %. Kulml Mitarbeiter (2005) ermittelten,
dass am Abbau von Aripiprazol die Cytochrome CYP3Ad CYP2D6 in einem ungefahren
Verhéltnis von 1:1 beteiligt sind. Der starke CYPRRBIhibitor Itraconazol fihrt zu einer um
50 % gesteigerten AUC von Aripiprazol (Kubo, ef@D5). Die Fachinformation rét deshalb
zu einer Dosisverminderung bei gleichzeitiger Gatwe CYP3A4 Inhibitoren (Bristol Myers
Squibb Company 2006). Eine weitere in der Fachim&dion aufgefiihrte Studie ergab eine
um 112 % erhdhte AUC von Aripiprazol bei Komedikatimit Quinidin, einem starken
CYP2D6 Inhibitor. Bei dieser Kombination soll dieo§ls laut Firmeninformation um die
Halfte reduziert werden. Die Ergebnisse dieser Arlzeigten ein um 39 % erhdhtes
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Konzentrations- zu Dosis Verhaltnis von Aripiprabel gleichzeitiger Gabe des Betablockers
Metoprolol, einem moderaten CYP2D6 Inhibitor. Dedbst ermittelte Erniedrigung des K/D
Verhéltnisses auf 70 % bei Aripiprazol in Kombioati mit dem CYP3A4 Induktor
Carbamazepin stimmte mit dem in einer Studie destdkerfirma gefundenen Wert tberein
(Bristol Myers Squibb Company, 2006). Insgesamgexeidie Ergebnisse dieser Arbeit, sowie
Daten einer Studie von Molden und Koautoren (20@&)ss sich Komedikamente mit
inhibierenden oder induzierenden Eigenschaften naddbés deutlich auf die Aripiprazol- und
Dehydroaripiprazolkonzentrationen auswirken. Aufesi therapeutischen Bereich, der gutes
klinisches Ansprechen und ein Minimum an Nebenwiden verbindet, wie im Folgenden
beschrieben, kdnnen die hier beobachteten Interadti mit Komedikamenten durchaus
klinische Auswirkungen haben. Dies und die besberne groRe, zum Teil durch
Genpolymorphismen bedingte, interindividuelle Vagan den Serumspiegeln machen den
Vorteil einer Anwendung von TDM besonders bei kornedten und langsam oder
ultraschnell metabolisierenden Patienten im Vechleizu pauschaler Dosisanpassung
deutlich.

Der Therapieerfolg von Aripiprazol in der durchdafién Studie wurde mit einem mittleren
CGl Item 2 Wert von 2,2 als maRig ermittelt. And&tedien veréffentlichten Werte von 3,2
in Woche 1 bis 2,17 in Woche 8 (Tandon, et al 26@%yie 3,5 nach 4 Wochen Behandlung
(Kane, et al 2002). Der direkte Vergleich mit dredeangzeitstudien ist schwierig, da der
Therapieerfolg in der Auswertung dieser Arbeit aureinem Zeitpunkt je Patient einbezogen
wurde, der Beginn der Medikation haufig nicht bekawar und die klinische Verbesserung
Uber die Zeit nicht das vorrangige Ziel der Unteraing war. Die Patienten dieser Arbeit
wurden von den behandelnden Arzten als schwerekkrit einem CGI Item 1 Wert von 6,0
eingeschatzt im Vergleich mit den erwéhnten Studiem Tandon und Mitarbeitern (2006),
die einen CGI Item 1 Wert von 4,3, und Kane undtoren (2002), die einen CGI Item 1
Wert von 4,8, angaben. Der CGI Item 2 Wert zum &peerfolg in dieser Arbeit zeigte aber
ein gleich gutes bzw. besseres Ansprechen im Melgk den beiden genannten Studien.
Eines der vorrangigen Ziele dieser Auswertung veaee ermitteln, ob ein therapeutischer
Bereich fur die Serumkonzentrationen von Aripiptamod Dehydroaripiprazol gefunden
werden kann, der sowohl gutes Kklinisches Anspreché&n auch ein Minimum an
Nebenwirkungen vereint. Bei einem Serumspiegel Awpiprazol von 150 bis 300 ng/ml bei
schizophrenen Patienten, die als antipsychotiscbailtdtion nur Aripiprazol erhielten, zeigte
sich das grof3te klinische Ansprechen mit 68 % nedigoender Patienten. Dieser Bereich

stimmte mit dem errechneten 25. bis 75. Perzergg &erumbereichs, der fir diese
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Auswertung verwendeten Patientengruppe, Uberein. 8®¥umspiegeln unterhalb oder
oberhalb dieses Bereichs war das therapeutischprégtsen mit 57 % bzw. 50 % geringer.
Auch konnte kein deutlicher Zusammenhang zwischem dTherapieansprechen und
Serumkonzentrationen von Dehydroaripiprazol bzwt 8eamme aus beiden Substanzen
gefunden werden. Fir die Einschatzung des thergpbhah Ansprechens schizophrener
Patienten auf Aripiprazol scheint somit nur dierBetitung des Spiegels der Muttersubstanz,
die auch weniger interindividuelle Schwankungen uwride bessere Dosis zu Spiegel
Korrelation als der Metabolit zeigt, ausreichendsein.

Insgesamt wurde die Behandlung mit Aripiprazol gertragen mit einer Nebenwirkungsrate
von insgesamt 32 %. Die ermittelte Haufigkeit epyramidal motorischer Nebenwirkungen
mit 7 % wurde auch in anderen Studien beobachtest(®B Myers Squibb Company, 2006;
Tandon, et al 2006), ist aber mit dem Auftretereuitlacebo vergleichbar. Weitere haufige
Nebenwirkungen, wie innere Unruhe und Schlafrigkeitl Sedierung wurden ebenfalls in
anderen Studien beobachtet (Bristol Myers Squibim@oy, 2006; Kane, et al 2002).

Der Bereich der Serumspiegel von Aripiprazol beimdekeine oder nur leichte
Nebenwirkungen auftraten, lag mit 110 bis 249 ngirmadriger als der Konzentrationsbereich
unter dem starkere Nebenwirkungen auftraten (230385 ng/ml). Dies deutet auf einen
dosisabhangigen Effekt hin. Fir eine Auswertungjiemweit die Art der Nebenwirkung mit
der H6he des Serumspiegels zusammenhangt, warrdi@ghAder Patienten in dieser Arbeit
bei denen unerwinschte Effekte auftraten zu klétme weitere Studie, die diesen
Zusammenhang bei einer grofR3eren Stichprobe untdrsuére fir das genauere Verstandnis
des Nebenwirkungsprofils und der Wirkweise von Anipzol wiinschenswert.
Zusammenfassend konnte in dieser Untersuchung eireidd des Serumspiegels von
Aripiprazol von 150 bis 300 ng/ml ermittelt werdeter sowohl gutes klinisches Ansprechen
als auch ein minimales Auftreten an Nebenwirkungeneint. Weitere Studien mit konstanten
Dosen oder Serumspiegeln Uber einen langeren deitdiednnten weiter Aufschluss tber
einen genaueren therapeutischen Bereich auch fiaramiagnosen geben. Die Auswertung
dieser Arbeit kann aber als Orientierung genutzidee, die antipsychotische Therapie unter
Aripiprazol zu verbessern und insbesondere bei kimrexten oder genetisch auffalligen
schizophrenen Patienten die Dosis zu optimierer. Bdhbeziehung des Serumspiegels von
Dehydroaripiprazol scheint keinen weiteren Vorféil die Therapieoptimierung zu bieten,
kann jedoch hilfreich bei der Einschatzung des CA48nd CYP2D6 Phanotyps sein. Auch

hier kdnnen weitere Studien, die den Genotyp déean und seine Auswirkungen auf den
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Aripiprazol- und Dehydroaripiprazolspiegel untedsemc, hilfreich sein die Relevanz der
Serumkonzentration des Metaboliten besser einztsama

Nach Etablierung der Methode fir die Messung voipiprazol und seinem Metaboliten
Dehydroaripiprazol sowie zusétzlich einer Methode Bestimmung von Haloperidol, das bis
dahin noch nicht im Neurochemischen Labor gemesserden konnte, standen fir die
tierexperimentellen pharmakokinetischen Untersugkunin Blut, Gehirn und Milz die

notwendigen Methoden zur Verfiigung.

4.3 Vergleich Katalepsie — Rotarod

Bei einem Vergleich der Methoden Dauer der Katagepad motorische Leistungen auf dem
Rotarod wurde bei beiden Testmethoden fur Mause,ndt Aripiprazol, Haloperidol und
Risperidon behandelt waren, signifikante Effektedie motorischen Leistungen der Tiere im
Vergleich zu unbehandelten Mausen gemessen. Amidutatte bis zu der héchsten Dosis
von 30 mg/kg keinen Einfluss auf die Ergebnisseb@&iden Untersuchungen. Auch die
Kontrollsubstanz Domperidon hatte keine Auswirkungaif die Mause bei diesen Tests.
Durch die aktive Elimination dieses Arzneistoffsalem Gehirn durch P-gp (Tsujikawa, et al
2003; Abou El Ela, et al 2004) wirkt sie nur aufipeere B-Rezeptoren. Das Ausbleiben
eines Effekts auf die Motorik in dieser Untersuapumter Behandlung mit Domperidon
bestéatigt somit deutlich, dass die gemessene Baeligung der mit Antipsychotika
behandelten Tiere auf die ZNS-Wirksamkeit der Madiknte zurtickzufuhren ist.

Bei Mausen, die mit Haloperidol und Risperidon betedt waren, zeigte sich die negative
Auswirkung dieser BRezeptor Antagonisten auf motorische Fahigkeitgrhaei niedrigen
Dosen besonders deutlich. Verschiedene Studienalbbtdien vergleichbare Effekte (Nakali,
et al 2003; Tada, et al 2004; Bardin, et al 20@8s Maximum der Dauer der Katalepsie
wurde nach akuter oraler Gabe fir Haloperidol nadh fur Risperidon nach 12 h und fir
Aripiprazol nach 6 h beschrieben (Nakai, et al 30G8doch friher nach i.p. Injektion
(Perrault, et al 1997; Tada, et al 2004; Bardirgl€2005). In dieser Untersuchung waren die
Tiere vor allem direkt nach der Injektion (0,5 hh atarksten beeintrachtigt. Bei Mausen
unter Aripiprazol Behandlung zeigte sich das Maximan Katalepsie erst nach 4 h bis 6 h.
Auf dem Rotarod war unter der mittleren Dosis vom&kg kaum eine Verbesserung tber
den gesamten Messzeitraum zu sehen. Eine aushdrdicdDiskussion des Einflusses der
getesteten Antipsychotika auf die Motorik wird iand Kapitel 4.4 ,Auswirkungen von P-gp
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auf die motorische Aktivitat auf dem Rotarod un®&ericksichtigung der Hirnkinetik®
gegeben.

Ein Einfluss méglicher sedierender Effekte der psyichotika auf die Motorik erscheint
unwahrscheinlich. Mause, die mit Diazepam in sediéen Dosen von 3 und 5 mg/kg
behandelt waren, zeigten keine Unterschiede zuhamukelten Kontrollen. Auch Stanley und
Mitarbeiter (2005) konnten in ihrer Arbeit keine $warkungen von 3 mg/kg Diazepam p.o.
auf die Laufleistung von Méausen auf dem Rotaroctemnien. Erst bei sehr hohen Dosen von
10 mg/kg und einer GABARezeptor Besetzung von 72 % wurde eine signifikant
Auswirkung auf den Test beobachtet. In anderenrdntdungen, z. B. dem Open Field Test,
wurde bereits eine Sedierung fur die auch in didgéeit verwendete Dosis von 3 mg/kg
beobachtet (Kralic, et al 2002). Korpi und Koautof@003) sowie Stanley und Koautoren
(2005) berichten ebenfalls, dass das Rotarod hwsdmsitiv fir Sedierung ist. Somit sind die
in dieser Untersuchung gefundenen Effekte klar demh antagonistischen Einfluss auf
dopaminerge BRezeptoren der Antipsychotika zurtickzufihren, sieh auf Beginn der
Bewegung, Zeit in Bewegung und die horizontale WWtegke auswirkt (Kelly, et al 1998).
Insgesamt waren die beobachteten Ergebnisse aufRiearod vergleichbar mit denen des
Tests auf Katalepsie unter der Behandlung mit Aytipotika. Dennoch zeigte sich, dass das
Rotarod sensitiver in der Messung der motorisché@mgkeiten war. Es wurden Effekte bei
niedrigen Dosen festgestellt, die bei der Messueg Rauer der Katalepsie nicht erkannt
wurden. Auf der anderen Seite war der Test auf IEpsée spezifischer, da es Mausen, die
langer als 20 s in kataleptischer Position verlgiielmicht mehr méglich war auf dem Rotarod
bei dem gewahlten akzelierenden Profil zu laufeie. lizobachteten Ergebnisse stimmen mit
frheren Studien Uberein, die zeigen, dass Kati&aps hoch spezifisches Verhalten ist, das
durch dopaminerge £Rezeptor Besetzung ausgeltst wird und somit nuhblken Dosen
von Antipsychotika mit dem entsprechenden Rezeptfitp wie es Haloperidol und
Risperidon besitzen, ausgeldst wird (Wadenberg @000). Dennoch ist der Rotarod Test
unter Betrachtung allgemeiner motorischer Einsdkwéigen, die nicht nur durch striatalg-D
Rezeptorenbesetzung bedingt sind, von Vorteil (Bns et al 1997; Mishima, et al 2004), da
er auch diese Nebenwirkungen im Gegensatz zur &zt abbildet.

Bei der Durchfiihrung der Tests ergab sich auch ldare Uberlegenheit des Rotarods in der
Handhabung. Messergebnisse werden automatischstertagl hangen nicht von der
Erfahrung des Experimentators ab, der das Endekdtdeptischen Zustands subjektiv
bewerten muss, von seiner Reaktionszeit, vom iddelien Verhalten der einzelnen Maus

oder vom Geschick und der Erfahrung die Maus ire éiataleptische Position zu setzen.
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Weiterhin kdnnen bis zu funf Mause parallel getesterden. Zusammenfassend zeigte sich,
dass, wenn die Fragestellung nicht nur auf ein @sesi von Katalepsie und somit Screening
von Substanzen auf ihr antipsychotisches Potentitlt, sondern motorische
Nebenwirkungen, wie beispielsweise EPS, abgebildetden sollen, das Rotarod zu
bevorzugen ist. Aus diesen Griunden wurde fur dieetdnchung der Auswirkungen von P-gp
auf die motorische Aktivitat von Mausen unter Batlang mit Antipsychotika das Rotarod

als Untersuchungsmethode gewabhit.

4.4 Auswirkung von P-gp auf die motorische Aktivitdt ad dem Rotarod

unter Berucksichtigung der Hirnkinetik

Amisulprid

Im Gehirn von mit Amisulprid behandelten M&ausen evaklare Konzentrationsunterschiede
zwischen mdrla/lb Doppelknockout und WT Tieren tbi@ah Auf dem Rotarod hingegen
konnten keine Unterschiede zwischen den beidenpg@&nypaber auch nicht zu unbehandelten
Kontrollen, gemessen werden. Durch das Rezeptarprkain Amisulprid, bevorzugt
dopaminerge B und Dy-Rezeptoren im limbischen System und weniger imatsim zu
besetzen, (Schoemaker, et al 1997) hat diese Substa geringe Auswirkungen auf die
Motorik. Auch bei einer Besetzung der RezeptorerSimatum von 70 bis 80 % besteht nur
ein geringes Risiko fur EPS (Schoemaker, et al 199@her ist es plausibel, dass in dieser
Arbeit mit Dosen bis zu 30 mg/kg keine Auswirkungerf dem Rotarod beobachtet wurden.
Erst bei Dosen von 400 bis 1200 mg/d, die zu Sepiggsin Uber 320 ng/ml fihren, treten
EPS bei Patienten auf (Mdller, et al 2007). Petrand Mitarbeiter (1997) konnte keine
Katalepsie 2 h, 4 h und 6 h nach i.p. Injektion idnbis 60 mg/kg bei Ratten beobachten.
Erst eine Dosis von 100 mg/kg fuhrte zu einem lkandauernden kataleptischen Zustand in
36 % der behandelten Tiere.

In in-vitro Untersuchungen und in in-vivo Tests ndiém P-gp Inhibitor Cyclosporin A
behandelten Ratten wurde ebenfalls gezeigt, dassupnd Substrateigenschaften zu P-gp
besitzt (Hartter, et al 2003; Abou El Ela, et aD20Schmitt, et al 2006). Auch verstarkte
pharmakodynamische Effekte von Amisulprid auf duighomorphin ausgeldste erhohte
Lokomotion in mit Cyclosporin A behandelten Rattewerglichen mit Tieren mit
funktionellem P-gp, konnte in einer Studie beobetckterden (Schmitt, et al 2006). Doch

waren auch bei dieser Untersuchung die pharmakaodigcaen Effekte geringer ausgepréagt
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als die pharmakokinetischen, so dass auch aufgrded polypharmakologischen
Untersuchungsdesigns hier kein eindeutiger Rucksshbhuf den Anteil P-gp abh&ngiger

Effekte gezogen werden konnte.

Aripiprazol

In den Kinetikuntersuchungen wurden signifikant é@kKonzentrationen von Aripiprazol im
Gehirn von mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen nach i.p. ktign von 10 mg/kg gemessen als in WT
Tieren. Dieses Ergebnis zeigt zum ersten Mal Satestrenschaften von Aripiprazol zu P-gp
auf. Mit hoheren Konzentrationen in P-gp Doppellkot Mausen um den Faktor von 2,3
fur die ersten neun Stunden nach Injektion konirtedeutlicher Effekt von moderater bis
mittlerer Starke verglichen mit anderen Substrgezeigt werden.

Alle Mause, die mit Aripiprazol 1, 5 und 10 mg/kg.ibehandelt wurden, zeigten auf dem
Rotarod eine eingeschrankte Laufleistung. HierlpeR Isich jedoch kein dosisabhangiger
Zusammenhang bei WT Mausen erkennen. Tiere untemiileren Dosis von 5 mg/kg
waren am starksten beeintrachtigt.

Dieses Ergebnis lasst sich am besten mit der Eifpaftsvon Aripiprazol als partieller
Agonist an dopaminergen ,bund serotonergen 5-HA-Rezeptoren zu wirken erkléaren.
Kikuchi und Mitarbeiter (1995) konnten zeigen, dasgpiprazol sowohl agonistisch als auch
antagonistisch an pra- und postsynaptischen dogmgen D-Rezeptoren wirkt. Weitere
Untersuchungen ergaben, dass das Antipsychotikum ngeh Konzentration an
extrasynaptischem Dopamin als partieller Agonistkiv{Fujikawa, et al 1996; Inoue, et al
1996; Lawler, et al 1999). In in-vivo Studien aggees an prasynaptischen Rezeptoren als
funktioneller Agonist (Kikuchi, et al 1995; Sembst, al 1995), andere Studien bestatigten
seine antagonistischen Eigenschaften am postsgohpti dopaminergen fRezeptor in-
vivo (Kikuchi, et al 1995; Fujikawa, et al 1996;r8lea, et al 1995) und in-vitro (Lawler, et al
1999; Shapiro, et al 2003).

Typische Antipsychotika, wie Haloperidol, erhéhem iStriatum durch Blockade von
Feedback-Mechanismen im nigrostriatalen dopamimerg§gstem die Ausschittung von
Dopamin und seiner Metabolite  Dihydroxyphenylessige (DOPAC) und
Homovanillinsaure (HVA) in den synaptischen Spait in Mikrodialyse-Studien bei Ratten
gezeigt wurde (Imperato and Di Chiara, 1985; Zsttém, et al 1986). Der gleiche Effekt
konnte fur einige atypische Antipsychotika, wie @apin, gezeigt werden (Jordan, et al
2004) nicht jedoch fur Aripiprazol. Dieses Antiphptikum hatte in der Studie von Jordan
keinen Effekt auf die Dopamin Freisetzung untetesraDosen bis zu 40 mg/kg. In Studien
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mit &hnlichen Methoden erniedrigte sich die Konemimdn von Dopamin sogar im
synaptischen Spalt nach i.p. Injektion von 2,5 4ismg/kg (Semba, et al 1995) und nach
subkutaner Applikation von 3 mg/kg (Li, et al 200E)ne solche Erniedrigung der Dopamin
Konzentration wird Ublicherweise von dopaminergen-Rezeptor Agonisten, wie
Apomorphin und Quinpirol ausgelost (Zetterstromale1984; Yamada, et al 1994). Auf die
Konzentration der Metabolite DOPAC und HVA hattepiygrazol in Mikrodialyse-Studien
einen gegensatzlichen Effekt. Es erhthte ihre Komagonen im synaptischen Spalt und
zwar vor allem unter mittleren Dosen von 10 mg&&. bzw. 2 mg/kg und 40 mg/kg, welche
in den Studien untersucht wurden, hatten geringfekte auf die Freisetzung (Semba, et al
1995; Jordan, et al 2004). Aripiprazol wirkt sonmtniedrigen Dosen als Antagonist, dies
bestétigt die Studie von Fujikawa und Mitarbeit€@96), in der Aripiprazol unter niedrigen
Dosen von 0,1 bis 0,5 mg/kg dosisabhangig dashdiiadipexol ausgeléste Gahnen bei
Ratten inhibierte. Antagonistische Eigenschaften Ropiprazol scheinen sich somit nur in
einem engen Dosisbereich auszuwirken, unter hohBasen ergeben sich hauptsachlich
agonistische Effekte: 1) Semba und Mitarbeiter @)9%eigten die Erhéhung von
extrazellularem Dopamin im Rattenstriatum, die aslbemach Gabe von dopaminergen
Rezeptor Agonisten auftritt (Yamada, et al 1994)héhe Dosen von Aripiprazol (40 mg/kg)
haben keine Auswirkungen auf, bzw. erniedrigen, BOPund HVA im Striatum im
Gegensatz zu niedrigeren Dosen (Jordan, et al 200#)3) hohe Aripiprazol Dosen von 10
und 40 mg/kg verhindern die Freisetzung von Dopadirch (+)-AJ76, einem dopaminergen
Rezeptor Antagonisten, der vorwiegend an prasysapin Dopamin-Rezeptoren wirkt
(Semba, et al 1996).

Durch die unter niedrigen Gaben dosisabhangigeaganistischen und unter hohen Dosen
agonistischen Eigenschaften von Aripiprazol ergioh ein U-férmiges Profil, welches die
hier dargestellten Ergebnisse auf dem Rotarod sjdegelt. Auch in einer Studie von Zocci
und Mitarbeitern (2005) war die horizontale Lokomntvon Mausen unter einer mittleren
Dosis von 3 mg/kg am starksten reduziert vergliam@rDosen von 0,1 und 30 mg/kg.

Seit einigen Jahren wird der Einfluss des serotmereb-HTA-Rezeptors auf die motorische
Aktivitat  vermehrt  diskutiert.  5-Hila-Rezeptor  Agonisten, wie  8-Hydroxy-
dipropylaminotetralin (8-OH-DPAT), erh6hen die Betzung von Dopamin im frontalen
Kortex (Rasmusson, et al 1994; Tanda, et al 1994) wermindern durch Antipsychotika
ausgeloste Katalepsie im Tiermodell (Hicks, 199@peBkamp, et al 1988; Ivernizzi, et al
1988). Eine durch Aripiprazol ausgeloste Katalepgiemessen mit dem Bar- und dem

Crossed-Leg Position-Test, war in einer Studie gg1ing ausgepragt, jedoch mit einem
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Maximum unter der mittleren Dosis von 10 mg/kg {lgleven, et al 2005). Durch vorherige
Gabe von WAY100635, einem hoch selektiven 5:kHRezeptor Antagonist, erhdhte sich die
Dauer der Katalepsie unter Aripiprazol signifikajeioch nur unter der héchsten Dosis von
40 mg/kg. Der partiell agonistische Effekt von Apimzol auf 5-HTa-Rezeptoren im
frontalen Kortex kdnnte somit eine weitere Erklair die Verringerung der motorischen
Beeintrachtigung unter hohen Dosen dieses Antigsiaims sein.

Die motorische Leistung von mdrla/lb(-/-, -/-) Mé@uasunter einer Dosis von 1 mg/kg
Aripiprazol unterschied sich von gleich behandelt®i Tieren nur zu zwei von sieben
Zeitpunkten signifikant voneinander. Im Mittel z&sg die P-gp defizienten Mause eine um
33 % schlechtere Leistung als WT Mause. Knockoatelidie mit 5 mg/kg behandelt waren,
konnten sich langer auf dem Rotarod halten alsderifgleichen Dosis behandelte WT Mause.
Diese Ergebnisse verdeutlichen den Effekt von Rugjpdie motorische Leistung der Tiere
und decken sich mit den beobachteten Werten irkaetikuntersuchung. Unter 1 mg/kg in
den mdrla/ib(-/-, -/-) Mausen wird die antagoncstes Wirkung des Aripiprazols noch
verstarkt, unter 5 mg/kg kommt hingegen die agsokgé Wirkung mehr zum Tragen und die

Tiere laufen besser als gleichbehandelte WT Mause.

Dehydroaripiprazol

Der aktive Metabolit des Aripiprazols, Dehydroapi@izol, wirkt ebenfalls partiell
agonistisch an dopaminergen-Rezeptoren (Bristol-Myers Squibb Company, 2006e D
Substanz hatte in WT Méausen kaum Einfluss auf diefleistung auf dem Rotarod. Beim
Vergleich gleich hoher Dosen beider Substanzenre Haghydroaripiprazol somit weniger
negativen Einfluss auf das motorische VerhaltenMiuse. Mdrla/l1b(-/-, -/-) Tiere hingegen
liefen zu allen Zeitpunkten signifikant kirzer algdm Rotarod verglichen mit WT Méausen.
Der in den Kinetikstudien gefundene Unterschiedd@r Hirnkonzentration zwischen den
Genotypen zeigte sich somit deutlich im Verhaltemd udentifiziert Dehydroaripiprazol
erstmalig eindeutig als Substrat von P-gp mit um Baktor von 4,6 héheren Werten in P-gp

defizienten Mausen.

Clozapin und N-Desmethylclozapin

Die Kinetikstudien zeigten keine Unterschiede zwest den Konzentrationen von Clozapin
in den Gehirnen der beiden Genotypgruppen. Fir détiven Metaboliten N-
Desmethylclozapin waren hingegen deutliche Unteesiehmessbar. Die Untersuchung auf

eine pharmakodynamische Differenzierung auf denaidt zwischen mdrla/lb(-/-, -/-) und
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WT Mausen liel3 jedoch keinen Unterschied nach.geinjektion von Clozapin erkennen. N-
Desmethylclozapin besitzt das gleiche Rezeptorpreie Clozapin, jedoch fuhrt es zu
schwacheren pharmakologischen Effekten (NovartegiRhceuticals Corporation, 2005). Die
hohere Konzentration dieser Substanz im Gehirn Ragp Knockout Mausen reichte nicht
aus, pharmakodynamische Veranderungen auszuloseh. die Arbeit von Abou El Ela und
Mitarbeitern (2004) konnte die Substrateigenschaften N-Desmethylclozapin zu P-gp
bestéatigen. Weitere in-vitro (Maines, et al 200b0A El Ela, et al 2004; Hartter, et al 2003;
Henning, et al 2002) und in-vivo (Schinkel, et 8B&; Lane, et al 2001; Doran, et al 2005)
Untersuchungen zeigten, wie in dieser Arbeit bebteckeine Affinitdt von Clozapin zu P-

gp.

Haloperidol

Es konnten keine Unterschiede zwischen der motwisteistung von WT Mausen, die mit
0,3, 1 und 3 mg/kg Haloperidol behandelt waren,dmrmh Rotarod beobachtet werden. Zwar
waren alle behandelten Tiere zu Beginn deutliciiar Leistung eingeschrankt, verbesserten
sich jedoch im gleichen Mal3e bis zu dem letztendekeigpunkt. Mit 0,3 mg/kg behandelte
mdrla/lb(-/-, -/-) Mause zeigten keinen signifikkantUnterschied zu gleich behandelten WT
Tieren. Es konnte somit kein Einfluss von P-gp da$ Verhalten Haloperidol behandelter
Tiere gezeigt werden. Jedoch kann nicht ausgesdnioserden, dass ein moéglicher auf P-gp
bezogener Effekt auf dem Rotarod nicht sichtbardeurda bei WT Tieren unter drei
verschiedenen Dosen ebenfalls keine Unterschiddmelbar waren und das Rotarod somit
eventuell in diesem Dosisbereich nicht sensitiv ugenist. Auch die AUC der
Hirnkonzentrationen unterschied sich nicht zwischdgn Genotypen, jedoch konnten
signifikant héhere Haloperidolspiegel im Serum &€l Mé&use beobachtet werden. Das
Fehlen von P-gp in den mdrla/lb Doppelknockout Méuscheint zu einer veranderten
Expression anderer Transporter zu fuhren, wie @deBn BCRP (Cisternino, et al 2004). Eine
verstarkte Aktivitat eines unbekannten Transpoitérsmte somit zu den Unterschieden in der
Konzentration von Haloperidol beitragen unter demnahme, dass der Arzneistoff von
solchen Proteinen transportiert wird. Zusammenfas&ennte keine eindeutige Affinitat von
Haloperidol zu P-gp in dieser Studie gezeigt werdéxuch Ergebnisse anderer
Untersuchungen identifizieren Haloperidol, wenn ribept nur als schwaches Substrat
(Doran, et al 2005; Schinkel, et al 1996).
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Olanzapin

1 h nach i.p. Injektion von Olanzapin wurde ein telner Konzentrationsunterschied im
Gehirn der Mause mit unterschiedlicher P-gp Expoesdeobachtet. Uber den gesamten
Zeitraum von 24 h Unterschied sich die AUC jedoudihta Auch auf dem Rotarod verhielten
sich die mit Olanzapin behandelten Tiere unteralben Dosis gleich, WT Mause, die mit
0,5 mg/kg und 2 mg/kg behandelt waren, unterschisth signifikant und dosisabhangig in
ihrer Laufleistung. Wang und Koautoren (2004) beeten in ihrer Studie tber eine dreifach
hohere Konzentration von Olanzapin in den Hirnen walrla Knockout Mausen und somit
klaren Substrateigenschaften zu P-gp. Der einzigesskkitpunkt der Untersuchung war
jedoch 1 h nach Injektion. Zu diesem Zeitpunkt Kennauch in dieser Arbeit, wie
beschrieben, unterschiedliche Konzentrationen hkddba werden, nicht jedoch Uber den
gesamten Zeitraum. Zwei weitere Untersuchungen l{Bouet al 2002; Abou El-Ela, et al
2004) identifizierten Olanzapin ebenfalls nichtdsntig als P-gp Substrat.

Klinische Studien konnten pharmakokinetische undarpiakodynamische Unterschiede
abhangig von Genpolymorphismen unter BehandlungQtahzapin zeigen. Markowitz und
Koautoren (2006) beobachteten in Probanden, digefrdes T-Allels in SNP C3435T in
Exon 26 waren, einen erhthten Plasmaspiegel naadbroGabe einer Standardtablette mit
Olanzapin. Trager des T-Allels in diesem SNP sami&NP G2677T in Exon 21 sollen nach
Studien von Hoffmeyer und Mitarbeitern (2000) undn@be und Koautoren (2001) eine
geringere P-gp Expression besitzen. Eine Studgchizophrenen Patienten beobachtete eine
Korrelation zwischen dem Genotyp und der Verbessgmauf derBrief Psychiatric Rating
Scale (BPRS) (Lin, et al 2006) sowie auf der Subskalapgdsitive Symptome ddPositive
and Negative Symptom Scale (PANSS) (Bozina, et al 2006). Diese unterschiéeiicBefunde
zwischen Studien am Menschen und in-vitro oderive-Wntersuchungen an Nagern kann
durch mehrere Faktoren verursacht sein. Es ist @d8h nicht umfassend untersucht zu
welchem Ausmald andere Transporter in P-gp defemerilausen in ihrer Regulation
verandert sind und inwieweit diese Proteine ebenfahtipsychotika, wie Olanzapin, aus
dem Gehirn transportieren. Cisternino und Koautdi®04) fanden bislang eine dreifach
erhohte Expression deBreast Cancer Resistance Protein (BCRP/ABCG2) in den P-gp
Knockout Mausen. Eine weitere Erklarung ware, dés®fRelevanz des P-gp in der Blut-Hirn-
Schranke des Menschen bisher unterschatzt wurdanimd Mitarbeiter (2005) vermuteten,
dass erst eine zwei- bis dreifach erhdhte Konzeotran Knockout M&usen zu einer

funktionellen Bedeutung fuhrt. Ob bereits geringétaterschiede pharmakodynamische
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Auswirkungen beim Menschen haben, muisste in waeitddenischen Studien, die den
Therapieeffekt oder Nebenwirkungen mit der P-gprEggion korrelieren, untersucht werden.

Quetiapin

Besonders zu den ersten UntersuchungszeitpunktgterzeP-gp Doppelknockout Mause
signifikant schlechtere Laufleistungen auf dem Rumtaverglichen mit WT Tieren. Die
unterschiedlichen Konzentrationen mit einem Fakton etwa 1,7 im Gehirn von mit
Quetiapin behandelten mdrla/b (-/-, -/-) und WT BEmustimmen hiermit tberein. Quetiapin
scheint somit ein eher moderates, jedoch deutli€udsstrat von P-gp zu sein. Bisher wurde
die Affinitat von Quetiapin zu P-gp nur in in-sitund in-vitro Tests untersucht. Eine Studie
fand einen erhéhten Transfer der Substanz durclschéohes Plazentagewebe, wenn ein T-
Allel im SNP C3435T in Exon 26 vorlag (Rahi, et2€l07). Die Studie von Boulton (2002)
identifizierte Quetiapin in einem ATPase Assay3ubstrat. Zwei weitere Studien (Grimm, et
al 2006; Abou EIl Ela, et al 2004) konnten das Enggehicht bestatigen.

Risperidon

Die Ergebnisse auf dem Rotarod ergaben einen deeitlidosisabhé&ngigen Zusammenhang
zwischen der Laufleistung behandelter WT Méause dexdDosis von 0,3, 1 und 3 mg/kg.
Mdrla/lb(-/-, -/-) Tiere, die mit 0,3 mg/kg behahdearen, zeigten eine vergleichbare
Leistung mit WT Mausen, denen 3 mg/kg injiziert dem waren. Diese um den Faktor zehn
verminderte motorische Aktivitat der P-gp Doppelékaout Tiere vergrol3erte sich ab 8 h
nach Injektion noch weiter. Mdrla/1b(-/-, -/-) M&usrreichten zu den spéateren Zeitpunkten
nur noch 57 % der Leistung der zehnfach héher lodiean WT Mause. Die im Verhalten
beobachteten Verdnderungen von P-gp defizientereMispiegeln sich in den Ergebnissen
der Kinetikstudien direkt wieder. Die Hirnkonzentoaen der Summe von Risperidon und
seinem aktiven Metaboliten 9-Hydroxyrisperidon ladpei mdrla/lb(-/-, -/-) Mausen um den
Faktor zehn hoher fur die ersten drei Stunden umdlé-fach hoher neun Stunden nach
Injektion verglichen mit WT Tieren. Die Ergebnidseider Untersuchungen bestatigen somit
die starke Affinitat von Risperidon und 9-Hydroxgperidon zu P-gp, die von Wang und
Mitarbeitern (2004) sowie von Doran und Mitarbaitg2005) im gleichen Mausmodell

gefunden wurde.
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Domperidon

WT Mause zeigten unter Dosen bis zu 80 mg/kg k&mschrankung in der motorischen
Leistung auf dem Rotarod. lhre Leistung steigeith kingegen eher noch im Vergleich zu
Kontrollmausen. Unter 20 und 50 mg/kg zeigten mdti@/-, -/-) Mause hingegen
signifikante dosisabhéangige Einschrdnkungen merailMlaximum zwischen 4 h und 10 h. In
diesem Zeitraum waren auch die Domperidonkonzeotran im Gehirn der Mause am
hdchsten. Somit zeigt sich zum einen der direkteadiunenhang zwischen den durch die P-
gp Expression bedingten unterschiedlichen Hirngdregind ihrer pharmakodynamischen
Auswirkung auf dem Rotarod unter Behandlung miseieSubstanz. Zum anderen bestétigen
die fehlenden motorischen Beeintrachtigungen auf &otarod die periphere Wirkung des
Domperidon in WT M&ausen und somit seine Funktian Réferenzsubstanz. Auch in einer
Studie in Ratten, die zuvor mit Cyclosporin A, em®-gp Inhibitor behandelt wurden, |6ste
Domperidon dosisabhangig Katalepsie aus (Tsujikaeg, al 2003), in Tieren mit
funktionellem P-gp nur zu einem leichten Ausmalisedir hohen Dosen.

4.5 Auswirkungen von P-gp auf das raumliches Lernen undsedachtnis in
der RAWM

Unterschiede von den Behandlungsgruppen zu Kontéalsen beim Test auf Lern- und
Gedéachtnisfunktionen wurden in der RAWM unter vhRrsdenen Antipsychotika beobachtet.
Ein Einfluss des P-gp war vor allem bei Mausen wuiiehandlung mit Aripiprazol und
Risperidon erkennbar, die auch schon in den Kistitken und auf dem Rotarod als P-gp
Substrate identifiziert werden konnten.

Eine deutlichere Aussage der Ergebnisse diesersimieung insbesondere in Bezug auf die
Expression von P-gp wurde durch die VerwendungMéansen der F1-Generation und somit
heterozygoten mdrla/lb Mausen erschwert. Die Trmigten noch eine Genexpression
quantifiziert anhand der mdrla mRNA von 54 %, die &llem fur die Expression von P-gp
in der Blut-Hirn-Schranke wichtig ist (Schinkel, el 1997). Von unterschiedlichen
Konzentrationen im Gehirn ist nur wahrend der ersteiden Zeitpunkte auszugehen, wie die
Ergebnisse des Vergleichs von Genotypen der F1iGeme in Kapitel 3.4.3 ,Vergleich von
FVB Mausen und Mausen der F1l-Generation® zeigt. hBis wurde auf eine genauere
Beurteilung der Ergebnisse am zweiten Untersuchtaggsveitgehend verzichtet. Die
Durchfihrung der Studie mit kompletten Knockout &&u hatte aller Wahrscheinlichkeit
nach zu deutlicheren Ergebnissen geflhrt, da aoch/ergleich der vier Genotypen ein

deutlicher Zusammenhang zwischen der Menge an mdriRNA, resultierenden
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Hirnspiegeln und den pharmakodynamischen Auswirknrauf dem Rotarod gezeigt werden
konnte. Der Einsatz von FVB Méausen war jedoch aufdrdes bekannten Lerndefizits dieser
Tiere nicht mdglich (Upchurch, et al 1988; Royleake1999). Dennoch war ein deutlicher
Trend bei mit Aripiprazol und Risperidon behandeltMausen zu beobachten; diese
Substanzen sind auch in den anderen Teilen diedsitAals P-gp Substrate identifiziert
worden. Statistische Signifikanz auf einem Nivean p< 0,05 wére, z.B. bei der Anzahl der
Versuche, unter Behandlung mit 1 mg/kg Risperidongch Zeitpunkt mit einer Anzahl von
20 bis 60 Mausen erreicht worden. Diese Zahl kameruBeriicksichtigung von Mittelwert,
Standardabweichung und gewilnschtem p-Wert beregbareien. Es ist nur schwer maoglich
diese Anzahl an Tieren in entsprechenden Versuchemntersuchen, im Vergleich mit
Patientenzahlen in einer klinischen Studie istjst®ch noch relativ klein. Somit kann man
die beobachteten Ergebnisse trotz des Mangelsgaifisanten Unterschieden im direkten
Vergleich der Genotypen als relevant beurteilen.

Ferner verdeutlichen die Unterschiede in den Engskn, die trotz einer Reduktion der
mdrla von 54 % beobachtet wurden, wie sich die M#gEung von P-gp auf die
Pharmakodynamik von Substanzen auswirkt. Beim Mwarsast keine Deletion des P-gp
bekannt, ebenso ist Uber das Ausmald der VerandedaemgP-gp Expression durch
Polymorphismen oder Komedikamente wenig erforsdBine Verminderung in der
Expression, wie sie bei den heterozygoten mdrldMibsen zu erwarten ist, spiegelt die
Situation im Mensch jedoch wahrscheinlich eher widks ein volliger Knockout. Die in
dieser Untersuchung beobachteten Ergebnisse smd s@hrscheinlich in ihrer Starke auf
den Menschen Ubertragbar und verdeutlichen die iokhigi pharmakodynamischen
Auswirkungen einer veranderten P-gp Funktion aeflerapie mit Antipsychotika.

Die Auswertung der Ergebnisse dieser Untersuchuing weiterhin durch einige Faktoren
erschwert. Die Geschwindigkeit, mit der die Mausedér RAWM schwammen, war bei allen
Behandlungsgruppen, aul3er Dehydroaripiprazol unchf@vidon, signifikant langsamer als
bei der Kontrollgruppe. Die oben genannten Ergedensnd somit nur eingeschrankt gultig
(Skarsfeldt, 1996). Die Untersuchung der Schwimindkt, gemessen anhand der
Schwimmgeschwindigkeit in einem eigenen Test neihthiarer Plattform, ergab jedoch, dass
nur Mause unter 2 mg/kg Clozapin, 2 mg/kg Olanzapihmg/kg Quetiapin und 0,3 sowie 1
mg/kg Risperidon signifikant langsamer schwammes @ahbehandelt. Mause, die mit
Amisulprid, Aripiprazol, Haloperidol und niedrigédosen Olanzapin behandelt waren, waren
demnach durchaus in der Lage in der RAWM schnelleschwimmen. Dieser Unterschied

zwischen der Schwimmaktivitat und der Geschwindigkeder RAWM lasst sich am ehesten
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mit einer mangelnden Motivation, die Plattform znden und somit aus dem Wasser zu
fliehen, erklaren. Verminderte Motivation wird valem mit dem striatalen dopaminergen
D,-Rezeptor in Zusammenhang gebracht und wurde &r &firzlich veroffentlichten Studie
bei Mausen mit einer Uberexpression des Rezepteobdrhtet (Drew, et al 2007). Bei
Aripiprazol und Haloperidol war der Effekt am dechkten sichtbar, da diese Mause
vermehrt ,Floating” zeigten und sich treiben lie3anstatt aktiv zu schwimmen. Durch die
verminderte Schwimmgeschwindigkeit, unabhangig abcld Motorik oder Motivation
bedingt, werden die Parameter zur Uberpriifung agnition negativ beeinflusst. Die Latenz
verlangert sich und somit ebenso die Anzahl dessigre bis das Kriterium erreicht wird.
Auch die Uberpriifung des Erinnerungsvermdgens ahdan Latenz bis zur zuvor gelernten
Plattformposition ist bei verminderter Schwimmgesictdigkeit nicht moglich. Durch die
dadurch ebenfalls bedingte verminderte Schwimmistreeerden weniger Armeintritte und
somit weniger Arbeitsgedachtnisfehler begangens®ikinschrankungen werden bei der
folgenden Beurteilung und Diskussion der einzel8ghstanzen weitgehend berticksichtigt.

Amisulprid

Amisulprid hatte in dieser Untersuchung keine niegat Auswirkungen auf die Lern- und
Gedachtnisleistung behandelter Mause bis zu einesisDvon 10 mg/kg. Die Tiere
schwammen in der RAWM etwas langsamer als unbeltanidentrolimause. Dies war bei
dem direkten Test auf die Schwimmaktivitat nichtbaobachten. Somit scheint Amisulprid
leichte Effekte auf die Motivation der Mause audzeriiaus dem Wasser schnellstmdglich zu
entkommen. Dennoch waren die Parameter zur Unteusigcdes rdumlichen Lernens und
Gedachtnisses nur in wenigen Einzelwerten sigmtfikechlechter als bei Kontrollmausen.
Insgesamt konnte in dieser Untersuchung somit keichteiliger aber auch kein positiver
Effekt auf Lern- und Gedachtnisleistung beobachterden, hierdurch war auch kein
Unterschied zwischen den Genotypen zu erkennen.

Bislang ist wenig tber die kognitiven Auswirkungean Amisulprid in anderen Studien
berichtet. Insbesondere Tieruntersuchungen in eiband- oder Wasserlabyrinth, die mit
unseren Ergebnissen vergleichbar wéren, sind maidffentlicht. Eine Studie von Tyson und
Mitarbeitern (2006) untersuchte den Effekt der #Aithit von Antipsychotika auf serotonerge
5HT,a-Rezeptoren im Zusammenhang mit kognitiven Funktonbei schizophrenen
Patienten. Er konnte eine verbesserte Aufmerksdmkei einen verbesserten Effekt auf das
Kurzzeitgedachtnis und das Gedachtnis zur Wiedenetkng bei Antipsychotika mit
niedriger Affinitdt zu 5HFa-Rezeptoren, wie Amisulprid, verglichen mit Antigbptika mit
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hoher Affinitat, wie Olanzapin und Clozapin beobich Auch in dieser Arbeit zeigt
Amisulprid deutlich vorteilhaftere Effekte auf dakernen und insbesondere die

Gedéachtnisfunktion im Vergleich zu den anderen éxeiflubstanzen.

Aripiprazol

Unter Behandlung mit Aripiprazol war die Schwimmgesindigkeit in der RAWM bei
Mausen signifikant langsamer als bei Kontrolltiererd war Dosis- und Genotyp-abhangig
eingeschrankt. Im Test auf die Schwimmaktivitatgieisich hingegen kein Unterschied.
Somit scheint auch bei dieser Substanz die Motwatier Tiere, einen Ausweg aus dem
Wasser zu finden und somit die Aufgabe zu erfllleeeintrachtigt zu sein. Unter der
niedrigen Dosis von 0,3 mg/kg Aripiprazol waren taroder etwas verlangsamten
Schwimmgeschwindigkeit keine negativen Auswirkungarf das rdumliche Lernen und
Gedéachtnis zu finden. Unter 1 mg/kg war die Leigtyedoch signifikant schlechter
verglichen mit unbehandelten Kontrollm&usen. Ebemsr bei WT Tieren unter der
Behandlung als einzige Gruppe eine signifikant néh&nzahl an Arbeitsgedachtnisfehlern
1 h nach i.p. Injektion zu beobachten.

Ein deutlicher Einfluss des P-gp war bei heterogggondrla/lb Méausen zu beobachten, da
diese auch 5 h nach i.p. Injektion im GegensatA\ZU Tieren in ihrer Leistung in den
Parametern zur Uberpriifung des raumlichen Lernigngfigant schlechter als Kontrollmause
waren. Auch die Latenz bis zum Erreichen der zuyelernten Plattformposition war bei
diesen Tieren 24 h nach i.p. Injektion signifikéémiger, ohne dass zu diesem Zeitpunkt die
Schwimmgeschwindigkeit verlangsamt war. Dies zeligutlich, dass die Plattformposition
zum Zeitpunkt 5 h nach i.p. Injektion von dieserrén schlechter als von Kontrollmausen
gelernt wurde.

Eine Studie von Plotzky und Mitarbeitern (2005) gtei ebenfalls eine dosisabhangige
Verschlechterung der kognitiven Funktion in Rattdig in der ,Barnes Maze" untersucht
wurden. Unter Dosen von 0,2 mg/kg unterschiedem die Tiere in der Latenz ein Loch mit
Fluchttunnel zu finden kaum von Kontrollen; untest&ndlung mit 0,5 mg/kg war die Latenz
hingegen signifikant langer. Eine Studie mit schia@nen Patienten, die mit Aripiprazol
behandelt waren, konnte einen leichten positiveakEfauf die generelle kognitive Funktion
gegeniber der Basislinie und einen deutlichen ipesit Effekt auf das verbale Lernen
beobachten, der auch im Vergleich zu Olanzapinlégen war. Auf Ausfihrungsfunktionen

hatten beide Substanzen jedoch keinen Einflussn(katral 2006). Weitere Studien, die das

Diskussion 136



raumliche oder das Arbeitsgedachtnis bei Patientater Behandlung mit Aripiprazol
untersuchen, gibt es bislang nicht.

Dehydroaripiprazol

Zu Dehydroaripiprazol gibt es bislang ebenfallsm&eine veroffentlichten Ergebnisse tber
seinen Einfluss auf die Kognition. In dieser Arbeitirde durch keinen Parameter eine
negative Beeinflussung der Lern- und Gedachtnisiegs beobachtet. Die Latenz war sogar
5 h nach i.p. Injektion bei WT Mausen signifikaniirker. Ebenso war die Anzahl der
Arbeitsgedachtnisfehler zu diesem Zeitpunkt statikt signifikant kleiner. Da bei Tieren
unter Behandlung mit Dehydroaripiprazol die Schwigeschwindigkeit nicht beeintrachtigt
war, kann in diesem Fall von einem eindeutig pesiti Effekt der Substanz auf das
Arbeitsgedachtnis ausgegangen werden. Auch beUberprifung des Gedachtnisses durch
Messung der Latenz bis zur zuvor gelernten Platipasition waren heterozygote mdrla/lb
Mause signifikant schneller als Kontrollmause undhaals WT Mause unter der gleichen
Behandlung. Dehydroaripiprazol wirkt sich somit jfgsauf Lern- und Gedéachtnisfunktionen
unter der Dosis 1 mg/kg aus und zeigt auch untbetgih Gehirnspiegeln, wie sie bei P-gp
defizienten Tieren aufgrund der Ergebnisse der tisgidie angenommen werden, im
Vergleich zu WT Méausen eine Steigerung dieses ipesitEffekts.

Clozapin

Mause unter der Behandlung mit Clozapin waren 1 dthni.p. Injektion in ihrer
Schwimmaktivitat und in der Schwimmgeschwindigkeitler RAWM signifikant langsamer
als Kontrollmause. Auch die Leistung in den Parametzur Uberprifung des raumlichen
Lernens war zu diesem Zeitpunkt schlechter. 5 thngc Injektion unterschieden sich mit
2 mg/kg Clozapin behandelte Tiere in ihrem Lerna#gn und der Schwimmgeschwindigkeit
nicht mehr von WT Mausen, so dass bei den schleahtérgebnissen des ersten Zeitpunkts
nicht ausgeschlossen werden kann, dass sie lddiglif eine Beeintrachtigung der
Geschwindigkeit zurickzufiihren sind. Eine eindeutgurteilung, ob sich Clozapin negativ
auf die Kognition auswirkt, kann somit nicht gegebeerden. Ein positiver Effekt konnte
eindeutig nicht gezeigt werden.

Zwischen den Genotypen konnte unter Behandlungdmiger Substanz kein Unterschied
beobachtet werden.

In einer Studie von Didriksen (2006) wurde nachtek@abe von 40 mg/kg Clozapin peroral

(p.0.) in Ratten eine Beeintrachtigung in der Watkaize gefunden, nicht jedoch nach
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chronischer Gabe. Auch Skarsfeldt (1996) beobaemtetier Morris Water Maze bei Ratten
unter Behandlung mit Clozapin in den ersten Tagea schlechtere Lernleistung, am vierten
Tag schwammen die Tiere jedoch ebenso schnell mittfdPm wie mit NaCl-Loésung
behandelte Ratten. Eine PCP-induzierte Beeintrgwhgj der Kognition in der Morris Water
Maze konnte durch eine geringe Dosis von Clozafi63 mg/kg sub cutan (s.c.)), nicht
jedoch durch hohere Dosen aufgehoben werden (Belmiket al 2007).

Clozapin scheint somit in sehr niedrigen Dosen wadh chronischer Gabe eher einen
positiven bzw. neutralen Effekt auf die Kognitiom zaben. Nach akuter Gabe in klinischen
Dosen, wie in dieser Arbeit eingesetzt, zeigt eggdgen eher negative Effekte. In einer
klinischen Studie, die das rdumliche Arbeitsgeddshtbei schizophrenen Patienten
untersuchte, wurde ebenfalls ein negativer Effe&tghchen mit Risperidon beobachtet
(McGurk, et al 2005). Auf flissiges Sprechen und @ufmerksamkeit wurde in einer
Ubersichtsarbeit ein positiver Effekt beobachteedoch ebenfalls nicht auf das
Arbeitsgedéachtnis (Meltzer und McGurk, 1999).

Haloperidol

Unter der Behandlung von Mausen mit Haloperidol diarSchwimmgeschwindigkeit in der
RAWM, nicht jedoch im Test auf die Schwimmaktivjtdt h nach i.p. Injektion signifikant
eingeschrankt. Die zu diesem Zeitpunkt erzieltehlestiteren Ergebnisse bezlglich des
raumlichen Lernens konnten somit durch die mangelhtbtivation der Tiere, aus dem
Wasser zu entkommen, begrindet sein. Auch das edeffirvon Floating bei Tieren unter
dieser Behandlung verdeutlichte den Eindruck dermiuslerten Motivation. In der
Uberprifung des Gedéachtnisses 5 h nach Behandlundewnur bei WT Mausen unter der
hohen Dosis von 0,3 mg/kg eine signifikant langémgenz bis zur zuvor gelernten
Plattformposition gefunden. Die Ubrigen Tiere sokai die Position der Plattform zum
Zeitpunkt 1 h nach i.p. Injektion gelernt zu hab&aren jedoch nicht motiviert sie zu diesem
Zeitpunkt anzuschwimmen. 5 h nach Behandlung waeruder Dosis von 0,3 mg/kg die
Anzahl der Mause, die das Kriterium erfullten imnmresch signifikant niedriger als bei
Kontrollmausen.

Es konnte somit in dieser Untersuchung unter ebesis von 0,1 mg/kg kein direkter
negativer jedoch auch kein positiver Einfluss voaldgeridol auf das raumliche Lernen
beobachtet werden. Unter einer Dosis von 0,3 mggkgen das Lernen jedoch schlechter zu

sein.
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Die Anzahl der Arbeitsgedéachtnisfehler der WT Mausg 5 h und 29 h nach i.p. Injektion,
sowie bei heterozygoten mdrla/lb Mausen 24 h nattamllung signifikant kleiner als bei
Kontrollmausen bei gleicher Schwimmgeschwindigkéttaloperidol scheint sich somit
eventuell leicht positiv, jedoch nicht negativ, aak Arbeitsgedéachtnis auszuwirken.

Ein deutlicher Unterschied zwischen den Genotypan umter Behandlung mit Haloperidol
nicht zu erkennen.

Auch Skarsfeldt (1996) beobachtete in der Morris t&aMaze in Ratten einen
dosisabhangigen Effekt, wobei sich Tiere in nieginigDosen nicht von Kontrollratten
unterschieden. Er bestatigt auch, dass eine deetli@eurteilung der Lern- und
Gedéachtnisfunktionen aufgrund von Motivations- oghatorischen Beeintrachtigungen nicht
getroffen werden kann. Plotzky und Mitarbeiter (20@eigten ebenfalls eine dosisabhangig
langere Latenz von Ratten den Fluchttunnel in degnBs Maze zu finden. In niedrigen Dosen
war kein Unterschied im Lernen und in der Erinngran beobachten.

In Klinischen Studien wird Haloperidol vor allemsaReferenzsubstanz fir typische
Antipsychotika eingesetzt. In einem Ubersichtsaitivon Meltzer und McGurk (1999)
werden vergleichbare oder zum Teil etwas besseiektef der atypischen Antipsychotika
gegeniber Haloperidol beschrieben. Es wird jedamh keinem schlechteren Ergebnis unter

Haloperidol gegentiber dem Ausgangswert berichtet.

Olanzapin

Unter der Behandlung mit Olanzapin zeigte sichdeintlicher dosisabhéngiger Effekt auf das
raumliche Lernen und Gedachtnis der Mause. Trotz leiehten Einschrankung in der
Schwimmgeschwindigkeit in der RAWM war kein negatiEffekt auf das raumliche Lernen
unter 0,5 mg/kg zu beobachten. Auch eine signifikamedrigere Anzahl an
Arbeitsgedachtnisfehlern wurde 5 h nach i.p. Inggktim Vergleich zu Kontrolltieren bei
gleicher Schwimmgeschwindigkeit beobachtet. UntendZzkg war die Anzahl der Versuche
jedoch signifikant hoher, die Latenz langer und Amezahl der Mause, die das Kriterium
erfullten kleiner als bei der Kontrollgruppe. Untdieser Dosis war jedoch auch die
Schwimmgeschwindigkeit signifikant langsamer, sesddie Parameter zur Uberpriifung des
raumlichen Lernens nicht eindeutig beurteilt wer@énnen. Jedoch war auch die Latenz bis
zum Erreichen der zuvor gelernten PlattformposibenWT Mausen 5, 24 und 29 h nach i.p.
Injektion signifikant langer, so dass das Gedashtmiter dieser Dosis beeintrachtigt zu sein

scheint.
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Heterozygote mdrla/lb Mause waren in verschied®aeametern signifikant besser als WT
Tiere unter vergleichbaren Dosen. P-gp abhangiégktef scheinen somit einen Einfluss auf
die Kognition unter Olanzapin bei Mausen zu haben.

Eine Studie, die unter niedriger chronischer Gabe ©,88 mg/kg pro Tag Ratten in einer
Radial Arm Maze auf dem Land untersuchte, konnenfils keinen negativen Einfluss von
Olanzapin beobachten (Rosengarten und Quarter@@i2). Skarsfeldt (1996) zeigte jedoch
bei Ratten in der Morris Water Maze einen starkigiisangigen Effekt, wie er auch in
dieser Arbeit beobachtet wurde. Die Anzahl der étatinter 0,51 und 2 mg/kg, welche die
Position der Plattform lernten, war nicht signifikaverschieden von mit NaCl-Losung
behandelten Ratten. Unter einer Dosis von 8 mgkgingerte sich diese Anzahl jedoch
signifikant.

In einer klinischen Studie wurde unter einer ehiedimgen Dosis von 7,5 mg/d eine leichte
Verbesserung gegentber dem Ausgangswert beobaEbkteeigte sich jedoch kein positiver
Effekt gegeniber anderen atypischen und typischetipgychotika (Keefe, et al 2007).
Meltzer und McGurk (1999) beschreiben bei schizepan Patienten fur Olanzapin einen
signifikanten positiven Effekt auf die Reaktionszeerbales Lernen und Gedachtnis sowie
flissiges Sprechen. Diese Effekte waren groRedialsinter Behandlung mit Clozapin und
Risperidon beobachteten Verbesserungen der Kognifiach Kern und Mitarbeiter (2005)
zeigten eine Verbesserung gegenuber dem Ausgartgsgieschizophrenen Patienten in den
Bereichen generelle kognitive Funktionen und vebalernen, die mit Aripiprazol
vergleichbar waren. Olanzapin erhdht, wahrschéirdigrch seine Affinitat zum serotonergen
5HTe-Rezeptor die Acetylcholin-Freisetzung (Tamming80& Plotzky, et al 2005). Dies
konnte zu einem positiven Effekt auf die Kognitiam Tierversuch und auch beim Menschen

beitragen.

Quetiapin

Mause, die mit 10 mg/kg Quetiapin behandelt wawearen sowohl in der Schwimmaktivitat
als auch in der Schwimmgeschwindigkeit 1 h nach Inpektion signifikant langsamer als
Kontrolimause. Die schlechtere Leistung in den fatarn zur Uberprifung des raumlichen
Lernens kann somit nicht eindeutig beurteilt werdé&doch brauchten die Tiere 5 h nach
Behandlung signifikant langer als unbehandelte Mausim die zuvor gelernte
Plattformposition anzuschwimmen, ohne dass die I&asdigkeit zu diesem Zeitpunkt
deutlich verlangsamt war. Quetiapin scheint sicmisdn dieser Dosis negativ auf das

raumliche Lernen und Gedé&chtnis auszuwirken. WT 9dauaren auch 5 h nach Behandlung
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in einigen Parametern zur Uberprifung des Lernecleshter als Kontrollmause,
heterozygote mdrla/lb M&use hingegen nicht. Eirtlideaer Einfluss des P-gp unter der
Behandlung mit Quetiapin wurde jedoch nicht beotetch

Eine Studie, in der Ratten chronisch mit 10 mg/kgeti@apin behandelt und in der Radial Arm
Maze auf dem Land untersucht wurden, zeigte keibemerschied im Referenz- und
Arbeitsgedachtnis der Tiere im Vergleich zu Kortadten. PCP-induzierte
Beeintrachtigungen wurden durch die BehandlungQuittiapin aufgehoben (He, et al 2006).
Auch in einer klinischen Studie konnte nur eineché Verbesserung gegeniber dem
Ausgangswert, nicht jedoch gegentber anderen atygis oder typischen Antipsychotika
gezeigt werden (Keefe, et al 2007).

Risperidon

Die Parameter fur das rdumliche Lernen in der RAWaMten unter der Gabe von Risperidon
dosisabhéngig 1 h nach i.p. Injektion schlechterbai unbehandelten Kontrollmausen. Die
Latenz bis zum Erreichen der zuvor gelernten Blattposition war hingegen 5 h nach i.p.
Injektion unter der niedrigen Dosis von 0,3 mg/kgich lang wie bei Kontrolltieren und 24 h
nach Applikation sogar signifikant kirzer. Ebensar wie Latenz die Plattform zu erreichen 5
h nach Injektion bei WT Mausen unter der niedrigeosis signifikant kirzer und die
weiteren Parameter nicht mehr eingeschrankt.

Mit Risperidon behandelte Mause zeigten sowohldszi Schwimmgeschwindigkeit in der
RAWM als auch beim Test auf die Schwimmaktivit@gnsiikante Einschrdnkungen 1 h nach
I.p. Injektion. Die Tiere waren somit offensichtii@icht in der Lage die Plattform zu diesem
Zeitpunkt in einer mit den Kontrolltieren verglebdren Weise anzuschwimmen. Ilhr
schlechteres Abschneiden zum ersten Zeitpunktoistitsam ehesten auf die verlangsamte
Schwimmgeschwindigkeit und nicht auf eine Einsckuény in Lernleistung und Gedachtnis
zurtckzufihren.

Heterozygote mdrla/lb M&ause zeigten auch 5 h undh 24ch i.p. Injektion signifikant
schlechtere Ergebnisse in den Parametern LaterzahAmler Versuche und Latenz bis zur
zuvor gelernten Plattformposition. Bei diesen Tievear zu den spateren Zeitpunkten auch
die Schwimmgeschwindigkeit signifikant langsameelale, wie bei den WT Mausen, die
schlechten Lernergebnisse erklaren kann. Insgesardtim Vergleich von heterozygoten
mdrla/lb Mausen zu WT Tieren deutlich, dass dieuRizh von P-gp zu deutlich langeren
signifikanten Einschrankungen fuhrt. Ob diese alladurch die Verminderung der

Schwimmgeschwindigkeit oder auch durch einen darektegativen Einfluss auf das Lernen
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zuruckgefuhrt werden konnen, kann mit dieser Untdrang nicht eindeutig beantwortet

werden.

Eine Studie an Ratten unter Behandlung mit Risperid chronischer Dosis von 0,45 mg/kg

pro Tag p.o. zeigte einen negativen Effekt auf éaleitsgedéchtnis (Rosengarten und
Quartermain, 2002). Auch in der Barnes Maze zesgth bei Ratten eine dosisabhangige
Beeintrachtigung auf die Latenz den Fluchtunnet¢zaichen (Plotzky, et al 2005). Skarsfeldt
(1996) zeigte ebenfalls einen dosisabhéngigen EHiek das Lernen in der Morris Water

Maze bei Ratten, erklarte jedoch, wie in dieserefrbdass die Einschrankung auch durch
motorische Beeintrachtigung mit erklart werden kénn

In einer klinischen Studie, die das raumliche Atdggdachtnis bei schizophrenen Patienten
untersuchte, wurde ein positiver Effekt von Rispen beobachtet (McGurk, et al 2005). In

der CATIE Studie wurde ebenfalls eine leichte Vedsgung unter Risperidon gesehen,
jedoch ohne Vorteile gegeniuiber anderen atypischdntypischen Antipsychotika (Keefe, et

al 2007).

Domperidon
Der als Kontrollsubstanz fir den P-gp Effekt eirggete periphere DAntagonist
Domperidon zeigte in der RAWM keinen Einfluss aw@rh- und Gedéachtnisfunktionen der

Mause beider Genotypen.

Aussagekraft und Ubertragbarkeit auf die klinischeSituation

Eine Einschrankung dieser Untersuchung in der Whgarkeit der Ergebnisse auf die
Therapie schizophrener Patienten ist die Durchitidpran gesunden Mausen. Bei einer
Untersuchung von Tieren, die z.B. durch Gabe voi B@er Ketamin in ihren kognitiven
Fahigkeiten eingeschrankt sind, waren die Ergebnisssser mit der klinischen Situation
vergleichbar. Ebenso ware ein besserer Vergleitér whronischer anstatt akuter Gabe der zu
untersuchenden Substanzen denkbar. In dieser Uokensg sollten jedoch primar die
pharmakodynamischen Auswirkungen einer verandeB&pression von P-gp beurteilt
werden. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wass dyewéahlte Versuchsdesign
ausreichend.

Insgesamt gesehen konnte kein deutlicher posifaféekt auf das rdumliche Lernen und
Gedachtnis oder das Arbeitsgedachtnis bei keinerudeersuchten Substanzen beobachtet
werden. Auch das typische Antipsychotikum Haloparigirkte sich nicht deutlich schlechter

als die atypischen Antipsychotika auf die kognitivEunktionen aus. Dies bestatigt die
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Ergebnisse der CATIE-Studie (Keefe, et al 2007 ebenfalls keine Uberlegenheit der
Atypika im Vergleich mit dem typischen Antipsychatm Perphenazin zeigen konnte.
Inwieweit die untersuchten Medikamente selbst negatf die Kognition wirken oder durch
ihre Nebenwirkungen auf Motorik und Motivation diergebnisse negativ beeinflussen,
konnte nicht in allen Bereichen und fir alle Medilente geklart werden. Genau diese
Nebenwirkungen wirken sich jedoch auch bei schirepén Patienten negativ auf die
Ergebnisse kognitiver Tests aus. Somit fihren sie Zu gleich bleibenden oder leicht
verbesserten Werten, obwohl, wie in der Einleitdreser Arbeit im Kapitel 1.3 ,Kognition*
beschrieben, allein durch die Testwiederholung positives Ergebnis zu erwarten ware
(Green, et al 2002; Carpenter und Gold, 2002).

Insgesamt gesehen verbesserten die untersuchtgusyaitotika die kognitiven Funktionen
in den angestellten Tierversuchen nicht. Wenn Eféleobachtet wurden, dann waren es fast
ausschlief3lich Verschlechterungen der untersuckbgnitiven Leistungen. Welche Effekte
Antipsychotika mit Blick auf die Kognition bei sduphrenen Patienten erzeugen, wird
derzeit kontrovers diskutiert. Es wird insbesondéiie neue atypische Antipsychotika
vermutet, dass sie diesbeziiglich wirksam sind (&estfal 1999; Meltzer und McGurk, 1999;
Harvey und Keefe, 2001). Neuere Studienergebnigsetkn dies nicht bestatigen (Geddes, et
al 2000; Green, et al 2002; Keefe, et al 2007; Gaig, et al 2007). Da kognitive Defizite bei
schizophrenen Stoérungen eine wesentliche Rolldespsgnd weitergehende Untersuchungen

dringend notwendig.

4.6 Zusammenfassung der Diskussion

In dieser Arbeit wurden unter den zurzeit gebréabkten Antipsychotika Substrate des P-gp
durch pharmakokinetische und pharmakodynamischeersinthungen identifiziert. Es
wurden zum ersten Mal gezeigt, dass die ExpressionP-gp direkte pharmakodynamische
Auswirkungen auf Wirkungen und Nebenwirkungen vontigsychotika und somit eine
funktionelle Bedeutung hat.

Risperidon und sein aktiver Metabolit, 9-Hydroxpesidon, zeigten die grol3te Affinitat zu
P-gp. Die eindeutigen Ergebnisse im Vergleich denkénzentrationen von P-gp defizienten
und WT Mausen von zehn- bis 16-fach hoheren Komagoaben in den mdrla/lb(-/-, -/-)
Tieren spiegelten sich eindrucksvoll in den pharogdgkamischen Auswirkungen auf dem
Rotarod wieder. Trotz der methodischen Einschraghkamler Untersuchung des Lernens und

Gedéachtnisses in der RAWM war auch in diesem Tagilldhtersuchung ein eindeutiger P-gp
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Effekt zu beobachten. Die GroR3e des beobachtetektEfder Kinetikuntersuchungen ist mit
Ergebnissen anderer Studien vergleichbar (Dorargl é005). In einer klinischen Studie
konnten auch Auswirkungen von Polymorphismen im MDE&en und somit der Expression
von P-gp auf das klinische Ansprechen schizophrdPaiienten unter Behandlung mit
Risperidon gezeigt werden (Xing, et al 2006).

Auch Aripiprazol und sein aktiver Metabolit Dehydrgiprazol, die bislang noch nicht auf
ihre Affinitat zu P-gp untersucht wurden, konntémdeutig als Substrate identifiziert werden.
Der Unterschied zwischen mdrla/lb(-/-, -/-) und Wausen von zwei- bis dreifach hoheren
Aripiprazolspiegeln in P-gp defizienten Tieren fighrauf dem Rotarod zwar durch die
besondere Rezeptorbesetzung, wie beschrieben, michsignifikanten, aber deutlichen
Unterschieden. Trotz des positiven Effekts von DRiebgripiprazol auf die Lern- und
Gedéachtnisleistung in der RAWM und die methodischi&inschrankungen war in der
Untersuchung mit Aripiprazol eine schlechtere Leigt bei heterozygoten mdrla/lb
verglichen mit WT Mausen zu beobachten. Dies vdiidbte, dass bereits geringe
Unterschiede in den Gehirnkonzentrationen, die luR-gp verursacht werden, zu
pharmakodynamischen Veranderungen fihren konneranDund Mitarbeiter (2005) stellten
die These auf, dass ein Unterschied zwischen deoti€pten aus Gehirn und Serum von
mdrla/lb(-/-, -/-) zu WT Mausen um den Faktor ztsi drei keinerlei Auswirkungen hat.
Die eigenen Ergebnisse unter Behandlung mit Argapl widersprechen dieser Annahme.

In den Kinetikuntersuchungen konnte Amisulprid eutg als Substrat von P-gp identifiziert
werden. Dieses Ergebnis bestatigt die Beobachtuagderer Studien (Hartter, et al 2003;
Abou El Ela, et al 2004; Schmitt, et al 2006). Dusein geringes Risiko fur Nebenwirkungen
konnten diese Unterschiede nicht in den in dieserbelA durchgeflhrten
pharmakodynamischen Untersuchungen abgebildet wetdesiner Studie von Schmitt und
Mitarbeitern (2006) konnte jedoch ein starkererrptekodynamischer Effekt von Amisulprid
auf die durch Apomorphin-induzierte Hyperlokomotionmit Cyclosporin A komedizierten
im Vergleich zu unbehandelten Ratten gezeigt werden

Quetiapin wurde in den Kinetikuntersuchungen alswexhes Substrat von P-gp erkannt.
Trotz eines Unterschieds zwischen mdrla/lb Doppekout und WT M&ausen von einem
Faktor von nur 1,7 konnten pharmakodynamische \G&édmgen auf dem Rotarod gezeigt
werden. Abou El Ela (2004) und Grimm (2006) konn@aretiapin nur als Inhibitor, nicht als
Substrat identifizieren. Eine Arbeit mit in-situ ténsuchungen fand jedoch einen Genotyp-

abhangigen unterschiedlichen Transfer durch plakenZellen (Rahi, et al 2007). Die
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Affinitdt von Quetiapin scheint somit durchaus phakodynamisch relevante Auswirkungen
zu haben.

Die beiden Arzneistoffe Clozapin und Haloperidohkten in dieser Arbeit nicht als Substrate
von P-gp identifiziert werden. Haloperidol kdnntestenfalls, wie auch von Schinkel (1996)
beschrieben, ein schwaches Substrat sein. Zu rekva pharmakodynamischen
Veranderungen kommt es jedoch unter Behandlungdreger Substanz nicht. Auch unter
Gabe von Clozapin wurden keinerlei pharmakodynameidteranderungen beobachtet, wie es
auch durch die Vergleiche von Hirn- und Serumkotragionen zwischen den Genotypen zu
erwarten war. FiUr den Metaboliten Desmethylclozapiurden jedoch eindeutige
Unterschiede  bei den Kinetikuntersuchungen beobaicht Die  fehlenden
pharmakodynamischen Auswirkungen unter der Behagdlunit Clozapin in den
Verhaltenstests verdeutlichen die schwache pharkiaddische Wirkung von
Desmethylclozapin.

Bei Olanzapin konnten, ahnlich wie bei Haloperidalenn Uberhaupt nur schwache
Substrateigenschaften beobachtet werden. Im Vehglder Serumspiegel zwischen den
Genotypen waren bei beiden Substanzen Untersclzedecobachten, die am Besten mit
einer Affinitat zu anderen, z.B. peripheren Tramgpo, zu erklaren ist. Cisternino und
Mitarbeiter (2004) konnten eine Hochregulation arddransportproteine, wie dem BCRP,
in mdrla/lb Doppelknockout Mausen beobachten. Mmeitedieser Befund auf die Situation
beim Menschen Ubertragbar ist oder eine methodiSchevéche der mdrla/lb(-/-, -/-) Mause
darstellt, ist unbekannt. Auch Boulton und Mitatbei(2002) fanden fir Olanzapin eher
schlechte Substrateigenschaften zu P-gp. Wang waditiren (2006) identifizierten es als
relevanten Inhibitor, jedoch nur 1 h nach Behanglluim Klinischen Studien wurde trotz
dieser eher geringen Substrateffekte ein Zusammgnhzawischen dem klinischen
Ansprechen schizophrener Patienten und P-gp Popmwmen unter Behandlung mit
Olanzapin beobachtet (Bozina, et al 2006; Lin| 20Q6).

Insgesamt gesehen konnten in dieser Arbeit ausGleppe der Antipsychotika P-gp
Substrate in drei verschiedenen Untersuchungen aktegsisiert werden. Die gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse der drei Teile walidat und differenziert den Einfluss der
Expression von P-gp auf die Wirkung und Nebenwigem der einzelnen Antipsychotika.
Somit konnten die pharmakokinetischen und pharmahkalischen Auswirkungen der
Expression von P-gp umfassend dargestellt werden.

Dass der pharmakodynamische Einfluss der ExpressionP-gp auf die medikamentdse

Behandlung bei Patienten eine funktionelle Bedeythat, lassen bislang auch die oben
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genannten Kklinischen Studien unter Behandlung migpd&tidon und Olanzapin bei

schizophrenen Patienten vermuten. Da Olanzapinesed und in weiteren Studien nur als
schwaches Substrat charakterisiert wurde, kann veamuten, dass bei klinischen Studien
mit starkeren Substraten, wie Risperidon, Aripiptaznd Amisulprid ein noch deutlicherer

Zusammenhang zwischen der Expression von P-gpPalmorphismen im MDR1 Gen und

klinischem Ansprechen und Nebenwirkungen zu enmasie

Auch im Kklinischen Alltag kénnen starke Auspragumgeon Nebenwirkungen bzw. ein

Nichtansprechen bei einigen Antipsychotika unterinigth (blichen Dosen und

Serumspiegeln zum Teil auf eine Verdnderung der réSgion von P-gp durch

Komedikamente oder Polymorphismen zuriickzufihren, seie die Ergebnissen dieser
Studie zeigen. Somit sind Studien zur Identifiziiywvon Medikamenten als Substrate von
P-gp eine wichtige Hilfestellung in Erganzung zuhefapeutischen Drug Monitoring, um die

Pharmakotherapie von Patienten wirksamer und chezrden zu lassen.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung

Therapeutisches Drug Monitoring (TDM) ist eine MaRme, bei der durch Messung der
Medikamentenspiegel im Blut die Dosis ermittelt dyir bei der mit héochster
Wabhrscheinlichkeit mit Therapieansprechen gerechnetrden kann. Dabei wird
angenommen, dass die Konzentrationen im Blut nmedem Wirkkompartiment korrelieren.
Fur Antipsychotika wurde gezeigt, dass die Konzgitnen im Blut direkt mit denen im
Gehirn korrelieren, die Verteilung zwischen dendeei Kompartimenten ist jedoch fir die
verschiedenen Antipsychotika sehr unterschiedlibiie Distribution von Arzneistoffen
zwischen Blut und Gehirn wird durch Effluxtransm@ortin der Blut-Hirn-Schranke
kontrolliert. Welche Rolle dabei P-Glykoprotein ¢B) fur die Verteilung von atypischen
Antipsychotika spielt und wie die Pharmakokinetikdu—-dynamik durch diesen Transporter
beeinflusst werden, sollte in dieser Arbeit untehdwerden.

FUr die Messung des neu eingefuhrten AntipsychotguAripiprazol, sowie fir seinen
aktiven Metaboliten Dehydroaripiprazol, wurde elmeehleistungsfliissigchromatographische
(HPLC) Methode mit Saulenschaltung und spektrophetascher Detektion etabliert. Die
Methode wurde fir die Messung von Serumproben ephizner Patienten eingesetzt, um
einen therapeutischen Bereich fur Aripiprazol zumigeln. Aus der Analyse von 523
Patientenproben wurde herausgefunden, dass Argaip&erumkonzentrationen von 150 bis
300 ng/ml mit gutem klinischen Ansprechen und eigamnngen Risiko fur Nebenwirkungen
einhergingen. Weiterhin wurde festgestellt, dassS#rumspiegel bei gleichzeitiger Gabe von
Inhibitoren und Induktoren der Cytochrom P450 (CY$9enzyme CYP2D6 und CYP3A4
erhoht bzw. gesenkt wurden.

Am Modell der P-gp Knockout Maus im Vergleich zu BWVildtyp M&usen wurden
Konzentrationsverlaufe von Antipsychotika nach i(@abe von Amisulprid, Aripiprazol,
Dehydroaripiprazol, Clozapin, Desmethylclozapin, Idparidol, Olanzapin, Quetiapin,
Risperidon und 9-Hydroxyrisperidon sowie der Kolistadostanz Domperidon im Gehirn und
Blut Uber 24 Stunden mittels HPLC-Methoden gemeséérichen Einfluss eine verminderte
Expression von P-gp auf die Pharmakodynamik hatydevuin zwei Verhaltenstests
untersucht. Mit Hilfe des Rotarods wurden motoreséifekte der Arzneistoffe erfasst und
mittels Radial Arm Water Maze kognitive Fahigkeit&isperidon und sein aktiver Metabolit
9-Hydroxyrisperidon waren die starksten Substrate R-gp. 10-fach hohere Konzentrationen

im Gehirn der P-gp Knockout Mause fuhrten zu 10fatérkeren Beeintrachtigungen in den
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pharmakodynamischen Untersuchungen im Vergleich Wildtyp Tieren. Amisulprid,
Aripiprazol, Dehydroaripiprazol, Desmethylclozapumd Quetiapin konnten ebenfalls als
Substrate von P-gp identifiziert werden. Olanzapialoperidol und Clozapin wurden durch
P-gp wenig bzw. nicht in ihrer Pharmakokinetik wttynamik beeinflusst.

Da P-gp von Nagern und Menschen nach derzeitiganteés in ihren Substrateigenschaften
weitgehend Ubereinstimmen, muss bei einer Behagdwom schizophrenen Patienten mit
Antipsychotika, die als Substrate von P-gp idexigfit wurden, davon ausgegangen werden,
dass eine Veranderung der Expression oder Aktivitét P-gp, genetisch verursacht oder
durch Medikamente bedingt, fur das Therapieansprecloder das Auftreten von

Nebenwirkungen bedeutsam sind.

5.2 Summary

Therapeutic Drug Monitoring (TDM) is a method thertables the finding of a dose by
measuring drug concentrations in the blood, whidd|with highest likeliness to clinical
response. It is supposed that concentrations iodotorrelate with those in the brain, where
the effect takes place. It has been shown for sytipotic drugs that concentrations in the
blood correlate with those in the brain. Howevbeg distribution between both organs differs
between different antipsychotic drugs and is cdletoby efflux transporter in the blood-
brain-barrier. Which role P-glycoprotein (P-gp) ydafor the distribution of antipsychotic
drugs and how pharmacokinetics and -dynamics diieeimced by this transporter, should be
investigated in this study.

A high performance liquid chromatography (HPLC) hwet with column switching and
spectrophotometric detection was developed enaltiagneasurement of the new launched
drug aripiprazole and its active metabolite dehgdmprazole. The method was applied to
the measurement of serum samples of schizophreaatiengs with the aim of finding a
therapeutic range. By analyzing 523 serum samplesscbizophrenic patients serum
concentrations between 150 and 300 ng/ml aripipeazere established that correlated with
good clinical response and a minimum of side efteComedicated inhibitors or inductors of
cytochrome P450 (CYP) isoenzymes CYP2D6 and CYPBwdeased or decreased serum
levels, respectively.

The model of a P-gp knockout mouse in comparisah WVB wildtype mice was used to
measure concentrations of antipsychotic drugs anband blood over 24 hours after i.p.

injection of amisulpride, aripiprazole, dehydrogsipzole, clozapine, desmethylclozapine,
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haloperidol, olanzapine, quetiapine, risperidome] 8-hydroxyrisperidone as well as of the
control substance domperidone. Samples were amblyth HPLC methods. The influence
of a decreased P-gp expression on the pharmacodygainthe drugs was investigated in
two behavioral tests. Motor effects of the druggsemmeasured on a Rotarod, and cognitive
performance was tested in a radial arm water m@mperidone and its active metabolite
9-hydroxyrisperidone were the strongest substratd3-gp. 10-fold higher concentrations of
the drugs in the brain of P-gp deficient mice led 10-fold stronger impairment in
pharmacodynamic tests compared with wild type alima&misulpride, aripiprazole,
dehydroaripiprazole, desmethylclozapine, and gpeteawere also identified as substrates of
P-gp. Pharmacokinetics and —dynamics of olanzapnaoperidol, and clozapine were
influenced only slightly or not at all by P-gp.

According to the present stage of knowledge, Puistsate properties of rodents and humans
are largely the same. It is therefore safe to asstirat under a therapy with antipsychotic
drugs, which have been identified as P-gp substragiations in the expression or activity
of P-gp due to polymorphisms or comedication wathd to a significant effect concerning

therapy response and the risk of side effects.
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6.2 Abkilrzungsverzeichnis

a-Rezeptor

5-HT-Rezeptor

8-OH-DPAT
A
ABC
ATP
AUC
BCRP
BPRS
C

C

CGl
CLSI
cm
CNT

C.V.

CYP

d

DMSO
DOPAC
D-Rezeptor
ENT

EPS

g

g
GABA

h

HPLC
H-Rezeptor
HVA

adrenerger Rezeptor
serotonerger Rezeptor
8-Hydroxy-dipropylaminotetralin
Adenin
ATP-binding cassette
Adenosintriphosphat
Area under the Curve
Breast Cancer Resistance Protein
Brief Psychiatric Rating Scale
Celsius
Cytosin
Clinical Global Impressions Scale
Clinical and Laboratory Standards Institute
Zentimeter
concentrative Nucleotidtransporter (Konzenteti
Natriumabhangiger Nukleosidtransporter)
Variationskoeffizient
Cytochrom P450
Tag
Dimethylsulfoxid
Dihydroxyphenylessigsaure
dopaminerger Rezeptor
equilibrativer Nukleosidtransporter (Adenosin
Transporter)
Extrapyramidalmotorische Symptome
Erdbeschleunigung
Gramm
y-Aminobuttersaure
Stunde
Hochleistungsfliissigchromatographie
Histaminrezeptor

Homovanillinsédure
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L.p. intra peritoneal

KO Knockout

LOCF Last Observation Carried Forward

mMACh-Rezeptor muskarinischer Acetylcholinrezeptor

m-CPP m-Chlorophenylpiperazin

MANOVA multivariate Varianzanalyse

MDR Multidrug Resistenz Protein

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

M-Rezeptor Muskarinrezeptor

MRP Multidrug Resistenz assoziiertes Protein

NacCl Natriumchlorid

NCCLS National Committee for Clinical Laboratory
Standards

ng Nanogramm

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

OAT Organischer Anionentransporter

OATP Organisches Anionen Transportierendes
Polypeptid

OCT Organischer Kationentransporter

OROS’ Orales Osmotisches System

PANSS Positive and Negative Syndrome Scale

PCP Phencyclidin

PET Positronen-Emissions-Tomographie

P-gp P-Glykoprotein

p.o. per oral

RAWM Radial Arm Water Maze

RT Retentionszeit

S Sekunde

S.C. sub cutan

SEM Standardfehler

SPECT Single-Photon-Emissionscomputertomographie

T Thymin
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TDM
TEMED
UKU

U/min
UV-Lampe
WT

ZNS

Therapeutisches Drug Monitoring

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin

Utvalg for Kliniske Undersogelser
Nebenwirkungsskala

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett-Lampe

Wildtyp

Zentrales Nervensystem

Anhang

175



6.3 Veroffentlichungen

Artikel

Katrin M Kirschbaum , Sandra Heller, Gabriele Stroba, Anette RiegeisGidisabeth
Daum-Kreysch, Julia Sachse, Sebastian Hartter s@ph Hiemke. Chemische Stabilitat
neuer Antidepressiva und Antipsychotiksychophar makotherapie 2005;4:121-122

Katrin M Kirschbaum , Matthias J Mdller, Gerald Zernig, Alois Saria,j#r Mobascher,
Jaroslav Malevani, Christoph Hiemke. Therapeutiateoing of aripiprazole by HPLC
with  column-switching and spectrophotometric detgct Clin Chem. 2005
Sep;51(9):1718-1721

Katrin M Kirschbaum , Matthias J Muller, Jaroslav Malevani, Arian Moblasr, Carsten
Burchardt, Markus Piel, Christoph Hiemke. Serum elsv of aripiprazole and
dehydroaripiprazole, clinical response and sideot$t World J Biol Psychiatry. 2007

May 11;:1-7 [Epub ahead of print]

Katrin M Kirschbaum , Susann Finger, Friederike Vogel, Rainer Burgemnived
Gerlach, Peter Riederer, Christoph Hiemke. HigHdPerance Liquid Chromatography
with Column-Switching and Spectrophotometric Datett for Determination of
Risperidone and 9-Hydroxyrisperidone in Human Serudiromatographia; doi:
10.1365/s10337-007-0506-1

Katrin M Kirschbaum , Stefanie Henken, Christoph Hiemke, Ulrich Schmitt
Pharmacodynamic consequences of P-glycoprotein ndep¢ pharmacokinetics of
risperidone and haloperidol in mice. Behav  Brain Res. 2007
doi:10.1016/j.bbr.2007.11.009

Gerhard GrundeChristine Fellows, Anno Brocheler, Tanja VeselilmwChristian Boy,
Hildegard Janouschekatrin M Kirschbaum , Sandra Hellmann, Katja Spreckelmeyer,
Christoph Hiemke, Frank Résch, Wolfgang Schéafegolivernaleken. The Brain and
Plasma Pharmacokinetics of Aripiprazole in Patientsth Schizophrenia: a
[*®F]Fallypride PET StudyAm J Psychiatry; submitted

Anhang 176



Katrin M Kirschbaum . Antipsychotikum mit neuem Wirkmechanismus. Akéing
von mGlu2/3-Rezeptoren als neuer TherapieansatdiéiiBehandlung der Schizophrenie.

InFo Neurologie & Psychiatrie; Kommentar; in press

Poster

Katrin M Kirschbaum , Matthias J Miuller, Arian Mobascher, Jaroslav Mals,
Christoph Hiemke. Therapeutic drug monitoring oipi@razole. 24. Symposium der
AGNP 2005, MuncherPharmacopsychiatry 2005;38(5):A118

Katrin M Kirschbaum , Christoph Hiemke, Ulrich Schmitt. Behavioral inmpaent
caused by different generation antipsychotics inemt Rotarod vs. catalepsy test. IAK
Neuro Symposium 2005, Mainz, Poster Nr. 21

Susann Fingeiatrin M Kirschbaum , Sandra Heller, Rainer Burger, Manfred Gerlach,
Peter Riederer, Christoph Hiemke. Therapeutic dnanitoring of risperidone. TDM-
AGNP 2006, Solden Osterreich, Poster Nr. 4

Katrin M Kirschbaum , Matthias J Mdller, Arian Mobascher, Jaroslav Mald,
Christoph Hiemke. Aripiprazole serum levels, clalicesponse, and side effects. XXIVth
CINP Congress 2006, Chicago USkt J Neuropsychopharmacol. 2006 Jul;9 Suppl
1:5249

Katrin M Kirschbaum , Stefanie Henken, Christoph Hiemke, Ulrich SchnB&havioral
impairment caused by different generation antipsyics in mice with deficient p-
glycoprotein. XXIVth CINP Congress 2006, ChicagoAJ$nt J Neuropsychopharmacol.
2006 Jul;9 Suppl 1:S5264

Katrin M Kirschbaum , Matthias J Muller, Arian Mobascher, Jaroslav Mala, Markus
Piel, Christoph HiemkeAripiprazole and Dehydroaripiprazole Serum Levéldinical
Response and Side Effects. DGPPN Kongress 2006inBblervenarzt. 2006 Nov;77
Suppl 3:5141

Anhang 177



Katrin M Kirschbaum , Stefanie Henken, Christoph Hiemke, Ulrich Schn@gnitive
performance of P-glycoprotein deficient and wildéypmice under treatment with
antipsychotics. IAK Neuro Symposium 2006, Mainzsteo Nr. 33

Katrin M Kirschbaum , Stefanie Henken, Christoph Hiemke, Ulrich Schmitt
Pharmacodynamic effects of antipsychotic treatmesith respect to P-gylcoprotein:
Investigation in an 8-arm radial water maze tasBPE& 2007, TubingenBehav
Pharmacol 2007;18 (Suppl.1):S71

Katrin M Kirschbaum , Stefanie Henken, Christoph Hiemke, Ulrich Schmitt
Pharmacodynamics and pharmacokinetics of rispeeidm paliperidone with respect to
P-glycoprotein  expression. 25. Symposium der AGNPO072 Minchen.
Pharmacopsychiatry 2007;40(5):A090

Katrin M Kirschbaum , Manfred Uhr, Christoph Hiemke, Ulrich Schmitt. MtDrug-
Resistance proteins affect antipsychotic treatmentvivo effects of aripiprazole. 25.
Symposium der AGNP 2007, Munchdarmacopsychiatry 2007;40(5):A091

Katrin M Kirschbaum , Christoph Hiemke, Ulrich Schmitt. Pharmacokingtiand
pharmacodynamics of aripiprazole and dehydroamziple in P-glycoprotein deficient
mice. DGPPN Kongress 2007, Berlitervenarzt. 2007 Nov;78 Suppl 2:S68

Vortrage

Katrin M Kirschbaum , Matthias J Miller, Arian Mobascher, Jaroslav Nala,

Christoph  Hiemke.  Aripiprazol-Serumspiegel,  klidiss  Ansprechen  und
Nebenwirkungen. TDM-AGNP 2006, Sélden Osterreich

Stefanie HenkerKatrin M Kirschbaum , Christoph Hiemke, Ulrich Schmit€Cognitive

effects of acute treatment with risperidone, argmole, and haloperidol on performance
of an 8-arm radial water maze task in mice. Neues®e 2006, Atlanta USA. Soc.

Neurosci. Abstractviewer/ltenerary Planner Proghaor614.8

Katrin M Kirschbaum , Christoph Hiemke, Ulrich Schmitt. Die Blut-Hirrs@anke - ihre
Rolle fur die Effektivitat von Antipsychotika im @&imodell. ANPT- Symposium im

Anhang 178



Rahmen der Friuhjahrstagung der Deutschen Gesdti$éhaxperimentelle und klinische
Pharmakologie und Toxikologie (DGPT) 2007, Mainz

Katrin M Kirschbaum , Manfred Uhr,_Christoph HiemkeJIrich Schmitt. Multi-Drug-
Resistance proteins affect antipsychotic treatmantvivo effects of aripiprazole. 25.
Symposium der AGNP 2007, Munchen; Vortrag Hot Tepidv A 022
Pharmacopsychiatry 2007;40(5):A091

Anhang 179



