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2. Einleitung

Die Epilepsie ist eine haufig in der Bevolkerung auftretende, chronische neurologische
Erkrankung, welche sich bei 61 von 100.000 Menschen pro Jahr neu manifestiert
(Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie, 2017; Fiest et al., 2017).

Ursachlich dafur koénnen sowohl strukturelle Veranderungen, wie z. B. gutartige
Hirntumoren, genetisch bedingte Hirnaufbaustérungen und Hirnsubstanzveranderungen
nach Schlaganfall oder Hirntrauma, aber auch metabolische oder genetische
Eigenschaften, wie z. B. lonenkanal- oder Transmitterrezeptormutationen, sein (Berg et
al., 2010; Deutsche Gesellschaft fur Neurologie, 2018; ILAE, 2010). Oftmals bleibt die
Ursache auch unbekannt (ILAE, 2010).

Bei einem epileptischen Anfall kommt es zu unterschiedlich ausgepragten Symptomen
mit Beeintrachtigung der Sensibilitat, der Motorik oder des Bewusstseins (Deutsche
Gesellschaft fur Neurologie, 2018). Diese sind Folge einer pathologisch exzessiven oder
synchronen neuronalen Aktivitat im Gehirn (Deutsche Gesellschaft fur Neurologie,
2018). Anfalle fir sich genommen werden in "generalisiert", "fokal" oder "unbekannt"
eingeteilt (ILAE, 2010).

Eine Epilepsie liegt definitionsgemall vor, wenn zwei unprovozierte Anfalle im Abstand
von mehr als 24 Stunden auftreten, ein nicht provozierter Anfall mit erhdhter
Wahrscheinlichkeit, neue Anfalle zu erlangen auftritt, oder ein Epilepsie- Syndrom
vorliegt (Fisher et. al 2014). Epilepsien werden ihrer Ursache entsprechend eingeteilt:
Man unterscheidet "genetische", "strukturell/metabolische" oder "unbekannte Ursache"
(s.0.) (ILAE, 2010).

2.1 Antikonvulsive Therapie

Primares Ziel der medikamentdsen Behandlung ist die Anfallskontrolle unter Vermeidung
von Nebenwirkungen (Deutsche Gesellschaft fur Neurologie, 2018). Die Auswahl der
Medikamente hangt u.a. vom Epilepsietyp, dem Alter, dem Geschlecht, sowie der
Komedikation ab (Deutsche Gesellschaft fur Neurologie, 2018).

Nach den Leitlinien der deutschen Gesellschaft fur Neurologie sind Lamotrigin (LTG)



oder Levetiracetam (LEV) das Mittel der ersten Wahl fur die Therapie fokaler Anfalle
(Deutsche Gesellschaft fur Neurologie, 2018). Moglich ist jedoch auch eine Behandlung
mit Valproat (VPA), Topiramat (TPM) oder Carbamazepin (CBZ) (Deutsche Gesellschaft
fur Neurologie, 2018).

2.2 Nebenwirkungen der medikamentdsen antikonvulsiven Therapie

Nebenwirkungen kdnnen zu Beginn, aber auch im spateren Verlauf der antikonvulsiven
Therapie eine wichtige Rolle spielen, da sie zusatzliche Gesundheitsrisiken verursachen
oder die Lebensqualitat relevant einschranken kénnen (Perucca et al., 2011). Perucca
und Kollegen zeigten, dass 88 % einer Patientengruppe, welche eine antikonvulsive
Therapie erfuhr, von Nebenwirkungen betroffen waren (Blume, 2010; Perucca et al,
2009).

Haufig beschrieben werden kognitive Beeintrachtigung, Koordinationsstérungen, sowie
Beeintrachtigung der Stimmung (Perrcca et al., 2011).

Darlber hinaus kénnen jedoch auch Reaktionen der Haut (z. B. bei Levetiracetam oder
Carbamazpin) oder Veranderungen des Blutes in Form einer Hyponatriamie auftreten
(Algahtani 2017 et al.; Dong et al., 2005; McCormack et al., 2011; Tangamornsuksan et
al., 2013 ). Hyponatriamien kdénnen sowohl bei Carbamazepin (CBZ), Oxcarbazepin
(OXC), als auch bei Eslicarbazepin (ESL) beobachtet werden (Gierbolini et al., 2016).
Auf die spezifischen Nebenwirkungen dieser 3 Medikamente wird in Kapitel 2.3

eingegangen.



2.3 Carbamazepin, Oxcarbazepin und Eslicarbazepin
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Abb. 1: Die Strukturformeln von Carbamazepin, Oxcarbazepin und Eslicarbazepin
(Lutker und Matzger, 2010; Singh et al., 2013)

CBZ gehort, wie OXC und ESL, zu den Dibenzazepin- Antikonvulsiva und ist das Alteste
aus dieser Klasse (Gierbolini et al., 2016).

Es ist fur die Therapie fokaler Epilepsien zugelassen (Deutsche Gesellschaft fir
Neurologie, 2018). Frihe Studien, wie die von Jongmans (1964) bestatigten ein

erfolgreiches Ansprechen bei 24 von 43 Patienten mit epileptischen Anfallen (Jongmans,



1964). In spateren Studien wurde die Wirksamkeit auch an grofden Populationen belegt
(Powell et al, 2016). CBZ wird heutzutage auch haufig als Referenzsubstanz bei

Zulassungsstudien flr neue Monotherapien verwendet (z.B. Baulac et al., 2017).

OXC steht seit den 1990er Jahren als strukturelles Derivat von CBZ zur Verfugung
(Gierbolini et al., 2016). Es unterscheidet sich von CBZ durch seinen Keton-
Substituenten an Position 10 des Dibenzazepinrings, wie in Abbildung 1 dargestellt
(Gierbolini et. al., 2016; Lutker und Matzger, 2010).

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass OXC signifikant besser als Placebopraparate
in der Kontrolle fokaler Anfélle ist, so dass es mittlerweile in der Mono- wie auch als
Kombinationstherapie fur Kinder und Erwachsene zur Behandlung fokaler Anfalle mit
und ohne Generalisierung eingesetzt wird (Schachter et al., 1999; Schmidt und Elger,
2004).

Auch ESL hat, ebenso wie CBZ und OXC, einen Dibenzazepin- Kern mit einem 5-
Carboxyamid- Substitut (Gierbolini et al., 2016). Strukturelle Unterschiede bestehen an
der 10,11- Position, wie in Abbildung 1 dargestellt (Gierbolini et al., 2016; Singh et al.,
2013).

Ursprunglich wurde Eslicarbazepin als Kombinationstherapie mit anderen Antikonvulsiva
entwickelt: Die Studie "Efficacy and safety of eslicarbazepine acetate as adjunctive
treatment in adults with refractory partial-onset seizures: a randomized, double-blind,
placebo-controlled, parallel-group phase Il study" von 2009 bestatigte fur ESL eine
signifikant niedrigere, eingestellte Anfallsfrequenz im Vergleich zum Placebo (Elger et al,
2009). Seit Mai 2017 ist ESL auch zur Monotherapie fokaler Epilepsien zugelassen
(Deutsche Gesellschaft fur Neurologie, 2018).

Als Nebenwirkungen der drei Medikamente sind, neben der erwahnten Hyponatriamie
auch Schwindel, Somnolenz, Ubelkeit, Erbrechen, Doppelbilder, Ataxie und
Verschwommensehen beschrieben (Gierbolini et al., 2016). Fur einige Nebenwirkungen
sind auch genetische Assoziationen beschrieben worden, was im Verlauf unserer Arbeit
noch von Relevanz sein wird:

Beim CBZ sind verschiedene Formen von Hypersensitivitatsreaktionen bekannt
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(McCormack et al., 2011). Diese reichen vom makulopapulésen Exanthem bis hin zu
ernsten, blasenbildenden Reaktionen (McCormack et al., 2011). Eine signifikante
Assoziation mit dem Hypersensitivitatssyndrom zeigt das HLA-A - 3101 Allel (2 bis 5 %
Pravalenz in nordeuropaischen Bevolkerungsgruppen) (McCormack et al., 2011).
Aulerdem wurde eine weitere Assoziation zum makulopapulésen Exanthem bei diesem
Allel gefunden (McCormack et al., 2011). Laut McCormack und Kollegen steigert die
Anwesenheit dieses Allels das Risiko fur CBZ- induzierte Hypersensitivitatsreaktionen
von 5 % auf 26 %, seine Abwesenheit senkt es von 5 % auf 3 % (McCormack et al.,
2011).

Eine Assoziation zwischen dem Allel HLA- B 1502 und einem induzierten Stevens-
Johnson- Syndrom wurde auch fir OXC bei asiatischen Populationen (Chinesen und
Thailandern) beschrieben (Chen et al., 2017). Schwere und Inzidenz des induzierten

Stevens- Johnson- Syndroms sind jedoch geringer als beim CBZ (Chen et al., 2017).

2.4 Hyponatriamie

Die Hyponatriamie kann bei allen drei Antikonvulsiva auftreten (Gierbolini et al., 2016).

Sie ist definiert als ein Serum- Natrium Wert von unter 135 mmol/l (Verbalis et al., 2013).
Ein Serum- Natrium unter 125 mmol/l, je nach Literatur auch unter 120 mmol/l oder 129
mmol/l, wird als ernste Hyponatridamie betrachtet (Adrogué und Madias, 2012; Dong et
al., 2005; Verbalis et al., 2013). Bei einem Serum- Natrium von uber 145 mmol/l spricht

man von Hypernatridmie (Muhsin und Mount, 2016). Eine Ubersicht gibt Tabelle 1.

Tab. 1: Ubersicht Serum- Natrium

Schwere Hyponatriamie Eunatriamie Hypernatriamie
Hyponatriamie
<125 mmol/l <135 mmol/I 135- 145 mmol/l >145 mmol/l

(Muhsin und Mount, 2016; Verbalis et al., 2013)

Bei einer akuten Hyponatriamie kann es zu Hirnschwellung und intrakranieller

Hypertension kommen (Adrogué und Madias, 2012). Im Verlauf konnen sogar
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lebensbedrohliche neurologische Komplikationen, einschliel3lich Anfalle, Koma,
Hirnstamm- Herniation und Atemstillstand auftreten (Adrogué und Madias, 2012). Dong
und Kollegen zeigten in einer Studie, dass 13,5 % von 451 Patienten, die mit CBZ
behandelt wurden, eine Hyponatridamie entwickelten (hier definiert als Serum- Natrium
kleiner oder gleich 134 mmol/l) (P<0,0001) (Dong et al, 2005). 2,8 % der 451 Patienten
hatten sogar eine ernste Hyponatridamie (hier definiert als Serum- Natrium kleiner oder
gleich 128 mmol/l) (P<0,001) (Dong et al., 2005). Die Studie von Dong und Kollegen
zeigte auch, dass 29,9 % von 97 Patienten, die mit OXC behandelt wurden, ebenfalls
eine Hyponatriamie entwickelten (hier definiert als Serum- Natrium kleiner oder gleich
134 mmol/l) (P<0,0001) (Dong et al., 2005). 12,4 % der 97 Patienten entwickelten hier
eine ernste Hyponatriamie (hier definiert als Serum- Natrium kleiner oder gleich 128
mmol/l) (P<0,001) (Dong et al., 2005). Auch unter Einnahme von ESL kénnen Patienten
eine Hyponatriamie entwickeln (Singh und Asconapé, 2011). Frihe Studien zeigten
jedoch, dass die Tendenzen hierzu eher gering sind (0,6 bis 1,3 %) (Singh und
Asconapé, 2011). Neuere Untersuchungen, wie die von Gupta und Kollegen, kamen
allerdings zu dem Ergebnis, dass bei Patienten mit Anfallen nach Infarkten, 12,5 %
derjenigen, die ESL einnahmen, ebenfalls eine Hyponatriamie entwickelten (Gupta et al.,
2015). 9,375 % waren symptomatisch, 3,125 % waren asymptomatisch (Gupta et al.,
2015). Eine kurzlich veroffentlichte retrospektive Fallserie an 560 Patienten berichtet

sogar von Hyponatriamien bei 33 % der Patienten mit ESL (Intravooth et al., 2018).

Sowohl die zum Teil klinisch sehr problematische Auswirkung, als auch die statistische
Haufigkeit zeigen die Relevanz dieser Nebenwirkung. Ursachen und moglichen
Vermeidungsstrategien der Hyponatriamie werden daher in den folgenden Kapiteln

naher auf den Grund gegangen.
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2.5 Wirkungsweise von Carbamazepin am Vasopressin 2- Rezeptor der Niere und die

daraus resultierende Hyponatriamie

In der Literatur sind bereits zwei Mechanismen zur Auslosung einer Hyponatriamie

durch CBZ beschrieben worden:

1. CBZ stimuliert die Ausschuttung des antidiuretischen Hormons (ADH, auch
Vasopressin oder Arginin- Vasopressin, AVP) in der Hypophyse (Syndrom der
Inadaquaten ADH- Ausschittung (SIADH)) mit der Konsequenz einer Hyponatridamie (De
Braganca et al., 2010; Finley et al., 2008).

2. CBZ bewirkt Uber einen direkten Effekt am sogenannten Vasopressin 2- Rezeptor-
Protein G- Komplex eine Steigerung der Aquaporin 2 (AQP2)- Expression, wodurch es

(zumindest teilweise) zu einer Hyponatriamie kommt (De Braganga et al., 2010).

Allgemein ist folgender Signalweg bekannt:

Der Vasopressin 2- Rezeptor (V2R) wird vom ADH, welches aus dem Hypophysen-
Hinterlappen sezerniert wird, aktiviert (Finley et al., 2008).

Dabei handelt es sich um einen G- Protein- gekoppelten Rezeptor, der auf der
basolateralen Membran des Sammelrohrs (engl. Collecting Duct, CD) der Niere liegt
(Abbildung 2) und dessen Aufgabe es ist, den antidiuretischen Effekt des Vasopressins
herbeizufiihren (Finley et al., 2008).
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Abb. 2: Die Vasopressin- V2R - Aktivierung mit ihrem Signalweg
(modifiziert nach Finley et al., 2008)

Wahrend des ersten Schrittes des Signalwegs wird das Gs- Molekul aktiviert und wirkt
auf die Adenylatcyclase. Dies fuhrt wiederum zu einer Produktion von cAMP, welches
die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Dieser Weg flhrt somit zu einer gesteigerten
Exozytose von Vesikeln mit AQP2- Kanalen und einer reduzierten Endozytose. Dadurch
bedingt werden AQP2- Kanale in die apikale Membran eingebaut, was einen Anstieg der
Wasserpermeabilitdt vom CD erlaubt (Abbildung 2) (Finley et al., 2008).

Die an dem Signalweg beteiligten Aquaporin- Kanale sind hexahelikale Kanale mit einer
zentralen Pore, die kleinen Membran-Proteinen von ca. 30 kDA entsprechen und am
Transport von Flussigkeiten beteiligt sind (Verkman und Mitra, 2000).

De Braganca und Kollegen zeigten bei einem Versuch an Ratten die Wirkung von CBZ
an diesem Signalweg:
Dieses agiert direkt am V2R- Protein G- Komplex, wodurch es zu einer Steigerung der

AQP2- Expression kommt (De Braganca et al., 2010). Die Folge ist eine Steigerung der
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Wasserabsorption im CD der Niere (De Braganca et al., 2010). Dieser Effekt konnte,
zumindest teilweise, fur die Hyponatriamie beim Gebrauch von CBZ verantwortlich sein
(De Braganga et al., 2010).

Die andere These, nach der flr die Hyponatriamie ausschliel3lich das SIADH (Schwartz-
Bartter- Syndrom) zu verantworten ist, hielten die Autoren dieser Studie fur

unwahrscheinlich (De Braganca et al., 2010).

Wir nahmen die Hypothese der direkten Wirkung von CBZ am V2R der Niere ebenfalls
als Grundlage fur unsere Arbeit.

2.6 Mogliche genetische Pradisposition einer Hyponatriamie

In den Studien von Dong bzw. Lin und Kollegen wird ein Zusammenhang zwischen der
CBZ- bzw. OXC- Dosis mit dem Natriumspiegel beschrieben (Dong et al., 2005; Lin et
al., 2010).

Die von Dong und Kollegen 2005 durchgeflihrte Studie zeigt jedoch auch, dass eine
Subgruppe zu existieren scheint, die anlagebedingt anfallig fur eine Hyponatriamie unter
CBZ bzw. OXC ist (Berghuis et al., 2016; Dong et al., 2005). Das Risiko, eine
persistente Hyponatriamie zu bekommen, korrelierte hoch mit dem initialen
Natriumspiegel, der kurz nach dem Einnahmestart gemessen wurde (Berghuis et al.,
2016; Dong et al, 2005). Alter, Geschlecht und die Einnahme anderer Antikonvulsiva
hatten nur einen geringen Einfluss auf das folgende Outcome der Patienten (Berghuis et
al., 2016; Dong et al., 2005).

Es sind zwischenzeitlich etliche Gene bekannt, welche Regulatoren des
Wasserabsorptionswegs enthalten (Berghuis et al., 2016). Keines dieser Gene wurde
jedoch bisher in einem kausalen Zusammenhang fur eine genetisch pradispositionierte
und durch die Behandlung mit Antikonvulsiva bedingte Hyponatriamie beschrieben
(Berghuis et al., 2016).
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2.7 Ziel der Arbeit

Laut Berghuis und Kollegen sind folglich weitere Studien notwendig, um genetische
Varianten zu finden, die Risiken einer klinisch relevanten Hyponatriamie beinhalten
(Berghuis et al., 2016). Dies ist auch das Ziel unserer Arbeit. Es soll gepruft werden, ob
die Ursache fur die Entwicklung einer Hyponatriamie unter Einnahme von CBZ, OXC
oder ESL nicht nur dosisabhangig ist, sondern auch eine genetische Grundlage hat.

Die von McCormack und Kollegen beschriebenen Assoziationen zwischen Allel und
Hautreaktionen unter CBZ- Therapie wurden durch die Untersuchung von Single
Nucleotid Polymorphismen (SNPs) getestet (McCormack et al., 2011). Auch beim Gen
des V2Rs (engl. Arginine Vasopressin Receptor 2 Gene, AVPR2- Gen) sind

unterschiedliche Varianten bzw. SNPs beschrieben worden (Saito et al., 2003).

Aus diesen Informationen ergab sich die folgende zentrale Fragestellung und Hypothese
unserer Arbeit. Die Hypothese ist, dass bestimmte SNPs Varianten die Entstehung einer

Hyponatriamie begunstigt. Daher wird als Fragestellung getestet, ob sich

die Verteilung der SNPs bei Menschen unter CBZ-, OXC- oder ESL- Therapie mit

Hyponatriamie von denen ohne Hyponatriamie unterscheidet.

Es soll also gepruft werden, ob genetische Varianten bzw. SNPs, im AVPR2- Gen zu
einer Hyponatriamie bei den Patienten, die mit mindestens einem der drei oben
genannten Antikonvulsiva behandelt werden, beitragen. Weiterhin soll eine
geschlechtsspezifische Betrachtung stattfinden, da das Gen fir das Vasopressin 2-
Rezeptorprotein auf dem X- Chromosom in der Region Xq28 liegt (Juul et al., 2014). Um
eine ausgeglichene Genexpression zwischen beiden Geschlechtern zu gewahrleisten,
erfolgt hierbei die sogenannte X- Inaktivierung (Juul et al., 2014). Diese findet embryonal
statt und inaktiviert wahllos ein X- Chromosom der Frau (Juul et al., 2014). Die Region
Xq28 ist jedoch oft nicht in die Inaktivierung mit einbezogen, sodass es hierdurch zu
phanotypischen Unterschieden bei den Geschlechtern kommen kann, was die Rezeptor-
vermittelten Funktionen betrifft, wie z.B. die der Antidiurese (Juul et al., 2014).

Es soll daher auch geprift werden, ob es geschlechtsspezifische Unterschiede bei der
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Entwicklung einer Hyponatridmie unter Einnahme von CBZ, OXC oder ESL gibt.
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3. Material und Methoden

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden auf der Grundlage der revidierten Deklaration
von Helsinki des Weltarztebundes (1983) und den entsprechenden gesetzlichen
Grundlagen durchgeflhrt.

Ein Einverstandnis der Ethik- Kommission lag vor Beginn der Untersuchungen vor (Lfd.
Nr. 040/07).

Es wurde in 3 Schritten vorgegangen: 1. Erhebung der Patientendaten, 2. die

Genotypisierung und 3. die statische Auswertung.

3.1 Retrospektive Erhebung des Patientenkollektivs

Im ersten Schritt wurden im Zeitraum von November 2013 bis Marz 2014 Daten von

uber 1000 Patienten retrospektiv gesammelt.

Einschlusskriterien

Es wurden Patienten mit generalisierten, fokalen und psychogenen Anfallen, sowie
solche mit Absencen in unsere Arbeit mit eingebunden. Diese wurden alle mindestens
einmal im Zeitraum von 1990 bis 2014 in der Klinik fir Epileptologie des
Universitatsklinikums Bonn behandelt. Nur Patienten, die zuvor ihre eigene
Desoxyribonucleinsaure (DNA) aus gespendetem EDTA- Blut fur wissenschaftliche
Zwecke zur Verfugung gestellt hatten, waren in dieser Sammlung verzeichnet und nur
deren Daten wurden ins Projekt mit einbezogen.

Alle Patienten mussten an mindestens einem Tag ihres Klinikaufenthalts mindestens
eines der drei Antikonvulsiva CBZ, OXC oder ESL eingenommen haben. Zum selben
Zeitpunkt musste sowohl der Wert des Serum- Natriumspiegels, als auch der des
Serumspiegels des Antikonvulsivums vorliegen.

Begleitende Antikonvulsiva, wie LEV oder VPA waren zulassig.
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Ausschlusskriterien
Patienten die Einfluss- bzw. Risikofaktoren fir eine Hyponatriamie aufwiesen,
insbesondere Nierenerkrankungen oder Einnahme von Thiazid- Diuretika, wurden nicht

in die Studie mitaufgenommen (Verbalis et al. 2013; Huang et al., 2015).

Die Informationen wurden retrospektiv aus einer elektronischen Patientenaktei (OSEPA,
OPTIMAL SYSTEMS GmbH) erhoben.

Informationen wie Alter, Geschlecht, Art und Ursache der Epilepsie, sowie Anzahl,
Serumspiegel und Tagesdosen der Antikonvulsiva wurden erfasst.

Alle Daten wurden in eine Exceltabelle® von Microsoft® eingetragen.

Insgesamt wurden die Daten von 230 Patienten nach Screening bezlglich Ein- und

Ausschlusskriterien in die Studie mit einbezogen.

Es wurde die Medikamentenlast (engl. Drugload) bestimmt und in die Tabelle mit
eingetragen. Dies war wichtig zur Bildung von Extremgruppen fur die spatere
statistische Auswertung.

Die Medikamentenlast ist eine Grolke mit der man, besser als bspw. durch die Anzahl
der verordneten Medikamente, Aussagen zu Nebenwirkungen und Toxizitat eines
Medikaments treffen kann (Deckers et al., 1997). Die Medikamentenlast des
Antikonvulsivums wurde definiert als das Verhaltnis zwischen tatsachlich verordneter
Tagesdosis und definierter (durchschnittliche, Ublicherweise verordnete) therapeutische
Tagesdosis (Deckers et al., 1997). Die definierte Tagesdosis fur CBZ und OXC betragt
1000 mg, die fir ESL 800 mg (Deckers et al., 1997; WHO Collaborating Centre for Drug
Statistics Methodology, 2015).

Fur die spatere Auswertung wurden die Daten der insgesamt 230 Patienten benutzt.
Dafur wurde jeweils nur ein Messtag pro Patient ausgewahlt. Dabei entschieden wir uns
immer fur den Tag, an dem die Medikamentenlast des Antikonvulsivums (bzw. die
Gesamt- Medikamentenlast, sofern mehr als eines der drei untersuchten Antikonvulsiva
eingenommen wurde) des Patienten am hdchsten war. Gab es mehrere aquivalente

Medikamentenlast- Werte, so wurde der Tag genommen, an dem der Natriumspiegel
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seinen niedrigsten Wert hatte. War auch dieser aquivalent, wurde der chronologisch

erste Tag verwertet.

3.2 Genom- Amplifikation und SNP- Genotypisierung

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die gelagerten DNA-Proben der insgesamt 230
Patienten zwischen Anfang Marz und Ende September 2014 auf die Allelverteilung der
insgesamt 7 SNPs des AVPR2- Gens hin untersucht. Dieser experimentelle Teil fand im
Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) in Bonn statt.

Die bereits vorhandenen DNA- Proben wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr.
Wolfram Kunz zur Verfigung gestellt.

Insgesamt wurden 230 Proben DNA aus EDTA- Blut analysiert. Jede Probe enthielt
2000 ng DNA in mindestens 10 pl Losung.

Bei der Analyse wurde sich auf SNPs des AVPR2- Gens beschrankt, da die Wirkung von
CBZ auf sein Rezeptorprotein (mit Entwicklung einer Hyponatriamie) bereits
beschrieben worden war (in Kapitel 2.5 bereits dargestellt) (De Braganca et al., 2010).
Es wurden SNPs ausgewahlt, fur die entweder schon eine hohe Allelfrequenz
beschrieben worden war (rs3761527.AVPR2, rs5196.AVPR2, rs5201.AVPR2 und
rs73627263.AVPR2), oder solche mit niedriger Allelfrequenz, aber bereits
beschriebenen funktionellen Bedeutungen (rs104894759.AVPR2, rs104894756.AVPR2
und rs104894752.AVPR2). Insgesamt wurden sieben SNPs untersucht, wobei sich bei
der Auswahl bezlglich SNPs mit hohen Allelfrequenzen bzw. funktioneller Bedeutung
auf die Daten von "dbSNP" sowie "OMIM" (Online Mendelian Inheritance in Man)
berufen wurde. Dies sind online-Datenbanken in denen SNPs des Menschen erfasst
und wissenschaftlich beschrieben sind (National Center for Biotechnology Information,
2019; Online Mendelian Inheritance in Man, 2019).

Da Angaben zur Ethnie der 230 untersuchten Patienten oftmals nicht vorhanden waren,
wurde sich bei der Auswahl von SNPs mit haufiger Allelfrequenz an den
Allelfrequenzangaben der europaischen Population orientiert, entsprechend des
Standortes der Klinik fiir Epileptologie. Eine Ubersicht gibt Tabelle 2 (National Center for

Biotechnology Information, 2019; Online Mendelian Inheritance in Man 2019).
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Tab. 2 : Ubersicht SNPs und Auswahlkriterien

SNP Verteilung bzw. Frequenz |Funktionelle Bedeutung
in der europaischen
Population, je nach Studie
rs 5201 G: 29,57 - 32,37 % -
A: 67,63 -70,43 %
rs3761527 C:31,19-32% -
T. 68,81 -68 %
rs5196 T 0-0,14 % -
A: 99,86 - 100 %
rs73627263 A: 0- 0,03 % -
G: 99,97 - 100 %
rs104894759 C: 0% diabetes insipidus,
T. 100 % nephrogenic, X - linked
rs104894756 A 0% diabetes insipidus,
G: 100 % nephrogenic, X - linked
rs104894752 Keine Frequenz (bislang nur diabetes insipidus,
fur A beschrieben) nephrogenic, X - linked

(National Center for Biotechnology Information, 2019; Online Mendelian Inheritance in
Man 2019)

Amplifikation

Im ersten Schritt wurde die DNA jedes Patienten vervielfaltigt (amplifiziert), um
genugend Material fir den zweiten Schritt, die Genotypisierung zu bekommen. Mittels
REPLI- g® Midi Kit (Qiagen, Niederlande) wurde eine Whole Genome Amplifikation
durchgefiihrt. Durch das REPLI-g® - Kit kann laut Hersteller eine hoch einheitliche
Vervielfaltigung entlang des gesamten Genoms mit extrem geringer Sequenzverzerrung
gewabhrleistet werden. AuRerdem kdnnen bei isothermer Temperatur mit einer speziellen
DNA- Polymerase bis zu 100 Kilobasen (kb) repliziert werden, ohne dass sie sich von
der DNA- Matrize 16st. Diese Polymerase hat eine 3°-5°- Korrekturleseaktivitat, welche
fur eine hohe Genauigkeit wahrend der Replikation sorgen soll. Sie wird wahrend der
Anwesenheit von Exonuclease- resistenten Primern benutzt. Dies soll hohe Gewinne an

DNA- Produkten ermdglichen.
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Durchfuhrung:

1. Buffer D1 (Denaturations- Puffer) fur 98 Proben

Zuerst wurde ein sogenannter Buffer D1 (Denaturations- Puffer) hergestellt. Hierzu
wurden 126 ul DLB Buffer reconstituted mit 448 ul Nuclease- freiem Wasser in ein
Reaktionsgefald versetzt, gevortext und kurz abzentrifugiert. Alle anderen Reagenzien

wurden ebenfalls gevortext und kurz abzentrifugiert.

2. Buffer N1 (Neutralisations- Puffer) fur 98 Proben

168 pl Stopp- Losung wurde mit 952 ul Nuclease- freiem Wasser versetzt, um den
sogenannten Neutralisations- Puffer fur 98 Proben herzustellen.

Anschlieend wurde 5 pyl gDNA- Probe mit 5 pl D1 Buffer gemischt, kurz abzentrifugiert
und 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde jeweils 10 uyl N1- Buffer
zugegeben und nochmals gemischt und abzentrifugiert. SchlieRlich erhielt man 20 pl
denaturierte gDNA.

3. Herstellung des Mastermix auf Eis fur die Proben

Fur die Herstellung des sogenannten Mastermix wurden schliel3lich 2750 ml Reaktions-
Puffer mit 95 yl DNA- Polymerase versetzt. Je 30 pl Mastermix wurden mit 20 pl
denaturierter gDNA gemischt, 16h bei 30 °C und 3 min bei 65 °C im Thermozykler

inkubiert, sodass wir schlielBlich genug amplifizierte gDNA erhielten.
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SNP- Genotypisierung

Fur die Genotypisierung wurde die LightSNP Assay-Methode (TibMolBiol, Deutschland)
verwendet.

Hierbei kdnnen durch Schmelzkurven- basierte Tests Mutationen erkannt werden, die

unter einer molekularen, floureszierenden Sonde liegen.

Laut Herstellerangaben enthalten Light SNP Assays zwei Primer und eine Sonde.
Mittels Primer wird zunachst durch Polymerase- Kettenreaktion (engl. Polymerase-
Chain- Reaction, PCR) eine Kopie des zu untersuchenden DNA- Abschnitts erzeugt.
Dieser ist meist 80- 250 Basen lang. An einen seiner Strange kann die Sonde binden.
Grundsatzlich  gilt, dass die Sonde aufgrund der unterschiedlichen
Elektronenkonfigurationen im ungebunden Zustand einen niedrigeren Floureszenzwert
aufweist, als im gebundenen.

Bei der Sonde handelt es sich um den Farbstoff Floureszin, welcher an ein Stick DNA
gebunden ist. Diese enthalt die komplementaren Basen eines Allels des zu
untersuchenden SNPs, z.B. die des homozygoten Wildtyps.

Hieran kann nun der zu untersuchende, in der PCR erzeugte DNA- Strang binden.
Entspricht das Allel des zu untersuchenden SNPs auf dem DNA- Strang nun ebenfalls
dem homozygoten Wildtyp, so ist die Bindung starker (Sonde und Allel stimmen
uberein), als wenn es sich um ein differentes homozygotes Allel handelt (Fehlpaarung,
engl. Mismatch). Bei schwachen Bindungen tritt der Schmelzpunkt entsprechend bei
niedrigerer Temperatur auf, als bei starken Bindungen. Bei Heterozygotie sieht man zwei

Schmelzpunkte.

In einem Diagramm wurde nun die Temperatur gegen die Fluoreszenz aufgetragen. In
der ersten Ableitung erscheint der Wendepunkt der Kurve als HOhepunkt bzw.
Schmelzpunkt (engl. Melting Peak). Die entsprechende Temperatur der Peaks wurde
nun auf der x- Achse abgelesen und dem entsprechenden Allel (z. B. homozygoter

Wildtyp) zugeordnet.
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Durchfuhrung:

Die gDNA- Konzentrationen der zu messenden Proben wurden in einem Nanodrop ™
(Thermo Fisher Scientific, USA) bestimmt und mit Nuclease- freiem Wasser auf 50 ng
(+/- 5 ng) in 5 pl eingestellt. Fir den sogenannten Reagent Mix wurden anschlieend
100 pl PCR- geeignetes Wasser mit dem LightSNP-Assay- Reaktionsgefal® (TibMolBiol,
Deutschland), das alle Primer und Sonden fur 96 Proben erhalt, geldst, gevortext und
kurz abzentrifugiert.

Danach wurden fur den Mastermix wiederum je Probe 10,4 pul PCR- geeignetes Wasser,
1 ul Reagent mix, 2 pl FastStart NDNA- Master HybProbe (Roche, Schweiz) und 1,6 pl
MgCI2 (25 mM) mit 5 yl DNA- Probe (50 ng) vermischt. Je 15 pl wurden anschlief3end
in eine 96er well- Plate pipettiert. Danach wurden die Proben einzeln zugegeben (50
ng/5 pl) und mit einer sogenannten Seal Foil, einer speziellen Verschlussfolie, versehen.
Die Platte wurde schliel3lich bei 3000g fur 2 min abzentrifugiert. Die Plattenbelegung
wurde im Lightcycler® 480 (Roche, Schweiz) eingegeben und mit dem von TibMolBiol
vorgegebenen Programm durchgemessen.

Eine Ubersicht zu den verwendeten Materialien geben Tabellen 3 und 4.
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Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Apparaturen

Material

Hersteller, Land

230 DNA Proben mit 2000 ng DNA

in min 10 yl Losung

Life and Brain GmbH, Deutschland

REPLI- G® - Midi Kit fiir 98 Proben

Qiagen, Niederlande

574 ul Buffer D1 (Denaturations Puffer):

Labor

126 pl DLB Buffer resconstiuted

Qiagen, Niederlande

448 pl Nuclease- freies Wasser

Qiagen, Niederlande

1120 pl Buffer N1 (Neutralisations Puffer):

Labor

168 pl Stopp- Lésung

Qiagen, Niederlande

952 ul Nuclease- freies Wasser

Qiagen, Niederlande

3000 ul Master Mix (Amplifikation):

Labor

2900 pl Reaktionspuffer

Qiagen, Niederlande

100 ul DNA Polymerase

Qiagen, Niederlande

Master Mix (Genotypisierung)
fur eine Reaktion mit einer
DNA- Probe zu je 50 pg

Labor

10,4 pl PCR- gereinigtes Wasser

Roche, Schweiz

2 ul Fast Start DNA- Master HybProbe

Roche, Schweiz

1,6 pl MgCl; (25 mM)

Roche, Schweiz

Reagent Mix (flir 96 Proben):

Labor

LightSNP-Assay Vial (Lyophyllisat)

TibMolBiol, Deutschland

100 pl PCR- gereinigtes Wasser

Roche, Schweiz
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Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Apparaturen

Apparatur Hersteller, Land

Nanodrop™ (Thermo Fisher Scientific, USA)
Vortexer Vortex VWR VV3

Centrifuge 5415R Eppendorf AG, Deutschland
Light Cycler® 480 Sealing Foil Roche, Schweiz

Light Cycler® 480 Multiwell Plates Roche, Schweiz

Light Cycler® 480 Roche, Schweiz

Thermocycler Eppendorf AG, Deutschland
Pipettenspritzen Eppendorf AG, Deutschland
Eppendorfgefalie Eppendorf AG, Deutschland

3.3 Statistische Methoden

Im letzten Teil wurden die Ergebnisse statistisch ausgewertet. Es sollte gezeigt werden,
dass die Entwicklung einer Hyponatriamie nicht von der Dosis (hier verwendete GroRen
Medikamentenlast und Serumspiegel CBZ, OXC oder ESL) des Antikonvulsivums,

sondern von einer ungleichen Allelverteilung auf dem AVPR2- Gen abhangt.

Die Merkmale Natriumspiegel, Hyponatriamie, SNP, Medikamentenlast und
Serumspiegel wurden auf ihre gegenseitige Unabhangigkeit hin untersucht.

Bei den Allelverteilungen wurde zusatzlich getestet, ob die Verteilung im Hardy-
Weinberg- Equilibrium (HWE) lag. Aufgrund der Hemizygotie der Manner fur dieses Gen
konnte dies nur fur die weiblichen Patienten erfolgen (Juul et al., 2014).

Es wurde sich hierzu verschiedener statistischer Tests und Software- Programme
bedient.

Mit dem Programm R 3.2.5. wurden alle mathematischen Tests durchgefuhrt.

Es wurde die folgende Nullhypothese festgelegt: "Es gibt keinen Zusammenhang
zwischen der Allelverteilung eines SNPs und dem Natriumspiegel unter CBZ-, OXC-
oder ESL- Einnahme".

Die Alternativhypothese hingegen lautet: "Es existiert ein Zusammenhang".
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Festlegung von Testverfahren und Signifikanzniveau

Als Testverfahren wurden der Vierfelder- bzw. Chi- Quadrat- Test, der Fisher- Test,
sowie der Produktmoment- Korrelationskoeffizient nach Pearson gewahlt. Anschliel3end
wurde die entsprechende TestgroRe (entsprechend Chi- Quadrat, F oder r) bestimmt.
Schliel3lich wurde der p- Wert, nachdem Chi- Quadrat, F bzw. r bestimmt wurden, mit

der Software errechnet.

Folgende Merkmale wurden auf ihre gegenseitige Unabhangigkeit mittels
Kontingenztafel und Bestimmung von Chi- Quadrat, sowie anschlieRender Berechnung

des p- Werts gepruft:

"Hyponatriamie" — "Allelverteilung SNP" (jeweils eins der sieben ausgewahlten SNPs
des AVPR2- Gens),

"Natriumspiegel” - “Allelverteilung SNP" (jeweils eins der sieben ausgewahlten SNPs
des AVPR2- Gens).

Bei unterbesetzten Kontingenztafeln wurde anstelle des Chi-Quadrat-Tests der exakte
Fisher- Test verwendet.
Alle drei Kombinationen wurden jeweils flr Frauen, Manner, sowie fur die

Gesamtpopulation getestet.

Far folgende Merkmalskombinationen wurde mittels Produktmoment-
Korrelationskoeffizienten nach Pearson und anschlieBender p- Wert- Bestimmung

getestet:

"Medikamentenlast CBZ" gegen "Natriumspiegel",
"Medikamentenlast OXC" gegen "Natriumspiegel",
"Medikamentenlast ESL" gegen "Natriumspiegel",
"Serumspiegel CBZ" gegen "Natriumspiegel”,
"Serumspiegel OXC" gegen "Natriumspiegel",

sowie "Serumspiegel ESL" gegen "Natriumspiegel".
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Fur alle Tests wurde eine individuelle Irrtumswahrscheinlichkeit a von 5 % unterstellt.

Mittels Regressionsanalyse wurde zum Schluss nochmals Uberprift, welchen Einfluss
der Serumspiegel und die Medikation (Medikamentenlast) auf einen potentiellen, in der
bivariaten Analyse gezeigten Zusammenhang zwischen Allelverteilung und
Hyponatriamie (logistische Regression) bzw. Natrium-Serumspiegel (lineare Regression)
haben. Hierzu wurden jeweils das dichotome Merkmal Hyponatriamie bzw. das
kontinuierliche Merkmal Natriumspiegel als abhangige Variable betrachtet und durch die
Kovariaten Serumspiegel und Medikamentenlast, sowie die Allelverteilung des Markers
vorhergesagt. Der resultierende p- Wert fur den genetischen Marker ist dabei um die
Effekte der anderen Pradiktoren adjustiert.

Hierbei wurde jeweils der Gesamt- Serumspiegel, sowie die Gesamt- Medikamentenlast
verwendet, da die drei Antikonvulsiva von den Patienten z.T. in Kombination

eingenommen wurden.
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4. Ergebnisse

4.1. Struktur der Patientengruppe

Es soll gezeigt werden, dass die Entwicklung einer Hyponatriamie nicht von Dosis oder
Serumspiegel des Antikonvulsivums, sondern von der Allelverteilung des AVPR2- Gens
abhangig ist.

Hierzu wurde zunachst die Alters- und Geschlechterverteilung, sowie die Verteilung von
Hypo-, Eu- und Hypernatriamie in der Kohorte ermittelt. Aullerdem wurde die
Medikamentenlast und Serumspiegel des Antikonvulsivums, sowie der Natriumspiegel

bestimmt. Zuletzt wurde die Allelverteilung untersucht.

Die Gesamtzahl der Patienten betrug 230. Diese befanden sich alle im Alter von 12 bis
75 Jahren. Das Durchschnittsalter lag bei 38,77 Jahren (arithmetischer Mittelwert +
13,47 Jahre Standardabweichung (SD)). Der Median lag bei 38,50 Jahren. Insgesamt
waren 96 der 230 Patienten weiblichen (41,74 %) und 134 mannlichen Geschlechts
(58,26 %). Eine Ubersicht bietet Tabelle 5.

Tab. 5: Gesamtzahl der Patienten, sowie die statistische Verteilung der Frauen, Manner

und die Altersstruktur

Anzahl Alter in Jahren Alter in Alter in Median in
(Mittelwert) £ SD | Jahren Jahren Jahren
(Minimum) | (Maximum)
Gesamt 230 38,77 £ 13,47 12 75 38,5

Frauen 96 (41,74 %)

Manner 134 (58,26 %)
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4.2 Darstellung der Quantitat eingenommener Antikonvulsiva in Form von Tagesdosis,

Medikamentenlast und Serumspiegel

Tagesdosen

85 (37,0 %) der 230 Patienten hatten in der Vergangenheit CBZ in einer mittleren
Tagesdosis von 1204 mg = 487 mg SD (Spanne 150 bis 2400 mg) eingenommen. Der
Median betrug 1200 mg. OXC wurde von insgesamt 125 Patienten (54,3 %) in einer
mittleren Tagesdosis von 1555 mg = 618 mg SD (Spanne 225 bis 3300 mgQ)
eingenommen. Der Median betrug 1500 mg. ESL nahmen 20 Patienten (8,7 %) in einer
mittleren Tagesdosis von 1350 mg + 546 mg SD (Spanne 400 mg bis 2400 mg) zu sich.
Der Median lag hier bei 1200 mg.

Serumspiegel

Der Serumspiegel lag fur CBZ im Mittel bei 9,56 mg/l £ 3 mg/l SD (Spanne 3,5 mg/l bis
32,0 mg/l). Der Median betrug 9,25 mg/l. Der Mittelwert des OXC- Serumspiegels betrug
21,24 mg/l £ 8,84 mg/l SD (Spanne 0 mg/l bis 45 mg/l). Der Median lag hier bei 21,85
mg/l. Fur ESL lag der Serumspiegel im Mittel bei 15,10 mg/l + 10,82 mg/l SD (Spanne
2,5 mg/l bis 46 mg/l). Der Median betrug 15,1 mg/l.

Der Gesamtserumspiegel hatte einen Mittelwert von 16,78 £ 9,60 SD (Spanne 0 mg/l bis
50 mg/l). Der Median betrug hier 13,1 mg/I.

Medikamentenlast

Die Medikamentenlast hatten einen Mittelwert von 1,2 £ 0,49 SD (Spanne 0,15 bis 2,4)
bei Patienten, die CBZ einnahmen. Der Median lag hier bei 1. Bei Patienten, die OXC
einnahmen, lag die mittlere Medikamentenlast bei 1,56 + 0,62 SD (Spanne 0,225 bis
3,3). Der Median betrug 1,5. Die mittlere Medikamentenlast von Patienten, die ESL
einnahmen lag bei 1,69 + 0,68 SD (Spanne 0,5 und 3). Der Median lag bei 1,5.

Die Gesamtmedikamentenlast hatte einen Mittelwert von 1,45 + 0,64 SD (Spanne 0,15 —
4,95). Der Median betrug 1,45.

Eine Ubersicht zu Tagesdosen, Serumspiegel und Medikamentenlast gibt Tabelle 6.
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Tab. 6: Pharmakologische Werte (Tagesdosis, Serumspiegel, Medikamentenlast)

Wert

cBzZ

OXC

ESL

Gesamt

Tagesdosis -
Mittelwert [mg]

1204 + 487 SD

1555 + 618 SD

1350 £ 546 SD

Tagesdosis -

Minimum [mg]

150

225

400

Tagesdosis -

Maximum [mg]

2400

3300

2400

Tagesdosis -

Median [mg]

1200

1500

1200

Serumspiegel -
Mittelwert [mg/l]

9,56 + 3 SD

21,24 + 8,84 SD

15,1+ 10,82 SD

16,78 £ 9,6 SD

Serumspiegel -

Minimum [mg/l]

3,50

2,5

Serumspiegel -

Maximum [mg/l]

32

45

46

50

Serumspiegel -

Median [mg/I]

9,25

21,85

15,1

13,1

Medikamenten-
last -
Mittelwert

(dimensionslos)

1,2+ 0,49 SD

1,56 £ 0,62 SD

1,69 £ 0,68 SD

1,45 £ 0,64 SD

Medikamenten-
last -
Minimum

(dimensionslos)

0,15

0,225

0,5

0,15

Medikamenten-
last -
Maximum

(dimensionslos)

24

3,3

4,95

Medikamenten -
last -
Median

(dimensionslos)

1,5

1,5

1,45
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4.3 Laborwerte

Die Werte des Natrium-Serumspiegels lagen im Mittel bei 136,5 mmol/l + 5,28 mmol/l
SD (Spanne 117 bis 147 mmol/l). Der Median betrug 138 mmol/l. 65 (28,26 %) der 230
Patienten wiesen mindestens einmal eine Hyponatriamie wahrend der Antikonvulsiva-
Einnahme auf, 165 (71,74 %) hatten stets eine Eu- (163 (70,87 %)), oder sehr selten
eine Hypernatridmie (2 (0,87 %)). Eine Ubersicht gibt Abbildung 3.

W Hyponatriamie 65 (28,26%)
m Eunatriamie 165 (71,74%)
Hypernatriamie 2 (0,87%)

Abb. 3: Verteilung der Natriumspiegel

4.4 Korrelation zwischen Hyponatriamie und Medikamenten

Um zu zeigen, dass die Entwicklung einer Hyponatriamie nicht von der Menge der
eingenommenen Antikonvulsiva, sondern von genetischen Faktoren (Allelverteilung)
abhangt, wurde zunachst der Zusammenhang zwischen Medikamentenlast bzw.
Serumspiegel der Antikonvulsiva und Natriumspiegel untersucht. Hierzu wurde jeweils
die Medikamentenlast und der Serumspiegel gegen den Natriumspiegel in ein
Koordinatensystem aufgetragen und der Korrelationskoeffizient r ermittelt.

Signifikant zeigte sich, dass der Natriumspiegel nur bei hoher ESL- Medikamentenlast
(r=-0,47; p=0,04) und bei hohem ESL- Serumspiegel (r=-0,48; p=0,03) sank.

Beides ist in Abbildung 4 und 5 dargestellt. Fir die Medikamentenlast und Serumspiegel

von CBZ und OXC wurde hingegen keine signifikante Korrelation zum Natriumspiegel
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gefunden.

Dies stellte einen Unterschied zum in der Literatur beschriebenen Zusammenhang
zwischen der CBZ- bzw. OXC- Dosis mit dem Natriumspiegel dar (Dong et al., 2005; Lin
et al., 2010).

In Tabelle 7 sind die getesteten Merkmale aller r- und p- Werte zusammengefasst
(signifikante Werte mit Stern).
Alle Abbildungen mit nicht signifikanten Ergebnissen zu Medikamentenlast, Serum- und

Natriumspiegel befinden sich im Anhang (Abbildungen 9-12).

Tab. 7: Korrelation zwischen Serumspiegel bzw. Medikamentenlast mit dem

Natriumspiegel

Getestete Merkmale r p- Wert
CBZ- Medikamentenlast gegen Natriumspiegel 0,12 0,27
OXC- Medikamentenlast gegen Natriumspiegel -0,04 0,63
ESL- Medikamentenlast gegen Natriumspiegel -0,47 0,04~
CBZ- Serumspiegel gegen Natriumspiegel 0,02 0,85
OXC- Serumspiegel gegen Natriumspiegel 0,04 0,69
ESL- Serumspiegel gegen Natriumspiegel -0,48 0,03*
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Natrium & Drugload ESL ~

Drugload ESL

R 0
| | | |

125 130 135 140

Natrium

Abb. 4: Aufgetragen sind das Serum- Natrium (in mmol/l) gegen die Medikamentenlast
(Drugload, dimensionslos) von ESL als Punktwolke: Signifikant fallendes Serum-
Natrium bei hoher Medikamentenlast. Stern* = Signifikanz.
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Natrium & ESL Serumspiegel

40
|

ESL Serumspiegel

125 130 135 140

Natrium

Abb. 5: Aufgetragen sind das Serum- Natrium (in mmol/l) gegen den Serumspiegel (in
mg/l) von ESL als Punktwolke: Signifikant fallendes Serum- Natrium bei hohem
Serumspiegel. Stern* = Signifikanz.

4.5 Ergebnisse der Genotypisierung

Um einen Zusammenhang zwischen genetischer Pradisposition mit dem Natriumspiegel
zu zeigen, wurden die Patienten fur die sieben ausgewahlten SNPs auf ihre Allele hin
genotypisiert. Da das AVPR2- Gen auf dem X- Chromosom liegt, wurden die Ergebnisse
der Genotypisierung auch geschlechtsspezifisch ausgewertet (Juul et al., 2014).

Ob die Verteilung der Allele im Hardy- Weinberg- Equilibrium (HWE) lag, konnte
aufgrund der entsprechenden Hemizygotie der Manner fir dieses Gen nur bei den

weiblichen Patienten geprift werden (Juul et al., 2014).

Von den insgesamt 230 untersuchten Patienten konnten fur den jeweiligen SNP 226
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bzw. 227 Patienten in die Auswertung einbezogen werden. Bei 3 bzw. 4 Patientenproben
lieferte die Genotypisierung, wahrscheinlich wegen schlechter Probenqualitat, kein
auswertbares Ergebnis.

Bei funf der sieben untersuchten SNPs (rs73627263.AVPR2, rs5196.AVPR2,
rs104894759.AVPR2, rs104894756.AVPR2 und rs104894752.AVPR2) zeigte sich, dass
alle untersuchten Patienten (sowohl Manner als auch Frauen) homozygote Wildtyptrager

waren.

Bei der Untersuchung wurden nur bei den SNPs rs3761527.AVPR2 und rs5201.AVPR2

multiple Allelverteilungen gefunden.

Die Ergebnisse wurden schlie3lich nach Geschlechtern getrennt betrachtet. Bei der

Genotypisierung der weiblichen Patientinnen zeigte sich folgende Verteilung:

Jeweils 1 Ergebnis pro untersuchtem SNP der 96 Patientinnen konnte nicht ausgewertet
werden. Eine heterogene Verteilung zeigte sich nur fur die SNPs rs3761527.AVPR2 und
rs5201.AVPR2. Die Verteilungen der Allele lagen bei den Frauen alle im HWE (p jeweils
1) mit Ausnahme des SNPs rs5201.AVPR2 (p=0,00116).

Fur die Genotypisierung der mannlichen Patienten kamen folgende Ergebnisse zu
Stande:

Jeweils 2- 3 Ergebnisse pro untersuchtem SNP der 134 mannlichen Patienten konnten
nicht ausgewertet werden. Eine heterogene Verteilung zeigte sich ebenfalls flr die SNPs
rs3761527.AVPR2 und rs5201.AVPR2.

Ausfluhrliche Ergebnisse der Genotypisierung sind in Tabelle 8, sowie den Abbildungen

13- 15 im Anhang dargestellit.
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SNP

Allelverteilung

gesamt

Allelverteilung

weiblich mit HWE

Allelverteilung

mannlich

rs73627263.AVPR2

GG 226 (100 %)

GG 95 (100 %)
(p=1)

GG 131 (100 %)

rs5196.AVPR2

AA 226 (100 %)

AA 95 (100 %)
(p=1)

AA 131 (100 %)

rs104894759.AVPR2

TT 227 (100 %)

TT 95 (100 %)
(p=1)

TT 132 (100 %)

rs104894756.AVPR2

GG 226 (100 %)

GG 95 (100 %)
(p=1)

GG 131 (100 %)

rs104894752.AVPR2

AA 227 (100 %)

AA 95 (100 %)
(p=1)

AA 132 (100 %)

rs3761527.AVPR2

AA 135 (59,5 %),
AG 46 (20,3 %),
GG 46 (20,3 %)

AA 46 (48,4 %),
AG 41 (43,2 %),
GG 8 (8,4 %)
(p=1)

AA 89 (67,4 %),
AG 5 (3,8 %),
GG 38 (28,8 %)

rs5201.AVPR2

AA 134 (59 %),
AG 52 (22,9 %),
GG 41 (18,1 %)

AA 42 (44,2 %),
AG 30 (31,6 %),
GG 23 (24,2 %)
(p=0,00116*)

AA 92 (69,7 %),
AG 22 (16,7 %),
GG 18 (13,6 %)

4.6 Zusammenhange

Natriumspiegel

zwischen Allelverteilung der SNPs mit Hyponatriamie und

Es wurden die statistischen Zusammenhange zwischen Allelverteilung der 7 SNPs

sowohl mit dem Natriumspiegel, als auch mit der Hyponatriamie untersucht. Hierbei

wurde der p- Wert mittels Fischer- bzw. Chi- Quadrat- Test bestimmt. Er wurde sowohl

nach Geschlechtern getrennt, als auch fur die Gesamtpopulation ermittelt.
Frauen, welche die Allele AA und AG im SNP rs5201.AVPR2 besalen, zeigten

signifikant haufiger eine Hyponatriamie, als solche die das Allel GG trugen (Chi* =

6,0003; p= 0,05 ). Daruber hinaus zeigten diese Patientinnen auch signifikant niedrigere
Natriumspiegel (F=4,677; p= 0,012 ).
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Bei den Mannern entwickelten jene mit den Allelen AA und GG im SNP rs5201.AVPR2
signifikant haufiger eine Hyponatriamie, als solche mit dem Allel AG (Chi*=6,892; p=
0,032). Eine Signifikanz zwischen SNP und Natriumspiegel wurde bei den Mannern

jedoch nicht gefunden.

Die bei den Frauen beobachtete Signifikanz zwischen der Hyponatriamie bzw. dem
Verhalten des Natriumspiegels mit der Allelverteilung des Markers rs5201.AVPR2 zeigte
sich auch im Regressionsmodell, wobei sowohl um die Gesamt- Medikamentenlast, als
auch den Gesamt- Serumspiegel der Antikonvulsiva adjustiert wurde.

Ein entsprechendes Ergebnis zeigte sich auch bei den Mannern, jedoch nur im Hinblick

auf das Merkmal Hyponatriamie:

Allelverteilung rs5201.AVPR2 (Frauen) — Hyponatriamie: p- Wert nach Adjustierung
0,041;
Allelverteilung rs5201.AVPR2 (Frauen) — Natriumspiegel: p- Wert nach Adjustierung
0,03;
Allelverteilung rs5201.AVPR2 (Manner) — Hyponatriamie: p- Wert nach Adjustierung
0,012.

Eine Ubersicht zu den signifikanten Ergebnissen bieten Tabelle 9 und 10, jeweils fiir die
SNPs mit den multiplen Allelverteilungen rs3761527.AVPR2 und rs5201.AVPR2, sowie
die Abbildungen 6 bis 8. Nicht signifikante Abbildungen befinden sich im Anhang (Abb.
16-24).
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Tab. 9: Zusammenhang zwischen Natriumspiegel und V2R- Genotyp

V2R- Variante Gesamtkohorte Manner Frauen
rs3761527.AVPR2 | 0,498 (0,608) 0,12 (0,887) 0,378 (0,378)
rs5201.AVPR2 0,919 (0,4) 0,581 (0,561) 4,677 (0,012%;

0,03%)

Tabelle 9 zeigt die getesteten Merkmale V2R- Genotyp und Natriumspiegel. Dargestellt
sind jeweils der F- Wert mit dem entsprechenden p- Wert, gefolgt von dem p- Wert nach

Adjustierung in Klammern.
Signifikante Ergebnisse mit Stern*

Tab. 10: Zusammenhang zwischen Hyponatriamie und V2R- Genotyp

V2R- Variante Gesamtkohorte Manner Frauen

rs3761527.AVPR2 | 0,472 (0,79) 1,732 (0,421) 0,631 (0,73)

rs5201.AVPR2 0,254 (0,881) 6,892 (0,032%; 6,003 (0,05%;
0,012) 0,041%)

Tabelle 10 zeigt die getesteten Merkmale V2R- Genotyp und Hyponatridamie. Dargestelit
sind jeweils Chi- Quadrat mit dem entsprechenden p- Wert, gefolgt von dem p- Wert

nach Adjustierung in Klammern.
Signifikante Ergebnisse mit Stern*
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Abb. 6: Allele des SNPs rs5201.AVPR2 mit durchschnittlichem Natriumspiegel, fur die
weiblichen Patienten*.

Abbildung 6 zeigt den durchschnittlichen Serum- Natriumwert in mmol/l fir die drei Allele
AA, AG und GG des SNPs rs5201.AVPR2 fur die weiblichen Patienten. Die schwarzen
Balken stellen die SD dar. Stern* = Signifikanz.
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Allel- Verteilung des SNPs rs5201.AVPR2 *

AG
GG
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relative V erteilung

Hyponatnamie (n=33} @ Hyponatridamie (n=62)
Phé&notyp

Abb. 7: Allelverteilung des SNPs rs5201.AVPR2 mit Hyponatridmie und ohne
Hyponatriamie fur die weiblichen Patienten.

Die Abbildungen 7 zeigt die absoluten und relativen Haufigkeiten der Allele des SNPs
rs5201.AVPR2 fur die weiblichen Patientinnen jeweils mit und ohne Hyponatriamie.
Stern* = Signifikanz.
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Allel- Verteilung des SNPs rs5201AG AVPR2 *

AG
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mAA

relative V erteilung
.
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|

Hyponatndmie (n=30) @ Hyponatriamie (n=102}
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Abb. 8: Allelverteilung des SNPs rs5201.AVPR2 mit Hyponatriamie und ohne
Hyponatriamie fur die mannlichen Patienten. Die Abbildung 8 zeigt die absoluten und
relativen Haufigkeiten der Allele des SNPs rs5201.AVPR2 fur mannlichen Patienten
jeweils mit und ohne Hyponatriamie. Stern* = Signifikanz.
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5. Diskussion

Es sollte gepruft werden, ob der Entwicklung einer Hyponatriamie unter Einnahme von
CBZ, OXC oder ESL eine genetische Pradisposition zugrunde liegt.

Dabei wurde basierend auf der Annahme, dass der V2R eine relevante
pathophysiologische Rolle spielt, die Allelverteilung ausgewahlter SNPs im AVPR2- Gen
bei Menschen mit Epilepsie untersucht (De Braganca et al., 2010). AuRerdem sollte
nach geschlechtsspezifischen Unterschieden geschaut werden, aufgrund der
Lokalisation des AVPR2- Gens auf dem X- Chromosom (Juul et al., 2014).

Es wurde gezeigt, dass insgesamt 65 (28,26 %) der 230 Patienten mindestens einmal
eine Hyponatriamie unter Einnahme von CBZ, OXC bzw. ESL (einzeln oder in

Kombination) entwickelten.

Es wurde gepruft, ob es einen Zusammenhang zwischen der Medikamentendosis (hier
gewahlte Grollen Medikamentenlast und Serumspiegel) und dem Natriumspiegel gab.
Lediglich beim ESL wurde eine signifikant negative Korrelation zwischen dem Serum-
spiegel (r = -0,48; p= 0,03) und der Medikamentenlast (r = - 0,47; p= 0,04) des
Medikaments mit dem Natriumspiegel gefunden. Unser Patientenkollektiv von 20
Individuen, welche ESL einnahmen war jedoch relativ gering.

Fur Serumspiegel und Medikamentenlast von CBZ und OXC wurde kein signifikanter
Zusammenhang mit dem Serum- Natrium festgestellt.

Dies stellt einen Unterschied zu dem in der Literatur von Lin bzw. Dong und Kollegen
beschriebenen Zusammenhang, zwischen der CBZ- bzw. OXC- Dosis mit dem
Natriumspiegel, dar (Dong et al., 2005; Lin et al., 2010).

In der Studie von Lin und Kollegen wurde allerdings ein kleineres Patientenkollektiv, als
bei unserer Untersuchung gewahlt (Lin et al. : 73 Patienten, welche OXC einnahmen;
unsere Studie: 125 Patienten, welche OXC einnahmen) (Lin et al.,, 2010). Die
durchschnittliche Tagesdosis aller untersuchten Patienten lag mit ca. 1000 mg OXC (Lin
et al.) ebenfalls weit unter unserer Durchschnittsdosis von 1555 mg OXC/d (Lin et al.,
2010).

Auch Dong und seine Mitarbeiter konnten nur eine schwache Korrelation zwischen der
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CBZ — Dosis und dem Serumnatrium nachweisen (p=0,11) (Dong et al., 2005). Einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der OXC- Dosis und dem Natriumspiegel
konnten sie, ebenso wie wir, nicht nachweisen (Dong et al., 2005).

Nach unserer Genotypisierung der 7 ausgewahlten SNPs, wurde jedoch eine Signifikanz
zwischen Allelverteilung und Hyponatriamie, sowie Allelverteilung und Serumnatrium
festgestellt:

Bei den weiblichen Patienten gab es fur die Allelverteilung des SNPs rs5201.AVPR2
eine Signifikanz mit dem Phanotyp "Hyponatriamie" unter Einnahme mindestens eines
der drei Antikonvulsiva. Ebenso wurde ein Zusammenhang mit dem Natriumspiegel
gefunden.

Bei Patientinnen mit Hyponatriamie, war somit die Verteilung der Allele im SNP
rs5201.AVPR2 signifikant ungleich:

Patientinnen, die eine Hyponatriamie entwickelten, trugen signifikant haufiger die Allele
AA und AG im SNP rs5201.AVPR2. Der Natriumspiegel bei diesen Allelen war ebenfalls
signifikant niedriger.

Von den sieben untersuchten SNPs des AVPR2- Gens zeigte sich auch ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem SNP rs5201.AVPR2 und dem Phanotyp Hyponatriamie,
beim mannlichen Geschlecht:

Manner, welche die Allele AA und GG trugen, entwickelten signifikant haufiger eine
Hyponatriamie, als jene mit dem Allel AG im SNP rs5201.AVPR2.

Einen signifikanten Zusammenhang zwischen SNP und Natriumspiegel wurde bei den
Mannern jedoch nicht gefunden.

Somit konnte auch ein mdglicher geschlechtsspezifischer, phanotypischer Unterschied

gezeigt werden.

Genetische Pradisposition zur Hyponatriamie unter CBZ, OXC und ESL

Signifikant wurde gezeigt, dass es einen genetischen Zusammenhang beim weiblichen
Geschlecht fur die Entwicklung einer Hyponatriamie bei Einnahme mindestens eines der
drei untersuchten Antikonvulsiva gab. Auch fur das Verhalten des Natriumspiegels
konnten genetische Unterschiede gezeigt werden.

Wie Berghuis und Kollegen beschreiben, erklarte bislang kein Gen, welches

Regulatoren des Wasserabsorptionswegs enthalt, einen kausalen Zusammenhang fur
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eine genetisch bedingte Hyponatriamie, die durch CBZ bzw. OXC verursacht wird
(Berghuis et al., 2016).

In der Vergangenheit gab es bereits Versuche, eine Ursache flr die Entwicklung einer
Hyponatriamie unter Einnahme von OXC oder CBZ zu finden (Berghuis et al., 2016;
Dong et al., 2005; Lin et al., 2010).

Lin und Kollegen zeigten, dass potentielle Risikofaktoren fur eine Hyponatriamie unter
OXC- Einnahme, wie Alter, Geschlecht, Serum- Kreatinin, assoziierte Erkrankungen
(Diabetes, Hirntumoren, Bluthochdruck etc.), sowie assoziierte Medikamente (Diuretika,
Antikonvulsiva, Antihypertensiva) keine Bedeutung haben (Lin et al., 2010). Dong und
Kollegen zeigten ebenfalls, dass Alter, Geschlecht oder andere Antikonvulsiva bei
einigen Patienten nur geringen Einfluss auf die Entwicklung einer Hyponatriamie durch
CBZ bzw. OXC haben (Berghuis et al., 2016; Dong et al, 2005).

Lin und Kollegen suchten bereits 2010 nach weiteren Risikofaktoren fur eine OXC-
induzierte Hyponatriamie (Lin et al., 2010). Hierbei konnte der erwahnte Zusammenhang
zwischen einer Erhéhung der Tagesdosis von OXC und dem Abfall des Serum- Natriums
als einziger Risikofaktor gezeigt werden (Lin et al., 2010).

Auch Dong und Kollegen zeigten 2005, dass es eine leichte Assoziation zwischen CBZ-
Dosis und Natrium-Spiegel gibt (Dong et al., 2005).

In unserer Arbeit wurde ebenfalls geprift, ob es einen Zusammenhang zwischen
Medikamentendosis (hier gewahlte GroRen Medikamentenlast und Serumspiegel) und
dem Natriumspiegel gab: Weder fur die Medikamentenlast noch den Serumspiegeln von
CBZ und OXC wurde in der vorliegenden Studie eine signifikante Assoziation mit dem
Serum-Natriumspiegel festgestellt.

Lediglich beim ESL wurde eine signifikant negative Korrelation zwischen dem
Natriumspiegel und dem Serum- ESL (r= - 0,48; p- Wert 0,038), sowie der ESL-
Medikamentenlast und dem Natriumspiegel gefunden (r= - 0,47; p- Wert 0,04).

Jedoch war die Gruppe an Patienten, die ESL einnahmen relativ klein (20 ESL vs. 85
CBZ bzw. 125 OXC), sodass die Aussagekraft diesbezuglich gering ist. In einer kleinen
Beobachtungsstudie mit 32 Patienten entwickelten 4 Patienten eine Hyponatriamie, die
eingesetzten Dosen lagen zwischen 400-1200 mg pro Tag, also unter dem in unserer
Studie berechneten Mittelwert (Gupta et al., 2015).
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Ob ein robuster Zusammenhang zwischen dem Natriumspiegel und den Tagesdosen
bzw. Serumspiegeln von CBZ, ESL und OXC besteht, kann derzeit weder mit den
publizierten Daten noch mit unseren Ergebnissen eindeutig belegt werden. Zumindest
legt die Datenlage nahe, dass nicht nur die Medikamentendosis, sondern auch
genetische Faktoren eine Rolle zu spielen scheinen.

Bei den weiblichen Patienten wurde eine signifikante Ungleichverteilung der Allele des
SNPs rs5201.AVPR2 bei Betroffenen mit und ohne Hyponatriamie nachgewiesen.
Dieser Zusammenhang zeigte sich auch in der Regressionsanalyse, bei der fur die
Gesamt- Medikamentenlast und den Gesamt- Serumspiegel des Antikonvulsivums
adjustiert wurde.

Dies galt zwar auch fur die mannlichen Patienten, jedoch nur in Bezug auf das Merkmal
Hyponatriamie und nicht auf das Merkmal Natriumspiegel.

Die von Juul und Kollegen erwahnten moglichen phanotypischen Unterschiede aufgrund
der spezifischen Lage des AVPR2- Gens auf dem X- Chromosom konnten daher zum
Teil reproduziert werden (Juul et al., 2014).

Die Allelverteilung des SNPs rs5201.AVPR2 lag mit p= 0,00116 bei den Frauen zwar
nicht im (HWE), da der Erbgang jedoch X- chromosomal ist, kann eine Aussage zum
HWE ohnehin nicht fur die Gesamtpopulation getroffen werden (Juul et al.,2014).
Klinische Konsequenzen unserer beschriebenen Variante von rs5201 im AVPR2- Gen
sind in der Literatur bislang nicht beschrieben.

Es sind jedoch zahlreiche andere genetische Varianten des AVPR2- Gens und deren
klinische Auswirkungen bekannt (Online Mendelian Inheritance in Man, 2019; Saito et
al., 2003).

Mutationen im AVPR2- Gen kénnen zum Beispiel die Bindungsaffinitat des Gs- Molekdls
im Signaltransduktionsweg des V2Rs beeinflussen, wie Sadeghi und Kollegen
beschrieben (Online Mendelian Inheritance in Man, 2019; Sadeghi et al., 1997). Eine
verstarkte Aktivierung des V2Rs durch Mutationen in seinem Gen sind ebenfalls bekannt
(Feldman et al., 2005, Online Medelian Inheritance in Man, 2019).

Der genaue Wirkmechanismus von CBZ, OXC oder ESL im Sammelrohr der Niere ist
bislang in der Literatur nicht beschrieben worden. De Braganca und Kollegen zeigten

lediglich allgemein, dass CBZ bei Ratten direkt am Vasopressin 2- Rezeptorkomplex im
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Sammelrohr der Niere wirkt (De Bragnca et al., 2010). Berghuis und Kollegen vermuten,
dass CBZ und OXC durch Stimulation des AVPR- 2 bzw. AQP2-
Signaltransduktionswegs zur Antidiurese und somit zur Hyponatriamie beitragen
(Berghuis et al., 2016).

Es ist also moglich, dass insbesondere bei Frauen mit den gefundenen Allelvarianten AA
und AG rs5201 im AVPR2- Gen eine hohere Aktivierung des V2Rs bzw. eine starkere
prodiuretische Beeinflussung des Gs- Molekils besteht (Feldman et al., 2005, Online
Medelian Inheritance in Man, 2019, Sadeghi et al., 1997). Diese Wirkung kénnte dann
durch CBZ oder OXC verstarkt werden (Berghuis et al., 2016).

Limitationen der Untersuchung:

1.Populationsgrolie

Die Populationsgrof3e mit knapp 100 weiblichen Patienten ist mdglicherweise zu gering,
um das Ergebnis sicher und valide erscheinen zu lassen. Ein grolerer
Stichprobenumfang konnte dazu beitragen, zufallige Fehler klein zu halten (Weil3 und
Rzany, 2008).

Aulerdem waren die Allelfrequenzen, mit Ausnahme der SNPs rs5201.AVPR2 und
rs3761527.AVPR2, in Bezug auf die Populationsgrofle von 230 relativ klein (zwischen
0 % und 0,14 % fur Europaer) (National Center for Biotechnology Information, 2019).
Eine untersuchte Populationsgrofie von 1000 oder mehr Individuen, konnte somit mehr
seltenere Allele beinhalten und schlieBlich weitere Hinweise auf eine genetisch

pradispositionierte Hyponatriamie liefern.

2. Retrospektive Studie

Die Patientendaten wurden, bis auf die Bestimmung der SNPs, alle retrospektiv erfasst.
Dies ist bezuglich der Qualitat der Daten, im Gegensatz zu prospektiven Studien, eher
von Nachteil, denn unvollstandige oder falsche Angaben in den Krankenblattern werden

oft Ubersehen bzw. lassen sich schwer korrigieren (Weil3 und Rzany, 2008).
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Die Laborwerte und alle relevanten Patientendaten (mit Ausnahme der SNPs) wurden in
der Vergangenheit von unterschiedlichem Personal, unterschiedlichen Apparaten und zu
unterschiedlichen Zeiten erfasst. Auf Beobachtungsgleichheit wurde somit nicht geachtet
(Weil und Rzany, 2008).

Eine Prospektive Studie, die das Phanomen "SNP rs5201.AVPR2 (weibliches
Geschlecht) - Hyponatriamie® unter Einnahme von CBZ/OXC/ESL prufen wurde, konnte
eine hohere Datenqualitat liefern. Hierbei hatte man mehr Kontrolimdglichkeiten

bezlglich der Stichprobe, Messmethoden, Dokumentation etc. (Weily und Rzany, 2008).

3. Geringe Anzahl an Genen und SNPs

Unsere Untersuchung beschrankte sich auflerdem nur auf ein einziges Gen, das
AVPR2- Gen. AulRerdem wurden hierbei nur 7 ausgewahlte SNPs analysiert. Weitere,
mogliche SNPs bei anderen Proteinen der Reaktionskette bezuglich der
Wasserruckresorption, sowie weitere SNPs des AVPR2- Gens, wurden somit nicht
erfasst.

Auch Proteine, wie der ENac -Kanal im CD, sind in der Literatur als Einflussfaktoren fur
die Natriumreabsorption durch Vasopressin Uber die V2Rs beschrieben worden (Bankir

et al., 2005; Juul et al. 2014). Diese kdonnten ebenfalls untersucht werden.

4. Zeitlicher Verlauf und Trends

Die gemessenen Werte stammten jeweils von einem Patienten zu einem bestimmten
Zeitpunkt. Intraindividuelle zeitliche Verlaufe bezlglich Serumspiegel, Hyponatriamie
und Medikamentenlast wurden nicht in die Studie mit einbezogen.

Bei den statistischen Test wurde jeweils ein bestimmtes Allel auf Signifikanz hin
untersucht. Trendentwicklungen innerhalb der Allelverteilungen beziglich Hyponatriamie

und Natriumspiegel wurden nicht untersucht.

Ausblick
Sollte sich unser Ergebnis in kinftigen Studien mit verbesserten Designs reproduzieren,

so lassen sich in Zukunft hieraus viele wichtige Methoden fur die Praxis zur Vermeidung
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einer Medikamenten- induzierten Hyponatriamie entwickeln. Somit lieRen sich durch
vorherige Umstellung des Therapieplans unerwlnschte Nebenwirkungen vermeiden.
Weitere Studien muissten also folgen, um unser Ergebnis erneut durch bessere
Methodik bestatigen zu konnen. Darauf aufbauend mussten weitere klinisch- praktische
Verfahren fur pharmakogenetisch- individuelle Therapiekonzepte entwickelt werden.
Unsere Ergebnisse sollten erneut an einer weiteren, maglichst groRen Population (>100)
bestatigt werden, um zufallige Fehler klein zu halten (Wei® und Rzany, 2008). Hierbei
sollte moglichst prospektiv vorgegangen werden, damit eine bessere Datenqualitat
erreicht werden kann (Weil3 und Rzany, 2008). Systematische Erfassungsfehler sollten
klein gehalten werden und die Methoden zur Informationsgewinnung einheitlich sein
(Weifl3 und Rzany, 2008).

Intraindividuelle Patientenverlaufe sollten bertcksichtigt werden. Ebenso kénnten
mogliche Trendentwicklungen bei den Allelverteilungen untersucht werden.

SchlieRlich sollten weitere SNPs des AVPR2- Gens, sowie weitere SNPs auf anderen
Genen, wie z. B. die des ENaC- Kanals im CD, auf den Phanotypen "Hyponatriamie" hin
untersucht werden (Bankir et al., 2005; Juul et al. 2014). Dies ist wichtig, um die
genetische Ursache und die daraus folgenden Therapiemdoglichkeiten, mdglichst prazise
einzugrenzen.

Anschlie®end mussten neuere, individual- genetische, antikonvulsive Therapiekonzepte
entworfen werden. Diese missen sowohl auf ihre praktische Umsetzbarkeit, statistische
und apparative Genauigkeit, sowie ihrer 0©Okonomischen Verfugbarkeit unter

Berucksichtigung ethischer Grundsatze gepruft werden.
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6. Zusammenfassung

Die Epilepsie ist eine haufig in der Bevolkerung auftretende, chronische neurologische
Erkrankung, welche sich bei 61 von 100.000 Menschen pro Jahr neu manifestiert.
Carbamazepin, Oxcarbazepin und Eslicarbazepin werden bei fokalen Anfallen
verschrieben.

Beim Einsatz aller drei Antikonvulsiva wurden Hyponatriamien bei bis zu einem Drittel
der Patienten beschrieben, also ein Abfall des Serum-Natriumspiegels unter 135 mmol/l.
Als mutmallicher Mechanismus wird u.a. eine direkte Wirkung am Vasopressin 2-
Rezeptor- Protein G- Komplex diskutiert, die Uber eine Steigerung der Aquaporin 2-

Expression eine gesteigerte Wasserabsorption in den renalen Tubuli verursacht.

Unter der Annahme, dass der Vasopressin 2- Rezeptor eine relevante
pathophysiologische Rolle bei der Entwicklung von Hyponatriamien beim Einsatz von
Carbamazepin, Eslicarbazepin und Oxcarbazepin spielt, wurde die Allelverteilung
ausgewabhlter Einzelnukleotid- Polymorphismen im entsprechenden Gen des Rezeptors

bei Menschen mit Epilepsie untersucht.

Es sollte geprift werden, ob die Allelverteilung von Einzelnukleotid- Polymorphismen im
Gen des Vasopressin 2- Rezeptors ungleich ist und somit die Entwicklung einer
Hyponatriamie unter Carbamazepin, Oxcarbazepin oder Eslicarbazepin- Therapie eine

genetische Pradisposition aufweist.

Diese Untersuchungen wurden an 230 Patienten der Klinik flr Epileptologie der
Universitat Bonn retrospektiv durchgefuhrt. Diese hatten Carbamazepin, Oxcarbazepin
oder Eslicarbazepin in der Vergangenheit eingenommen, worunter etwa 28 % eine
Hyponatriamie entwickelt hatten.

Es wurden signifikante Unterschiede in der Allelverteilung fur den Einzelnukleotid-
Polymorphismus "rs5201.AVPR2" bei den weiblichen und mannlichen Patienten mit
Hyponatriamie gefunden. Bei den Frauen wurde zusatzlich noch ein signifikanter

Einfluss von Allelverteilung in diesem Einzelnukleotid- Polymorphismus auf den
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Natriumspiegel gefunden.
Eine signifikante Beziehung zwischen Medikamentendosis (mit den von uns
verwendeten Groflen Medikamentenlast und Serumspiegel) mit dem Natriumspiegel

konnten wir hingegen nicht sicher bestatigen.

Die Studienergebnisse wurden nicht an einer zweiten unabhangigen Patientengruppe
bestatigt, so dass die abschlieiende Bedeutung der Befunde flr die Praxis unklar bleibt.
Sollte sich unser Ergebnis jedoch bestatigen, so kénnten in Zukunft hieraus genetisch
diagnostizierte Risikokonstellationen zur Vermeidung einer Medikamenten- induzierten

Hyponatriamie entwickelt werden.
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Abb. 9: Aufgetragen sind das Serum- Natrium (in mmol/l) gegen die Medikamentenlast
(Drugload, dimensionslos) von CBZ als Punktwolke
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Abb. 10: Aufgetragen sind das Serum- Natrium (in mmol/l) gegen die Medikamentenlast
(Drugload, dimensionslos) von OXC als Punktwolke
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Abb. 11: Aufgetragen sind das Serum- Natrium (in mmol/l) gegen den Serumspiegel (in
mg/l) von CBZ als Punktwolke
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Abb. 12: Aufgetragen sind das Serum- Natrium (in mmol/l) gegen den Serumspiegel (in
mg/l) von OXC als Punktwolke
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Abb. 13: ZahlenmaRige Verteilung der weiblichen Patienten (y- Achse) mit den Allelen
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Abb. 20: Allele des SNPs rs3761527.AVPR2 mit durchschnittichem Natriumspiegel, fur
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Abb. 23: Allele des SNPs rs3761527.AVPR2 mit durchschnittlichem Natriumspiegel, fur
die mannlichen Patienten
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