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1. Einleitung

1.1. Angststorungen

1.1.1 Definition und Einteilung

Den Angststdrungen eigen sind Symptome der Angst und Furcht als Reaktionen
gegenuber nicht realen Bedrohungen. Diese filhren zu einer Einschrankung der
Lebensqualitat (Dilling, 2006).

Angst ist in der Regel eine diffuse ungerichtete Emotion, welche sich auf
mogliche zukunftige Bedrohungen bezieht (American Psychiatric Association,
2013). Kilinisch zéhlen hierzu die Panikstorung und die Generalisierte
Angststorung. Furcht hingegen ist auf bestimmte gegenwartige Situationen
gerichtet (American Psychiatric Association, 2013). Klinisch zahlen hierzu die
Agoraphobie, die Soziale Phobie und die Spezifischen Phobien.

Die kategoriale Einteilung der Angststérungen in den beiden malgeblichen
Klassifikationssystemen, dem Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, Fourth Edition (DSM-1V) (in der deutschen Bearbeitung von Sal} (Sal3,
2003)) und dem International Classification of Diesease, Tenth Edition (ICD-10)
(World Health Organisation, 1992), ist weitestgehend &hnlich. 2013 erschien das
DSM-5, die uberarbeitete Version des DSM-IV. In dieser Arbeit beziehen sich
Diagnostik und psychometrische Testungen auf den DSM-IV, da die
Probandenrekrutierung vor 2013 begonnen wurde.

In dem ICD-10-System sind die Angststérungen im Kapitel V unter Neurotische,
Belastungs- und Somatoforme Stdrungen zu finden und in Phobische Stérungen
(Kodierung: F40) sowie andere Angststorungen (Kodierung: F41) eingeteilt
(Dilling, 2006). Die Phobischen Stérungen umfassen in dieser Klassifikation die
Agoraphobie mit (F40.01) und ohne Panikstérung (PD) (F40.00), die Sozialen
Phobien (F40.1), Spezifische Phobien (F40.2), sonstige Phobische Stérungen
(F40.8) sowie die nicht naher bezeichneten Phobischen Stérungen (F40.9)
(Dilling, 2006). Die Gruppe der anderen Angststérungen wird untergliedert in die
Panikstorung (F41.0), deren individuelle Schwere zudem mit mittelgradig

(F41.00) oder schwer (F41.01) codiert werden kann, in die Generalisierte



Angststorung (F41.1), in Angst und Depression, gemischt (F41.2), sowie in
andere  Gemischte  Angststérungen  (F41.3), sonstige  Spezifische
Angststorungen (F41.8) und in nicht naher bezeichneten Angststérungen (F41.9)
(Dilling, 2006).

Im amerikanischen Klassifikationssystem, dem DSM-IV, weicht die Einteilung der
Angststorungen geringfugig von der der ICD-10 ab. So fallen die
Zwangsstorungen (300.3), die Posttraumatische Belastungsstorung (309.81), die
Akute Belastungsreaktion (308.3), die Angststérung aufgrund eines
medizinischen Krankheitsfaktors (293.84) und auch die Substanzinduzierte
Angststorung (293.89) ebenfalls unter die Kategorie der Angststorungen (Salf3,
2003). Die Diagnose Agoraphobie wird im DSM-IV zudem erweitert um
Agoraphobie ohne Panikstérung in der Vorgeschichte (300.22) (Saf3, 2003).

Agoraphobie allein stellt keine kodierbare Erkrankung dar.

Die 2013 erschienene Version DSM-5 zahlt auch die Stérung mit
Trennungsangst (F93.0) und den Selektiven Mutismus (F94.0) zu den
Angststorungen (Falkei, 2015). Daruber hinaus zahlen die Posttraumatische
Belastungsstorung (F43.10), die Akute Belastungsstorung (F43.0) wie auch die
Zwangsstorungen (F42) nicht mehr langer zur Gruppe der Angststérungen
(Craske et al., 2017). Die Agoraphobie (F40.00) ist im DSM-5 ohne
Zusatzbezeichnung zu kodieren und die Spezifischen Phobien erhalten je nach
phobischem Stimulus eine eigenstandige Kodierung (Falkei, 2015). Eine
Dichotomie der Panikstorung in einen Typ mit und einen Typ ohne Agoraphobie
entfallt (Falkei, 2015).

1.1.2. Epidemiologie

Unter allen psychischen Stérungen stellen die Angsterkrankungen in den meisten
westlichen Staaten die grof3te Gruppe der psychischen Erkrankungen dar
(Baxter, Scott, Vos & Whiteford, 2013; Craske et al., 2017; Kessler, Ruscio,
Shear & Wittchen, 2010; Wittchen et al., 2011). Die World Health Organisation
schatzt, dass 3,6 % der Weltbevdlkerung, und damit 264 Millionen Menschen,
2015 an einer Angsterkrankung litten (World Health Organization, 2017). Die



weltweite 12-Monats-Pravalenz fiir das Auftreten einer Angsterkrankung liegt laut
Baxter und Mitarbeitern bei 11,6 %, sowie die Punktpravalenz bei 7,3 % (Baxter
et al.,, 2013). Vor allem in den westlichen Industrielandern, aber auch in den
Schwellenlandern, liegen die Angsterkrankungen somit weltweit an der Spitze
aller psychischen Stoérungen (Baxter et al., 2013). Kessler und Mitarbeiter
bestatigen, dass die Angsterkrankungen den Grolteil psychischer Leiden
ausmachen und geben eine globale Lebenszeitpravalenz fur Angsterkrankungen
von 4,8-31,0 % an (Kessler et al., 2007).

In der Europaischen Union liegt laut Wittchen und Mitarbeitern die 12-Monats-
Pravalenz fur Angststorungen bei 14 %, dies entspricht 61,5 Millionen
betroffenen Menschen (Wittchen et al., 2011). In Europa ist die Angsterkrankung
anhand dieser Zahlen ebenfalls die haufigste psychische Erkrankung (Wittchen
et al., 2011). Unter allen Angsterkrankungen sind in Europa die spezifischen
Phobien am starksten vertreten (Jacobi et al., 2014; Wittchen et al., 2011).

In der deutschen Allgemeinbevdlkerung schatzen Jacobi und Mitarbeiter die 12-
Monats-Pravalenz fur Angststérungen auf 15,3 % und die Anzahl der innerhalb
von 12 Monaten erkrankten Personen auf 9,8 Millionen Menschen (Jacobi et al.,
2014).

Die Lebenszeitpravalenz der Panikstorung mit und ohne Agoraphobie wird in den
westlichen Staaten auf 1 bis 4 % geschatzt (Kessler et al., 2006; Somers,
Goldner, Waraich & Hsu, 2006).

Zu beobachten ist ein sowohl fur die Welt- als auch fur die européische und
deutsche Bevolkerung beschriebener geschlechtsspezifischer Unterschied in der
Pravalenz von Angsterkrankungen. Frauen erkranken 2 bis 2,5fach haufiger an
einer Angststorung als Manner (Baxter et al., 2013; Jacobi et al., 2014; Wittchen
et al., 2011).

Auch der kulturelle Hintergrund scheint Einfluss auf die Pravalenzen der
Angsterkrankungen zu nehmen. So ergeben sich Hinweise, dass die
Populationen Westeuropas, Nordamerikas sowie Australasiens verglichen mit
der restlichen Weltbevdlkerung ein um 20-50 % erhdhtes Risiko aufweisen, an
einer Angststorung zu erkranken (Baxter et al., 2013). Baxter und Mitarbeiter

beschreiben zudem eine Haufung von Angsterkrankungen in Industrie- und



Schwellenlandern. Jedoch weisen sie daraufhin, dass dem bisher nicht
ausreichend untersuchtem relativen Einkommen innerhalb einer Gesellschaft
womoglich ein groRRer Einfluss auf die Pravalenzrate zuzusprechen ist (Baxter et
al., 2013). Daruber hinaus ist die Pravalenz der Angsterkrankungen wohl
zusatzlich moduliert durch das Vorhandensein gewaltsamer Konflikte und dem
Wohnort (landlich vs. Stadt) (Baxter et al., 2013). Auch diesbezuglich ist zur

Bestatigung dieser Annahmen die Erfassung weiterer Daten notwendig.

Das Alter der Erstmanifestation einer Angsterkrankung ist Uber die oben
beschriebenen Populationen recht homogen verteilt. So umfassen Kindheit und
Jugend die pragnantesten Phasen fur die Entstehung einer Angsterkrankung
(Beesdo, Knappe & Pine, 2009). Betrachtet man jedoch einzelne Stérungsbilder,
ergeben sich teilweise starke Unterschiede im Ersterkrankungsalter. Die
Trennungsangst (nach dem DSM-5 zu den Angsterkrankungen zahlend), sowie
auch einige Typen der Spezifischen Phobien, wie beispielsweise der Tier- oder
auch der Blut-Spritzen-Verletzungs-Typ, treten vermehrt bereits vor dem 14.
Lebensjahr (Kessler et al., 2007) bzw. vor dem 18. Lebensjahr (Beesdo et al.,
2009) in Erscheinung. Auch die Sozialen Phobien betreffen am haufigsten
Jugendliche oder junge Erwachsene und treten mit zunehmendem Alter seltener
auf (Falkei, 2015). Die Generalisierte Angststorung, die Panikstérung und die
Posttraumatische Belastungsstérungen entwickeln sich gehauft erst im
Erwachsenenalter (Kessler et al., 2007). Vor allem die Generalisierte
Angststorung scheint vornehmlich eine Erkrankung des hoheren Alters mit einer
Erstmanifestation nach dem 50. Lebensjahr zu sein (Zhang et al., 2015),
wohingegen die Posttraumatische Belastungsstérung, wie auch die Agoraphobie,
eher Personen im jungen Erwachsenenalter zu betreffen scheinen (Falkei, 2015;
Wittchen et al.,, 2011). Die Pravalenzrate der Panikstorung steigt in der
Adoleszenz an, erreicht ihr Maximum im Erwachsenenalter, und féallt im héheren
Alter ab (Falkei, 2015). Das mittlere Erkrankungsalter der Panikstérung wird

weltweit auf 32 Jahre geschatzt (de Jonge et al., 2016).



1.1.3. Komorbiditat und Kosten von Angsterkrankungen

Angsterkrankungen weisen ein hohes Risiko fur die Entwicklung psychischer,
aber auch somatischer Komorbiditaten auf (Jacobi et al., 2014; Kaufman &
Charney, 2000). Kaufmann und Charney geben an, dass etwa 90 % der
Angstpatienten an einer weiteren psychischen Erkrankung leiden (Kaufman &
Charney, 2000). Am haufigsten mit einer Angststorung vergesellschaftet sind
Depression, gefolgt von Substanzmissbrauch und Suchterkrankungen (Craske
et al.,, 2017). Auch der Missbrauch von Alkohol und der Konsum von Tabak
zeigen eine hohe epidemiologische Assoziation mit Angsterkrankungen (Craske
et al., 2017). Jedoch lassen die derzeitig vorliegenden Studienergebnisse keine
Aussage Uber die Kausalitat dieser Assoziation zu (Craske et al., 2017; Moylan,
Jacka, Pasco & Berk, 2012). Beschrieben wird auch eine erhéhte Mortalitat von
Angstpatienten, welche auf eine ebenfalls erhéhte Suizidrate zurtickgefuhrt wird.
Dabei scheint besonders die Assoziation mit Depressionen die erhéhte Mortalitat
zu erklaren (Craske et al., 2017; Saeed Mirza , Ikram, Hofman & Tiemeier, 2015).
Mit der Angststdrung assoziierte somatische Erkrankungen sind im Besonderen
kardiovaskulare Erkrankungen, das metabolische Syndrom, Asthma und Arthritis
(Carroll et al., 2009; Holt et al., 2013; Kessler, Alonso, Chatterji & He, 2014; Kyrou
et al.,, 2017). Der Assoziation zwischen somatischen Erkrankungen und der
Angststdrung scheinen unter anderem biologische Faktoren und soziale Folgen
der Angststérungen zu Grunde zu liegen (Carroll et al., 2009; Kessler et al., 2014;
Kyrou et al., 2017).

Eine Sonderstellung nehmen die Spezifischen Phobien ein, da in der Regel eine
Kontaktvermeidung zu dem angstbezogenen Objekt gut mit dem Alltag zu
vereinbaren ist, und die Patienten somit oft weniger Einschrankungen als andere

Angstpatienten erfahren.

Angsterkrankungen weisen unbehandelt so eine hohe Chronizitéat auf (Schiele &
Domschke, 2017). Es wird je nach Literaturangabe geschatzt, dass nur etwa
23 % bis 40 % aller Patienten eine Spontanremission erleben (Craske et al.,
2017). Personliche Folgen einer Angsterkrankung, die die eigene Lebensqualitat
reduzieren und die Erfullung der eigenen gesellschaftlichen Rolle verhindern,
reichen von einer Beeintrachtigung des akademischen Abschneidens lber einen



verminderten Erfolg im Berufsleben mit Arbeitslosigkeit/Unterbeschaftigung bis
hin zu interaktionellen Problemen mit Bezugspersonen in Ehe, Familie und
Freundeskreis (Craske et al., 2017; Kawakami et al., 2012; Kessler et al., 2014).
Am Ende all dieser Krankheitsfolgen konnen die Einengung des personlichen
Aktionsradius, Einsamkeit, finanzielle Belastungen und der soziale Ruckzug
stehen (Kessler et al., 2014)

Die beschriebenen Belastungen spiegeln sich in den Daten der World Health
Organisation wider. Laut WHO besetzen die Angststdrungen seit 2000 bis 2015
bezlglich der Years lived with disability (YLD) global unter allen Erkrankungen
Platz 6 (World Health Organization, 2017). 2010 lag die Rate weltweit bei 390
YLD pro 100 000 Menschen (Baxter, Vos, Scott, Ferrari & Whiteford, 2014).
Auch sind die sozialmedizinischen Folgekosten, die durch Angststorungen
generiert werden, erheblich. 2010 verursachten Angsterkrankungen in der
Européaischen Union Kosten von 74,38 Milliarden Euro und machten somit 9,3 %
der Gesamtkosten aus, die durch psychische und neurologische Erkrankungen
in den Mitgliedsstaaten entstanden sind (Olesen, Gustavsson, Svensson,
Wittchen & Jonsson, 2012; Schiele & Domschke, 2017).

1.1.4. Atiologie

Die Pathogenese der Angsterkrankungen wird aus heutiger Sicht am besten
durch das multifaktorielle Vulnerabilitdts-Stress-Modell abgebildet (Gottschalk &
Domschke, 2016; Schiele & Domschke, 2017; Smoller, 2016). Dieses Modell
besagt, dass die individuelle Vulnerabilitat gegentber Angsterkrankungen
gepragt ist durch biologische Faktoren, wie zum Beispiel die genetische
Ausstattung, psychosoziale Faktoren, wie beispielsweise biographische
Eigenheiten und Umwelteinflisse beziehungsweise Stressoren (Domschke,
2014). Ob die individuelle Vulnerabilitat zu einer Angsterkrankung fuhrt, hangt
zum einen von dem Ausmal} der sich summierenden Vulnerabilitdtsfaktoren, und
zum anderen von notwendigen Stressoren ab, die als ausldsende Bedingungen
anzusehen sind. Solch ein Stressor kann beispielsweise psychosozialer Natur
(z.B. Tod eines geliebten Menschen) oder auch eine schwere somatische



Erkrankung sein. Sie werden in der Literatur als kritische Lebensereignisse
(stressful life events) bezeichnet und stellen einen subjektiven Einschnitt in das
eigene Leben dar (McLaughlin & Hatzenbuehler, 2009). Als Vermittler zwischen
den Vulnerabilitatsfaktoren und den Stressoren gelten die Gen-Umwelt- und die
Epigenetik-Umwelt-Interaktionen, diese wirken sinnbildlich wie eine Bricke
zwischen der individuellen Vulnerabilitdt und den &ufReren Einflissen (Schiele &
Domschke, 2017; Smoller, 2016; Zannas & Chrousos, 2017).

Nicht zu vernachlassigen sind nach Ausbruch einer Angsterkrankung
aufrechterhaltende Mechanismen, welche etwa interpersoneller (positive
Verstarkung) oder intrapsychischer (fehlerhafte Copingstrategien) Natur sind,
aber auch durch psychiatrische Komorbiditaten bedingt sein kénnen (Clark,
1999; Norton & Abbott, 2017).

In den Kapiteln 1.2. und 1.3. werden die Rolle der Genetik, das Zusammenspiel
von Vulnerabilitdt und Umwelt und ihre Vermittlung durch die Epigenetik im

Einzelnen beschrieben.

1.2. Die Rolle der Genetik in der Entstehung psychischer

Erkrankungen

Klinisch-genetische Untersuchungsmethoden dienen dazu zu untersuchen, ob
genetische Varianten einen Einfluss auf die Entstehung von Angsterkrankungen
haben, wie grol3 dieser ist, und ob er durch Umwelteinflisse weiter beeinflusst
wird. Innerhalb dieses Forschungsfeldes stehen unter anderem folgende
Studiendesigns zu Verfligung:

So wird durch Zwillingsstudien die Konkordanz einer Angststorung bei
monozygoten im Vergleich zu dizygoten Zwillingen bestimmt, um eine Aussage
Uber die Heritabilitdt einer Erkrankung treffen zu kénnen (Shimada-Sugimoto,
Otowa & Hettema, 2015; Smoller, 2016). Im Bereich der Angsterkrankungen wird
die Heritabilitat auf 30 bis 40 % (Craske et al., 2017) bzw. auf bis zu 50 %
(Shimada-Sugimoto et al., 2015) geschatzt. Die Konkordanzrate der
Angsterkrankungen ist ca. um das 2-3fache bei monozygoten im Gegensatz zu

dizygoten Zwillingen erhéht (Domschke & Deckert, 2007). Hettema und



Mitarbeiter beschreiben eine 4-6fach erhéhte Konkordanzrate (Hettema, Neale &
Kendler, 2001). Die Panikstorung weist eine Heritabilitat von ca. 48 % auf
(Hettema et al., 2001) und die Konkordanzrate fir eineiige scheint im Gegensatz
zu der fur zweieiige Zwillinge bezuglich der PD um das 2-3fache erhdht zu sein
(Domschke & Deckert, 2007).

Mittels Familienstudien wird die Pravalenz fur Angsterkrankungen bei
Angehorigen von Angstpatienten mit der Pravalenz von Personen, die keine
Verwandtschaft mit Angstpatienten aufweisen, verglichen. So wird getestet, wie
die genetischen Einflisse und die familiare Umwelt die
Auftrittsswahrscheinlichkeit von Angsterkrankungen bedingen (Domschke &
Deckert, 2007). Hier zeigt sich ein 2-3fach hoheres Risiko fur Verwandte 1.
Grades eines Angstpatienten, ebenfalls zu erkranken (Domschke & Deckert,
2007). For die Panikstérung wird ein 3fach erhthtes Risiko beschrieben
(Domschke & Deckert, 2007).

Letztlich haben die klinisch-genetischen Untersuchungen keinen klaren
Mendelschen Erbgang ergeben, so dass man heute von einem komplexen oder
polygenen Erbgang bei Angsterkrankungen ausgehen.

Molekulargenetische Untersuchungen dienen dazu, den Beitrag einzelner Gene
zur Entstehung von Erkrankungen zu definieren.

Anhand von Kopplungsuntersuchungen wird untersucht, inwiefern innerhalb
einer Familie bei erkrankten Personen bestimmte genetische Marker zusammen
vererbt werden. Es lassen sich durch dieses Vorgehen Risikoloci finden
(Domschke & Deckert, 2007). Diese Methode ist vor allem bei monogenetischen
Erkrankungen mit gro3em Beitrag einzelner Gene zielfihrend. Gene mit einem
geringen Beitrag bei polygenetischem Erbgang bleiben eher unbeachtet
(Smoller, 2016). Entsprechend gibt es bei Angsterkrankungen keine eindeutig
replizierten Befunde mit diesem Ansatz.

Mit Hinblick auf das polygenetische Erklarungsmodell der Angststorungen ist die
aussichtsreichere Untersuchungsform daher die genetische Assoziationsstudie.
Hier wird Uberpruft, ob bestimmte Genvarianten haufiger in gesunden Probanden
als in erkrankten zu finden sind und umgekehrt (Smoller, 2016). Das heil3t, es

wird untersucht, ob eine Assoziation, sei sie negativ oder positiv, mit der



Erkrankung vorhanden ist. Im Rahmen der Angststérungen konnten durch
genetische Assoziationsstudien beispielsweise Assoziationen mit
Polymorphismen von Genen der monoaminergen Transmission beschrieben
werden (Bandelow et al., 2016; Shimada-Sugimoto et al., 2015).

Ziel vieler genetischer Studien ist die Schaffung einer soliden Datenlage, um mit
Hilfe dieser zukiinftig einen polygenetischen Risiko-Score zu ermitteln. Dieses
soll ermdglicht werden, indem genetische Assoziationsstudien auf das Level der
genomweiten Assoziationsstudien gehoben werden (Deckert et al., 2017; Erhardt
et al., 2011; Otowa et al., 2016; Plomin, Haworth & Davis, 2009).

In dieser Arbeit wurde eine genetische Assoziationsstudie zur Untersuchung
verschiedener Genvarianten von Einzelnukleotidpolymorphismen genutzt und
die erzielten Ergebnisse an Replikationsstichproben tberprift, um falsch-positive

Ergebnisse zu vermeiden.

1.2.1. Einzelnukleotidpolymorphismen

Wenn sich Genomsequenzen nur durch einzelne Nukleotide unterscheiden,
spricht man von Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide
polymorphisms, SNPs). SNPs stellen die haufigste Form von genetischer
Variation im humanen Genom dar. An etwa jeder 1000ten Stelle im humanen
Genom st ein Einzelnukleotidpolymorphismus zu finden (Auton et al., 2015).
Schatzungsweise unterscheidet sich die Genomsequenz zweier nicht verwandter
Menschen um ca. 3 Millionen SNPs (Knippers, 2015). Stammen beide Individuen
aus einer kleineren Population, sinkt die Anzahl der differenten SNPs. Heute wird
davon ausgegangen, dass in der gesamten menschlichen Population tber 50
Millionen (Knippers, 2015) bis ca. 85 Millionen (Auton et al., 2015) verschiedene
SNPs vorkommen. Sie entstehen durch Punktmutationen, die beispielsweise
durch Fehler wéhrend der Desoxyribonukleinsdure-(DNA)-Reparatur oder

wahrend der Replikation entstehen (Knippers, 2015).

Einige Einzelnukleotidpolymorphismen haben einen Einfluss auf die Ausbildung
des Phanotyps und sind somit an der Entstehung von Erkrankungen (Kwok &

Chen, 2003) beteiligt. Dies ist durch verschiedene Mechanismen mdglich. So gibt



es kodierende SNPs, die direkt die Funktion des Genproduktes beeinflussen. Die
meisten im menschlichen Genom zu findenden Einzelnukleotidpolymorphismen
haben jedoch keine kodierende Eigenschaft und z&hlen zu den nicht-
kodierenden SNPs. Sie sind dennoch nicht zwingend funktionslos, denn es
bestent die Maoglichkeit, dass diese Einzelnukleotidpolymorphismen die
Genexpression auf dem Level der Transkription, Translation oder auch des

splicing modifizieren, oder das Methylierungsmuster verandern (Risch, 2000).

Auch nicht kausale SNPs sind fir die genetische Forschung von grol3er
Bedeutung, da aufgrund des Kopplungsungleichgewichts (linkage disequilibrium,
LD) SNPs zusammen mit anderen genetischen Varianten vererbt werden, die mit
Erkrankungen assoziiert sein kdnnen (Risch, 2000).
Einzelnukleotidpolymorphismen kdnnen somit als genetische Marker fir
bestimmte Phéanotypen fungieren. Mittels dieses Vorgehens konnten bereits
grundlegende Gene fur die Entwicklung der Alzheimer-Krankheit und Migrane

gefunden werden (Roses, 2000).

1.3. Gen-Umwelt-Interaktionen

Wie zuvor erwahnt haben Zwillingsstudien gezeigt, dass Umwelteinfliisse neben
der genetischen Ausstattung eines Individuums die Ausbildung einer
Angsterkrankung bedingen. Um die Interaktion von Umwelt und Genom besser
zu verstehen, haben bereits mehrere Studien das Zusammenspiel dieser beiden
Faktoren untersucht. Hierzu konzentrierten sich die Studiendesigns auf
Kandidatengene, welche aufgrund ihrer biologischen Funktion Teil der Gen-
Umwelt-Interaktion sein  kbnnten. Es konnten so  beispielsweise
Wechselbeziehungen zwischen Umwelteinflissen und Polymorphismen
innerhalb von Genen der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
(HPA-Achse), wie der Corticotropin-releasing-hormone- Rezeptor 1 (CRHR1),
der Neuropeptid-S-Rezeptor (NPSR), der Wachstumsfaktor BDNF (Brain-derived
neurotrophic factor) oder der Serotoninrezeptoren (wie beispielsweise das
HTR1A- Gen) gefunden werden (Klauke et al., 2014; Shimada-Sugimoto et al.,

2015). Gehauft ergaben sich Hinweise auf eine Interaktion negativer
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Lebensereignisse im Kindesalter (wie z.B. Misshandlung oder Verlust- und
Separationserlebnisse) und dem Genom (Bandelow et al., 2016; Craske et al.,
2017).

Bisher liegen keine Daten genomweiter Untersuchungen von Gen-Umwelt-

Interaktionen vor.

1.4. Die Rolle der Epigenetik in der Entstehung psychischer

Erkrankungen

Die Bedeutung des Begriffes “Epigenetik® hat sich in den letzten 60 Jahren mit
neuen Forschungsergebnissen und einem besseren Verstandnis der
Genfunktion stark gewandelt. 1996 beschrieben Riggs und Mitarbeiter
epigenetische Mechanismen wie folgt: “The study of mitotically and/or meiotically
heritable changes in gene function that cannot be explained by changes in DNA
sequence” (Riggs, Martienssen & Russo, 1996). Wu und Morris definierten die
Epigenetik 2001 als “the study of changes in gene function that are mitotically
and/or meiotically heritable and that do not entail a change in DNA sequence”
(Wu & Morris, 2001).

Verschiedene epigenetische Mechanismen fihren zur Schaffung des
Epigenoms, welches die Gesamtheit aller epigenetischen Informationen eines
Individuums darstellt und die Genfunktion moduliert. Alle Zellen des
menschlichen Kérpers stammen von der Zygote ab und beinhalten daher, bis auf
einige Ausnahmen, die gleiche DNA-Sequenz. Welchen Phanotyp sie jedoch im
Laufe der Entwicklung einnehmen, wird durch epigenetische Mechanismen
entschieden (Jurkowska, Jurkowski & Jeltsch, 2011). Obwohl die so
entstandenen epigenetischen Muster bei Zellteilungen in der Regel an die
Tochterzelle weitergegeben werden (Walter, 2015), sind sie nicht statisch,
sondern durch negative Umwelteinflisse wie beispielsweise Stress im friihen
Lebensalter oder Misshandlung (Domschke, 2012) und positive Umwelteinflisse
wie Psychotherapie (Ziegler et al., 2016) veranderbar. Sie stellen eine Bricke
zwischen dem Genom und der Umwelt dar und bestimmen malf3geblich, welche

genetischen Informationen zum Tragen kommen (siehe Abbildung 1). Da bei
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Entstehung von Angsterkrankungen Umweltfaktoren beteiligt sind, kommt der

Epigenetik an dieser Stelle eine wichtige Rolle zu.

Genetische

Eobioran ] r Umweltfaktoren

Epigenetische
Mechanismen

!

Veranderungen im
ZNS/peripherer
Signalwege

!

Angsterkrankung

Abbildung 1: Arbeitshypothese der Atiologie psychischer Erkrankungen (selbst erstell in
Anlehnung an: (Bandelow et al., 2017; Craske et al., 2017; Issler & Chen, 2015; Klauke et al.,
2014, Schiele & Domschke, 2017; Smoller, 2016)).

Im Bereich der Angsterkrankungen konnten Hinweise auf veranderte
epigenetische Muster bei Angstpatienten gefunden werden. So zeigten
Individuen, die unter einer Panikstdrung litten, eine vermehrte
MonoaminoxidaseA- (MAOA) wie auch Glutamatdecarboxylase 1- (GAD1) Gen-
Hypomethylierung (Domschke et al., 2013; Ziegler et al., 2016). Zudem liegen
Hinweise auf veranderte Methylierungsmuster von Genen vor, die in Verdacht
stehen, an neuronalen Netzwerken beteiligt zu sein, die durch Stress aktiviert
werden. Dazu zéhlen Gene des Noradrenalintransportes oder auch der HPA-
Achse (Shimada-Sugimoto et al., 2015). Sie kbnnten somit die Entstehung von

Angst und Angstsymptomen triggern.

Da das Epigenom eine dynamische Einheit ist, ist es fur die Forschung von
Bedeutung zu klaren, wie die Epigenetik die Ausbildung psychischer
Erkrankungen beeinflusst, und wie dieser Einfluss von aul3en z.B. mittels

Psychotherapie oder Psychopharmaka modifiziert werden kann.

12



Alle epigenetischen Mechanismen flhren zu reversiblen Modifikationen der
Histone oder der DNA ohne die Nukleotidsequenz zu verandern (Walter, 2015).
Dies zieht Veranderungen in der Transkription, DNA-Reparatur, Replikation,
Rekombination und anderer das Genom-regulierender Mechanismen nach sich.
Zu den epigenetischen Mechanismen zahlen zum einen die
Histonmodifikationen. Enzyme regulieren beispielsweise tber die Methylierung,
Acetylierung, Phosphorylierung oder auch Ubiquitinierung von Histonen das
Vorliegen von Chromatinabschnitten als Euchromatin oder Heterochromatin
(Walter, 2015). Regulatorische RNAs (Ribonukleinsauren) greifen zudem in die
epigenetische Regulation der Genfunktion ein und bestimmen so unter anderem
die DNA- und RNA-Expression mit (Luoni & Riva, 2016). Eine weitere Mdglichkeit
die Genfunktion epigenetisch zu steuern ist die DNA-Methylierung, welche im

nachsten Abschnitt ndher beschreiben wird.

Durch DNA-Methyltransferasen wird im menschlichen Genom vornehmlich
Cytosin an seiner C5-Position in Cytosin-Guanin-Dinukleotid-Sequenzen (CpG-
Stellen) methyliert (Schuebel, Gitik, Domschke & Goldman, 2016). Die
Methylgruppe ist in der grof3en Furche der DNA-Doppelhelix lokalisiert und stort
somit nicht die Basenpaarung, wéhrend gleichzeitig DNA-interagierenden
Proteinen der Zugang zu den Methylgruppen gewéhrleistet wird (Jurkowska et
al., 2011). Die Methylierungsmuster der DNA sind in der Regel zelltypspezifisch
und oft in regulatorischen Bereichen wie Bindestellen flir Enhancer oder auch
Promotern zu finden (Walter, 2015). Wenn die CpG-Stellen in einem
Sequenzabschnitt in einer erhdéhten Dichte vorkommen, werden diese Abschnitte
CpG-Inseln genannt. Diese “Inseln® befinden sich gehauft in Promotorregionen
und sind in der Regel kaum methyliert. Im Rahmen von Erkrankungen kénnen
die Methylierungsmuster von CpG-Inseln verandert sein, wie z.B. bei der
Panikstérung (Domschke et al., 2013), oder auch bei somatischen Erkrankungen.
So werden bei einigen Krebsarten durch Hypermethylierung
Tumorsupressorgene stillgelegt (Sproul & Meehan, 2013), da Methylierung in der
Promotorregion in der Regel zur transkriptionellen Stilllegung eines Genes flhrt
(Walter, 2015). Hypomethylierung dahingegen ermoglicht den Zugang fur

transkriptionelle Faktoren zur DNA.
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1.5. Die Rolle der DNA-Methyltransferasen bei der Entstehung

psychischer Erkrankungen

DNA-Methyltransferasen (DNMTs) vermitteln mit Unterstitzung weiterer
Faktoren die Methylierung der DNA. Die Wichtigkeit dieser Enzyme v.a. in der
Entwicklung eines Organismus wird ersichtlich, wenn man die kurze
Lebensdauer von embryonalen Mausestammzellen mit DNMT-Mutationen,
betrachtet (Li, Bestor & Jaenisch, 1992; Okano, Bell, Haber & Li, 1999). Auch
beim Menschen kann es durch einen autosomal rezessiven Erbgang zu einer
Minderaktivitat der DNA-Methyltransferase-3B  und somit zu einer
Hypomethylierung des Genoms kommen (Ehrlich, 2003; Hagleitner et al., 2008).
Das Resultat der Hypomethylierung ist das schwere Immundefizit-
Centromerinstabilitdts-Gesichtsanomalie-Syndrom (ICF-Syndrom). Mutationen
im DNMT3A-Gen kénnen zum sogenannten Tatton-Brown-Rahman-Syndrom
(mentale Retardierung, faziale Dysmorphie, erhéhte Koérpergréf3e) oder auch
gehauft zu akuter myeloischer Leuk&mie fihren (Abdel-Wahab & Levine, 2013;
Tatton-Brown et al., 2014; Tatton-Brown et al., 2018).

Da DNMTs Methylierungsmuster bilden, welche bei psychischen Erkrankungen
verandert vorkommen kénnen (Schuebel et al., 2016; Ziegler et al., 2015; Ziegler
etal., 2016), haben sich einige Studien mit der Rolle der DNA-Methyltransferasen
in der Entstehung psychischer Erkrankungen befasst.

Murphy und Mitarbeiter beschreiben beispielsweise eine Assoziation von
genetischen Variationen im DNMT3B-Gen mit Selbstmordversuchen bei
Patienten mit psychischen Erkrankungen (Murphy et al., 2013), Elliott und
Mitarbeiter sowie Morris und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die
Expressionsmuster der DNMT3A und DNMTL1 das angstéhnliche Verhalten von
Mausen beeinflusst (Elliott et al., 2016; Morris, Na, Autry & Monteggia, 2016).
Feng und Mitarbeiter sowie Miller und Sweatt beschrieben eine Assoziation der
Dnmtl und Dnmt3a mit der kontextgebundenen Furchtkonditionierung bei
Nagetieren. Sipahi und Mitarbeiter konnten eine Assoziation von
Methylierungsmustern der DNMT-Gene und der Vulnerabilitdt gegentber der
Posttraumatischen Belastungsstorung aufzeigen (Feng et al., 2010; Miller &
Sweatt, 2007; Sipahi et al., 2014). Die genetische Variabilitdt der DNMT-Gene
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sowie deren eigene Methylierungsmuster und Genexpression kdnnten somit zur
veranderten Methylierung von anderen Genen beitragen, die zur Entstehung von
Angsterkrankungen beitragen und auf diese Weise die Entwicklung dieser
Erkrankungsgruppe indirekt mitbestimmen.

1.5.1. Biochemie und Klassifikation der humanen DNA-Methyltransferasen

Saugetier-DNMTs bestehen zum einen aus einem N-terminalen Abschnitt,
welcher regulatorisch wirksam ist und der je nach Organismus und DNMT-
Funktion sehr variabel sein kann, und zum anderen aus einem C-terminalen
Anteil, der die katalytische Einheit des Enzyms aufweist (Jurkowska et al., 2011).
Der N-terminale Anteil der DNMTs beeinflusst dariber hinaus die nukleare
Lokalisation des Enzyms und vermittelt die Interaktion der DNMTs mit anderen
Proteinen, der DNA und dem Chromatin (Hermann, Gowher & Jeltsch, 2004;
Jurkowska & Jeltsch, 2016). Im C-terminalen Teil sind zehn Aminoséure-Motive
(I-X) enthalten, die sowohl die DNA-Erkennung und die Kofaktorenbindung, als

auch die Katalyse vermitteln (siehe Abbildung 2 ) (Jurkowska et al., 2011).

F 3

N-terminal part Pt C-terminal part —

DNA replication foci
Charge-rich o w  targeting sequence Cys-rich PBHD region DNA-{cytosine-C*)-Mtase motifs
region £= (TS) OXXC BAH BAH | IV VIV 1% X

UL — e R T ) —

GK repeats

PWWP ADD I IVVIVID IX X
Dnmt3a | - | I
PWWP ADD | IVVIVII IX X
Dnmt3b | || [
ADD | IV VIVII

Dnmt3L

Abbildung 2: Doménenarchitektur der Saugetier-DNMTs aufgeteilt in regulatorischen N- und
katalysatorischen C-terminalen Abschnitt nach Jurkowska und Jeltsch (Jurkowska & Jeltsch,
2016; Jurkowska et al., 2011). PBD: PCNA-binding domain, NLS: nuclear localization signal,
CXXC: zinc domain, PBHD: polybromo homology domain, BAH: bromo-adjacent homology
domain, GK: gycine-lysine repeats, PWWP: PWWP domain, ADD: ATRX-DNMT3-DNMT3L
domain.

Der katalytische Anteil der DNMTSs sorgt fir die Ubertragung einer Methylgruppe
von dem Kofaktor S-Adenosylmethionin (SAM oder auch AdoMet) auf die C5-
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Position eines Cytosins. Um die rdumlichen Voraussetzungen fir diesen Transfer
zu schaffen, drehen die DNMTs ihre Zielbase aus der Doppelhelix in eine
hydrophile Enzymtasche (base-flipping). Nachdem die Methylgruppe transferiert
wurde, kommt es zu einer Deprotonierung am C5-Atom und somit zu einer
Freigabe der Zielbase aus der hydrophilen Tasche der DNMT zuriick in ihre
Doppelhelixposition. (Jurkowska & Jeltsch, 2016).

Derzeit sind funf humane DNA-Methyltransferasen bekannt. Sie Gbernehmen
unterschiedliche Rollen in der epigenetischen Regulation der Genfunktion (siehe
Tabelle 1) und interagieren mit verschiedenen Hilfsfaktoren (Walter, 2015).

Die DNMT1 ist in der Lage, sowohl unmethylierte als auch hemimethylierte CpG
sites zu methylieren, jedoch ist ihre Affinitdit und Methylierungsaktivitat
gegenuber hemimethylierter DNA um ein Vielfaches hoher als gegentber nicht-
methylierter (Dan & Chen, 2016). So ist die DNMT1 vornehmlich fur die
Aufrechterhaltung bereits vorhandener Methylierungsmuster wéhrend der
Replikation verantwortlich (maintenance methyltransferase). Ihr 61791 bp langes
Genist auf dem kurzen Arm des Chromosom 19 (19p13.2, GRCh38.p7) zu finden
und beinhaltet 41 Exons (National Center for Biotechnology Information, 2017a).
Genprodukte des DNMT1-Gens kdnnen in einer Vielzahl menschlicher Gewebe
wie auch im Gehirn nachgewiesen werden (The Human Protein Atlas, 2016a). 29
Splice-Varianten sind derzeit bekannt, von denen 9 proteinkodierend sind
(European Bioinformatics Institute, 2017a).

Zu der DNMT3-Familie zéhlen die zwei DNMTs 3A und 3B, die beide aktiv
unmethylierte DNA methylieren kdnnen, sowie die DNMT3L, welche keine eigene
Methylierungsaktivitat besitzt. Das DNMT3A-Gen liegt auf dem kurzen Arm des
Chromosom 2 an der Position 2p23.3 (GRCh38.p7), ist 109629 bp lang und
beinhaltet 34 Exons (National Center for Biotechnology Information, 2017b). Die
RNA- und Proteinexpression des Gens scheint beim Menschen in den meisten
Geweben vorzuliegen und ist auch fir das Gehirn beschrieben (The Human
Protein Atlas, 2016b). Bisher wurden 15 unterschiedliche Splice-Varianten
entdeckt, von denen 5 fir Proteine kodieren (European Bioinformatics Institute,
2017b). Das Gen der DNMT3B hingegen liegt auf dem langen Arm des
Chromosom 20 (20g11.21, GRCh38.p7), enthalt 24 Exons und weist eine Lange
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von 46971 bp auf (National Center for Biotechnology Information, 2017c). Auch
die RNA- und Proteinexpression des DNMT3B-Gens scheint in den
menschlichen Gewebetypen sehr weit verbreitet und ist ebenfalls im Gehirn
detektiert worden (The Human Protein Atlas, 2016d). Beschrieben sind 6 Splice-
Varianten, welche alle eine protein-kodierende Funktion aufweisen (European
Bioinformatics  Institute, 2017c). Da DNMT3A/3B nicht auf einen
hemimethylierten Mutterstrang angewiesen sind um Methylierungen auf dem
Tochterstrang einzuflgen, werden sie als de novo-Methyltransferase bezeichnet,
die neue Methylierungsmuster etablieren kénnen (Walter, 2015). Wie die DNMT1
weisen beide Enzyme auch eine Maintenance-Aktivitat auf, welche jedoch auf
bestimmte Heterochromatinabschnitte beschrankt ist (Jurkowska et al., 2011).
Die zwei de novo-Methyltransferasen unterscheiden sich in ihrer Préaferenz fur
bestimmte Genomabschnitte (Walter, 2015). Eine weitere DNMT der
Enzymfamilie, die DNMT3L (21g22.3, GRCh38.p7 (National Center for
Biotechnology  Information, 2017d)) moduliert die  Enzymaktivitat,
Sequenzerkennung und Genomspezifitdtt der DNMT3A und 3B und wird vor
allem. wahrend der Gametogenese und embryonalen Entwicklung exprimiert
(Jurkowska & Jeltsch, 2016; Turek-Plewa & Jagodzinski, 2005; Walter, 2015).
Die letzte der DNMTs ist die DNA-Methyltransferase 2. Trotz ihrer Zugehdorigkeit
zu den DNMTs besitzt die DNMT2 kaum DNA-Methylierungsaktivitat. Sie
methyliert bevorzugt tRNA (Dan & Chen, 2016).

Tabelle 1: Humane DNMTs und ihre Funktion (Jurkowska & Jeltsch, 2016; Jurkowska et al., 2011;
Turek-Plewa & Jagodzinski, 2005; Walter, 2015). DNMT: DNA-Methyltransferase.

DNMT Funktion

DNMT1 Methylierungsmustererhaltung (maintenace
methyltransferase), Hinweis auf geringe de

novo-Methylierungsaktivitat

DNMT2 geringe DNA-Methylierungsaktivitét,

methyliert vorwiegend tRNAs

DNMT3A de novo-Methylierung, Hinweise auf

eingeschrankte maintenance-Aktivitat
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DNMT3B de novo-Methylierung, Hinweise auf

eingeschrankte maintenance-Aktivitat

DNMT3L keine Methylierungaktivitat, moduliert die
DNMT3A/3B-Aktivitat und somit die de novo-
Methylierung, Expression v.a. wéhrend der
Gametogenes und der embryonalen
Entwicklung

Um eine zielgerichtete Methylierung der DNA zu gewaéhrleisten, interagieren die
DNMTs mit verschiedenen Faktoren des epigenetischen Netzwerkes wie
beispielsweise mit Faktoren, welche die Histonmodifikationen bedingen
(Jurkowska et al., 2011). Somit ist die DNA-Methylierung ebenfalls mit der
Chromatinorganisation  verbunden (Hermann et al., 2004). Da
Methylierungsmuster die Genexpression beeinflussen, ist es nicht erstaunlich,
dass die DNMTs zudem mit Transkriptionsfaktoren (z.B. E2F1) oder auch
Genrepressoren (z.B. Heterochromatinprotein 1) wechselwirken (Jurkowska et
al., 2011).

1.5.2. Assoziation von  Einzelnukleotidpolymorphismen der  DNA-
Methyltransferasen mit psychischen Erkrankungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Literatursichtung bzgl. SNPs des DNMT3A
und DNMT3B-Gens durchgefinhrt, fir die bereits Assoziationen mit psychischen
Erkrankungen beschrieben werden konnten.

Die Ergebnisse mehrerer Studien weisen darauf hin, dass die beiden de novo-
Methyltransferasen 3A und 3B den Effekt von Umwelteinflissen auf die
Genexpression modulieren und sie scheinen ebenfalls einen Einfluss auf die
menschliche wie auch tierische Reaktion auf Stress und auf das
Resilienzverhalten zu haben (Elliott et al., 2016; Hammels et al., 2015). Einige
Studien haben sich daher bereits mit einer moglichen Assoziation von
verschiedenen Varianten des DNMT3A- und DNMT3B-Gens mit psychischen
Erkrankungen befasst.

Im Besonderen konnten zwei Studien Assoziationen zwischen DNMT3A/3B-

SNP-Varianten und dem Verhalten gegeniber Stressoren und dem Vorliegen
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von Suizidversuchen bei Patienten mit psychischen Erkrankungen beschreiben
(Murphy et al., 2013; Pishva et al., 2014). Pishva und Mitarbeiter untersuchten,
ob 31 SNPs in Genen mit epigenetisch-regulatorischer Funktion einen Effekt auf
emotionale Reaktionen gegeniber stressvollen oder angenehmen Stimuli
vermitteln (Pishva et al., 2014). Zu den teilnehmenden Probanden gehdrten
gesunde Kontrollen, nicht erkrankte Angehdérige von Patienten mit psychotischen
Erkrankungen und Patienten, die mindestens eine schwere depressive Episode
durchlitten haben. Es zeigte sich, dass 3 SNPs der DNMT3A (rs11683424,
rs1465764, rs1465825) die negative affektive Reaktion der Probanden auf
stressvolle Stimuli modulieren (siehe Tabelle 2). Vor allem Trager des
rs11683424 T-Allels bewerteten Stressoren als weniger negativ im Vergleich zu
anderen Allel-Tragern (Pishva et al., 2014).

Murphy und Mitarbeiter beschaftigten sich mit der Frage, inwiefern
Polymorphismen der DNMT1 und DNMT3B einen Einfluss auf das
Suizidverhalten haben koénnen (Murphy et al., 2013). Hierzu wahlten sie 17
funktionale SNPs aus und tberpriften deren Assoziation mit dem Vorliegen von
Suizidversuchen bei psychisch Kranken. Zwei Einzelnukleotidpolymorphismen
der DNMT3B (rs2424932, rs4911259) konnten mit Suizidversuchen in
Verbindung gebracht werden. Beide minor Allele lagen gehéuft bei Patienten vor,
die mindestens einen Suizidversuch aufwiesen, verglichen mit psychisch kranken
Patienten ohne Suizidversuch (Murphy et al., 2013).

Aufgrund der dargestellten Datenlage wurden die nachfolgend beschriebenen

SNPs flr eine genetische Assoziationsuntersuchung ausgewahlt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Chromosomale Position und funktionelle Charakterisierung ausgewahlter SNPs des
DNA-Methyltransferase 3A- (DNMT3A) und DNA-Methyltransferase 3B- (DNMT3B) Gens.
Eigene Recherche: (Genetics and Bioinformatics Team-Aix Marseille Université, 2017; National
Center for Biotechnology Information, 2017e, 2017f, 20179, 2017h, 2017i; National Institute of
Environmental Health Sciences, 2017). Literatur: (Murphy et al., 2013; Pishva et al., 2014). Chr.:
Chromosom-Position (bp) (GRCh38.p7), bp: Basenpaar, GR: Glukokortikoidrezeptor, HSF: Heat
shock factor. Angelehnt an (Berking et al., 2020)

Gen SNP Chr.: minor/  Lage Funktion Funktion
Position major (eigene (Literatur)
(bp) Recherche)

DNMT3A  rs1465825 2:25255584 CIT Intron
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DNMT3B

rs11683424

rs1465764

rs4911259

rs2424932

2:25266263

2:25338138

20:32788476

20:32808730

T/C

TIA

GIT

AIG

20

Potenzielle
Splicingstelle
fehlt bei T-Allel

Intron

Bindungsstelle

fur 2 Splicing

Enhancer fehlt
im T-Allel

Intron

Intron

A-Allel
beinhaltet
Bindestelle fur
microRNA
hsa-mi-R920

Exon

T-allel hat ggf.
Einfluss auf
Expression der
Splicing-
variante
DNMT3A2

G-Allel bildet
ein Splicing-
regulierendes
Element
A-Allel kreiert
GR- und HSF-
Bindungsstelle



1.6. Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

In der Literatur wurden Assoziationen zum einen zwischen der zentralnervdsen
Dnmt-Expression und dem angstahnlichen Verhalten von Nagetieren und zum
anderen zwischen verschiedenen SNPs der DNMT3-Gene mit der affektiven
Reaktion gegentber stressvollen Ereignissen als auch mit Suizidversuchen beim
Menschen beschrieben(Elliott et al., 2016; Miller & Sweatt, 2007; Murphy et al.,
2013; Pishva et al., 2014). Auf Grundlage dieser Beschreibungen stellt sich die
Frage, ob eine Assoziation zwischen verschiedenen Polymorphismen der
DNMT3-Gene und Angsterkrankungen beim Menschen, im Speziellen zwischen
funf vorbeschriebenen SNPs des DNTM3A/B-Gens und dem Angstphanotypen
der Panikstérung, beim Menschen bestehen. Es wurden diesbeziiglich die

folgenden zwei Hypothesen formuliert:

1) Es besteht eine Genotyp-Phéanotyp-Assoziation zwischen den funf
ausgewahlten SNPs des DNMT3A/B-Gens sowie deren Haplotypen und dem

kategorialen Angstphanotypen der Panikstérung mit und ohne Agoraphobie.

2) Es besteht eine Assoziation zwischen den Allelen der ausgewahlten SNPs

sowie deren Haplotypen mit dimensionalen Angsteigenschaften.

Zur Uberprifung der ersten Hypothese wurde eine Fall-Kontroll-Analyse mit
Genotypisierung der funf untersuchten SNPs einer Stichprobe aus gematchten
Panikpatienten und gesunden Kontrollen durchgefihrt. Weiterflihrend wurde eine
genetische Assoziationsanalyse zwischen den Allelen der funf ausgewahlten
SNPs und den dimensionalen Daten aus psychometrischen Fragebdgen
durchgefuhrt. Die dimensionalen Daten bilden den Grad der angstbezogenen

Kognition und der Angstsensitivitat ab.
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2. Stichproben, Materialien, Methoden und statistische

Auswertung

2.1. Stichproben

2.1.1. Demographische Charakterisierung

Die untersuchte Probandenkohorte bestand aus zwei Subgruppen. Zum einen
aus Patienten, welche an einer Panikstérung mit oder ohne Agoraphobie litten,
(wie beschrieben in (Gloster et al., 2011)) und zum anderen aus gesunden

Probanden (wie beschrieben in (Schiele et al., 2016)).

a) Patienten mit Panikstorung

506 Patienten mit Panikstérung, 95 % litten zudem an Agoraphobie, konnten
eingeschlossen werden (Frauen = 356; mittleres Alter = 35,2 + 10,7 Jahre) (siehe
Tabelle 3). Diese Patientengruppe wurde von 2007-2015 im Rahmen der MAC-
Studie (Mechanisms of Action in CBT) des multizentrischen Forschungsprojektes
,Panik-Netz“ rekrutiert. Die Forderung des Projektes erfolgte durch das
Bundesministerium fur Bildung und Forschung der Bundesrepublik Deutschland.
Zu den Studienzentren zahlten die Universitaten Aachen, Berlin, Bremen,
Dresden, Greifswald, Marburg, Minster und Wirzburg. Auch hier erfolgten zwei
voneinander getrennte Rekrutierungsperioden von jeweils vier Jahren. Daten
zum Raucherstatus der Patienten lagen nicht vor.

Die Diagnosestellung einer Panikstérung mit oder ohne Agoraphobie erfolgte
mittels der deutschen Version des Computer Assisted Personal Interview-World
Health Organisation- Composite International Diagnostic Interview (CAPI-WHO-
CIDI) (Wittchen & Semler, 1991). Geschulte Experten leisteten die Durchflihrung
des personlichen, computergestitzten und strukturierten Interviews. Alle
Experten nahmen vor ihrem Studieneinsatz erfolgreich an einem dreitagigen
Training, supervidiert durch zertifizierten CIDI-Gutachter, am klinischen
Koordinationszentrum in Bremen teil. Dem CAPI-WHO-CIDI liegen die ICD-10

als auch das DSM-IV zugrunde. Patienten konnten an der Studie teilnehmen,
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wenn sie kaukasischer Abstammung und zwischen 18 und 65 Jahre alt waren.
Zudem mussten sie vier oder mehr Punkte auf der Clinical Global Impression
Scale (CGI) (Guy, 1976) erzielen und die Moglichkeit haben regelmaldig an den
von der Studie angedachten Therapiestunden teilnehmen zu kodnnen. Das
Vorhandensein komorbider Achse-I-Erkrankungen fuhrte zu keinem Ausschluss,
solange die Panikstorung die Hauptdiagnose darstellte und die Patienten nicht
zusatzlich unter einer der folgenden psychischen Storung litten: Bipolare affektive
Erkrankung, psychotische Stérungen, substanzinduzierte Stdérungen wie
gegenwartige Alkoholabhangigkeit sowie Missbrauch oder Abhangigkeit von
Benzodiazepinen und anderen psychoaktiven Substanzen. Zu einem Ausschluss
der Probanden fuhrten auch eine aktuelle Suizidabsicht, eine Borderline-
Personlichkeitsstérung, eine gegenwartige Psychotherapie oder
Psychopharmakotherapie, sowie arztliche Bedenken bzgl. der Teilnahme eines
Patienten an der Expositions-basierten Kognitiven Verhaltenstherapie (hierzu
zéhlte das Vorliegen einer schweren kardiovaskularen, renalen oder
neurologischen Erkrankung). 68 % der Panikpatienten litten damit zusatzlich an
einer weiteren psychischen Erkrankung (vornehmlich Affektive Stérungen und
Phobien), 49 % der Patienten wiesen zusatzlich eine 2. psychische Erkrankung
auf und 21 % eine 3. sowie 12 % zusatzlich eine 4. psychische Erkrankung.
Vertreten waren vornehmlich Affektive Stérungen wie eine mittelgradige
depressive Episode und Phobien, v.a. die soziale Phobie.

Alle eingeschlossenen Panikpatienten nahmen keinerlei Medikation ein.

Die MAC-Studie wurde von den Ethikkommissionen der Universitaten Dresden
(Ethikvotum: EK164082006) und Wrzburg (Ethikvotum: 206/06, 54/10) bewilligt
und erfullt die Anforderungen der Deklaration von Helsinki. Alle
eingeschlossenen Teilnehmer unterzeichneten eine schriftliche
Einverstandniserklarung, nachdem sie ausfuhrlich Gber das Studiendesign

aufgeklart worden waren.

Fur Fall-Kontroll-Assoziationsstudien wurden Probanden aus der Gruppe der
gesunden Probanden und der Panikpatienten nach Alter und Geschlecht
gematched (Gesamtanzahl = 506; Frauen = 356; mittleres Alter = 30,5 + 8,3
Jahre) (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 3: Demographische Daten der Patienten mit Panikstérung. Anzahl der eingeschlossenen
Frauen und Manner (w/m), Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) der Fragebdgen Anxiety
Sensitivity Index (ASI) und Agoraphobic Cognitions Questionnaire (ACQ), Anzahl der Patienten
mit Panikstérung und Agoraphobie (PD+AG) sowie die Genotypverteilung der untersuchten SNPs
der Gene DNA-Methyltransferase 3A (DNMT3A) und DNA-Methyltransferase 3B (DNMT3B). rs:
Referenz-Einzelnukleotidpolymorphismus, C: C-Allel, T: T-Allel, A: A-Allel, G: G-Allel. Angelehnt
an (Berking et al., 2020).

1.Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungsperiode Gesamtstichprobe

Geschlecht 216/76 140/74 356/150
(w/m)
Alter (M/SD) 36,0/10,8 34,0/10,4 35,2/10,7
ASI (M/SD) 31,1/11,4 31,0/10,7 31,1/11,1
ACQ (M/SD) 2,2/0,6 2,2/0,6 2,2/0,6
Agoraphobie- 292 (100 %) 187 (87 %) 479 (95 %)
diagnose
(PD+AG)
Genotyp
DNMT3A
rs1465825 14/121/141 6/73/99 20/194/240
(CC/CT/TT)
rs11683424 10/98/171 13/53/127 23/151/298
(TT/TCICC)
rs1465764 2/33/240 3/25/173 5/58/413
(TTITAIAA)
DNMT3B
rs4911259 27/140/108 33/85/81 60/226/189
(GG/GTITT)
rs2424932 53/127/91 34/81/85 87/208/176
(AA/AG/GG)

b) Gesunde Probanden

Es konnten 3112 gesunde Probanden (Frauen = 1729; mittleres Alter = 25,3 +
5,7 Jahre) in die Arbeit eingeschlossen werden (siehe Tabelle 3), welche von
2008 bis 2016 im Rahmen des Sonderforschungsbereichs Transregio SFB-TRR
58 Subprojekt Z02 in Wirzburg (Supervision durch J. Deckert, A. Reif und K.
Domschke, Klinik und Poliklinik far Psychiatrie, Psychosomatik und
Psychotherapie des Universitatsklinikums Wairzburg), Munster (Supervision
durch K. Domschke und P. Zwanzger, Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie
des Universitatsklinikums Munster) und Hamburg (Supervision durch C. Blchel,

R. Kalisch und T. Lonsdorf, Institut fir Systemische Neurowissenschaften,
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Hamburg) in zwei separaten Forderperioden von jeweils vier Jahren rekrutiert
worden waren. Es wurde zudem erfasst, ob der jeweilige Proband Raucher oder
Nichtraucher war (diese Information lag nicht zu allen Teilnehmern vor).
Eingeschlossen wurden Rechtshander mit kaukasischer Abstammung tber drei
Generationen (Selbstauskunft), welche die deutsche Sprache flissig in Wort und
Schrift beherrschen. Zu den Ausschlusskriterien z&hlten eine manifeste oder
stattgehabte DSM-I1V-Axis-I-Erkrankung (Testung durch geschulte Psychologen
anhand der deutschen Version des Mini International Neuropsychiatric Interview
(Ackenheil, Stotz & Dietz-Bauer, 1999; Sheehan et al., 1998)), eine aktuell
vorliegende Schwangerschaft, schwere somatische Erkrankungen, die
Einnahme zentralwirksamer Medikamente oder illegaler Drogen, exzessiver
Alkoholkonsum  (>15 Glaser Alkohol/Woche),  Nikotinkonsum  (>20
Zigaretten/Tag) und Koffeingenuss (>4 Tassen Kaffee/Tag).

Die jeweiligen Studien des SFB-TRR 58, in deren Rahmen die Daten der
Probanden gesammelt wurden, sind von den Ethikkommissionen der
Universitdten Munster, Hamburg und Wurzburg (Ethikvotum: 7/08) genehmigt
und erfillen die Anforderungen der Deklaration von Helsinki. Alle
eingeschlossenen Teilnehmer unterzeichneten eine schriftliche
Einverstandniserklarung, nachdem sie ausfiuhrlich Uber das Studiendesign und

den Studienablauf aufgeklart worden waren.

Tabelle 4: Demographische Daten der gesunden Probandengruppe. Anzahl der
eingeschlossenen Frauen und Manner (w/m), Raucher oder Nichtraucher (Raucher (ja/nein),
Mittelwert und Standardabweichung (SD) der Fragebdgen Anxiety Sensitivity Index (ASI),
Agoraphobic Cognitions Questionnaire (ACQ) und Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
sowie die Genotypverteilung der untersuchten SNPs der Gene DNA-Methyltransferase 3A
(DNMT3A) und DNA-Methyltransferase 3B (DNMT3B). rs: Referenz-Einzelnukleotid-
polymorphismus, C: C-Allel, T: T-Allel, A: A-Allel, G: G-Allel. Angelehnt an (Berking et al., 2020).

1.Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungsperiode Gesamtstichprobe

Geschlecht 865/763 864/620 1729/1383
(w/m)

Raucher 311/1161 247/1237 558/2398
(ja/nein)

Alter (M/SD) 25,0/5,6 25,6/5,7 25,3/5,7
ASI (M/SD) 13,2/6,5 14,3/7,3 13,7/6,9
ACQ (M/SD) 1,35/0,26 1,34/0,25 1,35/0,26
PSWQ (M/SD) 40,7/9,8 40,7/10,0 40,7/9,9
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Genotyp

DNMT3A
rs1465825 75/563/910 69/500/828
(CC/ICT/TT)
rs11683424 57/470/1028 45/423/971 102/893/1999
(TT/TCICC)
rs1465764 7/175/1386 6/165/1273 13/340/2659
(TTITAIAA)

DNMT3B
rs4911259 205/723/639 190/654/584
(GGIGT/TT)

rs2424932 242/751/566 209/711/503
(AAJAGIGG)

144/1063/1738

395/1377/1223

451/1462/1069

Tabelle 5: Demographische Daten der fir die Fall-Kontroll-Stichprobe verwendeten und
gematchten gesunden Probanden. Anzahl der eingeschlossenen Frauen und Méanner (w/m),
Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD) der Fragebdgen Anxiety Sensitivity Index (ASI) und
Agoraphobic Cognitions Questionnaire (ACQ) sowie die Genotypverteilung der untersuchten
SNPs der Gene DNA-Methyltransferase 3A (DNMT3A) und DNA-Methyltransferase 3B
(DNMT3B). rs: Referenz-Einzelnukleotidpolymorphismus, C: C-Allel, T: T-Allel, A: A-Allel, G: G-
Allel. Angelehnt an (Berking et al., 2020).

1.Rekrutierungsperiode

2. Rekrutierungsperiode

Gesamtstichprobe

Geschlecht 216/76 140/74 356/150
(w/m)
Alter (M/SD) 28,8/7,4 32,8/8,8 30,5/8,3
ASI (M/SD) 12,4/6,6 13,3/7,3 12,8/6,9
ACQ (M/SD) 1,3/0,3 1,3/0,2 1,3/0,2
Genotyp
DNMT3A
rs1465825 14/114/157 9/69/131 23/183/288
(CCICT/TT)
rs11683424 9/89/189 11/62/137 20/151/326
(TT/TCICC)
rs1465764 2/35/250 0/23/189 2/58/439
(TTITAIAA)
DNMT3B
rs4911259 30/148/112 30/99/78 60/247/190
(GG/GT/TT)
rs2424932 54/131/102 30/103/76 84/234/178
(AA/AG/GG)

2.1.2. Psychometrische Charakterisierung

Anhand psychometrischer Fragebégen wurden die psychologischen

Charakteristika beziglich angstbezogener Kognition und der Personlichkeits-
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eigenschaft der Besorgnis der Probanden erfasst. Die gesunden Probanden
fullten alle im Folgenden erlauterten Fragebdgen aus. Zu den Panikpatienten
lagen nur Daten des Agoraphobic Cognitions Questionnaire und des Anxiety

Sensitivity Index vor.

Agoraphobic Cognitions Questionnaire (ACQ):

Deutschsprachige Version (Chambless, Caputo, Bright & Gallagher, 1984;
Ehlers, Margraf & Chambless, 1993). Mittels 14 items wird mit dem ACQ
abgefragt, wie haufig angstbezogene Kognitionen bei dem Befragten
vorkommen, wenn dieser Angstlichkeit oder Nervositat verspurt. Hierzu zahlen
Gedanken, die angstbezogene kérperliche Symptome (wie beispielsweise sich
Ubergeben zu missen oder einen Herzanfall zu erleiden) und Formen des
Kontrollverlustes (z.B. die Idee, verrickt zu werden oder Unsinn zu reden)
betreffen. Die 14 items kdnnen von den Probanden auf einer Likert-Skala, welche
von ,1 = der Gedanke kommt nie vor® bis ,5 = der Gedanke kommt immer vor®,
beurteilt werden. Um den Test auszuwerten werden die Punkte der einzelnen

items aufsummiert und anschlieRend der Mittelwert gebildet.

Anxiety Sensitivity Index (ASI):

Deutschsprachige Version (Alpers & Pauli, 2001; Reiss, Peterson, Gursky &
McNally, 1986). Der aus 16 items bestehende Fragebogen dient zur Erfassung
der Angstsensitivitdt. Diese wird als Personlichkeitsmerkmal verstanden und
beschreibt die Angst vor korperlichen und kognitiven Symptomen einer
Angstreaktion. Zu den Items zahlen Aussagen wie ,Es macht mir Angst, wenn
ich nervos bin“ oder auch ,Es macht mir Angst, wenn mein Herz schneller
schlagt®. Der Proband ist dazu angehalten auf einer Likert-Skala, welche von
,0 = sehr wenig“ bis ,4 =sehr stark” reicht, anzugeben wie zutreffend die
einzelnen items fur ihn sind. Die Auswertung erfolgt, indem alle Einzelwerte
aufsummiert werden.

Das Ergebnis einer ASI-Testung hat einen pradikativen Wert fir die
Auftrittsswahrscheinlichkeit von Panikattacken (Beutel, Dietrich & Wiltink, 2005;
Hoyer & Margraf, 2003).
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Penn State Worry Questionnaire (PSWQ):

Deutschsprachige Version (Meyer, Miller, Metzger & Borkovec, 1990; Stober,
1995). In diesem Test werden 16 items zur Erfassung des Grades pathologischer
Besorgnis eingesetzt, wie sie z.B. bei der Generalisierten Angststérung vorliegt
(Meyer et al., 1990). Auf einer Likert-Skale von ,1 = nicht typisch® bis ,5 = @aul3erst
typisch® erfolgt durch den Probanden die Angabe wie gut die einzelnen items mit
seiner Kognition Ubereinstimmen. 11 items beziehen sich auf sorgenvolle
Gedanken, welche auch im Rahmen der pathologischen Besorgnis auftreten
(z.B.: ,Ich mache mir die ganze Zeit Uber Sorgen®, ,Meine Sorgen wachsen mir
uber den Kopf“). Die Ubrigen finf items beschreiben eine Kognition in der
Besorgnis kein Problem darstellt. Diese items umfassen beispielsweise die
Aussage ,Mir fallt es leicht sorgenvolle Gedanken zu vertreiben® oder ,Ich mache
mir nie Uber etwas Sorgen“. Der Test vermag klinische Stichproben (v.a. die
Generalisierte Angststorung) von nicht klinischen zu trennen (Hoyer & Margraf,
2003). In der Auswertung erhalten die zuletzt beschriebenen finf items eine
andere Gewichtung (1 =5,2=4,3=3,4 =2, 5=1). Anschlielend werden alle

erzielten Werte aufsummiert.

2.2. Materialien

2.2.1. Kits
Kit Hersteller
KASP™ Assay Master mix LGC Limited, Hoddesdon,
Grol3britannien
KASP™ Assay mix LGC Limited, Hoddesdon,

GrolRbritannien

2.2.2. Medien, Puffer und Enzyme

Medium Puffer Enzyme Hersteller

Agarose LE Biozym, Hessisch Oldendorf,
Deutschland
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CutSmart® Puffer New England Biolabs, Inc., Ipswich,
Massachusetts, USA

DNA Gel Loading Dye (6X) Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
Massachusetts, USA

GeneRuler 100 bp-Marker Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
Massachusetts, USA

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dATP, Promega Corporation, Madison,

dCTP, dGTP, dTTP) Wisconsin, USA

Pronase E (4000 U/mg) AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Restriktionsenzym New England Biolabs, Inc., Ipswich,

Afl | | Restriktionsenzym Afl I Massachusetts, USA

(20000 U/ml)

House-Tag-Polymerase (0,3 U/ul) AG Funktionelle Genomik, ZEP,

Wirzburg, Deutschland

2.2.3. Primer
SNP Primersequenz Hersteller
DNMT3A-F 5-AGAGCCTAAAAGAGGTGCTGG-3° Sigma-Aldrich Co.
(rs1465825) LLC., Steinheim,
Deutschland
DNMT3A-R 5°-CCCAGGAGAATGATGCACCC-3° Sigma-Aldrich Co.
(rs1465825) LLC., Steinheim,
Deutschland
DNMT3A KASP™ by design Primer Mix LGC Limited,
(rs11683424, Hoddesdon,
rs1465764), Grol3britannien
DNMT3B
(rs2424932,
rs4911259)
2.2.4. Selbst hergestellte Puffer
Puffer Zusammensetzung Hersteller
Gefrierlysepuffer 2,5 ml Nonidet® P40 AppliChem GmbH,

Darmstadt, Deutschland

22,5 g 15,4 mM Natrium- Merck KGaA, Darmstadt,
Chlorid mittels ddH-O fir Deutschland
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Goldstar-DNA-PCR-Puffer

Loading-Puffer fr
Gelelektrophorese

Lysispuffer

SE-Puffer pH 8,0

TAE-Puffer

Chromotographie
(LiChrosolv®) auf 2,5 |
auffullen

Trizma® pH 9,01 M

200 pl 20 mM
Ammoniumsulfat

10 pl 0,1 % Tween® 20

mittels ddHO fur
Chromotographie
(LiChrosolv®) auf 1 ml
auffillen

25 mg Bromphenolblau-
Xylene Cyanol

1 ml Glycerol wasserfrei

155 ml 1 M Ammonium-
Chlorid

10 ml 1 M Kalium-
Bicarbonat

200 pl EDTA-Lsg.0,5 M pH
8,0

mittels ddH2O fur
Chromotographie
(LiChrosolv®) auf 1 |
Auffullen

4,383 g 75 mM Natrium-
chlorid

50 ml 0,5 M pH 8,0 EDTA-
Lsg.

mittels ddH2O fur
Chromotographie
(LiChrosolv®) auf 1 |
auffillen

121 g Tris altrapure
(M121)
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Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC.,
Steinheim, Deutschland

AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC.,
Steinheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC.,
Steinheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland



28,5 g Essigsaure 99-

100 %

Mallinckrodt Baker,
Deventer, Niederlande

mittels ddHO fur
Chromotographie

(LiChrosolv®) auf 1 |

auffullen

TE-Puffer (1X) pH 8,0

2.2.5. Chemikalien

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Chemikalien

Hersteller

ddH-0 fur Chromotographie
(LiChrosolv®)

Ethanol 70 %

Ethidiumbromid-Lsg. 0,07 %

Isopropylalkohol

Magnesiumchlorid 1 M

Natriumchlorid
SDS 20 %

2.2.6. Verbrauchmaterialien

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Materialien

Hersteller

Becherglas 1000 ml Duran
Combitips advanced 0,1/0,2 ml

Falcon® konisches Zentrifugenréhrchen
50 ml

FrameStar® 96-Well ohne Rahmen

FrameStar® 96-Well ABI® FastPlate
Style Plates

Multiply-pStrip Pro 4er-Kette

Schott AG, Mainz, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

4titude® Limited, Wotton, GrofRRbritannien
4titude® Limited, Wotton, GroRRbritannien

Sarstedt AG&Co, Numbrecht,
Deutschland



PCR-Gefal3e 8er-Strips 0,2 ml

PCR-Kappen flr 8er Stripes
PCR-Platte 384-Well mit Rahmen

Pipettenspitzen Biosphere Fil. Tip (steril)
1250 extra long/300/100/20/10 pl

Brand GmbH & Co KG, Wertheim,
Deutschland

4titude® Limited, Wotton, Grof3britannien

Brand GmbH & Co KG, Wertheim,
Deutschland

Sarstedt AG&Co, Nimbrecht,
Deutschland

Schraubrdhre 5 ml (steril)

S-Monovette® 9 ml K3E

2.2.7. Geratschaften

Sarstedt AG&Co, Nimbrecht,

Deutschland

Sarstedt AG&Co, Niimbrecht,

Deutschland

Gerat

Produktbezeichnung

Hersteller

Chemilumineszenz-
/Fluoreszenzsystem

Elektrophoresekdmme 16
Well

Gelkammer

GelgieRkammer

Inkubator

Magnetrihrer/Heizplatte

Mikrowelle

Netzgerat

Netzgeréat

Netzgeréat

Fusion FX6 Spectra

Standardkamm 1,0 mm,
16 Zahne, 20 pl

PerfectBlue™ Gelsystem
Mini L

MultiCast™ GelgieR3stand

Heraeus B 5042 E

L-81

R-239 W

El phor Powerpack P24

E431

E844

32

VILBER LOURMAT
Deutschland GmbH,
Eberhardzell, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

Heraeus Holding GmbH,
Hanau, Deutschland

Labinco BV, Breda,
Niederlande

Sharp Electronics GmbH,
Hamburg, Deutschland

Biometra GmbH,
Géttingen, Deutschland

Consort bvba, Turnhout,
Belgien

Consort bvba, Turnhout,
Belgien



Photometer

Real-Time PCR
Detektionssystem

Real-Time PCR
Detektionssystem

Thermocycler

Thermocycler

Thermocycler

Vortex-Mixer

Vortex-Mixer

Waage

Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

2.2.8. Software

NanoDrop ND-1000

CFX384 C1000 Touch

CFX384 C1000

T Professional Basic
Gradient

T Professional

T 1 Thermocycler 96
Labinco L46
Vortex-Genie 2 G560E
PM300

Centrifuge 5430
Hereaus Megafuge 1.0 R
Microspin FV 2400
Rotanta 460 R

Rotanta 965

Spectrafuge C1301 230V

PEQLAB Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, Kalifornien,
USA

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, Kalifornien,
USA

Biometra GmbH,
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2.3. Methoden

2.3.2. Blutentnahme

Pro Proband wurden bis zu 18 ml vendses Vollblut mittels EDTA K- (Kalium-
Ethylendiamintetraessigsaure) Rohrchen (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)
entnommen. Anschlie3end wurde das gewonnene Blut héchstens sieben Tage
bei einer maximalen Temperatur von +4,0 °C gelagert. Die DNA-Extraktion
erfolgte daraufhin an der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie, Psychosomatik und
Psychotherapie des Universitatsklinikums Wurzburg.

2.3.3. DNA-Extraktion aus Vollblut

Die Extraktion der DNA aus Vollblut erfolgte an der Klinik und Poliklinik fur
Psychiatrie, Psychosomatik und Psychotherapie des Universitatsklinikums
Wirzburg aus Leukozyten mittels eines modifizierten Standardverfahrens der
Salzfallung nach Miller und Mitarbeitern (Miller, Dykes & Polesky, 1988). Das
Verfahren besteht aus drei Schritten, die auf zwei Arbeitstage verteilt waren.

Zur Uberprifung des DNA-Gehalts in jeder Probandenprobe wurde anschlieRend
eine photometrische Konzentrations- und Reinheitskontrolle (NanoDrop ND-
1000, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) durchgefthrt.

1 Schritt: Lyse der Erythrozyten und Trennung des Erythrozytenlysats von den
Leukozyten

Im ersten Schritt erfolgte die Lyse der Erythrozyten mit Hilfe eines hypotonen
Milieus und anschlie3end die Abtrennung der Leukozyten vom Erythrozytenlysat.
Hierzu wurden maximal 10 ml Vollblut eines Probanden mit dem Lysispuffer auf
das vierfache Ausgangsvolumen verdinnt und fir 30 min auf Eis inkubiert.
Daraufhin erfolgte die Zentrifugation (Rotanta 460 R/Rotanta 965, Andreas
Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland) fur 15 min bei 4,0 °C und einer
Drehzahl von 2500 rpm. Danach wurde der Uberstand dekantiert. Das
Leukozytenpellet wurde erneut in 5 ml Lysispuffer resuspendiert und durch
Zentrifugation (15 min, 4,0 °C, 2500 rpm) aufgereinigt. Der entstandene

Uberstand wurde anschlieRend dekantiert und verworfen.
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2.Schritt: Lyse der Leukozyten und Abtrennung des Lysats von der DNA

Um die Leukozyten zu lysieren, wurde das Leukozytenpellet in 5 ml SE-Puffer
geldst und mit 250 pl Pronase E und mit 250 pl 20 %igem SDS versetzt. Dieses
Gemisch wurde bei 37,0 °C lber Nacht in einem Inkubator (Heraeus B 5042 E,
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland) inkubiert, um einen vollstédndigen
enzymatischen Verdau zu gewahrleisten.

Anschlielend wurden dem Leukozytenlysat 2,5 ml SE-Puffer zugefigt und
zusatzlich 2,5 ml Natriumchlorid hinzugegeben. Es erfolgte daraufhin eine
grundliche Durchmischung der Losung mittels eines Vortex-Mixers (Vortex-Genie
2 G560E, Sientific Industries, IncBohemia, NY, USA; Labinco L46, Labinco BV,
Breda, Niederlande) von ca. 15 s und eine zwanzigminitige Zentrifugation bei
4000 rpm und Raumtemperatur.

3. Schritt: Ausfallung der Leukozyten-DNA

Abschlieend wurde die DNA durch Zugabe von 15 ml Isopropylalkohol
ausgefallt. Um die DNA zu pelletieren, wurde die Suspension bei
Raumtemperatur und 3000 rpm fiir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das DNA-Pellet mit 4 ml Ethanol (70 %) gewaschen. Das so
gewonnene DNA-Pellet wurde anschlie@end in 800 pl TE-Puffer (1x)
resuspendiert und fir zwei Stunden bei 37,0 °C inkubiert (Heraeus B 5042 E,
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland), um die ausgeféllte DNA wieder
vollstandig zu losen bevor eine photometrische Uberpriifung der DNA-
Konzentration und -reinheit durchgefuhrt wurde (NanoDrop ND-1000, PEQLAB

Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland).

Konnte fir die Proben jeweils bei einer Wellenlange von 260 nm eine Extinktion
von 1 detektiert werden, war von einer DNA-Konzentration von 50 ng/ul
auszugehen. Daruber hinaus wurde die Reinheit jeder Probe mittels des
Extinktionsquotienten (Extinktion bei 260 nm / Extinktion bei 230 nm) gepruft. Bei
einem Extinktionsquotienten >2, konnte davon ausgegangen werden, dass keine
Verunreinigung durch Salze oder andere organische Verbindungen bestand.
Zudem wurde der Extinktionsquotient aus der Extinktion bei 260 nm und der

Extinktion bei 280 nm gebildet. Lag dieser zweite Quotient zwischen 1,8 und 2,
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war die Beimengung von Proteinen oder Phenolen unwahrscheinlich. Die DNA-

Probe konnte somit zur weiteren Analyse genutzt werden.

2.3.4. Genotypisierungsmethoden

Zur Allelbestimmung wurden zwei unterschiedliche Methoden genutzt. Die
Genotypisierung von rs1465825 des DNMT3A-Gens erfolgte mittels PCR,
Restriktionsverdau, Gelelektrophorese und anschlielender Auswertung durch
Chemilumineszenz-lmaging, dem sog. PCR-Restriktions-Fragment-L&ngen-
Polymorphismus-Assay (PCR-RFLP) (Ota, Fukushima, Kulski & Inoko, 2007).
Alle Gbrigen Einzelnukleotidpolymorphismen wurden mittels des KASP™-Assays

untersucht.

2.3.4.1. Polymerasekettenreaktion (DNMT3A rs1465825)

Um definierte DNA-Abschnitte fir weitere Sequenzanalysen zu amplifizieren,
wurden Polymerasekettenreaktionen (PCR) durchgefuhrt (T Professional Basic
Gradient/T Professional/T 1 Thermocycler 96, Biometra GmbH, Gottingen,
Deutschland). Dabei handelt es sich um eine in vitro Amplifikationsmethode zur
Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen (Mullis & Faloona, 1987; Saiki et
al., 1988).

Das verwendete PCR-Protokoll bestand aus sechs Schritten (siehe Tabelle 6 und
7). Schritt zwei bis funf wurden 35-mal wiederholt, um eine exponentielle

Amplifikation zu erreichen.

1.Schritt: Initiale Denaturierung und Polymeraseaktivierung /2. Schritt:
Denaturierung

Zu Beginn der PCR wurde die DNA in ihre Einzelstrdnge denaturiert, um den
Primern wie auch der Polymerase den Zugang zur DNA zu gewahren. Zudem
wurde im ersten Schritt durch eine Temperatur von 95,0 C° die Tag-Polymerase

aktiviert. Der PCR-Ansatz (siehe Tabelle 2) wurde daher initial fir 5 min auf
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95,0 °C erhitzt. In den darauffolgenden Zyklen war eine Denaturierung bei

95,0 °C von nur 45 s notwendig.

3. Schritt Primerhybridisierung

Damit die Polymerase den gewinschten DNA-Abschnitt vervielfaltigen konnte,
wurden zwei sequenzspezifische Primer (Oligonukleotide) bendtigt, an deren
Enden die Synthese eines neuen korrespondierenden DNA-Stranges begonnen
wurde. Notwendig waren zwei Primer (Sigma-Aldrich Co. LLC., Steinheim,
Deutschland). Nach Anlagerung der Primer an die jeweilige komplementére
DNA--Sequenz verlief die Synthese der neuen Strange gegenléaufig, ausgehend
von beiden Primern stets vom 5 -Ende aus. Das Primerdesign war zuvor mittels
Primer-Blast (National Center for Biotechnology Information, U.S. National
Library of Medicine, Bethesda, Maryland, USA,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). erfolgt. Als optimale
Anlagerungstemperatur stellte sich 62,5 °C heraus. Die PCR-L6sungen wurden
daher im 3. Schritt fiir 45 s auf 62,5 °C heruntergekunhlt.

4.Schritt: Elongation

Nachdem sich die Primer an die jeweiligen DNA-Strange anlegten, begann die
von uns verwendete Tag-Polymerase nun mit der Herstellung des DNA-
Stranges. Hierfur nutzte die Polymerase die in der PCR-Lésung enthaltenen
Desoxyribonukleosidtriphosphate. Um eine maximale enzymatische Aktivitat zu
erhalten, wurde eine Temperatur von 72,0 °C bendtigt. Bei der Lange der
gewunschten DNA-Sequenz waren 45s fur den Elongationsvorgang

desiderabel.

5. Schritt: Finale Elongation/ 6. Schritt: Pause
Es erfolgte erneut eine letzte Elongation. Am Ende wurde das PCR-Produkt
(amplicon) auf 10,0 °C heruntergekuhlt, um dessen Qualitat nicht zu gefahrden

(Pause).
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Tabelle 6: PCR-Protokoll flir DNMT3A rs1465825

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95,0 °C 5 min
/Polymeraseaktivierung

Denaturierung 95,0 °C 45 sec

Primerhybridisierung 62,5 °C 45 sec 35x
Elongation 72,0 °C 45 sec

Finale Elongation 72,0 °C 5 min

Pause 10,0 °C

Tabelle 7: PCR-Komponenten fir DNMT3A rs1465825

Komponente Menge
Goldstar-DNA-PCR-Puffer 2,5 ul
MgCl, 25 mM 1,0ul
dNTPs je 2,5 mM 1,0 ul
Oligonukleotide: 5"DNMT3A-F: 1,0 ul
(10 pmol/pl)

Olgonukleotide: 5’"DNMT3A-R: 1,0ul
(10 pmol/pl)

Tag-Polymerase (5 Units) 0,3 ul
H.O 17,2 ul
DNA-Template (10-50 ng/ul) 1,0 ul

Nach jeder durchgefiihrten PCR erfolgte eine stichprobenartige Kontrolle der
PCR-Produkte mittel Gelelektrophorese (siehe unten). War die PCR erfolgreich,

so wurden die Produkte dem Restriktionsverdau zugefihrt.

2.3.4.2. Restriktionsverdau (DNMT3A rs1465825)

Mit Hilfe von Typ | | Restriktionsenzyme (Restriktionsendonukleasen) kénnen

Phosphodiesterase-bindungen an spezifischen Stellen der DNA hydrolisiert
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werden (Arber, 1978). Restriktionsendonukleasen erkennen palindromische
Sequenzen. Kommt es jedoch, so wie in dem von uns untersuchten DNMT3A-
Gen, zu Einzelnukleotidpolymorphismen, welche in der Erkennungssequenz
eines Restriktionsenzyms liegen, kann das Enzym diese Sequenz nicht erkennen
und folglich die  DNA-Strdnge nicht hydrolysieren. Liegt ein
Einzelnukleotidpolymorphismus heterozygot vor, entstehen nach einem
Restriktionsverdau drei unterschiedlich lange DNA-Sequenzen. Hierbei handelt
es sich um ein langeres, ungeschnittenes und zwei kurze durch Hydrolyse
entstandene DNA-Fragmente. Kommt der SNP jedoch homozygot vor, werden
entweder beide Allele hydrolysiert und es entstehen zwei unterschiedlich lange
Fragmente. Liegt das andere Allel homozygot vor kann keine Hydrolyse erfolgen
und alle DNA-Fragmente bleiben gleich lang.

Im Fall des Einzelnukleotidpolymorphismuses rs1465825 des DNMT3A-Gens
wurde in dieser Arbeit das Restriktionsenzym Afl | | verwendet. Dieses
schneidet an der palindromischen Sequenz 5-CTTAAG-3'. Es entstanden so
Restriktionsprodukte mit einem 5'-Uberhang (5 -sticky-End). Da bei C-
Alleltragern folgende Sequenz vorhanden ist: 5°-CTCAAG-3", konnte Afl | |
diese nicht erkennen und hydrolysieren. So ergaben sich DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Fragmentenldnge der rs1465825 Genotypen

Genotyp Fragmentenlénge

TIT 212 bp, 118 bp

(o7a) 330 bp, 212 bp, 118 bp
C/C 330 bp

Die Auswahl des passenden Restriktionsenzyms erfolgte mit Hilfe des NEBcutter
V2.0 (New England Biolabs, Inc., Ipswich, Massachusetts, USA,
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).

Pro DNA-Probe wurde der in Tabelle 9 beschriebene Reaktionsansatz hergestellt
und for mindestens drei Stunden bei 37,0 °C inkubiert (Heraeus B 5042 E,
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland). AnschlieRend wurden 10 ul des
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so erhaltenen Reaktionsansatzes mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und

anschlielend durch Chemilumineszenz-Imaging analysiert (siehe 2.3.4.3).

Tabelle 9: Reaktionsansatz des Restriktionsverdaus fiir DNMT3A rs1465825

Komponente Menge
Restriktionsenzym Afl 11 0,5 ul
CutSmart® Puffer 2,0 ul
ddH20 7,5u
Amplicon 10,0 pl

2.3.4.3. Agarosegelelektrophorese (DNMT3A rs1465825)

Die Agarosegelelektrophorese ist ein Verfahren zur Trennung geladener
Molekile entlang eines elektrischen Gradienten (Aaij & Borst, 1972; McDonell,
Simon & Studier, 1977). Aufgrund der negativ geladenen Phosphatreste sind
DNA-Fragmente Anionen. In einem elektrischen Feld wandern diese somit zur
Anode. Durch das Auftragen des Reaktionsansatzes (siehe 2.3.4.2.) auf die
Agarosegelmatrix erfolgte so eine Auftrennung der DNA-Fragmente nach deren
Grolle. Die Laufstrecke eines Molekuls ist umgekehrt proportional zu dem
Logarithmus seiner Molektlmasse. Fir die in dieser Arbeit zu untersuchenden
DNA-Fragmente von 118 bis 330bp ergab sich eine optimale
Agarosekonzentration von 3 % und eine ideale Spannung von 120 V (El phor
Powerpack P24, Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland; E431/E844, Consort
bvba, Turnhout, Belgien). Zudem wurde dem Agarosegel der Farbstoff
Ethidiumbromid zugeflgt (siehe Tabelle 10). Dieses interkalierte in die DNA,
wahrend die DNA-Fragmente entlang des elektrischen Feldes wanderten und
ermoglichte  im Anschluss die UV-photometrische Auswertung durch
Fluoreszenz. Anschlieiend konnten anhand eines zusatzlich aufgetragenen
Leiters (GeneRuler 100 bp-Marker, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
Massachusetts, USA) die Langen der DNA-Fragmente abgelesen werden.

Die Komponenten des Agarosegels (siehe Tabelle 10) wurden durch Erhitzen fur
ca. 5min in einer Mikrowelle gelost (R-239 W, Sharp Electronics GmbH,

Hamburg, Deutschland) geldst. AnschlieBend kihlte die Mischung wéhrend
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kontinuierlichen RuUhrens auf circa 60 °C ab. Erst dann wurden 80 pl
Ethidiumbromidlésung (Ethidiumbromid-Lsg. 0,07 %, AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben und die flissige Agarosemasse in die
mit Elektrophoresekammen besttickte GieRkammer (MultiCast™ GelgieRstand,
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) gegossen. Ein
Agarosegel konnte nach ca. 30 min Abkihlung verwendet werden. Die
Auftrennung erfolgte mittels horizontaler Gelelektrophorese (PerfectBlue™
Gelsystem Mini L, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland)
innerhalb von etwa 15 min in TAE-Puffer. Es wurden jeweils pro Geltasche 7 pl
des Reaktionsansatzes (siehe 2.3.4.2.) zusammen mit 3 pl Gel-Ladepuffer (DNA
Gel Loading Dye (6X), Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, Massachusetts,

USA) zur optischen Diskriminierung aufgetragen.

Tabelle 10: Komponenten des verwendeten Agarosegels

Komponente Menge
Agarose LE 39
TAE-Puffer 100 ml
Ethidiumbromid-Lsg. 0,07 % 80 pl

2.3.4.4. Geldokumentation und Auswertung

Nachdem die DNA-Fragmente im elektrischen Feld aufgetrennt wurden, konnte
das zwischen den Basen interkalierte Ethidiumbromid mit Hilfe von UV-Licht
sichtbar gemacht und das Fluoreszenzmuster durch ein Chemilumineszenz-
/Fluoreszenzsystem (Fusion FX6 Spectra, VILBER LOURMAT Deutschland
GmbH, Eberhardzell, Deutschland) detektiert werden. Die anschlie3ende
Auswertung der Messdaten und die damit verbundene Diskriminierung der
vorliegenden Allele erfolgte mittels spezieller Software zur
Fluoreszenzdarstellung (Evolution-CAPT for Fusion FX6, VILBER LOURMAT
Deutschland GmbH, Eberhardzell, Deutschland) (siehe Abbildung 3).
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T/T C/C CIT

Abbildung 3: Beispiel einer Geldokumentation von DNMT3A rs1465825 und dessen Allele. T: T-
Allel; C: C-Allel.

2.3.4.5. KASP™-Assay (DNMT3A rs11683424 und rs1465764 sowie DNMT3B
rs2424932 und rs4911259)

Die allelische Diskriminierung von rs11683424 und rs1465764 des DNMT3A-
Gens wie auch von rs2424932 und rs4911259 des DNMT3B-Gens wurden mit
dem KASP™  Genotypisierungs-Assays (LGC Limited, Hoddesdon,
Grossbritannien) durchgefuhrt. KASP™ steht fur kompetitives Allel-spezifisches
PCR-Genotypisierungssystem und stellt ein Fluoreszenz basiertes
Detektionssystem dar, um SNP-Varianten mittels quantitativer Echtzeit-PCR zu
bestimmen (He, Holme & Anthony, 2014). Dieses Detektionssystem beruht auf
dem sogenannten Fdrster-Resonanzenergietransfer (FRET), auch als
Fluoreszenz- Resonanzenergietransfer bezeichnet (LGC Limeted, 2013;
Sapsford, Berti & Medintz, 2006). Bei diesem physikalischen Phanomen kommt
es zu einer strahlungslosen Ubertragung von Energie zwischen einem
angeregten Fluorophor (Donor) und einem weiteren Fluorophor (Akzeptor) im
Rahmen einer Dipol-Dipol-Wechselwirkung (Lakowicz, 2006; Sapsford et al.,
2006). Der Akzeptor geht so in einen angeregten Zustand Uber und emittiert
Photonen. Der Akzeptor muss nicht notgedrungen ein Fluorophor sein.
Voraussetzung ist, dass die Emissionsbande des Donors mit der
Absorptionsbande des Akzeptors ubereinstimmt und sich beide in raumlicher
Nahe zueinander befinden. Betragt der Abstand von Donor und Akzeptor mehr
als 10 nm ist eine FRET wenig wahrscheinlich (Sapsford et al., 2006). Ist der

Akzeptor selber kein Fluorophor, so wird er auch als Fluoreszenzausléscher
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(dark quencher) bezeichnet, da er die Emission des Donors unterbindet
(Didenko, 2001). Im KASP™ Assay Master mix liegen zwei Fluorophoren (FAM™
und HEX™) jeweils gepaart mit einem Fluoreszenzausloscher vor. Es folgt eine
Beschreibung des Vorgehens und der Komponenten (LGC Limeted, 2013).

Das verwendete KASP ™-Gemisch bestand aus dem KASP™ Assay Master mix,
dem KASP™ Assay mix, destilliertem Wasser sowie der zu untersuchenden
DNA. IM KASP™ Assay Master mix waren zwei Oligonukleotide enthalten, an
deren 5'-Enden jeweils ein Fluorophor gebunden war, entweder 6-
Carboxyfluorescin  (FAM™) oder Hexachlorofluorescin (HEX™). Beide
Fluorophor-gekennzeichneten Oligonukleotide befanden sich in einer
Basenpaarbindung mit einem weiteren Oligonukleotid, das am Ende einen
Fluoreszenzausléscher aufwies und somit die Fluoreszenz von FAM™ und
HEX™ unterband, solange die beiden korrespondierenden Oligonukleotide
verbunden waren. Darlber hinaus waren die KASP™-Tag-Polymerase, Puffer-
Losungen (50mM MgClz2, Dimethylsulfoxid), Nukleotide und der passive
Referenzfarbstoff ~ 5-Carboxy-X-Rhodamin,  N-Succinimidylester  (ROX),
Bestandteile des Mastermix. Der KASP™ Assay mix beinhaltete einen
Ruckwartsprimer sowie zwei allelspezifische Vorwartsprimer, die jeweils
spezifisch fur einen der beiden vorliegenden SNP-Varianten waren, und zudem

am 5°-Ende eine spezielle zusatzliche Basenpaarfolge aufwiesen.

Das Prinzip des KASP ™-Assays gleicht dem oben beschriebenen Verfahren der
Polymerasekettenreaktion. Im ersten Schritt wurden die DNA-Doppelstrange
denaturiert um eine darauffolgende Primeranlagerung zu gewéhrleisten, sowie
um die Polymerase zu aktivieren. Da es sich beim KASP™ Assay um eine
kompetitive PCR handelt, banden die beiden Vorwartsprimer allelspezifisch. Der
enthaltende Riuckwartsprimer lagerte sich allelunspezifisch an. Nun konnten von
den Primern ausgehend die DNA-Strange durch die KASP™-Tag-Polymerase
vervollstdndigt werden. Konnten die allelspezifischen Primer an die Probanden-
DNA binden, wurden sie in einen der neuen DNA-Einzelstrange inkorporiert. In
folgenden PCR-Zyklen wurden nach wiederholter Denaturierung zu den 5'-
Enden der Vorwartsprimer komplementare DNA-Abschnitte generiert (von LGC
als X-Komponenten bezeichnet), welche ebenfalls komplementar zu der
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Basenpaarfolge der FAM™- oder HEX™-tragenden Oligonukleotide waren.
Daher erfolgte im Verlauf weiterer Zyklen eine Anlagerung der Fluorophor-
tragenden Oligonukleotide an die passenden X-Komponenten. Bei jedem
weiteren PCR-Zyklus stieg die Anzahl der DNA-Strange, die ein FAM™- oder
HEX™-Ende besalRen (sogenannte FRET-Kassetten), exponentiell an. Die
Fluoreszenzausloschung, welche zuvor durch die Bindung an den jeweiligen
qguencher vermittelt worden war, wurde so aufgehoben. Nach Beendigung der
PCR kam es zur Abkuhlung des PCR-Gemisches. Konnten FRET-Kassetten
nicht an komplementare X-Komponenten binden, so verbanden sie sich bedingt
durch den Temperaturabfall erneut mit der quencher-Sequenz und eine
Fluoreszenz wurde unterbunden. Anschliel3end wurde die von den Fluorophoren
emittierte Wellenlange erfasst.

Konnten entweder FAM™-oder HEX™.- Oligonukleotide inkorporiert werden, so
wurde nur eine Emissionswellenlange gemessen. Daraus konnte geschlossen
werden, dass eine SNP-Variante homozygot vorlag. Kam es zur Detektion zweier
unterschiedlicher Wellenlangen, war der Proband heterozygot fur die Allele.

Die Durchfihrung der KASP™ Assays erfolgte mittels eines real-time-
Detektionssystems (CFX384 C1000/CFX384 C1000 Touch, Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, Kalifornien, USA) in 384-Well-PCR-Platten (Brand
GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland). Es wurde dem von LGC Limited
vorgegebenen PCR-Protokoll gefolgt (LGC Limeted, 2014) (siehe Tabelle 10 und
11). Im Anschluss an jede PCR wurde ein Recycling-Programm zum Ausgleich
von Messunterschieden aufgrund von variablen DNA-Qualitditen und
Konzentrationen der einzelnen Proben durchgefiihrt. Am Ende des Recycling-
Programms stand die Abkihlung des PCR-Gemisches auf 30 °C um eine

Wellenlangenbestimmung durchfihren zu kénnen.

Tabelle 11: Komponenten des KASP™ Assays

Komponente Menge
KASP™ Assay Master mix 5 pl
KASP™ Assay mix 0,14 ul
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ddH-20 2,5u
DNA-Template (10-50 ng/pul) 2,5u

Tabelle 12: PCR-Protokoll des KASP™ Assays fiir DNMT3A rs11683424 und rs1465764 sowie
DNMT3B rs2424932 und rs4911259

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94,0 °C 15 min 1
/Polymeraseaktivierung
Denaturierung 94,0 °C 20 sec
Primerhybridisierung 61,0-55,0 °C (pro 60 sec 10
/Elongation Zyklus Reduktion
um 0,06 °C)
Denaturierung 94 °C 20 sec )
Primerhybridisierung 55°C 60 sec — 26
/Elongation _
Recycling-Programm 1.94,0°C 20 sec O
2.57,0°C 60 sec j 3
3.30,0°C 60 sec 1

2.3.5. Statistische Auswertung

Vor der Durchfihrung der statistischen Auswertung, welche mittels PLINK v1.9
(Purcell, 2014; Purcell et al., 2007) sowie R v2.15.2 (Ihaka & Gentleman, 1996;
R Core Team, 2014) erfolgte, wurde die Qualitat der Genotypisierungen
Uberpruft: Alle in der gesunden Probandengruppe untersuchten Allele befanden
sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p = 0,05). In der Gesamtstichprobe lag
die Genotypisierungsrate bei =90 % und die minor-Allel-Frequenz (MAF) bei
>0,05. Um eine Normalverteilung der dimensionalen Variablen/Daten zu
gewahrleisten, wurden alle Extremwerte, welche auf3erhalb der dreifachen
Standardabweichung des jeweiligen Mittelwertes lagen, von der Analyse
ausgeschlossen.

Fur die Analyse der Kopplungsungleichgewicht (LD)-Musters und der Darstellung
der Haplotyp-Blécke wurde Haploview V4.1 genutzt (Barrett, Fry, Maller & Daly,
2005; Broad Institute of MIT and Harvard, 2006)
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Anschliel3end erfolgte die statistische Auswertung der dimensionalen Daten
mittels einer linearen Regressionsanalyse im additiv allelischen Modell. Um den
Einfluss von Alter und Geschlecht auf das Ergebnis ausschliel3en zu kénnen,
wurden beide Faktoren als Kovariablen verwendet. Die Fall-Kontroll-
Untersuchung und die Berechnungen der Haplotypen-Assoziationen erfolgten
anhand logistischer Regression. Alter und Geschlecht wurden auch hierbei als
Kovariablen bericksichtigt.

Zur Adjustierung einer a-Fehler-Kumulierung erfolgte die Korrektur aller
Ergebnisse nach Bonferroni fir die Anzahl der getesteten SNPs (x5) und
Haplotypen (x6). Das einfache Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
Alle beschriebenen Analysen wurden jeweils fur die Gesamtstichprobe, als auch
gesondert fur die einzelnen Rekrutierungsperioden und fir das Geschlecht
gesondert durchgefuhrt. Die Daten der gesunden Kontroll-Gruppe wurden zudem
in einer weiteren Analyse neben Alter und Geschlecht flir den Raucherstatus
korrigiert. Informationen zum Raucherstatus lagen vollstandig in der 2.
Rekrutierungsperiode und teilweise in der 1. Rekrutierungsperiode der gesunden
Kontrollgruppe vor (siehe Tabelle 3).

Die Berechnung der Teststarke erfolgte mit G*Power v3.1.9.4. (Faul, Erdfelder,
Buchner & Lang, 2009, 2019)

In der Fall-Kontroll-Gruppe konnte anhand eines Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests
in der ersten Rekrutierungsperiode eine Teststarke von 39 %, in der zweiten eine
von 28 % und in der Gesamtstichprobe eine von 59 % erreicht werden, um SNPs
mit einer geringen Effektstarke von d = 0,2 zu detektieren.

Fir die dimensionalen Daten der Panikpatienten bzw. der gesunden
Kontrollprobanden ergaben sich folgende Teststarken, um einen
Genotypeneffekt mit einer Effektstarke von d = 0,2 detektieren zu kénnen: 91 %
und 99 % in der ersten Rekrutierungsperiode, 81 % und 99 % in der zweiten

Rekrutierungsperiode und 98 % bzw. 99 % in der jeweiligen Gesamtstichprobe.

47



3. Ergebnisse

Die gewonnenen Genotypisierungsdaten wie auch die Fragebdgenergebnisse
wurden Assoziationsanalysen und Haplotypenanalysen zugefuhrt und fir Alter,
Geschlecht und in der Stichprobe der gesunden Probanden fir Nikotinkonsum
korrigiert. Zudem wurde eine deskriptive Statistik erstellt (wie teilweise
beschrieben in (Berking et al., 2020)).

3.1. DNMT3A

3.1.1. Fall-Kontroll-Berechnungen

In den logistischen Regressionsanalysen, in die Daten von jeweils 506 Patienten
und gesunden Probanden einflossen, bestand, auch nach Geschlecht
stratifizierter Betrachtung, keinerlei signifikanter Unterschied zwischen den
gesunden Probanden und den an einer Panikstorung leidenden Patienten (siehe
Tabelle 13-15). In den Haplotypenanalysen konnten ebenfalls keine signifikanten
Assoziationen berechnet werden. (siehe Tabelle 16-18).

Zwei der drei untersuchten SNPs (rs11683424, rs1465764) des DNMT3A-Gens
zeigten ein deutliches Kopplungsungleichgewicht, das die Darstellung eines

Haplotypenblocks erméglichte (siehe Abbildung 4).

Tabelle 13: Fall-Kontroll-Berechnungen DNMT3A. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus,
m/M:  minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, OR: Odds-Ratio, Beta:
Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Gesamtstich-
periode Rekrutierungs- probe
periode
SNP ID m/M N (m/M) OR P (B) OR P (B) OR P (B)

rs1465825 CIT  149/403 1,10 0541 122 0276 1119 0,132
@ @) (0,675)

rs11683424  T/C  118/440 1,20 0262 101 091 1,07 0,550 (1)
M) @

rs1465764 T/IA 37/513 1,13 0,631 1,44 0,195 1,21 0,288 (1)
(@) (0,973)
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Tabelle 14: Fall-Kontroll-Berechnungen fiir weibliche Probanden DNMT3A. SNP ID:
Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, OR:
Odds-Ratio, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni
korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich
auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) OR P (B) OR P (B) OR P (B)
rs1465825 CIT 114/294 1,12 0,527 1,32 0,220 1,26 0,092
@ @ (0,458)
rs11683424 T/IC 84/328 1,21 0,317 0,83 0,354 0,96 0,782 (1)
@ @
rs1465764 TIA 28/378 1,11 0,723 0,953 0,886 1,03 0,885 (1)
@ @

Tabelle 15: Fall-Kontroll-Berechnungen fir mannliche Probanden DNMT3A. SNP ID:
Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, OR:
Odds-Ratio, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni
korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich
auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe

SNPID m/M N (m/M) OR P (B) OR P (B) OR P (B)
rs1465825 CIT 35/109 1,01 0964 (1) 1,07 0,824(1) 1,03 0,903

(1)
rs11683424 TIC 34/112 1,25 0,477 (1) 1,49 0,183 1,40 0,115
(0,917) (0,573)
rs1465764 TIA 9/135 1,04 0,934 (1) 3,82 0,022 1,64 0,134
(0,109) (0,672)

Tabelle 16: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der Fall-Kontroll-Stichprobe. Beta:
Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs11683424 rs1465764  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

C T 0,067 114 059 0067 150 0147 0067 1,25 0,230
@ (0,882) (€
T A 0199 1,18 0315 0,202 1,01 0964 0200 106 0,59
@ (€0 (€
C A 0,734 083 022 0731 0,88 0395 0,733 088 0241
@ (€0 (€
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Tabelle 17: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der weiblichen Fall-Kontroll-Stichprobe.
Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs11683424 rs1465764  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)
C T 0,065 1,15 0,651 0,070 0,99 0,986 0,067 1,07 0,766

1) 1) 1)
T A 0,195 1,18 0,397 0,214 0,83 0,353 0,202 0,95 0,702

1) 1) 1)
C A 0,740 0,83 0,303 0,716 1,18 0,385 0,731 1,02 0,857

@ @ ()

Tabelle 18: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der mannlichen Fall-Kontroll-Stichprobe.
Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.

Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode
rs11683424 rs1465764  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)
C T 0,072 1,01 0,987 0,063 4,02 0,017 0,068 1,64 0,133
1) (0,104) (0,798)
T A 0,209 1,27 0,446 0,180 1,49 0,183 0,194 1,41 0,106
(1) 1) (0,636)
C A 0,719 0,83 0,492 0,757 0,50 0,012 0,738 0,64 0,021
1) (0,069) (0,124)
DNMT3A
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Abbildung 4: Kopplungsungleichgewicht (LD)- Plot des DNMT3A-Gens in der Gesamtstichprobe
der Fall-Kontroll-Gruppe (N=506). LD ist abgebildet als D" prime-Haplotypenblocke, definiert nach

der solid spine Methode von Haploview (Broad Institute of MIT and Harvard, 2006)
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3.1.2. Panikpatienten

In der Stichprobe der Panikpatienten, welche Daten von insgesamt 506 Patienten
beinhaltete, konnten keinerlei signifikante Assoziationen zwischen den
dimensionalen Daten des ASI und ACQ oder den Haplotypen und den
untersuchten SNPs des DNMT3A-Gens (rs1465825, rs11683424, rs1465764)
dokumentiert werden (siehe Tabelle 19, 22). Dies &nderte sich auch nach einer
gesonderten geschlechtsspezifischen Betrachtung der Daten nicht (siehe Tabelle
20, 21, 23, 24).

Tabelle 19: Panikpatienten DNMT3A. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major
Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in
Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die
Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs1465825 CIT 186/536 361 -0,07 0,246 0,08 0,438 -0,04 0,484
(1) 1) @)
rs11683424 T/IC 158/588 373 0,03 0,591 -0,12 0,197 -0,02 0,750
1 () €
rs1465764 TIA 48/698 373 0,60 0,751 -0,73 0,703 0,04 0,975
(1) 1) 1)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs1465825 CIT 226/650 438 -0,69 0,553 0,60 0,673 -0,19 0,834
1 () €
rs11683424 T/IC 197/717 457 1,06 0,383 0,34 0,799 0,76 0,401
(1) 1) 1)
rs1465764 T/IA 67/855 461 0,60 0,751 -0,73 0,703 0,04 0,975
1 () €

Tabelle 20: Weibliche Panikpatienten DNMT3A. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M:
minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler
und in Klammern nach Bonferroni Kkorrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick
hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs1465825 CIT 135/381 258 -0,07 0,153 -0,01 0,946 -0,09 0,146
(0,763) 1) (0,731)
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rs11683424 T/IC 103/429 266 0,02 0,768 -0,17 0,95 (1) -0,04 0,496
@ (@)

rs1465764 TIA 34/498 266 0,02 0,859 0,04 0,839 0,03 0,762
1) 1) (1)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

rs1465825 CIT 162/458 310 -1,70 0,211 -0,40 0,816 -1,20 0,257
1) 1) (1)

rs11683424 T/IC 131/513 322 0,55 0,711 0,26 0,869 0,38 0,721
1) 1) (1)

rs1465764 T/IA 44/604 324 0,87 0,700 -1,45 0,561(1) -0,06 0,973
@ (@)

Tabelle 21: Ménnliche Panikpatienten DNMT3A. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M:
minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler
und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick

hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs1465825 CIT 51/155 103 0,03 0,790 0,20 0,272 0,09 0,307
(1) (1) 1)
rs11683424 T/IC 55/159 107 0,07 0,500 0,03 0,884 0,04 0,628
1 1 €Y
rs1465764 TIA 14/200 107 0,02 0,859 0,04 0,839 0,03 0,762
(1) (1) 1)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs1465825 CIT 64/192 128 2,31 0,313 2,44 0,340 2,43 0,149
1 1 €
rs11683424 T/IC 66/204 135 2,60 0,233 0,77 0,769 1,67 0,315
(1) (1) 1)
rs1465764 TIA 23/251 137 -1,21 0,723 0,16 0,960 0,08 0,972
1 1 €

Tabelle 22: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der Gesamtstichprobe der Panikpatienten.
Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.

Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode
rs11683424 rs1465764 Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
C T 0,067 -0,01 0,918 0,081 0,15 0,351 0,073 0,04 0,658
@ (€] (€]
T A 0,211 0,04 0,547 0,204 -0,12 0,202 0,208 -0,01 0,799
(1) (1) (1)
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C A 0,722  -0,03 0,618 0,715 0,06 0,488 0,719 0,00 0,994

@ @ (@)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
C T 0,067 0,60 0,751 0,081 -0,48 0,804 0,073 0,15 0,912
@ @ (@)
T A 0,211 1,34 0,270 0,204 0,09 0,950 0,208 0,79 0,376
@ @ (@)
C A 0,722  -1,33 0,231 0,715 0,12 0,923 0,719 -0,70 0,386
@ @ @

Tabelle 23: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der Gruppe der weiblichen Panikpatienten.
Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs11683424 rs1465764 Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

o T 0,069 0,02 0,859 0,069 0,01 0,960 0,069 0,03 0,801
1) (1) 1)
T A 0,202 0,02 0,754 0,199 -0,17 0,099 0201 -0,04 0,519
1) (0,596) 1)
C A 0,729 -0,03 0,701 0,732 0,15 0,132 0,730 0,03 0,647
(1) (0,792) @)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

C T 0,069 087 0700 0069 -1,11 0657 0069 009 0,958
() () ()
T A 0202 071 0635 0199 -009 0952 0201 031 0772
() () ()
C A 0729 088 0510 0732 044 0758 0730 -029 0,769
() ()] M

Tabelle 24: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der Gruppe der mannlichen
Panikpatienten. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni
korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs11683424 rs1465764 Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

C T 0,063 -011 0476 0,103 0,38 0,207 0082 005 0,699
@ @ (€
T A 0236 008 0425 0213 0,03 0,884 0225 005 0,580
@ @ (€
C A 0,701 -0,03 0,734 0684 -012 0434 0693 -006 0462
@ (€0 (€
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Anxiety Sensitivity Index (ASI)

C T 0,063 -1,21 0723 0103 016 0960 0082 014 0,951
@ () ()

T A 023 326 0114 0213 077 0769 0225 1,96 0,225
(0,684) () ()

C A 0,701 -248 0202 0684 -061 0,780 0693 -163 0,260

(€0 (€0 (€

3.1.3. Gesunde Probanden

In die Analyse der gesunden Probanden konnten Daten von insgesamt 3112
Personen eingeschlossen werden. In der Gesamtstichprobe, wie auch in der 1.
und 2. Rekrutierungsperiode, wies der SNP rs1465764 des DNMT3A-Gens
vornehmlich nominal signifikante Assoziationen auf (siehe Tabelle 25). Der
Regressionskoeffizient 8 aller nominal signifikanten und signifikanten Werte war
negativ. Dies lasst darauf schlieen, dass in der Stichprobe der gesunden
Probanden mit jedem minor Allel die Scores der Fragebdgen geringer ausfallen,

und zwar um den Faktor des 3 Regressionskoeffizienten.

Nur die p-Werte fir rs1465764 in der Gesamtstichprobe in Assoziation mit den
Ergebnissen des PSWQ (siehe Abbildung 5) und in der 2. Rekrutierungsperiode
in Assoziation mit dem Outcome des ASI (siehe Abbildung 6) erwiesen sich auch
nach der Korrektur nach Bonferroni als signifikant (PSWQ Gesamtstichprobe:
Prominal = 0,001, pkorigiert = 0,006, ASI 2. Rekrutierungsperiode pnominal = 0,006,
Prorrigiert = 0,031).

Die anderen p-Werte des SNP rs1465764 erwiesen sich nach Bonferrroni-
Korrektur als nominal signifikant (PSWQ 1. Rekrutierungsperiode:
Prominal = 0,018, Prorrigiert = 0,888; PSWQ 2. Rekrutierungsperiode:
Pnominal = 0,025, Prorrigiet = 0,127; ACQ 2. Rekrutierungsperiode: pnominai = 0,018,
Prorrigiert = 0,089; ACQ Gesamtstichprobe: prominal = 0,018, prorrigiert = 0,091) (siehe
Abbildung 7-10). Bei geschlechtsspezifischer Betrachtung der Daten, war zu
erkennen, dass in der Gruppe der weiblichen gesunden Probanden erneut der
Einzelnukleotidpolymorphismus rs1465764 nominal signifikant war, jedoch nur in

der 2. Rekrutierungsperiode (Pnominal = 0,036, Pkorrigiet = 0,179) und in der

54




Gesamtstichprobe (pnominat = 0,013, Prorrigiert = 0,063) in Assoziation mit den
Ergebnissen des PSWQ (siehe Tabelle 26, Abbildung 11 und 12). Auch die
mannlichen Probanden wiesen fur den SNP rs1465764 in Assoziation mit dem
ASI in der 2. Rekrutierungsperiode (Pnominal = 0,030, Pkorrigiert = 0,150) und in der
Gesamtstichprobe (pnominai = 0,039, pkorrigiert = 0,195) nach der Korrektur nach
Bonferroni nur noch nominal signifikante Werte auf (siehe Tabelle 27, Abbildung
13 und 14). In Assoziation mit dem PSWQ konnte nach Bonferroni-Korrektur
ebenfalls fur die mannliche Gesamtstichprobe nur ein nominales
Signifikanzniveau (Pnominal = 0,046, Prkorigiet = 0,231) detektiert werden (siehe
Abbildung 15).

In den Haplotypenanalysen konnte eine signifikante Assoziation zwischen dem
Haplotypen CT des DNMT3A-Gens und den Ergebnissen des ASI in der 2.
Rekrutierungsperiode nach der Korrektur fir multiples Testen berechnet werden
(Prorrigiert = 0,030) (siehe Tabelle 31). Es zeigten sich nach Bonferroni-Korrektur
nominale  Assoziationen zwischen den  Ergebnissen des ACQ
(2.Rekrutierungsperiode: pnominal = 0,022, Prorrigiet = 0,130; Gesamtstichprobe:
Prominal = 0,041, Prorigiert = 0,246) und des PSWQ (2.Rekrutierungsperiode:
Pnominal = 0,038, Pkorrigiert = 0,227 Gesamtstichprobe: Prominal = 0,010,
Pkorrigiert = 0,059) mit dem Haplotypen CT des DNMT3A-Gens (siehe Tabelle 31).

Eine nach Geschlecht gesondert durchgefiihrte Haplotypenanalyse erbrachte in
der Gruppe der weiblichen Kontrollprobanden eine nominal signifikante
Assoziation  zwischen dem  DNMT3A-Haplotypen CA und den
Fragebdgenergebnissen des ASI in der 1. Rekrutierungsperiode (Pnominal = 0,024,
Pkorrigiert = 0,145) und zwischen dem DNMT3A-Haplotypen CT und den
Ergebnissen des PSWQ in der 2. Rekrutierungsperiode (pnominai = 0,046,
Prorrigiert = 0,278) und der Gesamtstichprobe (pnominai = 0,019, Pkorrigiert = 0,116)
(siehe Tabelle 32).

Nach Korrektur der Daten fir den Raucherstatus zeigten die p-Werte der
Regressions- und Haplotypenanalysen nur eine geringe Abweichung von den

nicht fir den Raucherstatus korrigierten Daten der gesunden Kontrollgruppe mit
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der Tendenz zu einer geringeren Signifikanz vornehmlich in der Gruppe der
weiblichen Probanden (siehe Tabelle 28, 29, 30, 34, 35, 36).

Tabelle 25: Gesunde Probanden DNMT3A. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M:
minor/major Allel, N (m/M): minor/major-Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler
und in Klammern nach Bonferroni Kkorrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick
hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs1465825 CIT 1333/4481 2907 0,00 0,638 (1) 0,02 0,098 0,01 0,459
(0,492) @
rs11683424 T/IC 1085/4829 2957 0,00 0,906 (1) 0,00 0,973 (1) 0,00 0,960
()
rs1465764 T/IA 360/5590 2975 -0,02 0,333 (1) -0,04 0,018 -0,03 0,018
(0,089) (0,091)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs1465825 CIT 1316/4432 2906 0,31 0,257 (1) -0,47 0,131 -0,07 0,749
(0,657) @
rs11683424 T/IC 1077/4773 2956 0,25 0,374 (1) 0,10 0,771 (1) 0,16 0,451
@
rs1465764 TIA 356/5528 2974 0,03 0,955 (1) -1,44 0,006 -0,67 0,056
(0,031) (0,28)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
rs1465825 CIT 1366/4588 2874 -0,27 0,513 (1) 0,04 0,931 (1) -0,13 0,674
@
rs11683424 T/C 1109/4945 2925 0,85 0,049 -0,27 0,571 (1) 0,32 0,310
(0,245) 1)
rs1465764 TIA 369/5719 2942 -1,66 0,018 -1,69 0,025 -1,67 0,001
(0,088) (0,127) (0,006)
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Abbildung 5: Boxplot der PSWQ-Summenwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3A-
Gens beziglich des SNP rs1465764 der gesunden Gesamitstichprobe. A: major Allel; T: minor
Allel; -: Regressionsgerade.
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Abbildung 6: Boxplot der ASI-Summenwerte in Abhéngigkeit der Genotypen des DNMT3A-Gens
beziiglich des SNP rs1465764 der gesunden Probanden der 2. Rekrutierungsperiode. A: major
Allel; T: minor Allel; -: Regressionsgerade.
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Abbildung 7: Boxplot der PSWQ-Summenwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3A-
Gens beziglich des SNP rs1465764 der gesunden Probanden der 1. Rekrutierungsperiode. A:
major Allel; T: minor Allel; -: Regressionsgerade.
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Abbildung 8: Boxplot der ACQ-Mittelwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3A-Gens
bezlglich des SNP rs1465764 der gesunden Probanden der 2. Rekrutierungsperiode. A: major
Allel; T: minor Allel; -: Regressionsgerade.
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Abbildung 9: Boxplot der PSWQ-Summenwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3A-
Gens bezlglich des SNP rs1465764 der gesunden Probanden der 2. Rekrutierungsperiode. A:
major Allel; T: minor Allel; -: Regressionsgerade.
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Abbildung 10: Boxplot der ACQ-Mittelwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3A-Gens
beziiglich des SNP rs1465764 der gesunden Gesamtstichprobe. A: major Allel; T: minor Allel; -
Regressionsgerade.

Tabelle 26: Weibliche gesunde Probanden DNMT3A. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus,
m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P:
nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick
hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs1465825 CIT 718/2498 1608 0,01 0,668 (1) 0,02 0,101 0,01 0,191
(0,506) (0,957)
rs11683424 T/C 591/2665 1628 0,03 0,098 0,00 0,974 (1) 0,01 0,199
(0,491) (0,955)
rs1465764 TIA 209/3081 1645 -0,02 0,421(1) -0,03 0,113 -0,03 0,096
(0,564) 0,479)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs1465825 CIT 714/2500 1607 0,26 0,497 (1) -0,74 0,077 -0,26 0,357
(0,383) (1)
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rs11683424 TIC 592/2662 1627 0,71 0,078 0,32 0,477 (1) 0,51 0,086
(0,389) (0,429)
rs1465764 TIA 212/3076 1644 0,49 0,448 (1) -1,19 0,076 -0,35 0,456
(0,380) 1)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
rs1465825 CIT 706/2458 1582 -0,02 0,971 (1) 0,74 0,212 (1) 0,33 0,430
1)
rs11683424 TIC 583/2623 1603 0,90 0,138 0,22 0,732 (1) 0,56 0,197
(0,688) (0,985)
rs1465764 TIA 208/3030 1619 -1,43 0,139 -2,03 0,036 -1,71 0,013
(0,697) (0,179) (0,063)

PSWQ Summenwert

Abbildung 11: Boxplot der PSWQ-Summenwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3A-
weiblichen
2. Rekrutierungsperiode. A: major Allel; T: minor Allel; -: Regressionsgerade.
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Abbildung 12: Boxplot der PSWQ-Summenwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3A-
Gens bezuglich des SNP rs1465764 der weiblichen gesunden Gesamtstichprobe. A: major Allel;

T: minor Allel; -: Regressionsgerade.
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Tabelle 27: Mannliche gesunde Probanden DNMT3A. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus,
m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P:
nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick
hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

rs1465825 CIT 615/1983 1299 -0,01 0,273 (1) 0,01 0,530 (1) 0,00 0,719

(1)

rs11683424  TIC 494/2164 1329  -0,02 0,080 0,00 0,929 (1) 0,02 0,163
(0,400) (0,814)

rs1465764 TIA 151/2531 1330 -0,01 0,596 (1)  -0,05 0,068 0,03 0,008
(0,340) (0,498)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

rs1465825 CIT 615/1983 1299 0,38 0,316 (1) -0,10 0,831 (1) 0,17 0,566

()
rs11683424 T/IC 495/2163 1329 -0,24 0,552 (1) -0,19 0,704 (1) -0,25 0,426
()
rs1465764 TIA 150/2510 1330 -0,48 0,465 (1) -1,84 0,030 -1,09 0,039
(0,150) (0,195)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
rs1465825 CIT 610/1974 1292 -0,42 0,469 (1) -0,42 0,178 -0,62 0,149
(0,890) (0,747)
rs11683424 TIC 494/2150 1322 0,79 0,192 -0,87 0,219 (1) 0,08 0,861
(0,959) 1)
rs1465764 TIA 148/2498 1323 -1,92 0,055 -1,02 0,398 (1) -1,54 0,046
0,277) (0,231)
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Abbildung 13: Boxplot der ASI-Summenwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3A-Gens
bezlglich des SNP rs1465764 der gesunden Probanden der 2. Rekrutierungsperiode. A: major
Allel; T: minor Allel; -: Regressionsgerade.
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Abbildung 14: Boxplot der ASI-Summenwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3A-Gens
beziiglich des SNP rs1465764 der mannlichen gesunden Gesamtstichprobe. A: major Allel; T:
minor Allel; -: Regressionsgerade.
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Abbildung 15: Boxplot der PSWQ-Summenwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3A-
Gens beziglich des SNP rs1465764 der mannlichen gesunden Gesamtstichprobe. A: major Allel;
T: minor Allel; -: Regressionsgerade.

Tabelle 28: Gesunde Probanden DNMT3A Kkorrigiert fur Nikotinkonsum. SNP ID:
Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta:
Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs1465825 CIT 1250/4208 2729 0,00 0,771 (1) 0,02 0,098 0,01 0,373
(0,490) (1)

rs11683424 T/IC 1019/4547 2783 0,00 0,669 (1) 0,00 0,968 (1) 0,00 0,795
(€

rs1465764 TIA 338/5248 2793  -0,03 0,150 -0,04 0,016 0,03 0,005
(0,750) (0,080) (0,025)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

rs1465825 CIT 1246/4204 2725 0,47 0,097 (1) -0,49 0,114 -0,02 0,935
(0,570) 1)
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rs11683424 TIC 1020/4540 2780 -0,02 0,940 (1) 0,09 0,785 (1) 0,02 0,929
(@)
rs1465764 TIA 339/5239 2789 -0,19 0,694 (1) -1,46 0,006 -0,83 0,021
(0,030) (0,105)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
rs1465825 CIT 1240/4170 2705 -0,16 0,699 (1) 0,02 0,955 (1) -0,07 0,811
1)
rs11683424 TIC 1015/4505 2760 0,89 0,047 -0,29 0,542 (1) 0,31 0,342
(0,235) 1)
rs1465764 TIA 334/5204 2769 -1,66 0,023 -1,69 0,025 -1,68 0,001
(0,115) (0,125) (0,005)

Tabelle 29: Gesunde weibliche Probanden DNMT3A Korrigiert fir Nikotinkonsum. SNP ID:
Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta:
Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs-

2. Rekrutierungs-

Gesamtstich-

periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs1465825 CIT 659/2323 1491 0,01 0,659 (1) 0,02 0,100 0,01 0,185
(0,500) (0,925)
rs11683424 TIC 550/2484 1517 0,02 0,262 (1) 0,00 0,974 (1) 0,01 0,374
1)
rs1465764 T/IA 192/2858 1525 -0,03 0,224(1) -0,04 0,104 -0,03 0,040
(0,520) (0,200)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs1465825 CIT 655/2321 1488 0,41 0,309 (1) -0,75 0,073 -0,23 0,440
(0,365) 1)
rs11683424 T/IC 551/2479 1515 0,43 0,307 (1) 0,31 0,488 (1) 0,37 0,229
€
rs1465764 TIA 194/2850 1522 0,13 0,854 (1) -1,23 0,066 -0,60 0,218
(0,330) @)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
rs1465825 CIT 651/2291 1471 0,27 0,651 (1) 0,74 0,214 (1) 0,48 0,258
(€]
rs11683424 TIC 545/2451 1498 0,97 0,126 0,21 0,734 (1) 0,58 0,192
(0,630) (0,960)
rs1465764 T/IA 190/2820 1505 -1,70 0,101 -2,03 0,036 -1,87 0,008
(0,505) (0,180) (0,040)
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Tabelle 30: Gesunde mannliche Probanden DNMT3A korrigiert fur Nikotinkonsum. SNP ID:
Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta:
Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni Kkorrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs1465825 CIT 591/1885 1238 -0,01 0,426 (1) 0,01 0,530 (1) 0,00 0,889
(@)
rs11683424 T/IC 469/2063 1266 -0,03 0,052 0,00 0,971 (1) -0,02 0,155
(0,260) (0,775)
rs1465764 TIA 146/2390 1268 -0,02 0,451 (1) -0,05 0,067 -0,03 0,066
(0,335) (0,330)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs1465825 CIT 591/1883 1237 0,55 0,155 -0,15 0,745 (1) 0,23 0,449
(0,775) 1)
rs11683424 T/IC 469/2061 1265 -0,52 0,213 (1) -0,22 0,663 (1) -0,42 0,197
(0,985)
rs1465764 TIA 145/2389 1267 -0,46 0,497 (1) -1,87 0,028 -1,11 0,038
(0,140) (0,190)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
rs1465825 CIT 589/1879 1234 -0,45 0,436 (1) -0,93 0,160 -0,67 0,126
(0,800) (0,630)
rs11683424 T/C 470/2054 1262 0,77 0,219 (1) -0,95 0,180 0,00 0,994
(0,900) 1)
rs1465764 T/IA 144/2384 1264 -1,56 0,126 -1,08 0,372 (1) -1,34 0,085
(0,630) (0,425)

Tabelle 31: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der Gruppe der gesunden Probanden.
Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.

Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode
rs11683424 rs1465764 Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
C T 0,060 -0,01 0,470 0,060 -0,04 0,022 0,060 -0,03 0,041
Q) (0,130) (0,246)
T A 0,187 0,00 0,938 0,176 0,00 0,979 0,182 0,00 0,946
(1) (1) @)
C A 0,751 0,00 0,807 0,762 0,01 0,166 0,756 0,01 0,290
(1) (0,996) (1)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
C T 0,060 0,24 0,617 0,060 -1,51 0,005 0,060 -0,60 0,096
Q) (0,030) (0,574)
T A 0,187 0,28 0,334 0,176 0,12 0,730 0,182 0,19 0,387
(€] (€] 1)
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C A 0,751  -0,30 0,238 0,762 0,38 0,205 0,756 0,02 0,906

@ @ (@)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

C T 0,060 -1,38 0,059 0,060 -1,61 0,038 0,060 -1,38 0,010
(0,352) (0,227) (0,059)
T A 0,187 0,72 0,101 0,176 -0,25 0,594 0,182 0,29 0,377

(0,606) 1) @
C A 0,751 -0,17 0,660 0,762 0,73 0,085 0,756 0,20 0,489

@ (0,512) (@)

Tabelle 32: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der Gruppe der gesunden weiblichen
Probanden. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni
korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs11683424 rs1465764  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

C T 0,058 -0,02 0,340 0,066  -0,03 0,152 0,062  -0,03 0,094
1) (0,912) (0,556)
T A 0,182 0,02 0,131 0,176 0,00 0,986 0,179 0,01 0,254
(0,786) 1) @
C A 0,758 -0,01 0,349 0,755 0,01 0,345 0,756 0,00 0,933
() () ()
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
C T 0,058 0,76 0,268 0,066  -1,23 0,074 0,062  -0,27 0,575
(1) (0,442) 1)
T A 0,182 0,73 0,073 0,176 0,32 0,480 0,179 0,52 0,085
(0,440) 1) (0,512)
C A 0,758 -0,83 0,024 0,755 0,17 0,674 0,756  -0,34 0,211
(0,145) 1 ()

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

c T 0058 -1,36 0182 0066 -199 0046 0062 -1,67 0,019
@ (0,278) (0,116)
T A 0,182 092 0131 0176 021 0741 0179 057 0,198
(0,786) (1) (1)
c A 0758 -0,34 0536 0755 053 0349 0756 009 0,822
(1) (1) (1)
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Tabelle 33: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der Gruppe der gesunden mannlichen
Probanden. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni
korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs11683424 rs1465764  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

C T 0059 -0,01 0610 0052 -006 0058 0056 -003 0,089
(1) (0,345) (0,536)
T A 0,195 -0,02 0,184 0,178 000 0974 0188  -001 0,296
(1) (1) (1)
C A 0,745 002 0140 0770 002 0302 0756 0,02 0,063
(0,840) 1) (0,379)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

c T 0,059  -0,47 0481 0,052 -193 0024 0,056 -1,11 0,035
(1) (0,144) (0,209)
T A 0,195 -0,17 0,670 0,178 -0,14 0,778 0,188  -0,19 0,544
(1) 1) (1)
c A 0,745 0,28 0,442 0,770 065 0,149 0,756 0,48 0,093
(1) (0,894) (0,557)

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

c T 0059 ~-1,84 0067 0052 -097 0429 0056 -146 0,059
(0,404) @ (0,356)
T A 0,195 0,78 0195 0178 -0,85 0235 0,188 009 0,838
(1) (1) (1)
c A 0745 -0,10 0858 0770 096 0136 0,756 0,34 0,410
1) (0,816) (1)

Tabelle 34: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der Gruppe der gesunden Probanden
korrigiert fur Nikotinkonsum. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach
Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs11683424 rs1465764  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

C T 0,060 -0,01 0470 0060 -004 0021 0060 -003 0,041
() (0,126) (0,246)
T A 0,187 000 0937 0176 -000 0976 0182 0,00 0,952
@ @ (€
C A 0751 000 0807 0762 001 0163 0,756 0,01 0,287
@ (0,978) @)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

C T 0,060 023 0632 0060 -1,54 0004 0060 -0,60 0,095
1) (0,024) (0,570)

T A 0,187 026 0361 0176 011 0737 0182 0,18 0,399
(1) (1) (1)
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C A 0,751 -0,29 0,263 0,762 0,39 0,193 0,756 0,03 0,889

@ @ (@)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

C T 0,060 -1,39 0,056 0,060 -1,64 0,038 0,060 -1,38 0,010
(0,336) (0,228) (0,060)
T A 0,187 0,701 0,108 0,176 -0,25 0,594 0,182 0,28 0,394

(0,648) 1) @
C A 0,751 -0,156 0,692 0,762 0,74 0,085 0,756 0,21 0,468

@ (0,510) (@)

Tabelle 35: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der Gruppe der gesunden weiblichen
Probanden korrigiert fur Nikotinkonsum. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in
Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs11683424 rs1465764  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

C T 0,058 -0,02 0,369 0,066  -0,03 0,148 0,062 -0,03 0,096
1) (0,888) (0,576)
T A 0,182 0,02 0,128 0,176  -0,00 0,980 0,179 0,01 0,252
(0,768) 1) 1)
C A 0,758 -0,01 0,329 0,755 0,01 0,337 0,756 -0,00 0,925
() () ()
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
C T 0,068 0,72 0,298 0,066  -1,27 0,066 0,062 -0,81 0,565
(1) (0,396) )
T A 0,182 0,72 0,075 0,176 0,31 0,495 0,179 0,52 0,086
(0,450) 1) (0,516)
C A 0,758 -0,81 0,027 0,755 0,19 0,638 0,756 -0,34 0,215
(0,162) @) (1)

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

C T 0,058 -1,38 0177 0066 -200 0045 0062 -1,68 0,019
1) (0,270) (0,114)
T A 0182 092 0132 0176 021 0743 0179 057 0,198
(0,792) (1) (1)
C A 0,758 -0,34 0542 0755 054 0345 0756 0,09 0,816
(1) (1) (1)
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Tabelle 36: Haplotypenanalyse des DNMT3A-Gens in der Gruppe der gesunden mannlichen
Probanden korrigiert fur Nikotinkonsum. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in
Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs11683424 rs1465764  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

C T 0,059 -0,01 0617 0057 -006 0056 0056 -0,03 0,089
(1) (0,336) (0,534)
T A 0195 -0,02 0179 0,178 -000 0978 01188 -001 0,297
(1) (1) (1)
C A 0,745 002 0138 0770 002 0301 0756 0,02 0,063
(0,828) 1) (0,378)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

c T 0059 -0,43 0516 0052 -195 0022 0056 -111 0,036
@) (0,132) (0,216)
T A 0195 -0,20 0612 0178 -0,14 0783 0,188 -020 0,528
1) 1) 1)
c A 0745 029 0417 0770 065 0147 0756 048 0,090
@) (0,882) (0,540)

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

C T 0059 -1,83 0069 0052 -101 0409 0056 -1,47 0,058
(0,414) () (0,348)
T A 0195 0,78 0198 0178 -0,84 0240 0,188 0,10 0,832
@ (€ (€
C A 0,745 -010 0861 0770 09 0134 0,756 0,34 0,412
() (0,804) ()

3.2.1. Fall-Kontroll-Berechnungen

In der Fall-Kontroll-Analyse der Genvarianten des DNMT3B-Gens wurden Daten
von je 506 Probanden untersucht. In den logistischen Regeressionsanalysen
konnten, auch nach einer geschlechtsspezifischen Auswertung der Daten, keine
signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und gesunden Probanden
identifiziert werden (siehe Tabelle 37-39). In den Haplotypenanalysen konnten
ebenfalls keine signifikanten Assoziationen berechnet werden. (siehe Tabelle 40-
42).
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Zwischen den SNPs rs4911259 und rs2424932 bot sich in der Kopplungsanalyse
ein ausgepragtes Kopplungsungleichgewicht, das die Darstellung eines

Haplotypenblocks erméglichte (siehe Abbildung 16).

Tabelle 37: Fall-Kontroll-Berechnungen DNMT3B. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus,
m/M:  minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, OR: Odds-Ratio, Beta:
Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni Kkorrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) OR P (B) OR P (B) OR P (B)
rs4911259 GIT 194/356 0,94 0,676 0,985 0,917 0,97 0,769
() @ @
rs2424932 AIG 233/309 1,02 0,873 0,935 0,632 1,00 0,975

(&) @ @

Tabelle 38: Fall-Kontroll-Berechnungen fir weibliche Probanden DNMT3B. SNP ID:
Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, OR:
Odds-Ratio, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni
korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich

auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) OR P (B) OR P (B) OR P (B)
rs4911259 GIT 144/262 1,02 0,891 1,18 0,358 1,11 0,383
(Y () @
rs2424932 AIG 166/232 1,00 0,993 0,80 0,200 0,92 0,470

(1) 1) 1)

Tabelle 39: Fall-Kontroll-Berechnungen fir mannliche Probanden DNMT3B. SNP ID:
Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, OR:
Odds-Ratio, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni
korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich

auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) OR P (B) OR P (B) OR P (B)
rs4911259 GIT 50/94 0,75 0,287 0,71 0,168 0,72 0,072
1) (0,825) (0,360)
rs2424932 AIG 67/77 1,11 0,667 1,30 0,297 1,21 0,259
) ) (0,019)
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Tabelle 40: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der Fall-Kontroll-Stichprobe. Beta:
Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni Kkorrigierter p-Wert.

Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)
T A 0,424 1,03 0,803 0,374 0,97 0,807 0,403 1,01 0,887

1) 1) 1)
G G 0,359 0,94 0,643 0,376 1,00 0,990 0,366 0,97 0,797

1) 1) 1)
T G 0,217 1,03 0,838 0,244 1,08 0,659 0,228 1,02 0,835

@ @ ()

Tabelle 41: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der weiblichen Fall-Kontroll-Stichprobe.
Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.

Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode
rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)
T A 0416 1,01 0,968 0,362 0,84 0,332 0,395 0,94 0,585
1) 1) 1)
G G 0,354 1,02 0,917 0,381 1,23 0,249 0,364 1,13 0,327
(1) 1) 1)
T G 0,230 0,97 0,871 0,250 1,02 0,910 0,238 0,96 0,772
@ () ()

Tabelle 42: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der mannlichen Fall-Kontroll-Stichprobe.
Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.

Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)
T A 0,446 1,13 0,593 0,395 1,26 0,347 0,421 1,21 0,253

1) (1) @)
G G 0,374 0,74 0,272 0,367 0,69 0,128 0,371 0,71 0,057
1) (0,768) (0,341)
T G 0,180 1,22 0,555 0,234 1,17 0,581 0,207 1,16 0,474

(1) (1) @)
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Abbildung 16: Kopplungsungleichgewicht (LD)- Plot des DNMT3B-Gens in der Gesamtstichprobe
der Fall-Kontroll-Gruppe (N=506). LD ist abgebildet als D" prime-Haplotypenblocke, definiert nach
der solid spine Methode von Haploview (Broad Institute of MIT and Harvard, 2006).

3.2.2. Panikpatienten

In die Assoziationsanalysen der DNMT3B-Genvarianten in der Gruppe der
Panikpatienten wurden Daten zu 506 Patienten eingeschlossen. Es konnten
keinerlei Signifikanzen in den linearen Regressionsanalysen noch in den
Haplotypenanalysen zwischen den untersuchten SPNs und den dimensionalen
Daten des ACQ und ASI detektiert werden (siehe Tabelle 43 und 46). Dies
anderte sich auch nach einer geschlechtsspezifischen Betrachtung der Daten
nicht (siehe Tabelle 44, 45, 47 und 48).

Tabelle 43: Panikpatienten DNMT3B. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major
Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in
Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die
Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs4911259 GIT 268/476 372 -0,02 0,754 0,03 0,646 0,01 0,897
(€] @ (€]
rs2424932 AIG 299/437 368 0,03 0,526 0,02 0,846 0,02 0,632
0 @ (€]
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs4911259 GIT 334/586 460 -0,26 0,813 0,25 0,819 -0,02 0,979
(€] @ 1)
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12424932 AIG 369/543 456 -0,45 0,645 0,71 0,518 0,02 0978
() @ ()

Tabelle 44: Weibliche Panikpatienten DNMT3B. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M:
minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler
und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick
hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs4911259 GIT 190/340 265 -0,07 0,239 0,04 0,623 -0,03 0,543
€ () €
rs2424932 AIG 205/317 261 0,06 0,282 -0,01 0,957 0,03 0,473
1) @ 1)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs4911259 GIT 241/405 323 -0,99 0,424 0,18 0,897 -0,52 0,572
€ () €
rs2424932 AIG 247/391 319 0,36 0,757 0,66 0,612 0,50 0,565
(1) @ 1)

Tabelle 45: Mannliche Panikpatienten DNMT3B. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M:
minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler
und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick
hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs4911259 GIT 78/136 107 0,17 0,091 0,01 0,938 0,10 0,191
(0,457) 1) (0,955)
rs2424932 AIG 94/120 107 -0,05 0,588 0,06 0,655 -0,02 0,816
(€] (€] (€]
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs4911259 GIT 93/181 137 2,09 0,348 0,37 0,845 1,19 0,405
(€] (€] (€]
12424932 AIG 122/153 137 -2,42 0,202 0,77 0,696 -1,04 0,439
(1) (1) (1)
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Tabelle 46: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der Gesamtstichprobe der Panikpatienten.
Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

T A 0,433 0,03 0,491 0,369 0,01 0,875 0,405 0,02 0,618
1) 1) 1)
G G 0,356 -0,01 0,815 0,377 0,03 0,668 0,365 0,01 0,872
(1) (1) )
T G 0,212 -0,03 0,559 0,251  -0,06 0,476 0,228 -0,04 0,420
@ @ ()
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
T A 0,433 -0,47 0,632 0,369 0,41 0,708 0,405 -0,12 0,870
@ @ ()
G G 0,356 -0,19 0,863 0,377  -0,05 0,965 0,365 -0,13 0,867
1) 1) @)
T G 0,212 0,94 0,436 0,251  -0,93 0,474 0,228 0,16 0,859
@ @ ()

Tabelle 47: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der Gruppe der weiblichen Panikpatienten.
Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

T A 0,418 0,06 0,287 0,341 -0,01 0,957 0,388 0,03 0,474
(1) 1) 1)
G G 0,360 -0,07 0,285 0,407 0,04 0,623 0,378 -0,03 0,599
€ 1 €
T G 0,222 -0,01 0,918 0,252 -0,05 0,610 0,234 -0,01 0,801
@ 0 (€]
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
T A 0,418 0,25 0,830 0,341 0,68 0,612 0,388 0,44 0,615
@ (€] (€]
G G 0,360 -0,92 0,467 0,407 0,18 0,897 0,378 -0,47 0,610
@ (€] (€]
T G 0,222 0,74 0,591 0,252 -1,29 0,434 0,234 -0,04 0,972
@ (€] (€]
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Tabelle 48: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der Gruppe der mannlichen
Panikpatienten. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni
korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

T A 0,472  -0,04 0,671 0,420 0,06 0,682 0446 -0,01 0,843
(1) (1) (1)

G G 0,345 0,16 0,103 0,322 0,01 0,962 0,333 0,10 0,216
(0,618) 1) (1)

T G 0,183 -0,14 0,201 0,249 -0,10 0,560 0,216  -0,11 0,224

@ (@) (@)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

T A 0472 225 0243 0420 -012 0951 0446 -1,38 0,305
) () ()

G G 0,345 207 0357 0322 -049 0803 0333 069 0635
) () ()

T G 0183 1,26 0621 0249 -034 0876 0216 050 0,758

1) 1) @)

3.2.3. Gesunde Probanden

Auch in den Analysen zum DNMT3B-Gen konnten die Daten 3112 gesunder
Probanden untersucht werden. Es zeigte sich in der linearen
Regressionsanalyse, dass zwischen dem SNP rs2424932 und den
dimensionalen Daten des ACQ und des PSWQ der 1. Rekrutierungsperiode der
Gesamtstichprobe der gesunden Probanden (ACQ:  pnomina = 0,012,
Pkorrigiert = 0,060; PSWQ: pnominal = 0,022, pkorrigiert = 0,111) wie auch der
1. Rekrutierungsperiode der weiblichen gesunden Probanden nominal
signifikante Assoziationen (ACQ: Pnominal = 0,041, pkorrigiert = 0,204; PSWQ:
Prominal = 0,034, Prorrigiert = 0,171) (siehe Tabelle 49-50 und Abbildung 17-20)
bestanden. Der Regressionskoeffizient B aller nominal signifikanten und
signifikanten Werte war erneut negativ. Dies lie3 auch in der gesunden
Probandenkohorte des DNMT3B-Gens darauf schliel3en, dass in der Stichprobe
der gesunden Probanden mit jedem minor Allel die Punktezahl der Fragebdgen

jeweils um den Faktor des Regressionskoeffizienten geringer ausfiel.

Nach Korrektur der Daten fir Nikotinkonsum zeigte sich eine signifikante

Assoziation zwischen den Testergebnissen des ACQ und dem minor Allel des
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SPNs rs2424932 in der 1. Rekrutierungsperiode der gesunden Probanden (ACQ:
Prominal = 0,002, prorrigiet = 0,010) (siehe Tabelle 52). Eine ebenfalls signifikante
Assoziation ergab sich zwischen den Testergebnissen des ACQ und dem minor
Allel des SPNs rs2424932 in der 1. Rekrutierungsperiode der gesunden
weiblichen Probanden (ACQ: pnominal = 0,003, pPkorrigiert = 0,015) (siehe Tabelle
53). Zwischen dem minor Allel des SNPs rs2424932 und den ACQ- Ergebnissen
der Gesamtstichprobe wie auch den  ASI-Ergebnissen der 1.
Rekrutierungsperiode, jeweils der gesunden weiblichen Probanden, konnte nach
Bonferroni-Korrektur ~ eine  nominale  Signifikanz ~ berechnet  werden
(Gesamtstichprobe ACQ: Prominal = 0,044, Pkorrigiert = 0,220;
1. Rekrutierungsperiode ASI: pnominal = 0,047, Prkorrigiert = 0,235) (siehe Tabelle
53).

In den Haplotypenanalysen der zum DNMT3B-Gen gewonnen Daten konnten
keine signifikanten Assoziationen berechnet werden. Nach der Korrektur fur
multiples Testen zeigten sich nominale Assoziationen zwischen den Ergebnissen
des ACQ und des PSWQ mit dem Haplotypen TA des DNMT3B-Gens (ACQ
1.Rekrutierungsperiode gesunde Probanden: pnominal = 0,009, Prorigiert = 0,056;
ACQ 1.Rekrutierungsperiode weibliche gesunde Probanden: pnomina = 0,042,
Prorrigiert = 0,249;  PSWQ  1.Rekrutierungsperiode gesunde Probanden:
Prominal = 0,014,  pPkorrigiert = 0,083; PSWQ 1.Rekrutierungsperiode weibliche
gesunde Probanden: prominal = 0,027, Pkorrigiert = 0,161; PSWQ Gesamtstichprobe
gesunde Probanden: pnominal = 0,027, porrigiert = 0,161) (siehe Tabelle 55 und 56).
Zwischen den Ergebnissen des ACQ und dem Haplotypen GG wie auch TG des
DNMT3B-Gens boten sich folgende nominal signifikante p-Werte:
Pnominal = 0,042, prorigiet = 0,254 (Haplotyp GG, 1.Rekrutierungsperiode gesunde
Probanden); Prominal = 0,014, Prorrigiert = 0,085 (Haplotyp TG, 2.
Rekrutierungsperiode mannliche gesunde Probanden), pnomina = 0,045
Pkorrigiert = 0,269  (Haplotyp TG, Gesamtstichprobe maénnliche gesunde
Probanden) (siehe Tabelle 55 und 57).

Eine Korrektur der Haplotypendaten fir den Raucherstatus zeigte &hnliche
nominale Signifikanzen wie die Berechnungen der nicht fir den Nikotinkonsum

korrigierten Haplotypendaten (siehe Tabelle 58-60).
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Tabelle 49: Gesunde Probanden DNMT3B. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M:
minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler
und in Klammern nach Bonferroni Kkorrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick
hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

rs4911259 GIT 2138/3778 2958 0,01 0,079 0,01 0,495 (1) 0,01 0,077
(0,396) (0,385)
rs2424932 AIG 2335/3557 2946 -0,02 0,012 0,01 0,274 (1) -0,01 0,297

(0,060) @

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

rs4911259 GIT  2109/3745 2959 0,14  0558(1) 017 0510 (1) 0,16 0,369
(1)

rs2424932 AIG  2311/3519 2946 -025 0,278(1) -0,06  0834(1)  -0,16 0,371(1)

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

rs4911259 GIT 2192/3864 2927 0,29 0,411 (1) -0,06 0,874 (1) 0,12 0,629

1)
rs2424932 AIG  2392/3636 2915  -0,79 0,022 011  0776(1)  -047 0,065
(0,111) (0,327)
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Abbildung 17: Boxplot der ACQ-Mittelwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3B-Gens
beziglich des SNP rs2424932 der gesunden Probanden der 1. Rekrutierungsperiode. A: major
Allel; T: minor Allel; -: Regressionsgerade.
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Abbildung 18: Boxplot der PSWQ-Summenwerte in Abhangigkeit der Genotypen des DNMT3B-
Gens bezlglich des SNP rs2424932 der gesunden Probanden der 1. Rekrutierungsperiode. A:
major Allel; T: minor Allel; -: Regressionsgerade.

Tabelle 50: Gesunde weibliche Probanden DNMT3B. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus,
m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P:
nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick
hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

rs4911259 GIT 1189/2085 1637 0,01 0,395 (1) 0,00 0,807 (1) 0,01 0,431

1)
rs2424932 AlG 1261/1987 1624  -0,02 0,041 0,00 0,920 (1) -0,01 0,135
(0,204) (0,673)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

rs4911259 GIT 2085/1191 1638 0,15 0,645 (1) 0,19 0,599 (1) 0,16 0,499

1)
rs2424932 AIG 1261/1989 1625 -0,45 0,165 -0,29 0,425 (1) -0,37 0,132
(0,823) (0,659)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
rs4911259 GIT 1167/2057 1612 0,54 0,264 (1) -0,76 0,132 -0,11 0,760
(0,660) 1)
rs2424932 AIG 1244/1956 1600 -1,01 0,034 0,49 0,346 (1) -0,27 0,433
(0,171) 1)
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Abbildung 19: Boxplot der ACQ-Mittelwerte in Abhéngigkeit der Genotypen des DNMT3B-Gens
beziiglich des SNP rs2424932 der weiblichen gesunden Probanden der 1. Rekrutierungsperiode.
A: major Allel; T: minor Allel; -: Regressionsgerade.
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Abbildung 20: Boxplot der PSWQ-Summenwerte in Abhéngigkeit der Genotypen des DNMT3B-
Gens beziuglich des SNP rs2424932 der weiblichen gesunden Probanden der
1. Rekrutierungsperiode. A: major Allel; T: minor Allel; -: Regressionsgerade.

Tabelle 51: Gesunde Mannliche Probanden DNMT3B. SNP ID: Einzelnukleotidpolymorphismus,
m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta: Regressionskoeffizient, P:
nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick
hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-

periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs4911259 GIT 949/1693 1321 0,02 0,091 0,01 0,448 (1) 0,02 0,076
(0,454) (0,378)
152424932 AIG 1104/1570 1337 -0,02 0,132 0,02 0,080 0,00 0,886
(0,662) (0,398) &)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs4911259 GIT 947/1695 1321 0,11 0,729 (1) 0,15 0,707 (1) 0,15 0,570

(€
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rs2424932 AIG 1072/1570 1321 -0,04 0,905 (1) 0,25 0,522 (1) 0,09 0,714

(@)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
rs4911259 GIT 942/1688 1315 -0,02 0,962 (1) 0,82 0,148 0,35 0,351
(0,742) 1)
1s2424932 AIG 1067/1563 1315 -0,56 0,256 (1) -0,79 0,157 -0,66 0,074
(0,783) (0,369)

Tabelle 52: Gesunde Probanden DNMT3B korrigiert fur Nikotinkonsum. SNP ID:
Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta:
Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni Kkorrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs4911259 GIT 1992/3562 2777 0,02 0,050 0,01 0,473 (1) 0,01 0,056
(0,250) (0,280)
rs2424932 AIG 2197/3331 2764 -0,03 0,002 0,01 0,269 (1) -0,01 0,184
(0,010) (0,920)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

rs4911259 GIT 1989/3561 2775 0,22 0,379 (1) 0,16 0,551 (1) 0,20 0,276
(@)

rs2424932 AIG  2193/3329 2761  -0,43 0,079 0,02 0,952 (1) 0,23 0,214(1)
(0,395)

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

rs4911259 G/IT  1970/3538 2754 0,19  0597(1) -011 0,779 (1) 0,04 0,870

M
12424932 AIG ~ 2180/3304 2742  -0,55 0,126 0,04  0924(1)  -029 0261
(0,630) ()

Tabelle 53: Gesunde weibliche Probanden DNMT3B Kkorrigiert fir Nikotinkonsum. SNP ID:
Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta:
Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni Kkorrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs- 2. Rekrutierungs- Gesamtstich-
periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

rs4911259 GIT 1096/1940 1518 0,01 0,274 (1) 0,00 0,799 (1) 0,01 0,347

1)
rs2424932 AG  1171/1839 1505  -0,04 0,003 0,00 0,952 (1) 0,02 0,044
(0,015) (0,220)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

rs4911259 GIT 1097/1937 1517 0,18 0,594 (1) 0,19 0,583 (1) 0,18 0,457
@
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1s2424932 AIG 1169/1839 1504 -0,68 0,047 -0,28 0,442 (1) -0,47 0,064
(0,235) (0,320)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
rs4911259 GIT 1080/1918 1499 0,32 0,534 (1) -0,76 0,133 -0,25 0,479
(0,665) (@)
1s2424932 AIG 1158/1816 1487 -0,75 0,142 0,49 0,346 (1) -0,09 0,810
(0,710) 1)

Tabelle 54: Gesunde mannliche Probanden DNMT3B korrigiert fur Nikotinkonsum. SNP ID:
Einzelnukleotidpolymorphismus, m/M: minor/major Allel, N (m/M): minor/major- Allelanzahl, Beta:
Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben. Die Regression bezieht sich auf das minor Allel.

1. Rekrutierungs-

2. Rekrutierungs-

Gesamtstich-

periode periode probe
SNP ID m/M N (m/M) N Beta P (B) Beta P (B) Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
rs4911259 GIT 896/1622 1259 0,02 0,088 0,01 0,424 (1) 0,02 0,070
(0,440) (0,350)
rs2424932 AIG 1026/1492 1259 -0,02 0,181 0,02 0,083 0,00 0,788
(0,905) (0,415) 1)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
rs4911259 GIT 892/1624 1258 0,25 0,481 (1) 0,10 0,809 (1) 0,21 0,432
€
rs2424932 AIG 1024/1490 1257 -0,18 0,598 (1) 0,34 0,396 (1) 0,05 0,848
1)
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
rs4911259 GIT 890/1620 1255 0,01 0,989 (1) 0,71 0,201 (1) 0,34 0,380
€
rs2424932 AIG 1022/1488 1255 -0,37 0,475 (1) -0,64 0,252 (1) -0,49 0,194
(0,970)

Tabelle 55: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der Gruppe der gesunden Probanden.
Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert.
Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode
rs4911259 rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

T A 0,399 -0,02 0,009 0,396 0,01 0,290 0,398 -0,01 0,222

(0,056) (1) @
G G 0,364 0,02 0,042 0,362 0,00 0,649 0,363 0,01 0,068
(0,254) 1) (0,410)
T G 0,237 0,01 0,465 0,240 -0,02 0,097 0,238 0,00 0,546

(1) (0,580) (1)
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Anxiety Sensitivity Index (ASI)

T A 0,399 -0,29 0,216 0,396 -0,05 0,841 0,398 -0,18 0,311
@ @ (@)

G G 0,364 0,16 0,487 0,362 0,19 0,474 0,363 0,18 0,320
@ @ (@)

T G 0,237 0,17 0,531 0,240 -0,16 0,587 0,238 0,01 0,969
@ @ (@)

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

T A 0,399 -0,87 0,014 0,396 -0,17 0,650 0,398 -0,58 0,027

(0,083) 1) (0,161)

G G 0,364 045 0,211 0,362 -0,17 0,655 0,363 0,17 0,525
@ @ @

T G 0,237 0,59 0,151 0,240 0,39 0,362 0,238 0,52 0,079

(0,906) 1) (0,476)

Tabelle 56: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der Gruppe der gesunden weiblichen
Probanden. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni
korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

T A 0,392 -0,02 0,042 0,390 0,00 0,958 0,391 -0,01 0,145
(0,249) 1) (0,870)

G G 0,371 0,01 0,360 0,360 0,00 0,897 0,366 0,01 0,444
@ 1 €

T G 0,238 0,02 0,187 0,248 0,00 0,930 0,243 0,01 0,431
@ 1 €

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

T A 0,392 -0,46 0,154 0,390 -0,34 0,359 0,391 -0,39 0,105
(0,924) 1) (0,630)

G G 0,371 0,16 0,624 0,360 0,17 0,637 0,366 0,16 0,516
(1) (1) @)

T G 0,238 0,41 0,275 0,248 0,16 0,687 0,243 0,28 0,302
(1) (1) (1)

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

T A 0,392 -1,06 0,027 0,390 0,46 0,373 0,391 -0,31 0,373
(0,161) (€] (€]

G G 0,371 0,61 0,209 0,360  -0,83 0,101 0,366 -0,10 0,770
(1) (0,606) (1)

T G 0,238 0,63 0,258 0,248 0,45 0,435 0,243 0,51 0,199
(1) (1) (1)
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Tabelle 57: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der Gruppe der gesunden mannlichen
Probanden. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach Bonferroni
korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode
rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
T A 0,407  -0,02 0,154 0,406 0,02 0,101 0,407 0,00 0,915
(0,924) (0,606) @)
G G 0,355 0,02 0,067 0,362 0,01 0,588 0,358 0,02 0,083
(0,400) 1) (0,500)
T G 0,236 -0,01 0,699 0,229 -0,04 0,014 0,233  -0,02 0,045
1) (0,085) (0,269)
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
T A 0,407 -0,07 0,840 0,406 0,31 0,427 0,407 0,10 0,693
@ @ ()
G G 0,355 0,14 0,665 0,362 0,21 0,597 0,358 0,19 0,470
@ @ ()
T G 0,236 -0,11 0,784 0,229  -0,62 0,172 0,233 -0,35 0,233
@ @ ()
Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)
T A 0,407 -051 0,307 0,406  -0,91 0,103 0,407  -0,68 0,066
1) (0,618) (0,394)
G G 0,355 0,02 0,972 0,362 0,66 0,252 0,358 0,29 0,437
(1) 1) 1)
T G 0,236 0,68 0,236 0,229 0,34 0,599 0,233 0,53 0,220
@ () ()

Tabelle 58: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der Gruppe der gesunden Probanden
korrigiert fur Nikotinkonsum. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in Klammern nach
Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode
rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)
Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)
T A 0,399 -0,02 0,010 0,396 0,01 0,277 0,398 -0,01 0,227
(0,060) (1) @
G G 0,364 0,02 0,045 0,362 0,00 0,658 0,363 0,01 0,073
(0,270) 1) (0,438)
T G 0,237 0,01 0,458 0,240  -0,02 0,093 0,238 -0,00 0,557
@ (0,558) (€]
Anxiety Sensitivity Index (ASI)
T A 0,399 -0,27 0,248 0,396 -0,03 0,898 0,398 -0,17 0,322
@ (€] (€]
G G 0,364 0,13 0,578 0,362 0,18 0,496 0,363 0,17 0,343
(1) (1) (1)
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T G 0237 019 0489 0240 -018 0557 0238 001 0,947
@ () ()

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

T A 0,399 -0,842 0,017 039 -015 0650 0398 -057 0,029
(0,102) 1) (0,174)
G G 0,364 0412 0248 0362 -018 0655 0363 015 0,570
@ @ @
T G 0,237 0598 0142 0240 038 0362 0238 053 0,074
(0,852) (€0 (0,444)

Tabelle 59: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der Gruppe der gesunden weiblichen
Probanden korrigiert fur Nikotinkonsum. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in
Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

T A 0,392 -0,02 0,040 0,390 -0,00 09(1) 0,391 -0,01 0,145
(0,240) (0,870)
G G 0,371 0,01 0,349 0,360 0,00 0,887 0,366 0,01 0,442

1) 1) 1)
T G 0,238 0,02 0,190 0,248  -0,00 0,930 0,243 0,01 0,432

() () ()

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

T A 0,392 -0,45 0,16 0,390 -0,35 0,346 0,391  -0,39 0,107
(0,960) 1) (0,642)
G G 0,371 0,15 0,65(1) 0,360 0,18 0,616 0,366 0,15 0,530

1) 1)
T G 0,238 0,41 0,267 0,248 0,16 0,690 0,243 0,29 0,296

() () ()

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

T A 0,392 -1,05 0,027 0,390 0,46 0,373 0,391 -0,31 0,377

(0,162) @) (1)
G G 0,371 0,61 0,212 0,360 -0,83 0,102 0,366  -0,11 0,760

@ (0,612) (€]
T G 0,238 0,63 0,258 0,248 0,45 0,437 0,243 0,51 0,197

@ (€] (€]
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Tabelle 60: Haplotypenanalyse des DNMT3B-Gens in der Gruppe der gesunden mannlichen
Probanden korrigiert fur Nikotinkonsum. Beta: Regressionskoeffizient, P: nominaler und in
Klammern nach Bonferroni korrigierter p-Wert. Signifikante p-Werte sind dick hervorgehoben.

Haplotyp 1. Rekrutierungsperiode 2. Rekrutierungs- Gesamtstichprobe
periode

rs4911259  rs2424932  Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B) Freq. Beta P (B)

Agoraphobic Cognition Questionnaire (ACQ)

T A 0,407 -0,02 0,159 0,406 0,02 0,091 0407 000 0915
(0,954) (0,546) (1)

G G 0,355 002 0071 0362 001 0602 0358 002 0,084

(0,426) @) (0,504)

T G 023 -0,00 0712 0229 -004 0013 0233 -0,02 0,045

(1) (0,078) (0,270)

Anxiety Sensitivity Index (ASI)

T A 0,407 -0,04 0,899 0,406 0,36 0,361 0,407 0,10 0,687
@ @ ()

G G 0,355 0,10 0,765 0,362 0,19 0,644 0,358 0,18 0,485
@ @ ()

T G 0,236  -0,08 0,835 0,229 -0,65 0,155 0,233 -0,35 0,241
@ @ ()

Penn State Worry Questionnaire (PSWQ)

T A 0,407 -0,51 0,307 0,406 -0,86 0,130 0,407 -0,69 0,065
1) (0,780) (0,390)

G G 0,355 0,02 0,974 0,362 0,62 0,283 0,358 0,30 0,428
1) (1) @)

T G 0,236 0,68 0,235 0,229 0,30 0,642 0,233 0,52 0,223
@ () ()
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4. Diskussion

Die Pathogenese der Angsterkrankungen, die in den westlichen Industriestaaten
die haufigsten psychischen Erkrankungen darstellen, ist bisher nicht hinreichend
geklart (Baxter et al., 2013; Craske et al., 2017). Nach heutigem Wissensstand
ist das Vulnerabilitats-Stress-Modell am ehesten geeignet, die Atiopathogenese
der Angsterkrankungen abzubilden (Gottschalk & Domschke, 2016; Schiele &
Domschke, 2017). Innerhalb dieses multifaktoriellen Modells werden
epigenetische Mechanismen, wie beispielsweise die DNA-Methylierung, als
vermittelnde Schnittstelle zwischen Vulnerabilitatsfaktoren und Stressoren
verstanden (Schiele & Domschke, 2017). Diese Schnittstelle ist von groRem
klinischem Interesse, denn es besteht die Hoffnung, mittels Therapiemal3hahmen
wie der kognitiven Verhaltenstherapie oder zukunftig mittels medikamentdser
Behandlung, positiv in die epigenetischen Mechanismen eingreifen zu kénnen
um eine Angsterkrankung gezielt zu therapieren.

Einer dieser epigenetischen Mechanismen, die DNA-Methylierung, wird durch die
DNA-Methyltransferasen vermittelt. Bisher wurden groRe Anstrengungen
unternommen, um Methylierungsmuster und deren Einfluss auf unterschiedliche
psychische Erkrankungen zu untersuchen. Da aber in diesem Zusammenhang
nur wenig Uber die DNA-Methyltransferasen, die fur die Methylierungsmuster
verantwortlich sind, bekannt ist, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob
ausgewahlte Polymorphismen der de novo Methyltransferase-Gene 3A und 3B
mit der Panikstérung und mit angstbezogenen psychologischen Charakteristiken
assoziiert sind. Ausgewahlt wurden drei Einzelnukleotidpolymorphismen des
DNMT3A- und zwei Einzelnukleotidpolymorphismen des DNMT3B-Gens. In der
Literatur wurden diese finf SNPs bereits als assoziiert mit einem negativen Effekt
stressvoller Stimuli auf den Affekt und Suizidversuchen beschrieben (Murphy et
al., 2013; Pishva et al., 2014).

Von insgesamt 3618 Personen wurden sowohl Genotypisierungsdaten zu den
funf ausgewdahlten SNPs als auch dimensionale Daten aus psychometrischen
Fragebdgen erhoben. Ziel dieser Untersuchungen war es zum einen zu ermitteln,
ob eine Genotyp-Phéanotyp-Assoziation zwischen den funf ausgewahlten SNPs

des DNMT3A/B-Gens sowie deren Haplotypen und dem kategorialen
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Angstphanotypen der Panikstérung mit und ohne Agoraphobie besteht und zum
anderem, ob eine Assoziation zwischen den Allelen der ausgewahlten SNPs
sowie deren Haplotypen mit dimensionalen psychologischen Charakteristiken,
wie angstbezogener Kognition oder Angstsensitivitat, vorliegt.

Es zeigte sich, dass nur einer der drei untersuchten SNPs des DNMT3A-Gens,
rs1465764, signifikante  Ergebnisse erbrachte. In der gesunden
Probandengruppe wiesen Berechnungen bezogen auf das T-Allel von rs1465764
eine negative Assoziation mit den in den Fragebdgen erzielten Werten auf. Mit
jedem T-Allel sank demzufolge die von den gesunden Probanden erreichte
Punktzahl in den Fragebogen um den jeweils ermittelten Wert des
Regressionskoeffizienten. In der Gruppe der gesunden Probanden konnte nach
der Korrektur fur multiples Testen in der 2. Rekrutierungsperiode und in der
Gesamtstichprobe fiur den ACQ wie auch in der 1. Rekrutierungsperiode fur den
PSWQ und in der 2.Rekrutierungsperiode fur den ASI eine nominale Signifikanz
festgestellt werden. Eine nominale Signifikanz boten auch die Ergebnisse der
Assoziationsanalysen der Individuen der 2. Rekrutierungsperiode fiir den ASI. In
der Gesamtstichprobe der gesunden Probanden zeigte sich eine signifikante
Assoziation (adjustierter p-Wert = 0,006) nach der Korrektur flr multiples Testen
nur in Bezug auf den PSWQ. In der Gesamtstichprobe der weiblichen gesunden
Probanden zeigte sich eine nominale Signifikanz ebenfalls nur bei Betrachtung
der im PSWQ erreichten Punktzahlen. Weitere geschlechtsspezifische
Unterschiede wurden nicht abgebildet. Die anderen beiden untersuchten SNPs
des DNMT3A-Gens wiesen keinerlei Assoziation mit den
Fragebogenergebnissen auf. In der Stichprobe der Panikpatienten konnte keine
Assoziation zwischen den Allelen der drei SNPs des DNMT3A-Gens und den
Fragebogenergebnissen identifiziert werden. Die logistische Regressionsanalyse
zeigte zudem keinen Unterschied zwischen der Probandengruppe und der
Patientengruppe bezuglich Allelhaufigkeiten.

In der linearen Regressionsanalyse der dimensionalen Daten zu den beiden

SNPs des DNMT3B-Gens zeigte sich eine nominal signifikante Assoziation
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zwischen dem SNP rs2424932 und den Fragebdgenergebnissen des ACQ in der
Gruppe der gesunden Probanden (1. Rekrutierungsperiode). Auch bei dieser
Assoziation war der Regressionskoeffizient in Bezug auf das minor Allel (A-Allel)
negativ. Mit jedem minor Allel sank somit das Ergebnis der Frageb6gen um den
jeweiligen Regressionskoeffizienten. Diese Ergebnisse hielten jedoch einer
Korrektur fur multiples Testen nicht stand.

Auch die Assoziationsuntersuchung der beiden DNMT3B-SNPs in der Gruppe
der Panikpatienten in Hinblick auf die Fragebogenergebnisse und die nach
Geschlecht stratifizierte Betrachtung der Daten zeigten keinerlei Signifikanzen.
Eine logistische Regressionsanalyse erbrachte zudem keinen Unterschied
zwischen der Probanden- und der Patientengruppe bezlglich der
Allelhaufigkeiten.

In den Haplotypenanalysen der gesunden Probanden boten sich signifikante und
nominale Assoziationen zwischen dem minor Allel T des SNPs rs1465764 und
dem major Allel des SNPs rs11683424 im DNMT3A-Gen mit den Ergebnissen
des ACQ und v.a. des PSWQ. Die Haplotypenanalysen bzgl. der beiden
untersuchten SNPs im DNMT3B-Gen zeigten nominal signifikante Assoziationen
zwischen dem minor Allel A des SNPs rs2424932 und dem major Allel T des
SNPs rs4911259 mit den Ergebnissen des ACQ und PSWQ. Die jeweilige
Kombination der Einzelnukleotidpolymorphismen wiesen vornehmlich, bei einem
negativen Regressionskoeffizienten, auf einen nominal signifikanten protektiven
Effekt der Haplotypen hin. In der linearen Regressionsanalyse des SNPs
rs11683424 und des SNPs rs4911259 ergab sich kein Anhalt fir einen
protektiven Effekt dieser SNPs. Der nachgewiesene protektive Effekt in der
Haplotypenanalyse lasst darauf schlie3en, dass die gemessenen Signifikanzen
durch ein Aufsummieren der Einzeleffekte zustande kam und mdéglicherweise ein
funktioneller Einfluss der SNPs besteht. Denkbar ist auch, dass nur jeweils einer
der beiden Einzelnukleotidpolymorphismen eine Funktionalitat aufweist und der
in den Haplotypenanalysen berechnete Effekte durch ein hohes
Kopplungsungleichgewicht der jeweiligen SNPs erklart werden kann. Die
Haploblockanalysen untermauern ein hohes Kopplungsungleichgewicht der
beiden SNPs im DNMT3A- und der beiden SNPs im DNMT3B-Gen (siehe
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Abbildung 4 und 16). Zur Klarung eventueller funktioneller Eigenschaften der
Einzelnukleotidpolymorphismen ist die Durchfiihrung funktioneller

Untersuchungen geeignet, die im Verlauf diskutiert werden.

Somit konnte nur in der gesunden Probandengruppe eine negative Assoziation
mit dem Vorliegen des minor Allels sowohl des rs1465764 im DNMT3A- als auch
des rs2424932 im DNMT3B-Gen und der erreichten Punktzahlen in den
Fragebdgen, im Sinne eines protektiven Effekts, gefunden werden.

Pishva und Mitarbeiter beschrieben eine Assoziation zwischen den minor Allelen
der SNPs rs1465764 und rs1465825 und der emotionalen Reaktion auf
stressvolle Stimuli. Die minor Allele zeigten sich als protektiv. Trager der minor
Allele des rs1465764 und des rs1465825 konnten den Effekt stressvoller
Ereignisse besser “abpuffern®. Eine signifikante Assoziation zwischen dem SNP
rs1465764 und der Reaktion auf stressvolle Ereignisse konnten die Autoren
ebenfalls nur in den Stichproben der gesunden Probanden (gesunde
Kontrollprobanden, gesunde Zwillingspaare, gesunde Geschwister an einer
schizophrenen  Stérung  erkrankter  Patienten) erzielen. Fir den
Einzelnukleotidpolymorphismus rs1465825 fand sich ein signifikantes Ergebnis
in zwei der drei gesunden Probandenstichproben (gesunde Kontrollprobanden,
gesunde Zwillingspaare) und in der Stichprobe an einer Depression erkrankter
Patienten. In der Kohorte der schizophrenen Patientenfanden sich keine
Assoziationen.

Der Einzelnukleotidpolymorphismus rs11683424, der in dieser Arbeit zu keinem
signifikanten Ergebnis fuhrte, wurde von Pishva und Mitarbeitern ebenfalls als
signifikanter protektiver Faktor identifiziert. Neben einer signifikanten Assoziation
des minor Allels dieses SNPs in zwei Stichproben gesunder Probanden, zeigte
sich auch in der Gruppe von an Depressionen Erkrankter eine signifikante
Assoziation.

Die Vergleichbarkeit der Untersuchung von Pishva und Kollegen und dieser
Arbeit ist jedoch aufgrund andersartiger Studiendesigns und unterschiedlicher
demographischer Daten der Probanden eingeschrankt. So untersuchten die
Autoren nicht nur mit Patienten, die an einer Depression leiden, sondern auch

mit Patienten, die an einer schizophrenen Stérung erkrankt sind, zwei
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andersartige Phanotypen und erhoben Daten zu andersartigen psychologischen
Charakteristiken.

So sind sowohl die Stichproben der gesunden Probanden als auch die
Stichproben der von einer psychischen Erkrankung betroffenen Patienten in der
Studie von Pishva und Mitarbeitern kleiner (insgesamt Einschluss von 867
Probanden, davon 631 gesunde Probanden). Eine kleinerer Stichprobengréf3e
konnte in der Untersuchung von Pishva und Mitarbeitern einen falsch positiven
Effekt des SNPs 11683424 und des SNPs rs1465825 bedingt haben. Das mittlere
Alter der Probanden in der Untersuchung von Pishva und Mitarbeitern bewegt
sich zwischen 27,6 und 43,7 Jahren, im Vergleich zu 25,3 Jahren der gesunden
Probanden und 35,2 Jahren der Panikpatienten in dieser Studie. Da ein Alter
zwischen 16 und 55 Jahren als ein Einschlusskriterium fur die Subgruppe
weiblicher und mannlicher Kontrollen (w=78/m=34) von Pishva und Kollegen
festgelegt wurde, kann ein Einschluss Minderjahriger in ihre Studie anhand der
zur Verfugung gestellten Daten nicht ausgeschlossen werden.

Der Anteil weiblicher zu mannlichen Probanden war in den einzelnen Stichproben
sehr unterschiedlich. So kam es in der Studie von Pishva und Mitarbeitern in der
Gruppe der gesunden Zwillingspaare (N=434) ausschlie3lich zum Einschluss
weiblicher Probanden und der Frauenanteil in der Gesamtstichprobe lag um etwa
das 7fache hoher als der Anteil der méannlichen Probanden. In der vorliegenden
Arbeit Uberstieg der weibliche Probandenanteil den mannlichen um das 1,2fache.
Da Frauen etwa 2 bis 2,5fach haufiger an einer Angststorung erkranken als
Manner (Baxter et al., 2013; Jacobi et al., 2014; Wittchen et al., 2011), kann die
Anzahl untersuchter weiblicher und mannlicher Probanden einen in dieser Arbeit
nicht abgebildeten Einfluss auf die SNP-Effekte haben. In der
geschlechtsspezifischen Auswertung der Daten zeigte sich jedoch keine
geschlechtsspezifische Wirkung der beiden untersuchten Gene, so dass ein
geschlechtsspezifischer Effekt, wenn vorhanden, als wahrscheinlich gering
einzuschétzen ist.

Ein Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit den Untersuchungsergebnissen
der Studie von Pishva und Mitarbeitern wére bezogen auf den Nikotinkonsum der

Probanden interessant gewesen. Ein signifikant divergenter Nikotinkonsum der
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Probandengruppen konnte ebenfalls einen Einfluss auf die voneinander
abweichenden Untersuchungsergebnisse haben. Denn ein durch Nikotinkonsum
diversifiziertes Methylierungsmuster des DNMT3A- und DNMT3B-Gens kann
Einfluss auf deren Expression und somit auf das Methylom nehmen. Jedoch
finden sich in der Studie von Pishva und Mitarbeitern hierzu keine Daten und eine
Erhebung des Raucherstatus der Panikpatienten ist in der vorliegenden Arbeit
nicht erfolgt. (Pishva et al., 2014)

Murphy und Mitarbeiter fanden eine Assoziation mit den beiden SNPs rs2424932
und rs4911259 des DNMT3B-Gens und Suizidversuchen von Patienten, die an
unterschiedlichen  psychischen  Erkrankungen litten (unter anderem
Angststorungen und Depression). Die Autoren identifizierten das A-Allel des
SNPs rs2424932 und das G-Allel des SNPs rs4911259 als Risiko-Allele, welche
sich als signifikant assoziiert mit Suizidversuchen zeigten. In der vorliegenden
Arbeit konnte jedoch nur eine nominal signifikante Assoziation zwischen dem
minor Allel des Einzelnukleotidpolymorphismus rs2424932 und den
psychometrischen Fragebogenergebnissen festgestellt werden. Zudem deuten
die Ergebnisse unserer Arbeit auf einen protektiven Effekt des A-Allels dieses
SNPs hin. Diese gegensétzlichen Ergebnisse und Effekte kdnnten auch hier auf
den unterschiedlichen demographischen und phanotypischen Eigenschaften der
Stichproben beruhen. Murphy und Mitarbeiter untersuchten keine gesunden
Probanden. Auch das mittlere Alter der eingeschlossenen Patienten lag mit 33,6
(Patienten mit Suizidversuch) und 40,9 Jahren (Patienten ohne Suizidversuch)
teilweise tber dem mittleren Alter der Probanden dieser Arbeit (mittleres Alter
Gesamtstichprobe gesunder Probanden: 25,3 Jahre; mittleres Alter
Gesamtstichprobe der Patienten: 35,2 Jahre). Der Anteil der eingeschlossenen
Manner lag in der Untersuchung von Murphy und Mitarbeitern (in der Gruppe der
Patienten mit Suizidversuch 47,4 % Manner; in der Gruppe der Patienten ohne
Suizidversuch 61,3 % Manner) tber dem dieser Arbeit (42,4%). Die Anzahl der
insgesamt eingeschlossenen Personen in der Untersuchung von Murphy und
Mitarbeitern lag bei 159 (Murphy et al., 2013), das betragt weniger als ein

Zwanzigstel der in der vorliegenden Arbeit analysierten Anzahl von Individuen.
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Zusammenfassend stellt sich die Frage, wieso in dieser Arbeit signifikante
Ergebnisse nur in der gesunden Probandengruppe nachgewiesen werden
konnten und warum der Effekte des minor Allels des SNPs rs2424932 diametral

zu dem von Murphy und Mitarbeitern beschriebenen berechnet wurde.

Eine denkbare Erklarung ist, dass der von uns ermittelte protektive Effekt der
minor Allele nach Manifestation einer Panikstérung aufgrund der geringen
Effektstarke nicht mehr zum Tragen kommt und daher in der Patientengruppe
nicht abgebildet werden kann. Einen Hinweis hierauf bietet das mittlere Alter der
gesunden Probandenprobanden (25,3 Jahre) im Vergleich zu dem mittleren Alter
der Panikpatienten (35,2 Jahre). Angststorungen wie die Panikstorung, aber
auch die Generalisierte  Angststorung und die  Posttraumatische
Belastungsstorung, weisen weltweit ein mittleres Erkrankungsalter zwischen dem
24. und dem 50. Lebensjahr auf (Kessler et al., 2014). Das mittlere
Erkrankungsalter der Panikstérung wird auf 32 Jahre geschatzt (de Jonge et al.,
2016). Denkbar ist daher, dass gesunde Probanden im Laufe ihres
Erwachsenenalters an einer Panikstorung erkranken werden, und das zuvor
protektive Allel dann nicht mehr als solches mittels nachzuweisen ist.

Die in dieser Arbeit gemessene Effektumkehr der von Murphy und Mitarbeitern
beschriebenen Risiko-Allele kdnnte zudem durch das sogenannte “Flip-Flop-
Phanomen*® erklart werden (Lin, Vance, Pericak-Vance & Martin, 2007). Stellen
die untersuchten SNPs selber keine kausale Variante dar, sondern weisen eine
Assoziation mit einem Phanotypen auf, weil sie in der untersuchten Population
im LD mit einer kausalen Variante liegen, kann zwischen unterschiedlichen
Populationen eine Effektumkehr beobachtet werden, wenn sich das LD der
Populationen in diesem Sequenzabschnitt unterscheidet. Werden einzelne
Varianten untersucht, so kann es zudem aufgrund der Interaktion mit anderen
nicht untersuchten Risiko- oder auch protektiven Faktoren zu einem “Flip-Flop-
Phanomen® kommen. Zusammenfassend postulieren Lin und Mitarbeiter, dass
verschiedene Untersuchungen der gleichen Varianten aufgrund von Gen-Gen-
Interaktion und einem unterschiedlichen LD selbst bei der Untersuchung gleicher
Phanotypen zu einer Effektumkehr fihren kénnen. Somit kdnnte dasselbe Allel

eines Einzelnukleotidpolymorphismus im Sinne von Multi-Lokus-Effekten sowohl
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einen protektiven Effekt vermitteln als auch ein Risiko-Allel darstellen. (Lin et al.,
2007)

Interessant ist zudem, dass sich die starkste Assoziation zwischen dem SNP
rs1465764 und den Ergebnissen des PSWQ zeigte. Dieser psychometrische
Fragebogen besteht zu einem Grof3teil aus Fragen, welche sich auf sorgenvolle
Gedanken im Sinne einer pathologischen Besorgnis beziehen und daher
geeignet ist um Patienten, die an einer Generalisierten Angststorung erkrankt
sind, von Gesunden zu unterscheiden (Hoyer & Margraf, 2003). Es lagen jedoch
keine Daten zum PSWQ-Fragebogen in der Panikpatientenkohorte vor.
Demnach ware zu Uberprifen, ob eine Assoziation des SNPs rs1465764 und den
Fragebogenergebnissen bei Panikpatienten besteht. Interessant ware daruber
hinaus eine Untersuchung des SNPs rs1465764 in Verbindung mit der

Generalisierten Angststérung als einem anderen Angstphanotypen.

Eine Genotyp-Phéanotyp-Assoziation zwischen den Allelen der fiinf ausgewahlten
SNPs des DNMT3A/B-Gens und deren Haplotypen mit dem kategorialen
Angstphanotypen der Panikstérung sowie mit dimensionalen
Angsteigenschaften kann anhand der vorliegenden Daten somit abschliel3end
nicht zuriickgewiesen werden, auch wenn die nachgewiesenen Effekte als eher
gering einzuschéatzen sind. Denn die nachgewiesenen Assoziationen sind ferner
auf dem Boden der Limitationen dieser Arbeit zu bewerten. Zu den Limitationen
zéhlt zum einen die zu geringe Teststarke der Fall-Kontroll-Gruppe. Mdgliche
kleine Effektstarken sind bei der geringen Teststéarke nicht sicher abzubilden.
Falsch positive Effekte in der gesunden Probandengruppe ist ebenfalls denkbar.
Um die gefundenen Assoziationen besser bewerten zu kénnen, wére eine
Replikation in einer weiteren gesunden Probandengruppe und in einer
angemessen grof3en Patienten- und Fall-Kontroll-Gruppe mit ausreichender
Teststarke angezeigt. Dabei sollte eine Erfassung des Nikotinkonsums sowohl
bei Patienten als auch bei gesunden Kontrollen erfolgen um diesen als

Kovariabeln mit einzubeziehen.
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Die derzeitige Studienlage weist einzelnen Polymorphismen im Zusammenhang
mit der Entstehung von Angsterkrankungen jeweils geringe Effektstarken zu, die
sich jedoch aufsummieren kénnen und so den Phanotyp der Angsterkrankung
mit bedingen (Otowa et al., 2016). Mittels genomweiter Assoziationsstudien
kénnten in einer ausreichend grof3en Stichprobe auch kleine Effekte abgebildet
werden und Assoziationen mit anderen Genloci einen Einblick in die komplexe

Interaktion zwischen den DNMTs mit anderen Genen bieten.

Da es sich bei dieser Arbeit um eine Assoziationsstudie handelt, bleibt fraglich,
ob die gefundenen Assoziationen auf einen direkten funktionellen Einfluss der
untersuchten SNPs selbst zurtickzufihren sind, oder ob die SNPs mit anderen
Genloci assoziiert sind, in denen die eigentlichen kausalen genetischen
Varianten fur die Entwicklung der Panikstérung liegen. Anhand der
durchgefiihrten funktionellen Charakterisierung fanden sich fur die signifikanten
SNPs die folgenden funktionellen Eigenschaften: Der SNP rs1465764 im
DNMT3A-Gen befindet sich in einem Intron. Liegt das T-Allel dieses SNPs vor,
fur das in dieser Arbeit ein protektiver Effekt nachgewiesen werden konnte, so
fehlt eine Bindungsstelle fir zwei splicing enhancer. Es kann daher vermutet
werden, dass der jeweilige Allelstatus zu verschieden prozessierten Messenger-
RNAs (mRNAs) und somit zu unterschiedlichen Proteineigenschatften fiihrt. Der
SNP rs2424932, der eine nominal signifikante Assoziation mit den
psychometrischen Fragebogenergebnissen gezeigt hat, ist in einem Exon des
DNMT3B-Gens zu finden und liegt innerhalb der 3’'UTR-Region und zwar im
Bereich einer Transkriptionsfaktorbindungsstelle wie auch einer Bindungsstelle
fur die Mikro-RNA (miRNA)- 920. Uber die Funktion dieser miRNA ist derzeit
wenig bekannt. In der Literatur wird berichtet, dass miRNA-920 vermehrt in der
Erholungsphase nach Schlaganfallen exprimiert wird und moglicherweise mit der
zentralnervdsen Regeneration assoziiert ist (Sepramaniam et al., 2014).

Ob und wie diese funktionellen Eigenschaften der SNPs die Proteinstruktur
(rs1465764) der DNMTs bzw. die Transkription (rs2424932) der beiden Gene
beeinflussen, muss anhand funktioneller Studien, z. B. durch die Untersuchung
der jeweiligen komplementdren DNA (cDNA) oder der Genexpression mittels

Biolumineszenz-Reaktion, Uberpruft werden. Andere funktionelle
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Untersuchungsmaoglichkeiten werden im weiteren Verlauf der Diskussion erortert.
(Genetics and Bioinformatics Team-Aix Marseille Université, 2017; Murphy et al.,
2013; National Center for Biotechnology Information, 2017e, 2017g; National
Institute of Environmental Health Sciences, 2017; Pishva et al., 2014)

Untersuchungen der Dnmt-Expression im ZNS anhand von Mausmodellen
lassen darauf schlie3en, dass Polymorphismen der DNMT-Gene aufgrund ihrer
funktionellen Charakteristika (s. Tabelle 2) Uber die Regulation der Expression
als kausale Variablen mit Angsterkrankungen assoziiert sein kdnnen. So wird in
der Literatur von Zusammenhangen der zentralnervosen Dnmt-Expression und
einem anxiolytischen Effekt oder auch einer Modulierung von
depressionsahnlichem Verhalten bei Nagetieren berichtet (Elliott et al., 2016;
Morris et al., 2016).

Elliott und Mitarbeiter beschreiben beispielsweise, dass bei Mausen im medialen
prafrontalen Cortex die Dnmt3a-mRNA-Level sinken, wenn diese chronischem
sozialen Stress ausgesetzt sind und daraufhin ein angstéhnliches Verhalten
zeigten. Bei Uberexpression der Dnmt3a im medialen prafrontalen Cortex,
basierend auf einem Lentivirus-Mausmodel, kam es bei Mausen zu einem
anxiolytischen Effekt. Wurde die Dnmt3a-Expression vermindert zeigten auch
nicht gestresste Mause einen angstahnlichen Phanotyp. (Elliott et al., 2016)
Erganzend berichten LaPlant und Mitarbeiter, dass es im Nucleus accumbens
von Mausen, die chronischen sozialen Stress erfahren haben, zu einer
vermehrten Expression des Dnmt3a-Gens kam (LaPlant et al., 2010). Im Rahmen
eines Lentivirus-basierenden Mausmodells konnten LaPlant und Mitarbeiter ein
depressionsahnliches Verhalten bei den Nagetieren durch eine gezielte Dnmt3a-
Uberexpression im Nucleus accummbens hervorrufen (LaPlant et al., 2010). Eine
verminderte Expression der Dnmtl im Prosencephalon zeigte in Mausen
dahingegen eine anxiolytische und antidepressive Wirkung (Morris et al., 2016).
Dies deutet einerseits auf eine Expressions-abhéngige diverse und lokal
spezifische Funktion der Dnmts in postmitotischen Neuronen hin und
unterstreicht anderseits die Hypothese, dass andere Phé&notypen wie
beispielsweise die Depression mit den DNMTs assoziiert sind.
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Im Vorderhirn und im Hippocampus von Nagetieren wurde zudem ein
Zusammenhang zwischen der Expression der Dnmtl, Dnmt3a und Dnmt3b und
dem Lernen und der Gedachtnisbildung beschrieben (Feng et al., 2010;
Hammels et al., 2015; Miller & Sweatt, 2007). Feng und Mitarbeiter untersuchten
die neuronale Plastizitat, Lernen und Ged&achtnisbildung von Mausen, bei denen
das Dnmtl- und/oder das Dnmt3a-Gen gezielt im Vorderhirn ausgeschaltet
wurde. Es zeigte sich, dass sich nur bei Mausen, bei denen beide Gene
ausgeschaltet wurden, ein vermindertes hippocampales Volumen so wie
Schwachen beim Lernen und in der Gedachtnisbildung zeigten. Die Autoren
untersuchten zudem, in welchem Ausmald die Furchtkonditionierung von der
Stilllegung der Gene beeintrachtigt wurde. Hier zeigten erneut nur die Mause, bei
denen beide DNA-Methyltransferase-Gene ausgeschaltet wurden, eine
verminderte Furchtkonsolidierung (Feng et al., 2010). Da nur das Ausschalten
beider Gene einen Effekt zeigte, kann dies erklaren, warum die Betrachtung
einzelner SNPs in dieser Arbeit zu einer geringen Anzahl signifikanter Ergebnisse
mit einer niedrigen Effektstarke gefuihrt hat. Denkbar ist eine Aufsummierung der
funktionalen Einflisse mehrerer Polymorphismen simultan in verschiedenen
DNMT-Genen.

Miller und Mitarbeiter beobachteten dartiber hinaus im Rahmen der
kontextgebundenen  Furchtkonditionierung von Ratten eine erhohte
Genexpression des Dnmt3a- aber auch des Dnmt3b-Gens im Hippocampus,
einhergehend mit einer Anderung zentralnervoser Methylierungsmuster (Miller &
Sweatt, 2007). Sie zeigten zudem, dass die Aktivitdt der Methyltransferasen
entscheidend fir die Furchtkonditionierung ist. Ratten, die eine lokale
hippocampale Injektion eines DNMT-Inhibitors (5-Aza-2'-desoxycytidin) 24
Stunden nach kontextgebundener Furchtkonditionierung erhielten, zeigten im
Vergleich zu unbehandelten Artgenossen ein vermindertes angstahnliches
Verhalten (Miller & Sweatt, 2007). Daraufhin wurde der Methylierungsstatus und
die Expression des Ppplcc- wie auch des Reln-Gens im Mausehippocampus
nach kontextgebundener Furchtkonditionierung ohne Inhibitorgabe von Miller
und Mitarbeitern untersucht. Nach kontextgebundener Furchtkonditionierung

lagen eine vermehrte Methylierung und verminderte mRNA-Level des Ppplcc-
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Gens vor, einem Gen, dessen Genprodukt an der Hemmung der
Gedachtnisbildung beteiligt sein soll (Genoux et al., 2002; Miller & Sweatt, 2007).
Im Gegensatz dazu gilt das Genprodukt des Reln-Gens (Reelin), durch seinen
positiven Einfluss auf die Langzeipotenzierung und somit auf die neuronale
Plastizitat, als forderlich fur die Gedachtnisbildung (Genoux et al., 2002). Am
Reln-Gen bot sich eine Demethylierung wie auch ein erhdhtes hippocampales
Reln-mRNA-Level (Miller & Sweatt, 2007). Dementsprechend kann
geschlussfolgert werden, dass Dnmts eine Rolle in der Furchtkonditionierung, im
Speziellen in der Konsolidierung, spielen und durch Modulierung der Dnmt-
Aktivitat bzw. Expression, z.B. durch funktionelle Polymorphismen oder auch den
Methylierungsmustern der DNMT-Gene selbst, direkt Einfluss auf das

Angstgedachtnis genommen werden kann.

Es muss jedoch betont werden, dass diese Assoziationen anhand von
Mausmodellen gefunden und dass je nach untersuchter Hirnregion teils
Assoziationen mit entgegengesetzten Effekten entdeckt wurden. Auch muss
erwdhnt werden, dass Dnmt3b in den Gehirnen von Mausen und Ratten
vornehmlich in der Embryogenese exprimiert werden und im erwachsenen
Mause- beziehungsweise Rattengehirn die Expression von Dntm3a vorherrscht
(Feng, Chang, Li & Fan, 2005; Hirasawa & Sasaki, 2009; Simmons, Stringfellow,
Glover, Wagle & Clinton, 2013; Watanabe, Suetake, Tada & Tajima, 2002).

In der Literatur finden sich Daten zur Expression des DNMT3A- und 3B-Gens
beim Menschen derzeit vornehmlich in zwei Datenbanken, dem Genotype-Tissue
Expression (GTEX) project (Lonsdale et al., 2013; The Broad Institute of MIT and
Harvard, 2019) und dem Functional Annotation of Mammalian Genomes 5
(FANTOMS) project (Forrest et al., 2014; RIKEN, 2014). Die Daten des
Genotype-Tissue Expression (GTEX) project und des Functional Annotation of
Mammalian Genomes 5 (FANTOMDb) project sind auf der Website des Humanen
Protein Atlas zusammengefasst (The Human Protein Atlas, 2016g; Uhlen et al.,
2015). Zudem sind Expressionsdaten der HPA RNA-seq data in einem kleineren
Umfang von Kindern und Erwachsenen, darunter neoplastische Zellen, in die

Datenbank des Human Protein Atlas eingeflossen (The Human Protein Atlas,

95



2016f). Grundlage der GTEx-Daten sind post mortem Gewebe von Erwachsenen
(220 Jahre). Es zeigt sich anhand dieser Daten im menschlichen adulten
Hirngewebe wie bei Nagetieren eine vermehrte Expression des DNMT3A-Gens
(Neurone wie auch Gliazellen) (The Human Protein Atlas, 2019a) verglichen mit
der Expression des dem DNMT3B-Gens (Neurone und Gliazellen) (The Human
Protein Atlas, 2019b). FANTOMS5 bezieht die Expressionsdaten dahingegen aus
fetalen, adulten und neoplastischen Zellproben (Forrest et al., 2014; Noguchi et
al.,, 2017). Eine zellspezifische Zuordnung (Gliazellen oder Neurone) der
Expression ist den FANTOMb5-Daten nicht zu entnehmen. Die Expressionsdaten
des FANTOMb5-Projekts und die HPA RNA-seq data sind daher nur unter
Vorbehalt mit einzubeziehen, zeigen aber auch eine vermehrte DNMT3A-
Expression im humanen Gehirngewebe im Vergleich zur Expression des
DNMT3B-Gens (The Human Protein Atlas, 2019a, 2019b). Daraus lasst sich der
Schluss ziehen, dass beim Menschen, ahnlich den Nagetieren, im adulten Gehirn
die Expression des DNMT3A-Gens vorherrscht. Auch in humanen Leukozyten
von Erwachsenen bestehen hohere DNMT3A-mRNA- als 3B-mRNA-Level (The
Human Protein Atlas, 2016c, 2016€e). Da die DNMT3B im adulten menschlichen
Gewebe eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint, kdnnen die
unterschiedlichen Expressionslevel der DNMTs im adulten Gewebe (Gehirn und
Leukozyten) erklaren warum in dieser Arbeit signifikante Assoziationen v.a.
zwischen den dimensionalen Daten der psychometrischen Tests und den
Einzelnukleotidpolymorphismen des DNMT3A- und nicht des DNMT3B-Gens
gefunden wurden, wenn das DNMT3B nach der Embryogenese nur noch eine
untergeordnete Rolle in der Vermittlung der Gen-Umwelt-Interaktion spielt.
Naturlich sind auch die Ergebnisse des GTEx-Projekts aufgrund der post mortem
gewonnen Gewebe mit Vorbehalt zu bewerten, kénnte doch die Agoniephase

einen Einfluss auf die DNMT-Expression nehmen.

Nicht nur funktionelle Einzelnukleotidpolymorphismen oder die Interaktion mit
anderen Genen kénnen einen Einfluss auf die DNA-Methyltransferasen haben,
sondern auch der Methylierungsstatus ihrer Gene. Bisher ist wenig bekannt Gber

die Methylierungsmuster der DNMT-Gene in Bezug auf psychische
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Erkrankungen. Ein Einfluss der DNMTs in Abhangigkeit inrer Genexpression auf
die Furchtkonditionierung und die Konsolidierung des Angstgedachtnisses auch
beim Menschen ist denkbar. Sipahi und Mitarbeiter untersuchten daher, ob sich
die Methylierungsmuster der DNMT-Gene bei Patienten, die nach einem
traumatischen Erlebnis eine Posttraumatische Belastungsstérung (PTBS)
entwickelten, von Personen unterscheiden, bei denen nach solchen Erlebnissen
keine PTBS auftrat. Es zeigte sich, dass bei Personen, die nach einem Trauma
eine PTBS entwickelten, an einer CpG-Stelle (ein haufig im Promotorbereich
liegendes transkriptionsregulatorisches Element) des DNMT3B-Gens sowohl vor
als auch nach dem Trauma eine verminderte Methylierung bestand und dass eine
verminderte  Methylierung an dieser Stelle mit einem schwereren
Erscheinungsbilder der PTBS assoziiert ist (Sipahi et al., 2014). Eine verminderte
Methylierung konnte auf eine vermehrte Expression des DNMT3B-Gens und
somit auf eine vermehrte Methylierungsaktivitat im ZNS hinweisen.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Methylierungsmuster der DNMTs selbst
mit Angsterkrankungen assoziiert sein kdnnen. Jedoch wurde mit dem DNMT3B
das Gen untersucht, das anscheinend im adulten ZNS nur eine geringe
Expression erfahrt. Eine Replikation der Untersuchung von Sipahi und Mitarbeiter
in einer weiteren Stichprobe zur Uberprifung der gefundenen

Methylierungsmuster ware daher sinnvoll.

Ob anhand peripherer Methylierungsmuster der DNMTs auch bei der
Panikstérung Aussagen beispielsweise Uber Symptomschwere oder
Therapierfolg moglich ist, kann anhand der derzeitiger Datenlage nicht beurteilt
werden. Es bedarf weiterer Daten zur Uberpriifung mdoglicher Assoziationen
peripherer DNMT-Methylierungsmuster und Angsterkrankungen. Anzumerken
ist, dass anhand von peripheren Methylierungsmustern beim Menschen nicht
direkt auf zentralnervése Methylierungsmuster geschlossen werden kann. Da es
sich jedoch um periphere Biomarker handeln wirde, besteht nicht der Anspruch,
dass diese mit dem zentralnervosen Status identisch sind, sondern eine

messbare diagnostische oder prognostische Aussage ermdglichen.
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Eine Assoziationsstudie von Polymorphismen des DNMT1-Gens und
dimensionalen Angstphanotypen wie auch der Panikstorung ist zu Gberdenken,
da gezeigt wurde, dass sowohl die Dnmt3a als auch die Dnmtl in postmitotischen
Mauseneuronen als de novo Methyltransferasen in den Prozess der
Furchtkonditionierung integriert sind (Feng et al., 2010).

Darlber hinaus zeigten sich signifikante Assoziationen vornehmlich mit den
Summenwerten des PSWQ (s. Tabelle 13 und 14). Demzufolge ist eine
Untersuchung der ausgewahlten SNPs der DNMT-Gene in Assoziation mit einem

anderen Angstphanotypen wie der Generalisierten Angststérung denkbar.

Um die funktionellen Auswirkungen der untersuchten SNPs (Expression und
Proteinfunktion) zu Uberprifen ware eine neuronale in vitro Zellkultur denkbar.
Mononukleare Zellen aus peripherem Blut oder auch Fibroblasten von Tragern
des minor Alles des SNPs rs2424932 (DNMT3B) kénnten in induzierten
pluripotenten Stammzellen umgewandelt und tGber neuronale Progenitorzellen zu
neuronalen Zellverbanden differenziert werden (Chen et al., 2018; Sobol et al.,
2019). AnschlieBend kann ein funktioneller Einfluss des SNPs rs2424932 auf die
Transkription des DNMT3B-Gens mittels Real-Time-quantitativer PCR (qPCR)
Uberpruft werden. Der Einfluss des minor Alles des SNPs rs1465764 (DNMT3A)
auf die mRNA-Prozessierung und somit Funktion des DNMT3A-Genprodukts
kann anhand der Herstellung rekombinanter DNMT3A-Proteine und
anschlieBendem Methylierungsassay untersucht werden (Aoki et al., 2001; Chen,
Ueda, Xie & Li, 2002). Denkbar ist zudem eine Untersuchung der
Methylierungsaktivitéat verbunden mit einer Untersuchung von
Methylierungsmuster in  Kandidatengenen, deren  Assoziation  mit
Angststorungen beschrieben wurde, wie beispielsweise des COMT-, CRHR1-
oder auch RGS2-Gens (Meier & Deckert, 2019).

Wie oben beschrieben weisen Untersuchungen an Mausmodellen den Dnmt-
Genen eine wichtige Rolle in der Furchtkonditionierung zu und Sipahi und
Mitarbeiter beschreiben einen Assoziation von Methylierungsmustern zumindest
des DNMT3B-Gens mit der Entwicklung eines Angstphénotypens (PTBS) und

dessen Schwere, so ist es denkbar, dass die Methylierungsmuster der DNMT-
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Gene auch mit weiteren Angstphanotypen assoziiert sein konnten. Dies kann
anhand von Nagetiermodellen untersucht werden, um Daten Uber die
zentralnervosen Methylierungsmuster und peripheren Methylierungsmuster der
Dnmt-Gene und deren Zusammenhang mit Angst-ahnlichem Verhalten zu
erhalten. Interessant ist die Untersuchung der Methylierungsmuster im
Zusammenhang mit moglichen lokale Expressionsunterschieden in
zentralnervosen Gehirnregionen wie dem Hippocampus oder auch dem
prafrontalen Kortex.

Eine Untersuchung peripherer Methylierungsmuster der DNMT-Gene in
Assoziation mit (dimensionalen) Angstphanotypen im Sinne eines peripheren

Biomarkers ist auch wie oben erlautert beim Menschen denkbar.

Ebenfalls mdglich ist, dass die untersuchten SNPs selbst keinen funktionellen
Einfluss besitzen und somit keine kausalen Variablen darstellen. Eine
genomweite Assoziationsstudie (GWAS) ist daher die geeignete Methode, um
andere kausale Varianten zu identifizieren und mogliche Gen-Gen-Interaktionen

abzubilden.
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5. Zusammenfassung

Angsterkrankungen stellen weltweit die grofite Gruppe der psychischen
Erkrankungen dar. Sie weisen sowohl eine hohe Komorbiditats- als auch
Chronifizierungsrate auf und verursachen hohe sozio6konomische Kosten.

Die Panikstorung mit und ohne Agoraphobie, die durch wiederkehrende
anfallsartige Angstzustande gekennzeichnet ist, weist eine Lebenszeitpravalenz
von 1-4% auf und kann die Lebensqualitat der Betroffenen weitreichend
beeintrachtigen.

Derzeit gilt das Vulnerabilitats-Stressmodell im Sinne eines multifaktoriellen
Erklarungsmodells als am besten geeignet, um die Atiopathogenese der
Angsterkrankungen abzubilden. Als Briicke zwischen den genetischen Faktoren
(Vulnerabilitatsfaktoren) und den auf ein Individuum einwirkenden
Umweltfaktoren (Stressoren) werden epigenetische Mechanismen verstanden.
Hierzu zahlt die Methylierung bestimmter DNA-Bereiche, welche durch die DNA-
Methyltransferasen vermittelt wird. Diese Enzyme waren in Verbindung mit
Angsterkrankungen bisher kaum im Fokus psychiatrischer Forschung.

Diese Arbeit beschaftigt sich daher mit ausgewahlten
Einzelnukleotidpolymorphismen des DNMT3A- und DNMT3B-Gens und
untersucht, ob diese SNPs und/oder deren Haplotypen zum einen mit der
Panikstorung und zum andern mit dimensionalen psychologischen
Charakteristiken, wie angstbezogener Kognition oder Angstsensitivitat, assoziiert
sind. Hierzu erfolgte die Genotypisierung von insgesamt 3618 Probanden,
gesunden Probanden wie auch Panikpatienten. Zu jedem Probanden und
Patienten lagen dimensionale Daten aus psychometrischen Fragebdgen vor.
Bei der Betrachtung der dimensionalen Daten zeigte sich in der gesunden
Probandengruppe ein signifikant protektiver Effekt des T-Allels des SNPS
rs1465764 im DNMT3A-Gen (vor allem im Penn State Worry Questionnaire) und
eine nominal signifikante Assoziation mit dem A-Allel des SNP rs2424932 im
DNMT3B-Gen.

Zusammenfassend konnte eine signifikante bzw. nominal signifikante
Assoziation der beiden SNPs mit angstbezogenen Charakteristiken wie der

angstbezogenen Kognition und der Angstsensitivitat gezeigt werden.
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Um die gefundenen Assoziationen besser beurteilen zu koénnen, ist in
Folgeuntersuchungen eine Replikation in einer weiteren Probandengruppe und
in einer angemessen groRen Patienten- und Fall-Kontroll-Gruppe mit
ausreichender Teststarke erforderlich. Aufgrund der nachgewiesenen
Assoziation mit dem PSWQ bietet sich auch die Untersuchung eines anderen
Angstphanotypen, der Generalisierten Angststérung, an. Als weiterer Schritt sind
Untersuchungen zur Klarung der Funktionalitat der signifikant assoziierten SNPs
anzustreben. In der Literatur wird zudem eine weitere DNMT, die Dnmt1, mit der
Furchtkonditionierung assoziiert und auch die Methylierungsmuster der DNMTs
selbst scheinen einen Einfluss auf die Entwicklung von Angststorungen zu
haben. Eine Untersuchung des DNMT1-Gens und der Methylierungsmuster der
DNMT-Gene sind daher weitere sinnvolle Schritte, um einen moglichen Einfluss
von DNMTs auf die Entstehung von Angsterkrankungen und auf angstbezogene

psychologische Charakteristiken besser zu verstehen.
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