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Einleitung

1. Einleitung

Angst ist eine naturliche Reaktion des Menschen auf potentielle Gefahren. Sie
gewabhrleistet unter physiologischen Bedingungen eine schnellstmogliche Reaktion,
um den betroffenen Organismus in Sicherheit zu bringen und die Uberlebenschancen
Zu maximieren.

Patienten, die an einer Angststorung erkrankt sind, leiden im Gegensatz zu einer
physiologischen Reaktion unter extremen, unrealistischen Angsten. Die Angst
uberkommt sie ganz plotzlich mit einer Heftigkeit, die sie unkontrollierbar tbermannt
und fur die Situation unangemessen ist. Typische korperliche Symptome wahrend
einer Attacke sind Schwéchegefiinl, Schwindel, Ubelkeit, die Entwicklung einer
Tachykardie, Atemnot und innere Unruhe. Dies gilt insbesondere fur die Panikstorung.

1.1 Das Krankheitsbild ,,Panikstorung*
111 Definition und Diagnostik der Panikstorung
Laut der ,International Classification of Diseases® (ICD-10) der

Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist die Panikstérung (F41.0) charakterisiert als

episodisch paroxysmale Angst mit
wiederkehrende[n] schwere[n] Angstattacken (Panik), die sich nicht auf eine
spezifische Situation oder auf besondere Umstande beschranken und deshalb
auch nicht vorhersehbar sind. Wie bei anderen Angsterkrankungen zahlen zu den
wesentlichen Symptomen plétzlich auftretendes Herzklopfen, Brustschmerz,
Erstickungsgefihle, Schwindel und Entfremdungsgeflihle (Depersonalisation oder
Derealisation). Oft entsteht sekundar auch die Furcht zu sterben, vor
Kontrollverlust, oder die Angst wahnsinnig zu werden. Die Panikstorung soll nicht
als Hauptdiagnose verwendet werden, wenn der Betroffene bei Beginn der
Panikattacken an einer depressiven Stoérung leidet. Unter diesen Umstanden sind
die Panikattacken wahrscheinlich sekundare Folge der Depression
(Weltgesundheitsorganisation (WHO), 2018).

Das amerikanische DSM-5 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)
definiert eine Panikattacke als einen kurzen Zeitabschnitt intensiver Angst, der mit
einer spezifischen Symptomatik einhergeht, die abrupt auftritt und ihr Maximum

innerhalb von etwa 10 Minuten erreicht. Um eine Panikstoérung zu diagnostizieren,

1
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mussen entweder wiederkehrende Attacken auftreten oder es muss nach einer
aufgetretenen Attacke die Erwartungsangst vor einer erneuten Panikattacke fur
mindestens einen Monat bestehen bleiben (siehe Tab. 1.2) (American Psychiatric
Association (APA), 2013).

Der Patient, der unter plotzlichen Panikattacken leidet, zeigt mindestens 4 von 13
Symptomen somatischer und psychischer Angst, die im Folgenden aufgelistet werden
(siehe Tab. 1.1).

Tab. 1.1: Symptome somatischer und psychischer Angst im Rahmen einer Panikattacke

Modifiziert nach der deutschen Version des DSM-5 (Falkai und Wittchen,
2015)

Herzklopfen, Palpitationen

Brustschmerz, Engegefuhl

Zittern, Beben

Erstickungsgefuhle

Atemnot, Kurzatmigkeit

Schwindel, Unsicherheit, Benommenheit
Entfremdungsgeflihle, Derealisation oder Depersonalisation

® N o o bk 0w b=

Furcht zu sterben

9. Angst vor Kontrollverlust, Angst verrickt zu werden
10. Parasthesien (Taubheits- und Kribbelgeflihle)
11.Hitzewallungen oder Kalteschauer

12. Ubelkeit, Magen-Darm-Beschwerden
13.Crescendo der Angst

Korperliche Symptome, die im Rahmen von Angst wahrgenommen werden, werden
von den Betroffenen als Gefahr gedeutet. Es kommt also zu einer kognitiven
Fehlattribution. Die Angst vor der Angst wird von den Patienten oft qualender als die
eigentliche Panikattacke empfunden.

Eine Panikstorung lasst sich mit Hilfe des ,Strukturierten Klinischen Interviews fur
DSM-IV (SKID-1)* (First et al., 1996) auf Achse 1 fur psychische Stérungen gemaf
den Kriterien des DSM-IV oder der ICD-10 diagnostizieren
(Weltgesundheitsorganisation (WHO), 2018).

2
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Tab. 1.2: Diagnosekriterien der Panikstorung

Modifiziert nach DSM-5 (American Psychiatric Association (APA), 2013)

Diagnosekriterien einer Panikstérung

> Wiederkehrende, unerwartete Panikattacken

» Klar abgrenzbare Episoden intensiver Angst mit dem Hohepunkt innerhalb

von Minuten

» Keine organischen Ursachen

» Anhaltende Besorgnis Uber das Auftreten weiterer Panikattacken fur

mindestens einen Monat

» Verhaltensanderungen, um die Attacken zu vermeiden, fur mindestens einen

Monat

» Die Panikattacken werden nicht durch eine andere psychische Stérung
besser erklart, wie z.B. soziale Phobie, spezifische Phobie, Zwangsstorung,

posttraumatische Belastungsstorung oder Stoérung mit Trennungsangst

1.1.11 Agoraphobie

Laut ICD-10 gehort die Agoraphobie (F40.0) zu einer
relativ gut definierten Gruppe von Phobien, mit Beflrchtungen, das Haus zu
verlassen, Geschéfte zu betreten, in Menschenmengen und auf o6ffentlichen
Platzen zu sein, alleine mit Bahn, Bus oder Flugzeug zu reisen
(Weltgesundheitsorganisation (WHO), 2018).

Die Betroffenen befurchten in diesen Situationen in Panik zu geraten, bei anderen
bedrohlichen Zustanden nicht schnell genug entkommen zu kénnen oder keine Hilfe
zur Verfugung zu haben. Typisch fur die Agoraphobie ist auch die Angst unter einer
schweren, organischen Krankheit zu leiden.
Eine Panikstérung kommt als haufiges Merkmal bei gegenwartigen oder
zurlckliegenden Episoden vor. Depressive und zwanghafte Symptome, sowie
soziale Phobien sind als zusatzliche Merkmale gleichfalls haufig vorhanden. Die
Vermeidung der phobischen Situation steht oft im Vordergrund und einige
Agoraphobiker erleben nur wenig Angst, da sie die phobischen Situationen meiden
kénnen (Weltgesundheitsorganisation (WHO), 2018).
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Nach den Kriterien des DSM-5 wurde die Agoraphobie als eigenstandige Diagnose
etabliert. Die Unterscheidung zwischen reiner Panikstérung (DSM-5: 300.01),
Agoraphobie (DSM-5: 300.22) und Agoraphobie mit Panikstérung (DSM-5: 300.21)
entfallt. Fortan koénnen Panikstorung, Agoraphobie und ihre Uberlappung als
komorbide Doppeldiagnose ausgewiesen werden (Wittchen et al., 2014).

Ein signifikanter Zusammenhang wurde auch zur Depression gefunden, was
moglicherweise auf gemeinsame genetische und neurobiologische Grundlagen
zurlckzuflhren ist (Lecrubier, 1998), sowie zu Substanzabhangigkeit und der

Zwangserkrankung.

1.1.1.2 Komorbiditat

Haufig leiden Patienten mit einer Panikstorung an weiteren psychischen
Erkrankungen. In einer grof3en Studie mit 9282 Patienten zeigten 93,6% der Patienten
mit Panikstorung und Agoraphobie (PD-AG) zusatzlich eine andere Angststorung. Bei
Patienten mit PD-AG war die am haufigsten vertretene Komorbiditat die spezifische
Phobie mit 75,2%. Aulierdem litten 66,5% der Patienten mit PD-AG an einer sozialen
Phobie, 39,6% an einer posttraumatischen Belastungsstérung und 37,3% an
unterschiedlichen Formen des Substanzmissbrauchs (Kessler et al., 2006).

Das Auftreten von Komorbiditaten fuhrt sowohl zu einer Verstarkung der Angst und
der depressiven Symptomatik als auch zu einer erhdhten Rate an
Selbstmordversuchen. Aulerdem sprechen multimorbide Patienten schlechter auf
Therapien an als Patienten, die nur an der Panikstérung leiden (Lecrubier, 1998).

Die reine Panikstorung ist von depressiven Storungen abzugrenzen, in deren Rahmen
auch Panikattacken auftreten konnen. Treten Panikattacken ausschlie3lich im
Rahmen einer depressiven Episode auf, wirde die Diagnose einer ,Depression (mit
Panikattacken)“ gestellt werden und keine ,Panikstérung“. Auch Panikattacken, die im
Zusammenhang mit einer Agoraphobie stehen, sind zu differenzieren (Wittchen und
Hoyer, 2011).

1.1.2 Differenzialdiagnostik der Panikstorung

Organische Angstsymptome im Rahmen somatischer Erkrankungen sind unbedingt
abzuklaren (Bowen, 1983, Mackenzie und Popkin, 1983, Bandelow, 2001). Zu den

haufigen somatischen Differenzialdiagnosen der Panikstorung gehoren endokrine
4
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Stérungen (Bandelow, 2001). Hierzu zahlen rezidivierende Hypoglykdmien durch das
sehr selten auftretende Insulinom, aber auch reaktive Hypoglykamien. Bei der
Hyperthyreose steht der M. Basedow im Vordergrund und nur ausnahmsweise die
funktionelle Schilddrisenautonomie (Mackenzie und Popkin, 1983). Beobachtet
wurden Paniksymptome auch beim Hypoparathyreoidismus mit Hypokalziamie, die
tetanische Symptome auslost. Sehr selten gibt es in diesem Zusammenhang
neuroendokrine Tumore und schwere Elektrolytentgleisungen (Hyperkaliamie) sowie
Stoffwechselerkrankungen (akute intermittierende Porphyrie) (Bandelow, 2001).
Ausloser fur Paniksymptome sind nicht selten akute Herz-Kreislauferkrankungen
(Angina pectoris, Myokardinfarkt, Synkopen, Arrhythmien) (Bandelow, 2001). Weiter
bedacht werden missen Lungenerkrankungen (Asthma bronchiale, chronisch-
obstruktive Lungenerkrankung) und neurologische Erkrankungen (Epilepsie, Migrane,
Migraine accompagnée, Multiple Sklerose und Hirntumore) (Sareen et al., 2006).
Diese sind verpflichtend Ilaborchemisch und bildgebend auszuschliel3en.
Entsprechend der S3-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Psychiatrie,
Psychotherapie und Nervenheilkunde (Bandelow, 2001) umfasst die Basisdiagnostik
bei Patienten mit Angstsymptomen die ausfuhrliche Anamnese, eine korperliche,
insbesondere neurologische Untersuchung, ein Blutbild und klinisch chemische
Parameter wie Elektrolytbestimmung, Nuchternblutzucker, Leberwerte und die
Schilddrisenparameter (TSH-basal, freies T3, freies T4, TSH-Rezeptorantikdrper).
Zum Beleg oder Ausschluss einer reaktiven Hypoglykamie ist ein oraler
Glucosetoleranztest uber drei Stunden erforderlich, zur Diagnostik eines organischen
Hyperinsulinismus (Insulinom) dient der Hungerversuch unter stationaren
Bedingungen. Technische Untersuchungen schlielen Elektrokardiogramm mit
Rhythmusstreifen, Belastungs-EKG, ggf. ein Langzeit-EKG, eine
Lungenfunktionsprufung, ein Elektroenzephalogramm und eine kranielle Bildgebung
ein (Bandelow et al., 2014). Auch missen Angststérungen von anderen psychischen
Erkrankungen wie Depression, Alkoholabhangigkeit, Medikamenten- oder
Drogenentzug oder Psychosen abgegrenzt werden (Bandelow, 2001).

Die Panikstorung nimmt eine einzigartige Stellung unter den Angststorungen ein, da
Paniksymptome primar korperlicher Natur sind und somit haufig fehlinterpretiert
werden (Meuret et al.,, 2017). Panikpatienten stellen sich anfangs oft mit
respiratorischen oder kardiologischen Symptomen in der Notaufnahme vor. Die

5
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Erkennungsrate von Paniksymptomen durch die Arzte in der Notaufnahme ist aber
gering, sodass Paniksymptome oder eine Panikstdrung oft unerkannt bleiben (Sung et
al., 2018).

Es muss aullerdem bedacht werden, dass eine somatische Erkrankung und eine
Angststorung durchaus bei demselben Patienten koexistieren kdnnen.

1.1.3 Epidemiologie und Soziookonomie

Da viele Studien unterschiedliche Diagnosegruppen festlegen und weil DSM und ICD
unterschiedliche diagnostische Hierarchien beinhalten, ist es schwierig, eine
eindeutige Angabe Uber die Pravalenz der Panikstérung zu machen (Lang et al.,
2012).

Nach einer Analyse der Daten der National Comorbidity Survey Replication (NCS-R)
basierend auf einer bevdlkerungsreprasentativen  Stichprobe liegt die
Lebenszeitpravalenz von Panikattacken bei 22,7%, die Diagnose einer reinen
Panikstdérung ohne Agoraphobie bei 3,7% und die einer PD-AG bei 1,1 % (Kessler et
al., 2006). Das durchschnittliche Erstmanifestationsalter von Patienten mit
Panikstorung liegt bei 24 Jahren, fur die Agoraphobie ohne Panikstorung bei 20 Jahren
(Kessler et al., 2005, Bandelow und Michaelis, 2015) und die 12-Monatspravalenz ist
bei der Panikstérung am hdchsten bei den 35- bis 49-Jahrigen (Bandelow und
Michaelis, 2015). Die durchschnittliche 12-Monatspravalenz der Panikstérung mit und
ohne Agoraphobie liegt bei Mannern und Frauen zusammen bei 2,0%. Frauen sind mit
einer Pravalenz von 2,8% deutlich haufiger als Manner mit 1,2% betroffen. Diese
Pravalenzen beziehen sich auf Erwachsene in Deutschland (Jacobi et al., 2016). Die
Agoraphobie tritt bei Mannern und Frauen mit einer 12-Monatspravalenz von 4,0% auf.
Auch hier sind die Frauen mit 5,6% deutlich haufiger betroffen als die Manner mit 2,3%
(Jacobi et al., 2016). In der Altersgruppe von 50- bis 64-Jahrigen sinkt die Pravalenz
der Panikstorung laut Bandelow und Michaelis wieder, und bei den 65- bis 79-Jahrigen
ist die Pravalenz am geringsten. Die Datenlage bezlglich der alteren Bevolkerung ist
allerdings  bislang recht eingeschrankt und es scheint, dass die
Stichprobenzusammensetzung und methodische Probleme, wie Unterschiede in der
Falldefinition, die Ursachen fur die teilweise betrachtlichen Unterschiede bezuglich der

Pravalenzen sind (Bandelow und Michaelis, 2015).
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Eine grole Studie, die Studiendaten aller EU-Mitgliedsstaaten, der Schweiz, Islands
und Norwegens bericksichtigt, zeigt, dass 38,2% dieser Population jedes Jahr an
einer psychischen Erkrankung leiden. Die Erkrankungsrate hat sich seit 2005
(Wittchen und Jacobi, 2005) um 10,8% erhdht, was auf den Einschluss von 14 neuen
Diagnosen und neu hinzugekommenen EU-Mitgliedsstaaten zurtck zu fuhren ist
(Wittchen et al., 2011). Die Angststorungen sind mit 14,0% die haufigsten psychischen
Krankheitsbilder (Wittchen et al., 2011).

Soziookonomisch gesehen ist die Panikstorung im Vergleich zu anderen psychischen
Erkrankungen eine ,teure Erkrankung® (Wittchen et al., 2011). Angststérungen werden
im Vergleich zu anderen psychiatrischen Syndromen aber am wenigsten erkannt und
obwohl diese Gruppe von Erkrankungen bereits vor mehr als 20 Jahren in der
~Epidemiologic Catchment Area Survey“ (Bourdon et al., 1992) bekannt wurde, bleibt
sie unzulanglich verstanden und behandelt. Da diese Erkrankungen entscheidend
mitverantwortlich sind fur eine Minderung der Arbeitsproduktivitat, Steigerung der
Morbiditat und Mortalitat sowie des Alkohol- und Drogenmissbrauchs einer grofl3en
Population belastet sie die Gesellschaft erheblich (Bystritsky, 2006). Dies lasst sich
auch in 6konomischen Kosten beziffern (Batelaan et al., 2007). Die Panikstdrung zahlt
zu den teuersten psychischen Erkrankungen und verursacht durchschnittliche
jahrliche pro Kopf-Kosten von 13.894 € (Batelaan et al., 2007). Der Vergleich
medizinischer Kosten und Produktionsverluste vor und nach der Behandlung der
Panikstorung zeigt, dass die Behandlung die gesamtgesellschaftlichen Kosten im
Zusammenhang mit einer Panikstorung reduziert und gleichzeitig die Lebensqualitat
erheblich verbessert (Salvador-Carulla et al., 1995). Olesen et al. zeigten, dass
Storungen des Gehirns insgesamt viel teurer sind, als bisher angenommen und eine
wichtige gesundheitsokonomische Herausforderung fur Europa darstellen. Die
Gesamtkosten fur neuropsychiatrische Erkrankungen in 30 europaischen Landern,
Island, Norwegen und der Schweiz mit einer Gesamtbevolkerung von 514 Millionen
beliefen sich im Jahr 2010 auf 798 Billionen Euro. Die Jahreskosten flr
Angststorungen betrugen 74,4 Billionen Euro. In Europa lagen die durchschnittlichen
Kosten pro Einwohner bei 5.550 €. Angststorungen waren zusammen mit
Kopfschmerzen am haufigsten vertreten, verursachten jedoch die geringsten Kosten
pro Patient. 69,1 Millionen Menschen litten unter einer Angststorung, hiervon waren
7,9 Millionen von der Panikstorung betroffen. Die Gesamtkosten pro Patient mit
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Angststorung betrugen 1077 €, die Gesamtkosten pro Patient mit Panikstorung
1505 €. Die Studie zeigt eindrucklich, dass neuropsychiatrische Erkrankungen
erhebliche Kosten verursachen und suggeriert dariber hinaus, dass Pravalenz und
Kosten dieser Erkrankungen aufgrund der steigenden Lebenserwartung weiter
zunehmen werden (Olesen et al., 2012).

1.1.4 Therapie der Panikstorung

1.1.4.1 Leitliniengerechte Therapie

Nach der S3-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Psychiatrie, Psychotherapie und
Nervenheilkunde (Bandelow et al., 2014) hat sich fur die Behandlung der Panikstérung
eine Kombination aus verhaltenstherapeutischen und psychopharmakologischen
Interventionen als wirksamstes Konzept herausgestellt (Cochrane-Review von
(Furukawa et al., 2007)).

Als Indikation fur eine Behandlung gelten

das gesicherte Bestehen einer Panikstérung nach ICD-10, ein mittlerer bis
schwerer Leidensdruck des Patienten, psychosoziale Einschrankungen oder
mogliche Komplikationen einer Angsterkrankung (wie Suchterkrankungen u.a.)
(Bandelow et al., 2014).

Die ,Praferenz des informierten Patienten muss unbedingt berlcksichtigt® werden
(Bandelow et al., 2014). Grundlage fur die Erstellung eines konkreten
Behandlungsplans ist die Beurteilung individueller und sozialer Faktoren wie der
Schweregrad der Erkrankung, Komorbiditat, Suizidrisiko und 6konomische Faktoren.
Wirkeintritt, Nachhaltigkeit, unerwiinschte Wirkungen und Verfugbarkeit mussen mit
dem Patienten besprochen werden (Bandelow et al., 2017). Die kognitive
Verhaltenstherapie (KVT) von Panikattacken schliet die Vermittlung eines
individuellen Erklarungsmodells mit ein, die Konfrontation mit Angst-auslésenden
Situationen (bei Patienten, die ein agoraphobisches Vermeidungsverhalten zeigen),
die Reattribuierung psychischer und korperlicher Symptome, sowie die
Ruickfallprophylaxe (,Teufelskreismodell®) (Lang et al., 2012). KVT gehdrt mit einer
Ansprechrate von 60 - 90% zur Erstlinientherapie der Angststérungen (Barlow et al.,
2000).
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Evidenzbasierte Aussagen zur notwendigen Dauer der Therapie kbnnen angesichts
der gegenwartigen Studienlage nicht gemacht werden (Expertenkonsens/Klinischer
Konsenspunkt ,KKP“). Bei Patienten mit einer Panikstérung/Agoraphobie sollte die
Therapiedauer deshalb entsprechend der Krankheitsschwere, Komorbiditat und der
psychosozialen Rahmenbedingungen individuell geplant werden (KKP) (Bandelow et
al., 2014).

Bei Komorbiditat mit Depression soll eine leitliniengerechte antidepressive Therapie
erfolgen (Expertenkonsens/KKP). Patienten mit Panikstorung, bei denen sich eine
KVT nicht als wirksam erwiesen hat, nicht verfugbar ist oder wenn eine diesbezlgliche
Praferenz des informierten Patienten besteht, sollte eine psychodynamische
Psychotherapie angeboten werden, (Evidenzkategorie lla/ Empfehlungsgrad B, KKP).
Die psychodynamische Psychotherapie soll sich an empirisch fundierten Manualen
orientieren (KKP) (Bandelow et al., 2014).

Bei der psychopharmakologischen Behandlung der Panikstorung kommen vor allem
selektive Serotonin-Wiederaufnahme Hemmer (SSRI) und selektive Noradrenalin-
Wiederaufnahmehemmer (SNRI) zum Einsatz (Bandelow et al., 2014). SSRIs wie
Paroxetin und Citalopram sind den Trizyklka wegen des gunstigeren
Nebenwirkungsprofils in der Behandlung der Panikstorung vorzuziehen und gelten
zusammen mit Venlafaxin (SNRI) als Mittel der ersten Wahl fir diese Indikation
(Katzman, 2004). In der anxiolytischen Soforttherapie hat sich der Einsatz von
Benzodiazepinen bewahrt (Uber 70% Ansprechrate) (Klein, 2002), wobei eine
langfristige Anwendung von mehr als zwei bis vier Wochen wegen des
Abhangigkeitspotenzials nicht zu empfehlen ist (Benitez et al., 2008) und laut S3-
Leitlinie — auRer in Notfallen und bei Kontraindikationen fiir SSRI/SNRI — explizit zu
vermeiden ist (Bandelow et al., 2014). Einige SSRIs und SNRIs sind besonders anfallig
fur pharmakokinetische Wechselwirkungen durch die Hemmung von Enzymen im
Cytochrom P450-System (Muscatello et al., 2012). Werden Arzneimittel mit
sedierenden Eigenschaften (wie zum Beispiel Benzodiazepine oder Pregabalin)
kombiniert, kann es zu einer ZNS-Depression mit Sedierung, Schlafrigkeit oder einer
erhbhten Reaktionszeit kommen (Bandelow et al., 2017). Eine Ubersicht der

leitliniengerechten medikamentosen Therapie der Panikstorung zeigt Tab. 1.3.
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Tab. 1.3: Therapie der Panikstorung
Modifiziert nach S3-Leitlinie DGPPN (Bandelow et al., 2014)
Substanz- Medikament | Zulassung in Tagesdosis Nebenwirkungen
klasse Deutschland
fur Panikstérung/
Agoraphobie
SSRIs Citalopram v 20 - 40 mg QTc-Intervall- | Unruhe,
Escitalopram | Vv 10 -20 mg Verlangerung Ubelkeit,
Fluoxetin - 20-40 mg gastrointestinale
Fluvoxamin - 100 — 300 mg | Beschwerden wie
Sertralin - 50 — 150 mg Durchfall, Verstopfungen,
Paroxetin v 20 -50 mg Kopfschmerzen,
Veranderungen des
Appetits und des
Gewichts, Schwitzen,
trockener Mund, Zittern,
Albtraume,
Manieausldésung, sexuelle
Stérungen
SNRI Venlafaxin v 75 —-225mg Unter anderem Herzrasen,

Blutdruckanstieg oder
Blutdruckabfall, Unruhe,
Schlafstérungen, Ubelkeit,
Appetitlosigkeit,
gastrointestinale
Beschwerden wie
Verstopfung,

Schwitzen, trockener
Mund, Schwindel, Zittern,
Albtraume,
Manieausldésung, sexuelle
Stérungen, Stérungen
beim Wasserlassen,
Sehstdrungen,
Verwirrtheit,

Ohrgerausche
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Substanz- Medikament | Zulassung in Tagesdosis Nebenwirkungen
klasse Deutschland
fur Panikstérung/
Agoraphobie
Trizyklische | Clomipramin v 75 —-250 mg Mudigkeit, trockener
Anti- Imipramin - 75 — 250 mg Mund, Kopfschmerzen,
depressiva Schwindel, Zittern,
Schwitzen,
Appetitsteigerung,
Gewichtszunahme,
Stérungen beim
Wasserlassen,
Sehstdrungen, Verwirrtheit
Benzo- Alprazolam Spannungs-, 1,5-8mg Unter anderem Mudigkeit,
diazepine Diazepam Erregungs- und 5-20mg Schwindel, Verlangerung
Lorazepam Angstzustande 2-8mg der Reaktionszeit,
Clonazepam 4-8mg Sehstdrungen, unsicherer

Gang, verwaschene
Sprache,
Gedachtnisstérungen,
Vergesslichkeit,
Verwirrtheit,
Atmungshemmunag,
paradoxe Unruhe,
Muskelschwache,
Gewichtsanderung,
Sturzgefahr bei alteren

Patienten.

Bei langerem Gebrauch:
Abhangigkeit.

Entzugssyndrome nach

abruptem Absetzen
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In Ruckfallpraventionsstudien und basierend auf klinischen Erfahrungen zeigte sich,
dass die medikamentose Behandlung Uber zwolf Monate oder langer nach der
Remission fortgesetzt werden sollte (Bandelow et al., 2017).

Unbehandelt verlauft die Panikstorung meist chronisch. Eine vollstandige
Spontanremission, ohne jegliche Therapie, ist eher selten (Jacobi et al., 2004). Selbst
nach vollstandiger Remission ist die Ruckfallrate hoch, bei Patienten mit gleichzeitiger
Agoraphobie ist die Prognose meist noch schlechter. Bei Frauen mit Panikstorung liegt
die kumulierte Ruckfallrate mit 64% signifikant hdher, als die der Manner mit 21% (df
=1 und p = 0,009) (Yonkers et al., 2003).

Um den Schweregrad der Panikstorung zu bestimmen und den Behandlungsfortschritt
zu uberwachen, werden Bewertungsskalen wie die Panik- und Agoraphobie-Skala
(PAS) fur Panikstérung bzw. Agoraphobie verwendet (Bandelow et al., 2000a).

1.14.2 Therapieresistenz

Bei 43,3% der Patienten mit Panikstdrung trat innerhalb eines Behandlungsjahrs keine
Remission auf und auch nach zwei Jahren Behandlung litten mehr als ein Drittel der
Patienten an Paniksymptomen (Batelaan et al., 2010).
Freire et al. zeigten, dass nur maximal 61% der Patienten, die mit der
Erstlinientherapie, bestehend aus SSRI und kognitiver Verhaltenstherapie behandelt
wurden, auf die Therapie ansprachen (Freire et al., 2011). Es besteht allerdings bisher
kein Konsens uber die Definition einer behandlungsresistenten Panikstorung und
derzeit gibt es auch keine festgesetzten Kriterien fur die Klassifizierung der
therapieresistenten Patienten (Freire et al., 2016).
Anders als bei anderen schweren psychischen Stérungen ist es bei Patienten mit
Angststorungen schwerer, ihren Produktivitatsverlust und ihre verminderte
Lebensqualitat zu messen. Trotzdem zeigt eine Studie, dass die Produktivitat und
Lebensqualitat von therapieresistenten Angstpatienten ahnlich beeintrachtigt ist wie
von Patienten mit Schizophrenie (Lochner et al., 2003). Patienten mit Panikstérung
fallt es schwerer auf frei verkaufliche Medikamente zu verzichten. Die Lebensqualitat
ist von der Schwere der Symptomatik und von der Komorbiditat Depression abhangig
(Lochner et al., 2003).
Als Grunde fur die Therapieresistenz werden u.a. mogliche Pathologien wie
Infektionen,  Umweltfaktoren wie Kindheitstraumata, sowie  medizinische
Komorbiditaten und mangelnde Compliance genannt (Bystritsky, 2006). Es gab erste
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Nachweise, dass die Monotherapie mit Reboxetin und Olanzapin bei
behandlungsresistenter Panikstorung wirksam ist. Eine Dosiseskalation fuhrte nach
anfanglich ganzlich fehlender Reaktion allenfalls zu einer geringen Verbesserung der
Symptomatik (Freire et al., 2016).

1.1.5 Atiologie der Panikstérung

Heute geht man davon aus, dass die Panikstorung durch das Zusammenspiel einer
genetisch  bedingten Vulnerabilitat, damit assoziierten neurobiologischen
Veranderungen im Gehirn, sowie belastenden Lebenssituationen entsteht und somit
multifaktoriell bedingt ist (Forstl et al., 2006b). Die Pathogenese der Panikstérung mit
ihren unterschiedlichen Einflussfaktoren und deren Interaktionen ist komplex und

bisher nur in einem begrenzten Rahmen verstanden.

Neben der Untersuchung neurobiologischer Ursachen, psychosozialer Faktoren,
Rollenerwartungen und organischen Pradispositionen, liegt ein Schwerpunkt des
wissenschaftlichen Interesses auf der Erforschung des hereditaren Aspektes der
Ursachen und Transmission der Panikstorung.

1.1.6 Neurobiologie der Panikstorung

1.1.6.1 Physiologie und Pathophysiologie der Stressreaktion

Physiologisch wird Stress Uber zwei ,Stressachsen vermittelt: eine schnelle und eine
langsame Achse.

Die Symphatikus-Nebennierenmark-Achse (SNA) fihrt durch Ausschittung von
Adrenalin und Noradrenalin aus dem Nebennierenmark sofort zur sogenannten ,Fight
or Flight Reaction” als korperliche Antwort auf einen angstauslosenden Stimulus
(Cannon, 1929). Es kommt zu physiologischen Reaktionen wie Bronchodilatation,
Herzfrequenzanstieg, Verlangsamung der Darmperistaltik und Vasokonstriktion in den
Hautgefal’en. Inzwischen geht man davon aus, dass die Stressreaktionen bei
Mannern und Frauen differieren. Frauen zeigen Verhaltensweisen, die Uber die ,Fight
or Flight Reaction“ hinausgehen und von Fursorge und Unterstutzung zum Schutz des
Nachwuchs gepragt sind (Taylor et al., 2000). Die kortisolbetonte Stressantwort Gber
die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (Hypothalamic-pituitary-
adrenocortical-axis = HPA-Achse) hat eine besondere Bedeutung bei Dauerstress
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(Busse et al., 2005).

Das Signalpeptid Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) wird aus dem Hypothalamus
ausgeschuttet, wenn Kortex und limbisches System eine Wahrnehmung als
beangstigend einstufen und diese Information Uber serotonerge und cholinerge Fasern
an den Hypothalamus Ubermitteln. CRH aktiviert dann die SNA. Aul3erdem spielt CRH
als Neurotransmitter auch in Hippocampus und Amygdala bei der Vermittlung von
Stress- und Angstreaktionen eine Rolle (Rensing et al., 2006). So konnte im
Tierversuch gezeigt werden, dass eine Vernachlassigung durch die Mutter in der
Kindheit nicht nur zu einer erhéhten Angstlichkeit im Erwachsenenalter fiihrt, sondern
auch dauerhaft erhdhte CRH-Werte im Liquor resultieren (Coplan et al., 1996). Bei
Patienten mit Panikstorung konnten wahrend einer Panikattacke signifikant erhohte
Spiegel von freiem Kortisol im Speichel gemessen werden (Bandelow et al., 2000b).

Aus neurobiologischer Sicht spielt das sogenannte ,Angstnetzwerk® von Gorman et
al., bestehend aus miteinander verknupften Hirnregionen, eine entscheidende Rolle in
der Regulation von Panik. Die Amygdala ist darin mit ihren zentralen und basolateralen
Kerngebieten das zentrale Kontrollorgan, welches mit Hippocampus, prafrontalem und
orbitofrontalem Kortex, Thalamus, Hypothalamus, Locus coeruleus und
periaquaduktalem Grau verschaltet ist (Gorman et al., 2000). In diesem
LAngstnetzwerk“ vermutet man eine Fehlregulation oder Uberempfindlichkeit bei
Patienten mit Angststorungen, die moglicherweise durch ein Ungleichgewicht im
Neurotransmitterhaushalt ausgeldst wird (Gorman et al., 2000, Zwanzger und Deckert,
2007).

Funktionsstérungen im Noradrenalin- (Charney et al., 1992), Serotonin- (5HT-) (Maron
und Shlik, 2006), GABA (gamma-Aminobuttersaure)- (Marowsky et al., 2005), (Likhtik
et al., 2008) und im Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-System (Welt et
al., 2006) stehen im Fokus der aktuellen, neurobiologischen Hypothesen eine
Panikstorung auszuldsen.

AulBerdem scheinen unterschiedliche Neuropeptide fehlreguliert zu sein. Eine zentrale
Rolle in der Neurobiologie der Panikstérung wurde Norepinephrin, Orexin,
Neuropeptid S und Adenosin im Rahmen des ,multilevel model of arousal, attention
and anxiety“ zugeschrieben (Geiger et al., 2014). Orexin ist ein Peptid mit 33
Aminosauren das mit dem Orexin-1-Rezeptor und Orexin-2-Rezeptor interagiert

(Sakurai et al., 1998). Die detaillierte Beschreibung von Struktur und Funktion des
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Orexinsystems erfolgt unter Abschnitt 1.2.1. Die Funktionen Aufmerksamkeit und
Arousal haben eine grof3e Relevanz fur die Panikstorung wie sich im ,Multilevel-Modell
der Erregung, Aufmerksamkeit und Angst” zeigt.

Geiger et al. argumentieren, dass bei einer Panikstorung Veranderungen der
Neurotransmittersysteme, die die physiologische Erregung moderat beeinflussen,
sowohl zu einer gestorten bottom-up-Alarmierung zwischen Locus coeruleus, rechtem
Parietallappen und rechtem Prefrontalkortex als auch zu veranderten top-down-
Aufmerksamkeitskontrollprozessen zwischen anteriorem cingularem Kortex und

lateralem prafrontalem Kortex fihren kénnen (Geiger et al., 2014).

1.1.6.2 Experimentelle Provokationstests

In diversen experimentellen Untersuchungen wurden Angst- und Panikattacken
artifiziell ausgelost, u.a. durch intravendse Verabreichung von Natriumlaktat-
Infusionen (Liebowitz et al., 1985) sowie durch Kohlendioxid- (CO2-) Inhalation (Papp
et al., 1993). Man geht davon aus, dass die Natriumlaktat-Infusion eine metabolische
Alkalose induziert, die durch Hypoventilation kompensiert wird und dadurch zur
Anreicherung des Kohlendioxids fuhrt. Es kommt zur zentralen Hyperkapnie, die durch
Stimulation des Locus coeruleus zur vermehrten Noradrenalinfreisetzung fuhrt und so
eine Panikattacke auslésen kann (Elam et al., 1981). Die Beobachtung von COo-
induzierten Panikattacken bei Patienten mit Panikstorung fuhrte zu der sogenannten
Jfalse suffocation alarm theory” (Klein, 1993). Diese Theorie geht von einem
hypersensitiven zentralen CO2-Rezeptorensystem bei Panikpatienten aus.
Spontanentladungen von zentralen CO2-Chemorezeptoren mit erniedrigter
Reizschwelle bewirken sowohl eine Hyperventilation als auch eine Dyspnoe. Im
Verlauf entwickeln die Patienten dann einen Adaptationsmechanismus in Form einer
chronischen Hyperventilation (Papp et al., 1993). Eine im Jahr 2013 durchgeflihrte
Untersuchung an Patienten mit Urbach-Wiethe-Syndrom, welche bilaterale Lasionen
im Bereich der Amygdala aufwiesen, zeigte CO-2-induzierte Panikattacken der
Patienten. Dieses Ergebnis wiederlegt die Annahme, dass eine Uberempfindlichkeit
der Amygdala Voraussetzung fir Angst und Panik ist (Feinstein et al., 2013). Wenn es
zu Anderungen in der CO2- und Laktatkonzentration im Hirnstamm kommt, steigert
Orexin die neuronale Feuerrate, was ebenfalls zu Angst und Panik fuhrt (Williams et
al., 2007, Johnson et al., 2010).
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FUr eine entscheidende Rolle des noradrenergen Systems in der Genese von
Panikattacken sprechen positive Resultate in experimentellen Provokationen mit
noradrenerg wirkenden Substanzen wie Yohimbin, einem a2-Adrenorezeptor-
Antagonisten (Charney et al., 1984, Charney et al., 1987) und Isoprenalin, einem nicht-
selektiven Betasympathomimetikum (Pohl et al., 1988, Balon et al., 1988). Clonidin
wirkt als az-Adrenorezeptor-Agonist dementsprechend anxiolytisch, wobei es wegen
seiner Nebenwirkungen, die aufgrund der anticholinergen Wirkung zustande kommen
nicht als Therapeutikum der Panikstorung eingesetzt wird. Depressive
Verstimmungen, Hypotonie, Bradykardie und damit verbundene Benommenheit,
Schwindel, Libido- und Potenzstérungen, sowie Mundtrockenheit und Obstipation sind
typische unerwtinschte Nebenwirkungen (Chiu und Campbell, 2018). Ein Grofteil des
im ZNS nachweisbaren Noradrenalins wird im Locus coeruleus produziert, sodass er
als eine noradrenerge Schaltstelle im Angst-Panik-System verstanden wird (Sullivan
et al., 1999). Die Aktivitdt des Locus coeruleus wird unter anderem durch a>-
Adrenorezeptoren moduliert (Bourin et al., 1998). Die Stimulation dieser
Autorezeptoren senkt die Feuerrate der noradrenergen Neurone und vermindert so die
Freisetzung von Noradrenalin. Bei Patienten mit einer Panikstorung konnte wiederholt
eine verminderte az>-Rezeptoren-Dichte gefunden werden, die als kompensatorische
,down regulation® einer Hyperaktivitdt des noradrenergen Systems diskutiert wurde
(Cameron et al.,, 1990). Die verminderte Rezeptordichte kdnnte auf die erhdhte
Aktivitat des sympathischen Nervensystems in dieser Patientengruppe
zuruckzufuhren sein. In einer Tierstudie von Szabo et al. wurde die Aktivitat im Locus
coeruleus nach SSRI Gabe gemessen und gezeigt, dass der
Hauptwirkungsmechanismus der SSRIs bei der Panikstorung auf einer Abschwachung
der noradrenergen Impulsrate im Bereich des Locus coeruleus basiert (Szabo et al.,
2000). Auch vor dem Hintergrund der Wirksamkeit der SSRIs bei der Panikstérung

|asst sich eine noradrenerge Genese vermuten.

Ein therapeutischer Aspekt, der in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht im
Vordergrund steht, ist die Akuttherapie der Panikstorung mit Benzodiazepinen. Als
gamma-Aminobuttersdure (GABA)-Rezeptor-Agonist werden sie erfolgreich in der
Therapie der Panikstorung eingesetzt. Dies zeigt, dass dem GABAergen System in
der Genese der Panikstorung ebenfalls eine Rolle zukommt. Es gilt als gesichert, dass
die GABAerge Transmission in Thalamus und Amygdala an der Angstentstehung
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beteiligt ist (Marowsky et al.,, 2005, Likhtik et al., 2008). So wurde in
Provokationsstudien gezeigt, dass Panikattacken durch den Benzodiazepin-/GABAx-
Rezeptor-Antagonisten Flumazenil ausgeldst werden kdnnen (Nutt et al., 1990, Woods
etal.,, 1991).

1.1.7 Genetik der Panikstorung

1.1.71 Familienstudien

In Familienstudien zeigen Verwandte ersten Grades eines Patienten mit Panikstorung
ein dreifach erhohtes Risiko an einer Panikstorung zu erkranken als gesunde
Kontrollpersonen (Maier et al., 1993, Brown, 1994). Das Risiko flr die Nachkommen
war am hochsten, wenn die Eltern sowohl unter Panikstorung wie auch Agoraphobie
litten (Nocon et al., 2008). Genetisch ist die Auspragung der Panikstérung nicht
eindeutig determiniert. Mit hoher Wahrscheinlichkeit sind Hunderte von Genen
verantwortlich, die mit inkompletter Penetranz assoziiert sind und mit Umweltfaktoren

interagieren (Vieland et al., 1996).

1.1.7.2 Zwillingsstudien

In Zwillingsstudien wurde eine zwei- bis dreifach hohere Konkordanzrate fur das
Auftreten einer Panikstorung bei monozygoten Zwillingen festgestellt als bei dizygoten
Zwillingen der Kontrollstichprobe (Skre et al., 1993, Perna et al., 1997).

Aufgrund von Daten aus funf Familien- und drei Zwillingsstudien konnte fur die
Panikstdrung eine Heritabilitat von 48% (Hettema et al., 2001) und fir die Agoraphobie
eine Heritabilitdt von 67% (Domschke und Deckert, 2007, Hettema et al., 2001)
errechnet werden. Diese Studienergebnisse legen einen signifikanten Einfluss

genetischer Faktoren in der Atiologie der Panikstérung nahe.

1.1.7.3 Kopplungsstudien

Mit Hilfe von Kopplungsstudien kann Uberpriuft werden, ob die gehaufte Vererbung
eines polymorphen genetischen Markers, dessen chromosomale Lokalisation bekannt
ist, innerhalb einer mehrfach betroffenen Familie Uberzufallig haufig gleichzeitig mit
einer Erkrankung verbunden ist (Forstl et al., 2006a). Bei Patienten zeigen sich auf
chromosomaler Ebene Risikoloci, die haufiger vorkommen als bei gesunden

Kontrollen. Dadurch kénnen chromosomale Regionen eingegrenzt werden, in denen
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sich mit hoher Wahrscheinlichkeit Kandidatengene befinden. Der LOD- (logarithm of
odds) Wert gibt das Mal} der Kopplung als EffektgréRe fur krankheitsassoziierte Areale
an. Eine Kopplung kann angenommen werden, wenn der LOD-Wert > 3 ist, also eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von 1:1000 vorliegt, dass die entsprechende Region nicht
mit dem analysierten Merkmal verbunden ist. Fur die Panikstorung wurden auf den
Chromosomen 1p, 4q, 7p, 99, 11p, 159 und 20p potenzielle Risikoloci gefunden
(Gelernter et al., 2001). Die Grole der bisher beschriebenen Genloci ist allerdings mit
einer Vielzahl von Genen aktuell noch sehr grol3. Insgesamt werden die klinisch-
genetischen Untersuchungen aber  durch die bisher  vorliegenden
Kopplungsuntersuchungen in der Annahme bestatigt, dass bei der Entstehung der
Angststérungen zahlreiche Gene zusammenwirken (Domschke, 2014).

1.1.74 Assoziationsstudien

Assoziationsstudien dienen dazu, den Zusammenhang von Allelen eines
Kandidatengens und den damit verbundenen Erkrankungen und Phanotypen zu
beschreiben und einen moglichen Zusammenhang genauer zu Uberprufen. Es gibt
bereits einige genetische Assoziationsstudien, in denen Vulnerabilitatsgene flr
Angststorungen identifiziert wurden. Die aussagekraftigsten Nachweise gibt es fur die
Gene des Serotoninrezeptors (5-HT1A) (Rothe et al., 2004), des Serotonintransporters
(5-HTT) (Samochowiec et al., 2004), des mitochondrialen Enzyms
Monoaminooxidase-A (MAO-A) (Deckert et al., 1999), der Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) (Domschke et al., 2004), des Cholecystokinin B Rezeptors
(CCK-B) (Hosing et al., 2004, Kennedy et al., 1999), des Adenosin A2A Rezeptors
(ADORAZ2A) (Deckert et al., 1998, Hamilton et al., 2004), des Corticotropin-releasing
hormone Rezeptors 1 (CRHRT1), des FK506 bindenden Proteins 5 (FKBPS5), des
Angiotensin konvertierenden Enzyms (ACE), des Regulator of G-protein signaling 2
(RGS2/7) (Smoller et al., 2008) und des Neuropeptid S Rezeptors (NPSRT)
(Domschke et al., 2011). MAO-A, NPSR1 und COMT spielen besonders bei weiblichen
Patienten eine Rolle (Gottschalk und Domschke, 2016).

Eine groR angelegte Ubersichtsarbeit von Howe et al. zeigt, dass fiir die meisten
Genvarianten keine stringenten Zusammenhange beobachtet werden konnten. Nur
COMT, NPSR1 und TMEM132D zeigten Assoziationen mit der Panikstorung, die auch
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in multiplen Untersuchungen repliziert werden konnten und einer konservativen post-

hoc Korrektur widerstanden (Howe et al., 2016).

Die zunehmende Erforschung genetischer Risikofaktoren in der Pathogenese von
Angststorungen und die Identifizierung neuer Vulnerabilitatsgene konnte die
Entwicklung innovativer pharmakotherapeutischer Substanzen in der Behandlung von
Angststérungen vorantreiben (Domschke und Deckert, 2012). Das Endocannabinoid-
und das Neuropeptid S-System konnten zum Beispiel als Angriffspunkte solcher
Behandlungen fungieren (Domschke und Zwanzger, 2008).

Es muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass fur alle Assoziationsbefunde bei
Angsterkrankungen auch Berichte Uber Nicht-Replikation oder die Assoziation zu den
gegensatzlichen Allelen gefunden wurden, sodass die meisten Ergebnisse mit einer
gréReren, besser definierten Probenanzahl neu evaluiert werden sollten (Howe et al.,
2016, Maron et al., 2010).

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS), die das komplette Genom unter
Verwendung eines hypothesenfreien Ansatzes auf Assoziationen Uberprifen, sind
eine weitere Moglichkeit, Vulnerabilitatsgene fur komplex-genetische Erkrankungen zu
identifizieren (Domschke und Deckert, 2012).

So identifizierten Erhardt et al. in einer solchen GWAS das Transmembran-Protein
TMEM132D als Suszeptibilitatsgen fur die Panikstorung. Diese Assoziation wurde
durch experimentelle Daten an Mausen unterstutzt, die ebenfalls gezeigt haben, dass
Angst-bezogenes Verhalten mit dieser TMEM132D Genvariante in Zusammenhang
steht. Dies veranlasste Erhardt et al. zu der Annahme, dass hier ein Ubergeordnetes,
evolutionar konserviertes Prinzip vorliegt, da das Suszeptibilitatsgen unabhangig von
der Spezies fur das phanotypische Verhalten von Angst eine Bedeutung zu haben
scheint (Erhardt et al., 2011).

Weitere GWAS-Daten zu Angststorungen, insbesondere der Panikstorung, stammen
von Otawa et al., die in ihrer jungsten Publikation (2016) eine Metaanalyse mit Daten
von uber 18.000 Probanden, die in neun internationalen Kohorten rekrutiert wurden,
vergleichend untersucht haben und Assoziationen mit u.a. dem CAMKMT Gen

identifizieren konnten (Otowa et al., 2016).
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1.2 Untersuchungsgegenstand: Orexin und Orexin-
Rezeptor
1.2.1 Orexin
1.21.1 Struktur

Orexin (Hypocretin) wurde 1998 fast =zeitgleich von 2zwei unterschiedlichen
Arbeitsgruppen entdeckt. De Lecea et al. fanden im Januar 1998 ein neues
Praprohormon, das sie aufgrund seiner chemischen Ahnlichkeit mit dem
gastrointestinalen Peptidhormon ,Sekretin® und seinem Entstehungsort im
Hypothalamus Praprohypocretin nannten und die aus ihm entstehenden Neuropeptide
als Hypocretin 1 und 2 bezeichneten (de Lecea et al.,, 1998). Sakurai et al.
identifizierten Orexin A und B kurz spater als Liganden fur G-Protein gekoppelte
Rezeptoren in Rattengehirnextrakt und gaben ihnen den Namen Orexin A und B nach
dem griechischen Wort Orexis (=Hunger), da die intraventrikulare Applikation dieser
Neuropeptide appetitsteigernd auf Ratten wirkte (Sakurai et al., 1998). In der Literatur
gibt es deshalb seither zwei verschiedene Namen fir die Neuropeptide Orexin A

(Hypocretin 1) und Orexin B (Hypocretin 2).

Das Orexin-Gen, das synonym Hypocretin (HCRT)-Gen genannt wird, liegt auf dem
Chromosom 17g21-22 und kodiert fur das gemeinsame Vorlaufer-Polypeptid der
Orexine namens Praproorexin, das aus 131 Aminosauren besteht. Durch
proteolytische Spaltung dessen entstehen daraus Orexin A und B (Sakurai et al.,
1998).

Orexin A ist ein 33 Aminosduren langes Peptid mit zwei Paaren von
Disulfidbruckenbindungen. Es hat einen Pyroglutamyl-Rest am N-Terminus und eine
Amidierung am C-Terminus (Sakurai et al., 1998). Dem letzten Aminosaure-Rest des
reifen Peptids folgt die Aminosaure Glycin 66, die wahrscheinlich als NH2 Donor flr
die C-terminale Amidierung wirkt. Dies erfolgt durch die sequenzielle Aktivierung einer
Peptidylglycinmonooxygenase sowie einer Peptidylamidoglycolatlyase. Die
Primarstruktur des Orexin A zeigt eine Ubereinstimmung zwischen Menschen und
verschiedenen Tierarten wie Rind, Maus und Ratte. Auch bei Orexin B gibt es einen
hohen Grad der Sequenzhomologie zwischen den Arten. Auch hier finden sich
beachtenswerte, artenspezifische Varianten. Da Orexin A und Orexin B bei der
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Regulation des Appetits bedeutsam sind, sind diese beiden Peptide wahrscheinlich
entwicklungsbiologisch hoch konserviert verankert (Sakurai et al., 1998, Shibahara et
al., 1999, Alvarez und Sutcliffe, 2002).

1.21.2 Physiologische Funktion

Das Orexin-System wird inzwischen mit vielen verschiedenen neurophysiologischen
Prozessen assoziiert. Neben ihrer Kontrollfunktion von Schlaf und Erregung, wurden
die Orexine zunachst als Regulatoren der Nahrungsaufnahme wund des
Energiehaushaltes verstanden. Sowohl CRH als auch Neuropeptid Y sind am Effekt
des Orexins auf die Nahrungsaufnahme in Ratten beteiligt (Ida et al., 2000). Neurone
einer erwachsenen Ratte, die Orexin im lateralen Hypothalamus enthalten, werden
durch eine Insulin induzierte Hypoglykamie aktiviert, wie mit Hilfe von c-Fos-
Immunreaktivitdt nachgewiesen werden konnte (Moriguchi et al., 1999).

Neuere Studien zeigen, dass Orexin unter anderem in Emotionen, in die Stressantwort
und in das Belohnungssystem involviert ist. Es fordert Wachsamkeit und Erregung
(Sakurai, 2007, Sakurai, 2014), womit das orexinerge System auch in adaptiven und
pathologischen Angst-Stress-Reaktionen von Bedeutung sein kdnnte (Suzuki et al.,
2005). Einige Studien legen nahe, dass Orexin-Neuronen wahrend des Angsterlebens
oder als Reaktion auf Gefahren aktiviert werden (Sakurai, 2014, Sakurai, 2007).
Unterschiedliche Versuche mit Mausen, bei denen Alterationen im Orexin-System
vorlagen, zeigten, dass Orexin fir angemessene Erregungslevel bei der Durchfiihrung
von zielgerichtetem Verhalten, die einen Uberlebensvorteil darstellen, verantwortlich
ist (Yamanaka et al., 2003, Akiyama et al., 2004, Mieda et al., 2004). Ein defizientes
Orexin-System wurde auRerdem als eine Ursache der Narkolepsie entdeckt (Chemelli
et al., 1999, Lin et al., 1999, Nishino et al., 2000, Peyron et al., 2000). Narkolepsie ist
eine durch ausgepragte Tagesmudigkeit, Kataplexie und extrem kurze REM-
Schlafphasen gekennzeichnete Storung der Schlaf-Wach-Regulation bei der ein
Orexin-Mangel ursachlich mitverantwortlich ist (Mignot, 2001). Hieraus lasst sich
ableiten, dass das Orexin-System eine wichtige Rolle in der Aktivierung von
Aufmerksamkeit, Wachheit und Reaktionsbereitschaft spielt und somit auch

Grundcharakteristika einer Panikstorung determiniert.

Es zeigte sich im Tiermodel, dass eine Blockierung des Hypocretin-Rezeptor-1
(HCRTRT1) oder die Stillegung der Orexin-Synthese zu einer Abschwachung der
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Laktat-induzierten Panik fuhrt (Kayaba et al., 2003, Johnson et al., 2010). In einer
weiterfuhrenden Studie wurde deshalb gezielt untersucht, ob Panikreaktionen durch
Orexin moduliert werden und ob zwei verschiedene Panik-induzierende Substanzen
bestimmte Gehirnregionen aktivieren (Johnson et al., 2012). Durch systemische
Injektionen der anxiogenen Substanz Beta-Carbolin FG-7142, einem inversen Agonist
an der Benzodiazepin-Bindungsstelle des GABA-A-Rezeptors, und Koffein, einem
nicht-selektiven, kompetitiven Adenosin-Rezeptor-Antagonist zeigte sich eine
Steigerung der c-Fos Induktion im dorsomedialen und perifornikalen Hypothalamus
(DMH/PEF), nicht aber im lateralen Hypothalamus. Wurden die Ratten mit dem Orexin-
Rezeptor-1-Antagonisten SB334867 (30mg/kg) vorbehandelt, kam es zu einer
Abschwachung der FG-7142-induzierten Angst (Johnson et al., 2012). Insgesamt
deutet diese Untersuchung darauf hin, dass in der Region DMH/PEF koordinierte
Panikreaktionen durch orexinerge Projektionen ausgelost werden konnen und dass
Orexin-Rezeptor-1-Antagonisten potentiell eine neue Behandlungsstrategie fur die
Panikstérung und andere Angststérungen darstellen kdnnten (Bonaventure et al.,
2015). Daruber hinaus zeigen die Daten von Johnson et al., dass die Orexin-Spiegel
im Liquor von Patienten mit Panikattacken deutlich hoher sind als bei depressiven
Vergleichsprobanden ohne Paniksymptomatik (Johnson et al., 2010).

Das Orexin-System scheint schlieBlich einen sexuellen Dimorphismus aufzuweisen.
So ist die Orexin-Konzentration im Hypothalamus geschlechtsspezifisch
unterschiedlich hoch: weibliche Ratten zeigen im Vergleich zu ihren mannlichen
Artgenossen erhohte Orexin-Konzentrationen (Taheri et al., 1999). Da sich zwar nach
einer Gonadektomie bei weiblichen und mannlichen Ratten die Expression der Orexin-
Rezeptor-mRNA verandert, nicht aber die von Praproorexin, scheint die Bildung von
Praproorexin nicht unter direkter Kontrolle der Sexualhormone zu stehen (Johren et
al., 2003). Durch sehr hohe Ostrogenspiegel kann die Orexin-Freisetzung allerdings
herunterreguliert werden. Die Sexualhormone haben offensichtlich einen Einfluss auf
die Orexin Sekretion (Russell et al., 2001).

1.2.2 Der Orexin-Rezeptor

1.2.2.1 Struktur und Funktion

Die zellularen Effekte der Orexine werden Uber zwei G-Protein-gekoppelte

Rezeptoren, den Orexin-1-Rezeptor/Hypocretin-Rezeptor-1 (OX1R, HCRTR1) und
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den Orexin-2-Rezeptor/Hypocretin-Rezeptor-2 (OX2R, HCRTR2) vermittelt. HCRTR1
ist ein selektiver Rezeptor fur Orexin A, HCRTR2 dagegen ein nicht-selektiver
Rezeptor sowohl fur Orexin A wie auch fur Orexin B (Sakurai et al., 1998). HCRTR1
ist ausschlieflich an die G-Protein Subklasse Gq gekoppelt, wahrend HCRTR2 Gi oder
Gqg gekoppelt sein kann (Zhu et al., 2003). Der Orexin-Rezeptor besitzt sieben
transmembranare Domanen. Die Aminosaure-Sequenzen des HCRTR1 und HCRTR2
stimmen zu 64% Uberein (Sakurai et al., 1998).

Innerhalb der Klasse von G-Protein gekoppelten Rezeptoren hat HCRTR1 eine
ausgepragte strukturelle Homologie 2zu bestimmten Neuropeptidrezeptoren,
insbesondere Neuropeptidrezeptor Y2 (NPY) (26% Homologie), gefolgt vom
Thyreotropin Releasing Hormon-(TRH) Rezeptor (25% Homologie) (Sakurai et al.,
1998).

Der fur diese Arbeit relevante HCRTR1 ist Gq gekoppelt mit dem Ergebnis einer
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) mit anschlieRender Auslésung der
Phosphatidylinositol-Kaskade. HCRTR1 stimuliert auch die cAMP-Synthese in einer
Zellkultur primarer Rattenastrozyten (Woldan-Tambor et al., 2011).

1.2.2.2 Das HCRTR1-Gen als Kandidatengen bei Panikstorung

Das humane HCRTR1 ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 in der Region p35.2
lokalisiert (siehe Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Lokalisation des humanen HCRTR1 auf Chromosom 1

Bildquelle: Gene Cards (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=HCRTR1&keywords=hcrtr1)

Zusammenfassend stellt sich die genomische Organisation des humanen HCRTR1
entsprechend Tab. 1.4 dar. Das Startcodon (ATG) beginnt bei Basenpaar-Position
1.508 in Exon 3.
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Tab. 1.4: Genomische Organisation des humanen HCRTR1-Gens

Genomsequenz nach NC_000001.11 Chromosom 1 Reference GRCh38.p7
Primary Assembly

Die genomische Struktur des humanen HCRTR1 wurde mit Hilfe der
Sequenzdatenbank des National Center for Biotechnology Information NCBI
bestimmt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=3061)

HCRTR1 Intron 1 31617883-31618756
HCRTRT1 Intron 2 31618818-31619051

HCRTR1 Intron 3 31619393-31619532 139

HCRTR1 Intron 4 31619712-31620843 1131

HCRTRT1 Intron 5 31621088-31621477

HCRTRT1 Intron 6 31621594-31623523 1929

HCRTR1 Intron 7 31623751-31624997 1246

HCRTRT1 Intron 8 31625120-31626790 1670
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1.2.3 HCRTR1 Isoleucin408Valin-Polymorphismus

Der Isoleucin408Valin-Polymorphismus  (lle408Val-Polymorphismus) ist ein
Einzelnukleotid-Polymorphismus (,single nucleotide polymorphism* (SNP)) mit der
SNP-ID rs2271933 an Position 31626924 (Primary Assembly: NC_000001.11
Chromosom 1 reference GRCh38) im Exon 9 des HCRTR1-Gens, bei dem eine
Cytosinbase durch eine Thyminbase ersetzt ist und der zu einem
Aminosaureaustausch von Isoleucin (lle) zu Valin (Val) fuhrt.

Abb. 1.2 zeigt die genomische Struktur des humanen HCRTR1 und die Lokalisation
des lle408Val-Polymorphismus.

Position
31626924

5¢ 3
S 7

Startcodon
ATG rs2271933

>
>

Ldnge 9602bp

Abb. 1.2: Genomische Struktur des humanen HCRTR1 und Lokalisation des lle408Val-
Polymorphismus an Position 31626924

Die Abbildung ist nicht maRstabsgetreu

Der Polymorphismus wurde erstmals 2005 von Meerabux et al. in einer Kohorte von
83 mannlichen und 85 weiblichen schizophrenen Patienten ohne Polydipsie, einer
Kohorte von 59 mannlichen und 23 weiblichen Patienten mit Polydipsie und
Hyponatriamie sowie einer Kontrollgruppe mit 90 gesunden japanischen Probanden
im Rahmen einer Assoziationsstudie beschrieben. Es wurde ein Zusammenhang
zwischen dem 408Val-Allel des HCRTR1-Gens und der Polydipsie-Hyponatriamie bei
japanischen Schizophreniepatienten gefunden (Meerabux et al., 2005). In einer Fall-
Kontroll-Studie konnte dieses Ergebnis zwei Jahre spater repliziert werden (Fukunaka
et al., 2007). Des Weiteren wurde eine Korrelation des lle408Val-Polymorphismus mit
Depression und Migrane ohne Aura festgestellt (Rainero et al., 2011a, Rainero et al.,
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2011b). Das Tragen des A-Allels war in beiden Studien mit einem signifikant erhdhten

Krankheitsrisiko verbunden.

Durch die Lokalisation des lle408Val-Polymorphismus am C-terminalen Ende des
HCRTR1-Gens, an dem im Verhaltnis zu den transmembranaren Anteilen des
Rezeptors eine hohere Variabilitat der Schleife gegeben ist, entfaltet der Rezeptor
moglicherweise funktionell eine geringere Wirkung (Thompson et al., 2014). Selbst
dann, wenn eine Aminosaure auflerhalb der Bindungsgrube des Molekils im C-
terminalen Ende liegt, kann dies offensichtlich die Affinitat der Bindung des Agonisten

beeinflussen (Thompson et al., 2014).

Bei G-Protein gekoppelten Rezeptoren sind nicht nur die primare Proteinstruktur und
Faltung fur die Wirkung entscheidend, sondern auch andere Besonderheiten wie zum
Beispiel die Glykosylierung oder die Neigung zur Dimerisierung. Im experimentellen
Expressionsmodell kam es bei Thompson et al. zu Mono- oder
Oligodimerisierungsprozessen. Diese sind jedoch in nativen Zellen bisher nicht
gesichert. Thompson et al. beschreiben, dass auch beim HCRTR1 mdglicherweise
eine Dimerisierung entstehen kann, was wiederum die Halbwertszeit des Rezeptors
beeinflussen wurde und so zur Veranderung der biologischen Wirkungen flhren
kénnte (Thompson et al., 2014).

Auch die Spezifitat des Rezeptors ist eingeschrankt. Dies zeigt sich darin, dass der
HCRTR1 auch andere Proteine, wie 3-Arrestin und Dynein-Leichtketten-Tctex-Typ 1
binden kann. Die Affinitdt anderer Agonisten als Orexin A entfalten wahrscheinlich als
Partialagonisten eigene, in vivo noch nicht geklarte funktionelle Wirkungen (Milasta et
al., 2005).

Rontgen-Struktur-Analysen zur Feststellung der dreidimensionalen Kristallstruktur des
HCRTR1 liegen derzeit noch nicht vor, sodass spezifischere Untersuchungen der
sterischen Interaktionen von Orexin A und HCRTR1 aktuell noch nicht méglich sind.
Fir den HCRTR2 wurde 2015 die Kristallstruktur mittels Rontgen-Struktur-Analyse
aufgeklart (Yin et al., 2015), sodass diese molekulare Charakterisierung von Liganden

und dem Rezeptor moglicherweise bald zu erwarten ist.
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1.24 HCRTR1 SNPs bei affektiven Storungen und Angsterkrankungen

Es konnte gezeigt werden, dass der HCRTR1 lle408Val-Polymorphismus eine Rolle
in der Neurobiologie von affektiven Storungen wie der Depression beim Menschen
spielt. Das Auftreten des T-Allels an Stelle eines G-Allels war mit einem signifikant
erhohten Erkrankungsrisiko verbunden (Rainero et al., 2011a). In der Ubersichtsarbeit
von Nollet und Leman wird allerdings hypothetisiert, dass sowohl die Hypoaktivitat als
auch die Hyperaktivitat der Orexin-Signalwege mit Depressionen in Verbindung
gebracht werden (Nollet und Leman, 2013).

Da die Panikstorung durch eine erhohte physiologische Erregungsbereitschaft
charakterisiert ist, ist ein Einfluss des Orexin-Systems auf die Entwicklung der
Panikstorung naheliegend. Bisher konnte in diesem Zusammenhang in der einzigen
vorliegenden Studie gezeigt werden, dass der HCRTRZ2 Valin308Isoleucin-
(Val308Iso) Polymorphismus bei Patienten mit Panikstorung signifikant haufiger
vorkommt als in der Kontrollgruppe (Annerbrink et al., 2011). Untersucht wurden 211
Patienten, von denen 66% weiblich waren, und 452 Kontrollen, von denen 56%
weiblich waren. 83% der Patienten litten an Panikstorung mit und 17% an einer
Panikstérung ohne Agoraphobie. 47% hatten aullerdem eine andere, nicht
spezifizierte, psychiatrische Komorbiditat. Das C-Allel war in der Gruppe der
Panikpatienten uberreprasentiert (Allelhaufigkeiten gesamt: p = 0,004;
Genotyphaufigkeiten gesamt: p = 0,005). In der geschlechterspezifischen Analyse
zeigte sich der signifikante Zusammenhang zwischen dem Iso-Allel des Val308Iso-
Polymorphismus und der Panikstorung nur bei den weiblichen Patienten
(Allelhaufigkeiten far Patientinnen: p=0,002 und fur Patienten: p=0,9;
Genotyphaufigkeiten fir Patientinnen: p = 0,0005 und fir Patienten: p = 0,9).

Fir den lle408Val-Polymorphismus im HCRTR1-Gen konnte in derselben Stichprobe
allerdings keine Assoziation mit Panikstdrung festgestellt werden (Allelhaufigkeiten:
p = 1,0; Genotyphaufigkeiten: p =1,0). Eine von den Autoren selbst aufgeflhrte,
wesentliche Limitation dieser Studie besteht allerdings darin, dass innerhalb der
Kontrollen die Diagnose einer Panikstérung nicht ausgeschlossen wurde (Annerbrink
etal.,, 2011).
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1.3 Fragestellung

Nachdem wie oben (siehe 1.2.1.2) dargestellt dem HCRTR1 eine Rolle in der
Pathophysiologie von Panik zukommen konnte wund bislang nur eine
molekulargenetische Studie an einer kleinen Stichprobe von Patienten mit
Panikstorung vorliegt, deren negativer Assoziationsbefund durchaus auf mangelnde
statistische Power zurtickzufihren sein kann (Annerbrink et al., 2011), soll in der
vorliegenden Dissertation eine mogliche Assoziation des HCRTR1 lle408Val-
Polymorphismus mit der Diagnose Panikstorung in gro3eren, gut charakterisierten
Stichproben mit Panikstorung erneut untersucht werden. Angesichts der engen
Verbindung des Orexin-Systems zu Sexualhormonen und der hoheren Pravalenz der
Panikstorung bei Frauen wird in der vorliegenden Arbeit besonderes Augenmerk auf

einen moglicherweise geschlechtsspezifischen Assoziationsbefund gelegt.
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2. Proben, Material & Methoden

21 Stichprobenbeschreibung

Das ,Discovery Sample® umfasste 131, an der Klinik und Poliklinik fir Psychiatrie und
Psychotherapie (Dir.: Univ.-Prof. Dr. V. Arolt), Universitatsklinikum Munster,
rekrutierte, kaukasische Patienten mit nach DSM-IV (Wittchen et al.,, 1997)
diagnostizierter Panikstorung und setzte sich aus 85 weiblichen und 46 mannlichen
Probanden zusammen. Die Kontrollgruppe bestand aus 131 hinsichtlich des
Geschlechts (Exakter Test nach Fisher p = 1,000) und Alters (Student’s-t-Test p =
0,996) gematchten, anonymen deutschen Blutspendern. Firr eine Ubersicht der
demographischen Daten siehe Tab. 2.1.

Tab. 2.1: Demographische Daten des ,Discovery Samples®
. Altersdurchschnitt
Maénnlich (n) Weiblich (n) Gesamt (n) :
in Jahren
Kontrollen 46 85 131 35,8 +/- 10,9
Patienten 46 85 131 35,8 +/- 11,1

Patienten mit einer Entwicklungsverzogerung oder neurologischen bzw.
neurodegenerativen Erkrankungen, die die Ergebnisse der Studie beeinflussen
konnten, wurden von der Studie ausgeschlossen.

Eine Medikation mit Antidepressiva wurde bei 53/121 (40,5%) Patienten des
,Discovery Samples eingesetzt. Fehlende Angaben lagen bei 10/121 (7,6%)

Patienten vor.

Das ,Replication Sample“ aus dem multizentrischen BMBF-geforderten Paniknetz-
Projekt ,Improving the Treatment of Panic Disorder” (Gloster et al., 2011) umfasste
292 Patienten deutscher Abstammung mit diagnostizierter Panikstorung. Es setzte
sich aus 216 weiblichen und 76 mannlichen Probanden zusammen. Es bestanden
keine verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den einzelnen Patienten.
Patienten und 292 Kontrollen wurden hinsichtlich des Geschlechts (Exakter Test nach
Fisher p = 1,000) gematcht, wahrend die Patientengruppe signifikant alter war als die
Kontrollen (T = 0,000, p < 0,05). Fir eine Ubersicht der demographischen Daten siehe
Tab. 2.2.
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Tab. 2.2: Demographische Daten des ,Replication Samples®
. _— Altersdurchschnitt in
Mannlich (n) Weiblich (n) Gesamt (n)
Jahren
Kontrollen 76 216 292 28,8 +/-7,4
Patienten 76 216 292 36,0 +/- 10,8

Auch in dieser Stichprobe wurden Patienten mit einer Entwicklungsverzégerung oder
Studie
ausgeschlossen. Die Patienten des ,Replication Samples® erhielten keine Medikation

neurologischen bzw. neurodegenerativen Erkrankungen von der

mit Antidepressiva.

Bei allen in dieser Untersuchung eingeschlossenen Patienten wurde die Diagnose von
erfahrenen Psychiatern oder Psychologen anhand von Patientenakten und
strukturierten klinischen Interviews (SKID-l) gema® DSM-IV (Wittchen et al., 1997)
gestellt. Bei einem Teil der Patienten lagen zusatzliche Komorbiditaten in Form einer
Depression oder einer Agoraphobie vor. Die prozentualen Anteile der Komorbiditaten

innerhalb des Patientenkollektivs sind in Tab. 2.3 aufgefuhrt.

Tab. 2.3: Diagnoseschlissel innerhalb des Patientenkollektivs

Patienten

Diagnose (DSM-IV-R) »Discovery Sample“ »Replication Sample*
(n) (n)
300.21 (Panikstdrung mit Ja 91(69,5%)
Agoraphobie) Nein 40 (30,5%) Nicht bekannt
Fehlend 0
296.20 (Einzelne depressive Ja 47 (43,9%)
Episode, die nicht genauer
spezifiziert ist) Nein 60 (56,1%)
ODER Nicht bekannt
296.30 (Rezidivierende Major
Depression, die nicht genauer Fehlend 24 von 131
spezifiziert ist)
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Von allen Studienteilnehmern wurde eine schriftiche Einverstandniserklarung
eingeholt. Die Untersuchung wurde von den Ethikkommissionen der
Universitatskliniken Munster und Wurzburg gepruft, bewilligt und gemafl den
Prinzipien der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt. Der aktuellen Dissertation
standen die epidemiologischen und klinischen Daten der o.g. Stichproben in Form

einer SPSS-Datenbank zur Verfugung.

2.2 Experimentelle Untersuchung

Um die Assoziation des HCRTR1 lle408Val-Polymorphismus (SNP-ID: rs2271933) mit
der Panikstorung zu untersuchen, wurden von der Doktorandin im Labor fur
Funktionelle Genomik (Ltg.: Univ.-Prof. Dr. Dr. K. Domschke), Klinik und Poliklinik far
Psychiatrie, Psychosomatik und Psychotherapie (Dir.: Univ.-Prof. Dr. J. Deckert),
Universitatsklinikum Wurzburg, molekulargenetische Methoden angewendet. Nach
einem kurzen Uberblick (iber den Ablauf werden in den folgenden Abschnitten die
Untersuchungsablaufe detailliert beschrieben (Gottschalk et al., 2019). Die

verwendeten Materialien und Gerate finden sich in Kapitel 2.4.

Die DNA lag fur die aktuelle Dissertation bereits aus EDTA-Blut extrahiert vor. Ein
DNA-Abschnitt (Amplikon) innerhalb von HCRTR1, der den zu untersuchenden SNP
enthalt, wurde durch Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase-chain-reaction, PCR)
unter Verwendung von Oligonukleotid-Primern, die sich komplementar an einen der
beiden DNA-Strange anlagern, vervielfaltigt. Die Primer dienen der Eingrenzung der
beidseitig an den Polymorphismus angrenzenden Bereiche und definieren daher die
Lange des Amplikons. AnschlieBend wurde eine Restriktionsanalyse des
Polymorphismus mit einer geeigneten Endonuklease durchgefuhrt (restriction
fragment length polymorphism, RFLP). Die durch PCR vervielfachten Kopien der DNA-
Sequenz wurden hierbei abhangig von dem jeweils vorliegenden HCRTR1 rs2271933
Allel in Fragmente unterschiedlicher Lange geschnitten. Die geschnittenen RFLP-
Produkte wurden zur optischen Auswertung auf Agarose-Gel aufgetragen,
elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieend dokumentiert. AbschlieRend wurden
die ermittelten Ergebnisse statistisch ausgewertet.
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2.21 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion aus Vollblut basiert auf dem Prinzip der Kaltehamolyse der
Erythrozyten und anschlieBender Salzfallung der DNA aus Leukozyten (Miller et al.,
1988).

Die Erythrozyten waren durch hypotonische Behandlung lysiert und die Leukozyten
durch Zentrifugation abgetrennt worden. Die Lyse der kernhaltigen Zellen war durch
Behandlung mit einem Detergens (Natriumdodecylsulfat, engl: sodium dodecyl sulfate
= SDS) erfolgt. Fur die Proteindegradation wurde eine Protease Mixtur angewendet
(Pronase E). Peptide und andere Zellbestandteile wurden durch Erhdhung der
Salzkonzentration ausgefallt und abzentrifugiert. Die DNA wurde aus dem wassrigen

Uberstand mit Isopropanol prazipitiert.

2.2.2 Verdiinnung der Mikrotiterplatten

Die extrahierte DNA wurde zur Vorbereitung der PCR in 500 yl TE- Puffer
resuspendiert, dann 1:1 mit destilliertem Wasser verdunnt und in 96-Well-
Mikrotiterplatten, sogenannte Mutterplatten, verteilt. Um die Mutterplatten im Laufe der
Experimente nicht zu verunreinigen, wurden aus diesen Mutterplatten 100 pyl DNA far
die Tochterplatten entnommen und in einem Verhaltnis von 1:10 mit 900 pl
destilliertem Wasser verdunnt. Die Tochterplatten wurden mit Klebefolie Microseal®
verschlossen und bis zur Verwendung im Rahmen der PCR im Kuhlschrank
aufbewahrt. Fir jede PCR- Platte wurden insg. 100 ul (96 ul + 4 pul als Ausgleich fir
mogliche Pipettierfehler) also 1 pl Losung der Tochterplatte pro Well verwendet.

2.2.3 Herstellung des Agarosegels

Fir die Herstellung eines 4% Agarosegels wurden 2 g Agarosepulver mit 50 ml TRIS-
Acetat-EDTA (TAE)-Puffer vermischt und in der Mikrowelle aufgekocht. Nach
Abkuhlung auf ca. 50°C auf der Ruhrplatte, wurde unter standigem Ruhren 1 Tropfen
Ethidiumbromid/50 ml Gel hinzugegeben. Anschliefiend wurde die Ldsung in eine
Gelkammer gegossen, in der Kunststoffkdmme fur die Bildung von Taschen sorgen.
Nach Aushartung des Gels wurden die Kdmme entfernt und das Gel wurde entweder
im Kuhlschrank bei 4°C gelagert oder sofort verwendet (siehe 2.2.4.3 und 2.2.5).
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2.2.4 Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR ist eine Technik, mit der eine bestimmte genomische Sequenz, die sich
zwischen zwei Oligonukleotid-Primern befindet, mit Hilfe einer DNA-Polymerase in
vitro amplifiziert werden kann (Saiki et al., 1988). Unter Zugabe von spezifischen
Oligonukleotid-Primern, Desoxyribonukleotiden (ANTP), Puffer und DNA-Polymerase
wird die DNA-Matrize in einer Primerverlangerungsreaktion von 35 Zyklen amplifiziert.
Bei jeder PCR werden zwei verschiedene Primer verwendet, ein forward- und ein

reverse-Primer, um das Ablesen beider DNA-Strange zu gewahrleisten.

2241 Primer-Konstruktion

Primer grenzen die zu vervielfaltigende DNA-Region von beiden Seiten ein und stellen
freie 3-OH-Gruppen zur Verfigung, die von der DNA-Polymerase fir die DNA-
Synthese (in 5‘-3'-Richtung) bendtigt werden. Um eine mdglichst hohe Spezifitat der
Primer sicher zu stellen, muss auf deren Lange, Schmelztemperatur (Tm-Wert),
Beschaffenheit der 3‘-Enden, Primer-/Primer-Wechselwirkungen und insbesondere
die Nukleotidzusammensetzung bzw. —verteilung geachtet werden. Ein Primer sollte
weder stabile Sekundarstrukturen noch Dimere bilden konnen. Daher sollten
Komplementaritaten innerhalb eines Primers und zwischen den Primern vermieden
werden (Schmidt und Rothhamel, 2012).

Die Primer (siehe Tab. 2.4) wurden mit Hilfe des im Internet frei zur Verfigung
stehenden  Computer-assistierten  Primersuchprogramm  NCBI/Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ausgewahlt, kommerziell synthetisiert

(Metabion international AG, Planegg, Deutschland) und fur die Verwendung in der

Polymerase-Ketten-Reaktion mit H,O auf eine Konzentration von 10 pmol/ul verdinnt.

Tab. 2.4: Fir die Untersuchung des HCRTR1-Gens verwendete Primer
Primerpaar Primersequenz (5°-3°) Basenpaarlange
Primer F (forward) CCA GAG TCA CAC AGG CAG AAA 21
Primer R (reverse) CCTGCTGCATCTGTCTCCTTAT 22

Es erfolgte der Ansatz eines sog. Mastermixes aus Primern, Oligonukleotiden,
geeigneten Puffern und eisgekuhlter Tag-Polymerase in der 100fachen Menge,
welcher in Portionen von je 24 ul auf eine neue 96-Well-Mikrotiterplatte mit je 1 ul DNA
verteilt wurde (siehe Tab. 2.5).
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Tab. 2.5: Zusammensetzung des PCR-Mastermix

Reagenzien des PCR-Mastermixes

Menge (Konzentration)

H,O 17,2 pl
2,5l
(Bestehend aus:
10x Puffer Goldstar - 750 pl Tris-HCI (pH 9)
- 200 pl (NH4)2S04
-10 yl TWEEN 20
- 40 pl H20)
MgCl. 1 ul (25 mM)
Primer F (1:10) 1yl (10 pmol)
Primer R (1:10) 1yl (10 pmol)
dNTP 1 ul (2,5 mM)
HouseTaq 0,3 ul
24,0 ul (+1pl DNA in SE Puffer fiir einen
Gesamtmenge
kompletten PCR-Ansatz von 25,0 pl)
2242 Ablauf der PCR

Mit Hilfe eines Thermocyclers wurden mehrere automatisierte Arbeitsschritte

nacheinander ausgefuhrt:

1. Denaturierung: Durch Erhitzung der doppelstrangigen DNA (dsDNA) auf 95°C

fur 5 Minuten entstehen zwei Einzelstrange.

2. Primerhybridisierung: In 35 Zyklen a 45 Sekunden bei jeweils 95°C wird die

Helix weiter aufgetrennt.

3. Andas 3’-Ende der nun einzelstrangig vorliegenden DNA werden bei

optimaler Anlagerungstemperatur (60,2°C) in 35 Zyklen a 45 Sekunden

passend gewahlte synthetische Oligonukleotid-Primer angelagert.

4. Polymerase-Bindung und DNA-Synthese: Anschliefend wird die Temperatur
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auf 72°C erhoht. Die Tag-Polymerase lagert bei weiteren 35 Zyklen a 45
Sekunden dNTPs ausgehend von den Primern in 5'-3'-Richtung passend an
den komplementaren Strang an. In weiteren 3 Minuten wird der Doppelstrang
bei 72°C abschlieRend erganzt. Die verwendeten hitzestabilen Polymerasen
stammen aus Mikroorganismen, deren naturlicher Lebensraum sich in heil3en
Quellen befindet. Die haufig verwendete Taqg-Polymerase stammt aus dem
Bakterium Thermophilus aquaticus, ist bis zu 94°C hitzestabil und hat eine
optimale Arbeitstemperatur bei 80°C (Strachan und Read, 2011).

5. Kiuhlung bis zur Weiterverwendung bei 10°C.

6. Erneute Denaturierung: Werden diese beiden neu gewonnenen
Doppelstrange wieder bei 95°C denaturiert, sodass nachfolgend die Primer
erneut an die aufgetrennten Einzelstrange binden kdnnen (siehe Schritt 2),
beginnt ein neuer Zyklus. Mit fortlaufender Zyklenanzahl kbnnen gewunschte
DNA-Fragmente exponentiell vermehrt werden, da jeder weitere Zyklus die
vorliegende Menge an Kopien verdoppelt. Am Ende aller PCR-Zyklen liegt der
durch die Primer eingegrenzte genomische DNA-Abschnitt in millionenfacher
Kopie vor.

2243 Kontrolle der PCR-Produkte durch Agarosegelelektrophorese

Die Uberprifung einer PCR-Reaktion auf erfolgreiche Amplifikation bzw. der
Ausschluss von Verunreinigung mit Fremd-DNA geschient durch eine
Gelelektrophorese. Eine detaillierte Erklarung dieser Methode findet sich unter 2.2.5.

TAE diente als Laufpuffer fur die Elektrophorese. Die Agarosekonzentration im Gel
von 4% wurde entsprechend der erwarteten FragmentgroRen gewahlt. Je kleiner die
aufzutrennenden Fragmente sind, desto hoher sollte die Agarosekonzentration sein,
da dann die Poren im Gel entsprechend kleiner sind.

2244 Prinzip und Ablauf der Restriktion

Das Restriktionsenzym BsmBlI (siehe Steckbrief unter Abb. 2.1) und der mitgelieferte
Puffer (NEBuffer ™ 3.1, bestehend aus 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCL, 10 mM MgCl,
100 pl/ml BSA; pH 7,9 bei 25°C) wurden zusammen in Mikrotiterplatten inkubiert und
mit  destilliertem  Wasser auf 10pul aufgefullt. Zu den 10pul des

Restriktionsendonuklease-Mastermix wurden jeweils 7 yl des PCR-Produktes
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pipettiert. AnschlieRend wurde die Platte fur 2 h bei 55°C im Brutschrank inkubiert. Die
entstandenen Restriktionsfragmente konnten dann mit Hilfe der Gelelektrophorese
identifiziert werden. Dazu wurden 7 pl eines Gemisches aus 15 ul des inkubierten
Restriktionsansatzes und 6 yl des Bromphenolblau-Ladepuffer auf einem 4%
Agarosegel (Herstellung siehe 2.2.3) bei 120 V tber 30 min in gleicher Weise wie bei
der Durchfuhrung der PCR-Gelelektrophorese (siehe 2.2.5) aufgetrennt (Laufpuffer:
TAE und 100 bp Leiter).

Endonuklease BsmBI

Organismus: Bacillus stearothermophilus B61
Molekulargewicht: 62196Da

Erkennungssequenz:

5..CGTOC TCNlNNNNN...3‘

33.. GCAGAGNNNNN N.F?%

r

Abb. 2.1: Steckbrief und Zielsequenz der Restriktions-Endonuklease BsmBlI

Standardabkuirzungen des Nomenclature Committee of the International
Union of Biochemistry (NC-IUB) um zu zeigen, dass N jedes Nukleotid
reprasentieren kann (Roberts und Macelis, 2011, Roberts et al., 2015)

Tab. 2.6: Restriktion zur Untersuchung des HCRTR1- rs2271933 -Polymorphismus
Reagenzien Menge
BsmBlI 0,3 ul
NEBuffer 3.1 2,0 ul
H20 10,7 pl
Gesamtmenge Enzym-Mix 13,0 pl

Gesamtmenge Enzym-Mix

, - 20,0 pl
einschlieflich 7,0 yl PCR-Produkt
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Das Enzym BsmBIl wurde so gewahlt, dass der untersuchte exonische HCRTR1
rs2271933 Polymorphismus in der Erkennungssequenz des Restriktionsenzymes liegt
(siehe Abb. 2.2).

CCAGAGTCACACAGGCAGAAACCCAGGACTGAAGCCACAGCCTTTCACCACATCCAGCTGTCT
TTCCATGAGGGGTAGGGGCAGATCCCCCGAGCCGGAGCCTCCAGGGCAGCCCTCGCTCAGG
GCAGCACTGTGGTGACGCTGGTGAGCACCACATGCTCAGAGATTTTGIEMEH[C/ TIBGAGCATC
GGCTCTGCAAGGACAAGGACTTGTGGCTGGCAGAGGAGCGGGGACTAGGGGCCTTCAGAGA
GCCGCAGGGACCCAGGCCAGGCAGGCAGCAGGAGAAGGCAGCCTTAAACTGCTCCCGGAAT
TTGCCTTGGTTGGGAGACAAAAGACACAGCCATAAGGAGACAGATGCAGCAGG

Abb. 2.2: Sequenzausschnitt aus dem HCRTR1-Gen (Amplikon) (5’-3’-Richtung)

Gelbe Markierung = Primer F/R
ROEIVESIREIAE = =rkennungssequenz von BsmBl
[C/T] = Y: lle408Val-Polymorphismus (nach IUPAC Nomenclature)

Lange des PCR-Produktes ungeschnitten: 359 bp; Grof3e der Einzelfragmente
nach Restriktion: C/C = 359 bp und T/T = 195 bp + 164 bp und C/T = 359 bp +
195 bp + 164 bp

Modifiziert nach Acc.No: NC_000001.11 Chromosom 1 Reference
GRCh38.p7 Primary Assembly

2.25 Die Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist die Methode der Wahl, um die durch PCR amplifizierten und
anschlieend durch BsmBI geschnittenen DNA-Abschnitte optisch darzustellen (siehe
Abb. 2.3).

Die Auftrennung der DNA-Fragmente gemald ihrer Grolie erfolgte mit Hilfe eines
elektrischen Feldes. Da DNA negativ geladen ist, wandern die Molekule von der
Kathode zur Anode, wobei die zurickgelegte Laufstrecke umgekehrt proportional zur
Molekulgrofie des Amplikons ist (Aaij und Borst, 1972). Ethidiumbromid interkaliert in
die DNA und ermoglicht so die Detektion der Fragmente mit UV-Licht und die
Darstellung spezifischer Banden oder mdéglicher Verunreinigungen (Sharp et al.,
1973). Um die GroRRe des Amplikons festzustellen, wurde parallel zu den Proben ein
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100-Basenpaarleiter als GroRenmarker auf das Gel aufgetragen. Es wurde eine

Spannung von 120 V angelegt und eine Laufdauer von 30 min gewahlt.

Wanderrichtung

Abb. 2.3: Elektrophoresekammer mit Gel

2.2.6 Dokumentation

Unmittelbar nach erfolgter Gelelektrophorese wurde das mit Ethidiumbromid versetzte
Gel in dem molekularen Bildwandler ,ChemiDoc XRS*“ von Bio-Rad platziert. Die
Banden leuchten unter UV-Licht deutlich sichtbar auf, wobei die parallel mitgelaufene
DNA-Leiter (100 bp-Marker) das Ablesen der Fragmentgréf3en ermdglicht.

Abb. 2.4 stellt die Ergebnisse der Restriktion optisch dar: Homozygotie fur das T-Allel
(TT-Genotyp) (Stelle 3, 4) bei 195bp + 164 bp, Homozygotie fur das C-Allel
(CC-Genotyp) (Stelle 7) bei 359 bp, heterozygoter C/T Genotyp (Stelle 1, 2, 5, 6, 8 und
9) sowie ein 100 bp-Marker.
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c/T /T T/T /T C/T ¢/T ¢/c Cc/T /T

359 bp
195 bp
164 bp

Abb. 2.4: Optische Darstellung der Ergebnisse einer Restriktion fir den HCRTR1
lle408Val-Polymorphismus

2.3 Statistische Methoden

Zum Beleg, dass die Genotyp-Verteilung in den untersuchten Stichproben nicht von
der erwarteten Verteilung in der Gesamtpopulation abweicht, wurde zunachst das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht der Genotyp-Verteilung in Patienten- und
Kontrollstichprobe mit Hilfe des im Internet frei verfugbaren Programms ,DeFinetti
(https://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl) geprift.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels des Chi-Quadrat-Tests und des
exakten Tests nach Fischer unter Verwendung von SPSS-System 23.0 (Statistical
Package for the Social Sciences, IBM, New York). Es wurden die jeweiligen Genotyp-
und Allelfrequenzen des Patientenkollektivs mit den Daten der Kontrollgruppe in
Kontingenztafeln verglichen und auf Homogenitat Gberpruft. Ein p-Wert von unter 0,05
wurde als signifikant angesehen.
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2.4 Material

241 Primer

Oligonukleotid Bezeichnung

HCRTR1-F

HCRTR1-R

24.2 Enzyme

Enzym Bezeichnung
Tag-Polymerase ,House"
BsmBI

243 Reagenzien und Puffer

Bezeichnung
TE-Puffer 1x pH 8,0
NEBuffer 3.1:

e 100 mM NaCl

e 50 mM Tris-HCI

e 10 mM MgCl2

e 100 pg/ml BSA

e pH7.9, 25°C
100 bp-Marker

Bromphenolblau-Xylene Cyanole
Ethanol

NaCl

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Hersteller

Metabion international AG, Planegg,
Deutschland

Metabion international AG

Bezugsquelle

Eigenes Labor

New England BioLabs, Frankfurt am
Main, Deutschland

Hersteller
Applichem, Darmstadt, Deutschland
New England BioLabs

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Applichem, Darmstadt, Deutschland
Applichem

Applichem

40



Proben, Material & Methoden

Agarosepulver pecGold Universal

Ethidiumbromid
Dimethylsulfoxid (DSMO)
dNTP

Ammoniumchlorid (NH4CL)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO,)
Ammoniumsulfat ((NH4)2S04)

Tris HCL (Trizma® hydrochloride)
TWEEN 20

Sodiumdodicylsulfat (SDS)
2-Propanol (= Isopropylalkohol oder
Isopropanol)

H20 doppelt destilliert

Essigsaure
Pronase E
MgCl2
Glycerol

244 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Mikrotiterplatten

Verschlussfolie Parafilm

Adhesive PCR Film

Aluminium Sealing Film Platemax®, PCR-AS-600

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Applichem

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Promega Corporation, Madison, WI, USA

Applichem
Applichem
Applichem
Applichem
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Applichem
Applichem

Li Chrosolv® Merck KG aA, Darmstadt,
Deutschland

J.T. Baker®, Deventer, Niederlande
Applichem

Quiagen, Niederlande

Applichem

Hersteller

Eppendorf GmbH, Hamburg,
Deutschland

Pechiney Plastic Packaging,
Chicago, IL, USA

Thermo Fisher Scientific

Axygen, Union City, CA,
USA

Pipettenspitzen mit Filter (0,5 — 20 ul, 20 — 100 pl, Sarstedt, Nimbrecht,

100 -1200 pl): Safeseals-Tips® professional

Deutschland
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Pipettenspitzen mit Filter (0,5 - 20 ul, 20 - 100 pl, 100 Sarstedt
-1200 pl)

Reaktionstube Safe-Lock Tube (1,5 ml; 2 ml, 5 ml)  Sarstedt

Cellstar Tubes, 50 ml Greiner bio-one,
Kremsmiinster, Osterreich

Handschuhe Sensicare Care Ice® MEDLINE International
GmbH, Deutschland

245 Zusammensetzung und Vorbereitung der Reagenzien
Tab. 2.7: Zur DNA-Extraktion verwendete Puffer und ihre Herstellung
Zur DNA-Extraktion Konzentration der Menge der verwendeten
verwendete Puffer Reagenzien Reagenzien
155 mM NH,CI 155 mlvon 1 M
10 mlvon 1 M (4°C
10 mM KHCO;4
Lagerung)
Lysispuffer i
0.1 mM EDTA 200 pl von 0,5 M (pH 8,0) mit
dest. H,O auf 1000 ml
auffullen
Bei Bedarf pH-Einstellung mit
15% HCI
NaCl 4,383 g (5x = 21,92 g)

SE-Puffer 0,5 M EDTA-L6sung 50 ml pH 8,0

dest. H,O Auf 1000 ml auffillen
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Tab. 2.8: Sonstige zur DNA-Extraktion verwendete Reagenzien

Sonstige zur DNA-Extraktion Konzentration der Menge der verwendeten
verwendete Reagenzien Reagenzien Reagenzien

EDTA-Lsg. pH 8,0 0,5M 500 ml
Sodiumdodicylsulfat (SDS) 20% 250 pl
2-Propanol 99,5% 7,5 ml

Ethanol 70% 4 mi

Tab. 2.9: Vorbereitung der Primer gemaR Herstellerangaben

Vorbereitung der Primer (entsprechend Herstellerangaben)

100 pl stock-Lésung mit 900 yl  ddH20
Primer-Verdinnung 1:10 versetzen, Losung wird im Kihlschrank bei

4°C gelagert

Tab. 2.10: Zusammensetzung des PCR-Puffer Goldstar 10x

Reagenz Menge
Tris-HCI (pH 9) 750 pl
(NH4)2S04 200 pl
TWEEN 20 10
H.0 40 yl
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Tab. 2.11: Zusammensetzung des TAE-Puffers (TRIS-Acetat-EDTA-Puffer) zur
Herstellung der Gele und Fllung der Elektrophorese-Kammer
Reagenz Konzentration
EDTA 0,01 M
Tris-HCI 0,04 M
Eisessig 2,00%
2.4.6 Geriate

Bezeichnung

Thermocycler

Zentrifugen

Magnetruhrfisch

Vortex-Mixer

Pipetten

Multistepper

Modell-Spezifikation

T Professional Basis
0700-000

Kleine Zentrifuge

Rotanta 460R

Centrifuge 5430

Microspin FV-2400

Research plus 1 - 10 pl,
10 - 100 pl, 100 - 1000 pl

Multipipette plus
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Hersteller

Biometra, Gottingen,
Deutschland

Labnet International Inc.,

Korea

Andreas Hettich GmbH,
Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf GmbH

A. Hartenstein, Warzburg,
Deutschland

Lab4you, Schmidt
Laborgerate und
Umweltsimulationen, Wien,
Osterreich

Eppendorf GmbH

Eppendorf GmbH
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Mikrowelle R-239 Sharp
Gelelektrophorese- Model 40-1214 Peqglab Biotechnologie
Kammer GmbH, Erlangen,

Deutschland

Prazisionswaage PM 300 Mettler, Columbus, Ohio,
USA
Brutschrank Thermo Scientific Hareus, Hanau,

Deutschland
Multipipette Finnpipette Thermo Fisher Scientific

Reagenzglaser 100 ml, 250 ml, 500 ml, Schott, Mainz,
Deutschland

Digitalkamera Lumix Leica Panasonic, Kadoma,
Japan
24.7 Software
Bezeichnung Hersteller
Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation®, Redmond, Washington, WA,
USA
Microsoft Word 2010 Microsoft Corporation®
EndNote X7 Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, USA

ChemiDoc XRS System Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Software Quantity One Bio-Rad
4.6.9

SPSS Statistics Version 23 IBM, New York, USA
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3. ERGEBNISSE

3.1 ,Discovery Sample“

311 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die Berechnung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts fur die Genotypenverteilung des
HCRTR1 lle408Val-Polymorphismus im ,Discovery Sample® ergab, dass die p-Werte
weder fur die Patienten- (p = 0,826) noch fiir die Kontrollgruppe (p = 0,220) signifikant
waren. Die Stichproben waren damit fur eine nachfolgende Assoziationsanalyse
geeignet.

3.1.2 Assoziationsanalyse

Es wurden insgesamt 262 Proben untersucht, von denen eine aufgrund von
technischen Schwierigkeiten ausfiel (Drop-Out = 0,48%). Die Genotypenverteilung in
der Patienten- bzw. Kontrollgruppe ist Tab. 3.1 zu entnehmen. Der Chi-Quadrat-Test
Uber alle drei Genotypen ergab mit einem p = 0,070 einen Trend fur eine ungleiche
Verteilung zwischen beiden Gruppen. Eine gruppierte Betrachtung fur einen
dominanten Effekt des T-Allels (CC vs. CT/TT) zeigte eine signifikante Assoziation (p
=0,021) der CT und TT Genotypen mit Panikstérung. Eine gruppierte Betrachtung flr
einen rezessiven Effekt des T-Allels (CC/CT vs. TT) zeigte keine Assoziation (p =
0,330) (Tab. 3.1. und Abb. 3.2).
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Tab. 3.1: HCRTR1-lle408Val-Genotypenverteilung im ,,Discovery Sample”

df = degree of freedom; drop-out = Zahl der Studienabbrecher, die vorzeitig
aus der Studie ausgeschieden sind

Chi-Quadrat Test-
»Discovery Gesamt | Drop .
C/C CIT TIT Statistik und p-
Sample“ (n) out
Werte
54 55 22 CCvs.CTvs.TT:
Kontrollen N PN 131 0% [|X?=5,316;p=
(41.2%) | (41.9%) | (16.7°%) 0,070; df = 2
36 66 28 CCvs. CT/TT
Panikpatienten 130 08% |, o
(27.6%) | (50,3%) | (21,5%) X"=15,286;p =
0,021; df =1
CC/ICT vs. TT
Total 90 121 50 261 0,4% X2= 0,048: p =
0,330; df =1
Discovery Sample
100
80 —
= 60 —
S 72%
- 40 - 59% 94 « Kontrollen
41% 7 = Patienten
20— o4 28%
36
0 -
CC CT/T
HCRTR1-Genotypen
Abb. 3.1: Verteilung der Genotypen unter Annahme eines dominanten Effekts des

T-Allels (CC vs. CT/TT) im Discovery Sample
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Discovery Sample
120
100 +—
80 +——
=
N 60 ——— 83%
c °  78% u Kontrollen
< 109 102
40 ‘ u Patienten
20 - 17% 22%
0 -
CC/ICT TT
HCRTR1-Genotypen
Abb. 3.2: Verteilung der Genotypen unter Annahme eines rezessiven Effekts des

T-Allels (CC/CT vs. TT) im Discovery Sample

Bei der vergleichenden statistischen Analyse der Allelverteilung (Patienten: C-Allel:
138, T-Allel: 122; Kontrolle: C-Allel: 163, T-Allel: 99) zeigte sich ebenfalls eine
signifikante Uberreprasentation des T-Allels bei den Patienten im Vergleich zu den
Kontrollen (X2 =5,286; p = 0,021, df = 1).

3.1.3 Unabhangigkeit der Assoziation von der Komorbiditidt Depression

Es wurde zusatzlich Uberpruft, ob das vermehrte Auftreten des T-Allels bei den
Panikpatienten unabhangig von einer komorbiden Depressionsdiagnose war. Es
wurden insgesamt 131 Falle untersucht, von denen 25 Falle aufgrund von fehlenden
Daten nicht berlcksichtigt werden konnten (Drop-Out = 19,1%).

Der Chi-Quadrat-Test zeigte keine Signifikanz (X?=0,107; p = 0,744; df = 1), es konnte
somit bestatigt werden, dass der Effekt unabhangig von der Komorbiditat Depression
ist (Tab. 3.2).
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Tab. 3.2 Komorbiditat Depression im ,,Discovery Sample” in Abhangigkeit des
HCRTR1-Polymorphismus
Komorbiditat Depression Gesamt Chi-Quadrat Test-
Depression _ (n) Statistik und p-Werte
14 12
HCRTR1 CcC 26
(53,8%) (46,1%) X2=10,107
CC vs.
46 34 p =0,744
CTmT CTITT 80
(57,5%) (42,5%) df =1
Total 60 46 106
314 Geschlechtsspezifische Analysen

Es wurden 92 Manner des ,Discovery Samples® untersucht (Drop-Out = 0%). Der
Unterschied in der gruppierten Genotypenverteilung zwischen den mannlichen
Patienten (n = 46) und mannlichen Kontrollen (n = 46) war nicht signifikant (X? = 1,643;

p = 0,200; df = 1).

Bei den Frauen des ,Discovery Samples® wurden insgesamt 169 Frauen (Patientinnen
n = 84; Kontrollen n = 85) untersucht, ein Fall (Patientin) fiel aus (Drop-Out = 0,6%).
Es zeigte sich ein Trend zu einem Unterschied in der Verteilung der Genotypen
zwischen Patientinnen und Kontrollen unter Annahme eines dominanten Effekts des
T-Allels (X2=3,713; p = 0,054; df = 1). Die Panikpatientinnen zeigten tendenziell mehr

CT- und TT-Genotypen als die Kontrollen (Tab. 3.3).

49




ERGEBNISSE

Tab. 3.3: Geschlechtsspezifische Analysen des ,,Discovery Samples”
Manner des Gesamt | Drop Chi-Quadrat Test-
»,Discovery c/C CIT | TIT (n) out Statistik und p-Werte
Samples*
Kontrollen 21 25 46 0% | CCvs.CT/TT:
(45,7%) (54,3%) X?=1,643
Patienten 15 31 46 0% |P=0,200
(32,6%) (67,4%) df =1
Total 36 56 92 0%
Frauen des Gesamt | Drop Chi-Quadrat Test-
»,Discovery c/C CIT | TIT (n) out Statistik und p-Werte
Samples
Kontrollen 33 52 85 0% | CCvs.CT/TT:
(38,8%) (61,2%) X?=3,713
Patienten 21 63 84 1,2% | p=0,054
(25,0%) (75,0%) df =1
Total 54 115 169 0,6%

Auch in der vergleichenden statistischen Analyse der Allelverteilung war ein Trend fur
eine Uberreprasentanz des T-Allels in der Subgruppe der Frauen des ,Discovery
Samples” zu beobachten (p = 0,054; df = 1).

3.2 ,,Replication Sample*

3.21 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Die Berechnung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts fur die Genotypenverteilung des
HCRTR1 lle408Val-Polymorphismus ergab keine signifikanten p-Werte, weder fur die
Patienten- (p = 0,078) noch fur die Kontrollgruppe (p = 0,400), sodass keine Verletzung
des Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes vorlag.

3.2.2 Assoziationsanalyse

Aufgrund von fehlendem Material fur die DNA-Analyse konnten von der urspringlichen
Stichprobe mit 292 Patienten und 292 Kontrollen 4 Kontrollen und 54 Patienten nicht
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bertcksichtigt werden. Es wurden insgesamt 526 Falle untersucht, von denen
wiederum ein Patient ausfiel (Drop-Out insgesamt = 10,1%). Der Vergleich der
Genotypen- und Allelverteilungen im ,Replication Sample” zeigte signifikante
Unterschiede zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe (Tab. 3.4)
(Genotypenverteilung: X?=8,178; p=0,017; df =2 und Allelverteilung: X?= 8,337;
p = 0,005; df = 1).

Tab. 3.4: HCRTR1-lle408Val-Genotypen- und Allelverteilung im “Replication Sample”

v Go.
AR c/c CIT T . Drop | Chi-Quadrat Test-Statistik
sam
Sample“ ) out und p-Werte
n
Kontroll B 129 * CCvs.CTvs. TT:
e 288 | 14% |x2=8178: p=0,017; df = 2
(39,6%) | (44,8%) | (15,6%) , P , ;
74 105 59 CC/ICT vs. TT:
2 — . _ . _
Panikpatienten 238 | 18,59 | X" = 6:900; p = 0,009; df = 1
(31,1%) | (44,1%) | (24,8%)
CC vs. CT/TT:
2 = . =
Total 188 | 234 | 104 | 526 [10.1%| < 09T 70043 dl=T

Der Anteil der homozygoten CC-Allel-Trager war in der Kontrollgruppe mit 40%
signifikant hoéher als in der Patientengruppe mit 31% (Annahme eines dominanten
Effekts des T-Allels, CC/CT vs. TT: X2=4,091; p = 0,043; df = 1). Homozygote TT-Allel-
Trager kamen in der Patientengruppe mit 25% signifikant haufiger vor als in der
Kontrollgruppe mit 16% (Annahme eines rezessiven Effekts des T-Allels: CC/CT vs.
TT: X2=6,900; p = 0,009; df = 1).

Der Unterschied in der Verteilung des C- und T-Allels war bei den Patienten (C-Allel:
75,2% und T-Allel: 68,9%) und Kontrollen C-Allel: 84,4% und T-Allel: 60,4%) des
,Replication Samples*” signifikant (X? = 8,337; p = 0,004; df = 1).
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Replication Sample
400

350 -

300 -

250 -

u Kontrollen

Anzahl
)
o
o
1

150 - u Patienten
100 -

50 -

C-Allel T-Allel
HCRTR1-Allele

Abb. 3.3: Verteilung der Allele im Replication Sample

Replication Sample

300

250

200 -

u Kontrollen

Anzahl
—
(&)
o
1

100 - u Patienten

50 -

CC/CT TT
HCRTR1-Genotypen

Abb. 3.4: Verteilung der Genotypen unter Annahme eines rezessiven Effekts des
T-Allels (CC/CT vs. TT) im Replication Sample
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Replication Sample

200

180

160 ———

140 ——
— 120 A
®

100 +— ———
S 60% 0 u Kontrollen
< 69%

80 174 —— .
u Patienten
CC CC/CT
HCRTR1-Genotypen
Abb. 3.5: Verteilung der Genotypen unter Annahme eines dominanten Effekts des

T-Allels (CC vs. CT/TT) im Replication Sample

3.2.3 Geschlechtsspezifische Analysen

Es wurden 139 Ménner des ,Replication Samples® untersucht (Drop-Out = 0%). Die
Verteilung der Allele unterschied sich nicht signifikant zwischen der mannlichen
Patienten- (n = 62) und méannlichen Kontrollgruppe (n = 77) (X?>= 0,005; p = 0,944; df
=1).

Bei den Frauen des ,Replication Samples wurden insgesamt 387 Personen
untersucht (Drop-Out = 0%). Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
Verteilung der Genotypen zwischen Patientinnen (n = 176) und Kontrollen (n = 211)
unter Annahme eines rezessiven Effekts des T-Allels (CC/CT vs. TT: X2=9,483; p =
0,002; df = 1). Die Panikpatientinnen zeigten 12,3% weniger CC und CT als die
Kontrollen. Die Panikpatientinnen zeigten mit 25,6% fast doppelt so viele TT wie die
gesunden Kontrollen mit 13,3%.
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Tab. 3.5: Geschlechtsspezifische Analysen des “Replication Samples”
Manner des Chi-Quadrat Test-
Gesamt Drop L.
,Replication ciC CIT T/T ) ¢ Statistik und p-
n ou
Samples*” Werte
60 17
Kontrollen 77 0% CC/ICTvs.TT:
(78,0%) (22,0%)
X?=0,005
48 14
Patienten 62 0% p = 0,944
(77,4%) (22,6%)
df =1
Total 108 31 139 0%
Frauen des Chi-Quadrat Test-
Gesamt Drop L.
,Replication ciC CIT TT ) A Statistik und p-
n ou
Samples” Werte
183 28
Kontrollen 211 0% CC/ICT vs.TT:
(86,7%) (13,3%)
X?=9,483;
131 45
Patienten 176 0% p = 0,002
(74,4%) (25,6%) df= 1
Total 314 73 387 0%
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Manner
Replication Sample

w Kontrollen

u Patienten

CC/ICT TT
HCRTR1-Genotypen

Abb. 3.6: Verteilung der Genotypen der Manner im Replication Sample unter Annahme
eines rezessiven Effekts des T-Allels (CC/CT vs. TT)

55



ERGEBNISSE

Frauen
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Abb. 3.7: Verteilung der Genotypen der Frauen im Replication Sample unter Annahme
eines rezessiven Effekts des T-Allels (CC/CT vs. TT)
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4. DISKUSSION

Seit ihrer Entdeckung 1998 wurde die Rolle der Neuropeptide Hypocretin A/Orexin A
und B und ihrer G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, HCRTR1/0OX1 und HCRTR2/0X2
in vielen durch das Zentralnervensystem vermittelten Funktionen wie Schlaf und
Wachheit, Appetit und Metabolismus, Sucht, Analgesie und Stressreaktionen
untersucht (Kukkonen, 2013).

Wie in der Einleitung bereits geschildert, liegen zudem aus tierexperimentellen wie
auch humanen Studien vielfache Hinweise auf eine mdgliche Rolle des Orexin-
Systems bei der Anxiogenese vor. Daher wurde in der aktuellen Studie die Hypothese
einer Schlusselrolle des HCRTR1-Gens bei der Panikstorung in zwei unabhangigen

Stichproben von gut charakterisierten Patienten mit Panikstorung tberpruft.

4.1 Assoziation des HCRTR1 lle408Val-
Polymorphismus mit Panikstorung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzen die Hypothese, dass das Orexin-
System an der Pathophysiologie der Panikstorung beteiligt sein konnte. In der
aktuellen Untersuchung wurde gezeigt, dass sich Patienten mit Panikstorung von
Kontrollen hinsichtlich der Verteilung der Allele des lle408Val-Polymorphismus in
HCRTR1 signifikant unterscheiden. Im Patientenkollektiv des ,Discovery Samples®
wurde das T-Allel des lle408Val-Polymorphismus signifikant Gberreprasentiert im
Vergleich zu gesunden Kontrollen gefunden. Ferner konnte in einer zweiten,
unabhangigen Stichprobe (dem ,Replication Sample“) eine erhdhte Pravalenz des
T-Allels bei Patienten bzw. des C-Allels bei den gesunden Kontrollen identifiziert
werden. Neben der unabhangigen Bestatigung des T-Allels als Risikoallel fur
Panikstorung konnte das C-Allel damit als Resilienzfaktor definiert werden.

Die Hauptfragestellung konnte dahingehend beantwortet werden, dass eine
Assoziation zwischen dem HCRTR1 lle408Val-Polymorphismus und der Diagnose
Panikstorung vorliegt. Die gefundene Assoziation eines HCRTR1 Polymorphismus mit
Panikstorung passt zu der bestehenden Literatur: So haben experimentelle Befunde
an Nagetieren gezeigt, dass Orexin eine anxiogene Wirkung entfalten kann (Suzuki et
al., 2005). Dabei wurde bei WISTAR-Ratten die Lokomotion unter Einfluss von
intracerebroventrikularer Injektion von Orexin A beobachtet. Angewandt wurden dabei
der ,Hell-Dunkel-Explorations-Test* und der ,Elevated-plus-maze-Test* (EPM). Orexin
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A fuhrte sowohl zu einer langeren Verweildauer der Tiere im Dunklen als auch im
geschlossenen Arm im EPM Test (Suzuki et al., 2005).

Uberzeugende Belege fir die Rolle des Orexin-Systems in Bezug auf Panik ergaben
sich auch an einem Tiermodell mit Ratten, bei dem durch die Verabreichung von
Natriumlaktat, einer nachgewiesen panikogenen Substanz, selektiv Orexin-positive
Neurone, insbesondere jene im dorsomedialen Hypothalamus, aktiviert wurden. Die
Aktivierung der Orexin-positiven Neurone Kkorrelierte mit einem Anstieg des
angstbezogenen Verhaltens (Johnson et al., 2010). Ferner wurde in der gleichen
Studie gezeigt, dass Natriumlaktat-induzierte Panikreaktionen von der Translation des
HCRTR abhangig sind. Dazu wurde panikanfalligen Ratten 48 Stunden vor der
Natriumlaktat-Infusion interferierende (si)RNA in den dorsomedialen Hypothalamus
injiziert. Das Resultat war eine deutlich abgeschwachte Reaktion auf das
Natriumlaktat, welche auf die Reduktion der Ilokalen Prepro-Orexin-mRNA
zuruckgefuhrt wurde. Die Kontroll-Ratten, die keine interferierende RNA erhalten
hatten, zeigten auf Natriumlaktat eine Panikreaktion, die durch kardioexzitatorische
Symptome und angstliches Verhalten gekennzeichnet war. Durch systemische
Vorbehandlung mit dem selektiven HCRTR1-Antagonist SB334867 konnte durch
Natriumlaktat-induzierte Panik bei panikanfalligen Ratten und das damit verbundene
angstliche Verhalten (gemessen an der sozialen Interaktion und im Open-Field-Test)
gedampft werden (Johnson et al., 2010).

Bei 53 Patienten, die akut suizidal gefahrdet waren und die keine Medikation
einnahmen, konnten im Liquor cerebrospinalis erhéhte Orexin-A-Spiegel gemessen
werden, was einen klinischen Hinweis auf die Rolle des Orexins in der Pathogenese
der Panikstérung auch beim Menschen gibt (Johnson et al., 2010).

Darlber hinaus zeigten Panikpatienten, die keine Depression als Komorbiditat
aufwiesen, signifikant hdhere Orexin-A-Spiegel als Patienten mit Panikstérung und
komorbider Depression (Johnson et al., 2010). Diese Ergebnisse stimmen mit einem
friheren Bericht Uberein, in dem gezeigt wurde, dass die Behandlung mit dem SSRI
Sertralin den Orexin-A-Spiegel im Liquor um 14% senkt, wahrend Bupropion, ein
Antidepressivum mit geringerer Wirksamkeit bei der Behandlung von Panik keinen
Einfluss auf den Orexin-Spiegel im Liquor hat (Salomon et al., 2003).

Nachdem die Funktionalitat des hier untersuchten HCRTR1 lle408Val-
Polymorphismus jedoch noch nicht bekannt ist, kann keinerlei Aussage Uber die
Auswirkung der Assoziation des T-Allels mit Panikstérung auf das Orexin-System

58



DISKUSSION

getroffen werden. Aus der oben dargelegten Literatur ware eine hohere Expression
oder Bindungsaffinitdt des Orexin-1-Rezeptors bei Vorliegen des T-Allels
anzunehmen.

Wie in der Einleitung bereits geschildert, liegt zum Einfluss des HCRTR1 lle408Val-
Polymorphismus auf die Pathogenese der Panikstorung bislang nur eine einzige
Untersuchung vor (Annerbrink et al., 2011). In dieser Studie konnte kein
Zusammenhang zwischen dem lle408Val-Polymorphismus im HCRTR1-Gen und der
Panikstorung festgestellt werden, wohl aber ein auf Frauen beschrankter
Zusammenhang zwischen dem Val308Iso-Polymorphismus im HCRTR2-Gen und der
Panikstérung (Annerbrink et al., 2011). Nachdem das Patientenkollektiv der Studie von
Annerbrink et al. mit 215 Patienten relativ klein war und fur den lle408Val-
Polymorphismus 11 Patienten (7,8%) nicht ausgewertet werden konnten, wurde
moglicherweise keine ausreichende statistische Power erreicht. Auch wurden die
Kontrollpatienten nicht auf eine Panikstorung gescreent, was u.a. fur die differierenden
Ergebnisse der aktuellen Studie und der Vorstudie von Annerbrink et al. mit
verantwortlich sein konnte. Auch war in der Studie von Annerbrink at al. das
Durchschnittsalter mit 43,3 Jahren hoher als in der vorliegenden Studie, weiterhin war
die Komorbiditat mit Agoraphobie (85%) deutlich héher als in der aktuellen Studie
(65%). Im Vergleich zum Kollektiv von Annerbrink et al. mit 66,0% lag im ,Replication
Sample” der aktuellen Studie ein mit 74,0% hdherer Frauenanteil vor. Das ,Discovery
Sample® zeigte mit 65,0% allerdings einen praktisch identischen Frauenanteil wie bei
Annerbrink et al..

4.2 Frauenspezifische Assoziation des HCRTR1
lle408Val-Polymorphismus mit Panikstorung

Eine weitere Frage bestand darin, ob geschlechtsspezifische Unterschiede in Bezug
auf den untersuchten Polymorphismus vorliegen. In beiden Stichproben konnte eine
frauenspezifische Assoziation des HCRTR1 lle408Val-Polymorphismus mit der
Panikstorung identifiziert werden.

Wahrend im ,Discovery Sample® eine grenzwertige Signifikanz fur einen Unterschied
in der Verteilung der gruppierten Genotypen zwischen Patientinnen und Kontrollen bei
der Frauensubgruppe beobachtet wurde (X? = 3,713; p = 0,054; df = 1), die
moglicherweise durch die mit 84 Patientinnen und 85 Kontrollen relativ kleine
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Stichprobengrofde und damit einen Mangel an statistischer Power erklart werden kann,
zeigte sich im ,Replication Sample® mit einer deutlich gro3eren Frauensubgruppe von
176 Patientinnen und 211 Kontrollen ein hoch signifikanter Unterschied in der
Verteilung der Allelfrequenzen zwischen Patientinnen und weiblichen Kontrollen (X? =
9,483; p = 0,002; df = 1).

Angsterkrankungen, insbesondere die Panikstorung, treten bei Frauen circa doppelt
so haufig auf wie bei Mannern (Eaton et al., 1994, Andrade et al., 1996, Lydiard, 1996,
Yonkers et al., 1998). Der Geschlechtsunterschied zwischen Mannern und Frauen in
der Pravalenz einer Panikstorung legt eine geschlechtsspezifische Vulnerabilitat in
Bezug auf die Atiologie und Aufrechterhaltung dieser Storung nahe (Nillni et al., 2011).
In einer groRen nationalen Stichprobe der ,National Comorbidity Survey“ zeigte sich,
dass die Panikstorung nicht nur haufiger bei Frauen als bei Mannern auftritt, sondern,
dass der Geschlechterunterschied mit zunehmendem Alter zunimmt (Kessler et al.,
1994). Auch der Erkrankungsbeginn scheint zwischen den Geschlechtern zu
differieren (Barzega et al., 2001). Dartber hinaus leiden Frauen haufiger als Manner
an schweren und chronischen Formen der Panikstérung (Yonkers et al., 1998).

Dies ist vermutlich auf biologische und psychosoziale Faktoren zuruckzufuhren
(Weissman et al., 1997, Gater et al., 1998).

Im aktuellen Kontext dieser Arbeit, die einen frauenspezifischen genetischen Effekt
durch eine HCRTR1 Genvariante nahelegt, sind experimentelle Befunde an
Tiermodellen von Interesse. Wie sich an Ratten zeigt, scheint die Orexin-Transmission
im Gehirn einen sexuellen Dimorphismus aufzuweisen (Johren et al., 2001, Johren et
al., 2002), der unter dem Einfluss von Sexualhormonen steht (Johren et al., 2003,
Porkka-Heiskanen et al., 2004, Mo et al., 2009, Silveyra et al., 2009). Hierzu gibt es
detaillierte experimentelle praklinische Daten in Bezug auf die HCRTR1 Rezeptor
Expression. Bei Mausen moduliert das Orexinsystem die Entwicklung und Expression
des Angstgedachtnisses Uber noradrenerge Neurone im Lokus coeruleus, der
HCRTR1 exprimiert (Soya et al., 2013).

Im Hypothalamus weiblicher Ratten fanden sich signifikant hohere Prepro-Orexin
(PPO)-mRNA-Konzentrationen als bei mannlichen Ratten. Eine
geschlechtsabhangige Regulation der hypothalamischen PPO-Expression wird
vermutet (Johren et al., 2002). Aulerdem fand sich die hdchste Orexin-A-
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Immunoreaktivitat bei weiblichen Ratten im Hypothalamus, insbesondere an der
Vierhlugelplatte und dem Hirnstamm. Im Hypothalamus reichert sich Orexin-A
besonders lateral und posterior an. In diesen hypothalamischen Regionen waren die
Orexin-A-Spiegel wiederum bei weiblichen Ratten deutlich héher als bei mannlichen
(Taheri et al., 1999).

Daruber hinaus interagiert Orexin-A mit der hypothalamisch-hypophyséaren-gonadalen
Achse bei in vitro- und in vivo- Experimenten. Bei hypothalamischen Explantaten
mannlicher Ratten stimulierte Orexin-A die Freisetzung von LH-Releasing-Hormon
(LHRH) um 133%. Eine besonders starke Stimulation von 233% fand sich dabei bei
weiblichen Ratten allerdings nur in der Proestrus-Phase. Die spezifische Wirkung von
Orexin-A konnte dadurch belegt werden, dass Orexin-A dosisabhangig das LHRH
stimulierte und das LH in Hypophysenpraparaten nur bei Tieren in der Proestrus-
Phase blockierte. Ein selektiver Neuropeptid-Y1-Rezeptor Antagonist hebt in vitro die
Freisetzung von LHRH durch Orexin-A auf (Russell et al., 2001).

Die Orexin-A-Freisetzung wurde auch bei Explantaten mannlicher Ratten durch
Ostradiol stimuliert (Russell et al., 2001). Bei weiblichen Schweinen fanden sich
ubereinstimmend hohe Orexin-A und -B-Spiegel im Hypothalamus, wobei diese
ebenfalls vom Hormonstatus des Zyklus abhangig waren. Die Orexine interagieren
demnach auf hypothalamischer Ebene auch bei Sdugetieren (Maleszka et al., 2013).
Bei Menschen gibt es zur Beeinflussung der gonadalen Achse durch Orexin—A keine
klinischen und experimentellen Beobachtungen.

Erwahnt werden sollte zusatzlich, dass die Steroidhormone Dihydroepiandrosteron
(DHEA) und Dihydrotestosteron (DHT) im Hypothalamus von Ratten signifikant die
Genexpression von Orexin  stimulieren. Immunhistologisch wurde das
Vorlaufermolekil PPO unter den genannten experimentellen Bedingungen an gleicher
Lokalisation wie die Orexin-Neurone nachgewiesen (Mo et al., 2009).

4.3 Limitationen der Arbeit

Nachdem Assoziationsstudien wie die hier vorgenommene gerade bei relativ geringen
Fallzahlen eine hohe Sensitivitat und geringe Spezifitat aufweisen, ist einschrankend

die Wahrscheinlichkeit fur falsch positive Ergebnisse hoher als bei Kopplungsstudien
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(Forstl et al., 2006a). Nur im ,Discovery Sample® waren die Komorbiditaten Depression
und Agoraphobie bekannt und dokumentiert. Dadurch konnte nur in dieser Stichprobe
die Beziehung zwischen dem Polymorphismus und der Panikstorung selektiv Uberpruft

werden.

Da das Alter keinen entscheidenden Einfluss auf die genetische Variabilitat hat,
werden die Studienergebnisse nicht durch den jungeren Altersdurchschnitt der
Kontrollen im Replication Sample im Vergleich zu den Patienten beeinflusst. Das
jungere Lebensalter der Kontrollen stellt allerdings eine Limitation des ,Replication
Samples” dar, da sich eine Panikstorung moglicherweise in hoherem Lebensalter
manifestieren hatte kdnnen. Diese Kontrollen konnten daher nur eingeschrankt als

genetisch gesunde Kontrollen herangezogen werden.

Die vorliegende Studie bezieht sich ausschlieBlich auf kaukasische Probanden, was
die Beurteilung einer Allgemeingultigkeit Uber verschiedene Populationen hinweg
einschrankt.

SchlieBlich ist die Funktionalitat des untersuchten Polymorphismus nicht bekannt, so
dass keine Aussagen uber die Rolle des mit Panikstorung assoziiert gefundenen

T-Allels im Orexin-System getroffen werden kdnnen.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass der HCRTR71-lle408Val
Polymorphismus (rs2271933) in der Pathogenese der Panikstorung eine Rolle spielen
konnte. Die dieser Arbeit zugrundeliegende Leithypothese hat sich somit bestatigt. Die
multifaktorielle Genese der Panikstorung muss allerdings berucksichtigt werden, so
dass in zukunftigen Studien die komplexe Interaktion des lle408Val-Polymorphismus
im HCRTR1-Gen mit weiteren, bereits mit der Panikstorung assoziiert gefundenen
Polymorphismen (siehe (Howe et al., 2016)) sowie Umweltfaktoren in genigend
grolRen Stichproben untersucht werden mussen.

Zudem muss die funktionelle Auswirkung des untersuchten Polymorphismus in in vitro
Modellen sowie in Tiermodellen untersucht werden. Ein langfristiges Ziel in diesem

Zusammenhang konnte die Entwicklung von innovativen Medikamenten in der
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Behandlung der Panikstérung sein, die spezifisch das Orexin-System modulieren

kénnen (Thompson et al., 2014).

Zudem erscheint zunehmend der klassische kategoriale Zugang zu psychiatrischen
Fragestellungen, bei dem Kohorten in "Falle" und "Kontrollen" aufgeteilt werden, nicht
mehr zeitgemall. Deshalb schlagen u.a. Smoller et al. vor, mit mehrdimensionalen
Ansatzen der Psychopathologie eine prazisere Charakterisierung von Studienkohorten
und deren Analyse zu ermoglichen (Smoller, 2014). Ein mdglicher Ansatz in diesem
Zusammenhang ist die Untersuchung von intermedidaren Phanotypen, auch
Endophanotypen genannt (Zobel und Maier, 2004). Zur weiteren Bewertung der hier
identifizierten frauenspezifischen genetischen Assoziation mit einem Polymorphismus
im HCRTR1-Gen konnte als intermediarer Phanotyp in zukunftigen Studien z.B. die
Angstsensitivitat herangezogen werden. Sie ist ein Pradiktor fur die Entwicklung und
Aufrechterhaltung einer Angststérung (Schmidt et al., 2006), insbesondere der
Panikstdorung (McNally, 2002). Es handelt sich dabei um ein Personlichkeitsmerkmal,
das von der spezifischen Angst vor den eigenen Angstsymptomen und den daraus
resultierenden, negativen Konsequenzen gekennzeichnet ist (McNally, 2002, Reiss et
al., 1986). Versuche der Quantifizierung der Angstsensitivitdt weisen auf einen
Unterschied zwischen gesunden Frauen und Mannern hin, der sich im Falle einer
Panikstérung noch eindeutiger zeigt. Im Manual des Angstsensitivitatsindex (ASI) liegt
der durchschnittliche ASI-Wert gesunder Frauen mit (19,8) signifikant Gber dem der
Manner (17,6) (Peterson und Reiss, 1992). Der ASI-Wert scheint vornehmlich bei
Frauen relevant fur die Pathogenese der Panikstorung zu sein. Er ist bei Frauen zu
37,0 — 48,0% (Median 44,5%) hereditar, wahrend die Angstsensitivitat bei Mannern

ausschlieB3lich von Umweltfaktoren beeinflusst wird (Jang et al., 1999).

Ein langfristiges Ziel konnten individualisierte Therapieansatze auf Basis z.B.
genetischer Informationen sein. Erste personalisierte Therapieerfolge stammen aus
der hamatologischen und onkologischen Grundlagenforschung. Weiterentwicklungen
innerhalb dieses Fachbereichs haben bereits zu hochspezifischen Inhibitoren von
Kinasen und anderen Transmittersubstanzen gefuhrt. Ein Uberzeugendes Beispiel
hierfur ist die Diagnose des metastasierenden, malignen Melanoms, bei dem friher
eine Vollremission nicht erzielbar war und durch zielgerichtete Therapie ein
entscheidender Durchbruch erreicht werden konnte (Agianian und Gavathiotis, 2018,

Sosman et al., 2012). Ob die personalisierte Medizin im Bereich neuropsychiatrischer
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Erkrankungen und speziell der Panikstorung die Therapie grundlegend revolutionieren
wird, wird sich aus der rasch entwickelnden Forschung ergeben (Domschke et al.,
2015).
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5. Zusammenfassung

Orexine sind im Hypothalamus gebildete Neuropeptide, die Vigilanz férdern und eine
entscheidende Rolle in der Energie-Homoostase und der Aufrechterhaltung von
Schlaf-Wach-Rhythmen spielen.

Das Orexin-System dient dazu, Signale wie Stress oder Hunger aus den afferenten
Gehirnregionen in Verhaltensweisen wie erhohte Wachsamkeit, Nahrungsaufnahme
oder einen erhdhten sympathischen Tonus umzusetzen.

Da die Panikstorung durch eine erhohte Erregungsbereitschaft charakterisiert ist, ist
ein Einfluss des Orexin-Systems auf die Entwicklung der Panikstorung denkbar.
Zudem legen (insbesondere praklinische) Studien eine Rolle des Orexin-Systems,
insbesondere des Orexin-Rezeptor-1 in der Pathophysiologie von Panik-ahnlicher
Angst nahe. Vor diesem Hintergrund wurde die Leithypothese untersucht, ob die
Panikstérung mit dem lle408Val-Polymorphismus (rs2271933) in dem fur den Orexin-
Rezeptor-1 kodierenden HCRTR1-Gen assoziiert sein konnte.

In der vorliegenden Studie wurden zwei unabhangige Stichproben mit 131
Panikpatienten und 131 Alters- und Geschlechts-gematchten Kontrollen (,Discovery
Sample®) sowie 292 Panikpatienten und 292 gematchten Kontrollen (,Replication
Sample) fiur den HCRTR1 lle408Val-Polymorphismus  mittels eines
Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)-Assays genotypisiert.

Die experimentelle Untersuchung umfasste im Detail die Amplifikation des den
Polymorphismus umgebenden Genabschnittes durch Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) in der aus EDTA-Blut extrahierten DNA, einen Restriktionsverdau mit dem
Enzym BsmBl und anschlieBend die optische Darstellung und Auswertung der
entstandenen Fragmente mittels Gelelektrophorese. Die Genotyp- und Allelverteilung
wurde zwischen Patienten und Kontrollen sowie in der Subgruppe der weiblichen
Patienten/Kontrollen mittels des Chi-Quadrat Tests vergleichend analysiert.

Im ,Discovery Sample® trat das T-Allel bei den Patienten signifikant haufiger als bei
den Kontrollen auf (p = 0,027). Im ,Replication Sample® konnte die Assoziation des T-
Alles bei Patienten mit Panikstérung bestatigt werden (p = 0,005). Diese Assoziation
war spezifisch fur die weibliche Subgruppe (p = 0,002).

Die vorliegenden Ergebnisse legen eine Assoziation der Panikstorung mit dem
lle408Val-Polymorphismus im HCRTR71-Gen nahe, wobei das T-Allel in zwei

unabhangigen Stichproben als mdglicherweise frauenspezifisches Risikoallel
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identifiziert wurde. Diese Ergebnisse konnten - eine weitere Replikation in grof3en
Stichproben und die funktionelle Charakterisierung dieses Polymorphismus
vorausgesetzt - dazu fuhren, innovative Therapien in Form von Orexin-1-Rezeptor
Antagonisten zu entwickeln und diese auf Basis genetischer HCRTRT-
Risikoallelkonstellationen in Zukunft ggf. auch in einem personalisierten Ansatz

anzuwenden.
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