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ZUSAMMENFASSUNG

Genomische Charakterisierung, systematisches Mutationsscreening und
Assoziationsstudie des CREM Gens bei Patienten mit Panikstérung

Domschke, Katharina

Fiir die Panikstorung wurde in Familien- und Zwillingsstudien ein komplexer Vererbungsweg mit einem
geschitzten Anteil der Hereditit von 48% ermittelt. Der Einfluf einzelner Gene auf die Pathogenese der
Erkrankung 148t sich iiber Assoziationsstudien untersuchen. In Verhaltensstudien wurde bei knock-out
Miusen fiir das 'C-AMP Responsive Element Modulator' (CREM) Gen ein signifikant niedrigeres
Angstniveau als bei Wildtyp-Miusen beobachtet. CREM spielt zudem als nukledrer Transkriptionsfaktor eine
Schliisselrolle in der hypothalamo-hypophyseo-adrenalen Achse. Daher wurde in dieser Studie das CREM
Gen (Chromosom 10p12.1-11.1) als potentielles Kandidatengen in der Genese der Panikstorung genomisch
charakterisiert und auf genetische Variationen sowie Assoziationen mit der Erkrankung untersucht.

Nach Identifizierung der genomischen Struktur des humanen CREM Gens wurde an Proben von 40 Patienten
mit Panikstorung (DSM-III-R 300.01 und 300.21) ein systematisches Mutationsscreening der kodierenden
und der regulatorischen Regionen des Gens unter Verwendung PCR-basierter Einzelstrang-Konformations-
Analyse (SSCA) durchgefiihrt. Polymorphe Fragmente wurden mittels direkter Sequenzierung niher
charakterisiert. Die identifizierten Polymorphismen wurden in einem erweiterten Kollektiv von 88 Patienten
und einer alters- und geschlechtsangepassten Kontrollstichprobe mittels Restriktions-Fragment-Lingen-
Polymorphismen Analysen (RFLP) und Fragmentanalysen auf ihre Hiufigkeit vergleichend untersucht.

Es konnten sechs Polymorphismen des humanen CREM Gens identifiziert werden. Ein Trinukleotid-Repeat-
Polymorphismus in Promotor P2 war in der kiirzeren Allelform signifikant mit dem Vorliegen von
Panikstorung assoziiert (p=0,02). Zudem konnten signifikante Assoziationen des Trinukleotid-Repeat-
Polymorphismus (p=0,001) sowie eines Basenaustauschs in CREM Promotor 1 (p=0,02) mit der Diagnose
einer reinen Panikstérung (DSM-III-R 300.01) in Abgrenzung zu Panikstérung mit Agoraphobie (DSM-III-R
300.21) ermittelt werden.

Zusammenfassend ergaben sich in dieser Studie Hinweise auf eine Beteiligung des CREM Gens an der
Pathogenese der Panikstorung sowie eine mogliche molekularbiologisch unterschiedliche Suszeptibilitét fiir
die diagnostisch differenzierbaren Erkrankungen ,Panikstérung® und ,Panikstérung mit Agoraphobie‘. Diese
Studie stellt zudem die Grundlage fiir funktionelle Untersuchungen der CREM Promotor-Polymorphismen

sowie fiir weitere Assoziationsstudien in relevanten Patientenkollektiven.

Tag der miindlichen Priifung: 07. Dezember 2004
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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Panikstérung

1.1.1  Definition der Panikstérung

Die Panikstorung ist eine Angsterkrankung, die mit einer weltweiten Privalenz von 1-
3% auftritt (Weissman MM et al., 1997). Nach der ,International Classification of
Diseases® ICD-10 der Weltgesundheitsorganisation WHO (Dilling H et al., 1991) ist die
Panikstorung (F41.0) als episodisch paroxysmale Angst gekennzeichnet von
,wiederkehrenden schweren Angstattacken (Panik), die sich nicht auf eine spezifische
Situation oder besondere Umstinde beschrinken und deshalb auch nicht vorhersehbar
sind. Wie bei anderen Angsterkrankungen zéhlen zu den wesentlichen Symptomen
plotzlich auftretendes Herzklopfen, Brustschmerz, Erstickungsgefiihle, Schwindel und
Entfremdungsgefiihle (Depersonalisation oder Derealisation). Oft entsteht sekundér
auch die Furcht zu sterben, die Kontrolle zu verlieren, oder die Angst, wahnsinnig zu
werden.” Die Kriterien fiir Panikstérung in der amerikanischen DSM-III-R-
Klassifikation (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Wittchen HU et
al., 1989) beinhalten weiterhin die mindestens einen Monat andauernde
Erwartungsangst vor einer erneuten Panikattacke. Nach ICD-10 sind die Zeitkriterien
einer Panikstorung gegeben, wenn ,,mehrere schwere vegetative Angstanfille innerhalb
eines Zeitraumes von etwa einem Monat* auftreten. Die Dauer einer Panikattacke wird
mit 10 bis 30 Minuten angegeben. Das durchschnittliche Erstmanifestationsalter liegt
zwischen dem 30. und 44. Lebensjahr, wobei Frauen etwa doppelt so hiufig betroffen
sind wie Ménner (Weissman MM, 1988 und 1992; Keyl PM et al., 1990; Scheibe G et
al., 1992). Differentialdiagnostisch ist die reine Panikstorung abzugrenzen gegen
depressive Storungen, in deren Rahmen Panikattacken auftreten kdnnen, sowie gegen

Panikattacken in Zusammenhang mit Agoraphobie. Agoraphobie bezeichnet ein
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Vermeidungsverhalten des Patienten hinsichtlich offentlicher Plitze oder Situationen,
bei denen im Falle einer Panikattacke ein Entkommen oder Hilfe von au3en nur schwer
moglich wire. Nach den Kriterien der ICD-10 werden reine Panikstorung (F41.0),
Agoraphobie (F40.0) und Agoraphobie mit Panikstorung (F40.01) diagnostiziert. Im
Gegensatz dazu wird in der DSM-III-R-Klassifikation zwischen einer Panikstérung mit
(300.21) und ohne Agoraphobie (300.01) unterschieden.

Komorbiditit von Panikstéorung findet sich hauptsidchlich mit anderen
Angsterkrankungen (Leckman JF et al., 1983; Katerndahl DA und Realini JP, 1997), in
32-50% der Fille mit Depressionen, des weiteren mit Alkoholismus (Wittchen HU et
al., 1993), Drogenabhingigkeit und der Zwangserkrankung (Crowe RR et al., 1985,
Lensi P et al., 1996).

1.1.2 Diagnostik der Panikstorung

Die Panikstérung 1d6t sich unter Verwendung strukturierter diagnostischer Interviews
(SDI) wie des ,,Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia - Lifetime Anxiety*
(SADS-LA) und des ,,Composite International Diagnostic Interview* (CIDI) geméal3 den
Kriterien des DSM-III-R (Diagnostisches und Statistisches Manual psychischer
Storungen, Wittchen HU et al, 1989), des DSM-IV (Handbuch der
Differentialdiagnosen DSM-IV, Sall H et al., 1999) oder der ICD-10 (,International
Classification of Diseases‘, Weltgesundheitsorganisation WHO, Dilling H et al., 1991)
diagnostizieren. Als zuverlidssige strukturierte Interviewleitfiden gelten auch das
,Strukturierte Klinische Interview fiir das DSM-III-R (SKID)*“ (Wittchen HU et al.,
1990) und das ,,Diagnostische Interview bei psychischen Stérungen (DIPS)* (Margraf J
et al., 1991).

Auszuschliefen sind organische Angstsyndrome im Rahmen einer Hyperthyreose, einer
Hypoglykidmie, eines Phdochromozytoms, einer Epilepsie, eines Herzinfarktes oder
eines Asthma bronchiale. Entsprechend den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir
Psychiatrie, Psychotherapie und Nervenheilkunde (DGPPN) werden hierzu als Teil der

Basisdiagnostik bei Patienten mit Angsten laborchemische und apparative



Einleitung 3

Untersuchungen wie die Bestimmung von Elektrolyten, Blutzucker, Schilddriisenwerten
(TSH-Basalwert, freies T3, freies T4) und Leberwerten (Gamma-GT, Transaminasen)
sowie die Erhebung eines Blutbildes, eines Elektrokardiogramms und gegebenenfalls

eines Elektroenzephalogramms empfohlen (Dengler W und Selbmann HK, 2000).

1.1.3 Therapie der Panikstérung

Fir die Behandlung der Panikstorung ist die  Wirksamkeit von
verhaltenstherapeutischen und psychopharmakologischen Interventionen am besten
belegt. Die kognitive Verhaltenstherapie von Panikattacken umfasst psychoedukative
Elemente, die Konfrontation mit internen Reizen sowie die Reattributierung
korperlicher und psychischer Symptome (Barlow DH et al., 1988). Bei Vorliegen von
agoraphobischem Verhalten wird der Einsatz konfrontativer Therapieelemente
tiberwiegend als unverzichtbar angesehen (Dengler W und Selbmann HK, 2000).
Psychopharmakologisch werden zur Behandlung der Panikstorung
Monoaminooxidase(MAO)-Hemmer (Sheehan DV, 1985), trizyklische Antidepressiva
(Uhlenhuth EH et al., 1989) und vor allem selektive Serotonin-Wiederaufnahme-
Hemmer (SSRI) (Den Boer JA et al., 1987) mit Erfolg eingesetzt. Vergleichende
Studienergebnisse hinsichtlich der Wirksamkeit einer Kombination
verhaltenstherapeutischer und psychopharmakologischer Interventionen versus einer
Monotherapie bei Panikstérung zeigen uneinheitlich teils Synergieeffekte, teils eine
gegenseitige Beeintriachtigung der einzelnen therapeutischen Komponenten (Dengler W

und Selbmann HK, 2000).

In der anxiolytischen Soforttherapie werden Benzodiazepine angewandt, wobei ein
langfristiger Einsatz von mehr als zwei bis vier Wochen wegen der Gefahr einer
Abhingigkeitsentwicklung vermieden werden sollte (Ballenger JC et al., 1988). Eine
tiefenpsychologische =~ Psychotherapie kann vor allem bei der Bearbeitung
stressinduzierender inter- und intrapersoneller Konflikte, insbesondere bei Autonomie-

Dependenz-Konflikten, hilfreich sein (Dengler W und Selbmann HK, 2000).
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1.1.4 Neurobiologie der Panikstorung

Mehrfach wurde die artifizielle Provokation von Panikattacken durch intravendse
Natrium-Laktat-Infusionen (Liebowitz MR et al., 1984 und 1985) sowie durch
Kohlendioxid-Inhalation (Papp LA et al., 1993) beschrieben. Man nimmt derzeit an, daf3
es durch die Natrium-Laktat induzierte metabolische Alkalose zu einer
kompensatorischen Hypoventilation kommt, in deren Folge Kohlendioxid akkumuliert.
Kohlendioxid bewirkt eine zentrale Hyperkapnie, die wiederum tiber Stimulation des
Locus coeruleus und nachfolgenden Anstieg des zerebralen Noradrenalin Panikattacken
auslosen kann (Elam M et al., 1981; Redmond DE et al., 1979).

Fiir eine zentrale Rolle des noradrenergen Systems bei Panikattacken sprechen
weiterhin positive Resultate in Provokationstests mit noradrenerg wirksamen
Substanzen wie Yohimbin (Charney DS et al., 1984), Noradrenalin und Isoprenalin
(Pohl R et al., 1988). Nachdem der GroBteil der zerebralen Noradrenalinproduktion in
den Kernen des Locus coeruleus zu lokalisieren ist und zudem iiber elektrische
Stimulation des Locus coeruleus bei Affen panikartige Reaktionen auszulosen waren
(Redmond DE et al.,, 1979), wurde der Locus coeruleus als eine noradrenerge
Schaltstelle im Angst-Panik-System vorgeschlagen (Sullivan GM et al., 1999).

Ein weiterer Hinweis auf einen hyperadrenergen Status als eine biochemische
Grundlage der Panikstorung ist der erfolgreiche psychopharmakologische Einsatz von
selektiven  Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmern (SSRI) (siehe 1.1.3), deren
Hauptwirkungsmechanismus bei Panikstorung unter anderem auf eine Attenuierung der
noradrenergen Impulsrate vor allem in Bereichen des Locus coeruleus zuriickgefiihrt

wird (z.B. Szabo ST et al., 2000).

Zur Uberpriifung der Funktion der hypothalamo-hypophyseo-adrenalen Achse in
Zusammenhang mit Panikstérung wurden Dexamethasonsuppressionstests (DST) und
CRH-Stimulationstests durchgefiihrt. Neben erhohten basalen Cortisolwerten (Abelson
JL et al., 1996) fanden sich im Dexamethasonsuppressionstest bei 20-40% der Patienten
mit Panikstorung im Vergleich zu Kontrollpersonen (2-5%) pathologische Resultate

(Eriksson E, 1987). Im CRH-Stimulationstest zeigte sich bei Panikpatienten eine
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verminderte ACTH-, jedoch eine normale Cortisol-Reaktion (Holsboer F et al., 1987).
Als Ursache fiir dieses Resultat wird bei Patienten mit Panikstorung eine Ubersekretion
von hypothalamischem CRH diskutiert, die zu sekundérer Subsensitivitit hypophysirer
CRH-Rezeptoren fiihrt (Holsboer F et al., 1987). Diese Hypothese wird durch
tierexperimentelle Untersuchungen gestiitzt, die einen Zusammenhang zwischen CRH-
Hypersekretion und Panikattacken beobachteten (Dunn AJ et al., 1990). Weiterhin
konnten bei Méusen ein Antagonismus an CRH,-Rezeptoren wie auch eine Defizienz
fir das CRH;- und CRHj;-Rezeptor Gen mit einer signifikanten Reduktion
stressinduzierten Verhaltens assoziiert werden (Bakshi VP et al., 2002 und Bale TL et
al., 2002). Nachdem der Locus coeruleus Afferenzen von hypothalamischen Kernen,
insbesondere Fasern von CRH-Neuronen des Nucleus paraventricularis, erhélt, wurde
eine Schaltstelle zwischen neuroendokriner Strefreaktion und noradrenerger Antwort
im Locus coeruleus postuliert (Holsboer F, 1993). Efferente Fasern verbinden den
Locus coeruleus unter anderem mit dem Hypothalamus, dem Hippocampus, der
Amygdala sowie dem Cortex und vermitteln iiber alpha-1 Adrenorezeptoren im
Hypophysenvorderlappen eine erhohte ACTH-Sekretion (Nauta WHI et al., 1981; Al-
Damluji D, 1988) und damit konsekutiv einen Anstieg des Cortisol-Spiegels. In
Kenntnis dieser wechselseitigen Beziehung nahm man an, daB ein biochemisches
Korrelat von Panikattacken in einer Storung dieser Interaktion zwischen Locus

coeruleus und der hypothalamo-hypophyséren Achse liegen kénne (Holsboer F, 1993).

In Provokationstests mit Koffein zeigten Panikpatienten eine erhthte Empfindlichkeit
im Vergleich mit gesunden Kontrollpersonen (Charney DS et al., 1985). Als moglicher
zugrundeliegender Mechanismus dieser anxiogenen Wirkung wurde die Blockade von
Adenosinrezeptoren durch  Koffein  diskutiert, die zu einer sekundéren

Noradrenalinfreisetzung im Locus coeruleus fiihrt (Snyder SH et al., 1981).

Nachdem bei Panikattacken Benzodiazepine als gamma-Aminobuttersiure(GABA)-A-
Rezeptor-Agonisten therapeutisch erfolgreich eingesetzt werden (Ballenger JC et al.,
1988), wurde weiterhin eine mogliche Rolle des GABA-ergen Systems bei der Genese
der Panikstérung untersucht. In Provokationsstudien konnten durch Flumazenil, einen

Antagonisten am GABA-A/Benzodiazepin-Rezeptor-Komplex, Panikattacken ausgelost
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werden (Randall PK et al.,, 1995). In einer weiteren Studie provozierte eine
pharmakologische Unterbrechung der GABA-ergen Transmission in den Locus
coeruleus durch die daraus resultierende mangelnde @ Hemmung der

Noradrenalinsekretion das Auftreten von Panikattacken (Priolo E et al., 1991).

Cholezystokinin zeigte in Provokationsuntersuchungen ebenfalls panikogene Effekte
mit signifikant erhohten ACTH- und Cortisol-Spiegeln (De Montigny C, 1989;
Bradwejn J et al., 1994; Flint AJ et al., 2000).

Abb.: 1.1.4.1
Rolle des Locus coeruleus bei experimentell induzierten bzw. supprimierten

Panikattacken (nach Holsboer F, 1993 und Sullivan GM et al., 1999)

Alpha-2- Antagonisten GABA- Agonisten
Yohimbin Benzodiazepine

Noradrenalin + Elekirische Stimulation
Isoprenalin ./
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1.1.5 Genetik der Panikstorung

Vor dem Hintergrund eines mehrdimensionalen Modells der Entstehung der
Panikstorung liegt neben der Untersuchung psychosozialer Faktoren wie life events
oder Rollenerwartungen und organischer Pridispositionen wie kardialer
Uberleitungsstorungen oder Epilepsie ein Schwerpunkt des wissenschaftlichen
Interesses in der Erforschung des hereditiren Aspektes der Atiologie und Transmission

der Panikstorung.

1.1.5.1 Zwillingsstudien

In Zwillingsstudien wurde bei eineiigen Zwillingen eine 2- bis 3-fach hohere
Konkordanzrate fiir die Erkrankung an einer Panikstorung ermittelt als bei zweieiigen
Zwillingen der Kontrollstichprobe (Torgersen S, 1983; Skre I et al., 1993; Perna G et
al., 1997). Eine Multivarianzanalyse bei weiblichen eineiigen Zwillingen zeigte einen
Anteil der Heritabilitét in der Genese der Panikstérung von 30-40% (Kendler KS et al.,
1993). In einer Metaanalyse von Daten aus Zwillings- und Familienstudien wurde fiir
die Erkrankung eine Heritabilitdt von 48% ermittelt (Hettema JM et al., 2001). Diese
Befunde lassen auf einen signifikanten Einflufl genetischer Disposition in der Genese

der Panikstorung schlieen.

1.1.5.2 Familienstudien

In Familienstudien zeigten Verwandte ersten Grades eines Patienten mit Panikstérung
ein signifikant hoheres Risiko (7,7-20,5%), an Panikstérung zu erkranken als gesunde
Kontrollpersonen (0,4-2,4%) (Weissman MM, 1993; Maier W et al., 1993; Crowe RR
et al., 1983).

In einer Segregationsstudie von Pauls et al. (Pauls DL et al., 1980) wurde ein
autosomal-dominanter Vererbungsweg der Panikstorung ermittelt. Nachfolgende
Studien konnten dieses Ergebnis jedoch nicht replizieren, sondern fanden fiir die

Transmission der Panikstorung kein klares Vererbungsmuster nach den Mendelschen
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Gesetzen (Vieland VI et al., 1996; Crowe RR et al., 1983). Diese Befunde sprechen
entweder fiir Heterogenitit, das heifit die Verantwortlichkeit mehrerer Gene fiir die
Ausprigung des Merkmals der Erkrankung, oder fiir eine komplexe Vererbung nach
dem Modell einer Interaktion zwischen multiplen Genen mit inkompletter Penetranz

und Umweltfaktoren.

1.1.5.3 Kopplungsuntersuchungen

In Kopplungsuntersuchungen wird die Kosegregation von genetischen Markern mit dem
Auftreten einer Erkrankung untersucht. Liegt fiir einen Befund die statistische odds-
ratio unter 1:1000, bzw. der LOD(Logarithm of odds)-Wert iiber 3, darf eine Kopplung
angenommen werden.

Die bislang einzigen das gesamte menschliche Genom umfassenden
Kopplungsuntersuchungen fiir Panikstorung von Knowles et al. (Knowles JA et al.,
1998), Gelernter et al. (Gelernter J et al., 2001) und Crowe et al. (Crowe RR et al.,
2001) erbrachten mit LOD-Werten unter 2 fiir alle untersuchten Marker - mit Ausnahme
von Loci auf den Chromosomen 1, 7 und 11 (LOD<3) - keine signifikant positiven
Ergebnisse. Crowe et al. fiihrten weiterhin bei 26 Familien eine Kopplungsanalyse
zwischen 29 genetischen Markern und Panikstorung durch und beschrieben einen
Kopplungsbefund fiir den Genlocus des alpha-Haptoglobins auf Chromosom 16q22
(Crowe RR et al., 1987), der in nachfolgenden Studien allerdings nicht repliziert werden
konnte (Crowe RR et al.,, 1990). Weitere gezielte Untersuchungen schlossen
Kopplungsbefunde zwischen Panikstorung und den Genloci fiir Proopiomelanocortin
(Crowe RR et al., 1987), adrenerge Rezeptoren (Wang ZW et al., 1992) sowie GABA-
A-Rezeptor-Untereinheiten (Crowe RR et al., 1997) aus.

1.1.5.4 Assoziationsstudien

In Assoziationsstudien wird die Frequenz eines bestimmten genetischen Markers in
Patienten- und Kontrollstichproben vergleichend bestimmt. Typischerweise werden hier
sogenannte Kandidatengene, bei denen man einen pathophysiologischen Einfluf} auf die

Genese der jeweiligen Erkrankung vermutet, untersucht. Wird der genetische Marker
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signifikant hdufiger in der Patientenstichprobe gefunden als bei den Kontrollen, kann
eine Assoziation zwischen dem betreffenden Allel und der Erkrankung angenommen
werden.

Die bisherigen Assoziationsstudien konzentrierten sich hauptséchlich auf Gene, die fiir
Proteine der potentiell fiir die Entstehung von Panikattacken relevanten
Neurotransmittersysteme kodieren. Diese Kandidatengene wurden auf der Grundlage
bekannter effektiver psychopharmakologischer Interventionen (SSRI, MAO-I,
Benzodiazepine), positiver Befunde in Provokationsstudien (z.B. Koffein,
Cholezystokinin) sowie von Verhaltensbeobachtungen bei transgenen oder knock-out

Madusen ermittelt.

Keine Assoziation mit Panikstérung konnte fiir Polymorphismen in Genen des
Adenosin Al-Rezeptors (Deckert J et al., 1998), des Cholezystokinin-Rezeptors A
(Kennedy JL et al., 1999), der Serotonin SHT1D alpha- und SHT1D beta-Rezeptoren
(Ohara K et al., 1996), des Serotonin-Transporters (Deckert J et al., 1997), des
Noradrenalin-Transporters (Sand PG et al., 2002), des Dopamin-Rezeptors 4 und des
Dopamin-Transporters DAT (Hamilton SP et al., 2000), des GABA(B)-Rezeptors 1
(Sand PG et al., 2000), des alpha(2A)-adrenergen-Rezeptors (Ohara K et al., 2000)
sowie des nikotinergen Acetylcholin-Rezeptors CHRNA4 (Steinlein OK et al., 1997)

gefunden werden.

Fiir Kandidatengene wie die des Adenosin A2A-Rezeptors (Deckert J et al., 1998), des
Cholezystokinin-Rezeptors B (Kennedy JL et al., 1999), des Cholezystokinin (Wang Z
et al., 1998; Hattori E et al., 2001), des menschlichen Homologs des Drosophila-
Tryptophantransporters (Nakamura M et al., 1999), des NTRK3 in einer duplizierten
Region auf Chromosom 15 (Armengol L et al., 2002), der Monoaminooxidase A
(Deckert J et al., 1999) sowie der Catechol-O-Methyl-Transferase (Hamilton SP et al.,

2002; Woo JM et al., 2002) konnten Assoziationen mit Panikstorung gezeigt werden.
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1.2 C-AMP-responsive element modulator (CREM)

1.2.1 Der cAMP-abhangige Signaltransduktionsweg

Der cAMP-abhingige intrazelluldre Signaltransduktionsweg wird durch die Bindung
eines extrazelluliren Botenstoffs wie Adrenalin, Noradrenalin, CRH, ACTH oder
Serotonin an einen spezifischen zellmembranstindigen G-Protein-gekoppelten Rezeptor
induziert. Die Bindung eines Liganden an den Rezeptor bewirkt {iber Freisetzung des
gebundenen GDP aus dem Rezeptor-assoziierten G-Protein-Komplex die Dissoziation
der Untereinheit Gas. Die freigesetzte Gas-Untereinheit kann nun GTP-vermittelt eine
Adenylatzyklase aktivieren, die wiederum die Umwandlung von ATP in cyclo-AMP
(cAMP) katalysiert (Woon CW et al., 1989). C-AMP bindet weiterhin kooperativ an die
regulatorische Untereinheit der Proteinkinase A (PKA) und aktiviert dadurch deren
katalytische Untereinheiten (Roesler WJ et al., 1988). Diese sogenannten C-
Untereinheiten der PKA werden daraufhin in den Zellkern transloziert (Nigg EA et al.,
1985) und phosphorylieren hier Serinreste nukleédrer Transkriptionsfaktoren (McKnight
GS et al., 1988). C-AMP-abhingige nukledre Transkriptionsfaktoren beinhalten als
DNA-bindende Doménen mindestens ein Leucin-Zipper-Motiv (Landschulz WH et al.,
1988) und binden in aktivierter Form als Dimer an sogenannte CRE (cAMP-responsive
elements) in Promotoren cAMP-induzierbarer Gene (Ziff EB, 1990; Borrelli E et al.,
1992). CRE-Regionen sind durch eine palindromische 8 bp DNA-Konsensussequenz
(TGACGTCA) charakterisiert (Montminy MR et al., 1987).

Als erster CRE-bindender Faktor wurde das ,C-AMP Responsive Element Binding*
(CREB) Protein gefunden (Hoeffler JP et al., 1988). Rehfuss et al. berichteten 1991 von
ATF-1 als einem weiteren cAMP-induzierbaren nukledren Transkriptionsfaktor

(Rehfuss RP et al., 1991).

Der ,C-AMP-Responsive Element Modulator (CREM) wurde ebenfalls 1991 von
Foulkes et al. beschrieben (Foulkes NS et al., 1991). Als cAMP-abhéngiger nukleirer
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Transkriptionsfaktor der Leucin-Zipper-Familie weist CREM  strukturell hohe
Homologie mit CREB und ATF-1 auf (Foulkes NS et al., 1991; Waeber G et al., 1991).
Mit dem ,Inducible C-AMP Early Repressor’ (ICER) als alternativem Produkt des
CREM Gens wurde ein weiterer, direkt cAMP-induzierbarer nukledrer

Transkriptionsfaktor beschrieben (Molina CA et al., 1993).

1.2.2 Die genomische Struktur von CREM

Das humane fiir CREM kodierende Gen wurde auf dem kurzen Arm des Chromosom 10
lokalisiert (10p12.1-p11.1) (Fuijmoto TJ et al., 1994). Nach Informationen der Online-
Datenbanken ,Online Mendelian Inheritance in Man‘ (OMIM) und ,Map Viewer®
(National Center for Biotechnology Information (NCBI); http://www.ncbi.nlm.nih.gov;
Wheeler DL et al., 2001) 146t sich die Lokalisation des CREM Gens graphisch wie in
Abbildung 1.2.2.1 gezeigt darstellen.

Abb.: 1.2.2.1
Lokalisation des humanen CREM Gens auf Chromosom 10p12.1-p11.1
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Die genomische Struktur des humanen CREM Gens ist bisher nicht beschrieben. Das
murine CREM Gen (Laoide BM et al., 1993) ist wie in Abbildung 1.2.2.2 dargestellt

multiexonisch organisiert.

Abb.: 1.2.2.2

Genomische Organisation des murinen CREM Gens

P1 ATG glut1 P-Box glut2z P2 ATG vy DBD1/2

(CREM) (ICER)

crev (OO0 10T e ] e O T T

O = Exon, O = Promotor

Die Transkription des CREM Gens wird von Promotor P1 aus initiiert. P1 wurde in
einer CG-reichen Insel vor dem ersten transkribierten Exon lokalisiert (Molina CA et
al., 1993; Stehle JH et al., 1993). Die Translation beginnt mit der Kozak-
Konsensussequenz ATG (Kozak M, 1989) im dritten Exon (118 bp). Darauf folgt das
Kodon der ersten glutaminreichen Doméne ,glut 1° (147 bp), die hypothetisch als
Anlagerungsfliche fiir RNA-Polymerase II  Kofaktoren und damit als
transkriptionsaktivierende Doméne dient (Laoide BM et al., 1993; Hoey T et al., 1993).
Die zwei folgenden Exons (95 bp und 143 bp) kodieren fiir die sogenannte P-Box, die
mit Konsensussequenzen fiir Phosphorylierungen durch PKA eine Kinase-induzierbare
Doméne darstellt. Die zweite glutaminreiche Doméne ,glut 2° wird vom nachfolgenden
Exon gebildet (189 bp) und gleicht in ihrer Funktion ,glut 1. Nach dem sogenannten -
Exon (36 bp) folgen zwei Exons (157 bp und 1769 bp bis zum Transkriptionsende), die
fiir die beiden DNA-bindenden Doménen (DBD 1 und 2) des CREM Proteins kodieren
(Laoide BM et al., 1993).
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Zwischen Exon ,glut 2’ und dem y-Exon liegen ein alternativer Promotor P2 und ein
weiteres Exon (ICER Exon I). P2 hat im Gegensatz zu P1 einen normalen CG-Gehalt,
weist TATA-Box Elemente auf und enthélt vier jeweils im Tandem
hintereinandergeschaltete =~ CRE  Elemente. ©Von zwei alternativ  aktiven
Transkriptionsstartpunkten S1  und S2 des Promotor P2 aus wird ein
Transkriptionsprodukt initiiert, das das sequentiell direkt auf P2 folgende spezifische
ICER Exon I und das C-terminale Ende des CREM Gens (y-Exon bis zum
Transkriptionsende) umfasst. Dieses zuerst von Molina et al. als ,Inducible C-AMP
Early Repressor® (ICER) beschriebene trunkierte Produkt des CREM Gens wird direkt
durch cAMP induziert und wirkt als Inhibitor der Transkription cAMP-induzierbarer
Gene. Uber Bindung an die in Promotor P2 enthaltenen CRE Elemente ist ICER in der
Lage, in einer autoregulatorischen Schleife die Aktivitit von P2 zu drosseln und damit

die eigene Transkription zu inhibieren (Molina CA et al., 1993).

Das CREM Gen generiert durch alternative Kombination der Exons wihrend der
Transkription (,,alternatives Splicing) eine Familie verschiedener Proteinprodukte mit
daraus folgender unterschiedlicher Konstellation der funktionellen Doménen (Delmas V
et al., 1992; Foulkes NS et al., 1993). Die Exonkombinationen dieser CREM wie auch
ICER Isoformen sind in Abbildung 1.2.2.3 dargestellt.

Die CREM Isoformen alpha, beta und gamma blocken als Homodimer oder als
Heterodimer mit CRE-bindenden Aktivatoren die Transkription cAMP-abhingiger
Gene und wirken somit als inhibitorische Transkriptionsfaktoren (Foulkes NS et al.,
1991; Laoide BM et al., 1993). Die CREM tau Isoformen hingegen fungieren als
Aktivatoren der Transkription cAMP-induzierbarer Gene (Foulkes NS et al., 1992). Die
glutaminreiche Domine ,glut 2° scheint hierbei einen hoheren Beitrag zur
Transaktivierungsfunktion zu leisten als die glutaminreiche Domine ,glut 1°, da die
,glut 2¢ enthaltende CREM tau 2 Isoform als stdrkerer Transkriptionsaktivator wirkt als
die CREM tau 1 Isoform (Laoide BM et al., 1993).
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Die differentielle Transkription von ICER generiert die Isoformen I und II
beziehungsweise I gamma und II gamma, die sich hinsichtlich der Priasenz des y-Exons
und der Linge der C-terminalen DNA-bindenden Doménen unterscheiden, die aber
funktionell alle als Repressoren der cAMP-induzierten Genantwort wirken (Molina CA

et al., 1993).

Eine weitere funktionelle Variante des CREM Gens wird iiber eine alternative
Translationsinitiation generiert. Von einem internalen AUG-Kodon innerhalb des
CREM tau Transkriptes (Exon P-Box II, Position 98-100 bp; siehe Abbildung 1.2.2.3)
aus wird das sogenannte S-CREM als Repressor der cAMP-induzierten

Transkriptionsaktivitit translatiert (Delmas V et al., 1992).

Bis jetzt nur im Rattenhoden wurde die Aktivitit zweier zusétzlicher Promotoren
CREM P3 und CREM P4 beobachtet, von denen aus die Transkription der CREM
Isoformen ,theta 1° und ,theta 2° reguliert wird. Diese Isoformen werden vor allem in
prameiotischen und postmeiotischen Keimzellen exprimiert und fungieren als
Transkriptionsfaktoren in der Spermiogenese (Daniel PB et al., 2000). Die Position der
CREM Promotoren P3 und P4 sowie die fiir die CREM Isoformen ,theta 1° und ,theta
2¢ spezifischen Exons ,theta 1° und ,theta 2° sind Abbildung 1.2.2.4 zu entnehmen.

Abb.: 1.2.24

Position der CREM Promotoren P3 und P4 sowie der Exons ,theta 1° und ,theta 2°
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1.2.3 Die physiologische Funktion von CREM

1.2.3.1 Spermatogenese

Im adulten Hoden von Miusen wurde eine fast ausschlieBliche Expression von
aktivierenden CREM Isoformen beobachtet, wihrend in prépubertiren murinen
minnlichen Keimzellen hauptsichlich reprimierende CREM Isoformen beschrieben
wurden (Foulkes NS et al., 1992). Mehrere Studien zeigen, da3 CREM innerhalb einer
Transkriptionskaskade steht, die in der Aktivierung von Keimzell-spezifischen Genen
wie Transition Protein-1 (Kistler MK et al., 1994) und Calspermin (Sun Z et al., 1995)
und damit der Initiation der spermatogenetischen Differenzierung resultiert. Zusétzlich
konnte durch FSH-Injektionen eine direkte Induktion von CREM bewirkt werden, so
daB3 CREM durch FSH iiber die hypothalamo-hypophyseo-gonadale Achse reguliert zu
sein scheint (Foulkes NS et al., 1993). Bei minnlichen CREM knock-out Miusen
wurden eine drastische Beeintrichtigung der Spermatogenese und eine komplette
Azoospermie beobachtet (Maldonado R et al., 1999). Diese Befunde lassen auf eine
Schliisselrolle von CREM als Transkriptionsfaktor bei der Spermatogenese und damit
minnlicher Fertilitidt schlieBen. Zudem wurde im Rattenhoden die Expression der
hodenspezifischen CREM Isoformen ,theta 1° und ,theta 2° (siehe 1.2.2) beschrieben
(Daniel PB et al., 2000).

1.2.3.2 Circadianer Rhythmus

Im Corpus pineale wird die Melatoninsynthese iiber den c-AMP-abhingigen
Signaltransduktionsweg initiiert. Die Analyse der CREM Expression im Corpus pineale
zeigte ein Uberwiegen der repressorischen Isoformen sowie einen signifikanten Tag-
Nacht-Rhythmus und eine enge Korrelation mit der Synthese von Melatonin (Stehle JH
et al., 1993). Weitere Studien beobachteten eine negative Regulation des
Schliisselenzyms der Melatoninsynthese, der N-Acetyltransferase, durch die Expression

von ICER (Foulkes NS et al., 1997).
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1.2.3.3 Hypothalamus-Hypophysen-Achse

Uber In-Situ-Hybridisierungs-Untersuchungen wurden im Rattengehirn spezifische
CREM Expressionsmuster festgestellt. Vor allem in Bereichen des limbischen Systems,
des Hypothalamus und in Regionen pontiner Kerne entsprachen die CREM Transkripte
in hoher Expression den Isoformen mit repressorischer Funktion, wodurch eine
suppressorische Rolle fiir CREM in diesen Gehirnregionen anzunehmen ist (Mellstrom
B et al., 1993). In hypophysidren Zellen war die Transkription von CREM durch
Aktivatoren des cAMP-abhéngigen Signalweges wie TSH induzierbar (Lalli E et al.,
1995). Weiterhin wurde in der hypophyséren corticotrophen Zellinie AtT20 unter
Uberexpression von ICER eine vollstindige Unterdriickung der hormonalen Sekretion
von ACTH beobachtet (Lamas M et al., 1997). Zudem fand sich unter adrenerger
Stimulation des Lobus intermediatus der Hypophyse eine Induktion von ICER tiber eine
Aktivierung beta2-adrenerger Rezeptoren und CRH-Rezeptoren (Mazzucchelli C et al.,
1999). Diese Ergebnisse deuten auf eine feinregulatorische Funktion von CREM
beziehungsweise ICER in der Steuerung der hypothalamo-hypophyseo-adrenalen Achse

hin.

1.3 CREM als Kandidatengen bei Panikstorung

Im Tiermodell zeigten ménnliche CREM knock-out Méiuse neben einem
postmeiotischen Spermatogenesearrest mit daraus resultierender Infertilitit im
Vergleich zu Wildtyp-Méusen ein signifikant geringeres Angstniveau mit erhohter
explorativer Aktivitit im Plus-Labyrinth-Test (,Elevated Plus Maze‘) sowie im
Offenen-Feld-Test (,Open Field Test‘) (Maldonado R et al., 1999). In Ubertragung des
Mausmodells auf die Panikstorung als spezifische Angsterkrankung 148t sich hieraus die
Hypothese ableiten, dal das CREM Gen iiber eine Alteration seiner Funktion oder

seines Expressionsgrades eine Rolle in der Genese der Panikstorung spielen konnte.

Zudem wurde von Knowles et al. in Revision ihrer genomweiten Kopplungsanalyse

(Knowles JA et al., 1998) ein LOD-Wert von 2,9 beziehungsweise 3,1 fiir einen Locus
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auf dem kurzen Arm von Chromosom 10 festgestellt (personliche Mitteilung), der nur
etwa 128 Kilobasen von dem CREM Gen Locus (10p12.1-p11.1) entfernt liegt und
damit als bislang erster signifikant positiver Kopplungsbefund bei Panikstérung eine
potentielle Kandidatengen-Rolle von CREM in der Genese der Panikstorung

nachdriicklich unterstiitzt.

Als ein zugrundeliegender Mechanismus fiir eine erhohte Suszeptibilitit fiir die
Erkrankung konnte eine Uberexpression der aktivierenden CREM Isoformen postuliert
werden, die in Zielregionen der noradrenergen Neurotransmission sowie in der
hypothalamo-hypophyséiren Achse als nukledre Transkriptionsfaktoren der durch
Adrenalin, Noradrenalin oder CRH induzierten cAMP-abhingigen Signalkaskade eine
erhohte Vulnerabilitit fiir StreBreize darstellen konnten.

In Kenntnis der vorherrschend repressorischen Expressionsmuster von CREM in den
fir die Genese der Panikstorung in Frage kommenden Regionen wie des Locus
coeruleus, des limbischen Systems oder des Hypothalamus (Mellstrom B et al., 1993)
kann man sich jedoch auBlerdem eine alternative pathophysiologische Kette vorstellen,
in der eine Unterexpression von repressorischen CREM Transkripten, und damit eine
daraus resultierende mangelnde Hemmung der StreBantwort als ein verantwortlicher
Pathomechanismus der Panikstorung angenommen werden kann. Hier gilt dem
repressorischen CREM Transkript ICER insofern besonderes Interesse, als ICER als
direkt  cAMP-induzierbares  ,early = gene‘  dynamisch auf  momentane
Neurotransmitterkonzentrationsverschiebungen reagieren und in seiner Funktion als
sPuffer” der cAMP-vermittelten Transkription einer iibersteuerten Genantwort
entgegenwirken kann (Molina CA et al., 1993). Bei einer Minderexpression der ICER
Isoform ginge also dieser Kontrollmechanismus innerhalb der cAMP-Signalkaskade
zum Teil verloren und die iiber cAMP vermittelte Neurotransmitteraktion - wie von
Adrenalin, Noradrenalin, CRH, ACTH oder Serotonin (siche 1.2.1) - in den
hypothetischen Panikzentren nach dem in Abbildung 1.1.4.1 dargestellten Modell
konnte aufgrund der eingeschrinkten Gegenregulation zum Auftreten einer Panikattacke

fiihren.
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1.4 Problemstellung

Voraussetzung fiir ein Mutationsscreening des CREM Gens bei Patienten mit
Panikstorung ist zunichst die Charakterisierung der genomischen Struktur des humanen
CREM Gens, die bis jetzt nur teilweise publiziert ist. Die Bestimmung der Exongré3en,
der Sequenzen der Exon-Intron-Uberginge sowie der Intronregionen und der
regulatorischen Bereiche im Vergleich mit der bekannten genomischen Organisation bei

der Maus sind somit ein erstes Ziel dieser Arbeit.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse soll daraufthin bei einer Stichprobe von Patienten
mit Panikstorung (DSM-III-R) ein Mutationsscreening des gesamten kodierenden
Bereichs, der Exon-Intron-Grenzen und der putativen Promotorregionen von CREM
beziehungsweise @~ ICER  unter = Verwendung  PCR-basierter  Einzelstrang-
Konformationsanalyse (SSCA) und nachfolgender direkter Sequenzierung durchgefiihrt

werden.

Mit der Zielsetzung, die Rolle identifizierter Polymorphismen des CREM Gens in der
Genese der Panikstérung néher zu bestimmen, wird schliellich deren Frequenz in
Assoziationsstudien mittels Restriktions-Fragment-Léngen-Polymorphismen-
Untersuchungen (RFLP), direkter Sequenzierung und Fragmentanalysen in der
Patientenstichprobe und einem Kontroll-Kollektiv anonymer Blutspender vergleichend

bestimmt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Stichproben

2.1.1 Patienten- und Kontrollstichproben

Die untersuchte Patientenstichprobe umfasste 88 Patienten deutscher Abstammung mit
diagnostizierter Panikstorung und setzte sich aus 57 weiblichen und 31 minnlichen
Probanden zusammen. Der Altersdurchschnitt der Patienten lag zu Beginn der
vorliegenden Mutations- und Assoziationsanalyse des CREM Gens im Jahre 2000 bei
43,9 Jahren mit einem 95% Konfidenzintervall (CI) von 41,6 bis 46,3 Jahren (weibliche
Probanden: 42,7 Jahre, 95% CI: 40,1 - 45,3 Jahre; minnliche Probanden: 46,3 Jahre,
95% CI: 41,4 - 51,2 Jahre). Zum Zeitpunkt der Blutentnahmen, die im Zeitraum von
1994 bis 1996 durchgefithrt wurden, lag das jeweilige Durchschnittsalter
dementsprechend niedriger (alle Probanden: 38,6 Jahre, 95% CI: 36,2 - 41,0 Jahre;
weibliche Probanden: 37,3 Jahre, 95% CI: 34,8 - 39,9 Jahre; ménnliche Probanden: 40,9
Jahre, 95% CI. 36,0 - 45,8 Jahre). Es bestanden keine verwandtschaftlichen
Beziehungen zwischen den einzelnen Probanden. Die Patientenproben wurden im
Rahmen eines DFG-geforderten Projektes (DE357/2-1 und 2-2) in den Jahren 1994 bis
1996 an den Kliniken fiir Psychiatrie und Psychotherapie der Universititen Wiirzburg,
Frankfurt und Mainz rekrutiert. Alle in dieser Untersuchung eingeschlossenen Patienten
wurden gemill den Kriterien des ,Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders® DSM-III-R (Wittchen HU et al.,, 1989) auf das Vorliegen einer
,Panikstorung‘ (DSM-III-R 300.01) oder ,Panikstérung mit Agoraphobie‘ (DSM-III-R
300.21) unter Verwendung strukturierter klinischer Interviews wie des SADS-LA
(,Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia - Lifetime Anxiety‘; Mannuzza S
et al., 1986) oder des CIDI (,Composite International Diagnostic Interview‘; Robins LN

et al., 1988) untersucht. Die endgiiltigen Diagnosen wurden unter Einsicht der
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Krankenakten von erfahrenen Psychiatern gestellt. Bei einem Teil der Patienten lagen
zusitzlich einfache Phobien (300.29) oder soziale Phobien (300.23), eine depressive
Episode (296.2), rezidivierende depressive Episoden (296.3) oder Alkoholabhiingigkeit
(303.90) vor. Die prozentualen Anteile der Komorbidititen innerhalb des

Patientenkollektivs sind in Tabelle 2.1.1.1 aufgefiihrt.

Tab.: 2.1.1.1

Diagnoseschliissel innerhalb des Patientenkollektivs

Diagnose Patienten

DSM-III-R Gesamt (n=88) Weiblich (n=57) Minnlich (n=31)
300.21 61 (69,3%) 45 (78,9%) 16 (51,6%)
300.01 27 (30,7%) 12 (21,1%) 15 (48,4%)
300.23 24 (27,3%) 16 (28,1%) 8 (25,8%)
300.29 31 (35,2%) 23 (40,4%) 8 (25,8%)
296.2 12 (13,6%) 8 (14,0%) 4 (12,9%)
296.3 8 (9,1%) 4 (7,0%) 4 (12,9%)
303.90 12 (13,6%) 5 (8,8%) 7 (22,6%)

Legende:

300.21: Panikstorung mit Agoraphobie, 300.01: Panikstorung ohne Agoraphobie;
300.23: soziale Phobien, 300.29: einfache Phobien, 296.2: depressive Episode, 296.3:
rezidivierende depressive Episoden, 303.90: Alkoholabhingigkeit

Die Kontrollgruppe bestand aus 88 alters- und geschlechtsangepassten, anonymen
deutschen Blutspendern (57 weibliche und 31 ménnliche Probanden). Zwischen den
Kontrollpersonen  bestanden keine verwandtschaftlichen Beziehungen. Der
Altersdurchschnitt der Kontrollpersonen lag zum Zeitpunkt der vorliegenden
Untersuchung im Jahre 2000, der sich mit dem Datum der Blutentnahme deckt, bei 43,2
Jahren mit einem 95% Konfidenzintervall (CI) von 41,0 bis 45,4 Jahren (weibliche
Kontrollen: 42,2 Jahre, 95% CI: 39,7 - 44,6 Jahre; méannliche Kontrollen: 45,2 Jahre,
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95% CI: 40,8 - 49,6 Jahre). Die Blutproben der Kontrollpersonen wurden vom Institut
fiir Transfusionsmedizin und Transplantationsimmunologie der Universitit Miinster zur

Verfiigung gestellt.

Von allen an dieser Studie teilnehmenden Personen wurde eine schriftliche
Einverstindniserkldrung eingeholt. Die Untersuchung war von den Ethikkommissionen

der betreffenden Universitétskliniken gepriift und gebilligt worden.

2.1.2 DNA-Préaparation

Die in frilheren Untersuchungen mittels NaCl-Fillung nach Miller aus EDTA-
Blutproben extrahierte DNA der Patienten konnte in der vorliegenden Studie weiter
verwendet werden.

Zur Extraktion der DNA der Kontrollen aus EDTA-Blut wurde das QIlAamp® DNA
Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) verwendet. Die in einem Aliquot von
200 pl EDTA-Blut enthaltenen Zellen wurden zunéchst durch Zugabe von QIAGEN
Protease (Proteinase K, 20 mg/ml) lysiert. Nach Angaben des Herstellers wurde die
freie DNA an die Silikaoberfldche einer Sidule gebunden und tiber zwei Waschschritte in
einer Pufferlosung (10 mM Tris-Cl, 0,5 mM EDTA; pH 0,9) eluiert. Die DNA-
Konzentration wurde iiber photometrische Absorptionsmessungen bei einer
Wellenlidnge von 260 nm als dem Absorptionsmaximum fiir Nukleinsduren bestimmt.
Vor Beginn der Messung wurde ein Nullabgleich mit H,O durchgefiihrt. Die extrahierte
DNA wurde mit HPLC-H,O auf 20 ng/ul verdiinnt. Dieses Vorgehen entspricht im
wesentlichen der erstmals von Carter et al. beschriebenen Methode (Carter MJ et al.,

1993).
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2.2 Genomische Charakterisierung

Die menschlichen cDNA-Sequenzen des zu untersuchenden Gens fiir den ,C-AMP
Responsive Element Modulator (CREM) und den ,Inducible C-AMP Early Repressor*
(ICER) wurden unter Hinzuziehung der Sequenzdatenbank des National Center for
Biotechnology Information NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez; Burks C et al.,
1991) ermittelt. Um die Sequenzen der Exon-Intron-Uberginge und der Intronbereiche
zu ermitteln, wurden die cDNA-Sequenzen mittels des “basic local alignment search
tool” (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) Algorithmus mit der high
throughput genomic sequence”(”htgs”)- und der “non-redundant”’(’nr”’)-Datenbank
humaner genomischer DNA verglichen und auf die gefundenen Sequenzen der
korrespondierenden genomischen Klone projiziert. Hierzu wurden die Programme
SIM4 (http://biom3.univ-lyonl.fr/sim4.html; Florea L et al., 1998) und BLAST 2
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) benutzt. Die Sequenzen der potentiellen
humanen Promotorbereiche P1, P3 und P4 des CREM Gens und P2 der ICER Isoform
wurden unter Verwendung der EditSeq™ und SeqMan™II Programme (DNAstar, Inc.,
Madison, WI, USA) mittels Abgleich mit den entsprechenden, bereits publizierten

murinen Promotor-Sequenzen ermittelt.

23 Mutationsscreening

2.3.1  Primer — Konstruktion

Primer flankieren bei der PCR die zu amplifizierende DNA-Region und stellen die von
der DNA-Polymerase fiir die DNA-Synthese in 5°-3‘-Richtung benétigten freien 3°-
OH-Gruppen zur Verfiigung. Die Sperzifitit der Primer wird von deren Linge,
Schmelztemperatur (Tm-Wert), Selbst- und 3‘-Komplementaritit, CG-Gehalt und

Gehalt an Mononukleotid-Repeats bestimmt.
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Unter Benutzung des vom Whitehead Institute for Biomedical Research/MIT Center for
Genome Research, Cambridge, MA, USA, im Internet zur Verfiigung gestellten
Computer-assistierten ~ Primersuchprogramms  (Copyright (¢)  1996,1997,1998
Whitehead Institute for Biomedical Research,
http://www.genome.wi.mit.edu/genome_software/ other/primer3.html) wurden fiir die
jeweils zu amplifizierenden Fragmente die entsprechenden Primer konstruiert (Rozen S
et al., 2000). Die Fragmentlidngen wurden in einer Groenordnung zwischen 215 bp und
290 bp gewihlt, da die optimale Sensitivitit der Einzelstrang-Konformations-Analyse
(SSCA) bei PCR-Produktgrofien von 150 bp bis 300 bp liegt (Sheffield VC et al., 1993;
Kukita Y et al., 1997). Die von den Primerpaaren flankierten Fragmente umfassten die
gesamte kodierende Region, die Exon-Intron-Grenzen sowie die putativen

Promotorbereiche des CREM Gens.

Die gefundenen Primer wurden als HPSF® (,high purity salt free‘)-Oligonukleotide
kommerziell (MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Zur
Verwendung in der Polymerase-Ketten-Reaktion wurden die Primer mit HPLC-H,O auf

eine Konzentration von 10 pmol/ul verdiinnt.

2.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine in-vitro Technik, mit der sich eine
zwischen zwei Oligonukleotid-Primern liegende genomische Sequenz spezifisch durch
eine DNA-Polymerase amplifizieren 146t (Saiki RK et al., 1985 und 1988). Die DNA-
Matrize wird unter Zugabe von Oligonukleotid-Primern, dNTPs, Puffer und DNA-
Polymerase in einer Primerverldngerungsreaktion (,primer extension®) von 25-30
Zyklen etwa 10°-mal vervielfacht. Nach Denaturierung der dsDNA bei 94°C in
Einzelstrange werden zunichst ,Sense‘- und ,Antisense‘-Oligonukleotide bei optimaler
Anlagerungstemperatur (,,annealing temperature®) als Primer an die denaturierte sSDNA

hybridisiert. Die Temperatur wird daraufthin auf 72°C erhoht und die DNA-Matrize von
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Tag-Polymerase in Gegenwart aller vier ANTPs neu synthetisiert. Mit der Denaturierung

in Einzelstringe bei 94°C beginnt ein neuer Zyklus.

Standard PCR-Ansétze mit einem Volumen von 25 pl enthielten 2,5 ul 10 x PCR-Puffer
ohne MgCl, (200 mM Tris-HCI (pH 8.,4), 500 mM KCl), 1,0 ul 50 mM MgCl,, 0,2 ul
(1U) Tag-DNA-Polymerase (alle Life TechnologiesTM, Eggenstein, Deutschland), 0,5 ul
10 mM dNTP Mix (Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland), jeweils 1 pul F/R Primer
(10 pmol/ul), 14,8 ul HPLC-H,O und 4 ul DNA (20 ng/ul). Die eingesetzten
Primerpaare mit den jeweiligen Reaktionsbedingungen sind Tabellen 2.3.2.1 und 2.4.1.1

zu entnehmen.

Zur Amplifikation der CG-reichen Fragmente Crem-prol(2), Crem-prol(3), Crem-
prol(4), Crem-pro4(1) und Crem-pro4(2) (Tab. 2.3.2.1) wie auch Crem-Prol(0)-c/g
(Tab. 2.4.1.1) wurden pro 25 pul PCR-Ansatz 2,5 pl 10 x PCR-Puffer (enthélt 15 mM
MgCl, pro 10 ul), 5 pl Q-Solution, 0,125 pl (5U/ul) HotStarTag™ DNA-Polymerase
(alle Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland), 0,5 ul 10 mM dNTP Mix (Eppendorf
GmbH, Hamburg, Deutschland), jeweils 1 ul F/R Primer (10 pmol/ul), 10,875 ul
HPLC-H,0 und 4 pl DNA (20 ng/ul) verwendet.

Um die optimale Anlagerungstemperatur (,,annealing temperature®) der Primer zu
ermitteln, wurde fiir jedes Primerpaar zunichst eine Gradienten-PCR unter zwolf
verschiedenen Anlagerungstemperaturen (44°C - 66°C) in einem RoboCycler®Gradient

96 PCR-Geriit (Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande) durchgefiihrt.

Die Amplifikationsreaktion wurde in einem PE Applied Biosystems GeneAmp® PCR
System 9700 (PE Applied Biosystems, Langen, Deutschland) unter Standard-PCR-
Bedingungen ausgefiihrt (initial 10 min bei 94°C - 30 Zyklen: 30 s bei 94°C, 30 s bei
der jeweiligen Anlagerungstemperatur der Primer, 30 s bei 72°C - abschlieBend 10 min

bei 72°C).
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Tab.: 2.3.2.1
PCR-Primer zur Amplifikation der kodierenden Bereiche, der Exon-Intron-Grenzen und

der Promotorbereiche von CREM und ICER

Region Primerpaar Primersequenz Fragment- Tem-
(5¢-39 groBe (bp) pera-
tur
CREM Crem-prol(0)-F cctggggagatagaggttge 272 64°C
Promotor 1 Crem-prol(0)-R gccaagaggaggaactagee
Crem-prol(1)-F tetggctgacaagtcattgg 274 58°C
Crem-prol(1)-R aaaatccaggctcgaactcc
Crem-prol(2)-F cggttccatttcattgttgg 224 50°C
Crem-prol(2)-R ctcacgtcagcetgtgatge
Crem-prol(3)-F getgeagegcetacttttgg 222 54°C
Crem-prol(3)-R agccgacgeaccacttac
CREM Promotor 1 Crem-prol(4)-F ctegegtecgtaatcagtg 248 50°C
und Exon I Crem-prol(4)-R geegegteaggtgaacte
CREM Exon II Crem-exon-II-F tgttacgatctcccaattcaa 287 56°C
Crem-exon-II-R agtgaatggctgaataatttg
CREM Exon III Crem-exon-III-F gggatgttcaacctgtatttc 258 56°C
Crem-exon-III-R tetgcacctaattctcattte
CREM Promotor 3 Crem-pro3(1)-F aagactccgtctcagtgg 223 58°C
Crem-pro3(1)-R cactaacaagctaagcaagaag
Crem-pro3(2)-F tgctttttccectatagaacagac 229 60°C
Crem-pro3(2)-R caaagctactaggcctgcattc
Crem-pro3(3)-F atttttcaggagcagagttg 270 56°C
Crem-pro3(3)-R acagccttatttggcetttgce
Crem-pro3(4)-F acgggtcagagctagtccac 190 60°C
Crem-pro3(4)-R accacatccaccaaaaatcc
CREM Exon 061 Crem-exon-01-F aattgcaaagccaaataagg 227 56°C
Crem-exon-61-R ttttaccectcttttcacaagg
CREM Promotor 4 Crem-pro4(1)-F caaagcatcagctcacatcc 290 52°C
Crem-pro4(1)-R aagctctacctcccaggtte
Crem-pro4(2)-F ggcgggeacctgtagtee 250 60°C
Crem-pro4(2)-R tcactacgacctcacgectac
CREM Exon 62 Crem-exon-02-F tggcctaagaaaggcttcac 232 56°C
Crem-exon-62-R tttcctgetgetgagaaatg
CREM ExonlV Crem-exon-IV-F tccagctttaatcctcaatgg 234 50°C
(glutl) Crem-exon-IV-R aaaaatggctcaagaaagtc
CREM Exons Crem-exons- ctgcacacacagactcttage (—563) 64°C
V/VI (Sequenz) V/VI(seq)-F
Crem-exons- taatgccaaaacctgagttgc
V/VI(seq)-R
CREM Exon V Crem-exon-V-F tttttgaatgagggaaaag 240 48°C
(P-BoxI) Crem-exon-V-R aaggaagaattgatttgatg
CREM Exon VI Crem-exon-VI-F catgtatcttagtgacttaccttg 215 54°C
(P-BoxII) Crem-exon-VI-R gcactgatgatatcgaattgc
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Region Primerpaar Primersequenz Fragment- Tem-
(5¢-39 groBe (bp) pera-
tur
CREM Exon VII Crem-exon-VII(1)-F cccagagtatattcttccaataggg 220 52°C
(glutlI-1) Crem-exon-VII(1)-R getgattgtgctgegtactg
CREM Exon VII Crem-exon-VII(2)-F cccaggatctgatggtgttc 280 56°C
(glutll-2) Crem-exon-VII(2)-R tttttaagtgccteccaace
CREM Promotor2 Crem-pro2(1)-F tgttgggtttattctcecttag 246 60°C
Crem-pro2(1)-R acaggcgagctcactgaaac
Crem-pro2(2)-F gcccacctcaaacagatttc 189 60°C
Crem-pro2(2)-R gcaagcatgtgcaggataag
CREM Promotor2/ Crem-pro2/exon-I-F ttatagggcttgggtttcagt 286 60°C
ICER Exon I Crem-pro2/exon-I-R cactcagatgttcctgaatac
CREM Exon VIII Crem-exon-VIII-F gggaagaggaagggaactaac 216 62°C
(y-Exon) Crem-exon-VIII-R cagaaaaagcatggggtttg
CREM Exon IX Crem-exon-I1X-F tcatttccagatcagttttat 274 50°C
Crem-exon-IX-R tgtcctagaagttaccgatte
CREM Exon X Crem-exon-X(1)-F aaggctgttcctgtagtcatt 232 60°C
Crem-exon-X(1)-R gcatctcctgecttgattaga
Crem-exon-X(2)-F ggaactcaaggccctcaaag 288 64°C
Crem-exon-X(2)-R agcaaagggcaaacaaage
Crem-exon-X(3)-F tggacttgtgggaaggacac 265 64°C
Crem-exon-X(3)-R cttccagcactgcaactc
Crem-exon-X(4)-F aatgctttgtttgccctttg 216 62°C
Crem-exon-X(4)-R catgctgccttcagttcatag
Crem-exon-X(5)-F gacatttgttctcccaaaacag 279 58°C
Crem-exon-X(5)-R ggcattggaacaagccttac
Crem-exon-X(6)-F ttcctaaaatgcttcactgtacg 239 54°C
Crem-exon-X(6)-R ctgctggatgcattatttttg

2.3.3 Agarosegelelektrophorese

PCR-Produkte lassen sich hinsichtlich der Grofe, Konzentration und Spezifitit der

Amplifikationsreaktion —mittels einer Gelelektrophorese {iiberpriifen. In der
Gelelektrophorese wandert die DNA aufgrund ihrer negativen Ladung in einem Gel
unter angelegter Spannung in Richtung der Anode. Die zuriickgelegte Laufstrecke ist
bedingt durch den Molekularsieb-Effekt des Agarosegels umgekehrt proportional der
MolekiilgroBle des Amplikons (Aaij C et al., 1972). Unter Einbau des interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid (I mg/ml) in den DNA-Doppelstrang kann das
Fragment unter UV-Licht detektiert werden (Sharp PA et al., 1973). Mit Hilfe eines

GroBenmarkers, der parallel auf das Gel aufgetragen wird, 146t sich die GroBe des
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Amplikons bestimmen.

Zur Herstellung eines 1,5% Agarosegels fiir DNA-PartikelgroBen von 0,2 bis 3 kb
wurden 7,5 g SeaKem® LE Agarose (Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf,
Deutschland) in 500 ml 1xTBE (10xTBE: 107,32 g 0,89 M TRIS, 55,03 g 0,89 M
Borsdure, 7,44 ¢ 2mM EDTA; pH 8,3) durch Aufkochen fiir 5 min aufgelost. Der
Ansatz wurde mit aqua dest. auf ein Zielvolumen von 500 ml aufgefiillt und auf 60°C
erhitzt. 20 ml dieses Ansatzes wurden mit 5 pl Ethidiumbromid (1 mg/ml) versetzt und
in erstarrtem Zustand in eine Horizontal-Gel-Elektrophorese-Kammer (Harnischmacher
Labortechnik, Arnsberg, Deutschland) mit 1xXTBE als Elektrophoresepuffer eingepal3t.

Jeweils 5 pl des PCR-Produktes wurden mit 1 pl Bromphenolblau-Ladepuffer (10 ml
10xTBE (Herstellung s.o0.), 40 ml 20% Ficoll, 10 ml 0,1% Bromphenolblau, 40 ml H,O)
versetzt und bei 13 V/cm elektrophoretisch aufgetrennt. Als Lingenstandard diente der
100 bp DNA ladder Gene ruler™ (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland).
Zur Geldokumentation wurde ein UV-Licht-Kamerasystem verwandt (Multilmage™

Light Cabinet, Alpha Innotech Corporation, San Leandro, USA).

2.3.4 Einzelstrang-Konformations-Analyse
- ,Single stranded conformational analysis‘ (SSCA) -

Einzelstrangige DNA-Fragmente mit geringfiigigen Sequenzunterschieden lassen sich
durch Elektrophorese auf einem nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gel voneinander
unterscheiden. Ursache fiir diese sequenzabhingigen Mobilitdtsunterschiede ist, daf}
durch primérstrukturabhingige Basenpaarungen innerhalb des Einzelstranges die
Konformation  der  Tertidrstruktur  und  damit die  elektrophoretischen
Wanderungseigenschaften des Nukleinsdurepolymers beeinfluft werden. Einzelne
Basensubstitutionen lassen sich somit am im Vergleich zum Wildtyp unterschiedlichen
Bandenmuster erkennen (Orita M et al., 1989).

Die Glasplatten eines Multigel-Elektrophorese-Systems (11x12 cm Gelgrofle, 1 mm

Geldicke; Whatman Biometra®, Gottingen, Deutschland) wurden mit Extran und 70%
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Ethanol gereinigt. Zwischen jeweils zwei durch Gummileisten abgedichtete Platten
wurde daraufhin ein 10% nicht-denaturierendes Polyacrylamid-Gel
(Acrylamid/Bisacrylamid im Verhiltnis 49:1; 0,5xTBE; 100 ul TEMED pro 100 ml
Ansatz, 100 pl Ammoniumpersulfat pro 10 ml Ansatz) gegossen und in
polymerisiertem Zustand mit 0,5xTBE als Laufpuffer in die Elektrophoresekammer
eingesetzt.

Fiir die Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA) wurden 8 ul des PCR-Produkts
zundchst mit 12 pul eines Elektrophorese-Puffer-Gemisches (Formamid /
Bromphenolblau-Ladepuffer (Herstellung siehe 2.3.3) im Verhiltnis 6:1) versetzt, fiir 5
min bei 94°C denaturiert und anschlieBend auf Eis gekiihlt.

Jeweils 7 pl der denaturierten PCR-Produkt/Puffer-Gemische sowie 4 ul des 100 bp
DNA ladder Gene ruler™ (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) als
Liangenmarker wurden schlieBlich auf getrennte Laufspuren des Gels aufgetragen und
bei zwei verschiedenen Bedingungen (Raumtemperatur bei 6 V/cm und 4°C bei 7

V/cm) elektrophoretisch iiber 12-16 h aufgetrennt.

2.3.5 Silberfarbung

Nukleinsduren, die in einer Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt wurden,
lassen sich auf dem Gel mittels einer Silberfiarbung sichtbar machen. Das Prinzip der
Silberfarbung beruht auf einer durch Lichteinfall katalysierten chemischen Reduktion

von ionischem zu metallischem Silber (Boulikas T et al., 1983).

Die Polyacrylamidgele wurden aus den Glasplatten gelost und in einer 220x150x55 cm
Glasinstrumentenschale (Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland) auf einem
Taumel-Wipptisch WT12 min (Whatman Biometra®, Gottingen, Deutschland) mit
einer Wippfrequenz von 40/min nach folgendem Protokoll gefirbt: 5 min — 10%
Ethanol, 3 min - 1% HNOs3, 10 min - AgNO3 (10 g AgNOs3 , 5 ml Formaldehyd ad 5000
ml H,O), 3 x 1 min - aqua dest., Fillungsreaktion - Na;COs (150 g Na,COs, 2,5 ml
Formaldehyd ad 5000 ml H,O), Entwicklung - Na,COs3; (150 g Na,CO;, 2,5 ml
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Formaldehyd ad 5000 ml H,0O), Fixierung - 10% CH3;COOH. Die Gele wurden
anschliefend zwischen Filterpapier (Schleicher & Schuell GmbH, Einbeck,
Deutschland) und Zellophan fiir 2,5 h auf einem Geltrockner Maxidry D64 (40x60 cm,
Whatman Biometra®, Gottingen, Deutschland) unter Anlegen eines Vakuums

getrocknet.

2.3.6 Sequenzierung

Die Lokalisation und die Art eines Polymorphismus lassen sich iiber DNA-
Sequenzierung definieren. Direktes Sequenzieren basiert auf der Didesoxy-Ketten-
Abbruch-Methode (Sanger F et al., 1977). Die DNA wird hier als einzelstringige
Matrize unter Einbau von fluoreszenzmarkierten Didesoxy-Terminatoren (,Dye
Terminatoren‘), die die einzelnen Nukleotide spezifisch markieren und jeweils zuféllig
zum Abbruch der Synthese fithren, reamplifiziert. Wihrend der Elektrophorese des
Amplikons wird ein Laserstrahl konstant auf eine bestimmte Stelle des Gels fokussiert.
Passieren die Nukleotid-spezifisch markierten DNA-Fragmente diese Stelle, regt der
Laserstrahl die Farbstoffe zur Fluoreszenz an. In einem angeschlossenen Computer
werden die gemessenen Wellenldngen der einzelnen Fluoreszenzmaxima aufgenommen

und die Sequenz des DNA-Fragments rekonstruiert.

2.3.6.1 Polymerase-Ketten-Reaktion

Zundchst wurde das jeweils zu sequenzierende Fragment unter Benutzung des
zugehorigen Primerpaares (siehe Tabelle 2.3.2.1) in einer Standard-PCR-Reaktion

(Durchfiihrung siehe 2.3.2) mit einem modifizierten Endvolumen von 50 ul amplifiziert.

2.3.6.2 Aufreinigung des PCR-Produkts

Unter Verwendung des QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) wurde das PCR-Produkt nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.
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Hierbei wurde die amplifizierte DNA bei einem pH<7,5 an eine Silika-Membran
adsorbiert. Nach Auswaschen von Verunreinigungen iiber einen ethanolhaltigen Puffer
wurde die DNA mit Tris-Puffer (10mM Tris-Cl; pH 8,5) eluiert. Der reine DNA-Gehalt
(ng/Bande) des Eluates wurde unter elektrophoretischer Auftrennung auf Agarosegel
(siehe 2.3.3) im Vergleich mit dem Smartladder (Eurogentec, Kéln, Deutschland) als

standardisiertem Lingen- und ng-Gehalt-Marker bestimmt.

2.3.6.3 Sequenzierreaktion

Zur Markierung der DNA mit Fluoreszenz-Farbstoffen wurde das BigDye® Terminator
Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems, Langen, Deutschland) verwendet, das
BigDye® Terminatoren fiir die einzelnen Nukleotide (dR110 BD/C, dR6G BD/A,
dTAMRA BD/G, dROX BD/T) sowie AmpliTag®-DNA-Polymerase enthilt. Ein
Standard-Ansatz mit einem Endvolumen von 10 pl pro F- beziehungsweise R-Primer
setzte sich wie folgt zusammen: 2 ul BigDye®, 2 ul Sequenzierpuffer (200 mM Tris
(pH 9,0) und 5 mM MgCly), 0,5 pl F- beziehungsweise R-Primer, 50-100 ng PCR-
Produkt, 4,0 ul H,O. Die Sequenzierreaktion wurde in einem PE Applied Biosystems
GeneAmp® PCR System 9700 (PE Applied Biosystems, Langen, Deutschland)
durchgefiihrt und umfasste 25 Zyklen (10 s - 96°C, 10 s - 55°C, 4 min - 60°C).

2.3.6.4 Aufreinigung des Sequenzierreaktions-Produkts

Die Produkte der Sequenzierreaktion wurden unter Verwendung eines DyeEx' " Spin
Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers von nicht-
inkorporierten BigDye® Terminatoren gereinigt. Dabei wurden BigDye® Terminator-
Riicksténde in den Poren des Gelfiltrationsmaterials retiniert. Die DNA wurde iiber eine

Séaule eluiert und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet.

2.3.6.5 Sequenzanalyse

Fiir die Sequenzanalyse wurde zunichst ein 4,8% denaturierendes Polyacrylamidgel

angesetzt. Hierzu wurden 18 g Urea in 26,5 ml HPLC-H,O mit 5 ml 10xTBE und 6 ml
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40% PAGE-plus-Losung (AMRESCO, Solon, USA) aufgelost und nach
Vakuumfiltration mit 300 pul APS und 20 pl TEMED versetzt. Nach GieBlen der
Polyacrylamidlésung zwischen zwei Glasplatten (38x43 cm Gelgrofle, 2 mm Geldicke;
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und Polymerisation des Gels wurden
die Platten in ein automatisches Sequenziergeridt 377 Applied Biosystems (Applied
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) eingesetzt.

Die aufgereinigten Sequenzierprodukte wurden in je 2,5 ul eines Gemisches aus 25 mM
Blue Dextran-EDTA (pH 8,0; Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und
Formamid (Verhiltnis 1:5) aufgenommen und fiir 2 min bei 90°C denaturiert. Von
diesen Ansétzen wurden jeweils 1,5 ul auf eine Laufspur des Gels aufgetragen und iiber
7 h bei 2700 V mit 1xTBE als Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Die Daten

wurden von einem angeschlossenen Rechner automatisch analysiert.

24 Genotypisierung

2.4.1 Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismen Untersuchung
- ,Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) Assay‘ -

Zur Typisierung eines grofleren Probenkollektivs hinsichtlich bestimmter DNA-
Polymorphismen lassen sich statt der aufwendigen Sequenzierung Restriktions-
Fragment-Lingen-Polymorphismen (RFLP) Untersuchungen heranziehen.

Polymorphe Sequenzen konnen bestimmte Allele bedingen, denen im Vergleich zum
Wildtyp entweder die Erkennungsschnittstelle einer bestimmten
Restriktionsendonuklease fehlt, oder die eine zusétzliche Restriktionsstelle aufweisen.
Werden die den betreffenden Polymorphismus enthaltenden PCR-Produkte mit der
entsprechenden Restriktionsendonuklease inkubiert, entstehen in einer
Gelelektrophorese identifizierbare unterschiedliche Restriktionsfragmente, deren

Lingen fiir die jeweiligen Allele spezifisch sind.
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Zum Teil unter Benutzung mutagener Primer zur artifiziellen Einfithrung von

allelspezifischen Restriktionsenzym-Erkennungssequenzen (sieche Tabelle 2.4.1.1)

wurden die entsprechenden Fragmente in einem Standard-PCR-Ansatz (siehe 2.3.2)

amplifiziert.
Tab.: 2.4.1.1
Bedingungen der Restriktions-Fragment-Léangen-Polymorphismen (RFLP)
Untersuchungen
Region Austausch Primerpaar (5¢-3¢) Restriktions-  Allel Fragment-
Anlagerungstemperatur enzym groBien (bp)
CremProl- ¢ G Crem Prol(0)-c/g (F)": BsuRI C 130 + 20
clg accacgccactgeageecgg
Crem Prol(0)-c/g (R): G 150
gccagaaatccaatgacttg
52°C
Crem Prol- A—>G Crem Prol(0)-a/g (F): Bsh12851 A 158
a/g tggggagatagaggttgcag
Crem Prol(0)-a/g (R)": G 139 + 19
gtcagccagagtaacggeggt
64°C
Crem G—=A Crem-exon-VII(2)-F: Mval G 63+36+3
ExonVII-g/a cccaggatctgatggtgttc
(Gly = Asp) Crem-exon-VII(1)-R: A 9 +3
getgattgtgctgegtactg
54°C

Legende: b Mutagene Primer zur artifiziellen Einfithrung einer Restriktionsschnittstelle

(die jeweilige mutagene Basensubstitution ist fett gedruckt)
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Fiir den Restriktionsansatz mit einem Endvolumen von 20 pl wurden 6 ul des PCR-
Produkts mit 1 pl Restriktionsenzym, 2 pul Enzym-Puffer (alle MBI Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot, Deutschland) und 11 ul HPLC-H,O versetzt und - geltend fiir alle in
dieser Arbeit verwandten Enzyme - bei 37°C fiir 4 h inkubiert.

AnschlieBend wurden 7 pl eines Gemisches von 4 pl des inkubierten
Restriktionsansatzes und 6 ul eines Elektrophorese-Puffer-Ansatzes (Formamid/
Bromphenolblau-Ladepuffer (Herstellung siehe 2.3.3) im Verhiltnis 6:1) auf einem
15% Polyacrylamidgel (Herstellung siehe 2.3.4) bei 20 V/cm iiber 2 h elektrophoretisch
aufgetrennt (Laufpuffer: 1xXTBE) und das Bandenmuster mittels einer Silberfdarbung

(siehe 2.3.5) sichtbar gemacht.

2.4.2 Fragmentanalyse

Zur Lingenbestimmung von DNA-Fragmenten bei polymorphen repetitiven Elementen
laBt sich die Fragmentanalyse heranziehen. Zur automatischen Analyse miissen die
DNA-Fragmente zunichst mit einem Fluoreszenz-Farbstoff markiert werden. Dazu wird
ein Primer durch chemische Modifikation am 5°‘-Terminus mit einem Fluoreszenz-
Amidit versehen und direkt mittels einer Polymerase-Ketten-Reaktion in die DNA
inkorporiert. Das so markierte PCR-Produkt wird auf einem Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Linge des DNA-Fragments wird in Analogie zur
Laufgeschwindigkeit automatisch iiber einen Argonlaser (Hauptemission bei 488 nm

und 514,5 nm) detektiert und in einem angeschlossenen Rechnersystem analysiert.

Zunichst wurde der Vorwirtsprimer Crem-pro2(1)-F des zu analysierenden Fragments
,Crem-Promotor 2‘ am 5°-Terminus mit einem 6-FAM-Phosphoramidit (6°-
Carboxyamidofluoreszein) chemisch markiert (MWG-Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland) und mit HPLC-H,O auf eine Konzentration von 10 pmol/ul verdiinnt.

Das DNA-Fragment wurde in einem Standard-PCR-Ansatz (siehe 2.3.2) unter
verlangerten Zyklusbedingungen (initial 10 min bei 94°C - 30 Zyklen: 1 min bei 94°C,
1 min bei 60°C, 1,5 min bei 72°C — abschlieBend 10 min bei 72°C) mit dem Primerpaar
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Crem-pro2(1)-F(6-FAM) und Crem-pro2(1)-R (siehe Tabelle 2.3.2.1) amplifiziert. Das
PCR-Produkt wurde mit HPLC-H,O im Verhiltnis 1:16 verdiinnt. 1 pl dieser
Verdiinnung wurde anschlieBend mit 2,2 pl eines Gemisches aus 25 mM Blue Dextran-
EDTA (pH 8,0; Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und Formamid
(Verhiltnis 1:5) sowie 0,3 ul ROX size standard (PE Applied Biosystems Langen,
Deutschland) versetzt und nach 2-miniitiger Inkubation bei 90°C auf Eis gekiihlt. Ein
Aliquot von 1 pl dieses Ansatzes wurde auf ein 4,8% Polyacrylamidgel (Herstellung
sieche 2.3.6.5) aufgetragen und iiber 2 h bei 2700 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Linge (bp) des DNA-Fragments wurde von einem 377 Applied Biosystems
Sequenziergerdt (Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) automatisch

analysiert.

2.4.3 Transkriptionsfaktoranalyse

Unter Verwendung der im Internet zugéinglichen Matlnspector Version 2.2 (Quandt K et
al., 1995) wurden die die Polymorphismen enthaltenden Promotorsequenzen mit der
Datenbank TRANSFAC — ,,The Transcription Factor Database® (http://transfac.gbf.de/
TRANSFAC; Wingender E et al., 2000), die alle bekannten Konsensussequenzen
Transaktivator-bindender DNA-Abschnitte enthélt, verglichen und somit auf
Transkriptionsfaktorbindungsstellen untersucht. Die Transkriptionsfaktorbindungs-
stellen werden hier auf Grundlage der Ubereinstimmung der zu untersuchenden
Sequenz mit der Konsensusbindungssequenz fiir den jeweiligen Transkriptionsfaktor
mit einem ,,score” bewertet, der den pradiktiven Wert fiir eine Bindung angibt. Hier
wird zwischen den Werten fiir ,,core similarity* und ,,matrix similarity* differenziert,
die die Ubereinstimmung der untersuchten Sequenz mit der Kernkonsensussequenz
,core*) beziehungsweise der Umgebungskonsensussequenz (,,matrix) des jeweiligen

Transkriptionsfaktors anzeigen.
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2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels des Chi-Quadrat-Tests unter
Verwendung eines im Internet verfiigbaren Programms der Ohio State University,
Columbus, OH, USA (http://quantrm2.psy.ohio-state.edu/kris/chisq/chisq.htm). Hierbei
wurden die jeweiligen Genotyp- und Allelfrequenzen des Patientenkollektivs mit den
Daten der Kontrollgruppe in einer Kontingenztafel verglichen und auf Unabhingigkeit

gepriift. Der Chi-Quadrat-Wert wurde nach folgender Formel berechnet:

(0;;-E;; )’

X’ = PIFPF
E

ij

Legende: O = beobachtete Frequenz, E = erwartete Frequenz
(jeweils nach der Bedingung i und in der Gruppe j)

Wenn mehr als 20 Prozent der erwarteten Haufigkeiten kleiner als fiinf waren, war die
Anwendbarkeit des Chi-Quadrat-Tests nicht mehr gegeben. In diesem Fall wurde unter
Verwendung der im Internet frei zugénglichen Software ,,Simple Interactive Statistical
Analysis®“ (SISA) (http://home.clara.net/sisa/index.htm) der exakte Test nach Fisher
herangezogen (p(O>=ElO<=E)).

Das Signifikanzniveau der Parameter wurde folgendermallen klassifiziert:
m signifikant bei p < 0,05 (markiert durch *)

m deutlich signifikant bei p < 0,01 (markiert durch **)
m hoch signifikant bei p < 0,001 (markiert durch ***)
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Die Allel- und Genotypfrequenzen des hoher polymorphen Trinukleotid-Repeat-
Polymorphismus innerhalb des CREM Promotor 2 wurden mittels einer Monte-Carlo-
Analyse unter Verwendung der frei im Internet zugidnglichen CLUMP-Software
untersucht (Sham PC et al., 1995). Weiterhin wurde hier eine Dichotomisierung der
Allelverteilung nach Vorliegen des kiirzeren 8-repeats Allels versus aller lingeren 9-,
10- und 11-repeats Allele beziehungsweise des 9-repeats Allels versus der 8-, 10- und
11-repeats Allele vorgenommen, was eine zusitzliche Analyse iiber den Chi-Quadrat-
Test ermdglichte. Diese Bildung potentiell funktionell relevanter Subgruppen entspricht
dem Konzept eines linearen oder parabolen funktionellen Zusammenhangs zwischen
Fragmentlidnge und Expressionsgrad (siehe Deckert J et al., 1999; Sabol SZ et al,
1998).

Bei mittels Chi-Quadrat- oder Monte-Carlo-Analyse signifikanten Befunden wurde
weiterhin die Odds-Ratio mit dem jeweils zugehorigen 95% Konfidenzintervall (CI)
unter Verwendung des im Internet zuginglichen Programms ,,Simple Interactive
Statistical Analysis® (SISA) (http://home.clara.net/sisa/index.htm) ermittelt. Die Odds-
Ratio gibt als Wert fiir das ,Quotenverhiltnis‘ oder die ,relative Chance‘ an, um
welchen Faktor hédufiger oder weniger hiufig ein Ereignis unter zwei verschiedenen
Bedingungen auftritt. Damit erhélt man ein Maf fiir die mit einem bestimmten Allel

verbundene Risikoerhthung fiir das Auftreten einer Panikstorung.

Der Wert fiir die Odds-Ratio wurde nach folgender Formel berechnet:

A/B
Odds-Ratio = ——
C/D

Legende: A = Hiufigkeit der Bedingung 1 in Gruppe 1
B = Héufigkeit der Bedingung 2 in Gruppe 1
C = Héufigkeit der Bedingung 1 in Gruppe 2
D = Haufigkeit der Bedingung 2 in Gruppe 2



Material und Methoden 38

Weiterhin wurden fiir die einzelnen Polymorphismen das Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht sowie das Kopplungsungleichgewicht in den Kontrollstichproben
bestimmt. Hierzu wurden im Internet verfiigbare Programme (http://kursus.kvl.dk/
shares/vetgen/_Popgen/genetik/applets/kitest.htm; Prof. Christensen, Kopenhagen,
Dénemark; http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html; Prof. Lowry, Vassar
College, Poughkeepsie, NY, USA) sowie die GENETIX v3.0 Analyse (Belkhir K et al.,
1996) herangezogen. Waren die den angegebenen Chi-Quadrat-Werten zugehorigen p-
Werte nicht signifikant, konnte das Vorliegen eines signifikanten Hardy-Weinberg-

Gleichgewichts angenommen werden.
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2.6 Lésungen und Puffer

(soweit nicht im Text aufgefiihrt)

Silbernitrat (99,9%)
Natriumcarbonat
Salpetersdure (69-72%)
Essigsédure (99,7%)
Ethanol (96%)

TEMED 5 ml
Ammoniumpersulfat (APS)
Formaldehyd (37%)
Formamid (100ml)

Acrylamid/Bisacrylamid
49:1 (40%)

Ficoll
Extran
TRIS
Borsidure
EDTA

Urea

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

AMRESCO, Solon, USA

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

ICN Biomedicals, Eschwege, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

ICN Biomedicals, Eschwege, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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2.7 Gerate und Materialien

(soweit nicht im Text aufgefiihrt)

Eppendorf Reference® Pipetten Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
(0,1-2,5 pl, 0,5-10 pl, 2-20 pl,
10-100 pl, 50-200 pul, 100-1000 pl)

Eppendorf Standardtips Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
Pipettenspitzen

Standard Reaktionsgefil3 3810X Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
(1,5 ml)

Centrifuge 5810 R Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5417 C

MS 1IKA-Minishaker (Vortexer) IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Analysenwaage Typ 1801 Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

DU®640 Spectrophotometer Beckman Instruments GmbH, Miinchen,
Deutschland

Multilmage™ Light Cabinet Alpha Innotech Corporation, San Leandro,
USA

Vakuumzentrifuge Life Sciences International, Frankfurt,

SpeedVac®System AES 1010 Deutschland
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3 ERGEBNISSE

3.1 Struktur des humanen CREM Gens

Als Voraussetzung fiir ein Mutationsscreening des CREM Gens bei Patienten mit
Panikstorung wurde zunichst die genomische Struktur des humanen CREM Gens
bestimmt. Unter Hinzuziehung der Sequenzdatenbank des National Center for
Biotechnology Information NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez; Burks C et al.,
1991) wurden humane cDNA-Sequenzen fiir CREM unter den GenBank Accession
Codes S68271 (Masquilier D et al., 1993) und D14825 (Fujimoto T et al., 1994) sowie
fiir das alternative Produkt ICER unter GenBank Accession Code U44836 (Bodor J et
al., 1996) gefunden. Die ermittelten cDNA-Sequenzen sowie die der Literatur
entnommenen Sequenzen der CREM Isoformen ,theta 1 und ,theta 2° (Daniel PB et al.,
2000) wurden anschlieBend mit genomischen Sequenzen der ,htgs“- und ,,nr*-
Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) verglichen und lieBen sich auf die
genomischen Klone BAC 314a8 (GenBank Acc. AL157783, Sanger Centre, Hinxton,
UK, 2000) und ,Chromosome 10 working draft sequence‘ gi 12735601 (GenBank Acc.
NT_008640, Human Genome Project, 2001) projizieren. Unter Beriicksichtigung
hochkonservierter Konsensussequenzen fiir die ersten beiden Nukleotide am 5°-Ende
(GT) wie die letzten beiden Nukleotide am 3‘-Ende (AG) eines Introns (Breathnach R et
al., 1978) wurden die Exon-Intron-Uberginge ermittelt. Auf diese Weise konnten die
genauen Exongrofen, die Sequenzen der Exon-Intron-Uberginge, die bp-GroBen der
Introns und die Struktur des 3‘-Terminus einschlieflich des Poly-A-Signals (GenBank
Acc. AL117336; Wilson, S, zur Verdffentlichung eingereicht) bestimmt werden.

Da der zu Beginn der Arbeit als einzige korrespondierende genomische Sequenz
verfiigbare genomische Klon BAC 314a8 (GenBank Acc. AL157783, Sanger Centre,
Hinxton, UK, Aug 2000) eine Sequenzliicke beginnend im 3‘-Ende des Exons P-Box I
und endend im 5°‘-Ende des Exons P-Box II aufwies, wurde unter Verwendung der aus

Tabelle 2.3.2.1 ersichtlichen Primer Crem-Exons-V/VI(seq)-F und Crem-Exons-
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V/VI(seq)-R iiber die lickenhafte DNA-Region sequenziert. Die ermittelte Sequenz der
fehlenden Teile der P-Box-Exons sowie des dazwischenliegenden Introns von lediglich
147 bp wurde durch die im Februar 2001 veroffentlichte ,Chromosome 10 working
draft sequence‘ (GenBank Acc. NT_008640, Human Genome Project) bestitigt (Exon
P-Box I: Nukleotide Nr. 217930-218028, Exon P-Box II: Nukleotide Nr. 218176-
218318).

Weiterhin  wurden unter Verwendung des UCSC Genome Browsers
(http://genome.ucsc.edu/) humane, hodenspezifische expressed sequence tag (EST)
Klone identifiziert, die die Sequenz der CREM Exons ,theta 1° und ,theta 2° (Daniel PB
et al., 2000) enthalten und sie in 5° Richtung verldngern. Exon ,theta 1° wird hierbei um
126 bp (EST Klone BG719264, BG717625, BG724392) und Exon ,theta 2° um 79 bp
(EST Klone BG720999, BF979386, BG720329) extendiert.

Zusammenfassend stellt sich die genomische Organisation des humanen CREM Gens

im Datenbank-Vergleich wie folgt dar:

Tab.: 3.1.1

Genomische Organisation des humanen CREM Gens

Exon Nukleotid-Nummern Exonléinge
(GenBank Acc. NT_008640) (bp)
CREM Exon I 163356 - 163387 32
CREM Exon I 173976 - 174073 98
CREM Exon III (ATG) 184559 - 184682 124
CREM Exon 61 204226 - 204364* 139%*
CREM Exon 0 I 214713 - 214746* 34*
CREM Exon IV (glut 1) 214894 - 215040 147
CREM Exon V (P-Box I) 217930 - 218028 98
CREM Exon VI (P-Box II) 218176 - 218318 143
CREM Exon VII (glut 2) 227436 - 227624 189
ICER Exon I (ATG) 234437 - 234461 25
CREM Exon VIII (y-Exon) 240686 - 240721 36
CREM Exon IX (DBD I) 246139 - 246295 157
CREM Exon X (DBD II) 250498 - ca. 251416 ca.918

(inkl. 3’-Transkriptionsende
und Poly-A-Signal) * vorldufige Exonldnge
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Die Sequenzen der Promotoren P1, P3 und P4 des CREM Gens und des Promotor P2
der ICER Isoform wurden in Homologie zu publizierten murinen Sequenzen ermittelt.
Nach Arbeiten an der Maus wird der CREM Promotor 1 in einer CG-reichen Insel vor
CREM Exon 1 lokalisiert und als sogenannter Haushalts-Promotor (,housekeeping
promoter‘) beschrieben (Molina CA et al., 1993; Stehle JH et al., 1993). Als typischer
,housekeeping promoter‘ (Shiga K et al., 1990) ist der putative humane CREM
Promotor 1 durch CG-Boxen der Konsensussequenz GGGCGG sowie das Fehlen von
TATA-Box- und CAAT-Box-Elementen charakterisiert. CG-Boxen enthalten
Konsensuserkennungssequenzen fiir den aktivierenden Transkriptionsfaktor Sp1 (Briggs

MR et al., 1986).

Abb.: 3.1.2
Sequenz des CREM Promotor 1 (Mensch)

CCTGGACAGAGGTGAGACGCTCGCGGACCTTAGCTTGGGGTTGGCGGCGTTAGGAAGAAACCGACCTCGAGACCCTGAAG

ACCTGACAACAGCCGTTACTCTGGCTGACAAGTCATTGGATTTCTGGCGCACGCGCGGCGCGGCACGGGCAGCTTCCGGT

TTCCAGCCTTGCCCCCGCCCCTACCTTCCGCCCCACCTCCAGGCTAGTTCCTCCTCTTGGCCCCGCCCCCTGACCTTCCT

TCTCCCTATCCCTAGGCCCCGCCCCCTGACCCGCACCTTCCCGCCGCCCCTCCCCGGTTCCATTTCATTGTTGGATTGTG

GCGCTTCACTCCTGCTGGCGGCCGGCAGGGGGCGGAGTTCGAGCCTGGATTTTTTTCCTCGGGGCCTCCCCCGGGAGGCC

GTCCCGGCGTGGGGGAGGGGAGGACGGGGCGGEGAGGACGCGGTTCGGTCGGCTGCAGCGCTACTTTTGGTCCGGGGTCGG

CAGGGAGGCCGCGGCTACCGCATCACAGCTGACGTGAGGACTACGTGGGGCCGCTGCCGGCTCCGGGTTGCTGGGCGGCG

GCGCCGCTGCTGAGCGGCGGTCGGGCTCGCCGTCTCCACCTCCTCGCGTCCGTAATCAGTGACGAGGTCCGCTACGTAAA

TCCCTTTGCGGCGEGTAAGTGGTGCGTCGGCTCCGGCCCCGAGACCCAGCAGCGGGCGACGCGGCGCATGAGGTGGAGGT

GGGCGG = CG-Box Element

|:| = CREM ExonI
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Die humane Sequenz des die ICER Isoform generierenden CREM Promotor 2 wurde
ebenfalls in Homologie zu publizierten Daten des CREM Promotor 2 der Maus
(GenBank Acc. AJ292222; Molina CA et al., 1993) erschlossen. In Abbildung 3.1.3
sind die murinen und die korrespondierenden humanen Sequenzen unter
Kennzeichnung der jeweiligen TATA-Box- und CRE-Elemente vergleichend

dargestellt.

Abb.: 3.1.3
Vergleich der murinen und humanen Nukleotidsequenzen des Promotorbereichs CREM

P2 (obere Zeile: murine Sequenz, untere Zeile: humane Sequenz)

|CRE1||CRE2| |CRE3||CRE4|

CAGIGAGCT-GCACATIGATGGCAGTGATAGGCTGGTGACGTCACTGTIGATGTCAGTGCTCCTACITATCTTACATATGC

CTGTGACAAAGCAAATTGATGGCAGTGATAGGCTAGTGATGTCATTGTGATGTCAGTCCTCCTGCITATCCTGCACATGC

TTGCTAGTTTGG%CACTTTATTTTGGACTGTGGTACGGCCAATAAGiCCACTCTATATGCAAAAGCCCAACATGGCTGT

TTGCTAATTTGGiACACTTTATGTTGAACTGTGGTAGAGGAAACAAGiCAGTTCTGTCTGCAGAAGCCCATIATGGCTGT

AACTGGAGATGAAACTHGTAAGAA

AACTGGAGATGAAACTGGTAAGAA

[ ] = ICER Exonl XXXXXXX = TATA-Box Element
= Transkriptionsstart S 1 XXXXXXX = CRE-Element (cAMP-responsive
element)

= Transkriptionsstart S 2
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Die CRE-Bindungsstellen CRE 2 und CRE 4 des CREM Promotor 2 sind beim
Menschen im Vergleich zur Maus zu 100% konserviert. CRE 1 und CRE 3 weisen eine
Sequenzhomologie von nur 67% beziehungsweise 88% auf, wobei beim humanen CRE
1 eine Insertion von einer Base vorliegt. Die zwolf zwischen den beiden CRE-Tandems
liegenden Basen sind zu 100%, die jeweils zwei CRE-Partner trennenden drei Basen zu
67% konserviert. Bei den TATA-Box-Elementen zeigte sich eine Sequenzhomologie

von 86%.

Die kodierenden Sequenzen des humanen CREM Gens (GenBank Acc. S68271
(Masquilier D et al., 1993) und D14825 (Fujimoto T et al., 1994)) sowie der ICER
Isoform (GenBank Acc. U44836 (Bodor J et al., 1996)) sind im Vergleich zu der
korrespondierenden cDNA der Maus (GenBank Acc. NM_013498; Foulkes NS et al.,
1993) zu 90% (S68271), 89% (D14825) bzw. 86% (U44836) konserviert.
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3.2 Mutationsscreening

Das Mutationsscreening des humanen CREM Gens wurde an 40 Proben des
Patientenkollektivs mit diagnostizierter Panikstorung unter Verwendung PCR-basierter
Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA) bei zwei Bedingungen (Raumtemperatur
und 4°C) durchgefiihrt. Die untersuchten Fragmente in einer Gré3e von 215 bp bis 290
bp umfassten die gesamte kodierende Region, die Exon-Intron-Grenzen, die
Promotorbereiche bis etwa - 650 bp vor dem jeweilig nachfolgenden Exon sowie das 3°-
Transkriptionsende einschlieBlich des Poly-A-Signals (GenBank Acc. 9581769, direct

submission by Sanger, Hinxton, UK).

Sechs Polymorphismen wurden identifiziert und durch anschlieBende Sequenzierung
bestimmt. Im einzelnen wurden ein Basenaustausch (,single nucleotide polymorphism* -
SNP) von C zu G sowie ein zweiter Basenaustausch von A zu G in CREM Promotor 1,
zwei Basenaustausche von jeweils G zu A in CREM Promotor 4, ein
Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus in CREM Promotor 2 sowie ein
Aminosédureaustausch von Glycin zu Aspartat iiber einen Basenaustausch von G zu A an

zweiter Stelle innerhalb eines Kodons in CREM Exon ,glut 2° gefunden.

Abb.: 3.2.0

Lokalisation der identifizierten Polymorphismen innerhalb des CREM Gens

P1 ATG P3 ©1 P4 ©2 glutt P-Box glut2 p2 At v DBD1/2
(CREM) (ICER)

oren O IO MO M e W ORI
tt tt tt

CIG AIG G/A GIA G/A  att-repeat
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3.2.1 C/G-und A/G-Polymorphismen in CREM Promotor 1

Zunichst wurde der DNA-Abschnitt CREM Pro1(0) innerhalb des CREM Promotor 1

unter Verwendung des in Tabelle 2.3.2.1 aufgefiihrten Primerpaares Crem-prol(0)-F/R

bei 40 Proben des Patientenkollektivs amplifiziert. In der Einzelstrang-Konformations-

Untersuchung (SSCA) der PCR-Produkte zeigte sich nach Silberfirbung ein

polymorphes Bandenmuster (Abbildung 3.2.1.1).

Abb.: 3.2.1.1
Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA) des DNA-Abschnitts CREM Pro1(0)

G/G C/G C/C G/G C/G C/C

"

Raumtemperatur 4°C
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Die nachfolgende Sequenzierung der im SSCA-Muster unterschiedlich erscheinenden

PCR-Produkte erlaubte die Bestimmung eines Polymorphismus als Basenaustausch von

C zu G an Position - 622 bp vor CREM Exon I (Abbildung 3.2.1.2) und eines zweiten

Polymorphismus in Form eines Basenaustauschs von A zu G an Position - 535 bp vor

CREM Exon I (Abbildung 3.2.1.3).

Abb.: 3.2.1.2
Sequenzierung des DNA-Abschnitts CREM Pro1(0) - C/G-Polymorphismus

CLGCCTE CLGGCTE CLGNCTEG

CREM Prol (0) CREM Prol (0) CREM Prol (0)
c/e G/G C/G
Abb.: 3.2.1.3

Sequenzierung des DNA-Abschnitts CREM Pro1(0) — A/G-Polymorphismus

GLCALCh GLCGACH GLCNALCL

CREM Prol(0) CREM Prol (0) CREM Prol(0)

A/A G/G A/G
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Abb.: 3.2.14
Lokalisation des C/G- und des A/G-Polymorphismus innerhalb des CREM Promotor 1

TGGAGGAAAAGGGCCACTAGTCAAGGTATGTAGATAGCTTTTAGAAGTCAGAAGAAGCACGCCTGCAGTCCCAGCTACTC
AGGAGGCTGAGGCCGGAGGATCGCTTGAGCCTGGGGAGATAGAGGTTGCAGAGAGCCGAGACCACGCCACTGCAGCCCAG
BCTGGACAGAGGTGAGACGCTCGCGGACCTTAGCT TGGGGTTGGCGGCGTTAGGAAGAAACCGACCTCGAGACCCTGAAG
ACCTGACAACAGCCGTTACTCTGGCTGACAAGTCATTGGATTTCTGGCGCACGCGCGGCGCGGCACGGGCAGCTTCCGGT
TTCCAGCCTTGCCCCCGCCCCTACCTTCCGCCCCACCTCCAGGCTAGTTCCTCCTCTTGGCCCCGCCCCCTGACCTTCCT
TCTCCCTATCCCTAGGCCCCGCCCCCTGACCCGCACCTTCCCGCCGCCCCTCCCCGGTTCCATTTCATTGTTGGATTGTG
GCGCTTCACTCCTGCTGGCGGCCGGCAGGGGGCGGAGTTCGAGCCTGGATTTTTTTCCTCGGGGCCTCCCCCGGGAGGCC
GTCCCGGCGTGGGGGAGGGGAGGACGGGGCGGGAGGACGCGGTTCGGTCGGCTGCAGCGCTACTTTTGGTCCGGGGTCGG

CAGGGAGGCCGCGGCTACCGCATCACAGCTGACGTGAGGACTACGTGGGGCCGCTGCCGGCTCCGGGTTGCTGGGCGGLG

GCGCCGCTGCTGAGCGGCGGTCGGGCTCGCCGTCTCCACCTCCTCGCGTCCGTAATCAGTGAFGAGGTCCGCTACGTAAA

TCCCTTTGCGGCGEGTAAGTGGTGCGTCGGCTCCGGCCCCGAGACCCAGCAGCGGGCGACGCGGCGCATGAGGTGGAGGT
I:I Crem Exon I
A

Stelle des C/G-Polymorphismus: Statt (8 (Wildtyp) in mutiertem Allel
Stelle des A/G-Polymorphismus: Statt A (Wildtyp) in mutiertem Allel G
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3.2.2 G/A (1)- und G/A (2)-Polymorphismen in CREM Promotor 4

Der DNA-Abschnitt CREM Pro4(1) innerhalb des CREM Promotor 4 wurde mit dem in
Tabelle 2.3.2.1 aufgefiihrten Primerpaar Crem-pro4(1)-F/R bei 40 Proben des
Patientenkollektivs amplifiziert. In der Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA)
der PCR-Produkte war nach Silberfirbung ein polymorphes Bandenmuster sichtbar

(Abbildung 3.2.2.1).

Abb.: 3.2.2.1
Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA) des DNA-Abschnitts CREM Pro 4(1)

G/A G/G A/A G/A G/G A/A

nr-s- Hr..

e
e | )

Raumtemperatur 4°C
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Die anschlieBende Sequenzierung der im SSCA-Bandenmuster unterschiedlich

erscheinenden PCR-Produkte zeigte einen Basenaustausch von G zu A an Position - 432
bp vor CREM Exon ,theta 2‘ (Abbildung 3.2.2.2) und einen zusitzlichen
Basenaustausch von G zu A an Position - 428 bp vor CREM Exon ,theta 2° (Abbildung

3.2.2.3).

Abb.: 3.2.2.2
Sequenzierung des DNA-Abschnitts CREM Pro4(1) — G/A (1)-Polymorphismus

GGLAGATC GGALATC GGANATC
CREM Pro4(1) CREM Pro4(1) CREM Prod(1)
G/G A/A G/A
Abb.: 3.2.2.3

Sequenzierung des DNA-Abschnitts CREM Pro4(1) — G/A (2)-Polymorphismus

ATCGAGR ATCNAGR

CREM Pro4(1) CREM Pro4(1) CREM Prod(1)

G/G A/A G/A
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Abb.: 3.2.2.4
Lokalisation des G/A (1)- und des G/A (2)-Polymorphismus innerhalb des CREM

Promotor 4

ATCAGCTCACATCCAGAGTAACACTAGAATATCATATGTCACACATTTAATAAAAATAATTCACTGGCCAGGTACAGTGG
CTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCAAGGTGGGCAGATCACAAGGTCAGGABATCGAGACCATCCTGGCTAA
TGGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAACAATTAGCTGAGCGTGGTGGCGGGCACCTGTAGTCCCAGCTACTCAG
GAGGCTGAGGCAGGAGAATGGCTTGAACCTGGGAGGTAGAGCTTGCAGGGAGCCAAGATCACGCCACTGCACTCCAGCCT
GGGCAGCAGAGCAAGACTCCGTCTCAAAAAAAAAAGAACCATAGTTAAGTTCTATCTCCAATTTCTCTGAAGAAGTTAGA

GGGTAGTTTATACTCTGGCCTAAGAAAGGCTTCACTGTTAGTAGGCGTGAGGTCGTAGTGAGGTAGTTTAACTGCTTTAG

AACTTTGTGCTTGGAACATTCTTAGCCACCGAAGTATGGGCACCAAAAGCGATAAGGAGCATGTGTTCCTTAATAAATGT

CACATCAGAAqATGACTGTTCCAGGACAGTAACCACCTCCCGATG|

[ 1 = CremExon theta 2 (vorliufige GroBe)
= Stelle des G/A (1) Polymorphismus: Statt [§] (Wildtyp) in mutiertem Allel
G = Stelle des G/A (2) Polymorphismus: Statt G (Wildtyp) in mutiertem Allel A
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3.2.3 Trinukleotid-Repeat(ATT)-Polymorphismus in CREM Promotor 2

Die Amplifikation des DNA-Abschnitts CREM Promotor 2 wurde mit den Tabelle
2.32.1 zu entnehmenden Primern Crem-pro2(1)-F/R bei 40 Proben des
Patientenkollektivs durchgefiihrt. Bei der Einzelstrang-Konformations-Untersuchung
(SSCA) der PCR-Produkte war nach Silberfiarbung ein polymorphes Bandenmuster zu

erkennen.

Abb.: 3.2.3.1
Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA) des DNA-Abschnitts CREM Pro 2

9/11 8/10 9/9 9/10 8/8 8/9 repeats 9/11 8/10 9/9 9/10 8/8 8/9  repeats

L Ll sl nlsls

= Ssswe= . Eﬂaﬂa
bt E

Raumtemperatur 4°C

i

PN b

|+ ol S S
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Die nachfolgende Sequenzierung der im SSCA-Muster unterschiedlich erscheinenden
PCR-Produkte erlaubte die Bestimmung des Polymorphismus als Trinukleotid(ATT)-
Repeat-Polymorphismus  beginnend an Position - 229 bp vor dem
Transkriptionsstartpunkt S1 (siehe Abbildung 3.2.3.3) fiir das alternative CREM
Produkt ICER. Die Anzahl der Trinukleotid-Wiederholungen variierte von 8 bis zu 11
ATT-Repeats beziehungsweise von 24 bis zu 33 Basen in den allelischen

Kombinationen 8/8, 9/9, 8/9, 8/10, 9/10 und 9/11 (Abbildung 3.2.3.2).

Abb.: 3.23.2
Sequenzierung des DNA-Abschnitts CREM Pro 2 - Trinukleotid(ATT)-Repeat-

Polymorphismus

8/8 repeats

GACATTATTATTATTATTATTATTATTTOCTAGAGCCE A

9/9 repeats

GACATTATTATTATTATTATTATTATTATTTGCTAGAGE
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oy W A= LV I & il "ol O
GELI:ATTATTATTATTATTATTATTATTAGCTGI-IAGC CCHN

8/10 repeats

{ fl—, L It I Sh— o 11— k4 1 e
GACATTATTATTATTATTATTATTATTATTAGETGHAGE

9/11 repeats

| e Ok I ) L L Lr—, i..I el g :
GAEATTATTATTATTATTATTATTATTATTAGCTAGAGC
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Abb.: 3.2.3.3

Lokalisation des Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus innerhalb des CREM

Promotor 2

TTGGGTTTATTCTCCCTTAGTTTACCTAGAAGCCTTGGACACAACAATAATAAAGAAGTAGCCCTGTAAGAT

TGTAAAAATGAGAAACAAGAGCATTAAGATGGTTTATTACAGGAAGAGTTTTTATAGGGCTTGGGTTTCAGT

CTGTGACAAAGCAAATTGATGGCAGTGATAGGCTAGTGATGTCATTGTGATGTCAGTCCTCCTGCTTATCCT

ATTTCTTTGCTGATAGTCAATGTGTTTTTTTTTTITTTTAAATCTCCAAGTGTTTTTTCTCTTATGAGTTAGGAAATTATG

ACAATCAT

GTAACTTTTAATGCTAAAAGAGACATTATTATTATTATTATTATTATTATTTGCTAGAGCCCACCTCAAACAGATTTCTA

GAGCTCGC

GCACATGC

TTGCTAATTTGGABCACTTTATGTTGAACTGTGGTAGAGGAAACAAGACAGTTCTGTCTGCAGAAGCCCATT

ATGGCTGT

ICER Exon I (Translationsbeginn) = ATT-Repeat

]

AACTGGAGATGAAACAGGTAAGAATGTTAAAGAGGGGTTTTCAGTTAATTGTGCAGATTGTTTTGAAGTTTAGGAAGTAT

Transkriptionsstart S 1 = Transkriptionsstart S 2
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3.24 Aminosaureaustausch (gly/asp) in CREM Exon ,glut 2

Der DNA-Abschnitt CREM Exon VII ,glut 2° wurde mit den in Tabelle 2.3.2.1
aufgefiihrten zugehorigen Primern Crem-exon-VII(1)-F/R bei 40 Proben des
Patientenkollektivs amplifiziert. In der FEinzelstrang-Konformations-Untersuchung
(SSCA) der PCR-Produkte zeigte sich nach Silberfirbung bei einer Patientin ein
polymorphes Bandenmuster (G/A) im Vergleich zu den iibrigen Proben (G/G).

Abb.: 3.24.1
Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA) des DNA-Abschnitts CREM ,glut 2¢(1)

G/G G/A G/G G/A
£
(]
et~
Raumtemperatur 4°C

In der anschlieBenden Sequenzierung des im SSCA-Muster polymorph erscheinenden
PCR-Produkts zeigte sich Heterozygotie fiir einen Basenaustausch von G zu A an

Position 106 innerhalb des Exons CREM ,glut 2¢ (Abbildung 3.2.4.2).
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Abb.: 3242
Sequenzierung des DNA-Abschnitts CREM ,glut 2°(1) — G/A-Polymorphismus

CLGNTGC

CREM Exon ,glut 2°
G/A - Austausch

Abb.: 3.2.4.3
Lokalisation des G/A-Polymorphismus innerhalb des CREM Exon ,glut 2°

AGCAATGGTAATAAATAGACCCAGAGTATATTCTTCCAATAGGGGATTATTAAAAATAAATCTTGAAATTCTCTAATATT

TCTTTTCTTTTTCTGTTAAdTTGCTATAGCCCAAGGTGGAACAATCCAGATTTCTAACCCAGGATCTGATGGTGTTCAGG

| GACTGCAGGCATTAACAATGACAAATTCAGGAGCTCCTCCACCAGETGCTACAATTGTACAGTACGCAGCACAATCAGCT

| GATGGCACACAGCAGTTCTTTGTCCCAGGCAGCCAGGTTGTTGTTCAAGATATATTTTATTAATCTAATACATTTAGAAT

ACCTATGGATTACTATATCACACCATTGAGTG

I:I = CREM Exon ,glut 2°

Stelle des Polymorphismus: statt E (Wildtyp) in mutiertem Allel
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3.3 Genotypisierung

Die in Abschnitt 3.2 beschriebenen Polymorphismen wurden in Assoziationsstudien
mittels  Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismen (RFLP) Untersuchungen,
direkter Sequenzierung oder Fragmentanalyse in einem erweiterten Kollektiv von 88
beziehungsweise 80 Patienten und einer alters- und geschlechtsangepassten
Kontrollstichprobe vergleichend untersucht. Die Ergebnisse der Assoziationsstudien
wurden statistisch unter Verwendung des Chi-Quadrat-Tests, des Fisher-Exact-Tests
beziehungsweise bei Vorliegen von mehr als zwei Freiheitsgraden mittels des Monte-
Carlo-Tests analysiert. Voraussetzung fiir die statistisch korrekte Durchfithrung dieser
Assoziationsstudien war in jedem Fall das Vorliegen eines Hardy-Weinberg-

Gleichgewichts in der Kontrollstichprobe.

3.3.1 C/G-und A/G-Polymorphismen in CREM Promotor 1

3.3.1.1 BsuRI - Verdau

Zur Genotypisierung der jeweils 88 Proben des Patienten- und Kontrollkollektivs
mittels RFLP-Untersuchungen wurde zunichst die Amplifikation des den C/G-
Polymorphismus enthaltenden DNA-Bereichs mit den aus Tabelle 2.4.1.1 ersichtlichen
Primern durchgefiihrt. Der mutagene Primer Crem-Pro1(0)-c/g(F) fiihrte hierbei einen
zusitzlichen Basenaustausch ein, der in Kombination mit Vorliegen des normalen C-

Allels die Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym BsuRI (G-G-C-C) herstellte.

Nach Verdau der PCR-Produkte (150 bp) mit dem Restriktionsenzym BsuRI war
gelelektrophoretisch folgendes Bandenmuster nachweisbar (siehe Abbildung 3.3.1.1.1):
Amplifikate mit homozygotem Vorliegen des normalen C-Allels wurden in zwei
Fragmente von 130 bp und 20 bp Linge geschnitten, wobei aufgrund der

elektrophoretischen Laufbedingungen nur das 130 bp Fragment auf dem Gel zu sehen
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ist. Produkte mit Homozygotie fiir das mutierte G-Allel wurden von BsuRI nicht
geschnitten und erscheinen daher in der Gelelektrophorese als Bande in der Grofe des
PCR-Produkts von 150 bp. Heterozygotes Vorliegen sowohl des C- als auch des G-
Allels resultierte in drei Fragmenten von 150 bp, 130 bp und 20 bp Lénge, wobei
wiederum nur die ersten beiden Fragmente in der Gelelektrophorese als Banden sichtbar

werden.

Abb.: 3.3.1.1.1
Gelelektrophoretische Auftrennung des BsuRI-Verdaus der mit Primerpaar Crem-Pro

1(0)-c/g(F) und (R) amplifizierten DNA

C/G C/C G/G

o
- 130 bp

3.3.1.2 Bshl285I - Verdau

Der den A/G-Polymorphismus enthaltende DNA-Bereich innerhalb des CREM
Promotor 1 wurde mit den aus Tabelle 2.4.1.1 ersichtlichen Primern bei den jeweils 88
Proben des Patienten- und Kontrollkollektivs amplifiziert.

Der mutagene Primer Crem-Prol(0)-a/g(R) fiihrte hierbei einen zusétzlichen
Basenaustausch ein, der in Kombination mit Vorliegen des mutierten G-Allels die
Erkennungssequenz  fiir das Restriktionsenzym  Bsh12851  (C-G-Purinbase-
Pyrimidinbase-C-G) herstellte.
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Nach Verdau der PCR-Produkte (158 bp) mit dem Restriktionsenzym Bsh12851 war
gelelektrophoretisch folgendes Bandenmuster nachweisbar (Abbildung 3.3.1.2.1):
Amplifikate mit homozygotem Vorliegen des normalen A-Allels wurden von Bsh12851
nicht geschnitten und erscheinen daher in der Gelelektrophorese als Bande in der Grofie
des PCR-Produktes von 158 bp. Produkte mit Homozygotie fiir das mutierte G-Allel
wurden in zwei Fragmente von 139 bp und 19 bp Lénge geschnitten, wobei aufgrund
der elektrophoretischen Laufbedingungen nur das 139 bp Fragment auf dem Gel zu
sehen ist. Heterozygotes Vorliegen sowohl des A- als auch des G-Allels resultiert in drei
Fragmenten von 158 bp, 139 bp und 19 bp Linge, wobei wiederum nur die ersten

beiden Fragmente in der Gelelektrophorese als Banden sichtbar werden.

Abb.: 3.3.1.2.1
Gelelektrophoretische Auftrennung des Bsh12851-Verdaus der mit Primerpaar Crem-
Pro1(0)-a/g(F) und (R) amplifizierten DNA

A/A G/G AIG

UUE - 158 bp

--- 139 bp

3.3.1.3 Statistische Analyse

In Tabelle 3.3.1.3.1 sind die Genotyp- und Allelhédufigkeiten mit ihren jeweiligen
prozentualen Anteilen an den Grundgesamtheiten (Gesamtstichprobe (n=88), Anteil der
weiblichen Probanden (n=57), Anteil der méinnlichen Probanden (n=31)) sowie die

dazugehdorigen errechneten p-Werte aufgefiihrt.
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Tab.: 3.3.1.3.1

Statistische Auswertung der Genotyp- und Allelfrequenzen des C/G-Polymorphismus

und des A/G-Polymorphismus innerhalb des CREM Promotor 1

Patienten Kontrollen Signifikanzniveau (p)
gesamt weiblich | minnlich gesamt weiblich | minnlich gesamt weiblich | minnlich
(n=88) (n=57) (n=31) (n=88) (n=57) (n=31) (n=88) (n=57) (n=31)
Genotypen
Cc/C 32 27 5 40 27 13
(36,4%) | (47,4%) | (16,1%) | (45,5%) | (47,4%) | (41,9%)
G/G 18 11 7 11 4 7
(20,5%) | (19.3%) | 22,6%) | (12,5%) | (7,0%) | (22,6%) 0,2736 0,1206 0,0676
C/G 38 19 19 37 26 11
(43.2%) | (33.3%) | (61,3%) | (42,0%) | (45,6%) | (35.5%)
Allele
C 102 73 29 117 80 37
(58,0%) | (64,0%) | (46,8%) | (66,5%) | (70,.2%) | (59,7%) | 0,0992 0,3237 0,1499
G 74 41 33 59 34 25
(42,0%) | (36,0%) | (53,2%) | (33,5%) | (29,8%) | (40,3%)
Patienten Kontrollen Signifikanzniveau (p)
gesamt weiblich | minnlich gesamt weiblich | minnlich gesamt weiblich | minnlich
(n=88) (n=57) (n=31) (n=88) (n=57) (n=31) (n=88) (n=57) (n=31)
Genotypen
A/A 31 26 5 40 27 13
(35.2%) | (45,6%) | (16,1%) | (45,5%) | (47,4%) | (41,9%)
G/G 19 12 7 12 4 8
21,6%) | 21,1%) | 22,6%) | (13,6%) | (7,0%) | (25.8%) 0.2496 0.0724 1 0,04157
A/G 38 19 19 36 26 10
(43.2%) | (33,3%) | (61,3%) | (40,9%) | (45,6%) | (32,3%)
Allele
A 100 71 29 116 80 36
(56,8%) | (62,3%) | (46,8%) | (65,9%) | (70,.2%) | (58,1%) | 0,0799 0,2076 0,2081
G 76 43 33 60 34 26
(43.2%) | (37,7%) | (53.2%) | (34,1%) | (29.8%) | (41,9%)

Bei differenzierter statistischer Betrachtung der Patientengruppe nach Diagnose wurden

fiir Patienten mit der Diagnose einer reinen Panikstérung (DSM-III-R 300.01) und
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Patienten mit Panikstorung und Agoraphobie (DSM-III-R 300.21) im Vergleich mit den
entsprechenden Kontrollgruppen die in Tabelle 3.3.1.3.2 und Tabelle 3.3.1.3.3
aufgefiihrten p-Werte ermittelt. Aufgrund eines fast kompletten
Kopplungsungleichgewichts in der Patienten- wie auch in der Kontrollgruppe wurden
die Ergebnisse fiir beide Polymorphismen zusammengefalit, wobei die in Klammern

angegebenen Werte fiir den A/G-Polymorphismus stehen.

Tab.: 3.3.1.3.2
Statistische Auswertung der Genotypfrequenzen des C/G- und des A/G (in Klammern) -

Polymorphismus bei Patienten mit reiner Panikstorung (DSM-III-R 300.01)

Patienten (300.01) Signifikanzniveau (p)
Genotypen gesamt weiblich minnlich gesamt weiblich minnlich
(n=27) (n=12) (n=15) (n=27) (n=12) (n=15)

C/C (A/A) 6 4 2

G/G 9 4 5 p=0,0186* p=0,0513* p=0,1735
(0,1460)

C/G (A/G) 12 4 8

Allele

C(A) 24 12 12 p=0,0036%* p=0,0567 p=0,0761

G (G) 30 12 18

Tab.: 3.3.1.3.3

Statistische Auswertung der Genotypfrequenzen des C/G- und des A/G (in Klammern) -
Polymorphismus bei Patienten mit Panikstérung und Agoraphobie (DSM-III-R 300.21)

Patienten (300.21) Signifikanzniveau (p)
Genotypen gesamt weiblich minnlich gesamt weiblich minnlich
(n=61) (n=45) (n=16) (n=61) (n=45) (n=16)

C/C (A/A) 26 (25) 23(22) 3

p=0,9030 p=0,2773 p=0,1251
/G ° 19 ® 2 (0.8286) (0.1902) (0.0755)
C/G (A/G) 26 15 11
Allele

p=0,1578 p=0,7133 p=0,5425
c@ 8 (76) 6159 17 (0,5215) (0,4822) (0,6475)
G (G) 44 (46) 29 (31) 15
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Die statistische Analyse der Genotyphaufigkeiten in den Kontrollen zeigte das
Vorliegen eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (siehe Tabelle 3.3.1.3.4), was eine
Assoziations-Analyse in diesem Kollektiv rechtfertigt. Weiterhin wurde bei Abweichen
lediglich einer Patientin und eines Kontrollprobanden ein signifikantes

Kopplungsungleichgewicht (X2:96,12) beider Polymorphismen ermittelt.

Tab.: 3.3.1.34
Berechnung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts fiir den C/G- und den A/G-
Polymorphismus des CREM Promotor 1

Genotyp Fille X Frequenzen
beobachtete erwartete
C/C 40 39 0,03 0,44
C/G 37 39 0,10 0,44
G/G 11 10 0,10 0,11
Genotyp Fille 1 Frequenzen
beobachtete erwartete
A/A 40 38 0,11 0,43
A/G 36 40 0,40 0,45
G/G 12 10 0,40 0,12
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3.3.2 G/A (1)- und G/A (2)-Polymorphismen in CREM Promotor 4

3.3.2.1 Sequenzierung

Nachdem trotz mehrfacher Versuche keine eindeutigen Restriktions-Fragment-Léangen-
Polymorphismen (RFLP) Untersuchungen fiir die Typisierung der G/A (1)- und G/A
(2)-Polymorphismen des CREM Promotor 4 etabliert werden konnten, wurde die
Assoziationsanalyse dieser Polymorphismen mittels direkter Sequenzierung der
einzelnen Proben durchgefiihrt. Hierzu wurde das untersuchte Patientenkollektiv auf
lediglich 80 Probanden erweitert, da zum Zeitpunkt dieser Untersuchung die verfiigbare
genomische DNA von acht Patienten des urspriinglichen Kollektivs (88 Probanden)
degeneriert war.

Die Amplifikation des die G/A (1)- und G/A (2)-Polymorphismen enthaltenden DNA-
Bereichs wurde mit den aus Tabelle 2.3.2.1 ersichtlichen Primern Crem-pro4(1)-F und
R durchgefiihrt. Die amplifizierten Fragmente wurden mittels direkter Sequenzierung

(siehe 2.3.6) analysiert.

Abb.: 3.3.2.1.1
Sequenzierung des DNA-Abschnitts CREM Pro4(1) — G/A (1)-Polymorphismus

GLAalFATC GLAaRATC GLGANALTC

CREM Pro4(1) CREM Pro4(1) CREM Pro4(1)

G/G A/A G/A
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Abb.: 3.3.2.1.2
Sequenzierung des DNA-Abschnitts CREM Pro4(1) — G/A (2)-Polymorphismus

ATCGAGA ATCAAGA ATCNAGA

CREM Pro4(1) CREM Pro4(1) CREM Pro4(1)
G/G AJA G/A

3.3.2.2 Statistische Analyse

In Tabelle 3.3.2.2.1 sind die Genotyp- und Allelhédufigkeiten mit ihren jeweiligen
prozentualen Anteilen an den Grundgesamtheiten (Gesamtstichprobe (n=80), Anteil der
weiblichen Probanden (n=53), Anteil der ménnlichen Probanden (n=27)) sowie die

dazugehorigen errechneten p-Werte aufgefiihrt.

Bei Einteilung der Patientengruppe in Subgruppen nach differenzierter Diagnose
wurden fiir Patienten mit der Diagnose einer reinen Panikstérung (DSM-III-R 300.01)
und Patienten mit Panikstdrung und Agoraphobie (DSM-III-R 300.21) im Vergleich mit
den entsprechenden Kontrollgruppen die in Tabelle 3.3.2.2.2 und Tabelle 3.3.2.2.3

aufgefiihrten p-Werte berechnet.

Im Rahmen einer statistischen Analyse der Genotyphiufigkeiten wurde das Vorliegen
eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichts  (sieche Tabelle 3.3.2.2.4) bei der
Genotypverteilung beider Polymorphismen in der Kontrollstichprobe ermittelt, was eine

Assoziations-Analyse in diesem Kollektiv rechtfertigt.
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Tab.: 3.3.2.2.1

Statistische Auswertung der Genotyp- und Allelfrequenzen des G/A (1)- und des G/A

(2)-Polymorphismus innerhalb des CREM Promotor 4

Patienten Kontrollen Signifikanzniveau (p)
gesamt weiblich | minnlich gesamt weiblich | minnlich gesamt weiblich | minnlich
(n=80) (n=53) (n=27) (n=80) (n=53) (n=27) (n=80) (n=53) (n=27)
Genotypen
G/G 23 17 6 33 23 10
(28.8%) | 32,1%) | (22.2%) | (41,3%) | (43.,4%) | (37,0%)
A/A 7 4 3 12 5 7
(8,8%) (7,6%) | (11,1%) | (15,0%) | (9,4%) | (25,9%) 0,0564 0,4070 0,1054
G/A 50 32 18 35 25 10
(62,5%) | (60,4%) | (66,7%) | (43,7%) | (47.2%) | (37,0%)
Allele
G 96 66 30 101 71 30
(60,0%) | (62,3%) | (55,6%) | (63,1%) | (67,0%) | (55,6%)
0,5657 0,4726 1,0000
A 64 40 24 59 35 24
(40,0%) | (37,7%) | (44,4%) | (36,9%) | (33,0%) | (44,4%)
Patienten Kontrollen Signifikanzniveau (p)
gesamt weiblich | minnlich gesamt weiblich | minnlich gesamt weiblich | minnlich
(n=80) (n=53) (n=27) (n=80) (n=53) (n=27) (n=80) (n=53) (n=27)
Genotypen
G/G 23 17 6 33 23 10
(28.8%) | 32,1%) | (22.2%) | (41,3%) | (43.,4%) | (37,0%)
A/A 7 4 3 12 5 7
(8,8%) (7,6%) | (11,1%) | (15,0%) | (9,4%) | (25,9%) 0.0564 0.4070 01054
G/A 50 32 18 35 25 10
(62,5%) | (60,4%) | (66,7%) | (43,7%) | (47.2%) | (37,0%)
Allele
G 96 66 30 101 71 30
(60,0%) | (62,3%) | (55,6%) | (63,1%) | (67,0%) | (55,6%)
0,5657 0,4726 1,0000
A 64 40 24 59 35 24
(40,0%) | (37,7%) | (44,4%) | (36,9%) | (33.0%) | (44.,4%)
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Tab.: 3.3.2.2.2
Statistische Auswertung der Genotypfrequenzen des G/A (1)- und des G/A (2)-

Polymorphismus bei Patienten mit reiner Panikstorung (DSM-III-R 300.01)

Patienten (300.01) Signifikanzniveau (p)
Genotypen gesamt weiblich ménnlich gesamt weiblich ménnlich
(n=28) (n=12) (n=16) (n=28) (n=12) (n=16)

G/G 6 3 3
A/A 4 2 2 p=0,1264 p=0,4344 p=0,1753
G/A 18 7 11
Allele

30 13 17 p=0,2079 p=0,2359 p=0,8266

26 11 15

Tab.: 3.3.2.2.3

Statistische Auswertung der Genotypfrequenzen des G/A (1)- und des G/A (2)-
Polymorphismus bei Patienten mit Panikstérung und Agoraphobie (DSM-III-R 300.21)

Patienten (300.21) Signifikanzniveau (p)
Genotypen gesamt weiblich minnlich gesamt weiblich minnlich
(n=52) (n=41) (n=11) (n=52) (n=41) (n=11)

G/G 17 14 3
AJA 3 2 1 p=0,0985 p=0,4218 p=0,3448
G/A 32 25 7
Allele

66 53 13 p=0,9563 p=0,7368 p=0,7773

38 29 9
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Weiterhin wurde ein signifikantes, komplettes Kopplungsungleichgewicht zwischen den
beiden Polymorphismen ermittelt (X2=86,42), weshalb die Ergebnisse der Berechnung
des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts in einer Tabelle zusammengefasst werden konnen

(siche Tabelle 3.3.2.2.4).

Tab.: 3.3.2.2.4
Berechnung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts fiir den G/A (1)- und den G/A (2)-
Polymorphismus des CREM Promotor 4

Genotyp Fille 1 Frequenzen
beobachtete erwartete
G/G 33 32 0,03 0,40
G/A 35 37 0,11 0,47
A/A 12 11 0,09 0,14
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3.3.3 Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus in CREM Promotor 2

3.3.3.1 Fragmentanalyse

Zur Typisierung der jeweils 88 Proben des Patienten- und Kontrollkollektivs wurde das
Verfahren der Fragmentanalyse (siehe 2.4.2) herangezogen. Hierbei lieBen sich die
jeweils unterschiedlichen Fragmentlingen (245 bp, 248 bp, 251 bp und 254 bp) und
damit die differierende Anzahl der ATT-repeats bestimmen. Wie in Abbildung 3.3.3.1.1
dargestellt, zeigen in der automatischen Computeranalyse der Gelelektrophorese blaue
Peaks die jeweiligen bp-Lidngen der beiden Allele pro Fragment in Relation zu

geeichten GroBBenmarkern (rote Peaks) an.

Abb.: 3.3.3.1.1
Fragmentanalyse des Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus in CREM Promotor 2

8/8 repeats (245/245 bp)
120 200 220 Z40 20 Za0 200

9/9 repeats (248/248 bp)
1]

120 200 220 24

260 280 200
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8/9 repeats (245/248 bp)

120 200 220 240 260 2a0 200
8/10 repeats (245/251 bp)
182 200 220 240 260 280 200
9/10 repeats (248/251 bp)

I1 a0 :?IIII:I IEEIII

IEﬂlIII

IEEII:I IEEIIII ISIIIIII

9/11 repeats (248/254 bp)

180 200 220

240

ZE0 280 200
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3.3.3.2 Statistische Analyse

In Tabelle 3.3.3.2.1 sind zunéchst die numerischen sowie die prozentualen Genotyp-
und Allelhdufigkeiten des Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus innerhalb des
CREM Promotor 2 aufgefiihrt, wobei die Fragmentlangen 245 bp einer 8-fachen, 248 bp
einer 9-fachen, 251 bp einer 10-fachen und 254 bp einer 11-fachen Wiederholung des

Trinukleotidmusters der Basenfolge ,ATT* entsprechen.

Tab.: 3.3.3.2.1
Genotyp- und Allelhdufigkeiten des Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus
innerhalb des CREM Promotor 2

Patienten Kontrollen
gesamt weiblich ménnlich gesamt weiblich ménnlich
(n=88) (n=57) (n=31) (n=88) (n=57) (n=31)
Genotypen
245/245 2 2 0 I 0 I
(2,3%) (3,5%) (0,0%) (1,1%) (0,0%) (3,2%)
245/248 28 17 11 15 9 6
(31,8%) (29,8%) (35,5%) (17,1%) (15,8%) (19,4%)
245/251 I 0 I I i 0
(1,1%) (0,0%) (3,2%) (1,1%) (1,8%) (0,0%)
248/248 46 29 17 65 44 21
(52,3%) (50,9%) (54,8%) (73,9%) (77,2%) (67,7%)
248/251 9 § i 7 ; 3
(10,2%) (14,0%) (3,2%) (4,6%) (1,8%) (9,7%)
248/254 2 I I I i 0
(2,3%) (1,8%) (3,2%) (1,1%) (1,8%) (0,0%)
251/251 0 0 0 I i 0
(0,0%) (0,0%) (0,0%) (1,1%) (1,8%) (0,0%)
Allele
245 33 21 12 18 10 8
(18,8%) (18,4%) (19,4%) (10,2%) (8,8%) (12,9%)
248 131 84 47 150 99 51
(74,4%) (73,7%) (75,8%) (85,2%) (86,8%) (82,3%)
251 10 8 2 7 4 3
(5,7%) (7,0%) (3,2%) (4,0%) (3,5%) (4,8%)
254 2 1 1 1 1 0
(1,1%) (0,9%) (1,6%) (0,6%) (0,9%) (0,0%)
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Fiir die Gesamtverteilung der Allele und Genotypen wurden mittels einer Monte-Carlo-
Analyse die Tabelle 3.3.3.2.2 zu entnehmenden p-Werte ermittelt. Weiterhin wurde die
Verteilung des kiirzeren 8-repeats Allels (Fragmentlinge 245 bp) und des 9-repeats
Allels (Fragmentlidnge 248 bp) beziehungsweise der jeweiligen das 8-repeats- oder das
O-repeats Allel enthaltenden Genotypen gesondert mittels des Chi-Quadrat-Tests
analysiert (siche Tabelle 3.3.3.2.2). Diese Dichotomisierung der Allelverteilung wurde
unter der Annahme eines moglichen linearen oder parabolen funktionellen
Zusammenhangs zwischen Fragmentlinge und Expressionsgrad vorgenommen (vgl.

2.5; Deckert J et al., 1999; Sabol SZ et al., 1998).

Tab.: 3.3.3.2.2
Statistische Analyse der Genotyp- und Allelhdufigkeiten des Trinukleotid(ATT)-
Repeat-Polymorphismus innerhalb des CREM Promotor 2

Bedingung Patienten Kontrollen Signifikanzniveau (p)
gesamt weiblich ménnlich gesamt weiblich ménnlich gesamt weiblich minnlich
(n=88) (n=57) (n=31) (n=88) (n=57) (n=31) (n=88) (n=57) (n=31)

Allele (gesamt) siche Tabelle 3.3.3.2.1 siche Tabelle 3.3.3.2.1 p=0,1092 | p=0,0910 | p=0,5392

Genotypen siche Tabelle 3.3.3.2.1 siche Tabelle 3.3.3.2.1 p=0,0673 | p=0,0203* | p=0,3168

(gesamt)

Allel 245

vs alle tibrigen 33vs143 | 21vs93 | 12vs50 | 18vs158 | 10vs104 | 8vs54 | p=0.0231* | p=0,0336* | p=0,3287

Genotyp mit Allel
245 vs alle iibrigen 31vs57 19 vs 38 12vs 19 17 vs 71 10 vs 47 7 vs 24 p=0,0178* | p=0,0529* p=0,1684

Allel 248
vs alle fibrigen 131vs45 | 84vs30 | 47vs15 | 150vs26 | 99vs15 | Slvsil | p=0,0116** | p=0,0126** | p=0,3776

Genotyp 248/248
vs alle iibrigen 46 vs 42 29 vs 28 17 vs 14 65 vs 23 44 vs 13 21 vs 10 | p=0,0030** | p=0,0034** | p=0,2969

Bei getrennter statistischer Betrachtung der beiden grofen diagnostischen Untergruppen
innerhalb des Patientenkollektivs (Panikstorung ohne Agoraphobie (DSM-III-R
300.01), n=27 und Panikstorung mit Agoraphobie (DSM-III-R 300.21), n=61) ergaben
sich im Vergleich mit den entsprechenden Kontrollgruppen die in Tabelle 3.3.3.2.3 und

Tabelle 3.3.3.2.4 aufgefiihrten Signifikanzwerte.
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Tab.: 3.3.3.2.3
Statistische Analyse der Genotyp- und Allelhdufigkeiten des Trinukleotid(ATT)-
Repeat-Polymorphismus innerhalb des CREM Promotor 2 bei Patienten mit reiner

Panikstorung (DSM-III-R 300.01)

Bedingung Patienten (300.01) Signifikanzniveau (p)
gesamt weiblich | miénnlich gesamt weiblich ménnlich
(=27) | (m=12) | @@=15) (n=27) (n=12) (n=15)

Allel 245 15vs39 | 7vs17 | 8vs22 | p=0,0013## | p=0,0057** | p=0,1025

vs alle iibrigen

Genotyp mit Allel 245 | 14y513 | 6vs6 8vs7 | p=0,0008** | p=0,0154** | p=0,0370%
vs alle iibrigen

Allel 248 35vs19 | 14vs10 | 21vs9 | p=0,0009%%% | p=0,0009%+ | p=0,1814
vs alle iibrigen

Genotyp 248/248 9vs18 | 3vs9 | 6vs9 | p=0,0001%% | p=0,0004%F* | p=0,0732
vs alle iibrigen

Tab.: 3.3.3.2.4

Statistische Analyse der Genotyp- und Allelhdufigkeiten des Trinukleotid(ATT)-
Repeat-Polymorphismus innerhalb des CREM Promotor 2 bei Patienten mit
Panikstorung und Agoraphobie (DSM-III-R 300.21)

Bedingung Patienten (300.21) Signifikanzniveau (p)
gesamt weiblich | minnlich gesamt weiblich ménnlich
(n=61) | (=45) | (=16) (n=61) (n=45) (n=16)

Allel 245 18vs 104 | 14vs76 | 4vs28 | p=0,2384 p=0,1354 p=0,9999

vs alle iibrigen

Genotyp mit Allel 245 | 17vs44 | 13vs32 | 4vs12 | p=02213 p=0,1734 p=0,9999
vs alle iibrigen

Allel 248 96vs26 | 70vs20 | 26vs6 | p=0,0715 | p=0,0378* | p=0,9058
vs alle iibrigen

Genotyp 248/248 37vs24 | 26vs19 | 11vsS | p=0,0879 p=0,0608 p=0,7194
vs alle iibrigen
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Die  computergestiitzte  statistische = Analyse der  Genotypverteilung  des
Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus innerhalb des CREM Promotor 2 zeigte in
der Kontrollgruppe das Vorliegen eines signifikanten Hardy-Weinberg-Gleichgewichts

(siehe Tabelle 3.3.2.2.5), was eine Assoziationsanalyse in diesem Kollektiv erlaubt.

Tab.: 3.3.3.2.5
Berechnung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts fiir den Trinukleotid(ATT)-Repeat-
Polymorphismus innerhalb des CREM Promotor 2

Genotyp Fille X Frequenzen
beobachtete erwartete

245/245 1 1 0,01
245/248 15 15 0,17
248/248 65 64 6,29 0,73
245/251 1 1 0,01
248/251 4 6 0,07
251/251 1 0 0
248/254 1 1 0,01
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3.3.4 Aminosaureaustausch (gly/asp) in CREM Exon ,glut 2°

3.3.4.1 Myval - Verdau

Der nur bei einer Patientin vorliegende Basenaustausch von G zu A innerhalb des
CREM Exon ,glut 2 wurde durch eine Restriktions-Fragment-Léngen-Polymorphismen
(RFLP) Untersuchung bestitigt. Die den G/A-Polymorphismus enthaltende DNA-
Region innerhalb des CREM Exon ,glut 2° wurde unter Verwendung der aus Tabelle
2.4.1.1 ersichtlichen Primer Crem-exon-VII(2)-F und Crem-exon-VII(1)-R mit einer
ProduktgroBe von 102 bp amplifiziert.

Neben einer konstanten Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Mval (Isoschizomer:
EcoRII) mit der Erkennungssequenz C-C-A/T-G-G bedingt das Vorliegen des normalen

G-Allels eine zusitzliche Schnittstelle.

In der gelelektrophoretischen Auftrennung war folgendes Bandenmuster nachweisbar
(Abbildung 3.3.4.1.1): Drei Amplifikate von gesunden Kontrollpersonen mit
Homozygotie fiir das normale G-Allel wurden in drei Fragmente von 3 bp, 36 bp und 63
bp Linge geschnitten, wobei das durch die konstante Schnittstelle entstehende 3 bp
Fragment aufgrund der gelelektrophoretischen Wanderungseigenschaften nicht sichtbar
wird. Die in Abbildung 3.3.4.1.1 bei homozygotem Vorliegen des G-Allels noch
schwach zu erkennende Bande auf der Hohe von 99 bp ist Ausdruck eines
Partialverdaus, wobei die deutlich stdrker ausgeprigte 63 bp Bande aber dennoch die
Interpretation eines erfolgreichen Verdaus durch Mval zuldf3t. Heterozygotes Vorliegen
sowohl des G- als auch des A-Allels resultiert in vier Fragmenten von 3 bp, 36 bp, 63
bp und 99 bp Linge, wobei die hier im Vergleich zu der 63 bp Bande deutlich
akzentuierte 99 bp Bande und die schwichere 36 bp Bande auf Heterozygotie schlieBen
lassen.  Aufgrund der gelelektrophoretischen Wanderungseigenschaften wird hier
wiederum das durch die konstante Schnittstelle entstehende 3 bp Fragment nicht

sichtbar.

Der Basenaustausch von G zu A in Exon ,glut 2° resultiert aufgrund seiner Position an
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zweiter Stelle innerhalb eines Kodons in einem Aminosdureaustausch von Glycin
(GGT) zu Aspartat (GAT). Da dieser Basenaustausch bei lediglich einer Patientin in
heterozygoter Form beobachtet werden konnte, wurde keine Assoziationsstudie

angeschlossen.

Abb.: 3.3.4.1.1
Gelelektrophoretische Auftrennung des Mval-Verdaus der mit Primerpaar Crem-exon-

VII(2)-F und Crem-exon-VII(1)-R amplifizierten DNA

G/G G/G G/IG G/A

- 99 bp

-~ 63 bp

- 36bp
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4 DISKUSSION

4.1 Material und Methoden

411 Stichproben

Bei allen in dieser Studie untersuchten Patienten wurde von erfahrenen Psychiatern
unter Verwendung strukturierter Interviews (SADS-LA oder CIDI; siehe 2.1.1) eine
Panikstorung nach DSM-III-R Kriterien diagnostiziert. Die beiden Hauptdiagnosen
stellten Panikstorung mit Agoraphobie (DSM-III-R 300.21) und reine Panikstérung
(DSM-III-R 300.01) mit den jeweiligen prozentualen Anteilen von 69,3% und 30,7%
dar. Das in dieser Studie untersuchte Patientenkollektiv wies weiterhin annihernd die
gleichen Komorbidititszahlen auf wie sie in mehreren Studien europdischer und
amerikanischer Populationen gefunden wurden (siehe 1.1.1 und Tabelle 2.1.1.1) und ist
daher als eine typische Stichprobe fiir die Erkrankung an Panikstérung anzusehen.

Die weiblichen Patienten bildeten einen hoheren Anteil an der Diagnose Panikstdrung
mit Agoraphobie (78,9%) als die méannlichen Probanden (51,6%) (siehe Tabelle 2.1.1.1)
und zeigten zudem eine hohere Komorbiditit mit einfacher Phobie (40,4%) als die
minnlichen Patienten (25,8%). Bei den ménnlichen Probanden iiberwog im Vergleich
zu den weiblichen Patienten der Anteil der zusitzlichen Diagnose einer
Alkoholabhingigkeit (22,6% vs. 8,8%). Vor dem Hintergrund dieser auch aus
Familienstudien bekannten Geschlechtsunterschiede bei Patienten mit Panikstdrung
hinsichtlich der Héufigkeit der Erkrankung, der Komorbiditdt und insbesondere auch
des Vorliegens von Agoraphobie (Maier W et al., 1993 und Noyes R et al., 1986),
wurde in der vorliegenden Assoziationsuntersuchung eine Unterteilung der Probanden
nach Geschlecht vorgenommen, um eventuell differentielle Effekte identifizieren zu

konnen.

Komorbiditit mit Alkoholismus findet sich nach einer Familienstudie von Maier et al.
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signifikant héaufiger bei Patienten mit Panikstérung und Agoraphobie (25,0%) als bei
Patienten mit reiner Panikstérung (11,9%). Weiterhin ist aus dieser Studie bekannt, daf}
Panikstorung mit Agoraphobie signifikant hiufiger bei Angehdrigen von Patienten mit
Panikstorung mit Agoraphobie (4,5%) als in Familien von Patienten mit reiner
Panikstorung (2,6%) auftritt (Maier W et al., 1993). Diese Befunde weisen auf einen
moglichen differentiellen Pathomechanismus in der Genese der Panikstorung mit und
ohne Agoraphobie hin. Daher wurden in der vorliegenden Assoziationsstudie die
untersuchten Subgruppen weiterhin differenziert nach den Diagnosen Panikstérung mit
Agoraphobie (DSM-III-R 300.21) und Panikstorung ohne Agoraphobie (DSM-III-R
300.01).

4.1.2 Mutationsscreening

Fiir das Mutationsscreening wurde die Methode der Einzelstrang-Konformations-
Analyse (SSCA) angewendet. Die Sensitivitit dieses Verfahrens hingt neben den
Elektrophoresebedingungen von der Basensequenz sowie der Lénge des untersuchten
DNA-Fragments ab. Aufgrund der nicht immer optimierbaren Konstellation dieser
Einzelfaktoren erreicht die Sensitivitit der SSCA nicht immer 100% (Hayashi K et al.,
1993). Somit besteht der Hauptnachteil dieser Methode darin, daBl einzelne
Polymorphismen im Rahmen des Mutationsscreenings iibersehen werden kénnen.

Dieses Risiko wurde in der vorliegenden Studie dadurch minimiert, daf} die
FragmentgroBen in einem Bereich von 215 bp bis 290 bp, also innerhalb des mehrfach
ermittelten optimalen FragmentgréBenbereichs fiir die SSCA von 150 bp bis 300 bp
(Sheffield VC et al., 1993; Kukita Y et al., 1997), gewihlt wurden, und die SSCA bei
zwei verschiedenen Elektrophoresebedingungen (Raumtemperatur und 4°C; siehe 2.3.4)

durchgefiihrt wurde.

Eine alternative Moglichkeit des Mutationsscreenings ohne die oben angefiihrten
Nachteile der SSCA wire die direkte Sequenzierung des Patienten- und

Kontrollkollektivs, die jedoch einen erheblichen technischen Aufwand bedeutet und
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damit eher bei kleineren Stichproben anwendbar ist. Bei kleineren KollektivgréBen
wiederum steigt jedoch das Risiko, seltene Polymorphismen nicht zu erfassen,
weswegen in dieser Untersuchung die SSCA als Methode fiir das Mutationsscreening

gewihlt wurde.

4.1.3 Genotypisierung

Da fiir die Erkrankung an Panikstérung ein oligo- oder polygener Vererbungsweg
postuliert wird, wurde in der vorliegenden Studie fiir die weitere Untersuchung der
identifizierten Polymorphismen die Methode der Assoziationsstudie gewahlt, mit deren
Hilfe auch kleinere FEinfliisse von Vulnerabilititsgenen auf die Pathogenese einer

Erkrankung ermittelt werden konnen (Risch N et al., 1996).

Da im Rahmen dieser Studie die DNA der Eltern der Patienten nicht vorlag, war die
Analyse von Trios und damit eine interne Kontrolle beispielsweise iiber eine Haplotype
Relative Risk (HRR) - Untersuchung (Falk CT et al., 1987), also eine Analyse der
beiden nicht an den Patienten vererbten elterlichen Allele (Khoury MJ, 1994), nicht
moglich. Daher wurde in der vorliegenden Assoziationsuntersuchung das klassische
Modell der Fall-Kontroll-Studie mit nicht-verwandten Patienten und gesunden

Kontrollpersonen gewdbhlt.

Das Risiko, in Assoziationsstudien falsch positive Ergebnisse zu generieren, beruht vor
allem auf Stratifikationseffekten (Kidd KK, 1993; Lander ES et al., 1994). Daher
wurden in der vorliegenden Arbeit das Patienten- und das Kontrollkollektiv aus einer
ethnisch homogenen Population rekrutiert. Zusitzlich wurden die Patienten- und die

Kontrollstichprobe hinsichtlich Geschlecht und Alter angepasst.

Zur besseren Validierung der Befunde werden weiterhin familienbasierte
Replikationsstudien durchgefiihrt werden miissen, die auf Populationsstratifikation

beruhende falsch positive Befunde durch die Verwendung interner Kontrollen
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vermeiden (Falk CT et al., 1987 und Spielman RS et al., 1993). Aufgrund der
Schwierigkeiten in der Rekrutierung solcher Stichproben existiert zum jetzigen
Zeitpunkt weltweit kein einziges derartiges Kollektiv mit ausreichender statistischer
Power, um die erwarteten geringen Effektstirken mittels Assoziationsstudien erfassen

zu konnen.

4.1.4 Statistik

Werden in Assoziationsstudien multiple Testungen mehrerer Polymorphismen in ein
und derselben Stichprobe durchgefiihrt, konnen statistisch falsch positive Ergebnisse
ermittelt werden. Die dadurch entstehende VergroBerung des Fehlers erster Art kann
durch die sogenannte Bonferroni-Korrektur ausgeglichen werden. Hierbei wird der
Grenzwert der Signifikanz nicht wie iiblich bei 0,05 festgesetzt, sondern bei 0,05/n,
wobei ,n‘ fiir die Zahl der gepriiften unabhiingigen Assoziationen steht. Diese
mathematische Forderung ist aber insofern schwierig umsetzbar, als einerseits die
geforderte Stichprobengrofe mit der Zahl der zu priifenden Polymorphismen
exponentiell stiege und nicht zu rekrutieren wire und andererseits die zu erwartenden
Effekte innerhalb eines heterogenen Krankheitsmodells wie der Panikstérung zu klein
sind, um auf dem dann geforderten Signifikanzniveau zu liegen. Damit wiichse mit
Anwenden der Bonferroni-Korrektur der Fehler zweiter Art und damit die Gefahr, die in
einem polygenen Krankheitsmodell erwarteten kleinen Effekte einzelner Gene
fdlschlicherweise zu iibersehen. Um dennoch der hinter der Bonferroni-Korrektur
stehenden Forderung nach erhohter Validitdt der Statistik nachzukommen, werden
Replikationsstudien der primér gefundenen Assoziation in unabhéngigen Stichproben

empfohlen (Owen MJ et al., 1993).

Aus diesem Grunde, insbesondere aber auch in Anbetracht der in der vorliegenden
Untersuchung noch relativ kleinen Probandenzahlen und damit geringen Power in den
diagnostischen Untergruppen, sind Replikationsstudien der ermittelten Assoziationen in

groBeren, unabhédngigen Stichproben geplant.
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Dem oben angesprochenen Problem der kleinen Stichprobengroflen und damit geringen
Power in den diagnostischen Subgruppen bei Anwendung der Monte-Carlo-Analyse
wurde bei der statistischen Analyse der Allel- und Genotypverteilung des hoher
polymorphen Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus in CREM Promotor 2 durch
eine Zusammenfassung der Allel- und Genotypfrequenzen in zwei grof3e Subgruppen
und Verwendung einer Chi-Quadrat-Analyse begegnet (siehe 3.3.3.2). Dies wurde in
Analogie zu der beim MAO-A-Promotor-Polymorphismus gefundenen linearen oder
parabolen funktionellen Relevanz der verschiedenen Allele fiir den Expressionsgrad

vorgenommen (siehe 3.3.3.2; Deckert J et al., 1999; Sabol SZ et al., 1998).

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Struktur des humanen CREM Gens

Uber Sequenzvergleiche der cDNA des humanen CREM Gens mit im Internet zur
Verfiigung stehenden Datenbanken der genomischen DNA des Menschen wurde die
bislang nicht publizierte Struktur des humanen CREM Gens mit 13 Exons
charakterisiert (siche Tabelle 3.1.1). Bis dahin noch liickenhafte Sequenzen (siehe 3.1)
im Klon BAC 314a8 (GenBank Acc. AL157785) konnten iiber direkte Sequenzierung
im Herbst 2000 vervollstindigt werden (siehe 2.3.6). Die ermittelten Sequenzen wurden
durch die im Februar 2001 veroffentlichte ,Chromosome 10 working draft sequence*
(GenBank Acc. NT_008640) bestitigt. Die kodierende Sequenz des humanen CREM
Gens zeigte im Vergleich mit der murinen Sequenz eine hohe Konservierung (86-90%;

siehe 3.1).

Uber Sequenzhomologie-Analysen von in der Literatur publizierten murinen und in
Datenbanken verfiigbaren humanen intronischen Sequenzen wurden putative
Promotorbereiche mit hoher Konservierung funktioneller Elemente wie der CG-Boxen

in CREM Promotor 1 sowie der TATA-Boxen und CRE-Elemente in CREM Promotor
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2 (siehe 3.1) identifiziert. Das in den untersuchten Kollektiven polymorphe
Trinukleotid(ATT)-Repeat-Muster fand sich jedoch nicht in der murinen, sondern nur in

der humanen Sequenz.

Weiterhin wurden {iiber eine computergestiitzte Analyse hodenspezifische expressed
sequence tag (EST) Klone identifiziert, die die Sequenz der CREM Exons ,theta 1° und
,theta 2° (Daniel PB et al., 2000) enthielten und sie in 5° Richtung verldngerten (siehe
3.1). Hierbei handelt es sich voraussichtlich um immer noch vorldufige Exongrofien, die
- wie auch die beiden jeweils 5° liegenden Promotorbereiche CREM P3 und CREM P4 -

iiber experimentelle Untersuchungen weiter definiert werden miissen.

Zudem konnte beobachtet werden, dal Exons fiir funktionell eng zusammenhéngende
Doménen wie die fiir die P-Box kodierenden Exons V (P-Box I) und VI (P-Box II)
sowie die gemeinsam transkribierten Exons ,theta 2° und ,glut 1° jeweils durch lediglich
149 bp bzw. 147 bp intronische Sequenz getrennt sind (siehe Tabelle 3.1.1). Das 5°-
Ende des jeweils zwischen den Exons liegenden Introns weist in beiden Fillen die
Sequenz ,GTAAGT® auf, die eine optimale 5°‘-Donor-Spleil3stelle darstellt (Seif I et al.,
1979).

4.2.2 Mutationsscreening und -analyse

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde erstmals ein vollstindiges
Mutationsscreening der kodierenden Regionen, der Exon-Intron-Grenzen sowie der
putativen Promotorbereiche des humanen CREM Gens durchgefiihrt. Hierbei konnten
finf héufige Polymorphismen in regulatorischen Regionen des Gens identifiziert
werden: zwei einzelne Basenaustausche (,,single nucleotide polymorphisms* — SNPs) in
CREM Promotor 1, zwei weitere Basensubstitutionen in CREM Promotor 4 sowie ein
Trinukleotid-Repeat-Polymorphismus in CREM Promotor 2. Weiterhin wurde bei einer
einzelnen Patientin ein seltener Aminosdureaustausch von Glycin zu Aspartat in CREM

Exon ,glut 2¢ gefunden.
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Unter Verwendung einer im Internet zuginglichen Transkriptionsfaktor-Datenbank
(siehe 2.4.3) wurden die die Polymorphismen enthaltenden Sequenzen auf
Transkriptionsfaktorbindungsstellen untersucht. Bei Vorliegen eines Basenaustausches
in der Bindungsregion eines Transkriptionsfaktors konnte die Bindung beeintriachtigt
oder verbessert sein, woraus eine Alteration der Genexpression resultierte. Der
tatsidchliche EinfluB der Polymorphismen auf die Transkriptionsfaktorbindung und
damit die Genexpression kann konklusiv allerdings nur iiber funktionelle
Untersuchungen  gekldrt werden. Aus der in-silico-Analyse iiber eine
Transkriptionsfaktor-Datenbank lassen sich jedoch erste Hinweise auf eine potentielle

funktionelle Relevanz der Promotor-Polymorphismen gewinnen.

So liegt der A/G-Polymorphismus innerhalb des CREM Promotor 1 in der
Kernkonsensussequenz des Onkogens V-Myb (core similarity: 0,820) sowie in der
Umgebungskonsensussequenz von AP-1 (matrix similarity: 0,854). AP-1 bindet in
Kooperation mit AP-4 als aktivierender Transkriptionsfaktor an Enhancerregionen
verschiedener Gene (Mermod N et al., 1988).

Der weiter 5¢ gelegene G/A-Austausch innerhalb des CREM Promotor 4 wurde in der
Kernbindungsregion, der weiter 3° gelegene G/A-Polymorphismus in der
Umgebungsbindungsregion des ,cut-like homeodomain protein®“ mit einer ,core
similarity‘ von 1,000 und einer ,matrix similarity‘ von 0,850 lokalisiert. Das ,,cut-like
homeodomain protein* wirkt als aktivierender Faktor in der Zelldifferenzierung (Harada
R et al., 1995).

Die Konsensussequenzen der Bindungsregionen dieser fiir die Polymorphismen in den
CREM Promotoren 1 und 4 angefiihrten Transkriptionsfaktoren werden durch das
Vorliegen des mutierten Allels alteriert, was moglicherweise eine Beeintrichtigung der
Bindung des jeweiligen Transkriptionsfaktors zur Folge hat.

Innerhalb des Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus in CREM Promotor 2
konnten Bindungsregionen fiir S 8 (core similarity: 1,000, matrix similarity: 0,854)
identifiziert werden, deren Kernkonsensussequenzen entsprechend der Anzahl der ATT-
repeats von sieben bis zu zehn Bindungsmoglichkeiten variieren. S 8 wirkt als
aktivierender Transkriptionsfaktor in mesodermalen Zellinien (deJong R et al., 1993).

Weiterhin wurde am Rand der Trinukleotid-Region eine Konsensussequenz fiir den
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Transkriptionsfaktor HNF-3Beta (core similarity: 1,000, matrix similarity: 0,886)
lokalisiert, der die Transkriptionsaktivitit von Leber spezifischen Genen reguliert
(Overdier DG et al.,, 1994). Eine unterschiedliche Anzahl von ATT-repeats hat
allerdings keinen alterierenden EinfluB auf die Konsensussequenz und damit
wahrscheinlich auch das Bindungsverhalten von HNF-3Beta.

In Anbetracht der lediglich 112 bp betragenden Entfernung des ATT-Repeat-
Polymorphismus von den CRE-Elementen in CREM Promotor 2 ldft sich weiterhin
iiber eine negative Auswirkung des kiirzeren 8-repeats Allels auf das Bindungsverhalten
aktivierender, c-AMP-abhéngiger nukledrer Transkriptionsfaktoren wie CREM, CREB
oder ATF-1 an diese CRE-Elemente und damit eine mogliche Beeintrichtigung der von

Promotor P2 aus gesteuerten Transkription der ICER Isoform spekulieren.

Der bei einer Patientin heterozygot vorliegende Basenaustausch von G zu A an Position
106 innerhalb des CREM Exon ,glut 2° hat durch seine Lokalisation an zweiter Stelle
innerhalb eines Kodons einen Aminosiureaustausch von Glycin zu Aspartat zur Folge.
Es handelt sich hierbei um eine nicht-konservative Missense-Mutation, in der eine
neutrale Aminosdure (Glycin) durch eine Aminosdure mit negativer Ladung (Aspartat)
ersetzt wird. Daher kann durch den beschriebenen Basenaustausch theoretisch eine
Funktionsveridnderung des Proteins angenommen werden. Nachdem die das Exon ,glut
2¢ enthaltende CREM tau 2 Isoform im Vergleich zu der alternativ transkribierten
CREM tau 1 Isoform einen hoheren Beitrag zur Transaktivierungsfunktion des CREM
Proteins leistet (Laoide BM et al., 1993), konnte ein Aminosdureaustausch in Exon ,glut
2°¢ durchaus zu einer beeintrichtigten Aktivierung der Transkription cAMP-abhingiger
Gene fithren. Es ist jedoch nicht klar, ob ein derartiger Aminosdureaustausch bei

Vorliegen eines heterozygoten Genotyps klinisch zum Tragen kommen muf.
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4.2.3 Assoziationsuntersuchung

Bei der Typisierung des erweiterten Patientenkollektivs wie der Kontrollstichprobe
konnte ein signifikantes Kopplungsungleichgewicht der Basenaustausche in CREM
Promotor 1 (X2:96,12), der Polymorphismen in CREM Promotor 4 (X2:86,42) wie auch
der beiden CREM Promotor 1 Polymorphismen mit dem Trinukleotid(ATT)-Repeat-
Polymorphismus in CREM Promotor 2 (fir CREM P1 C/G: X2:21,57, fir CREM P1
A/G: X2=20,92) beobachtet werden. Diese Ergebnisse lassen auf eine Tendenz der
gekoppelten Allele schlielen, eine geringe meiotische Rekombinationsrate aufzuweisen
und damit in hoher Frequenz gemeinsam vererbt zu werden. Zwischen den
Polymorphismen in CREM Promotor 4 und dem Trinukleotid(ATT)-Repeat-
Polymorphismus in CREM Promotor 2 war das Kopplungsungleichgewicht am
geringsten ausgepragt (X2= 12,67).

Bei der statistischen Analyse der Genotyphiufigkeiten der SNPs in CREM Promotor 1
und CREM Promotor 4 sowie des Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus in
CREM Promotor 2 bei den untersuchten Kontrollen wurde das Vorliegen eines
signifikanten Hardy-Weinberg-Gleichgewichts ermittelt (siehe Tabellen 3.3.1.3.4,
3.3.2.2.4 und 3.3.3.2.5). Mit diesen Berechnungen wurde sichergestellt, da} in der
untersuchten Kontrollpopulation alle Allele eines Genortes die gleiche Chance zur
Vererbung besitzen und es sich damit nicht um eine genetisch isolierte Subpopulation,
sondern um ein reprisentatives Normalkollektiv handelt, welches daher in

Assoziationsstudien verwendet werden kann.

Weiterhin wurden die im Mutationsscreening identifizierten Polymorphismen in CREM
Promotor 1 CREM Promotor 4 und CREM Promotor 2 im erweiterten
Patientenkollektiv sowie der Kontrollstichprobe auf eine Assozation mit Panikstdrung

untersucht.

Nach Berechnungen mittels des Chi-Quadrat-Tests ergaben sich fiir das Gesamt-

Patientenkollektiv keine signifikanten p-Werte fiir eine Assoziation zwischen einem der
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beiden Polymorphismen in CREM Promotor 1 und dem Vorliegen von Panikstorung.
Lediglich bei der Genotypverteilung in den ménnlichen Untergruppen konnte eine
schwach signifikante Tendenz zu einem Uberwiegen des mutierten G-Allels beobachtet
werden (siehe Tabelle 3.3.1.3.1).

Bei differenzierter statistischer Betrachtung der Patientengruppe nach Diagnose konnten
bei Patienten mit der Diagnose einer reinen Panikstorung (DSM-III-R 300.01)
signifikante Werte (p=0,0186* fiir Genotypen und p=0,0036* fiir Allele) fiir eine
Uberrepr'asentanz des mutierten G-Allels ermittelt werden, die sich vor allem aus dem
weiblichen Anteil der Patienten zu rekrutieren schienen (siehe Tabelle 3.3.1.3.2). Das
Vorliegen des mutierten G-Allels war damit signifikant mit einer Risikoerhthung fiir
das Auftreten von Panikstorung ohne Agoraphobie assoziiert (OR 2,48; CI 1,33-4,61),
wobei sich die ermittelten Signifikanzen nach Bonferroni-Korrektur allerdings nicht
mehr aufrechterhalten lieBen. Bei Patienten mit Panikstorung mit Agoraphobie (DSM-
III-R 300.21) konnten keine signifikanten Tendenzen zum Vorliegen eines spezifischen
Allels beobachtet werden (siehe Tabelle 3.3.1.3.3). Diese Befunde sprechen entweder
fiir eine eigensténdige klinisch-funktionelle Relevanz der Polymorphismen in CREM
Promotor 1 in der Genese der Panikstorung ohne Agoraphobie oder lassen sich vor dem
Hintergrund des signifikanten Kopplungsungleichgewichts mit dem Trinukleotid-
Repeat-Polymorphismus in CREM Promotor 2 (x2=21,57 bzw. X2=20,92) als
Widerspiegelung des hochsignifikanten Assoziationsbefundes des Polymorphismus in

CREM Promotor 2 mit der Erkrankung deuten.

Bei Berechnung der Allel- und Genotypverteilungen der G/A-Polymorphismen in
CREM Promotor 4 ergaben sich weder fiir das Gesamtkollektiv noch fiir die
diagnostischen Untergruppen DSM-III-R 300.01 und 300.21 signifikante Werte fiir eine
Assoziation mit Panikstorung (siehe Tabellen 3.3.2.2.1, 3.3.2.2.2 und 3.3.2.2.3). Unter
der Annahme einer hodenspezifischen Aktivitit des CREM Promotor 4 (Daniel PB et
al., 2000) ist ein wesentlicher Beitrag dieses Promotor-Polymorphismus in der
Pathogenese der Panikstorung auch aus biochemisch-neuroendokrinologischen

Uberlegungen heraus unwahrscheinlich.

Im Rahmen der statistischen Analyse der Allel- und Genotypverteilung des
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Trinukleotid-Repeat-Polymorphismus ~ wurde neben der  Betrachtung  des
Gesamtkollektivs eine Einteilung der Proben in Subgruppen vorgenommen, die auf der
Hypothese eines funktionellen Unterschiedes der Aktivitit des CREM Promotor 2 je
nach Vorliegen des kiirzeren, eine 8-fache Wiederholung des Trinukleotid-Musters

enthaltenden Allels oder des ldngeren 9-repeats Allels beruht (siehe 3.3.3.2).

Fiir die Genotyp- und Allelverteilung im Gesamten (sieche Tabelle 3.3.3.2.2) ergab sich
lediglich fiir die Genotypen in der Untergruppe der weiblichen Probanden ein
signifikanter p-Wert (p=0,0203*) bei einem Trend fiir Allele (p=0,1) und Genotypen
(p=0,07) in der Gesamtstichprobe. Unter der oben angesprochenen Bildung von
Subgruppen zum Vergleich der Verteilungen des kiirzeren 8-repeats Allels und des 9-
repeats Allels (siehe Tabelle 3.3.3.2.2) fand sich eine signifikante Privalenz des
kiirzeren Allels mit acht Trinukleotid-Wiederholungen bei den Patienten im Vergleich
zur Kontrollgruppe (p=0,0231* fiir Allele und p=0,0178** fiir Genotypen).
Dementsprechend war die Uberreprisentanz des 8-repeats Allels signifikant mit einer
Risikoerhohung fiir das Auftreten von Panikstorung assoziiert (OR 2,03; CI 1,09-3,76
fiir Allele und OR 2,27; CI 1,14-4,51 fiir Genotypen). Deutliche Signifikanzen ergaben
sich auch bei der vergleichenden Betrachtung des Allels mit einer neunmaligen
Wiederholung des ATT-Motivs im Vergleich zu allen iibrigen Allelen (p=0,0116*%; OR
1,98; CI 1,16-3,39) sowie des Genotyps mit Homozygotie fiir das 9-repeats Allel im
Vergleich zu allen anderen Genotypen (p=0,0030%*; OR 2,58; CI 1,37-4,86).

Bei der differenzierten Betrachtung der Allel- und Genotypverteilungen nach genauer
spezifizierter Diagnose zeigte sich bei Patienten mit der Diagnose einer reinen
Panikstorung (DSM-II-R 300.01; siehe Tabelle 3.3.3.2.3) eine hochsignifikante
Uberreprisentanz des kiirzeren Allels mit nur 8 Trinukleotid-Repeats (p=0,0013%%%*;
OR 3,37; CI 1,56-7,29) beziehungsweise ein relativer Mangel des 9-repeats Allels
(p=0,0009***; OR 3,13; CI 1,56-6,29). Dieser Effekt scheint sich hauptsédchlich aus der
Subgruppe der weiblichen Probanden zu rekrutieren, die mit hohen Odds-Ratios
ebenfalls deutlich signifikante Assoziationen entweder einer Privalenz des kiirzeren 8-
repeats Allels (p=0,0057; OR 4,28; CI 1,44-12,78) oder einer Unterrepriasentanz des
lingeren 9-repeats Allels (p=0,0009; OR 4,71; CI 1,78-12,52) mit Panikstérung ohne

Agoraphobie zeigte. Die fiir eine Assoziation eines relativen Mangels an einem
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homozygoten 9-repeats Genotyp mit Panikstérung ohne Agoraphobie ermittelten p-
Werte behalten in der gesamten Patientengruppe (p=0,0001***; OR 5,65; CI 2,23-
14,34) wie auch in der weiblichen Subgruppe (p=0,0004***; OR 10,15; CI 2,39-43,10)
sogar nach Bonferroni-Korrektur statistische Signifikanz (p<0,01), was diesen Befund
im Hinblick auf die Relevanz in der Pathogenese der Panikstdorung besonders
unterstreicht.

Bei Vorliegen von Panikstorung mit Agoraphobie (DSM-III-R 300.21) konnte im
Gegensatz dazu keine signifikante Tendenz zu einem bestimmten Allel ermittelt werden
(sieche Tabelle 3.3.3.2.4).

Da der zum Aminosédureaustausch gly/asp fiihrende Basenaustausch in CREM Exon
,glut 2° im Rahmen des Mutationsscreenings bei lediglich einer Patientin in
heterozygoter Form beobachtet werden konnte, wurde keine Assoziationsstudie
angeschlossen. Aufgrund des Auftretens bei nur einer Patientin stellt dieser
Polymorphismus sicher keinen wesentlichen Populations-Effekt bei der Pathogenese der
Panikstorung dar. Inwieweit dieser Polymorphismus in der Familie der Patientin von
Relevanz ist, miilite durch eine Kosegregationsanalyse innerhalb der Familie geklért
werden. Im Rahmen der vorliegenden Studie war diese Analyse jedoch nicht méglich,
da die DNA von Familienangehorigen des Patientenkollektivs nicht vorlag und generell
mit dem hier gewihlten Ansatz die Rolle seltener Varianten in einzelnen Familien nicht

zu klédren ist.

4.3 CREM Promotor 2-Polymorphismus und Panikstorung

Die signifikanten Assoziationsbefunde bei der Untersuchung des Trinukleotid(ATT)-
Repeat-Polymorphismus in CREM Promotor 2 innerhalb des Gesamtpatientenkollektivs
unterstiitzen die Ausgangshypothese, dal das CREM Gen eine Rolle in der Pathogenese
der Panikstorung spielt.

In Kenntnis funktioneller Analysen beispielsweise eines Repeat-Polymorphismus im
Promotor des MAO-A Gens, bei dem die lingeren Allele mit einer erhohten, die

kiirzeren mit einer erniedrigten Transkriptionsaktivitit des Gens assoziiert waren
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(Deckert J et al., 1999), konnte man auch im Fall des Trinukleotid(ATT)-Repeat-
Polymorphismus in CREM  Promotor 2 eine  Beeintrichtigung der
Transkriptionsaktivitidt bei Vorliegen des kiirzeren, bei Patienten mit Panikstdrung
signifikant hdufigeren 8-repeats Allels annehmen. Die dadurch bedingte
Unterexpression der von Promotor P2 generierten repressorischen ICER Isoform kénnte

damit einen Pathomechanismus der Panikstdrung darstellen.

In Anbetracht des bei Panikstorung postulierten hyperadrenergen Status (siche 1.1.4) ist
unter der Hypothese einer Unterexpression von ICER eine mangelnde Hemmung der
durch Noradrenalin oder Adrenalin induzierten, cAMP-vermittelten
Neurotransmitteraktion in den fiir die Genese der Panikstorung in Frage kommenden
Regionen wie dem Locus coeruleus oder dem limbischen System (siehe 1.1.4.1 und 1.3)
als Vulnerabilititsfaktor fiir das Auftreten von Panikattacken denkbar.

Nachdem ebenfalls eine Uberaktivierung der hypothalamo-hypophyseo-adrenalen
Achse in Zusammenhang mit der Pathogenese der Panikstérung diskutiert wird (siehe
1.1.4; z.B. Bakshi VP et al., 2002 und Bale TL et al., 2002), kann auch eine mangelnde
Hemmung besonders der CRH- und ACTH-vermittelten Genantwort durch eine
Unterexpression der ICER Isoform als Pathogenititsfaktor in der Entstehung von

Panikattacken wirken.

Die Beobachtung eines erniedrigten, und nicht - wie nach dem oben dargestellten
Modell zu erwartenden - erhohten Angstniveaus bei CREM knock-out Miusen
(Maldonado R et al., 1999) mag darauf beruhen, da3 hier das CREM Gen unspezifisch
inaktiviert wurde. Somit fehlen in diesem Modell auch alle ubiquitédr und konstitutionell
exprimierten Transkriptions-aktivierenden CREM Isoformen in der cAMP-gekoppelten
Signalkaskade, weswegen die durch Adrenalin, Noradrenalin, Serotonin, CRH oder
ACTH induzierte und iiber CREM Isoformen vermittelte Genantwort, die zu einer
Panikattacke fithren konnte, nicht mehr adidquat vermittelt werden kann. Die im knock-
out Modell ebenfalls inaktivierte repressorische ICER Isoform fillt im Vergleich
aufgrund ihrer gewebsspezifischen Expression und feinregulatorischen Funktion hier

funktionell moglicherweise nicht ins Gewicht.
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Ein weiterer zu diskutierender Befund der vorliegenden Studie besteht darin, daf} die
deutlichen Unterschiede in der Allel- und Genotypverteilung bei Patienten mit reiner
Panikstorung (DSM-III-R 300.01) und Patienten mit Panikstorung und Agoraphobie
(DSM-II-R 300.21) fiir die CREM Promotor 1 Polymorphismen (p<0,05) sowie auf
hochsignifikantem Niveau fiir den Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus
(p<0,001) auf eine mogliche molekularbiologische Differenzierbarkeit der Pathogenese
dieser beiden klinischen Diagnosen hindeuten kénnten. So scheinen die identifizierten
Promotor-Varianten eine spezifische Rolle bei der Pathogenese der Panikattacke an sich
einzunehmen, wihrend sie fiir die Entwicklung einer phobischen Symptomatik eher

nicht relevant zu sein scheinen.

Die der oben dargestellten Hypothese einer Unterexpression der repressorischen ICER
Isoform zugrundeliegende Annahme einer Beeintrichtigung der Aktivitit des CREM
Promotor 2 bei Vorliegen des kiirzeren 8-repeats Allels wird durch weitere Experimente

unter Verwendung von Luciferase-Assays funktionell untersucht werden miissen.

Die in den Assoziationsuntersuchungen ermittelten Risikoerhthungen passen in das
Konzept der Genese der Panikstorung auf multifaktoriellem und oligo- oder polygenem
Weg (Knowles JA et al, 1998). Danach wiirden die beschriebenen CREM
Polymorphismen in Zusammenwirken mit weiteren Polymorphismen die Vulnerabilitit
fiir das Auftreten der Erkrankung nach dem Epistase-Modell synergistisch wirkender
Mutationen bedingen und damit als Suszeptibilitdtsfaktor wirken (Greenberg DA,

1993).

SchlieBlich ist zu erwigen, daB die identifizierten Polymorphismen, fiir die eine
signifikante Assoziation mit dem Vorliegen von Panikstorung gefunden wurde, nicht
selbst fiir das Erkrankungsrisiko verantwortlich sind, sondern 1m
Kopplungsungleichgewicht mit einem weiteren Polymorphismus stehen konnen, der
den eigentlich pathogenen EinfluB auf die Genese der Panikstorung ausiibt. Dieser
gekoppelte Marker mit einer Rekombinationsfrequenz unter 0,5 zu den gefundenen
Polymorphismen lidge etwa in einem Bereich von 1 Megabase oder weniger um die

identifizierten Loci auf demselben Chromosom (Strachan T et al., 1996). Diese
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Hypothese ist vor allem vor dem Hintergrund der Revision der genomweiten
Kopplungsanalyse von Knowles et al. interessant, in der ein LOD-Wert von 2,9
beziehungsweise 3,1 fiir einen Locus auf dem kurzen Arm von Chromosom 10
festgestellt wurde, der nur etwa 128 Kilobasen von dem CREM Gen Locus (10p12.1-
pll.1) entfernt liegt (Knowles JA et al., 1998; personliche Mitteilung). Um diese
Hypothese zu kliren, sind Replikationsuntersuchungen in unabhéngigen Stichproben,

gegebenenfalls unter Analyse von Haplotypen, erforderlich.
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4.4 Ausblick

Die vorliegende Untersuchung bietet mit der erstmaligen Charakterisierung der
genomischen Struktur des humanen CREM Gens und der Identifikation von bislang
nicht bekannten, hiufigen Polymorphismen die Grundlage fiir weitere
Assoziationsstudien in anderen relevanten Kollektiven wie beispielsweise vor dem
Hintergrund des Phénotyps der CREM knock-out Maus (siehe 1.2.3.1 und 1.3) bei
Patienten mit Azoospermie infolge eines Spermatogenesearrestes. Weiterhin diirften die
Ergebnisse dieser Arbeit auch im Hinblick auf die Untersuchung einer moglichen Rolle
des CREM Gens bei der Regulation myokardialer Proteinexpression von Interesse sein,
nachdem eine herzspezifische Aktivitit einiger CREM Isoformen in der Literatur

beschrieben ist (Muller FU et al., 1998).

Die deutlichen Unterschiede in der Allel- und Genotypverteilung bei Patienten mit
Panikstorung mit und ohne Agoraphobie fiir die CREM Promotor 1 Polymorphismen
sowie vor allem fiir den Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus in CREM
Promotor 2 weisen auf eine potentielle biologisch-molekulare Differenzierbarkeit von
Panikstorung mit und ohne Agoraphobie hin, die der von der DSM-Klassifikation
vorgeschlagenen klinischen Trennung dieser Krankheitsbilder enspriche. Um derartige
Effekte identifizieren zu konnen, ergibt sich in diesem Zusammenhang fiir zukiinftige
molekularbiologische Untersuchungen der Pathogenese der Panikstdrung die
Notwendigkeit einer Subgruppierung des Patientenkollektivs differenziert nach dem

Vorliegen von Agoraphobie zusitzlich zur Untersuchung der Gesamtstichprobe.

SchlieBlich kénnte die klinische Relevanz der Ergebnisse dieser Arbeit im Beitrag zu
einem neuartigen Konzept der Entwicklung von anxiolytischen Substanzen liegen, die
nicht - wie beispielsweise die als potentiell wirksam diskutierten CRH2-Antagonisten
(Bakshi VP et al., 2002) - auf Rezeptor- sondern auf Transkriptionsfaktorebene wirken.
Moglicherweise konnten Substanzen, die entweder direkt oder indirekt die Expression
von ICER induzieren, bei Tridgern des kiirzeren 8-repeats Allels innerhalb des

Trinukleotid(ATT)-Repeat-Polymorphismus in CREM Promotor 2 eine anxiolytische
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Wirkung zeigen. Nachdem, wie oben angeprochen, eine Ubersekretion von
hypothalamischem CRH wie auch ein hyperadrenerger Status als potentielle
biochemische Grundlagen der Panikstorung diskutiert werden, konnte durch
medikamentose oder zukiinftig eventuell verfiigbare gentherapeutische Induktion der
ICER Expression die hypothetisch angenommene mangelnde Hemmung der
beispielsweise durch Noradrenalin, CRH oder ACTH induzierten cAMP-vermittelten
Neurotransmitteraktion in den fiir die Genese der Panikstérung in Frage kommenden

Regionen kompensiert werden.
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