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I. Zusammenfassung/ Abstract

1.1 Zusammenfassung (deutsch)

Einleitung: Alkoholabhangiges Verhalten stellt in Deutschland eine der haufigsten
Ursachen fur Krankheit und frihzeitigen Tod dar. Die Abhangigkeitsatiologie ist
multifaktoriell. In anderen Studien konnte bereits die Assoziation von Alkohol-
abhangigkeit mit genetischen Varianten des N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptorsystems nachgewiesen werden. Die Atiologiemodelle beeinhalten
anatomischen Regionen, in denen Belohnungsreize prozessiert werden, u.a. das
ventralen Striatum (vSt). Funktionelle Magnetresonanztomographie (MRT)-
Untersuchungen konnten belohnungsassoziierte Verhaltensunterschiede bei
Alkoholabhangigen nachweisen. Ein dazu entwickeltes Verfahren ist das Monetary
Incentive Delay Paradigma (MID), ein weiteres das Alkohol-Cue-Paradigma.
Methodik: Assoziationsanalyse von Alkoholabhangigkeit und Haplotyp-
kombinationen von 16 Single-Nucleotid-Polymorphismen (SNPs) der drei NMDA-
Rezeptorgene NMDAR1, NMDARZ2A und NMDAR2B. 128 Probanden wurden
genotypisiert und mit Hilfe der Software PHASE (1) wurden die haufigsten Haplo-
typsequenzen ermittelt. Ein Subkollektiv von 34 Probanden (17/17) wurde mit
funktioneller Magnetresonanztomographie (fMRT, Erfassung des BOLD-Signals
(Blood-Oxygen-Level-Dependent)) wahrend der Durchfiuhrung des MID-
Paradigmas untersucht. Acht alkoholabhangige Probanden wurden zudem mit
dem Alkohol-Cue-Paradigma untersucht. Die Ergebnisse wurden mit der Software
SPM (Statistical Parametric Mapping) ausgewertet und mit den genetischen Daten
assoziiert.

Ergebnisse: Fir alle untersuchten Gene des NMDA-Rezeptors konnten
signifikante Verteilungsunterschiede der Polymorphismen nachgewiesen werden.
Haplotypkombinationen zeigten signifikante Verteilungsunterschiede zwischen den
Versuchsgruppen fur NMDAR1 (p=0,028) und NMDARZ2A (p=0,008). BOLD-Werte
im MID-Paradigma wichen in der anatomischen Zielregion (vSt) bei Alkohol-
patienten wahrend einer Gewinnerwartung von denen der Kontrollen in Richtung
einer verringerten neuronalen Aktivierung bei der Antizipation von Gewinn ab
(p=0,02). Fur alle untersuchten Gene wurde ein Einfluss von Suszeptibilitatsloki

auf die Aktivierung mit der MID-Task nach-gewiesen. Eine geringere Aktivierung in



der Zielregion (vSt) wahrend Gewinn-antizipation (MID) konnte mit Haplotypen von
NMDAR1 (p=0,018) und NMDAR2B (p=0,015) assoziiert werden. Die Auswertung
der Alkohol Cue Task ergab flr die anatomische Zielregion in einem kleinen
Sample (8 Patienten) einen bestatigen-den Trend (p<0,001).

Diskussion: Die vorliegende Studie konnte die Verbindung von NMDAR-
Sequenzvarianten mit neuronaler Dysfunktion im ventralen Striatum bei alkohol-
abhangigen Patienten herstellen. Die Ergebnisse kdnnten darauf hinweisen, dass
bestimmte Genvarianten des NMDA-Rezeptors indirekt risikofordend, andere
wiederum protektiv flir die Entwicklung einer Abhangigkeit sein kénnten. Fur die
Spezifizierung der Hypothese und zur Konstruktion eines klinischen Phanotyps
ware eine grofRere Zahl an Probanden und eine Kontrollgruppe in der Alhokol-Cue-

Task nétig, um den ermittelten Trend statistisch valide zu bestatigen.

1.2 Abstract (english version)

Introduction: There are multiple etiological causes for alcohol dependency.
Numerous genetic variants have been identified to increase the risk of becoming
alcohol dependent. The association of alcohol dependence (AD) and variants of
the N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-receptor were previously pointed out. The
etiological models focused hereby on anatomical regions within the reward system
e.g. the ventral Striatum (vSt). Behavioral differences between alcoholics and
controls could be elicited using functional magnetic resonance imaging (MRI)-
Paradigms (Monetary Incentive Delay (MID)-task, alcohol-cue-paradigm).
Methods: Association analysis of AD and haplotype-estimates for 16 single
nucleotid polymorphisms (SNPs) of the 3 NMDA-receptor genes NMDAR1,
NMDAR2A and NMDARZ2B. Participants (n=128) were genotyped and haplotype-
estimation was performed using the software PHASE (1). A sub-collective (17/17)
was assesed using the MID-task. Eight alcohol dependent patients were also
assessed by using the alcohol-cue-paradigm. The data was then analysed using
the software SPM (Statistical Parametric Mapping) and associated with the results
of the genetic data set.

Results: Polymorphisms of all of the 3 genes were distributed significantly
unequal amongst the 2 groups. Haplotype-combinations with higher frequencies
were distributed unequally for NMDAR1 (p=0,024) and NMDAR2A (p=0,039).



BOLD-levels (Blood-Oxygen-Level-Dependent) during reward anticipation in the
Vst using the MID-paradigm were significantly lower in alcoholics (p=0,02) and
linked to haplotypes in alcoholics for NMDAR1 (p=0,018) and NMDAR2B
(p=0,015). Results from the evaluation of the alcohol-cue paradigm in a small
sample (8 alcohol dependent patients) corroborated the results of the MID-task.

Discussion: In our study we associated gene-sequence variants of the NMDA-
receptor 1, 2A and 2B with neural dysfunction in the ventral striatum in alcoholics.
All three gene variants were having an influence on BOLD-levels during reward
anticipation. The structure of the group sample participating in this study was not
suitable to postulate a clinical phenotype (endophenotype). The findings indicate
that NMDAR-gene-variants are factors that may increase or decrease the risk for
AD. For further specification about the association of gene-variants of NMDAR-
subreceptors and a neural disfunction relevant for AD in a larger sample of
participants and a control group for the alcohol-cue-paradigm would be needed.



Il. Einleitung

2.1 Alkoholabhéangiges Verhalten

2.1.1 Historische Herleitung

Aristoteles und Plutarch sind als frihe literarische Quellen fur die Beschreibung
von Trunkenheit und Rausch nachgewiesen (2). Der Krankheitsbegriff des
Alkoholismus wird bei Trotter 1778 als ,Trunkenheit” beschrieben und spater, 1819
von Buhl-Cramer, mit dem Begriff der Dipsomanie (heute: episodischer Miss-
brauch) bereits auf ein kérperliches Leiden bezogen (3). Als eigenstandiges
Krankheitsbild wird der alcoholismus chronicus 1852 von Magnus Huus als
solches definiert (4). Um die Jahrhundertwende war man (u.a. auch Kraeplin) der
Meinung, Alkoholismus sei in erster Linie mit Willensschwache assoziiert (5). Dies
ist nicht selten auch heute noch der Fall, was unter anderem zur Bagatellisierung
der Krankheit und Stigmatisierung der Betroffenen beitragt. Jellinek hat mit seinen
Arbeiten von 1940 bis 1960 den Begriff des Alkoholismus als Krankheit mit den
heute noch gultigen Merkmalen des Ubersteigerten Denkens an Alkohol, der
Palimpseste (,Filmrisse®), des Kontrollverlusts, sowie des Verleugnens von
Entzugssymptomen gepragt. Seit 1952 ist Alkholabhangigkeit offiziell als
Erkrankung von der WHO anerkannt, seit 1968 wurde dies auch in Deutschland

durch das Bundessozialgericht bestatigt (4).

2.1.2 Epidemiologie

»9,5 Millionen Menschen in Deutschland konsumieren Alkohol in gesundheitlich
riskanter Form. Durchschnittlich werden pro Kopf der Bevdlkerung jahrlich zehn
Liter reinen Alkohols konsumiert. Etwa 1,3 Millionen Menschen gelten als
alkoholabhangig. Nur etwa 10 Prozent unterziehen sich einer Therapie, oft erst
viel zu spat, nach 10 bis 15 Jahren einer Abhangigkeit. Jedes Jahr sterben in
Deutschland 74.000 Menschen an den direkten und indirekten Folgen ihres
Alkoholmissbrauchs. Die volkswirtschaftlichen Kosten belaufen sich auf 26,7
Milliarden Euro, davon sind allein 7,4 Milliarden direkte Kosten fir das
Gesundheitssystem“(6). UbermaRiger Alkoholkonsum hat nach Nikotinkonsum

und Bluthochdruck das dritthochste Risiko flr Folgekrankheiten und vorzeitigen



Tod in Europa (7). Im Jahr 2009 wurden 26.400 Kinder, Jugendliche und junge
Erwachsene aufgrund akuter Alkoholvergiftung behandelt (8). Fur Personen mit
chronischem Alkoholmissbrauch verkurzt sich die Lebenserwartung um
durchschnittlich 23 Jahre (9). Die Diagnoseklasse ,F10 (ICD-10) Psychische und
Verhaltensstérungen durch Alkohol“ ist bei Mannern der zweithaufigste Behand-
lungsanlass in Krankenhausern nach chronisch ischamischer Herzkrankheit (10).
Abhangig vom Schweregrad einer alkoholbedingten Leberzirrhose sterben im
Zeitraum von funf Jahren nach Diagnosenstellung zwischen 40 und 80% der
Betroffenen (11). Der Anteil von unbehandelten Patienten mit Alkoholabhangigkeit

liegt in Deutschland nach Schatzungen bei 70% (12).

2.1.3 Terminologie alkoholabhangigen Verhaltens

Grundlegend zu unterscheiden sind die akute Intoxikation, das Entzugssyndrom
und die Folgekrankheiten einer Abhangigkeit. Alkoholkonsum (riskanter,
schadlicher), Alkoholmissbrauch, Alkoholabhangigkeit und Alkoholsucht/ Alko-

holismus sind die verschiedenen Begriffe, die es einfihrend abzugrenzen gilt:

Alkohol- Ethylalkohol oder einfach Ethanol (C2HeO); das Wort Alkohol kommt aus
dem Arabischen (Al-Cool) und bedeutet ,feines Pulver, Augenschminke®. Der Stoff
hat spezifische chemische Eigenschaften, die ihn unterschiedlich einsetzbar
machen. Abgesehen von der technischen Verwendung dient er als hoch-
energetisches Nahrungsmittel, Genussmittel und als psychoaktive Substanz, die

im kulturellen Gebrauch vor allem okzidentaler Kulturen weit verbreitet ist.

Alkoholkonsum- In der klinischen Praxis werden verschiedene Risikostufen des
Konsums abgegrenzt, wobei es Inhalt andauernder Diskussion ist, ob ein geringer
Konsum nicht auch bereits schadlich ist. Die Risikostufen werden unterteilt in
geringen, gefahrlichen, sowie schadlichen Konsum (13). Mengenangaben der
British Medical Association sind hierzu: taglicher Konsum von 30 g fir Manner und
20 g fur Frauen ist die Niedrig-Risiko-Gruppe. Gefahrlicher Konsum beginnt bei
Mengen von 30-60g bzw. 20-40g bei Frauen. Schadlicher Konsum beginnt bei
taglichen Mengen von 60-120g bzw. 40-80g bei Frauen. Die Hochrisikogruppe

liegt mit ihrem Konsum noch darlber (14).



Alkoholmissbrauch- Allgemein formuliert handelt es sich um Missbrauch, wenn
bei der Bewertung eines Verhaltens die Schadens-Nutzen-Relation auf der Seite
des Schadens liegt (4). Die Definitionen der International Classification of
Diseases (ICD-10) der World Health Organization (WHO) und der Diagnostic and
Statistical Manuals of Mental Disorders (DSM-IV) der American Psychiatric
Association (APA) bezeichnen den Alkoholmissbrauch im engeren Sinne (5),
wobei beide den Begriff ,Abhangigkeit” (siehe Tabelle 1) bezuglich des Konsums
definieren, jedoch unterscheiden sie die Begriffe ,schadlicher Gebrauch® (ICD-10)
versus ,Missbrauch“ (DSM-1V).

Tab. 1. Gegenuberstellung der Diagnosekriterien nach ICD-10 und DSM-IV.

ICD-10 DSM-IV
— Schéadlicher Gebrauch von Alkohol — Alkoholmissbrauch

Schadigung der psychischen oder
physischen Gesundheit

Vernachlassigung von Pflichten

Alkohol trotz kérperlicher Risiken

Alkohol trotz Probleme mit der Polizei

Alkohol trotz psychosozialer Probleme

Alkoholabhangigkeit/ Alkoholismus/ Alkoholsucht (die Begriffe werden im
Weiteren synonym verwendet)- ,Ist eine primare, chronische Krankheit, deren
Entstehung und Manifestation durch genetische, psychosoziale und umfeld-
bedingte Faktoren beeinflusst werden. Sie schreitet haufig fort und kann todlich
enden® (4). Korperliche Abhangigkeit ist gekennzeichnet durch zwei Phanomene:
das Entzugssyndrom (definierter Symptomenkomplex, der nach dem Absetzen
von Alkohol nachweisbar ist) und die Toleranzentwicklung. Da es abhangiges
Verhalten auch ohne den Nachweis von kdérperlichen Symptomen gibt,
unterscheidet man davon die psychische Abhangigkeit (15). ICD-10 und DSM-IV
gleichen sich in den Kriterien fur Abhangigkeit (Toleranz, Entzugssyndrom,
Kontrollminderung, zwanghaftes Trinken, hoher Zeitaufwand, Vernachlassigung
anderer Aktivitaten, Konsum trotz Wissen um negative Folgen), wobei nach
ICD-10 6/8 gegenlber 7/8 nach DSM-IV Uber einen Zeitraum von 12 Monaten

erflllt sein missen.
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2.1.4 Wirkungen von Ethanol auf das Zentrale Nervensystem (ZNS)

Der Wirkstoff alkoholischer Getranke ist Ethanol (C2HsO). Die akut rauschhafte
Ethanolwirkung entspricht etwa der eines Narkosemittels (Barbiturate, Benzo-
diazepine). Es lassen sich durch unterschiedliche Dosierungen verschiedene
Stadien der Narkose auslosen. Kleine oder maRige Dosen fuhren zur Belebung
der motorischen und psychischen Funktionen. Bei 2-2.5%. ist mit schwerer
Intoxikation zu rechnen. Werte von 3-5%. wurden bei tddlich verlaufenden
Vergiftungen gefunden (16). Aufgrund seiner physikalisch-chemischen Eigen-
schaften durchdringt Ethanol leicht Lipidbarrieren und gelangt so schnell ins ZNS,
wo es auf praktisch alle Transmittersysteme Einfluss hat. Durch Einlagerung in
intergrale Membranschichten moduliert Ethanol jedoch vornehmlich die Wirkung
von Gamma-Amino-Buttersdure (GABA) und Glutamat. Die GABAerge Sedation
und Anxiolyse (vermittelt Uber GABA-A-Rezeptoren) wird allosterisch verstarkt (17)
und die glutamerge Exzitation nicht-kompetitiv gehemmt (18). Adaptive Prozesse
bei Dauerkonsum fuhren zur Toleranz gegenuber den GABAerg sedierenden
Wirkungen: GABA-Rezeptoren werden herunter reguliert. Der Glutamatrezeptor
vom NMDA-Typ, der von Ethanol blockiert wird, erfahrt bei chronischer
Ethanoleinnahme eine reaktive Uberexpression (19). Zudem fiihrt eine stark
erhohte Ethanolplasmakonzentration zu vermehrter Glutamat- als auch Dopamin-
freisetzung (20). Letzteres wird durch eine Interaktion von Ethanol mit Dopamin-
rezeptoren und -transportern verursacht (21). Auch Veranderungen des
opioidergen Systems, sowie erhdhte Kortisolplasmaspiegel bei Entzug (22) haben

bei chronischem Ethanolmissbrauch Einfluss auf Entstehung und Verlauf der
resultierenden Abhangigkeit.

2.1.5 Soziale Faktoren

Innerhalb unserer Gesellschaft haben Alter, Geschlecht, sowie die gesell-
schaftliche Verortung einen Einfluss auf das Risiko, einen schadlichen Konsum bis
hin zur Alkoholabhangigkeit zu entwickeln. Im Jugendalter ist durch besondere
Trinkgewohnheiten wie dem Rauschtrinken (engl. ,binge drinking“) eine erhdhte
Gefahr fur riskanten Konsum nachgewiesen (23). Laut einer Studie der Deutschen
Hauptstelle fur Suchtfragen (DHS) ist auch im hoheren Alter ein riskanter

Alkoholkonsum besonders haufig (13). Wiederholt konnten Studien in
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verschiedenen westlichen Landern nachweisen, dass Manner haufiger von einer
Abhangigkeit betroffen sind und eher zum riskanten Konsum neigen als Frauen
(24, 25). Epidemiologischen Studien zufolge ist ein erhéhter Konsum zudem mit
geringem Sozialstatus korreliert (26, 27).

2.1.6 Psychische Faktoren

Klinisch empirische Modelle stellen durch Assoziation von Verhaltensmustern mit
der klinischen Diagnose einer Abhangigkeit modellhaft pathologierelevante
Persohnlichkeitsmerkmale heraus. Ein klinisch empirisches Modell ist das Modell
der ,Pramorbiden Personlichkeit® (28), welches auf frihe Studien zur Assoziation
zwischen Alkoholismus und mangelnder Selbstkontrolle, gesteigerter Impulsivitat
und Aggressivitat zurick greift (29) und an anderer Stelle als ,sekundare
Alkoholabhangigkeit® definiert wurde (30). Teile dieses Modells wurden durch
experimentelle Befunde u.a. durch eine Studie von Beck et al. bestatigt. Demnach
war impulsives Verhalten, gemessen mit der Barrat-Impulsivitats-Skala-10
(Bis-10), bei alkoholabhangigen Patienten gegenliber gesunden Kontrollen

verstarkt nachweisbar (31).

2.1.7 Neurobiologische Faktoren

Galten fruher die Stufen einer ,Suchtkarriere® als selbstverschuldet, so werden in
der anhaltenden Ausdifferenzierung des Bio-Psycho-Sozialen Atiologieansatzes
nach Engel (32) zunehmend neurobiologische Komponenten fokussiert.
Zusammenfassend lassen sich sowohl protektive als auch risikoférdernde
Faktoren ausmachen, die abhangiges Verhalten bedingen. Bei der Entwicklung
und Aufrechterhaltung einer Alkoholabhangigkeit spielen folgende Transmitter-
systeme eine wichtige Rolle: Serotonin, GABA, Dopamin, Serotonin, Noradrenalin,
Opioide, Cannabinoide und Glutamat (33). In der aktuellen Debatte werden
verschiedene Ansatze verfolgt. Dabei steht Dopamin auf der einen Seite, das
starken Einfluss auf das Verlangen (Craving) und im Zusammenspiel mit Glutamat
auf Verhaltenskopplung mit Inhalten, also Verhaltenskontrolle haben kann (34).
Die Pathophysiologie der Alkoholabhangigkeit ist jedoch komplex, die Atiologie
multifaktoriell. Es existiert bislang kein einheitliches Erklarungsmodell. Sozio-

kulturelle, biographische, als auch biologische Aspekte beeinflussen einander.
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2.1.7.1 Dopaminhypothese

Im Zentrum der Aufmerksamkeit neurobiologischer Theorie der Abhangigkeit stand
lange das mesolimbische, dopaminerge System und im Speziellen der Nucleus
accumbens (Nac; im Folgenden synonym verwendet= ventrales Striatum (vSt);
der gemeinsame Teil von Nucleus Caudatus und Putamen, der nicht von der
Capsula interna durchbrochen wird) mit den ihn umgebenden Projektionen. Diese
Projektionen werden vor allem aus dopaminergen und glutamergen Synapsen
gebildet (siehe Abb. 7). Urspringlich als Vermittler zwischen dem limbischen
System und kortikalen, motorischen Systemen identifiziert, kommt dem Nac eine
zentrale Rolle bei der motivationellen Komponente des Handelns zu. Diese schien
in Teilen als das neuronale Korrelat fur ,Belohnung® (oder der Erwartung einer
Belohnung) bestimmbar zu sein. Aktivierung des Nac durch Projektionen aus dem
ventralen tegmentalen Areal (VTA) werden im Speziellen bei primaren Verstarkern,
wie Essen und Sex beobachtet (35). Daraus liefl3 sich folgern: Evolutionar werden
soziale Strategien, die sich als vorteilhaft erweisen (welche zu Essen bzw. Sex
fuhren), durch Nac-Projektionen verstarkt. Dopaminausschittung in diesem
.Belohnungszentrum® ist also Uber den Mechanismus einer Sensibilisierung (im
Gegensatz zur Habituation) mit bestimmten Verhaltensweisen gekoppelt, die fur
unser Uberleben essentiell sind. Im Tiermodell wurde in der Praferenz einer
elektrischen Selbststimulation des Nac gegenliber den vorab beschriebenen
Handlungen ein direktes Korrelat fur Drogenkonsum gesehen (36). Somit wird
motivationales Handeln von dem evolutionar ausgepragten Belohnungs-
mechanismus abgekoppelt. Inwieweit der Nac bei der Entstehung und Aufrecht-
erhaltung von abhangigem Verhalten eine Rolle spielt, ist derzeit Teil
unterschiedlicher Atiologiehypothesen. Die ,Belohnungshypothese* ist zugunsten
eines ,belohnungsankindigenden“ bzw. ,aufmerksamkeitslenkenden® Signals
vielfach in Frage gestellt bzw. modifiziert worden (37, 38). Computergestitzte
Modelle belohnungsassoziierten Lernens konnten zeigen, dass Drogen gegenuber
naturlichen Verstarkern im Vorteil waren, was die Bewertung des Ausmalies einer
zu erwartenden Belohnung bzw. Wichtigkeit oder Salienz betrifft (39). Das
dopaminerge System ist also ein endogenes Verstarkersystem fur implizite,
suchtanaloge Gedachtnistinhalte und als solches Teil der zentralnervésen

Endstrecke psychotroph wirkender Substanzen.
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2.1.7.2 Serotoninhypothese

Serotonin (5-hydroxytryptamin, 5-HT) wirkt primar modulierend auf andere
Transmitter. Stimmungslage, Aggressivitat, Ess-, Schlaf- und Wachverhalten
werden durch tonische Entladungen des serotonergen Systems beeinflusst. Auf
der Ebene des Genotyps konnten bestimmte Varianten als Marker mit Einfluss auf
die Ausbildung von alkoholabhangigem Verhalten identifiziert werden (40). Der
prominenteste Polymorphismus im Bezug auf die Alkoholabhangigkeit ist der des
SLC64A-Gens, genauer die Varianten der 5’-Promotorregion des 5-HT Trans-
porters (5-HTT). Sowohl im Tiermodell als auch in klinischen Studien konnte ein
genetisch disponiertes Transportermehrangebot derjenigen Tiere nachgewiesen
werden, die homozygot fur das lange Allel sind (41) und in weiterfihrenden
Studien konnten die Trager dieses Allels mit erhdhter ,Trinkfestigkeit“ assoziiert
werden (42), d.h. Menschen mit diesem Genotyp sind weniger sensitiv gegenuber
Alkohol und haben moglicherweise ein erhohtes Abhangigkeitsrisiko. Zudem
konnten in Bildgebungsstudien die Trager des S-Allels mit erhohter Aggressivitat
und ,Angstlichkeit* in Verbindung gebracht werden, was man aus der vermehrten
Stimulation in angstvermittelnden Zentren ableiten konnte: Die Trager des S-Allels

weisen eine erhdhte Aktivitat in der Amydgdala als Reaktion auf angsterzeugende
Stimuli auf (43, 44).

2.1.7.3 Glutamathypothese

Glutamerge Netzwerke umfasssen etwa 40 % der Zellen des ZNS (45). Das
glutamerge System wird durch das monoaminerge System moduliert. Dopamin
erhoht die Anzahl der synaptischen und prasynaptischen Glutamatrezeptoren (34).
Die Interdependenz von Glutamat und Dopamin gilt auch im Bezug auf
suchtrelevanten Regionen: erregende Projektionen vom Prafrontalen Kortex (PKt)
zum Nucleus accumbens (Nac), zum venralen Tegmentum (VTA) und zum
Hippokampus sind entweder glutamerg oder dopaminerg. Alle genannten
Regionen sind immens verhaltensrelevant, da dort Einfluss auf Ebene der

Kontrolle bzw. Hemmung genommen wird.
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Abb.1: Glutamerge Verhaltenskontrolle.

Hippokampus, vSt <« PKt

Kontrolle

Abb.1: Schema der Projektionen vom prafrontalen Kortex (PKt) zum Hippokampus und ventralen
Striatum (vSt), welche zu Verhaltenskontrolle flhrt. D.h. Hippokampus, VTA und vSt exekutieren im
Zusammenspiel eine Handlung/ Emotion, wahrend der Kortex, als hoheres Zentrum, diese
kontrolliert.

Der dargestellte Einfluss auf das Trinkverhalten konnte im Tierexperiment wie
auch im klinischen Versuch nachgewiesen werden (46). Wie oben beschrieben,
gerat das Trinkverhalten ab einer bestimmten Schwelle aufler Kontrolle. Ein
neurobiologisch interessantes Korrelat wird dabei in der Hochregulierung von
NMDAR?1 in der VTA und von NMDAR2 im Hippocampus angesehen (47).

2.1.8 Genetik alkoholabhdngigen Verhaltens

Alkohol dient im Okzident seit Jahrhunderten zur Aufbereitung von Wasser. Durch
Garung entstehende organische Sauren. Diese Garungsprodukte besitzen
konservierende Eigenschaften, da sie potentielle Erreger zerstoren. Somit bringt
der Konsum von alkoholhaltigen Getranken von jeher einen Selektionsvorteil mit
sich. Demgegentiber steht der Orient, wo Wasser traditionell durch erhitzen (samt
Krauterzusatz= Tee) konserviert wurde, weshalb im asiatischen Kulturkreis ein
genetischer ,Nachteil“ im Bezug auf die Alkoholmetabolisierung besteht: etwa 50
% der Ostasiaten weisen deshalb eine Isoform der Alkoholdehydrogenase auf,
welche ihnen den Ubermaligen Alkoholkonsum erschwert (48). Diese Tatsache
deutet auf eine homogene Verteilung alkoholismusrelevanter Gene innerhalb

eines Kulturkreises hin.
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2.1.8.1 Familienuntersuchungen, Zwillingsstudien, Adoptionsstudien
Alkoholabhangiges Verhalten konnte in unterschiedlichen Familienstudien eine
evidente Heritabilitdt (Prozent an direkten Verwandten, die ebenfalls erkrankt sind)
zugeschrieben werden (49). Hier nach ist das Risiko, alkoholabhangig zu werden
bei erstgradiger, alkoholabhangiger Verwandtschaft im Vergleich zu gesunden
Kontrollen siebenmal hoher (50). Andere Studien machten fir mannliche
Probanden eine Heritabilitdt von rund 50 % gegenlber weiblichen mit 25 % aus,
was in etwa proportional der geschlechtsspezifischen Pravalenz (2:1) ist (51).
Zwillingsstudien konnten diese Befunde untermauern und in Abhangigkeit der
Geschlechtszugehdrigkeit eine signifikante Heritabilitdt nachweisen (52, 53).
Fruhe Adoptionsstudien zeigten ebenfalls ein deutlich hdheres genetisches Risiko
gegenuber sozialen Faktoren, da adoptierte Kinder von Alkoholabhangigen trotz
anderer Eltern haufig abhangiges Verhalten zeigten (54, 55). Ubergreifend werden
40-60% des Erkrankungsrisikos auf genetischen Einfluss zurtckgefuhrt (56).

2.1.8.2 Kopplungsstudien

Durch Kopplungsanalysen wird die Vererbung von Genregionen mithilfen von
Markern kontrolliert. Liegen die Regionen und die Marker auf dem Chromosom
dicht beieinander, steigt die Wahrscheinlichkeit, dass der Marker innerhalb einer
Familie gehauft auftritt. Die so identifizeirten Regionen kdnnen als Kandidaten-
gene angesehen werden. Dabei geht man davon aus, dass das Markerallel und
das krankheitsrelevate Gen kosegrigieren. Mehrere Genloki, welche fur alkohol-
abhangiges Verhalten von Bedeutung sein konnten, konnten auf Chromosom 4
(57) identifiziert werden. Die dabei identifizierten Kandidatengene sind Varianten
des GABA-Clusters und des Alkoholdehydrogenase-Clusters. Andere relevante
Regionen liegen im Bereich des Chromosom 11 und auf Chromosom 2 fur
Dopaminrezeptoren, des Chromosom 7 fur den Acetylcholinrezeptor und fir ein
mitochondriales Precurserprotein (58). Die Anzahl auf diese Weise identifizierter
Genregionen ist jedoch immens hoch und gibt nur einen Anhalt fur moégliche

Assoziationen.
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Tab. 2: Beispiele einiger durch Kopplungsanalysen identifizierter alkohol-
assoziierter Genloki (33, 57).

Genlocus Genbezeichnung Genprodukt
4p13-12 GABRAéié’R%ﬁBRB‘l & GABA-Rezeptor
4q21-25 ADH1a, 1b, 1¢, 4,5,6 & 7 Alkoholdehydrogenase
5g34-35 GABRAG GABA-Rezeptor
6924-25 OPRM1 Opioidrezeptor
7931-35 CHRM2 Acetylcholin-Rezeptor

Chromosom 7 ACN9 Protein ACN9
10922.3 KCNMA1 Kaliumkanal
11923, 11p15.5 DRD2, 4 Dopaminrezeptor
12924.2 ALDH2 Alkoholdehydrogenase
13914-g21 HTR2A Serotoninrezeptor
16p13, 12p12 NMDAR2A, 2B Glutamatrezeptor
17911.1-12 SLC6A4 Serotonintransporter

Tab. 2: Die Abkirzungen der Gene in der mittleren Spalte werden durch das Genprodukt in der
rechten Spalte erklart.

2.1.8.3 Das Konzept des Endophanotyps

Der Begriff des ,Endophanotypes” stammt von den griechischen Worten endo fur
.innen“ und phainein fur ,Zeigen“ (59). Er wird oft synonym mit dem Begriff
,Klinischer Phanotyp“ oder ,intermediarer Phanotyp“ verwendet. Endophanotypen
stellen ein Konzept dar, welches psychiatrische Diagnosen mit ursachlichen
Pathomechanismen in Verbindung bringt (60). Der Ansatz ist experimentell, da die
Diagnosenstellung in der klinischen Psychiatrie bisher auf der Beschreibung von
psychopathologischen Symptomen basiert. Elektrophysiologische Parameter (61),
funktionelle und strukturelle MRT-Daten (62) haben sich als zuverlassige,
quantifizierbare Variablen erwiesen die mit genetischen Varianten assoziiert
werden konnen. Korrelierbare Parameter fur Alkoholabhangigkeit sind z.B. bei
EEG-Messungen in konsistent niedrigen Alpha-Wellen-Niveaus (7,5-12 Hz)
anzusehen, die bei Nicht-Alkoholabhangigen mit positiver Familienanamnese
nachweisbar waren (63). Ahnlich konsistent waren normvariante Beta-Wellen-
Niveaus (13-28 Hz) bei alkoholabhangigen Méannern (64). Ein anderer elektro-
physiologischer Parameter mit konsistenter Heritabilitat (0,3-0,8) ist die

sogenannte P300-Welle: eine komplexe 2-Komponenten Welle, die ein
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Aufmerksamkeitsparadigma abbildet (65). Generell lasst sich zwischen direkter
und indirekter Beziehung von Endophanotypen mit dem Risiko alkoholabhangigen
Verhaltens unterscheiden. Im Bezug auf Alkoholabhangigkeit lieken sich bereits
einige spezifische, risikofordernde bzw. risikoreduzierende Gene mit einem
Phanotyp assoziieren: Auf Ebene des Alkoholmetabolismus (ALDH2) liel3 sich
klinisch eine Flush-Symptomatik bei Alkoholkonsum provozieren, welche die
Gentrager vor Uberméssigem Konsum schiitzen kann. Ahnlich protektiv ist eine
zentralnervose Wirkungssensitivitat bestimmter Gentrager des Serotonin-
transporters gegenuber Alkohol, die als phanotypisches Korrelat erhdhte
Amygdalaaktivitat im Provokationsversuch zeigten (20). Indirekte Beziehungen
von Endophanotypen mit alkoholabhangigem Verhalten werden in genetisch
beeinflussten Syndromen wie Schizophrenie und Bipolarer Stérung gesehen, die
durch erhdhte neurochemische Vulnerabilitdt gegentber Stressoren zu erklaren
sein kénnten (66).

Tab.3: Beispielstudien mit Endophanotypen.

[ Klinischer Parameter Assoziiertes Gen Studie |

P300 event-related potential
amplitude as an
endophenotype of alcoholism-
evidence from the collaborative
study on the genetics of
alcoholism [64]

Serotonin transporter genotype
(5-HTTLPR): effects of neutral
and undefined conditions on
amygdala activation [20]

P300-Messung im EEG CHRM2

Amygdala BOLD-Signal im

MRT S5HTT

2.1.8.4 Assoziationsstudien

Assoziationsstudien korrelieren genetische Polymorphismen mit dem Auftreten
von komplexen Erkrankungen bei verwandten als auch bei nicht-verwandten
Personen. Dabei versucht man in Fall-Kontroll-Studien genetische Varianten mit
dem Risiko fUr eine bestimmte Krankheit zu asssoziieren und die Auswirkung fur
deren Einfluss zu quantifizieren. Etwa 99% des Erbgutes sind bei allen Menschen
identisch (67). Es kdnnen verschiedene Arten der genetischen Variation untesucht
werden. Mogliche Marker fur den Nachweis genetischer Variationen sind sog.
Mikrosatelliten. Dabei handelt es sich um kodierende oder nicht-kodierende

Regionen, die durch charakteristische Wiederholungen gekennzeichnet sind. Die
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am haufigsten verwendeten Marker sind jedoch Einzel-polymorphismen (Single-
Nucleotid-Polymorphism, SNPs), also charakteristische Punktmutationen einzelner
Basen. Man spricht von einem SNP, wenn der Austausch innerhalb einer
Population haufiger als 1% auftritt. Etwa 90% der Varabilitdt des genetischen
Codes geht auf SNPs zurick. Mehr als 10 Millionen SNPs kommen im humanen
Genom vor (68). Die Schwierigkeiten der Interpretation von Assoziationsstudien
auf genetischer Ebene lassen sich wie folgt subsumieren: Viele Einflisse auf
Krankheit mit jeweils geringem Effekt, genetische Heterogenitat, Gen-Gen-
Interaktionen (Epitasis), Gen-Umwelt-Interaktionen und phanotypische Hetero-
genitat (69).

Tab. 4: Alkoholrelevante SNPs aus der genomumfassenden Assoziationsanalyse
,GWAS* (70).

Chromosomale
SNPs L Gen p-Werte Odds Ratio
Lokalisation
rs7590720 2935 Unbekannt 9,72E -9 0,76
rs1344694 2935 Unbekannt 1,69 E -8 0,74
rs705648 2935 PECR 1,78 E -6 1,29
rs13362120 5915 CAST 1,85 E -5 1,23
rs1614972 4923 ADH1C 1,41E-4 0,80

2.1.9 Diagnostik und Therapie Alkoholabhangigen Verhaltens

In erster Linie beruht die Alkoholabhangigkeit auf einer klinischen Diagnose-
sicherung nach den oben erwahnten Diagnosesystemen ICD-10 und DSM-IV.
Diagnosen im Zusammenhang mit alkoholabhangigem Verhalten sind: akute
Intoxikation, Schadlicher Gebrauch, Abhangigkeitssyndrom, psychotische Stérung
und anamnestisches Syndrom. Zur Sicherung der Diagnose mit moglichst hoher
Reliabilitat gibt es unterschiedliche standardisierte Testverfahren: Composite
International Diagnostik Interview (CIDI), Internationale Diagnosenchecklisten
(IDCL), u.a.. Der akute Rausch lalt sich (nach Soyka (71)) in vier Stadien
einteilen: Leicht/ BAK<1,5%0 (Enthemmung, Motorische Stérungen), Mittel/
BAK<2,5%0 (Verstarkte Einschrankung motorischer Funktion, evtl. Nystagmus,
verminderte Selbstkritik), Schwer/ BAK>2,5%0. (Gleichgewichtsverlust, Dysarthrie,
Ataxie, Schwindel, Orientierungsstorungen, illusionare Verkennung, Angst oder
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Erregung), Alkoholisches Koma/ BAK>4%. (Letale Bedrohung durch Dampfung
des Atemantriebs). Die Stufen vom normalen Uber schadliches bis hin zum
abhangigen Verhalten sind flieRend. Das manifeste Bild einer Alkoholabhangigkeit
ist durch die operationalisierten Diagnosesysteme klar definiert (siehe oben
Definition der Alkoholabhangigkeit). Des Weiteren treten unspezifische Symptome
wie depressive Verstimmung, Stimmungslabilitat, Gedachtnislicken, Nervositat,
Unruhe, Insomnie sowie Konzentrationsstérungen auf. Das klinische Bild einer
Alkoholabhangigkeit (F10.2x) prasentiert sich jedoch als oligosymptomatisches
Zusammenspiel von internistischen, neurologischen und psychiatrischen
Stérungen. Laut einiger Studien existiert eine hohe Lifetime-Pravalenz (=70-80%)
bei Alkoholabhangigen flr andere psychiatrische Krankheiten (72). Haufige
Komorbiditaten einer Alkoholabhangigkeit sind eine narzistische und/oder
antisoziale Personlichkeitsstorung, affektive Stérungen, sowie Angststorungen (5).
Die Therapie richtet sich nach der genauen Diagnose (nach ICD-10 oder DSM-1V).
Es gibt unterschiedliche Therapiekomponenten (pharmakologische, psycho-
therapeutische, u.a.), deren Einsatz individuell und in Absprache mit dem
Patienten abzustimmen ist. In Deutschland Ublich ist eine ,qualifizierte Entzugs-
behandlung® (2) Uber mehrere Wochen, die neben der akuten Behandlung des
Alkoholentzugssyndroms auf eine Wiederherstellung neuro-physiologischer,
kognitiver und emotionaler Stabilitdt abzielt. Die Therapieansatze sind nicht
einheitlich und von Klinik zu Klinik verschieden. Jedoch wird haufig eine Kombi-
nation aus Psychotherapie und gezielter pharmakologischer Intervention
angestrebt, was die Ruckfallquote positiv zu beeinflussen scheint (73). Dabei
kommt unter anderem der Glutamatrezeptorantagonist Acamprosat zum Einsatz,

der mit NMDA-Rezeptoren interagiert.

2.2 Der NMDA-Rezeptor

Glutamat ist der haufigste exzitatorische Transmitter im ZNS und ist von
Bedeutung flur die neuronale Entwicklung und Funktion, sowie flr Lernprozesse
und Gedachtnis (74). Glutamat entfaltet seine Wirkung postsynaptisch an 3
verschiedenen Rezeptortypen, deren Einteilung aufgrund von Agonisten getroffen
wird: AMPA, Kainat und NMDA. Die erwahnten Rezeptoren haben alle gemein-

sam, dass sie durch den endogenen Agonisten L-Glutamat stimuliert werden. Die
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Glutamatkonzentration im ZNS betragt rund 10mM, wobei der grofdte Anteil in
prasynaptischen Vesikeln gespeichert ist (75). Funktionell lassen sich die
Rezeptortypen weiter in metabotrope Rezeptoren und ionotrope Rezeptoren
unterteilen. Metabotrope Glutamatrezeptoren (mGIuR) sind membranstandige
Rezeptoren mit sieben putativ transmembranen Domanen. lhre Funktionsweise ist
durch die Kopplung an guanylnukleotidbindende Proteine (G-Proteine) und die
nachfolgende Signalkaskade gekennzeichnet. Die Unterteilung in drei Gruppen
wird anhand der Gemeinsamkeiten in der Struktur und in Analogie der Signal-
transduktionskaskade getroffen. Gruppe 1 (mGIuR1; 5) wirkt nach Bindung von
Glutamat oder einem kompetitiven Agonisten Uber Aktivierung der Adenylyl-
cylcase, welche wiederum die Phospholipase C aktiviert unter anschlieRenden
Bildung von 1,4,5-Inositoltrisphosphat (InsP3) und Diacylglycerol (DAG). Die
Gruppen 2 (mGIuR2) und 3 (mGIluR4) hemmen die Adenylylcylase.

lonotrope Glutamatrezeptoren sind ligandengesteuerte Kationenkanale, die nach
Bindung durch Glutamat oder einen kompetitiven Agonisten die transmembrane
Permeabilitat fir verschiedene Kationen erhéhen. lonotrope Glutamatrezeptoren
vermitteln in der Regel die rasche, postsynaptische Exzitation durch schnelle
Offnung, das Resultat ist eine erhdhte transmembrane Natrium- und Kalium-
permiabilitat (76). Fur die Struktur ionotroper Rezeptoren ist der im Folgenden
besprochene NMDA-Rezeptor exemplarisch.

Der NMDA-Rezeptor (NMDAR) ist ein oligomerer Proteinkomplex aus 4 oder 5
Einheiten, welche als lonenkanal um eine zentrale Pore organisiert sind. Die
Kanalpore ist im inaktiven Zustand durch ein Magnesiumatom blockiert und im
aktivierten Zustand durchlassig fur Natrium-, Kalium-, und Calciumionen (77). Die
invariante, homologe Untereinheit ist mit NMDAR1 bezeichnet. Sie ist in allen
Formen von NMDAR vorhanden und fur dessen Funktion unabdingbar. Als
variable homologe Untereinheiten konnten bereits NMDAR2A-D sowie die
Untereinheiten NMDAR3A und 3B kloniert werden. Die Zusammensetzung
beeinflusst die Kinetik, die ,Open-chanel-conductance® und die Spannungs-
abhangigkeit des Rezeptors (78). Welche Untereinheiten dominieren, hangt u.a.
vom neuronalen Entwicklungsstadium und der anatomischen Lokalisation der
Rezeptoren ab. So konnte im Tiermodell eine Verschiebung der Expression von
NMDAR2D zu NMDAR2A mit zunehmendem Alter nachgewiesen werden (79).
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NMDAR2A und NMDAR2B sind vor allem im Hippokampus und Cortex von
erwachsenen Saugetieren zu finden. NMDAR2C ist bevorzugt im Cerebellum und
Rickenmark, NMDAR2D im Hirnstamm und Mesencephalon expremiert (80).
lonenkanale offnen nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip. Der NMDA-Rezeptor
nimmt jedoch gegenuber den anderen ionotropen Glutamatrezeptoren eine
Sonderstellung ein: zur Aktivierung bedarf es nicht nur der Bindung von Glutamat,
sondern auch stets der Anwesenheit von Glycin als Koagonist. Die Glutamat-
bindungsstelle befindet sich vermutlich auf der NMDARZ2-Untereinheit, die
Glycinbindungsstelle auf der NMDAR1-Untereinheit. Der Koagonismus wirkt sich
wie eine endogene Regulation aus, da eine Ubermalige Erregung und die daraus
resultierende Exzitotoxizitat unwahrscheinlicher werden (81). Des Weiteren dient
der NMDA-Rezeptor als Koinzidenzdetektor, da zusatzlich zum Koagonismus eine
Vordepolarisation in Form einer tetanischen Reizung oder geichzeitige Depo-
larisation eines benachbarten Kanals (AMPA-Rezeptors) vorliegen muss um den

Magnesiumblock zu entfernen und somit einen lonenfluss passieren zu lassen.

2.2.1 Die Genomische Struktur von NMDAR1

Das NMDAR1-Gen konnte durch Fluoreszenz-Insitu-Hybridisierung (FISH) auf
Chromosom 9 auf 9q34.3 lokalisiert werden (82). Das Gen umfasst 21 Exons
uber 31 kb (83). Die Organisation des Gens ist, analog zum Protein, in drei Seg-
mente aufgeteilt:

1. Segment=Exons 1 bis 11 kodieren fur die N-Terminale, extrazellulare Domane
(84).

2. Segment=Exons 12 bis 19 kodieren fur die Glutamat/NMDA-Bindungsstelle (85)
und die 4 transmembranen Segmente.

Segment=Exons 20 bis 21 kodieren fir die C-Terminale Region de Proteins.

Die Promoterregion beinhaltet eine putative TATA-Box 629 bp oberhalb (upstream)
des Startkodons und zwei Sp1-Bindungsstellen. Drei zusatzliche Bindungsstellen
fur Sp1-Transkriptionsfaktoren wurden im ersten Intron nachgewiesen. Eine
Konsensussequenz fur den Transkriptionsfaktor AP1 wurde 33 bp upstream des
zweiten Exons lokalisiert (83). AuRerdem konnten zwei hochkonservierte

Erkennungssequenzen aus dem Drosophilia-Homeobox-Gen even-skipped (eve)
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detektiert werden (86, 87): 225 bp upstream des Startkodons und in reverser
Ausrichtung im Exon 1. Diese Sequenzen haben eine wichtige Bedeutung fur die
Genregulation und deuten auf unterschiedliche Expressionsraten in verschiedenen
Entwicklungsstufen hin (78). Das NMDAR1 Genprodukt von ist 938-Aminosauren
lang und zeigt sowohl eine hohe strukturelle Konservierung, d.h. dass sich im
Verlauf der Evolution nur wenige Aminosauren verandert haben. Die 8 Splice-
varianten unterscheiden sich sowohl am C-Terminalen Ende, als auch sequentiell.
Die Splicevarianten resultieren aus alternativem Splicing der Exons 4, 20 und 21
konnten zeigen, dass die in Ratten exprimierten Isoformen auch beim Menschen
vorkommen. Sie konnten aulRerdem zeigen, dass zellspezifische Faktoren die
Expression der verschiedenen Isoformen kontrollieren (83). Das resultierende
Protein hat signifikante Struktureigenschaften zu AMPA/Kainat— Rezeptoren; alle

besitzen 4 putativ transmembrane Segmente und eine extrazellulare Domane.

2.2.2 Die Genomische Struktur von NMDAR2A

Das fur den humanen NMDARZ2A kodierende Gen befindet sich auf dem langen
Arm des Chromosom 16 mit Genlokus 16p13.2 (88). Das Gen umfasst 14 Exons
und 13 Introns. Laut Informationen des Internetportals Entrez Gene (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/genes-expression/) konnten 2 Isoformen durch
alternatives Splicing im 5°-Bereich des mRNA-Produkts mit Hilfe von Plasmid-

transkripten isoliert werden.

2.2.3 Die Genomische Struktur von NMDAR2B

Das fur NMDAR2B kodierende humane Gen ist auf Chromosom 12, Lokus 12p12
zu finden. Die Struktur dieses Gens hat grofRe Ahnlichkeit mit dem verwandten
Gen NMDAR2A. Hess et al. konnten die Sequenz des NMDAR2B-Gens aus
isolierter cDNA von Rattus Norvegicus bestimmen und eine Ubereinstimmung mit
humaner DNA von 98 % nachweisen (89). Das Genprodukt umfasst 1484 Amino-

sauren.
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2.2.4 Der NMDA Rezeptor als Kandidatengen bei Alkoholabhangigkeit

Akute Ethanolexposition inhibiert die Funktion des NMDA-Rezeptors, welches bei
chronischem Alkoholabusus zu einer vermehrten Expression fihrt (90). Diese
auch als Homoostase bezeichnete Reaktion des Organismus bezieht sich auf die
bereits erwahnte Toleranz gegenuber Alkohol. Die vermehrte Rezeptorzahl hat
eine Dosissteigerung zur Folge und ist mitverantwortlich fur die Aufrechterhaltung
alkoholabhangigen Verhaltens. Au3erdem werden Entzugserscheinungen mit der
veranderten Rezeptordichte in Verbindung gebracht. Selbst nach erfolgreicher
Entwdhnung kdnnen Stressoren wieder zu ,sekundarem/ erlernten Entzug“ fuhren
(91). Es wird vermutet, dass sowohl Toleranzentwicklung als auch Entzugs-
erscheinungen abhangiges Verhalten hervorrufen (92). Die Inhibition von NMDA-
Rezeptoren im ZNS ist jedoch nicht global, sondern scheint sich auf verschiedene
Teile des ZNS unterschiedlich auszuwirken. Vor allem Regionen des limbischen
Systems und der Hippocampus sind betroffen, wahrend z.B. im medialen Septum
fast keine Inhibition Nachzuweisen ist (93). In-Vitro-Versuche konnten aulierdem
ein unterschiedliches Ansprechen von NMDA-Rezeptoren auf Ethanol in
Abhangigkeit von der subzellularen Lokalisation (Zellsoma versus Prasynaptisch)
nachweisen (94). Diese Unterschiede werden in Teilen mit der Komposition der
Untereinheiten des Rezeptors begrundet. Bisherige Befunde deuten darauf hin,
dass die subzellulare Organisation des NMDA-Rezeptors mit der Vulnerabilitat
gegenuber einer Chronifizierung eines alkoholabhangigen Verhaltens in
Beziehung steht. Theorien Uber implizites Gedachtnis und die Rolle von Glutamat
im ,Verstarkersystem® legen eine Bedeutung des NMDAR-Rezeptors fur die
Charakterisierung der Alkoholabhangigkeit nahe.
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lll. Material und Methoden

3.1 Auswahl des Probandenkollektivs

Nachdem die Studie von der Ethikkomission der Charité bewilligt wurde, wurden
die Probanden an der Charite, Campus Mitte in der Klinik fur Psychiatrie rekrutiert.
Die Einschlusskriterien fur Patienten waren eine nach ICD-10 und DSM-IV
Kriterien diagnostizierte Alkoholabhangigkeit, keine andere neurologische oder
psychiatrische DSM-IV-Achse-I-Storung und kein anderer Substanzmissbrauch als
Nikotin, welches durch randomisierte Urintests, sowie klinisches Interview flr
DSM-IV-Achse-I-Stérungen (SCID-I, (95)) getestet wurde. Der Alkoholkonsum und
die Entzugssymptome wurden mit der Alcohol Drinking Scale (96) und der
Obsessive Compulsive Drinking Scale (97) quantifiziert. Die gesunden Probanden
durften keine neurologiscchen oder psychiatrischen Achse-l-oder Achse-lI-
Stoérungen vorweisen (SCID-I und SCID-II) und keine Verwandten ersten Grades

mit psychiatrischen Stérungen.

3.2 Genetischer Teil

Da fir alkoholabhangiges Verhalten ein oligo- und polygener Vererbungsweg
postuliert wird, wurde in der vorliegenden Studie fur die Untersuchung der
identifizierten Polymorphismen die Methode der Assoziationsstudie gewahlt, womit
auch kleinere Einflisse von Suszeptibilitatsloki auf die Pathogenese einer
Erkrankung ermittelt werden kénnen (98). Da die Studie lediglich longitudinalen
Charakter hatte und die DNA der Eltern der betroffenen nicht vorlag (und somit
eine Analyse der beiden nicht an den Patienten vererbten elterlichen Allele nicht
modglich war) wurde das klassische Modell der Fall-Kontroll-Studie mit nicht-
verwandten Patienten und gesunden Kontrollpersonen gewahlt. Das Kontroll-
kollektiv wurde bzgl. eines Hardy-Weinberg-Gleichgewicht getestet. Mit dieser
Berechnung wurde sichergestellt, daf® 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
reprasentatives Normalkollektiv handelt, welches daher in Assoziationsstudien

verwendet werden kann.
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3.2.1 Auswabhlkriterien der SNPs

1. Studienlage: bereits in mindestens einer validen Studie als relevant im Sinne
der Fragestellung nachgewiesen.

2. Heterozygotenindex (Verteilung in der Normalbevdlkerung): Der bei NCBI
angegebene Wert mulite grofier 20 % sein.

3. Moglichst breite ,,Abdeckung” des Gens, d.h. Auswahl von SNPs aus den
Promoterregionen sowie uber das gesamte Gen verteilt, moglichst aus
kodierenden Regionen mit Einfluss auf Splice-Varianten.

Die verwendeten Quellen waren hierbei die Internet-Datenbanken NCBI/SNP

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/snp), sowie NCBI/OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

omim).

3.2.2 Ausgewahlte SNPs des Gens NMDAR1

Abb.2: Chromosom 9 und selektierte Polymorphismen des NMDAR1-Gens.
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Abb.2: Schematisches Modell mit Introns und Exons. In den Kasten sind magliche Allele, Hetero-

zygozitatsindex und Position des Polymorphismus angegeben (modifiziert nach Schumann (33)).
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Tab.5: Untersuchte SNPs fiir NMDAR1.

SNP mRNA Position | Genposition | Heterozygot. Allele
rs4880213 814004 5’near Region 0,44 cIT
12301364 817538 Intron 1 0,253 cIT

28489906 821402 Intron 2 0,406 AG
rs10870198 825323 Intron 3 0,346 A/G
16293 834241 Exon 5 0,439 A/G

Tab.5: Position im Gen angegeben als mRNA-Positionen, Lokalisation innerhalb des Gens,

Heterozygotenindices und Allele (Quelle: http://www.ncbi.nim.nih.gov.sites/entrez).

3.2.3 Ausgewahlte SNPs des Gens NMDAR2A

Abb.3: Chromosom 16 mit den selektierten Polymorphismen des NMDARZ2A-

Gens.
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Abb.3: Schematisches Modell mit Introns und Exons (modifiziert nach Schumann (33)). Die

Grossbuchstaben unter den SNPs bezeichnen die Allele, die Dezimalzahlen sind die Heterzygoten-

indices.
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Tab.6: Untersuchte SNPs fiir NMDAR2A.

SNP mRNA Position Genposition Het?;g?)((got. Allele
rs2302711 1588777 Intron 2 0,419 CIT
rs8049651 1256745 Exon 6 0,283 CIT
rs9806806 1229283 Exon 11 0,37 C/IGIT
rs1014531 1168873 Exon 14/ 3'UTR 0,379 AIG
rs2072450 1228791 Introns 11 0,239 A/IC

Tab.6: Position im Gen angegeben als mRNA-Positionen, Lokalisation innerhalb des Gens,
Heterozygotenindices und Allele (Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.sites/entrez).

3.2.4 Ausgewahlte SNPs des Gens NMDAR2B

Abb.4: Chromosom 12 und selektierte Polymorphismen des NMDAR2B-Gens.
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Abb.4: Schematisches Modell mit Introns und Exons (modifiziert nach Schumann (33)). Die

Grossbuchstaben unter den SNPs bezeichnen die Allele, die Dezimalzahlen sind die Heterzygoten-
indices.
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Tab.7: Untersuchte SNPs fiir NMDAR2B.

Heterozygot.

SNP mRNA Position Genposition Index Allele
rs3026174 6472758 5'near region 0.415 CIT
rs7301328 6777751 Exon 2 0.494 C/G
rs1805547 6666696 Intron 2 0,499 CIT
rs1805482 6523748 Exon 8 0.264 AIG
rs1806201 6476482 Exon 13 0.41 AIG
rs3764030 6892306 3’near region 0.33 A/G

Tab.7: Position im Gen angegeben als mRNA-Positionen, Lokalisation innerhalb des Gens,
Heterozygotenindices und Allele (Quelle: http://www.ncbi.nim.nih.gov.sites/entrez).

3.2.5 Primerkonstruktion

Die cDNA-Sequenzen der Gene NMDAR1, 2A und 2B wurden bei der Sequenz-

datenbank des National Center for Biotechnology Information NCBI (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) ermittelt. Die Primer flankieren die bei der PCR zu

amplifizierende DNA-Region und stellen die von der DNA-Polymerase fur die

DNA-Synthese in 5°-3'-Richtung bendtigten freien 3‘-OH-Gruppen zur Verfigung.

Die Spezifitat der Primer wird von deren Lange, Schmelztemperatur, CG-Gehalt

und Gehalt an Nukleotidrepeats bestimmt. Die Primer wurden mit der Software

BLAST (http://www.ncbi.nlIm.nim.gov:80/BLAST/) Uberprift. Die Entwicklung

erfolgte anhand folgender Richtlinien:

1. 18-22 bp lange Primer.

2. Differenz der Schmelztemperatur zwischen ,forward“ und ,reverse“ Primer
maximal 4° C.

3. Keine inter- oder intramolekulare Komplementarstukturen am 3°-Ende, um die
Bildung von Primer-Dimern zu verhindern.

4. Fragmentgrofie zwischen 100 bp und 400 bp.
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Tab.8: Primer, Fragmentlange und Annealingtemperatur des PCR-Produktes.

SNP Primer il Heize
(antiparallel) Produkt | Temperatur

rs4880213 | 5'-gagatggccagctcegtttc-3° | 5°-ggctctacatcctetgcagg-3° | 243bp 65°C
rs2301364 5’-ccttggctggtectcagag-3° | 5'-gtectgtttaaagcetctgecag-3° | 363bp 37°C
rs28489906 | 5-cagacacagagaactgagg-3' | 5-ggacaagctgagctcagg-3 267bp 55°C
rs10870198 | 5 -ggactgacacaggttggag-3° 5’-ctcctacctggagcetcge-3° 255bp 37°C
rs6293 5’-cagccgcegatgctgaacatg-3° gatgectag gfg;a gcatgeg-3° 170bp 37°C
rs230277 5'-ctccaagaggcctcgacg-3° 5’-cactgc atcctcgacctic-3° 243bp 55°C
rs8049651 | 5’-gttactatcgat gatccatgc-3° | 5°-gacaaccatctcagcatcg-3° | 192bp 37°C
rs9806808 5’-gaggcatgccgagagtc-3° | 5'-cagtgcctaatggaagcac-3° | 194bp 37°C
rs1014531 5'-ctgttggtgctatgaagtgg-3° | 5°-gtacaatgccatctgtctge-3° | 246bp 37°C
rs3764030 5’-gaccggtaccagctgttttc-3° 5’-ggctctgtgtggagaagce-3° 239bp 55°C
rs7301328 5-gcatgtttagtcctcagcac-3 5’-cgcatctgtgatctcatgtc-3° 220bp 37°C
rs1805547 |5'-gaacagcaggtgaaacacag-3’ | 5'-ctgacctacaggacaccac-3' | 152bp 50°C
rs1805482 | 5'-gcagaagctgcctctacaac-3° | 5'-ctgccatcagcgaggecacc-3' |  375bp 37°C
rs1806201 |5°-gccaggtcactgacctcagcetc-3° cagaatgctg;-gctgcggc-@ 451bp 55°C
rs3026174 5’-gcttgactgcaggatcgcece-3° 5’-cctctgtectctctcagte-3° 362bp 37°C
rs2072450 | 5'-gctatggagtctgtgttacac-3° | 5°-cactcagaaaacctcctacc-3'| 191bp 37°C

3.3 Experimenteller Teil

3.3.1 DNA-Extraktion

Von jedem Studienteilnehmer wurde 30 ml vendses Blut entnommen. Die Proben
wurden pseudonymisiert um Anonymitat zu gewahrleisten und bei —20°C kon-
serviert. Zur Extraktion der genomischen DNA wurde ein Kit der Firma Qiagen
gemal der gegebenen Anleitung verwendet: nach Auftauen des tiefgefrorenen
EDTA-Blutes bei Raumtemperatur wurden 8 ml Blut in ein 50 ml Zentrifugen-
rohrchen, in dem sich 15 ml Lyse-Puffer (FG1) befanden, gegeben. Die gesamte
Mischung wurde 5 mal geschwenkt und anschliefend mit der ,Hettich-Zentrifuge®
fur 8 min bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert. Anschlieliend wurde der rote
Uberstand abgetrennt und verworfen und der Lyseschritt mit 5 ml Lyse-Puffer und
einer Zentrifugation (5 min bei 5000 Umdrehungen) wiederholt. Der Uberstand
wurde abgetrennt und verworfen. Dem schloss sich eine erneute Wiederholung
des Lyseschrittes (3 ml Lyse-Puffer und Zentrifugation fir 3 min bei 5000

Umdrehungen) an. Noch einmal wurde der Uberstand abgetrennt und verworfen.
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Nun erfolgte die Zugabe von 4 ml Puffer FG2, welcher 4 ul Qiagen-Protease
enthielt. Durch Mischen wurde ein homogenes Pellet erzeugt. Dieses wurde in ein
neues Rohrchen Uberfuhrt und far 15 min bei 65°C inkubiert.

Danach wurden 4 ml Isopropanol hinzugefugt und gemischt, bis die DNA-Strange
sichtbar wurden. AnschlieRend wurde bei 4000 Umdrehungen fir 3 min zentri-
fugiert. Es schloss sich ein vorsichtiges Abtrennen des Uberstandes an, eine
Zugabe von 4 ml Ethanol (70 %) und eine Zentrifugation fir 3 min bei 4000
Umdrehungen. Ethanol wurde nun sorgfaltig abgetrennt und es erfolgte eine
Trocknung bei Zimmertemperatur fur 40-50 min. Abschlielend wurde 1 ml Puffer

(FG3) hinzugegeben und eine Inkubation flr 60 min bei 65° C durchgefihrt.

3.3.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Vervielfaltigung der DNA. Sie ist
eine in-vitro Technik, die eine zwischen zwei Oligonukleotid-Primern liegende
genomische Sequenz spezifisch durch eine DNA-Polymerase amplifizieren lasst
(99). Die DNA-Matrize wird unter Zugabe von Oligonukleotid-Primern, dNTPs,
Puffer und DNA-Polymerase in einer Primerverlangerungsreaktion (,primer
extension“) von 35 Zyklen vervielfaltigt. Es entstehen dabei Kopien in einer
GroRenordnung von 2 35, Dabei durchlauft der Zyklus folgende drei Schritte:

Denaturierung: Die Reaktionslosung mit der DNA den Primern (welche als Start-
DNA dienen) und den Nukleotiden (welche an Primer angehangt werden) sowie
der Tag-Polymerase (vom Bacillus Therminus Acquaticusw) wird auf 95° C erhitzt.
Dadurch trennen sich die beiden komplementaren Strange, die DNA ,denaturiert”.

Hybridisierung (,,Annealing“): Durch das Herabsetzen der Temperatur auf
55°C-65° C (abhangig von den verwendeten Primern) verbinden sich die Primer
mit der DNA. An diesen Stellen beginnt die Polymerase damit, weitere
komplementare Nukleotide anzubauen und damit die Verbindung zwischen

Primern und DNA zu verlangern.
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Verlangerung: Die Temperatur wird nun wieder erhoéht, diesmal auf 72° C. Das ist
die ideale Arbeitstemperatur fur die verwendeten Polymerasen, welche weitere

Nukleotide an die entstehenden DNA-Strange anbauen.

Abb.5: Schematische Ubersicht der exponentiellen DNA-Vervielfaltigung (Quelle:
http://www.wzw.tum.de/bmlt/Vorlesung/Allgemein/PCR.pdf).

4. Zyklus
— gewunschtes Gen =X n
/—<3 ZYklus ——  Exponentielle
— (2. Zyklus ——  Vervielfdltigung
= N\ M=
——==—{(1. Zyklus s » 35. Zyklus
DNA Vorlage SR < e
:’< — 2% =
_<< 68 Milliarden
2E— Kopien
4 Koplen 2 __< —
4 Kopien oa 2 < > =
16 Kopien 32;(0‘”9"

Um die optimalen Bedingungen fur die verschiedenen Primer bestimmen zu
konnen, wurde zunachst eine Gradienten-PCR durchgeflihrt. Hierbei wurden
verschiedene Annealingtemperaturen (53° C, 53,3° C, 54,5° C, 56,3° C, 58,6° C,
61,1°C, 63,9°C,66,5°C, 69,0°C, 71,1°C, 72,6°C, 73,4°C) und Magnesiumchlorid-
konzentrationen (30ul/ml, 40pl/ml, 50ul/ml,60ul/ml) untersucht. nach Auswertung
der entstanden PCR-Produkte wurden folgende Bedingungen fur die PCR
festgelegt:
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Tab.9: Verwendete Zusammensetzung des Mastermix fir die PCR.

rs2301364 rs4880213

NMDAR1 rs10870198 rs28489906
rs6293

rs9806806 rs2302711
NMDAR2A rs1014531

rs8049651 rs2072450

rs1806201 rs7301328
NMDAR2B rs1805482 rs3026174

rs3764030 rs1805547
Wasser 14,24l 14,0ul 13,84l 13,8yl
Puffer(10x Buffer) 2,0ul 2,0ul 2,0ul 2,0ul
dNTP's (2mM) 1,0l 1,0ul 1,0ul 1,0pl
MgCl2 (50mM) 0,6ul 0,8ul 1,0pl 1,2yl
Primer F (10uM) 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul
Primer R (10uM) 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul
Taq Polymerase (5U/ul) 0,2ul 0,2ul 0,2ul 0,2yl

Tab.9: Zielvolumen waren 19ul, denen 1ul DNA zugeflgt wurde, so dass ein Gesamtvolumen von
20yl per Probe entsteht.

Es erfolgte die PCR im Thermocycler, mit folgenden Schritten:
Denaturierung bei 94° C fur 5 Minuten

Denaturierung bei 94° C fur 1 Minute

Hybridisierung fur 1 Minute (Primerabhangig)
Verlangerung bei 72° C fur 1 Minute

a b~ 0w n -~

Finale Verlangerung bei 72° C flr 7 Minuten
Die Schritte 2-4 wurden 35 Mal durchlaufen, dem schloss sich die Kihlung bei 4°C

an.

3.3.3 Restriktionslangenpolymorphismus (RFLP)

Anhand der Sequenz der DNA, die mit einem Restriktionsenzym geschnitten wird,
kann die Lange und die Anzahl der aus der Vorlage entstehenden Fragmente
vorhergesagt und damit auf das zugrunde liegende Allel rickgeschlossen werden.
Die entsprechenden spezifischen Enzyme fiur jeweils ein Allel des SNPs wurden
mit der Software NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) bestimmt.
Das Vorliegen unterschiedlicher DNA-Fragmente nach RFPL durch Restriktions-

enzyme wird als Restriktionslangenpolymorphismus bezeichnet.
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3.3.4 Agarosegel-Elektrophorese

PCR-Produkte und Restriktionsfragmente lassen sich hinsichtlich der GrofRde,
Konzentration und Spezifitat der Amplifikationsreaktion mit einer Gelelektro-
phorese Uberprufen. In der Gelelektrophorese bewegt sich die DNA aufgrund ihrer
negativen Ladung in einem Gel unter angelegter Spannung in Richtung der
Anode. Die zuruckgelegte Strecke ist abhangig von der MolekulgroRe. Die PCR-
Produkte sowie die enzymatisch hergestellten Teilsticke wurden in einem 2%igen
bzw. 3%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Fur die Agarosegele
wurde Agarose-Pulver (SERVA 11404, SERVA electrophoresis GmbH, Heidelberg
Deutschland) in 1xTBE-Puffer (10xTBE-Puffer) durch Aufkochen gel6ést. Das
flissige Gel erstarrte in einem horizontalen Gel-Elektrohophorese-Schlitten und
wurde anschlielend in eine mit 1xTBE-Puffer geflillte Elektrophorese-Kammer
uberfuhrt. Nun wurde eine Mischung des Laufpuffers und PCR-Produkts bei einem
Verhaltnis von 10ul zu 8-10ul in die Geltaschen appliziert. Zur Einschatzung der
DNA-Lange erfolgte die parallele Zugabe eines 50 bp gro3en Markers (0,5ug/ul,
MBI Fermentas GmbH, St. Leon Roth). Die angelegte Spannung lag bei der
Auftrennung der PCR-Produkte bei etwa 120 bis 130 V (60-80min). Zur
Auftrennung der RFLP-Teilstliicke wurde die Spannung auf 100 — 120 V gesenkt
und die Auftrennungsdauer auf 80 bis 100 min erhoht. Dann folgte die Anfarbung
der Banden mit ,SYBR-Gold nucleic acid gel stain“ (Invitrogen Molecular Probes,
Karlsruhe Deutschland) in einem Farbebad fur ca. eine Stunde. Zur Ergebnis-
darstellung wurde ein UV-Licht-Kamerasystem ,Gel Imager UST-20M-8E"“ (INTAS,

Gottingen Deutschland) verwandt.
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Tab.10: Restriktionsenzyme fur den RFLP in alphabetischer Reihenfolge.

Enzym SNPs Inkubationstemeraturen Erkennungssequenz
Alul rs2301364 37°C AGCT
Bsal rs1805547 50°C GGTCTC
Bccl rs7301328 37°C CCATC
Bfal rs8049651 37°C CTAG
rs2302711 .
Bsll rs3764030 55°C CCNNNNNNNGG
BssSI rs3026174 37°C CACGAG
Btsl rs1806201 55°C GCAGTG
Hinp1l rs1805482 37°C GCGC
Hpy188l rrsﬂ%%%%ﬁ%ﬁs 37°C TCNGA
Hpy188lII rs1014531 37°C TCNNGA
Mspl rs6293 37°C CCGG
Smll rs28489906 55°C CTYRAG
Taql rs4880213 65°C TCGA

Tab.10: Die Erkennungssequenz bezeichnet die Folge von Basen bei der ein Enzym schneidet.
Aus dem ,Single-Letter-Code“-Standard: N=eine beliebige Base (A,C,G oder T); R=A oder G; Y=C

oder T (https://www.neb.com/tools-and-resources/interactive-tools/enzyme-finder).

Das

Gesamtvolumen fur eine Probe betrdgt 20ul. Die Enzyme wurden alle beim Hersteller New
England Biolabs (NEB) bezogen.

Abb.6: Auswertung des Abschnittes eines abgelaufenen RFLP.

Genprodukte=—3»

Bandenmuster

Marker

Laufrichtung

Abb.6: Kb=Kilobasenpaare. Das untere Schema zeigt beispielhaft mogliche Bandenmuster und die

Aufteilung in verschiedene Genotypen.
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Tab.11: Bandenmuster nach Restriktionslangenpolymorphismus (RFPL) .

SNP homozygot | heterozygot homozygot Il
$2301364 145/} /3pr 145/1 24&/} T3/1 bp 124/é /1 é,p
1805547 15?58 152/12;//31bp 121/2/1:;;
<7301328 140/g?lG)p 140/96/3%44bp 96/4é4/gp
<8049651 154&?8 154/135//51 bp 133/%1 $p
152302711 235’8 231/1 7(;//$0bp 171/$?pr
<3764030 167 /33;1(334bp 167/121/4://88/34bp 121/46/2/&%34bp
rs3026174 36(23?(2 362/221//1(?8bp 224/Le;ibp
1806201 451T t/>$ 451/27&2://1T 730p 278/1C 7/gbp
1805482 375%) 375/26(5;//1T 10bp 265/231/(()3bp
rs9806806 116@%9 116/703/@/0pr 116/???;)
rs10870198 25%’2 285/1 onl/g5bP 17ng£p
1014531 186/2?£p 186/101 //Sg/eobp 101/82//6GObp

(<6293 14%2 140/8;//5(;3bp 87/5(,33/[;(,3;,
r$28489906 27?;;2 276/ 19/f/é5bp 192/;/5:p
(4880213 243%?? 2431 73//;%9 173/g/OéJD
$2072450 191Cb/% 191/13/1//%0bp 131 /%)Kp

Tab.11: Die Bandenmuster bezeichnen die Aufteilung im RFLP nach Auftrennung mit den

jeweiligen Enzymen, die Buchstaben bezeichnen daraus resultierende Genotypen.
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3.3.5 Chemikalien

Tab.12: Verwendete Chemikalien.

Funktion

Hersteller

Ethanol absolut

Carl Roth, GmbH, Karlsruhe, Deutschland

QlAamp DNA Blood Maxi Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen,

H20 Deutschland
dNTP 10mM Rapidozym GmbH
. Tib Mobiol Syntheselabor GmbH, Berlin,
Primer

Deutschland

10xPCR-Puffer

Gene Craft, Ludinghausen, Deutschland

Taq-DNA-Polymerase 5U/ml

BioTherm, Gaithersburg, USA

Agarose SERVA 11404

SERVA electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

10xNEB-Puffer 4

New England Biolabs, Frankfurt/Main,
Deutschland

10xTBE-Puffer

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

DNA-Leiter 50bp 0,5ug/ul

MBI Fermentas GmbH, St. Leon Roth

MgCl>

Bio Therm, Gaithersburg, USA

SYBR-Gold nucleid acid gelstain

Invitrogen molecular probes, Karlsruhe,
Deutschland

Loading Buffer

3.3.6 Gerate

Tab.13: Verwendete Gerate.

BioTherm, Gaithersburg, USA

Funktion Geratetyp Hersteller
Inkubator Thermocenter Salvis Lab Salvis Lab, Schweiz
Waage OWA Labor OWA Labor, ehem. DDR
. Laboratorian Medical
Zentrifuge Centrifuge Lab 4 you, Geesthacht

Mikrozentrifuge

Centrifuge 5415 C

Eppendorf GmbH, Hamburg

Thermocycler Mastercycler Gradient Eppendorf GmbH, Hamburg
Thermo 2720 Cycler Applied Biosystems, USA
Kihlschrank Economic (-20°C) Bosch, Miinchen
Pipetten (Ohne Angabe) Eppendorf GmbH, Hamburg
Pipettenspitzen (Ohne Angabe) Sarstedt, Nurnberg
Gelkammer Maxi Large 480000 Harnischmacher, Ruhr
Spannungsquelle Elite 300 Wealtec, Sudafrika
PCR-Visualisierer Gel Imager U5S-20M-8E Intas, Gel Imager, Géttingen
Mikrowelle Bosch Bosch, Minchen
Wippschuttler Unitwist RT G-Kisker, Steinfurth
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3.3.7 Software
Zur statistischen Auswertung kamen die Statistiksoftware Predictive Analytics

Software 20 als auch die Software SPM8 des Herstellers IBM zur Anwendung.

3.4 Bildgebungsteil

3.4.1 Einfuhrung zum bildgebenden Verfahren

in Die Bildgebungsdaten wurden freundlicherweise von der Forschungsgruppe
,Bildgebung“ der Charité Campus Mitte (CCM) unter der Leitung von Dr. Anne
Beck zur Verfigung gestellt und gemeinsam ausgewertet. Das Teilkollektiv der
Probanden wurde mit funktioneller Magnetresonanztomographie (fMRT) unter-
sucht. Die Forschungsgruppe benutzte dazu den Magnetom Vision, 1,5 Tesla von
Siemens im Standort Charité Mitte (CCM). Die technischen Hintergrinde dieses
Verfahrens werden im Folgenden kurz spezifiziert:

Die fMRT ist ein nicht-invasives Verfahren zur Darstellung der Hirnaktivitat. Dabei
wird die neuronale Aktivitat indirekt Uber Veranderungen der lokalen Durchblutung
gemessen und durch digitale Signalverarbeitung visuell darstellbar. Die fMRT hat
ein mafiges zeitliches, aber ein hohes raumliches Auflésungsvermdgen (100).
Letzters wird durch die variierbare Grolde der Bildelemente (Volumenelemente=
Voxel) ermoglicht. Physikalisch entspricht die Gewebsdifferenzierung unter-
schiedlicher Feldstarkeveranderung nach Einstrahlung eines magnetischen Hoch-
frequenzimpulses. Die Energietrager stellen dabei Wasserstoffionen (Protonen)
dar, die im sich am Magnetfeld ausrichten. Im Fall des funktionellen MRT spielen
vor allem die im Blut vorhandenen lonen eine Rolle. Neuronen stellen Energie
uberwiegend durch oxydative Glykolyse bereit, welche Uber Vasodilatation und
Sauerstoffangebot geregelt wird. Die Steigerung der folgenden hamodynamischen
Parameter wird proportional zur neuronalen Aktivierung betrachtet: BlutfluB3,
Blutvolumen und Oxy-bzw. Desoxyhamoglobinkonzentration im Kapillarblut (101).
Der Oxygenierungsgrad diente auch bei der von uns verwendeten ,Blood
Oxygenation Level Dependent® (BOLD) Technik zur neuronalen Aktivitats-
detektion. Bei dieser Technik wird ein Kontrast von aktiven gegenuber inaktiven
Hirnregionen darstellbar, da oxygeniertes und desoxygeniertes Blut verschiedene

magnetische Eigenschaften haben (102). Jedoch kann mit der BOLD-Technik
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keine Spontanaktivitat gemessen werden, so dass man sich stimulativer Methoden
bedienen muss. Das von uns dargebotene ,ereigniskorrelierte Design® (103) der
Stimulation wird in den folgenden Abschnitten beschrieben (,Monetary Incentive
Delay Paradigma“ und ,Alkohol Cue Paradigma®).

3.4.1 Auswahl des Bildgebungskollektivs

17 alkoholabhangige Patienten und 17 gesunde Kontrollprobanden aus dem
Gesamtkollektiv wurden in den Bildgebungsarm der Studie eingeschlossen und
mit standardisierten Verhaltensparadigmen untersucht. Des Weiteren wurde eine
Untergruppe von 8 alkoholabhangigen Patienten mit einem alkoholassoziierten

Paradigma untersucht (beide werden in Folgenden naher beschrieben).

3.4.2 Monetary Incentive Delay Paradigma (MID)
Die Untersuchung des sog. ,Belohnungssystems® erfolgt durch Messung der
Aktivitat der anatomische Region um den Nucleus accumbens und die ihn

umgebenden Projektionen.

Abb.7: Nac und umgebende Projektionen (modifiziert nach Wolf, 2002).

Hippocampus — Prafrontaler Cortex ¢ Thalamus
5 Amygdala — Nucleus Ventrales
accumbens Pallidum
> Ventrales Behavioraler
Tegmentum Output
PGlutamat
GABA
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Das dazu verwendete bildgebende Verhaltensparadigma wurde von Prof. Dr.
Knutson von der Stanford University, einem Kooperationspartner der Forschungs-
gruppe an der Charité, entwickelt und uns freundlicherweise zur Verfigung
gestellt. Bei diesem Paradigma, dem Monetary Incentive Delay Task (MID),
werden geometrische Figuren im Sinne abstrakter, fur die Probanden und
Patienten ungewohnter Reize gezeigt. Die unterschiedlichen Bildreize kindigen
an, dass mit einer schnellen Reaktion (Tastendruck) entweder Geld gewonnen
oder ein Geldverlust vermieden werden kann. Die Probanden erlernen die
Bedeutung dieser Reize aullerhalb des Scanners. In einer Studie mit gesunden
Kontrollpersonen konnten Knutson und Mitarbeiter zeigen, dass bei den (neu
gelernten) belohnungsanzeigenden Reizen, die einen moglichen Geldgewinn
ankundigen, eine starke Aktivierung des Nucleus accumbens und einiger
umgebenden Projektionen auftritt (104).

Wahrend der Untersuchung liegen die Patienten auf dem Ricken im Scanner und
sehen das von hinten auf eine Leinwand projizierte Bild Uber einen verstellbaren
Spiegel, der an der Kopfspule befestigt ist. Die Leinwand befindet sich am
Kopfende des Scanners. Das Experiment dauert 14 Minuten. Um die statistische
Validitat zu erhéhen, wurde das Experiment zweimal durchgefuhrt. Den
Teilnehmern wurde vor der Untersuchung das Geld gezeigt und ihnen gesagt, das
sie die hohere Summe der beiden Durchlaufe direkt im Anschluss ausgezahit
bekdmen (was auch tatsachlich erfolgte). Die Gesamtdauer der Untersuchung
betragt ca. 30 Minuten. Dabei werden den Probanden fur die Dauer von jeweils
250 Millisekunden zunachst unterschiedliche geometrische Figuren dargeboten,
welche als Hinweisreize (Cues) fungieren und entweder einen bestimmten
finanziellen Gewinn oder Verlust (0.10 €. 0.60 €. 3 €) oder aber auch keine
finanziellen Folgen indizieren (neutrale Bedingung). Die jeweiligen Verlust- oder
Gewinnbedingungen wurden pro Durchgang 9mal (27mal Gewinn in den drei
gezeigten Gewinnstufen, 27mal Verlust in den drei gezeigten Verluststufen), die

neutrale Bedingung wurde 18mal prasentiert.
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Abb.8: Darstellung der verwendeten Cues des fMRT-Experiments.
-0.60€ -0.10€ +/-0€ +0.10€ +0.60€

nach einem kurzen variablen Zeitintervall (delay) von 2250 — 2750 ms erscheint
ein Zielreiz (target) fur maximal 1000 ms, auf welchen so schnell wie moéglich mit
Tastendruck reagiert werden soll. Der Gewinn bzw. die Vermeidung des Verlustes
von Geld wird nur dann erreicht, wenn die Reaktion wahrend der Dauer der

Targetprasentation abgegeben wird.
Eine Feedbackmeldung erfolgt nach jeder Reaktion, welche sowohl den

tatsachlich jeweils erzielten Gewinn oder Verlust anzeigt, als auch den gesamten

bisher erzielten Betrag.

Abb.9: Aufbau eines Versuchs aus dem Monetary Incentive Delay Paradigma.

250ms

2.25-2.75s

Feedback

Die Schwierigkeit der Aufgabe (das zur Reaktion freigegebene Zeitfenster) wurde,
auf Basis individueller Reaktionszeitergebnisse in einem Ubungsdurchlauf,
individuell angepasst, so dass die Probanden in 66 % der trials erfolgreich waren.
Dadurch wird die Aufmerksamkeit und Motivation erhoht, da man nicht in jedem
Fall gewinnt. Auf der anderen Seite wird durch diese Anpassung das Erleben von

Frustration verhindert und ein bestimmter Gewinn gesichert.
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3.4.3 Alkohol Cue Paradigma

Das Alkohol Cue Paradigma (ACP) testet die Reaktionen von Probanden im fMRT
auf alkohol-assoziierte Bilder gegenuber nicht-alkohol-assozierten Bildern. Die
nicht-alkohol-assoziierten Bilder entstammen dem Bilderpool fur standardisierte
Abbildungen des internationalen Studienzentrums fir Emotionen und Aufmerk-
samkeit (http://csea.phhp.ufl.edu/Media.html (105)). Die alkoholassoziierten Bilder
wurden von der Arbeitsgruppe um Dr. Jana Wrase an der Charité augewahlt (106).
Die Bilder sind also entweder nicht-alkoholassoziiert und besitzen dabei die
Qualitdten angenehm, unangenehm und neutral oder sie stellen alkohol-

assoziierte Inhalte (Bilder von alkoholischen Getranken) dar.

Abb.10: Schema zur Darstellung des Alkohol Cue Paradigmas.

ITI (4.6-9.2s)

—

Abb.10: ITl=Intertrial Interval, zwischen den prasentierten Bildern (Cues) durch Darstellung eines
Fixationskreuzes.

Jede Bilderkategorie beinhaltete 18 Motive. Jedes Bild wurde fur 2s den
Probanden prasentiert, wonach die Probanden einen Knopf dricken sollten. Die
Probanden wurden nicht dazu aufgefordert die Bilder aktiv zu bewerten, da bereits
einfache Bewertungsvorgange die Amygdalaaktivierung beeinflussen (107). Das
Interval zwischen den Bildern (Intertrial interval/ ITl) variierte in zufalligem Intervall
zwischen 4,6-9,2s. Wahrend dieser Zeit wurde den Probanden ein Fixationskreuz

prasentiert.
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Abb.11: Ausgewahlte Beispielsbilder des Alkohol Cue Paradigmas.

Abb.11: Die Bilder reprasentieren positive, negative, neutrale und alkoholassoziierte Inhalte.

3.4.4 Gerateanordnung/ Datenerhebung

Die visuellen Stimuli wurden mit dem Programm Presentation(Neurobehavioural
Systems. http://nbs.neuro-bs.com) gezeigt. Das Programm war installiert auf
einem PC auf der Basis von Windows 98 (Microsoft. http://www.microsoft.com)
und wurde der Versuchsperson Uber einen LCD-Videoprojektor (NEC Multisync
8000 G) mit VGA Auflosung (640 x 480 Bildpunkte) prasentiert, aus dem das
optische System entfernt wurde. Stattdessen wurde eine sog. Bodal-Linse mit
grol3er Brennweite zwischengeschaltet, um auch in der vom Untersuchungsraum
vorgegebenen Entfernung von ca. 4 m zwischen Projektor und der Kopfspule noch
ein Bild zu erhalten. Das Bild wurde auf eine Mattscheibe (Material Dalite, Daplex)
projiziert und konnte Uber einen einstellbaren Spiegel von der Versuchsperson
betrachtet werden, die mit dem Kopf in der MRT-Kopfspule lag und ca. einen
Meter weit in die MRT-Rohre hineingefahren wurde. Die Reaktion auf die Aufgabe

des Motivations-Paradigmas wurde mit einem MRT-tauglichen Handtaster mit
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Mikroschalter ausgeflhrt, der mit einem abgeschirmten Kabel und einem
Hochfrequenzfilter mit dem Stimulationsrechner im MRT-Bedienungsraum
verbunden war. An diesem Rechner wurden auch die Reaktionszeiten des
laufenden Paradigmas simultan ausgewertet, um dem Probanden im ,Feedback®-
Bild eine Rickmeldung Uber Erfolg oder Misserfolg der letzten Spielrunde zu
geben. Fur die Erhebung der MRT-Daten wurde ein 1, 5 Tesla Magnetresonanz-
tomograph (Magnetom Vision®, Siemens, Erlangen) mit einer Standard H-
Kopfspule verwendet. Bewegungen wurden mit der seitlichen Kopffixierung in der
Spule einem Vakuumkissen minimiert. Die MRT-Untersuchung gliederte sich in
eine anatomische Messung (MPRAGE-Sequenz) und zwei funktionelle Messung-
en (EPI-Sequenz). Im ersten Teil der MRT-Sitzung wurde ein T1-gewichteter
anatomischer Datensatz des gesamten Kopfes erzeugt (MPRAGE-Sequenz=

magnetization prepared rapid gradient echo, TR=9.7ms; TE=4ms, Flipwinkel 12°,
Matrix 256x256 Pixel, Voxelgrofie 1x1x1 mm3), der aus 190 axialen Schichten

bestand und ca. 8 min dauerte. Wahrend dieser Untersuchung wurde ein
Ubungsdurchgang des Motivations-Paradigmas durchgefiihrt. Die funktionelle
Datenaquisition erfolgte mittels einer Standard echo-planar-imaging-Sequenz
(EPI) von Siemens, welche zur Messung des BOLD-Effektes optimiert wurde
(Motivationsparadigma: GE-EPI-Sequenz, 18 Schichten, Reihenfolge der
Aufnahmen aufsteigend [ascending], Schichtdicke 3 mm, Schichtabstand [gap] 0.3
mm, Repetitionszeit (TR)=1870 ms, Echozeit (TE)=40 ms, Flipwinkel=90°,

Matrix=64x64 Pixel, Voxelgrole=4x4x3.3 mm3; Alkohol-Cue-Paradigma: GE-EPI-

Sequenz, 24 Schichten, Reihenfolge der Aufnahmen aufsteigend [ascending],
Schichtdicke 3 mm, Schichtabstand [gap] 0.3 mm, Repetitionszeit (TR)=2300 ms,
Echozeit (TE)=40 ms, Flipwinkel=90°, Matrix=64x64 Pixel, VoxelgroRe=4x4x3.3
%)

mm®). Vor der EPI-Sequenz wurden T1-gewichtete Ubersichtsbilder (scouts) in

den drei Raumebenen (sagittal, koronar, transversal) aufgenommen, um in der
sagittalen Ebene die Schichten parallel zur AC-PC-Linie auszurichten (Ver-
bindungslinie zwischen commissura anterior und commissura posterior, nach
(108). Dabei wurde die Schichtfuhrung so gewahlt, dass die subkortikal gelegenen

Strukturen des dopaminergen Verstarkungssystems sicher erfasst wurden.
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3.4.5 Auswertung der (f)MRT-Daten

Die Bilddaten wurden im Folgenden mit Hilfe der Bildverarbeitungssoftware SPM8

(http://www. fil.ion.ucl.acuk./spm) analysiert. Vor der statistischen Auswertung

wurden die Daten homogenisiert und normalisiert. Es erfolgte zunachst eine

zeitliche und raumliche Korrektur des erhobenen Datensatzes:

« Homogenisierung der Volumendaten durch Interpolieren, bzw. Anpassung an
das mittlere Volumen um fur zeitliche Verzégerung bei der Messung der
einzelnen Schichten zu korrigieren (slice timing) und Bewegungsartefakte zu
minimieren (zeitliche und raumliche Korrektur).

« Normalisierung der Schichtung und Anatomie durch Abgleich mit standar-
disiertem Modell (raumliche Korrektur), mit dem Resultat einer isometrischen
Voxelgrofle von 4 x 4 x 4 mm3.

« Die normalisierten Bilder wurden dann mit Hilfe eines Gauss'schen Kernels
optimiert (geglattet), um das Signal-Rausch-Verhaltnis in den betreffenden

Regionen (z.B. des Nucleus accumbens) zu verbessern.

Die statistische Analyse der funktionellen Daten wurde im Rahmen des
Allgemeinen Linearen Modells durchgefihrt. Fir das Motivationsparadigma
wurden als Regressoren folgende Bedingungen definiert:

1) Gewinnantizipation

2) Verlustantizipation

3) Neutral

Fir das Alkohol-Cue Paradigma wurden diese Bedingungen definiert:
1) Alkoholbilder

2) Positive Bilder

3) Negative Bilder

4) Neutrale Bilder

5) Alkoholbilder anktndigende Cues

6) Positive Bilder ankindigende Cues

7) Negative Bilder ankliindigende Cues

8) Neutrale Bilder ankiindigende Cues
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Die Regressoren wurden mit einer kanonischen hamodynamischen Antwort-
funktion modelliert, um die hamodynamische Verzdégerung des BOLD-Signals zu
berticksichtigen. Fur jeden Probanden wurden voxelweise lineare Kontraste flr
Gewinnantizipation>Neutral sowie Verlustantizipation>neutral bzw. Alkohol
Cue>Neutraler Cue (cue alk>cue neut); Alkohol Cue>Positiver Cue (cue alk>cue
pos); Alkohol Bild>Neutrales Bild (pic alk>pic neut) sowie Alkohol Bild>Positives
Bild (pic alk>pic pos). Auf Gruppenebene wurden Unterschiede zwischen
Alkoholpatienten und gesunden Kontrollen untersucht. Mittels t-Tests wurden
anschlielend spezifische Aktivierungen fur die einzelnen Bedingungen (>Neutral)
Uberpruft. Berichtet werden Ergebnisse fir mindestens 10 zusammenhangende
Voxel mit einem Signifikanzniveau von p<0.001 unkorrigiert fur das Gesamthirn.

A priori wurde zusatzlich die Zielregion (regions of interest; ROI) des ventralen
Striatums definiert, um die a-Fehlerkorrektur an kleine Volumina anpassen zu
konnen. In einem kleineren Volumen ist die Anzahl der untersuchten Voxel und
somit der durchgefuhrten t —Tests geringer (small volume correction, SVC). Das
Signifikanzniveau der Aktivierungen fur diese ROI wird auf p<0.05 family wise
error (FWE) korrigiert, festgelegt. Die FWE-Korrektur ist dabei eine Methode der
statistischen Kontrolle des a — Fehlers beim multiplen Testen, wobei im Gegensatz
zur konservativen Bonferroni-Korrektur die raumliche Korrelation der Voxel

untereinander berlcksichtigt wird.

Abb.12: Mogliche Darstellung der Auswertung eines Knutson-Paradigmas.

il SPM(T,)

Abb.12: Gelb=Aktivierung im ventralen Striatum (vSt) beim oben beschriebenen Knutson-
Paradigma.
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3.5 Statistische Auswertung

Bei der Auswertung der klinischen und genetischen Daten kamen folgende Tests

zur Anwendung:

1. Deskriptive Statistiken (Mittelwert=MW, Median, Minimum, Maximum)

2. Haufigkeitsvergleich mit nicht-parametrischem Chi-Quadrat-Test nach Pearson.

3. Mittelwertsvergleiche normalverteilter abhangiger Variablen durch den para-
metrischen t-Test (Student) fur gepaarte Stichproben.

4. Einfaktorielle ANOVA nach Kruskal-Wallis

5. Multifaktorielle ANOVA

Das Signifikanzniveau wurde fur alle Untersuchungen auf p<0,05 festgelegt. Die

Berechnung der Haplotypen erfolgte mit der Software PHASE (1). Die Testung

erfolgte mit der Software OEGE (http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml

(109)).
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IV. Ergebnisse

4.1 Einfluss der Genotypen auf die Diagnose

Ziel dieses Teils der Studie war es die Assoziation zwischen Alkoholabhangigkeit
(F 10.2 nach ICD-10) und unterschiedlichen Polymorphismen der ausgewahlten
NMDAR- Gene herzustellen.

Mit Hilfe des Vierfelder-x2-Tests nach Pearsons mit zwei Freiheitsgraden wurde

die Hypothese Uber einen Zusammenhang zwischen der genotypischen SNP-

Auspragung und der klinischen Diagnose F10.2 (nach ICD-10) uberpruft. Das

Signifikanzniveau wurde mit einem p-Wert von <0,05 festgelegt. Die Auswertung

der statistischen Analyse der Verteilung der Genotypen zwischen den beiden

Gruppen wird in folgenden Tabellen nach Genen geordnet zusammengefasst:

Tab.14: Genotypisierung der ausgewahlten SNPs des Gens NMDAR1.

SNP Patienten (%) Kontrollen (%) X2 | p-Wert
HOMA1 Het HOM2 HOMA1 Het HOM?2
rs4880213 (C/T) 14,6 43,9 41,5 20,0 41,8 382 | 05| 0,79
rs2301364 (C/T) 4,9 12,2 82,9 3,6 21,4 750 [ 1,4 ] 0,49
rs28489906 (A/G) | 31,7 36,6 31,7 28,3 45,3 264 | 0,7 | 0,69
rs10870198 (A/G) | 33,3 59,0 7,7 52,8 41,5 57 (35| 0,18
rs6293 (A/G) 54,8 28,6 16,7 48,2 39,3 125 [ 1,3 | 0,53

Tab.14: Die Haufigkeitsverteilung zwischen den Gruppen ist in Prozent ausgedriickt, die Grol3-

buchstaben beschreiben die Allele.
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Tab.15: Genotypisierung der ausgewahlten SNPs des Gens NMDAR2A.

SNP Patienten (%) Kontrollen (%) x? | p-Wert
HOM1 | Het [ HOM2 | HOMA1 Het HOM?2
rs2302711 (C/T) 40,0 | 55,0 16,7 60,7 33,9 54 | 44| 0,11
rs8049651 (C/T) 714 | 11,9 16,7 57,1 37,5 5,4 9,7 [ =£0,01*
rs9806806 (C/G/T) | 34,1 244 | 415 18,1 24 1 578 | 44| 011
rs2072450 (A/C) 69,0 | 28,6 2,4 78,8 21,2 0 30| 0,22
rs1014531 (A/G) 52,4 | 33,3 14,3 471 51,0 20 | 6,4 | 0,04*

Tab.15: Haufigkeitsverteilung in Prozent die Grossbuchstaben beschreiben die Allele.

(*)=statistisch signifikant.

Tab.16: Genotypisierung der ausgewahlten SNPs des Gens NMDARZ2B.

SNP Patienten (%) Kontrollen (%) x? | p-Wert
HOM1 Het HOM2 HOM1 Het HOM2

rs3026174 (A/G) 2,4 33,2 64,3 1,9 26,4 71,7 6,0 0,74
rs7301328 (C/G) 41,5 17,1 41,5 21,8 58,3 20,0 | 15,1 |=<0,01*
rs1805547 (A/G) 50,0 45,2 4,8 58,9 33,9 7,1 1,4 0,5
rs1805482 (C/T) 7,3 46,3 46,3 5,4 50,0 44,6 0,3 0,89
rs1806201 (C/T) 54,8 40,5 4,8 50,9 47,2 1,9 0,9 0,63
rs3764030 (A/G) 7,3 51,2 41,5 2,3 29,1 68,8 8,9 | <0,01*

Tab.16: Haufigkeitsverteilung in Prozent die Grossbuchstaben beschreiben die Allele.

(*)=statistisch signifikant.

Es konnte sowohl fur NMDAR1 (rs1014531, rs8049651) als auch fur NMDAR2B
(rs7301328, rs3764030) bezuglich einer Assoziation zwischen dem Genotyp und

der Diagnose ein p-Wert < 0,05 ermittelt werden.

Daten angewandt.

Zur weiteren Einschatzung einer moglichen Assoziation der verschiedenen

Genvarianten auf die Diagnose wurden sog. ,SNP-Dominanz-Modelle* auf die
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Dieses Modell basiert auf der Annahme, dass das Vorhandensein bzw. das Fehlen
eines Allels von Bedeutung ist. Im ersten Modell (DM1) wurden alle Trager des
Allels 1 Probanden gegenubergestellt, die dieses Allel nicht aufweisen. Im
Folgenden dargestellt sind die Genotypen geordnet nach Genen:

Tab.17: Genotypisierung der ausgewahlten SNPs des Gens NMDAR1 gewichtet

nach dem Dominanzmodell 1.

SNP Patienten (%) Kontrollen (%) x? | p-Wert
HOM1 & Het HOM2 H?_ll\g: & HOM2
rs4880213 (C/T) 58,5 41,5 61,8 38,2 0,1 0,75
rs2301364 (C/T) 12,2 87,8 21,4 78,6 1,4 0,48
rs28489906 (A/G) 68,3 31,7 73,6 26,4 0,3 0,57
rs10870198 (A/G) 92,3 7.7 94,3 57 1,5 0,67
rs6293 (A/G) 83,3 16,7 87,5 12,5 0,3 0,56

Tab.17: Haufigkeitsverteilung in Prozent die Grossbuchstaben beschreiben die Allele.

Tab.18: Genotypisierung der ausgewahlten SNPs des Gens NMDARZ2A gewichtet
nach dem Dominanzmodell 1.

SNP Patienten (%) Kontrollen (%) X2 | p-Wert
HOM1 & Het HOM2 HOl_I}/é‘tI & HOM2
rs2302711 (C/T) 95,0 5,0 94,6 54 0,1 0,94
rs8049651 (C/T) 83,3 16,7 94,6 5,4 34| 0,07
rs9806806 (C/T) 58,5 41,5 42,2 57,8 3,0 0,09
rs2072450 (A/C) 97,6 24 100 0 20| 0,15
rs1014531 (A/G) 85,7 14,3 98,0 2,0 5,0 | 0,02*

Tab.18: Haufigkeitsverteilung in Prozent die Grossbuchstaben beschreiben die Allele.
(*)=statistisch signifikant.
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Tab.19: Genotypisierung der ausgewahlten SNPs des Gens NMDAR2B gewichtet

nach dem Dominanzmodell 1.

SNP Patienten (%) Kontrolle (%) X2 p-Wert
HOHN(L: & HOM2 HOM1 & Het HOM2

rs3026174 (A/G) 35,7 64,3 28,3 71,7 0,6 0,44
rs7301328 (C/G) 58,5 41,5 80,0 20,0 5,2 0,02*
rs1805547 (A/G) 95,2 4,8 92,9 7,1 0,2 0,63
rs1805482 (C/T) 53,7 46,3 55,4 44,6 0,3 0,87
rs1806201 (C/T) 95,2 4,8 98,1 1,9 0,6 0,43
rs3764030 (A/G) 58,5 41,5 31,4 68,8 85 | =<0,01*

Tab.19: Haufigkeitsverteilung in Prozent die Grossbuchstaben beschreiben die Allele.
(*)=statistisch signifikant.

Durch die statistische Wichtung der Allele nach Dominanzmodell 1 konnten die
Gene NMDAR1 (rs1014531) und NMDAR2B (rs7301328, rs3764030) mit einem p-
Wert < 0,05 getestet werden.

Im zweiten Dominanzmodell (DM2) erfolgte die Zuteilung der heterozygoten

Merkmalstrager zu den homozygoten Tragern des Allel 2:

Tab.20: Genotypisierung des Gens NMDAR1 nach dem Dominanzmodell 2.

SNP Patienten (%) Kontrollen (%) X2 p-Wert
HOM2 & HOM!1 HOM2 & Het HOMA1
Het
rs4880213 (C/T) 85,4 14,6 80,0 20,0 0,5 0,50
rs2301364 (C/T) 95,1 4,9 96,4 3,6 0,1 0,75
rs28489906 (A/G) 68,3 31,7 71,7 28,3 0,1 0,72
rs10870198 (A/G) 66,7 33,3 47,2 52,8 3,5 0,05*
rs6293 (A/G) 45,2 54,8 51,8 48,2 0,4 0,52

Tab.20: Haufigkeitsverteilung in Prozent die Grossbuchstaben beschreiben die Allele.
(*)=statistisch signifikant.
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Tab.21: Genotypisierung des Gens NMDAR2A nach dem Dominanzmodell 2.

SNP Patienten (%) Kontrollen (%) X2 p-Wert
HOM2 & HOM1 HOM2 & Het | HOM!1
Het

rs2302711 (C/T) 60,0 40,0 39,3 60,7 4,0 0,05*
rs8049651 (C/T) 28,6 71,4 42,9 57,1 2,1 0,15
rs9806806 (CG/T) 65,9 34,1 81,9 18,1 4,0 0,05*
rs2072450 (A/C) 31,0 69,0 21,2 78,8 1,5 0,23
rs1014531 (A/G) 47,6 52,4 52,9 47 1 0,3 0,61

Tab.21: Haufigkeitsverteilung in Prozent die Grossbuchstaben beschreiben die Allele.
(*)=statistisch signifikant.

Tab.22: Genotypisierung des Gens NMDAR2B nach dem Dominanzmodell 2.

SNP Patienten (%) Kontrollen (%) X2 p-Wert
HOM2 & Het HOM1 HOM2 & Het | HOM1

rs3026174 (A/G) 97,7 2,3 98,1 1,9 0,3 0,9
rs7301328 (C/G) 58,5 41,5 78,2 21,8 43 0,04*
rs1805547 (A/G) 50,0 50,0 41,1 58,9 0,8 0,38
rs1805482 (C/T) 92,7 7,3 94,6 5,4 0,2 0,69
rs1806201 (C/T) 45,2 54,8 49,1 50,9 0,1 0,71
rs3764030 (A/G) 92,7 7,3 97,7 2,3 1,8 0,18

Tab.22: Haufigkeitsverteilung in Prozent die Grossbuchstaben beschreiben die Allele.
(*)=statistisch signifikant.

Nach der Wichtung durch Dominanzmodell 2 konnten alle drei Gene NMDAR1
(rs10870198), NMDAR2A (rs2302711, rs9806806) und NMDAR2B (rs7301328)

mit einem p-Wert < 0,05 getestet werden.
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4.2 Der Einfluss der Haplotypen auf die Diagnose

SNP- Assoziationen und alkoholabhangigem Verhalten erhartet werden.

Durch die Ermittlung von Haplotypen sollten der Zusammenhang von einzelnen

Aus den Genotypen wurden mit der Software PHASE Haplotypen ermittelt (Vgl.

Tab. 27, 29 und 31). Die haufigsten Haplotypen wurden so ausgewahlt, dass

mindestens 2/3 (>70 %) der Probanden in die Haplotypanalyse flr das jeweilige

Gen eingeschlossen sind.

Tab.23: Ausgewahlte Haplotypen fur Gen NMDARA1.

Haplotyp % rs4880213 | rs2301364 | rs28489906 | rs10870198 | rs6293
1 32,8 Cc T A A A
2 18,3 T T A A A
3 12,5 T T T G G
4 7,4 T T T A A
5 55 T C T A A
6 4,3 T T T A A

Tab.23: Rangordnung nach Haufigkeiten am Gesamtkollektiv in Prozent. Die GroRbuchstaben

bezeichnen die Allele. Insgesamt konnten 81 % der Probanden in die Haplotypanalyse fir das Gen
eingeschlossen werden, was den 6 haufigsten Haplotypen entspricht.
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Abb.13: Haufigkeitsverteilung von Haplotypkombinationen fuir NMDAR1.
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Abb.13: Das Label ,Keine Kombination“ fasst die Individuen zusammen, bei denen nur einer der 6
haufigsten Haplotypen ermittelt werden konnte.

Die Verteilung der haufigsten Haplotypenkombinationen fir NMDAR1 mit dem Chi-
Quadrat-Test nach Pearson (mit 16 Freiheitsgraden) ergab eine unterschiedliche
Verteilung zwischen den Gruppen auf einem 5 % Signifikanzniveau (p=0,028) und

einem x2von 29,84. Der Verteilungsunterschied ist somit statistisch signifikant.

Tab.24: Ausgewahlte Haplotypen fir das Gen NMDAR2A.

Haplotyp % rs2302711 | rs8049651 | rs9806806 | rs2072450 | rs1014531
1 36,3 C C CG A A
2 11,3 C T TT A A
3 9,0 C C CG A A
4 8,2 C Cc CG Cc A
5 55 T C T A A
6 5,1 C Cc TT A G

Tab.24: Ordnung nach Haufigkeiten am Gesamtkollektiv in Prozent. Die GroRbuchstaben
bezeichnen die Allele. Insgesamt konnten 75,5 % der Probanden in die Haplotypanalyse fur das
Gen eingeschlossen werden, was den 6 haufigsten Haplotypen entspricht.
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Abb.14: Haufigkeitsverteilung von Haplotypkombinationen fir NMDAR2A.
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Abb.14: Das Label ,Keine Kombination“ fasst die Individuen zusammen bei denen nur einer der 6

haufigsten Haplotypen ermittelt werden konnte.

Die Verteilung der haufigsten Haplotypenkombinationen fir NMDAR2A mit dem

Chi-Quadrat-Test nach Pearson ergab eine unterschiedliche Verteilung zwischen

den Gruppen auf einem 5% Signifikanzniveau (p=0,008) und einem x? von 31,34.

Der Unterscheid ist somit statistisch signifikant.

Tab.25: Ausgewahlte Haplotypen fir das Gen NMDARZ2B.

Haplotyp

%
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Tab.25: Rangordnung nach Haufigkeiten am Gesamtkollektiv in Prozent. Die Groflibuchstaben

bezeichnen die Allele. Insgesamt konnten 72,3 % der Probanden in die Haplotypanalyse fir das

Gen eingeschlossen werden, was den 8 haufigsten Haplotypen entspricht.
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Abb.15: Haufigkeitsverteilung von Haplotypkombinationen fir NMDARZ2B.
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Abb.15: Das Label ,Keine Kombination“ fasst die Individuen zusammen bei denen nur einer der 8
haufigsten Haplotypen ermittelt werden konnte.

Die Verteilung der haufigsten Haplotypenkombinationen fur NMDAR2B mit dem
Chi-Quadrat-Test nach Pearson (mit 16 Freiheitsgraden) ergab eine unter-
schiedliche Verteilung zwischen den Gruppen auf einem 10 % Signifikanzniveau
(p=0,086) und einem x2 von 24,16. Der Verteilungsunterscheid deutet somit auf
einen Trend hin. Die haufigsten Haplotypkombinationen (12/2 1 ;2 3/ 3 2) waren

jedoch nur bei Alkoholabhangigen nachweisbar.

4.3 Assoziation bildgebender, klinischer und genetischer Daten im Sub-
kollektiv

4.3.1 Deskriptive Statistik des Subkollektivs

Die beiden Vergleichsgruppen wurden aus dem Gesamtkollektiv erstellt und wie
folgt homogenisiert: Es ergab sich ein Subkollektiv von 34 ausschlieBlich
mannlichen Probanden (17 Gesunde und 17 Patienten). Folgende Kovariaten
wurden mit potentiellem Einfluss auf die BOLD-Aktivierung berucksichtigt:
Geschlecht, Rauchen, Depressivitat (BDI) und Angstlichkeit (STAI).
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Tab.26: Ubersicht der Altersstruktur des Bildgebungsarm der Studie.

Alter
Probanden
Minimum | Maximum | Mittelwert | Standardabweichung p-WERT
17 Patienten 25 61 445 8,0
17 Gesunde 27 59 411 7,3 0,335
Gesamt 26 60 42,8 7,7

4.3.2 Assoziation der Bildgebungsdaten des Knutson-Paradigmas mit der

Diagnose

Abb.16: Darstellung der Signal-Maske fur das Knutson-Paradigma.

Abb.16: Die Maske grenzt das Zielgebiet ein und dient zur Korrektur von falsch positiven
Ergebnissen des ventralen Striatums (vSt) fir das MID-Paradigma in blau. 1=coronar; 2=sagital;
3=horizontal; 4=Mehrdimensional; 5=Schnittflihrung
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Abb.17: Aktivierung in der anatomischen Zielregion (vSt) bei den Kontroll-

probanden (Antizipation Gewinn>Neutral).
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Abb.17: Gelb=Darstellung der Aktivierung in der anatomischen Zielregion (blaues Kreuz=vSt) bei
den Kontrollprobanden wahrend der Erwartung eines Gewinns im MID-Paradigma; K=Anzahl der
Voxel, die zusammen hangen missen, damit die Aktivierung als statistisch reliabel gilt.

Die Patientengruppe zeigte bei der Erwartung eines Gewinns auf dem Signifikanz-
niveau von p<0.001 unkorrigiert in der betreffenden Region (ventrales Striatum)
keine Aktivierung. Dies deutet daraufhin, dass die Prozessierung der Ankindigung

eines belohnenden Reizes bei den Alkoholikern der Kontrollgruppe abweicht.

Abb.18: Keine Aktivierung in der Zielregion (vSt) bei den Patienten (Antizipation

Gewinn>Neutral).
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Abb.18: Gelb=Darstellung der Aktivierung in der anatomischen Zielregion (blaues Kreuz=vSt) bei
den Patienten wahrend der Erwartung eines Gewinns; K=Anzahl der Voxel, die zusammen hangen
mussen, damit die Aktivierung als statistisch reliabel gilt.
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Der Gruppenvergleich mit Bezug auf die Aktivierung in der Zielregion verdeutlicht
den angedeuteten Unterschied mit Hilfe des gerichteten T-Tests (fir 2 Stich-
proben; Kontrollen>Alkoholpatienten) bei einem Signifikanzniveau von 0,05 (FWE
unkorrigiert) mit einem p-Wert von 0,02 und einem T-Wert= 3.

Abb.19: Aktivierung in der anatomischen Zielregion (vSt) im Gruppenvergleich

Kontrollen>Patienten (Antizipation Gewinn>Neutral).
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Abb.19: Gelb=Darstellung der Aktivierung in der anatomischen Zielregion (blaues Kreuz=vSt) bei
einem Gruppenvergleich wahrend der Erwartung eines Gewinns im gerichteten T-Test fir die
Richtung Kontrollen>Patienten; K=Anzahl der Voxel, die zusammen hangen missen, damit die
Aktivierung als statistisch reliabel gilt.

Als Kontrolle diente die Umkehrung des T-Tests, der erwartungsgemall keine

Aktivierung zeigte (Antizipation Gewinn>Neutral).
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Abb.20: Aktivierung in der anatomischen Zielregion (vSt) im Gruppenvergleich

umgekehrter Richtung, d.h. Patienten>Kontrollen (Antizipation Gewinn>Neutral).

ALK>CON

Abb.20: Gelb=Darstellung der Aktivierung in der anatomischen Zielregion (blaues Kreuz=vSt) bei
einem Gruppenvergleich wahrend der Erwartung eines Gewinns im gerichteten T-Test in
umgekehrter Richtung, d.h. Patienten>Kontrollen.

4.3.3 Assoziation der Bildgebungsdaten des Knutson-Paradigmas mit den
Genotypen

Zur Assoziation der Ergebnisse aus der MID-Task mit den genetischen Daten
wurden die Aktivierungen im ventralen Striatum als Gruppenvergleich des
gewichteten T-Tests wahrend einer Gewinnerwartung mit Hilfe der Software SPM
extrahiert und in skalierbare Werte umgewandelt. Die dafir verwendeten
Kategorien Maske (gemittelte Aktivierung aller Voxel innerhalb der benutzten
Maske), Peak (Peakwert innerhalb der Zielregion) und Cluster (gemittelte
Aktivierung aller in einem Cluster zusammenhangender Voxel in der Zielregion)
stellen dabei Aktivierungsparameter dar, die durch raumliche und zeitliche
Datenintegration aus den fMRT-Kontrasten (in Voxel pro Zeiteinheit) einen

nominalen Wert entstehen lassen.
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Abb. 21: Visualisierung der skalierten Aktivierungen wahrend der MID-Task (vSt).
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Abb.21: X-Achse=die 3 farbkodierten Parameter Maske, Peak und Cluster. Y-Achse=K1-17
Kontrollen (K1-17) und Patienten (P1-17). Positive Werte bedeuten eine Aktivierung im vSt
wahrend einer Gewinnerwartung (Antizipation Gewinn>Neutral). Negative Werte bedeuten, dass in
der Zielregion (vSt) verstarkt auf die neutrale Bedingung reagiert wurde.

Tab.27: Deskriptive statistische Auswertung der skalierten Aktivitatsparameter der

MID-Task mit der Antizipation Gewinn>Neutral.

. Patienten Kontrollen
Aktivierung
(skaliert) . i . . W .
Maximum Minimum Mittelwert Maximum Minimum Mittelwert
Maske 28,94 -14,91 6,28 27,34 -9,68 10,90
Peak 13,08 -20,89 -2,47 22,13 -9,98 8,20
Cluster 20,08 -25,71 -0,76 21,87 -7,51 8,74

Die Auswertung der Verteilung der skalierten Aktivitatsparameter der MID-Task im
Gruppenvergleich mit Hilfe des Man-Whitney-U-Tests ergab signifikante p-Werte
fur die Parameter Peak (p=0,009) und Cluster (p=0,041), nicht jedoch fir den
Parameter Maske (p=0,259).
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Folgende SNPs waren im Kruskal-Wallis-Test fur den Einfluss auf die Aktivierung
signifikant (p<0,05): rs28489906, rs9806806*, rs3026174**. Weitere SNPs waren
im Kruskal-Wallis-Test fur den Einfluss auf die Aktivierung hoch-signifikant
(p<0,001): rs4880213*, rs1805547** (siehe Tabelle im Appendix).

Somit konnte fur alle drei Gene NMDAR1, NMDAR2A* und NMDAR2B** ein

Einfluss auf die Aktivierung im Knutson-Paradigma nachgewiesen werden.

4.3.4 Assoziation der Daten des Knutson-Paradigmas mit den Haplotypen
Die Interaktionseffekte zwischen den zwei Faktoren Diagnose und Haplotyp in
Abhangigkeit von den Aktivierungswerten im fMRT wurden mit Hilfe einer 2-
faktoriellen ANOVA (mit 13 Freiheitsgraden) ermittelt und zeigten fir NMDAR1
folgende signifikante Zwischensubjekteffekte: fur Peak (p=0,018; F=2,82) konnte
ein R? von 0,42 ermittelt werden. Das bedeutet, dass die Kombination aus den
ausgewahlten NMDAR1-Haplotypkombinationen mit der Diagnose 42% der
Varianz der Peakaktivierung erklart.

Die Parameterschatzer fur die Peakaktivierung zeigten des Weiteren einen
signifikanten Zusammenhang zwischen der NMDAR1-Haplotypkombination 1 3/ 3
1 und der Diagnose ,Alkoholabhangig® (p=0,009; T=-2,88) mit einem (-
Koeffizienten von -16,37. Dies bedeutet, dass diejenigen Patienten, die Trager der
NMDAR1-Haplotyp-kombination 1 3 / 3 1 sind, im Durchschnitt eine (um -16,37)
niedrigere Aktivierung bei einer Gewinnerwartung in der MID-Task zeigen. In der
ANOVA (mit 9 Freiheitsgraden) zeigte sich auRerdem ein signifikanter Einfluss von
den Kombinationseffekten NMDAR2B und Diagnose: p=0,015; F=3,0; R?=0,35.
Die Parameterschatzer ergaben fir die Haplotypkombination 1 1 / 1 1 &
Alkoholabhangigkeit: p=0,015; T=-1,61; 3=-24,41. Fur Haplotypkombination 4 4 / 4
4 & Alkoholabhangigkeit: p=0,07; T=-2,95; [3=-27,58 und fur Haplotypkombination
4 5/5 4 & Alkohol-abhangigkeit: p=0,047; T=2,10; 3=19,60.
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4.3.5 Auswertung der (f)-MRT-Daten nach dem Alkohol-Cue-Paradigma

Abb.22: Darstellung der zur Signal-Maske fur das Alkohol-Cue-Paradigma

Abb.22: Blau=Markierung der zur BOLD-Signal-Extraktion sowie zur Korrektur von falsch positiven

Ergebnissen verwendeten Maske in der Zielregion (vSt). 1=coronar; 2=sagital; 3=horizontal,

4=Schnittfihrung.

Acht Patienten wurden fur folgende Bedingungen getestet:
(1)  Alkohol Cue*>Neutraler Cue* (cue alk>cue neut)
(2)  Alkohol Cue*>Positiver Cue* (cue alk>cue pos)
(3)  Alkohol Bild>Neutrales Bild (pic alk>pic neut)
(4)  Alkohol Bild>Positives Bild (pic alk>pic pos)

(* Cue=die Ankundigung eines Bildes/Reizes)

Ziel dieses Teils der Studie war, einen Trend zu ermitteln, der die im Knutson-

Paradigma ermittelten Ergebnisse mit alkoholassoziierten Inhalten kombiniert.
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Zu (1) Fur die 1. Bedingung im Alkohol-Cue-Paradigma konnte eine statistische

Signifikanz auf einem 5%- Niveau ermittelt werden:

Abb.23: Aktivierung fur die 1. Bedingung (cue alk>cue neut).
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Abb.23: Rot=Markierung der Aktivierung im fMRT fir die 1. Bedingung innerhalb der Gruppe der
Alkoholpatienten. Die Testwerte waren p=0,066 FWE korrigiert fir das ventrale Striatum; T=3,42.

Zu (2) Fur die 2. Bedingung im Alkohol-Cue-Paradigma konnte keine statistische

Signifikanz auf einem 5 %-Niveau ermittelt werden:

Abb.24: Aktivierung fur die 2. Bedingung (cue alk>cue pos).
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Abb.24: Rot=Markierung der Aktivierung im fMRT fir die 2. Bedingung innerhalb der Gruppe der
Alkoholpatienten. Die Testwerte waren p=0,05 FWE korrigiert fur das ventrale Striatum; T=4,02.
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Zu (3) Fur die 3. Bedingung (pic alk>pic neut) konnte keine statistische

Signifikanz auf einem 5 %-Niveau ermittelt werden:

Abb.25: Aktivierung im Alkohol-Cue-Paradigma fur die 3. Bedingung
(pic alk>pic neut).
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Abb.25: Rot=Darstellung der Aktivierung fir die 3. Bedingung innerhalb der Gruppe
Alkoholpatienten.

der

Zu (4) Fur die 4. Bedingung konnte ebenfalls keine statistische Signifikanz auf

einem 5 %-Niveau ermittelt werden:

Abb.26: Aktivierung im Alkohol-Cue-Paradigma fur die 4. Bedingung
(pic alk>pic pos).
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Abb.26: Rot/Orange=Darstellung der Aktivierung im fMRT fur die 4. Bedingung innerhalb
Gruppe der Alkoholpatienten.

der
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4.4 Deskriptive statistische Analyse des Gesamtkollektivs

Tab.28: Ubersicht aller Probanden mit Diagnose und Geschlecht.

Diagnose Frauen Maénner Gesamt p-Wert
Kontrollprobanden 18 68 86
Patienten 0 42 42 0,001
Gesamt 18 110 128
Tab.29: Ubersicht der Altersstruktur aller Probanden.
Alter
Probanden
Minimum Maximum Mittelwert | Standardabweichung p-Wert
Kontrollen 22 61 38,8 10,1
Patienten 25 61 439 8,1 0,004
Gesamt 22 61 40,3 9,8
4.5 Statistische Analyse der klinischen Variablen
Tab.30: Verteilung der klinischen Variablen.
o Mittelwerte
Variable pAftert
Kontrollen Patienten Gesamt
BDI 3,72+0,64 10,70 + 1,45 6,31+ 0,79 <0,01
OCDS 3,10 £ 0,56 20,87 £ 1,19 9,69+1,24 <0,01
STAI | 33,21+1,32 39,48 + 2.21 35;,55951 <0,05
STAL I 32,77 £1,23 44,74 £2,16 371'%3’—' <0,01
BIS-10 (Motor Score) 22,00 + 0,56 24,52 + 1,33 2%*%‘;’—' 0,05
BIS-10 (Cognitive 22,97 £ 0,61 26,96 £ 1,11 2445+ 1 <0,01
Score) 0,61
BIS-10 (Non Planning 2392 + 0.82 25,26 <
Score) 3,92+0,8 27,52 + 0,87 0.64 0,05
BIS-10 (Gesamt) 68,90 + 1,65 79,00 2,73 721v6557 * <0,01

Tab.30: Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Wert wurden mit dem Mann-Whitney-U Test
ermittelt. BDI=Beck’s Depressionsinventar;; OCDS=0Obsessive Compulsive Drinking Scale;
STAI=State-Trate Anxiety Inventory; BIS-10=Barrat Impulsiveness Scale. Alle getesteten Variablen
waren signifikant ungleich zwischen den Gruppen verteilt.
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V. Diskussion

5.1 NMDA-Genotypen und alkoholabhadngiges Verhalten

Die Bedeutung der NMDA-Rezeptor-Untereinheiten fur alkoholabhangiges
Verhalten konnte in mehreren genetischen Studien bestatigt werden (33, 90,
110). In unterschiedlichen Studien konnten Sequenzvarianten der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Kandidatengene NMDAR1, 2A und 2B als
relevante Marker identifiziert werden (33, 111). Weitere Studien konnten zudem
die Bedeutung der Untereinheit 2C als Kandidatengen ausweisen (110, 112). Im
folgenden Abschnitt diskutiere ich die aktuelle Studienlage zu den Unter-
einheiten NMDA1, 2A und 2B und ordne die eigenen Ergebnisse ein.

In einer Assoziationsstudie von Reimers et al. (110) konnte ein Polymorphismus
der Untereinheit NMDAR1 (rs2301363) hochsignifikant (p<0.001) in einem
Patientenkollektiv von 1283 Probanden getestet werden. Diese Befunde
bestatigen Ergebnisse aus einer Studie von Wernicke aus dem Jahr 2003 (111)
mit einem Kollektiv von 802 Probanden, die einen ,stummen® SNP in Exon 7
(G2108A) identifizierten. Auch in unserem wesentlich kleineren Probanden-
kollektiv konnte einer von 5 SNPs signifikant getestet werden. Dieser SNP
(rs10870198) befindet sich in einem nicht kodierenden Abschnitt (Intron 3).
Einer Studie von Domart et al. zufolge konnte eine ,G-T“-Wiederholung im 5°-
Ende der regulatorischen Untereinheit von NMDARZ2A als krankheitsrelevant
identifiziert werden (113). Dies ist insofern interessant, da in diesem Gen-
abschnitt unterschiedliche Mechanismen das Auslesen des Gens beeinflussen.
Reimers et al. konnten zudem einen weiteren relevanten SNP (rs1650420) im
Intron 3 identifizieren (110). Beide SNPs waren in unserer Studie nicht
enthalten. Schumann et al. stellten bereits in einer grol3 angelegten
Assoziationsstudie die Bedeutung eines Polymorphismus (rs2072450) im Intron
11 heraus, den auch wir in unsere Studie einschlossen (33). Dieser SNP konnte
in dem von uns untersuchten Probandenkollekiv nicht statistisch signifikant
getestet werden. Die abweichenden Ergebnisse konnten u.a. durch die Struktur
unseres Probandenkollektivs in unserer Studie erklart werden (siehe
Limitationen). Die Assoziation mit der Diagnose konnte in unserer Studie bei 4

von 6 getesteten SNPs und bei den 6 haufigsten Haplotypkombinationen
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nachgewiesen werden. Die Bedeutung der Untereinheit NMDAR2A flr das
Forschungsfeld in mehreren Studien, wenn auch nicht einheitlich, bestatigt.

Fir den Einfluss von Genvarianten der Untereinheit 2B des NMDA-Rezeptors
sind die Befunde nicht einheitlich. Wernicke et al. konnten den Zusammenhang
bestatigen (111). Eine aktuelle Meta-Analyse von Forero et al., die sowohl die
Daten der genannten Studie als auch die von zwei weiteren mit Hilfe eigener
Modelle stratifizierte (u.a. nach Ethnizitat), konnte den Zusammen-hang nicht
bestatigen (114). In unserer Studie lieRen sich 2 von 6 untersuchten SNPs
dieser Untereinheit als relevant identifizieren, jedoch nicht der zuvor in 2
anderen Studien bestatigte SNP rs1806202 (111, 115). Die zwei von uns positiv
getesteten SNPs befinden sich in der 3'-UTR-Region (rs37640430) und in
einem kodierenden Abschnitt von Exon 2 (rs7301328) am anderen Ende des
Gens. Obwohl die Relevanz von NMDARZ2B fur das Forschungsfeld nicht
einheitlich beurteilt wird, stlutzen unsere Ergebnisse die Bedeutung von
NMDARZ2B als Kandidatengen.

Die von uns untersuchten SNPs decken grofde Abschnitte der 3 untersuchten
Gene ab und unterstreichen die studienubergreifende Bedeutung der
Untereinheiten des NMDA-Rezeptors flr Alkoholabhangigkeit. Die somit
nachgewiesenen Sequenzvarianten konnen als Risikoindikatoren fur
alkoholabhangiges Verhalten betrachtet werden. Am wahrscheinlichsten ist ein
Einfluss im Bereich des Gens, das in raumlicher Nahe mit der identifizierten
Sequenzvariante steht. Die Haplotypanalyse bestatigt die Vermutung, dass sich
in den untersuchten genetischen Regionen krankheitsrelevante Genabschnitte
befinden, die gemeinsam mit den untersuchten Suszebtibilitatsloki vererbt
werden. Bisher existieren keine Hinweise auf einzelne Polymorphismen der
NMDAR-Untereinheiten, die gegenuber anderen ein erhdhtes Morbiditatsrisiko
erzeugen. Es ist anzunehmen, dass bestimmte Kombinationen von Suszep-
tibilitatsloki der NMDAR-Gene das statistisch validierbare Risiko fur einen
Krankheitsbeginn und den Verlauf beeinflussen. Die Erkenntnisse aus der
aktuellen Studienlage unterstutzen die Vermutung, dass ein Schwellenwert fur
genetische Einflussfaktoren Uberschritten sein muss, bevor der Effekt statistisch

nachweisbar wird.
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5.2 Das ventrale Striatum (vST) und alkoholabhdngiges Verhalten

Glutamat ist einer der pharmakologischen Angriffspunkte von Alkohol (Inhibition
von NMDA-Rezeptoren). Dieser funktionale Zusammenhang stellt die ursach-
liche Bedeutung der glutamergen Hirnareale fur alkoholabhangiges Verhalten a
priori heraus. Die Transmitterfunktion von Glutamat in abhangigkeitsrelevanten
Hirnarealen verstarkt diesen Zusammenhang. Das ventrale Striatum (vSt) steht
seit langem im Zentrum von Theorien zur Entwicklung von abhangigem
Verhalten (116). Abhangigkeitsrelevante Verhaltensmuster und glutamerge
Aktivitat in der anatomischen Zielregion (vSt) im funktionellen MRT konnten in
zahlreichen Studien bestatigt werden (117). In einer Studie von Andrews et al.
wurden 30 Probanden untersucht, die einen alkoholabhangigen Vater und
mindestens einen weiteren alkoholabhangigen Verwandten ersten oder zweiten
Grades hatten. Diese wurden mit 19 Probanden ohne alkoholabhangige
Verwandte verglichen (118). Die Probanden wurden im fMRT mit Hilfe der MID-
Task getestet. Die anatomische Zielregion war das ventrale Striatum sowie
benachbarte Hirnareale. Die Autoren konnten einen signi-fikanten Unterschied
des Prozessierens belohnungsassoziierter Reize zwischen den Testgruppen in
der Zielregion (und umgebenden Regionen) nachweisen. Die Interpretation der
Ergebnisse erfolgte in Anlehnung an die grundlegende Theorie des ,reward-
deficency-syndromes (RDS)* (119). Dieses Modell geht von der These aus,
dass eine dysfunktionale Entwicklung im ,Belohnungssystem® (vST) ursachlich
fur die Entwicklung von abhangigem Verhalten ist. Die Autoren untersuchten in
Bezugnahme auf Wrase et al. (105), ob die genannten Veranderungen im
Belohnungssystem bei alkoholabhangigem Verhalten als Ursache oder als
Wirkung des Substanzmissbrauchs betrachtet werden sollten. Diese Ver-
anderungen sind u.a. mit erhohter Impulsivitat assoziiert, wie u.a. in einer
Studie von Beck et al. nachgewiesen (31). Andrews et al. kommen zu dem
Schluss, dass die Veranderungen im Belohnungsverhalten eher als Ursache
denn als Folge des Alkoholkonsums zu betrachten sind. Zu abweichenden
Ergebnissen kommt eine Studie von Muller et al. (120). Diese untersuchte 206
gesunde Probanden im Alter von 13-15 Jahren, die mindestens einen
Verwandten ersten oder zweiten Grades mit alkoholabhangigem Verhalten

aufwiesen und verglich diese mit 206 Kontrollprobanden ohne alkohol-
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abhangige Verwandte. Die Probanden wurden im fMRT mit einer leicht
modifizierten Variante der MID-Task untersucht. Einer der Hauptunterschiede
zur urspringlichen MID-Task war, dass ein moglicher Gewinn nicht durch Geld
erzielt werden konnte, sondern durch Schokolade (Auflagen der Ethik-
komission). Die so erhobenen Daten konnten keinen signifikanten Unterschied
des neuronalen Prozessierens belohnungsassoziierter Reize in der Zielregion
(vST) der Testgruppen nachweisen. Diese Ergebnisse lieBen sich in einer
Untergruppe der Probanden mit mindestens einem alkoholabhangigem
Elternteil reproduzieren. Die Autoren interpretierten die Ergebnisse dahin-
gehend, dass die Entwicklung des mesolimbischen Belohnungssystems bei
jungeren Angehdrigen Alkoholabhangiger noch nicht abgeschlossen sei und der
zu erwartende Einfluss auf das Verhalten sich erst nach Abschluss dieser
Entwicklung manifestiere. Diese Erkenntnis nimmt Bezug auf eine Studie, die
den Einfluss verschiedener Einflussfaktoren auf alkoholabhangiges Verhalten in
Abhangigkeit von der Entwicklung sieht [13]. Laut dieser Studie kommen die
genetischen Einflisse erst im Erwachsenenalter zum Tragen. Die zwei zuvor
genannten Studien gehen auf die Annahme zurlck, dass eine Storung in der
Belohnungsverarbeitung im Sinne eines moglichen ,reward-deficiency-
syndroms® [10] vorliegt. Anzumerken ist, dass die zwei genannten Studien
keine Assoziationsstudien sind, sondern Familienstudien. Dass sich bei
jungeren Verwandten Alkoholabhangiger wiederholt abweichende Ergebnisse
finden lieRen, tragt zum Verstandnis Uber die klinische Manifestation eines
moglichen RDS- Endophanotyps bei. Die Autoren stellen die Hypothese auf,
dass erst nach Abschluss der Adoleszenz die typische klinische Auspragung

i.S. einer dysfunktionalen Belohnungsverarbeitung auftritt.

Alkohol nimmt auch Uber die Neuroplastizitat Einfluss auf abhangiges
Verhalten: die Homodostase im Glutamatsystem im vSt beeinflusst den Krank-
heitsverlauf Uber die Deregulierung des Glutamatsstoffwechsels. Chronischer
Alkoholkonsum fuhrt zu reflektorisch erhohter Glutamatausschattung in den
Projektionen vom prafrontalen Kortex zum ventralen Striatum (117). Dieser
Mechanismus verschlechtert die Prognose im Bezug auf Ruckfalligkeit (121).

Ein Aspekt des Verhaltens, das nach einem Entzug zur Ruckfalligkeit fuhrt, ist
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die (unbewusste) Erwartung des belohnenden Effektes, die eine Substanz-
einnahme erzeugt. Die These, eine gestorte Exekution von Belohnungs-
erwartung sei mit abhangigkeitsrelevantem Verhalten assoziiert, wurde in
verschiedenen Studien untersucht. Bei alkoholabhangigen Patienten konnte
wiederholt eine Dysfunktion des vSt bei der Belohnungsverarbeitung mit impul-
sivem Verhalten (Beck et al. 2009) und erhohtem Verlangen/ ,craving” (Wrase
et al. 2007) nachgewiesen werden. Unsere Ergebnisse decken sich mit denen
der genannten Studien (31, 105). Die Bildgebungsdaten aus der Zielregion
(vSt) lielen das zu erwartende Verteilungsmuster zwischen den Gruppen
erkennen. Es konnte ein unterschiedliches Prozessieren belohnungs-
assoziierter Reize bei alkoholabhangigen Patienten in der anatomischen
Zielregion (vSt) nachgewiesen werden. Dies erlaubt die Schlussfolgerung, dass
ihr Belohnungssystem gegenuber nicht-alkohol-assoziierten Reizen unempfind-

licher ist und damit abhangiges Verhalten begunstigt.

5.3 Genotypen als Pradiktoren fiir neuronale Signalverarbeitung bei
alkoholabhangigem Verhalten

Welche Kklinischen Beobachtungen ursachlich und welche als Folge von
abhangigem Verhalten angesehen werden, ist Gegenstand aktueller neuro-
genetischer Forschung (122). Der Nachweis eines bestimmten Genotyps,
welcher mit der klinischen Variable in Verbindung steht, konnte Hinweise auf
Pathomechanismen geben. Eine aktuelle Studie von Karoly et al. kam bei dem
Vergleich von Cannabis, Tabak und Alkohol bei einem jugendlichen Probanden-
kollektiv. mit der MID-Task zu dem Ergebnis, dass sich die Belohnungs-
prozessierung von Alkoholtrinkern im vSt nicht unterscheidet, auch nicht im
Vergleich zu abstinenten Kontrollen (123). Jedoch waren die eingeschlossenen
Probanden nicht alkoholabhangig (nach ICD-10). Der Nachweis einer
bilateralen Dysfunktion im vSt lie® sich lediglich fur abhangige Tabakraucher
nachweisen. Dies verdeutlicht die Bedeutung dysfunktionaler Belohnungs-
prozessierung im vSt flr abhangiges Verhalten Uber alkoholassoziierte
Abhangigkeit hinaus. Gleichzeitig werfen diese Ergebnisse Fragen Uber die
Substanzspezifitat der Belohnungsverarbeitung fur abhangiges Verhalten auf.

Der Nachweis von dysfunktionaler Belohnungsprozessierung in der MID-Task
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im Zusammenhang mit NMDAR- Sequenzvarianten stellt einen spezifischen
Bezug zu alkoholabhangigem Verhalten her. Dieser Zusammenhang konnte
durch die Ergebnisse unserer Studie erstmals bestatigt werden. Zudem scheint
die vSt-Dysfunktion ein pramorbides Attribut von abhangigem Verhalten zu sein.
Davon ist auszugehen, da sich die Suszeptibilitatsloki auch unabhangig von der
MID-Task nachweisen lie3en und im Verlauf fur alle drei Gene ein Einfluss auf
die Aktivierung in der MID-Task nachgewiesen werden konnte. Dies lasst Raum
fur die Interpretation, dass bestimmte Genvarianten als Marker dienen konnten,
um Voraussagen Uber dysfunktionales Belohnungsverhalten bei Alkohol-
abhangigkeit zu machen. Jedoch ist nicht notwendigerweise davon aus-
zugehen, dass die Sequenzvarianten ursachlich fur die neuronale Dysfunktion
anzusehen sind. Vielmehr weisen die phanotypischen Marker auf grundlegende
Unterschiede in der neuronalen Struktur und molekularen Funktion hin, die mit

abhangigem Verhalten in Verbindung stehen.

5.4 Das Konzept des intermediaren Phanotyps bei alkoholabhiangigem
Verhalten

In den letzten Jahren ist das Konzept des intermediaren Phanotyps immer
weiter in den Hintergrund getreten. Dennoch wandten sich einige ausgewahlte
Studien im Zusammenhang mit alkohlabhangigem Verhalten einer der unseren
vergleichbaren Methodik zu. Im Folgenden werde ich zwei dieser Studien kurz
vorstellen und diskutieren, um die eigenen Ergebnisse diesbezlglich in den
Stand der aktuellen Forschung einzuordnen und den aktuellen Stellenwert von
.intermediaren Phanotypen“ vorzunehmen:

Die Autoren Blaine et al. untersuchten die neuronale Reaktion in unter-
schiedlichen Hirnarealen auf alkoholassoziierte Reize im Vergleich zu neutralen
Reizen (124). Als genetischer Pradiktor diente der Tachykinin-Rezeptor 1
(TACR1). Die Studie von Blaine et al. versuchte diese Ergebnisse durch ein
alkoholspezifisches Paradigma zu spezifizieren: 326 amerikanische Probanden
wurden rekrutiert (31 % weiblich) und durch ein sog. ,Taste“-fMRT-Paradigma
untersucht. Drei SNPs konnten als Pradiktoren fur BOLD-Aktivierung in
belohnungsassoziierten Hirnregionen (besonders prafrontaler Kortex, Striatum

und Insula) bei Alkohoholreizen identifiziert werden. Die Lokalisation der
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signifikanten SNPs (in 3'-or 5'-Regionen des Gens) deutete auf einen potentiell
funktionalen Zusammenhang zwischen Symptomstarke (nach SAGE) und
bestimmten Genmutationen hin.

Eine andere Studie von Wilcox et al. bezieht sich auf das gleiche Patienten-
kollektiv mit oben erwahntem ,Taste“-Paradigma (s.o. Blaine et al. 2013). Der
wesentliche Unterschied besteht in der Assoziation mit dem untersuchten
SNCA-Gen (125). Im Studienverlauf wurde das Ziel formuliert einen ,inter-
mediareren Phanotyp® zu ermitteln, in dem die BOLD-Werte des fMRT-
Paradigmas mit den Auspragungen des SNCA-Gens assoziiert wurden. Die
Genotypisierung in der hier genannten Studie fokussierte vor allem auf zwei
bereits identifizierten SNPs (rs2583985, rs356168), die beide mit erhdhten
BOLD-Werten (p<0.005) in der anatomischen Region Nucleus accumbens (=
vSt) assoziiert werden konnten.

Die Ergebnisse der genannten 2 Studien decken sich mit denen der von uns
vorgelegten Studie und weisen auf genubergreifende Abweichungen in der
neuronalen Signalprozessierung hin, die sich mit Genvarianten assoziieren
lassen. Die Auswahl der fokussierten SNPs erfolgte ebenfalls auf der
Grundlage bereits nachgewiesener Assoziationen. Beide oben erwahnten
Studien sind also im wesentlichen, genau wie die von uns vorgelegte Studie,
Replikationsstudien. In allen Studien konnten die zentralen Hypothesen Uber
konstruierte ,intermediare Phanotypen® bestatigt werden. Diese Ergebnisse
deuten auf eine studienlbergreifende Bedeutung des Konzepts ,intermediare
Phanotypen® fur alkoholabhangiges Verhalten hin.

Obwohl alle der genannten Studien die Konstruktion eines intermediaren
Phanotyps” zum Ziel hatten, wurde dies nur durch Wilcox et al. so formuliert.
Dies zeigt, dass sich das Konzept vom ,intermedidaren Phanotypen® als
einheitlicher Begriff noch nicht durchgesetzt hat. Zudem scheint eine Vielzahl
von Genen fur alkoholabhangiges Verhalten mit neuronaler Dysfunktion sowohl
in der Zielregion (vST) als auch in anderen Regionen relevant zu sein. Die
Erkenntnisse Uber quantifizierbare Auspragungen von intermediaren Phano-
typen helfen in der Summe, das heterogene Krankheitsbild ,Alkoholismus® zu

charakterisieren und erdffnen somit neue Strategien fur die Ursachenforschung.
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5.5 Limitationen der vorliegenden Arbeit

Das Gesamtollektiv war, wie oben beschrieben, bzgl. Alters- und Geschlechts-
struktur ahnlich wie vergleichbare Studien. Jedoch waren beide Parameter
nach Testung in den zwei Gruppen signifikant verschieden (p<0,05). Diese
Asymmetrien nahmen wir flr die genetische Analyse des Kollektivs jedoch in
Kauf, um die Gesamtzahl mdglichst hoch zu halten. Zudem stellen beide
Parameter (Alter und Geschlecht) auch in der Gesamtbevolkerung Pradiktoren
fur ein Abhangigkeitsrisiko dar. Den Einfluss dieser Asymmetrien minimierten
wir durch eine Kovarianzanzanalyse. Das Subkollektiv (Bildgebung) wurde
zugunsten einer statistisch reliableren Gruppenstruktur bzgl. Alter und
Geschlecht homogenisiert. Fur die Auswertung der alkoholspezifischeren Cue-
Tasks konnten wir nur ein kleineres Probandenkollektiv testen, was aus-
schliel3lich aus Patienten bestand.

Assoziationsstudien kénnen durch Stratifikationseffekte zu falsch-positiven
Ergebnissen fuhren. Diesen wurde durch Auswahl einer ethnisch homogenen
Probandenpopulation versucht entgegen zu wirken. Obwohl bei der Auswahl
der SNPs darauf geachtet wurde, dass die Marker Uber das Gen verteilt sind,
bilden diese nur einen Bruchteil der genetischen Variabilitat des Gens ab. Die
vorliegende Arbeit kann daher keine absolute Aussage uber eine mogliche Gen-
Diagnose-Assoziation treffen, da nur die Genotypen der betrachteten SNPs auf
eine signifikante Verteilung innerhalb des Probandenkollektivs untersucht
wurden. Um eine umfassende Assoziation zu untersuchen, ware eine Analyse
aller SNPs der ausgewahlten Gene notig. Der genetische Schwerpunkt dieser
Arbeit lag allerdings auf der Assoziationsanalyse von SNPs und deren
Haplotypen und nicht auf dem Screening des gesamten Gens. Die Auswertung
der Haplotypkombinationen ergab fur NMDAR1 und NMDAR2B einen
signifikanten Zusammenhang, nicht aber fir NMDAR2A. Die Anzahl der
eingeschlossenen Probanden reduzierte sich bei dem Erstellen der Haplotypen
nochmals, was die Aussagekraft der Haplotyp-Ergebnisse gegenlber den
Genotypergebnissen mindert. Die meisten der oben erwahnten Studien-
ergebnisse waren zum Zeitpunkt der Genotypisierung (2009) unserer Studie

noch nicht veroffentlicht. Dies hatte den replikativen Charakter unserer
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Ergebnisse verstarkt und damit der Suche eines allgemeinen, konsistenten
Phanotyps gedient.

Insgesamt ware fur die Spezifizierung einer Assoziation der Sequenzvarianten
mit einer neuronalen Dysfunktion bei alkoholabhangigen Patienten eine groRere
Zahl an Probanden und eine Kontrollgruppe in der Alkohol-Cue-Task

wunschenswert, um die ermittelten Ergebnisse zu bestatigen.

5.6 Bedeutung der vorliegenden Studie fur das Forschungsfeld

Es ist uns in der vorliegenden Studie gelungen, die Einzelergebnisse anderer
Studien zu reproduzieren und darliber hinaus, diese erstmals miteinander zu
kombinieren. Der genetische Ansatz dieser Studie (funktionell verwandte Gene
des NMDA-Typs bei Alkoholabhangigkeit) ist relevant fir weiterfihrende
Assoziationsanalysen zum NMDA-Rezeptor bei alkoholabhangigem Verhalten.
Die Sequenzvarianten der Rezeptor-Untereinheiten NMDAR1, NMDAR2A und
NMDRA2B sind Kandidatengene, deren Bedeutung fur alkoholabhangiges
Verhalten in der vorliegenden Studie unterstrichen werden konnte. Fur alle drei
Gene (NMDAR1, NMDAR2A und NMDAR2B) konnten mehrere Suszeptibilitats-
loki mit Einfluss auf die Aktivierung wahrend der MID-Task nachgewiesen
werden. Der Versuch, einen intermediaren Phanotyp (Endophanotyp) zu
konstruieren, war teilweise erfolgreich. Weiterfihrende Studien sollten ver-
suchen, diesen intermediaren Phanotyp in gro3eren Probandenkollektiven zu

bestatigen.

5.7 Klinische Relevanz dieser und vergleichbarer Daten

Diese Studie tragt einen kleinen Teil dazu bei, den polygenetischen Einfluss auf
alkoholabhangiges Verhalten zu quantifizieren und die ,Hot-Spots“ einzu-
grenzen. Dennoch stellt sich die Frage nach der diagnostischen Relevanz der
Studienergebnisse fur den klinischen Alltag. Im psychiatrischen Klinikalltag ist
aufgrund fehlender personeller und finanzieller Ressourcen eine Geno-
typisierung oder ein fMRT bei Alkoholabhangigkeit nicht leitliniengerecht. Es
besteht jedoch Hoffnung, dass durch die Identifizierung der genetischen
Risikofaktoren Alkoholabhangigkeit als Krankheitsentitat besser verstanden

wird. Bisher steht dem die hohe Komplexitat der Krankheitsatiologie ,Alkohol-
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abhangigkeit* (nach ICD-10) entgegen. Hier sind besonders die paraklinischen
Parameter (soziales Umfeld und Aspekte der Personlichkeit) zu erwahnen, die
bisher eine Standardisierung des Krankheitsbegriffs zusatzlich erschweren. Je
besser sich die Einflussfaktoren, insbesondere auch die genetischen Varianten
klassifizieren liessen, desto einheitlicher ware die Krankheitsatiologie. Die
Hoffnung auf prazise quantifizierbare, diagnostische Parameter zielt somit auf
eine standardisierte Differenzierung in der Diagnostik. So ware es denkbar, aus
der Summe der gewonnenen neurobiologischen Forschungserkenntnisse
.endophanotypische Subtypen zu konstruieren. Eine Ausdifferenzierung des
Begriffes ,Alkoholabhangigkeit mit Hilfe von standardisierten Parametern ware
fur die klinische Diagnostik ein Zugewinn.

Diese Erkenntnisse kdnnten auch in der Therapie einen Einfluss haben. So
konnten die differenzierbaren ,Subtypen® auf ihre Empfanglichkeit gegenliber
bestimmten Therapiestrategien untersucht werden. Dabei steht die Hoffnung
auf eine Reduzierung von unbekannten Kovariaten, die einen Einfluss auf einen
Therapieerfolg haben im Vordergrund. Zudem riucken die Erkenntnisse Uber
Bedeutung bestimmter Hirnareale fur den Therapieverlauf immer mehr in den
Fokus. So koénnten die in Studien untersuchten Hirnareale nicht nur
Angriffspunkte von Diagnostik sein, sondern auch Ziel von Therapieregimes:
Heinze und Kollegen haben schwere Falle von Alkoholabhangigkeit mit Tiefe
Hirnstimulation (THS) im ventralen Striatum behandelt [24]. Die Ergebnisse bei

den 3 Patienten zeigten erste erfolgsversprechende Ergebnisse.

5.8 Ausblick

Weiterfuhrende Studien sollten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit genauer
spezifizieren. Besonders die Bedeutung der Sequenzvarianten, die durch das
Konstruieren von Haplotypen identifiziert worden sind, kdénnten durch
aufwendigere Sequenzierungsmethoden erweitert werden. Durch die rapide
Technologische Entwicklung wird dieser Prozess beschleunigt. Hier sind vor
allem genumumfassende Assoziationsstudien zu nennen, die den syste-
matischsten Ansatz zur Entschlisselung komplexer Erkrankungen darstellen.
Die von uns identifizierten Genloki konnten mit Loki anderer krankheits-

relevanter Gene kombiniert werden, um die Einflisse der einzelnen Gene zu
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summieren. Ahnliches gilt fiir die untersuchten anatomischen Regionen: erst
die ldentifikation aller relevanten Hirnareale liefert eine umfassende atio-
logische Theorie alkoholabhangigen Verhaltens. Durch die Einbeziehung
samtlicher genetischer wie auch klinischer Einflussfaktoren liel3e sich ein
differenziertes Muster erstellen, welches flir die Entwicklung von diagnostischen
Instrumenten und therapeutischen Optionen in der Zukunft hochrelevant sein

konnte.
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VII. Liste der Abkilirzungen (in alphabetischer Reihenfolge)

A

A=Adenin

AD=Alcohol dependence
ADH=AIkohol-Dehydrogenase
AMPA=Aminomethylphosphonsaure
B

BAK=Blut Alkhol Konzentration
BOLD=Blood oxigenation level dependend
bp=Baasenpaare
Bzw.=beziehungsweise

C

C=Cytosin

°C=Grad Celsius

CAST=Calpastatin
CHRM=Acetylcholin-Rezeptor

CIDI=Composite International Diagnostik Interview
D

DHS=Deutsche Hauptstelle fir Suchtfragen
DNA=Desoxyribonukleinsaure
DRD=Dopaminrezeptor

DSM-IV=Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disordersn (Version 4)
dNTPs=Desoxyribonukleosidtriphosphate

E

EEG=Elektroenzephalogramm

e.g.=exempli gratia

F

fMRT=funktioneller Magnet Resonanz Tomograph
G

g=Gramm

G=Guanin

GABA=Gamma-Amino-Buttersaure
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H

HTT, SLC=Serotonintransporter
Hz=Hertz

HTR=Serotoninrezeptor
H20O=Wasser

I

ICD-10=Internatinal classification of desease (Version 10)
J

J=Joule

K

kb=Kilo Basen
KCNMA1=Kaliumkanal-M-Alpha

M

MgCl2-Magnesiumchlorid
MID=Monitary Incentive Delay Task
min=Minuten

mi=Milliliter

mM=Millimol

mm?3Kubikmillimeter

MRT=Magnet Resonanz Tomograph
ms=Millisekunden

pI=Mikroliter

N

Nac=Nucleus accumbens
NMDA=N-Methyl-D-Aspartat
NMDAR=N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor
o

OPRM=0Opioidrezeptor

P

PCR=Polymerase Chain Reaction
PECR=Peroxisomal-Trans-2-Enoyl-CoA-Reductase
PKt=Prafrontaler Kortex

p=Kurzer Arm eines Chromosom
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Q

g= Langer Arm eines Chromosoms

R
RFLP=Restriktionslangenpolymorphismus
S

s=Sekunde

SNP=Single Nucleotid Polymorphismus
T

T=Thyrosin

U

U=Unit

UV=Ultraviolett

Vv

V=Volt

VTA=Ventrales Tegmentum

vSt=Ventrales Striatum (synonym verwendet mit Nucleus accumbens

w

WHO=World Health Organization
X

¥x%=Chiquadrat

Y4

ZNS=Zentrales Nervensystem

z.T.=zum Teil
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IX. Appendix

p-Wert (Kruskal Wallis Test)

SNP
Maske Peak Cluster
rs4880213 0,003** 0,012* 0,002**
Rs2301364 0,758 0,630 0,450
rs28489906 0,082 0,493 0,029*
rs10870198 0,755 0,481 0,992
rs6293 0,899 0,249 0,374
rs1014531 0,290 0,499 0,544
rs2072450 0,477 0,439 0,863
rs9806806 0,296 0,050* 0,149
rs8049651 0,131 0,625 0,239
rs2302711 0,289 0,260 0,391
rs3026174 0,808 0,047* 0,871
rs1806201 0,371 0,265 0,372
rs1805482 0,796 0,838 0,303
rs1805547 0,374 0,019* 0,361
rs7301328 0,354 0,408 0,643
rs3764030 0,727 0,760 0,708
rs4880213dom1 0,014* 0,090 0,028*
rs2301364dom1 0,758 0,630 0,450
rs28489906dom1 0,632 0,514 0,056
rs10870198dom1 0,484 1,000 0,983
rs6293dom1 0,785 0,122 0,172
rs2302711dom1 0,115 0,115 0,172
rs8049651dom1 0,061 0,336 0,181
rs9806806dom1 0,278 0,828 0,942
rs2072450dom1 0,248 0,208 0,600
rs1014531dom1 b.n.m. b.n.m b.n.m
rs3026174dom1 0,808 0,047* 0,871
rs1806201dom1 0,169 0,114 0,169
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p-Wert (Kruskal Wallis Test)
SNP
Maske Peak Cluster
rs1805482dom1 0,972 0,605 0,581
rs1805547dom1 0,785 0,693 0,448
rs7301328dom1 0,473 0,429 0,387
rs3764030dom1 0,426 0,492 0,638
rs4880212dom2 0,083 0,050* 0,029*
rs2301364dom2 0,600 0,345 0,248
rs28489906dom2 0,062 0,489 0,304
rs10870198dom2 0,940 0,243 0,910
rs6293domz2 0,806 1,000 0,834
rs2302711dom2 0,799 0,489 0,743
rs8049651dom?2 0,889 0,753 0,726
rs9806806dom?2 0,746 0,032* 0,115
rs2072450dom?2 1,000 0,867 0,769
rs1014531dom2 0,290 0,499 0,544
rs3026174dom2 b.n.m. b.n.m. b.n.m.
rs1806201dom?2 0,931 0,521 0,615
rs1805482dom2 0,510 0,884 0,124
rs1805547dom2 0,221 0,006** 0,361
rs7301328dom2 0,149 0,182 0,449
rs3764030dom2 0,880 0,940 0,597

b.n.m=Berechnung nicht moglich, da es in dem Uberpruften Probandenkollektiv nur eine
Variante (einen Genotyp) der untersuchten Variable gab. (*)=Signifikant auf einem 5%-

Niveau; (**)=Hoch-Signifikant auf einem 0,1%-Niveau
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