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1. Einleitung

1.1.Bedeutung des Alkoholismus

»,Mach dich nicht selber hilflos durch Trinken in der Kneipe, damit sich nicht die
Worte deiner Rede wiederholen und aus deinem Mund herausquellen, ohne
dass du weil3t, dass du sie gedullert hast. Du féllst hin, brichst Dir die Knochen,
und keiner deiner Saufkumpanen gibt dir die Hand, um dir aufzuhelfen. Sie
werden dir sagen: Raus mit dem Trunkenbold!“ (altdgyptische Schrift um 1500
v. Chr.) (Méller et al., 2001).

Dieses Zitat macht deutlich, dass bereits im alten Agypten die Folgen und
Probleme des Ubermalligen Alkoholkonsums bekannt waren.

Heute sind neben sozialen Auswirkungen des Alkoholismus, wie zum Beispiel
schwere Konflikte und dauerhafte psychische Schaden, insbesondere bei
Kindern betroffener Familien, Verkehrsunfallen oder Kriminalitat (Feuerlein et
al., 1998) auch die volkswirtschaftlichen Kosten des Alkoholkonsums, die in
Deutschland im Jahr 2000 auf rund 20 Mrd. € geschatzt wurden (Bergmann und
Horch, 2000), von erheblicher Bedeutung. Ferner besteht fUr die einzelnen
Betroffenen die Gefahr von Folgekrankheiten wie Leberzirrhose, Pankreatitis,
Kardiomyopathie u.a. (Ashley et al., 1977). So sterben jahrlich rund 42.000
Personen direkt oder indirekt an den Folgen des Alkoholmissbrauchs
(Bundesministerium fir Gesundheit, 2002). Weitere epidemiologischen Studien
zeigen, dass, bezogen auf die Lebenszeit, etwa 4,9% (3,2 Mio.) der
erwachsenen Bundesbirger an einer Alkoholabhangigkeit leiden und 12,1% (8
Mio.) Alkoholmissbrauch betreiben (Kifner und Kraus, 2002). Mit einem Pro-
Kopf-Konsum von 10,6 Litern reinen Alkohols pro Jahr stand Deutschland 1999

im internationalen Vergleich an flnfter Stelle (Kifner und Kraus, 2002).
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1.2. Beschreibung des Krankheitsbildes

Eine Abgrenzung der Alkoholabhangigkeit von noch ,normalem® Trinkverhalten
ist schwierig. Grundlage fur Forschung und Therapie ist allerdings eine
modglichst genaue diagnostische Differenzierung. In den diagnostischen
Leitlinien, wie der Internationalen Klassifikation psychischer Stérungen der
Weltgesundheitsorganisation (ICD-10) und dem Diagnostischen und
Statistischen Manual Psychischer Stérungen (DSM V), ist die psychische
Abhangigkeit durch einen starken Wunsch oder eine Art Zwang, Alkohol zu
konsumieren und die verminderte Kontrollfahigkeit bezlglich des Beginns, der
Beendigung und der Menge des Konsums charakterisiert. Die korperliche
Abhangigkeit ist definiert durch das Auftreten von Entzugserscheinungen bei
Beendigung oder  Reduktion des  Alkoholkonsums und durch
Toleranzentwicklung, ein Prozess, bei dem zum Erlangen einer durch den
Alkohol hervorgerufenen und erwunschten Wirkung die ursprunglich
notwendige Dosis gesteigert werden muss. Unter schadlichem Konsum wird ein
Alkoholkonsum verstanden, der gegenuber der soziokulturellen Norm Uberhodht
ist bzw. zu unpassender Gelegenheit erfolgt. Dies geht mit voribergehenden,
deutlichen Veranderungen der psychischen und physischen Funktionen des
Konsumenten einher (ICD-10).

Durch strukturierte Leitlinien bei der Diagnosestellung wird erfasst, dass die
Alkoholabhangigen keine homogene Gruppe darstellen. Die Anwendung von
Subklassifizierungen soll dieser Inhomogenitat entgegenwirken und homogene
Untergruppen beschreiben.

Unter den Aspekten der Motivation, des Verlaufs und der Folgen des
Alkoholkonsums postulierte Jellinek funf Typen der Alkoholabhangigkeit
(Jellinek, 1960). So werden Alpha- (Konflikttrinker), Beta- (Gelegenheitstrinker),
Gamma- (suchtiger Trinker), Delta- (Gewohnheitstrinker) und Epsilon-Trinker
(episodischer Trinker) unterschieden. Dagegen stellt die von Cloninger
aufgrund von Familien- und Adoptionsstudien erarbeitete (Cloninger et al.,
1981) Typologie einem stark genetisch determinierten Typ Il mit eher

ungunstigem Verlauf, biografisch frih einsetzendem Alkoholkonsum und
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Abstinenzunfahigkeit (fast nur bei Mannern auftretend) einen Typ | (bei beiden
Geschlechtern gleich haufig) gegenlber. Bei diesem wird das Trinkverhalten
starker von Umweltfaktoren bestimmt und der Missbrauch entwickelt sich eher
spater als bei Typ Il. Ferner zeichnet er sich durch ein Trinken mit
Kontrollverlust und einen vergleichsweise gutartigen Verlauf aus. Durch
Betrachtung von Personlichkeitsfaktoren konnte Cloninger im Rahmen einer
Folgestudie den Typ Il genauer beschreiben und ein Risiko fur eine
Alkoholabhangigkeit auf der Basis genetisch determinierter
Personlichkeitsfaktoren postulieren: Alkoholiker des Typs Il zeigen ein
herabgesetztes = Vermeidungsverhalten (,harm avoidance®) und ein
ausgepragtes Suchen nach neuen Stimuli (,novelty seeking®) (Cloninger, 1987).
Schuckit kritisierte diese Art der Subtypisierung und forderte, den primaren
Alkoholismus von Formen, die sekundar als Folge anderer psychiatrischer
Stérungen auftreten, zu differenzieren. So erreichte er durch Ausschluss von
Patienten mit dissozialer Personlichkeitsstorung einen Trennscharfenverlust der
Klassifikation Cloningers (Schuckit, 1994a).

1.3. Alkoholentzug und Delirium tremens (DT)

Als Alkoholentzugssyndrom werden Krankheitserscheinungen bezeichnet, die
bei vollstandiger Unterbrechung oder relativer Verminderung der Alkoholzufuhr
auftreten konnen. Sie Dbleiben aus, solange ein ausreichender
Blutalkoholspiegel besteht. Das klinische Bild ist charakterisiert durch eine
grolle Anzahl unterschiedlicher Symptome: internistische (gastrointestinale
Stoérungen, Tachykardie), vegetative (vermehrte Schweillneigung,
Schlafstérungen), neurologische (Tremor, Ataxie, epileptische Anfalle) und
psychische (Angst, Reizbarkeit, Gedachtnisstérungen, Halluzinationen)
(Feuerlein, 1972). Verlauft ein Alkoholentzug unkompliziert, dauern die
Symptome Ublicherweise nur wenige Tage. Wichtige Komplikationen des
Alkoholentzugssyndroms sind, neben Kreislaufstorungen mit Tachykardie und

Blutdrucksteigerungen, in erster Linie Herzrhythmusstorungen und
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Elektrolytentgleisungen, aber auch Hypoglykdmien und Pneumonien (Erwin et
al., 1998; Feuerlein et al., 1998).

Das Delirium tremens (DT) kann als Teil und schwerste Form des
Alkoholentzugssyndroms angesehen werden (Wetterling, 1994). Erfolgt keine
medikamentdse Therapie wahrend der Entgiftung, tritt ein DT bei rund 5% der
alkoholabhangigen Patienten im Alkoholentzug auf (Erwin et al., 1998; Zilker,
1999). Unter grof3zigigem und frihzeitigem Einsatz von Clomethiazol lag die
Rate bei rund 1% (Zilker, 1999). Die Pravalenz fur Alkoholentzugsdelirien
betragt 35-50/100.000/Jahr (von Keyserlingk, 1978; Palsson, 1986).
Hochgerechnet flir Deutschland ist so mit etwa 25.000-40.000
Alkoholentzugsdelirien pro Jahr zu rechnen. Die Angaben zur Mortalitatsrate fur
das DT schwanken zwischen 5% und 15% (Erwin et al., 1998; Zilker, 1999).
Das DT stellt ein exogene Psychose dar. Die Patienten sind zeitlich, értlich und
situativ, manchmal auch zur Person desorientiert. Des Weiteren ist das
klinische Bild gepragt von lebhaften optischen, zum Teil szenischen
Halluzinationen, zum Beispiel in Form von Insekten oder kleinen Tieren.
Seltener und vor allem bei schweren Verlaufen konnen auch akustische, taktile
oder olfaktorische Halluzinationen vorkommen. Die Stimmung ist schwankend,
gekennzeichnet durch Angst und Reizbarkeit. Weiter findet sich eine
psychomotorische Unruhe. Die beschriebenen Symptome werden durch ein
stark ausgepragtes vegetatives Alkoholentzugssyndrom begleitet (Croissant
und Mann, 2000). Es gehen bis zu 35% der DT mit einem epileptischen Anfall
vom Grand-mal-Typ einher (Soyka et al., 1989a).

Die Identifizierung von Risikofaktoren fur die Entstehung eines DTs ist fur die
Entgiftungstherapie alkoholabhangiger Patienten von grofer Bedeutung. So
gaben die Patienten, die ein DT wahrend der Entgiftung erlebten, im Gegensatz
zu den Patienten ohne DT einen groReren maximalen Alkoholkonsum, eine
hohere Anzahl von Entgiftungen in der Vorgeschichte und einen vermehrten
nicht medizinischen Gebrauch von Sedativa an (Schuckit et al., 1995). Ferner
konnte ein Zusammenhang zwischen vorbestehenden korperlichen Krankheiten

und Verletzungen und dem Auftreten eines DTs wahrend der Entgiftung



Einleitung
Seite 8

festgestellt werden. Fir die Schwere eines DTs scheint die Dauer der

Alkoholabhangigkeit keine bedeutende Rolle zu spielen (Wojnar et al., 1999).

1.4. Neurobiologie

1.4.1. Neurobiologie stichtigen Verhaltens

In tierexperimentellen Untersuchungen spricht man von einem belohnenden
Stimulus (,Reinforcer®), wenn dessen Applikation die Wahrscheinlichkeit erhoht,
dass ein bestimmtes Verhalten wiederholt wird. Die Definition von ,Reward” ist
ahnlich, impliziert aber eine positive Tonung (Koob, 1992).

Das ,Reward-System®, das am Wohlbefinden, der Arterhaltung und in diesem
Zusammenhang an Hunger, Durst und Sexualitdt beteiligt ist, kann als
phylogenetisch alt angesehen werden. Von daher ist es verstandlich, dass viele
neuronale Bahnen und Neuronentypen das ,Reward-System® beeinflussen und
kognitive, motivationale und motorische Systeme bei einer Belohnungsreaktion
im Gehirn involviert sind (Rommelspacher, 1998).

So entfalten sowohl alle psychomotorisch stimulierenden als auch alle
sedierenden Substanzen mit Abhangigkeitspotential ihre ,Reward-Wirkung"
uber das mesokortiko-limbische System. Dieses System beinhaltet Neurone,
die in der ventralen Haube (Tegmentum, VTA) liegen und nach kranial in den
Nucleus accumbens (N.acc.), den prafrontalen Cortex, das olfaktorische
Tuberculum und weitere Hirnareale projizieren (Schulteis und Koob, 1994). Die
Neurone sind dopaminerg, sie interagieren aber durch eine komplexe
Aktivierung und Hemmung mit einer Vielzahl anderer Neuronentypen. So
stehen sie zum Beispiel mit dem glutamatergen (Jones und Kauer, 1999),
gabaergen und endogenen Opioid-System (McBride et al., 1999) in enger
Verbindung.

Generell wirken dopaminerge Mechanismen psychomotorisch aktivierend.
Injiziert man bei Ratten zum Beispiel Dopamin oder Amphetamin in den N.acc.,
fuhrt dies zu einer Steigerung der motorischen Aktivitat. Diese Wirkung kann

durch Haloperidol aufgehoben werden (Kiraly und Van Ree, 1984). Unter der
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Gabe niedriger Dosen eines Dopaminrezeptor-Antagonisten kommt es zu einer
erhdhten Selbstapplikationsrate von Amphetamin und Kokain, was als teilweise
Blockade der belohnenden Effekte des Kokains interpretiert wird, welche die
Ratte durch vermehrte Selbstapplikation zu kompensieren versucht.

Um den abnormen Drang nach Suchtmitteln zu erklaren, existieren zwei nicht
zwingend gegensatzliche Modelle: Zum einen eine verringerte Ansprechbarkeit
des ,Reward-Systems®, welche durch Einnahme von Drogen kompensiert wird
(sogenannte Defizit-Hypothese) und zum anderen eine vermehrte
Ansprechbarkeit des Systems, so dass jede Einnahme eines Suchtmittels das

Wohlbefinden besonders hebt (sogenannte Surfeit-Hypothese).

1.4.2. Neurobiologie des Alkohols

1.4.2.1. Dopaminerges System

In Tierversuchen zeigt sich ein biphasischer Effekt des Alkohols auf das
dopaminerge System.

So fuhrt die akute Alkoholzufuhr in niedriger Dosierung zu einer verstarkten
Freisetzung von Dopamin (Darden und Hunt, 1977), einer gesteigerten
Dopaminsynthese (Carlsson und Lindquist, 1973), einem beschleunigten
Dopaminturnover (Carlsson et al., 1973) und erhéhten cerebralen
Konzentrationen von Dopaminmetaboliten (Karoum et al., 1976; Fadda et al.,
1980).

In hoher Dosierung allerdings vermindert Alkohol die Dopaminfreisetzung
(Darden und Hunt, 1977) und stimuliert gleichzeitig die Dopaminsynthese
(Carlsson und Lindquist, 1973). Ferner fuhren hohe Dosen des Alkohols durch
eine Stimulation des gabaergen Systems zu einer indirekten Inhibierung
dopaminerger Neurone (Ollat et al., 1988).

Es hat sich eine Fokussierung der Forschung auf die alkoholinduzierte
Stimulation der dopaminergen Funktion im mesokortikolimbischen ,Reward-

System® durchgesetzt. So erhoht Alkohol neben der Aktivitdt dopaminerger
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Neurone im VTA (Gessa et al., 1985; Brodie et al., 1990), was als direkt-
exzitatorische zellulare Aktivierung gedeutet wurde (Brodie et al., 1999), auch
die extrazellularen Dopaminkonzentrationen im N.acc. (Di Ciara und Imperato,
1988; Yoshimoto et al., 1992). Dies scheint nach neueren Untersuchungen kein
Widerspruch zu sein, sondern kann als direkter Effekt auf die dopaminergen
Neurone im VTA, und nicht als Wirkung auf die dopaminergen Nervenenden im
N.acc. aufgefasst werden (Yim und Gonzales, 2000; Budygin et al., 2001).
Unter Ratten, die uber Generationen nach dem Phanotyp freiwillige
Alkoholpréferenz  (>5g  Ethanol/kg/die) bzw.  Nicht-Préaferenz  (<1g
Ethanol/kg/die) selektiert wurden, zeigte die praferierende Gruppe ein
Dopamindefizit im N.acc. (McBride et al., 1995). Diese Tiere infundierten sich
auch freiwillig Ethanol in das VTA, wahrend die nicht-praferierenden Ratten dies
fast Uberhaupt nicht taten (Gatto et al., 1994).

Manipulationen an der Genexpression von Dopaminrezeptoren und Knock-out-
Methoden unterstreichen die Bedeutung des mesolimbischen Dopaminsystems
fur die ,Reward-Wirkung“ des Alkohols. So konsumieren Knock-out-Mause
ohne DRD1- oder DRD2- Rezeptor weniger Alkohol (Risinger et al., 2000; El-
Ghundi et al.,, 1998). Weiter flhrt eine Injektion von DRD2-antisense
Oligonukleotid in den N.acc. (Myers und Robinson, 1999) oder eine selektive
Uberexpression des DRD2-Gens im N.acc. mittels Adenovirenvektor (Thanos et
al., 2001) zu einer Verminderung der Alkoholaufnahme und hebt die
Alkoholpraferenz bei alkoholpraferierenden Ratten auf.

Die chronische Alkoholzufuhr fuhrt zu einer verminderten Funktion des
dopaminergen Systems, das heil3t die stimulierende Wirkung des Alkohols auf
die Dopaminsynthese ist abgeschwacht und die Dopaminfreisetzung ist
reduziert (Tabakoff und Hoffmann, 1979; Fadda et al.,, 1980). Neuere
Untersuchungen erklaren die dopaminerge Hypofunktion wahrend der
chronischen Alkoholaufnahme mit einer Kombination aus  verminderter
Expression der Tyrosinhydroxylase, was zu einer verminderten
Dopaminsynthese fuhrt, und verstarkter Expression von DAT, was die

synaptische Clearence des Dopamins beschleunigt (Rothblat et al., 2001).
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Im Alkoholentzug kommt es zu einer Verringerung der dopaminergen
neuronalen Aktivitat im VTA (Diana et al., 1992; Shen und Chiodo, 1993) und
der extrazellularen Dopaminkonzentrationen im N.acc. (Rossetti et al., 1992;
Weiss et al., 1996).

Im Gegensatz zu zahlreichen Tierbefunden haben sich nur relativ wenige
Untersuchungen mit der Funktion des Dopaminsystems bei alkoholabhangigen
Patienten befasst. Es zeigte sich ein Zusammenhang sowohl zwischen den
Dopaminkonzentrationen im Plasma (Anokhina et al., 1985) als auch der
Dopaminrezeptorsensitivitat (Heinz et al., 1996) und der Schwere des frihen
Alkoholentzugs. Inwieweit die Bestimmung der Dopaminkonzentrationen im
Plasma allerdings die Verhaltnisse im ZNS widerspiegelt, muss offen bleiben.
Beim Vergleich von Blutspiegeln des Dopaminmetaboliten Homovanillinsaure
(HVA) finden sich, im Verhaltnis zu gesunden Kontrollpersonen, wahrend der
Entgiftung bei alkoholabhangigen Patienten mit DT erhéhte und bei solchen
ohne DT erniedrigte Konzentrationen der HVA (Sano et al., 1992).

Die Befunde lassen sich dahingehend zusammenfassen, dass die akute
Alkoholaufnahme zu einer Stimulation des mesokortikolimbischen ,Reward-
Systems*® fuhrt. Bei chronischen Intoxikationen erschopft sich die funktionelle
Kapazitat dopaminerger Neurone. Dies wird aber durch die alkoholinduzierte
Stimulation des dopaminergen Systems zunachst maskiert und nur im
Alkoholentzug deutlich. Wahrend des Alkoholentzugs ergibt sich eine
Hypersensitiviat von Dopaminrezeptoren als Folge der vorangegangenen
dopaminergen Hypofunktion, die nicht durch inhibitorische Transmittersysteme

kontrolliert werden kann.

1.4.2.2. Noradrenerges System

Neben dem dopaminergen kommt dem noradrenergen System eine
entscheidende Bedeutung flr das Verstandnis der Neurobiologie des Alkohols
zu. So ist das noradrenerge System an der ,Reward-Wirkung“ der akuten
Alkoholaufnahme (Amit und Brown, 1982) und an der Vermittlung wichtiger

Aspekte des Alkoholentzugs (Hawley et al., 1985) beteiligt.
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Einzeldosen von Alkohol stimulieren die Synthese und den Turnover von
Noradrenalin im ZNS (Carlsson und Lindquist, 1973), ohne dabei die
Konzentration zu verandern (Karoum et al., 1976). Diese Untersuchungen
beziehen sich auf Messungen von Metaboliten (HVA, MHPG) im Hirngewebe
von Ratten. Beim Menschen kann die Wirkung der akuten Alkoholaufnahme auf
das noradrenerge System mit Hilfe der Bestimmung der Liquorkonzentration
des Noradrenalinmetaboliten 3-methoxy-4-hydroxyethylenglykol (MOPEG)
untersucht werden. Es zeigt sich, dass die MOPEG-Konzentration im Liquor bei
alkoholabhangigen Probanden (Borg et al., 1981) ebenso wie bei gesunden
Probanden (Borg et al., 1983b) positiv mit der Blutalkoholkonzentration
korreliert. Zudem wurde beobachtet, dass nicht-intoxikierte Probanden mit einer
familiaren Belastung fur Alkoholismus niedrigere MOPEG-Spiegel aufweisen als
solche ohne (Borg et al., 1983b).

Bei chronischer Alkoholzufuhr bleibt der Noradrenalin-Turnover erhoht
(Pohorecky, 1974). Als Resultat werden adaptive Mechanismen wirksam.
Alpha- und beta-adrenerge Rezeptoren werden in unterschiedlichem Ausmal}
beeinflusst. Im Tierversuch zeigen sich bei chronischer Intoxikation relativ
geringe Veranderungen an den alpha-Rezeptoren, wahrend die Veranderungen
an den beta-Rezeptoren in Form einer Desensibilisierung und einer
Suppression der Downregulation deutlicher ausgepragt sind (Ollat et al., 1988).
Im Alkoholentzug dagegen steigt die Zahl der beta-Rezeptoren an (Banerjee et
al., 1978, Kuriyama et al., 1981), ebenso deren Sensitivitat (French und Morris,
1978). Auch beim Menschen kommt es wahrend des Alkoholentzugs zu einer
noradrenergen Hyperaktivitat. So sind im Alkoholentzug die
Liquorkonzentrationen  von MOPEG bzw. MHPG (3-methoxy-4-
hydroxyphenylglykol) nicht nur erhdht, sie korrelieren auch positiv mit dem
Schweregrad verschiedener Entzugssymptome, wie zum Beispiel Tremor,
Tachykardie, Hypertension und optischen Halluzinationen (Hawley et al., 1985;
Borg et al., 1983a).

Nach abgeschlossener Entgiftung bleiben die Liquorkonzentrationen von
Noradrenalin erniedrigt (Geracioti et al., 1994). Aullerdem zeigt sich eine

Downregulation postsynaptischer noradrenerger Rezeptoren (Krystal et al.,
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1996), was insgesamt als persistierende noradrenerge Hypofunktion bei

alkoholabhangigen Patienten gedeutet werden kann.

1.5. Genetische Disposition der Alkoholabhangigkeit

1.5.1. Familienstudien

Ziel von Familienstudien ist, festzustellen, ob in der Familie einer erkrankten
Person diese Erkrankung haufiger auftritt, als bei Verwandten gesunder
Personen. Das durch die klassische Familienstudie zu ermittelnde familiare
Risiko beinhaltet eine Aussage sowohl Uber den genetischen Hintergrund, als
auch Uber die gemeinsamen Umweltbedingungen.

Eine ausfuhrliche Analyse von 39 verschiedenen Familienstudien konnte eine
deutlich hohere Rate von Alkoholabhangigkeit bei den Eltern von Alkoholikern
im Vergleich zu Eltern psychiatrisch erkrankter Personen oder gesunder
Probanden zeigen. Unter allen beteiligten Eltern zeigte sich bei den Vatern eine
Alkoholabhangigkeit etwa funf mal so haufig wie bei den Mduttern (Cotton,
1979). Ein erhohtes Wiederholungsrisiko bei Sohnen von alkoholabhangigen
Vatern konnte dargestellt werden (Goodwin, 1976). Verwandte ersten Grades
von Alkoholabhangigen scheinen einem siebenfach erhdhten Risiko ausgesetzt
zu sein, ebenfalls an einer Alkoholabhangigkeit zu erkranken (Merikangas,
1990). Neuere, prospektiv angelegte Familienstudien, die von gesunden
biologischen Angehdrigen von erkrankten Indexfallen ausgehen, kdnnen
Indikatoren eines erhdhten Erkrankungsrisikos dann feststellen, wenn die
Angehorigen vor Eintritt in die Risikoperiode erstmals untersucht werden. Diese
Untersuchungen werden High-risk-Studien genannt. Es werden vorwiegend
Kinder von Erkrankten Uber einen langeren Zeitraum beobachtet. Anhand einer
solchen High-risk-Studie wurde festgestellt, dass Séhne von Alkoholikern, die
im Mittel eine hdéhere Toleranz und eine geringere Reaktion auf einen
Probetrunk mit Alkohol aufweisen, das hochste Risiko zeigen, spater an
Alkoholismus zu erkranken (Schuckit, 1994a; Schuckit, 1994b).
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1.5.2. Zwillingsstudien

Eine genauere Beurteilung des genetischen Anteils an einer Erkrankung wird
erst durch eine Sonderform der Familienuntersuchung, der Zwillingsstudie,
maglich.

Monozygote Zwillinge (MZ) sind von der genetischen Ausstattung her identisch.
Unterschiede zwischen den MZ werden folglich durch die Umwelt bedingt.
Dizygote Zwilinge (DZ) haben wie andere Geschwisterpaare weniger
Erbanlagen gemeinsam. Der Vergleich von MZ mit DZ erlaubt es, den
genetischen Anteil an der beobachteten Auspragung abzuschatzen. Der Anteil
der in einem Merkmal Ubereinstimmenden Paare an der Gruppe eines
Zwillingstyps wird durch die Konkordanzrate angegeben. Durch die Differenz
der Konkordanzrate der MZ und derjenigen der DZ lasst sich eine Aussage
uber den genetischen Hintergrund eines Merkmals treffen. Zwillingsstudien
lassen es ebenfalls zu, die Heriditat zu berechnen. Der Heritabilitatsquotient
beschreibt den genetischen Anteil an der Gesamtvariabilitat einer gemessenen
Grolke. Dieser ausschlieBlich durch genetische Faktoren zu erklarende Anteil
an der Varianz wird in Prozenten angegeben.

Zwillingsstudien Uber Alkoholabhangigkeit ergaben Konkordanzraten zwischen
26% (Hrubec und Omenn, 1981) und 59% (Pickens et al., 1991) fur mannliche
MZ und 26% fir weibliche MZ (Kendler et al., 1992). Die Konkordanzraten
waren bei diesen Studien fir DZ um das 1,6- bis 2,2-fache geringer als bei MZ.
Die hochste Heriditat konnte mit 60% (Pickens et al., 1991) errechnet werden,
die niedrigste lag bei 31% (Hrubec und Omenn, 1981). Nicht unerwahnt soll
auch eine Studie bleiben, die keine Heriditat nachweisen konnte (McGue et al.,
1992). So lief3 sich in deren Stichprobe aus weiblichen MZ und DZ in Bezug auf
Alkoholismusraten  kein  signifikanter =~ Unterschied  feststellen.  Der
Stichprobenumfang war bei dieser Studie jedoch sehr gering (MZ n=44; DZ
n=43).

Prescott und Kendler konnten anhand einer Untersuchung mannlicher
Zwillingspaare zeigen, dass genetische Faktoren eher einen Einfluss auf das

Trinkverhalten als auf den eng eingegrenzten Begriff der Alkoholabhangigkeit
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ausuben (Prescott und Kendler, 1999). Die Resultate stltzen sich auf eine
umfangreiche Stichprobe, die jedoch nur telefonisch exploriert wurde, deren
Ergebnisse in ahnlichen Studien aber bestatigt wurden (Maes et al., 1999; Han
et al., 1999).

Zusammenfassend kénnen Zwillingsstudien einen starken genetischen Einfluss
auf Alkoholkonsum und Alkoholabhangigkeit zeigen. Bei Konkordanzraten der

MZ von maximal 60% fallt den Umgebungsfaktoren eine starke Bedeutung zu.

1.5.3. Adoptionsstudien

Auch Adoptionsstudien konnen Hinweise auf die Existenz genetischer
Dispositionen fur ein Merkmal geben, da genetische Einflisse und das familiare
Milieu durch Adoption zu einem bestimmten Zeitpunkt getrennt werden.
Wahrend erste Adoptionsstudien (Roe, 1944), die nur Uber einen kleinen
Stichprobenumfang verfugten (n=22), einer genetischen Disposition flr
Alkoholabhangigkeit nur eine geringe Bedeutung zuschrieben, konnte diese
Aussage durch Studien jingeren Datums relativiert werden. So wurde die
Auffassung einer rein umweltbedingten Verursachung der Alkoholabhangigkeit
nicht repliziert. Einige Studien wiesen jedoch weiterhin auf eine Beteiligung der
Umgebungsfaktoren hin. Die lowa-Adoptionsstudien zeigten einen Einfluss des
familiaren Milieus auf die Manifestation von Alkoholabhangigkeit insbesondere
in den Fallen, in denen biologische Angehdrige ersten Grades ein
Alkoholproblem hatten (Cutrona et al., 1994).

Adoptionsstudien konnten die genetische Grundlage der Alkoholabhangigkeit
bei Mannern erneut belegen (Maier, 1995). Nicht zuletzt wurde, wie oben
bereits beschrieben, aufgrund einer schwedischen Adoptionsstudie ein
genetisch determinierter Untertyp der Alkoholabhangigkeit postuliert (Cloninger
et al., 1981; Cloninger, 1987).
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1.5.4. Molekulargenetische Identifizierung krankheitsdisponierender

Genvariationen

Die molekulare Genetik ermdglicht es, eine interpersonelle genetische
Variabilitdt darzustellen. Zur Klarung der Frage, ob diesen Unterschieden beim
Menschen eine pathogenetische Bedeutung zugeschrieben werden kann,
stehen zwei Analyseverfahren zur Verfugung: die Assoziations- und die
Kopplungsuntersuchung. Obwohl ein polygenetischer Hintergrund der
Suchterkrankungen angenommen wird, werden fur die genetische
Suchtforschung sowohl Assoziations- als auch Kopplungsanalysen als wichtig
erachtet, da der Anteil der jeweiligen Gene an der Auspragung eines Merkmals
nicht bekannt ist (Uhl, 1999).

1.5.4.1. Assoziationsuntersuchungen

Bei einer Assoziationsuntersuchung werden Individuen aufgrund eines
Phanotyps einer Gruppe zugeordnet, die dann mit einer Kontrollgruppe
verglichen werden kann. Die Anzahl von Allelen und Genotypen in beiden
Gruppen kann auf Unterschiede Uberpruft werden. Es lasst sich so errechnen,
wie hoch die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung bei Tragern eines Allels oder
Genotyps ist. Bei Assoziationsstudien wird nicht das gesamte Genom
untersucht. Es werden Marker fir Gene verwendet, die von physiologischer
oder biochemischer Relevanz fur den Phanotyp oder die Erkrankung sein
konnten. Diese Gene werden als ,Kandidatengene® bezeichnet. Bei einer
signifikanten Assoziation muss jedoch nicht unbedingt der untersuchte
Genabschnitt von pathogenetischer Bedeutung sein. Moglicherweise liegt er
eng benachbart zu einer direkt am Krankheitsgeschehen beteiligten Sequenz.

Es bestunde dann ein Kopplungsungleichgewicht.
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1.5.4.2. Kopplungsuntersuchungen

Mit Hilfe einer Kopplungsuntersuchung kann das gesamte Genom systematisch
untersucht werden. Hierzu bedient man sich genetischer Polymorphismen, die
zwar nicht von pathogenetischer Relevanz sein missen, deren chromosomale
Lokalisation jedoch bekannt ist und die in regelmaRigen Abstanden auf die zu
untersuchenden Regionen verteilt sind. Wahrend bei der Assoziationsstudie
Gruppen  miteinander  verglichen  werden, konzentriert sich die
Kopplungsanalyse auf die Vererbung innerhalb von Familien. Tritt ein
bestimmtes Markerallel GUberzufallig haufig mit einer Erkrankung innerhalb einer
Familie auf, so ist von einer raumlichen Nahe des Markers und des genetischen
Ortes der Erkrankung auszugehen. Es besteht eine Kopplung. Der ,lod-score®
(logarithm of the odds) ist ein Mal} fur die Wahrscheinlichkeit einer bestehenden

Kopplung.

1.56.4.3. Krankheitsdisponierende Genvarianten

Assoziationsstudien stltzen sich auf Untersuchungen mit ,Kandidatengenen®.
Kandidatengene fur Alkoholabhangigkeit stehen entweder in Zusammenhang
mit dem Alkoholmetabolismus oder den Strukturen im Gehirn, Uber die der
Alkohol wirkt oder die das Trinkverhalten steuern. So gelten Gene flr
Transporter, Rezeptoren und metabolisierende Enzyme der in das ,Reward-
System® involvierten Transmitter oder Gene, die sekundar, z. B. Uber die
~>econd-Messenger‘-Ebene Einfluss ausluben, als ,Kandidatengene® fur
Alkoholabhangigkeit.  Aufgrund dieser weitgefassten Definition des
,Kandidatengens® gibt es eine Vielzahl an Assoziationsstudien uber den
genetischen Hintergrund der Alkoholabhangigkeit, die hier nur fragmentarisch
wiedergegeben werden konnen.

Alkohol wird durch das Enzym Alkoholdehydrogenase (ADH) zu Azetaldehyd
abgebaut. Dieses wird durch die Azetaldehyddehydrogenase (ALDH)
metabolisiert. Hohe Azetaldehydspiegel fuhren zu einer vermehrten

Katecholaminfreisetzung, die in Form von Tachykardie, Hyperventilation und
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einer vermehrten Blutfllle im Gesicht (,Flush®) aversiv als ,Flushing-Syndrom*
erlebt wird (Asmussen et al., 1948).

ADH und ALDH sind genetisch polymorph. Funktionelle Polymorphismen
kommen haufig im asiatischen Raum vor, sind jedoch bei Europaern sehr
selten. Die enzymatische Konstellation, die nach Alkoholkonsum nicht zu hohen
Azetaldehyspiegeln fuhrt und keine aversive Flushing-Symptomatik herbeiflihrt,
konnte vermehrt bei asiatischen Alkoholikern gefunden werden (Thomasson et
al., 1991; Chen et al, 1996). Ein hoher Azetaldehydspiegel nach
Alkoholkonsum scheint hingegen protektiv zu sein, bedingt durch eine schnelle
ADH in Kombination mit einer inaktiven ALDH (Yin, 1994).

1990 konnte die erste signifikante Assoziation der Alkoholabhangigkeit mit
einem Polymorphismus (Taq1, Allel A1) des DRD2-Rezeptor-Gens publiziert
werden (Blum et al., 1990). Die Fallzahl war mit 35 Alkoholikern, die zudem
noch unterschiedlicher Herkunft waren, auf3erst gering. Nachdem nur einige der
vielen Folgestudien mit hoheren Fallzahlen die Ergebnisse von Blum replizieren
konnten, blieb ein Konsens bislang aus (Goate und Edenburg, 1998).

Ein statistisch gesicherter und positiv replizierter Zusammenhang zwischen
Alkoholabhangigkeit und den Genen fir den DRD1- und DRD3-Rezeptor
konnte bislang nicht gefunden werden. Ein Allel des DRD3-Rezeptors zeigte ein
signifikantes Ergebnis, das jedoch der Korrektur fur multiples Testen nicht
standhielt (Sander et al., 1995).

Neue Ansatzmoglichkeiten stellen Analysen an homogenen Untergruppen der
Alkoholiker dar. Einteilungskriterien kbnnen zum Beispiel an die Subtypisierung
Cloningers angelehnte Personlichkeitsmerkmale oder messbare biologische
Variablen (,Endophanotypen®) wie EEG-Muster oder Serumspiegel sein.
Unterschiede im Krankheitsverlauf (z.B. Schwere der Entzugssymptomatik)
stellen weitere Unterteilungsmadglichkeiten dar.

Eine signifikant geringere MAO-Aktivitat konnte bei Alkoholikern vom Typ |l
nach Cloninger gefunden werden (Devor et al., 1993). Eine Studie weist auf
einen Zusammenhang zwischen dem MAO-A Gen und dem friheren

Erkrankungsbeginn hin (Vanyukov et al., 1995).
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Ein Allel des an der Serotoninsynthese beteiligten Tryptophanhydroxylasegens
tritt Gberzufallig haufig bei suizidalen alkoholabhangigen Finnen und bei
alkoholabhangigen Taiwanern auf (Nielsen et al., 1998; Hsu et al., 1998).
Wahrend das polymorphe Dopamintransportergen keine Assoziation mit
Alkoholabhangigkeit zeigte, konnte ein signifikantes Ergebnis fur die
Untergruppe mit schwerem Alkoholentzug gefunden werden (Sander et al.,
1997a). Eine erste Folgestudie konnte diese Ergebnisse nicht replizieren
(Franke et al., 1999). Ein weiteres Gen, das mit schwerem Entzug in Form von
DT  signifikant  assoziiert ~werden  konnte, ist das fur die
Katecholaminbiosynthese verantwortliche Tyrosinhydroxylasegen (Sander et
al., 1998b).

Mit Hilfe von Kopplungsanalysen lasst sich das Genom systematisch
untersuchen. Im Rahmen der Colaborative Study of the Genetics of Alcoholism
(COGA), die 1995 als Multizenterstudie in den Vereinigten Staaten begann,
konnten 105 Familien mit 987 Individuen genetisch untersucht werden. Vier
chromosomale Lokalisationen auf Chromosom 1 (lod-score=2,93), 2 (lod-
score=1,81), 4 (lod-score=1,72) und 7 (lod-score=3,49) scheinen einen
Zusammenhang mit Alkoholabhangigkeit aufzuweisen (Reich et al., 1998). Dem
Lokus auf Chromosom 4 wurde ein protektiver Effekt zugeschrieben.
Interessanterweise liegt er in der Nahe der Gene fur Alkoholdehydrogenase.
Marker, die in chromosomaler Nahe zum DRD2-Rezeptor oder der MAO lagen,
zeigten keine Signifikanz. Bei einer spateren Untersuchung im Rahmen des
COGA-Projektes wurde fur einen Marker auf Chromosom 16 ein lod-score von
4 errechnet (Foroud et al., 1998).

Eine andere Kopplungsanalyse wurde an 32 Familien mit 152 Individuen eines
indianischen Stammes durchgeflihrt (Long et al., 1998). Einen hohen lod-score
ergaben Marker auf Chromosom 11 (3,1; p=0,00007) und Chromosom 4 (2,8).
Der Marker von Chromosom 4 liegt in der Nahe des Gens fur den GABA-
Rezeptor 1. Man kann einen Bogen zu den Ergebnissen einiger
Assoziationsstudien spannen, liegen doch die Gene des DRD4 Rezeptors und
der Tyrosinhydroxylase ganz in der Nahe des signifikanten Markers auf

Chromosom 11.
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1.5.5. Genetische und biologische Marker dieser Studie

1.5.5.1. Dopamin-beta-hydroxylase (DBH)

Die Dopamin-beta-hydroxylase (DBH) katalysiert die Umwandlung von Dopamin
zu Noradrenalin und wird insbesondere in zentralen und peripheren Zellen
exprimiert, welche Noradrenalin und Adrenalin synthetisieren (Cooper et al.,
1986).

Die DBH-Aktivitat kann im Plasma und im Liquor cerebrospinalis bestimmt
werden, wobei sie eine genetisch determinierte, interindividuelle, Uber langere
Zeit stabile Variabilitat aufweist (Fahndrich et al., 1982; Ross et al.,, 1973;
Weinshilboum, 1978a).

Hinreichende Beweise aus Kopplungs- (Goldin et al., 1982; Wilson et al., 1988)
und Assoziationsuntersuchungen (Cubells et al., 1998; Cubells et al., 2000;
Kohnke et al., 2002; Wei et al., 1997; Zabetian et al., 2001) unterstitzen die
Annahme, dass der Lokus, der fur das DBH-Protein kodiert, namlich DBH, das
bedeutendste Gen ist, das die DBH-Aktivitat kontrolliert. So scheint ein
Zusammenhang zwischen dem DBH*444g/a-Polymorphismus und der DBH-
Aktiviat zu bestehen. Bei diesem Polymorphismus liegt entweder Guanidin oder
Adenin an Position 444 der cDNA des DBH-Gens vor. Dieser Basenaustausch
fuhrt aber nicht zu einem Aminosaurenaustausch: die Primarstruktur der DBH
bleibt erhalten. Interessanterweise liegt der DBH*444g/a-Polymorphismus
genau zwischen dem Exon 2 und dem Intron 2 des DBH-Gens (Kobayashi et
al., 1989), wobei der Basenaustausch moglicherweise Einfluss auf das Splicing-
Verhalten hat, und dadurch unterschiedliche Konzentrationen an DBH-mRNA
hervorbringen wirde (Cubells et al., 1998). Der Genotyp DBH*444a/a geht mit
den niedrigsten mittleren DBH-Aktivitaten einher, DBH*444a/g und DBH*44449/g
dann jeweils mit hdheren (Cubells et al., 1998).

DBH-Knock-out-Mause zeigen in einem Zwei-Flaschen-Wahl Paradigma eine
reduzierte Ethanolpraferenz. Zudem sind sie hypersensitiv fir die sedativen und

hypothermischen Effekte der systemischen Alkoholverabreichung (Weinshenker
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et al., 2000). Diese Ergebnisse lassen eine genetische Variation des DBH-Gens
vermuten, die die individuelle Reaktion auf Alkohol moduliert.

Beim Menschen brachten Studien in Bezug auf den Zusammenhang zwischen
DBH-Plasmaaktivitat und Alkohol widerspruchliche Ergebnisse hervor (La
Grange et al., 1995; Schuckit et al., 1981; Lykouras et al., 1987). Eine Studie,
die sich dem DBH-1021C->T-Polymorphismus widmete, konnte keine
Assoziation zur Alkoholabhangigkeit bzw. zum DT herstellen (Kohnke et al.,
2002).

Allelische  Assoziationsuntersuchungen  zwischen dem  DBH*444a/g-
Polymorphismus und Alkoholabhangigkeit bzw. schweren

Entzugserscheinungen wurden noch nicht durchgefuhrt.

1.5.5.2. Dopaminrezeptor 4 (DRD4)

Der DRD4 gehort neben DRD2 und DRD3 zu der Familie der DRD2-ahnlichen
Dopaminrezeptoren. Es handelt sich um einen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor, der sieben Transmembrandomanen aufweist (Seeman, 1992). Die
Verteilung des DRD4 im Gehirn zeigt regionale Unterschiede. So ist die Dichte
von DRD4 im prafrontalen und entorhinalen Cortex, Hippocampus und Uncus
hoher als in anderen Hirnregionen. Im Gegensatz zu DRD2 wurde fur DRD4
eine geringe Konzentration im Striatum gefunden (Da-La-Garza und Madras,
2000; Matsumoto et al., 1995; Primus et al., 1997).

Insgesamt konnten neun Polymorphismen, die das DRD4-Gen betreffen,
identifiziert werden (Paterson et al., 1999). Ein Polymorphismus besteht aus
einer variablen Anzahl von Tandem-Repeats, ein sogenannter VNTR-
Polymorphismus, innerhalb des Exon 3 des DRD4-Gens. Dabei kann die 48 bp
lange Repeat-Einheit ein- bis zehnmal vorkommen, wobei Allele mit vier und
sieben Repeats bei der weilRen Bevolkerung am haufigsten sind (Van Tol et al.,
1992; Lichter et al., 1993). Die Allelfrequenzen des Vier- bzw. Sieben-Repeats
sind weltweit in verschiedenen Bevolkerungsgruppen sehr variabel (von 0,16
bis 0,96 bzw. von 0,01 bis 0,78) (Chang et al., 1996). Der VNTR-

Polymorphismus kodiert fur Aminosauren, die in der dritten cytoplasmatischen
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Schleife des Rezeptors liegen — eine Region, die wichtig fur die Kopplung mit
dem G-Protein zu sein scheint. Von daher wurde ein maoglicher Einfluss der
VNTR-Varianten auf die Second-Messenger-Kopplung bzw. Signaltransduktion
postuliert (Van Tol et al., 1992).

Eine aufgrund methodischer Schwachen (Paterson et al., 1999) fraglich
signifikante Assoziation des VNTR-Polymorphismus mit dem
Personlichkeitsmerkmal ,Novelty Seeking” (= Neugierde) konnte gezeigt
(Ebstein et al., 1996; Benjamin et al., 1996), jedoch nicht repliziert werden
(Paterson et al, 1999). Es wird vermutet, dass Menschen, die
Substanzmissbrauch betreiben, in psychologischen Tests hohere novelty-
seeking-Werte haben als Kontrollpersonen (Bardo et al., 1996).

Es liegen einige, an unterschiedlichen Bevolkerungsgruppen durchgefuhrte,
Assoziationsstudien zum Thema Alkoholabhangigkeit und DRD4-VNTR-
Polymorphismus vor. Lediglich in einer Studie (George et al., 1993) mit einem
wegen methodischer Schwachen fraglich positiven Ergebnis ergaben sich
bisher nach Korrektur durch multiples Testen keine signifikanten Assoziationen
(Adamson et al., 1995; Muramatsu et al., 1996; Parsian et al., 1997; Geijer et
al., 1997; Sander et al., 1997b; Chang et al., 1997).
Kandidatengenuntersuchungen bezuglich des DRD4-VNTR-Polymorphismus

und schweren Entzugserscheinungen liegen bisher nicht vor.

1.5.5.3. Catecholamin-O-methyltransferase (COMT)

Die Catecholamin-O-methyltransferase (COMT) ist an der Metabolisierung des
Dopamins, Noradrenalins und Adrenalins beteiligt (Guldberg und Marsden,
1975). Die COMT existiert zum einen als |6sliche (S-COMT) und zum anderen
als membrangebundene (MB-COMT) Form, die aber beide durch das selbe, auf
Chromosom 22 lokalisierte, Gen kodiert werden (Bertocci et al., 1991;
Grossman et al., 1992; Lundstrom et al., 1995). Im menschlichen Gehirn kommt
es fast ausschlieldlich zur Expression der groReren MB-COMT (Tenhunen et al.,
1994; Hong et al., 1998).
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Was die Verteilung der COMT im menschlichen Gehirn angeht, kdnnen im
Ruackenmark die hochsten, in der Amygdala die niedrigsten und in den
restlichen Regionen mittlere Gewebekonzentrationen nachgewiesen werden
(Hong et al., 1998).

Frihere Studien der COMT-Enzymaktivitat in Erythrocyten und in der Leber
zeigten eine trimodale Verteilung der Enzymaktivitat, die mit einem autosomal-
kodominanten Erbgang vereinbar ist (Weinshilboum, 1978b; Boudikova et al.,
1990).

Ein Einzel-Basenpaar-Austausch (von Guanin zu Adenin) in Exon 4 des COMT-
Gens resultiert in einem Aminosaureaustausch (von Valin zu Methionin) an
Codon 158 der MB-COMT und an Codon 108 der S-COMT. Bei diesem
funktionellen Polymorphismus wird das Allel, das die thermostabile hochaktive
COMT kodiert COMT*H (G; Val) und das Allel, das die thermolabile
niedrigaktive COMT kodiert COMT*L (A; Met) genannt (Lachman et al., 1996b;
Syvanen et al., 1997).

Bezuglich der COMT-Aktivitat in Erythrocyten konnte kein Unterschied
zwischen alkoholabhangigen Patienten und Kontrollpersonen festgestellt
werden (Agarwal et al., 1983).

Untersuchungen zur Assoziation des COMT-Val/Met-Polymorphismus mit dem
Alkoholismus bleiben widerspruchlich (Tiihonen et al., 1999; Wang et al., 2001;
Hallikainen et al., 2000; Kauhanen et al., 2000). In einer in Japan
durchgefuihrten  Assoziationsstudie wurde auch die Schwere von
Entzugserscheinungen  (unter anderem das Auftreten des DTs)
mitberlcksichtigt. Es konnte aber kein Zusammenhang festgestellt werden
(Ishiguro et al., 1999).
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1.6.

Fragestellung

Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien unterstiutzen die Bedeutung

genetischer Faktoren in der Atiologie der Alkoholabhangigkeit.

Diese Untersuchung zielt auf die Erforschung von genetischen und biologischen

Markern ab, die an der dopaminergen und noradrenergen Neurotransmission

beteiligt sind und eine Ubergeordnete disponierende Bedeutung fur die

Alkoholabhangigkeit und fur schwere Entzugserscheinungen wie zum Beispiel

das Delirium tremens vermuten lassen.

Die Fragestellungen im Einzelnen:

1.a.

Besteht eine Assoziation der Alkoholabhangigkeit oder des DTs mit
bestimmten Genotypen oder Allelen des DBH*444g/a-Polymorphismus?
Kann die Beobachtung von Cubells (Cubells et al., 1998), dass es sich bei
dem DBH*444g/a-Polymorphismus um einen funktionellen
Polymorphismus handelt, anhand einer deutschen Stichprobe repliziert
werden?

Bestent ein Zusammenhang der DH-Plasmaaktivitat und der
Alkoholabhangigkeit oder der Auspragung eines DTs?

Gibt es eine Assoziation der Alkoholabhangigkeit oder des DTs mit
bestimmten Allelen des DRD4-VNTR-Polymorphismus?

Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Alkoholabhangigkeit oder des
DTs und bestimmten Genotypen oder Allelen des COMT-Val/Met-
Polymorphismus?

Hat die Trinkmenge oder der Dauer der Alkoholabhangigkeit einen

Einfluss auf die Entstehung eines DTs bei alkoholabhangigen Patienten?
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2. Methoden

2.1. Probanden und Diagnostik

Das Studienprotokoll wurde im Rahmen des Forschungsprojektes
,Untersuchung biologischer und genetischer Marker auf ihren Zusammenhang
mit Alkoholabhangigkeit und schweren Entzugserscheinungen® durch die
Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Universitat Tudbingen
genehmigt.

Alle Probanden wurden sowohl Uber Wesen und Bedeutung der Studie als auch
uber mdgliche Risiken und Nachteile, die durch die Untersuchung entstehen
konnen, sowie Uber die anonyme Datendokumentation aufgeklart. Eine
schriftliche Einwilligung wurde von jedem Studienteilnehmer gegeben. Zur
Diagnostik wurde mit allen eingeschlossenen Individuen ein Interview basierend
auf der deutschen Version des Structured Clinical Interview for the Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders DSM IV (American Psychiatric
Association, 1994), SKID (Wittchen et al., 1997) durchgefuhrt. Zusatzlich zu
diesem Interview wurde bei allen Studienteilnehmern das Geburtsdatum, das
Geschlecht, die Herkunft, die Medikamentenanamnese, die Familienanamnese
in Bezug auf Alkoholismus und andere psychiatrische Erkrankungen erfasst und
dokumentiert. Im Rahmen der Suchtanamnese der alkoholabhangigen
Individuen wurden Fragen bezuglich Menge und Art der konsumierten
alkoholischen Getranke und Beginn des Alkoholkonsums und der Abhangigkeit
gestellt.

Nicht in die Studie eingeschlossen wurden Personen, bei denen schwere
psychiatrische oder internistische Krankheiten, ein Anfallsleiden, ein
Schadeltrauma in der Vorgeschichte oder eine Abhangigkeit von anderen

Substanzen als Alkohol und Nikotin vorlagen.
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Die in die Studie eingeschlossenen Individuen wurden zum Vergleich in die
folgenden Gruppen eingeteilt:
1. alkoholabhangige Patienten mit DT wahrend der Entgiftung in der
Vorgeschichte
2. alkoholabhangige Patienten mit leichten Entzugserscheinungen und ohne
DT in der Vorgeschichte
3. alkoholabhangige Patienten

4. gesunde Kontrollpersonen ohne Alkoholabhangigkeit

Um einen Untersucherbias zu vermeiden, wurde das Interview mit den
Probanden vor der Genotypisierung durchgefuhrt. Alle eingeschlossenen
Individuen waren nicht miteinander verwandt. Aufgrund der moglichen
Heterogenitat der Gene in verschiedenen ethnischen Gruppen wurden nur

Individuen deutscher Herkunft eingeschlossen.

2.1.1. Alkoholabhéngige Patienten mit DT wéahrend der Entgiftung

Diese Gruppe bestand aus 82 Patienten. Alle Patienten dieser Gruppe erflllten
die Kriterien der Alkoholabhangigkeit nach DSM V.

Die Zuteilung in diese Gruppe beruhte auf der Dokumentation der
behandelnden Psychiater. Es wurden sowohl solche Patienten in die Gruppe
eingeschlossen, bei denen wahrend der aktuellen Entgiftung in der Klinik ein DT
auftrat, als auch solche, bei denen ein DT wahrend vergangener Entgiftungen
arztlich dokumentiert worden war und anamnestisch bestatigt werden konnte.
57 Patienten wurden auf der Entgiftungs- bzw. Therapiestation fur
Alkoholabhangigkeit der Universitatsklinik flr Psychiatrie und Psychotherapie
Tubingen (UKPP) aufgenommen. 25 Patienten konnten in der Fachklinik
Wilhelmsheim (Dr. Kolb), Oppenweiler rekrutiert werden.

Unter den 82 Patienten waren 28, bei denen zusatzlich zu dem DT auch einen

Krampfanfall wahrend der Entgiftung auftrat.
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Das durchschnittliche Alter der Patienten lag zum Zeitpunkt des Einschlusses
bei 45,8 Jahren, SD: 8,9 Jahre. Der jungste Patient war 27, der alteste 63 Jahre
alt. Die Gruppe gliederte sich in 10 Frauen und 72 Manner.

2.1.2. Alkoholabhéngige Patienten mit leichten Entzugserscheinungen und

ohne DT in der Vorgeschichte

97 Patienten konnten dieser Gruppe zugeteilt werden. Sie wurden auf den
entsprechenden Stationen der Universitatsklinik far Psychiatrie und
Psychotherapie Tubingen rekrutiert.

Nach den Kriterien der DSM |V lag bei den Patienten eine Alkoholabhangigkeit,
aber kein DT oder Krampfanfall wahrend der Entgiftung, vor. Die Patienten
dieser Gruppe erlebten wahrend der Entgiftung nur leichte
Entzugserscheinungen.

Mit Hilfe von Angaben der Patienten und entsprechender Untersuchung wurde
der Schweregrad der Entzugserscheinungen unter Verwendung des ,Revised
Clinical Institute Withdrawal Assessment for Alcohol Scale® (CIWA-Ar) (Sullivan
et al., 1989) dokumentiert.

Diese Skala beriicksichtigt das Auftreten von Ubelkeit und Erbrechen, Tremor,
Schweil3ausbruchen, Angstlichkeit, Erregung, Kopfschmerzen,
Orientierungsstérungen, taktile, akustische oder visuelle
Wahrnehmungsstérungen wahrend der Entgiftung. Hierbei wird jedes Kriterium,
auller ,Orientierungsstorungen® von 0 = ,nicht vorhanden® bis 7 = ,voll
ausgepragt’, bewertet. Die Graduierung des Teiles ,Orientierungsstérungen®
erfolgt in nur funf Stufen. Es kdnnen maximal 67 Punkte erreicht werden.

Als Einschlusskriterium fur diese Gruppe wurde ein CIWA-Wert < 12 festgelegt.
Dabei betrug der Mittelwert der Patienten 1,0 Punkte; Maximalwert: 11 und

Minimalwert: 0. 78,35% der Patienten wiesen den Minimalwert 0 Punkte auf.

Als Mald fur den Schweregrad der Entzugserscheinungen trug ebenfalls die
Menge an bendtigten Clomethiazol-Kapseln (Distraneurin®) wahrend der

Entgiftung bei.
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76 der 97 Patienten nahmen keine Medikamente ein, die den Entzug
abmilderten.

21 Patienten erhielten in den ersten 24 Stunden der Entgiftung Clomethiazol
(Distraneurin®) mit einer durchschnittlichen Dosis von 1,05g (SD: 0,62g), um
leichtere Entzugserscheinungen wie zum Beispiel Tachykardie und Ubelkeit zu
lindern.

Das Durchschnittsalter der Patienten dieser Gruppe betrug zum Zeitpunkt des
Einschlusses 41,7 Jahre, SD: 7,9 Jahre. Der jungste Patient war hier 27, der

alteste 61 Jahre alt. Die Gruppe gliederte sich in 27 Frauen und 71 Manner.

2.1.3. Alkoholabhéngige Patienten

Dieser Gruppe gehdrten insgesamt 208 alkoholabhangige Patienten nach DSM
IV an.

Sie setzte sich aus der Gruppe der Patienten mit leichten
Entzugserscheinungen (n=97) und der Gruppe der Patienten mit DT wahrend
der Entgiftung (n=82) zusammen. Zu den 179 kamen noch 29 weitere
alkoholabhangige Patienten, die wahrend der Entgiftung unter schweren
Entzugserscheinungen litten (CIWA-Wert > 12) und kein DT hatten, und somit
keiner der bisher aufgeflihrten Gruppen zugeordnet werden konnten.

Zum Zeitpunkt des Einschlusses lag das durchschnittliche Alter der Patienten
bei 43,5 Jahren, SD: 8,5 Jahre. Die Altersspanne reichte von minimal 21 bis

maximal 63 Jahren. Die Gruppe teilte sich in 39 Frauen und 169 Manner.

2.1.4. Gesunde Kontrollpersonen ohne Alkoholabhéngigkeit

102 gesunde Kontrollpersonen konnten im Grofsraum Stuttgart rekrutiert
werden. Personen, die eine positive Familienanamnese (d.h. Verwandte ersten
und zweiten Grades) bezlglich einer Suchtkrankheit oder einer anderen
psychiatrischen Erkrankung aufweisen, wurden nicht als Probanden
eingeschlossen. Gleiches gilt fir Personen, die psychotrope Medikamente

einnahmen.
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Die gesunden Kontrollpersonen wurden neben dem oben erwahnten Interview
mittels der Kriterien des Fragebogens ,Alcohol Use Disorders ldentification
Test” (AUDIT) (Babor und Grant, 1989) exploriert. Dieser von der WHO
empfohlene Test dient der Klarung der Frage, ob ein Uberhdhter Alkoholkonsum
vorliegt. Es miussen zehn Fragen zu Folgen und Komplikationen des Trinkens,
zur Trinkmenge und zum Trinkverhalten beantwortet werden. Es konnen bei
jeder Frage zwischen null und vier Punkte erreicht werden. Maximal sind also
40 Punkte moglich. Werden Uber acht Punkte erzielt, so gilt — laut Definition —
eine Alkoholabhangigkeit als wahrscheinlich.

Als Einschlusskriterium galt ein kleinerer Wert als acht Punkte im AUDIT — Test.
Das Durchschnittsalter der Probanden lag bei 37,4 Jahren, SD: 10,7 Jahre. Der
alteste Proband hatte ein Alter von 62, der jungste eines von 24 Jahren. Die

Gruppe gliederte sich in 36 Frauen und 66 Manner.

2.2. Extraktion und Aufbereitung genomischer DNA

Die DNA-Extraktion aus vendsem Vollblut erfolgte nach einem standardisierten
Verfahren (Miller et al., 1988).

Jedem Studienteilnehmer wurden 20 ml vendses Blut enthommen. Bis zur
Weiterverarbeitung lagerte das mit EDTA antikoagulierte Blut bei —20°C. Fur die
Untersuchung wurden 10 ml Blut im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut. Zur
Zelllyse wurde das aufgetaute Blut mit 30 ml kaltem Lysispuffer in einem
Zentrifugationsrohrchen vermischt und fur 15 min auf Eis inkubiert. Es folgte
eine 20 minlutige Zentrifugation bei 4.000 rpm und 4°C. Nachdem der
Uberstand verworfen wurde, resuspendierte man das Pellet in 10 ml
Kernlysispuffer. Um native Proteine zu inaktivieren, wurde die Suspension auf
0,0066% SDS und 10 mg/ml Pronase eingestellt und unter leichtem Schutteln
uber Nacht bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Am nachsten Tag gab man zu
dem klaren Verdau 3,2 ml einer gesattigten NaCl-Losung (>6M). Nach
kraftigem Schatteln schlossen sich zwei 10-minutige Zentrifugationen bei 4.000

rom und Raumtemperatur an. Die Pause zwischen den Zentrifugationsschritten
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diente dazu, die Proben nochmals leicht aufzuschitteln. Das ausgefallene
Protein in Form eines Pellets wurde im Zentrifugationsrohrchen
zuriickgelassen. Den Uberstand, der die DNA enthielt, tGberfiihrte man in ein
neues Zentrifugationsrohrchen. Unter Zugabe des gleichen Volumens
Isopropanol (rund 12 ml) wurde der Ansatz bis zur Prazipitation der DNA
geschwenkt. Im nachsten Arbeitsschritt wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze die
DNA in ein Kunststoffglasreagenzrohrchen ubertragen und mit 400ul 70%igem
Ethanol gereinigt. AnschlieRend wurde die DNA zusammen mit 400ul TE-4 in
ein Kryorohrchen gegeben. Zur Resuspension der DNA belie man das
Gemisch Uber Nacht bei Raumtemperatur, um es dann bei —20°C zu lagern. Zur
Analyse der verschiedenen Marker wurden schliel3lich DNA-Konzentrationen
von 10 ng/ul oder 100 ng/ul hergestellt.

Die Bestimmung von Reinheitsgrad und Konzentration der DNA-Lésungen
wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers durchgefihrt. Zur Messung
verwendete man Mikrokuvetten aus Quarzglas. Der Reinheitsgrad wurde durch
den Quotienten Agso/Azgo (Absorption bei 260 nm / Absorption bei 280 nm)

bestimmt. Er lag im Bereich zwischen 1,4 und 1,8.

2.3. Molekulargenetische Untersuchungen

2.3.1. Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Genotypisierung genomischer DNA auf der Basis von Kandidatengen-
Markern erfolgte durch das Verfahren der Polymerasekettenreaktion (PCR)
(Mullis und Faloona, 1987). Die PCR ist eine in vitro-Technik, mit der man
gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt
werden, vervielfaltigen kann. Zur Amplifikation bendtigt man als Starthilfe
Oligonukleotide, sogenannte Primer. Dabei handelt es sich um kurze (15 bis 20
bp), einzelstrangige DNA-Moleklle, die komplementar zu den Enden einer
bestimmten Sequenz der DNA-Matrize (sogenannte template) sind. Die DNA-

Polymerase verlangert unter geeigneten Reaktionsbedingungen und in
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Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) die Primer entlang der
einzelstrangigen denaturierten DNA-Matrize und synthetisiert so neue DNA-
Strange, deren Sequenz komplementar zur Matrize ist. All diese DNA-Molekule
liegen am Ende der Reaktion als Doppelstrange vor. Fur eine Wiederholung der
Synthese ist es daher notwendig, die doppelstrangige DNA erneut durch Hitze
bei 95°C aufzuschmelzen und nach Abkuhlen der Mischung auf 50-65°C die
Primer wieder binden zu lassen (sogenanntes Annealing). Sobald die optimale
Temperatur (z.B. 72°C) fur die Enzymreaktion erreicht ist, verlangert die DNA-
Polymerase die Primer. Jede zusatzliche Strangsynthese bedeutet eine neue
Vermehrungsrunde. Dabei dienen auch die neusynthetisierten DNA-Strange als
Matrizen und tragen somit dazu bei, dass mit jedem neuen Zyklus die
Konzentration der amplifizierten Ziel-Sequenzen exponentiell ansteigt.

Um bei schwierigen Verhaltnissen zwischen den Primern und deren
Zielsequenzen den Gehalt an unspezifischen Amplifikaten wahrend der PCR zu
verringern, ist es mdglich, eine Anderung des Ublichen Temperaturprofils
vorzunehmen: sogenannte touchdown-PCR (Don et al., 1991). Hier wahlt man
bei den ersten Zyklen die Annealing-Temperatur z.B. 10°C Uber der idealen
Annealing-Temperatur, um sie dann von Zyklus zu Zyklus jeweils um 1°C bis
auf die ideale Annealing-Temperatur (z.B. 62°C) zu senken.

Um bei jedem Zyklus eine erneute Enzymzugabe zu vermeiden, verwendet
man eine hitzestabile DNA-Polymerase, die Tag-Polymerase. Dieses Enzym
wird aus dem thermophilen, in heiRen Quellen lebenden Bakterium Thermus
aquaticus isoliert. Das Optimum fur die Polymerase-Aktivitat liegt bei 75-80°C
und ist abhangig von der zu vervielfaltigenden Sequenz. Die Tag-Polymerase

ist bis 95°C temperaturstabil.

2.3.2. Restriktions-Fragment-Léngen-Polymorphismus (RFLP)

Bei dieser Methode amplifiziert man zunachst den DNA-Abschnitt, der die
Sequenzvariation enthalt. Dann wird das Produkt mit Hilfe einer
Restriktionsendonuklease geschnitten, in deren Erkennungssequenz die

Mutation liegt. Je nach Vorhandensein der Mutation ergeben sich
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Restriktionsfragmente unterschiedlicher Lange, die nach Auftrennung auf einem
geeigneten Gel die genaue Bestimmung des Genotyps der betreffenden Person

zulassen.

2.3.3. PCR-Kontaminationspréavention

Die hohe Sensitivitat der PCR verlangte zur Vorbeugung von Kontaminationen
folgende MalRnahmen:
1. Die Pipettenspitzen wurden 20 min bei 1,4 bar und 125°C autoklaviert.
2. Die fur die PCR bendétigten Lésungen und die DNA wurden getrennt
voneinander aufbewahrt.
3. Die Praparation der DNA fur die PCR erfolgte in einem anderen Raum
wie die Durchflhrung der PCR.
4. Als Kontrollen wurden bei der PCR Positiv- und Negativkontrollen
mitamplifiziert.

5. Das Tragen von Handschuhen war obligat.

2.3.4. Durchflihrung der Genotypisierung

2.3.4.1. Dopamin-beta-hydroxylase-Gen (DBH)

Bei diesem RFLP-Polymorphismus kommt es zu einem Basenaustausch an
Position 444 von G>A in Exon 2 des Gens (Kobayashi et al., 1989). Das 207
bp lange PCR-Produkt wird wahrend des Verdaus entweder in ein 169 bp und
38 bp DNA-Fragment gespalten (DBH*444g) oder so belassen (DBH*444a).
Nach vorausgegangenen Untersuchungen von Cubells et al. geht der Genotyp
DBH*444a/a mit den niedrigsten mittleren DBH-Aktivitaten einher, DBH*444a/g
und DBH*444g/g dann jeweils mit hoheren (Cubells et al., 1998).

Fir die PCR wurden 25 ng DNA, je 0,5 uM der Primer, 1,5 mM MgCl,, 250 uM
dATP, dCTP, dTTP, dGTP und 1,5 Units Tag-Polymerase verwendet. In dem
Gesamtvolumen von 21 ul waren 2,1 pl PCR-Buffer und 1 pl DMSO enthalten.
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Der erste Schritt der PCR war die Denaturierung bei 95°C fir funf Minuten. Es
folgten 35 Zyklen mit 30 sec Denaturierung bei 95°C, 30 sec touchdown
Annealing von 72°C auf 63°C, die restlichen 25 Zyklen dann bei 62°C und 30
sec Elongation bei 72°C. Abschlieend fuhrte man funf Minuten einen
Elongationsschritt bei 72°C durch.

7 ul des PCR-Produktes wurden im Anschluf in einem Gesamtvolumen von
17yl unter Zugabe von 1,7 pl NE-Buffer 4 und drei Units der

Restriktionsendonuklease EcoN | vier Stunden bei 37°C verdaut.

2.3.4.2. Dopaminrezeptor 4-Gen (DRD4)

Der hier verwendete VNTR-Polymorphismus besteht aus einem 48 bp DNA-
Element, das in variabler Anzahl (zwei- bis zehnfach) als sog. tandem repeats
innerhalb der Sequenz des Exons 3 des DRD4-Gens vorkommt. Die
Allelklassifikation entspricht der Anzahl der Elementwiederholungen (DRD4*2—
*10) (Lichter et al., 1993).

Die PCR wurde in einem Gesamtvolumen von 21ul durchgefuhrt. Darin
enthalten waren 25 ng DNA, jeweils 0,5 uM der Primer, 1,5 mM MgCl,, 200 uM
dATP, dCTP, dTTP, 100 pM dGTP, 100 uyM 7-deaza-GTP und 1 Unit Tag-
Polymerase. 10% des Gesamtvolumens, also jeweils 2,1 pl, bestand aus PCR-
Buffer bzw. DMSO.

Die 37 PCR-Thermozyklen setzten sich zusammen aus einem dreiminutigem
initialen Denaturierungsschritt bei 95°C, gefolgt von 2 Zyklen 30 sec
Denaturierung bei 94°C, 1 min touchdown Annealing von 65°C auf 64°C und 1
min Elongation bei 72°C. Es schlossen sich 35 Zyklen mit 30 sec Denaturierung
bei 94°C, 1 min Annealing bei 60°C und 1 min Elongation bei 72°C an. Eine

Elongationsphase von 10 min bei 72°C beendete das Programm.
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2.3.4.3. Catecholamin-O-methyltransferase-Gen (COMT)

Dieser RFLP-Polymorphismus ergibt sich aus einem Basenaustausch von
G—->A in Exon 4 des Gens. Durch den Verdau eines 169 bp langen PCR-
Produktes kann neben zwei gemeinsamen Fragmenten (26 bzw. 29 bp)
entweder ein 114 bp (G; COMT*H) oder ein 96 bp (A; COMT*L) langes
Fragment entstehen (Lachman et al., 1996b; Daniels et al., 1996).

Die PCR erfolgte in einem Gesamtvolumen von 21,5 ul und enthielt 30ng DNA,
jeweils 0,5 yM der Primer, 2,5 mM MgCl,, 250 uM dATP, dCTP, dTTP, dGTP
und 1,5 Units Tap-Polymerase. Als glinstig erwies sich ferner die Zugabe von
3,75 yl 4M Betaine und 2,1 pyl PCR-Buffer.

Das Temperaturprofil der PCR begann mit einer fUnfminatigen Denaturierung
bei 94°C. Anschlielend wurden 34 Zyklen, jeweils bestehend aus 45 sec
Denaturierungsphase bei 94°C, 1 min Annealingphase bei 60°C und 1 min
Elongationsphase bei 72°C durchgefuhrt. Das Programm schloss mit einer
zehnminutigen Elongation bei 72°C ab.

Man bendtigte funf Units der Restriktionsendonuklease Nia Ill, um 11 uyl des
PCR-Produktes in einem Volumen von insgesamt 21 ul bei 37°C vier Stunden
zu verdauen. Zusatzlich wurden dem Ansatz 2,1 pl NE-Buffer 4 und 1,5 pl 10x
BSA beigefugt.

2.3.5. Agarosegelelektrophorese

Die Gelelektrophorese stellt ein einfaches Verfahren dar, durch das geladene
Molekule in einem elektrischen Feld aufgrund ihrer unterschiedlichen
Wanderungsgeschwindigkeit getrennt werden konnen.

Nukleinsauren sind durch ihre chemische Zusammensetzung negativ geladen.
Tragt man die aufzutrennenden Proben auf einer Seite des Gels auf und legt
eine elektrische Spannung an, so wandern die Nukleinsauren zur Anode, und
zwar um so schneller, je kleiner sie sind. Agarosegele wirken aufgrund ihrer
Porenstruktur wie molekulare Siebe, die die Wanderung von Molekulen je nach

ihrer GroRe verlangsamen. Die PorengrofRe wird durch die Konzentration der
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Agarose bestimmt. So entstehen charakteristische Banden gleich grofRer
Molekule. Diese Banden sind allerdings ohne Anfarbung nicht sichtbar. Sie
lassen sich mit Hilfe von Ethidiumbromid, welches die Eigenschaft hat, in die
DNA zu interkalieren und unter UV-Licht zu fluoreszieren, darstellen. Der
Verlauf der Gelelektrophorese kann durch bromphenolblauhaltigen Ladepuffer

kontrolliert werden.

Die Durchfuhrung der Gelelektrophorese erfolgte entweder in einer kleinen (11
x 8 cm) oder in einer grolen (21 x 20 cm) Flachbettgelkammer. Die
Agarosekonzentration lag bei 3%, das heif3t man léste 3 g Agarose in 100 ml 1x
TBE-Puffer. Die Gele waren auf 0,3 pg/ml Ethidiumbromid eingestellt. Als
Laufpuffer wurde 1x TBE-Puffer verwendet. In jede Geltasche wurde ein
Gemisch aus 6 pl PCR-Produkt und 3 ul Ladepuffer pipettiert.

Bei jeder Gelelektrophorese wurde eine 100 bp DNA-Leiter zum Zweck der
GroRenbestimmung der DNA-Fragmente mit aufgetragen. Diese Leiter besteht
aus 15 Fragmenten, deren GroRRe in 100 bp-Schritten von 100 bis 1500 bp
zunimmt und einem zusatzlichen 2072 bp-Fragment.

Die Gelelektrophorese wurde bei 80 V und 100 mA durchgeflhrt. Nach einer
Zeit von 35 min in der kleinen bzw. 90 min in der groRen Kammer wurde die
DNA mit Hilfe eines UV-Transilluminators sichtbar gemacht und das Ergebnis

mit einer Polaroidkamera dokumentiert.

2.4. Bestimmung der Dopamin-beta-hydroxylase(DBH)-Aktivitat im Plasma

Fir die Bestimmung der Aktivitat der DBH im Plasma konnte von insgesamt 191
Studienteilnehmern vendses Blut gewonnen werden. Darunter waren 53
gesunde Kontrollpersonen und 138 alkoholabhangige Patienten. Die Gruppe
der alkoholabhangigen Patienten teilte sich in 57 Patienten mit DT, 70 Patienten
mit leichten Entzugserscheinungen und 11 mit Krampfanfall wahrend der
Entgiftung.

Den alkoholabhangigen Patienten wurde erst nach 22 Tagen Alkoholabstinenz

Blut abgenommen. Keiner der Probanden nahm psychotrope Medikamente ein.
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Die vendse Blutentnahme (Antikoagulation mit Ammoniumheparin) erfolgte
zwischen 7:00 und 8:00 Uhr morgens am nuchternen Probanden. Binnen 30
Minuten wurde das Blut zentrifugiert und das Plasma daraufhin bis zur Analyse
bei —20°C gelagert.

Die Bestimmung der Plasma DBH-Aktivitat wurde von einer kooperierenden
Arbeitsgruppe (Prof. Joseph F. Cubells, Yale University School of Medicine und
Dr. George M. Anderson, Yale Child Study Center, New Haven, CT, USA) mit
Hilfe der High Performance Liquid chromatographic-fluorometric (HPLC-F)
Methode durchgefihrt (Cubells et al., 1998).

2.5. Statistische Auswertung

Die Allelfrequenzen des DBH*444 a/g- und COMT*L/*H- Polymorphismus in
den jeweiligen Gruppen wurden mit Hilfe des zweiseitigen Fisher’'s Exakten
Tests verglichen. Auch der DRD4-VNTR-Polymorphismus wurde nach
Zusammenfassung auf vier Felder in dieser Art verglichen.

Wurden fur eine Kontingenztafel mehr als vier Felder bendtigt, wie zum Beispiel
fur den Vergleich der Allelfrequenzen des DRD4-VNTR-Polymorphismus und
den der Genotypfrequenzen des DBH*444 a/g- und COMT*L/*H-
Polymorphismus, so erfolgte die Analyse mit Hilfe des Pearson-Tests.

Der Rangsummentest nach Wilcoxon/Kruskal-Wallis wurde dazu verwendet, die
jeweiligen Gruppen auf Unterschiede hinsichtlich der DBH-Plasmaaktivitat,
Trinkmenge und Dauer der Alkoholabhangigkeit zu prufen. Die Untersuchung
der Genotyp-Phenotyp-Korrelation in Beziehung auf den DBH*444-
Polymorphismus wurde auch mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt.
Mit Hilfe einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) wurde die
Genotyp-Phenotyp-Korrelation des DBH*444g/a-Polymorphismus in der Gruppe
der alkoholabhangigen Patienten untersucht.

Da sich die DBH-Plasmaaktivitat als nicht normalverteilt erwies, erfolgte eine
Transformation der Werte mit Quadratwurzel.

Zur Kontrolle eines Auswahl-, Rekrutierungs- bzw. Methodenfehlers erfolgte die

Berechnung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts fur die diallelischen Marker
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(COMT*L/*H- und DBH*444g/a-Polymorphismus) mit Hilfe des HWSIM-
Programms (http://krunch.med.yale.edu/hwsim) und fir den multiallelischen
Marker (DRD4-VNTR-Polymorphismus) mit Hilfe der sogenannten Monte Carlo
Tests und des CLUMP-Programms (Sham und Curtis, 1995).

Generell galt ein p-Wert, der kleiner als 0,05 war, als signifikant.
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3. Ergebnisse

3.1. Dopamin-beta-hydroxylase: DBH*444g/a-Polymorphismus

3.1.1. Ergebnisse der Agarosegelelektrophorese

In der Agarosegelelektrophorese wurden die Produkte des Verdaus aufgetrennt
und unter UV-Licht sichtbar gemacht. Abbildung 1 zeigt die moglichen
Ergebnisse. Bei 310 Probanden konnte die Genotypisierung erfolgreich

durchgefuhrt werden.

207 bp

169 bp

Bahnen: 1 2 3 4

Abbildung 1. EcoN | — Restriktionsendonuklease-Verdau des DBH*444a/g —
RFLPs. Die Allele werden entweder DBH*444a (bei 207 bp) oder DBH*444g
(bei 169 bp und 38 bp) genannt. Die Bahnen 1 bis 3 zeigen die mdglichen
Ergebnisse der Genotypisierung. Bahn 1 zeigt als Resultat ein Individuum mit
einem Genotyp DBH*444a/a; Bahn 2. DBH*444a/g; Bahn 3: DBH*444g/g. In
Bahn 4 ist eine 100 bp — DNA-Leiter als GroRenstandard zu sehen.
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3.1.2. Statistische Ergebnisse

3.1.2.1. Genotypisierung

3.1.2.1.1. Vergleich der alkoholabhdngigen Patienten mit DT mit
alkoholabhdngigen Patienten mit nur leichten Entzugserscheinungen wéhrend

der Entgiftung

Die beiden Vergleichsgruppen bestanden aus 82 alkoholabhangigen Patienten
mit DT wahrend der Entgiftung und 97 alkoholabhangigen Patienten mit nur

leichten Entzugserscheinungen wahrend der Entgiftung in der Vorgeschichte.

Es wurde betrachtet, wie haufig die Allele a und g in den beiden Gruppen zu
finden waren.

Mittels Fisher’s Exaktem Test (zweiseitig) wurde die Verteilung auf Signifikanz
untersucht. Es konnten keine signifikanten Werte errechnet werden (p=0,833).

Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse.

MIT DT LEICHTER 3
ENTZUG
ALLEL g 78 (47,56%) 90 (46,39%) 168
ALLEL a 86 (52,44%) 104 (53,61%) 190
3 164 (100%) 194 (100%) 358

Tabelle 1. Haufigkeit der Allele a und g in beiden Untersuchungsgruppen. Die
Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf die Gesamtzahl der Allele in
der jeweiligen Gruppe. Keine signifikanten Unterschiede (Fisher’'s Exakter Test

(zweiseitig): p=0,833).
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Die beiden Gruppen wurden auch hinsichtlich der Genotypenfrequenzen
verglichen. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Pearson-Tests
durchgefuhrt. Es gab keine signifikanten Unterschiede (x?=0,14; p=0,932)

(Tabelle 2). In beiden Gruppen wichen die Genotypfrequenzen nicht signifikant

vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ab (p>0,05).

MIT DT LEICHTER 3
ENTZUG

GENOTYP gg 17 (20,73%) 18 (18,56%) 35

GENOTYP ag 44 (53,66%) 54 (55,67%) 98

GENOTYP aa 21 (25,61%) 25 (25,77%) 46

3 82 (100%) 97 (100%) 179

Tabelle 2. Haufigkeit der Genotypen gg, ag und aa in beiden
Untersuchungsgruppen. Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf
die Gesamtzahl der Genotypen in der jeweiligen Gruppe. Keine signifikanten
Unterschiede (Pearson-Test: x>=0,14; p=0,932).

3.1.2.1.2. Vergleich der alkoholabhéngigen Patienten mit gesunden
Kontrollpersonen

Die Vergleichsgruppen bestanden aus 208 alkoholabhangigen Patienten und

102 gesunden Kontrollpersonen.

Es wurde betrachtet, wie haufig die Allele a und g in den beiden Gruppen zu
finden waren.

Mittels Fisher’s Exaktem Test (zweiseitig) wurde die Verteilung auf Signifikanz
untersucht. Verglichen mit der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen war die
Frequenz des Allels a in der Gruppe der alkoholabhangigen Patienten
signifikant hoher (p=0,008). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt.




Ergebnisse

Seite 41

ALKOHOLIKER KONTROLLPERSONEN | Z
ALLEL g 193 (46,39%) 118 (57,84%) 311
ALLEL a 223 (53,61%) 86 (42,16%) 309
> 416 (100%) 204 (100%) 620

Tabelle 3. Haufigkeit der Allele a und g in der Gruppe der alkoholabhangigen
Patienten und der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen. Die Prozentangaben
in Klammern beziehen sich auf die Gesamtzahl der Allele in der jeweiligen
Gruppe. Es besteht ein signifikanter Unterschied (Fisher’'s Exakter Test

(zweiseitig): p=0,008).

Die beiden Gruppen wurden auch bezuglich der Genotypenfrequenzen
untersucht. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des Pearson-Tests
durchgefuhrt. Es konnte ein signifikanter Wert ermittelt werden (x?=10,27;
p=0,006). Im Vergleich zu der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen hatten
die Genotypen aa und ag in der Gruppe der alkoholabhangigen Patienten eine
hdhere Frequenz. Der Genotyp gg daflir eine niedrigere (Tabelle 4). In beiden
Gruppen wichen die Genotypfrequenzen nicht signifikant vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht ab (p>0,05).

ALKOHOLIKER |KONTROLLPERSONEN]Z
GENOTYP gg |39 (18,75%) 36 (35,29%) 75
GENOTYP ag | 115 (55,29%) 46 (45,10%) 161
GENOTYP aa |54 (25,96%) 20 (19,61%) 74
3 208 (100%) 102 (100%) 310

Tabelle 4. Haufigkeit der Genotypen gg, ag und aa in der Gruppe der
alkoholabhangigen Patienten und der gesunden Kontrollpersonen. Die
Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf die Gesamtzahl der Genotypen
in der jeweiligen Gruppe. Es besteht ein signifikanter Unterschied (Pearson-
Test: x?*=10,27; p=0,006).
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3.1.2.2. DBH*444g/a-Polymorphismus und DBH-Plasmaaktivitét

3.1.2.2.1. Der Einfluss des DBH*444g/a-Polymorphismus auf die DBH-

Plasmaaktivitat

Von 191 Probanden (138 alkoholabhangige Patienten und 53 gesunde
Kontrollpersonen) konnte die DBH-Plasmaaktivitat bestimmt werden.

Es wurde untersucht, ob eine Genotyp-Phenotyp Korrelation besteht. Mit Hilfe
eines Rangsummentests  (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test) konnte ein
hochsignifikantes Ergebnis errechnet werden (x?>=30,14, p<0,0001) (Abbildung
2 und Tabelle 5.a./5.b.). Auch eine gesonderte Analyse der Genotyp-Phenotyp
Korrelation innerhalb der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen durch einen
Rangsummentest (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test) ergab ein signifikantes
Ergebnis (x*=9,29; p=0,01) (keine Abbildung).

BED =
DBH- -
/0 =
Plasma- - -
o 60 —
aktivitat _
in o0 __ -
ng/ml/h n -
50
70 = -
10 =
0 T T

Genotyp aa Genotyp ag Genotyp gg

Abbildung 2. Die DBH-Aktivitat im Plasma in Abhangigkeit des Genotyps. Das
Boxdiagramm stellt die Quantilen (10%, 25%, 50%, 75% und 90%) dar. Die
Genotyp-Gruppen unterscheiden sich hochsignifikant ~ voneinander
(Wilcoxon/Kruskal-Wallis-Test: x2= 30,14; p<0,0001).
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MINIMUM [ 10% 25% MEDIAN | 75% 90% MAXIMUM

GENOTYP | 1,66 5,43 9,71 18,7 29,3 37,82 (71,7

aa

GENOTYP | 2,64 7,99 16,65 [27,3 41,35 |50,66 |84,7

ag

GENOTYP | 18,2 21,65 (25,97 |32,65 55,77 |64,34 |84,

S]¢)

Tabelle 5.a. Lage und Streuung der Werte fur die DBH-Plasmaaktivitat (in
ng/mi/h) in der jeweiligen Genotyp-Gruppe. Die einzelnen Genotyp-Gruppen
unterscheiden sich bezuglich der DH-Plasmaaktivitat hochsignifikant
voneinander (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test: x?=30,14; p<0,0001 fur das

arithmetische Mittel).

Beobachtungen Arithmetisches Mittel | SD
GENOTYP aa 45 20,59 14,71
GENOTYP ag 106 29,49 16,43
GENOTYP gg 40 41,21 17,53

Tabelle 5.b. Arithmetisches Mittel und Standardabweichung (SD) der Werte fur
die DBH-Plasmaaktivitat (in ng/ml/h) in der jeweiligen Genotyp-Gruppe. Es
bestehen hochsignifikante Unterschiede zwischen den Genotyp-Gruppen
(Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test: x>=30,14; p<0,0001 fir das arithmetische Mittel).

3.1.2.2.2. Der Einfluss des DBH*444g/a-Polymorphismus auf die DBH-
Plasmaaktivitét in der Gruppe der alkoholabhéngigen Patienten

Es wurde zusatzlich untersucht, ob speziell in der Gruppe der
alkoholabhangigen Patienten der Genotyp des DBH*444g/a-Polymorphismus
die signifikant erniedrigte DBH-Plasmaaktivitdt bedingt. Mit Hilfe einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) konnte auch fur diesen Fall
ein signifikantes Ergebnis errechnet werden (F-Ratio=9,57, p<0,0001) (keine
Abbildung).
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3.1.2.3. DBH-Plasmaaktivitat

3.1.2.3.1. Vergleich der alkoholabhé&ngigen Patienten mit DT mit
alkoholabhéngigen Patienten mit nur leichten Entzugserscheinungen wéhrend

der Entgiftung

Von &7 alkoholabhangigen Patienten mit DT und 70 alkoholabhangigen
Patienten mit leichten nur Entzugerscheinungen wahrend der Entgiftung lagen
die Werte der DBH-Plasmaaktivitat vor.

Die beiden Gruppen wurden auf Unterschiede hinsichtlich der DpH-
Plasmaaktivitat gepruft. Hierzu wurde ein Rangsummentest (Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test) verwendet. Es konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden (x*=0,44; p=0,506) (Abbildung 3 und Tabelle 6.a./6.b.). Auch nach
Transformation der Werte mit Quadratwurzel ergab sich kein signifikantes
Ergebnis (t-Test: p=0,6) (keine Abbildung).

RO
DBH- 7p —
Plasma- 7
b0 —
aktivitat -
in 50 =
ng/mi/h Ly =—
i =
70—
10 =
0 T

MIT DT LEICHTER ENTZUG
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Abbildung 3. Die DBH-Plasmaaktivitat in der Gruppe der alkoholabhangigen
Patienten mit DT und der alkoholabhangigen Patienten mit nur leichten
Entzugserscheinungen wahrend der Entgiftung. Das Boxdiagramm stellt die
Quantilen (10%, 25%, 50%, 75% und 90%) dar. Keine signifikanten
Unterschiede (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test: x>=0,44; p=0,506).

MINIMUM [10%  |25% MEDIAN [ 75% 90% MAXIMUM
MIT 2,64 8,02 16,25 |[26,3 38,95 |53,16 |76,8
DT
LEICHTER | 3,32 6,54 [15,07 |24,15 33,20 |55,73 |734
ENTZUG

Tabelle 6.a. Lage und Streuung der Werte fur die DBH-Plasmaaktivitat (in
ng/ml/h) in der jeweiligen Gruppe. Zwischen den beiden Gruppen bestehen
keine signifikanten Unterschiede (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test: %=0,44;
p=0,506 fur das arithmetische Mittel).

Beobachtungen Arithmetisches Mittel | SD

MIT DT 57 28,44 17,48
LEICHTER 70 26,69 16,60
ENTZUG

Tabelle 6.b. Arithmetisches Mittel und Standardabweichung (SD) der Werte fir
die DPBH-Plasmaaktivitat (in ng/ml/h) in der jeweiligen Gruppe. Keine
signifikanten Unterschiede (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test: x?=0,44; p=0,506 fur

das arithmetische Mittel).
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3.1.2.3.2. Vergleich der alkoholabhdngigen Patienten mit gesunden
Kontrollpersonen

Von 138 alkoholabhéngigen Patienten und 53 gesunden Kontrollpersonen
lagen die Werte der DBH-Plasmaaktivitat vor.

Die beiden Gruppen wurden auf Unterschiede hinsichtlich der DpH-
Plasmaaktivitat gepruft. Mit Hilfe eines Rangsummentests (Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test) konnte ein signifikantes Ergebnis festgestellt werden (x?>=7,76;
p=0,005) (Abbildung 4 und Tabelle 7.a./7.b.). Das signifikante Ergebnis blieb
auch nach Transformation der Werte mit Quadratwurzel bestehen (t-Test:
p=0,009) (keine Abbildung).

DBH- 30
Plasma- .
aktivitat 60 =
in 50 -
ng/mi/h 0 i
3
20
10 =
D _ T

ALKOHOLIKER KONTROLLPERSONEN

Abbildung 4. Die DBH-Plasmaaktivitat in der Gruppe der alkoholabhangigen
Patienten und der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen. Das Boxdiagramm
stellt die Quantilen (10%, 25%, 50%, 75% und 90%) dar. Zwischen den
Gruppen existiert ein signifikanter Unterschied (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test:
¥x?=7,76; p=0,005).
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MINIMUM | 10% |25% |MEDIAN|75% [(90% |MAXIMUM
ALKOHOLIKER | 2,64 7,95 |15,97 (25,45 34,57 |52,77 {76,80
KONTROLL- 1,66 10,65 (23,00 |33,30 49,90 (57,56 (84,70
PERSONEN

Tabelle 7.a. Lage und Streuung der Werte fur die DBH-Plasmaaktivitat (in
ng/mi/h) in der jeweiligen Gruppe. Zwischen den beiden Gruppen besteht ein
signifikanter Unterschied (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test: x*=7,76; p=0,005 fur

das arithmetische Mittel).

Beobachtungen | Arithmetisches SD
Mittel
ALKOHOLIKER 138 27,64 16,65
KONTROLLPERSONEN |53 35,60 18,85

Tabelle 7.b. Arithmetisches Mittel und Standardabweichung (SD) der Werte fur
die DBH-Plasmaaktivitat (in ng/ml/h) in der jeweiligen Gruppe. Es existiert ein
signifikanter Unterschied (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test: x?>=7,76; p=0,005 fur
das arithmetische Mittel).

3.2. Dopaminrezeptor 4-Gen (DRD4)

3.2.1. Ergebnisse der Agarosegelelektrophorese

In der Agarosegelelektrophorese wurden die PCR-Produkte aufgetrennt und
unter UV-Licht sichtbar gemacht (Abbildung 5). Die Allelklassifikation des
VNTR-Polymorphismus erfolgt nach der Anzahl der 48 bp-DNA
Elementwiederholungen in Exon 3 (DRD4 *2-*8 und *10).

Bei 310 Probanden konnte die Genotypisierung erfolgreich durchgefiihrt

werden.
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*7
*7
*4
*3 *4

Bahnen: 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11

Abbildung 5. Agarosegelelektrophorese mit PCR-Produkten des DRD4-Gens.
*2 ist bei ca. 370 bp, *3 bei ca. 420 bp usw. zu finden. Die Bahnen 1 bis 11
zeigen als Beispiel einige der moglichen Resultate. In Bahn 1 liegt ein
Individuum mit einem Genotyp DRD4 *4/*4 vor. Bahn 2: DRD4 *7/*7; Bahn 3:
DRD4 *3/*7; Bahn 4: DRD4 *4/*7; Bahn 5: DRD4 *3/*4; Bahn 6: DRD4 *4/*7;
Bahn 7: DRD4 *4/*4; Bahn 8: DRD4 *4/*7; Bahn 10: DRD4 *2/*4; Bahn 11:

DRD4 *2/*7. In Bahn 9 ist eine 100 bp DNA-Leiter als Grolienstandard zu
sehen.
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3.2.2. Statistische Ergebnisse

3.2.2.1. Vergleich der alkoholabhédngigen Patienten mit DT mit
alkoholabhéngigen Patienten mit nur leichten Entzugserscheinungen wéhrend

der Entgiftung

Die zu vergleichenden Gruppen bestanden aus 82 alkoholabhangigen
Patienten mit DT wahrend der Entgiftung und 97 alkoholabhangigen Patienten
mit nur leichten Entzugserscheinungen wahrend der Entgiftung in der
Vorgeschichte.

Es wurde untersucht, wie die Allele DRD4 *2-*8 und *10 in beiden Gruppen
verteilt waren. Dies geschah mit Hilfe des Pearson-Tests. Es ergaben sich
keine signifikanten Werte (x>=7,80; p=0,350). Die Aussagekraft des Tests ist
allerdings eingeschrankt, da es bei den Allelen *5, *6, *8, *10 in beiden Gruppen
jeweils weniger als 5 Beobachtungen gab. Tabelle 8 zeigt die Ergebnisse. In
beiden Gruppen wichen die Genotypfrequenzen nicht signifikant vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht ab (T1-Test:x?=7,80; T4-Test:x*=4,72; p>0,05).

MIT DT OHNE DT z
ALLEL *2 14 (8,54%) 7 (3,61%) 21
ALLEL *3 9 (5,49%) 12 (6,19%) 21
ALLEL *4 111 (67,68%) 133 (68,56%) 244
ALLEL *5 1 (0,61%) 0 1
ALLEL *6 0 2 (1,03%) 2
ALLEL *7 28 (17,07%) 38 (19,59%) 66
ALLEL *8 1 (0,61%) 1(0,52%) 2
ALLEL *10 0 1(0,52%) 1
z 164 (100%) 194 (100%) 358
Tabelle 8. Haufigkeit der Allele DRD4 *2-*8 *10 in beiden

Untersuchungsgruppen. Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf
die Gesamtzahl der Allele in der jeweiligen Gruppe. Es konnte kein signifikantes

Ergebnis festgestellt werden (Pearson-Test: x>=7,80; p=0,350)
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Fir eine weitere Analyse wurden die Allele *2-*5 als ,kurze® Allele und *6-*10
als ,lange“ Allele zusammengefasst, da diese sich in Bezug auf ihre
Funktionalitat unterscheiden sollen (Agshari et al., 1995). Dadurch war es
moglich, einen Vierfeldertest (Fisher’s Exakter Test (zweiseitig)) durchzufuhren.

Es konnte kein signifikantes Ergebnis festgestellt werden (p=0,356) (Tabelle 9).

MIT DT LEICHTER 3
ENTZUG
KURZ 135 (82,32%) 152 (78,35%) 287
LANG 29 (17,68%) 42 (21,65%) 71
3 164 (100%) 194 (100%) 358

Tabelle 9. Haufigkeit der Allele ,kurz“ (*2-*5) und ,lang“ (*6-*10) in beiden
Untersuchungsgruppen. Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf
die Gesamtzahl der Allele in der jeweiligen Gruppe. Zwischen den beiden
Gruppen besteht kein signifikanter Unterschied (Fisher’'s Exakter Test

(zweiseitig): p=0,356).

Bei einer weiteren Berechnung wurde betrachtet, ob es einen Unterschied
bezuglich der Anwesenheit des Allels DRD4 *7 gibt. Dieses Allel zeigt in
vorausgegangenen Untersuchungen im Vergleich zu den anderen Varianten ein
abweichendes Rezeptorbindungsverhalten fur Dopamin (Sanyal und Van Tol,
1997). Es wurde ein Fisher’s Exakter Test (zweiseitig) angewendet. Die beiden
Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p=0,267). In Tabelle

10 sind die Ergebnisse dargestellt.

MIT DT LEICHTER 3
ENTZUG
*7 ANWESEND |23 (28,05%) 35 (36,08%) 58
*7 ABWESEND |59 (71,95%) 62 (63,92%) 121
3 82 (100%) 97 (100%) 179
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Tabelle 10. Haufigkeit der Eigenschaft ,Allel *7 anwesend® in beiden
Untersuchungsgruppen. Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf
die Gesamtzahl der Beobachtungen in der jeweiligen Gruppe. Keine

signifikanten Unterschiede (Fisher’s Exakter Test (zweiseitig): p=0,267).

3.2.2.2. Vergleich der alkoholabhdngigen Patienten mit gesunden

Kontrollpersonen

Die Vergleichsgruppen setzten sich aus 208 alkoholabhangigen Patienten und
102 gesunden Kontrollpersonen zusammen. Bei der Analyse der Verteilung der
Allele DRD4 *2-*8 und *10 in den beiden Gruppen wurden keine signifikanten
Unterschiede gefunden (Pearson-Test: x*=8,59; p=0,284) (Tabelle 11). Auch
hier ist die Aussagekraft des Tests eingeschrankt, da es bei den Allelen *5, *6,
*8, *10 in beiden Gruppen jeweils weniger als 5 Beobachtungen gab. In beiden
Gruppen wichen die Genotypfrequenzen nicht signifikant vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht ab (T1-Test:x*=8,58; T4-Test:x?>=6,85; p>0,05).

ALKOHOLIKER |KONTROLLPERSONEN]Z
ALLEL *2 25 (6,01%) 22 (10,78%) 47
ALLEL *3 23 (5,53%) 8 (3,92%) 31
ALLEL *4 285 (68,51%) 132 (64,71%) 417
ALLEL *5 2 (0,48%) 3 (1,47%) 5
ALLEL *6 2 (0,48%) 0 2
ALLEL *7 76 (18,27%) 36 (17,65%) 112
ALLEL *8 2 (0,48%) 2 (0,98%) 4
ALLEL *10 1(0,24%) 1(0,49%) 2
3 416 (100%) 204 (100%) 620

Tabelle 11. Haufigkeit der Allele DRD4 *2-*8 und *10 in der Gruppe der
alkoholabhangigen Patienten und der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen.
Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf die Gesamtzahl der Allele
in der jeweiligen Gruppe. Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den

beiden Gruppen (Pearson-Test: x>=8,59; p=0,284).
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Es folgte eine Zusammenfassung der Allele *2-*5 als ,kurze“ Allele und *6-*10
als ,lange” Allele.

Mit Hilfe des Fisher’s Exakten Tests (zweiseitig) konnte kein signifikanter Wert
(p=1,000) fur die unterschiedliche Verteilung in Bezug auf die Gruppen

errechnet werden (Tabelle 12).

ALKOHOLIKER |KONTROLLPERSONEN]Z

KURZ 335 (80,53%) 165 (80,88%) 500
LANG 81 (19,47%) 39 (19,12%) 120
3 416 (100%) 204 (100%) 620

Tabelle 12. Haufigkeit der Allele ,kurz® (*2-*5) und ,lang“ (*6-*10) in der Gruppe
der alkoholabhangigen Patienten und der Gruppe der gesunden
Kontrollpersonen. Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf die
Gesamtzahl der Allele in der jeweiligen Gruppe. Kein signifikanter Unterschied
(Fisher’s Exakter Test (zweiseitig): p=1,000).

Es wurde ferner untersucht, ob eine unterschiedliche Verteilung in Bezug auf
die Anwesenheit des Allels DRD4 *7 existiert. Anhand des Fisher's Exakten
Tests (zweiseitig) konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(p=1,000) (Tabelle 13).

ALKOHOLIKER |KONTROLLPERSONEN]Z

*7 ANWESEND |67 (32,21%) 33 (32,35%) 100
*7 ABWESEND | 141 (67,79%) 69 (67,65%) 210
3 208 (100%) 102 (100%) 310

Tabelle 13. Haufigkeit der Eigenschaft ,Allel *7 anwesend” in der Gruppe der
alkoholabhangigen Patienten und der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen.
Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf die Gesamtzahl der
Beobachtungen in der jeweiligen Gruppe. Es besteht kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Fisher’s Exakter Test (zweiseitig):
p=1,000).
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3.3. Catecholamin-O-methyltransferase-Gen (COMT)

3.3.1. Ergebnisse der Agarosegelelektrophorese

In der Agarosegelelektrophorese wurden die Produkte des Verdaus aufgetrennt
und mit Hilfe von UV-Licht dargestellt (Abbildung 6). Bei 310 Probanden wurde
die Genotypisierung erfolgreich durchgefuhrt.

Durch den Verdau eines 169 bp langen PCR-Produktes kann neben zwei
gemeinsamen Fragmenten (26 bzw. 29 bp) entweder ein 114 bp (COMT*H)
oder ein 96 bp (COMT*L) langes Fragment entstehen. Das Allel COMT*H
kodiert fur die thermostabile, hochaktive Form der COMT. Im Gegensatz dazu
kodiert das COMT*L-Allel fur die thermolabile, niedrigaktive Form der COMT.

114 bp
96 bp
Bahnen: 1 2 3 4
Abbildung 6. Nla lll — Restriktionsendonuklease-Verdau des COMT*L/*H —

RFLPs. Die Bahnen 1, 3 und 4 zeigen die mdglichen Ergebnisse der
Genotypisierung. Bei den nicht beschrifteten Banden dieser Bahnen handelt es
sich um unspezifische PCR-Produkte. In Bahn 1 ist ein Individuum mit einem
Genotyp COMT*L/*L dargestellt. Bahn 3: COMT*L/*H; Bahn 4: COMT*H/*H.
Bahn 2 beinhaltet eine 100 bp DNA-Leiter als GroRenstandard.
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3.3.2. Statistische Ergebnisse

3.3.2.1. Vergleich der alkoholabhédngigen Patienten mit DT mit
alkoholabhéngigen Patienten mit nur leichten Entzugserscheinungen wéhrend

der Entgiftung

Die beiden Vergleichsgruppen setzten sich aus 82 alkoholabhangigen Patienten
mit DT wahrend der Entgiftung und 97 alkoholabhangigen Patienten mit nur
leichten Entzugserscheinungen wahrend der Entgiftung zusammen.

Es wurde analysiert, ob ein Unterschied zwischen den Gruppen in Bezug auf
die Allelfrequenzen besteht. Hierzu wurde der Fisher’'s Exakte Test (zweiseitig)
verwendet. Es konnten keine signifikanten Werte errechnet werden (p=0,460)
(Tabelle 14).

MIT DT LEICHTER 3
ENTZUG
ALLEL L 78 (47,56%) 100 (51,55%) 178
ALLEL H 86 (52,44%) 94 (48,45%) 180
3 164 (100%) 194 (100%) 358

Tabelle 14. Haufigkeit der Allele COMT*L und COMT*H in beiden
Untersuchungsgruppen. Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf
die Gesamtzahl der Allele in der jeweiligen Gruppe. Zwischen den beiden
Gruppen existiert kein signifikanter Unterschied (Fisher’'s Exakter Test

(zweiseitig): p=0,460).

Die  Gruppen wurden auch auf Unterschiede bezuglich der
Genotypenfrequenzen untersucht. Fur die statistische Analyse wurde der
Pearson-Test angewendet. Es bestand kein signifikanter Unterschied (x*=0,69;
p=0,708). In Tabelle 15 sind die Ergebnisse dargestellt. In beiden Gruppen
wichen die Genotypfrequenzen nicht signifikant vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht ab (p>0,05).
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MIT DT LEICHTER 2
ENTZUG
GENOTYP LL 18 (21,95%) 24 (24,74%) 42
GENOTYP LH 42 (51,22%) 52 (53,61%) 94
GENOTYP HH 22 (26,83%) 21 (21,65%) 43
> 82 (100%) 97 (100%) 179

Tabelle 15. Haufigkeit der Genotypen COMT*L/*L, COMT*L/*H und COMT
*H/*H in beiden Untersuchungsgruppen. Die Prozentangaben beziehen sich auf
die Gesamtzahl der beobachteten Genotypen in der jeweiligen Gruppe. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Pearson-Test:
¥x?=0,69; p=0,708).

3.3.2.2. Vergleich der alkoholabhédngigen Patienten mit gesunden

Kontrollpersonen

Die zu vergleichenden Gruppen bestanden aus 208 alkoholabhangigen
Patienten und 102 gesunden Kontrollpersonen.

Es wurde betrachtet, ob die Allele COMT*L und COMT*H unterschiedlich haufig
in beiden Gruppen vorkommen. Mit Hilfe des Fisher’'s Exakten Tests
(zweiseitig) konnte kein signifikantes Ergebnis ermittelt werden (p=0,669)
(Tabelle 16).

ALKOHOLIKER |KONTROLLPERSONEN |z
ALLEL L 214 (51,44%) 109 (53,43%) 323
ALLEL H 202 (48,56%) 95 (46,57%) 297
3 416 (100%) 204 (100%) 620

Tabelle 16. Haufigkeit der Allele COMT*L und COMT*H in der Gruppe der
alkoholabhangigen Patienten und der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen.
Die Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf die Gesamtzahl der Allele
in der jeweiligen Gruppe. Kein signifikanter Unterschied (Fisher’s Exakter Test

(zweiseitig): p=0,669).
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Die Gruppen wurden auch hinsichtlich der Genotypenfrequenzen verglichen.
Die statistische Analyse mittels Pearson-Test ergab keinen signifikanten
Unterschied (x*=2,75; p=0,253). Die Ergebnisse sind in Tabelle 17 dargestellt.
Innerhalb beider Gruppen wichen die Genotypfrequenzen nicht signifikant vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ab (p>0,05).

ALKOHOLIKER |KONTROLLPERSONEN |Z
GENOTYP LL |53 (25,48%) 33 (32,35%) 86
GENOTYP LH [108 (51,92%) 43 (42,16%) 151
GENOTYP HH |47 (22,60%) 26 (25,49%) 73
2 208 (100%) 102 (100%) 310
Tabelle 17. Haufigkeit der Genotypen COMT*L/*L, COMT*L/*H und

COMT*H/*H in der Gruppe der alkoholabhangigen Patienten und der Gruppe
der gesunden Kontrollpersonen. Die Prozentangaben in Klammern beziehen
sich auf die Gesamtzahl der beobachteten Genotypen in der jeweiligen Gruppe.
Zwischen den beiden Gruppen existieren keine signifikanten Unterschiede
(Pearson-Test: x?=2,75; p=0,253).

3.4. Trinkmenge und Dauer der Alkoholabhangigkeit

3.4.1. Vergleich der alkoholabh&ngigen Patienten mit DT mit alkoholabhéngigen

Patienten mit nur leichten Entzugserscheinungen wéhrend der Entgiftung

Die beiden Vergleichsgruppen setzten sich aus 82 alkoholabhangigen Patienten
mit DT in der Vorgeschichte und 97 alkoholabhangigen Patienten mit nur

leichten Entzugserscheinungen wahrend der Entgiftung zusammen.
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3.4.1.1. Trinkmenge

Es wurde untersucht, ob ein Unterschied zwischen beiden Gruppen in Bezug
auf die zuletzt (vor stationarer Aufnahme zur Entgiftung) konsumierte
Alkoholmenge pro Tag Dbesteht. Die statistische Analyse mittels
Rangsummentest (Wilcoxon/Kruskal-Wallis-Test) ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen (x*=4,28; p=0,039) (Abbildung 7 und
Tabelle 18).

Alkohol- 7 -
menge in -
g/die i
1000 =
- =3 .
- - -
- i _' .

:
J

MIT DT LEICHTER ENTZUG

Abbildung 7. Die zuletzt konsumierte Alkoholmenge in g/die in beiden Gruppen.
Das Boxdiagramm stellt die Quantilen (10%, 25%, 50%, 75% und 90%) dar. Die
Punkte stellen die jeweilige Trinkmenge der einzelnen Probanden dar.
Zwischen den Gruppen besteht ein signifikanter Unterschied (Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test: x?=4,28; p=0,039).
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Beobachtungen Arithmetisches Mittel | SD
MIT DT 82 311,7 247,7
LEICHTER 97 239,0 149,0
ENTZUG

Tabelle 18. Arithmetisches Mittel und Standardabweichung (SD) der Werte
(Alkoholmenge in g/die) in der jeweiligen Gruppe. Es existiert ein signifikanter
Unterschied (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test: x*=4,28; p=0,039).

3.4.1.2. Dauer der Alkoholabhéangigkeit

Die beiden Gruppen wurden auf Unterschiede hinsichtlich der Dauer der
Alkoholabhangigkeit gepruft. Mit ,Dauer der Alkoholabhangigkeit® wird die
Anzahl der Jahre bis zum ersten Delir, bzw. in der anderen Gruppe, die Anzahl
der Jahre bestehender Abhangigkeit bis zur Blutentnahme bezeichnet.

Mit Hilfe eines Rangsummentests (Wilcoxon/Krukal-Wallis-Test) konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (x*=2,43; p=0,119) (Abbildung 8
und Tabelle 19).
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Abbildung 8. Dauer der Alkoholabhangigkeit in beiden Gruppen. Das
Boxdiagramm stellt die Quantilen (10%, 25%, 50%, 75% und 90%) dar. Die
Punkte stellen die Dauer der Alkoholabhangigkeit der einzelnen Probanden dar.
Kein signifikanter Unterschied (Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test: x?=2,43;
p=0,119).

Beobachtungen Arithmetisches Mittel | SD

MIT DT 82 10,56 7,59
LEICHTER 97 8,70 7,14
ENTZUG

Tabelle 19. Arithmetisches Mittel und Standardabweichung (SD) der Werte (in
Jahren) in der jeweiligen Gruppe. Kein signifikanter Unterschied
(Wilcoxon/Kruskal-Wallis Test: x*=2,43; p=0,119).
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die wichtigsten Befunde dieser Studie seien zu Beginn der Diskussion kurz
zusammengefasst:

Der DBH*444g/a-Polymorphismus des DBH-Gens konnte mit signifikantem
Ergebnis mit der DBH-Plasmaaktivitat assoziiert werden. Auch in einer
gesonderten Analyse der alkoholabhangigen Patienten konnte eine erniedrigte
DBH-Plasmaaktivitat als wahrscheinlich genotypabhangig dargestellt werden.
Signifikante Unterschiede existieren zwischen alkoholabhangigen Patienten und
gesunden Kontrollpersonen sowohl bezuglich der Allelverteilung des
DBH*444g/a-Polymorphismus, als auch der DBH-Plasmaaktivitat. Die Gruppe
der alkoholabhangigen Patienten mit DT und die der alkoholabhangigen
Patienten mit nur leichten  Entzugserscheinungen wahrend der
Alkoholentgiftung unterscheidet sich nicht signifikant im Hinblick auf den
DBH*444g/a-Polymorphismus und die DBH-Plasmaaktivitat.

Weder der COMT-Val/Met- noch der DRD4-VNTR-Polymorphismus konnten mit
der Diagnose ,Alkoholabhangigkeit” bzw. mit schweren Entzugserscheinungen
in Form des DTs assoziert werden.

Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten des DTs wahrend der Entgiftung
und der vor dem stationaren Aufenthalt taglich konsumierten Alkoholmenge

konnte festgestellt werden, jedoch nicht fur die Dauer der Alkoholabhangigkeit.

4.2. Kritik an der Methode: Assoziation versus Kopplung

Genetische Faktoren spielen in der Atiologie der Alkoholabhéngigkeit eine
wichtige Rolle. Aber welche Methoden eignen sich am besten, um diese zu
erforschen?

Wenn innerhalb einzelner Familien ein einziges Gen einen hohen atiologischen

Anteil an der Krankheit hat, erkennbar an der familiaren Segregation der
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Krankheit, so sollte es mdglich sein, das Gen mit Kopplungsanalysen im
menschlichen Genom zu lokalisieren, das Genprodukt zu identifizieren und so
einen Einblick in das Krankheitsgeschehen zu erhalten. Ist der Beitrag einzelner
Gene eher gering, oder spielen bei verschiedenen Erkrankten unterschiedliche
Gene eine Rolle bzw. fihrt das Zusammenspiel verschiedener Gene zur
Erkrankung (polygene Krankheitsentstehung), wie fur die Alkoholabhangigkeit
angenommen, dann haben Kopplungsuntersuchungen eine sehr viel geringere
Aussagekraft, die Wirksamkeit eines Gens aufzudecken. In der Vergangenheit
durchgefuihrte Kopplungsstudien mit der klassischen lod-score Methode (zur
Ubersicht: Ott, 1992) zeigten die Anfélligkeit dieser Methode fiir das Problem,
den exakten Erkrankungsstatus einzelner Individuen innerhalb der
Stammbaume zu erkennen.

Eine Alternative zur Kopplungsanalyse stellt die Assoziationsanalyse dar.
Vorraussetzung fur die Validitat der Ergebnisse ist dabei eine Homogenitat der
untersuchten Stichprobe in Bezug auf die ethnische Herkunft, das Geschlecht
und das Alter. In der vorliegenden Studie stammen alle Probanden aus dem
Groldraum Stuttgart. Ein Kriterium fur die Aussagekraft einer Assoziationsstudie
ist die Grolke der Stichprobe. Mit 208 alkoholabhangigen Patienten und 102
gesunden Kontrollpersonen ist es in dieser Studie gelungen, eine grolde
Stichprobe zusammenzustellen. Fur eine zuverlassigere Einschatzung der
Bedeutung von seltenen Genvarianten, wie sie vor allem bei dem DRD4-VNTR-
Polymorphismus vorkommen, ware eine noch groRere Stichprobe allerdings
von Vorteil. Bei der Wahl der Kandidatengene sollte stets bedacht werden,
inwiefern diese zur Pathogenese der Alkoholabhangigkeit oder des DTs
beitragen kénnen. So werden viele Gene als Kandidatengene bezeichnet,
deren Funktion nicht klar und tatsachliche Aktivitat nicht nachprufbar oder
messbar ist und deren Bedeutung somit fraglich bleibt. Konsequenterweise
konzentriert sich diese Studie vor allem auf die Untersuchung sogenannter
funktioneller Polymorphismen. Hier gehen die unterschiedlichen Auspragungen
der Polymorphismen mit messbaren Funktions- bzw. Aktivitatsveranderungen

einher.
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Eine mdgliche Ursache falsch positiver Resultate ergibt sich aus der extrem
hohen Anzahl potentieller Kandidatengene. Die folgende Uberlegung soll dies
verdeutlichen: Angenommen es existierten bei insgesamt 20.000
Kandidatengenen 5 Suszeptibilitdtsgene fur die Alkoholabhangigkeit und man
nahme einen p-Wert von 0,05 an, so wirden bei der hypothetischen Analyse
samtlicher 20.000 Kandidatengene 995 falsch positive Resultate produziert
werden. Dies entsprache einer Rate falsch positiver Ergebnisse von 99,5%,
was naturlich unakzeptabel ware (Crowe, 1993). Deshalb wird von manchen
Autoren ein niedrigerer p-Wert von 4,9x10™ fiir polygenetische Erkrankungen
gefordert (Paterson et al., 1999). Zumindest sollte, um die Aussagekraft einer
Studie zu starken, ein positives Resultat einer Assoziationsanalyse repliziert
werden.

Andererseits schlie3t ein negatives Ergebnis einer Kandidatengenanalyse die
Beteiligung des Gens an der Atiologie der Erkrankung nicht aus. Da die
Proteinbiosynthese aus zahlreichen Einzelschritten besteht, ist es denkbar,
dass trotz gleicher DNA-Sequenz zum Beispiel auf der Ebene der Expression
oder des Splicings eines Gens Unterschiede zwischen Individuen bestehen, die
dann disponierende Faktoren fir die Erkrankung darstellen.

Eine weitere Erklarung fur mogliche falsch negative Ergebnisse ist in der
Heterogenitat des Krankheitsbildes ,Alkoholismus® zu suchen. Angenommen
nur bestimmte Subtypen der Alkoholabhangigkeit sind mit einem
Kandidatengen assoziiert, bleibt diese Assoziation unentdeckt, solange
unterschiedliche Subtypen der Alkoholabhangigkeit fur eine Untersuchung
zusammengefasst werden. Auf Grund dessen ist es notwendig, in Studien zu
versuchen, Subtypen der Alkoholabhangigkeit zu erfassen, um der oben

erwahnten Moglichkeit Rechnung zu tragen.
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4.3. Diskussion der analysierten Gene im einzelnen

4.3.1. Dopamin-beta-hydroxylase

Aufgrund lhrer Expression in zentralen und peripheren noradrenalin- und
adrenalinsynthetisierenden Zellen (Cooper et al., 1986) und der beschriebenen
Dysregulation des katecholaminergen Systems in verschiedenen Stadien der
Alkoholabhangigkeit (Ollat et al., 1988) und des Alkoholentzugs (Hawley et al.,
1985; Krystal et al., 1996) kann die DBH als Kandidatengen flr
Alkoholabhangigkeit und schwere Entzugserscheinungen in Form eines DTs

betrachtet werden.

4.3.1.1. Der DBH*444g/a-Polymorphismus

Bei dem untersuchten Polymorphismus des DBH-Gens handelt es sich
maoglicherweise um einen funktionellen Polymorphismus. Dabei geht der
Genotyp DBH*444a/a mit den niedrigsten mittleren DBH-Aktivitaten im Plasma
bzw. Liquor cerebrospinalis, DBH*444g/a und DBH*444g/g dann mit jeweils
hoheren, einher (Cubells et al., 1998).

In der vorliegenden Studie wurde erstmals der Zusammenhang zwischen dem
DBH*444g/a-Polymorphismus und der Alkoholabhangigkeit bzw. dem DT
untersucht. Verglichen mit gesunden Kontrollpersonen war die Frequenz des
Allels a in der Gruppe der alkoholabhangigen Patienten signifikant hoher. Eine
positive Assoziation mit dem DT konnte nicht festgestellt werden. Da kein Trend
erkennbar war, ist das Fehlen der Assoziation eher nicht auf eine
unzureichende Stichprobengrofe zurlickzuflhren.

Im Gegensatz zu dem positiven Befund des DBH*444g/a-Polymorphismus
konnte an der selben Stichprobe weder die Alkoholabhangigkeit noch das DT
mit einem anderen Polymorphismus des DBH-Gens, dem DBH-1021C->T-
Polymorphismus, assoziiert werden (Kéhnke et al., 2002).

Ob das positive Ergebnis fur den DBH*444g/a-Polymorphismus speziell bei der

Alkoholabhangigkeit oder auch bei anderen Suchterkrankungen bzw. generell
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bei psychiatrischen Krankheitsbildern zu finden ist, muss in zuklnftigen Studien
geklart werden. Ein Hinweis darauf gibt eine Studie, bei der der DBH*444g/a-
Polymorphismus in Kombination mit dem DBH*5"-ins/del-Polymorphismus als
Haplotypanalyse mit der kokaininduzierten Paranoia assoziiert werden konnte
(Cubells et al., 2000).

4.3.1.2. Der Einfluss des DBH*444g/a-Polymorphismus auf die DBH-

Plasmaaktivitat

Im Rahmen dieser Studie konnte sowohl bei den gesunden Kontrollpersonen
als auch bei den alkoholabhéangigen Patienten ein Zusammenhang des
DBH*444g/a-Polymorphismus mit der DBH-Plasmaaktivitat dargestellt werden.
Dieser Befund entspricht damit den Ergebnissen von Cubells et al., die
ebenfalls die Genotypen des DBH*444g/a-Polymorphismus mit der DBH-
Aktivitat im Serum und im Liquor cerebrospinalis positiv assoziieren konnten
(Cubells et al., 1998).

Dass die DBH-Aktivitat vor allem durch genetische Faktoren determiniert wird,
ist bereits seit langerer Zeit durch Geschwister- (Weinshilboum et al., 1973) und
Familienanalysen  (Weinshilboum et al.,, 1975) bekannt. Moderne
molekulargenetische Methoden erlauben es, Polymorphismen des DBH-Gens
zu identifizieren und deren mdglichen Einfluss auf die DBH-Plasmaaktivitat zu
klaren. Eine mdgliche Genotyp-Phanotyp-Korrelation konnte bisher aulder fur
den DBH*444g/a-Polymorphismus auch fur den DBH*5 -ins/del- (Cubells et al.,
2000), den (GT)n-Dinukleotid-Repeat- (Wei et al., 1997) und den DBH-
1021C—>T-Polymorphismus (Kéhnke et al., 2002; Zabetian et al., 2001) an
Probanden europaischer oder amerikanischer Abstammung gezeigt werden.

Bei dem in dieser Studie untersuchten DBH*444g/a-Polymorphismus des DBH-
Gens handelt es sich um einen stummen Polymorphismus. Das bedeutet, die
primare DBH-Proteinstruktur bleibt vom Genotyp unbeeinflusst. Daher scheint
ein ursachlicher Zusammenhang zwischen dem untersuchten DBH*444g/a-
Polymorphismus und der beobachteten Veranderung der DBH-Plasmaaktivitat

eher unwahrscheinlich.
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Indem man die Daten der SNP-Datenbanken von GenBank analysiert, finden
sich im DBH-Gen in Nachbarschaft zu dem DBH*444g/a-Polymorphismus auch
nicht-synonyme SNPs, welche eine Allelfrequenz groRer als zehn Prozent
aufweisen und zu einer Veranderung des DBH-Proteins fuhren
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). So ist es madglich, dass ein solcher nicht-
synonymer SNP flir die beobachtete Veranderung der DBH-Plasmaaktivitat
verantwortlich ist, und der Zusammenhang zu dem DBH*444g/a-
Polymorphismus Uber ein sogenanntes linkage disequilibrium, also die
physikalische Nahe auf dem Chromosom zustande kommt. Allerdings konnte
fur zwei der in Frage kommenden nicht-synonymen SNPs (DBH*197a/t und
DBH*304a/s) beim Menschen bislang keine Korrelation mit der DpH-
Plasmaaktivitat hergestellt werden (Cubells und Zabetian, 2004), wohl aber fur
den DBH*535r/c-Polymorphismus (Zabetian et al., 2001).

Dass ein synonymer SNP die mRNA-Stabilitat beeinflussen kann und sich
dadurch funktionelle Konsequenzen ergeben, konnte fur den *957clt-
Polymorphismus des Dopamin-2-Rezeptor (DRDZ2) gezeigt werden (Duan et al.,
2003). Ob ein solcher Mechanismus moglicherweise auch fur den DBH*444g/a-
Polymorphismus und die DBH-Plasmaaktivitat in Frage kommt, |&sst sich nur in
weiteren Studien klaren, die die Untersuchung der mRNA-Stabilitat
berucksichtigen. Ebenso ist es notwendig, die tatsachliche Bedeutung der oben

erwahnten nicht-synonymen SNPs flur die DBH-Plasmaaktiviat weiter zu klaren.

Im Gegensatz zur Genetik wird die Bedeutung von Umweltfaktoren fur die
Auspragung der DBH-Aktivitat als eher gering eingeschatzt. So haben weder
das Rauchen (Nagaya et al., 1992) noch psychotrope Medikation (Cubells et
al., 1998) einen wesentlichen Einfluss auf die Hohe der DBH-Aktivitat. Auch
eine massive Manipulation des sympathischen Systems, hervorgerufen zum
Beispiel durch Belastungstraining (Peronnet et al., 1985) geht mit keiner
signifikanten Anderung der DpBH-Aktivitdt einher. Trotzdem erfolgte, um
mogliche Stdrfaktoren zu kontrollieren, in dieser Studie die Blutentnahme
zwischen 7.00 und 8.00 Uhr morgens am nuchternen Probanden. Keiner der

Probanden nahm psychotrope Medikamente ein. Die Erforschung der
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Polymorphismen des DBH-Gens und deren mdgliche Funktionalitat erlaubt es,
potentielle Veranderungen der DBH-Aktivitat, die durch Krankheit, Medikation
oder den Einfluss anderer genetischer Faktoren bedingt sind, zu erkennen und

klarer zu interpretieren.

4.3.1.3. Die DBH-Plasmaaktivitat

Trotz ausgepragter Spannbreite der Werte konnte eine insgesamt signifikant
verminderte DBH-Plasmaaktivitat bei alkoholabhangigen Patienten 22 Tage
nach abgeschlossener Entgiftung beobachtet werden.

Keine Unterschiede hinsichtlich der DBH-Plasmaaktivitat ergaben sich beim
Vergleich der alkoholabhangigen Patienten mit DT und der alkoholabhangigen
Patienten ohne DT wahrend der Entgiftung.

Bisher veroffentlichte Studien, die sich dem Zusammenhang zwischen der DBH-
Plasmaaktivitat und Alkohol widmeten, brachten keine eindeutigen Resultate
hervor.

Bei 60 gesunden College-Studentinnen konnte ein positiver Zusammenhang
zwischen einer gesteigerten DBH-Plasmaaktivitat und erhéhtem Alkoholkonsum
gefunden werden (La Grange et al., 1995).

Ein nichtsignifikanter Trend zu niedrigeren DBH-Plasmaaktivitaten zeigte sich
bei 22 alkoholabhangigen Patienten mit einer familiaren Belastung fur
Alkoholismus im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (Schuckit et al.,
1981).

In einer anderen Studie konnte kein signifikanter Unterschied im Hinblick auf die
DpBH-Plasmaaktivitat zwischen 27 nichtabstinenten alkoholabhangigen Mannern
und 24 gesunden Kontrollpersonen festgestellt werden (Lykouras et al., 1987).
Da fuar bis zu 80% der Varianz der DBH-Plasmaaktivitat die Erblichkeit
verantwortlich sein soll (Cubells et al., 1998), ist es nicht Uberraschend, dass
die vorrangegangenen Studien zur DH-Plasmaaktivitat widersprichlich
bleiben, weil keine den DBH-Genotyp mitbertcksichtigt. Ferner ist die

StichprobengroRe der genannten Studien eher gering. Mit insgesamt 191
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Bestimmungen der DBH-Plasamaaktivitat ist das Resultat der vorliegenden
Studie statistisch aussagekraftiger.

Das Ergebnis dieser Studie steht damit im Einklang mit anderen Befunden, die
auf einen reduzierten Noradrenalin- und Dopaminmetabolismus bei
alkoholabhangigen Patienten nach der Entgiftung hinweisen (Fulton et al.,
1995; Heinz et al., 1999; Geracioti et al., 1994).

Eine mogliche Erklarung der positiven Assoziation der DBH-Plasmaaktivitat mit
der Alkoholabhangigkeit bietet die Surfeit-Hypothese der Sucht, bei der von
einer vermehrten Ansprechbarkeit des ,Reward-Systems” ausgegangen wird. In
diesem Sinne konnte eine genetisch determinierte Verminderung der DBH-
Aktivitat zu einer verringerten Metabolisierung des Dopamins nach dessen
Ausschuittung, und somit im Vergleich zu Menschen mit einer hoheren DBH-
Aktivitat und Dopaminmetabolisierung zu einem Ubermalig gesteigerten
Wohlbefinden zum Beispiel nach Alkoholaufnahme fihren.

Trotz der vorherrschenden Determination der DBH-Plasmaaktivitat durch
genetische Faktoren ist nicht auszuschlieRen, dass die beobachtete
Verringerung der DBH-Plasmaaktivitat bei alkoholabhangigen Patienten auf
einen neurotoxischen Effekt der langjahrigen Alkoholaufnahme und einer damit
verbundenen Abnahme der Neuronenzahl und der moglichen Syntheseleistung
zurlckzuflhren ist. So konnte in neuropathologischen Untersuchungen eine
Reduktion der Anzahl und Dichte von pigmentierten,
noradrenalinsynthetisierenden Neuronen im Locus coeruleus demonstriert
werden (Arango et al., 1994). Aus der vorliegenden Studie ergeben sich
Hinweise, dass die DPBH-Plasmaaktivitdt auch bei den alkoholabhangigen
Patienten mdglicherweise vom Genotyp des DBH*444g/a-Polymorphismus
beeinflusst wird. Die bei den alkoholabhangigen Patienten beobachtete
Verringerung der DBH-Plasmaaktivitat scheint damit weniger wahrscheinlich
durch die Neurotoxizitat des Alkohols bedingt zu sein.

Interessante Befunde stammen auch aus In-vitro-Untersuchungen, die
Veranderungen der Genexpression an humanen Neuroblastomzellen unter
Alkoholgabe analysieren (Thibault et al., 2000). Die DBH zeigte dabei mit einer

dosisabhangigen, maximal funf- bis sechsfachen Steigerung die grofite relative
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Expressionsveranderung der rund 6.000 analysierten Gene. Ein Anstieg der
DBH mRNA-Konzentrationen konnte auch in vivo an ,alkoholbehandelten®
Mausen gezeigt werden. Diese Resultate stehen im Einklang mit der in der
Einleitung beschriebenen dopaminergen Hypofunktion unter chronischem
Alkoholkonsum (Fadda et al., 1980; Rothblat et al., 2001).

Eine Verbindung zu der vorliegenden Studie und somit eine weitere Erklarung
der positiven Assoziation der DRH-Plasmaaktivitat und der Alkoholabhangigkeit
ist insoweit denkbar, als dass es modglicherweise bei den alkoholabhéangigen
Patienten nach der Entgiftung innerhalb von 22 Tagen bis zur Blutentnahme zu
einer Regulation der DBH-Expression von einer Uberexpression wahrend des
chronischen Alkoholkonsums zu einer verringerten Expression kommt. Um
diese Vermutung zu bestatigen, mussten Untersuchungen zum Verlauf der
DpBH-Aktivitat bei alkoholabhangigen Patienten in verschiedenen Zustanden
(zum Beispiel 15 Tage tagliche Blutentnahme ab dem ersten Tag der Entgiftung
und ein Jahr nach abgeschlossener Entgiftung) durchgefuhrt werden. Leider
fehlen bei den In-vitro-Untersuchungen Angaben darlUber, inwieweit sich die
DBH-Genexpression unter Alkoholentzug verandert (Thibault et al., 2000).

Eine mogliche Assoziation der DBH-Plasmaaktivitat und des Schweregrades
des Alkoholentzugs wurde in dieser Studie zum ersten mal untersucht.

Obwohl einige signifikante Assoziationen zwischen dem DT und den Plasma-
bzw. Liquorkonzentrationen von Dopamin oder dessen Metaboliten
Homovanillinmandelsaure (HVA) festgestellt werden konnten (Sano et al., 1992;
Heinz et al., 1996; Fujimoto et al., 1983), ergab sich kein Zusammenhang zur
DBH-Plasmaaktivitat. Die Effekte des akuten Alkoholentzugs auf die DBH-
Plasmaaktivitat kbnnten nur dann fur die beobachteten Unterschiede zwischen
den alkoholabhangigen Patienten und den gesunden Kontrollpersonen
verantwortlich sein, wenn die Wirkung des Alkoholentzugs auf die D@H-
Plasmaaktivitat lang anhielte, da die Blutentnahme 22 Tage nach Absetzen des
Alkohols erfolgte.

Zusammenfassend lassen die Daten eine alkoholabhangigkeits-assoziierte
Verminderung der DBH-Plasmaaktivitat, die moglicherweise durch den Genotyp

des DBH*444g/a-Polymorphismus beeinflusst wird, vermuten, obwohl es keinen
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Hinweis aus Kopplungsanalysen flr die Bedeutung des Chromosoms 9 gibt, auf
dem das DBH-Gen lokalisiert ist.

4.3.2. Dopaminrezeptor 4 (DRD4)

Bei dem untersuchten Polymorphismus des DRD4-Gens handelt es sich um
einen sogenannten VNTR-Polymorphismus. Eine 48 bp lange Tandem-Repeat
Einheit kann dabei zwischen ein- und zehnmal vorkommen (Lichter et al.,
1993). Der VNTR-Polymorphismus kodiert fir Aminosauren, die sich in der
dritten cytoplasmatischen Schleife des Rezeptors befinden. Dies scheint eine
Region zu sein, die fur die Kopplung mit dem G-Protein wichtig ist. Auf Grund
dessen wurde ein Einfluss des DRD4-VNTR-Polymorphismus auf die Second-
Messenger-Kopplung bzw. Signaltransduktion und damit auch eine mdgliche
Funktionalitdat angenommen (Van Tol et al., 1992).

Es wird vermutet, dass Menschen, die Substanzmissbrauch betreiben, in
psychologischen Tests hohere Werte fur das Personlichkeitsmerkmal Novelty-
Seeking aufweisen, als Kontrollpersonen (Bardo et al., 1996).

Da ein Zusammenhang zwischen der Hohe des Novelty-Seeking-Wertes und
dem DRD4-VNTR-Polymorphismus postuliert wurde (Ebstein et al., 1996;
Benjamin et al., 1996), ist und war der DRD4-VNTR-Polymorphismus
Gegenstand zahlreicher Kandidatengenuntersuchungen bezlglich  der
Alkoholabhangigkeit.

In dieser Studie zeigt sich keine signifikante Assoziation zwischen dem DRD4-
VNTR-Polymorphismus und der Diagnose ,Alkoholabhangigkeit®.

Dieses Resultat stimmt somit mit einem Groldteil der vorangegangenen
Assoziationsstudien fir die Alkoholabhangigkeit tberein.

So ergaben Studien an japanischen (Muramatsu et al., 1996), finnischen
(Adamson et al, 1995), US-amerikanischen (Parsian et al.,, 1997),
skandinavischen (Geijer et al., 1997), taiwanesischen (Chang et al., 1997),
brasilianischen (Bau et al., 1999) und deutschen (Sander et al., 1997b)
alkoholabhangigen Patienten keine positive Assoziation mit dem DRD4-VNTR-

Polymorphismus.
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Weder eine Haplotyp-Untersuchung von sechs DRD4-Polymorphismen
(einschlieBlich des VNTR) (Chang et al, 1997), noch der
Subtypisierungsversuch der alkoholabhangigen Patienten (Muramatsu et al.,
1996), erbrachte ein positives Ergebnis bezlglich der Assoziation.

Bislang liegt nur eine Studie vor, bei der dargestellt werden konnte, dass
alkoholabhangige Patienten aus Kanada hohere Frequenzen des Drei- und
Sechs-Repeat-Allels haben (George et al., 1993). Allerdings wurden die Daten
nicht mit den Allelfrequenzen einer Kontrollgruppe verglichen. Als Referenz
dienten lediglich publizierte Allelfrequenzen aus einer kaukasischen (Petronis et
al., 1992) und japanischen (Nanko et al., 1993) Stichprobe. Angesichts der
ausgepragten, weltweiten Variabilitat der DRD4-VNTR-Allelfrequenzen
(Paterson et al., 1999) ist es als erhebliche methodische Schwache
auszulegen, Allelfrequenzen aus verschiedenen Bevolkerungsgruppen zu
poolen und zu vergleichen. Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer ethnisch
homogenen Stichprobe.

Keine andere Studie beschaftigte sich bisher mit der Untergruppe der
alkoholabhangigen Patienten, die wahrend der Entgiftung schwere
Entzugserscheinungen in Form eines DTs hatten. Es ergab sich kein
Zusammenhang zwischen dem DRD4-VNTR-Polymorphismus und dem
Auftreten des DTs.

Bei der Analyse des DRD4-VNTR-Polymorphismus ist zu bedenken, dass
neben der variablen Anzahl der Tandem-Repeats auch innerhalb eines
Tandem-Repeats zahlreiche Sequenzunterschiede bestehen konnen (Lichter et
al., 1993). Eine Analyse allein der Allellangen unterschlagt die Existenz von
Allelen, die zwar dieselbe Lange, aber trotzdem, aufgrund der DNA-
Sequenzvariation, eine andere Aminosauresequenz aufweisen. Ein negatives
Resultat der Allellangenanalyse, wie in dieser Studie beobachtet, schliel3t somit
eine Assoziation des DRD4-VNTR-Polymorphismus mit der
Alkoholabhangigkeit bzw. dem DT nicht aus. Geht man weiterhin von einem
hohen Stellenwert des DRD4 in der Pathogenese der Alkoholabhangigkeit oder
des DTs aus, sollte eine Sequenzanalyse angestrebt werden. Dies wurde sich
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aber sehr aufwendig gestalten, da eine sehr groRe Stichprobe erforderlich ist,
um vernunftige statistische Aussagen treffen zu kénnen.

Als weitere Erklarung fur das negative Ergebnis und als Hinweis auf eine
mogliche  Uberschatzung des DRD4-Gens in der Atiologie der
Alkoholabhangigkeit und des DTs dient die Beobachtung von Probanden mit
einer Mutation des DRD4-Gens, die die Synthese eines Nonsense-Proteins zur
Folge hat, und damit bei Vorliegen in Homozygotie einem DRD4-Knock-out
gleichkommt. Heterozygote Trager sind bei gesunden Kontrollpersonen und bei
Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen gleich haufig zu finden. Es wird
von einem homozygoten Trager berichtet, der keine psychiatrischen
Auffalligkeiten aufweist (Nothen et al., 1994).

Obwohl Kopplungsanalysen (Long et al., 1998) und die Verteilung des DRD4 im
Gehirn (De-la-Garza et al., 2000) auf eine Beteiligung des DRD4-Gens an der
Genese der Alkoholabhangigkeit hinweisen, konnen Assoziationsstudien, die
sich auf den DRD4-VNTR-Polymorphismus konzentrieren, inklusive der
vorliegenden, den angenommenen Einfluss des DRD4 auf die Vulnerabilitat fur

Alkoholabhangigkeit und DT nicht feststellen.

4.3.3. Catecholamin-O-methyltransferase (COMT)

Bei dem untersuchten COMT-Val/Met-Polymorphismus handelt es sich um
einen funktionellen Polymorphismus. Dabei kodiert das Allel COMT G (Val) fir
eine hochaktive, und das Allel COMT A (Met) fur eine niedrigaktive COMT
(Lachman et al., 1996b; Syvanen et al., 1997).

Die Uberlegung fiir einen méglichen Zusammenhang des COMT-Val/Met-
Polymorphismus und der Pathogenese der Alkoholabhangigkeit stitzt sich auf
die Surfeit-Hypothese der Sucht: Individuen mit dem COMT*L/L-Genotyp
warden, bedingt durch eine verringerte Dopamin- und
Noradrenalininaktivierung, eine langer anhaltende und wirkungsvollere
Dopamin- und Noradrenalinausschuttung auch im mesolimbischen System und
somit einen intensiveren ,Reward“-Effekt des Alkohols erfahren. Genausogut

konnten auch angenommene positive Assoziationen des COMT*H/H-Genotyps
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mit der Alkoholabhangigkeit gemal der Defizit-Hypthese der Sucht erklart
werden (Blum et al., 2000). Eine beschleunigte Metabolisierung der
Katecholamine Dopamin und Noradrenalin hatte einen Dopamin- und
Noradrenalinmangel zur Folge, der durch die Alkoholaufnahme und eine damit
verbundene Dopamin- und Noradrenalinausschittung kompensiert wirde.

Als mogliche Ursache eines DTs koénnte die durch den COMT-Val/Met-
Polymorphismus determinierte verlangsamte Inaktivierung des Noradrenalins
und Dopamins in Betracht kommen. Diese werden wahrend des Entzugs
massiv  peripher und zentral ausgeschuttet und kénnen so zu
Entzugserscheinungen fuhren (Hawley et al., 1985).

Die COMT wird aber auch fur andere psychiatrische Erkrankungen und
Symptome als Kandidatengen betrachtet. Mannliche COMT-Knock-out-Mause
zeigen ein aggressiveres Verhalten als Kontrollmause (Gogos et al., 1998). Bei
schizophrenen Patienten wurde eine Assoziation zwischen dem COMT*L-Allel
und gewalttatigem (Strous et al., 1997) bzw. suizidalem (Nolan et al., 2000)
Verhalten vermutet.

In dieser Studie konnte in Bezug auf den funktionellen COMT-Val/Met-
Polymorphismus weder eine Assoziation zur Diagnose ,Alkoholabhangigkeit*
noch zum DT dargestellt werden.

Dieser Befund steht im Einklang mit einer Studie, die an japanischen
alkoholabhangigen Patienten durchgefuhrt wurde. Auch hier ergab sich sowohl
fur die Alkoholabhangigkeit als auch den Schweregrad der Entzugssymptome
(auch DT) oder dissoziale Verhaltensweisen keine signifikante Assoziation
bezuglich des COMT-Val/Met-Polymorphismus (Ishiguro et al., 1999).

Ebenso konnte in einer finnischen Stichprobe der COMT-Val/Met-
Polymorphismus nicht mit Typ2-Alkoholkonsum nach Cloninger assoziiert
werden (Hallikainen et al., 2000).

Im Gegensatz dazu existieren aber zum Teil familienbasierte
Assoziationsanalysen, die positive Zusammenhange zwischen dem COMT*L-
Allel und der Entstehung des Typ1- (Tiihonen et al., 1999) bzw. Typ2-
Alkoholismus (Wang et al., 2001) herstellen konnten.
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Es liegt eine Studie zur Assoziation zwischen COMT-Val/Met-Polymorphismus
und Alkoholkonsum nicht bei alkoholabhangigen Patienten, sondern bei der
allgemeinen mannlichen Bevolkerung vor. Dabei berichteten Finnen mit
COMT*LL-Genotyp Uber einen signifikant hoheren Alkoholkonsum als die
beiden anderen Genotypgruppen (Kauhanen et al., 2000).

Zusammenfassend ergibt sich kein einheitliches Bild der Resultate.

Eine mdgliche Erklarung fur die negativen Ergebnisse kann darin gesehen
werden, dass die durch den COMT-Val/Met-Polymorphismus beeinflussten
Unterschiede in der COMT-Aktivitat keine wesentliche Bedeutung fur die HVA-
oder MHPG-Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis (Jonsson et al., 1997)
bzw. fur die HVA-Konzentration im Plasma (Kohnke et al., 2003) haben, was
darauf hindeutet, dass die COMT-Aktivitat den Monoamin-Turnover und die
Bildung von Metaboliten, trotz gegenteiliger Beschreibung bei COMT-Knock-
out-Mausen (Gogos et al.,, 1998), nicht signifikant beeinflusst. Dies liegt
wahrscheinlich an der hohen Verfugbarkeit der COMT, die dadurch nicht
limitierend fur den Monoamin-Abbau und die HVA-/MHPG-Bildung wird
(Jonsson et al., 1997).

Ferner ist nicht auszuschlieBen, dass neben dem COMT-Val/Met-
Polymorphismus noch andere fur die Funktion relevante Varianten des COMT-
Gens existieren. Es kdonnten auch unidentifizierte Varianten der Genregulation
vorkommen, die die Menge und/oder Art (MB-COMT vs. S-COMT) der COMT-
Expression beeinflussen.

Aus Kopplungsanalysen (Reich et al., 1998; Long et al., 1998) gibt es bisher
keinen Hinweis auf eine positive Kopplung der Alkoholabhangigkeit mit
Chromosom 22, auf dem das COMT-Gen lokalisiert ist (Grossman et al., 1992).
Dies schlieRt eine Beteiligung der COMT in der Atiologie der
Alkoholabhangigkeit bzw. des DTs nicht aus, macht sie — zusammen mit den
zum Teil negativen Ergebnissen der Assoziationsstudien — aber weniger

wahrscheinlich.
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4.4. Die Rolle der Trinkmenge und der Dauer der Alkoholabhangigkeit fiir
das Auftreten des DTs

Die alkoholabhangigen Patienten mit DT wahrend der Entgiftung berichteten im
Gegensatz zu den Patienten mit nur leichten Entzugserscheinungen uber
signifikant héhere konsumierte Alkoholmengen vor dem stationaren Aufenthalt.
Dies entspricht einer Feststellung von Schuckit (Schuckit et al., 1995) bzw.
Wojnar (Wojnar et al., 1999b), die in wesentlich groReren Stichproben
(Schuckit: n=1648 bzw. Wojnar: n=1179 alkoholabhangige Patienten) bei
alkoholabhangigen Patienten mit DT einen groReren maximalen Alkoholkonsum
beobachteten. Dies deutet darauf hin, dass das Risiko fur die Entstehung eines
DTs moglicherweise weniger von genetischen Faktoren als von der Toxizitat
des chronischen Alkoholkonsums abhangt.

Die Dauer der Alkoholabhangigkeit konnte, wie auch schon in
vorangegangenen Studien (Wojnar et al., 1999; Brown et al., 1988), nicht mit
dem Auftreten eines DTs in Zusammenhang gebracht werden.

Es sollte darauf hingewiesen werden, dass es sich bei den Angaben zur
Trinkmenge und zur Dauer der Alkoholabhangigkeit um retrospektiv erhobene,
auf Patientenaussagen beruhende Daten handelt. Bei dieser Art der
Datengewinnung besteht die Moglichkeit, dass mit Fehlern behaftete Resultate
entstehen. So ist es oft nicht leicht, den exakten Beginn der
Alkoholabhangigkeit zu eruieren, da der Ubergang von Alkoholmissbrauch zur
Abhangigkeit oft flieRend ist.

Der beschriebene Risikofaktor fur die Entstehung des DTs — der
nichtmedizinische Benzodiazepin- /Sedativagebrauch — konnte nicht analysiert
werden, da alkoholabhangige Patienten, die Gebrauch der genannten
Substanzen betrieben, nicht in die Studie eingeschlossen wurden. Ebenfalls
nicht eingeschlossen wurden die Patienten, bei denen Risikofaktoren wie zum
Beispiel Verletzungen oder korperliche Erkrankungen bestanden (Schuckit et
al., 1995; Wojnar et al., 1999).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die komplexe Atiologie des DTs

weitere Studien zur Identifikation von Risikofaktoren erforderlich macht.
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4.5. Schlussfolgerung und Ausblick

Da genetische Faktoren alleine die Atiologie der Alkoholabhangigkeit bzw. des
DTs nicht ausreichend klaren kénnen, muss weiterhin von einer multifaktoriellen
Genese der Krankheitsbilder ausgegangen werden.

Signifikante Unterschiede existieren zwischen alkoholabhangigen Patienten und
gesunden Kontrollpersonen sowohl bezuglich der Allelverteilung des
DBH*444g/a-Polymorphismus, als auch der DBH-Plasmaaktivitat. So weist das
Allel a in der Gruppe der alkoholabhangigen Patienten eine héhere Frequenz
auf als in der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen. Trotz dieser signifikanten
Assoziation stellt der DBH*444g/a-Polymorphismus keinen eindeutigen Marker
in Form eines ,Alkoholiker-Gens*“ dar, weil das Allel a auch in der Gruppe der
gesunden Kontrollpersonen eine Frequenz von 42,16%, und das Allel g in der
Gruppe der alkoholabhangigen Patienten noch eine Frequenz von 46,39%
besitzt. Ein hypothetischer Test auf die Eigenschaft ,Alkoholabhangigkeit® mit
Hilfe des DBH*444g/a-Polymorphismus ware damit aufgrund einer zu geringen
Spezifitat und Sensitivitat nicht verwertbar.

Zukunftige Studien zur Klarung der Relevanz der DBH fur die
Alkoholabhangigkeit konnten im Rahmen von Familienuntersuchungen
durchgefuhrt werden. Dabei ware es sinnvoll, den DBH*444g/a-Genotyp und
den Krankheitsstatus bezlglich der Alkoholabhangigkeit der Kinder und, wenn
mdglich, der Eltern, zu erfassen und zu analysieren.

Das a priori hohe Risiko von falsch positiven Assoziationsbefunden infolge
multipler Testungen (verschiedene Kandidatengene, mehrere Polymorphismen
eines Gens, unterschiedliche Phanotypen) schrankt die Validitat positiver
Assoziationsbefunde ein. Unabhangige Replikationen sind fir die Bestatigung
positiver Assoziationen daher unerlasslich. Dabei konnte man versuchen, bei
grol3en Stichproben (n>200) zu priufen, ob sich die Assoziation fur bestimmte
Subtypen der Alkoholabhangigkeit (z.B. Ausmal® des Cravings, Ruckfall vs.

Abstinenz usw.) unterscheidet.



Diskussion
Seite 76

In Bezug auf die Klarung der Atiologie des DTs, aber auch der
Alkoholabhangigkeit, ist die Analyse weiterer Kandidatengene und deren
Zusammenfassung als Haplotypen sinnvoll.

Auch der Frage nach der Bedeutung der Toxizitdt des Alkohols fur die
Entstehung des DTs sollte weiterhin nachgegangen werden. Hierzu kénnte
anhand einer postmortem-Studie gepruft werden, inwieweit sich
alkoholabhangige Patienten mit nur leichten Entzugserscheinungen und
alkoholabhangige Patienten mit DT hinsichtlich neuropathologischer
Veranderungen unterscheiden.

Was sich in dieser Studie als sinnvoll erwiesen hat und in zuklnftigen
Assoziationsstudien berlcksichtigt werden sollte, ist, dass im Hinblick auf die
Frage der Funktionalitat eines Kandidatengens oder Polymorphismus nicht nur
der Genotyp bestimmt werden sollte, sondern nach Madglichkeit auch eine
Assoziation mit einem phanotypischen Marker durchgeflihrt wird. Dies kann,
wie in der vorliegenden Studie, die Bestimmung der Plasmaaktivitat des
untersuchten Enzyms sein, es sind aber auch die Analyse anderer Metaboliten
oder der Einsatz bildgebender Verfahren, wie z.B. das fMRI oder die
Nuklearmedizin, denkbar.

Konnte die molekulargenetische Forschung in Zukunft den Zusammenhang
zwischen bestimmten genetischen Faktoren und der Alkoholabhangigkeit oder
des DTs verdeutlichen, wirden die Ursachen besser verstanden werden, und
es eroffneten sich neue Hilfsmdglichkeiten flr Personen mit entsprechender
Jrisikoreicher” genetischer Ausstattung. Genetisch bedingte Veranderungen auf
Enzym- oder Rezeptorebene konnten zum Beispiel gezielt durch Medikamente
ausgeglichen werden. Neben den sozial- und psychotherapeutischen Ansatzen
stunde dann ein biologisch gepragtes Therapie- und maodglicherweise
Praventionskonzept zu Verfugung, welches die betroffenen Personen, deren
Angehdrige und die Gesellschaft vor den Folgen der Alkoholabhangigkeit
bewahren kdnnte.

Gegenuber der Genforschung bestehen allerdings auch Bedenken (Muller-Hill,
1993). Solange Gentests auf freiwilliger Basis beruhen, wird die Gesellschaft

mit neuen genetischen Erkenntnissen umgehen konnen. GrofRRe ethische
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Vorbehalte aber wirden sich ergeben, wenn zum Beispiel Ergebnisse von
,Pflichtgentests” in die Risikoberechnung von Versicherungen eingingen oder
als Einstellungskriterien fur Arbeitgeber dienten.

Dem Missbrauch neuerer genetischer Erkenntnis muss auch durch
entsprechende politische Richtlinien vorgebeugt werden, wozu am ehesten eine
modglichst wissenschaftliche, neutrale Aufklarung der Gesellschaft und ethische

Reflexion der verantwortlichen Wissenschaftler und der Offentlichkeit beitragt.
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5. Zusammenfassung

Tiermodelle, Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien belegen, dass
genetische Faktoren neben Umwelteinflissen eine bedeutende Rolle bei der
Genese der Alkoholabhangigkeit spielen. Ebenso geht man von einer
multifaktoriellen Atiologie bei der Entstehung des DTs wéahrend der
Alkoholentgiftung aus.

Ziel der Assoziationsstudie war es, einzelne disponierende Gene bzw.
serologische Marker der Alkoholabhangigkeit und des DTs zu identifizieren.
Dabei wurden mit Hilfe der PCR und anschliefendem
Restriktionsendonukleasenverdau Kandidatengene analysiert, denen eine
gewisse Funktionalitat zugesprochen wird.

Es konnten 208 nach DSM IV alkoholabhangige Patienten und 102 gesunde
Kontrollpersonen rekrutiert werden. 82 der alkoholabhangigen Patienten litten
wahrend der Alkoholentgiftung unter schweren Entzugserschienungen in Form
eines DTs.

Weder far den funktionellen Val/Met-Polymorphismus des
katecholaminabbauenden Enzyms COMT noch fur einen 48bp-VNTR-
Polymorphismus des Dopaminrezeptors DRD4 konnte eine signifikante
Assoziation mit der Alkoholabhangigkeit bzw. dem DT hergestellt werden.

Es stellte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem DBH*444g/a-
Polymorphismus und der DBH-Plasmaaktivitat dar.

Der DBH*444g/a-Polymorphismus ist mit der Diagnose ,Alkoholabhangigkeit®
assoziiert: das Allel a weist eine signifikant hdhere Frequenz in der Gruppe der
alkoholabhangigen Patienten auf. Ferner zeigte sich nach mindestens 22 Tagen
Abstinenz eine signifikant erniedrigte DBH-Plasmaaktivitat bei den
alkoholabhangigen Patienten.

Zwischen den Patienten mit DT und den Patienten mit nur leichten
Entzugserscheinungen wahrend der Entgiftung konnte bezlglich des
DBH*444g/a-Polymorphismus und der DBH-Plasmaaktivitat kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden.
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Die Daten deuten auf eine Alkoholabhangigkeit-assoziierte Verminderung der
DBH-Plasmaaktivitat hin, die moglicherweise durch den DBH*444g/a-
Polymorphismus beeinflusst wird.

Nach der vorliegenden Studie ergibt sich kein Hinweis auf eine Beteiligung der

untersuchten Polymorphismen fiir die Atiologie des DTs.
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7. Anhang

7.1. Material

7.1.1. Geréate

Autoklav Typ CV -EL 10L CertoClav, Traun, Osterreich

Elektrophoresekammer GNA-100 Submarine Unit Pharmacia, Freiburg
GNA-200 Submarine Unit Pharmacia, Freiburg

Gator A2 Owl, Portsmouth, USA
Gefrierschrank -20° C Liebherr, Ochsenhausen

-70° C Heraeus, Hanau
Gelkamera GelCam Polaroid, St. Albans, UK
Klhlschrank Linde, Koln
Laborwaage PM 4600 Mettler, Giessen

770 Kern, Albstadt
Mikrowelle Compact Y50 Moulinex, Solingen
PCR-Gerat Personal Cycler 20 Biometra, Gottingen

T1 Thermocycler 96 Biometra, Gottingen
Pipette 0,5-10 ul Eppendorf, Hamburg

10 — 100 pl Eppendorf, Hamburg

100 — 1000 pl Eppendorf, Hamburg

50 — 5000 pl Eppendorf, Hamburg

Transferpette 8 Brand, Wertheim
Schuttelwasserbad Typ 1083 GFL, Burgwedel
Spannungsgerat EPS 300 Pharmacia, Freiburg

EPS 3501 Amersham-Pharmacia,

Freiburg

Spektralphotometer  PM6 Zeiss, Oberkochen

UV-Transilluminator
Vortex-Gerat

Macro Vue UV20
Vortex Genie 2

Hoefer, San Francisco, USA

Scientific Industies,
Bohemia, USA
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Warmeschrank T6060 Heraeus, Hanau
Zentrifuge Universal 16R Hettich, Tuttlingen

7.1.2. Hilfsmittel und Gefalle

Blutentnahmemonovette EDTA Sarstedt, NUmbrecht

Blutentnahmemonovette NH4-Heparin Sarstedt, NUmbrecht

Eppendorfcup 1,5 ml Eppendorf, Hamburg
Kunststoffglasreagenzrohrchen Greiner, Frickenhausen

Kryordhrchen Greiner, Frickenhausen
PCR-Reaktionsgefalle Biometra, Gottingen

Polaroidfilm Typ 667 Polaroid, St. Albans, UK
Quarzglaskivette Merck Eurolab, Bruchsal

Wachsfolie American National Can, Chicago, USA
Zentrifugenrohrchen 50 ml Becton Dickinson, Heidelberg

7.1.3. Chemikalien

1 Kb DNA-Leiter Gibco BRL, Karlsruhe

100 bp DNA-Leiter Gibco BRL, Karlsruhe

Agarose NA Amersham-Pharmacia, Freiburg
Aqua ad iniectabilia Delta Pharma, Pfullingen
Ammoniumchlorid Merck, Darmstadt

Betaine Sigma, Deisenhofen
Bromphenolblau Pharmacia, Freiburg

BSA New England Biolabs, Frankfurt am Main
Borsaure Sigma, Deisenhofen
Deaza-dGTP Amersham-Pharmacia, Freiburg
Desoxynukleotidtriphosphate Gibco BRL, Karlsruhe

DMSO Sigma, Deisenhofen
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EDTA Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt
Glycerin Sigma, Deisenhofen
HCI Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt

Kaliumhydrogencarbonat

Magnesiumchlorid

Magnesiumchlorid-Ldsung

Natriumchlorid
NE-Buffer 4
PCR-Buffer
Saccharose
SDS

Titriplex EDTA 1lI
Tris

Triton X 100

7.1.4. Enzyme

DNA Taq Polymerase
EcoN |

Nia lll

Pronase

7.1.5. Puffer

Lysispuffer fur eingefrorenes Blut

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Gibco BRL, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Karlsruhe
New England Biolabs, Frankfurt am Main
New England Biolabs, Frankfurt am Main

Roche, Mannheim

10 mM Tris
5mM MgCl,
1% Triton X 100

320 mM Saccharose
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Lysispuffer fur frisches Blut

Kernlysispuffer

TE4-Puffer

10 x TBE-Puffer

Ladepuffer fur Agarosegele

155 mM
10 mM
0,1 mM

10 mM
400 mM
2 mM

10 mM
0,1 mM

890 mM
890 mM
25 mM

Ammoniumchlorid
Kaliumhydrogencarbonat
EDTA

TrisHCI, pH 8,0
NaCl
EDTA

Tris
EDTA

Tris
Borsaure
Titriplex EDTA IlI

1,5 ml 0,25 MEDTA, pH 8,0

2 ml
0,4 ml

7.1.6. Synthetische Oligonukleotide (Primer)

Glycerin
BPB 0,5%ig in Aqua

Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech in Ebersberg hergestellt. Die

Sequenzen der Primer stammen von Angaben aus der Literatur.

DBH (Cubells et al., 1998):

DBH2-1s  5°-CCT GGA GCC CAG TGC TTG TC-3°
DBH2-1a  5-ACG CCC TCC TGG GTA CTC GC-3°

DRD4 (Lichter et al., 1993):

D4-3 5-GCG ACT ACG TGG TCT ACT CG-3°
D4-42 5-AGG ACC CTC ATG GCC TTG-3"
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COMT (Daniels et al., 1996):
COMT-1s  5-ACT GTG GCT ACT CAG CTG TG-3°
COMT-1a 5-CCTTTT TCC AGG TCT GAC AA-3’

7.2. Einzelergebnisse der Studienteilnehmer

Tabelle 20. Erhobene Daten fur die alkoholabhangigen Patienten.

ID: Identifikationsnummer (fehlende Nummern: ausgeschlossene, nicht
untersuchte Probanden); Geschl.: Geschlecht (m: mannlich; f: weiblich); Alter:
Alter zum Zeitpunkt der Blutentnahme; Status: Status bezuglich des
Schweregrades der Entgiftung (D: Delirium tremens; K: Krampfanfall, DK:
Delirium tremens und Krampfanfall; A: Alkoholabhangigkeit, leichte
Entzugserscheinungen); Dauer: Dauer der Alkoholabhangigkeit (bei den
Patienten mit DT: Anzahl der Jahre seit Beginn der Abhangigkeit bis zum ersten
DT; bei Patienten ohne DT: Anzahl der Jahre seit Beginn der Abhangigkeit bis
zur Blutentnahme); Menge: vor Aufnahme zur Entgiftung konsumierte
Alkoholmenge in g Alkohol /die; Clomethiazol: Anzahl der bendtigten
Clomethiazol-Kapseln wahrend der ersten 24 Stunden der Entgiftung; CIWA:
erreichter Wert des CIWA-Tests; UB: unbekannt

ID |Geschl.| Alter | Status | Dauer | Menge |Clomethiazol| CIWA
1 m 61 D 12 800 18 25
2 m 45 K 17 900 20 11
3 m 40 DK 6 200 12 9
4 m 60 D 20 320 18 16
5 m 51 D 2 160 12 12
6 m 41 DK 2 135 8 3
7 m 43 DK 2 1600 12 13
8 m 30 A 1 800 4 3
9 m 41 A 4 135 0 3
10 m 41 A 20 280 0 0
11 m 50 A 31 200 6 3
12 m 47 K 26 160 6 10
13 f 55 DK 7 350 6 11
14 m 45 A 4 160 7 9
15 m 44 D 21 440 0 4
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16 m 59 D 20 400 11 22
17 m 53 D 19 1200 12 14
18 m 32 D 6 500 10 22
19 m 42 D 2 100 12 24
20 m 46 D 26 400 14 34
21 f 42 D 2 152 16 18
22 m 39 K 11 450 12 10
23 m 46 K 3 160 14 24
24 m 45 A 6 140 0 6
25 f 45 K 8 60 8 6
26 m 39 K 7 104 8 2
27 m 56 D 14 400 2 UB
28 m 35 D 16 200 18 40
29 m 57 A 5 140 0 2
30 m 45 A 24 300 0 0
31 f 47 A 3 400 0 0
32 m 40 A 26 200 12 11
33 f 32 A 6 380 8 10
34 m 49 A 23 200 0 0
35 m 47 A 7 300 0 0
36 m 56 A 4 160 6 7
37 m 43 A 2 110 0 0
38 m 49 A 8 240 0 0
39 m 38 A 5 110 2 4
40 m 50 A 10 130 0 0
42 m 48 DK 25 120 14 22
43 f 39 K 20 400 7 4
44 m 43 D 9 280 18 29
45 m 62 DK 25 160 19 25
46 m 52 A 6 180 0 0
47 m 32 A 2 360 0 0
48 m 48 K 25 150 0 4
49 m 35 A 10 200 0 0
50 f 27 A 3 150 0 0
51 m 54 A 24 200 7 3
53 m 43 A 8 280 0 0
54 m 38 D 13 200 0 8
55 f 58 A 20 120 6 6
56 m 43 A 27 800 0 0
57 f 37 A 5 100 0 0
58 f 41 A 20 120 4 4
59 m 40 A 8 200 2 2
62 m 42 A 2 300 0 0
63 m 33 A 3 200 0 0
64 m 41 D 20 170 14 16
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66 m 36 A 8 400 2 3
67 f 51 A 2 600 0 0
68 m 36 A 15 600 2 3
69 m 34 A 14 60 12 8
70 f 50 A 5 160 0 0
71 m 36 A 1 120 0 0
72 m 36 A 8 300 1 2
73 m 34 A 8 160 4 5
75 m 31 A 10 200 0 0
76 m 36 A 8 250 0 0
77 m 34 D 10 210 18 26
78 m 54 D 26 400 16 20
79 m 38 DK 19 500 12 UB
80 f 31 DK 2 200 12 UB
82 m 47 D 4 120 14 UB
83 f 61 D 20 480 11 UB
84 m 61 DK 20 120 14 UB
85 m 43 D 10 600 10 UB
86 f 28 D 1 160 10 uUB
88 m 45 A 8 400 0 0
89 m 41 DK 14 350 24 UB
90 f 51 D 9 290 18 UB
91 m 49 DK 5 146 16 UB
92 m 49 DK 5 240 8 16
93 m 52 D 17 120 9 UB
94 m 62 D 14 230 5 UB
95 m 40 A 11 160 0 0
96 m 48 A 5 400 0 0
97 f 42 A 8 400 0 4
98 f 46 A 3 200 0 0
99 f 30 A 2 280 0 0
100 m 30 A 6 400 0 0
101 m 36 K 11 400 8 UB
103 m 60 D 6 80 16 20
104 f 36 A 6 190 0 0
105 m 48 A 19 340 0 0
106 m 34 A 14 200 0 0
107 f 63 D 6 120 9 6
108 m 57 DK 14 144 16 14
109 m 54 DK 12 150 15 20
110 m 46 K 19 300 16 UB
111 m 37 K 12 400 10 UB
112 m 43 DK 19 900 16 21
113 m 43 D 10 120 20 21
114 m 41 DK 7 400 14 UB
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115 m 42 D 10 140 4 uUB
116 m 31 D 6 200 10 UB
117 f 54 DK 21 160 8 UB
118 m 47 A 13 300 8 UB
119 m 38 A 12 120 0 0
120 f 38 A 6 120 0 0
121 m 36 A 6 130 0 0
122 m 50 A 7 120 0 0
123 m 31 A 7 120 0 0
124 f 39 A 10 800 0 0
125 f 61 A 9 120 0 0
126 f 50 A 2 240 0 0
127 m 41 D 19 120 4 UB
128 m 38 DK 4 240 10 uUB
129 m 51 D 8 400 8 UB
130 m 30 D 1 520 UB UB
131 m 38 DK 1 500 UB UB
132 m 27 DK 10 260 UB UB
133 m 35 DK 18 400 UB UB
134 m 45 D 3,5 200 UB UB
135 m 46 D 16 200 UB UB
136 m 42 D 9 300 UB UB
137 m 41 D 5 240 UB UB
138 m 53 D 13 380 UB UB
139 m 42 DK 1 320 UB UB
140 m 47 D 4 120 UB UB
141 m 46 D 9 240 16 18
142 m 42 DK 3 280 UB UB
143 m 45 D 1 200 UB UB
144 f 37 DK 10 140 UB UB
145 m 58 D 5 160 UB UB
146 m 59 DK 6 240 UB UB
147 m 38 D 7 700 UB UB
148 m 45 D 9 100 UB UB
149 m 47 D 1 240 uUB uUB
150 m 36 K 0 280 8 12
151 m 51 K 0 400 8 4
152 m 49 K 0 600 10 11
153 m 44 K 0 120 14 15
154 m 46 A 29 200 0 0
155 m 32 DK 2,5 300 20 25
156 m 38 A 10 300 0 0
157 m 37 A 4 200 0 0
158 m 38 A 8 240 0 0
159 m 48 A 21 180 0 0
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160 m 35 A 2 340 0 0
161 m 58 A 25 120 0 0
162 m 34 A 5 160 0 0
163 m 53 A 10 160 0 0
164 f 28 A 7 360 0 0
165 m 33 A 11 510 0 0
166 f 42 A 6 160 0 0
167 m 52 K 12 200 UB UB
168 f 33 A 6 270 0 0
169 f 37 A 5 200 0 0
170 m 43 D 27 250 0 0
171 m 45 D 14 800 UB UB
172 m 36 K 0 400 UB UB
173 m 43 DK 6 300 15 24
174 m 31 A 10 240 0 0
175 f 46 A 10 80 0 0
176 m 52 D 10 280 0 0
178 m 41 A 10 150 0 0
179 m 41 A 5 180 0 0
182 m 50 K 0 273 8 8
184 m 62 K 0 200 0 0
185 f 41 K 0 160 8 UB
186 m 43 D 25 200 8 32
187 m 40 K 0 110 8 0
188 m 45 A 10 216 0 0
189 m 43 K 0 400 0 0
190 m 50 K 0 250 14 15
191 m 56 A 12 400 0 0
192 m 42 A 10 160 10 0
195 f 48 A 11 21 0 0
196 m 21 K 0 380 2 0
197 m 44 K 0 310 8 22
198 m 38 A 1 280 0 0
199 m 47 A 1 96 0 0
202 m 50 D 4 200 8 17
203 m 41 D 4 380 UB UB
204 m 40 D 1 500 UB UB
205 m 37 DK 18 350 UB UB
206 f 52 D 24 26 UB UB
207 m 47 D 9 560 UB UB
208 m 40 K 0 280 14 0
209 m 59 D 1,5 50 4 11
210 f 41 A 2 80 0 0
211 m 41 A 10 140 0 0
212 m 31 A 3 220 0 0
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213 m 36 A 8 142 2 0
214 m 31 A 14 250 0 0
215 m 47 A 15 260 0 0
216 f 32 A 2,5 300 6 0
217 f 55 A 0 80 0 0
219 m 54 K 0 80 0 0
220 m 33 K 13 400 11 17
221 m 35 K 1 220 0 0
222 m 44 A 0 300 4 0
223 m 55 A 0 200 0 0
224 m 31 A 0 220 0 0
225 f 47 A 0 80 0 0
226 m 45 A 0 200 0 0

Tabelle 21. Ergebnisse der Genotypisierung und der Bestimmung der DBH-
Plasmaaktivitat fur die alkoholabhangigen Patienten.

ID: Identifikationsnummer (fehlende Nummern: ausgeschlossene, nicht
untersuchte Probanden); Geschl.: Geschlecht (m: mannlich; f: weiblich); Alter:
Alter zum Zeitpunkt der Blutentnahme; Status: Status bezuglich des
Schweregrades der Entgiftung (D: Delirium tremens; K: Krampfanfall, DK:
Delirium tremens und Krampfanfall; A: Alkoholabhangigkeit, leichte
Entzugserscheinungen); DBH: DBH-Plasmaaktivitat in ng/ml/h gemessen nach
22 Tagen Alkoholabstinenz; DBH*444g/a: Genotyp bezuglich des DBH*444g/a-
Polymorphismus (G: Guanidin; A: Adenin); COMT-Val/Met: Genotyp bezuglich
des COMT-Val/Met-Polymorphismus (L: Low-Activity; H: High-Activity); DRDA4-
VNTR Allel 1/2: Anzahl der Wiederholungen der 48 bp-Sequenz des DRDA4-
VNTR-Polymorphismus; UB: unbekannt

ID |Geschl.| Alter | Status | DBH DBH | COMT-| DRD4- | DRD4-

*444g/a|VallMet| VNTR | VNTR

Allel 1 | Allel 2
1 m 61 D uB AIG L/H 4 4
2 m 45 K 8 AIG L/L 2 7
3 m 40 DK uB G/G L/H 4 7
4 m 60 D 4,71 AIG L/H 4 7
5 m 51 D 10,1 AIG H/H 7 7
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6 m 41 DK uUB A/G L/H 4 7
7 m 43 DK 28,2 G/G L/L 4 4
8 m 30 A 9,14 AlG L/L 2 4
9 m 41 A 4,68 AlG L/L 3 4
10 m 41 A 27,4 A/G L/L 4 7
11 m 50 A 7,97 AlG H/H 4 7
12 m 47 K 19,8 A/A L/L 3 4
13 f 55 DK 23 G/G L/L 4 7
14 m 45 A 50,8 AlG L/L 4 4
15 m 44 D 17,7 A/A H/H 4 7
16 m 59 D 39,8 AlG L/H 4 4
17 m 53 D 71,7 A/A H/H 2 4
18 m 32 D 15,6 A/G L/L 3 4
19 m 42 D UB A/A L/L 7 7
20 m 46 D UB A/G H/H 4 4
21 f 42 D 41,3 A/G L/H 7 7
22 m 39 K 23,2 AlG H/H 4 5
23 m 46 K UB A/G L/H 4 4
24 m 45 A UB A/A L/H 3 4
25 f 45 K 34,5 A/A L/H 2 4
26 m 39 K 59,5 A/G L/H 4 7
27 m 56 D 21,2 A/A L/H 2 4
28 m 35 D UB A/G H/H 4 7
29 m 57 A UB A/A L/H 4 4
30 m 45 A uUB A/IG L/H 4 4
31 f 47 A 34,5 A/IG L/H 4 4
32 m 40 A 24,3 AlG L/H 4 4
33 f 32 A UB A/A L/H 4 4
34 m 49 A 26,9 A/G L/H 2 7
35 m 47 A 29,2 G/IG L/H 4 4
36 m 56 A 25,5 G/G L/H 4 4
37 m 43 A 13,1 A/IG L/L 4 4
38 m 49 A 51,3 G/IG L/H 7 7
39 m 38 A 25,4 A/A L/H 4 4
40 m 50 A 17,8 AlG L/H 3 4
42 m 48 DK 31,3 A/G L/L 4 7
43 f 39 K 28,7 A/A L/L 4 4
44 m 43 D 10,3 A/A H/H 2 4
45 m 62 DK 25,1 A/A L/L 4 4
46 m 52 A 17,1 A/A L/H 4 4
47 m 32 A 16,7 A/G L/L 4 7
48 m 48 K 31,3 G/G L/H 4 4
49 m 35 A 30,4 AlG H/H 4 4
50 f 27 A 3,78 A/IG H/H 4 4
51 m 54 A 31,9 A/G L/L 2 4
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53 m 43 A 26,6 AlG H/H 4 4
54 m 38 D 11,4 A/A L/H 3 4
55 f 58 A 32,8 A/IG L/L 4 7
56 m 43 A 20,8 G/IG L/H 4 4
57 f 37 A 15,9 A/G L/L 4 4
58 f 41 A 20,2 A/G L/H 4 4
59 m 40 A 6,25 A/A L/L 4 7
62 m 42 A 58,5 G/G L/L 4 7
63 m 33 A 25,8 A/G L/H 4 4
64 m 41 D 20,7 A/IG L/H 3 4
66 m 36 A 5,79 AlG H/H 4 4
67 f 51 A 14,4 A/A L/H 7 7
68 m 36 A 47,8 A/G L/H 6 7
69 m 34 A 17,2 A/IG L/L 4 4
70 f 50 A 22 A/G L/H 4 4
71 m 36 A 56,3 A/G L/L 4 7
72 m 36 A 6,4 A/A L/L 4 7
73 m 34 A 57,4 G/G H/H 4 4
75 m 31 A 50,8 G/G L/H 2 7
76 m 36 A 5,68 A/IG L/H 4 4
77 m 34 D 31 A/G L/H 4 4
78 m 54 D 2,8 A/G L/H 4 4
79 m 38 DK UB A/G L/H 3 3
80 f 31 DK 43,6 A/G L/H 4 4
82 m 47 D 21,5 G/IG L/H 2 4
83 f 61 D 40,4 A/IG L/H 3 4
84 m 61 DK 38,5 A/IG H/H 4 4
85 m 43 D 64,5 G/G H/H 4 4
86 f 28 D 23,2 A/G L/H 4 4
88 m 45 A 15,3 AlG H/H 4 7
89 m 41 DK 20,6 G/G H/H 4 4
90 f 51 D 23,8 AlG H/H 4 7
91 m 49 DK 36,7 AlG L/H 4 4
92 m 49 DK 23,1 A/G L/H 2 4
93 m 52 D 23,3 AlG H/H 4 4
94 m 62 D 63,8 A/IG H/H 4 4
95 m 40 A 23,6 A/A L/L 4 4
96 m 48 A 15,3 AlG L/H 4 4
97 f 42 A 8,88 A/A L/H 4 7
98 f 46 A 52,4 G/IG L/H 4 4
99 f 30 A 73,4 A/G H/H 4 7
100 m 30 A 29,1 G/G L/L 4 4
101 m 36 K 38,9 A/G L/H 4 4
103 m 60 D 66,3 G/G L/H 2 7
104 f 36 A 57,4 A/G L/H 3 3




Anhang

Seite 109
105 m 48 A 24 A/IG L/H 3 4
106 m 34 A 45,2 A/G L/H 4 4
107 f 63 D UB G/G L/L 3 4
108 m 57 DK 43,3 AlG L/H 4 7
109 m 54 DK 2,76 A/A H/H 4 4
110 m 46 K UB A/IG L/L 4 4
111 m 37 K 19,1 A/A L/H 4 4
112 m 43 DK 76,8 G/G L/L 4 4
113 m 43 D uUB G/G L/L 4 5
114 m 41 DK UB A/A L/H 4 4
115 m 42 D 2,64 AlG L/H 3 4
116 m 31 D UB A/A L/H 4 4
117 f 54 DK UB A/A H/H 4 4
118 m 47 A 7,84 A/A H/H 2 4
119 m 38 A 20 A/A L/H 4 7
120 f 38 A 19,2 A/A L/H 3 4
121 m 36 A 56,1 G/IG H/H 4 4
122 m 50 A 29,2 A/A L/H 4 4
123 m 31 A 10,8 A/G H/H 4 7
124 f 39 A 11 A/A L/L 2 4
125 f 61 A 17,7 A/G H/H 4 7
126 f 50 A 31,9 A/A L/H 4 4
127 m 41 D 394 G/G H/H 2 4
128 m 38 DK UB G/G L/L 2 7
129 m 51 D uUB A/IG L/H 4 4
130 m 30 D 33,2 A/IG L/H 4 7
131 m 38 DK 18,2 G/IG L/H 4 4
132 m 27 DK 34,8 A/G L/H 4 7
133 m 35 DK 50,5 A/G H/H 2 4
134 m 45 D 27,4 AlG L/H 4 4
135 m 46 D 29,5 A/A L/H 4 4
136 m 42 D 26,3 AlG L/H 2 2
137 m 41 D 30,1 G/IG L/L 4 4
138 m 53 D 8,75 A/A H/H 7 7
139 m 42 DK uUB A/IG L/H 7 7
140 m 47 D 16,5 A/IG L/L 2 7
141 m 46 D 32,1 A/G H/H 4 4
142 m 42 DK 10 A/A L/L 4 4
143 m 45 D 42,7 A/IG L/H 4 7
144 f 37 DK 30,7 G/IG L/L 4 4
145 m 58 D 16 AlG L/H 4 4
146 m 59 DK 19,1 A/A L/H 4 8
147 m 38 D 48,3 A/A L/L 2 4
148 m 45 D 29,4 A/A H/H 4 4
149 m 47 D 12,4 A/A L/H 4 4
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150 m 36 K UB A/A L/L 4 4
151 m 51 K UB A/G L/L 4 4
152 m 49 K UB A/IG L/H 3 7
153 m 44 K UB A/A H/H 4 4
154 m 46 A 32,8 A/A H/H 4 7
155 m 32 DK 512 A/G L/H 3 4
156 m 38 A 8,29 A/IG H/H 4 4
157 m 37 A 34,4 A/G H/H 4 4
158 m 38 A 19,6 A/G H/H 4 4
159 m 48 A 59 G/G L/H 4 4
160 m 35 A 32 G/G L/H 7 8
161 m 58 A 13,7 A/A L/H 4 4
162 m 34 A 45 A/G L/L 3 4
163 m 53 A 25,5 A/G L/H 4 7
164 f 28 A 3,32 A/IG L/H 7 10
165 m 33 A 40 A/G L/L 4 4
166 f 42 A 27,2 A/G L/L 6 7
167 m 52 K 29,7 A/IG L/H 2 7
168 f 33 A 18,7 A/A L/H 4 4
169 f 37 A 22 AlG L/H 4 4
170 m 43 D 9 A/G H/H 4 4
171 m 45 D 31,3 G/IG L/L 4 4
172 m 36 K 32 A/G L/H 7 7
173 m 43 DK UB A/IG L/H 4 4
174 m 31 A uUB A/IG L/H 3 4
175 f 46 A UB G/IG L/L 4 4
176 m 52 D UB A/A L/H 4 4
178 m 41 A UB A/A L/H 4 7
179 m 41 A UB A/G L/H 4 4
182 m 50 K uUB A/IG L/H 4 4
184 m 62 K UB G/G L/L 4 7
185 f 41 K uUB A/IG H/H 4 4
186 m 43 D UB A/A L/H 4 7
187 m 40 K UB A/G L/H 4 4
188 m 45 A uUB G/IG L/H 4 7
189 m 43 K UB A/G L/L 4 4
190 m 50 K UB A/G L/L 4 4
191 m 56 A uUB A/IG L/H 4 4
192 m 42 A UB G/G L/L 4 4
195 f 48 A uUB A/G L/L 4 7
196 m 21 K uUB A/IG L/H 4 4
197 m 44 K UB G/G H/H 4 7
198 m 38 A UB A/A L/H 4 4
199 m 47 A UB A/G L/H 4 4
202 m 50 D UB A/G L/L 4 7
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203 m 41 D uUB A/IG L/H 4 4
204 m 40 D UB A/G H/H 4 4
205 m 37 DK uUB A/A L/L 4 4
206 f 52 D uB AlIG H/H 2 4
207 m 47 D UB G/G L/H 4 7
208 m 40 K UB A/A L/H 4 7
209 m 59 D UB A/G L/H 4 4
210 f 41 A UB A/A L/H 4 7
211 m 41 A uUB G/IG L/H 4 4
212 m 31 A UB A/G L/H 4 7
213 m 36 A uUB A/G H/H 4 4
214 m 31 A uB A/G H/H 7 7
215 m 47 A UB A/G H/H 3 7
216 f 32 A UB A/A H/H 3 4
217 f 55 A UB G/G L/H 4 7
219 m 54 K UB A/A L/H 4 4
220 m 33 K uUB A/IG L/L 4 7
221 m 35 K UB G/G L/L 2 4
222 m 44 A UB A/A L/H 2 7
223 m 55 A uUB A/IG L/H 4 7
224 m 31 A UB G/G L/H 3 4
225 f 47 A uUB A/A L/L 4 4
226 m 45 A UB A/G H/H 4 7
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Tabelle 22. Ergebnisse der Genotypisierung und der Bestimmung der DBH-
Plasmaaktivitat fir die gesunden Kontrollpersonen.

ID: Identifikationsnummer (fehlende Nummern: ausgeschlossene, nicht
untersuchte Probanden); Geschl.: Geschlecht (m: mannlich; f: weiblich); Alter:
Alter zum Zeitpunkt der Blutentnahme; Status: Status in Bezug auf das
Vorliegen der Alkoholabhangigkeit (N: gesund, keine Alkoholabhangigkeit);
DBH: DBH-Plasmaaktivitat in ng/ml/h; DBH*444g/a: Genotyp bezuglich des
DBH*444g/a-Polymorphismus (G: Guanidin; A: Adenin); COMT-Val/Met:
Genotyp bezuglich des COMT-Val/Met-Polymorphismus (L: Low-Activity; H:
High-Activity); DRD4-VNTR Allel 1/2: Anzahl der Wiederholungen der 48 bp-
Sequenz des DRD4-VNTR-Polymorphismus; UB: unbekannt

ID |Geschl.| Alter | Status | DBH DBH | COMT-| DRD4- | DRD4-

*444g/a|VallMet| VNTR | VNTR

Allel 1 | Allel 2
801 m 55 N 39,3 AIG L/H 4 4
802 f 41 N 23,8 G/G L/H 4 7
803 f 55 N 53 AIG L/H 2 7
804 m 29 N 54,8 G/G L/L 4 4
805 m 39 N 52,9 AIG L/H 4 7
806 f 35 N 59,4 A/A L/L 4 7
807 m 34 N 49,7 AIG L/H 2 7
808 f 29 N 29 AIG L/L 4 4
809 m 38 N 15,8 A/A H/H 4 4
810 f 34 N 84,7 AIG L/L 4 4
811 m 40 N 15,4 AIG L/L 3 4
812 m 28 N 1,8 A/A L/H 4 4
813 f 31 N 12,5 AIG L/L 4 4
814 m 30 N 28,5 AG H/H 4 4
815 f 26 N 22,3 AIG L/L 4 7
816 f 51 N 9,43 A/A L/L 2 7
817 f 46 N 13,6 AIG L/L 4 7
818 f 35 N 53,7 G/G H/H 4 4
819 f 30 N 50,1 AIG L/L 4 4
820 m 38 N 35,2 AlG L/H 4 4
821 m 30 N 43,1 AIG H/H 4 4
822 m 31 N 1,66 A/A L/L 4 4
823 f 32 N 25,6 AIG H/H 2 4
824 m 25 N 50,6 AlG L/H 4 7
825 m 29 N 52,8 G/G L/H 2 4
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826 m 30 N 41,5 A/G L/L 4 7
827 f 30 N 42,8 A/A H/H 4 5
828 m 37 N 62,4 G/IG H/H 4 4
829 m 35 N 41,7 AlG L/L 2 4
830 m 39 N 41,3 A/G L/L 7 7
831 f 38 N 84,1 G/G H/H 2 5
832 m 40 N 33,3 A/A L/H 4 7
833 m 26 N 23 G/G L/L 2 4
834 m 28 N 24,4 G/IG L/L 4 4
835 m 26 N 8,92 A/A L/L 4 10
836 f 38 N 62,9 G/G L/H 4 7
837 f 40 N 24,3 G/G L/L 2 7
838 m 27 N 45 A/G L/H 4 4
839 m 28 N 23 A/IG L/H 4 4
840 f 25 N 22,6 A/IG L/H 4 7
841 f 24 N 26,4 A/G L/H 2 4
842 f 27 N 30,4 A/A L/H 4 7
843 f 24 N 43,4 G/G L/L 4 7
844 m 32 N 33,3 G/G H/H 4 4
845 f 26 N 43,7 A/G H/H 4 7
846 m 36 N 30,1 A/G H/H 4 7
847 m 30 N 12,9 A/A L/L 2 4
848 f 25 N 52,6 A/G L/L 4 4
849 m 59 N 43,7 G/G H/H 2 4
852 f 37 N 48,3 A/G H/H 4 4
853 m 57 N 27,4 G/G L/L 7 8
854 m 46 N 4,19 A/A L/H 4 4
855 m 37 N 30,7 G/G L/H 4 4
856 f 49 N UB G/G L/H 4 7
857 m 30 N UB G/IG L/L 2 7
858 f 54 N UB G/G L/H 4 8
859 m 56 N UB G/IG L/L 2 4
860 m 38 N UB A/IG L/H 4 4
861 m 44 N UB A/A L/L 4 7
863 m 29 N UB A/G L/L 3 4
864 f 28 N UB A/G L/H 4 7
865 m 24 N UB G/G L/H 2 5
866 m 25 N uUB A/IG L/H 4 4
867 m 26 N UB G/G L/H 4 7
868 m 26 N UB A/A L/H 3 4
870 m 60 N UB A/A L/H 2 7
871 m 40 N UB G/G L/H 4 4
872 m 29 N UB A/A L/H 7 7
873 f 26 N UB A/A L/H 4 4
874 m 30 N UB A/A H/H 4 7
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875 m 39 N UB G/IG H/H 4 7
876 m 39 N UB G/G H/H 4 4
877 f 27 N uUB G/IG L/L 3 4
878 f 51 N uUB A/IG L/H 2 2
879 m 49 N UB A/G L/H 4 4
880 m 52 N uUB A/G H/H 4 4
881 f 57 N UB G/G H/H 4 4
884 m 30 N UB A/G H/H 4 4
885 m 53 N uB A/IG H/H 4 4
888 m 31 N UB A/G L/H 3 4
889 f 50 N UB A/A L/H 4 4
890 m 49 N uUB A/IG L/H 4 4
891 m 38 N UB G/G L/H 2 7
892 m 28 N uUB A/IG L/L 4 4
893 m 36 N UB A/G L/L 7 7
894 m 38 N UB A/G H/H 4 4
895 m 39 N uB A/G L/H 2 4
896 f 54 N UB A/G L/L 4 4
897 m 57 N uUB G/IG L/H 2 7
898 m 62 N UB G/G H/H 4 4
899 f 54 N UB G/G H/H 4 4
900 m 41 N uUB A/IG L/H 2 7
901 m 34 N UB G/G H/H 3 4
902 m 26 N UB G/G L/L 4 4
903 m 25 N uUB A/IG L/L 4 4
904 m 26 N UB A/G L/H 4 4
905 f 28 N UB G/IG L/H 4 4
906 m 49 N UB G/G H/H 3 4
907 f 41 N UB G/G H/H 3 4
908 m 48 N uB G/IG L/H 4 4
909 m 59 N UB A/A L/H 4 4
910 f 54 N uUB A/A L/L 4 4
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