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1. Zusammenfassung

Die Alkoholabhangigkeit gehort zu den haufigen chronischen Erkrankungen, welche
mit einem vorzeitigen Verlust von Gesundheit und Lebensqualitat einhergeht.
Familien- und Zwillingsuntersuchungen sprechen dafur, dass mehr als 50% der
Verhaltensvarianz durch genetische Faktoren zu erklaren ist.

In der vorliegenden kumulativen Habilitationsarbeit wurden
verhaltensgenetische, molekularbiologische, humangenetische und funktionell
bildgebende Untersuchungstechniken kombiniert, um ein erweitertes Verstandnis
der Neurobiologie der Alkoholabhangigkeit zu erzielen.

In einer Serie tierexperimenteller Arbeiten konnte u.a. nachgewiesen
werden, dass das Gen fur das Multiple PDZ Domanen Protein Mpdz ein
Kandidatengen des Alkoholentzugs, Barbituratentzugs und der neuronalen
Exzitabilitat darstellt (Arbeiten A-C). In zwei weiteren Untersuchungen wurden
Kandidatengene der Alkoholpraferenz untersucht (Arbeiten D und E). Hier konnte
mit dem Syntaxin binding protein 1 (Stxbpl) ein Kandidatengen der
Alkoholpraferenz bestatigt werden (Arbeit E). Humangenetische Untersuchungen
sprechen dafur, dass molekulare Varianten in der Alpha2 Untereinheit des GABAA
Rezeptors zu einem erhohten Risiko der Entwicklung einer Alkoholabhangigkeit
beim Menschen beitragen (Arbeit F). Mit einer 18F-Fluorodesoxyglucose
Untersuchung konnte nachgewiesen werden, dass Alkohol in vivo das mesolimbische
Rewardsystem stimuliert, diese Stimulation jedoch nicht durch Tiagabin, einem
GABA-Transporterinhibitor, hemmbar ist (Arbeit G). Zusammengefasst sprechen die
Untersuchungen dafur, dass molekulare Varianten synaptischer Proteine zu einer
veranderten Alkoholempfindlichkeit und dem Risiko zur Entwicklung einer

Alkoholabhangigkeit beitragen.
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3. Einleitung

Die Alkoholabhangigkeit gehort zu den haufigsten chronischen psychischen
Erkrankungen, die mit einem starken Verlust der Lebensqualitat einhergeht. Etwa
10% des errechenbaren Verlustes an Gesundheit und Lebensqualitat (,,disability
adjusted life years [DALY]“) lasst sich in industriellen Staaten auf einen
ubermafigen Alkoholkonsum zuruckfuhren, dieses stellt neben Tabakkonsum und
Bluthochdruck den dritthaufigsten zuschreibbaren Risikofaktor dar (Ezzati et al.
2003). Deutschland gehort mit einem Alkoholverbrauch von etwa 11,5 | reinen
Alkohols pro Einwohner zu den Landern mit dem hochsten Alkoholkonsum auf der
Erde. Etwa 50% dieser Menge wird von alkoholkranken Patientinnen und Patienten
konsumiert. Das aktuelle diagnostische System nach ICD-10 unterscheidet in der
Beurteilung des Schweregrads einer Alkoholerkrankung die Diagnosen eines
schadlichen Gebrauchs von der einer Alkoholabhangigkeit. Von einer
Alkoholabhangigkeit wird dann ausgegangen, wenn innerhalb eines 1
Monatszeitraums dauerhaft oder innerhalb eines 12 -Monatszeitraums mehrfach
drei der sechs folgenden diagnostischen Kriterien vorgelegen haben: 1.
Zwanghafter Substanzkonsum, 2. Kontrollverlust, 3. Korperliches Entzugssyndrom,
4. Toleranzentwicklung, 5. Aufgabe wichtiger Aktivitaten infolge des
Alkoholkonsums und 6. Fortgesetzter Konsum trotz bekannter nachteiliger Folgen.
Aktuelle epidemiologische Untersuchungen aus den USA zeigen eine 12-
Monatspravalenzrate der Alkoholabhangigkeit von ca. 3,8 % in der erwachsenen
Bevolkerung (Grant et al., 2004; Hasin et al., 2007). Ubertragen auf deutsche
Verhaltnisse entspricht dies einer Anzahl von ca. 2,9 Millionen konsumierender
alkoholabhangigen Patienten, etwas konservativere deutsche Statistiken gehen von

ca. 2 Millionen alkoholabhangigen Patienten aus. Das AusmaB der Problematik lasst



sich auch daran erkennen, dass die Diagnosengruppe ,Psychische und
Verhaltensstorungen durch Alkohol* im Jahr 2005 mit 220.000 Fallen die haufigste
Behandlungsdiagnose unter den vollstationar behandelten mannlichen Patienten
darstellte (Statistisches Bundesamt, 2006).

Gemessen an der gesundheitsokonomischen Bedeutung der
Alkoholabhangigkeit sind die Kenntnisse der Ursachen, Verlaufsformen und der
therapeutischen Moglichkeiten der Alkoholabhangigkeit sehr unzureichend.

Verlaufsuntersuchungen zeigen, dass mehr als 80 % aller alkoholabhangigen
Patienten innerhalb eines Jahres nach einer Entzugsbehandlung trotz einer initial
guten Motivation wieder alkoholruckfallig werden (Korkel und Schindler, 2003;
Mann, 2004). Zu den bisher etablierten Behandlungsmoglichkeiten gehoren die
stationare Rehabilitationsbehandlung, durch welche die Rickfallquote auf ca. 55 %
gesenkt werden kann (Zobel et al., 2005). Problematisch ist, dass aufgrund der
Komplexitat des Antrags- und Behandlungsverfahrens weniger als 3% der Patienten
(ca. 40000) an einer solchen Therapie teilnehmen.

Der Entwicklung neuer Behandlungsverfahren fur einen groBeren Anteil der
behandelten Patienten kommt daher eine entscheidende Bedeutung zu. Eine
besondere Hoffnung besteht in der Implementierung medikamentoser
Behandlungsverfahren, die auch im hausarztlichen Sektor breiter einsetzbar sind.
Zu den bisher entwickelten medikamentosen Substanzen zahlen der p
Opiatantagonist Naltrexon (Srisurapanont und Jarusuraisin, 2002) und der NMDA
Rezeptorantagonist Acamprosat (Kranzler und Van Kirk, 2001). Obwohl
insbesondere die Trinkmengen - reduzierenden Effekte von Naltrexon als durch
zahlreiche Studien belegt gelten konnen (z.B. Anton et al., 2006), ist die
Effektstarke der bisher eingesetzten Substanzen als unbefriedigend zu bezeichnen.

Fur eine substantielle Weiterentwicklung der  therapeutischen



Behandlungsmoglichkeiten alkoholabhangiger Patienten erscheint ein verbessertes
neurobiologisches Verstandnis der Erkrankung dringend erforderlich.

Besondere Hoffnungen liegen in der Identifikation genetischer Risikofaktoren
der Alkoholabhangigkeit, um auf der Basis dieser Erkenntnisse neue Ziele fur
pharmakologische Ansatze zu finden. Nach metaanalytischer Auswertung der in
verschiedenen Kontinenten durchgefiihrten Zwillingsstudien lassen sich ca. 55%
(Konfidenzintervall: 40-65%) des individuellen Risikos, eine Alkoholabhangigkeit zu
entwickeln, auf das Vorliegen genetischer Risikofaktoren zuruckfuhren (Cloninger
et al., 1981; Heath et al., 1997; Kendler, 2001; Prescott und Kendler, 1999;
Sigvardsson et al., 1996). Die Wahrscheinlichkeit zur Entwicklung einer
Alkoholabhangigkeit erhoht sich bei Mannern um den Faktor 3-4, bei Frauen um den
Faktor 5-7, wenn ein erstgradiger Verwandter alkoholabhangig ist (Prescott und
Kendler, 1999; Reich et al., 1998). Die Zwillings- und Adoptionsstudien legen
vergleichbar den Befunden bei anderen haufigen chronischen Erkrankungen mit
einer familiaren Veranlagung wie arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus Typ Il
und der Alzheimer Erkrankung ein komplexes Vererbungsmuster mit multiplen
genetischen Risikofaktoren und moglichen Gen-Umweltinteraktionen nahe (Heath
et al., 1997; Heath et al., 2002).

Problematisch bei der Identifikation der zugrundeliegenden Gene ist, dass die
vermutete Effektstarke der einzelnen Gene nur moderat ist und dieses die
Identifikation der zugrundeliegenden Gene erschwert. In der vorliegenden Arbeit
werden daher verschiedene methodische Ansatze vorgestellt, welche auf die
Identifikation von genetischen Risikofaktoren des Alkoholentzugs und der
Alkoholabhangigkeit abzielen. Im ersten Teil der kumulativen Habilitationsschrift
werden tierexperimentelle Arbeiten vorgestellt, in welchen die Effekte bestimmter

Genloci auf verschiedene alkoholbezogene und verwandte Phanotypen unter



kontrollierten experimentellen Bedingungen untersucht wurden (Publikationen A-
E). Dem Phanotyp des Alkoholentzugs, welcher in Bezug auf das Erscheinungsbild
der Alkoholabhangigkeit als ein Schwergradindikator der Alkoholabhangigkeit
aufgefasst werden kann, kommt hierbei eine besondere Rolle zu (Schuckit et al.,
2003; Schuckit et al., 1998). Im zweiten Teil der Arbeit wird eine humangenetische
Arbeit vorgestellt, in welcher ein wichtiges Kandidatengen der Alkoholabhangigkeit
untersucht wurde, welches an einer groBen Familienstudie identifiziert wurde
(Publikation F). Im letzten Abschnitt wird eine Positronenemissionstomographische
(PET) Untersuchung vorgestellt, in welcher eine pharmakologische Manipulation des

Rewardsystems untersucht wurde (Publikation G).

4, Zusammenfassende Darstellung und Diskussion der Ergebnisse der

Habilitationsarbeit

4.1. Hochauflosende Kartierung eines ,quantitativen trait locus (QTL)“ fur

Alkoholentzugsempfindlichkeit (Alcw2) - Publikation A

Tierexperimentelle Modelle sind seit einigen Jahrzehnten entwickelt worden, um
die genetischen Einflussfaktoren alkoholbezogener Phanotypen unter kontrollierten
Umweltbedingungen in einer ausreichend grofhen Studienpopulation beobachten zu
konnen. Obwohl kein Modell exakt die Phanomenologie der Alkoholabhangigkeit
darstellen kann, eignen sich insbesondere Mausmodelle dazu, genetische
Risikofaktoren  fur  Trinkmenge, Trinkpraferenz, Alkoholsensitivitat und
Entzugsschwere zu untersuchen (Crabbe et al., 1994a; Crabbe et al., 1999; Crabbe
et al., 2006).

Die DBA/2J (D2) und C57BL/6J (B6) Mausinzuchtstamme gehoren zu den am

haufigsten untersuchten Tiermodellen zur Untersuchung Alkohol-bezogener



Phanotypen. Wahrend B6 Mause z.B. bei wahlweiser Verfugbarkeit sehr groBe
Mengen Alkohol freiwillig zu sich nehmen, vermeiden D2 Mause den Alkohol nahezu
vollstandig (Belknap et al., 1993). D2 Mause besitzen im Weiteren eine sehr hohe
Sensitivitat gegenuber v.a. aversiven Alkoholwirkungen, sie entwickeln im
Vergleich zu B6 Mausen deutlich ausgepragte akute Alkoholentzugssymptome,
welche im Mausmodell als sogenannte ,Handling induced convulsions“ gemessen
werden konnen (Crabbe et al., 1980). Dieses Modell wird unten im Weiteren noch
Erwahnung finden.

Diese Alkohol-bezogenen Phanotypen nehmen in Kreuzungen von B6 und B2
Mausen eine individuelle Auspragungsform an, so dass Alkoholkonsum,
Alkoholpraferenz und Alkoholentzugsschwere auch als quantitative Phanotypen
(,,quantitative traits“) bezeichnet werden, welche von mehreren Gen(orten), den
,quantitative trait loci“ (QTLs) beeinflusst werden. Zur ldentifikation der Genloci
wurden ausgehend von den B6 und D2 Inzuchtstammen fur jeden Phanotyp am
Portland Alcohol Research Center (PARC) drei verschiedene Kreuzungspopulationen
eingesetzt, a.) zum einen sogenannte eine Serie von ca. 26 rekombinanten
Inzuchtstamme (BXD), b.) zum anderen eine groBe (n> 300) F2 Population von B6
und D2 Stammen und c.) eine Selektionslinie, in welcher ausgehend von einer F2-
Population uber vier Generationen Tiere auf die Entwicklung des extremen
Phanotyps (,,High withdrawal vs. ,Low withdrawal“; ,High preference vs. low
preference®) gezichtet wurden. Alle drei Populationen wurden auf das gewunschte
Verhalten phanotypisch untersucht und fur ein Set von 400 genomweiter zwischen
den B6 und den D2 Stammen polymorphen Marker genotypisiert. Bei der
Untersuchung des Phanotyps des akuten Alkoholentzugs konnten mit diesem
Verfahren zwei signifikante und zwei mogliche Genorte der Alkoholentzugsschwere

auf den Chromosomen 1, 2, 4 und 11 identifiziert werden (Abb1.)



10

1 2 4 11
C) 1 i tr‘:‘}
Gad2 Adral D11Mit163
Grint Gabrg2\ ./ D11MitB2
. PRAHIEE Gebra?-/l[;l, DIIMiti74 | 20cM
Senta, DzMi7 / papirizg  Gabra8” (g3
Sonza | gy e wr ¢ Damit1a2 Griag 1 D11Mites
_ 6n3a = F2" DaMitg N "
DIMit122 F2 it 400
Sé:;j Asp2- Sgt D4Mit186
j‘lgg \ [ DIMits Acra " T pongitt2 D4Mit37
Eaat2 D2Mit58 Grik3 I 60 cM
Ap 24 gip - D2Mitt7 ssani| M2
Cchi1ad”| i DIMIt200 80 cM
DIMIt33 Bl -
Atpib1 ™ 5
Atp1a2
o D1Mit150 100 oM
S2+ DIMIt155
L 120 cM
Abb. 1: Lage und Position der Alkoholentzugs-QTLs (aus Buck et al., 1997).

Aufgetragen sind die geschatzten 1-LOD Konfidenzintervalle der vier QTLs und die
moglichen Kandidatengene QTL auf den Mauschromosomen 1, 2, 4 und 11 in ihren
Markerabstand in cM vom Zentromer.

Problematisch bei der Identifikation der zugrundeliegenden Gene ist, dass die
signifikanten QTLs eine GroBe von mehreren cM besitzen und daher mehr als 500
QTL

potentielle Kandidatengene beinhalten konnen. Identifikationsstrategien

stellen daher einen wichtigen Ansatz dar, um die Anzahl der moglichen
Kandidatengene zu reduzieren.

Im Rahmen eines von der DFG unterstutzten Forschungsvorhabens am Portland
Alcohol Research Center wurde der die Alkoholentzugsschwere beeinflussende
Genort auf Mauschromosom 4 [auch ,Alcohol withdrawal 2* (Alcw2)] naher
charakterisiert. Die hierzu notwendigen Arbeitschritte sind in Publikation A (Fehr
et al., 2002) der kumulativen Habilitationsschrift beschrieben.

Das besondere Interesse an Alcw2 entstand v.a. durch die Tatsache, dass
dieser Genort nicht nur die Schwere des Alkoholentzugs, sondern auch die Schwere
des Pentobarbituratentzugs beeinflusst, so dass von diesem Gen Effekte auf

mehrere Phanotypen (sogenannte ,Pleiotropie“) angenommen werden konnte

(Buck et al., 1999).
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Die relativ aufwendige Strategie zur Feinkartierung von Alcw2 auf eine
chromosomale Region < 1 cM wurde durch die Entwicklung spezieller Tiermodelle,
sogenannter ,,Congenic strains (CS)“ und ,,Interval specific congenic strains (ISCS)*
vorangetrieben (Darvasi, 1998). Durch spezielle Kreuzungsversuche wurden
zunachst selektiv B6 Allele aus dem Bereich von Alcw2 auf Mauschromosom 4 in ein
Hintergrundgenom eines D2 Tieres eingefuhrt. Der so entwickelte D2.B6-D4Mit142
,ycongenic strain (CS)“ erlaubte die Effekte von Alcw2 ohne storende Interaktionen
mit anderen QTLs zu untersuchen. Passend zur Hypothese zeigte der D2.Bé6-
D4Mit142 CS eine intermediare akute Alkoholentzugsschwere (Abb. 2, aus

Publikation A).
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Durch die Entwicklung sogenannter ,Interval specific congenic lines (ISCLs) gelang
es, eine  hohere  raumliche Auflosung von  Alw2 zu erzielen

(Abb. 3 aus Publikation A)
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Abb. 3. GroBe der B6 artigen Insertierung (linker Bildteil; D2-Region: weiss, B6-
Region grau, Ubergangbereich: schwarz) sowie die korrespondierende
Entzugsschwere (rechter Bildteil) in funf verschiedenen ISCLs. Der
entzugsprotektive Effekt der B6 Allele konnte in den B6D2 heterozygoten ISCL 1-3
und 5 Linien, nicht jedoch in ISCL4 nachgewiesen werden.

Homozygote D2.B6-Mpdz ,,Small Donor Segment“- Congenic Strains wiesen einen
Alkohol- und Pentobarbiturat-entzugsprotektiven Effekt auf. Hierdurch konnte
Alcw2 und Pbw2, der Locus fur Pentobarbituratentzug, einem chromosomalen
zwischen den Markern Ptrd und Mpdz zugeordnet werden. Diese Region entsprach

nach Untersuchung der CELERA Datenbank einem ca. 1.8 MB groBen Abschnitt auf

Mauschromosom 4, welcher ca. 16 Kandidatengene enthalt.

In einer weiteren Analyse wurden zwolf Kandidatengene aus dem mittleren Bereich
des Chromosom 4 in den B6é und D2 Stammen sequenziert (Tabelle 1 aus

Publikation A)
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Table 1. Evalutation of candidate genes for Alcw2 on mouse chromsome 4

Loc. Gene Ref. Proposed function Length ADBA/2J vs. C57BL/6J
(cM)? (bp) SNP protein
38.0 Ptprd Protein tyrosine phosphatase b Brain specific phosphatase, 3762 7 0
receptor subtype delta A
38.6 Mpdz Multiple PDZ-domain protein ¢ Receptor - effector assembly, 6168 18 10
clustering targeting
38.0- Sh3d2a SH3 domain protein 2A d  Interacts with synaptojanin in synapses 1059 1 0
4.6 (endophyllin)
syn.X Hpca Hippocalcin e  Ca’ binding protein expressed in 579 0 0
hippocampus
syn. Ppt Palmitoyl-protein f  Thioester cleavage, 924 1 0
thioesterase implicated in seizures
45.8 Nfia Nuclear transcription factor g Brain selective transcription factor 1530 0 0
I7A
syn. Gabrd  GABA, receptor, & subunit h  Benzodiazepine insensitive GABA, 1350 0 0
receptors
46.8 Pde4b  Phosphodiesterase 4B J cAMP cleavage 2166 0 0

Lediglich das Gen fur das Multiple PDZ Domanen Protein Mpdz zeigte
Polymorphismen zwischen den B6 und den D2 Stammen und befand sich im Bereich
von Alcw2. Die Sequenzierung der gesamten Mpdz cDNA in den B6 und D2 Mausen
ergab 18 Polymorphismen, von welchen 10 einen Aminosaureaustausch im Bereich

von MPDZ hervorrufen (Abb. 4 aus Publikation A).
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Abb. 4. SNPs in Mpdz in B6 und D2 Stammen. Nonsynonyme SNPs sind in Klammern,
potentielle Veranderungen der Konformation mit * angegeben. Potentielle
Glykosylierungsstellen sind mit einem 1 versehen.
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Mpdz enthielt zwei nichtsynonyme SNPs in zwei PDZ Domanen (V1338M in PDZ8;
H1767N in PDZ11) und zwei SNPs, welche potentiell Glycosylierungen (S880N und
H1767N) beeinflussen.

Mpdz besteht aus dreizehn PDZ-Domanen, welche nach drei prototypischen
Proteinen, dem ,,Postsynaptic density protein“ (PSD-), dem ,,Drosophila discs-large
septate junction protein®“ (DLG), und dem epithelialen Tight-junction Protein ,,Zona
occludens® (Z0O-1) benannt wurden. PDZ Domanen Proteine wie z.B. Homer oder
Mpdz dienen als sogenannte Gerust-Proteine (“scaffolding proteins®), welche z.B.
supramolekulare Komplexe aus prasynaptischen Proteinen, lonen-Kanalen und
postsynaptischen Proteinen in Zellen in bestimmten Positionen binden konnen und
hierdurch die Signaltransduktion spezifischer und effizienter machen konnen (Sheng
und Sala, 2001). Unsere Befunde unterstutzten daher die Hypothese, dass Mpdz
uber Veranderungen dieser Prozesse die Alkoholentzugschwere beeinflusst.

Zur Validierung von Mpdz als einem Kandidatengen der Alkoholabhangigkeit wurden
die kodierenden Bereiche von Mpdz in 15 Standardinzuchtstammen sequenziert. Die
Haplotyp-Analyse der 15 Inzuchtmausstamme zeigte 6 Mpdz Haplotypen, die 3

verschiedene Protein Varianten (Mpdzl bis Mpdzlll) kodieren (Abb. 5 aus Publikation

1).
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Abb. 5. Alkoholentzugsschwere in 15 Standardinzuchtstammen. Auf der linken Seite
sind die molekularen, haplotypischen und Proteinvarianten des Mpdz Genes, auf
der rechten Seite die korrespondierende Alkoholentzugsschwere angegeben.
Mausstamme, welche ein Bé -artiges Mpdz Protein (Variante |) kodieren, zeigen
statistisch signifikant geringeren Alkoholentzug und Pentobarbituratentzug als
Tierstamme, die ein A/HeJ artiges oder ein D2-artiges-Protein (Variante Il und lll)
kodieren (Alkoholentzug: F[2,12] = 17.6, p = .0003; Pentobarbituratentzug: F[2,11]
o 10.26, p = .003).

Diese Versuchsergebnisse, welche ausfuhrlich in der Publikation A dargestellt und
diskutiert sind, belegen, dass Mpdz, oder ein naheliegendes, gekoppeltes Gen die
Alkoholentzugsschwere beeinflussen (Fehr et al., 2002). Diese Hypothese wird

durch eine weitere Versuchsserie, welche in Publikation 2 zusammenfasst ist,

gestutzt (Publikation B,Shirley et al., 2004).
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4.2. Validierung des Gens fur das multiple PDZ Domanen Protein Mpdz als ein

Kandidatengen fur Alkoholentzug - Publikation B

Zunachst wurde eine weitere ISCL entwickelt und das QTL Interval auf einen
Bereich von 1.8 Mb eingegrenzt (Abb. 6 aus Publikation 2). Mit Hilfe dreier
verschiedener Genomdatenbanken wurden innerhalb des 1.8 Mb Konfidenzintervals
drei definitive Gene (Mpdz, NfiB, NM_026821) und 13 weitere mogliche
Kandidatengene identifiziert. Es konnte hierbei lediglich die Expression von funf
cDNAs (NM_026821, Mpdz, XM_161175, XM_196325, NfiB,) im Gehirn der Maus

nachgewiesen werden (Abb. 6 aus Publikation 2).
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Von den funf verschiedenen Genen innerhalb des Konfidanzintervals konnten
Sequenzunterschiede und eine differentielle Expression zwischen B6 und D2
Stamm, bzw. zwischen ,,congenic strain“ und D2 Stamm lediglich fur Mpdz

nachgewiesen werden (Tabelle 2 aus Publikation B).
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Mpdz wurde im Gehirn von B6 Mausen deutlich starker exprimiert als im Gehirn von

D2 Mausen. Um die physiologische Bedeutung dieses Expressionsunterschiedes zu

untersuchen, wurde die Mpdz Expression in drei weiteren Tierstammen untersucht

(Abb 7. aus Publikation B).
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Abb. 7. Mpdz
Units), PB Entzugsschwere (grau, AUC)
und Alkoholentzugsschwere (schwarz,
AUC) in 5 Standardinzuchtstammen.
Gezeigt sind die Mittelwerte + S.E.M.
verschiedenen
Standardinzuchtstammen

in

5

Expression

(weiss,

Es fand sich eine inverse Korrelation zwischen Mpdz Expression und der Schwere

des Alkohol- und des Pentobarbituratentzugs (Fi3 = 9.7 und Fy3 = 28,2, beide p <

0.05, Abb. 7 aus Publikation B).

Zusammengefasst sprechen die in Publikation A und B zusammengefassten Daten
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dafur, dass Veranderungen der Funktion von Mpdz oder eines nahe gekoppelten
Gens die Alkohol- und Pentobarbituratentzugsschwere beeinflussen. Mpdz stellt
daher ein vielversprechendes Kandidatengen mit moglichen pleiotropen

Eigenschaften dar.

4.3. Pleiotrope Effekte von Mpdz: - Publikation C

Die Hypothese pleiotroper Effekte von Mpdz wurde durch Ergebnisse von drei
weiteren Studien unterstutzt, die signifikante QTLs fur die Empfindlichkeit
gegenuber audiogen induzierten Krampfanfallen (Neumann und Collins, 1991) und
der Empfindlichkeit gegenuber den Chemikonvulsiva Pentylentetrazol (PTZ) und
Kainat (KA) im Bereich von Alcw2 und Pbw2 auf Mauschromosom 4 nachgewiesen
hatten (Ferraro et al., 1997; Ferraro et al., 1999). Ausgehend von diesen Befunden
wurden in einer weiteren Untersuchung an einem Set von zehn verschiedenen
Standardinzuchtmausstammen Effekte des Mpdz Haplotyps auf den Schweregrad
epileptischer Anfalle nach der Gabe neun verschiedener chemikonvulsiver
Pharmaka aus funf verschiedenen Substanzklassen untersucht: a. Bicucullin,
Pentylenetetrazol (PTZ), Picrotoxin, Tert-Butyl-Bicyclo-2,2,2-Phophorothionat
(TBPS), und Methyl-6,7-Dimethoxy-4-Ethyl-B-Carboline-3-Carboxylat (DMCM) aus
der Klasse der GABA, Rezeptor-aktivierten Kanalblocker:; b. Strychnin aus der
Klasse der Glycin Kanalblocker:; c. 4-Aminopyridin (4-AP) aus der Klasse der
Kaliumkanalblocker; d. 5-(2-Cyclohexyliden-Ethyl)-5-Ethyl Barbitursaure (CHEB) als
konvulsiv  wirksames Barbiturat; e. Kainat als glutamaterger Agonist

(Publikation C, Fehr et al., 2004).
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Signifikante Effekte von MPDZ-Protein Varianten auf die
Krampfanfallsempfindlichkeit (gemessen an der Latenz zur Entwicklung eines
epileptischen Anfalls) konnten in insgesamt 7 von 18 untersuchten
Krampfanfallsphanotypen nachgewiesen werden (Abb. 8 aus Publikation C). Die
starksten Korrelationen konnten fur Kainat induzierte Krampfanfallsphanotypen
nachgewiesen werden (Abb. 9 aus Publikation C). Daneben beeinflussten MPDZ
Proteinvarianten v.a. die Sensitivitat gegenuber PTZ, Bicucullin und DMCM, also
solche chemikonvulsiven Pharmaka, welche die Funktionalitat der GABA-ergen
Systems beeinflussen. Im Gegensatz hierzu korrelierte der MPDZ Status nicht mit

dem Schweregrad oder der Latenz zur Entwicklung Strychnin induzierter
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epileptischer Anfalle, einem Pharmakon, welches ein Antagonist an Glycin
Rezeptoren ist. Zusammenfassend sprachen die Versuchsergebnisse aus
Publikation C dafuir, dass v.a. GABA- oder glutamaterge Rezeptoren in ihrer
Funktion durch Varianten im Mpdz Protein beeinflusst werden konnten.

Diese Befunde boten den Ausgangspunkt fiir eine umfangreiche Datenbankanalyse,
in welcher systematisch Proteine aus dem Bereich der GABA-ergen oder
glutamatergen Neurotransmission auf das Vorhandensein von C-terminalen PDZ
Bindungsmotiven (X-S/T-X-® -Motiv) untersucht wurden. Tabelle 3 aus
Publikation C zeigt, dass eine Vielzahl GABA-erger und glutamaterger
Rezeptorproteine, wie z.B. AMPA1 Rezeptoren, Kainat-Rezeptor 2, metabotrope
Glutamatrezeptoren, oder verschiedene Untereinheiten des GABAA und GABAB
Rezeptors uber PDZ Bindungsmotive verflugen.

MPDZ selber verfugt tber 13 PDZ Domanen, so dass eine Vielzahl von Interaktionen
u.a. mit glutamatergen und GABA-ergen Rezeptoren moglich erscheint.
Nachgewiesen ist bisher eine Bindung von 5-HT2¢ Rezeptoren (Becamel et al., 2001;
Ullmer et al., 1998), GABAB Rezeptoren (Balasubramanian et al., 2007; Milligan und
White, 2001), eine Interaktion mit weiteren Molekulen ist jedoch wahrscheinlich.
Molekular- und verhaltenspharmakologische Daten lassen den GABAB Rezeptor als
einen besonders interessanten Bindungspartner des Mpdz-Proteins erscheinen.
Prasynaptische GABAB - Autorezeptoren sind auf GABA-ergen (lsaacson und Vitten,
2003), glutamatergen (Lei und McBain, 2003; Yamada et al., 1999) und
dopaminergen Neuronen (Kalivas et al., 1990) nachgewiesen. Die Gabe des GABAg
Agonisten Baclofen veranderte u.a. die Schwere des Alkoholentzugs in einer
humanen Pilotstudie (Addolorato et al., 2002; Addolorato et al., 2006) oder auch
die Alkoholpraferenz im Tiermodell (Colombo et al., 2003; Walker und Koob, 2007).

Eine Veranderung der Interaktion von MPDZ mit GABAs Rezeptoren konnte daher
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sowohl die Funktion GABA-erger als auch glutamaterger Neurone verandern und

damit einen Einfluss auf die Alkoholentzugsschwere nehmen.

Tab. 3. PDZ Bindungsmotive in einer Reihe glutamaterger oder GABA-erger

Proteine
C-terminal Interaction with
amino acids PDZ-containing
Gene Description of Protein Product Py PoPy-Py-COOH protein Accession #*
Class I motif X -ST-X-o"
Grial GluR]1 — glutamate receptor, AMPA 1 A T G L SAPOT* GL66R00RT
Frik2 GluR6 — glutamate receptor, kamate 2 E F M A SAPOO/PSD-95¢  GI:11386137
Gabrad GABA, receptor subunit alpha 4 E 8 L M GL1:20831355
Gabbr2/Gpril GABAR receptor subunit 2 L1 G L MPDZ* ENSMUSPOOO00044679
SlclaZ/GLTIb Glutamate transporter 2 variant E T € 1 G1:2668402
Slelal Glutamate transporter 3 T S Q F 316678001
Slelaé Glutamate transporter 4 E S8 Vv M GL:66TE003
Slcla3 Glutamate transporter 1 E T K M GI1:2423354
Gabt1/51c6A12 ?j:;;‘g:g'gd“p““d““‘ g E T H L Lin7 GL:400627
Gabr2/51c6413 :::;;:i;';dcr’c“dcm GBI E S N C G1:400623
Gabt3/51c6411 ::;;;;ﬂ:tdep‘mde“‘ S E T H F G1.400625
Grmla/mGlula metabotropic glutamate receptor la S S T L GI:14702189
Grm2/mGlu2 metabotropic glutamate receptor 2 T s 5 L EIl\Jgi:l‘_‘JC:I?JL: 000023959
Grm3/mGIn3 metabotropic glutamate receptor 3 T 3 S L GI.G28EE00
Grm5/mGius metabotropic glutamate receptor 5 5 3 5 L G1:26346991"
Class IT motif X=Pp—-—X -
Gria2 Gl —ghimate receptor, Apar. > ¥V K I fjlif_llf } GRIPZ.  Gr.7305115
Gria3 GluR3 — glutamate receptor, AMPA3 . LA S]I?J{):’ GRIFZ, G1:8393313
Grik3 GluR7 — glutamate receptor kainite 3 P vV F P G1:9623184"
Gabre? GABA, receptor, subunit alpha 2 G 5 GI:6679901
Gabrgl GABA, receptor, subunit gamma 1 Yy L Y L G1:22094103
Gabrg2 GABA, receptor, subunit gamma 2 Yy L Y L G1:21619326
Gabrg3 GABA, receptor, subunit gamma 3 Y L Y L GL6679917
Gabrd GABA, receptor, subunit delta A T M GL1.6679913
Gabre GABA, receptor, subunit epilson cC L N L GI1:8393396
Gabp GABA, receptor, subunit pi Y M Y F G1:22122485
Gabtl/Sle6Al ::;;sg:;';d"m”dem BB & s XA GL:400622
GABARAFP GABA, receptor associated protein v Y G L GL1:9789961
Grmlb/mGlulb metabotropic glutamate receptor 1b AV Q L ENSMUSPO0000037255™
Grm7a/mGiu7a  metabotropic glutamate receptor 7a N L WV I PICK-1' ENSMUSP0O0000042005"

* Amino acid sequence can be retrieved from GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and
Ensembl (http:/fiwww.ensembl.org/).
® X refers to any amino acid, @ refers to a hydrophobic amino acid, usually V, L or | (Harris

& Lim, 2001)

¢ Leonard et al., 1998

¢ Garcia et al., 1998

® Milligan & White 2001, unpublished results
"The amino acid sequence does not represent the entire coding region and only includes
the amino acids at the C-terminus end of the protein.

9 Perego et al., 1999

" Zhu et al., 1999

! Perroy et al., 2002, Boudin et al., 2000
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4.4. Evaluation der Gene Gadl und Gad2 als weitere Kandidatengene
fur Alkoholentzugsempfindlichkeit und -praferenz auf Mauschromsom 2:
- Publikation D

Erganzend zu den Arbeiten zur Identifikation des QTLs auf Mauschromosom 4
wurden in weiteren Arbeiten mehrere interessante Kandidatengene der
Alkoholpraferenz und des Alkoholentzugs untersucht. Untersuchungen von
Kandidatengenen haben eine hohe Relevanz, da aufgrund der hohen Kosten nicht
jeder QTL mit Hilfe einer ,,Fine mapping* Strategie untersucht werden kann. Im
Fokus der Untersuchungen stand hierbei ein proximaler Bereich des
Mauschromosoms 2, in dem sich ein mehrfach nachgewiesener QTL fur
Alkoholpraferenz (Belknap und Atkins, 2001; Phillips et al., 1998), sowie zwei
potentielle QTLs fur Alkoholentzug (Buck et al., 1997), ein potentieller QTL der
konditionierten Geschmacksaversion gegenuber Alkohol [,,Conditioned Taste
Aversion (CTA)] (Risinger und Cunningham, 1998) und ein QTL fur Alkohol-
induzierte Hypothermie (Crabbe et al., 1994b) befindet.

In einem ersten Untersuchungsschritt wurden innerhalb des Bereichs von
Chromosom 2 die beiden Gene der Schrittmacherenzyme der Gamma-Amino-
Buttersaure (GABA) Synthese, Glutamic-acid-decarboxylase 1 und 2 (Gad-1 und
Gad-2) untersucht. Diese beiden Gene erschienen fur eine initiale
Kandidatengenuntersuchung besonders interessant, da die akute und chronische
Gabe von Alkohol die Aktivitat des GABA-ergen Systems verandert (Grobin et al.,
1998; Krystal et al., 2006; Mihic, 1999). Gadl und Gad2 enkodieren die 67kD und
die 65kD Protein-lsoformen des GAD-Proteins. Obwohl beide Enzyme GAD1 und
GAD2 in ihren katalytischen Domanen nur geringe Unterschiede aufweisen,

unterscheiden sich die beiden Gene in ihrer regionalen Expression (Feldblum et al.,
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1995), ihrer konstitutionellen Aktvitat, der Interaktion mit dem Kofaktor
Pyridoxalphosphat und der subzellularen Lokalisation (Soghomonian und Martin,
1998). Beide Isoformen des Enzyms setzen GABA in unterschiedlichen
Komportimenten frei; Gad1 (GAD67) ist an der zytosolischen GABA Synthese,
wahrend Gad2 (GAD65) an der synaptosomalen GABA Synthese beteiligt ist
(Soghomonian und Martin, 1998).

Neben der Lokalisation der beiden Gad Gene im Bereich der verschiedenen
QTLs von Mauschromosom 2 sprach auch der vorbeschriebene 30%-ige Gesamthirn-
GAD-Aktivitatsunterschied zwischen dem B6 und dem D2 Mausstamm fur die
Auswahl von Gadl und Gad2 als Kandidatengen der Alkoholpraferenz und des
Alkoholentzugs (Buck et al., 1997). In den in Publikation D zusammengefassten
Arbeiten wurden daher die Gadl und Gad2 Gene auf cDNA Sequenzunterschiede
und Proteinexpressionsunterschiede im Cortex, Hippocampus und Cerebellum von
B6 und D2 Stammen untersucht (Fehr et al., 2003).

Die Gadl Sequenz war in den B6 und den D2 Stammen identisch, innerhalb von
Gad2 fand sich ein stiller Polymorphismus an Position 1017 mit einem C-Allel im
Fall des B6 Stammes und einem T-Allel im Fall des D2 Stammes (Abb. nicht
gezeigt). Mit Hilfe eines polyklonalen Antikorpers und nicht-radioaktivem Western
Blotting Techniken wurde die GAD65 and GAD67 Protein Expression im
Hippokampus und Cortex von Ethanol-naiven und Ethanol behandelten B6 und D2

Mausen untersucht (Abb. 10 aus Publikation D).
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GAD Protein Expression in Gehirn von unbehandelten
und Alkohol behandelten Mausen
75 kD

67 kD —— % ,
65 kD — . . -_— X
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Abb. 10. Western Blot Analyse der GAD65 und GADé67 Protein Expression mit Hilfe
eines polyklonalen Anti-GAD Antkorpers. Die Abbildung zeigt das Ergebnis eines
typischen Western Blots verschiedener hippokampaler Proteinproben. Spur 1
enthielt einen kolorierten Proteinstandard, Spur 2-14 enthielt 10 pg der
verschiedenen hippokampalen Proteinproben. The Behandlungsbedingungen
waren: Spuren 2-4: Ethanol entzogene D2 Tiere; Spuren 5-8: Alkohol entzogene
Tiere des B6 Stammes; Spuren 9-11: Alkohol naive Tiere des D2 Stamms; Spuren
12-14: Alkohol naive Tiere des B6 Stammes.

Die GAD67 Protein Expression war im Cortex zweimal so stark wie in den
entsprechenden hippokampalen Regionen (T = 5.2, df. = 8, P = .0004). Die
quantititative Analyse der Western-Blots ergab weder Hinweise auf
stammspezifische Unterschiede in der GAD67 Expression, noch einen Effekt von

Alkohol auf die Expression von GAD67 (Abb. 11 aus Publikation D).
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Abb. 11. GADé67 Expression in Alkohol-naiven und Alkohol-behandelten B6 und D2
Mausen. Aufgetragen sind die Mittelwerte + S.E.M. der GAD67 Expression (Dots per
inch) in den Cortices (A) und Hippocampi (B) Alkohol-naiver und Alkohol-
behandelter (4 g/kg i.p.) B6 und D2 Mause.
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Die GAD65 Expression war im Cortex im Vergleich zum Hippokampus beider
Tierstamme doppelt so hoch (T= 4.7, df. = 4, P = .0009). Genauso wie im Fall von
GAD67, konnten wir weder einen Tierstamm-spezifischen Unterschied in der
kortikalen oder hippokampalen Expression des GAD65 Proteins noch einen
Tierstamm-spezifischen Alkoholeffekt auf die GAD65 Proteinexpression nachweisen
(Abb. siehe Publikation D).

Zusammengefasst sprachen die in Publikation 4 zusammengefassten
Untersuchungen nicht fur die ursprungliche Hypothese, dass von Sequenz- oder
Expressionsvarianten in Gadl oder Gad2 ein Effekt auf die Alkoholentzugsschwere
oder Alkohol-Praferenz ausgeht. Insbesondere die Expressionsexperimente
kontrastierten vorherige Daten, welche eine starkere Baseline GAD Aktivitat im
Gehirn der B6 Mause im Vergleich zu D2 Mausen nachgewiesen hatten (Buck et al.,

1997).
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4.5. Bestatigung des Syntaxin Binding Protein 1 Gens (Stxbpl) als Kandidatengen

der Alkoholpraferenz: - Publikation E

Ausgehend von diesem Negativbefund wurde der QTL auf Mauschromosom 2 in
einer weiteren Studie auf das Vorhandensein weiterer interessanter
Kandidatengene untersucht. Ein besonderer Fokus wurde auf synaptische Gene
gelegt, da in anderen QTL Studien u.a. das Gen fur das Synuclein alpha Protein
(Snca) (Liang et al., 2003) und das Gen fur das Syntaxin12 Protein (Stx12)
(Treadwell et al., 2004) als Kandidatengene der Alkoholpraferenz identifiziert
wurden. In Publikation E (Fehr et al., 2005) wurde daher das Gen fur das Syntaxin
Binding Protein 1 (Stxbpl, auch N-secl) als ein mogliches Kandidatengen der
Alkohol-abhangigen Phanotypen auf Mauschromosom 2 untersucht.

Stxbp1 ist ein Neuronen-spezifisches Mitglied der Sec-1/Munc18-artigen (SM)
Protein Familie (Jahn und Sudhof, 1999), welches mit Syntaxin1A im Soluble N-
Ethylmaleimide-Sensitive Factor Attachment Protein Receptor-Komplex interagiert
(Sollner et al., 1993) und eine wichtige Rolle fur die Fusion synaptischer Vesikel mit
der Membran spielt (Jahn et al., 2003; Rizo und Sudhof, 2002).

Die Sequenzierung des Stxbpl Genes in den B6 und den D2 Mausstammen zeigte
einen non-synonymen Polymorphismus an Position 646 der Stxbpl cDNA, welche zu
einem Aspartat (B6 Allel) oder einem Asparagin (D2 Allel) an Position 216 des Genes
fur das STXBP1 Protein fuhrte. Untersuchung der Assoziation des Stxbpl Genotyps
mit verschiedenen Alkohol abhangigen Phanotypen in den 27 rekombinanten BXD
Mausinzuchtstammen identifizierte mehrere provisorische Assoziationen mit
Alkohol Praferenz, Schwere des Alkoholentzugs, der durch Alkohol konditionierten
Geschmacksaversion und einer Alkohol induzierten Hypothermie (Tab. 4 aus

Publikation E)



27

Tab. 4. Genetische Korrelation von Stxbpl mit
verschiedenen Alkohol-abhangigen Phanotypen

Phenotype Variable Description of the phenotype r t p N Reference
Ethanol induced loss Duration of loss of righting reflex after single Browman et al.
of righting reflex  DURATION e ction of 4g/kg ethanol i.p. 0.04 02 086 26 2000
Ethanol induced v Ethanol induced locomotion after single 2 g / Crabbe et al.
locomotion Em kg ethanol i.p. 036 1.7 0.10 23 1983a
i Area under the 25-hr curve for ethanol withdrawal following 72
Chromc ethanol ETHICVAP  hr ex;osure to EtOH val:x;/r. Pyrazole injve\l::tions?vere giv\grll 0.11 -0.6 0.58 27 Crabbe et al.
withdrawal daily to inhibit EtOH metabolism. 1998
Chronic ethanol Chronic EtOH withdrawal it ted for diff i Crabbe et al.
withdrawal DELAREA 172" Cling-induced convulsions response to pyrazote - 0-07 0.4 073 27 1998
Acute ethanol Handling induced convulsions after acute ethanol withdrawal Buck et al.
withdrawal ETCOAUC (12 hs after 4 g /kg i.p.) 0.56 2.9 0.009 21 1997
Acute ethanol ETPKWD  Peak withdrawal of acute ethanol withdrawal ~ 0.69 4.1 0.0006 21 Buck et al.
withdrawal 1997
Acute ethanol Withdrawal residuals of acute ethanol Buck et al.
withdrawal REAB  \ithdrawal 0.58 3.1 0.006 21 1997
Ethanol induced Ataxia ratio (errors/activity counts) in the grid i Phillips et al.
ataxia ETGRDZ test after an acute 2 g/kg i.p. EtOH injection 0.14 -0.7 051 26 1996
Ethanol preference  PRIE Freference ratio for 3% EtOH solution vs. Water 0.42 2.0 0.06 21 Phillips et al.
in a two bottle choice paradigm 1994
Ethanol preference  PRICE Freference ratio for 10% EtQH solution vs water 0.25 1.1 0.27 21 Phillips et al.
in a two bottle choice paradigm 1994
Preference ratio for 10% EtOH solution in .2% Phillips et al.
Ethanol preference  PRIOES saccharine versus water in a two bottle choice -0.44 -2.1 0.05 2 1994
Ethanol consumption AVIEG  g/kg consumption of 10% EtOH 034 -1.6 014 21  Phillips efg?;"‘

g/kg consumption of 10% EtOH in 0.2% Phillips et al.

Ethanol consumption AV10SG -0.47 -2.3 0.03 21

saccharin 1994
Ethanol consumption AV3EG g/kg consumption of 3% EtOH -0.53 -2.7 0.01 21 Phillips e1t92<1;l‘.‘
Ethanol consumption AV3SG g/kg consumption of 3% EtOH in 0.2% saccharin -0.30 -1.4 0.19 21 Phillips e1t92<1;l‘.‘
. . N . . Phillips et al.
Saccharin preference SACCEPRF Preference ratio for the 0.2% saccharin solution 0.11 0.5 0.65 21 1994
if}gﬁﬂ;‘{;ﬁion AVSACCON  Consumption of 0.2% saccharin solution (mgkg) -0.08 -0.4 0.73 21  "hilips efgf‘;‘i
Ethanol induced D11D35M Sensitization to EtOH; day 11 minus day 3 CD 015 0.7 0.49 23 Phillips et al.
sensitization group; 5 min test ' : ' 1996
Ethanol induced D3D25M Sensitivity to EtOH; day 3 minus day 2; 5 min 010 0.4 0.67 23 Phillips et al.
sensitization test : ! : 1996
Conditioned place POTEO Percent time spent on the ethanol paired floor 0.18 0.8 0.43 22 Cunningham et
preference during a 60 min test ' : : al. 1995
i . . . - Risinger and

Ethanol conditioned
e ermon o0 BRES e e e PN 1029 04 049 22 Cunnigham
1998
i . . . - Risinger and

Ethanol conditioned
o o BB e PN 052 28 001 22 Cunnigham
1998
Ethanol induced DTEMP Hypothermia after acute ethanol injection (2 .0.43 -2.34 0.03 2 Crabbe et al.
hypothermia g/kgi.p.) : ' : 1994

Diese mogliche Assoziation von Varianten in Stxbpl und Alkoholpraferenz und
Alkoholentzugsschwere wurden in verschiedenen Schritten konfirmatorisch an

verschiedenen Kreuzungen der B6 und der D2 Mausstamme untersucht (Abb. 12).
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Abb. 12. Konfirmatische Analyse
der Assoziation zwischen Stxbpl
Genotyp und Alkoholpraferenz in
drei Tiermodellen. A. Stxbpl
Genotypeffekt auf den Konsum einer
10% Alkohollosung in einer B6D2 F;
Population [Mittelwert der
Alkoholmenge (in g) + SEM; * p < 0.05,
**p < 0.01, Tukey’s Post hoc test]. B.
Stxbpl Allel Segregation in der
Generation Ss aus zwei Mauslinien,
welche auf das Merkmal
Alkoholpraferenz vs. Nonpraferenz
gezuchtet wurden. Der obere Teil der
Abb. 10B zeigt die konsumierte
Alkoholmenge in  den  Alkohol-
praferierenden (STDRHI, schwarz) und
Alkohol vermeidenden Auszuchtlinien
(STDRLO, weiB). Beide Stamme
unterschieden sich signifikant in ihrem
Alkoholkonsum (t = 8.0, df = 117, ***p
< 0.0001). Der untere Teil der Abb. 10
B zeigt den Stxbpl D2 Allel-Anteil in
der gleichen Gruppe der S4 Tiere der
Auszuchtlinien (qSTDRLo = 0.24, OSTDRHI =
0.66). STRDRI  und  STDRLO
unterschieden sich significant in ihrem
D2 Allel-Anteil (x2-Quadrat= 44.3, n =
238, ***p < 0.0001). C. Alkoholkonsum
in 15 Standardinzuchtstammen der
Maus, gruppiert nach dem Stxbpl
Genotyp. Mausstamme mit einem Bé6-
artigen Stxbpl Genotyp (216DD)
konsumierten tendentiell mehr
Alkohol als Tierstamme mit einem D2-
artigem Stxbpl Genotyp (216NN)
[Mittlerer Konsum (g/kg/day) + SEM =
5.2 + 1.1 und 3.0 £ 0.6; p = 0.10,
Einseitiger Mann Whitney U-Test).

B6D2 F2-Mause mit einem Bé-artigen Stxbpl Genotyp konsumierten eine deutlich

groBere Menge Alkohol als solche Tiere, welche einen D2-artigen Stxbpl Genotyp

aufwiesen (Abb. 12a).

Stxopl B6 und D2 Allele reicherten sich uber vier



29

Generationen einer Zuchtung praferentiell in Alkohol- bevorzugenden und Alkohol-
vermeidenden Mauslinien an, so dass das Vorhandensein als Selektionsvorteil
gewertet werden muss (Abb. 10b). Auch in einem unabhangigen Modell von 15
Standardinzuchtstammen fiuhrte ein Bé6-artiger Stxbpl Genotyp zu hoheren
Alkoholmengen (Abb. 10c). Zusammenfassend erharteten die Analysen in den drei
erganzenden Modellen die Hypothese, dass B6 Varianten in Stxbpl oder einem eng
gekoppelten Gen zu einem erhohten Alkoholkonsum und einer vermehrten
Alkoholpraferenz beitragen.

Eine Bedeutung der Stxbpl Varianten auf den Schweregrad des Alkoholentzugs
konnte in konfirmatorischen Analysen nicht nachgewiesen werden (Abb. nicht
gezeigt; aus Publikation E, Fehr et al., 2005).

In einem letzten Analyseschritt wurden die moglichen Effekte der Genvarianten
in Stxbp1 oder dem verbundenen QTL auf die genomweite Genexpression
untersucht. Vorteilhaft war, dass fur 24 der rekombinanten BXD Inzuchtstamme die
mit Microarrays gemessenen cerebralen mRNA Expressionsmuster in einer frei
verfugbaren Datenbank abgelegt waren (www.webqtl.org). Die nachfolgende
Tabelle zeigt, wie Varianten in Stxbpl oder einem eng gekoppelten Gen einen
Einfluss auf die Expression verschiedener Gengruppen nehmen konnen (Tab.5).
Aufgetragen wurden die 100 signifikantesten (p < 0.019, n = 24) gefundenen

Assoziationen.
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Tab. 5. Genetische Korrelationen des Stxbpl G646A SNP mit der Gesamthirn mRNA Expression

verschiedener Microarrays

Gene name Symbol Chr Mb r p Proposed Function / Pathway
Signal transduction
Galanin Gal 19 3.2 -0.60 0.0002 neuropeptide
G protein-coupled receptor 56 Gpr56 8 96.3 0.42 0.01 G-protein coupled receptor
Melanocortin 3 receptor Mc3r 2 172. -0.42 0.02 G-protein coupled receptor
Retinal G protein coupled receptor Rar 14 31.5 -0.41 0.02 G-protein coupled receptor, retinal
Protein kinase anchoring protein GKAP42 Gkap42 13 none -0.43 0.01 G kinase anchoring protein
GTP binding protein 2 Gtpbp2 17 45.6 0.51 0.002 G-protein signalling
Dedicator of cyto-kinesis 2 Dock2 11 34.1 -0.45 0.009 G-protein signalling, Ras pathway
Kinesin-associated protein 3 Kifap3 1 167. -0.41 0.02 G-protein signalling, Ras pathway
Odorant-binding protein Ib Obplb X 68.0 -0.46 0.007 olfactory receptor
Vomeronasal 2, receptor 10 V2r10 14 43.2 -0.45 0.01 olfactory receptor
Granulin Grn 11 102. 0.52 0.002 growth factor
Transforming growth factor beta induced, 68 kD Tgfbi 13 56.4 -0.46 0.008 growth factor
Casein kinase 1, epsilon Csnkle 15 80.8 0.42 0.02 modulator of TFG-beta signalling
Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 4 Nrlh4 10 91.8 -0.46 0.007 nuclear(hormone) receptor
MMS19-like (MET18 homolog, S. cerevisiae) Mms19l 19 42.0 0.42 0.02 coactivator of steroid receptors
Chloride channel calcium activated 3 Clca3 3 148. -0.48 0.005 chloride channel
Vanilloid receptor-like protein 1 Vril 11 62.2 0.49 0.004 heat activated ion-channel receptor
Solute carrier family 12, member 1 Slcl2al 2 125. -0.55 0.0008 sodium/potassium/chloride
ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), Abcc6 4 67.8 -0.48 0.005 modulator of potassium channels
Solute carrier family 22 (organic cation Slc22a2 17 124. -0.43 0.01 organic cation transporter
RIKEN cDNA 3100002B05 gene 3100002BO5R 11 75.6 0.42 0.02 Golgi to vacuole transport
Frequenin homolog (Drosophila), neuronal calcium Freq 2 31.6 0.45 0.009 synaptic vesicle release
Adaptor-related protein complex 1, sigma 2 subunit Apls2 9 88.1 -0.48 0.005 receptor internalization
Transcription /Translation
Cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA, subunit 1 Cstfl 2 172. 0.46 0.008 pre-mRNA processing and signal
Far upstream element (FUSE) binding protein 1 Fubpl 3 156. -0.43 0.01 transcription factor
SRY-box containing gene 18 Sox18 2 181. 0.44 0.01 transcription factor, SOX- family
E74-like factor 4 (ets domain transcription factor) EIf4 X 39.7 -0.58 0.0004 transcription factor, ets domain
Zinc finger protein 125 Zfp125 3 20.1 -0.45 0.01 zinc finger domain transcription
Zinc finger protein 297 Zfp297 17 33.6 -0.49 0.004 zinc finger domain transcription
RIKEN cDNA 2810406K24 gene 2810406K24R 2 153. 0.46 0.007 zinc finger domain containing
GLI-Kruppel family member HKR3 Hkr3 4 150. 0.48 0.005 trancription regulation
Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 6 Eif3s6ip 15 80.4 -0.54 0.001 translation initiation
Eukaryotic translation initiation factor 4A1 Eif4al 11 69.2 -0.49 0.004 translation initiation
Cell cycle control
Caspase 4, apoptosis-related cysteine protease Casp4 9 45.4 -0.48 0.005 apoptosis
Dipeptidlypeptidase 7 Dpp7 2 25.6 0.49 0.004 apoptosis
Micromolar calcium activated neutral protease Capnl 19 6.0 -0.41 0.02 apoptosis
Tumor necrosis factor receptor superfamily, Tnfrsfé 19 34.3 -0.52 0.002 apoptosis
Baculoviral IAP repeat-containing protein 3 Birc3 9 7.8 -0.45 0.01 apoptosis inhibitor
Protease, serine 25 Prss25 6 84.2 -0.47 0.006 apoptosis inhibitor
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, sigma Ptprs 17 56.3 0.41 0.02 neuronal outgrowth
Semaphorin 4A Semada 11 90.9 -0.50 0.003 neuronal outgrowth
Semaphorin 4B Sema4b 7 72.6 0.41 0.02 neuronal outgrowth
Anaphase promoting complex subunit 1 Anapcl 2 128. 0.45 0.009 proliferation
Fibroblast growth factor (acidic) intracellular Fibp 19 5.3 0.41 0.02 proliferation
Folliculin Bhd 11 59.4 0.42 0.02 proliferation
SET and MYND domain containing 5 Smyd5 6 86.8 0.44 0.01 proliferation
Cellular defense
Acidic epididymal glycoprotein 2 Aeg2 3 98.0 0.42 0.02 inflammatory response
Complement component receptor related protein Y Crry 1 199. -0.49 0.004 inflammatory response
C-reactive protein Crp 1 176. -0.42 0.02 inflammatory response
Interferon gamma inducible protein, 47kDa Ifi47 11 48.7 0.42 0.02 inflammatory response
Interleukin 17 1117 2 155. 0.45 0.01 inflammatory response
CD86 antigen Cdsé 16 36.3 -0.43 0.01 inflammatory response inhibitor
Defensin related cryptdin 3 Defcr3 8 1.5 -0.42 0.02 pathogen defense reaction
Cytotoxic T lymphocyte associated protein 2, beta Ctla2b 13 60.7 -0.48 0.005 protease inhibitor
Hyaluronan synthase 2 Has2 15 57.9 -0.46 0.008 wound healing



Cellular homeostasis
Adenylate kinase 1
ATPase type 13A
RIKEN cDNA 2210417J23 gene
Isocitrate dehydrogenase (NAD+), gamma subunit
Coenzyme A synthase
Diaphorase 1 (NADH)
NADPH-cytochrome P450 oxidoreductase
Keratin complex 2, basic, gene 6a
Keratin complex-1, acidic, gene 12
Myocilin
SM-11044 binding protein
Stromal cell derived factor receptor 2
Crystallin, gamma F
DNA/RNA metabolism
Histone 2, H2aa1
Mitochondrial ribosomal protein L35
Small nuclear ribonucleoprotein B
Uridine phosphorylase (UdRPase, UPase)
TATA box binding protein (Tbp)-associated factor,
Alanyl-tRNA synthetase
Ribosomal protein S29
Protein modificaton
Matrix metalloproteinase 8
Glucosidase 1
UDP glycosyltransferase 1 family, polypeptide A6
Glyceronephosphate O-acyltransferase

Procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3

Seven in absentia 2
Ret finger protein-like 4
Other
Thromboxane synthase
A disintegrin and metalloprotease domain 3
RIKEN cDNA 4932416N17 gene
Solute carrier family 10, member 2
Arachidonate lipoxygenase, epidermal
cDNA sequence BC005662
DNA segment, Chr 10, Wayne State University 52,
DNA segment, Chr 14, ERATO Doi 436, expressed
Expressed sequence AA511254
Granule cell antiserum positive 8
Hypothetical protein MGC39350
LTR endogenous murine leukemia virus modified
None
RIKEN cDNA 1110013L07 gene
RIKEN cDNA 2510039018 gene
RIKEN cDNA 2610001J05 gene
Similar to LFB1/HNF1 promoter
Two-cell-stage, variable group, member 1

Akl
Atpl3a
Msdadd
1dh3g
Coasy
Dial
Por
Krt2-6a
Krtl-12
Myoc
Smbp
Sdfr2
Crygf

Hist2h2aal
Mrpl35
Snrpb

Upp

Taflc

Aars

Rps29

Mmp8
Gesl
Ugtla6
Gnpat
Plod3
Siah2
Rfpl4

Thxasl
Adam3
4932416N17
Slc10a2
Alox12e
BC005662
D10Wsu52e
D14Ertd436e
AA511254
Gcap8
MGC39350
LTR
AF071079
1110013LO7R
2510039018
2610001J05R
Mm.24900
Testvl

-
-

N w w»m

32.9
70.0
11.4
45.3
100.
84.8
134.
104.
99.1
166.
141.3
120.
66.5

98.9
72.8
50.4
9.0
121.
112.
133.

7.6
84.2
90.1
75.6
135.
60.1

4.8

39.2
23.6
10.2
5.1
69.9
711
88.3
39.3
38.0
130.
1.2
23.0
103.
91.4
146.
13.7
61.9
2.3

0.45
0.43

-0.44
-0.46

0.42
0.41
0.42

-0.44
-0.44
-0.52
-0.51
-0.43
-0.48

-0.53
-0.41
-0.43
-0.51

0.42

-0.46
-0.54

-0.44

0.47

-0.48
-0.49

0.43
0.43

-0.45

0.44

-0.43
-0.47
-0.47
-0.52

0.46

-0.42
-0.44
-0.48
-0.46
-0.44

0.41
0.41
0.45
0.44

-0.44
-0.45
-0.42

0.009
0.01
0.01

0.007
0.02
0.02
0.02
0.01
0.01

0.002

0.002
0.01

0.005

0.002
0.02
0.01

0.002
0.01

0.008

0.001

0.01
0.006
0.005
0.004

0.01

0.01
0.008

0.01
0.01
0.006
0.007
0.002
0.008
0.02
0.01
0.005
0.007
0.01
0.02
0.02
0.009
0.01
0.01
0.009
0.02
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ATP synthesis
cation-transporting ATPase

cell surface protein

citrate cycle

coenzyme A synthesis
cytochrome b-5 reductase
cytochrome P450 oxidoreductase
cytosceletal protein

cytosceletal protein

cytosceletal protein

cytosceletal protein

ferric reductase

structural component of the eye lens

histon protein

mitochondrial ribosomal protein
RNA component

RNA metabolism

RNA polymerase

tRNA synthetase

undescribed

degradation of extracellular proteins
glucosidase

glucuronidation pathway
glycerolipid metabolism

modulator of glycosylation reactions
ubiquitin mediated proteolysis
ubiquitin-protein ligase

drug metabolism
gamete interaction
glucose binding
sodium-bile acid cotransporter
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed
undescribed

Von den 100 signifikantesten Genen haben 23 eine mogliche Funktion innerhalb

verschiedener Signaltransduktionsmechanismen; 10 davon bei Transkriptions - oder

Translationsvorgangen, 13 Proteine fur die Funktion des Zell-Zyklus, 9 innerhalb

der zellularen Abwehr, 13 fur die zellulare Homeostase, 7 Proteine beeinflussen

den DNA/RNA Metabolismus und 7 spielen eine wichtige Rolle fur Protein

Modifikation. Die Funktion 14 weiterer Transkripte bleibt unklar.
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Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der Korrelationsanalysen dafur, dass von
Stxbpl oder einem gekoppelten Gen auf dem Genort auf Mauschromosom 2 die
Expression verschiedener Signaltransduktions-Moleklile, Transkriptions-Faktoren
und einer Reihe von Genen, welche fur die zellulare Funktion bedeutsam sind,
beeinflusst werden. Zu den interessantesten  Einzelbefunden  der
Genexpressionsanalyse gehorte die negative Assoziation zwischen dem Stxbpl D2
Genotyp und der Expression von Galanin, einem Neuropeptid, welches die
Alkoholaufnahme steigern kann (Rada et al., 2004; Thiele et al., 2003). Passend zu
diesem Befund fand sich eine negative Korrelation des Stxbpl D2 Genotyps mit der
Expression der Galanin Rezeptor 1 mRNA (Galrl) (r = -.41, p = 0.019). Zu den
weiteren, in ihrer Expression durch Stxbpl beeinflussten Neuropeptidgenen gehorte
u.a. auch der Melanocortin Receptor Il (Mc3r). Diese Befunde sprechen dafur, dass
uber die Effekte des QTL auf Mauschromosom 2 auch Neuropeptide einen Einfluss
auf den Alkoholkonsum nehmen konnten (Navarro et al., 2003; Ploj et al., 2002). Es
bleibt unklar, welche Interaktionen zwischen der Funktion von Stxbp1 und der
Funktion von Galanin oder Melacortin bestehen konnten. Interessanterweise wird
das Stxbp1 Protein z.B. auf cholinergen Neuronen zusammen mit Galanin
koexprimiert (Mufson et al., 1998). Zu der zweiten Gruppe Gene, welche in ihrer
Expression von Varianten in Stxbpl beeinflusst war, gehorten u.a. eine Reihe
synaptosomaler Gene, wie z.B. Slcl2al, einem Natrium/Kalium/Chlorid
Transporter, Vrll, ein Gen, welches ein Vanilloid Receptor -like Protein 1 kodiert
und potentiell an der Alkohol abhangigen zentralen Temperatur Regulation
beteiligt ist, sowie der neuronale Calcium Sensor Frequenin (Freq).
Interessanterweise ist dieser lediglich 1 Mb proximal von Stxbp1 lokalisiert und an
der Freisetzung synaptischer Vesikel beteiligt (Pan et al., 2002).

Expressionsunterschiede in Frequenin und anderen beteiligten synaptosomalen
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Genen konnten daher einen Teil des beobachteten Alkoholpraferenz-QTL Effekts im
proximalen Bereich von Chromosom 2 erklaren. Diese Befunde unterstutzen auch
die Befunde humaner Studien, welche einen Effekt des chronischen Alkoholkonsums
auf die Expression synaptosomaler Genen nachgewiesen haben (Lewohl et al.,

2000)

4.6. Das Gen der alpha2 Untereinheit des GABAA-Rezeptors (GABRA2)als

Kandidatengen verschiedener Subtypen der Alkoholabhangigkeit: - Publikation F

Korrespondierend zu den tierexperimentellen Arbeiten wurde in weiteren Arbeiten
versucht, Kandidatengene fur die Alkoholabhangigkeit am menschlichen Modell zu
identifizieren (Fehr et al., 2000a; Fehr et al., 2001; Fehr et al., 2000b). Im Rahmen
der kumulativen Habilitation wird exemplarisch eine Arbeit vorgestellt, die sich mit
einem der bisher meisten replizierten Kandidatengene der Alkoholabhangigkeit,
dem Gen fur die alpha 2 Untereinheit des GABAA-Rezeptors GABRA2 beschaftigt
(Publikation F).

GABRA2 wurde ausgehend von den Befunden von zwei groBen Genom-weiten-
Linkage Untersuchungen ausgewahlt, in welchen eine Kopplung des Phanotyps der
Alkoholabhangigkeit zu einem Genort auf dem menschlichen Chromosom 4
nachgewiesen worden war (Long et al., 1998; Reich et al., 1998). In diesem
chromosomalen Bereich befand sich eine Reihe interessanter Kandidatengene, wie
u.a. das Alkohol abbauende Enzym ALDH2, sowie ein Cluster aus GABAA Rezeptor
Genen, u.a. GABRB1, GABRA2, GABRA4, GABRB2. Aufgrund weiterer positiver
Ergebnisse von Assoziationsuntersuchungen im Bereich des GABRB1-Lokus (Parsian
und Zhang, 1999; Song et al., 2003) wurde von der “Collaborative Study Group on

the Genetics of Alcoholism (COGA)” ein hochauflosendes Mapping des GABRB1
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Lokus angestrebt (Edenberg et al., 2004). Einunddreifig SNPs innerhalb von
GABRA2, dem Gen fur die Alpha-2 Untereinheit des GABA, Rezeptors, aber nur ein
SNP innerhalb der anderen Gene des GABRB1 Lokus zeigte eine signifikante
Assoziation mit der Diagnose der Alkoholabhangigkeit (Edenberg et al., 2004). Ein
Haplotyp, welcher einen Bereich von Intron 3 zum 3’ Ende des GABRA2 Genes
umfasste, zeigte eine hoch signifikante Assoziation mit der Diagnhose einer
Alkoholabhangigkeit (p = 0.000000022) (Edenberg et al., 2004). Interessanterweise
enthielt der Hochrisiko-Haplotyp keine non-synonymen SNPs, so dass angenommen
werden muss, dass von dem Hochrisiko Haplotyp keine Effekte auf die
Proteinsequenz, sondern auf die GABRA2 mRNA Expression ausgehen. Der initial
positive  Befund konnte in zwei unabhangigen Untersuchungen mit
alkoholabhangigen Patienten europaischer Abstammung bestatigt werden (Covault
et al., 2004; Lappalainen et al., 2005).

In den in Publikation F zusammengefassten Arbeiten wurde versucht, die
mogliche Assoziation genetischer Varianten innerhalb von GABRA2 auf die
Auspragung unterschiedlicher Subtypen einer Alkoholabhangigkeit an einer
deutschen Bevolkerungsstichprobe zu untersuchen.

Unsere Hypothese hierbei war, dass mogliche Effekte eines Kandidatengenes v.a. in
der Untergruppe von Patienten mit einem fruhen Krankheitsbeginn (“early onset”),
bei positiver Familienanamnese (,,positive family history*“) und bei Auftreten von
Komplikationen nachweisbar sein sollte (Babor et al., 1992; Cloninger et al., 1981;
Johnson et al., 1996).

Insgesamt wurden 6 SNPs innerhalb des GABRA2 Genes an 256
alkoholabhangigen Patienten und 88 Kontrollprobanden genotypisiert (Fehr et al.,

2006). Funf der sechs SNPs befanden sich innerhalb der Region, welche in den
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vergangenen Untersuchungen mit der Diagnose einer Alkoholabhangigkeit assoziiert
gewesen war.

Ein Vergleich der Genotypen zeigte eine signifikante Assoziation von
Genotypen innerhalb von GABRA2 mit der Diagnose einer Alkoholabhangigkeit fur
die untersuchten Marker B, D, und E (x*: 5,8 - 7,4, p = 0,02 - 0,05, Tab. 6 aus
Publikation F) und einen Trend fur eine signifikante Assoziation fur die Marker A
und C (x2: 5,6 - 5,7, p = 0,06, Tab.6). Zusatzliche allelische Vergleiche
unterstutzten die Hypothese einer Assoziation von Markern innerhalb von GABRA2
mit der Diagnose einer Alkoholabhangigkeit. Die weniger haufigen Allele der funf
Marker A-E (rs567926, rs279871, rs279858, rs279845, rs279836), welche sich
zwischen Intron 3 und dem 3’Ende von GABRA2 befanden, zeigten eine Assoziation
mit der Diagnose der Alkoholabhéngigkeit (Tab. 6, x*: 5.27 - 6.12, p-Werte= 0.0098
- 0.02). Die Haufigkeit der selteneren Allele der SNPs A-E Uberstieg innerhalb der
Gruppe der alkoholabhangigen Patienten die Haufigkeit der selteneren Allele der
SNPs A-E in der Gruppe der Kontrollprobanden um 10 - 12 % (Tab. 6). Die
Untersuchung des Kopplungsgleichgewichts [,,Linkage disequilibrium (LD)“] zeigte
eine groBe Ubereinstimmung zwischen den Allelen der Marker A-E innerhalb von
GABRA2 (D’: 0,83 bis 1,0) und legte das Vorhandensein eines 97,3 kD grofen
Haplotypblocks innerhalb GABRA2 zwischen den SNPs A und E nahe. Eine
Haplotypanalyse der SNPs A-E ergab zwei haufige Haplotypen, T-T-A-A-A und C-C-
G-T-T, welche zusammen 91,7% aller vorhandenen chromosomalen Kombinationen
darstellten. Es bestand eine hochsignifikante Differenz in der Haplotypverteilung
zwischen den alkoholabhangigen Patienten und den gesunden Kontrollen (Tab. 7
aus Publikation 6). Der seltenere C-C-G-T-T Haplotyp trat lediglich bei 29 % der
Kontrollprobanden, jedoch bei 45% der alkoholabhingigen Patienten auf (x* = 11,2,

df =1, p=0.0008, Tab.7).
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Alcohol Dependent Controls
Genotype count Allele count Genotype count Allele count Genotypic Allelic
(frequency) (frequency) (frequency) (frequency)

SNP 11 12 22 1 2 11 12 22 1 2 X2 p x2 p
A 77 (0.30) 128 (0.51) 47 (0.19) 282 (0.56) 222 (0.44) 37 (0.41) 41 (0.47) 9 (0.10) 115 (0.66) 59 (0.34) 5.63 0.06 5.48 0.02
B 78(0.31) 125 (0.49) 50 (0.20) 281 (0.56) 225 (0.44) 39 (0.45) 36 (0.41) 12 (0.14) 114 (0.66) 60 (0.34) 5.83 0.05 5.30 0.02
C 50(0.20) 124 (0.49) 78 (0.31) 224 (0.44) 280 (0.56) 12 (0.14) 36 (0.41) 39 (0.45) 60 (0.34) 114 (0.66) 5.74 0.06 5.27 0.02
D 57(0.23) 127 (0.50) 69 (0.27) 241 (0.48) 265 (0.52) 13 (0.14) 37(0.43) 37 (0.43) 63 (0.36) 111 (0.64) 7.43 0.02 6.67 0.01
E 50 (0.20) 128 (0.51) 74 (0.29) 228 (0.45) 276 (0.55) 11 (0.12) 38 (0.44) 38 (0.44) 60 (0.34) 114 (0.66) 6.54 0.04 6.12 0.01
F 123 (0.49) 94 (0.38) 33 (0.13) 340 (0.68) 160 (0.32) 43 (0.49) 33 (0.38) 12 (0.13) 119 (0.68) 57 (0.32) 0.01 0.99 0.01 0.92




37

Tab. 7. Haplotypische Assoziationen von Polymorphismen in GABRA2 mit der Diagnose einer Alkoholabhangigkeit

AD Patients Controls
T-T-A-T-A T-T-A-A-A C-C-G-T-T T-T-A-T-A T-T-A-A-A C-C-G-T-T x2 df p
AD patients vs. Controls 12 (0.03) 243 (0.52) 205 (0.45) 4 (0.03) 98 (0.68) 42 (0.29) 11.2 1 0.0008

Gender specific
Male AD patients vs. male controls 10 (0.03) 186 (0.52) 158 (0.45) 4(0.04) 74 (0.68) 30 (0.28) 10.1
Female AD patients vs. female controls 0 (0.00) 57 (0.56) 45 (0.44) 0(0.00) 24 (0.67) 12 (0.33) 1.3

N

0.006
0.25

N

Subtype specific comparisons

AD patients with ASPD vs. controls 3 (0.06) 4 (0.50) 1 (0.44) 4 (0.03) 98 (0.68) 2 (0.29) 5.2 2 0.07
AD patients with DT vs. controls 3(0.03) 48 (0.51) 43 (0.46) 4(0.03) 98 (0.68) 42 (0.29) 7.0 2 0.03
AD patients with WS vs. controls 0 (0.00) 3(0.52) 49 (0.48) 0 (0.00) 96 (0.71) 40 (0.29) 8.6 1 0.003
Family positive AD patients vs. controls 6 (0.04) 6 (0.48) 86 (0.48) 4 (0.03) 98 (0.68) 42 (0.29) 13.0 2 0.002
Family negative AD patients vs. controls 0 (0.00) 154 (0.57) 116 (0.43) 0 (0.00) 96 (0.71) 40 (0.29) 7.2 2 0.007
Early onset AD patients vs. controls 5(0.06) 36 (0.46) 37 (0.48) 4 (0.03) 98 (0.68) 2 (0.29) 10.3 2 0.006
Late onset AD patients vs. controls 0 (0.00) 83 (0.57) 63 (0.43) 0 (0.00) 96 (0.71) 0 (0.29) 5.8 1 0.02
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Die Effektstarke der beobachteten Haplotypdifferenz entsprach einer Odds Ratio
(OR) von 1,97 (95% Konfidenz Interval: 1,30 - 2,96), d.h. das Vorhandensein des C-
C-G-T-T Risikohaplotyps steigerte die Wahrscheinlichkeit, alkoholabhangig zu
werden um etwa 100%.
Die Subgruppenanalyse zeigte signifikante Assoziationen fur nahezu alle
untersuchten Subgruppen, bis auf die kleine Gruppe der weiblichen Patientinnen
und die Gruppe der alkoholabhangigen Patienten mit einer antisozialen
Personlichkeitsstorung. Die Berechnung Odds Ratios (ORs) bestatigte die groBere
Effektstarke des GABRA2 Risikohaplotypes in den Gruppen der alkoholabhangigen
Patienten mit zu mindestens einem aufgetretenen Alkoholentzugskrampfanfall (OR:
2,22), einer positiven Familiengeschichte (OR: 2.60) oder einem fruhen Beginn der
Abhangigkeitserkrankung (OR: 2,19, siehe auch Tab. 7).

Zusammenfassend bestatigten die positiven Befunde in den Untergruppen
von Patienten mit angenommener hoher genetischer Belastung GABRA2 als ein

wichtiges Kandidatengen der Alkoholabhangigkeit.

4.7. Manipulation der neuronalen Aktivitat des Rewardsystems
durch  den  selektiven  GABA-Transporter 1 Inhibitor ~ Tiagabin:
- Publikation G

Unsere oben dargestellten tierexperimentellen Befunde unterstutzten die
Hypothese, dass Varianten u.a. in synaptischen Genen wie Mpdz und Stxbpl die
Alkoholentzugsschwere und die Alkoholpraferenz beeinflussen. Sie wurden erganzt
um humangenetische Assoziationsuntersuchungen, in welchen GABRA2 als ein
Risikogen der Alkoholabhangigkeit identifiziert wurde (Covault et al., 2004;

Edenberg et al., 2004; Fehr et al., 2006; Lappalainen et al., 2005). Erste
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Pilotuntersuchungen sprachen daruber hinaus dafur, dass die beobachteten
Risikohaplotypen von GABRA2 die Alkoholsensitivitat verandern (Pierucci-Lagha et
al., 2005).

In der in Publikation G vorgestellten Studie wurde deshalb die Alkohol-
vermittelte Aktivierung des zerebralen Belohnungssystems (,,reward-system“) und
eine GABA-erge Interventionsstrategie zur Veranderung der neuronalen
Alkoholwirkung mittels ['®F]-Fluoro-desoxyglucose (FDG) Positronenemissions-
tomographie (PET) untersucht.

Fur die Wahrnehmung positiver und aversiver Alkohol- und Drogenwirkungen
spielt die Aktivierung des Belohnungssytems (,,Reward System*) eine entscheidende
Rolle. Zu den Hauptteilen des Rewardsystems gehoren mesolimbische und
mesokortikale dopaminerge Neurone, welche von der ventralen tegmentalen
Region (VTA) in die Amygdala, den Nucleus accumbens, in das ventrale Pallidum
und den prafrontalen Cortex projizieren (Berke und Hyman, 2000). Die akute
Verabreichung von Alkohol und anderen Drogen flhrt zu einem Dopamin-Release in
das ventrale Striatum, welches im Tiermodell durch die Gabe der Trinkmengen
reduzierenden Substanz Naltrexon gehemmt werden kann (Gonzales und Weiss,
1998). Der Nachweis einer Hemmung der Alkohol induzierten Aktivierung des
striatalen Rewardsystems erscheint konzeptionell eine sinnvolle ldee, um das
Potential weiterer ruckfallprophylaktischer Medikamente in vivo untersuchen zu
konnen.

Die Aktivitat des Rewardsystems kann am Menschen mit Hilfe der Positronen
Emissions Tomographie (PET) untersucht werden. Die akute intravenose Gabe von
40 g Ethanol filhrte in einer ['®F]-Fluoro-Desoxyglucose (FDG) Pilotstudie zu einer
Zunahme des neuronalen Metabolismus im Striatum und frontalen Cortex

(Schreckenberger et al., 2004). Aus diesem Grund wurde dieses i.v. Alkohol
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Challenge ['®F]-FDG Paradigma dazu verwandt, die Mdoglichkeiten einer
pharmakologischen Hemmung der Alkohol Aktivierung des Reward Systems zu
untersuchen.

In der in Publikation G dargestellten Studie wurde der selektive GABA-
Transporter 1 -Inhibitor Tiagabin zur Hemmung der Alkohol bedingten Aktivierung
des Rewardsystems eingesetzt (Fehr et al., 2007). Fur die Auswahl von Tiagabin
sprachen neben den oben dargestellten tier- und humangenetischen Uberlegungen
zwei wesentliche Grunde: Zum einen spielt die prasynaptische Aktivierung GABA-
erger Interneurone und GABA-erger Neurone im Globus pallidus fur die
inhibitorische Wirksamkeit von Naltrexon eine wichtige Rolle (Mavridis und Besson,
1999; Stanford und Cooper, 1999). Eine Aktivierung dieser GABA Neurone fuhrt zu
einer Hemmung der dopaminerger Neurone im Striatum (Mavridis und Besson, 1999;
Stanford und Cooper, 1999). Zweitens fuhrte die systemische Gabe des GABA
Transaminase Inhibitors Vigabatrin sowohl in Mikrodialyse als auch PET Studien zu
einer Hemmung einer Kokain-induzierten Dopamin Freisetzung im Nucleus
accumbens (Schiffer et al., 2000; Schiffer et al., 2003).

Fur die hier vorgestellte Untersuchung wurde aufgrund der wesentlich
besseren Vertraglichkeit der selektive GABA-Transporter 1 (GAT1) Inhibitor
Tiagabin eingesetzt. In einer einfach blinden Untersuchung mit zwei verschiedenen
Behandlungs- und Bildgebungsbedingungen wurden die neuronalen Effekte einer
Tiagabin Behandlung, eines Alkohol Challenge und Alkoholwirkung nach Tiagabin-
Behandlung untersucht. Zwanzig Probanden wurden in zwei verschiedene
Behandlungsbedingungen randomisiert. In der ersten Behandlungsgruppe erhielten
die Probanden zwei PET Scans mit 150+20 MBq ['®F] Fluorodeoxyglucose (18-FDG)
nach einer Injektion mit physiologischer Kochsalzlosung (0.9%), einmal zu Beginn

der Studie und einmal nach einer Woche Tiagabin Behandlung (7.5 mg einmal
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taglich fur zwei Tage, 15 mg einmal taglich wahrend der folgenden funf Tage). Die
zweite Behandlungsgruppe erhielt eine Serie von drei PET Scans mit 15020 MBq
18-FDG unter drei verschiedenen Untersuchungsbedingungen: 1. nach einer
Injektion mit physiologischer Kochsalzlosung (0.9%) ohne Vorbehandlung, 2. nach
einer intravenosen Injektion von 40 g Alkohol ohne Vorbehandlung, 3. Nach einer
Injektion von 40 g Alkohol nach einer Woche Tiagabin Behandlung (7.5 mg einmal
taglich fur zwei Tage, 15 mg einmal taglich wahrend der folgenden funf Tage). Die
PET Untersuchungen wurden in einem ECAT Exact PET Scanner (Siemens/CTl,
Knoxville) an der Klinik fur Nuklearmedizin durchgefuhrt. Die PET-Daten wurden mit
Hilfe der Software Statistical Parametric Mapping (Versionen 99 und 2), Wellcome
Department of Cognitive Neurology, London ausgewertet. Details zur Auswertung
der PET Daten finden sich in Publikation G. Die einwochige Tiagabin-Behandlung
fuhrte zu einer signifikanten Verminderung des cerebralen Metabolismus im
rechten Temporallappen und linken Teil des Cerebellums (Abb. 13a). Entsprechend
der Vorbefunde fuhrte die Ethanolinfusion im Vergleich zur Kochsalzinfusion zu
einer signifikanten Zunahme des regionalen Glucose Metabolismus im bilateralen
Striatum, in Teilen des mittleren frontalen Cortex und Teilen des linken anterioren
cingularen Cortex (Abb. 13b). Eine Minderung des regionalen Glucoseverbrauchs
konnte im bilateralen Cerebellum, im linken temporalen Cortex und Teilen des
primaren visuellen Cortex (bilateralen Gyrus lingualis/cuneus) beobachtet werden
(Abb 13b). Kontrar zu unserer Hypothese konnte die Tiagabin Vorbehandlung die
Alkohol bedingte Aktivierung des Rewardsystems (bilaterales Striatum, frontaler
und cingularer Cortex) nicht hemmen (Abb. 13 c.) Die Alkoholinfusion fuhrte unter
Tiagabin Behandlung im Vergleich zur Alkoholinfusion ohne Vorbehandlung zu
einem signifikanten Anstieg des regionalen cerebralen Glucose Metabolismus in

einem kleinem Areal des linken cingularen Cortex und zu signifkant starkeren
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Hemmung in verschiedenen Teilen des bilateralen Cerebellums, des linken

occipitalen Cortex, Teilen des rechten temporalen Cortex und des linken

posterioren cingularen Cortex (Abb. 13d).

Abb. 13. Wirkung der Alkohol oder Placebo Infusionen auf den cerebralen
Metabolism mit und ohne Tiagabin Vorbehandlung. Die Teile a-d zeigen die
signifikant aktivierten (in rot) oder deaktivierten (in blau) Hirnareale der
folgenden Vergleiche: a, Tiagabin Behandlung versus Baseline; b, Alkohol
Infusion vs. Placebo Infusion ohne Vorbehandlung; c, Alkohol Infusion nach
Tiagabin-Behandlung vs. Placebo Infusion; d, Alkohol Infusion nach Tiagabin-
Behandlung vs. Alkohol Infusion ohne Vorbehandlung.



Zusammengefasst konnte die subchronische Tiagabin-Gabe (15 mg einmal
taglich) nicht den Alkohol induzierten Hypermetabolismus innerhalb des

mesolimbischen Reward Systems hemmen.

Fur das negative Ergebnis dieser Untersuchung konnten drei wesentliche
Ursachen angeflihrt werden, welche in der Publikation ausfuihrlich diskutiert
sind. Erstens konnte die verwandte Tiagabine Dosis in unserer Studie zu gering
oder das Dosisinterval zu kurz fur eine suffiziente GABA-erge Suppression des
Ethanol induizierten Hypermetabolismus im mesolimbischen Dopamin- System
gewesen sein. Zweitens konnte Tiagabin aufgrund seiner pharmakodynamischen
Eigenschaften als selektiver GAT-1 Inhibitor (Meldrum und Chapman, 1999)
weniger gut wie der GABA-Transaminase Inhibitor Vigabatrin fur eine breite
Augmentation GABA-erger Prozesse im Rewardsystem geeignet sein. Ein
inhibitorischer Effekt GABA-erger Substanzen auf die Alkohol bedingte
Aktivierung im Rewardsystem ist bisher lediglich fur die Substanz Vigabatrin,
nicht jedoch fur Tiagabin nachgewiesen worden (Dewey et al., 1999; Dewey et
al., 1998; Gerasimov et al., 1999; Schiffer et al., 2003). Drittens konnte es sein,
dass eine Inhibition pathologisch aktivierter glutamaterger Prozesse im
prafrontalen Cortex fur die Alkohol- und Drogenkonsum reduzierende Wirkung
von Tiagabin bei abhangigen Patienten verantwortlich ist, welche bei den von
uns untersuchten Kontrollprobanden nicht nachweisbar war (Kalivas und Volkow,

2005).

43
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5. Ausblick der Ergebnisse

Die in der kumulativen Habilitationsarbeit zusammengefassten Arbeiten versuchen
mit  unterschiedlichen = methodischen  Vorgehensweisen  genetische und
neurobiologische Ursachen der Alkoholwirkung und der Alkoholabhangigkeit zu
identifizieren.

Mit Hilfe einer Kombination verhaltensgenetischer und molekularbiologischer
Experimente konnte mit Mpdz ein Kandidatengen identifiziert werden, welches in
verschiedenen unabhangigen Tiermodellen die Schwere des Alkoholentzugs
wesentlich beeinflusst. Die bisher bekannten funktionellen Untersuchungen
sprechen dafur, dass Mpdz mit GABAg-Rezeptoren und 5-HT,c Rezeptoren
interagiert (Balasubramanian et al., 2007; Becamel et al., 2001), eine Veranderung
der Funktion dieser Rezeptoren konnte den Schweregrad der Entzugssymptomatik
nachhaltig beeinflussen. Diese Untersuchungen stellen eine wichtige methodische
Weiterentwicklung im Bereich der Verhaltensgenetik von
Abhangigkeitserkrankungen dar, um die Alkohol Wirkung beeinflussende QTLs
besser zu charakterisieren und die zugrunde liegenden Gene identifizieren zu
konnen.

Als Alternative zu dem hier vorgestellten ,,High-resolution Mapping“ Ansatz
sind verschiedene andere methodische Moglichkeiten diskutiert worden, um eine
Identifikation der verschiedenen QTLs zu erreichen (Phillips et al., 2002). Die
Kombination der Entwicklung von Congenic Strains mit Microarray-
Genexpressionsuntersuchungen, wie sie z.B. fur die Charakterisierung von
Alkoholpraferenz QTLs eingesetzt worden sind (Carr et al., 2007), stellen eine

solche Moglichkeit dar. Mit Hilfe dieser Strategie konnten mehrere neue
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Kandidatengene eines Alkohol Praferenz QTL auf Chromosom 9 identifiziert
werden, welche u.a. zu der Gruppe der Mitogen-Activated Protein (MAP) Kinase
Proteinen und zu unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren und -regulatoren
gehoren (Mulligan et al., 2006). Die Untersuchung genetisch veranderter Knock-out
oder Knock-in Mause stellt eine zweite Moglichkeit dar, die Wirkung potentieller
QTL Kandidatengene verifizieren zu konnen (Spanagel und Heilig, 2005). Es sind
bereits systematisch verschiedene Knock-out-Tierstamme in einer Serie von
Alkoholparadigmen in der Vergangenheit untersucht worden. Diese Versuche haben
unser Verstandnis der Neurobiologie von Alkoholpraferenz  und der
Alkoholabhangigkeit deutlich erweitert und konnen fur die Interpretation von QTL
Untersuchungen herangezogen werden (zur Ubersicht z.B. Crabbe et al., 2006;
Lovinger und Crabbe, 2005). Drittens besteht die Option, Kandidatengene uber
einen translationalen Vergleich der Ergebnisse genomweiter
Assoziationsuntersuchungen an Tiermodellen und verschiedenen
Abhangigkeitsdiagnosen zu verifizieren (Uhl et al., 2007). Eine Identifikation
weiterer Kandidatengene Alkohol bezogener QTLs, vergleichbar zu Mpdz erscheint
unter kombinierter Anwendung dieser Methoden moglich.

Ausgehend von dem Positivbefund in der COGA Studie konnte in einer
humangenetischen Assoziationsuntersuchung das Gen fur die alpha 2 Untereinheit
des GABAA Rezeptors (GABRA2) als ein Kandidatengen der Alkoholabhangigkeit
bestatigt werden. Dieses ist insofern interessant, da bei abhangigem Alkoholkonsum
eine Vielzahl von Anderungen der Funktion GABA-erger Rezeptoren beobachtet
werden kann (Krystal et al., 2006). Pilotstudien sprechen daflir, dass Trager des
GABRA2 Risikohaplotyps eine verminderte Sensitivitat gegeniiber verschiedenen
Alkoholwirkungen besitzen (Pierucci-Lagha et al., 2005). Dieses Gen besitzt eine

besondere Bedeutung fur die Alkoholforschung, da u.a. am Vorliegen des
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Risikohaplotyps komplexe Gen-Umweltinteraktionen beschrieben werden konnten.
Trager des Haplotyps wiesen u.a. nicht nur eine hoheres Risiko zur Entwicklung
einer Alkoholabhangigkeit, sondern auch eine geringere Rate an stabilen
Partnerschaften sowie eine hohere Scheidungsrate auf (Dick et al., 2006a). Neue
Befunde sprechen zudem flr pleiotrope Effekte von GABRA2; u.a konnen
Risikovarianten in GABRA2 auch das Risiko kindlicher Verhaltensstorungen und einer
Drogenabhangigkeit steigern (Agrawal et al., 2006; Dick et al., 2006b). In
Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen in Deutschland wollen wir die Bedeutung
der oben beschriebenen synaptischen Gene fur Alkohol-bezogene Phanotypen
weiter untersuchen. Diese Studien befinden sich derzeit in dem Stadium der
Auswertung.

Bildgebende Untersuchungen stellen eine interessante Moglichkeit dar, den
Einfluss interessanter Kandidatengene wie GABRA2 auf die neuronalen
Alkoholwirkung in vivo zu untersuchen. Zudem konnen neuronale Effekte potentiell
ruckfallprophylaktischer Psychopharmaka untersucht werden. Mit dem Alkohol-
Challenge 18-FDG Paradigma (Fehr et al., 2007; Schreckenberger et al., 2004) steht
uns hierfur eine Moglichkeit zur Verfugung. In diesem Paradigma soll der Effekt des
u-Opiatrezeptorantagonisten Naltrexon als der bisher am besten untersuchten
ruckfallprophylaktischen Substanz untersucht werden. Unsere Hypothese hierbei
ist, dass die subchronische Naltrexon Gabe die Alkohol bedingte Aktivierung des
mesolimbischen Rewardsystems blockieren kann. Zusammen mit den bisher
durchgefuhrten Alkohol-Challenge 18-FDG Untersuchungen werden diese
Untersuchungen auch erlauben, den Effekt etablierter Risikogene der

Alkoholabhangigkeit wie GABRA2 auf die neuronale Alkoholwirkung zu untersuchen.
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Die Kombination der verschieden Untersuchungstechniken hat zu einem
erheblich erweiterten Verstandnis der Bedeutung genetischer Risikofaktoren der
Alkoholabhangigkeit beigetragen und unser konzeptionelles Verstandnis der
Erkrankung deutlich erweitert. Es besteht die berechtigte Hoffnung, dass die
Erkenntnisse auch in mittelbarer Zukunft Zu verbesserten

Behandlungsmoglichkeiten der Alkoholabhangigkeit beitragen werden (Abb.14).

Aufklarung und
Primarpravention

Untersuchungen am
Tiermodell (QTL -Studien,
Fine mapping, Microarrays,
Knockouts)

b 2

) ) Verhaltens-
Humangenetik Neurobiologisches —p therapeutische und
(Genomweite Assoziations- Modell der Alkohol- soziotherapeutische
untersuchungen, Fine mapping) abhangigkeit Interventionen

A W

Pharmako-
therapeutische
Behandlungsoptionen

Bildgebung
{In vivo Challenge -
Untersuchungen mit 18F-FDG)

Abb. 14. Alkoholabhangigkeitsforschung: Methoden und Ziele. Tierexperimentelle,
humangenetische und bildgebende Untersuchungen generieren eine Vielzahl
von Erkenntnissen, die gemeinsam das neurobiologische Modell der
Alkoholabhangigkeit erweitern. Das verbesserte neurobiologische Modell
wird dazu beitragen, bessere Primarpraventionen, psychotherapeutische,
soziotherapeutische und pharmakotherapeutische Behandlungsmoglichkeiten
der Alkoholabhangigkeit zu entwickeln.
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