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1. Einleitung

1.1. Alkohol

1.1.1. Definitionen

Die Global Burden of Disease (GBD) Studie der Weltgesundheitsorganisation fuhrt Alkohol
neben Tabak und Bluthochdruck als dritthdufigste Ursache fir verlorene Lebensjahre auf
(Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2021). Somit zahlt der Alkoholkonsum, die
Alkoholgebrauchsstorung, als auch die Alkoholabhdngigkeit zu einer gesellschaftlichen
Thematik, die zunehmend in den Fokus des Gesundheitswesens riickt. Der Alkoholkonsum und
die miteinhergehenden alkoholbezogenen Storungen stellen ein sehr heterogenes
Krankheitsbild dar. Um eine strukturierte Definition der psychischen Entitat gewahrleisten zu
kdnnen, wird vorerst eine Begriffsbestimmung vorgenommen. Die Begriffe Sucht, schadlicher
Gebrauch / Missbrauch, Abhangigkeit und Substanzkonsumstérung /
Substanzgebrauchsstoérung missen voneinander abgegrenzt werden.

Die Sucht wird als gesteigertes Verlangen, Bedirfnis, Gier definiert. Ab der ersten Halfte des
20. Jahrhunderts wird der Begriff Sucht mit krankhafter Abhdngigkeit von Betdaubungs- und
Rauschmitteln assoziiert (Silbereisen und Reese 2001). Die Sucht geht weitgehend mit einem
Kontrollverlust des Betroffenen einher (Télle et al. 2014). Es kann zwischen stoffgebundener
und stoffungebundener Sucht unterschieden werden. Somit lasst sich der Begriff auch auf
Verhaltensweisen ausweiten, die nicht in Verbindung mit einer psychotropen Substanz wie
dem Alkohol stehen (Schneider et al. 2013).

Sucht gilt als schwer definierbarer Begriff. Er findet umgangssprachlich und fachspezifisch nach
wie vor Anwendung, wird aber in den internationalen Klassifikationssystemen psychischer
Erkrankungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und der American Psychological
Association (APA) nicht mehr verwendet.

Die Definition des schadlichen Gebrauchs beinhaltet laut Internationaler Klassifikation
psychischer Storungen (ICD-10) der WHO die Manifestation folgender Kriterien innerhalb eines
Zeitraums von zwolf Monaten: Wiederholter Konsum mit Vernachlassigungen der privaten und
beruflichen Pflichten, wiederholter Konsum mit physischer Gefdahrdung, rechtliche

Konsequenzen durch Konsum, Substanzgebrauch ungeachtet sozialer Konflikte. Die Diagnose
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kann nur nach festgestellter Schadigung der psychischen und physischen Gesundheit gestellt
werden. Soziale oder dkonomische Faktoren, sowie eine bestimmte Mengenangabe oder
Frequenz werden hier nicht bericksichtigt (Soyka et al. 2018).

Eine Abhangigkeit besteht laut WHO bei Vorliegen folgender Kriterien: Toleranzentwicklung,
Entzugssymptomen, Kontrollverlust bezlglich des Umgangs mit der Substanz, Konsum trotz
gesundheitsschadigender Folgen (Soyka et al. 2018). Als Leitsymptom der Abhdngigkeit kann
das sogenannte Craving aufgefiihrt werden (Soyka et al. 2018). Der Begriff Craving wird nach
WHO als ,starkes Verlangen nach einer psychoaktiven Substanz” definiert. Bei den Ausldsern
des Cravings ist von komplexen individuell stark unterschiedlichen Vorgangen auszugehen.
Bezliglich des Konsums und des Entzugs von Alkohol spielen konditionierende Prozesse der
klassischen Verhaltenstherapie und adaptive Prozesse der neuronalen Strukturen eine
Ubergeordnete Rolle (Kessler et al. 2007).

Die APA unterscheidet im Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-V) die Begrifflichkeiten
Substanzmissbrauch, Abhangigkeit und Substanzkonsumstorungen. Der Substanzmissbrauch
wird hier als Ereignis beschrieben, bei dem das Konsumieren einer Substanz mit
Ubergeordneter Wichtigkeit, verglichen mit anderen Handlungen, die in der Vergangenheit
eine grofere Rolle gespielt haben, gesehen wird.

Abhangigkeit kann laut APA diagnostiziert werden, wenn mindestens drei der folgenden
Charakteristika in der Zeitspanne eines Jahres zu beobachten sind: Wunsch / Zwang
psychotrope Substanzen zu konsumieren, Kontrollverlust bezlglich des Umgangs mit der
Substanz, Entzugssyndrome, Toleranznachweis, Vernachldassigung anderer Freizeitaktivitaten,
erhdéhte Bemihungen die Substanz zu beschaffen und bestehender Konsum trotz negativer
Konsequenzen. Die Substanzgebrauchsstdérung wird durch die APA als Schema heterogener
Symptome  beschrieben. Das DSM-V  fuhrt elf Kriterien zur Diagnostik der
Substanzgebrauchsstorung auf (Soyka et al. 2018) (Soyka und Kifner 2008) (Tabelle 1).



Tabelle 1: Substanzgebrauchsstérung: Diagnosekriterien gemak DSM-V

Substanzgebrauchsstérung: Diagnosekriterien gemal DSM-V

1. Wiederholter Konsum mit Vernachldssigung wichtiger Verpflichtungen

2. Wiederholter Konsum in Situationen, in denen es auf Grund des Konsums zu kérperlicher
Gefahrdung kommen kann
Wiederholter Konsum trotz standiger oder hadufig auftretender sozialer Probleme
Toleranzentwicklung mit Dosissteigerung und reduzierter Wirkung
Entzugssymptome oder Substanzkonsum, um diese zu vermeiden
Kontrollverlust, der sich in langerem Konsum/gesteigerten Mengen duRert
Anhaltender Kontrollwunsch
Hoher Zeitaufwand zur Beschaffung der Substanz, zum Konsum, zur Rehabilitation
Aufgabe oder Reduzierung von Aktivitaten auf Grund des Substanzkonsums
10 Fortgesetzter Gebrauch trotz korperlicher oder psychischer Folgen
11. Craving: Starkes Konsumverlangen

©®NOU AW

1.1.2. Epidemiologie

Substanzkonsum und gefahrliche Konsummuster sind in der Allgemeinbevoélkerung
Deutschlands haufig. Substanzbezogene Storungen durch den Gebrauch legal erwerblicher
Drogen, wie Alkohol und Tabak fihren zu einer gesellschaftlichen Belastung (Atzendorf et al.
2019). Es gibt unterschiedliche Methoden den Alkoholkonsum einer Gesellschaft einzuordnen.
Hier soll im Folgenden auf den Risikokonsum - das Konsumieren einer Menge, welche sich
riskant auf den physischen und psychischen Gesundheitszustand auswirken kann, eingegangen
werden: Der Schwellenwert liegt bei 10 g Reinalkohol pro Tag fir Frauen, 20 g Reinalkohol pro
Tag fur Manner. Beruhend auf einer Analyse der Gesundheit in Deutschland Aktuell (GEDA)
besteht bei 14% der Frauen und 18% der Manner ein gesundheitlich riskanter Alkoholkonsum.
Die Pravalenz erreicht in der Altersgruppe 45 bis 64 ihren Hohepunkt. Auch bezlglich der
Einteilung in Bildungsgruppen lassen sich signifikante Unterschiede feststellen. Ausgenommen
der Altersgruppe 30 — 44 zeigen Frauen der oberen Bildungsgruppe hdhere Pravalenzen des
Alkoholkonsums. Manner in der Altersgruppe ab 65 weisen vergleichbare Ergebnisse auf, es
konnten keine relevanten Unterschiede bei Mannern in anderen Altersgruppen aufgedeckt
werden (RKI 2017).

Etwas schwieriger ist die epidemiologische Darstellung des Alkoholmissbrauchs- / der
Alkoholabhangigkeit. Der Lubecker Alkoholabhangigkeits-Missbrauchs-Screening Test stellt im
deutschsprachigen Raum eine gute Methode zur Erfassung von Alkoholabhangigkeit dar. Hier
konnte im Jahr 2000 bei 3,8% der Befragten im Alter zwischen 18 und 64 Jahren im
Lebensverlauf Alkoholabhangigkeit festgestellt werden (Bloomfield et al. 2008).
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Laut Bundesgesundheitsministerium gelten aktuell 1,6 Millionen Menschen dieser
Altersgruppe als alkoholabhdngig (Atzendorf et al. 2019). Die Mortalitdt durch eine durch
Alkoholmissbrauch induzierte Erkrankung berechnet sich 2014 in Deutschland auf 14.095
Volljahrige. Es handelt sich bei ca. 66% der Betroffenen um Maéanner (Robert Koch-Institut
2016a).

Etwa 3-10% der deutschen Bevolkerung lebt alkoholabstinent (Tolle et al. 2014; Deutsches
Krebsforschungszentrum und Pabst Science Publishers 2017). Im Vergleich zu den vergangenen
Jahren lasst sich eine sinkende Tendenz beziglich des Alkoholkonsums in der Bundesrepublik

feststellen (Atzendorf et al. 2019).

1.1.3. Wirkung von Alkohol

Alkohol gilt als bedeutendes Genussmittel der westlichen Bevolkerung, entfaltet aber ebenfalls
psychopharmakologische Wirkung. Alkohol wirkt zuerst stimulierend, spater sedierend. Durch
Alkoholkonsum verdndert sich das subjektive Wahrnehmen und das Verhalten. Sehfahigkeit,
Konzentration, Gleichgewicht und Artikulation werden beeintrachtigt. Bei weiterem Konsum

kommt es zu Gedachtnis- und Orientierungsstorungen (Soyka und Kifner 2008).

1.1.3.1. Wirkungen auf periphere Organe

Oesophagus, Magen und Pankreas gelten als haufig betroffene Organe bei akutem, aber auch
chronischem Alkoholkonsum. Dieser dulRert sich klinisch in Stérungen der Motilitat, Mukosa
Lasionen und stellt einen Hauptrisikofaktor des Plattenepithelkarzinoms dar (Siegmund und
Singer 2005). Neben dem oberen Gastrointestinaltrakt wird Alkohol auch als Risikofaktor mit
klinischer Manifestation von Erkrankungen des Duodenums, Jejunums und Kolons betrachtet
(Bode et al. 2005). Akute, subakute und chronische Leberschadigungen durch Alkohol mit dem
Endstadium der Leberzirrhose sind durch chronischen, langjahrigen Alkoholkonsum bekannt
(Martini und Doelle 1965).

Die Spatfolgen von Alkoholkonsum treten auch bei geringem Konsum deutlich haufiger auf als
bei abstinenten Menschen. Direkt oder indirekt sind annahernd alle Organe von GbermaRigem
Alkoholkonsum betroffen. Karzinome des oberen Respirationstrakts und des Urogenitaltraktes
fallen mit hoher Letalitat auf. Auch zerebrale Schadigungen sind bekannt, welche sich jedoch

unter Abstinenz teilweise reversibel dulRern (Tolle et al. 2014).
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1.1.3.2. Wirkung auf das zentrale Nervensystem insbesondere auf den GABA-Rezeptor

Alkohol (Ethanol) wird enzymatisch Uber Dehydrogenasen vorerst zu Acetaldehyd, spater zu
Acetat metabolisiert. Hierbei gilt Acetaldehyd als toxischer Metabolit. Neben direkt toxischen
Wirkungen auf das zentrale Nervensystem werden auch indirekte Effekte auf
Neurotransmittersysteme ausgelbt (Soyka und Kifner 2008).

Der y-Aminobuttersaure (GABA) A Rezeptor ist ein ligandengesteuerter Chloridionenkanal, der
ubiquitadr im zentralen Nervensystem vorkommt und durch den Neurotransmitter
y-Aminobuttersdure (GABA) aktiviert wird. Der GABA A Rezeptor besteht aus finf
Proteinuntereinheiten. Es lassen sich unterschiedliche Subtypen des GABA A Rezeptors mit
abweichender Affinitdt zu GABA, variierender Kinetik und verschiedenen Lokalisationen
differenzieren. Die Bezeichnung der Subtypen erfolgt durch griechische Buchstaben, differente
Isomere der Untereinheiten werden durch arabische Zahlen beschrieben. So ergeben sich fir
die Subtypen des GABA A Rezeptor a 1-6, f1-3,v1-3, 5, €, 6, m, p 1-3. 60% des GABA A Rezeptors
bestehen aus der Sequenz alB2a1B2y3, entsprechend finf Proteinuntereinheiten. Der GABA
A Rezeptor ist an der postsynaptischen Membran des Neurons lokalisiert. Durch ein
Aktionspotenzial im prasynaptischen Endkndpfchen kommt es Gber einen Calciumeinstrom zur
Modulation und Fusion von GABA geflllten Vesikeln mit der Membran. Nach Diffusion im
synaptischen Spalt kann der Neurotransmitter an GABA A Rezeptoren binden, durch
Konformationsidnderung die Offnung des Chloridionenkanals und (berwiegend
Hyperpolarisationen des nachfolgenden Neurons auslosen. GABA gilt als wichtigster
inhibitorischer Neurotransmitter (Drexler et al. 2006).

Neben dem ligandengesteuerten GABA A Rezeptor, kommt der durch GABA aktivierte
metabotrope G-Protein gekoppelte GABA B Rezeptor im zentralen Nervensystem (ZNS) vor
(Kerr und Ong 1995).

GABA A Rezeptoren gehdren u.a. neben Acetylcholin-Rezeptoren, Glycin-Rezeptoren und
Serotonin-Typ3 Rezeptoren zu den pentameren Liganden-gesteuerten lonenkanalen. Diese
werden auch als Cys-Loop Rezeptoren bezeichnet. Die Ahnlichkeit dieser Rezeptorsysteme
zeigt sich in der gemeinsamen Domanenstruktur: Der molekulare Aufbau der Rezeptorsysteme
besteht aus einer N-terminalen Domane mit Cis Loop und der Liganden - Bindestelle flr
Transmitter (bspw. GABA) oder allosterische Modulatoren. Die Transmitterbindestelle befindet
sich an der extrazelluldaren Schnittstelle zwischen zwei Proteinuntereinheiten. Des Weiteren

weist der Rezeptor eine Transmembrandomane (TM) mit vier Segmenten, als TM 1-4
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bezeichnet, auf. Zwischen TM3 und TM4 |3sst sich eine intrazellulare Domane identifizieren.
(Ernst und Sieghart 2015).

Es wurde eine Vielzahl homologer Gene identifiziert, die flr die Proteinuntereinheiten des
GABA A Rezeptors codieren (Stephenson 1995). Ein Uberblick der Charakterisierung der 19
bekannten menschlichen GABA A Untereinheiten hinsichtlich Lokalisierung, GroRe und Exon-

bzw. Intron- Struktur liegt von Simon et. Al vor (Simon et al. 2004) (Abbildung 1).
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Abbildung 1:  Dendrogramm mit Darstellung der Sequenzbeziehung von 19
menschlichen GABA A Rezeptor Untereinheiten

*Dendrogramm das die Sequenzbeziehungen von 19 menschlichen GABA-A-Rezeptor-Untereinheiten zeigt. Die
verwendeten Sequenzen sind die des reifen Proteins nach Entfernung des Signalpeptids. Zur Verfeinerung des
Diagramms wurde eine entfernt verwandte AuRengruppe die nAChR-Untereinheit (wie gezeigt) verwendet. Die
Lange der horizontalen Zweige die zwei beliebige GABA-A-Rezeptor-Untereinheiten miteinander verbinden stellt
die fraktionelle Divergenz in ihrer Aminosduresequenz dar. Der Skalenbalken entspricht einer Sequenzdivergenz

von 20 %. Die Zahlen an den Knotenpunkten sind Bootstrap-Werte fir 100.000 Replikationen.
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Benzodiazepine, Barbiturate und Ethanol wirken neben weiteren Substanzen verstarkend auf
die GABAerge inhibitorische Transmission (Ticku et al. 1983).

Bei chronischem Alkoholkonsum wurde eine verminderte GABA Rezeptordichte u.a. im
frontalen Kortex, Hippocampus und Cerebellum festgestellt, die sich in einer Anfalligkeit zur
Suchtentwicklung und einer Toleranzentwicklung widerspiegelt (Abi-Dargham et al. 1998).
Wahrend friher von einer unspezifisch toxischen Wirkung von Alkohol auf die
Lipiddoppelschicht von Neuronen ausgegangen wurde, gilt aktuell die spezifische
modulierende Wirkung auf ligandengesteuerte lonenkanale als bestatigt. Der Aktivierung des
GABA A Rezeptors, gefolgt von einer Verringerung der neuronalen Erregbarkeit wird eine
Schlisselrolle in der Vermittlung von Ethanol auf das Nervensystem zugesprochen (Davies
2003).

Bei der Grundlegenden biochemischen Untersuchung der Wechselwirkung von Ethanol auf den
GABA A Rezeptor konnten zwei spezifische Aminosdurereste in TM2 und TM3 identifiziert
werden, die fur die allosterische Modulation von GABA A durch Ethanol ausschlaggebend sind
(Mihic et al. 1997).

Neben Auswirkungen von Ethanol auf die GABAerge Neurotransmission, sind auch weitere
Transmittersysteme betroffen. Eine Zusammenfassung der Wirkungsweise zur Ubersicht folgt.
Durch Alkoholkonsum kommt es zu einer reduzierten Neutransmission von Glutamin an N-
Methyl-D-Aspartat  (NMDA)-Rezeptoren, die in deutlichem Zusammenhang mit
Gedachtnislicken steht. Durch adaptive Prozesse folgt bei Chronizitat des Alkoholkonsums ein
Anstieg der Rezeptoren, welcher sich bei einem Abbruch der Zufuhr klinisch durch
Entzugssymptome duRert (Tsai et al. 1995). Neben NMDA Rezeptoren wird auch eine
Regulation der Dichte von a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA)
Rezeptoren durch chronischen Alkoholkonsum beschrieben (Huganir und Nicoll 2013). Nicht
nur die Droge selbst, auch alkoholassoziierte Reize kdnnen eine verstarkte Ausschittung von
Dopamin erzeugen, welche sich als gesteigertes Verlangen und Kontrollverlust Uber den
Trinkkonsum dufRert (Bihler und Mann 2011).

Alkohol bewirkt grundsatzlich eine Erhohung der Freisetzung von Endorphinen. Bei
progredientem Konsum lasst sich eine kompensatorische Zunahme der postsynaptischen

Opioid-Rezeptoren feststellen (Cowen und Lawrence 1999).
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Chronischer Alkoholkonsum bewirkt einen geringeren Umsatz des Neurotransmitters
Serotonin, welcher sich auf psychischer Ebene mit Depressionen und Angstzustianden in
Zusammenhang bringen lasst (Fils-Aime et al. 1996; Heinz et al. 1998).

Zusammengefasst wirkt Ethanol als Modulator auf die Transmittersysteme und fordert auf

biochemischer Ebene Abhdngigkeit, Verhaltensweisen und Entzugssymptomatik.

1.1.4. Entstehung der Abhangigkeit: Psychologische Modelle

Um die Entstehung und das Bestehen der Alkoholabhangigkeit zu erklaren, eignet sich kein
monokausales Modell. Vielmehr muss eine groBe Anzahl unterschiedlicher Faktoren in
vielschichtigen, komplexen Schemata ber(icksichtigt werden. Um einen einfachen Uberblick zu
erlangen, wird ein bio-psychosoziales Modell verwendet. Generell kann man von drei Variablen
mit unterschiedlich groRen Einflissen und Wechselwirkungen ausgehen: Die Substanz inklusive
der Wirkung, des Suchtpotentials und der Verflgbarkeit, das Individuum gepragt durch
biologische und psychische, sowie genetische Faktoren und zuletzt das Umfeld mit sozialen,

kulturellen und 6konomischen Strukturen (Abbildung 2) (Feuerlein 1999).

Abbildung 2:  Suchtdreieck nach Kielholz & Ladewig 1973

Um dieses einfache Dreiecksschema mit einer dynamischen Sichtweise zu erganzen, kann auf

den Teufelskreis nach Kifner Bezug genommen werden (Soyka und Kifner 2008).
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Hier werden die Faktoren Droge, Individuum, Umwelt auf drei Ebenen beleuchtet. Auf der
somatischen Ebene werden u.a. Toleranzentwicklung und Entzugssymptome bericksichtigt.
Die intrapsychische Ebene befasst sich mit Konfliktldsung durch Alkohol. Die psychosoziale
Ebene beschaftigt sich mit sozialen Problematiken. Hierdurch entsteht ein Teufelskreis, in dem

der Alkoholkonsum nur initial eine Losung schafft und dauerhaft eine Verscharfung der

Situation bewirkt (Abbildung 3) (Feuerlein et al. 2011).
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Abbildung 3:  Teufelskreis der Abhangigkeit nach Kiifner 1981

Eine weitere Theorie die Bedingungen der Abhangigkeitsentstehung zusammenzufihren, ist
das Dispositions-Expositions-Modell: Hier werden eine pharmakologische, psychologische und
soziale Ebene unterschieden. Die Gewdhnung mindet in erhdhtem Substanzgebrauch und
Entzugssymptomen, gegen welche wiederum mit der Substanz vorgegangen wird.
Niedergeschlagenheit fiihrt zum Substanzkonsum, welcher wiederum zur Verschlechterung
dieser fuhren kann. Der Konsument fuhlt sich auf sozialer Ebene vernachlassigt, was erneut

einen Substanzgebrauch auslost (Tolle et al. 2014).
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1.1.5. Entstehung der Abhangigkeit: Synaptische Plastizitat

Die gesteigerte Endorphin- bzw. Dopamin- Ausschittung, sowie die Modulation der
Neurotransmittersysteme durch Alkohol wurden bereits aufgefiihrt. Diese kénnen durch eine
Sequenz von drogeninduzierten synaptischen Plastizitdtsstufen entstehen (Belin et al. 2008).
Synaptische Plastizitat wird definiert als Modulation von Synapsen, explizit eine Veranderung
der Intensitét der synaptischen Ubertragung beziglich einer Zeitskala (Hallermann und Schmidt
2019).

Dieses Modell der Suchtentstehung beurteilt die Dopamin-Ausschittung als zufélligen Detektor
der synaptischen Plastizitat in verschiedenen Hirnarealen (u.a. VTA, Substantia Nigra, dorsalem
Striatum). Durch den Einfluss des Suchtmittels auf das Belohnungssystem, Lern- und

Gedachtnisprozesse kommt es zu einer Automatisierung des Verhaltens (Tan et al. 2011).

1.1.6. Alkoholentzugssyndrom und Anticravingtherapie

Leitlinienbasiert konnen leichte Alkoholentzugssymptome bzw. sollen mittelschwere/ schwere
Alkoholentzugssymptome behandelt werden (Kiefer 2020).

Das vegetative Entzugssyndrom beginnt 6-8 Stunden nach Beendigung des Alkoholkonsums
und zeichnet sich durch Symptome bedingt durch erhéhten Sympathikotonus aus. Ein Peak
wird nach etwa 10-30 Stunden, ein Nachlass nach 40-50 Stunden erwartet (Bock und Lengauer
2008; Shaw et al. 1998).

Die Wahrscheinlichkeit wahrend des Alkoholentzugs an Krampfanféllen zu leiden, korreliert mit
der Haufigkeit friherer Entgiftungen (Brown et al. 1988). Bei Patienten mit gehauften Entzligen
in der Krankheitsgeschichte kann eine intensivere Behandlung indiziert sein (Malcolm et al.
2002).

Benzodiazepine werden nach pharmakokinetischen Kriterien in kurz-, mittel- und langwirksame
Praparate eingeteilt und dienen u.a. der Verringerung von Angstzustanden, Unterdrickung von
epileptischen Anféllen bzw. Entspannung von Muskelkrampfen (Tan et al. 2011).

Sie wirken auf biochemischer Ebene durch einen positiven allosterischen Mechanismus, der zu
einer Verstarkung der Funktion des GABA A Rezeptors (ligandengesteuerter chloridselektiver
lonenkanal) fuhrt (Griffin et al. 2013). Diese potenzierende Wirkung entsteht durch eine
Konfirmationsanderung des Rezeptors, welche eine Erhdhung der Affinitat fir GABA zur Folge

hat. Diazepam (ein Benzodiazepin) erhoht die Leitfahigkeit einzelner Kanadle bzw. die
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Offnungswahrscheinlichkeit einzelner Kanile (Eghbali et al. 1997; Rogers et al. 1994). In

Gegenwart von Benzodiazepinen sind GABA Neuronen starker hyperpolarisiert (Schwabbauer

1975).

Einen Uberblick von Wirkmechanismus, Indikation, sowie Kontraindikationen und Dosierung

von Medikamenten zur Rickfallprophylaxe wird in der folgenden Tabelle dargestellt

(Tabelle 2).
Tabelle 2: Medikamentdse Optionen der Riickfallprophylaxe
Wirkmechanismus Indikation Interaktionen/ Dosierung
Kontraindikationen
Acamprosat | Antagonist am Ruckfallprophylaxe bei Darf nicht eingenommen 333mg / Tablette
(Campral®) | Glutamat (NMDA-) Alkoholabhangigkeit werden bei: <60kg KG: 4 Tbl/
Rezeptor - Schwere Leber- oder Tagauf 3 ED
Nierenfunktionsstérung | >60kg KG: 3x2 Tbl.
/Tag

Behandlungsdauer:
1Jahr

Patienten mit
Alkoholabhangigkeit
Ruckfallprophylaxe

- Behandlung mit
Opioiden bzw.
Opioidabhangigkeit

- Schwere Leber- oder
Nierenfunktionsstérung

- Aktuelle
Entzugserscheinungen

Disulfiram Hemmung der Rickfallprophylaxe bei Keine Kombi mit: Zieldosis nach
(Antabus®) | Aldehyddehydrogenase | Alkoholabhangigkeit - Metronidazol Aufdosierung:
(Hemmt den 2. Schritt Aversionstherapie - Einige Antibiotika 200-500mg/d
des Alkoholabbaus) -> - MAO-Hemmer
Abbauprodukt hauft - Isoniazid
sich an -> Ubelkeit, - Amitryptilin
Erbrechen, etc.
In Extremfallen
Atemdepression
Naltrexon Antagonist am Rickfallprophylaxe bei Darf nicht eingenommen 50mg/ Tablette
(Nemexin®) | Opioidrezeptor Alkoholabhangigkeit werden bei: Ubliche Dosis:
Reduktion der - Akuter Intoxikation 1 Tablette/ Tag
Trinkmenge - Akute Hepatitis
Entwdhnungsbehandlung
bei Opiatabhangigkeit
Nalmefen Antagonist am Reduktion des Darf nicht eingenommen Wird nach Bedarf
(Selincro®) | Opioidrezeptor Alkoholkonsums bei werden bei: eingenommen.

Maximale Dosis:
eine Tablette 18
mg/Tag

Acamprosat wird seit einigen Jahren klinisch verwendet; der Wirkungsmechanismus geht hier

auf Interaktion mit glutamatergen Neuronen zuriick. Weitere Annahmen gehen davon aus, dass

das Calciumatom des Molekils des Medikaments die zentrale Wirkung hervorruft (Spanagel et
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al. 2014). Disulfiram wird in der Bundesrepublik Deutschland aktuell nicht mehr vertrieben. Die
Wirkung des Medikaments beruhte auf einer Intoleranz mit Alkohol (Soyka und Résner 2021).
Naltrexon und Nalmefen zdhlen zu Antagonisten des Opioidrezeptors, es handelt sich hier um
komplexe neuronale Mechanismen, bei denen es zu einer Regulierung der

Dopaminausschittung kommt (Hansson et al. 2019).

1.2. Genetik

Die Alkoholabhangigkeit als heterogene Entitdt muss als sowohl genetisch multifaktorielle,
sowie durch UmwelteinflUsse bedingte Erkrankung betrachtet werden (Singer et al. 2011). Zur
Verifizierung von Vererbungsmustern oder genetischen Pradispositionen sind unterschiedliche
Studiendesigns, wie Zwillings- und Adoptionsstudien, Untersuchungen von Phanotypen, so wie
Genomentschlisselungen erforderlich.

Schwedische Analysen mit grolRer epidemiologischer Zwillingspopulation zeigen die dominante
Rolle der genetischen Disposition flir den Alkoholkonsum und -missbrauch junger Manner auf,
zugleich wird dem familidaren Umfeld und weiteren Umweltfaktoren eine untergeordnete
Bedeutsamkeit zugewiesen (Kendler et al. 1997).

Clonigner et al. flihrte grofR angelegte Studien zur Pradisposition von Alkoholabhangigkeit und
antisozialen Personlichkeitszigen bei adoptierten Individuen durch. Sowohl hereditare wie
postnatale Aspekte wirken sich auf das Abhangigkeitsrisiko aus (Cloninger et al. 1981; Bohman
et al. 1987). Weitere Adoptionsstudien, durchgefiihrt an Adoptivkindern mit einem leiblichen
Elternteil mit klinisch gesicherter Alkoholgebrauchsstérung wiesen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (mit gesunden leiblichen Eltern) eine hohere Inzidenz an Alkoholproblemen auf.
Ein Unterschied in Form von psychischen Erkrankungen konnte nicht geltend gemacht werden
(Goodwin et al. 1973). Eine Differenz des Alkoholkonsums bei Geschwistern, ein
Geschwisterteil bei den biologischen Eltern aufwachsend, der andere Teil adoptiert, zeigte sich
nicht. Bei beiden Gruppen lag weitgehend ein hoher Konsum vor. Der Schweregrad der
Erkrankung der Eltern zeigte eine positive Korrelation mit der Abhdngigkeit der Kinder
(Goodwin et al. 1974).

Zudem wurden verschiedene Ansatze zur Klassifizierung von Untergruppen Alkoholkranker

angestrebt, die einen genetischen Einfluss miteinbeziehen. In Untergruppen mit einem hohen
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Schweregrad der Erkrankung sollen genetische Faktoren eine schwerwiegendere Rolle
verglichen mit Umwelteinflissen spielen (Johnson et al. 1996).

Neben der Betrachtung von Zwillings- und Adoptionsstudien ist in Anbetracht der Tatsache,
dass es sich bei Alkoholgebrauchsstérungen / -abhangigkeit nicht um ein klar dominantes oder
rezessives Vererbungsmuster handelt, die Untersuchung von Phanotypen wegweisend.

Ein Zusammenhang konnte zwischen Alkoholtoleranz und erblich bedingter Veranlagung
hergestellt werden. Hierzu wurde die Toleranz (als Level of response bezeichnet) eines
Studienkollektivs bestehend aus Kindern von Alkoholikern und Nicht-Alkoholikern untersucht.
Es konnte eine Korrelation der Alkoholtoleranz mit positiver Familienanamnese erhoben
werden. Probanden mit einem niedrigen Level of response, also einer nur gering bis moderat
ausgepragten Wirkung von Alkohol kdnnen mit einem verstarkten Konsum und somit auch mit
einem erhohten Risiko der Abhdngigkeitsentstehung assoziiert werden (Schuckit und Smith
1996). Der Phanotyp Level of response gilt als vererbbare Komponente. In genetischen
Untersuchungen wurden mehreren Polymorphismen, definiert als Genvarianten innerhalb
einer Population, untersucht. Hier zeigten sich Zusammenhdnge zwischen serotonin
transporter gene polymorphism (HTTLPR) L- und GABAA o 6 SER385-Allelen mit einem
niedrigen Level of response und einhergehendem Alkoholismus (Hu et al. 2005).

Auf neurobiologischer Ebene gilt es die Vererbung des Gens zur Kodierung der
Aldehyddehydrogenase — einem essenziellen Enzym des Abbauvorgangs von Ethanol- zu
beachten. Eine bestimmte Genvariante codiert ein nicht funktionstlchtiges Enzym. Diese
wurde nur in der asiatischen Bevdlkerung festgestellt. Trager sind dementsprechend schlechter
in der Lage Ethanol suffizient zu metabolisieren und haben ein geringeres Risiko flr
Alkoholabhangigkeit (Wall und Ehlers 1995).

GABA A Rezeptoren gelten als Vermittler physischer und verhaltensbezogener Wirkungen von
Ethanol. Bezlglich der Codierung von GABA A Rezeptoren existieren unterschiedliche
Genvarianten, die mittels Polymerase Kettenreaktion- (PCR) Test identifiziert werden kénnen.
Der Subtyp a2 des GABA A Rezeptors steht mit dem genetischen Risiko fir Alkoholabhangigkeit
in Verbindung (Soyka et al. 2008). Die spezifische Wirkung von Ethanol auf den GABA-Rezeptor
wurde bereits eingehend in Kapitel 1.3.2. erklart. Weitere Aspekte zur Genetik des GABA A
Rezeptors werden unter 2.3.3 diskutiert.

Genetische Polymorphismen, die sich auf Stoffwechselwege, sowie unterschiedliche

Neurotransmittersysteme auswirken, gelten neben Personlichkeit, Verhaltensweisen,
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Impulskontrolle und Craving als einflussreiche Faktoren bei der Entstehung von
Alkoholabhangigkeit (Pinto und Ansseau 2009). Sie stellen jedoch bezlglich des stark
multifaktoriellen Krankheitsbildes keine absolut zufriedenstellenden Kausalitaten dar. Ein
neuer Erkldrungsansatz durch die Epigenetik bzw. epigenetische Mechanismen soll in der

vorliegenden Arbeit erértert werden.

1.3. Epigenetik

1.3.1. Definition

Der Begriff Epigenetik kann grundlegend auf Conrad Waddington zurtickgefiihrt werden und
wurde verwendet, um die Kausalitdt zwischen Genen und ihren Produkten, die sich als
Phanotyp aullern, zu erklaren (Graw 2015). Zudem wurden genetische Gegebenheiten
beschrieben, die nicht mit den Mendel’schen Regeln vereinbar waren (Graw 2020). Heute
wird die Epigenetik unter genetischen Aspekten definiert als: Stabile Verdnderungen in der
Regulation der Genexpression die wadhrend der Entwicklung, Zelldifferenzierung und
Zellproliferation entstehen und Gber Zellteilungen hinweg aufrechterhalten werden, wobei die
Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Sequenz nicht verdandert wird (Jaenisch und Bird 2003). In
zellbiologischem oder praktisch ausgelegtem Fokus geht man bezlglich epigenetischer
Verdanderungen und Mechanismen von parallel zur DNA stattfindenden Ereignissen aus, die
auch auf weiteren zellularen Ebenen stattfinden konnen und somit beispielsweise erweiterte
epigenetische Kontrollmechanismen wie die Transmission von small ribonucleic acid (RNA) von

Zelle zu Zelle miteinschliefen (Walter und Himpel 2016).

1.3.2. Epigenetische Mechanismen

Um auf epigenetischen Mechanismen und deren Zusammenhang mit Alkoholabhangigkeit
vertiefend einzugehen, wird im folgenden Abschnitt kurz der Aufbau und die Funktion der
eukaryotischen DNA erklart. Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) gilt als Grundelement der
Chromosomen. Der chemische Aufbau entspricht verschiedenen Nukleotiden, die aus
Desoxyribose, einem Phosphatrest und einer heterozyklischen Base bestehen. Die DNA liegt als
Doppelhelix mit zwei antiparallelen Strangen Uber Wasserstoffbriicken verbunden vor.

Ausgehend von der selektiven Basenpaarung von Guanin und Cytosin, wie Adenin und Thymin
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handelt es sich um komplementare Strange. Die Replikation der DNA ist auf ein
semikonservatives Prinzip zurlckzufihren. Die Basen der DNA bilden einen sogenannten
Triplett Code. Uber den intranukledren Zwischenschritt der Transkription mit Prasentation des
codogenen Stranges und Bildung von messenger ribonucleic acid (mRNA) kann nachfolgend
aulerhalb des Zellkerns an Ribosomen die Proteinbiosynthese stattfinden. Im eukaryotischen
Genom werden proteinkodierende und repetitive Sequenzen unterschieden. Hochrepetitive
Sequenzen lassen sich unter anderem in heterochromatiden Chromosomabschnitten finden
(Hennig 2002).

Neben der DNA liegen im Chromatin, welches die Chromosomen bildet, zwei Proteinklassen
vor. Es werden Histon (funf Typen H1, H2a, H2b, H3, H4) von Nicht-Histon-Proteinen
differenziert (Tariverdian und Buselmaier 2004). Auf Ebene der Rontgenkristallstruktur kdnnen
die sogenannten Nucleosomencores atomar dargestellt werden. Hierbei handelt es sich um ein
Histonprotein-Oktamer aus den Typen H2A, H2B, H3, H4 und die Organisation von 146
Basenpaare der DNA, die um diesen Proteinkomplex gewickelt sind. Diese Organisation dient
der Komprimierung der DNA (Tariverdian und Buselmaier 2004).

Neben der Komprimierung der DNA sind die Nukleosome (Komplex bestehend aus Histonen
und DNA) an der Regulation des Zugangs zur DNA verantwortlich und steuern somit positive
und negative Mechanismen der Transkription, Replikation, aber auch Reparaturmechanismen
(Clore und Venditti 2013).

Auf genetischer Ebene stellt die Modifikation der Histone eine epigenetische Regulationsoption
dar. Chemische Veranderungen der Anfangs- und Endregionen (H3, H4) finden meist nach der
Translation durch Acetylierungen, Methylierungen, Phospholierungen und Ubiquitinierungen
statt. Es wurden bislang 140 Histon-Modifikationsvarianten identifiziert. Letztendlich kann
durch Modifizierung der Zugang zum Chromatin gegeben oder blockiert werden, wodurch eine
Exzitation oder Inhibition der Transkription resultiert (Walter und Hiimpel 2016).

Die posttranskriptorische Regulation der Genexpression durch Bindung von nichtkodierenden
RNAs (mikroRNAs) an Zielsequenzen von mRNA kann zudem die Proteinbiosynthese bzw.
Translation bestimmter Peptide / Proteine inhibieren (Ziegler et al. 2018).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit fokussieren sich primar auf den weiteren
epigenetischen Regulationsmechanismus der DNA Methylierung. Die DNA Methylierung wirkt
sich im menschlichen Genom auf die zellulare Differenzierung aus pluripotenten Stammzellen,

die Inaktivierung von X-Chromosomen, sowie die Entwicklung aus (Fuks et al. 2003). Es ist
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davon auszugehen, dass im menschlichen Genom ca. 1% der heterozyklischen Basen der DNA
postsynthetisch methyliert werden (Kriaucionis und Bird 2003). DNA Methylierung dient
weitgehend als Silencing-Signal repetitiver DNA Strukturen und Transposons (Walter und
Himpel 2016).

DNA Methylierungen treten Uberwiegend an der Base Cytosin des Cytosin-Guanin-
Dinukleotides (CpG) auf. Das ,,p“ der Abklrzung steht fiir Phosphatrest. Cytosin Methylierungen
treten selten auch aullerhalb der Guanin-Cytosin (GC) -Komplexe auf (Xie et al. 2012). Beim
CpG Dinukleotid handelt es sich um einen chemischen Zusammenschluss von zwei Nukleotiden,
welche die Basen Cytosin bzw. Guanin aufweisen (Hennig 2002). Auf biochemischer Ebene
handelt es sich um einen Austausch eines Wasserstoffatoms durch eine Methylgruppe an
Position 5 des Pyrimidinrings der Base Cytosin. Es resultiert 5’"Methylcytosin (Loffler 2007). Die
Methylgruppe wird hierbei von S-Adonosylmethionin  auf den Cytosinrest der
Dinukleotidsequenz CpG Ubertragen (Abdolmaleky et al. 2004).

Das Dinukleotid CpG ist im menschlichen Genom keineswegs gleichverteilt, so findet sich in
98% des Genoms eine CpG Sequenz pro 80 Dinukleotiden (Costello und Plass 2001).

Bei einem statistisch gehduften Auftreten von CpG Dinukleotiden handelt es sich um
sogenannte CpG-Inseln. CpGs befinden sich haufig in Promotorbereichen, an welchen
Transkriptionsfaktoren binden. Eine Methylierung der CpG-reichen Promotorregion inhibiert
den Beginn der Transkription und folglich die Expression des folgenden Gens (Arnemann 2019).
CpG Inseln finden sich in 1-2% des Genoms und haben mit 500 bp bis 2kb eine stark variierende
Lange / GroRe (Isoun 1975). Im menschlichen Genom wird von etwa 45 000 CpG Inseln pro
haploides Genom ausgegangen, die Genpromotoren und bzw. oder Exons enthalten
(Antequera und Bird 1993).

Regular zeigen CpG Inseln exprimierende Gene einen geringeren Methylierungsgrad,
verglichen mit CpG Dinukleotiden aullerhalb der Inseln (Bird et al. 1985; Bird 1992;
Abdolmaleky et al. 2004). 70% der CpGs, untersucht an Wirbeltieren, zeigen eine Methylierung,
wdhrend weniger als 30% der Promotorbereiche methyliert sind (Naveh-Many und Cedar
1981).

Es wird zudem tendenziell von einer steigenden Methylierung mit voranschreitendem Alter
ausgegangen (Rath und Kanungo 1989). Dies betrifft auch Methylierungsdanderungen im Alter

bezlglich CpG Inseln im Promotor von Genen (Issa 2000).
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Globale Methylierungen des Genoms spielen v.a. in der Embryonalentwicklung eine
bedeutende Rolle (Haaf 2001). Epigenetische Regulierungen Uber DNA Methylierungen des
gesamten Genoms wurden bis dato noch nicht hinreichend untersucht.

Die DNA Methylierung wird durch die De-Novo-Methyltransferasen (DNMT) 3A und DNMT3B
katalysiert und durch die Methyltransferase maintance-DNMT1 aufrechterhalten (Chen et al.
2005). Die postreplikatorische DNA Methylierung wird von verschiedenen Proteintypen
durchgeflhrt, Uber eine Enzymkaskade von Remodeling Komplexen und histonmodifizierenden
Katalysatoren werden repressive Chromatinstrukturen geschaffen. Zu den an die CpG Stellen
bindenden Proteinen zdhlen neben den Methyl-CpG binding domain-Proteinen (MeCp)2,
MBD1,2,4, auch die Kaiso-Proteinfamilie (Rottach et al. 2009). Das Protein MeCp2 fihrt neben
anderen Mechanismen auch durch Interaktion mit der Histon-Deacetylase-Aktivitat zur
Anderung der Chromatinstruktur und resultierend zur Repression der Genexpression. MeCP2
kann somit als Verbindung der epigenetischen Mechanismen der Histon- Modifikation und der
DNA Methylierung betrachtet werden (Fuks et al. 2003). Des Weiteren kann eine direkte
Inhibition der Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA durch die rdumliche Beziehung
der Methylgruppe des 5‘Methylcytosins in die grolle Furche der DNA-Doppelhelix aufgefihrt

werden (Hermann et al. 2004).

1.3.3. DNA Methylierung und Alkoholabhangigkeit

Die DNA Methylierung gilt einerseits als physiologischer Regulationsmechanismus der
Genexpression. Es konnten jedoch auch pathologische Assoziationen von DNA
Methylierungsmustern im Sinne von Hyper- oder Hypomethylierung mit psychischen
Erkrankungen, wie Veranderungen der Methylierungsmuster von GABRB2, Human-Leukocyte-
Antigen (HLA)-C Genen und Serotonin- und Glutamatrezeptoren bei Schizophrenie und
bipolaren Storungen (Teroganova et al. 2016), sowie unterschiedliche Methylierungsmuster
der Serotonin-Transporter- und Glucocorticoid-Rezeptor-Genen bei Stress und Depression
(Bakusic et al. 2017) identifiziert werden.

Veranderungen der Genexpression durch epigenetische Veranderungen des Chromatins tragen
jedoch im psychischen Entitatsbild nicht nur zu affektiven Stérungen, sondern auch in klinischer
Auswirkung hinsichtlich Sucht und Toxizitdt bei chronischem Alkoholkonsum bei. Hier bieten
epigenetische Veranderungen neue Erklarungsansatze fir Vererbung und Verhaltensweisen

wie Ruckfalligkeit (Costin und Miles 2014).
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Ethanol gilt als modulierende Substanz des Epigenoms und hat Auswirkungen auf die DNA
Methylierung, die Histonmodifikation, nicht codierende RNA und die Chromatindynamik. Diese
Faktoren kdnnen zu Entwicklung von Abhadngigkeit und Sucht, wie Entstehung von malignen
Neoplasien fihren (Dulman et al. 2020).

Die Assoziation von Alkoholabhangigkeit und epigenetischen Veranderungen wurde in
verschiedenen Studien untersucht. Resultate zeigten eine Schlisselrolle der Genexpression der
Glycin-Rezeptoren (Liu und Wong-Riley 2013), wie die Hypermethylierung des
Dopamintransporter-Promotors bei chronischem Konsum und Korrelation dieser untersuchten
Methylierung und des Ausmales des Cravings (Hartl 2010).

Ein Zusammenhang zwischen einem erhoéhten Homocysteingehalt im Blutplasma und
chronischem Alkoholkonsum konnte festgestellt werden. Homocystein gilt als Agonist von
NMDA-Rezeptoren. Bei Alkoholentzug und damit einhergehendem sinkenden Plasmaspiegel
kdnnen Epilepsien resultieren. Es resultiert zudem eine Homocystein-assoziierte
Hypermethylierung globaler Strukturen, sowie Cytosin-Guanin (CG)-Inseln (Muschler und
Bleich 2008).

Auf die Mechanismen der DNA Methylierung wurde einleitend unter 2.3.2. eingegangen. Auch
diese werden durch Alkohol beeinflusst. Es lasst sich eine Hemmung der DNMT-Aktivitat bei
Alkoholintoxikation feststellen (Krishnan et al. 2014). Zudem konnte eine Abnahme der
DNMT3a und DNMT3b bei chronischem Alkoholkonsum gezeigt werden (Bénsch et al. 2006).
Durch Ethanol kommt es zu einer allosterischen Modulation des GABAA Rezeptors, diese erklart
akute und chronische Wirkungen von Alkohol, wie Toleranz, Abhangigkeit und Entzug.

Die Gene, die fir die Subtypen des GABA A Rezeptors codieren, sind auf Chromosomen in
Clustern strukturiert. GABRB2, GABRA6, GABRA1, GABRAG?2 sind Sequenzen des Chromosoms
5p, wahrend GABRAG1, GABRA2, GABRA4 und GABRB1 auf Chromosom p412 lokalisiert sind
(Rice et al. 1995).

Es liegen deutliche Hinweise fir eine Assoziation von GABRA2 und Alkoholismus vor (Enoch
2008; Mallard et al. 2018). Diese kann als haplotypischer Zusammenhang zwischen dem Gen,
das fur die a 2 Untereinheit (GABRA2) kodiert und der Alkoholabhdngigkeit definiert werden
(Edenberg 2002). Konkret wurden genetische Variationen einer Domane des Chromosoms
4p12, die neben Weiteren die Codierung einiger GABAA Untereinheiten GABRG1, GABRA2,
GABRA4, GABRB1 enthalt, mit Alkoholabhdngigkeit in Zusammenhang gebracht (Lieberman et

al. 2015). Diverse Untersuchungen von Einzelnukleid-Polymorphismen (SNPs) der codierenden
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Regionen akzentuieren die Relevanz von polymorphen Variationen am GABRA-2-Lokus zum
Risiko der Alkoholabhangigkeit (Covault et al. 2004).

Die aktuell am besten erforschten SNPs werden als rs279858 in Exon 5 und rs567926 in der 3-
UTR bezeichnet und codieren fiir den Subtyp a2 (Li et al. 2014).

Mit Grundlage der Assoziation von Alkoholabhangigkeit und der Genvariabilitat von GABRA2,
sollten auch epigenetische Fragestellungen, explizit die DNA Methylierung von GABRA2,
diskutiert werden. Eine zufallige stochastische Methylierung der GABRA2-CpG Inseln wahrend
der Reprogrammierung, sowie eine durch Methylierung induzierte verminderte Expression
wurden festgestellt (Goetjen et al. 2020).

Die Reduktion der Expression der a2 Untereinheit im Cerebellum auf Grund von
Methylierungen konnte durch Studien weitgehend bestatigt werden. Eine Schllsselrolle wird
zudem den GABAA Rezeptoren modulierenden Neurosteroiden zugesprochen, die wiederum
aufgrund von DNA Methylierungen in geringerem Malie synthetisiert werden (Gatta et al.
2021).

Untersuchungen von Zusammenhangen von Alkoholabhangigkeit sowie GABRA2 stehen im
wissenschaftlichen Fokus, obwohl codierende Genabschnitte fiir weitere Subunits eine nicht zu
unterschatzende Relevanz zeigen, so konnten beispielsweise Hypermethylierungen der Gene
GABRB3 und Proopiomelanocortin(POMC) in zwei CpGs Inseln bei Alkoholabhangigkeit durch
Blutanalysen festgestellt werden (Zhang et al. 2013).

Einen hohen Stellenwert bezlglich des vorliegenden Projekts hat die epigenetische Modulation
von GABRA4. GABRA4 codiert fir die a4 Untereinheit des GABA Rezeptors Typ A.
Alkoholregulierte Gene kénnen durch Alkoholkonsum und -entzug beeinflusst werden.
Neuroadaptionen kénnen auf epigenetische Veranderungen dieser alkoholabhangigen Gene
zurickgefthrt werden (Bekdash und Harrison 2015).

Verdanderungen in der Expression von Untereinheiten der GABA Rezeptoren und eine
Assoziation zur Entwicklung von Toleranz und Abhdngigkeit wurden eingehend besprochen.
Anderungen des neuronalen Verhaltens, wie zentrale Hyperexzitabilitit wahrend des
Substanzentzuges konnen zu neuen Therapieansadtzen von Alkoholkonsumstdrungen fihren
(Sanna et al. 2003).

In Tierexperimenten konnten verschiedene Ergebnisse zur Untersuchung der Genexpression
von GABRA4 erzielt werden: Bacopa monnieri (BME) fiihrt zu einem Riickgang der reduzierten

Genexpression von GABRA1, GABRA4, GABRAS der GABA A Untereinheiten im Hippocampus
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und der Amygdala wahrend Ethanolabstinenz, durch diesen Rickgang wurde angstahnliches
Verhalten aufgehoben. (Gupta und Sharma 2019). Die Zufuhr von Ethanol im Tierexperiment
fihrte zu einem Rickgang der messenger RNA der Proteinuntereinheiten al, a3, a4, a5,
wahrend im Entzug ein Anstieg von a3, a 4, a5 verzeichnet werden konnte (Sanna et al. 2003).
Studienprojekte mit experimentellen Untersuchungen von Mauseneuronen zeigten eine
alkoholbedingte Plastizitdit von GABRA4 und eine Hochregulierung von GABRA4 unter
Alkoholexposition. Im Fokus standen Untersuchungen von Alkoholentzug auf Veranderungen
der Genexpression. So konnte eine Reduktion der Expression von GABRA4, sowie ein leichter
Anstieg von GABRG2 und die Stagnation von GABRA1 festgehalten werden, diese Regulation
kann teils auf Induktion durch mikroRNAs zurlickgefiihrt werden und gilt somit als

epigenetischer Regulationsmechanismus (Bekdash und Harrison 2015).

1.4. Fragestellung der Arbeit

Die Mechanismen der Regulierung einzelner Gene durch Alkohol auf zelluldarer und
subzelluldrer Ebene beziglich transkriptorischen, translatorischen und posttranslatorischen
Vorgdngen wurden in in-Vivo Studien wenig erforscht (Pignataro et al. 2009). Es liegen vor allem
kaum longitudinale Studien von epigenetischen Mechanismen wie DNA Methylierungen in
Kandidatengenen der Alkoholabhédngigkeit wahrend der akuten Entgiftungsphase vor.

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Pilotstudie, daher wurden keine
Hypothesen erstellt, sondern folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Zeigensich Unterschiede in der Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens
wahrend einer 2-wochigen Entgiftungs- und Entzugsphase bei alkoholabhdngigen
Patienten?

2. Zeigen sich Einflusse des Trinkverhaltens bzw. der durchschnittlich konsumierten
Alkoholmenge vor Entgiftung auf die Methylierung in der Promotor DNA des GABRA4
Rezeptorgens?

3. Unterscheiden sich die analysierten Methylierungen von denen einer gesunden

Kontrollgruppe?
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine klinisch-prospektiv durchgefihrte
Longitudinalstudie an der Klinik fir Psychiatrie und Psychotherapie des Klinikums der Ludwig-
Maximilians-Universitat (LMU) Minchen. In dieser wurden Gber einen Zeitraum von 14 Tagen,
und bis zu 9 Monaten im Follow up, Patienten mit Alkoholgebrauchsstorung im stationaren
Entzug beziglich des Zusammenhangs des alkoholischen Entzuges sowie des vorangegangenen
Trinkverhaltens mit Veranderungen epigenetischer Biomarker zu mehreren festgelegten
Messzeitpunkten untersucht. Die Untersuchungen wurden mit Analysen einer gesunden
Kontrollgruppe verglichen. Nach Zustimmung der Ethikkommission erfolgte die
Patientenrekrutierung der Versuchsgruppe, sowie das Akquirieren der Probanden der
Kontrollgruppe.

Alle Studienteilnehmer wurden Uber den Studienablauf und das Studienziel mundlich und
schriftlich informiert, nach der Aufklarung wurde die schriftliche Einwilligung der
Studienteilnehmer eingeholt. Die Studienteilnehmer wurden eingehend informiert, dass eine
Beendigung der Teilnahme zu jedem Zeitpunkt ohne Angaben von Grinden moglich ist.

Der stationare Entzug sowie die psychiatrische und medikamenttse Therapie der Patienten der

Versuchsgruppe wurden durch die durchgefihrte Studie nicht beeinflusst.

2.1.1 Versuchsgruppe

In die Studie wurden mannliche Probanden im Alter zwischen 18 und 80 Jahren mit schriftlicher
Einwilligungsfahigkeit eingeschlossen, bei denen seit mindestens zwei Jahren eine
Alkoholabhangigkeit besteht, vorausgesetzt war ein mindestens 14-tdtiger stationarer
Aufenthalt zum Alkoholentzug in der Klinik flr Psychiatrie und Psychotherapie des Klinikums

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen.

Als Ausschlusskriterien wurden weiterer aktueller / vergangener Substanzabusus oder Konsum
bei Substanzabhdngigkeit (eingeschlossen Konsum synthetischer Drogen und Opioide),
Einnahme von krampflosenden Medikamenten, Zustand nach Apoplex, nicht therapierte

Koronare Herzkrankheiten, Zustand nach Leberzirrhose sowie weibliches Geschlecht definiert.
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2.1.2. Kontrollgruppe

Um einen Vergleich der Studienergebnisse mit einer gesunden Vergleichsgruppe
durchzufihren, wurde eine gesunde Kontrollgruppe (CNT) rekrutiert.

Es wurden Probanden aus der Allgemeinbevolkerung eingeschlossen. Voraussetzungen fir den
Studieneinschluss waren eine kaukasische Abstammung, méannliches Geschlecht, sowie ein
Alter zwischen dem 18. und 80. Lebensjahr.

Es wurden nur Probanden in die Studie aufgenommen, bei denen aktuell oder in der
Vergangenheit keine psychiatrische Diagnose nach [ICD-10, sowie eine negative
Familienanamnese betreffend psychiatrische Erkrankungen (ICD FO0-F99) vorlag. Des Weiteren
wurde ein Alkoholkonsum von maximal 2 Bier / 1 Glas Wein pro Woche und kein weiterer
Drogenabusus vorausgesetzt.

Im Studiendesign konnte kein Matching im Sinne einer Fall-Kohorten-Studie durchgefihrt
werden. Grinde hierflir sind der abweichende Rekrutierungsort, unterschiedlicher sozio-
okonomischer Status, unterschiedliche Gruppengroffen und Komorbiditdten in der
Vergleichsgruppe. Eine Ubereinstimmung in Geschlecht, Alterskategorie sowie ethnischer

Abstammung wurde angestrebt.

2.1.3. Rekrutierung

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer der Versuchsgruppe (ALC) erfolgte auf der Station C4
der Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie des Klinikums der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen nach erfolgter Terminvergabe fir die stationare Entgiftung im Zeitraum Januar 2019
bis Dezember 2019. Patienten, die die definierten Einschlusskriterien erfillten, wurden wie
oben beschrieben Uber die wissenschaftlichen Untersuchungen aufgeklart.

Die Rekrutierung der Kontrollgruppe (CNT) erfolgte Uber Informationsaushange und Multi Level

Marketing im Zeitraum Mérz 2020 bis September 2020.
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2.1.4. Studienablauf

Die ALC Probanden befanden sich wahrend der prospektiven Phase der Studie im stationdren
Entzug auf der Station C4 — Schwerpunkt Abhéangigkeitserkrankungen in der Klinik fir
Psychiatrie und Psychotherapie des Klinikums der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen.
Die ideale Studiendauer betrug 14 Tage. Die erste Visite erfolgte im direkten Anschluss nach
Studieneinschluss, unmittelbar bei Aufnahme in die Entgiftung. Weitere Visiten erfolgten am 7.
Tag (+/- 1 Tag), sowie am 13. Tag (+/- 1 Tag) bei Entlassung. Nach einem Zeitraum von 6 bis 9
Monaten erfolgte eine Follow Up Untersuchung (Tabelle 3). Zu jeder Visite wurde eine
Blutentnahme von 7,5 ml EDTA-Vollblut durchgefiihrt, diese wurden auf epigenetische Marker
laboranalytisch untersucht.

Im Rahmen der Visiten wurden mit den Studienteilnehmern langere, strukturierte Gesprache
unter Zuhilfenahme bewadhrter Skalen gefiihrt, eine dieser soll im Folgenden im Detail
aufgefiihrt werden. Weitere die Studie betreffende Daten/Informationen wurden aus den
Patientenakten entnommen.

Im Anschluss wurde die Rekrutierung der Kontrollgruppe nach oben genannten Kriterien
durchgefihrt. Nach Aufklarung und Unterzeichnen einer Einwilligungserklarung wurde ein
allgemeiner Gesundheitsfragebogen selbststandig ausgefillt, sowie eine einzige Blutabnahme
durchgefiihrt, welche analog zu den Proben der ALC Probanden laboranalytisch untersucht
wurde. Einflussfaktoren wie Alter, Medikation und weitere psychiatrische Erkrankungen

wurden im vorliegenden Pilotprojekt nicht betrachtet.

Tabelle 3: Darstellung der Visiten der Versuchsgruppe
Visite Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
Zeitpunkt Tagl* Tag 7 (+/-1Tag) * 13. Tag (+/- 1 6-9 Monate *

Tag) *

* Zu jeder Visite erfolgte eine Blutentnahme von 7,5 ml EDTA-Vollblut. Durchfiihrung der Messinstrumente

erfolgte staffelweise an Visite 1,2,3

29



2.2. Messinstrumente

Im Rahmen der Visiten im Zeitraum von 14 Tagen wurden strukturierte Interviews mithilfe
unterschiedlicher Skalen geflhrt. Hierbei wurden die Barratt Impulsiveness Scale (BIS)-15, der
Child Trauma Questionnaire (CTQ), das Family History Assessment Module (FHAM), der
Impulsive Relapse Questionnaire (IRQ) und der Semi Structured Assessment for the Genetics of
Alcoholism (SSAGA) als Messinstrumente herangezogen.

Im Folgenden soll hier ausschlieRlich der Semi Structured Assessment for the Genetics of

Alcoholism (SSAGA) aufgeflhrt werden (Tabelle 4).

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Messinstrumente
Messinstrument Gemessene Symptomatik Fremd- oder Termin der Erhebung
Selbstbeurteilung
SSAGE2A-1 Anamnese beziiglich = Selbstbeurteilung Innerhalb des 14-tagigen
Suchtverhalten stationdren Aufenthalts

(staffelweise an Visitel,

Visite2, Visite3)

2.2.1. Semi Structured Assessment for the Genetics of Alcoholism (SSAGA)

Systematische Bewertungen von semistrukturierten Interviews zur Stellung von
psychiatrischen Diagnosen wurden eingehend untersucht. Eine hdohere Validitat flr Diagnosen
von Substanzmissbrauchsstérungen der Interviews verglichen mit klinischen Diagnosen im
Rahmen der allgemeinen Tatigkeit von Fachpersonal zeigt die Relevanz der Aufnahme
geeigneter Messinstrumente in den klinischen Alltag (Kranzler et al. 1995).

Der SSAGA dient als vielseitiges Messinstrument zur Erfassung unterschiedlicher Parameter
durch Selbstbeurteilung. In einem Interview werden Informationen Uber den Probanden in
mehrteiligen Items untergliedert in Sektionen A bis Q erfasst.

Der Fragebogen beginnt mit der Abfrage allgemeiner Informationen, wie Korpergrofie und
Gewicht, Beziehungsstatus, Familienstand, Bildungsweg und Beruf. Des Weiteren werden
relevante Erkrankungen, die Krankengeschichte, Medikamenteneinnahme sowie psychische

Erkrankungen und deren Behandlungen abgefragt. Folgend werden substanzgebundene
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Abhangigkeiten wie Tabakkonsum, Alkoholkonsum (Trinkverhalten, Trinkgewohnheiten),
Marihuana Konsum, Konsum weiterer Drogen (Kokain, Stimulanzien, Sedativa, Opioide,
Amphetamine, Halluzinogene, weitere) erfasst. Zudem werden Fragen bezlglich
Gewalttatigkeit, Kapitalverbrechen und Suizidgedanken gestellt.

Der SSAGA |Il, eine 1997 Uberarbeitete Version des urspringlichen SSAGA |, ist ein
polydiagnostisches Interview, das u.a. Alkoholmissbrauch / Alkoholabhédngigkeit mit weiteren
Diagnosesystemen (DSM-III R, DSM-IV, ICD-10) erfasst. Das Konzept des SSAGA Il ermdglicht
zudem auch Vergleiche mit Studien, die auf alteren Diagnosekriterien basieren. Zur Ermittlung
von Informationen beziiglich Alkohols werden 45 mehrteilige ltems verwendet.

Der Fokus der Kategorie E liegt auf dem Gebrauch und Konsum von alkoholischen Getranken.
Das Trinkverhalten des Probanden wird durch Erfragung von Trinkmengen, Art der
alkoholischen Getranke, Perioden der Abstinenz und Selbstwahrnehmung des Alkoholkonsums
erfasst (Tabelle 5). Eine durchschnittliche Alkoholmenge in Angabe Gramm pro Tag wird im

SSAGA nicht explizit erfragt und wurde mittels SSAGA Items E3A und E6B konstruiert und

errechnet.
Tabelle 5: Ausgewahlte Items der Kategorie E mit besonderer Relevanz fiir die vorliegende Studie
SSAGA Item Beschreibung der Fragestellung Angabe
E1A/E1B Konsum von alkoholischen Getrdanken im Zeitraum unmittelbar | Anzahl der Getranke
vor stationarer Aufnahme und bendétigter Zeitraum, um diese zu | Bier, Wein, Schnaps,
konsumieren Andere und Zeitraum in
Minuten
E3A/E3B Konsum von alkoholischen Getrdnken in einer normalen Woche | Anzahl der Getrénke
und bendtigter Zeitraum, um diese zu konsumieren Bier, Wein, Schnaps,
Andere und Zeitraum in
Minuten
E4 Beginn des regelmaRigen Alkoholkonsum, definiert als einmal im | Altersangabe in Jahren
Monat fur mind. 6 Monate oder mehr
E6 Periode in der taglich fiir mind. eine Woche oder mehr konsumiert | Ja/Nein
wurde
E6B Anzahl der alkoholischen Getranke, die durchschnittlich taglich (in | Angabe Anzahl
der Periode definiert unter E6) konsumiert wurde
E6C Dauer der Periode in der taglich fir mind. eine Woche oder mehr | Angabe in Wochen
konsumiert wurde
E8 Dauer der langsten Periode ohne Alkoholkonsum Angabe in Monaten
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Trotz weiter Verbreitung des SSAGA existiert keine Gesamtskala der Items zur Bewertung von
internalisierenden Storungen, worunter u.a. Angststorungen fallen. Eine neu eingefihrte, sich
psychometrisch eignende Internalisierungsskala dient zur Untersuchung von Angststdérungen
und Alkohol / Substanzkonsumstorungen und kénnte zur Identifizierung potenziell gefahrdeter
Patienten sowie flir Behandlungskonzepte herangezogen werden (Acion et al. 2019).

Im Rahmen der Collaborative Studies on the Genetics of Alcoholism wurde die personliche,
sowie telefonische Durchfiihrung des SSAGA Il gegenlibergestellt. Bezuglich der diagnostischen
Pravalenzen von Alkoholabhiangigkeit, sowie depressiven Storungen ist das personliche
Interview zu priorisieren (Kramer et al. 2009).

In multizentrischen genetischen Alkoholismus Studien mit Within- und Cross Center-
Studiendesign zur Untersuchung der Reabilitat des SSAGA als umfassende multidiagnostische
psychiatrische Befragung zeigte sich eine hohe Zuverlassigkeit fur DSM-III-R-
Substanzabhdngigkeitsstérungen und eine moderate Zuverladssigkeit far
Substanzmissbrauchsstérungen.

Anhand einer Kappa Statistik kann der Grad der Ubereinstimmung verschiedener Beobachter
ermittelt werden, wenn diese die gleiche Stichprobe bewerten. Kappa nimmt Werte im Bereich
0 (zufallige Ubereinstimmung) bis +1 (perfekte Ubereinstimmung) an (Viera und Garrett 2005).
Die Kappa Statistik bei verschiedenen Interviewern des SSAGA zeigte Kappa Werte zwischen
0,86 fir konstanten Konsum trotz Problemen sowie 0,83 flir Entzug bis zu 0,64 fir von mehr
Konsum als beabsichtigt (Bucholz et al. 1994).

Eine weitere Studie untersuchte den SSAGA fur Alkohol- und Drogenabhadngigkeit sowie unter
anderem flr Depression und Angststorungen mit dem Vergleichsinstrument Schedule for
Clinical Assessment in Neuropsychiatry (SCAN). Die Instrumente wurden in zufilliger
Reihenfolge im Abstand von einer Woche angewendet. Die Sensitivitdt wurde mit 92,3%, die
Spezifitat mit 71,9% ermittelt. Die positiven bzw. negativen Vorhersagewerte lagen bei SSAGA
bei 64,9% bzw. 95,3%. Es konnte ein Kappa Wert von 0,63 fir Alkoholabhangigkeit evaluiert
werden. (Hesselbrock et al. 1999). Der SSAGA gilt somit als valides Instrument flr den Einsatz
in Studien, die sich mit psychiatrischen Stérungen einschlieRlich Alkoholgebrauchsstérungen

befassen.
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2.2.2. Allgemeiner Gesundheitsfragebogen

Zur Erkennung allgemeiner Erkrankungen wurde nach Aufklarung und Einholung des
Einverstandnisses in der Kontrollgruppe ein allgemeiner Gesundheitsfragebogen in Selbstregie
ausgefullt. Dieser dient zur Erfassung folgender Erkrankungen:

Herz- / Kreislauferkrankungen (Hoher Blutdruck, Angina pectoris, Herzrhythmusstorungen,
Herzinfarkt, Herzklappenersatz, Herzschrittmacher, Z.n. Herzoperationen, Endokarditis),
infektiose Erkrankungen (HIV-Infektionen, Hepatitis A/B/C, weitere Infektionskrankheiten),
Anfallsleiden, Z.n. Schlaganfall, Z.n. Thrombose, Asthma / Lungenerkrankungen,
Blutgerinnungsstorungen, Diabetes / Zuckerkrankheit, Augenerkrankungen (Griner Star),
Nierenerkrankungen, Schilddrisenerkrankungen, Lebererkrankungen, Gelenkprothesen,
Allergien  bzw. Unvertrdglichkeiten  (Antibiotika, = Medikamentenunvertraglichkeiten,
Allergiepass), Tumorerkrankungen, Z.n. Radio- / Chemotherapie, Medikamenteneinnahme, Z.n.
Organtransplantation, Z.n. Stammzelltransplantation, durchschnittlicher Alkoholkonsum pro
Woche.

Die Bearbeitung des Gesundheitsfragebogens diente zur Abklarung etwaiger Risikofaktoren

bezlglich der Blutabnahme sowie zur Aufdeckung potenzieller Ausschlusskriterien.

2.3. Laboranalyse

Samtliche Labormessungen erfolgten in der Abteilung Epigenetik (Leiter: PD Dr. Peter Zill) des
Labors fiir Molekulare Neurobiologie der Klinik flr Psychiatrie und Psychotherapie der

Ludwig-Maximilians-Universitdat Minchen.

DNA-Praparation
Die DNA wurde aus 7,5 ml Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Vollblut mittels des E.Z.N.A. SQ

Blood DNA Kit (Omega Bio-tek, Norcross, USA) nach Herstellerangaben extrahiert.

Analyse der DNA Methylierung in der Promotor CpG-Insel des GABRA4 Gens
Im Promotor Bereich des GABRA4 Gens befindet sich eine 743 bp lange CpG-Insel (Abbildung
4). DefinitionsgemaR handelt es sich bei CpG-Inseln um mindestens 500 bp lange DNA-

Regionen mit einem GC-Anteil grolRer 50% und einem Verhadltnis zwischen beobachteter und
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erwarteter CpG-Haufigkeit groler 65% (lllingworth und Bird 2009). Die Analyse der DNA
Methylierung erfolgte mittels Pyrosequenzierung am PyroMark Q48 (Qiagen, Hilden,
Deutschland).

Genomische DNA wurde mithilfe des EpiTect Bisulfite Conversion Kit 48 (Qiagen, Hilden,
Deutschland) zuerst bisulfitiert, wodurch unmethylierte Cytosine in der DNA chemisch zu Uracil
umgewandelt werden. Uracil wird in der anschlieRenden Sequenzierung als Tymidin
nachgewiesen. Methylierte Cytosine bleiben nach Bisulfitierung unverandert. Die Bisulfitierung
erfolgte nach Herstellerangaben. Stellvertretend fur die Gesamt Methylierung der GABRA4-
CpG-Insel wurden die Methylierung von 6 reprasentativen CpG-Stellen unter Verwendung
eines kommerziell erhaltlichen Assays bestimmt (PyroMark CpG Assay, Nr. PM00110761;
Qiagen, Hilden, Deutschland). Auch hier erfolgte der Nachweis nach Herstellerangaben. Die
CpG-Stellen befinden sich an den Positionen 4959, 4974, 4986, 4993, 4995 und 5000 (Abb. 4)
(NCBI Reference Sequence: NG_011809.1). Die Positionen 4959, 4974, 4986, 4993, 4995 und
5000 werden im Folgenden als CpG1, CpG2, CpG3, CpG4, CpG5 und CpG6 bezeichnet.

Die Auswertung und Quantifizierung der CpG-Methylierung wurde mit der Q48 Autoprep

Software 2.4.2 (CpG Analyse Modus) in Form von prozentualen Werten durchgefihrt.
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GGTCTCAAAGGTGGTTTGAGCCCGGACTTGATCCCCTCTCCTCACCA
CCGCTACCACCCGACGCCCAGCAGTCCCCGTCACCCGCCCTTTCTCC
ACCTCCAACCTTGACTCTGGGTACAAACAGGTCCTCGCACAACCTGA
TGACAGAGGAGCTTCATTGGTTAGATCCAAATCCCAGCGGAAGGGAG
GGGGCCAGGAGGTAGGAGGACGAACACTGCTGTGGGCGGGGAGCCCA
CTTGGGGETCGGEEGECTGCGAAGCCGGAGGAGGGGCGAGAGACCCCGT
TCCTCATCCCCCGAGTTACAGTCGGAACARACTTGCCGAGTCTTGCA
GCGCAAGCGCGCGGATACGAACCCCAGAACCTTCAGCGCGCGGGCEAC
GAMAAGGGTGTGGAGCCGTATACATAGCTCTACATACACATTGAGCG
TGAGCGAGARAGGAGGGGGCGAGGAAGGCAGGTTCCGCCTCCCCTGG
CCCCGTGCACACACACGCCCACCGCGGCTCGGGCTGGCTGAGCGCG
GCGAGTGTGAGCGCGAGTGTGCGCACGCCGCGGGAGCCTCTCTGCCC
TCTCCTCGCACCCTGCTCAGGGCATCTGAAGAGCCTGGARACGTGAR
CAGGCTTGAAGTATGGCATGTTGCAAAGATGGTTTCTGCCAAGARAGG
TACCCGCGATCGCTCTGTCCGCCGGGGTCAGTTTCGCCCTCCTGCGE
TTCCTGTGCCTGGCGGTTTGGTGAGTTCTCTGGGGTGCGAGGAGGTG
GGCAACGCGAAAGTGGAGAAATGGCTAGCTCCGGGACCCCTTTGGCCA
CTCGCTCCTICCCTGGGTGGACTAGGTCTTCTTATCTCAGCTGTAAGA
GCAGGGGCCGAAGCCAGGCTTTTCTGTGACCGCATAGATGCGGAGAG
CACCAAGGGCGCAGGATCCAAGAGGCGTGTGGGCACTGGGGGTCTTG
CGGCGGGGCGCECTTTTCCTGACCATTTCTGTCTTCTGCATCCCAAC
CCCCAACCTCCTCTCCTTTAGCTTGGGGCAAGCGACTCTTTCCCTAG
ARAACARACCTGTTTGCACCTGTTCTCTGATGGATTCTTAAAATAAT
CTCCTCCGCCCCCGGTTTTTTTTTTTTCGCTTGCAGTTTAAACGAAT
CCCCAGGACAGAACCAAAAGGAGGAGAAATTGTGCACAGAAAATTTC
ACCCGCATCCTGGACAGTTTGCTCG

Abbildung 4:  Ausschnitt aus der DNA-Sequenz (Promotor) des humanen Gamma-Aminobuttersaure Typ A Rezeptors a 4-
Untereinheit (GABRA4) auf Chromosom 4

*NCBI Reference Sequence: NG_011809.1; CpG-Insel: 4709-5452 (unterstrichen); CpGs (rot markiert), Position

des Pryomark CpG-Assays (gelb hinterlegt).

2.4. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Statistical Package for Social Sciences (SPSS), Version
27 herangezogen. Es erfolgte die Festlegung des Signifikanzniveaus der a
Fehlerwahrscheinlichkeit von Signifikanztests auf a =0,05.

Zur deskriptiven Datenanalyse wurden Haufigkeitsanalysen verwendet, die Daten werden in
absoluten und relativen Haufigkeiten aufgefliihrt, es wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen (SD) zur Darstellung herangezogen.

Die Beschreibung des Alkoholkonsums erfolgte in Alkohol in g / Tag. Die Angabe des
Alkoholkonsums in g / Tag wurde durch die Items E3A und E6B des SSAGA fir jeden Patienten
individuell errechnet.
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Wichtige Ergebnisse wurden in Boxplots dargestellt. Die Methylierungen der verschiedenen
Positionen CpG1-CpG6 wurden mittels Q48 Autoprep Software 2.4.2. (siehe auch 2.3.) in
prozentualen Angaben errechnet und mit der jeweiligen Standardabweichung (SD) angegeben.
Die Analyse von Versuchs- und Kontrollgruppe erfolgte separat.

Zur statistischen Auswertung der Promotor DNA Methylierungen der GABRA4 CPG Island
wurde das Repeated Measures Design ANOVA zur Verlaufsuntersuchung der Versuchsgruppe
verwendet. Dieser Test mit repetitiven Messungen wird verwendet, um mehrere Messungen
derselben Variablen an Gbereinstimmende Probanden unter verschiedene Bedingungen und /
oder an mehreren Zeitpunkten durchzufihren. Die Versuchs- und Kontrollgruppe wurden
mittels T-Test verglichen. Repeated Measures Design ANOVA und Greenhouse-Geisser
Korrektur wurden zur Analyse von Zusammenhdngen des Trinkverhaltens und der
Methylierung der GABRA4 CpG Promotor Island herangezogen. Als Innersubjektfaktoren
wurden die Veranderungen der prozentualen Methylierung zwischen den Messzeitpunkten

definiert.

3. Ergebnisse

3.1. Versuchsgruppenbeschreibung

Die deskriptiven Daten des Patientenkollektivs werden in Tabelle 6 dargestellt. Das Kollektiv
umfasste 71 alkoholabhéngige Patienten im stationaren Entzug.

Beziiglich der soziodemografischen Daten ldsst sich folgendes zusammenfassen: Im
Patientenkollektiv waren 71 (100%) mannliche Personen vertreten. Das durchschnittliche Alter

der Versuchsgruppe betrug 46,8 (+ 11) Jahre.

3.2. Kontrollgruppenbeschreibung

Entsprechend den Kriterien der Versuchsgruppe wurden ausschliefllich mannliche
Studienteilnehmer in die Kontrollgruppe eingeschlossen. Die Kontrolle wurde an 51 (100%)
Mannern durchgefihrt.

Die rekrutierte Kontrollgruppe zeigte keine psychiatrischen Diagnosen nach ICD-10. Der

maximale Alkoholkonsum lag bei 2 Bier / 1 Glas Wein pro Woche, im optimalen Falle lebten die

36



Probanden der Kontrollgruppe abstinent. In der Kontrollgruppe kann somit von keinem
regelmaligen Alkoholkonsum ausgegangen werden.

Das durchschnittliche Alter der Kontrollgruppe betrug 42,8 (+ 11) Jahre (Tabelle 6).

Zwischen dem Altersmittelwert der Probanden der Versuchsgruppe sowie jenem der
Kontrollgruppe ergibt sich eine Differenz von 4 Jahren. Zwischen der Kontrollgruppe und der
Versuchsgruppe gab es bezlglich des Alters einen signifikanten Unterschied (t=1,98, p<0,05 T-
Test).

Die Kontrollen waren im Mittel jinger als die Probanden. Aufgrund der kleinen Differenz wurde

kein Altersmatch durchgefthrt.

Tabelle 6: Alter der Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe bei Blutabnahme(n)
Alter Versuchsgruppe (ALC) Kontrollgruppe (CNT)
N 71 51
Mittelwert 46,8 42,8
Std. Abweichung 11 11
3.3. Therapie

Die 71 rekrutierten Patienten nahmen an einer stationdren Entgiftung mit einer reguldren
Dauer von 14 Tagen teil. Die Entgiftung wurde leitliniengerecht mit Unterstitzung von
Oxazepam je nach Schweregrad des Entzugssyndroms sowie auftretenden Nebenwirkungen
durchgefiihrt. Im Falle von entzugsbedingten epileptischen Anfillen in der Vorgeschichte
wurde Levetitratecetam verabreicht. Die individuelle Vormedikation wurde wadhrend der

Studiendauer fortgefihrt.

3.4. Drop Outs

Probanden, die in wissenschaftlichen Untersuchungen bzw. klinischen Studien mit
prospektivem Design akquiriert werden, jedoch vor Studienabschluss ausscheiden, werden als
Drop Outs bezeichnet. Es wurden initial 71 Patienten und 51 Kontrollen rekrutiert. 71 Pateinten
(100%) erhielten Blutabnahmen zu den ersten drei Visiten. Eine Follow Up Untersuchung nach

einem Zeitraum von 6 bis 9 Monaten konnte bei 7 Patienten (9,6%) durchgeflhrt werden.
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Aufgrund des Studiendesigns konnten seitens der Kontrollgruppe keine Drop Outs entstehen

(Abbildung 5).

Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4

Tag 1l Tag 7 (+/- 1 Tag), 13.Tag(+/-1Tag). 6 —9 Monate

Visiten wahrend der stationdren Entgiftung Follow Up
Untersuchung

Abbildung 5:  Anzahl der Studienprobanden (Versuchs- und Kontrollgruppe) im Verlauf

3.5. Analyse der Messinstrumente

Analysen der Barratt Impulsiveness Scale (BIS)-15, des Child Trauma Questionnaire (CTQ), des
Family History Assessment Module (FHAM), des Impulsive Relapse Questionnaire (IRQ), die
wahrend des stationdren Aufenthalts des Patientenkollektivs durchgefiihrt wurden, werden
hier nicht weiter aufgefihrt.

Die Analyse des SSAGA fokussierte sich auf alkoholbezogene mehrteilige Items der Kategorie E.
Das Anfangsalter eines regelmafSigen Alkoholkonsums, definiert als Konsum einmal pro Monat
fur mindestens sechs Monate oder mehr lag bei 24,9 (+/-9,77) Jahren. Die Periode mit
taglichem Alkoholkonsum dauerte durchschnittlich 195,58 (+/-314,06) Wochen. Die Probanden
der Versuchsgruppe wiesen im Durchschnitt einen Alkoholkonsum von 156,73 (+/-108,98) g
pro Tag vor stationdrer Aufnahme auf (Tabelle 7). Dieser durchschnittliche Mengenwert wurde
mittels SSAGA Items E3A und E6B konstruiert und errechnet. Die Periode der maximalen Dauer

ohne Alkoholkonsum lag im Durchschnitt bei 12,91(+/-24,11) Monaten.
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Tabelle 7: Deskriptive Datenanalyse gesonderter Items der Kategorie E des SSAGA (Versuchsgruppe N=71)

ltemname SSAGA Beginn des Periode mit Angabe des Periode der
regelmaBigen taglichem durchschnittliche langsten Dauer
Alkoholkonsum Alkoholkonsum (in n Alkoholkonsum ohne
(Alter in Jahren) Wochen) vgl. (in g/Tag) * Alkoholkonsum
vgl. SSAGA E4 SSAGA E6C (in Monaten) vgl.
SSAGA E8
Mittelwert 24,90 195,58 156,73 12,91
Std.- 9,77 314,06 108,98 24,11
Abweichung

* Dieser durchschnittliche Mengenwert wurde mittels SSAGA Items E3A und E6B konstruiert und errechnet.

3.6. Auswertung der Laboranalysen

Die nachfolgenden Ergebnisse beziehen sich auf die Analysen der abgenommenen EDTA
Vollblut Proben zu den Zeitpunkten Visite 1, 2, 3 (entspricht ALC1, ALC2, ALC3), sowie der
Follow Up Untersuchung (ALC4) der Versuchsgruppe (ALC). Die Definition der Zeitpunkte findet
sich unter Material und Methoden, im Folgenden werden diese als Visite 1 bis 4 bzw. ALC1 —
ALC4 bezeichnet. Es wurden die DNA Methylierungen von 6 GpC Stellen im GABRA4 -
Promotorgen gemessen, die im Folgenden CpG1 bis CpG6 genannt werden.

Die Kontrollen wurden einmalig gemessen (CNT), auch hier erfolgte die Untersuchung der sechs
CpG-Stellen im GABRA4-Promotor, die analog CpG1-CpG6 bezeichnet werden.

Das Kollektiv der Versuchsgruppe (ALC) mit 71 Blutabnahmen zeigt eine prozentuale DNA
Methylierung von 8,0 (+ 3,8) % an CpG1, 8,5 (+ 6,2) % an CpG2, 4,6 (+ 4,0) % an CpG3, 6,6 (+
3,2) % an CpG4, 4,3 (+ 2,8) % an CpG5, sowie 6,8 (£ 3,6) % an CpG6 bei Visite 1 / ALC1.

Die prozentualen Methylierungsanalysen bei Visite 2 / ALC2 ergaben 9,7 (+ 4,8) % an CpGl1,
11,6 (+ 8,6) % an CpG2, 5,3 (+ 2,8) % an CpG3, 8,2 (+ 5,4) % an CpG4, 5,0 (+ 3,1) % an CpG5 und
8,4 (£ 4,0) % an CpGé6.

Bei Visite 3 / ALC3 zeigten sich DNA Methylierungen von 9,1 (+ 4,0) % an CpG1, 11,0 (+ 6,9) %
an CpG2, 5,4 (£ 3,3) % an CpG3, 7,2 (+ 3,9) % an CpG4, 5,3 (* 3,4) % an CpG5, 8,3 (+ 4,7) % an
CpGé6.

Die Follow Up Untersuchung (entspricht Visite 4 / ALC4) nach einem Zeitraum von 6 bis 9

Monaten konnte bei 7 Patienten durchgeflhrt werden. Hier ergaben sich prozentuale DNA
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Methylierungswerte von 7,5 (£ 2,6) % an CpG1, 6,9 (+ 2,4) % an CpG2, 4,0 (+ 1,6) % an CpG3,

5,5(x1,6) % an CpG4, 3,8 (£ 1,6) % an CpG5, 5,6 (£ 2,4) % an CpG6.

Bei den Kontrollen (CNT) betrug die DNA Methylierung der GABRA4 CpG-Stellen im Promotor

8,5 (+ 3,8) % an CpG1, 8,7 (+ 6,2) % an CpG2, 5,2 (+ 4,0) % an CpG3, 8,0 (+ 3,2) % an CpG4, 5,2

(£2,8) % an CpG5 und 7,4 (+ 3,6) % an CpG6 (Tabelle 8).
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Promotor DNA Methylierung der untersuchten GABRA4 CpG-Positionen der Versuchs- und Kontrollgruppe

*ALC = Versuchsgruppe; CNT = Kontrollgruppe; ALC1 - ALC4 / Visite 1 - Visite 4 = Zeitpunkte der Probenentnahme

der ALC / Versuchsgruppe; CNT 1 = Probe der CNT / Kontrollgruppe; Position 1-6 = CpG1 — CpG6 (Positionen der

CpG Insel, die ausgewertet wurden).

In Abbildung 6 wird die Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens in prozentualer Angabe an CpG1

bis CpG 6 dargestellt. ALC 1, ALC 2, ALC 3 und ALC 4 bezeichnen die Messungen an den Zeitpunkten Visite 1 bis

Visite 4 der Versuchsgruppe (ALC). Hierbei entspricht Zeitpunkt 4 der Follow Up Untersuchung von 7 Patienten.
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CNT 1 zeigt die einmalige Messung der Kontrollgruppe. Der Mittelwert der Kontrollgruppe wurde durch eine

waagrechte graue Linie als Referenz eingefligt.

3.6.1. Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens der Versuchsgruppe
wahrend Alkoholentgiftung

Zur Untersuchung eines signifikanten Unterschiedes der Promotor DNA Methylierung der
GABRA4 Rezeptorgen CpG-Stellen wurde eine Repeated Messures ANOVA mit in Tabelle 8

gezeigten Ergebnissen herangezogen.

Tabelle 8: Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens (in %) an CpG1-CpG6 im Verlauf der Entgiftung
(ALC), Promotor DNA Methylierung des GABRA 4 Rezeptorgens (in%) an CpG1-CpG6 der Messung der CNT-Gruppe

Visite ALC1 ALC2 ALC3
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
CpG p-Wert
(D) (sD) (sD)
CpG1 8,0 (3,8) 9,7 (4,8) 9,1 (4,0) 0,016
CpG2 8,5(6,2) 11,6 (8,6) 11,0(6,9) 0,001
CpG3 4,6 (4,0) 5,3(2,8) 5,4 (3,3) 0,301
ALe CpG4 6,6 (3,2) 8,2 (5,4) 7,2(3,9) 0,033
CpG5 4,3 (2,8) 5,0(3,1) 5,3(3,4) 0,018
CpG6 6,8 (3,6) 8,4 (4,0) 8,3(4,7) 0,003
Visite ALC1 ALC2 ALC3
CpG1 8,5(3,8)
CpG2 8,7 (6,2)
CNT CpG3 5,2 (4,0)
CpG4 8,0(3,2)
CpG5 5,2(2,8)
CpG6 7,4 (3,6)

ALC = Versuchsgruppe; CNT = Kontrollgruppe; CpG = Position des Cytosin-Guanin Dinukleotids, die ausgewertet
wurde; Angaben der Methylierung in %; SD = Standardabweichung; p-Wert: Signifikanzniveau bei a=0,05. Es sind
die deskriptive Statistik sowie der p-Wert dargestellt.

ALC 4 / Visite 4 wird hier grau dargestellt und ist in den p-Wert Berechnungen nicht bertcksichtigt.

Ein signifikantes Ergebnis (p<0,05) gibt an, dass es im zeitlichen Verlauf statistisch signifikante
Unterschiede der CpG1-CpG6 Promotor DNA Methylierungen des GABRA4 Rezeptorgens gab.
Es zeigte sich eine statisch signifikante Anderung der DNA Methylierung an CpG1 (p=0,016),

CpG2 (p=0,001), CpG4 (p=0,033), CpG5 (p=0,018), sowie CpG6 (p=0,003) im zeitlichen Verlauf
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(Tab 8). Hierbei erfolgt keine Aussage darlber, zwischen welchen Messzeitpunkten diese
Differenzen auftreten.

Lediglich bei CpG3 konnte mit p=0,301 kein statistisch signifikantes Resultat nachgewiesen
werden.

Bei Einschluss der Messungen der 7 untersuchten Probanden konnte keine Signifikanz
festgestellt werden, diese werden in Tabelle 8 zur Vollstandigkeit grau dargestellt.

Ausgehend von meinen Ergebnissen im zeitlichen Verlauf kann ich postulieren, dass sich ein
Anstieg der Mittelwerte der prozentualen DNA Methylierung der analysierten GABRA4 CpG-
Stellen (abgesehen CpG3) von Visitel / ALC 1 zu Visite 2 / ALC 2 zeigte, sowie ein leichter Abfall
der Mittelwerte der prozentualen DNA Methylierung von Visite2 / ALC 2 zu Visite3 / ALC 3.
(Eine Ausnahme stellt hier Position 5 / CpG5 dar) (Abbildung 7).

14
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6,6

53 54

DNA Methylierung in %

4.6
53

ALC1 ALC2 ALC3

—CpG]  —CpG2 CpG3 CPGA e (PGS
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Abbildung 7:  Promotor DNA Methylierung der analysierten CpG1-6 des GABRA4 Rezeptrogens der Versuchsgruppe

ALC 1, ALC 2, ALC 3 = Visite 1, Visite 2, Visite 3 der Versuchsgruppe; CPG1-CpG6 = Positionen des Cytosin-Guanin

Dinukleotids, die ausgewertet wurden; Angaben der Methylierung in %

Zwischen Visite 1 / ALC 1 und Visite 3 / ALC 3 konnte ein Anstieg der prozentualen DNA

Methylierung an CpG1 bis CpG6 beobachtet werden.
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Bei Betrachtung der DNA Methylierung zu Visite 4 / ALC 4 fiel ein genereller tendenzieller Abfall
der prozentualen Mittelwerte auf, dies bezieht sich sowohl auf Visite 3 / ALC 3, wie auf die
Baseline Visite 1 / ALC 1, dieser war statistisch nicht signifikant.

Zusammengefasst kann von einem Anstieg der Promotor DNA Methylierung des GABRA4
Rezeptorgens an den analysierten CpG Positionen CpG1, CpG2, CpG4, CpG5, CpG6 im 14-
tdgigen Beobachtungszeitraum ausgegangen werden. Ein Peak wurde in der ALC 2 Analyse
festgestellt. Nach 6-9 Monaten kam es tendenziell zu einem Abfall der untersuchten CpG

Positionen.

3.6.2. Zusammenhange des Trinkverhaltens der Probanden der Versuchsgruppe und
der Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens

Die Altersangabe zu Beginn des regelmafigen Alkoholkonsum (SSAGA E4), Angabe der
durchschnittlich taglich konsumierten Alkoholmenge, Periode mit taglichem Alkoholkonsum in
Wochen (SSAGA E6C), sowie Anzahl der Monate ohne Alkoholkonsum (SSAGA E8), erhoben
durch semistrukturierte Interviews mittels SSAGA, zeigten keinen Einfluss auf die DNA
Methylierung der sechs CpG-Stellen im GABRA4 Promotor in meiner Stichprobe
(F(17,102)=0694, p=0,570)). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede, so dass auf post-

hoc Testen verzichtet wurde.

3.6.3. Vergleich der Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens von
Versuchsgruppe und Kontrollgruppe

Die Messungen der Patientengruppe zu Visite 1, 2, 3 / ALC 1, ALC 2, ALC 3 wurden mit der
einmaligen Messung der Kontrollgruppe (CNT 1) verglichen und auf signifikante Unterschiede

untersucht.

Tabelle 9: Unterschiede der Promotor DNA Methylierungen des GABRA4 Rezeptorgens (in %) der ALC und CNT-
Gruppe

Visite CpG ALC Mittelwert CNT 1 Mittelwert p-Wert

ALC 2 CpG2 11,6 8,7 0,01928
ALC3 CpG2 11 8,7 0,02427
ALC4 CpG4 5,5 8,7 0,01356
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*ALC = Versuchsgruppe; ALC 2, ALC 3, ALC 4 entspricht Visite 2, Visite 3, Visite 4 der Versuchsgruppe; CNT 1 =
Probe der Kontrollgruppe; CpG = Position der CpG Insel, die ausgewertet wurde; Angabe der Methylierung in %;

p-Wert: Signifikanzniveau bei a=0,05.

Der Vergleich der einmaligen Messung der CNT (CNT 1) und der Visite 1 der ALC-Gruppe (ALC
1) ergab keine signifikanten Unterschiede beziiglich der prozentualen GABRA4 Promotor DNA
Methylierung feststellen. Dies galt fir alle 6 gemessenen CpG-Positionen (CpG1 bis CpG6).
Signifikante Unterschiede zeigten sich im Vergleich der einmaligen Messung der CNT-Gruppe
(CNT 1) zur Visite 2 / ALC 2 der ALC-Gruppe an CpG2 (p=0,01928), im Vergleich der einmaligen
Messung der CNT-Gruppe (CNT 1) und der Visite 3 / ALC 3 der ALC-Gruppe ebenso an CpG2
(p=0,02427), sowie im Vergleich der einmaligen Messung der CNT-Gruppe (CNT 1) und der
Visite 4 / ALC 4 der ALC-Gruppe an CpG4 (p=0,01356) (Tabelle 9).

Im Vergleich der Versuchsgruppe und Kontrollgruppe ergaben sich signifikante Unterschiede
an vereinzelten analysierten CpG Positionen an Visite 2 / ALC 2, Visite 3 / ALC 3 und Visite 4 /
ALC 4.

Nach Adjustierung auf multiples Testen sind die aufgefiihrten Resultate nicht signifikant.

4. Diskussion

Die Diskussion soll zuerst Aspekte des Studienablaufes beinhalten. Des Weiteren sollen die
eingangs erlauterten Fragestellungen der explorativen Studie erortert werden.

Zum aktuellen Zeitpunkt existiert wenig Literatur zu der speziellen Fragestellung der DNA
Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens unter Alkoholeinfluss / Alkoholentzug. Die Ergebnisse
dieser Arbeit werden somit auch mit Studienergebnissen experimenteller Ansatze, sowie mit

Publikationen verwandter Thematiken diskutiert.

4.1. Versuchsgruppe

Der durchschnittliche tagliche Alkoholkonsum lag 2015 bei Mannern zwischen 18 und 59 Jahren
bei 16 g Reinalkohol / Tag, bei gleichaltrigen Frauen bei 9 g. 18 % der Manner und 14 % der
Frauen nahmen riskante Mengen Alkohol zu sich (>20 g Reinalkohol/Tag fir Manner und >10 g

Reinalkohol/Tag flr Frauen). Der Pro-Kopf-Verbrauch von Reinalkohol der Gber 15-jahrigen
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Bevolkerung lag im Jahr 2014 bei 11,0 Litern (5,9L Bier, 3,1L Wein/Schaumwein, 2,1L
Spirituosen). Damit liegt Deutschland etwas Uber dem durchschnittlichen Alkoholkonsum der
EU-Mitgliedstaaten von 10,6 Litern. (Deutsches Krebsforschungszentrum und Pabst Science
Publishers 2017).

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass mannliche Personen unserer
Gesellschaft grolkere Mengen Alkohol sowie hdufiger konsumieren.

Die Versuchsgruppe bestand ausschlieSlich aus mannlichen Patienten mit chronischem
Alkoholabusus bestehend seit mindestens zwei Jahren. Somit wird das epidemiologische
Geschlechterverhaltnis in der rekrutierten Versuchsgruppe nicht widergespiegelt. Ein
Einschluss von weiblichen Probandinnen in die Studie lieR sich jedoch u.a. auf Grund von
hormonellen Einflussfaktoren nicht umsetzen.

Das Alter der Menschen in Deutschland mit dem vergleichsweit hochsten Alkoholkonsum von
durchschnittlich 70 g taglich (mannliche Bevolkerung) und 43 g taglich (weibliche Bevolkerung)
liegt zwischen dem 50. und 65. Lebensjahr (Griswold et al. 2018).

Der Altersdurchschnitt der untersuchten Versuchsgruppe ist mit 46 (+/-11) Jahren jlnger.

In  der vorliegenden Studie wurden jedoch Probanden mit diagnostizierter
Alkoholgebrauchsstorung untersucht. Hier konnte die durchschnittliche Trinkmenge von 156
(+/-108) g pro Tag ermittelt werden. Die grofRe Standardabweichung drickt die starke Streuung
dieser Variable aus. Reprdsentative Studien zur Trinkmenge von Alkoholikern liegen nach
meinen Erkenntnissen zum aktuellen Zeitpunkt nicht vor. Dies konnte unter anderem durch
eine Verharmlosung der reellen Konsummenge und grolien interindividuellen Unterschieden
im Trinkverhalten begriindet sein.

Die Untersuchung ausschlieRlich mannlicher Probanden, das durchschnittlich jingere Alter des
Patientenkollektivs im Vergleich zu Daten der Allgemeinbevdlkerung, sowie das individuelle
Trinkverhalten der Probanden muss bei der Interpretation der Ergebnisse bericksichtigt

werden.

4.2. Kontrollgruppe

Das durchschnittliche Alter der Versuchsgruppe lag bei 46 (+/- 11) Jahren, die Kontrollen waren
im Schnitt 42 (+/-11) Jahre alt. Es konnte eine signifikante Altersdifferenz nachgewiesen

werden. Bei einer Differenz des Altersdurchschnitts von 4 Jahren wurden storende
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Einflussfaktoren wie Stoffwechselerkrankungen etc. vernachlassigt. Auf eine potenziell

diskutable Vergleichbarkeit der EinflussgrofRer Alter soll nicht weiter eingegangen werden.

Etwa 3-10% der deutschen Bevolkerung lebt absolut alkoholabstinent (Deutsches
Krebsforschungszentrum und Pabst Science Publishers 2017; Tolle et al. 2014). Weitere Studien
belegen, dass Deutschland mit einer Pravalenz von 94% (mannliche Bevolkerung), sowie 90%
(weibliche Bevolkerung) unter den ersten funf Landern bezlglich des verbreiteten
Alkoholkonsums liegt. Aufgrund einer geringen Anzahl abstinent lebender Menschen wurde in
der vorliegenden Studie das Einschlusskriterium eines Alkoholkonsums von maximal 2 Bier / 1

Glas Wein (etwa 20 — 35 g Alkohol) pro Woche fiir die Kontrollgruppe definiert.

Resultate der Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland (DEGS1) belegen einen
riskanten Alkoholkonsum von durchschnittlich taglich mehr als 10 g (Frauen) / 20 g (Manner)
Reinalkohol von 13,1% der weiblichen und 18,5% der méannlichen Bevolkerung (Robert Koch-

Institut 2016b).

Der festgelegte maximale Alkoholkonsum der Kontrollgruppe entspricht somit einer deutlich
geringeren Konsumierung verglichen mit dem der deutschen Bevdlkerung mit tendenziell
riskantem Konsum und wurde im Studiendesign definiert, um die Rekrutierung einer méglichst
grolRen reprasentativen Fallzahl zu gewahrleisten. Die Teilnehmer der Kontrollgruppe kénnen
somit als Referenz beziglich der untersuchten DNA Methylierungen herangezogen werden. Ein
Einschluss alkoholabstinent lebender Studienteilnehmer ware winschenswert gewesen, liefs
sich aber auf Grund der oben dargestellten Statistiken und den weiter definierten

Einschlusskriterien nicht umsetzen.

4.3. Medikamentdse Therapie mittels Benzodiazepine

Das Studiendesign der vorliegenden Studie sah keinen Einfluss auf die Therapie der Patienten
nach stationdrer Aufnahme vor. Die kdrperliche Entgiftung und somit die Behandlung der
Alkoholintoxikation mit korperlich-neurologischen Symptomen sowie die qualifizierte

Entzugsbehandlung mit dem essenziellen Ziel mit psycho- und soziotherapeutischen bzw.
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psychosozialen Interventionen eine Anderungsbereitschaft der Patienten zu erreichen, wurde
durch die Studie nicht beeintrachtigt.

Die medikamentdse Therapie wurde leitliniengerecht mit Benzodiazepinen durchgefiihrt. Diese
fihren zu einer Reduktion der Auspragung der Entgiftungssymptomatik, sowie einem
geminderten Auftreten von Delir und Krampfanfallen (Amato et al. 2011).

Die Medikamente wurden durch die Stationsarzte verordnet und wenn indiziert angepasst. Des
Weiteren wurden die Vitalfunktionen sichergestellt und Komplikationen, wie Krampfanfalle
medikamentos therapiert.

Der GABA A Rezeptor gilt als Hauptziel fir die zentrale Wirkung von Benzodiazepinen, dies ist
bereits seit Langerem bekannt (Haefely et al. 1975). Deswegen sollen an dieser Stelle die
Auswirkungen von Benzodiazepinen, die den Patienten der Versuchsgruppe wahrend der
Entgiftung verabreicht wurden, auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie diskutiert werden.
Die Bindestelle von Benzodiazepinen entspricht nicht der Bindestelle des Neurotransmitters
GABA. Dies konnte in Struktur-Funktions-Studien gezeigt werden (Chang et al. 2000),
dementsprechend entspricht sie auch nicht der Bindestelle von Ethanol. Beziiglich der
Bindestelle der Benzodiazepine handelt es sich um eine Tasche, die von der a- und y-
Untereinheit gebildet wird. Die Bindestelle des Agonisten GABA befindet sich zwischen der a-
und B- Untereinheit (Ris et al. 1975). Ausschlaggebend fir die Wirkung von Benzodiazepinen
sind spezifische Histidinreste H101, H126 und H105 der al, a2, a3, a5 Untereinheiten
(Mulrennan et al. 1975). Weitere Studien belegen, dass GABA A Rezeptoren, die Isoformen der
ad- und a6 Untereinheit enthalten unempfindlich fir Benzodiazepine sind. Dieses Phanomen
ist durch einen Argininrest an der bereits erlduterten Position zu erklaren (Benson et al. 1998;
Korpi und Seeburg 1993). In Tierversuchen konnte festgestellt werden, dass Mause mit
punktmutierten a 2 GABA A Rezeptor-Untereinheiten eine Resistenz beziglich der
anxiolytischen Wirkung von Benzodiazepinen im Rahmen von konditionierten emotionalen
Reaktionen aufwiesen. Diese Ergebnisse sprechen fir die Vermittlung der anxiolytischen
Wirkung von Benzodiazepinen durch die a2 Subunit (Dixon et al. 2008). Uber epigenetische
Mechanismen, wie Histonacetylierung und DNA Methylierungen durch Benzodiazepine, die zu
einer geringeren Regulierung der GABA A Rezeptor Untereinheiten flhren, ist bis zum jetzigen
Zeitpunkt wenig bekannt. Eine 10-14-tagige Behandlung mit steigender Dosierung von
Diazepam in Rattenversuchen zeigte eine antikonvulsive Toleranz, sowie die Reduktion der

Expression von mRNA und der al-Untereinheit im Bereich des frontalen Kortex (Libikova et al.
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1975; Uusi-Oukari und Korpi 2010). In weiteren Studien wurden die Mechanismen der Histon-
Acetylierung und DNA Methylierungen ebenfalls im Rattenexperiment untersucht. Einerseits
zeigen die Resultate, dass die Expression der mRNA der al-Untereinheit durch Diazepam,
jedoch nicht durch Imidazenil verringert wird. Andererseits konnte postuliert werden, dass es
durch Diazepam zu einer Erhéhung der Expression der Histondeacetylase HDAC1 und HDAC2
kommt (Auta et al. 2018; Sanna et al. 2003). Es konnte in kultivierten Hippocampus Neuronen
nachgewiesen werden, dass ein Ersatz von Ethanol mit Diazepam den durch den Ethanol-
Entzug induzierten Anstieg der Expression der a 4 Untereinheit verhinderte. Die durch den
Ethanolentzug induzierte Zunahme der a 4 Rezeptoren kann somit durch Medikamente
blockiert werden, die bei Entzugssyndromen Einsatz finden (Sanna et al. 2003).

Aufgrund des wichtigen Stellenwertes der Hauptwirkung der Medikamentengruppe auf den
GABA A Rezeptor, sowie den aufgefiihrten molekularen Wirkungsmechanismus u.a. auf die
Rezeptor Untereinheiten codierenden Gene GABRA2 und GABRA4 kann von einer
Einflussnahme der medikamentoésen Behandlung durch Benzodiazepine im Rahmen des
stationdren Aufenthaltes auf die vorliegende Studie ausgegangen werden.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit soll auf den Zusammenhangen des Alkoholkonsums sowie
des Alkoholentzugs auf Veranderungen der DNA Methylierung des GABRA4 Gens liegen.
Korrelationen von Benzodiazepinen im Alkoholentzug auf epigenetische Verdnderungen des
GABRA4 wurden im vorliegenden Projekt leider nicht untersucht, kdnnten jedoch von groflem
Interesse fur weitere Studien dieser noch kontroversen Thematik sein.

Benzodiazepine gelten in der Entgiftungsphase einer Suchterkrankung als Goldstandard.
Hinsichtlich des zunehmenden Verstandnisses und des Suchtpotentials von Benzodiazepinen

konnte der Einsatz dieser in der Therapie evaluiert werden (Tan et al. 2011).

4.4. Drop Outs

Innerhalb des Zeitraums des 14-tdgigen stationdren Aufenthaltes der Patienten bzw. des
Zeitraums der ersten drei Visiten entstanden erfreulicherweise keine verfrihten
Ausscheidungen aus der Studie.

Bezlglich der Follow Up Untersuchungen konnten jedoch nur 7 Patienten des urspriinglichen

Kollektivs kontaktiert und fir eine weitere Blutabnahme akquiriert werden.
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Psychologische Studien mit longitudinalem Design zeigen u.a. aufgrund von emotionaler
Belastung der Probanden hohe Drop Out Anzahlen. So zeigten sich in Studien zur Thematik der
posttraumatischen Belastungsstérungen Drop Out Raten von bis zu 50% (Schottenbauer et al.
2008). Beziiglich der durchgefihrten Studie missen zudem weitere Faktoren der kdrperlichen
Entgiftung und die Entlassung nach stationarem Aufenthalt berlcksichtigt werden. Da die
Follow-Up Untersuchungen nach einem Zeitraum von 6-9 Monaten ambulant durchgefihrt
wurden, kann hier in Anbetracht von mangelnder Kooperation ein groRer Drop Out verzeichnet
werden.

Die Aussagekraft der Analysen der Follow Up Untersuchung ALC 4 ist moglicherweise zudem
durch den groRen zeitlich gesetzten Rahmen von 6 bis 9 Monaten mit einer potenziellen
Differenz von 3 Monaten reduziert. Die definierten Zeitpunkte ALC 1, ALC 2, ALC 3 bieten im
Sinne einer short-term Untersuchung hier besser zu interpretierende Resultate.

Trotz der kleinen Patientenanzahl, die zuséatzlich fir eine vierte Visite rekrutiert werden konnte,
wurden die Ergebnisse dieser Blutanalyse als long-term Analyse dargelegt. Fur die Aussagekraft
einer klinischen Studie ist jedoch eine gewisse StichprobengrofRe erforderlich.

Beziiglich einer Anderung der DNA Methylierung im Verlauf der Studie wurden die Daten des
Follow Ups zur Berechnung des Signifikanzniveaus exkludiert, da sich mit inkludierten Daten
keine Signifikanz feststellen lieR. Bei kleinen Stichproben steigt das Risiko nicht aufgedeckter
signifikanter Zusammenhange.

Der Vergleich der Follow Up Untersuchung mit der Untersuchung der Kontrollgruppe ergab
hingegen einen signifikanten DNA Methylierungsunterschied (p=0,013), und soll unter 5.5
weiter diskutiert werden.

Aus Griinden der Ubersicht wurden die Ergebnisse der Visite 4 in Tabelle 8 grau dargestellt.

4.5. Laboranalysen

Zum aktuellen Zeitpunkt liegen wenige Erkenntnisse zu Untersuchungen von Promotor DNA
Methylierungen des GABRA4 Rezeptorgens und Alkoholabhangigkeit vor. Eine prospektive
Beobachtungsstudie/Fall-Kohorten-Studie zu dieser Thematik ist meines Wissensstandes nach
bislang einzigartig. Die Ergebnisse werden somit in den Kontext von in-vivo Studien mit

differentem Design sowie Tiermodellstudien gesetzt.
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4.5.1. Potenzieller Einfluss weiterer genetischer und epigenetischer Mechanismen auf
die Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens

4.5.1.1. GABRAZ

Untersuchungen der Untereinheiten von Chromosom 4p12 in 36 menschlichen neuronalen
Zelllinien zeigten eine Korrelation der RNA-Expression zwischen den vier aufeinanderfolgenden
GABA A Subunit-Genen (GABRG1, GABRA2, GABRA4, GABRB1) und unterstltzen die
Hypothese, dass sich alkoholassoziierte Genvariationen von GABRA2 auch auf Expressionen
anderer Subunits des 4p12 auswirken konnten (Lieberman et al. 2015).

In einer Metaanalyse wurden die Daten von 4739 Fallen und 4924 Kontrollen beziglich
Korrelationen von Alkoholabhdngigkeit und den codierenden Abschnitten der
Rezeptorsubtypen auf 4p12 untersucht. Hierbei wurden nur 5 der 8 Clustergene aufgrund von
unzureichender Datenlage untersucht, und in diesem Zuge die Analyse von GABRA4
ausgeschlossen. Es konnte gezeigt werden, dass die Haufigkeit des Risikoallels von GABRA
rs567926 zu 30% in der Kontrollgruppe und zu 44% bei betroffenen Personen nachgewiesen
werden konnte. Das Verhaltnis bei GABRA rs279858 zeigte sich zu 41% in den Kontrollgruppen,
zu 46% bei betroffenen Personen (Li et al. 2014).

Untersuchungen von Atemalkoholspiegeln, sowie Blutproben von GABRA2 in Zusammenhang
mit den Auswirkungen des Alkohols in einer grol8 angelegten Zwillingsstudie mit 372 Probanden
zeigten Assoziationen aller Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP)s des Blocks zwischen
rs567926 und rs1442059 und Kérperschwankungen / Gleichgewicht (Lind et al. 2008).
Untersuchungen an postmortalen Proben des adulten Gehirns ergaben keine Korrelationen von
alkoholassoziierten Genotyp Effekten auf die GABRA Expression von Chromosom 4p12. Dies
kdnnte in Zusammenhang mit einer nachgewiesenen Korrelation in pluripotenten Stammzellen
darauf hindeuten, dass Risiken fir substanzbezogene Erkrankungen Gber entwicklungsbedingte
Mechanismen gesteigert werden kdnnten (Lieberman et al. 2015). Eine Querschnittstudie
beschaftigte sich mit der Analyse von Speichelproben, um Effekte von GABRA2 auf simultanen
Alkohol- und Drogenkonsum zu erforschen. Es wurden Uberwachungsprotokolle mit
Genotypisierungsverfahren von 28263 Ereignissen angefertigt. Zudem konnten nicht nur
Zusammenhange zwischen den Probanden, sondern auch innerhalb der Person in Form einer

longitudinalen Beobachtung angestellt werden. Es konnte gezeigt werden, dass GABRA2
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Varianten mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit des Konsums illegaler Drogen verbunden war
(Mallard et al. 2018). Das Studiendesign der letztgenannten Untersuchung stimmt mit dem
vorliegenden Projekt bezlglich des longitudinalen Verlaufes Uberein. Die heterogene

Versuchsgruppe sowie die Messungen von Speichelproben bieten keine vergleichbare Basis.

4.5.1.2 DeNovoMethyltransferase

Im Fokus weiterer Untersuchungen zur Assoziation von Alkohol und DNA Methylierungen steht
die DeNovo Methyltranfserase (DNMT) Aktivitdit. Zhang et. al konnte in
Astrozytenuntersuchungen im Tiermodell eine Reduktion der DNA Methylierung des
Gewebeplasminogenaktivators sowie eine Abnahme von DNMT3A, nicht jedoch von DNMT1
nach Ethanolexposition nachweisen. Dies betont den Stellenwert von Astrozyten in der
Hemmung der neuronalen Plastizitat durch Alkoholabusus (Zhang et al. 2013).

Zudem konnte eine Hemmung der DNMT-Aktivitat durch akute Ethanol-Verabreichung in der
Amygdala in Mausen nachgewiesen werden (Krishnan et al. 2014). Die unterschiedliche
Regulierung der mRNA verschiedener DNMT-Isoformen weist auf einen unterschiedlichen
Stellenwert verschiedener Isoformen bezlglich alkoholverursachter Wirkungen hin (Krishnan
et al. 2014; Moonat et al. 2013).

Die mRNA-Expression von DNMT3a und DNMT3b wurde zudem in Blutproben von
alkoholabhangigen Patienten sowie einer Kontrollgruppe untersucht. Hier konnte eine
signifikante Abnahme der Expression beider DeNovo Methyltransferasen (DNMT3a und
DNMT3b) der Alkoholikergruppe mit 459 Probanden verglichen mit der Kontrollgruppe von 466
Probanden festgestellt werden. Ein Unterschied der Expression der DNMT1 konnte nicht
gezeigt werden. Eine hohere Blutalkoholkonzentration ging mit einer geringeren Expression der
DNMT3b einher. Alkoholabhangige Patienten zeigten eine Erhohung der genomischen DNA
Methylierung in Vollblutzellanalysen, der mit reduzierten DNMT3 mRNA Konzentrationen
auftrat und somit Hinweise auf Regulierungen durch Rickkopplungsmechanismen erlaubt
(Bonsch et al. 2006).

Untersuchungen von chronischen Alkoholikern mit akuter Intoxikation, verglichen mit
Patienten im Alkoholentzug zeigen eine deutliche Differenz des Homocysteinspiegels im Plasma
(Bleich et al. 2000). In Verbindung mit der Funktion von Homocystein als
Methylgruppendonator kann hier auch eine Assoziation zu DNA Methylierungen erwogen

werden.
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Faktoren, die zum Anstieg der DNA Methylierung der CpG Insel des GABRA4 Promotors fiihren
kénnten, sind die Regulierung von DNMT und der Homocysteinspiegel. Die spezifische Rolle der
DNMT-Aktivitat, die zu einer epigenetischen Modulation fiihren kénnte, ist bis heute wenig
erforscht und bietet Ansatz fir weitere Studien. Im vorliegenden Projekt wurde die
Untersuchung von Monozyten im Blut herangezogen, die eine wegweisende Richtung bezlglich

in-vivo Longitudinalstudien aufweisen kdnnte.

4.5.1.4. GABRA4

Die eingangs aufgefliihrten Ergebnisse zur aktuellen Studienlage von DNA Methylierungen im
GABRA4 Gen sollen nun bezlglich der eigenen Ergebnisse diskutiert und interpretiert werden.
In folgenden Tierexperimenten wurde die Rolle von GABRA4 im akuten Alkoholentzug
experimentell untersucht:

Untersuchungen der mRNA der GABA A Untereinheiten im Mausmodell zeigten einen
signifikant starken Anstieg der Haufigkeit der a 2, a 3, o 4 mRNA mit einem Héhepunkt 3h nach
Beginn des Entzugs und einen Rickgang auf das Niveau der Kontrollgruppe nach 9-12h. (F fur
a 4 =23.46; p<0,001). Dagegen zeigten Analysen der a 1 Untereinheit mRNA eine Reduktion
nach Ethanolbehandlung und eine konstante Reduktion 3 h nach Beginn des Alkoholentzugs
(Sanna et al. 2003).

Weitere Studien wiesen ebenfalls einen signifikanten Anstieg des mRNA Spiegels der a 4
Untereinheit im Ethanol Entzug nach (Devaud et al. 1995; Sanna et al. 2003).

In der vorliegenden Studie wurde jedoch nicht die mRNA, sondern die Methylierungen der DNA
analysiert. In den meisten Fallen korreliert das AusmaR der DNA Methylierung mit dem Ausmaf}
der Geninaktivierung (Abdolmaleky et al. 2004). Mit diesem Hintergrund wirden sich die
Ergebnisse dieser Studie und meiner Resultate widersprichlich gegenlberstehen. Diese
Widerspriche finden unter Umstanden ihre Ursache in der Methodik, sowie in der
Untersuchung der mRNA, die komplexen Regulationsmechanismen unterliegt.

Eine weitere Studie beschéftigte sich mit der Herabregulation von GABRA4 in kortikalen
Neuronen sowie im somatosensorischen Kortex von Mausen. Die verwendeten Alkoholmengen
kébnnen mit Intoxikationen gleichgesetzt werden, die jedoch von chronischen Alkoholikern
toleriert werden. Es konnte eine signifikante Reduktion der GABRA4 Expression in kortikalen
Neuronen zwischen 3 und 24 Stunden nach Beginn des Entzuges aufgedeckt werden. Im

somatosensorischen Kortex war die GABRA4 Expression nach 11 Stunden deutlich erniedrigt.
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Die Resultate dieser Studie lassen sich nur bedingt mit dem vorliegenden Projekt vergleichen.
Gemeinsam ist das Grundergebnis einer verminderten Expression wdhren Alkoholentzug.
Unterschiede finden sich vor allem in der Methodik eines Tierexperimentes und einer in vivo
Studie, sowie der Untersuchung unterschiedlicher Zellen (Neuronen vs. Monozyten) und der
Ursachen der verminderten GABRA4 Expression. Meine Studie richtet das Hauptaugenmerk auf
die DNA Methylierung, wahrend die Autoren sich auf die Expression und mikroRNA
konzentrieren (Bekdash und Harrison 2015).

Die dargelegten Studien verfolgten zudem das Ziel short-term Verdnderungen von
epigenetischen Mechanismen bzw. Genexpressionen aufzuzeigen. Die Probenentnahmen und
-analysen erfolgten im Abstand von wenigen Stunden.

Mein Studiendesign sah einen Beobachtungszeitraum von 14 Tagen (bis zu 6-9 Monaten im
Follow-Up) vor. Diskrepanzen in der Entwicklungstendenz der Genexpression kbnnten auch in
unterschiedlichen Beobachtungszeitpunkten begrindet werden. Es kénnte davon
ausgegangen werden, dass bei Visite 1 (entsprechend ALC 1) in gewissen Fallen noch
Alkoholintoxikation vorlag. Eine longitudinale Betrachtung von Veranderungen der Promotor
DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens in der Akutphase der Entgiftung in den ersten

Stunden wurde nicht im Studiendesign bertcksichtigt und kann somit nicht beurteilt werden.

4.5.2. Veranderung der Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens der
Versuchsgruppe

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Anstieg der durchschnittlichen Promotor DNA
Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens in den analysierten CpG-Stellen der ALC-Gruppe im
Verlauf der Alkoholentgiftung (Visite 1 bis Visite 3) gezeigt werden. An 5 der 6 untersuchten
CpG Positionen konnte ein signifikanter Unterschied der DNA Methylierung festgestellt
werden. Lediglich an CpG3 konnte zwar ein Anstieg beobachtet werden, dieser war jedoch nicht
signifikant.

Eine zunehmende DNA Methylierung ist generell mit einer verminderten Genexpression
assoziiert.

Wir analysierten sechs repdsentative CpG Stellen im GABRA4 Promotor. Ob im vorliegenden
Fall zwangslaufig auch eine verminderte Genexpression mit der DNA Methylierung einherging,

kénnen wir nicht bestatigen, da keine funktionellen Analysen durchgefiihrt wurden.
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Limitierend ist aufzuflUhren, dass die Anzahl von 6 analysierten CpG Positionen nicht die
Untersuchung jeglicher funktionell relevanter CpGs beinhaltet.

Dennoch postulieren wir, dass die untersuchten 6 CpG-Promotor Islands die Gesamtheit der
CpGs innerhalb der GABRA4 CpG-Insel reprasentieren kdnnten und die Ergebnisse einer
zunehmenden DNA Methylierung der hier analysierten CpG-Stellen meines explorativen
Projektes somit auf das gesamte Gen transferiert werden konnten. Somit wirde eine
zunehmende Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens im Alkoholentzug mit
einer Reduktion der Genexpression der GABA4 Rezeptor Untereinheit einhergehen. Dies hatte
mit anderen Einflussfaktoren auch Auswirkungen auf das dopaminerge System und kdnnte
neue Ansdtze bezlglich des Verstandnisses von Alkoholentzugssyndromen und deren
Behandlung schaffen.

Eine zunehmende Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens in der Datenanlyse
konnte nach Adjustieren auf multiples Testen nicht mehr gezeigt werden. Dies ist unter
anderem in der zu kleinen Stichprobe begriindet. Eine Anpassung des p-Werts auf Multiples
Testen kann auf Grund des explorativen Charakters der vorliegenden Pilotstudie vernachlassigt

werden. Hierzu sind unter Umstanden weitere Studien mit analoger Fragestellung notig.

4.5.3. Zusammenhange des Trinkverhaltens der Probanden der Versuchsgruppe und
der Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens

Das Trinkverhalten der Probanden wurde Uber das klinische Messinstrument SSAGA
aufgenommen. Explizit wurden ausgewahlte Items der Kategorie mit auf Alkoholkonsum
bezogenen Fragestellungen herangezogen.

Es konnten keine Assoziationen des Lebensalters zu Beginn des regelmaRigen Alkoholkonsumes,
der Periode mit taglichem Alkoholkonsum, der durchschnittlich taglich konsumierten
Alkoholmenge, sowie der Dauer der Periode ohne Alkoholkonsum auf die prozentuale DNA
Methylierung der untersuchten CpG-Stellen im GABRA4 Promotor meiner Stichprobe
nachgewiesen werden.

Es handelt es sich bei den angegebenen durchschnittlichen Alkoholmengen um errechnete
Mengen zu Perioden des regelmaligen Alkoholkonsums der Probanden, definiert als taglichen
Alkoholkonsum flr mindestens eine Woche oder mehr. Die Dauer dieser Periode zeigt hohe

Standardabweichungen in der vorliegenden Studie. Perioden mit diesem durch den SSAGA
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definierten Konsum stimmen nicht zwangslaufig mit dem Trinkverhalten der Probanden
unmittelbar vor dem stationaren Aufenthalt Gberein.

Der SSAGA und die daraus erhobenen Daten beruhen zudem auf Selbstbeurteilung der
Probanden und koénnen nicht verifiziert werden.

Eine objektive Erfassung des Alkoholkonsums gestaltet sich auf Grund individueller
Suchtmuster trotz klinischer Messinstrumente in einer in vivo Studie mit Probanden als

schwierig.

4.5.4. Vergleich der Promotor DNA Methylierungen des GABRA4 Rezeptorgens von
Versuchsgruppe und Kontrollgruppe

Bei Aufnahme der alkoholabhangigen Patienten konnten keine signifikanten Unterschiede der
DNA Methylierungsrate der untersuchten CpG-Stellen im GABRA4 Promotor verglichen mit der
Kontrollgruppe gesunder Probanden festgestellt werden. Es kann erwogen werden, dass zu
Visite 1 / ALC 1 noch eine Alkoholintoxikation der Probanden der Versuchsgruppe bestand.
Wahrend des Alkoholentzugs konnten zu den weiteren erhobenen Messzeitpunkten
signifikante Unterschiede einzelner CpG-Stellen im GABRA4 Promotor zwischen der
Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe ausgemacht werden.

Dies resultiert in einer Verdanderung der Promotor DNA Methylierung der untersuchten
GABRA4 CpGs im zeitlichen Verlauf des Alkoholentzugs. Da jedoch nur einzelne der
untersuchten GABRA4 CpG Stellen, prazisier CpG2 zur zweiten und dritten Visite sowie CpG4
zur vierten Visite eine verringerte DNA Methylierungsrate aufweisen, muss berUcksichtigt
werden, dass dies nicht mit einer DNA Methylierung aller CpG Stellen der gesamten CpG-Insel
im GABRA4 Promotor korreliert sein muss.

Die letzte Messung konnte lediglich an 7 Probanden durchgefihrt werden, hier dominiert eine
hohe Differenz der durchschnittlichen DNA Methylierungsrate der untersuchten GABRA4 CpGs
im Vergleich zur Kontrolle. Limitierende und zu diskutierende Faktoren sind hier die
Betrachtung eines kleinen Kollektivs (n=7). FUr aussagekraftigere Resultate mdussten
Longitudinalstudien mit grofReren Probandenzahlen durchgefihrt werden. Zudem bestand
wahrend des stationdren Aufenthalts und der in diesen Zeitraum erfolgten Probenentnahmen
die Gewissheit der Abstinenz der Probanden. Von diesem Umstand kann 6-9 Monate nach

Entlassung / nach korperlicher Entgiftung nicht zwangslaufig ausgegangen werden.
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Es wird von einer Rickfallquote von bis zu 85% ausgegangen, falls sich an die Entgiftung keine
weiteren TherapiemalRnahmen anschlieBen (Boothby und Doering 2005). Aufgrund dieses
Aspektes und der Compliance von Suchterkrankten muss ein Abbruch der konsequenten
Alkoholabstinenz in Betracht gezogen werden.

Eine Signifikanz der DNA Methylierungsunterschiede der untersuchten GABRA 4 CpGs zwischen
Versuchsgruppe (ALC) und Kontrollgruppe (CNT) konnte nach Adjustieren auf multiples Testen
nicht gezeigt werden. Die Anpassung des p-Werts kann jedoch aufgrund des explorativen

Charakters des vorliegenden Pilotprojektes aulRer Acht gelassen werden.

45.5. Limitationen

Die vorliegende prospektive Studie wurde akkurat geplant und durchgefihrt. Ungeachtet
dessen missen Limitationen der Studie aufgefihrt werden, die ggf. bei der Planung
weiterfihrender oder auf dieser Thematik aufbauender Studien nutzlich sind.

Um eine Aussagekraft der Ergebnisse zu erzielen, muss eine gewisse KollektivgroRe erreicht
werden. Mit einer Studienpopulation von n=71 und einer KontrollgréRengruppe n=51 konnten
statistisch signifikante Ergebnisse ausgewertet werden. Die statistisch signifikanten
Unterschiede setzten sich im Rahmen der multiplen Testung aufgrund der vermutlich zu
geringen Fallzahlen nicht durch. Die Anzahl der Studienteilnehmer kann somit als moderat
bewertet werden. Die fehlenden Angaben bezlglich der Auswertungen des klinischen
Messinstrumentes SSAGA stellen eine weitere Einschrankung dar. Durch den hohen Drop Out
kann die Follow Up Untersuchung nur eingeschrankt bewertet werden.

In die Studie wurde ausschlielRlich ein mannliches Patientenkollektiv eingeschlossen. Der
epidemiologischen Geschlechterverteilung konnte somit nicht gerecht werden. Die Aussagen
der Studie kdnnen somit nur bedingt auf die allgemeine Bevolkerung Gbertragen werden.
Weitere Einflussfaktoren wie Nikotinabusus, Lifestyle Faktoren, sowie individuelle
Vormedikation auf die DNA Methylierung wurden in der vorliegenden Studie nicht weiter
bericksichtigt, diese konnten jedoch interessante Zusammenhange aufdecken.

Von weiterem Interesse ware die Untersuchung von Zusammenhdngen der stationaren
spezifischen medikamentdsen Therapie mit Benzodiazepinen (Oxazepam), sowie Antiepileptika
(Levetiracetam) und der DNA Methylierung des GABRA4 Gens, die leider in der Studie nicht

erortert wurden.
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Zuletzt konnte die Studiendauer die Aussagekraft der Ergebnisse limitieren. Die gewahlte
Studiendauer umfasste im Zeitraum der ersten drei Visiten den Zeitraum des stationdren
Aufenthalts, um Aussagen Uber die Promotor DNA Methylierung des GABRA4 Rezeptorgens
wahrend des Entzugs zu treffen. Weitere Blutuntersuchungen / bzw. Follow-Ups konnten

interessante Erkenntnisse liefern.

Zusammenfassung

Vielfache Hinweise deuten auf eine bedeutende Rolle von epigenetischen Mechanismen bei
der Entwicklung und Aufrechterhaltung von Alkoholgebrauchsstorungen. Ziel dieser Arbeit war
es, die Promotor DNA Methylierung im GABRA4 Rezeptorgen als epigenetischen Aspekt zu
untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden Blutproben von mannlichen Probanden, die eine stationdre
qualifizierte Entgiftung von Alkohol durchflhrten, mit Proben gesunder mannlicher Kontrollen
verglichen. Den Probanden der Versuchsgruppe wurde wahrend des stationaren
Alkoholentzugs zu vier Zeitpunkten Blut abgenommen. Dies erfolgte unmittelbar bei Aufnahme
in die Entgiftung, 7 Tage nach Beginn der Entgiftung, bei Entlassung nach insgesamt 14-tagigem
stationdrem Aufenthalt sowie 6 bis 9 Monate nach Entlassung (Follow Up). Wéahrend der
Entgiftung auftretende Entzugssymptome wurden mit Benzodiazepinen behandelt. Die
jeweilige Vormedikation wurde weiterverordnet. Klinisch relevante Daten wurden mithilfe des
Semi Structured Assessment for the Genetics of Alcoholism (SSAGA) erhoben. Die Blutabnahme
der gesunden Probanden (Kontrollgruppe) erfolgte lediglich zu einem Zeitpunkt. In allen
Blutproben wurde mittels Pyrosequenzierung die Promotor DNA Methylierung des GABRA4
Rezeptorgens an sechs Cytosin-Guanin-Dinukleotid (CpG) Stellen untersucht. Die DNA
Methylierung der sechs CpG-Positionen wurde zu jedem der vier Messpunkte sowohl im
zeitlichen Verlauf der Entgiftung (ANOVA), sowie gegenlbergestellt zur Kontrollgruppe (t-Test)
verglichen.

Die mannlichen Probanden (n=71) waren im Schnitt 46,8 Jahre alt, die gesunden Kontrollen
(n=51) 42,8 Jahre. Im Vorfeld der Aufnahme lag der tagesdurchschnittliche Konsum von reinem
Alkohol der Probanden bei 156,7g. Im Verlauf der Alkoholentgiftung (Tag 1 — 14) zeigte sich

eine signifikante Zunahme der DNA Methylierung der untersuchten GABRA4 CpG Promotor
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Stellen der Versuchsgruppe. Die Follow Up Untersuchung wurde bei 7 Probanden durchgefihrt.
Sie zeigten keine signifikanten Verdanderungen der DNA Methylierung der GABRA4 CpG
Promotor Positionen. Hinsichtlich des Vergleichs mit den Proben der Kontrollgruppe konnten
vereinzelte signifikante Unterschiede der DNA Methylierung der CpG Promotor Positionen
ermittelt werden. Eine Signifikanz nach Adjustierung auf multiples Testen konnte nicht gezeigt
werden. Es konnten keine Assoziationen der konsumierten Alkoholmengen vor stationdrem
Aufenthalt auf die DNA Methylierungen der GABRA4 CpG Stellen nachgewiesen werden.

Die Analyse der Daten stellt ein Pilotprojekt dar. Unter Umstanden ware es sinnvoll, analoge
Fragestellungen an einem gréReren Probandenkollektiv zu untersuchen. Weitere Faktoren, wie
beispielsweise das Alter modifizierend auf epigenetische Veranderungen sowie der Einfluss von
Anticravingmedikamenten konnten ebenfalls in einer grolReren Stichprobe geprift werden. In
der Literatur ist die Datenlage bezlglich epigenetischer Verdnderungen, die durch
Alkoholkonsum entstehen bisher nicht ausreichend. Diesbezlglich besteht weiter
Forschungsbedartf.

Die Kenntnis der epigenetischen Verdanderungen im Zusammenhang mit Alkoholkonsum
kébnnten zu einem besseren Verstandnis der Neurobiologie von Substanzkonsumstorungen

beitragen und so auch mdgliche neue Wege der Behandlung aufzeigen.
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