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In den letzten Jahre konnten zunehmend biologische Ursachen von Suchterkrankungen identi-
fiziert werden. Auf der Grundlage bestehenden Wissens iiber bekannte, an Suchterkrankungen
beteiligten Neurotransmittern und weiteren regulatorischen Proteinen (z.B. der zirkadianen
Rhythmik) wurden wesentliche Fortschritte bei der Analyse molekularer Rezeptorfunktionen,
der Identifikation relevanter Signaltransduktionskaskaden und der Interaktion verschiedener
Neurotransmittersysteme erzielt. Adoptions- und Zwillingsstudien, ebenso wie spezialisierte
Linien von Nagetieren (bei denen teilweise Mutationen in definierten genetischen Bereichen
induziert wurden) gaben bereits starke Hinweise darauf, dass Erblichkeit fiir die Anfilligkeit
gegeniiber Substanzabhdngigkeit eine grofSe Rolle spielt. Durch neue methodische Entwicklun-
gen, sowohl in der biomedizinischen Analytik als auch in der statistischen Genetik, ergibt sich
jetzt die Moglichkeit, unter den vielen genetischen Varianten des menschlichen Genoms solche
ausfindig zu machen, die einen Beitrag zu Suchterkrankungen leisten. Genetische Korrelate fiir
Substanzabhcingigkeit werden in diesem Artikel an Alkoholabhdingigkeit beispielhaft darge-
stellt: Es werden wesentliche Prinzipien der genetischen Assoziationsanalyse und der Linkage-
Disequilibrium (LD) basierten Kartierung von Kandidatengenen erldutert. Eigene Ergebnisse —
insbesondere zur Bedeutung prd- und postsynaptischer glutamaterger Signaltransduktions-
gene und Gene der zirkadianen Rhythmik - zeigen mogliche Anwendungen der neuen Techno-
logien auf.

2002). Alkohol ist in den USA die
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u den Kriterien einer Alkohol-
Z abhdngigkeit gehoren starkes
Verlangen, die Substanz zu
konsumieren, Kontrollverlust, Ent-
zugssymptomatik, Toleranzentwick-
lung, Vernachldssigung anderer In-
teressen und anhaltender Gebrauch
trotz schadlicher Folgen (ICD-10).
8% der Bevolkerung in Deutsch-
land sind alkoholabhdngig oder be-
treiben Alkoholmissbrauch. Jahr-
lich sterben etwa 42 000 Menschen
an alkohol-assoziierten Erkrankun-
gen. Die kumulativen Kosten der Al-
koholkrankheit belaufen sich auf
ca. 20 Milliarden Euro/Jahr (DHS
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dritthdufigste Todesursache und
fiihrt zu 75% aller Leberzirrhosen,
4% aller Krebserkrankungen und ist
an 45% aller Verkehrsunfille betei-
ligt (10).

Im Gegensatz zu Mendelschen
Erbkrankheiten wie der Sichelzell-
andmie oder der Phenylketonurie,
die durch einen genetischen Defekt
in einem spezifischen Genlokus ver-
ursacht werden (monogene Erb-
krankheiten), liegt die Ursache fiir
komplexe Erkrankungen - zu denen
auch die Alkoholabhingigkeit ge-
zdhlt wird - in der genetischen

Konstitution weniger (oligogene)
oder vieler (polygener) chromoso-
maler Loci begriindet. Daraus resul-
tiert gleichzeitig eine geringe Pene-
tranz der Erkrankung, da ein spezifi-
sches Krankheitsallel weder not-
wendig noch geniigend ist, um die
Erkrankung alleine hervorzurufen.
Diese Eigenschaft, zusammen mit
dem Beitrag multipler Umweltfakto-
ren (,Gen X Environment Inter-
action“), erschweren das Auffinden
der krankheitsassoziierten geno-
mischen Bereiche und machen fiir
eine Assoziationsanalyse die Geno-
typisierung einer groen Anzahl kli-
nischer Proben notwendig, um Al-
lele zu finden, die statistisch mit der
Erkrankung assoziiert sind (14).

Fiir Alkoholabhdngigkeit beim
Menschen wurde der grof3e vererbli-
che Anteil in Familien-, Zwillings-
und Adoptionsstudien nachgewie-
sen (6, 8, 11, 13, 16, 17). Die Starke
des genetischen Einflusses, der He-
reditdtskoeffizient, der den Prozent-
satz der ausschlieBlich durch geneti-
sche Faktoren erkldrbaren Varianz
angibt, liegt bei etwa 50% (9). Aus
Segregationsanalysen ist weiterhin
bekannt, dass bei der Alkoholabhdn-
gigkeit kein Hauptgeneffekt besteht
(4) und, wie fiir komplexe Erkran-
kungen typisch, jedes einzelne be-
teiligte Gen nur geringe Auswirkun-
gen auf die Ausbildung des Phano-
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typs hat. Um einen klinisch relevan-
ten genetischen Beitrag zu identifi-
zieren, miissen bei Alkoholabhdn-
gigkeit daher verschiedene Variatio-
nen unterschiedlicher Gene aus un-
terschiedlichen biologischen Signal-
systemen betrachtet werden.

funktioneller biologischer
Systeme
Aufgrund von methodischen

Einschrankungen wurden bisher nur

wenige Polymorphismen einer klei-

nen Anzahl potenzieller Kandida-
tengene untersucht. Diese Untersu-
chungen konnten einerseits den

Fortschritten in der Grundlagenfor-

schung nur teilweise gerecht wer-

den und bargen andererseits die Ge-
fahr einer Simplifizierung der medi-
zinisch-klinischen Theoriebildung
bei der Alkoholabhdngigkeit.
Tatsdchlich jedoch umfassen die

wesentlichen, an Suchterkrankun-
gen beteiligten Komponenten nicht
nur die eigentlichen Neurotransmit-
terrezeptoren, deren Aktivitdt durch
den Alkoholeinfluss verandert wird,
sondern weiterhin alle Molekiile,
die am Auf- und Abbau der Trans-
mitter beteiligt sind oder die zellin-
terne Signaltransduktion bis zur Ef-
fektorstruktur vermitteln (15). Da-
durch kénnen - je nach der geneti-
schen Konstitution eines Patienten-
additive und subtraktive Effekte der
einzelnen Komponenten eines Neu-
rotransmittersystems auf die Ver-
fiigbarkeit eines Neurotransmitters
im synaptischen Spalt (2) und die
intrazelluldre Weiterleitung seines
Signals zustande kommen. Kritisch
bei der Suche nach Dispositionsge-
nen fiir komplexe Erkrankungen ist
daher die sorgfaltige, aber umfas-
sende Auswahl von zu untersuchen-
den Kandidatengenen. Dazu stehen
prinzipiell drei Strategien zur Verfii-
gung:

1.) Funktionelle Kandidatengene,
deren Produkte nach bisherigem
Wissen in die Pathophysiologie
der Erkrankung involviert sind

2.) Positionelle Kandidatengene, die
in solchen Kandidatenregionen
liegen, die aufgrund von voraus-
gegangenen Kopplungsuntersu-
chungen eine konsistente Kopp-
lung mit der Erkrankung aufwei-

I Analyse der Variation

sen, wobei Konsistenz durch
Metaanalysen oder Ubereinstim-
mung zwischen mehreren unab-
hdngigen Kopplungsanalysen zu
belegen ist

3.) Untersuchungen von Kandida-
tengenen, die in Tiermodellen
erkrankungsanaloge Phdnoty-
pen beeinflussen.

Eine vierte Moglichkeit, die
Identifikation von positionalen Kan-
didatengenen in genomweiten Asso-
ziationsuntersuchungen, ist derzeit
noch nicht realisierbar.

Die Alternative 1 hat sich trotz
der zahlreichen Untersuchungen
bisher nicht als erfolgreich erwie-
sen; fiir die Alternative 2 sind auf-
grund der geringen Anzahl bisher
vorliegender Kopplungsanalysen die
Voraussetzungen nicht besonders
giinstig. Dagegen muss die dritte Al-
ternative aufgrund der groBen An-
zahl bisher durchgefiihrter, erfolg-
reicher tiergenetischer Untersu-
chungen als ertragreicher angese-
hen werden (19).

Genotypisierung an klinisch re-
levanten Proben ist insbesondere
bei der Untersuchung von oligogen
vererbten Erkrankungen unerldss-
lich: Obwohl Untersuchungen am
Tiermodell ein hohes Maf8 an funk-
tioneller Relevanz aufweisen und
sich daher als Quelle zur Identifika-
tion von Kandidatengenen eignen
(19), ist eine Ubertragung dieser Be-
funde auf den Menschen nicht un-
problematisch. Dass dies nicht nur
aufgrund des offensichtlichen Spe-
ziesunterschiedes der Fall ist, soll
beispielhaft am ,Knock-out“-Mo-
dell aufgezeigt werden: Eine Be-
grenzung der Giiltigkeit des Modells
besteht u.a. darin, dass der Verlust
eines Genes, welches in einer Eizelle
eliminiert wurde, schwerwiegende
qualitative Konsequenzen haben
kann. Diese sind weitreichender als
die zumeist leichtgradigen quanti-
tativen Konsequenzen fiir die Gen-
funktion aufgrund genetischer Va-
riationen bei hdufigen oligogenen
Erkrankungen.

Zudem kann durch kompensato-
rische Mechanismen bei den unter-
suchten Tieren der Effekt des Kandi-
datengens auf den analysierten Pha-
notyp maskiert werden. Bei Knock-

out-Modellen von oligogen regu-
lierten Verhaltensweisen wie Alko-
holtrinkverhalten kénnen abwei-
chende Untersuchungsergebnisse
zusdtzlich durch Gen-Umgebungs-
interaktionen zustande kommen. So
lieR sich die beobachtete Alkohol-
sensitivitdt und fehlende Toleranz-
entwicklung bei gleichartigen Pro-
tein Tyrosin Kinase (PTK) fyn-
Knock-out-Mdusen nicht in jedem
Labor replizieren (3, 12).

Diese Einschrankungen stellen
die Bedeutung von Knock-out-Mo-
dellen fiir die Identifikation von
Kandidatengenen nicht in Frage,
sondern sollen vielmehr auf die
Wichtigkeit von Genotypisierungs-
ergebnissen an klinischen Proben
aufmerksam machen.

Im Fall der glutamatergen Sig-
naltransduktion beispielsweise be-
deutet das, dass mehrere Gene, de-
ren Bedeutung beziiglich des Alko-
hol-Trinkverhaltens tierexperimen-
tell belegt ist, am Menschen unter-
sucht werden miissen. Dadurch
kann dann der relative Anteil der
einzelnen Gene und Mutationen an
Alkoholabhdngigkeit bzw. relevan-
ten Phanotypen dieser Erkrankung
beim Menschen bestimmt werden.

Eine derartige Beriicksichtigung
kombinierter Geneffekte konnte
eine klinisch relevante Varianzauf-
kldrung genetischer Ursachen der
Alkoholabhdngigkeit zur Folge ha-
ben und die Entwicklung individua-
lisierter Therapien weiter voran-
treiben.

Die Arbeit ,The clock gene Pe-
riod2influences the glutamatergic
system and thereby modulates alco-
hol consumption“ (22) stellt bereits
jetzt exemplarisch die Verkniipfung
einer tierexperimentellen Untersu-
chung eines Kandidatengenes mit
einer Assoziationsuntersuchung am
Menschen dar. Sie ist insofern bei-
spielhaft fiir die funktionelle Vali-
dierung von Genen der Signaltrans-
duktion, die in Beziehung zum glu-
tamatergen System stehen.

In den letzten Jahren wurden
neue Strategien zur phanotypischen
Charakterisierung geschaffen, die
auf biologischen Kriterien beruhen,
bereits mit der Hinsicht darauf, die
Zahl der an einem Phdnotyp betei-
ligten Kandidatengene so stark wie
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moglich einzugrenzen. Diese so ge-
nannten ,Endophdnotypen“ oder
sintermedidre Phdnotypen*“ kénnten
eine erfolgreiche Strategie darstel-
len, um Risikogene oligogener Er-
krankungen einfacher als bisher zu
identifizieren (5).

Der phéanotypische Effekt der
Sucht wird neben Umwelteinfliis-
sen durch funktionelle geneti-
sche Polymorphismen vermittelt
Gegenstand der Assoziations-
untersuchungen sind derzeit vor al-
lem sog. ,single nucleotide poly-
morphisms* (SNPs), da sie die hdu-
figste Form genetischer Variation
darstellen (1). Funktionelle SNPs
fithren zu ,missense“-Mutationen
(Anderung der Aminosdurese-
quenz) oder zur Verdnderung der
transkriptionellen Aktivitdt, und
kénnen dadurch die Funktion oder
Menge des gebildeten Proteins be-
einflussen. Weiterhin kénnen je-
doch auch ,stumme* oder introni-
sche SNPs - bisher oft als effektlos
bezeichnet und daher wenig beach-
tet - einen Einfluss auf trans-
kriptionelle Aktivitdt oder auf das
Spleiling der pre-m-RNA haben.

Case-Control-Assoziationsanaly-

sen sind eine sensitive Detek-

tionsmethode fiir allelischen Bei-

trag zu Suchterkrankungen

Haufige, oligogene Erkrankun-
gen mit komplexem Erbgang eignen
sich fiir Assoziationsanalysen mit-
tels Kandidatengenen. Waihrend
Linkageanalysen gut geeignet sind
fiir seltene Einzelgeneffekte, sind
Kandidatengenstudien insbeson-
dere dann geeignet, wenn das Risiko,
das mit jedem Kandidatengen asso-
ziiert ist, relativ gering ist: Assoziati-
onsstudien weisen bei oligogenen
Erkrankungen eine héhere statisti-
sche ,power* fiir die Identifikation
von Risikogenen als Kopplungsana-
lysen auf (14).

Ziel von genetischen Assoziati-
onsstudien ist es, einen oder meh-
rere Genotypen mit einem oder
mehreren Phdnotypen statistisch zu
korrelieren: Die typische Abfolge ei-
ner Assoziationsstudie beginnt mit
dem Studiendesign, der Kandidaten-
gen- und SNP-Auswahl (die in vielen
Fdllen eine ,SNP-discovery“ in den
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in Frage kommenden Kandidaten-
genen bei einem Umfang von 16-32
Probanden voraussetzt). Diesen Vor-
arbeiten folgen die laborexperimen-
telle Durchfithrung der Genotypisie-
rung, das Auslesen der allelischen
Information fiir jedes Individuum
und die abschlief3ende statistische
Analyse von Genotyp- und Phédno-
typdaten.

In eigenen Arbeiten, die die Be-
deutung glutamaterger Gene fiir die
Alkoholabhdngigkeit untersuchen,
wird die Auflésungskraft von Asso-
ziationsstudien deutlich: An Kkli-
nisch relevanten Proben konnte
eine Assoziation eines Genotyps in
der Promoterregion des Protein-Ty-
rosin-Kinase (PTK) fyn-Genes mit
Alkoholabhdngigkeit und mit spezi-
fischen Phdnotypen von Alkoholab-
hdngigkeit nachgewiesen werden
(20). Eine Beteiligung eines weite-
ren, stummen SNPs im Exon 1 des
NMDA-Rezeptor 2B an Alkoholab-
hdngigkeit konnte dagegen in meh-
reren Untersuchungen ausgeschlos-
sen werden (18, 23, 24). Auch nicht-
Neurotransmitter-Komponenten
spielen bei Alkoholabhdngigkeit
eine wichtige Rolle, da sie Neuro-
transmittersysteme beeinflussen
kénnen: Mduse mit einem mutier-
ten zirkadianen Rhythmikgen ,Pe-
riod 2“ (Per2) weisen eine redu-
zierte Expression des Gens fiir den
Glutamat-Transporter (EAAT2) und
eine vermehrte Alkoholtrinkmenge
auf. Auf klinisch relevanter Seite
konnte in derselben Untersuchung
bei alkoholabhidngigen Patienten
eine Assoziation von vermehrtem
Alkoholkonsum (> 300g/d) mit ei-
nem Haplotyp des Per2 Gens gefun-
den werden (22).

Die Assoziationen von SNPs der
PTK fyn und von Per2 kénnen somit
im humanen System die pathophy-
siologischen Annahmen zur Bedeu-
tung des glutamatergen Systems fiir
die Alkoholerkrankung bestitigen
(21). Allerdings handelt es sich bei
den bisherigen Untersuchungen
nicht um Befunde, die auf einer sys-
tematischen Analyse genetischer
Variationen von Kandidatengenen
beruhen, was die Aussagekraft so-
wohl der positiven, als auch der ne-
gativen Assoziationsergebnisse ein-
schrdankt (23). Dariiber hinaus be-

steht Forschungsbedarf noch bei der
Untersuchung der funktionellen Re-
levanz der untersuchten SNPs.

Linkage Disequilibrium (LD)-
Mapping: Systematisches
Testen von Kandidatengenen
auf Assoziation

Aktuelle methodische Entwick-
lungen auf dem Gebiet der Moleku-
largenetik und der statistischen Ge-
netik erlauben eine umfassende
Analyse genetischer Variationen von
potenziellen Kandidatengenen. Hier-
bei werden SNPs potenzieller Kandi-
datengene aus Datenbanken (z.B.
dbSNP) oder durch Sequenzanalyse
identifiziert und auf ihre Vertei-
lungsmuster hin analysiert. Auf diese
Weise konnen Gruppen von SNPs,
die ein gleiches Verteilungsmuster
aufweisen, identifiziert und sog. Ha-
plotypbldcke geschdtzt werden, in-
nerhalb derer eine hohe Kopplung
von allelischen Zustanden benach-
barter SNPs entlang des DNA-Stran-
ges (Linkage Disequilibrium = LD)
vorliegt.

Bei einer LD-Mapping-Analyse
werden nur sogenannte , haplotype-
tagging SNPs“, die Haplotypbl&cke
(DNA-Bereiche mit hohem LD) alle-
lisch definieren und zwischen den
hdufigsten Haplotypen diskriminie-
ren, selektiert und genotypisiert. Da-
bei muss der genotypisierende For-
scher eine Balance zwischen zwei
wichtigen Variablen finden: Einer-
seits will man mengenmaRig eine
ausreichend grof3e Anzahl an haplo-
type-tagging SNPs genotypisieren,
um moglichst alle Haplotypblécke
zu erfassen und zuverldssig ein
mogliches Linkage Disequilibrium
mit einem kausativen Allel feststel-
len zu kénnen, andererseits miissen
die finanziellen Ressourcen er-
schwinglich bleiben. Hauptsachlich
bestimmt die lokale LD-Architektur
iiber den Genotypisierungsaufwand,
denn je mehr LD vorhanden ist,
desto weniger Marker zur systema-
tischen Assoziationsanalyse miissen
zur Abdeckung des gesamten Gens
analysiert werden.

Die aus solchen LD-basierenden
Genotypisierungen resultierenden
Assoziationsuntersuchungen erlau-
ben dann iiber indirekte allelische
Assoziation eine Aussage iiber alle
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identifizierten SNPs des Gens und
mithin Giber das gesamte Gen (7).
Aufgrund dieser methodischen Fort-
schritte kann die bisherige Begren-
zung von Assoziationsstudien auf ei-
nige wenige genetische Variationen
iiberwunden werden. Allerdings er-
fordert die vereinfachte Analyse ge-
netischer Variationen angesichts der
Fillle méglicher Kandidatengene
eine stringente Auswahl.

Weitere Phdanotypen der

Substanzabhdngigkeit

Humangenetische Untersuchun-
gen (Zwillingsstudien) weisen aus,
dass die genetisch definierte Risiko-
masse fiir Alkoholismus zu einem
substanziellen Teil (50%) mit der ge-
netischen Risikomasse fiir andere
substanzgebundene Abhdngigkeiten
identisch ist. Erklirung findet diese
Beobachtung darin, dass verschie-
dene Substanzen in die gleichen
Neurotransmitter- und Signaltrans-
duktionswege eingreifen. Umfas-
sende funktionelle Untersuchungen
zur Bedeutung der genetischen Va-
riabilitdt von Neurotransmitter/Sig-
naltransduktionssystemen fiir die
Alkoholabhdngigkeit sind daher
auch als entscheidende Etappe fiir
die Entwicklung neuartiger Thera-
pien anderer Suchterkrankungen
anzusehen.

Die genetischen Untersuchun-
gen von hdufigen Erkrankungen mit
komplexem Erbgang, wie der Alko-
holabhingigkeit, befinden sich der-
zeit in einem raschen Wandel. Der
Ubergang zu einer systematischen
Analyse von Kandidatengenen und
die damit verbundene Abkehr von
der Untersuchung einzelner, isolier-
ter genetischer Variationen mit
letztendlich geringer Aussagekraft
wird es der genetischen Alkoholfor-
schung ermdoglichen, die Ergebnisse
der Grundlagenforschung in Kkli-
nisch relevante Ergebnisse umzu-
setzen.

Key Words
addiction - genetic - alcohol depen-
dence
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