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Zusammenfassung

Kandidatengene der Opiatabhangigkeit:
Dopaminrezeptor D3 (DRD3)-Ser9Gly-Polymorphismus und
brain-derived neurotrophic factor (BDNF)-Val66Met-Polymorphismus

Jess, Nicole

Die Entwicklung einer Opiatabhangigkeitserkrankung hat eine multifaktorielle Genese.
Genetischen Risikofaktoren wird hierbei eine besondere Rolle beigemessen.

Als mogliche Gene, die fir eine Opiatabhéngigkeit pradisponieren, gelten das
Dopaminrezeptor D3-Gen und das brain-derived neurotrophic factor-Gen.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob der Ser9Gly-Polymorphismus des DRD3-
Gens und der Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens oder deren mdgliche
Wechselwirkung als genetischer Pradiktor fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung
einer Opiatabhangigkeit anzusehen sind.

Die vorliegende Arbeit stellt die bisher grof3te Assoziationsstudie und Kopplungsstudie
dieser Polymorphismen zur Opiatabhéngigkeit eines ethnisch homogenen, deutschen
Studienkollektivs dar, die in einer Untergruppe auch den Charakterzug eines erhdhten
Sensation-Seeking-Scores bericksichtigt.

Allelverteilung und Genotypverteilung wurden mittels molekularbiologischer Methoden
(PCR, Restriktionsenzymverdau, Gelelektrophorese) ermittelt und unter Verwendung
statistischer Standardverfahren (Chi-Quadrat-Tests, Fisher's Exact Test, Armitage's
Trendtest, TDT) ausgewertet.

Die Auswertung zeigte keine erhéhte homozygote Allel- bzw. Genotypverteilung der
beiden untersuchten funktionellen Polymorphismen bei opiatabhé&ngigen im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe. Ebenso wenig konnte eine Wechselwirkung der beiden
Genpolymorphismen festgestellt werden. Somit konnten die Arbeitshypothesen nicht

erhartet werden.

Tag der mindlichen Prifung: 06.03.2009
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A Adenosin / Adenin

ATP Adenylatcyclase

BDNF Brain derived neurotrophic factor

bp Basenpaar (base pair)

C Cytosin
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G-Protein  Guaninnukleotid Bindungsprotein

ICD-10 Internationale Klassifikation der Krankheiten
I Liter

Met Methionin

mg Milligramm

ml Milliliter
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m-RNA Messenger (Boten-) Ribonukleinsaure

ng Nanogramm
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Disorders,
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PCR

RFLP
SDS
Ser
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SSS

Tab.
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DT
Val
°C

polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
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Restriktions-Fragmentlangen-Polymorphismus
Sodiumdodecylsulfate

Serin

Einzel (single)-Nukleotid-Polymorphismus
Sensation-Seeking-Score

Thymidin
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Tris-Borat-EDTA

Transmission Disequilibrium Test
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1. Einleitung

1.1. Allgemeine Einfihrung in die Vererbungslehre der Krankheiten

Die Fortschritte der biomedizinischen Forschung ermdglichen immer genauere
Einsichten in die molekularen Ursachen von Krankheiten. Bekannt ist die
Tatsche, dass die Entstehung der meisten Krankheiten zumindest teilweise
genetisch bedingt ist. Ziel dieser biomedizinischen Forschung ist, die Biologie
der Erkrankung schrittweise aufzuschlisseln und zu verstehen. Dies gelingt
durch die Identifizierung eines zur Krankheit beitragenden genetischen Faktors,
der somit als Ausgangspunkt eines pathophysiologischen Prozesses
anzusehen ist.

Bei monogen erblichen Krankheiten ist dies mittlerweile zur Routine geworden.
Dabei macht man sich zunutze, dass Krankheiten in Familien vererbt werden. In
Kopplungsuntersuchungen wird dabei zunachst das krankheitsverursachende
Gen durch Untersuchen genetischer Marker einer bestimmten chromosomalen
Region zugeordnet, im Anschluss daran wird durch die Analyse individueller
Rekombinationen die chromosomale Lage schrittweise eingegrenzt. Schlie3lich
erfolgt durch Feststellung der krankheitsverursachenden Mutationen die
Identifizierung des gesuchten Gens.

Ungleich komplizierter ist die lIdentifizierung der genetischen Faktoren bei
polygen vererbten Krankheiten, den haufigsten Krankheiten, zu denen auch die
Suchterkrankungen und insbesondere die Opiatabhéngigkeit zéhlen. Die
erbliche Disposition wird in der Regel durch mehrere Gene bestimmt, die
zudem meist erst in Wechselwirkung miteinander und in Wechselwirkung mit
Umweltfaktoren zur Manifestation der Krankheit fuhren.

Nachdem die Sequenzierung des menschlichen Genoms als wesentliche
Grundvoraussetzung zur systematischen Identifizierung aller krankheits-
relevanten Gene weitgehend abgeschlossen ist, wird gegenwartig mit groRem
Aufwand die Variabilitat des 3,2 Milliarden Basenpaar grof3en Genoms
untersucht.

Dabei ist jedoch zuséatzlich zu bericksichtigen, dass genetische Faktoren, die
zur Krankheitsentstehung beitragen, auch die Variabilitat des Genoms zwischen

den Menschen betreffen. Diese Variabilitat des Genoms ist ganz entscheidend



durch kleinste Unterschiede der DNA-Sequenz gepragt, den so genannten
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP, engl. Single Nucleotide Polymorphism).
Derartige Einzelnukleotidpolymorphismen gibt es im menschlichen Genom
millionenfach, jedoch nur ein geringer Teil dieser SNPs ist fur die Entstehung
von Krankheiten relevant. Aufgrund der bekannten Haplotyp-Blockstruktur des
menschlichen Genoms ergibt sich nicht die Notwendigkeit, alle SNPs auf eine
Krankheitsbeteiligung zu untersuchen, dies wére auch aus technischen und
O0konomischen Grunden nahezu unmaoglich. Ein SNP ist definiert durch einen
Basenaustausch. Jedoch nur ein kleiner Teil der Polymorphismen tritt in den
Exons auf, die schlie3lich in Proteine translatiert werden. Hier kdnnen sie zu
einem  Aminosdureaustausch  fuhren, der eine Veranderung der
Proteineigenschaften zur Folge haben kann. Der Uberwiegende Anteil der
Polymorphismen befindet sich in den Introns und in solchen DNA-Regionen, die
nicht in m-RNA transkribiert werden (Plomin et al., 1999).

Es muss aber auch an die Mdglichkeit gedacht werden, dass das assoziierte
Allel selbst nicht zur Krankheit beitrdgt. Vielmehr kann es auch nur
Indikatorfunktion besitzen, hervorgerufen durch eine rdumliche Néhe zu einer
direkt am Krankheitsgeschehen beteiligten Genvariante. Dieser Umstand darf
zum Beispiel dann vermutet werden, wenn es sich beim assoziierten
Polymorphismus um eine so genannte stille Mutation im sequenzkodierenden
Bereich eines Gens handelt. Hierbei liegt zwar ein Nukleotidaustausch im Gen
vor, es kommt aber aufgrund des degenerierten genetischen Codes nicht zu
einem Aminosaurenaustausch im zugehdorigen Protein.

Ziel dieser molekulargenetischen Studie ist die Untersuchung zweier
spezifischer Genvarianten, dem Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor (DRD3)-Gens und dem Val66Met-Polymorphismus des brain-
dderived neurtophic factor (BDNF)-Gens, auf ihre vermutliche Beteiligung am
Erkrankungsrisiko und der Aufrechterhaltung einer Opiatabhangigkeit. Man
spricht hierbei von Kandidatengenen. Dazu bedient man sich der oben
beschriebenen genetischen Heterogenitat (Variabilitat), die in Form von SNPs

charakterisiert ist.



1.2. Opiatabhéangigkeit

Einer der altesten Definitionen der Abhangigkeit beschreibt diese als einen
Zustand, der von einer Droge herrihre, wobei der Entzug von dieser Droge
psychische und/oder physische Stérungen bewirke (Collier 1972). Laut der
WHO-Definition ist die Drogenabhéangigkeit ein Zustand, der zu erheblich von
der Norm abweichenden psychischen Auffélligkeiten fihren kann, gelegentlich
auch physische Symptome aufweist und der von der Interaktion zwischen
einem lebenden Organismus und einer Droge herruhrt. Charakteristische
Merkmale sind Verhaltensstérungen und Reaktionen anderer Art, wozu immer
auch die zwangartige regelméfige Einnahme der Substanz gehért, welche mit
dem Ziele erfolgt, die psychische Wirkung hervorzurufen, manchmal auch um

Beschwerden zu vermeiden.

Nach dem ICD (Internationale Klassifikation der Krankheiten) 10 Konzept der
WHO (1991) mussen mindestens drei der folgenden Kriterien erfillt sein, um

eine Abhangigkeit zu diagnostizieren:

- Uberméchtiger Wunsch, die Substanz zu konsumieren

- verminderte Kontrollfahigkeit

- Substanzgebrauch, um die Entzugssymptome zu mildern

- korperliches Entzugssyndrom

- Toleranz (Dosissteigerung)

- eingeengtes Verhaltensmuster

- Vernachlassigung anderer Interessen

- anhaltender Substanzkonsum, trotz des Nachweises schadlicher korperlicher,

psychischer und sozialer Folgen.

Die Substanzklasse der Opiate besitzt unter den Drogen das hochste
Abh&ngigkeitspotential, es entsteht sowohl eine psychische als auch eine
physische Abhéangigkeit mit rascher Dosissteigerung. Wenngleich der soziale
und kulturelle Einfluss zur Entwicklung einer Substanzabhéngigkeit wie die der
Alkohol-, Kokain- und Opiatabh&ngigkeit unumstritten ist (Rounsaville, 1991,
Pickens, 1991; Cadoret, 1995), weisen Familien-, Adoptions- und

Zwillingsstudien eindrucklich auf einen signifikanten genetischen Beitrag hin



(Merikangas et al., 1998; Tsuang et al., 1996; Cadoret et al., 1986). Aufgrund
der hohen Mortalitdt und der medizinischen und sozialen Probleme der
Opiatabhéngigen, hat die Bedeutung der Opiatabh&ngigkeitserkrankung in den
letzten Jahren in Deutschland erheblich zugenommen. Insbesondere bei Heroin
handelt es sich unverandert um das ,Drogenproblem Nummer Eins" und die
.meistgeflrchtete aller verbotenen Substanzen*.

Trotz der gesamtgesellschaftlichen Bedeutung und des individuellen Leids der
Betroffenen  sind die  medizinischen  Forschungsbemihungen  der
Opiatabhéangigkeitserkrankung derzeit noch nicht ausreichend. Dies flhrt zu
unbefriedigenden Behandlungsmdéglichkeiten, was zu hohen Abbruch- und
Ruckfallqguoten (GoRling et al., 2001) fuhrt und sich in einer 13-fach erhéhten
Mortalitat der Opiatabhéngigen gegentber der Durchschnittsbevolkerung
aulBert (Hulse et al., 1999). Es besteht daher ein gro3er Bedarf an der
Erforschung der Krankheitsentstehung, -entwicklung und —manifestation, um
effiziente und wirksame Behandlungsmethoden zu entwickeln und zu

etablieren.

1.3. Kandidatengene der Opiatabhéngigkeit

Das verfugbare Wissen uber die Pathophysiologie der Opiatabhangigkeit weist
dem mesokortiko-limbischen System einen zentralen Platz zu. In Tierversuchen
wurde gezeigt, dass Opiate, Alkohol und Psychostimulantien in der Lage sind,
die Aktivitat der mesolimbischen und mesokortischen dopaminergen Neuronen
zu steigern, die in das Belohnungs- und Verstarkungssystem involviert sind (Di
Chiara, 1988). Als krankheitsdisponierende Genvarianten, den sogenannten
Kandidatengenen, kommen deshalb hauptsachlich Gene von Rezeptoren in
Frage, die mit den entsprechenden Neuronen dieses Systems interagieren. Im
mesokortiko-limbischen  System  dominieren vor allem dopaminerge
Projektionsneurone, die unter anderem zum Nucleus accumbens septi und zum
prafrontalen Kortex ziehen, allen voran der Dopaminrezeptor D3, der selektiv im
Projektionsfeld der Neurone im mesolimbischen Kortex exprimiert  wird
(Sokoloff, 1990).



Die Studien von Caine et al. (1997) an Ratten sowie von Nader et al. (1996)
und Spealman et al. (1996) an Affen zeigten, dass eine Stimulation des
Dopaminrezeptor D3 durch Kokain das Belohnungssystem des Gehirns
unterdrickt. Des Weiteren konnte bei Kokainabhangigen gezeigt werden, dass
die D3 Dopaminrezeptor-Bindungsaffinitat (Staley, 1996) und Gentranskription
(Segal, 1997) im ventralen Striatum erhoht ist. Weitere Untersuchungen zeigten
eine auftretende Verhaltenssensibilisierung nach wiederholter Gabe eines
indirekten Dopaminagonists, ein Prozess, der ebenso nach der Gabe von
Opiaten und Psychostimulantien beobachtet wurde, begleitet von einer
selektiven Induktion der Dopaminrezeptor D3-Gen-Expression (Bordet, 1997).
In diesem Sinne stehen Polymorphismen von Dopaminrezeptoren schon seit
langerem im Fokus der Wissenschatft.

Opiatrezeptoren spielen eine zentrale Rolle in der Vermittlung von akuten
Drogenwirkungen, und sie modulieren die Aktivitdt dopaminerger Neuronen des
Nucleus accumbens als Teil des endogenen Belohnungssystems, das eng mit
der Verstarkerwirkung von psychoaktiven Substanzen mit potenzieller
Suchtpotenz verknipft ist. Daher stellen Opiatrezeptorgene so genannte
Kandidatengene fur Suchterkrankungen dar, die mutmalllich von
pathophysiologischer Relevanz fur die Entstehung und Aufrechterhaltung des

Suchtverhaltens sind.

1.3.1. Dopaminerges Neurotransmittersystem

Der Neurotransmitter Dopamin ist im zentralen und im peripheren
Nervensystem weit verbreitet. Im Zentralen Nervensystem sind drei
dopaminerge Systeme bekannt:

1. Das nigrostriatale System: Es projiziert von der Substantia nigra zum Corpus
striatum. Eine weitgehende Reduzierung der dopaminergen Transmission im
nigrostriatalen System fiihrt zu Morbus Parkinson.

2. Das tuberoinfundibuldre System: Es projiziert vom Nucleus arcuatus im
Hypothalamus zu der Eminentia mediana am Tuber cinereum. Die hier
stattfindende Dopaminausschittung supprimiert die Prolaktinsekretion der

Adenohypophyse.



3. Das mesokortiko-limbische System: Es reicht vom ventralen Tegmentum
zum Nucleus accumbens mit weiteren Projektionen in andere Hirnareale, wie
dem limbischen System und dem orbitofrontalen Cortex. Inm wird eine grol3e
pathogenetische Bedeutung bei der  Schizophrenie und den

Abhangigkeitserkrankungen zugemessen (Greenstein et al., 2000).

Die physiologischen Effekte von Dopamin werden von mindestens flnf
unterschiedlichen  Rezeptor-Subtypen vermittelt. Zu den D1l-artigen
Dopaminrezeptoren gehoéren die Subtypen D1 und D5, zu den D2-artigen
Rezeptoren die Subtypen D2, D3 und D4 (Edvinsson und Krause, 2002).

Die D1-, D2-, und D3-Subtypen treten hauptsachlich in Gebieten hoher
Dopamininnervation auf, wie z.B. im Neostriatum und im ventralen Striatum. In
Gebieten niedriger Dopamininnervation, z.B. im frontalen Kortex und im
Hippokampus, sind hauptsachlich die D4-, D5-, aber auch D1-Subtypen zu
finden (Schwarting 1997).

D1-artige Rezeptoren wirken exzitatorisch und sind fast ausschliel3lich an der
postsynaptischen Membran lokalisiert. Nach der Bindung des Transmitters an
einen Rezeptor wird eine so genannte Second-Messenger-Kaskade ausgelost.
Uber ein G-Protein wird das Enzym Adenylatcyclase aktiviert, das ATP in CAMP
umwandelt. CAMP-abhéangige Proteinkinasen phosphorylieren die lonenkanale,

was zur Aktivierungsédnderung dieser Kanale fuhrt.

D2-artige Rezeptoren wirken inhibitorisch und treten sowohl an der pra- als
auch an der postsynaptischen Membran auf. Die inhibierende Wirkung dieses
Rezeptortyps besteht sowohl in der Hemmung der cAMP-Bildung, als auch in
der Offnung der Kaliumkanale in der postsynaptischen Membran uber Second-
Messenger-Kaskaden. Der vermehrte Kaliumeinstrom in die Zelle fuhrt zu einer
Hyperpolarisation, welche die Wahrscheinlichkeit einer Erregungsweiterleitung

durch ein Aktionspotential reduziert (Derrfufl et al., 2000).

Die Beendigung der Wirkung des Neurotransmitters erfolgt hauptséchlich durch
Wiederaufnahme von Dopamin in die prasynaptische Zelle. Dies geschieht
mittels Transportermolekilen, die Dopamin zum grof3ten Teil wieder in Vesikel



einbauen und bei den nachsten Aktionspotentialen erneut in den synaptischen
Spalt entlassen. Eine weitere Inaktivierung erfolgt in der prasynaptischen Zelle,
vor allem bei hoher Dopaminkonzentration, durch das Enzym
Monoaminoxidase unter Entstehung von Dihydrophenylessigsaure. Auf der
postsynaptischen Membran wird Dopamin durch das Enzym Catechol-O-
Methyltransferase zu Methoxytyramin umgewandelt. Dihydrophenylessigsaure
und Methoxytyramin kénnen zudem durch Catechol-O-Methyltransferase bzw.
Monoaminoxidase in Homovanillinsdure umgewandelt werden (Elbert und
Rockstroh, 1990), ein Metabolit der sich im Liquor und teilweise auch im Blut
und Urin nachweisen lasst, so dass die Konzentration als Mal3 des
synaptischen Abbaus und der an den Synapsen verfugbaren
Transmittermengen betrachtet werden kann (Kéhler, 2001).

1.3.2. Ser9Gly-Polymorphismus des DRD3-Gens

Der Dopaminrezeptor D3 ist auf dem Chromosom 3q13.3 lokalisiert. Er gehort
zur Uberfamilie der Transmembranproteine und besitzt sieben transmembrane
Abschnitte (Strader et al., 1989). Eine Bindung an den Dopaminrezeptor D3
fuhrt zu einer Inhibierung der Adenylatcyclase und aktiviert K-Kandale in der
Zellmembran (Missale et al., 1998). Der Dopaminrezeptor D3 wird vorrangig im
limbischen System des Gehirns exprimiert (Sokoloff, 1990), eine Region des
zentralen Nervensystems, die fur die Steuerung des Verhaltens und der
Emotionen verantwortlich ist. Seine kodierende Sequenz beinhaltet finf Exons
sowie funf Introns und erstreckt sich tiber mehr als 53.000 Basenpaare.

Das Dopaminrezeptor D3-Gen enthalt einen Polymorphismus, resultierend aus
einem Basenaustausch Adenin (A) gegen Guanin (G) in Position 25, aus dem
ein Aminosdureaustausch Serin gegen Glycin im N-Terminus des Rezeptors
resultiert (Lannfelt et al., 1992). Untersuchungen von Lundstrom und Turpin
(1999), in denen dieser Polymorphismus des DRD3-Gens als rekombinante
DNA in CHO-Zellen exprimiert wurde, zeigen, dass dieser Polymorphismus in
der kodierenden Region des Gens funktionell bedeutend ist und eine signifikant
hohere  Dopamin-Bindungsaffinitat fir den  homozygoten  Ser9Gly-

Polymorphismus aufweist.



Forschungsbefunde zum endogenen Opiatsystem haben mal3geblich zum
Verstandnis neurobiologischer Prozesse stoffgebundener Abhangigkeits-
erkrankungen beigetragen. Darlber hinaus haben sie die Entwicklung eines
Modells ermoglicht, das erklaren kann, welche Rolle der Verstarkung und
Repetition von  Verhalten zukommt und welche Funktion das
"Belohnungsgefuhl" (Reward) in Verbindung mit Verhalten hat. Ebenso versucht
man zu erklaren, auf welche Weise Stoffe, die in das stammesgeschichtlich alte
dopaminerge-mesolimbische Belohnungs- und Verstarkungssystem eingreifen,
abhangigkeitserzeugend wirken. Auf der Basis dieses Wissens konnen
stoffgebundene Abhéangigkeitserkrankungen generell als exzessiv kinstliche
Aktivierung eines fundamentalen neurobiologischen Funktionsmechanismus
angesehen werden, der in seiner ursprunglichen Funktion der endogenen
Regulation von Motivation, Stimmung und Verhalten dient. Endogene Opioide
regulieren das Belohnungssystem bidirektional und kénnen wegen ihrer
tonischen Basalaktivitdt sowohl die neutrale Ausrichtung stabilisieren, als auch
Verhaltensverstarkung und -vermeidung vermitteln (Kiefer, 2004).

In dieser Studie soll die Assoziation des Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens mit der Opiatabhangigkeitserkrankung in einer

deutschen Patientengruppe untersucht werden.

1.3.3. Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens

Das brain-derived neurotrophic factor (BDNF)-Gen ist auf dem Chromosom
11p13 lokalisiert (Binder und Scharfman, 2004; Jones und Reichardt, 1990) und
kodiert fur das gleichnamige Protein (Jones et al., 1990; Maisonpierre et al.,
1991).

BDNF gehort zur Familie der Nervenwachstumsfaktoren, Proteine die im
peripheren und zentralen Nervensystem vorkommen. Wahrend der
Embryogenese und Organogenese besitzt das BDNF-Protein funktionelle
Bedeutung in der Differenzierung von Neuronen und im Wachstum von
Neuronen. Beim Erwachsenen hat es funktionelle Bedeutung in der Erhaltung
der neuronalen Plastizitdt, Regulation der synaptischen  Aktivitat,

Neurotransmittersynthese und Regeneration von Neuronen (Acheson et al.,



1995; Friedman and Green, 1999; Hellweg et al., 1998; Huang und Reichardt,
2001; Levine et al.,, 1996; Levi et al.,, 1980; Siegel und Chauhan, 2000).
Neuronen, die nicht die erforderliche Menge an Neurotrophinen bilden kénnen,
sterben an dem sogenannten programmierten Zelltod, der Apoptose (Thoenen
et al., 1987).

Obwohl die Mehrheit der Neuronen im menschlichen Gehirn bereits pranatal
ausgebildet ist, sind Teile des ausgewachsenen Gehirns in der Lage, neue
Neuronen aus Stammzellen zu entwickeln, man spricht dabei von der
Neurogenese. Nervenwachstumsfaktoren spielen insbesondere bei der
Stimulation und Kontrolle der Neurogenese eine entscheidende Rolle, allen
voran BDNF (Zigova et al., 1998; Benraiss et al., 2001; Pencea, 2001). Dies
wurde unter anderem in BDNF Knock-out-Studien bei Mausen verifiziert, die
eine letale Entwicklungsstérung des Gehirns und des sensorischen
Nervensystems erlitten. Dieses Ergebnis suggeriert ebenfalls eine
entscheidende Rolle des BDNF-Proteins in der normalen neuronalen
Entwicklung (Ernfors et al., 1995).

Aktiv ist das Protein im Hippokampus, im Kortex und dem basalen Vorderhirn,
Regionen die unter anderem fiur das Erlernen, die Erinnerung, intelligentes
beziehungsweise hoheres Denken sowie die Langzeitgedachtnisfunktion
entscheidend sind (Yamada und Nabeshima, 2003; Bekinschtein et al., 2008).

Der Aktivierungsmechanismus des BDNF erfolgt Uber die Bindung an
Zellmembran-Rezeptoren: Track B, ein Tyrosinkinase-Rezeptor, low affinity
nerve growth factor-Receptor, auch unter p75 bekannt, sowie der
Acetylcholinrezeptor a7 (Patapoutian und Reichardt, 2001).

Die Neurotrophinhypothese postuliert, dass eine repetitive neuronale Aktivitat
die Expression, Sekretion und Aktivitat der Neurotrophine an der Synapse
verandert und somit die synaptische Transmission und Konnektivitat steuern
kann (Schinder und Poo, 2000; Thoenen, 1995; Duman et al., 1997). Eine
Veranderung der Neurotrophine oder ihrer Rezeptoren kdnnte somit unter
anderem zu einer neuronalen Fehlentwicklung, Diskonnektivitat, Problemen bei
der Aussprossung der Neurone und Verminderung der neuronalen Plastizitat

fuhren.



Basierend auf diesen wissenschaftlichen Erkenntnissen gilt das BDNF-Gen als
potentielles Kandidatengen fur Abhangigkeitserkrankungen.

In der vorliegenden Arbeit wird der Val66Met-Polymorphismus BDNF-Gens
untersucht, der einen Basenaustausch von Adenin zu Guanin in Position 66 und
somit einen Austausch der Aminosaure Valin zu Methionin bewirkt (Egan et al.,
2003; Bath und Lee, 2006). Es soll eine Assoziation des Val66Met-BDNF-
Polymorphismus mit der Opiatabh&ngigkeit in einer deutschen Patientengruppe

untersucht werden.

1.4. Kopplungsanalysen und Assoziationsanalysen
Als molekulargenetische Methoden zur Identifizierung krankheitsdisponierender
Genvarianten stehen Kopplungsanalysen und Assoziationsanalysen zur

Verfiigung.

Kopplungsanalysen (Linkage-Analysen) sind besonders hilfreich bei der
Identifikation von Hauptgeneffekten. Mit ihrer Hilfe konnten monogene
Erkrankungen wie die Mukoviszidose oder die Muskeldystrophie vom Typ
Duchenne aufgeklart werden. Hierbei dienen Sequenzvariationen der
genomischen DNA, so genannte DNA-Marker, als Wegweiser auf den
Chromosomen. Liegt ein DNA-Marker in der gleichen chromosomalen Region
wie ein Gen, welches eine Verhaltensstorung beeinflusst, dann treten der
Marker und die Verhaltensstérung nicht unabhéngig voneinander auf, was als
Kopplung bezeichnet wird. Kopplungsuntersuchungen analysieren die
Abhéngigkeit des Auftretens eines Merkmals von einem DNA-Marker (Plomin et
al., 1999). Solche Untersuchungen werden unter verwandten Personen
durchgefihrt (Vink und Boomsma, 2002); es wird analysiert, ob der DNA-
Marker und das Merkmal in einer Familie (Phanotyp) h&ufiger gemeinsam
vererbt werden, als dies rein zufallig in der Population zu erwarten ware
(Boddeker und Ziegler, 2000; Plomin et al., 1999). Eine dem Phanotyp
zugrunde liegende DNA-Sequenz und ein Marker werden mit umso geringerer
Wahrscheinlichkeit durch eine Rekombination voneinander getrennt, je naher

sie auf einem Chromosom zusammen liegen (Vink und Boomsma, 2002).
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Die Assoziationsanalyse von Kandidatengenen besitzt vor allem bei komplexen
Erkrankungen groéRere Aussagekraft, da in diesen Fallen Kombinationen
mehrerer Gene mit geringen disponierenden Effekten zur Atiologie beitragen.
Bei klassischen Assoziationsstudien wird eine Patientenstichprobe mit einer
Kontrollgruppe gesunder Personen verglichen. Hierbei wird untersucht, ob ein
bestimmtes Allel eines polymorphen Gens in der erkrankten Population haufiger
zu finden ist als bei gesunden Kontrollpersonen. Ein positiver Befund bedeutet
in diesem Fall, dass das Allel mit der Erkrankung assoziiert ist (Boddeker und
Ziegler, 2000). Der Grad der Assoziation von Allel und Krankheit wird in Form

des relativen Risikos angegeben.

Durch systematisches Entschlisseln des menschlichen Genoms mit
konsekutivem Mutationsscreening in klonierten Genen stehen in den letzten
Jahren immer mehr Varianten von Kandidatengenen bereit. Bei diesen
Polymorphismen kann es sich einerseits um sequentielle Varianten in der
kodierenden Region fur ein Protein handeln, was gegebenenfalls zu
strukturellen Unterschieden im Protein mit konsekutiv veranderter funktioneller
Integritat fuhrt. Andererseits kann es sich um Polymorphismen in
regulatorischen DNA-Sequenzen handeln, die unter Umstadnden nur zu einer
veranderten quantitativen Expression des Proteins fuhren. Es ist auch méglich,
dass das assoziierte Allel selbst nicht zur Krankheit beitrdagt und nur
Indikatorfunktion aufgrund enger raumlicher Nahe zu einer direkt am
Krankheitsgeschehen beteiligten Genvariante besitzt. Dieser Umstand darf
dann vermutet werden, wenn es sich beim assoziierten Polymorphismus um
eine so genannte stille Mutation im sequenzkodierenden Bereich eines Gens
handelt. Hierbei liegt zwar ein Nucleotidaustausch im Gen vor, es kommt aber
aufgrund des degenerierten genetischen Codes nicht zu einem

Aminosaurenaustausch im zugehdrigen Protein.

Die Attraktivitdtt von Assoziationsstudien ist auf die Detektion von
Suszeptibilitatsgenen mit geringen Geneffekten zurtickzufihren. Fir eine
bestehende Assoziation wird der Begriff Kopplungsungleichgewicht (Linkage

Disequilibrium) benutzt. Dadurch wird einer der moglichen Grinde fir die
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Assoziation definiert, ndmlich das Uberzufallig haufige gemeinsame Auftreten

von genetischem Marker und Krankheitsgenort (Goldstein und Weale, 2001).

1.5. Aktuelle Literaturlage

1.5.1. Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens

Bereits Uber viele Jahre hinweg widmet sich schon die Grundlagenforschung
weltweit dem Einfluss der Genvarianten des dopaminergen Systems,
insbesondere den Dopaminrezeptor D3-Polymorphismen, auf multifaktoriell
vererbte Erkrankungen, wie zum Beispiel der Schizophrenie, der Bipolaren
Stérung, der Alkoholabhangigkeit und der Substanzabhéngigkeit. Bisher
befassten sich dabei nur wenige Studien im Detail mit der Opiatabhéangigkeit.
Eine der ersten Assoziationsstudien fihrten Duaux et al. (1998) durch.Sie
zeigten in einer Assoziationsstudie des Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens, die 54 mannliche, franzdsische, opiatabhangige
Personen (mittleres Alter 32,3 +/- 6,1) und 70 Kontrollen (mittleres Alter 42,2 +/-
_7) einschlielt, eine erhohte Rate an homozygoten Alleltragern unter den
Opiatabhéngigen mit einem Sensation-Seeking-Score von = 25. Auf diese
Subgruppierung sei ausdricklich hingewiesen, da dies bereits eine Vorselektion
des Patientenkolletives bedeutet (auf die ernorme Wichtigkeit des Sensation-
Seeking-Score bei der Abhéngigkeitsentwicklung wird im folgenden noch naher
eingegangen).

Li et al. (2002) untersuchten in der chinesischen Bevélkerung (Han Chinesen)
eine heroinabhéngige Patientengruppe von 121 Personen und eine 191
Personen groRe Kontrollgruppe auf eine mogliche Assoziation der
Opiatabhéngigkeit mit dem Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-
Gens und fand keine signifikanten Unterschiede in der Allel-, Genotyp- oder
Haplotypfrequenz zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe als Hinweis
auf einen moglichen genetischen Risikofaktor.

Kotler et al. (1999) konnten in einer homogenen israelischen Patientengruppe
(193 opiatabhangige und 134 gesunde Probanden) ebenfalls keine Assoziation
der Opiatabhangigkeit mit dem Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor

D3-Gens zeigen.
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Die Assoziationsstudie von Freimer et al. (1996) untersuchte je 62 hellhautige
und dunkelhautige, kokainabhangige Amerikaner und fand keine Assoziation
mit dem Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens. Allerdings
fiel ein erheblicher Unterschied in der Allelfrequenz zwischen den hell- und
dunkelhautigen Personen auf. So zeigte sich ein UbermalR an homozygoten
Alleltragern des DRD3 Bal I- Polymorphismus bei hellhautigen Amerikanern mit
Kokainabhangigkeit und einem SSS = 24, jedoch nicht bei dunkelhautigen und
/oder einem SSS < 24.

Comings et al. (1999) fanden bei 47 kaukasischen, kokainabhangigen
Personen im Vergleich zu einer 305 Personen grof3en Kontrollgruppe eine
erhdhte Anzahl an homozygoten Alleltragern, er bestatigte somit die Ergebnisse
von Duaux et al., 1998.

Zusammenfassend sei gesagt, dass zum aktuellen Zeitpunkt bezlglich der
Assoziation des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens mit
einer Opiatabhangigkeit kontroverse Ergebnisse aus verschiedenen ethnischen
Gruppen zusammengetragen wurden. Im Besonderen sei erwahnt, dass die
vorliegenden Studien eine groRe Heterogenitdt aufweisen, zum einen
hinsichtlich der KollektivgréRe, zum anderen der Untersuchung bestimmter
Subgruppen, wie z. B. durch die Bestimmung eines Sensation-Seeking-Scores
= 25, der bereits ein erhdhtes Risiko zur Abhangigkeitsentwicklung beinhaltet.
Ein direkter Vergleich der Studienergebnisse ist somit nur eingeschrankt
maoglich.

Ebenfalls im Fokus der Wissenschaft stand die mdgliche Komorbiditat der
Opiatabhéngigkeitserkrankung mit anderen psychischen Erkrankungen. Dabei
ist fraglich, welcher Einfluss die in der Literatur vielfach beschriebene enge
Assoziation von Opiatabhangigkeit mit zahlreichen anderen Krankheitsbildern
hat. Nach dem heutigen Kenntnisstand der klinischen Forschung wird die
Opiatabhangigkeit nur selten nicht von einer Komorbiditat begleitet. Bestes
Beispiel hierfur ist die Schizophrenieerkrankung. Regier et al. (1990) zeigten in
seiner Untersuchung mit 20291 amerikanischen Probanden, dass unter den
schizophrenen Patienten die Drogenabh&ngigkeit viel hoher ist als in der

normalen Bevdlkerung. Die Untersuchung von Krebs et al. (1998), die in einem
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franzosischen Patientenkollektiv (89 Patienten, 52 Kontrollen) die Komorbiditét
von Schizophrenie und Substanzabhangikeit in Bezug auf den Ser9Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens untersuchten, beobachtete
ebenfalls eine signifikante Assoziation der beiden Erkrankungen bei einer
Homozygotie des Allels 1.

Auch bei der alleinigen Betrachtung einer Assoziation der Schizophrenie mit
dem Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens, wie zum
Beispiel in einer Meta-Analyse von Williams et al. (1998) mit weltweit 30
Assoziationsstudien, konnte eine vermehrte Homozygotie des Allels 1
festgestellt werden.

Andererseits fehlt in der Familienstudie von Kremer et al. (2000) mit 129
palastinensischen Familientrios aus einer arabischen Population eine
Assoziation des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens mit
Schizophrenie. Zu demselben Ergebnis kamen auch Utsunomiya et al. (2008) in
einer japanischen Assoziationsstudie und Meta-Analyse und Hawi et al. (1998)
in einer irischen Patientengruppe (198 Patienten, 235 Kontrollen).
Zusammenfassend, die Schizophrenieerkrankung betreffend, zeigen sich
ebenfalls kontroverse Studienergebnisse.

Betrachtet man andere psychische Erkrankungen, findet man auch hier
gegensatzliche Ergebnisse. So wird bei Segman et al. (1999) eine Assoziation
der Homozygotie des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens
mit tardiver Dyskinesie in Schizophrenie beschrieben.

Dagegen zeigten die Assoziationsstudien und Meta-Analyse von Elvidge et al.
(2001) mit 229 Patienten und Kirov et al. (1999) mit 122 Familientrios negative
Ergebnisse hinsichtlich einer Assoziation des Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens britischer Patienten mit einer bipolaren Stérung.
Kontrdre Ergebnisse liegen auch bei den Forschungsergebnissen der
Alkoholabhéangigkeit vor: Keine Assoziation besteht zwischen dem Ser9Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens und Alkoholabhangigkeit bei
Patienten ohne Konsumierung anderer Drogen, die in der Regel einen
niedrigeren Sensation-Seeking-Score haben als Personen, die zusatzlich
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andere Drogen konsumieren (Gorwood et al., 1995; Sander et al., 1995; Galizio
et al., 1985).

Korrelierend hierzu sind die Studienergebnisse von Wiesbeck et al. (2006)
anzufihren, der ebenfalls keine Assoziation der
Alkoholabhéangigkeitserkrankung mit dem Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens fand.

Trotz der vielen negativen Befunde hinsichtlich einer Assoziation sei an dieser
Stelle noch einmal die funktionelle Wichtigkeit des Ser9Gly-Polymorphismus
des Dopaminrezeptor D3-Gens im dopaminergen System betont, die nicht
zuletzt in Experimenten mit CHO-Zellen demonstriert wurde. Eine signifikant
hohere Dopamin-Bindungsaffinitat wurde bei der Expression dieses
Polymorphismus im Vergleich zum Wildtyp registriert (Lundstrom und Turpin,
1996).

Eine chronische Morphininjektion steigert die Expression des Dopaminrezeptor
D3-Gene im dorsalen Striatum und in der Sublatantia nigra im ventralen
Tegmentum (Spangler et al.,, 2003) und erhoht die Zahl der D3
Dopaminrezeptoren (Neisewander et al., 2004; Le Foll et al., 2003).

Weitere groéRere Studien, vor allem mit einem ethnisch homogenen
Patientenkollektiv, sollten die kontroversen Untersuchungsergebnisse einer
maoglichen  Assoziation der Opiatabhangigkeit mit dem  Ser9Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens verifizieren.

1.5.2. Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens

Das Protein brain-derived neurotrophic factor (BDNF), ein Protein der Familie
der Nervenwachstumsfaktoren, wirkt als Neurotransmitter und spielt eine
wichtige Rolle als Modulatorprotein (Egan et al., 2003). Molekile der Familie
der Nervenwachstumsfaktoren beeinflussen die Plastizitat und Gesundheit im
sich entwickelnden und erwachsenen Gehirn, inklusive des Belohnungs- und
Abhangigkeitssystems (Nestler et al., 1997)

Daten vieler Tierversuche und genetischer Studien suggestieren eine
entscheidende Rolle des BDNF im Mechanismus der Suchterkrankung. Unter

anderem wurde in der Assoziationsstudie von Cheng et al. (2005) der Val66Met
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Genpolymorphismus des BDNF in einer chinesischen Patientengruppe mit
Amphetamin- und Heroinabhangigkeit untersucht (103 amphetaminabhéngige
Patienten, 200 heroinabhangige Patienten, 122 Kontrollpersonen). Die Studie
wies eine unterschiedliche Genotypverteilung sowohl in der Patientengruppe als
auch in der Kontrollgruppe auf, dabei zeigte die Patientengruppe eine
niedrigere Met66-Allelfrequenz. Zudem wurde bei einem homozygoten Val-
Genotyp ein spaterer Krankheitsbeginn registriert. Die Ergebnisse deuten einen
maoglichen Zusammenhang dieses Polymorphismus mit einer
Abhangigkeitserkrankung an, oder zumindest kann postuliert werden, dass
dieser Zu einem erhohten Gefahrdungspotential far eine

Abh&ngigkeitserkrankung beisteuert.

Das im Mittelhirn lokalisierte dopaminerge System ist aul3erst wichtig ist fur die
akute Antwort auf Opiate und die Initierung einer Opiatabhéangigkeit. Es gibt
Anhaltspunkte dafir, dass der permanente neuronale Wechsel auf zellularer
und molekularer Ebene dem Abhangigkeitsprozess unterliegt. BDNF spielt eine
Schlisselrolle beim Uberleben und der Differenzierung der dopaminergen
Neuronen des Mittelhirns. Es gibt Anzeichen aus Tierexperimenten (Knock-out
Maus-Studien) und klinischen Studien, die eine erhéhte zentrale BDNF-Aktivitat
unter anderem fir die Pathogenese einer Abhangigkeit verantwortlich machen.

Tsai (2007) belegte einen Zusammenhang zwischen einer erhdhten BDNF-
Sekretion als Antwort auf neuronale Stimulation und dem 66Val-Allel des
BDNF-Gens des Val66Met Polymorphismus. Eine erhdhte Frequenz an
homozygoten Alleltrdgern wurde bei Personen mit einer Abhangigkeit im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe gefunden. Die Hypothese einer erhéhten
zentralen BDNF-AKktivitat bei einer Abhangigkeitserkrankung ermdglicht neue
Einblicke in bessere therapeutische Strategien fir eine Pravention und

Behandlung.

Um effektive medikamentdse Therapieanséatze fir eine Abh&ngigkeit von
Psychostimulanzien zu finden, untersuchten Corominas et al. (2007) die
intrazellulare Signalkaskade des BDNF. Es zeigte sich, dass wiederholte
Kokaingaben den BDNF-Spiegel steigern und die Aktivitat der zellularen

Kaskade im Belohnungssystem des Gehirns verringern. Das gilt besonders
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nach einigen Tagen im Anschluss an einen Entzug. So wurde die Hypothese
aufgestellt, dass BDNF nachhaltig die synaptische Plastizitdt verandert. Die
synaptische  Plastizitat  unterliegt einer  sensiblen  Antwort  auf
Psychostimulanzien. Andererseits kann diese zellulare Kaskade durch eine
Inhibierung als ein protektiver Faktor fir eine Abhangigkeit angesehen werden.
Knock-out-Maus-Untersuchungen  von  Graham  (2007) zeigten die
Unerlasslichkeit von BDNF fur die Aufrechterhaltung einer erhohten
Kokainselbstgabe. Dies deutet darauf hin, dass eine dynamische Induktion und
die Abgabe von BDNF aus Neuronen des Nucleus accumbens wéhrend
Kokaingenusses die Entwicklung und Persistenz eines Abhangigkeitsverhaltens
fordern.

Angelucci et al. (2007) identifizierten einen erniedrigten Serumspiegel an BDNF
bei schizophrenen, heroinabhangigen Patienten im  Vergleich zu
kokainabhangigen Patienten und gesunden Kontrollen. Diese Resultate deuten
ebenfalls auf eine wichtige Rolle des BDNF in der Neurotoxizitdt sowie der
Induktion einer Abhangigkeit hin. Die Daten der Studie suggestieren, dass ein
niedriger Serumspiegel an Neutrophinen das Risiko erhoht, eine Psychose bei
Drogenabhangigen zu entwickeln.

In einer Studie von Kim et al. (2005) wird der Plasmaspiegel bei chronisch
Metamphetamin abhé&ngigen Patienten untersucht. Sie zeigten einen signifikant
hoheren Plasmaspiegel an BDNF im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe,
ein Resultat, das ebenfalls die wichtige Rolle des BDNF in der Neurotoxizitét

hervorhebt.

Die wichtige Rolle der Neurotrophine wie BDNF als Vermittler von
Drogeneffekten auf die Stimmung, die Abhangigkeit und die Neuroprotektion,
wurde in einer Studie von Castrén (2004) untersucht.

Lu et al. (2004) untersuchten an Ratten den Kokainentzug und fanden einen
engen Zusammenhang mit einem enormen Drogenverlangen und einem
erhéhten Pegel an BDNF in der mesolimbischen-dopaminergen Region.

Lang et al. (2007) zeigten in einer Assoziationsstudie mit kaukasischen
Rauchern einen hoéheren Anteil an homozygoten Met-Genotypen und Met-

Alleltragern. Dies deutet darauf hin, dass diese Personen anfalliger sind, mit
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dem Rauchen zu beginnen sowie das Rauchen beizubehalten. Entkraftet wurde
die Wertigkeit dieser Studie durch ein kontroverses Ergebnis von Montag et al.
(2008), die in einer BDNF-Val66Met-Polymorphismus-Assoziationsstudie bei
kaukasischen Rauchern trotz einer doppelt so hohen Probandenanzahl keine
signifikante Assoziation fanden.

Die funktionelle Bedeutung des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens,
insbesondere in Bezug auf die Erinnerungsfunktion und die Gedéachtnisfunktion,
welche in der Entwicklung einer Suchterkrankung im allgemeinen und einer
Opiatabhéngigkeit im speziellen eine entscheidende Rolle spielt, wurden in vivo
und vitro schon von Cargill et al. (1999) demonstriert. Egan et al. (2003) zeigten
bei Untersuchungen des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens, dass das
Methionin-Allel mit einer geringeren Gedachtnisleistung und abnormer
hippokampaler Aktivierung einhergeht.

Einen betrachtlichen Einfluss auf die Gedachtnisleistung konnte dem BDNF-
Gen auch in der Untersuchung von Rybakowski et al. (2003) zugewiesen
werden. Sie zeigten, dass Patienten mit einer bipolaren Stérung und einem
homozygoten Val-Genotyp bei einem Gedéachtnistest deutlich besser
abschnitten als Patienten mit dem heterogenen Val/Met-Genotyp.

In der Gedachtnisstudie von Egan et al. (2003) war das Met-Allel mit einer
schlechteren  Gedachtnisleistung assoziiert. Hier konnten deutliche
Unterschiede der BDNF-Sekretion in Abhangigkeit der Aktivitat des Met-Allels
festgestellt werden.

Die Schizophrenieforschung untersuchte die Polymorphismen des BDNF-Gens
und ebenfalls zeigten sich beziiglich einer Assoziation kontroverse Ergebnisse
in unterschiedlichen ethnischen Gruppen. In einer asiatischen Schizophrenie-
Metaanalyse, die 2050 Patienten und 2765 Kontrollen einschloss, wurde,
ebenso wie in einer kleinen japanischen Fall-Kontroll-Studie mit 211 Patienten
und 205 Kontrollen (Naoe et al., 2007), keine signifikante Assoziation zwischen
dem Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens und Schizophrenie gefunden.
Es konnte auch keine Korrelation mit dem Zeitpunkt des Krankheitsbeginns
hergestellt werden.
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Hingegen wurde ebenfalls in einer japanischen Assoziationsstudie mit 159
Schizophreniepatienten von Numata et al. (2006) eine Assoziation zwischen
dem Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens und dem Zeitpunkt des
Krankheitsbeginns sowie der Symptomstarke nachgewiesen.

Keine Korrelation konnten hingegen bei Naoe et al. (2007) in einer Fall-Kontroll-
Studie und einer Metaanalyse in einem japanischen Patientenkollektiv mit 211
Patienten und 205 Kontrollen nachgeweisen werden. Auch Tochigi et al. (2006)
fanden keine Anzeichen flr eine Assoziation einer Schizophrenieerkrankung bei
der Untersuchung 401 japanischer Patienten und 569 Kontrollen.

Chao et al. (2008) berichteten in einer afrikanisch-amerikanischen
Assoziationsstudie Uber einen signifikanten Zusammenhang des Val66Met-
Polymorphismus des BDNF-Gens mit dem Zeitpunkt des Krankheitsbeginns
einer Schizophrenie und der Symptomstarke.

Eine mdgliche Assoziation zwischen dem Val66Met-Polymorphismus des
BDNF-Gens und  Schizophrenie wurde in einer schwedischen
Assoziationsstudie von Jonsson et al. (2006) vermutet (187 Patienten, 275
Kontrollen). Eine weitere schwedische Studie von Varnds et al. (2008)
bestétigte diese positiven Studienergebnisse (96 Patienten, 104 Kontrollen).
Ebenso zeigten Zhang H et al. (2006) in mehreren Assoziationsstudien des
Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens und der Alzheimererkrankung, der
affektive Verhaltensstorungen, der posttraumatischen Stressstorung, der
Schizophrenie und der Alkohol-/Drogenabhéangigkeit (Patientenanzahl 295 /
108/ 96/ 84/ 327 sowie 250 gesunde Kontrollen) keine signifikante Korrelation.
Keinen Zusammenhang zeigt sich auch bei der Untersuchung des Val66Met-
Polymorphismus des BDNF-Gens und der Alzheimererkrankung bei Saarela et
al. (2006) in einer finnischen Gruppe mit 97 Alzheimerpatienten, 52
Parkinsonpatienten und 101 Kontrollen. He et al. (2007) beschrieben in einem
chinesischen Kollektiv ebenfalls eine fehlende Assoziation zwischen der
Alzheimererkrankung und dem Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens
(513 Patienten. 575 Kontrollen).
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Positive Korrelationen lieferten hingegen die Alzheimer-Assoziationsstudie von
Hashimoto et al. (2008) in einem japanischen Patientenkollektiv (35 Patienen)

und von Cozza (2008) in einer italienischen Patientengruppe.

1.5.3. Interaktion des Dopaminrezeptor D3-Gens und des BDNF-Gens
Tierstudien an Ratten zeigten, dass die Hochregulierung des Dopaminrezeptor
D3-Gens im Striatum mittels BDNF gesteuert wird (Guillin et al., 2001). Zudem
wurde gezeigt, dass sowohl Ethanol die Expression von BDNF im dorsalen
Striatum erhdhen. Diese Vermittlung ist spezifisch fur den Dopaminrezeptor D3,
da es im Gegensatz dazu zu keiner Steigerung der Expression der
Dopaminrezeptoren D1 und D2 kam (Jeanblanc et al., 2006). Eine Assoziation
der Opiatabhéngigkeit mit Genpolymorphismen des DRD3- oder BDNF-Gens
konnte ebenfalls auf neuropathologischer Ebene Uber eine Stdérung der
dopaminergen Neurotransmission erklart werden. Di Chiara et al. (1992)
postulierten, dass Substanzen mit Abhangigkeitspotential die dopaminerge
Aktivitdt im mesolimbisch-mesokortikalen Belohnungssystem stimulieren und
dadurch angenehme Geflihle erzeugen, so dass diese Substanzen wiederholt
zugefihrt werden (Di Chiara et al., 1992, Wise et al., 1989).

Eine Assoziation zwischen dem Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens
und einer subjektiven sowie objektiven Amphetaminwirkung konnte bei
gesunden Testpersonen gezeigt werden (Flanagin et al., 2006). Bei ihnen
wurden subjektive und physische Antworten auf die Einnahme von
Amphetamin, einem indirekten Dopaminagonist, untersucht. Dabei konnte eine
Steigerung der Herzfrequenz trotz subjektiv geringer Erregung der Probanden
mit einem homozygoten Val-Genotyp beobachtet werden (67 Personen mit
Val/Val-Genotyp, je 32 Personen mit Met/Met-Genotyp bzw. Met/Val-Genotyp).
Dieses Ergebnis lasst eine Beziehung zwischen dem BDNF-Genotyp und einer

Amphetaminwirkung vermuten.

Jeanblanc et al. (2006) Uberprifte die Hypothese, dass die Aktivierung der
BDNF-Signalkaskade zu einer Hochregulierung der downstream-Gene flhrt

(McGough, 2004), insbesondere die des Dopaminrezeptor D3-Gens.
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Diese Uberlegungen und Studienergebnisse filhren zu der Hypothese, dass
eine enge Kopplung zwischen den Polymorphismen des Dopaminrezeptor D3-
Gens und des BDNF-Gens besteht und diese sich mdglicherweise auf eine
Entwicklung und Aufrechterhaltung einer Opiatabhangigkeit auswirkt.

1.6. Fragestellung der Arbeit

Aufgrund der hohen Mortalitat und der medizinischen und sozialen Probleme
der Opiatabhéngigen, hat die Bedeutung der Opiatabhangigkeitserkrankung in
den letzten Jahren in Deutschland erheblich zugenommen. Trotz der
gesamtgesellschaftlichen Bedeutung und des individuellen Leids der
Betroffenen sind die  medizinischen  Forschungsbemihungen  der
Opiatabhéngigkeitserkrankung derzeit noch nicht ausreichend. Es besteht
daher ein groRer Bedarf an der Erforschung der Krankheitsentstehung, -
entwicklung und  —manifestation, um  effiziente und  wirksame
Behandlungsmethoden zu entwickeln und zu etablieren.

Die Opiatabhéngigkeit stellt keine uniforme Krankheitsentitat dar, vielmehr
spielen in diesem Krankheitsbild verschiedene genetische,
verhaltensbiologische und 6kologische Komponenten eine entscheidende Rolle.
Die Induktion eines Verhaltens, das zu einer Abhangigkeit fihrt, wird unter
anderem. mit Varianten von solchen Genen in Zusammenhang gebracht,
welche die strukturelle und funktionelle Integritdit der dopamineregen
Neurotransmittersysteme kodieren.

Basierend auf den Ergebnissen pathowissenschaftlicher Untersuchungen und
invitro-Untersuchungen wurden Genpolymorphismen des Dopaminrezeptor D3
(DRD3)-Gens und des brain-derived neurotrophic factor (BDNF)-Gens als
potentielle Kandidatengene einer Opiatabhangigkeit identifiziert und stehen
schon seit langem im Mittelpunkt der Grundlangenforschung.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob der Ser9Gly-Polymorphismus des
DRD3-Gens und der Val66Met Polymorphismus des BDNF-Gens oder deren
mogliche Wechselwirkung als genetischer Pradiktor fur die Entwicklung und
Aufrechterhaltung einer Opiatabh&ngigkeit anzusehen sind.
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Die bisher durchgefihrten Stundien flhrten hierbei zu kontroversen
Ergebnissen, nicht zuletzt besierend auf zum Teil sehr kleinen oder ethnisch
sehr heterogenen Studienkollektiven.

Die vorliegende Arbeit stellt die bisher grofdte Assoziationsstudie und
Kopplungsstudie des Ser9Gly Polymorphismus des Dopamin D3-Gens und des
Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens zur Opiatabhéngigkeit eines
ethnisch homogenen, deutschen Studienkollektivs dar.

Die Allelverteilung und Genotypverteilung des Studienkollektivs wurde mittels
etablierter molekularbiologischer Methoden (PCR, Restriktionsenzymverdau,
Gelelektrophorese)  ermittelt und unter Verwendung  statistischer
Standardverfahren (Chi-Quadrat-Tests, Fisher's Exact Test, Armitage's
Trendtest, TDT) ausgewertet.

Abschliessend erfolgte die Beurteilung der erhobenen Ergebnisse in Bezug auf

die aktuell vor liegende Studienergebnisse.
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2. Material und Methoden

2.1. Studiengruppe

Insgesamt wurden 765 deutsche Individuen fur diese Studie rekrutiert. Unter
den 765 Individuen gab es 158 Kernfamilien, d. h. 158 opiatabhangige
Patienten und deren 316 Eltern, sowie 24 opiatabhéangige Patienten ohne deren
Eltern. Die Kontrollgruppe bestand aus 202 Personen. Die Datenakquisition
fand zwischen 1993 und 2001 statt als Teil einer Studie tUber genetische und
psychosoziale Risikofaktoren der Alkohol- und Opiatabhangigkeit. Die Patienten
waren in stationdrer Entzugsbehandlung einer Opiatabhangigkeit in Mainz
(1993-1995) wund Bonn (1996-2001). Alle Studienteilnehmer und
Kontrollpersonen wurden von Psychiatern interviewt, dabei wurden als
diagnostische Interviews der Semi-Structured Assessment on the Genetics in
Alcoholism (SSAGA) und das Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-III) angewendet. Nicht verwandte Kontrollpersonen wurden
zufallig aus dem Populationsregister von Bonn ermittelt und, genau wie die
Patienten, per E-Mail oder Telefon kontaktiert. In einer kleinen Untergruppe
wurde zusatzlich der Sensation-Seeking-Score ermittelt. Das Alter der
Patienten betrug 30.2+6.8 Jahre, das der Kontrollen 31.8+7.0 Jahre.

Das  Studienprotokoll  wurde durch die Ethikkommission des
Universitatsklinikums Bonn genehmigt (Nr. 01EB9418).

2.2. Diagnostische Verfahren

2.2.1. Diagnostische Interviews

Als diagnostische Interviews wurden bei der Befragung der Studienteilnehmer
und Kontrollpersonen der Semi-Structured Assessment on the Genetics in
Alcoholism (SSAGA) und das Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-III) angewendet

Das Semi-Structured Assessment on the Genetics in Alcoholism (SSAGA)
(Bucholz et al.,, 1995, Hesselbrock et al., 1999) ist ein halbstrukturiertes
Interview, bei dem es wahrend der Befragung moglich ist, die gestellten Fragen
umzuformulieren und dem Patienten Erklarungen zu geben, so dass dieser eine

korrekte Antwort geben kann. Dieser Fragebogen wurde fur die COGA-Studie
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(Collaborative Study on the Genetics of Alcoholism) entworfen (Begleiter et al.,
1995). Es ist ein polydiagnostisches Instrument, mit dem die Themenbereiche
somatische Erkrankungen, Schweregrad, Verlauf, Folgeschaden und familiare
Belastung der Alkoholabhangigkeit, Marihuana- und Drogenmissbrauch bzw.
Drogenabhéangigkeit, Depressionen, manische und wahnhafte Stdrungen,
Agoraphobie, Panikstérungen, Soziophobie, Zwangsstérungen, antisoziale
Personlichkeitsstorungen, Anorexie und Bulimie untersucht werden kénnen
(Bucholz et al., 1995; Hesselbrock et al., 1999). Bei der Befragung wird jeder
der genannten Themenbereiche strukturiert abgehandelt. Es werden Fragen
Uber den Beginn, den Verlauf, die korperlichen, psychischen und sozialen
Folgen und die eventuell bereits erfolgten Therapieversuche gestellt. Dabei
werden sowohl dichotome als auch offene Fragen gestellt.

Das Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (Diagnostisches und
Statistisches  Handbuch  Psychischer  Stérungen, DSM) st ein
Klassifikationssystem der American Psychiatric Association (Amerikanische
Psychiatrische Vereinigung) mit Erstauflage 1952 in den USA (Spitzer et al.,
1992). Zwischenzeitlich gibt es auch Ausgaben in anderen Landern, so wie zum
Beispiel seit 1996 die deutsche Publikation. Aktuell liegt die Version IV vor. Der
Inhalt des DSM wird von Experten festgelegt, um Diagnosen reproduzierbar zu
gestalten. Die heute in Kliniken und Versicherungsgesellschaften gebréauchlich
Klassifikation dient der Erleichterung der Diagnose und Heilung. Das DSM st
im Gegensatz zur ICD-10-Klassifikation (Internationale Klassifikation der
Krankheiten) ein nationales Klassifikationssystem. Es enthalt finf Achsen, auf
denen Storungen beschrieben werden. Dadurch soll dem Diagnostiker nahe
gelegt werden, nicht nur die Ebene der klinischen Stérungen zu betrachten,
sondern auch weitere bedeutsame Aspekte zu bericksichtigen. Die DSM-
Klassifikation berlcksichtigt, im Gegensatz zur |ICD-10-Klassifikation,

geschlechtsspezifische Unterschiede.

24



2.2.2. Sensation-Seeking und Sensation-Seeking-Score

Nach Zuckerman (1994) ist Sensation Seeking ein Personlichkeitsmerkmal, das
definiert ist durch die Suche nach verschiedenartigen, neuen und intensiven
Eindricken und Erfahrungen sowie durch die Bereitschaft, um solcher
Erfahrungen willen physische, soziale, legale und finanzielle Risiken in Kauf zu
nehmen. Die Vorstellung, dass Personen sich in dieser Hinsicht interindividuell
unterscheiden, entwickelte Zuckerman angesichts der Befunde zahlreicher
Experimente in den 1960er und 1970er Jahren, bei denen unterschiedliche
Reaktionen von Probanden in Situationen sensorischer Deprivation beobachtet
wurden (Zuckerman und Marvin, 1988). Der theoretischen Konzeption von
Sensation-Seeking als Personlichkeitsmerkmal folgte die Entwicklung eines
entsprechenden Erhebungsinstruments, der sogenannten Sensation-Seeking-
Skala (SSS) Somit kdnnen verschiedene, durch Reizsuche gekennzeichnete
Verhaltenstendenzen abgefragt werden. Dabei wird Sensation-Seeking auf vier
Dimensionen erfasst: ,Thrill-Seeking und Adventure-Seeking“ (Suche nach
ungewobhnlichen Reizen durch physische Aktivitaten und Abenteuer),
.Experience-Seeking” (Suche nach sensorischer Erfahrung und kognitiver
Stimulation), ,Disinhibition (Suche nach Stimulation durch soziale
Begegnungen) und ,Boredom  Susceptibility® (Intoleranz  gegenuber
Langeweile). Man unterscheidet High-Sensation-Seeker von Low-Sensation-
Seekern. Validierungsstudien zeigten eine Korrelation von Verhaltensweisen im
Alltag. High-Sensation-Seeker neigen zu einem breiteren Spektrum riskanter
und unkonventioneller Aktivitaten, suchen variierende sexuelle Erfahrungen,
neigen zu Drogen-, Nikotin- sowie Alkoholkonsum und haben eher eine
unkonventionelle politische und ethisch-moralische Lebenseinstellung.
Psychopathologische Untersuchungen zeigen eine Assoziation eines hohen
Sensation-Seeking-Score mit Stérungen, die von ihrer Symptomatik her durch
ein  hochaktives, unkonventionelles und nach Veranderung suchendes
Verhalten beschrieben werden. Sensation-Seeking scheint ein
geschlechtsspezifisches Merkmal zu sein, denn in zahlreichen Untersuchungen
fanden sich bei Mannern héhere Werte als bei Frauen. Untersuchungen zeigen

auch eine Assoziation zwischen Sensation-Seeking und dem Alter. Hohe
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Sensation-Seeking Werte werden vor allem bei jungeren Personen beobachtet.
Keine gravierende Rolle spielen hingegen Bildung, sozio6konomischer Status
und kulturelle Aspekte.

Erste Anhaltspunkte daflir, dass Sensation-Seeking ein zum Teil biologisch
fundiertes Personlichkeitsmerkmal ist, also zu einem gewissen Grad angeboren
ist, ergaben sich aus Tierexperimenten. Dabei wurde das Explorationsverhalten
unterschiedlichen Tierpopulationen in neuen Umgebungen lber mehrere
Nachfolgegenerationen hinweg untersucht. Es zeigte sich, dass dieses relativ
stabil blieb. Zwillingspaarstudien kamen zu einem &hnlichen Ergebnis und
schatzen den Anteil der Vererbung auf etwa 50 bis 60 Prozent (Fulker D,
Eysenck SBW und Zuckerman M, 1980). Dabei werden nicht die komplexen
Verhaltensmuster vererbt, sondern biologische Pradispositionen, inwieweit
solche Verhaltensmuster Uberhaupt erlernt werden konnen oder nicht. Die
Annahme einer biologischen Fundierung des Persodnlichkeitsmerkmals
Sensation-Seeking ist nicht unumstritten (Asendorpf, 1996). Insbesondere der
Nachweis der vermuteten neurophysiologischen und neurochemischen
Korrelate gestaltet sich schwierig. Gesichert scheint jedenfalls die Annahme,
dass es sich bei Sensation-Seeking um ein relativ stabiles Merkmal von
Individuen handelt, auf dessen Grundlage unterschiedliche
Verhaltenstendenzen differenziert werden kdnnen.

In der untersuchten Studiengruppe wurde in einer Untergruppe der
opiatabhangigen Patienten und der Kontrollgruppe der dichotomisierte
Sensation-Seeking-Score ermittelt. Dabei wird zwischen einem Wert von 225

(High-Sensation-Seeker) und < 24 (Low-Sensation-Seeker) unterschieden.

2.3. Statistische Verfahren

In dieser Arbeit ist der Fisher's Exact Test, der Armitage's Trendtest, der Chi-
Quadrat-Test und der Test auf Hardy-Weinberg-Verteilung (TDT) mit den
Computerprogrammen Statistical Analysis System (SAS) berechnet worden.
Der Fisher's Exact Test ist ein Signifikanztest auf Unabhé&ngigkeit in der
Kontingenztafel, sogenannter Kreuztabellen absoluter Haufigkeiten bestimmter

Merkmalsauspragungen, welcher auch bei einer geringen Anzahl von
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Beobachtungen zuverlassige Resultate liefert. Er geht auf den britischen
Statistiker Ronald Aylmer Fisher (1890-1962) zuriick. Im Anwendungsgebiet
entspricht er dem Chi-Quadrat-Test.

Der Armitage’s Trendtest erlaubt es zu Uberprifen, ob eine Reihe von
Proportionen (oder die entsprechenden Zahlungen, gespeichert in Form einer
Rx2 Kontingenztabelle) als linear variierend in Funktion einer ordinalen oder
kontinuierlichen Variable angesehen werden kann. Es ist dem Chi-Quadrat-Test
verwandt, der es erlaubt zu Uberprifen, ob eine Abhangigkeit zwischen den
Zeilen und Spalten einer Kontingenztabelle besteht.

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (TDT) besagt, dass die Haufigkeit der
Homozygoten sowie der Heterozygoten Uber Generationen hinweg konstant
bleibt, wenn die Population sehr grof3 ist, die Individuen sich uneingeschréankt
paaren koénnen, es zu keiner Selektion bestimmter Allele kommt, keine
Genmigration stattfindet und keine Mutationen auftreten. Das Hardy-Weinberg
Gleichgewicht entspricht der erwarteten Genotypverteilung, basierend auf der
beobachteten Haufigkeit (p) flr das Allel A und (q) fur das Allel B.

Die Formel fir die Berechnung lautet: p2+2pg+g2 =1, mit

p2 = erwartete Haufigkeit fur den homozygoten Typ AA

g2 = erwartete Haufigkeit fir den homozygoten Typ BB

2pg = erwartete Haufigkeit fur den heterozygoten Genotyp AB

Hier wird also uUberprift, ob die Allel-Haufigkeit auch mit der gefundenen
Genotyp-Verteilung im Einklang steht. Wirden die beobachteten Haufigkeiten
im Kontrollkollektiv von den erwarteten Haufigkeiten abweichen, ware dies ein
Hinweis auf das Vorliegen eines Selektions-Bias.

Abweichungen vom Hardy-Weinberg Gleichgewicht wurden mit Hilfe des Chi-
Quadrat-Tests Uberpruft.

Zur Errechnung von Haufigkeits- und Prozentverteilungen wurden Verfahren
der deskriptiven Statistik angewandt. Zusatzlich wurde eine lineare Regression
durchgefuhrt, um die Beziehung zwischen den einzelnen Variablen sowie den

untersuchten Genotypen zu explorieren.
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2.4. Kopplungs- und Assoziationsstudien

Es gibt zwei Studienstrategien, um die menschlichen Gene zu identifizieren, die
in Beziehung zu komplexen Erkrankungen stehen. Beide Methoden messen in
differierender Weise eine Abweichung vom Mendelschen Gesetz, der
unabhangigen Vererbung. Sie sind einander ergdnzende Analysen zur
Identifikation von Kandidatengenen.

Einerseits kdnnen  Untersuchungen des ganzen Genoms durch
Kopplungsanalysen durchgeftihrt werden, welche nicht auf bestimmten
biologischen Hypothesen beruhen und im Rahmen von Familienstudien auf die
Identifikation chromosomaler Regionen mit pradisponierenden Genen abzielen.
Andererseits kbnnen ausgewahlte Gene in Allelassoziationsstudien untersucht
werden. Assoziationsstudien besitzen eine genugend hohe Sensitivitat zum
Auffinden auch geringer Gendefekte, sie sind jedoch auf die Auswahl plausibler

Kandidatengene angewiesen.

2.5. Experimentelle Arbeit
2.5.1. Gerate

Elektrophoresekammer  Bio-Rad Laboratories GmbH (Minchen)

Elektroporator Bio-Rad Laboratories GmbH (Munchen)

Gene Amp PCR System Perkin Elmer (Weiterstadt)

Fotoausrustung Cu5 Land Camera, Polaroid (Frankfurt)
Heizmagnetrihrer Monotherm, Merck KGaA (Darmstadt)
Minischittler MS1, IKA-Works. Inc.(Wilmington, USA)
Netzgerat (Blot) Bio-Rad Laboratories GmbH (Munchen)
pH-Meter pH320, SenTix 97T, WTW, Eich (Bonn)
Schittler Promax 1020, Heidolph, Fisher (Dusseldorf)
Sterilbank Hera safe, Heraeus Instruments GmbH (Hanau)
Tischzentrifuge Biofuge pico, Heraeus Instrument GmbH (Osterode)
UV-Lampe Typ Chroma 4,Vetter GmbH (Wiesloch)
Vakuumpumpe Bio-Rad Laboratories GmbH (Miunchen)

Waage Sartorius L 610, Gottingen

Wasserbad 2219 Multitemp 1l (Burgwedel)
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Vortex Genie 2 Bender & Hobein AG (Zirich, Schweiz)

Zentrifuge 400R, Heraeus Instruments GmbH (Osterode)

2.5.2. Enzyme und Langenstandards

100bp DNA Leiter Roche Molecular Biochemicals (Miinchen)
DNS-Standard VI Roche Molecular Biochemicals (Miinchen)
dNTP Set Applied Biosystems (New Jersey,USA)

Msc | R0534S, New England Biolabs (Frankfurt a. M)
Pmi | R0532S, New England Biolabs (Frankfurt a. M.)

Tag DNA Polymerase Amersham Pharmacia Biotech (New Jersey, USA)

2.5.3. Synthetische Oligonukleotide
Alle Primer fir die Assoziationsuntersuchungen wurden von der Firma Thermo

Hybaid in Ulm synthetisiert. Ihre Sequenzen sind im Folgenden aufgelistet.

Gen Oligonukleotid-Sequenz

DRD3 Fwd 5"-GCTCTATCTCCAACTCTCACA -3°
Rew 5-AAGTCTACTCACCTCCAGGTA-3

BDNF Fwd 5-GCCACTTTATCTCCTCCAGT-3
Rew 5°-AGCACTAGCTGCCTATTCCA-3

2.5.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Genotypisierung genomischer DNA auf der Basis von Kandidatengen-
Markern erfolgte durch das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(Mullis et al, 1987). Mit dieser Methode koénnen definierte
Nukleinsduresequenzen in vitro in einem einzigen Reaktionszyklus mit hoher
Ausbeute amplifiziert werden. Dazu werden einzelstrangige Oligonukleotide
bendtigt (Primer), die komplementar zu den 3'-Enden einer definierten Sequenz
der DNA-Matrize sind. Die DNA-Polymerase verlangert unter geeigneten
Reaktionsbedingungen und in Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten
(NTPs) die an die Matrize angelagerten Primer am 3"-Ende entlang der

einzelstrangigen denaturierten DNA-Matrize und synthetisiert so neue DNA-
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Strange, deren Sequenz komplementar zur Matrize ist. Die gesamte Reaktion
basiert auf drei zyklisch sich wiederholenden Teilschritten mit jeweils
unterschiedlichen Temperaturen. Im ersten Schritt, der Denaturierung der DNA-
Doppelstréange bei ca. 90 °C, wird die DNA in Einzelstrange aufgespalten. Beim
Annealing, dem zweiten Schritt bei einer Primer spezifischen Temperatur
zwischen 50 °C und 74 °C, hybridisieren die Oligonukleotidprimer mit den
beiden DNA-Matrizenstrangen und dienen damit im dritten Schritt, der
Polymerisation bei 72 °C, der DNA-Polymerase als Startmolektile zur Kopierung
der beiden Matrizenstrange. In jedem Zyklus verdoppelt sich die Menge des
von den Startmolekilen eingerahmten Matrizenfragments und wird im
folgenden Zyklus zum Ausgangsmaterial. Im nachsten Reaktionszyklus dienen
auch die Produkte des vorangegangenen Zyklus als Matrizen fir die DNA-
Polymerase. Die hierbei entstehenden DNA-Molekiile sind in ihrer Lange durch
die eingesetzten Primer definiert. Ab dem folgenden Zyklus vermehrt sich die
Zielsequenz exponentiell. Nach 20 Zyklen sollte die gewtinschte DNA um den
Faktor 220 vermehrt sein. Allerdings sei hier angemerkt, dass die
Reaktionsausbeute im Schnitt bei ca. 85% liegt. Des Weiteren ist nach 20 bis
25 Zyklen durch sinkende Effizienz nur noch eine lineare Zunahme der
Amplifikate zu erwarten. Ursache dafir ist die im Reaktionsverlauf relativ zum
Amplifikat zunehmend geringer werdende Primerkonzentration mit der Folge
der Renaturierung der DNA-Matrizen. Um einen vorzeitigen Start der PCR zu

vermeiden, wurden alle Reaktionsansétze auf Eis pipettiert.

2.5.5. Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen (RFLP)

Restriktions-Endonukleasen des Typs Il spalten DNA an spezifischen, meist
palindromischen Sequenzen. Wird durch Mutation eine Base in einer solchen
Sequenz verandert, spaltet das betreffende Restriktionsenzym an dieser Stelle
nicht mehr. Umgekehrt kdénnen durch Mutation neue Restriktionsstellen
entstehen. Werden DNA-Abschnitte aus zwei genetisch nicht identischen
Individuen mit Restriktions-Endonukleasen behandelt, ergeben sich haufig
Restriktionsfragmente unterschiedlicher Lange, welche elektrophoretisch

dargestellt werden kénnen. Diese Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen

30



(RFLPs) sind somit Indikatoren sequentieller Aberrationen in den

Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme.

2.5.6. Gelelektrophorese von Nukleins&uren

Grundprinzip aller elektrophoretischen Trennmethoden ist die Wanderung
geladener Teilchen in einem elektrischen Feld zu einer Elektrode umgekehrter
Polaritat. Elektrophoresen werden zumeist in einer elektrisch neutralen,
halbfesten Gelmatrix aus Agarose oder Polyacrylamid (PAGE = Poly-Acrylamid-
Gel-Elektrophorese) durchgefuhrt. Nukleinsauren besitzen aufgrund der
Phosphatgruppen im Molekil eine negative Nettoladung. In vorgefertigte
Taschen eines Gels eingebracht, wandern Nukleinsauren nach Anlage einer
elektrischen Spannung zur Anode. Diese Wanderung erfolgt umso schneller, je
kleiner die Nukleinsdure-Molekule sind. Die dabei zuriickgelegte Strecke ist
umgekehrt proportional zum Logarithmus des Molekulargewichtes der
entsprechenden Nukleinsdure (Helling et al., 1974). Agarose- und
Polyacrylamid-Gele wirken wie molekulare Siebe. Die Gréf3e der Poren
begrenzt dabei die Geschwindigkeit der Wanderung des Nukleinsaure-Molekiils
im Gel, dabei bestimmt bei Agarosegelen die Agarosekonzentration die
PorengroRe. Die Agarose-Gel-Elektrophorese ist die Standardmethode zur
Trennung, Reinigung und ldentifizierung von Nukleinsauren und erlaubt die
Trennung von DNA-Fragmenten mit einer Gré3e von 70 bis 60000
Basenpaaren. Die Agarosekonzentration im Gel betrug 3 %. Der Gell-Lauf
erfolgte jeweils in einfach konzentriertem TBE-Puffer. Fur die Herstellung eines
einfach konzentrierten TBE-Puffers (pH 8,0) wurden 10,781 g (89 mmol) TRIS,
5,501 g (89 mmol) Borsaure und 0,744 g (2 mmol) EDTA-Na2 mit destilliertem
Wasser auf 1000 ml aufgefullt. Die Nukleinsduren wurden mit Ethidiumbromid
angefarbt (2 pl pro 100 ml Gel). Dieses planare Molekl interkaliert in die DNA
und verstarkt damit sein Fluoreszenzverhalten unter UV-Anregung bei 320 nm,
so dass die angefarbten Molekilbanden erkennbar werden.
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2.5.7. Kandidatengen-Polymorphismen

Die  Auswahl der Kandidatengen-Polymorphismen  erfolgte  unter
Bertcksichtigung der funktionellen Relevanz der Polymorphismen. Die
untersuchten Kandidatengen-Polymorphismen mit dem entsprechenden
Aminosaureaustausch und des daraus resultierenden Basenaustauschs, sowie

deren Lokalisation sind der folgenden Auflistung zu entnehmen.

Gen Lokalisation | Aminosaure- Basen- Restriktions-
austausch austausch enzym

DRD3 3g13.3 A-G Ser9Gly Msc |

BDNF 11p13 A-G Val66Met Pml |

2.5.7.1. DNA-Amplifikation der Kandidatengen-Polymorphismen mittelts
PCR

100 ng genomische DNA wurden als Template fur die PCR eingesetzt. Die
PCR-Reaktionen erfolgten in einem Volumen von 20 ul und enthielten je 0,4
pmol der Primer, 50 mmol KCI, 1,5 mmol MgCl2, 200 ymol dNTPs, 1 pl DMSO
(unterbindet die Ausbildung von Sekundarstrukturen der Template-DNA) und
1,5 Units Tag-Polymerase sowie ein Zehntel des Gesamtvolumens im Ansatz
10 x Polymerase-Puffer. Nach initialer Denaturierung bei 95 °C fur 4 Minuten
folgten 35 Zyklen mit je 30 s Denaturierung bei 94 °C, 30 s Hybridisierung der
Primer bei 56 °C und 30 s Synthese bei 72 °C. Im Anschluss folgte eine finale
Elongation bei 72 °C fir 10 Minuten.

2.5.7.2. DNA-Verdau

2.5.7.2.1. Ser/Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3 (DRD3)-Gens
10 pl des PCR-Produkts wurden in einem Endvolumen von 50 pl mit 4 Units
Mscl-Enzym 90 Minuten bei 37 °C im Wasserbad verdaut. Der Polymorphismus
resultiert aus einem Einzelbasenaustausch von A zu G, 3g13.3. Durch diese
Basensubstitution ergibt sich neben zwei konstanten Schnittstellen noch eine
zusatzliche Schnittstelle beim G-Allel fir die Restriktionsendonuklease Msc |.

Nach dem Verdau des 462 bp langen PCR-Produkts mit Msc | entstehen beim
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Allel 1 (Ser-9) ein 304 bp-Produkt, beim Allel 2 (Gly-9) ein 206 bp-Produkt,
sowie bei beiden Allelen ein 111 bp-Produkt und ein 47 bp-Produkt. Die PCR-
Produkte wurden in 3 %e-igen Agarosegel aufgetrennt und durch
Ethidiumbromid gefarbt.

Abb.1: Restriktionsfragmentlangenmuster fir Msc | zum Nachweis des Ser/Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3—-Gens:

Von links nach rechts: Spur 1: Homozygoter Wildtyp (Ser/Ser) ohne Schnittstelle
fir Msc | mit Fragmenten von 206 bp- und 111 bp-L&nge L&nge. Spur 2:
Homozygoter Mutationstyp (Gly/Gly) mit Schnittstellen fur Msc | auf allen DNS-
Strangen und Fragmenten von 304 bp- und 111 bp-Lange. Spur 3: Heterozygoter
Genotyp (Ser/Gly) mit Fragmenten von 304 bp-, 206 bp- und 111 bp. Spur 4: DNS-
Standard VI

2.5.7.2.2. Val66Meth-Polymorphismus des brain-derived neurotrophic
factor (BNDF)-Gens

10 yl des PCR-Produkts wurden in einem Endvolumen von 50 pl mit 4 Units
Pmll-Enzym 90 Minuten bei 37 °C im Wasserbad verdaut. Die Lange des
ursprunglichen PCR-Produkts betrug 300 bp. Nach Restriktionsverdau mit dem
Enzym Pmll entstehen bei Vorliegen des G-Allels zwei Fragmente von 200 bp
und 100 bp Lange. Das A-Allel wird von der Restriktionsendonuklease Pmll
nicht geschnitten, das urspringliche PCR-Produkt in einer Lange von 300 bp
liegt vor. Bei einem heterozygoten Genotyp entstehen 3 Fragmente in einer
Groéf3e von 300 bp, 200 bp und 100 bp. Die PCR-Produkte wurden mit einem
3%-igen Agarosegel aufgetrennt und durch Ethidiumbromid geféarbt.
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Abb.2: Restriktionsfragmentlangenmuster zum Nachweis der Val66Met-
Polymorphismus des BDNF-Gens:

Von links nach rechts: Spur 1: Homozygoter Genotyp G mit Schnittstelle fir PmlI
und Fragmenten von 200 bp- und 100 bp-Lange. Spur 2: Homozygoter Genotyp A
ohne Schnittstelle fir Pmll mit unverdautem 300 bp PCR-Produkt. Spur 3:
Heterozygoter Genotyp A/G mit Fragmenten von 300 bp-, 200 bp- und 100 bp-
Lange. Spur 4: DNS-Standard VI
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3. Ergebnisse

3.1. Daten

Es wurden die Genotypen des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor
D3-Gens sowie des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens von 158
Patienten und deren 316 Eltern (158 Kernfamilien) analysiert. Bei drei dieser
Familien waren die Genotypen des Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens unvollstandig, bei einer Familie konnte kein Genotyp
des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens ermittelt werden.

Die Verteilung dieser Familien gemald der Anzahl der erkrankten (im Weitern
nur noch ,kranke Kinder* genannt) und gesunden Kinder ist der Tabelle 1 zu
entnehmen. Dabei lagen Genotypen von 103 Familien mit nur einem kranken
Kind, von 4 Familien mit 2 kranken Kindern und einer Familie mit 3 kranken
Kindern vor. Bei 42 Familien gab es je ein krankes und ein gesundes Kind, bei
5 Familien ein krankes und 2 gesunde Kinder, bei zwei Familien jeweils 2
kranke und ein gesundes Kind und bei einer Familie ein krankes und 3 gesunde
Kinder.

Familienanzahl Anzahl gesunde Kinder Anzahl kranke Kinder
103 0 1
42 1 1
4 0 2
5 2 1
2 1 2
1 0 3
1 3 1

Tab. 1: FamiliengrdfRen

Bei insgesamt 76 der Patienten der Kernfamilien wurde ein Sensation-Seeking-
Score bestimmt, dabei wurde der Sensation-Seeking-Score bei 50% der
Patienten (also in 38 Féllen) mit < 24 und bei den tbrigen 50% der Patienten

mit = 25 angegeben.
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Bei weiteren 24 opiatabhangigen Patienten (im Weiteren nur noch ,Patienten”
genannt) wurde der Genotyp des Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens ermittelt, wobei nur bei einer Person dieser Gruppe
zusatzlich auch der Genotyp des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens
bestimmt werden konnte und auch nur bei einer Person eine Angabe zum
Sensation-Seeking-Score vorlag.

Die Kontrollgruppe bestand aus 204 Personen. Bei 202 Kontrollpersonen
konnte der Genotypen beider untersuchten Polymorphismen bestimmt werden,
bei zwei Personen war die Genotypbestimmung des Ser9Gly-Polymorphismus
des Dopaminrezeptor D3-Gens nicht mdglich. Bei 67 dieser Kontrollpersonen
gab es eine Angabe zum Sensation-Seeking-Score, davon wiesen 55 Personen
einen Sensation-Seeking-Score < 24 und 12 Personen einen Sensation-

Seeking-Score = 25 auf.

3.2. Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens

3.2.1. Analyse der Familienstichprobe

Die Tabelle 2 beinhaltet die Ergebnisse der Analysen fir den Ser9Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens der Kernfamilien. Sie enthalt
die Verteilung der Familien auf die verschiedenen méglichen Kombination von

elterlichen Allelen und die dazugehdorigen Genotypen der kranken Kinder

Allelkombination Genotyp de kranken Kinder
der Eltern 11 12 22
11x 11 47 0 0
11x 12 23 25 0
11x 22 0 12 0
12 x 12 9 17 7
12 x 22 0 9 5
22 x 22 0 0 1

Tab. 2: Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens: Allelkombi-
nation der Eltern und die dazugehorigen Genotypen der kranken Kinder.
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Zum Testen auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurden nur die Kontrollen
benutzt, die aus den nicht vererbten elterlichen Allelen gebildet werden (Tabelle
3).

Die Genotyp-Haufigkeiten des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor
D3-Gens zeigen beziglich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts in der

Patientengruppe keine signifikante Abweichung.

Genotyp der Kontrollen
11 12 22 R P
Anzahl 79 57 19 2,82 0,931

Tab. 3: Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens: Test auf HWE
bei den Kontrollen mit Prufgréfle R und P-Wert des Chi-Quadrat-Tests.

Im Anschluss daran wurden die Anzahl der Transmissionen (TR) sowie der
Nicht-Transmissionen (NTR) des Allels ,1” von heterozygoten Eltern ermittelt
(Tabelle 4).

TR NTR R P

Anzahl 67 61 0,28 0,5959

Tab. 4: Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens: TDT bei den
Kontrollen mit PrifgroRe R und P-Wert des Chi-Quadrat-Tests. Transmissionen
(TR) und Nicht-Transmissionen (NTR) des Allels,, 1“.

3.2.2. Analyse der Unterteilung der kranken Kinder in Abhangigkeit des
Sensation-Seeking Scores

Analog zur Familienstichprobe wurden bei den kranken Kindern die Ergebnisse
fur die drei Untergruppen analysiert, die durch einen unterschiedlichen
Sensation-Seeking-Score definiert sind. Dabei betrachtet man zum einen die
kranken Kinder mit einem Sensation-Seeking-Score = 25 (Tabelle 5), sowie die
kranken Kinder mit einem Sensation-Seeking-Score < 24 (Tabelle 6) bzw. die

kranken Kinder ohne Angaben eines Sensation-Seeking-Scores (Tabelle 7).
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Allelkombination Genotyp der kranken Kinder
der Eltern 11 12 22
11x 12 6 5 0
11x 22 0 2 2
12 x 12 1 7 2
12 x 22 0 3 1
22x 22 0 0 0

Tab. 5: Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens: Allelkombi-
nation der Eltern und Genotyp der kranken Kinder mit einem SSS 2 25.

Allelkombination Genotyp der kranken Kinder
der Eltern 11 12 22
11x 12 0 5 3
11x 22 0 3 0
12 x 12 3 5 4
12 x 22 0 3 0
22x 22 0 0 0

Tab. 6: Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens: Allelkombi-
nation der Eltern und Genotyp der kranken Kinder mit einem SSS < 24.

Allelkombination Genotyp der kranken Kinder
der Eltern 11 12 22
11x 12 12 17 0
11x 22 0 7 0
12x 12 5 5 1
12x 22 0 3 4
22x 22 1 0 0

Tab. 7: Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens: Allelkombi-
nation der Eltern und Genotyp der kranken Kinder ohne Angabe zum SSS.

In Tabelle 8 werden die Ergebnisse des Tests auf Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht bei den Untergruppen der Indexperson in Bezug auf den

Sensation-Seeking-Score dargestellt.
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Die Genotyp-Haufigkeiten des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor
D3-Gens zeigen bezuglich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts in keiner der
drei Untergruppen (Personen mit einem Sensation-Seeking-Score = 25,
Personen mit einem Sensation-Seeking-Score < 24, Personen ohne Angaben

eines Sensation-Seeking-Scores) eine signifikante Abweichung.

Genotyp
SSS 11 12 22 R P
=25 18 16 4 0,02 0,8744
<24 19 13 6 1,93 0,1653
unbekannt 42 28 9 1,58 0,2091

Tab. 8: Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens: Test auf HWE
bei den Untergruppen der kranken Kinder in Bezug auf den SSS mit PrifgréofRe R
und P-Wert.

Tabelle 9 zeigt die Auflistung der ermittelten Anzahl der Transmissionen (TR)
und der Nicht-Transmissionen (NTR) des Allels ,1” von heterozygoten Eltern in

der Untergruppe der kranken Kinder in Bezug auf den Sensation-Seeking-Score

an.
SSS TR NTR R P
225 18 17 0,03 0,8658
<24 19 16 0,26 0,6121
unbekannt 30 28 1,58 0,2091

Tab. 9: Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens: TDT bei den
Untergruppen der kranken Kinder in Bezug auf den SSS mit PrifgroRe R und P-
Wert. Transmission (TR) und Nicht-Transmission (NTR) des Allels ,,1”.

3.2.3. Vergleich der Genotypverteilungen aller opiatabhangigen Patienten
und Kontrollpersonen
Im Folgenden werden die opiatabhangigen Patienten ohne vorliegende

Elterndaten als ,Patienten” bezeichnet, hingegen werden die opiatabhangigen
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Patienten aus den Kernfamilien ,kranke Kinder* genannt und die Eltern als
.Pseudokontrollen” bezeichnet.

Die Genotyp-Haufigkeiten des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor
D3-Gens zeigen beziglich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts weder bei den
Patienten, noch bei den kranken Kindern, den Kontrollpersonen und den

Pseudokontrollen eine signifikante Abweichung.

Genotyp
11 1/2 2/2 Summe
Patienten 16 8 0 24
66,67% 33.33% 0%
Kontrollen 97 85 20 202
48,02% 42,08% 9,9%
Kranke Kinder 79 65 13 157
50,32% 41,4% 8,28%
Pseudokontrollen 79 57 19 155
50,97% 36,77% 12,26%
Summe 271 215 52 538

Tab. 10: Genotypverteilung des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor
D3-Gens in den verschiedenen Untergruppen

Chiz- Fisher’s Armitage’s

Test Exact Test Trend Test
Patienten vs. Kontrollen R 4,2667 3,2273
P 0,1184 0,1391 0,0724
Kranke Kinder vs. R 1,6368 1,1381
Pseudokontrollen P 0,4411 0,4514 0,2861
Patienten vs. R 3,3833 2,6683
Kranke Kinder P 0,1842 0,2378 0,1024
Kontrollen vs. R 1,2212 0,3373
Pseudokontrollen P 0,5430 0,5337 0,5614
Pseudo-/Kontrollen vs. R 1,9914 1,9894
Patienten/kranke Kinder P 0,3695 0,3888 0,1584

Tab. 11:. Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens: Ergebnisse
diverser Gruppenvergleiche mittels des Chi-Quadrat-Tests, des Fisher’s Exact
Tests und des Armitage’s Trend Test mit Prifgr6Re R und P-Wert.
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Die Tabellen 10 und 11 beinhalten die Ergebnisse diverser Gruppenvergleiche
mittels des Chi-Quadrat-Tests, des Fisher’'s Exact Tests und des Armitage’s

Trend Test fur Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens.

3.2.4. Vergleich der Genotypverteilungen verschiedener Untergruppen
3.2.4.1 Analyse der Untergruppe Sensation-Seeking-Score

Tabelle 12 beinhaltet die Genotypverteilung des Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens bei Kontrollen und kranken Kindern mit einem
Sensation-Seeking-Score = 25.

In Tabelle 13 werden die Ergebnisse des Chi-Quadrat-Tests, des Fisher’s
Exact Tests und des Armitage’s Trend Tests fir den Ser9Gly-Polymorphismus
des Dopaminrezeptor D3-Gens dargestellt, wenn nur Personen mit einem SSS

= 25 in die Analyse einbezogen werden.

Genotyp
11 1/2 2/2 Summe
Kontrollen 7 4 1 12
58,33% 33,33% 8,33%
Kranke Kinder 18 17 3 38
47,74% 44,74% 7,89%
Summe 25 21 4 50

Tab. 12: Genotypverteilung des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor
D3-Gens bei Kontrollen und kranken Kindern mit einem SSS 2 25.

Chiz- Fisher’s Armitage’s

Test Exact Test Trend Test
Kranke Kinder vs. 0,5039 0,0047
Kontrollen 0,7773 0,7863 0,9454

Tab. 13: Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens: Ergebnisse
des Chi-Quadrat-Test, Fisher “s Exact Test und des Armitage’s Trend Test mit
Prufgrofie R und P-Wert bei Kontrollen und kranken Kindern mit einem SSS 2 25.
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3.2.4.2 Analyse der Untergruppe Manner

Tabelle 14 zeigt die Genotypverteilung des Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens bei mannlichen Kontrollen, mannlichen kranken
Kindern und mannlichen Pseudokontrollen. Die dazugehdrigen Ergebnisse des
Chi-Quadrat-Tests, des Fisher's Exact Tests und des Armitage’s Trend Test

werden in Tabelle 15 dargestellt.

Genotyp
11 1/2 2/2 Summe
Patienten 10 4 0 14
71,43% 28,57% 0%

Kontrollen 66 68 15 149
44,3% 45,64% 10,07%

Kranke Kinder 61 46 9 116
52,59% 39,66% 7,76%

Pseudokontrollen 62 42 12 116
53,45% 36,21% 10,34%

Summe 199 160 36 395

Tab. 14: Genotypvereilung des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor
D3-Gens bei der Betrachtung der mannlichen Personen.

Chi2 Fisher’s Armitage

Test Exact Test Trend Test
Patienten vs. Kontrollen R 4,2739 2,2091
P 0,1180 0,1643 0,1372
Kranke Kinder vs. R 0,6185 0,3840
Pseudokontrollen P 0,7340 0.7559 0,5355
Patienten vs. R 2,2973 1,5596
Kranke Kinder P 0,3171 0,4804 0,2117
Kontrollen vs. R 2,5336 0.0255
Pseudokontrollen P 0,2817 0,2805 0,8730
Pseudo-/Kontrollen vs. R 1,9106 1,4013
Patienten/Kranke Kinder P 0,3847 0,4098 0,2365

Tabelle 15: Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens bei der
Betrachtung der mannlichen Personen: Ergebnisse diverser Gruppenvergleiche
mittels des Chi-Quadrat-Tests, des Fisher’s Exact Tests und des Armitage’s
Trend Tests mit PrifgréRe R und P-Wert.

42



3.3. Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens

3.3.1. Analyse der Familienstichprobe

Die Tabelle 16 beinhaltet die Ergebnisse der Analysen fir den Val66Met-
Polymorphismus des BDNF-Gens. Sie enthalt die Verteilung der Familien auf
die verschiedenen mdglichen Kombination von elterlichen Allelen und die

dazugehdrigen Genotypen der kranken Kinder.

Allelkombination Genotyp der kranken Kinder
der Eltern 11 12 22
11x 12 31 24 0
11 x 22 0 7 0
12 x 12 7 15 5
12 x 22 0 1 3
22 x 22 0 0 2

Tab. 16: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: Allelkombination der Eltern
und Genotypen der kranken Kinder.

Zum Testen auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurden nur die Kontrollen
benutzt, die aus den nicht vererbten elterlichen Allelen gebildet werden (Tabelle
17).

Genotyp der Kontrollen
11 12 22 R P
Anzahl 91 56 10 0,12 0,727

Tab. 17: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: Test auf HWE bei den
Kontrollen mit PrufgréRe T und P-Wert des Chi-Quadrat-Tests. Transmissionen
(TR), Nicht-Transmissionen (NTR).

Die Genotyp-Haufigkeiten des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens
zeigen beziglich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts in der Patientengruppe
keine signifikante Abweichung.

Tabelle 18 enthalt die ermittelte Anzahl der Transmissionen (TR) sowie der

Nicht-Transmissionen (NTR) des Allels “1” von heterozygoten Eltern.
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TR NTR R P

Anzahl 61 52 0,72 0, 3972

Tab. 18: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: TDT bei den Kontrollen mit
PrufgrofRe R und P-Wert des Chi-Quadrat-Tests. Transmission (TR) und Nicht
Transmission (NTR) des Allel ,1“.

3.3.2. Unterteilung der kranken Kinder nach dem Sensation-Seeking-Score
Analog zur Famlilienstichprobe wurden die Ergebnisse fur die durch den
Sensation-Seeking-Score  bei den kranken Kindern definierten drei
Untergruppen analysiert. Dabei betrachtet man kranke Kinder mit einem
Sensation-Seeking-Score = 25 (Tabelle 19), kranke Kinder mit einem
Sensation-Seeking-Score < 24 (Tabelle 20) und kranke Kinder ohne Angaben

eines Sensation-Seeking-Scores (Tabelle 21).

Die Genotyp-Haufigkeiten des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens
zeigen beziuglich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts weder in der
Untergruppe der kranken Kinder mit einem Sensation-Seeking-Score = 25,
noch bei einem Sensation-Seeking-Score < 24 oder ohne Angaben eines

Sensation-Seeking-Scores eine signifikante Abweichung.

Allelkombination Genotyp der kranken Kinder
der Eltern 11 12 22
11x 12 4 7 0
11x 22 0 2 0
12x 12 4 4 1
12 x 22 0 1 1
22x 22 0 0 0

Tab. 19: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: Allelkombination der Eltern
und Genotypen der kranken Kinder mit SSS 2 25.
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Allelkombination Genotyp der kranken Kinder
der Eltern 11 12 22
11x 12 8 4 0
11 x 22 0 2 0
12 x 12 0 5 1
12 x 22 0 0 1
22x 22 0 0 0

Tab. 20: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: Allelkombination der Eltern
und Genotypen der kranken Kinder mit SSS < 24.

Allelkombination Genotyp der kranken Kinder
der Eltern 11 12 22
11x 12 19 13 0
11x 22 0 3 0
12 x 12 3 6 3
12 x 22 0 0 1
22x 22 0 0 2

Tab. 21: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: Allelkombination der Eltern
und Genotypen der kranken Kinder ohne Angabe zum SSS.

Die Genotyp-Haufigkeiten des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens
zeigen beziglich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts in keiner der drei
Untergruppen (Personen mit einem Sensation-Seeking-Score = 25, Personen
mit einem Sensation-Seeking-Score < 24, Personen ohne Angaben eines
Sensation-Seeking-Scores) eine signifikante Abweichung.

In Tabelle 22 werden die Ergebnisse des Tests auf Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht bei den Untergruppen der kranken Kinder in Bezug auf den
Sensation-Seeking-Score dargestellt.
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Im Anschluss daran wurden die Anzahl der Transmissionen (TR) sowie der
Nicht-Transmissionen (NTR) des Allels “1” von heterozygoten Eltern ermittelt
(Tabelle 23).

Genotyp
SSS 11 12 22 R P
> 25 21 11 5 2,67 0,1022
<24 22 16 0 2,70 0,1002
unbekannt 48 29 5 0,05 0,8251

Tab. 22: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: Test auf HWE bei den
Untergruppen der Indexperson in Bezug auf den SSS mit Prufgréfie R und P-
Wert.

SSS TR NTR R P
=25 17 14 0,29 0,59
<24 13 12 0,04 0,8415

SSS unbekannt 31 26 0,44 0,5078

Tab. 23: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: TDT bei den Untergruppen
der Indexperson in Bezug auf den SSS mit Priufgrole R und P-Wert.
Transmission (TR) und Nicht-Transmission (NTR) des Allels , 1".

3.3.3. Vergleich der Genotypverteilungen aller opiatabhé&ngigen Patienten
und Kontrollpersonen

Die Genotyp-Haufigkeiten des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens
zeigen bezlglich des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts weder bei den Patienten,
noch bei den kranken Kindern aus den Kernfamilien, den Kontrollpersonen und

den Pseudokontrollen eine signifikante Abweichung.

Die Tabelle 24 beinhaltet die Genotypverteilung und Tabelle 25 die Ergebnisse
diverser Gruppenvergleiche mittels des Chi-Quadrat-Tests, des Fisher’'s Exact
Tests und des Armitage’s Trend Tests flr den Val66Met-Polymorphismus des
BDNF-Gens.
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Genotyp
11 1/2 2/2 Summe
Patienten 1 0 0 1
100% 0% 0%

Kontrollen 127 64 13 204
62,25% 31,31% 6,37%

Kranke Kinder 100 47 10 157
63,69% 29,94% 6,37%

Pseudokontrollen 91 56 10 157
57,96% 35,67% 6,37%

Summe 319 167 33 519

Tab. 24: Genotypverteilung des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens in
verschiedenen Untergruppen.

Chiz Fisher’s Armitage’s

Test Exact Test Trend Test
Patienten vs. Kontrollen R 0,6045 0,1471
P 0,7391 1,0000 0,7013
Kranke Kinder vs. R 1,2105 0,0370
Pseudokontrollen P 0,5459 0,5465 0,8475
Patienten vs. R 0,5680 0,1426
Kranke Kinder P 0,7528 1,0000 0,7057
Kontrollen vs. R 0,7634 0,0231
Pseudokontrollen P 0,6827 0,7092 0,8792
Pseudo-/Kontrollen vs. R 0,6409 0,0247
Patienten/KK P 0.7258 0,7548 0,8752

Tab. 25: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: Ergebnisse diverser
Gruppenvergleiche mittels des Chi-Quadrat-Tests, des Fisher’s Exact Tests und
des Armitage’s Trend Tests mit PrifgroRe T und P-Wert.
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3.3.4. Vergleich der Genotypverteilungen verschiedener Untergruppen
3.3.4.1 Analyse der Untergruppe Sensation-Seeking-Score

Tabelle 26 beinhaltet die Genotypverteilung bei Kontrollen und kranken Kindern
mit einem SSS = 25. Die Ergebnisse des Chi-Quadrat-Tests, des Fisher's Exact
Tests und des Armitage’s Trend Tests fur den Val66Met-Polymorphismus des
BDNF-Gens, wenn nur Personen mit einem SSS = 25 in die Analyse

einbezogen werden, werden in Tabelle 27 dargestellt.

Genotyp
11 1/2 2/2 Summe
Kontrollen 8 4 0 12
66,67% 33,33% 0%
Kranke Kinder 21 14 2 37
56,76% 37,84% 5,41%
Summe 29 18 2 49

Tabelle 26: Genotypverteilung des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens
bei Kontrollen und kranken Kindern mit einem SSS 2 25.

Chiz Fisher’s Armitage

Test Exact Test Trend Test
Kranke Kinder vs. 0,8491 0,7990
Kontrollen 0,6541 0,8551 0,3714

Tab. 27: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: Ergebnisse diverser
Gruppenvergleiche mittels des Chi-Quadrat-Tests, des Fisher’s Exact Tests und
des Armitage’s Trend Tests mit PrufgroRe R und P-Wert bei Kontrollen und
kranken Kindern mit einem SSS 2 25.

3.3.4.2 Analyse der Untergruppe Ménner

Tabelle 28 beinhaltet die Genotypverteilung des Val66Met-Polymorphismus des
BDNF-Gens bei mannlichen kranken Kindern, mannlichen Kontrollen und
mannlichen Pseudokontrollen. Die Ergebnisse des Chi-Quadrat-Tests, des

Fisher's Exact Tests und des Armitage’s Trend Tests fir den Val66Met-
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Polymorphismus des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens, wenn nur

Manner in die Analyse einbezogen werden, werden in Tabelle 29 dargestellt.

Genotyp
11 1/2 2/2 Summe
Patienten 1 0 0 1
100%

Kontrollen 90 48 13 151
56,6% 31,79% 8,61%

Kranke Kinder 70 37 9 116
60,34% 31,9% 7,76%

Pseudokontrollen 68 41 7 116
58,62% 35,34% 6,03%

Summe 229 126 29 384

Tabelle 28: Genotypverteilung des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens
bei Mannern.

Chi2 Fisher’s Armitage

Test Exact Test Trend Test
Patienten vs. Kontrollen R 0,6748 0,1749
P 0,7136 1 0,6758
Kranke Kinder vs. R 0,4841 0,1866
Pseudokontrollen P 0,7850 0,7766 0,6657
Patienten vs. R 0,6535 0,1647
Kranke Kinder P 0,7213 1 0,6848
Kontrollen vs. R 0,8403 0,4994
Pseudokontrollen P 0,6570 0,6610 0,4798
Pseudo-/Kontrollen vs. R 0,1078 0,0003
Patienten/KK P 0,9475 0,9384 0,9871

Tabelle 29: Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens: Ergebnisse diverser
Gruppenvergleiche mittels des Chi-Quadrat-Tests, des Fisher’s Exact Tests und
des Armitage’s Trend Test mit PrifgroRe R und P-Wert bei Mannern.
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3.4. Gemeinsame Betrachtung des Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens und des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-
Gens sowie weiterer Kovariablen

Bei dieser Analyse wurden die kranken Kinder aus den Kernfamilien und die
204 nicht verwandten Kontrollen betrachtet. Im Folgenden wurden unabhangige
Variablen fur eine logistische Regression definiert:

Zur Kodierung des DRD3-Genotyps wurden entsprechend dem Vorschlag von
Cordell und Clayton (2002) zwei Variablen D1 und D2 verwendet, somit ergibt
sich D1=-1, D2=-0.5 fur Personen mit DRD3-Genotyp 11, D1=0, D2=0.5 fir
Personen mit DRD3-Genotyp 12 und D1=1, D2=-0.5 fur Personen mit DRD3-
Genotyp 22. Analog wurden zur Kodierung des BDNF-Genotyps zwei Variablen
B1 und B2 verwendet.

Als weitere, unabhéngige Variablen wurden das Geschlecht sowie der
dichotomisierte Sensation-Seeking-Score (= 25 beziehungsweise < 24)
bertcksichtigt.

Um mogliche Wechselwirkungen zu erfassen, wurden die Produkte D1xB1,
D1xB2, D2xB1, D2xB2, Sex x SSS sowie alle weiteren paarweisen Produkte
gebildet, bei denen der erste Faktor eine der Variablen D1, D2, B1, B2 und der
zweite Faktor eine der Variablen Sex, SSS ist, insgesamt also 13 Variablen, die
zu Wechselwirkungen korrespondieren.

Dabei zeigte sich der Sensation-Seeking-Score als einzige Variable, die bei

einer schrittweisen logistischen Regression in das Modell aufgenommen wurde.
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4. Diskussion

4.1. Methodendiskussion

Wie im Material- und Methodenteil beschrieben, wurde in der vorliegenden
Arbeit die Rolle der Kandidatengene DRD3 und BDNF in der Atiologie der
Opiatabhéangigkeit mit verschiedenen statistischen Methoden untersucht.

Mittels  direkter  Assoziationsanalysen ist die Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen Einzelnukleotid Polymorphismen (SNP) und dem
Auftreten von Krankheitsbildern méglich. Die Sequenzierung des menschlichen
Genoms deutet darauf hin, dass ca. 600000 SNPs in kodierenden Bereichen
existieren. In den aktuellen Datenbanken sind ca. 2,6 Millionen SNPs erfasst. In
einer Assoziationsanalyse wird, in der einfachsten Form, ein einzelner SNP
direkt mit einem Krankheitsbild assoziiert. Fir eine solche Assoziation eines
SNPs mit einer Krankheit gibt es unterschiedliche Erklarungsansatze. Einerseits
konnte das SNP selbst die pathogene Sequenz prasentieren, wahrend es
andererseits maoglich ist, dass das krankheitsverursachende Allel selbst kein
SNP darstellt, sondern lediglich eng mit ihm assoziiert ist. Assoziationsstudien
bieten die Moglichkeit, Gene geringen bis mittelgradigen Einflusses bei
Populationen realistischer Gro3e zu identifizieren.Auf diese Weise wurde zum
Beispiel bei der Alzheimer-Demenz und der Aufmerksamkeits-Defizit-Storung
eine Gen-Assoziationen gefunden. Bei der Erkrankung der Opiatabhangigkeit
war es, hauptsachlich wegen der Heterogenitat der Stérung, der Unkenntnis der
zugrunde liegenden  Pathophysiologie und des Fehlens  klarer
Kopplungsanalysen, bislang nicht ohne weiteres madglich, geeignete
Kandidatengene zu identifizieren. Dennoch sind Assoziationsstudien in
komplexen Erkrankungen, wie es die Opiat-abhangigkeit ist, die effizienteste
Strategie, um den mutmalllichen Beitrag der Kandidatengene zu erforschen
(No6then et al., 1993; Risch et al., 1996).

Auch Assoziationsstudien als Fall-Kontroll-Untersuchungen haben Nachteile, da
sich zum einen falsch-positive und zum anderen falsch-negative Befunde
ergeben koénnen. Allein durch die Untersuchung eines hinreichend grof3en

Patientenkollektivs lassen sich falsch-negative Befunde reduzieren. Um falsch-
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positive Befunde auszuschlieBen, waren Haplotypen-Untersuchungen an
Familien aussagekréaftiger.

Als Haplotyp wird eine Variante einer Nukleotidsequenz im Genom eines
Lebewesens bezeichnet. Der Haplotyp ist durch die Allele verschiedener Gene,
die ein Individuum auf einem Chromosom tragt, gekennzeichnet.

Neben der direkten Assoziationsanalyse zwischen SNP und Phéanotyp einer
Krankheit kodnnen die Kopplungsungleichgewichte benachbarter Allele
betrachtet werden. Ein Kopplungsungleichgewicht besteht zwischen zwei
Sequenzvarianten, wenn diese Uberdurchschnittlich haufig auf demselben
Chromosom auftreten. Blocke, in denen ein Kopplungsungleichgewicht besteht,
treten im Wechsel mit Blécken auf, in denen kein oder nur ein geringes
Kopplungsungleichgewicht besteht (Timmermann et al., 2004).

Die Interpretation von Kopplungsanalysen muss nach Gejman et al. (1994)
kritisch betrachtet werden, da sie von dem zu Grunde gelegten genetischen
Modell, den gewahlten Parametern fir die Analyse sowie der statistischen
Starke um ein Kopplungsungleichgewicht zu beobachten, abhangt.

Neben der direkten Assoziationsanalyse und der Betrachtung von
Kopplungsungleichgewichten besteht die Moglichkeit der
Haplotypenbetrachtung. Von den theoretisch maoglichen Allelkombinationen
treten in vivo jedoch nur eine geringe Anzahl auf (Clark et al., 1998; Hoehe et
al., 2003). Simulationen zeigen (Calafell et al., 2001), dass die ancestralen
Haplotypen (,Ur-Haplotypen®) sowohl bei geringen Haufigkeiten als auch noch
nach vielen Tausenden Generationen aufgedeckt werden konnten, wahrend
Kopplungsungleichgewichte bei gleichen Untersuchungsbedingungen
verschwanden oder sich sogar umkehrten.

In der vorliegenden Arbeit werden diese etablierten Methoden der genetischen

Epidemiologie angewendet.
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4.2. Ergebnisdiskussion
Diese Arbeit sollte

1. die Vermutung Uberprifen, dass eine homozygote Allelfrequenz des
Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens mit einem
erhdhten Risiko einer Opiatabhangigkeit assoziiert ist.

2. die Hypothese untermauern, dass der Val66Met-Polymorphismus des
BDNF-Gens mit einem erhohten Risiko einer Opiatabhangigkeit
assoziiert ist.

3. die Fragestellung beantworten, ob der Ser9Gly-Polymorphismus des
DRD3-Gens mit dem Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens
interagiert, oder ob sie unabhangige phanotypische Assoziationen

zeigen.

4.2.1. Dopaminrezeptor D3 (DRD3)-Ser9Gly-Polymorphismus

Der Transmission/Disequilibrium Test (TDT) der D3-Dopaminrezeptor
Allelverteilung offenbarte eine zuféllige Transmission der Allele von 128
heterozygoten Eltern an 95 Patienten. Dabei erfolgte eine Transmission des
Allels A in 67 Fallen, in 61 erfolgte keine Transmission (TDT = 0,28; P = 0,60).
Auch in einer Untergruppe von 35 heterozygoten Eltern und 25 Patienten mit
einem SSS = 25 konnte keine signifikante Assoziation der Allel-Transmission
nachgewiesen werden (18 Transmissionen; TDT = 0,03; P = 0,87). Die
Genotypverteilung zwischen den 158 Patienten und den unabhangigen 202
Kontrollen differierte nicht signifikant. Zu demselben Ergebnis kamen zuvor
ebenso Duaux et al. (1998), Kotler et al. (1999) und Li et al. (2002), die
Patentenkollektive aus unterschiedlichen ethnischen Gruppen untersuchten.
Weitere Studien mit einem deutschen Patientenkollektiv wurden bisher nicht
verotffentlicht.

So konnten Duaux et al. (1998) in einer franzdsischen Patientengruppe mit
einem SSS = 25 eine positive Korrelation der Opiatabhangigkeit mit einer
Homozygotie fur den Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens
(Allel A) zeigen, bei fehlender Assoziation der Allel-Transmission in der

Patienten- und Kontrollgruppe.
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In dieser Arbeit konnte in einer Untergruppe von 38 Patienten mit einem SSS =
25 hingegen weder eine erhéhte homozygote Allelverteilung im Vergleich zu der
gesamten Kontrollgruppe nachgewiesen werden, noch zu der Untergruppe der
Kontrollen, bestehend aus 12 Personen (18% von 67, bei denen ein SSS
vorlag) mit einem SSS = 25 (Chi-Quadrat=0,01; P=0,94 and Chi-Quadrat= 0.44;
P=0,51).

Kotler et al. (1999) konnten in einem grof3en Studienkollektiv einer homogenen
israelischen Patientengruppe keine homozygote Allel-Transmission und somit
auch keine Assoziation der Opiatabhangigkeit mit dem Ser9Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens nachweisen. Auch bei der
selektiven Betrachtung des ermittelten SSS in einer kleinen Untergruppe konnte
kein relevanter Zusammenhang registriert werden.

Neben der hier vorliegenden deutschen Assoziationsstudie und der israelischen
Assoziationsstudie von Kotler et al. (1999) konnten ferner Li et al. (2002) in
einer chinesischen Assoziationsstudie keine signifikanten Unterschiede in der
Allelfrequenz, Genotypfrequenz oder Haplotypfrequenz des Ser9Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens als Hinweis auf eine mdgliche
Assoziation des Gens mit der Opiatabhangigkeit nachweisen.

An einem kleinen amerikanischen Patientenkollektiv mit Weil3en und
Dunkelh&utigen wurde in einer Studie von Freimer et al. (1996) gezeigt, dass
weder bei weillen amerikanischen Patienten, noch bei dunkelhdutigen
amerikanischen Patienten eine Assoziation mit dem Ser9Gly-Polymorphismus
des Dopaminrezeptor D3-Gens und einer Opiatabhangigkeit besteht. Jedoch
zeigte sich ein Ubermal an homozygoten Alleltragern dieses Polymorphismus
bei weilRen Amerikanern mit Kokainabhangigkeit und einem SSS = 25, im
Vergleich zu den dunkelhdutigen amerikanischen Patienten mit einem SSS =
25, sowie weissen und dunkelhautiger Patienten mit einem SSS < 24.
Erganzend sei gesagt, dass Comings et al. (1999) die Ergebnisse von Duaux et
al. (1998) bestatigten, indem sie in einem kaukasischen, kokainabh&ngigen
Patientenkollektiv eine erhéhte Anzahl an homozygoten Alleltr&gern fanden.
Kokain ist jedoch kein Opiat, sondern gehort zu der Gruppe der Alkaloide und

beeinflusst die Dopaminwiederaufnahme und -abgabe.
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Auch die Studien Uber den Zusammenhang des Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens und anderen psyschischen Erkrankungen sind in
ihren Ergebnissen nicht tbereinstimmend.

So konnte zum Beispiel in einer Meta-Analyse von Williams et al. (1998) mit
weltweit 30 Assoziationsstudien Uber Schizophrenie und den Ser9Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens eine vermehrte Homozygotie
des Allels 1 festgestellt werden. Andererseits fehlt in der pal&stinensischen
Familienstudie von Kremer et al. (2000) eine Assoziation des Ser9Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens mit Schizophrenie. Zu
demselben negativen Ergebnis kam auch Hawi et al. (1998) in einer irischen
Assoziationsstudie und Utsunomiya et al. (2008) in einer japanischen
Assoziationsstudie und Meta-Analyse.

Segman et al. (1999) beschreiben eine Assoziation der Homozygotie des
Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens mit tardiven
Dyskinesien in einem an Schizophrenie erkrankten Patientenkollektiv.

Dagegen zeigten britische Assoziationsstudien und Meta-Analysen von Elvidge
et al. (2001) und Kirov et al. (1999) keinen Zusammenhang zwischen dem
Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens und einer bipolaren
Storung.

Kontrare Ergebnisse liegen auch bei den Forschungsergebnissen der
Alkoholabhéngigkeit vor: Es lasst sich keine Assoziation nachweisen zwischen
dem  Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens und
Alkoholabhéngigkeit bei Patienten ohne Konsumierung anderer Drogen, die in
der Regel einen niedrigeren SSS haben als Personen, die zusatzlich andere
Drogen konsumieren (Gorwood et al.,1995; Sander et al., 1995; Galizio et al.,
1985). Korrelierend hierzu sind die Studienergebnisse von Wiesbeck et al.
(2006) zu erwahnen, die ebenfalls keine  Assoziation der
Alkoholabhangigkeitserkrankung mit dem Ser9Gly-Polymorphismus des

Dopaminrezeptor D3-Gens fanden.
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4.2.2. Brain derived neurotrophic factor (BDNF)-Val66Met-
Polymorphismus

Seitdem in vielen Studien der letzten Jahre zunehmend die Hypothese
untermauert wurde, dass die intrazerebrale DRD3-Genexpression entscheidend
von den Wachstumsfaktoren, insbesondere dem BDNF, abhangt, wurde in
dieser Studie als zweiter Polymorphismus der Val66Met Polymorphismus des
BDNF-Gens analysiert.

Betrachtet man die Ergebnisse der Genpolymorphismus-Analyse des
Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens dieser Arbeit, fallt auf, dass sich
die Allel-Transmission von 113 heterozygoten Eltern an 86 Patienten nicht von
einer zufalligen Verteilung unterscheidet (TDT = 0,72; P = 0,40). Ebenso konnte
in einer Untergruppe von 31 heterozygoten Eltern und 22 Patienten mit einem
SSS = 25 keine erhéhte homozygote Allel-Transmission nachgewiesen werden
(TDT =0,29; P = 0,59). Die Genotypverteilung zwischen den Patienten und den
unabhangigen Kontrollen differierte ebenfalls nicht signifikant.

Eine entscheidende Rolle in der Entwicklung einer Suchterkrankung und im
speziellen einer  Opiatabhéngigkeit spielt die  Erinnerungs- und
Gedachtnisfunktion. Hier demonstrierten Cargill et al. (1999) eine wichtige
funktionelle Bedeutung des Val66Met Polymorphismus des BDNF-Gens in vivo
und vitro.

Egan et al. (2003) zeigten bei Untersuchungen des Val66Met Polymorphismus
des BDNF-Gens, dass das Methionin-Allel mit einer geringeren
Gedachtnisleistung und abnormer hippokampaler Aktivierung einhergeht.

Daten vieler Tierversuche und genetischer Studien suggestieren eine
entscheidende Rolle des BDNF im Mechanismus der Suchterkrankung. So zum
Beispiel die Assoziationsstudie von Cheng et al. (2005), die den Val66Met
Polymorphismus des BDNF-Gens in einer chinesischen Patientengruppe mit
Amphetamin- und Heroinabhangigen untersuchten. Sie fanden eine signifikant
unterschiedliche Genotypverteilung in der Patienten- und Kontrollgruppe, wobei
die Patientengruppe eine niedrigere Met-Allelfrequenz zeigte. Die Ergebnisse
deuten auf einen moéglichen Zusammenhang dieses Polymorphismus mit einer

Abh&ngigkeitserkrankung hin, oder zumindest kann vermutet werden, dass
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dieser Zu einem erhohten Gefahrdungspotential far eine
Abhangigkeitserkrankung beisteuert.

Es gibt Anzeichen aus Tierexperimenten (Knock-out Mause) und klinischen
Studien, die eine erhdhte zentrale BDNF-Aktivitat unter anderem fur die
Pathogenese einer Abhangigkeit verantwortlich machen. Tsai (2007) belegte
eine Assoziation zwischen einer erhdhten BDNF-Sekretion als Antwort auf
neuronale Stimulation und dem 66Val-Allel des Val66Met Polymorphismus des
BDNF-Gens. Eine erhohte Anzahl an homozygoten Alleltrdgern wurde bei
Personen mit einer Abhangigkeit gefunden im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe. Die Hypothese einer erhdhten zentralen BDNF-Aktivitat bei
einer Abhangigkeit ermdglicht neue Einblicke in bessere therapeutische
Strategien fir die Pravention und Behandlung.

Corominas et al. (2007) untersuchten die intrazellulare Signalkaskade des
BDNF, um effektive medikamentdse Therapieansatze flr eine Abhangigkeit von
Psychostimulanzien zu finden. Es zeigte sich, dass wiederholte Kokaingaben
den BDNF-Spiegel steigern und die Aktivitat der zellularen Kaskade im
Belohnungssystem des Gehirns verringern. Das gilt besonders nach einigen
Tagen im Anschluss an einen Entzug. So wurde die Hypothese aufgestellt,
dass BDNF nachhaltig die synaptische Plastizitdt verandert. Andererseits
jedoch kann eine Inhibierung dieser zellularen Kaskade als protektiver Faktor
fur eine Abhangigkeit angesehen werden.

Knock-out-Maus-Untersuchungen von  Graham  (2007) zeigten die
Unerlasslichkeit von BDNF fur die Aufrechterhaltung einer erhdhten
Kokainselbstgabe. Dies deutet darauf hin, dass eine dynamische Induktion und
Abgabe von BDNF aus Neuronen des Nucleus accumbens wahrend
Kokaingenusses die Entwicklung und Persistenz eines Abhangigkeitsverhaltens
fordert.

Resultate aus den Untersuchungen von Angelucci et al. (2007), die einen
erniedrigten Serumspiegel an BDNF bei heroinabhangigen Patienten im
Vergleich zu kokainabhdngigen Patienten und gesunden Kontrollen
registrierten, deuten auf eine wichtige Rolle des BDNF in der Neurotoxizitat und

in der Induktion einer Abhéangigkeit hin. Auferdem legen diese
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Studienergebnisse nahe, dass ein niedriger BDNF-Serumspiegel das Risiko fur
die Entwicklung einer Psychose bei Drogenabhangigen erhoht. Die wichtige
Rolle des BDNF in der Neurotoxizitat wird auch bei der Betrachtung der
Studienergebnisse von Kim et al. (2005) deutlich. Sie untersuchten den BDNF-
Plasmaspiegel und fanden bei chronisch Metamphetamin-abhangigen
Patienten, im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe, einen signifikant

hoheren Plasmaspiegel.

Die wichtige Funktion der Neurotrophine wie BDNF als Vermittler von
Drogeneffekten auf die Stimmung, die Abh&angigkeit und die Neuroprotektion,
wurde in einer Studie von Castrén (2004) gezeigt.

Lu et al. (2004) untersuchten an Ratten den Kokainentzug und fanden eine
positive Assoziation mit einem erhéhten Pegel an BDNF in der mesolimbischen
dopaminergen Region.

Kontroverse Studienergebnisse zeigten Assoziationsstudien an kaukasischen
Rauchern. Lang et al. (2007) zeigten einen hoheren Anteil an Met/Met
Genotypen sowie Met-Alleltragern, was darauf hindeutet, dass diese Personen
anfalliger sind, mit dem Rauchen zu beginnen sowie das Rauchen
beizubehalten. Hingegen fanden Montag et al. (2008) keine signifikante
Assoziation.an einer doppelt so hohen Probandenanzahl in einem deutschen
Kollektiv

Betrachtet man die bisherigen Forschungsergebnisse anderer multifaktoriell
vererbter Erkrankungen, wie zum Beispiel der Schizophrenie, so sind auch hier
viele kontroverse Studienergebnisse bei der Untersuchung des Val66Met
Polymorphismus des BDNF-Gens in unterschiedlichen ethnischen Gruppen
dokumentiert.

In einer asiatischen Meta-Analyse und in einer japanischen Fall-Kontroll-Studie
von Naoe et al., (2007) wurden keine signifikanten Assoziationen zwischen dem
Val66Met Polymorphismus des BDNF-Gens und derSchizophrenie gefunden.
Es konnte auch kein Zusammenhang mit dem Zeitpunkt des Krankheitsbeginns
hergestellt werden. Auch Tochigi et al. (2006) fanden keine Anzeichen flr einen
Zusammenhang des Val66Met Polymorphismus des BDNF-Gens und einer

Schizophrenieerkrankung in einem japanischen Patientenkollektiv. Hingegen
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wurde in einer weiteren japanischen Assoziationsstudie von Numata et al.
(2006) und in einer afrikanisch-amerikanischen Assoziationsstudie von Chao et
al. (2008) wiederum Uber einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Val66Met Polymorphismus des BDNF-Gens und dem Zeitpunkt des
Krankheitsbeginns sowie der Symptomstarke berichtet. Zwei unabhéngige
schwedischen Assoziationsstudien von Jénsson et al. (2006) und Varnas et al.
(2008) bestatigten diese positive Korrelation.

Ebenso zeigten Zhang H et al. (2006) in mehreren Assoziationsstudien des
Val66Met Polymorphismus des BDNF-Gens und der Alzheimererkrankung, der
affektiven Verhaltensstérungen, der posttraumatischen Stressstorung, der
Schizophrenie und der Alkohol-/Drogenabhéngigkeit keine signifikanten
Korrelationen.

Ein fehlender Zusammenhang besteht auch fur die Untersuchung einer
Assoziation des Val66Met Polymorphismus des BDNF-Gens und der
Alzheimererkrankung bei Saarela et al. (2006) in einem finnischen Kollektiv mit
Alzheimer- und Parkinsonpatienten. He et al. (2007) beschrieben in einem
chinesischen  Kollektiv  eine  fehlende  Assoziation zwischen  der
Alzheimererkrankung und dem Val66Met Polymorphismus des BDNF-Gens.
Eine positive Korrelation lieferten hingegen die japanische Alzheimer-
Assoziationsstudie von Hashimoto et al. (2008) und die italienischen

Assoziationsstudie von Cozza (2008).

4.2.3. Interaktion zwischen dem Dopaminrezeptor D3 (DRD3)-Ser9Gly-
Polymorphismus und dem Brain derived neurotrophic factor (BDNF)-
Val66Met-Polymorphismus

Weil keine Allel-Assoziation oder Genotyp-Assoziation der beiden untersuchten
SNP beobachtet wurde, wurde mittels logistischer Regression die verbleibende
Mdoglichkeit untersucht, dass ihre gegenseitige Wechselwirkung oder andere
Interaktionen zum Risiko einer Opiatabhangigkeit beitragen. DRD3- und BDNF-
Genotypen wurden in dichotome Variablen transformiert, dabei wurden als
unabhéangige Varianten das Geschlecht und der dichotomisierte SSS (mit
Werten 225 oder < 24) berlcksichtigt. Nach der Bildung paarweiser Produkte
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erfolgte eine schrittweise logistische Regression. Bei allen statistisch ermittelten
Kombinationen konnte keine signifikante gegenseitige Wechselwirkung oder
andere Interaktionen festgestellt werden, die zum Risiko einer
Opiatabhéngigkeit beitragen.

Es bestatigte sich die Hypothese, dass Personen mit einem Sensation-Seeking-
Score = 25 eher zu einer Opiatabhéangigkeit neigen als Personen mit einem
Sensation-Seeking-Score < 24.

Eine Assoziation der Opiatabhangigkeit mit Dopaminrezeptor D3- oder BDNF-
Polymorphismen konnte auf neuropathologischer Ebene Uber eine Stérung der
dopaminergen Neurotransmission erklart werden. Di Chiara et al. (1992)
postulierten, dass Substanzen mit Abhangigkeitspotential die dopaminerge
Aktivitdt im mesolimbisch-mesokortikalen Reward-System stimulieren und
dadurch angenehme Geflihle erzeugen, so dass diese Substanzen wiederholt
zugefihrt werden (Di Chiara et al., 1992; Wise und Rompre, 1989). Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass eine Aktivierung des mesokortiko-limbischen
Systems auch durch externe Stimuli erfolgen kann (Horvitz et al., 1997).
Demnach wirde das Dopamin nicht als Mediator fiur ein Gefuhl der Freude
beziehungsweise Belohnung dienen, sondern als eine Lernhilfe. Somit liel3en
sich Befunde erklaren, nach denen fortgesetzter Drogenkonsum (zum Beispiel
von Kokain oder Nikotin) immer weniger mit der Erzeugung von Wohlbefinden
einhergeht (Wickelgren, 1997). Diese Theorie wirde auch die starke
Ablenkbarkeit von Patienten mit Schizophrenie oder hyperkinetischen
Syndromen erklaren, bei denen man eine Uberaktivitait des mesokortiko-
limbischen Systems annimmt.

In den letzten Jahren hat sich eine differenziertere Betrachtungsweise der Rolle
des Dopamins im Belohnungs-System durchgesetzt, bei der die Rolle des
Dopamins zwar auch mit dem Gefuhl der Belohnung, mehr aber mit dem Gefuhl
der Begierde beziehungsweise der motivierten Aufmerksamkeit assoziiert wird
(Franken et al., 2005).

Guillin et al. (2001) demonstrierten in Rattenversuchen die BDNF-abhangige
Regulation der DRD3-Gene im Striatum. Jeanblanc et al. (2006) zeigten, dass

die BDNF-Expression, und somit auch die DRD3-Expression, durch Ethanol
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erhoht wird, hingegen aber die Dopamin D1- und D2-Expression davon nicht
gesteigert werden kann. McGough (2004) erértert, dass die Aktivierung der
BDNF-Signalkaskade zu einer Hochregulierung der Downstream-Gene fihrt, zu
denen auch das den Ethanolkonsum erhdhende, Dopaminrezeptor D3-Gen
gehort.

Flanagin et al. (2006) beschaftigten sich mit einer Assoziation zwischen BDNF-
Val66Met-Genotyp und einer subjektiven sowie objektiven Amphetaminwirkung.
Amphetamine sind indirekte Dopamin-Agonisten. Sie konnten bei gesunden
Testpersonen, trotz subjektiv geringer Erregung, eine Steigerung der
Herzfrequenz bei Personen mit einem homozygoten Val/Val-Genotyp im
Vergleich zu einem homozygoten Met/Met-Genotypen beziehungsweise einem
heterozygoten Met/Val-Genotyp zeigen.

Die Studienergebnisse der genannten Literatur fihren zu der Hypothese, dass
eine enge Kopplung zwischen den Genvarianten im DRD3 und BDNF besteht
und diese sich auf eine Entwicklung und Aufrechterhaltung einer

Opiatabhangigkeit auswirkt.

Diese vorliegende Arbeit kann die Hypothese einer Kopplung des Val66Met-
Polymorphismus des BDNF-Gens und des Ser9Gly-Polymorphismus des

Dopamin D3-Gens jedoch nicht bestarken.

4.2.4. Populationsstratifikation

Die Haufigkeiten der Polymorphismen zwischen den unterschiedlichen
ethnischen Populationen variiert erheblich, dabei spricht man von einer so
genannten Populationsstratifikation. So ist es durchaus mdglich, dass
unterschiedliche Ergebnisse bei der Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen Polymorphismen und dem Krankheitsbild der Opiatabh&angigkeit durch
einen Populationsstratifikations-Bias zustande kommen kdnnen (Goldman et
al., 1993; Barr et al., 1993; Gelernter et al.,1998; Kidd et al., 1998; Blomqvist et
al., 2000). Innerhalb einer ethnisch homogenen Gruppe ist jedoch die Frequenz
einer Variation heterogen (De Mille et al., 2002). Bei der vorliegenden Studie
wurden sowohl bei den opiatabhdngigen Personen als auch beim

Kontrollkollektiv nur deutsche Personen einbezogen, somit lag eine ethnisch
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und kulturell homogene Gruppe vor, so dass ein Populationsstratifikation-Bias
minimiert werden kann.

Ein weiterer Grund fur die moglicherweise falsch positive Korrelation zwischen
der homozygoten Allelverteilung und einer Opiatabh&angigkeit kann zum Beispiel
auch sein, dass die betrachtete Genvariante nicht selbst die kausal bedingte
relevante Mutation ist, sondern dass eine populationsspezifische Mutation zur
Forderung einer mdglichen Opiatabhangigkeit in enger Verknipfung mit der
Genvariante steht. Solche populationsspezifischen Mutationen kdnnen
durchaus auch in regulatorischen Genregionen (Promotorregion) lokalisiert
sein. Letztlich kann es auch maéglich sein, dass die untersuchten SNPs nur im
Zusammenspiel mit  anderen, jetzt noch nicht identifizierten,
populationsspezifischen oder 0Okologischen Faktoren wirken. Eine weitere
Uberlegung ist, dass die untersuchten Genvarianten als Empfindlichkeitsgen
oder Modifizierungsgen agieren. Dies bedeutet, dass das Gen nicht
notwendigerweise fur die Expression der Krankheit verantwortlich ist, aber es
das Erkrankungsrisiko erh6ht oder den Krankheitsverlauf andert.

4.2.5. Einschlusskriterien des Patientenkollektivs und Subgruppierungen
Ein Problem bei der Studienplanung betrifft die Einschlusskriterien zur
Aufnahme der sichtigen Patienten in das Patientenkollektiv. Dabei ist es beim
Vergleich und der Beurteilung der Ergebnisse von unterschiedlichen
Assoziationsstudien ganz entscheidend, dass identische oder aquivalente
Einsschlusskriterien vorliegen und dass man mdglichst einheitliche klinische
Diagnoseverfahren anwendet.

Einschrankend in dieser Studie konnte die Selektion der Opiatabhangigen
wirken, welche alle an einer stationaren Entwéhnungstherapie teilnahmen und
somit selektiv als motiviert und abstinenzwillig betrachtet werden kénnen. Somit
wurde hier nur eine Subgruppe von Opiatabhangigen angesprochen, die
Studienergebnisse sind somit streng genommen nicht reprasentativ fur die
Gesamtheit der Opiatabhéngigen. Es kdnnen Vermutungen aufgestellt werden,
ob diese Untersuchung in einer unbehandelten Feldstudie zu einem ahnlichen

Ergebnis fuhren wirde.
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Eine weiteres Selektionskriterium fir die Auswahl der Patienten gilt es zu
berticksichtigen: Bei der Auswahl der Patienten sollte es sich idealer Weise um
Patienten handeln, die ausschlie3lich Opiate konsumieren und keine weiteren
suchterzeugenden Substanzen (Polytoximanie). Dieses Phanomen wird jedoch
insbesondere bei den Opiatabhangigkeitserkrankungen haufig beobachtet.
Dabei bedarf es der Ehrlichkeit der Patienten, eine Polytoximainie den
Studienleitern zu melden, wenn es sich um Drogen handelt, die nicht in den
routinemanigen Drogen-Screeninguntersuchungen nachzuweisen sind.

Auf Grund der unterschiedlichen Varianz von genetischen Polymorphismen und
Umweltfaktoren, welche einen individuellen Einfluss auf die Entstehung und
Aufrechterhaltung einer Suchtentwicklung haben, stellt sich die Frage, ob jede
Person eine individuell beeinflussbare Pradisposition zeigt. Dies wirde zu der
Schlussfolgerung fuhren, dass man Probanden in potentielle Subtypen einteilen
konnte. Geht man beispielsweise von einem ,genetischen Subtypen“ im
Gegensatz zum ,Personlichkeits-Subtypen® aus, so hiel3e dies, dass bestimmte
Polymorphismen oder eine Kombination aus bestimmten Polymorphismen als
Marker fur die Entstehung einer Suchtentwicklung dienen. Dabei ist zu
beachten, dass der Polymorphismus auf Grund der polygenen Vererbung nicht
als diagnostischer Marker per se zu verwenden ist, jedoch eine mdgliche
Disposition vorhersagt. So konnte zum Beispiel in anderen Bereichen eine
positive Assoziation zwischen Polymorphismen und der Alzheimer-Erkrankung,
der Entstehung von Psychosen, der Suizidalitat und Kokain-induzierter

Psychosen gezeigt werden (Gelernter et al., 1999).

4.2.6. Okologische Faktoren

Beeinflusst durch ©kologische Faktoren, Familie, Bildung und genetische
Risikofaktoren spielen die Interaktion aus Vulnerabilitat, Modalitaten des
Opiatkonsums, die Motivation als auch positive Verstarkerfunktionen eine
wesentliche Rolle bei der Entstehung einer Opiatabhangigkeit aber auch
anderer Abhangigkeitserkrankungen. Trotz der kontroversen Befunde scheint
ein genetischer Beitrag zur Entstehung der Opiatabhangigkeit zumindest
teilweise plausibel zu sein. Hettema et al. (1999) und White et al. (2003)
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postulierten die Annahme einer Interaktion von Genetik und Umwelt. Dartber
hinaus ziehen sie Umwelteinfliisse, ein geringes Bildungsniveau, einen hohen
Level an Neurotizismus und Extrovertiertheit sowie eine breite Vielfalt an
psychiatrischen Erkrankungen ursachlich in Betracht. Nicht zuletzt deshalb
sollte bei der Patientensauswahl mdglichst sichergestellt sein, dass die

Patienten an keiner weiteren psychiatrischen Erkrankung leiden.

4.2.7. Komorbiditat

Bei der Untersuchung der genetischen Ursachen der Opiatabhéngigkeit
missen Komorbiditaten als wichtige Storgrof3en beriicksichtigt werden (van den
Bree et al.,, 1998). Die Vielzahl der Komorbiditaten der Opiatabhangigkeit
erfordert entweder die Bildung von Subgruppen, bei denen der Phanotyp
prazise definiert wird, oder multivariante Analysen, bei denen die
Komorbiditaten der Opiatabhangigkeit als mdgliche Einflussfaktoren
eingeschlossen werden. Bei der Durchfiihrung von multivarianten Analysen sind
in Abh&ngigkeit von der Anzahl der untersuchten Einflussfaktoren allerdings
hohere Fallzahlen erforderlich, die vermutlich nur im Rahmen von Multicenter-
Studien erzielt werden kdnnen.

Die Komorbiditat der Opiatabhéangigkeitserkrankung mit anderen psychischen
Erkrankungen stand bereits in den letzten Jahrzehnten im Fokus der
Wissenschaft. Dabei ist fraglich, welchen Einfluss die in der Literatur vielfach
beschriebene enge Assoziation der Opiatabhangigkeit mit zahlreichen anderen
Krankheitsbildern hat. Nach dem heutigen Kenntnisstand der klinischen
Forschung wird die Opiatabhéangigkeit nur selten nicht von einer Komorbiditat
begleitet. Bestes Beispiel hierfur ist die Schizophrenieerkrankung. Regier et al.
(1990) zeigten in ihrer Untersuchung, dass unter den schizophrenen Patienten
die Drogenabhangigkeit viel hoher ist als in der normalen Bevdlkerung. Die
Untersuchung von Krebs et al. (1998) wies eine signifikante Assoziation der
beiden Erkrankungen bei homozygoten Allel 1 Tragern des Dopaminrezeptor
D3-Gens auf.
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4.2.8. Sensation-Seeking-Score

Bei der gemeinsamen Betrachtung des Ser9Gly-Polymorphismus des
Dopaminrezeptor D3-Gens und des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-
Gens sowie weiterer Kovariablen wurden als unabhangige Variablen fir eine
logistische Regression das Geschlecht und der dichotomisierte Sensation-
Seeking-Score definiert. Dabei zeigte sich der Sensation-Seeking-Score als
einzige Variable, die bei einer schrittweisen logistischen Regression in das
Modell aufgenommen wurde. Das bedeutet, dass die opiatabh&ngigen
Patienten, unabhangig von der genotypischen Verteilung der untersuchten
Polymorphismen, im Vergleich zu der Kontrollgruppe einen hohen Sensation-
Seeking-Score besitzen. Somit kann ein hoher Sensation-Seeking-Score (SSS
2 25) als Schwachstelle fur einen Drogenmissbrauch in der normalen
Bevolkerung angesehen werden. Dieser Zusammenhang ist bereits aus den
Untersuchungen von Kilpatrick (1976), Fulker, Eysenck und Zuckerman (1980)
sowie Everett und Palmgreen (1995) bekannt.

Es kann in der vorliegenden Arbeit jedoch kein Zusammenhang eines erhdhten
Sensation-Seeking-Scores mit einer homogenen Allelverteilung des Ser9Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens oder des Val66Met-
Polymorphismus des BDNF-Gens festgestellt werden.

Dieses Ergebnis ist widerspruchlich zu den Studienergebnissen von Duaux et
al. (1998), die eine vermehrte homozygote Allelverteilung des Ser9Gly-
Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens bei opiatabhangigen Patienten
mit einem SSS = 25 zeigten. Unter der Kenntnis, dass suchterzeugende
Psychostimulantien wie Opiate, Kokain und Amphetamine alle das
mesolimbische-dopaminerge System stimulieren, wurde von Duaux et al.
(1998) postuliert, dass das dopaminerge Belohnungs- und Kontrollsystem als
priméres Substrat fir Sensation-Seeking anzusehen ist.

Dieser Zusammenhang wurde bereits in friheren Studien untersucht. Dabei
konnte korrelierend zu den Beobachtungen bei Menschen in Versuchen mit
Ratten beobachtet werden, dass diese nach Stimulation mit Psychostimulantien
eine gesteigerte Entdeckungslust in neuer Umgebung zeigten (Piazza, 1989).

Interessanterweise konnte auch bei der Untersuchung von Dopaminrezeptor D3
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Knock-out Mausen (Accili, 1996) und selektiven Dopaminrezeptor D3-
Antagonisten eine besondere Bedeutung des Dopaminrezeptor D3 in Bezug auf
die Entdeckungslust gezeigt werden (Sautel, 1995; Waters, 1993). Anscheinend
neigen Drogenabhéngige zu einem hoheren Sensation-Seeking-Score,
insbesondere bei einer Abhangigkeit mit dem indirekten Dopamin-Agonist
Amphetamin (Carol, 1977; Spotts, 1986). In einer anderen Studie fuhrte die
Gabe von Levodopa, einem direkten Dopamin-Agonist, bei Parkinsonpatienten,
die sich ihrer Umgebung gegenuber teilnahmslos verhielten, zu einem
drastischen ,Erwachen, inklusive einer erhdhten Aufmerksamkeit fur ihre
Umgebung sowie anderer Zeichen eines erhdhten Sensation-Seeking-Scores
(Sachs, 1983).

Es gibt bisher keine Studien, die sich mit dem Zusammenhang des Val66Met-
Polymorphismus des BDNF-Gens und eines erhdhten Sensation-Seeking-

Scores beschaftigen.

4.3. Zusammenfassung

Seit fast zwei Jahrzehnten wird eine Beteiligung des mesolimbischen
dopaminergen Systems sowie eine individuelle genetische Variabilitat in diesem
System bei der Entwicklung einer Opiatabhangigkeit diskutiert. Neuere Studien
zeigen, dass eine weitaus umfassendere und komplexere
Entstehungsgrundlage anzunehmen ist. Die Entwicklung einer
Opiatabhéngigkeitserkrankung hat eine multifaktorielle Genese. Der Beitrag des
dopaminergen Systems ist eingebettet in einer komplexen Interaktion von
Genetik, Umwelt und Personlichkeit. Genetischen Risikofaktoren werden hierbei

eine besondere Rolle beigemessen.

Die allzu groRe Zahl von Sequenzvarianten erschwert die Auswahl der
entscheidenden Sequenzen, die moglicherweise an der Atiologie der
Opiatabhéangigkeitsentwicklung und Aufrechterhaltung der Opiatabhangigkeit
beteiligt sind. Die erbliche Disposition wird in der Regel durch mehrere Gene
bestimmt, die haufig sowohl in Wechselwirkung miteinander als auch in
Wechselwirkung mit Umwelt- und Personlichkeitsfaktoren erst zur Manifestation

fuhren. Ein ,Opiatabhangigkeits-Gen* per se wird daher nicht zu finden sein.
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Dennoch kénnten weitere Untersuchungen zeigen, dass eine Kombination aus
bestimmten Polymorphismen eine Suchtentwicklung fordert und somit eine
erhohte Disposition zur Opiatabhangigkeit darstellen kann.

Als mdgliche Gene, die fur eine Opiatabhangigkeit pradisponieren, gelten das
Dopaminrezeptor D3-Gen, das selektiv im Zentrum des Belohnungssystems
des menschlichen Gehirns exprimiert wird, und das BDNF-Gen, dessen
Einfluss auf die DRD3-Expression bekannt ist.

Eine Reihe von genetischen Assoziationsstudien in unterschiedlichen
ethnischen Populationen wurden in den letzten Jahren durchgefuhrt unter der
Annahme, dass der Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens
das Risiko far die Entstehung von substanzgebundenen
Abhangigkeitserkrankungen beeinflussen kodnnte. Die Ergebnisse dieser
Studien erbrachten zum Teil widerspriichliche Ergebnisse, ganz abgesehen
davon, dass der Vergleich der Studien auf Grund sehr unterschiedlicher
ethnischer Abstammung der Studienkollektive und sehr variabler
Patientenkollektivgro3en aul3erst schwierig ist. AuRerdem lag nur bei einer sehr
geringen Patientenanzahl ein Sensation-Seeking-Score vor, ein Charakterzug,

dem ein erhéhtes Abhangigkeitspotential zugesprochen wird.

Die vorliegende Arbeit stellt die bisher grof3te Assoziationsstudie und
Kopplungsstudie des Ser9Gly-Polymorphismus des Dopaminrezeptor D3-Gens
und des (DRD3)-und des Val66Met-Polymorphismus des Brain derived
neurotrophic factor (BDNF)-Gens zur Opiatabhéangigkeit eines ethnisch
homogenen deutschen Studienkollektivs dar, die in einer Untergruppe auch den
Charakterzug eines erhthten Sensation-Seeking-Scores (SSS) beriicksichtigt.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob eine erhéhte homozygote
Allelverteilung beziehungsweise Genverteilung des Ser9Gly-Polymorphismus
des DRD3-Gens und des Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens oder
deren mogliche Wechselwirkung als genetischer Pradiktor fur die Entwicklung
und Aufrechterhaltung einer Opiatabh&ngigkeit angesehen werden kdnnen.
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Allel- und Genotypverteilung wurden mittels molekularbiologischer Methoden
(PCR, Restriktionsenzymverdau, Gelelektrophorese) ermittelt und unter
Verwendung statistischer Standardverfahren (Chi-Quadrat-Test, Fisher’s Exact

Test, Armitage's Trendtest, TDT) ausgewertet.

Die Auswertung zeigte keine erhéhte homozygote Allelverteilung
beziehungsweise Genotypverteilung der beiden untersuchten funktionellen
Polymorphismen bei Opiatabhangigen im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe. Es konnte auch keine Interaktion zwischen dem
Dopaminrezeptor D3 (DRD3)-Ser9Gly-Polymorphismus und dem Brain derived

neurotrophic factor (BDNF)-Val66Met-Polymorphismus nachgewiesen werden.

Somit konnten die Arbeitshypothesen, in guter Ubereinstimmung zu vielen
friheren Publikationen kleiner auslandischer Arbeitsgruppen, nicht erhartet

werden.
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