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1 Einleitung

1.1 Alkoholabhéangigkeit

1.1.1 Epidemiologie und Auswirkungen der Alkoholabhangigkeit

Alkoholabhangigkeit stellt durch ihre weitreichenden gesundheitlichen und
soziookonomischen Folgen fur Betroffene und deren Angehorige eine
bedeutende Herausforderung dar und tragt wesentlich zur globalen
Krankheitslast (burden of disease) bei (Griswold et al. 2018). Dennoch ist der
Konsum von Alkohol in vielen Landern — insbesondere in Deutschland — weit
verbreitet und gesellschaftlich akzeptiert: Durchschnittlich konsumiert jeder
deutsche Einwohner' jahrlich etwa 10 bis 11 Liter reinen Alkohol (John und
Hanke 2018). Die 12-Monats-Pravalenz fur Alkoholabhangigkeit in Deutschland
betragt basierend auf Daten des Epidemiologischen Suchtsurveys von 2018
1.6 Millionen (im Alter zwischen 18 und 64 Jahren)— also 3.1 % der
erwachsenen Bevolkerung (Atzendorf et al. 2019). Weltweit waren nach Daten
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) im Jahr 2019 schatzungsweise 3.7 %
(209 Millionen  Menschen) der Bevolkerung im Alter ab 15 Jahren
alkoholabhangig (WHO 2024). Durch den schadlichen Konsum von Alkohol
starben im selben Jahr weltweit 2.6 Millionen Menschen — dies entspricht 4.7 %
aller Todesfalle in diesem Zeitraum (WHO 2024). In Deutschland waren im Jahr
2016 62.000 Tode auf alkoholbezogene Todesursachen zuruckzufuhren (John et
al. 2022). Das Gesundheitsrisiko ist dabei u.a. auf eine Vielzahl von
Erkrankungen zuruckzufuhren, die durch eine Alkoholabhangigkeit verursacht
oder begunstigt werden konnen. So sind in der 10. Revision der Internationalen
statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme  (ICD-10; deutsche Fassung: Bundesinstitut far
Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) im Auftrag des Bundesministeriums fur

" In der vorliegenden Dissertation wird aus Griinden der besseren Lesbarkeit das generische
Maskulinum verwendet. Die verwendeten Personenbezeichnungen beziehen sich — sofern nicht
anders kenntlich gemacht — auf alle Geschlechter.



Gesundheit (BMG) unter Beteiligung der Arbeitsgruppe ICD des Kuratoriums fur
Fragen der Klassifikation im Gesundheitswesen (KKG) (2022); International
Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems; englische
Fassung: World Health Organization (WHO) (2015)) uber 40 Diagnosen
aufgefuhrt, die in vollstandigem kausalem Zusammenhang mit Alkoholkonsum
stehen (Rehm et al. 2017). Darunter sind bspw. die psychotische Storung durch
Alkohol (codiert mit F10.5) oder die Alkohol-Polyneuropathie (codiert mit G62.1)
(Rehm et al. 2017). Missbrauchlicher Alkoholkonsum gilt zudem als wesentlicher
Risikofaktor fur viele chronische Erkrankungen wie Krebserkrankungen,
Erkrankungen der Leber oder des Herz-Kreislauf-Systems sowie fur
Verletzungen (Rehm et al. 2017). Zugleich zahlt er zu den wichtigsten
vermeidbaren Gesundheitsrisiken (Lim et al. 2012). Eine Alkoholabhangigkeit
geht aulRerdem haufig mit psychischen Komorbiditaten wie depressiven
Storungen oder Angststorungen einher (Gallagher et al. 2018; Rehm et al. 2017).
Wie eingangs erwahnt fuhrt schadlicher Alkoholkonsum neben gesundheitlichen
auch zu okonomischen Folgen: Schatzungsweise 115.9 Millionen verlorene
gesunde Lebensjahre (DALYs, disability-adjusted life years) waren im Jahr 2019
weltweit auf Alkoholkonsum zurUckzufuhren. Das entspricht 4.6 % aller
verlorenen DALYs (WHO 2024). Die direkten und indirekten volkswirtschaftlichen
Kosten des Alkoholkonsums in Deutschland betragen nach Effertz (2020) etwa
57 Milliarden Euro pro Jahr (Effertz 2020). AbschlieRend sollen auch
psychosoziale Folgen wie die Gefahrdung der Partnerschaft oder der Verlust des

Arbeitsplatzes (Batra et al. 2016) Erwahnung finden.

1.1.2 Definition und Diagnostik der Alkoholabhangigkeit

In der ICD-10 wird zwischen schadlichem Gebrauch von Alkohol (codiert mit
F10.1) und Abhangigkeitssyndrom (codiert mit F10.2) unterschieden. Die
diagnostischen Kriterien des Abhangigkeitssyndroms nach ICD-10 sind in
Tabelle 1 dargestellt und umfassen diverse Verhaltens-, kognitive und
korperliche Phanomene (Deutsche Gesellschaft fur Psychiatrie und
Psychotherapie, Psychosomatik und Nervenheilkunde (DGPPN) und Deutsche
Gesellschaft fur Suchtforschung und Suchttherapie e.V. (DG-SUCHT) 2020). Fur

die Diagnosestellung mussen dabei mind. drei der sechs aufgefuhrten Kriterien



wahrend des letzten Jahres gleichzeitig erfullt gewesen sein (DGPPN und DG-
SUCHT 2020). Der schadliche Gebrauch von Alkohol wird hingegen bei
Vorliegen einer durch Alkoholkonsum entstandenen nachweislichen
Folgeschadigung der psychischen oder physischen Gesundheit gestellt. Dabei
sollte das Konsummuster mind. einen Monat angedauert haben oder in den
letzten zwolf Monaten wiederholt aufgetreten sein (DGPPN und DG-SUCHT
2020).

Tabelle 1: Diagnosekriterien des Alkoholabhéngigkeitssyndroms nach ICD-10 (F10.2).

Kriterium

1 Starkes Verlangen oder eine Art Zwang, Alkohol zu konsumieren (Craving)

2 Schwierigkeiten, die Einnahme zu kontrollieren (Beginn, Beendigung und
Menge)

3 Korperliches Entzugssyndrom, wenn Alkoholkonsum reduziert oder
abgesetzt wird

4 Toleranzentwicklung gegenuber den Wirkungen von Alkohol

5 Fortschreitende Vernachlassigung anderer Vergnigen oder Interessen

zugunsten der Alkoholeinnahme

6 Fortdauernder Alkoholgebrauch trotz des Nachweises eindeutiger
schadlicher Folgen

Anmerkung. Zur Diagnose eines Alkoholabhangigkeitssyndroms nach ICD-10 miissen mind. drei
der sechs Kriterien wahrend des letzten Jahres gleichzeitig erfiillt gewesen sein. Basierend auf
S3-Leitlinie: Screening, Diagnose und Behandlung alkoholbezogener Stérungen, Version 2020
(DGPPN und DG-SUCHT 2020).

Im Diagnostischen und Statistischen Manual Psychischer Stérungen (DSM,
Diagnostical and Statistical Manual of Mental Disorders) findet sich seit der
funften Auflage (DSM-5; deutsche Fassung: Falkai und Wittchen (2015);
englische Fassung: American Psychiatric Association (2013)) keine
Unterscheidung mehr zwischen Alkoholmissbrauch und Alkoholabhangigkeit.
Hier wird im Gegensatz zur ICD-10 allgemein von einer Alkoholkonsumstorung
(AUD, alcohol use disorder) gesprochen, wenn zwei von elf klinischen
Merkmalen (z. B. Toleranzentwicklung oder starkes Verlangen) innerhalb von
12 Monaten erfullt waren. Die Schwere der Symptomatik wird dabei dimensional
betrachtet und in drei Schweregrade unterteilt (Batra et al. 2016).



Die Diagnosestellung erfolgt Ublicherweise Uber die oben genannten
Klassifikationsschemata von ICD-10 oder DSM-5. Laborchemische und klinische
Veranderungen konnen auf eine moglicherweise bestehende alkoholbezogene
Problematik hinweisen. Typische klinische Zeichen, die im Rahmen einer
Alkoholabhangigkeit auftreten kdnnen, sind bspw. eine Polyneuropathie, Spider
naevi oder der Foetor alcoholismus (Batra et al. 2016; Jain et al. 2021). Unter
den indirekten laborchemischen Zustandsmarkern, die z. B. Organschaden
anzeigen, sind v.a. die Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT), das mittlere
korpuskulare Volumen der Erythrozyten (MCV) sowie das kohlenhydratdefiziente
Transferrin (CDT) hervorzuheben, die bei Alkoholabhangigkeit jeweils erhoht
sind (Batra et al. 2016; DGPPN und DG-SUCHT 2020; Hannuksela et al. 2007).
Die hochste Spezifitat und Sensitivitat hat dabei nach Hannuksela et al. (2007)
die kombinierte Bestimmung von GGT und CDT (sog. Anttila-Index (Thiesen und
Hesse 2010)) (Hannuksela et al. 2007). Zu den direkten Zustandsmarkern, also
Markern, die nach Alkoholkonsum positiv sind, gehdren Ethanol, Ethylglucuronid
(EtG), Ethylsulfat (EtS) und Phosphatidylethanol (PEth). Diese Marker sind
jeweils unterschiedlich lange in unterschiedlichen Probenmaterialien (Atemluft,
Blut, Urin, Haare) nachweisbar (Andresen-Streichert et al. 2018; Nanau und
Neuman 2015; Wozniak et al. 2019). Als drittes hinweisgebendes Mittel konnen
Selbstbefragungsinstrumente wie der AUDIT (Alcohol Use Disorders
Identification Test) (siehe Abschnitt 2.3.2) eingesetzt werden (Batra et al. 2016).
DarUber hinaus besitzen epigenetische Signaturen ein grof3es Potential als
Biomarker fur Alkoholkonsum (Liu et al. 2018; Philibert et al. 2018) oder den
Therapieerfolg (Bruckmann et al. 2016).

1.1.3 Therapie der Alkoholabhangigkeit

Die S3-leitliniengerechte Therapie der Alkoholabhangigkeit entspricht in
Deutschland der Qualifizierten Entzugsbehandlung (QE) (DGPPN und DG-
SUCHT 2020; Kiefer et al. 2016). Bei der i. d. R. dreiwdchigen QE wird die
Uberwiegend  pharmakotherapeutische  Behandlung des  korperlichen
Entzugssyndroms (entsprechend einer sog. korperlichen Entgiftung) um die
psychiatrische/psychotherapeutische Behandlung der zugrundeliegenden
Alkoholabhangigkeit erweitert (Diehl und Mann 2004; Kiefer et al. 2016).



Wahrend bei der korperlichen Entgiftung v.a. die Behandlung von
Entzugssymptomen (z. B. erhdhte Angstlichkeit, Tremor, Schwitzen, Ubelkeit)
sowie die Vermeidung potentiell letaler Komplikationen (z. B. Delirium tremens
oder epileptisches Ereignis) im Vordergrund steht, beinhaltet die QE u. a.
zusatzlich eine Motivationsbehandlung und Psychoedukation in Form von Einzel-
und/oder Gruppentherapien (Batra et al. 2016; DGPPN und DG-SUCHT 2020).
Medikamentos kommen bei der Entzugsbehandlung als Mittel der ersten Wahl
Benzodiazepine oder Clomethiazol zum Einsatz. Diese kodnnen
situationsabhangig um andere Medikamente erweitert werden (DGPPN und DG-
SUCHT 2020; Witkiewitz et al. 2019). Unterstitzend sind fur die
Aufrechterhaltung der Abstinenz nach der Entzugsbehandlung in Deutschland
derzeit (2024) Acamprosat und Naltrexon (ein Opioid-Antagonist) — sog. Anti-
Craving-Medikamente — als wichtigste Vertreter zugelassen. Nalmefen kann zur
Trinkmengenreduktion eingesetzt werden (DGPPN und DG-SUCHT 2020).
Neben den erwahnten Medikamenten soll nahtlos an die Entzugsphase eine
Postakutbehandlung wie eine medizinische Rehabilitation angeboten werden.
Ubergeordnetes Ziel stellt dabei die Abstinenz dar (Batra et al. 2016; DGPPN
und DG-SUCHT 2020).

Eine flachendeckende Therapieversorgung ist derzeit jedoch nicht gewahrleistet:
Mekonen et al. (2021) stellten fest, dass lediglich 16.5 % der Menschen, die an
einer Alkoholabhangigkeit leiden, eine Behandlung erhalten (Mekonen et al.
2021). Nach Daten der WHO schwankt der Anteil der Alkoholabhangigen, die in
Kontakt mit Therapieangeboten stehen, stark zwischen Hoch- (Uber 40 %) und
Niedrigeinkommenslandern (nahezu 0 %) (WHO 2018). Die therapeutische
Unterversorgung ist zum Teil auch darauf zurickzufuhren, dass viele Betroffene
vor der Inanspruchnahme einer Behandlung zuriuckschrecken (DGPPN und DG-
SUCHT 2020). In Deutschland ist auerdem nach Kiefer et al. (2016) die
Umsetzung einer 21-tagigen QE mit den in der Psychiatrie-Personalverordnung
vorgesehenen Personalressourcen nicht moglich (Kiefer et al. 2016).

1.1.4 Ruckfall bei Alkoholabhangigkeit
Trotz etablierter therapeutischer Moglichkeiten sind die Ruckfallraten auch nach

initial erfolgreicher Therapie hoch: Innerhalb eines Jahres erleiden etwa 50 bis



70 % der Patienten einen Ruckfall (Durazzo und Meyerhoff 2017; Hunt et al.
1971; Nguyen et al. 2020; Schellekens et al. 2015). Auch nach mehreren Jahren
erreichen nach Fleury et al. (2016) lediglich 50 % der Patienten eine Remission
(Fleury et al. 2016). Diese Zahlen verdeutlichen den Verbesserungsbedarf der
vorhandenen Therapien. Die Wahrscheinlichkeit fur einen Ruckfall wird dabei von
verschiedenen Faktoren Dbeeinflusst: Wahrend bspw. psychiatrische
Komorbiditaten (z. B. Angststorung), Craving, Konsum anderer Substanzen und
gesundheitliche Faktoren einen Ruckfall begunstigen, wirken ein unterstiutzendes
soziales Netzwerk sowie Selbstvertrauen protektiv (Schellekens et al. 2015;
Sliedrecht et al. 2019). Psychologische und psychobiologische Modelle, die u. a.
Neurotransmittersysteme,  Entscheidungsfindung und Lernmechanismen
beleuchten, versuchen die Hintergrinde des Ruckfallphanomens zu erklaren
(Connors et al. 1996; Garbusow et al. 2014; Sebold et al. 2017). Einige Autoren
versuchten daruber hinaus Vorhersagemodelle und potentielle Biomarker eines
erhohten Ruckfallrisikos zu identifizieren (Hendershot et al. 2011; Kinreich et al.
2021; Miller et al. 1996). Letztere umfassen bspw. hirnmorphologische
Parameter wie das Volumen des rechten kaudalen und rostralen anterioren
cingularen Cortex (ACC) oder das Gesamtvolumen des rechts-frontalen Cortex
(Durazzo und Meyerhoff 2017), aber auch genetische Polymorphismen wie den
Val66Met-Polymorphismus des BDNF(brain-derived neurotrophic factor)-Gens
(Wojnar et al. 2009).

1.1.5 Atiologie der Alkoholabhingigkeit

Die Entwicklung einer Alkoholabhangigkeit ist komplex und basiert sowohl auf
genetischen und neurobiologischen als auch auf psychologischen und
umweltbedingten Veranderungen bzw. Vorgangen. Die Erblichkeit einer AUD
wird in einer Metaanalyse von zwolf Zwillings- und funf Adoptionsstudien von
Verhulst et al. (2015) auf etwa 50 % geschatzt (Verhulst et al. 2015). Varianten
einer Vielzahl von Genen sind dabei mit dem Risiko fur eine alkoholbezogene
Storung assoziiert (Edenberg und Foroud 2013; Tawa et al. 2016). Hierzu zahlen
insbesondere Gene, die fur Enzyme des Alkoholmetabolismus codieren, wie das
Alkoholdehydrogenase-1B-Gen (ADH1B) und das Aldehyd-Dehydrogenase-2-
Gen (ALDH?Z2) (Edenberg und McClintick 2018) — aber z. B. auch Gene, die in



Neurotransmittersystemen eine Rolle spielen (Edenberg et al. 2004; Ray und
Hutchison 2004; Wang et al. 2004). Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs,
single nucleotide polymorphism) sowohl in ADH1B als auch in ALDHZ2 erweisen
sich dabei als protektive Faktoren einer AUD (Bierut et al. 2012; Hurley und
Edenberg 2012; Li et al. 2012; Wall et al. 2003). Aus psychologischem
Blickwinkel tragen insbesondere operante und klassische
Konditionierungsprozesse zum Alkoholverlangen bei: Die ,Belohnung“ durch die
als angenehm empfundenen psychotropen Wirkungen des Alkohols wie
Stimmungsaufhellung und Enthemmung (positive Verstarkung) sowie durch die
Unterdrickung negativer Emotionen oder das Beenden von Entzugssymptomen
durch erneuten Alkoholkonsum (negative Verstarkung) motiviert gemeinsam mit
der Kopplung an Umgebungsstimuli zum Konsum (Batra et al. 2016; Koob 2003;
Koob und Volkow 2016). Den psychotropen Wirkungen, aber auch den
ablaufenden Lernprozessen und letztlich der Abhangigkeitsentwicklung liegen
strukturelle und funktionelle neuroadaptive Prozesse des Gehirns zugrunde
(Koob und Volkow 2016; Seo und Sinha 2015): Chronischer Alkoholkonsum fuhrt
zu Veranderungen in Hirnarealen wie dem Mittelhirn, dem limbischen System
inklusive Amygdala und dem prafrontalen Cortex — Areale, die mit motiviertem
Verhalten sowie Stress- und Emotionskontrolle in Zusammenhang stehen
(Witkiewitz et al. 2019). An der positiven Verstarkung im Zusammenhang mit
Alkoholkonsum sind v. a. die Neurotransmitter Dopamin, Serotonin, Gamma-
Aminobuttersaure (GABA), Opioidpeptide und Endocannabinoide beteiligt (Koob
und Volkow 2016). Bei der negativen Verstarkung spielen Erhohungen des
Corticotropin-Releasing-Faktors und des glutamatergen Systems sowie die
Herabregulation der GABA-Ubertragung eine Rolle (Koob und Volkow 2016).
Viele dieser Neurotransmittersysteme und das Belohnungssystem werden durch
langfristige Alkoholexposition adaptiv verandert, sodass eine Abhangigkeit
resultiert (Koob und Volkow 2016; Robison und Nestler 2011; Seo und Sinha
2015). Ein Entzug von Alkohol geht mit einer entsprechenden Dysfunktion des
Nervensystems einher (Koob 2003; Koob und Volkow 2016). Fur eine detaillierte
Darstellung der komplexen zugrundeliegenden neurobiologischen Mechanismen
sei auf Ubersichtsarbeiten zu diesem Thema wie bspw. von Egervari et al. (2021),



Koob und Volkow (2016) oder Seo und Sinha (2015) verwiesen (Egervari et al.
2021; Koob und Volkow 2016; Seo und Sinha 2015).

Auch die politische Akzeptanz von Alkoholkonsum sowie die standige
Verfugbarkeit von Alkohol vereinfachen die Entstehung eines schéadlichen
Konsummusters (Anderson et al. 2009; Campbell et al. 2009; Popova et al.
2009). Zusatzlich kann das Risiko fur die spatere Ausbildung eines
Abhangigkeitssyndroms  bereits im  Kindesalter durch fruhkindliche
Stresserfahrungen (early life stress) erhoht werden (Enoch 2011).

Bei der Entstehung von Krankheiten, inklusive der Alkoholabhangigkeit, spielt
neben genetischen Faktoren und Umwelteinflissen auch deren Interaktion, also
die Wechselwirkung der genetischen Varianten mit den personlichen
Umgebungsbedingungen  (auch unter GxE (Gen-Umwelt-Interaktion)
zusammengefasst) eine wichtige Rolle (Hunter 2005; Young-Wolff et al. 2011).
Ein Mechanismus, uUber den Umweltfaktoren wirken konnen, ist die sog.
Epigenetik (Meaney 2010). Diese soll im Folgenden zunachst allgemein (siehe
Abschnitt 1.2) und anschlieBend im Zusammenhang mit Alkoholabhangigkeit
(siehe Abschnitt 1.3) genauer erlautert werden.

1.2 Epigenetik

Die Expression unserer Gene wird von genetischen und epigenetischen
Veranderungen an der Desoxyribonukleinsaure (DNA, desoxyribonucleic acid)
beeinflusst. Epigenetik ist dabei ein Uberbegriff fir eine Reihe reversibler
Modifikationen der DNA, die deren Sequenz (im Gegensatz zu genetischen
Veranderungen) nicht verandern. Sie erklart, warum Zellen mit gleichem Genotyp
einen unterschiedlichen Phanotyp, inklusive differentieller Funktion, ausbilden
konnen (Bonasio et al. 2010) und umfasst u. a. DNA-Methylierung (DNAm),
Histonmodifikationen und nichtcodierende Ribonukleinsauren (ncRNA) (Romani
et al. 2015). Diese epigenetischen Veranderungen sind eng miteinander
verknupft und beeinflussen sich gegenseitig (Cedar und Bergman 2009; Romani
et al. 2015).

DNAm stellt einen wichtigen und einen der am besten untersuchten molekularen

Mechanismen in der epigenetischen Vermittlung von GxE dar (Campagna et al.



2021; Jaenisch und Bird 2003) und wird in Abschnitt 1.2.1 genauer beleuchtet.
Histonmodifikationen (z. B. Histonmethylierung, -acetylierung
oder -phosphorylierung (Strahl und Allis 2000)) wirken sich auf den
Kondensierungsgrad des Chromatins aus und beeinflussen damit, ob die DNA in
einem lockeren, transkriptionsaktiven oder einem dichteren,
transkriptionsinaktiven Zustand vorliegt (Kouzarides 2007). Bei ncRNAs handelt
es sich um eine Reihe spezieller Ribonukleinsauren (RNAs), die nicht in Proteine
translatiert werden, sondern Vvielseitige Funktionen im Rahmen der
transkriptionellen und posttranskriptionellen Regulation der Genexpression
erfullen (Kaikkonen et al. 2011).

Diese epigenetischen Modifikationen ermdoglichen durch ihre Plastizitat die
adaptive Programmierung des Genoms an eine sich andernde Umgebung und
werden von internen und externen Stimuli beeinflusst. Dazu zahlen bspw.
Geschlecht (Lam et al. 2012; Xia et al. 2021), Ethnie (Coit ef al. 2015; Lam et al.
2012), Stress (Hunter 2012; Lam et al. 2012), Alter (Heyn et al. 2012; Refn et al.
2023; Saul und Kosinsky 2021; Seale et al. 2022), Ernahrung (Guo et al. 2020;
Ling und Ronn 2019), Alkoholkonsum (Zakhari 2013), Rauchen (Breitling et al.
2011; McCartney et al. 2018; Zeilinger et al. 2013), Umweltgifte (Bollati und
Baccarelli 2010; Hou et al. 2011; Romani et al. 2015), Einflisse in der
Fetalperiode (Heijmans et al. 2008; Ladd-Acosta et al. 2016) oder fruhkindliche
widrige Lebensumstande (Anacker et al. 2014; Roth et al. 2009) und — zumindest
bei Ratten und Mausen — Einflisse auf vorige Generationen: Epigenetische
Muster konnen nicht nur bei der Mitose innerhalb eines Individuums erhalten
bleiben (Zaidi et al. 2010), sondern sind Uber die Meiose auch an die nachste
Generation, also zwischen Individuen vererbbar (Transgenerationseffekt)
(Anway et al. 2005; Fitz-James und Cavalli 2022; Morgan et al. 1999).

1.2.1 DNA-Methylierung (DNAm)

Unter DNAm versteht man die durch DNA-Methyltransferasen (DNMTSs)
katalysierte, kovalente Bindung einer Methylgruppe an das Kohlenstoffatom in
Position 5 eines Cytosins, wodurch 5-Methylcytosin entsteht (Doerfler 1983)
(siehe Abbildung 1). Die Methylgruppe stammt dabei von S-Adenosylmethionin
(SAM), das durch die Abspaltung zu S-Adenosylhomocystein (SAH) wird (Chiang



et al. 1996) (siehe Abbildung 1). Man unterscheidet zwei Arten von DNMTs: Die
DNMT1 ist uberwiegend fur die sog. Erhaltungsmethylierung zustandig, sorgt
also dafur, dass DNAmM-Muster uber die Zellteilung hinweg erhalten bleiben
(Bestor et al. 1988; Goll und Bestor 2005). Die DNMT3A und die DNMT3B
hingegen katalysieren v. a. de-novo-DNAm, also neue Methylierungen an bis
dahin nicht modifizierter DNA (Okano et al. 1999; Okano et al. 1998).

NH:
SAH N/ CH;
J.\ DNA-Methylierung O)\ N
DNMT1, DNMT3A, DNMT3B H
Cytosin 5-Methylcytosin

Abbildung 1: Ablauf der DNA-Methylierung. DNA-Methyltransferasen (DNMTSs) katalysieren
die kovalente Bindung einer Methylgruppe (CHs) an die C5-Position eines Cytosins, wobei 5-
Methylcytosin entsteht. S-Adenosylmethionin (SAM) dient als Methylgruppendonator und wird
durch die Abspaltung der Methylgruppe zu S-Adenosylhomocystein (SAH). DNMT1 erhalt
bestehende DNA-Methylierungsmuster Uber die Zellteilung hinweg, DNMT3A und DNMT3B sind
de-novo-DNMTs und methylieren bis dahin unveradnderte DNA. Erstellt mit BioRender.com, in
Anlehnung an Meda et al. (2011).

DNAm ist wie andere epigenetische Modifikationen reversibel — die DNA kann
also auch wieder demethyliert werden (Ramchandani et al. 1999). Die Initiierung
von aktiven und passiven Demethylierungsprozessen erfolgt hierbei durch
Methylcytosin-Dioxygenasen der TET(ten-eleven translocation)-Familie (He et al.
2011; lto et al. 2011; Pastor et al. 2013; Tahiliani et al. 2009). 5-Methylcytosin
unterliegt daruber hinaus auch der spontanen Desaminierung zu Thymin
(Holliday und Grigg 1993).

DNAm erfolgt bei Eukaryoten v. a. an Cytosinen, denen ein Guanin folgt — sog.
CpG(Cytosin-(Phosphat-)Guanin)-Dinukleotiden (Gruenbaum et al. 1981;
Sinsheimer 1955). Ein kleiner Teil der CpG-Dinukleotide findet sich geballt in sog.
CpG-Inseln (CG-Gehalt mind. 55 % (Takai und Jones 2002)) (Bird et al. 1985;
Tykocinski und Max 1984), die oft in der Promotorregion eines Gens vorkommen,
aber auch intra- oder intergenisch zu finden sind (Larsen et al. 1992; Medvedeva
et al. 2010). CpG-Dinukleotide innerhalb von CpG-Inseln sind bei Saugetieren im
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Allgemeinen eher nicht methyliert (Bird et al. 1985; Bird 1986; Gardiner-Garden
und Frommer 1987; Weber et al. 2007), CpG-Dinukleotide aulderhalb von CpG-
Inseln hingegen methyliert (Messerschmidt et al. 2014; Miranda und Jones
2007). Eine Hypermethylierung von CpG-Inseln in Promotoren fuhrt u. a. tber die
Blockierung von Transkriptionsfaktoren (Xu et al. 2010) und/oder die
Rekrutierung bestimmter Methyl-CpG-Bindeproteine (Chen et al. 2011) sowie
eine Anderung der Chromatinstruktur (Jones et al. 1998) zu einer Inhibition der
Transkription und damit der Expression des entsprechenden Gens (Miranda und
Jones 2007). Dennoch sind auch die Promotoren inaktiver Gene meistens nicht
methyliert (Weber et al. 2007). Repression durch DNAm spielt v. a. bei Genen
eine Rolle, bei denen die Repression langfristig stabilisiert werden soll (Jones
2012), wie z. B. bei Genen des inaktivierten X-Chromosoms, Genen, die der
genomischen Pragung unterliegen oder bei keimbahnspezifischen Genen
(Greenberg und Bourc’his 2019; Jones 2012). Die Rolle intra- und intergenischer
CpG-Inseln ist noch nicht vollstandig verstanden (Jones 2012; Messerschmidt et
al. 2014). Intragenische Methylierung ist im Gegensatz zu Promotormethylierung
meist mit erhohter Genexpression assoziiert (Ball et al. 2009; Rauch et al. 2009;
Yang et al. 2014); nach Aran et al. (2010) v. a. in proliferativen Zelllinien und
Geweben (Aran et al. 2010). Diese Beobachtung konnte bspw. auf die
Aufrechterhaltung der Transkriptionsleistung tber die Bewahrung vor aberranter
Transkriptionsinitiation auRerhalb von Promotoren (Dahlet et al. 2020; Neri et al.
2017) oder die Stilllegung repetitiver DNA-Sequenzen (Lorincz et al. 2004;
Pappalardo und Barra 2021) zuruckzufuhren sein. Auch bei der Regulation
alternativer Promotoren (Cheong et al. 2006; Maunakea et al. 2010) und bei
alternativem Splei3en (Shayevitch et al. 2018; Shukla et al. 2011; Yearim et al.
2015) spielt intragenische Methylierung eine Rolle. DNAm in intergenischen
Bereichen hingegen wird von Pheiffer et al. (2016) z.B. als microRNA-

regulierender Mechanismus in Betracht gezogen (Pheiffer et al. 2016).

Fehlerhaft veranderte DNAm-Muster wurden in der Vergangenheit u. a. bei
Krebserkrankungen (Jones und Baylin 2002; Nishiyama und Nakanishi 2021)
und neuropsychiatrischen Stérungen, insbesondere bei Depressionen (Zhu et al.
2023), Alzheimer-Demenz (Poon et al. 2020; Sanchez-Mut und Graff 2015),
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Schizophrenie (Magwai et al. 2021), Autismus-Spektrum-Storung (Stoccoro et al.
2023) und Substanzgebrauchsstorungen (Andersen et al. 2015; Mahna et al.
2018) gefunden. Doch auch durch den naturlichen Alterungsprozess verandern
sich die DNAm-Muster: Es zeigen sich v. a. eine globale Hypomethylierung und
lokale Hypermethylierungsereignisse (Jung und Pfeifer 2015).

Nach Shirvani-Farsani et al. (2021) werden epigenetische Signaturen, darunter
der DNAm-Status, zunehmend als entscheidende Biomarker erachtet (Shirvani-
Farsani et al. 2021). Bisher kommen sie v. a. im onkologischen Setting zum
Einsatz (lbrahim et al. 2023; Mikeska und Craig 2014), zukunftig aber
moglicherweise auch im Zusammenhang mit Alzheimer-Demenz (Fransquet und
Ryan 2018; Villa und Stoccoro 2022), anderen neuropsychiatrischen Storungen
(Shirvani-Farsani et al. 2021), Diabetes mellitus Typ 2 (Hwang et al. 2018), dem
kardio-vaskularen Risiko (Kim et al. 2010), dem Altern (Horvath und Raj 2018;
McCartney et al. 2021) oder der Geschwindigkeit des Alterns (Belsky et al. 2022).
Dabei kdnnen Biomarker diagnostisch, prognostisch und pradiktiv relevant sein.

Schlielich ist DNAm auch als potentielles Ziel neuer Therapien von Interesse.
Azacitidin und Decitabin, zwei bereits zugelassene DNMT-Inhibitoren, werden
bei verschiedenen malignen Erkrankungen des blutbildenden Systems
eingesetzt (Estey 2013; Gore et al. 2006; Issa et al. 2005). Weitere Praparate
und Anwendungsbereiche sind Gegenstand zahlreicher experimenteller und
klinischer Studien (Nervi et al. 2015; Nunes et al. 2020).

1.3 Epigenetik bei Alkoholabhangigkeit

Alkoholkonsum beeinflusst Uber molekulare Mechanismen die Aktivitat
neuronaler Schaltkreise, was zu langanhaltenden zellularen Anpassungen im
Gehirn und schlielich der Entwicklung und Aufrechterhaltung einer
Alkoholabhangigkeit fuhren kann (Egervari et al. 2021). In den letzten Jahren
ruckte daher die Epigenetik zunehmend in den Fokus von Studien zu den
Pathomechanismen der Alkoholabhangigkeit. Es verdichten sich die Hinweise,
dass die durch epigenetische Modifikationen regulierte Genexpression eine
bedeutende Rolle bei der Entstehung, der Aufrechterhaltung und auch dem

Ruckfallrisiko von Suchterkrankungen und insbesondere AUDs spielt (Berkel und
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Pandey 2017; Robison und Nestler 2011). Neben Veranderungen der DNAm, auf
die im Nachfolgenden naher eingegangen wird, finden sich auch fur ncRNA oder
Histonmodifikationen  differentielle = Muster im  Zusammenhang  mit
Alkoholabhangigkeit. Fur einen Uberblick sei bspw. auf die Ubersichtsarbeiten
von Mayfield (2017) oder Wang et al. (2023) (zu ncRNA) (Mayfield 2017; Wang
et al. 2023) bzw. Berkel und Pandey (2017) oder Bohnsack und Pandey (2021)
(zu Histonmodifikationen) (Berkel und Pandey 2017; Bohnsack und Pandey

2021) verwiesen.

Alkoholkonsum hat in der Leber Uber verschiedene Wege direkte Auswirkungen
auf die DNAm: Acetaldehyd — ein Zwischenprodukt beim Abbau von Ethanol —
inhibiert die Methioninsynthase (MS) (Kenyon et al. 1998), die die Regeneration
von Methionin aus Homocystein katalysiert (Banerjee und Matthews 1990).
Methionin  wiederum ist essentieller Bestandteii von SAM, dem
Methylgruppendonator der DNAm (vgl. Abschnitt 1.2.1). Die MS ist aullerdem
abhangig von Folat, das bei chronischem Alkoholkonsum haufig vermindert ist
(Medici und Halsted 2013). In Untersuchungen an Mausen und Ratten konnte
gezeigt werden, dass die intrahepatischen SAM-Level durch chronischen
Alkoholkonsum sinken und die SAH-Level steigen (Song et al. 2007; Song et al.
2004; Stickel et al. 2000). Durch die erhohte SAH-Konzentration wird die DNMT
inhibiert (Zakhari 2013). Gleichzeitig akkumuliert Homocystein und es kommt zu
der bei alkoholabhangigen Patienten haufig zu beobachtbaren Homocysteinamie
(Blasco et al. 2005; Bleich et al. 2005). Insgesamt fuhren diese Effekte zu einer
globalen Hypomethylierung (Bruckmann et al. 2017; Ponomarev et al. 2012;
Zakhari 2013). Diese Assoziation von erhohtem Homocysteinlevel und DNA-
Hypomethylierung konnte in einigen Studien nachgewiesen werden (Bonsch et
al. 2007; Castro et al. 2003; Ingrosso et al. 2003; Yi et al. 2000). Andere Studien
hingegen berichteten einen entgegengesetzten Zusammenhang (Bonsch et al.
2006; Bonsch et al. 2004).

Untersuchungen der DNAm auf Kandidatengen-Ebene brachten einige Gene
zum Vorschein, die bei Alkoholabhangigkeit eine differentielle Methylierung
zeigten. Darunter waren u. a. das Vasopressin-Gen (AVP) (Hillemacher et al.

2009), das Gen des homocysteine-induced endoplasmic reticulum protein
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(HERP) (Bleich et al. 2006) und das Proopiomelanocortin-Gen (POMC)
(Muschler et al. 2010).

In einer ersten epigenomweiten  Assoziationsstudie (EWAS) zu
Alkoholabhangigkeit fanden Zhang et al. (2013) bei alkoholabhangigen Patienten
im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden sowohl global als auch bei den
meisten der signifikant unterschiedlich methylierten CpG-Dinukleotide eine
Hypomethylierung (Zhang et al. 2013). Brickmann et al. (2017) fanden bei einer
in unserer Arbeitsgruppe mittels Illumina Infinium HumanMethylation450
BeadChip Arrays durchgefuhrten EWAS unter Verwendung von CD3(cluster of
differentiation 3)*-T-Zellen alkoholabhangiger Patienten vor der Therapie sowie
gesunder Kontrollprobanden insgesamt 59 unterschiedlich methylierte CpG-
Dinukleotide (Bruckmann et al. 2017). Der signifikanteste Treffer nach Benjamini-
Hochberg-Bereinigung war mit einer DNAm-Differenz von 6.6 Prozentpunkten
ein im Genkorper von HECWZ2 (HECT,-C2-and-WW-domain-containing-E3-
ubiquitin-ligase-2-Gen) lokalisiertes CpG-Dinukleotid (cg18752527) (Bruckmann
et al. 2017). Die signifikante Hypomethylierung des CpG-Dinukleotids im
HECWZ2-Gen bei Patienten konnte in einer unabhangigen Kohorte sowohl in
T-Zellen als auch in Vollblut mittels Pyrosequenzierung validiert werden, sodass
sie nach Briuckmann et al. (2017) moglicherweise zur Aufdeckung von
Mechanismen der Alkoholabhangigkeit beitragen konnte (Bruckmann et al.
2017). Das DNAm-Level von cg18752527 in HECWZ2 war dabei in hohem Mal3e
mit T-Zellen sowie NK-Zellen (naturlichen Killerzellen) assoziiert, sodass
Brickmann et al. (2017) vermuteten, dass die in Vollblut gemessene DNAmM zum
Teil von T-Zellen verursacht wurde (Bruckmann et al. 2017). Sie stellten
aulerdem ein signifikant niedrigeres globales DNAm-Level bei Patienten vor der
Behandlung im Vergleich zu Kontrollen fest, das sich nach der Behandlung
wieder dem Kontrollniveau anpasste (Brickmann et al. 2017). Diese Umkehr
konnte auch fur 7 der 59 CpG-Dinukleotide nachgewiesen werden; nicht fur das
in HECW2 gelegene CpG-Dinukleotid (Briuckmann et al. 2017). Weitere
explorative Studien enthullten z. B. veranderte Methylierungsmuster innerhalb
von Gennetzwerken, die mit inflammatorischen (Hagerty et al. 2016; Lohoff et al.
2021) oder immunologischen (Hagerty et al. 2016; Liu et al. 2018) Funktionen
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sowie Stress (Gatta ef al. 2021; Lohoff et al. 2021) assoziiert sind. Zillich et al.
(2022) identifizierten bei Analysen in postmortalen Gehirnproben von AUD-
Patienten differentiell methylierte Positionen und Regionen im Nucleus caudatus,
dem ventralen Striatum und dem ACC (Zillich et al. 2022) — Hirnregionen, die mit
pathologischen Prozessen im Rahmen der Alkoholabhangigkeit in
Zusammenhang stehen (Bauer et al. 2013; Magrabi et al. 2022; Martinez et al.
2005).

Erste Studien Uber Veranderungen der DNAm wahrend eines Alkoholentzugs
konzentrierten sich auf Kandidatengene und fanden eine verminderte
Promotormethylierung im Falle des N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoruntereinheit-
2B-Gens (NR2B) (Biermann et al. 2009) (nicht signifikant), eine erhohte
Promotormethylierung des Nervenwachstumsfaktor-Gens (NGF) (Heberlein et al.
2013), keinen Effekt beim Dopamintransporter-Gen (DAT) (Nieratschker et al.
2014), einen Anstieg der Promotormethylierung von AVP und eine verminderte
Promotormethylierung im Gen des atrialen natriuretischen Peptids (ANP) im
Vergleich zu Kontrollprobanden (Glahn et al. 2014), eine Assoziation der
Promotormethylierung des Leptin-Gens (LEP) mit Craving wahrend des Entzugs
(Hillemacher et al. 2015) sowie eine Reduktion der Promotormethylierung von
BDNF (Heberlein et al. 2015). Heberlein et al. (2015) stellten aullerdem an Tag
14 des Alkoholentzugs eine signifikant hohere Methylierungsrate bei den
Patienten fest, die langer abstinent blieben (Heberlein et al. 2015). In einer
Pilotstudie analysierten Philibert et al. (2014) die Dynamik der genomweiten
DNAm wahrend eines vierwochigen stationaren Abstinenzprogramms (Philibert
et al. 2014). Dabei zeigte sich die Tendenz, dass sich die durch schweren
Alkoholkonsum hervorgerufenen Veranderungen der DNAmM nach etwa einem
Monat Abstinenz zurtckbilden. Analysen der Signalwege ergaben, dass die
Veranderungen mit Gennetzwerken zusammenhingen, die an der Apoptose
beteiligt sind (Philibert et al. 2014). Eines der signifikantesten Ergebnisse von
Philibert et al. (2014) war die Hypomethylierung im Gen des ganglioside induced
differentiation associated protein 1 (GDAP1) bei Patienten im Vergleich zu
Kontrollprobanden (Philibert et al. 2014). Dieses Ergebnis konnte von Briackmann
et al. (2016) validiert und repliziert werden (Bruckmann et al. 2016). Sie fanden
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aullerdem eine Umkehr der GDAP171-Hypomethylierung wahrend einer
dreiwochigen Entwohnungstherapie sowie eine negative Assoziation der
GDAP1-DNAmM mit dem AUDIT- und GSI(Global Severity Index)-Score
(Brickmann et al. 2016). Koller et al. (2019) wiesen signifikante Unterschiede der
globalen Methylierung wahrend des Alkoholentzugs nach (Koller et al. 2019) und
auch Witt et al. (2020) fanden epigenomweit signifikante Unterschiede zwischen
der DNAm von Patienten zu Beginn des Entzugs und nach zwei Wochen (Witt et
al. 2020). Zudem verringerten sich die Unterschiede zwischen Patienten und
Kontrollprobanden nach zweiwdchigem Entzug (Witt et al. 2020).

Sowohl Philibert et al. (2018) als auch Liu et al. (2018) identifizierten DNAm-
Signaturen fur starken Alkoholkonsum und kamen zu dem Schluss, dass DNAm-
Tests als klinisch nutzliche diagnostische Tests in der Lage seien, den Status des
Alkoholkonsums zu quantifizieren (Liu et al. 2018; Philibert et al. 2018). Bisher
konnte sich jedoch trotz aller Entdeckungen und Fortschritte kein neuer

Biomarker in der Praxis durchsetzen.

Im Hinblick auf Epigenetik als potentielles therapeutisches Angriffsziel bei
Alkoholabhangigkeit konnten Untersuchungen an Nagern einen positiven Effekt
von DNMT-Inhibitoren auf exzessiven Alkoholkonsum (Barbier et al. 2015;
Warnault et al. 2013) bzw. die Ethanolaufnahme (Ponomarev et al. 2017)
nachweisen. Auch Histon-Deacetylase-Inhibitoren fuhrten zu einer Reduktion der
Alkoholaufnahme und des Suchtverhaltens (Warnault et al. 2013).

1.4 HECW2

Die HECT, C2 and WW domain containing E3 ubiquitin ligase 2 (HECW?2), auch
bekannt als NEDL2 (NEDD4-like ubiquitin protein ligase 2), ist eine Ubiquitin-
Protein-Ligase der NEDD4(neural precursor cell-expressed developmentally
down-regulated 4)-Familie. Diese gehort zur HECT(homologous to the E6-AP
carboxyl terminus)-Familie der E3-Ligasen (Miyazaki et al. 2003; National Library
of Medicine (US) 2004; Qian et al. 2020), die eine wesentliche Rolle bei der
Markierung von Proteinen fur die Degradierung durch das Ubiquitin-Proteasom-
System spielen (Rotin und Kumar 2009). Sie wird auf dem HECW2-Gen auf
Chromosom 2 (2932.3) codiert und u. a. in Gehirn, Lunge, Herz, Plazenta, Milz,
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Fettgewebe und Schilddruse exprimiert (National Library of Medicine (US) 2004).
HECW?2 ist in diverse Prozesse der Zellphysiologie involviert. Sie stabilisiert das
Tumorsuppressor-Protein p73 und steigert dessen transkriptionelle Aktivitat
(Miyazaki et al. 2003). p73 wiederum, ein Mitglied der p53-Familie, reguliert
Zellwachstum und induziert Apoptose und/oder Zellzyklusarrest in bestimmten
Krebszellen (Fang et al. 1999; Jost et al. 1997; Miyazaki et al. 2003). p73 spielt
dariiber hinaus eine wichtige Rolle als Regulator des Uberlebens, der
Selbsterneuerung und der Proliferation von neuralen Stammzellen und ist damit
essentiell fur die embryonale und adulte Neurogenese (Killick et al. 2011; Talos
et al. 2010). HECW?2 ist Uber die Regulation von AMOTL1 (Angiomotin-like 1)
aullerdem an der Stabilisierung von endothelialen Zell-Zell-Verbindungen und
damit an der Regulation der Angiogenese beteiligt (Choi et al. 2016). Wei et al.
(2015) diskutieren eine Rolle als positiver Regulator der Entwicklung des
enterischen Nervensystems Uber die Aktivierung des GDNF/Ret(glial cell line-
derived neurotrophic factor / rearranged during transfection)-Signalwegs (Wei et
al. 2015). Des Weiteren nehmen Lu et al. (2013) an, dass HECW?2 ein Substrat
des anaphase-promoting complex / cyclosome (APC/C) und des Cadherins 1
(Cdh1) darstellt und als dieses im Rahmen der Mitose den Ubergang der Meta-
zur Anaphase reguliert (Lu et al. 2013). HECW?2 interagiert zudem mit zwei
Lamin-A-Bindeproteinen (proliferating cell nuclear antigen (PCNA) und Lamin
B1) sowie mit zwei Isoformen des Heterochromatin-Proteins 1 (HP1) (HP1c und
HP1p), vermittelt deren Ubiquitinierung und reguliert damit deren homoostatische
Level. Lamine sind zentral fur die nukleare Struktur und Organisation, HP1-
Proteine fur die Chromatinstruktur (Krishnamoorthy et al. 2018b; Krishnamoorthy
et al. 2018a).

HECWZ2 wurde in der Vergangenheit mit verschiedenen neurologischen
Entwicklungsstorungen in Verbindung gebracht. So sind Mutationen im HECW2-
Gen mit Epilepsie, geistiger Behinderung, Entwicklungsstérungen und
Muskelhypotonie assoziiert (Acharya et al. 2022; Berko et al. 2017; Halvardson
et al. 2016; Krami et al. 2022; Ullman et al. 2018; Yanagishita et al. 2021). Peikes
et al. (2021) berichteten einen Fall von erworbener Mikrozephalie, Tedesco Silva
et al. (2023) einen von episodischer Ataxie in Verbindung mit einer HECW2-
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Mutation (Peikes et al. 2021; Tedesco Silva et al. 2023). O'Donnell et al. (2016)
beschrieben daruber hinaus einen potentiellen Zusammenhang der HECW2-
Expression im Kolon mit dem Morbus Hirschsprung (O'Donnell et al. 2016), einer
kongenitalen intestinalen Aganglionose. Auch an der Progression sowie der
Zytostatikaresistenz des kolorektalen Karzinoms ist HECW2 nach Li et al. (2023)
Uber die Aktivierung des AKT/mTOR(Proteinkinase B / mechanistic target of
rapamycin)-Signalwegs beteiligt, indem es die Degradierung von Lamin B1
vermittelt (Li et al. 2023). SchlieBlich wurde HECW2 wie in Abschnitt 1.3
beschrieben in einer vorangegangenen epigenomweiten Studie von Brickmann
et al. (2017) als differentiell methyliertes Gen bei Alkoholabhangigkeit identifiziert
(Brickmann et al. 2017). Lohoff et al. (2021) konnten ebenfalls eine signifikante
Assoziation zwischen Alkoholabhangigkeit und einer veranderten HECWZ2-
(cg18752527)-DNAmM nachweisen (Lohoff et al. 2021). Daruber hinaus fanden
Witt et al. (2020) mehrere zwischen Patienten und Kontrollprobanden signifikant
differentiell methylierte CpG-Dinukleotide innerhalb von HECW2 (nicht
cg18752527) — sowohl zu Beginn des Alkoholentzugs als auch nach zwei
Wochen (Witt et al. 2020) — sodass eine potentielle Bedeutung von HECW?2 fur

den Pathomechanismus der Alkoholabhangigkeit hervorgehoben wurde.

1.5 Ziele und Fragestellung der Arbeit

Alkoholabhangigkeit ist eine schwerwiegende Erkrankung mit hohen
Ruckfallraten, die auf den Bedarf verbesserter Therapieangebote hindeuten. Fur
deren Entwicklung missen die Ursachen und Folgen von Alkoholabhangigkeit
weiter erforscht und die zugrundeliegenden Prozesse besser verstanden werden.
Die molekularen Mechanismen der Alkoholabhangigkeit wurden bereits vielfach
untersucht, jedoch fehlt bisher ein umfassendes Verstandnis. Auch die
Notwendigkeit einer Identifizierung von Faktoren, die einen Ruckfall begunstigen
bzw. vorhersagen konnen wurde bereits von vielen Autoren erkannt und sowohl

maogliche psychische als auch psychobiologische Faktoren untersucht.

Vor diesem Hintergrund soll in der vorliegenden Arbeit die differentielle
Methylierung des im HECWZ2-Gen gelegenen CpG-Dinukleotids cg18752527
alkoholabhangiger Patienten, das von Bruckmann et al. (2017) identifiziert

werden konnte (Brickmann et al. 2017), validiert werden. Daruber hinaus soll
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insbesondere die Entwicklung der DNAm-Level nach der Therapie erforscht und
die potentielle Funktion als epigenetischer Biomarker fur Diagnostik,
Krankheitsschwere, Therapieansprechen und Ruckfall in klinisch leicht

zuganglichem Gewebe evaluiert werden.

Hierzu wurden die DNAm-Level von HECWZ2? in peripher-venésem Vollblut (im
Folgenden zur Vereinfachung haufig als Blut bezeichnet) und Speichel von
alkoholabhangigen Patienten Uber einen Zeitraum von einem Jahr ab
Therapiebeginn mittels Pyrosequenzierung analysiert und mit denen von
gesunden Kontrollprobanden verglichen. Wir vermuten, dass sich die HECW2-
DNAm zwischen Patienten und Kontrollprobanden in Blut und Speichel
unterscheidet und es daruber hinaus eine Korrelation zwischen der HECW2-
DNAm und der Schwere der Alkoholabhangigkeit, gemessen an der Korrelation
mit Selbstbefragungsinstrumenten, gibt. Aulferdem soll ein potentieller
Zusammenhang zwischen der DNAm und der Wahrscheinlichkeit, einen Ruckfall
zu erleiden, untersucht werden. Zur Bestimmung der DNAm-Level wurden
sowohl Vollblut- als auch Speichelproben verwendet, um zu analysieren, ob die
HECWZ2-DNAm auch bei weniger invasiver Probennahme (Speichel anstelle von

Blut) als Biomarker dienen kann.

Ein tiefgreifenderes Verstandnis der epigenetischen Regulation von
Alkoholabhangigkeit, -entzug und -ruckfall konnte dazu fuhren, Individuen mit
erhohtem Risiko fur die Entwicklung einer Alkoholabhangigkeit bzw. eines
Ruckfalls zu identifizieren. Die Mdglichkeit einer frihzeitigen Einschatzung des
Behandlungserfolgs und der Ruckfallwahrscheinlichkeit ~ware eine
vielversprechende Entwicklung im Hinblick auf verbesserte und gezielt
eingesetzte Diagnostik, Therapieansatze und Ruckfallpravention im Sinne einer
personalisierten Medizin fur das Krankheitsbild der Alkoholabhangigkeit.

2 Wenn in dieser Arbeit von DNAm oder HECW2-DNAm gesprochen wird, soisti. d. R. die DNAm
des im HECW2-Gen gelegenen CpG-Dinukleotids cg18752527 gemeint. Hiervon ausgenommen
sind allgemeine Aussagen Uber DNAm wie bspw. in Abschnitt 1.2, 1.2.1, 1.3, 2.2, 421, 4.2.2
oder 4.2.3.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Diese Arbeit ist Teil des DFG-geforderten Forschungsprojekts ,Characterization
of novel epigenetic biomarkers of alcohol dependence, therapy outcome and the
risk of relapse®, an dem in der Arbeitsgruppe Molekulare Psychiatrie unter der
Leitung von Frau Prof. Dr. Vanessa Nieratschker in der Universitatsklinik far
Psychiatrie und Psychotherapie Tubingen seit 2020 gearbeitet wird.

Die Studienteilnahme der Patienten und Kontrollprobanden erstreckte sich uber
12 Monate und bestand aus vier Studienzeitpunkten (siehe Tabelle 2), zu denen
jeweils Blut- und Speichelproben (siehe Abschnitt 2.4) entnommen sowie
Fragebogen (siehe Abschnitt 2.3) ausgefullt wurden.

Tabelle 2: Die vier Zeitpunkte der Studienteilnahme.

T1 T2 T3 T4

Zeitpunkt 0 1-3 Wochen 6 Monate 12 Monate

Anmerkung. Zu jedem Studienzeitpunkt wurden Blut- und Speichelproben entnommen sowie
Fragebogen ausgefiillt.

Die Durchfuhrung der Studie erfolgte mit Genehmigung der Ethik-Kommission an
der Medizinischen Fakultat der Eberhard-Karls-Universitat und am
Universitatsklinikum Tabingen (Aktenzeichen: 264/2018B0O2) und schriftlicher,

informierter Einwilligung der Teilnehmer.

2.2 Patienten- und Kontrollprobandenkollektiv

Insgesamt wurden 149 Teilnehmer europaischer Herkunft im Alter zwischen 20
und 71 Jahren in die Studie eingeschlossen (siehe Abschnitt 3.1). Personen
anderer Herkunft wurden aufgrund des Einflusses der Ethnie auf DNAmM-Muster
(Xia et al. 2014; Zhang et al. 2011) nicht in die Studie eingeschlossen. Die
Versuchspersonen des Patienten- und Kontrollprobandenkollektivs wurden
soweit moglich in Bezug auf Geschlecht, Alter und Rauchverhalten aufeinander
abgestimmt.

Das Patientenkollektiv umfasst 68 Patienten aus der Universitatsklinik fur
Psychiatrie und Psychotherapie Tubingen, die zum Zeitpunkt der Aufnahme in
die Studie die diagnostischen Kriterien der ICD-10 (siehe Tabelle 1) flr
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Alkoholabhangigkeit erfullten, jedoch bereits ausgenuchtert waren. Sie
durchliefen im Anschluss an die Studienaufnahme eine ein- bis dreiwochige
stationare Entzugstherapie im Sinne einer QE.

Ausschlusskriterien waren ein aktuell bestehendes substanzbezogenes
Abhangigkeitssyndrom, abgesehen von Alkohol- oder Nikotinabhangigkeit, sowie
das Vorliegen weiterer akuter psychiatrischer Erkrankungen wie einer
Schizophrenie oder psychotischen Storung, da diese zu veranderten DNAm-
Leveln fuhren konnen (Shirvani-Farsani et al. 2021). Depressive Storungen
fuhrten nicht zum Ausschluss von der Studie, da sie als Komorbiditat der
Alkoholabhangigkeit sehr haufig vorkommen (Boden und Fergusson 2011; Rehm
et al. 2017).

Das Kontrollprobandenkollektiv setzt sich aus 81 gesunden Personen
zusammen, die mittels oOffentlichen Aufrufs Uber die E-Mail-Verteiler der
Eberhard-Karls-Universitat Tubingen und des Universitatsklinikums Tubingen

rekrutiert wurden.

Genauere Informationen zu den Charakteristika der Studienteilnehmer sowie zur
Abbruchrate sind in Abschnitt 3.1 aufgefuhrt.

2.3 Fragebogen

Die im Folgenden detaillierter beschriebenen Fragebogen wurden von den
Studienteilnehmern zu allen vier Studienzeitpunkten ausgefullt. Das
Rauchverhalten sowie weitere soziodemografische Daten wurden anhand einer

Basisdokumentation erhoben.

2.3.1 Symptom-Checklist-90-Revised (SCL-90-R) und Global Severity
Index (GSI)
Die SCL-90-R (siehe Anhang 5.1) von Derogatis (1977) (deutsche Version von
Franke (1995) bzw. Franke (2002)) ist eine Checkliste mit 90 ltems, die Auskunft
uber die psychische Belastung der vergangenen sieben Tage gibt (Franke 2002).
Sie besteht aus neun Skalen (Somatisierung, Zwanghaftigkeit, Unsicherheit im
Sozialkontakt, Depressivitdt, Angstlichkeit,  Aggressivitat/Feindseligkeit,
Phobische Angst, Paranoides Denken, Psychotizismus) und drei globalen
Kennwerten (GSI, PSDI, PST). Die Auspragung der Belastung durch jedes
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Symptom wird auf einer funfstufigen Likert-Skala abgefragt. Der GSI gibt als einer
der drei globalen Kennwerte die durchschnittliche psychische Belastung in Bezug
auf alle 90 Iltems an (Franke 2002) und wurde hier verwendet, um die
grundsatzliche psychische Verfassung der Teilnehmer Uber die Studie hinweg zu
beurteilen. Ein Proband galt dabei als psychisch auffallig belastet, wenn der T-
transformierte GSI-Wert = 63 war (Franke 2002).

2.3.2 Alcohol Use Disorders Identification Test (AUDIT)

Zur Dokumentation des Trinkverhaltens (Alkoholkonsum) aller Studienteilnehmer
uber den Verlauf der Studie hinweg wurde der AUDIT (siehe Anhang 5.2)
eingesetzt — ein von der WHO entwickeltes Screening-Instrument fur riskanten
und schadlichen Alkoholkonsum mit 10 Items (Saunders et al. 1993). Scores > 15
deuten auf ein hohes Mall an Alkoholproblemen hin (minimale
Gesamtpunktzahl = 0, maximale Gesamtpunktzahl = 40) (Babor et al. 2001).
Abgefragt werden bspw. die Haufigkeit und Menge des Alkoholkonsums sowie
dessen soziale Auswirkungen (Babor et al. 2001; Saunders et al. 1993).

2.3.3 Obsessive Compulsive Drinking Scale (OCDS)

Mit der deutschen Version der OCDS (siehe Anhang 5.3) von Mann und
Ackermann (2000) erfolgte die psychometrische Erfassung des wahrend der
letzten sieben Tage subjektiv empfundenen Alkoholverlangens (Mann und
Ackermann 2000). Die OCDS wurde von Anton et al. (1995) entwickelt (Anton et
al. 1995). Anhand von 14 Items werden in diesem Fragebogen u.a.
alkoholbezogene Gedanken, Handlungsimpulse, Kontrolle sowie Konsequenzen
des Alkoholkonsums erfasst. Aus diesen ltems werden die zwei Scores
,Gedanken“ und ,Handlungsimpulse® sowie ein Gesamtscore gebildet, wobei
nach Mann und Ackermann (2000) die Zusatzinformation der beiden Subscores
beschrankt ist (Mann und Ackermann 2000), sodass in dieser Studie lediglich der
Gesamtscore verwendet wurde. Ein Wert > 15 wurde als Hinweis auf ein
erhebliches Alkoholverlangen gedeutet. Zusatzlicher Bestandteil des
Fragebogens sind drei visuelle Analogskalen sowie die Frage nach der Anzahl
der Abstinenztage.
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2.4 Probenmaterial

Die HECWZ2-DNAmM wurde in Vollblut- und Speichelproben untersucht. Das
peripher-vendse Blut wurde mit S-Monovetten® 9 ml K3E (SARSTEDT AG & Co.
KG, K3E: EDTA(Ethylendiamintetraacetat) / ml)
abgenommen, der Speichel in Oragene® DNA Collection Kits (OG-500) (DNA
Genotek Inc., Ottawa, ON, Kanada) gesammelt. Die Proben wurden zu allen vier

Numbrecht; 1.6 mg

Studienzeitpunkten gewonnen und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung
aufbewahrt.

2.5 Materialien und Hersteller

Der folgende Abschnitt gibt einen Uberblick tber die verwendeten Gerate und
Materialien (siehe Tabelle 3), Chemikalien und Kits (siehe Tabelle 4) sowie uber
die verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung (siehe Tabelle 5).
Zusatzlich sind die entsprechenden Hersteller aufgefuhrt. Der Firmensitz der

Hersteller befindet sich, sofern nicht anders angegeben, in Deutschland.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Gerite und Materialien sowie deren Hersteller.

Hersteller

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht

Gerate und Materialien

EDTA-Ro6hrchen: S-Monovette® 9 ml K3E
(1.6 mg EDTA/mI)

Fligelkanule: Safety-Multifly®-Kanile 21G

Fluorometer: Qubit® 2.0 Fluorometer

Geldokumentationssystem: E-BOX VX5

Gelkammer: Model 40-0911, Class Il, Serial
No. 034697

Gelkdmme: 14 WELL, 1.5 mm, Cat. No.
700-0764

Grafikprogramme: Affinity Publisher +

Affinity Designer
(Version 1.10.6)

BioRender.com

Heizblock: RSM-10HS

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

VWR International GmbH, Darmstadt

Serif (Europe) Ltd, Nottingham, UK

Science Suite Inc., Toronto, ON,
Kanada

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen
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Gerate und Materialien

Hersteller

Mikroplatten-Schuttler: MicroMix 5 Shaker
Mikrozentrifuge: PerfectSpin Mini

PCR-Arbeitsstation: VWR® PCR
Workstation

PyroMark® Q24 Vacuum Workstation
Pyrosequenzierer: PyroMark® Q24

Speichelprobenahmeréhrchen: Oragene®
DNA Collection Kit (OG-500)

Statistiksoftware: IBM® SPSS® Statistics
(Version 29.0.0.0)

Stromquelle fur Elektrophorese:
Electrophoresis Power Supply EPS 300

Thermocycler: peqSTAR 96 Universal
Gradient Thermocycler

Thermoschuttler: Thermoschdattler pro

Vortexmischer: Vortex-Genie™ 2

Waage: Mettler PM 4600 DeltaRange®

Warmeschrank: Typ 29028230001010, No.
#991475

Wasserbad: GFL Schittelwasserbad 1083

Zentrifuge grol: Thermo Heraeus Multifuge

3 L-R Refrigerated Centrifuge

Zentrifugen klein: Thermo Scientific™

Heraeus™ Fresco™

21 Mikrozentrifuge

ABBOTT TDX™
Centrifuge

DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

VWR International GmbH, Darmstadt

QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden

DNA Genotek Inc., Ottawa, ON,
Kanada

IBM Corp., Armonk, NY, USA

Pharmacia Biotech Inc., Piscataway,
NJ, USA

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

CellMedia GmbH & Co. KG, Zeitz

Scientific Industries, Inc., Bohemia,
NY, USA

Mettler-Toledo GmbH, Gielden
BINDER GmbH, Tuttlingen

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik
mbH, Burgwedel

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Thermo Electron LED GmbH,
Osterode

Abbott, Abbott Park, IL, USA

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien und Kits sowie deren Hersteller.

Hersteller

QIAGEN GmbH, Hilden

Chemikalien und Kits

AE Buffer

Agarose: SeaKem® LE Agarose Lonza Group AG, Basel, Schweiz
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Chemikalien und Kits

Hersteller

Borsaure > 99.8 %

DNA-Gel-Farbemittel: SYBR™Safe DNA
Gel Stain

DNA-Ladder (100 bp)
EpiTect® Fast DNA Bisulfite Kit
Essigsaure

Ethanol 100 %: AnalaR NORMAPUR®,
Ethanol absolute

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Loading Dye: Blue/Orange 6x Loading
Dye

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)

Nuklease-freies Wasser: Ultra Pure
Water

Polysorbat 20: Tween® 20
preplT®.L2P

Primer (siehe Tabelle 6)

PyroMark® PCR Kit

PyroMark® Annealing Buffer

PyroMark® Q24 Gold Reagents
QlAamp® DNA Blood Maxi Kit

Qubit® dsDNA-BR(Broad Range)-Assay-
Kit

Salzsaure (HCI), 1 N

Steriles und endotoxinfreies Wasser:
Ampuwa® Spullésung

Streptavidin-beschichtete Sepharose®-
Beads: Streptavidin Sepharose™ High
Performance

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS): TRIS PUFFERAN® > 99.3 %,
Buffer Grade

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Promega Corporation, Madison, WI, USA
QIAGEN GmbH, Hilden

Merck KGaA, Darmstadt

VWR International GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Promega Corporation, Madison, WI, USA

VWR International GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Biochrom GmbH, Berlin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
DNA Genotek Inc., Ottawa, ON, Kanada

metabion international AG,
Planegg/Steinkirchen

QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg

Cytiva Sweden AB, Uppsala, Schweden

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung.

Puffer Zusammensetzung
10 mM TRIS
10 mM NaCl
Bindungspuffer 1 mM EDTA

0.1 % Tween® 20
pH 7.6 (mit 1 M HCI eingestellt)

Denaturierungslosung 0.2 M NaOH
90 mM TRIS
TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE), 1x 90 mM Borsaure
2 mM EDTA
10 mM TRIS
Waschpuffer

pH 7.6 (mit Essigsaure (100 %) eingestellt)

Anmerkung. TRIS = Tris(hydroxymethyl)aminomethan, EDTA = Ethylendiamintetraacetat.

2.6 Primer von HECW2

Das untersuchte CpG-Dinukleotid ¢g18752527 liegt innerhalb des
162,970 Basenpaaren (bp) langen Transkripts des HECW2-Gens auf
Chromosom 2 (2932.3) in einem Intron an Position 197,132,870 (Nassar et al.
2023).

FUr die Analyse des CpG-Dinukleotids wurde ein Genabschnitt von 135 bp
amplifiziert (197,132,798-197,132,932). Hierzu wurden die in Tabelle 6
dargestellten Vorwarts- und Ruckwarts-Primer fur die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR, polymerase chain reaction) verwendet. Fur die Pyrosequenzierung wurde
der ebenfalls in Tabelle 6 abgebildete Sequenzierungsprimer genutzt.

Weitere Informationen, die Sequenz des amplifizierten Abschnitts von HECW2
sowie der Pyrosequenzierungs-Assay sind im Anhang (siehe Anhang 1 bzw.
Anhang 2) aufgefuhrt.
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Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Primer.

Primer Primersequenz Annealing-
Temperatur
Fw-Primer 5-GTGTTTGTGGGAATGTTTTTTATA-3 57 °C
Rev-Primer 5’-Biotin-CACACTACACTTTCATTTTCTATCAA-3’ 60 °C
Seq-Primer 5-TTTTTAGATATATAAATTTTTTTTTT-3 49 °C

Anmerkung. Der Vorwarts(Fw)-Primer und der Rickwéarts(Rev)-Primer wurden flr die
Polymerase-Kettenreaktion verwendet, der Sequenzierungs(Seq)-Primer wurde fir die
Pyrosequenzierung verwendet. G = Guanin, T = Thymin, A = Adenin, C = Cytosin.

2.7 Methoden zur Analyse des HECW2-Methylierungslevels

Um das Methylierungslevel des im HECW2-Gen gelegenen CpG-Dinukleotids
cg18752527 mittels Pyrosequenzierung bestimmen zu kdonnen, wurde die DNA
zunachst aus den Blut- und Speichelproben extrahiert und anschlie3end Bisulfit-
konvertiert. Der Bisulfit-konvertierte Genabschnitt (siehe Anhang 1) wurde
daraufhin mittels PCR amplifiziert, sodass im letzten Schritt durch
Pyrosequenzierung die Basenabfolge bestimmt und das Methylierungslevel
berechnet werden konnte. Die durchgefuhrten Methoden werden in den nachsten
Abschnitten genauer beschrieben.

2.7.1 DNA-Extraktion aus Vollblut

Die genomische DNA der EDTA-Vollblutproben wurde mithilfe des QlAamp®
DNA Blood Maxi Kits (QIAGEN GmbH, Hilden) entsprechend den
Herstellerangaben extrahiert und bei -20 °C bis zur weiteren Verarbeitung

gelagert.

2.7.2 DNA-Extraktion aus Speichel

FUr die Extraktion der genomischen DNA aus den Speichelproben wurde
preplT®.L2P (DNA Genotek Inc., Ottawa, ON, Kanada) verwendet und die
Isolierung entsprechend den Herstellerangaben durchgefuhrt. Abweichend vom
Standardprotokoll wurden die Proben im zweiten Schritt nicht fur mind. 1 h bei
50 °C, sondern entsprechend den Herstellerinformationen zur Inaktivierung von
SARS-CoV-2 fur 1 bis 3 h im 72-°C-warmen Wasserbad inkubiert. Die Proben
wurden anschlie3end bei —20 °C gelagert.
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2.7.3 Messung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration der Eluate, die aus den Blut- und Speichelproben
gewonnen wurden, wurde unter Verwendung des Qubit® 2.0 Fluorometers
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) und des Qubit® dsDNA-
BR(Broad Range)-Assay-Kits (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
gemessen. Die Proben wurden schlieBlich auf eine DNA-Konzentration von
50 ng/pl verdinnt und bei -20°C gelagert. Lag die gemessene DNA-
Konzentration unter 50 ng/pl, wurden die Proben auf 25 ng/ul verdunnt,

unterschritt sie 25 ng/ul wurde keine Verdinnung vorgenommen.

2.7.4 Bisulfit-Konvertierung

Im Rahmen einer Bisulfit-Konvertierung werden alle unmethylierten Cytosine in
Uracil umgewandelt, wohingegen alle methylierten Cytosine unverandert bleiben
(Clark et al. 2006). Die eingebauten Uracile werden bei einer anschlielfenden
PCR (siehe Abschnitt 2.7.5) durch Thymine ersetzt (Clark et al. 2006). Dies
ermoglicht bei der Pyrosequenzierung (siehe Abschnitt 2.7.7) das
Methylierungslevel des CpG-Dinukleotids anhand des Verhaltnisses von

Thyminen zu Cytosinen zu berechnen.

Fur die Bisulfit-Konvertierung wurde das EpiTect® Fast DNA Bisulfite Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden) entsprechend den Herstellerangaben verwendet.
Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes mit hoch- bzw. niedrig-

konzentrierten Proben ist in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes fiir die Bisulfit-Konvertierung.

hoch-konzentrierte Proben niedrig-konzentrierte
(50 ng/pl) Proben (< 25 ng/pl)

Komponente Volumen (pl)
DNA 10 20
RNase-freies Wasser 10 /
Bisulfite Solution 85 85
DNA Protect Buffer 35 35
Gesamt 140 140

Anmerkung. Die Komponenten (auRer die DNA) sind im EpiTect® Fast DNA Bisulfite Kit (QIAGEN
GmbH, Hilden) enthalten.
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Die Bisulfit-Konvertierung erfolgte im peqSTAR 96 Universal Gradient
Thermocycler (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) entsprechend dem in
Tabelle 8 abgebildeten Programm.

Tabelle 8: Programm fiir die Bisulfit-Konvertierung im Thermocycler.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (mm:ss)
Denaturierung 95 05:00
Inkubation 60 15:00
Denaturierung 95 05:00
Inkubation 60 15:00
Lagerung 20 unbestimmt®

Anmerkung. Das Programm umfasst die zweimalige Abfolge einer Denaturierung bei 95 °C und
einer Inkubation bei 60 °C. Die Denaturierung fiihrt zur Auftrennung des DNA-Doppelstrangs in
zwei Einzelstrange, was die vollstadndige Bisulfit-Konvertierung erméglicht. AnschlieRend wird die
Probe bei 20 °C gelagert.

@ Eine Lagerung der Bisulfit-konvertierten DNA im Thermocycler Uber Nacht hat keine
Perfomance-Einschrankung zur Folge (QIAGEN 2019).

Die Bisulfit-konvertierte DNA wurde im Anschluss an das Programm im
Thermocycler entsprechend den Herstellerangaben aufgereinigt und bis zur
Weiterverarbeitung bei —20 °C gelagert.

2.7.5 Amplifikation des Bisulfit-konvertierten Genabschnitts von HECW2
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fir die Durchfuhrung der Pyrosequenzierung muss die DNA in ausreichender
Menge vorhanden sein. Der zu analysierende Bisulfit-konvertierte Genabschnitt
von HECW?2 wurde im nachsten Schritt daher mittels PCR amplifiziert. Hierzu
wurden der Master Mix, das RNase-freie Wasser und das CoralLoad®-
Konzentrat aus dem PyroMark® PCR Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) sowie
Vorwarts- und Ruckwarts-Primer (siehe Tabelle 6) der metabion international AG
(Planegg/Steinkirchen) verwendet. Die Zusammensetzung des Ansatzes fur
jedes PCR-Tube ist in Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 9: Zusammensetzung eines Ansatzes pro PCR-Tube.

Komponente Menge (ul)
Master Mix 12.5
RNase-freies Wasser 7
CoralLoad®-Konzentrat, 10x 25
Vorwartsprimer 1
Ruckwartsprimer 1
Bisulfit-konvertierte DNA 1
Gesamt 25

Die PCR-Tubes wurden entsprechend dem in Tabelle 10 abgebildeten
Programm im peqSTAR 96 Universal Gradient Thermocycler (PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen) inkubiert.

Tabelle 10: Programm fiir die PCR im Thermocycler.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (mm:ss)
Initiale PCR-Aktivierung 95 15:00
Denaturierung 94 00:30
45 x Annealing 50 00:30
Extension 72 00:30
Finale Extension 72 10:00
Lagerung 4 unbestimmt

Anmerkung. PCR = Polymerase-Kettenreaktion.

Die Proben wurden daraufhin bei —20 °C gelagert.

2.7.6 Gelelektrophorese
Die im Anschluss an die PCR durchgefuhrte Gelelektrophorese diente der
Uberprifung des Erfolgs und der Spezifitdt der DNA-Amplifikation sowie dem

Ausschluss von Verunreinigungen.

Als Tragermedium wurde ein zweiprozentiges Agarosegel mit SYBR™Safe DNA
Gel Stain (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), eingebettet in
TRIS-Borat-EDTA-Puffer, 1x (TBE), verwendet. In die Geltaschen wurden je 5 pl
des PCR-Produkts geflllt. Eine Tasche wurde mit 5 pl der 100 bp DNA-Ladder
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(Promega Corporation, Madison, WI, USA) und eine als Negativkontrolle mit
einer Kontroll-PCR, der keine DNA zugegeben wurde, befullt. 50 pyl der DNA-
Ladder wurden zuvor mit 10 pyl des Blue/Orange 6x Loading Dyes (Promega
Corporation, Madison, WI, USA) vermischt. Die DNA wurde bei einer Spannung
von 100 V bzw. 200 mA fur 35 min aufgetrennt.

Nach der Gelelektrophorese wurden die DNA-Banden unter UV-Licht mit der
Geldokumentationssystem E-BOX VX5 (PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen) visualisiert und fotografiert (siehe Beispiel in Anhang 3, Abbildung A1).

2.7.7 Pyrosequenzierung
Die Analyse des DNAm-Levels wurde mittels Pyrosequenzierung, einer Methode

zur Gensequenzierung, realisiert.

Das Prinzip der Pyrosequenzierung beruht auf der Messung von Lichtblitzen, die
durch  enzymatisch  katalysierte = Reaktionen  beim  Einbau  von
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) entstehen: An die amplifizierte
Einzelstrang-Template-DNA wird ein Primer hybridisiert und das Template
anschlielend mit den in Tabelle 11 aufgefuhrten Enzymen und Substraten
inkubiert. Entsprechend der durch den ausgewahlten Assay vorgegebenen
Reihenfolge wird nacheinander jeweils eines der vier Nukleotide hinzugegeben.
Handelt es sich dabei um das zur Template-DNA komplementare dNTP, wird es
von der DNA-Polymerase in den DNA-Strang eingebaut und dabei Pyrophosphat
(PPi) freigesetzt. Die Menge des freigesetzten PPi ist aquivalent zur Anzahl der
eingebauten dNTPs. Die ATP-Sulfurylase baut das PPi mit Adenosin-5-
phosphosulfat (APS) zu Adenosintriphosphat (ATP) um. Dieses ATP liefert die
Energie fur die Umwandlung von Luciferin zu Oxyluciferin durch die Luciferase.
Bei dieser Reaktion wird proportional zur ATP-Menge Energie in Form von Licht
freigesetzt, das von CCD(charge-coupled device)-Sensoren detektiert und als
Peak im Pyrogram® sichtbar wird (siehe Beispiel in Anhang 4, Abbildung A2).
Nicht-eingebaute dNTPs und Uberschussiges ATP werden von der Apyrase
abgebaut und nach vollstandigem Abbau ein anderes dNTP hinzugegeben.
Anstelle des naturlich vorkommenden Nukleotids Desoxyadenosintriphosphat
(dATP) wird Desoxyadenosin-alpha-thio-triphosphat (dATPaS) eingesetzt,
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welches von der DNA-Polymerase, nicht jedoch von der Luciferase erkannt wird.
Die Nukleotidsequenz wird Uber die Peaks im Pyrogram® ermittelt (QIAGEN
2016). Wie in Abschnitt 2.7.4 beschrieben, kann das Methylierungslevel durch
die vorangegangene Bisulfit-Konvertierung bestimmt werden, indem das
Verhaltnis von eingebautem Desoxyguanosintriphosphat (dGTP) (komplementar
zu Cytosin) zu dATPaS (komplementar zu Thymin) von der PyroMark® Q24
Software untersucht und die prozentuale Methylierung berechnet wird.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Bestandteile und Funktionen des Enzym- und

Substratgemischs sowie der Nukleotide, die fiir die Pyrosequenzierung verwendet
wurden.

Reagenzien Bestandteile Funktion
DNA-Polymerase Einbau der der Nukleotide
ATP-Sulfurylase Umwandlung von Pyrophosphat in ATP
Luciferase Erzeugung des Lichtsignals
Enzymgemisch Apyrase Abbau von ATP und nicht-eingebauten
Nukleotiden
Einzelstrang- Verhinderung der Ausbildung von

bindendes Protein Sekundarstrukturen in der Template-DNA

Adenosin-5'-
Substratgemisch phosphosulfat (APS)

Luciferin Substrat fur die Luciferase
dATPaS

dCTP
Nukleotide Substrate fir die DNA-Polymerase
dGTP

dTTP

Anmerkung. Anstelle des natirlich vorkommenden Nukleotids Desoxyadenosintriphosphat
(dATP) wird Desoxyadenosin-alpha-thio-triphosphat (dATPaS) eingesetzt, da dieses von der
Luciferase nicht erkannt wird. ATP = Adenosintriphosphat, dCTP = Desoxycytidintriphosphat,
dGTP = Desoxyguanosintriphosphat, = dTTP = Desoxythymidintriphosphat. ~ Basierend  auf
PyroMark® Gold Q24 Reagents Handbook, Version 2009 (QIAGEN 2009).

Bildung von ATP

In dieser Studie wurden der Pyrosequenzierer PyroMark® Q24 (QIAGEN GmbH,
Hilden), die Pyromark® Vacuum Workstation (QIAGEN GmbH, Hilden), die
PyroMark® Gold Q24 Reagents (QIAGEN GmbH, Hilden), Streptavidin-
beschichtete Sepharose®-Beads (Cytiva Sweden AB, Uppsala, Schweden) und
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ein Sequenzierungs-Primer der metabion international AG
(Planegg/Steinkirchen) verwendet.

Die Sequenz des verwendeten Primers ist in Tabelle 6 abgebildet, der Assay in
Anhang 2. Ein exemplarisches Ergebnis der Pyrosequenzierung im Pyrogram®
ist ebenfalls im Anhang zu finden (siehe Anhang 4, Abbildung A2).

Abweichend von den Herstellerangaben wurden das Enzym- und
Substratgemisch teilweise in der doppelten Menge (1240 pl statt 620 pl)
hochreinen Wassers gelost. AuRerdem wurde der Sequenzierungsprimer auf
0.4 uM statt 0.3 uM verdunnt.

Jede Probe wurde zweimal analysiert (inklusive PCR, Gelelektrophorese und
Pyrosequenzierung). Bei einem Unterschied der prozentualen Methylierung
beider Analysen von weniger als 3 Prozentpunkten wurde der Mittelwert gebildet
und fur die statistische Auswertung verwendet. Bei einem Unterschied von
= 3 Prozentpunkten wurden die PCR, Gelelektrophorese und Sequenzierung
dieser Probe wiederholt. Dies war bei elf Speichelproben notwendig.

2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Fragebogen und der Methylierungslevel wurde
mit IBM® SPSS® Statistics, Version 29.0.0.0, durchgefuhrt. Diagramme wurden
mit SPSS erstellt und mit Affinity Publisher sowie Affinity Designer, Version

1.10.6, bearbeitet. Die Grafiken wurden mit BioRender.com erstellt.

Die Charakteristika der Fragebogen und der DNAmM wurden als Mittelwert (M) mit
Standardabweichung (SD) sowie Median (Mdn) mit minimalem (xmin) und

maximalem (xmax) Wert angegeben.

2.8.1 Normalverteilungsanalyse

Die Prufung der Daten auf Normalverteilung wurde jeweils pro (Sub-)Gruppe,
Variable und Zeitpunkt (siehe Anhang 6, Tabelle A1 und Tabelle A3) bzw.
Differenz zweier Zeitpunkte (siehe Anhang 6, Tabelle A2 und Tabelle A4; fur
Analysen mit abhangigen Variablen) statistisch mit dem Shapiro-Wilk-Test sowie
grafisch mittels Histogramms durchgefuhrt. Fir p > .05 und entsprechender
grafischer Darstellung wurde eine normalverteilte, fur p <.05 und passendem

Diagramm eine nicht normalverteilte Stichprobe angenommen. Die meisten
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Daten, sowohl die der DNAm als auch die der Fragebogen, waren bei mind. einer
der beiden (Sub-)Gruppen entweder statistisch und/oder grafisch nicht
normalverteilt (siehe Anhang 6, Tabelle A1 bis Tabelle A4).

2.8.2 Identifikation und Ausschluss von Ausreiflern

DNAm-Werte, die grafisch das 1.5-Fache des Interquartilsabstands (/QA)
uberschritten, wurden als Ausreiler bewertet und von den Analysen
ausgeschlossen, da technische oder biologische Besonderheiten als Ursache
nicht auszuschlie®en waren. Hierzu wurden jeweils die Boxplots pro Variable
(DNAm in Blut bzw. Speichel), Gruppe (Patienten bzw. Kontrollprobanden) und
Zeitpunkt betrachtet. Bei der DNAmM der Blutproben wurde ein Wert eines
Patienten (T1) und vier Werte von Kontrollprobanden (einer zu T1, zwei zu T2
und einer zu T3) ausgeschlossen. Bei der DNAm der Speichelproben wurden
sieben Werte von Patienten (drei zu T1, zwei zu T2, jeweils einer zu T3 und T4)
und acht Werte von Kontrollprobanden (drei zu T1, zwei zu T2, zwei zu T3 und
einer zu T4) ausgeschlossen. Tabelle 12 gibt einen Uberblick (ber die
ausgeschlossenen Ausreil’er, aufgeteilt nach leichten (> 1.5 x/QA) und
extremen (> 3 x IQA) Ausreildern.

Tabelle 12: Bericht iliber ausgeschlossene Ausreier. Analysiert pro Variable, Gruppe
(Patienten/Kontrollprobanden) und Zeitpunkt.

Variable Zeitpunkt Patienten Kontrollprobanden
>1.5 >3 >1.5 >3
x IQA x 1QA x IQA x IQA
DNAm in Blut T1 1 0 1 0
T2 0 0 2 0
T3 0 0 1 0
T4 0 0 0 0
DNAm in Speichel T 1 2 1 2
T2 1 1 2 0
T3 1 0 2 0
T4 1 0 1 0

Anmerkung. Ausreiler wurden grafisch (mittels Boxplots) ermittelt und ausgeschlossen bei
> 1.5 x Interquartilsabstand. /QA = Interquartilsabstand, DNAm = DNA-Methylierung.
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Ausreil3er in den weiteren und den nach Subgruppen aufgeteilten Analysen
wurden im Datensatz belassen, da sie biologisch und technisch plausibel waren
und ihr Ausschluss die StichprobengroRe und damit die statistische Power
eingeschrankt hatte. Zudem wurden aufgrund uberwiegend nicht-normalverteilter
Daten (vgl. Abschnitt 2.8.1) ausschlieRlich nicht-parametrische Tests verwendet,
die nicht sensitiv auf Ausreil3er reagieren. Ausreil3er bei den Fragebogen-Scores
wurden im Datensatz belassen, da sie nicht wie die DNAm-Werte durch
technische oder biologische Besonderheiten verzerrt sein konnten und bei den
Kontrollprobanden das Spektrum verschiedener Gewohnheiten des

Alkoholkonsums aufderhalb der Alkoholabhangigkeit abbildeten.

2.8.3 Statistische Tests

Aufgrund Uberwiegend nicht-normalverteilter Daten wurden ausschlief3lich nicht-
parametrische Verfahren angewendet: flr den Vergleich von zwei unabhangigen
Variablen (Vergleich von Patienten und Kontrollprobanden) der Mann-Whitney-
U-Test, fur den Vergleich von drei unabhangigen Variablen (Vergleich von
ruckfalligen und nicht-ruckfalligen Patienten sowie Kontrollprobanden) der
Kruskal-Wallis-Test mit anschliellendem paarweisen Dunns Post-hoc-Test, fur
abhangige Variablen (Messzeitpunktwiederholungen) der Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test. Fiur die Analyse von Korrelationen wurde die Rangkorrelation nach
Spearman verwendet. Auf die Anwendung des Friedman-Tests fur die Analyse
der Messzeitpunktwiederholungen wurde verzichtet, da der Informationsverlust
aufgrund der notigen Stichprobenverkleinerung auf die jeweils kleinste
StichprobengroRe der vier Studienzeitpunkte sehr grol3 geworden ware. Der
dadurch resultierenden multiplen Testung mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test und konsekutiver Vergroflerung des a-Fehlers wurde mit der Anwendung
der Bonferroni-Holm-Korrektur Rechnung getragen. Fur den Mann-Whitney-U-
Test, die Untersuchung des Zusammenhangs der DNAmM mit dem Alter mittels
Rangkorrelation nach Spearman, den Kruskal-Wallis-Test sowie Dunns Post-
hoc-Tests wurde das Signifikanzniveau ebenfalls nach Bonferroni-Holm fur die
vier Messzeitpunkte sowie im Falle von Dunns Post-hoc-Tests zusatzlich fur die
drei (Sub-)Gruppen angepasst, um die Family-wise Error Rate zu kontrollieren.

Dazu wurden die p-Werte der entsprechenden Analysen zunachst in
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aufsteigender Reihe angeordnet (jeweiliger Rang in den Tabellen aufgefuhrt).
Das Signifikanzniveau a (hier allgemein auf .05 festgelegt) wurde anschlie3end
wie folgt angepasst: Fur den kleinsten p-Wert galt a/k, mit k = Gesamtzahl der
Vergleiche, fur den zweitkleinsten p-Wert a/(k-1), fur den drittkleinsten a/(k-2) bis
zum grofldten p-Wert mit o/1. Sobald ein p-Wert groRer als das korrigierte
Signifikanzniveau war, wurden alle folgenden (grof3eren) p-Werte als statistisch
nicht signifikant betrachtet.

Der Vergleich zweier (Sub-)Gruppen hinsichtlich nominal skalierter Variablen
erfolgte mittels Chi-Quadrat-Tests nach Pearson bzw. exaktem Test nach Fisher,

wenn mind. eine der erwarteten Zellhaufigkeiten unter 5 lag.

Beim Mann-Whitney-U-Test und dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wurde je
nach GrofRe der Gesamtstichprobe N des Tests die asymptotische (fur N > 30)
oder die exakte (fur N <30) zweiseitige Signifikanz berichtet (Dinneen und
Blakesley 1973). Letzteres wurde zusatzlich erwahnt. Fur den exakten Test nach
Fisher wurde ebenfalls die exakte zweiseitige Signifikanz berichtet.

Signifikante Ergebnisse wurden mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet. Fur die

Effektstarke wurde der Korrelationskoeffizient r nach Pearson berechnet (r = %),

wobei nach Cohen (1992) .1 < r < .3 einen kleinen, .3 < r < .5 einen mittleren und
r > .5 einen starken Effekt anzeigt (Cohen 1992). Die gleiche Einteilung wurde flr
den Rangkorrelationskoeffizienten rs nach Spearman bei der Analyse von
Korrelationen sowie fur ¢ bei der Anwendung des Chi-Quadrat-Tests nach
Pearson bzw. des exakten Tests nach Fisher verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Demografische Charakteristika der Studienkohorten

Insgesamt wurden 149 Teilnehmer in die Studie eingeschlossen. Das Alter der
68 Patienten lag zwischen 21 und 71 Jahren, mit einem durchschnittlichen Alter
von 49.54 Jahren (SD = 11.02). Das Alter der 81 Kontrollprobanden lag zwischen
20 und 69 Jahren, mit einem durchschnittlichen Alter von 41.04 Jahren
(SD =13.66) (siehe Tabelle 13). Der Altersunterschied zwischen beiden
Gruppen war statistisch signifikant (U(67,81) = 1696.5, Z=-3.919, p <.001%,
r=.322).

Das Patientenkollektiv bestand aus 24 weiblichen und 44 mannlichen
Teilnehmern, das Kontrollprobandenkollektiv aus 54 weiblichen und 27
mannlichen Teilnehmern (siehe Tabelle 13). Dies entsprach einem statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen Gruppe und Geschlecht (x?(1) = 14.586,
p <.001%, @ =.313).

Unter den Patienten mit bekanntem Raucherstatus (64 von 68 Patienten) waren
49 Raucher (76.6 % der Patienten mit bekanntem Raucherstatus), wahrend unter
den Kontrollprobanden mit bekanntem Raucherstatus (79 von 81 Kontroll-
probanden) nur 4 Raucher waren (5.1 % der Kontrollprobanden mit bekanntem
Raucherstatus) (siehe Tabelle 13). Der Zusammenhang zwischen Gruppe und
Raucherstatus war statistisch signifikant (x3(1) = 77.487, p < .001*, ¢ =-.736).

Tabelle 13: Deskriptive Analyse der Charakteristika der Studienteilnehmer getrennt nach
Gruppen.

Patienten Kontrollprobanden Signifikanz
(n=168) (n=281)
Mittleres Alter = SD 49.54 + 11.02 41.04 £ 13.66 p <.001*
Geschlecht  weiblich n =24 (35.3 %) n =54 (66.7 %) 001
p <.001*
mannlich n =44 (64.7 %) n =27 (33.3 %)
Raucher ja n =49 (76.6 %) n=4(5.1%)
p <.001*
nein n=15(23.4 %) n=75(94.9 %)

Anmerkung. Durchschnittsalter in Jahren. Prozentangabe entspricht dem Anteil innerhalb der
jeweiligen Gruppe (mit bekanntem Status). Mann-Whitney-U-Test (Alter) bzw. Chi-Quadrat-Test
(Geschlecht und Rauchen). * = statistisch signifikant. n = GroRe der Teilstichprobe,
SD = Standardabweichung.
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Die Abbruchrate der Studienteilnahme Uber den gesamten Zeitraum betrug
79.4 % fur die Patienten und 38.3 % fur die Kontrollprobanden (vgl. Abbildung 2).
Ursachlich waren personliche oder logistische Grunde, ein Kontaktverlust durch
veranderte Kontaktdaten sowie die Tatsache, dass die Rekrutierung zum
Zeitpunkt der Datenauswertung noch nicht abgeschlossen war. Es standen 3 T3-
und 8 T4-Studientermine von Patienten sowie 17 T4-Studientermine von
Kontrollprobanden aus. Abbildung 2 gibt einen Uberblick Uber die
Stichprobengroflen zu T1 bis T4 sowie den Loss to follow-up. Die
Stichprobengrofden der statistischen Tests weichen teilweise ab, da nicht von
allen Probanden zu jedem Studienzeitpunkt Blut- und Speichelproben oder alle
Fragebogen vorhanden waren.

Patienten Kontrollprobanden
Baseline (T1) n =68 n=281
T2 (1-3 Wochen): n = 58 T2 (1-3 Wochen): n =79
FOllOW-Up (T2_T4) T3 (6 Monate): n=19 T3 (6 Monate): n =75
T4 (12 Monate): n = 14 T4 (12 Monate): n = 50
Lost to follow-up®: n =8 Lost to follow-up®: n= 2

Abbildung 2: Ubersicht der StichprobengroBen zu T1-T4 und Loss to follow-up.
n = GroRe der Teilstichprobe. Erstellt mit BioRender.com.

@ Lost to follow-up wurde definiert als fehlend zu allen Follow-ups (T2—T4).

Die Patienten wurden entsprechend ihrem Ruckfallstatus zu T3 oder T4 in zwei
Subgruppen unterteilt (rickfallige bzw. nicht-rickfallige Patienten). Ein Ruckfall
wurde angenommen, wenn der letzte Alkoholkonsum zu T3 (im OCDS-
Fragebogen dokumentiert, sieche Anhang 5.3) etwa 180 Tage oder zu T4 etwa
365 Tage unterschritt und zusatzlich der AUDIT-Score und/oder der OCDS-
Score mind. 16 betrug. Bei 6 Patienten, die zu T3 und T4 nicht an der Studie
teilnahmen, konnte der Ruckfallstatus telefonisch oder per E-Mail ermittelt
werden. Fur die Auswertung wurden die Patienten mit bekanntem Ruckfallstatus

zu T3 oder T4 bereits ab T1 in die genannten Subgruppen eingeteilt. Die
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Bezeichnung ruckfallige bzw. nicht-rickfallige Patienten bezieht sich nicht auf

den Krankheitsverlauf vor Aufnahme in diese Studie.

Bei 29 der insgesamt 68 Patienten lagen Informationen Uber den Ruckfallstatus
im Verlauf der Studie vor. 21 dieser 29 Patienten (72.4 %) wurden nach der
Entzugsbehandlung innerhalb des Studienzeitraums ruckfallig, 8 Patienten
(27.6 %) nicht. Von den 21 ruckfalligen Patienten wurden mind. 14, also 66.7 %,
innerhalb des ersten halben Jahres nach Therapiebeginn ruckfallig. Fur
7 Patienten lag keine Information Uber den Zeitpunkt des Ruckfalls vor.

Das Alter der 21 im Verlauf ruckfallig gewordenen Patienten lag zwischen 21 und
62 Jahren, mit einem durchschnittlichen Alter von 43.71 Jahren (SD = 10.41).
Das Alter der nicht-rickfalligen Patienten lag zwischen 47 und 69 Jahren, mit
einem durchschnittlichen Alter von 56.75 Jahren (SD = 7.42) (siehe Tabelle 14).
Der Altersunterschied zwischen beiden Subgruppen war signifikant
(U(21,8) = 23.0, Z = -2.981, p = .002%, r = .554) (exakte Signifikanz angegeben).
Die Kohorte der ruckfalligen Patienten bestand aus 10 weiblichen und
11 mannlichen Teilnehmern, die Kohorte der nicht-rickfalligen Patienten aus
1 weiblichen und 7 mannlichen Teilnehmern (siehe Tabelle 14). Der
Zusammenhang zwischen Subgruppe und Geschlecht war statistisch nicht
signifikant (x?(1) = 3.035, p = .110, ¢ = .323) (exakte Signifikanz angegeben).

Unter den ruckfalligen Patienten waren 16 Raucher (76.2 % aller ruckfalligen
Patienten), wahrend unter den nicht-rickfalligen Patienten 4 Raucher waren
(50.0 % aller nicht-ruckfalligen Patienten) (siehe Tabelle 14). Es gab keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen ruckfalligen und nicht-rickfalligen
Patienten hinsichtlich Raucherstatus (x3(1) = 1.857, p = .209, ¢ = .253) (exakte

Signifikanz angegeben).
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Tabelle 14: Deskriptive Analyse der Charakteristika der Studienteilnehmer getrennt nach
Riickfallstatus.

ruckfallige Patienten nicht-ruckfallige Signifikanz
(n=21) Patienten
(n=8)
Mittleres Alter + SD 43.71 + 10.41 56.75+7.42 p =.002*
Geschlecht  weiblich n=10 (47.6 %) n=1(12.5 %) 110
p=.
mannlich n=11(52.4 %) n=7(87.5 %)
Raucher ja n=16 (76.2 %) n=4(50.0 %)
p =.209
nein n=5(23.8 %) n=4(50.0 %)

Anmerkung. Durchschnittsalter in Jahren. Prozentangabe entspricht dem Anteil innerhalb der
jeweiligen Subgruppe (mit bekanntem Status). Mann-Whitney-U-Test (Alter) bzw. exakter Test
nach Fisher (Geschlecht und Rauchen). * = statistisch signifikant. n = GréRe der Teilstichprobe,
SD = Standardabweichung.

3.2 Vergleich der Fragebogen-Scores zwischen den (Sub-)Gruppen und
uber die Zeit

Die mittleren Fragebogen-Scores inklusive Standardabweichung sowie die
Mediane mit minimalem und maximalem Wert der drei unter 2.3 naher
beschriebenen Fragebogen zur psychometrischen Erfassung von psychischer
Belastung (GSl), Alkoholkonsum (AUDIT) und Alkoholverlangen (OCDS) sind in
Tabelle 15 bzw. Tabelle 16 jeweils getrennt nach (Sub-)Gruppen (Patienten und
Kontrollprobanden bzw. ruckfallige und nicht-rickfallige Patienten) dargestellit.
Die statistischen Analysen sind in den folgenden Abschnitten (3.2.1-3.2.3)
genauer beschrieben.
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Tabelle 15: Deskriptive Analyse der GSI-, AUDIT- und OCDS-Scores von Patienten und
Kontrollprobanden zu T1-T4.

Variable Zeit- Patienten Kontrollprobanden
punkt

n M Mdn n M Mdn

(SD) (Xmin—Xmax) (SD) (Xmin—Xmax)

GSI T 62 65.77 65.0 81 45.69 46.0
(9.72) (44.0-80.0) (8.88) (26.0-68.0)

T2 53 55.83 55.0 76 44.49 44.0
(11.07) (36.0-80.0) (9.10) (26.0-67.0)

T3 18 60.83 62.0 75 44.88 45.0
(10.45) (41.0-80.0) (8.71) (26.0-66.0)

T4 14  58.86 58.0 50 45.24 44.0
(14.21) (35.0-80.0) (8.62) (26.0-61.0)

AUDIT T1 60 26.42 27.5 81 3.12 2.0
(8.01) (5.0-38.0) (2.49) (0.0-11.0)

T2 30 2210 23.0 46 3.33 3.0

(9.04) (2.0-37.0) (2.54) (0.0-11.0)

T3 18  19.89 18.5 71 2.95 2.0
(10.09) (4.0-38.0) (2.80) (0.0-12.5)

T4 10 21.50 23.5 40 218 2.0
(13.20) (1.0-44.0) (1.92) (0.0-9.0)

OoCcDS T1 61 21.26 21.0 77 2.16 1.0
(7.60) (4.0-40.0) (2.70) (0.0-15.0)

T2 56 13.35 13.0 78 1.72 1.0

(6.26) (1.0-34.0) (2.26) (0.0-13.0)

T3 18 13.33 12.5 74 1.71 1.0

(9.12) (0.0-32.0) (2.16) (0.0-9.0)

T4 15 13.93 12.0 49 1.51 1.0

(9.58) (1.0-37.0) (1.88) (0.0-9.0)

Anmerkung. n=GroRe der Teilstichprobe, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung,
Mdn = Median, Xmin = Minimum, Xmax = Maximum, GSI| = Global Severity Index, AUDIT = Alcohol
Use Disorders Identification Test, OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.
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Tabelle 16: Deskriptive Analyse der GSI-, AUDIT- und OCDS-Scores von riickfalligen und
nicht-riickfilligen Patienten zu T1-T4.

Variable Zeit- rickfallige Patienten nicht-rickfallige Patienten
punkt
n M Mdn n M Mdn
(SD) (Xmin—Xmax) (SD) (Xmin—Xmax)
GSlI T1 20 67.10 65.5 8 60.88 64.0
(10.87) (44.0-80.0) (8.86) (46.0-75.0)
T2 19  56.32 56.0 7 52.00 55.0
(13.79) (36.0-80.0) (7.72) (40.0-59.0)
T3 13 63.46 64.0 5 54.00 55.0
(9.64) (46.0-80.0) (10.22) (41.0-68.0)
T4 9 60.11 61.0 5 56.60 55.0
(16.42) (35.0-80.0) (10.36) (42.0-68.0)
AUDIT T 21 27.62 28.0 8 23.25 25.5
(6.72) (14.0-38.0) (7.94) (11.0-35.0)
T2 9 22.67 23.0 5 21.40 23.0
(9.35) (5.0-37.0) (3.78) (17.0-26.0)
T3 13 24.31 22.0 5 8.40 8.0
(7.83) (15.0-38.0) (4.56) (4.0-16.0)
T4 8 26.50 26.5 2 1.50 1.5
(9.01) (15.0-44.0) (0.71) (1.0-2.0)
OoCbhS T1 21 23.45 23.0 7 19.86 20.0
(6.88) (11.0-38.0) (3.34) (15.0-26.0)
T2 19 13.74 13.0 8 12.63 11.5
(4.81) (6.0-22.0) (4.69) (7.0-21.0)
T3 13 17.08 15.0 5 3.60 20
(7.41) (7.0-32.0) (4.98) (0.0-12.0)
T4 10 18.40 19.0 5 5.00 20
(8.03) (10.0-37.0) (5.15) (1.0-12.0)
Anmerkung. n=GroRe der Teilstichprobe, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung,

Mdn = Median, Xmin = Minimum, Xmax = Maximum, GSI| = Global Severity Index, AUDIT = Alcohol
Use Disorders Identification Test, OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

3.2.1 Psychische Belastung (GSl)

Die GSI-Scores der Patienten (Median zu T1 (Mdnrs) = 65.0, Mdnr2 = 55.0,
Mdnrs = 62.0, Mdnt4 = 58.0) waren im Vergleich zu denen der Kontrollprobanden
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(Mdnt1=46.0, Mdnr,=44.0, Mdnr3=45.0, Mdnr4=44.0) zu allen vier
Zeitpunkten auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch
signifikant erhoéht (T1: U(62,81) =317.5, Z=-8.942, p <.001*, r=.748; T2:
U(53,76) = 866.5, Z=-5.498, p<.001*, r=.484; T3: U(18,75)=163.5,
Z=-4978, p<.001*, r=.516; T4: U(14,50)=151.5, Z=-3.229, p=.001%,
r=.404) (siehe Tabelle 17 und Abbildung 3). Nach Cohen (1992) handelte es
sich zu T2 und T4 um mittlere und zu T1 und T3 um starke Effekte.

Tabelle 17: Unterschiede der GSI-Scores von Patienten und Kontrollprobanden.

Zeit- n Mdnpe Madngk p-Wert Rang angepasstes
punkt (P,K) Signifikanzniveau
T1 62,81 65.0 46.0 <.001* 1 .05/4 =.013
T2 53,76 55.0 44.0 <.001* 2 .05/3 =.017
T3 18,75 62.0 45.0 <.001* 3 .05/2 =.025
T4 14,50 58.0 44.0 .001* 4 .05/1 =.050

Anmerkung. Mann-Whitney-U-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n = GroRe der Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden,
Mdnp = Median der Patienten, Mdnk = Median der Kontrollprobanden, GSI = Global Severity
Index.

Gruppe
90 1 * * * * [ Patienten

[ Kontrollprobanden
80
70 4

60 1

GSlI

50

40 |

30

20~

T1 T2 T3 T4
Zeitpunkt

Abbildung 3: Vergleich der GSI-Scores von Patienten und Kontrollprobanden zu T1-T4.
*=auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. Mann-
Whitney-U-Test, Stichprobengréen (P,K): T1(62,81), T2(53,76), T3(18,75), T4(14,50).
P = Patienten, K = Kontrollprobanden, GSI = Global Severity Index.
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Die GSI-Scores der Patienten sanken von T1 zu T2 signifikant von einem Median
von 65.0 auf 55.0 (T1/T2: Z=-5.444, p <.001*, r=.762, N=51). Von T2 zu T3
stiegen sie wieder signifikant auf 62.0 (T2/T3: Z=-2.848, p =.003*, r=.712,
N = 16), blieben jedoch unterhalb des Ausgangsniveaus, bevor sie von T3 zu T4
erneut auf 58.0 absanken (nicht signifikant, T3/T4: Z=-0.561, p = .617, r=.177,
N =10). Von T2 zu T4 konnte ein signifikanter Anstieg beobachtet werden
(T2/T4: Z=-2.671, p=.005% r=.741, N=13) (bis auf T1/T2 (asymptotische)
jeweils exakte Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 18 und Abbildung 4). Die
GSI-Scores der Kontrollprobanden blieben hingegen, wie in Tabelle 19 und
Abbildung 4 gezeigt, Uber alle Zeitpunkte hinweg auf einem ahnlichen Niveau von
44.0 bis 46.0 (Mediane) (T1/T2: Z=-2.204, p =.028, r=.253, N=76; T1/T3:
Z=-0.698, p=.485, r=.081, N=75; T1/T4: Z=-0.896, p=.371, r=.127,
N=50;T2/T3: Z=-0.769,p = .442,r=.091, N=72; T2/T4: Z=-0.175, p = .861,
r=.025 N=48; T3/T4: Z=-1.132, p = .258, r=.162, N = 49).

Tabelle 18: Unterschiede der GSI-Scores von Patienten liber die Zeit.

Zeit- N Mdn Mdn; p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 51 65.0 55.0 <.001* 1 .05/6 = .008
T1/T3 18 65.0 62.0 148 5 .05/2 =.025
T1/T4 13 65.0 58.0 .026 4 .05/3 =.017
T2/T3 16 55.0 62.0 .003* 2 .05/5=.010
T2/T4 13 55.0 58.0 .005* 3 .05/4 = .013
T3/T4 10 62.0 58.0 617 6 .05/1 =.050

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. *=auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem
Signifikanzniveau statistisch signifikant. Bis auf T1/T2 (asymptotische) exakte Signifikanz
angegeben. N = Groke der Gesamtstichprobe, Mdn+= Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts,
Mdn2 = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts, GSI = Global Severity Index.

Tabelle 19: Unterschiede der GSI-Scores von Kontrollprobanden iiber die Zeit.

Zeit- N Madn Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 76 46.0 44.0 .028 1 .05/6 = .008
T1/T3 75 46.0 45.0 485 5 .05/2 =.025
T1/T4 50 46.0 44.0 371 3 .05/4 =.013
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Zeit- N Mdn Mdn; p-Wert Rang angepasstes

punkte Signifikanzniveau
T2/T3 72 44.0 45.0 442 4 .05/3 =.017
T2/T4 48 44.0 44.0 .861 6 .05/1 =.050
T3/T4 49 45.0 44.0 .258 2 .05/5=.010

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. N = GroRe der Gesamtstichprobe, Mdn: = Median
des jeweiligen 1. Zeitpunkts, Mdnz = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts, GSI = Global Severity
Index.
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Abbildung 4: Entwicklung der GSI-Scores von Patienten und Kontrollprobanden iiber die
Zeit. Kreise entsprechen den Medianen, Fehlerbalken dem 95%-Konfidenzintervall. * = auf nach
Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test, StichprobengréRen (P,K): T1/T2(51,76), T1/T3(18,75), T1/T4(13,50), T2/T3(16,72),
T2/T4(13,48), T3/T4(10,49). P = Patienten, K = Kontrollprobanden, GSI = Global Severity Index.

Die drei (Sub-)Gruppen (ruckfallige und nicht-rickfallige Patienten sowie
Kontrollprobanden) unterschieden sich in ihren GSI-Scores zu allen vier
Zeitpunkten signifikant (T1: H(2) = 45.094, p < .001*, N = 109; T2: H(2) = 13.901,
p <.001*, N=102; T3: H(2)=26.225, p<.001*, N=93; T4: H(2)=10.433,
p =.005%, N = 64).

Die GSI-Scores der ruckfalligen Patienten (Mdnrs=65.5, Mdnr, = 56.0,
Mdnts = 64.0, Mdnrt4 = 61.0) waren zu allen Zeitpunkten héher als die der nicht-
ruckfalligen Patienten (Mdnrs = 64.0, Mdnr, = 55.0, Mdnrs = §5.0, Mdnr4 = 55.0),
jedoch ohne signifikanten Unterschied (T1: Z=-0.676, p=.499, r=.128,
n(R,N) =20,8; T2: Z=-0.061, p=.951, r=.012, n(R,N) =19,7; T3: Z=-1.202,
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p =.229, r=.283, n(R,N) = 13,5); T4: Z=0.093, p = .926, r = .025, n(R,N) = 9,5;
Nach Cohen (1992) handelte es sich um kleine Effekte. Die GSI-Scores sowohl
der ruckfalligen als auch der nicht-ruckfalligen Patienten waren aulerdem zu
allen Zeitpunkten hoher als die der Kontrollprobanden. Von T1 bis T3 war dieser
Unterschied zwischen rickfalligen Patienten und Kontrollprobanden signifikant
(T1: Z2=6.189, p<.001*, r=.616, n(R,K)=20,81; T2: Z=3.330, p <.001%,
r=.342,n(R,K) =19,76; T3: Z= 4,934, p < .001*, r = .526, n(R,K) = 13,75). Nach
Cohen (1992) handelte es sich zu T1 und T3 um einen starken und zu T2 um
einen mittleren Effekt. Zu T4 handelte es sich ebenfalls um einen mittleren Effekt,
der jedoch auf dem korrigierten Signifikanzniveau nach Bonferroni-Holm nicht als
signifikant nachgewiesen werden konnte (T4: Z=2.645, p=.008, r=.344,
n(R,K) =9,50). Zwischen den nicht-rickfalligen Patienten und den
Kontrollprobanden war der Unterschied bei einem mittleren Effekt nur zu T1
signifikant (T1: Z = 3.407, p <.001*, r=.361, n(N,K) = 8,81). Zu den spateren
Zeitpunkten gab es nur kleine, nicht signifikante Effekte (T2: Z=2.094, p = .036,
r=.230, n(N,K)=7,76; T3: Z=1.840, p=.066, r=.206, n(N,K)=5,75; T4:
Z=2.153, p=.031, r=.290, n(N,K) = 5,50) (siehe Tabelle 20 und Abbildung 5).

Tabelle 20: Unterschiede der GSI-Scores von riickfilligen und nicht-riickfélligen Patienten
sowie Kontrollprobanden im paarweisen Vergleich.

Zeit- n Mdng Mdny p-Wert Rang angepasstes
punkt (R,N) Signifikanzniveau
T1 20,8 65.5 64.0 499 10 .05/3 =.017
T2 19,7 56.0 55.0 .951 12 .05/1 =.050
T3 13,5 64.0 55.0 229 9 .05/4 =.013
T4 9,5 61.0 55.0 .926 11 .05/2 =.025
Zeit- n Mdng Mdnk p-Wert Rang angepasstes
punkt (R,K) Signifikanzniveau
T1 20,81 65.5 46.0 <.001* 1 .05/12 = .004
T2 19,76 56.0 44.0 <.001* 4 .05/9 = .006
T3 13,75 64.0 45.0 <.001* 2 .05/11 = .005
T4 9,50 61.0 44.0 .008 5 .05/8 = .006
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Zeit- n Mdnn Mdnk p-Wert Rang angepasstes

punkt (N,K) Signifikanzniveau
T1 8,81 64.0 46.0 <.001* 3 .05/10 = .005
T2 7,76 55.0 44.0 .036 7 .05/6 = .008
T3 5,75 55.0 45.0 .066 8 .05/5=.010
T4 5,50 55.0 44.0 .031 6 .05/7 = .007

Anmerkung. Dunns Post-hoc-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n= GroRe der Teilstichprobe, R =riickfallige Patienten, N = nicht-
rickféllige Patienten, K = Kontrollprobanden, Mdnr = Median der riickfalligen Patienten,
Mdnn = Median der nicht-riickfalligen Patienten, Mdnk = Median der Kontrollprobanden,
GSI = Global Severity Index.
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Abbildung 5: Vergleich der GSI-Scores von riickfilligen und nicht-riickfilligen Patienten
sowie Kontrollprobanden zu T1-T4. Kreise entsprechen leichten Ausreillern. * = auf nach
Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. Dunns Post-hoc-Test,
StichprobengréfRen (R,N,K): T1(20,8,81), T2(19,7,76), T3(13,5,75), T4(9,5,50). R = ruickfallige
Patienten, N = nicht-rickfallige Patienten, K = Kontrollprobanden, GSI = Global Severity Index.

Die GSI-Scores der ruckfalligen Patienten sanken von T1 zu T2 signifikant
(T1/T2: Z=-3.504, p < .001%, r=.826, N = 18), stiegen von T2 zu T3 wieder fast
bis auf das Ausgangsniveau an (nicht signifikant, T2/T3: Z=-2.358, p = .015,
r=.711, N=11) und sanken von T3 zu T4 erneut leicht ab (nicht signifikant,
T3/T4: Z=-0.944, p=.438, r=.385, N=6) (jeweils exakte Signifikanz
angegeben) (siehe Tabelle 21 und Abbildung 6). Bei den nicht-rickfalligen
Patienten zeigte sich von T1 zu T2 ebenfalls ein starker, jedoch nicht signifikanter
Abwartstrend (T1/T2: Z=-1.997, p=.063, r=.755, N=7) (T1/T3: Z=-1.214,
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p =.313, r=.543, N = 5), woraufhin die Scores bis zu T4 auf einem Niveau von
55.0 blieben (jeweils exakte Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 22 und
Abbildung 6).

Tabelle 21: Unterschiede der GSI-Scores von riickfélligen Patienten iiber die Zeit.

Zeit- N Mdn Mdn; p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 18 65.5 56.0 <.001* 1 .05/6 = .008
T1/T3 13 65.5 64.0 .366 5 .05/2 =.025
T1/T4 8 65.5 61.0 .031 4 .05/3 =.017
T2/T3 11 56.0 64.0 .015 2 .05/5=.010
T2/T4 9 56.0 61.0 .016 3 .05/4 =.013
T3/T4 6 64.0 61.0 438 6 .05/1 =.050

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. *=auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem
Signifikanzniveau statistisch signifikant. Exakte Signifikanz angegeben. N = Grofle der
Gesamtstichprobe, Mdn+ = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts, Mdn2 = Median des jeweiligen 2.
Zeitpunkts, GSI = Global Severity Index.

Tabelle 22: Unterschiede der GSI-Scores von nicht-riickfélligen Patienten iiber die Zeit.

Zeit- N Mdn Mdn; p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 7 64.0 55.0 .063 1 .05/6 = .008
T1/T3 5 64.0 55.0 313 3 .05/4 =.013
T1/T4 5 64.0 55.0 438 4 .05/3 =.017
T2/T3 5 55.0 55.0 .188 2 .05/5=.010
T2/T4 4 55.0 55.0 .500 5 .05/2 =.025
T3/T4 4 55.0 55.0 .750 6 .05/1 =.050

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Exakte Signifikanz angegeben. N = GroRe der
Gesamtstichprobe, Mdn+ = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts, Mdn2 = Median des jeweiligen 2.
Zeitpunkts, GSI = Global Severity Index.
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Abbildung 6: Entwicklung der GSI-Scores von riickfilligen und nicht-riickfélligen
Patienten sowie Kontrollprobanden iiber die Zeit. Kreise entsprechen den Medianen,
Fehlerbalken dem 95%-Konfidenzintervall. *=auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem
Signifikanzniveau statistisch signifikant. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, Stichprobengréfen
(R,N,K): T1/T2(18,7,76), T1/T3(13,5,75), T1/T4(8,5,50), T2/T3(11,5,72), T2/T4(9,4,48),
T3/T4(6,4,49). R = rickfallige Patienten, N = nicht-riickfallige Patienten, K = Kontrollprobanden,
GSI = Global Severity Index.

3.2.2 Alkoholkonsum (AUDIT)

Die AUDIT-Scores der Patienten (Mdnrs =27.5, Mdnr, =23.0, Mdnrs = 18.5,
Mdnt4 = 23.5) waren im Vergleich zu den Kontrollprobanden (Mdnrs= 2.0,
Mdnt2=3.0, Mdnrs=2.0, Mdnrs=2.0) zu allen vier Zeitpunkten signifikant
erhéht (T1: U(60,81)=225, Z=-10.069, p<.001*, r=.848; Tz
U(30,46) =54.5, Z=-6.781, p < .001*, r=.778; T3: U(18,71) = 37.0, Z = -6.218,
p <.001* r=.659; T4: U(10,40) = 46.5, Z=-3.802, p <.001*, r=.538) (siehe
Tabelle 23 und Abbildung 7). Nach Cohen (1992) handelte es sich dabei um
starke Effekte.
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Tabelle 23: Unterschiede der AUDIT-Scores von Patienten und Kontrollprobanden.

Zeit- n Mdnp Mdnyk p-Wert Rang angepasstes
punkt (P.,K) Signifikanzniveau
T1 60,81 27.5 2.0 <.001* 1 .05/4 =.013
T2 30,46 23.0 3.0 <.001* 2 .05/3 =.017
T3 18,71 18.5 2.0 <.001* 3 .05/2 =.025
T4 10,40 23.5 2.0 <.001* 4 .05/1 =.050

Anmerkung. Mann-Whitney-U-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n= GroRe der Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden,
Mdnpe = Median der Patienten, Mdnk = Median der Kontrollprobanden, AUDIT = Alcohol Use
Disorders Identification Test.
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Abbildung 7: Vergleich der AUDIT-Scores von Patienten und Kontrollprobanden zu T1-
T4. Kreise entsprechen leichten, Rauten extremen Ausreil’ern. * = auf nach Bonferroni-Holm
korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. Mann-Whitney-U-Test, Stichprobengréfien
(P,K): T1(60,81), T2(30,46), T3(18,71), T4(10,40). P = Patienten, K = Kontrollprobanden,
AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test.

Die AUDIT-Scores der Patienten sanken von T1 bis T3 signifikant von einem
Median von 27.5 auf 18.5 ab (T1/T3: Z=--3.249, p < .001*, r=.766, N = 18).
Vom Beginn bis zum Ende der Therapie (T1 bis T2) zeigte sich kein signifikanter
Abfall der AUDIT-Scores (T1/T2: Z=-2.440, p = .015, r=.445, N = 30). Von T3
zu T4 stiegen die Scores (Mediane) wieder auf 23.5 an (nicht signifikant, T3/T4:
Z=-0.679, p=.578, r=.257, N=7) (bis auf T1/T2 (asymptotische) exakte
Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 24 und Abbildung 8). Bei den
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Kontrollprobanden blieben die AUDIT-Scores uber die Zeit auf einem
vergleichbar niedrigen Niveau zwischen 2.0 und 3.0 (Mediane) (T1/T2:
Z=-1.155, p=.248, r=170, N=46; T1/T3: Z=-1.204, p=.229, r=.143,
N=71;T1/T4: Z=-2591,p=.010,r=.410, N=40; T2/T3: Z=-0.771, p = .441,
r=.118, N=43; T2/T4: Z=-1.611, p=.180, r = .352, N = 21; T3/T4: Z = -1.745,
p=.081, r=.279, N=39) (zu T2/T4 exakte Signifikanz angegeben) (siehe
Tabelle 25 und Abbildung 8).

Tabelle 24: Unterschiede der AUDIT-Scores von Patienten liber die Zeit.

Zeit- N Mdn4 Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 30 27.5 23.0 .015 2 .05/5=.010
T1/T3 18 27.5 18.5 <.001* 1 .05/6 = .008
T1/T4 10 27.5 23.5 .070 4 .05/3 =.017
T2/T3 10 23.0 18.5 .066 3 .05/4 = .013
T2/T4 5 23.0 23.5 .625 6 .05/1 =.050
T3/T4 7 18.5 23.5 578 5 .05/2 =.025
Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. *=auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem

Signifikanzniveau statistisch signifikant. Bis auf T1/T2 (asymptotische) exakte Signifikanz
angegeben. N = Grolke der Gesamtstichprobe, Mdn+= Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts,
Mdn2 = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts, AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test.

Tabelle 25: Unterschiede der AUDIT-Scores von Kontrollprobanden iiber die Zeit.

Zeit- N Madn Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 46 2.0 3.0 248 5 .05/2 =.025
T1/T3 71 2.0 2.0 229 4 .05/3 =.017
T1/T4 40 2.0 2.0 .010 1 .05/6 = .008
T2/T3 43 3.0 2.0 441 6 .05/1 =.050
T2/T4 21 3.0 2.0 .180 3 .05/4 =.013
T3/T4 39 2.0 2.0 .081 2 .05/5=.010

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Zu T2/T4 exakte Signifikanz angegeben.
N = Grofte der Gesamtstichprobe, Mdn: = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts, Mdnz = Median
des jeweiligen 2. Zeitpunkts, AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test.
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Abbildung 8: Entwicklung der AUDIT-Scores von Patienten und Kontrollprobanden iiber
die Zeit. Kreise entsprechen den Medianen, Fehlerbalken dem 95%-Konfidenzintervall. * = auf
nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, Stichprobengroen (P,K): T1/T2(30,46), T1/T3(18,71), T1/T4(10,40),
T2/T3(10,43), T2/T4(5,21), T3/T4(7,39). P = Patienten, K = Kontrollprobanden, AUDIT = Alcohol
Use Disorders Identification Test.

Die Unterschiede zwischen den AUDIT-Scores der drei (Sub-)Gruppen
(rackfallige und nicht-rickfallige Patienten sowie Kontrollprobanden) waren zu
allen vier Zeitpunkten signifikant (T1: H(2) = 64.226, p <.001*, N=110; T2:
H(2) = 30.526, p <.001*, N=60; T3: H(2)=40.074, p<.001*, N=89; T4:
H(2) = 20.720, p < .001*, N = 50).

Im paarweisen Vergleich hatten die ruckfalligen Patienten zu allen vier
Zeitpunkten signifikant hohere AUDIT-Scores als die Kontrollprobanden (T1:
Z=7.241,p<.001* r=.717, n(R,K) = 21,81; T2: Z=4.612, p <.001%, r = .622,
n(R,K) =9,46; T3: Z=6.015, p <.001*, r=.656, n(R,K) = 13,71; T4: Z=4.492,
p <.001*, r=.648, n(R,K) = 8,40). Die nicht-ruckfalligen Patienten hingegen
hatten nur zu T1 und T2 signifikant hohere Werte als die Kontrollprobanden (T1:
Z=4.387, p<.001* r=.465, n(N,K) =8,81; T2: Z=3.602, p <.001*, r=.504,
n(N,K) = 5,46; T3: Z=2.570, p=.010, r=.295, n(N,K) =5,71; T4: Z=-0.330,
p=.741, r=.051, n(N,K)=2,40). Die Scores der ruckfalligen und nicht-
ruckfalligen Patienten unterschieden sich nicht signifikant (T1: Z=-0.355,
p=.723, r=.066, n(R,N) =21,8; T2: Z=0.028, p =.978, r=.007, n(R,N) = 9,5;

52



T3: Z=-1.189, p=.234, r=.280, n(R,N)=13,5; T4: Z=-2.503, p=012,
r=.792, n(R,N) = 8,2), jedoch zeigte sich zu T4 nach Cohen (1992) ein groRer
Effekt (siehe Tabelle 26 und Abbildung 9).

Tabelle 26: Unterschiede der AUDIT-Scores von ruckfilligen und nicht-riickfalligen
Patienten sowie Kontrollprobanden im paarweisen Vergleich.

Zeit- n Mdng Mdny p-Wert Rang angepasstes
punkt (R,N) Signifikanzniveau
T1 21,8 28.0 255 723 10 .05/3 =.017
T2 9,5 23.0 23.0 978 12 .05/1 =.050
T3 13,5 22.0 8.0 234 9 .05/4 =.013
T4 8,2 26.5 1.5 012 8 .05/5=.010
Zeit- n Mdng Mdnk p-Wert Rang angepasstes
punkt (RK) Signifikanzniveau
T1 21,81 28.0 2.0 <.001* 1 .05/12 = .004
T2 9,46 23.0 3.0 <.001* 3 .05/10 = .005
T3 13,71 22.0 2.0 <.001* 2 .05/11 = .005
T4 8,40 26.5 2.0 <.001* 4 .05/9 = .006
Zeit- n Mdnn Mdnk p-Wert Rang angepasstes
punkt (N,K) Signifikanzniveau
T1 8,81 25.5 2.0 <.001* 5 .05/8 = .006
T2 5,46 23.0 3.0 <.001* 6 .05/7 =.007
T3 5,71 8.0 2.0 .010 7 .05/6 = .008
T4 2,40 1.5 2.0 741 11 .05/2 =.025

Anmerkung. Dunns Post-hoc-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n= GroRe der Teilstichprobe, R =rickfalige Patienten, N = nicht-
rickféllige Patienten, K = Kontrollprobanden, Mdnr = Median der riickfalligen Patienten,
Mdnn = Median der nicht-riickfalligen Patienten, Mdnk = Median der Kontrollprobanden,
AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test.
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Abbildung 9: Vergleich der AUDIT-Scores von riickfilligen und nicht-riickfélligen
Patienten sowie Kontrollprobanden zu T1-T4. Kreise entsprechen leichten, Rauten extremen
Ausreiern. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant.
Dunns Post-hoc-Test, Stichprobengrofen (R,N,K): T1(21,8,81), T2(9,5,46), T3(13,5,71),
T4(8,2,40). R =rickfallige Patienten, N = nicht-riickfallige Patienten, K = Kontrollprobanden,
AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test.

Die AUDIT-Scores der ruckfalligen Patienten zeigten einen signifikanten Abfall
von T1 bis T3 (T1/T3: Z=-2.673, p = .005*, r=.741, N=13), der von T1 zu T2
von groRerem Effekt war als von T2 zu T3 (nicht signifikant, T1/T2: Z =-1.614,
p=.117,r=.538, N=9; T2/T3: Z=-0.763, p = .484, r= .288, N = 7), bevor sie
von T3 zu T4 wieder anstiegen (nicht signifikant, T3/T4: Z=-1.483, p = .188,
r=.663, N = 5) (exakte Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 27 und Abbildung
10). Bei den nicht-rickfalligen Patienten sank der AUDIT-Score von T1 bis T4
nicht signifikant ab. Am starksten war der Effekt dieser Abnahme von T1 auf T4
(T1/T4: Z=-1.342, p=.500, r=.949, N = 2), von T2 auf T3 (T2/T3: Z=-1.604,
p =.250, r=.926, N = 3), von T2 auf T4 (T2/T4: Z=-1.342, p = .500, r=.949,
N = 2)und von T3 auf T4 (T3/T4: Z = -1.342, p = .500, r = .949, N = 2). Aber auch
zwischen den anderen Zeitpunkten zeigte sich ein starker Trend mit grof3er
Effektstarke (T1/T2: Z=-1.214, p=.313, r=.543, N=5; T1/T3: Z=-1.753,
p =.125, r=.784, N = 5) (exakte Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 28 und
Abbildung 10).
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Tabelle 27:

Unterschiede der AUDIT-Scores von riickfilligen Patienten iiber die Zeit.

Zeit- N Madn Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 9 28.0 23.0 A17 2 .05/5=.010
T1/T3 13 28.0 22.0 .005* 1 .05/6 = .008
T1/T4 8 28.0 26.5 .281 4 .05/3 =.017
T2/T3 7 23.0 22.0 484 5 .05/2 =.025
T2/T4 3 23.0 26.5 .500 6 .05/1 =.050
T3/T4 5 22.0 26.5 .188 3 .05/4 =.013

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

Signifikanzniveau statistisch signifikant.
Gesamtstichprobe, Mdn+ = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts, Mdn2 = Median des jeweiligen 2.

Zeitpunkts, AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test.

Exakte Signifikanz angegeben.

auf nach Bonferroni-Holm Kkorrigiertem

N = Grolke der

Tabelle 28: Unterschiede der AUDIT-Scores von nicht-riickfélligen Patienten liber die Zeit.

Zeit- N Mdn4 Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 5 255 23.0 313 3 .05/4 =.013
T1/T3 5 255 8.0 125 1 .05/6 = .008
T1/T4 2 255 1.5 .500 4 .05/3 =.017
T2/T3 3 23.0 8.0 .250 2 .05/5=.010
T2/T4 2 23.0 1.5 .500 5 .05/2 =.025
T3/T4 2 8.0 1.5 .500 6 .05/1 =.050

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Exakte Signifikanz angegeben. N = GroRe der
Gesamtstichprobe, Mdn+ = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts, Mdn2 = Median des jeweiligen 2.

Zeitpunkts, AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test.
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Abbildung 10: Entwicklung der AUDIT-Scores von riickféalligen und nicht-riickfélligen
Patienten sowie Kontrollprobanden iiber die Zeit. Kreise entsprechen den Medianen,
Fehlerbalken dem 95%-Konfidenzintervall. *=auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem
Signifikanzniveau statistisch signifikant. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, Stichprobengréfen
(R,N,K):  T1/T2(9,5,46), T1/T3(13,5,71), T1/T4(8,2,40), T2/T3(7,3,43), T2/T4(3,2,21),
T3/T4(5,2,39). R = rickfallige Patienten, N = nicht-riickfallige Patienten, K = Kontrollprobanden,
AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test.

3.2.3 Alkoholverlangen (OCDS)

Die OCDS-Scores waren bei den Patienten (Mdnrs=21.0, Mdnr=13.0,
Mdnrs =125, Mdnrs=12.0) im Vergleich zu den Kontrollprobanden
(Mdnr1=1.0, Mdnt2=1.0, Mdnt3= 1.0, Mdnt4=1.0) zu allen vier Zeitpunkten
signifikant erhoht (T1: U(61,77)=34.5, Z=-9.966, p<.001*, r=.848; T2:
U(56,78) =163.0, Z=-9.205, p<.001*, r=.795; T3: U(18,74)=161.0,
Z=-5114, p<.001*, r=.533; T4: U(15,49)=61.0, Z=-4.977, p<.001%,
r=.622) (siehe Tabelle 29 und Abbildung 11). Nach Cohen (1992) handelte es
sich dabei um starke Effekte.
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Tabelle 29: Unterschiede der OCDS-Scores von Patienten und Kontrollprobanden.

Zeit- n Mdnp Mdnyk p-Wert Rang angepasstes
punkt (P,K) Signifikanzniveau
T1 61,77 21.0 1.0 <.001* 1 .05/4 =.013
T2 56,78 13.0 1.0 <.001* 2 .05/3 =.017
T3 18,74 12.5 1.0 <.001* 3 .05/2 =.025
T4 15,49 12.0 1.0 <.001* 4 .05/1 =.050

Anmerkung. Mann-Whitney-U-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n = GroRe der Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden,
Mdnp = Median der Patienten, Mdnk = Median der Kontrollprobanden, OCDS = Obsessive
Compulsive Drinking Scale.
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Abbildung 11: Vergleich der OCDS-Scores von Patienten und Kontrollprobanden zu T1-
T4. Kreise entsprechen leichten, Rauten extremen Ausreif3ern. * = auf nach Bonferroni-Holm
korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. Mann-Whitney-U-Test, Stichprobengréfien
(P,K): T1(61,77), T2(56,78), T3(18,74), T4(15,49). P = Patienten, K = Kontrollprobanden,
OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

Die OCDS-Scores der Patienten sanken von T1 zu T2 signifikant von 21.0 auf
13.0 ab (T1/T2: Z=-5.946, p < .001*, r=.817, N = 53). Auch von T1 zu T3 und
T1 zu T4 war der Abfall signifikant (T1/T3: Z = -3.505, p < .001*, r=.850, N = 17;
T1/T4: Z=-2.701, p = .004*, r = .697, N = 15). Von T2 bis T4 nahmen die Scores
weiter ab, jedoch nur mit kleinem, nicht signifikantem Effekt (T2/T3: Z = -1.088,
p=.292, r=.272, N=16; T2/T4: Z=-0.210, p =.852, r=.054, N = 15; T3/T4:
Z=-0.513, p=.643, r=.162, N=10) (bis auf T1/T2 (asymptotische) exakte
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Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 30 und Abbildung 12). Die Mediane der
OCDS-Scores der Kontrollprobanden blieben Uber die Zeit konstant bei 1.0
(T1/T2: 2=-2.373, p=.018, r=.276, N=74; T1/T3: Z=-1.663, p=.096,
r=.199, N=70; T1/T4: Z=-0.648, p = .517, r = .097, N = 45; T2/T3: Z = -0.007,
p=.994, r=.001, N=73; T2/T4: Z=-0.664, p = .506, r=.095, N =49; T3/T4:
Z=-0.765, p = 444, r= 112, N = 47) (siehe Tabelle 31 und Abbildung 12).

Tabelle 30: Unterschiede der OCDS-Scores von Patienten liber die Zeit.

Zeit- N Madn Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 53 21.0 13.0 <.001* 1 .05/6 = .008
T1/T3 17 21.0 12.5 <.001* 2 .05/5=.010
T1/T4 15 21.0 12.0 .004* 3 .05/4 =.013
T2/T3 16 13.0 12.5 292 4 .05/3 =.017
T2/T4 15 13.0 12.0 .852 6 .05/1 =.050
T3/T4 10 12.5 12.0 643 5 .05/2 =.025

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. *=auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem
Signifikanzniveau statistisch signifikant. Bis auf T1/T2 (asymptotische) exakte Signifikanz
angegeben. N = Groke der Gesamtstichprobe, Mdn+= Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts,
Mdn2 = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts, OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

Tabelle 31: Unterschiede der OCDS-Scores von Kontrollprobanden liber die Zeit.

Zeit- N Mdn4 Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 74 1.0 1.0 .018 1 .05/6 = .008
T1/T3 70 1.0 1.0 .096 2 .05/5=.010
T1/T4 45 1.0 1.0 517 5 .05/2 =.025
T2/T3 73 1.0 1.0 994 6 .05/1 =.050
T2/T4 49 1.0 1.0 .506 4 .05/3 =.017
T3/T4 47 1.0 1.0 444 3 .05/4 = .013

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. N = GroRRe der Gesamtstichprobe, Mdn: = Median
des jeweiligen 1. Zeitpunkts, Mdn2 = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts, OCDS = Obsessive
Compulsive Drinking Scale.
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Abbildung 12: Entwicklung der OCDS-Scores von Patienten und Kontrollprobanden iiber
die Zeit. Kreise entsprechen den Medianen, Fehlerbalken dem 95%-Konfidenzintervall. * = auf
nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, Stichprobengroen (P,K): T1/T2(53,74), T1/T3(17,70), T1/T4(15,45),
T2/T3(16,73), T2/T4(15,49), T3/T4(10,47). P = Patienten, K = Kontrollprobanden,
OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

Die drei (Sub-)Gruppen (ruckfallige und nicht-rickfallige Patienten sowie
Kontrollprobanden) unterschieden sich in ihren OCDS-Scores zu allen vier
Zeitpunkten signifikant (T1: H(2) = 62.050, p < .001*, N = 105; T2: H(2) = 58.467,
p <.001*, N=105; T3: H(2)=34.244, p<.001*, N=92; T4: H(2) = 28.337,
p <.001*, N = 64).

Die OCDS-Scores der ruckfalligen Patienten waren im paarweisen Vergleich zu
allen Zeitpunkten signifikant hoher als die der Kontrollprobanden (T1: Z = 7.221,
p <.001*, r=.729, n(R,K)=21,77;, T2: Z=6.749, p<.001*, r=.685,
n(R,K)=19,78; T3: Z=5.852, p <.001*, r=.627, n(R,K) = 13,74; T4: Z = 5.226,
p <.001*, r=.680, n(R,K) =10,49). Zwischen den nicht-rickfalligen Patienten
und Kontrollprobanden zeigten sich nur zu T1 und T2 signifikante Unterschiede,
zu T3 und T4 lagen ihre Scores auf vergleichbarem Niveau (T1: Z = 4.083,
p<.001*, r=.445 n(NK)=7,77, T2: Z=4472, p<.001*, r=.482,
n(N,K) =8,78; T3: Z=0.569, p =.569, r=.064, n(N,K) =5,74; T4: Z=1.659,
p=.097, r=.226, n(N,K) = 5,49). Die OCDS-Scores der ruckfalligen Patienten
(Mdnr1=23.0, Mdnr,=13.0, Mdnr3=15.0, Mdnr4+=19.0) waren zu allen
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Zeitpunkten hoher als die der nicht-rickfalligen Patienten (Mdnrs=20.0,
Mdnr2 =115, Mdnr3=2.0, Mdnr4=2.0). Zu T3 war dieser Unterschied
signifikant, zu T4 zeigte sich ein nicht signifikanter mittlerer Effekt (T1: Z = -0.380,
p=.704, r=.072, n(RN)=217;, T2: Z=-0.158, p=.875 r=.030,
n(R,N) =19,8; T3: Z=-2.844, p = .004*, r = .670, n(R,N) = 13,5; T4: Z = -1.889,
p =.059, r=.488, n(R,N) = 10,5) (siehe Tabelle 32 und Abbildung 13).

Tabelle 32: Unterschiede der OCDS-Scores von riickféilligen und nicht-riickfalligen
Patienten sowie Kontrollprobanden im paarweisen Vergleich.

Zeit- n Mdngr Mdny p-Wert Rang angepasstes
punkt (R,N) Signifikanzniveau
T1 21,7 23.0 20.0 .704 11 .05/2 =.025
T2 19,8 13.0 11.5 875 12 .05/1 =.050
T3 13,5 15.0 2.0 .004* 7 .05/6 = .008
T4 10,5 19.0 2.0 .059 8 .05/5=.010
Zeit- n Mdng Mdnk p-Wert Rang angepasstes
punkt (RK) Signifikanzniveau
T1 21,77 23.0 1.0 <.001* 1 .05/12 = .004
T2 19,78 13.0 1.0 <.001* 2 .05/11 = .005
T3 13,74 15.0 1.0 <.001* 3 .05/10 = .005
T4 10,49 19.0 1.0 <.001* 4 .05/9 = .006
Zeit- n Mdnn Mdnk p-Wert Rang angepasstes
punkt (N,K) Signifikanzniveau
T1 7,77 20.0 1.0 <.001* 6 .05/7 =.007
T2 8,78 11.5 1.0 <.001* 5 .05/8 = .006
T3 5,74 2.0 1.0 .569 10 .05/3 =.017
T4 5,49 2.0 1.0 .097 9 .05/4 =.013

Anmerkung. Dunns Post-hoc-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n= GroRe der Teilstichprobe, R =rickfallige Patienten, N = nicht-
rickféllige Patienten, K = Kontrollprobanden, Mdnr = Median der riickfalligen Patienten,
Mdnn = Median der nicht-riickfalligen Patienten, Mdnk = Median der Kontrollprobanden,
OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.
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Abbildung 13: Vergleich der OCDS-Scores von riickfilligen und nicht-riickfélligen
Patienten sowie Kontrollprobanden zu T1-T4. Kreise entsprechen leichten, Rauten extremen
Ausreiern. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant.
Dunns Post-hoc-Test, StichprobengroRen (R,N,K): T1(21,7,77), T2(19,8,78), T3(13,5,74),
T4(10,5,49). R = rickfallige Patienten, N = nicht-riickfallige Patienten, K = Kontrollprobanden,
OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

Die OCDS-Scores der ruckfalligen Patienten sanken von T1 zu T2 (T1/T2:
Z=-3.728, p <.001*, r=.855, N=19) bzw. von T1 zu T3 (T1/T3: Z =-3.008,
p <.001*, r=.834, N = 13) signifikant ab, zwischen T2 und T3 nahmen sie jedoch
zu (nicht signifikant, T2/T3: Z=-0.490, p =.652, r=.148, N=11). Dieser
Aufwartstrend setzte sich von T3 bis T4 fort (nicht signifikant, T3/T4: Z = -0.420,
p=.719, r=.171, N = 6) (exakte Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 33 und
Abbildung 14). Die Mediane blieben von T2 bis T4 unterhalb des initialen Werts
von 23.0. Bei den nicht-rickfalligen Patienten hingegen sank der OCDS-Score
nach einem anfanglich starken Abfall jeweils nicht signifikant von T1 zu T2
(T1/T2: Z2=-2.371, p=.016, r=.896, N =7) weiter bis T3 (T2/T3: Z=-2.032,
p=.063, r=.909, N=5; T1/T3: Z=-1.826, p =.125, r=.913, N = 4) und blieb
anschlielfend von T3 bis T4 auf einem niedrigen Niveau (T3/T4: Z =-0.368,
p=.750, r=.184, N = 4) (exakte Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 34 und
Abbildung 14).
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Tabelle 33

: Unterschiede der OCDS-Scores von riickfélligen Patienten iiber die Zeit.

Zeit- N Mdn Mdn; p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 19 23.0 13.0 <.001* 1 .05/6 = .008
T1/T3 13 23.0 15.0 <.001* 2 .05/5=.010
T1/T4 10 23.0 19.0 .086 3 .05/4 =.013
T2/T3 11 13.0 15.0 .652 5 .05/2 =.025
T2/T4 10 13.0 19.0 .090 4 .05/3 =.017
T3/T4 6 15.0 19.0 719 6 .05/1 =.050

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

Signifikanzniveau statistisch signifikant.
Gesamtstichprobe, Mdns = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts, Mdn2 = Median des jeweiligen 2.
Zeitpunkts, OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

auf nach Bonferroni-Holm Kkorrigiertem

Exakte Signifikanz angegeben.

N = Grole

der

Tabelle 34: Unterschiede der OCDS-Scores von nicht-riickfélligen Patienten liber die Zeit.

Zeit- N Madn Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 7 20.0 11.5 .016 1 .05/6 = .008
T1/T3 4 20.0 2.0 125 4 .05/3 =.017
T1/T4 5 20.0 2.0 .063 2 .05/5=.010
T2/T3 5 11.5 2.0 .063 3 .05/4 =.013
T2/T4 5 11.5 2.0 125 5 .05/2 =.025
T3/T4 4 2.0 2.0 .750 6 .05/1 =.050

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Exakte Signifikanz angegeben. N = GroRe der
Gesamtstichprobe, Mdn+ = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts, Mdn2 = Median des jeweiligen 2.
Zeitpunkts, OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.
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Abbildung 14: Entwicklung der OCDS-Scores von riickfilligen und nicht-riickfélligen
Patienten sowie Kontrollprobanden iiber die Zeit. Kreise entsprechen den Medianen,
Fehlerbalken dem 95%-Konfidenzintervall. *=auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem
Signifikanzniveau statistisch signifikant. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, Stichprobengréfen
(R,N,K): T1/T2(19,7,74), T1/T3(13,4,70), T1/T4(10,5,45), T2/T3(11,5,73), T2/T4(10,5,49),
T3/T4(6,4,47). R = rickfallige Patienten, N = nicht-riickfallige Patienten, K = Kontrollprobanden,
OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

3.3 Korrelationen zwischen den Fragebogen-Scores

Um die wechselseitige Beziehung zwischen psychischer Belastung,
Alkoholkonsum und Alkoholverlangen zu untersuchen, wurde der
Zusammenhang zwischen den verschiedenen Fragebogen-Scores (GSI, AUDIT
und OCDS) mittels Spearman-Rho-Korrelation bestimmt. Wurden die Scores von
Patienten und Kontrollprobanden sowie allen vier Zeitpunkten gemeinsam
untersucht, korrelierten GSI-, AUDIT- und OCDS-Score in jeder Kombination
signifikant positiv miteinander (GSI/OCDS: rs(421) = .554*, p < .001; GSI/AUDIT:
rs(354) = .589*, p<.001; OCDS/AUDIT: rs(349)=.874*, p<.001; siehe
Abbildung 15a und Anhang 6 (Tabelle A5)). Nach Cohen (1992) handelte es sich
bei allen Korrelationen um einen starken Effekt. Bei der nach Gruppen getrennten
Betrachtung korrelierten die Fragebogen-Scores der Patienten weiterhin in allen
Kombinationen signifikant und mittelstark bis stark positiv miteinander (siehe
Tabelle A6 in Anhang 6 und Abbildung 15b). Unter den Scores der
Kontrollprobanden wiesen GSI und AUDIT einen kleinen signifikanten sowie
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AUDIT und OCDS einen starken signifikanten positiven Zusammenhang auf,
nicht jedoch GSI und OCDS (siehe Tabelle A6 in Anhang 6 und Abbildung 15b).
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Abbildung 15: Korrelationen zwischen den Fragebogen-Scores a) iiber beide Gruppen
(Patienten und Kontrollprobanden) und alle Zeitpunkte hinweg und b) getrennt nach
Patienten und Kontrollprobanden iiber alle Zeitpunkte hinweg. Bivariate Korrelation nach
Spearman. In der Diagonalen sind die Histogramme der Normalverteilung des jeweiligen Scores
dargestellt. Zu a): GSI/OCDS: rs(421) = .554*, p <.001; GSI/AUDIT: rs(354) = .589%, p <.001;
OCDS/AUDIT: rs(349) = .874*, p <.001; N(Streudiagramm-Matrix) = 347. Zu b): Patienten:
GSI/OCDS: rs(145) = .547*, p <.001; GSI/AUDIT: rs(116) =.384*, p <.001; OCDS/AUDIT:
rs(116) = .677*, p <.001. Kontrollprobanden: GSI/OCDS: rs(276) = .098, p =.103; GSI/AUDIT:
rs(238) = .241*, p<.001; OCDS/AUDIT: rs(233)=.705%, p<.001; n(Streudiagramm-Matrix
Patienten) = 114, n(Streudiagramm-Matrix Kontrollprobanden) = 233. * = statistisch signifikant.
rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, N = GroRe der Gesamtstichprobe, n = Grofle der
Teilstichprobe, GSI = Global Severity Index, AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test,
OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.
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3.4 HECW2-DNAm in Blut
Im Folgenden wurde die DNAm von HECWZ2 in Blut analysiert.

3.41 Vergleich der HECW2-DNAm in Blut zwischen den (Sub-)Gruppen
und uber die Zeit

Tabelle 35 zeigt die Stichprobengrofien, Mittelwerte, Standardabweichungen,

Mediane sowie die minimalen und maximalen Werte der HECWZ2-DNAmM-

Untersuchung der Blutproben von Patienten und Kontrollprobanden. Die DNAm-

Werte (Mediane) lagen bei den Patienten zwischen 6.02 % und 6.33 %, bei den

Kontrollprobanden zwischen 7.79 % und 8.05 % (siehe Tabelle 35).

Tabelle 35: Deskriptive Analyse der HECW2-DNAm (%) in Blut von Patienten und
Kontrollprobanden zu T1-T4.

Zeitpunkt Patienten Kontrollprobanden
n M Mdn n M Mdn
(SD) (Xmin—Xmax) (SD) (Xmin—Xmax)
T1 67 6.53 6.33 80 8.07 7.79
(1.31) (4.24-9.92) (1.46) (5.14-11.57)
T2 56 6.67 6.08 76 8.24 8.05
(1.69) (4.14-11.07) (1.54) (4.51-11.86)
T3 19 6.48 6.23 73 7.91 7.79
(1.09) (4.93-8.78) (1.47) (4.61-11.54)
T4 14 6.59 6.02 48 7.81 7.83
(1.16) (5.24-8.15) (1.38) (5.11-10.54)

Anmerkung. n = Grofle der Teilstichprobe, M = Mittelwert (%), SD = Standardabweichung
(Prozentpunkte), Mdn = Median (%), Xmin = Minimum (%), Xmax = Maximum (%), DNAmM = DNA-
Methylierung.

Die prozentuale DNAm des untersuchten CpG-Dinukleotids von HECW?2 in Blut
war bei den Patienten (Mdnri=6.33 %, Mdnr2=6.08 %, Mdnr3=6.23 %,
Mdnt4=6.02 %) im Vergleich zu den Kontrollprobanden (Mdnt:=7.79 %,
Mdnrz =8.05 %, Mdnts=7.79 %, Mdnrs=7.83 %) zu allen vier Zeitpunkten
signifikant geringer (T1: U(67,80) = 1167.5, Z=-5.883, p <.001*, r= .485; T2:
U(56,76) =1010.0, Z=-5.148, p<.001*, r=.448; T3: U(19,73)=290.5,
Z=-3.887, p<.001*, r=.405; T4: U(14,48)=174.0, Z=-2.728, p =.006",
r=.346) (siehe Tabelle 36 und Abbildung 16). Nach Cohen (1992) handelte es
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sich dabei um mittlere Effekte. Die mittlere Differenz der Mediane von Patienten

und Kontrollprobanden betrug 1.7 Prozentpunkte.

Tabelle 36: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von Patienten und
Kontrollprobanden.

Zeit- n Mdnp Mdnxk p-Wert Rang angepasstes
punkt (P.K) Signifikanzniveau
T1 67,80 6.33 7.79 <.001* 1 .05/4 =.013
T2 56,76 6.08 8.05 <.001* 2 .05/3 =.017
T3 19,73 6.23 7.79 <.001* 3 .05/2 =.025
T4 14,48 6.02 7.83 .006* 4 .05/1 =.050

Anmerkung. Mann-Whitney-U-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n= GroRe der Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden,
Mdnp = Median der Patienten (%), Mdnk = Median der Kontrollprobanden (%), DNAmM = DNA-
Methylierung.
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Abbildung 16: Vergleich der HECW2-DNAm (%) in Blut von Patienten und
Kontrollprobanden zu T1-T4. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. Mann-Whitney-U-Test, Stichprobengréen (P,K): T1(67,80), T2(56,76),
T3(19,73), T4(14,48). P = Patienten, K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

Die prozentuale HECWZ2-DNAm der Patienten in Blut blieb Uber alle vier
Zeitpunkte auf einem ahnlichen Niveau mit einem Median zwischen 6.02 % und
6.33 % und veranderte sich zwischen den Zeitpunkten nicht signifikant (T1/T2:
Z=-0.443, p=.657, r=.060, N=55; T1/T3: Z=-0.241, p=.829, r=.055,
N=19; T1/T4: Z=-0.345,p=.761,r=.092, N=14; T2/T3: Z=-0.734, p = .487,
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r=.178, N=17; T2/T4: Z=-0.157, p = .903, r = .042, N = 14; T3/T4: Z = -0.415,
p=.734, r=.138, N=9; bis auf T1/2 (asymptotische) exakte Signifikanz
angegeben) (siehe Tabelle 37 wund Abbildung 17). Auch bei den
Kontrollprobanden zeigten sich keine signifikanten Unterschiede uber die Zeit
(T1/T2: 2=-1.230, p=.219, r=.142, N=75; T1/T3: Z=-0.842, p=.400,
r=.099, N=72;, T1/T4: Z=-1.725, p = .085, r= 252, N =47; T2/T3: Z = -1.946,
p=.052, r=.233, N=70; T2/T4: Z=-2.392, p=.017, r=.349, N=47; T3/T4:
Z=-0.290, p=.772, r=.043, N = 46). Die Mediane lagen zwischen 7.79 % und
8.05 % (siehe Tabelle 38 und Abbildung 17).

Tabelle 37: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von Patienten uber die Zeit.

Zeit- N Mdn; Madn; p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 55 6.33 6.08 657 2 .05/5=.010
T1/T3 19 6.33 6.23 .829 5 .05/2 = .025
T1/T4 14 6.33 6.02 .761 4 .05/3 =.017
T2/T3 17 6.08 6.23 487 1 .05/6 = .008
T2/T4 14 6.08 6.02 .903 6 .05/1 =.050
T3/T4 9 6.23 6.02 734 3 .05/4 = .013

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Bis auf T1/T2 (asymptotische) exakte Signifikanz
angegeben. N = GréRRe der Gesamtstichprobe, Mdns = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%),
Mdn2 = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), DNAm = DNA-Methylierung.

Tabelle 38: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von Kontrollprobanden iiber die
Zeit.

Zeit- N Mdn4 Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 75 7.79 8.05 219 4 .05/3 =.017
T1/T3 72 7.79 7.79 400 5 .05/2 =.025
T1/T4 47 7.79 7.83 .085 3 .05/4 =.013
T2/T3 70 8.05 7.79 .052 2 .05/5=.010
T2/T4 47 8.05 7.83 017 1 .05/6 = .008
T3/T4 46 7.79 7.83 772 6 .05/1 =.050

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. N = GroRRe der Gesamtstichprobe, Mdn: = Median
des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%), Mdn2 = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), DNAm = DNA-
Methylierung.
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Abbildung 17: Entwicklung der HECW2-DNAm (%) in Blut von Patienten und
Kontrollprobanden iiber die Zeit. Kreise entsprechen den Medianen, Fehlerbalken dem 95%-
Konfidenzintervall. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, StichprobengréBen (P,K): T1/T2(55,75),
T1/T3(19,72), T1/T4(14,47), T2/T3(17,70), T2/T4(14,47), T3/T4(9,46). P = Patienten,
K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

Tabelle 39 bietet einen Uberblick Giber die deskriptive Analyse der HECW2-
DNAm in Blut von ruckfalligen und nicht-rickfalligen Patienten. Die DNAm-Werte
(Mediane) der ruckfalligen Patienten lagen zwischen 5.83 % und 7.45 %, die der
nicht-rickfalligen Patienten zwischen 5.99 % und 6.83 % (siehe Tabelle 39).
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Tabelle 39: Deskriptive Analyse der HECW2-DNAm (%) in Blut von riickfélligen und nicht-
riickfélligen Patienten zu T1-T4.

Zeitpunkt ruckfallige Patienten nicht-riickfallige Patienten
n M Mdn n M Mdn
(SD) (Xmin—Xmax) (SD) (Xmin—Xmax)
T1 20 6.64 6.45 8 7.09 6.83
(1.27) (4.95-9.17) (1.77) (4.79-9.92)
T2 19 6.72 5.83 8 6.48 6.56
(1.91) (4.14-10.52) (1.47) (4.50-8.35)
T3 13 6.45 6.19 5 6.60 6.49
(1.03) (5.27-8.34) (1.44) (4.93-8.78)
T4 9 6.80 7.45 5 6.21 5.99
(1.30) (5.24-8.15) (0.83) (5.46-7.65)

Anmerkung. n = Grofle der Teilstichprobe, M = Mittelwert (%), SD = Standardabweichung
(Prozentpunkte), Mdn = Median (%), Xmin = Minimum (%), Xmax = Maximum (%), DNAm = DNA-
Methylierung.

Die drei (Sub-)Gruppen (ruckfallige und nicht-rickfallige Patienten sowie
Kontrollprobanden) unterschieden sich in ihrer prozentualen HECW2-DNAm in
Blut zu allen vier Zeitpunkten signifikant (T1: H(2) = 13.655, p = .001*, N = 108;
T2: H(2) = 14.921, p <.001*, N=103; T3: H(2) = 14.057, p <.001*, N=91; T4:
H(2) = 8.068, p =.018*, N = 62).

Von T1 bis T3 lagen die Mediane der nicht-rickfalligen Patienten
(Mdnt1=6.83 %, Mdnr2=6.56 %, Mdnr3=6.49 %) naher an denen der
Kontrollprobanden (Mdnrts =7.79 %, Mdnt2 = 8.05 %, Mdnt3=7.79 %) als die
der ruckfalligen Patienten (Mdnr: =6.45 %, Mdnt2 = 5.83 %, Mdnt3 = 6.19 %).
Die DNAm der ruckfalligen Patienten war zu T1 bis T3 signifikant niedriger als
die der Kontrollprobanden (T1: Z=-3.504, p <.001*, r=.350, n(R,K) = 20,80;
T2: Z=-3.128, p =.002%, r=.321, n(R,K)=19,76; T3: Z=-3.390, p <.001%,
r=.366, n(R,K)=13,73). Zu T4 war der Median der ruckfalligen Patienten
(Mdnt4=7.45 %) auf einem ahnlichen Niveau wie der der Kontrollprobanden
(Mdnt4=7.83 %) (Z=-1.846, p =.065, r=.245, n(R,K) = 9,48) und die nicht-
ruckfalligen Patienten wichen starker von den Kontrollprobanden ab, jedoch ohne
signifikanten Unterschied (Mdnr4=5.99 %, Z=-2.368, p=.018, r=.325,
n(N,K) = 5,48). Nicht-rickfallige Patienten und Kontrollprobanden unterschieden
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sich auch von T1 bis T3 nicht signifikant (T1: Z=-1.635, p=.102, r=.174,
n(N,K) = 8,80; T2: Z=-2.677, p =.007, r=.292, n(N,K) = 8,76; T3: Z=-1.928,
p =.054, r=.218, n(N,K) = 5,73). Zwischen ruckfalligen und nicht-ruckfalligen
Patienten waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar (T1: Z = 0.645,
p=.519, r=.122, n(RN)=20,8; T2: Z=-0.458, p=.647, r=.088,
n(R,N)=19,8; T3: Z=0.245, p = .806, r=.058, n(R,N) =13,5; T4: Z=-0.793,
p=.428,r=.212, n(R,N) = 9,5) (siehe Tabelle 40 und Abbildung 18).

Tabelle 40: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von rickfilligen und nicht-
riickfélligen Patienten sowie Kontrollprobanden im paarweisen Vergleich.

Zeit- n Mdng Mdny p-Wert Rang angepasstes

punkt (R,N) Signifikanzniveau
T1 20,8 6.45 6.83 519 10 .05/3 =.017
T2 19,8 5.83 6.56 647 11 .05/2 =.025
T3 13,5 6.19 6.49 .806 12 .05/1 =.050
T4 9,5 7.45 5.99 428 9 .05/4 =.013
n Mdng Mdnk p-Wert Rang angepasstes

(RK) Signifikanzniveau
T1 20,80 6.45 7.79 <.001* 1 .05/12 = .004
T2 19,76 5.83 8.05 .002* 3 .05/10 = .005
T3 13,73 6.19 7.79 <.001* 2 .05/11 = .005
T4 9,48 7.45 7.83 .065 7 .05/6 = .008
n Mdnn Mdnk p-Wert Rang angepasstes

(N,K) Signifikanzniveau
T1 8,80 6.83 7.79 102 8 .05/5=.010
T2 8,76 6.56 8.05 .007 4 .05/9 = .006
T3 5,73 6.49 7.79 .054 6 .05/7 =.007
T4 5,48 5.99 7.83 .018 5 .05/8 = .006

Anmerkung. Dunns Post-hoc-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n= GroRe der Teilstichprobe, R =rickfallige Patienten, N = nicht-
rickfallige Patienten, K = Kontrollprobanden, Mdnr = Median der riickfalligen Patienten (%),
Mdnn = Median der nicht-rlickfalligen Patienten (%), Mdnk = Median der Kontrollprobanden (%),
DNAm = DNA-Methylierung.
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Abbildung 18: Vergleich der HECW2-DNAm (%) in Blut von riickfalligen und nicht-
riickfélligen Patienten sowie Kontrollprobanden zu T1-T4. Kreise entsprechen leichten,
Rauten extremen Ausreiftern. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch  signifikant. Dunns Post-hoc-Test, StichprobengréRen (R,N,K): T1(20,8,80),
T2(19,8,76), T3(13,5,73), T4(9,5,48). R = rickfallige Patienten, N = nicht-rlickfallige Patienten,
K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

Die HECW2-DNAm der ruckfalligen Patienten in Blut variierte Uber die Zeit in
einem Bereich von 5.83 % bis 7.45 % (Mediane). Nachdem sie von T1 zu T2
leicht absank (T1/T2: Z=-0.327, p = .766, r=.077, N = 18) stieg sie von T2 zu
T3 (T2/T3: Z=-0.445, p = .700, r = .134, N = 11) und von T3 zu T4 immer weiter
an (T3/T4: Z=-0.674, p = .625, r= .301, N = 5). Hierbei handelte es sich jedoch
um kleine bis mittlere Effekte, die statistisch, auch in den tbrigen Kombinationen,
nicht signifikant waren (jeweils exakte Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 41
und Abbildung 19). Bei den nicht-ruckfalligen Patienten nahm die DNAm im Blut
schrittweise von 6.83 % auf 5.99 % (Mediane) ab, jedoch ohne signifikante
Unterschiede (T1/T2: Z=-0.845, p=.469, r=.299, N=8; T1/T3: Z=-0.135,
p=1.000, r=.060, N=5; T1/T4: Z=-1.483, p=.188, r=.663, N=5; T2/T3:
Z=-0.405,p=.813,r=.181,N=5;T2/T4: Z=-0.405, p = .813,r=.181, N=5;
T3/T4: Z=-0.000, p=1.000, r=.000, N=4; jeweils exakte Signifikanz
angegeben) (siehe Tabelle 42 und Abbildung 19).

71



Tabelle 41: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von riickfélligen Patienten iiber
die Zeit.

Zeit- N Mdn4 Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 18 6.45 5.83 .766 5 .05/2 =.025
T1/T3 13 6.45 6.19 .839 6 .05/1 =.050
T1/T4 9 6.45 7.45 426 1 .05/6 = .008
T2/T3 11 5.83 6.19 .700 3 .05/4 =.013
T2/T4 9 5.83 7.45 734 4 .05/3 =.017
T3/T4 5 6.19 7.45 625 2 .05/5=.010

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Exakte Signifikanz angegeben. N = GroRe der
Gesamtstichprobe, Mdns = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%), Mdnz = Median des
jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), DNAm = DNA-Methylierung.

Tabelle 42: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von nicht-riickfélligen Patienten
iliber die Zeit.

Zeit- N Mdn4 Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 8 6.83 6.56 469 2 .05/5=.010
T1/T3 5 6.83 6.49 1.000 5 .05/2 =.025
T1/T4 5 6.83 5.99 .188 1 .05/6 = .008
T2/T3 5 6.56 6.49 813 3 .05/4 =.013
T2/T4 5 6.56 5.99 813 4 .05/3 =.017
T3/T4 4 6.49 5.99 1.000 6 .05/1 =.050

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Exakte Signifikanz angegeben. N = GroRe der
Gesamtstichprobe, Mdns = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%), Mdn2 = Median des
jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), DNAm = DNA-Methylierung.
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Abbildung 19: Entwicklung der HECW2-DNAm (%) in Blut von riickféilligen und nicht-
riickfélligen Patienten sowie Kontrollprobanden iliber die Zeit. Kreise entsprechen den
Medianen, Fehlerbalken dem 95%-Konfidenzintervall. ~Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test,
StichprobengréRen (R,N,K): T1/T2(18,8,75), T1/T3(13,5,72), T1/T4(9,5,47), T2/T3(11,5,70),
T2/T4(9,5,47), T3/T4(5,4,46). R =riuckfallige Patienten, N = nicht-riickfallige Patienten,
K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

3.4.2 Alter als Storfaktor der HECW2-DNAm in Blut

Das mittlere Alter der Patienten war mit 49.54 Jahren (SD = 11.02) signifikant
hoher als das der Kontrollprobanden mit 41.04 Jahren (SD = 13.66)
(U©67,81) =1696.5, Z =-3.919, p <.001%, r = .322) (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Altersunterschied zwischen Patienten und Kontrollprobanden.
* = statistisch signifikant. Mann-Whitney-U-Test, n(Patienten) = 67, n(Kontrollprobanden) = 81.
n = GroRe der Teilstichprobe.
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Auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau fand sich zu jedem
Studienzeitpunkt eine signifikante schwache bis mittelstarke negative Korrelation
zwischen dem Alter und der HECW2-DNAm in Blut (T1: rs =-.329%, p <.001,
n=146; T2: rs =-275% p=.001, n=132; T3: rs =-.228% p =.029, n = 92; T4:
rs =-.352%, p = .005, n = 62) (siehe Tabelle 43). Abbildung 21 zeigt exemplarisch
das Streudiagramm fur T1. Die Streudiagramme der anderen Zeitpunkte sind im
Anhang abgebildet (siehe Anhang 7, Abbildung A3 bis Abbildung A5). Bei
Betrachtung der Korrelation des Alters mit der DNAm in Blut getrennt nach
Patienten und Kontrollprobanden ergaben sich nur bei den Kontrollprobanden
signifikante Korrelationen, hier jedoch zu jedem Zeitpunkt (T1: rs =-.496%,
p <.001,n=80;T2: rs =-295% p=.010,n=76; T3: rs =-.290%, p = .013, n = 73;
T4: rs =-.315%, p = .029, n = 48) (siehe Tabelle 44 und Abbildung 21).

Tabelle 43: Korrelation der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T1-T4 mit dem Alter in Jahren,
gemeinsam fiir Patienten und Kontrollprobanden.

DNAmM Blut DNAm Blut DNAm Blut DNAmM Blut

T1 T2 T3 T4
rs -.392* -.275% -.228* -.352*
Signifikanz Alter <.001 .001 .029 .005
n 146 132 92 62

Anmerkung. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman. * = auf nach
Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. rs = Korrelationskoeffizient
nach Spearman, n = GréRe der Teilstichprobe, DNAmM = DNA-Methylierung.

Tabelle 44: Korrelation der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T1-T4 mit dem Alter in Jahren,
getrennt nach Patienten und Kontrollprobanden.

DNAmM DNAmM DNAmM DNAm
Blut T1 Blut T2 Blut T3 Blut T4

rs .062 .030 .324 222
Patienten Signifikanz Alter .623 827 176 445

n 66 56 19 14

rs -.496* -.295* -.290* -.315*
Kontroll- Signifikanz ~ Alter < .001 010 013 029
probanden

n 80 76 73 48

Anmerkung. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman. * = auf nach
Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. rs = Korrelationskoeffizient
nach Spearman, n = GréRe der Teilstichprobe, DNAm = DNA-Methylierung.
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Abbildung 21: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T1 und dem Alter in
Jahren. Bivariate Korrelation nach Spearman. P+K: rs =-.329*, p <.001, n = 146; P: rs =.062,
p=.623, n=66; K: rs =-.496%, p<.001, n=80. *=auf nach Bonferroni-Holm Kkorrigiertem
Signifikanzniveau statistisch signifikant. rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n = GréR3e
der Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

Eine Alters-Subgruppe, in der die DNAm in Blut nicht mit dem Alter korrelierte,
wurde bei einer Grenze von 35 Jahren gefunden. Wurden Probanden im Alter
von 35Jahren und junger ausgeschlossen (6 Patienten und 40
Kontrollprobanden) und nur die Alters-Subgruppe derjenigen, die 36 Jahre alt
oder alter waren betrachtet (fortan als SG36 bezeichnet), so war der
Altersunterschied zwischen Patienten (mittleres Alter in der
SG36 =51.23+9.51) und Kontrollprobanden (mittleres Alter in der
SG36 = 52.76 + 8.63) nicht mehr statistisch signifikant (U(62,41) = 1148.5,
Z=-0.826, p = .409, r=.081) (sieche Abbildung 22).
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Abbildung 22: Altersunterschied zwischen Patienten und Kontrollprobanden der SG36.
Mann-Whitney-U-Test, n(Patienten (SG36)) = 62, n(Kontrollprobanden (SG36)) = 41.
SG36 = Alters-Subgruppe der Probanden > 36 Jahre, n = GroRRe der Teilstichprobe.

In der SG36 korrelierte die DNAm in Blut nicht langer mit dem Alter (siehe Tabelle
45 und Tabelle 46 sowie Abbildung 23 und Abbildung A6 bis Abbildung A8 in
Anhang 7).

Tabelle 45: Korrelation der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T1-T4 mit dem Alter in Jahren,
gemeinsam fiir Patienten und Kontrollprobanden der SG36.

DNAmM Blut DNAm Blut DNAm Blut DNAmM Blut

T1 T2 T3 T4
Is .055 -.060 .048 -.190
Signifikanz Alter .583 579 .730 246
n 102 89 54 39

Anmerkung. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman.
SG36 = Alters-Subgruppe der  Probanden > 36 Jahre, rs = Korrelationskoeffizient nach
Spearman, n = Grofde der Teilstichprobe, DNAm = DNA-Methylierung.

Tabelle 46: Korrelation der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T1-T4 mit dem Alter in Jahren,
getrennt nach Patienten und Kontrollprobanden der SG36.

DNAmM DNAmM DNAmM DNAm
Blut T1 Blut T2 Blut T3 Blut T4

Patienten Is 153 -.035 .166 222
(SG36) Signifikanz ~ Alter  .240 805 538 445
n 61 51 16 14

76



DNAmM DNAmM DNAmM DNAmM
Blut T1 Blut T2 Blut T3 Blut T4

Kontroll-  r. -194 _.204 ~.101 ~.369
probanden i liekanz  Alter 224 219 547 070
(SG36) g . . . .

n 41 38 38 25

Anmerkung. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman.
SG36 = Alters-Subgruppe der  Probanden > 36 Jahre, rs = Korrelationskoeffizient nach
Spearman, n = Grofde der Teilstichprobe, DNAm = DNA-Methylierung.
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Abbildung 23: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T1 und dem Alter in
Jahren in der SG36. Bivariate Korrelation nach Spearman. P(SG36)+K(SG36): rs =.055,
p =.583, n=102; P(SG36): rs =.153, p=.240, n=61; K(SG36): rs =-.194, p=.224, n=41.
rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n= GréRe der Teilstichprobe, P = Patienten,
K = Kontrollprobanden, SG36 = Alters-Subgruppe der Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-
Methylierung.

3.4.3 Vergleich der HECW2-DNAm in Blut zwischen den (Sub-)Gruppen
und uber die Zeit in der SG36
Die Analysen aus Abschnitt 3.4.1 wurden nachfolgend mit der SG36 wiederholt.

Die Charakteristika der Patienten und Kontrollprobanden der SG36 sind in
Tabelle 47 dargestellt. Zwischen Gruppe und Geschlecht bzw. Gruppe und
Raucherstatus gab es jeweils einen statistisch signifikanten Zusammenhang
(Geschlecht: x?(1) = 9.693, p =.002*, ¢ =.307; Raucherstatus: x?(1) = 44.189,
p <.001* ¢ =-.671).
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Tabelle 47: Deskriptive Analyse der Charakteristika der Studienteilnehmer der SG36
getrennt nach Gruppen.

Patienten (SG36) Kontrollprobanden Signifikanz

(n = 62) (SG36)
(n=41)
Mittleres Alter + SD 51.23 + 9.51 52.76 + 8.63 p =.409
Geschlecht  weiblich n =20 (32.3 %) n =26 (63.4 %) 002
p = .002*
mannlich n=42 (67.7 %) n=15(36.6 %)
Raucher ja n=45(76.3 %) n=3 (7.7 %)
p <.001*
nein n =14 (23.7 %) n =36 (92.3 %)

Anmerkung. Durchschnittsalter in Jahren. Prozentangabe entspricht dem Anteil innerhalb der
jeweiligen Gruppe (mit bekanntem Status). Mann-Whitney-U-Test (Alter) bzw. Chi-Quadrat-Test
(Geschlecht und Rauchen). * = statistisch signifikant. n= Grofle der Teilstichprobe,
SD = Standardabweichung, SG36 = Alters-Subgruppe der Probanden > 36 Jahre.

Tabelle 48 bietet einen Uberblick Gber die deskriptive Analyse der HECW2-
DNAm der Blutproben von Patienten und Kontrollprobanden der SG36. Bei den
Patienten der SG36 lagen die DNAmM-Werte (Mediane) zwischen 6.02 % und
6.39 %, bei den Kontrollprobanden der SG36 zwischen 7.08 % und 7.72 % (siehe
Tabelle 48).

Tabelle 48: Deskriptive Analyse der HECW2-DNAm (%) in Blut von Patienten und
Kontrollprobanden der SG36 zu T1-T4.

Zeitpunkt Patienten (SG36) Kontrollprobanden (SG36)
n M Mdn n M Mdn
(SD) (Xmin—Xmax) (SD) (Xmin—Xmax)
T1 61 6.46 6.25 41 7.38 7.30
(1.28) (4.24-9.92) (1.28) (5.14-10.88)
T2 51 6.74 6.06 38 7.85 7.72
(1.75) (4.14-11.07) (1.45) (4.51-11.59)
T3 16 6.61 6.39 38 7.55 7.38
(1.13) (4.93-8.78) (1.35) (4.61-11.54)
T4 14 6.59 6.02 25 7.59 7.08
(1.16) (5.24-8.15) (1.45) (5.18-10.54)

Anmerkung. n= GroRe der Teilstichprobe, M = Mittelwert (%), SD = Standardabweichung
(Prozentpunkte), Mdn = Median (%), Xmin = Minimum (%), Xmax = Maximum (%), SG36 = Alters-
Subgruppe der Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.
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In der Alterssubgruppe SG36 war die HECW2-DNAm in Blut bei den Patienten
(Mdnt1=16.25 %, Mdnt2=6.06 %, Mdnts =6.39 %, Mdnrs=6.02 %) weiterhin
zu allen Zeitpunkten signifikant niedriger als bei den Kontrollprobanden
(Mdnt1=7.30 %, Mdnr>=7.72%, Mdnt3=7.38%, Mdnr4=7.08%) (T1:
U61,41)=752.0, Z=-3.402, p<.001*, r=.337; T2: U(51,38)=581.5,
Z=-3.214, p=.001*, r=.341; T3: U(16,38)=178.0, Z=-2.387, p=.017%,
r=.325; T4: U(14,25) = 105.0, Z = -2.050, p = .040%, r = .328) (siehe Tabelle 49
und Abbildung 24a). Nach Cohen (1992) handelte es sich dabei um mittlere
Effekte. Die Mediane von Patienten und Kontrollprobanden der SG36
unterschieden sich im Mittel um 1.19 Prozentpunkte.

Tabelle 49: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von Patienten und
Kontrollprobanden der SG36.

Zeit- n Mdnp Mdnk p-Wert Rang angepasstes

punkt  (P(SG36), Signifikanzniveau
K(SG36))

T1 61,41 6.25 7.30 <.001* 1 .05/4 =.013

T2 51,38 6.06 7.72 .001* 2 .05/3 =.017

T3 16,38 6.39 7.38 017* 3 .05/2 =.025

T4 14,25 6.02 7.08 .040* 4 .05/1 =.050

Anmerkung. Mann-Whitney-U-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n = GroRe der Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden,
Mdnp = Median der Patienten (%), Mdnk = Median der Kontrollprobanden (%), SG36 = Alters-
Subgruppe der Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.

Die DNAm in Blut von Patienten und Kontrollprobanden der SG36 zeigte Uber die
Studienzeitpunkte hinweg nur geringfligige Schwankungen ohne signifikante
Veranderungen (Patienten (SG36): T1/T2: Z=-1.149, p = .251, r= .162, N = 50;
T1/T3: Z=-1.138, p=.274, r=.285, N=16; T1/T4: Z=-0.345, p=.761,
r=.092, N=14;T2/T3: Z=-0.534, p = .626, r = .143, N=14; T2/T4: Z = -0.157,
p=.903, r=.042, N=14; T3/T4: Z=-0.415, p=.734, r=.138, N=9 (bis auf
T1/2 (asymptotische) exakte Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 50 und
Abbildung 24b); Kontrollprobanden (SG36): T1/T2: Z =-1.914, p = .056, r = .310,
N=38;T1/T3: Z=-0.769, p = .442,r = .124, N = 38; T1/T4: Z=-0.081, p = .942,
r=.016, N=25;T2/T3: Z=-1.100, p = .271, r = .183, N=36; T2/T4: Z = -2.371,
p=.016,r=.484,N=24;T3/T4: Z=-0.057,p = .966, r= .012, N = 24 (zu T1/T4,
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T2/T4 und T3/T4 exakte Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 51 und Abbildung
24Db)).

Tabelle 50: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von Patienten der SG36 liber die
Zeit.

Zeit- N Madn Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 50 6.25 6.06 251 1 .05/6 = .008
T1/T3 16 6.25 6.39 274 2 .05/5=.010
T1/T4 14 6.25 6.02 761 5 .05/2 =.025
T2/T3 14 6.06 6.39 .626 3 .05/4 =.013
T2/T4 14 6.06 6.02 903 6 .05/1 =.050
T3/T4 9 6.39 6.02 734 4 .05/3 =.017

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Bis auf T1/T2 (asymptotische) exakte Signifikanz
angegeben. N = GréRRe der Gesamtstichprobe, Mdn+ = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%),
Mdnz = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), SG36 = Alters-Subgruppe der
Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.

Tabelle 51: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von Kontrollprobanden der SG36
liber die Zeit.

Zeit- N Mdn4 Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 38 7.30 7.72 .056 2 .05/5=.010
T1/T3 38 7.30 7.38 442 4 .05/3 =.017
T1/T4 25 7.30 7.08 942 5 .05/2 =.025
T2/T3 36 7.72 7.38 271 3 .05/4 = .013
T2/T4 24 7.72 7.08 .016 1 .05/6 = .008
T3/T4 24 7.38 7.08 .966 6 .05/1 =.050

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Zu T1/T4, T2/T4 und T3/T4 exakte Signifikanz
angegeben. N = GroRRe der Gesamtstichprobe, Mdn: = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%),
Mdnz = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), SG36 = Alters-Subgruppe der
Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.
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Abbildung 24: a) Vergleich der HECW2-DNAm (%) in Blut von Patienten und
Kontrollprobanden der SG36 zu T1-T4. b) Entwicklung der HECW2-DNAm (%) in Blut von
Patienten und Kontrollprobanden der SG36 uiber die Zeit. Zu a): * = auf nach Bonferroni-Holm
korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. Mann-Whitney-U-Test, Stichprobengréfien
(P(SG36),K(SG36)): T1(61,41), T2(51,38), T3(16,38), T4(14,25). Zu b): Kreise entsprechen den
Medianen, Fehlerbalken dem 95%-Konfidenzintervall. ~Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test,
StichprobengrofRen  (P(SG36),K(SG36)):  T1/T2(50,38), T1/T3(16,38), T1/T4(14,25),
T2/T3(14,36), T2/T4(14,24), T3/T4(9,24). P = Patienten, K = Kontrollprobanden, SG36 = Alters-
Subgruppe der Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.

Tabelle 52 zeigt die Charakteristika der ruckfalligen und nicht-ruckfalligen
Patienten der SG36. Das Alter unterschied sich zwischen beiden Subgruppen
statistisch signifikant (U(18,8) = 23.0, Z=-2.727, p =.005* r=.535) (exakte
Signifikanz angegeben). Der Zusammenhang zwischen Subgruppe und
Geschlecht bzw. Raucherstatus war jeweils nicht signifikant (Geschlecht:
x?(1)=2.497, p=.190, ¢ =.310; Raucherstatus: x?(1)=1.208, p =.382,
¢ = .216) (exakte Signifikanz angegeben).
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Tabelle 52: Deskriptive Analyse der Charakteristika der Studienteilnehmer der SG36
getrennt nach Riickfallstatus.

rickfallige nicht-ruckfallige Signifikanz
Patienten (SG36) Patienten (SG36)
(n=18) (n=28)
Mittleres Alter + SD 46.61+7.73 56.75+7.42 p = .005*
Geschlecht  weiblich n =8 (44.4 %) n=1(12.5 %) 190
p=.
mannlich n =10 (55.6 %) n=7(87.5 %)
Raucher ja n=13(72.2 %) n=4(50.0 %)
p=.382
nein n=5(27.8 %) n=4(50.0 %)

Anmerkung. Durchschnittsalter in Jahren. Prozentangabe entspricht dem Anteil innerhalb der
jeweiligen Subgruppe (mit bekanntem Status). Mann-Whitney-U-Test (Alter) bzw. exakter Test
nach Fisher (Geschlecht und Rauchen). * = statistisch signifikant. n = GréRe der Teilstichprobe,
SD = Standardabweichung, SG36 = Alters-Subgruppe der Probanden > 36 Jahre.

In Tabelle 53 ist die deskriptive Analyse der HECWZ2-DNAm in Blut von
ruckfalligen und nicht-ruckfalligen Patienten der SG36 dargestellt. Die DNAm-
Werte (Mediane) der ruckfalligen Patienten (SG36) erstreckten sich von 6.33 %
bis 7.45 %, die der nicht-ruckfalligen Patienten (SG36) von 5.99 % bis 6.83 %
(siehe Tabelle 53).

Tabelle 53: Deskriptive Analyse der HECW2-DNAm (%) in Blut von riickfélligen und nicht-
riickfélligen Patienten der SG36 zu T1-T4.

Zeitpunkt ruckfallige Patienten (SG36) nicht-riickfallige Patienten (SG36)
n M Mdn n M Mdn
(SD) (Xmin—Xmax) (SD) (Xmin—Xmax)
T1 17 6.52 6.42 8 7.09 6.83
(1.22) (4.95-8.48) (1.77) (4.79-9.92)
T2 16 6.93 6.33 8 6.48 6.56
(2.01) (4.14-10.52) (1.47) (4.50-8.35)
T3 10 6.65 6.64 5 6.60 6.49
(1.09) (5.27-8.34) (1.44) (4.93-8.78)
T4 9 6.80 7.45 5 6.21 5.99
(1.30) (5.24-8.15) (0.83) (5.46—7.65)

Anmerkung. n= GroRe der Teilstichprobe, M = Mittelwert (%), SD = Standardabweichung
(Prozentpunkte), Mdn = Median (%), Xmin = Minimum (%), Xmax = Maximum (%), SG36 = Alters-
Subgruppe der Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.
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In der SG36 gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen ruckfalligen und
nicht-rickfalligen Patienten sowie Kontrollprobanden (T1: H(2) = 3.702, p = .157,
N =66; T2: H(2) =5.589, p=.061, N=62; T3: H(2) =4.985, p=.083, N =53;
T4: H(2)=4.814, p=.090, N =39). Demnach ergaben auch die paarweisen
Vergleiche der (Sub-)Gruppen keine signifikanten Unterschiede (siehe Tabelle
54 und Abbildung 25a).

Tabelle 54: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von riickfilligen und nicht-
riickfélligen Patienten sowie Kontrollprobanden der SG36 im paarweisen Vergleich.

Zeit- n Mdng Mdny p-Wert Rang angepasstes
punkt  (R(SG36), Signifikanzniveau
N(SG36))
T1 17,8 6.42 6.83 472 9 .05/5=.010
T2 16,8 6.33 6.56 507 10 .05/3 =.017
T3 10,5 6.64 6.49 .934 12 .05/1 =.050
T4 9,5 7.45 5.99 434 8 .05/5=.010
n Mdng Mdnk p-Wert Rang angepasstes
(R(SG36), Signifikanzniveau
K(SG36))
T1 17,41 6.42 7.30 .056 3 .05/10 = .005
T2 16,38 6.33 7.72 .096 5 .05/8 = .006
T3 10,38 6.64 7.38 .061 4 .05/9 = .006
T4 9,25 7.45 7.08 A74 7 .05/6 = .008
n Mdnn Mdnk p-Wert Rang angepasstes
(N(SG36), Signifikanzniveau
K(SG36))
T1 8,41 6.83 7.30 529 11 .05/2 =.025
T2 8,38 6.56 7.72 .044 1 .05/12 = .004
T3 5,38 6.49 7.38 135 6 .05/7 =.007
T4 5,25 5.99 7.08 .049 2 .05/11 = .005

Anmerkung. Dunns Post-hoc-Test. n= GroRe der Teilstichprobe, R = rickfallige Patienten,
N = nicht-riickfallige Patienten, K = Kontrollprobanden, Mdnr = Median der riickfalligen Patienten
(%), Mdnn = Median der nicht-riickfalligen Patienten (%), Mdnx = Median der Kontrollprobanden
(%), SG36 = Alters-Subgruppe der Probanden > 36 Jahre, DNAmM = DNA-Methylierung.
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Uber die Zeit betrachtet zeigten sich weder bei den rickfalligen noch bei den
nicht-rickfalligen Patienten der SG36 signifikante Unterschiede. Beide
Subgruppen zeigten jedoch von T1 zu T2 einen Abwartstrend (ruckfallige
Patienten (SG36): T1/T2: Z=-0.682, p = .524, r = .176, N = 15; nicht-rickfallige
Patienten (SG36): T1/T2: Z=-0.845, p=.469, r=.299, N =8). Wahrend die
prozentuale HECW2-DNAm in Blut bei den ruckfalligen Patienten der SG36 ab
T2 immer weiter zunahm (T2/T3: Z=-0.280, p = .844, r=.099, N =8; T2/T4:
Z=-0415,p=.734,r= 138, N=9; T3/T4: Z=-0.674, p = .625, r= .301, N=5)
und zu T4 mit einem Median von 7.45 % ihren Hohepunkt erreichte (jeweils
exakte Signifikanz angegeben) (siehe Tabelle 55 und Abbildung 25b), nahm die
DNAm der nicht-ruckfalligen Patienten der SG36 immer weiter ab (T2/T3:
Z=-0.405,p=.813,r=.181, N=5; T2/T4: Z=-0.405,p = .813,r=.181, N=5;
T3/T4: Z=0.000, p=1.000, r=.000, N=4) und erreichte zu T4 mit einem
Median von 5.99 % ihren Tiefpunkt (jeweils exakte Signifikanz angegeben) (siehe
Tabelle 56 und Abbildung 25b).

Tabelle 55: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von riickfélligen Patienten der
SG36 iiber die Zeit.

Zeit- N Madn Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 15 6.42 6.33 524 3 .05/4 =.013
T1/T3 10 6.42 6.64 492 2 .05/5=.010
T1/T4 9 6.42 7.45 426 1 .05/6 = .008
T2/T3 8 6.33 6.64 844 6 .05/1 =.050
T2/T4 9 6.33 7.45 734 5 .05/2 =.025
T3/T4 5 6.64 7.45 625 4 .05/3 =.017

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Exakte Signifikanz angegeben. N = GroRe der
Gesamtstichprobe, Mdns = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%), Mdnz = Median des
jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), SG36 = Alters-Subgruppe der Probanden > 36 Jahre,
DNAm = DNA-Methylierung.
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Tabelle 56: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Blut von nicht-riickfélligen Patienten
der SG36 liber die Zeit.

Zeit- N Mdn4 Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 8 6.83 6.56 469 2 .05/5=.010
T1/T3 5 6.83 6.49 1.000 5 .05/2 =.025
T1/T4 5 6.83 5.99 .188 1 .05/6 = .008
T2/T3 5 6.56 6.49 813 3 .05/4 =.013
T2/T4 5 6.56 5.99 813 4 .05/3 =.017
T3/T4 4 6.49 5.99 1.000 6 .05/1 =.050

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Exakte Signifikanz angegeben. N = GroRe der
Gesamtstichprobe, Mdns = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%), Mdnz = Median des
jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), SG36 = Alters-Subgruppe der Probanden > 36 Jahre,
DNAm = DNA-Methylierung.
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Abbildung 25: a) Vergleich der HECW2-DNAm (%) in Blut von riickféilligen und nicht-
riickfélligen Patienten sowie Kontrollprobanden der SG36 zu T1-T4. b) Entwicklung der
HECW2-DNAm (%) in Blut von riickfilligen und nicht-riickfilligen Patienten sowie
Kontrollprobanden der SG36 liber die Zeit. Zu a): Kreise entsprechen leichten, Rauten
extremen Ausreiern. Dunns Post-hoc-Test, StichprobengrofRen (R(SG36),N(SG36),K(SG36)):
T1(17,8,41), T2(16,8,38), T3(10,5,38), T4(9,5,25). Zu b): Kreise entsprechen den Medianen,
Fehlerbalken dem 95%-Konfidenzintervall. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, Stichprobengrofien
(R(SG36),N(SG36),K(SG36)): T1/T2(15,8,38), T1/T3(10,5,38), T1/T4(9,5,25), T2/T3(8,5,36),
T2/T4(9,5,24), T3/T4(5,4,24). R =riuckfallige Patienten, N = nicht-riickfallige Patienten,
K = Kontrollprobanden, SG36 = Alters-Subgruppe der Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-
Methylierung.

3.4.4 Geschlecht und Rauchen als Storfaktoren der HECW2-DNAm in Blut
Der Anteil von weiblichen und mannlichen Teilnehmern war sowohl zwischen

beiden Gruppen als auch innerhalb der Gruppen ungleich verteilt: Das

85



Patientenkollektiv der SG36 bestand zu 32.3 % aus weiblichen und zu 67.7 %
aus mannlichen Teilnehmern, das Kontrollprobandenkollektiv der SG36 bestand
zu 63.4 % aus weiblichen und zu 36.6 % aus mannlichen Teilnehmern. Um zu
untersuchen, ob die HECW2-DNAm in Blut vom Geschlecht abhangt, wurde die
DNAm getrennt fur Patienten und Kontrollprobanden der SG36 zu jedem
Zeitpunkt einzeln auf einen Unterschied zwischen den Geschlechtern untersucht.
Die HECW2-DNAm in Blut war zwischen mannlichen und weiblichen Patienten
der SG36 zu T3 signifikant unterschiedlich (T3: U(10,6) = 0.0, Z=-3.254,
p <.001*, r=.814; exakte Signifikanz angegeben), zu den anderen Zeitpunkten
jedoch vergleichbar (T1: U(42,19) = 388.0, Z=-0.171, p=.864, r=.022; T2:
U(35,16) = 261.5, Z=-0.376, p = .707, r=.053; T4: U(9,5) =12.5, Z=-1.335,
p =.190, r=.357; zu T4 exakte Signifikanz angegeben). Zwischen mannlichen
und weiblichen Kontrollprobanden zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein
signifikanter Unterschied der HECW2-DNAm in Blut (T1: U(15,26) = 145.0,
Z=-1353, p=.176, r=.211; T2: U(14,24)=151.0, Z=-0.514, p=.607,
r=.083; T3: U(12,26) = 152.0, Z =-0.126, p = .900, r = .020; T4: U(9,16) = 49.0,
Z=-1302, p=.207, r=.260; zu T4 exakte Signifikanz angegeben) (siehe
Abbildung 26).
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Abbildung 26: Vergleich der HECW2-DNAm (%) in Blut von méannlichen und weiblichen
Probanden der SG36 zu T1-T4 getrennt nach a) Patienten und b) Kontrollprobanden. Kreise
entsprechen leichten Ausreil’ern. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. Mann-Whitney-U-Test, n(Patienten(mannlich,weiblich)): nrs =42,19;
nr2=35,16; nr3=10,6; nr=9,5 n(Kontrollprobanden(mannlich,weiblich)): nrs = 15,26;
nr2 = 14,24; nt3 = 12,26; nt4+ = 9,16. n = Grofde der Teilstichprobe, SG36 = Alters-Subgruppe der
Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.
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Auch das Rauchen wurde als moglicher Storfaktor untersucht, da in der SG36
76.3 % der Patienten mit bekanntem Raucherstatus, aber nur 7.7 % der
Kontrollprobanden mit bekanntem Raucherstatus Raucher waren. Die HECW2-
DNAm in Blut war zwischen Rauchern und Nichtrauchern der SG36 getrennt
nach Patienten und Kontrollprobanden zu jedem Studienzeitpunkt auf einem
ahnlichen Niveau (Patienten: T1: U(14,44) = 254.0, Z = -0.981, p = .326, r = .129;
T2: U(13,36) =174.0, Z=-1.359, p = 174, r= .194; T3: U(6,10) = 30.0, Z = 0.0,
p =1.000, r=.000; T4: U(7,7) = 20.5, Z=-0.512, p = .620, r=.137; zu T3 und
T4 exakte Signifikanz angegeben; Kontrollprobanden: T1: U(36,3) = 24.0,
Z=-1.581, p=.114, r=.253; T2: U(34,3) = 48.0, Z=-0.167, p = .867, r = .027,
T3: U(34,2) =13.0, Z=-1.450, p = .147, r= .242; T4: U(24,1) = 9.0, Z = -0.416,
p =.800, r = .083; zu T4 exakte Signifikanz angegeben) (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 27: Vergleich der HECW2-DNAm (%) in Blut von Nichtrauchern und Rauchern
der SG36 zu T1-T4 getrennt nach a) Patienten und b) Kontrollprobanden. Kreise
entsprechen leichten AusreilRern. Mann-Whitney-U-Test, n(Patienten(Nichtraucher,Raucher)):
nr1=14,44; nr2=13,36; nr3=6,10; nr4=7,7; n(Kontrollprobanden(Nichtraucher,Raucher)):
nr1=36,3; nr2=34,3; nr3=34,2; nr4=24,1. n=Grolke der Teilstichprobe, SG36 = Alters-
Subgruppe der Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.

3.4.5 Korrelation der HECW2-DNAm in Blut mit den Fragebogen-Scores

Um zu untersuchen, ob die Hohe der HECWZ2-DNAm in Blut mit Faktoren wie der
psychischen Belastung (GSI), dem Alkoholkonsum (AUDIT) oder dem
Alkoholverlangen (OCDS) zusammenhangt, wurde die DNAmM mit den jeweiligen
Fragebogen-Scores korreliert. Da hier v. a. die allgemeine Beziehung zwischen
jeweiligem Score auf der einen und DNAm auf der anderen Seite von Interesse
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war, wurden zunachst Patienten und Kontrollprobanden gemeinsam uber alle
Zeitpunkte zusammen untersucht. Um zu erfahren, ob die Beziehung zwischen
beiden Variablen so eng verknupft war, dass auch jeweils innerhalb der beiden
Gruppen eine signifikante Korrelation bestand, wurden diese anschliel3end auch
getrennt voneinander untersucht. Da sich das Alter — wie in Abschnitt 3.4.2
gezeigt — als Storfaktor der HECW2-DNAm in Blut herausstellte, wurden die

Probanden der SG36 verwendet.

Der GSI-Score korrelierte schwach, aber signifikant negativ mit der HECW2-
DNAm in Blut (rs = -.215%, p < .001, n = 271) (siehe Abbildung 28). Getrennt nach
Gruppen fand sich keine Korrelation (Patienten: rs =.074, p =.404, n=131;
Kontrollprobanden: rs = -.095, p = .262, n = 140).
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Abbildung 28: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut und dem GSI-Score in
der SG36. Bivariate Korrelation nach Spearman. P(SG36)+K(SG36): rs =-.215%, p <.001,
n=271; P(SG36): rs=.074, p=.404, n=131; K(SG36): rs=-.095 p=.262, n=140.
* = statistisch  signifikant. rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n=GrolRe der
Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden, @ SG36 = Alters-Subgruppe  der
Probanden > 36 Jahre, DNAmM = DNA-Methylierung, GSI = Global Severity Index.
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Der AUDIT-Score wies eine signifikante mittelstarke negative Korrelation mit der
DNAm in Blut auf. (rs =-.362%, p <.001, n = 218) (siehe Abbildung 29). Getrennt
nach Gruppen fand sich keine Korrelation (Patienten: rs=-.096, p =.330,
n = 106; Kontrollprobanden: rs = -.077, p = .419, n = 112).

Gruppe

12 @ Patienten (SG36)
) @ Kontrollprobanden
(SG36)
1 ° o Patienten (SG36) +
@ . Kontrollprobanden
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Abbildung 29: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut und dem AUDIT-Score
in der SG36. Bivariate Korrelation nach Spearman. P(SG36)+K(SG36): rs =-.362*, p < .001,
n=218; P(SG36): rs=-.096, p=.330, n=106; K(SG36): rs=-077, p=.419, n=112
* = statistisch  signifikant. rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n=GroRe der
Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden, = SG36 = Alters-Subgruppe  der
Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung, = AUDIT = Alcohol = Use  Disorders
Identification Test.

Der OCDS-Score korrelierte signifikant moderat negativ mit der DNAm in Blut
(rs =-.351%, p <.001, n = 270) (siehe Abbildung 30). Getrennt nach Gruppen fand
sich jeweils eine schwache negative nicht signifikante Korrelation (Patienten:
rs =-.103, p = .239, n = 133; Kontrollprobanden: rs =-.142, p = .099, n = 137).
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Abbildung 30: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut und dem OCDS-Score
in der SG36. Bivariate Korrelation nach Spearman. P(SG36)+K(SG36): rs =-.351*, p <.001,
n=270; P(SG36): rs=-103, p=.239, n=133; K(SG36): rs=-.142, p=.099, n=137.
* = statistisch  signifikant. rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n=GrolRe der
Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden, @ SG36 = Alters-Subgruppe  der
Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung, OCDS = Obsessive Compulsive Drinking
Scale.

3.5 HECW2-DNAm in Speichel
Im Folgenden wurde die DNAm von HECW2 (cg18752527) in Speichel

analysiert.

3.5.1 Vergleich der HECW2-DNAm in Speichel zwischen den
(Sub-)Gruppen und uber die Zeit

Tabelle 57 gibt einen Uberblick Uber die Stichprobengroen, Mittelwerte,
Standardabweichungen, Mediane sowie die minimalen und maximalen Werte der
HECWZ2-DNAm-Untersuchung der Speichelproben von Patienten und
Kontrollprobanden. Die DNAm-Werte (Mediane) bewegten sich bei den Patienten
zwischen 12.47 % und 15.87 %, bei den Kontrollprobanden zwischen 15.89 %
und 20.48 % (siehe Tabelle 57).
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Tabelle 57: Deskriptive Analyse der HECW2-DNAm (%) in Speichel von Patienten und
Kontrollprobanden zu T1-T4.

Zeitpunkt Patienten Kontrollprobanden
n M Mdn n M Mdn
(SD) (Xmin—Xmax) (SD) (Xmin—Xmax)
T 53 14.49 13.91 64 20.29 17.81
(6.05) (5.37-29.49) (9.42) (8.25-43.06)
T2 51 15.59 15.87 48 22.74 19.31
(5.48) (5.71-30.29) (12.03) (7.22-52.54)
T3 17 16.02 12.47 54 22.15 20.48
(9.10) (4.97-39.25) (9.89) (8.08-52.49)
T4 13 15.95 13.19 34 18.63 15.89
(8.73) (7.75-34.90) (8.87) (6.31-38.07)

Anmerkung. n = Grofle der Teilstichprobe, M = Mittelwert (%), SD = Standardabweichung
(Prozentpunkte), Mdn = Median (%), Xmin = Minimum (%), Xmax = Maximum (%), DNAm = DNA-
Methylierung.

Die prozentuale HECW2-DNAm in Speichel war bei den Patienten
(Mdnt1=13.91 %, Mdnt2=15.87 %, Mdnrz=12.47 %, Mdnts=13.19 %) im
Vergleich zu den Kontrollprobanden (Mdnri=17.81%, Mdnm=19.31 %,
Mdnrs = 20.48 %, Mdnr4 = 15.89 %) zu allen vier Zeitpunkten niedriger — bis auf
T4 war dieser Unterschied statistisch signifikant (T1: U(53,64) = 1073.0,
Z=-3.411, p<.001*, r=.315; T2: U(51,48)=800.0, Z=-2.969, p=.003",
r=.298;, T3: U(17,54)=278.0, Z=-2439, p=.015", r=.289; T4:
U(13,34) = 161.0, Z = -1.427, p = .154, r = .208) (siehe Tabelle 58 und Abbildung
31). Nach Cohen (1992) handelte es sich zu T2 bis T4 um kleine Effekte und zu
T1 um einen mittleren Effekt. Die mittlere Differenz der Mediane von Patienten
und Kontrollprobanden betrug 4.51 Prozentpunkte.
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Tabelle 58: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Speichel von Patienten und
Kontrollprobanden.

Zeit- n Mdnp Mdnxk p-Wert Rang angepasstes
punkt (P,K) Signifikanzniveau
T1 53,64 13.91 17.81 <.001* 1 .05/4 =.013
T2 51,48 15.87 19.31 .003* 2 .05/3 =.017
T3 17,54 12.47 20.48 .015* 3 .05/2 =.025
T4 13,34 13.19 15.89 154 4 .05/1 =.050

Anmerkung. Mann-Whitney-U-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n = GroRe der Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden,
Mdnp = Median der Patienten (%), Mdnk = Median der Kontrollprobanden (%), DNAm = DNA-
Methylierung.
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Abbildung 31: Vergleich der HECW2-DNAm (%) in Speichel von Patienten und
Kontrollprobanden zu T1-T4. Kreise entsprechen leichten Ausrei3ern. * = auf nach Bonferroni-
Holm  korrigiertem  Signifikanzniveau  statistisch  signifikant. = Mann-Whitney-U-Test,
Stichprobengrolen (P,K): T1(53,64), T2(51,48), T3(17,54), T4(13,34). P = Patienten,
K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

Die HECWZ2-DNAm in Speichel veranderte sich uber die Zeit weder bei den
Patienten noch bei den Kontrollprobanden signifikant. Bei den Patienten zeigte
sich jedoch ein schwacher Aufwartstrend von T1 (Mdn=13.91%) zu T2
(Mdn =15.87 %) (T1/T2: Z=-0.807, p = .420, r = .120, N = 45). Von T2 zu T3 fiel
der Median auf 12.47 % ab (T2/T3: Z=-0.682, p = .524, r= 176, N = 15) und
blieb von T3 bis T4 auf einem vergleichbaren Level (Mdn =13.19 %) (T3/T4:
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Z=-0.280, p=.844, r=.099, N=8) (bis auf T1/T2 (asymptotisch) exakte
Signifikanz) (siehe Tabelle 59 und Abbildung 32). Das DNAm-Level der
Kontrollprobanden zeigte ebenfalls einen kleinen Aufwartstrend von T1
(Mdn =17.81 %) zu T2 (Mdn =19.31 %) (T1/T2: Z=-1.075, p = .283, r=.164,
N = 43) und weiter zu T3 (Mdn = 20.48 %) (T2/T3: Z =-0.631, p = .528, r = .101,
N=39; T1/T3: Z=-0.897, p = .370, r=.134, N = 45). Von T3 zu T4 zeigte sich
ein Abwartstrend (T3/T4: Z =-1.752, p = .080, r = .320, N = 30) (siehe Tabelle 60
und Abbildung 32).

Tabelle 59: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Speichel von Patienten iiber die Zeit.

Zeit- N Madn Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 45 13.91 15.87 420 2 .05/5=.010
T1/T3 15 13.91 12.47 599 4 .05/3 =.017
T1/T4 10 13.91 13.19 1.000 6 .05/1 =.050
T2/T3 15 15.87 12.47 524 3 .05/4 =.013
T2/T4 13 15.87 13.19 .168 1 .05/6 = .008
T3/T4 8 12.47 13.19 844 5 .05/2 =.025

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Bis auf T1/T2 (asymptotische) exakte Signifikanz
angegeben. N = GréRRe der Gesamtstichprobe, Mdns = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%),
Mdn2 = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), DNAm = DNA-Methylierung.

Tabelle 60: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Speichel von Kontrollprobanden tiber
die Zeit.

Zeit- N Mdn Mdn; p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 43 17.81 19.31 .283 3 .05/4 =.013
T1/T3 45 17.81 20.48 370 4 .05/3 =.017
T1/T4 32 17.81 15.89 .852 6 .05/1 =.050
T2/T3 39 19.31 20.48 528 5 .05/2 =.025
T2/T4 31 19.31 15.89 104 2 .05/5=.010
T3/T4 30 20.48 15.89 .080 1 .05/6 = .008

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. N = GroRRe der Gesamtstichprobe, Mdn: = Median
des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%), Mdn2 = Median des jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), DNAm = DNA-
Methylierung.
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Abbildung 32: Entwicklung der HECW2-DNAm (%) in Speichel von Patienten und
Kontrollprobanden iiber die Zeit. Kreise entsprechen den Medianen, Fehlerbalken dem 95%-
Konfidenzintervall. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, Stichprobengroflen (P,K): T1/T2(45,43),
T1/T3(15,45), T1/T4(10,32), T2/T3(15,39), T2/T4(13,31), T3/T4(8,30). P = Patienten,
K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

In Tabelle 61 ist die deskriptive Analyse der HECW2-DNAm in Speichel von
ruckfalligen und nicht-rickfalligen Patienten dargestellt. Die DNAm-Werte
(Mediane) der ruckfalligen Patienten reichten von 13.39 % bis 17.07 %, die der
nicht-ruckfalligen Patienten von 9.07 % bis 13.91 % (siehe Tabelle 61).
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Tabelle 61: Deskriptive Analyse der HECW2-DNAm (%) in Speichel von riickfilligen und
nicht-riickfilligen Patienten zu T1-T4.

Zeitpunkt ruckfallige Patienten nicht-riickfallige Patienten
n M Mdn n M Mdn
(SD) (Xmin—Xmax) (SD) (Xmin—Xmax)
T1 17 16.87 17.07 7 11.32 9.23
(56.30) (8.98-29.49) (5.87) (6.29-23.31)
T2 19 17.22 16.48 8 13.36 13.91
(5.04) (8.44-30.29) (4.06) (6.27-17.59)
T3 11 18.32 13.39 5 9.28 9.07
(9.64) (8.46-39.25) (3.12) (4.97-13.75)
T4 8 19.59 16.61 5 10.14 10.07
(9.39) (8.84-34.90) (2.37) (7.75-13.97)

Anmerkung. n = Grofle der Teilstichprobe, M = Mittelwert (%), SD = Standardabweichung
(Prozentpunkte), Mdn = Median (%), Xmin = Minimum (%), Xmax = Maximum (%), DNAm = DNA-
Methylierung.

Die drei (Sub-)Gruppen (ruckfallige und nicht-rickfallige Patienten sowie
Kontrollprobanden) wiesen in ihrer prozentualen HECWZ2-DNAm in Speichel zu
allen Zeitpunkten signifikante Unterschiede auf (T1: H(2) = 8.866, p =.012%,
N = 88; T2: H(2) = 6.490, p = .039*, N =75; T3: H(2) = 10.346, p = .006*, N = 70;
T4: H(2) =7.443, p = .024*, N = 47).

Zu allen vier Zeitpunkten lagen die Mediane der ruckfalligen Patienten naher an
denen der Kontrollprobanden als die der nicht-rickfalligen Patienten. Zwischen
ruckfalligen Patienten und Kontrollprobanden zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede (T1: Z =-0.878, p = .380, r=.098, n(R,K) =17,64; T2: Z=-1.230,
p=.219, r=.150, n(RK)=1948;, T3: Z=-1.275, p=.202, r=.158,
n(R,K) =11,54; T4: Z=0.113, p = .910, r= .017, n(R,K) = 8,34). Die DNAm der
nicht-rickfalligen Patienten war zu T1 und T3 signifikant niedriger als die der
Kontrollprobanden (T1: Z=-2.942, p=.003* r=.349, n(NK)=7,64; T3:
Z=-3.085, p=.002%, r=.402, n(N,K)=5,54). Zu T2 und T4 waren die
Unterschiede auf dem nach Bonferroni-Holm korrigierten Signifikanzniveau bei
mittlerer Effektstarke statistisch nicht signifikant (T2: Z=-2.433, p =.015,
r=.325, n(N\K)=8,48; T4: Z=-2.675, p=.007, r=.428, n(N,K) = 5,34). Die
Mediane der ruckfalligen Patienten (Mdnrs=17.07 %, Mdnr2=16.48 %,
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Mdnt3 = 13.39 %, Mdnt4 = 16.61 %) waren von T1 bis T4 hoher als die der nicht-
ruckfalligen Patienten (Mdnts=9.23 %, Mdnr,=13.91 %, Mdnrsz=9.07 %,
Mdnt4=10.07 %). Zu T1 entsprach dies einem mittleren Effekt (T1: Z =-2.074,
p =.038, r=.423, n(R,N) =17,7), zu T2 einem kleinen (T2: Z=-1.414, p = 157,
r=.272, n(R,N) = 19,8), zu T3 wieder einem mittleren (T3: Z=-1.892, p = .059,
r=.473, n(R,N) = 11,5) und zu T4 einem starken Effekt (T4: Z = -2.325, p = .020,
r=.645, n(R,N) = 8,5). Die p-Werte blieben jedoch oberhalb des angepassten
Signifikanzniveaus (siehe Tabelle 62 und Abbildung 33).

Tabelle 62: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Speichel von riickfilligen und nicht-
riickfélligen Patienten sowie Kontrollprobanden im paarweisen Vergleich.

Zeit- n Mdng Mdny p-Wert Rang angepasstes

punkt (R,N) Signifikanzniveau
T1 17,7 17.07 9.23 .038 6 .05/7 =.007
T2 19,8 16.48 13.91 157 8 .05/5=.010
T3 11,5 13.39 9.07 .059 7 .05/6 = .008
T4 8,5 16.61 10.07 .020 5 .05/8 = .006
n Mdng Mdnk p-Wert Rang angepasstes

(RK) Signifikanzniveau
T1 17,64 17.07 17.81 .380 11 .05/2 =.025
T2 19,48 16.48 19.31 219 10 .05/3 =.017
T3 11,54 13.39 20.48 202 9 .05/4 =.013
T4 8,34 16.61 15.89 910 12 .05/1 =.050
n Mdnn Mdnk p-Wert Rang angepasstes

(N,K) Signifikanzniveau
T1 7,64 9.23 17.81 .003* 2 .05/11 = .005
T2 8,48 13.91 19.31 .015 4 .05/9 = .006
T3 5,54 9.07 20.48 .002* 1 .05/12 = .004
T4 5,34 10.07 15.89 .007 3 .05/10 = .005

Anmerkung. Dunns Post-hoc-Test. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. n= GréRe der Teilstichprobe, R =rickfallige Patienten, N = nicht-
rickfallige Patienten, K = Kontrollprobanden, Mdnr = Median der riickfalligen Patienten (%),
Mdnn = Median der nicht-rlickfalligen Patienten (%), Mdnk = Median der Kontrollprobanden (%),
DNAm = DNA-Methylierung.
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Abbildung 33: Vergleich der HECW2-DNAm (%) in Speichel von riickfalligen und nicht-
riickfdlligen Patienten sowie Kontrollprobanden zu T1-T4. Kreise entsprechen leichten,
Rauten extremen Ausreiftern. * = auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch  signifikant. Dunns Post-hoc-Test, Stichprobengroen (R,N,K): T1(17,7,64),
T2(19,8,48), T3(11,5,54), T4(8,5,34). R = riuckfallige Patienten, N = nicht-rlickfallige Patienten,
K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

Die Dynamik der HECW2-DNAm uber die Zeit blieb bei den ruckfalligen und
nicht-rickfalligen Patienten in Speichel ohne statistische Signifikanz. Bei den
ruckfalligen Patienten zeigte sich von T1 bis T3 allerdings ein Abwartstrend
(T1/T2: Z2=-0.724, p=.495, r=.181, N=16; T1/T3: Z=-0.561, p=.625,
r=.177, N=10; T2/T3: Z=-0.652, p = .570, r=.217, N=9) und von T3 zu T4
wieder ein Anstieg (T3/T4: Z=-0.730, p = .625, r=.365, N = 4) (jeweils exakte
Signifikanz angegeben (siehe Tabelle 63 und Abbildung 34). Bei den nicht-
ruckfalligen Patienten zeigte sich ein ahnliches Muster — mit dem Unterschied,
dass die DNAmM von T1 zu T2 anstieg (T1/T2: Z=-0.676, p = .578, r=.256,
N =T7)understvon T2 zu T3 absank (T2/T3: Z=-0.944, p = 438, r= .422, N = 5)
(jeweils exakte Signifikanz angegeben (siehe Tabelle 64 und Abbildung 34).
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Tabelle 63: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Speichel von riickfilligen Patienten

liber die Zeit.
Zeit- N Madn Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 16 17.07 16.48 495 1 .05/6 = .008
T1/T3 10 17.07 13.39 625 4 .05/3 =.017
T1/T4 6 17.07 16.61 563 2 .05/5=.010
T2/T3 9 16.48 13.39 570 3 .05/4 = .013
T2/T4 8 16.48 16.61 742 6 .05/1 =.050
T3/T4 4 13.39 16.61 625 5 .05/2 =.025

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Exakte Signifikanz angegeben. N = GroRe der
Gesamtstichprobe, Mdns = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%), Mdnz = Median des
jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), DNAm = DNA-Methylierung.

Tabelle 64: Unterschiede der HECW2-DNAm (%) in Speichel von nicht-riickfalligen

Patienten liber die Zeit.

Zeit- N Madn Mdn: p-Wert Rang angepasstes
punkte Signifikanzniveau
T1/T2 7 9.23 13.91 578 4 .05/3 =.017
T1/T3 5 9.23 9.07 1.000 6 .05/1 =.050
T1/T4 4 9.23 10.07 375 2 .05/5=.010
T2/T3 5 13.91 9.07 438 3 .05/4 =.013
T2/T4 5 13.91 10.07 .063 1 .05/6 = .008
T3/T4 4 9.07 10.07 625 5 .05/2 =.025

Anmerkung. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Exakte Signifikanz angegeben. N = GroRe der
Gesamtstichprobe, Mdns = Median des jeweiligen 1. Zeitpunkts (%), Mdn2 = Median des
jeweiligen 2. Zeitpunkts (%), DNAm = DNA-Methylierung.
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Abbildung 34: Entwicklung der HECW2-DNAm (%) in Speichel von riickfalligen und nicht-
riickfélligen Patienten sowie Kontrollprobanden iiber die Zeit. Kreise entsprechen den
Medianen, Fehlerbalken dem 95%-Konfidenzintervall. ~Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test,
StichprobengréRen (R,N,K): T1/T2(16,7,43), T1/T3(10,5,45), T1/T4(6,4,32), T2/T3(9,5,39),
T2/T4(8,5,31), T3/T4(4,4,30). R =rickfallige Patienten, N = nicht-rlickfallige Patienten,
K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

3.5.2 Alter als Storfaktor der HECW2-DNAm in Speichel

Wie bereits in Abschnitt 3.4.2 fur die HECW2-DNAm in Blut wurde auch fur die
HECWZ2-DNAm in Speichel untersucht, inwieweit das Alter einen relevanten
Storfaktor darstellt. Hierzu wurde die Korrelation des Alters (jeweils Alter zu T1)
mit der DNAm in Speichel zu T1, T2, T3 und T4 untersucht.

Auf dem nach Bonferroni-Holm korrigierten Signifikanzniveau war die DNAm in
Speichel in der Gesamtkohorte bis auf eine signifikante negative Korrelation zu
T3 (rs =-421%, p <.001, n=71) nicht signifikant mit dem Alter korreliert (siehe
Tabelle 65). Abbildung 35 zeigt exemplarisch die Korrelation zu T1 und T3 (far
T2 und T4 siehe Anhang 7, Abbildung A9 und Abbildung A10). Das gleiche
Muster zeigte sich auch bei der getrennten Untersuchung beider Gruppen (siehe
Tabelle 66 und Abbildung 35).

Da sich nur zu T3 eine signifikante Korrelation zeigte, konnte nicht von einer
allgemeinen Beeinflussung der HECW2-DNAm in Speichel ausgegangen werden

und es wurde keine Alters-Subgruppe gebildet.
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Tabelle 65: Korrelation der HECW2-DNAm (%) in Speichel zu T1-T4 mit dem Alter in
Jahren, gemeinsam fiir Patienten und Kontrollprobanden.

DNAmM DNAmM DNAmM DNAmM
Speichel T1  Speichel T2 Speichel T3 Speichel T4
rs -.194 -.214 -421* -.214
Signifikanz Alter .036 .033 <.001 150
n 117 99 71 47

Anmerkung. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman. * = auf nach
Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. rs = Korrelationskoeffizient
nach Spearman, n = GréRe der Teilstichprobe, DNAmM = DNA-Methylierung.

Tabelle 66: Korrelation der HECW2-DNAm (%) in Speichel zu T1-T4 mit dem Alter in
Jahren, getrennt nach Patienten und Kontrollprobanden.

DNAmM DNAmM DNAmM DNAmM
Speichel  Speichel Speichel Speichel

T T2 T3 T4
rs -.057 .075 -.624* -.006
Patienten Signifikanz Alter .688 .601 .007 .986
n 53 51 17 13
rs -.145 -.257 -.390* -.208
Kontroll- — qionifikanz ~ Alter 253 077 004 237
probanden
n 64 48 54 34

Anmerkung. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman. * = auf nach
Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. rs = Korrelationskoeffizient
nach Spearman, n = GréRe der Teilstichprobe, DNAmM = DNA-Methylierung.
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Abbildung 35: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Speichel a) zu T1 bzw. b) zu
T3 und dem Alter in Jahren. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach
Spearman. Zu a): P+K: rs =-.194, p = .036, n = 117; P: rs =-.057, p = .688, n = 53; K: rs = -.145,
p=.253, n=64. Zu b): P+K: rs =-421*, p<.001, n=71; P: rs =-.624*, p=.007, n=17; K:
rs =-.390*, p=.004, n=54. *=auf nach Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau
statistisch signifikant. rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n = GréRRe der Teilstichprobe,
P = Patienten, K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

3.5.3 Geschlecht und Rauchen als Storfaktoren der HECW2-DNAm in
Speichel

Fir die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der HECWZ2-DNAm in
Speichel und dem Geschlecht wurde — wie in Abschnitt 3.4.4 fur Blut — die
prozentuale DNAm zwischen mannlichen und weiblichen Probanden zu jedem
Zeitpunkt getrennt nach Patienten und Kontrollprobanden verglichen. Die
HECWZ2-DNAm in Speichel war bis auf einen signifikanten Unterschied zwischen
mannlichen und weiblichen Kontrollprobanden zu T2 wund T4 (T2:
U(19,29) =154.0, Z=-2.561, p=.010*, r=.370; T4: U(12,22)=57.0,
Z=-2.703, p=.007*, r=.464) bei beiden Geschlechtern vergleichbar
(Kontrollprobanden: T1: U(23,41) =427.0, Z=-0.623, p=.534, r=.078; T3:
U(19,35) = 265.0, Z = -1.223, p = .221, r = .166; Patienten: T1: U(35,18) = 303.0,
Z=-0.225, p=.822, r=.031; T2: U(34,17)=262.0, Z=-0.539, p=.590,
r=.075; T3: U(9,8) =34.0, Z=-0.192, p=.888, r=.047; T4: U(8,5) = 14.0,
Z=-0.878, p=.435, r=.244; zu T3 und T4 exakte Signifikanz angegeben)
(siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: Vergleich der HECW2-DNAm (%) in Speichel von mannlichen und
weiblichen Probanden zu T1-T4 getrennt nach a) Patienten und b) Kontrollprobanden.
Kreise entsprechen leichten, Rauten extremen Ausreiltern. * = auf nach Bonferroni-Holm
korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. Mann-Whitney-U-Test,
n(Patienten(mannlich,weiblich)): nr1 = 35,18; nr2=34,17,; nr3=9,8; nr4 = 8,5;
n(Kontrollprobanden(mannlich,weiblich)): nrs =23,41; nr2=19,29; nr3=19,35; nra=12,22.
n = Grole der Teilstichprobe, DNAm = DNA-Methylierung.

Auch der Effekt des Rauchens wurde als moglicher Storfaktor untersucht. Bei der
HECW2-DNAm in Speichel zeigten sich jedoch weder fur Patienten noch flr
Kontrollprobanden Hinweise auf einen Unterschied zwischen Nichtrauchern und
Rauchern (Patienten: T1: U(12,39) = 197.0, Z=-0.822, p= 411, r=.115; T2:
U(12,38) = 208.0, Z=-0.454, p = .650, r=.064; T3: U(5,12) =17.0, Z =-1.370,
p=.195, r=.332; T4: U(6,7) =17.0, Z=-0.571, p = .628, r = .158; zu T3 und T4
exakte Signifikanz angegeben; Kontrollprobanden: T1: U(60,3)=41.0,
Z=-1.581, p=.114, r=.199; T2: U(45,3) = 50.0, Z=-0.745, p = .456, r = .108;
T3: U(51,2) =14.5,Z=-1.704, p = .088, r = .234; T4: U(32,2) = 21.0, Z = -0.805,
p =.421, r = .138) (siehe Abbildung 37).
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Abbildung 37: Vergleich der HECW2-DNAm (%) in Speichel von Nichtrauchern und
Rauchern zu T1-T4 getrennt nach a) Patienten und b) Kontrollprobanden. Kreise
entsprechen leichten, Rauten extremen Ausreilern. Mann-Whitney-U-Test,
n(Patienten(Nichtraucher,Raucher)): nr1=12,39; nr2=12,38; nr3=5,12; nr4=6,7;
n(Kontrollprobanden(Nichtraucher,Raucher)): nr1=60,3; nr2=45,3; nr3=51,2; nre=32,2.
n = Grole der Teilstichprobe, DNAm = DNA-Methylierung.
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3.5.4 Korrelation der HECW2-DNAm in Speichel mit den Fragebogen-
Scores

Der GSI-Score korrelierte Uber alle Zeitpunkte und beide Gruppen gemeinsam

signifikant schwach negativ mit der HECWZ2-DNAm in Speichel (rs =-.126%,

p =.023, n=325) (siehe Abbildung 38). Bei Patienten und Kontrollprobanden

zeigte sich jeweils kein Zusammenhang (Patienten: rs =.089, p = .322, n = 127;

Kontrollprobanden: rs = .060, p = .398, n = 198).
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Abbildung 38: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Speichel und dem GSI-
Score. Bivariate Korrelation nach Spearman. P+K: rs =-.126*, p =.023, n = 325; P: rs =.089,
p=.322, n=127; K. rs=.060, p=.398, n=198. *=statistisch signifikant.
rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n = GréRe der Teilstichprobe, P = Patienten,
K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung, GSI = Global Severity Index.

Der AUDIT-Score zeigte eine signifikante schwache negative Korrelation mit der
HECW2-DNAm in Speichel (rs =-.147%, p = .017, n = 264) (siehe Abbildung 39).
Getrennt nach Gruppen zeigte sich bei den Patienten ein kleiner, nicht
signifikanter positiver Zusammenhang (rs = .145, p = .141, n = 104) und bei den
Kontrollprobanden ein ebenfalls kleiner, jedoch signifikanter positiver
Zusammenhang (rs = .253%, p = .001, n = 160).
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Abbildung 39: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Speichel und dem AUDIT-
Score. Bivariate Korrelation nach Spearman. P+K: rs =-.147*, p=.017, n = 264; P: rs =.145,
p=.141, n=104; K. r=.253* p=.001, n=160. *=statistisch signifikant.
rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n= GréRe der Teilstichprobe, P = Patienten,

K = Kontrollprobanden, = DNAm = DNA-Methylierung,  AUDIT = Alcohol =~ Use  Disorders
Identification Test.

Die OCDS-Scores wiesen eine signifikante schwache negative Korrelation mit
der HECW2-DNAm in Speichel auf (rs=-.141* p=.011, n=321) (siehe
Abbildung 40). Getrennt betrachtet gab es in keiner der beiden Gruppen eine
signifikante Korrelation (Patienten: rs =.146, p=.101, n=127;
Kontrollprobanden: rs = .093, p = .199, n = 194).
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Abbildung 40: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Speichel und dem OCDS-
Score. Bivariate Korrelation nach Spearman. P+K: rs =-.141*, p=.011, n=321; P: rs =.146,
p=.101, n=127;, K. rs=.093, p=.199, n=194. *=statistisch signifikant.
rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n= GréRe der Teilstichprobe, P = Patienten,

K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung, OCDS = Obsessive Compulsive Drinking
Scale.

3.6 Vergleich und Korrelation der HECW2-DNAm in Blut und Speichel

Bei der Gegenuberstellung der HECW2-DNAm in Blut (siehe Abbildung 41a) und
Speichel (siehe Abbildung 41b) zeigte sich, dass die prozentuale HECW2-DNAmM
in Speichel mit einem Median von 16.38 % Uber beide Gruppen und alle
Zeitpunkte hinweg allgemein hoher war als in Blut mit einem Median von 7.41 %.
Auch die Spannweite der HECWZ2-DNAmM war mit 47.58 Prozentpunkten im
Speichel groRer als im Blut mit 7.73 Prozentpunkten.
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Abbildung 41: Vergleich der HECW2-DNAm (%) in a) Blut und b) Speichel. * = auf nach
Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. Mann-Whitney-U-Test. Zu
a): Stichprobengréen (P,K): T1(67,80), T2(56,76), T3(19,73), T4(14,48). Zu b): Kreise
entsprechen leichten Ausreiern. StichprobengrofRen (P,K): T1(53,64), T2(51,48), T3(17,54),
T4(13,34). P = Patienten, K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

Um zu untersuchen, inwiefern die HECWZ2-DNAm uber verschiedene Gewebe
(hier Blut und Speichel) hinweg kongruent ist, wurde die Korrelation zwischen der
DNAm in Blut und Speichel untersucht. Uber beide Gruppen hinweg korrelierte
die DNAm in Blut und Speichel signifikant schwach positiv miteinander
(rs =.263*, p <.001, n = 329) (siehe Abbildung 42). Bei den Patienten zeigte sich
eine mittlere positive, jedoch nicht signifikante Korrelation (rs =.343, p = .083,
n =132). Bei den Kontrollprobanden war die Korrelation signifikant, aber von
kleinem Effekt (rs = .170%, p = .008, n = 197).
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Abbildung 42: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut und Speichel iiber
beide Gruppen (Patienten und Kontrollprobanden) und alle Zeitpunkte hinweg. Bivariate
Korrelation nach Spearman. P+K: rs = .263*, p <.001, n = 329; P: rs = .343, p = .083, n = 132; K:
rs=.170*, p=.008, n=197. *=statistisch signifikant. rs = Korrelationskoeffizient nach
Spearman, n = GréRRe der Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-
Methylierung.
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4 Diskussion

Weltweit leiden schatzungsweise 400 Millionen der tUber 15-jahrigen Menschen
unter einer AUD (Zahlen aus dem Jahr 2019) (WHO 2024) und den vielseitigen
gesundheitlichen und sozialen Folgen, die diese Erkrankung fur die Betroffenen
und deren Angehdrige mit sich bringt. Zusatzlich tragt Alkoholabhangigkeit — die
schwerste Form der AUD — wesentlich zur globalen Krankheitslast bei (Griswold
et al. 2018) und stellt die Gesellschaft damit auch vor eine Okonomische
Herausforderung. Trotz— insbesondere in Deutschland — etablierter
Therapiekonzepte und vorhandener Nachsorgeprogramme sind die
Ruckfallraten hoch: Etwa 50 bis 70 % der Patienten werden innerhalb eines
Jahres nach der Therapie ruckfallig (Durazzo und Meyerhoff 2017; Hunt et al.
1971; Nguyen et al. 2020; Schellekens et al. 2015). Vergleichbar damit lag die
Ruckfallrate nach der Entzugsbehandlung in unserer Studie bei 72.4 % (21 von
29 Patienten). Es ist zu beachten, dass sich diese Rate nur auf einen
beschrankten Zeitraum (1 Jahr ab Therapiebeginn) bezieht und die Ruckfallrate
insgesamt noch grofRer sein kann. Objektive Biomarker, die frihzeitig das Risiko
fur die Entwicklung einer Alkoholabhangigkeit oder eines Ruckfalls sowie den
Behandlungserfolg abschatzen lie3en, konnten die Entwicklung nachhaltigerer
Therapie- oder Praventionskonzepte sowie den gezielteren und individuelleren
Einsatz therapeutischer Angebote verbessern bzw. ermdglichen. Als objektive
Biomarker eignen sich bspw. Merkmale aus dem Bereich der Epigenetik wie
Histonmodifikationen oder DNAm. Epigenetische Veranderungen stellen dartber
hinaus selbst potentielle therapeutische Angriffsziele dar (Hamm und Costa
2015). Die Aufklarung der molekularen Pathomechanismen von
Alkoholabhangigkeit, -entzug und -rickfall kann dazu beitragen, die Erkrankung

besser zu verstehen und ihre Pravalenz im besten Fall zukunftig zu verringern.

Bruckmann et al. (2017) fanden bei der Suche nach einem solchen Biomarker
u. a. ein CpG-Dinukleotid im Genkorper von HECWZ2 (cg18752527) (Brickmann
et al. 2017), dessen differentielle Methylierung im Rahmen von
Alkoholabhangigkeit in der vorliegenden Studie validiert werden sollte. Daruber
hinaus sollte die Entwicklung der HECW2-DNAm in der Zeit nach dem Entzug
sowie deren potentielle Eignung als epigenetischer Biomarker fur Diagnostik,
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Krankheitsschwere, Therapieansprechen und Ruckfall untersucht werden. Dazu
wurde das DNAm-Level dieses CpG-Dinukleotids in Blut und Speichel sowohl
von alkoholabhangigen Patienten als auch von gesunden Kontrollprobanden zu
vier Zeitpunkten innerhalb eines Jahres mittels Pyrosequenzierung analysiert.

41 Fragebogen

Anhand von Fragebogen wurden die allgemeine psychische Belastung (GSI-
Score der SCL-90-R), der Alkoholkonsum und dessen Einfluss auf das tagliche
Leben (AUDIT) sowie das Alkoholverlangen in Form von Gedanken, Bildern und
Impulsen (OCDS) der Studienteilnehmer zu den vier Studienzeitpunkten erfasst.

Diese drei Bereiche wiesen bei den Patienten jeweils eine signifikante positive
Korrelation miteinander auf, wodurch eine enge Verknupfung von Trinkmenge,
Craving und psychischem Wohlbefinden deutlich wird. Die Rolle der psychischen
Belastung im Rahmen einer Alkoholabhangigkeit und insbesondere des
Ruckfallrisikos wurde bereits in diversen Studien diskutiert und ein im Vergleich
zur Allgemeinbevolkerung erhohtes Level psychischer Belastung bei
alkoholabhangigen Patienten (Mercier et al. 1992) sowie ein positiver
Zusammenhang zwischen psychischer Belastung und
Ruckfallwahrscheinlichkeit nachgewiesen (Engel et al. 2015; Sander und Jux
2006). Die Frage der Kausalitat dieses Zusammenhangs bleibt in dieser Studie

unbeantwortet.

4.1.1 Fragebogen-Scores der Patienten und Kontrollprobanden

Gemal unserer Annahme erreichten die Patienten in allen drei Bereichen und zu
allen vier Zeitpunkten signifikant hohere Scores als die Kontrollprobanden. Die
Scores (Mediane) aller Fragebogen lagen bei den Kontrollprobanden wie
erwartet auf einem konstant niedrigen Niveau unterhalb des jeweiligen
Grenzwertes fur eine Pathologie. Bei den Patienten lagen die Scores (Mediane)
aller drei Fragebogen zu T1 deutlich dber dem entsprechenden Grenzwert. Dies
hebt hervor, was neben anderen Merkmalen (vgl. Tabelle 1) typisch fur eine
Alkoholabhangigkeit ist: ein hoher Alkoholkonsum und dessen Beeinflussung des
alltaglichen Lebens, obsessive Gedanken und Handlungsimpulse in Bezug auf
Alkohol sowie eine allgemein erhdhte psychische Belastung (Mercier et al. 1992).

110



Von T1 zu T2 — also vom Beginn bis zum Ende der Therapie — verringerten sich
die GSI- und OCDS-Scores der Patienten signifikant. Sie blieben zwar signifikant
hoher als die der Kontrollprobanden, lagen jedoch bis einschliefl3lich T4 unterhalb
der pathologischen Grenzwerte. Dies zeigt in Ubereinstimmung mit einer Studie
von Sander und Jux (2006), dass die Entzugstherapie — im Falle unserer Studie
die QE — nicht nur erfolgreich das Alkoholverlangen, sondern auch die
psychische Belastung reduzieren kann (Sander und Jux 2006) und gibt Grund
zur Annahme, dass die Therapie in dieser Hinsicht erfolgreich war. Die QE stellt
in Deutschland die S3-leitliniengerechte Therapie der Alkoholabhangigkeit dar
(DGPPN und DG-SUCHT 2020) und zeichnet sich u. a. durch eine Erweiterung
der reinen korperlichen Entgiftung um psycho- und soziotherapeutische
Interventionen zur Steigerung der Anderungskompetenz aus (Batra et al. 2016;
DGPPN und DG-SUCHT 2020). Eine bessere Wirksamkeit der QE im Vergleich
zur reinen korperlichen Entgiftung im Sinne einer hoheren Abstinenzrate zeigte
sich in ersten Studien (Driessen et al. 1999; Loeber et al. 2009). Beim AUDIT
zeigte sich eine signifikante Abnahme der Scores von T1 zu T3. Dabei ist zu
beachten, dass die Aussagekraft der AUDIT-Scores zu den Zeitpunkten T2 bis
T4 eingeschrankt ist, da sich 7 von 10 Fragen nicht auf die aktuelle Situation,
sondern den Zeitraum des letzten Jahres bzw. allgemein auf die Vergangenheit
beziehen. Dies erklart, warum die Scores nicht bis zum Ende der Therapie
signifikant abfielen sowie von T2 bis T4 den Grenzwert von 15 Uberschritten
(Mediane). Eine weitere Erklarung fur diese hohen Werte ergibt sich durch die
hohe Ruckfallrate in unserer Studie und die damit einhergehenden hohen Werte
der ruckfalligen Patienten (vgl. Abschnitt 4.1.2). Der erneute (statistisch nicht
signifikante) Anstieg der AUDIT-Scores (Mediane) von T3 zu T4 weist ebenfalls
auf eine hohe Ruckfallrate hin.

Der GSI, nicht jedoch die AUDIT- und OCDS-Scores, stieg von T2 zu T3 erneut
signifikant an. Dieses Phanomen kann auf eine steigende psychische Belastung
mit Verlassen des geschutzten Kliniksettings und Ruckkehr in den potentiell
problembelasteten Alltag zurlckzufuhren sein. Diese frihe Phase nach der
Entlassung aus einem psychiatrischen Klinikaufenthalt ist fur ihr hohes Risiko fur
eine Rehospitalisierung (Tulloch et al. 2016) oder Suizid (Chung et al. 2017)
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bekannt, wobei u.a externe Faktoren wie Armut oder Stigmatisierung eine

erfolgreiche Transition erschweren (Mutschler et al. 2019).

Schliel3lich gehen wir anhand unserer Beobachtungen davon aus, dass die
Selbsteinschatzung von Patienten und Kontrollprobanden durch o.qg.
Fragebogen — wie auch in anderen Studien gezeigt (Mann und Ackermann 2000;
Mercier et al. 1992; Saunders et al. 1993) — ein geeignetes Mittel fur die
Erfassung von psychischer Belastung, Alkoholkonsum und Alkoholverlangen
darstellt. Die Patienten hatten bezuglich dieser Variablen signifikant hohere
Werte als die Kontrollprobanden und alle drei Variablen verringerten sich bei den
Patienten im Zuge der Therapie, was deren Wirkung auf diese Aspekte
unterstreicht. Dennoch blieben zu jedem Studienzeitpunkt signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Es ist davon auszugehen, dass die
hohe Ruckfallrate dabei eine wesentliche Rolle spielt. Von 29 Patienten mit
bekanntem Ruckfallstatus wurden 21 ruckfallig — nur 8 Patienten hatten keinen
Ruckfall. Damit zeigte sich in unserer Studie kein langfristiger Erfolg der Therapie
fur den Groldteil der Patienten. Unklar ist jedoch, ob und wenn ja, welche
Patienten im Anschluss an den stationdaren Aufenthalt weitere
NachsorgemalRnahmen in Anspruch nahmen, sodass der reale Einfluss der
Entzugstherapie auf den spateren Ruckfallstatus nicht sicher festzustellen ist.

4.1.2 Fragebogen-Scores der ruckfalligen und nicht-riickfalligen Patienten
Um ein besseres Verstandnis fur die unterschiedlichen Krankheitsverlaufe einer
Alkoholabhangigkeit zu erlangen, wurden die Unterschiede und Muster der
Fragebogen von ruckfalligen und nicht-ruckfalligen Patienten untersucht. Es gilt
zu berucksichtigen, dass die Stichprobengrofien fur beide Subgruppen klein und
die Ergebnisse damit nur eingeschrankt generalisierbar sind.

Die GSI-, AUDIT- und OCDS-Scores (Mediane) der Patienten, die im Verlauf der
Studie ruckfallig wurden, waren vor Therapiebeginn hoher als die der Patienten,
die nicht ruckfallig wurden, allerdings ohne statistisch signifikanten Unterschied.
Dieser Trend lasst vermuten, dass Patienten mit hdheren Fragebogen-Scores,
die auf eine schwerere Abhangigkeit hindeuten, im weiteren Verlauf mit hoherer
Wahrscheinlichkeit  ruckfallig werden. Ein Zusammenhang zwischen
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Schweregrad der Abhangigkeit und schlechterer Prognose im Sinne einer
niedrigeren Abstinenzrate wurde bereits in anderen Studien beobachtet
(Bottlender und Soyka 2005; Yoshimura et al. 2021).

In beiden Subgruppen zeigte sich ein Effekt durch die Therapie: Alle drei
Variablen verbesserten sich von T1 zu T2. Die GSI- und OCDS-Scores
verringerten sich bei den ruckfalligen Patienten von T1 zu T2 signifikant, der
AUDIT-Score verringerte sich von T1 zu T3 signifikant, lag aber mit einem Median
von 22.0 nach wie vor uber dem Grenzwert. Bei den nicht-rickfalligen Patienten
zeigte sich ebenfalls ein Abfall der Scores durch die Therapie, teils mit grol3er
Effektstarke, jedoch ohne statistische Signifikanz. Hierbei sei erneut auf die
kleinen StichprobengroRen insbesondere der nicht-ruckfalligen Patienten
hingewiesen (N lag zwischen 2 und 7). Zu T2 lagen die Scores (Mediane) beider
Subgruppen auf einem vergleichbaren Niveau, was darauf hindeutet, dass alle
Patienten  hinsichtlich  psychischer  Belastung,  Trinkverhalten  und
Alkoholverlangen in vergleichbarem Malfde von der Therapie profitierten.
Wesentliche Unterschiede zeigten sich v. a. nach der Therapie (zu T3 und T4):
Die Werte (Mediane) der nicht-rickfalligen Patienten blieben nach der Therapie
wie erwartet unterhalb der pathologischen Grenzwerte und unterschieden sich
nicht signifikant von denen der Kontrollprobanden bzw. unterschritten diese im
Falle des AUDIT sogar. Letzteres kann durch die Abstinenz der nicht-ruckfalligen
Patienten im Vergleich zu einem in Mallen weiterbestehenden Alkoholkonsum
der Kontrollprobanden erklart werden. Im Gegensatz dazu stiegen die Werte
(Mediane) der ruckfalligen Patienten in den Monaten nach der Therapie wieder
Uber die Grenzwerte an und unterschieden sich signifikant von denen der
Kontrollprobanden. Interessant ist die genauere Betrachtung der psychischen
Belastung: Bei den nicht-ruckfalligen Patienten zeigte sich, anders als fur
Alkoholkonsum und -verlangen, nach Therapieende kein weiterer Trend zur
Abnahme. Stattdessen blieb die psychische Belastung relativ konstant — zwar
unterhalb des pathologischen Grenzwertes, jedoch oberhalb des Niveaus der
Kontrollprobanden (ohne statistisch signifikanten Unterschied). Bei den
ruckfalligen Patienten lag die psychische Belastung zu T3 erneut uber dem
pathologischen Grenzwert. Diese Beobachtungen legen den Verdacht nahe,
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dass alle Patienten in ihrem gewohnten Umfeld und Alltag eine erhohte
psychische Belastung erfuhren. Ein Faktor, der das psychische Wohlbefinden
negativ beeinflussen und sowohl Konsequenz als auch Ursache einer
vorangegangenen Alkoholabhangigkeit sein kann, ist Arbeitslosigkeit (Airagnes
et al. 2019; Olesen et al. 2013; Popovici und French 2013). In unserer Studie
gaben 25.5 % der Patienten, die nicht bereits in Rente waren, an arbeitslos zu
sein (Daten nicht gezeigt). Im Vergleich dazu lag die Arbeitslosenquote in
Deutschland im Jahr 2023 bei 5.7 % (Statistik der Bundesagentur fur Arbeit
2023). Unter den Kontrollprobanden gab niemand an, arbeitslos zu sein
(Studenten wurden nicht als arbeitslos gewertet). Im Hinblick auf Erwerbstatigkeit
ist die Stichprobe der Kontrollprobanden aufgrund der gezielten Rekrutierung an
einer Universitat und einem Universitatsklinikum jedoch nicht reprasentativ fur
die Allgemeinbevodlkerung. Die im Vergleich zum Kontrollprobandenkollektiv
nachhaltig erhohte psychische Belastung der Patienten kann aulerdem auch
durch langanhaltende Komorbiditaten der Alkoholabhangigkeit wie Depressionen
oder Angststorungen sowie Symptome eines protrahierten Entzugssyndroms wie
bspw. Anhedonie (Martinotti et al. 2008) erklart werden.

Insgesamt zeigen die Fragebogenergebnisse deutlich die Unterschiede von
Alkoholkonsum und -verlangen zwischen ruckfalligen und nicht-ruckfalligen
Patienten nach der Therapie. Vor Therapiebeginn gaben die ruckfalligen
Patienten fur alle drei Bereiche hohere Werte an (statistisch nicht signifikant), die
Therapie hatte jedoch auf beide Subgruppen in Bezug auf die Fragebogen-
Scores eine positive Wirkung mit vergleichbarem Outcome zum Zeitpunkt der
Entlassung.

4.2 HECW2-DNAmM

HECWZ2 bzw. das im Genkorper von HECWZ2 gelegene CpG-Dinukleotid
cg18752527 wurde erstmals 2017 im Rahmen einer EWAS von Brickmann et al.
(2017) als bei alkoholabhangigen Patienten differentiell methyliert beschrieben
(Brickmann et al. 2017). Die differentielle HECW2-DNAm der Patienten zu
Beginn der Therapie wurde dabei in CD3*-T-Zellen mittels /llumina Infinium
HumanMethylation450 BeadChip Arrays entdeckt und konnte mittels

Pyrosequenzierung sowohl in der urspringlichen als auch in einer zweiten,
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unabhangigen Kohorte validiert und repliziert werden (Brickmann et al. 2017). In
beiden Kohorten wurde die differentielle HECW2-DNAm auflierdem auch in
Vollblut mittels Pyrosequenzierung nachgewiesen (Brickmann et al. 2017). In
der vorliegenden Studie konnte diese differentielle DNAm in Vollblut mittels
Pyrosequenzierung validiert und repliziert werden: Das HECW2-DNAm-Level der
Patienten lag zu Therapiebeginn bei Brickmann et al. (2017) in Vollblut bei
6.13 % (1. Kohorte) bzw. 6.27 % (2. Kohorte), in der vorliegenden Studie bei
6.33 % (jeweils Median angegeben). Damit war das HECW2-DNAm-Level der
Patienten in beiden Studien signifikant niedriger als das der Kontrollprobanden
(Mdnarickmann1 = 7.64 %; Mdngriickmann2 = 7.07 %; Mdnvoriegend = 7.79 %)
(Brickmann et al. 2017).

Eine bei Patienten im Vergleich zu Kontrollprobanden signifikant geringere
HECW2-DNAm zu Therapiebeginn zeigte sich in der vorliegenden Studie auch
in Speichel (Mdnp=13.91 %; Mdnk=17.81 %). Die vorliegende Studie war
unseres Wissens nach die erste, in der die HECW2-DNAm in Speichel untersucht
wurde, sodass diese Daten nicht im Kontext bisheriger Ergebnisse diskutiert
werden konnen. Dennoch unterstreicht die gewebeubergreifende differentielle
DNAmM von HECW2 dessen Bedeutung im Kontext der Alkoholabhangigkeit.
Mogliche pathophysiologische Hintergrinde der beobachteten differentiellen
HECWZ2-DNAm werden in Abschnitt 4.4 beleuchtet.

Die nachgewiesene Hypomethylierung im HECW2-Gen (cg18752527) bei
alkoholabhangigen Patienten sowohl in Blut als auch in Speichel steht im
Einklang mit einer mehrfach beschriebenen globalen Hypomethylierung bei
AUDs (Bruckmann et al. 2017; Ponomarev et al. 2012; Schuch et al. 2023; Zhang
et al. 2013). Andere Studien fanden im Gegensatz dazu eine globale
Hypermethylierung (Bonsch ef al. 2004; Koller et al. 2019; Semmler et al. 2015).
Um eindeutige Aussagen zur Richtung der Auswirkungen von Alkoholkonsum auf
das globale Methylierungslevel treffen zu konnen, sind weitere Studien auf
epigenomweiter Ebene erforderlich.

4.2.1 Gewebespezifische Unterschiede
Die HECW2-DNAm wurde in dieser Studie in klinisch leicht zuganglichem

Gewebe (Vollblut und Speichel) untersucht. Im Hinblick auf eine potentielle
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Nutzung der HECW2-DNAm als klinischer Biomarker ist damit die klinische
Praktikabilitat gewahrleistet. Zudem ist die Verfugbarkeit von hochwertigen
Gehirnproben, welche fur die Erforschung psychischer Erkrankungen von
groRem Interesse sind, und insbesondere von Gehirnproben alkoholabhangiger
Personen sehr begrenzt. Epigenetische Veranderungen, inklusive DNAm, sind
jedoch gewebe- und zelltypspezifisch (Gama-Sosa et al. 1983; Loyfer et al. 2023;
Novak et al. 2012). Bei der Erforschung psychischer Erkrankungen an peripheren
Geweben und bei der Aufklarung molekularer Pathomechanismen (vgl. Abschnitt
4.4) muss diese Gewebespezifitat bertcksichtigt werden. Da Alkohol jedoch nicht
nur auf das Gehirn, sondern auf den gesamten Korper wirkt, erscheint eine —
zumindest teilweise — gewebelbergreifende DNAm-Veranderung moglich
(Nieratschker et al. 2013). Allgemeine Untersuchungen von Braun et al. (2019)
und Nishitani et al. (2023b) zum Zusammenhang zwischen peripherer und
zentraler DNAm ergaben unabhangig von Alkoholkonsum eine hohere
Korrelation der epigenomweiten DNAm zwischen Speichel und Gehirn im
Vergleich zu Blut und Gehirn (Braun et al. 2019; Nishitani et al. 2023b). Auch
Smith et al. (2015) beobachteten, dass die DNAm-Level im Speichel denen der
Hirngewebe ahnlicher waren als die DNAm-Level im Blut (Smith et al. 2015). Sie
nahmen an, dass dies auf einen gemeinsamen entwicklungsgeschichtlichen
Ursprung (Wangenepithel und zentrales Nervensystem entwickeln sich beide aus
dem Ektoderm) oder die erhdhte Variation der DNAm-Werte im Speichel
zurUckzufuhren sein konnte (Smith et al. 2015).

Die Korrelation der peripheren DNAmM mit der DNAm im Gehirn variiert zusatzlich
abhangig vom jeweiligen CpG-Dinukleotid und Gen (Braun et al. 2019).
Verschiedene Autoren veroffentlichten daher Datenbanken bzw. Online-Tools,
die Auskunft Uber die gewebeubergreifende Korrelation der DNAm far
benutzerdefinierte CpG-Dinukleotide geben (Braun et al. 2019; Edgar et al.
2017a; Hannon et al. 2015b; Nishitani et al. 2023b; Sommerer et al. 2022). Fur
das im HECW2-Gen gelegene und in dieser Studie untersuchte CpG-Dinukleotid
cg18752527 ergab das Online-Tool von Hannon et al. (2015a) eine signifikante
gering negative Korrelation zwischen der DNAm von Blut und Kleinhirn (r = -.269,
p =.023, n=71) (Hannon et al. 2015a). Die zugrundeliegende Datenbank basiert
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auf DNAm-Daten von 71 bis 75 zusammengehorigen Gehirn- und Blutproben,
die mit dem /llumina Infinium HumanMethylation450 BeadChip Array erhoben
wurden (Hannon et al. 2015a). Mit den weiteren in der Datenbank enthaltenen
Hirnarealen (prafrontaler Cortex, entorhinaler Cortex, Gyrus temporalis superior)
zeigte sich keine Korrelation (Hannon et al. 2015a).

Die Korrelation mit dem Kleinhirn stellt vor dem Hintergrund der aktuellen Studie
eine interessante Beobachtung dar, da Alkoholabhangigkeit zu zerebellarer
Dysfunktion und zerebellarer Degeneration fuhren kann (Allsop und Turner 1966;
Sullivan und Pfefferbaum 2005). Zudem wurde eine genetische Variante des
HECWZ2-Gens bereits in einer Einzelfallstudie mit einer Acetazolamid-
responsiven episodischen Ataxie vom Typ 2 in Verbindung gebracht (Tedesco
Silva et al. 2023) — eine Erkrankung, die oftmals mit progressiver zerebellarer
Dysfunktion einhergeht (Choi und Choi 2016; Strupp et al. 2007). Die potentielle
Rolle von HECWZ2 im Gehirn — insbesondere bei Alkoholabhangigkeit — wird in
Abschnitt 4.4 genauer betrachtet.

In der Datenbank von Nishitani et al. (2023a), die auf Proben von 19 japanischen
Patienten basiert, ergab sich fur cg18752527 weder fur die DNAm von Speichel
noch fur die von Blut eine Korrelation mit der DNAm im Gehirn (dabei wurden
verschiedene Hirnareale gemeinsam untersucht, Areale im Kleinhirn waren nicht
darunter) (Nishitani et al. 2023a). Diese Beobachtung konnte neben einer
tatsachlich fehlenden Korrelation auch auf einen Effekt der Ethnie oder die
fehlende Hinzunahme des Kleinhirns zurtckzuflhren sein. Das Online-Tool von
Edgar et al. (2017b), basierend auf gepaarten Proben von 16 Individuen, ergab
fur cg18752527 eine starke positive Korrelation zwischen Blut und Brodmann-
Areal (BA) 20 (r= 0.54), eine moderate positive Korrelation zwischen Blut und
BA 10 (r=0.37) und keine Korrelation zwischen Blut und BA 7 (Edgar et al.
2017b). Die Datenbank von Braun et al. (2019), die ebenfalls u.a. den
Zusammenhang der DNAm zwischen Speichel und Gehirn untersucht (Braun et
al. 2019), stand zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Dissertation nicht zur
Verfugung. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Datenbanken bzgl.
Existenz, Richtung und Starke einer Korrelation verwehren eine Aussage uber
die Reprasentativitat der peripheren HECWZ2-DNAm fur die HECWZ2-DNAm im
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Gehirn. Generell scheint die HECWZ2-DNAm im Gehirn mit Werten im Bereich
von etwa 75 bis 80 % hoher zu sein als in Blut oder Speichel (Edgar et al. 2017b;
Hannon et al. 2015a; Nishitani et al. 2023a).

Zwei Studien zur HECW2-DNAm an postmortalen Gehirnproben brachten
uneinheitliche Ergebnisse hervor: Lohoff et al. (2021) konnten in Proben aus dem
prafrontalen Cortex zweier verschiedener Kohorten keine signifikante
Assoziation zwischen der HECW2-DNAm und dem Alkoholkonsumstatus finden
(Lohoff et al. 2021). Die vorlaufigen Untersuchungen von Wiegand et al. (2019)
an Proben aus dem BA9 im prafrontalen Cortex ergaben hingegen eine
differentielle HECWZ2-DNAm zwischen alkoholabhangigen Patienten und
gesunden Kontrollprobanden — im Vergleich mit den DNAm-Veranderungen in
Vollblut (Bruckmann et al. 2017) jedoch in entgegengesetzter Richtung (Wiegand
et al. 2019). Dies steht im Einklang mit der oben beschriebenen negativen
Korrelation der HECWZ2-DNAm von Blut und Kleinhirn (Hannon et al. 2015a).

In der vorliegenden Studie war die HECW2-DNAm in Speichel mit einem Median
von 16.38 % uber beide Gruppen und alle Zeitpunkte hinweg mehr als doppelt
so hoch wie in Blut mit einem Median von 7.41 %. Dieser Unterschied
unterstreicht die groRe gewebespezifische Variation der DNAm, die — wie
Studien zeigten — die interindividuelle Variation Ubersteigt (Davies et al. 2012;
Jiang et al. 2015).

Interessante Differenzen zwischen beiden Geweben zeigten sich auch in der
Spannweite der HECWZ2-DNAm: Wahrend die Spannweite im Blut insgesamt
7.73 Prozentpunkte betrug, lag sie im Speichel bei 47.58 Prozentpunkten. Die im
Vergleich zum Blut grofere Spannweite und Standardabweichung im Speichel
konnte u. a. auf die grol3e interindividuelle Variabilitat des Anteils an bukkalen
Epithelzellen im Speichel zurickzufuhren sein, da DNAm-Messungen nach
Smith et al. (2015) durch den Epithelzellanteil beeinflusst werden (Smith et al.
2015). Auch intraindividuell kann sich die Zellzusammensetzung in
verschiedenen Proben oder zu verschiedenen Zeitpunkten unterscheiden
(Bearer und Mulligan 2018). In der vorliegenden Studie wurde der

Epithelzellanteil im Speichel nicht bestimmt, sodass eine Berlcksichtigung der
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Variation — wie von Smith et al. (2015) empfohlen — nicht erfolgen konnte (Smith
et al. 2015).

Der HECW2-DNAm-Status im Blut war bei Brickmann et al. (2017) in hohem
Male mit T-Zellen und NK-Zellen assoziiert, sodass sie annahmen, dass die im
Vollblut gemessenen DNAm-Unterschiede zum Teil von T-Zellen verursacht
wurden (Bruckmann et al. 2017). Auf Basis dieser Ergebnisse kann in der
vorliegenden Studie ebenfalls ein durch T-Zellen mitverursachter Effekt
angenommen werden. Die inter- und intraindividuelle Variabilitat des Anteils an
T-Zellen im Blut hat moglicherweise weniger Einfluss auf die DNAmM-Messungen
als der Epithelzellanteil im Speichel. Dennoch sollten auch Unterschiede in der
zelluldaren Zusammensetzung von Vollblutproben (bspw. aufgrund der
Immunreaktion auf eine subklinische Infektion) nicht auRer Acht gelassen werden
(Heijmans und Mill 2012). Um klare Aussagen uber eine mogliche Verzerrung
von DNAm-Unterschieden durch die Blutzusammensetzung treffen zu kénnen,
bedarf es einer Kontrolle der zellularen Heterogenitat bspw. mittels
Blutzellzahlung (Campbell et al. 2020).

Trotz der bekannten Gewebespezifitit der DNAm zeigten Ergebnisse von
Thompson et al. (2013) genomweit ein relativ ahnliches DNAm-Muster in
Speichel und Vollblut (Thompson et al. 2013). Auch Smith et al. (2015) fanden
trotz deutlicher Unterschiede zwischen der DNAm in Speichel und Blut auf
genomweiter Ebene intraindividuell fur 88.5 % der untersuchten CpG-
Dinukleotide eine positive Korrelation (Smith et al. 2015). Dabei schien die DNAmM
der Speichelproben bei geringem Epithelzellanteil der DNAm der Blutproben
ahnlicher zu sein als bei hoherem Anteil an Epithelzellen (Smith et al. 2015).
Sowohl Smith et al. (2015) als auch Murata et al. (2019) berichteten von einer
Haufung von CpG-Dinukleotiden mit fehlender Korrelation zwischen Blut und
Speichel (Smith et al. 2015) bzw. CpG-Dinukleotiden mit grof3en
Methylierungsunterschieden zwischen beiden Geweben (Murata et al. 2019),
wenn diese in Genkorpern lagen. Dies steht im Einklang mit den beobachteten
grolRen Unterschieden der DNAmM des in dieser Studie untersuchten CpG-
Dinukleotids, das sich in einem Intron im Genkorper von HECWZ2 befindet.
Nichtsdestotrotz korrelierte die HECWZ2-DNAm in Blut in der vorliegenden Studie
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mit der in Speichel bei der gemeinsamen Betrachtung beider Gruppen signifikant
schwach positiv miteinander. Bei der getrennten Betrachtung zeigte sich eine
signifikante schwache positive Korrelation bei den Kontrollprobanden und eine
moderate positive, jedoch statistisch nicht signifikante Korrelation bei den
Patienten. Gewisse Uberschneidungen der HECWZ2-Regulation in Blut und

Speichel kdnnen somit angenommen werden.

4.2.2 Alter als Storfaktor

Es ist allgemein bekannt, dass der Prozess des Alterns mit epigenetischen
Veranderungen und insbesondere mit Veranderungen der DNAm einhergeht (Pal
und Tyler 2016; Unnikrishnan et al. 2019). Mithilfe sog. epigenetischer Uhren, die
auf der DNAm verschiedener CpG-Dinukleotide basieren, lasst sich das
chronologische Alter bis auf wenige Jahre genau bestimmen (Hannum et al.
2013; Horvath 2013; Weidner et al. 2014). Die Bestimmung des biologischen
Alters, also des funktionellen Zustands des Korpers mittels epigenetischer Uhren,
ist ebenfalls Gegenstand der Forschung (Levine et al. 2018; Lu et al. 2019).
Abweichungen zwischen chronologischem und biologischem Alter werden auf
eine veranderte Geschwindigkeit des biologischen Alterns zuruckgefluhrt
(Horvath und Raj 2018). Es gibt Hinweise darauf, dass die Alterung der DNAmM
bei Vorliegen einer AUD beschleunigt ablauft (Luo et al. 2020; Rosen et al. 2018).

In der vorliegenden Studie wies die HECW2-DNAm in Blut bei gemeinsamer
Betrachtung von Patienten und Kontrollprobanden zu jedem Studienzeitpunkt
eine signifikante schwache bis moderate negative Korrelation mit dem Alter auf
(vgl. Abschnitt 3.4.2). Aufgrund der moglichen Verzerrung durch den
Gruppeneffekt wurden beide Gruppen zusatzlich getrennt untersucht. Eine
signifikante Korrelation im Sinne geringerer DNAmM mit zunehmendem Alter fand
sich hierbei nur bei den Kontrollprobanden. Es erscheint moglich, dass sich bei
den Patienten lediglich aufgrund der geringen Anzahl junger Probanden keine
signifikante Korrelation zeigte. Es ist auRerdem denkbar, dass die Korrelation der
HECW2-DNAm mit dem Alter bei den Patienten aufgrund differentieller DNAm im
Rahmen der Alkoholabhangigkeit Uberdeckt wurde. Um den potentiellen Einfluss
des Alters auf die HECW2-DNAm bei Patienten weiter zu untersuchen, sollte eine

groRere Anzahl junger Patienten rekrutiert werden.
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Abgesehen von einem SNP im HECWZ2-Gen, das in einer Metaanalyse von neun
genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) mit der Gesamtmortalitat (Zeit bis
zum Tod) in Verbindung gebracht wurde (Walter et al. 2011), gibt es in der
Literatur bisher keine Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen HECW?2
oder der HECW2-DNAm und dem Alter bzw. dem Altern.

Wie in Abschnitt 4.2.1 erwahnt, war die HECW2-DNAm bei Briuckmann et al.
(2017) mit T-Zellen und NK-Zellen assoziiert (Bruckmann et al. 2017). Es
erscheint folglich moglich, dass die in der vorliegenden Studie beobachtete
HECWZ2-Hypomethylierung bei alkoholabhangigen Patienten auf einem
Unterschied der Zelltyp-Anteile beruhen konnte, da Veranderungen der
zellularen Zusammensetzung eines Gewebes Grund fur eine Verschiebung des
DNAm-Levels sein konnen (Bauer et al. 2015; Jaffe und Irizarry 2014) und
chronischer Alkoholmissbrauch bekanntermal3en die Anzahl und Aktivitat von
T-Zellen sowie das Verhaltnis von T-Zell-Subtypen verandert (Pasala et al.
2015). Bei Bruckmann et al. (2017) war kein signifikanter Unterschied in der
Anzahl naiver CD4*- und CD8*-T-Zellen oder in den geschatzten Zelltyp-Anteilen
zwischen Patienten und Kontrollprobanden feststellbar und die differentielle
HECW2-DNAm war auch bei der gezielten Untersuchung von T-Zellen
beobachtbar (Bruckmann et al. 2017). Allerdings zeigte eine Studie von Bauer et
al. (2015), dass DNAm-Profile auch durch Unterschiede kleinerer
Immunzellfraktionen oder -subtypen, die von standardmallig verwendeten
Markern nicht erfasst werden, beeinflusst werden konnen (Bauer et al. 2015).
Daher ware es moglich, dass die HECW2-Hypomethylierung der Patienten auf
einen spezialisierten Zellsubtyp zurickgeht, der bei der regressionsbasierten
Anpassung des Datensatzes bei Brickmann et al. (2017) nicht berlcksichtigt
wurde. Zur Vermeidung falscher Annahmen sollten nach Bauer et al. (2015)
Unterschiede auf Methylierungsebene deshalb auf Genexpressionsebene
repliziert und auf Protein- und Zellebene validiert werden (Bauer et al. 2015). In
der Vergangenheit wurde aullerdem gezeigt, dass altersbedingte DNAmM-
Unterschiede in Blut zu grofen Teilen durch altersbedingte Unterschiede in der
Zellzusammensetzung des Bluts erklart werden konnen (Jaffe und Irizarry 2014;
Lu et al. 2019). Hypothetisch konnte daher eine mit dem Alter einhergehende
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Veranderung in der Anzahl des bei alkoholabhangigen Patienten potentiell
veranderten Immunzell-Subtyps die bei den Kontrollprobanden beobachtete
Korrelation mit dem Alter erklaren. Da der Fokus in dieser Studie auf der Frage
nach Eignung als Biomarker in klinisch leicht zuganglichem Gewebe lag, wurde
keine Methode zur Berucksichtigung der zellularen Heterogenitat angewandt.
Somit bleibt unbeantwortet, ob die differentielle HECW2-DNAm in Vollblut auf
Veranderungen in der zellularen Heterogenitat oder auf direkte Auswirkungen der
Alkoholabhangigkeit auf die DNAmM bestimmter Zelltypen zurtckzufuhren ist.
Nachfolgende Studien sollten die Zellzusammensetzung berucksichtigen, um
dieser Frage nachzugehen und damit Informationen Uber die zugrundeliegenden
biologischen Mechanismen zu gewinnen sowie den Zusammenhang mit dem

Alter weiter aufklaren zu kdnnen.

Um die Korrelation mit dem Alter im Blut zu berucksichtigen, wurde eine
Subgruppe von Probanden im Alter ab einschl. 36 Jahren gebildet (SG36), da
sich bei dieser Grenze das Alter von Patienten und Kontrollprobanden nicht
langer signifikant voneinander unterschied und keine signifikante Korrelation der
HECWZ2-DNAmM mit dem Alter mehr feststellbar war. Der statistisch signifikante
HECW2-DNAm-Unterschied zwischen Patienten und Kontrollprobanden blieb
bestehen. Es kann nicht garantiert werden, dass der Storfaktor Alter durch die
Bildung der SG36 genug berucksichtigt wurde. Einige Anhaltspunkte sprechen
jedoch dafur, dass der Gruppenunterschied nicht bzw. nicht nur auf das Alter
oder mit dem  Alter zusammenhangende  Veranderungen  der
Zellzusammensetzung, sondern auch auf den Faktor Alkoholabhangigkeit
zuruckzufuhren sind. Zum einen waren die Gruppen in der Studie von Brickmann
et al. (2017), in der die differentielle HECW2-DNAm bei Alkoholabhangigkeit
erstmals beschrieben wurde, hinsichtlich des Alters (und Rauchverhaltens) gut
aufeinander abgestimmt und die zellulare Heterogenitat wurde berucksichtigt
(Brickmann et al. 2017). Zudem waren auch in den Studien von Witt et al. (2020)
und Lohoff et al. (2021), in denen u. a. fur Alter und Zelltyp korrigiert wurde, CpG-
Dinukleotide im HECWZ2-Gen bei Patienten mit AUD differentiell methyliert
(Lohoff et al. 2021; Witt et al. 2020). Zum anderen war eine differentielle HECW2-
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DNAm auch in Hirngewebe, in dem T-Zellen eine untergeordnete Rolle spielen,
zu beobachten (Wiegand et al. 2019).

In Speichel zeigte sich sowohl bei gemeinsamer als auch bei getrennter
Betrachtung von Patienten und Kontrollprobanden lediglich zu T3 eine
signifikante negative Korrelation der HECW2-DNAm mit dem Alter, sodass kein
allgemeiner Alterseinfluss angenommen und keine Subgruppe gebildet wurde.
Dennoch kann aufgrund dieser Ergebnisse ein Einfluss des Alters nicht
vollstandig ausgeschlossen werden, sodass zukunftige Studien mit gro3eren
Kohorten das Alter als moglichen Storfaktor der HECW2-DNAm in Speichel

erneut untersuchen und gegebenenfalls berlcksichtigen sollten.

Uneinheitliche Ergebnisse des Alterseinflusses auf die DNAm von Blut und
Speichel sind aufgrund der gro3en Gewebespezifitat der DNAm (vgl. Abschnitt
4.2.1) nicht Uberraschend. Auch die Ergebnisse einer Studie zu beschleunigtem
biologischem Altern bei Alkoholabhangigkeit und Alkoholmissbrauch, in der
neben DNAm-Daten aus Blut auch DNAm-Daten aus Leber- und postmortalem
Hirngewebe (prafrontaler Cortex) untersucht wurden, deuten auf eine
gewebespezifische Verknupfung von Ubermalligem Alkoholkonsum und
epigenetischer Alterung hin (Rosen et al. 2018). Sie fanden Trends zu
beschleunigten Alterungsprozessen in Blut und Lebergewebe und einen Trend
zu verlangsamten Alterungsprozessen im prafrontalen Cortex (Rosen et al.
2018).

Schliel3lich sollte der Zusammenhang der HECW2-DNAmM mit dem Alter sowie
der Zellzusammensetzung weiter erforscht werden, um einerseits die
molekularen Pathomechanismen der differentiellen DNAm alkoholabhangiger
Patienten aufklaren zu konnen wund andererseits potentiell bendtigte
altersadjustierte Referenzbereiche fur den Gebrauch als Biomarker bestimmen

zu kbnnen.

4.2.3 Geschlecht und Rauchen als Storfaktoren

Neben dem Alter (vgl. Abschnitt 4.2.2) sind sowohl das Geschlecht (Liu et al.
2010; Solomon et al. 2022) als auch das Rauchverhalten (Breitling et al. 2011;
Zeilinger et al. 2013) Faktoren, die bekanntermalien Einfluss auf DNAm haben
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konnen. Trotz gezielter Rekrutierung gelang es in dieser Studie nicht, eine
ausgeglichene Verteilung hinsichtlich dieser Variablen zwischen den Gruppen
(Patienten und Kontrollprobanden) bzw. innerhalb der jeweiligen Gruppe zu
erreichen. In Verbindung mit der HECW2-DNAm wurde nach unserem
Kenntnisstand bisher (2024) fur keinen der beiden Faktoren ein Zusammenhang
beschrieben. Um den potentiellen Zusammenhang von Geschlecht bzw.
Raucherstatus mit der HECW2-DNAm in unserer Studie dennoch zu untersuchen
und diese Faktoren als potentielle Storfaktoren bericksichtigen zu konnen,
wurde die HECW2-DNAm von mannlichen und weiblichen Studienteilnehmern
bzw. Rauchern und Nichtrauchern getrennt nach Gruppe und Zeitpunkt
miteinander verglichen.

In Blut fand sich zwischen weiblichen und mannlichen Kontrollprobanden der
SG36 kein signifikanter Unterschied, wahrend weibliche Patienten der SG36 zu
T3 eine signifikant hohere DNAm als mannliche Patienten aufwiesen. In Speichel
zeigten sich zu T2 und T4 signifikant hohere DNAm-Werte bei mannlichen im
Vergleich zu weiblichen Kontrollprobanden, die Patienten beider Geschlechter
hatten vergleichbare Werte. Im Allgemeinen zeigte sich kein klares und
bestandiges Muster zwischen den Variablen, sodass eine Rolle des Geschlechts
als Storfaktor der HECWZ2-DNAm unwahrscheinlich erscheint.

Der Raucherstatus stellte weder in Blut (SG36) noch in Speichel einen Storfaktor
dar. Da die Pravalenz des Rauchens unter Alkoholabhangigen mit etwa 65.5 bis
89.6 % (Burling und Ziff 1988; Daeppen et al. 2000) sehr hoch ist— auch in
unserer Studie waren 76.6 % der alkoholabhangigen Patienten Raucher — ist die
fehlende Beeinflussung der HECWZ2-DNAm durch Rauchen eine wichtige
Eigenschaft bzw. Voraussetzung fur die Eignung als Biomarker bei
Alkoholabhangigkeit. Zu berucksichtigen sind die teilweise sehr kleinen
Stichprobengrofden der Nichtraucher in der Patientenkohorte bzw. der Raucher
in der Kontrollprobandenkohorte. Fur eine sichere Beurteilung des Einflusses von
Rauchen auf die HECW2-DNAm waren weitere Untersuchungen an grof3eren

Kohorten notwendig.
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4.3 Potentielle Funktion der HECW2-DNAm als Biomarker bei
Alkoholabhangigkeit

In den letzten Jahren wurde bereits in mehreren Studien eine differentielle DNAm
im HECW2-Gen im Zusammenhang mit Alkoholabhangigkeit beschrieben
(Bruckmann et al. 2017; Lohoff et al. 2021; Witt et al. 2020). Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie liefern neue Erkenntnisse im Hinblick auf die potentielle
Eignung der HECWZ2-DNAm als epigenetischer Biomarker fur Diagnostik,
Krankheitsschwere, Therapieansprechen und Ruckfall bei dieser Erkrankung.

Generell muss dabei berucksichtigt werden, dass Alkoholabhangigkeit ein
komplexes Krankheitsbild darstellt, das durch eine Vielzahl von Faktoren
beeinflusst wird. Ein einzelner Biomarker wird somit vermutlich nicht
aussagekraftig und zuverlassig genug sein kdnnen — vielmehr konnte ein
epigenetischer Biomarker eine sinnvolle Erganzung zu anderen epigenetischen,

klinischen und/oder laborchemischen Parametern darstellen.

4.3.1 Diagnostik

Alkoholbezogene Stérungen sind haufig und werden haufig unterdiagnostiziert
(DGPPN und DG-SUCHT 2020). Die Identifizierung betroffener Personen mittels
Screenings und Case-Findings bietet die Chance auf eine fruhzeitige
Diagnosestellung und Therapie, sodass langfristige alkoholbezogene
Folgeerkrankungen (vgl. Abschnitt 1.1.1) vermieden werden kénnen (DGPPN
und DG-SUCHT 2020). In diesem Zusammenhang konnten erganzend zum
Screeningverfahren mittels Fragebogen (insbesondere dem AUDIT) (DGPPN
und DG-SUCHT 2020) eingesetzte Biomarker die Diagnosestellung in Fallen
uneindeutiger oder unzuverlassiger Selbsteinschatzung bzw. klinischer

Beurteilung zuverlassiger machen.

Das HECWZ2-DNAm-Level der Patienten war in Blut vor Therapiebeginn und zu
allen spateren Studienzeitpunkten signifikant niedriger als das der
Kontrollprobanden. Dieser Effekt zeigte sich sowohl unter Einschluss aller
Altersgruppen als auch in der SG36. Der absolute Unterschied der prozentualen
HECWZ2-DNAm zwischen Patienten und Kontrollprobanden war dabei gering und
lag beim Vergleich der Mediane zu den verschiedenen Studienzeitpunkten im
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Bereich von 1.46 bis 1.97 Prozentpunkten (1.46 Prozentpunkte zu T1) bzw.
zwischen 0.99 und 1.66 Prozentpunkten in der SG36 (1.05 Prozentpunkte zu
T1). Die Detektion und Analyse solch geringer DNAm-Unterschiede kann sich
schwierig gestalten, da die Abweichung der meisten DNAmM-Messmethoden
inklusive der Pyrosequenzierung in diesem Bereich liegt (Bock et al. 2016). In
CD3*-T-Zellen war der Unterschied bei Bruckmann et al. (2017) mit
6.6 Prozentpunkten groRer (Briuckmann et al. 2017).

Die grolRe Spannweite der HECW2-DNAm beider Gruppen und die daraus
resultierenden  Uberschneidungen der Werte von Patienten und
Kontrollprobanden deuten — wie eingangs erwahnt — darauf hin, dass ein
einzelner epigenetischer Biomarker nicht als alleiniger Biomarker flr
Alkoholabhangigkeit dienen kann. Dennoch ist aufgrund des signifikanten
Gruppenunterschieds anzunehmen, dass die HECW2-DNAm in Blut bspw. als
Bestandteil eines Panels verschiedener Biomarker oder bei der Analyse
spezifischer Zellpopulationen wie CD3*-T-Zellen als diagnostischer Biomarker
geeignet sein konnte.

Auch im Speichel war das HECWZ2-DNAm-Level der Patienten vor
Therapiebeginn signifikant niedriger als das der Kontrollprobanden. Im Vergleich
zum Blut war die absolute Differenz der Mediane mit 2.70 bis
8.01 Prozentpunkten (3.90 Prozentpunkte zu T1) groRer. Somit stellt die
HECWZ2-DNAm in Speichel fur den Bereich der Diagnostik einen
vielversprechenden, nicht-invasiven Biomarkerkandidaten fur die gemeinsame

Anwendung mit anderen Parametern dar.

SchlieBlich heben die gezeigten Gruppenunterschiede eine Bedeutung von
HECWZ2 im Zusammenhang mit Alkoholabhangigkeit hervor, die in Abschnitt 4.4
diskutiert wird.

4.3.2 Krankheitsschwere

Die Umsetzung einer leitliniengerechten 21-tdgigen QE erfordert ein
multidisziplinares Behandlungsteam und ist nach Kiefer et al. (2016) mit den in
der Psychiatrie-Personalverordnung vorgesehen Personalressourcen nicht
moglich (Kiefer et al. 2016). Objektive Biomarker fur den Schweregrad einer
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Alkoholabhangigkeit konnten die Entwicklung individuell angepasster Therapien
unterstutzen und damit einhergehend einen gezielteren Einsatz der limitierten

klinischen Ressourcen ermdglichen.

Die Schwere der Alkoholabhangigkeit wurde in dieser Studie uber die drei
Faktoren psychische Belastung (GSI), Alkoholkonsum (AUDIT) und
Alkoholverlangen (OCDS) definiert.

Bei der gemeinsamen Betrachtung von Patienten und Kontrollprobanden sowie
allen vier Studienzeitpunkten korrelierten die Scores aller drei Fragebogen
signifikant schwach bis moderat negativ mit der HECWZ2-DNAm — sowohl in Blut
(SG36) als auch in Speichel. Eine grof3ere psychische Belastung, ein hoherer
Alkoholkonsum und ein starkeres Alkoholverlangen gingen folglich mit einer
geringeren HECWZ2-DNAm einher. Dieser Zusammenhang war aufgrund des
Gruppenunterschieds von Patienten und Kontrollprobanden sowohl bzgl. der
HECW2-DNAm als auch der Fragebogen-Scores zu erwarten. Eine ahnliche
Beobachtung machten Bruckmann et al. (2016) bzgl. der GDAP1-DNAm, welche
ebenfalls signifikant schwach negativ mit dem GSI- und AUDIT-Score korrelierte
(Brickmann et al. 2016).

Fir die Frage nach einem Biomarker der Krankheitsschwere ist jedoch
insbesondere die Korrelation zwischen Fragebogen-Scores und DNAm der
Patienten von Interesse. Hierbei zeigte sich weder fur Blut (SG36) noch fur
Speichel ein signifikanter Zusammenhang, sodass sich die HECW2-DNAm auf
Grundlage der Ergebnisse dieser Studie nicht als Biomarker fur die Schwere der

Alkoholabhangigkeit eignet.

4.3.3 Therapieansprechen

Bezuglich des Therapieansprechens konnen prinzipiell zwei Biomarker-Typen
mit verschiedenen Funktionen unterschieden werden: Einerseits kann die
Veranderung eines Biomarker-Levels in Reaktion auf eine Therapie — in diesem
Fall entsprache dies einer Annaherung des DNAm-Levels der Patienten an das
Niveau der Kontrollprobanden zu T2 — als sog. Response-Biomarker dienen
(Califf 2018). Dieser ware im Sinne eines objektiven Outcome-Parameters bspw.
fur den Wirksamkeitsvergleich verschiedener Therapieansatze oder fur die
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Maoglichkeit einer frihzeitigen Therapieanpassung bei Nichtansprechen nutzlich.
Andererseits kann ein sog. pradiktiver Biomarker — in diesem Fall entsprache
dies einem gewissen DNAm-Level zu T1 — Personen vorhersagen, die mit
groRerer Wahrscheinlichkeit auf die Therapie ansprechen (Califf 2018). Letzteres
wurde in der vorliegenden Studie nicht untersucht und stellt einen potentiellen
Gegenstand zukunftiger Forschung dar.

Beide Biomarker-Typen konnten zudem Aufschluss uber zugrundeliegende
biologische Erkrankungsprozesse geben und potentielle Zielstrukturen neuer

Medikamente darstellen.

Die HECWZ2-DNAm der Patienten zeigte im Zuge der Therapie (von T1 zu T2)
weder in Blut (sowohl aller Altersgruppen als auch der SG36) noch in Speichel
eine signifikante Zunahme und damit Annaherung an das Level der
Kontrollprobanden. Folglich unterschieden sich beide Gruppen auch nach
Therapieende (zu T2) weiterhin signifikant voneinander. Da die Therapie —
basierend auf der Auswertung der Fragebogenergebnisse — einen positiven
Effekt hatte (vgl. Abschnitt 4.1.1), ist die ausbleibende Annaherung nur mit
geringer Wahrscheinlichkeit auf einen Misserfolg der Therapie zurtckzufuhren.
Daruber hinaus fand sich fur HECWZ2 auch in den Studien von Bruckmann et al.
(2017) (fur cg18752527) und Witt et al. (2020) (fur andere CpG-Dinukleotide) —
im Gegensatz zu anderen Genen — keine Reversibilitat der DNAm (Brickmann
et al. 2017; Witt et al. 2020). Gemeinsam mit der Beobachtung einer auch 6 bzw.
12 Monate nach der Therapie weiterhin signifikant erniedrigten HECW2-DNAm
der Patienten (im Speichel nach 6 Monaten) deuten diese Ergebnisse darauf hin,
dass die differentielle HECWZ2-DNAm alkoholabhangiger Patienten einer
langanhaltenden Veranderung entspricht.

Soundararajan et al. (2021) untersuchten die Frage, ob sich molekulare Marker
auf epigenetischer Ebene genau wie gestorte biochemische Parameter (wie
bspw. Homocystein) bei Alkoholabstinenz umkehren und fanden in
Ubereinstimmung  mit  unseren Ergebnissen  bei  Mannern = mit
behandlungsbedurftiger AUD keine Veranderung der genspezifischen (ALDHZ2
und MTHFR (Methylentetrahydrofolat-Reduktase-Gen)) oder globalen DNAmM
direkt nach dem Entzug und nach 3 Monaten (Soundararajan et al. 2021).
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Andere Autoren berichteten hingegen von einer Normalisierung der DNAm nach
Beendigung des Alkoholkonsums — sowohl im globalen (Bruckmann et al. 2017;
Koller et al. 2019; Philibert et al. 2014; Witt et al. 2020) als auch im
genspezifischen Kontext (Bruckmann et al. 2016; Heberlein et al. 2015).

Witt et al. (2020) schlossen aus ihren uneinheitlichen Ergebnissen fur
verschiedene Gene, dass es sich bei Signalwegen, die auch nach dem Entzug
zwischen Patienten und Kontrollprobanden unterschiedlich bleiben, um solche
handeln konnte, die mit der Alkoholabhangigkeit selbst oder der Anfalligkeit dafur
zusammenhangen (Witt et al. 2020). Um diese Hypothese sowie die potentielle
Eignung als Biomarker fur die Identifizierung von Risikogruppen zu testen, waren
longitudinale Studien, die zusatzlich Daten aus der Zeit vor Beginn einer
Alkoholabhangigkeit miteinbeziehen, von grof3em Interesse.

Zusammenfassend scheint sich die HECW2-DNAm in Blut und Speichel nicht als
Response-Biomarker zu eignen. Die fehlende Umkehr der DNAmM nach der
Therapie lasst jedoch interessante Ruckschlisse auf die pathophysiologische
Bedeutung von HECW?2 zu (vgl. Abschnitt 4.4).

4.3.4 Ruckfall

Ahnlich wie fir das Therapieansprechen (vgl. Abschnitt 4.3.3) kénnen auch fir
das Thema Ruckfall zwei Biomarker-Typen unterschieden werden: Zum einen —
im Sinne eines prognostischen Biomarkers (Califf 2018) — ein Biomarker, der zu
Therapiebeginn oder zu Therapieende bestimmt wird und die Wahrscheinlichkeit,
im weiteren Verlauf einen Ruckfall zu erleiden, vorhersagt. Zum anderen — im
Sinne eines Verlaufsparameters bzw. Monitoring-Biomarkers (Califf 2018) — ein
Biomarker, der den aktuellen Krankheitsstatus (Abstinenz versus Ruckfall)
anzeigt und somit langfristig den Krankheitsverlauf abbildet.

In Ubereinstimmung mit den in der Literatur berichteten hohen Riickfallraten von
ca. 50 bis 70 % innerhalb eines Jahres (Durazzo und Meyerhoff 2017; Hunt et al.
1971; Nguyen et al. 2020; Schellekens et al. 2015) betrug die Ruckfallrate in der
vorliegenden Studie nach einem Jahr 72.4 % (vgl. Abschnitt 3.1). Mithilfe eines
prognostischen Biomarkers konnte die Therapie fur besonders ruckfallgefahrdete
Patienten individuell angepasst werden, intensive Nachsorgeprogramme

angeboten und die Ressourcen zur Ruckfallpravention gezielt eingesetzt werden,
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um die hohen Ruckfallraten langfristig zu senken. Die Verlaufskontrolle mittels
objektiven Biomarkers wurde im Falle eines Ruckfalls auRerdem fruhzeitig die

Moglichkeit zur erneuten Intervention bieten.

Die HECWZ2-DNAm der ruckfalligen und nicht-ruckfalligen Patienten unterschied
sich in Blut weder zu Therapiebeginn (T1) noch zu Therapieende (T2) statistisch
signifikant; die DNAm-Werte (Mediane) der ruckfalligen Patienten lagen dabei mit
einem Unterschied von 0.38 Prozentpunkten zu T1 bzw. 0.73 Prozentpunkten zu
T2 unterhalb des DNAm-Levels der nicht-ruckfalligen Patienten.

Beim Vergleich mit den Kontrollprobanden ergab sich fur diese Zeitpunkte ein
signifikanter Unterschied zwischen ruckfalligen Patienten und
Kontrollprobanden, nicht jedoch zwischen nicht-rickfalligen Patienten und
Kontrollprobanden. Diese Beobachtung kdonnte einerseits darauf hindeuten, dass
sich nicht-ruckfallige Patienten bzgl. der HECW2-DNAm tatsachlich weniger von
Kontrollprobanden unterscheiden als ruckfallige Patienten — andererseits konnte
der fehlende Unterschied auch auf die geringe Anzahl von 8 nicht-ruckfalligen
Patienten und die damit einhergehende mangelnde statistische Power
zurUckzufuhren sein. Der Unterschied zwischen nicht-ruckfalligen Patienten und
Kontrollprobanden ware zudem zu T2 (und T4) ohne Anpassung des
Signifikanzniveaus nach Bonferroni-Holm statistisch signifikant — ein weiteres
Indiz fur die geringe statistische Power. Zur weiteren Abklarung dieses Umstands
sind Untersuchungen an einem groReren Patientenkollektiv notwendig.
Aufgrund des fehlenden signifikanten Unterschieds zwischen ruckfalligen und
nicht-ruckfalligen Patienten zu T1 und T2 eignet sich die HECW2-DNAm nicht als
alleiniger prognostischer Biomarker fur die Ruckfallwahrscheinlichkeit. Dennoch
ist eine Tendenz niedrigerer DNAm ruckfalliger Patienten erkennbar, die an
groReren Kohorten weiter untersucht werden sollte. Moglicherweise konnte die
HECWZ2-DNAm im Rahmen eines Biomarker-Panels eingesetzt werden.

Zu T3, ein halbes Jahr nach Therapiebeginn, war das gleiche Muster wie zu T1
und T2 erkennbar, weshalb sich die HECWZ2-DNAm auf Basis dieser
Untersuchung an einer kleinen Stichprobe nicht als Monitoring-Biomarker eignet.
Der absolute Unterschied zwischen den Medianen von ruckfalligen und nicht-
ruckfalligen Patienten betrug lediglich 0.3 Prozentpunkte.

130



Ein Jahr nach Therapiebeginn war zwischen ruckfalligen Patienten und
Kontrollprobanden kein signifikanter Unterschied mehr feststellbar — hier
beschrankte sich die Anzahl rackfalliger Patienten jedoch auf 9, sodass erneut
die mangelnde statistische Power zu berlcksichtigen und schlieBlich
Untersuchungen an grofReren Subgruppen abzuwarten sind.

Im zeitlichen Verlauf waren weder bei den ruckfalligen noch bei den nicht-
ruckfalligen Patienten signifikante Veranderungen beobachtbar. Dies steht im
Einklang mit den in Abschnitt 4.3.3 beschriebenen langfristigen Veranderungen
der HECWZ2-DNAm, sodass sich diese nicht als Verlaufsparameter eignet.

Bei Betrachtung der SG36 waren die signifikanten Unterschiede zwischen
ruckfalligen Patienten und Kontrollprobanden von T1 bis T3 nicht langer
nachweisbar. Grund dafur konnte die reduzierte statistische Power aufgrund
verringerter Stichprobengrofen sein.

Interessanterweise war in Speichel ein umgekehrtes Muster erkennbar: Zwar
unterschieden sich ruckfallige und nicht-rickfallige Patienten in ihrer HECW2-
DNAm auch im Speichel zu keinem Zeitpunkt signifikant, jedoch lag das DNAm-
Level der ruckfalligen Patienten diesmal durchschnittlich 5.32 Prozentpunkte
uber dem der nicht-ruckfalligen Patienten und damit naher am Niveau der
Kontrollprobanden. Signifikante Differenzen zeigten sich nach Bonferroni-Holm-
Korrektur zwischen nicht-ruckfalligen Patienten und Kontrollprobanden zu T1 und
T3 (ohne Korrektur auch zu T2 und T4). Eine mogliche Erklarung fur diesen
Umstand konnte aufgrund des direkten Kontakts der Mundschleimhaut mit
konsumierten Getranken in unterschiedlichen Trinkgewohnheiten zwischen
ruckfalligen und nicht-ruckfalligen Patienten zu finden sein. Es ware denkbar,
dass die Art der konsumierten alkoholischen Getranke einen Einfluss auf die
DNAm selbst oder auf die Anzahl der oralen Epithelzellen hat (eigene Hypothese
ohne Evidenz) und sich die Art der konsumierten Getranke zwischen ruckfalligen
und nicht-rackfalligen Patienten unterschied. Tatsachlich gaben 62.5 % der nicht-
ruckfalligen Patienten (5 von 8) unter den ublicherweise konsumierten
alkoholischen Getranken auch hochprozentige Getranke an, wahrend der Anteil
bei den ruckfalligen Patienten lediglich 28.6 % (6 von 21) betrug (Daten nicht
gezeigt). Aufgrund kleiner Stichprobengroflen haben diese Beobachtungen
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deskriptiven Charakter. Im Widerspruch zu dieser Hypothese steht aul3erdem
das Ergebnis einer Studie zum Zusammenhang zwischen der Praferenz flr
alkoholische Getranke und der Schwere einer Alkoholabhangigkeit sowie der
Therapieadharenz, die zeigte, dass Patienten mit Spirituosenkonsum u. a. einen
hoheren Schweregrad sowie haufigere Behandlungen wegen Alkoholismus in
der Vergangenheit aufwiesen (Baltieri et al. 2009). Nichtsdestotrotz kdnnte die
weitere Untersuchung eines Einflusses des Alkoholgehalts auf die DNAm in
Speichel interessante Erkenntnisse liefern.

Ohne angepasstes Signifikanzniveau ware aul’erdem der Unterschied der
HECWZ2-DNAm in Speichel zwischen ruckfalligen und nicht-rickfalligen
Patienten zu T1 und T4 statistisch signifikant. Das angepasste Signifikanzniveau
konnte bei diesen kleinen Stichprobenzahlen zu streng sein, sodass tatsachliche
Effekte verdeckt wurden. Folgestudien konnten hier vielversprechende
Erkenntnisse liefern. Nichtsdestotrotz wird durch den entgegengesetzten Trend
in Blut und Speichel erneut die Gewebespezifitdit von DNAmM hervorgehoben (vgl.
Abschnitt 4.2.1).

Uber die Zeit blieb die HECW2-DNAm von riickfalligen und nicht-riickfalligen
Patienten im Speichel ohne signifikante Dynamiken.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die HECW2-DNAm in
Speichel mit dem Faktor Ruckfall verknupft sein konnte. Aufgrund geringer
statistischer Power ist jedoch keine zuverlassige Aussage maoglich. Die in dieser
Studie nach Bonferroni-Holm-Korrektur  statistisch  nicht  signifikanten
Unterschiede zwischen ruckfalligen und nicht-rickfalligen Patienten sollten an
grolReren Stichproben untersucht werden. AuRerdem mussten weitere Studien
zeigen, inwiefern dieser Trend zur differentiellen HECW2-DNAm tatsachlich auf
den Faktor Ruckfall zuruckzufuhren ist bzw. inwiefern andere Einflisse wie bspw.
das Trinkverhalten ursachlich sein konnten. Zusatzlich erschweren grolle
Spannweiten und sich zu groRen Teilen Uberschneidende Wertebereiche den

Einsatz als alleinigen Biomarker.

Uber den Zusammenhang von DNAm und Ruickfall bei Alkoholabhangigkeit ist

nur wenig bekannt, da sich bisherige Studien Uberwiegend auf Veranderungen
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der DNAm bei Alkoholabhangigkeit im Allgemeinen und auf Veranderungen im
Verlauf eines Entzugs konzentrierten. Erste Studien brachten uneinheitliche
Ergebnisse hervor: Heberlein et al. (2015) wiesen einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der DNAmM des BDNF-Promotors und der Dauer der
Abstinenz an Tag 14 des Alkoholentzugs nach (Heberlein et al. 2015). Friedel et
al. (2020) zeigten, dass sich das Methylierungsmuster einzelner CpG-
Dinukleotide Uber die Zeit von einem Jahr zwischen ruckfalligen und nicht-
ruckfalligen Patienten nicht unterschied (Friedel et al. 2020) und auch
Soundararajan et al. (2021) konnten 3 Monate nach Therapiebeginn keine
signifikanten Unterschiede zwischen ruckfalligen und nicht-rickfalligen Patienten
in der genspezifischen (ALDH2 und MTHFR) DNAm oder Veranderungen der
globalen DNAm Uber die Zeit in einer der beiden Subgruppen feststellen
(Soundararajan et al. 2021). Auch diese Studien waren jedoch aufgrund geringer

StichprobengrofRen in ihrer Aussagekraft limitiert.

Um die molekularen Mechanismen hinter dem Ruckfallphanomen aufzuklaren,
sind grol3 angelegte Langzeitstudien erforderlich. Dennoch liefert die vorliegende
Studie erste Einblicke in mogliche Unterschiede der HECWZ2-DNAm zwischen

ruckfalligen und nicht-ruckfalligen Patienten.

44 Bedeutung von HECW2 und der HECW2-DNAm fir die
Pathophysiologie der Alkoholabhangigkeit

Die Entstehung einer Alkoholabhangigkeit basiert auf dem komplexen

Zusammenspiel genetischer, neurobiologischer, psychologischer und

psychosozialer Faktoren. Ein umfassendes Verstandnis der beteiligten Faktoren,

insbesondere der molekularen Mechanismen, fehlt jedoch bis heute.

HECW?2 ist als E3-Ubiquitinligase an der Regulation diverser zellularer Prozesse
und Stoffwechselwege beteiligt, indem es Proteine mittels Ubiquitinierung
entweder stabilisiert oder sie fur Abbau durch das Proteasom markiert: Zu den
durch HECW?2 stabilisierten Proteinen zahlen bspw. p73, ein Mitglied der p53-
Familie (Miyazaki et al. 2003) und AMOTLA1, das an Endothelzellverbindungen
beteiligt ist (Choi et al. 2016). HP1 (Krishnamoorthy et al. 2018a) und
PCNA/Lamin B1 (Krishnamoorthy et al. 2018b), die fur die Chromatinstruktur
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bzw. die nukleare Organisation von Bedeutung sind, sowie die ATR(afaxia
telangiectasia and  Rad3-related)-Kinase, ein  DNA-Schadenssensor
(Muralikrishna et al. 2012), werden von HECW2 fir den Abbau markiert. Die
Vermittlung der Lamin-B1-Degradierung fordert nach Li et al. (2023) uber die
Aktivierung des AKT/mTOR-Signalwegs das Fortschreiten und die
Zytostatikaresistenz des kolorektalen Karzinoms (Li et al. 2023). Auch Lu et al.
(2013) diskutierten eine Rolle von HECW2 bei der Onkogenese: Sie wiesen
dessen Rolle bei der Regulation des Ubergangs der Meta- zur Anaphase als
Substrat des APC/C-Cdh1-Komplexes nach und fanden eine erhdhte Expression
des HECW2-Proteins in Tumorgeweben von Kolon und Zervix (Lu et al. 2013).
Zudem spielt HECW2 als positiver Regulator des GDNF/Ret-Signalwegs eine
wichtige Rolle bei der Proliferation, Migration und Differenzierung von Zellen der
Neuralleiste und somit der Entwicklung des enterischen Nervensystems (Heanue
und Pachnis 2007; Wei et al. 2015).

Uber die Stabilisierung und Aktivitatssteigerung von p73 ist HECW2 dariber
hinaus an weiteren zellularen Prozessen beteiligt. Wie Studien an Zellkulturen
und Nagern zeigen, spielt p73 u. a. als Regulator von Proliferation, Apoptose und
neuronaler Differenzierung eine wichtige Rolle bei der embryonalen und adulten
Neurogenese und dem Erhalt neuraler Stammzellen (Agostini et al. 2010; Fujitani
et al. 2010; Gonzalez-Cano et al. 2010; Killick et al. 2011; Talos et al. 2010), ist
in den Glutamat-Metabolismus involviert (Velletri et al. 2013), an der Reaktion auf
oxidativen Stress (Marini et al. 2018; Wang et al. 2007) und DNA-Schaden (Gong
et al. 1999; Yuan et al. 1999) beteiligt sowie bei neurodegenerativen Prozessen
von Bedeutung (Klein et al. 2011; Wetzel et al. 2008).

Seit der erstmaligen Beschreibung von HECW2 im Jahr 2003 (Miyazaki et al.
2003) wurden Mutationen im HECWZ2-Gen v. a. mit neurologischen Stérungen
wie Epilepsie, geistiger Behinderung, Entwicklungsstorungen, Muskelhypotonie
(Acharya et al. 2022; Berko et al. 2017; Halvardson et al. 2016; Heide et al. 2021;
Krami et al. 2022; Ullman et al. 2018; Yanagishita et al. 2021), erworbener
Mikrozephalie (Peikes et al. 2021) oder episodischer Ataxie (Tedesco Silva et al.
2023) in Verbindung gebracht.
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Knockout-Experimente an Mausen fuhrten zu einem verringerten GDNF/Ret-
Signaling, Storungen der Darm- und Nierenentwicklung, verringertem
Korpergewicht und innerhalb von zwei Wochen nach der Geburt zum Tod (Qiu et
al. 2016; Wei et al. 2015). Knockdown-Experimente an Zebrafischen fuhrten zu
frihen morphologischen Anomalien des Gehirns, des Ruckenmarks und anderer
Gewebe (Lu et al. 2021).

Diese Beobachtungen lassen auf eine wichtige Bedeutung von HECWZ2 im

Rahmen der neurologischen Entwicklung schlielRen.

Zusammenfassend wirkt HECW2 als E3-Ubiquitinligase Uber die Regulation
zahlreicher zellularer Prozesse an der Aufrechterhaltung der zellularen
Homoostase mit und ist nach heutigem Kenntnisstand insbesondere im
Zusammenhang mit der Entwicklung und dem Erhalt des zentralen und
enterischen Nervensystems, der Onkogenese und der Bewaltigung von
Stresssignalen von Bedeutung. In Bezug auf Alkoholabhangigkeit ist die Rolle
von HECW2 bisher ungeklart.

Das in dieser Studie untersuchte CpG-Dinukleotid (cg18752527) befindet sich im
Genkorper von HECW?2. Da Hypomethylierung im Genkorper im Gegensatz zu
Hypomethylierung im Promotor meist mit verringerter Genexpression assoziiert
ist (Ball et al. 2009; Rauch et al. 2009), deuten die Ergebnisse dieser Studie auf
eine verminderte HECWZ2-Expression bei Alkoholabhangigkeit hin. DNAm ist
jedoch nur einer von vielen Mechanismen, die zur Genexpression beitragen,
sodass eine sichere Aussage uber die Richtung der veranderten Genexpression
auf Basis der in dieser Studie erzielten Ergebnisse nicht moglich ist. Zudem
deuten erste Daten zur HECWZ2-DNAm in postmortalem Hirngewebe auf eine
entgegengesetzte Richtung des DNAm-Unterschieds zwischen Patienten und
Kontrollprobanden im Gehirn hin (Wiegand et al. 2019), sodass keine pauschale
Aussage uUber die Auswirkungen einer veranderten HECWZ2-DNAm getroffen
werden kann. Daruber hinaus kann intragenische DNAm bspw. auch an
alternativem Spleilen beteiligt sein (Lev Maor et al. 2015). Um den
Zusammenhang zwischen HECWZ2-DNAm und -Transkription und damit die

Funktion von HECW2 im Rahmen von Alkoholabhangigkeit untersuchen zu
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konnen, werden funktionelle Daten wie Ergebnisse von Genexpressionsanalysen

bendtigt.

Geht man dennoch von einer verringerten HECW2-Expression bei Patienten aus,
kann folglich auch eine verminderte p73-Aktivitat angenommen werden, da p73
in Abwesenheit von HECW2 schneller zerfallt (Miyazaki et al. 2003). Eine
reduzierte p73-Aktivitat kann wiederum mit vielfaltigen (neuro-)pathologischen
Veranderungen wie einer gestorten adulten Neurogenese (Fujitani et al. 2010;
Talos et al. 2010) oder einer eingeschrankten Bewaltigung von oxidativem Stress
(Marini et al. 2018; Wang et al. 2007) einhergehen. Sowohl die Entstehung von
oxidativem Stress (Zima et al. 2001) als auch die Reduktion adulter Neurogenese
(insbesondere im Hippocampus) (Anderson et al. 2012; Herrera et al. 2003;
Nixon und Crews 2002) sind als Folgen von Alkoholkonsum bzw. -abhangigkeit
bekannt und tragen zu der bei Alkoholabhangigkeit zu beobachtenden
Neurodegeneration und kognitiven Dysfunktion bei (Crews und Nixon 2008;
Nixon 2006). Wie bereits von anderen Autoren beschrieben, ist insbesondere der
Hippocampus von Jugendlichen anfallig fur alkoholbedingte neurodegenerative
Prozesse (Nixon et al. 2010; Wooden et al. 2021). Eine Studie von Hargreaves
et al. (2009) an Ratten zeigte bspw., dass der Hippocampus von Jugendlichen
im Vergleich zu dem von Erwachsenen nach wiederholter Alkoholexposition
anfalliger fur langfristige Veranderungen des Proteoms war (Hargreaves et al.
2009). Betroffen war dabei insbesondere die Expression von Proteinen, die mit
dem Zytoskelett, dem Glutamat-Metabolismus, der Glykolyse, der
Proteindegradierung und Synapsen zusammenhangen (Hargreaves et al. 2009).
Um zu verstehen, inwiefern diese Veranderungen die Vulnerabilitat fur die
Entwicklung einer AUD beeinflussen kdnnen, ist weitere Forschung erforderlich.
Eine verringerte HECWZ2-Expression aufgrund intragenischer Hypomethylierung
konnte Uber die verminderte Stabilisierung von p73 an diesen
neurodegenerativen Prozessen beteiligt sein. Da es sich bei der differentiellen
HECW2-DNAm alkoholabhangiger Patienten, basierend auf den Ergebnissen
der vorliegenden Studie, um eine langanhaltende Veranderung zu handeln
scheint, ware die Beteiligung an einem langerfristigen Pathomechanismus wie

Neurodegeneration denkbar.
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Interessanterweise fuhrte in der Studie von Witt et al. (2020) eine weitere E3-
Ubiquitin-Ligase die Rangliste der bei Patienten im Zuge der Entzugstherapie
differentiell methylierten Regionen an: TRIM39 (tripartite motif-containing 39)
(Witt et al. 2020). TRIM39 ist uber die Stabilisierung von MOAP1 (modulator of
apoptosis 1) (Huang et al. 2012; Lee et al. 2009) und p21 (Zhang et al. 2012)
ebenfalls an der Reaktion auf DNA-Schaden beteiligt. Auch andere Studien zur
Epigenetik bei Alkoholabhangigkeit brachten Gene, Gennetzwerke und
Signalwege hervor, die mit der Stressantwort und Apoptose verknupft sind (Liu
et al. 2018; Lohoff et al. 2021; Philibert et al. 2014), sodass eine Bedeutung der
epigenetischen Regulierung dieser Prozesse fur die Pathomechanismen einer
Alkoholabhangigkeit und deren Folgen hervorgehoben wird.

Die DNAm des in dieser Studie untersuchten CpG-Dinukleotids cg18752527 wies
in der Studie von Lohoff et al. (2021) aulRerdem eine signifikante positive
Korrelation mit fMRT(funktionellen Magnetresonanztomographie)-Signalen im
rechten rostralen ACC im Zusammenhang mit einem Paradigma zur
Konditionierung und Extinktion von Angst auf (Lohoff et al. 2021). Der ACC ist
sowohl im Kontext der Angstkonditionierung (Sehlmeyer et al. 2009) bzw.
Konditionierung im Allgemeinen (Devinsky et al. 1995) als auch im Kontext der
Alkoholabhangigkeit (Bauer et al. 2013) und als Bestandteil des
belohnungsgesteuerten Verhaltens (Rushworth et al. 2004) bekannt. Zudem sind
Menschen mit Alkoholabhangigkeit haufig auch von Angststorungen betroffen
(Gallagher et al. 2018). Diese Beobachtung deutet auf einen maoglichen
Zusammenhang von HECWZ2 mit Angst, Konditionierung und dem
Belohnungssystem hin — Elemente, die eng mit Alkoholabhangigkeit verknupft

sind.

Eine weitere mogliche Folge verminderter HECW2-Expression konnte sich aus
dessen Funktion als positiver Regulator des GDNF/Ret-Signalwegs (Qiu et al.
2016; Wei et al. 2015) ergeben, da sich in der Literatur Belege fur eine
suppressive Wirkung von GDNF auf das Alkoholkonsumverhalten haufen (Barak
et al. 2019). Die Rezeptor-Tyrosinkinase Ret, die durch Bindung des Liganden
GDNF aktiviert wird, kann diverse weitere Signalkaskaden in Gang setzen —
darunter Ras/Erk (rat sarcoma / extracellular signal-regulated kinase) und
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PI3K/Akt (Phosphoinositid-3-Kinase / Proteinkinase B) (Kawai und Takahashi
2020). In den enterischen Nervenzellen von HECWZ2-Knockout-Mausen war
lediglich die PI3K/Akt-Signalaktivitat, nicht jedoch die Ras/Erk-Signalaktivitat
unterdruckt (Wei et al. 2015). Der in der Literatur beschriebene Einfluss von
GDNF auf den Alkoholkonsum von Ratten war jedoch auf die Aktivierung des
Ras/Erk-Signalwegs im ventralen tegmentalen Areal (VTA) zuruckzufuhren
(Barak et al. 2011; Carnicella et al. 2008), sodass eine Beteiligung von HECW?2
an diesem Wirkmechanismus als unwahrscheinlich angesehen werden kann.

Betrachtet man potentielle Folgen einer veranderten HECW2-Expression im Blut,
so sind insbesondere T-Zellen von Interesse, da Brickmann et al. (2017) eine
signifikante Assoziation der HECW2-DNAm mit CD4*- und CD8*-T-Zellen sowie
NK-Zellen feststellten (Bruckmann et al. 2017). Chronischer Alkoholmissbrauch
beeinflusst bekanntermalien die Anzahl und Aktivitat dieser Immunzellen (Pasala
et al. 2015; Zhang et al. 2016) und fuhrt dadurch bspw. zu einer erhdhten
Anfalligkeit fur virale und bakterielle Infektionen (Pasala et al. 2015). Inwiefern
HECW?2 auf molekularer Ebene an den Veranderungen des Immunsystems

beteiligt sein kdnnte ist bislang unklar.

Die grundlegende Frage, ob die differentielle HECW2-DNAm alkoholabhangiger
Patienten reaktiv auf den chronischen Alkoholkonsum zurlckzufuhren oder
ursachlich an der Entwicklung der Alkoholabhangigkeit mitbeteiligt ist, bleibt in
dieser Studie unbeantwortet. Da DNAmM sowohl Merkmale eines Genotyps — also
eines vererbbaren Merkmals, welches das Krankheitsrisiko beeinflussen kann —
als auch Merkmale eines zellularen Phanotyps — d. h. eines durch Krankheiten
veranderbaren molekularen Mechanismus — aufweist (Bock 2012), wird die
Beantwortung dieser Frage erschwert. Harlaar und Hutchison (2013)
beschreiben insgesamt sechs mogliche Szenarien fur die Zusammenhange
zwischen DNAm, Alkoholkonsum, anderen Risikofaktoren und dem Risiko fur
bzw. den Symptomen von AUDs: eine kausale Verknupfung (direkte
Veranderung von DNAmM-Mustern durch Alkoholkonsum), ein vermittelnder Effekt
(bestimmte Risikofaktoren flihren Uber eine epigenetisch vermittelte
Veranderung der Genexpression zur Entwicklung von AUD-Symptomen), ein
Priming (anfangliche Alkoholexposition kann bestimmte Gene epigenetisch
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primen — sie weisen zwar anfanglich keine veranderten DNAm- und
Expressionsmuster auf, werden jedoch durch nachfolgenden Alkoholkonsum mit
groRerer Wahrscheinlichkeit exprimiert), eine Desensibilisierung (bestimmte
Gene werden nur nach anfanglicher, nicht nach spaterer Alkoholexposition
aktiviert), eine umgekehrte Kausalitat (AUD-Risiko oder AUD-Symptome fuhren
zu DNAm-Veranderungen) und ein Korrelationsmodell (im Wesentlichen
deskriptives Szenario) (Harlaar und Hutchison 2013). Auf Basis der in dieser
Studie beobachteten langanhaltenden Veranderung der HECW2-DNAm waren
insbesondere eine (langerfristige) direkte Veranderung durch Alkoholkonsum, ein
vermittelnder Effekt oder eine umgekehrte Kausalitat denkbar. Welche Art des
Zusammenhangs fur die HECWZ2-DNAm und Alkoholabhangigkeit tatsachlich

gilt, sollte in zukunftigen Studien beantwortet werden.

Schliel3lich kann eine Beteiligung von HECW2 an den pathophysiologischen
Mechanismen, die einer Alkoholabhangigkeit zugrunde liegen, aufgrund der
Ergebnisse dieser Studie sowie ahnlicher Ergebnisse anderer Studien
(Bruckmann et al. 2017; Lohoff et al. 2021; Witt et al. 2020) angenommen
werden. Dabei gilt es zu bertcksichtigen, dass Untersuchungen an peripheren
Geweben nur eingeschrankt Ruckschlisse auf zugrundeliegende Prozesse im
Gehirn zulassen. Die Untersuchung der genauen Funktionsweise der HECW2-
Regulation auf zellularer Ebene und ein tiefgreifenderes Verstandnis der Rolle
von HECWZ2 im Rahmen der Alkoholabhangigkeit konnten jedoch wertvolle
Erkenntnisse fur die Weiterentwicklung praventiver, diagnostischer oder

therapeutischer Methoden liefern.

4.5 Limitationen der Studie und zukiinftige Forschung
Im Folgenden soll auf einige Limitationen dieser Studie hingewiesen werden, um
die Ergebnisse im richtigen Kontext interpretieren zu konnen und Wege fur

zukunftige Forschung aufzuzeigen.

Eine wesentliche Einschrankung der Studie ergibt sich aus der hohen
Abbruchrate der Patienten von 79.4 % — eine Herausforderung, die bereits aus
anderen Studien zum Thema Sucht bekannt ist (Daigre et al. 2021; Florez et al.
2015; Gjestad et al. 2011) — und dem daraus resultierenden Unterschied der
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StichprobengrofRen von Patienten und Kontrollprobanden insbesondere zu den
spateren Studienzeitpunkten. Da zusatzlich die Rekrutierung zum Zeitpunkt der
Datenauswertung noch nicht abgeschlossen war, standen insgesamt mehr Daten
fur T1 und T2 als fur T3 und T4 zur Verfugung.

Ein weiteres Missverhaltnis ergab sich aufgrund der hohen Ruckfallrate fur die
StichprobengroRen von ruckfalligen und nicht-rickfalligen Patienten. Der
Ruckfallstatus vieler Patienten war aufgrund der hohen Abbruchrate au3erdem
unbekannt, sodass diese Stichproben klein ausfielen und die Aussagekraft und
Generalisierbarkeit der Ergebnisse zur potentiellen Assoziation der HECWZ2-
DNAm mit dem Ruckfallstatus eingeschrankt ist. Fur aussagekraftigere
Ergebnisse ware eine Follow-up-Studie mit mehr Patienten zu den spateren
Studienzeitpunkten winschenswert. Des Weiteren ist zu beachten, dass die
Information Uber einen Ruckfall in dieser Studie anhand von Fragebogen ermittelt
wurde und sich somit auf das Vertrauen auf wahrheitsgemalie Selbstauskunft
stutzt, nicht auf laborchemische direkte Zustandsmarker fur Alkoholkonsum wie
Ethanol, EtG, EtS oder PEth. Zukunftige Studien sollten zudem Informationen
Uber weitere (medikamentése oder psychosoziale) Therapien bzw.
Nachsorgemalnahmen nach Therapieende erheben.

Aufgrund der Korrelation der HECW2-DNAm in Blut mit dem Alter musste fur die
weiteren Analysen eine Alters-Subgruppe (SG36, siehe Abschnitt 3.4.2) gebildet
werden, wodurch sich die Stichprobengrol3e weiter verringerte. In Folgestudien
sollte zur besseren Kontrolle und Berucksichtigung der Altersvariable und dem
Einbezug aller vorhandenen Daten die Verwendung eines linearen gemischten
Modells oder ahnlicher Modelle in Betracht gezogen werden. Aussagen Uber
a posteriori definierte Subgruppen wie die SG36 haben aulerdem nach Bender
et al. (2007) nur explorativen Charakter (Bender et al. 2007).

Fur eine bessere Vergleichbarkeit von Patienten und Kontrollprobanden sollten
die Gruppen aulRerdem in Bezug auf Alter, Geschlecht und Rauchverhalten
besser aufeinander abgestimmt werden. Das Patientenkollektiv bestand zu
64.7 % aus mannlichen Teilnehmern, wahrend es bei den Kontrollprobanden nur
33.3 % waren. 76.6 % der Patienten, aber nur 5.1 % der Kontrollprobanden
waren Raucher. Schlie3lich waren 91.2 % der Patienten, jedoch nur 50.6 % der
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Kontrollprobanden mind. 36 Jahre alt. Eine gezielte Nachrekrutierung ware fur
ein besseres Matching erstrebenswert.

Eine weitere Einschrankung der Studie bestand darin, dass der potentielle
Einfluss der Medikation auf die DNAm-Level nicht bertcksichtigt wurde. Koller et
al. (2019) zeigten jedoch, dass die Dosis der Entzugsmedikation keinen
signifikanten Einfluss auf epigenetische Veranderungen hat (Koller et al. 2019).
AuBerdem darf auch die mogliche Beeinflussung der DNAm durch genetische
Varianten nicht aul3er Acht gelassen werden. Um die genetische Heterogenitat
zu verringern, wurden nur Teilnehmer europaischer Herkunft rekrutiert.
Zukunftige Studien sollten auch Teilnehmer anderer Ethnien einschliefen, um
generalisierbare Aussagen treffen zu konnen.

Eine weitere Limitation stellt die fehlende BerlUcksichtigung der
Zellzusammensetzung der Blut- und Speichelproben dar, da diese das DNAm-
Level beeinflussen kann (Bauer et al. 2015; Jaffe und lIrizarry 2014) und die
Aufklarung der zugrundeliegenden biologischen Mechanismen somit nur
eingeschrankt maoglich ist (Campbell et al. 2020).

Die Pyrosequenzierungsdaten dieser Studie wurden zudem von zwei
verschiedenen Personen erhoben, sodass ein Batch-Effekt nicht auszuschlie3en
ist. Durch Verwendung des gleichen Protokolls und Equipments wurde versucht,
diesen Effekt moglichst gering zu halten.

Der Fokus der vorliegenden Studie lag auf dem Zeitraum der Studienteilnahme,
also den ersten 12 Monaten nach Therapiebeginn. Kunftige Untersuchungen
unter Einbeziehung der vergangenen Krankheitsgeschichte, also bspw. der
Dauer der Abhangigkeit und der Anzahl bisheriger Therapien, konnten weitere
interessante Erkenntnisse liefern. Eine Langsschnittstudie mit Verwendung von
Daten aus dem Zeitraum vor der Manifestation einer Alkoholabhangigkeit konnte
die Frage des kausalen Zusammenhangs zwischen HECWZ2-DNAm und
chronischem Alkoholkonsum bzw. Alkoholabhangigkeit adressieren sowie die
potentielle Funktion der HECWZ2-DNAm als Biomarker fur das Risiko der
Entwicklung einer Alkoholabhangigkeit untersuchen.

Vor dem Hintergrund einer potentiellen Eignung als klinisch praktikabler
Biomarker wurde in dieser Studie aul’erdem leicht zugangliches Material
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untersucht. Fur die weitere Aufklarung der Beteiligung von HECWZ2 am
Pathomechanismus der Alkoholabhangigkeit waren Untersuchungen an

Hirngewebe von gro3em Interesse.

4.6 Schlussfolgerung

Die von Bruckmann et al. (2017) beschriebene Hypomethylierung des im
HECWZ2-Genkorper  gelegenen CpG-Dinukleotids cg18752527 bei
alkoholabhangigen Patienten vor und nach einer ein- bis dreiwochigen
Entzugstherapie konnte in dieser Studie sowohl in Vollblut als auch in Speichel
validiert und repliziert werden. Diese Hypomethylierung blieb auflerdem
6 Monate und in Vollblut zusatzlich 12 Monate nach Therapiebeginn bestehen,
sodass die Veranderung der HECW2-DNAm im Rahmen einer
Alkoholabhangigkeit wahrscheinlich einem langerfristigen Phanomen entspricht.
Geschlecht und Rauchverhalten schienen die HECW2-DNAm weder in Blut noch
in Speichel zu beeinflussen. Das Alter hingegen erwies sich als Storfaktor der
DNAm in Blut. Die differentielle HECW2-DNAm der Patienten blieb jedoch auch
in einer daraufhin gebildeten Alterssubgruppe, in der sich das Alter zwischen
Patienten und Kontrollprobanden nicht langer signifikant unterschied, erhalten.
Nichtsdestotrotz stellt die Beeinflussung der HECWZ2-DNAm durch das Alter eine
Limitation dieser Studie dar, sodass eine sichere Aussage zum jeweiligen Beitrag
des Alters bzw. der Alkoholabhangigkeit zur differentiellen HECWZ2-DNAmM
alkoholabhangiger Patienten nicht moglich ist. Gleichzeitig bietet dieser
Zusammenhang einen bedeutenden Ansatz fur zukinftige Forschung.

Grolde inter- und intraindividuelle Varianzen der DNAm insbesondere im Speichel
sowie geringe absolute DNAm-Unterschiede zwischen Patienten und
Kontrollprobanden erschweren den Einsatz der HECW2-DNAm als alleinigen
Biomarker. Die Ergebnisse dieser Studie deuten dennoch darauf hin, dass die
HECW2-DNAm im Kontext eines grolieren Panels epigenetischer Marker
potentiell als Biomarker fur die Diagnostik einer Alkoholabhangigkeit geeignet
sein konnte. Im Hinblick auf einen potentiellen Einsatz als Biomarker fur die
Krankheitsschwere oder das Therapieansprechen erwies sich die HECW2-
DNAm als ungeeignet. Aufgrund der geringen Anzahl ruckfalliger sowie nicht-

ruckfalliger Patienten konnten auf3erdem keine endgultigen Schlussfolgerungen
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fur die Eignung als Biomarker fur Ruckfall gezogen werden. Dennoch lieferten
die Ergebnisse dieser Studie erste interessante Trends zu Veranderungen der
HECW2-DNAm im Rahmen des Ruckfallgeschehens wie bspw. eine im Vergleich
zu ruckfalligen Patienten starkere Hypomethylierung nicht-rickfalliger Patienten
in Speichel zu allen Studienzeitpunkten. Eine Folgestudie an einem grol3eren
Patientenkollektiv ware winschenswert, um diese Trends zu Uberprufen.
Insgesamt weisen die Ergebnisse dieser Studie darauf hin, dass HECW?2 in die
pathophysiologischen Mechanismen einer Alkoholabhangigkeit involviert sein
konnte. Ruckschlisse der peripheren DNAm auf Vorgange im Gehirn sind zwar
nicht ohne weiteres moglich, aufgrund der Bedeutung von HECW?2 fur die
Entwicklung und den Erhalt des zentralen Nervensystems kann jedoch bspw.
eine Rolle im Rahmen alkoholassoziierter neurodegenerativer Prozesse
vermutet werden. Andererseits konnte die von Bruckmann et al. (2017)
dargelegte Assoziation mit T-Zellen und NK-Zellen sowie die Korrelation mit dem
Alter in dieser Studie auch auf eine fur die differentielle DNAm ursachliche
Veranderung in der Anzahl bestimmter Immunzell-Populationen hindeuten.
WeiterfUhrende Untersuchungen der HECWZ2-DNAm in Hirngewebe sowie die
Analyse funktioneller Daten sollten den Zusammenhang zwischen HECW?2 und
dem Krankheitsbild der Alkoholabhangigkeit vertiefen.
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5 Zusammenfassung

Alkoholabhangigkeit ist eine schwerwiegende Erkrankung, die durch hohe
Ruckfallraten gekennzeichnet ist und wesentlich zur globalen Krankheitslast
beitragt. Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass epigenetische Mechanismen
wie DNA-Methylierung (DNAm) als Schnittstelle zwischen genetischer
Veranlagung und Umweltfaktoren fur die Entstehung einer Alkoholabhangigkeit
von Bedeutung sind und als Biomarker fur dieses Krankheitsbild geeignet sein
konnten. Eine epigenomweite Assoziationsstudie von Bruckmann et al. (2017)
identifizierte im Vergleich mit gesunden Kontrollprobanden 59 differentiell
methylierte CpG-Dinukleotide in CD3*-T-Zellen bei alkoholabhangigen Patienten
vor der Behandlung (Bruckmann et al. 2017). Ziel der vorliegenden Studie war
es, einen der wichtigsten Befunde dieser friheren Untersuchung, die
Hypomethylierung des im Genkorper von HECW?2 gelegenen CpG-Dinukleotids
cg18752527 bei alkoholabhangigen Patienten vor und nach der Therapie in einer
unabhangigen und grolleren Kohorte sowie in leicht 2zuganglichem
Probenmaterial (peripher-vendses Vollblut und Speichel) zu validieren. Daruber
hinaus sollte die Entwicklung der HECWZ2-DNAm nach der Therapie — inklusive
eines potentiellen Zusammenhangs mit der Ruckfallwahrscheinlichkeit — sowie
die potentielle Funktion als epigenetischer Biomarker fur Diagnostik,
Krankheitsschwere, Therapieansprechen und Ruckfall untersucht werden.
Hierzu wurde die HECWZ2-DNAm 68 alkoholabhangiger Patienten und
81 gesunder Kontrollprobanden in Vollblut und Speichel zu vier Zeitpunkten
innerhalb eines Jahres (0, 1 bis 3 Wochen, 6 Monate und 12 Monate) mittels
Pyrosequenzierung analysiert. Die Patienten durchliefen dabei zu Beginn des
Studienzeitraums eine ein- bis dreiwochige stationare Entzugsbehandlung.
Zusatzlich wurden die psychische Belastung, der Alkoholkonsum sowie das
Alkoholverlangen mittels Fragebogen (SCL-90-R, AUDIT und OCDS) erfasst.
Die Ergebnisse der Fragebogenauswertung bildeten die erwarteten Unterschiede
zwischen Patienten und Kontrollprobanden ab, korrelierten jedoch weder in Blut
noch in Speichel signifikant mit der DNAm der Patienten, sodass sich die
HECWZ2-DNAm nicht als Biomarker fur die Krankheitsschwere zu eignen scheint.
Die Hypomethylierung alkoholabhangiger Patienten sowohl vor als auch nach der
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Entzugstherapie konnte in dieser Studie in Blut und Speichel validiert werden.
Demnach konnte sich die HECW2-DNAm in einem Panel weiterer epigenetischer
Marker als Biomarker fur diagnostische Zwecke, nicht jedoch fur das
Therapieansprechen eignen. In Blut und Speichel persistierte die differentielle
DNAm der Patienten zudem auch 6 Monate, in Blut zusatzlich 12 Monate nach
Therapiebeginn, sodass eine langerfristige Veranderung angenommen werden
kann. In Blut erwies sich aulerdem das Alter aufgrund seiner Korrelation mit der
DNAm der Kontrollprobanden als Storvariable. Die differentielle HECWZ2-DNAm
der Patienten bestatigte sich jedoch als ein robuster Befund, der sich auch in
einer daraufhin gebildeten Alterssubgruppe zeigte. Hinsichtlich des Komplexes
Ruckfall verdeutlichte die hohe Ruckfallrate von 72.4 % innerhalb eines Jahres
den dringenden Verbesserungsbedarf vorhandener Therapien bzw. die
Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze. Signifikante Unterschiede der
HECWZ2-DNAm ruckfalliger und nicht-ruckfalliger Patienten konnten weder in Blut
noch in Speichel festgestellt werden. Aufgrund einer hohen Abbruchrate unter
den Patienten war die statistische Aussagekraft der Daten dieser
Patientensubgruppen allerdings eingeschrankt. Eine abschliefende Beurteilung
der Eignung als Biomarker fur Ruckfall und die Ruckfallwahrscheinlichkeit konnte
daher nicht erfolgen. Eine weitere interessante Beobachtung stellten die
gewebespezifischen Unterschiede der HECW2-DNAm in Bezug auf Spannweite,
Standardabweichung und allgemeines Niveau dar. Grof3e inter- und
intraindividuelle Varianzen in Speichel sowie geringe absolute DNAmM-
Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollprobanden v. a. in Blut erschweren
den Einsatz als alleinigen Biomarker. Schliel3lich wurden mogliche zellulare
Funktionen von HECW2 im Zusammenhang mit den Pathomechanismen einer
Alkoholabhangigkeit diskutiert.

Die Ergebnisse dieser Studie erganzen das wachsende Wissen uber
epigenetische Veranderungen bei Alkoholabhangigkeit und deuten darauf hin,
dass HECW?2 bei dieser Erkrankung eine Rolle spielt und die HECW2-DNAm als
Biomarker fur die Diagnostik geeignet sein konnte. Die Aufklarung der genauen
Funktion dieses Gens im Kontext der Alkoholabhangigkeit stellt einen

vielversprechenden Ansatzpunkt fur zukunftige Studien dar.
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Anhang 1 Sequenz des amplifizierten Teils von HECW2
HECW2/cg18752527

Referenzgenom: GRCh37/hg19
Position: 2q32.3: 197,132,870
Amplifizierter Abschnitt: 197,132,798-197,132,932

5-GTGTTTGTGGGAATGCTCCTCACAACTATATAAAACAGAATGTTCTCTTA
GATATACAAACTTCCCCTTTACGATGTTATGATAAGCAAAATATTTAACTCC
CAAAAACTTGACAGAAAATGAAAGTGCAGTGTG-3' (135 bp)

Quelle: UCSC Genome Browser (URL: http://genome.ucsc.edu) (Nassar et al.
2023)

Bisulfit-konvertiert:

5-GTGTTTGTGGGAATGTTTTTTATAATTATATAAAATAGAATGTTITITTAG
ATATATAAATTTTTTTTTTACGATGTTATGATAAGTAAAATATTTAATTTTTAA
AAATTTGATAGAAAATGAAAGTGTAGTGTG-3’ (135 bp)

CG: CpG-Dinukleotid
fett: zu analysierende Sequenz
Primer:

Vorwartsprimer: 5-GTGTTTGTGGGAATGTTTTTTATA-3
(24 bp; 57 °C)

Riickwartsprimer: 5'-Biotin-CACACTACACTTTCATTTTCTATCAA-3’
(26 bp; 60 °C)

Sequenzierungsprimer: S-TTTTTAGATATATAAATTTTTTTTTT-3’
(26 bp; 49 °C)

Anhang 2 Pyrosequenzierungs-Assay
Zu analysierende Sequenz (Bisulfit-konvertiert): AYGATGTTATGATAAGTA

Reihenfolge der Nukleotid-Zugabe: TATCGATGCTA
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Anhang 3 Exemplarisches Ergebnis der Gelelektrophorese

Abbildung A1: Exemplarisches Ergebnis einer Gelelektrophorese zur Qualitidtsbeurteilung
der PCR mit vier Proben und einer Negativkontrolle. An erster Position befindet sich eine
100 bp-DNA-Ladder als Referenz fiir die Lange der PCR-Produkte. Die zweite Position enthalt
als Negativkontrolle den PCR-Master-Mix ohne DNA. Da hier keine Bande zu sehen ist, kann
eine Kontamination der verwendeten Reagenzien ausgeschlossen werden. An dritter bis sechster
Position sind die Banden der PCR-Produkte mit einer ungefahren Lange von 140 bp zu sehen.
Dies lasst auf eine erfolgreiche Amplifikation schlieBen. PCR = Polymerase-Kettenreaktion,
bp = Basenpaare.

Anhang 4 Exemplarisches Ergebnis der Pyrosequenzierung

L~~~ =,

T A T C G A T G C
5 10

Abbildung A2: Exemplarisches Ergebnis einer Pyrosequenzierung von HECW2
(cg18752527). Y-Achse: Intensitat des Lichtsignals (arbitrare Einheit). X-Achse: Nukleotidfolge.
Fir diese exemplarische Probe eines Patienten aus EDTA-Vollblut betrdgt das
Methylierungslevel des untersuchten CpG-Dinukleotids von HECW?2 etwa 6 %. An Position 8
(gelb hinterlegt) wird eine Kontrolle der Bisulfit-Konvertierung durchgefihrt. CpG = Cytosin-
(Phosphat-)Guanin, T = Thymin, A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin.
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Anhang 5 Fragebogen

Anhang 5.1 Symptom-Checklist-90-Revised (SCL-90-R)

Sie finden auf diesem Blatt eine Liste von Problemen und Beschwer-
den, die man manchmal hat. Bitte lesen Sie jede Frage sorgftltig
durch und entscheiden Sie, wie sehr Sie in den letzten sieben
Tagen durch diese Beschwerden gestdri oder bedréingt worden
sind. Uberlegen Sie bitte nichi erst, welche Antwort ,,den besten Ein-
druck” machen kénnte, sondern antworten Sie so, wie es fir Sie per-
séniich zutriff. Machen Sie bitte hinter jeder Frage nur ein Kreuz.in
das Késtchen mit der fir Sie am besten zutreffenden Antwort, Strei-
chen Sie versehentliche Antworten deutlich durch und kreuzen Sie
danach das richtige Kasichen an.
Bitte beantworten Sie jede Frage!

Beispiel:

Frage: Wie sehr litten Sie in den
letzten sieben Tagen unter
Rickenschmerzen?

Wenn bei |hnen als Antwori auf diese
Frage am besten ,sehr stark” zutrifft,

Interne Version
AG Molekulare Psychiatrie s C L -
Probandennummer: 9 O _ R
Datum: (

Anleitung el:

Stérke Ihrer Zustimmung:

‘\

dann kreuzen Sie bitte dos Kastchen
[@] = ,sehr stark” an.

RS
& 1%;’@?{/
11213

0

Alle Ihre Antworten werden selbstversténdlich vertroulich

behandelt.

Wie sehr litten Sie in den letzten
sieben Tagen unter...?

Wie sehr litten Sie in den letzten

sieben Tagen unter...?

i

g
R &
& -
“-g\e\(\ R
[

1- Koplchmerzen RV i S
2. Nervositiit oder innerem Zittern 22, :!:rwﬂ;fdﬁorrc‘hiu ng, ertappt oder erwischt
3. immer wieder auftauchenden unangeneh- 23. pldtzlichem Erschre h
gan Gaorkr, Worey o et 5o ST e
4. Ohnmachts- oder Schwindelgefuhlen 24, g:i:mimﬁ Ef‘?‘gl:gg. gegeniber denen OAEEE
% lvar Fravd Sn Sosualivar - oder 25 Qo Havs gehan " Sio clleine aus
é. allz\; rtrri:ischer Einstellung gegeniiber OATEE 26. Selbstvorwirfen Ober bestimmie Dinge
7 et Tea Eoatngran b Mot 27 Krousschmerzen |
G rer Schwirighanen Schold Al 28 Gvas angifangan o schwertal
9. Gedachinisschwierigkeiten 29. Einsamkeitsgefohlen
10. g:’\.;miigﬂlg;kn.g“wogan Achnossgksi} und 30. Schwermut
B e M (1) &) 1 21" rachan 2o mbssen. *1® Soraen
12. Herz- und Brustschmerzen I KIES 3z. ;::.(’s'?inrr:‘, sich for nichts zu
13. g;;:g; auf offenen Plétzen oder auf der WEIEKIE 33. Furchtsamkeit
14, 323’3‘,‘15‘;‘;5':.;'1 '?i%re‘{?iuggzugr;ung in 34. Verletzlichkeit in Gefihlsdingen
15. Gedanken, sich das Leben zu nehmen 35. ;:;‘L(if;e‘;.dnufé :’3;’:1:: .}35;2;.’" lhren EIERE
16 fgnen von simmen, di corstiener  ONJ2AIA] || 36. dam Gufch deBondere S richl oy TYRTAIA
17. Zétam 37 o, dof e g arneundiich
8 Mhenschan mict raven kann oo BRI o il
richtig ist 1011121314
19. schlechtem Appetit 39. Herzklopfen oder Herziagen
20. Neigung zum Weinen OITN2I314] 40. Ubelkeit oder Magenverstimmung [OIT121314]
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\}Q\ o / = . . \&Q\ D
Wie sehr litten Sie in den letzten {7 Wie sehr litten Sie in den letzten ¢
sieben Tagen unter...? - il sieben Tagen unter...?
OI1I21314]

41. MinderwertigkeitsgefUhlen gegentber 66. unruhigem oder gestortem Schiaf
o WEIHKIE -
42. Muskelschm Muskelkater, 67. dem Drang, Dinge zu zerbrechen oder
i el 021314 20 zorschmetiorn. O TZ1314]
43. dem Gefihl, daft andere Sie beobachien &68. |deen oder Anscha , die andere
oder Gber Sio reden Q1213 nicht mit Ihnen feflen o (OIT121314]
44, Einschlafschwierigkeiten 011121314] 69. stacrlker Befangenheit im Umgang mit EIFKIE
i anderen :
45. dem Zwang, wieder und wieder nachzu- 70. Abneigung_gegen Menschenmengen '
komrollierfnl was Sie tun ; Q121314 z. B, beim Elgnkuuhri oder im Kino [0l1]2]314]
46. Schwierigkeiten, sich zu entscheiden [OIT1I21314] 71. uihs'm Gofi’ghl, daB alles sehr AP
ansfrengend ist
47. Furcht vor Fahrten in Bus, StraBenbahn, 72. Schreck- und Panikanféllen
st i PEE wle
48. Schwierigkeiten beim Atmen 011213141 73. ‘leonrbgmgneﬂri\cmig Essen oder Trinken in WIRIFERIE
49. Hitzewallungen und Kalteschauern [QIT121314] 74. der Neigung, immer wieder in Erdrte-
en oder Auseinandersetzungen zu
Coraten " 0121314
50. der Notwendigkeit, bestimmte Dinge, 75. Nervositat, wenn Sie alleine gelassen
Orte oder Tatigkeiten zu meiden, weil y werden OI1121314]
Sie durch diese erschreckt werden 01121314
51.Leere imK 76. Inder Anerk Ih s
it O 121314] Lestingen circh andergs 07121314
52. Taubheit oder Kribbeln in einzelnen y 77. Einsamkeitsgefihlen, selbst wenn Sie in
Kerperteilen OAIZ1314] Gessllschaft sind OHI21314]
53, dem Gefuhl, einen Klumpen (KloB) im 78, so starker Ruhelosigkeit, dafl Sie nicht Y
R Abing S (1) 1 - 1 7 Tyl (I3RS
54. einem Gefuhl der Hoffnungslosigkeit o 79. dem Gefuhl, werll i
angesichts der Zukunf * O[T [21314] S A e 121314}
55. Konzentrationsschwierigkeiten [OI1121314] 80. dem Gefhl, rgaﬂ Ihnen etwas Schlimmes I REFIRIEY
passieren wi
'56. Schwiichegefihl in einzelnen Kérperteilen [l]if[ﬂ 81. gam BadUranis. laut ::;:chreian oder mit SRR
egenstinden zu werfen i < -
57. dem Gefuhl, t od t ' 2.d i Offentlichkeit i -
s:ir: Ohl, gespannt oder aufgeragt zu ORDIEIA] B maqrj:{r:r{éﬁegar Offentlic| ke:.(n Ohn m
58. Schweregefuhl in den Armen oder den B3. dem Gefuhl, dof} die Leute Sie ous- '
Beinen OIT12)314] nufzten, wen Sie es wulassen wirden __(QI1121314)]
59. Gedanken an den Tod und ans Sterben  [(H[TID]3][4] B :T-\’;u;gll::o::-nﬁf'i?:’l%?ég:;;' die ziemlich OAPIBIE
60. dem Drang, sich zv Uberessen 85, dem Gedanken, daf} Sie fiir lhre Sinden
; ORI2L314] T saren et Kiew [EIRIRIEY
61. einem unbehaglichen Gefihl, wenn Leute ' ‘86, schrecke nden Gedank d
il g g Pl e O121314] Vorstellungen Q121314
62. dem Auftauchen von Gedanken, die 87. dem Gedanken, daf} etwas ernsilich mit
nichi ihre eigenen sind OIT1I21314] Ihrem K&rper nicht in BOﬂ;::ung i;; O 121314]
63. dem Drang, jemanden zu schlogen, zu 88. dem Eindruck, sich ei nd P '
v::rm:n D’idufr ihm Schmerz zuzsfﬁgen OI2ISI4] ni.e";o ‘:cl::; nr: Ih=e f:’;l:fce:-nnzu :57.':\‘; ik Q121314
64, friihem Erwachen am Morgen OIT121314] 89. Schuldgefihlen ; O I2T314]
45, _z;wic_meh_?ﬁt_ar ;\ﬁodhnrhol%n Ider'seiben 920. dem\?odcnléen, guﬁ irog:jnd etwas mit |h- OAIZIEIE]
atigkeit wie BarUhren, Z&hlen, st icht i ist
qugch‘n el (.]II”K’E! rem Yerstand nicht in nung Is
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Anhang 5.2 Alcohol Use Disorders Identification Test (AUDIT)

Termin

Code Datum

AUDIT

Bitte lesen Sie jede Aussage und kreuzen Sie die fiir Sie zutreffendste Antwort an.

Als Mafieinheit fir 1 Drink = ein 0,33 | Glas/Dose/Flasche Bier
ein 0,2 | Glas Wein

ein 2cl Glas Rum, Whiskey, Schnaps, usw.

1. Wie oft trinken Sie Alkohol?

O Nie

0 1mal im Monat oder seltener
O 2 bis 4mal im Monat

[ 2 bis 3mal in der Woche

[ 4 oder mehrmals in der Woche

6. Wie oft haben Sie im letzlen Jahr morgens
Alkohol gebraucht, um nach einem starken
Alkohalkonsum wieder in die G&nge 2u kommen?

O Nie

0 Seltener als 1mal im Monat
1 Jeden Monat

0 Jede Woche

O Jeden Tag/fast jeden Tag

2. An den Tagen, an denen Sie trinken, wie viele
Drinks konsumieren Sie dann typischerweise?

7. Wie oft hatlen Sie im letzlen Jahr Schuldgefihle
oder ein schlechies Gewissen nach dem Trinken?

0 12 O Nie '
0 34 O Seltener als 1mal im Monat
O 56 0 Jeden Monat
o 79 O Jede Woche
O 10 oder mehr O Jeden Tag/fast jeden Tag
3. Wie oft trinken Sie 6 oder mehr Drinks pro Tag? 8, Wie oft konnten Sie sich im letzien Jahr nicht
O Nie mehr an den vorangegangenen Abend erinnern, weil
O Seltener als 1 mal im Monat Sie getrunken hatten?
D Jeden Monat 0 N .
O Jede Woche g je:en: als t‘lmal im Monat
eden Mona

O Jeden Tag/fast jeden Tag O Jede Woche

00 Jeden Tag/fast jeden Tag

4. Wie oft konnten Sie im letzten Jahr nicht mehr
aufhdren zu trinken, nachdem Sie einmal
angefangen hatten?

Nie

Seltener als 1mal im Monat
Jeden Monat

Jede Woche

Jeden Tag/fas! jeden Tag

Doooaa

9. Wurden Sie oder jemand anderes infolge
lhres Trinkens schon einmal verletzt?

0O Nein
[ Ja, aber nicht im letzten Jahr
O Ja, im letzlen Jahr

5. Wie oft konnten Sie im letzten Jahr wegen des
Trinkens nicht das tun, was von thnen
normalerweise erwartet wurde?

10. War ein Verwandter, Freund oder Arzt um Ihr
Trinken besorgt oder haben sie Ihnen geraten, lhren
Alkoholkonsum zu verringern?

O Nie O Nein

O Seltener als 1mal im Monat O Ja, aber nicht im letzten Jahr
O 1mal im Monat O Ja, imletzten Jahr

0O 1mal in der Woche .

[ Fast téglich
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Anhang 5.3 Obsessive Compulsive Drinking Scale (OCDS-G)

Obsessive Compulsive Drinking Scale, deutsche Version (OCDS-G)

Die folgenden Fragen beziehen sich auf lhren Alkoholkonsum und auf Gedanken,
Vorstellungen, Impulse oder Bilder, die mit dem Trinken von Alkohol zusammenhangen.
Bitte kreuzen Sie jeweils die Aussage an, die am ehesten auf Sie zutrifft.

Falls nicht anders angegeben, beziehen sich die Fragen auf den Zeitraum der
vergangenen sieben Tage.

1.  Wenn Sie keinen Alkohol trinken, wie viel lhrer Zeit wird dann von Vorstellungen, Gedanken,
Impulsen oder Bildern beansprucht, die etwas mit dem Trinken zu tun haben?

Keine

Weniger als eine Stunde am Tag
1-3 Stunden am Tag

4-8 Stunden am Tag

Mehr als 8 Stunden am Tag

—_—————
—_— e e

Wie haufig treten diese Gedanken oder Vorstellungen auf?

Niemals

Nicht haufiger als achtmal am Tag

Haufiger als achtmal am Tag, aber die meisten Stunden des Tages sind frei davon
Mehr als achtmal am Tag und wahrend der meisten Stunden des Tages

Die Gedanken treten so haufig auf, dass man sie nicht mehr zéhlen kann, und es vergeht kaum
eine Stunde, in der sie nicht auftreten

—_— — —— N
—_— e e et

3. Wie stark werden lhre berufliche Tatigkeit oder lhr soziales Verhalten von diesen Vorstellungen,
Gedanken, Impulsen oder Bildern beeinflusst? Gibt es etwas, was sie deswegen nicht tun oder
nicht konnen? (Falls sie gerade nicht berufstatig sind: Wie sehr ware lhre berufliche Tatigkeit
dadurch beeinflusst, falls Sie arbeiten wiirden?)

[ ] Die Gedanken an Alkohol beeinflussen mich Uberhaupt nicht - ich arbeite oder verhalte mich véllig
normal.

[ 1 Die Gedanken an Alkohol beeinflussen mein soziales Verhalten oder meine beruflichen Tatigkeiten in
geringem MaRe, mein Auftreten oder meine Leistung insgesamt ist jedoch nicht beeintrachtigt.

[ ] Die Gedanken an Alkohol beeinflussen mein soziales Verhalten oder meine berufliche Leistung
eindeutig, ich komme aber noch damit zurecht.

[ ] Die Gedanken an Alkohol beeintrachtigen mein soziales Verhalten oder meine berufliche Leistung
ganz erheblich.

[ ] Die Gedanken an Alkohol beeintrachtigen mein soziales Verhalten oder meine Arbeitsleistung
vollstandig.

4. Wenn Sie keinen Alkohol trinken, wie sehr leiden Sie dann unter den Vorstellungen, Gedanken,
Impulsen oder Bildern, die mit dem Trinken zu tun haben bzw. wie sehr werden Sie dadurch
gestort.

Keine Belastung oder Stérung

Geringfligig, selten und nicht besonders stérend

MaRig, haufig und stérend; ich kann aber noch damit zurechtkommen
Stark, sehr haufig und sehr stérend

Extrem stark, fast durchgangig, alles andere wird beeintrachtigt.

—_—— —— —
— e e et
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—_——

—_——— —_—— —_———

—_—————

—_——

—_———

_—

—_— o — —_— —_— e —

—_— e e et

—_—

—_— e —

Wenn Sie keinen Alkohol trinken, wie sehr bemiihen Sie sich dann, diesen Gedanken zu
widerstehen, Sie nicht zu beachten oder lhre Aufmerksamkeit auf etwas Anderes zu lenken?

(Geben Sie das AusmaRB lhrer Bemiihungen um Widerstand gegen diese Gedanken an, nicht
den Erfolg oder Misserfolg, den Sie dabei haben.)

Ich habe so selten derartige Gedanken, dass es nicht notwendig ist, dagegen anzugehen. Wenn Sie
aber auftauchen, bemuhe ich mich immer, diesen Gedanken zu widerstehen.

Ich versuche meistens, diesen Gedanken zu widerstehen.
Ich unternehme einige Anstrengungen, um diesen Gedanken zu widerstehen.

Ich lasse allen derartigen Gedanken freien Lauf, ohne zu versuchen, sie zu kontrollieren. Dabei habe
ich allerdings ein ungutes Gefihl.

Ich lasse diesen Gedanken freien Lauf.

Wenn Sie keinen Alkohol trinken, wie erfolgreich konnen Sie dann diese Gedanken beenden
oder sie zerstreuen?

Es gelingt mir stets vollkommen, diese Gedanken zu beenden oder sie zu zerstreuen.

Gewohnlich kann ich diese Gedanken mit einiger Anstrengung und Konzentration beenden oder
zerstreuen.

Manchmal kann ich diese Gedanken beenden oder sie zerstreuen.
Ich kann diese Gedanken nur ganz selten beenden und sie nur sehr schwerlich zerstreuen.
Selbst fir kurze Momente kann ich solche Gedanken nur selten zerstreuen.

Wie viele ,,drinks“ nehmen Sie téglich zu sich? (Denken Sie an die letzten Wochen, in denen Sie
Alkohol getrunken haben.)

Keinen

Weniger als einen ,drink* (entspricht weniger als 0,33 Liter Bier oder 1/8 Liter Wein oder 30 ml
Schnaps)

1-2 ,drinks® téglich (entspricht maximal 0,66 Liter Bier oder 1/4 Liter Wein oder 60 ml Schnaps)
3-7 ,drinks" taglich (entspricht bis 2,5 Liter Bier oder bis 1 Liter Wein oder bis 200 ml Schnaps)

8 oder mehr ,drinks” taglich (entspricht mehr als 2,5 Liter Bier oder mehr als 1 Liter Wein oder mehr
als 200 ml Schnaps)

An wie vielen Tagen in der Woche trinken Sie Alkohol? (Denken Sie an die letzten Wochen, in
denen Sie Alkohol getrunken haben.)

An keinem

An nicht mehr als einem Tag
An 2-3 Tagen die Woche

An 4-5 Tagen die Woche

An 6-7 Tagen die Woche

Wie stark wird lhre berufliche Tatigkeit durch das Trinken von Alkohol beeinflusst? Gibt es
etwas, was Sie wegen lhres Trinkens nicht tun oder nicht konnen?

(Falls Sie gerade nicht berufstitig sind: Wie sehr wiére lhre berufliche Tatigkeit beeinflusst, falls
Sie arbeiten wiirden?)

Das Trinken beeinflusst mich beruflich Giberhaupt nicht — ich arbeite vollig normal.

Das Trinken beeinflusst meine beruflichen Tatigkeiten in geringem MalRle, meine Arbeitskraft insgesamt
st jedoch nicht beeintrachtigt.

Das Trinken beeinflusst meine berufliche Leistung eindeutig, ich komme aber noch damit zurecht.
Das Trinken beeintrachtigt meine berufliche Leistung ganz erheblich.
Das Trinken beeintrachtigt meine Arbeitsleistung véllig.
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10.

1.

12.

Wie stark wird lhr soziales Verhalten durch das Trinken von Alkohol beeinflusst? Gibt es etwas,
was Sie wegen lhres Trinkens nicht tun oder nicht konnen?

Das Trinken beeinflusst mein soziales Verhalten tiberhaupt nicht — ich verhalte mich véllig normal.

Das Trinken beeinflusst mein soziales Verhalten in geringem MaRe, mein Auftreten insgesamt ist
jedoch nicht beeintrachtigt.

Das Trinken beeinflusst mein soziales Verhalten eindeutig, ich komme aber noch damit zurecht.
Das Trinken beeintrachtigt mein soziales Verhalten ganz erheblich.
Das Trinken beeintrachtigt mein soziales Verhalten vollig.

Wenn Sie ein alkoholisches Getrdank trinken moéchten, aber daran gehindert waren, wie
angstlich oder ungehalten wiirden Sie dann werden?

Ich wirde Uberhaupt nicht angstlich oder gereizt.

Ich wirde in geringem MaRe angstlich oder gereizt.

Angst oder Reizbarkeit wirden ansteigen, aber noch zu beherrschen sein.
Angst oder Reizbarkeit wiirden fiir mich sehr stark und stérend.

Angst oder Reizbarkeit wirden mich véllig Uberwaltigen.

Wie sehr bemiihen Sie sich, dem Trinken von Alkohol zu widerstehen?
(Geben Sie das AusmaRB lhrer Bemiihungen um Widerstand gegen das Trinken an, nicht den
Erfolg oder Misserfolg, den Sie dabei haben.)

Ich trinke so minimal, dass es nicht notwendig ist, dagegen anzugehen. Wenn ich doch trinke, bemihe
ich mich immer, dem Trinken zu widerstehen.

Ich versuche meistens, dem Trinken zu widerstehen.
Ich unternehme einige Anstrengungen, um dem Trinken zu widerstehen.

Ich lasse dem Trinken meistens freien Lauf, ohne zu versuchen, es zu kontrollieren. Dabei habe ich
ein ungutes Gefihl.

Ich lasse dem Trinken vdllig freien Lauf.

Wie stark ist Ihr Drang, Alkohol zu trinken?

Ich verspure keinen Drang.

Ich verspure etwas Drang, Alkohol zu trinken.

Ich verspure starken Drang, Alkohol zu trinken.

Ich verspure sehr starken Drang, Alkohol zu trinken.

Der Drang zum Trinken ist vollig Uberwaltigend und nicht zu beeinflussen.

Wie viel Kontrolle haben Sie iiber lhr Trinkverhalten?

Ich habe mein Trinkverhalten vollig unter Kontrolle.

Gewohnlich kann ich mein Trinkverhalten unter willentlicher Kontrolle halten.

Ich kann mein Trinkverhalten nur unter Schwierigkeiten kontrollieren.

Ich muss trinken und kann es nur unter Schwierigkeiten hinausschieben.

Ich bin kaum in der Lage, das Trinken auch nur fir kurze Zeit hinauszuschieben.
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15. Wie stark war wahrend der letzten sieben Tage lhr Verlangen nach Alkohol (der Wunsch nach
Alkohol, wahrend der Zeit, in der sie nicht tranken) im Durchschnitt?

0} I I I I I I I I I {100
nicht vorhanden sehr stark

16. Denken Sie bitte einmal an den Moment innerhalb der letzten sieben Tage zuriick, als das
Verlangen nach Alkohol am starksten war. Wie stark war dieses Verlangen?

0} I I I I I I I I I {100
nicht vorhanden sehr stark

17. Wie haufig hatten Sie wahrend der letzten sieben Tage Verlangen nach Alkohol (den Wunsch
nach Alkohol, wahrend der Zeit, in der sie nicht tranken)?

0} I I I I I I I I I 1100
nie immer

18. Wann haben Sie zuletzt Alkohol getrunken?

Vor Tagen

Bitte prifen Sie, ob sie alle Fragen beantwortet haben.

Herzlichen Dank!

© 1995, R.F. Anton, D.H. Moak, P. Latham,
© Deutsche Bearbeitung: K. Mann & K. Ackermann, Tibingen, BRD
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Anhang 6 Zusatzliche Tabellen statistischer Analysen

Tabelle A1: Bericht uber die Normalverteilung. Analysiert pro Variable,
(Patienten/Kontrollprobanden) und Zeitpunkt mittels Shapiro-Wilk-Tests.

Gruppe

Variable Zeitpunkt p-Wert
Patienten Kontrollprobanden
HECW2-DNAm in Blut T1 <.001 197
T2 .002 153
T3 2162 .061
T4 .013 643
HECW?2-DNAm in Speichel T1 <.001 <.001
T2 <.001 <.001
T3 .004 <.001
T4 <.001 .002
GSI-Score T1 .022 327
T2 .264 247
T3 .895 878
T4 7152 .186
AUDIT-Score T1 .015 <.001
T2 .183 <.001
T3 .546 <.001
T4 7112 <.001
OCDS-Score T1 .264 <.001
T2 .385 <.001
T3 .645° <.001
T4 .199° <.001
Alter T1 .587 <.001

Anmerkung. p-Werte von > .05 implizieren eine Normalverteilung. Nicht-normalverteilte Werte
sind grau hinterlegt. Analyse vor Ausschluss von Ausreillern. DNAm = DNA-Methylierung,

GSI = Global Severity Index, AUDIT = Alcohol

OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

@ Im Histogramm fraglich normalverteilt.

Use Disorders

Identification

Test,
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Tabelle A2: Bericht (iber die Normalverteilung. Analysiert pro Variable, Gruppe
(Patienten/Kontrollprobanden) und Differenz zweier Zeitpunkte mittels Shapiro-Wilk-Tests.

Variable Zeitpunkte p-Wert
Patienten Kontrollprobanden
HECW2-DNAm in Blut T1/T2 .034 .020
T1/T3 .061° .008
T1/T4 .813 .246
T2/T3 109 A73
T2/T4 .395° 128
T3/T4 .027 .041
HECW?2-DNAm in Speichel T1/T2 <.001 110
T1/T3 .006 .553
T1/T4 <.001 231
T2/T3 <.001 .048
T2/T4 <.001 .249
T3/T4 .190° 233
GSI-Score T1/T2 .039 < .001
T1/T3 970 .077
T1/T4 489 441
T2/T3 .0742 277
T2/T4 .041 .387
T3/T4 .007 1622
AUDIT-Score T1/T2 741 <.001
T1/T3 5382 < .001
T1/T4 1352 < .001
T2/T3 .965° < .001
T2/T4 .306° < .001
T3/T4 7712 <.001
OCDS-Score T1/T2 123 <.001
T1/T3 973 < .001
T1/T4 .851°2 < .001
T2/T3 15372 < .001
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Variable Zeitpunkte p-Wert

Patienten Kontrollprobanden
T2/T4 22432 <.001
T3/T4 9432 <.001

Anmerkung. p-Werte von > .05 implizieren eine Normalverteilung. Nicht-normalverteilte Werte
sind grau hinterlegt. Analyse vor Ausschluss von Ausreillern. DNAm = DNA-Methylierung,
GSI = Global Severity Index, AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test,
OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

@ Im Histogramm fraglich normalverteilt.

Tabelle A3: Bericht iiber die Normalverteilung. Analysiert pro Variable, Subgruppe
(rickfallige/nicht-rickfallige Patienten) und Zeitpunkt mittels Shapiro-Wilk-Tests.

Variable Zeitpunkt p-Wert
ruckfallige nicht-rickfallige
Patienten Patienten
HECW2-DNAm in Blut T1 .003 .828°
T2 .053° 5222
T3 .075° 879°
T4 .017 .065°%
HECW?2-DNAm in Speichel T1 <.001 .075°%
T2 4942 .309°
T3 .027 630
T4 .031 4312
GSI-Score T1 .053°% 523
T2 .332° .045
T3 .823° .985°
T4 4237 7272
AUDIT-Score T1 .6242 .805
T2 9228 4292
T3 A71°8 .228°
T4 .683° P
OCDS-Score T1 .557¢ .590°
T2 .359° 4312
T3 44372 .090°
T4 .040 .090°
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Variable Zeitpunkt p-Wert

ruckfallige nicht-rickfallige
Patienten Patienten
Alter T1 .480 .760°

Anmerkung. p-Werte von > .05 implizieren eine Normalverteilung. Nicht-normalverteilte Werte
sind grau hinterlegt. Analyse vor Ausschluss von Ausreillern. DNAm = DNA-Methylierung,
GSI = Global Severity Index, AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test,
OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

2 Im Histogramm fraglich normalverteilt. ® Zu T4 bei den nicht-riickfalligen Patienten keine
Normalverteilungsberechnung mit dem Shapiro-Wilk-Test fir den AUDIT-Score mdglich, da
n = 2. n= GrolRe der Teilstichprobe.

Tabelle A4: Bericht iiber die Normalverteilung. Analysiert pro Variable, Subgruppe
(rGckfallige/nicht-rickfallige Patienten) und Differenz zweier Zeitpunkte mittels Shapiro-Wilk-
Tests.

Variable Zeitpunkte p-Wert
ruckfallige nicht-riickfallige
Patienten Patienten
HECW2-DNAm in Blut T1/T2 .623 .010
T1/T3 1222 .387°
T1/T4 .155 .893°
T2/T3 5672 .283°%
T2/T4 7322 .051°
T3/T4 .198° 3722
HECW?2-DNAm in Speichel T1/T2 .049 493°
T1/T3 .061°2 4732
T1/T4 .049 .901°
T2/T3 .009 775°
T2/T4 .005 .534°
T3/T4 7282 .286°
GSI-Score T1/T2 8192 7312
T1/T3 .665° .384°2
T1/T4 .036 .985°
T2/T3 2717 4942
T2/T4 .056° .398°
T3/T4 .198° 4142
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Variable Zeitpunkte p-Wert

ruckfallige nicht-riickfallige
Patienten Patienten
AUDIT-Score T1/T2 .720° .796°
T1/T3 4732 .958°
T1/T4 31728 /P
T2/T3 .466° 5672
T2/T4 4632 /P
T3/T4 .709° /P
OCDS-Score T1/T2 469° 974
T1/T3 665 .650°
T1/T4 4877 9162
T2/T3 4742 4922
T2/T4 .045 .730°
T3/T4 4778 .548°2

Anmerkung. p-Werte von > .05 implizieren eine Normalverteilung. Nicht-normalverteilte Werte
sind grau hinterlegt. Analyse vor Ausschluss von Ausreillern. DNAm = DNA-Methylierung,
GSI = Global Severity Index, AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test,
OCDS = Obsessive Compulsive Drinking Scale.

2 Im Histogramm fraglich normalverteilt. ® Zu T1/T4, T2/T4 und T3/T4 bei den nicht-riickfalligen
Patienten keine Normalverteilungsberechnung mit dem Shapiro-Wilk-Test fir den AUDIT-Score
moglich, da N = 2. N = GroRRe der Gesamtstichprobe.

Tabelle A5: Korrelationen der Fragebogen-Scores von GSI, AUDIT und OCDS iiber beide
Gruppen und alle Zeitpunkte hinweg.

GSI AUDIT OCDS
rs 1.000 .589* 554*
Signifikanz GSI / <.001 <.001
n 429 354 421
rs .589* 1.000 .847*
Signifikanz AUDIT <.001 / <.001
n 354 356 349
re 554* 874* 1.000
Signifikanz OCDS <.001 <.001 /
n 421 349 428

Anmerkung. Bivariate  Korrelation nach Spearman. * = statistisch signifikant.
rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n = Grof3e der Teilstichprobe, GSI = Global Severity
Index, AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test, OCDS = Obsessive Compulsive
Drinking Scale.
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Tabelle A6: Korrelationen der Fragebogen-Scores von GSI, AUDIT und OCDS getrennt

nach Patienten und Kontrollprobanden liber alle Zeitpunkte hinweg.

Gruppe GSl AUDIT OCDS

Patienten Is 1.000 .384* 547"
Signifikanz GSI / < .001 < .001
n 147 116 145
Is .384* 1.000 677*
Signifikanz AUDIT <.001 / <.001
n 116 118 116
Is 547> 677* 1.000
Signifikanz OCDS <.001 <.001 /
n 145 116 150

Kontrollprobanden  rs 1.000 241* .098
Signifikanz GSlI / <.001 103
n 282 238 276
Is 241* 1.000 .705*
Signifikanz AUDIT <.001 / <.001
n 238 238 233
Is .098 .705% 1.000
Signifikanz OCDS 103 <.001 /
n 276 233 278

Anmerkung. Bivariate Korrelation nach Spearman. * = statistisch signifikant.

rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n = GroRe der Teilstichprobe, GSI = Global Severity
Index, AUDIT = Alcohol Use Disorders Identification Test, OCDS = Obsessive Compulsive Drinking

Scale.
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Anhang 7 Zusatzliche Diagramme

Gruppe
12 ° ® @ Patienten
® @ Kontrollprobanden
o @ Patienten +
" ° ° ™~ Kontrollprobanden

DNAm (%) in Blut zu T2

20 25 30 35 40 45 H0 65 60 65 TFO 75
Alter in Jahren
Abbildung A3: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T2 und dem Alter in
Jahren. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman. P+K: rs = -.275%,
p=.001, n=132; P: rs=.030, p=.827, n=56; K: rs =-.295*, p=.010, n=76. * = auf nach
Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. rs = Korrelationskoeffizient

nach Spearman, n=GroRe der Teilstichprobe, P =Patienten, K = Kontrollprobanden,
DNAm = DNA-Methylierung.

Gruppe
12 ‘@ Patienten
o ) @ Kontrollprobanden
1 ° Patienten +
0® o Kontrollprobanden
@
10 )

DNAm (%) in Blut zu T3

20 256 30 35 40 45 50 55 60 65 70O 75

Alter in Jahren

Abbildung A4: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T3 und dem Alter in
Jahren. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman. P+K: rs = -.228*,
p=.029, n=92; P: rs=.324, p=.176, n=19; K: rs=-290%, p=.013, n=73. * = auf nach
Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. rs = Korrelationskoeffizient
nach Spearman, n=GroRe der Teilstichprobe, P =Patienten, K = Kontrollprobanden,
DNAm = DNA-Methylierung.
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Gruppe

12 ‘@ Patienten
@ Kontrollprobanden
11 ~ Patienten +

Kontrollprobanden

DNAm (%) in Blut zu T4

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 T0 75

Alter in Jahren
Abbildung A5: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T4 und dem Alter in
Jahren. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman. P+K: rs = -.352%,
p=.005 n=62; P: rs=.222, p=.445, n=14; K. rs=-.315%, p=.029, n=48. * = auf nach
Bonferroni-Holm korrigiertem Signifikanzniveau statistisch signifikant. rs = Korrelationskoeffizient

nach Spearman, n=GroRe der Teilstichprobe, P =Patienten, K = Kontrollprobanden,
DNAm = DNA-Methylierung.

Gruppe

12 @ Patienten (SG36)
° @ Kontrollprobanden
° (SG36)
° Patienten (SG36) +
e ° . Kontrollprobanden
(SG36)

DNAm (%) in Blut zu T2

35 40 45 50 55 60 65 70 75

Alter in Jahren

Abbildung A6: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T2 und dem Alter in
Jahren in der SG36. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman.
P(SG36)+K(SG36): rs =-.060, p = .579, n = 89; P(SG36): rs =-.035, p = .805, n=51; K(SG36):
rs =-204, p=.219, n=38. rs=Korrelationskoeffizient nach Spearman, n = GréRe der
Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden, @ SG36 = Alters-Subgruppe  der
Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.
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Gruppe
12 @.Patienten (SG36)
o @ Kontrollprobanden
1" (5G36)
™ Patienten (SG36) +
- ° ~ Kontrollprobanden
a 10 (5G36)
E ° e
2 9 e 00
—_ 8 ° ®  se ° °
2 8 L _ e °
E 7 ° e =t — . —
=y e ° —-—;‘T_!.______!___
6 o ) o R
o
5 °
]
4

35 40 45 50 55 60 65 70 75
Alter in Jahren

Abbildung A7: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T3 und dem Alter in
Jahren in der SG36. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman.
P(SG36)+K(SG36): rs =.0548, p =.730, n = 54; P(SG36): rs =.166, p = .538, n = 16; K(SG36):
rs=-101, p=.547, n=38. rs=Korrelationskoeffizient nach Spearman, n= GréRe der
Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden, = SG36 = Alters-Subgruppe  der
Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.

Gruppe

12 @. Patienten (SG36)
@ Kontrollprobanden
(5G36)
Patienten (SG36) +
° ® - Kontrollprobanden
10 e (SG36)

DNAm (%) in Blut zu T4

35 40 45 50 55 60 65 70 75

Alter in Jahren

Abbildung A8: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Blut zu T4 und dem Alter in
Jahren in der SG36. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman.
P(SG36)+K(SG36): rs =-.190, p =.246, n = 39; P(SG36): rs =.222, p = .445, n = 14; K(SG36):
rs =-.369, p=.070, n=25. rs=Korrelationskoeffizient nach Spearman, n = GréRe der
Teilstichprobe, P = Patienten, K = Kontrollprobanden, @ SG36 = Alters-Subgruppe  der
Probanden > 36 Jahre, DNAm = DNA-Methylierung.
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Gruppe
55 @ Patienten
e @ Kontrollprobanden
50 o ° ° — Patienten +
Kontrollprobanden
45 )
40 o o

DNAm (%) in Speichel zu T2

20 25 30 35 40 45 5650 65 60 65 70 75

Alter in Jahren

Abbildung A9: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Speichel zu T2 und dem
Alter in Jahren. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman. P+K:
rs=-214, p=.033, n=99; P: rs=.075, p=.601, n=51; K: rs=-257, p=.077, n=48.
rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n= GréRe der Teilstichprobe, P = Patienten,
K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.

60 Gruppe
55 @. Patienten
@ Kontrollprobanden
50 Patienten +
45 Kontrollprobanden
40
o @
35 e °
@
30 @ oo

DNAm (%) in Speichel zu T4

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Alter in Jahren

Abbildung A10: Korrelation zwischen der HECW2-DNAm (%) in Speichel zu T4 und dem
Alter in Jahren. Alter entspricht dem Alter zu T1. Bivariate Korrelation nach Spearman. P+K:
rs=-214, p=.150, n=47; P: rs=-.006, p=.986, n=13; K: rs=-208, p=.237, n=34.
rs = Korrelationskoeffizient nach Spearman, n = Grolle der Teilstichprobe, P = Patienten,
K = Kontrollprobanden, DNAm = DNA-Methylierung.
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