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Abstract

|

: The familial occurence of alcoholism has been known for many years. Approximatly 50-60% of individual differen-
: ces in risk for alcoholism is genetic, and this proportion is approximately equal in man and woman. The goal of this
: article is to review the current status in the search for “candidate gens” for alcohol dependence. There are three
I basic approaches to identifying important genes. First, one can target genes based on their presumed importance
: in influencing alcohol sensitivity. The targeted gene can be overexpressed, underexpressed, or disrupted to the
[ extent that its functionis ablated (a gene knock-out). Second, one can seek genes that are identified as important
: because they are differentially expressed. Third, one can seek variations in the sequence of genes that are associa-
: ted with alcohol sensitivity. The first approach can only be attempted using genetic animal models. Each approach
\ will be reviewed, with an emphasis on the second and third. The examples of statistical measures will be present,
: the differences between family designed studies and association studies in compare to unrelated healthy volunte-
|

|

|

|

|

|

ers will be discussed.

key words: molecular-genetic investigations, alcohol dependence, alcohol withdrawal,
assotiation and linkage studies, , knock-out” technology, QTL, TDT

Wstep

Wyniki badan nad alkoholizmem na przestrzeni lat
okreslaja ryzyko uzaleznienia, towarzyszace spozywa-
niu alkoholu, z ktérych 40-50% odnosi sie do czynni-
kow srodowiskowych, a 50-60% do czynnikéw ge-
netycznych [1]. Zaleznos¢ miedzy iloscig spozywane-
go alkoholu a powstatymi z tego powodu problema-
mi jest obszarem ciaggtych poszukiwan naukowych,
w tym réwniez wptywu podtoza genetycznego, na pa-
togeneze uzaleznien. W kazdym kraju na $wiecie $red-
nia ilo$¢ alkoholu przypadajgca na jednego obywate-
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la (a wiec spozycie per capita) jest ro6zna. Wspdlnym
pozostaje fakt, ze osoby uzaleznione i naduzywajgce
alkoholu przyjmujg ponad potowe ogdlinej spozywa-
nej ilosci (ryc. 1).

Juz ,ojciec” alkohologii Jellinek opisat 3 czynniki wpty-
wajace na rozwdj uzaleznienia: osobowos¢, Srodowi-
sko, czynniki konstytucjonalne. W swietle tej teorii bio-
logiczni krewni uzaleznionego od alkoholu charakte-
ryzujg sie wyzszym ryzykiem uzaleznienia, jakkolwiek
to, co sie dziedziczy, to allele genéw kandydujgcych
predysponujacych do uzaleznienia albo dziatajacych
protekcyjnie [2].

Na pytania stawiane przez badaczy ciggle poszukuje
sie odpowiedzi, gdyz wptyw gendw w chorobach
i zaburzeniach psychicznych, takich jak na przykfad
alkoholizm, nie jest jednoznaczny. Wynika to z rézno-
rodnosci sposobow dziedziczenia. Dziedziczenie jed-
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Rycina 1. Zaleznos¢ miedzy spozywaniem alkoholu a powstatymi z tego powodu problemami
Figure 1. The connection between alcohol consumption and the resultant problems

nogenowe wigze sie z istnieniem polimorfizmu tylko
pojedynczego odpowiedzialnego genu, natomiast
dziedziczenie wielogenowe charakteryzuje sie wyste-
powaniem wielu polimorfizméw gendw kandyduja-
cych i ich interakcjg z wptywem czynnikéw $srodowi-
skowych na ich ekspresje.

Uproszczone podejécie genetyczne przyniosto sukces
w rozpoznawaniu badz zapobieganiu choroby Alzhe-
imera, raka sutka, raka macicy; strategia ta nie przy-
niosta natomiast oczekiwanych rezultatow w pozna-
niu patogenezy schizofrenii, zaburzen afektywnych
i w alkoholizmie [3, 4]. Geny predysponujace do dane-
go typu osobowosci i zespotu zaleznosci alkoholowej
wzbudzajg wielkie emocje z powodu braku 100-pro-
centowego determinizmu, wystepujacego tylko przy
przekazywaniu nastepnemu pokoleniu tak zwanych
choréb jednogenowych, jak na przyktad w fenyloke-
tonurii. Wptyw czynnikdw genetycznych moze by¢ za-
réwno odwracalny, jak i nieodwracalny, podobnie jak
czynnikéw srodowiskowych.

Istniejg doniesienia z badan, na podstawie ktérych
prawdopodobnie zostanie wkrdtce okreslone podto-
ze genetyczne niektdrych zaburzen. Dotycza one: al-
koholizmu, autyzmu, choréb afektywnych, schizofre-
nii czy zaburzen osobowosci [5].

Okreslenie patogenezy uzaleznien wigze sie z pozna-
niem strategii identyfikujacych geny w chorobach uwa-
runkowanych wielogenowo.

Badania genetyczne a poznanie

patogenezy uzaleznien

Istnieje wiele danych potwierdzajgcych teze, ze alko-
holizm ma silne uwarunkowania rodzinne i genetycz-
ne. Badania blizniagt, adopcyjne oraz badania rodzin
wykazuja, ze dziedziczenie ryzyka zapadalnosci na al-
koholizm jest w 50-60% uwarunkowane genetycznie
zaréwno u mezczyzn, jak i u kobiet [1, 6].

Mimo ze fakt ten byt znany od wielu lat, dopiero od
ostatniej dekady naukowcy zaczeli uzywac zaawan-
sowanych technik badawczych koniecznych do iden-
tyfikowania genéw zaangazowanych w rozwdj uza-
leznienia od alkoholu. Mimo uwzglednienia wielu réz-
nych proceséw behawioralnych nadal najwazniejsza
teorig pozostaje nagradzajgce i awersyjne dziatanie
etanolu na procesy motywacyjne. Uwaza sie, ze efekt
wywotywany przez etanol determinuje, czy osoba spo-
zywajaca alkohol bedzie kontynuowata konsump-
cje i zwiekszata jego ilos¢. Uwaza sig, ze genetycznie
uwarunkowane réznice we wrazliwosci na nagrodo-
tworcze i awersyjne dziatanie etanolu sg jednym z naj-
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wazniejszych czynnikdéw rozwoju modelu ,picia eks-
cesywnego”, charakterystycznego dla naduzywania
i zespotu zaleznosci alkoholowej [7].

Celem poszukiwan gendw odpowiedzialnych za cho-
roby psychiczne jest opracowanie zindywidualizowa-
nego modelu prewengji i terapii genowej. Istotna jest
identyfikacja predysponujacego genu, poznanie pa-
tofizjologii i diagnozy oraz odpowiedzi farmakogene-
tycznej.

Badania asocjacyjne i badania faczone

W poszukiwaniu gendw kandydujgcych wykorzystuje
sie badania asocjacyjne oparte na poréwnywaniu cze-
stosci wystepowania patologicznych alleli u niespo-
krewnionych osobnikéw, u ktdrych rozpoznano kry-
teria choroby wedtug ICD-10 w poréwnaniu z fre-
kwencjg tych samych alleli u niespokrewnionych osob-
nikdw zdrowych (niemajgcych diagnozy psychiatrycz-
nej w ICD-10) [8].

Istotnie zwiekszona frekwencja chorobotwdrczego
allelu w grupie chorych jest liczbg niemianowana,
okreslajacg tak zwane relatywne ryzyko. Wskazuje,
o ile wzrasta ryzyko wystgpienia danej choroby w przy-
padku posiadania tego specyficznego allelu chorobo-
tworczego (tab. 1).

Badania asocjacyjne obejmujace populacje niespokrew-
nione nie dotyczg rodzinnego przebiegu dziedziczenia.
Analizuje sie w nich, czy choroba i allel wystepuja
w danej populacji istotnie czesciej lub rzadziej (ryc. 2).
Sytuacja wyglada inaczej, kiedy frekwencja mutacji jest
mniejsza u chorych niz u zdrowych, wtedy allel czy
tez badany genotyp posiada wtasciwosci ochronne.

Przeprowadzone asocjacyjne badania rodzinne zaj-
muja sie przebiegiem uzaleznienia, podobnie jak ba-
dania faczone, wykorzystujac tak zwany test nieréw-
nowagi transmisji (TDT, transmission-disequilibrium
test), dzieki ktéremu mozna okresli¢, czy dziedzicze-
nie (transmisja—przekazywanie) badanych alleli odby-
wa sie zgodnie z prawem Hardy'ego-Weinberga
(HWE). Jesli prawo HWE nie jest spetnione, to jest moz-
liwe, ze zmieniona allela jest transmitowana znamien-
nie czesciej od matki badz ojca do dzieci — proban-
déw. Wybidrcze posiadanie tych chorobotwérczych
alleli powoduje obcigzenie genetyczne u dzieci. Mimo
braku czynnika $rodowiskowego czy osobowosciowe-
go biologiczne czynniki mogg przekroczy¢ ilosciowo
pewien prég normalnosci, a podatnos¢ na uzaleznie-
nie bedzie wysoka i u pacjenta rozwinie sie zespét za-
leznosci alkoholowej, na przyktad allel A w badanym
genie powigzany jest z ,cechg”, jesli pojawia sie istot-

Tabela 1. Przykfady obliczen asocjacyjnych dla biallelicznego polimorfizmu
Table 2. The examples of associative calculations for biallelic polymorphism

: Pacjent a b
i Grupa kontrolna C d

Grupa chorych osobnikéw niespokrewnionych
1 1 1 1 2
3 1 3 1 3

Grupa zdrowych osobnikéw
niespokrewnionych

QOO
S OHEE

N

Relatywne ryzyko = (a x d)/(c x d) ‘

2 1 1

Allele chorobowe 1/3 — Allele kontrolne 2/4

Rycina 2. Badania asocjacyjne u 0séb niespokrewnionych i u rodzin
Figure 2. Associative calculations among relatives and not related people
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nie czesciej wérdd oséb |, dotknietych” niz ,niedotknie-
tych” choroba. Analiza statystyczna jest prosta i po-
sfuguje sie wytacznie tabelg zgodnosci 2 X 2. Naj-
wiekszg putapka tych badan jest sposéb doboru gru-
py kontrolnej, co odréznia jg od analizy sprzezen
i metody wspolnych alleli, ktére badajg specyficzny
model losowego dziedziczenia mendlowskiego w ro-
dzinie i nie wymagaja wykorzystania grupy kontrol-
nej. Wprawdzie badania asocjacyjne moga by¢ prze-
prowadzone w wypadku kazdego losowego polimor-
fizmu DNA, s3 jednak najbardziej skuteczne w wy-
padku odmian czynnosciowych gendw posiadajacych
wyrazny zwigzek biologiczny z badang cecha.
Wystapienie dodatniej asocjacji niewiele méwi o cho-
robie. Powodem jej wystapienia moze by¢ sytuacja,
w ktérej asocjacja dodatnia wystapi, gdy allel A jest
przyczyna choroby; w tym wypadku taka asocjacja po-
winna wystgpi¢ we wszystkich populacjach. Asocjacja
dodatnia wystapi réwniez, gdy allel A nie jest odpo-
wiedzialny za ceche, lecz znajduije sie w nieréwnowa-
dze taczonej z allelem sprawczym, czyli A wystepuje
na chromosomach, ktére zawierajg mutacje chorobo-
tworcza. Nieréwnowaga faczona wystgpi w popula-
¢ji, gdy spetnione sg dwa warunki: wiekszos¢ przy-
padkéw danej cechy wynika ze stosunkowo niewielu
mutacji w poprzednich pokoleniach w locus odpo-
wiedzialnym za ceche oraz allel markerowy wystepo-
wat na jednym z tych chromosomoéw w poprzednich
pokoleniach i znajduje sie stosunkowo blisko focus od-
powiedzialnego za ceche, tak ze rekombinacje poko-
leniowe nie oddzielity ich. Nieréwnowaga tgczona
(z ang. linkage disequilibrium) wystepuje najczesciej
w mtodej izolowanej populacji ludzkiej (np. popula-
cja finska).

Rzeczywiste asocjacje spowodowane nieréwnowaga
taczong moga prowadzi¢ do sprzecznych wnioskdw.
Poniewaz nieréwnowaga wigze sie z historig popula-
qji, cecha moze by¢ powigzana z allelem A, w jednej
populadji, allelem A, w drugiej, natomiast w ogéinej
populacji moze nie wykazac zadnej asocjacji.

Co najbardziej niepokojgce, dodatnie asocjacje moga
by¢ artefaktem obliczen statystycznych w danej popu-
lacji. W populacji mieszanej kazda cecha wystepujaca
z wiekszg czestoscig w grupie etnicznej wykazuje aso-
cjacje z kazdym allelem, ktéry wystepuje w tej grupie
z wiekszg czestotliwoscig. Wyobrazmy sobie, ze mto-
dy genetyk bada ceche zdolnosci jedzenia pateczkami
w populagji chinskiej i w populacji San Francisco,
uwzgledniajgc asocjacje z kompleksem antygenow
zgodnosci tkankowej (HLA). Okaze sie, ze allel HLA A,
jest dodatnio powigzany ze zdolnoscig do jedzenia
pateczkami, nie dlatego, ze czynniki immunologiczne

majg jakikolwiek wptyw na kulture jedzenia, lecz dla-
tego ze allel HLA A, wystepuje czgsciej u Azjatéw niz
u oséb rasy biatej.

Problem ten dotyczyt wielu badan asocjacyjnych
w populacjach niehomogennych, zaczynajac od
populacji Los Angeles, korczac na szczepach In-
dian Pétnocnoamerykanskich. Ciekawym przykia-
dem byfo stwierdzenie, ze Indianie szczepu Pima
s bardziej podatni na cukrzyce typu 2 niz osoby
rasy biatej.

W celu unikniecia owego artefaktu w populagji nalezy
przeprowadzi¢ badania asocjacyjne obejmujace sto-
sunkowo homogenne populacje. Jesli asocjacja wy-
stepuje tylko w duzej, mieszanej populacji, a nie wy-
stepuje w grupach homogennych, nalezy podejrze-
wac obecnos¢ artefaktu. Majac na uwadze trudnosci
w doborze grupy kontrolnej, idealnie odpowiadajgcej
pochodzeniu etnicznemu grupie badanej, badania
asocjacyjne powinny uwzgledni¢ ,kontrole we-
wnetrzng” czestosci alleli: badanie oséb dotknietych
i ich rodzicow. Jesli rodzice maja genotyp A /A, i A/
/A,, natomiast osoba chora ma genotyp A /A, wow-
czas genotyp A /A, (zawierajacy oba allele, ktdrych
osoba chora nie odziedziczyta) bedzie ,sztuczng kon-
trolg”, dobrze dopasowang co do pochodzenia etnicz-
nego. Metode te nazywa sie niekiedy rodzinna kon-
trolg cechy lub haplotypowa metoda wzglednego ry-
zyka. Moze ona byc¢ stosowana zaréwno w odniesie-
niu do genotypoéw, jak i do alleli. Jej stosowanie po-
winno by¢ rutyng. Pobranie DNA od rodzicow jest istot-
ne réowniez z innego powodu. Znajac genotyp rodzi-
cdw, mozna konstruowac haplotypy wielomarkerowe.
Po ustaleniu asocjacji nalezy ja poddac prébie trans-
misji nierownowagi (TDT, transmission-diseguilibrium
test). W probie tej zaktada sie, ze rodzic heterozygo-
tyczny wzgledem allelu asocjacyjnego A, i allelu nie-
asocjacyjnego A, powinien czesciej przekazywac dziec-
ku dotknietemu allel A, niz A,. Test nieréwnowagi
transmisji zastosowano po raz pierwszy w zagadko-
wym odkryciu, w ktérym gen dla insuliny wykazywat
silng asocjacje, lecz brak potaczenia z cukrzyca typu 1.
Potaczenie to byto niejasne z powodu znacznej ilosci
rodzicow homozygotycznych, a przez to nieinforma-
tywnych. Nalezy zauwazy¢, iz proby TDT nie mozna
zastosowac bezposrednio do prébki, w ktérej stwier-
dzono asocjacje (poniewaz osoby dotkniete maja
z koniecznos$ci nadmiar allelu asocjacyjnego), lecz do
nowej probki z tej samej populagji [2, 9, 10].
Podczas gdy badania asocjacyjne sprawdzaja, czy cho-
roba i allel wystepuja razem w populagji, analiza sprze-
zen (linkage analysis) wskazuje, czy cechy przekazy-
wane sg razem nastepnemu pokoleniu [4].
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Analiza taczona uwzglednia okre$lony model, ttuma-
czacy przebieg dziedziczenia fenotypdw i genotypow.
Jest to metoda z wyboru w wypadku dziedziczenia
wedtug prostych cech mendlowskich. Analize tgczong
czesto wykorzystuje sie do mapowania genetycznego
u czfowieka i stosuje sie jg w setkach przypadkéw pro-
stych cech jednogenowych. Zastosowanie tej metody
do cech ztozonych okazuje sie zawodne z powodu
trudnosci w precyzyjnym opisaniu modelu tfumacza-
cego przebieg dziedziczenia.

Parametryczna analiza tgczona (zalezna od modelu
dziedziczenia) stanowi logarytm prawdopodobienstwa
(LOD) zaobserwowania rozktadu markeréw i choroby
wobec z géry zatozonego modelu dziedziczenia.

W przypadku choréb dziedziczonych w prosty spo-
séb mendlowski wynik LOD réwny lub wigkszy od 3,0
w odniesieniu do catego genomu odpowiada staty-
stycznie istotnemu faczeniu (p < 0,05). Poniewaz nie
udowodniono, ze choroby psychiczne sg spowodo-
wane pojedynczym genem, nalezy opracowac odpo-
wiedni model dziedziczenia. Ponadto allele chorobo-
tworcze moga wystepowad bardzo czesto, wykazujgc
niewielkg penetracje, co moze zaburzy¢ tradycyjng
analize sprzezen, poniewaz ten sam gen moze by¢
przekazywany przez kilku przodkéw lub przez mat-
zonkéw wchodzacych do rodziny. Taka statystyka
znacznie utrudnia analize metodami parametryczny-
mi [2].

Badania identyfikujgce geny kandydujgce
Gtowne podejscia w badaniach, ktére identyfikuja
geny kandydujace, skupiaja sie na poszukiwaniu ge-
now wplywajacych na wrazliwos¢ alkoholowa. Eks-
presja takiego genu moze by¢ nadmierna, ostabiona
lub zahamowana (zwierzeta doswiadczalne knock-
out — KO). Badania dotycza réznic ekspresji genéw
oraz poszukiwania wariantéw sekwencji genéw po-
wigzanych z alkoholizmem, tak zwanych quantita-
tve trait loci (QTL).

Poniewaz alkohol jak kazda substancja psychoak-
tywna powoduje szerokie spektrum efektéw be-
hawioralnych, miejsca genetycznej wrazliwosci sg
roztozone liniowo. Mimo to typowe jest spektrum
odpowiedzi dla Srodkéw uzalezniajacych, to zna-
czy poczatkowa wrazliwos¢ na substancje w orga-
nizmie dotychczas nienarazonym na jej dziatanie,
pojawienie sie zjawiska tolerancji, wystgpienie ob-
jawdw abstynencyjnych oraz pojawienie sie wzmac-
niajacych wtasciwosci srodka, ztozonych z zacho-
wania typowego dla poszukiwania srodka narko-
tycznego (drug seeking behaviour) i w modelu sa-
mopodawania [11].

Technologia knock-out

W pismiennictwie powszechnie omawia sie technolo-
gie transgeniczne zmieniajgce specyficzne funkcje ge-
nowe na zwierzetach laboratoryjnych [11].

Badane sg geny kodujace receptory neurotransmite-
réw, kinazy biatkowej, geny kodujgce enzymy.
Wszystkie badania nagrodotwérczego dziatania alko-
holu opieraja sie na paradygmacie wzmocnienia opar-
tym na tescie wyboru dwdéch butelek, poréwnujac
zwierzeta knock-out i zwierzeta z grupy kontrolnej
(wild type — dzikie). Dobrym przyktadem sg badania
koordynacji ruchowej po alkoholu. Zwierzeta pozba-
wione receptora 5HT,; s3 mniej wrazliwe na intoksy-
kacje alkoholowg niz ,,dzikie” [12].

Innym przyktadem jest opisany przez Homanicsa i wsp.
brak wptywu knock-out podjednostki ¢ 6 genu GABA
A receptora na zespét abstynencyjny [13]. Coste i wsp.
nie wykazali efektu knock-out genu dla receptora kor-
tykotropinowego 2 na poziom reakgji lekowej u zwie-
rzat [14].

Od kiedy z wielka precyzja mozna oceni¢ w mézgu
zmieniony produkt genowy, technologia knock-out
dostarcza wielu informacji dotyczacych genetyki wraz-
liwosci alkoholowej.

Przeprowadzono wiele badan nad zwierzetami do-
Swiadczalnymi typu knock-out (KO). Jedna grupa ba-
dan dotyczy KO w obrebie gendw receptoréw seroto-
ninergicznych (5HT).

Bouwknecht i wsp. obserwowali zachowania zwierzat
po usunieciu genu 5-HT, . Nie wykazali réznicy z grupa
kontrolng, kiedy zwierzeta miaty staty dostep do eta-
nolu [15].

W analogicznych badaniach, ktére przeprowadzili
Crabbe i wsp., myszy ,,KO" pity wiecej etanolu niz gru-
pa kontrolna [16, 17].

Risinger i wsp. w swoich badaniach zastosowali do-
zownik do samoobstugi (dzwignia). Myszy ,,KO" po-
czatkowo wykazaty wiekszg wrazliwos¢ na etanol, lecz
efekt ten zanikat [18].

W badaniach, ktére przeprowadzili Engel i wsp. nad
genem 5-HT, i w ktérych myszy ,KO" i z grupy kon-
trolnej miaty staty dostep do etanolu, myszy ,KO" pity
go mniej [19].

W wypadku podobnych metodologiczne eksperymen-
tach Popova i wsp. badali ,KO"” genu MAO-A, nie
stwierdzajac znamiennych réznic z kontrolg [20].
Inna grupa doniesien dotyczy badan nad receptorami
dopaminergicznymi.

Cunningham i wsp. badali gen receptora D,, warun-
kowali zwierzeta miejscem podawania alkoholu; zno-
sili preferencje zwierzat do przebywania w tym miej-
scu [21].

www.psychiatria.viamedica.pl
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W badaniach EI-Ghundi i wsp. nad genem receptora
D1 myszy ,KO" pity istotnie mniej etanolu, majac do
niego staty dostep [22].

Phillips i wsp., badajac gen D,, otrzymali wyniki wska-
zujace na to, iz przy statym dostepie do etanolu my-
szy ,KO" pity go znaczaco mniej [23].

Risinger i wsp., uzywajac strategii samopodawania
(dzwignia), w badaniach genu receptora D2 obser-
wowali, ze myszy ,KO" pity mniej etanolu. W analo-
giczny sposéb badajac biatko DARPP-32, otrzymali
wyniki, w ktérych odpowiedz na etanol u mysz ,,KO"”
byta obnizona [24].

Badania, ktére przeprowadzili Weinshenker i wsp., do-
tyczace knock-out genu f-hydroksylazy dopaminy
wykazaty, ze przy statym dostepie myszy ,KO" pity
mniej etanolu, jak réwniez charakteryzowaty sie niska
tolerancjg etanolu [25].

Ekspresja genowa

Wybierajgc gen kandydujacy, umieszczony w okreslo-
nej organizacji genomowej, poddaje sie go systema-
tycznym poszukiwaniom mutacji. Potwierdza sie w ten
sposdb lokalizacje chromosomalng. Umozliwia to fe-
notypowe badania asocjacyjne (u osobnikow niespo-
krewnionych i u rodzin) oraz badania funkcjonalne,
jak réwniez tak zwane wdrukowanie (imprinting).
Do niedawna analizy ekspresji genéw zwigzanych
z alkoholem byty ograniczone do badan nad zwierze-
tami w poszukiwaniu gendéw kandydujgcych. Jedno-
czesnie oceniano pojedynczy gen i réznice w jego eks-
presji. W ten sposéb wykazano zwiekszong ekspresje
genow receptoréw NMDA, GABA receptoréw glicy-
nowych, receptoréw zwigzanych z biatkiem G, trans-
porterow neuroprzekaznikéw systemédw drugiego
przekaznika i czynnikdéw transkrypcyjnych [26-29].
Obecnie mozliwe jest stworzenie ,,chipow” do badan
genowych, ktére przez komplementarne RNA zawie-
raja tysigce gendéw. Na pojedynczej szklanej ptytce
poddane sa dziataniu ,chipa”, a ich aktualng ekspre-
sje mierzy sie poprzez hybrydyzacje. W ten sposéb
mozna badac grupy poddane dziataniu alkoholu
i kontrole, obserwujac rézng ekspresje gendw.
Lewohl i wsp. badali ekspresje ponad 4000 genéw
i stwierdzili, ze ekspresja w korze czotowej u 163 lu-
dzi post mortem (uzaleznieni od alkoholu vs. grupa
kontrolna) rozni sie wiecej niz w 40% pomiedzy oso-
bami uzaleznionymi i grupg kontrolng [30].

Thibault i wsp., poréwnujgc 6000 ludzkich gendw li-
nii komorkowych neuroblastoma przewlekle ekspono-
wanych na alkohol, stwierdzili, ze 42 z nich miato
zwiekszong lub obnizong ekspresje w 3. dniu ekspe-
rymentu. Szczegdlnie interesujacg obserwacja byt

wzrost ekspresji genu hydroksylazy dopaminowej
(DBH), ktéremu towarzyszyt wzrost stezenia epinefry-
ny w komérkach [31].

W swoich badaniach Xu i wsp., poréwnujac cato-
sciowg ekspresje profilu genéw u zwierzat ,krotko
$pigcych” do ,,dtugo $pigcych” po narkozie etanolo-
wej, wykazali, ze 41 gendw sposrod badanych 6000
réznito sie ekspresja [32].

Problem w tych badaniach stwarza interpretacja wyni-
kéw, konieczny jest dalszy rozwdj bioinformatyki [33].

Sekwencja genowa (poszukiwanie
quantitatve trait loci)

Mapowanie gendw jest trzecim rodzajem poszukiwa-
nia specyficznych genéw zwigzanych z zespotem za-
leznosci alkoholowej. Takie poszukiwania polegaja na
mapowaniu genéw przez odnajdowanie polimorfi-
zmdw w konkretnym genie albo na odcinku chromo-
somu, ktory jest blisko sprzezony z danym genem. Kie-
dy taki polimorfizm (zmieniona sekwencja par zasad
DNA) jest sprzezony, mozna go uznac za genetyczny
marker i czesto wymyka sie prawom Mendla (prawo
segregadcji i niezaleznego rozdziatu alleli).

Im blizsze sprzezenie, tym mniej prawdopodobne jest,
ze dany osobnik odziedziczy taki marker od jednego
z rodzicdw, a mapowany gen od drugiego.
Odpowiedz na alkohol nie podlega zasadzie , wszyst-
ko albo nic”. W obserwacji populacji badanej wiek-
5205¢ 0séb wykazuje srednig odpowiedz, podczas gdy
pojedyncze osobniki wykazujg odpowiedz ekstremal-
nie wysoka lub niska. Swiadczy to o tym, ze odpowie-
dzi na alkohol sg cechg ilosciowa, a nie jakosciowa,
w ktdrej uczestniczy wiele gendw.

W poszukiwaniu takich genéw poczatkowo ustala sie
szerokg lokalizacje chromosomalng, a potem stopnio-
WO zaweza sie jg do coraz mniejszych regiondw otacza-
jacych gen. Dlatego tez poszukiwanie genéw odpowie-
dzi na alkohol jako genéw oddziatujacych na ztozone
cechy rozpoczyna sie od identyfikacji tak zwanych QTL.
Istnieje wiele technik mapowania QTL i s one kon-
ceptualnie podobne, jedne stosuje sie na modelach
ludzkich, inne na zwierzecych. Wszystkie metody
zaleza od istnienia wielu genetycznych markeréw roz-
proszonych w genomie. Uzyteczno$¢ tych markeréw
(polimofizm dtugosci fragmentdw restrykcyjnych [RFLP,
resticted fragment lenght polymorphism], zmienna
liczba powtdrzen tandemowych [VNTR, variable num-
ber of tandem repeats]) poznano juz w pdznych la-
tach 80. XX wieku [34].

Obecnie, kiedy zakornczono mapowanie ludzkiego ge-
nomu, liczba markeréw do mapowania znacznie sie
zwiekszyta. Poniewaz caty genom myszy byt zmapo-
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wany w 2002 roku, nowa generacja markeréw (poli-
morfizm pojedynczych nukleotyddw [SNP, single nuc-
leotide polymorphism]) umozliwia szerszg eksplora-
cje badawcza.

Do dzisiaj tylko dwa specyficzne geny maja potwier-
dzone wiasciwosci protekcyjne. S to warianty genéw
enzymdw metabolicznych ALDH2*2 i ADH2*2. Posia-
danie tych alleli prowadzi do kumulowania sie alde-
hydu octowego, ktéry wywotuje wiele nieprzyjemnych
objawdw ubocznych, ktére s3 odczuwane jako awer-
syjne. Dlatego tez osoby z tymi allelami unikajg nad-
miernego picia alkoholu [11].

QTL dla alkoholowego zespotu abstynencyjnego
Celem kazdego mapowania QTL jest postep od locus
do genu. Interesujace przykiady takiego postepu opi-
sano dla QTL w zespole abstynencyjnym [35, 36].

Po podaniu etanolu 4 g/kg mc. mysz jest uspiona przez
2-3 godziny. Po 3-24 h po iniekcji mozna obserwo-
wac ostry alkoholowy zespét abstynencyjny. Mysz wy-
kazuje napady drgawkowe, ktdrych szczyt nastepuje
7 godzin po iniekcji [37]. Taka reakcje po raz pierwszy
opisano we wczesnych latach 70. XX wieku, jako
model objawu uzaleznienia od alkoholu [38]. Reakcja
staje sie bardziej ztozona, kiedy alkohol jest podawa-
ny przez diugi czas. Goldstein wykazat, ze ciezko$¢
przebiegu alkoholowego zespotu abstynencyjnego
podczas przyjmowania etanolu poprzez inhalacje jest
dziedziczna [39], co potwierdzili Crabbe i wsp. [40],
a szczepy wyselekcjonowane myszy znaczaco sie roz-
nity w ciezkosci alkoholowego zespotu abstynencyj-
nego zaréwno ostrego, jak i przewlektego [41, 42].
Szczep myszy D2 miat najwyzsze wyniki alkoholowego
zespotu abstynencyjnego sposréd wszystkich testowa-
nych szczepdw, podczas gdy szczep myszy B6 miat ni-
skie wartosci alkoholowego zespotu abstynencyjnego.
Crabbe i wsp. testowali 400 myszy od szczepdw F2
poprzez B6 i D2. Pozwolito to na mapowanie trzech
znamiennych QTL zwigzanych z ostrym alkoholowym
zespotem abstynencyjnym na mysim chromosomie 1,
4, 11 [43]. QTL w tych samych regionach znaleziono
dla ostrego zespotu odstawienia pentobarbitalu [44].
Crabbe odkryt region wielkosci 35 cM (centymorga-
néw) zawierajgcy 600-700 gendw. W szczepie my-
szy ISCS5 na chromosomie 4 odnaleziono obszar 1 cM,
region zawiera 18 gendw, ktory jest znamiennie zwiaza-
ny z alkoholowym zespotem abstynencyjnym (LOD = 8,8).
Tylko w jednym z tych genéw odnaleziono pewna
liczbe polimorfizméw genu Mpdz. Uczestniczy on
w powstawaniu biatka kolokalizacji z podtypami re-
ceptoréw serotoninowych, receptorem kinazy tyrozy-
nowej i neuronalnego czynnika wzrostu NGF [43, 44].

QTL dla fenotypow myszy w paradygmacie
alkoholowej nagrody i awersji

Phillips i wsp. w swoich badaniach obserwowali cechy
uzaleznienia fizycznego przy zastosowaniu 10-procen-
towego etanol vs. woda, ,home-cage” w modelu ge-
netycznym BXD RI, wytypowali regiony: Chr 2-49 cM,
Chr 3-73 cM, Chr 4-59 cM, Chr 7-11 cM, Chr 7-57
cM, Chr 9-28 cM [45].

W analogicznych badaniach regiony wytypowane
przez Rodrigueza i wsp. to: Chr 1-33 cM, Chr 1-107
cM, Chr 2-53 cM, Chr 6-50 cM, Chr 7-13 cM, Chr 7-
-57 <M, Chr 10-67 cM, Chr 11-62 cM, Chr 12-53
cM, Chr 15-48 cM, Chr 17-4 cM [46].

Poniewaz myszy i ludzie maja wspdélnego ,,ewolucyj-
nego” przodka, dtugie odcinki nici DNA pozostajg
w sprzezeniu. To znaczy, ze poszukujac QTL u myszy,
mozna go znalez¢ réwniez na ludzkim genomie
z prawdopodobienstwem wiekszym niz 80%. Nalezy
wspomnie¢ o opisanych QTL u myszy, zwigzanych
z tolerancjg na alkohol i utratg koordynacji ruchu [11].

Identyfikacja genéw ludzkich

W mapowaniu genéw u ludzi wykorzystuje sie wa-
rianty opisane u myszy. Jednak u ludzi proces ten jest
znacznie trudnigjszy. Jest on zdeterminowany sposo-
bem taczenia sie w pary i rozmnazania u ludzi, ludzka
polimorficznoscia. Co wiecej, ludzie réznych ras tworzg
genetyczne subpopulacje z charakterystyczng dla sie-
bie czestotliwoscig alleli. Poréwnywanie czestotliwo-
Sci alleli genu pomiedzy grupg pacjentéw okreslang
jako kontrola jest obarczone ryzykiem btedu efektu
stratyfikacji, to znaczy, ze kontrole, jak réwniez grupy
uzaleznienionych od alkoholu mogg sie rézni¢ w ob-
rebie jednej subpopulacji. To powoduje, ze zwigzki
z markerem nie daja sie replikowac na innych proéb-
kach. Innym problemem jest fakt, ze w badaniach wsrod
ludzi analizuje sie zwigzek markera z diagnoza. Diagno-
ze alkoholizmu mozna postawi¢ na podstawie réznych
zespotdw objawdw (clusterdw). W zwigzku z tym grupy
uzaleznionych od alkoholu w badaniach genetycznych
sq diagnostycznie i potencjalnie etiologicznie heterogenne.
Konsekwentne poszukiwanie markeréw zwigzanych
z alkoholizmem przypomina poszukiwanie innych cech
ztozonych. Istotne znaczenie maja badania Collabo-
rative Study on the Genetics of Alcoholism (COGA).
Podstawg tych badan byta wspotpraca w ocenie ge-
notypdw rodzin, u ktdérych stwierdzono zespét zalez-
nosci alkoholowej co najmniej u 3 spokrewnionych oséb.
Zgromadzono informacje i genotypy ponad 11 000 osob,
zanalizowano 1650 rodowoddw [6, 47]. Najbardziej
obiecujace w tych badaniach byto skupienie sie na tak
zwanych endofenotypach.
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N
% L 2 3 4 SE -
E 94 108 1§ 12 135 14 8 15

20 21 22

X

chromosom 1 — zwigzek z alkoholizmem i uzaleznie-
niem od kokainy

chromosom 2 — zwigzek z alkoholizmem i uzaleznie-
niem od nikotyny

chromosom 7 — zwigzek z alkoholizmem i depresja
chromosom 4 — obecnos¢ regionu protekcyjny wobec
zespotu zaleznosci alkoholowej

Rycina 3. Ludzkie chromosomy, na ktérych znaleziono odcinki DNA sprzezone z chorobami
Figure 3. Human chromosomes, which were found to contain DNA segments linked to diseases

Endofenotyp opisuje sie przez wspdtwystepowanie wie-
lu cech, to znaczy konieczna jest asocjacja markera
z choroba w badanej populacji, marker jest dziedziczny,
a obecnos¢ markera jest niezalezna od tego, czy dana
osoba choruje, czy jeszcze pozostaje w zdrowiu (u nie-
ktorych osobnikéw manifestuje sie to czynna chorobg,
u innych nie musi), w obrebie rodzin markeréw moze
dochodzi¢ do tak zwanej kosegregacji choroby [48].
Na przyktad u os6b uzaleznionych od alkoholu i ich
bliskich krewnych wykazano obecnos¢ nizszych ampli-
tud potencjatéw wywotanych zwanych falami P3 lub
P300 [49]. Wykazano réwniez, ze na chromosomie 11
u myszy istnieje region dla kilku podtypéw receptora
GABA-A odpowiedzialnego za powyzszy efekt [50, 47].
W badaniach COGA okreslono miejsca na chromoso-
mach, ktore sg sprzezone z zespotem zaleznosci alko-
holowej, potwierdzone na dwdch niezaleznych gru-
pach rodzin z problemami alkoholowymi [51].
Okreslone zostaty zwigzki gendéw z patogenezg uza-
leznien (ryc. 3).

W badaniach genomu ludzkiego stwierdzono, ze chro-
mosom 1 w rejonie D1S1588 posiada loci dla gendw:
kanatéw chlorkowych i potasowych, adenozyno 3”5
monofosfatazy, biatka wigzacego gamma-5-guanine,
biatka dla kinazy proteinowej C typu 2 [51].

Wykryto na chromosomie 2 w rejonie markera D2S379
loci dla gendw: kinazy biatkowej epsilon, biatka wia-
z3cego acetylo-CoA [51].

Loci na chromosomie 4 sg wigzane z dziataniem pro-
tekcyjnym wobec uzaleznienia alkoholowego w zwigz-
ku z obecnoscia gendw dla dehydrogenaz alkoholo-
wej i aldehydowej ALDH2*2 i ADH2*2 [11].
Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze alkoholizm czy
uzaleznienie od kokainy wigzg sie z chromosomem 1,
chromosom 2 predysponuje do alkoholizmu i uzalez-
nienia od nikotyny, chromosom 7 taczy sie z alkoholi-
zmem i depresja, a na chromosomie 4 jest obecny re-
gion wykazujacy dziatanie ochraniajgce przed wysta-
pieniem zespotu zaleznosci alkoholowej [47, 51].

Podsumowanie

W badaniach genéw odpowiedzialnych za reakcje na
alkohol, trwajgcych od okoto 10 lat, dokonat sie zna-
czacy postep, ale nie ma genu, ktéry bytby jednoznacz-
nie odpowiedzialny za zespét zaleznosci alkoholowe.
Geny wchodzg ze sobg w interakcje (epistaza). Poje-
dyncze efekty genu nie sg identyczne mimo identycz-
nych genotypdw, a jest to prawdopodobnie zwigza-
ne ze ztozonym oddziatywaniem $rodowiska.

W Katedrze i Klinice Psychiatrii Pomorskiej Akademii
Medycznej obserwowano, czy polimorfizmy genéw
sg dziedziczone znamiennie czesciej w populadji ro-
dzin z problemami alkoholowymi i poszukiwano rela-
¢ji fenotypowo-genotypowej w celu wydzielenia bar-
dziej homogennych grup pacjentéw, charakteryzuja-
cych sie szczegdlng podatnoscig na uzaleznienia.
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Streszczenie

Rodzinne wspdiwystepowanie zespotu zaleznosci od alkoholu znano od dawna. Okoto 50-60% czynnikdw zalezy
od komponenty genetycznej i jest niezalezne od pfci. Celem tego artykutu jest przeglad pismiennictwa dotyczace-
go aktualnej wiedzy na temat gendw kandydujacych w zespole zaleznosci alkoholowej. Istnieje kilka technik po-
zwalajacych na identyfikacje tych gendw. W badaniach na zwierzetach wykorzystano miedzy innymi takie metody
i techniki, jak: selekcjonowanie linii zwierzat preferujgcych alkohol, badanie zwierzat transgenicznych, metody
behawioralne (samopodawanie, warunkowanie) oraz mapowania genomu w celu znalezienia tak zwanych miejsc
ilosciowych (QTL, quantitative trait loci), insergji badz inaktywadji celowanych gendw kandydujacych oraz pomia-
réw zmian ekspresji gendw. W pracy przedstawiono przyktady obliczen statystycznych, rdéznice metodologii
w badaniach modelow rodzinnych i badari asocjacyjnych osobnikéw niespokrewnionych.

: stowa kluczowe: badania molekularno-genetyczne, zespot zaleznosci alkoholowej, alkoholowy :
\ zespot abstynencyjny, badania asocjacyjne, badania analizy sprzezen, technologia knock-out, !
| |
| |

QTL, TDT

Otrzymane wyniki wskazuja, iz zastosowanie strategii
fenotypowo-genotypowej pozwolito wyodrebni¢ wa-
rianty polimorfizméw gendw zwigzanych z potencjal-
nym zagrozeniem uzaleznienia od etanolu. Nie znale-
ziono dotychczas markeréw genetycznych wspdlnych
dla catej grupy uzaleznionych od alkoholu [29]. Dla wy-
branych fenotypdw pacjentdw z zespotem zaleznosci al-
koholowej, to jest spetniajgcych kryteria: heavy drinkers,
obcigzenie rodzinne alkoholizmem (przynajmniej jeden
rodzic uzalezniony), podwyzszony poziom leku, proby
samobdjcze, stwierdzono asocjacje z polimorfizmami
gendw DRD2 (Taq A, Egzon 8), MAO A 30 pz. VNTR
w promotorze i DAT1 40 pz VNTR [52-54]. Statystycz-
nie znamienna byfa preferencyjna transmisja allelu A10
polimorfizmu genu DAT1 i allelu A2 polimorfizmu genu
DRD2 Tag A[9, 55].

Jak sie okazuje, przyczynami braku powtarzalnosci
wynikéw badan genetycznych jest heterogenicznos¢
prébek, etniczne réznice miedzy probandami, inaczej
rozumiane kryteria diagnostyczne oraz przyczyny sta-
tystyczne, to jest zbyt mata liczebnos¢ préby i fatszy-
wie dodatnie wyniki.

Na podstawie analizy dotychczasowych doswiadczen
i wynikdéw mozna okresli¢ zalecenia dotyczgce dalszych
badan. Istotna jest replikacja otrzymywanych pozy-
tywnych wynikdw na innym reprezentatywnym ma-
teriale, wazna jest wielkos¢ grupy badanej uwzgled-
niajaca liczenie sity statystycznej i etniczna homogen-
nos¢ grupy; pozadane sg badania asocjacyjne oparte
na modelu rodzinnym, jak réwniez eksperymentalny
dowdd na znaczenie funkcjonalne asocjacji (np. na
hodowlach tkankowych); konieczna jest réwniez ana-
liza haplotypdw.

Odkrycia te moga miec istotne znaczenie dla psychia-
trii w zwigzku z mozliwoscig poznania neurobiologicz-

nych podstaw zaburzen psychicznych, zwiekszeniem
precyzyjnosci diagnostycznej oraz usunieciem stygma-
tyzatu, a ponadto opracowaniem strategii celowane-
go leczenia zaréwno na podstawie danych farmako-
genetycznych, jak i implikagji klinicznych [56].
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