
ÚVOD

Od první práce, která nalezla vztah mezi geno-
vým polymorfismem a závislostí na alkoholu, již
uplynulo 18 let [2]. Tehdy autoři článku „Allelic
association of human dopamine D2 receptor gene
in alcoholism“ předběhli realitu. Postupem doby se
ale podařilo nacházet reálné vztahy mezi jednotli-
vými geny a závislostí na alkoholu, a to při využití
tzv. asociačních studií. Zatímco japonští výzkumní-

ci se věnovali především polymorfismům a muta-
cím receptorů dopaminového systému, evropští
a američtí vědci se pustili do výzkumu kandidát-
ních genů např. z oblasti metabolismu neurotrans-
mitérů, které jsou součástí odměňovacího systému.
Bohužel, jak se ukázalo, ani jeden z přístupů vyhle-
dávání kandidátních genů nebyl správný. Zatímco
nebyla objevena žádná mutace dopaminového
receptoru způsobující dispozice k závislosti na alko-
holu, podařilo se prokázat vztah mezi závislostí na
alkoholu a některými polymorfismy kandidátních

153

PŮVODNÍ PRÁCE

Asociační studie vztahu čtrnácti polymorfismů
kandidátních genů k dispozicím k závislosti
na alkoholu

Šerý O., Lochman J., Gláslová K.1, Štaif R., Novotný M.1, Kmoch V.1, Zvolský P.1

Laboratoř neurobiologie a molekulární psychiatrie, Laboratoře molekulární fyziologie, Ústav biochemie,
Přírodovědecká fakulta MU, Brno,
ředitel Ústavu biochemie doc. Ing. M. Mandl, CSc.
Psychiatrická klinika 1. LF UK a VFN, Praha,
přednosta prof. MUDr. J. Raboch, DrSc.1

SOUHRN
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genů z řad enzymů zúčastněných v metabolismu
neurotransmitérů, jako jsou COMT či MAO. Nicmé-
ně žádný z vlivů dosud objevených polymorfismů
nemá zásadní význam pro dispozice k závislosti na
alkoholu. Je to dáno především skutečností, že dis-
pozice k závislosti na alkoholu mají multifaktoriál-
ní charakter, a jak předpokládáme, na dispozicích
k závislosti na alkoholu se podílí celá řada faktorů
a celá řada genů.

V současnosti lze sledovat postupné zavádění
nejnovějších technologií pro analýzu DNA také do
psychiatrického výzkumu. Jedná se především
o tzv. DNA čipy. Ty umožňují sledovat v rámci jed-
né analýzy trvající 2 dny až jeden milion polymor-
fismů u 96 osob a porovnávat pak vliv interakce vel-
kého množství polymorfismů na fenotyp. DNA
čipová technologie je tedy budoucností také pro psy-
chiatrický výzkum, kdy se předpokládá jednak
objev nových polymorfismů, které zásadním způso-
bem ovlivňují dispozice k závislosti na alkoholu,
jednak se předpokládá nalezení zatím nepopsaných
haplotypů a genových interakcí, které ovlivňují dis-
pozice k závislosti na alkoholu.

Cílem naší práce bylo nalezení DNA polymorfis-
mů, které se podílejí na dispozicích k závislosti na
alkoholu. Polymorfismy byly vybírány také z těch
genů, které se podílejí na vývoji, diferenciaci
a modulaci dopaminového či opioidního systému
v CNS. Do naší studie jsme zahrnuli dva polymor-
fismy s dosud neznámou funkcí, které byly objeve-
ny pomocí celogenomové asociační studie závislos-
ti na alkoholu [9].

METODIKA

Pacienti i kontrolní skupiny byly vybírány
z věkové kategorie 25 - 50 let. Soubor pacientů
závislých na alkoholu se skládal ze 444 osob. Paci-
enti závislí na alkoholu byli vybíráni na protialko-
holních odděleních VFN v Praze, Apolinářská 4,
a ženském PA oddělení v Lojovicích, dále na PA
odděleních v Psychiatrické léčebně v Praze - Bohni-
cích, v Psychiatrické léčebně v Jihlavě a v Psy-
chiatrickém protialkoholním oddělení v Červeném
Dvoře. Pacienti před zahrnutím do studie podepsa-
li informovaný souhlas.

Každá osoba ze souboru závislých na alkoholu
prodělala pohovor s psychiatrem, v jehož rámci bylo
provedeno zhodnocení osobní a rodinné anamnézy,
a byla ověřena diagnóza podle MKN - 10 (F10.2),
DSM IV (303.90) a MAST (Mitchigan Alcoholism
Sreening Test).

Dále byla do studie zahrnuta skupina 403 kon-
trolních osob, které byly charakterizovány jako oso-
by bez závislosti či abúzu alkoholu a jiných drog
(kromě kávy). Tento soubor osob byl získán na růz-
ných somatických odděleních VFN v Praze, na
transfuzních stanicích v Praze a Brně, na vysokých
školách a nejrůznějších pracovištích a ve spoluprá-

ci s vojenskými úřady v rámci odvodů vojáků
základní služby v Praze.

Po podepsání informovaného souhlasu a vy-
plnění strukturovaného dotazníku určeného pro
kontrolní skupinu (stručná osobní anamnéza
s vyšetřením MAST), byly tyto informace ověřeny
členem výzkumného týmu osobním pohovorem.

Osoby zařazené do kontrolní skupiny splňovaly
další podmínky pro zařazení do studie: nekuřáctví
(v současnosti i minulosti), nezneužívání psychoak-
tivních látek (v současnosti i minulosti) a vyloučení
současného i dřívějšího zneužívání alkoholu (abú-
zu). Bylo také provedeno psychologické a psy-
chiatrické vyšetření kontrolních osob (Lüscherova
klinická diagnostika, M.I.N.I. – Mini mezinárodní
neuropsychiatrické interview). A dále pomocí dotaz-
níků CAGE a CSÉMY byl zjištěn vztah k alkoholu
v posledních 12 měsících.

Po podepsání informovaného souhlasu, diagnóze
a vyplnění dotazníků bylo pacientům i kontrolním
osobám odebráno kvalifikovanou zdravotní sestrou
nebo lékařem 5 ml žilní krve. Vzorek krve byl zmra-
zen na minus 20 stupňů Celsia a v termoboxu
dopraven do laboratoře. Jednotlivé vzorky genomic-
ké DNA byly izolovány z krve s využitím komerčně
dostupného izolačního kitu UltraClean BloodSpin
Kit (MoBio, USA).

V rámci projektu byly studovány tyto
polymorfismy kandidátních genů:

� TaqI A genu pro DRD2 (dopaminový receptor D2)
[7]

� Val158Met genu pro COMT (katechol-O-metylt-
ransferázu) [10]

� I/D genu pro ACE (angiotensinkonvertázu) [17]
� –174 genu pro IL-6 (interleukin 6) [24]
� delta 32. genu pro CCR5 (chemokinový receptor

5) [3]
� – 308 TNF alfa (tumor nekrotizující faktor alfa)

– metodika viz. níže
� M235T genu pro AGT (angiotensinogen) [18]
� A/G ve 13. intronu genu pro MAO-B (monoami-

noxidázu B) [6]
� –330 genu pro IL-2 (interleukin 2) – metodika

viz. níže
� A118G (Asn40Asp) genu pro Mu opiodní recep-

tor [21]
� 196 G/A (val66met) genu pro BDNF (Brain deri-

ved neurotrophic factor) [22]
� 40-bp VNTR genu pro DAT1 (dopaminový tran-

sportér) [19]
� polymorfismus tsc1189131 – metodika viz níže
� polymorfismus tsc0598556 – metodika viz níže

Detekce polymorfismu – 308 genu pro TNF alfa
byla provedena podle metodiky navržené v naší labo-
ratoři. Pro PCR reakci polymorfismu genu pro TNF
alfa byly použity primery: 5´ - AGG CAA TAG GTT
TTG AGG GGC AT – 3´ a 5 - CGG GGA AAG AAT
CAT TCA ACC AG –3´. Amplifikační reakce byla
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prováděna v termálním cykléru Techne Touchgene
Gradient. Po počáteční denaturaci, trvající 2,5 minu-
ty při 94 °C, byla DNA amplifikována v tříkrokových
cyklech: denaturace 30 s při 94°C, annealing 30 s při
66 °C, extenze 30 s při 72 °C. Po 35 cyklech byla pou-
žita finální extenze 5 minut při 72 °C. Následovala
restrikční analýza: 20 µl PCR amplifikátu bylo smí-
cháno s 2 U restrikčního enzymu NcoI (Fermentas,
Litva). Poté následovala inkubace na vodní lázni při
37 °C po dobu 16 hodin. Gelová elektroforéza restrik-
čních fragmentů byla provedena na 2% agarózovém
gelu (EliPhore) barveném ethidium bromidem při 80
V po dobu dvou hodin. Byly detekovány následující
fragmenty: 264 bp, který značil genotyp „11“, 264 bp
a 284 bp charakterizovaly genotyp „12“, 284 bp iden-
tifikoval genotyp „22“.

Detekce polymorfismu –330 genu pro IL-2 byla
provedena podle metodiky navržené v naší labora-
toři. Pro PCR reakci polymorfismu genu pro IL-2
byly použity primery: I2-2 5´ - CAA GAC TTA GTG
CAA TGC AAG – 3´a I2-5 5´- TCA CAT GTT CAG
TGT AGT TTC A – 3´. Po počáteční denaturaci,
trvající 2,5 minuty při 94 °C, byla DNA amplifiko-
vána v tříkrokových cyklech: denaturace 30 s při
94 °C, annealing 30 s při 56,5 °C, extenze 30 s při
72 °C. Po 35 cyklech byla použita finální extenze 5
minut při 72 °C. Celková délka amplifikovaného
fragmentu byla 450 bp. Následovala restrikční ana-
lýza: 20 µl PCR amplifikátu bylo smícháno s 5
U restrikčního enzymu Hsp92 II (Promega) a dále
s 1,7 µl pufru K (Promega). Poté následovala inku-
bace na vodní lázni při 37 °C po dobu 7 hodin.
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Tab. 1. Výsledky genotypizace TaqI A polymorfismu genu pro DRD2 (K–kontroly, A–alkoholici).

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely A1 exact test

A1A1 A1A2 A2A2 A1A1 A1A2 A2A2
K 22 102 279 403 5,5 25,3 69,2 0,18
A 16 137 291 444 3,6 30,9 65,5 0,19 0,672 0,114
K - muži 11 44 95 150 7,3 29,3 63,3 0,22
A - muži 12 90 201 303 4,0 29,7 66,3 0,19 0,296 0,303
K -ženy 11 58 184 253 4,3 22,9 72,7 0,16
A - ženy 4 47 90 141 2,8 33,3 63,8 0,20 0,224 0,072

Tab. 2. Výsledky genotypizace Val158Met polymorfismu genu pro COMT (K–kontroly, A–alkoholici).

Tab. 3. Výsledky genotypizace I/D polymorfismu genu pro ACE (K–kontroly, A–alkoholici).

Tab. 4. Výsledky genotypizace –174 polymorfismu genu pro IL-6 (K–kontroly, A–alkoholici).

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely M exact test

MM MV VV MM MV VV
K 104 203 93 400 26,0 50,8 23,3 0,51
A 104 224 115 443 23,5 50,6 26,0 0,49 0,306 0,557
K - muži 48 74 28 150 32,0 49,3 18,7 0,57
A - muži 68 152 83 303 22,4 50,2 27,4 0,48 0,012 0,035
K -ženy 56 129 65 250 22,4 51,6 26,0 0,48
A - ženy 36 72 32 140 25,7 51,4 22,9 0,51 0,43 0,679

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely 1 exact test

II ID DD II ID DD
K 95 202 106 403 23,6 50,1 26,3 0,49
A 88 228 128 444 19,8 51,4 28,8 0,45 0,214 0,381
K - muži 32 81 37 150 21,3 54,0 24,7 0,48
A - muži 63 151 89 303 20,8 49,8 29,4 0,46 0,499 0,562
K -ženy 63 121 69 253 24,9 47,8 27,3 0,49
A - ženy 25 77 39 141 17,7 54,6 27,7 0,45 0,344 0,232

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely G exact test

GG CG CC GG CG CC
K 126 215 62 403 31,3 53,3 15,4 0,58
A 132 213 99 444 29,7 48,0 22,3 0,54 0,09 0,035
K - muži 53 71 26 150 35,3 47,3 17,3 0,59
A - muži 88 143 72 303 29,0 47,2 23,8 0,53 0,082 0,203
K -ženy 73 144 36 253 28,9 56,9 14,2 0,57
A - ženy 44 70 27 141 31,2 49,6 19,1 0,56 0,784 0,298
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*A/G polymorfismus byl detekován pouze u mužů

Detekce restrikčních fragmentů byla provedena
metodou iontoměničové HPLC (kolona TSK-gel
DEAE NPR). K vymytí DNA z kolony byl použit
gradient chloridu sodného. Byly detekovány násle-
dující fragmenty: 107 bp, který značil genotyp GG,
107 bp a 90 bp charakterizovaly genotyp TG, 90 bp
identifikoval genotyp TT.

Detekce polymorfismu tsc1189131 (sekvence
AC004784, gen v blízkosti pregnancy beta-1-glyco-
protein genu) byla provedena podle metodiky navr-
žené v naší laboratoři. K detekci byl využit automa-
tizovaný systém AB7300 (Applied Biosystems). Pro
RT-PCR reakci polymorfismu tsc1189131 byly pou-
žity primery: AFY19-1: 5´- ACT TGA ACC AGT
GAC CTC TAA - 3´ a AFY19-2: 5´- CTA TCC CCT

TCA CTC TTC CT - 3´. K detekci alel byly využity
tyto sondy: TaqProbeC – AGC AGA GCG CAA GGA
ATG ATC (Yakima Yellow) a TaqProbeT – AGC
AGA GTG CAA GGA ATG ATC (FAM). Po počáteč-
ní denaturaci 10 minut při 95 °C byla DNA ampli-
fikována v tříkrokových cyklech 40x: denaturace 20
s při 95 °C, annealing 20 s při 56 °C, extenze 32 s při
72 °C. Odlišné genotypy byly detekovány analýzou
míry amplifikace, která byla mezi oběma alelami
velmi odlišná.

Detekce polymorfismu tsc0598556 (sekvence
AC009892) byla provedena podle metodiky navrže-
né v naší laboratoři. K detekci byl využit automati-
zovaný systém AB7300 (Applied Biosystems). Pro
RT-PCR reakci polymorfismu TSC0598556 byly
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Tab. 5. Výsledky genotypizace Delta 32 polymorfismu genu pro CCR5 (K–kontroly, A–alkoholici).

Tab. 6. Výsledky genotypizace –308 polymorfismu genu pro TNF alfa (K–kontroly, A–alkoholici).

Tab. 7. Výsledky genotypizace M235T polymorfismu genu pro AGT (K–kontroly, A–alkoholici).

Tab. 8. Výsledky genotypizace A/G polymorfismu genu pro MAO-B (K–kontroly, A–alkoholici).

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely 1 exact test

II ID DD II ID DD
K 312 86 5 403 77,4 21,3 1,2 0,88
A 339 96 9 444 76,4 21,6 2,0 0,87 0,614 0,661
K - muži 113 35 2 150 75,3 23,3 1,3 0,87
A - muži 230 68 5 303 75,9 22,4 1,7 0,87 1,04 0,949
K -ženy 199 51 3 253 78,7 20,2 1,2 0,89
A - ženy 109 28 4 141 77,3 19,9 2,8 0,87 0,606 0,493

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely 1 exact test

11 12 22 11 12 22
K 285 103 15 403 70,7 25,6 3,7 0,83
A 330 103 11 444 74,3 23,2 2,5 0,86 0,188 0,381
K - muži 107 40 3 150 71,3 26,7 2,0 0,85
A - muži 225 70 8 303 74,3 23,1 2,6 0,86 0,714 0,667
K -ženy 178 63 12 253 70,4 24,9 4,7 0,83
A - ženy 105 33 3 141 74,5 23,4 2,1 0,86 0,256 0,287

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely A1 exact test

MM MT TT MM MT TT
K 116 206 80 402 28,9 51,2 19,9 0,54
A 132 216 81 429 30,8 50,3 18,9 0,56 0,582 0,819
K - muži 42 78 30 150 28,0 52,0 20,0 0,54
A - muži 87 149 57 293 29,7 50,9 19,5 0,55 0,804 0,933
K -ženy 74 128 50 252 29,4 50,8 19,8 0,55
A - ženy 45 67 24 136 33,1 49,3 17,6 0,58 0,474 0,717

Skupina Počet osob Celkem Alelické Fisher
alelou frekvence v % exact

A G A G test
K 79 51 130 60,8 39,2
A 135 137 272 49,6 50,4 0,023
K-muži 79 51 130 60,8 39,2
A-muži 135 137 272 49,6 50,4 0,023
*K–ženy x x x x x
*A-ženy x x x x x x
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použity primery: AFYNS-1: 5´- GCA CAG GGC
TCA GTG ACT TCT - 3´ a AFYNS-2: 5´- AGG GCG
TTT TCC TGC ACT CT - 3´. K detekci alel byly vyu-
žity tyto sondy: TaqProbeC – TTC CCT TGC AGA
TCC TGA GCT (Yakima Yellow) a TaqProbeT – TTC
CTT TGC AGA TCC TGA GCT (FAM). Po počáteč-
ní denaturaci 10 minutách při 95 °C byla DNA
amplifikována v tříkrokových cyklech 40x: denatu-
race 20 s při 95 °C, annealing 20 s při 59 °C, exten-
ze 32 s při 72°C. Odlišné genotypy byly detekovány
pomocí míry amplifikace pro jednotlivé sondy.

Statistické vyhodnocení výsledků bylo pro-
vedeno pomocí softwaru CSS Statistica (Verze 7).

Byly vytvořeny kontingenční tabulky s počty osob
pro jednotlivé genotypy studovaných genů. Z těchto
tabulek se dále vycházelo při výpočtu genotypových
a alelických frekvencí sledovaných polymorfismů.
K přehlednému znázornění vztahů mezi sledovaný-
mi proměnnými byl použit Spearmanův korelační
koeficient.

Výpočet rozdílu mezi genotypovými frekvencemi
sledovaných polymorfismů byl proveden pomocí X2

testu, výpočet rozdílu mezi alelickými frekvencemi
polymorfismů byl proveden pomocí Fisher-exact
testu. Za signifikantní výsledek sledovaných geno-
typových a alelických frekvencí obou polymorfismů
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Tab. 9. Výsledky genotypizace – 330 polymorfismu genu pro IL-2 (K–kontroly, A–alkoholici).

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely T exact test

TT TG GG TT TG GG
K 103 53 19 175 58,9 30,3 10,9 0,74
A 59 58 19 136 43,4 42,6 14,0 0,65 0,016 0,024
K - muži 37 22 8 67 55,2 32,8 11,9 0,72
A - muži 43 45 17 105 41,0 42,9 16,2 0,62 0,098 0,187
K -ženy 66 31 11 108 61,1 28,7 10,2 0,75
A - ženy 16 13 2 31 51,6 41,9 6,5 0,73 0,758 0,357

Tab. 10. Výsledky genotypizace A118G polymorfismu genu pro Mu receptor (K–kontroly, A–alkoholici).

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely A exact test

AA AG GG AA AG GG
K 313 84 6 403 77,7 20,8 1,5 0,88
A 105 34 1 140 75,0 24,3 0,7 0,87 0,746 0,564
K - muži 117 31 2 150 78,0 20,7 1,3 0,88
A - muži 233 63 6 302 77,2 20,9 2,0 0,88 0,836 0,881
K -ženy 196 53 4 253 77,5 20,9 1,6 0,88
A - ženy 105 34 1 140 75,0 24,3 0,7 0,87 0,824 0,589

Tab. 11. Výsledky genotypizace 196G/A polymorfismu genu pro BDNF (K–kontroly, A–alkoholici).

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely A exact test

AA AG GG AA AG GG
K 9 124 269 402 2,2 30,8 66,9 0,18
A 9 134 300 443 2,0 30,2 67,7 0,17 0,834 0,957
K - muži 5 47 97 149 3,4 31,5 65,1 0,19
A - muži 5 88 210 303 1,7 29,0 69,3 0,16 0,31 0,410
K -ženy 4 77 172 253 1,6 30,4 68,0 0,17
A - ženy 4 46 90 140 2,9 32,9 64,3 0,19 0,436 0,584

Tab. 12. Výsledky genotypizace 40-bp VNTR polymorfismu genu pro DAT1 – nalezené genotypy/repeaty 40bp
(K–kontroly, A–alkoholici).

Ostatní = ve studii byly nalezeny také velmi vzácné genotypy 8/8, 8/10 a 8/11, které se nalézají v populaci pouze vzácně, pro statis-
tickou analýzu nebyly tyto téměř se nevyskytující genotypy využity.

Skupina Počet osob s daným Fisher X2 test
genotypem exact test

9/9 10/10 11/11 9/10 9/11 10/11 ostatní celkem
K 17 232 0 141 3 4 3 400 0,417 0,957
A 22 252 0 158 0 6 3 441
K-muži 7 85 0 50 3 3 2 150 0,155 0,410
A-muži 18 172 0 106 0 4 2 302
K-ženy 10 147 0 91 0 1 1 250 0,218 0,584
A-ženy 4 80 0 52 0 2 1 139
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Krátký genotyp SS – genotyp 9/9, středně dlouhé genotypy LS – 9/10 a 9/11, dlouhé genotypy LL – 10/10, 10/11 a 11/11.
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Tab. 13. Výsledky genotypizace 40-bp VNTR polymorfismu genu pro DAT1 – rozdělení dle „dlouhého a krátkého“
genotypu (repetice) (K–kontroly, A–alkoholici).

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely L exact test

LL LS SS LL LS SS
K 236 145 19 400 59,0 36,3 4,8 0,77
A 82 53 4 139 59,0 38,1 2,9 0,78 0,818 0,572
K - muži 88 53 9 150 58,7 35,3 6,0 0,76
A - muži 176 106 20 302 58,3 35,1 6,6 0,76 0,936 0,203
K -ženy 148 92 10 250 59,2 36,8 4,0 0,78
A - ženy 82 53 4 139 59,0 38,1 2,9 0,78 0,958 0,775

Tab. 14. Výsledky genotypizace polymorfismu tsc1189131 (K–kontroly, A–alkoholici).

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely L exact test

CC CT TT CC CT TT
K 127 200 76 403 31,5 49,6 18,9 0,56
A 117 215 110 442 26,5 48,6 24,9 0,51 0,026 0,068
K - muži 53 76 21 150 35,3 50,7 14,0 0,61
A - muži 87 149 65 301 28,9 49,5 21,6 0,54 0,053 0,111
K -ženy 74 124 55 253 29,2 49,0 21,7 0,54
A - ženy 30 66 45 141 21,3 46,8 31,9 0,45 0,018 0,051

Tab. 15. Výsledky genotypizace polymorfismu tsc0598556 (K–kontroly, A–alkoholici).

Tab. 16. Alkohol – pravděpodobnost vazby mezi dvěma polymorfismy v rámci celkového souboru.

Skupina Počet osob s daným Celkem Fenotypové frekvence Frekvence Fisher X2 test
genotypem v % alely L exact test

CC CT TT CC CT TT
K 209 167 23 399 52,4 41,9 5,8 0,73
A 248 169 27 444 55,9 38,1 6,1 0,75 0,494 0,532
K - muži 78 56 15 149 52,3 37,6 10,1 0,71
A - muži 168 120 15 303 55,4 39,6 5,0 0,75 0,214 0,121
K -ženy 131 111 8 250 52,4 44,4 3,2 0,75
A - ženy 80 49 12 141 56,7 34,8 8,5 0,74 0,946 0,025

Dvojgenotyp/barvocit Pravděpodobnost vazby (p)
IL-6 x TSC0598556 0,051
TNFA x AGT 0,025
COMT x DAT1 0,003
COMT x MAO-B 0,003
COMT x BDNF 0,016
Mu x BDNF 0,007

Tab. 17. Alkoholici – pravděpodobnost vazby mezi dvěma polymorfismy v rámci souboru alkoholiků.

Dvojgenotyp/barvocit Pravděpodobnost vazby (p)
IL-2 x ANG 0,02
IL-2 x tsc0598556 0,104
COMT x BDNF 0,039
COMT x MAO-B 0,004
MAO-B x BDNF 0,006

Tab. 18. Kontroly – pravděpodobnost vazby mezi dvěma polymorfismy v rámci souboru kontrol.

Dvojgenotyp Pravděpodobnost vazby (p)
IL-6 x tsc1189131 0,001
IL-2 x tsc0598556 0,235
BDNF x Mu 0,018
Mu x tsc0598556 0,024
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byla pokládána hladina pravděpodobnosti p <0,05.
Z křížových tabulek pro varianty dvou polymorfis-
mů se vycházelo při výpočtu vzájemné vazby poly-
morfismů studovaných genů. Tento výpočet byl pro-
veden speciálním programem vyvinutým na LF
MU v Brně doc. RNDr. Vladimírem Znojilem, CSc.
Logistickou regresí byly spočítány na základě něko-
lika parametrů (věk, pohlaví a sledované polymor-
fismy genů) genetické zátěže konkrétních osob, kte-
ré nemohou být uvedeny z etických důvodů.

VÝSLEDKY

Výsledky genotypových a alelických frekvencí
společně s výsledky statistického srovnání jsou uve-
deny v tabulkách 1–15. V tabulkách jsou uvedeny
počty osob s daným genotypem, dále genotypové
frekvence, alelické frekvence a výsledky vyhodno-
cení statistickými testy (Fisher exact test pro výpo-
čet alelických frekvencí a X2 test pro výpočet geno-
typových frekvencí). Pro zkoumaný repetitivní
polymorfismus 40-bp VNTR genu pro DAT1 jsou
uvedeny dvě tabulky, v níž první uvádí počty nale-
zených opakování (repeticí) v souborech zkouma-
ných osob a druhá tabulka uvádí rozdělení naleze-
ných repeticí do tří intervalů („dlouhé, středně
dlouhé a krátké repetice“) za účelem dalšího statis-
tického zpracování.

Při srovnání alelických frekvencí pomocí Fisher
exact testu byl objeven statisticky signifikantní roz-
díl ve frekvenci alely M polymorfismu genu pro
COMT (p=0,012) ve skupině mužů, kde závislí muži
měli frekvenci alely M 0,48 a muži z kontrolního
souboru měli frekvenci alely M 0,57 (tab. 2).

Byl nalezen rozdíl mezi genotypovými frekven-
cemi polymorfismu 174. genu pro IL-6 mezi celko-
vou skupinou alkoholiků a kontrolami (p=0,035).
Naopak nebyl nalezen rozdíl v genotypové frekven-
ci při rozdělení souboru podle pohlaví. Nebyl také
prokázán signifikantní rozdíl mezi alelickými frek-
vencemi celkového souboru (p=0,09), souboru mužů
(p=0,082) a souboru žen (p=0,784) (tab. 3, tab. 4).

Ve studii byl nalezen signifikantní rozdíl
v alelické frekvenci alely A polymorfismu genu pro
MAO-B u mužů (p=0,023). A/G polymorfismus genu
pro MAO-B byl genotypizován pouze v mužské čás-
ti souboru, neboť tento polymorfismus se nalézá na
pohlavně vázaném chromozomu (tab. 5 – tab. 8).

Statisticky signifikantní rozdíl byl objeven ve
frekvenci alely T polymorfismu –330 genu pro IL-2,
kde alela T byla nalezena u kontrolních osob ve
frekvenci 0,74, u závislých osob ve frekvenci 0,65
(p=0,016). Při srovnání genotypových frekvencí
pomocí X2 testu byl rovněž objeven statisticky
významný rozdíl v genotypových frekvencích poly-
morfismu –330 genu (p=0,024). Pohlavní rozdíl
nebyl za pomocí Fisher exact testu ani X2 testu
potvrzen (p >0,05) (tab. 9).

Dále byl ve studii potvrzen vztah mezi polymor-

fizmem tsc1189131 a závislostí na alkoholu (Fisher
exact test p=0,026, X2 test p=0,051) v celkové popu-
laci. Při rozdělení souborů osob podle pohlaví byl
rozdíl v alelické frekvenci ještě výraznější u žen
(p=0,018). Alela C se vyskytuje v souboru kontrol-
ních osob více často než alela G, a to jak v celkové
populaci, tak i v populaci rozdělené na muže a ženy
(tab. 10 – tab. 14).

Při srovnání alelických frekvencí pomocí Fisher
exact testu a srovnání genotypových frekvencí
pomocí X2 testu nebyl u ostatních polymorfismů
zkoumaných kandidátních genů objeven vztah mezi
soubory osob závislých na alkoholu a kontrol, a to
ani při rozdělení studovaných souborů na muže
a ženy (p>0,05).

Dále byly studovány vztahy dvojgenotypo-
vých frekvencí ve vztahu k závislosti na alkoho-
lu, byl tedy studován vztah kombinace dvou geno-
typů. Při srovnání dvojgenotypových frekvencí
tsc1189131 a genu pro IL6 byl nalezen statisticky
signifikantní rozdíl mezi osobami závislými na
alkoholu a kontrolami (p<0,01, p=0,006). Genotypy
tsc1189131/IL6 TTCC a CTCC disponují ke vzniku
závislosti na alkoholu a vyskytují se signifikantně
častěji u osob závislých na alkoholu.

Na celkovém souboru osob byla objevena vazba
mezi polymorfismy genů pro TNF alfa
a angiotensinogen, COMT a DAT1, COMT a MAO
B, COMT a BDNF a BDNF a Mu receptor (tab. 16).
V souboru osob závislých na alkoholu byla objeve-
na vazba mezi geny pro IL-2 a angiotensinogen,
COMT a BDNF, COMT a MAO B, BDNF a MAO B
(tab. 17). Na celkovém souboru kontrol byla objeve-
na vazba mezi geny pro IL-6 a polymorfizmem
tsc1189131, BDNF a Mu receptor, Mu receptor
a polymorfizmem tsc0598556 (tab. 18).

DISKUSE

V rámci asociační studie dispozic k závislosti na
alkoholu jsme zkoumali celkem 14 polymorfismů
na souboru 847 osob. V naší studii byl potvrzen dří-
ve objevený vztah mezi Val158Met polymorfismem
genu pro COMT a dispozicemi k alkoholismu pou-
ze v mužské části souboru (pro alelické frekvence
p <0,02, pro genotypové frekvence p <0,04). Domní-
váme se, že tato souvislost je zprostředkována úlo-
hou COMT ve vývoji mozku. Jak známo, COMT
katalyzuje metylaci katecholových estrogenů na
methoxy estrogeny – např. 2-methoxyestradiol, což
je antiproliferativní metabolit. Úloha COMT
v neuronálním vývoji by měla být dále studována.
Podrobněji je tato souvislost popsána v naší přede-
šlé publikaci [23].

Poprvé byl objeven vztah mezi –174 polymorfis-
mem genu pro IL-6 a dispozicemi k závislosti na
alkoholu na celkovém souboru osob (pro alelické
frekvence p=0,09, pro genotypové frekvence
p <0,04). Domníváme se, že vliv tohoto polymorfis-

159

psychiatrie_4.09:Sestava 1  8.7.2009  8:34  Stránka 159



mu na dispozice k závislosti na alkoholu je vázán
na účinek IL6 na přežívání neuronů a růst neuritů
v průběhu vývoje CNS. Vztah mezi IL6
a dispozicemi k závislosti na alkoholu je blíže dis-
kutován v naší předešlé publikaci [20].

Nově byl objeven vztah mezi závislostí na alko-
holu a studovaným polymorfismem genu pro MAO
B (pro alelické frekvence p <0,03), a to pouze
u mužské části souboru. Domníváme se, že zásad-
ním vlivem MAO B na dispozice k závislosti na
alkoholu bude ovlivnění hladin fenylethylaminu
(PEA). V čínské populaci vztah mezi polymorfis-
mem MAO B a závislostí na alkoholu nebyl objeven
[13].

Poprvé byl objeven vztah mezi genem pro IL-2
a závislostí na alkoholu na celkovém souboru osob
(pro alelické frekvence p <0,02, pro genotypové
frekvence p <0,03). Marcos a spol. [14] zjistili vztah
mezi tímto polymorfismem a jaterní cirhózou u osob
závislých na alkoholu. Ve studiích bylo zjištěno, že
u osob s genotypem GG mají T lymfocyty vyšší pro-
dukci IL2 oproti heterozygotům TG a homozygotům
TT [8]. IL2 podporuje přežívání kultivovaných neu-
ronů a prodlužování jejich neuritů a ovlivňuje
hypothalamo-hypofysární systém [16].

Chiu a spol. [9] použili DNA čipovou technologii
na platformě Affymetrix a studovali vztah mezi
11 120 polymorfismy a závislostí na alkoholu na
souboru 1614 osob. Objevili celkem 20 polymorfis-
mů s významnějším vztahem k závislosti na alko-
holu. Dva z těchto polymorfismů tsc1189131
(rs1963786) a tsc0598556 (rs272411) jsme vybrali
také do naší studie a pokusili jsme se o zopakování
asociace. V naší studii byl potvrzen vztah mezi poly-
morfismem tsc1189131 a závislostí na alkoholu na
celkovém souboru (pro alelické frekvence p <0,03,
pro genotypové frekvence p=0,068) a na souboru
žen (pro alelické frekvence p <0,02 a pro genotypo-
vé frekvence p=0,051). Tento polymorfismus se
nachází jako intronový polymorfismus v genu pro
pregnancy specific beta-1-glycoprotein 11 (PSG11).
Jak bylo zjištěno, PSG11 ovlivňuje mimo jiné sekre-
ci IL6 a je produkován především placentárním
syncytiotrofoblastem během těhotenství. Nelze tedy
než se odkázat na námi objevený vztah mezi IL-6
a závislostí na alkoholu a znovu poukázat na mož-
né ovlivnění dispozic k závislosti na alkoholu v době
vývoje CNS. Navíc při studiu interakcí mezi poly-
morfismy byl zjištěn vztah mezi polymorfismem
genu pro IL6 a polymorfismem tsc1189131, a to na
souboru kontrolních osob. Znamená to, že se
u souboru kontrolních osob častěji vyskytují někte-
ré dvojgenotypy než by bylo běžné v normální popu-
laci. Jak jsme již při dřívějším výzkumu předzna-
menali, výběr nenávykových kontrolních osob se
zdá být výraznějším kritériem než samotná závis-
lost na alkoholu. Soubor kontrolních osob bez návy-
ku na tabáku, drogách a alkoholu tvoří ve srovná-
ní se souborem alkoholiků pomyslnou druhou část
rozložení návykovosti v populaci. Právě interakce

mezi IL6 a tsc1189131 v nenávykové části popula-
ce může být v dalším výzkumu vodítkem
pro nalezení kombinace polymorfismů chránicích
před závislostí na alkoholu.

Byl potvrzen také vztah mezi polymorfismem
tsc0598556 a závislostí na alkoholu na ženské čás-
ti souboru (pro genotypové frekvence p <0,03). Ten-
to polymorfismus se nachází v intronu genu pro leu-
kocyte immunoglobulin-like receptor (LILRA1).
LILTRA1 se nachází jako imunoreceptor na mono-
cytech a B buňkách a v menší míře na dendritic-
kých a NK buňkách. Lze předpokládat, že i zde
bude polymorfismus ovlivňovat dispozice k zá-
vislosti na alkoholu ovlivněním vývoje CNS.

V naší studii jsme nezjistili vztah mezi závislos-
tí na alkoholu a geny, které jsou součástí renin-
angiotensinového systému (ACE a AGT). Samo-
statnou kapitolou je hypotetický vztah mezi Taql
A polymorfismem genu pro DRD2 a závislostí na
alkoholu, který se v naší studii neprokázal. Blíže
je tento vztah komentován v naší předešlé práci
[11].

Dopaminový přenašeč DAT hraje klíčovou roli
v homeostatické regulaci dopaminergních neuro-
transmisích. Köhnke a spol. [12] ve své asociační
studii porovnali soubor 216 osob závislých na alko-
holu se 102 kontrolami. Ve studii objevili vyšší frek-
venci alely 9 u osob závislých na alkoholu (0,48) než
u kontrol (0,32). Ve studii, kterou provedli Wernic-
ke a spol. [26], byl naopak zaznamenán vztah geno-
typu 10/10 k závislosti na alkoholu. Studie, kterou
publikovali Foley a spol. [4], vztah VNTR polymor-
fismu genu pro DAT1 k závislosti na alkoholu nepo-
tvrdila. Rovněž studie dalších autorů [5, 15] a naše
studie nepotvrzují asociaci mezi VNTR polymorfis-
mem genu pro DAT1 a alkoholovou závislostí.

Neurotrofiny jsou specifické růstové faktory, kte-
ré se podílejí na lokální regulaci synaptické plasti-
city. Nejčastěji zkoumaným neurotrofinem je
v posledních letech BDNF. BDNF byl zkoumán
v souvislosti s patogenezí mnoha psychických one-
mocnění jako jsou mentální poruchy, deprese,
úzkost, schizofrenie a drogová závislost. Val66Met
polymorfismus genu pro BDNF byl rovněž zkou-
mán i v souvislosti se závislostí na alkoholu. Ve stu-
dii, kterou provedli Tsai a spol. [25], byl
s negativním výsledkem zkoumán vztah tohoto
polymorfismu k násilnému chování a agresivitě
u osob závislých na alkoholu. V naší studii jsme
neobjevili vztah Val66Met polymorfismu genu pro
BDNF k alkoholové závislosti (p>0,05).

Předpokládá se vztah opiodních receptorů ke
vzniku alkoholové závislosti. Příjem alkoholu může
být výsledkem kompenzace dědičného deficitu
endogenního opioidního systému. Alkohol interfe-
ruje s opioidním systémem a ovlivňuje mezolimbic-
ký systém. Alkohol má vliv na vazebné schopnosti
opioidních receptorů a moduluje syntézu a sekreci
opioidních peptidů. Alkohol stimuluje uvolnění
dopaminu v mozku, které je regulováno OP1 a OP2
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opioidními receptory. Jsou-li tyto receptory zablo-
kovány, člověk necítí požitek z alkoholu.

Mezi nejčastěji zkoumané polymorfismy genu
pro Mu opioidní receptor patří A118G (Asn40Asp)
polymorfismus genu pro Mu opioidní receptor.
V roce 2006 byla provedena meta-analýza vztahu
tohoto polymorfismu k závislostem [1]. Meta-ana-
lýza zahrnovala celkem 8000 osob, výsledky 22
odborných článků a 28 typů sledovaných souborů
osob. Vztah k závislostem nebyl pro A118G
(Asn40Asp) polymorfismus genu pro Mu opioidní
receptor v meta-analýze prokázán. Naše studie
potvrzuje výsledek meta-analýzy.

ZÁVĚR

V naší devítileté studii jsme využili v dané době
známé poznatky o molekulárních příčinách vzniku
závislosti na alkoholu a do studie jsme kromě kla-
sických kandidátních genů zahrnuli i ověření vlivu
dvou nových polymorfismů objevených pomocí celo-
genomové asociační studie. Dále jsme přispěli
k objevování dispozic k závislosti na alkoholu
i propagací teorie, že dispozice k závislosti na alko-
holu jsou do určité míry neurovývojová porucha
a testovali jsme i vliv kandidátních genů z řad
modulátorů vývoje centrálního nervového systému
jakými jsou IL-6, IL-2 a BDNF. Jak se ukázalo, naše
předpoklady byly správné a dokonce i vliv COMT
na dispozice k závislosti na alkoholu lze vyvozovat
spíše z jeho úlohy ve vývoji CNS než ve vztahu
k metabolismu neurotransmitérů. Výsledky celé
naší studie naznačují zajímavé interakce mezi stu-
dovanými polymorfismy a potvrzují hypotézu mul-
tigenního základu dispozic k alkoholové závislosti
a složité funkční provázanosti kandidátních genů.

Pro praxi z našich výsledků vyplývá, že dispozi-
ce k závislosti na alkoholu se vytvářejí již v období
vývoje CNS a nutně nesouvisejí s přímým účinkem
alkoholu na CNS. Zatímco vliv genů na dispozice
k závislosti nelze zatím přímo ovlivnit, lze úpravou
prostředí zamezit propuknutí závislosti na alkoho-
lu u osob s genetickou dispozicí. K takové úpravě
prostředí u disponovaných osob patří především
zajištění citového zázemí v období dospívání
a celoživotní abstinence od alkoholu a jiných drog.
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Národní psychiatrická cena
profesora Vladimíra Vondráčka

Pro rok 2009 bylo zvoleno téma

„Vztah duševních a tělesných poruch”

Cena v celkové výši 100 000 Kč bude přidělena jako každý rok ve dvou kategoriích. Podmínkou účasti je
zaslat svoji původní práci na kontaktní adresu:
Vondráčkův nadační fond, Psychiatrická klinika, 1. LF UK a VFN, Ke Karlovu 11, 128 21 Praha 2.

Práci zašlete nejpozději do 30. září 2009 v českém jazyku (nejlépe s kopií), doplněnou o krátký sou-
hrn vhodný k publikaci, a stručný životopis.
Vondráčkova cena bude slavnostně předána v prosinci 2009. Cenu výhradně sponzorují firmy Novartis
a Lundbeck.

Bližší informace můžete získat u dr. Krcha nebo dr. Pavláta na kontaktní adrese
Vondráčkova nadačního fondu
(PK 1. LF UK a VFN Praha, Ke Karlovu 11, Praha 2; tel. 224 965 369).
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