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Stwierdzono korelacj¢ migdzy zanikami mézgu
i m6zdzku a polimorfizmem genu promotora
PAX-6, obnizeniem tolerancji alkoholu, wyste-
powaniem objawdéw abstynencyjnych, w tym
majaczenia alkoholowego.

We found correlation between atrophy of the
brain and the cerebellum, and PAX— 6 gene
promoter polymorphism, decrease of alcohol
tolerance, occurrence of withdrawal symptoms
especially delirium tremens.
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Wstep

Uzaleznienie od alkoholu, oprocz skutkow spotecznych i psychologicznych, po-
woduje takze istotne skutki somatyczne [1]. Pojecie tzw. alkoholowego uszkodzenia
mobzgu obejmuje m. in.: zaburzenie funkcji poznawczych, zespot Wernickego-Korsako-
wa, alkoholowe zwyrodnienie m6zdzku i otepienie alkoholowe [2]. Istotng role w tym
procesie odgrywa neurotoksyczne dziatanie alkoholu, niedobor tiaminy, witaminy PP,
uszkodzenie watroby, urazy gtowy, prenatalne narazenie na dziatanie alkoholu [3, 4, 5].
Skullerud i wsp. [6] stwierdzili zanik m6zdzku u 37% alkoholikow poddanych przez
nich autopsji, przy czym uszkodzenia mozgu czesciej wystepowaty u oséb prowadzg-
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cych wloczegowski tryb zycia. Stwierdzono, ze zanik mézgu jest bardziej nasilony
u 0s6b uzaleznionych od alkoholu z zespotem Wernickego-Korsakowa w poréwnaniu
z osobami uzaleznionymi z marskoscia watroby lub z uzaleznionymi bez tych powi-
ktan. Degeneracja neuronow w zewnetrznych warstwach kory wystepowata z rownym
nat¢zeniem w trzech wymienionych grupach [4]. Wplyw na uszkodzenie mdzgu ma
tez sposob picia alkoholu — u szczuréw obserwowano mniejszg mas¢ mozgu, jezeli
podawano im alkohol w okresie rozwoju mozgu w ten sposob, ze jego chwilowe ste-
zenie byto wigksze, nawet jesli na dobg wypijaly mniej alkoholu niz szczury, u ktorych
chwilowe stezenia alkoholu byly mniejsze [7].

Za szczeg6lnie wazne dla pelnego zrozumienia istoty alkoholizmu jest znalezienie
genetycznego podtoza poszczegoélnych neurobiologicznych i psychobiologicznych
sktadowych uzaleznienia. Na podstawie struktury, jadrowej lokalizacji oraz poten-
cjatu wiaczajacego i wytaczajacego procesy aktywacyjne stwierdzono, ze geny PAX
sa czynnikami kontrolujacymi I‘OZWO] ptodu, a w szczegdlnosci uczestmczqcyml
w prawidtowej regionalizacji mozgowia. Ich ekspresja rozpoczyna si¢ od 8 dnia od
zaptodnienia [8]. Uczestniczg one w powstawaniu prekursorowych linii komorek
neuronalnych oraz w ich dalszej specjalizacji. Jak wykazata to hybrydyzacja in situ,
u dorostych regionalna dystrybucja transkryptow gendéw PAX pozostaje nie zmieniona
i wplywa na neuroplastyczno$é, procesy neurodegeneracyjne i neuroreperacyjne [9,
10, 11].

W pracy wybrano PAX-6, zawierajacy 14 eksonow, zlokalizowany w ludzkim
chromosomie 11p13, prawdopodobnie zwigzanym z uzaleznieniem od alkoholu [12].
W nim znajdujg sie loci dla genéw receptora D4 i hydroksylazy tyrozynowej. Nad-
to, PAX-6 odgrywa kluczowa role w rozwoju uktadu limbicznego oraz w procesie
migracji i réznicowania p6zno powstajacych neuronéw kory moézgu [13]. Wptywa
on na rozwoj neuronéw dopaminergicznych, czyli uktadow odgrywajacych istotng
role w rozwoju uzaleznienia poprzez efekt nagrody [10]. Prawie wszystkie mutacje
PAX-6 powodujg utrate funkcji alleli, co w rezultacie u czlowieka moze doprowa-
dzi¢ m.in. do braku teczoéwki, a u myszy do fenotypu ,,matego oka” (small eye) [9].
Substytucje nukleotydéw w rejonie eksonéw powoduja, ze powstaje 80% kodondéw
nonsensownych [9]. Transkrypcja PAX-6 jest regulowana przez 2 oddzielne promotory,
zwane A 1 B, przy czym ekspresja w dojrzaltym mozgu jest kontrolowana gtownie przez
promotor B. Nadto, sekwencja powtorzen polimorficznych dinukleotydow o strukturze
(AC)_ (AG), znajduje si¢ ~ 1 kb w kierunku ,,pod prad” od miejsca inicjacji transkrypcji,
zwigzanego z promotorem B [14]. Stwierdzono wystgpowanie ~ 80% alleli z 2428
powtorzeniami. Aktywno$¢ promotora z wariantem z > 29 powtorzeniami jest od 4 do
9 razy wigksza od aktywno$ci allelu z 26 powtdrzeniami (,,krotkie allele™), a zawartos¢
mRNA jest dwukrotnie wigksza u 0sob z dtugimi allelami niz z krotkimi [15].

W prezentowanej pracy poszukiwano zwiazku miedzy polimorfizmem promotora
PAX-6 i innymi parametrami opisujgcymi osoby uzaleznione, takimi jak: sposob picia,
prawdopodobienstwo szybszego zaniku mozgu i mézdzku.

Material i metody

Projekt badania uzyskat aprobate Komisji Etyki Szpitala Klinicznego Rudolfa Vir-
chowa przy Freie Universitit Berlin. Uczestnicy badan wyrazili zgode po uzyskaniu
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pisemnej informacji o przebiegu badan i ich celu.

W badaniach wzigto udziat 68 0s6b z ZZA, narodowoS$ci niemieckiej, w tym 59
me¢zezyzn (w wieku 41,2 +9,5) 19 kobiet (w wieku 38,3 + 8,9 lat). Osoby te spetniaty
kryteria zespotu zaleznos$ci alkoholowej wg ICD-10. Rekrutowano je sposrod pacjen-
tow Kliniki Psychiatrii Freie Universitit Berlin. Histori¢ uzaleznienia od alkoholu
ustalano na podstawie ustrukturowanego wywiadu, opartego na Composite Interna-
tional Diagnostic Interview (CIDI), nasilenie objawéw abstynencyjnych oceniano
wg skali CIWA-R, nadto przeprowadzano badania internistyczne i psychiatryczne.
Kryterium wyltaczajacym byto uzaleznienie od innej substancji niz alkohol lub niko-
tyna oraz stwierdzenie w wywiadzie powaznych schorzen psychiatrycznych. Nadto,
wyodrebniono grupy 0sob z alkoholowymi zespotami abstynencyjnymi powiktanymi
drgawkami lub majaczeniem podanymi w wywiadzie.

U o0s6b zakwalifikowanych do badan wykonywano tomografi¢ komputerowg mézgu
1 mézdzku, ktorej wyniki oceniato 2 niezaleznych radiologéw z Kliniki Radiologii
Benjamin Franklin Krankenhaus, Freie Universitdt Berlin [16], oraz dokonywano
oceny polimorfizmu PAX-6, sktadajacego si¢ z 24 do 36 powtorzen dinukleotydowych
[17].

Preparatyka DNA: PCR wykonywano przy catkowitej objetosci 25 pl, zawierajace;j
60 ng genomowego DNA, 10 pM kazdego primera, 200 uM kazdego dNTP, 2 uCi
(o - ** P)-dCTP (10 mCi/ml, 3000 Ci/mmol), 1,5 mM MgCl,, 75 mM Tris — HCI: pH
9,0, 20 mM (NH,),SO,, 0,01% Tween 201 0,5 j. polimerazy Taq DNA (Eurogentec).
Primerami byty:

PérepU (sense):

5’- CTC CGT GGA CTGAGAAGAC-¥
P6repD (antisense):

5’—- GGATGA CCAATG CTG GGA-3’

Warunki PCR byly nastepujace: 95°C przez 3 min + 94°C przez 40 s (denatura-
cja) + 56°C przez 30 s (annealing) + 72°C przez 1 min (elongacja) przez 35 cykli,
koncowa elongacja przez 5 min przy 72°C. Do 2 ul produktu PCR dodawano 8 ul
roztworu konczacego (zawierajacego 97% dejonizowany formamid; 10 mM EDTA:
pH 7,5; 0,03% biekit bromofenolowy, 0,003% ksylenocyjanol FF). Mieszanina byta
ogrzewana do 90°C przez 3 min, chtodzona w lodzie i umieszczana na 6% zelu polia-
kryloamidowym, na ktorym rozdzielano fragmenty alleli znakowane radioaktywnym
fosforem 3?P. Elektroforeze wykonywano przez 2,5 h przy 65 W, po czym wysuszony
zel zamykano w kasecie z kliszg na 12 do 48 h w zamrazarce do -70°C.

Analiza statystyczna: Stosowano test rang Spearmana oraz test Manna-Whitneya
w celu oceny korelacji miedzy polimorfizmem promotora genu PAX-6 oraz parame-
trami charakteryzujacymi grupe oséb uzaleznionych od alkoholu a zanikiem mézgu.

Whyniki

Uzyskane wyniki potwierdzaja prawo Hardy’ego—Weinberga; czestosci alleli
1 genotypdw pacjentéw przedstawiono w pracy opublikowanej przez nas w Addiction
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Biology [17].

W tabeli 1 przedstawiono analiz¢ zaleznosci migdzy zanikami mozgowia a liczba

Analiza zaleznoS$ci miedzy zanikami mézgowia a liczba powtérzen

Tabela 1

(od 24 do 36 dinukleotydowych powtdérzen) w promotorze B genu PAX-6 u 68 pacjentow.
W tabeli podano wspélczynniki korelacji
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PAX-6-1— 1. allel, PAX-6-2 — 2. allel, przy czym liczba powtdorzen w PAX-6-1<PAX-6-2,
PAX-6 carr — jezeli przynajmniej jeden allel zawiera > 29 powtorzen, PAX-6 carr=1, jezeli nie —
PAX-6 carr=0; * — zaleznos¢ jest istotna statystycznie

powtorzen w promotorze B genu PAX-6.

W tabeli 2 przedstawiono zwiazki pomig¢dzy zmianami w réznych obszarach moézgu
a takimi cechami klinicznymi, jak: spadek tolerancji alkoholu, wystepowanie objawow
abstynencyjnych, w tym majaczenia alkoholowego.

Nie stwierdzono korelacji migdzy zanikami mozgowia a plcig, wiekiem osoby
uzaleznionej, zwigkszeniem tolerancji alkoholu, ilo$cig wypijanego alkoholu w ciggu
doby, urazami glowy podanymi w wywiadzie, wystepowaniem padaczki alkoholowe;j,
gtodu alkoholowego, palimpsestéw, warunkami socjalnymi osoby uzaleznionej (po-
siadanie mieszkania, pracy, korzystanie z opieki socjalnej), probami samobdjczymi

ujawnionymi w wywiadzie.
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Tabela 2

Niegenetyczne parametry skorelowane z zanikami w obrebie mézgowia (n = 68).
W tabeli podano wspolczynniki korelacji
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* — zalezno$¢ jest istotna statystycznie

Oméwienie wynikow

W badanej grupie 68 0sdb uzaleznionych od etanolu stwierdzono zaniki w réznych
czesciach moézgowia tacznie u 92,6% osob. Ten odsetek jest wigkszy niz w badaniach
Skulleruda i wsp. [6], ktorzy stosowali jednak odmienng metode oceny (autopsja),
nadto ich badania dotyczyty innej populacji.

Z uzyskanych rezultatow wynika, ze istnieje odwrotnie proporcjonalny zwigzek
miedzy liczba powtdrzen w promotorze genu PAX-6 a wystgpowaniem zanikow mozgu
1 mozdzku. Moze to by¢ zwigzane z wptywem tego genu na procesy neuroplastyczne
(degeneracje i regeneracje¢) w osrodkowym uktadzie nerwowym. Ekspresja genu ma-
jacego co najmniej 29 powtdrzen dinukleotydowych (AC)_(AG)_jest u ludzi przeszto
2—-3-krotnie wigksza — co wykazali w swoich badaniach Okladnova i wsp. [15] oraz
Sander i wsp. [ 18] — stad by¢ moze wigeksza zdolnos$¢ regeneracyjna mozgowia u osob
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uzaleznionych majacych wersje tego genu z wigksza, a szczegdlnie > 29, liczba po-
wtorzen (AC) _(AG) w promotorze B genu PAX-6 [15].

W badaniach wlasnych nie znaleziono zwiazku migdzy polimorfizmem promotora
genu PAX-6 a zespotem zaleznosci alkoholowej, nawet w $cisle zdefiniowanych pod-
grupach pacjentéw z ZZ A z obciazeniem rodzinnym alkoholizmem, wezesng (<26 1.z.)
utratg kontroli, z powiktaniami zespolu abstynencyjnego — napadami drgawkowymi
lub majaczeniem alkoholowym — czy osobowoscia dyssocjalng [17, 18].

Whbrew oczekiwaniom nie stwierdzono korelacji mig¢dzy licznymi czynnikami,
ktore zgodnie z danymi z pisSmiennictwa lub intuicyjnym przewidywaniem, powinny
wplywac na procesy zaniku mézgowia [5, 6]. Oczywiscie, dane uzyskane w wywiadzie
nalezy traktowaé z pewna rezerwg. Jednak podkresli¢ nalezy, ze w zbadanej grupie
pacjentow z ZZA nie stwierdzono korelacji migdzy zanikami w obrgbie mozgowia
a klinicznymi czynnikami opisujacymi uzaleznienie, z ktérych tylko najistotniejsze
uwzgledniono w niniejszej pracy.

Dane zestawione w tab. 2 nalezy traktowac jako informacje¢ o skutkach, a nie
przyczynach zanikow. Skutki te sg bardzo istotne, bo obejmujg zmniejszenie tolerancji
alkoholu, wystepowanie objawow abstynencyjnych, w tym majaczenia alkoholowego.
Szczegolnie wyrazna jest zaleznos¢ migdzy wystepowaniem majaczenia alkoholowego
a zanikami w poszczeg6lnych okolicach mézgowia. Nakazuje to traktowanie tych
zanikoéw jako jednego z czynnikéw zwigkszonego ryzyka wystapienia majaczenia
alkoholowego.

‘Whioski

1. Czynniki genetyczne, a szczegélnie polimorfizm w rejonie promotora B genu
PAX-6 mozna uzna¢ za jedng z istotnych przyczyn zaniku mézgowia u 0sob uza-
leznionych od alkoholu.

2. Zaniki mézgowia prowadza do powiktanych, gtebokich zespotow abstynencyjnych
1 wigza si¢ ze zmniejszong tolerancja alkoholu.

Summary

PAX-6 gene promoter polymorphism, alcohol dependence history and CT were determined
in the group of 68 alcoholics. We found negative correlation between numbers of PAX-6 gene
promoter B (AC)_ (AG), repeats and atrophy of the brain and the cerebellum. Occurrence of
these lesions was correlated with a decrease of alcohol tolerance, withdrawal symptoms - espe-
cially delirium tremens.

Dicc&idoced alir d’didiniar PAX-6 & &iiil oFeiiidi, na’criiii
h FRAGEIE &icaT 6 686, GFAMNESE Th Féeiaie”
Nizfdériei

O 68 &¢6, ¢rACNGENE T féeials” ddialalif iolier chnidee cracneeinng i nd'édniial itd’chef n
endisnciaricle nidoenodiial id'dint,  ifec] cnnélaiar disceidoces alir ddisitidt PAX-6. Ediél
defetiiial, ddialalif 16iier d'1"aslic” irdorlic” sigaialé nndoenodi a 6idel mdioc+ingcd seélilicé a
&igal ¢ &igéi+el ¢ endisigiaric eiddatnidiié nisiadrocs. ngi+ir indeomisnit” eiddie 6¢" &i¢ao



Zanik mézgowia u 0s6b uzaleznionych od alkoholu 309

Di-a¢licl rdiocé eiddiscdiarst n oslinrlicis nisidrinitnig ¢ réetaist, d'iaglicls rannciliogiiind
néeéd’niéia, néiciliias réeiaictine dlécdcle.
Polymorphismus des Promotorgenes PAX-6 und andere Faktoren,
die mit der Enzephalonatrophie bei alkoholabhiingiger Personen verbunden sind

Zusammenfassung

In der Gruppe von 68 Personen, die alkoholabhéngig waren, beurteilte man die Geschichte
der Alkoholabhéngigkeit mit der Hilfe eines strukturalisierten Interviews. Der Polymorphismus
des Promotorgenes PAX - 6 wurde untersucht. Man beurteilte das Auftreten der atrophischen
Prozesse des Zerebrums und des Enzephalons mit Hilfe von CT. Es wurde ein negativer Zusam-
menhang zwischen der Anzahl der Wiederholungen (AC)m (AG)n im Promotor des Genes PAX
- 6 und der Atrophie des Zerebrums und Enzephalons festgestellt. Das Auftreten der Atrophie
hing mit der Verringerung der Alkoholtoleranz, Auftreten der Abstinenzsymptome zusammen,
die mit dem Alkoholdelir kompliziert wurden.

Le polymorphisme du géne promoteur PAX-6 et les autres facteurs liés
avec ’atrophie du cerveau des alcooliques

Résumé

Dans le groupe de 68 alcooliques on examine le polymorphisme du géne promoteur
PAX-6, I’histoire de 1’alcoolisme et 1’atrophie de la cervelle et du cerebellum. On trouve une
négative corrélation du nombre de répétitions (AC)_ (AG), du promoteur B du géne PAX-6 et
I’atrophie de la cervelle et du cerebellum. L’apparition de ces 1€sions corréle avec la tolérance
abaissée de I’alcool, les symptomes de I’abstinence et le delirium tremens.
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