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Summary
Aim. The aim of the study was to estimate the transmission of two candidate genes’ alleles 

(according to the serotonergic hypothesis of schizophrenia) by parents to their children with 
schizophrenia. The genes under investigation were the following: 5HTR2A (polymorphism T102C) 
and SLC6A4 (polymorphism 5-HTTLPR). 

Method. There were 116 families in the group under investigation (patient and his/her both 
parents). Due to the missing genotypes or unlikely inheritance (other biological parent or genotyping 
error) the number of analysed trios differs for particular polymorphisms (these trios were not excluded 
from the study, however they were not analysed in the case of a given polymorphism). The patients 
and their parents were examined using the SCID (Structured Clinical Interview for DSM-IV Axis I 
Disorders). No mental disorders were found with all the patients’ parents. The DNA was extracted 
from the peripheral blood leukocytes by the salting out method. The polymorphisms were studied 
by the PCR method (PCR-RFLP method for: 5HTR2A and PCR-VNTR method for: SLC6A4). 
The statistical analysis of the frequency of transmission of alleles was carried out by the TDT 
(Transmission Disequilibrium Test) method. To analyse the transmission disequilibrium of alleles 
under examination, the Haploview v. 3.2. programme was used. 

Results. According to the results obtained, no association between the analysed polymorphism 
of genes: 5HTR2A (T102C), SLC6A4 (5-HTTLPR) and schizophrenia was found. 

Conclusions. Thus it seems advisable to carry out further examinations of the role of these 
polymorphisms in schizophrenia by means of TDT method and the classical association method.
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Wstęp

W patogenezie schizofrenii kluczową rolę, obok zaburzeń przekaźnictwa dopa-
minergicznego, przypisuje się przekaźnictwu serotoninergicznemu. Uważa się, że 
w szczególności w powstawaniu objawów negatywnych w schizofrenii uczestniczą 
oprócz dopaminy inne układy neuroprzekaźnikowe, np. układ serotoninowy [1]. 
W 1954 roku Wooley i Shaw [2] sformułowali serotoninową koncepcję schizofrenii, na 
podstawie początkowych wniosków o antagonistycznym działaniu halucynogennego 
dietylamidu kwasu lizergowego (LSD) na układ serotoninergiczny, wiążąc patomecha-
nizm choroby z niedoborem serotoniny. Hipoteza niedoboru serotoniny w schizofrenii 
została poparta badaniami wykazującymi niekorzystny wpływ p-chlorofenyloalaniny 
(p-CPA) będącej inhibitorem syntezy serotoniny na stan kliniczny chorych. Jednak 
dalsze badania farmakologiczne doprowadziły do modyfikacji serotoninowej koncepcji 
schizofrenii, wiążąc patomechanizm choroby z nadczynnością układu serotoniner-
gicznego. Okazało się, że dietylamid kwasu lizergowego (LSD) pobudza receptory 
serotoninowe typu 5-HT-2 [3]. Działanie terapeutyczne leków neuroleptycznych nowej 
generacji związane jest między innymi z blokadą receptorów serotoninowych, która 
ma wpływ modulujący na przekaźnictwo dopaminergiczne [4]. W badaniach wykaza-
no również, że inny agonista receptorów serotoninowych – m-chlorofenylpiperazyna 
(mCPP) może powodować zaostrzenie objawów chorobowych u pacjentów chorych 
na schizofrenię [5].

W badaniach płynu mózgowo-rdzeniowego osób chorujących na schizofrenię 
z obciążonym wywiadem rodzinnym stwierdzono podwyższony poziom kwasu 5-hy-
droksyindolooctowego (5-HIAA) – metabolitu serotoniny będącego wykładnikiem 
aktywności serotoninergicznej [6].

W badaniach post mortem wykazano zmniejszoną – w porównaniu z osobami 
zdrowymi – liczbę miejsc wychwytu zwrotnego serotoniny w mózgach osób chorych 
na schizofrenię [7]. Hernandez i Sokolov [8] stwierdzili wzrost poziomu mRNA trans-
portera serotoniny w korze czołowej u pacjentów ze schizofrenią oraz jego spadek 
w okolicy skroniowej w porównaniu z grupą kontrolną.

W związku z koncepcją serotoninową proponuje się – jako geny kandydujące 
związane z tym układem – geny kodujące m.in. receptory serotoninowe, transporter 
serotoniny oraz hydroksylazę tryptofanu.

Gen kodujący receptor 5HT2A zlokalizowany jest na chromosomie 13q14-q21 
[9] i składa się z 3 eksonów oraz 2 intronów [10]. W powyższym genie istnieje wiele 
polimorfizmów. Najczęściej badanym wariantem (również w niniejszej pracy) jest 
substytucja T/C w kodonie 102 w pierwszym eksonie (polimorfizm 102T/C – rs6313). 
Substytucja T/C nie prowadzi do zmiany aminokwasu, ale jest sprzężona z substytucją 
G/A w pozycji -1438 promotora, która potencjalnie może mieć znaczenie funkcjonalne, 
np. poprzez modulowanie aktywności transkrypcyjnej [11].

Gen kodujący transporter serotoniny (SLC6A4) znajduje się na chromosomie 
17q11.1-17q12 [12] i składa się z 14 eksonów [13]. Opisano wiele polimorfizmów 
tego genu. Jednym z nich (analizowanym również w niniejszej pracy) jest polimor-
fizm insercyjno-delecyjny promotorowego odcinka genu transportera serotoniny  
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– 5-HTTLPR (ang. serotonin transporter linked polymorphic region) zlokalizowa-
ny około tysiąca par zasad przed miejscem inicjacji transkrypcji [14]. Polimorfizm 
5-HTTLPR (rs4795541) charakteryzuje się insercją lub delecją fragmentu wielkości 
44 par zasad (pz) w rejonie zawierającym zmienną liczbę powtórzeń tandemowych 
o wielkości motywu od 6 do 8 pz. Ten funkcjonalny polimorfizm jest związany ze 
zróżnicowaną aktywnością transkrypcyjną genu. Allel z insercją 44pz (allel „long” 
– allel l) charakteryzuje się 3-krotnie większą aktywnością transkrypcyjną niż allel 
z delecją 44 pz (allel „short” – allel s) [14, 15, 16].

Oba badane polimorfizmy nie są polimorfizmami flagowymi dla populacji euro-
pejskiej.

Materiał

W badaniu wzięło udział 116 rodzin (chory i oboje rodziców). Badaniem objęto 
116 niespokrewnionych pacjentów z rozpoznaniem schizofrenii (70 mężczyzn i 46 
kobiet), średnia wieku – 24,48 roku (SD = 6,84), spełniających kryteria diagnostyczne 
schizofrenii wg DSM-IV [17] i ICD-10 [18]. U 111 pacjentów rozpoznano schizofre-
nię paranoidalną, u 2 niezróżnicowaną, u 2 chorych rezydualną, a u 1 katatoniczną. 
Średni wiek początku choroby wynosił 20,55 roku (SD = 4,08) i nie różnił się zna-
cząco w zależności od płci. Pacjenci byli rekrutowani z Kliniki Psychiatrii Dorosłych 
UM w Poznaniu. Stan psychiczny chorych oceniany był przez 2 lekarzy psychiatrów 
z Kliniki Psychiatrii Dorosłych UM w Poznaniu na podstawie ustrukturalizowanego 
wywiadu – SCID [19] – dotyczącego zaburzeń I osi DSM IV, oraz dokumentacji 
medycznej. U rodziców osób chorych na schizofrenię (116 mężczyzn i 116 kobiet), 
średnia wieku wynosiła: dla ojców – 54,46 roku (SD = 9,77), dla matek – 52,01 roku 
(SD = 8,27). Osoby te były badane psychiatrycznie przez lekarza z Kliniki Psychiatrii 
Dorosłych UM w Poznaniu za pomocą ustrukturalizowanego wywiadu – SCID; nie 
stwierdzono u nich zaburzeń psychicznych.

Osoby biorące udział w badaniu pochodziły z populacji polskiej, w większości – 
z terenu Wielkopolski. Pacjenci oraz ich rodzice udzielili pisemnej zgody na udział 
w badaniu. Projekt uzyskał akceptację terenowej Komisji Etycznej Uniwersytetu 
Medycznego w Poznaniu.

Metoda

Genomowy DNA został wyizolowany z leukocytów krwi obwodowej metodą 
wysalania [20]. Polimorfizm T102C genu 5HTR2A jest polimorfizmem pojedynczego 
nukleotydu typu SNP (rs6313) i charakteryzuje się substytucją T/C w pozycji 102, która 
prowadzi do powstania miejsca restrykcyjnego rozpoznawanego przez enzym HpaII. 
Natomiast badany polimorfizm 5-HTTLPR (rs4795541) charakteryzuje się insercją/
delecją 44 par zasad w promotorowym regionie genu, zawierającym powtórzone 
motywy o wielkości 6-8 par zasad. Analizę przeprowadzono za pomocą metody PCR
-RFLP dla polimorfizmu T102C genu 5HTR2A oraz PCR-VNTR dla polimorfizmu 
5-HTTLPR. Amplifikacji, metodą PCR, badanego regionu genu 5HTR2A dokonano 
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używając starterów opisanych przez Du i wsp. w 2000 roku [21]. Natomiast w przy-
padku polimorfizmu 5-HTTLPR amplifikacji metodą PCR poddano 5’UTR genu, 
używając starterów opisanych przez Stoltenberg i wsp. [22]. Dla obu polimorfizmów 
reakcję PCR przeprowadzono, stosując polimerazę Taq (producent – Fermentas). Uzy-
skany dla polimorfizmu T102C genu 5HTR2A produkt PCR o długości 410 par zasad 
trawiono używając enzymu HpaII (producent – Fermentas). Na podstawie wyników 
rozdziału elektroforetycznego, w obecności markerów mas DNA określono genotypy. 
W przypadku polimorfizmu T102C genu 5HTR2A przy braku polimorficznego miejsca 
restrykcyjnego dla HpaII stwierdza się obecność nietrawionego fragmentu o długości 
410 par zasad (allel T), natomiast w obecności polimorficznego miejsca restrykcyjnego 
powstają 2 fragmenty DNA: o długościach 248 i 162 par zasad (allel C). W przypadku 
polimorfizmu 5-HTTLPR uzyskano produkty PCR o wielkości 406 par zasad (allel 
short) lub 450 par zasad (allel long).

Do analizy nierównowagi transmisji alleli badanych polimorfizmów zastosowano 
program Haploview v. 3.2, dostępny na stronie internetowej: http://www.broad.mit.
edu/mpg/haploview/index.php [23]. Metoda TDT (ang. Transmission Disequilibrium 
Test) polega na badaniu tzw. trio, w którego skład wchodzą chora osoba oraz jej zdrowi 
rodzice. W obliczeniach bierzemy pod uwagę tylko rodziców o heterozygotycznym 
układzie alleli danego polimorfizmu (tzw. tria informatywne). Metoda TDT polegająca 
na porównaniu liczby alleli przekazanych i nie przekazanych przez rodziców swemu 
choremu potomstwu pozwala określić, czy istnieje preferencja w ich przekazywaniu 
osobom chorym. Zaletą rodzinnych badań asocjacyjnych z pominięciem klasycznej 
grupy kontrolnej jest uniknięcie efektu stratyfikacji. Okazuje się, że określone allele 
występują w różnych populacjach z różną częstością, a niewłaściwy dobór grupy 
badanej i kontrolnej pod względem etnicznym może być przyczyną zafałszowania 
wyników badań asocjacyjnych o charakterze populacyjnym. W przypadku, gdy allel 
markerowy określonego genu występuje istotnie częściej w danej grupie etnicznej 
i grupa ta jest częściej reprezentowana przez pacjentów niż przez osoby zdrowe – 
stwierdza się fałszywą asocjację pomiędzy danym allelem a chorobą. Istnieje też 
zjawisko odwrotne (tzw. paradoks Simpsona) polegające na maskowaniu prawdziwej, 
istniejącej asocjacji przez efekt stratyfikacyjny. Ma to miejsce, gdy kierunki prawdziwej 
i fałszywej asocjacji są przeciwstawne.

Wyniki

Analizowano częstość przekazywania przez rodziców swoim chorym na schizofre-
nię dzieciom alleli polimorfizmu T102C genu 5HTR2A oraz polimorfizmu 5-HTTLPR 
przy zastosowaniu metody TDT. Tabela 1 przedstawia liczbę oraz charakterystykę 
badanych trio dla obu polimorfizmów. W przeprowadzonym badaniu nie stwierdzono 
istotnej statystycznie preferencji w przekazywaniu któregokolwiek z alleli zarów-
no polimorfizmu T102C genu 5HTR2A jak i polimorfizmu 5-HTTLPR (tabela 2). 
W przypadku polimorfizmu T102C genu 5HTR2A allelem częściej przekazywanym 
przez rodziców swoim chorym dzieciom był allel T (przekazany w 52 przypadkach, 
nie przekazany w 40 przypadkach; wartość p = 0,211). Natomiast dla polimorfizmu 
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5-HTTLPR częściej przekazywanym allelem był allel s (przekazany w 55 przypadkach, 
nie przekazany w 47 przypadkach; wartość p = 0,428).

Tabela 1. Liczba oraz charakterystyka badanych trio dla polimorfizmów:
T102C genu 5HTR2A, ins/del promotora genu SERT

NS – nieistotne statystycznie

Tabela 2. Częstość przekazywania przez rodziców swoim chorym dzieciom alleli
polimorfizmów: T102C genu 5HTR2A, ins/del promotora genu SERT

5HTR2A SERT
Liczba trio 97 113
Rzadki allel C s
Częstość rzadkiego allelu 0,435 0,34

5HTR2A 
n = 97

SERT 
n = 113

Częściej przekazywany allel T s

Przekazane/nie przekazane 52/40 
(57%/43%)

55/47 
(54%/46%)

Chi2 1,565 0,627
p 0,211 0,428
Istotność statystyczna NS NS

Dla całej badanej grupy stwierdzono zgodność rozkładu częstości genotypów 
z prawem Hardy’ego-Weinberga zarówno w przypadku polimorfizmu T102C genu 
5HTR2A (HWE=0,672), jak i polimorfizmu 5-HTTLPR (HWE=0,989).

Omówienie wyników

W naszych badaniach nie stwierdziliśmy związku badanych polimorfizmów ze 
schizofrenią. Uzyskane dotychczas wyniki są niejednoznaczne w przypadku obu ba-
danych polimorfizmów. Dwie niezależne metaanalizy dotyczące polimorfizmu T102C 
genu 5HTR2A wykazały związek allelu C z chorobą [24, 25]. Jednak kolejna, obszerna 
metaanaliza przyniosła negatywne wyniki [26]. Natomiast ostatnie badanie znaczącej 
grupy chorych wykazało związek allelu T z chorobą [27]. W badaniach asocjacyjnych 
polimorfizmu 102T/C metodą TDT wykazano istotnie częstsze przekazywanie allelu 
C chorującym dzieciom przez ich rodziców [11]. Jednak większość badań z wykorzy-
staniem metody TDT przyniosła negatywne wyniki [28, 29].

Również przeprowadzona dla polimorfizmu 5-HTTLPR metaanaliza nie dała 
pozytywnych rezultatów [30]. W 2005 r. Dubertret i wsp. [31], badając polimorfizm 
5-HTTLPR chorych na schizofrenię i ich rodzin, z wykorzystaniem metody TDT, 
stwierdzili częstsze przekazywanie allelu l przez rodziców swoim chorym dzieciom. 
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W innych badaniach z wykorzystaniem metody TDT nie stwierdzono związku powyż-
szego polimorfizmu z ryzykiem zachorowania na schizofrenię [5, 32]. W jedynych do 
tej pory badaniach populacji polskiej nie stwierdzono związku pomiędzy polimorfi-
zmem 5-HTTLPR a ryzykiem zachorowania na schizofrenię. Wykazano jednak, że 
u chorych na schizofrenię kobiet homozygotycznych względem allelu s występuje 
słabsze nasilenie objawów psychopatologicznych [33].

Fakt, że badane grupy pacjentów nie są wystarczająco homogenne pod względem 
przebiegu choroby oraz jej objawów, stwarza możliwość uzyskania fałszywie dodatnich 
lub ujemnych wyników. Kategorie diagnostyczne obejmują bardzo heterogennych 
pacjentów, co znacznie utrudnia uzyskanie obiektywnych rezultatów. Wiadomo po-
nadto, że zaburzenia w układzie serotoninowym związane są z różnymi zaburzeniami 
psychicznymi i mogą prowadzić do wystąpienia różnych objawów. Wydaje się, że 
wpływ układu serotoninowego na zaburzenia psychiczne być może lepiej analizować 
w odniesieniu do poszczególnych objawów i ich nasilenia niż w odniesieniu do kon-
kretnych jednostek chorobowych [34].

W schizofrenii najbardziej prawdopodobny wydaje się złożony model dziedziczenia 
schorzenia, polegający na łącznym działaniu wielu (kilkunastu lub kilkudziesięciu) 
genów [35]. Brak asocjacji badanych polimorfizmów ze schizofrenią nie wyklucza 
istnienia takiego związku w przypadku innego polimorfizmu genu kodującego receptor 
5HT2A czy transporter serotoniny. Dla wyjaśnienia tych kwestii konieczne są dalsze 
badania.

Wnioski

W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono związku polimorfizmu T102C 
genu 5HTR2A oraz polimorfizmu 5-HTTLPR ze schizofrenią.

Praca finansowana z projektu MniSW „Badania asocjacyjne genów kandydujacych metodą 
TDT w schizofrenii” nr nn 402 282 533.

Отсутствие ассоциации между интерцийне-делецийным полиморфизмом 
промоторного отрезка гена транспорта серотонина, а также полиморфизма  

Т102С гена, кодирующего рецептор 5НТ2А и шизофренией. Семейные исследозания

Содержание

Задание. Заданием настоящей работы было определение частоты передачи аллели двух 
кодирующих генов (относящихся к серотониновой гипотезе шизофрении) родителями, 
болеющих шизофренией детям, анализу подвергнуты гены: 5НТR2А (полиморфизм Т102С) 
и SL С6А4 (полиморфизм 5-НТТLРR).

Метод. В исследовании приняло участие 116 семей (больной с диагнозом шизофрении и 
обое родители). Ввиду на проблелы в генотипировании или несогласность наследования (иной 
биологический родитель или же ошибка в генотипировании) число исследованных трио для 
отдельных полиморфизмов различна (трио не были отброшены из исследования, однако не 
были анализированы в случаях данного полиморфизма). Психическое состояние больных и 
их родителей был оценен на основании ультраструктурного анамнеза SCID, относящийся к 
нарушениям 1 оси по DSM-IV.
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У всех родителей пациентов, принимающих участие в исследовании, не отмечено 
психических нарушений. Проведен анализ ДНК, изолированной из периферической крови 
методом высаливания. Генотипные определения исследованных полиморфизмов, на основании 
метода РСR, при использовании анализа РСR-RFLP (5HTP2A) и PCR-VNTR (SLC6A4). 
Статистический анализ частоты передачи аллели проведен с использованием метола TDТ. 
Для анализа неравновесия трансмиссии аллели исследованных полиморфизмов применена 
программа Хаплевыо 3.2.

Результаты. В предложенном исследовании не отмечено связи анализированных 
полиморфизмов генов: 5НТR2А (Т102С) и SLС6А4 (5-НТТLPR) с шизофренией,

Выводы. На основании проведенных исследований истекает необходимость проведения 
последующих наблюдений над ролью указанных полиморфизмов при шизофрении, в том также 
исследований с использованием метода TDT и классических ассоциацийных исследований.

Mangel an Assoziation zwischen Insertions- und Deletionspolymorphismus  
der Promotorregion des Gens des Serotonintransporters und dem T102C Polymorphismus 

des 5-HT2A Rezeptorgens und Schizophrenie - Familienstudie

Zusammenfassung

Ziel. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der Häufgkeit der Übertragung 
der Allele der zwei Gene (Anknüpfung an die Serotonin-Hypothese der Schizophrenie) durch die 
Eltern an ihre  an Schizophrenie erkrankten Kinder. Analysiert wurden die Gene: 5HTR2A (T102C 
– Polymorphismus) und SLC6A4 (5-HTTLPR-Polymorphismus). 

Methode. An die Studie wurden 116 Familien eingeschlossen (Kranke mit der Diagnose 
Schizophrenie und ihre Eltern). Wegen Mangel an Genotypisierung oder Inkorrektheit der Vererbung 
(ein anderer biologischer Elternteil oder Fehler bei der Genotypisierung) ist die Zahl der untersuchten 
Dreipersonengruppen für einzelne Polymorphismusarten unterschiedlich (diese Dreipersonengruppen 
wurden von der Studie nicht eliminiert, sie wurden jedoch im Falle eines gegebenen Polymorphismus 
nicht analysiert). Der psychische Zustand der Kranken und ihrer Eltern wurde wurde mit dem 
strukturalisiertem Interwiev SCID beurteilt – zu Störungen der 1.Achse DSM IV. Bei allen Eltern 
der Patienten, die an der Studie teilnahmen, wurden keine psychischen Störungen diagnostiziert. 
DNA wurde aus dem periphären Blut mit der Aussalzen - Methode isoliert. Die Genotypen-
Bezeichnungen der untersuchten Polymorphismen wurden mit der Polymerase-Kettenreaktion 
(PCR) mit der Anwendung der PCR-RFLP Analyse (5HTR2A) und PCR-VNTR (SLC6A4) Analyse 
durchgeführt. Die statistische Analyse der Häufigkeit der Übertragung der Allele wurde mit der TDT-
Methode durchgeführt. Zur Analyse der Nicht-Gleichheit der Allelentransmission der untersuchten 
Polymorphismen wurde das Programm Haploview v. 3.2 angewandt.

Ergebnisse. In der besprochenen Studie wurden keine Zusammenhänge zwischen den analysierten 
Polymorphismen der Gene 5HTR2A (T102C ) und SLC6A4 (5-HTTLPR) festgestellt.

Schlussfolgerungen. Es scheint notwendig zu sein, weitere Studien an der Rolle der obigen 
Polymorphismen in der Schizophrenie durchzuführen, darunter auch Studien mit der TDT-Methode 
und mit klassischen assoziativen Untersuchungen.  

Le manque des associations du polymorphisme d’insertion/d’délétion de la région  
du promoteur du gène transporteur de sérotonine, du polymorphisme T102C  
du gène codant le récepteur 5HT2A et de la schizophrénie – études de familles

Résumé

Objectif. On essaie de définir la fréquence de transmission des allèles de deux gènes candidats 
(liée avec l’hypothèse sérotoninergique de la schizophrénie) par les parents aux enfants souffrant de 
schizophrénie. On analyse les gènes : 5HTR2 (polymorphisme T102C) et SLC6A4 (polymorphisme 
5-HTTLPR).
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Méthode. On examine 116 familles (patient schizophrène et ses parents). A cause des manques 
dans les génotypes (autre parent biologique ou erreur génotypique) le nombre des trios examinés pour 
les polymorphismes particuliers est divers (ces trios ne sont pas exclus d’examen mais ils ne sont 
pas analysés). L’état psychique des patients et de leurs parents sont analysés avec SCID (Structured 
Clinical Interview for DSM-IV Axis I Disorder). Chez tous les parents des patients examinés on ne 
trouve pas des troubles mentaux. On analyse l’ADN isolé du sang périphérique avec la méthode du 
relargage. Le polymorphisme est examiné avec la méthode PCR (analyse PCR-RFLP de 5HTR2A 
et PCR-VNTR de SLC6A4).L’analyse statistique de la fréquence de la transmission des allèles est 
faite avec la méthode DTD (Transmission Disequilibrium Test). Pour l’analyse du déséquilibre de 
la transmission des allèles on utilise le programme Haploview version 3.2.

Résultats. On n’atteste pas d’associations des polymorphismes examinés des gènes : 5HTR2A 
(T102C) et SLC6A4 (5-HTTLPR) et de la schizophrénie.

Conclusions. Il semble qu’il faut continuer les recherches concernant le rôle de ces 
polymorphismes pendant la schizophrénie en utilisant la méthode TDT et les méthodes classiques 
d’association.
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